Реализация смешанного механизма удерживания на монолитных колонках с in situ функционализированными органическими сорбентами
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Если на одной и той же неподвижной фазе можно провести разделение в соответствии с разными механизмами удерживания (например, обращенно-фазовый/гидрофильный, обращенно-фазовый/ионообменный), то можно говорить о смешанном механизме удерживания (mix-mode chromatography) на данной колонке. Такая колонка позволяет разделять соединения, которые не удерживаются или плохо удерживаются в типичных системах с обращенной фазой. Особенно это касается полярных и заряженных молекул, что является особенно актуальным для фармацевтической и биохимической промышленности [1].
В данной работе исследованы хроматографические свойства колонок, на которых реализуется обращенно-фазовый или гидрофильный механизм удерживания в зависимости от условий хроматографирования. Данные колонки приготовили на основе сополимера стирола, дивинилбензола и 4-винилбензилхлорида, модифицированного 1-метилимидазолом и 4-метилпиридином. Благодаря модифицированию хлорметильных групп исходного монолита перечисленными реагентами на поверхности неподвижной фазы образуются ионные пары, состоящие из катиона имидазолия или пиридиния и анион-хлорида. При хроматографировании тестовых веществ при различном составе подвижной фазы, в качестве которой использовали смесь ацетонитрила и воды, установлено, что приготовленные колонки способны разделять анализируемые вещества по гидрофильному и обращенно-фазовому механизмам удерживания в зависимости от состава подвижной фазы. Определены диапазоны составов подвижной фазы, при которых реализуется преимущественно гидрофильный или обращенно-фазовый механизмы на примере хроматографирования тестовых аналитов с различными химическими свойствами (кислотные, основные, нейтральные).
Используя модель линейных отношений энергий сольватации, показано, что в зависимости от состава подвижной фазы (ацетонитрил/0.3 % водный раствор трифторуксусной кислоты (ТФК)) фактор удерживания тестовых соединений определяется разными типами межмолекулярных взаимодействий. Сравнение проводили с типичной обращенно-фазовой насадочной колонкой на основе органического полимера (стирол/дивинилбензол) Диасфер-250-Ст. Установлено, что независимо от состава подвижной фазы (ацетонитрил/ТФК) на монолитных функционализированных сорбентах лучше удерживаются вещества с кислотными свойствами, чем с основными. В то время, как на колонке сравнения практически не удерживаются вещества ни с кислотными, ни с основными свойствами. Выявлено, что при увеличении доли ацетонитрила в подвижной фазе на монолитных колонках происходит уменьшение вклада гидрофобности неполярной матрицы монолита в величину фактора удерживания. Так, при доле ацетонитрила в подвижной фазе 93 об. % функционализированные монолитные колонки работают в режиме хроматографии гидрофильных взаимодействий.
Представлены примеры разделений на приготовленных колонках в различных режимах хроматографирования.
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