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Autoreferat wraz z oméwieniem osiggniecia naukowego

Wprowadzenie

W 2002 roku rozpoczatem studia na Wydziale Chemii Uniwersytetu Mikotaja Kopernika
w Toruniu. Prace magisterskg wykonywatem na specjalnosci chemia srodowiska. Praca
dyplomowa wykonana pod kierunkiem prof. dr. hab. Bogustawa Buszewskiego dotyczyta
problemu adsorpcji rozpuszczalnikéw w chromatografii cieczowej i fenomenu generowania
tzw. ,solvent pikéw”. Podczas realizacji pracy magisterskiej, w czasie 4-go i 5-go roku
studibw odbytem trzy 3-miesieczne staze naukowe na Uniwersytecie w Pecz (Wegry)
w grupie profesora Attili Felingera i na Uniwersytecie w Pardubicach w grupie badawczej
profesora Pavla Jandery. Podczas pobytu poszerzytem swojg wiedze z zakresu mechanizmu
retencji w chromatografii cieczowej i opisu proceséw solwatacyjnych. Tytut magistra
uzyskatem w 2007 roku. Wyniki przedstawione w mojej pracy magisterskiej, jak rowniez
wyniki otrzymane podczas stazy zagranicznych prezentowatem na konferencjach
miedzynarodowych. Ukazaty sie one takze drukiem w formie publikacji naukowych [1-3].

W 2007 roku zostatem stuchaczem Studium Doktoranckiego na Wydziale Chemii UMK.
Tematyka podjetych badan dotyczyla opisu proceséw solwatacyjnych i ich wptywu
na mechanizm retencji w uktadzie odwréconych faz chromatografii cieczowej. Szczegdtowym
przedmiotem badan byt opis preferencyjnej adsorpcji czgsteczek takich rozpuszczalnikéw
jak: metanol, etanol, propan-2-ol, acetonitryl i woda, na powierzchni chemicznie zwigzanych
faz stacjonarnych, w tym na resztkowych grupach silanolowych i tancuchach alkilowych
z wykorzystaniem binarnych hydroorganicznych eluentéw w wysokosprawnej chromatografii
cieczowej. Wszystkie pomiary chromatograficzne wykonywatem na samodzielnie
zsyntezowanych chemicznie zwigzanych oktadecylowych fazach stacjonarnych wedtug
metody opracowanej przez Buszewskiego [4, 5]. W pierwszym etapie badan otrzymywane
materialy chromatograficzne poddawatem wnikliwej charakterystyce z wykorzystaniem
technik instrumentalnych, takich jak analiza elementarna, spektroskopia w podczerwieni
(FT IR), niskotemperaturowa adsorpcja azotu (LTNA) i magnetyczny rezonans jgdrowy dla
ciata statego (CP MAS NMR) [6]. Na otrzymanych adsorbentach przeprowadzatem pomiary
adsorpcji rozpuszczalnikbw poprzez wyznaczenie izoterm nadmiarowych rozpuszczalnikow
Z mieszanin binarnych [6] oraz wptywu cisnienia i temperatury na proces solwatacji fazy
stacjonarnej [7]. Wykonatem roéwniez poréwnanie procesu adsorpcji rozpuszczalnikéw na
fazach stacjonarnych po przeprowadzeniu wtérnej silanizacji [8]. Badania te wykazaty
adsorpcje metanolu na resztkowych grupach silanolowych poprzez tworzenie wigzan
wodorowych, co znacznie pozniej zainspirowato mnie do opracowania testu umozliwiajgcego
wyznaczenie ilosci aktywnych grup silanolowych na powierzchni fazy stacjonarnej [9].
Analogiczne pomiary wykonatem na serii faz stacjonarnych zawierajgcych polarne grupy
funkcyjne, w celu okreslenia wptywu tych grup na selektywng adsorpcje rozpuszczalnikow.
Przeprowadzone pomiary wykazaty preferencyjng adsorpcje metanolu w przypadku
chemicznie zwigzanych faz stacjonarnych zawierajgcych grupy funkcyjne mogace tworzyc¢
wigzania wodorowe (grupy aminowe, amidowe itp.). Preferencyjna adsorpcja z acetonitrylu
zostata zaobserwowana w przypadku materiatdbw zawierajgcych elektrony 11 (pierscien
fenylowy i grupa nitrylowa) [10]. Opis proceséw solwatacyjnych zostat wzbogacony wynikami
z pomiaru efektow cieplnych adsorpcji rozpuszczalnikéw na modyfikowanych powierzchniach
krzemionkowych [11, 12]. Uzyskane rezultaty poddatem réwniez weryfikacji wykorzystujgc
wtym celu modelowanie komputerowe procesu adsorpcji rozpuszczalnika bedgcego
w kontakcie z modyfikowang powierzchnig krzemionki [13]. Nowatorskim podejsciem
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do charakteryzowania chemicznie zwigzanych faz stacjonarnych zastosowanym podczas
realizacji pracy doktorskiej byt pomiar potencjatu zeta, ktéry tworzy sie w kontakcie
powierzchni fazy stacjonarnej z mieszaning rozpuszczalnikow, bedgcych fazg ruchomag [14].

W celu opisu mechanizmu retencji wyznaczytem izotermy adsorpcji analitow testowych
o charakterze kwasowym (fenolu) i zasadowym (aniliny) na serii przygotowanych wypetnien
chromatograficznych. Umozliwito to okreslenie wptywu grup funkcyjnych oraz solwatacji
chemicznie zwigzanej fazy stacjonarnej na retencje analitu [15, 16]. Stosujgc fazy ruchome
0 wysokiej zawartosci wody wyznaczytlem zalezno$¢ retencji od skiadu fazy ruchomej
i gestosci pokrycia fazy stacjonarnej czgsteczki amoksycyliny, posiadajgcej réznorodne
grupy funkcyjne. Na podstawie przedstawionych wynikow dokonatem opisu mechanizmu
retencji analitéw w uktadzie faz odwrdéconych chromatografii cieczowej [17].

Na marginesie mozna dodac¢, ze w trakcie pracy nad rozprawg doktorskg finansowang
poprzez przyznany grant promotorski, zrealizowatem praktycznie réwnolegle, jeszcze jeden
projekt badawczy dla miodych naukowcéw, finansowany przez Ministerstwo Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego — luventus Plus, ktérego bytem kierownikiem.

Wspomniane publikacje zlozyly sie na przygotowang pod kierunkiem prof. dr. hab.
Bogustawa Buszewskiego rozprawe doktorskg zatytutowang Opis mechanizmu retencji
W wysokosprawnej chromatografii cieczowej z wykorzystaniem wieloskiadnikowych
hydroorganicznych faz ruchomych, ktérg z wyréznieniem obronitem 15 czerwca 2011 roku.
Rozprawa doktorska uzyskata szereg nagrod i wyrdznien.

Po uzyskaniu tytutu doktora nauk chemicznych, zostatem zatrudniony na Wydziale
Chemii UMK na stanowisku asystenta. Podjeta przeze mnie tematyka badawcza dotyczyta
syntezy nowych chemicznie zwigzanych faz stacjonarnych do chromatografii cieczowe;j,
ktéra zostata poprzedzona wstepnymi badaniami nad cholesterolowymi fazami stacjonarnymi
jeszcze przed obrong rozprawy doktorskiej [18, 19]. Wyniki przeprowadzonych badan
nie zostaty ujete w rozprawie doktorskiej. Moje zainteresowanie zostato rowniez skierowane
w strone syntezy materiatdw do chromatografii jonowej. W ramach realizacji tych badan
otrzymano dendrymerowg faze stacjonarng na powierzchni nosnika polimerowego, zdolng
do rozdzielania anionéw nieorganicznych [20, 21].

