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1. Uvod

Reverzni kapalinova  chromatografic  nachazi  velké  uplatnéni v zakladnim
1 aplikovaném vyzkumu. z¢jména pii analyzach 1¢¢iv, drog a prirodnich latek, které
maji v mnoha pripadech bazicky charakter.

NejrozsifengjSim typem reverznich kolon jsou silikagelové kolony. Silikagel je
jako nosi¢ pouzivian hlavn¢ pro svou mechanickou odolnost. moznost tpravy
povrchu a moznost pripravy silikagelovych ¢astic o riznych pramérech. Nevyhodou
kolon na bazi silikagelu je omezend tepelna a chemicka stabilita a nezadouci
interakee s bazickymi latkami za vzniku nesymetrickych pika [1.2].

Hlavne diky problémum sc separaci bazickych latek doslo k rozvoji testovacich
postupu. kterd vyuzivaji latek. jejichz chemicka povaha zajistuje testovani riznych
typu interakei mezi analytem a stacionarni fazi. Vyhodnocenim  téchto testi
ziskavame informace o vhodnosti pouziti testované kolony pro separaci pozadované
skupiny latek.

Dal$im duvodem k vyvoji chromatografickych testu je skutecnost. Ze vyrobci
kolon pouzivaji pro ukdzkové separace hlavné neutralni latky. jejichz retence byva
na reverznich kolonach bezproblémova. ‘Takze pokud si zakoupime novou kolonu, je
vhodné nejprve zjistit jeji skuteéné separacéni vlastnosti [3]. 'V neposledni fadé 1ze
vysledky techto testu vyuzit pii porovnavani chromatografickych vlastnosti kolon.

Nejpouzivandgisim typem stacionarnich {azi na bazi silikagelu jsou oktadecylova
a oktylova faze. Vzhledem k velké hydrofobnosti téchto alkylovych fetézel a stale
rostouci potieb¢ dostatecné selektivity pii separaci komplexnich vzorku dochdzi
k rozvoji novych typu silikagelovych  stacionarnich  tazi. mezi  které  patii
i Discovery” HS I'5 s chemicky vdzanymi pentafluorfenylpropylovymi funkénimi
skupinami |4].

Cilem této bakalaiske prace je testovani kolony Discovery® HS F5 Waltersovym

a Engelhardtovym testem a nasledné vyhodnoceni vlastnosti této kolony.
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2. Teoreticka cast

2.1 Silikagel

Silikagel je nejpouzivangjSim typem nosi¢e v kapalinové chromatografii. Jde
o polymerni oxid kiemicity (SiOs). ktery je nejcastéji modifikovan navazanim
funkcnich skupin o rtizné polarite.

Syntézu silikagelu je mozné provést nékolika zpusoby |1.5]. pfi nichz vznikaji
porc¢zni ¢1 nepordézni ¢astice s ruznym obsahem stop kovu. Podle vysledného obsahu
stop kovu se silikagely déli na typ A s vysokym obsahem a typ B s nizkym obsahem
stop kovu. Nejznam¢jsi typy syntézy silikagelu jsou:

o kyscld hydrolyza anorganickych silikatd - vznikaji nepravidelné

¢astice s vysokym obsahem stop kovu

e hydrolyza alkoxysilanu  vznikaji nepravidelné. nebo kulovité ¢astice

s niz$im obsahem stop kovu

e polvethoxysiloxanovad metoda nejméné pouzivana metoda. vznikaji

castice s nizkou odolnosti

e sol-gelova metoda nejpouzivanéj$i. vznikaji chemicky 1 teplotné

stabilni kulovité ¢astice.

Na povrchu silikagelu rozlisujeme silanoloveé (Si-OH) a stloxanové (Si-O-Si)
skupiny. Silanolov¢ skupiny jsou hydrofilni. siloxanové skupiny jsou hydrofobni.
Silanolove skupiny se deli na ¢yt zakladni typy: volné silanoly. asociovanc silanoly,
zdvojené silanoly (silandioly) a silantrioly. Kazdy typ silanolt se li§i kyselosti.
Prumérna hodnota pK, silanoliije 7.1 [1. 2. 5].

