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SELECTIVITY IN REVERSED-PHASE 
LIQUID CHROMATOGRAPHY 

S.M. PETROVIC AND s. LOMIC 
Institute o f  Microbiological 

Processes and Applied Chemistry 
University o f  Novi Sad 

V.  Vlahovic'a 2, 2100 Novi Sad 
Yugoslavia 

ABSTRACT 

U t i l i z i n g  e x p e r  m e n t a l l y  e s t i m a t e d  c a p a c i t y  fact lors  

a n d  c a l c u l a t e d  a c t i v  t y  c o e f f i c i e n t s  of  t h e  s o l u t e s  i n  
t h e  m o b i l e  p h a s e ,  a s  wel l  a s  o c t a d e c y l s i l i c a  s t a t i o n a r y  
p h a s e s  o f  v a r y i n g  c o v e r a g e ,  t h e  s e l e c t i v i t y  o f  s e p a r a t i o n  
i n  a r e v e r s e d - p h a s e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h i c  s y s t e m  is  s t u -  
d i e d .  T h e  r e t e n t i o n  times were m e a s u r e d  f o r  n - a l k a n e s  

(C  - C  ) ,  n - a l c o h o l s  (C5-C7) a n d  b e n z e n e  d e r i v a t i v e s  i n  
m e t h a n o l  - water  m o b i l e  p h a s e s .  A s t r i c t l y  l i n e a r  r e l a -  
t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  e x p e r i m e n t a l l y  d e t e r m i n e d  s e l e c t i -  
v i t y  f a c t o r  ( a )  a n d  t h e  c a l c u l a t e d  s e l e c t i v i t y  f a c t o r  i n  
t h e  m o b i l e  p h a s e  ( a r n )  i s  o b s e r v e d .  T h e  r e l a t i v e  r e t e n t i o n  
i n  t h e  s t a t i o n a r y  p h a s e  ( a s )  i s  i n d e p e n d e n t  o f  t h e  m o b i l e  

p h a s e  s t r e n g t h  a n d  t h e  s i l i c a  s u r f a c e  c o v e r a g e ,  i . e . ,  a 

i s  m e r e l y  a f u n c t i o n  o f  t h e  m o l e c u l a r  s t r u c t u r e  o f  r e l a -  
t e d  s o l u t e s .  T h e r e f o r e ,  a c h a n g e  i n  s u r f a c e  c o v e r a g e  d o e s  
n o t  l e a d  t o  a c h a n g e  i n  a .  
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INTRODUCTION 

PETROVIC AND LOMIC 

T h e  p r i m e  i n t e n t i o n  of  m e t h o d  d e v e l o p m e n t  i n  l i q u i d  

c h r o m a t o g r a p h y  ( L C )  i s  t o  a c h i e v e  s a t i s f a c t o r y  r e s o l u t i o n  

o f  t h e  s a m p l e  c o m p o n e n t s .  T h e  i m p o r t a n t  f a c t o r  f o r  t h e  

c a l c u l a t i o n  of t h e  c h r o m a t o g r a p h i c  r e s o l u t i o n  i s  t h e  s e l ed -  

t i v i t y  o f  a s e p a r a t i o n  s y s t e m .  T h e  s e l e c t i v i t y  f a c t o r  ( a )  

i n  LC w i t h  a c e r t a i n  s u p p o r t  a n d  m o b i l e  p h a s e  c o m p o s i t i o n  

i s  d e f i n e d  as  t h e  r a t i o  o f  t h e  c a p a c i t y  f a c t o r s  ( k )  of 

t w o  s o l u t e s .  A s  t h e  c a p a c i t y  f a c t o r  of  a s o l u t e  i n  L C  

h a s  b e e n  e x p r e s s e d  i n  terms of  a c t i v i t y  c o e f f i c i e n t s  ( 1 - 4 ) ,  

t h e  s e l e c t i v i t y  c a n  b e  c h a r a c t e r i z e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  

way ( 5 ) :  

I 

w h e r e  Y is t h e  a c t i v i t y  c o e f f i c i e n t  o f  a s o l u t e  i n  t h e  

m o b i l e  (m)  o r  t h e  s t a t i o n a r y  ( 5 )  p h a s e  a n d  a i s  t h e  

s e l e c t i v i t y  f a c t o r .  By d e f i n i t i o n ,  s o l u t e  2 is more re- 

t a i n e d .  

I n  r e v e r s e d - p h a s e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  (RPLC) t h e  

s e l e c t i v i t y  f a c t o r  i n  t h e  m o b i l e  p h a s e  ( a r n )  w i l l  b e  d e p e n  

d e n t  o n  t h e  h y d r o p h i l i c  i n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  t h e  a q u e o u s  

m o b i l e  p h a s e  a n d  t h e  p o l a r  mo ie t i e s  o f  t h e  two s o l u t e s .  

