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1. Bevezetés

Az elválasztási folyamat során alkalmazott mintakoncentrációk alapján megkülönböztethe-

tünk lineáris-, és nemlineáris-kromatográfiát. A lineáris kromatográfia vagy analitikai kro-

matográfia az általánosan használt eljárás kis koncentrációjú komplex minták elválasztásá-

ra, szennyeződések, alkotórészek kimutatására. A nemlineáris kromatográfia nagy koncent-

rációjú minták tisztításával foglalkozik.

A linearitás vagy nemlinearitás valójában az adott komponens izotermájának alakjára

utal. Minden izoterma a kísérleti körülményektől függő koncentrációtartományban egy li-

neáris szakasszal indul amelyet, a mintakoncentrációt növelve, egy görbült szakasz követ.

Az izotermák alapvetően megszabják a vonatkozó alkotó viselkedését kromatográfiás rend-

szerekben. Előrejelzést adnak mekkora koncentrációig áll fenn a lineáris viselkedés, és mely

koncentrációküszöbtől kell figyelembe venni az izoterma görbületéből adódó hatásokat.

A nemlineáris oszlopkromatográfia alkalmazásával részletes betekintést nyerhetünk az

oszlopban lévő tölteten vagy más szóval adszorbensen végbemenő visszatartási mechaniz-

musokról. Az információkat az egyes komponensek egyensúlyi izotermáinak meghatáro-

zásával és értelmezésével nyerhetjük ki. Az izoterma lineáris része azonban meglehetősen

kevés információt szolgáltat, ezért a retenciós mechanizmusok pontos felderítéséhez a min-

tavegyület koncentrációjának meg kell haladnia a lineáris tartományt, azaz az oszlopot túl

kell terhelnünk. A túlterhelés hatására a lineáris tartományban tapasztalható Gauss-görbe

alakú csúcsok megváltoznak. A retenció folyamatának és a fellépő csúcstorzulások tanulmá-

nyozásának, valamint mindezen tényezők számítógépes modellezésének a preparatív kro-

matográfiás eljárások költség- és anyagfelhasználásának optimalizálásában rejlik jelentősé-

ge.

Nagy hatékonyságú folyadékkromatográfia gyakorlatában jelentős szerepet töltenek be

a fordított fázisú oszlopok. A nagy mechanikai stabilitású porózus szilikagél mikroszemcsék

előállítása és felületük módosítása különböző apoláris szerves vegyületekkel, leggyakrab-

ban n-alkánokkal nagy változatosságot és széles körű alkalmazhatóságot biztosít a fordított

fázisú folyadékkromatográfiás oszlopokon végrehajtott elválasztásokhoz. A mintakompo-

nensek visszatartása a felületre kémiailag kötött szerves fázis és az ennél minden esetben

polárisabb oldószer közötti megoszláson alapul.
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Ezen értekezésben fordított fázisú, oktadecilcsoportokkal módosított porózus szilikag-

él alapú folyadékkromatográfiás oszlopokat vizsgálunk. Tárgyaljuk gyakran használt víz-

szerves oldószerek megoszlási viszonyait az egyes tölteteken. Tesztmolekulák nemlineáris

viselkedését tanulmányozva bemutatjuk milyen folyamatok játszanak szerepet visszatartá-

sukban. Túlterhelt elúciós csúcsok leírásával szemléltetjük az adszorbens felületi tulajdon-

ságainak hatását nagy koncentrációjú preparatív folyamatokra.
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2. Kutatási célkitűzések

Kutatásaink céljául tűztük ki a gyakorlatban leggyakrabban használt C18-as láncokkal mó-

dosított szilikagél alapú töltetek felületi borítottságának és a szabad szilanolcsoportok ha-

tásának vizsgálatát oldószerelegyek adszorpciójára és kis molekulatömegű tesztvegyületek

retenciós tulajdonságaira.

Kísérleteink során a folyadékkromatográfia gyakorlatában gyakran használt szerves

oldószer-víz elegyek megoszlási viszonyait vizsgáltuk a tiszta oldószer és a szilárd-folyadék

határrétegben. Az oldószerek adszorpciójának leírását követően egy gyengén savas (fenol)

és egy bázikus karakterű (anilin) tesztvegyület segítségével írtuk le a szilanolcsoportok, illet-

ve a hidrofób láncoknak a retenciós folyamatban betöltött szerepét. Kutatási céljaink átte-

kintése:

1. A C18-as töltetek folyadékfázisban történő vizsgálata inverz méretkizárásos kromatog-

ráfia alkalmazásával. A mozgó-, és állófázis térfogatának, illetve az oszlopban lévő

töltet pórustérfogatának meghatározása.

