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WYKAZ SKROTOW I SYMBOLI

Wykaz skrotow

ACN — acetonitryl,

AED (ang. Adsorption Energy Distribution) — rozktad energii adsorpcji,

ANOVA (ang. Analysis of Variance) — analiza wariancji,

API (ang. Active Pharmaceutical Ingredient) — substancja czynna produktu leczniczego,
BET (ang. Brunauer—Emmett—Teller) — metoda Brunauera-Emmetta-Tellera,

BJH (ang. Barrett—Joyner—Halenda) — metoda Barretta-Joynera-Halenda,

DFT (ang. Density Functional Theory) — teoria funkcjonatu gestosci,

DH (ang. Dollimore—Heal) — metoda Dollimore’a-Heala,

DLS (ang. Dynamic Light Scattering) — dynamiczne rozpraszanie $wiatla,

DTG (ang. Derivative Thermogravimetry) — rézniczkowa termograwimetria,

ECP (ang. Elution by Characteristic Point) — elucja przez punkt charakterystyczny,
EDS (ang. Energy-Dispersive X-ray Spectroscopy) — spektroskopia rentgenowska

z dyspersja energii,

EM (ang. Expectation—Maximization) — algorytm oczekiwania-maksymalizacji,

FA (ang. Frontal Analysis) — analiza frontalna,

FACP (ang. Frontal Analysis by Characteristic Point) — analiza frontalna z punktem
charakterystycznym,

HILIC (ang. Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography) — chromatografia cieczowa
oddziatywan hydrofilowych,

HK (ang. Horvath—Kawazoe) — metoda Horvatha-Kawazoe,

HPLC (ang. High-Performance Liquid Chromatography) — wysokosprawna
chromatografia cieczowa,

HRMS (ang. High-Resolution Mass Spectrometry) — wysokorozdzielcza spektrometria
mas,

ICP-MS (ang. Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) — spektrometria mas

z plazma sprzezong indukcyjnie,

IUPAC (ang. International Union of Pure and Applied Chemistry) — Migdzynarodowa
Unia Chemii Czystej i Stosowanej,

LC (ang. Liquid Chromatography) — chromatografia cieczowa,

LD (ang. Laser Diffraction) — dyfrakcja laserowa,

MCM-41 — mezoporowata krzemionka,

MeOH — metanol,
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MIP (ang. Molecularly Imprinted Polymer) — molekularnie impritowany polimer,
MS (ang. Mass Spectrometry) — spektrometria masowa,

NMR (ang. Nuclear Magnetic Resonance) — magnetyczny rezonans jagdrowy,

NPLC (ang. Normal Phase Liquid Chromatography) — chromatografia cieczowa

w normalnym uktadzie faz,

PSD (ang. Particle Size Distribution) — rozktad wielkosci ziaren,

RPLC (ang. Reversed Phase Liquid Chromatography) — chromatografia cieczowa
w odwroconym uktadzie faz,

SEM (ang. Scanning Electron Microscopy) — skaningowa mikroskopia elektronowa,
SF (ang. Saito-Foley) — metoda Saito-Foley,

TG (ang. Thermogravimetry) — termograwimetria,

THF — tetrahydrofuran,

UHPLC (ang. Ultra High Performance Liquid Chromatography) — ultra wysokosprawna

chromatografia cieczowa.

Wykaz symboli

A — parametr zwigzany z dyfuzja wirowa (efekt Eddy ego),

a® — powierzchnia przekroju poprzecznego pojedynczej czasteczki N,
A, — liczba miejsc adsorpcyjnych zajmowanych przez czasteczke analitu,
B/u — paramter zwigzany z dyfuzjg wzdtuzna,

Ce(t) — profil stezenia analitu na wyjsciu z kolumny chromatograficznej,
Cr — stezgnie w roztworze doprowadzajacym,

Cr /2 — stezenie rowne potowie stgzeniu roztworu doprowadzajacego,

C,, — stezenie analizowanej substancji w fazie ruchome;j,

(Cs + Cy)u —opory masy w fazie stacjonarnej i ruchomej, odpowiednio,
Cy — stezenie poczatkowe badanego zwigzku,

D — wspotczynnik dyfuzji translacyjne;,

ds — grubo$¢ warstwy fazy stacjonarnej,

d(H) — $rednica hydrodynamiczna,

Dy — wspotczynnik dyfuzji analitu w fazie ruchome;,

d, — $rednica ziarna adsorbentu,

dpor — Srednica poru,

Apor min» Apor max — Minimalna i maksymalna srednica porow,

Dg — wspolezynnik dyfuzji analitu w fazie stacjonarne;,
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dgg o, — Srednica ziarna ponizej ktorej znajduje si¢ 90 % objetosci probki,

dsg o, — Srednica ziarna ponizej ktorej znajduje si¢ 50 % objetosci probki,

d o, — Srednica ziarna ponizej ktorej znajduje si¢ 10 % objetosci probki,

F — stosunek faz,

f (dpor ) — funkcja rozktadu wielkosci porow,

f (¢) —rozklad energii adsorpcji,

f(In K;) — warto§¢ funkcji rozktadu energii adsorpcji w punkcie odpowiadajacym stalej
rownowagi K;,

Fum, — warto$¢ stosunku testu Fishera odpowiednio dla modeli izoterm adsorpcji M; i M;
fs, fu — wspotczynniki zalezne od struktury uktadu chromatograficznego,

Fiest — test Fishera,

H (WRPT) — wysoko$¢ rbwnowazna poélce teoretycznej,

I — pole powierzchni piku, proporcjonalne do ilosci analitu,

K — stata rownowagi adsorpcji,

k — wspotczynnik retencji,

kg — stata Boltzmana,

kgpr — stala BET, zwigzana z energig oddzialywania adsorbat—powierzchnia adsorbentu,
Kp — termodynamiczny wspotczynnik podziatu,

K — stata Freundlicha,

Ky — stata Henry ego,

Ky

— wspodlezynnik podziatu analitu pomigdzy fazg stacjonarng a ciecz wypetniajaca pory
ziaren adsorbentu,

k,, — wspolczynnik retencji w czystej wodzie,

kop — wspotczynnik retencji w czystym sktadniku B fazy ruchomej,

L — dtugo$¢ kolumny chromatograficzne;,

[ —liczba estymowanych parametréw modelu,

m, p — masa kolumny nasyconej rozpuszczalnikiem odpowiednio A oraz B,

M; ; — modele izoterm adsorpcji (i,j),

L
N — liczba potek teoretycznych,

n —ilo$¢ zaadsorbowanego gazu w warunkach réwnowagi przy danym P,

ng — liczba miejsc adsorpcyjnych zajmowanych przez czasteczke sktadnika B fazy ruchomej,
Nprr (P /Py, dpor) — teoretyczna izoterma adsorpcji obliczona metoda DFT dla poréow

o $rednicy dpoy ,
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Nexp (P/Py) — eksperymentalna ilo§¢ zaadsorbowanego gazu przy danym wzglednym
cisnieniu,

np — paramter w izotermie Freundlicha okreslajacy intensywnos$¢ adsorpcji,

n, — pojemnos¢ monowarstwowa (ilos¢ adsorbatu odpowiadajaca pokryciu powierzchni
pojedyncza warstwa),

Ny — liczba punktow doswiadczalnych,

P — cis$nienie rownowagowe adsorbatu,

p — liczba punktow (przedziatdéw), na jakie podzielono zakres wartosci In K,

P1_¢ — paramtery modeli retencji,

Py — ci$nienie pary nasyconej adsorbatu w danej temperaturze,

q — stezenie analitu w fazie stacjonarnej,

qcaic (G) — obliczona ilo$¢ substancji zaadsorbowane;j dla j-tego punktu izotermy,
Q406w — doswiadczalnie wyznaczona warto$¢ q,

G40sw — Srednia warto$¢ doswiadczalna,

qs — pojemnos¢ soprcyjna fazy stacjonarnej,

Qteor — Warto$¢ wyestymowanego parametru,

R — stata gazowa,

r — promien krzywizny menisku tworzacego si¢ w mezoporze,

Rg — rozdzielczo$¢ chromatograficzna,

S — nachylenie prostej regresji liniowej, okre$lajace wrazliwos$¢ retencji na zmiang skladu
fazy ruchome;,

Sper — powierzchnia wlasciwa w metodzie BET,

SD — odchylenie standardowe,

span — parametr opisujacy szeroko$¢ rozktadu wielkos$ci ziaren,

SUM — suma kwadratéw roznic pomiedzy danymi doswiadczalnymi i teoretycznymi,
T — temperatura w Kelwinach,

t, — czas rozpoczecia narastania sygnatu na wykresie C(t),

tg — czas retencji,

t r — zredukowany czas retencji,

tg — czas, w ktorym stgzenie analitu osigga stan ustalony (plateau),

ts — Sredni czas wyjscia substancji z kolumny chromatograficzne;,

to — czas retencji intertu,

u — predkos¢ liniowa fazy ruchomej,

V, — objetos¢ adsorbentu,

14



Vy — molowa objetos¢ adsorbatu,

V, — objetos¢ poczatkowa roztworu,

Vy — objeto$¢ martwa kolumny,

V — objetosciowe natezenie przeptywu eluentu,

u — predkos¢ liniowa fazy ruchome;,

w — szeroko$¢ piku chromatograficznego u podstawy,

w1/, — szerokos¢ piku w potowie wysokosci,

a — wspotczynnik selektywnosci,

p — parametr heterogeniczno$ci powierzchni w izotermie Freundlicha-Langmuira,

y — wspotczynnik napigcia powierzchniowego,

Oax f,d,ads — Sktadowe oporow transportu masy wptywajace na szerokos¢ piku,

AG’ — standardowa zmiana energii swobodnej Gibbsa,

AH’ — standardowa czegéciowa molowa zmiana entalpii,

Aln K — odlegto$¢ miedzy sasiednimi punktami siatki energetycznej,

AS’ — standardowa cze$ciowa molowa zmiana entropii,

€ — energia wigzania adsorbatu z okreslonym centrum aktywnym,

Emin» Emax — O0dpowiednio minimalna i maksymalna energia adsorpcji charakterystyczna dla
rozpatrywanych miejsc aktywnych na powierzchni adsorbentu,

g, — porowatos¢ pojedynczych ziaren adsorbentu,

& — porowato$¢ ztoza,

1 — lepko$¢ dynamiczna,

8 (G, K;) — lokalny stopiefi pokrycia miejsc adsorpcyjnych o energii odpowiadajgcej K;
przy stgzeniu analitu G,

0 (C, €) — lokalny model adsorpcji dla miejsc o energii €,

A — wspotczynnik uwzgledniajacy sposoéb upakowania i1 jednorodno$¢ kolumny
chromatograficznej,

Uo — moment zerowego rzegdu,

Uy — pierwszy moment absolutny pikow chromatograficznych,

Uy — drugi moment centralny pikow chromatograficznych,

v — bezwymiarowa stala w izotermie Totha, charakteryzujaca potencjat adsorpcyjny
oraz stopien niejednorodnosci powierzchni adsorbentu,

Pap — gestos¢ rozpuszczalnikow odpowiednio A oraz B,

o — odchylenie standardowe piku chromatograficznego,
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T — wspotczynnik zalezny od kretosci przeptywu, struktury i jednorodnosci upakowania fazy
stacjonarnej,
¢ — utamek objetosci dostepnej dla fazy ruchome;j,

®n,0 — utamek objetosciowy wody w fazie ruchome;.
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I.  WSTEP

Chromatografia cieczowa stanowi jedng z najczesciej stosowanych metod rozdzielania
1 oznaczania zwigzkéw chemicznych zar6wno w warunkach laboratoryjnych jak i na skalg
przemystowa. Metoda ta wykorzystuje réznice w oddziatywaniu skladnikéw mieszaniny
z fazg stacjonarng 1 ruchomg, umozliwiajagc ich rozdzielanie. Efektywnos$¢ procesu
chromatograficznego zalezy od wielu czynnikow takich jak np.: wlasciwosci
fizykochemiczne i granulometryczne faz stacjonarnych, sktad fazy ruchomej oraz temperatura
kolumny chromatograficznej. Wielkosci te wptywaja nie tylko na sprawnos¢ kolumny
1 selektywno$¢ rozdzielania, lecz takze na charakter i intensywno$¢ oddziatywan
zachodzgcych pomigdzy analitem a fazg stacjonarng, ktére w konsekwencji determinujg
proces retencji.

Pomimo ogromnego rozwoju pod wzgledem aparatury i powstawania coraz bardziej
zaawansowanych faz stacjonarnych, wciaz istnieja obszary, w ktorych wiedza teoretyczna jest
niekompletna, a zjawiska sorpcyjne odpowiedzialne za retencje¢ zwlaszcza w ukladach
o zlozonej polarno$ci wymagaja pogltebionych badan. Do takich obszarow nalezy
chromatografia cieczowa oddziatywan hydrofilowych (HILIC). Mechanizm retencji
w chromatografii HILIC pozostaje nadal niejednoznaczny i od momentu wprowadzenia
tej techniki stanowi przedmiot intensywnych badan oraz dyskusji naukowych. Ztozonos¢
tej metody wynika z jednoczesnego udziatu adsorpcji powierzchniowej, oddzialywan
elektrostatycznych oraz procesow zachodzacych w warstwie wodnej powstajacej na granicy
faz. Wspotistnienie tych zjawisk prowadzi do trudnos$ci w jednoznacznej interpretacji
mechanizmu retencji. Dodatkowa trudno$¢ stanowi fakt, Zze wudzial poszczegélnych
mechanizmow nie jest staly i moze zmienia¢ si¢ w zalezno$ci od warunkow pracy kolumny.
Kluczowym czynnikiem wptywajacym na proces retencji w HILIC jest skiad fazy ruchome;,
zwlaszcza zawarto$¢ modyfikatora organicznego, determinujgca zaréwno grubo$¢ warstwy
wodne] zaadsorbowanej na powierzchni fazy stacjonarnej, jak 1 charakter oraz sit¢
oddziatywan pomiedzy analitem a fazg stacjonarng. W literaturze brak jest jednoznacznych
kryteriow pozwalajacych okresli¢, w jakich warunkach dominujag mechanizmy adsorpcyjne,
a w jakich znaczaca role odgrywaja procesy podziatlowe. Rozrdznienie udziatu tych procesow
ma istotne znaczenie dla prawidlowej interpretacji zaleznosci pomiedzy sktadem fazy
ruchomej a retencjg. Kolejnym zagadnieniem, ktore pozostaje niewystarczajagco poznane
w kontek$cie HILIC jest wplyw temperatury na proces sorpcji. Temperatura wptywa
jednoczesnie na wiasciwosci fizykochemiczne fazy ruchomej oraz rdwnowage pomigdzy

warstwg wodng, a faza organiczng, co moze prowadzi¢ do zmian w sposobie oddzialywania
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analitow z faza stacjonarng. Wptyw temperatury na proces retencji w HILIC moze wynika¢
z naktadania si¢ wielu zjawisk, co dodatkowo utrudnia interpretacj¢ danych
chromatograficznych.

Waznym elementem charakterystyki adsorbentéw stosowanych w HILIC jest analiza
rozktadu energii adsorpcji na powierzchni fazy stacjonarnej, dostarczajaca informacji
o heterogenicznosci energetycznej powierzchni. Pozwala ona na okreslenie, jak zr6znicowana
energetycznie jest powierzchnia adsorbentu oraz jakie rodzaje miejsc sorpcyjnych biorg
udzial w adsorpcji analitow. Wyniki takich analiz umozliwiajg lepsze powigzanie wtasciwosci
powierzchni adsorbentu z obserwowanym procesem retencji. Istotne znaczenie
dla zrozumienia mechanizmu sorpcji ma rowniez charakterystyka fizykochemiczna
1 granulometryczna samej fazy stacjonarnej. Adsorbenty stosowane w HILIC réznig si¢
sktadem chemicznym, morfologia, rozktadem wielkos$ci ziaren, wielko$cig i objetoscig poroéw,
a takze powierzchnia wlasciwa. Roznice te przekladaja si¢ na odmienne wlasciwosci
sorpcyjne, wpltywajac zar6wno na intensywno$¢ oddziatywan analit—adsorbent, jak i na
selektywnos$¢ oraz efektywno$¢ procesu rozdzielania. Z tego wzgledu szczegotowa
charakterystyka adsorbentow ma istotne znaczenie zar6wno w interpretacji wynikoOw analiz
chromatograficznych, jak i w poréwnywaniu zachowania r6znych adsorbentéw w zmiennych
warunkach eksperymentalnych. Pomimo tego informacje dost¢pne dotyczace wiasciwosci
fizykochemicznych 1 granulometrycznych adsorbentow s3 czesto niepeine, co utrudnia
jednoznaczne powigzanie ich cech z obserwowanymi wynikami chromatograficznymi.
Kompleksowe podejscie obejmujace analize rozkladu energii adsorpcji na powierzchni fazy
stacjonarnej oraz charakterystyk¢ skladu chemicznego, morfologii, wlasciwosci
strukturalnych 1 granulometrycznych faz stacjonarnych moze dostarczy¢ wartosciowych
informacji niezbednych do lepszego zrozumienia mechanizméw retencji w chromatografii
HILIC oraz pozwoli¢ na okreslenie wptywu witasciwosci fizykochemicznych adsorbentéw
na przebieg procesu rozdzielania.

Ze wzgledu na ztozono$¢ opisanych zjawisk oraz brak spdjnych danych pozwalajacych
jednoznacznie powigza¢ wilasciwosci powierzchni adsorbentow z ich zachowaniem
chromatograficznym, konieczne jest prowadzenie kompleksowych badan. Dotyczy
to szczegolnie uktadow, w ktorych ta sama faza stacjonarna moze wykazywaé mechanizmy
retencji charakterystyczne zarowno dla chromatografii HILIC, jak i NP lub RP, w zaleznosci

od warunkow prowadzenia procesu.
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II. CELI1ZAKRES PRACY

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej bylo zbadanie mechanizmu sorpcji

w chromatografii cieczowej ze szczegdlnym uwzglednieniem chromatografii oddzialywan

hydrofilowych (HILIC) oraz okreslenie wptywu rodzaju faz stacjonarnych i warunkow

chromatograficznych na retencj¢ badanych zwigzkow. Waznym elementem pracy bylo

poznanie zalezno$ci pomiedzy wiasciwosciami fizykochemicznymi faz stacjonarnych

a zachodzacymi na ich powierzchni procesami adsorpcji. Dodatkowym celem pracy bylo

sprawdzenie mozliwosci zastosowania réznych uktadow chromatograficznych do oznaczania

heparyny sodowej w materiatach pochodzenia zwierzgcego.

Zakres niniejszej rozprawy doktorskiej obejmowatl:

szczegblowy przeglad literatury obejmujacy zagadnienia zwigzane z tematyka
1 zakresem rozprawy doktorskiej,

analize wptywu temperatury na retencj¢ substancji testowych w warunkach HILIC,
analiz¢ wplywu skladu fazy ruchomej, w tym rodzaju 1 udzialu modyfikatora
organicznego na mechanizm retencji oraz sit¢ oddziatywan migdzy analitem,
a faza stacjonarna,

analiz¢ sprawnosci wybranych kolumn chromatograficznych w warunkach HILIC,
badanie réwnowag adsorpcji dla wybranych adsorbentéw komercyjnych
1 niekomercyjnych, obejmujace wyznaczenie rozktadu energii adsorpcji, oceng
heterogeniczno$ci  energetycznej  powierzchni  adsorbentow  oraz  dobor
i weryfikacje wybranych modeli izoterm adsorpcji na podstawie wartosci
estymowanych parametréw oraz jakosci dopasowania modeli do danych
eksperymentalnych,

analize wilasciwosci fizykochemicznych 1 granulometrycznych wybranych
adsorbentow komercyjnych 1 niekomercyjnych, obejmujacej m.in.: okreslenie
sktadu chemicznego, morfologii, rozktadu wielko$ci ziaren, wielkosci 1 objetosci
porow, a takze powierzchni wtasciwej,

badania chromatograficzne heparyny sodowej w celu oceny mozliwosci
jej oznaczania w materiatach pochodzenia zwierzgcego z wykorzystaniem réznych

uktadéw chromatograficznych.
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III. CZESC TEORETYCZNA

III.1. Chromatografia cieczowa
I11.1.1. Wprowadzenie

Chromatografia cieczowa (LC, ang. Liquid Chromatography) nalezy do najczescie]
stosowanych metod rozdzielania oraz identyfikacji mieszanin zwigzkéw w chemii, farmacji,
biotechnologii oraz dziedzinach pokrewnych. Proces ten moze by¢ prowadzony nie tylko
w warunkach analitycznych, lecz takze coraz czg$ciej w warunkach preparatywnych oraz na
skale przemystowa. Jej rozwdj, od poczatku XX wieku, doprowadzit do opracowania technik
charakteryzujacych si¢ wieksza doktadnoscig i stabilnoscig wynikow analiz. W zaleznos$ci
od wtasciwosci analitow stosuje si¢ rozne rodzaje technik LC, ktdre oparte s3 na odmiennych
mechanizmach retencji, co pozwala optymalizowa¢ warunki analizy/separacji zar6wno
dla zwigzkow prostych, jak 1 ztozonych. Ciagly rozwdj chromatografii cieczowej obejmuje
m.in. doskonalenie faz stacjonarnych, poprzez opracowywanie nowych adsorbentow
o zwigkszonej selektywnosci 1 stabilno$ci, lepsze poznanie ich wlasciwosci
fizykochemicznych, granulometrycznych, ktére moga dostarcza¢ cennych informacji na temat
mechanizmow oddzialywania analitow z powierzchnig adsorbentu, modyfikacje parametréw
procesowych np.: sklad, pH fazy ruchomej, ktore bezposrednio wplywaja na mechanizm
retencji, a w konsekwencji na wydajno$¢ i jakos¢ analiz, co w praktyce przeklada sie¢

na lepszg jako$¢ wynikdéw uzyskiwanych w laboratoriach badawczych [1-5].

I11.1.2. Podstawy teoretyczne i zastosowanie

Chromatografia cieczowa polega na rozdzielaniu sktadnikow mieszaniny na podstawie
ich réznego powinowactwa do dwoch faz: fazy ruchomej (eluentu) i fazy stacjonarnej
(adsorbentu), ktora wypelnia kolumne chromatograficzng. Sita oddzialywania analitu
z powierzchnig fazy stacjonarnej decyduje o kolejnosci elucji substancji z kolumny, a tym
samym o jej czasie retencji. Zjawisko to jest wazne dla skuteczno$ci separacji, nawet
w przypadku mieszanin zlozonych lub zawierajacych zwiazki o podobnych wiasciwosciach
fizykochemicznych. Rodzaj 1 sila oddzialywan analitow z faza stacjonarng zaleza
od mechanizmu retencji, ktory moze opiera¢ si¢ np. na adsorpcji, podziale, wymianie jonowe;j
lub oddziatywaniach powinowactwa. Zrozumienie tych mechanizmow jest wazne
dla prawidtowego doboru warunkow analizy [1-2,6-7].

Chromatografia cieczowa znajduje szerokie zastosowanie w analizie réznorodnych
substancji chemicznych, od matych czasteczek organicznych, takich jak kwasy, alkohole

czy zwiazki aromatyczne, po ztozone biomolekuly, w tym biatka, peptydy oraz nukleotydy.
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Metoda ta znalazta zastosowanie w wielu galeziach przemyslu, m.in.: farmaceutycznym,
chemicznym, biotechnologicznym, spozywczym czy w ochronie $rodowiska [1-2,7-10].

Ponizszy schemat (rys. 3.1) przedstawia najwazniejsze obszary zastosowan chromatografii
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biomolekut w réznych
warunkach).

cieczowej.
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Rysunek 3.1. Schemat przedstawiajgcy najwazniejsze zastosowania chromatografii

cieczowej (LC) [1-2,7-10]

II1.1.3. Klasyfikacja technik chromatograficznych wedlug mechanizmu
rozdzielania

W chromatografii cieczowej roéznorodno$¢ technik wynika gléwnie z rodzaju fazy

stacjonarnej, stosowanego eluentu oraz specyficznych warunkow pracy kolumny

chromatograficznej. Pozwala to na dostosowanie metody do wilasciwosci analizowanych

wymagan analitycznych, zar6wno pod wzgledem doktadnosci,

jak 1 efektywnosci rozdzielania. Techniki chromatografii cieczowej roznig si¢ przede

substancji 1

wszystkim mechanizmem rozdzielania, ktéry okresla sposob oddzialywania badanych
substancji z fazg stacjonarng. Mechanizmy te opieraja si¢ np.: na réznicach w polarnosci,
wielko$ci czasteczek, tadunku jonowym lub specyficznych oddziatywaniach biologicznych
[11-15]. Na ponizszym schemacie zostaly opisane najwazniejsze techniki chromatografii

cieczowej wraz z ich zastosowaniem (rys. 3.2).
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Klasyfikacja technik chromatografii cieczowej (LC)
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Rysunek 3.2. Schemat przedstawiajqcy klasyfikacje technik chromatograficznych

wedlug mechanizmu rozdzielania [11-15]

W praktyce proces rozdzielania analitow w kolumnie chromatograficznej jest zwykle
wynikiem wspoétdziatania wielu czynnikéw 1 nie zawsze moze by¢ jednoznacznie przypisany
do jednego rodzaju oddziatywan. W rzeczywisto$ci mechanizmy retencji czesto naktadajg sie
na siebie, co zwigksza zlozono$¢ interpretacji wynikow. Przykladem moze by¢
chromatografia w odwroconym uktadzie faz, w ktorej dominujagcym mechanizmem retencji sg
oddziatywania hydrofobowe zachodzace pomigdzy niepolarnymi fragmentami analitow
a powierzchnig fazy stacjonarnej. W przypadku zwigzkow o charakterze polarno-jonowym
istotny udzial moga mie¢ réwniez oddzialywania elektrostatyczne oraz wigzania wodorowe,

wplywajace na selektywnos$¢ rozdzielania 1 kolejnos¢ elucji. Zrozumienie wspotistnienia tych
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mechanizmoéw ma kluczowe znaczenie dla interpretacji zachowania chromatograficznego
analizowanych zwiazkow [16—17]. Innym przyktadem moze by¢ chromatografia oddziatywan
hydrofilowych  (HILIC, ang. Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography),
ktéra wykorzystuje polarne fazy stacjonarne typowe dla chromatografii w normalnym
uktadzie faz w potaczeniu z fazami ruchomymi stosowanymi w RPLC. Mechanizm retencji
w tej technice jest ztozony i1 opiera si¢ zard6wno na podziale analitéw w cienkiej warstwie
wodnej obecnej na powierzchni fazy stacjonarnej, jak i na oddziatywaniach adsorpcyjnych
[18]. Z kolei w chromatografii w trybie mieszanym (ang. Mixed-Mode Chromatography)
stosuje si¢ fazy stacjonarne zaprojektowane tak, aby laczy¢ w sobie cechy réznych
mechanizmow  retencji. Umozliwia to jednoczesne wystepowanie oddziatywan
hydrofobowych, elektrostatycznych oraz oddziatywah powinowactwa, co zwigksza

selektywno$¢ i mozliwos$ci rozdzielania ztozonych mieszanin [19-20].

I11.1.4. Wielkosci charakteryzujace chromatogram

Efektywnos¢ separacji w chromatografii cieczowej jest zalezna od wielu czynnikow,
takich jak, np.: wlasciwosci kolumny chromatograficznej, sktad fazy ruchomej, temperatura
czy predkos$¢ przeptywu eluentu. Czynniki te wptywaja na charakter oddzialywan analitow
z faza stacjonarng, a tym samym na charakter procesu rozdzielania. Ocena, jakoSci separacji
na podstawie uzyskanego chromatogramu polega na analizie parametrow,
ktore odzwierciedlajg efekt tych oddziatywan, takich jak np.: czas retencji, wspotczynnik
selektywnos$ci, rozdzielczo$¢ czy liczba potek teoretycznych. Ich wlasciwe zrozumienie
i kontrola pozwala optymalizowa¢ rozdzielanie, zwigkszaé precyzj¢ pomiarow
oraz poprawia¢ powtarzalno$¢ i jako$¢ analiz. Ponizej omoOwione zostatly najwazniejsze

wielkos$ci charakteryzujace chromatogram [21]:

e C(Czas retencji, tgp (rys. 3.3) — jest jedng z podstawowych wielkosSci
charakteryzujacych chromatogram. Okresla czas, jaki uptywa od momentu
wprowadzenia badanej substancji do kolumny do chwili, gdy osigga maksymalny
sygnat w detektorze. Warto$¢ czasu retencji odzwierciedla stopien réwnowagi
oddziatywan analitu z faza stacjonarng w poréwnaniu do fazy ruchomej. Zwigzki
silniej adsorbowane przez faze stacjonarng pozostaja w kolumnie dluzej, natomiast
te stabiej oddziatujace przemieszczajg si¢ szybciej wraz z fazg ruchoma. W praktyce
czas retencji mozna traktowac jako wielko$¢ charakterystyczng dla danego analitu,
ktora pozostaje powtarzalna przy zachowaniu tych samych warunkéw analitycznych

(m.in.: rodzaj kolumny, sktad fazy ruchomej, temperatura) [22-23].
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Czas retencji substancji nieadsorbujacej si¢ (czas retencji intertu), t,, (rys. 3.3)
— potocznie nazywany czasem martwym retencji, w chromatografii cieczowej
oznacza czas, w ktorym substancja nieoddzialujgca z fazg stacjonarng przemieszcza
si¢ przez kolumng¢ chromatograficzng. Jest to minimalny czas potrzebny
na opuszczenie kolumny przez substancje, ktora nie wchodzi w Zadne interakcje
z faza stacjonarng wypeiniajacg kolumne. W praktyce warto$¢ ty mozna wyznaczy¢
przy zastosowaniu zwigzku chemicznie obojetnego (np. uracylu w RPLC). Stosuje
si¢ tez metode piknometryczng zwang metoda wagowa. W metodzie tej kolumng
nasyca si¢ dwoma rozpuszczalnikami réznigcymi si¢ gestosciami. Najpierw wazy
si¢ kolumng nasycong rozpuszczalnikiem A, a nastgpnie kolumne nasycong
rozpuszczalnikiem B. W ten sposdb wyznacza si¢ tzw. objetos¢ martwa kolumny
(Vo), ktora przy przyjetym natezeniu przeptywu eluentu przelicza si¢ na czas martwy
retencji (zalezno$s¢ McCormicka 1 Kargera — wzor 3.1 1 3.2). Czas retencji inertu
odgrywa wazng role w optymalizacji warunkoéw chromatograficznych

oraz w prawidlowej interpretacji chromatogramu [24-27].

my — Mg (3.1)

Vo =
° Pa— PB
gdzie: my i mp — masa kolumny nasyconej odpowiednio rozpuszczalnikami A

1B, ps i pp — gestosci rozpuszezalnikow A i B.

Vo (3.2)
to = -
%4

gdzie: V — objetosciowe natezenie przeptywu eluentu.

Zredukowany czas retencji, t p (rys. 3.3) — okresla rzeczywisty czas, jaki analit
spedza w kolumnie w wyniku oddziatywan z faza stacjonarng. Parametr ten jest
obliczany, jako ro6znica migdzy calkowitym czasem retencji, a martwym czasem
retencji (wzér 3.3), co pozwala wyeliminowa¢ wplyw transportu w fazie ruchome;j.
Dzigki temu t'p jest dokladniejszym wskaznikiem retencji, poniewaz pokazuje,
ile czasu analit faktycznie pozostaje w kolumnie z powodu oddziatywan z fazg
stacjonarng. Utlatwia to poroOwnywanie zachowania roznych zwigzkéw 1 lepsze

zrozumienie mechanizmoéw retencji w kolumnie chromatograficznej [24-27].
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t’R = tR - t() (33)

Sygnat detektora (AU)

Czas (min)

Rysunek 3.3. Chromatogramy z zaznaczonym czasem retencji (tg) , czasem retencji

inertu (ty) i zredukowanym czasem retencji (t'g)

Wspélezynnik retencji, k — jest bezwymiarowa wielkos$cig okreslajaca stopien
zatrzymywania analitu w kolumnie, czyli jego powinowactwo do fazy stacjonarnej
w poréwnaniu z faza ruchomg. Oblicza si¢ go na podstawie stosunku
zredukowanego czasu retencji do czasu retencji inertu zgodnie ze wzorem 3.4.
Wigksze wartosci k wskazuja na silniejsze oddziatywania z fazg stacjonarna,
natomiast mniejsze wskazujg na stabsze powinowactwo. Parametr ten umozliwia
porownywanie retencji réznych zwigzkéw niezaleznie od rodzaju kolumny

1 natgzenia przeptywu fazy ruchomej [24-27].

tR—to _tp (3.4)

to to

k =

Wspélezynnik selektywnosci, a — jest parametrem okreslajacym skuteczno$é
rozdzielania analitéw. Definiuje si¢ go, jako stosunek wspolczynnikow retencji
dwoéch kolejno eluujgcych zwigzkéw, zgodnie ze wzorem 3.5. Mozna dokladnie
oceni¢, jak dobrze uktad chromatograficzny rozdziela mieszanine zwigzkow.
Im wigksza warto$¢ a, tym lepsze rozdzielenie sgsiadujacych pikéw i tatwiejsze

uzyskanie wiarygodnych wynikow analitycznych [25,28-29].
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ka (3.5)

a=k1

gdzie: k, — wspolczynnik retencji  skladnika  eluujacego  pdzniej,

kq — wspodlczynnik retencji sktadnika eluujacego wezesniej [25,28-29].

e Rozdzielczo$¢ chromatograficzna, Rg (rys. 3.4) — okresla stopien rozdzielenia
dwoch sasiadujacych pikow chromatograficznych. Wigksza warto$¢ Rg oznacza
wyrazne, dobrze odseparowane piki, natomiast mniejsza warto$§¢ wskazuje na ich
naktadanie si¢ i niedostateczne rozdzielenie. W praktyce przyjmuje si¢: Rg = 1
czesciowe nakladanie pikow, rozdzielenie niedostateczne, Rg =~ 1,5 piki niemal
catkowicie rozdzielone, co uznaje si¢ za dobra separacje, Rg > 2 pelne rozdzielenie
pikéw. Rozdzielczo$¢ mozna réwniez wyrazi¢ ilo§ciowo za pomocag wspotczynnika

rozdzielczos$ci, opisanego wzorem 3.6 [25,27-30].

2+ (tpa — tp1) (3.6)
Rs =
Wq + W»
gdzie: tp1,tp; — czasy retencji dla pierwszego 1 drugiego skladnika,

wi, w, — szerokosci pikow u podstawy dla pierwszego i drugiego sktadnika

[25,27-30].

Sygnat detektora (AU)

1 L2

Czas (min)
Rysunek 3.4. Schemat wyznaczania rozdzielczosci chromatograficznej dla mieszaniny

dwusktadnikowej [25]

e Liczba potek teoretycznych, N — okresla wydajno$¢ kolumny chromatograficznej.
Wigksza warto§¢ N oznacza wezsze 1 lepiej odseparowane piki, co pozwala

skutecznie oznacza¢ zwigzki nawet o zblizonych wlasciwosciach. Parametr
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ten zalezy m.in.: od dlugos$ci 1 $rednicy kolumny, wielko$ci ziaren ztoza oraz od
warunkow analizy, takich jak np. predkos¢ przepltywu fazy ruchomej (wzor 3.7)
[30-31].

L 3.7)
N=—
H
gdzie: L - dlugo$¢ kolumny chromatograficznej, H (WRPT) — wysokos¢

rownowazna potce teoretycznej [31].

W praktyce liczba polek teoretycznych obliczana jest na podstawie ksztattu
1 szerokosci uzyskanego piku chromatograficznego (rys. 3.5). Najczesciej stosuje
si¢ jeden z dwoch wzoréw 3.8 lub 3.9, gdzie wy,, oznacza szeroko$¢ piku

w polowie wysokosci [30-31]:

tr\? 3.8
N = 16-<—R) 3:8)
w
Iub
te \’ (3.9)
N =554-(——
W12
2 .
@ L
S|
4.7
Q g
O L
E L w1/2
©
-]
[®)]
>.
n
L Ir WI‘
Czas (min)

Rysunek 3.5. Schemat wyznaczania liczby potek teoretycznych [30-31]

II1.1.5. Rownowaga adsorpcyjna w chromatografii cieczowej
Podstawa procesu chromatografii cieczowej jest adsorpcja, czyli przytaczanie

czasteczek analitu do powierzchni fazy stacjonarnej. Rownowaga adsorpcyjna okresla stan,
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w ktorym szybkos$¢ adsorpcji i desorpcji czasteczek jest zrownowazona, co wplywa
na efektywno$¢ rozdzielania i ksztalt pikow chromatograficznych. Doktadne poznanie
rownowagi adsorpcyjnej jest szczegdlnie wazne w przypadku analiz duzych stezen badanych
substancji lub ztozonych mieszanin, gdzie interakcje pomigdzy sktadnikami moga prowadzié
do zmian w przebiegu procesu rozdzielania, takich jak poszerzenie lub asymetria pikow
[32-35].

Izotermy adsorpcji, jako modele opracowane przy roznych zatozeniach stanowig
podstawe do zrozumienia mechanizméw adsorpcji i przewidywania zachowania analitow
w procesie chromatograficznym. Pozwalaja zrozumie¢ charakter i sil¢ interakcji migedzy
analitem, a fazg stacjonarng, okreslajacych przebieg procesu rozdzielania. Opisujg zaleznos¢
pomiedzy iloscig substancji zaadsorbowanej na powierzchni adsorbentu, a jej stezeniem
w fazie cieklej w warunkach statej temperatury [32-36]. W dalszej cze$ci zostang omoOwione
najczesciej stosowane modele izoterm adsorpcji, ktére pozwalaja opisaé charakter

oddziatywan pomig¢dzy analitem, a powierzchnig adsorbentu.

I11.1.5.1. Izotermy adsorpcji

Rézne modele izoterm adsorpcji uwzgledniaja odmienne mechanizmy interakcji
pomiedzy czasteczkami analitu a powierzchnig adsorbentu, a takze rozny stopien
heterogenicznos$ci tej powierzchni. Dzieki temu mozliwe jest bardziej precyzyjne opisanie
procesu retencji 1 przewidywanie zachowania substancji w kolumnie chromatograficzne;.
Wybor odpowiedniego modelu ma istotne znaczenie dla interpretacji  wynikow
oraz optymalizacji warunkOéw separacji, poniewaz wptywa na ocen¢ sity 1 charakteru
oddziatywan [32-36]. Ponizej przedstawiono krotkie opisy najczesciej stosowanych

w praktyce modeli izoterm adsorpcji.

Izoterma Henry’ego

Izoterma liniowa stanowi najprostszy model opisujacy adsorpcje, zaktadajacy, ze ilos¢
substancji adsorbowanej jest wprost proporcjonalna do jej stezenia w fazie cieklej. Model ten
znajduje zastosowanie w zakresie niskich stezen, gdy powierzchnia adsorbentu pozostaje
daleka od nasycenia, a oddziatywania miedzy czasteczkami analitu mozna uznaé
za pomijalne. W chromatografii cieczowej model ten dobrze sprawdza si¢ w warunkach
idealnych, gdy proces retencji przebiega liniowo. Zalezno$¢ t¢ mozna zapisa¢ réwnaniem

3.10 [36-38]:
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q =Ky Cp (3.10)

gdzie: q — stezenie analitu w fazie stacjonarnej (g/dm’) (odniesione do objetoéci adsorbentu),
C,, — stezenie analizowanej substancji w fazie ruchome;j (g/dm3), Ky — stata Henry ego,
wspotczynnik okreslajacy rownowage migdzy iloScig substancji w fazie stalej i cieklej

[36-38].

Izoterma Langmuira

Model Langmuira opiera si¢ na zatozeniu, ze proces zachodzi na jednorodnej
powierzchni adsorbentu, a wszystkie miejsca adsorpcyjne maja jednakowa energie adsorpcji.
W chromatografii cieczowej izoterma Langmuira jest szczegolnie istotna przy opisie retencji
w warunkach, gdy stezenie analitu jest na tyle wysokie, Zze powierzchnia adsorbentu zbliza si¢
do nasycenia. Adsorpcja postepuje, az do utworzenia jednowarstwowej powloki
na powierzchni, a przebieg tego procesu mozna przedstawi¢ za pomocg rownania 3.11

[33-39]:

K-C, (3.11)
=qs T
1+K-Cp,

q
gdzie: K — stala rownowagi adsorpcji (dm’/g), a qg — maksymalna pojemno$é sorpcyjna fazy

stacjonarnej (g/dm) [33-39].

Izoterma bi-Langmuira

W  praktyce czgsto zdarza si¢, ze powierzchnia adsorbentu stosowanego
w chromatografii nie jest jednorodna. Na powierzchni adsorbentu uwzglednia si¢
wystepowanie wielu rodzajow miejsc adsorpcyjnych rdznigcych sie energig. Zastosowanie
znajduje wtedy izoterma bi-Langmuira, ktéra pozwala uwzgledni¢ obecnos¢ roéznych

rodzajow miejsc adsorpcyjnych (wzor 3.12).

K, - C, K, C, (3.12)

1= 7k ¢, "2 11K, -C,

gdzie: K; 1 K, — stale rownowagi adsorpcyjne dla dwoch roznych rodzajow miejsc
adsorpcyjnych (dm’/g), a qg; i s, — maksymalne pojemnosci sorpcyjne odpowiadajace

tym dwom rodzajom miejsc adsorpeyjnych (g/dm?) [33-34,37-38].
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Izoterma Totha

Izoterma Toétha jest to model stosowany do opisu adsorpcji na powierzchniach
heterogenicznych, gdzie energia adsorpcji czasteczek analitu nie jest jednakowa
dla wszystkich miejsc adsorpcyjnych. W przeciwienstwie do klasycznej izotermy Langmuira,
model Totha uwzglednia zmienno$¢ energii adsorpcji, dzigki czemu lepiej opisuje proces
w szerokim zakresie stezen, zaréwno przy niskim, jak 1 wysokim stopniu pokrycia
powierzchni (wzor 3.13). Jest to szczegdlnie istotne w chromatografii cieczowej, gdy faza
stacjonarna charakteryzuje si¢ zréznicowang strukturg lub gdy analizowane s3 zlozone

mieszaniny.

K- Cp (3.13)
(1 + (K- C))o

q=(s-

gdzie: v — bezwymiarowa stata, ktora charakteryzuje potencjat adsorpcyjny oraz stopien
niejednorodnosci powierzchni, gdy v = 1 adsorpcj¢ uwaza si¢ za jednorodng, a model Tétha
sprowadza si¢ do klasycznego modelu Langmuira. Parametr v odgrywa kluczowa rolg
w interpretacji modelu, im bardziej odbiega od jednosci, tym wigksza jest heterogenicznos¢

powierzchni adsorbentu [26,33,38].

Izoterma Freundlicha

Izoterma Freundlicha jest to model opisujacy adsorpcj¢ na powierzchniach
heterogenicznych, gdzie energia adsorpcji czasteczek analitu jest zrdznicowana.
W przeciwienstwie do izotermy Langmuira, model ten nie zaktada tworzenia monowarstwy,
lecz uwzglednia mozliwos¢ adsorpcji wielowarstwowej. Izoterma Freundlicha dobrze opisuje
proces w zakresie niskich i $rednich stezen, jednak przy bardzo wysokich st¢zeniach traci

doktadnos¢, poniewaz nie przewiduje nasycenia powierzchni adsorbentu (wzor 3.14) [38,40].

L 14
4=Ke Cuir G149
gdzie: Kp — statla Freundlicha, zwigzana z pojemnos$cig adsorpcyjng, np — parametr

okreslajacy intensywno$¢ adsorpcji [38,40].
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Izoterma Langmuira-Freundlicha

[zoterma Langmuira-Freundlicha nazywana réwniez izoterma Sipsa, taczy cechy modeli
Langmuira 1 Freundlicha, dzigki czemu pozwala opisywa¢ adsorpcje zarowno
na jednorodnych, jak i niejednorodnych powierzchniach. Powstala w celu lepszego opisu
adsorpcji na powierzchniach heterogenicznych w szerokim zakresie stezen. Model
ten uwzglednia zarowno mozliwo$¢ tworzenia monowarstwy (jak w izotermie Langmuira),
jak 1 zmienno$¢ energii adsorpcji charakterystyczng dla izotermy Freundlicha.
Jest szczegoOlnie przydatny, gdy powierzchnia adsorbentu wykazuje czgSciowa

heterogeniczno$¢ (wzor 3.15) [35-36,38]:

B K-C,P (3.15)
T= 95 11 (K-C,)P

gdzie: [ — oznacza parametr heterogenicznosci powierzchni (gdy f = 1 rdwnanie redukuje

si¢ do izotermy Langmuira) [35-36,38].

I11.1.5.2. Wyznaczanie izoterm adsorpcji - metody dynamiczne

Metody dynamiczne wyznaczania izoterm adsorpcji polegaja na monitorowaniu procesu
adsorpcji 1 desorpcji w warunkach przeplywu, co umozliwia uzyskanie danych
eksperymentalnych w czasie rzeczywistym. Zastosowanie technik dynamicznych
jest szczegoblnie korzystne w uktadach, w ktorych rdéwnowaga adsorpcyjna ustala si¢ powoli
lub gdy konieczna jest szczegotowa analiza mechanizmdéw transportu masy oraz kinetyki
oddziatywan adsorpcyjnych. Wséréd metod dynamicznych najczgsciej wykorzystuje sie
np.: analize frontalna (FA, ang. Frontal Analysis), analiz¢ frontalng z punktem
charakterystycznym (FACP, ang. Frontal Analysis by Characteristic Point), elucjg
przez punkt charakterystyczny (ECP, ang. Elution by Characteristic Point) czy metode
impulsowg [25,36-37,41-42]. Metody te rdznig si¢ sposobem prowadzenia eksperymentu
oraz zakresem wymaganych obliczen, jednak ich wspolng cecha jest mozliwo$¢ uzyskania
danych w warunkach przeplywu, co lepiej odzwierciedla rzeczywiste procesy
chromatograficzne. Analiza FACP polega na wykorzystaniu okre§lonego punktu na krzywej
wyjscia, ktory odpowiada ustalonej wartosci stezenia w fazie cieklej. W praktyce najczesciej
wybiera si¢ punkt, w ktérym stezenie w eluacie osigga okre$lony utamek st¢zenia
poczatkowego. Na podstawie tego punktu, przy znajomosci objetosci przeptywu i stezenia
roztworu, mozna obliczy¢ ilo$¢ substancji zaadsorbowanej w kolumnie oraz wyznaczy¢

parametry rownowagi adsorpcji [37,42-43]. Dobre wyniki wyznaczania izoterm adsorpcji
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dla kolumn o liczbie pdtek teoretycznych wigkszej od okoto 3000 daje metoda ECP. Jedna
z odmian tej metody jest metoda dyfuzyjnego zbocza piku. Do obliczen wykorzystuje sig¢
fragment piku, w ktorym dominujg procesy dyfuzji. Na podstawie zaleznosci stezenia
od czasu w tym obszarze mozna wyznaczy¢ parametry izotermy adsorpcji [25,37,41,44].
W metodzie impulsowej kolumna jest najpierw nasycana roztworem badanej substancji
o stezeniu Cy. Nastepnie na wlot kolumny podawany jest krotki impuls probki o stezeniu
nieznacznie wigkszym niz Cy. Po jego podaniu st¢zenie na wlocie ponownie ustala si¢
na poziomie Cy. Parametry modelu, takie jak gg 1 K, wyznacza si¢ na podstawie zaleznosci
czasu retencji od wielkosci zmiany st¢zenia wzgledem wartosci Cp [25,42-43]. Wybor
odpowiedniej metody zalezy od rodzaju badanych ukladow, wymaganej dokladnosci
oraz dostepnych warunkow eksperymentalnych. Szerzej omdéwiona zostanie metoda analizy
frontalnej, ze wzgledu na jej zastosowanie w czg¢sci badawczej niniejsze] rozprawy

doktorskie;j.

Analiza frontalna

W analizie frontalnej przez kolumne chromatograficzng nieprzerwanie przepuszcza si¢
roztwor badanego zwiazku o okre§lonym stezeniu, az do osiggnigcia warunkéw nasycenia
fazy stacjonarnej. Nastepnie eksperyment powtarza si¢ dla kolejnych stezen analizowanej
substancji. W trakcie przeplywu roztworu przez kolumne powstaja charakterystyczne krzywe
wyjscia (rys. 3.6), odzwierciedlajagce proces stopniowego nasycania powierzchni adsorbentu.
Istotnym elementem tej metody jest analiza profilu elucji, dostarczajagca informacji
o wlasciwos$ciach adsorpcyjnych substancji oraz charakterze oddziatywan miedzy adsorbatem
a adsorbentem. W poczatkowe] fazie eksperymentu adsorbat jest niemal catkowicie
zatrzymywany na powierzchni adsorbentu, az do stopniowego zajecia dostgpnych miejsc
adsorpcyjnych. Strome krzywe $wiadcza o silnych oddzialywaniach adsorpcyjnych i szybkim
nasycaniu powierzchni, natomiast tagodniejsze przejscia moga wskazywac na ograniczenia
dyfuzyjne w porach adsorbentu lub zlozong kinetyke procesu. Polozenie frontu krzywych
wyjscia zalezy od pojemnosci adsorpcyjnej adsorbentu oraz st¢zenia adsorbatu, im dluzszy
czas potrzebny do osiaggnigcia plateau, tym wigksza pojemnos$¢ adsorpcyjna badanego
adsorbentu. Analiza pola ograniczonego krzywa umozliwia ilo$ciowe wyznaczenie ilosci
zaadsorbowanej substancji, a tym samym okreslenie punktéw izotermy adsorpcji [36-37,41-

42,45-46].
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Sygnat detektora (AU)

Czas (min)
Rysunek 3.6. Przyktadowe krzywe wyjscia badanego analitu o roznych stezeniach

wlotowych

Wyznaczanie izoterm adsorpcji metodg analizy frontalnej polega na okresleniu ilo$ci
substancji zatrzymanej przez faze¢ stacjonarng na podstawie przebiegu zmian stezenia analitu
w funkcji czasu, C(t) (rys. 3.7). Charakterystycznym elementem otrzymanej krzywej jest
moment pojawienia si¢ analitu na wyjsciu kolumny, oznaczony jako t,, ktory wyznacza
poczatek narastania sygnatu. Drugim istotnym parametrem jest czas tg, odpowiadajacy
osiggni¢ciu stanu ustalonego, w ktorym stezenie analitu na wyjsciu kolumny osigga wartos¢
rowng stezeniu roztworu doprowadzanego do kolumny. Roznica pomigdzy ts a t,, odpowiada
szerokosci strefy przej$ciowej frontu i odzwierciedla wptyw zjawisk transportu masy, takich
jak dyfuzja oraz kinetyka adsorpcji. Im bardziej stromy front, tym mniejsze rozmycie sygnatu
1 szybsze ustalanie rownowagi adsorpcyjnej. W przypadku desorpcji obserwuje sie¢
analogiczny, lecz odwrdcony przebieg krzywej, polegajacy na stopniowym spadku stezenia

analitu od wartosci plateau do zera [46-47].

Adsorpcja Desorpcja
[}

t t, t t, t
Rysunek 3.7. Schemat teoretycznych granic frontalnych dla procesow adsorpcji

i desorpcji w metodzie analizy frontalnej
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W  praktyce fronty adsorpcyjne 1 desorpcyjne sa zwykle bardziej rozmyte
niz przedstawiono na rysunku 3.7. Bardziej realistyczny przebieg procesu przedstawiono
na rysunku 3.8. Na wykresie widoczna jest zmiana st¢zenia analitu w czasie, podczas
adsorpcji stgzenie wzrasta od momentu t, do osiggnigcia stanu ustalonego w czasie tg,
natomiast podczas desorpcji obserwuje si¢ przebieg odwrotny, polegajacy na stopniowym
spadku stezenia od wartosci plateau do zera [46—47]. Rozmycie frontow wynika z procesow
transportu masy oraz ograniczen kinetycznych zachodzacych w zlozu chromatograficznym.
Do ilosciowego opisu adsorpcji stosuje si¢ zalezno$¢ uwzgledniajacg parametry strukturalne
ztoza (wzor 3.16), w ktorej jako wielko$¢ odniesienia wykorzystuje si¢ czas retencji inertu, t

[25,45].

&t tg— b 3.16
q= Co - 1 : (3.16)
— & to
gdzie: &, — porowato$¢ catkowita ztoza.
C
Adsorpcja Desorpcja
/F
|
a0 s
t tt t t; t

Rysunek 3.8. Schemat granic frontalnych dla procesow adsorpcji i desorpcji

w metodzie analizy frontalnej

Aby wyznaczy¢ czas retencji badz rownowazng objetos¢ retencji w analizie frontalnej,
korzysta si¢ z metod opartych na interpretacji krzywej wyjscia analizowanej substancji
z kolumny. Typowy przebieg takiej krzywej przedstawiono na rysunku 3.9. Krzywa AB
przedstawia zmiang stezenia substancji na wylocie kolumny w funkcji czasu. W punkcie A
stezenie na wylocie zaczyna wzrasta¢, co oznacza poczatek pojawiania si¢ substancji
w eluacie. Punkt B odpowiada chwili, gdy stezenie osigga warto$¢ rowna stezeniu
w roztworze doprowadzajgcym, Cr. W celu okreslenia $redniego czasu wyjscia substancji

wyznacza si¢ punkt C na krzywej AB, jest to tzw. metoda réwnych pdl: pole powierzchni
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ograniczone przez punkty CDB jest réwne polu ograniczonemu przez punkty CEA.
W praktyce oznacza to, ze punkt C dzieli krzywa wyjscia na dwie czgsci o rownych polach.
Czas odpowiadajacy temu punktowi, oznaczony, jako tg., jest definiowany, jako $redni czas
wyjscia substancji z kolumny. Analogicznie, na podstawie przeptywu fazy ruchomej mozna
obliczy¢ rownowazng objetos¢ retencji. W praktyce jednak trudno jest precyzyjnie wyznaczy¢
punkt C na krzywej wyjscia substancji z kolumny w analizie frontalnej, poniewaz wymaga
to doktadnego obliczenia pdl powierzchni po obu stronach tego punktu. Inng metoda jest
metoda stezenia $redniego, gdzie punkt, w ktorym stezenie substancji na wylocie kolumny
osigga warto$¢ rowng potowie stezenia w roztworze doprowadzajacym, Cr/,. Jezeli krzywa
wyjscia jest symetryczna lub mozna ja uzna¢ w przyblizeniu za symetryczng wzgledem
punktu G, woéwczas pole powierzchni ograniczone przez punkty GDB jest zblizone do pola
ograniczonego przez GAE. W takiej sytuacji punkt G mozna traktowac, jako przyblizony
$redni punkt wyjécia substancji, a odpowiadajagcy mu czas tg., jako $redni czas wyjscia.
Na rysunku 3.9 punkt G pokrywa si¢ z punktem C, poniewaz zostal wyznaczony jako
przecigeie krzywej wyjScia z poziomem odpowiadajagcym potowie stezenia Cy ;.
Przy symetrycznej krzywej obie metody tj. rownych pdl 1 Sredniego stezenia, prowadza
do tego samego tg.. Oprocz metody rownych pol (punkt C) i metody sSredniego stezenia
(punkt G), stosuje si¢ takze metode punktu przegigcia krzywej wyjscia. Punkt przegigcia
to miejsce na krzywej, gdzie stezenie zmienia si¢ najszybciej, czyli $rodek najbardziej
stromego odcinka krzywej. Cho¢ nie jest on osobno zaznaczony na rysunku, jego potozenie

mozna oszacowac na podstawie charakterystycznego ksztaltu krzywej [42,45].

Rysunek 3.9. Typowa krzywa wyjscia analizowanej substancji w analizie frontalnej

z zaznaczonymi punktami charakterystycznymi
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I11.1.5.3. Wyznaczanie izoterm adsorpcji - metoda statyczna

Wyznaczanie izoterm adsorpcji metoda statyczng pozwala okresli¢ pojemnosé
sorpcyjng danego adsorbentu. W odréznieniu od metod dynamicznych, w podejsciu
statycznym nie analizuje si¢ zmian st¢zenia w funkcji czasu, lecz wykorzystuje si¢ informacje
dotyczace stanow réwnowagi. Procedura ta polega na porOwnaniu stezenia analitu
w roztworze poczatkowym ze stezeniem w roztworze po osiggnigciu stanu réwnowagi
z adsorbentem. Podczas przeprowadzania eksperymentéw adsorpcyjnych nalezy zachowac
state warunki prowadzenia procesu. W klasycznej metodzie statycznej okreslone ilo$ci
adsorbentu umieszcza si¢ w zamknigtym naczyniu z roztworem o znanej objgtosci
i okreslonym stezeniu poczatkowym (rys. 3.10). Po odpowiednim czasie kontaktu obu faz
ustala si¢ rownowaga pomigdzy stezeniem zwigzku w roztworze, a jego iloScia
zaadsorbowang na powierzchni adsorbentu. Na tej podstawie mozna obliczy¢ ilo$¢ substancji
zaadsorbowanej na jednostke¢ masy lub objetosci adsorbentu, korzystajac z odpowiedniego
roOwnania (wzér 3.17). Do wyznaczenia izotermy adsorpcji konieczne jest oznaczenie

koncowego stezenia rownowagowego w roztworze [25,48-50].

Vp.Co

> va
RN

Rysunek 3.10. Schemat uktadu do wyznaczania izoterm adsorpcji metodq statyczng

% (G Gw) (3.17)
1 Ve
gdzie: V, — poczatkowa objetos¢ roztworu (cm’), V, — objetos¢ adsorbentu (cm?),

Co — stezenie poczatkowe badanego zwiazku (g/cm’) [25,48-51].

Przeprowadzajac eksperymenty dla réznych poczatkowych stezen C, badanego
zwigzku, uzyskuje si¢ eksperymentalng izoterme adsorpcji w postaci zaleznosci q = f(C,,).

Parametrami, ktoére mozna swobodnie modyfikowaé, s3 stg¢zenia poczatkowe badanego
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zwigzku oraz obje¢to$¢ adsorbentu. Nalezy je starannie dobraé, aby umozliwi¢ zbadanie

szerokiego zakresu izotermy adsorpcji [24,48-51].

I11.1.5.4. Rozktad energii adsorpcji

W chromatografii cieczowej substancje moga oddziatywaé z powierzchnig fazy
stacjonarnej na rozne sposoby, z ktérych kazdy charakteryzuje si¢ odmienng energig
adsorpcji. Roznorodno$¢ tych oddziatywan sprawia, ze proces adsorpcji ma charakter
heterogeniczny. Niejednorodnos¢ energetyczna powierzchni moze prowadzi¢ do ogonowania
pikdw chromatograficznych, obnizenia sprawnos$ci procesu separacji, zmniejszenia
rozdzielczosci oraz wydtuzenia czasu retencji analitow. W konsekwencji moze to utrudnia¢
interpretacje wynikow oraz ogranicza¢ czuto$¢ i doktadno$§¢ metod chromatograficznych
[33,52-54]. Niejednorodno$¢ powierzchni fazy stacjonarnej moze by¢ rowniez spowodowana
obecnoscig zanieczyszczen, takich jak zwiazki Zelaza, a takze obecno$cia niezwigzanych grup
silanolowych. Istotny wplyw na heterogeniczno$¢ powierzchni maja réwniez roznice
w grubosci 1 ggstoSci warstwy ligandow zwigzanych z powierzchnig krzemionki
oraz wystgpowanie duzych poréw w tej warstwie [52,55].

Analiza rozkladu energii adsorpcji (AED, ang. Adsorption Energy Distribution)
umozliwia lepsze poznanie procesu adsorpcji poprzez okreslenie liczby dostepnych centréw
aktywnych na powierzchni adsorbentu oraz odpowiadajacych im wartosci energii adsorpcji.
Ponadto analiza AED ulatwia dobdér modelu izotermy adsorpcji, ktory najlepiej opisuje
badany uktad adsorpcyjny [33,52,56]. W przeciwienstwie do klasycznych modeli izoterm
adsorpcji, ktore zazwyczaj przedstawiaja jedynie $rednig energi¢ lub z gory zatozony rozktad
energii, AED ukazuje ciggly rozklad energii adsorpcji, dostarczajgc bardziej szczegdtowych
informacji o heterogenicznosci powierzchni [33,52,57]. Catkowita ilo$¢ substancji
zaadsorbowanej na powierzchni adsorbentu mozna obliczy¢, catkujac wkiad wszystkich
miejsc adsorpcyjnych o réznych energiach adsorpcji w okreslonym zakresie oznaczonym jako
(Emin» Emax )» odpowiednio minimalna i maksymalna energia adsorpcji charakterystyczna

dla rozpatrywanych miejsc aktywnych na powierzchni adsorbentu (wzor 3.18).

Emax (3.18)
1= [ 1@ 60

Emin
gdzie: q(C,,) — do$wiadczalnie wyznaczona izoterma adsorpcji, f(€) — rozklad energii

adsorpcji, € — energia adsorpcji (energia adsorpcji adsorbatu z okreslonym centrum
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aktywnym), a 6(C,,, &) — lokalny model adsorpcji opisujacy centra aktywne o energii
adsorpcji € [33,52,58].

Do oszacowania rozkladu energii adsorpcji wykorzystuje si¢ réznorodne metody
numeryczne. Polegaja one na wprowadzeniu dodatkowych informacji lub ograniczen,
co zawe¢za mozliwe rozwigzania, dzigki czemu problem staje si¢ lepiej okreslony, a uzyskane
wyniki sg bardziej stabilne, wiarygodne 1 uzyteczne [33,52]. W analizie danych
chromatograficznych czgsto wykorzystuje si¢ algorytm oczekiwania—maksymalizacji
(EM, ang. Expectation — Maximization) (wzor 3.19). Program matematyczny opracowany
przez Stanley'a i wspolpracownikéw umozliwia wyznaczenie rozktadu statych réwnowagi
adsorpcji bez konieczno$ci przyjmowania z gory okreslonego modelu rozkladu energii.
Metoda EM jest algorytmem iteracyjnym stuzacym do estymacji parametrow w modelach
statystycznych w sytuacji, gdy cz¢$¢ zmiennych ma charakter ukryty. W analizie adsorpcji
nieznany rozklad energii traktowany jest witasnie jako parametr ukryty. Dziatanie tego
algorytmu polega na naprzemiennym wykonywaniu dwodch etapow: w pierwszym etapie
oczekiwania wyznacza si¢ przyblizony rozklad energii na podstawie aktualnych parametrow,
natomiast w drugim etapie maksymalizacji dokonuje si¢ ich korekty w celu zwigkszenia
zgodno$ci modelu z danymi eksperymentalnymi. Proces ten powtarza si¢ wielokrotnie,
az do momentu, gdy osiagnig¢ta zostanie zadowalajaca doktadnos$¢ lub stabilno$¢ wynikéw

[33,52,55,59].

z (3.19)
qcaic (C}) = Zf(ln K;) - Q(Q,Ki)Aln K
i=1

gdzie: qcqc (G) — obliczona ilo$¢ substancji zaadsorbowanej dla j-tego punktu izotermy,
f(nK;) — warto$¢ funkcji rozktadu energii adsorpcji w punkcie odpowiadajacym stalej
rownowagi K;, B(Cj, Ki) — lokalny stopien pokrycia miejsc adsorpcyjnych o energii
odpowiadajgcej K; przy stezeniu analitu C;. Przestrzen energii dzieli si¢ na rbwnomierng

siatke z p punktami, a odlegto$¢ migdzy sgsiednimi punktami siatki wynosi Aln K [33,52].

W czesci badawczej niniejszej rozprawy doktorskiej rozktad energii adsorpcji przedstawiono
w postaci zaleznosci pojemnosci adsorpcyjnej qs od parametru I[n K, ktory jest
proporcjonalny do zmiany standardowej energii swobodnej Gibbsa adsorpcji [33,52].

W badaniach dotyczacych réwnowagi adsorpcyjnej dane eksperymentalne czgsto

prezentuje si¢ w formie wykresu Scatcharda, ktory stanowi uzyteczne narzedzie do wstepnej,
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jakosciowej analizy wynikow eksperymentu. Wykres ten pozwala nie tylko na oceng
ogolnego przebiegu procesu adsorpcji, lecz takze na okreslenie charakteru miejsc
adsorpcyjnych wystepujacych na powierzchni fazy stacjonarnej. Wykres ten sporzadza si¢
w uklfadzie q/C,, w funkcji q, gdzie iloraz q/C,, odpowiada stosunkowi ilo$ci substancji
zaadsorbowanej w fazie stacjonarnej do jej stgzenia w fazie ruchomej. Liniowa zalezno$¢
$wiadczy o energetycznej jednorodnosci powierzchni oraz jednakowej sile oddzialywan
pomiedzy adsorbatem, a wszystkimi miejscami adsorpcyjnymi, co jest zgodne z zatozeniami
modelu Langmuira. Natomiast nieliniowy przebieg wykresu Scatcharda wskazuje
na energetyczng heterogeniczno$¢ powierzchni, co oznacza, ze miejsca adsorpcyjne roznig si¢

energia wigzania z adsorbatem [42,59-60].

I11.1.6. Rozwdj chromatografii cieczowej — nowe strategie

W  ostatnich dekadach metoda chromatografii cieczowej, byta systematycznie
udoskonalana w celu umozliwienia szybkich, precyzyjnych i1 powtarzalnych analiz zloZzonych
mieszanin, zaroOwno w analizie laboratoryjnej, jak i w zastosowaniach przemystowych,
przy jednoczesnym ograniczeniu wpltywu na $rodowisko. Wprowadzenie nowych rozwigzan
technologicznych, takich jak miniaturyzacja elementéw uktadu, udoskonalenie konstrukcji
kolumn oraz zastosowanie nowoczesnych faz stacjonarnych wypelniajacych kolumny
chromatograficzne, pozwolito znaczaco zwigkszy¢ efektywno$¢ separacji. Obecnie rozwdj
tej techniki zmierza w kierunku jeszcze wigkszej wydajnosci i selektywnosci, co znajduje
odzwierciedlenie w powstaniu ultra wysokosprawnej chromatografii cieczowej (UHPLC,
ang. Ultra High Performance Liquid Chromatography), coraz czestszym sprzeganiu
chromatografii cieczowe] z zaawansowanymi metodami detekcji oraz projektowaniu
innowacyjnych faz stacjonarnych [61-67].

Jednym z najwazniejszych kierunkow rozwoju chromatografii cieczowej jest
zwiekszenie szybkosci 1 selektywnos$ci separacji poprzez zastosowanie faz stacjonarnych
o matych rozmiarach ziaren. Warunki takie zapewnia LC prowadzona przy duzych spadkach
cisnien. Metoda UHPLC wykorzystuje kolumny chromatograficzne wypelnione bardzo
drobnymi ziarnami adsorbentu (< 2 pm), co pozwala na prowadzenie analiz pod znacznie
wyzszym ci$nieniem niz w klasycznej HPLC. Zmniejszenie rozmiaru ziaren zwigksza
powierzchni¢ kontaktu analitow z fazg stacjonarng i1 skraca droge dyfuzji, co prowadzi
do poprawy rozdzielczosci i1 selektywnos$ci separacji. Wyzsze ci$nienie umozliwia utrzymanie
wiekszego przepltywu fazy ruchomej przez kolumng, co znaczaco skraca czas analizy
1 zmniejsza zuzycie rozpuszczalnikow [62-63]. Gléwne zalety UHPLC to krotszy czas analizy

oraz wigksza czuto$¢ i rozdzielczo$¢. Efekty te osiagnigto rowniez dzieki modernizacji
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konstrukcji chromatografow w stosunku do klasycznych systemoéw HPLC. Konieczne bylo
opracowanie pomp zdolnych do pracy pod bardzo wysokim cisnieniem (nawet do 1000—1200
bar), a takze wprowadzenie uktadéw dozujacych o minimalnej objetosci martwej,
ktore redukuja efekt rozmycia pasma. Istotnym elementem s3a roéwniez detektory
o zwigkszonej szybkosci akwizycji danych, co umozliwia precyzyjne rejestrowanie bardzo
waskich pikéw charakterystycznych dla UHPLC [64-65].