On t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  r e l a t i v e  r e t e n t i o n  i n  t h e  s t a t i -  

o n a r y  p h a s e  ( a s )  w i l l  b e  d e t e r m i n e d  m a i n l y  b y  t h e  h y d r o -  

p h o b i c  i n t e r a s c t i o n  b e t w e e n  t h e  b o n d e d  a l k y l  l i g a n d s  

a n d  t h e  n o n - p o l a r  m o i e t i e s  o f  t h e  t w o  s o l u t e s .  B o t h ,  
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SELECTIVITY IN RPLC 61 

c h a n g e s  i n  t h e  m o b i l e  p h a s e  c o m p o s i t i o n  a n d  c h a n g e s  i n  

t h e  c o n c e n t r a t i o n  of b o n d e d  n - a l k y l  l i g a n d s  ( 6 , 7 )  a f f e c t  

c h r o m a t o g r a p h i c  r e t e n t i o n .  I n  R P L C ,  r e t e n t i o n  c a n  u s u a l l y  

b e  d e s c r i b e d  b y  t h e  a p p r o x i m a t e  r e l a t i o n s h i p :  

I n  ki  = I n  kiw - m i q  ( 2 )  

w h e r e  cp i s  t h e  v o l u m e  f r a c t i o n  o f  o r g a n i c  s o l v e n t  i n  t h e  

m o b i l e  p h a s e ,  kiw i s  t h e  v a l u e  of k i  w i t h  water a s  t h e  

m o b i l e  p h a s e  (cp z O ) ,  a n d  m i  is  a c o n s t a n t  c h a r a c t e r i s t i c  

f o r  t h e  o r g a n i c  s o l v e n t  a n d  t h e  s o l u t e  i. F o r m e r l y ,  i t  

h a s  b e e n  a l s o  s h o w n  ( 3 )  t h a t :  

w h e r e  y w  is  t h e  a c t i v i t y  c o e f f i c i e n t  o f  a s o l u t e  i n  water  i 

a n d  m !  is  a c o n s t a n t .  When t h e  m i  i n  e q n .  2 i s  a p p r o x i -  

m a t e l y  e q u a l  t o  m i  i n  e q n .  3 t h e n :  

1 

w h e r e  A m i  a n d  A m ;  a r e  e q u a l  t o  m 2  - m, a n d  m i  - m i ,  res- 

p e c t i v e l y .  F o r  t h e  a c c u r a t e  e v a l u a t i o n  of  am r e l i a b l e  

ym v a l u e s  a r e  r e q u i r e d .  T h e  a c t i v i t y  c o e f f i c i e n t s  o f  so-  

l u t e s  i n  t h e  a q u e o u s  m o b i l e  p h a s e  can b e  d e t e r m i n e d  from 

e x p e r i m e n t a l  g a s - l i q u i d  ( 1 , 8 - 1 0 )  o r  c o m b i n e d  g a s - l i q u i d  

a n d  l i q u i d - l i q u i d  ( 1 1 , 1 2 1  c h r o m a t o g r a p h i c  d a t a .  A l t e r n a -  

t i v e l y ,  i t  c a n  b e  e s t i m a t e d  by  t h e  m e t h o d  o f  P i e r o t t i  

e t  a l .  ( 1 3 1 ,  "a p r i o r i l l  c a l c u l a t e d  ( 3 )  u t i l i z i n g  t h e  

U N I F A C  g r o u p  m o d e l  o f  a c t i v i t y  c o e f f i c i e n t s  ( 1 4 - 1 6 )  o r  

e s t i m a t s d  from t h e  a q u e o u s  s o l u b i l i t i e s  of s o l u t e s  ( 1 7 ) .  
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S e v e r a l  s t u d i e s  ( e . g .  6 , 7 )  h a v e  s h o w n  a n  i n c r e a s e  

i n  t h e  c a p a c i t y  f a c t o r  w i t h  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t 4 o n  o f  

b o n d e d  n - a l k y l  l i g a n d s  o n  t h e  s u r f a c e  of t h e  s t a t i o n a r y  

p h a s e .  I n  o n e  o f  t h e s e  s t u d i e s  ( 6 )  a n  i n c r e a s e  of  t h e  

s e l e c t i v i t y  f a c t o r  ( a )  w i t h  i n c r e a s i n g  b o n d e d - p h a s e  

c a r b o n  c o n t e n t  is  d e m o n s t r a t e d .  

To c o m p a r e  t h e  s e l e c t i v i t y  f a c t o r  ( a )  o f  a p a i r  of  

s o l u t e s  w i t h  t h e  s e l e c t i v i t y  f a c t o r  i n  t h e  m o b i l e  p h a s e  

( a m ) ,  t h e  c a p a c i t y  f a c t o r  o f  v a r i o u s  s o l u t e s  were e x p e -  

r i m e n t a l l y  d e t e r m i n e d  u s i n g  H P L C ,  m e t h a n o l - w a t e r  m o b i l e  

p h a s e s  a n d  a r a n g e  o f  w e l l  c h a r a c t e r i z e d  m o n o m e r i c  O D S  

s t a t i o n a r y  p h a s e s .  T h e  a c t i v i t y  c o e f f i c i e n t s  o f  s o l u t e s  

i n  t h e  m o b i l e  p h a s e  were "a p r i o r i l l  c a l c u l a t e d  o r  were 

e s t i m a t e d  from a q u e o u s  s o l u b i l i t i e s .  

EXPERIMENTAL 

A M o d e l  ALCfGPC 2 4 4  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h  ( W a t e r s  

A S S O C . ,  M i l f o r d ,  M A ,  U .S .A . )  e q u i p p e d  w i t h  a M o d e l  440UV 

d e t e c t o r  a n d  a n  R 4 0 1  d i f f e r e n t i a l  r e f rac tometer  was emp- 

l o y e d .  T h e  c h r o m a t o g r a m s  were o b t a i n e d  w i t h  a M o d e l  M 7 3 0  

d a t a  m o d u l e .  