Pro ucely reverzni chromatografic se¢ povrch silikagelu nejéastéji upravuje
navazanim nepolarnich alkylovych fetézeu. NejpouzivangjSim  typem je  18-ti
uhlikaty retézece. oktadeeyl. Syntéza chemicky vazanych fazi se nejcastéji provadi
metodou povrchoveé modifikace. Povaha vysledné faze je zavisla na pritomnosti vody
béhem syntézy. Bez pritomnosti vody vznikaji reakel s mono-. di- ¢i tri- funkénimi

silany  monomerni  vrstvy.  Vysledna vrstva ma  strukturu podobnou bunécné



membrané. Za pritomnosti vody vznikaji slozit¢jsi polymerni vrstvy, které vykazuji
lepSi separacni viastnosti pro izomerni latky [ 1].

Vzhledem k hydrofilni povaze silanolovych skupin je nutné tyto skupiny po
synt¢ze chemicky vazané faze odstranit. ¢i stericky chranit vytvofenim polymerni
vrstvy nad chemicky vazanou fazi. Mezi metody, kterymi lze snizit mnozstvi
volnych silanolovych skupin. necbo omerit jejich vliv patii { 1. 5]:

e c¢nd-capping - nejpouzivanéj$im - ¢inidlem  je  trimethylchlorsilan,
zvolnych silanolovych skupin  vznikaji  trimethyl-substituované  skupiny
((C115)381-). nov¢)si typ end-cappingu se provadi pii vysoké teploté [6]

e rchydroxylace provadi sc¢  napfiklad zahtatim = silikagelu, nebo
pusobenim: kyselin a bazi na povrceh silikagelu, dochazi ke snizeni poctu
volnych silanolovych skupin a zvysi s¢ pocet asociovanych silanolovych
skupin. které zptusobuji mensi problémy pii analyze bazickych latek

e syntéza pri¢n¢ vdazandého silikagelu na povrch silikagelu se po
povrchové  modifikact navazi molekuly s dlouhymi fetézei. napiiklad
skvalen. a za pritomnost katalyzatoru dochazi k jejich polymerizaci.

Dalsi moznosti redukee vlivu volnych silanolovych skupin je pouziti ukotvenych
stacionarnich fazi. U t¢chto fazi dochazi ke snizeni aktivity silanolovych skupin diky
ukotvené polami funkéni skupiné. Vysledkem je. 7e silanolové skupiny interaguji
s ukotvenou  funkéni skupinou a  samotny  separac¢ni  proces  ovlivigi  jen
minimaln¢ |7.8].

Voln¢ silanolové skupiny se bohuzel nedaji zcela odstranit zadnou metodou.
Tento fakt je dan jednak prostorovym uspotadanim vazanych fazi. ale také rozmeéry
vznikajicich trimethyl-substituovanych skupin v ptipad¢ provedeni end-cappingu
pomoci trimethylchlorsilanu. Trimethyl-substituovand skupina ((CHjz);S1-) zaujima
ve dvojrozmérmém prostoru plochu 0.43 nm™. 7 &choz vyplyva. 7e dvé sousedici
trimethyl-substituované skupiny maji mevzi scbou vzdalenost 0.65 nm. Silanolova
skupina zaujima plochu 0.2 nm”. takze vzdalenost mezi dvéma  silanolovymi
skupinami je 0.4 nm. Pouzitim této predstavy je jasné. 7e nckteré silanolové skupiny
nemohou diky nedostatku prostoru zrcagovat s trimethylchlorsilanem a ziastavaji na
povichu silikagelu jako takzvané zbvtkove silanolové skupiny. Tato predstava je

potvrzena  zjisténim. z¢  pouzitim trimethylchlorsilanu je 1 pfl maximalnim



povrchovém pokryvu vznikajicimi trimethyl-substituovanymi skupinami vysledna
vzdalenost skupin asi 0.7 nm [9. 10].