Rozw0j chromatografii cieczowej jest §cisle zwigzany z doskonaleniem metod detekcji.
Obecnie standardem staje si¢ sprzeganie UHPLC lub HPLC ze spektrometria mas
(np. UHPLC-MS/MS, ang. Ultra High Performance Liquid Chromatography — Tandem Mass
Spectrometry, LC-HRMS, ang. Liquid Chromatography — High Resolution Mass
Spectrometry), co umozliwia nie tylko identyfikacje, ale takze iloSciowe oznaczanie
zwigzkow $ladowych w zlozonych matrycach. Jak opisali W. Yang i wspolpracownicy [66],
potaczenie UHPLC ze spektrometrig mas pozwala na szybkie i doktadne oznaczanie ré6znych
klas lipidow, takich jak oksylipiny, wolne kwasy tluszczowe czy lizofosfolipidy w probkach
biologicznych, co ma istotne znaczenie w badaniach nad stresem oksydacyjnym. Natomiast
Y. Ling 1 wspotautorzy [67] opracowali, zwalidowali szybka i czutg metode UHPLC-MS/MS
umozliwiajaca jednoczesne oznaczanie metabolitow kwasu foliowego oraz aminokwasoéw
zwigzanych z metabolizmem jednowgglowym (np. homocysteiny, metioniny) w roéznych
probkach biologicznych, takich jak osocze czy krew. Metoda ta charakteryzuje si¢ wysoka
selektywnoscig i pozwala na doktadne oznaczenie wielu zwigzkéw nawet przy bardzo niskich
stezeniach, co jest istotne w badaniach klinicznych i epidemiologicznych. Natomiast
zastosowanie dwuwymiarowej chromatografii cieczowej (2D-LC), wykorzystujacej dwa
ortogonalne mechanizmy separacji, pozwala na analize zmian proporcji atropizomerow
w czasie retencji oraz rozdzielenie wspoteluujacych zanieczyszcezen. Jak opisali Y. Shen 1 in.
[68], sprzezenie 2D-LC z wysokorozdzielcza spektrometria mas (HRMS) umozliwia
wykrycie 1 identyfikacje¢ wspoteluujacego regioizomeru nawet w stezeniu 0,05 % (w/w).
Kolejnym przyktadem jest polaczenie chromatografii cieczowej z magnetycznym rezonansem
jadrowym (LC-NMR, ang. Liquid Chromatography — Nuclear Magnetic Resonance)
oraz spektrometrig mas, ktora pozwala na jednoczesne okreslenie budowy chemicznej 1 ilosci
sktadnikéw w zlozonych probkach. Badania wykazaty, ze LC-NMR/MS pozwala dokladnie
sledzi¢ zmiany zachodzace w sktadnikach aktywnych. H. Fuchino [69] opisal, Ze w korzeniu
Achyranthes dochodzi do rozktadu saponin podczas obrobki cieplnej, co moze zmniejszacé

ich dziatanie biologiczne. Chromatografia LC-NMR/MS ujawnita, ze w przypadku ziela
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Leonurus stwierdzono obecno$¢ diterpendw, ktére sa wrazliwe na wysokg temperature
suszenia.

W ostatnich latach rozw6j chromatografii cieczowej skupia si¢ takze na doskonaleniu
faz stacjonarnych. Coraz wigksze znaczenie zyskuja tzw. MOF-y (ang. Metal-Organic
Frameworks) czyli porowate materialty zbudowane z jonéw metali potaczonych z ligandami
organicznymi. Majg bardzo duza powierzchni¢ wilasciwa 1 mozna je tatwo modyfikowac
chemicznie, dzigki czemu $wietnie nadajg si¢ do rozdzielania zwigzkoéw niskoczasteczkowych
oraz enancjomerdéw. Badania pokazuja, ze MOF-y moga dordwnywaé klasycznym fazom
stacjonarnym, a ich wprowadzenie do kolumn w postaci monolitycznych struktur
lub hybrydowych adsorbentow (np. MOF osadzony na krzemionce) rozwigzuje problemy
typowe dla czystych MOF-6w, takie jak krucho$¢ czy nieréwnomierna wielko$¢ ziaren.
MOF-y staja si¢ obiecujaca alternatywa dla nowoczesnych metod separacji, zapewniajac
bardziej precyzyjne 1 efektywne analizy [70]. Nowoczesnym rozwigzaniem s3 fazy
stacjonarne typu Core—Shell (rdzen—powtoka). Maja one gesty, nieporowaty rdzen otoczony
cienka, porowatg warstwg. Dzieki tej budowie kolumna stawia mniejszy opor przeptywu,
co skraca czas analizy, a jednocze$nie zachowuje wysoka rozdzielczo$¢. Badania pokazuja,
ze ziarna krzemionki z rdzeniem o $rednicy 24 pum i powloka o grubosci 70-300 nm
zapewniaja bardzo wysoka efektywno$¢ rozdzielcza zarowno w analizie zwigzkow
aromatycznych, jak i w réznych trybach chromatograficznych, w tym HILIC. Dodatkowo
mozliwos¢ regulacji grubosci powtoki sprawia, ze separacje w HPLC sa stabilne
i powtarzalne [71].

Kolejng grupa nowoczesnych materiatow sa molekularnie imprintowane polimery
(MIP, ang. Molecularly Imprinted Polymers). Tworzy si¢ je poprzez polimeryzacje
monomerdéw wokot czasteczki wzorcowej. Po jej usunig¢ciu w polimerze pozostaja ,.kieszenie”
idealnie dopasowane do ksztattu i wlasciwosci analitu. Dzigki temu MIP-y umozliwiajg
bardzo selektywne rozdzielanie okre$lonych zwigzkow, nawet w zloZzonych mieszaninach
[72]. Kolejnym rozwigzaniem sg fazy stacjonarne selektywnie modyfikowane. Do tej grupy
naleza m.in. mezoporowate adsorbenty krzemionkowe, takie jak MCM-41 czy SBA-15,
a takze ich odpowiedniki weglowe, ktore mozna dodatkowo funkcjonalizowaé¢ w celu
lepszego wigzania wybranych zwigzkéw. Badania pokazuja, ze zsyntezowane mezoporowate
wegle (RHA-MCM-41, RHA-SBA-15, RHA-CMK-3) charakteryzuja si¢ duza powierzchnig
wlasciwg oraz strukturg laczaca mezopory i mikropory, co umozliwia skuteczng adsorpcje

wodoru 1 innych substancji [73].
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Podsumowujac, rozwdj chromatografii cieczowej zmierza w kierunku wigkszej
wydajnosci, selektywnosci 1 integracji z zaawansowanymi technikami detekc;ji.
Wprowadzenie UHPLC, sprz¢ganie z MS 1 NMR oraz zastosowanie innowacyjnych faz
stacjonarnych, takich jak MOF-y, Core—Shell, MIP-y czy modyfikowane adsorbenty
krzemionkowe typu MCM-41, znaczaco poszerzyly mozliwo$ci analityczne tej metody,

czyniac j3 szybsza 1 bardziej precyzyjniejszg w analizie ztozonych mieszanin.

II1.2. Chromatografia cieczowa oddzialywan hydrofilowych (HILIC)

I11.2.1. Wprowadzenie

Do analizy zwigzkéw chemicznych mozna stosowa¢ chromatografi¢ cieczowa zard6wno
w trybie faz normalnych (NPLC), jak i odwréconych (RPLC). W NPLC faza stacjonarna jest
polarna, co skutkuje np. wigksza retencja zwiazkow polarnych. Retencja wzrasta wraz
ze spadkiem polarno$ci fazy ruchomej, poniewaz zwigzki polarne silniej oddziatuja z polarna
fazg stacjonarng niz niepolarne zwigzki. W RPLC sytuacja jest odwrotna, to zwigzki
niepolarne sg silniej zatrzymywane. NPLC byla 1 jest stosowana do rozdzielania zwigzkow
o bardzo rdéznej polarnosci. Alternatywa dla tego rodzaju chromatografii stala si¢
chromatografia cieczowa oddzialywan hydrofilowych (HILIC), ktéra takze pozwala
efektywnie rozdziela¢ zwigzki polarne. Cho¢ HILIC bywa okreslana, jako wariant NPLC,
jej mechanizm rozdzielania jest bardziej ztozony. W HILIC wykorzystuje si¢ polarne fazy
stacjonarne, takie jak krzemionka, faza aminowa czy cyjanowa, natomiast faza ruchoma
przypomina t¢ stosowana w RPLC. W praktyce HILIC taczy wigc cechy NPLC i1 RPLC.
Metoda ta sprawdza si¢ szczegdlnie przy analizie zwigzkow w skomplikowanych uktadach,
ktore w RPLC eluujg blisko objetosci martwej kolumny. Dodatkowo polarne zwiazki dobrze
rozpuszczaja si¢ w wodnej fazie ruchomej HILIC, co eliminuje problemy z ich niska
rozpuszczalnoscia, czesto wystepujace w klasycznej NPLC [74-76]. Mechanizm retencji
w HILIC jest ztozony i1 nadal nie zostal w pelni poznany, co sprawia, ze prowadzenie
dalszych badan w tym zakresie pozostaje istotne. Poznanie oddziatywan zachodzacych
miedzy faza stacjonarng, a rozdzielanymi zwigzkami pozwala lepiej przewidywac
ich zachowanie oraz optymalizowa¢ warunki separacji. Wiedza ta umozliwia rowniez
projektowanie nowych, bardziej selektywnych faz stacjonarnych oraz rozwijanie metod
analitycznych dostosowanych do analiz ztozonych zwigzkow [77-79]. Opisane w literaturze

mechanizmy retencji w HILIC zostang oméwione w kolejnych podrozdziatach.
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I11.2.2. Klasyfikacja faz stacjonarnych stosowanych w HILIC

Chromatografia cieczowa w uktadzie HILIC charakteryzuje si¢ wysokg selektywnoscia
oraz powtarzalno$ciag w rozdzielaniu zwigzkdéw polarnych, co czyni ja szczegdlnie uzyteczng
w analizie metabolitow, aminokwasow oraz nukleotydow. Pomimo dynamicznego rozwoju
tej techniki oraz rosngcej liczby komercyjnych faz stacjonarnych dedykowanych HILIC,
nadal brak uniwersalnej fazy stacjonarnej, ktéora umozliwialaby efektywne rozdzielanie
wszystkich typéw analitow. Wynika to z nakladania si¢ wielu mechanizméw retencji
oraz zréznicowanych wlasciwosci fizykochemicznych analizowanych zwigzkéw [80].
Producenci kolumn daza do zwigkszenia wszechstronno$ci faz poprzez wprowadzanie
adsorbentow zwitterjonowych czy faz typu mixed-mode, jednak petlna uniwersalnos¢
pozostaje mato prawdopodobna. Zamiast tego obserwuje si¢ trend w kierunku projektowania
faz o szerokim zakresie zastosowan oraz zapewnienia wysokiej powtarzalno$ci wynikow
analiz [76-81]. Fazy stacjonarne stosowane w HILIC r6znig si¢ wlasciwosciami retencyjnymi
oraz selektywnoscig, co wptywa na ich przydatno$¢ do rozdzielania zwigzkow o rdznych
wlasciwosciach fizykochemicznych. Ponadto, uzyskanie optymalnych wynikéw rozdzielania
wymaga cz¢sto indywidualnego dostosowania sktadu fazy ruchomej, obejmujacego dobor
rodzaju buforu, pH, sity jonowej, a takze proporcji i rodzaju stosowanych rozpuszczalnikow.
W praktyce oznacza to, ze skuteczna analiza w HILIC wymaga zaréwno doktadne;j
znajomos$ci wlasciwosci faz stacjonarnych, jak i doswiadczenia w doborze odpowiednich

warunkéw eksperymentalnych [81-85].

I11.2.2.1. Komercyjne fazy stacjonarne

Komercyjne fazy stacjonarne stosowane w chromatografit HILIC mogg stanowi¢ czyste
krzemionki albo poditoza krzemionkowe lub polimerowe, na ktérych osadzono polarne grupy
funkcyjne. Dostgpnych jest wiele rodzajéw grup funkcyjnych, co pozwala na réznicowanie
wiasciwosci kolumn chromatograficznych. Kazdy rodzaj fazy stacjonarnej w chromatografii
HILIC oddziatuje z analitami w nieco inny sposob, np.: poprzez wigzania wodorowe,
oddzialywania elektrostatyczne lub ich kombinacje. Te réznice w mechanizmach retencji
wplywaja na selektywnos$¢ kolumn [76,86-88].

Fazy stacjonarne z czystej krzemionki wytwarzane sg z niezmodyfikowanej krzemionki,
ktorej czysto$¢ zalezy od metody jej przygotowania. Ze wzgledu na jonizacje grup
silanolowych, faza stacjonarna krzemionkowa moze tworzy¢ wigzania wodorowez analitami
i/lub wykazywa¢ mechanizm wymiany kationowej przy wysokim pH. Jest szczegdlnie
odpowiednia do analizy matlych, polarnych czasteczek. Kolumny tego rodzaju, wykonane

z krzemionki niezmodyfikowanej chemicznie zadnymi ligandami, czgsto wybierano do badan
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wymagajacych sprzezenia ze spektrometrig mas. Sprzezenie HILIC z MS/MS byto stosowane
m.in. do analizy substancji leczniczych [89]. Dostepne staly si¢ rowniez fazy stacjonarne takie
jak, np.: amidowe, cyjanowe, diolowe, polietylenoglikolowe, sulfoalkylobetainowe,
cyklodekstrynowe i1 inne. Niektére z nich wykazuja mozliwo$¢ zastosowania zaréwno
w chromatografii HILIC, jak i w RPLC. Kolumny HILIC (faza stacjonarna krzemionkowa)
oraz ZIC-HILIC (faza stacjonarna sulfobetainowa) byly jednymi z pierwszych komercyjnych
faz stacjonarnych specjalnie zaprojektowanych do chromatografii HILIC. Od tego czasu
pojawito si¢ wiele innych, a wielu badaczy nadal opracowuje nowe fazy stacjonarne
do zastosowan w chromatografii HILIC [76,78,86-92]. Tabela 3.1 przedstawia zestawienie
przyktadowych polarnych faz stacjonarnych dostepnych komercyjnie, ktore majg
zastosowanie w chromatografii HILIC [91,93].
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Tabela 3.1.

Przyktadowe rodzaje komercyjnych faz stacjonarnych stosowanych w chromatografii HILIC

Rodzaj fazy
stacjonarnej

Nazwa fazy
stacjonarnej

Przyklad kolumny
chromatograficznej

Grupa funkcyjna

Opis

Neutralna

Amidowa

TSKgel Amide 80

Grupa amidowa zwigzana z powierzchnia krzemionki za pomoca
krotkiego tancucha alkilowego, nie wykazuje wlasciwosci
zasadowych. Retencja analizowanych zwigzkow chemicznych jest
w niewielkim stopniu zalezna od pH fazy ruchomej, w odréznieniu
od innych faz HILIC zawierajacych grupy aminowe zdolne
do jonizacji. Ze wzgledu na chemiczng obojetno$é grup
amidowych, takie fazy cechuje wysoka stabilno$¢ chemiczna.
Szeroko  stosowana do  separacji  cukrow, peptydow,
oligosacharyddéw, glikoprotein czy glikozydow [76,78,86,91,93].

Diolowa

Acclaim™ Mixed
Mode HILIC-1

Grupy diolowe moga by¢ zakotwiczone na powierzchni
krzemionki zaréwno za posrednictwem krotkiego tancucha
alkilowego, jak 1 dluzszego fragmentu weglowodorowego.
W przypadku fazy 2,3-dihydroksypropylowej, diol zwigzany
jest z krotkim tancuchem, co nadaje tej powierzchni wyraznie
polarny charakter. Wykazuje ona duza zdolno$¢ do tworzenia
wigzan wodorowych z czasteczkami analizowanych substancji.
Kolumny diolowe sg stosowane w rozdzielaniu biatek w trybie
HILIC, znalazly  zastosowanie takze w  rozdzielaniu
niskoczasteczkowych zwigzkoéw fenolowych [76,88,90-91,93].

Triazolowa

Cosmosil HILIC

Faza triazolowa zaliczana jest do grupy neutralnych, poniewaz
pierscien 1,2,4-triazolowy w typowym zakresie pH stosowany
w chromatografii HILIC nie ulega znaczacej jonizacji. W praktyce
oznacza to, ze powierzchnia pozostaje w duzej mierze obojetna.
Retencja analizowanych zwigzkéw wynika, wigc glownie
z charakteru polarnego oraz zdolno$ci do tworzenia wigzan
wodorowych [91,93].
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Tabela 3.1. c.d. Przyktadowe rodzaje komercyjnych faz stacjonarnych stosowanych w chromatografii HILIC

Rodzaj fazy
stacjonarnej

Nazwa fazy
stacjonarnej

Przyklad kolumny
chromatograficznej

Grupa funkcyjna

Opis

Anionowa

Silanolowa

Poroshell HILIC;
Atlantis HILIC

Niezmodyfikowana krzemionka zostala wlaczona do grupy
anionowej, poniewaz grupy silanolowe sa naladowane ujemnie
w zakresie pH fazy ruchomej powyzej 5. Krzemionka taka jak
np. w kolumnie Atlantis HILIC przygotowana specjalnie z mysla
o fazach ruchomych wodno-organicznych, nalezy do najczgsciej
stosowanych faz stacjonarnych w chromatografii HILIC. Dostepne
komercyjnie zele krzemionkowe moga r6zni¢ si¢ stopniem
czystosci w  zaleznosci od  technologii  wytwarzania.
W konsekwencji kolumny z czysta krzemionka pochodzace
od réznych producentow mogg wykazywaé istotne roznice
w  zakresie retencji, wydajnosci oraz ksztaltu pikow
chromatograficznych [76,78,87-88,90-91,93].

Karboksylowa

ShodexVC-50

Faza stacjonarna z grupami karboksylowymi jest stabym
wymieniaczem kationowym. Jej powierzchnia moze tworzy¢
wigzania wodorowe i oddziatywaé z jonami dodatnimi, co pozwala
na selektywng retencj¢ zwiazkow polarnych, takich jak
aminokwasy czy kwasy organiczne. Retencja zalezy od pH
i stezenia soli w fazie ruchomej, a faza ta cechuje si¢ dobra
stabilnoscig chemiczng w typowych warunkach HILIC [76,87,90-
91,93].

Tetrazolowa

Dcpak PTZ

W fazie tetrazolowej grupy tetrazolowe sa przylaczone
do poliakrylamidu, ktory kowalencyjnie wiaze si¢ z ziarnami
krzemionki. Faza tetrazolowa moze przenosi¢ tadunek ujemny
w pH fazy ruchomej powyzej 5 (pKa 4,9) dlatego zalicza si¢
ja do grupy anionowej [91,93].
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Tabela 3.1. c.d. Przyktadowe rodzaje komercyjnych faz stacjonarnych stosowanych w chromatografii HILIC

Rodzaj fazy
stacjonarnej

Nazwa fazy
stacjonarnej

Przyklad kolumny
chromatograficznej

Grupa funkcyjna

Opis

Kationowa

Aminowa

Shodex SILICA 5SNH
4D; Purospher®
STAR NH,

Grupy aminowe s3 przylaczone do krzemionki krotkim tancuchem
alkilowym (aminopropyl). W zaleznos$ci od pH fazy ruchome;j,
pozwalaja na retencj¢ analizowanych zwigzkoéw zar6wno poprzez
wigzania wodorowe, jak 1 mechanizm wymiany anionowe;.
Zwigzane fazy stacjonarne aminowe wykazuja zwigkszone
powinowactwo do zwigzkéw kwasowych, ktorych retencja wynika
z kombinacji mechanizméw podzialu i wymiany jonowej.
Grupy aminowe pierwszorzgdowe sa reaktywne 1 moga
np. tworzy¢ zasady Schiffa z aldehydami, co moze powodowac
problemy podczas rozdzielania weglowodanow [76,78,86-88,90-
91,93].

Imidazolowa

Excsep® HILIC-
Imidazole,

Faza stacjonarna imidazolowa, w ktérej powierzchnia krzemionki
jest modyfikowana grupami imidazolowymi, wykazuje duza
polarno$¢, co sprawia, ze jest szczeg6lnie efektywna w separacji
zwigzkow hydrofilowych, takich jak aminokwasy, nukleotydy,
kwasy karboksylowe czy cukry. Retencja zalezy od skladu fazy
ruchome;j, pH i stezenia soli [91-93].
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Tabela 3.1. c.d. Przyktadowe rodzaje komercyjnych faz stacjonarnych stosowanych w chromatografii HILIC

Rodzaj fazy
stacjonarnej

Nazwa fazy
stacjonarnej

Przyklad kolumny
chromatograficzne

Grupa funkcyjna

Opis

Zwitterjonowa
(amfoteryczna)

Fosfocholinowa

PC-HILIC; ZIC-
cHILIC

Fazy fosfocholinowe charakteryzuja si¢ obecnoscia jednoczesnie
grup dodatnio i ujemnie natadowanych, oddzielonych krotkim
fancuchem alkilowym. W poréwnaniu do faz przeznaczonych
do chromatografii wymiany jonowej, interakcje elektrostatyczne
miedzy tymi grupami, a przeciwnie naladowanymi analitami sg
stabsze. Fazy te pozwalaja taczy¢ kilka mechanizmoéw retencji,
takich jak HILIC oraz wymiana anionowa i/lub kationowa.
Przyktadem sg fazy ZIC-HILIC, w ktorych grupy dodatnie
(amoniowe czwartorzedowe) znajduja si¢ blisko powierzchni
krzemionki, natomiast grupy ujemne (sulfoniany) na zewngtrznej
czesci fazy [76,78,86-88,90-91,93].

Sulfobetainowa

HILIC-Z;
Nucleodur HILIC;
Syncronis HILIC

Zawieraja anionowa grup¢ kwasu sulfonowego oraz grupe
amoniowg czwartorzgdowa, rozdzielone krétkim tacznikiem
alkilowym. Zwigzana sulfobetaina umozliwia adsorpcje wody
poprzez wigzania wodorowe, a zaadsorbowana warstwa wody
w istotny sposob kontroluje mechanizm retencji i oddzialywania
wymiany jonowej [76,78,86-88,90-91,93].




I11.2.2.2. Niekomercyjne fazy stacjonarne

Niekomercyjne fazy stacjonarne, podobnie jak fazy komercyjne, mozna sklasyfikowaé
ze wzgledu na charakter powierzchni jako neutralne, anionowe, kationowe lub amfoteryczne.
Stosuje si¢ roznego rodzaju modyfikacje powierzchni, polegajace m.in. na wprowadzaniu
ligandéw o charakterze polarnym lub jonowym. Modyfikacje te wplywaja na wlasciwosci
powierzchni faz stacjonarnych, a tym samym na rodzaj i sil¢ oddzialywan zachodzacych

pomiedzy faza stacjonarng a analitami w warunkach HILIC.

111.2.2.2.1. Fazy stacjonarne polimerowe

W fazach stacjonarnych neutralnych dominujagcym skladnikiem sg polimery.
Przykladem takiego rozwigzania jest faza stacjonarna oparta na zelu krzemionkowym,
ktéra zostata pokryta syntetycznym polimerem, alkoholem poliwinylowym (PVA). Zblizong
koncepcje¢ zastosowano w komercyjnej kolumnie TSKgel Amide-80, gdzie zastosowano,
poliakrylamid, jako polimer powlokowy [91,93-95]. Poliakrylamid byt réwniez
immobilizowany na  zhydrolizowanych  mikrosferach  poli(glicydylometakrylanu-
diwinylobenzenu) (GMA-DVB), co pozwolito uzyska¢ faze stacjonarng o wysokiej
stabilnos$ci hydrolitycznej [96]. Kolejnym przykladem jest faza stacjonarna utworzona
z hydrotermicznie sieciowanego poliwinylopirolidonu (PVP) immobilizowanego
na powierzchni krzemionki. Faza ta wykazata wysoka skuteczno$¢ zarowno w chromatografii
HILIC, jak i w RPLC, a jej stabilno$¢ byla zachowana w szerokim zakresie wartosci pH
(od 3,5 do 9,5) [93,97].

Fazy stacjonarne o tadunku ujemnym (fazy anionowe) zazwyczaj zawieraja grupy
karboksylanowe, fosforanowe lub sulfonianowe. Faze z dikarboksylowej celulozy otrzymano
poprzez wstepna oksydacje celulozy do dialdehydowej celulozy, ktora nast¢pnie zwigzano
z krzemionka sfunkcjonalizowang grupami aminowymi. Po etapie wigzania grupy
aldehydowe zostaly dodatkowo utlenione do grup karboksylowych [91,93,98]. Innym
interesujacym przyktadem bylo zastosowanie rozpuszczalnikéw eutektycznych (DES,
ang. Deep Eutectic Solvents), nalezacych do nowej klasy ekologicznych rozpuszczalnikow.
Zostaly one wykorzystane do wytworzenia fazy stacjonarnej na bazie poli(kwasu
itakonowego) immobilizowanego na krzemionke tiolowa. Faza ta byla badana pod katem
roznych parametrow, w tym stezenia buforu, sktadu fazy ruchomej, pH oraz temperatury
kolumny. Uzyskane wyniki potwierdzily efektywne rozdzielanie zwigzkéw polarnych

[91,93,99].
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Przyktadem kationowej fazy stacjonarnej jest kopolimer PVA-kationowej celulozy
zawierajacy  czwartorzedowe grupy amoniowe. Ocena selektywnosci wykazata,
ze zmodyfikowana faza PVA kationowa celuloza wykazuje hydrofobowos¢ porownywalng
do fazy amidowej, cho¢ sama celuloza jest naturalnie hydrofilowa, jednak jej zdolno$¢
wymiany anionow jest nizsza niz w przypadku fazy aminowej. Charakterystyczna cecha
procesu syntezy tej fazy jest to, ze zostata ona wytworzona bez uzycia rozpuszczalnikow
organicznych. Ponadto faza ta wykazata wysoka stabilnos¢, szeroki zakres tolerancji pH
oraz bardzo dobra efektywnos¢ separacyjng [91,93,100].

Fazy stacjonarne zwitterjonowe (amfoteryczne) sa bardzo wszechstronne. Modulacja
pH fazy ruchomej pozwala kontrolowaé elucje jondéw i1 zwigzkow obdarzonych tadunkiem.
W HILIC stosowano zarowno mate peptydy, jak 1 aminokwasy, jako ligandy w fazach
zwitterjonowych. Aminokwasy s3a klasycznymi molekutami zwitterjonowymi dzigki
obecno$ci zarowno grupy aminowej, jak i karboksylowej [91,93]. Przykladem jest faza
stacjonarna oparta na cysteinie, w ktorej aminokwas zostat zakotwiczony na krzemionce
zmodyfikowanej grupami winylowymi przy uzyciu mechanizmu fotoindukowanego. Znaczne
pokrycie powierzchni krzemionki fragmentami winylowymi zwigksza hydrofobowos$¢ fazy,
co wplywa na retencj¢ w trybie RPLC przy wyzszej zawartosci wody w fazie ruchome;j
[93,101]. P. Zhang i wspotpracownicy [102] zaprojektowali niekomercyjng zwitterjonowa
faze stacjonarng HILIC opartag na krzemionce modyfikowanej polimerem zwitterjonowym,
w ktorej polimer kopolimeru etylenu i maleinianu zostat osadzony na powierzchni krzemionki
i poddany aminolizie przy uzyciu etylenodiaminy. Faza ta efektywnie rozdziela anality
polarne, w tym nukleozydy, zasady azotowe 1 sacharydy, przy retencji wynikajacej

z interakcji hydrofilowych, elektrostatycznych oraz wigzan wodorowych.

Fazy stacjonarne w HPLC zwykle wykonuje si¢ z porowatej krzemionki o kulistych,
jednorodnych ziarnach, ktére mozna otrzymac syntetycznie. Rozmiar ziaren moze wptywaé
na efektywno$¢ separacji, jednak porowata struktura krzemionki jest czg¢sto nieregularna
[103]. Jesli ziarna o jednorodnym rozmiarze posiadaja rowniez monodyspersyjng strukture
poréw, moze to znaczgco poprawic¢ efektywnos¢ rozdzielania. Taka uporzadkowang strukture
reprezentuje mezoporowata krzemionka [104-105]. Adsorbenty mezoporowate stanowig
jedna z najbardziej obiecujacych klas adsorbentow w skali nanometrycznej. Wyrdzniaja si¢
wieloma przydatnymi wilasciwosciami, takimi jak, np.: stabilnos$cig termiczng, wysoka

wytrzymato$cia mechaniczng, mozliwoscia precyzyjnego dostosowania $rednicy porow
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oraz stabilnoscia w szerokim zakresie pH. Adsorbenty mezoporowate zostaly podzielone

na trzy gtowne kategorie:

e lamelarng, o niestabilnej, warstwowej strukturze: MCM-50,
e heksagonalng, z uktadem jednostronnych, niepotagczonych porow: MCM-41,

e oraz trojwymiarows, szescienng strukturg poréw: MCM-48 [106-109].

Sposrod adsorbentéw mezoporowatych najwigksze zainteresowanie badaczy wzbudza
krzemionka MCM-41 (rys. 3.11), ktora pozostaje intensywnie badanym adsorbentem o wcigz
odkrywanych wlasciwos$ciach i mozliwosciach funkcjonalizacji. MCM-41 charakteryzuje si¢
strukturg plastra miodu i licznymi pustymi kanatami lub mezoporami, regularnym ukltadem
kanatow, uporzadkowang strukturg 2D-heksagonalng. Posiada waski rozklad rozmiaréw
pordw oraz wysoka powierzchni¢ wtasciwa 1 objetos¢ porow. Dodatkowo wysoka stabilnos¢
chemiczna nanoczastek sprawia, ze jest uzyteczna w katalizie diagnostycznej, nos$nikach

lekow, sensorach oraz w procesach oczyszczania 1 separacji [106-109].

Rysunek 3.11. Struktura MCM-41 [106]

Typowa synteza adsorbentéw MCM-41 polega na prowadzeniu reakcji w fazie wodnej
pomigdzy  Zrodlem  krzemionki,  najczgsciej  tetrametylortosilikatem  (TMOS)
lub tetraetylortosilikatem (TEOS), a $rodkiem szablonowym, takim jak bromek
cetylotrimetyloamoniowy (CTAB) lub inny surfaktant. Syntez¢ zwykle przeprowadza si¢
w $rodowisku zasadowym (pH okoto 10-11), w ktérym zachodza reakcje hydrolizy
1 kondensacji prekursoréw krzemionki prowadzace do formowania uporzadkowanej struktury
mezoporowatej. Usunigcie surfaktantu poprzez kalcynacje w wysokiej temperaturze
lub ekstrakcje rozpuszczalnikiem powoduje odstonigcie regularnego uktadu mezopordw.

Kontrola morfologii i rozmiaru ziaren MCM-41 zalezy migdzy innymi od:
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e szybkosci hydrolizy prekursoréw krzemionki,
e stopnia oddzialywan pomiedzy tworzaca si¢ siecig krzemionkowa a agregatami
surfaktantu,

e stopnia kondensacji zrodta krzemionki.

Poprzez regulacje pH $rodowiska reakcyjnego oraz zastosowanie roznych szablonow
i rozpuszczalnikow mozliwe jest kontrolowanie wymienionych parametrow, a tym samym
wlasciwos$ci otrzymywanych adsorbentow MCM-41 [106,110-111].

Niemodyfikowana krzemionka MCM-41, pomimo swojej regularnej mezoporowatej
struktury, charakteryzuje si¢ powierzchnig, ktorej wilasciwosci polarne wynikaja gloéwnie
z obecnosci grup silanolowych. Grupy te nadaja materiatowi hydrofilowy charakter, jednak
ich liczba 1 wlasciwosci nie zawsze s3 wystarczajagce do zastosowan wymagajacych
silniejszych lub bardziej specyficznych oddziatywan z analitami, takich jak chromatografia
HILIC. Wprowadzenie odpowiednich grup funkcyjnych umozliwia zwickszenie
hydrofilowos$ci oraz dostosowanie wtasciwosci powierzchni do konkretnych zastosowan,
co znaczaco poszerza zakres zastosowania tego adsorbentu. Dlatego funkcjonalizacja
powierzchni krzemionki jest kluczowym etapem przygotowania adsorbentdw przeznaczonych
do specyficznych zastosowan. Powierzchni¢ krzemionki —mezoporowatej mozna
funkcjonalizowa¢ na trzy gléwne sposoby, ktore zostaty krotko opisane na schemacie 3.12

[111-116].
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Metoda ko-kondensacji
(co-condensation, in-
situ)

Metoda graftingu
(modyfikacja post-
syntetyczna)

Metoda powlekania
odcisku (imprint
coating)

* W metodzie ko-
kondensacji prekursor
tetraalkoksylosilanéw

reaguje z odpowiednimi
zwigzkami funkcyjnymi,
takimi jak
organoalkoksylosilany,
podczas tworzenia sieci
krzemionki MCM-41.
Podejscie to umozliwia
jednoczesne
wprowadzenie
funkcjonalnych grup
na powierzchnie
adsorbentu,

a reakcja przebiega
w kontrolowanych
warunkach pH
i temperatury [111-112].

¢ Polega na silylacji grup
hydroksylowych (=Si—OH)
obecnych na powierzchni
krzemionki. Zmiana
rodzaju wprowadzanych
grup funkcyjnych
lub dtugosci tancucha
weglowego pozwala
na modyfikacje
wtasciwosci adsorbentu.
Dodatkowo grupy
te mogg poprawiac
stabilnos¢ materiatu
oraz wptywacé na jego
zdolnosci adsorpcyjne
[111-112].

¢ Polega na powlekaniu
powierzchni poréw
MCM-41 ligandami
uprzednio
skompleksowanymi
z jonami metalu.

Po usunieciu jonéw
metalu pozostajg miejsca
rozpoznajace,
ktére umozliwiaja
selektywne wigzanie
jonéw o podobnych
wtasciwosciach. Metoda
ta pozwala otrzymywacé
materiaty o wysokiej
selektywnosci adsorpcji
i precyzyjnie
zaprogramowanej
funkcjonalnosci [111-
112].

Rysunek 3.12. Metody funkcjonalizacji powierzchni krzemionki mezoporowatej

Istnieje  mozliwos¢

1 nieorganicznych, takich jak, np.:

e grupy aminowe,

e grupy glicydylowe,

wprowadzania

MCM-41

réznych

funkcjonalnosci

organicznych

e grupy chloropropylowe,

o kwasy karboksylowe,

e grupy heteropolikwasowe,
e jony metali,

e nanoczastki metali [111].

MCM-41 jest interesujgcym nosnikiem do przytaczania np. grup aminowych (—NHz) poprzez
modyfikacje post-syntetyczng, ze wzgledu na duza powierzchni¢ wilasciwa, duza objetos¢
poréw, regularny rozmiar poréw oraz tatwo$¢ funkcjonalizacji powierzchni [116-117].
Modyfikacja MCM-41 polega na zakotwiczeniu grup aminowych (—NH:) na powierzchni

krzemionki (rys. 3.13). Grupy aminowe kowalencyjnie zwigzane z mezoporowatg strukturg
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krzemionki, moga zwigksza¢ pojemno$¢ sorpcyjng materiatu wzgledem CO., pozwalajac

na chemisorpcj¢ przy niskich ci$nieniach i fizysorpcje przy wyzszych [118].

c#° c#°
o wo? N
HaN  HaN

~35nm

Dry PhCH5 /
HaN~—""Si{OEt};

Y

MCM-41 MCM-41-NH,

Rysunek 3.13. Przyktad modyfikacji krzemionki MCM-41 grupami aminowymi [118]

I11.2.3. Fazy ruchome stosowane w chromatografii HILIC

Faza ruchoma odgrywa istotng role¢ w procesie chromatograficznym, odpowiada
nie tylko za solwatacj¢ oraz transport czasteczek analitu przez pory fazy stacjonarnej
w kolumnie, lecz takze za solwatacj¢ samej fazy stacjonarnej [96]. W chromatografii HILIC
jako faz¢ ruchoma stosuje si¢ polarne rozpuszczalniki organiczne dobrze mieszajace si¢
z woda. Najczescie] wykorzystywanym sktadnikiem organicznym jest acetonitryl (ACN)
z dodatkiem niewielkiej ilosci wody. Zastosowanie moga znalez¢ rowniez inne aprotyczne
rozpuszczalniki mieszalne z woda, takie jak tetrahydrofuran (THF) czy dioksan.
Cho¢ alkohole rowniez moga by¢ stosowane jako skladniki fazy ruchomej, wykorzystywane
sg rzadziej, poniewaz ich wlasciwosci sg zblizone do wody, przez co konkurujg z nig zard6wno
w procesie solwatacji powierzchni fazy stacjonarnej, jak 1 w tworzeniu wigzan wodorowych.
Dobor rozpuszczalnika organicznego w znacznym stopniu wptywa na retencj¢ w ukladzie
HILIC. Sita eluujaca rozpuszczalnikow rosnie wraz ze wzrostem ich polarno$ci
oraz zdolnos$ci do uczestniczenia w oddzialywaniach typu donor—akceptor protonow (tab. 3.2)

[76,78,88,119-121].
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Tabela 3.2. Wzrost polarnosci rozpuszczalnikow w HILIC

Rozpuszczalnik Wzér chemiczny Wzrost polarnosci
rozpuszczalnikow
Aceton CH;-C(=0)-CH;
Acetonitryl CHs—C=N
Izopropanol CH;-CH(-OH)-CH;
Propanol CH;-CH,-CH,-OH
Etanol CH;-CH,-OH
Dioksan CH,-O-CH,-CH,-O-CH,
Dimetyloformamid CH>—NH-C(=0)-CHs
Metanol CH;-OH
Woda H-O-H

Efekt zmiany rodzaju rozpuszczalnika organicznego w chromatografii jest trudny
do przewidzenia, poniewaz dokladny wpltyw fazy ruchomej na retencj¢ i selektywnos¢
analitow nie jest jeszcze w pelni poznany. Pojecie sity elucyjnej fazy ruchomej ma charakter
wylacznie empiryczny, okreslenie, ktore rozpuszczalniki dzialajg jako ,,stabe”, a ktore jako
,,silne” oraz ustalenie ich hierarchii, wynika z obserwacji elucji analitéw w okreslonym trybie
chromatografii HPLC. Przykladowo w RPLC rozpuszczalniki organiczne, takie jak metanol
(MeOH) czy acetonitryl, pelnig funkcj¢ silnych rozpuszczalnikow, co wynika z ich zdolnosci
do konkurencyjnego wypierania analitow z hydrofobowej fazy stacjonarnej. Natomiast
w chromatografii HILIC niewielki dodatek wody w fazie ruchomej umozliwia retencj¢
zwigzkdéw polarnych dzigki ich interakcjom z warstwa wody zaadsorbowang na hydrofilowe;j
fazie stacjonarnej. Zwickszenie udziatu silnego sktadnika fazy ruchomej zwykle prowadzi
do skrécenia czasu retencji analitow, poniewaz ostabia ich oddzialywania z fazg stacjonarng
[119-121].

Faza ruchoma stosowana w HILIC jest silnie organiczna (>70 % (v/v) rozpuszczalnika,
zazwyczaj acetonitrylu) i zawiera niewielki procent rozpuszczalnika wodnego lub buforu
[122]. Organiczna czgs¢ fazy ruchomej dziata, jako staby rozpuszczalnik, podczas gdy czesc
wodna jest uwazana za silny rozpuszczalnik [86]. W HILIC acetonitryl jest najczesciej
wybieranym  rozpuszczalnikiem organicznym, poniewaz inne czg¢sto prowadza
do niewystarczajacej retencji analitow oraz powstawania szerokich lub niesymetrycznych
pikow, szczegolnie dotyczy to metanolu. Stabsza wydajno$¢ metanolu w HILIC wynika

z jego podobienstwa do wody, rozpuszczalniki te sg proticznymi i konkurujg ze sobg

56



o solwatacj¢ powierzchni krzemionki lub innych polarnych faz stacjonarnych, przy czym
tworza silne wigzania wodorowe migdzy sobg. W przypadku innych alkoholi, takich jak
etanol czy propan-2-ol, problem ten wystepuje w mniejszym stopniu. Niemniej jednak, fazy
ruchome w HILIC oparte na MeOH moga by¢ interesujgce w analizach chromatograficznych.
Badania wykazaty, ze podczas czg$ciowej separacji diastereomeréw w HILIC zastosowanie
MeOH zamiast ACN skutecznie thumi rozdzielczo$¢ diastereomerdw, co moze by¢ korzystne
w przypadku analizy oligonukleotydow o licznych diastereomerach [123-124]. Z kolei aceton
w warunkach HILIC prowadzi do nizszej retencji. Dodatkowo jego absorpcja w zakresie UV
1 stabsza czuto$¢ w detekcji ograniczaja mozliwo$¢ stosowania go, jako bezposredniego
zamiennika acetonitrylu [87,125]. Fazy ruchome w HILIC moga zawiera¢ takze bufor,
ktorego pH 1 sila jonowa znaczagco moze wplywaé na retencje 1 selektywnosc.
W przeciwienstwie do RPLC, pH buforu w HILIC mozna dobiera¢ w celu zwigkszenia
jonizacji zwiazkow (pH > 7 dla kwasow i pH < 7 dla zasad), szczeg6lnie gdy fazy stacjonarne

HILIC posiadaja funkcjonalnosci jonowe [87,126].

I11.2.4. Mechanizm retencji w HILIC

W chromatografii HILIC mechanizm retencji silnie zalezy od rodzaju fazy stacjonarnej
1 sktadu fazy ruchomej, poniewaz to one decyduja o przewadze okreslonych oddziatywan
np.: polarnych, hydrofobowych czy jonowymiennych, ktére wspolnie odpowiadajg za retencje
analitéw. W praktyce prowadzi to do wystgpowania mieszanego mechanizmu retencji. Nalezy
przy tym pamigtaé, ze charakter oddziatywan jest $cisle zwigzany z rodzajem fazy
stacjonarnej (np. neutralnej, aminowej lub zwitterjonowej) oraz struktura analizowanych
zwigzkow. W obecnosci eluentu o wysokiej zawartosci acetonitrylu retencja kontrolowana
jest gtownie przez interakcje polarne. Natomiast przy zastosowaniu eluentu bogatego w wode
wigksze znaczenie zyskuja oddziatywania hydrofobowe, co sprawia, ze kolumna moze
zachowywac¢ si¢ podobnie jak w chromatografii faz odwréconych (RPLC) [91,127].
Mechanizm retencji w HILIC jest jednak bardziej ztozony niz w RPLC czy w NPLC.
Na zatrzymywanie matych, polarnych czasteczek moga wpltywaé jednoczesnie takie zjawiska
jak, np.: podzial, adsorpcja oraz oddzialywania elektrostatyczne. Czasteczki polarne czgsto
zawieraja grupy funkcyjne zdolne do jonizacji, co sprawia, ze oprocz udzialu w mechanizmie
podzialowym moga réwniez uczestniczy¢ w oddziatywaniach elektrostatycznych, takich jak
mechanizmy jonowymienne. W umiarkowanym i wyzszym pH fazy ruchomej adsorbenty
krzemionkowe wykazuja obecno$¢ ujemnie natadowanych, zjonizowanych grup
silanolowych, ktére moga silnie oddziatywa¢ z dodatnio natadowanymi analitami. Natomiast

anality o tadunku ujemnym moga by¢ odpychane. Czasteczki polarne moga réwniez
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wykazywac¢ zdolno$¢ do tworzenia wigzan wodorowych, ktére uczestnicza w adsorpcyjnych
oddziatywaniach polarnych. Moga wystepowaé rowniez oddzialywania takie jak,
np.: oddziatywania jon-dipol, oddzialywania n—n dla zwigzkéw aromatycznych w kolumnach
amidowych czy oddzialywania van der Waalsa [91].

W modelu rozdzielania hydrofilowego (rys. 3.14) warstwa wody zaadsorbowana
na powierzchni adsorbentu petni funkcje fazy stacjonarnej, a obecne na niej polarne ligandy
stabilizujg jej strukture. Nie oznacza to jednak, ze ligandy te pozostajg bierne. Polarne anality
mogg oddziatywaé bezposrednio z grupami funkcyjnymi ligandow poprzez adsorpcje
powierzchniowa, obejmujaca interakcje polarne lub wigzania wodorowe, a takze poprzez
oddziatywania elektrostatyczne, gdy zaréwno ligand, jak 1 analit posiadajg tadunek

[91,95,128-130].
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Rysunek 3.14. Glowne oddziatywania wplywajqce na mechanizm retencji

w chromatografii HILIC [131]

Trudno jest jednoznacznie okresli¢ gtowny mechanizm retencji dla danego analitu
na konkretnej fazie stacjonarnej, co moze utrudnia¢ zrozumienie problemu selektywnosci
i rozdzielczosci w HILIC [78,82,84,88,90,129—130]. Podczas przepltywu fazy ruchome;j
przez polarng fazg stacjonarng na powierzchni ziaren adsorbentu tworzy si¢ warstwa

wzbogacona w wodg, utrzymywana dzigki wigzaniom wodorowym i obecnosci wody w fazie
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ruchomej. Hydrofilowy analit ulega wtedy podzialowi mig¢dzy t¢ wodna warstwe, a bardziej
organiczng faz¢ ruchoma, a jego czas elucji zalezy od rozpuszczalno$ci w fazie ruchome;
[132-133].

Mechanizm retencji w HILIC, nawet w przypadku niemodyfikowanego zelu
krzemionkowego, nadal pozostaje stabo poznany. Wciaz konieczne sg dalsze badania, aby go
lepiej zrozumie¢, a tym samym pelniej wykorzysta¢ [122]. Stosujac model efektywnej
dyfuzji, Gritti 1 wspotpracownicy [128] wyznaczyli stale rdéwnowagi opisujace
rozmieszczenie zwigzkéw modelowych pomiedzy objetoscia eluentu w porowatym
wypelieniu a rozproszong warstwg wodng oraz pomigdzy rozproszong i sztywng warstwa
wodng na powierzchni adsorbentu. Na tej podstawie okreslono dominujacy mechanizm
retencji dla poszczegdlnych zwigzkow. Model efektywnej dyfuzji nie umozliwia jednak
ilosciowego wyznaczenia udzialu mechanizméw podzialu i adsorpcji w catkowitej retencji
analizowanych substancji [128,134]. Melnikov i wspotpracownicy [136] wykonali symulacje
dynamiki molekularnej dla porow krzemionki, kontaktujacych si¢ z mieszaninami wody
1 acetonitrylu, aby zbada¢ uktad warstw wodnych przy powierzchni tego adsorbentu. Wyniki
wykazaty, ze najblizej powierzchni tworzy si¢ pierwsza, zwarta warstwa wody zwigzana
z grupami silanolowymi za pomocg wigzan wodorowych (region I). Za nig znajduja si¢
kolejne, posrednie warstwy wody, w ktorych czasteczki wody sa bardziej ruchome, ale wcigz
oddziatujg z warstwa przy samej powierzchni (region II). Najdalej od powierzchni wystgpuje
region, w ktérym mieszanina wody i1 rozpuszczalnika organicznego przeptywa swobodnie
przez kolumng (region III) [135-136]. Wyniki symulacji dynamiki molekularnej wskazuja,
7ze czasteczki analitu nie gromadza si¢ wylacznie na powierzchni fazy stalej poprzez
adsorpcje. Moga one rdéwniez wystgpowaé w obszarach poréw oddalonych od $cian
mezoporoOw w wyniku procesu podziatu. Taka nierdwnomierno$¢ rozmieszczenia masy
probki w porach sprawia, ze interpretacja danych chromatograficznych pod katem
mechanizmu retencji staje si¢ trudna, niejednoznaczna, a czasem wrgcz niemozliwa.
Czasteczki analitu moga przemieszcza¢ si¢ migdzy faza objeto§ciowa, a rozproszong warstwa
wodng, a jednocze$nie ulega¢ adsorpcji z tej warstwy do sztywnej, przy$ciennej warstwy
wody [137].

Ocena poszczegbdlnych mechanizmow retencji oraz okreslenie ich wzglednego udziatu
w procesie rozdzielania stanowi duze wyzwanie. Mechanizm retencji w chromatografii HILIC
wydaje si¢ by¢ zlozong kombinacjg proceséw podziatu 1 adsorpcji. Zrozumienie tych zjawisk
jest kluczowe dla interpretacji selektywnos$ci separacji, optymalizacji warunkow

chromatograficznych oraz projektowania nowych faz stacjonarnych. Pomimo licznych badan
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eksperymentalnych i opracowanych modeli teoretycznych, ilo§ciowe okreslenie udziatu
poszczegbdlnych mechanizméw w catkowitej retencji nadal pozostaje trudne. Z tego wzgledu
chromatografia w uktadzie HILIC nadal stanowi obszar intensywnych badan naukowych

[138-139].

II1.2.5. Wplyw skladu eluentu na proces separacji — modele retencji

W ostatnich latach obserwuje si¢ rosngce zainteresowanie modelowaniem retencji
w kolumnach HILIC w zaleznosci od sktadu fazy ruchomej, przy wykorzystaniu réznych
podejs¢ teoretycznych. Nie opracowano jednak jednoznacznie najlepszego modelu, co wynika
m.in. z duzej réznorodnosci kolumn dostgpnych na rynku, dedykowanych chromatografii
w trybie HILIC [140-143]. Modele retencji stanowig istotng grupe modeli matematycznych
znajdujacych zastosowanie w doborze i optymalizacji warunkéw rozdzielania skladnikéw
mieszanin [140]. W celu lepszego poznania mechanizméw retencji w chromatografii
cieczowej, w tym w ukladach HILIC, stosuje si¢ roznorodne modele umozliwiajace wstepne
oszacowanie udziatlu procesow podziatu oraz adsorpcji powierzchniowej w mechanizmie
retencji. Snyder zaproponowat model LSS (ang. Linear Solvent Strength), opisujacy wptyw
sktadu fazy ruchomej na retencj¢, w szczego6lnosci zaleznosci od utamka objetosciowego

silniejszego sktadnika eluentu (wzor 3.20).
logk =logk, — S-¢@ (3.20)

gdzie: k,, — wspolczynnik retencji w czystej wodzie, ¢ — utamek objetosciowy sktadnika fazy
ruchomej (np. wody Iub rozpuszczalnika organicznego, w zaleznosci od uktadu),
S — nachylenie prostej regresji liniowej, okreslajace wrazliwos¢ retencji na zmiane sktadu

fazy ruchomej [121,131,133,141].

W przypadku gdy retencja wynika z mechanizmu adsorpcyjnego, jej zalezno$¢ od sktadu fazy

ruchomej moze by¢ opisana rdwnaniem Snydera—Soczewinskiego (wzér 3.21) [137]:

A
logk =log kop — n—s log ¢ (3.21)
B

gdzie: ko — wspoOtczynnik retencji w czystym sktadniku B fazy ruchomej, As — liczba miejsc
adsorpcyjnych zajmowanych przez czasteczke analitu, ng — liczba miejsc adsorpcyjnych

zajmowanych przez czasteczke sktadnika B fazy ruchome;.
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Zalezno$¢ miedzy log k a liniowa lub logarytmiczng funkcja zawartosci wody w fazie
ruchomej moze by¢ wykorzystywana do oceny dominujagcego mechanizmu retencji
w uktadach HILIC. W przypadku mechanizmu adsorpcyjnego zaleznos¢ log k od log ¢
ma charakter liniowy, co wskazuje na istotng role proceséw adsorpcji na powierzchni fazy
stacjonarnej pokrytej warstwa wody. Natomiast dla mechanizmu podzialowego obserwuje si¢
zwykle nieliniowg zalezno$¢ retencji od sktadu fazy ruchomej, co jest zwigzane ze zmianami
sktadu oraz objetosci uwodnionej warstwy na powierzchni fazy stacjonarnej wraz ze zmiang
udzialu wody w fazie ruchomej [131,133,141]. Powyzsze modele zostatly opracowane
dla RPLC oraz NPLC, natomiast w chromatografii HILIC sg stosowane do interpretacji
mieszanego mechanizmu retencji.

Model zaproponowany przez Lianga i wspotpracownikéw dla chromatografii HILIC
zostal opracowany w celu opisu oddzialywan zachodzacych miedzy analitem, fazag ruchoma

1 fazg stacjonarng (wzor 3.22).

Ink=p+p-lnp+p3-9 (3.22)

gdzie: p; — stala zwigzana z objetoscia czasteczkowa analitow oraz energig oddzialywan
miedzy analitami, a fazg stacjonarng 1 ruchoma, p, — wspolczynnik uwzgledniajacy
bezposrednie oddzialywanie analit-faza stacjonarna, p;3 — odnosi si¢ do energii oddzialywan

analit-rozpuszczalnik [131,133,141,144-145].

Model zaproponowany przez Jander¢ i Hajka nalezy do grupy modeli mieszanych
1 stanowi rozwinigcie wczesniejszych podejs¢ do opisu retencji w chromatografii HILIC.
Uwzglednia on jednoczesne wystgpowanie mechanizméw podziatu oraz adsorpcji

powierzchniowe] w procesie retencji analitow (wzor 3.23) [144-145].

Ink=p+ py-@ + p3-In(1+py- ) (3.23)

gdzie: p;—ps — parametry modelu. Parametr p; zalezy zaré6wno od charakterystyki
chromatografowanego zwigzku, jak 1 od zastosowanego ukladu chromatograficznego.
Parametry p, i1 p3 odnosza si¢ odpowiednio do efektow podziatu i adsorpcji zwigzanych
z wplywem stgzenia wody na retencj¢, natomiast p, peilni funkcje wspdiczynnika
korygujacego retencje w przypadku fazy ruchomej zawierajacej bardzo niewielkie iloSci

wody [145].
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Do opisu wptywu stezenia modyfikatora organicznego na retencj¢ wybranych substancji
stosuje si¢ szescio-parametrowy model (wzor 3.24), stanowigcy modyfikacje wczesniej
opisanych zaleznosci (wzory 3.22 1 3.23). Zaklada sig¢, ze istotng role w ksztaltowaniu
mechanizmu retencji odgrywa rowniez heterogeniczno$¢ energetyczna fazy stacjonarne;j.
Pierwszy czton rownania uwzglednia wplyw tej heterogenicznosci, natomiast drugi opisuje
retencje przebiegajaca gtdéwnie zgodnie z mechanizmem podzialowym.

1+pi-o (3.24)

k = + exp(ps — P6 " @)
Py + D3 @+ Dy P 56

gdzie: p;—ps — wielkosci  empiryczne zalezne od  rozpatrywanego ukladu
chromatograficznego, parametr ps — opisuje retencje chromatografowanej substancji
w eluencie sktadajacym si¢ z czystej wody, pg — wspotczynnik zalezny od rodzaju
chromatografowanej substancji i modyfikatora eluentu charakteryzujacy site elucji

rozpuszczalnika [145].

I11.3. Wplyw temperatury na retencje

Temperatura kolumny chromatograficznej stanowi jeden z najwazniejszych parametrow
wptywajacych na przebieg procesu chromatograficznego. Oddziatuje ona na wspotczynniki
dyfuzji analitow, lepko$¢ fazy ruchomej oraz szybko$¢ transportu masy pomigdzy faza
ruchomg 1 stacjonarng, a tym samym moze wplywac na retencje, selektywno$¢ 1 sprawnos¢
rozdzielania. Z punktu widzenia kinetyki rozdzielania kontrola temperatury pozwala réwniez
na zwigkszenie wydajno$ci procesu chromatograficznego. Podwyzszenie temperatury
prowadzi do wzrostu wspotczynnikéw dyfuzji analitow oraz poprawy transportu masy,
co ogranicza poszerzanie pasm chromatograficznych i skutkuje uzyskaniem wezszych pikow
chromatograficznych [126]. W chromatografii cieczowej praktycznie wszystkie istotne
wielkosci opisujace retencje s w pewnym stopniu zalezne od temperatury. W ostatnich latach
ro$nie znaczenie regulacji temperatury jako narzedzia do kontrolowania zaréwno
selektywnosci, jak i1 szybkosci rozdzielania, co czyni ten parametr istotnym elementem
optymalizacji procesOw chromatograficznych [142].

W chromatografii HILIC retencja analizowanych substancji zazwyczaj zmniejsza si¢
wraz ze wzrostem temperatury, co jest zwigzane ze spadkiem energii kohezji
oraz oslabieniem wigzan wodorowych i innych oddziatywan polarnych miedzy faza ruchoma
a stacjonarng. Temperatura kolumny wptywa réwniez na grubo$¢ warstwy wodnej, ktora jest

zwykle wigksza w nizszych temperaturach. Wynika to z silniejszych oddziatywan
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wodorowych oraz bardziej uporzadkowanej struktury wody, sprzyjajacych jej adsorpcji
na powierzchni fazy stacjonarnej. Wraz ze wzrostem temperatury oddziatywania te ulegaja
ostabieniu, co prowadzi do zmniejszenia grubosci uwodnionej warstwy [143]. Wplyw
temperatury na selektywnos$¢ rozdzielania jest szczeg6lnie istotny dla zwigzkéw rdéznigecych
si¢ wlasciwosciami fizykochemicznymi, takimi jak rozmiar i ksztalt czasteczek, zdolnos$ci
do tworzenia wigzan wodorowych czy stopnia jonizacji. Zmiana temperatury moze prowadzi¢
do réznic w sile oddziatywan analitow z fazg stacjonarng, co jest szczego6lnie zauwazalne
w przypadku zwiazkéw czgsciowo zjonizowanych [78]. Termodynamiczny wspoétczynnik
podziatu, K}, zalezy od zmiany energii swobodnej Gibbsa, AG°, zwiazanej z retencja analitu
i jest powigzany ze zmianami standardowej molowej entropii AS® oraz entalpii AH°,

opisujgcymi proces transportu analitu z fazy ruchomej do stacjonarnej (wzoér 3.25) [78,144]:
AGY = AHY - TAS® = —RTIn K, (3.25)

gdzie: AS® i AH® — standardowa cze$ciowa molowa zmiana entropii i entalpii,
T — temperatura, R — stata gazowa, 8,314 #Ol, Kp — réwnowaga podziatlu analitu pomigdzy

faza ruchoma a faza stacjonarng [78,144].

Badanie retencji analitbw wymaga analizy nie tylko zmian wartosci entalpii, AH°,
i entropii, 4S°, lecz takze uwzglednienia szerszego kontekstu zjawisk termodynamicznych.
W celu pehiejszego zrozumienia mechanizméw retencji konieczne jest prowadzenie badan
w zmiennych warunkach eksperymentalnych, na przyktad przy roznych sktadach fazy
ruchomej.  Korelacje miedzy wyznaczonymi  wielko$ciami  termodynamicznymi
a wlasciwosciami badanych zwigzkéw lub parametrami chromatograficznymi dostarczaja
istotnych informacji o procesach adsorpcji zachodzacych w kolumnie chromatograficznej,
pozwalajac lepiej zrozumie¢ mechanizmy retencji [78,90]. W celu zrozumienia aspektow
termodynamicznych retencji stosuje si¢ model van ’t Hoffa, ktéry umozliwia oceng¢ wptywu
temperatury na retencj¢. Metoda ta pozwala na wyznaczenie zmian entalpii 1 entropii procesu
retencji, dostarczajac istotnych informacji o charakterze oraz intensywnosci oddziatywan
miedzy analizowanym zwigzkiem a fazg stacjonarng. Metoda ta polega na wyznaczeniu
wspotczynnika retencji, k, badanego analitu w réznych temperaturach, a nastgpnie okresleniu
standardowych zmian entalpii, AH?, i entropii, AS°, procesu retencji na podstawie rownania

van't Hoffa (wzor 3.26). W tym celu sporzadza si¢ wykres zalezno$ci In k od odwrotnosci

temperatury bezwzgledne;j % [146-149].
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I = AH°+AS°+l v (3.26)
nEETRr TR TN

gdzie: F — stosunek faz (wzor 3.27), w praktyce, gdy F < 1, wpltyw na warto$¢ In k jest
znikomy, dlatego w wigkszosci analiz mozna go pomingé upraszczajac rownanie 3.26
[146-149].

1-g (3.27)
= —

gdzie: g, — porowato$¢ ztoza [146-149].

Zalezno$¢ logarytmu naturalnego wspoOtczynnika retencji Ink od odwrotnosci
temperatury bezwzgledne;j %powinien mie¢ charakter liniowy. Nachylenie otrzymanej prostej

umozliwia wyznaczenie standardowej zmiany entalpii natomiast punkt przecigcia z 0sig
rzednych pozwala na okreslenie standardowej zmiany entropii [147-148]. Liniowa zaleznos$¢
wskazuje na dominacj¢ tego samego mechanizmu retencji w analizowanym zakresie
temperatur, co sugeruje, ze charakter oddziatywan w ukladzie pozostaje niezmienny.
Nieliniowo$§¢ wykresu van °t Hoffa dostarcza cennych informacji na temat zmian
mechanizmu retencji zachodzgcych ze zmiang temperatury. Moze ona wskazywac na ztozone
zjawiska, takie jak zmiany stopnia jonizacji analitu, jego rozpuszczalnosci w fazie ruchome;j
czy modyfikacje konformacyjne czasteczek, wplywajace na charakter oddziatywan z faza
stacjonarng. W konsekwencji prowadzi to do zmian retencji i selektywno$ci. Analiza
odchylen od liniowo$ci stanowi zatem istotne narzedzie w badaniu mechanizmow
separacyjnych w chromatografii cieczowej [78,146-150]. Dodatnia warto$¢ standardowe;j
zmiany entalpii, AH, wskazuje, Ze proces przeniesienia analitu z fazy ruchomej
do stacjonarnej ma charakter endotermiczny 1 wymaga dostarczenia energii. Z kolei ujemna
warto$¢, AH, $wiadczy o egzotermicznym charakterze procesu, co sugeruje wystepowanie
korzystnych oddzialywan pomiedzy analitem a faza stacjonarng, sprzyjajacych retencji.
Standardowa zmiana entropii, AS, dostarcza informacji na temat stopnia uporzadkowania
uktadu podczas procesu retencji. Dodatnia warto$¢, AS, moze wskazywaé na wzrost
nieuporzadkowania uktadu, wynikajacy na przyktad z desolwatacji analitu lub reorganizacji
czasteczek rozpuszczalnika. Natomiast ujemna wartos¢, AS, sugeruje wzrost uporzagdkowania
uktadu, zwigzany z ograniczeniem swobody ruchu analitu po przejsciu do fazy stacjonarnej

[78,89,146-153].
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II1.4. Sprawnos¢ kolumn chromatograficznych

Kolumny chromatograficzne wypetnione fazg stacjonarng stanowig podstawowy
element uktadu chromatograficznego i maja kluczowy wptyw na skutecznos$¢ rozdzielania
mieszanin wielosktadnikowych. Ich wydajnos¢, oceniana za pomoca parametrow, takich jak
liczba poétek teoretycznych, N, (wzory 3.7-3.9) oraz wysokos¢ rownowazna podice
teoretycznej, WRPT, (wzor 3.28), stanowi podstawowy wskaznik efektywnosci rozdzielania
[149].

WRPT = (3.28)

Duza liczba potek teoretycznych, N, oraz mala warto$¢, WRPT, wskazuja na wysoka
sprawno$¢ kolumny chromatograficznej, determinujgc zdolno$¢ rozdzielania substancji
o zblizonych wtasciwosciach fizykochemicznych. Wysoka sprawnos$¢ kolumny umozliwia
uzyskanie waskich, symetrycznych pikow chromatograficznych, co jest istotne
dla doktadnosci i1 powtarzalno$ci wynikéw analizy [149,151-152]. Liczba potek
teoretycznych nie uwzglednia jednak zjawisk transportu masy zachodzacych w kolumnie
chromatograficznej [151-152]. W celu bardziej szczegdtowego opisu wptywu kolumny
na efektywno$¢ rozdzielania stosuje si¢ rownanie van Deemtera (wzor 3.29),
ktore przedstawia zalezno$¢ wysokosci potki teoretycznej od predkosci przeptywu fazy

ruchomej oraz wtasciwosci wypetnienia kolumny chromatograficznej [149,154-156].

B B 3.29
H=A+E+C-u=A+E+(CS+CM)-u (3.29)

gdzie: A — parametr zwigzany z dyfuzjg wirowg (efekt Eddy ego), u — predkos¢ liniowa fazy
ruchomej (cm/min), g — dyfuzja wzdluzna, Cs - u 1 Cy; - u — opory masy w fazie stacjonarnej
1 ruchome;j [149,154-156].

Roéwnanie van Deemtera wskazuje, ze mniejsze rozmiary ziaren fazy stacjonarnej
umozliwiaja stosowanie szerszego zakresu optymalnych predkosci liniowych fazy ruchome;j
w pordéwnaniu z wiekszymi ziarnami, co prowadzi do poprawy efektywnosci
chromatograficznej. Krétsza droga dyfuzji w przypadku mniejszych ziaren sprzyja szybszej
wymianie masy pomiedzy fazg ruchomg a stacjonarng. W konsekwencji analit spedza mniej
czasu w porach ziaren fazy stacjonarnej, gdzie opory transportu masy s3 najwigksze,

co ogranicza poszerzanie pikow chromatograficznych [150-152]. Mniejsza warto$¢ wysokosci
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rownowaznej potce teoretycznej, H, oznacza wigksza sprawnos¢ kolumny, poniewaz na dane;j
dlugosci kolumny moze wystepowa¢ wigksza liczba poétek teoretycznych. Rownanie
van Deemtera opisuje zalezno$¢ o charakterze krzywej posiadajacej minimum, co oznacza,
ze dla okreslonej predkosci liniowej fazy ruchomej, u, wystepuje minimalna warto$¢
wysoko$ci rownowaznej potce teoretycznej, WRPT. Maksymalng wydajnos¢ kolumny
uzyskuje si¢ przy optymalnej predkosci liniowej fazy ruchomej, odpowiadajacej minimum

funkcji WRPT = f(w) (rys. 3.15) [152].

optyma!na predkosé
|

minimalna wysokosé
potki teoretycznej

WRPT (cm)

u (cm/min)

Rysunek 3.15. Graficzne przedstawienie rownania van Deemtera

Parametr A (wzor 3.30), zwigzany z dyfuzja wirowa (efekt Eddy’ego), wynika
z obecnosci ziaren fazy stacjonarnej w kolumnie i1 zalezy od wiasciwosci fazy stacjonarne;,
geometrii uktadu przeplywu oraz sposobu upakowania ztoza. Uwzglednia wptyw wielkosci,
ksztattu i porowatosci ziaren fazy stacjonarnej, a takze jednorodno$ci ich rozmieszczenia
w zlozu. Parametr ten opisuje zatem wplyw niejednorodnosci struktury ztoza na przeptyw

fazy ruchomej przez kolumne chromatograficzng.
A=2d, (3.30)

gdzie: 1 — wspotczynnik uwzgledniajacy sposob upakowania kolumny chromatograficznej,

a d,, — $rednica ziaren adsorbentu wypetiajacego kolumng chromatograficzng [154,156-162].

Parametr B (wzor 3.31) opisuje dyfuzje wzdluzng czasteczek analitu zachodzaca
wzdhuz osi kolumny podczas procesu separacji, wynikajacag z gradientu st¢zenia w fazie
ruchomej. Zjawisko to mozna ograniczy¢ poprzez zwigkszenie lepkosci rozpuszczalnika
lub obnizenie temperatury, co prowadzi do zmniejszenia wspotczynnika dyfuzji analitu.
Wptyw dyfuzji wzdluznej maleje réwniez wraz ze wzrostem predkosci przeptywu fazy

ruchomej. Poniewaz udzial czionu B jest odwrotnie proporcjonalny do predkosci liniowe]
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fazy ruchomej, jego wplyw jest najwigkszy przy malych predkosciach przeptywu,

a najmniejszy przy duzych predkosciach.

B _ 21Dy (3.31)
u B u

gdzie: T — wspolczynnik zalezny od kretosci przeplywu w ztozu kolumny, uwzgledniajagcym
strukture, morfologi¢ i jednorodno$¢ upakowania fazy stacjonarnej, Dy, — wspoOtczynnik

dyfuzji analitu w fazie ruchomej [154,156-162].