2. A fordított fázisú folyadékkromatográfiás oszlopokon lejátszódó oldószeradszorpció

felderítése, az egyes szerves oldószerek retenciós tulajdonságainak jellemzése több-

letizotermáik alapján. A pórusok nedvesedésének viszonyainak feltárása különböző

polaritású oldószerelegyek vizsgálatával.

3. Szerves oldószer-víz elegyek adszorpciós izotermáinak meghatározása, az adszorpci-

ós folyamat modellezése. Az egyes szerves oldószerek megkötődésében szerepet ját-

szó adszorpciós centrumok feltérképezése.

4. Az alkalmazott mozgófázis szerves összetevőjének hatásainak leírása fenol egyensú-

lyi izotermáira, túlterhelt elúciós csúcsaira. A töltetek telítési kapacitásának, és az ad-

szorpciós egyensúlyi állandók változásának meghatározása utószilanizált oszlopokon.

5. A szabad szilanolcsoportok szerepének felderítése fenol és anilin visszatartásának me-

chanizmusára, egyensúlyi izotermáikra, túlterhelt elúciós csúcsaikra..

6. Túlterhelt elúciós csúcsok alakjának előrejelzése különböző felületi borítottságú osz-

lopokon egyensúlyi izoterma paraméterek alapján. A túlterhelt elúciós csúcsalak és a

felületi borítottság összefüggésének feltérképezése, elválasztások modellezése külön-

böző felületi borítottságú oszlopokon.
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3. Anyagok és eszközök

A dolgozatban vizsgált kromatográfiás töltetek ugyanazon Kromasil-100 porózus szilikagél

(Akzo Nobel, Bohus, Svédország) kémiai módosításával készültek. A szilikagél fizikai tulaj-

donságait az 1. táblázat foglalja össze.

1. táblázat. A Kromasil-100 szilikagél főbb fizikai-kémiai tulajdonságai

átlagos szemcseátmérő [dp ] 5 µm
fajlagos felület [SBET ] 313 m2/g
átlagos pórusátmérő [D] 101 Å
fajlagos pórustérfogat [Vp ] 0,87 g /cm3

szilanolcsoportok felületi koncentrációja [αOH ] 7,1 µmol/m2

A szilikagél kémiai módosítása, a szilanizálás légmentesen zárt reaktorban játszódott le.

A nyers szilikagélt vákumban szárítottuk (10−3 Pa) 190 0C-on 12 órán keresztül. A különböző

felületi borítottságú töltetek szintéziséhez a nyers szilikagélhez dimetil-oktadecil-klórszilánt

(Wacker GmbH, München, Németország) és morfolint (Sigma-Aldrich, Steinheim, Német-

ország) adunk megfelelő mennyiségben. A szilanizálás befejeztével a reaktánsokat szűréssel

különítettük el a terméktől, toluollal, metanollal majd hexánnal mosva. A mosási fázist a

termék szárítása követi. A fent leírt módszerrel ötféle felületi borítottságú töltetet állítottunk

elő 0,33-3,27 µmol/m2 tartományban.

Utószilanizálás során a szárított C18-as láncokkal módosított tölteteket morfolin jelen-

létében kisebb térigényű klórmetilszilánnal reagáltatjuk. A reakció 12 óráig tartott, majd a

fent leírt szűrés, mosás és szárítási fázis következett.

A fenti módon szintetizált 11 féle folyadékkromatográfiás oszloppal végeztük kísérlete-

inket.

A kromatográfiás kísérleteinket Agilent 1100-as folyadékkromatográfon (Palo Alto, CA)

végeztük, mely bináris pumpából, 100 µl mintahurokkal felszerelt automata mintaadagoló-

ból, oszloptermosztátból és diódasoros detektorból épült fel. Méréseinket 1 cm3/perc áram-

lási sebességgel, és állandó 298 K-es hőmérsékleten végeztük.
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4. A tudományos eredmények összefoglalása

1. KÜLÖNBÖZŐ FELÜLETI BORÍTOTTSÁGÚ FORDÍTOTT FÁZISÚ FOLYADÉKKROMA-

TOGRÁFIÁS OSZLOPOK JELLEMZÉSE INVERZ MÉRETKIZÁRÁSOS KROMATOGRÁFI-

ÁVAL.

(a) A termodinamikai számításokhoz nélkülözhetetlen oszloptérfogatokat tetrahidro-

furánban oldott monodiszperz polisztirol standardokkal határoztuk meg. Kis mo-

lekulatömegű (580-6930 Da) polisztirolokkal az oszlopban lévő teljes folyadékfázis

térfogatát (Vmf), nagyobb méretű (10100-3250000 Da)– ezáltal a mikro- és makro-

pórusokból egyaránt kizáródó – molekulákkal az oszlopok szemcsék közti térfoga-

tait (Vex) határoztuk meg.

