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Abstrakt

Predklddand diplomova prace se zabyva podrobnou charakterizaci nové
diolové kolony, tj. Torus DIOL uréené pro superkritickou fluidni chromatografii,
v podminkach hydrofilni interak¢éni kapalinové chromatografie. Tato stacionarni faze
ma diolové ligandy vazané na tzv. BEH (,,bridged ethylene hybrid*) ¢asticich, které
umoziuji pouzivat stacionarni fazi pfi vysokych teplotach, tlacich a v Sirokém
rozsahu pH, coZ je vyhoda oproti klasickym kolonam se silikagelovym nosi¢em.

Na koloné¢ Torus DIOL byla uspésné provedena separace smesi péti
fluorovanych pesticidii. Reten¢ni mechanizmus a vliv riznych parametr na retenci
byl testovan analyzou malych polarnich latek (nukleobdze, uridin a jeho derivaty,
kyselé, neutralni a bazické latky).

Testovanim vlivu mnozstvi acetonitrilu v mobilni fizi na retenci bylo zjisténo,
ze se na retenénim mechanizmu podili jak rozdélovani analytu mezi hydratovanou
stacionarni fazi a mobilni fézi, tak i adsorpce analytu na povrch stacionarni faze. Vliv
pH vodné slozky mobilni fiaze na retenci a separaci analyti byl testovan
s nasledujicimi pufrujicimi roztoky: kyselina mravenéi, pH = 2,1; 10mM octan
amonny, pH = 4,7 a pH = 9,5. Ziskané vysledky ukazaly, Ze hodnota pH vodné
sloZzky mobilni faze vyrazné ovliviiuje retenci pouze kyselych latek v zavislosti na
jejich hodnoté pKj,. S rostouci iontovou silou vodné slozky mobilni faze se retence
vSech analyti na koloné¢ Torus DIOL mirné zvySuje. Retenéni mechanizmus se
v zéavislosti na teplot¢ neméni, coZ bylo potvrzeno pouZitim van't Hoffovych
zavislosti.

K bliz§imu popisu interakci analytii se stacionarni fazi byly pouZity testy
selektivity pro rizné dvojice strukturné odliSnych latek. Ziskané vysledky byly dale
vyuzity pro porovnani Torus DIOL kolony s ostatnimi komerén¢ dostupnymi
kolonami z hlediska jejich potencialu pro rizné typy interakei.

Na zékladé ziskanych vysledki 1ze fict, Ze Torus DIOL kolona je vhodna pro

separace polarnich latek v hydrofilni interakéni kapalinové chromatografii.

Klic¢ova slova: HILIC, pesticidy, retenéni mechanizmus



Abstract

The aim of this diploma thesis is detailed characterization of new diol-based
column, i.e. Torus DIOL designed for supercritical fluid chromatography, in
hydrophilic interaction liquid chromatography. This stationary phase contains diol
ligands bonded on BEH (“bridged ethylene hybrid*) particles. The BEH sorbent is
more stable at high pH, pressure and temperature than conventional silica sorbents.

Five fluorinated pesticides were successfully separated on Torus DIOL
column. Retention mechanism and effect of different parameters were tested by
analysis of small polar compounds (nucleobases, uridine and its derivatives, acidic,
neutral and basic compounds).

Both partitioning of analytes between an aqueous layer deposited on the
surface of the stationary phase and the mobile phase and adsorption of analytes on
the stationary phase participate in the retention mechanism. Effect of the mobile
phase aqueous part pH was investigated with the following buffering solutions:
formic acid (pH = 2.1), 10mM ammonium acetate (pH = 4.7 and pH = 9.5). Obtained
results showed that aqueous part pH significantly affects retention of acidic
compounds according to their pK, values. Retention of all tested analytes on Torus
DIOL column slightly increased with increasing ionic strength of mobile phase. The
retention mechanism did not change within temperature range tested which was
confirmed by van’t Hoff plots.

Group selectivity tests for structurally different pairs of compounds were used
for more detailed description of interactions between analytes and stationary phase.
Results were used for comparison of Torus DIOL column with other columns
applicable in hydrophilic interaction liquid chromatography in terms of their
interaction potential.

Obtained results showed that Torus DIOL column is suitable for the separation

of polar compounds in hydrophilic interaction liquid chromatography.

Key words: HILIC, pesticides, retention mechanism
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Seznam pouzitych zkratek a symboli

ACN acetonitril

A plocha na povrchu stacionarni faze obsazena molekulami analytu
BEH ,bridged ethylene hybrid*

Boc butyloxykarbonyl

BTMA benzyltrimethylamonium chlorid

C8 oktylova skupina

C18 oktadecylova skupina

I Sitka vzestupné Casti piku v 5 % jeho vysky

GC plynova chromatografie

HILIC hydrofilni interakéni kapalinovéa chromatografie
HPLC vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

1 iontova sila

IEC iontové-vyménna chromatografie

k reten¢ni faktor

k., hypoteticky reten¢ni faktor v ¢ist€ vodné mobilni fazi
MF mobilni faze

MS hmotnostni spektrometrie

NPLC normalni méd kapalinové chromatografie

ny plocha na povrchu stacionarni fdze obsazena molekulami vody
N,, molarni frakce vodné sloZky v mobilni fazi

Pe kriticky tlak

PFP pentafluorofenyl

pPK4 zaporny dekadicky logaritmus disociacni konstanty
PTFE polytetrafluorethylen

R univerzalni plynova konstanta

RPLC reverzni mod kapalinové chromatografie

R’ koeficient determinace

R, rozliSeni

S faktor symetrie

SF staciondrni faze

SFC superkriticka fluidni chromatografie

T termodynamicka teplota
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zména standardni entropie pienosu

objemovy podil vodné slozky v mobilni fazi



1 Uvod

Vyuziti hydrofilni interakéni kapalinové chromatografie (HILIC) v poslednich
letech roste predev§im =z divodu aplikace v oblasti analyzy polarnich 1éCiv,
metabolitl a rtiznych biologicky aktivnich latek. HILIC je komplementarni metodou
k reverznimu modu kapalinové chromatografie (RPLC), ktery Ize bez problémi
pouzit pro analyzy nepolarnich a stfedn¢ polarnich latek. Pro separaci polarnich latek
byl diive bézné vyuzivan tzv. normalni mdd kapalinové chromatografie (NPLC),
ktery s sebou ale ptinasi i fadu problému. Z toho divodu je HILIC v soucasné dobé
zédanou alternativou pro analyzu velmi polarnich latek.

Vyskyt biologicky aktivnich latek v Zivotnim prostiedi se stale zvySuje a spolu
s tim rostou 1 pozadavky na jejich efektivni analyzu. VétSina pesticidi pouzivanych
v zem¢edélstvi ma nepfiznivy vliv na pfirozené fungovani ekosystému, a proto je
dillezité sledovat jejich mnozstvi. Pro analyzu polarnich pesticidt je HILIC vhodnou
metodou.

Cilem této prace bylo testovani nové kolony s diolovou stacionarni fazi (SF)
navrzené pro superkritickou fluidni chromatografii (SFC) v podminkach HILIC.
Byla provedena optimalizace separace sady fluorovanych pesticidi. Separacni
systétm byl dale charakterizovan analyzou malych poldrnich latek (nukleobazi,
uridinu a jeho derivati a né€kolika kyselych, neutrdlnich a bazickych latek) v raznych
podminkach. Testovan byl mimo jiné vliv mnoZzstvi acetonitrilu v mobilni fazi (MF),
vliv pH a iontové sily vodné sloZky mobilni faze a vliv teploty na retenci strukturné

odlisnych analytd.



2 Teoreticka cast

2.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je jedna
z chromatografickych technik slouzici k separaci slozek smési za ucelem jejich
kvalitativni 1 kvantitativni analyzy. Principem kapalinové chromatografie je
distribuce analyzovanych latek mezi dvé faze — stacionarni fazi (sorbent) a mobilni
fazi (eluent) — na zéklad¢ jejich riizné schopnosti s nimi interagovat. Pfi distribuci
dochdzi k opakovanému vytvéafeni rovnovaznych stavi analytl mezi mobilni
astacionarni fazi. Vzhledem k velkému mnozstvi kombinaci stacionarnich
a mobilnich fazi je HPLC jednou z nejpouzivanéjSich analytickych metod pro Siroké
spektrum latek. Kvili zvySujicim se narokiim na rychlost analyzy byla v roce 2004
uvedena do praxe tzv. ultravysokoucinna kapalinova chromatografie (UHPLC), ktera
umoziuje rychlejsi a levnéjsi analyzy s velmi vysokou ucinnosti. V UHPLC se
vyuzivaji krat$i kolony naplnéné ¢asticemi mensSimi nez 2 um a separace pak probiha
za vyssiho tlaku'.

V soucasné dob¢ se v HPLC vyuziva nékolik separa¢nich méda. Systém, kde
je polarni stacionarni faze v kombinaci s méné polarni (nevodnou) mobilni fazi, se
nazyva normdlni mdd kapalinové chromatografie. Pouziva se pfedevsim pro separaci
polarnich latek, jejichZ retence je pii tomto uspotradani vyssi. Naopak nepolarni latky
maji retenci niz8i nebo zadnou. NPLC se také s vyhodou vyuziva pti analyze latek,
které nejsou dobfe rozpustné ve vod€. Stacionarni fazi byvad nejCastéji
nemodifikovany silikagel nebo silikagel modifikovany polarnimi skupinami, mobilni
fazi byva naptiklad hexan nebo chloroform®. Dal§i moznosti je tzv. reverzni méd
kapalinové chromatografie, kde je stacionarni faze méné polarni nez faze mobilni.
Reverzni mdd se tak pouziva predev§im pro nepolarni latky, které maji pfi tomto
uspofadani vyssi retenci nez latky polarni. Stacionarni fazi byva vétSinou silikagel
modifikovany oktadecylovymi (C18) nebo oktylovymi (C8) skupinami. Mobilni fazi
je nejcastéji smes vody (nebo pufru) s organickym rozpoustédlem (nejcastéji
acetonitril, methanol). RPLC je v soufasné dobé nejvice rozSitenym moddem
kapalinové chromatografie, a to zejména z diivodu dobré reprodukovatelnosti, Siroké
selektivity a moznosti pouZziti hmotnostni detekce’. Dal3imi pouzivanymi mody je

napiiklad polarné-organicky mod, iontové-vyménnd chromatografie (IEC) nebo
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hydrofilni interak¢ni kapalinovd chromatografie, ktera je podrobnéji popséana

v nasledujicich kapitolach.
2.1.1 Hydrofilni interak¢ni kapalinova chromatografie

Hydrofilni interakéni kapalinovad chromatografie je pouzivana jako alternativa
pro separaci latek, které jsou obtizné¢ separovatelné nebo maji velmi nizkou retenci
v reverznim moddu. Pro HILIC je charakteristické pouziti polarni stacionarni faze
typické pro NPLC a méné polarni mobilni faze, ktera je svym sloZzenim podobnd MF
pouzivanym v RPLC. Staciondrni fazi muaze byt Ccisty silikagel, silikagel
modifikovany polarnimi skupinami (napiiklad diolovymi, amino- nebo kyano-
skupinami) nebo silikagel modifikovany polarnimi molekulami (naptiklad
cyklodextriny)®. Mobilni fizi tvoii sm&s vodné slozky (minimaln& 2,5 obj. %)
a méné polarniho rozpoustédla, obvykle acetonitrilu (vice nez 70 obj. %)’. Vodna
slozka MF ma v tomto uspotadani vyssi elucni silu. HILIC byla pouzita naptiklad
pro separaci sacharidii, aminokyselin a nékterych 1é¢iv, obecné polarnich,
hydrofilnich & nabitych latek®.