Parametr C (wzor 3.32) opisuje opory przenoszenia masy analitu pomie¢dzy faza
ruchomg a stacjonarng, wynikajace z szybkosci transportu czasteczek migdzy obiema fazami.
W trakcie procesu chromatograficznego analit nie osigga natychmiast stanu réwnowagi
pomiedzy faza ruchoma i stacjonarna, co prowadzi do opdznien zwigzanych z procesami
dyfuzji oraz wymiany masy. Warto$¢ parametru C zalezy od wtasciwosci fazy stacjonarne;,
takich jak struktura, ksztalt 1 porowatos¢ ziaren. Istotne znaczenie majg rowniez grubos¢
warstwy fazy stacjonarnej oraz wspotczynnik dyfuzji analitu w obu fazach. Wptyw parametru
C wrzrasta wraz ze zwigkszaniem predkosci przeplywu fazy ruchomej, poniewaz czas

dostepny na osiggnigcie rownowagi pomig¢dzy fazami ulega skrdceniu.

k-df-u
Dg

k- d2-u (3.32)

Cu=C-u+Cy-u-=fs D
M

+ fu

gdzie: fs, fy — wspotezynniki zalezne od struktury uktadu chromatograficznego, dy — grubo$¢
warstwy fazy stacjonarnej, d, — $rednica ziaren adsorbentu, Dg — wspotczynnik dyfuzji

analitu w fazie stacjonarnej [154,156-162].

Zmniejszenie wartos$ci parametréw A i1 C prowadzi do obnizenia wysokos$ci rownowaznej
polce teoretycznej, co w konsekwencji zwicksza sprawno$¢ kolumny chromatograficzne;.
Jednorodna wielko$¢ ziaren, ich regularna morfologia oraz uporzadkowane upakowanie
adsorbentu wypetniajagcego kolumne ograniczaja dyfuzje wirowa i opory przenoszenia masy,
sprzyjajac wzrostowi efektywnosci separacji. Z tego wzgledu idealny materiat wypeltniajacy
stosowany w chromatografii HPLC powinien sklada¢ si¢ z matych, jednorodnych ziaren
o dobrze zdefiniowanej morfologii i strukturze [154].

W celu uzyskania informacji o retencji oraz kinetyce przenoszenia masy w kolumnach
stosuje si¢ teori¢ momentow, w ktorej analizuje si¢ pierwszy moment absolutny, p, 1 drugi

moment centralny, p,, pikow chromatograficznych [157-158]. W metodzie analizy
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momentow wartosci yq 1 u, wykorzystuje si¢ do wyznaczania parametrow réwnowagowych
1 kinetycznych zwigzanych z procesami separacji w HPLC. Moment zerowego rzg¢du, po,
odpowiada polu powierzchni piku chromatograficznego i1 nie jest zwykle przedmiotem
analizy, gdyz celem metody momentoéw nie jest iloSciowe oznaczanie st¢zenia analitu.
Momentow wyzszych rzedow niz trzeci zazwyczaj si¢ nie uwzglednia, poniewaz ich dokladne
wyznaczenie eksperymentalne jest utrudnione przez obecno$¢ szumu sygnatu w obszarach
oddalonych od maksimum piku. Nie jest rowniez konieczne $ciste kontrolowanie ilo$ci
wprowadzanego analitu, gdyz warto$ci p; 1 U, pozostaja praktycznie niezmienione przy
niewielkich zmianach warto$ci pg [157-158,160]. W przypadku pikéw o ksztalcie zblizonym
do rozktadu Gaussa (wzor 3.33, rys. 3.16) momenty te maja jednoznaczng interpretacje
fizyczng: pu, odpowiada potozeniu $rodka cig¢zkosci piku, natomiast p, stanowi miare jego

szerokosci 1 stopnia rozmycia piku chromatograficznego.

C@) = 2. o2

I .<—(t—tR)2> (3.33)
o'-m exp T ——

gdzie: I — pole powierzchni piku, proporcjonalne do ilosci analitu, 0 — odchylenie

standardowe piku chromatograficznego [157].

|
dtH | SK
Ho=1: 1 =tg b =07 |
______ ; I
| |
C(t) |
w ¢ I
r —
[ - ﬂ.]

Rysunek 3.16. Schematyczna ilustracja pierwszego momentu absolutnego i drugiego

momentu centralnego piku chromatograficznego[157]

Pierwszy moment absolutny, p,, (wzér 3.34) wykorzystuje si¢ do oceny retencji
oraz parametroOw rownowagowych w kolumnie chromatograficznej. Moment ten jest
zwigzany ze S$rednim czasem retencji analitu, co umozliwia analiz¢ zmian retencji

pod wplywem temperatury, sktadu fazy ruchomej i innych parametréw chromatograficznych.
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~ Jy ce(t)-tat (3.34)

= J,” Ce(t)dt

= %[qb +(1=-P)e, + (1-¢) K, }]

gdzie: Ce(t) — profil stezenia analitu na wyjSciu z kolumny, L — dlugos¢ kolumny
chromatograficznej, ¢ — utamek objetosci dostepnej dla fazy ruchomej, g, — porowatos¢
ziaren adsorbentu, K, — wspotczynnik podzialu analitu pomigdzy fazg stacjonarng a ciecz

wypelniajaca pory ziaren adsorbentu [157-158,160].

Czas retencji inertu (ty) (wzor 3.35) jest definiowany jako czas, w ktorym substancja
przeplywa przez kolumn¢ chromatograficzng bez oddzialywan z fazg stacjonarng
[156-157,159].

L
to= () [0+ -9, (39

Drugi moment centralny, u,, (wzér 3.36) opisuje stopien rozprzestrzeniania si¢ pasma
analitu  w kolumnie chromatograficznej 1 jest zwigzany 2z szerokoscig piku
chromatograficznego. Parametr ten umozliwia ocen¢ dyspersji oraz efektywnosci procesu

separacji.

Jy Ce(®)- (t —pw)?dt 2oL b 6t bu) (3.36)
= 0 = f d ads
Jy ce(t)dt u -

2}

gdzie: 8 — skladowe oporow transportu masy wptywajace na szerokos¢ piku, a indeksy dolne
ax, f,d,ads odnoszg si¢ odpowiednio do dyspersji osiowej, zewnetrznego transportu masy,

dyfuzji wewnatrzczasteczkowej oraz kinetyki adsorpcji/desorpcji [157-158,1601].

ITL.5. Charakterystyka fizykochemiczna i granulometryczna adsorbentow
stosowanych w chromatografii cieczowej

Wiasciwosci  fizykochemiczne 1  granulometryczne adsorbentdw stosowanych
w chromatografii cieczowej, takie jak morfologia, sktad chemiczny, rozktad wielkosci ziaren,
wielkos$¢ 1 objetos¢ porow, powierzchnia witasciwa oraz stabilno$¢ termiczna i chemiczna,
moga bezposrednio wptywa¢ na procesy wymiany masy, a tym samym na charakter
oddziatlywan, pomiedzy analitem, a fazg stacjonarng. Parametry te moga wptywaé zaréwno
na mechanizm retencji, jak i na odpowiedz kolumny na sygnat wlotowy i ksztalt piku

chromatograficznego, jego szeroko$¢ 1 symetri¢, a w konsekwencji na rozdzielczo$é

69



oraz wydajno$¢ separacji. Morfologia ziaren adsorbentu w istotny sposdb warunkuje dostep
do miejsc aktywnych na powierzchni materiatu, a takze wptywa na profil przepltywu fazy
ruchomej w ztozu chromatograficznym. Z kolei struktura chemiczna powierzchni fazy
stacjonarnej determinuje charakter oraz sitle oddziatywan zachodzacych pomigdzy analitem
a powierzchnig fazy stacjonarnej, co bezposrednio wptywa na mechanizm retencji [163-166].
Rozktad wielko$ci ziaren adsorbentu stanowi istotny czynnik wplywajacy na jednorodnos¢
upakowania kolumny, porowatos¢ ztoza oraz opory przeptywu fazy ruchomej, determinujac
tym samym efektywno$¢ procesu separacji oraz powtarzalno$¢ wynikoéw analitycznych
[48,167-169]. Struktura poréw oraz ich dostgpnos¢ odgrywaja kluczowa role w procesie
transportu masy, determinujac wielkos¢ oporow dyfuzji wewnetrznej. Opory te moga istotnie
wpltywaé na szybko$¢ przemieszczania si¢ czgsteczek analitow do wnetrza pordéw ziaren
adsorbentu, a tym samym na kinetyke procesu chromatograficznego [163,170-172].
Powierzchnia wlasciwa adsorbentu, wynikajaca z jego struktury porowatej, wplywa na liczbg
dostepnych miejsc oddzialywan z analitem, determinujac pojemnos$¢ sorpcyjng
oraz wlasciwosci retencyjne materiatu [163,173]. Stabilno$¢ termiczna i1 chemiczna
adsorbentu determinuje jego trwalo$¢ oraz odpornos$¢ na zmiany warunkéw pracy w szerokim
zakresie temperatur [174—176]. Dokladne poznanie wlasciwosci fizykochemicznych
oraz granulometrycznych adsorbentdow umozliwia nie tylko glebsze zrozumienie
mechanizmow retencji w HPLC, lecz takze wtasciwy dobor fazy stacjonarnej do rozdzielania
okreslonych klas zwigzkow, z uwzglednieniem ich polarnosci, wielkosci czasteczek
oraz charakteru jonowego. Wiedza ta pozwala réwniez na $wiadome projektowanie
1 optymalizacje warunkéw analizy, takich jak skiad i polarno§¢ fazy ruchomej, temperatura
kolumny czy predkos$¢ przeptywu fazy ruchomej. W rezultacie charakterystyka adsorbentow
stanowi podstawe zarowno prawidlowe] interpretacji wynikéw chromatograficznych,
jak i rozwoju nowych materiatow o ulepszonych wilasciwosciach separacyjnych, zwigkszone;j
trwatosci oraz szerszym zakresie zastosowan analitycznych.

Charakterystyka wybranych adsorbentéw stanowi jeden z gtownych celéw badawczych

niniejszej dysertacji.

I11.5.1. Morfologia ziaren

Jak wspomniano, morfologia ziaren adsorbentow stanowi jeden z kluczowych
czynnikdow wplywajacych na ich wilasciwosci adsorpcyjne oraz efektywnos$¢ procesow
chromatograficznych. Ksztatt, wielko$¢ oraz struktura ziaren determinujg profil przeptywu
fazy ruchomej, efektywnos$¢ rozdzielania oraz kinetyke adsorpcji i dyfuzji analitow

do wnetrza poréw. Roznice w morfologii adsorbentu wplywaja na opory przeptywu fazy
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ruchomej w ztozu kolumny oraz na rozdzielczo$§¢ chromatograficzng. Badania wykazaty,
7ze zastosowanie sferycznych ziaren o waskim rozkladzie wielkosci sprzyja bardziej
jednorodnemu upakowaniu zloza chromatograficznego, co skutkuje ograniczeniem dyspersji
oraz niejednorodno$ci przeplywu fazy ruchomej. W konsekwencji obserwuje si¢ poprawe
powtarzalno$ci retencji, zmniejszenie poszerzenia pikow chromatograficznych oraz wzrost
efektywnosci  separacji chromatograficznej [163-166,177-178]. Ziarna nieregularne
charakteryzuja si¢ mniejszg jednorodnoscia ksztattu 1 rozmiaru, co prowadzi do powstawania
réznic w stopniu upakowania ztoza chromatograficznego oraz lokalnych zmian predkosci
przeplywu fazy ruchomej. W praktyce kolumny wypelnione takimi ziarnami wykazuja
wicksze opory przeplywu i1 wyzszy spadek cisnienia, a takze moga generowac piki
chromatograficzne o gorszej jako$ci, charakteryzujace si¢ wigkszym poszerzeniem
oraz mniejsza symetrig [163,169,178-179]. Nowoczesne fazy stacjonarne czgsto wykorzystuja
ziarna typu Core—shell, zbudowane z nieporowatego rdzenia pokrytego cienka, porowatg
warstwg. Struktura ta zapewnia wysoka powierzchni¢ wlasciwg przy jednoczesnym
ograniczeniu dtugosci drogi dyfuzji analitow, co prowadzi do zmniejszenia oporoOw transportu
masy. W rezultacie obserwuje si¢ zwigkszenie sprawnosci separacji, skrocenie czasu analizy
oraz obnizenie ci$nienia roboczego w kolumnie. Dalsze zmniejszanie grubosci warstwy
porowatej sprzyja intensyfikacji transportu masy, co przektada si¢ na dodatkowa poprawe
efektywnosci chromatograficznej [180-181].

Jedna z podstawowych i najczgsciej stosowanych metod analizy morfologii ziaren
adsorbentow jest skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM, ang. Scanning Electron
Microscopy). Technika ta umozliwia wizualizacj¢ powierzchni ziaren w wysokiej
rozdzielczo$ci, co pozwala na ocen¢ ich wielkosci, ksztaltu, struktury oraz sposobu
rozmieszczenia. Metoda ta umozliwia rowniez identyfikacje defektow powierzchniowych,
takich jak pekniecia czy agregacja ziaren, ktore moga wplywac na przeptyw fazy ruchome;j
w kolumnie oraz efektywno$¢ separacji. Obraz w mikroskopii SEM powstaje w wyniku
rejestracji sygnatow generowanych podczas oddzialywania wigzki elektronéw z materiatem
probki. Elektrony pierwotne padajg na powierzchni¢ probki i cz¢sciowo wnikaja w jej
objetos¢, tworzac tzw. objetos¢ oddziatywania, w ktoérej zachodza procesy wzbudzenia
elektronéw oraz emisji charakterystycznych sygnatéw. Wielkos$¢ tego obszaru zalezy przede
wszystkim od energii wiazki elektronow, jak rowniez od wtasciwosci materiatu probki, takich
jak liczba atomowa 1 gesto$¢, ktore wplywaja na sposob rozpraszania i1 hamowania

elektronow w jej wnetrzu [182-183].
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II1.5.2. Sklad pierwiastkowy

Sktad chemiczny powierzchni ziaren adsorbentu stanowi jeden z wazniejszych
czynnikow determinujacych charakter oddziatywan pomig¢dzy analitem a fazg stacjonarna.
Analiza pierwiastkowa umozliwia identyfikacje oraz okreslenie zawarto$ci pierwiastkéw
obecnych w badanym materiale, a takze wykrywanie zanieczyszczen oraz sktadnikow
wprowadzanych podczas modyfikacji powierzchni. Uzyskane informacje pozwalajg na ocene
wlasciwosci chemicznych adsorbentu oraz przewidywanie jego selektywnosci i wydajnos$ci
chromatograficznej. Sktad pierwiastkowy powierzchni fazy stacjonarnej wpltywa na jej
wlasciwosci  fizykochemiczne, ktéore determinujg rodzaj 1 sile  oddzialywan.
Do najwazniejszych z nich naleza oddzialywania jonowe, wigzania wodorowe
oraz oddziatywania dipol-dipol. Skiad chemiczny powierzchni adsorbentu oraz obecno$é¢
zanieczyszczen moga prowadzi¢ do powstawania centréw adsorpcyjnych o zréznicowanej
energii. W rezultacie powierzchnia adsorbentu staje si¢ energetycznie heterogeniczna,
co wplywa na mechanizm retencji oraz przebieg proceséw adsorpcyjnych w chromatografii
cieczowej. W konsekwencji moze przyczynia¢ si¢ do wystepowania zjawisk niepozadanych,
takich jak poszerzenie czy asymetria pikow chromatograficznych [163-166].

Metody  analizy  skladu  pierwiastkowego faz  stacjonarnych  obejmuja
m.in.: spektroskopi¢ EDS (ang. Energy-Dispersive X-ray Spectroscopy) oraz technike
ICP-MS (ang. Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry). Spektroskopia EDS stuzy
do analizy sktadu pierwiastkowego warstwy powierzchniowej adsorbentu i najczesciej jest
sprzgzona z mikroskopiag skaningowa (SEM). Umozliwia identyfikacj¢ obecnych
pierwiastkéw oraz ich potilosciowag oceng na powierzchni adsorbentu [182,184]. Technika
ICP-MS stosowana jest natomiast do precyzyjnego oznaczania zawartosci pierwiastkow
w calej objetosci probki, po jej uprzednim roztworzeniu, i moze stanowi¢ uzupelnienie
danych uzyskiwanych metodami analizy powierzchniowej, takimi jak EDS. Metoda
ta charakteryzuje si¢ bardzo wysoka czutoscia, wymaga niewielkich ilosci probki, zapewnia
niski poziom interferencji spektralnych oraz umozliwia szybkie 1 zautomatyzowane analizy.
W technice ICP-MS jako zZrodlo jonizacji wykorzystywana jest plazma indukcyjnie
sprzezona, generowana w obojetnym gazie (argonie), ktéra umozliwia efektywna jonizacje
badanych pierwiastkow. Powstale jony sa nastgpnie rozdzielane w zalezno$ci od stosunku
masy do tadunku, najcz¢sciej z wykorzystaniem analizatora kwadrupolowego i rejestrowane
przez detektor. Dzigki temu mozliwe jest oznaczanie stezen wigkszo$ci pierwiastkow ukltadu

okresowego na bardzo niskich poziomach stezen, si¢gajacych zakresu ppb oraz ppt [185-186].
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IT1.5.3. Rozklad wielkosci ziaren

Rozktad wielkosci ziaren (PSD, ang. Particle Size Distribution) adsorbentdow moze
W znaczacy sposob wptywaé na efektywnos¢ procesu adsorpcji [169,187]. W wielu badaniach
nad adsorpcja w zlozu statym przyjmuje si¢ uproszczenie polegajace na usrednieniu wielkos$ci
ziaren lub przymuje si¢ pewien zakres ich wielkosci, aby ulatwi¢ modelowanie procesu.
Jednak takie podejscie nie eliminuje roznic miedzy wynikami eksperymentalnymi,
a wynikami symulacji, ktore w praktyce wynikaja z rzeczywistego rozktadu wielkosci ziaren
adsorbentu. Ziarna o réznych rozmiarach moga zachowywa¢ si¢ w zlozu odmiennie,
a te roznice trudno w pelni uchwyci¢ przy zatozeniu jednorodnej wielkos$ci ziaren, zard6wno
analizujac pojedyncze ziarna, jak 1 calo$¢ ztoza. Cho¢ w niektorych przypadkach przyjecie
sredniej wielko$ci ziaren daje wystarczajaco dobre przyblizenie, wcigz pozostaje niepewnosé,
co do stopnia odchylen, jakie moga wystapi¢ [188]. Ziarna adsorbentu o réznych rozmiarach
roznig si¢ nie tylko powierzchnia, ale takze strukturg porow. W przypadku wiekszych ziaren
migracja analitu do wnetrza porOw moze zajmowac znacznie wigcej czasu. Dlatego rozklad
wielko$ci ziaren moze istotnie wptywac na przebieg procesu adsorpcji. Dodatkowo, szerokos¢
lub rozpigto§¢ tego rozkltadu rowniez moze determinowaé efektywno$¢ adsorpcii,
modyfikujac sposob, w jaki czastki analitu oddziatywuja w zlozu [168,189]. Pozadane jest
stosowanie adsorbentéow wypetiajacych kolumny chromatograficzne o waskich rozktadach
wielko$ci ziaren, co moze zwigksza¢ ich wydajnos¢ [190]. Kaczmarski 1 wspotpracownicy
[191] uwzglednili zaréwno rozktad wielkos$ci 1 objgtosci porow, jak i rozktad wielko$ci ziaren
adsorbentu w badaniach nad adsorpcja ciecz—ciato stale na weglu aktywnym. Z ich obserwacji
wynika, ze cho¢ uproszczenie modelu polegajace na zastosowaniu Sredniego rozmiaru porow
zamiast pelnego rozktadu wcigz pozwalato na uzyskanie satysfakcjonujacych wynikow
symulacji procesu, pomini¢cie rzeczywistego rozktadu wielko$ci ziaren adsorbentu moze
skutkowa¢ btedng oceng parametréw w modelach izoterm adsorpcji lub desorpcji.

Jedna z powszechnie stosowanych metod oznaczania rozktadu wielkosci ziaren
adsorbentow jest dyfrakcja laserowa (LD, ang. Laser Diffraction). Inng metoda,
wykorzystywang glownie do analizy nanoczastek, jest dynamiczne rozpraszanie $wiatla
(DLS, ang. Dynamic Light Scattering). W metodzie dyfrakcji laserowej wigzka $wiatta
laserowego przechodzi przez zawiesing ziaren, a nastgpnie analizowany jest rozktad natezenia
Swiatta rozproszonego pod réznymi katami. Duze ziarna rozpraszaja $swiatlo gtownie pod
matymi katami, natomiast mniejsze pod wigkszymi. Na podstawie zarejestrowanego rozktadu
intensywnosci $§wiatta w funkcji kata rozpraszania, okreslanego jako obraz dyfrakcyjny,

wyznacza si¢ rozktad wielko$ci ziaren w probce z wykorzystaniem odpowiednich modeli
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optycznych (Fraunhofera lub Miego). Metoda ta umozliwia szybkie 1 nieniszczace
wyznaczenie rozkladu wielko$ci ziaren w szerokim zakresie rozmiaréw [192-193]. Metoda
DLS z kolei umozliwia nieinwazyjne pomiary i opiera si¢ na analizie ruchow Browna
oraz czasowych fluktuacji intensywno$ci $wiatla rozproszonego [194]. W cieczy ziarna
poruszaja si¢ losowo w wyniku zderzen z czasteczkami rozpuszczalnika, co okreslane
jest jako ruchy Browna [195]. Swiatlo laserowe padajace na ziarna ulega rozproszeniu
we wszystkich kierunkach, a fale rozproszone przez poszczegélne ziarna nakladajg sie,
prowadzac do interferencji konstruktywnej i destruktywnej. W wyniku ruchu ziaren
intensywno$¢ $wiatta rozproszonego w okreslonym punkcie ulega zmianom w czasie.
Mniejsze ziarna przemieszczajg si¢ szybciej, powodujac szybsze fluktuacje sygnatu,
natomiast wigksze ziarna poruszajg si¢ wolniej, generujac wolniejsze zmiany intensywnosci.
Zarejestrowane zmiany s3 analizowane przy uzyciu funkcji autokorelacji, a szybkos¢
fluktuacji jest bezposrednio powigzana ze wspotczynnikiem dyfuzji ziaren. Na podstawie
roOwnania Stokesa—FEinsteina wspotczynnik dyfuzji przeliczany jest na hydrodynamiczng
srednice ziaren. W ten sposob, poprzez analize¢ fluktuacji §wiatla, DLS pozwala okresli¢
rozktad wielkos$ci ziaren w badanej probce, zwykle w zakresie submikronowym [195-197].

Roéwnanie Stokesa—Einsteina wyrazone jest nastepujaco (wzor 3.37):

kgT (3.37)
d(H) =
(H) 3nnD
gdzie: d(H) - $rednica hydrodynamiczna, kp — stala Boltzmanna, T — temperatura

bezwzgledna,  — lepko$¢ dynamiczna, D — wspotczynnik dyfuzji translacyjnej [195-197].

II1.5.4. Charakterystyka struktury porowatej

Doktadna charakterystyka porowatosci adsorbentow jest niezbedna nie tylko
do $wiadomego doboru fazy stacjonarnej, lecz takze do projektowania nowych adsorbentow
o zoptymalizowanych wlasciwos$ciach separacyjnych oraz wysokiej wydajnosci analityczne;j.
Porowatos$¢ adsorbentow chromatograficznych w istotny sposdb wptywa na ich wlasciwosci
sorpcyjne, powierzchnie wilasciwg, kinetyke transportu masy oraz mechanizm retencji
analitéw. Struktura porowata decyduje o dostgpnosci miejsc adsorpeyjnych, szybkosci dyfuzji
czasteczek do wnetrza porow ziaren oraz efektywnoS$ci wymiany masy pomiedzy faza
ruchomg a fazg stacjonarng. Wielko$¢ porow determinuje mozliwo$¢ rozdzielania czasteczek
o rozne] masie czasteczkowej natomiast ich catkowita objetos¢ wpltywa na pojemnosé
sorpcyjng adsorbentu. Wielko$¢ poréw moze réwniez wpltywaé na parametry

chromatograficzne, takie jak ksztatt pikow, rozdzielczo$¢. Ponadto niejednorodnos¢ struktury
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porowatej prowadzi do zrdéznicowania warunkow dyfuzji oraz oddziatywan pomigdzy
analitami a powierzchnig adsorbentu, co moze wpltywaé¢ na efektywnos$¢ separacji

oraz przyczyniac si¢ do poszerzenia pikow chromatograficznych [170-172,198-200].

I11.5.4.1. Metody wyznacznia wielkosci i objetosci poréw

Do analizy wielkosci i objgtosci porow adsorbentow powszechnie stosuje si¢ metody
oparte na analizie izoterm adsorpcji gazow, najczesciej azotu. Jedng z klasycznych technik
wykorzystywanych do charakterystyki materiatow mezoporowatych jest metoda BJH
(Barrett—Joyner—Halenda), umozliwiajaca wyznaczenie rozktadu wielkosci porow oraz ich
objetosci na podstawie galezi desorpcyjnej izotermy adsorpcji. W pierwszym etapie probka
zostaje nasycona gazem adsorpcyjnym, a nast¢pnie stopniowo obniza si¢ ci$nienie, rejestrujac
ilos¢ desorbowanego gazu. Podczas desorpcji nastgpuje najpierw oprdznianie porow
wypelionych kondensatem kapilarnym, a nastgpnie stopniowe zmniejszanie grubosci
warstwy adsorbatu zaadsorbowanego na powierzchni poréw. Metoda BJH wykorzystuje
réwnanie Kelvina do wyznaczania promienia krzywizny menisku cieczy w porach,
co umozliwia okreslenie wielkosci porow na podstawie ilosci desorbowanego gazu. Wyniki
analizy przedstawiane sg najczes$ciej w postaci zaleznosci objetosci porow od ich promienia
lub $rednicy, co pozwala na wyznaczenie catkowitej objetosci porow oraz oceng struktury
porowatej badanego adsorbentu. W metodzie BJH promien poru definiowany jest jako suma
promienia krzywizny menisku wyznaczonego z réwnania Kelvina oraz grubosci warstwy

adsorpcyjnej (wzor 3.38) [201-202].

In (5) _2YVy (3.38)
P,/  TRT

. P e e e
gdzie: o~ — cisnienie wzgledne (stosunek ci$nienia réwnowagowego adsorbatu do ci$nienia
0

pary nasyconej), ¥ — wspotczynnik napigcia powierzchniowego, V), — molowa objetos¢
adsorbatu, R — uniwersalna stata gazowa, r — promien krzywizny menisku tworzacego si¢

w mezoporze, T — temperatura bezwzgledna [201-202].

Uzupethieniem klasycznej metody BJH jest metoda teorii funkcjonatu gestosci (DFT,
ang. Density Functional Theory). Umozliwia ona dokladniejszg analiz¢ mikro- 1 mezoporow
w zakresie, w ktorym metoda BJH wykazuje ograniczong dokladno$¢. Seaton
1 wspotpracownicy jako pierwsi zaproponowali zastosowanie modelu DFT do wyznaczania

rozktadu wielkosci porow na podstawie izoterm adsorpcji. Metoda ta polega na dopasowaniu
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eksperymentalnej izotermy adsorpcji Ny, (Pi) do kombinacji teoretycznych izoterm
0

Nprr (P%,dpor), wyznaczonych dla poré6w o réznych $rednicach d,.. W wyniku tego

dopasowania otrzymuje si¢ funkcj¢ rozktadu wielkosci porow f (dpor). Proces ten opisuje

réwnanie catkowe przedstawione we wzorze 3.39.

dpor max (3.39)
P P
Nexp (P_O) = j Nppr - (P_O' dpor) ' f(dpor)d dpor

por ,min

gdzie: dyor min 1 dpor max — 0zZnaczaja odpowiednio minimalng i maksymalng Srednicg porow

[201-203].

Kolejng metoda wykorzystywang do wyznaczania wielko$ci pordw jest metoda
Dollimore’a—Heala (DH), stanowigca rozwini¢cie klasycznej metody BJH. Podobnie jak
metoda BJH, opiera si¢ ona na analizie galezi desorpcyjnej izotermy adsorpcji azotu.
W metodzie DH wykorzystuje si¢ zmodyfikowang posta¢ rownania Kelvina oraz odmienny
sposob uwzgledniania grubo$ci warstwy adsorpcyjnej, co pozwala na doktadniejszy opis
zjawiska kondensacji kapilarnej. W rezultacie metoda ta umozliwia wyznaczanie wielkosci
pordw, szczegbélnie w zakresie wigkszych mezoporow, dla ktorych metoda BJH moze
wykazywa¢ ograniczong doktadno$¢. Znajduje ona zastosowanie przede wszystkim
w charakterystyce adsorbentow o dobrze rozwinigtej strukturze mezoporowatej [202,204].
Innym podejsciem teoretycznym do wyznaczania rozktadu wielkosci poréw na podstawie
izoterm adsorpcji jest metoda Horvatha—Kawazoe (HK). Metoda ta jest stosowana gtownie
do charakterystyki materialdow mikroporowatych i opiera si¢ na analizie zalezno$ci pomig¢dzy
cis$nieniem wzglednym adsorbatu a energia oddzialywan wystepujacych pomigdzy
czasteczkami adsorbatu 1 powierzchnig poréw. Na podstawie modelu oddziatywan
molekularnych mozliwe jest wyznaczenie wielkosci mikroporéw. Metoda HK znajduje
zastosowanie przede wszystkim w analizie adsorbentow zawierajagcych mikropory o dobrze
zdefiniowanej strukturze [205-206]. Do metod wykorzystywanych w analizie mikroporow
nalezy réwniez metoda Saito—Foley (SF), oparta na teorii pola potencjatu. Dzigki
uwzglednieniu oddziatywan pomigdzy czgsteczkami adsorbatu a powierzchnig porow
umozliwia ona precyzyjne wyznaczanie rozmiarOw poréw o $rednicy mniejszej niz 2 nm.
Metoda ta zostala opracowana z mysla o materiatlach zawierajacych pory cylindryczne
i sferyczne, dzigki czemu znajduje zastosowanie w charakterystyce mikroporowatych

adsorbentow [206].
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I11.5.4.2. Rodzaje i klasyfikacja poréw

Adsorbenty o duzej powierzchni witasciwej zazwyczaj posiadaja dobrze rozwinigta
struktur¢ porowatag. W materiatach adsorpcyjnych wystepuja roznorodne typy porow,
zarOwno o charakterze sztywnym, jak i elastycznym, a pojedynczy adsorbent moze zawiera¢
uktad porow o zréznicowanych rozmiarach 1 geometrii. Kluczowe znaczenie dla wlasciwosci
adsorpcyjnych maja wymiary porow, takie jak szeroko$¢ poréw szczelinowych lub $rednica
porow cylindrycznych, oraz ich catkowita objeto$¢. Zgodnie z klasyfikacja Miedzynarodowe;]
Unii Chemii Czystej 1 Stosowanej (IUPAC, ang. International Union of Pure and Applied
Chemistry) nanopory dzielg si¢ na trzy kategorie (rys. 3.17): mikropory o $rednicy ponizej
2 nm, mezopory o $rednicy od 2 do 50 nm oraz makropory o $rednicy wigkszej niz 50 nm.
Materiaty porowate klasyfikuje si¢ do jednej z tych grup na podstawie dominujacego
rozmiaru porow. Nalezy jednak pamigtaé, ze granice te maja charakter umowny, poniewaz
sposob wypelniania poréw zalezy nie tylko od ich wielkosci 1 ksztattu, lecz takze od rozmiaru
czasteczek adsorbatu oraz rodzaju oddziatywan wystepujacych pomiedzy adsorbentem

a adsorbatem [207-208].

srednica poru
Olnmm 1nm 10nm 100nm 1um 10um 100pum 1Tmm
| | | | | | | |

mikropory mezopory makropory

Rysunek 3.17. Klasyfikacja rozmiarow porow wedtug IUPAC

Materialty porowate mogg zawiera¢ rdézne typy pordw: zamknigte, otwarte
przepuszczalne, otwarte $§lepo zakonczone oraz otwarte wzajemnie potgczone (rys. 3.18).
Pory zamknigte sg catkowicie odizolowane od otoczenia, a ich wnetrze nie jest dostgpne
dla czasteczek adsorbatu. Pory Slepo zakonczone, otwarte tylko z jednej strony, sa dostepne
z powierzchni materialu, jednak nie zapewniaja przeplywu przez cala struktur¢ materiatu,
w przeciwienstwie do porow otwartych przepuszczalnych. Natomiast pory otwarte wzajemnie
potaczone tworzg sie¢ kanatow transportowych rozciggajacych si¢ w réznych kierunkach,
umozliwiajacych przeptyw przez materiat. Dostepnos$¢ poréw oraz ich geometria odgrywaja
istotng rolg w procesach adsorpcji i transportu masy, wplywajac na efektywnosé
wykorzystania powierzchni adsorbentu oraz szybkos$¢ dyfuzji czasteczek wewnatrz struktury

porowatej [207].
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Rysunek 3.18. Rodzaje porow [207]

111.5.4.3. Klasyfikacja izoterm dla adsorpcji fizycznej

IUPAC w 1985 roku opracowata klasyfikacje izoterm adsorpcji obejmujaca szes¢
podstawowych typow, ktora zostata zaktualizowana w 2015 roku poprzez doprecyzowanie
interpretacji niektorych ksztalttow izoterm oraz wprowadzenie dodatkowych podtypoéw
zwigzanych z charakterem porowato$ci materiatow (rys. 3.19). Izotermy typu I obserwuje si¢
w materialach mikroporowatych, w ktorych adsorpcja zachodzi gtéwnie w mikroporach,
przy stosunkowo niewielkim udziale powierzchni zewngtrznej. Typ I (A) dotyczy
adsorbentow zawierajacych bardzo waskie mikropory o szerokosci ponizej okolo 1 nm,
natomiast typ I (B) wystepuje w materiatach charakteryzujacych si¢ szerszym rozkladem
porow, obejmujacym zarowno szersze mikropory, jak i waskie mezopory (do okoto 2,5 nm).
Izotermy typu II sa charakterystyczne dla materiatow nieporowatych lub makroporowatych,
w ktorych zachodzi adsorpcja wielowarstwowa. W przebiegu tych izoterm obserwuje si¢
wyrazny punkt B, odpowiadajacy zakonczeniu tworzenia monowarstwy adsorbatu.
Po osiagnigciu punktu B nastepuje dalsza adsorpcja prowadzaca do powstawania kolejnych
warstw adsorbatu, czego efektem jest stopniowy wzrost adsorbowanej ilosci substancji
bez wyraznego ograniczenia w zakresie wysokich wartosci cisnienia wzglgednego. Izotermy
typu III wystepuja w uktadach, w ktéorych oddziatywania adsorbat—adsorbent sa stabe,
co prowadzi do braku adsorpcji monowarstwowej; w konsekwencji ilo$¢ zaadsorbowanego
gazu rosnie w sposob ciagly, a krzywa izotermy ma charakter wypukly wzgledem osi
ci$nienia. Izotermy typu IV sg typowe dla materiatbw mezoporowatych 1 wigza si¢
z wystgpowaniem zjawiska kapilarnej kondensacji w porach. W zalezno$ci od charakteru
porow oraz przebiegu petli histerezy wyro6znia si¢ podtyp IV (A) oraz IV (B), przy czym IV
(A) odpowiada materialom wykazujacym wyrazng histerez¢ sorpcji, natomiast IV (B)
obejmuje uktady, w ktorych petla histerezy jest stabo zaznaczona. Obecnos¢ i ksztalt petli

histerezy zalezg od struktury oraz geometrii pordw. Izotermy typu V majg charakter
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S-ksztattny 1 wystepuja w uktadach, w ktorych oddzialywania adsorbat—adsorbent sg stabe,
co prowadzi do niekorzystnej adsorpcji przy niskich warto$ciach ci$nienia, a nastepnie do jej
gwattownego wzrostu w wyniku kondensacji kapilarnej. Typ VI wystepuje stosunkowo
rzadko 1 jest obserwowany w przypadku jednorodnych powierzchni adsorpcyjnych,
na ktorych zachodzi wielowarstwowa adsorpcja o charakterze schodkowym. Poszczegdlne

stopnie izotermy odpowiadaja tworzeniu si¢ kolejnych warstw adsorbatu [207,209-210].
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Rysunek 3.19. Klasyfikacja izoterm adsorpcji azotu dla rownowag gaz—ciato state

wedlug TUPAC [206,208-209]

Histereza (rys. 3.20) jest zjawiskiem polegajacym na roznicy przebiegu izoterm
adsorpcji 1 desorpcji przy tych samych warto$ciach cisnienia wzglednego, wynikajacej
z wystepowania metastabilnych standw fazy skondensowanej w porach. Zjawisko to jest
najczesciej zwigzane z kondensacja kapilarng zachodzaca w mezoporach, a nastepnie z ich
oproznianiem podczas desorpcji. Obecnos$¢ petli histerezy wskazuje na wystepowanie
mezoporowatosci oraz ztozonej struktury porow, natomiast jej ksztatt i potozenie zaleza
od geometrii, topologii oraz rozktadu poréw w analizowanym adsorbencie [207,209-211].
Rodzaj petli histerezy H1 jest charakterystyczny dla materialdow porowatych o waskim
rozktadzie jednorodnych mezoporéw oraz wzglednie uporzadkowanej strukturze pordow,

w ktorych obserwuje si¢ regularny przebieg kondensacji kapilarnej. Petla H2 wystepuje
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w materiatach o ztoZzonej strukturze poréw, w ktdrych histereza wynika z efektow blokowania
pordw oraz ograniczen transportu adsorbatu w sieci porow. Moze ona przyjmowac
zroznicowane ksztalty w zaleznoSci od stopnia przewezenia pordw oraz sposobu
ich potaczenia. Petla H3 jest typowa dla materialdéw zawierajacych pory szczelinowe i czesto
nie wykazuje wyraznego plateau przy wysokich warto$ciach ci$nienia wzglednego,
co wskazuje na brak ograniczenia adsorpcji w zakresie wysokiego nasycenia. Petla H4
zwigzana jest z materialami zawierajagcymi zaréwno mikropory, jak 1 waskie mezopory,
w ktorych naktadaja si¢ efekty adsorpcji mikroporowej oraz kondensacji kapilarnej. Petla HS
wystepuje stosunkowo rzadko i jest obserwowana w materialach o ztozonej strukturze poréw,
obejmujacej czesciowo zablokowane mezopory oraz pory otwarte, co prowadzi

do nietypowego przebiegu histerezy [207,209-211].
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Rysunek 3.20. Klasyfikacja petli histerezy wedtug IUPAC [207,209-211]

111.5.4.4. Powierzchnia wilasciwa

Powierzchnia wtasciwa adsorbentow ma istotny wplyw na zdolnos¢ sorpcyjna
oraz efektywnos$¢ procesow chromatograficznych. Im wigksza powierzchnia dostepna
dla czasteczek analitu, tym wigksza liczba centrow adsorpcyjnych moze uczestniczy¢
w procesie adsorpcji, co wptywa na pojemnos$¢ sorpcyjng, retencj¢ oraz ogélng wydajnosé
separacji. Powierzchnia wlasciwa zalezy nie tylko od rodzaju adsorbentu i1 jego sktadu
chemicznego, lecz takze od struktury poroéw, rozkladu wielkosci ziaren oraz morfologii.
Doktadne poznanie powierzchni wiasciwej jest istotne przy projektowaniu faz stacjonarnych,
optymalizacji warunkéw chromatograficznych oraz interpretacji procesow adsorpcji i retencji

zachodzacych w kolumnie chromatograficznej [212].

80



W literaturze opisano wiele metod wyznaczania powierzchni wtasciwej adsorbentow,
wsrod ktorych szczegdlne miejsce zajmujg techniki oparte na adsorpcji gazdéw, najczesciej
azotu. Do najczesciej stosowanych nalezy metoda BET (Brunauera—Emmetta—Tellera),
umozliwiajaca iloSciowe okreslenie powierzchni dostepnej dla czasteczek adsorbatu
[163,173]. Metoda BET zostata uznana przez IUPAC za standardowa metod¢ wyznaczania
powierzchni wtasciwej materialdéw na podstawie pomiaréw adsorpcji gazow [211]. Metoda
BET opiera si¢ na modelu adsorpcji wielowarstwowej zgodnie z ktérym czasteczki gazu
gromadzg si¢ na powierzchni materiatu, tworzac poczatkowo monowarstwe, a nastepnie
kolejne warstwy o charakterze zblizonym do fazy skondensowanej. W analizach najcze¢sciej
wykorzystuje si¢ azot w temperaturze 77 K ze wzgledu na jego obojetnos¢ chemiczng
oraz dobrze poznane wlasciwosci adsorpcyjne. Pierwsza warstwa adsorbatu powstaje
w  wyniku oddzialywan adsorbat—adsorbent, natomiast kolejne warstwy tworzg si¢
na powierzchni wczesniej zaadsorbowanych czasteczek. Wraz ze wzrostem cis$nienia gazu
nastepuje stopniowe tworzenie kolejnych warstw adsorbatu, prowadzace do adsorpcji
wielowarstwowej. Proces rozpoczyna si¢ z chwilg kontaktu badanego materialu z gazem
adsorpcyjnym w kontrolowanej temperaturze. Nast¢pnie ciSnienie gazu jest stopniowo
zwigkszane, a dla kolejnych warto$ci rejestrowana jest ilo$¢ zaadsorbowanego gazu,
co pozwala na wyznaczenie izotermy adsorpcji. Na podstawie uzyskanych danych stosuje si¢
model BET, ktory umozliwia analize fragmentu izotermy w zakresie S$rednich wartoSci
cisSnienia wzglednego, a nastepnie okreslenie pojemno$ci monowarstwy adsorpcyjnej
oraz obliczenie powierzchni wlasciwej badanego materiatu [209-210]. Do analizy
wykorzystuje si¢ liniowy obszar izotermy wystepujacy w zakresie Srednich wartos$ci ci$nienia

wzglednego [213]. Rownanie BET przedstawiono we wzorze 3.40.

Ld 3.40
Py _ 1 +kBET_1_(£) (3.40)
n-(1-— Pi) N “kppr N kper \Po
0

gdzie: P 1 Py — odpowiednio ci$nienie czastkowe i ci$nienie nasycenia adsorbatu, n — ilo$¢
zaadsorbowanego gazu w warunkach réwnowagi przy danym P, n, — pojemnos¢
monowarstwowa (ilo$¢ adsorbatu odpowiadajaca pokryciu powierzchni pojedyncza warstwa),
a kppr — stala BET, zwigzana z energig oddziatywania adsorbat—powierzchnia adsorbentu.
Zardéwno n,, jak i kggr mozna wyznaczy¢ na podstawie regresji liniowej izoterm adsorpcji N2

w wykresach BET [214-216].
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Powierzchni¢ wtasciwa w metodzie BET oblicza si¢ na podstawie pojemnosci monowarstwy

adsorpcyjnej zgodnie ze wzorem 3.41.

SpEr = Ny - @2 (3.41)

gdzie: a® — powierzchnia przekroju poprzecznego pojedynczej czasteczki azotu

2 = 0,162 nm’, wynikajaca

w monowarstwie. W obliczeniach przyjmuje si¢ warto$¢ a
z modelu geometrycznego czasteczki azotu oraz zatozenia Scistego upakowania monowarstwy

adsorbatu na powierzchni materiatu [214-216].

Metod¢ BET mozna stosowa¢ w dwoch wariantach: wielopunktowym (Multi-point BET)
oraz jednopunktowym (Single-point BET). W wariancie wielopunktowym konieczne jest
wyznaczenie co najmniej trzech punktow pomiarowych w zakresie ci$nienia wzglednego,
zwykle od 0,05 do 0,35, przy czym doktadny zakres powinien by¢ dobrany w taki sposob,
aby zapewni¢ liniowo$¢ rownania BET. W przypadku, gdy dopuszczalna jest mniejsza
doktadno§¢ pomiaru lub konieczne jest skrocenie czasu analizy, stosuje si¢ wariant
jednopunktowy, w ktorym powierzchni¢ wlasciwa wyznacza si¢ na podstawie pojedynczego
punktu pomiarowego z wybranego zakresu ci$nienia wzglednego. Metoda wielopunktowa
BET charakteryzuje si¢ wigkszg doktadno$cig oraz wigkszg odpornoscig na btedy wynikajace
z niedostatecznego dopasowania modelu do danych eksperymentalnych. Wykorzystanie wielu
punktow pomiarowych pozwala na doktadniejsze odwzorowanie przebiegu izotermy

adsorpcji, a tym samym zwigksza wiarygodno$¢ wyznaczanych parametrow [163,217-218].

II1.5.5. Stabilno$¢ termiczna adsorbentow

Stabilnos¢ termiczna adsorbentéw stosowanych w chromatografii cieczowej jest
istotnym czynnikiem determinujgcym trwato$¢ oraz przydatnos¢ faz stacjonarnych.
Adsorbenty powinny zachowywa¢ swoje witasciwosci fizykochemiczne w warunkach
podwyzszonej temperatury, zarOwno podczas syntezy 1 modyfikacji, jak i w trakcie
eksploatacji kolumn chromatograficznych. Pod wplywem ogrzewania moga zachodzi¢
procesy prowadzace do zmian struktury porowatej oraz ubytku grup funkcyjnych, co moze
skutkowa¢ zmiang parametréw retencji i pogorszeniem efektywnosci rozdzielania. Stabilnos¢
termiczna jest zatem bezposrednio zwigzana z trwato$cig fazy stacjonarnej, zywotnoscia
kolumny chromatograficznej oraz powtarzalnosciag wynikdw chromatograficznych [219-221].

Do teoretycznego opisu stabilnosci termicznej adsorbentéw niezbgdne jest
uwzglednienie procesOw zachodzacych w materiale wraz ze wzrostem temperatury.

W nizszych temperaturach dochodzi zwykle do usuwania fizycznie zaadsorbowanej wody
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oraz rozpuszczalnikow pozostalych po procesie syntezy. W wyzszych temperaturach
obserwuje si¢ zmiany chemiczne, takie jak rozpad grup organicznych zwigzanych
z powierzchnig adsorbentu, dehydroksylacje grup silanolowych, a w skrajnych przypadkach
réwniez degradacj¢ struktury nos$nika. Temperatura, przy ktérej rozpoczynaja si¢
nieodwracalne zmiany strukturalne, okreslana jest jako temperatura poczatku rozktadu
1 stanowi jeden z podstawowych wskaznikow stabilnosci termicznej materiatu [222]. Ocena
stabilnosci termicznej adsorbentow jest mozliwa dzigki zastosowaniu metod analizy
termicznej, sposrod ktorych wyrdznia sie termograwimetrie¢ (TG) oraz jej pochodna
réznicowg termograwimetri¢ (DTG). Metoda TG polega na ciagglym rejestrowaniu zmian
masy probki w funkcji temperatury podczas kontrolowanego ogrzewania. Ubytek masy
zwigzany jest z procesami zachodzacymi w materiale, takimi jak desorpcja sktadnikow
lotnych czy rozklad termiczny warstw organicznych. Krzywa TG odzwierciedla wiec
catkowity przebieg zmian masy i pozwala okresli¢ ich intensywno$¢ oraz zakres
temperaturowy wystepowania. Metoda DTG stanowi rozwinigcie analizy TG 1 polega
na wyznaczeniu pierwszej pochodnej zmiany masy wzgledem temperatury. Krzywa DTG
przedstawia szybko$§¢ ubytku masy i umozliwia identyfikacje poszczegdlnych etapow
rozktadu, nawet jesli na krzywej TG ulegaja one czeSciowemu nalozeniu. Maksima
na krzywej DTG odpowiadaja temperaturom, w ktorych procesy degradacji przebiegaja
z najwieksza intensywnoscig. Dzigki polaczeniu informacji uzyskanych z TG 1 DTG mozliwe
jest okreslenie mechanizmu przemian termicznych, ich etapowo$ci oraz temperatur
charakterystycznych dla poszczegélnych proceséw zachodzacych w adsorbencie. Na rysunku
3.21 przedstawiono typowe krzywe: termograwimetryczne (TG) oraz rdznicowe]

termograwimetrii (DTG) [222-225].
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Rysunek 3.21. Typowe krzywe termograwimetryczne (TG) i roznicowej
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II1.6. Zastosowanie chromatografii cieczowej w analizie substancji
biologicznie czynnych

Metody analityczne s3 niezbgdne na kazdym etapie opracowywania i wytwarzania
lekéw, zapewniajac ich skuteczno$¢ oraz zgodno$¢ z wymaganiami regulacyjnymi. Juz
w fazie odkrywania nowych substancji leczniczych wykorzystuje si¢ je do identyfikacji oraz
charakterystyki potencjalnych produktow, w tym oceny ich czystosci chemicznej
1 wlasciwosci fizykochemicznych [226]. Chromatografia cieczowa jest jedng z najczesciej
stosowanych technik w laboratoriach analitycznych i znajduje szerokie zastosowanie opisane
w farmakopeach. W badaniach 1 rozwoju lekow chromatografia cieczowa shuzy
do rozdzielania, oznaczania ilo§ciowego oraz oceny czysto$ci substancji czynnych (APIL,
ang. Active Pharmaceutical Ingredient), produktow posrednich oraz zanieczyszczen.
W kontroli jakosci w farmacji technika ta jest wykorzystywana do weryfikacji, czy surowce,
produkt koncowy spelniaja wymagania specyfikacyjne oraz czy nie zawieraja zanieczyszczen
[227-228]. Przemyst farmaceutyczny szeroko stosuje wysokosprawng chromatografi¢
cieczowa (HPLC) w celu spelnienia wymagan regulacyjnych, takich jak FDA (ang. Food
and Drug Administration) oraz EMA (ang. European Medicines Agency). Technika
ta odgrywa réwniez kluczowa role w walidacji metod analitycznych oraz opracowywaniu
dokumentacji wymaganej w procesie rejestracji produktow leczniczych [227]. Najczesciej
stosowang technika chromatografii cieczowej jest chromatografia w odwréconym uktadzie
faz (RPLC), znajdujaca zastosowanie w analizie substancji czynnych o zrdéznicowanej
lipofilowo$ci. Zwiazki jonizowalne, powszechnie wystepujace w farmacji, moga byc¢
skutecznie analizowane w warunkach HILIC, czesto z wykorzystaniem odpowiedniej
modyfikacji pH fazy ruchomej lub zastosowaniem reagentéw tworzacych pary jonowe.
Wprowadzenie chromatografii UHPLC, wykorzystujacej kolumny wypelnione ziarnami
adsorbentu o $rednicy ponizej 2 pum i pracujacej przy wysokim ci$nieniu, umozliwito
znaczagce skrocenie czasu analizy przy jednoczesnym zachowaniu wysokiej sprawnosci
1 rozdzielczo$ci chromatograficznej. [226]. Z powodzeniem badano 1 wdrazano rézne techniki
chromatograficzne wykraczajace poza RPLC, np.: chromatografi¢ wymiany jonowej,
chromatografi¢ wykluczenia, chromatografi¢ oddzialywan hydrofobowych, chromatografie
oddziatywan hydrofilowych, chromatografi¢ cieczowa w fazie odwroconej z wigzaniem
jonowym, czy chromatografi¢ powinowactwa [226-230].

W niniejszej pracy doktorskiej przedstawiono wyniki wstepnych badan dotyczacych
analizy heparyny pochodzenia zwierzecego. Wyniki te zaprezentowano w kolejnych

rozdziatach rozprawy.
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I11.6.1. Heparyna — charakterystyka i metody oznaczania

Heparyna (rys. 3.22) jest linlowym, heterogennym, anionowym oraz silnie
usiarczanionym polisacharydem nalezagcym do grupy glikozaminoglikanéw. Sklada sie¢
z powtarzajacych si¢ jednostek disacharydowych, zbudowanych z reszt heksozaminy
oraz kwasu uronowego. Jednostki te mogg by¢ modyfikowane przez grupy N-acetylowe,
N-sulfonowe oraz O-sulfonowe w réznych pozycjach, co prowadzi do wysokiej zmiennosci
sekwencyjnej czasteczki [230-233]. Heparyna, podobnie jak inne naturalne polisacharydy,
charakteryzuje si¢ znaczng heterogenicznos$cig strukturalng obejmujaca zréznicowang mase
czasteczkowg, stopien usiarczanowania, sktad jednostek cukrowych oraz ich sekwencje.
Zakres tej zmiennos$ci determinowany jest zarowno przez zrodto tkankowe, jak 1 zastosowang
metode ekstrakcji [234]. Heparyna jest jednym z najczg$ciej stosowanych $rodkow
przeciwzakrzepowych w praktyce klinicznej. Wykorzystuje si¢ ja m.in.: podczas zabiegow
wewnatrznaczyniowych, hemodializy oraz w profilaktyce i leczeniu zakrzepicy. Dodatkowo
heparyna wykazuje szereg efektow biologicznych, w tym dziatanie przeciwzapalne
oraz potencjalne wlasciwosci przeciwwirusowe i1 przeciwnowotworowe, wynikajace z jej
zdolnosci do interakcji z cytokinami, czgsteczkami adhezyjnymi oraz komoérkami ukladu
odpornosciowego [235]. W skali przemystowej heparyna niefrakcjonowana pozyskiwana jest
z blony S$luzowej jelita cienkiego $win. Proces izolacji tego polisacharydu wigze si¢
z jednoczesnym otrzymywaniem znacznych ilosci glikozaminoglikanéw strukturalnie
podobnych do heparyny, a takze frakcji o nizszej aktywnosci przeciwzakrzepowej [236].
Analizy strukturalne i funkcjonalne wykazaty istotne réznice pomiedzy heparyna bydlgca
a $winska. Heparyna bydlgca charakteryzuje si¢ odmienng budowa, wigksza
heterogeniczno$cia czasteczkowa oraz nizszym udzialem sekwencji pentasacharydowych
odpowiedzialnych za wigzanie antytrombiny w poréwnaniu z heparyng $winska,
ktéra wykazuje bardziej jednorodny profil strukturalny. W konsekwencji obserwuje si¢
roznice w aktywno$ci biologicznej, w tym w sile dziatania przeciwzakrzepowego
oraz powinowactwie do biatek wigzacych, takich jak antytrombina i protamina. Roznice
te moga wplywa¢ na konieczno$¢ dostosowania dawek terapeutycznych w zaleznoSci
od zrédta heparyny, co ogranicza mozliwos$¢ ich bezposredniej zamienno$ci w praktyce

klinicznej [237-238].
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Rysunek 3.22. Struktura heparyny

Chromatografia cieczowa jest obecnie jedng z najczesciej stosowanych metod
oczyszczania polisacharydéw ze wzgledu na jej wysoka skutecznos¢. Wraz z rozwojem
adsorbentow chromatograficznych oraz metod separacji technika ta znajduje zastosowanie
nie tylko w rozdzielaniu polisacharydow o zréznicowanych wlasciwosciach, lecz takze
w analizie ich profili strukturalnych, czgsto w polaczeniu z detekcjg spektrometrii mas.
W analizie heparyny stosuje si¢ rozne techniki HPLC, przy czym szczeg6lne znaczenie majg
separacje oparte na mechanizmie wymiany jonowej oraz chromatografii w odwrdéconym
uktadzie faz z zastosowaniem odczynnikow par jonowych. Chromatografia na silnych
anionitach (SAX, ang. Strong Anion Exchange) wykorzystywana jest do izolacji,
oczyszczania oraz mapowania oligosacharydéw powstajacych w wyniku depolimeryzacji
heparyny [239-240]. W literaturze opisano réwniez zastosowanie techniki HILIC
w polaczeniu z wysokorozdzielcza spektrometria mas (Q-TOF MS, ang. Quadrupole
Time-of-Flight Mass Spectrometry) do analizy disacharydow oraz fragmentow pochodzacych
z heparyny i heparyny drobnoczasteczkowej (LMWH, ang. Low Molecular Weight Heparin).
W metodzie tej faza HILIC umozliwia skuteczne rozdzielenie silnie polarnych sktadnikow,
co zwigksza jej kompatybilnos¢ z detekcja masowa i pozwala na identyfikacje licznych
fragmentéw strukturalnych heparyny. Dzieki temu mozliwe jest porownanie profilu
disacharydowego oraz wykrycie niewielkich réznic pomiedzy poszczegdlnymi probkami
heparyny [234]. Coraz czgéciej do analizy heparyny stosuje si¢ techniki UHPLC,
ktore stanowia rozwinigcie klasycznej chromatografii HPLC i1 umozliwiaja prowadzenie
analiz przy uzyciu kolumn wypetlionych ziarnami adsorbentu o bardzo malej $rednicy
oraz przy wysokich cisnieniach. Yang i1 wspolpracownicy [241] opracowali metode
RPIP-UPLC-MS  (ang.  Reversed-Phase  Ion-Pairing  Ultra-Performance  Liquid
Chromatography with Mass Spectrometry), w ktorej po enzymatycznej depolimeryzacji
heparyny do fragmentow disacharydowych zastosowano chromatografie¢ odwréconych faz

Z parowaniem jonowym sprzezong ze spektrometrig mas. Metoda ta umozliwila rozdzielenie
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1 identyfikacj¢ o$miu glownych disacharydow przy zachowaniu krotkiego czasu analizy
oraz wysokiej czutosci detekcji. Technika okazata si¢ szczegolnie uzyteczna w badaniach
biologicznych, w ktorych dostepna ilos¢ materiatu analitycznego jest ograniczona.
W  najnowszej literaturze Ouyang 1 wspolpracownicy [242] opisuja osiggnigcia
w wykorzystaniu chromatografii cieczowej sprzgzonej ze spektrometria mas (LC-MS)
w badaniach strukturalnych heparyny. Autorzy podkreslaja, ze ze wzgledu na zlozonos¢
struktury heparyny, obejmujaca réznorodne jednostki disacharydowe, zmienny stopien
sulfatacji oraz obecno$¢ regiondow lacznikowych, konieczne jest stosowanie technik
o wysokiej rozdzielczo$ci 1 czutosci detekcji. Zastosowanie UHPLC w polaczeniu
z wysokorozdzielczg spektrometrig mas (HRMS, ang. High-Resolution Mass Spectrometry)
umozliwia dokladng identyfikacj¢ poszczegdlnych fragmentéw heparyny oraz ocen¢ rdznic
pomigdzy partiami produkcyjnymi.

Podsumowujac, chromatografia cieczowa, w tym nowoczesne techniki takie jak
UHPLC 1 LC-MS, stanowi obecnie jedng z kluczowych metod analizy i charakterystyki
heparyny, umozliwiajac oznaczanie jej skladnikow, szczegdélowe badanie fragmentow

oraz oceng¢ roznic pomig¢dzy partiami produkcyjnymi.
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IV. CZESC BADAWCZA

IV.1. Materialy badawcze i aparatura pomiarowa

IV.1.1. Wykaz i charakterystyka analitow zastosowanych w badaniach
eksperymentalnych
W badaniach eksperymentalnych zastosowano zestaw zwigzkéw o zrdznicowanej
budowie chemicznej, polarnosci 1 masie czasteczkowej. Dobor analitdéw miat na celu probe
zrozumienia mechanizméw sorpcji w chromatografii cieczowej, a takze ocene¢ wpltywu
struktury czasteczek na charakter oddziatywan migdzy analitem a fazg stacjonarng.

W celu analizy mechanizmu sorpcji w chromatografii cieczowej, jako zwiazki testowe
zastosowano fenol, kofeing oraz kwercetyng. Zwiazki te wybrano ze wzgledu na ich
zrdznicowang struktur¢ oraz obecno$¢ roznych grup funkcyjnych, co czyni je uzytecznymi
w badaniach mechanizméw retencji. Fenol, jako prosty zwigzek aromatyczny, zawierajacy
pojedyncza grupe hydroksylowa umozliwia analize podstawowych oddziatywan
np. oddzialywan wodorowych oraz oddziatywan typu m—m. Kofeina, charakteryzujaca si¢
bardziej ztozong struktura i zawierajaca liczne heteroatomy (azotu i tlenu), umozliwia analize
roli grup donorowych 1 akceptorowych w oddziatywaniach migdzyczasteczkowych.
Natomiast kwercetyna, jako zwigzek polifenolowy zawierajacy liczne grupy hydroksylowe
oraz rozbudowany uktad aromatyczny, pozwala na analiz¢ zlozonych oddzialywan
wynikajacych z obecnosci wielu grup funkcyjnych zdolnych do jednoczesnych interakcji,
takich jak wigzania wodorowe, oddziatywania n—mn oraz oddziatywania dipol—dipol.

Heparyng sodowa oraz ekstrakty biologiczne pochodzenia zwierzecego zawierajace
heparyng¢ w postaci soli sodowych zastosowano jako analit modelowy w badaniach
nad wykorzystaniem chromatografii cieczowej do analizy zwigzkow biologicznie czynnych.
Ze wzgledu na polianionowy charakter i duza mase czasteczkowa heparyna umozliwia oceng
wpltywu oddziatywan elektrostatycznych na mechanizm retencji. Przeprowadzone badania
pozwolity oceni¢ wplyw sktadu fazy ruchomej oraz pH na retencje, rozdzielczos¢ i czutosé
oznaczenia w ukladach HPLC z zastosowaniem réznych kolumn chromatograficznych.
Uzyskane wyniki umozliwily optymalizacj¢ warunkow separacji heparyny sodowej i moga
stanowi¢ punkt odniesienia w analizie zwigzkow o podobnych wiasciwosciach
fizykochemicznych. W tabeli 4.1 przedstawiono charakterystyke analitow zastosowanych

w badaniach eksperymentalnych.
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Tabela 4.1. Charakterystyka analitow zastosowanych w badaniach eksperymentalnych [243-246]

Analit

Wz6ér chemiczny

Masa
molowa
(g/mol)

LogP

pk,
(25°C)

Polarnosé
powierzchni

A%

Donor
wodoru

Akceptor
wodoru

Zastosowanie
w badaniach
eksperymentalnych

FENOL

OH

94,11

1,46

~9,99

20,20

Badanie wplywu r6znych
warunkow
chromatograficznych
na proces sorpcji,
wyznaczanie rozkladu energii
adsorpcji.

KOFEINA

194,19

—-0,07

14

58,40

Badanie wplywu r6znych
warunkow
chromatograficznych
na proces sorpcji,
wyznaczanie rozktadu energii
adsorpcji.

KWERCETYNA

302,23

2,08

~6,38

127

Badanie wplywu réznych
warunkow
chromatograficznych
na proces sorpcji.

HEPARYNA

SODOWA

(C 12H19NOZOS3Na)n
(jednostka powtarzalna)

17000 —
19000

<2

liczne

liczne

Analiza rozdzielczosci,
wykrywalnosci substancji
biologicznie czynnych.




IV.1.2. Odczynniki

W badaniach eksperymentalnych zastosowano nastgpujace substancje chemiczne:

e Acetonitryl, czysto$¢ chromatograficzna (= 99,9 %), Honeywell,

e Metanol, czysto§¢ chromatograficzna (> 99,9 %), Honeywell,

e Propan-2-ol, cz.d.a., Merck,

e Octan sodu, cz.d.a., Chempur

e Kwas octowy, cz.d.a., Chempur

e Woda dejonizowana, ELKAR typ SolPure-78Z,

e Fenol, cz.d.a., Sigma - Aldrich,

e Kofeina, cz.d.a., Alfa Aesar,

e Kwercetyna, cz.d.a., Chemapol,

e Heparyna sodowa — wzorzec 1 - Toronto Research Chemicals Inc., TRC, Canada,

e Heparyna sodowa — wzorzec 2 - European Pharmacopoeia Reference Standard
(heparin for physico-chemical analysis), EDQM, Council of Europe, Strasburg,

e Dwa cekstrakty pochodzenia zwierzgcego zawierajace heparyng w postaci soli

sodowych, otrzymane z firmy Animex Foods Polska.

IV.1.3. Kolumny chromatograficzne zastosowane w badaniach
eksperymentalnych

Do oceny wlasciwosci chromatograficznych w roéznych warunkach separacji
zastosowano dwie kolumny: Thermo Scientific Hypersil GOLD HILIC oraz Shodex SILICA
SNH 4D. Nalezy zauwazy¢, ze obie kolumny moga by¢ zastosowane zaréwno
w chromatografii RPLC, NPLC oraz w HILIC. Do analizy wzorcéw heparyny sodowe;j
oraz heparyny sodowej z ekstraktow biologicznych pochodzenia zwierzgcego zastosowano
kolumne Merck LiChroCART Purospher STAR NH: pracujaca w uktadzie HPLC oraz dwie
kolumny stosowane w pomiarach prowadzonych =z wuzyciem systemu UHPLC:
Thermo Scientific Hypercarb Porous Graphitic Carbon oraz Macherey-Nagel NUCLEOSIL
120-3 C18. Parametry wszystkich kolumn zestawiono w tabeli 4.2. W przypadku kolumny
Hypersil GOLD HILIC producent nie podaje szczegdlowej modyfikacji chemicznej
wypelnienia, faza stacjonarna oparta jest na krzemionce z polarng modyfikacja przeznaczong
do chromatografii HILIC. Dodatkowo producenci nie udostgpniajg informacji dotyczacej

powierzchni wtasciwej dla kolumn: Hypersil GOLD HILIC i Shodex SILICA 5NH 4D.
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Tabela 4.2. Parametry kolumn chromatograficznych zastosowanych w badaniach

eksperymentalnych
Nazwa kolumny Faza Wymiary | Srednica | Rozmiar | Powierzchnia
chromatograficznej, stacionarna kolumny | ziarna porow wlasciwa
producent J (mm) (nm) A) (m%/g)
Hypersil GOLD olarna dane
HILIC, Thermo po & 4,6 x 150 5 175 :
Scientific krzemionka niedostepne
SILICA 5NH 4D, krzemionka dane
Shodex aminopropylowa 4,6x 150 > 100 niedostgpne
LiChroCART krzemionka
Purospher STAR NHa, . 4,0x 125 5 120 330
Merck aminopropylowa
Hypercarb Porous
Graphitic Carbon porowaty wegiel
HPLC, Thermo grafitowy 2,1x100 3 250 120
Scientific
Cl\llgchﬁfglsgg}/—ll\zlg;l krzemionka C18 | 4,0x 100 3 120 200

IV.1.4. Adsorbenty komercyjne i niekomercyjne zastosowane
w badaniach eksperymentalnych

W tabeli 4.3 przedstawiono zestawienie adsorbentéw komercyjnych i niekomercyjnych
zastosowanych w badaniach réwnowagi adsorpcyjnej oraz w analizie ich wlasciwosci
fizykochemicznych 1 granulometrycznych. Adsorbenty niekomercyjne wykorzystane
w badaniach zostaly opracowane 1 zsyntetyzowane w Katedrze Technologii
i Materiatoznawstwa Chemicznego Politechniki Rzeszowskiej. Adsorbenty MCM-41-Cl
oraz MCM-41-Gly otrzymano w wyniku modyfikacji powierzchni mezoporowatej
krzemionki typu MCM-41 odpowiednio (3-chloropropylo)trimetoksysilanem
oraz (3-glicydyloksypropylo)trimetoksysilanem (GLYMO). Natomiast w tabeli 4.4
zestawiono fazy stacjonarne pozyskane z kolumn chromatograficznych. Wszystkie badane
adsorbenty = bazowaly na materiatach krzemionkowych, obejmujacych zardéwno
konwencjonalng krzemionke chromatograficzng stosowang jako faza stacjonarna
w kolumnach HILIC i RP, jak réwniez mezoporowate materialy krzemionkowe typu
MCM-41 oraz ich modyfikacje. W przypadku adsorbentéw komercyjnych podano dane
techniczne udostgpnione przez producentdw np.: nazwe handlowa, rodzaj materiatu, wielkos¢

ziaren, rozmiar porow oraz powierzchni¢ wtasciwa.
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Tabela 4.3. Wykaz komercyjnych i niekomercyjnych adsorbentow zastosowanych

w badaniach eksperymentalnych

Adsorbenty komercyjne
WielkoSci ziaren
Nazwa adsorbentu Producent Rodzaj adsorbentu (dane od
producenta)
LiChrospher . .
4000 Si Merck krzemionka (SiO,) 10 um
LiChrospher 60 Si Merck krzemionka (SiO,) 12 um
Silica gel 60 Merck krzemionka (SiO,) 0,015-0,040 mm
Silica gel 60 (Art. . .
7733) Merck krzemionka (SiO,) 0,2-0,5 mm
Adsorbenty niekomercyjne
_ mezoporowata L
MCM-41 Synteza (PRz) krzemionka (SiOs)
mezoporowata
MCM-41-Cl Synteza (PRz) krzemionka (Si0)
modyfikowana grupami
chloropropylowymi
mezoporowata
krzemionka (SiO2)
MCM-41-Gly Synteza (PRz) modyfikowana grupami -—
glicydylowymi

Tabela 4.4. Wykaz adsorbentow komercyjnych pozyskanych z kolumn chromatograficznych

Nazwa kolumny Wielkosé Rozmiar Powierzchnia
chromatograficznej, Rodzaj adsorbentu ziarna poréw wlasciwa
producent (um) A) (m’/g)
TSK-Gel Amide-80, mok(;zglil;oni{r?a(&ozzmi 5 80 450
Tosoh Bioscience ylixowana grup
amidowymi
Eurospher 11100-5 mokézgirlilg\)vnelfr?a(&oze)lmi 5 100 320
HILIC, Knauer ylkowana grup
zwitterjonowymi
Nucleodur C18 krzemionka (SiO2)
Gravity, Macherey- | modyfikowana grupami 5 110 338
Nagel C18
Purospher STAR | | “oemon e O i 5 120 330
NH,, SUPELCO"™ v gtupa
aminopropylowymi

93




IV.1.5. Aparatura pomiarowa
W badaniach zastosowano zestawy aparatury umozliwiajacej prowadzenie badan
chromatograficznych, analiz wtasciwosci fizykochemicznych oraz badan granulometrycznych

adsorbentow komercyjnych 1 niekomercyjnych. Zastosowang aparatur¢ pomiarowq

zestawiono w tabeli 4.5.