(b) A méretkizárásos kromatográfia sztochasztikus modelljének alkalmazásával ki-

mutattuk, hogy a C18-as láncok felületi borítottságának növekedésével a pórus-

sugár (rp) exponenciálisan csökken, míg az oszlop teljes porozitása (εT) ezzel pár-

huzamosan lineárisan csökken.

(c) Az oszlopok fizikai tulajdonságainak leírásával igazoltuk, hogy az oszlopok szem-

csék közötti térfogata alig változik a szilikagél kémiai módosítása során. Ezzel

szemben az oszlopok pórustérfogata a töltet széntartalmának növekedésével li-

neárisan csökken. A poláris szilikagél felszín módosítása a pórusok polaritását és

térfogatát erőteljesen befolyásolja.

2. BINER SZERVES OLDÓSZER – VÍZ ELEGYEK MEGOSZLÁSÁNAK LEÍRÁSA FELÜLETI

TÖBBLETIZOTERMÁIK ALAPJÁN.

(a) Metanol, acetonitril, izopropil-alkohol és tetrahidrofurán-víz elegyek hidrofób fel-

színnel történő kölcsönhatásait írtuk le. Kimutattuk, hogy víz adszorpciója csak a

szerves oldószert nagy koncentrációban tartalmazó elegyek esetében mutatható

ki, amely a szerves oldószer víz-oktanol megoszlási hányadosának (log P) növeke-

désével, azaz hidrofobicitásának növekedésével egyre kifejezettebbé válik. Megál-

lapítottuk, hogy a vízadszorpcióra utaló negatív felületi többlet a felületi borított-

ság csökkenésével ugyancsak növekszik.

(b) Kimutattuk, hogy a szerves oldószer maximális feldúsulása közepes felületi bo-

rítottságú (1,11-1,68 µmol/m2) tölteteken figyelhető meg. Rámutattunk, hogy a

nagy felületi borítottság nem feltétlenül jelent nagyobb hatékonyságot.
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(c) Tetrahidrofurán és acetonitril esetében kimutattuk, hogy a hidrofób felszínnel tör-

ténő kölcsönhatás erősebb több molekularétegnyi távolságra ható, míg alkoholok

esetében a vízmolekulákkal kialakuló hidrogénhidak miatt kisebb erősségű, csak

1-2 molekularétegnyi távolságra ható.

(d) Igazoltuk, hogy utószilanizálás hatására a szerves oldószer negatív többlete jelen-

tősen csökken, azaz az utószilanizálás hatékonyan gátolja víz feldúsulását az álló-

fázis mélyebb rétegeiben.

3. SZERVES OLDÓSZEREK HIDROFÓB FELSZÍNEKEN TÖRTÉNŐ MEGKÖTŐDÉSÉNEK

LEÍRÁSA EGYENSÚLYI IZOTERMÁIK ALAPJÁN.

(a) Acetonitril, etanol, izopropil-alkohol és tetrahidrofurán adszorpciós viselkedését

írtuk le egyensúlyi izotermáik alapján vizes elegyeikből. Kimutattuk, hogy nagy

felületi borítottságú oszlopokon minden szerves oldószer adszorpciója heterogén

folyamat, bi-Langmuir izotermával írható le. Alkoholok esetében már közepes fe-

lületi borítottságnál, ezzel szemben tetrahidrofurán esetében csak a leginkább po-

láris állófázis esetében C1 alakul át a heterogén adszorpció homogén, Langmuir-

egyenlettel leírhatóvá.

(b) Az egyes szerves oldószermolekulák adszorpciós energiaeloszlásának számításá-

val megerősítettük a heterogén adszorpció homogénné alakulását a felületi borí-

tottság, illetve az oszloptöltet hidrofobicitásának csökkenésével. Az energiaelosz-

lások elemzésével rámutattunk, hogy az oktadecil láncok felületi borítottságának

csökkenésével a nagy-, illetve a kis-energiájú adszorpciós helyek kötési energiái

egyre közelebb kerülnek egymáshoz, míg végül az adszorpció egyetlen gócra kor-

látozódik.

(c) Etanol adszorpciójának példáján bemutattuk az utószilanizálás hatását az ad-

szorpció energiaeloszlására. Kimutattuk, hogy az utószilanizálás hatására: (i) nagy

felületi borítottságú oszlopon a bimodális energiaeloszlás megmarad, az adszorp-

ciós energiák nagyobb energia felé tolódnak, és a nagy energiájú adszorpciós góc

telítési kapacitása jelentősen lecsökken. (ii) Az utószilanizálás a kisebb felületi bo-

rítottságú tölteteken eliminálja a nagyenergiájú adszorpciós gócot, a megmaradó

kisenergiájú adszorpciós helyet nagyobb energiájúvá alakítva.