HILIC ma oproti klasické NPLC i RPLC mnoho vyhod. Jednou z nich je
napiiklad moznost pouziti pro separaci latek, které maji v RPLC nizkou nebo Zadnou
retenci a zaroveil na rozdil od NPLC jsou polarni latky v mobilni fazi dobie
rozpustné. V HILIC se obvykle nepouZivaji drahd iontové-parova ¢inidla a spojeni
s hmotnostni detekci (MS) je bezproblémové”®. Nevyhodou je nutnost relativng

dlouhé¢ ekvilibrace systému.

2.1.1.1 Historie

Z historického hlediska je HILIC variantou normélniho modu kapalinové
chromatografie, ale reten¢ni mechanizmus je komplikované;si. V tomto uspofadani
provedli jiz v roce 1975 Linden a Lawhead’ separaci sacharidi. Jako stacionarni fazi
pouzili silikagel modifikovany aminoskupinami, mobilni fazi byla smés acetonitrilu
(ACN) s vodou (ACN/H,O: 75/25, 77/23, 80/20, 85/15, 90/10 (v/v)). Pojem
hydrofilni interakéni kapalinovd chromatografie ale poprvé pouzil az v roce 1990
Alpert'. Alpert mimo jiné popsal i separaci aminokyselin na hydrofilni polymerni
stacionarni fazi s vyuzitim méné polarni mobilni faze sloZzené z acetonitrilu

a triethylamonium fosfore¢nanového pufru (ACN/pufr: 80/20 (v/v)). V této praci
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bylo ukazano, ze retencni potradi aminokyselin v HILIC je opa¢né nez pii pouziti

RPLC.

Pocet publikaci zabyvajicich se hydrofilni interakéni kapalinovou
chromatografii zacal zna¢n¢ rast az od roku 2003. Relativné¢ dlouhou dobu trvala i

aplikace HILIC na jiné latky neZ sacharidy'".

2.1.1.2 Separacni mechanizmus

Prvni studie separacniho mechanizmu byly provedeny jesté¢ pied zavedenim
pojmu hydrofilni interak¢éni kapalinova chromatografie. Separace polarnich latek,
vté¢ dob¢ vétSinou sacharidii, byla vysvétlena pomoci interakci hydroxylovych
skupin analytd s polarnimi skupinami na povrchu stacionarni faze. Pfedpokladalo se,
ze stejn¢ jako v NPLC je separace fizena adsorpci. Tato teorie byla omezena pouze
na analyty s hydroxylovymi skupinami ve své struktuie'?.

Zakladni princip separace v HILIC modu, ktery je uznavany dodnes, navrhl
Alpert'® ve své praci vroce 1990. Hlavni separaéni mechanizmus je zaloZen na
rozdélovani analytu mezi vodnou vrstvu sorbovanou na povrch staciondrni faze
amobilni fazi. Poldrni analyty maji velkou afinitu k vrstvé vody adsorbované na
povrchu SF, proto s rostouci polaritou roste i retence téchto analytli. Na retenci ma
tedy vliv nejen polarita latek, ale také stupefi solvatace stacionarni faze'’. B&hem
solvatace povrchu SF se piedpoklada tvorba gradientu — u povrchu SF je zastoupeni
vodné slozky MF nejvétsi a s rostouci vzdalenosti od povrchu SF roste podil
organické slozky MF'. S rostoucim obsahem organické slozky v MF je voda
na povrch SF adsorbovéna silngji. Pro tvorbu vrstvy obohacené vodnou slozkou na
povrchu SF je ale nutné, aby mobilni fdze obsahovala minimalné 2,5-5 obj. % vodné
slozky'®. S rostoucim obsahem vodné slozky v MF klesa retence analyti. To je
zpusobeno zvySujici se podobnosti imobilizované vrstvy obohacené vodnou slozkou
s okolni mobilni fazi''.

Rozdé€lovani analytl neni jedinym mechanizmem, ktery pfispiva k retenci
a separaci latek v HILIC (obrazek 1). V zavislosti na zvolenych podminkach se
mohou uplatiovat i interakce pfimo mezi analytem a SF, jako napiiklad vodikové

interakce, interakce dip6l-dipol nebo elektrostatické interakce'®'”.
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Obrazek 1: Schéma separaéniho mechanizmu v HILIC, pievzato z cit.';
A: rozd€lovani analytu mezi vrstvu obohacenou vodnou slozkou a okolni mobilni
fazi bohatou na organické rozpoustédlo; B: vodikové interakce; C: elektrostatické

interakce.

Ptesny retenéni mechanizmus v HILIC je stale pfedmétem diskuzi.
Pravdépodobné jde o kombinaci rozdélovani analytu mezi dvé rGzné slozky MF
a adsorpce analytu na povrch stacionarni faze. Prevladajici mechanizmus zavisi na
konkrétnim analytu a pouZité stacionarni fazi'”.

Chromatografické chovani latek v HILIC lze ovlivnit zejména tfemi
zakladnimi zpiisoby: vybérem stacionarni faze, slozenim mobilni faze a zménou

teploty.
2.1.1.3 Stacionarni faze

Pro separace v HILIC muze byt pouzita téméi jakakoliv stacionarni faze
s polarnim povrchem. Typickou SF je nemodifikovany silikagel nebo silikagel
modifikovany polarnimi skupinami (nejCastéji amino-, amido-, kyano- nebo
diolovymi skupinami). Lze pouzit 1 silikagel modifikovany hydrofilnim polymerem
(naptiklad polyhydroxyethylem ¢&i polysulfoethylem)®™. Mezi velmi pouzivané SF
patii zwitterionické stacionarni faze (ZIC-HILIC, ZIC = zwitterionic). Tyto faze maji

na povrchu chemicky vazané funkéni skupiny nesouci kladny a zaporny naboj, které
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se vyznacCuji vysokou polaritou a afinitou k vod¢. Existuji 1 staciondrni faze
s dualnim charakterem (tzv. mixed-mode), které lze v zavislosti na sloZzeni mobilni
faze pouzit napiiklad pro HILIC nebo RPLC*'*,

Pocet komer¢né dostupnych kolon navrzenych specialné¢ pro HILIC stale roste,
dosud vSak neexistuje zadna univerzalni staciondrni faze, jako je napiiklad C18
typickd pro RPLC'". Vtabulce 1 jsou uvedeny piiklady stacionarnich fazi
pouzivanych v HILIC, jejich struktury a mozné aplikace. Diolova stacionarni faze
pouzita v experimentalni Casti této prace bude podrobnéji popsana v samostatné
kapitole.

Velmi Casto pouzivanou stacionarni fazi v HILIC je nemodifikovany silikagel.
Komer¢né dostupné silikagelové SF se v zavislosti na technologii piipravy lisi ve své
Cistoté. To ma za nésledek riznou retenci, U€innost a tvar pikil na ,,stejnych*
staciondrnich fazich od jinych vyrobcil. Pti vysSich hodnotach pH vodné slozky MF
dochazi kionizaci silanolovych skupin na povrchu SF a nasledné roste vliv
kationtové-vyménnych interakci. To ovliviiuje retenci predevSim kladné nabitych
bazickych latek, které jsou na silikagelovych SF obecné silng zadrzovany™.

Aminopropyl vazany na silikagel je nejstar§im typem aminové stacionarni faze,
ktery je dodnes Casto vyuzivan pro separaci sacharidii, aminokyselin, peptidu,
karboxylovych kyselin a nukleosidi. Na retenci analyti se mimo jiné podili
1 aniontova vyména. Aminové stacionarni faze tedy vykazuji pfi urcitych hodnotach
pH vodné slozky MF zvyienou retenci kyselych latek™.

Amidové SF obsahuji karbamoylovou nebo amidovou skupinu vadzanou na
silikagel prostfednictvim kratkého uhlovodikového fetézce. Na rozdil od aminovych
SF nevykazuji amidové SF bazické vlastnosti a retence ionizovatelnych analytl neni
vyznamné ovlivnéna iontovou vyménou. Amidové SF se vyuZivaji pro separace
peptidi, oligosacharidil, glykoproteini, glykosida” apod.

Kyanoethylem nebo kyanopropylem modifikovany silikagel postrada
moznost tvorby vodikovych vazeb. PouZiti takovychto stacionarnich fazi je vétSinou

omezeno na specialni pfipady.

14



Tabulka 1: Ptiklady stacionarnich fazi pro HILIC.

Material Schematicka struktura

stacionarni faze stacionarni faze

Aplikace

op o
0L on nikotin a albuterol
nemodifikovany o-SI”
o 0 v biologickych
silikagel ~Si-
o o" tekutindch?®
p
silikagel OH .
R vitaminy rozpustné
modifikovany Qo\/éi/\/o\)\/o"' 4
ve vodé
diolovymi skupinami R
silikagel R i
X tetracyklinova
modifikovany Q/O‘/Si/\/\NHz biotika??
R antibiotika
aminoskupinami
silikagel 0 sacharidy, cukerné
R
modifikovany o\‘Si&)J\NHz derivaty, peptidy,
/
amidovymi skupinami R aminokyseliny*®
silikagel R d
enaturaty v
modifikovany Q/O\:Si/\/\c\\N ohol?®
R alkoholu
Kkyanoskupinami
zwitterionicka SF R
\ O .
sulfobetain O‘/Si/\/rtj\/V\s/’\ melamin®
R HC" CHy ¢ ©
(ZIC-HILIC)
o .
h
B-cyklodextrinova Qo%i/\ﬂﬁkuvw o,  monosacharidy,
R N=N oligosacharidy,

stacionarni faze
(OH)14

cukerné alkoholy”!
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Zwitterionické stacionarni faze byly plivodné urceny pro iontové-vyménnou
chromatografii. Jiang a Irgum poprvé predstavili sulfoalkylbetain jako vhodny
modifikator silikagelu pro separace anorganickych soli a malych organickych
nabitych latek®>. Povrch stacionarni faze je tvofen kyselou zéporn& nabitou
sulfoskupinou a zéarovenn bazickym kladn€¢ nabitym kvarternim aminem. To
umoZiiuje soutasnou separaci kladné i zaporng nabitych latek™.

B-cyklodextrin je cyklicky oligosacharid obsahujici sedm glukézovych
jednotek uspotadanych do prstencové struktury s relativné hydrofobni kavitou.
Silikagel s navazanymi cyklodextriny se obecné pouziva pro separace chiralnich
latek. V HILIC se vyuziva polarity cyklodextrinu z divodu velkého mnozstvi
hydroxylovych skupin na jeho povrchu®®.

