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Analiza retencji wybranych testowych zwigzkéw chemicznych w kolumnie
wypetnionej zelem krzemionkowym modyfikowanym grupami aminowymi

Streszczenie: W niniejszej pracy zbadano wptyw sktadu fazy ruchomej oraz temperatury na proces retencji trzech
testowych zwigzkéw chemicznych: kofeiny, kwercetyny oraz fenolu w chromatografii oddziatywan hydrofilowych (HILIC).
Okreslono takze ogoélng sprawnos$¢ kolumny dla badanych zwigzkéw w uktadach z fazami ruchomymi zawierajgcymi 70 i
90% [V/V] rozpuszczalnika organicznego. Badania przeprowadzono w kolumnie wypetnionej zelem krzemionkowym
modyfikowanym grupami aminowymi. Temperature zmieniano w zakresie od 20 do 50°C, natomiast objetosSciowe
nateZenie przeptywu eluentéw w zakresie 0,05 do 3 [cm®/min]. Otrzymane zaleznosci wykazaty istotny wplyw zaréwno
Sktadu fazy ruchomej jak i temperatury na mechanizm retencji zwigzkow testowych. Wykazano takze wysokg sprawno$c
kolumny w przypadku badanych uktadéw.

Stowa kluczowe: Chromatografia oddziatywan hydrofilowych, retencja, faza ruchoma, réwnanie van’t Hoffa, zalezno$c
van Deemtera

Retention behavior of selected test compounds using column filled with silica gel
modified by amine groups

Abstract: In this work, the influence of the composition of mobile phase and temperature on the retention process of
three test compounds: caffeine, quercetin and phenol in hydrophilic interaction chromatography (HILIC) were analyzed.
The overall efficiency of the column for the tested compounds was also determined in eluent systems with 70 and 90%
[VIV] of organic modifier. The tests were carried out using column filled with the stationary phase being silica gel modified
by amine groups. Temperature was varied in the range from 20 to 50°C, while the flow rate was set in the range from
0.05 to 3 [cm3min]. The obtained dependences showed a significant influence of both the composition of the mobile
phase and temperature on the retention mechanism of the test chemicals. High efficiency of the column in the
investigated systems was also confirmed.

Keywords: Hydrophilic interaction liquid chromatography, retention, mobile phase, vant Hoff equation, Van Deemter's
dependence

1. Wstep
(Introduction)

Chromatografia oddziatywan hydrofilowych (HILIC) jest obecnie jedng z czesciej stosowanych technik
analizy zwigzkow polarnych. Stanowi ona alternatywe dla innych metod chromatograficznych takich jak
chromatografia w normalnym (NPLC) oraz odwréconym ukfadzie faz (RPLC) zapewniajgc dodatkowe
mozliwosci separacji mieszanin [1, 2]. HILIC jest szeroko stosowana w analizie biatek, cukréow, pestycydéw,
aminokwasow itp. [2-4]. Do zalet HILIC mozna zaliczy¢: mozliwo$é stosowania szerokiego wachlarza metod
detekcji (np. spektrometrii mas (MS)), wysokg selektywnos$¢, oraz sprawnosé rozdziatu zwigzkéw [1, 5].
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1.1. Fazy stacjonarne i ruchome w HILIC
(HILIC stationary and mobile phases)