Tabela 4.5. Aparatura pomiarowa zastosowana w badaniach eksperymentalnych

Rodzaj analizy Nazwa aparatury Producent Opis

Chromatograf cieczowy skladat si¢
z pompy eluentu (model 1110),
termostatu kolumnowego

Chromatograf (model 1310) oraz detektora UV
. Merck — .
cieczowy o (model 1410). Sterowanie uktadem
. Hitachi . .
Primaide oraz rejestracje danych prowadzono
z wykorzystaniem oprogramowania
D-7000 HSM firmy Merck.

Chromatograf cieczowy skladal sie
z interfejsu (D-7000), pompy

. . (L-7100), termostatu kolumnowego

LaChrom Hitachi (L-7360), detektora UV-DAD

(L-7455) oraz degazera (L-7612).

Chromatograf

Analiza .
cieczowy Merck —

chromatograficzna

System UHPLC sktadat si¢ z pompy
(UltiMate 3000 RS Pump),
Chromatograf autosamplera (UltiMate 3000 RS
cieczowy UHPLC Dionex Autosampler), termostatowane;j
komory kolumny (UltiMate 3000 RS

Ultimate 3000 Column Compartment), detektora
UV-DAD (UltiMate 3000 RS Diode
Array Detector) oraz degazera.
Badania prowadzono przy uzyciu
. .. mikroskopu elektronowego
Analiza morfologii . . .
owierzchni Stotowy wyposazonego w termiczne zrodto
: dsorbentéw elektronowy elektronow (5 kV). Zakres
mikroskop Thermo Fisher | powiekszen wynosit 525-24 000x.
oraz lokalnego . S . . .
skladu skaningowy Scientific Obrazowanie realizowano w trybie
. Phenom-World elektronéw wtérnych (SE)
pierwiastkowego .
(rys. 4.1) oraz wstecznie rozproszonych

(BSE). Uzyskane obrazy zapisywano
w pamigci flash.
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Tabela 4.5. c.d. Aparatura pomiarowa zastosowana w badaniach eksperymentalnych

Rodzaj analizy

Nazwa
aparatury

Producent

Opis

powierzchni
adsorbentow
oraz lokalnego
skladu

Analiza morfologii

pierwiastkowego

Mikroskop
skaningowy

wyposazony

MaxN

MIRA3 SEM,

w spektrometr
EDS, model X-

TESCAN
(Czechy)/
Oxford
Instruments

Skaningowy mikroskop
elektronowy (SEM) wyposazony
w spektrometr EDS, umozliwiajacy
wysokorozdzielcze obrazowanie
topografii powierzchni oraz analize
sktadu chemicznego badanych
adsorbentow. Uzyskiwana
rozdzielczos¢ obrazu wynosita
< 1,2 nm przy napigciu
przyspieszajacym 30 kV,
natomiast zakres napigcia
przyspieszajacego elektronow
wynosit 0,1-30 kV.

Analiza iloSciowa
i jakos$ciowa

pierwiastkowego
adsorbentow

calkowitego skladu

MS, iCAP RQ,

Spektrometr ICP-

Thermo
Scientific

Urzadzenie charakteryzowato si¢
wysoka czutoscig (LOD w zakresie
ppb—ppt), zakresem mas (m/z) od 7
do 250 oraz doktadnoscia
wynoszaca zazwyczaj £ 1-5 %.
Praca w trybach: standardowym,
kinetically controlled (KED) oraz
reaction cell, a jego dziatanie byto
sterowane oprogramowaniem
Qtegra ISDS.

Analiza rozkladu
wielkoS$ci ziaren
adsorbentow

Analizator
Mastersizer

Malvern
Instruments
(Wielka
Brytania)

Aparatura dziatata w oparciu

o zasade dyfrakcji laserowej

i umozliwiata analizg wielko$ci

ziaren adsorbentow w zakresie

od kilkuset nanometréw do kilku

milimetréw. Byla wyposazona

w system optyczny

o wysokiej rozdzielczosci oraz

oprogramowanie umozliwiajgce
analiz¢ i interpretacj¢ danych

Analiza wielkoS$ci
i objetos$ci porow
oraz powierzchni
wladciwej
adsorbentow

NOVA 1200e
Surface Area
&Pore Size
Analyzer

Quantachrome
Instruments

wynikow (ponizej 2 %). Aparatura

pomiarowych.
Analizator umozliwiat wyznaczanie
powierzchni wlasciwej metoda
BET oraz rozktadu rozmiarow
i objetosci poréw metoda
adsorpcji/desorpcji gazéw (N2).
Zakres oznaczanej powierzchni
wlasciwej wynosit
od okoto 0,01 m?/g, natomiast
zakres rozmiaru porow si¢gat
do okoto 500 nm. Urzadzenie
charakteryzowato si¢ wysoka
precyzja i powtarzalno$cia

pracowata w warunkach prozni
oraz kontrolowanego przeptywu
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Tabela 4.5. c.d. Aparatura pomiarowa zastosowana w badaniach eksperymentalnych

Rodzaj analizy Nazwa Producent Opis
aparatury

Analiza termograwimetryczna
. . oparta na detekcji zmiany masy

Ana:lez:;lsitcazl::il.msa Termograwimetr TA probki i zmiany temperatury
adsorben t()Jw TG Instruments w funkcji zadanego przebiegu
temperaturowego. Zakres pracy

aparatu 25 — 900 °C.

Rysunek 4.1. Stolowy elektronowy mikroskop skaningowy Phenom-World

IV.2. Metodyka badan eksperymentalnych

IV.2.1. Badania chromatograficzne

1V.2.1.1. Wplyw temperatury na retencje substancji testowych

Badania wplywu temperatury na retencj¢ substancji testowych (fenolu, kofeiny
1 kwercetyny) prowadzono w warunkach izokratycznych, przy staltym przeptywie eluentu
wynoszacym 1 cm’/min. Kazde do$wiadczenie wykonywano trzykrotnie. Otrzymane wyniki
charakteryzowaty si¢ dobrg powtarzalnoscia, dlatego do dalszej analizy przyjmowano $rednie
wartosci wspotczynnika retencji. Badania prowadzono z wykorzystaniem dwoéch kolumn
chromatograficznych: Hypersil GOLD HILIC oraz Shodex SILICA 5NH 4D. Jako fazy
ruchome stosowano mieszaniny: acetonitryl:woda (ACN:H20) oraz metanol:woda
(MeOH:H:0), zawierajace 70, 90, 95 i 99 % (v/v) sktadnika organicznego. Do odgazowania
faz ruchomych bezposrednio po ich przygotowaniu stosowano tazni¢ ultradzwigkowa,
w ktorej proces prowadzono przez 5 minut. Wode destylowana, dejonizowang
1 demineralizowang przygotowywano przy uzyciu dejonizatora wody SolPure-78Z (ELKAR).
Stezenie badanych substancji testowych wynosito 20 pg/cm?, a roztwory przygotowywano

bezposrednio w eluentach stosowanych w analizie, co zapewnialo optymalne warunki
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chromatograficzne. Temperatur¢ zmieniano, co 5 °C w zakresie od 20 °C do 50 °C. Objetos¢
wprowadzanej probki wynosita 0,02 cm’. Przed rozpoczeciem serii eksperymentow kazda
kolumng stabilizowano poprzez jej przeptukanie fazg ruchomg w objetosci odpowiadajacej
dwudziestokrotnej objetosci kolumny, zgodnie z zaleceniami producenta. Detekcje pikéw
chromatograficznych prowadzono przy diugosci fali: 250 nm dla kofeiny oraz 270 nm
dla fenolu i1 kwercetyny, co zapewnialo uzyskanie wyraznych sygnatow detektora UV
lub DAD. Na podstawie uzyskanych pikow chromatograficznych analizowanych substancji
testowych wyznaczano czasy retencji, definiowane jako czas odpowiadajacy maksimum piku.
Otrzymane piki byly symetryczne i1 zblizone ksztalttem do krzywej Gaussa. Czasy retencji
korygowano poprzez odjecie tzw. czasu martwego przewodoéw, definiowanego jako czas
przeptywu fazy ruchomej przez kapilary taczace dozownik z kolumng chromatograficzng
oraz kolumne z detektorem. Czas martwy przewodow wyznaczano do§wiadczalnie
dla stosowanej aparatury i warunkoOw pomiarowych. Paramtery chromatograficzne
zastosowanych kolumn w tym eksperymencie przedstawiono w tabeli 4.6. Stosunek faz, F,

zostal obliczony za pomoca rownania opisanego w podrozdziale I11.3. wzor 3.27.

Tabela 4.6. Parametry chromatograficzne zastosowanych kolumn w badaniach

eksperymentalnych
Czas retencji . x
Nazwa kolumny o . Porowatos$¢
. substancji inertnej, . . Stosunek faz, F
chromatograficznej . calkowita zloza, &,
to (min)

Hypersil GOLD HILIC 1,729 0,694 0,441
Shodex SILICA 5NH 4D 1,795 0,720 0,388

Analiza danych termodynamicznych polegata na wyznaczeniu zmian warto$ci entalpii,
AH oraz wartosci entropii, AS, na podstawie rownania van’t Hoffa (podrozdziat I11.3. — wzor
3.26). Zastosowano metode regresji liniowej, wykorzystujac zaleznosci Ink = f(1/T),
gdzie k oznacza wspoOlczynnik retencji, a T oznacza temperature bezwzgledng. Analiza
ta umozliwila ocen¢ wplywu temperatury na proces sorpcji. Dopasowanie danych
eksperymentalnych do modelu van’t Hoffa oceniano na podstawie warto$ci wspotczynnika
determinacji R?, obliczanego z wykorzystaniem programu OriginPro 8.5.1. Wartoéé R?
stanowita miar¢ zgodnosci danych eksperymentalnych z modelem teoretycznym. Istotno$¢
statystyczng modelu oceniano na podstawie analizy wariancji regresji (ANOVA,

ang. Analysis of Variance) z zastosowaniem testu Fishera (F;.; ) oraz warto$ci p, przyjmujac
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kryterium p < 0,05. Zastosowanie regresji liniowe]j oraz analizy wariancji umozliwilo ocen¢

stopnia dopasowania modelu teoretycznego oraz jego istotnosci statystycznej [247—-248].

1V.2.1.2. Wplyw sktadu fazy ruchomej na retencje substancji testowych

Analiz¢ wptywu modyfikatora fazy ruchomej na retencj¢ badanych substancji
testowych prowadzono w warunkach izokratycznych, przy stalym przeptywie fazy ruchome;j
wynoszagcym 1 cm?min oraz statej temperaturze 20 °C. Wszystkie eksperymenty
wykonywano trzykrotnie. Uzyskane wyniki charakteryzowaly si¢ dobrg powtarzalnoscia,
dlatego do dalszej analizy przyjmowano $rednie wartosci wspdtczynnika retencji. Badania
prowadzono z wykorzystaniem dwoch kolumn chromatograficznych: Hypersil GOLD HILIC
oraz Shodex SILICA 5NH 4D. Do badan zastosowano fazy ruchome skladajace si¢
z mieszanin: ACN:H,0 oraz MeOH:H,0, w ktérych udziat sktadnika organicznego wynosit
60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 oraz 99 % (v/v). Do odgazowania faz ruchomych bezposrednio
po ich przygotowaniu stosowano tazni¢ ultradzwigkowa, w ktorej proces prowadzono przez
5 minut. Stezenie badanych substancji testowych wynosito 20 pg/cm?® a roztwory
przygotowywano bezposrednio w eluentach stosowanych w analizie, co zapewniato
optymalne warunki chromatograficzne. Objeto$é nastrzyku wynosita 0,02 cm’. Przed
rozpoczeciem kazdej serii eksperymentow kolumny stabilizowano w sposob opisany
w podrozdziale IV.2.1.1. Piki chromatograficzne rejestrowano przy dtugosci fali: 250 nm
dla kofeiny oraz 270 nm dla fenolu 1 kwercetyny. Na podstawie uzyskanych wynikow
eksperymentalnych analizowano zalezno$¢ wspotczynnika retencji od sktadu fazy ruchomej,
wyrazonego, jako udzial objetosciowy wody w fazie ruchomej, @p,o. Warto$S¢ @p,o
odpowiadata procentowemu udzialowi objetosciowemu wody w mieszaninie ACN:H,O
lub MeOH:H,0. Uzyskane zalezno$ci umozliwialy analiz¢ wplywu zmian sktadu fazy
ruchomej na retencje¢ badanych zwigzkéw. Dodatkowo, w celu okreslenia dominujacego
mechanizmu retencji w analizowanych uktadach chromatograficznych, zastosowano teori¢
Snydera—Soczewinskiego, analizowano zaleznosci Ink = f(¢@y,0) oraz Ink = f(ln@y,o)

(podrozdziat I11.2.5., [137,141]).

1V.2.1.3. Sprawnos¢ kolumn chromatograficznych
Analize sprawnosci badanych kolumn chromatograficznych (Hypersil GOLD HILIC
i Shodex SILICA 5NH 4D) prowadzono w oparciu o rdwnanie van Deemtera (podrozdziat

II1.4. — wzor 3.29) w stalej temperaturze 20 °C, przy przeptywach eluentu wynoszacych:
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0,05; 0,10; 0,15; 0,20; 0,25; 0,30; 0,40; 0,50; 0,65; 0,80; 1,00; 1,25; 1,50; 1,75; 2,00 oraz 3,00
cm’/min. Do badan stosowano fazy ruchome skladajace sie z mieszanin: ACN:H,O
oraz MeOH:H,0, w ktoérych udziat sktadnika organicznego wynosit 70 1 95 % (v/v). Stgzenie
fenolu, kofeiny i kwercetyny wynosito 20 pg/cm?, a roztwory przygotowywano bezposrednio
w eluentach stosowanych w analizie, co zapewniato optymalne warunki chromatograficzne.
Objetos¢ kazdej wprowadzanej probki wynosita 0,02 cm?®. Do odgazowania faz ruchomych
bezposrednio po ich przygotowaniu stosowano tazni¢ ultradzwigkows, w ktoérej proces
prowadzono przez 5 minut. Wszystkie eksperymenty wykonywano trzykrotnie. Otrzymane
wyniki charakteryzowaty si¢ dobrag powtarzalno$cig. Przed rozpoczgciem kazdej serii
eksperymentéow kolumne stabilizowano w sposob opisany w podrozdziale 1V.2.1.1.
Aby uwzgledni¢ w pomiarach wpltyw dodatkowego rozmycia pikéw wynikajacego
z przeptywu fazy ruchomej przez przewody od dozownika do kolumny oraz od kolumny
do detektora, wyniki korygowano poprzez uwzglednienie poszerzenia pikéw
chromatograficznych uzyskanego bez kolumny, przy uzyciu tzw. zlaczki. Obliczenia
wykonywano z zastosowaniem metody analizy momentow, szerzej opisanej w podrozdziale
II1.4., przy uzyciu programu ChromatographicColumn opracowanego przez prof. Krzysztofa
Kaczmarskiego z Politechniki Rzeszowskiej. Program ten implementuje metod¢ analizy
momentéw, umozliwiajac szczegdblowa analiz¢ danych chromatograficznych. Metoda
ta pozwala na niezalezng ocen¢ roznych parametréw profilu piku chromatograficznego,
zwlaszcza gdy nie jest on idealnie symetryczny lub gdy wystepuja zaktocenia spowodowane

nakladaniem si¢ sygnatow.

IV.2.1.4. Rownowaga adsorpcyjna

Metoda dynamiczna - analiza frontalna

Wyznaczanie izoterm adsorpcji prowadzono metoda analizy frontalnej (podrozdziat
I11.1.5.2.) w warunkach przecigzenia kolumny probka, w szerokim zakresie st¢zen badanych
substancji  testowych, ograniczonym rozpuszczalno$cia poszczegdlnych zwigzkow
w stosowanym eluencie. St¢zenia wynosity odpowiednio: dla fenolu — 1; 6; 10; 20; 30; 40;
50; 60; 70; 80; 90; 100 1 120 g/dm?, a dla kofeiny — 0,1; 0,5; 0,8; 1; 2; 3,5; 5; 6,75; 8,25; 10,5;
12; 13,5 1 15 g/dm?. Roztwory przygotowywano bezposrednio w eluentach stosowanych
w analizie, co zapewnialo optymalne warunki chromatograficzne. Pomiary wykonywano
z wykorzystaniem kolumn chromatograficznych: Hypersil GOLD HILIC oraz Shodex
SILICA 5NH 4D w statej temperaturze 20 °C 1 przy przeptywie fazy ruchomej wynoszacym
1 cm’/min. Jako fazy ruchome stosowano mieszaniny: ACN:H,O i MeOH:H,O zawierajace

70195 % (v/v) sktadnika organicznego. Do odgazowania faz ruchomych bezposrednio po ich
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przygotowaniu stosowano tazni¢ ultradzwigkowa, w ktorej proces prowadzono przez 5 minut.
Przed rozpoczgciem kazdej serii eksperymentow kolumne chromatograficzng stabilizowano
w sposoOb opisany w podrozdziale IV.2.1.1. Detekcje prowadzono przy dtugosci fali: 250 nm
dla kofeiny oraz 270 nm dla fenolu. Objetos¢ wprowadzanej do kolumny chromatograficzne;j
probki wynosita 5 cm’. Wszystkie eksperymenty wykonywano trzykrotnie. Otrzymane
wyniki charakteryzowaty si¢ dobra powtarzalnoscig. Do badan wykorzystano wartosci
usrednione ($rednia arytmetyczna). Na podstawie uzyskanych krzywych wyjscia dla roznych
stezen, po przeliczeniu sygnalu detektora na stgzenie z wykorzystaniem krzywych
kalibracyjnych (zalezno$¢ sygnalu detektora od st¢zenia), wyznaczano eksperymentalne
izotermy adsorpcji dla badanych uktadow. Na podstawie izoterm adsorpcji sporzadzano
rowniez wykresy Scatcharda, wykorzystywane do wstepnej oceny energetycznej
heterogeniczno$ci powierzchni adsorbentdw. Nastepnie, w celu okreslenia rozktadu energii
adsorpcji (AED), stosowano program obliczeniowy opracowany przez Stanleya
1 wspolpracownikow, oparty na algorytmie EM (podrozdziat I11.1.5.4.). Danymi wejsciowymi
do obliczen byty: eksperymentalna izoterma adsorpcji, minimalna i maksymalna wartos¢
stalej rownowagi adsorpcji, okreslone na podstawie skrajnych stgzen analitu w analizie
frontalnej oraz liczba punktow siatki energetycznej, p. Rozklady energii adsorpcji
przedstawiano jako zalezno$¢ udziatu pojemnosci adsorpcyjnej qs od In K. Na podstawie
otrzymanych izoterm, zalezno$ci Scatcharda oraz rozkladow energii adsorpcji dokonano
wstepnej selekcji najbardziej adekwatnego modelu izotermy adsorpcji. Za pomocg programu
OriginPro 8.5.1 przeprowadzono estymacj¢ parametrow modeli metodg minimalizacji sumy
kwadratow  réznic  pomigdzy  wartoSciami  do$wiadczalnymi, a  teoretycznymi,
z wykorzystaniem algorytmu Levenberga—Marquardta. Porownywano dopasowanie modeli
izoterm adsorpcji: liniowej, Langmuira, Totha oraz bi-Langmuira. Jako$¢ dopasowania
oceniano przy uzyciu testu Fishera (wzor 4.1), stanowigcego kryterium statystyczne
umozliwiajace ocene zgodnosci modeli z danymi eksperymentalnymi. Dodatkowo stosowano

sume kwadratow roznic (SUM) (wzér 4.2) oraz odchylenie standardowe (SD) (wzor 4.3).

e Test Fishera (F.q; ):

F — [(NO - l) ' Z(C_Idoéw — teor (l))z] (4.1)
et [(l - 1) ) Z(Qdoéw (l) — teor (l))z]
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e Suma kwadratéw rdznic pomigdzy danymi doswiadczalnymi i teoretycznymi (SUM):

No (4.2)
SUM = Z(qdogw(i) — Greor ())*
i=1

e Odchylenie standardowe (SD):

(4.3)

gdzie: Ny — liczba punktéw doswiadczalnych, i =1...,Ny, [ — liczba estymowanych
parametrow modelu, G4,¢, — Srednia warto$¢ doswiadczalna, g, (i) — warto$¢ obliczona

na podstawie modelu, g4, ¢, (i) — warto$¢ doswiadczalna [25,249].

Analizowane w niniejszej pracy modele izoterm adsorpcji pordwnano rdéwniez
w oparciu o warto$ci stosunku testow Fishera dla dwéch modeli. Zastosowanie warto$ci
stosunku testu Fishera umozliwito bezposrednie pordwnanie jako$ci dopasowania réznych
modeli, przy jednoczesnym uwzglednieniu liczby estymowanych parametréw, co byto
szczegOlnie istotne w analizie modeli o rdéZznym stopniu zlozonosci. Pomiedzy dwoma

modelami izoterm adsorpcji M; i M;, warto$¢ stosunku testow Fishera, FML.’M]., obliczano

z zalezno$ci (wzor 4.4):

Fu, (4.4)

gdzie: Fy, i Fy, sa warto$ciami testu Fishera odpowiednio dla modeli M; i M;.

Biorac pod uwagg ryzyko a, model M; bedzie lepiej opisywat dane doswiadczalne niz model
M; (bgdzie statystycznie lepszy), jesli zalezno$¢ 4.5 bedzie spetniona [25,145].

FMi,Mj 2 FNO—ll‘,NO—l}"C{ (4‘5)

gdzie: Ny — liczba punktow doswiadczalnych, [; i [; — liczba estymowanych parametrow
modeli M; i M;, Fo—t;Ng—1; 0 — warto$¢ dostgpna w tablicach statystycznych [25,145].

W niniejszej rozprawie doktorskiej zatozony poziom istotnosci (ryzyka) przyjeto a = 0,05.
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Metoda statyczna

[zotermy adsorpcji dla wybranych adsorbentow komercyjnych 1 niekomercyjnych
wyznaczano metoda statyczng, szerzej opisang w podrozdziale II1.1.5.3. Przygotowywano
roztwory o roznych st¢zeniach dla fenolu i kofeiny w uktadach ACN:H,O oraz MeOH:H,O0,
95:5 (v/v). Zakres stezen wynosil odpowiednio: dla fenolu — 1; 6; 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70;
80; 90; 100 1 120 g/dm?, a dla kofeiny — 0,1; 0,5; 0,8; 1; 2; 3,5; 5; 6,75; 8,25; 10,5; 12; 13,5
1 15 g/dm?. Roztwory przygotowywano bezposrednio w eluentach stosowanych w analizie,
co zapewnialo optymalne warunki chromatograficzne. Do kolb odwazano po 0,3 g
poszczegbdlnych adsorbentéw komercyjnych i niekomercyjnych, a nastgpnie kontaktowano
je z przygotowanymi roztworami fenolu i kofeiny (po 3 cm’) w odpowiednim zakresie stezen.
W celu zapewnienia odpowiedniej dynamiki procesu adsorpcji oraz utrzymania statych
warunkéw temperaturowych stosowano wytrzasarke Orbital Shaker—Incubator ES-20/60
(Biosan). Urzadzenie to, wyposazone w bezposredni naped platformy, umozliwit
rownomierny ruch w statej temperaturze wynoszacej 25 °C. Predkos$¢ obrotowa zostata
ustawiona na 100 obr./min. Prébki pobierano po dwoéch godzinach wytrzasania za pomocg
strzykawki z filtrem, aby oddzieli¢ roztwor po adsorpcji od adsorbentu, nast¢pnie
umieszczano go w probowkach. Stezenia badanych substancji przed i po adsorpcji oznaczano
z zastosowaniem systemu HPLC pracujacego w trybie bypass, umozliwiajacym pomiar
probek z pominigciem kolumny chromatograficznej za pomoca zlaczki, co pozwolito
na rejestracje sygnatu odpowiadajacego bezposrednio stezeniu analitu w roztworze.
Wszystkie pomiary prowadzono w warunkach izokratycznych, przy nate¢zeniu przeptywu
eluentu 0,5 cm’/min i w statej temperaturze. Objetosé kazdej wprowadzanej probki wynosita
0,02 cm’. Pomiary dla fenolu wykonywano przy dtugosci fali 270 nm, a dla kofeiny
przy 250 nm. Stezenia analitbw wyznaczano na podstawie po6l powierzchni pikow
chromatograficznych z wykorzystaniem wczesniej sporzadzonych krzywych wzorcowych.
Nastepnie na podstawie otrzymanych wynikow opracowywano doswiadczalne izotermy
adsorpcji dla badanych uktadow. W celu okres$lenia rozktadu energii adsorpcji, zastosowano
program obliczeniowy opracowany przez Stanleya 1 wspotpracownikow, oparty na algorytmie
EM (podrozdziat III.1.5.4.). Stosowana procedura byta analogiczna do tej w analizach
prowadzonych metoda dynamiczng. Na podstawie otrzymanych izoterm, zaleznosci
Scatcharda oraz rozkladoéw energii adsorpcji dokonano wstepnej selekcji najbardziej
adekwatnego modelu izotermy adsorpcji. Nastepnie, przy pomocy programu OriginPro 8.5.1,
prowadzono estymacj¢ parametrow modeli metoda minimalizacji sumy kwadratow roznic

miedzy warto$ciami  do$wiadczalnymi 1 teoretycznymi, wykorzystujac algorytm
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Levenberga—Marquardta. Porownywano dopasowanie modeli izoterm adsorpcji: liniowe;,
Langmuira, Totha oraz bi-Langmuira. Analize statystyczng prowadzono analogicznie

jak w przypadku badan wykonywanych metodg analizy frontalne;.

IV.2.2. Funkcjonalizacja adsorbentow niekomercyjnych

Adsorbenty niekomercyjne MCM-41, MCM-41-Cl oraz MCM-41-Gly zostaty
opracowane 1 zsyntetyzowane w Katedrze Technologii 1 Materialoznawstwa Chemicznego
Politechniki Rzeszowskiej. Adsorbent MCM-41 stanowit material wyjsciowy do otrzymania
adsorbentow MCM-41-Cl oraz MCM-41-Gly. Adsorbent MCM-41-Cl zostatl otrzymany
poprzez funkcjonalizacje powierzchni mezoporowatej krzemionki MCM-41 z zastosowaniem
(3-chloropropylo)trimetoksysilanu. Proces modyfikacji prowadzono w $rodowisku
bezwodnego toluenu, w atmosferze argonu, w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika przez
24 h, przy cigglym mieszaniu. Po zakonczeniu reakcji adsorbent oczyszczano z nadmiaru
modyfikatora i produktow ubocznych przez wielokrotne przemywanie odpowiednimi
rozpuszczalnikami (toluenem, dichlorometanem, heksanem), a nast¢pnie suszono do statej
masy. W wyniku procesu na powierzchni krzemionki wprowadzone zostaly grupy
chloropropylowe. Adsorbent MCM-41-Gly otrzymano analogicznie poprzez funkcjonalizacje
powierzchni krzemionki MCM-41 (3-glicydyloksypropylo)trimetoksysilanem (GLYMO),

prowadzaca do wprowadzenia grup glicydylowych na powierzchni adsorbentu.

IV.2.3. Charakterystyka fizykochemiczna oraz granulometryczna
adsorbentow komercyjnych i niekomercyjnych

IV.2.3.1. Morfologia ziaren i sktad pierwiastkowy powierzchni adsorbentéow -
metoda SEM-EDS

Badania mikroanalizy powierzchni adsorbentéw prowadzono w laboratoriach
Politechniki Rzeszowskiej w Stalowej Woli (Wydziat Mechaniczno-Technologiczny) stosujac
mikroskop elektronowy TESCAN MIRA3, wyposazony w spektrometr EDS firmy Oxford
Instruments, model X-MaxN. Analizy mikroskopowe prowadzono przy zastosowaniu
napigcia przyspieszajacego 20 keV, odleglosci roboczej 15 mm oraz montazu probek
na aluminiowych pinach z tasma weglowa, jako materialem przewodzacym. Do obrazowania
powierzchni adsorbentu stosowano detektor elektronow wstecznie rozproszonych (BSE),
natomiast do okreslenia skladu pierwiastkowego wykonano mapowanie EDS z czasem
akwizycji 30 minut, po dziesi¢¢ indywidualnych widm dla kazdej probki (czas zbierania
sygnatu 180 s). Dodatkowo analiz¢ morfologii powierzchni adsorbentéw metoda skaningowe;j

mikroskopii elektronowej (SEM) prowadzono w Laboratorium Analitycznym Uniwersytetu
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Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie z wykorzystaniem stolowego elektronowego
mikroskopu skaningowego Phenom-World.

Zastosowanie skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM) wraz z analizag EDS
umozliwilo szczegdélowa ocene morfologii badanych adsorbentdéw, ksztattu ziaren, obecnosci
peknie¢ oraz innych mikrodefektow, a takze identyfikacje pierwiastkow chemicznych

obecnych na powierzchni adsorbentow.

1V.2.3.2. Catkowity sktad pierwiastkowy adsorbentow (ilosciowy i jakosciowy)
- metoda ICP-MS

Analize ilosciowa 1 jakosSciowag skladu pierwiastkowego badanych adsorbentow
prowadzono w Instytucie Chemii Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach. Do pomiaréw
stosowano spektrometr ICP-MS iCAP RQ (Thermo Scientific). Badania umozliwity
okreslenie obecno$ci oraz zawarto$ci poszczegdlnych pierwiastkbow w  badanych
adsorbentach, wyrazonej w ppm. Szczegdétowa procedura pomiarowa wykonana zostata
zgodnie z wewnetrznymi protokotami laboratorium, a wyniki zostaly udostepnione

na potrzeby niniejszej rozprawy doktorskie;.

1V.2.3.3. Rozktad wielkosci ziaren adsorbentow

Analize rozkladu wielko$ci ziaren adsorbentdéw wykonano za pomocg metody dyfrakcji
laserowej, umozliwiajacej pomiar ziaren w zakresie mikrometrycznym i nanometrycznym.
Do okreslenia rozktadu wielko$ci ziaren badanych adsorbentow stosowano analizator
Mastersizer firmy Malvern Instruments (Malvern, Wielka Brytania), ktory wykorzystuje
dyfrakcje laserowa. Pomiary prowadzono w trybie dyspersji cieklej (,,na mokro”): proszek
zawieszano w odgazowane] wodzie dejonizowanej, pelnigcej funkcje osrodka
dyspergujacego. Przebieg analizy obejmowal kilka etapow. Najpierw przeptukiwano
1 przygotowywano cel¢ pomiarowa, po czym uruchamiano modut optyczny wraz z jednostka
dyspersyjng. Nastepnie wilaczano pompeg perystaltyczng, ktora kierowala dyspergant
do uktadu pomiarowego. Po dokltadnym wyosiowaniu elementdw optycznych rejestrowano
sygnat tla, czyli rozproszenie wigzki laserowej przez czysta ciecz. Nastepnie do zawiesiny
wprowadzano odwazong porcj¢ adsorbentu tak, by poziom przystonigcia wigzki lasera miescit
sie w zakresie 1020 %. Gdy warto$¢ ta byta ustabilizowana, rozpoczynano wtasciwy pomiar.
W trakcie pomiaru zawiesing intensywnie mieszano i poddawano dziataniu ultradzwigkow,
co ograniczalo powstawanie aglomeratow. Wyznaczano parametr span opisujacy szeroko$é

rozktadu wielkosci ziaren, zdefiniowany rownaniem 4.6 [48].
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(4.6)

d90 % — le %
span = ————=
ds0 o,

gdzie: dggo, — S$rednica ziarna ponizej ktoérej znajduje sie¢ 90 % objetosci probki,
dsg o, — Srednica ziarna ponizej ktorej znajduje si¢ 50 % objetosci probki, dqgq, — Srednica

ziarna ponizej ktorej znajduje si¢ 10 % objetosci probki [48].

1V.2.3.4. Badanie wielkosci i objetosci porow oraz powierzchni wlasciwej
adsorbentow

Analize wielko$ci 1 objetosci poroOw oraz powierzchni wiasciwej adsorbentow
prowadzono w laboratoriach Politechniki Rzeszowskiej w Stalowej Woli (Wydziat
Mechaniczno-Technologiczny) z wykorzystaniem analizatora NOVA 1200e Surface Area &
Pore Size Analyzer (Quantachrome Instruments). Probki w postaci proszku przed analiza
odgazowywano w warunkach prozniowych przez 2 h w temperaturze 250 °C. Powierzchnig
wlasciwg adsorbentéw wyznaczano wielopunktowa metoda BET na podstawie izoterm
adsorpcji—desorpcji  azotu. Analize¢ wielkosci 1  objetoSci  poréw  prowadzono
z wykorzystaniem metod BJH, DH, HK, SF oraz DFT, umozliwiajacych charakterystyke

struktury porowatej adsorbentéw w zakresie mikro- 1 mezoporowatosci.

IV.2.3.5. Badanie stabilnosci termicznej adsorbentow

Analize stabilnosci termicznej adsorbentéw prowadzono w Instytucie Chemii
Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach z zastosowaniem analizy termograwimetrycznej
(TG-DTG) przy uzyciu termograwimetru TA Instruments. Badania umozliwity ocen¢ zmian
masy badanych adsorbentéw w funkcji temperatury oraz okreslenie temperatur, w ktorych
zachodzily procesy zwigzane z utratg masy. Na podstawie uzyskanych krzywych TG i1 DTG

oceniono stabilno$¢ termiczng analizowanych materialow.

IV.2.4. Oznaczanie heparyny sodowej

W celu opracowania i wstgpnej oceny metody oznaczania heparyny w ekstraktach
pochodzenia zwierzgcego poroéwnano wlasciwosci  separacyjne roznych  kolumn
chromatograficznych. Analizie poddano kolumny wykorzystujace odmienne mechanizmy
retencji: z faza polarng aminopropylowag (Merck LiChroCART Purospher STAR NH-),
z porowatym grafitowym weglem (Thermo Scientific Hypercarb Porous Graphitic Carbon
HPLC) oraz z faza niepolarng C18 (Macherey-Nagel NUCLEOSIL 120-3 C18). Do badan

zastosowano dwa wzorce heparyny sodowej oraz dwa oddzielnie wyprodukowane ekstrakty
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pochodzenia zwierzecego w postaci soli sodowych zawierajace heparyng sodowa (pozyskane
ze Sluzu jelita cienkiego §win), dostarczone przez firm¢ Animex Foods Polska. Jako fazy
ruchome zastosowano mieszaniny: ACN:H,O 90:10 (v/v) oraz ACN:bufor octanowy
90:10 (v/v) o pH = 5. Do odgazowania faz ruchomych bezposrednio po ich przygotowaniu
stosowano tazni¢ ultradzwickowa, w ktorej proces prowadzono przez 5 minut. Wszystkie
pomiary prowadzono w warunkach izokratycznych przy przeptywie eluentu 1 cm’/min
oraz w statej temperaturze wynoszacej 20 °C. Objetos¢ wprowadzanych probek wynosita
0,02 cm’, a ich stgzenie 20 pg/cm?. Roztwory przygotowywano bezposrednio w eluentach
stosowanych w analizie, co zapewnialo optymalne warunki chromatograficzne. Przed
rozpoczgciem kazdej serii eksperymentow kolumneg stabilizowano w sposob opisany
w podrozdziale IV.2.1.1. Piki chromatograficzne rejestrowano przy dlugosci fali 202 nm
(zalecanej przez Farmakope¢ Europejska [250]). Kazdy eksperyment wykonywano
trzykrotnie dla danego sktadu fazy ruchome;j oraz zastosowanej kolumny chromatograficznej,
uzyskujac powtarzalne wyniki pomiarow. Zatozeniem badan bylo potwierdzenie mozliwosci
uzyskania dobrej jakoSci rozdzielenia, przy jednoczesnym uproszczeniu procedury
analitycznej oraz skroceniu czasu trwania analizy. Istotnym aspektem bylo rowniez
okreslenie, czy zastosowane techniki takie jak np. UHPLC umozliwiaja dalsze skrécenie
czasu oznaczenia w stosunku do metod opisanych w literaturze oraz w Farmakopei
Europejskiej, z zachowaniem odpowiednich parametrow selektywnosci i czutosci. Badania
mialy na celu réwniez ocen¢ przydatnosci opracowanej metody do rutynowej, szybkiej

kontroli zawartosci heparyny w przedsiebiorstwach zajmujacych si¢ jej produkcja.
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V. DYSKUSJA WYNIKOW

V.1. Badania chromatograficzne

V.1.1. Analiza wplywu temperatury na proces retencji

V.1.1.1. Kolumna Hypersil GOLD HILIC

W niniejsze] pracy zbadano wplyw temperatury na retencj¢ fenolu, kofeiny
1 kwercetyny, analizujagc termodynamiczne aspekty procesu retencji za pomocg réwnania
van’t Hoffa. Badania przeprowadzono z zastosowaniem kolumny Hypersil GOLD HILIC,
zgodnie z metodyka opisang w podrozdziale IV.2.1.1.

W tabeli 5.1 przedstawiono wyznaczone wartos$ci zmian entalpii i entropii dla substancji
testowych w badanych uktadach. Dla fenolu (rys. 5.1) w uktadach zawierajacych acetonitryl
wraz ze wzrostem udzialu rozpuszczalnika organicznego zaobserwowano zmiang charakteru
procesu retencji. Dla eluentu zawierajacego 70:30 (v/v) ACN:H:O zmiana entalpii, 4H,
przyjmuje warto$¢ dodatnig, co wskazuje na endotermiczny charakter procesu retencji.
Oznacza to, ze wraz ze wzrostem temperatury zwigksza si¢ retencja analitu, co moze
Swiadczy¢ o wzroscie jego powinowactwa do fazy stacjonarnej. Warto$¢ AS przyjmuje
rowniez warto$§¢ dodatnig co $wiadczy o wzroscie nieuporzadkowania uktadu podczas
procesu retencji. Przy wyzszych udziatach acetonitrylu w eluencie (90:10, 95:5, 99:1 v/v), AH
przyjmuje natomiast wartosci ujemne, charakterystyczne dla proceséw egzotermicznych.
W takich warunkach wzrost temperatury prowadzi do ostabienia oddziatywan
analit-adsorbent, a w konsekwencji do skrocenia czasu retencji. Najsilniejszy efekt
egzotermiczny zaobserwowano dla fazy ruchomej o sktadzie 99:1 (v/v) ACN:H-0, gdzie AH
przyjmuje najbardziej ujemna warto$¢ (-11,28 kJ/mol). Wartos¢ AS w tym uktadzie jest
rébwniez najbardziej ujemna (-42,74 J/mol-K), co wskazuje na znaczny spadek stopnia
swobody 1 wzrost uporzadkowania ukladu podczas procesu retencji fenolu. Zaleznosci
van’t Hoffa dla fenolu w ukladach zawierajacych ACN wykazuja charakter liniowy,
co potwierdza stabilno$¢ mechanizmu retencji w badanym zakresie temperatur. Swiadcza
o tym wysokie warto$ci wspodtczynnika determinacji (R? > 0,9, tab. 5.2). Réznice migdzy
badanymi uktadami dotycza jedynie nachylenia prostych, dla najmniejszego 1 najwickszego
udzialu ACN obserwuje si¢ wigksze nachylenie linii, co wskazuje na silniejszy wplyw
temperatury na retencj¢ fenolu. W fazach ruchomych zawierajacych MeOH retencja fenolu
wykazuje wyraznie egzotermiczny charakter dla wszystkich badanych uktadow (AH < 0),
a zmiana entropii przyjmuje wartosci ujemne. Najwiecksza warto$¢ bezwzgledng zmiany

entalpii zaobserwowano dla uktadu 95:5 (v/v) MeOH:H:0, co wskazuje na najsilniejsze
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oddziatywania fenolu z faza stacjonarng, ktére ulegaja ostabieniu wraz ze wzrostem
temperatury. Ujemne warto$ci AS wskazuja na zmniejszenie stopnia swobody czasteczek
fenolu podczas procesu retencji, co wigze si¢ ze wzrostem uporzadkowania uktadu. Wszystkie
zaleznos$ci Ink w funkcji 1/T dla uktadéw zawierajacych metanol majg charakter liniowy,
co sugeruje niezmienny mechanizm retencji w badanym zakresie temperatur. Potwierdzaja
to wysokie wartosci wspotczynnika determinacji (R? > 0,9) (tab. 5.2).

Dla kofeiny (rys. 5.1) wszystkie zmiany wartoSci AH (tab. 5.1), niezaleznie
od zastosowanego ukladu, przyjmuja wartosci ujemne, co $wiadczy o egzotermicznym
charakterze procesu retencji. W uktadach zawierajacych acetonitryl wraz ze wzrostem udzialu
rozpuszczalnika organicznego obserwuje si¢ zwigkszenie bezwzgledne; wartosci AH:
dla uktadu 70:30 (v/v) ACN:H.O wynosi ona —2,48 kJ/mol, natomiast dla 95:5 (v/v)
ACN:H20 —7,54 kJ/mol, co wskazuje na bardziej egzotermiczny charakter procesu retencji
przy wyzszej zawarto$ci acetonitrylu. Wszystkie zmiany wartosci AS sg ujemne, co oznacza
zmniejszenie stopnia swobody uktadu. W fazach ruchomych zawierajacych metanol
zaobserwowano podobny trend, jednak w nieco mniejszym zakresie, wartosci AH zmieniajg
si¢ od —3,69 kJ/mol (dla 70:30 (v/v) ACN:H20) do —5,49 kJ/mol (dla 99:1 (v/v) ACN:H20).
Zaleznosci van't Hoffa dla kofeiny nie wykazaly odchylen od liniowosci, ktére moglyby
sugerowa¢ zmian¢ mechanizmu retencji lub wystepowanie dodatkowych procesoéw
wptywajacych na retencje. Potwierdzaja to wysokie wartosci wspotczynnika determinacji
(R*>0,9) (tab. 5.2).

Dla kwercetyny (rys. 5.1) we wszystkich badanych uktadach zawierajacych acetonitryl
lub metanol wartosci AH 1 AS (tab. 5.1) sg ujemne, co wskazuje na egzotermiczny charakter
retencji oraz wzrost uporzadkowania uktadu podczas procesu retencji. Wartosci AH sugeruja,
ze najsilniejsze oddzialywania kwercetyny z faza stacjonarng wystepuja w uktadach
90:10 (v/v) ACN:H20 oraz 99:1 (v/v) MeOH:H:0. Szczegoélnie dla ukitadu 99:1 (v/v)
MeOH:H>O odnotowano wartosci AH = —12,03 kJ/mol oraz AS = —54,05 J/mol-K,
co wskazuje na silnie egzotermiczny charakter procesu retencji oraz znaczny wzrost
uporzadkowania uktadu podczas retencji kwercetyny. Uzyskane warto$ci parametrow
termodynamicznych $wiadczg rowniez o istotnym wptywie temperatury na przebieg procesu
retencji. Wyrazng nieliniowo$¢ zalezno$ci van’t Hoffa zaobserwowano w uktadzie 70:30 (v/v)
ACN:H:0 (rys. 5.1, tab. 5.2), dla ktorego warto$¢ wspodtczynnika determinacji (R?) wynosi
0,72. Nieliniowos$¢ ta moze wynika¢ z wysokiej zawartosci wody w eluencie, wptywajacej
na proces solwatacji kwercetyny oraz sposob oddziatywania jej grup polarnych

z powierzchnig fazy stacjonarnej. Sugeruje to wspotwystgpowanie roéznych rodzajow
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oddziatywan w analizowanym zakresie temperatur, w tym oddzialywan dipol-dipol, wigzan
wodorowych. Niewielkie odchylenia od liniowosci zaobserwowano rowniez w uktadach
99:1 (v/v) ACN:H20 (R2 = 0,89) oraz 99:1 (v/v) MeOH:H:0 (R* = 0,87), co moze by¢
zwigzane ze zmiang stopnia solwatacji kwercetyny w warunkach bardzo niskiej zawartos$ci
wody oraz modyfikacja oddzialywan migdzy analitem a faza stacjonarng.

Wartosci p-value < 0,05 (tab. 5.2) dla wszystkich badanych uktadéw wskazuja,
ze wplyw temperatury na retencj¢ jest istotny statystycznie. Wysokie wartosci statystyki testu
Fishera potwierdzaja istotno$¢ modelu regresji zastosowanego do opisu zaleznosci

van't Hoffa.
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Rysunek 5.1. Zaleznosci van't Hoffa dla substancji testowych w kolumnie Hypersil GOLD HILIC w roznych sktadach eluentow

Tabela 5.1. Wartosci zmian entalpii i entropii badanych substancji testowych w kolumnie Hypersil GOLD HILIC w réznych skiadach eluentow

Rodzaj i sklad FENOL KOFEINA KWERCETYNA
eluentu
ACN:H,0 (v/v) AH (kJ/mol) AS (J/mol-K) AH (kJ/mol) AS (J/mol-K) AH (kJ/mol) AS (J/mol-K)
70:30 8.87 10,64 .48 223.66 29.94 ~49.86
90:10 1,88 19.69 26,05 32,25 1121 4485
95:5 472 226,58 7.54 37,44 9.52 239,00
99:1 1128 4274 7,14 35,51 535 32,25
MeOH:H,O (v/v) AH (kJ/mol) AS (J/mol-K) AH (kJ/mol) AS (J/mol-K) AH (kJ/mol) AS (J/mol-K)
70:30 5.18 228,96 3.69 2734 3.62 225,59
90:10 5,75 31,70 35,95 35.58 1532 230,98
95:5 734 :37.58 4,45 28.75 26,04 34.62
99:1 5.5 22934 25,49 32,03 12,03 254,05




Tabela 5.2. Wyniki analizy regresji (ANOVA) oraz wartosci wspotczynnika determinacji (R?) dla zaleznosci van’t Hoffa wyznaczonych dla kolumny

IT1

Hypersil GOLD HILIC
Rodzaj
i sklad FENOL KOFEINA KWERCETYNA
eluentu
AC(I‘\’I/:VI-)IZO R’ Fiest p-value | Istotno$¢ R’ Fiest p-value | Istotno$¢ R’ Fiest p-value | Istotno$¢
70:30 0,98 304,00 | 1,14E-05 TAK 0,90 53,70 7,41E-04 TAK 0,72 16,60 9,62E-03 TAK
90:10 0,92 67,80 4,31E-04 TAK 0,99 840,50 | 9,15E-07 TAK 0,99 3598,50 | 2,44E-08 TAK
95:5 0,91 51,50 8,19E-04 TAK 0,97 175,00 | 4,41E-05 TAK 0,99 1647,50 | 1,71E-07 TAK
99:1 1,00 2187,80 | 8,44E-08 TAK 0,96 137,70 | 7,91E-05 TAK 0,89 50,00 8,75E-04 TAK
MeOH:H,0 2 .z 2 £z 2 .z
(vV/Iv) R Fiest p-value | Istotnos¢ R Fiest p-value | Istotnos¢ R Fiest p-value | Istotnos¢
70:30 0,98 251,60 | 1,81E-05 TAK 0,92 73,50 3,56E-04 TAK 0,93 80,90 2,84E-04 TAK
90:10 0,98 242,80 | 1,98E-05 TAK 0,93 81,80 2,76E-04 TAK 0,97 173,30 | 4,51E-05 TAK
95:5 0,90 52,90 7,68E-04 TAK 0,94 103,40 | 1,58E-04 TAK 0,95 119,10 1,12E-4 TAK
99:1 0,99 480,70 | 3,66E-06 TAK 0,99 1064,90 | 5,08E-07 TAK 0,87 40,00 1,45E-03 TAK




V.1.1.2. Kolumna Shodex SILICA 5NH 4D

Wyniki analizy wplywu temperatury na retencj¢ fenolu, kofeiny i kwercetyny
przedstawiono na rysunku 5.2 1 w tabelach 5.3 i 5.4. Badania przeprowadzono wedtug
metodologii opisanej w podrozdziale IV.2.1.1.

Dla fenolu w uktadzie 70:30 (v/v) ACN:H20 zaobserwowano dodatnig warto§¢ AH
wynoszacg 8,15 kJ/mol, a takze dodatnig wartos¢ AS wynoszaca 1,93 J/mol-K co wskazuje
na endotermiczny charakter procesu oraz wzrost stopnia nieuporzagdkowania uktadu podczas
retencji. Wraz ze wzrostem udziatu acetonitrylu w eluencie wartosci AH stajg si¢ ujemne,
co $wiadczy o zmianie charakteru termodynamicznego procesu retencji na egzotermiczny.
Najbardziej wyrazny efekt obserwuje si¢ dla wukladu 99:1 (v/v) ACN:H.0
(AH = -9,83 kJ/mol; AS = —42,79 J/mol-K). Zalezno$ci van’t Hoffa dla uktadow 70:30
i 95:5 (v/v) ACN:H:0O wykazuja niewielkie odchylenia od liniowosci (odpowiednio
R? = 0,88 i R? = 0,86; tab. 5.4), co moze wynika¢ z niewielkich zmian w oddziatywaniach
solwatacyjnych fenolu oraz jego oddzialywaniach z faza stacjonarng zachodzacych
wraz ze zmiang temperatury. Moze to prowadzi¢ do niewielkich zmian charakteru procesu
retencji. Natomiast dla uktadow 90:10 1 99:1 (v/v) ACN:H:O zalezno$ci maja charakter
liniowy (R? > 0,9), co sugeruje niezmienny mechanizm retencji w badanym zakresie
temperatur. W uktadach zawierajagcych metanol dla fenolu wszystkie wartosci AH oraz AS
s3 ujemne, co S$wiadczy o egzotermicznym charakterze procesu retencji 1 wzroscie
uporzadkowania uktadu podczas przechodzenia analitu do fazy stacjonarnej. Najbardziej
wyrazny efekt termodynamiczny zaobserwowano dla eluentu o skladzie 90:10 (v/v)
MeOH:H:0, gdzie AH wynosito —13,80 kJ/mol, a AS wynosi —62,22 J/mol-K. Zaleznos¢
van’t Hoffa dla uktadu 70:30 (v/v) MeOH:H:O jest wyraznie liniowa (R* = 0,96), natomiast
dla uktadow 90:10, 95:5 1 99:1 (v/v) MeOH:H20 obserwuje si¢ niewielkie odchylenia
od liniowosci (odpowiednio R? = 0,81, R? = 0,87 1 R* = 0,87, tab. 5.4), co moze wskazywac
na wigkszy udziat r6znych rodzajow oddzialywan w procesie retencji. Obserwowane zmiany
charakteru retencji moga by¢ rowniez zwigzane z wlasciwosciami powierzchni fazy
stacjonarnej. W przypadku kolumny aminopropylowej obecnos¢ polarnych grup funkcyjnych
umozliwia udzial réznych rodzajéw oddziatywan, takich jak wigzania wodorowe,
oddzialywania dipolowe oraz -elektrostatyczne. W konsekwencji wplyw temperatury
na retencj¢ moze by¢ bardziej ztozony niz w przypadku faz niepolarnych, a zmiany warto$ci
AH i AS mogg odzwierciedla¢ konkurencje pomiedzy roznymi mechanizmami oddziatywan.

Dla kofeiny zmiany wartosci AH w ukladach zawierajacych acetonitryl i metanol sa

ujemne, co wskazuje na egzotermiczny charakter procesu retencji. Odpowiadajace im
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wartosci AS takze s3 ujemne, co $wiadczy o ograniczeniu stopnia swobody czasteczek
kofeiny. Najbardziej wyrazny efekt egzotermiczny zaobserwowano dla eluentu zawierajacego
99:1 (v/v) ACN:H:0, zaréwno AH (-8,97 kJ/mol), jak 1 AS (-33,36 J/mol-K), osiagaja
najwieksze wartosci. Dla uktadéw MeOH:H-0O najwigkszy efekt termodynamiczny obserwuje
si¢ dla mieszaniny 90:10 (v/v), gdzie AH wynosi —12,13 kJ/mol, a AS wynosi
—55,18 J/mol-K. Tak duze ujemne warto$ci wskazuja na silne oddziatywania kofeiny z faza
stacjonarng oraz istotng zalezno$¢ retencji od temperatury. Analiza zalezno$ci van’t Hoffa
wskazuje ponadto, ze w ukladach 70:30 (v/v) ACN:H.O oraz 95:5 (v/v) MeOH:H:0
widoczne sg niewielkie odchylenia od liniowosci (odpowiednio R? = 0,89 1 R? = 0,85;
tab. 5.4). W pozostatych uktadach obserwowana jest liniowo$¢ zalezno$ci van't Hoffa
(R#>0,9).

Dla kwercetyny w ukladach zawierajacych acetonitryl warto$ci parametrow
termodynamicznych wyraznie zmieniaja si¢ wraz ze sktadem fazy ruchomej. W ukladach
70:30 oraz 90:10 (v/v) ACN:H20 wartosci AH 1 AS s3 dodatnie. Natomiast w uktadach 95:5
199:1 (v/v) ACN:H:0 proces przyjmuje charakter egzotermiczny (AH < 0), a uyjemne wartos$ci
AS wskazuja na ograniczenie swobody ruchu czasteczek kwercetyny. Zalezno$¢ van’t Hoffa
dla uktadu 90:10 (v/v) ACN:H.O wykazuje wyrazng nieliniowo$¢ (R* = 0,79, tab. 5.4).
Moze to wskazywa¢ na bardziej zlozony charakter procesu retencji w tym uktadzie.
W pozostatych badanych uktadach zawierajacych acetonitryl zalezno$ci majg charakter
liniowy (R* > 0,9), co sugeruje stabilny mechanizm retencji w analizowanym zakresie
temperatur. W uktadach MeOH:H.O wartosci AH 1 AS s3 we wszystkich przypadkach
ujemne. Najsilniejszy efekt termodynamiczny zaobserwowano dla mieszaniny 70:30 (v/v)
MeOH:H-0O, dla ktorej AH wynosi —8,17 kJ/mol, a AS wynosi —42,50 J/mol-K. Analiza
zalezno$ci van’t Hoffa wskazuje, ze jedynie ukfad 99:1 (v/v) MeOH:H:0O wykazuje liniowy
charakter (R? = 0,98), natomiast dla eluentéw 70:30 oraz 95:5 (v/v) MeOH:H:0 obserwuje si¢
niewielkie odchylenia od liniowos$ci. Najsilniejsza nieliniowo$¢ zaobserwowano dla uktadu
90:10 (v/v) MeOH:H20 (R? = 0,33), co wskazuje na zmian¢ réwnowagi pomi¢dzy réznymi
rodzajami oddzialywan zachodzacych wraz ze zmiang temperatury. Zjawisko to moze
wynika¢ ze struktury czasteczki kwercetyny, ktéra jako zwigzek wielofunkcyjny zawierajacy
liczne grupy hydroksylowe wykazuje wysoka zdolno$¢ do tworzenia wigzanh wodorowych.
Sprzyja to powstawaniu zlozonego uktadu oddzialywan z fazag aminopropylowa,
obejmujacego m.in.: wigzania wodorowe, oddziatywania dipolowe oraz mechanizmy

charakterystyczne dla chromatografii HILIC.
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Analiza statystyczna (tab. 5.4) wykazata, ze niskie wartosci p-value (p < 0,05) wskazuja
na istotny statystycznie wplyw temperatury na wspolczynnik retencji, co potwierdza,
ze obserwowane zmiany nie wynikaja z losowej zmienno$ci danych. Wysokie wartosci
statystyki testu Fishera §wiadcza o istotno$ci modelu regresji van't Hoffa 1 jego adekwatnosci
w opisie danych eksperymentalnych wigkszosci badanych uktadow, co pozwala uznaé
wyznaczone parametry termodynamiczne za wiarygodne. Wyjatek stanowi kwercetyna
w uktadzie 90:10 (v/v) MeOH:H-O, dla ktorej uzyskano niski wspolczynnik determinacji
(R* = 0,33), wskazujacy na brak liniowej zaleznosci. W tym przypadku istotno§¢ modelu
regresji byla ograniczona (p = 0,11), co potwierdza, ze rownanie van't Hoffa nie opisuje
w sposob zadowalajacy zmian retencji w funkcji temperatury. Moze to wskazywac
na bardziej zlozony charakter oddziatywan zachodzacych w tym ukladzie
chromatograficznym.
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Rysunek 5.2. Zaleznosci van't Hoffa dla substancji testowych w kolumnie Shodex SILICA S5NH 4D w roznych sktadach eluentow

Tabela 5.3. Wartosci zmian entalpii i entropii badanych substancji testowych w kolumnie Shodex SILICA 5NH 4D w roznych sktadach eluentow

Rodzaj i sklad FENOL KOFEINA KWERCETYNA
eluentu
ACN:H,O (v/v) AH (kJ/mol) AS (J/mol'K) AH (kJ/mol) AS (J/mol-K) AH (kJ/mol) AS (J/mol-K)
70:30 8,15 1,93 4,68 -32,00 10,26 23,64
90:10 -5,64 239,02 6,38 32,48 14,16 49,83
95:5 5,13 25,93 5,75 2328 6,81 230,27
99:1 9,83 42,79 8,97 233,36 9,97 43,11
MeOH:H,0 (v/v) AH (kJ/mol) AS (J/mol'K) AH (kJ/mol) AS (J/mol-K) AH (kJ/mol) AS (J/mol-K)
70:30 4,45 229,03 6,20 236,45 8,17 -42.,50
90:10 -13,80 62,22 12,13 -55,18 1,11 17,78
95:5 7,36 4137 -10,82 -49.98 5,07 8,35
99:1 6,54 238,65 -10,10 48,78 6,17 33,25
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Tabela 5.4. Wyniki analizy regresji (ANOVA) oraz wartosci wspotczynnika determinacji (R?) dla zaleznosci van’t Hoffa wyznaczonych dla kolumny
Shodex SILICA 5SNH 4D

Rodzaj
i sklad FENOL KOFEINA KWERCETYNA
eluentu
Ac(lj/:VI-)IZO R’ Fiest p-value | Istotno§é R’ Fiest p-value | Istotnosé R’ Fiest p-value | Istotnosé
70:30 0,88 4430 1,16E-03 TAK 0,89 47,90 9,66E-04 TAK 0,97 212,80 | 2,73E-05 TAK
90:10 0,96 154,10 | 6,01E-05 TAK 0,99 510,40 | 3,16E-06 TAK 0,79 23,50 | 4,67E-03 TAK
95:5 0,86 37,10 1,72E-03 TAK 0,98 286,30 | 1,32E-05 TAK 0,99 670,80 | 1,60E-06 TAK
99:1 0,99 766,80 | 1,15E-06 TAK 0,99 832,90 | 9,36E-07 TAK 0,99 426,90 | 4,92E-06 TAK
MeOH:H,0 2 y 2 i 2 .
V/v) R Fiest p-value | Istotno$¢ R Fiest p-value | Istotno$¢ R Fiest p-value | Istotno$¢
70:30 0,96 159,90 | 5,49E-05 TAK 0,97 199,80 | 3,19E-05 TAK 0,88 45,80 1,07E-03 TAK
90:10 0,81 26,90 3,49E-03 TAK 0,96 155,30 | 5,90E-05 TAK 0,33 3,90 0,11 NIE
95:5 0,87 41,70 1,32E-03 TAK 0,85 35,60 1,89E-03 TAK 0,89 47,70 9,78E-04 TAK
99:1 0,87 39,70 1,48E-03 TAK 0,99 511,40 | 3,14E-06 TAK 0,98 303,40 | 1,14E-05 TAK




V.1.1.3. Podsumowanie

Przeprowadzona analiza termodynamiczna wykazata, ze dla badanych uktadow retencja
fenolu, kofeiny i1 kwercetyny w kolumnie Hypersil GOLD HILIC moze by¢ opisana
w oparciu o rownanie van’t Hoffa. W przypadku fenolu 1 kofeiny obserwuje si¢ dominacje
jednego mechanizmu oddzialywan z faza stacjonarng, co potwierdzaja liniowe zalezno$ci
Ink = f(1/T) oraz wysokie warto$ci wspotczynnika determinacji (R? > 0,9). Retencja tych
zwigzkow ma w wigkszosci przypadkow charakter egzotermiczny, z wyjatkiem fenolu
w ukladzie o wysokiej zawartosci wody (70:30 v/v ACN:H:20), w ktérym obserwuje si¢
proces endotermiczny. Dla kwercetyny stwierdzono wigkszg wrazliwo$¢ retencji na sktad
fazy ruchomej oraz czestsze odchylenia od liniowosci zaleznos$ci van’t Hoffa, co sugeruje
udziat réznych rodzajéw oddzialywan w procesie retencji. Analiza statystyczna potwierdza
istotno$¢ modeli dla badanych ukladéw, natomiast obserwowane przypadki nieliniowos$ci
moga wskazywaé na bardziej ztozony charakter oddziatywan.

Analiza termodynamiczna fenolu, kofeiny i kwercetyny w kolumnie Shodex SILICA
SNH 4D wykazata istotny wplyw sktadu fazy ruchomej na charakter procesu retenciji.
Dla fenolu i1 kofeiny dominowal mechanizm egzotermiczny, co oznacza, ze Wwzrost
temperatury prowadzi do ostabienia oddziatywan z faza stacjonarng i zmniejszenia retencji,
przy czym wyjatek stanowit fenol w ukladzie o wysokiej zawartosci wody,
gdzie obserwowano charakter endotermiczny (70:30 v/v. ACN:H:0). W przypadku
kwercetyny zaobserwowano znacznie wigksza wrazliwos¢ na sktad fazy ruchomej,
co przejawialo si¢ zmiang charakteru procesu z endotermicznego do egzotermicznego.
Wskazuje to na istotng rol¢ konkurencyjnych oddziatywan mig¢dzy analitem, faza ruchoma
1 stacjonarng. W wigkszosci badanych uktadéw zalezno$ci van’t Hoffa miaty charakter
liniowy, co potwierdza mozliwo$¢ opisu retencji za pomocg modelu termodynamicznego.
Jednakze w wybranych przypadkach, szczegélnie dla kwercetyny, obserwowano odchylenia
od liniowosci, sugerujace bardziej ztozony charakter oddziatywan odpowiedzialnych
za retencj¢. Analiza statystyczna wykazala, ze dla kwercetyny w uktadzie 90:10 (v/v)
MeOH:H20 model van’t Hoffa nie opisuje w sposob wtasciwy zaleznosci eksperymentalnych.
Potwierdza to niska warto$¢ wspdlczynnika determinacji (R? = 0,33) oraz brak istotnosci

statystycznej modelu (p > 0,05).
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V.1.2. Analiza wplywu modyfikatora eluentu na proces retencji

V.1.2.1. Kolumna Hypersil GOLD HILIC

Na rysunkach 5.3 A i1 5.3 B, przedstawiono zaleznosci wptywu modyfikatora fazy
ruchomej na retencj¢ badanych substancji testowych, w postaci zaleznosci k = f(@u,0),
odpowiednio dla uktadu ACN:H,O i MeOH:H,0. Zakres zawartosci wody w eluencie od 1
do 40 % (v/v). W mechanizmie HILIC teoretycznie mozliwa jest zaleznos¢ o ksztalcie
zblizonym do litery ,U”, wynikajagca z nakladania si¢ dwoch konkurencyjnych
mechanizmow: adsorpcji analitu na powierzchni fazy stacjonarnej oraz podziatu analitu
pomie¢dzy faze ruchomg a cienkg warstwe wodng otaczajacag powierzchni¢ adsorbentu.
Przy bardzo niskiej zawarto$ci wody retencja jest wysoka, poniewaz anality preferuja
warstw¢ wodng na powierzchni fazy stacjonarnej i moga dodatkowo oddziatywaé
z odstonietymi grupami silanolowymi, co prowadzi do wysokich warto$ci wspotczynnika
retencji. W miar¢ wzrostu udziatu wody w fazie ruchomej warstwa wodna ulega stabilizacji,
co ogranicza znaczenie adsorpcji i powoduje spadek retencji. Przy bardzo wysokiej
zawartosci wody, gdy uktad zbliza si¢ do granicy pomigdzy HILIC i RP, zmieniajg si¢
wlasciwosci warstwy wodnej zwigzanej z powierzchnig fazy stacjonarnej. Coraz wigkszego
znaczenia mogg nabiera¢ mechanizmy o charakterze hydrofobowym. Zmienia si¢ takze
dostepnos¢ miejsc oddziatywan co prowadzi do ponownego wzrostu retencji niektdrych
analitow, skutkujac zaleznoscig o ksztatcie litery ,,U”.

Na rysunku 5.3 A w uktadzie ACN:H.O zaobserwowano jednoznacznie malejacy
wspotezynnik retencji dla wszystkich analitow wraz ze wzrostem udzialu wody w eluencie,
®H,0, 0d 1 do 40 % (v/v), bez wyraznego wzrostu przy wysokiej zawartosci wody. Oznacza
to, ze w analizowanym zakresie sktadu fazy ruchomej nie zaobserwowano peinej zaleznosci
o ksztalcie litery ,,U”, opisywanej dla niektérych uktadow HILIC. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze w badanym zakresie warunkow retencja jest zdominowana przez mechanizm
charakterystyczny dla chromatografii HILIC. Stopniowe zmniejszanie retencji wraz
ze wzrostem zawartosci wody jest zgodne z koncepcjg przechodzenia od wigkszego udzialu
oddziatywan adsorpcyjnych do dominacji mechanizmu podzialowego. Poczatkowy spadek
wartosci wspolczynnika retencji jest stromy, szczegolnie dla fenolu, natomiast przy wyzszych
zawarto$ciach wody obserwuje si¢ jego wyrazne wyplaszczenie. Przy bardzo niskiej
zawarto$ci wody najwyzsze wartosci wspolczynnika retencji, k, obserwuje si¢ dla fenolu.
Jednak po przekroczeniu okoto @y, = 0,2 (v/v) trend ulega odwroceniu, najwyzsze wartosci

k osigga kwercetyna, kofeina przyjmuje warto$ci posrednie, natomiast fenol staje sie¢
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najstabiej zatrzymywanym analitem. W przypadku rozszerzenia zakresu wartosci @y,
powyzej 40 % (v/v) mozna oczekiwa¢ pojawienia si¢ prawego ramienia krzywej typu ,,U”,
szczegblnie dla zwigzkow zdolnych do silnych oddzialywan wodorowych, takich jak
kwercetyna. W uktadzie MeOH:H:O (rys. 5.3 B) retencja wszystkich analitow pozostaje niska
1 niemal niezmienna w szerokim zakresie zawartosci wody, od 1 do okoto 35 % (v/v).
Roéznice pomigdzy badanymi zwigzkami sg w tym zakresie niewielkie. Dopiero przy wysokim
udziale wody, okoto 40 % (v/v), obserwuje si¢ wyrazny wzrost retencji wszystkich analitow,
szczegblnie kwercetyny 1 fenolu. Taka zalezno$¢ wskazuje, ze w tym uktadzie mechanizm
retencji r6zni si¢ od obserwowanego w uktadzie ACN:H20. Wzrost zawarto$ci wody moze
prowadzi¢ do zmian wlasciwosci warstwy wodnej zwigzanej z powierzchnig fazy stacjonarnej
oraz zwickszenia udzialu oddzialywan polarnych i1 wigzan wodorowych, co skutkuje
wzrostem retencji. W konsekwencji uktad MeOH:H.O wykazuje bardziej ztozony przebieg
zaleznosci retencji od sktadu fazy ruchomej niz uktad ACN:H:0. W badanym zakresie

zawarto$ci wody nie zaobserwowano jednak petnej zaleznosci typu ,,U”.
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Rysunek 5.3. Zaleznosci k = f(pu20) dla substancji testowych w skladzie eluentu:
A - ACN:H,0, B - MeOH:H>O dla kolumny Hypersil GOLD HILIC

Zgodnie z teorig Soczewinskiego—Snydera liniowa zalezno$¢ Ink = f(@pu,0),
wskazuje na dominacj¢ mechanizmu podziatowego. Natomiast liniowos¢ zaleznoSci
Ink = f(In ¢y,0), moze wskazywac na dominacj¢ mechanizmu adsorpcyjnego. W praktyce
retencja w technice HILIC rzadko jest wynikiem dzialania jednego, jednoznacznie
zdefiniowanego procesu. Najczgsciej ma ona charakter ztozony, obejmujac zardwno podziat
analitu pomigdzy faze ruchomg a powierzchniowg warstwe wodng, jak i jego adsorpcje

na polarnych centrach fazy stacjonarnej. Interpretacja ta jest zgodna z zatozeniami modelu
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Soczewinskiego—Snydera, w ktorym retencj¢ opisuje si¢ jako wynik wspotwystgpowania
mechanizméw podziatu 1 adsorpcji. Oznacza to, ze w warunkach HILIC adsorpcja wynikajaca
z oddzialywan polarnych zachodzi réwnolegle z procesem podziatu analitu w warstwie
wodnej zaadsorbowanej na powierzchni fazy stacjonarnej [150]. Wniosek ten znajduje
roOwniez potwierdzenie w literaturze. Hemstrom 1 Irgum [121] podkreslaja,
ze mechanizm HILIC polega na wspotwystepowaniu proceséw podziatu i adsorpcii,
a ich wzgledny udzial moze istotnie zmienia¢ si¢ w zaleznosci od rodzaju uktadu
chromatograficznego.