(d) Az izoterma adatpontokhoz illesztett izoterma egyenletek paramétereinek elem-

zésével megerősítettük, hogy a maximális telítési kapacitás a közepes felületi bo-

rítottságú tölteteknél figyelhető meg.
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4. A SZERVES OLDÓSZER HATÁSA A FENOL VISSZATARTÁSÁNAK MECHANIZMUSÁRA

UTÓSZILANIZÁLT FORDÍTOTT FÁZISÚ OSZLOPOKON.

(a) Kimutattuk, hogy a metanol-víz elegyből tapasztalható I-es, Langmuir-típusú ad-

szorpció II-es típusú többrétegű adszorpcióvá alakul át a metanol más szerves ol-

dószerre cserélésekor (acetonitril, izopropil-alkohol vagy tetrahidrofurán). Meg-

állapítottuk, hogy az I-es típustól való eltérés mértéke a szerves molekula polari-

tásának függvénye.

(b) Rámutattunk, hogy a referenciaként használt metanol-víz elegyhez képest a töl-

tetek telítési kapacitása lecsökken. A csökkenés acetonitril, illetve izopropil-

alkohol alkalmazásakor kisebb mértékű, míg jelentősebb csökkenés figyelhető

meg tetrahidrofurán-víz elegy alkalmazásakor.

(c) A frontális elemzés adatsorai alapján meghatározott izoterma-paraméterek se-

gítségével modelleztük a fenol túlterhelt elúciós csúcsait. A kromatográfia

egyensúlyi-diszperzív modelljének segítségével összehasonlítottuk a kísérletileg

nyert és a számított csúcsalakokat, majd a különbséget minimalizálva a két csúcs

között numerikusan meghatároztuk a mért elúciós csúcs leírásához legmegfele-

lőbb izoterma-paramétereket.

5. A SZILANOLAKTIVITÁS HATÁSA ANILIN ÉS FENOL RETENCIÓS TULAJDONSÁGA-

IRA. A FENIL-AMIN ÉS A FENIL-HIDROXIL CSOPORTOK KÖLCSÖNHATÁSÁNAK

ÖSSZEHASONLÍTÁSA A FELÜLETEN LÉVŐ SZABAD POLÁRIS CSOPORTOKKAL.

(a) Kimutattuk, hogy metanol víz elegyet használva a fenil-amin csoportok hatására

a már említett I-es típusú adszorpciós izoterma fenol esetében II-es típusú izoter-

mává alakul. Az adszorbeálódott molekulák közti kölcsönhatás erősségét növeli,

ha a metanolt acetonitrilre cseréjük.

(b) Megállapítottuk, hogy acetonitril hatására a szabad szilanolcsoportok jobban hoz-

záférhetőkké válnak a mintamolekulák számára. Acetonitril-víz elegyben az anilin

adszorpciós egyensúlyi állandója közel duplájára emelkedik a metanol-víz elegy-

ben tapasztaltakhoz képest, míg a fenol adszorpciós energiája közel megegyező

mindkét oldószerelegyből.

(c) Az adszorbeálódott molekulák közti kölcsönhatást elemezve kimutattuk, hogy

mind a felületi borítottság csökkenése, mind a metanol acetonitrilre cserélése elő-

segíti többrétegű adszorpció kialakulását.
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6. NEMLINEÁRIS ELVÁLASZTÁSOK ÉS ELÚCIÓS CSÚCSOK MODELLEZÉSE EGYENSÚ-

LYI IZOTERMA PARAMÉTEREK ALAPJÁN.

(a) Numerikus számítások segítségével modelleztük anilin és fenol túlterhelt elúciós

csúcsainak alakváltozását a felületi borítottsággal, illetve a szerves oldószer válto-

zásával.

(b) Meghatároztuk a függvénykapcsolatot az oktadecil láncok felületi borítottsága és

az egyes izoterma paraméterek között. A függvény kapcsolat segítségével lehető-

ség nyílik tetszőleges, akár hipotetikus felületi borítottságú oszlopon egykompo-

nensű, illetve kétkomponensű túlterhelt rendszerek számítógépes modellezésére,

az elválasztás tervezésére.
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5. Tézispontok

1. Inverz méretkizárásos kromatográfia alkalmazásával feltártuk az egyes folyadékkro-

matográfiás oszlopok fizikai tulajdonságait, a felületi módosítás ezekre gyakorolt ha-

tásait.