Znajomos¢ procesOw solwatacyjnych jak réwniez umiejetnosé syntezy alkilowych faz
stacjonarnych do chromatografii cieczowej staty sie punktem wyjscia do syntezy nowych
materiatdbw chromatograficznych o wiasciwosciach hydrofobowo-hydrofilowych, ktére
stanowig podstawe rozprawy habilitacyjnej. Dotychczasowa wiedza z zakresu procesow
solwatacji, jak i dalsze badania wykonane podczas realizacji rozprawy habilitacyjnej
umozliwity mi synteze nowych faz stacjonarnych do chromatografii cieczowej, zawierajgcych
grupy funkcyjne dajgce okreslone efekty solwatacyjne w uktadach rdéznych
rozpuszczalnikow, w szerokim zakresie od czystej wody do czystych rozpuszczalnikow
organicznych. Poprzez odpowiednie potgczenie hydrofobowych (alkilowych, arylowych)
i polarnych (fosforanowych, estrowych, fosforoamidowych, aminowych) grup funkcyjnych,
wtym rowniez grup zjonizowanych (czwartorzedowe sole amoniowe) otrzymatem serie
wypetnien chromatograficznych o wtasciwosciach hydrofobowo-hydrofilowych, znajdujgcych
zastosowanie w ukfadzie odwrdconych faz chromatografii cieczowej, w chromatografii
oddziatywan hydrofilowych i w chromatografii jonowe;j.
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Fazy stacjonarne o wfasciwosciach hydrofobowo - hydrofilowych

Zastosowana faza stacjonarna w pofgczeniu z fazg ruchomg decyduje o retencji
I selektywnosci rozdzielenia w uktadzie chromatografii cieczowej. Historycznie, w zaleznosci
od wiasciwosci powierzchniowych fazy stacjonarnej, chromatografia cieczowa zostata
podzielona na normalny (NP) i odwrocony ukfad faz (RP) [22, 23]. W normalnym uktadzie
faz, faza stacjonarna jest polarna (np. niemodyfikowany zel krzemionkowy), a faza ruchoma
to najczesciej mieszanina rozpuszczalnikow o niskiej polarnosci. W odwréconym uktadzie
natomiast faz faza stacjonarna jest niepolarna (najczesciej zawiera tancuchy C18 zwigzane
do powierzchni krzemionki), a faze ruchomg stanowi mieszanina wody i rozpuszczalnika
organicznego o znacznej polarnosci, jak np. metanol i acetonitryl [24, 25]. W ostatnich latach
opracowano nowy uktad chromatografii cieczowej - chromatografie oddziatywan
hydrofilowych (HILIC) [26]. HILIC stanowi potgczenie polarnej fazy stacjonarnej i fazy
ruchomej zawierajgcej wiecej niz 60% rozpuszczalnika organicznego, najczesciej
acetonitrylu w potaczeniu z wodg. Uktad ten umozliwia rozdzielanie substancji polarnych.
Typowymi fazami stacjonarnymi dla HILIC sg wiec materiaty stosowane dotychczas
w normalnym ukfadzie faz, takie jak niemodyfikowana krzemionka, fazy diolowe, aminowe,
ect. [27]. Niemniej jednak istnieje zapotrzebowanie na nowe fazy stacjonarne do HILIC,
charakteryzujgce sie wiekszg selektywnoscig niz dotychczas stosowane. Efekt ten mozna
osiggnaC poprzez opracowywanie materiatdw zawierajgcych w swej strukturze rdznego
rodzaju grupy funkcyjne, ktérych specyficzne oddziatywania z rozdzielanymi substancjami
zaowocujg zwiekszong selektywnoscig rozdzielenia.

Dodatkowym powodem dla syntezy nowych faz stacjonarnych do chromatografii
cieczowej sg oczekiwania tzw. zielonej chemii [28]. Prowadzone sg badania
nad zmniejszaniem zuzycia rozpuszczalnikédw organicznych poprzez miniaturyzacje i zmiane
toksycznych rozpuszczalnikow na etanol [29] lub zmiane warunkéw chromatograficznych
w celu zastosowania wody bez modyfikatora organicznego jako fazy ruchomej [30, 31].
Istotna wydaje sie mozliwos¢ syntezy materiatdw, ktére bedzie mozna wykorzystac
do rozdzielen chromatograficznych z zastosowaniem czystej wody jako fazy ruchomej.

Kolejnym problemem wspotczesnych metod chromatograficznych jest powszechne
zastosowanie oktadecylowej fazy stacjonarnej (C18) w odwréconym uktadzie faz do analiz
substancji polarnych. O ile odwrdcony uktad faz miat stuzy¢ do rozdzielania substancji
hydrofobowych, zastosowanie fazy C18 do analizy zwigzkéw polarnych narzuca koniecznosc¢
znacznych modyfikacji fazy ruchomej, takich jak dodatek soli buforujgcych, kwasow,
odczynnikéw par jonowych, jonowych srodkéw powierzchniowo czynnych itd. Zastosowanie
powyzszych dodatkow komplikuje sktad fazy ruchomej powodujgc problemy z jej
odtwarzalnoscig, a przez to z powtarzalnoscig wynikow, jak rowniez skraca czas pracy
kolumn chromatograficznych. Wydaje sie¢ zatem by¢é wuzasadnione wprowadzenie
alternatywnych materiatdw o zwiekszonej polarnosci, ktérych zastosowanie w odwréconym
uktadzie faz umozliwitoby rozdzielanie substancji o znacznej polarnosci.

Obecnie znane sg materiaty chromatograficzne dla odwréconego uktadu faz, zawierajagce
polarne grupy funkcyjne wbudowane w tancuch hydrofobowy (ang. polar embedded) lub
dotgczone do fazy stacjonarnej na etapie wtornej silanizacji (ang. polar endcapped) [32].
Modyfikacje te miaty zazwyczaj na celu zwiekszenie stabilnosci materiatu w fazie ruchomej
0 zwiekszonej zawartosci wody. Przyktadem takiego materiatu mogg byé fazy
N-alkiloamidowe [33, 34], jak réwniez komercyjnie dostepne materiaty, dla ktérych
producenci nie podajg rodzaju zastosowanych grup funkcyjnych. Wprowadzenie nowych faz
stacjonarnych o specyficznych wtasciwosciach jest jednoczesnie powigzane z koniecznoscig
petnego opisu zjawisk powierzchniowych zachodzacych na granicy faz: faza
stacjonarna/faza ruchoma w uktadzie chromatograficznym.
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Cel badan realizowanych w ramach habilitacji

Celem podjecia niniejszych badan realizowanych w ramach rozprawy habilitacyjnej byt
opis proceséw powierzchniowych w chromatografii cieczowej z wykorzystaniem nowych
materiatdbw chromatograficznych. Fazy stacjonarne z wbudowanymi grupami polarnymi,
mogace pracowac w szerokim zakresie faz ruchomych, w tym rowniez w warunkach czystej
wody jako fazy ruchomej oraz w ukfadzie HILIC znaczaco roznig sie od faz alkilowych. Stad
tez stato sie to przyczyng do podjecia proby syntezy nowego typu faz stacjonarnych
zawierajgcych rézne, chemicznie zwigzane grupy funkcyjne oraz opisu zachodzacych
zjawisk powierzchniowych w ukfadzie chromatograficznym.

