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ABSTRACT

High performance liquid chromatography (HPLC) is an instrumental analyti-
cal technique, which is widely used for a separation and determination of a mixture
of components in many samples (e.g. of biomedical, pharmaceutical, food, and envi-
ronmental origin). Despite several decades of the development of this technique,
some aspects of the chromatographic process are still open to questions. This is par-
ticularly related to mechanisms of retention and selectivity of a separation. Impro-
vement of the separation selectivity can be achieved by a change of the stationary
phase type and qualitative and/or quantitative composition of the mobile phase. The
replacement of the stationary phase does not ensure a smooth change of selectivity
and retention, however, it generates additional costs of analysis. Therefore, the opti-
mal conditions of chromatographic separation can be easily obtained by the change
of a composition of the mobile phase, i.e. the type and/or concentration of its modi-
fier (organic solvent).

This paper presents an overview of approaches to explanation and interpreta-
tion of an influence of mobile phase composition on the retention and separation
selectivity in liquid chromatography systems with particular emphasis on modifier
type of eluent in the reversed phase high performance liquid chromatography (RP
HPLC).

Keywords: retention of solutes, separation selectivity, the effect of modifier on selec-
tivity, reversed phase high performance liquid chromatography, HPLC, RP HPLC
Stowa Kkluczowe: retencja substancji, selektywnos¢ rozdzielenia, wpltyw modyfi-
katora na selektywnos¢, wysokosprawna chromatografia cieczowa z odwréconym
ukladem faz, HPLC, RP HPLC
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WPROWADZENIE

Efektywne rozdzielenie skfadnikéw probki badanej za pomoca metod chroma-
tograficznych jest zalezne od odpowiednio dobranych warunkéw prowadzenia pro-
cesu separacji. Parametrem opisujacym zdolnos$¢ uktadu chromatograficznego do
separacji skladnikoéw mieszaniny jest rozdzielczo$¢. Zalezy ona od selektywnosci,
retencji i sprawnosci danego ukladu chromatograficznego w sposdb okreslony row-
naniem Purnella:
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gdzie:
a — wspOlczynnik rozdzielenia,
k — wspétczynnik retencji,
N - liczba pélek teoretycznych.
Sposréd wymienionych wielkosci, najwiekszy wplyw na rozdzielczo$¢ ma
wspotczynnik rozdzielenia , co prezentuje Rysunek 1 [1]:
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Rysunek 1. Wplyw parametréw: retencji, selektywnosci i sprawnoéci uktadu na rozdzielczos¢, R¢ [1]
Figure 1. Influence of retention, selectivity and efficiency of the resolution, Ry [1]
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Selektywno$¢ charakteryzuje wzajemne oddzialywania czgsteczek substanciji
rozdzielanych z elementami faz ruchomej i stacjonarnej. Parametr ten w najwigk-
szym stopniu zalezy od chemicznej budowy analitow, ale takze od rodzaju i wtas-
ciwos$ci obu faz. Miarg selektywnosci jest wspélczynnik rozdzielenia, «, ktérego
warto$¢ rowna jest stosunkowi wspotczynnikéw retencji lub stosunkowi zreduko-
wanych czasow retencji dwoch sasiednich stref (pikéw) substancji:

k2 tR 'to

= = 2 2
’ kl tR‘ 'to ( )

ty» ty, — czasy retencji dwoch sgsiednich stref (pikow) substancji,
t, — czas retencji substancji nie zatrzymywane;j.

Mozliwos¢ zmiany selektywnosci rozdzielenia (wartosci wspélczynnika
rozdzielenia réznej od jednosci) jest podstawowym i nadrzednym celem w kazdej
metodzie chromatograficznej, gdyz ulatwia uzyskanie calkowitego rozdzielenia
sktadnikéw mieszaniny. W przypadku osiggniecia odpowiedniej warto$ci o, syme-
tryczno$¢ i szeroko$¢ pikow, a takze czas prowadzonego procesu moga nie by¢ juz
tak istotne.

Wspotezynnik rozdzielenia moze by¢ takze wyrazany poprzez stosunek statych
podziatu badz innych parametréw chromatograficznych:
o=t _ Ve 3)
tRl VRI
gdzie:

K - stala podziatu,
V; - zredukowana objetos¢ retencji,
112 - indeksy odpowiadajace substancjom 11i 2.

W chromatografii cieczowej, termodynamiczny sposob opisu wspolczynnika
rozdzielenia jest nastepujacy:

_ A(AG)

1
no RT

(4)
AG - entalpia swobodna zwigzana z transportem substancji z fazy ruchomej do
stacjonarnej,

R - stata gazowa,

T - temperatura w skali Kelvina.

Z powyzszej zalezno$ci wynika, iz warto$¢ Ina przedstawia roznice miedzy
warto$ciami entalpii swobodnej przeniesienia dwoch réznych substancji z fazy
ruchomej do stacjonarne;j.

Selektywno$¢ rozdzielenia substancji zalezy od oddzialywan miedzyczastecz-
kowych w fazie stacjonarnej w przypadku uktadéw idealnych. Natomiast w przy-
padku ukladéw rzeczywistych, nalezy réwniez uwzglednia¢ wptyw rodzaju i sktadu
fazy ruchomej na procesy takie jak: jonizacja, solwatacja itp. [2].
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1. WPLYW MODYFIKATORA FAZY RUCHOME] NA RETENCJE
SUBSTANC]JI

Najbardziej popularnym podejsciem opisujacym retencj¢ substancji
w ukladzie faz odwrdconych wysokosprawnej chromatografii cieczowej (RP HPLC)
bylo zastosowanie rownan:

log k = const. + n (% H,0) (5)
lub
Ink=Ink -Cg¢ (6)

k , — wspdlczynnik retencji substancji, gdy fazg ruchoma jest czysta woda,
C - stala (wspotczynnik kierunkowy),
¢ — ulamek objetosciowy modyfikatora w eluencie.

Te zalezno$ci w réwnowaznej postaci zostaly zaproponowane przez Soczewin-
skiego i Wachtmeistera [3] do ukladéw podzialowych chromatografii bibutowej,
a pozniej przez Snydera [4-6] do uktadéw RP HPLC. Opisuja one log k jako liniowa
funkcje stezenia organicznego modyfikatora w fazie ruchomej. Wspolczynnik C
moze by¢ uzywany do okreslania sily elucyjnej rozpuszczalnika, w sposob opisany
ponizszym réwnaniem:

C=logk, -logk (7)

k, — warto$¢ k substancji, gdy ¢ = 1.

Warto$¢ k  mozna zastosowaé do okreslania charakteru hydrofobowego
substancji.

Wada tego rownania jest fakt, Ze moze by¢ stosowane do opisu retencji w sto-
sunkowo waskim zakresie stezenia modyfikatora. Bardziej dokladne opisywanie
zwigzku pomigdzy danymi eksperymentalnymi retencji substancji i skladem ilo$cio-
wym fazy ruchomej obserwuje si¢ przy zastosowaniu réwnania wielomianowego
drugiego stopnia [7, 8].

logk=A¢’+Bgp+C (8)

gdzie:
A, B, C - stale

Réwnanie posiada trzy parametry dopasowania i dlatego dokladniej opi-
suje zalezno$¢ retencja vs sklad eluentu. W literaturze mozna znalez¢ przy-
kiady wielu réwnan opisujacych zalezno$¢ retencja vs sktad fazy ruchomej
[9-11]. Jednak zadne z nich nie przedstawia tej zaleznosci w sposéb idealny
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i nie bierze pod uwage efektow drugorzedowych, majacych réwniez istotny wplyw
na retencje, takich jak np. wolne grupy silanolowe.