T h e  e l u e n t  was m e t h a n o l  (E. M e r c k ,  D a r m s t a d t ,  F . R . G . ) ,  

m i x e d  v o l u m e t r i c a l l y  w i t h  d o u b l y  d i s t i l l e d  water  i n  v a r i -  

o u s  p r o p o r t i o n s .  T h e  r a n g e  o f  c a p a c i t y  f a c t o r s  was k e p t  

b e t w e e n  0 .2 -50  w h e n e v e r  i t  was p o s s i b l e ;  t h e  r a n g e  of  

m e t h a n o l  c o n c e n t r a t i o n s  was from 0 t o  100%. T h e  f ' l o w - r a t e  

was 1 m l / m i n  a n d  t h e  c o l u m n  t e m p e r a t u r e  was m a i n t a i n e d  a t  
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22zO.5OC. T h e  m o b i l e  p h a s e  was f i l t e r e d  t h r o u g h  a 0.5-pm 

M i l l i p o r e  f i l t e r  ( M i l l i p o r e ,  B e d f o r d ,  M A ,  U . S . A . ) .  

L i C h r o s o r b  S i  6 0 ,  10 pm (E. M e r c k )  was u s e d  f o r  p r e -  

p a r i n g  O D S  p a c k i n g s .  A p p r o p r i a t e  q u a n t i t i e s  of d i m e t h y l -  

o c t a d e c y l c h l o r o s i l a n e  ( F l u k a ,  B u c k s ,  S w i t z e r l a n d )  were 

r e f l u x e d  w i t h  d r y  s i l i c a  ( 1 0  g )  f o r  15 h i n  f r e s h l y  d i s -  

t i l l e d  x y l e n e ,  w i t h  1 m l  p y r i d i n e .  S u b s e q u e n t l y  t h e  b o n -  

d e d  s i l i c a  was e x t e n s i v e l y  w a s h e d  w i t h  t o l u e n e ,  t e t r a -  

h y d r o f u r a n ,  m e t h a n o l  a n d  w a t e r .  

T h e  b o n d e d  p h a s e s  were c h a r a c t e r i s e d  by  e l e m e n t a l  

m i c r o a n a l y s i s  a n d  p a c k e d  i n t o  3 0 0  x 3 . 9  mm I . D .  s t a i n -  

l e s s - s t e e l  c o l u m n s  ( W a t e r s  A s s o c . )  u s i n g  a h i g h - p r e s s u r e  

s l u r r y - p a c k i n g  t e c h n i q u e .  T h e  s o l u t e s  were o b t a i n e d  from 

v a r i o u s  s o u r c e s  a n d  a r e  l i s t e d  i n  T a b l e  1 .  D e u t e r a t e d  

water ( E .  M e r c k )  was u s e d  a s  a n o n - r e t a i n e d  s p e c i e s  f o r  

d e t e r m i n i n g  t h e  c o l u m n  d e a d  v o l u m e .  

T h e  c a l c u l a t i o n  o f  a c t i v i t y  c o e f f i c i e n t s  was d e s -  

c r i b e d  p r e v i o u s l y  ( 3 ) .  

RESULTS AND DISCUSSION 

F o r  t h e  s o l u t e s  l i s t e d  i n  T a b l e  1 t h e  r e t e n t i o n  d a t a  

c b t a i n e d  o n  c o l u m n s  of v a r y i n g  O D S  c o v e r a g e  a r e  p r e s e n t e d  

a s  s l o p e s  ( m i )  a n d  i n t e r c e p t s  ( I n  kiw) o f  e q n .  2 ,  ca c u -  

l a t e d  from e x p e r i m e n t a l l y  d e t e r m i n e d  c a p a c i t y  f a c t o r s  by  

l i n e a r  r e g r e s s i o n  a n a l y s i s .  C o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t s  o f  

t h e  l i n e a r  r e g r e s s i o n  of  e x p e r i m e n t a l  c a p a c i t y  f a c t o r s  

v a r i e d  from 0 . 9 9 8 6  - 0 . 9 9 9 9 .  T h e  a c t i v i t y  c o e f f i c i e n t s  
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of n - a l k a n e s  a n d  n - a l k y l b e n z e n e s ,  u s e d  f o r  t h e  e v a l u a -  

t i o n  o f  a m ,  were c a l c u l a t e $  u s i n g  t h e  UNIFAC m a t h o d  

( 1 4 - 1 6 )  a s  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  ( 3 ) .  T h e  y y  v a l u e s  

c a l c u l a t e d  i n  t h i s  way a r e  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  1 a s  s l o -  

p e s  ( m ! )  a n d  i n t e r c e p t s  ( I n  y r )  of e q n .  3. C o r r e l a t i o n  

c o e f f i c i e n t s  o f  t h e  l i n e a r  r e g r e s s i o n  of  p r i o r i l l  c a l -  
1 

c u l a t e d  yy  v a l u e s  v a r i e d  from 0 .9988  - 1 .0000 .  F o r  

h o l s  a n d  o t h e r  b e n z e n e  d e r i v a t i v e s  from T a b l e  1 i t  

b e e n  a r g u e d  ( 3 )  t h a t  t h e  UNIFAC p a r a m e t e r s  p r o d u c e  

r e l i a b l e  y y  v a l u e s .  T h e r e f o r e ,  f o r  t h e  c a l c u l a t i o n  

a l c o -  

h a s  

un-  

of  

ym v a l u e s  o f  t h e s e  s o l u t e s ,  t h e i r  a q u e o u s  s o l u b i l i t i e s  