W HILIC wykorzystywane sg polarne fazy stacjonarne [6]. Jedng z najpopularniejszych jest
niemodyfikowany zel krzemionkowy stosowany miedzy innymi w oznaczeniach bioanalitycznych [7, 8].
Adsorbent ten moze tez stanowi¢ nosnik ré6znorodnych grup funkcyjnych [4]. Wiekszo$¢ modyfikowanych
chemicznie faz stacjonarnych syntezowanych jest wtasnie na bazie zelu krzemionkowego. Wprowadzane
grupy funkcyjne mozna podzieli¢ w zaleznoéci od tadunku na fazy obojetne, fazy z tadunkiem i fazy
dwubiegunowe (zwitterjonowe). Do faz obojetnych =zalicza sie adsorbenty modyfikowane grupami
amidowymi, nitrylowymi oraz diolowymi. Fazy obdarzone fadunkiem zawierajg grupy aminowe, poliaminowe,
imidiazolowe oraz triazolowe. Fazy dwubiegunowe stanowig nowg klase polarnych faz stacjonarnych. Tego
typu adsorbenty zawierajg zaréwno silnie kwasne grupy kwasu sulfonowego jak i silnie zasadowe grupy
amoniowe, oddzielone krétkimi tahcuchami alkilowymi. Ich zastosowanie umozliwia réwnoczesne
rozdzielanie analitdw anionowych i kationowych [9]. Przykladowe fazy stacjonarne stosowane w HILIC
zestawiono w Tabeli 1. Fazy ruchome w HILIC stanowig roztwory zawierajgce zwykle 60-95%
rozpuszczalnika organicznego w wodzie [8]. Preferowanym rozpuszczalnikiem organicznym w HILIC jest
acetonitryl. Stosowanie innych rozpuszczalnikdw czesto nie zapewnia dostatecznej retencji analitow,
a ponadto uzyskiwane w takich uktadach piki chromatografowanych zwigzkéw sg zwykle zbyt szerokie lub
niesymetryczne. Odnosi sie to w szczegdlnosci do metanolu, ktéry podobnie jak woda, jest
rozpuszczalnikiem protonowym, powodujgcym konkurencyjnos¢ w solwatacji powierzchni polarnej fazy
stacjonarnej oraz silne, wzajemne oddziatywania wigzan wodorowych. W mniejszym stopniu dotyczy to
innych alkoholi, np. etanolu czy propan—2—olu [8].

Mechanizm retencji w chromatografii oddziatywan hydrofilowych stanowi przedmiot intensywnych
badan wielu zespotéw badawczych. Jeden z pierwszych proponowanych mechanizméw retencji w HILIC
zaktada, ze wodna czes¢ fazy ruchomej adsorbuje sie na powierzchni polarnej fazy stacjonarnej (polarnych
ligandéw) w postaci cienkiej warstwy, w obrebie ktérej nastepuje podziat analitu pomiedzy te warstwe
i organiczng czes¢ fazy ruchomej [10]. Wielu autorow wskazuje takze, ze istotny wplyw na przebieg tego
procesu, szczegolnie przy uzyciu eluentéw o niskiej zawartosci wody, mogg mie¢ réwniez réznego typu
oddziatywania adsorpcyjne oraz oddziatywania hydrofobowe i elektrostatyczne [8, 11, 12]. Ponadto,
w przypadku zwigzkéw jonizujgcych, czynnikiem wptywajacym na mechanizm retencji moze byc takze
wymiana jonowa [5]. Wzgledny udziat poszczegdélnych mechanizméw i oddziatywan zwigzanych z
konkretnym przypadkiem procesu HILIC zalezy od trzech waznych czynnikdw: warunkow
chromatograficznych, rodzaju i wiasciwosci fazy stacjonarnej oraz efektdéw zwigzanych ze strukturg i
wiasnosciami analitu. W rezultacie uzyskiwany obraz mechanizmu retencji w HILIC wydaje sie by¢ bardzo
ztozony [6].

Celem niniejszej pracy byta analiza mechanizmu retencji w aminowej kolumnie Purospher STAR NH:z
(dtugosé 125 [mm)], srednica 4 [mm)], Srednica ziarna 5 [um]). W tym celu przebadano wptyw sktadu fazy
ruchomej oraz temperatury na proces retencji kofeiny, kwercetyny oraz fenolu. Dokonano takze oceny
sprawnosci testowanej kolumny. Badania przeprowadzono w ukfadach zawierajgcych acetonitryl jako
organiczny sktadnik fazy ruchome;.

Tabela 1. Przyktadowe fazy stacjonarne stosowane w chromatografii HILIC [8, 13].
Table 1. Examples of stationary phases used in HILIC [8, 13].

Nazwa fazy Struktura grupy funkcyjnej Typ fazy

(Phase name) (Structure of the functional group) (Phase type)
Amidowa Ri &, Obojetna
(amide) Q " NH, (Neutral)

Rz Ry .