Dla kofeiny i kwercetyny w uktadzie ACN:H,O (rys. 5.4 A) zaleznos¢ In k = f(@y,0),
ma charakter zblizony do liniowego, co moze wskazywa¢ na dominacje mechanizmu
podziatowego. Oznacza to, ze retencja tych zwigzkow jest przede wszystkim wynikiem ich
podziatu pomigdzy faze ruchomg a warstwe wodng zwigzang z powierzchnig fazy
stacjonarnej. Odmienny charakter zaleznosci zaobserwowano dla fenolu, dla ktorego
zalezno$¢ Ink = f ((pHZO), ma charakter nieliniowy. Moze to wskazywa¢ na udziat
dodatkowych oddzialywan, takich jak adsorpcja, wigzania wodorowe lub oddzialywania
polarne, szczegolnie przy nizszych zawarto$ciach wody. Uzyskana zalezno$¢ sugeruje,
ze udziat mechanizmu podziatlowego i1 adsorpcyjnego w retencji fenolu zmienia si¢ wraz
ze skladem fazy ruchomej. Dodatkowych informacji dostarcza analiza zaleznoSci
Ink = f(ln @u,o), ktora dla kofeiny, kwercetyny i fenolu wykazuje charakter nieliniowy.
Brak liniowosci wskazuje, ze adsorpcja nie jest jedynym dominujagcym mechanizmem
retencji. Wyniki sugeruja zatem wspotistnienie mechanizmow adsorpcji i podziatu, przy czym
ich udziat zalezy od wtasciwosci analitu oraz sktadu fazy ruchome;.

W uktadzie zawierajacym metanol (rys. 5.4 B) wszystkie analizowane zalezno$ci,
zarobwno Ink = f(¢u,0), jak i Ink = f(ln@y,0), wykazuja charakter nieliniowy
dla wszystkich trzech badanych analitow. Oznacza to, ze w obecnosci metanolu retencja nie
jest opisywana wylacznie przez mechanizm podziatowy ani wylacznie przez mechanizm
adsorpcyjny. Nieliniowos¢ obu zalezno$ci wskazuje na ztozony i1 zmienny charakter
oddzialywan, wynikajacy najprawdopodobniej ze specyficznych wlasciwos$ci metanolu,
ktéry silniej niz acetonitryl wptywa na struktur¢ warstwy wodnej oraz oddzialywania
analit-faza stacjonarna. Metanol, jako rozpuszczalnik o wyraznych wlasciwosciach
protonodonorowych, moze modyfikowa¢ zarowno uporzadkowanie warstwy solwatacyjnej,
jak 1 dostgpnos¢ polarnych miejsc adsorpcyjnych na powierzchni fazy stacjonarne;j,
co prowadzi do zmiennego udziatu mechanizmoéw adsorpcji 1 podzialu w catym badanym

zakresie sktadu eluentu. Takie wspotistnienie mechanizmow jest zgodne z aktualnym opisem
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retencji w HILIC i potwierdza jej ztozony charakter, w ktoérym udziat poszczegélnych

procesoOw zalezy od wlasciwosci fazy stacjonarnej, struktury analitu oraz sktadu fazy

ruchome;.
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Rysunek 5.4. Zaleznosci In k = f(pu20) i In k = f(Inpmo) dla substancji testowych
dla kolumny Hypersil GOLD HILIC w sktadzie eluentu: A - ACN:H>O, B - MeOH:H>0

V.1.2.2. Kolumna Shodex SILICA 5NH 4D

Na rysunkach 5.5 A i 5.5 B przedstawiono wplyw modyfikatora fazy ruchome;j
na retencj¢ badanych substancji w postaci zaleznosci k= f(@y,0), odpowiednio
dla uktadow ACN:H:O i MeOH:H:O. W ukladzie ACN:H.O w analizowanej kolumnie
retencja wszystkich trzech zwigzkow maleje wraz ze wzrostem udziatu wody, co jest zgodne
z mechanizmem HILIC, w ktorym woda pehi role ,,silnego” sktadnika eluentu. W catym
badanym zakresie utrzymuje si¢ stala kolejnos¢ retencji: kwercetyna wykazuje najsilniejsze
zatrzymywanie, kofeina posrednie, natomiast fenol najstabsze. Spadek retencji jest
najbardziej wyrazny dla kwercetyny. W miar¢ dalszego zwigkszania zawarto$ci wody
charakter krzywych ulega wyplaszczeniu, co moze wskazywa¢ na wzrost udziatu

mechanizmu podziatlowego w procesie retencji, zwigzanego ze wzrostem warstwy wodnej
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na powierzchni fazy stacjonarnej. W ukladzie ACN:H-20 (rys. 5.5 A) mozna zaobserwowac
przebieg odpowiadajacy lewej czesci krzywej typu ,,U”, szczegélnie w przypadku
kwercetyny. Wskazuje to, ze uzyskane wyniki sg zgodne z teorig HILIC, z ktorg wraz
ze wzrostem zawarto$ci wody maleje udzial mechanizmu adsorpcyjnego, a rosnie znaczenie
mechanizmu podziatowego zachodzacego w warstwie wodnej zwigzanej z powierzchnia fazy
stacjonarnej. Petny ksztatt krzywej typu ,,U” moéglby ujawni¢ si¢ dopiero po rozszerzeniu
zakresu zawarto$ci wody w eluencie powyzej 40 % (v/v) lub w wyniku modyfikacji
warunkéw chromatograficznych, takich jak zmiana pH czy zastosowanie buforu. W uktadzie
MeOH:H:O (rys. 5.5 B) warto$ci wspotczynnika retencji dla fenolu, kofeiny i kwercetyny
pozostaja stosunkowo niskie 1 wykazujg niewielkg zmiennos$¢ w szerokim zakresie udziatu
wody w fazie ruchomej. Przy bardzo niskiej zawartosci wody najwyzszg retencje wykazuje
kofeina, nastgpnie kwercetyna, natomiast fenol jest zatrzymywany najstabiej. Wraz
ze wzrostem udzialu wody retencja kofeiny wyraznie maleje, natomiast zmiany
dla kwercetyny i fenolu s3 mniej intensywne. W zakresie okoto 0,2—0,3 (v/v) H2O w eluencie
warto$ci wspodlczynnika retencji dla wszystkich analitow stajg si¢ zblizone, co wskazuje
na zmniejszenie roéznic wynikajagcych z ich  wilasciwosci  fizykochemicznych.
Przy najwyzszych badanych zawartosciach wody obserwuje si¢ niewielki wzrost retencii,
szczegolnie dla kwercetyny 1 kofeiny. Taki przebieg zaleznosci sugeruje wspotwystepowanie
mechanizmow adsorpcji 1 podziatu, przy czym ich wzajemny udzial zmienia si¢ wraz
ze sktadem fazy ruchomej. Ze wzgledu na obecno$¢ grup hydroksylowych kwercetyna
wykazuje duza zdolno$¢ do tworzenia wigzan wodorowych z warstwa wodng oraz grupami
polarnymi fazy stacjonarnej, co sprzyja jej retencji przy wyzszych zawarto$ciach wody.
Kofeina, dzigki obecnosci polarnych grup karbonylowych i atoméw azotu, wykazuje zdolno$¢
do tworzenia oddzialywan dipolowych oraz wigzan wodorowych, co moze sprzyjac jej
retencji w warunkach mniejszej zawartosci wody. Fenol, mimo obecnosci grupy
hydroksylowej, wykazuje najmniejsza liczb¢ centréw zdolnych do oddzialywan polarnych,
dlatego jest zatrzymywany najstabiej w calym badanym zakresie sktadu eluentu.
W przypadku kofeiny i kwercetyny obserwuje si¢ zarys zaleznosci typu ,,U”. Potwierdzenie
pelnego przebiegu tej zaleznosci wymagatoby jednak badan przy wyzszej zawartosci wody

w fazie ruchome;.
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Rysunek 5.5. Zaleznosci k = f(pu20) dla substancji testowych w skladzie eluentu:
A - ACN:H0, B - MeOH:H,0 dla kolumny Shodex SILICA SNH 4D

Zalezno$¢ Ink = f(@p,0), w ukladzie ACN:H:0 (rys. 5.6 A) ma charakter nieliniowy
dla kwercetyny i fenolu, co wskazuje na zlozony mechanizm retencji, w ktorym udziat
proceséw podziatlu i adsorpcji zmienia si¢ wraz ze sktadem eluentu. Dla kofeiny zalezno$¢
ta jest zblizona do liniowej, co sugeruje przewage mechanizmu podziatowego, jednak
nie wyklucza udziatu dodatkowych oddziatywan. Dodatkowo zaleznosci In k = f(In ¢y,0),
dla kwercetyny, kofeiny i fenolu maja charakter nieliniowy, co wskazuje, ze mechanizm
adsorpcyjny nie jest jedynym dominujagcym mechanizmem retencji. Wyniki sugerujg
wspolistnienie adsorpcji i podziatu, a udziat tych mechanizmoéw zmienia si¢ wraz ze sktadem
fazy ruchomej. W uktadzie zawierajacym metanol (rys. 5.6 B) wszystkie badane anality
wykazujg nieliniowy charakter zaleznosci Ink = f(@p,0), co wskazuje, ze retencja
nie moze by¢ opisana wylacznie za pomocg klasycznego mechanizmu podziatowego.
Nieliniowo$¢ ta sugeruje, ze metanol, jako rozpuszczalnik silnie oddziatujacy z faza
stacjonarng oraz wplywajacy na wilasciwosci warstwy wodnej, modyfikuje rownowage
pomigdzy ré6znymi mechanizmami odpowiedzialnymi za retencj¢. W efekcie wzgledny udziat
procesow podziatu i adsorpcji zmienia si¢ wraz ze sktadem eluentu, prowadzac do odstepstw
od liniowych zalezno$ci charakterystycznych dla dominacji jednego mechanizmu. Analiza
zaleznosci Ink = f(In @y,p) wykazala natomiast, ze jedynie kofeina charakteryzuje sig
przebiegiem zblizonym do liniowego, co moze wskazywac¢ na wigkszy udzial oddziatywan
adsorpcyjnych w jej retencji w obecnos$ci metanolu. W przypadku fenolu i kwercetyny
obserwowane nieliniowe zaleznosci wskazuja na bardziej ztozony charakter procesu retencji,
w ktorym udzial oddzialywan powierzchniowych i podzialowych zalezy od sktadu fazy

ruchome;j.
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Rysunek 5.6. Zaleznosci In k = f(pu20) i In k = f(Ilnpm,o) dla substancji testowych
dla kolumny Shodex SILICA 5NH 4D w sktadzie eluentu: A - ACN:H,O; B - MeOH:H,0

V.1.2.3. Podsumowanie

Analiza wptywu modyfikatora fazy ruchomej na retencj¢ fenolu, kofeiny i kwercetyny
w kolumnach Hypersii GOLD HILIC oraz Shodex SILICA 5NH 4D potwierdza,
ze mechanizm retencji w chromatografii HILIC ma charakter mieszany 1 zalezy zaréwno
od wtasciwosci analitu oraz fazy stacjonarnej, jak i1 od rodzaju zastosowanego modyfikatora
organicznego. W obu badanych kolumnach retencja jest wynikiem wspotistnienia
mechanizmoéw podziatu 1 adsorpcji, przy czym ich wzajemny udzial zmienia si¢ wraz
ze skladem fazy ruchomej. Dla ukladow ACN:H-O czgéciej obserwowano zaleznosci
wskazujagce na wigkszy udzial mechanizmu podzialowego oraz zachowanie zblizone
do klasycznego modelu HILIC. Natomiast w uktadach MeOH:H20 czesciej wystgpowaly
nieliniowosci zalezno$ci retencyjnych, sugerujace bardziej ztozony charakter oddzialywan
1 zmienny udziat procesow adsorpcji oraz podziatu. Uzyskane wyniki wskazuja, Zze rodzaj
modyfikatora organicznego istotnie wptywa na przebieg procesu retencji oraz udziat

mechanizméw odpowiedzialnych za zatrzymywanie analitow w warunkach HILIC.
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V.1.3. Analiza sprawnosci kolumn chromatograficznych

V.1.3.1. Kolumna Hypersil GOLD HILIC

Na rysunku 5.7 przedstawiono zaleznosci van Deemtera dla dwoch analitow testowych:
fenolu 1 kofeiny. Analiz¢ przeprowadzono dla eluentow o skladzie: 70:30 i 95:5 (v/v)
ACN:H:0 oraz 70:30 1 95:5 (v/v) MeOH:H:O.

Wyniki eksperymentalne dla fenolu (rys. 5.7) wskazuja, Ze uklady zawierajace
acetonitryl zapewniajg wyzsza sprawno$¢ kolumny niz uktady zawierajagce metanol. Wyzsza
zawartos¢ sktadnika organicznego (95 % (v/v) ACN) sprzyja dalszej poprawie sprawnosci,
jednak efekt ten ulega ostabieniu wraz ze wzrostem predkosci przeptywu eluentu. Dla fazy
ruchomej zawierajacej 95 % (v/v) ACN obserwuje si¢ optimum sprawnosci kolumny
w zakresie umiarkowanych predkosci przeptywu. Analiza danych wskazuje, ze najwyzsza
sprawno$¢ kolumny wystepuje przy predkosciach przepltywu od okoto 0,9 do 4 cm/min
(= 0,15-0,8 cm?*/min), przy czym minimum wartosci WRPT, odpowiadajace najlepszym
parametrom rozdzielania, obserwuje si¢ w poblizu 2,4 cm/min (= 0,4 cm?®/min). W tym
zakresie krzywa zaleznosci WRPT od predkosci przeptywu jest stosunkowo plaska,
co oznacza, ze niewielkie odchylenia od warto$ci optymalnej nie powoduja istotnego
pogorszenia sprawnosci kolumny. Przy niskich predkosciach przeplywu czasteczki analitu
maja wiecej czasu na dyfuzj¢ wzdtuz kolumny w fazie ruchomej, co prowadzi do poszerzenia
piku chromatograficznego. Natomiast po przekroczeniu gérnej granicy zakresu optymalnego
obserwuje si¢ systematyczny wzrost wartosci WRPT, wynikajacy z narastajgcego udzialu
oporéw przenoszenia masy. W takich warunkach analit nie osigga réwnowagi pomig¢dzy faza
ruchomg a stacjonarng w wystarczajaco krotkim czasie, co prowadzi do poszerzenia piku
chromatograficznego 1 pogorszenia sprawnosci rozdzielania. W eluencie o skladzie
70:30 (v/v) ACN:H20 obserwuje si¢ ptytsze optimum sprawnosci, przesuni¢te w kierunku
nizszych predkosci przeptywu. Najwyzsza sprawno$¢ kolumny w tym uktadzie wystepuje
w zakresie od okoto 1,2 do 3 cm/min (= 0,2-0,5 cm?*min). W poréwnaniu z ukladem
95:5 (v/v) ACN:H20 warto$ci WRPT s3 wyzsze, co wskazuje na mniej efektywny proces
przenoszenia masy w bardziej uwodnionym $rodowisku. Dla faz ruchomych zawierajacych
metanol (70:30 1 95:5 (v/v) MeOH:H:0) uzyskane zaleznosci WRPT w funkcji predkosci
przeplywu wykazuja istotne réznice w pordwnaniu z ukladami zawierajacymi acetonitryl.
Maksymalne osiggalne predkosci przeptywu w tych uktadach s3 nizsze niz dla uktadow
ACN:H:0, co wynika z wyzszego ci$nienia generowanego w kolumnie przy zwickszaniu
przeplywu. Stanowi to istotne ograniczenie zarOwno wynikajace z wlasciwosci kolumny,

jak 1 parametrow pracy aparatury chromatograficznej. Zjawisko to mozna powigzaé z wigksza
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lepko$cia mieszanin metanolu z woda w pordwnaniu z analogicznymi ukladami
zawierajacymi acetonitryl, co prowadzi do wzrostu oporow przeptywu i w konsekwencji
do zwigkszenia cisnienia w kolumnie. Dla uktadu 95:5 (v/v) MeOH:H.O najwyzsza
sprawno$¢ kolumny wystepuje w zakresie predkosci przeptywu od okoto 0,6 do 1,8 cm/min
(= 0,1-0,3 cm?*min). Po przekroczeniu tego zakresu obserwuje si¢ systematyczny wzrost
warto$ci WRPT, wskazujacy na pogorszenie sprawnosci w wyniku narastajagcego wptywu
oporéw przenoszenia masy. W przypadku uktadu 70:30 (v/v) MeOH:H.O krzywa WRPT
wykazuje stromy wzrost juz przy niewielkich predkosciach przeptywu, a minimum przypada
w przyblizeniu na zakres od 0,6 do 1,5 cm/min (= 0,1-0,25 cm?*/min). Taki przebieg sugeruje
istotny udzial oporéw przenoszenia masy juz przy stosunkowo matych predkosciach
liniowych. Moze to wynika¢ z wigkszej zawartosci wody w fazie ruchomej, ktéra sprzyja
silniejszym oddziatywaniom analitow z uwodniong powierzchnig fazy stacjonarnej
oraz wydluza czas potrzebny do osiggnigcia rownowagi pomigdzy faza ruchoma
a stacjonarna.

Dla kofeiny najbardziej korzystne warunki uzyskano dla fazy ruchomej zawierajacej
95:5 (v/v) ACN:H:0. Krzywa WRPT w tym ukladzie wykazuje wyrazne minimum
w zakresie predkosci przeptywu 0,9-3,9 cm/min (= 0,15-0,65 cm?/min), co wskazuje
na obecno$¢ stabilnego obszaru optymalnej sprawno$ci kolumny. W tym zakresie przebieg
krzywej jest stosunkowo ptaski, co oznacza, ze niewielkie odchylenia od wartosci optymalnej
nie powodujg istotnego pogorszenia sprawnosci. Powyzej goérnej granicy tego zakresu
obserwuje si¢ systematyczny wzrost wartosci WRPT, wynikajacy z narastajacych oporoéw
przenoszenia masy. Przy najwyzszych predkosciach przeplywu nast¢gpuje natomiast
gwaltowne pogorszenie sprawnos$ci kolumny. W przypadku uktadu zawierajacego 70:30 (v/v)
ACN:H20 minimum krzywej wystepuje przy wyzszych wartosciach WRPT w poréwnaniu
z uktadem 95:5 (v/v) ACN:H:20, co wskazuje na nizszg sprawno$¢ kolumny w zakresie
malych i umiarkowanych predkosci przeptywu. Najlepsze parametry rozdzielania uzyskuje
si¢ w tym przypadku w zakresie okoto 1,2—5 cm/min (= 0,2—0,8 cm?*/min). Wraz ze wzrostem
predkosci przeptywu roznice pomiedzy uktadami malejg, a przy najwyzszych badanych
warto$ciach przeptywu uktad 70:30 (v/v) ACN:H:O wykazuje nizsze wartosci WRPT,
a tym samym wyzsza sprawno$¢ niz uktad zawierajacy 95 % (v/v) ACN. W uktadach
zawierajacych 95:5 oraz 70:30 (v/v) MeOH:H-0O maksymalne osiggalne predkosci przeptywu
byly nizsze niz w przypadku mieszanin z acetonitrylem, co wynika z wyzszego ci$nienia
generowanego w kolumnie przy wigkszych przeptywach. W uktadzie zawierajagcym 95:5 (v/v)

MeOH:H:>0 najwyzsza sprawno$¢ kolumny obserwuje si¢ w zakresie predkosci przeptywu
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okoto 0,64,2 cm/min (= 0,1-0,7 cm?®/min). Po przekroczeniu tego zakresu nastgpuje
systematyczny wzrost wartosci WRPT, co §wiadczy o pogorszeniu sprawnosci w wyniku
narastajacych opordw przenoszenia masy. Jeszcze mniej korzystne warunki obserwuje si¢
dla uktadu 70:30 (v/v) MeOH:H:0, gdzie krzywa WRPT wskazuje na nizszg sprawnosc¢
kolumny w poréwnaniu z pozostalymi badanymi ukladami. Minimum odpowiadajace
optymalnej predkosci przeptywu miesci si¢ w zakresie 0,6—3 cm/min (= 0,1-0,5 cm?*/min),
jednak wartosct WRPT rosng stosunkowo stromo wraz ze wzrostem predkosci przeptywu,
co wskazuje na zwickszony wptyw oporo6w przenoszenia masy.

W przypadku kwercetyny w kolumnie Hypersil GOLD HILIC badania ograniczono
do oceny wptywu sktadu fazy ruchomej oraz temperatury kolumny przy statej predkosci
przeptywu wynoszacej 1 cm?*/min. W tych warunkach uzyskane chromatogramy umozliwiaty
wiarygodne wyznaczenie parametrow retencyjnych. Nie przeprowadzono natomiast analizy
sprawnosci kolumny w funkcji predkosci przeptywu, poniewaz ksztatt pikéw nie pozwalat

na rzetelne wyznaczenie sprawnosci w calym badanym zakresie predkosci przeptywow.
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Rysunek 5.7. Zaleznosci van Deemtera dla fenolu i kofeiny w kolumnie Hypersil GOLD
HILIC w roznych sktadach eluentow

V.1.3.2. Kolumna Shodex SILICA 5NH 4D

Na rysunkach 5.8 przedstawiono zaleznosci wartosci WRPT od liniowej predkosci
przeplywu fazy ruchomej dla fenolu, kofeiny i kwercetyny w warunkach chromatografii
HILIC z zastosowaniem kolumny Shodex SILICA 5NH 4D. Badania przeprowadzono
przy uzyciu faz ruchomych o sktadzie: 70:30 1 95:5 (v/v) ACN:H:0 oraz 70:30 i 95:5 (v/v)
MeOH:H20.

Najkorzystniejsze warunki chromatograficzne uzyskano dla fazy ruchomej zawierajace;j

95:5 (v/v) ACN:H:0, zwlaszcza dla kofeiny i kwercetyny. W tym ukladzie krzywe WRPT
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przebiegaja najnizej sposrod wszystkich analizowanych faz ruchomych, a jednoczesnie
charakteryzujg si¢ szerokim zakresem predkosci liniowych, dla ktorych sprawnos¢ kolumny
pozostaje najwyzsza (0,9-5,0 cm/min; = 0,15-0,8 cm?/min). Oznacza to, Ze niewielkie
odchylenia od wartosci optymalnej nie prowadza do istotnego pogorszenia sprawnos$ci
uktadu. Po przekroczeniu gornej granicy tego zakresu obserwuje si¢ stopniowy wzrost
warto$ci WRPT, zwigzany z narastajagcym udziatem oporoOw przenoszenia masy. Wysoka
sprawno$¢ kolumny uzyskano réwniez dla fazy ruchomej o sktadzie 95:5 (v/v) MeOH:H:O.
W tym uktadzie krzywa WRPT utrzymuje niskie wartosci w zakresie prgdkosci liniowych
0,9-3,9 cm/min (= 0,15-0,65 cm?®/min), co umozliwia prowadzenie analiz przy zachowaniu
wysokiej sprawnosci separacyjnej. W porownaniu z uktadem 95:5 (v/v) ACN:H20 minimalne
wartosci WRPT sag zblizone, jednak przy wyzszych predkosciach przepltywu sprawnosc
kolumny pogarsza si¢ szybciej, szczegodlnie dla kofeiny i kwercetyny. W przypadku uktadu
zawierajacego 70:30 (v/v) MeOH:H:O obserwuje si¢ niewielkie pogorszenie sprawnosci.
Najnizsze wartosci WRPT wystepuja w zakresie predkosci przeptywu okoto 1,5-3,9 cm/min
(= 0,25-0,65 cm?/min). Zakres badanych predkosci byt jednak ograniczony przez wysokie
cisnienie pracy kolumny, wynikajace z wigkszej lepkosci eluentu MeOH:H>0. Najmniej
korzystne warunki uzyskano dla fazy ruchomej o sktadzie 70:30 (v/v) ACN:H.O. W tym
uktadzie, szczegodlnie dla kwercetyny, obserwowano najnizsza sprawno$¢ kolumny, a krzywa
WRPT przebiegata wyraznie powyzej pozostalych zalezno$ci. Ponadto wartosci WRPT
wzrastaly przy matych predkosciach przeptywu, co wskazuje na zwigkszony wplyw procesow
dyfuzyjnych oraz ograniczen zwigzanych z wymiang masy. Zaobserwowane rdznice moga
wynika¢ ze zmiany udzialu oddzialywan odpowiedzialnych za retencj¢ wraz ze wzrostem
zawartosci wody w fazie ruchomej. Szczegdlnie w przypadku kwercetyny, zawierajacej liczne
grupy hydroksylowe zdolne do tworzenia wigzan wodorowych z fazg aminopropylowa,
obserwuje si¢ bardziej ztozone zachowanie chromatograficzne, co moze przyczyniaé si¢

do obnizenia sprawnosci.
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Rysunek 5.8. Zaleznosci van Deemtera dla fenolu, kofeiny i kwercetyny w kolumnie

Shodex SILICA 5NH 4D w roznych sktadach eluentow

V.1.3.3. Podsumowanie

Analiza sprawnosci kolumn Hypersil GOLD HILIC oraz Shodex SILICA 5NH 4D
wykazala istotny wplyw sktadu fazy ruchomej na efektywno$¢ procesu chromatograficznego.
W przypadku obu kolumn najwyzsza sprawno$¢ uzyskano dla uktadu 95:5 (v/v) ACN:H-O,
dla ktorego wartosci WRPT byty najnizsze oraz obserwowano szeroki zakres optymalnych
predkosci przeptywu. Swiadczy to o korzystnych warunkach przenoszenia masy
oraz stabilnym przebiegu procesu retencji. Zastosowanie metanolu jako modyfikatora fazy
ruchomej wplywato na sprawno$¢ chromatograficzng oraz zakres dostgpnych predkosci
przeptywu dla kolumny Hypersil GOLD HILIC. Efekt ten mozna powigza¢ z wigkszg
lepkoscig eluentu MeOH:H20 oraz odmiennym charakterem oddzialywan odpowiedzialnych
za retencj¢. W poroOwnaniu z acetonitrylem metanol silniej wplywa na rownowage pomiedzy
procesami podziatu i adsorpcji, co moze prowadzi¢ do pogorszenia sprawnosci. Najmniej
korzystne warunki dla kolumny Shodex SILICA 5NH 4D zaobserwowano dla uktadu
70:30 (v/v) ACN:H20, zwiaszcza w przypadku kwercetyny. W tych warunkach obserwowano

najwyzsze wartosci WRPT, wskazujace na ograniczenia procesu przenoszenia masy

129



1 pogorszenie sprawno$ci separacji. Moze to wynika¢ z bardziej ztozonego mechanizmu
retencji kwercetyny, obejmujacego udziat licznych oddzialywan wodorowych i polarnych
z fazg aminopropylowa.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze wysoki udzial acetonitrylu w fazie ruchomej sprzyja
uzyskaniu wysokiej sprawnosci badanych kolumn HILIC. Jednocze$nie wykazano, ze wptyw
sktadu fazy ruchomej na sprawno$¢ zalezy od rodzaju fazy stacjonarnej oraz wtasciwosci
analizowanego zwiazku. Szczegoélnie wyraznie zaobserwowano to dla kolumny Shodex
SILICA 5NH 4D, dla ktérej uktad zawierajacy 70:30 (v/v) ACN:H,O ujawnit najmniej

korzystne warunki.

V.1.4. Badanie rownowagi adsorpcyjnej metodg analizy frontalnej

V.1.4.1. Kolumna Hypersil GOLD HILIC

Analize i1zoterm adsorpcji oraz odpowiadajace im wykresy Scatcharda dla fenolu
1 kofeiny w r6znych sktadach fazy ruchomej przedstawiono na rysunku 5.9 A 1 B. Zaleznosci
Scatcharda, wyznaczone na podstawie danych eksperymentalnych uzyskanych metodg analizy
frontalnej, wykazuja liniowa zalezno$¢ dla wigkszosci badanych ukladow. Sugeruje
to wzgledna jednorodno$¢ energetyczng miejsc adsorpcyjnych uczestniczacych w procesie
sorpcji. Potwierdza to réwniez analiza rozktadu energii adsorpcji (rys. 5.10), ktora dla
wigkszosci badanych ukladéw wskazuje na dominujacy udziat miejsc adsorpcyjnych
o zblizonej energii oddziatywan. Wyjatek stanowig fenol w uktadzie 95:5 (v/v) ACN:H.O
oraz kofeina w uktadzie 70:30 (v/v) ACN:H-:0, dla ktérych obserwuje si¢ nieliniowy przebieg
zaleznosci Scatcharda. Odchylenie od liniowosci wskazuje na obecnos¢ miejsc adsorpcyjnych
o zroznicowane] energii oddziatywan. Sugeruje to energetyczng heterogenicznos¢
powierzchni fazy stacjonarnej w kolumnie Hypersil GOLD HILIC w tych uktadach. Analiza
rozkladu energii adsorpcji (rys. 5.10) wykazala obecno$¢ co najmniej dwoch wyraznie
wyodrgbnionych rodzajow centrow aktywnych: niskoenergetycznych, odpowiadajacych
za dominujacg cz¢$¢ pojemnosci sorpcyjnej, oraz mniej licznych, lecz wyraznie zaznaczonych
centrow o wyzszej energii adsorpcji. Zjawisko to zaobserwowano zaréwno dla fenolu,
jak 1 kofeiny, przy czym wzglgdne udziaty poszczegdlnych standw energetycznych zaleza
od sktadu fazy ruchomej oraz rodzaju analitu, co sugeruje istotny wplyw warunkow elucji
na dostgpnos¢ 1 charakter centrow adsorpcyjnych. Waski pik odpowiadajacy wysokim
energiom adsorpcji moze by¢ zwigzany z obecno$cig specyficznych miejsc adsorpcyjnych
o zwigkszonej aktywno$ci energetycznej, zdolnych do tworzenia silnych oddzialywan

donorowo-akceptorowych, wigzan wodorowych oraz oddziatywan elektrostatycznych,
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zaleznie od wlasciwosci analitu. RozZznice pomigdzy fenolem a kofeing wynikaja
z ich odmiennych wtasciwosci fizykochemicznych. Kofeina, jako zwigzek bardziej polarny
1 zawierajacy wieksza liczbe centrow zdolnych do akceptowania wigzan wodorowych,
wykazuje silniejsze oddzialywania z wybranymi miejscami adsorpcyjnymi, co znajduje
potwierdzenie w obecnosci piku wysokoeneregtycznego przy wigkszych wartosciach In K.
W przypadku fenolu obecnos¢ tylko jednej grupy hydroksylowej ogranicza mozliwos$¢
tworzenia silnych oddziatywan z faza stacjonarng. W rezultacie rozktad energii adsorpcji jest
przesuniety w kierunku nizszych wartosci (n K, a udzial wysokoenergetycznych centrow
adsorpcyjnych pozostaje mniejszy niz dla kofeiny. Dla kofeiny najwigksza pojemnosé
sorpcyjng obserwuje si¢ w uktadzie o wysokim udziale acetonitrylu w eluencie, 95 % (v/v).
Uktady zawierajace 70 % (v/v) ACN oraz 70 % (v/v) MeOH wykazuja wartosci posrednie,
natomiast zastosowanie 95 % (v/v) MeOH prowadzi do najnizszej pojemnosci sorpcyjne;j.
Niska pojemnos¢ sorpcyjng w uktadzie 95 % (v/v) MeOH mozna ttumaczy¢ silng solwatacja
kofeiny przez metanol, ktory dzigki zdolnosci do tworzenia wigzan wodorowych ogranicza jej
oddziatywania z faza stacjonarng. Fenol wykazuje wyrazng zalezno$¢ pojemnosci sorpcyjnej
od skladu fazy ruchomej. Najwiecksza pojemnos$¢ sorpcyjng obserwuje si¢ dla uktadu
zawierajacego 70 % (v/v) MeOH, natomiast najmniejszg dla uktadu zwierajacego 95 % (v/v)
ACN.

Warto podkresli¢, ze uzyskane doswiadczalnie izotermy adsorpcji wraz z zalezno$ciami
Scatcharda oraz wyznaczonymi rozktadami energii adsorpcji dostarczajg bezposrednich
informacji niezbednych do wyboru odpowiedniego modelu izotermy adsorpcji. Wiasciwy
dobor modelu izotermy adsorpcji jest kluczowy w procesie optymalizacji separacji,
ktéra zazwyczaj realizowana jest numerycznie poprzez rozwigzywanie rownan opisujacych
dynamike sorpcji w kolumnie. Obserwowana nieliniowo$¢ wykresu Scatcharda oraz obecnos¢
co najmniej dwoch wyraznych centrow aktywnych w rozktadzie energii adsorpcji wskazuja,
ze proste, jednosktadnikowe modele (np. izoterma Langmuira) mogg nie opisywaé danych
w sposob wystarczajaco doktadny. W praktyce oznacza to konieczno$¢ rozwazenia modeli
heterogenicznych, takich jak izoterma bi-Langmuira, lub uogélnionych modeli, np. izotermy
typu Totha, ktore umozliwiaja uwzglednienie heterogenicznosci energetycznej fazy
stacjonarnej. Wybor najbardziej adekwatnego modelu powinien by¢ potwierdzony analizg
statystyczng. Porodwnanie jako$ci dopasowania modeli izoterm adsorpcji wraz z analizg

statystyczng przedstawiono w kolejnym podrozdziale.
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Rysunek 5.9. Izotermy adsorpcji wyznaczone doswiadczalnie (A) oraz zaleznosci

Scatcharda (B) dla fenolu i kofeiny dla kolumny chromatograficznej Hypersil GOLD HILIC

w roznych sktadach
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Rysunek 5.10. Rozktad energii adsorpcji w kolumnie Hypersil GOLD HILIC dla fenolu i kofeiny w roznych sktadach eluentow



V.1.4.2. Poréwnanie jakosci dopasowania modeli izoterm adsorpcji
dla kolumny Hypersil GOLD HILIC

Wyniki badan dla fenolu i kofeiny w sktadach fazy ruchomej: 70:30 i 95:5 (v/v)
ACN:H:0 oraz 70:30 1 95:5 (v/v) MeOH:H.O przedstawiono na rysunku 5.11.
Zaprezentowano na nim uzyskane izotermy adsorpcji wraz z ich dopasowaniem do modeli
najlepiej opisujacych dane eksperymentalne. Uzyskane izotermy charakteryzujg si¢ niemal
liniowym przebiegiem, co wynika z faktu, Ze analizowany zakres st¢zen odpowiada
poczatkowemu etapowi procesu adsorpcji. W tym obszarze nawet modele nieliniowe,
takie jak model Langmuira, model Totha oraz model bi-Langmuira, wykazuja przebieg
zblizony do liniowego. Dobor modelu izotermy oparto zardwno na analizie rozktadu energii
adsorpcji, jak 1 ocenie jakosci dopasowania do danych eksperymentalnych (SUM, SD, Fic).
Wartosci wyestymowanych parametréw przedstawiono w tabeli 5.5, natomiast wyniki analizy
statystycznej w tabeli 5.6. Model liniowy zostal uwzgledniony w analizie poréwnawczej,
jednak ze wzgledu na gorsza jakos¢ dopasowania do danych eksperymentalnych
w poréwnaniu z modelami Langmuira, bi-Langmuira 1 Totha nie byt przedmiotem
szczegotowej dyskusji.

Wyniki analizy rozkladu energii adsorpcji oraz zalezno$ci Scatcharda (rys. 5.9 1 5.10)
dla fenolu w uktadach 70:30 (v/v) ACN:H,O oraz 70:30 1 95:5 (v/v) MeOH:H,O wskazuja
na jednorodno$¢ energetyczng powierzchni fazy stacjonarnej, co sugeruje, ze model
Langmuira bedzie najlepiej opisywac uzyskane dane eksperymentalne. Analiza statystyczna
(tab. 5.6) wykazala, ze warto$ci SUM i SD dla modelu Langmuira w tych uktadach sg nizsze
niz dla pozostatych modeli, natomiast wartosci testu Fishera sa wyzsze. Wyestymowane
parametry qs 1 K (tab. 5.5) mieszcza si¢ w przewidywanym zakresie, odpowiadajac liczbie
miejsc adsorpcyjnych oraz sile oddzialywan w fazie stacjonarnej, co uzasadnia przyjecie
modelu Langmuira jako najlepiej dopasowanego do danych do$wiadczalnych. Dodatkowo
warto$ci parametru v w modelu Totha w rozpatrywanych uktadach sg réwne jednosci,
co wskazuje na jednorodno$¢ energetyczng powierzchni adsorbentu (tab. 5.5). Dla fenolu
w uktadzie 95:5 (v/v) ACN:H-20O analiza réwnowagi adsorpcyjnej wykazata heterogeniczny
charakter powierzchni fazy stacjonarnej, dlatego uktad ten lepiej opisuja modele Totha
lub bi-Langmuira. Potwierdzaja to nastepujace obserwacje: (i) warto$¢ parametru v w modelu
Totha wynosi okoto 0,86; (ii) warto$ci SUM i1 SD dla modelu Langmuira sa wyraznie wyzsze
niz w pozostatych uktadach, dla ktérych przyjeto jednorodno$¢ energetyczng powierzchni,
natomiast wartos$¢ testu Fishera jest nizsza, co wskazuje na gorsze dopasowanie tego modelu

do danych doswiadczalnych. Oznacza to, ze model Langmuira nie opisuje poprawnie
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réwnowagi adsorpcyjnej fenolu w tym uktadzie, a jej opis wymaga zastosowania modeli
heterogenicznych, takich jak izoterma bi-Langmuira lub model Totha. W niniejszej rozprawie
doktorskiej porownanie jakosci dopasowania modeli izoterm adsorpcji przeprowadzono
rébwniez w oparciu o wartosci stosunku testow Fishera dla dwoch modeli, zgodnie
z rOwnaniami (4.4) 1 (4.5). Analiza ta pozwala ocenié, czy réznice w dopasowaniu modeli sg
statystycznie istotne przy uwzglednieniu liczby ich parametréw. Porownano model
heterogeniczny Tétha z modelem homogenicznym Langmuira, a takze model bi-Langmuira
z modelem Langmuira. Dodatkowo, dla uktadéw wykazujacych heterogenicznosé
energetyczng powierzchni adsorbentu zestawiono model bi-Langmuira z modelem Toétha.
Oceny dokonano na podstawie wartosci stosunku testoéw Fishera, ktory pozwala okreslic,
czy roznice w dopasowaniu modeli sg statystycznie istotne przy poziomie istotnosci a = 0,05.
Wyniki wskazuja (tab. 5.7 1 5.8), ze w przypadku uktadu 95:5 (v/v) ACN:H,O, dla ktérego
stwierdzono heterogeniczno$¢ powierzchni fazy stacjonarnej, model Totha opisuje badany
uktad lepiej niz model bi-Langmuira. Natomiast w pozostatych uktadach, w ktorych charakter
energetyczny powierzchni fazy stacjonarnej oceniono jako jednorodny, model Langmuira
wykazuje lepsze dopasowanie niz modele heterogeniczne.

Dla kofeiny w kolumnie Hypersil GOLD HILIC heterogeniczno$¢ powierzchni zostata
wykazana w uktadzie 70:30 (v/v) ACN:H,O. Potwierdza to warto§¢ parametru v w modelu
Toétha (tab. 5.5), wynoszacy 0,90, ktory odbiega od jednosci. Nizsze wartosci SUM oraz SD
(tab. 5.6) uzyskane dla modeli heterogenicznych wskazuja na ich lepsze dopasowanie
do danych do$wiadczalnych w poroéwnaniu z modelem Langmuira. WyzZsze wartosci testu
Fishera dodatkowo potwierdzajg przewage tych modeli, wskazujac na istotnie lepsza jakos¢
dopasowania. Wyniki te zostaly dodatkowo potwierdzone analizg warto$ci stosunku testow
Fishera (tab. 5.7 i 5.8), ktora jednoznacznie wykazata, ze model Totha zapewnia najlepszy
opis badanego uktadu. Dla uktadéw zawierajacych 95:5 (v/v) ACN:H,O oraz 70:30 1 95:5
(v/v) MeOH:H,;0 parametr modelu Tétha przyjmuje wartosci rowne jednosci, co wskazuje
na brak wyraznej heterogenicznosci energetycznej powierzchni. W tych warunkach
dopasowanie modelu Langmuira jest statystycznie akceptowalne. Stabilno$¢ parametréw

potwierdzaja waskie przedzialy ufno$ci przedstawione w tabeli 5.5.
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Tabela 5.5. Wartosci wyestymowanych parametrow modeli izoterm adsorpcji wraz z przedziatami ufnosci w kolumnie Hypersil GOLD HILIC

- Zawarto$¢ Izoterma liniowa Izoterma Langmuira Izoterma Tétha
= | ACN/MeOH
2 w ;oh;g;lvgie K (dm’/g) K (dm’/g) gs (g/dm’) K (dm’/g) qs (g/dm’) v
2| acw 70 0,28 +2,43x107° | 8,49x104+2,88x107 | 351,28 +1,11x10° | 8,51x1074+1,40x10"° 350,18 £ 0,59 1,00 +5,96x10~*
o 95 0,49 +£8,97x107° | 1,91x107+3,03x10~ 298,72 + 4,09 1,36x107+1,42x10"° 55,17 £4,72 0,86 + 3,80x10~
é MeOH 70 0,65+5,67<107° | 8,49x104+2,88x10° | 822,81 £2,60x10° | 8,51x10-*+1,50x10~° 819,99 + 1,49 1,00 + 6,47x10"*
95 0,53 £4,60x107° | 8,53x104+4,79x10° | 662,10 +3,46x10° | 8,55%10~*+1,14x10°° 660,46 + 0,90 1,00 +4,83x10"*
2 ACN 70 0,35+3,14x107° | 7,69x107°+ 4,30x107* 50,00 £ 2,55 6,40x10°+1,33x10~* 59,64 + 1,27 0,90 + 7,30x10~
= 95 0,53 £4,67x107° | 6,75x103+3,31x107 | 84,46 +3,84x107" | 1,86x107+6,40x10" 30,00 + 10,56 1,00 +3,30x10~"
s 70 0,37 £3,25x107° | 6,75x103+3,32x10% | 58,96 +2,68x10* | 1,31x107+3,40x10" 30,00 £ 8,05 1,00 + 1,70x10""
2 | MeOH 95 0,38 £3,37x107° | 6,87x103+1,08x107 | 45,13 +8,54x10* | 1,33x107+3,50x10" 29,98 + 8,06 1,00 + 1,70x10""
Zawarto$¢ Izoterma bi-Langmuira
= | ACN/MeOH
;é w ;:‘;ﬁ}'f)ie K, (dm’/g) qs1 (g/dm’) K, (dm%/g) qs2 (g/dm’)
. ACN 70 8,49x107 + 3,55x10~° 351,28 £ 1,34x10~° 7,19+ 1,26x107 3,59x10°°+ 2,64x10°°
=) 95 4,46x10°+3,22x10°° 55,24 + 108,35 7,15x10" + 1,26x10~ 462,00 + 389,76
é MeOH 70 546107+ 1,72x10"" 760,00 + 5,01x10* 2,15x107 + 3,20x10™ 140,01 + 6,90x10*
95 6,70x10*+ 0,10x10" 300,00 + 1,40x10° 1,80x10 + 0,66 214,00 + 3,00x10°
; ACN 70 8,80x107> + 6,33x107> 28,08 + 795,23 3,27x10°+ 0,10 40,32 +326,78
= 95 9,69%10° + 6,50x10"" 30,00 £2,11x10" 9,83x107 + 8,45x10"" 30,00 £ 1,11x10""
S 70 2,24x107 £ 8,96 30,00 + 5,40x10" 1,14x10°+2,21 30,00 + 1,80x10°
2 | MeOH 95 4,68x10~ £ 1,02 55,00 + 1,43x10° 1,70x102£ 2,24 9,27 +4,10x10°
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Tabela 5.6. Analiza statystyczna: wartosci SUM, SD, testu Fishera dla modeli izoterm adsorpcji w kolumnie Hypersil GOLD HILIC

Zawarto$¢ Izoterma liniowa
Analit ACN/MeQH
w eluencie SUM SD Frea
% (V/V)
ACN 70 2,26 0,34 5,80x10*
FENOL 95 31,18 1,28 1,30x10*
70 12,40 0,81 5,80x10*
MeOH -
95 8,19 0,66 5,70%10
ACN 70 0,07 0,06 5,50x10*
4
KOFEINA 95 0,16 0,09 5,60%10
70 0,08 0,06 5,60x10*
MeOH 4
95 0,08 0,06 5,40%10
Zawartos¢ Izoterma Langmuira
Analit ACN/MeQH
w eluencie SUM SD Fe
% (V/V)
ACN 70 9,62x10°"! 2,31x10°° 6,42x10"
95 0,03 3,80x107> 7,43%10°
FENOL — - —
70 5,28%10 5,41x10 6,41x10
MeOH _10 _6 14
95 9,55x10 7,28%10 2,33x10
70 1,10x10°° 7,59x107 1,75%10°
ACN _11 7 14
95 1,52x10 8,95%10 2,82x10
KOFEINA — . -
70 7,42%10 6,25%10 2,82x10
MeOH 11 % 13
95 8,02x10 2,05%10 2,71x10




Tabela 5.6. c.d. Analiza statystyczna: wartosci SUM, SD, testu Fishera dla modeli izoterm adsorpcji w kolumnie Hypersil GOLD HILIC

8¢1

Zawartos$¢ Izoterma Tétha
Analit ACN/MeOH
w eluencie SUM SD Fiest
% (V/V)
70 1,14x1077 8,20x10° 3,40x10"
ACN ~ = -
95 7,10x10 2,04x10 1,70x10
FENOL - -~ =
70 7,39%10 2,08%10 2,88x10
MeOH _7 _4 11
95 2,73%10 1,26x10 5,11x10
70 6,09x107 1,84x10~* 1,98x10°
KOFEINA ACN 95 1,80x10°° 9,90x10" 1,52x10°
70 2,77x107* 3,92x107 4,77x10°
MeOH = = -
95 3,05%10 4,12x10 4,50x10
AZ(;\VIV/?\?OéCi_I Izoterma bi-Langmuira
[
Analit .
w eluencie SUM SD Freq
% (V/V)
70 6,33x10°"" 1,99x10°° 4,33x10"
ACN - - :
FENOL 95 7,32%10 6,77%10 1,16x10
McOH 70 1,24 2,79%x10" 1,20x10°
(¢
95 2,64 4,06%107" 3,70x10*
70 9,13x10”7 2,32x10°* 9,38x10°
ACN K 2 4
95 3,65%10 4,60%10 5,30%10
KOFEINA B B 4
70 1,30x10 2,70%10 7,20%10
MeOH 3 B .
95 5,50x10 1,80%10 1,70x10




Tabela 5.7. Porownanie analizowanych modeli izoterm adsorpcji w oparciu o wartosci stosunku testow Fishera w kolumnie Hypersil GOLD HILIC

6¢l

Zawarto$¢ bi-Langmuir vs Langmuir Toth vs Langmuir
. ACN/MeOH
Analit 1 .
WO;' ue;1c1e Fyn_16N-185% Far o = Fy, Fy,m; Fyn_17N-185% Fop o = Fy, Fy,m;
° (V V) v FM] 2 FN—li’N—l]' v FM] 2 FN—li‘N—ll'
ACN 70 2,25 0,67 falsz 2,23 5,30x10~* falsz
FENOL 95 2,25 15,61 prawda 2,23 228,80 prawda
McOH 70 2,25 1,87x107"° falsz 2,23 4,49x10~* falsz
95 2,25 1,59x10"° falsz 2,23 2,19x10° falsz
Zawarto$é bi-Langmuir vs Langmuir Toéth vs Langmuir
Analit ACN/MeOH Fyn_17N-195% Fy, Fy,m; Fyn_18N-195% Fy, Fy,m;
eluencie o Fymj= 7= v o Fumy = 7= v
W elu FM]- = FN—l,- N-1; FM]' = FN—liN—lj
% (vIV) g :
ACN 70 2,20 535,43 prawda 2,18 1,10x10° prawda
KOFEINA 95 2,20 1,88x10"° falsz 2,18 5,39x10” falsz
McOH 70 2,20 2,55x10"° falsz 2,18 1,69x10° falsz
¢ 95 2,20 6,27x10” falsz 2,18 1,66x107 falsz

Tabela 5.8. Porownanie analizowanych modeli izoterm adsorpcji (heterogenicznych) w oparciu o wartosci stosunku testow Fishera w kolumnie

Hypersil GOLD HILIC
Zawarto$é bi-Langmuir vs Toth
Analit ACN/MeOH FN—16,N—17,5% _ ﬂ >
w eluencie% (v/v) Fuim; = Fy, Fyom; = Fr-in-y
FENOL ACN | 95 2,29 0,07 falsz
Zawarto$¢ F Fy.
Analit ACN/MeOH N=17.N-18,5% Fum; = 7~ Fuymj = Fn-i;n-y;
‘o M;
w eluencie% (v/v) J
KOFEINA | ACN | 70 2,23 0,47 falsz
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Rysunek 5.11. Dopasowanie najbardziej adekwatnych modeli izoterm adsorpcji do danych doswiadczalnych dla fenolu i kofeiny w roznych
sktadach eluentow w kolumnie Hypersil GOLD HILIC



V.1.4.3. Kolumna Shodex SILICA 5NH 4D

Wyniki badan analizy réwnowagi adsorpcji dla kolumny chromatograficznej Shodex
SILICA 5NH 4D dla substancji testowych: fenolu 1 kofeiny w réznych sktadach eluentow
przedstawiono na rysunkach 5.12 A1 B oraz 5.13.

Analiza rownowagi adsorpcji fenolu prowadzonych w sktadach eluentow 95:5 (v/v)
ACN:H,O oraz 70:30 (v/v) MeOH:H,O wykazata wyrazng nieliniowo$¢ zaleznoS$ci
Scatcharda (rys. 5.12). Taki przebieg jest charakterystyczny dla ukladéw, w ktoérych
powierzchnia fazy stacjonarnej wykazuje heterogeniczno$¢ energetyczng. Dodatkowe
potwierdzenie tego zjawiska uzyskano na podstawie analizy rozkladu energii adsorpcji
(rys. 5.13), ktéra wykazata obecno$¢ wiecej niz jednego rodzaju centrow aktywnych
odpowiedzialnych za proces adsorpcji fenolu. W pozostatych uktadach chromatograficznych,
przy zastosowaniu 70:30 (v/v) ACN:H,0 oraz 95:5 (v/v) MeOH:H,0 jako faz ruchomych,
zaleznosci Scatcharda (rys. 5.12) majg charakter liniowy. Liniowo$¢ ta wskazuje
na jednorodno$¢ energetyczng powierzchni fazy stacjonarnej. W tych uktadach czasteczki
analitu oddziatluja z powierzchnig adsorbentu o zblizonej energii. Interpretacje t¢ potwierdza
analiza rozktadu energii adsorpcji, ktéra wykazata obecnos$¢ jednego dominujgcego centrum
aktywnego (rys. 5.13). Najwieksza pojemno$¢ sorpcyjng fenolu zaobserwowano w uktadzie
zawierajacym 95 % (v/v) ACN, natomiast najnizszg w ukladzie zawierajacym 70 % (v/v)
ACN.

Dla kofeiny zaré6wno w uktadzie zawierajagcym 70:30 (v/v) ACN:H-0, jak i w uktadzie
95:5 (v/v) ACN:H20 zaobserwowano wyraznie nieliniowy przebieg zalezno$ci Scatcharda
(rys. 5.12). Interpretacje te potwierdza analiza rozkladu energii adsorpcji (rys. 5.13),
ktéra wykazala obecno$¢ wiecej niz jednego rodzaju centréw aktywnych. Natomiast
w uktadach zawierajacych 70:30 oraz 95:5 (v/v) MeOH:H:O zaleznos$ci Scatcharda wykazuja
przebieg liniowy, co wskazuje na bardziej jednorodny energetycznie charakter powierzchni
adsorbentu. Potwierdza to analiza rozktadu energii adsorpcji, w ktorej zaobserwowano
wystepowanie pojedynczego centrum aktywnego o niskiej energi (rys. 5.13). Dodatkowo
analiza rozkladu energii adsorpcji wskazuje, ze dla kofeiny w uktadzie 70:30 (v/v) ACN:H:0
maksimum odpowiadajace centrom o wyzszej energii adsorpcji wystepuje przy wyzszych
wartosciach In K (okoto 5) niz w uktadzie 95:5 (v/v) ACN:H:20. Oznacza to, ze w warunkach
mniejszego udziatu acetonitrylu kofeina moze silniej oddziatywaé z wybranymi miejscami
adsorpcyjnymi. Zjawisko to mozna wigza¢ z wptywem sktadu fazy ruchomej na rownowage
pomiedzy solwatacja kofeiny a jej oddzialywaniami z grupami aminopropylowymi fazy

stacjonarnej. Wigksza zawartos¢ wody w fazie ruchomej moze sprzyja¢ powstawaniu bardziej
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specyficznych oddzialywan kofeiny z powierzchnig adsorbentu, w tym wigzan wodorowych.
Natomiast przy wysokim udziale acetonitrylu (95:5 (v/v) ACN:H20) wieksze znaczenie moze
mie¢ mechanizm podziatlowy charakterystyczny dla chromatografii HILIC, zwigzany
z podziatem analitu pomigdzy faze ruchomg a warstwe wodng obecng na powierzchni
adsorbentu. Moze to prowadzi¢ do zmniejszenia udzialu najsilniejszych oddzialywan
specyficznych 1 przesuni¢cia maksimum rozktadu energii adsorpcji w kierunku nizszych
wartosci [n K. W ukfadzie 70:30 (v/v) ACN:H20 odnotowano najnizszag pojemnos¢
sorpcyjna, natomiast najwyzsze wartosci uzyskano dla fazy ruchomej o sktadzie 95:5 (v/v)
ACN:H20. W przypadku uktadéw zawierajacych metanol pojemnos$¢ sorpcyjna przyjmowata
wartosci posrednie.

Uzyskane doswiadczalnie izotermy adsorpcji wraz z zalezno$ciami Scatcharda
oraz wyznaczonymi rozkladami energii adsorpcji dostarczaja bezposrednich informacji
niezbednych do wyboru odpowiedniego modelu izotermy adsorpcji. Poréwnanie jakoSci

dopasownia modeli izoterm adsorpcji oméwiono w kolejnym podrozdziale.
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Rysunek 5.12. Izotermy adsorpcji wyznaczone doswiadczalnie (A) oraz zaleznosci
Scatcharda (B) dla fenolu i kofeiny dla kolumny Shodex SILICA SNH 4D w roznych sktadach

eluentow
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Rysunek 5.13. Rozklad energii adsorpcji w kolumnie Shodex SILICA 5NH 4D dla fenolu i kofeiny w roznych skladach eluentow



V.1.4.4. Poréwnanie jakosci dopasowania modeli izoterm adsorpcji
dla kolumny Shodex SILICA 5NH 4D

Wyniki badan fenolu i kofeiny dla faz ruchomych w skladzie: 70:30 i 95:5 (v/v)
ACN:H20 oraz 70:30 1 95:5 (v/v) MeOH:H.O przedstawiono na rysunku 5.14.
Zaprezentowano na nim uzyskane izotermy adsorpcji wraz z ich dopasowaniem do modeli
najlepiej opisujacych dane eksperymentalne. Dobor modelu izotermy adsorpcji oparto
zaro6wno na analizie rozktadu energii adsorpcji, jak 1 ocenie jakosci dopasowania (SUM, SD,
test Fis). Wartosci wyestymowanych parametrow przedstawiono w tabeli 5.9, natomiast
wyniki analizy statystycznej w tabeli 5.10.

Dla fenolu, zgodnie z analizami obejmujacymi zalezno$ci Scatcharda oraz rozktadu
energii adsorpcji (rys. 5.12 i 5.13), w uktadach z 95:5 (v/v) ACN:H,O oraz 70:30 (v/v)
MeOH:H,0O zaobserwowano energetycznie heterogeniczny charakter powierzchni fazy
stacjonarnej. Analiza statystyczna wykazata, zZe najlepsza zgodno$¢ z danymi
eksperymentalnymi zapewniaja modele heterogeniczne, takie jak izoterma bi-Langmuira
oraz model Totha. Zaréwno wartosci SUM 1 SD, jak i wyniki testu Fishera wskazuja
na wyraznie lepsze dopasowanie tych modeli w poréwnaniu z modelem Langmuira
(tab. 5.10). Parametrem wskazujacym stopien heterogenicznos$ci energetycznej powierzchni
jest warto$¢ parametru v w modelu Tétha (tab. 5.9). Dla uktadu 95:5 (v/v) ACN:H,O
parametr ten wynosi v = 0,90, natomiast dla uktadu 70:30 (v/v) MeOH:H,O v = 0,76.
Poréwnanie jakosci dopasowania modeli izoterm adsorpcji przeprowadzono rowniez
w oparciu o wartosci stosunku testow Fishera dla dwoch modeli, zgodnie z réwnaniami (4.4)
i (4.5). Uzyskane wyniki statystyczne, przedstawione w tabelach 5.11 i 5.12, wskazuja,
ze w warunkach 95:5 (v/v) ACN:H,O model Té6tha zapewnia lepsze dopasowanie do danych
eksperymentalnych niz modele Langmuira i bi-Langmuira. Natomiast w ukladzie
zawierajagcym 70:30 (v/v) MeOH:H,O lepsze dopasowanie uzyskano dla modelu
bi-Langmuira. Dla fenolu, w uktadach zawierajacych 70:30 (v/v) ACN:H,0 oraz 95:5 (v/v)
MeOH:H,0, wczesniejsze analizy wykazaty jednorodny energetycznie charakter powierzchni
fazy stacjonarnej. W rezultacie dane eksperymentalne dla tych ukladéw sa najlepiej
opisywane przez model Langmuira. Analiza statystyczna, obejmujgca poroOwnanie wartosci
SUM, SD oraz testow Fishera, potwierdza lepsze dopasowanie modelu Langmuira
w poréwnaniu z modelami heterogenicznymi. Dodatkowym potwierdzeniem jest wartos¢
parametru v w modelu Toétha, ktory w tych uktadach przyjmuje wartosci bliskie jednosci.

Dla kofeiny w uktadach zawierajacych acetonitryl, zgodnie z wynikami wcze$niejszych

badaf, zaobserwowano wyrazne cechy heterogenicznosci energetycznej powierzchni
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adsorbentu oraz obecno$¢ co najmniej dwoch rodzajow centrow aktywnych. Natomiast
dla ukladéw zawierajacych metanol zaobserwowano jednorodng energetycznie powierzchni¢
adsorbentu. W uktadach zawierajacych acetonitryl parametr v w modelu Toétha odbiega
istotnie od jednosci (tab. 5.9): dla 70:30 (v/v) ACN:H,O wynosi v = 0,87, natomiast
dla 95:5 (v/v) ACN:H,0 v = 0,62. Swiadczy to o znacznym zréznicowaniu energetycznym
miejsc adsorpcyjnych na powierzchni adsorbentu. Analiza statystyczna (tab. 5.10),
obejmujaca poréwnanie wartosci SUM, SD oraz testow Fishera, potwierdza powyzsze
obserwacje. W ukladach zawierajacych acetonitryl modele heterogeniczne (To6tha
oraz bi-Langmuira) charakteryzuja si¢ nizszymi wartosciami SUM 1 SD oraz wyzszymi
wartosciami Fiegy W porownaniu z modelem Langmuira, co $wiadczy o ich istotnie lepszym
dopasowaniu do danych eksperymentalnych. W uktadach zawierajacych metanol obserwuje
si¢ odmienng zalezno$¢, analiza statystyczna wskazuje na lepsze dopasowanie modelu
Langmuira do danych do$wiadczalnych. Wyestymowane parametry qs 1 K (tab. 5.9) mieszcza
si¢ w przewidywanym zakresie, odpowiadajac liczbie miejsc adsorpcyjnych oraz sile
oddziatywan w fazie stacjonarnej, co uzasadnia przyjecie modelu Langmuira jako najlepiej
dopasowanego do danych doswiadczalnych. Parametr v w modelu Tétha jest bliski jednosci.
Dodatkowa analiza, oparta na wartosciach stosunku testow Fishera dla dwéch modeli
(tab. 5.11 1 5.12), wykazata, ze w warunkach70:30 (v/v) ACN:H,O model Tétha zapewnia
lepsze dopasowanie do danych eksperymentalnych niz modele Langmuira i bi-Langmuira.
Natomiast w uktadzie zawierajacym 95:5 (v/v) ACN:H,O lepsze dopasowanie uzyskano

dla modelu bi-Langmuira.
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Tabela 5.9. Wartosci wyestymowanych parametrow modeli izoterm adsorpcji wraz z przedziatami ufnosci w kolumnie Shodex SILICA 5NH 4D

- Zawartos¢ Izoterma liniowa Izoterma Langmuira Izoterma Tétha
= | ACN/MeOH
2 W eluencie K (dm’/g) K (dm’/g) qs (g/dm’) K (dm’/g) qs (g/dm’) v
% (v/V)

70 0,12 +1,02x107° | 8,49x10*+ 4,67x10* | 147,57 £2,80x10° | 4,31x107+ 3,65x10" 28,93 + 25,48 1,00 + 1,58x107>
3 ACN 95 0,57 +5,06x10° | 1,64x107+4,05x10~* 400,00 + 86,60 7,89x107* + 3,62x10~ 786,61 + 36,80 0,90 + 1,56x10~
é MeOH 70 0,35+ 6,95x10° | 2,00x10° + 3,52x10~* 205,28 + 30,99 1,29x10*+ 5,82x10~* | 170,00 + 8,71x10? 0,76 + 0,64

95 0,39 +3,41x107° | 8,49x10"+2,88x10° | 494,48 +1,56x10° | 9,60x10~*+592x10~ 436,00 + 27,42 1,01 +£2,43x10°*
<zt ACN 70 0,36 £3,35x10° | 1,40x107+ 3,50x10~ 30,00 £ 6,47 4,91x10°+9,43x10~* 80,63 + 15,82 0,87 +5,50x10~>
= 95 1,05+1,27x107% | 9,43x10° + 6,43x10~* 123,30 + 7,60 2,14x107 £ 1,70x107 | 570,60 + 467,40 0,62 +0,12
S 70 | 0,75+6,63x10° | 6,75x10°+3,31x10° | 119,70 +5,45x10* | 1,60x10°+4,90x10° | 50,00 = 15,90 1,02 +2,50x10""
2 | MeOH 95 0,72+ 6,34x10° | 6,75x10°+3,31x10° | 114,72 +523x10* | 1,89x102+ 6,50x10"> 40,00 + 14,21 1,01 +3,44x10~"
- Zawartos$¢ Izoterma bi-Langmuira
= | ACN/MeOH
& | wcluencie K, (dm'/g) qs1 (g/dm’) K (dm'/g) qs: (g/dm’)

%0 (VIV)

70 5,77x10" + 2,50x 102 130,00 + 4,09x10° 1,33x107 + 4,70x10~* 37,99 + 5,80x10°
3 ACN 95 3,14x10" + 15,90x10 724,75 + 8,82x10° 1,22x107 + 1,10x10~> 321,26 +10,08x10°
é MeOH 70 3,46x107" £ 8,80x10~ 168,50 + 1,13x10™ 8,80x107*+ 5,33x10” 41,00 + 0,02

95 5,92x10*+ 1,80x10" 436,00 + 1,60x10* 2,15x107 + 3,60%x10" 10,00 + 8,80%10°
E ACN 70 2,38x107 + 0,42 63,62 +4,02x10° 1,05x107+ 0,32 79,92 +4,50x10*
= 95 6,75x10° + 9,90x10™® 164,08 +2,05x107 8,60x10™" £ 9,50x107 2,50x10" + 1,70x107
S p—— 5,17x107 % 10,12 50,00 + 7,60x10" 1,10x107+ 5,33 59,85 +1,02x10°
M 95 6,98x10>+ 51,52 57,42 +2,60x10° 8,68x107°+ 41,54 50,00 +2,68x10°
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Tabela 5.10. Analiza statystyczna: wartosci SUM, SD, testu Fishera dla modeli izoterm adsorpcji w kolumnie Shodex SILICA SNH 4D

Zawartos$¢ Izoterma liniowa
Analit ACNMeQH
w eluencie SUM SD Ftest
% (v/V)
ACN 70 0,40 0,14 5,80x10*
FENOL 95 9,94 0,72 5,60x10*
70 18,58 0,99 1,10x10*
MeOH -
95 4,48 0,48 5,80%10
ACN 70 0,08 0,06 5,05x10*
4
KOFEINA 95 1,20 0,24 2,90x104
70 0,32 0,12 5,60%10
MeOH 4
95 0,30 0,12 5,60%10
Zawarto$¢ Izoterma Langmuira
. ACN/MeOH
Analit .
w eluencie SUM SD Fiest
% (V/V)
ACN 70 1,70x10™" 9,72x10”" 6,41x10"
95 6,75 0,61 3,90x10*
FENOL —~ y
70 1,73 3,10%10 5,60%10
MeOH o 6 14
95 1,91x10 3,25%10 6,41x10
70 6,30x10 > 5,70x10 > 3,20x10*
ACN ) =) 4
95 2,10%10 3,30%10 81,62x10
KOFEINA — — —
70 3,06%10 1,27%10 2,82x10
MeOH = s 14
95 2,81x10 1,22x10 2,82x10
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Tabela 5.10. c.d. Analiza statystyczna: wartosci SUM, SD, testu Fishera dla modeli izoterm adsorpcji w kolumnie Shodex SILICA 5NH 4D

Zawartos¢ Izoterma Tétha
Analit ACN/Me(?H
w eluencie SUM SD Fre
% (VIV)
70 1,77x107" 1,02x107" 3,86x10*
ACN —4 —3 8
95 3,57x10 4,60x10 4,68x10
FENOL - = 5
70 0,13x10 2,75%10 4.80x10
MeOH —4 -3 8
95 3,65%10 4,60x10 2,11x10
70 432x107° 1,55%x10° 2,96x107
KOFEINA ACN 95 4,01x10°° 1,40%x10 2 2,66x10°
70 2,20x10°° 1,10x1072 2,45%x10°
MeOH 3 —2 6
95 3,47%10 1,38x10 1,44x10
Zawarto$¢ Izoterma bi-Langmuira
Analit ACN/MeOH
w eluencie SUM SD Frest
% (VIV)
70 5,68x107° 1,80x10°° 8,50x10’
ACN 4 —3 8
95 4,57x10 5,35%10 2,58%10
FENOL ~ ~ =
70 4,43x10 1,66x10 9,80x10
MeOH = = .
95 4,60x10 1,70x10 1,20x10
ACN 70 9,30x107° 2,34x107° 9,73x10°
KOFEINA 95 2,41x107" 1,19x10°° 3,13x10"
70 4,08x1072 4,80x1072 9,40x10*
MeOH - ) 5
95 9,37x10 2,34x10 3,80%10
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Tabela 5.11. Porownanie analizowanych modeli izoterm adsorpcji w oparciu o wartosci stosunku testow Fishera w kolumnie Shodex SILICA 5NH 4D

Zawartosé bi-Langmuir vs Langmuir Téth vs Langmuir
Analit ACN/MeOH Fn_16,N-185% _ Fu, Fy,m; Fy_17,n-185% _ Fu, Fy,m;
w eluencie Fy,m; = Fo - F MM = o F
% (V/V) M; N-l; N—l]' M; = N—li,N—l]'
ACN 70 2,25 1,33x10°" fatsz 2,23 6,02x10™"" fatsz
FENOL 95 2,25 6,62x10° prawda 2,23 12,00x10° prawda
McOH 70 2,25 1,75x10" prawda 2,23 8,57 prawda
95 2,25 1,87x10°" falsz 2,23 3,30x107 falsz
Zawarto$¢ bi-Langmuir vs Langmuir Téth vs Langmuir
ACN/MeOH
Analit w eluencie Fyn_17N-195% F _ Fu, Fy,m; Fyn_18N-195% F _ Fum, Fym;
Mi,M' - Mi,M' -
% (VIV) b Fu 2 Fy-yn-y ' Fy > Fy-in-
ACN 70 2,20 304,06 prawda 2,18 925,00 prawda
KOFEINA 95 2,20 3,83x10° prawda 2,18 32,60 prawda
McOH 70 2,20 3,33x107"° fatsz 2,18 8,70x10” falsz
¢ 95 2,20 1,35x10” falsz 2,18 5,11x10” falsz

Tabela 5.12. Porownanie analizowanych modeli izoterm adsorpcji (heterogenicznych) w oparciu o wartosci stosunku testow Fishera w kolumnie
Shodex SILICA 5NH 4D

bi-Langmuir vs Toth

Analit Zawarto$¢ ACN/MeOH F Fy.
w eluencie % (V/v) N-16,N-17,5% Fy,m; = F—M’ Fy,m; 2 Fy_i;n-y
j
ACN 95 2,29 0,55 fatsz
FENOL - "yieon 70 2,29 2,04x10’ prawda
. x . Fu,
Analit Zawartosc AC‘,N/MeOH Fr-17.n-185% Fym, = 7— Fy,m; = Fy—i;n-i;
w eluencie % (v/v) I F M; J Y
ACN 70 2,23 0,33 falsz
KOFEINA /N 95 2,23 1,17x10° prawda
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Rysunek 5.14. Dopasowanie najbardziej adekwatnych modeli izoterm adsorpcji do danych doswiadczalnych dla fenolu i kofeiny w roznych
sktadach eluentow w kolumnie Shodex SILICA 5NH 4D



V.1.4.5. Podsumowanie

Analiza rownowag adsorpcyjnych w kolumnach chromatograficznych Hypersil GOLD
HILIC oraz Shodex SILICA 5NH 4D wskazuje, ze heterogeniczno$¢ energetyczna
powierzchni fazy stacjonarnej zalezy od sktadu fazy ruchomej, rodzaju fazy stacjonarnej oraz
wiasciwosci analitu. W obu przypadkach dominuja centra niskoenergetyczne, odpowiedzialne
za gtowny mechanizm sorpcji, jednak w wybranych uktadach ujawniaja si¢ dodatkowe
miejsca wysokoenergetyczne zdolne do silniejszych oddziatywan.