2. Kimutattuk, hogy szerves-oldószer–víz elegyek használatakor az elegyösszetétel, és a

szerves molekula polaritásának függvényében az apoláris felületen jelentős szerves

oldószer feldúsulás figyelhető meg. Kevésbé poláris szerves oldószerek esetében kis

vízkoncentrációjú elegyekből vízadszorpciót figyeltünk meg.

3. Meghatároztuk acetonitril, etanol, izopropil-alkohol és tetrahidrofurán egyensúlyi

izotermáit vizes elegyeikből. Számításaink során rámutattunk, hogy az adszorpció he-

terogenitása egyértelműen a szabad szilanolcsoportok jelenlétéhez köthető.

4. Fenol retenciós viselkedésének összehasonlításával különböző oldószerelegyekből

meghatároztuk a szerves módosító hatását az oldott anyag visszatartásának mecha-

nizmusára. Kísérleteink felfedték, hogy az erősebb eluensek az adszorbens nagy ener-

giájú adszorpciós helyeit hozzáférhetetlenné teszik a vizsgált tesztvegyület számára. A

hozzáférhető adszorpciós helyek számának csökkenése a fenol visszatartását jelentő-

sen mérsékli, izotermájának alakját módosítja.

5. Gyengén bázikus (anilin) és gyengén savas (fenol) tesztmolekulák összehasonlításával

feltártuk a fenil-amin és a szabad szilanolcsoportok erős kölcsönhatásának természe-

tét, az egyensúlyi izotermákra gyakorolt hatását.

6. Egyensúlyi izoterma paraméterek segítségével modelleztük túlterhelt elúciós csúcsok

alakjának és pozíciójának függését az alkalmazott folyadékkromatográfiás oszlop fe-

lületi borítottságától.
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5ThesisPoints

1.Usinginversesizeexclusionchromatography,wecharacterizedthecolumnsandde-

terminedtheeffectofthechemicalmodificationsonthecolumngeometry.

2.Weshowedthatinthecaseofhydro–organicmixturesdependingontheeluentcom-

positionandthepolarityoftheorganicmolecule,alargeexcessoftheorganicmodifier

canbeobservedattheliquid-solidinterface.Frommixturescontainingmoreapolar

organicmodifierathighorganicconcentration,thepreferentialadsorptionofwater

canbeobserved.

3.Wedeterminedtheadsorptionisothermofacetonitrile,ethanol,isopropyl-alcohol

andtetrahidrofuranfromwater.Weshowed,thattheheterogeneityoftheadsorption

isconnectedwiththeunreactedfreesilanolgroups.

4.Withthecomparisonoftheadsorptionbehaviourofphenolfromdifferenteluents,

wedescribedtheeffectoftheorganicmodifierontheretentionmechanismofthetest

molecule.Weshowedthatthestrongereluenthamperstheaccessofthetestmolecule

tothehigh-energyadsorptionsitesoftheadsorbent.Thedecreaseoftheaccessible

adsorptionsitesdecreasestheretentionfactorofphenol,andchangesthetypeofthe

adsorptionaswell.

5.Usingweaklybasic(aniline)andweaklyacidic(phenol)testmoleculeswedescribed

theeffectoftheresidualsilanolgroupsontheretentionprocessandontheshapeof

theisotherm.

6.Usingequilibriumisothermparameterswemodelledandpredictedthepositionand

shapeofoverloadedelutionbandsconsiderthemobilephasecompositionandsur-

facecoverage.
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6.MODELLINGOFNONLINEARSEPARATIONSANDELUTIONBANDSONTHEBASIS

OFISOTHERMPARAMETERS.

(a)Usingnumericalalgorithmswemodelledtheshapeandpositionchangeofthe

overloadedelutionbandsofphenolandanilinewiththechangeofthesurface

coverageandmobilephasecomposition.

(b)Wedeterminedtheconnectionbetweenthesurfacecoverageoftheoctadecyl-

chainsandtheisothermparameters.Intheknowledgeofthefunctiondescribes

thisconnectionitispossibletomodellelutionbandsornonlinearseparationson

anydesiredsurfacecoverage.
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4.THEEFFECTOFTHEORGANICMODIFIERONTHERETENTIONMECHANISMOF

PHENOLONEND-CAPPEDREVERSEDPHASECOLUMNS.

(a)WeshowedthattheobservedtypeIadsorptionisothermtransformstotypeIIif

theorganicmodifierischangedfrommethanoltoacetonitrile,isopropylalcohol

ortetrahydrofuran.TheextentofthedeviationfromtypeIisothermisthefunction

oftheapolarityoftheorganicmodifier.