Vétsinu polarnich stacionarnich fazi pouzivanych pro NPLC nebo HILIC lze
v principu pouzit i pro superkritickou fluidni chromatografii. Popsdno bylo mimo
jiné testovani diolové a amidové SF plvodné¢ urcené pro HILIC v podminkach
SFC?. V experimentalni &asti této prace byl zvolen postup opatny — v HILIC
podminkach byla testovana SF uréena pro SFC.

Superkriticka fluidni chromatografie byla poprvé piedstavena v Sedesatych
letech minulého stoleti jako kombinace HPLC a plynové chromatografie (GC).
Mobilni fazi v SFC je tekutina v superkritickém stavu, nejéastéji oxid uhli¢ity, a to
pfedevS§im vzhledem ke své nizké toxicité, nizké hoflavosti a snadno dosazZitelnym
kritickym hodnotam teploty a tlaku (¢, = 31 °C a p. = 73,8 bar). K mobilni fazi se
z diivodu zvySeni jeji polarity ptfidava organicky modifikator (naptiklad methanol,
ethanol, propanol, acetonitril). Vétsina SF ur¢end pro HPLC je pouzitelna 1 v SFC.
Hlavnimi vyhodami SFC jsou rychlé analyzy, vysoka ucinnost a snizeni spotieby
organickych rozpoustédel*®’.

V devadesatych letech dvacatého stoleti bylo uvedeno na trh nékolik kolon
specifickych pro SFC. Ve skuteCnosti se jednalo o bézné HPLC kolony
s nemodifikovanym silikagelem. Do roku 2000 byla vétSina stacionarnich fazi
pouzivanych v SFC plvodné uréena pro NPLC (silikagelové, diolové a nitrilem
modifikované stacionarni faze). V roce 2001 byly vyvinuty prvni 2-ethyl-pyridinové
SF specialng pro SFC*®.

Z divodu rostouci popularity HILIC stoupa i pocet komeréné dostupnych

kolon urcenych specidlné¢ pro HILIC. Nektefi vyrobci pouze prodavaji kolony
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puvodné urcené pro NPLC, jini se snazi vyvinout nové staciondrni faze pouzitelné

napfiklad v §ir§im rozsahu hodnot pH vodné slozky mobilni faze™.

2.1.1.3.1 Diolové stacionarni faze

Diolovd SF obvykle obsahuje hydrofilni neutrdlni 2,3-dihydroxypropyl
chemicky navdzany na silikagelovy nosi¢. Pfipravuje se navazanim
(3-glycidyloxypropyl)trimethoxysilanu na povrch silikagelu s naslednou hydrolyzou
epoxidové skupiny™. Stejné jako nemodifikovany silikagel vykazuji i diolové SF
velkou polaritu a schopnost ulastnit se vodikovych interakci*. Na rozdil od
nemodifikovaného silikagelu neobsahuji ionizovatelné¢ skupiny — pouze zbytkové
nezreagované silanolové skupiny silikagelu, které mohou byt &asteéné blokovany®'.

Dostupné jsou i stacionarni faze s diolovou skupinou navézanou na konci
dlouhého hydrofobniho uhlovodikového fetézce (napf. undekan-1,2-diol), které
vykazuji dudlni RPLC/HILIC retenéni mechanizmus v zavislosti na sloZeni mobilni
faze. Pii nizkém podilu organického rozpoustédla v MF probihd separace v RPLC
moédu, pii vysokém podilu pak v HILIC podminkach*.

Dal$i moznosti je tzv. ,,cross-linked diolova SF. Na rozdil od klasické diolové
SF se vyznacuje zvySenou stabilitou proti hydrolyze, silnéj$imi ,,hydrofobnimi*
interakcemi, lepsi symetrii piki a lepSim rozligenim®.

Torus DIOL kolona, pouzitd v experimentalni Casti této prace, ma ligand
vazany na tzv. BEH (,bridged ethylene hybrid*) casticich (obrazek 2).
V silikagelovém nosi¢i jsou vmezeteny ethylenové mistky, které zpeviiuji celou
strukturu. BEH ¢astice jsou proto vysoce mechanicky i chemicky odolné. Vydrzi
extrémni teploty i tlaky a jsou stabilni v §irokém rozsahu pH**. Ethylenové miistky
také snizuji kyselost okolnich silanolovych skupin a potlacuji tak rozmyvani pika

bazickych latek.
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OH OH OH OH OH H,C—CH,
/

Obrazek 2: Schematicka struktura BEH ¢astic.

Pro Torus DIOL kolony je také specifické, ze ligand je na silikagelovy nosic¢
navazan pres kifemik, ktery je snosiCem spojen tfemi vazbami pies kyslik.

Schematicka struktura stacionarni faze Torus DIOL kolony je uvedena na obrazku 3.

S OH

\
o—/Si\/\/OQ\/OH

@)

Obrazek 3: Schematicka struktura stacionarni faze Torus DIOL kolony.

2.1.1.4 Mobilni faze

Jak jiz bylo zminéno vySe, mobilni faze pti HILIC separacich musi obsahovat
minimalné 2,5 obj. % vodné slozky, aby mohlo dojit k vytvofeni hydratované vrstvy
na povrchu stacionarni fdze. Vodnou slozkou nejcastéji byva vodny roztok kyseliny
mravenci, mravencanu nebo octanu amonného. Dlivodem je jejich dobré rozpustnost
v organicky bohaté MF, tékavost a stim spojena moznost kombinace s MS*"*,
Amonné soli organickych kyselin jsou také schopny omezit elektrostatické
odpuzovani separovanych slozek od negativné nabitého silikagelového nosice
stacionarni faze*.

Velky vliv na retenci analytli mé i vybér organického rozpoustédla. Elu¢ni sila
rozpousStédla roste sjeho rostouci polaritou a schopnosti UCastnit se proton-

donorovych/proton-akceptorovych interakei v tomto pofadi*’:
acetonitril < tetrahydrofuran < 2-propanol < ethanol < methanol

Nejcastéji pouzivanym organickym rozpoustédlem je acetonitril, naopak
methanol se z diivodu své podobnosti s vodou pouziva v HILIC jen ziidka. Methanol
1 voda jsou proticka rozpoustédla, ktera spolu soupefi v solvataci polarni staciondrni

faze a vytvari mezi sebou silné vodikoveé interakce. V mensi mife plati to samé i pro
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ostatni alkoholy. Oproti tomu acetonitril nevykazuje z4dné proton-donorové
interakce, a tak je i pres svou toxicitu pro HILIC nejvhodn&j§i*®. Pro separaci latek
v HILIC médu lze vyuzit izokratickou i gradientovou eluci. Gradientova eluce za¢ina
vysokym podilem organického rozpoustédla v MF a s Casem roste zastoupeni vodné
slozky'®.

DalSim dtlezitym faktorem ovlivitujicim chovani latek v HILIC je pH vodné
slozky mobilni faze, které ovliviluje naboj ionizovatelnych skupin staciondrni faze
1 analytd. Slabé kyseliny a slabé baze se mohou bézné vyskytovat v ionizované
1 neutralni formé¢, prevladajici formu pii ur¢ité hodnoté pH vodné slozky MF urcuji
disociac¢ni konstanty (pK,) jednotlivych ionizovatelnych funkénich skupin. Obecné
lze fici, Ze nabité Castice jsou hydrofilngjsi, maji vétsi afinitu k polarni hydratované
staciondrni fazi, a proto maji vyssi retenci®’”’. Naopak v RPLC je snaha ptipadnou
ionizaci potlacit, aby byly latky na nepolarni stacionarni fazi vice zadrzovany.

Vliv na retenci latek ma i iontova sila (/) vodné slozky MF (pufru), ktera
ovlivituje elektrostatické interakce mezi nabitymi analyty a staciondrni fazi. Také
bylo popsano, Ze iontova sila ovliviiuje tloustku vodné vrstvy na povrchu stacionéarni
faze. Konkrétni chromatografické chovani vSak zdvisi na vlastnostech analyzované
latky a na typu staciondrni faze. Neutrdlni SF a SF s ionizovatelnymi skupinami
obvykle vykazuji rozdilné trendy v reten¢nim chovani v zavislosti na iontové sile

pufru’’.
2.1.1.5 Vliv teploty

Retenci analyti ovliviiuje 1 teplota, na kterou je stacionarni faze
termostatovana. Teplota ma vliv na difuzi analytd, viskozitu mobilni faze a souvisi
s entalpii pfenosu analytu mezi stacionarni a mobilni fazi. S rostouci teplotou také
klesa polarita mobilni faze>>. Plati, Ze retence analyti v HILIC s rostouci teplotou
obvykle klesa. Tento vztah popisuje van’ t Hoffova rovnice:

AH®

Vs _ A
RT -

Ink=-24+%4mn -+B (1)
R T

Vm

kde kje reten¢ni faktor, 7" je termodynamickd teplota, R je univerzalni plynova
konstanta, Vs je objem stacionarni faze, Vs je objem mobilni fdze, AH® je zména

standardni entalpie pfenosu a AS® je zména standardni entropie pfenosu.
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Po sestrojeni van’t Hoffovy zavislosti In & na 1/7 mizeme spocitat entalpicky
ptispévek k retenci AH® ze smérnice (A) a entropicky prispévek AS° z hodnoty
priseciku funkce s osou y (B). Experimentalné zjisténé hodnoty priseciku funkce

s osou y v sob¢ zahrnuji 1 podil objemu fazi v kolong¢.
2.2 Analyzované latky

Se zvySujicim se vyskytem antropogennich biologicky aktivnich latek
v zivotnim prostfedi rostou i pozadavky na jejich analyzu. V experimentalni casti
této prace je popsana optimalizace separace péti fluorovanych pesticidii metodou
HILIC. Jejich struktury a zakladni vlastnosti jsou popsany nize. Pro podrobné&jsi
charakterizaci nové stacionarni faze v HILIC podminkach byly provedeny analyzy
malych poléarnich latek, jejichz struktury a hodnoty pK, jejich funkénich skupin jsou

uvedeny v priloze.

2.2.1 Pesticidy

Stejné jako vSechny pesticidy studované v experimentalni ¢asti této prace, patii
1 vétSina fluorovanych biologicky aktivnich latek vyuZivanych v zemédélstvi do
skupiny trifluoromethyl- substituovanych arométi’*.
Haloxyfop

Haloxyfop patii do skupiny aryloxyfenoxypropionatovych herbicidl (struktura
viz obrazek 4). Jiz v nanomoléarnich koncentracich plisobi inhibici acetyl-koenzym A
karboxylazy, ktera se uastni prvniho kroku biosyntézy mastnych kyselin®. Jako
herbicid se pouziva predeviim jeho methyl ester’®. Chiralni herbicid haloxyfop-
methyl byl nejdiive pfedstaven jako racemat. Pozdéji byl dostupny jako haloxyfop-P-

methyl, s pfevazujicim obsahem R-enantiomeru s herbicidnim G&inkem®’.

