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Termin „chromatografia oddziaływań hydrofilowych” został po raz pierwszy użyty przez Alperta w 1990 roku w celu zdefiniowania techniki chromatograficznej, będącej połączeniem chromatografii w układzie faz odwróconych i normalnych. Wariant ten miał być szczególnie przydatny w analizie związków polarnych, które są niezatrzymywane na niepolarnych złożach i wymywane w objętości martwej (układ faz odwróconych) lub są zbyt silnie zatrzymywane przez polarne złoża (układ faz normalnych). Zastosowanie polarnych faz ruchomych i stosunkowo mało polarnych eluentów o bardzo dużej zawartości rozpuszczalników organicznych, dało początek technice szczególnie dedykowanej właśnie związkom polarnym- chromatografii oddziaływań hydrofilowych (HILIC). Pomimo, iż popularność tego wariantu chromatografii ciągle rośnie, to wciąż nie zdefiniowano dokładnego mechanizmu rozdzielania zachodzącego w HILIC. Pierwotnie postulowano podział analitu między cienką warstwę wodną zaadsorbowaną na powierzchni polarnego złoża, a znacznie bardziej niepolarny eluent. Dziś wiadomo już, że mechanizm ten jest o wiele bardziej skomplikowany i zarówno wspomniany podział jak również adsorpcja bezpośrednio na złożu kolumny wpływa na retencję analitu. W zależności od struktury analitu i formy w jakiej on występuje, oddziaływania elektrostatyczne jak również tworzenie wiązań wodorowych mogą mieć wpływ na jego retencję. 
Flawonoidy to obszerna grupa związków polifenolowych, których cechą wspólną budowy jest występowanie układu difenylopropanowego, na który składają się dwa pierścienie benzenowe, połączone pierścieniem piranu, pironu lub łącznikiem trójwęglowym. Modyfikacje w obrębie heterocyklicznego pierścienia C prowadzą do powstania różnych grup związków flawonoidowych, takich jak flawony, flawon-3-ole, flawanony, flawan-3-ole, izoflawony, chalkony oraz antocyjanidyny. Dodatkowo flawonoidy mogą tworzyć struktury dimeryczne. Wysokosprawna chromatografia cieczowa jest najczęściej stosowaną techniką w analizie flawonoidów. Rozdzielenie zwykle prowadzi się w układzie faz odwróconych (RP-HPLC) z zastosowaniem kolumn C18 i faz ruchomych będących mieszaninami wody z acetonitrylem bądź metanolem. Częstym problemem w analizie związków polifenolowych jest zjawisko ich koelucji, nawet z zastosowaniem kolumn o wysokiej rozdzielczości, a  dodatkowym mankamentem jest długi czas pojedynczej analizy. Szansy na zminimalizowanie tych problemów można upatrywać w zastosowaniu chromatografii oddziaływań hydrofilowych do analizy flawonoidów. Flawonoidy, cechujące się umiarkowaną polarnością, nie będą zbyt mocno zatrzymywane przez polarne złoża stosowane w tym trybie chromatograficznym, a bardziej złożony mechanizm retencji w tej technice może znacząco wpłynąć na poprawę efektywności ich rozdzielenia. Charakterystyczny skład eluentów stosowanych w HILIC (wysoka zawartość rozpuszczalników organicznych) zwiększa efektywność jonizacji w źródle jonów spektrometru mas, co znacznie zwiększa czułość oznaczeń, zwłaszcza dla próbek naturalnych. 

W literaturze opisano szereg prób podjętych w celu zdefiniowania mechanizmu retencji w chromatografii oddziaływań hydrofilowych. Jednak autorzy tych prac zwykle stosują modelowe związki należące do różnych klas, znacznie różniące się zarówno budową jak i polarnością. W rozprawie doktorskiej badałam mechanizmy retencji flawonoidów, jako przedstawicieli związków biologicznie aktywnych, w chromatografii oddziaływań hydrofilowych z zastosowaniem różnego rodzaju faz stacjonarnych oraz ruchomych. W celu dokładniejszego opisu obserwowanych zjawisk zbadałam również wpływ takich parametrów jak rodzaj użytego rozpuszczalnika organicznego i pH fazy ruchomej, wpływ stężenia soli w eluencie oraz temperaturę w jakiej prowadzono rozdzielenie na retencję flawonoidów. Opracowane optymalne metody zostały przeze mnie zastosowane w analizie próbek naturalnych. 