(b)Wedeterminedthattheadsorbent’ssaturationcapacitydecreasesifweswitchthe

mobilephasefrommethalol–watermixturetoahydro-organicmixturecontaining

astrongereluent.Thedecreaseismoresignificantinthecaseoftetrahydrofuran,

andmoderateinthecaseofacetonitrileorisopropyl-alcohol.

(c)Withtheparametersdeterminedbymodellingtheisothermdatawesimulated

theoverloadedelutionbandsofphenolfromdifferentmobilephases.Usingthe

equilibrium-dispersivemodelofchromatography,wecomparedthecalculated

andmeasuredelutionbands,andbyminimizingthedifferencebetweenthetwo

peakswedeterminedthebestfittingisothermparameters.

5.THEEFFECTOFSILANOLACTIVITYONTHERETENTIONOFPHENOLANDANI-

LINE.COMPARISONOFTHEPHENYL-AMINEANDPHENYL-HYDROXYLGROUPS

INTERACTIONWITHRESIDUALSILANOLGROUPS.

(a)WeshowedthatthetypeIadsorptionisothermofphenolfrommethanol–water

mixtureconvertsintotypeIIbecauseoftheaminegroupofaniline.Theinterac-

tionbetweenadsorbedmoleculesincreasesifwereplacemethanolbyacetonitrile.

(b)Wedeterminedthatinthecaseofacetonitrile–watermixture,thesilanol-groups

aremoreaccessibleforthesamplemoleculescomparisonwithmethanol–water

mixture.Theequilibriumconstantoftheadsorptionisalmostdoubleinthecase

ofanilinefromacetonitrileasorganicmodifier,butinthecaseofphenol,itre-

mainsnearlyconstantinbothmobilephases.

(c)Comparingtheinteractionbetweentheadsorbedmolecules,weshowedthatthe

decreaseofthesurfacecoverage,andthechangeoftheorganicmodifierfrom

methanoltoacetonitrilesupporttheformationofadsorbedmultilayerabovethe

adsorbentsurface.
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molecules,theinteractionisweakerandaffectsonly1or2moleculelayersdis-

tance.

(d)Weconfirmedthatthenegativeexcessoftheorganicmodifierdecreasessignifi-

cantlybecauseoftheend-capping.Theend-cappinghamperseffectivelytheen-

richmentofwatermoleculesinthedeepersegmentsofthestationaryphase.

3.DESCRIBINGOFTHEADSORPTIONPROCESSOFORGANICSOLVENTMOLECULES

ONAPOLARSURFACESUSINGADSORPTIONISOTHERMS.

(a)Wedescribedtheadsorptionbehaviourofacetonitrile,ethanol,isopropylalcohol

andtetrahidrofuranbasedontheiradsorptionisothermsdeterminedfromwater.

Weshowed,thatallthemoleculesonhighsurfacecoveragesshowheterogeneous

adsorptionanddescribedusingthebi-Languirisotherm.Thehomogeneusad-

sorptionappearsoncolumnswithmediumcoveragedensityinthecaseofalco-

hols,butinthecaseoftetrahydrofuranthehomogeneousadsorptiondescribed

bythesimpleLangmuir-equationappearsonlyonthecolumnwiththelowerhy-

drophobicity.

(b)Bycalculatingtheaffinity-energydistributionoftheorganicsolventmoleculeswe

confirmedtheheterogeneousadsorptionbehaviour,andthetransitionintoho-

mogeneousonewiththedecreaseofthecolumn’shydrophobicity,andsurface

coverage.Withtheanalysisoftheadsorptionenergydistributions,weshowed

thattheenergydifferencebetweenthehighandlow-energyadsorptionsitesis

decreasingwiththedecreaseofthesurfacecoverage,andcollapsestoonlyone

adsorptioncenteratlowsurfacecoverages.

(c)Wedemonstratedtheeffectoftheend-cappingontheadsorptionenergydistribu-

tionusingethanolastestmolecule.Weshowedthattheeffectsoftheend-capping

are:(i)oncolumnswithhighsurfacecoveragethebimodaldistributionremains,

theadsorptionenergiesshifttowardhigherenergies,andthesaturationcapac-

ityofthehighenergycenterdecrease.(ii)theend-cappingeliminatesthehigh-

energysitesonlowersurfacecoverages,andthelowerenergysiteshiftstoward

higherenergies.

(d)Withthemodellingoftheadsorptionisothermdatapoints,weconfirmedthat

themaximumsaturationcapacityisformedonthecolumnwithmediumsurface

coverage.
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4Results

1.THECHARACTERIZATIONOFLIQUIDCHROMATOGRAPHICCOLUMNSWITHDIF-

FERENTSURFACECOVERAGESUSINGINVERSESIZEEXCLUSIONCHROMATOG-

RAPHY.