I
Fs;C Cl O
3 | AN \(\OH
p CHj,
N O
Obrazek 4: Struktura haloxyfopu, systematicky néazev: 2-[4-[[3-chlor-5-

(trifluoromethyl)-2-pyridinyl]oxy]fenoxy]propanova kyselina.
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Fomesafen

Fomesafen patii do skupiny difenyletherovych herbicidi (struktura viz
obrazek 5). Pusobi jako inhibitor protoporfyrinogen oxidazy v chloroplastech.

V rostlin& pak nedochazi k tvorbé chlorofylu a fotosyntéza je blokovana™®.

O
\\ /CH3

O
SN
F4C cl NO

2

Obrazek 5: Struktura fomesafenu, systematicky néazev: 5-[2-chlor-4-

(trifluoromethyl) fenoxy]-N-(methylsulfonyl)-2-nitrobenzamid.

Acifluorfen

Acifluorfen patii stejné¢ jako fomesafen mezi difenyletherové herbicidy
(struktura viz obrazek 6) pouzivané predeviim proti Sirokolistym plevelim™. Jako
herbicid se pouziva i methylovany acifluorfen, mechanizmus plsobeni na rostliny je

stejny jako v piipadé fomesafenu®.
O§ OH

FsC NO,

Cl

Obrazek 6: Struktura acifluorfenu, systematicky nazev: 5-[2-chlor-4-(trifluormethyl)

fenoxy]-2-nitrobenzoova kyselina.

3-nitro-4-(trifluormethyl)fenol

3-nitro-4-(trifluormethyl)fenol je typickym zastupcem piscicidll, tedy latek
pouzivajicich se k hubeni parazitickych a invazivnich druht ryb. V soucasné dob¢ se
pouziva naptiklad ke kontrole populace mihuli v oblasti Velkych jezer (Great Lakes)

P . 1 . ,
v Severni Americe®'. Struktura je uvedena na obrazku 7.
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O,N
Obrazek 7: Struktura 3-nitro-4-(trifluormethyl)fenolu.

Ethalfluralin

Ethalfluralin (struktura viz obrazek 8) je selektivni herbicid pouzivany k

preventivni ochrané potravinarskych a krmnych plodin proti nékterym druhtim trav

CHs

N
NO, H “XCH,
N._-CHs

F,C NO,

a §irokolistym plevelam®.

Obrazek 8: Struktura ethalfluralinu, systematicky nazev: N-ethyl-N-(2-methyl-2-
propenyl)- 2,6-dinitro-4-(trifluormethyl)benzenamin.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité pristroje a pomtcky

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf

separacni modul Waters 2690, Alliance HPLC Systém (Waters, Milford,
USA)

detektor Waters 2487, Dual A Absorbance Detector (Waters, Milford, USA)
autosampler 717 Plus (Waters, Milford, USA)

kolonovy termostat, Waters Alliance series column heater (Waters, Milford,
USA)

kolona Torus™ DIOL, rozméry 150 x 4.6 mm, velikost ¢astic 5 um, velikost
port 130 A (Waters, Milford, USA)

kolona Torus™ DEA, rozméry 150 x 4.6 mm, velikost ¢astic 5 um, velikost

por 130 A (Waters, Milford, USA)

Ostatni

pH metr PHM 240, Radiometer Analytical SAS (Villeurbanne Cedex,
Francie)

vahy Mettler AE 240 (Greifensee, Svycarsko)

filtry Minisart syringe 0,2 um a 0,45 pm (Sartorius Stedim Biotech,
Gottingen, Némecko)

zafizeni Ultrapur a Rowapur pro piipravu ultra Cisté vody deionizaci

(Watrex®, Praha, Ceska republika)

Programy

program Empower 2

pocitacovy program Origin, verze 6.1
PeakMaster, verze 5.1

ChemSketch, verze 12.01

ChemDraw Professional, verze 17.0.0.206

Marvin software (ChemAxon Company)

3.2 Pouzité chemikalie

acetonitril, Chromasolv® gradient grade (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
octan amonny (Cistota > 98%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
kyselina octova (Cistota > 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
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kyselina mravenci (Cistota > 95%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
roztok hydroxidu amonného (28.0-30.0% NH;3;, Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA)
toluen p.a. (Lachner, Neratovice, Ceska republika)
hydroxid sodny (koncentace: 0,1 mol-1", Agilent Technologies, Santa Clara,
USA)
haloxyfop (analyticky standard, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
fomesafen (analyticky standard, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
3-nitro-4-(trifluormethyl)fenol (¢istota 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
acifluorfen (analyticky standard, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
ethalfluralin (analyticky standard, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
adenin (Cistota > 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
cytosin (Cistota > 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
guanin (¢istota 98%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
uracil (Cistota > 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
thymin (Cistota > 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
uridin (Cistota > 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
5-methyluridin (Cistota 97%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
2-deoxyuridin (Cistota > 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
L-tryptofan (Cistota 97%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
N-terc-butyloxykarbonyl-L-tryptofan (N-terc-Boc-L-tryptofan) (Cistota >
99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
L-tyrosin (Cistota > 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
N-terc-butyloxykarbonyl-L-tyrosin (Cistota 98%, Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA)
DL-fenylalanin (Cistota 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
N-terc-butyloxykarbonyl-D-fenylalanin (Cistota > 99, Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA)
benzensulfonova kyselina (Cistota > 98%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
benzyltrimethylamonium chlorid (Cistota 97%, Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA)
anilin (Cistota > 99.5%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
1,2-dichlorbezen (analyticky standard, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
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e chlorbenzen (analyticky standard, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e N-benzylmethylamin (Cistota 97%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e chinolin (Cistota > 97%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e 2-fenylethylamin (pro syntézu, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

¢ 4-methoxybenzoova kyselina (€istota 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e 4-bifenylsulfonova kyselina (Aldrich“™, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e kofein (ReagentPlus®, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e adenosin (Cistota > 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

3.3 Piiprava vzorki

Vzorky z pevnych standardi byly pfipraveny rozpusténim 1 mg standardu
v 1 ml acetonitrilu tak, aby vysledna koncentrace byla 1 mg-ml”. Guanin byl kvili
své malé rozpustnosti v acetonitrilu rozpustén v 0,1M vodném roztoku hydroxidu
sodného. Ptipravené vzorky byly filtrovany pies polytetrafluorethylenovy (PTFE)
filtr s velikosti pord 0,2 um. Vzorky pfipravené z kapalnych standardi byly
pfipraveny tak, aby jejich vysledna koncentrace byla 10 pl-ml™. N&které vzorky byly
v zavislosti na odezvé detektoru déle fedény. Mrtvy ¢as byl ur¢en nadavkovanim

toluenu (10 ul 99% toluenu v 990 ul acetonitrilu).

3.4 Pouzité mobilni faze

Vsechna méfeni byla provedena v mobilnich fazich acetonitril/vodné slozka
v pomérech od 75/25 (v/v) do 95/5 (v/v) se zménou poméru po 5 objemovych
procentech. Vodnou slozkou mobilni faze byla kyselina mravenci, pH = 2,1 nebo
octan amonny, pH = 4,7 nebo pH = 9,5. VétSina experimentil byla provedena
s 10mM koncentraci octanu amonného ve vodné slozce MF. Pfi studiu vlivu iontové
sily na retenci byly koncentrace v rozmezi od 10 mM do 50 mM se zménou po
10 mM. Pro porovnani testované kolony s jinymi komeréné dostupnymi kolonami
byl na zaklad¢ literatury vybran SmM a 25mM octan amonny, pH = 6,8.

Roztok octanu amonného byl piipraven rozpusténim piislusného mnoZzstvi
octanu amonného v deionizované vod¢. pH roztoku bylo upraveno piidavkem
kyseliny octové na pH = 4,7 nebo roztoku amoniaku na pH = 9,5. Roztoky octanu
amonného byly filtrovany pfes PTFE filtr s velikosti pora 0,45 um. Vodny roztok
kyseliny mravenci (pH = 2,1) byl pfipraven smichanim ptislusného objemu kyseliny

mravendéi s deionizovanou vodou.
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3.5 Experimentalni podminky

VSechna méfeni byla provadéna v HILIC moédu. Pro detekci analytt byly
zvoleny vinové délky 254 nm a 280 nm. Pritok byl nastaven na 1 ml-min™; pro
srovnani selektivity riiznych HILIC kolon byl pritok nastaven na 0,5 ml-min’.
Dévkovany objem byl 5 ul. Kolona byla termostatovana na 25 °C, teplota v karuselu
byla nastavena rovnéz na 25 °C. Pfi studiu vlivu teploty na retenci byla kolona
termostatovana na teploty od 10 °C do 60 °C se zménou po 10 °C. Pro vSechny

analyzy byla zvolena izokraticka eluce.

3.6 Chromatografické parametry

V kapitole ,,Vysledky a diskuze® jsou uvedeny nasledujici chromatografické
parametry, které byly vyuzity ke zpracovani naméfenych dat.
Reten¢ni faktor udava, kolikrat delsi dobu stravi latka ve stacionarni fazi nez

ve fazi mobilni. Pro reten¢ni faktor (k) plati:

J = R=tu @
tm
tr (min) retencni ¢as daného analytu a t,; (min) mrtvy cas kolony, tj. elu¢ni Cas
latky, ktera neinteraguje se stacionarni fazi.
RozliSeni charakterizuje miru separace dvou sousednich pikd. Pro rozliSeni (Ry)
plati:
2(tr2—tra1)
Ry = ZR2_RL 3)
w1+ wy
tr1 (min) a tg, (min) jsou retencni Casy dfive, respektive pozdéji eluujici slozky,
wia w, jsou Sitky danych piki pii zékladné.
Separacni faktor (selektivita) udava vzajemnou retenci dvou analytl. Pro

selektivitu (o) plati:
k
a=-= “4)
k4

k je retenc¢ni faktor.
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Parametr slouzici k posouzeni tvaru (symetrie) piku se nazyva faktor symetrie.

Pro faktor asymetrie (S) plati:

S =% (5)

= 21,

Wsy, je Siika piku v 5 % jeho vySky a f, je Sitka vzestupné Casti piku v 5 % jeho

vysky.
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4 Vysledky a diskuze
4.1 Separace smési pesticidi

Na testované koloné¢ Torus DIOL byly nejprve hledany optimalni podminky
pro separaci smési péti fluorovanych pesticidd. Separaci vyznamné ovliviiuje
mnozstvi acetonitrilu a vodné slozky v mobilni fazi (viz obrazek 9). S rostoucim
mnozstvim acetonitrilu v mobilni fazi roste retence vétSiny pesticidii a dochazi tak
k jejich separaci. Z obrazku 10 je vidét, Ze 1 hodnota pH vodné slozky mobilni faze
ma na separaci pesticidi vyrazny vliv. Neékteré pesticidy eluovaly ve vSech
testovanych podminkach ptfed markerem mrtvého Casu. Elu¢ni potradi se nezménilo
v ramci testovaného rozsahu mnozstvi ACN v mobilni fazi ani pii zméné hodnoty pH

vodné slozky mobilni faze.