( 3 , 1 7 - 1 9 )  a n d  t h e  f o l l o w i n g  e q u a t i o n  ( 3 )  were u s e d :  
1 

- m W I n  y .  = I n  y .  
1 1, e x p  - mi(P ( 5 )  

- 
Here, m .  i s  t h e  a v e r a g e  v a l u e  ( f r o m  v a r i o u s  s i l i c a  c o v e -  

r a g e s )  o f  e x p e r i m e n t a l l y  d e t e r m i n e d  m. v a l u e s  of a s o l u t e  

i s  t h e  a c t i v i t y  c o e f f i c i e n t  of  t h e  from T a b l e  1 ;  y i l e x p  

same s o l u t e  i n  wa te r ,  c a l c u l a t e d  from i t s  a q u e o u s  s o l u b i -  

l i t y .  I n  t h e  p r e v i o u s  p a p e r  ( 3 )  i t  was a r g u e d  t h a t  o n  

t h e  b a s i s  o f  e x p e r i m e n t a l l y  d e t e r m i n e d  a q u e o u s  s o l u b i l i t y  

o f  a compound  a n d  t h e  s l o p e  o f  e q n .  2 ,  i t  is  p o s s i b l e  t o  

c a l c u l a t e  f a i r l y  r e l i a b l e  a c t i v i t y  c o e f f i c i e n t s  i n  t h e  

m o b i l e  p h a s e  f o r  d i f f e r e n t  cp v a l u e s .  B o t h  mi a n d  ym 

a r e  a l s o  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  1 .  

1 

1 
m 

l , e x p  

T h e  s e l e c t i v i t y  f a c t o r s  a a n d  am a r e  c a l c u l a t e d  a s  

k / k  a n d  y 2 / T l ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  most r e t a i n e d  ( r e f e -  

r e n c e )  compound  2 f o r  t h e  o e n z e n e  d e r i v a t i v e s  was e t h y l -  

b e n z e n e  a n d  f o r  t h e  a l i p h a t i c  c o m p o u n d s  l i e p t a n e .  B o t h  

I n  a a n d  I n  am were s t r i c t l y  l i n e a r  ( c o r r e l a t i o n  coef-  

m m  
2 1  
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66 PETROVIC AND LOMIC 

f i c i e n t s  v a r i e d  from 0 . 9 9 8 2  - 1.0000)  w i t h  t h e  v a r i a t i o n  

of t h e  volume f r a c t i o n  o f  m e t h a n o l  i n  t h e  a q u e o u s  m o b i l e  

p h a s e  ( r p ) ,  a c c o r d i n g  t o  t h e  e q u a t i o n s :  

I n  Q I n  aw - Amiq 

a n d  

l n  am = l n  a: - Am!cp 

w h e r e  I n  aW a n d  I n  a! a r e  e q u a l  t o  l n ( k 2 w / k , w )  a n d  

l n ( r : / r Y ) ,  r e s p e c t i v e l y .  

1 

The s e l e c t i v i t y  f a c t o r s  Q a n d  am o f  t h e  v a r i o u s  

s o l u t e  p a i r s  a r e  shown i n  T a b l e  2 a s  t h e  s l o p e s  a n d  

i n t e r c e p t s  of e q n s .  6 a n d  7 .  

The v a l u e s  of t h e  s l o p e s  ( A m  v a l u e s )  o f  e q n .  6 i 

f o r  a g i v e n  s o l u t e  p a i r  a r e  v e r y  s imi la r  f o r  s t a t i o n a r y  

p h a s e s  o f  d i f f e r e n t  c o v e r a g e s ,  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  c h a n g e  

i n  s e l e c t i v i t y  ( o r  r e t e n t i o n )  t h a t  r e s u l t s  f r o m  a c h a n g e  

i n  cp i s  i n d e p e n d e n t  of t h e  c o n c e n t r a t i o n  of b o n d e d  l i g a n d s .  

The same c o n c l u s i o n  c a n  b e  d r a w n  from t h e  d a t a  of K a l i s z a n  

e t  a l .  ( 7 ) .  The mean A m i  v a l u e  of a s o l u t e  p a i r  i s  a l s o  

v e r y  c lose  t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  c a l c u l a t e d  Am!  v a l u e ,  

s u g g e s t i n g  t h e  p o s s i b i l i t y  of u s i n g  e q n .  4 f o r  t h e  p r e -  

d i c t i o n  of c h a n g e s  i n  r e l a t i v e  r e t e n t i o n  o n  t h e  b a s i s  

of a c c u r a t e  m o b i l e - p h a s e  a c t i v i t y  c o e f f i c i e n t s .  However ,  

f o r  m o b i l e - p h a s e  o p t i m i z a t i o n  i n  R P L C ,  t h e  u s e  of "a p r i -  

o r i "  c a l c u l a t e d  a c t i v i t y  c o e f f i c i e n t s  b a s e d  on  d a t a  from 

o t h e r  n o n - c h r o m a t o g r a p h i c  s o u r c e s  c a n  l e a d  t o  l a r g e  e r r o r e ,  

p r e d o m i n a n t l y  d u e  t o  u n r e l i a b l e  g r o u p  i n t e r a c t i o n  p a r a -  

meters ( 3 ) .  The e x p e r i m e n t a l  d e t e r m i n a t i o n  of a c t i v i t y  co!ef- 
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f i c i e n t s  i n  t h e  a q u e o u s  l i q u i d  p h a s e  u s i n g  C L C  o r  G L C / L L C  