2. MAKROSKOPOWE TEORIE WYJASNIAJACE ZMIANY RETENC]JI
I SELEKTYWNOSCI W RP HPLC

2.1. TEORIA SOLWOFOBOWA

Teoria ta rozpatruje retencje i selektywno$¢ uktadu chromatograficznego jako
funkcje zalezng od kilku parametréw:

« napiecia powierzchniowego fazy ruchomej,

+ oddzialywan typu dipol-dipol miedzy polarnymi grupami rozdzielanych

zwigzkow i czasteczkami skltadnikow eluentu.

Tworcy tej teorii, Horvath i in. [12-16] uwazajg, ze gléwnym czynnikiem maja-
cym wplyw na mechanizm retencji i zmiany selektywno$ci w odwréconym ukladzie
faz chromatografii cieczowej, sa oddzialywania miedzyczasteczkowe w fazie rucho-
mej. Teoria ta opiera si¢ na analizie energii tych oddzialywan i, z uwagi na bardzo
wysokie napiecie powierzchniowe wody, skupia si¢ na efekcie hydrofobowym fazy
ruchomej wobec substancji rozdzielanych. Zaktada sig¢, ze w fazie ruchomej powstaje
przestrzen (luka) o wielkosci czasteczki substancji zatrzymywanej. Powstanie luki
zwigzane jest z pewng warto$cia energii swobodnej, ktora ma decydujacy wplyw
na wielko$¢ retencji. Korzystniejsze energetycznie dla substancji apolarnej jest
zmniejszenie powierzchni eksponowanej wobec wodnego rozpuszczalnika, a zatem
zachodzi przemieszczenie jej do weglowodorowej fazy stacjonarnej. Zdolnos¢ fazy
ruchomej do utworzenia luki zalezy od jej napiecia powierzchniowego. Przyczyna
powstania luki moga tez by¢ oddzialywania, na ktére beda mialy wplyw parametry
takie jak: gestos¢ energii kohezji, parametr solwofobowy Abrahama i wspolautorow
[12, 17]. Ponizsze rownanie pokazuje, ze teoria solwofobowa przewiduje liniowg
zalezno$¢ miedzy log k i stezeniem organicznego modyfikatora w fazie ruchomej
[16]:

Ink=A+BD+Cy+D(x*-1) V*’y+E+In (RT/PV) 9)

y — napiecie powierzchniowe fazy ruchomej,
A - stala zalezna od parametréw kolumny
D — funkgcja zalezna od stalej dielektrycznej rozpuszczalnika
B, C, D, E - stale rownania, zalezne od rodzaju eluentu,
Kk — wspdlczynnik korygujacy warto$¢ napiecia powierzchniowego,
In (RT/P,V) - czlon opisujacy entropi¢ kondensacji.
Powyzsze rownanie przewiduje takze wzrost retencji substancji o czasteczkach
obojetnych w obecnosci soli, redukcje retencji substancji o czasteczkach zdysocjo-
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wanych, liniowg zalezno$¢ log k od odwrotnosci temperatury w skali bezwzglednej
(nachylenie jest proporcjonalne do entalpii solwatacji). Nie pozwala natomiast na
przewidywanie zmian retencji w zalezno$ci od gestosci pokrycia fazy stacjonarnej
tancuchami alkilowymi, oraz od diugosci tych tancuchéw. W podejsciu tym nie sa
uwzglednione interakcje czasteczek substancji z wolnymi grupami silanolowymi.

2.2. TEORIA UWZGLEDNIAJACA MECHANIZM PODZIALOWY SUBSTANC]JI
POMIEDZY FAZE RUCHOMA I STACJONARNA

Teoria ta bierze pod uwage wplyw fazy stacjonarnej na retencje i w pewnym
stopniu rozwigzuje niewyjasnione zagadnienia modelu solwofobowego [18, 19
(Rys. 2). Proces podzialu substancji pomiedzy dwie fazy sktada si¢ z 3 gléwnych
etapOw: wytworzenia luki w fazie stacjonarnej, przeniesienia czgsteczki do tej luki
z fazy ruchomej, zamkniecia luki w fazie ruchome;j. Kontrolowany jest przez roznice
oddzialywan czasteczki substancji z fazg ruchoma i stacjonarng i opisany jest row-
naniem [20]:

1 k
In K = (XSB -Xsa 'XAB) + (/’B(XAB) (10)
33 0

gdzie:

(X, - X, — X, ;) — parametry opisujace wzajemne oddzialywanie czasteczek:
S - substangji,

A - wody,

B - organicznego modyfikatora,

¢, — ulamek objetosciowy modyfikatora w eluencie,

k — wspolczynnik retencji substancji,

k, — warto$¢ wspdlczynnika retencji substancji, gdy fazg ruchoma jest czysta woda

@) (b)

czasteczka
czasteczka
Faza ruchoma / \
Faza O
stacjonarna
s SisiSiSiS Si_Si Sisi S si

Rysunek 2. Schematyczne przedstawienie roli fazy stacjonarnej w modelach solwofobowym (a) i podziato-
wym (b) retencji substancji w odwréconym ukladzie faz chromatografii cieczowej [8]

Figure 2. Diagram showing the role of the stationary phase in retention of substances in reversed phase
liquid chromatography in the solvofobic (a) and partition (b) models [8]
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2.3. TEORIA JARONCA I WSPOLAUTOROW

Kolejng teorig wyjasniajaca zmiany retencji i selektywnosci jest teoria Jaronca
i wspétautoréw, ktora zaktada, ze proces chromatograficznego rozdzielania sktada
sie z dwoch etapow. W pierwszym etapie powierzchnia miedzyfazowa, utworzona
na granicy fazy stacjonarnej i ruchomej wzbogaca si¢ w czasteczki modyfikatora.
Proces ten zalezy od sktadu fazy ruchomej oraz od rodzaju fazy stacjonarnej. Drugi
etap polega na podziale chromatografowanych substancji miedzy faze ruchomg
i powierzchni¢ miedzyfazows [21].

3. WPLYW SKEADU FAZY RUCHOME] NA SELEKTYWNOSC
WYNIKAJACA Z KSZTALXTU CZASTECZEK SUBSTANC]I
ROZDZIELANYCH W UKEADACH RP HPLC

Selektywno$¢ zwigzang z oddzialywaniami miedzyczasteczkowymi substancji
w fazie stacjonarnej mozna rozpatrywaé w trzech aspektach:

o selektywno$¢ hydrofobowa - zwigzana z fragmentami niepolarnymi czaste-

czek (np. wzgledem grupy metylenowej),

o selektywnos¢ polarna — wynika z oddzialywan jonowych, dipolarnych i/lub

wigzan wodorowych z powierzchniowymi grupami silanolowymi,

o selektywnos$¢ wynikajaca z ksztaltu czgsteczek substancji rozdzielanych

(ang. shape selectivity).

Jak wiadomo, w odwréconym ukladzie faz wysokosprawnej chromatografii cie-
czowej, jako fazy stacjonarne najczesciej stosuje si¢ adsorbenty na bazie zelu krze-
mionkowego, ktorego powierzchnia jest modyfikowana chemicznie, np. fancuchami
weglowodordw alifatycznych o dlugo$ci mierzonej liczbg atoméw wegla réwnej naj-
czesciej 8 lub 18 (odpowiednie oznaczenie C8 i C18).

Na selektywnos¢, ze wzgledu na ksztalt czasteczek, ma wplyw wiele czynni-
koéw: typ fazy stacjonarnej, dlugos¢ zwigzanych lancuchéw alifatycznych, gestosé
pokrycia ligandami, porowato$¢ zelu krzemionkowego, temperatura uktadu oraz
sktad fazy ruchomej [22]. Uwaza si¢ jednak, ze najwigkszy wplyw na selektywnos¢
ze wzgledu na ksztalt czasteczek, ma stopien uporzadkowania tancuchow weglowo-
dorowych fazy stacjonarnej [22].