ACN/pufr
75125 1 - fomesafen
/v) 2 - ethalfluralin
3 - 4-nitro-3-(trifluormethyl)fenol
ACN/pufr 4 - acifluorfen
80/20 5- haloxyfop
)
g
S
% ACN/pufr
3 85/15
N (v/v)
5
=
© ACN/puf
90/10
(v/v)
ACN/pufr 1 3
95/5 2 4
(V/V) /U/\\/\ :
T T T T T T T T T T T T T T T T '
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0
f, (min)

Obrazek 9: Vliv mnozstvi acetonitrilu a vodné slozky v mobilni f4zi na separaci

pesticidli. SloZzeni mobilni faze: ACN/10mM octan amonny, pH = 4,7.

28



ACN/vodna slozka, pH=2,1 1 - fomesafen
95/5 2 - ethalfluralin

4 - acifluorfen
5 - haloxyfop

(v/v) 3 - 4-nitro-3-(trifluormethyl)fenol

=
< ACN/vodna slozka, pH=4,7
£ 95/5
_3 i)
S
Q
.,
o
ACN/vodna slozka, pH=9,5
2
95/5 1 3
v/v
v/v) 4
5
T T T T T T T T T T T T T T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0
t, (min)

Obrazek 10: Vliv hodnoty pH vodné slozky mobilni faze na separaci pesticidu.

Slozeni mobilni faze: ACN/vodna sloZzka, tj. vodny roztok kyseliny mravenci,

pH =2.1; 10 mM octan amonny, pH = 4,7 nebo pH = 9,5; 95/5 (v/v).

Oba vysSe zminéné parametry (mnozstvi acetonitrilu v mobilni fazi 1 hodnota

pH vodné slozky mobilni faze) maji vliv také na symetrii pik. V tabulce 2 jsou

uvedeny ziskané hodnoty faktoru symetrie pro vSechny testované pesticidy za

podminek, kdy byly v§echny pesticidy rozdéleny na zékladni linii.

Tabulka 2: Hodnoty faktoru symetrie (S) pro v§echny pesticidy ve smési.

Analyt S
ethalfluralin 1,27
4-nitro-3-(trifluormethyl)fenol 0,88
fomesafen 0,81
acifluorfen 0,62
haloxyfop 0,62

SloZeni mobilni faze: ACN/10mM octan amonny, pH = 4,7; 95/5 (v/v).
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Z tabulky 2 je zfejmé, Ze nejvice asymetrické piky maji acifluorfen
a haloxyfop. Oba pesticidy maji ve své struktuie volnou karboxylovou skupinu, ktera
je pii pH = 4,7 ¢astecné nebo uplné nabitd. To je pravdépodobné diivod frontovani
pikt acifluorfenu a haloxyfopu. VIliv hodnoty pH vodné slozky mobilni faze
a poméru acetonitrilu a vodné slozky v mobilni fazi na symetrii piku pro haloxyfop

ukazuje tabulka 3.

Tabulka 3: Faktory symetrie (S) pro haloxyfop ve vSech testovanych mobilnich

fazich.

SloZeni mobilni faze S

ACN/vodna slozka Hodnota pH vodné slozky mobilni faze
vlv) pH=2,1 pH =4,7 pH=9,5
75125 1,11 0,93 0,84
80/20 1,13 0,85 0,78
85/15 1,11 0,79 0,77
90/10 1,10 0,60 0,60
95/5 1,11 0,56 0,54

Haloxyfop (pK4=2,97) je pii pH = 2,1 v neutralni formé, tomu také odpovidaji
relativné symetrické piky (faktor symetrie je blizky jedné) ve vSech pomérech
acetonitrilu a vodné slozky v mobilni fazi. Ve vysSich hodnotdch pH vodné slozky
mobilni faze se symetrie haloxyfopu zhorSuje a faktor symetrie vyrazné klesa i se
zvySujicim se podilem acetonitrilu v mobilni fazi. Podobné chovani vykazuje
1acifluorfen (pKy = 3,69). 4-nitro-3-(trifluormethyl)fenol ma ve své struktufe
hydroxyskupinu (pK, = 10,47) a z toho diivodu se zhorSend symetrie piku objevuje
pii pH = 9,5 (obrazek 10).

4.2 Vliv mnozstvi acetonitrilu v mobilni fazi na retenci

Vliv mnozstvi acetonitrilu v mobilni fazi na retenci pesticidli, nukleobéazi
a uridinu a jeho derivatii byl studovan v rozmezi 75-95 obj. % acetonitrilu v mobilni
fazi se zménou po 5 obj. %. Vodnou slozkou mobilni fdze byl vodny roztok kyseliny
mravenci (pH = 2,1) nebo 10mM octan amonny (pH = 4,7 nebo pH = 9,5). Retence
vSech sledovanych latek se zvySujicim se obsahem acetonitrilu v mobilni fazi rostla,
coz odpovida typickému retencnimu chovani v HILIC. Tento efekt vSak nebyl tak
vyrazny pro pesticidy, jejichZ retence byla velmi nizkd ve vSech sledovanych

mobilnich fazich.

30



Reten¢éni mechanizmus v HILIC Ize popsat pomoci dvou empirickych rovnic
popisujicich rozdélovani a adsorpci analytd, které vychazeji z modelti odvozenych
pro RPLC a NPLC®***,

Zavislost logaritmu retencniho faktoru (log k) na objemovém podilu vodné
slozky v mobilni fazi (¢) popisujici rozd&lovani odvodil Schoenmakers® a kol.

puvodné pro RPLC:
logk = Ap? + Bp + C (6)

kde A, B, C jsou konstanty.

Proces adsorpce analytu je popisovan linearni zavislosti, kterou odvodili

Snyder® a Soczewinski pro NPLC:
logk =logk, —=*logN,, (7)

kde k je reten¢ni faktor, k,, je hypoteticky retencni faktor v Cisté vodné mobilni fazi,
A; je plocha na povrchu stacionarni fdze obsazena molekulami analytu, n,, je plocha
na povrchu stacionarni faze obsazend molekulami vody a N,, je molarni frakce vodné
sloZky v mobilni fazi.

Obrazek 11 ukazuje zdvislosti logaritmu retencniho faktoru uridinu a jeho
derivati na objemovém podilu vodné sloZzky v mobilni fazi. Na obrazku 12 je
ukdzéana zavislost logaritmu reten¢niho faktoru na logaritmu molarni frakce vodné
slozky v mobilni fazi. Koeficienty determinace ziskané pro obé zavislosti jsou
uvedeny v tabulce 4.

Z hodnot koeficienti determinace pro obé vyse zminéné zavislosti 1ze usoudit,
Ze se na retenénim mechanizmu sledovanych latek podili jak rozdélovani analytu
mezi mobilni f4zi a hydratovanou stacionarni fazi, tak i adsorpce analytu na povrch

stacionarni faze.
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0,2
O uridin
O  5-methyluridin

0,17 A 2-deoxyuridin

0,0

log k

0,1

-0,2 H

0,3

Obrazek 11: Zavislosti logaritmu retenéniho faktoru uridinu a jeho derivati na
objemovém podilu vodné slozky v mobilni fazi (¢). Slozeni mobilni faze:

ACN/10mM octan amonny, pH =4,7.

0,2 — uridin
5-methyluridin
2-deoxyuridin

> oo

0,1 4

0,0 +

log k

_()’1 -

-0,2 ~

-0,3

-0,9 -0,8 -0,7 -0,6 -0,5 -0,4 -0,3
log N,

Obrazek 12: Zavislosti logaritmu retenniho faktoru uridinu a jeho derivati na

logaritmu molérni frakce vodné slozky v mobilni fazi (V,). SloZeni mobilni faze:

ACN/10mM octan amonny, pH =4,7.
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Tabulka 4: Piehled koeficienti determinace R” pro zavislost log k na objemovém
podilu vodné slozky v mobilni fazi (rovnice 6, polynom druhého stupn€) a pro
zavislost log k na logaritmu molarni frakce vodné slozky v mobilni fazi (rovnice 7,

linearni zavislost) pro vybrané analyty.

R* (z rovnice 6) R? (z rovnice 7)
Analyt
pH=2,1 pH=4,7 pH=9,5 | pH=2,1 pH=4,7 pH=9,5
adenin 0,987 0,995 0,996 0,971 1,000 1,000
cytosin 0,929 0,995 0,996 0,884 0,999 0,998
guanin 0,997 0,995 0,996 1,000 1,000 0,999
uracil 0,995 0,991 0,997 0,994 0,991 0,986
thymin 0,998 0,942 0,990 0,998 0,876 0,996
uridin 0,999 0,999 1,000 0,977 0,975 0,971
5-methyluridin | 0,999 0,998 0,999 0,984 0,985 0,981
2-deoxyuridin 0,999 0,998 0,999 0,975 0,977 0,971

Slozeni mobilni faze: ACN/vodna slozka, tj. vodny roztok kyseliny mravenci, pH = 2,1;

10mM octan amonny, pH = 4,7 nebo pH =9.5.

4.3 Vliv pH vodné sloZky mobilni faze na retenci

Hodnota pH vodné slozky mobilni fidze ovliviiuje naboj staciondrni faze
i analyt. Sada pesticidl, nukleobdzi, uridin a jeho derivaty, aminokyseliny a jejich
blokované derivaty a nckolik dalSich kyselych, bazickych a neutrdlnich latek bylo
testovano ve tfech vodnych slozkach sriznymi hodnotami pH: vodny roztok
kyseliny mraven¢i, pH = 2,1; 10mM octan amonny, pH = 4,7 a pH = 9,5. VSechny
vySe zminéné analyty byly testovany pfi slozeni mobilni fdze: ACN/vodna slozka;
80/20, 90/10 a 95/5 (v/v). Sada pesticidl, nukleobazi a uridinu a jeho derivatd i pfi
slozeni mobilni faze ACN/vodna slozka; 75/25 a 85/15 (v/v). V tabulce 5 jsou
uvedeny ziskané vysledky pro vSechny testované analyty v poméru ACN/puftr; 90/10
(v/v).
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Tabulka 5: Vliv hodnoty pH vodné slozky mobilni fize na retenci.