m e t h o d s  h a v e  a t  l e a s t  t w o  i m p e r f e c t i o n s :  t h e  n u m b e r  of s o l u -  

t e s  s t u d i e d  i s  l i m i t e d  a n d  t h e  a c c u r a c y  o f  t h e  e s t i m a t e d  

a c t i v i t y  c o e f f i c i e n t s  i s  i n s u f f i c i e n t .  For e x a m p l e ,  D j e r k i  

a n d  L a u b  ( 1 2 )  d e t e r m i n e d  f o r  t h e  f i r s t  t i m e  t h e  a c t i v i t y  

c o e f f i c i e n t s  o f  C3-C7 a l i p h a t i c  a l d e h y d e ,  k e t o n e ,  e s te r  a n d  

a l c o h o l  s o l u t e s  a t  i n f i n i t e  d i l u t i o n  i n  m e t h a n o l ,  water a n d  

m i x t u r e s  of t h e  two by a p p r o p r i a t e  c o m b i n a t i o n  o f  C L C  a n d  

LLC r e t e n t i o n  d a t a .  T h e  s l o p e s  ( m i )  of  e q n .  3 ,  c a l c u l a t e d  

f o r  n - a l c o h o l s  a r e  1 . 8 - 2 . 4  t imes lower t h a n  t h o s e  p r e s e n t e d  

i n  T a b l e  1 f o r  t h e  same a l c o h o l s .  A c c o r d i n g  t o  t h e  d a t a  o f  

J a n i n i  e t  a l .  ( l l ) ,  a l s o  d e t e r m i n e d  b y  t h e  CLC/LLC m e t h o d ,  

t h e  a c t i v i t y  c o e f f i c i e n t s  of p h e n o l  i n  water e x c e e d s  t h a t  

o f  o - c re so l ,  i n d i c a t i n g  a h i g h e r  a q u e o u s  s o l u b i l i t y  o f  

o - c r e s o l .  C o m p a r i n g  t h e  d i f f e r e n t  m e t h o d s ,  t h e  a c t i v i t y  

c o e f f i c i e n t s  b a s e d  o n  t h e  a q u e o u s  s o l u b i l i t y  o f  s o l u t e s  a n d  

H P L C  d a t a  seem t o  b e  more r e l i a b l e  b e c a u s e  t h e  CLC t e c h n i q u e  

i s  l i m i t e d  p r i m a r i l y  t o  t h e  s t u d y  of  v o l a t i l e  s o l u t e s  w i t h  

s o l v e n t s  of l o w  v a p o r  p r e s s u r e  a t  t h e  c o l u m n  t e m p e r a t u r e .  

Also,  c a l c u l a t i o n s  i n  CLC a r e  v e r y  s e n s i t i v e  t o  t h e  s a t u r a -  

t i o n  v a p o r  p r e s s u r e  o f  a s o l u t e .  I n  t h e  L L C  t e c h n i q u e ,  t h e  

m o b i l e  a n d  s t a t i o n a r y  p h a s e s  m u s t  o b v i o u s l y  b e  i m m i s c i b l e ;  

e a c h  m u s t  e x i b i t  s u f f i c i e n t  s o l v e n c y  f o r  t h e  s o l d t e s  s u c h  

t h a t  t t . e  r e t e n t i o n  v o l u m e s  a r e  n e i t h e r  t o o  s m a l l  n o r  t o o  

large t o  c o m p r o m i s e  t h e  a c c u r a c y  of  t h e i r  m e a s u r e m e n t .  

H o w e v e r ,  t h e  s l o p e s  of e q n .  7 c a l c u l a t e d  f o r  s o m e  s o l u t e s  

o f  T a b l e  1 c n  t h e  b a s i s  o f  e x p e r i m e n t a l l y  d e t e r m i n e d  mi 
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SELECTIVITY IN RPLC 69 

v a l u e s  ( e q n .  2 )  a r e  a l s o  d i s p u t a b l e ,  m a i n l y  d u e  t o  t h e  f a c t  

t h a t  

s i g n i f i c a n t l y  from l a b o r a t o r y  t o  l a b o r a t o r y .  The  e x p e r i m e n t a l  

m v a l u e s  of H a f k e n s c h e i d  e t  a l .  ( 2 0 )  f o r  some s o l u t e s  a r e  

a b o u t  50% h i g h e r  t h a n  t h e  v a l u e s  o f  O p p e r h u i z e n  e t  a l .  ( 2 1 ) ,  

a l t h o u g h  b o t h  e x p e r i m e n t s  were c a r r i e d  o u t  o n  H y p e r s i l  O D S  

c o l u m n s  ( 5  pm p a r t i c l e s ) .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  e x p e r i m e n t a l  

d a t a  of  t h i s  s t u d y  a r e  i n  c l o s e  a g r e e m e n t  w i t h ,  f o r  e x a m p l e  , 
c o r r e s p o n d i n g  d a t a  i n  r e f s .  ( 7 ) , ( 2 0 ) , ( 2 2 )  a n d  ( 2 3 ) ,  o b t a i n e d  

w i t h  o c t y l - s i l i c a  o r  ODS s t a t i o n a r y  p h a s e s  f r o m  v a r i o u s  

m a n u f a c t u r e r s .  