Irgrlg ilgzzi(z)l)?ga So——— Natadowana

' N (Charged)
Sulfobetaina \N/ 50 Dwubiegunowa

(sulfobetaine) pd ~N (Bipolar)
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1.2. Wplyw temperatury na retencje w chromatografii cieczowej — rownanie van’t Hoff’a
(The influence of temperature on retention in liquid chromatography — van’t Hoff
equation)

Zmiany temperatury majg istotny wpltyw na selektywnos¢ i efektywnosé chromatograficznego
rozdzielania mieszanin, poniewaz wptywajg na lepkos¢ fazy ruchomej, wspotczynniki dyfuzji
chromatografowanych zwigzkéw oraz na ich oddziatywania z fazg stacjonarng. Badania wptywu temperatury
na proces retencji umozliwiajg ponadto ocene mechanizmu retencji w rozpatrywanych uktadach [5, 6, 13].
Wptyw temperatury na proces retencji analizowany jest zwykle w oparciu o wykres van’t Hoff'a (zaleznos¢é
Ink =f(1/T)). Wykres ten wykonuje sie na podstawie wartosci wspolczynnikdow retencji, k
chromatografowanego zwigzku, wyznaczanych dla mozliwie szerokiego zakresu zmian temperatury
kolumny. W sposob teoretyczny, temperatura fazy ruchomej, T, oraz wspotczynnik retencji analitu, kK,
powigzane sg ze sobg rownaniem van’t Hoff’'a [14, 15]:

AH AS
Ink = T +?+IﬂF (1)
gdzie: AH [J/mol] oraz AS [J/mol-K] — odpowiednio zmiany entalpii i entropii zwigzane z przejsciem

chromatografowanego zwigzku od fazy ruchomej do fazy stacjonarnej, R = 8,314 [J/mol-K] — stata gazowa,
F = 2= _ stosunek faz, g, — porowatos¢ catkowita ztoza.

£r

Liniowy przebieg zaleznosci In k =f(1/T) wskazuje zwykle na dominujgcy wptyw pojedynczego
mechanizmu na proces retencji. Natomiast przebiegi nieliniowe oznaczajg zwykle zmiane mechanizmu
retencji lub pojawienie sie w globalnym mechanizmie retencji dodatkowych sit (np. wigzan wodorowych,
oddziatywan hydrofobowych i/lub elektrostatycznych) wplywajgcych na przebieg tego procesu [16-18].
Praktycznie we wszystkich rodzajach chromatografii cieczowej, w zaleznosci od ukfadu
chromatograficznego, obserwuje sie zaréwno liniowe, jak i nieliniowe przebiegi wykresu van't Hoff'a. W
gtébwniej mierze swiadczy to o ztozonosci mechanizmu retencji w chromatografii cieczowej, na ktory
wpltywajg zaréwno wtasnosci fizykochemiczne sktadnikdw uktadu chromatograficznego (analitu, fazy
stacjonarnej i ruchomej) jak i wzajemne oddziatywania miedzy nimi.

1.3. Sprawnos¢ kolumny chromatograficznej
(The efficiency of the chromatography column)

Sprawnos$¢ kolumny chromatograficznej determinuje ksztalt piku chromatograficznego, a tym samym
istotnie wptywa na jakos¢ separacji analizowanych zwigzkéw chemicznych. Sprawnos¢ kolumny okresla sie
wysokoscig rownowazng potce teoretycznej WRPT(ang. Height Equivalent to Theoretical Plate, HETP).
Potke teoretyczng definiuje sie natomiast jako wysoko$¢ warstwy wypetnienia (adsorbentu) w kolumnie, na
ktérej ustala sie robwnowaga adsorpcyjna pomiedzy fazg ruchomg, a stacjonarng zgodnie z wartoscig
wspofczynnika podziatu K. Na poszerzenie pasma chromatograficznego majg wptyw zasadniczo trzy
czynniki [19]:

¢ dyfuzja wirowa, zalezna od wypetnienia kolumny,

o dyfuzja wzdtuzna, (dyfuzja czasteczkowa) w fazie ruchomej,

e  Opory przenoszenia masy.
W 1956 roku van Deemter zaproponowat zalezno$é fgczacg ze sobg WRPT, kinetyke procesu rozdziatu
chromatograficznego oraz liniowg predkos¢ przeptywu eluentu [19, 20]:

WRPT=A+=+C-u (2)

gdzie: A — okresla dyfuzje wirowg, B — dyfuzje molekularng w fazie ruchomej, C — opory przenoszenia masy,
u — predkos¢ liniowg fazy ruchome;.

Minimum powyzszej funkcji dla predko$ci u = uoptym odpowiada maksymalnej sprawnosci kolumny/uktadu
chromatograficznego. Schematyczng, graficzng interpretacje zaleznosci van Deemtera przedstawiono na
rysunku 1.
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WRPT

WRPT min

e B/u

Uoptym

Rys.1. Graficzna interpretacja sktadowych rownania van Deemtera oraz ich sumy (WRPT) w funkcji predkosci liniowej
eluentu.