(a)Thecolumnvolumesnecessaryforthermodynamiccalculationsweredetermined

usingmono-dispersepolystyrenestandardsdissolvedintetrahydrofuran.The

standardswithlowmolecularweight(580-6930Da)thetotalliquidphase(Vmf)

wasdeterminedinthecolumn,thestandardswithbiggermolecularweight

(10100-3250000Da),becauseoftheexclusionfrommicro-andmacro-poresthe

interstitialvolume(Vex)wasdetermined.

(b)Usingthestochastictheoryofsizeexclusionchromatography,weshowedthat

withtheincreaseofthesurfacecoverageoftheC18chains,theporeradius(rp)

exponenciallydecreases,thetotalporosityofthecolumn(εT)decreaseslinearly.

(c)Withthedeterminationofthephysicalpropertiesofthecolumns,weconfirmed

thattheinterstitialvolumeofthecolumnsisnotaffectedsignificantlybythe

chemicalmodification,incontradiction,theporevolumesaredecreasesignifi-

cantlywiththecarbonloadofthecolumnsduringthemodification.Thechemical

modificationofthenakedsilicagelwithoctadecyl-ligandsaffectsthepolarityand

thevolumeoftheporesaswell.

2.THEDESCRIPTIONOFTHEPARTITIONOFHYDRO-ORGANICMIXTURESBYUSING

SURFACEEXCESSISOTHERMS.

(a)Wedescribedtheinteractionwithapolarsurfaceofhydro-organicmixtureswith

methanol,acetonitrile,isopropylalcoholandtetrahidrofuranasorganicmodifier.

Weshowedthatthepreferentialadsorptionofwateronlypresentathighorganic

contents,whatbecomemoreaffectedwhentheorganicmodifiershydrophobicity

(logP)increses.Wedeterminedthatthenegativeexcessoftheorganicsolventis

increasewiththedecreaseofthesurfacecoverage.

(b)Wedeterminedthatthemaximalexcessoftheorganicmodifierispresenton

columnswithmediumsurfacecoverage(1,11-1,68µmol/m2).Weshowedthatthe

highsurfacecoveragedoesnotmeanhigherefficiencyineverycase.

(c)Inthecaseofacetonitrileandtetrahidrofuran,weshowedthattheinteraction

withapolarsurfacesisstrongandaffectsthroughanumberofmolecularlay-

ersdistance.Inthecaseofalcohols,becauseofthehidrogenbondswithwater
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3MaterialsandMethods

Thecolumnsusedinthisstudyweresynthetizedwiththechemicallymodificationofthe

sameporousKromasil-100silicagel(AkzoNobel,Bohus,Sweden).Thephysico-chemical

propertiesofthesilicagelislistedintable1.

Table1:ThemainpropertiesoftheKromasil-100silica-gel.

averageparticlesize[dp]5µm
specificsurfacearea[SBET]313m2/g
averageporediameter[D]101Å
specificporevolume[Vp]0,87g/cm3

surfaceconcentrationofsilanolgroups[αOH]7,1µmol/m2

Thesilanizationwasdoneinvacuuminspecialreactor.Theneatsilicagelwasdried

invacuum(10−3Pa)on1900Cduring12hours.Tosynthetizeadsorbentswithdifferent

surfacecoverageweaddeddimethyl-octadecyl-chlorosilane(WackerGmbH,Munich,Ger-

many)andmorpholine(Sigma-Aldrich,Steinheim,Germany)totheneatsilicagelintheap-

propriateconcentration.Afterthesilanizationthereactantswereseparatedfromtheprod-

uctswithfiltrationusingtoluene,methanolandhexaneforwashing,andthanwedriedthe

product.Usingtheabovemethodwesynthesizedadsorbentswithfivedifferentsurfacecov-

erageintherangeof0.33-3.27µmol/m2.

Theendcappingwasdoneusingtheabovementionedadsorbents,usingmorfolineand

trimethyl-chlorosilane.Thereactiontimewas12hoursandwasfollowedbyawashingand

dryingstep.

Usingthismethodology,wesynthetized11liquidchromatographiccolumnswithdiffer-

entsurfacecoverages.

ThechromatographicexperimentswerecarriedoutusinganAgilent1100liquidchro-

matograph(PaloAlto,CA),whichcontainedabinarygradientpump,anautosamplerwith

100µlsampleloop,columnthermostateanddiodearraydetector.Theexperimentswere

carriedoutusing1cm3/minflowrateat298Ktemperature.
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2ResearchAims

Inourworkweaimtoinvestigatetheeffectofthesurfacecoverageandtheeffectofthe

residualsilanolgroupsontheadsorptionofhydro-organicmixturesandtestmoleculewith

lowmolecularweightoncommonlyusedC18chromatographiccolumns.