W trakcie badań wykorzystałam cztery fazy stacjonarne, znacznie różniące się właściwościami. Użyła, niezmodyfikowaną krzemionkę (Atlantis HILIC, złoże obdarzone ładunkiem), złoże diolowe (Luna HILIC, neutralne) oraz fazy sulfobetainowe (ZIC-HILIC i pZIC-HILIC, dwubiegunowe). W trakcie badań zauważyłam, że kolumny diolowa oraz silikażelowa wykazywały pewne podobieństwa. W obydwu przypadkach retencja flawonoidów na złożu była niewielka, a krzywe zależności współczynnika retencji badanych związków od procentowej zawartości rozpuszczalnika organicznego w eluencie miały kształt paraboli (dla acetonitrylu jako składnika eluentu). Zdecydowanie większą retencję flawonoidy wykazywały na złożu sulfobetainowym. W przypadku tego złoża wspomniane zależności miały prostoliniowy przebieg, a wzrost stężenia rozpuszczalnika organicznego w fazie ruchomej powodował wydłużenie czasu retencji dla wszystkich analizowanych związków. Nie zauważyłam wyraźnego wpływu pH wodnego składnika eluentu na retencję flawonoidów, natomiast wpływ obecności soli w eluencie oraz jej stężenia ściśle zależało od rodzaju stosowanego złoża. W przypadku kolumny diolowej ze wzrostem stężenia soli obserwowałam wydłużenie czasów retencji badanych związków, ale już przy zastosowaniu kolumny sulfobetainowej był odwrotny efekt. Wzrost temperatury, w której prowadziłam rozdzielenie nieznacznie obniżał czasy retencji, jednak prostoliniowość izotermy van’t Hoffa w przypadku kolumny ZIC-HILIC zaobserwowałam jedynie stosując metanol jako składnik eluentu. 
W celu wysnucia bardziej dokładnych wniosków dotyczących mechanizmu retencji, badane flawonoidy podzieliłam na mniejsze grupy: flawony, flawanony, flawonole oraz ich glikozydy .Ze względu na zbliżoną polarność do grupy glikozydów włączyłam także katechinę. Zbadałam dopasowanie danych eksperymentalnych do modeli matematycznych opisujących zarówno podział analitu między warstwę wodną a eluent oraz adsorpcję analitu bezpośrednio na złożu dla poszczególnych grup związków. W przypadku flawonów bardzo wysoką wartość współczynnika dopasowania do modelu podziałowego otrzymałam dla kolumn sulfobetainowych, a dla kolumny silikażelowej oraz diolowej wartość ta była nieco niższa. Sugeruje to, że za retencję flawonów w całości (kolumny ZIC-HILIC i pZIC-HILIC) lub w bardzo dużym stopniu (Atlantis HILIC i Luna HILIC) odpowiedzialny jest hydrofilowy podział analitu. Odwrotne zależności uzyskałam dla flawanonów; znacznie większe współczynniki retencji otrzymałam dla kolumn silikażelowej i diolowej. Współczynnik determinacji dopasowania do modelu podziałowego dla flawonoli wzrastał w szeregu: kolumna silikażelowa < diolowa < fazy sulfobetainowe, co sugeruje wzrost udziału mechanizmu hydrofilowego podziału dla tej grupy flawonoidów. Najbardziej zróżnicowanie pod względem wartości współczynników determinacji dopasowania do modelu podziałowego otrzymałam dla grupy glikozydów i katechiny. Są to najbardziej polarne związki z całej analizowanej grupy. Najniższy współczynnik determinacji dopasowania otrzymałam dla kolumny ZIC-HILIC z użyciem acetonitrylu. Co ciekawe był on znacząco różny od współczynnika otrzymanego dla kolumny pZIC-HILIC. Wynik taki może sugerować znaczny udział matrycy złoża w procesie rozdzielenia. W przypadku polimerycznej matrycy oddziaływania te są ograniczone, co powoduje wzrost udziału modelu podziałowego w mechanizmie rozdzielenia. Dla kolumny silikażelowej przy zastosowaniu metanolu jako składnika fazy ruchomej otrzymałam najniższe wartości współczynnika determinacji dla obu mechanizmów retencji dla badanych grup związków flawonoidowych. Dla tej fazy stacjonarnej także dla wszystkich badanych związków uzyskałam najniższe współczynniki dopasowania dla modelu podziałowego i adsorpcyjnego. Otrzymane wyniki pokazują jak trudnym zadaniem jest jednoznaczne określnie jaki jest wiodący mechanizm retencji flawonoidów na każdym badanym złożu. Zbliżone wartości współczynników dopasowania do modelu podziałowego i adsorpcyjnego sugerują na mieszany mechanizm retencji, co potwierdza duży udział wymiany jonowej w mechanizmie rozdzielenia. Należy jednak zauważyć, że dopasowanie do mieszanego modelu mechanizmu retencji jest zależne indywidualnie od rozpatrywanego analitu. Mechanizm rozdzielenia flawonoidów w HILIC, niezależnie od rodzaju stosowanej fazy stacjonarnej, ma charakter wielowymiarowy, a mała modyfikacja warunków ich analizy  chromatograficznej może zmieniać udział poszczególnych składowych do całkowitego mechanizmu retencji. Najrozsądniej jest uznać, że w przypadku flawonoidów mechanizm rozdzielnia na charakter mieszany, w którym zarówno podział jak i adsorpcja są jednakowo ważne. Wpływając na udział każdego z nich w wypadkowym mechanizmie rozdzielania, można wpływać na selektywność danego rozdzielnia.
Wyniki dotyczące mojej rozprawy  zostały opublikowałam  w 6 pracach oryginalnych oraz w formie rozdziałów w 3 zagranicznych i 7 krajowych w monografiach tematycznych. 