Fig. 1. Graphic interpretation of van Deemter’s equation components and their sum (HETP) as a function of eluent
linear velocity.

2. Czesé eksperymentalna
(Experimental part)

2.1. Zakres badan
(Scope of research)

Badania wykonano w warunkach izokratycznych w uktadach wodno — acetonitrylowych z kolumng
aminowg Merck LiChroCART Purospher STAR NH.. Faze stacjonarng w tej kolumnie stanowi
jednoczgsteczkowa warstwa aminopropylosilanu chemicznie zwigzana z porowatym nosnikiem w postaci
zelu krzemionkowego (schemat struktury otrzymany od producenta (Merck) przedstawiono na rysunku 2).
Wyznaczono zalezno$¢ wptywu stezenia wody w eluencie na wartosci wspétczynnikéw retencji k trzech
testowych zwigzkéw chemicznych: kofeiny, kwercetyny i fenolu. Dla wymienionych zwigzkéw oraz dla
wybranych sktadéw fazy ruchomej wyznaczono takze zaleznosci van’t Hoffa i van Deemtera.

HoN

Si
Ve
HO | \OH
o]

Si0,

Rys.2. Schemat struktury fazy stacjonarnej w kolumnie Merck LiChroCART Purospher STAR NH..
Fig. 2. Scheme of stationary phase structure in the Merck LiChroCART Purospher STAR NH2 column.

2.2. Materialy
(Materials)

W badaniach zastosowano nastepujgce rozpuszczalniki oraz testowe zwigzki chemiczne:
e Acetonitryl, wyprodukowany przez firme Merck, czysto$¢ = 99,9%,

Woda destylowana,

Kofeina, wyprodukowana przez Fluka Analytical, czystos¢ = 99,0%,

Kwercetyna, wyprodukowana przez CHEMAL, czystosé = 99,0%,

Fenol, wyprodukowany przez SIGMA — ALDRICH, czysto$¢ >99,5%.
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Badania prowadzono w kolumnie firmy Merck LIChroCART Purospher STAR NH2, ktérej faze
stacjonarng stanowi krzemionka modyfikowana grupami aminowymi. Wyznaczony metodg piknometryczng
czas retencji inertu wynosit to=1,193 [min]. Odczytane z chromatogramu wartosci czasu retencji
(mierzonego jako czas wyjscia maksimow pikdéw) korygowano przez odjecie czasu martwego przewodow
ts= 0,08 [min], ktéry zostat doswiadczalnie wyznaczony dla stosowanej aparatury i warunkéw procesowych.

2.3. Aparatura
(Instruments)

Badania wykonano z wykorzystaniem wysokosprawnego chromatografu cieczowego Primaide firmy
Merck— Hitachi (Niemcy). W aparat skfadat sie z nastepujacych urzadzen:
e pompa eluentu, model 1110,
e termostat kolumnowy, model 1310,
¢ detektor UV, model 1410.
Praca chromatografu sterowat program D-7000 HSM firmy Merck, przy pomocy ktérego rejestrowano oraz
zapisywano na twardym dysku komputera wyniki eksperymentow.

2.4. Metodyka badan eksperymentalnych
(Methodology of experimental research)

Pomiary wptywu skifadu fazy ruchomej na oraz temperatury na retencje badanych analitéw
wykonywano w warunkach izokratycznych, przy ustalonym natezeniu przeptywu fazy ruchomej
(1 [cm3/min]).Faze ruchomg stanowity mieszaniny wodno-acetonitrylowe. Stezenie badanych zwigzkéw
chemicznych wynosito 20 [ug/cm?®]. Roztwory analitow byty sporzgdzane w odpowiednich eluentach.
Temperature zmieniano co 5°C w zakresie od 20 do 50°C. Objeto$¢ dozowanej probki wynosita 20 [uL].
Detekcje pikow prowadzono przy diugosci fali 250 [nm].

Wartosci entalpii AH i entropii AS w rownaniu van’t Hoff'a (1) wyznaczono metodg regresji liniowej na
podstawie doswiadczalnie otrzymanych zaleznosci In k = f(1/T). Doktadno$¢ dopasowania okreslano na
podstawie wspotczynnika determinacji R2.