Biorgc pod uwage zapotrzebowanie na nowatorskie fazy stacjonarne do chromatografii
cieczowej i technik pokrewnych we wspoétczesnej nauce oraz opis ich wiasciwosci
powierzchniowych, podjeto badania naukowe, ktérych celem byto:

1. Opracowanie metod syntezy faz stacjonarnych o wiasciwosciach hydrofobowo-
hydrofilowych, zawierajgcych wigzania estrowe [H1], fosfoestrowe [H2] oraz wigzanie
fosforoamidowe [H3, H4, H5], ich charakterystyka instrumentalna oraz
chromatograficzna;

2. Poréwnanie fenylowych faz stacjonarnych z wbudowanymi polarnymi grupami
funkcyjnymi w celu polepszenia stabilnosci materiatéw w warunkach duzej ilosci wody
w fazie ruchomej [H6];

3. Poréwnanie wiasciwosci powierzchniowych cholesterolowych faz stacjonarnych, w tym
synteze nowej fazy cholesterolowej o zwiekszonej gestosci pokrycia w celu
rozdzielania hormonow sterydowych [H7, H8];

4.  Opracowanie metod syntezy nowej generacji faz stacjonarnych do chromatografii
jonowej na nosniku krzemionkowym, w celu zwiekszenia efektywnosci i selektywnosci
rozdzielania [H9, H10];

5. Opis wiasciwosci powierzchniowych faz stacjonarnych z wbudowanymi grupami
polarnymi poprzez pomiar potencjatu zeta na granicy faza stacjonarna - faza ruchoma
[H9, H11];

6. Opis proceséw solwatacyjnych, bedacy podstawg mechanizmu retencji w uktadzie
chromatografii cieczowej, jak réwniez punktem wyjsciowym do syntezy
i charakterystyki materiatdw zawierajgcych grupy funkcyjne o zréznicowanej polarnosci
[H12, H13, H14].
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Opracowanie metod syntezy faz stacjonarnych o wfasciwosciach hydrofobowo-
hydrofilowych, zawierajacych wigzania estrowe, fosfoestrowe oraz wigzanie
fosforoamidowe

Ideg przewodnig prac H1-H5 byta synteza nowych faz stacjonarnych do chromatografii
cieczowej w odwréconym uktadzie faz i w chromatografii oddziatywan hydrofilowych w celu
opracowania materiatdw o specyficznych wtasciwosciach powierzchniowych, powodujgcych
lepsza selektywnos¢ rozdzielenia i stabilnos¢ w warunkach wysokiej zawartosci wody w fazie
ruchomej. Przedstawione prace stanowig opracowanie metod syntezy i charakterystyki
oryginalnych materiatdw chromatograficznych, nie przedstawianych wczes$niej w literaturze
swiatowej. Nadrzednym celem prowadzonych badan bylo opracowanie chemicznie
zwigzanych faz stacjonarnych zawierajgcych zaréwno grupy hydrofobowe (alkilowe, arylowe,
itp.), jak i grupy polarne. Materiaty takie bylyby dedykowane do analizy zwigzkéw
chemicznych o znacznej polarnosci.

Poszczegdlne prace przedstawiajg metody syntezy réznych faz stacjonarnych:
N,O-dialakilofosforoamidowych z réznymi dtugosciami tahcuchéw hydrofobowych [H3, H4],
faz stacjonarnych z wigzaniem estrowym [H1] i z wigzaniem fosfoestrowym [H2]. Wszystkie
trzy typy materiatébw stanowig potgczenia dwoch typow faz stacjonarnych: materiatow
Zz wbudowanymi grupami polarnymi i materiatéw zawierajgcych wolne grupy polarne [32],
ktére wpisujg sie w obecne Swiatowe trendy rozwoju chemicznie zwigzanych faz
stacjonarnych.

Pierwszym otrzymanym przeze mnie nowatorskim materiatem chromatograficznym byty
fazy N,O-dialakilofosforoamidowe [H3, H4]. Jako nosnik do syntezy wykorzystatem zel
krzemionkowy ze wzgledu na jego bardzo dobre witasciwosci chromatograficzne [35, 36].
W pierwszym etapie Zel krzemionkowy zostat zmodyfikowany grupami aminopropylowymi
[37, 38]. W kolejnym etapie syntezy do grup aminowych przytgczany byt tancuch organiczny
(pochodzgcy z alkoholu) poprzez grupe fosforanowg (wprowadzang jako tlenochlorek
fosforu). Tak otrzymany materiat chromatograficzny zawierat w swej strukturze fancuch
alkilowy (C10 Ilub C18 w zaleznosci od zastosowanego alkoholu), grupe fosforanowg
wbudowang w tancuch i grupy aminowe, zaréwno zwigzane z grupg fosforanowa,
jak i w formie wolnej. Struktury opracowanych faz N,O-dialkilofosforoamidowych przedstawia
Rysunek 1.
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Rysunek 1. Struktury faz N,O-dialkilofosforoamidowych.

Kolejnym etapem prowadzonych badan byta wnikliwa analiza instrumentalna, w celu
weryfikacji struktury otrzymanych materiatow. W tym celu wykonatem analize elementarng
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okreslajgc zawarto$ci procentowe wegla, azotu i wodoru w otrzymanym materiale. Uzyskane
dane umozliwity obliczenie gestosci pokrycia nosnika krzemionkowego zwigzanymi
ligandami. W dalszym etapie wykonywane byly pomiary spektroskopowe w zakresie
podczerwieni oraz magnetyczny rezonans jgdrowy. Przeprowadzone analizy potwierdzity
obecnos¢ okreslonych grup funkcyjnych i zaktadang strukture chemicznie zwigzanej fazy
stacjonarnej [H3].

Po upakowaniu otrzymanych faz stacjonarnych w stalowych kolumnach,
przeprowadzitem ich charakterystyke chromatograficzng. Jednym 2z podstawowych
parametrow koniecznych do okreslenia byta hydrofobowos$¢ i polarnosé (mierzona jako
aktywnosc¢ silanolowa). W tym celu zastosowatem test opracowany przez S. Galushko.
W kolejnym etapie sprawdzitem mozliwosci zastosowania otrzymanych materiatéw
w odwréconym uktadzie faz. Pomimo obecnych w strukturze polarnych grup funkcyjnych
(aminowych i fosforanowych), fazy N,O-dialkilofosforoamidowe spetniajg warunki stawiane
chemicznie zwigzanym fazom stacjonarnym do chromatografii cieczowej w odwréconym
uktadzie faz [H8]. Zastosowanie otrzymanych materiatdbw umozliwito rozdzielenie alkilowych
pochodnych benzenu, co $wiadczy o dobrej selektywnosci metylenowej. Zastosowanie
nowatorskich materiatbw umozliwia rowniez rozdzielanie wybranych wielopierscieniowych
weglowodorow aromatycznych. Dodaé nalezy, iz analize mozna wykonac¢ przy znacznie
nizszej zawartosci procentowej rozpuszczalnika organicznego w fazie ruchomej (50% Iub
60%) niz stosujgc fazy oktadecylowe. W przypadku selektywnosci fenylowej obserwuje sie
nizsze wartosci niz dla typowych faz C18, co jest zwigzane z nizszg gestoscig pokrycia.
Na szczegolng uwage zastuguje fakt, iz lepsze parametry chromatograficzne, np. wyzszg
sprawnos¢é, fazy N,O-dialkilofosforoamidowe wykazujg przy zastosowaniu metanolu jako
modyfikatora organicznego a nie acetonitrylu, jak w przypadku faz oktadecylowych. Jest
to wynikiem solwatacji polarnych grup funkcyjnych, szczegdlnie aminowych, przez metanol
[H4]. Fazy N,O-dialkilofosforoamidowe wykazujg rowniez bardzo dobrg solwatacje
w warunkach czystej wody jako fazy ruchomej (bez dodatku rozpuszczalnika organicznego).
W takich warunkach jest mozliwe ich zastosowanie do rozdzielania mieszaniny nukleozydow.
Otrzymanie materiatu umozliwiajgcego wykonywanie rozdzielen chromatograficznych
w warunkach czystej wody niesie ze sobg zaréwno warto$ci ekonomiczne jak i ekologiczne,
poprzez eliminacje zuzycia rozpuszczalnikdw organicznych.