W 1983 Martire i Boehm [23] zaproponowali model tzw. ,oddychajacej”
powierzchni. Wg nich wnikanie organicznego modyfikatora pomiedzy fancu-
chy weglowodorowe fazy stacjonarnej jest przyczyng zmiennej struktury warstwy
powierzchniowej, co z kolei wplywa na selektywno$¢ uktadu chromatograficznego
oraz retencje substancji, ktorych czasteczki posiadaja rézng budowe przestrzenna.
Uwazajg oni, ze najwiekszy wplyw ksztaltu czasteczek na selektywnos¢ rozdzielenia
oraz retencje substancji ma miejsce wtedy, gdy czasteczki tych analitow maja struk-
ture sztywnych pretéw, a najmniejsza gdy majg postac elastycznych fancuchow.
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Sander i Wise postulowali w swoich pracach, ze zmiana stezenia organicznego
modyfikatora fazy ruchomej wywiera pewien wplyw na selektywnos$¢ zwigzang
z ksztaltem czgsteczek w uktadach z monomerycznymi jak i polimerycznymi fazami
stacjonarnymi [24]. Wyniki ich badan dowodza, ze w przypadku rozdzielania wie-
lopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych, poprawa selektywnosci rozdzie-
lenia nastepuje wraz ze zmniejszeniem zawarto$ci modyfikatora w eluencie. Najwy-
razniej jest to widoczne w przypadku uzycia monomerycznych faz stacjonarnych
w ukladzie z metanolem [24].

Ci sami autorzy [25, 26] opracowali tzw. model szczelinowy, opisujacy selek-
tywno$¢ rozdzielenia ze wzgledu na ksztalt czasteczek. W modelu tym przestrzen
pomiedzy tancuchami weglowodorowymi fazy stacjonarnej jest traktowana jako
luka, do ktérej moga wnika¢ czasteczki substancji chromatografowanych. Molekuty
o plaskiej strukturze majg zdolnos¢ do glebszego wnikania pomiedzy tancuchy niz
czasteczki o bardziej rozgalezionej budowie. Dlatego te pierwsze beda charakteryzo-
waly sie zwiekszong retencjg od tych drugich. Opierajac sie na tym modelu, Limsa-
varn i Dorsey [22] doszli do nastepujacych wnioskéw: im wigksza jest powierzchnia
i gestos¢ pokrycia tanncuchami weglowodorowymi fazy stacjonarnej oraz im te tan-
cuchy sg dluzsze, tym sztywniejsza jest ich struktura, a szczeliny mogace pomiesci¢
molekuly rozdzielanych zwigzkow sa glebsze, dzigki czemu mozna uzyskaé poprawe
selektywnosci rozdzielenia w stosunku do izomerdéw réznigcych si¢ ksztaltem
czasteczek.

Jako, ze skfadnikami fazy stacjonarnej s3 nie tylko zwiazane ligandy niepolarne,
ale réwniez resztkowe grupy silanolowe oraz zaadsorbowane czasteczki wody i orga-
nicznego modyfikatora, mozna zauwazy¢, ze niezwykle znaczacy wplyw na struk-
ture tej warstwy ma sklad fazy ruchomej, a takze rodzaj i stezenie modyfikatora.

Wg Dorseya i Cole’a [27], ilo$¢ organicznego modyfikatora zaadsorbowanego
przez faze stacjonarng zwieksza sie wraz ze wzrostem gesto$ci pokrycia powierzchni
tego adsorbentu ligandami weglowodorowymi, az do krytycznej wartosci 3,0 pmol/m’.

Uporzadkowanie fancuchéw weglowodorowych na powierzchni fazy sta-
cjonarnej jest gtéwnym czynnikiem majacym wplyw na retencje i selektywnos¢
w przypadku rozdzielania substancji o czasteczkach majacych posta¢ sztywnych
fancuchow [22].

4. WPLYW PROCESU SOLWATAC]I FAZY STACJONARNE] NA
SELEKTYWNOSC ROZDZIELENIA

Wiadome jest, iz faza stacjonarna jest solwatowana przez skfadniki eluentu.
Lancuchy alkilowe, zwigzane z powierzchnig zelu krzemionkowego, nie tworzg fazy
posiadajacej wlasciwo$ci odpowiedniego weglowodoru alifatycznego. Wykazujg one
ograniczone ruchy czasteczkowe. Jeden koniec tancucha jest nieruchomo polfaczony
z powierzchnig zelu, a drugi moze podlega¢ hydrofobowemu wypieraniu, badz zwil-
zaniu przez wodng faze ruchomga, w zaleznosci od jej sktadu [28-30]. Duze ste¢zenie
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wody w fazie ruchomej powoduje ulokowanie si¢ tancuchéw weglowodorowych
blizej powierzchni zelu. Sktadniki organiczne eluentu, w wyniku sorpcji w/na fazie
stacjonarnej, penetrujg jej strefe, doprowadzajgc w ten sposéb do znacznej mody-
tikacji struktury tancuchéw alkilowych [31-33]. Stopien sorpcji rozpuszczalnikow
organicznych, zwykle stosowanych w chromatografii cieczowej, rosnie w kolejnosci
metanol (MeOH), acetonitryl (ACN), tetrahydrofuran (THF) [34].

A THF
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g T T >
20 40

Stezenie modyfikatora (% v/v)

Rysunek 3. Izotermy adsorpcji organicznych modyfikatoréw na fazie stacjonarnej typu C18 [34]
Figure 3. Adsorption isotherms of organic modifiers on a C18 stationary phase [34]

Jestkilka pogladéw na temat oddzialywan miedzyczasteczkowych rozdzielanych
substancji ze skltadnikami eluentu w obszarze fazy stacjonarnej. Jeden z pogladow
przedstawia wplyw sorbujacych si¢ czasteczek sktadnikéw fazy ruchomej na zmiany
wlasciwosci fazy stacjonarnej. Tworcy tego podejscia [35-41] zwracajg uwage na
bardzo wazny proces solwatacji fazy stacjonarnej przez skladniki eluentu, gdyz
powoduje to zmiane selektywno$ci rozdzielenia. Na proces solwatacji mozna wply-
wacé poprzez zmiang stezenia lub typu organicznego modyfikatora fazy ruchome;.

Lavine i wspotpracownicy badali zaleznosci miedzy solwatacja fazy stacjonarnej
a selektywnoscig rozdzielenia w ukladach RP HPLC [42]. W swoich eksperymen-
tach zastosowali n-alkohole o krétkich i srednio diugich tancuchach, jako mody-
fikatory fazy ruchomej: metanol, n-propanol, n- butanol i n-pentanol. Mieszaning
testowa byt zestaw 6 pochodnych waniliny. W celu poréwnania retencji i selektyw-
nosci zastosowanych uktadéw postuzyli si¢ wspomnianym wczesniej réwnaniem
Snydera-Soczewinskiego (7).

Po sporzadzeniu zaleznosci In k = f(¢) dla ukladéw z wymienionymi wyzej
modyfikatorami fazy ruchomej, okazalo sie, ze dla wszystkich alkoholi, poza meta-
nolem, zaleznosci te sktadaly sie z dwdch prostoliniowych czesci (Rys. 4). Najwiek-
sze roznice nachylenia obu prostych wystapity dla butanolu. Uklad z tym wlasnie
modyfikatorem okazal si¢ réwniez najbardziej selektywny, przy jednoczesnym
zapewnieniu najkrotszych czaséw retencji testowanych substancji.
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Rysunek 4. Zaleznoéci In k = f(¢) otrzymane dla etylowaniliny i waniliny w uktadach z adsorbentem typu C18 i fazg
ruchomg metanol-woda (a) oraz butanol-woda (b) [42]

Figure 4. Ln k = f (¢) obtained for ethyl vanillin and vanillin in systems with a C18 adsorbent and mobile
phase methanol-water (a) and butanol-water (b) [42]

Otrzymane przez autoréw wyniki potwierdzily fakt, iz wraz ze wzrostem hydro-
fobowosci modyfikatora, moze wzrastac selektywno$¢ rozdzielenia w ukltadzie z faza
stacjonarng C18, podczas gdy jednoczesnie ulega zmniejszeniu retencja substancji
chromatografowanych.