Sprawno$¢ kolumny analizowano na podstawie wykreséw van Deemtera dla trzech wymienionych
powyzej zwigzkéw stosujgc fazy ruchome ztozone z acetonitrylu i wody dla dwdch stezen rozpuszczalnika
organicznego (70% i 90% V/V). Badania prowadzono w temperaturze 20°C dla natezeh przeptywu eluentu
wynoszacych: 0,05, 0,10, 0,15, 0,20, 0,25, 0,30, 0,40, 0,50, 0,65, 0,80, 1,0, 1,25, 1,50, 1,75, 2,00 oraz 3,0
[cm3/min]. Objeto$¢ dozowania oraz stezenia prébek byty takie same jak przedstawione powyzej. Wysokos$é
rownowazng potce teoretycznej (WRPT) wyznaczano na podstawie pierwszego i drugiego momentu
centralnego otrzymanego piku chromatografowanego zwigzku [21-23]. W obliczeniach uwzgledniono efekty
dyspersyjne powodujgce dodatkowe poszerzenie piku, zwigzane z przeptywem pitynu przez kapilary
umieszczone przed i za kolumng chromatograficzng (analogicznie jak powyzej, ale bez kolumny
chromatograficznej).

3.  Wynikiiich dyskusja
(Results and discussion)

3.1. Wptlyw sktadu fazy ruchomej na retencje
(Effect of mobile phase composition on retention)

Na rysunku 3 przedstawiono zaleznosci In k dla kofeiny, kwercetyny i fenolu, w funkcji utamka
objetosciowego wody w eluencie, ¢ (rys. 3A) oraz zaleznosci In k = f(In(¢)) (rys. 3B) dla tych zwigzkow
chemicznych w analizowanych uktadach chromatograficznych. Dla wszystkich testowanych analitéw
obserwuje sie nieliniowe zaleznosci In k = f(¢) oraz In k = f(In(¢)), z tym ze dla kwercetyny zaleznosci te sg
dodatkowo U-ksztaltne. Zgodnie z teorig Soczewinskiego — Snydera [24, 25], liniowa zalezno$¢ In k = f(¢)
wskazuje na dominujgcy podziatowy mechanizm retencji, natomiast liniowa zalezno$¢ In k = f(In(¢)) sugeruje
adsorpcyjny mechanizm retencji. Przedstawione na rysunku 3 zaleznosci sg nieliniowe, co wskazuje, ze w
badanych uktadach mechanizm retencji stanowi kombinacje mechanizmu podziatowego oraz adsorpcyjnego.
W eluentach bogatych w wode (iryp RPLC) przewaza¢ moga oddziatywania typu hydrofobowego
(mechanizm podziatowy). Z kolei w eluentach zawierajgcych duze stezenia rozpuszczalnika organicznego
(tryb HILIC), dominowa¢ moze mechanizm adsorpcyjny, w ktérym istotng role odgrywa¢ moga réznego typu
oddziatywania polarne (np. wigzania wodorowe i inne o charakterze elektrostatycznym) [8]. Innymi stowy,
adsorpcja powierzchniowa wywotana przez oddziatywania polarne moze wspétistnie¢ z mechanizmem
podziatowym w obrebie warstewki wody wytworzonej na powierzchni ligandéw testowanej fazy stacjonarne;.
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Whiosek ten jest zgodny z teorig Hemstréma i Irguma [11], wedtug ktérej mechanizm retencji (szczegodlnie w
HILIC) jest kombinacjg mechanizméw adsorpcyjnego i podziatowego w réznych proporcjach, zaleznych od
natury fazy stacjonarnej, wtasciwosci analitu oraz sktadu eluentu. Ze wzgledu na obecnosé na powierzchni
testowanej fazy stacjonarnej tancuchéw alkilowych (umozliwiajgcych zatrzymywanie czgsteczek analitu
przez oddziatywania hydrofobowe) mechanizm podziatowy powinien do pewnego stopnia determinowac
retencje kwercetyny i fenolu w badanych uktadach (szczegoélnie w trybie RPLC), tym bardziej, ze zwigzki te
wykazujg wilasnosci hydrofobowe (dla kwercetyny log Pow=2,16, dla fenolu log Pow =1,67). Kofeina jest
najbardziej hydrofilowg czgsteczkg sposréd badanych analitéw (log Pow =-0,55) i w trybie HILIC jej retencja
jest prawdopodobnie kontrolowana przez hydrofilowy mechanizm podziatowy. Z drugiej strony kofeina jest
dos¢é masywng czgsteczkg (M = 194 [g/mol]), ktéra moze by¢ zatrzymana w bogatych w wode eluentach, w
wyniku oddziatywan hydrofobowych. Warto tez zauwazy¢, ze wszystkie badane zwigzki majg zauwazalny
potencjat do tworzenia wigzan wodorowych, wiec tego rodzaju interakcje (szczegodlnie w trybie HILIC) mogg
réwniez wptywac na ich retencje.