Bardzo ciekawg cechg faz N,O-dialkilofosforoamidowych sg  wifasciwosci
pseudomembranowe [H5], ktére umozliwiajg zastosowanie chromatografii cieczowej
do badania oddziatywan substancji z btong biologiczng [39-42]. Dotychczas, jako wzorcowa
faza stacjonarna do tego typu badan stosowana byta faza IAM (ang. Immobilized Artificial
Membrane) [43, 44]. W przeprowadzonych badaniach dla czterech grup zwigzkéw o réznym
charakterze chemicznym (nukleozyddw i zasad azotowych, alkilowych pochodnych benzenu,
wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych oraz flawonoidéw) wykazatem bardzo
wysoka korelacje pomiedzy parametrem log k,, otrzymanym z wykorzystaniem kolumny IAM
oraz fazg stacjonarng N,O-dialkilofosforoamidowg z tancuchem C18. Zaobserwowatem
rowniez bardzo wysokg korelacje pomiedzy parametrem log k, a parametrem log P,
bedagcym miarg hydrofobowosci substancji. Otrzymane wyniki swiadczg o zblizonych
wiasciwosciach powierzchniowych tych materiatow, jak rowniez potwierdzajg zatozenie,
ze otrzymana faza stacjonarna, dzieki kombinacji dobranych grup funkcyjnych, symuluje w
rownie dobry sposob wiasciwosci btony biologicznej. Badania potwierdzajg réwniez
mozliwo$¢ zastosowania otrzymanej fazy chromatograficznej do przewidywania oddziatywan
substancji z btong biologiczng ze zblizong skutecznoscia, jak obecnie stosowana faza IAM.
Doda¢ nalezy, ze faza N,O-dialkilofosforoamidowa posiada prostszg strukture i jest
tatwiejsza w syntezie, niz faza IAM [H5].
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Kolejnym zastosowaniem fazy N,O-dialkilofosforoamidowej jest rozdzielanie fosfolipidow
w uktadzie RP HPLC wzgledem polarnosci. Pomiary te zostaty wykonane w uktadzie off-line
dwuwymiarowej chromatografii cieczowej [45]. Ze wzgledu na ortogonalne wiasciwosci
w porownaniu do fazy oktadecylowej, otrzymany uktad dwuwymiarowy wykazat bardzo dobrg
rozdzielczos¢ wzgledem fosfolipidow jaja kurzego. Faze N,O-dialkilofosforoamidowsg
zastosowatem réwniez z powodzeniem w uktadzie HILIC [H15].

W przypadku prac nad syntezg faz z wigzaniem estrowym [H1] oraz z wigzaniem
fosfoestrowym [H2], materiatem wyjsciowym do syntezy byta krzemionka zmodyfikowana
silanem zawierajgcym grupy hydroksylowe (diolowe). W przypadku faz estrowych
modyfikacje powierzchni wykonywatem poprzez reakcje z chlorkiem kwasu dodecylowego
lub chloromréwczanem cholesterylu. Otrzymatem w ten sposdb chemicznie zwigzane fazy
stacjonarne zawierajgce tahcuch 12-sto weglowy (Diol-Ester C12) Ilub czgsteczke
cholesterolu (Diol-Chol) zwigzane z nosnikiem poprzez wigzanie estrowe. Struktury nowych
faz stacjonarnych przedstawia Rysunek 2.

Dial-Ester C12 Diol-Chol

o
o o:§
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>/OH é,OH
O ?
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Rysunek 2. Struktury estrowych faz stacjonarnych.

Otrzymane fazy estrowe wpisujg sie doskonale w idee materiatdw, zawierajacych
wbudowane grupy polarne w strukture zwigzanych ligandéw. Jednoczesnie,
nieprzereagowane ligandy diolowe stanowig dodatkowe polarne centra aktywne.

Otrzymane materiaty chromatograficzne poddatem analizie spektroskopowej w celu
potwierdzenia ich struktury. Wykorzystatem do tego spektroskopie FT-IR oraz NMR ciata
statego dla jgder *C i *°Si. Wykonatem réwniez analize elementarng w celu obliczenia
gestosci pokrycia powierzchni nosnika krzemionkowego zwigzanymi ligandami. Podobnie jak
w przypadku faz N,O-dialkilofosforoamidowych wykonano modelowanie molekularne
otrzymanych materiatdw, potwierdzajgce zrdéznicowanie wiasciwosci powierzchniowych
Z punku widzenia polarnosci i hydrofobowosci. W otrzymanych fazach stacjonarnych mozna
wyrézni¢ regiony oddziatywan polarnych przy powierzchni nosnika i w obrebie grup
diolowych oraz region oddziatywan hydrofobowych. Powoduje to, ze w zaleznosci
od zastosowanego sktadu fazy ruchomej mozliwe jest rozdzielanie zaréwno czgsteczek
hydrofobowych, jak i polarnych [H1]. Wtasciwosci te powoduja, iz fazy te mozna zastosowac
do rozdzielania m.in. alkilowych pochodnych benzenu i wielopierscieniowych weglowodoréow
aromatycznych, co $wiadczy o wystarczajgcej hydrofobowosci materialu do jego
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zastosowania w odwréconym ukladzie faz chromatografii cieczowej [H1]. Materiaty te
umozliwiajg rowniez rozdzielanie substancji polarnych w ukfadzie RP oraz w warunkach
czystej wody jako fazy ruchomej. Wyniki rozdzielen substancji polarnych prezentowane byty
na konferencjach. Obecnie w przygotowaniu jest publikacja naukowa przedstawiajgca
te wyniki.

Zel krzemionkowy modyfikowany ligandami diolowymi wykorzystatem réwniez jako
nosnik do syntezy faz fosfoestrowych [H2]. Poprzez modyfikacje nosnika diolowego
tlenochlorkiem fosforu i diugotancuchowym alkoholem otrzymatem chemicznie zwigzane fazy
stacjonarne, w ktérych tancuch alkilowy (C10 lub C18) zwigzany byt z nosnikiem diolowym
poprzez grupe fosforanowg tworzacg dwa wigzania estrowe. Struktury otrzymanych faz
przedstawia Rysunek 3. Tak jak w przypadku wcze$niej wymienionych faz stacjonarnych,
réwniez fazy fosfoestrowe stanowig nowosé naukowa i nie ma na ich temat wczesniejszych
doniesien w literaturze naukowej.
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Rysunek 3. Struktury estrowych faz stacjonarnych z réoznymi dlugosciami tancuchéw alkilowych: A-C10
i B-C18.