Mectody urcovani silanolovych skupin se v zasad¢ daji rozdélit na chemické a
fvzikalni. Mecezi fyzikalni metody patii napiiklad IR spektroskopie a NMR
spektrometrie. Vyhodou téchto metod je schopnost rozlisit typy silanolovych skupin.
I kdyz tato schopnost je omezend pouze na rozliSovani mevzi volnymi silanolovymi
skupinami a ostatnimi typy silanolu. Mezi chemické metody patii titrace roztokem
NaOIT v pritomnosti soli. reakee s alkyl lithiem. reakee s Grignardovymi ¢inidly a
dalsi. Pomoci  chemickych  metod  ziskame  informaci o celkovém  obsahu

stlanolu [5].
2.2 Vliv pH na stabilitu silikagelu

Obceend lze ficl. 7e pii nizké hodnoté pH dochazi k hydrolyze chemicky vazanych
retézeu staciondrni faze a pii vysoké hodnoté pH dochazi k rozpousténi silikagelu.
Ve skutecnosti jsou tyto jevy ovlivneny dalSimi faktory jako je typ organické faze.
obsah vody v mobilni fazi apod.. coz potvrzuje 1 studie Kirklanda a kol.[11]. V této
studit bylo zjisténo. ze:

e huste vazané monomerni dimethyl-C18 ligandy I¢pe chrani silikagelovy nosic¢

picd rozpuStenim nez objemné substituenty

e pii vysokych hodnotich pll dochazi k rozpousténi samotného silikagelu.

zatimeo stloxanove skupiny na povrchu se nerozpadaji. takze vysledny kolaps
kolony je zpusoben ztratou nosice

e pii nizkych hodnotich pll dochazi ke kolapsu kolony pouze vlivem

hydrolyzy stloxanovych skupin

e monomerni. ncho polymerni povaha vazané oktadecylové faze vyznamné

neovlivnuje stabilitu pit vysokych hodnotach pll

e silikagely syntetizovangé sol-gelovou metodou jsou odoIng)si proti rozpousténi

e silikagely typu B se rozpousti rychleji, nez vice znecisténé silikagely typu A

e pii pouzivani acctonitrilu v mobilni fazi je zivotnost kolony delSi. nez pii

pouzivini methanolu.
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2.3 Dalsi typy stacionarnich fazi a nosici

Kvuli nevyhodam. tzn. omezené chemické a tepelné  stabilite. klasickych
stacionarnich  fazi na bazi silikagelu s vazanymi uhlovodikovymi fetézei byly
hledany nové typy nosi¢u. Nejpouzivanéj§imi alternativnimi nosici jsou  oxid
zirkonicity. oxid hlinity a polymerni stacionarni taze [ 1. 12-15].

Kolony na bazi oxidu zirkoni¢it¢ho vykazuji stabilitu v celém rozsahu hodnot pH.
Povrch oxidu zirkoni¢it¢ho lz¢ moditikovat navazanim alkylovych fetézcu.
polybutadicnu. polystyrenu a uhliku. Obecené je tento typ kolon vhodny pro separaci
bazickych latek, strukturnich izomert a vysokomolekularnich latek.

Kolony na bdzi oxidu hlinit¢ho jsou stabilni pfi hodnotich pH 2-12, lze je
modifikovat navazanim alkylovych a perfluoroalkylovych fetézeu, polybutadienu
a kyvanopolymeru. Jejich nevyhodou je nestalost v prostiedi fosforeénanového pufru.