Autorzy sugerujg, ze stezenie butanolu (2,25%), przy ktérym nastepuje przecie-
cie si¢ prostych na rysunku, wskazuje na pojawienie si¢ zmian strukturalnych fazy
stacjonarnej. Pierwsza cze$¢ zaleznosci (dla nizszego stezenia alkoholu) najpraw-
dopodobniej odpowiada jednoczesnym zmianom w fazie ruchomej i stacjonarne;j.
Natomiast prosta przy wyzszym stezeniu alkoholu ma ksztalt klasyczny, ktory jest
wynikiem oddzialywan butanolu z faza zwigzang, dzieki czemu zapewnia wigksze
uporzgdkowanie powierzchni, tym samym zwiekszajac selektywnosé rozdzielenia
ukladu chromatograficznego. W przypadku, gdy tancuchy alkilowe fazy stacjonarne;
nie s3 wystarczajaco solwatowane, zmniejsza si¢ powierzchnia kontaktu substancji
z fazg stacjonarng. Wraz ze wzrostem hydrofobowosci modyfikatora, powierzchnia
kontaktu fazy zwigzanej z czasteczkami substancji wzrasta, z powodu wzrastajacej
solwatacji przez organiczny rozpuszczalnik.

Lavine i wspdtpracownicy uwazaja, ze rdznice stopnia solwatacji fazy stacjonar-
nej butanolem i metanolem mogg by¢ dobrym wyjasnieniem zmian selektywnosci,
majacych miejsce w uktadach z tymi modyfikatorami.

W celu wyjasnienia skrocenia czasu retencji sktadnikéw mieszaniny testowej,
przy jednoczesnym zapewnieniu najlepszej selektywnos$ci rozdzielenia, Lavine
i wspodtautorzy powoluja sie na prace Felistyna i Cantwella [39]. Postulujg oni
w swoich pracach, ze butanol moze sorbowa¢ si¢ w warstwie miedzyfazowej faza
ruchoma-ligandy C18. Taka sytuacja moze mie¢ miejsce przy niskich stezeniach
tego modyfikatora, a jego wplyw na retencj¢ opiera si¢ na wspdlzawodnicze-
niu z substancja rozdzielang o miejsce w obszarze miedzyfazowym. Podejscie to
mozna zastosowaé do innych alkoholi - modyfikatoréw, z tym, ze wraz ze wzro-
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stem hydrofobowosci wzrasta zdolno$¢ tego modyfikatora do wypierania analitu
z obszaru mi¢dzyfazowego. I to wlasnie zjawisko, wg autoréw [42], jest najbardziej
prawdopodobng przyczyng skrécenia czasu retencji badanych substancji w ukladzie
z butanolem i woda w poréwnaniu do ukfadu z metanolem i woda (Rys. 5).
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Rysunek 5. Chromatogramy pochodnych waniliny uzyskane przy zastosowaniu uktadow HPLC z fazg stacjo-
narng typu C18 i eluentem metanol-woda (25 : 100, po lewej) i butanol : woda (2,25 : 97,75, po
prawej) [42]

Figure 5. Chromatograms of derivatives of vanillin obtained using HPLC system with a C18 stationary
phase and eluent methanol-water (25: 100, left) and butanol: water (2.25: 97.75, right) [42]

Podobne podejscie jak w powyzej opisanej pracy, Lavine i Ding wykorzystali
badajgc retencje imidaclopridu ($rodek owadobdjczy) i produktéow jego rozkltadu
[43]. Rozpuszczalnikiem, ktory zapewnil najlepsze rozdzielenie substancji, przy jed-
noczesnym najkrotszym czasie separacji, byla wodna faza ruchoma o zawartosci
0,4% n-pentanolu i 0,2% kwasu octowego.

Autorzy wnioskuja, iz istnieja sytuacje, w ktorych faza ruchoma, skladajaca sie
praktycznie z samej wody, moze by¢ najlepszym wyborem przy chromatograficznym
rozdzielaniu (w uktadach RP) niektorych, rozpuszczalnych w wodzie kongenerdéw.

5. WPLYW RODZAJU I STEZENIA MODYFIKATORA FAZY RUCHOME]
NA SELEKTYWNOSC ROZDZIELENIA

Wplyw organicznego skfadnika fazy ruchomej na zmiane selektywnosci roz-
dzielenia substancji jest przedmiotem wielu badan, czego dowodem sg liczne pozy-
cje literaturowe [42, 44-49]. Kazdy modyfikator charakteryzuje si¢ inng zdolnoscia
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do pewnych typéw oddzialywan miedzyczasteczkowych. Na ponizszym diagramie
(Rys. 6), zwanym od nazwiska jego autora, trojkatem selektywnosci Snydera, przed-
stawiony jest udzial tych oddzialywan dla najpopularniejszych modyfikatoréw, sto-
sowanych w odwréconym ukladzie faz HPLC.

Charakter protono-akceptorowy

MeOH
®

Woda @

Charakter protono-donorowy Charakter dipolarny

Rysunek 6. Schemat przedstawiajacy zdolno$¢ modyfikatoréw, najczesciej stosowanych w odwréconym ukta-
dzie faz HPLC (MeOH - metanol, ACN - acetonitryl, THF - tetrahydrofuran), do réznych rodza-
jow oddzialywan miedzyczasteczkowych [13]

Figure 6. Diagram showing ability of the modifiers, typically used in reversed phase HPLC (MeOH - metha-
nol, ACN - acetonitrile, THF - tetrahydrofuran) to different types of intermolecular interactions
(13]

Modyfikatory te rdznig si¢ migdzy sobg zdolnoscig do tworzenia wigzan wodo-
rowych. Metanol wykazuje wysoka zdolnos¢ do oddzialywan zaréwno protonodo-
norowych jak i protonoakceptorowych, w przeciwienstwie do acetonitrylu, ktory te
wlasciwosci przejawia w bardzo matym stopniu. Acetonitryl charakteryzuje sie za
to najwigkszym momentem dipolowym spos$réd modyfikatoréw wymienionych na
powyzszym rysunku. Metanol réwniez wykazuje do$¢ silne wlasciwosci dipolowe.
Natomiast tetrahydrofuran posiada czasteczke o najwiekszej objetosci, szczegdlnie
cze$ci niepolarnej, ktora zapewnia zwiekszenie udziatu oddziatywan dyspersyjnych
w poréwnaniu do metanolu i acetonitrylu. THF charakteryzuje si¢ najstabszymi
wlasciwosciami dipolarnymi, prawie nie wykazuje zdolnosci protonodonorowych,
lecz posiada wigksze wlasciwosci protonoakceptorowe niz ACN.

W przypadku, gdy jedna faza ruchoma nie zapewnia optymalnej selektywnosci
rozdzielenia danej mieszaniny, nalezy zmieni¢ jej modyfikator. Dzieki takiemu
zabiegowi uzyskuje sie zmiane udzialu poszczegdlnych oddzialywan w mecha-
nizmie retencji substancji, co czesto powodowaé moze inng kolejnos¢ elucji bada-
nych zwigzkow. Wada tej procedury jest skokowa zmiana selektywnosci.