Przedstawiony powyzej mechanizm nalezy oczywiscie traktowaé jako hipoteze wymagajgca
potwierdzenia w dalszych badaniach obejmujacych szersze spektrum uktadéw chromatograficznych.
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Rys. 3. Zaleznosci wspétczynnika retencji od utamka objetosciowego wody w fazie ruchomej: A — Ink =f(p), B —
In k = f(In(¢)).

The dependence of the retention coefficient on the volume fraction of water in the mobile phase: A — In k = f(¢),
B —In k = f(In(¢)).

Fig. 3.

3.2. Wplyw temperatury na retencje
(Influence of temperature on retention)

Zaleznos¢ wspotczynnika retencji od temperatury (In k =f(1/T)) dla analizowanych zwigzkéw
chemicznych przedstawiono na rysunku 4. Wartosci entalpii AH i entropii adsorpcji AS, obliczone z réwnania
van't Hoffa, oraz wspoétczynniki determinacji R? zestawiono w tabeli 2. Uzyskane wyniki wskazujg na
egzotermiczny charakter procesu sorpcji dla kofeiny. Swiadczg o tym otrzymane do$wiadczalne zaleznosci,
a takze wyznaczone na tej podstawie wartosci entalpii AH i entropii AS. W przypadku kwercetyny,
doswiadczalne przebiegi zaleznosci In k = f(1/T) wskazujg na endotermiczny charakter proceséw sorpcji, a
wiec wzrost retencji wraz ze wzrostem temperatury. Przyczyng tego zjawiska moze by¢ dominujgcy udziat
mechanizmoéw adsorpcyjnych w ogélnym mechanizmie retencji. W przypadku fenolu uzyskane wyniki
pokazujg, ze dla eluentu zawierajgcego 90% acetonitrylu procesy sorpcji majg charakter egzotermiczny,
natomiast dla przypadku 70% udzialu modyfikatora organicznego wyrazniej przejawia sie charakter
endotermiczny. Wskazuje to na udziat dodatkowych oddziatywan, wptywajgcych na ogdlny mechanizm
retenciji.

Analiza otrzymanych doswiadczalnie przebiegéw zaleznosci wspétczynnika retencji k od temperatury
wskazuje, iz w wiekszosci przypadkow przebiegi te majg charakter liniowy. Wysokie wartosci wspoétczynnika
determinacji R? wskazujg na dominacje podzialowego mechanizmu retencji dla kofeiny. W przypadku
kwercetyny oraz fenolu odstepstwa od liniowosci wskazujg na ztozonos¢ mechanizmow retenciji, ze wzgledu
na mozliwos¢ wystepowania dodatkowych oddziatywan. W przypadku nieliniowych zaleznosci van’t Hoffa
zaobserwowano, ze zaréwno entalpia AH, jaki i entropia AS zmieniajg sie wraz z temperaturg. Zmiany te
moga by¢ spowodowane: (i) przechodzeniem, wraz ze wzrostem temperatury, jednego mechanizmu retencji
w drugi, (ii) konformacjg ligandéw zwigzanych z matrycg krzemionkowg lub (iii) zalezng od temperatury
zmiennoscig grubosci warstwy zaadsorbowanej czesci fazy ruchomej. Dodatkowo, wymienione powyzej
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efekty mogg sie na siebie naktada¢. Na koniec nalezy takze zauwazy¢, ze nieliniowe przebiegi zaleznosci
van't Hoffa nie muszg by¢ spowodowane zmianami entalpii i entropii, lecz zmieniajgcg sie wraz z
temperaturg dostepnos$cia poréw fazy stacjonarnej (i tym samym zmianami wartosci stosunku faz, F). Tym
nie mniej, przedstawione w niniejszej pracy wyniki badan dotyczacych wptywu sktadu eluentu oraz wptywu
temperatury swiadcza o dos¢ skomplikowanym mechanizmie retencji kwercetyny w analizowanych ukfadach.
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Rys. 4. Zaleznosci van’t Hoffa dla zwigzkéw testowych (A — kofeina, B — kwercetyna, C — fenol).
Fig. 4. Van't Hoff's dependencies for test compounds (A — caffeine, B — quercetin, C — phenol).