Polymerni stacionarni faze jsou diky sv¢ strukture stabilni v celém rozsahu
hodnot pll. U tohoto typu fazi je climinovan vznik nesymetrickych piku bazickych
latek. protoze na povrchu téchto staciondrnich fazi nejsou piitomny silanolové
skupiny.  Nejpouzivandjsim  typem  polymeru  je  polystyren-divinylbenzenovy

kopolymer. Mevi dalsi typy nosicu patii oxid titani¢ity a porézni grafitizovany uhlik.

2.4 Separace a zakladni vztahy v kapalinové chromatografii

Hlavnimi interakcemi. které se uplatnuji v kapalinové chromatogratii  jsou
hydrofobni interakee. elektrostatické interakcee.  vodikové vazby a interakce
dipol-dipdl [16]. Zastoupeni a vliv jednotlivych interakei je ovlivilovano predevs§im
slozenim mobilni faze. typem stacionarni {aze a typem analytu [2.9].

Ruzné typy stacionarnich fazi sc lisi svoji sclektivitou k analytim. Kolony se
zakotvenymi polarnimi skupinami nejvice zadrzuji analyty. kter¢ snadno tvori
vodikov¢é vazby (fenoly. sulfonamidy a nedisociované  karboxylové  kyseliny).
Kolony s fenylovymi ligandy vice zadrzuji kladné nabité analyty a m-akceptory.
Kolony s pentafluorfenylovymi skupinami zadrzuji nejvice analyty bazické povahy.
které ochotné interaguji s¢ zbytkovymi silanolovymi skupinami [17].

Komer¢ni  silikagelové kolony se 1iSi v mnoha parametrech. napt. délkou.
prumcrem. velikosti ¢astic a typem stacionarni faze (vazaného ligandu). Mezi

zakladni charakteristiky kazd¢ kolony patii separa¢ni ucinnost. ktera je vyjadiena
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poctem teorctickych pater (1) a vySkovym ckvivalentem teorctického patra (/1)
viz. 2.6 Waltersuv test. Pritom plati. 7¢ ¢im je pocet teorctickych pater vyssi, tim je
kolona u¢inn¢j$i a ¢im nizsi je vyskovy ckvivalent teorctick¢ho patra, tim je
scparacni proces na kolon¢  u¢inngjsi. I'vto vztahy vyplyvaji 7 predpokladu,
7¢ scparacni proces v reverzni kapalinové chromatografii je zalozen na ustavovani
rovnovahy mezi stacionarni a mobilni tazi. Podle typu analytu dochazi bud’ k retenci,
ncbo kcluci dancho analytu. Stacionarni fazce v reverzni chromatografit maji
nepolarni charakter a mobilni faze jsou polarni. Na kolon¢ jsou tedy vice zadrzovany
latky nepolarni a diive jsou cluovany latky polarni. Tento ptredpoklad neni bohuzel
seela splnen jak bylo iz diive zminéno napiiklad u bazickych latek [2].

Kazdy analyt je charakterizovan retenénim ¢asem fg. co7 je celkovy cas, ktery
pristusny analyt stravi v scparaéni kolon¢. U analytu. ktery neni na koloné
zadrzovan. sc tento ¢as nazyva mrivym casem /y. Pomoci retenéniho ¢asu a mrtvého
casu lze vypocditat redukovany retencni cas analytu fr. Redukovany retenéni Cas
odpovida casu. ktery prislusny analyt stravi ve staciondrni fazi, rovnice (1) [16].

U= le, =1y (1)
kde 17k, je redukovany retencni Cas i-tého analytu [min]. ¢z, je retenéni Cas i-tého analytu [min], 4y je
mrtvy ¢as [min|

Dalsi charakteristikou analytu je retenéni faktor, ktery udava pomér doby. kterou
analyt stravi ve stacionarni a mobilni fazi, rovnice (2).

k =t,1t, (2)
kde 4, je retencni faktor i-t¢ho analvtu, 'y, je redukovany retenéni €as i-t¢ho analytu [min], #y je

mrivy ¢as [min].