Tanaka i wspoétautorzy [50] badali wptyw organicznych skltadnikéw fazy rucho-
mej: MeOH, ACN i THF na selektywnos¢ rozdzielenia, zwigzang z oddziatywa-
niami miedzyczasteczkowymi polarnymi i niepolarnymi, tzw. selektywnos¢ polarng
i hydrofobowa, w odwréconym ukladzie faz wysokosprawnej chromatografii cie-
czowej. W swoich eksperymentach, jako fazy stacjonarne wykorzystali adsorbenty
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C18 o réznym stopniu pokrycia. W celu ograniczenia wplywu nieprzereagowanych
grup silanolowych na badanie zaleznoéci mig¢dzy selektywnoscia i skladem fazy
ruchomej, uzyli faz stacjonarnych o najwiekszym stopniu pokrycia. Grupe substan-
cji testowych stanowily jednofunkcyjne weglowodory aromatyczne z polarnymi
i niepolarnymi podstawnikami. Selektywnos$¢ badanych zwigzkéw poréwnywali
stosujac korelacje retencji substancji, log k, vs log k,, gdzie indeksy 1 i 2 oznaczajg
uklady z réznymi modyfikatorami. Autorzy zwrdcili uwage na niezwykle silny
wplyw rodzaju i stezenia modyfikatorow na selektywno$¢ polarna i hydrofobowa,
szczegOlnie w przypadku, gdy poréwnywane byly uklady z MeOH i THE

Kolejny z przyklad, zmian selektywnosci wraz ze zmiang modyfikatora, zostal
przedstawiony przez Kazakiewicza i LoBrutto [2]. Zaprezentowali oni rozdzielenie
mieszaniny skladajacej si¢ z nastepujgcych substancji: toluen, alprenolol (pK, = 9
- stosunkowo silna zasada), 2-chloroanilina (pK, = 2,5 - slaba zasada) i fenol
(pK, = 10 - staby kwas), w ukfadzie zlozonym z kolumny C18 oraz przy wyko-
rzystaniu faz ruchomych o réznym stezeniu skfadnikéw organicznych: metanolu
i acetonitrylu. Otrzymane wyniki przedstawione s3 na Rysunkach 71 8.
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Rysunek 7. Retencja (In k) substancji w funkgji stezenia acetonitrylu; kolumna C18, faza ruchoma ACN +
bufor pH 4,5, przepltyw 1 ml/min, T = 30°C [2]

Figure 7. Retention (In k) of the substances as a function of the concentration of acetonitrile; C18 column,
mobile phase ACN + buffer pH 4.5, flow 1 ml/min, T = 30°C [2]
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Rysunek 8.  Retencja (In k) substancji w funkgji stezenia metanolu; kolumna C18, faza ruchoma MeOH +
bufor pH 4,5, przeptyw 1 ml/min, T = 30°C [2]

Figure 8. Retention (In k) of the substances as a function of the methanol concentration; C18 column, mo-
bile phase MeOH + buffer pH 4.5, flow 1 ml/min, T = 30°C [2]

Z wykresow tych wynika, iz wplyw obu modyfikatoréw na retencje badanych
substancji i ich selektywno$¢ rozdzielenia jest zréznicowany. Kolejnos¢ retencji
fenolu, toluenu i chloroaniliny w uktadzie z ACN jest taka sama jak w ukladzie
z MeOH. Jednakze retencja alprenololu w ukladzie z metanolem rosnie wzgledem
fenolu i 2-chloroaniliny w poréwnaniu do ukladu z acetonitrylem. Ten zrdéznico-
wany wplyw obu modyfikatoréw na retencje jest odzwierciedlony w istotnych zmia-
nach selektywnosci rozdzielenia tych substancji.

Zmiany selektywno$ci wraz ze zmiang modyfikatora mogg réwniez wynika¢
z odmiennej adsorpcji kazdego z modyfikatoréw na/w fazie stacjonarnej [51, 52],
a co za tym idzie, innego stopnia uporzadkowania tej fazy. Dlatego selektywno$¢
rozdzielenia substancji, rézniacych si¢ ksztaltem ich czasteczek, bedzie inna, gdy
w fazie ruchomej zamieniony zostanie np. metanol na tetrahydrofuran.

Zmiang selektywnos$ci mozna takze otrzymac poprzez dodanie do fazy rucho-
mej matlej ilo$ci trzeciego skladnika tak, aby uzyska¢ niewielkie jego stezenie
(ok. 10%). Dzieki zastosowaniu ukladow trojskladnikowych mozliwa jest ptynna
zmiana retencji i selektywnosci [53]. Takie podejscie moze jednak dostarczaé pew-
nych probleméw zwigzanych z interpretacja wynikéw. Metody optymalizacji roz-
dzielenia opieraja si¢ zwykle na uzyciu izoeluotropowych faz ruchomych, w ktérych
kolejny ich roztwdr ma taka samg site elucyjna, lecz inny modyfikator, co czesto
pozwala uzyska¢ inng selektywno$é. W celu dobrania odpowiednich rozpuszczal-
nikéw nalezaloby postugiwaé sie wyzej opisanym trdjkagtem selektywnosci. Aby
otrzymac¢ jak najwieksze réznice selektywnosci rozdzielenia, powinno si¢ wybieraé
rozpuszczalniki lezgce blisko réznych wierzchotkéw tego trojkata.

Retencje substancji mozna opisa¢ jako réwnowage jej dystrybucji miedzy
fazami ruchomg i stacjonarng [2]. Stala rownowagi, K, charakteryzujaca ten proces
jest proporcjonalna do wspolczynnika retencji, k. Rodzaj i sklad fazy ruchomej nie
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majg wplywu na selektywnos¢ rozdzielenia substancji tylko w uktadach idealnych,
gdyz nie wystepuja wtedy efekty rownowag drugorzedowych. Odmienna sytuacja
ma miejsce, gdy rozdzieleniu poddawana jest mieszanina substancji o czgstecz-
kach dysocjujacych, szczegdlnie, gdy ich wartosci pK sie réznig. Wowczas zmiana
stezenia organicznego skladnika w fazie ruchomej moze mie¢ znaczny wptyw na
selektywnos¢ rozdzielenia. Wraz ze zmiang stezenia modyfikatora moze zmienia¢
sie pH fazy ruchomej, co skutkuje zréznicowanym stopniem jonizacji rozdziela-
nych substancji. Jest to przyczyna zmian selektywnosci, co mozna zaobserwowa¢
poréwnujgc chromatogramy na Rysunku 9, oraz analizujgc wartosci parametru o
przedstawione w Tabeli 1.
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Rysunek 9.  Chromatogramy (a) - 30% ACN, (b) - 50% ACN, (c) - 80% ACN [2]
Figure 9. Chromatograms (a) - 30% ACN, (b) - 50% ACN, (c) - 80% ACN [2]
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Figure 9. Continuation
Tabela 1. Wplyw skladu ilosciowego eluentu na selektywno$¢ rozdzielenia substancji jak na Rysunku 9 [2]
Table 1. Influence of eluent composition on separation selectivity of the substances as in Figure 9 [2]
a=k/k
%v/v ACN
1i2 2i3 3i4 4i5 5i6
30% 1,36 1,36 1,59 1,31 1,86
50% 1,61 1,18 1,29 1,17 1,62
80% 1,29 1,00 1,37 1,00 1,21

Znaczne zmiany selektywno$ci rozdzielenia wraz ze zmiang skladu ilosciowego
fazy ruchomej mogg wystepowaé w przypadku, gdy czasteczki rozdzielanych sub-
stancji roznia si¢ liczbg grup funkcyjnych, ich rozmieszczeniem, wielkoscig, zdol-
noscig do oddzialywan dipolarnych, dyspersyjnych i tworzenia wigzan wodorowych.
Wyrazem tego jest, czesto wykazywane przez te uklady, zréznicowane nachylenie
zalezno$ci retencja—sklad fazy ruchomej. Zmiany selektywnosci rozdzielenia doko-
nujg sie jako wynik zréznicowania udzialu oddziatywan miedzyczasteczkowych
substancji ze sktadnikami obu faz ukladu chromatograficznego w zaleznosci od ste-
zenia rozpuszczalnika organicznego eluentu.