W kolumnie Hypersil GOLD HILIC fenol wykazuje heterogenicznos¢ w ukladzie
95:5 (v/v) ACN:H,O, a kofeina w uktadzie 70:30 (v/v) ACN:H,O natomiast w pozostatych
warunkach powierzchnia fazy stacjonarnej wykazuje jednorodno$¢ energetyczng. W kolumnie
Shodex SILICA 5NH 4D dodatkowe centra aktywne wystgpuja dla fenolu w uktadach
95:5 (v/v) ACN:H,0 oraz 70:30 (v/v) MeOH:H,O, a dla kofeiny w uktadach zawierajacych
acetonitryl. W praktycznej interpretacji izoterm adsorpcji wybdr odpowiedniego modelu
zalezy od charakteru powierzchni fazy stacjonarnej. Liniowy przebieg zaleznosci Scatcharda
oraz rozktad energii adsorpcji wskazujacy na dominacj¢ jednego rodzaju centréw aktywnych
swiadcza o jednorodnej energetycznie powierzchni fazy stacjonarnej. W takich warunkach
model Langmuira jest wystarczajacy 1 poprawnie opisuje proces adsorpcji. Natomiast,
gdy zalezno$ci Scatcharda sa nieliniowe oraz wystepuje wiele centréw aktywnych
o zréznicowanej energii oddzialywan, powierzchnia fazy stacjonarnej wykazuje
heterogeniczno$¢ energetyczng. W takich warunkach model Langmuira nie zapewnia
odpowiedniego opisu procesu, a bardziej adekwatne stajg si¢ modele uwzgledniajace
heterogeniczno$¢ powierzchni fazy stacjonarnej, takie jak izoterma bi-Langmuira oraz model

Té6tha.

V.1.5. Analiza r6wnowagi adsorpcyjnej wybranych adsorbentow
komercyjnych i niekomercyjnych w oparciu o metode¢ statyczng

V.1.5.1. Adsorbenty komercyjne

Badania rownowagi adsorpcyjnej dla komercyjnych adsorbentéw przeprowadzono
z wykorzystaniem substancji testowych: fenolu i kofeiny. Analiz¢ wykonano w uktadach
zawierajacych 95:5 (v/v) ACN:H,O (rys. 5.15 A 1 B i 5.16) oraz 95:5 (v/v) MeOH:H,0
(rys. 5.17 A i B 1 5.18) dla czterech wybranych adsorbentow komercyjnych: LiChrospher
4000 Si (10 pm), LiChrospher 60 Si (12 um), Silica gel 60 (0,015-0,040 mm) oraz Silica gel
60 (0,2—0,5 mm). Dla fenolu dla sktadu fazy ruchomej 95:5 (v/v) ACN:H,0O uzyskane wyniki
wskazuja, ze sposrod badanych adsorbentéw komercyjnych jedynie Silica gel 60
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(0,015-0,040 mm) wykazuje cechy heterogeniczno$ci energetycznej powierzchni. Zalezno$é
Scatcharda (rys. 5.15 B) dla tych warunkéw ma charakter nieliniowy, co wskazuje
na zroéznicowang energi¢ oddziatywan fenolu z powierzchnig adsorbentu. Dodatkowo analiza
rozktadu energii adsorpcji ujawnita obecnos¢ dwoch wyraznie rozdzielonych rodzajéw miejsc
adsorpcyjnych réznigcych si¢ energia oddziatywan, co potwierdza heterogeniczny
energetycznie charakter badanego adsorbentu. Dla pozostalych trzech adsorbentéw
komercyjnych zaleznosci Scatcharda sg liniowe, a rozktad energii adsorpcji wskazuje
na obecnos¢ pojedynczego centrum aktywnego, co wskazuje na jednorodny energetycznie
charakter powierzchni adsorbentow. W analizowanych warunkach chromatograficznych
najwieksza pojemnos¢ sorpcyjng wzgledem fenolu (rys. 5.16) wykazuje adsorbent
LiChrospher 60 Si (12 pm), natomiast najmniejsza adsorbent LiChrospher 4000 Si (10 um).
Oznacza to, ze adsorbent LiChrospher 60 Si (12 um) moze dysponowaé wicksza liczba
dostepnych miejsc adsorpcyjnych lub charakteryzuje si¢ bardziej korzystnymi
wlasciwosciami powierzchniowymi dla adsorpcji fenolu. Wyzsza pojemnos$¢ sorpcyjna moze
wynika¢ z wigkszej powierzchni witasciwej oraz lepszej dostgpnosci centréw aktywnych.
Z kolei nizsza pojemno$¢ sorpcyjna adsorbentu LiChrospher 4000 Si (10 pm) wskazuje
na mniejszg dostepnos¢ miejsc adsorpeyjnych.

Dla kofeiny w ukladzie 95:5 (v/v) ACN:H,O zaobserwowano istotne rdznice
w rozktadach energii adsorpcji badanych adsorbentow komercyjnych. Dla adsorbentow
LiChrospher 4000 Si (10 um) oraz Silica gel 60 (0,015-0,040 mm) zaobserwowano wyrazng
heterogeniczno$¢ energetyczng powierzchni. Potwierdza to nieliniowa zaleznos¢ Scatcharda
(rys. 5.15 B) oraz analiza rozktadu energii adsorpcji, wskazujagca na obecnos¢ wigcej
niz jednego rodzaju centrow aktywnych (rys. 5.16). W przypadku adsorbentu Silica gel 60
(0,015-0,040 mm) miejsca o najwyzszej energii adsorpcji wykazuja wyraznie wigksze
wartosci In K dla kofeiny (okoto 13) niz dla fenolu (okoto 7,5), co wskazuje na silniejsze
oddziatywania adsorpcyjne kofeiny z powierzchnig adsorbentu. Natomiast adsorbenty
LiChrospher 60 Si (12 pum) oraz Silica gel 60 (0,2-0,5 mm) wykazujg jednorodnos¢
energetyczng powierzchni. W ich przypadku zalezno$¢ Scatcharda ma charakter liniowy,
a rozklad energii adsorpcji wskazuje na obecno$¢ jednego rodzaju centréw aktywnych.
W analizowanych warunkach najwyzsza pojemnos¢ sorpcyjng wzgledem kofeiny wykazuje
adsorbent LiChrospher 60 Si (12 pum), natomiast najnizsza adsorbent LiChrospher 4000 Si
(10 pm). Podobnie jak w przypadku fenolu moze $wiadczy¢ to o bardziej korzystnych
wlasciwo$ciach powierzchniowych adsorbentu LiChrospher 60 Si (12 um), sprzyjajacych

efektywnemu zatrzymywaniu wiekszej ilosci analitu. Natomiast nizsza pojemno$¢ sorpcyjna
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adsorbentu LiChrospher 4000 Si (10 um) moze by¢ zwigzana z mniejsza dostepnoscia miejsc

adsorpcyjnych, ograniczong dostepnoscia poréw lub mniejszg powierzchnig wilasciwg

adsorbentu.
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Rysunek 5.15. Izotermy adsorpcji wyznaczone doswiadczalnie (A) oraz zaleznosci
Scatcharda (B) dla fenolu i kofeiny dla adsorbentow komercyjnych w sktadzie eluentu
95:5 (v/v) ACN:H>O
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Rysunek 5.16. Rozktad energii adsorpcji dla adsorbentow komercyjnych dla fenolu i kofeiny w sktadzie eluentu 95:5 (v/v) ACN:H,O



Analiza adsorpcji fenolu w ukladzie zawierajacym 95:5 (v/v) MeOH:H,O na badanych
adsorbentach komercyjnych wykazala istotne rdznice zar6wno w pojemnos$ci sorpcyjnej,
jak 1 charakterystyce energetycznej powierzchni. Dla adsorbentéw LiChrospher 4000 Si
(10 pwm), Silica gel 60 (0,015-0,040 mm) oraz Silica gel 60 (0,2—0,5 mm) zaobserwowano
heterogeniczno$¢ energetyczng powierzchni. Potwierdzaja to nieliniowe zalezno$ci
Scatcharda (rys. 5.17 B) oraz rozktady energii adsorpcji (rys. 5.18) wskazujgce na obecnos¢
wiecej niz jednego rodzaju centrow aktywnych. Wsrod analizowanych adsorbentoéw Silica gel
60 (0,015-0,040 mm) wykazuje najwickszy udzial centréw wysokoenergetycznych,
co znajduje odzwierciedlenie w wyraznie nieliniowym przebiegu zalezno$ci Scatcharda.
Oznacza to, ze oddziatywania mi¢dzy fenolem a powierzchnig tego adsorbentu sg silniejsze
niz w przypadku pozostatych badanych adsorbentéw. Odmienny charakter powierzchni
wykazuje adsorbent LiChrospher 60 Si (12 pum), dla ktérego zalezno$¢ Scatcharda jest
zblizona do liniowej. Sugeruje to stosunkowo jednorodny energetycznie rozktad energii
centrow adsorpcyjnych. W warunkach 95:5 (v/v) MeOH:H,O najwyzsza pojemnos¢
sorpcyjng wzgledem fenolu wykazuje adsorbent Silica gel 60 (0,2-0,5 mm), natomiast
najnizsza adsorbent LiChrospher 4000 Si (10 um). Oznacza to, ze powierzchnia Silica gel 60
(0,2-0,5 mm) charakteryzuje si¢ wigksza liczba efektywnie dostepnych miejsc adsorpcyjnych,
podczas gdy dla adsorbentu LiChrospher 4000 Si (10 pm) liczba takich miejsc jest
ograniczona.

Dla kofeiny w uktadzie 95:5 (v/v) MeOH:H,O, dla adsorbentow LiChrospher 4000 Si
(10 pm), LiChrospher 60 Si (12 pum) oraz Silica gel 60 (0,2-0,5 mm), zaobserwowano
jednorodny energetycznie charakter powierzchni fazy stacjonarnej. Potwierdzaja to liniowe
zalezno$ci Scatcharda (rys. 5.17 B) oraz rozklady energii adsorpcji (rys. 5.18),
gdzie wystepuje pojedyncze centrum aktywne. Odmienne wilasciwosci wykazuje adsorbent
Silica gel 60 (0,015-0,040 mm), dla ktérego zaobserwowano heterogeniczno$¢ energetyczng
powierzchni. Zalezno§¢ Scatcharda jest nieliniowa, a analiza rozkladu energii adsorpcji
wskazuje na obecno$¢ wiecej niz jednego rodzaju centrow aktywnych. Adsorbent Silica gel
60  (0,015-0,040 mm)  charakteryzuje si¢  wyraznym  udzialem  centréw
wysokoenergetycznych, co znajduje odzwierciedlenie w silnej nieliniowosci zaleznoS$ci
Scatcharda. Obecno$¢ tych miejsc wskazuje na wystepowanie centréw adsorpcyjnych
o wysokim powinowactwie do kofeiny, co sprzyja adsorpcji tego zwiazku na powierzchni
adsorbentu. W warunkach 95:5 (v/v) MeOH:H,;0 najwyzsza pojemnos¢ sorpcyjng wzgledem
kofeiny wykazuje adsorbent Silica gel 60 (0,015-0,040 mm), natomiast najnizsza
LiChrospher 4000 Si (10 pm). Uzyskane do$wiadczalnie izotermy adsorpcji
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wraz z wykresami Scatcharda oraz wyznaczonymi rozktadami energii adsorpcji dostarczaja

bezposrednich informacji niezbednych do wyboru odpowiedniego modelu izotermy adsorpcji.

Poréwnanie jakosci

dopasownia modeli

izoterm adsorpcji

omowiono w kolejnym

podrozdziale.
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Rysunek 5.17. Izotermy adsorpcji wyznaczone doswiadczalnie (A) oraz zaleznosci

Scatcharda (B) dla fenolu i kofeiny dla adsorbentow komercyjnych w sktadzie eluentu
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Rysunek 5.18. Rozklad energii adsorpcji dla adsorbentow komercyjnych dla fenolu i kofeiny w sktadzie eluentu 95:5 (v/v) MeOH:H,O



V.1.5.2. Poréwnanie jakosci dopasowania modeli izoterm adsorpcji
dla adsorbentow komercyjnych

Wyniki przeprowadzonych badan dla fenolu i kofeiny dla faz ruchomych o sktadzie
95:5 (v/v) ACN:H,0 oraz 95:5 (v/v) MeOH:H,0 zaprezentowano na rysunkach 5.19 i 5.20,
na ktorych przedstawiono uzyskane doswiadczalnie izotermy adsorpcji wraz z ich
dopasowaniem do najbardziej adekwatnego modelu izotermy. Dobdér modelu izotermy
przeprowadzono na podstawie analizy rozktadu energii adsorpcji oraz oceny jakosSci
dopasowania do danych eksperymentalnych, uwzgledniajacej wartosci parametréw SUM i SD
oraz wyniki testu Fishera. Warto$ci wyestymowanych parametréw modeli przedstawiono
w tabeli 5.13, natomiast wyniki analizy statystycznej zamieszczono w tabeli 5.14.

Dla fenolu w ukladzie =zawierajacym acetonitryl wyniki AED wskazujg
na wystepowanie heterogeniczno$ci energetycznej powierzchni dla adsorbentu Silica gel 60
(0,015-0,040 mm). W takich warunkach modele heterogeniczne, takie jak izoterma
bi-Langmuira czy Totha, =zapewniaja znacznie lepsze dopasowanie do danych
eksperymentalnych niz klasyczny model Langmuira. Model Tétha (tab. 5.13) potwierdza
te interpretacje: warto$¢ parametru v znaczaco odbiega od jednosci (v = 0,35), co wskazuje
na zréznicowany rozklad energii adsorpcji. Dodatkowo analiza statystyczna (tab. 5.14)
obejmujgca poréwnanie wartosci SUM, SD oraz testu Fishera potwierdza przewage modeli
heterogenicznych nad modelem Langmuira w opisie tego uktadu. Nizsze wartosci SUM 1 SD
oraz wyzsze wartosci testu Fishera uzyskane dla modeli bi-Langmuira i Tétha wskazuja
na ich zdecydowanie lepsze dopasowanie do danych eksperymentalnych. Pozostale
adsorbenty komercyjne wykazuja jednorodnos$¢ energetyczng powierzchni. W tych uktadach
model Langmuira zapewnia najlepsze dopasowanie do danych eksperymentalnych,
co potwierdza analiza statystyczna (tab. 5.14). Dodatkowo warto$¢ parametru v w modelu
Totha dla tych adsorbentow jest bliski jednosci. Poréwnanie jakosci dopasowania modeli
izoterm adsorpcji przeprowadzono réwniez w oparciu o wartosci stosunku testow Fishera
dla dwoéch modeli, zgodnie z rownaniami (4.4) i (4.5). Uzyskane wyniki statystyczne,
przedstawione w tabelach 5.15 1 5.16, wskazuja, Zze dla fenolu warunkach 95:5 (v/v)
ACN:H,O dla adsorbentu Silica gel 60 (0,015-0,040 mm) model bi-Langmuira zapewnia
lepsze dopasowanie do danych eksperymentalnych niz model To6tha. Natomiast
dla adsorbentow wykazujacych jednorodnos¢ energetyczng powierzchni analiza statystyczna
potwierdza lepsze dopasowanie modelu Langmuira.

Dla kofeiny w uktadzie 95:5 (v/v) ACN:H,O adsorbenty LiChrospher 4000 Si (10 um)

oraz Silica gel 60 (0,015-0,040 mm) zgodnie z wczesniejszymi wynikami analiz
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charakteryzuja si¢ powierzchnig heterogeniczng energetycznie. Zastosowanie modeli
uwzgledniajgcych heterogenicznos¢, takich jak bi-Langmuir oraz Toth, prowadzi do lepszej
zgodnos$ci z danymi doswiadczalnymi. Potwierdzaja to rowniez kryteria statystyczne
(tab. 5.14), nizsze wartosci SUM i SD oraz wyzsze warto$ci testu Fishera w poréwnaniu
z modelem Langmuira. Dodatkowo dla adsorbentu LiChrospher 4000 Si (10 wm) parametr v
modelu Toétha (tab. 5.13) wynosi 0,60, natomiast dla Silica gel 60 (0,015-0,040 mm)
przyjmuje jeszcze nizsza warto$¢ 0,49. Tak wyrazne odchylenie od jedno$ci $wiadczy
o heterogeniczno$ci energetycznej powierzchni, a jeszcze nizsza warto$¢ parametru v
dla Silica gel 60 (0,015-0,040 mm) wskazuje dodatkowo na wigksze zroznicowanie centrow
aktywnych 1 szerszy rozktad energii adsorpcji. Pozostate adsorbenty komercyjne badane
w tych samych warunkach (95:5 (v/v) ACN:H,0), wykazuja jednorodny energetycznie
charakter powierzchni, co potwierdza analiza statystyczna oraz warto$ci parametru v modelu
Toétha, ktore sg bliskie jednosci. Wyestymowane parametry gs 1 K (tab. 5.13) mieszczg si¢
w oczekiwanym zakresie 1 odzwierciedlaja odpowiednio pojemnos¢ adsorpcyjng
oraz powinowactwo adsorbatu do fazy stacjonarnej, co potwierdza zasadnos$¢ zastosowania
modelu Langmuira do opisu danych dos$wiadczalnych. Uzyskane wyniki statystyczne,
przedstawione w tabelach 5.15 i 5.16 wskazuja, ze dla kofeiny w warunkach 95:5 (v/v)
ACN:H,O0 dla adsorbentu LiChrospher 4000 Si (10 pm) model bi-Langmuira zapewnia lepsze
dopasowanie do danych eksperymentalnych niz model Tétha. Natomiast dla adsorbentu
Silica gel 60 (0,015-0,040 mm) model Toétha zapewnia lepsze dopasowanie do danych
eksperymentalnych niz model bi-Langmuira.

Dla fenolu w ukfadzie 95:5 (v/v) MeOH:H,O wyniki badan AED wskazuja,
ze adsorbenty komercyjne LiChrospher 4000 Si (10 um), Silica gel 60 (0,015-0,040 mm)
oraz Silica gel 60 (0,2-0,5 mm) wykazuja heterogeniczno$¢ energetyczng powierzchni.
Dla tych adsorbentéw modele bi-Langmuira oraz Tétha odwzorowuja dane eksperymentalne
znacznie lepiej niz model Langmuira. Dodatkowo potwierdzajg to warto$ci parametru v
modelu Totha (tab. 5.13), ktére wynosza odpowiednio: dla LiChrospher 4000 Si (10 um)
0,07, dla Silica gel 60 (0,015-0,040 mm) 0,83 oraz dla Silica gel 60 (0,2-0,5 mm) 0,69.
Tak znaczace odchylenia warto$ci parametru v od jednosci wskazuje na silnie zréznicowang
energi¢ adsorpcji fenolu z powierzchnig tych adsorbentdéw oraz konieczno$¢ stosowania
modeli heterogenicznych w celu poprawnego opisu procesu adsorpcji. Interpretacje t¢ w peni
potwierdza analiza statystyczna (tab. 5.14). Dla modeli bi-Langmuira 1 Tétha uzyskano nizsze
wartosci SUM 1 SD oraz wyzsze warto$ci testu Fishera w porownaniu z modelem Langmuira.

Natomiast dla adsorbentu LiChrospher 60 Si (12 pm) zgodnie z wcze$niejszymi badaniami
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zaobserwowano jednorodno$¢ energetyczng powierzchni. Potwierdza te obserwacje warto$¢
parametru v modelu Tétha, ktory jest bliski jednosci. W tych warunkach model Langmuira
zapewnia najlepsze dopasowanie do danych do§wiadczalnych. Zgodnie z analizg statystyczna
(tab. 5.15 1 tab 5.16) dla fenolu w uktadzie 95:5 (v/v) MeOH:H,O dla adsorbentu LiChrospher
4000 Si (10 pum) model bi-Langmuira zapewnia lepsze dopasowanie do danych
eksperymentalnych niz model Toétha, dla adsorbentu Silica gel 60 (0,015-0,040 mm) model
Totha zapewnia lepsze dopasowanie do danych eksperymentalnych niz model bi-Langmuira
podobnie dla adsorbentu Silica gel 60 (0,2-0,5 mm) model Toétha zapewnia lepsze
dopasowanie do danych eksperymentalnych niz model bi-Langmuira.

Dla kofeiny w ukladzie 95:5 (v/v) MeOH:H,O dla adsorbentu Silica gel 60
(0,015-0,040 mm) wyniki badah AED wskazuja na wyrazng heterogeniczno$¢ energetyczng
powierzchni. Potwierdzeniem jest rowniez warto$¢ parametru v modelu Toétha (tab. 5.13),
ktory wynosi 0,84. W takich warunkach modele bi-Langmuira i Totha zapewniajg lepsze
dopasowanie do danych eksperymentalnych. Interpretacje t¢ potwierdza rowniez analiza
statystyczna (tab. 5.14), obejmujaca wartosci SUM, SD oraz testu Fishera, ktore dla modeli
bi-Langmuira 1 Totha przyjmuja odpowiednio nizsze wartosci SUM 1 SD oraz wyzsze
wartosci testu Fishera w porOwnaniu z modelem Langmuira. Natomiast adsorbenty
komercyjne: LiChrospher 4000 Si (10 um), LiChrospher 60 Si (12 um) oraz Silica gel 60
(0,2-0,5 mm) zgdnie z badaniami AED wykazuja jednorodny energetycznie charakter
powierzchni. Warto$ci parametru v dla tych adsorbentéw sa bliskie jednosci, co uzasadnia
lepsze dopasownie modelu Langmuira do danych eksperymentalnych. Dodatkowo obserwacje
te potwierdza analiza statystyczna przedstawiona w tabeli 5.14. Uzyskane wyniki analizy
statystycznej przedstawione w tabelach 5.15 1 5.16 wskazuja, ze dla kofeiny w warunkach
95:5 (v/v) MeOH:H,O dla adsorbentu Silica gel 60 (0,015-0,040 mm) model bi-Langmuira

zapewnia lepsze dopasowanie do danych eksperymentalnych niz model Toétha.
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Tabela 5.13. Wartosci wyestymowanych parametrow modeli izoterm adsorpcji wraz z przedziatami ufnosci dla adsorbentow komercyjnych

Zawartos¢é Izoterma . 5
Adsorbenty Analit ACN/MeOH liniowa Izoterma Langmuira Izoterma Totha
komercyjne w eluencie 3 3 3 3 3
% (VIV) K (cm’/g) K (cm’/g) qs (g/cm”) K (cm’/g) gs (g/cm’) v
FENOL ACN | 95| 0,26 +1,13x107% | 5,73+ 5,72x10° | 0,007 +4,7x107° | 5,67 £2,60x1072 | 6,70x10+3.8x107* | 1,00+4,20x10>
Li?&;‘(’)sg}ler MeOH | 95 | 1,00+ 8,80x1072 | 17,10 + 5,45 0,14 +£2,08x107% | 12,14 + 33,89 569+2,40%10° 0,07 + 29,40
1
(10 pm) KOFEINA ACN | 95| 0,69+ 7,74x107% | 252,00 +88,94 | 0,01 £2,41x107> | 336,18 £273,09 | 0,014 +1,27x10° | 0,60+6,60%10""
MeOH | 95 | 0,24+ 7,90x107 | 31,60+ 1,4x107° | 0,01 +3,40x1077 | 31,62+1,01x107° | 0,01 +3,80x107 | 0,99+2,40x107°
FENOL ACN | 95| 8,70+ 7,60x107% | 1,13+ 1,33x10°% | 8,27 +9,07x10°° 5,54 + 4,30 1,67 +1,36 1,00+3,60x107"
LiChrosph
ic pving MeOH | 95 | 0,88+ 7,34x107° | 0,81 1,40x10°° | 1,16 £1,92x10°° | 0,82 4,90x10° | 1,15+7,04x10° | 1,00£2,17x10°
(12 pm) KOFEINA ACN | 95| 2,31+£2,05x10% | 7,42+ 1,95x107° | 0,33 £8,20x1077 | 7,42 +4,16x10° | 0,33 £1,92x10° | 0,994+2,00x10°°
MeOH | 95 | 0,81+ 7,20x107% | 130+ 1,76x107% | 0,01 £9,25x10°° | 130+ 1,08x10° | 0,01 £2,70x10"" | 0,9942,50x107°
FENOL ACN | 95| 1,29+2,60x107% | 2,01+ 4,12x107" | 0,76 £1,31x107" | 0,06 £4,30x107" | 33,98 £2,63x10> | 0,35+4,50x10"
(S()ﬂ(iﬁas g(flojg MeOH | 95 | 2,35£2,20x1072 | 0,93+2,70x107> | 2,75+ 7,50x1072 | 0,54+ 1,88 10" 4,79 + 1,70 0,83+8,90x1072
’ mm) koFENA 2SN |95 1,71+ 1,85%10% | 9,45+ 7,60x10"" | 0,19+1,40x107% | 0,68 +1,33 2,95 +5,90 0,49+1,80x10"
MeOH | 95 | 1,35+ 1,26x107% | 7,68+ 1,90x10" | 0,19 +4,40x10°° 4,66+ 1,33 0,31 +9,30x107% | 0,84+7,60%10 >
FENOL ACN | 95| 0,18+2,20x107% | 34,7+ 1,04x107° | 0,02 +1,90x1077 | 34,80+3,65x10° | 0,02 +2,00x10® | 0,99+2,50x10°°
Silica gel 60 MeOH | 95 | 2,12£2,20x10° | 0,95+ 6,14x10° | 2,43+ 1,45x10" | 0,29 +2,80x10 "' 8,06 + 7,82 0,69+1,70x10™"
(0,2-0,5 mm) KOFEINA ACN | 95| 1,71+ 1,40%1072 | 7,09+ 1,10x107° | 0,26 +3,70x107" | 7,20 +£6,00x10 | 0,25 +2,17x10° | 1,00+3,03x10°°
MeOH | 95 | 0,59+ 4,50x107° | 7,07 £2,10x10"" | 0,08 +£2,60x107° | 14,50+ 7,40x10" | 0,04 +2,27x10™ 1,00 +2,33
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Tabela 5.13. c.d. Wartosci wyestymowanych parametrow modeli izoterm adsorpcji wraz z przedziatami ufnosci dla adsorbentow komercyjnych

Zawarto$¢ Izoterma bi-Langmuira
% (vIvV K, (cm3/g) qs: (g/ cm’) K, (cm?/ 2) qs1 (g/ cm’)
ACN | 95 5,66 + 4,60x10* 3,30 +2,14x10° 5,66 + 4,40x10" 3,40 + 2,40x10?
Lial&f}gsgiher FENOL MeOH | 95 481,00 + 1,58x107 0,03 +2,30x107 0,85 +5,70x10” 0,79 +4,67x10°
(10 pm) KOFEINA ACN | 95 6056,00 + 3,80x10? 0,003 + 3,30x10° 7,18 £0,10 0,05 + 6,80x10™
MeOH | 95 31,67 +1,70x107 0,01 £ 1,30x10° 0,36 + 12,44 5,90x10™+ 1,90%10
. ACN | 95 2,49 +1,27x10° 2,00 +4,90x10° 2,49 +1,27x10° 2,00 + 4,90x10°
LICI;BO;? her | TENOL MeOH | 95 6,79 £ 1,30x10° 0,12 +3,40x10° 6,85 +4,90x10° 0,08 + 3,40x10°
(12 pm) KOFEINA ACN | 95 108,00 + 7,26x10° 0,02 + 3,60x10° 108,00 + 7,20x10° 0,02 + 3,60x10°
MeOH | 95 131,00 £2,40x10™ 0,014 + 1,10x10™ 72,00 + 25,70 1,28x107*+ 1,09x10™
ACN | 95 0,85 +2,15x10” 1,55 +3,50x107 2055,00 + 5,50x10"" 5,00x107 + 1,20x10”7
Silica gel 60 FENOL MeOH | 95 0,26 + 0,43x10° 4,55 +4,26x10° 1,63 +0,50%x107 0,83 £0,78x10°
(0’011::1))’040 KOFEINA 2N |95 18,80 = 1,50%10° 0,05 + 3,80x10° 22,57 +1,30x10° 0,05 +3,90x10°
MeOH | 95 1,98 + 3,58x10? 0,31 +3,20x10" 12,62 + 3,30%x10 0,07 +5,55
ACN | 95 34,90 + 8,50%107 0,02 +1,20x107 32,44 +0,11x10" 1,40x10° +1,20x107
Silica gel 60 FENOL MeOH | 95 0,35 +8,31x10™ 574 £ 11,87 13,59 £ 28,12 0,03 £9,50%x107
(0,2-0,5 mm) KOFEINA ACN | 95 20,50 + 5,70x10" 0,05 + 1,10x10° 20,40 +2,80%10° 0,05 +1,10x10°
MeOH | 95 1,96 = 3,60x10° 0,08 £ 6,60x10" 9,14 +1,50x10° 0,05 £2,80x10"
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Tabela 5.14. Analiza statystyczna: wartosci SUM, SD, testu Fishera dla modeli izoterm adsorpcji dla adsorbentow komercyjnych

Zawartosé Izot lini
Adsorbenty Analit ACN/MeOH zoterma fimowa
komercyjne w eluencie S S
% (VIV) UM D Frest
FENOL ACN 95 422x107° 1,49x107 2,33x10°
Li(i‘&;‘(’)sg}‘er MeOH 95 3,93x107 1,36x1072 5,53x10?
1

10pm) | L OFEINA ACN 95 4,36x10°7 1,44x107 3,44%107
MeOH 95 4,90x1077 1,50x10°* 3,80%10°
FENOL ACN 95 1,60x10°° 8,90x10°° 5,60x10*
L‘C';(r)"ssfher MeOH | 95 2,08x10°5 1,05%10°3 6.30x10°*
ACN 95 2,63x10°° 3,62x10°* 5,50x10*
(2pm) | OFEINA — — -
MeOH 95 3,01x10 1,26x10 5,51x10
FENOL ACN 95 3,40x107* 4,03x10°° 1,06x10*
Silica gel 60 MeOH 95 1,90x107* 3,09x10°73 5,20x10*
(0,015-0,040 — ” p
mm) ACN 95 2,24%10 3,26x10 3,60%10
KOFEINA — - y
MeOH 95 1,12x10 2,31x10 5,03%10
FENOL ACN 95 1,55x10°* 2,80x107° 3,07x10°
Silica gel 60 ’ MeOH 95 2,11x10™* 3,30x10°° 4,09x10"
(0,2-0,5 mm) KOFEINA ACN 95 1,00x10°° 2,30x107* 6,30x10*
MeOH 95 2,35x10°° 425%107° 8,12x10*
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Tabela 5.14. c.d. Analiza statystyczna

s wartosci SUM, SD, testu Fishera dla modeli izoterm adsorpcji dla adsorbentow komercyjnych

Zawarto$¢ Izoterma Langmuira
Adsorbenty . ACN/MeOH
K . Analit | .
omercyjne W eluencie SUM SD Ftest
% (V/v)
FENOL ACN 95 1,02x10°"° 2,28%x10° 4,60x10°
Lii‘&;‘(’)sg}ler MeOH 95 551x107 525%x107 1,90x10°
1
10pm) | L OFEINA ACN 95 5,20x10°° 5,10x10°* 1,40x10°
MeOH 95 2,90x10 " 1,20x10°8 3,13x10"
FENOL ACN 95 8,73x10° " 2,14x10°8 4,89x10°
LiChrosph - -
! 65";;’ er MeOH | 95 2.43x10°1 3,67x10° 2.55x10'3
12 pm ACN 95 7,07x107" 1,93x107° 9,72x10"
# KOFEINA
MeOH 95 7,09x107"3 1,98x107’ 1,14x10"
ACN 95 4,56x107° 1,51x107° 3,77x10*
Silica gel 60 | FENOL MeOH 95 6,40x1077 1,83x107* 7.31x10°
(0,015-0,040 = o 5
mm) KOFEINA ACN 95 5,70x10 5,35x10 6,80x10
MeOH 95 2,96x107° 1,22x107° 9,12x10°
FENOL ACN 95 1,20x107" 7,96x107 2,00x10"
Silica gel 60 MeOH 95 3,18x10°° 4,21x107* 1,29x10°
(0,2-0,5 mm) KOFEINA ACN 95 9,10x107" 7,11x10°"° 3,33x10"
MeOH 95 5,32x107"! 2,10x10°° 1,65x107
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Tabela 5.14. c.d. Analiza statystyczna

s wartosci SUM, SD, testu Fishera dla modeli izoterm adsorpcji dla adsorbentow komercyjnych

Zawartos¢ Izoterma To6tha
Adsorbenty . ACN/MeOH
Kk . Analit | .
omercyjne w eluencie SUM SD Freqt
% (V/V)
FENOL ACN 95 5,85x10 "2 2,40x10°° 2,98x10°
LiChrospher MeOH | 95 1,22x10°* 2,60x10° 5,27x10°
4000 Si — ” 2
(10 pm) KOFEINA ACN 95 3,27%10 4,15%10 1,40%10
MeOH 95 4,48x107" 1,53x10°° 1,28x10"
FENOL ACN 95 6,11x10°* 5,80x107° 4,40x10*
LiChrosph - -
'C65°§}’ er MeOH | 95 1,38x10 1! 9,03x10°" 2.81x10"
(12 pm) KOFEINA ACN 95 1,71x10"" 3,08x1077 2,54x10"
MeOH 95 2,07x10°" 1,10x107" 2,47x10°
ACN 95 2,01x107° 1,03x107° 5,40x10°
Silica get 60 | FENOL MeOH | 95 2,66x10”7 1,22x107 1,10x10°
(0,015-0,040 — ~ -
mm) KOFEINA ACN 95 1,93x10 3,19x10 1,27x10
MeOH 95 1,21x107" 3,19x1077 1,27x10°
FENOL ACN 95 7,22x107" 7,98x107° 1,41x107
i MeOH 95 1,17x10°° 2,62x107* 2,21x107
Silica gel 60
(0,2-0,5 mm) KOFEINA ACN 95 1,30x107" 2,77x107" 1,45%x10"
MeOH 95 2,45%x10°° 4,72x107° 2,19x10*
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Tabela 5.14. c.d. Analiza statystyczna: wartosci SUM, SD, testu Fishera dla modeli izoterm adsorpcji dla adsorbentow komercyjnych

Zawartos$¢ Izoterma bi-Langmuira
Adsorbenty Analit ACN/MeOH
komercyjne w eluencie SUM SD Frea
% (V/v)
FENOL ACN 95 1,02x10°"° 2,52x10° 2,04x10°
Lii‘(;agpss}'er MeOH | 95 2,86x10" 4,10x10°* 1,59x10"
a0 uml) KOFEINA ACN 95 7,58x10 " 6,50x10"" 4,50x10°
MeOH 95 2,39x10 " 1,10x10° 1,70x10"
FENOL ACN 95 3,16x107° 1,36x107> 6,04x10°
LiChrosph - -
! 65";;’ er MeOH | 95 5.67x10 5,95x10° 4.82x10°
(12 pm) KOFEINA ACN 95 2,00x107* 3,44x107° 1,48x10°
MeOH 95 4,50x10 " 1,68x1077 7,90x10°
ACN 95 3,42x107" 436107 2.26x10"
Silica gel 60 | FENOL MeOH 95 4,90x1077 1,70x107* 4,26x107
(0,015-0,040 ~ ) 5
mm) KOFEINA ACN 95 2,40x10 3,65%10 7,20x10
MeOH 95 2.26x107° 1,12x107° 5,37x10°
FENOL ACN 95 6,47x107" 6,17x1077 1,66x10°
Silica gel 60 MeOH 95 9,66x107" 2,46x107* 1,89x10’
(0,2-0,5 mm) KOFEINA ACN 95 2,75x10°¢ 4,14x107* 4,80x10°
MeOH 95 5,20x107"" 2,28x10° 7,06x10°
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Tabela 5.15. Porownanie analizowanych modeli izoterm adsorpcji w oparciu o wartosci stosunku testow Fishera dla adsorbentow komercyjnych

Zawartos$¢ bi-Langmuir vs Langmuir Toth vs Langmuir
Adsorbenty Analit ACN/MeOH F F
komercyjne w eluencie Fn_iN-j5% Fy.y = —2 Fym; Fn_iN-j5% Fy.y = —2 Fu,m;
% (VIV) Y Fyy | 2 Fyogney Y Fyy | 2 Fyogney
FENOL ACN 95 2,20 0,44 ' falsz 2,18 0,65 falsz
LiChrospher 4000 Si MeOH | 95 2,15 8,37x10 prawda 2,14 2,77 prawda
(10 pm) ACN 95 2,15 3,20x10° prawda 2,14 10,00 prawda
KOFEINA
MeOH | 95 2,15 0,05 fatsz 2,14 0,04 falsz
ACN | 95 2,20 1,23x107 fatsz 2,18 8,99x107 fatsz
LiChrospher 60 Si | FENOL SE 3
p MeOH 95 2,25 1,89x10 falsz 2,23 1,10x10 falsz
(12 pm) COFEINA | _ACN | 95 2,20 1,52x107 fatsz 2,18 0,03 fatsz
MeOH | 95 2,25 0,69 fatsz 2,23 0,22 falsz
2,1 108 2,14 14,32
FENOL ACN 95 ,15 5,99%10 prawda , 3 prawda
Silica gel 60 MeOH 95 2,20 5,83 prawda 2,18 15,05 prawda
(0,015-0,040 mm) ACN 95 2,15 10,59 prawda 2,14 18,67 prawda
KOFEINA 2
MeOH | 95 2,15 5,88%10 prawda 2,14 13,93 prawda
3 -5
FENOL ACN 95 2,20 8,30x10 fatsz 2,18 7,05x10 falsz
Silica gel 60 MeOH | 95 2,25 14,65 prawda 2,23 17,13 prawda
(0,2-0,5 mm) ACN | 95 2,25 1,44x107" fatsz 2,23 4,35x10° fatsz
KOFEINA 3
MeOH 95 2,75 0,43 falsz 2,72 1,33x10 falsz
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Tabela 5.16. Porownanie analizowanych modeli izoterm adsorpcji (heterogenicznych) w oparciu o wartosci stosunku testow Fishera

dla adsorbentow komercyjnych

Zawartosé bi-Langmuir vs Téth
Adsorbenty komercyjne Analit ACN/MeOH Fn_in—jso _ Fy, Fyom; = Fyopn-y
Y% (v/v) Fym, = — :
I~ Fy,
LiChrospher 4000 Si FENOL MeOH 95 2,15 3,02x10° prawda
(10 pm) KOFEINA ACN 95 2,15 3,22x10* rawda
p
ACN 95 2,15 4,18x10’ prawda
FENOL
Silica gel 60 MeOH 95 2,20 0,39 falsz
0,015 -0,040 mm ACN 95 2,15 0,57 fat

( 9 ’ ) KOFEINA aisz
MeOH 95 2,15 42,28 prawda

Silica gel 60 (0,2-0,5 mm) FENOL MeOH 95 2,25 0,85 falsz
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m LiChrospher 4000 Si (10 um) = Silica gel 60 (0,015-0,04 mm) m LiChrospher 4000 Si (10 um) = Silica gel 60 (0,015-0,04 mm)

LiChrospher 60 Si (12 um) Silica gel 60 (0,2-05mm)  FENOL LiChrospher 60 Si (12 um) Silica gel 60 (0,2-0,5 mm) KOFEINA
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Rysunek 5.19. Dopasowanie najbardziej adekwatnych modeli izoterm adsorpcji do danych doswiadczalnych dla fenolu i kofeiny z zastosowaniem

adsorbentow komercyjnych w sktadzie eluentu 95:5 (v/v) ACN:H,O



m |iChrospher 4000 Si (10 um) = Silica gel 60 (0,015-0,04 mm)
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Rysunek 5.20. Dopasowanie najbardziej adekwatnych modeli izoterm adsorpcji do danych doswiadczalnych dla fenolu i kofeiny z zastosowaniem

adsorbentow komercyjnych w sktadzie eluentu 95:5 (v/v) MeOH:H>O



V.1.5.3. Podsumowanie

Przeprowadzone badania wykazaty, Ze adsorpcja fenolu i1 kofeiny zalezy zar6wno
od wilasciwosci zastosowanych adsorbentdéw, jak 1 od rodzaju fazy ruchomej i badanego
analitu. W uktadach zawierajacych acetonitryl najwyzsza pojemnos¢ sorpcyjng wzgledem obu
analitow wykazywal adsorbent LiChrospher 60 Si (12 um), natomiast najnizsza LiChrospher
4000 Si (10 um), co moze wskazywa¢ odpowiednio na wigksza i mniejsza dostepnos$¢ miejsc
adsorpcyjnych. W uktadach zawierajacych metanol pojemno$¢ sorpcyjna zalezata od rodzaju
analitu, dla fenolu najwyzsze wartosci uzyskano dla Silica gel 60 (0,2—0,5 mm), natomiast
dla kofeiny dla Silica gel 60 (0,015-0,040 mm). Niezaleznie od badanego zwiazku, najnizsza
pojemno$cig sorpcyjng w tych warunkach wykazywal ponownie adsorbent LiChrospher
4000 Si (10 pm).

We wszystkich analizowanych uktadach adsorbent Silica gel 60 (0,015-0,040 mm)
charakteryzowat si¢ wyraznie heterogeniczng energetycznie powierzchnig, co potwierdzaja
nieliniowe zalezno$ci Scatcharda oraz rozklady energii adsorpcji wskazujace na obecnos¢
centrow aktywnych o r6znej energii. Adsorbent ten charakteryzowat si¢ rowniez najwigkszym
udziatem centrow wysokoenergetycznych, co znajdowato odzwierciedlenie w  silnej
nieliniowosci wykresOw Scatcharda. Natomiast LiChrospher 60 Si (12 um) wykazywat
najbardziej jednorodny energetycznie charakter powierzchni, o czym $wiadczg liniowe
zaleznos$ci Scatcharda oraz obecno$¢ jednego dominujacego rodzaju centréw adsorpcyjnych
niezaleznie od warunkow eksperymentalnych.

W przypadku adsorbentow wykazujacych heterogeniczny energetycznie charakter
powierzchni najlepsze dopasowanie modelu izotermy adsorpcji uzyskano przy zastosowaniu
modelu bi-Langmuira lub modelu Tétha, poniewaz modele te uwzglgdniajg zréZznicowana
energi¢ adsorpcji 1 pozwalajg opisaé wspolistnienie wigcej niz jednego rodzaju miejsc
aktywnych. Natomiast dla adsorbentéw o powierzchni jednorodnej energetycznie najlepiej

dopasowanym modelem pozostaje model Langmuira.

V.1.5.4. Adsorbenty niekomercyjne

Dla trzech wybranych niekomercyjnych adsorbentow: MCM-41, MCM-41-Cl
(modyfikowany grupami chloropropylowymi) oraz MCM-41-Gly (modyfikowany grupami
glicydylowymi) wyznaczono metodg statyczng izotermy adsorpcji, a takze odpowiadajace im
zaleznosci Scatcharda oraz rozktady energii adsorpcji dla fenolu 1 kofeiny. Badania
przeprowadzono w uktadach zawierajacych 95:5 (v/v) ACN:H20 (rys. 5.21 A i B, 5.22)
oraz 95:5 (v/v) MeOH:H:O (rys. 5.23 A i B, 5.24).
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Dla fenolu w uktadzie 95:5 (v/v) ACN:H.O wyniki badan wskazuja, ze sposrod
analizowanych adsorbentéw niekomercyjnych jedynie MCM-41 charakteryzuje si¢
heterogeniczng energetycznie powierzchnig. Potwierdza to zaréwno nieliniowa zaleznos¢
Scatcharda (rys. 5.21 B), jak i rozktad energii adsorpcji (rys. 5.22), ktory ujawnia obecnos¢
dwoch rodzajéw centrow aktywnych o roéznej energii. Natomiast zmodyfikowane adsorbenty
niekomercyjne MCM-41-Cl oraz MCM-41-Gly charakteryzujg si¢ bardziej jednorodnym
energetycznie charakterem powierzchni. Potwierdzaja to liniowe zaleznoSci Scatcharda
oraz rozklady energii adsorpcji z pojedynczym centrum aktywnym. Otrzymane wyniki
sugeruja, ze modyfikacja chemiczna powierzchni prowadzi do ograniczenia
jej heterogeniczno$ci energetycznej. W analizowanych warunkach najwyzsza pojemnosc
sorpcyjng wzgledem fenolu wykazuje adsorbent MCM-41-Cl, natomiast najnizszg
niezmodyfikowany MCM-41. Wyniki te wskazuja, ze modyfikacja powierzchni grupami
chloropropylowymi  sprzyja adsorpcji  fenolu oraz prowadzi do zmniejszenia
heterogeniczno$ci energetycznej powierzchni. Konsekwencja tych zmian jest wzrost
pojemnosci sorpcyjnej adsorbentu w porownaniu z MCM-41.

Dla kofeiny w uktadzie 95:5 (v/v) ACN:H:0 adsorbent MCM-41 charakteryzuje si¢
heterogenicznym charakterem powierzchni, co potwierdzaja nieliniowe zalezno$ci Scatcharda
(rys. 5.21 B) oraz rozklad energii adsorpcji wskazujacy na obecno$¢ co najmniej dwoch
rodzajow centréw aktywnych (rys. 5.22). Wyzsze wartosci parametru [nK
dla wysokoenergetycznych miejsc adsorpcyjnych w poréwnaniu z fenolem $wiadcza
o wickszym powinowactwie kofeiny do powierzchni adsorbentu. Wynika to prawdopodobnie
z obecnosci w czasteczce kofeiny grup funkcyjnych umozliwiajacych tworzenie
roznorodnych oddzialywah z centrami aktywnymi powierzchni MCM-41. Odmienne
wlasciwosci wykazuja adsorbenty MCM-41-Cl i MCM-41-Gly, w ktorych powierzchnia
charakteryzuje si¢ wigkszg jednorodnoscia energetyczng. Dla tych adsorbentéw zalezno$¢
Scatcharda ma charakter liniowy, natomiast rozktad energii adsorpcji wykazuje pojedyncze
centrum aktywne. Jednoczesnie rodzaj modyfikacji powierzchni wplywa na site oddzialywan
kofeiny z adsorbentem. Dla adsorbentu MCM-41-Cl warto$¢ In K dla centrum aktywnego
wynosi okoto 4,7, co wskazuje na wysokie powinowactwo kofeiny do powierzchni
zmodyfikowanej grupami -Cl. Natomiast dla adsorbentu MCM-41-Gly warto$¢ In K jest
nizsza 1 wynosi okoto 2,3, co sugeruje stabsze oddziatywania kofeiny z powierzchnia
zmodyfikowang grupami glicydylowymi. Wyniki te wskazuja, ze modyfikacja -Cl sprzyja

adsorpcji kofeiny w wigkszym stopniu niz modyfikacja -Gly. W analizowanych warunkach
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najwigksza pojemno$¢ sorpcyjng wobec kofeiny wykazuje adsorbent MCM-41-Gly,

natomiast najnizsza niezmodyfikowany MCM-41.

MCM-41 ® MCM-41-CI & MCM-41-Gly
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Rysunek 5.21. Izotermy adsorpcji wyznaczone doswiadczalnie (A) oraz zaleznosci
Scatcharda (B) dla fenolu i kofeiny dla adsorbentow niekomercyjnych w sktadzie eluentu
95:5 (v/v) ACN:H,O
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Rysunek 5.22. Rozktad energii adsorpcji dla adsorbentow niekomercyjnych dla fenolu i kofeiny w sktadzie eluentu 95:5 (v/v) ACN:H,0



Dla fenolu w sktadzie eluentu 95:5 (v/v) MeOH:H.0 wszystkie badane adsorbenty
niekomercyjne: MCM-41, MCM-41-Cl oraz MCM-41-Gly wykazuja jednorodny
energetycznie charakter powierzchni. Swiadczy o tym liniowa zalezno$¢ Scatcharda
(rys. 5.23 B) oraz rozktad energii adsorpcji wykazujacy pojednyczne centrum aktywne
(rys. 5.24). Pomimo podobnego charakteru energetycznego powierzchni pojemno$¢ sorpcyjna
fenolu na badanych adsorbentach byla zréznicowana. Najwyzsza pojemnos¢ sorpcyjng
uzyskano dla adsorbentu MCM-41-Gly, natomiast najnizszag dla MCM-41-Cl. Wyniki
te wskazuja, ze o wielkosci adsorpcji decyduje nie tylko jednorodno$¢ energetyczna
powierzchni, lecz réwniez charakter chemiczny grup obecnych na powierzchni adsorbentu.
Mozna przypuszczaé, ze obecno$¢ grup glicydylowych sprzyja adsorpcji fenolu, podczas
gdy modyfikacja grupami chloropropylowymi prowadzi do jej ostabienia w analizowanym
uktadzie. Obserwowane roznice moga wynika¢é z odmiennych oddzialywan pomigdzy
czasteczkami fenolu a grupami funkcyjnymi obecnymi na powierzchni poszczegdlnych
adsorbentow.

Dla kofeiny w sktadzie eluentu 95:5 (v/v) MeOH:H:0 wszystkie badane adsorbenty
niekomercyjne wykazywaly jednorodny energetycznie charakter powierzchni. Pomimo
podobnego charakteru energetycznego powierzchni energia oddzialywan kofeiny
z powierzchnig adsorbentu zalezala od rodzaju modyfikacji. Najwyzszag warto$¢ In K
dla centrum aktywnego (ok. 3,9) uzyskano dla adsorbentu MCM-41-Cl, co wskazuje
na najwigksze powinowactwo kofeiny do powierzchni tego adsorbentu. Dla adsorbentéw
MCM-41 oraz MCM-41-Gly wartosci In K byty nizsze 1 wynosily okoto 2,5, co wskazuje
na stabszy charakter oddziatywan adsorbent—adsorbat. Jednocze$nie najwyzsza pojemnos¢
sorpcyjng wzgledem kofeiny uzyskano dla adsorbentu MCM-41, natomiast najnizsza
dla MCM-41-Cl.

Przedstawione wyniki dotyczace jednorodnosci i1 heterogeniczno$ci energetycznej
powierzchni, stanowig istotne wskazoéwki umozliwiajace wiasciwy dobor modelu izotermy
adsorpcji. Zagadnienia te zostang omoOwione w kolejnym podrozdziale, w ktorym
przedstawiono poréwnanie jakosci dopasowania wybranych modeli izoterm adsorpcji

do uzyskanych danych eksperymentalnych.
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MCM-41 ® MCM-41-Cl & MCM-41-Gly
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Rysunek 5.23. Izotermy adsorpcji wyznaczone doswiadczalnie (A) oraz zaleznosci
Scatcharda (B) dla fenolu i kofeiny dla adsorbentow niekomercyjnych w sktadzie eluentu
95:5 (v/v) MeOH:H,O
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Rysunek 5.24. Rozklad energii adsorpcji dla adsorbentow niekomercyjnych dla fenolu i kofeiny w sktadzie eluentu 95:5 (v/v) MeOH:H,O



V.1.5.5. Poréwnanie jakosci dopasownia modeli izoterm adsorpcji
dla adsorbentow niekomercyjnych

Wyniki badan przeprowadzonych dla fenolu i kofeiny z zastosowaniem faz ruchomych
o sktadzie 95:5 (v/v) ACN:H,O oraz 95:5 (v/v) MeOH:H,O przedstawiono na rysunkach
5.25 1 5.26. Zaprezentowano na nich wyznaczone do$wiadczalnie izotermy adsorpcji wraz
z dopasowaniem modelu izotermy najlepiej opisujacego uzyskane dane. Wyboru
odpowiedniego modelu dokonano na podstawie analizy rozktadu energii adsorpcji oraz oceny
jakosci dopasowania, obejmujacej wartosci SUM, SD oraz wyniki testu Fishera. Warto$ci
wyestymowanych parametrow modeli zestawiono w tabeli 5.17., natomiast wyniki analizy
statystycznej przedstawiono w tabeli 5.18.

Dla fenolu w uktadzie 95:5 (v/v) ACN:H:0, w przypadku adsorbentu MCM-41
wykazujacego heterogeniczny energetycznie charakter powierzchni, najlepsze dopasowanie
uzyskano dla modeli bi-Langmuira oraz Totha. Interpretacj¢ t¢ potwierdzaja wyniki analizy
statystycznej (tab. 5.18), obejmujace wartosci SUM, SD oraz testu Fishera. Dla modeli
bi-Langmuira i Tétha wartosci SUM 1 SD byly wyraznie nizsze niz dla modelu Langmuira,
natomiast wartosci testu Fishera wyzsze, co wskazuje na lepsze odwzorowanie danych
eksperymentalnych.  Dodatkowym  argumentem  potwierdzajagcym  heterogeniczny
eneregtycznie charakter powierzchni jest wartos¢ paramteru v modelu Totha (tab. 5.17),
ktéry wynosit 0,70. Odmienng sytuacje zaobserwowano dla adsorbentéw MCM-41-Cl
oraz MCM-41-Gly, charakteryzujacych si¢ bardziej jednorodnym energetycznie charakterem
powierzchni. W obu przypadkach parametr v modelu Toétha przyjmowat wartos¢ rowng 1,
co $wiadczy o braku istotnej heterogenicznosci energetycznej powierzchni i potwierdza
zasadno$¢ zastosowania modelu Langmuira. Wniosek ten znajduje potwierdzenie rowniez
w wynikach analizy statystycznej, dla ktérych najlepsze dopasowanie uzyskano witasnie
dla modelu Langmuira. Porownanie jakos$ci dopasowania modeli izoterm adsorpcji
przeprowadzono réwniez na podstawie wartosci stosunku testow Fishera dla dwoch modeli,
zgodnie z rownaniami (4.4) i (4.5). Uzyskane wyniki analizy statystycznej, przedstawione
w tabelach 5.19 i 5.20, wskazuja, ze dla fenolu w sktadzie eluentu zawierajacym 95:5 (v/v)
ACN:H:0 dla adsorbentu MCM-41 model Toétha zapewnia statystycznie istotnie lepsze
dopasowanie do danych eksperymentalnych niz model bi-Langmuira.

Dla kofeiny w ukladzie zawierajacym 95:5 (v/v) ACN:H.O adsorbent MCM-41
wykazal wyraznie heterogeniczny eneregtycznie charakter powierzchni, co znajduje
odzwierciedlenie w najlepszym dopasowaniu modeli heterogenicznych, tj. modelu

bi-Langmuira oraz modelu Toétha. Wniosek ten potwierdzaja wyniki analizy statystycznej
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(tab. 5.19), wskazujace na nizsze wartosci SUM i SD oraz wyzsze wartosci testu Fishera
dla modeli heterogenicznych w porownaniu z modelem Langmuira. Dodatkowo wartos¢
parametru v modelu Toétha (tab. 5.17) wynosi 0,68, co wskazuje na wystgpowanie miejsc
adsorpcyjnych o zréznicowanej energii. Dla adsorbentow MCM-41-Cl oraz MCM-41-Gly
zaobserwowano bardziej jednorodny charakter energetyczny powierzchni. W obu
przypadkach najlepsze dopasowanie uzyskano dla modelu Langmuira, a warto$ci parametru v
modelu Tétha, zblizone byly do jedno$ci. Porownanie jakosci dopasowania modeli izoterm
adsorpcji na podstawie warto$ci stosunku testow Fishera wykazato, ze dla adsorbentu
MCM-41 oba modele heterogeniczne opisuja dane lepiej niz model Langmuira, przy czym
model bi-Langmuira zapewnia najlepsze dopasowanie do danych eksperymentalnych.

W ukladzie zawierajacym 95:5 (v/v) MeOH:H,O wszystkie badane adsorbenty
niekomercyjne: MCM-41, MCM-41-Cl oraz MCM-41-Gly wykazaty jednorodny charakter
powierzchni zarowno wobec fenolu, jak 1 kofeiny. W konsekwencji najbardziej adekwatnym
modelem opisujacym proces adsorpcji w tych warunkach jest model Langmuira. Interpretacje
te potwierdzaja warto$ci parametru v modelu Totha (tab. 5.17), ktore dla wszystkich
adsorbentow byty zblizone do jednosci. Wyniki analizy statystycznej (tab. 5.18), obejmujacej
warto$ci SUM, SD oraz testu Fishera, rowniez wskazuja na przewage modelu Langmuira
nad modelami heterogenicznymi. Potwierdza to rowniez analiza oparta na warto$ci stosunku
testow Fishera dla dwoch modeli (tab. 5.19), ktora wykazata, ze model Langmuira zapewnia

najlepsze dopasowanie do danych eksperymentalnych w badanych warunkach.
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Tabela 5.17. Wartosci wyestymowanych parametrow modeli izoterm adsorpcji wraz z przedziatami ufnosci dla adsorbentow niekomercyjnych

Zawartos¢ Iz.ot.erma Izoterma Langmuira Izoterma Totha
aiorberty | v | ACYMeOM_liniona
%% (V/V) K (cm’/g) K (cm’/g) qs (g/em’) K (cm’/g) qs (g/em’) v

FENOL ACN 95 | 1,2+12x1072 | 1,20+ 6,40x1072 | 1,10+5,50x107> 0,39 + 0,29 3,39+2,53 0,70+0,138
MCML4T MeOH 95 13,90 £0,10 | 1,36+ 1,20x107° | 10,96+9,02x10°° | 1,36+ 2,60x10° | 10,96 +2x10° | 0,99+6,8x107
KOFEINA ACN 95 | 22+99x107% | 46,64+2,04 | 0,07+2,14x107° | 29,50+5,04 | 0,13 42,8x107 | 0,68+7,7x10*

MeOH 95 | 10,8+9,3x107% | 10,9+1,36x107° | 1,06 +1,23x10°° | 10,92 £1,4x107 | 1,06 £1,4x10° | 1+4,6x10"*

FENOL ACN 95 | 53+44x107% | 1,1045,70x1077 | 5,15 +2,47x10° | 1,11 +8,70x107 | 5,06 +4x107 1+2,9x107
MCM-41-Cl MeOH 95 | 3,4+2,9x107 | 0,94+539x107 | 3,90 £2,07x10°° | 0,94 £9,90x107" | 3,9 +4,23x10° | 0,99+3,9x10”
KOFEINA ACN 95 | 9,1 +73x107" | 107+1,34x107 | 0,18 £1,14x10°° | 107,5+9,8x107° | 0,18 £3,6x107 | 0,99+2,4x10°°

MeOH 95 | 11,70+7x107" |  67+£1x107* | 0,30 +2,71x1077 | 67+2,26x107° | 0,30 £1,6x107 | 0,99+5x107

ACN 95 | 3,9+34x107% | 1+550x107 | 4,2342,16x10° | 1,01 £6,70x107° | 4,17 £2,8x1072 | 1£2,47x107°
MCM-41-Gly FENOL MeOH 95 | 21,70£0,20 | 1,58 £3,38x107° | 14,77+2,92x107° | 1,58 £7,20x107° | 14,8 £6,8x10” | 0,99+1,7x10°°

KOFEINA ACN 95 7,30 £0,10 | 9,89+ 7,97x107° | 0,79 £5,90x10°" | 9,89 £1,65x10° | 0,8 £1,35x10° | 0,99+6x107
MeOH 95 420+0,04 | 8,67+7,55x107° | 0,52 +4,19x107" | 0,52 £9,54x107" | 8,7 £1,56x107 | 0,996,610
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Tabela 5.17. c.d. Wartosci wyestymowanych parametrow modeli izoterm adsorpcji wraz z przedziatami ufnosci dla adsorbentow niekomercyjnych

Zawarto$¢ Izoterma bi-Langmuira
Adsorbenty . ACN/MeOH
niekomercyjne Amalit w eluencie 3 3 3 3
N ) K; (cm%/g) gs: (g/em’) K; (cm’/g) gs2 (g/em’)
% (VIV)
FENOL ACN 95 10,90 + 29,06 0,025 + 0,12 0,38 = 1,65 2,82 +10,38
MeOH 95 436 +1,80x10° 2,00 +4,50x10° 4,18 £2,30x10° 2 +4,50%10°
MCM-41 5 4 4 7 3 2 6
ACN 95 2,00x10°+4,35x10 5,13x10* + 5x10° 40,70 + 4,13x10° 7,70x107% + 4x10°
KOFEINA : . - ; -
MeOH 95 5,00 +7,90x10 0,10x10™*+ 5%10 0,50 + 7,45%10 0,10 = 11,47x10
FENOL ACN 95 7,60 +4,70x10° 0,60 + 1,07x10° 2 +8,70x10° 0,60 + 0,93x10?
3 2 3 2
MCM-41-Cl MeOH 95 7,04 + 4,60%10 0,40 + 7,60x10 2 +7,70%10 0,40 +2,10x10
ACN 95 107,80 + 1,30x10™" 0,17 £ 6x10° 99,80 + 3,34 0,006 + 6x10
KOFEINA ; ; 5 ;
MeOH 95 67,22 +3,90%10 0,22 +3,70x10" 66,40 +2,70%10° 0,08 + 3,70x10"
ACN 95 3,19 + 1,35%x10° 0,50 + 1,20x10° 2+ 1,80x10° 0,50 + 1,20x10°
FENOL ; ; ; ;
MeOH 95 1,56 +3,18x10° 6,89 + 8x10° 1,60 £ 1,90x10" 7,87 + 8x10°
MCM-41-Gly 5 5 5 5
ACN 95 9,79 + 3,88x10 0,38 +1,27x10° 9,97 +2,03x10° 0,41 +1,27x10°
KOFEINA - . ; .
MeOH 95 8,53 £9,04%10° 0,13 + 1,04x10" 8,72 +1,92x10° 0,36 + 1,03x10"
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Tabela 5.18. Analiza statystyczna: wartosci SUM, SD, testu Fishera dla modeli izoterm adsorpcji dla adsorbentow niekomercyjnych

Zawartos¢é Izoterma liniowa
Adsorbenty . ACN/MeOH
iekomercyjne Analit w eluencie
niekomercy] SUM SD Feest
% (VIV)
FENOL ACN 95 5,16x107° 1,61x107° 4,06x10*
MCML41 MeOH 95 2,33x107° 1,10x107> 5,80x10*
i KOFEINA ACN 95 6,42x107° 1,80x107° 2,20x10°
MeOH 95 2,00x107° 1,03x10°° 5,80x10*
FENOL ACN 95 6,80x10°* 5,80x10° 6,08x10*
MCM-41-Cl MeOH 95 3,89x10°* 4,40x107° 5,90x10*
KOFEINA ACN 95 423%10°° 1,40x10 > 6,70x10°
MeOH 95 3,88%107° 1,39x10 > 1,20x10°
FENOL ACN 95 4,57x10°* 4,.80x10°° 5,90x10*
MeOH 95 5,07x107 1,59%x10 > 5,56x10*
MCM-41-Gly — ” 2
KOFEINA ACN 95 1,23x10 8,05%10 5,80%10
MeOH 95 6,54x10°° 5,82x107* 5,65x10*
Zawarto$¢ Izoterma Langmuira
Adsorbenty . ACN/MeOH
. . Analit N
niekomercyjne w eluencie SUM SD |
% (V/V)
FENOL ACN 95 5,49x107° 1,70x10°° 1,72x10°
MCM41 MeOH 95 6,71x107" 1,93x10°8 9,65x10"
KOFEINA ACN 95 3,06x1077 1,27x107* 2,20x10°
MeOH 95 1,15x107'¢ 2,53x107° 4.80x10"
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Tabela 5.18. c.d. Analiza statystyczna: wartosci SUM, SD, testu Fishera dla modeli izoterm adsorpcji dla adsorbentow niekomercyjnych

Zawarto$¢ Izoterma Langmuira
Adsorbenty . ACN/MeOH
iek . Analit | .
nie omercy]ne W eluencie SUM SD Ftest
% (V/V)
FENOL ACN 95 7,09x107' 6,11x107° 2,77x10'
MCMALCI MeOH 95 5,00x107' 5,13x107° 2,19x10'¢
o KOFEINA ACN 95 9,78x10 " 227x10°° 1,40x10"
MeOH 95 1,72x10"* 3,00x10°® 1,32x10"
FENOL ACN 95 5,42x107' 5,34x107° 2,40%x10'
-14 —8 15
MCM-41-Gly MeOH 95 9,00%10 6,88%10 1,48x10
KOFEINA ACN 95 2,98x107" 1,28x107° 1,14x10"
MeOH 95 1,94x107" 1,01x107° 9,04x10"
Zawarto$¢ Izoterma Tétha
Adsorbenty . ACN/MeOH
. . Analit .
niekomercyjne w eluencie SUM SD Freot
% (V/V)
FENOL ACN 95 1,82x1077 1,03x10°* 3,25%107
MCMA1 MeOH 95 1,49x10°'¢ 2,96x107° 2,72x10"
) KOFEINA ACN 95 7,16x10°° 6,30x107° 6,02x10°
MeOH 95 6,11x107" 1,90x107’ 5,70x10"
FENOL ACN 95 6,24x1071° 5,89x10°° 1,99x10"
MCMALCI MeOH 95 7,05%x107' 6,26x10°° 9,80x10"
KOFEINA ACN 95 3,03x107" 1,30x1077 2,88x10"
MeOH 95 1,24x107" 2,60x107" 1,14x10"
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Zawarto$¢ Izoterma Tétha
Adsorbenty Analit ACN/MeOH
niekomercyjne w eluencie SUM SD F
% (vIV) test
FENOL ACN 95 3,17x107"° 4,19x10°° 2,59x10"
MCMALGI MeOH 95 2,18x107" 1,10x10°® 3,87x10™
ey COFEINA ACN 95 6,24x107' 1,91x10°8 3.45x10'3
MeOH 95 427x107"° 1,54x10° 2,59x10™
Zawartos¢ Izoterma bi-Langmuira
Adsorbenty Analit ACN/MeOH
niekomercyjne w eluencie SUM SD Freat
% (V/IV)
FENOL ACN 95 1,94x107" 1,10x107* 2,15%x107
MeOH 95 7,70x107° 2,20x107* 3,70x10°
MCM-41 KOFEINA ACN 95 1,45x107" 9,24x10°® 2,10x10"
MeOH 95 5,50x1072 5,90x107* 0,43
FENOL ACN 95 0,11 8,20x107* 72,76
MCMALCI MeOH 95 8,60x107* 7,10x1072 52,74
o KOFEINA ACN 95 9,70x10 2.39x1077 6,36x10'2
MeOH 95 8,26x10° " 2,20x1077 1,23x10"
FENOL ACN 95 0,28 0,13 16,30
MCMALGCI MeOH 95 3,73x107" 1,48x10°® 1,60x10"
ey ACN 95 6.44x10°'¢ 2,00%10°* 2.36x10'3
KOFEINA =y s 14
MeOH 95 1,00x10 2,43x10 17,80x10
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Tabela 5.19. Porownanie analizowanych modeli izoterm adsorpcji w oparciu o wartosci stosunku testow Fishera dla adsorbentow niekomercyjnych

Zawartos¢ bi-Langmuir vs Langmuir Téth vs Langmuir
Adsorbenty Analit ACN/MeOH F F
niekomercyjne w eluencie Fn_in-j5% Fyom;, = My Fu vMj Fy_in-j59% Fy.m. = M; F MyM;
% (VIV) Y Fyy | 2 Fyogney Y Fyy o 2 Fyogney
FENOL ACN 95 2,197 12,500 prawda 2,180 18.89 prawda
MCMA1 MeOH 95 2,249 3,830x107" falsz 2,230 0,280 falsz
) KOFEINA ACN 95 2,197 9,545x10° prawda 2,180 2,730 prawda
MeOH 95 2,249 8,958x107"7 falsz 2,230 1,187x107* falsz
FENOL ACN 95 2,197 2,627x10°" falsz 2,180 7,184x1077 falsz
MeOH 95 2,197 2,408x107" falsz 2,180 0,447 falsz
MCM-41-CI COFEINA ACN 95 2.197 0.045 falsz 2.180 0.020 falsz
MeOH 95 2,197 0,093 falsz 2,180 0,086 falsz
FENOL ACN 95 2,197 6,792x10 ' falsz 2,180 1,079x10°° falsz
MCMALCI MeOH 95 2,197 0,108 falsz 2,180 0,261 falsz
ey KOFEINA ACN 95 2,197 0,207 fatsz 2,180 0,302 fatsz
MeOH 95 2,197 0,196 falsz 2,180 0,028 falsz

Tabela 5.20. Porownanie analizowanych modeli izoterm adsorpcji (heterogenicznych) w oparciu o wartosci stosunku testow Fishera dla adsorbentow

niekomercyjnych
Zawarto$¢ bi-Langmuir vs Téth
Adsorbenty . ACN/MeOH
. . Analit . Fr in e Fy.
niekomercyjne w eluencie N—i,N—j,5% Fyoy. = i Fy.m. = Fy_in-1.
% (V/V) v Fy; v v
FENOL ACN 95 2,29 0,66 fat
MCM-41 < anz
KOFEINA ACN 95 2,29 3,49x10 prawda
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Rysunek 5.25. Dopasowanie najbardziej adekwatnych modeli izoterm adsorpcji do danych doswiadczalnych dla fenolu i kofeiny z zastosowaniem

adsorbentow niekomercyjnych w skitadzie eluentu 95:5 (v/v) ACN:H,O
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Rysunek 5.26. Dopasowanie najbardziej adekwatnych modeli izoterm adsorpcji do danych doswiadczalnych dla fenolu i kofeiny z zastosowaniem

adsorbentow niekomercyjnych w sktadzie eluentu 95:5 (v/v) MeOH:H,0O



V.1.5.6. Podsumowanie

W przeprowadzonych badaniach wykazano, Ze charakter energetyczny powierzchni
adsorbentow niekomercyjnych zalezy od rodzaju analitu, skltadu fazy ruchomej
oraz modyfikacji powierzchni. W uktadzie zawierajacym 95:5 (v/v) ACN:H,O
heterogeniczny energetycznie charakter powierzchni obserwowano wytacznie dla adsorbentu
MCM-41, natomiast MCM-41-Cl i MCM-41-Gly wykazywaly jednorodno$¢ energetyczna.
Z kolei w uktadzie 95:5 (v/v) MeOH:H,O wszystkie badane adsorbenty charakteryzowaly si¢
jednorodnym energetycznie charakterem powierzchni niezaleznie od rodzaju analizowanego
zwigzku. Wykazano réwniez, ze modyfikacja krzemionki MCM-41 wptywa na energi¢
oddzialywan adsorpcyjnych oraz pojemnos$¢ sorpcyjng adsorbentu. Przeprowadzona analiza
poréwnawcza jakosci dopasowania modeli izoterm adsorpcji dla fenolu i kofeiny wykazata,
ze wybor najbardziej adekwatnego modelu jest §cisle zwigzany z charakterem energetycznym
powierzchni adsorbentu. Dla powierzchni jednorodnych energetycznie najlepsze dopasowanie
uzyskano dla modelu Langmuira, natomiast dla powierzchni heterogenicznych energetycznie
najbardziej odpowiednie okazaly si¢ modele bi-Langmuira lub Tétha. Wnioski te zostaty
potwierdzone wynikami analizy statystycznej (SUM, SD, test Fishera) oraz warto$ciami

parametru v modelu Totha.
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V.2. Analiza fizykochemiczna oraz granulometryczna adsorbentow
stosowanych w chromatografii cieczowej

Parametry strukturalne, wlasciwosci powierzchniowe oraz sktad chemiczny
adsorbentow mogg istotnie wptywacé na efektywnos¢ procesoOw adsorpcyjnych, determinujac
zarOwno stopien retencji poszczegdlnych zwigzkow, jak 1 selektywno$¢ ich rozdzielania.
Adsorbenty komercyjne oraz niekomercyjne (otrzymywane w warunkach laboratoryjnych)
moga znaczaco rdézni¢ si¢ skladem chemicznym powierzchni, morfologia, rozktadem
wielkos$ci ziaren, parametrami porowatosci oraz powierzchnig wiasciwg.