Tabela 2.

Hoffa) dla analizowanych uktadéw chromatograficznych.

Table 2.

van't Hoff equation) for the analyzed chromatographic systems.

Zmiany entalpii AH [kJ/mol] i entropii AS [J/mol-K] (regresja liniowa na podstawie réwnania van't

Enthalpy AH [kJ/mol] and entropy AS [J/mol-K] changes of solute transfer (regression results from

Analit ACN — woda 70:30 ACN — woda 90:10
Analyte AH , 2 AH _ ,
(Analyte) kJ/mol] AS [J/mol-K] R kJ/mol] AS [J/mol-K] R
Kofeina -6,37 -31,6 0,995 -7,43 -30,53 0,982
(Caffeine)
Kwercetyna 7,06 12,53 0,970 4,25 11,22 0,500
(Quercetin)
Fenol 411 -7,64 0,761 -4,09 -28,11 0,863
(Phenol)

3.3. Sprawnos¢ kolumny
(Column efficiency)

Zaleznoéci van Deemtera dla wszystkich analizowanych uktadéw przedstawiono na rysunku 5.
Poréwnujgc wptyw sktadu fazy ruchomej, mozna stwierdzi¢, iz dla kofeiny oraz fenolu lepszg sprawnos¢
osigga sie dla uktadéw bogatszych w modyfikator organiczny. W przypadku kwercetyny lepszg sprawnos¢
kolumny osigga sie z kolei dla uktadu zawierajgcego 70% acetonitrylu w eluencie.

Dla wszystkich badanych uktadéw,testowana kolumna osigga najlepszg sprawnos$¢ dla predkosci
przeptywu z zakresu 0,1 — 0,75 [mm/s]. W przypadku uktadoéw z kofeing oraz fenolem sprawnos¢ spada w
nieznacznym stopniu wraz ze wzrostem liniowej predkosci przeptywu fazy ruchomej. Odmienne zaleznosci
obserwuje sie w przypadku kwercetyny, gdzie wystepuje spadek sprawnosci wraz ze wzrostem predkosci

przeptywu eluentu.
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Rys. 5. Zaleznosci wptywu predkos$ci przeptywu eluentu na WRPT dla zwigzkéw testowych (A — kofeina, B —kwercetyna,
C — fenol).
Fig. 5. The effects of mobile phase linear velocity on HETP of test compounds (A — caffeine, B — quercetin, C — phenol).

4. Wnioski
(Conclusions)

W niniejszej pracy zbadano wptyw sktadu fazy ruchomej, temperatury oraz predkosci przeptywu na
proces retencji kwercetyny, kofeiny i fenolu w chromatografii oddziatywan hydrofilowych w kolumnie firmy
Merck Purospher STAR NH2. Wyniki badan prowadzonych w uktadach z chemicznie réznymi analitami
testowymi wskazuja na wystepowanie ztozonego adsorpcyjno — podziatowego mechanizmu retenciji.
Badania wptywu temperatury na retencje testowanych zwigzkéw wskazujg, ze w testowanej kolumnie, dla
szerokiego zakresu temperatur i w zaleznosci od wiasnosci fizykochemicznych analitu, sorpcja moze mie¢
zaréwno charakter egzotermiczny, jak i endotermiczny. Obserwowane nieliniowe zaleznosci van’'t Hoffa
mogg takze wskazywac¢ na zmienno$¢ i/lub zlozono$¢ mechanizmu retencji w testowanych uktadach.
Analizujgc uzyskane zaleznosci van Deemtera stwierdzono istotny wptyw sktadu fazy ruchomej na
sprawnos$¢ badanej kolumny. Stwierdzono, ze najwiekszg sprawnos$é¢ dla kofeiny i fenolu mozna uzyskac
stosujg fazy ruchome zawierajgce 90% acetonitrylu. Z kolei dla kwercetyny najlepsze efekty obserwuje sie
dla eluentu zawierajgcego 70% acetonitrylu. Jednoczesnie, optymalne warunki pracy pod wzgledem
predkosci przeptywu fazy ruchomej wystepujg w zakresie 0,1 — 0,75 [mm/sek].
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