W przypadku, gdy analizowang mieszanine stanowi grupa substancji o podob-
nych wiasciwosciach, mozliwosci zmian selektywnosci, poprzez zmiane st¢zenia
organicznego modyfikatora, s3 ograniczone, poniewaz zwigkszenie stezenia sktad-
nika eluentu nie zmienia rodzaju interakcji, wptywa jedynie na ich intensywnos¢.
Kolejnym przyktadem badan nad wplywem sktadu fazy ruchomej na selektywnos¢
rozdzielenia w ukladach RP HPLC jest praca Wysockiej [54]. Autorka poddata
badaniom seri¢ nitroalkanéw i alkilobenzenéw. Uklad chromatograficzny skladat
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sie z metanolu i acetonitrylu jako organicznych modyfikatoréw w szerokim zakresie
stezenia oraz monomerycznych faz stacjonarnych C18 o gestosci pokrycia ligandami
od 1,74 do 4,4 pmol/m®. Autorka badata, w jaki sposéb oddziatywania substancji
z adsorbentem sg zalezne od skfadu fazy ruchomej. W swoim podejsciu oparta sie

na analizie przebiegu réwnania van't Hoffa, ktdére opisuje stan termodynamiczny
ukladu.

lnk:—A—HO+ASO+ln<D (11)
RT
gdzie:
AH’ - standardowa entalpia przeniesienia substancji z fazy ruchomej do
stacjonarnej,
AS’ - standardowa entropia przeniesienia substancji z fazy ruchomej do
stacjonarnej,

@ - stosunek objetosci faz: stacjonarnej do ruchome;j
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Rysunek 10. Energia swobodna podziatu substancji w funkgji stezenia modyfikatoréw (ACN i MeOH) w elu-

encie dla benzenu (kota) i nitropropan (tréjkaty) [54]
Free energy of solute partitioning versus a percentage of organic modifier in mobile phase (ACN
and MeOH) for benzene (circles) and nitropropane (triangles) [54]

Figure 10.

Zakladajac, ze @ jest stale, oraz ze zalezno$¢ van't Hoffa ma przebieg liniowy
(przyjmuje sig, ze entalpia nie zmienia si¢ w badanym zakresie temperatur), wtedy
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ta zaleznos¢ umozliwia wygodne i fatwe przeprowadzenie obliczen termodynamicz-
nych, dotyczacych sily napedowej rozdzielenia chromatograficznego. To z kolei
moze dostarczy¢ informacji o mechanizmie retencji substancji w odwrdconym ukta-
dzie faz chromatografii cieczowej. Z otrzymanych zaleznosci wynikalo, Ze entalpia
i entropia przeniesienia substancji z fazy ruchomej do stacjonarnej nie sa liniowa
funkcja stezenia obydwu modyfikatoréw w calym zakresie. Natomiast energia swo-
bodna podzialu substancji (AG) miala charakter liniowy przy stezeniu organicznych
rozpuszczalnikow powyzej 20% (Rys. 10).

Autorka zauwazyla, iz przy stezeniu modyfikatora wigkszym niz 20%, faza sta-
cjonarna byta nasycona rozpuszczalnikiem i retencja rosta w sposoéb liniowy. Wynik
ten byl wyrazniejszy dla faz stacjonarnych o wiekszej gestosci pokrycia ligandami
C18 i alkilobenzenéw o dluzszych tancuchach. To zwigkszenie retencji autorka
wyjasnita entropowym wypieraniem substancji z fazy stacjonarnej. Przyczyna tego
byto stabe solwatowanie fancuchéw alkilowych przez rozpuszczalnik, i co za tym
idzie, zmniejszenie udziatu oddzialywan czasteczek chromatografowanych substan-
cji ze sktadnikami strefy powierzchni adsorbentu. Zwigkszenie retencji byto wyraz-
niejsze dla szeregu homologicznego alkilobenzenéw, poniewaz zwigzki te s3 bar-
dziej hydrofobowe niz nitroalkany. Autorka zaobserwowata wieksze zmiany retencji
w przypadku ukladu z metanolem, ktéry charakteryzuje si¢ mniejsza zdolnoscia
do solwatowania fancuchéw alkilowych niz acetonitryl. Natomiast pierwszy mody-
fikator ma duzg tendencj¢ do tworzenia wigzan wodorowych. Autorka dowiodta
W swojej pracy, ze acetonitryl bardziej efektywnie solwatuje taricuchy alkilowe niz
metanol, a optymalne jego stezenie zapewniajace catkowite zwilzenie fazy stacjonar-
nej oraz dobra solwatacje tancuchéw alkilowych, wyniosto okoto 20%.

Zdolno$¢ ACN do efektywnej solwatacji lancuchéw alkilowych wykazali
w swoich pracach réwniez Buszewski i in. [55]. Udowodnili, ze acetonitryl silniej
adsorbuje si¢ na oktadecylowych fazach stacjonarnych w poréwnaniu do metanolu,
co jest zwigzane z faktem, iz ma on wieksza moc elucyjna niz MeOH.

6. WYJASNIENIE ZMIAN SELEKTYWNOSCI POPRZEZ ODDZIALYWANIA
MIEDZYCZASTECZKOWE W STREFIE FAZY STACJONARNE]

Opublikowane przez autoréw niniejszego artykulu, prace dotyczace wplywu
modyfikatora na selektywnos¢ rozdzielenia réznych grup substancji, uwzgledniaja
oddzialywania miedzyczasteczkowe skfadnikéw fazy stacjonarnej uktadu chroma-
tograficznego z czasteczkami substancji rozdzielanych, a pomijaja oddzialywania
w fazie ruchomej [51, 53, 56, 57]. W ramach drugiej poddano badaniom chroma-
tograficznym weglowodory aromatyczne z réznymi, pojedynczymi polarnymi gru-
pami funkcyjnymi [53]. Badania prowadzono w uktadach faz odwréconych, z wyko-
rzystaniem adsorbentow typu C4 i C18 oraz dwu i tréjskladnikowych eluentéw.
W kolejnej pracy [56] analizowano zwigzki aromatyczne gtéwnie z dwiema
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grupami funkcyjnymi oraz szereg pochodnych aromatycznych i alifatycznych
z jedng grupa polarna.

W ostatniej ze wspomnianych prac poréwnano stale podzialu benzenu i jego
o$miu pochodnych z réznymi polarnymi grupami funkcyjnymi, otrzymane dla
ukladow gaz—ciecz [57]. Faze ciekly stanowily wodne roztwory rozpuszczalnikow
organicznych o stezeniach podobnych do tych, stosowanych czesto w odwréconych
ukladach faz wysokosprawnej chromatografii cieczowej (48,4% oraz 67,5% meta-
nolu; 29,7% oraz 49,1% acetonitrylu; 29,7% oraz 49% tetrahydrofuranu). Porow-
nano wartosci statej podziatu badanych substancji dla réznych uktadéw gaz—ciecz.
Sporzadzono zaleznoscilog K, vslog K,, gdzie K, i K, sg stalymi podziatu substan-
cji odpowiednio w uktadach 11 2. Charakteryzowaty sie one wysokimi warto$ciami
wspolczynnika korelacji, R > 0,995 [57]. Natomiast nachylenie prostych korelacyj-
nych bylo bardzo zblizone do 1,0. Obserwacje te dowodzg, iz selektywno$¢ podziatu
substancji we wspomnianych ukladach (gaz—ciecz) nie jest zalezna od rodzaju zasto-
sowanego modyfikatora w badanym zakresie stezen. Wnioski wysnute z tych obser-
wacji postuzyly do wyjasniania zmian selektywnosci rozdzielenia weglowodoréow
aromatycznych z polarnymi grupami funkcyjnymi, chromatografowanych w ukla-
dach RP HPLC [51, 52, 56, 58]. Gdy jest zmieniany rodzaj modyfikatora w eluen-
cie, przy rozwazaniach zmian selektywnosci badanych zwigzkéw mozna bra¢ pod
uwage tylko oddzialywania substancji w fazie stacjonarnej, natomiast pomija si¢
oddzialywania w fazie ruchomej , co pozwala na znaczne uproszczenie zagadnienia
interpretacji zmian selektywnosci.