pH=2,1 pH=4,7 pH=95
Analyt R R R
(min) (min) (min)

haloxyfop 1,73 * 2,51 0,45 2,43 0,40

fomesafen 1,70 * 1,58 * 1,55 *
4-nitro-3-(trifluormethyl)fenol 1,76 0,01 1,79 0,03 1,84 0,06
acifluorfen 1,74 * 1,96 0,13 1,91 0,10

ethalfluralin 1,66 * 1,66 * 1,65 *
adenin 5,19 1,98 5,10 1,95 5,12 1,95
cytosin 5,78 2,32 5,60 2,24 5,61 2,23
guanin 6,99 3,01 7,12 3,16 7,18 3,13
uracil 2,76 0,59 | 2,80 0,62 2,79 0,61
thymin 2,59 0,49 | 2,61 0,51 2,59 0,49
uridin 3,60 1,07 3,67 1,12 3,66 1,11
5-methyluridin 3,32 0,91 3,35 0,94 3,35 0,93
2-deoxyuridin 3,08 0,77 3,10 0,79 3,10 0,78
L-tryptofan 5,85 2,36 12,07 5,97 11,77 5,78
N-Boc-L-tryptofan 1,86 0,06 3,06 0,77 3,02 0,74
L-tyrosin 6,41 2,68 | 16,57 8,58 | 16,05 824
N-Boc-L-tyrosin - - 3,51 1,03 3,44 0,98
DL-fenylalanin 6,09 2,50 | 10,73 5,20 | 10,46 5,02
Boc-D-fenylalanin - - 2,79 0,61 2,76 0,59
anilin 1,89 0,09 1,85 0,07 1,83 0,05
1,2-dichlorbenzen 1,75 0,01 1,74 0,01 1,75 0,01
chlorbenzen 1,75 0,01 1,75 0,01 1,75 0,01
N-benzylmethylamin 1,79 0,03 1,85 0,07 1,78 0,02
chinolin 2,05 0,17 1,97 0,14 1,97 0,13
2-fenylethylamin 3,85 1,21 4,96 1,87 4,58 1,64
benzensulfonova kyselina 7,66 3,40 2,00 0,16 1,96 0,13
4-methoxybenzoova kyselina 1,90 0,09 3,16 0,82 3,86 1,22
4-bifenylsulfonova kyselina 9,42 441 2,37 0,37 2,29 0,32
kofein 2,07 0,19 | 2,06 0,19 2,07 0,19

SloZzeni mobilni faze: ACN/vodna slozka; 90/10 (v/v). (*) Eluce pfed markerem mrtvého
Casu, (-) eluce se systémovym pikem, #,, = 1,74 min (pro vodny roztok kyseliny mravenci,
pH = 2,1 a octan amonny, pH = 4,7), #,,= 1,77 min (pro octan amonny, pH = 9,5).
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Z tabulky 5 je vidét, Ze retence nukleobdazi, uridinu a jeho derivatl, bazickych
latek (anilin, chinolin, N-benzylmethylamin, 2-fenylethylamin) a neutralnich latek
(1,2-dichlorbenzen, chlorbenzen, kofein) se se zménou hodnoty pH vodné slozky
mobilni faze téméf nemeéni. Retence nékterych bazickych a neutrdlnich latek jsou pro
vSechny sledované hodnoty pH vodné slozky mobilni faze velmi nizké,
pravdépodobné kviili jejich nizké polarité.

Retence slabych kyselych latek zavisi na hodnoté jejich pKy (hodnoty pKy
testovanych latek byly vypocitany v Marvin softwaru). Analyty s hodnotou pKjy
blizkou 2,1 nebo vyssi, jako je L-tryptofan (pK, = 2,54), L-tyrosin (pK4 = 2,00),
DL-fenylalanin (pK4 = 2,47) a 4-methoxybenzoova kyselina (pK, = 4,37), vykazuji
nizs§i retenci v piipade, ze hodnota pH vodné slozky mobilni faze je 2,1 v porovnani
s hodnotami 4,7 a 9,5. Stejné retencni chovani vykazuje i1 jeden z pesticidd,
haloxyfop, jehoz hodnota pK, = 2,97. ZvySeni retence s rostouci hodnotou pH je
vysvétlovano na zakladé¢ existence nabitych funkénich skupin v zavislosti na hodnoté
pH. Pokud je pH vodné slozky mobilni faze vyssi nez hodnota pK, kyselych latek,
budou tyto latky zcela disociované. To vede kjejich vysSi polarite, silnéjsi
,hydrofilni interakci* a nasledn€ vyssi retenci.

Silné kyseliny, jako je benzensulfonova kyselina (pKy; = -2,36)
a 4-bifenylsulfonova kyselina (pK, = —1,67), vykazuji trend pfesn¢ opacny —
Pii pH = 2,1 jsou tyto latky zaporné nabité, stejné jako pfi ostatnich hodnotach pH.
Jejich retence by se tedy v ramci studovanych hodnot pH neméla ménit. Vliv na
retenci vSak mize mit 1 typ vodné slozky mobilni faze (vodny roztok kyseliny
mraven¢i, pH = 2,1 a octan amonny, pH = 4,7 nebo pH = 9,5). Diivodem zmény
retence silnych kyselin je pravdépodobné i to, Ze pH vodné slozky mobilni faze
ovlivituje 1 nédboj nezreagovanych zbytkovych silanolovych skupin na povrchu
diolové stacionarni faze, kterd jinak neobsahuje ionizovatelné funkéni skupiny pro
sledovany rozsah pH. Vyss8i retence zaporné nabitych kyselych latek v nizkych
hodnotach pH vodné slozky mobilni faze je vysvétlovina menSim vlivem
elektrostatickych repulzi s nezreagovanymi silanolovymi skupinami®. P¥i vyssich
hodnotach pH dochdzi k siln€jsi elektrostatické repulzi mezi zdporné nabitymi
kyselinami a zdporn€ nabitymi nezreagovanymi silanolovymi skupinami a retence

latek klesa. Retence sulfonovych kyselin se pfi zmén¢ hodnoty pH z 4,7 na 9,5 jiz
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nemeéni, coz je dano jiz nemeénitelnym stavem volnych silanolovych skupin a stejnym
typem vodné slozky mobilni faze.

Hodnota pH a typ vodné slozky mobilni faze maji vliv i na separaci latek. Na
obrazku 13 je priklad separace smési nukleobazi pii stejném pomeru ACN/vodna
slozka a rizném pH vodné slozky mobilni faze. Pfi pH = 2,1 nedoslo k separaci
adeninu a cytosinu, pii vySSich hodnotich pH byly tyto dvé latky céstecné

separovany (Rs= 1,26 pro pH =4,7; Rg= 1,14 pro pH = 9,5).

2 1 - thymin
5 .
2 - uracil
ACN/vodna slozka pH=2,1 3 - adenin
80/20 4 - cytosin
(v/v) 5 - guanin

=
Q
% 2 3
Q
° ACN/vodné slozka pH=4,7 1 4
g 80/20
3 (v/v)
2 3
P
ACN/vodna slozka pH=9,5 1
80/20
v)
T T T T T T T T T T T T T T T 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

Obrazek 13: Vliv hodnoty pH vodné sloZky mobilni fize na separaci smési

nukleobazi. Slozeni mobilni faze: ACN/vodna slozka; 80/20 (v/v).

4.4 Vliv iontové sily vodné sloZky mobilni fiaze na retenci

Vliv iontové sily vodné slozky mobilni fdze na retenci byl testovan pomoci
zmény koncentrace pufru v rozmezi od 10mM do 50mM se zménou po 10 mM. Jako
pufr byl vybran octan amonny, vliv iontové sily na retenci byl testovan pro dv¢ rtizné
hodnoty pH, pH = 4,7 a pH = 9,5. MnoZstvi acetonitrilu v mobilni fazi bylo pfi vSech

meétenich 90 obj. %. Tento efekt byl testovan na sadé pesticidli a nukleobazi, uridinu
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a jeho derivati a sad¢ latek obsahujicich kyselé¢ (benzensulfonovéa kyselina, 4-
methoxybenzoova kyselina), neutrdlni (kofein) a bazické (2-fenylethylamin,
chinolin) analyty.

Z obrazku 14 je vidét, ze retence uridinu a jeho derivatl se s rostouci iontovou
silou mobilni faze mirn¢€ zvysuje. Stejny trend byl ziskan 1 pro vSechny testované
nukleobdze a pesticidy (obrazek 15) pii obou testovanych hodnotich pH vodné
slozky mobilni faze. Vyjimkou byla velmi nizkd nebo zadna retence ethalfluralinu,
ktera se siontovou silou nezménila. To vedlo ke zméné retencniho potadi
fomesafenu a ethalfluralinu béhem zmény iontové sily mobilni faze. Stejny jev byl

pozorovan pro ob¢ testované hodnoty pH vodné slozky mobilni faze.

1,3 - —0O— uridin
—O— 5-methyluridin o
—A— 2-deoxyuridin /
1,2 1 /[1
/[]
1 /[]
1,1 H =
@)
~= 104 o/
/O
O
0,9 4
A
A/A/
0,8 A—"
R
T T T T T
10 20 30 40 50
I (mM)

Obrazek 14: Vliv iontové sily (/) vodné slozky mobilni faze na retenci pro uridin

a jeho derivaty. SloZeni mobilni faze: ACN/octan amonny, pH = 9,5; 90/10 (v/v).
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—0O— haloxyfop
—O— fomesafen

309 —A— 4-nitro-3-(trifluormethyl)fenol
—v— acifluorfen
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2,61 /D/
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£
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Obrazek 15: Vliv iontové sily (/) vodné slozky mobilni faze na retenci pesticidi.
Slozeni mobilni faze: ACN/octan amonny, pH = 4,7; 90/10 (v/v). Graf je sestrojen

z retencnich Cast z divodu eluce nékterych pesticidi pfed markerem mrtvého casu.

S rostouci iontovou silou mobilni faze rostla retence kyselych i bazickych latek
(obrazek 16). Vyjimku tvofi chinolin, jehoz retence byla velmi nizkd v celém
studovaném rozsahu iontovych sil. Jako zastupce neutralnich latek byl vybran kofein,
jehoZ retence se s iontovou silou neméni. Zména hodnoty pH vodné slozky mobilni
faze z pH = 4,7 na pH = 9,5 zptisobila vyménu elucniho poradi 2-fenylethylaminu
a 4-methoxybenzoové kyseliny, trend zvySujici se retence s rostouci iontovou silou

mobilni faze se nezménil.
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Obrazek 16: Vliv iontové sily (/) vodné slozky mobilni faze na retenci kyselych,
neutrdlni a bazickych latek. SloZeni mobilni faze: ACN/octan amonny, pH = 4,7;
90/10 (v/v). Chybéjici data pro 2-fenylethylamin jsou zplisobena nevyhodnotitelnym

pikem z diivodu vyrazného rozsiteni zony.

4.5 Vliv teploty na retenci

Vliv teploty kolony na retenci byl studovan vrozmezi 10-60 °C (vzdy
s priristkem po 10 °C). Maximalni teplota byla vybrana s ohledem na doporucené
teplotni maximum od vyrobce. K testovani byla vybrana sada nukleobazi, uridin
ajeho dva derivaty. VSechna méfeni byla provadéna pii slozeni mobilni faze:
ACN/10mM octan amonny; 90/10 (v/v). Vliv teploty na retenci byl studovan pro dva
octanové pufry, pH =4,7 apH =9,5.

39



Van 't Hoffova zavislost In k& na 1/7T ukazala linearni zavislost pro vSechny

analyzované latky a obé hodnoty pH vodné slozky mobilni faze. To potvrzuje, Ze se

ve vybraném teplotnim rozmezi retenéni mechanizmus neméni. Na obrazku 17 je

uveden ziskany van 't Hoffiiv graf pro nukleobéze, uridin a jeho derivaty pro pH

vodné slozky mobilni faze pH = 4,7. Ziskana data se v ramci obou studovanych pH

vyznamné nelisi

1,0

0,5 1

Ink

0,0 +
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Obrazek 17: Van 't Hoffova zavislost In k& na 1/T pro nukleobaze, uridin a jeho

derivaty. Slozeni mobilni faze: ACN/10mM octan amonny, pH = 4,7; 90/10 (v/v).