Niezbednym etapem prowadzonych badanh byta analiza spektroskopowa otrzymanych
materiatdw, umozliwiajgca potwierdzenie ich struktury oraz analiza elementarna, dajgca
informacje na temat stopnia pokrycia powierzchni zwigzanymi ligandami.

W poréwnaniu do faz estrowych, obecnos$é¢ grupy fosforanowej w strukturze zwigzanego
ligandu w znacznym stopniu zwigksza polarnos¢ powierzchni chemicznie zwigzanej fazy
stacjonarnej. W efekcie zwigkszenia polarnosci powierzchni adsorbentu, zmieniajg sie
procesy solwatacyjne zachodzgce na jego powierzchni podczas analiz chromatograficznych.
W rezultacie obecno$¢ grupy fosforanowej powoduje silng adsorpcje wody, czego efektem
jest tworzenie poliwarstwy czasteczek wody, najprawdopodobniej od powierzchni nosnika
do wysokos$ci grup fosforanowych. W wyniku preferencyjnej adsorpcji wody mozliwe jest
zastosowanie fosfoestrowych faz stacjonarnych w chromatografii oddziatywan hydrofilowych,
szczegolnie w przypadku fazy z tancuchem 18-sto weglowym (faza Diol-P-C18) [H2].
Zastosowanie tego materiatu w HILIC umozliwia rozdzielenie m.in. nukleozydéw i zasad
azotowych.

Pomimo znaczacej polarnosci faz fosfoestrowych, ich hydrofobowosci sg wystarczajgce
do zastosowania ich w odwréconym ukfadzie faz chromatografii cieczowej. Materiaty te
w uktadzie RP wykazujg dobrg selektywnos¢ metylenowg, jak rowniez umozliwiajg
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rozdzielenie wybranych WWA. Dodac¢ nalezy, ze w mechanizmie rozdzielenia w ukfadzie RP,
fazy estrowe, fosfoestrowe i N,O-dialkilofosforanowe oddziatujg inaczej niz typowe fazy
alkilowe. Obecnos¢ polarnych grup funkcyjnych powoduje silng adsorpcje wody
I wytworzenie warstwy wodnej, nazywanej poduszkg hydrolityczng [33, 46]. W jej wyniku
polarne grupy funkcyjne stajg sie niedostepne dla hydrofobowych analitow, ktére oddziatujg
jedynie z hydrofobowymi grupami fazy stacjonarnej.

Podsumowujgc, odpowiedni dobor hydrofobowych i polarnych grup funkcyjnych
W znaczgcy sposéb wpltywa na proces solwatacji powierzchni fazy stacjonarnej w uktadzie
chromatograficznym. Poprzez odpowiednie modyfikacie powierzchni, mozliwe jest
otrzymanie materiatdbw umozliwiajgcych ich zastosowanie chromatograficzne zaréwno
w uktadzie RP, jak i HILIC oraz w warunkach czystej wody jako fazy ruchome;.

Porownanie fenylowych faz stacjonarnych z wbudowanymi polarnymi grupami
funkcyjnymi

Bazujagc na powyzej opisanych doswiadczeniach wykonano synteze serii faz
stacjonarnych zmieniajgc polarng grupe funkcyjng wbudowang w krotki tahcuch alkilowy,
zachowujgc niezmienng grupe hydrofobowg, ktorg byt pierscien fenylowy [H6]. Fazy
fenylowe sg znane i dostepne komercyjnie [47-51], ale celem podjetych badan byto
okreslenie wptywu polarnych grup funkcyjnych na retencje i selektywnos¢ przy zachowaniu
statego fragmentu hydrofobowego zwigzanych ligandow. Seria materiatéw zawierajgca fazy
stacjonarne: fenylo-propylowa, fenoksy-propylowa, fenylo-aminowsg i fenylo-amidowg zostata
zsyntezowana i poddana analizie instrumentalnej. Dla wszystkich materiatdw otrzymano
bardzo zblizone gestosci pokrycia, co umozliwito wnioskowanie, ze zmiany retencji
i selektywnosci otrzymanych materiatbw sg efektem wbudowanych polarnych grup
funkcyjnych, a nie efektem réznej gestosci pokrycia powierzchni nosnika. Struktury
otrzymanych materiatéw przedstawia Rysunek 4.
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Rysunek 4. Fenylowe fazy stacjonarne: fenylo-propylowa (A), fenoksy-propylowa (B), fenylo-amidowa (C)
i fenylo-aminowa (D).

Obecnosé¢ polarnych grup funkcyjnych, aminowej i amidowej, zmniejsza w sposéb istotny
hydrofobowos¢ fazy stacjonarnej, a w rezultacie zmniejsza retencje hydrofobowych analitéw
na tych fazach. Jest to szczegdlnie widoczne w przypadku zastosowania metanolu jako
modyfikatora organicznego fazy ruchomej. Nieco odmienna sytuacja miata miejsce
w przypadku zastgpienia metanolu acetonitrylem. Mniejsze powinowactwo acetonitrylu
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do polarnych grup funkcyjnych (aminowej i amidowej), powoduje wzglednie stabszg site
elucyjng acetonitrylu, co skutkuje zblizong retencjg i mniejszym zréznicowaniem chemicznie
zwigzanych faz stacjonarnych. Zmiana modyfikatora organicznego wplywata znaczgco
rowniez na selektywnos¢ metylenowg i selektywnos¢ fenylowg otrzymanych materiatow,
co potwierdza teze, ze dobdr odpowiednich grup funkcyjnych w strukturze fazy stacjonarnej
umozliwia sterowanie procesem solwatacji. W wyniku tych zmian obserwuje sie zmiany sity
elucyjnej rozpuszczalnikow wzgledem szeregu eluotropowego [H6].

W przypadku zastosowania serii fenylowych faz stacjonarnych do rozdzielania
wybranych WWA, znacznie wiekszg retencje zaobserwowatem na fazach: fenylo-propylowej
i fenoksy-propylowej. Obecno$¢ aminowej i amidowej grupy funkcyjnej znacznie zmniejszata
retencje, jednak obnizenie zawartosci procentowej modyfikatora organicznego w fazie
ruchomej umozliwiato uzyskanie satysfakcjonujgcej selektywnosci rozdzielenia. Dodatkowo
nalezy wskaza¢ fakt, iz fazy z polarnymi grupami umozliwiaty uzyskanie podobnych
parametrow rozdzielenia przy mniejszym zuzyciu rozpuszczalnikéw organicznych
w porownaniu z fazg stacjonarng fenylo-propylowg [H6].