W swych rozwazaniach autorzy uwzglednili réwniez wlasciwosci skladnikéw
ukltadu chromatograficznego [51]. Woda, gléwny komponent fazy ruchomej, deter-
minuje jej wladciwosci. Energia kohezji wody wynosi 554 cal/cm’i jest ona znacznie
wyzsza niz wartosci tego parametru, zmierzone dla organicznych modyfikatordw.
Mozna, zatem wywnioskowad, ze to woda jest odpowiedzialna za hydrofobowe
wypieranie czgsteczek substancji z fazy ruchome;.

Jak wiadomo, w obszarze fazy stacjonarnej mozna wyré6zni¢ nastepujace sktad-
niki: tancuchy weglowodorowe, grupy silanolowe, wode oraz pozostale sktadniki
eluentu (modyfikator, gdy eluent jest dwusktadnikowy). Dwa pierwsze komponenty
nie zmieniajg swojej ilosci w fazie stacjonarnej. Stezenie wody w fazie stacjonar-
nej mozna przyjac za stale w dos¢ szerokim zakresie jej sktadu ilo§ciowego w fazie
ruchomej. Mozna, zatem sugerowac, iz to wlasnie organiczny modyfikator obecny
w fazie stacjonarnej odpowiada za zmiany selektywnosci, gdy poréwnujemy uklady
z réznymi rozpuszczalnikami.

Potwierdzeniem powyzszych rozwazan sg zaleznoéci termodynamiczne, ktére
zastosowano do tego typu ukladow [51].

Standardowa entalpia swobodna jest wyrazona jako:

AG® = —-RTInK (12)
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Zmiang entalpii swobodnej substancji w uktadzie chromatograficznym mozna
okresli¢ jako réznice energii solwatacji [16].

AG = AG ¢ AG,,, (13)
A G, - energia solwatacji substancji w fazie stacjonarnej,
A G,,,, - energia solwatacji substancji w fazie ruchome;j.
Mozna zapisaé [17]:

AG, = AG,, + AG,, (14)
AG_,, - zmiana entalpii swobodnej zwigzana z utworzeniem wolnego miejsca dla
czasteczki.
AG,,, - zmiana entalpii swobodnej zwigzana z oddzialywaniami z otaczajacymi ja

innymi czasteczkami w odpowiedniej fazie.
Z powyzszych zalozen wynika, ze:

AG = AGCAV,S + AGINT,S - AGCAV,M_ AGINT,M (15)
AG, = AGe,y5, + AGiyps, = AGeyn — AGip, (16)
AGz = AGCAV,S,Z + AGINT,s,z - AGCAV,M,Z - AGINT,M,z (17)

Indeksy 1 i 2 oznaczajg odpowiednio uklady chromatograficzne z modyfikato-
rami 1 i 2. Po odjeciu stronami dwdch ostatnich réwnan otrzymuje si¢ wyrazenie,
okreslajace zmiany retencji miedzy dwoma chromatograficznymi ukltadami z mody-
fikatorami 11 2.

A(AG) = (AG s, ~ AGys) +
+ (AGprso = AGppgy) = (AGepua = AGeyy) -
= (AGypps = AGryry) (18)
Jest ono analogiczne do réwnania:
A(AG") = AG’,- AG’ = -RT In (K,/K,) (19)

Czlon (AG,s, — AG,ys,) redukuje sig, gdyz wartosci energii potrzebne
do utworzenia wolnego miejsca na czasteczke substancji w fazie stacjonarnej
w ukladzie z eluentem, zawierajagcym modyfikator 1 i 2, s3 podobne.

Dodatkowo, sorpcja modyfikatora z eluentu, zawierajacego do$¢ wysokie ste-
zenie wody, do fazy stacjonarnej zwieksza si¢ w kolejnosci odwrotnej do energii

kohezji czystych rozpuszczalnikéw. Ponadto energia potrzebna do utworzenia wol-
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nego miejsca dla czasteczki substancji w weglowodorowej fazie stacjonarnej jest
duzo mniejsza od energii niezbednej do wywolania takiego efektu w wodnej fazie
ruchomej. Mozna przyjac, ze czton (AG .\, = AGgyunt) = (AGin, = AGuy)
jest w przyblizeniu réwny zeru dla okreslonych stezen modyfikatoréw w fazach
ruchomych badz przyjmuje stalg warto$¢ w przypadku odpowiednio duzych zawar-
tosci wody w fazie ruchomej (zawartosci, jakie najczedciej stosuje sie w uktadach
RP HPLC).Po powyzszych uproszczeniach, rdznice entalpii swobodnych substancji
miedzy dwoma uktadami, zawierajagcymi rézne modyfikatory, mozna przedstawié
W postaci wyrazenia:

A(AG) = AG

AG (20)

INTS2 INTS,1

Autorzyopisywanegopodejsciawnioskujg,izzmianamodyfikatorawfazierucho-
mejprowadzidoinnychudziatéwposzczegdlnychtypdwoddziatywan czasteczkowych
w fazie stacjonarnej, co ma konsekwencje dotyczace zmian selektywnosci rozdziele-
nia. Oznacza to, ze zmiany selektywnosci moga by¢ wyjasniane poprzez oddziatywa-
nia czasteczkowe substancji z organicznymi skladnikami eluentu, znajdujacymi si¢
w strefie fazy stacjonarnej. Poza tym, uporzagdkowanie fancuchéw alkilowych adsor-
bentuzalezy od modyfikatoraimozeby¢ przyczyna zmian selektywnoscirozdzielenia,
zwigzanych ze zréznicowanym ksztaltem czgsteczki. Fakt ten wigze si¢ bezposrednio
z czynnikiem entropowym mechanizmu retencji procesu chromatograficznego.

1.2

2 330

o
o
n
=
.
n
b

Aoy

7 y=00222x-01848
R®= 0 0068

log k (35% v/v THF)
o
2

=}
=

02

0 0.2 04 06 08 1 12 14 186 18
log k (35% v/v ACN)

Rysunek 11. Korelacjalogk (35% THF) ilogk (35% ACN) dla zwigzkéw aromatycznych: x — monofenole; A -
zwigzki aromatyczne z jedna grupa elektrodonorows; « — weglowodory aromatyczne; ¢ — zwigzki
aromatyczne z dwiema polarnymi grupami; o — zwigzki aromatyczne z dwiema lub trzema gru-
pami elektrodonorowymi [51].

Figure 11.  Plot of log k (35% THF) against log k (35% ACN) for aromatic compounds: x - monophenols;
A - aromatic compounds with one electron-donor group; « — aromatic hydrocarbons; ¢ - aro-
matic compounds with two polar groups; o — aromatic compounds with two or three electron-do-
nor groups [51]
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Jako przykiad takiej interpretacji autorzy podaja zmiany selektywnosci, ktore
majg miejsce przy poréwnywaniu retencji aromatycznych pochodnych weglowodo-
rowych, posiadajacych polarne grupy funkcyjne. Korelacje retencji tych zwigzkow
wskazuja na duze réznice selektywnosci. Bardzo wyraznie jest to widoczne przy
poréwnywaniu ukladéw: metanol-tetrahydrofuran i acetonitryl-tetrahydrofuran
(Rys. 111 12).