Teplotni rozmezi 10-60 °C, vzdy s ptirtistkem po 10 °C.

V tabulce 6 jsou uvedeny vypocitané termodynamické parametry pro obé

hodnoty pH vodné slozky mobilni faze. Zakladni postup vypoctu z van 't Hoffovy

zéavislosti In kna 1/T (rovnice 1) je uveden v Teoretické ¢asti v kapitole 2.1.1.5.
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Tabulka 6: Termodynamické parametry AH°, AS®" ziskané z van 't Hoffovy

teplotni zavislosti.

pH =47 pH=9,5
Analyt _AHP —AS°* 2 —AH° ~AS°* e
(kJ/mol)  (J/mol'K) (kJ/mol)  (J/mol-K)

adenin 9,46 26,2 0,998 9,46 26,8 0,999
cytosin 10,3 27,8 0,999 10,10 27,3 0,999
guanin 8,99 20,8 0,997 9,16 21,4 0,998
uracil 7,66 29,7 0,997 7,57 29,3 0,999
thymin 7,26 29,8 0,995 7,41 30,3 0,999
uridin 11,4 37,3 0,999 11,5 37,5 0,999
5-methyluridin 10,9 37,3 0,999 11,3 38,4 0,999
2-deoxyuridin 10,2 36,0 0,999 10,5 37,2 0,999

SloZzeni mobilni fize: ACN/10mM octan amonny; 90/10 (v/v). R* je koeficient determinace
van 't Hoffovy zavislosti; AH® je zména standardni entalpie pienosu.
AS=AS° + RIn(Vy/Vyy)

Ziskané vysledky potvrzuji, ze s rostouci teplotou se obvykle retence latek
sniZzuje (obrazek 18). To plati za ptedpokladu, Ze pfenos analyti z mobilni faze do
hydratované stacionarni faze je exotermni proces (tomu odpovidaji zaporné hodnoty
AH®) uptednostiiovany pti nizkych teplotach.

Pokud by vSak retence byla fizena silnymi elektrostatickymi interakcemi mezi
nabitymi analyty a nabitou stacionarni fazi, retence by se s rostouci teplotou
zvySovala®. To oviem plati pouze pro stacionarni faze poskytujici iontové interakce,
coz neni ptipad diolovych stacionarnich fazi.

Obrazek 18 ukazuje, Ze k separaci na zékladni linii uridinu a jeho derivatl
dochazi pfti teplotach nizSich nez 40 °C. Elu¢ni potadi se vramci testovaného
rozsahu teplot nezmeénilo. Tabulka 7 shrnuje ziskané hodnoty rozliSeni pro testované
nukleobaze. Nizké hodnoty rozliSeni pro thymin a uracil jsou zplsobeny koeluci

necistoty standardu s thyminem.
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Odezva detektoru

1 - 2-deoxyuridin

2 - 5-methyluridin
3 - uridin
60 °C
B M
B /WL
o M
1
3
B /M
T T T T T T T T T T T T T T T 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5
£, (min)

Obriazek 18: Vliv teploty na separaci uridinu a jeho derivatl. SloZeni mobilni faze:

ACN/10mM octan amonny, pH =4,7; 90/10 (v/v).

Tabulka 7: Vliv teploty na retenci a rozliSeni (R;) pro nukleobaze.

Teplota
10 °C 20 °C 30 °C 40 °C 50 °C 60 °C

Analyt tr R, tr R, tr R, tr R tr R tr R,

(min) (min) (min) (min) (min) (min)
thymin | 2,78 2,68 2,60 2,52 2,46 2,38
uracil | 298 094 |2,86 1,25 |2,76 1,01 |2,67 0,72 |2,57 0,63 2,50 0,53
adenin | 5,79 10,22 | 5,32 10,20 | 4,92 10,52 | 4,53 10,04 | 4,23 9,52 | 3,96 8,70
cytosin | 6,52 2,52 | 586 2,13 | 535 1,89 |4,89 1,70 | 4,52 1,59 | 4,22 1,51
guanin | 8,07 4,69 | 7,39 530 | 6,80 5,68 | 6,23 5,771 | 5,74 5,67 |531 5,53

Slozeni mobilni faze: ACN/10mM octan amonny, pH = 4,7; 90/10 (v/v).
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4.6 Testy selektivity

Test selektivity pro jednotlivé funkéni skupiny byl provadén pro tii rtizné
vodné slozky mobilni faze (10mM octan amonny, pH = 4,7 a pH = 9,5 a vodny
roztok kyseliny mravenci, pH = 2,1). Mnozstvi acetonitrilu v mobilni fazi bylo pfi
vSech méfenich 90 obj. %. Byly zjistovany hodnoty selektivit pro tfi rizné skupiny —
methylenovou (a (-CHy-)), hydroxylovou skupinu (o (-OH)) a aminoskupinu
(o (-NHy)). Ziskané vysledky pro kolonu Torus DIOL jsou uvedeny v tabulce 8.
Hodnoty selektivit ndm umoznuji naptiklad porovnavat velikost jednotlivych typt
interakci mezi riznymi staciondrnimi fazemi nebo pfi rizném slozeni mobilni faze.
Kolona Torus DIOL byla vtéto praci porovnana s kolonou Torus DEA
(diethylaminova stacionarni faze) ze stejné série SFC kolon®”. Hodnoty selektivit pro
Torus DEA kolonu jsou uvedeny v tabulce 9.

Hodnota selektivity pro methylenovou skupinu je ziskana ze vztahu:

k (uridin)

(04 ('CHZ‘) = k (5—methyluridin)

(8)

kde a je selektivita a k retencni faktor. Tento test selektivity poskytuje informaci

o stupni ,,hydrofobnich* interakci mezi analyzovanymi latkami a stacionarni fazi.

V RPLC se pouziva k popisu stupné€ pokryti silikagelu hydrofobnimi skupinami®’.
Podobné je pocitana 1 selektivita pro hydroxylovou skupinu:

k (uridin)
k (2—deoxyuridin)

a (-OH) = (9)

kde a je selektivita a k retencni faktor.
K testovani selektivity pro aminoskupinu byla pouzita sada aminokyselin
ajejich blokovanych analogli (blokovanych terc-butoxykarbonylovou skupinou).

Hodnotu selektivity pro aminoskupinu ziskame ze vztahu®:

k (aminokyselina)

o (-NH,) = (10)

k (Boc analog aminokyseliny)

kde a je selektivita a k retencni faktor.
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Tabulka 8: Retenc¢ni faktory a hodnoty selektivit pro kolonu Torus DIOL.

Analyt pH=2,1 pH=4,7 pH=9,5
k a k a k a
uridin 1,07 1,12 1,11
5-methyluridin 0,91 1,18 | 0,94 1,19 | 0,93 1,19
2-deoxyuridin 0,77 1,39 | 0,79 1,41 0,78 1,42
L-tryptofan 2,36 5,97 5,78
N-Boc-L-tryptofan * * 0,77 7,76 0,74 7,81
L-tyrosin 2,68 8,58 8,24
N-Boc-L-tyrosin * * 1,03 8,35 0,98 8,42
DL-fenylalanin 2,50 5,20 5,02
N-Boc-D-fenylalanin * * 0,61 8,50 0,59 8,54

Slozeni mobilni faze: ACN/vodna slozka; 90/10 (v/v). Vodné slozky: 10mM octan amonny,
pH = 4,7 a pH = 9,5 a vodny roztok kyseliny mraven¢i, pH = 2,1; (*) analyt eluoval

s markerem mrtvého ¢asu
a = k (uridin)/k (5-methyluridin)
a = k (uridin)/k (2-deoxyuridin)

o. = k (aminokyselina)/k (Boc analog aminokyseliny)

Tabulka 9: Reten¢ni faktory a hodnoty selektivit pro kolonu Torus DEA.

Analyt pH=2,1 pH=4,7 pH=9,5
k a k a k a
uridin 1,17 1,11 1,08
S-methyluridin 098 1,20 | 090 1,24 | 0,84 1,28
2-deoxyuridin 0,74 1,58 | 0,70 1,60 | 0,68 1,59
L-tryptofan 1,76 6,19 7,89
N-Boc-L-tryptofan 1,00 1,77 | 36,06 0,17 | 27,83 0,28
L-tyrosin 2,41 10,50 13,45
N-Boc-L-tyrosin 1,52 1,58 | 46,29 0,23 | 3517 0,38
DL-fenylalanin 1,27 5,45 7,96
N-Boc-D-fenylalanin 0,84 1,51 | 2447 022 | 19,57 0,41

SloZeni mobilni faze: ACN/vodna slozka; 90/10 (v/v). Vodné slozky: 10mM octan amonny,
pH =4,7 apH =9,5 a vodny roztok kyseliny mravenci, pH = 2,1.

a = k (uridin)/k (5-methyluridin)
a = k (uridin)/k (2-deoxyuridin)

a = k (aminokyselina)/k (Boc analog aminokyseliny)
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Z tabulek 8 a 9 je patrné, ze hodnoty selektivit pro methylenovou skupinu pro
kolonu Torus DIOL nezavisi na hodnoté pH vodné slozky mobilni faze, pro kolonu
Torus DEA s rostoucim pH mirné rostou. Selektivita pro hydroxylovou skupinu se
v ramci studovanych hodnot pH pro obé kolony témét nelisi. Obecné lze fici, ze
aminokyseliny s neblokovanymi aminoskupinami jsou na kolon¢ Torus DIOL
vyrazn¢ vice zadrzovany v porovnani s jejich N-Boc-blokovanymi analogy.
Derivatizaci aminoskupiny klesé polarita aminokyseliny a také klesa jeji schopnost
ucastnit se vodikovych interakci (pfipadné elektrostatickych interakci) se stacionarni
fazi. Presné opacny efekt vykazovala kolona Torus DEA. Selektivita pro
aminoskupinu se 1i§i mezi testovanymi kolonami a pro kolonu Torus DEA silné
zavisi na hodnoté¢ pH vodné slozky mobilni faze. To je zptisobeno kladnym nabojem
na povrchu stacionarni faze Torus DEA kolony. Pfi nizkych hodnotach pH vodné
slozky mobilni faze je karboxylovd skupina aminokyselin nedisociovana
a aminoskupina aminokyselin je kladn¢ nabitad. Ve vysSich hodnotich pH vodné
slozky mobilni faze je karboxylova skupina aminokyseliny disociovana (zaporné
nabitd) a stava se tak vice zadrzovanou na kladn¢ nabité stacionarni fazi. Pti pouziti
pufri o pH = 4,7 a pH = 9,5 jako slozek mobilni faze vykazuji N-Boc analogy
aminokyselin vyznamn¢ vyssi retenci nez nederivatizované aminokyseliny, i kdyz je
jejich polarita nizsi. Toto chovani je zpusobeno iontové-vyménnym charakterem
Torus DEA kolony. Pii pH = 4,7 a pH = 9,5 je aminoskupina aminokyseliny
protonizovana nebo C¢asteCné protonizovand, coz vede k odpuzovéani analytu od
povrchu stacionarni faze. N-Boc analogy aminokyselin maji aminoskupinu
blokovanou, tudiZ nedochazi k protonizaci v zavislosti na pH a néaslednému

odpuzovani od povrchu stacionarni faze.