Porownanie wifasciwosci powierzchniowych cholesterolowych faz stacjonarnych,
w tym synteza nowej fazy cholesterolowej o zwiekszonej gestosci pokrycia

Adsorbenty cholesterolowe stanowig grupe faz stacjonarnych o interesujgcych
wlasciwosciach chromatograficznych. Syntezy cholesterolowych faz stacjonarnych
wykonywane sg od wielu lat [37, 52, 53]. Dwa materiaty zawierajgce zwigzang czgsteczke
cholesterolu sg dostepne jako komercyjne chemicznie zwigzane fazy stacjonarne.
We wczesniejszych badaniach podjgtem prébe syntezy nowej cholesterolowej fazy
stacjonarnej o zwiekszonej gestosci pokrycia czgsteczkami cholesterolu [18, 19]. Cel ten
udato mi sie osiggna¢ poprzez zastosowanie do modyfikacji krzemionki silanu z dwiema
grupami aminowymi. Umozliwito to zwiekszenie gestosci pokrycia cholesterolem,
co skutkowato wzrostem hydrofobowosci fazy stacjonarnej oraz zwiekszeniem retenc;ji
niepolarnych analitow. W efekcie ostatnich badah opracowatem rowniez metodyke syntezy
estrowej fazy stacjonarnej zawierajgcej immobilizowang czgsteczke cholesterolu [H1].
W ramach rozprawy habilitacyjnej podjgtem badania nad zastosowaniem cholesterolowych
faz stacjonarnych, zaréwno dostepnych komercyjnie jak i syntezowanych samodzielnie,
do rozdzielania hormonéw sterydowych [H7, H8]. Siedem hormondéw sterydowych
rozdzielanych byto na czterech roznych cholesterolowych fazach stacjonarnych
z wykorzystaniem metanolu, acetonitrylu i etanolu jako modyfikatoréw fazy ruchome;j.
Cholesterolowe fazy stacjonarne, ze wzgledu na podobienstwo strukturalne do hormonoéw
sterydowych wykazujg bardzo dobrg selektywnos¢ rozdzielenia tych zwigzkéw. W zaleznosci
od zastosowanej fazy ruchomej, umozliwiajg one rozdzielenie izomeréw a i f estradiolu.
Najwiekszg retencje hormonéw zaobserwowatem w przypadku najbardziej hydrofobowej fazy
stacjonarnej zsyntezowanej na nosniku zawierajgcym dwie grupy aminowe w ligandzie.
Znacznie mniejszg retencje obserwowano na komercyjnej fazie UDC cholesterol, ale przy
zmniejszeniu zawartosci rozpuszczalnika organicznego w fazie ruchomej, kolumna
ta rowniez umozliwiata rozdzielenie wybranych hormonéw sterydowych. Zauwazyé nalezy,
ze zmiany jakosciowe i ilosciowe modyfikatora organicznego w fazie ruchomej bardzo czesto
zmieniaty kolejno$¢ elucji hormondéw sterydowych na cholesterolowych fazach
stacjonarnych. Najwiekszg zaletg cholesterolowych faz stacjonarnych w przypadku analizy
hormonéw jest selektywnosé, kitorej nie sg w stanie zaoferowac alkilowe fazy stacjonarne
w uktadzie HPLC [H7]. Wyjatkowa selektywno$¢ faz cholesterolowych stata sie inspiracjg
do wykonania pomiarow termodynamicznych [H8]. W wyniku przeprowadzonych badan
wplywu temperatury na retencje i selektywnosc rozdzielenia okazato sie, ze w przypadku
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wszystkich faz cholesterolowych retencja maleje wraz ze wzrostem temperatury, co jest
typowg obserwacjg dla odwréconego uktadu faz chromatografii cieczowej. Zaskakujgcym
jednak okazat sie fakt, ze w celu uzyskania optymalnej selektywnosci, kazda z testowanych
faz stacjonarnych wymaga zastosowania innej temperatury, z zakresu od 20°C dla faz
komercyjnych do 40°C dla fazy cholesterolowej na nosniku di-aminowym. Podobnie jak
w przypadku modyfikatorow organicznych, w wielu przypadkach zaobserwowano zmiany
kolejnosci elucji analitéw przy zmianie temperatury. Trudnosci te nie wptywajg jednak na fakt,
ze cholesterolowe fazy stacjonarne oferujg najlepsza selektywnos¢ rozdzielenia hormonéw
sterydowych. Uzyskanie podobnych parametrow rozdzielczosci na fazach oktadecylowych
jest znacznie trudniejsze, najczesciej wymaga zastosowania UHPLC, gdzie rozdzielczos¢
dlaizomeréw a i B estradiolu uzyskuje sie przez znaczny wzrost sprawnosci a nie
selektywnosci.

Opracowanie metod syntezy nowej generacji faz stacjonarnych do chromatografii
jonowej na nosniku krzemionkowym, w celu zwigkszenia efektywnosci i selektywnosci
rozdzielenia

Chromatografia jonowa jest bardzo szybko rozwijajacg sie technikg analityczna.
Rozwéj ten powigzany jest z syntezg nowych faz stacjonarnych zawierajgcych centra
aniono- i kationowymienne. Z tego tez powodu podjatem prace nad otrzymaniem
dendrymerowej anionowymiennej fazy stacjonarnej do chromatografii jonowej na
powierzchnii zelu krzemionkowego [H9, H10]. Pierwotna metoda syntezy dendrymerowej
fazy anionowymiennej wewnagtrz kapilar kwarcowych zostata opracowana przez Pohl'a i wsp.
[54-56]. W dalszych pracach zostata opracowana metodologia syntezy fazy dendrymerowej
na powierzchni sferycznego porowatego polimeru [21, 57, 58]. Badania realizowane w
ramach rozprawy habilitacyjnej dotyczg problematyki syntezy fazy dendrymerowej na
nosniku krzemionkowym [H10] oraz pomiar potencjatéw zeta faz na bazie polimeru oraz na
nosniku krzemionkowym [H9].

Synteza dendrymeru zawierajgcego czwartorzedowe grupy amoniowe jako centra
anionowymienne polega na kondesacji epoksydu z aming. W przypadku syntezy materiatu
w kapilarach kwarcowych oraz na powierzchni nosnikéw polimerowych warstwa wigzgca
do powierzchni tworzona byfa przez pokrywanie powierzchni polimerem. Wadg tej metody
byt brak wigzan kowalencyjnych miedzy warstwg polimeru a powierzchnig nos$nika.
Powodowato to odrywanie sie polimeru przy duzych wartosciach przeptywu fazy ruchome;.
Stad tez podjgtem prace nad kowalencyjnym zwigzaniem dendrymerowych ligandow
do powierzchni zelu krzemionkowego. Cel ten udato sie osiggng¢ poprzez silanizacje
powierzchni krzemionki ligandem zawierajgcym dwie grupy aminowe, stosowanym wczes$niej
do syntezy fazy cholesterolowej. Przytgczone do powierzchni grupy aminowe staty sie
punktem wyjsciowym do polikondensacji z epoksydem [H10]. Dalszy etap syntezy
dendrymeru byt analogiczny jak w przypadku faz w kapilarach kwarcowych i na no$niku
polimerowym. Struktury dendrymerowych faz stacjonarnych przedstawia Rysunek 5.

Tworzenie dendrymeru o zwiekszonej liczbie warstw powoduje zmiany w mechanizmie
retencji. W przypadku krotkich ligandow retencja jest wynikiem oddziatywan jonéw z fazy
ruchomej z centrami jonowymiennymi na powierzchni fazy. W przypadku wydtuzania ligandu
i zapetniania poréw, centra jonowymienne znajdujg sie na catej dtugosci ligandéw powodujac
migracje jonéw pomiedzy ligandami w strone powierzchni nosnika. Proces ten w znaczny
sposéb zwieksza parametry retencyjne. Tak wiec do celéw analitycznych wystarczajg
materialty o 3 warstwach dendrymeru, umozliwiajgce dobre parametry selektywnosci przy
krotkim czasie analizy [H10].
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Poréwnujgc fazy na nosniku krzemionkowym z analogicznymi materiatami na bazie
polimeru, znacznie lepsze parametry analityczne (sprawnosé, symetria pikéw) uzyskano
na fazach krzemionkowych. Jest to wynikiem lepszych parametrow geometrycznych nosnika
krzemionkowego, zapewniajgcego znacznie lepsze sprawnosci. Umozliwiajg one
rozdzielenie 9 aniondéw nieorganicznych w czasie 20 minut [H10].