m i  v a l u e s  o b t a i n e d  o n  t h e  same LC s y s t e m  may d i v e r g e  

i 

T h e  s e c o n d  f a c t o r  i n  e q n .  6 a f f e c t i n g  t h e  r e l a t i v e  

r e t e n t i o n  is  t h e  i n t e r c e p t  ( I n  a 1 ,  r e p r e s e n t i n g  t h e  e x t r a -  

p o l a t e d  v a l u e  f o r  t h e  s e l e c t i v i t y  f a c t o r  i n  water. T h e  d a t a  

of T a b l e  2 d e m o n s t r a t e  a n  i n d e p e n d e n c e  o f  aw o n  t h e  c o n c e n -  

t r a t i o n  of  a l k y l  l i g a t e s  o n  t h e  s t a t i o n a r y  p h a s e .  T h a t  i s ,  

a c h a n g e  i n  t h e  s i l i c a  s u r f a c e  c o v e r a g e  d o e s  n o t  l e a d  t o  a 

c h a n g e  i n  t h e  s e p a r a t i o n  f a c t o r  a .  Data o f  r e f .  ( 7 )  a l s o  

s u p p o r t  t h i s  s t a t e m e n t .  S i n c e  t h e r e  i s  a g e n e r a l  t r e n d  i n  

R P L C  o f  i n c r e a s i n g  r e t e n t i o n  w i t h  i n c r e a s i n g  s u r f a c e  c o v e r a g e ,  

i t  may b e  c o n c l u d e d  f o r  t h e  p r e s e n t  s e t  of s o l u t e s  a q d  w i t h  

m e t a n o l - w a t e r  m i x t u r e s  as  t h e  m o b i l e  p h a s e  t h a t  a c h a n g e  i n  

t h e  s u r f a c e  c o v e r a g e  c a u s e s  o n l y  a c h a n g e  i n  t h e  p h a s e  r a t i o  

of a s y s t e m .  

W 

I 

R e t e n t i o n  d a t a  o b t a i n e d  w i t h  a s t a n d a r d  g r a d i e n t  by 

A n t l e  e t  a l .  ( 2 4 1 ,  e s t i m a t e d  on c o m m e r c i a l  Z o r b a x  O D S  a n d  

two Z o r b a x  C-8  c o l u m n s  ( d i f f e r i n g  i n  s u r f a c e  a r e a s )  demon- 
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s t r a t e  v e r y  s m a l l  d i f f e r e n c e s  i n  a b e t w e e n  o c t y l - s i l i c a  a n d  

O D S  s t a t i o n a r y  p h a s e s  (*1 .9% w i t h  a q u e o u s  m e t h a n o l  a n d  *3.7% 

w i t h  a q u e o u s  a c e t o n i t r i l e )  f o r  a v a r i e t y  o f  s o l u t e s  w i t h  

s i m p l e  a n d  m o r e  c o m p l e x  t r o l e c u l a r  s t r u c t u r e s .  F o r  many o f  

t h e  s o l u t e s  t e s t e d ,  i t  was f o r m e r l y  h a d  a l r e a d y  b e e n  

c o n c l u d e d  t h a t  s e l e c t i v i t y  i s  i n d e p e n d e n t  of b o n d e d  a l k y l  

c h a i n  l e n g t h  ( 2 5 ) .  T h u s ,  i t  c a n  b e  g e n e r a l l y  s t a t e d  t h a t  

t h e  o p t i m i z a t i o n  of a RPLC s y s t e m  c a n  b e s t  b e  a c h i e v e d  by  

c h a n g i n g  t h e  m o b i l e  p h a s e  c o m p o s i t i o n  o r  p o l a r i t y  o f  c o l u m n .  

N e v e r t h e l e s s ,  i t  s h o u l d  b e  n o t e d  h e r e  t h a t  f o r  some s o l u t e s  

a n d  n o n - m o n o m e r i c  s t a t i o n a r y  p h a s e s  ( 6 )  a n  i n c r e a s e  i n  a was 

d e m o n s t r a t e d  w i t h  b o t h  i n c r e a s i n g  s u r f a c e  c o v e r a g e  a n d  

i n c r e a s i n g  a l k y l  c h a i n  l e n g t h .  

T h e  s u b s t r a c t i o n  of  t h e  I n  aw v a l u e  f o r  a s o l u t e  p a i r  o f  

v a l u e ,  S T a b l e  2 from t h e  c o r r e s p o n d i n g  I n  a: v a l u e  g i v e s  I n  a 

i n d e p e n d e n t  on  b o t h  cp a n d  s u r f a c e  c o v e r a g e .  V a l u e s  o f  as 

o b t a i n e d  i n  t h i s  way a r e  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  3 ,  t o g e t h e r  w i t h  
m a a n d  aw v a l u e s  f o r  s o l u t e  p a i r s  o f  T a b l e  2 .  A c c o r d i n g  t o  

e q n .  1 ,  a l i n e a r  r e l a t i o n s h i p  i s  o b t a i n e d  b e t w e e n  am a n d  a 

w i t h  s l o p e  e q u a l  t o  as w i t h  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t s  v a r y i n g  

from 0 . 9 9 9 7  - 0 . 9 9 9 9 .  V a l u e s  o f  as c a l c u l a t e d  i n  t h i s  way 

a r e  a l s o  l i s t e d  i n  T a b l e  3. 