4.7 Porovnani s ostatnimi komerc¢né dostupnymi kolonami

Na zakladé publikovanych dat®’' byly k popisu interakci mezi analyty
a stacionarni fazi vybrany tii pary analytl. Poméry retenCnich faktord dvojice
analyti ziskanych za konstantniho sloZeni mobilni fize mohou slouzit k porovnani
riznych typl interakci mezi riznymi kolonami. VSechna méfeni byla provadéna pfi
sloZzeni mobilni faze: ACN/25mM octan amonny, pH = 6,8; 80/20 (v/v) a prutoku

mobilni faze 0,5 ml-min™". Ziskané vysledky jsou uvedeny v tabulce 10.
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Pomér retencnich faktorii k(adenosin)/k(adenin) popisuje schopnost stacionarni
faze ucastnit se vodikovych interakci s analyty. Adenosin mé z divodu pfitomnosti
ribdzy ve své struktufe vy3§i schopnost se ugastnit téchto interakci nez adenin®.

Pomeér retencnich faktori k(cytosin)/k(uracil) popisuje polaritu stacionarni faze.
Cytosin je polarnéjsi a v HILIC podminkach vice zadrzovana latka. Z toho divodu
vy$§i pomér jejich retenénich faktori znadi vyssi polaritu stacionarni faze™.

Pomér reten¢nich faktori A(benzyltrimethylamonium chlorid)/k(cytosin) se
pouzivd k popisu schopnosti stacionarni faze ucastnit se kationtové-vyménnych
interakci. Benzyltrimethylamonium chlorid (BTMA) je vzdy kladné nabity, naboj
aminoskupiny cytosinu zavisi na pH vodné slozky mobilni faze (pfi sledovaném
pH= 6,8 je cytosin neutrdlni). Vys$§i pomér retencnich faktori znaci silnéjsi
kationtové-vyménny charakter stacionarni faze, niz§i pomér pak naopak vétsi

. N 71
aniontové-vyménny charakter’ .

Tabulka 10: Retencni faktory a selektivita.

Analyt k a
adenosin 0,88 0,97

adenin 0,91

cytosin 1,02

uracil 0,46 2,22

BTMA 0,46 0,45

Slozeni mobilni faze: ACN/25mM octan amonny, pH = 6,8; 80/20 (v/v), prutok mobilni faze:
0,5 ml-min”".

0. = k(adenosin)/k(adenin)

o. = k(cytosin)/k(uracil)

o = k(BTMA)/k(cytosin)

Obrazek 19 ukazuje porovnani retence kladné nabit¢tho BTMA a neutralniho
cytosinu na kolon& Torus DIOL s dal§imi 21 komeréné dostupnymi kolonami. Pro
toto porovnani byl vybran SmM octan amonny, pH = 6,8. Vliv iontové sily vodné
slozky mobilni faze na retenci je tak mensi neZ pii pouZziti 25mM octanu amonného,

pH = 6,8, ktery byl pouZit pro jiny typ porovnani kolon.
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Obrazek 19: Porovnani retencnich faktorti cytosinu a BTMA pro 22 rltznych
komercné dostupnych HILIC kolon. SloZeni mobilni faze: ACN/5SmM octan amonny,
pH = 6,8; 80/20 (v/v), prittok mobilni faze: 0,5 ml'min™'. Data pro ostatnich 21 kolon
byla ziskéna z prace Iversona a kol ™.

Porovnavané kolony byly rozdéleny do nékolika kategorii podle svych
vlastnosti: 1) neutrdlni stacionarni fadze (amidové, diolové), ii) stacionarni faze
z nemodifikovaného silikagelu, iii) zwitterionické stacionarni faze, iv) stacionarni
faze skladné nabitym povrchem vykazujici aniontové-vyménny charakter
av) staciondrni faze, u kterych se pfedpokladd kationtové-vyménny charakter
(polySULFOETHYL A nebo pentafluorophenyl (PFP)).

Z obrazku 19 vyplyva, ze retence cytosinu i BTMA je srovnatelnd pro
amidové, hydroxylované a zwitterionické staciondrni faze. Nejvétsi kationtové-
vyménny  charakter (nejvys$si retenci BTMA) maji stacionarni faze
z nemodifikovaného  silikagelu, jedna ze dvou PFP kolon a kolona
polySULFOETHYL A.

Obrazek 19 dale ukazuje, Ze vétSina HILIC stacionarnich fazi vykazuje alesponi
néjaky stupen iontové-vymeénného charakteru. U silikagelovych stacionarnich fazi je
to pravdépodobné zplisobeno zaporné nabitymi volnymi silanolovymi skupinami.
Naopak aminové a triazolové kolony maji pfi pH = 6,8 kladn¢ nabity povrch SF.
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Tyto kolony maji aniontové-vyménny charakter a retence kladné nabit¢tho BTMA je
proto niz§i nez na neutralnich stacionarnich fazich.

Kolona Torus DIOL vykazuje srovnatelnou retenci BTMA s ostatnimi
diolovymi kolonami kromé¢ Fortis HILIC Diol kolony, ktera za téchto podminek
zadrzuje BTMA silnéji. Torus DIOL vykazuje silnéjsi retenci BTMA v porovnani
s aminovymi a triazolovymi stacionarnimi fazemi, zatimco v porovnani s kolonami
z nemodifikovaného silikagelu a kationtové-vyménnymi kolonami je retence tohoto
analytu nizsi. Cytosin je na Torus DIOL koloné zadrzovan méné¢ v porovnani
s ostatnimi neutralnimi kolonami. Retence cytosinu na Torus DIOL koloné je
srovnatelnd s retenci na nemodifikovanych silikagelovych kolonach.

K dalsimu porovnani testované Torus DIOL kolony s Sestnacti dal§imi
kolonami testovanymi v HILIC podminkéach v praci Iversona a kol.”” byl sestrojen
graf, ve kterém je porovnani polarity a iontové vyménného charakteru sedmnacti

stacionarnich fazi pouzitelnych v HILIC (obrazek 20).

Nemodifikovany silikagel
Aminové SF
Zwitterionické SF
Amidové SF
Hydroxylované SF

281
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Obrazek 20: Iontové-vymeénné interakce (A(BTMA)/k(cytosin)) versus polarita
(k(cytosin)/k(uracil)) HILIC stacionarnich fazi. Slozeni mobilni faze: ACN/25mM
octan amonny, pH = 6,8; 80/20 (v/v), pritok mobilni fize: 0,5 ml'min™'. Data pro

ostatnich Sestnéact kolon ziskana z prace Iversona a kol ™.
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Pomér retencnich faktorti k(cytosin)/k(uracil) je na obrazku 20 vynesen na
ose x — smerem doprava roste polarita staciondrnich fazi. Osa y reprezentuje
iontové-vymeénny charakter. V dolni ¢asti grafu mlizeme najit aminové stacionarni
faze s aniontové-vyménnym charakterem, naopak v horni ¢asti jsou stacionarni faze
z nemodifikovaného silikagelu, které vykazuji kationtové-vyménny charakter.
Z obrazku 20 vyplyva, ze staciondrni faze testované Torus DIOL kolony mé nizsi
polaritu nez srovnavané hydroxylované stacionarni faze a srovnatelny iontoveé-
vymeénny charakter.

Ibrahim a kol.”' vyuzili graf potencialu stacionarni fize ucastnit se iontové-
vyménnych interakci, A(BTMA)/k(cytosin), versus schopnosti staciondrni faze
ucastnit se vodikovych interakci k(adenosin)/k(adenin) k porovnani HILIC
stacionarnich fazi. Na zakladé srovnani publikovanych dat’' s daty pro Torus DIOL
kolonu lze shrnout, ze testovand diolova kolona poskytuje srovnatelné hodnoty

a = k(BTMA)/k(cytosin) jako zavedené diolové HILIC stacionarni faze.
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5 Zavér

V ramci této diplomové prace byla provedena separace péti fluorovanych
pesticidi na nové koloné¢ Torus DIOL s diolovou stacionarni fazi urcené pro
superkritickou fluidni chromatografii v HILIC podminkéch. Reten¢ni mechanizmus
byl mimo jiné studovan analyzou malych polarnich latek (smés nukleobazi, uridin
a jeho derivaty, sada kyselych, neutrdlnich a bazickych latek) v riiznych podminkéch.

Testovanim vlivu mnoZzstvi acetonitrilu v mobilni fazi na retenci bylo
potvrzeno, ze se na retenénim mechanizmu podili jak rozdélovani analytu mezi
hydratovanou stacionarni fazi a mobilni fazi, tak 1 adsorpce analytu na povrch
stacionarni faze. VIiv mnoZstvi acetonitrilu v MF na retenci byl testovan v rozsahu
od 75 do 95 obj. % se zménou po 5 obj. %. V tomto rozmezi bylo potvrzeno typické
retenéni chovani pro HILIC - se zvySujicim se obsahem acetonitrilu v MF roste
retence polarnich analyzovanych latek.

Hodnota pH vodné slozky mobilni faze vyrazné ovlivnila pouze retenci
kyselych latek. Se zvySujici se hodnotou pH jejich retence rostla nebo klesala
v zavislosti na jejich hodnoté pK,. Kyselé latky s hodnotou pK, blizkou 2,1 nebo
vetsi vykazovaly vyssi retenci v pH = 4,7 a vpH = 9,5 oproti pH = 2,1. Naopak
retence silnych kyselin byla nevyssi pii pH = 2,1. Hodnota pH vodné slozky mobilni
faze méla vliv také na tvar pikl a separaci nukleobazi a pesticidii. Roztok kyseliny
mravenci o pH = 2,1 se ukazal jako nejméné vhodny. S rostouci iontovou silou pufru
se retence vEtSiny analyzovanych latek mirné zvySovala.

Testovani vlivu teploty na retenci ukdzalo, Ze s rostouci teplotou se retence
snizuje. Van 't Hoffova linearni zavislost Ink na 1/T ukazala, Ze retencni
mechanizmus se u testovanych latek v ramci sledovaného rozsahu teplot neméni.
Pienos analytli z mobilni faze do hydratované stacionarni faze je entalpicky fizeny
proces.

Déle byly provedeny testy selektivity pro rtizné dvojice latek slouZici
k bliz§imu popisu interakci analytu se stacionarni fazi. Bylo zjiSténo, Ze selektivita
pro hydroxy-, amino- a methylenovou skupinu nezavisi na pH vodné slozky mobilni
faze. Ziskané vysledky byly pouzity k porovnani Torus DIOL kolony s ostatnimi
komeréné dostupnymi kolonami uréenymi pro HILIC.

Vysledky této prace ukazuji, ze Torus DIOL kolona je vhodnd pro pouziti

v kapalinové chromatografii v HILIC modu.
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