Weinvestigatedthepartitionintheliquid-solidinterfaceofliquidmixturesoftenuse

intheeverydaypracticeofliquidchromatography.Aftertheinvestigationofthesolvent

adsorption,withtheaidofweaklyacidic(phenol)andweaklybasic(aniline)testmolecules

weinvestigatedtheeffectofthehydrophobicligandsandtheresidualsilanolgroupsonthe

retentionprocesses.Ourresearchgoalswere:

1.ThecharacterizationoftheC18columnsinliquidphaseusinginversesizeexclusion

chromatography.Thedeterminationofthevolumeofthemobilephase,theporevol-

umeandthestationaryphase.

2.Theinvestigationofthesolventadsorptiononreversedphasecolumns,thedetermi-

nationoftheexcessadsorptionofcommonlyusedorganicsolventsonthebasisofex-

cessisotherms.Theexaminationoftheporere-wettingprocessfrommobilephases

withdifferentpolarity.

3.Thedeterminationoftheadsorptionisothermsoforganicsolventmolecules.The

modellingoftheadsorptionprocesses,andthedescriptionoftheadsorptioncenters

affecttheadsorptionofsolventmolecules.

4.Theeffectoftheorganiccomponentofthemobilephaseontheadsorptionisotherms

andoverloadedelutionbandsofphenol.Thedeterminationofthechangeofthe

saturationcapacitiesandtheequilibriumconstantsofadsorptiononend-capped

columns.

5.Theroleoftheresidualfreesilanolgroupsontheretentionofanilineandphenol,the

effectontheiradsorptionisothermsandoverloadedelutionbands.

6.Thepredictionoftheshapeandpositionofoverloadedelutionbandsoncolumnswith

differentsurfacecoveragesbasedontheadsorptionisothermdata.Thedetermination

ofthecorrelationbetweenpeakshapeandthesurfacecoverage,andmodellingof

preparativescaleseparations.
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1Introduction

Basedontheappliedsamplesizesduringtheseparationprocess,linearandnonlinearchro-

matographycanbediscriminated.Linearoranalyticalchromatographyisthegenerally,ev-

erydayusedroutinetoseparateandanalysecomplexsamplesordetectimpuritieswith

lowconcentration.Nonlinearchromatographydealswiththepurificationorseparationof

sampleswithhighconcentration.

Infactlinearityornonlinearitydenotetheshapeofthesamplecomponent’sadsorption

isotherm.Alltheisothermsbeginwithalinearpartatsmallconcentrationswhichfollow

byacurvedpartathigherconcentrations.Theadsorptionisothermsbasicallydetermine

thecorrespondinganalyte’sbehaviourunderthecorrespondingexperimentalconditionsin

thechromatographicsystem.Theypredicttheconcentrationrangeinwhichthecompo-

nentsbehaveinalinearmanner,andfromwhichconcentrationthresholdtheeffectofthe

isothermcurvaturehastobetakenintoaccount.

Theadsorptionisothermsincolumnchromatographycangiveadetailedviewonthe

retentionprocessesontheadsorbent.Theinformationcanbegatheredbymodellingand

interpretingtheadsorptionisothermdataofthecompoundofinterest.Thelinearpartofthe

isothermgivesonlylimitedamountofinformation,thedetaileddescriptionoftheretention

processescanbedonebythedescriptionoftheadsorptionisotherminawideconcentration

rangeincludethecurvaturepartaswell.Inotherwords,wehavetooverloadthecolumn.

UndertheoverloadedconditionstheGaussianchromatographicpeaksobservedunderlin-

earconditionswillbechanged.Thestudyofthedeformationofthechromatographicpeaks

resultedbytheoverloadingeffectisthekeytooptimizeandmakemoreefficientpreparative

chromatographicprocesses.

Inthepracticeofhighperformanceliquidchromatography,thereversedphaseadsor-

bentspayanimportantrole.Theproductionandthesurfacemodificationwithapolaror-

ganicchains–usuallyn-alkanes–ofporoussilicamicroparticleswithhighmechanically

stability,giveshugeversatilityandwideapplicationrangeoftheseparationprocessesus-

ingreversedphasecolumns.Theretentionisbasedonthepartitionprocessbetweenthe

bondedapolar,andthepolarmobilephase.

Inthisthesisweinvestigatedoctadecyl-bondedporous,silica-basedreversedphaseliq-

uidchromatographiccolumns.Wediscussthepartitionofcommonlyusedhydro-organic

mobilephases,wedescribetheretentionprocessesofselectedtestmolecules,andbymod-

ellingthehighconcentrationoverloadedelutionbands,wesimulatetheeffectoftheover-

loadingonpreparativeprocesses.
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