Dendrymerowe fazy anionowymienne zostaty rowniez zastosowane do analizy
monofosforanéw nukleotydéw [H10]. Retencja i rozdzielczo$¢ monofosforandw nukleotyddw
rosta wraz ze wzrostem liczby warstw dendrymeru (od 1 do 4 warstw). W przypadku anionéw
nieorganicznych, do rozdzielenia fluorkéw, chlorkéw, bromkoéw, azotanow(lll) i azotandow(V)
potrzebna byta faza stacjonarna z dwoma warstwami dendrymeru. W celu rozdzielenia
4 monofosforandéw nukleotydéw wystarczajgca okazata sie faza z jedng zwigzang warstwa.
Podane przyktady nie wykluczajg aplikacji, dla ktérych wymagana bedzie wieksza liczba
warstw dendrymeru, ktérg mozna w prosty sposob uzyskaé opracowang metoda.

W celu petnej charakterystyki otrzymanych faz stacjonarnych do chromatografii jonowej
zaréwno na noéniku polimerowym, jak i krzemionkowym zastosowatem nowatorskg metode
pomiaru potencjatu zeta z wykorzystaniem urzadzenia Zetasizer [H9]. Potencjat zeta jest
wartoscig charakterystyczng dla powierzchni bedacej w kontakcie z roztworem.
W ponizszych rozwazaniach dla uproszczenia podawany jest termin ,potencjat zeta fazy
stacjonarnej”. Zgodnie z oczekiwaniami, chemicznie zwigzane fazy stacjonarne obdarzone
trwatym tadunkiem dodatnim wykazaty dodatnie wartosci potencjatu zeta, podczas gdy
nosniki (polimerowy i krzemionkowy) wykazywaty ujemne wartosci potencjatu zeta.
Zaobserwowatem roéwniez wzrost wartosci potencjatu zeta wraz ze wzrostem liczby warstw
dendrymeru, co jest efektem wiekszej ilosci trwatych tadunkéw dodatnich w strukturze
zwigzanych ligandéw. Wzrost ten nie jest jednak liniowy. Potencjaty zeta dendrymerowych
faz anionowymiennych zmieniaty sie rowniez wraz ze zmiang eluentu (rosty w kolejnosci:
NaOH, Na,COjz;, NaHCO;). Doda¢ nalezy, ze w przypadku faz otrzymanych na nosniku
krzemionkowym nie mozna stosowaé faz ruchomych o alkalicznym pH, stad pewne
ograniczenia zaréwno dla pomiaréw potencjatdow zeta, jak i dla zastosowania analitycznego
otrzymanych materiatéw. Nie zmienia to jednak faktu, ze dla faz na no$niku krzemionkowym
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mozna zastosowa¢ szereg faz ruchomych umozliwiajgcych rozdzielenie anionow
nieorganicznych [H10].

Pomiar potencjatu zeta faz jonowymiennych wydaje sie by¢ kluczowym parametrem ich
charakterystyki. Mierzona warto$¢ potencjatu na granicy faza stacjonarna — roztwér wydaje
sie by¢ sitg przyciagajgcg jony z roztworu. Ponadto, rozktad potencjatu zeta daje dodatkowg
wiedze na temat homogenicznosci ziaren chemicznie modyfikowanej fazy stacjonarnej [H9].
Pomiar potencjatu zeta moze byC rowniez zastosowany dla faz stacjonarnych
nie posiadajgcych trwatych tadunkow w strukturze zwigzanych ligandéw.

Opis witasciwosci powierzchniowych faz stacjonarnych z wbudowanymi grupami
polarnymi poprzez pomiar potencjatu zeta na granicy faza stacjonarna- faza ruchoma

Pomiar potencjalu zeta zastosowany do charakterystyki powierzchniowej chemicznie
zwigzanych faz stacjonarnych pozwala na uzyskanie informacji, ktére nie sg dostepne dla
innych technik [59-62]. Powyzej opisano zastosowanie pomiaru potencjatu zeta
do charakteryzowania faz do chromatografii jonowej [H9]. Mozliwe jest rowniez zastosowanie
tej techniki do charakteryzowania typowych faz stacjonarnych dla normalnego i odwréconego
uktadu faz [14]. W badaniach zwigzanych z rozprawg habilitacyjng podjgtem badania
potencjatow zeta chemicznie zwigzanych faz stacjonarnych zawierajgcych w swej strukturze
polarne grupy funkcyjne [H11]. Pos$réd testowanej grupy chemicznie zwigzanych faz
stacjonarnych znajdowaty sie fazy alkilowe, fenylowe, fazy z wigzaniem amidowym,
fosforoamidowym oraz fazy aminowe. Pomiar potencjatu zeta z wykorzystaniem urzgdzenia
Zetasizer podzielit testowane materiaty na fazy z dodatnim i ujemnym potencjatem zeta.
Wiekszos¢ faz stacjonarnych wykazuje ujemne wartosci potencjatu zeta, co jest zwigzane
z obecnoscig neutralnych ligandow i ujemnych fadunkéw na powierzchni krzemionki
w wyniku jonizacji grup silanolowych. Dodatnie wartosci potencjatow zeta wykazaty fazy
aminowe i fazy posiadajgce resztkowe grupy aminowe nie zmodyfikowane na etapie syntezy.
Zwroci¢ nalezy uwage, ze pomiary wykonywane byty w rozpuszczalnikach organicznych
i ich mieszaninach z wodg. Zatem przeprowadzone badania wykazujg, ze grupy aminowe
w strukturze chemicznie zwigzanych faz stacjonarnych w RP HPLC majg przytgczony proton
w czasie analiz chromatograficznych i mogg oddziatywaé jak stabe wymieniacze jonowe,
modyfikujgc mechanizm retencji wielu analitow. Poréwnujgc wptyw modyfikatorow
organicznych faz ruchomych na potencjat zeta mozna zauwazy¢, ze w $rodowisku metanolu
obserwuje sie wyzsze (bardziej dodatnie) wartosci potencjatu zeta, a w przypadku
zastosowania acetonitrylu wartosci te sg nizsze (bardziej ujemne) [H11].
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Opis procesow solwatacyjnych, bedacy podstawa mechanizmu retencji w ukfadzie
chromatografii cieczowej, jak rowniez punktem wyjSciowym do syntezy
i charakterystyki materialow zawierajagcych grupy funkcyjne o zréznicowanej
polarnosci

W czasie realizacji rozprawy habilitacyjnej przeprowadzitem rowniez nowe badania
powigzane z tematykg proceséw solwatacyjnych w uktadzie odwréconych faz chromatografii
cieczowej, ktére byly problemem poruszanym w mojej rozprawie doktorskiej. Nowa cze$é
badan, w przeciwienstwie do rozprawy doktorskiej, ukierunkowana byta na chromatografie
oddziatywan hydrofilowych (HILIC). Przeprowadzitem pomiary adsorpcji wody z roztworu
acetonitrylu, poniewaz wiadomym bylo, ze proces ten peini istotng role w mechanizmie
retencji. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzitem, ze na fazach stacjonarnych
stosowanych w uktadzie HILIC tworzy sie warstwa zaadsorbowanej wody, a retencja
analitow odbywa sie na zasadzie podziatu substancji miedzy faze ruchomg, a warstwe
zaadsorbowanej wody. Jako pierwszy w literaturze $Swiatowej przedstawitem korelacje
pomiedzy iloscig zaadsorbowanej wody na powierzchni fazy stacjonarnej, a retencjg analitu
[H13]. Opracowana metoda pomiaru adsorpcji wody z roztworu acetonitrylu postuzyta
réwniez do opracowania testu przydatnosci fazy stacjonarnej dla uktadu HILIC.