W niniejszym rozdziale przedstawiono kompleksowg charakterystyke fizykochemiczng
i granulometryczng wybranych adsorbentow komercyjnych oraz niekomercyjnych. Obejmuje
ona analiz¢ morfologii i sktadu pierwiastkowego, rozktadu wielkosci ziaren, parametréw
porowato$ci, powierzchni wlasciwej, a takze wlasciwosci termicznych badanych

adsorbentow.

V.2.1. Analiza morfologii i skladu pierwiastkowego adsorbentow metoda
SEM-EDS oraz oznaczenie ich skladu catkowitego technika
ICP-MS

V.2.1.1. Adsorbenty komercyjne

LiChrospher 4000 Si (10 um)

Na rysunku 5.27 przedstawiono obrazy SEM adsorbentu LiChrospher 4000 Si (10 um)
uzyskane przy powickszeniu 100 kx, ukazujace morfologie typowa dla sferycznych
adsorbentow krzemionkowych stosowanych w HPLC, czyli dobrze uformowanych, niemal
kulistych ziaren o rozwini¢tej topografii powierzchniowej. Na uzyskanych obrazach
obserwuje si¢ zaroOwno ziarna o stosunkowo gladkiej powierzchni, jak 1 ziarna wykazujace
obecno$¢ nieregularnych  zaglebien,, poréw  powierzchniowych oraz  lokalnych
niejednorodno$ci morfologicznych. Miejscami widoczne s3 réwniez mikropgknigcia.
Obecnos$¢ zaglebien, pordw powierzchniowych oraz mikropeknig¢ moze wplywaé
na dostepnos¢ miejsc adsorpcyjnych oraz przebieg procesow transportu masy w obrebie
ziaren adsorbentu. Dane uzyskane z analizy EDS (rys. 5.28, tab. 5.21) potwierdzaja
dominujacy udziat tlenu i krzemu (O = 61,32 % mas.; Si = 36,13 % mas.) co jest zgodne
ze sktadem SiO.. Analiza EDS dostarczyla rowniez informacji o zawartosci innych
pierwiastkéw na powierzchni adsorbentu. Udziat tych pierwiastkow jest stosunkowo niski
(Cr = 0,43 % mas.; Fe = 1,92 % mas.; Ni = 0,20 % mas.). Pomiary metoda ICP-MS
(tab. 5.22.) wskazuja rowniez na bardzo wysoka czystos¢ fazy krzemionkowe;j

(Si02 = 99,89 %). Metoda ICP-MS pozwolita oznaczy¢ dodatkowe pierwiastki w §ladowych
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stezeniach w zakresie ppm (np. P = 407 ppm, Ca = 409 ppm, Ti = 133 ppm, Fe = 106 ppm,
Cr = 5 ppm, Ni= 5 ppm, Zr = 11 ppm). Ro6znice pomigdzy wynikami uzyskanymi metodami
EDS i ICP-MS wynikaja z charakteru obu technik analitycznych: EDS dostarcza informacji
o lokalnym sktadzie chemicznym powierzchni oraz warstwy przypowierzchniowej materiatu,
natomiast ICP-MS umozliwia oznaczenie skladu calkowitego probki po jej mineralizacji
(rozktadzie do roztworu) 1 moze stanowi¢ uzupelnienie analizy wykonanej metoda EDS.
Sladowe ilosci wapnia moga wplywaé na whasciwosci powierzchniowe krzemionki, w tym
na charakter grup silanolowych, co potencjalnie moze oddziatywaé na zdolnos¢ powierzchni
do tworzenia wigzah wodorowych. Z kolei obecno$¢ metali przejsciowych (Fe, Ni, Cr) moze
lokalnie modyfikowa¢ energi¢ centrow aktywnych. Wyniki analiz SEM-EDS oraz ICP-MS sg
zgodne z obserwacjami uzyskanymi z analiz roéwnowag adsorpcyjnych. Obecnosé
pierwiastkéw (m.in.: Fe, Cr, Ni) moze lokalnie modyfikowaé aktywno$¢ grup silanolowych
oraz roznicowac energi¢ miejsc wigzacych, co moze przyczynia¢ si¢ do lokalnego
zroznicowania energii miejsc adsorpcyjnych oraz obserwowane] heterogenicznosci

energetycznej powierzchni w niektorych badanych uktadach (podrozdziat V.1.5.1.).

Rysunek 5.27. Obrazy SEM powierzchni adsorbentu LiChrospher 4000 Si (10 um)
przy powigkszeniu 100 kx
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Rysunek 5.28. Obraz SEM adsorbentu LiChrospher 4000 Si (10 um) z zaznaczonymi
punktami analizy EDS

LiChrospher 60 Si (12 um)

Obrazy SEM przedstawione na rysunkach 5.29 1 5.30 dla adsorbentu LiChrospher 60 Si
(12 pm), uzyskane przy powigkszeniach 100 kx (A) i 150 kx (B), ukazuja morfologi¢
sferycznych ziaren krzemionkowych. Oprocz obszaréw o relatywnie gladkiej powierzchni
obserwuje si¢ liczne drobne czastki i aglomeraty przylegajace do powierzchni ziaren.
Na powierzchni czg¢sci ziaren widoczne sg réwniez przyczepione drobiny oraz lokalne
niejednorodnosci morfologiczne. Dodatkowo obserwuje si¢ obecnos$¢ licznych, drobnych
wypuktosci oraz plytkich zaglgbien, ktore $wiadcza o zrdéznicowanej topografii
powierzchniowej analizowanego adsorbentu. Analiza chemiczna powierzchni adsorbentu
potwierdza sktad krzemionkowy (tab. 5.21) (EDS: O = 57,45 % mas., Si = 39,91 % mas.).
Analiza EDS wykazata rowniez obecno$¢ innych pierwiastkéw na powierzchni adsorbentu:
Cr, Fe i Ni (odpowiednio: 0,46 % mas.; 1,95 % mas.; 0,23 % mas.), a badania metoda
ICP-MS (tab. 5.22) potwierdzaja obecnos¢ tych metali w §ladowych st¢zeniach (Cr = 3 ppm,
Fe = 45 ppm, Ni = 3 ppm). Dodatkowo analiza ICP-MS wykazata obecno$¢ m.in.:
P = 707 ppm, Ca = 452 ppm, Ti = 125, Zr = 14 ppm. Obecno$¢ tych pierwiastkow moze
lokalnie wptywaé na wlasciwosci powierzchniowe adsorbentu oraz na energi¢ oddziatywan
adsorbent—adsorbat. Jednak ich niewielka zawarto$¢ nie zmienia istotnie krzemionkowego
charakteru materialu. Na podstawie obserwacji SEM mozna przypuszcza¢, ze drobna
chropowato$¢ powierzchni oraz obecno$¢ licznych mikrostruktur sprzyjaja zwigkszeniu
dostepnosci powierzchni adsorpcyjnej. Moze to stanowi¢ jedng z przyczyn obserwowanej
w analizach rownowag adsorpcyjnych (podrozdzial V.1.5.1.) wyzszej pojemnosci sorpcyjnej
adsorbentu LiChrospher 60 Si (12 um), szczegdlnie w ukladzie zawierajacym 95 % (v/v)
ACN.
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Rysunek 5.29. Obrazy SEM w powigkszeniu: A - 100 kx, B — 150 kx dla adsorbentu
LiChrospher 60 Si (12 um)

Rysunek 5.30. Obraz SEM adsorbentu LiChrospher 60 Si (12 um) z oznaczonymi
punktami analizy EDS

Silica gel 60 (0,015-0,040 mm)

Na rysunku 5.31 przedstawiono obrazy SEM adsorbentu Silica gel 60
(0,015-0,040 mm) uzyskane przy powiekszeniach 50 kx (A) oraz 100 kx (B). Obrazy ukazuja
nieregularne ziarna krzemionki o wyraznie rozwinigtej topografii powierzchniowej i ostrych
krawedziach. Na powierzchni ziaren obserwuje si¢ liczne zaglebienia, mikropgknigcia
oraz nierdwnosci, a takze lokalnie wystepujace drobne przyczepione fragmenty
rozmieszczone w sposob nieregularny. Analiza morfologii wskazuje na wyraznie chropowaty
1 niejednorodny charakter powierzchni adsorbentu. W badanym zakresie powickszen
nie zaobserwowano obszaréw o wyraznie wygladzonej powierzchni ani regularnych struktur
powierzchniowych, natomiast dominujg nieregularne mikrostruktury. Wyniki analizy EDS
(rys. 5.32, tab. 5.21) potwierdzaja sktad krzemionki badanego adsorbentu (O = 54,59 % mas.;

Si = 42,52 % mas.) oraz obecno$¢ na powierzchni krzemionki metali takich jak:
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Fe = 1,82 % mas.; Cr = 0,44 % mas.; Ni = 0,12 % mas., Sn = 0,42 % mas. Analiza metoda
ICP-MS (tab. 5.22.) wykazala obecno$¢ w sktadzie adsorbentu m.in.: P = 668 ppm,
Cl = 140,1 ppm, Ca = 0,212 %, Ti = 112; K = 8 ppm; S = 0,118 %; Zr = 31 ppm,
co potwierdza wystgpowanie $ladowych zanieczyszczen metalicznych i niemetalicznych,
ktére moga lokalnie modyfikowaé energi¢ adsorpcyjna powierzchni. Wyniki analiz
SEM-EDS 1 ICP-MS wskazuja na obecnos¢ zrdznicowania morfologicznego
oraz chemicznego powierzchni adsorbentu Silica gel 60 (0,015-0,040 mm), co moze sprzyjac
wystepowaniu niejednorodnych energetycznie miejsc adsorpcyjnych. Cechy te znajduja
odzwierciedlenie w wynikach badan adsorpcyjnych, ktoére wskazuja na heterogenicznos¢
energetyczng powierzchni tego adsorbentu niezaleznie od stosowanych warunkow

chromatograficznych (podrozdziat V.1.5.1.).

¥,

Rysunek 5.31. Obrazy SEM w powigkszeniu: A-50 kx i B-100 kx dla adsorbentu
Silica gel 60 (0,015-0,040 mm)

Rysunek 5.32. Obraz SEM adsorbentu Silica gel 60 (0,015-0,040 mm)

z oznaczonymi punktami analizy EDS
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Silica gel 60 (0,2-0,5 mm)

Obrazy SEM adsorbentu Silica gel 60 (0,2-0,5 mm), uzyskane przy powigkszeniach
2 kx (A) oraz 250 kx (B) (rys. 5.33), ukazujg duze, nieregularne ziarna krzemionki o wyraznie
zaznaczonych krawedziach. Na powierzchni obserwuje si¢ fragmenty o zréznicowanej
geometrii oraz liczne niejednorodno$ci strukturalne. Powierzchnia ziaren jest wyraZnie
chropowata, z obecno$cig drobnych przyczepionych czastek, ptytkich zaglebien,
mikrouszkodzen oraz nieregularnych mikrostruktur rozmieszczonych na catej powierzchni.
W wielu obszarach widoczne s3 drobiny mogace czeSciowo pokrywaé powierzchnie
lub wypetnia¢ lokalne zagl¢bienia. Taka nieregularna geometria ziaren oraz zrdéznicowanie
mikrostruktury moga wplywac¢ na lokalng dostepnos¢ miejsc adsorpcyjnych, co moze miec
znaczenie dla transportu masy i przebiegu procesow sorpcji. Czes¢ powierzchni moze by¢
tatwo dostgpna dla czasteczek adsorbatu, natomiast wnegki 1 krawedzie ziaren moga stanowié
miejsca o odmiennych wlasciwosciach energetycznych oraz ograniczonej dostgpnosci
dyfuzyjnej. Przedstawione obserwacje sa zgodne z wynikami analizy rownowagi
adsorpcyjnej, ktora dla niektorych ukladow wskazuje na obecnos¢ dodatkowych centréw
adsorpcyjnych charakteryzujacych si¢ wyzsza energia adsorpcji. (podrozdziat V.1.5.1.).
Analiza sktadu powierzchniowego adsorbentu metoda EDS (rys. 5.34., tab. 5.21.) potwierdza
sktad krzemionki (O = 55,45 % mas., Si = 41,82 % mas.). Dodatkowo analiza EDS wykazata
obecnos¢ pierwiastkow takich jak: Fe = 1,55 % mas., Cr = 0,32 % mas., Ni = 0,025 % mas.,
Sn = 0,047 % mas., Ca = 0,74 % mas. Pomiary metodg ICP-MS (tab. 5.22.) uzupeiniaja
ta charakterystyke, wskazujac na obecno$¢ pierwiastkéw w zakresie ppm m.in.: P = 777 ppm,
Cl =93 ppm, K = 7 ppm, S = 0,125 %, Ca = 0,228%, Ti = 109 ppm, Fe = 32 ppm,
Ni = 4 ppm, Zr = 34 ppm. Obecnos$¢ tych pierwiastkow moze lokalnie modyfikowac¢ energig

adsorpcyjng badanego adsorbentu.
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Rysunek 5.33. Obrazy SEM w powigkszeniu: A — 2 kx, B - 250 kx dla adsorbentu
Silica gel 60 (0,2-0,5 mm)

e

Rysunek 5.34. Obraz SEM adsorbentu Silica gel 60 (0,2-0,5 mm) z oznaczonymi

punktami analizy EDS

TSK-Gel Amide-80 - faza stacjonarna amidowa

Obrazy SEM fazy stacjonarnej amidowej pozyskanej z kolumny chromatograficznej
TSK-Gel Amide-80 (rys. 5.35), uzyskane przy powigkszeniach 100 kx (A) 1 250 kx (B),
przedstawiajg jednorodne, niemal idealnie kuliste ziarna o gladkiej 1 réwnomiernej
powierzchni. Ziarna charakteryzuja si¢ regularnym ksztaltem, typowym dla wysoko
oczyszczonych zeli krzemionkowych stosowanych w chromatografii HILIC. Powierzchnia
ziaren wykazuje drobng tekstur¢ porowa, jednak bez wyraznych ostrych krawedzi
oraz glebokich wnek. Zaobserwowana morfologia wskazuje na wysoki stopien jednorodnosci
strukturalnej materialu. Obserwacje te sa zgodne z wynikami badan réwnowag
adsorpcyjnych, wedlug ktorych dla wigkszosci analizowanych ukladow adsorbent
ten wykazywat jednorodny energetycznie charakter powierzchni [251]. Analiza chemiczna

powierzchni adsorbentu metodg EDS (rys. 5.36, tab. 5.21) potwierdza sktad krzemionkowy
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(O = 58,33 % mas. i Si = 37,65 % mas.) oraz obecno$¢ nieiwelkich ilosci metali
na powierzchni (Fe = 2,97 % mas., Cr = 0,70 % mas. 1 Ni = 0,35 % mas.). Jednocze$nie
sladowe ilosci metali wykryte na powierzchni mogg prowadzi¢ do powstawania lokalnych
miejsc 0 odmiennej energii adsorpcji, przyczyniajac si¢ do pewnego stopnia niejednorodnosci

energetycznej powierzchni adsorbentu.

Rysunek 5.35. Obrazy SEM w powigkszeniu: A-100 kx i B-250 kx fazy stacjonarnej

amidowej pozyskanej z kolumny chromatograficznej TSK-Gel Amide-80

Rysunek 5.36. Obraz SEM fazy stacjonarnej amidowej pozyskanej z kolumny
chromatograficznej TSK-Gel Amide-80 z oznaczonymi punktami analizy EDS

Eurospher II 100-5 HILIC - faza stacjonarna zwitterjonowa

Obrazy SEM (rys. 5.37) fazy stacjonarnej zwitterjonowej pozyskanej z kolumny
chromatograficznej Eurospher II 100-5 HILIC, uzyskane przy powigkszeniach 100 kx (A)
i 250 kx (B), przedstawiajg ziarna adsorbentu o stosunkowo sferycznym 1 jednorodnym
ksztatcie. Powierzchnia ziaren jest stosunkowo gladka, jednak obserwuje si¢ lokalne skupiska

drobnych fragmentéw. Taka morfologia wskazuje na jednorodny charakter powierzchni

196



adsorbentu, cho¢ wystepowanie lokalnych nieréwnos$ci moze prowadzi¢ do niewielkiego
zroznicowania dostepnosci miejsc adsorpcyjnych. Analiza EDS (rys. 5.38., tab. 5.21.)
potwierdza sktad krzemionki (O = 56,42 % mas., Si = 39,13 % mas.) przy jednoczesnym
wykryciu metali, w szczeg6lno$ci Fe = 3,28 % mas. oraz obecnosci Cr = 0,78 % mas.
1 Ni = 0,40 % mas. Z jednej strony sferyczne i stosunkowo gladkie ziarna adsorbentu moga
sprzyja¢ bardziej jednorodnemu charakterowi powierzchni oraz wigkszej przewidywalnosci
procesow retencyjnych. Z drugiej strony obecnos$¢ $ladowych ilosci metali (Fe, Cr i Ni)
wykrytych metoda EDS moze prowadzi¢ do powstawania lokalnych miejsc o odmiennej
energii oddziatywan. Miejsca te moga by¢ zwigzane z lokalnymi zmianami polarnosci
powierzchni oraz potencjalng mozliwoscia wystepowania dodatkowych oddzialtywan
specyficznych, przyczyniajac si¢ do pewnego stopnia heterogenicznosci energetycznej
adsorbentu. Obserwacje te pozostaja zgodne z wynikami badan rownowag adsorpcyjnych,
ktore wskazuja, ze dla kofeiny powierzchnia adsorbentu wykazuje charakter zblizony
do jednorodnego energetycznie, natomiast dla fenolu w wigkszosci badanych ukladow

obserwuje si¢ cechy powierzchni heterogenicznej energetycznie [252].

A “ B

Rysunek 5.37. Obrazy SEM w powiekszeniu: A — 100 kx i B — 250 kx fazy stacjonarnej
zwitterjonowej pozyskanej z kolumny chromatograficznej Eurospher

11 100-5 HILIC
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Rysunek 5.38. Obraz SEM fazy stacjonarnej zwitterjonowej pozyskanej z kolumny
chromatograficznej Eurospher II 100-5 HILIC z oznaczonymi punktami analizy EDS

Nucleodur Cis Gravity — faza stacjonarna C18

Obrazy SEM (rys. 5.39) fazy stacjonarnej C18 pozyskanej z kolumny
chromatograficznej Nucleodur C18 Gravity, uzyskane przy powigkszeniu 100 kx,
przedstawiajg ziarna o wyraznie sferycznym ksztatcie oraz gladkiej, wzglgednie jednorodne;j
topografii powierzchniowej. Na powierzchni obserwuje si¢ jedynie drobne mikrostruktury,
typowe dla chemicznie modyfikowanych adsorbentow krzemionkowych. Wyniki analizy
sktadu pierwiastkowego metodg EDS (rys. 5.40, tab. 5.21) potwierdzaja krzemionkowy
charakter adsorbentu (O = 51,33 % mas., Si = 44,23 % mas.). Jednoczes$nie wykryto obecnos¢
Fe, Cr oraz Ni na poziomie odpowiednio 3,22 % mas., 0,78 % mas. oraz 0,43 % mas.
Obecnos¢ tych pierwiastkow moze przyczyniaé si¢ do lokalnego zroznicowania wlasciwosci
energetycznych powierzchni adsorbentu. Interpretacja ta jest zgodna z wynikami badan
rownowag adsorpcyjnych, ktéore dla czedci analizowanych ukladow  wskazuja

na wystepowanie heterogenicznos$ci energetycznej powierzchni [252].
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Rysunek 5.39. Obrazy SEM w powigkszeniu 100 kx fazy stacjonarnej C18 pozyskanej

z kolumny chromatograficznej Nucleodur C;s Gravity

Rysunek 5.40. Obraz SEM fazy stacjonarnej C18 pozyskanej z kolumny

chromatograficznej Nucleodur C5 Gravity z oznaczonymi punktami analizy EDS

Purospher STAR NH,; - faza stacjonarna aminopropylowa

Obrazy SEM (rys. 5.41) fazy stacjonarnej aminopropylowe] pozyskanej z kolumny
chromatograficznej Purospher STAR NHz, uzyskane przy powi¢kszeniach 50 kx (A) i 250 kx
(B), przedstawiaja jednorodne, kuliste ziarna o regularnym ksztatcie. Wigkszo$¢ ziaren
charakteryzuje si¢ gladka powierzchnig, jednak lokalnie obserwuje si¢ obszary o zwiekszonej
chropowatosci obejmujace niewielkie skupiska drobnych fragmentéw oraz nieregularne
wypuktosci powierzchniowe. Wyniki analizy sktadu pierwiastkowego metodg EDS (rys. 5.42,
tab. 5.21) wskazuja na dominujacy krzemionkowy charakter adsorbentu (O = 58,75 % mas.,
Si = 37,49 % mas. Jednocze$nie wykryto obecno$¢: Fe, Cr i Ni na poziomie odpowiednio
2,76 % mas., 0,67 % mas. oraz 0,33 % mas. Pierwiastki te moga przyczynia¢ si¢ do lokalnego
zréznicowania energetycznego powierzchni, prowadzac do powstawania miejsc

adsorpcyjnych o odmiennej energii oddziatywan. Obserwacje te pozostajg zgodne z wynikami
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badafh réwnowag adsorpcyjnych, ktére dla czeSci badanych uktadow wskazuja

na wystgpowanie heterogenicznego energetycznie charakteru powierzchni [251].

Rysunek 5.41. Obrazy SEM w powigkszeniu: A — 50 kx i B — 250 kx fazy stacjonarnej
aminopropylowej pozyskanej z kolumny chromatograficznej Purospher STAR NH,

2
= ]

Rysunek 5.42. Obraz SEM fazy stacjonarnej aminopropylowej pozyskanej
z kolumny chromatograficznej Purospher STAR NH, z oznaczonymi punktami analizy EDS
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Tabela 5.21. Wyniki analizy chemicznej powierzchni adsorbentow komercyjnych metodg EDS

Adsorbenty (0] Si Cr Fe Ni Sn Ca
komercyjne % mas. | Y%omas. | %o mas. | % mas. | % mas. | % mas. | % mas.
LiChrospher
4000 81 (10 pmy | 61320 | 36130 | 0430 1,920 | 0,200 - ;
LiChrospher
60 Si (12 wm) 57,450 | 39,910 | 0,460 1,950 | 0,230 - -
Silica gel 60
(0.015-0.040 mm) | 54590 | 425520 | 0,440 1,820 | 0,120 0,420 ;
Silica gel 60 55450 | 41820 | 0320 | 1550 | 0.025 | 0047 | 0.740
(0,2-0,5 mm)
Faza stacjonarna | g0 33, | 37650 | 0700 | 2970 | 0350 - ]
amidowa
Faza stacjonarna | g0 1, | 39130 | 0780 | 3280 | 0.400 - ]
zwitterjonowa
Faza Sté‘ils"“ar“a 51,330 | 44230 | 0,780 | 3,220 | 0,430 ; _
Faza stacjonarna | g0 5 | 37490 | 0670 | 2,760 | 0330 - ;
aminopropylowa

Tabela 5.22. Wyniki analizy catkowitego sktadu pierwiastkowego wybranych adsorbentow

komercyjnych metodg ICP-MS

LiChrospher LiChrospher Silica gel 60 Silica gel 60
Skiad 4000 Si (10 pm) 60 Si (12 pm) (0,015-0,040 mm) (0,2-0,5 mm)
pierwiastkowy
Stezenie Stezenie Stezenie Stezenie
407 ppm 707 ppm 668 ppm 777 ppm
S - - - - 0,12 % 0,12 %
Cl 37 ppm - - 140,10 ppm 93 ppm
K - - - - 8 ppm 7 ppm
Ca 409 ppm 452 ppm 0,21 % 0,23 %
Ti 133 ppm 125 ppm 112 ppm 109 ppm
Cr 5 ppm 3 ppm 5 ppm - -
Mn 0,50 ppm - - - - - -
Fe 106 ppm 45 ppm 49 ppm 32 ppm
Ni 5 ppm ppm - - ppm
Cu 1 ppm 2 ppm 1 ppm ppm
Zn 2 ppm - - - - - -
Sr 1 ppm - - 4 ppm 5 ppm
Zr 11 ppm 14 ppm 31 ppm 34 ppm
SiO, 99,89 % 99,86 % 99,57 % 100 %
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V.2.1.2. Adsorbenty niekomercyjne

MCM-41

Obrazy SEM adsorbentu niekomercyjnego typu MCM-41 (rys. 5.43), wykonane
przy powiekszeniach 100 kx (A) i 250 kx (B), przedstawiajg nieregularne ziarna tworzace
zwarte aglomeraty. Ziarna charakteryzuja si¢ nieostrym, nieregularnym ksztalttem typowym
dla materialéw mezoporowatych. Powierzchnia pojedynczych ziaren wydaje si¢ stosunkowo
gladka, natomiast caly material wystgpuje w postaci luznych skupisk wieloziarnowych.
Morfologia ta jest charakterystyczna dla adsorbentow typu MCM-41, ktére cechuja si¢
rozwini¢ta 1 uporzadkowang strukturg mezoporowata. Pory materialu zlokalizowane sa
gléwnie we wnetrzu ziaren, dlatego nie sg obserwowane na obrazach SEM jako wyrazne
otwarte struktury na powierzchni zewnetrznej. Analiza powierzchni adsorbentu metoda EDS
(rys. 5.44, tab. 5.23) potwierdza, ze MCM-41 sktada si¢ z krzemionki (O = 59,11 % mas.
1 Si = 37,14 % mas.). Analiza EDS wykazata, ze na powierzchni tej krzemionki znajduja si¢
rowniez: Cr = 0,7 % mas., Fe = 2,73 % mas., Ni = 0,32 % mas. Natomiast analiza metoda
ICP-MS (tab. 5.24) wskazuje na obecno$¢ sladowych ilosci: Fe = 81 ppm, Cr = 23 ppm,
Ni = 7 ppm oraz pierwiastkow takich jak Ca = 453 ppm, P = 790 ppm, Ti = 5 ppm,
Zn = 4 ppm, Cu = 3 ppm, Cl = 13 ppm, K = 12 ppm. Obecnos$¢ metali (np. Fe, Cr i Ni)
oraz pierwiastkow takich jak Ca 1 P moze powodowaé lokalne zréznicowanie wlasciwosci
energetycznych  powierzchni  adsorbentu. W  zalezno$ci od charakteru analitu
oraz zastosowanej fazy ruchomej zréznicowanie to moze przejawiaé si¢ wystgpowaniem
powierzchni heterogenicznej energetycznie. Interpretacja ta jest zgodna z wynikami badan
rownowag adsorpcyjnych, w ktéorych dla uktadu zawierajacego acetonitryl stwierdzono
obecnos¢ dodatkowych centrow adsorpcyjnych o podwyzszonej energii oddziatywan

(podrozdziat V.1.5.4.).
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Rysunek 5.43. Obrazy SEM w powigkszeniu: A — 100 kx i B- 250 kx
adsorbentu MCM-41

Rysunek 5.44. Obraz SEM dla adsorbentu MCM-41 z oznaczonymi punktami
analizy EDS

MCM-41-Cl

Obrazy SEM adsorbentu MCM-41-Cl (rys. 5.45), uzyskane przy powigkszeniach
25 kx (A) 1 50 kx (B), przedstawiajag material ztozony z drobnych, nieregularnych czastek
skupionych w postaci porowatych aglomeratow. Pojedyncze ziarna wykazuja nieostre granice
oraz nieregularny  ksztalt, charakterystyczny dla mezoporowatych  materiatéw
krzemionkowych typu MCM-41. Analiza sktadu chemicznego powierzchni metoda EDS
wykazata (tab. 5.23) obecnos¢ chloru (1,0 % mas.), co potwierdza skuteczng funkcjonalizacje
powierzchni grupami chloropropylowymi. Dodatkowo stwierdzono obecno$¢ azotu
(3,1 % mas.) oraz fluoru (0,6 % mas.). Analiza ICP-MS wykonana dla adsorbentu
MCM-41-Cl (tab. 5.24) wskazuje na dominujacy udzial krzemu w strukturze materiatu
(Si = 96,94 % w przeliczeniu na sktad odpowiadajacy SiO:). Jednoczesnie stwierdzono

podwyzszong zawartos¢ chloru (2,92 %), co dodatkowo potwierdza modyfikacje powierzchni
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adsorbentu grupami chloropropylowymi. Wyniki ICP-MS pozostaja zgodne z analiza EDS,
potwierdzajac zaréwno wysoka czysto$S¢ krzemionkowej matrycy, jak 1 obecno$¢ chloru

zwigzanego z funkcjonalizacja powierzchni adsorbentu.

Rysunek 5.45. Obrazy SEM w powigkszeniu: A - 25 kx, B — 50 kx dla adsorbentu
MCM-41-Cl

MCM-41-Gly

Obrazy SEM adsorbentu MCM-41-Gly (rys. 5.46), uzyskane przy powigkszeniach
25 kx (A), 50 kx (B) oraz 100 kx (C), przedstawiaja agregaty drobnych, nieregularnych
ziaren, charakterystyczne dla mezoporowatych materiatow typu MCM-41. Pojedyncze ziarna
wykazuja nieregularny, czg¢sciowo zaokraglony ksztalt, tworzac luzne aglomeraty
o drobnoziarnistej morfologii. Analiza obrazéw SEM wskazuje na wzglednie jednorodny
charakter morfologii powierzchni, przy jednoczesnej obecno$ci nielicznych lokalnych
niejednorodnosci strukturalnych. Analiza EDS adsorbentu MCM-41-Gly (tab. 5.23) wskazuje
na dominujacy krzemionkowy charakter powierzchni materialu (O = 62,0 % mas.,
Si = 34,0 % mas.). Zarejestrowano niewielkie ilosci chloru (0,1 % mas.), fluoru (0,6 % mas.),
miedzi (0,3 % mas.) oraz azotu (3,0 % mas.). Analiza ICP-MS przeprowadzona dla
MCM-41-Gly (tab. 5.24) potwierdza wysoka czysto§¢ krzemionkowej matrycy, wskazujac

na dominujacy udziat krzemu odpowiadajacy SiO2 na poziomie 99,87 %.
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Rysunek 5.46. Obrazy SEM: A — 25 kx, B— 50 kx, C — 100 kx adsorbentu
MCM-41-Gly

Tabela 5.23. Wyniki analizy chemicznej powierzchni adsorbentow niekomercyjnych metodg

EDS
Adsorbenty (0} Si Cr Fe Ni N Cl F Cu
niekomercyjne % % % % % % % % %
mas. mas. mas. mas. mas. mas. mas. mas. mas.
MCM-41 59,11 | 37,14 0,70 2,73 0,32 - - - -
MCM-41-C1 | 59,80 | 35,20 - - - 3,10 1,00 0,60 0,20
MCM-41-Gly | 62,00 | 34,00 - - - 3,00 0,10 0,60 0,30

Tabela 5.24. Wyniki analizy catkowitego sktadu pierwiastkowego adsorbentow

niekomercyjnych metodg ICP-MS

Sklad MCM-41 MCM-41-Cl MCM-41-Gly
pierwiastkowy Stezenie Stezenie Stezenie
P 790 ppm 799 ppm 707 ppm
S - - - - - -
Cl 13 ppm 2,92 % 35 ppm
K 12 ppm - - - -
Ca 453 ppm 482 ppm 466 ppm
Ti 5 ppm 3 ppm - -
Cr 23 ppm 19 ppm 11 ppm
Mn - - - - - -
Fe 81 ppm 63 ppm 43 ppm
Ni 7 ppm 7 ppm 4 ppm
Cu 3 ppm 0,70 ppm 2 ppm
Zn 4 ppm 4 ppm 7 ppm
Sr - - - - - -
Zr - - 4 ppm 5 ppm
SiO, 99,86 % 96,94 % 99,87 %
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V.2.1.3. Podsumowanie

Przeprowadzona analiza morfologiczna powierzchni adsorbentéw komercyjnych
1 niekomercyjnych oraz analiza skladu pierwiastkowego metodami EDS i ICP-MS wskazuje
na dominujacy krzemionkowy charakter wszystkich badanych materiatlow. Zaobserwowane
roznice w morfologii powierzchni, od regularnych, gladkich ziaren (np. LiChrospher,
Eurospher II, Purospher STAR NHz) po nieregularne i bardziej chropowate ziarna (np. Silica
gel 60) moga wptywaé na dostepno$¢ miejsc adsorpcyjnych, a tym samym na efektywnos¢
1 charakter proceséw sorpcyjnych. Analiza ICP-MS wykazata obecno$¢ sladowych ilosci
pierwiastkoéw, takich jak np. P, Ca, Ti, Zr, Fe, Cr i Ni, ktore mogg w pewnym stopniu
modyfikowaé wlasciwosci energetyczne powierzchni adsorbentdow. Nieregularny ksztalt
ziaren oraz lokalne defekty powierzchniowe, szczegdlnie charakterystyczne dla adsorbentow
typu Silica gel 60, moga sprzyja¢ zwigkszonej heterogenicznosci energetycznej powierzchni.

Analiza faz stacjonarnych pozyskanych z kolumn chromatograficznych wykazata,
ze adsorbenty te charakteryzujg si¢ wysokim stopniem sferycznosci oraz relatywnie gtadka
topografia zewnegtrzng. Obrazy SEM ujawnily jedynie lokalne niejednorodnosci
morfologiczne, wskazujagc na zblizony charakter struktury powierzchniowej badanych
materiatow. Jednocze$nie wyniki badan réwnowag adsorpcyjnych sugeruja, ze w niektorych
warunkach chromatograficznych moga wystepowaé réznice w charakterze energetycznym
miejsc adsorpcyjnych. Zjawisko to moze by¢ zwigzane z lokalnym zréznicowaniem sktadu
chemicznego powierzchni, wynikajacym migdzy innymi z obecno$ci $§ladowych ilosci
pierwiastkow takich jak Fe, Ni czy Cr.

Natomiast krzemionki mezoporowate: MCM-41, MCM-41-Cl oraz MCM-41-Gly
wykazuja typowa drobnoziarnista morfologie¢ charakterystyczng dla materialow
mezoporowatych. Regularno$¢ ich struktury oraz wzgledna jednorodno$¢ morfologiczna
wskazuja, ze proces funkcjonalizacji grupami chloropropylowymi 1 glicydylowymi
nie powodowat istotnych zmian w morfologii no$nika. Jednocze$nie wprowadzenie tych grup
funkcyjnych prowadzi do modyfikacji wlasciwosci  chemicznych  powierzchni
przy zachowaniu charakterystycznej struktury mezoporowatej MCM-41. Interpretacja
ta pozostaje zgodna z wynikami badah rownowag adsorpcyjnych, ktore wskazuja

na stosunkowo jednorodny charakter energetyczny powierzchni badanych materiatow.
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V.2.2. Rozklad wielkosci ziaren adsorbentow

V.2.2.1. Adsorbenty komercyjne

Na rysunku 5.47 przedstawiono wykres rozktadu wielkosci ziaren dla adsorbentow
komercyjnych. O$ pozioma przedstawia $rednicg ziaren, d (um), w skali logarytmicznej
(zakres od okoto 10 um do 1000 pm) natomiast o§ pionowa procentowy udziat objgtosciowy
poszczegolnych frakeji, Viaii (%).

Dla adsorbentu LiChrospher 4000 Si deklarowana przez producenta przecigtna wielkos¢
ziaren wynosi 10 pm. Na wykresie widoczny jest wyrazny pik odpowiadajacy najliczniejszej
frakcji ziaren. Maksimum objetosci osiggane jest dla ziaren o wielkosci okoto 8,93 um
(warto$¢ maksymalna 13,93 % udzialu obj¢tosciowego). Analiza rozktadu wielkosci ziaren
wskazuje, ze najwigkszy udzial objetoSciowy przypada na ziarna o $Srednicach w zakresie
od 5 do 12 um, przy udziale objgtosciowym od 2 do 13,93 %.

Dla adsorbentu LiChrospher 60 Si deklarowana przez producenta przecigtna $rednica
ziaren wynosi 12 pm. Maksimum objg¢tosci osiggane jest dla ziaren o wielkos$ci okoto
11,24 pm (warto$¢ maksymalna 13,43 % udzialu objetoSciowego). Analiza wykresu
przedstawia, ze zdecydowana wigkszos$¢ ziaren znajduje si¢ w tym zakresie. Badanie rozktadu
wielkosci ziaren wskazuje, ze najwigkszy udzial objetoSciowy przypada na ziarna
o $rednicach w zakresie od 5 do 20 um, przy udziale obj¢tosciowym od 2 do 13,43 %.

Rozktad wielkosci ziaren adsorbentu Silica gel 60, ktorego frakcja ziarnowa
deklarowana przez producenta miesci si¢ w przedziale od 0,015 do 0,040 mm charakteryzuje
si¢ rozktadem o wyraznie monomodalnym ksztatcie. Wigkszos$¢ ziaren koncentruje si¢ wokot
dominujacego zakresu rozmiaru. Najwigksze zaggszczenie obserwowane jest w okolicach
25 wm, co wskazuje na najcze$ciej wystepujaca S$rednice ziaren (11,34 % udzialu
objetosciowego). Frakcja wykazuje rozklad przesunigty ku mniejszym wartosciom,
ale z zauwazalnym ogonem w kierunku wigkszych ziaren, oznacza to, ze w adsorbencie
wystepuje pewien udzial ziaren zaréwno drobniejszych, jak i nieco wigkszych. Analiza
rozktadu wielkosci ziaren wskazuje, ze najwiekszy udziat objetosciowy przypada na ziarna
o srednicach w zakresie od 12 do 50 um (0,012-0,050 mm), przy udziale objetosSciowym
od okoto 2 do 11,34 %.

Dla adsorbentu Silica gel 60, dla ktorego frakcja ziarnowa deklarowana
przez producenta zawiera si¢ w przedziale od 0,2 do 0,5 mm, maksimum objetosci osiagane
jest dla ziaren o $rednicy 0,28 mm (warto§¢ maksymalna 14,68 % udzialu objetosciowego).
Obrazuje to dobrze zarysowany pik przedstawiony na wykresie. Analiza rozktadu wielkos$ci

ziaren wskazuje, ze najwigkszy udzial objetosciowy przypada na ziarna o Srednicach
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w zakresie od 158 do 563 um (0,158-0,563 mm), przy udziale obj¢tosciowym od okolo 2
do 14,68 %.

—— LiChrospher 4000 Si (10 um) LiChrospher 60 Si (12 um)
—— Silica gel 60 (0,015-0,04 mm) Silica gel 60 (0,2-0,5 mm)
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Rysunek 5.47. Rozkiad wielkosci ziaren adsorbentow komercyjnych

V.2.2.2. Adsorbenty niekomercyjne
Rysunek 5.48 przedstawia rozktad wielkosci ziaren adsorbentéw niekomercyjnych
z grupy MCM-41. Dla adsorbentu MCM-41 rozktad wielko$ci ziaren zaczyna si¢ od warto$ci
rzgdu kilku pm 1 wykazuje stopniowy wzrost udzialu frakcji, az do maksimum
obserwowanego w okolicach 39,90 um (wartos¢ maksymalna 7,36 % udzialu objetosci).
Po tej warto$ci nastepuje wyrazny spadek udziatu frakcji przy wigkszych $rednicach. Ksztatt
rozkladu jest stosunkowo szeroki, z wyraznym przesuni¢gciem ku wigkszym ziarnom. Analiza
rozktadu wielko$ci ziaren wskazuje, ze najwigkszy udzial objg¢tosciowy przypada na ziarna
o $rednicach w zakresie od 8 do 80 um przy udziale objetosciowym od okoto 2 do 7,36 %.
Adsorbent MCM-41-Cl, funkcjonalizowany grupami chloropropylowymi, wykazuje
rozklad wielkoéci ziaren przesunigty w kierunku mniejszych $rednic w pordéwnaniu
z niemodyfikowang krzemionka MCM-41. Najmniejsze ziarna osiagaja rozmiary okoto
1,26 um, natomiast maksimum udziatu objetosciowego wystepuje dla ziaren o srednicy okoto
11,25 pm (maksymalny udzial objetosciowy 6,36 %). Dla wigkszych srednic obserwuje si¢
stopniowy spadek udziatu objetosciowego, przy czym rozklad ma charakter asymetryczny
1 jest skoncentrowany w zakresie mniejszych ziaren. Analiza rozktadu wielko$ci ziaren
wskazuje, ze najwigkszy udziat objetosciowy przypada na ziarna o S$rednicach od okoto

3,50 do 28 um, dla ktérych udzial objetosciowy miesci si¢ w zakresie od 2 do 6,36 %.
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Dla adsorbentu MCM-41-Gly, funkcjonalizowanego grupami glicydylowymi, rozktad
wielkosci ziaren ma charakter posredni pomigedzy MCM-41 1 MCM-41-Cl. Najmniejsze
ziarna o0si3gajg rozmiary okolo 2 pm, natomiast maksimum udzialu objetosciowego
obserwuje si¢ dla ziaren o $rednicy okoto 20 pm (maksymalny udziat objetosciowy 6,84 %).
Rozktad jest stosunkowo waski w porownaniu z MCM-41, lecz szerszy niz w przypadku
MCM-41-Cl. Analiza rozktadu wielko$ci ziaren wskazuje, ze najwigkszy udziat objgtosciowy
przypada na ziarna o $rednicach od okoto 6 do 44 um, dla ktorych udziat objetosciowy miesci

si¢ w zakresie od okoto 2 do 6,84 %.
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Rysunek 5.48. Rozktad wielkosci ziaren adsorbentow niekomercyjnych

V.2.2.3. Podsumowanie

Analiza rozkladu wielkosci ziaren adsorbentow komercyjnych wykazata niewielkie
roznice pomiedzy wartosciami deklarowanymi przez producentéw a wynikami uzyskanymi
eksperymentalnie. Dla adsorbentow LiChrospher 4000 Si oraz LiChrospher 60 Si maksima
udzialu objetosciowego wystepowaty odpowiednio przy 893 pum 1 11,24 pum,
przy dominujacych zakresach wielkosci ziaren wynoszacych 5-12 um oraz 5-20 pm.
W przypadku adsorbentu Silica gel 60 uzyskane rozktady wielkosci ziaren zardéwno
dla frakcji 0,015-0,040 mm, jak 1 0,2-0,5 mm byly nieco szersze niz zakresy frakcji
deklarowane przez producenta. Otrzymane wyniki wskazuja, ze rozktady wielko$ci ziaren
badanych adsorbentow sa stosunkowo zgodne =z charakterystyka producentow,
cho¢ obserwowane sg niewielkie odchylenia dotyczace szeroko$ci rozktadéw ziarnowych.

Analiza niekomercyjnych adsorbentéw typu MCM-41 wykazala réznice w rozktadzie
wielko$ci ziaren pomigdzy badanymi materiatami. Dla niemodyfikowanego adsorbentu

MCM-41 maksimum udziatlu objetosciowego przypada na ziarna o wielkosci 39,9 um.
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W przypadku adsorbentu MCM-41-Cl, funkcjonalizowanego grupami chloropropylowymi,
maksimum to jest wyraznie przesunig¢te ku mniejszym wartoSciom 1 wystepuje przy
11,25 pm. Adsorbent MCM-41-Gly, zawierajacy grupy glicydylowe, zajmuje pozycje
posrednia, osiagajac maksimum udziatu objetosciowego dla ziaren o $rednicy okoto 20 pm.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze funkcjonalizacja powierzchni MCM-41  grupami
chloropropylowymi 1 glicydylowymi wptywa na charakter rozktadu wielkosci ziaren,
prowadzac do przesunigcia maksimum udzialu objetosciowego ku mniejszym Srednicom.
Zjawisko to moze by¢ zwigzane ze zmianami wlasciwosci powierzchniowych materialu

wywotanymi obecnos$cig grup funkcyjnych.

V.2.3. Analiza porowatosci adsorbentow komercyjnych
i niekomercyjnych

V.2.3.1. Izotermy adsorpcji/desorpcji azotu

Adsorbenty komercyjne

Na przedstawionych izotermach adsorpcji—desorpcji azotu dla badanych adsorbentow
(rys. 5.49 1 5.50) o$ pozioma przedstawia wzgledne cis$nienie rownowagowe (P/Po), natomiast
o$ pionowa odpowiada objetosci zaadsorbowanego azotu wyrazonej w cm?/g w warunkach
STP (standardowe warunki temperatury i cisnienia: T =273,15 K, P =1 013,25 hPa).

Dla adsorbentu LiChrospher 4000 Si (10 pm) (rys. 5.49 A) w poczatkowym zakresie
wzglednych cisnien (P/Po < 0,1) obserwuje si¢ niewielki wzrost adsorpcji azotu (gataz
adsorpcyjna — czerwone punkty/linia), co moze $wiadczy¢ o obecnosci niewielkiej ilosci
mikroporéw lub adsorpcji zachodzacej na powierzchni mezoporow. W zakresie $rednich
wartosci P/Po (0,4-0,8) ilo§¢ zaadsorbowanego azotu wzrasta stopniowo, natomiast
przy wysokich warto$ciach wzglednego cisnienia (P/Po > 0,9) obserwuje si¢ gwattowny
przyrost adsorpcji zwigzany z kondensacja kapilarng w mezoporach. Gataz desorpcyjna
(niebieskie punkty/linia) przebiega blisko gatezi adsorpcyjnej, tworzac stosunkowo waska
petle histerezy. Taki przebieg jest charakterystyczny dla izotermy typu IV (A) wedhug
klasyfikacji IUPAC, typowej dla materiatdow mezoporowatych. Obecno$¢ petli histerezy
wskazuje na réznice pomig¢dzy procesami napetniania i oprdzniania poréw podczas adsorpcji
1 desorpcji azotu. Jej ksztatt wykazuje cechy histerezy typu H1 wedtug klasytikacji IUPAC.

Dla adsorbentu LiChrospher 60 Si (12 um) (rys. 5.49 B) uzyskana izoterma
adsorpcji—desorpcji  azotu odpowiada izotermie typu IV (B), charakterystycznej
dla materialow mezoporowatych wykazujacych stabo zaznaczong petle histerezy. W calym
zakresie ci$nien wzglednych obserwuje si¢ stopniowy wzrost ilosci zaadsorbowanego azotu,

bez wyraznego, gwaltownego wzrostu zwigzanego z kondensacja kapilarng. Gatgzie adsorpcji
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1 desorpcji przebiegaja bardzo blisko siebie, co wskazuje na stabo rozwinietg petle histerezy.
Moze to $wiadczy¢ o niewielkim udziale kondensacji kapilarnej oraz stosunkowo otwartej
strukturze pordéw, w ktorej procesy adsorpcji 1 desorpcji przebiegaja w podobny sposob.
Istotng cecha izotermy tego adsorbentu s3 znacznie wigksze wartosci objgtosci
zaadsorbowanego azotu w pordéwnaniu z adsorbentem LiChrospher 4000 Si (10 um).
Maksymalna objetos¢ zaadsorbowanego azotu przekracza 320 cm’/g, podczas
gdy dla LiChrospher 4000 Si (10 pm) osigga okoto 18 cm?/g. Wynik ten wskazuje
na znacznie wigkszg catkowita objetos¢ porow oraz bardziej rozwinigta powierzchnig
wlasciwag badanego adsorbentu.

Izoterma adsorpcji—desorpcji azotu dla adsorbentu Silica gel 60 (0,015-0,040 mm)
(rys. 5.49 C) odpowiada typowi IV (A). W zakresie niskich warto$ci ci$nienia wzglednego
(P/Po < 0,1) nie obserwuje si¢ gwaltownego wzrostu adsorpcji, typowego dla materiatow
o silnie rozwinigtej mikroporowatosci, co wskazuje na niewielki udzial mikroporow
w strukturze badanego adsorbentu. Wraz ze wzrostem cisnienia wzglednego ilo$¢
zaadsorbowanego azotu stopniowo ro$nie, natomiast w obszarze wysokich wartosci P/Po
(okoto 0,8-1,0) obserwuje si¢ wyrazne zwigkszenie nachylenia izotermy, zwigzane
z kondensacja kapilarng zachodzaca w mezoporach. Galezie adsorpcji i desorpcji przebiegaja
blisko siebie, tworzac waska petle histerezy o niewielkiej szerokosci. Swiadczy
to o niewielkich réznicach pomigdzy procesami adsorpcji i desorpcji oraz sugeruje dobrg
dostepnos¢ uktadu porow dla czasteczek adsorbatu. Maksymalna objetos¢ zaadsorbowanego
azotu osigga okoto 165 cm?/g, co potwierdza obecno$¢ rozwinigtej struktury mezoporowate;.

Izoterma adsorpcji—desorpcji azotu uzyskana dla adsorbentu Silica gel 60 (0,2-0,5 mm)
(rys. 5.49 D) odpowiada izotermie typu IV (B). W zakresie niskich warto$ci cis$nienia
wzglednego (P/Po < 0,1) obserwuje si¢ stopniowy przyrost objetosci zaadsorbowanego azotu,
co wskazuje na niewielki udziat mikroporéw. W $srodkowym zakresie cisnien wzglednych
adsorpcja przebiega plynnie, natomiast przy wyzszych warto$ciach P/Po obserwuje si¢
zwigkszenie nachylenia izotermy zwigzane 2z kondensacja kapilarng zachodzaca
w mezoporach. Gatezie adsorpcji 1 desorpcji przebiegaja bardzo blisko siebie, praktycznie si¢
pokrywajac, co wskazuje na brak wyraznie rozwinigtej petli histerezy. Taki przebieg izotermy
sugeruje dobra dostgpnos$¢ przestrzeni porowej oraz niewielkie réznice pomigdzy procesami
adsorpcji i desorpcji zachodzacymi w porach adsorbentu.

Izoterma adsorpcji—desorpcji azotu uzyskana dla fazy stacjonarnej amidowe;j
pozyskane] z kolumny chromatograficznej TSK-Gel Amide-80 (rys. 5.50 A) odpowiada

izotermie typu IV (A). W zakresie niskich warto$ci cisnienia wzglednego (P/Po < 0,4)
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obserwuje si¢ stopniowy wzrost objetosci zaadsorbowanego azotu, zwigzany z tworzeniem
wielowarstw adsorpcyjnych na powierzchni adsorbentu. W $rodkowym zakresie ci$nien
wzglednych przyrost adsorpcji pozostaje umiarkowany, natomiast przy wysokich wartosciach
P/Po (> 0,7) nastgpuje gwattowny wzrost ilosci zaadsorbowanego azotu, charakterystyczny
dla kondensacji kapilarnej zachodzacej w mezoporach. Gataz desorpcyjna odbiega wyraznie
od gatezi adsorpcyjnej, tworzac szerokg petle histerezy. Jej przebieg wskazuje na odmienne
procesy napetniania 1 oprozniania porow. Ksztatt petli jest zblizony do typu H2 (B) 1 moze
by¢ zwigzany z obecnoscig poréw o zlozonej geometrii oraz efektem przewezen
utrudniajacych desorpcje adsorbatu.

Dla fazy stacjonarnej zwitterjonowej pozyskanej z kolumny chromatograficznej
Eurospher II 100-5 HILIC przedstawiona izoterma adsorpcji/desorpcji azotu (rys.5.50 B)
odpowiada izotermie typu IV (A). W zakresie niskich i $rednich ci$nien wzglednych
(P/Po < 0,8) obserwuje si¢ stopniowy, ciagly wzrost objetosci zaadsorbowanego azotu,
charakterystyczny dla adsorpcji wielowarstwowe] na wewngtrznych powierzchniach
mezoporowatych. W wyzszym zakresie P/Po pojawia si¢ wyrazna rozbiezno$¢ pomigdzy
galezig adsorpcyjna i desorpcyjng, prowadzaca do powstania petli histerezy. Wzrost ten nasila
si¢ szczegblnie w poblizu ci$nien zblizonych do jednosci, gdzie obserwowany jest gwaltowny
przyrost objetosci adsorbatu zwigzany z kondensacja kapilarng w porach o wigkszych
rozmiarach. Petla histerezy jest szeroka, otwarta i przesunigta ku wysokim wartosciom P/Po.
Jej ksztatt wykazuje cechy histerezy typu H3, ktora jest czesto zwigzana z obecnos$cia poréw
szczelinowych oraz otwartych przestrzeni miedzyczasteczkowych.

Izoterma adsorpcji—desorpcji azotu dla fazy stacjonarnej C18 pozyskanej z kolumny
chromatograficznej Nucleodur C18 Gravity (rys. 5.50 C) wykazuje typowy przebieg izotermy
typu IV (A). W zakresie niskich wartosci cisnienia wzglednego (P/Po < 0,4) obserwuje si¢
stopniowy, fagodny wzrost objetosci adsorbatu, odpowiadajacy adsorpcji wielowarstwowej
na powierzchni poréw. W przedziale $rednich cisnien wzglednych (0,4 < P/Po < 0,7) krzywa
adsorpcyjna ro$nie réwnomiernie, bez gwattownych zmian, co wskazuje na rozwiniety
strukture¢ mezoporowatg badanego materiatu. Przy wyzszych wartosciach P/Po (powyzej 0,7)
obserwuje si¢ gwaltowny wzrost adsorpcji, zwigzany z kondensacja kapilarng zachodzaca
w mezoporach o wigkszych rozmiarach. W tym zakresie pojawia si¢ réwniez wyrazne
rozdzielenie gat¢zi adsorpcyjnej i desorpcyjnej, prowadzace do powstania petli histerezy.
Petla ta jest szeroka, otwarta i przesuni¢ta ku wysokim warto§ciom cisnienia wzglednego.

Jej ksztatt wykazuje cechy histerezy typu H3.
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Izoterma adsorpcji—desorpcji azotu dla fazy stacjonarnej aminopropylowej pozyskanej
z kolumny chromatograficznej Purospher STAR NH: (rys. 5.50 D) wykazuje przebieg
charakterystyczny dla materiatbw mezoporowatych i1 odpowiada izotermie typu IV (A).
W zakresie niskich ci$nien wzglednych (P/Po < 0,4) obserwuje si¢ stopniowy wzrost objetosci
zaadsorbowanego azotu, co wskazujena dominacj¢ adsorpcji mono- i wielowarstwowej
oraz niewielki udziat mikroporéw. W $rodkowym zakresie cisnien wzglednych krzywa
adsorpcyjna przebiega réwnomiernie. Przy wyzszych wartosciach P/Po (> 0,8) wystepuje
gwattowny wzrost adsorpcji zwigzany z kondensacja kapilarng zachodzaca w mezoporach.
W tym zakresie obserwuje si¢ rowniez wyrazne rozdzielenie galezi adsorpcyjnej
1 desorpcyjnej, prowadzace do powstania dobrze rozwinigtej petli histerezy. Jej ksztalt jest

zblizony do typu H1.
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Rysunek 5.49. Izotermy adsorpcji/desorpcji azotu dla: A — LiChrospher 4000 Si (10 um), B — LiChrospher 60 Si (12 um), C — Silica gel 60
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Adsorbenty niekomercyjne

Izoterma adsorpcji—desorpcji azotu dla adsorbentu MCM-41 (rys. 5.51) wykazuje cechy
charakterystyczne dla wysoko uporzadkowanej mezoporowatosci i odpowiada izotermie typu
IV (A). W zakresie niskich ci$nien wzglednych (P/Po < 0,4) obserwuje si¢ stopniowy wzrost
ilosci zaadsorbowanego azotu, zwigzany 2z procesem adsorpcji wielowarstwowej
na powierzchni wewngtrznej regularnych kanatow mezoporowatych. Brak wyraznego,
gwaltownego wzrostu adsorpcji w tym obszarze wskazuje na niewielki udziat mikroporow
w strukturze materialu. W przedziale P/Po 0,4-0,5 wystgpuje charakterystyczny, stromy skok
objetosci zaadsorbowanego azotu, bedacy efektem kondensacji kapilarnej zachodzacej
w jednorodnych mezoporach. Po przekroczeniu P/Po = 0,5 krzywa adsorpcyjna ulega
wyraznemu wyplaszczeniu, co $wiadczy o niemal calkowitym wypetnieniu porow
1 osiggnigciu stanu nasycenia. Petla histerezy jest bardzo waska, a gatezie adsorpcji i desorpcji
w duzym stopniu si¢ pokrywaja, co wskazuje na typ H1 wedlug klasyfikacji TUPAC.
Tego rodzaju histereza jest charakterystyczna dla materialdéw zawierajacych jednorodne,
cylindryczne kanaty mezoporowate o waskim rozktadzie srednic. Uzyskane wyniki sg zgodne
z heksagonalng strukturg MCM-41 oraz potwierdzaja wysoki stopien uporzadkowania

mezoporow.
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Rysunek 5.51. Izoterma adsorpcji/desorpcji azotu dla adsorbentu MCM-41

Izoterma adsorpcji—desorpcji  azotu dla adsorbentu MCM-41-Cl (rys. 5.52)
zmodyfikowanego grupami chloropropylowymi zachowuje charakter izotermy typu IV (A).
W zakresie niskich ci$nien wzglednych (P/Po < 0,2) obserwuje si¢ stopniowy wzrost ilosci
zaadsorbowanego azotu. W przedziale P/Po 0,2-0,3 wystepuje wyrazny skok objetosci

adsorbowanego azotu zwigzany z kondensacja kapilarng zachodzacag w mezoporach.
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W dalszym zakresie cisnien wzglednych (P/Po > 0,3) krzywa przechodzi w fagodny wzrost,
a maksymalna objetos¢ zaadsorbowanego azotu (320-330 cm?/g) jest wyraznie nizsza niz dla
niezmodyfikowanego MCM-41 (440 cm?®/g). Wskazuje to na czg¢$ciowe ograniczenie
dostgpnej objetosci porow w wyniku modyfikacji powierzchni grupami chloropropylowymi.
Petla histerezy jest stabo rozwinigta, a gatezie adsorpcji 1 desorpcji w duzym stopniu si¢
pokrywaja, co $wiadczy o niewielkich roznicach pomiedzy procesami napelniania

1 oprdzniania porow.
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Rysunek 5.52. Izoterma adsorpcji/desorpcji azotu dla adsorbentu MCM-41-Cl

Izoterma adsorpcji—desorpcji azotu dla adsorbentu MCM-41-Gly (rys. 5.53)
zmodyfikowanego grupami glicydylowymi wykazuje cechy charakterystyczne dla izotermy
typu IV (A). W zakresie niskich ci$nien wzglednych (P/Po < 0,2) obserwuje si¢ stosunkowo
intensywny wzrost ilo$ci zaadsorbowanego azotu, bardziej wyrazny niz w przypadku
niemodyfikowanego MCM-41. W przedziale P/Po 0,2-0,3 widoczny jest wyrazny skok
objetosci zaadsorbowanego azotu odpowiadajacy procesowi kondensacji kapilarnej
zachodzacej w mezoporach. Skok ten jest bardziej stromy niz dla MCM-41 oraz przesunigty
w kierunku nizszych wartosci cisnienia wzglednego, co sugeruje zmniejszenie efektywnej
srednicy poroéw na skutek modyfikacji powierzchni. W dalszym zakresie cisnien wzglednych
(P/Po > 0,3) krzywa wykazuje stopniowy wzrost, a maksymalna obje¢tos¢ zaadsorbowanego
azotu osigga warto$¢ okoto 340—350 cm?/g. Warto$¢ ta jest nizsza niz dla niemodyfikowanego
MCM-41, lecz nieco wyzsza niz dla adsorbentu MCM-41-Cl. Galgzie adsorpcji i desorpcji
nie pokrywaja si¢ catkowicie, jednak obserwowana petla histerezy jest bardzo waska 1 stabo

rozwini¢ta. Taki przebieg wskazuje na niewielkie roznice pomiedzy procesami napeiniania
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1 oprozniania mezoporéw. Zaobserwowane zmiany moga by¢ zwigzane z czg¢Sciowym
zmniejszeniem dostepnej objetosci porowej oraz ograniczeniem dostgpnosci mezoporow
w wyniku zakotwiczenia grup glicydylowych na powierzchni adsorbentu.

Przedstawiona analiza izoterm adsorpcji—desorpcji azotu wybranych adsorbentow
komercyjnych i niekomercyjnych umozliwia wstepna ocene struktury porowatej badanych
materialdéw. Szczegotowa analiza objgtosci poréw oraz ich wielkosci zostala omowiona

w kolejnym podrozdziale.
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Rysunek 5.53. Izoterma adsorpcji/desorpcji azotu dla adsorbentu MCM-41-Gly

V.2.3.2. Analiza wielkoSci i objetosci poréw adsorbentow

Adsorbenty komercyjne

Na rysunkach 5.54-5.57 przedstawiono rozklady wielkosci poréw oraz skumulowang
objetos¢ porow, wyznaczone metoda BJH dla adsorbentow komercyjnych. Gorny wykres
odnosi si¢ do analizy opartej na etapie napetniania poréw azotem (adsorpcja), natomiast dolny
wykres przedstawia analiz¢ oparta na etapie oprozniania poréw (desorpcja). Nalezy
zaznaczy¢, ze wyniki uzyskane na podstawie adsorpcji 1 desorpcji mogg si¢ roznic, co jest
zwigzane z odmiennym przebiegiem procesOw napetniania i oprdzniania poréw. Na osi
poziomej przedstawiono promien poréw (A). Lewa o$ pionowa odpowiada skumulowane;
objetosci porow (cm?/g), okreslajacej catkowita objetos¢ porow zgromadzong do danego
rozmiaru (krzywa czerwona — V). Natomiast prawa o$§ pionowa przedstawia rdézniczkowy
rozktad objetosci porow dV(log r), ktory informuje o udziale objgtosci porow o okreslonym

promieniu (krzywa niebieska — dV(log r)). Analiz¢ metoda BJH uzupeliono o model
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Dollimore’a—Heala (DH), modele mikroporowe Horvatha—Kawazoe (HK) oraz Saito—Foley
(SF), a takze obliczenia z wykorzystaniem teorii funkcjonatu gestosci (DFT) (tab. 5.25, 5.26).