8 ae 4

"y = 0.6454x - 0.0204
Re = 0.7407

log k (35% v/v THF)

0 0.2 04 06 08 1 12 14
log k (45% v/v MeOH)

Rysunek 12. Korelacja log k (35% THF) i log k (45% MeOH) dla zwiazkéw aromatycznych: x — monofe-
nole; A — zwigzki aromatyczne z jedng grupg elektrodonorows; « — weglowodory aromatyczne;
+ — zwigzki aromatyczne z dwiema polarnymi grupami; o — zwigzki aromatyczne z dwiema lub
trzema grupami elektrodonorowymi [51]

Figure 12.  Plot of log k (35% THF) against log k (35% ACN) for aromatic compounds: x - monophenols;
A - aromatic compounds with one electron-donor group; « — aromatic hydrocarbons; ¢ — aroma-
tic compounds with two polar groups; o — aromatic compounds with two or three electron-donor
groups [51]

W przypadku zamiany modyfikatora fazy ruchomej na inny, mozna zaob-
serwowa¢ rdznice selektywnosci rozdzielenia substancji. S3 one wynikiem
oddzialywan tych zwiazkéw z organicznym skladnikiem eluentu, zawartym w
fazie stacjonarnej. W ukladach z tetrahydrofuranem zauwaza si¢ wieksza reten-
cje substancji posiadajacych jedng grupe protonodonorowa niz tych, ktdre maja
grupe elektrodonorowa w poréwnaniu do ukltadéw z metanolem i acetonitry-
lem. Tlustruje to wzajemne polozenie linii korelacyjnych dla substancji, bedgcych
odpowiednio donorami (linia ciggta) i akceptorami protonu (linia przerywana
na Rys. 11 i 12). Jak wiadomo, zaréwno MeOH jak i THF majg tendencje do
tworzenia wigzan wodorowych z czasteczkami substancji o wilasciwosciach pro-
tonodonorowych. Jednak sorpcja pierwszego modyfikatora w niepolarnej fazie
stacjonarnej jest duzo mniejsza niz drugiego [34, 47]. Dlatego tez w uktadzie z tetra-
hydrofuranem substancje z grupami protonodonorowymi, wykazujg wzrost retencji
w stosunku do substancji z grupami protonoakceptorowymi w pordéwnaniu do
ukladu z metanolem.
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Z poréwnania ukladéw z metanolem i acetonitrylem wynika, ze zwiazki, kto-
rych czasteczki posiadaja grupy protonodonorowe, charakteryzuja si¢ zwieksze-
niem retencji w ukladzie z pierwszym modyfikatorem w poréwnaniu do uktadu
z drugim w stosunku do substancji nie majacych zdolnosci do oddziatywan jako
donor protonu.

Dzieje si¢ tak, gdyz to wlasnie metanol posiada wigksze zdolnosci protonoakcep-
torowenizacetonitryl. Aczkolwiek to zréznicowanie jest mniejsze niz dla poréwnywa-
nych paruktadowz THFiMeOHlubz THFi ACN. Rozpatrujgc ukladyz tetrahydrofu-
ranem zauwazono wzrost retencji substancji, ktorych czasteczki posiadaty dwie grupy
protonodonorowe (np. dihydroksynaftaleny, punkty dla 1,5-dihydroksynaftalenu
i 1,7-dihydroksynaftalenu, odpowiednio o numerach 14 i 16 na Rys. 11 i 12),
w stosunku do zwigzkéw z jedna grupa fenolows (fenol — punkt nr 3, Rys. 11 i
12) wzgledem ukladéw z metanolem i szczegdlnie z acetonitrylem. Taki efekt jest
wyjasniany wzrostem prawdopodobienstwa wystgpienia wigzania mi¢dzyczastecz-
kowego typu mostka wodorowego, gdy czasteczki posiadaja wigkszg liczbe grup
zdolnych do takich oddzialywan. Natomiast zwigzki o czasteczkach rozgalezio-
nych, cechujg sie zmniejszeniem retencji w stosunku do zwigzkéw o czasteczkach
nierozgalezionych w uklfadzie z tetrahydrofuranem w poréwnaniu do ukladu z
acetonitrylem lub metanolem. Da si¢ to zaobserwowaé na przykladzie izome-
réw strukturalnych weglowodorow alifatycznych [51]. Retencja n-butanolu jest
zwiekszona w stosunku do izo-butanolu w ukladzie z THF (« = 1,31) w poréw-
naniu do ukladéw z ACN («a = 1,02) i MeOH (a = 1,02) [59]. Spadek retencji
1,2-dinitrobenzenu, ktorego plaska struktura jest zaburzona przez efekt orto dwoch
grup nitrowych (punkt nr 26, Rys. 11 i 12), wzgledem 1,4-dinitrobenzenu (punkt
nr 27, Rys. 11 i 12) w ukfadzie z tetrahydrofuranem w poréwnaniu do uktadu
z metanolem i acetonitrylem potwierdza te interpretacje. Sposrod wspomnianych
wyzej modyfikatordw, to wlasnie THF najsilniej porzadkuje strukture tancuchow
alkilowych fazy stacjonarnej. Prowadzi to do zmniejszonego entropowego wnika-
nia rozgalezionych molekul do obszaru fazy stacjonarnej w ukltadzie chromato-
graficznym zawierajacym ten organiczny rozpuszczalnik [51]. Opisane podejscie
postuzylo do wyjasniania zmian selektywnosci rozdzielenia grupy nitrobenzendw.
Z uwagi na wzrost retencji tych zwiagzkéw wraz z liczbg grup nitrowych w czas-
teczce, nie mozna jej ttumaczy¢ postugujac sie teorig solwofobowg. Poréwnujac
1,3,5- trinitrobenzen (punkt nr 35, Rys. 111 12) z 1,2- dinitrobenzen (nr 26, Rys. 11
i 12) oraz nitrobenzenem (nr 11, Rys. 11 i 12) w ukfadzie z tetrahydrofuranem, naj-
wyzszg retencj¢ obserwuje sie dla pierwszej z tych substancji. Grupa nitrowa ma
dwa spolaryzowane wigzania — na atomie azotu jest zmniejszona gestos¢ elektro-
nowa, a na atomach tlenu zwiekszona. Czgsteczka THF posiada wigzanie eterowe
ze zwigkszong gestoscig elektronowa na atomie tlenu, a zmniejszong na sgsiednich
atomach wegla. Ugrupowania te s3 kwadrupolami. Dochodzi do silnego przycia-
gania elektrostatycznego miedzy tymi czasteczkami, szczegélnie gdy plaszczyzny
grup O-N-O i C-O-C ustawig si¢ rdOwnolegle. Dzieki temu im wigcej grup nitrowych
wystepuje w czasteczce substancji, tym bardziej zwieksza si¢ energia jej oddziaty-
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wania z tetrahydrofuranem. Dlatego te oddzialywania, szczegélnie majace miejsce
w fazie stacjonarnej, moga postuzy¢ do wyjasnienia wzrostu retencji nitrobenzenéw
w ukladzie chromatograficznym z tetrahydrofuranem [60]. Natomiast w przypadku
ukladéw z metanolem, retencja nitropochodnych jest zgodna z teorig solwofobowa.
Podobnych przyktadéw zmian selektywnosci, wyjasnianych poprzez oddziatywa-
nia, przede wszystkim, ze sktadnikiem organicznym zawartym w fazie stacjonarnej,
jest wigcej [51]. Ilustrujg one mozliwo$¢ prostej interpretacji zmian selektywnosci
w przypadku zmian modyfikatora w fazie ruchomej. Podejscie to umozliwia prze-
widywanie zmian selektywno$ci rozdzielenia substancji tylko na podstawie oddzia-
tywan miedzyczasteczkowych w fazie stacjonarnej, dzigki czemu dobdr wlasciwego
skladu fazy ruchomej staje sie tatwiejszy.

PODSUMOWANIE

Przedstawione powyzej wybrane zaleznosci potwierdzaja ogromng ztozonos¢
zjawisk wystepujacych podczas prowadzenia procesu chromatograficznego rozdzie-
lania substancji w uktadach RP HPLC. Dlatego tak wazne jest zrozumienie czynni-
kow wplywajacych na zmiany retencji i selektywnosci w tych ukladach, co bardzo
ulatwia dobor optymalnych warunkdéw separacji sktadnikéw réznych probek tech-
nika RP HPLC.
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