W 

I t  h a s  b e e n  p o i n t e d  o u t  p r e v i o u s l y  ( 2 6 - 2 8 )  t h a t  i n  RPLC 

t h e  i n t e r a c t i o n  o f  t h e  s o l u t e  w i t h  s t a t i o n a r y  p h a s e s  o f  l o w  

s u r f a c e  e n e r g y ,  s u c h  as  n - a l k y l  c h a i n s  a t t a c h e d  t o  a s i l i c a  

s u r f a c e ,  is  weak  a n d  n o n - s e l e c t i v e .  T h u s ,  t h e  d r i v i n g  f o r c e  

f o r  r e t e n t i o n  is  t h e  u n f a v o u r a b l e  i n t e r a c t i o n  of  a s o l u t e  
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SELECTIVITY IN RPLC 7 1  

m TABLE 3. S e l e c t i v i t y  f a c t o r s  a w ,  aw a n d  as f o r  v a r i o u s  
s o l u t e  p a i r s  o f  T a b l e  2. 

S m a 
W a:/aw E q n .  1 Mean 

E t h y l b e n z e n e /  
T o l u e n e  5.21 5.70 1 - 0 9  1.01 1.05 
B e n z e n e  2 3 - 8 0  28.50 1.20 1.12 1.16 
A c e t o p h e n o n e  27.94 66.69 2.39 2.38 2.39 
0- C r e s o l  30.57 304.90 9.97 10.10 10.04 

P h e n o l  115.58 1188.00 10.28 10 .42  10 .35  
A n i  1 i n e  117.92 502.70 4 . 2 6  4.33 4.30 
Hep t a n e  / 
H e x a n e  4.57 5 . 2 1  1.14 1 .12  1.13 
P e n t a n e  21 - 5 4  27.66 1 .27  1 .15  1.21 
H e p t a n o l - 1  44.70 395.44  8 .85  8 . 1 3  8.49 
H e x a n o l -  1 184.93 1652.43 8 . 9 4  8 . 2 0  8.57 
P e n t a n o l - 1  742.48 6838.29  9 . 2 1  8 . 2 6  8.74 

a a* 
W 

B e n z y l  a l c o h o l  88.23 468.72  5 .43  5 .31  5.37 

* Mean v a l u e  o f  v a r y i n g  s i l i c a  c o v e r a g e  i n  T a b l e  2 

w i t h  t h e  s u r r o u n d i n g  water  m o l e c u l e s  of  t h e  m o b j l e  p h a s e .  

I t  c a n  b e  g e n e r a l l y  c o n c l u d e d  from t h e  d a t a  i n  T a b l e  3 ( s e e  

a l s o  r e f .  3 )  t h a t  more p o l a r  s o l u t e s  d e m o n s t r a t e  a h i g h e r  

a f f i n i t y  t o w a r d  b o t h  t h e  m o b i l e  a n d  t h e  s t a t i o n a r y  p h a s e  i n  

c o m p a r i s o n  w i t h  l ess  p o l a r  s o l u t e s .  T h e  r e l a t i v e  r e t e n t i o n  

i n  b o t h  p h a s e s  i n c r e a s e s  from t h e  l e s s  p o l a r  s o l u t e s  s u c h  

a s  t o l u e n e  a n d  h e x a n e  t o  t h e  more p o l a r  s o l u t e s  s u c h  a s  

p h e n o l  a n d  b u t a n o l .  T h e  i n c r e a s e  i n  a is s i g n i f i c a n t l y  

lower t h a n  t h a t  i n  a . H o w e v e r ,  i t  c a n  n o t  b e  n e g l e c t e d ,  

e s p e c i a l l y  f o r  p o l a r  s o l u t e s .  An i n c r e a s i n g  d i f f e r e n c e  i n  

p o l a r i t y  b e t w e e n  two s o l u t e s  l e a d s  t o  a n  i n c r e a s e  i n  a . 
A c o m p a r i s o n  o f  t h e  d a t a  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  3 s h o w s  t h a t  

a l l  t h r e e  s e l e c t i v i t y  f a c t o r s  i n c r e a s e  when t h e  p o l a r i t y  ! 
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72 PETROVIC AND LOMIC 

d i f f e r e n c e  b e t w e e n ,  f o r  e x a m p l e  two b e n z e n e  d e r i v a t i v e s  i s  

i n c r e a s e d ,  b u t  t h e  o r d e r  o f  t h e  i n c r e a s e  i s  n o t  t h e  same. 

For  e x a m p l e ,  am f o r  t h e  s o l u t e  p a i r s  e t h y l b e n z e n e l b e n z e n e  

d e r i v a t i v e  i s  c h a n g e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  o r d e r :  p h e n o l  > 

a n i l i n e  > b e n z y l  a l c o h o l  > o-creso l  > a c e t o p h e n o n e  > b e n z e n e  

> t o l u e n e .  H o w e v e r ,  t h e  i n c r e a s i n g  o r d e r  o f  as i s  d i f f e r e n t :  

p h e n o l  > o-creso l  > b e n z y l  a l c o h o l  > a n i l i n e  > a c e t o p h e n o n e  

> b e n z e n e  > t o l u e n e .  T h e  r e a s o n  f o r  s u c h  d i f f e r e n t  o r d e r  i s  

t h e  d u a l  b e h a v i o u r  o f  n - a l k y l  b o n d e d  s i l i c a ,  i . e .  r e v e r s e d  

p h a s e s  p o s s e s s  b o t h  h y d r o p h o b i c  a n d  t h e  h y d r o p h i l i c  p r o p e r -  

t i e s ,  e v e n  t h o u g h  u n t r e a t e d  s i l i c a  a l s o  s h o w s  r e v e r s e d  p h a s e  

b e h a v i o u r  i n  c o n t a c t  w i t h  a q u e o u s  m o b i l e  p h a s e s  ( 2 4 , 2 9 , , 3 0 ) .  