Opracowang metode zastosowatem réwniez do charakterystyki chemicznie zwigzanych
faz stacjonarnych, w ktérych grupy silanolowe zostaly zastgpione wigzaniem krzem-wodoér
(Si-H). Materiaty syntezowane w ten sposob rowniez mogg by¢ stosowane w uktadzie HILIC
[H14]. Do petnej charakterystyki nowych materiatdbw chromatograficznych wykorzystatem
réwniez mikrokalorymetryczne pomiary ciepta adsorpcji rozpuszczalnikow, na podstawie
ktérych mozna obliczy¢ ilos¢ centrow na powierzchni fazy stacjonarnej, ktére sg zdolne
do tworzenia wigzan wodorowych [9]. Przeprowadzone badania dowiodty, ze pomiar
proceséw solwatacyjnych, zarébwno poprzez wyznaczanie izoterm adsorpcji jak
i mikrokalorymetryczne pomiary ciepta zwilzania sg bardzo dobrymi metodami
do charakteryzowania powierzchni chemicznie zwigzanych faz stacjonarnych w uktadzie
HILIC [H13, H14].

Ukoronowaniem przeprowadzonych przez mnie badan i studidw literaturowych stata sie
praca przeglgdowa dotyczgca proceséw solwatacyjnych i powigzanych z nimi tzw. ,solvent
pikdbw”. Praca ta zostala opublikowana w czasopiSmie Chemical Reviews, ktérego
wspotczynnik Impact Factor przekracza 41 [H12]. W pracy przedstawitem zastosowanie
,Solvent pikéw” do pomiaru proceséw solwatacyjnych w uktadzie chromatografii cieczowe.
Zastosowanie ich czasow retencji do wyznaczania izoterm adsorpcji rozpuszczalnikow
umozliwia petniejszg charakteryzacje powierzchni chemicznie zwigzanych faz stacjonarnych.
Doktadne poznanie procesow solwatacyjnych umozliwito synteze nowych materiatow
chromatograficznych o okreslonych wiasciwosciach powierzchniowych.
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Elementy nowosci, wkiad do dyscypliny i podsumowanie osiggniecia naukowego

Rezultaty uzyskane w cyklu szesnastu monotematycznych prac pozwalajg

na nastepujgce podsumowanie mojego osiggniecia naukowego:

1.

Opracowatem metody syntezy nowych faz stacjonarnych do chromatografii cieczowe;j
w odwroconym uktadzie faz i chromatografii oddziatywan hydrofilowych (fazy
N,O-dialkilofosforoamidowe, fazy estrowe i fosfoestrowe, a takze faza cholesterolowa
0 zwiekszonej gestosci pokrycia) o specyficznych wiasciwosciach powierzchniowych.
Réwnoczesnie wykonatem petng charakterystyke instrumentalng i chromatograficzng
otrzymanych nowych faz stacjonarnych. Materiaty takie nie byly wczesniej prezentowane
w literaturze.

. Opracowatem  oryginalne materialy = chromatograficzne,  ktérych  witasciwosci

powierzchniowe umozliwiajg ich zastosowanie zaréowno w odwrdconym uktadzie faz
do rozdzielania substancji hydrofobowych, jak i w ukfadzie HILIC do rozdzielania
substancji polarnych. Niektére z opracowanych materiatbw mozna zastosowac
do rozdzielania substancji polarnych stosujgc czystg wode jako faze ruchoma.

. Opracowatem metody syntezy dendrymerowych faz stacjonarnych do chromatografii

jonowej na nosniku krzemionkowym i wykonatem ich charakterystyke z zastosowaniem
pomiaru potencjatow zeta. Byto to pierwsze w literaturze zastosowanie pomiaru potencjatu
zeta do charakterystyki faz stacjonarnych stosowanych w chromatografii jonowej.

. Dokonatem kompleksowego i systematycznego badania wptywu polarnych grup

funkcyjnych wbudowanych w hydrofobowy fancuch faz stacjonarnych na mechanizm
retencji i selektywnos¢ rozdzielenia réznych grup analitbw w odwréconym ukfadzie faz
i chromatografii oddziatywan hydrofilowych.

. Przeprowadzitem kompleksowe i systematyczne badania nad rozdzielaniem hormonéw

sterydowych z zastosowaniem cholesterolowych faz stacjonarnych cechujgcych sie
specyficznymi  wiasciwosciami powierzchniowymi wykazujgc przewage materiatéw
cholesterolowych pod wzgledem selektywnosci rozdzielenia, m. in. izomeréw a i B
estradiolu.

. Wykazatem chromatograficzne podobienstwo fazy  N,O-dialkilofosforoamidowej

do komercyjnej fazy IAM imitujgcej btone biologiczng oraz mozliwos¢ zastosowania
N,O-dialkilofosforoamidowej fazy stacjonarnej do modelowania oddziatywan substanc;ji
z btong biologiczng zamiast fazy IAM.

. Opracowatem metode pomiaru adsorpcji wody z roztworu acetonitrylu na chemicznie

zwigzanych fazach stacjonarnych w uktadzie HILIC w celu opisu wiasciwosci
powierzchniowych faz stacjonarnych. Na podstawie tej metody jako pierwszy wykazatem
liniowg zalezno$¢ retencji w ukftadzie HILIC od ilosci zaadsorbowanej wody
na powierzchni fazy stacjonarne;j.

. Opracowatem metode pomiaru potencjatu zeta jako metode charakterystyki chemicznie

zwigzanych faz stacjonarnych do chromatografii cieczowej w odwroconym uktadzie faz
i w chromatografii jonowe;j.
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Zakonczenie

Realizacja powyzszych badan byta mozliwa dzieki uzyskiwaniu odpowiednich Srodkow
finansowych. Zasadnicza czeS¢ badan byta finansowana z projektow: luventus Plus
nr IP2010 003470 na latach 2010-2011, Grant NCN Sonata nr. 2013/09/D/ST4/03807 na lata
2014-2017; Grant WCh UMK 438-Ch na rok 2011 i Grant WCh UMK 1491-Ch na rok 2013.
Dalsze badania wykonywane sg w ramach realizowanego grantu Sonata i nowego projektu
luventus Plus nr 1P2014 003673 na lata 2015-2017. W kazdym z wyzej wymienionych
grantow petnitem funkcje kierownika.

Za prowadzone badania naukowe w latach 2011-2013 regularnie uzyskiwatem nagrody
zespotowe JM Rektora Uniwersytetu Mikotaja Kopernika za osiggniecia uzyskane
w dziedzinie naukowo - badawczej. Natomiast w 2012 roku zostatem wyr6zniony
Stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego dla wybitnych miodych naukowcéw.

W latach 2010-2012 bratem takze udziat w badaniach miedzy innymi z zakresu badan
adsorpcyjnych resztkowych grup silanolowych na powierzchni faz stacjonarnych [9, 63],
termodynamicznych aspektow zwigzanych z adsorpcjg rozpuszczalnikdw na powierzchni
chemicznie zwigzanych faz stacjonarnych [64] oraz probleméw analitycznych zwigzanych
Z oznaczaniem biatek i fosfolipidow w uktadzie chromatografii cieczowej [45, 65]. Wyniki tych
badan byly regularnie publikowane w czasopismach o zasiegu ogdlnoswiatowym.
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