Dla adsorbentu LiChrospher 4000 Si (10 um) (rys. 5.54 A) na podstawie analizy metoda
BJH (tab. 5.25) wyznaczono catkowita objetos¢ porow réwnag 0,0233 cm?/g zaréwno
dla galezi adsorpcyjnej, jak 1 desorpcyjnej. Zblizone warto$ci uzyskano metoda DH,
dla ktorej catkowita objetos¢ porow wynosita 0,0227 cm?/g dla obu gatezi izotermy. Wyniki
te wskazuja na niewielkg calkowita objetos¢ porow badanego adsorbentu. Analiza
mikroporowatosci przeprowadzona metodami HK oraz SF wykazata bardzo ograniczony
udziat mikroporéw, ktorych objetos¢ wynosi odpowiednio 0,0047 cm’/g (HK)
oraz 0,0033 cm?®/g (SF). Otrzymane wyniki wskazuja, ze mikropory stanowig jedynie
niewielka czes¢ struktury porowatej materiatu. Analiza wielkos$ci poréw (tab. 5.26) wykazata
wystepowanie maksimum przy promieniu poréw réwnym 21,560 A (2,156 nm; $rednica:
4,312 nm) dla gatezi adsorpcyjnej oraz 17,230 A (1,723 nm; $rednica 3,446 nm) dla gatezi
desorpcyjnej. Niewielkie roznice pomiedzy wynikami uzyskanymi dla adsorpcji 1 desorpcji sa
zgodne z obserwowang na izotermie petlg histerezy. Analiza przeprowadzona metodg DFT
wskazuje na istotny udzial poréw o rozmiarach zblizonych do granicy zakresu mikroporow
1 najmniejszych mezoporéw. Wyznaczona catkowita objeto$¢ poréw wynosi 0,0172 cm?/g,
natomiast dominujacy efektywny promien poréw wynosi 7,713 A (0,7713 nm; $rednica
1,5426 nm).

Analiza wielkosci 1 objetosci poréw adsorbentu LiChrospher 60 Si (12 pm)
(rys. 5.54 B) wskazuje na wyraznie bardziej rozwinigtg struktur¢ porowata w poroéwnaniu
z adsorbentem LiChrospher 4000 Si. Zastosowanie metody BJH pozwolito wyznaczy¢
catkowita objetos¢ porow rownag 0,2783 cm?®/g dla galezi adsorpcyjnej oraz 0,2790 cm?/g
dla gatezi desorpcyjnej (tab. 5.25). Bardzo dobra zgodno$¢ obu wartosci wskazuje
na niewielkie réznice pomigdzy procesami adsorpcji i desorpcji. Zblizone wyniki uzyskano
metoda DH. Wielko$ci porow wyznaczone metoda BJH (tab. 5.26) wykazuja maksimum
przy promieniu 16,220 A (1,622 nm; $rednica 3,244 nm) dla adsorpcji oraz 15,940 A
(1,594 nm; s$rednica 3,188 nm) dla desorpcji. Wyniki uzyskane metoda DH s3a zgodne
z analiza BJH, co dodatkowo potwierdza wiarygodnos¢ uzyskanych danych. Objetos¢
mikroporéw wyznaczona metodami HK 1 SF wynosi odpowiednio 0,2368 cm?’/g
oraz 0,1576 cm?/g. Tak wysokie wartosci wskazuja na istotny udziat najmniejszych poréw.
Catkowita objgtos¢ porow wyznaczona metoda DFT wynosi 0,4558 cm?/g 1 jest wyraznie
wyzsza od wartosci uzyskanych metodami opartymi na modelu BJH. Dominujacy efektywny

promien poréw wyznaczony metodg DFT wynosi 7,713 A (0,7713 nm), co odpowiada
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srednicy porow 1,5426 nm. Uzyskana wartos¢ wskazuje na dominujacy udzial stosunkowo
duzych mikroporow. Wyniki te wskazujg na ztozony charakter struktury porowatej badanego
adsorbentu.

Objetosci poréw dla adsorbentu Silica gel 60 (0,015-0,040 mm) (rys. 5.55 A)
wyznaczone metoda BJH (tab. 5.25) wynosza 0,2620 cm®/g dla galezi adsorpcyjnej
oraz 0,1686 cm’/g dla galezi desorpcyjnej. Wartosci uzyskane metoda DH wynosza
odpowiednio 0,3287 cm?/g (adsorpcja) oraz 0,1648 cm?/g (desorpcja). Wyrazna rozbieznos¢
pomiedzy objetosciami porow wyznaczonymi dla adsorpcji i1 desorpcji jest zgodna
z obserwowang na izotermie p¢tla histerezy 1 wskazuje na wystepowanie kondensacji
kapilarnej w mezoporach. Objetos¢ poréw wyznaczona metodg DFT wynosi 0,2294 cm?/g
1 jest wartoscig posrednig pomiedzy wynikami uzyskanymi metodami BJH 1 DH. Promienie
poréw wyznaczone metoda BJH i DH (tab. 5.26) wynosza odpowiednio 16,280 A (1,628 nm;
$rednica 3,256 nm) dla gatezi adsorpcyjnej oraz 15,910 A (1,591 nm; érednica 3,182 nm)
dla gatgzi desorpcyjnej. Niewielkie rdznice pomiedzy tymi wartosciami wskazuja
na obecnos¢ dominujgcej grupy poréw o zblizonych rozmiarach, mieszczacych si¢ w zakresie
mezoporéow. Metoda DFT wskazuje dodatkowo udzial znacznie mniejszych porow
o promieniu 7,713 A (0,7713 nm; $rednica 1,5426 nm).

Objetos¢ porow dla adsorbentu Silica gel 60 (0,2-0,5 mm) wyznaczona metoda BJH
(rys. 5.55 B, tab.5.25) wynosi 0,1614 cm?®/g dla gatezi adsorpcyjnej oraz 0,1632 cm’/g
dla gatezi desorpcyjnej. Zblizone wartosci uzyskano metoda DH: odpowiednio 0,1579 cm?/g
(adsorpcja) 10,1596 cm?/g (desorpcja). Wielkosci poréw wyznaczone metoda BJH (tab. 5.26)
wykazujg maksimum przy promieniu 16,240 A (1,624 nm; $rednica 3,248 nm) dla adsorpcji
oraz 15,920 A (1,592 nm; érednica 3,184 nm) dla desorpcji. Takie same wartosci uzyskano
metoda DH, co wskazuje na dominujgcy udzial mezoporéw o podobnych rozmiarach.
Zastosowanie modeli mikroporowych HK i SF wykazato mniejszosciowy, lecz zauwazalny
udziat mikroporéw w strukturze badanego adsorbentu. Analiza przeprowadzona metoda DFT
wskazuje na dodatkowa frakcje poréw o promieniu 7,713 A (0,7713 nm; $rednica
1,5426 nm), ktorych calkowita objetos¢ wynosi 0,2468 cm?/g. Wyzsza warto$¢ catkowitej
objetosci poréw uzyskana metoda DFT moze wynika¢ z uwzglednienia udzialu najmniejszych
porow, ktore nie sag w petni opisywane przez klasyczne modele BJH i DH.

Dla fazy stacjonarnej amidowej pozyskanej z kolumny chromatograficznej TSK-Gel
Amide-80 (rys. 5.56 A) analiza metodg BJH wykazata catkowita objetos¢ poréw réwng
0,7246 cm?/g dla gatezi adsorpcyjnej oraz 0,7537 cm?/g dla gatezi desorpcyjnej (tab. 5.25).
Wyznaczone promienie poréw (tab. 5.26) wynosza odpowiednio 69,060 A (6,906 nm;

220



$rednica 13,812 nm) dla gatezi adsorpcyjnej oraz 59,490 A (5,949 nm; $rednica 11,898 nm)
dla gatezi desorpcyjnej, co potwierdza mezoporowaty charakter badanego adsorbentu. Takie
same wartosci uzyskano metodg DH. Metoda DFT wykazata catkowitg objetos¢ poréw rowna
0,7338 cm?®/g oraz dominujacy promien poréw wynoszacy 44,610 A (4,461 nm; érednica
8,922 nm). Pomimo nizszych warto$ci promienia w poréwnaniu z metodami BJH 1 DH,
wszystkie zastosowane modele wskazuja na dobrze rozwinigta struktur¢ mezoporowata.
Modele mikroporowe HK 1 SF wykazaly obj¢tos¢ mikroporéw réwng odpowiednio
0,1049 cm?/g oraz 0,06741 cm?/g, przy promieniach 1,838 A i 2,261 A. Wyniki te §wiadcza
o obecnosci niewielkiej, lecz zauwazalnej frakcji mikroporéw, jednak ich udzial pozostaje
znacznie mniejszy. Deklarowany przez producenta $redni rozmiar poréw wynoszacy 80 A jest
zgodny z mezoporowatym charakterem materialu. Wyznaczone eksperymentalnie wartosci
srednic porow mieszczg si¢ w zakresie charakterystycznym dla mezoporéw, cho¢ sa nieco
nizsze od wartosci deklarowanej. Rdéznice te moga wynikaé z zastosowania réznych modeli
obliczeniowych oraz odmiennych sposobdéw definiowania i wyznaczania rozmiaru porow.

Analiza BJH (rys. 5.56 B) dla fazy stacjonarnej zwitterjonowej pozyskanej z kolumny
Eurospher II 100-5 HILIC wykazuje catkowita objetos¢ porow rownag 0,4356 cm’/g
przy promieniu 16290 A (1,629 nm; $rednica 3,258 nm) dla galezi adsorpcyjnej
oraz 0,4440 cm?/g przy promieniu 15,870 A (1,587 nm; $rednica 3,174 nm) dla gatezi
desorpcyjnej (tab. 5.25 1 5.26). Metoda DH wykazuje bardzo zblizone wartosci, co wskazuje
na dobrg zgodnos$¢ wynikow oraz dominujacy udziat mezoporéw o podobnych rozmiarach.
Analiza DFT wskazuje nieco wigkszg catkowitg objetos¢ porow (0,4735 cm?/g) oraz obecnos¢
dodatkowej frakcji bardzo matych poréw o efektywnym promieniu 7,713 A (0,7713 nm;
$rednica 1,5426 nm). Modele mikroporowe HK (0,1227 cm?/g; 1,838 A) i SF (0,0801 cm?/g;
2,261 A) wskazuja na obecno$¢ pewnej ilosci najwezszych poréw, jednak ich udzial jest
stosunkowo niewielki. Warto$¢ rozmiaru poréw deklarowana przez producenta (100 A) jest
wyzsza od $rednicy porow wyznaczonej metoda BJH. Roéznica ta moze wynikaé
z zastosowania odmiennych metod wyznaczania parametrow porowatosci oraz réznych
sposobow definiowania rozmiaru porow.

Analiza porowatosci fazy stacjonarnej C18 pozyskanej z kolumny Nucleodur C18
Gravity metodg BJH (rys. 5.57 A) wykazata catkowita objeto$¢ porow réwng 0,3856 cm?/g
dla gatezi adsorpcyjnej, przy promieniu poréw 23,800 A (2,380 nm; $rednica 4,760 nm)
(tab. 5.25 1 5.26). Dla galezi desorpcyjnej wartosci te wynoszg odpowiednio 0,3972 cm?/g
oraz 41,620 A (4,162 nm; $rednica 8,324 nm). Zblizone wyniki uzyskano metodg DH,

co potwierdza spojnos¢ analizy opartej na kondensacji kapilarnej. Wyznaczone rozmiary
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poréw wskazuja na mezoporowaty charakter adsorbentu, natomiast wyrazna rdznica
pomiedzy promieniami porow uzyskanymi dla adsorpcji 1 desorpcji moze by¢ zwigzana
z odmiennym przebiegiem procesOw napelniania i oprdézniania porow, obserwowanym
dla materiatéw wykazujacych histerezg adsorpcji—desorpcji. Metoda DFT wykazata catkowita
objetos¢ poréw rowng 0,3769 cm?/g oraz efektywny promien poréw wynoszacy 38,980 A
(3,898 nm; srednica 7,796 nm), co potwierdza mezoporowaty charakter adsorbentu i stanowi
warto$¢ posrednig pomiedzy wynikami uzyskanymi metoda BJH dla adsorpcji 1 desorpcji.
Modele mikroporowe HK (0,0554 cm?/g; 1,838 A) oraz SF (0,0210 cm3/g; 2,261 A) wskazuja
jedynie na niewielki udzial mikroporéw, ktory nie wptywa istotnie na catkowita objetosé
porow. Deklarowany przez producenta rozmiar poréw (110 A) jest wiekszy od wartosci
wyznaczonej eksperymentalnie.

Analiza porowatosci fazy stacjonarnej aminopropylowej pozyskanej z kolumny
Purospher STAR NH: metoda BJH (rys. 5.57 B) wykazata catkowita objetos¢ porow réwna
1,1450 cm?®/g dla gatezi adsorpcyjnej oraz 1,1890 cm?/g dla gat¢zi desorpcyjnej (tab. 5.25).
Zblizone wartosci uzyskano metodg DH (odpowiednio 1,1170 cm?/g i 1,1610 cm?/g). Wynik
uzyskany metoda DFT (1,1400 cm?®/g) pozostaje zgodny z warto$ciami wyznaczonymi
metodami BJH i DH, wskazujac na znaczng catkowita obj¢tos¢ porow badanego adsorbentu.
Udzial mikroporéw okreslony metodami HK (0,1149 cm?/g; promien 1,838 A) oraz SF
(0,0744 cm?®/g; promien 2,261 A) jest stosunkowo niewielki, co wskazuje na dominujacy
udzial mezoporow w strukturze materiatu. Promienie porow (tab. 5.26) wyznaczone metoda
BJH wynosza 93,380 A (9,338 nm; $rednica 18,676 nm) dla galezi adsorpcyjnej
oraz 76,090 A (7,609 nm; $rednica 15,218 nm) dla gatezi desorpcyjnej. Takie same wartosci
uzyskano metoda DH. Metoda DFT wskazuje mniejszy efektywny promien poréw rowny
53,410 A (5,341 nm; $rednica 10,682 nm). Wszystkie zastosowane metody wskazuja
jednoznacznie na dominacj¢ mezoporéw w strukturze badanego adsorbentu. Deklarowana
przez producenta $rednica poréw (120 A) jest wieksza od wartosci uzyskanych

eksperymentalnie.
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Tabela 5.25. Objetos¢ porow wyznaczona metodami BJH, DH, HK, SF i DFT dla adsorbentow komercyjnych

BJH BJH DH DH
Adsorbenty komercyjne adsorpcja desorpcja adsorpcja desorpcja H£< Sl; DFgT
(cm3/g) (cm3/g) (cm3/g) (cm3/g) (cm’/g) (cm’/g) (em’/g)
LiChrospher 4000 Si (10 pm) 0,0233 0,0233 0,0227 0,0227 0,0047 0,0033 0,0172
LiChrospher 60 Si (12 pm) 0,2783 0,2790 0,2725 0,2731 0,2368 0,1576 0,4558
Silica gel 60 (0,015-0,040 mm) 0,2620 0,1686 0,3287 0,1648 - - 0,2294
Silica gel 60 (0,2-0,5 mm) 0,1614 0,1632 0,1579 0,1596 0,1232 0,0856 0,2468
Faza stacjonarna amidowa 0,7246 0,7537 0,7077 0,7364 0,1049 0,0674 0,7338
Faza stacjonarna zwitterjonowa 0,4356 0,4440 0,4251 0,4337 0,1227 0,0801 0,4735
Faza stacjonarna C18 0,3856 0,3972 0,3764 0,3880 0,0554 0,0210 0,3769
Faza stacjonarna 1,1450 1,1890 1,1170 1,1610 0,1149 0,0744 1,1400
aminopropylowa
Tabela 5.26. Wielkos¢ porow wyznaczona metodami BJH, DH, HK, SF i DFT dla adsorbentow komercyjnych
BJH BJH DH DH
Adsorbenty komercyjne adsoipcja desof‘pcja adsorpcja desorpcja HAK S; DET
&) &) (&) &) - @ -
LiChrospher 4000 Si (10 pm) 21,560 17,230 21,560 17,230 1,838 2,261 7,713
LiChrospher 60 Si (12 pm) 16,220 15,940 16,220 15,940 1,838 2,261 7,713
Silica gel 60 (0,015-0,040 mm) 16,280 15,910 16,280 15,910 - - 7,713
Silica gel 60 (0,2-0,5 mm) 16,240 15,920 16,240 15,920 1,838 2,261 7,713
Faza stacjonarna amidowa 69,060 59,490 69,060 59,490 1,838 2,261 44,610
Faza stacjonarna zwitterjonowa 16,290 15,870 16,290 15,870 1,838 2,261 7,713
Faza stacjonarna C18 23,800 41,620 23,800 41,620 1,838 2,261 38,980
Faza stacjonarna 93,380 76,090 93,380 76,090 1,838 2,261 53,410

aminopropylowa
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Rysunek 5.54. Rozktad wielkosci i objetosci porow metodq BJH (adsorpcja/desorpcja) dla adsorbentow komercyjnych: A — LiChrospher 4000 Si
(10 um), B — LiChrospher 60 Si (12 um)
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Rysunek 5.55. Rozktad wielkosci i objetosci porow metodg BJH (adsorpcja/desorpcja) dla adsorbentow komercyjnych: A — Silica gel 60
(0,015-0,040 mm), B — Silica gel 60 (0,2-0,5 mm)
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Adsorbenty niekomercyjne

Analiza porowatos$ci (tab. 5.27 1 5.28) dla adsorbentu MCM-41 metodami BJH oraz DH
dla galezi adsorpcyjnej 1 desorpcyjnej wykazala duza zgodnos$¢ zarowno pod wzgledem
catkowitej objetosci pordéw, jak 1 polozenia maksimum. Jest to charakterystyczne
dla materialdow o uporzadkowanej strukturze mezoporowatej, typowej dla krzemionek
MCM-41. Promienie poréw wyznaczone metodami BJH 1 DH mieszczg si¢ w bardzo waskim
przedziale 17,380-17,740 A, co odpowiada $rednicy okoto 3,5 nm (tab. 5.28). Niewielkie
réznice pomigdzy warto$ciami uzyskanymi dla adsorpcji i desorpcji wskazuja na stosunkowo
jednorodny charakter porow. Metoda DFT wykazata nieco wigksza efektywna §rednicg¢ porow
(18,14 A), co wynika z odmiennego sposobu modelowania procesu wypehiania mezoporow.
Analiza DFT wykazuje réwniez wigkszg catkowitg objetos¢ porow (0,6346 cm?/g) (tab. 5.27).
Objetos¢ 1 rozmiary mikroporow wyznaczone modelami HK oraz SF wynosza odpowiednio:
0,3282 cm?/g i 1,838 A dla modelu HK oraz 0,2225 cm®g i 2,261 A dla modelu SF,
co wskazuje na obecnos¢ pordéw o $rednicach ponizej 2 nm.

Dla zmodyfikowanych adsorbentéow MCM-41-Cl (grupami chloropropylowymi)
oraz MCM-41-Gly (grupami glicydylowymi) analiza metoda BJH wykazata zachowanie
charakterystycznej mezoporowatej struktury o wysokim stopniu uporzadkowania.
Dla MCM-41-Cl catkowita objetos¢ porow wynosi 0,5088 cm?/g dla gatezi adsorpcyjnej
oraz 0,5069 cm?/g dla galezi desorpcyjnej, przy promieniach poréw odpowiednio 25,553 A
i 25,169 A. Niewielkie réznice pomiedzy parametrami wyznaczonymi z gatezi adsorpcyjne;
i desorpcyjnej sugeruja stosunkowo jednorodny charakter poréow. Dla adsorbentu
MCM-41-Gly analiza metoda BJH wykazata catkowita objetos¢ porow rownag 0,6251 cm’/g
dla gatezi adsorpcyjnej oraz 0,5302 cm?/g dla galtezi desorpcyjnej. Promienie poréw wynosza
odpowiednio 28,561 A i 26,537 A, co wskazuje na niewielkie zwiekszenie rozmiarow
mezoporéw przy zachowaniu uporzadkowanej struktury charakterystycznej dla materiatlow
typu MCM-41. Wigksze réznice pomigdzy warto$ciami wyznaczonymi z obu gat¢zi izotermy,
w poréwnaniu z materiatem MCM-41-Cl, mogg sugerowa¢ wplyw funkcjonalizacji
powierzchni na dostepnos¢ przestrzeni porowej.

Zmiany objetosci 1 rozmiaru porow obserwowane po modyfikacji powierzchni
krzemionki MCM-41 mozna przypisa¢ obecnosci grup funkcyjnych, ktoére wplywaja
na dostgpno$¢ przestrzeni porowej oraz charakter oddzialywan zachodzacych na powierzchni

adsorbentu.
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Tabela 5.27. Objetos¢ porow wyznaczona metodami BJH, DH, HK, SF i DFT

dla adsorbentow niekomercyjnych

BJH BJH DH DH HK SF DFT
Adsorbenty . . . . 3 3 3
nickomercyjne adsor;pqa des0r3pc1a adsm;pcla desorg’pqa (cm’/g) (cm’/g) | (cm’/g)
(cm’/g) (cm’/g) (cm’/g) (cm’/g)
MCM-+41 0,4997 0,5024 0,4922 0,4946 0,3282 0,2225 0,6346
MCM-41-Cl 0,5088 0,5069 - --- ---
MCM-41-Gly 0,6251 0,5302 --- --- -
Tabela 5.28. Wielkos¢ porow wyznaczona metodami BJH, DH, HK, SF' i DFT
dla adsorbentow niekomercyjnych
BJH BJH DH DH HK SF DFT
Adsorbenty d a2l d . d il d . i A i
niekomercyjne adsorpcja | desorpcja | adsorpcja | desorpcja (A) A) (A)
A) (A) A) A)
MCM-41 17,740 17,380 17,740 17,380 1,838 2,261 18,140
MCM-41-Cl 25,553 25,169 - - --- -—-
MCM-41-Gly 28,561 26,537 - - - -—-
V.2.3.3. Podsumowanie
Przeprowadzona analiza porowato$ci badanych adsorbentow komercyjnych

1 niekomercyjnych wykazala wyrazne zrdéznicowanie zaréwno pod wzgledem catkowitej
objetosci poroéw, jak i ich wielko$ci, co odzwierciedla odmienne wlasciwosci strukturalne
badanych materiatow.

LiChrospher 4000 Si (10 um), charakteryzuje si¢ bardzo niska objgtoscig porow,
co wskazuje na stabo rozwinigta strukture porowata. W przeciwienstwie do niego
LiChrospher 60 Si (12 um) oraz Silica gel 60 (zarowno o wigkszej, jak i mniejszej granulacji)
wykazujg znacznie wigkszg objetos¢ porow. Materialy te charakteryzuja si¢ bardziej
rozwinieta 1 zlozong strukturg porowata, przy czym najwyzszy stopien rozwinigcia
porowatosci stwierdzono dla adsorbentu LiChrospher 60 Si (12 um).

W grupie adsorbentéw komercyjnych pozyskanych z kolumn chromatograficznych
obserwuje si¢ wyrazne zrdznicowanie wlasciwosci porowatych, przy jednoczesnej dominacji
charakteru mezoporowatego. Faza amidowa (TSK-Gel Amide-80) charakteryzuje si¢ duza
objetoscig poréw oraz szerszym zakresem ich $rednic. Faza zwitterjonowa (Eurospher II
HILIC) wykazuje mniejszy rozmiar poréw oraz bardziej jednorodny rozklad mezoporow.
Faza C18 (Nucleodur C18) charakteryzuje si¢ mniejsza objetoscia poroOw niz faza

zwitterjonowa (Eurospher II HILIC), jednak wykazuje wigksze rozmiary mezoporow.
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Natomiast faza aminopropylowa (Purospher STAR NH:) wyrdznia si¢ najwyzsza objgtoscia
porow przekraczajaca 1 cm?/g. We wszystkich przypadkach mikroporowatos¢ ma charakter
drugorzegdny, a struktura porowata jest zdominowana przez mezopory.

Adsorbenty typu MCM-41 wykazuja wysoce uporzadkowang strukture¢ mezoporowata.
W ich przypadku duza zgodno§¢ parametrow wyznaczonych z galezi adsorpcyjnej
1 desorpcyjnej metoda BJH wskazuje na jednorodny charakter porow oraz wysoki stopien
uporzadkowania  struktury. Analiza adsorbentow modyfikowanych (MCM-41-Cl
oraz MCM-41-Gly) wskazuje na zachowanie uporzadkowanej struktury mezoporowatej przy
jednoczesnych zmianach catkowitej objetosci i rozmiaru porow. W szczegolnosci adsorbent
MCM-41-Gly charakteryzuje si¢ wiekszym rozmiarem porow oraz wigkszymi roznicami
pomiegdzy parametrami wyznaczonymi z galezi adsorpcyjnej 1 desorpcyjnej. Moze to by¢
zwigzane z wptywem wprowadzonych grup funkcyjnych na wilasciwosci powierzchniowe

materialu oraz dostepnos$¢ przestrzeni porowe;.

V.2.4. Analiza powierzchni wlasciwej adsorbentow

V.2.4.1. Adsorbenty komercyjne

Na rysunkach 5.58 i1 5.59 przedstawiono wykresy uzyskane wielopunktowa metoda
BET, stosowang do wyznaczania powierzchni wlasciwej adsorbentéw na podstawie adsorpcji
azotu w temperaturze 77 K. Na osi poziomej znajduje si¢ cis$nienie wzgledne P/Po, czyli
stosunek ci$nienia rownowagowego do ci$nienia nasycenia par azotu. Na osi pionowej
przedstawiono warto$¢ 1/[W((Po/P) — 1)], gdzie W oznacza ilo$¢ zaadsorbowanego azotu.
Punkty pomiarowe w odpowiednio dobranym zakresie cisnien tworzg odcinek liniowy,
do ktorego dopasowywana jest prosta regresji.

Pomiar powierzchni wtasciwej metoda BET adsorbentu LiChrospher 4000 Si
(10 um) (rys. 5.58 A, tab. 5.29) wykazal wartos¢ 20,184 m?g, co wskazuje na stabo
rozwinigta powierzchni¢ adsorpcyjng badanego materiatu. Wysoka warto§¢ wspotczynnika
determinacji (R* = 0,999) potwierdza poprawnos¢ zastosowanego modelu BET
w analizowanym zakresie ci$nien wzglgdnych. Niewielka powierzchnia wlasciwa pozostaje
zgodna z wynikami analizy porowato$ci, wskazujagcymi na stabo rozwinigta strukturg
porowatg materiatu. Cecha ta moze czgSciowo wyjasnia¢ nizszg zdolno$¢ soorpcyjng
materialu  obserwowang w badaniach réwnowagi adsorpcyjnej przedstawionych
w podrozdziale V.1.5.1.

Analiza przeprowadzona dla adsorbentu LiChrospher 60 Si (12 pum) (rys. 5.58 B,
tab. 5.29) wykazata bardzo wysoka powierzchni¢ wlasciwa réowna 722,266 m?/g,
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co $wiadczy o silnie rozwinigtej strukturze porowatej materiatu. Wysoki wspolczynnik
determinacji (R* = 0,999) potwierdza poprawnos¢ wyznaczonych parametrow. Uzyskana
powierzchnia wtasciwa pozostaje zgodna z wynikami analizy porowatosci, ktore wykazaty
znaczng obj¢to$¢ pordw oraz dominujacy udzial mezoporow. Rozwinigta powierzchnia
adsorpcyjna materiatu znajduje odzwierciedlenie w wynikach badan rownowagi adsorpcyjnej
przedstawionych w podrozdziale V.1.5.1., w ktorych adsorbent ten wykazywal wyzsza
pojemnos$¢ sorpcyjng sposrod badanych materiatow.

Analiza wykazata, ze adsorbent Silica gel 60 (0,015-0,040 mm) (rys. 5.58 C)
charakteryzuje si¢ powierzchniag wlasciwa rowng 273,550 m?/g. Wysoki wspotczynnik
determinacji (R* = 0,999, tab. 5.29), potwierdza poprawno$¢ wyznaczenia parametrow.
Uzyskana powierzchnia wtlasciwa pozostaje zgodna z wynikami analizy porowatosci,
potwierdzajac obecno$¢ dobrze rozwinigtej powierzchni wewnetrznej oraz dominujacy
mezoporowaty charakter badanego adsorbentu.

Analiza adsorbentu Silica gel 60 (0,2-0,5 mm) (rys. 5.58 D) wykazata powierzchni¢
wlasciwg rowng 331,911 m*g. Wysoka warto$¢ wspotczynnika determinacji (R? = 0,999)
potwierdza poprawnos¢ wyznaczonych parametréw. Uzyskane wyniki sa zgodne
z wczesniejszg analiza porowatosci, potwierdzajagc dobrze rozwinigta powierzchnig
wewnetrzng oraz mezoporowaty charakter materiatu.

Analiza powierzchni wilasciwej fazy stacjonarnej amidowej pozyskanej z kolumny
TSK-Gel Amide-80 (rys. 5.59 A) wykazala powierzchni¢ wilasciwg rowng 256,390 m?/g
(tab. 5.29). Wysoki wspotczynnik determinacji (R? = 0,999) potwierdza poprawnosc
zastosowania modelu BET w analizowanym zakresie ci$nien wzglednych. Otrzymana wartos$¢
powierzchni wlasciwej jest nizsza od wartosci podawanej przez producenta (450 m?/g).
Roéznica ta moze wynika¢ z odmiennych warunkoéw przygotowania probki do analizy, a takze
z roznic pomigdzy badang probka a materiatlem referencyjnym producenta.

Analiza powierzchni wlasciwej fazy stacjonarnej zwitterjonowej, pozyskanej z kolumny
Eurospher II 100-5 HILIC (rys. 5.59 B), wykazata wartos¢ 301,729 m?/g (tab. 5.29),
charakterystyczng dla materialtow mezoporowatych. Wspolczynnik determinacji osiagnat
warto$¢ R? = 0,999. Wysoka zgodnos¢ dopasowania potwierdza poprawnos¢ zastosowania
modelu BET w analizowanym zakresie cisnien wzglednych. Uzyskane wyniki $wiadcza
o dobrze rozwinigtej powierzchni wewnetrznej materiatu. Powierzchnia wlasciwa
wyznaczona eksperymentalnie pozostaje w dobrej zgodnosci z warto$cig podawanag

przez producenta (320 m?/g).
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Analiza powierzchni wtasciwej fazy stacjonarnej CI18, pozyskanej z kolumny
Nucleodur C18 Gravity (rys. 5.59 C), wykazata warto$§¢ 162,554 m?/g (tab. 5.29). Wysoki
wspotczynnik determinacji (R*? = 0,999) potwierdza bardzo dobra zgodno$¢ danych
eksperymentalnych z modelem BET. Uzyskana powierzchnia wlasciwa jest znacznie nizsza
od warto$ci podawanej przez producenta (338 m?/g).

Analiza powierzchni wiasciwej fazy stacjonarnej aminopropylowej, pozyskanej
z kolumny Purospher STAR NH: (rys. 5.59 D), wykazala warto$¢ 285,286 m?/g (tab. 5.29).
Wysoki wspotczynnik determinacji (R* = 0,999) potwierdza poprawnos$¢ zastosowania
modelu BET. Uzyskana powierzchnia wlasciwa jest nieco nizsza od warto$ci podawanej

przez producenta (330 m?/g), jednak pozostaje z nig w dobrej zgodnosci.

Tabela 5.29. Wyniki analizy powierzchni wlasciwej adsorbentow komercyjnych -

wielopunktowa metoda BET

Wielopunktowa metoda BET

Powierzchnia Nachylenie
Adsorbenty komercyjne wlasciwa prostej BET R’ C (stala)
(m’/g) (g/em’)

LiChrospher 4000 Si (10 pm) 20,184 313,054 0,999 979,365

LiChrospher 60 Si (12 pm) 722,266 6,156 0,999 307,046

Silica gel 60 (0,015-0,040 mm) 273,550 14,561 0,999 467,678

Silica gel 60 (0,2-0,5 mm) 331,911 12,063 0,999 960,116

Faza stacjonarna amidowa 256,390 13,490 0,999 146,387

Faza stacjonarna zwitterjonowa 301,729 11,456 0,999 134,522

Faza stacjonarna C18 162,554 20,540 0,999 24232

Faza stacjonarna 285,286 12,102 0,999 116,398
aminopropylowa
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Rysunek 5.58. Wyniki analizy powierzchni wlasciwej wielopunktowgq metodq BET: A — LiChrospher 4000 Si (10 um), B — LiChrospher 60 Si
(12 um), C — Silica gel 60 (0,015-0,040 mm), D — Silica gel 60 (0,2—0,5 mm)
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V.2.4.2. Adsorbenty niekomercyjne

Dla niekomercyjnego adsorbentu MCM-41 (tab. 5.30, rys. 5.60) analiza powierzchni
wlasciwej] wielopunktowa metoda BET wykazata wartos¢ 1150,108 m?/g, co wskazuje
na bardzo dobrze rozwinigta powierzchni¢ wiasciwg charakterystyczng dla materiatlow
mezoporowatych typu MCM-41. Wysoki wspotczynnik determinacji (R? = 0,999) potwierdza
bardzo dobra zgodno$¢ danych eksperymentalnych z modelem BET. Uzyskana warto$¢
powierzchni wilasciwej pozostaje zgodna z wynikami wcze$niejszej analizy porowatosci,
potwierdzajac rozwinigta struktur¢ porowata badanego materialu. Wysoka wartos¢
powierzchni wlasciwej niezmodyfikowanego MCM-41 stanowi punkt odniesienia do oceny

wplywu modyfikacji powierzchni.
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Rysunek 5.60. Wyniki analizy powierzchni wltasciwej wielopunktowq metodq BET
dla MCM-41

Powierzchnia wiasciwa adsorbentu MCM-41-Cl wynosi 922,389 m?/g, co oznacza
spadek o okolo 20% w porownaniu z materialem wyjsciowym MCM-41. Obserwowane
zmniejszenie powierzchni wilasciwej jest zgodne z oczekiwanym efektem funkcjonalizacji
powierzchni, poniewaz wprowadzenie grup chloropropylowych moze cze$ciowo ograniczac
dostepnos$¢ wewnetrznej powierzchni pordw oraz zmienia¢ charakter powierzchni adsorbentu.
Analiza wielopunktowa metodg BET (rys. 5.61) wykazata bardzo dobra zgodnos¢ danych
eksperymentalnych z modelem BET (R*> = 0,999). Pomimo zmniejszenia powierzchni
wlasciwej materiat zachowat wysoko rozwinigtg struktur¢ mezoporowata charakterystyczna
dla materiatow typu MCM-41. Wyniki wskazuja, Ze przeprowadzona funkcjonalizacja
wpltywa glownie na wiasciwosci powierzchniowe materialu, nie powodujac znaczacego

zaburzenia jego struktury porowate;j.
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Rysunek 5.61. Wyniki analizy powierzchni wlasciwej wielopunktowq metodq BET
dla MCM-41-CI

Dla adsorbentu MCM-41-Gly uzyskana powierzchnia wlasciwa wynosi 859,533 m?%/g
1 jest najnizsza spos$rod trzech analizowanych adsorbentéw niekomercyjnych. Spadek
powierzchni wlasciwej o okoto 25% wzgledem materialu wyjsciowego MCM-41 mozna
wigza¢ z wprowadzeniem grup glicydylowych, ktore zajmuja czg$¢ dostepnej przestrzeni
porowej 1 moga ogranicza¢ dostep czasteczek azotu do wewngtrznej powierzchni porow.
Pomimo zmniejszenia powierzchni wlasciwej materiat zachowuje wysoko rozwinietg
strukture mezoporowatg charakterystyczng dla materiatow typu MCM-41, co potwierdzaja
wyniki wezesniejszych analiz porowatosci. Analiza wielopunktowa metoda BET (rys. 5.62)
wykazata bardzo dobra zgodno$¢ danych eksperymentalnych z modelem BET (R? = 0,999),

potwierdzajac poprawnos¢ wyznaczonych parametrow.
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Rysunek 5.62. Wyniki analizy powierzchni wlasciwej wielopunktowq metodqg BET
dla MCM-41-Gly
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Tabela 5.30. Wyniki analizy powierzchni wlasciwej adsorbentow niekomercyjnych -

wielopunktowa metoda BET

Wielopunktowa metoda BET
ity | peersnie | pmibrr | w C o
(g/cm’)
MCM-41 1150,108 4,371 0,999 198,231
MCM-41-Cl 922,389 159,000 0,999 90,508
MCM-41-Gly 859,533 155,300 0,999 97,711

V.2.4.3. Podsumowanie

Analiza powierzchni wtasciwej wykonana wielopunktowa metoda BET wykazata
istotne zréznicowanie badanych adsorbentdow pod wzgledem dostgpnej powierzchni
adsorpcyjnej. Otrzymane wyniki potwierdzily wpltyw zaré6wno struktury porowate;j,
jak 1 wlasciwosci chemicznych powierzchni na parametry adsorpcyjne analizowanych
materialow.

Adsorbenty o stabo rozwinigtej porowatosci, takie jak LiChrospher 4000 Si,
charakteryzowaty sie niska powierzchnig wtasciwa, podczas gdy LiChrospher 60 Si oraz zele
krzemionkowe wykazywaly znacznie wyzsze warto$ci tego parametru. Wyniki te pozostaja
zgodne z obserwacjami przedstawionymi na rysunku 5.63, na ktorym zaprezentowano
przyktadowe wyniki dla jednego z analizowanych zwigzkow testowych — kofeiny.
Po kontakcie z adsorbentem LiChrospher 60 Si odnotowano najnizszy sygnat kofeiny,
co wskazuje na najwyzszy stopien jej adsorpcji na tym adsorbencie. Nalezy jednak
podkresli¢, ze warto$§¢ powierzchni wlasciwej wyznaczona metodag BET nie przeklada sig
bezposrednio na zdolno$¢ adsorpcyjng adsorbentu. Metoda BET pozwala na wyznaczenie
powierzchni wilasciwej na podstawie adsorpcji azotu, natomiast rzeczywista adsorpcja
zachodzi z udzialem czasteczek adsorbatu o odmiennych wlasciwos$ciach i rozmiarach, takich
jak np. kofeina. O efektywnos$ci procesu adsorpcji decyduje zatem nie tylko catkowita
powierzchnia wiasciwa, lecz réwniez dostgpnos¢ miejsc adsorpcyjnych, rozmiar porow

oraz mozliwos¢ transportu czasteczek adsorbatu w strukturze porowatej materiatu.
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Rysunek 5.63. Porownanie chromatogramow kofeiny o stezeniu 6,75 g/dm?

po kontakcie z adsorbentami komercyjnymi w sktadzie eluentu 95:5 (v/v) ACN:H,O

Analiza powierzchni wiasciwej adsorbentow niekomercyjnych typu MCM-41
potwierdza, ze materiat wyjSciowy MCM-41 charakteryzuje si¢ bardzo rozwinigta strukturg
mezoporowata. Modyfikacje powierzchniowe grupami chloropropylowymi (—Cl)
oraz glicydylowymi (—Gly) prowadza do zmniejszenia powierzchni wlasciwej na skutek
czgSciowego zajecia przestrzeni porowej przez wprowadzone grupy funkcyjne. Pomimo
obserwowanego spadku powierzchni wtasciwe] wszystkie adsorbenty zachowuja bardzo
wysokie wartosci powierzchni wlasciwej, co wskazuje na zachowanie uporzadkowanej

struktury mezoporowatej charakterystycznej dla materiatow typu MCM-41.

V.2.5. Analiza termograwimetryczna (TG-DTG) adsorbentow

V.2.5.1. Adsorbenty komercyjne

Na  ponizszych  rysunkach  5.64-5.70  przedstawiono  wyniki  analizy
termograwimetrycznej (TG-DTG) wybranych adsorbentow komercyjnych i niekomercyjnych.
O$ pozioma przedstawia temperatur¢ w °C. Lewa o$ pionowa przedstawia zmian¢ masy
adsorbentu w procentach wzgledem masy poczatkowej, natomiast prawa o§ pionowa
przedstawia pochodng zmiany masy wzgledem temperatury w jednostkach (%/°C).
Na wykresie widoczne s3 dwie gléwne krzywe: linia niebieska odpowiada przebiegowi TG
(zmiana masy adsorbentu w funkcji temperatury), a linia czerwona DTG (szybko$¢ zmian
masy adsorbentu w funkcji temperatury).

Dla adsorbentu LiChrospher 4000 Si (10 um) (rys. 5.64) zaobserwowano niewielki

spadek masy probki do okoto 99,8 % w zakresie temperatur do 280 °C, co mozna przypisac
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usuni¢ciu fizycznie zaadsorbowanej wody oraz $ladowych ilosci substancji lotnych.
W dalszym zakresie temperatur masa probki pozostaje praktycznie niezmieniona, co §wiadczy
o wysokiej stabilnosci termicznej materiatu. Brak wyraznych efektow na krzywe; DTG
wskazuje, ze podczas ogrzewania nie zachodza istotne procesy rozkladu chemicznego.
Catkowity ubytek masy wynoszacy okoto 0,4 % potwierdza wysoka odpornos$¢ termiczng

adsorbentu.
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Rysunek 5.64. Wyniki analizy termograwimetrycznej (TG-DTG) adsorbentu
LiChrospher 4000 Si (10 um)

Dla adsorbentu LiChrospher 60 Si (12 um) (rys. 5.65) zaobserwowano spadek masy
do okoto 91 % ponizej 100 °C. W dalszym zakresie temperatur masa probki zmniejsza si¢
stopniowo, osiggajac okoto 89-90 % warto$ci poczatkowej. Brak wyraznych pikow
na krzywej DTG wskazuje na brak istotnych procesow rozktadu chemicznego. Catkowity
ubytek masy wynoszacy okoto 10-11 % jest charakterystyczny dla krzemionek o wysoko
rozwinig¢te] powierzchni wilasciwej, zdolnych do adsorpcji wigkszych ilosci wody 1 innych

substancji lotnych.
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Rysunek 5.65. Wyniki analizy termograwimetrycznej (TG-DTG) adsorbentu
LiChrospher 60 Si (12 um)

Dla adsorbentu Silica gel 60 (0,015-0,040 mm) (rys. 5.66) w poczatkowym zakresie
temperatur, do okoto 100 °C, obserwuje si¢ spadek masy z wartosci poczatkowej (100 %)
do okoto 97 %. W dalszym zakresie temperatur, od 100 °C do 600 °C, ubytek masy przebiega
stopniowo 1 prowadzi do osiagnigcia wartos$ci okoto 95 %, co wskazuje na niewielki ubytek
masy zwigzany z desorpcja wody oraz substancji lotnych. Brak wyraznych pikéw na krzywe;j
DTG sugeruje, ze procesy zachodzace w analizowanym przedziale temperatur maja charakter
tagodny 1 nie sg zwigzane z gwaltownym rozktadem chemicznym. Uzyskane wyniki

potwierdzaja wysoka stabilno$¢ termiczng badanego adsorbentu w analizowanym zakresie

temperatur.
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Rysunek 5.66. Wyniki analizy termograwimetrycznej (TG-DTG) adsorbentu
Silica gel 60 (0,015-0,040 mm)
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Dla adsorbentu Silica gel 60 (0,2-0,5 mm) (rys. 5.67) w poczatkowym zakresie
temperatur, do okoto 100 °C, obserwuje si¢ wyrazny spadek masy z poziomu 100 % do okoto
96 %. W dalszym zakresie temperatur (100-600 °C) ubytek masy przebiega stopniowo,
osiggajac warto$¢ okoto 92-93 % masy poczatkowej, co swiadczy o niewielkich zmianach
strukturalnych adsorbentu. Brak wyraznych pikéw na krzywej DTG wskazuje, ze zachodzace
procesy maja charakter tagodny i nie sg zwigzane z gwattownym rozktadem chemicznym.

Catkowity ubytek masy wynosi okoto 7-8 %.
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Rysunek 5.67. Wyniki analizy termograwimetrycznej (TG-DTG) adsorbentu
Silica gel 60 (0,2-0,5 mm)

V.2.5.2. Adsorbenty niekomercyjne

Dla adsorbentu MCM-41 (rys. 5.68) w poczatkowym zakresie temperatur (do okoto
100 °C) obserwuje si¢ spadek masy probki z wartosci poczatkowej (100 %) do okoto 94,5 %.
W zakresie 100—650 °C masa probki zmniejsza si¢ stopniowo, osiagajac okoto 92 % wartosci
poczatkowej. Brak wyraznych pikéw na krzywej DTG wskazuje, ze procesy zachodzace
w tym zakresie temperatur majg charakter lagodny i nie sg zwigzane z gwaltownym
rozktadem chemicznym. Calkowity ubytek masy wynoszacy okoto 8 % potwierdza wysoka

stabilno$¢ termiczng adsorbentu.
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Rysunek 5.68. Wyniki analizy termograwimetrycznej (TG-DTG) adsorbentu MCM-41

Dla adsorbentu MCM-41-Cl (rys.
(do ok. 90 °C) obserwuje si¢ spadek masy z wartosci poczatkowej (~100 %) do okoto 96 %.
W zakresie 100-330 °C masa probki pozostaje praktycznie stata, a krzywa DTG przebiega
blisko zera, co wskazuje na brak oznak gwattownych przemian i dobrg stabilno$¢ termiczng
adsorbentu. Kolejny etap rozpoczyna si¢ od okoto 330 °C i trwa do ok. 650 °C,
w ktorym krzywa TG wykazuje systematyczny spadek do poziomu 87 % masy poczatkowe;.
Towarzyszaca temu krzywa DTG charakteryzuje si¢ niska intensywnoscig sygnatu

1 nie wykazuje ostrych pikow, co $wiadczy o tagodnym charakterze zachodzacych procesow.

Catkowity ubytek masy w analizowanym zakresie wynosi ok. 13 %.
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Rysunek 5.69. Wyniki analizy termograwimetrycznej (TG-DTG) adsorbentu

Dla adsorbentu MCM-41-Gly (rys. 5.70) w pierwszym etapie ogrzewania, do okoto
60 °C, obserwuje si¢ wyrazny spadek masy z wartosci poczatkowej (~100 %) do okoto 97 %.
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W dalszym zakresie temperatur, od 60 °C do okoto 320 °C, przebieg TG jest stabilny,
a masa probki utrzymuje si¢ w przedziale 96-95 %. Krzywa DTG znajduje si¢ blisko zera,
co s$wiadczy o braku oznak intensywnych przemian 1 dobrej stabilno$ci struktury
krzemionkowej. Kolejny, wyraznie zaznaczony etap rozpoczyna si¢ w okolicach 320 °C
1 trwa do okoto 660 °C: krzywa TG wykazuje systematyczny, stopniowy spadek do okoto
86 %. Catkowity ubytek masy w catym badanym zakresie wynosi okoto 14 %.
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Rysunek 5.70. Wyniki analizy termograwimetrycznej (TG-DTG) adsorbentu
MCM-41-Gly

V.2.5.3. Podsumowanie

Przeprowadzona analiza termograwimetryczna wykazala wysoka stabilno$¢ termiczna
wszystkich badanych adsorbentow komercyjnych 1 niekomercyjnych. Obserwowane ubytki
masy w niskich temperaturach byty zwigzane gléwnie z usuwaniem fizycznie zaadsorbowane;j
wody oraz $ladowych ilosci substancji lotnych obecnych na powierzchni i w porach
materiatow. Brak gwaltownych zmian masy oraz wyraznych efektéw rozktadu chemicznego
w zakresie temperatur stosowanych w chromatografii cieczowej potwierdza przydatno$¢
badanych  adsorbentow do  zastosowan chromatograficznych. Dla  materialow
funkcjonalizowanych typu MCM-41 zaobserwowano wigksze catkowite ubytki masy niz dla
krzemionki niemodyfikowanej, co potwierdza obecno$¢ grup funkcyjnych wprowadzonych
podczas procesu modyfikacji powierzchni. Uzyskane wyniki wskazuja, Zze zastosowane
procesy funkcjonalizacji nie powoduja istotnego pogorszenia stabilnosci termicznej

adsorbentow.
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V.3. Analiza chromatograficzna heparyny sodowej

W niniejszej pracy przeprowadzono analiz¢ dwoch wzorcow heparyny sodowej
oraz dwoch ekstraktow pochodzenia zwierzgcego zawierajacych heparyng. Celem badan byto
poréwnanie retencji badanego analitu w réznych uktadach chromatograficznych oraz ocena
wptywu rodzaju kolumny i sktadu eluentu na selektywnos$¢, czuto$¢ oraz czas trwania analizy.
Przyktadowe wyniki uzyskane dla badanych uktadéw =z zastosowaniem eluentow
zawierajacych 90 % (v/v) acetonitrylu przedstawiono na rysunkach 5.71-5.74. Na rysunkach
5.7115.72 zaprezentowano chromatogramy uzyskane z zastosowaniem kolumn NUCLEOSIL
120-3 C18 oraz Hypercarb Porous Graphitic Carbon HPLC. W przypadku zastosowania
niepolarnej kolumny C18 (rys. 5.71) uzyskano wysoka selektywno$¢ 1 czuto$¢ rozdzielenia,
a takze istotne skrocenie czasu analizy w pordwnaniu z metodg opisang w Farmakopei

Europejskiej — do okoto 8 minut [250].
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Rysunek 5.71. Wyniki analizy heparyny sodowej w kolumnie chromatograficznej
NUCLEOSIL 120-3 C18 w sktadzie eluentu: 90:10 (v/v) ACN:H>,O

Dalsze skrocenie czasu analizy, do okolo 3 minut, mozna osiggnaé przy zastosowaniu
kolumny weglowej (rys. 5.72). W tym ukladzie heparyna sodowa ulega stosunkowo
szybkiemu wymywaniu z fazy stacjonarnej, co wynika z charakteru oddziatywan
zachodzacych na powierzchni adsorbentu weglowego oraz relatywnie stabszych interakeji
w poréwnaniu z bardziej specyficznymi uktadami rozdziatu. Tak szybka elucja umozliwia
istotne skrocenie catkowitego czasu analizy, jednak moze wigza¢ si¢ z obnizeniem

selektywnosci oraz rozdzielczo$ci chromatograficzne;.
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Rysunek 5.72. Wyniki analizy heparyny sodowej w kolumnie Hypercarb Porous
Graphitic Carbon HPLC w skiadzie eluentu: 90:10 (v/v) ACN:H,O

W ukladzie z kolumng aminopropylowa (system HPLC, rys. 5.73) uzyskano lepsza
selektywno$¢ separacji w poréwnaniu z kolumng weglowa. Zastosowanie fazy stacjonarnej
zawierajagcej grupy aminopropylowe sprzyja wystepowaniu oddzialywan elektrostatycznych
i hydrofilowych pomig¢dzy czasteczkami heparyny sodowej a powierzchnig fazy stacjonarnej,
co przeklada si¢ na wigksze zrdznicowanie czaséw retencji poszczegdlnych frakcji.
W rezultacie uzyskano chromatogram o bardziej czytelnej strukturze pikow 1 lepszej
rozdzielczosci. Jednoczesnie zwigkszona selektywno$¢ wigze si¢ z wydluzeniem czasu
analizy do okolo 15 minut. Jest to konsekwencja silniejszych oddzialywan analitu z faza
stacjonarng, ktére prowadza do dluzszego zatrzymania heparyny sodowej w kolumnie.
W efekcie uzyskano rozdziat o wyzszej jakos$ci, jednak kosztem wydtuzenia catkowitego

czasu analizy w poréwnaniu z kolumng weglowa oraz niepolarng kolumng C18.
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Rysunek 5.73. Wyniki analizy heparyny sodowej w kolumnie LiChroCART Purospher
STAR NH, w sktadzie eluentu: 90:10 (v/v) ACN:H,O
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W uktadzie z kolumng aminopropylowa zastosowanie buforowanej fazy ruchome;j
o pH = 5 skraca czas analizy do okoto 12 minut, przy jedynie niewielkim obnizeniu
selektywno$ci separacji (rys. 5.74). Zastosowanie buforu wplywa na stan jonizacji
powierzchni fazy stacjonarnej oraz charakter oddziatywan pomiedzy grupami funkcyjnymi
wypetnienia a czasteczkami heparyny sodowej. W konsekwencji zmienia si¢ sita oddziatywan
elektrostatycznych oraz retencja analitu, prowadzac do szybszego wymywania sktadnikow
probki z uktadu chromatograficznego. Uzyskane chromatogramy charakteryzuja si¢ krotszymi

czasami retencji przy zachowaniu zadowalajacej selektywnosci.
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Rysunek 5.74. Wyniki analizy heparyny sodowej w kolumnie LiChroCART Purospher
STAR NH, w sktadzie eluentu: 90:10 (v/v) ACN.bufor, pH = 5

V.3.1. Podsumowanie

Przeprowadzone badania umozliwily ocen¢ zachowania heparyny sodowej w roznych
uktadach chromatograficznych. Uzyskane chromatogramy pozwolity na poréwnanie wpltywu
rodzaju kolumny i sktadu fazy ruchomej na selektywnos¢, rozdzielczo$¢ oraz czas analizy.
Wykazano, Ze zastosowanie kolumny C18 zapewnia korzystne parametry rozdzielenia
przy skroceniu czasu analizy w poroOwnaniu z metoda referencyjng opisang w Farmakopei
Europejskiej. Kolumna weglowa umozliwita dalsze skrdcenie czasu oznaczenia, jednak
przy obnizonej selektywnos$ci separacji, natomiast kolumna aminopropylowa zapewnita
wyzsza selektywno$¢ kosztem dluzszego czasu analizy. Zastosowanie buforowanej fazy
ruchomej pozwolito dodatkowo skréci¢ czas retencji przy zachowaniu zadowalajacych
parametréw rozdzielenia. Opracowane uktady chromatograficzne moga znalez¢ zastosowanie

w kontroli jako$ci materiatéw zawierajacych heparyng pochodzenia zwierzecego.
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VI. WNIOSKI

Uzyskane wyniki badan oraz ich szczegdtowa analiza pozwalaja na sformutowanie

nastepujacych wnioskow:

Analiza wptywu temperatury wykazata, ze zmiany retencji w warunkach HILIC zaleza
od skladu fazy ruchomej, rodzaju fazy stacjonarnej oraz wlasciwosci
fizykochemicznych analitow. W wigkszosci badanych uktadow wzrost udziatu
rozpuszczalnika organicznego wigzal si¢ ze zwigkszeniem egzotermicznego
charakteru retencji. Liniowe zalezno$ci van’t Hoffa wskazywaly na wzglgedng
stabilno§¢ dominujagcego mechanizmu retencji w analizowanym zakresie temperatur.
Odchylenia od liniowos$ci, obserwowane przede wszystkim dla kwercetyny,
sugerowaty zroznicowany udzial poszczegdlnych oddziatywan w procesie retencji,
zalezny od temperatury, sktadu fazy ruchomej oraz rodzaju fazy stacjonarne;.

Rodzaj modyfikatora organicznego istotnie wplywa na retencje zwigzkow
w warunkach HILIC. Wykazano réznice w retencji badanych analitow w zalezno$ci
od zastosowanego rozpuszczalnika organicznego (acetonitryl vs metanol). Wyniki
potwierdzity, ze rodzaj rozpuszczalnika organicznego wptywa na wzgledny udziat
mechanizmow podziatu i adsorpcji, a tym samym na charakter retencji w uktadach
HILIC.

Sprawno$¢ kolumn pracujagca w warunkach HILIC jest uwarunkowana zaréwno
sktadem fazy ruchomej, jak 1 wlasciwosciami fazy stacjonarnej oraz analizowanego
zwigzku. Najwyzsza sprawno$¢ dla badanych kolumn uzyskano przy zawartosci
95 % (v/v) acetonitrylu w eluencie. W pordéwnaniu z acetonitrylem zastosowanie
metanolu prowadzito do nizszej sprawnosci a w niektorych uktadach roéwniez
do wzrostu ci$nienia i ograniczenia zakresu stosowanych przeptywow. W przypadku
kolumny Shodex SILICA 5NH 4D najnizsza sprawno$¢ dla wszystkich
analizowanych zwigzkéw zaobserwowano w ukladzie zawierajacym 70:30 (v/v)
ACN:H:O0.

Badania rownowag adsorpcyjnych komercyjnych i niekomercyjnych faz stacjonarnych
wykazaty, ze charakter procesu adsorpcji zalezy od wihasciwosci fizykochemicznych
analitu, sktadu fazy ruchomej oraz rodzaju i struktury fazy stacjonarnej. W zalezno$ci
od  warunkéw  adsorpcja  zachodzita na  energetycznie  jednorodnych
lub heterogenicznych powierzchniach, co znajdowato odzwierciedlenie w przebiegu

izoterm, zalezno$ci Scatcharda oraz analizie rozkladu energii adsorpcji (AED).

247



Dla powierzchni jednorodnych energetycznie proces mozna bylo opisa¢ za pomoca
modelu Langmuira, natomiast w przypadku powierzchni heterogenicznych
energetycznie lepsze dopasowanie uzyskiwano z zastosowaniem modeli bi-Langmuira
lub Tétha, co potwierdzono analizg statystyczng.

Analiza SEM-EDS i ICP-MS potwierdzita, ze badane adsorbenty sa materialami
na bazie krzemionki oraz wykazata obecnos$¢ §ladowych ilosci innych pierwiastkow
(np. Fe, Cr, Ni), ktore moga lokalnie wptywa¢ na wiasciwosci adsorpcyjne
powierzchni. Zaobserwowane rdznice morfologiczne oraz lokalne zréznicowanie
sktadu pierwiastkowego moga przyczynia¢ si¢ do heterogenicznosci energetycznej
powierzchni adsorbentow.

Wiasciwosci granulometryczne badanych adsorbentow zalezaly od ich rodzaju
oraz zastosowanej modyfikacji powierzchni. Funkcjonalizacja krzemionek typu
MCM-41 powodowala zmian¢ rozktadu wielkoSci ziaren, w tym przesunigcie
maksimum udzialu objetosciowego w kierunku mniejszych srednic. Wyniki wskazuja
na wptyw modyfikacji powierzchni adsorbentéw na rozmiar ziaren.

Badane adsorbenty roznity si¢ pod wzgledem powierzchni wihasciwej 1 struktury
porowatej. Adsorbenty o bardziej rozwinigtej porowatosci oraz wiekszej powierzchni
wlasciwej wykazywatly korzystniejsze wlasciwosci sorpcyjne. Ponadto wykazano,
ze funkcjonalizacja krzemionek typu MCM-41 prowadzita do zmniejszenia
powierzchni wlasciwej, co moze wskazywac na cze$ciowe ograniczenie dostepnosci
przestrzeni adsorpcyjnej w wyniku modyfikacji chemiczne;.

Analiza TG-DTG wykazata wysoka stabilno$¢ termiczng badanych adsorbentow
oraz brak istotnych przemian termicznych w zakresie temperatur stosowanych
w badaniach chromatograficznych.

Dobor fazy stacjonarnej i skladu fazy ruchomej istotnie wpltywa na parametry
chromatograficznego oznaczania heparyny sodowej. Kolumna C18 zapewniata
korzystne parametry rozdzielenia przy krotszym czasie analizy niz metoda
referencyjna opisana w farmakopei, kolumna weglowa umozliwiata dalsze skrocenie
czasu analizy kosztem selektywnos$ci, natomiast kolumna aminopropylowa zapewniata
wickszg selektywno$¢ przy wydluzonym czasie analizy. Zastosowanie buforowanej
fazy ruchomej pozwalato dodatkowo skroci¢ czas retencji przy zachowaniu

zadowalajacych parametrow rozdzielenia.
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STRESZCZENIE

Praca doktorska dotyczyta badania mechanizmu sorpcji w chromatografii cieczowej
oddziatywan hydrofilowych (HILIC) oraz okresleniu wptywu wtasciwosci faz stacjonarnych
1 warunkéw chromatograficznych na przebieg proceséw sorpcji i retencji. Ztozony charakter
retencji w HILIC wynika ze wspotdziatania réznych proceséw i oddziatywan pomiedzy
analitem, faza ruchoma 1 stacjonarna, ktorych wzgledny udziat zalezy m.in.: od sktadu fazy
ruchomej, temperatury oraz wiasciwosci analitu i fazy stacjonarne;.

Badania obejmowaty ocen¢ wplywu temperatury oraz wplywu modyfikatora fazy
ruchomej na retencje zwiazkéw testowych, a takze ocen¢ sprawno$ci wybranych kolumn
chromatograficznych  HILIC. Przeprowadzono badania rownowag adsorpcyjnych
komercyjnych 1 niekomercyjnych adsorbentéw, obejmujace analiz¢ rozkladu energii
adsorpcji, ocen¢ heterogenicznos$ci energetycznej powierzchni oraz dobdr i weryfikacje
modeli izoterm adsorpcji. Istotng cze$¢ pracy stanowita kompleksowa charakterystyka
adsorbentow pod wzgledem ich sktadu chemicznego, morfologii, rozktadu wielkosci ziaren,
wielkosci 1 objetosci porow, powierzchni wilasciwej 1 stabilno$ci termicznej. Dodatkowo
przeprowadzono badania chromatograficzne heparyny sodowej w celu oceny mozliwosci
jej oznaczania w materiatach pochodzenia zwierzgcego z wykorzystaniem réznych uktadow
chromatograficznych.

Wykazano, ze mechanizm retencji w warunkach HILIC zalezy od skladu fazy
ruchomej, wlasnosci fazy stacjonarnej oraz wilasciwosci analitu. Dla wigkszosci badanych
uktadow uzyskano liniowe zalezno$ci van’t Hoffa, natomiast obserwowane dla wybranych
uktadow, szczegdlnie dla kwercetyny, odchylenia od liniowo$ci wskazywaty na zmienny
udziat poszczegolnych oddziatywan w procesie retencji. Stwierdzono réwniez, ze rodzaj
modyfikatora organicznego wplywa na charakter retencji. Wykazano réznice w retencji
badanych analitow w zalezno$ci od zastosowanego rozpuszczalnika organicznego (acetonitryl
vs metanol). Najwyzsza sprawno$¢ badanych kolumn uzyskano przy wysokiej zawartosci
acetonitrylu, natomiast zastosowanie metanolu prowadzitlo do obnizenia sprawnos$ci
oraz w niektorych uktadach, do wzrostu cisnienia w uktadzie chromatograficznym.

Badania adsorpcyjne wykazaly, ze powierzchnie badanych adsorbentéw moga
charakteryzowa¢ si¢ zarOwno energetyczng jednorodno$cig, jak 1 heterogeniczno$cia.
W zaleznosci od charakteru powierzchni proces adsorpcji opisywaty modele: Langmuira,
bi-Langmuira lub To6tha. Analiza SEM-EDS 1 ICP-MS potwierdzita krzemionkowy charakter
badanych materialéw oraz wykazata zréznicowanie ich morfologii i sktadu pierwiastkowego.

Stwierdzono réwniez réznice w powierzchni wilasciwej oraz objetosci 1 wielkoSci porow
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badanych adsorbentow. Analiza TG-DTG potwierdzila wysoka stabilno$¢ termiczng
badanych  adsorbentow w  zakresie  temperatur  stosowanych ~w  badaniach
chromatograficznych.

Przeprowadzona analiza chromatograficzna heparyny sodowej z wykorzystaniem
roznych faz stacjonarnych wykazata, ze dobor warunkow chromatograficznych pozwala na
uzyskanie zrdznicowanych parametrow rozdzielenia i1 czasu analizy. Kolumna CI18
zapewniata korzystne parametry rozdzielenia przy krotszym czasie analizy niz metoda
referencyjna opisana w farmakopei, kolumna weglowa umozliwiata dalsze skrocenie czasu
oznaczenia, natomiast kolumna aminopropylowa zapewniata wigksza selektywno$¢ separacji.
Zastosowanie buforowanej fazy ruchomej pozwalalo dodatkowo skréci¢ czas retencji przy
zachowaniu zadowalajacych parametréw rozdzielenia.

Uzyskane wyniki pozwolity na poglgbienie wiedzy dotyczacej czynnikow
wplywajacych na retencje w warunkach HILIC oraz na powigzanie wlasciwosci faz
stacjonarnych z charakterem proces6w sorpcyjnych i chromatograficznych. Przeprowadzone
badania dostarczyly rowniez informacji istotnych z punktu widzenia doboru warunkow
chromatograficznych do oznaczania heparyny sodowej w materiatach pochodzenia

ZWierzecego.
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ABSTRACT

The doctoral dissertation focused on investigating the sorption mechanism
in hydrophilic interaction liquid chromatography (HILIC) and on determining the influence
of the properties of stationary phases and chromatographic conditions on the course
of sorption and retention processes. The complex nature of retention in HILIC results from
the interplay of various processes and interactions between the analyte, mobile phase,
and stationary phase, whose relative contributions depend, among other factors,
on the composition of the mobile phase, temperature, and the properties of both the analyte
and stationary phase.

The studies included an assessment of the effects of temperature and mobile phase
modifier on the retention of test compounds, as well as an evaluation of the efficiency
of selected HILIC chromatographic columns. Adsorption equilibrium studies were conducted
for commercial and non-commercial adsorbents, including an analysis of the adsorption
energy distribution, an assessment of the energetic heterogeneity of the adsorbent surfaces,
and the selection and evaluation of appropriate adsorption isotherm models. A significant part
of the dissertation involved a comprehensive characterization of the adsorbents in terms
of their chemical composition, morphology, particle size distribution, pore size and pore
volume, specific surface area, and thermal stability. In addition, chromatographic studies
of sodium heparin were conducted to assess the feasibility of its determination in materials
of animal origin using different chromatographic systems.

It was demonstrated that the retention mechanism under HILIC conditions depends
on the composition of the mobile phase, the properties of the stationary phase,
and the properties of the analyte. Linear van’t Hoff relationships were obtained for most
of the investigated systems, whereas deviations from linearity observed for selected systems,
particularly for quercetin, indicated a variable contribution of individual interactions
to the retention process. It was also found that the type of organic modifier influences
the retention mechanism. Differences in the retention of the investigated analytes
were demonstrated depending on the organic solvent used (acetonitrile vs methanol).
The highest efficiency of the investigated columns was achieved at a high acetonitrile content,
whereas the use of methanol resulted in a decrease in column efficiency and, in some systems,
an increase in the pressure within the chromatographic system.

Adsorption studies demonstrated that the surfaces of the investigated adsorbents may
exhibit both energetic homogeneity and heterogeneity. Depending on the surface

characteristics, the adsorption process was described by the Langmuir, bi-Langmuir, or To6th
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models. SEM-EDS and ICP-MS analyses confirmed the silica-based nature of the investigated
materials and revealed differences in their morphology and elemental composition.
Differences were also observed in the specific surface area, as well as in the pore volume
and pore size of the investigated adsorbents. TG-DTG analysis confirmed the high thermal
stability of the investigated adsorbents over the temperature range used in the
chromatographic studies.

Chromatographic analysis of sodium heparin using different stationary phases
demonstrated that the selection of chromatographic conditions enables different separation
parameters and analysis times to be achieved. The C18 column provided favorable separation
parameters with a shorter analysis time than that of the reference method described
in the pharmacopoeia, while the carbon-based column enabled a further reduction in analysis
time. The aminopropyl column, in turn, provided greater separation selectivity. The use
of a buffered mobile phase additionally allowed for a reduction in retention time while
maintaining satisfactory separation parameters.

The obtained results contributed to a deeper understanding of the factors influencing
retention under HILIC conditions and enabled the properties of stationary phases to be related
to the nature of sorption and chromatographic processes. The studies also provided
information relevant to the selection of chromatographic conditions for the determination

of sodium heparin in materials of animal origin.
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