P h e n o l  a n d  o - c r e s o l  h a v e  a p p r o x i m a t e l y  t h e  same r e t e n t i o n  

i n  t h e  s t a t i o n a r y  p h a s e ,  b e c a u s e  t h e  h y d r o p h o b i c  m o i e t y  of  

t h e  b o n d e d  s i l i c a  ( a l k y l  c h a i n s )  is  o n l y  s l i g h t l y  s e l e c t i v e  

t o  t h e  m e t h y l  g r o u p .  T h e  same p h e n o m e n o n  h a s  a l s o  n o t i c e d  

f o r  a l k a n e s  a n d  a l k y l b e n z e n e s .  T h e  s e l e c t i v i t y  d i f f e r e n c e  

i n  t h e  s t a t i o n a r y  p h a s e  p e r  m e t h y l e n c  g r o u p  f o r  t h e s e  s o l u -  

t e s  i s  s m a l l .  T h u s ,  t h e s e  s o l u t e s  a r e  s e p a r a t e d  i n  RPLC 

o n l y  o n  t h e  b a s i s  of t h e i r  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  i n t e r -  

a c t i o n  w i t h  t h e  m o b i l e  p h a s e .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  h y d r o -  

p h i l i c  m o i e t y  o f  t h e  s t a t i o n a r y  p h a s e  is  s i g n i f i c a n t l y  

s e l e c t i v e  t o  t h e  p o l a r  g r o u p s .  T h e  s o l u b i l i t y  o f \ b e n z y l  

a l c o h o l  a n d  a n i l i n e  i n  water i s  s i m i l a r ,  b u t  t h e i r  i n t e r -  

a c t i o n  w i t h  t h e  s t a t i o n a r y  p h a s e  is  d i f f e r e n t  e n o u g h  t o  

a c h i e v e  s e p a r a t i o n  (a:  I 1 . 0 7  , aw = 1 . 3 4 ) .  Fo r  t h e  a n i l i n e /  

p h e n o l  p a i r  aW a n d  as v a l u e s  a r e  a p p r o x i m a t e l y  e q u a l ,  s o  
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SELECTIVITY IN RPLC 13 

t h e i r  s e p a r a t i o n  i s  p o o r .  T h e  s i t u a t i o n  i s  s i m i l a r  i n  t h e  

case of a c e t o p h e n o n e  a n d  o - c r e s o l .  G e n e r a l l y ,  i t  may b e  

c o n c l u d e d  t h a t  n - a l k y l  b o n d e d  s t a t i o n a r y  p h a s e s  a re  s l i g h t l y  

s e l e c t i v e  t o  t h e  n o n - p o l a r  m o i e t y  o f  a s o l u t e  a n d  a r e  n o t i -  

c a b l y  s e l e c t i v e  t o  p o l a r  s o l u t e  g r o u p s .  

CON C L US I O N S  

"A p r i o r i l l  c a l c u l a t e d  a c t i v i t y  c o e f f i c i e n t s  c a n  s u c c e s -  

s f u l l y  b e  u s e d  f o r  t h e  p r e d i c t i o n  o f  t h e  s e l e c t i v i t y  o f  t h e  

m o b i l e  p h a s e .  For R P L C  s y s t e m s  v a r y i n g  i n  t h e  s i l i c a  s u r f a c e  

c o v e r a g e  t h e  s e l e c t i v i t y  f a c t o r  ci d e p e n d s  o n l y  o n  t h e  

s t r e n g t h  o f  t h e  m o b i l e  p h a s e .  T h e r e f o r e ,  t h e  s e l e c t i v i t y  

f a c t o r s  ci a n d  am a r e  l i n e a r l y  r e l a t e d  t o  e a c h  o t h e r  w i t h  t h e  

p r o p o r t i o n a l i t y  c o n s t a n t  e q u a l  t o  ci . T h e  r e l a t i v e  r e t e n t i o n  

i n  t h e  s t a t i o n a r y  p h a s e  ( a S )  i s  a n  a p p r o x i m a t e l y  c o n s t a n t  

v a l u e ,  o n l y  s l i g h t l y  d e p e n d e n t  o n  t h e  m o b i l e  p h a s e  s t r e n g t h ,  

t h e  s i l i c a  s u r f a c e  c o v e r a g e  a n d / o r  t h e  l e n g t h  of n - a l k y l  

b o n d e d  s h a i n s .  T h u s ,  t h e  s e l e c t i v i t y  i n  t h e  s t a t i o n a r y  p h a s e  

i z  o n l y  a f u n c t i o n  o f  t h e  m o l e c u l a r  s t r u c t u r e  of  t h e  s o l u t e s .  

T h e  s t a t i o n a r y  p h a s e s  s t u d i e d  s h o w  a s l i g h t  s e l e c t i v i t y  t o  

t h e  h y d r o p h o b i c  m o i e t y  of s o l u t e s  ( e .g .  m e t h y l  o r  m e t h y l e n e  

g r o u p s ) ,  w h i l e  t h e  s e l e c t i v i t y  t o  t h e  p o l a r  s u b s t i t u e n t s  is  

s i g n i f i c a n t  a n d  c a n  n o t  b e  n e g l e c t e d .  

S 
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