2.5 Testovani kolon

Ant dv¢ kolony stejnc¢ho typu nemaji identické separa¢ni vlastnosti, a to 1 pokud
provadime analyzu za stejnych experimentalnich podminek. Proto doSlo k rozvoji
testovacich metod. které umoznuji podrobnéjsi charakterizaci dané kolony a nasledné
vyhodnoceni pouzitelnosti kolony pro urcity typ separace. Mczi tyto metody patii
i chromatografické testy. V techto testech jsou vyuzivany razné testovaci latky, které

reprezentuji odlisné typy interakei se stacionarni fazi a podavaji ndm informace
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o scparacnich vlastnostech kolony. Prehled nejznamé)Sich chromatogratickych testa
je uveden v publikaci Stelly a kol. [18].
Kazdy ztestu vyuziva ncjen odliSné analyty. ale 1 odliSné mobilni faze,
a proto Cleassens a kol. provedli srovnavaci studii Engelhardtova |3.19]. Tanakova
[20]. Galushkova [21] a Waltersova |22] testu s 20 riiznymi kolonami. Bylo zjisténo,
7¢ [23]:
o vysledky hydrofobni sclektivity jsou prakticky shodné u Engelhardtova.,
Tanakova a Waltersova testu
e vysledky hydrofobnosti mefené jako absolutni retence jsou v riznych testech
zamenitelné a jsou v dobré¢ shode. tudiz tyto vysledky nejsou ovlivnény
pouzitym testem
e pufrovani mobilni faze vyznamné ovliviuje vysledky aktivity silanolovych
skupin.  proto  pokud checeme  zajistit - srovnatelné  vysledky aktivity
silanolovych skupin. tak je nutné mobilni faze t&chto testa pufrovat. Zaroven
vysledky silanolové aktivity jsou 1 pfi pufrovani mobilni faze ovlivnény
pouzitim riznych testovacich latek a mobilnich fazi v riznych testech, takze
na rozdil od testovani hydrofobicity nejsou vysledky aktivity silanolovych

skupin zaménitelné a shodné pii pouziti ruznych testi.

Dulezitym paramctrem pii testovani kolon a vyhodnoceni vysledkil je teplota
kolony. ktera je v velké ¢asti ovlivnéna pouzitim ruznych typu termostatti. Smith a
kol. provedli srovnavaci studii |24]. které se Gc¢astnilo osm ruznych laboratofi. V této
studii byly jednotlivym  laboratofim  zaslany ampule. které¢ obsahovaly stejnou
testovaci smeés a kazda laborator provedla testovani této smési na dvou riznych
kolonach pii dodrzeni  pozadovanych testovacich podminek. Bylo zjisténo,
7¢ vysledky jednotlivyeh laboratofi se prilis nelisi. a ze nejvetsi odchylky v méteni
jsou zpusobeny pouzitim raznych termostatu. Nejvhodngj$im typem termostatd jsou
ty. ve kterych dochazi k cirkulaci vody. Pii pouziti ostatnich typu termostati
dochazelo k vyznamnému ovliviovani vysledku separace.

Krom¢ vminovanych komplexnich testi se pouzivaji i testy zaméfené na urceni
jedné specificke vlastnosti kolony. Prikladem takového testu je Engelhardtiv a

Lobertuy test [25]. ktery slouzi k urceni obsahu kovovych necistot ve stacionarni



fazi. Tento test vyuziva 2.27-bipyridylu jako kvalitativniho indikatoru kovovych
necistot ve stacionarni fazi. Pomoci tohoto testu bylo prokazano. ze béhem pouzivani
s¢ kovove necistoty usazuji ve stacionarnich fazich. Tyto kovové stopy maji puvod
v kovovych soucastech kolony, ale 1 pfi pouziti vybaveni. které neobsahuje kovy
dochazi ke kontaminaci stacionarnich fazi diky mobilnim fazim, které obsahuji
kovoveé necistoty v fadu koncentraci ppb a béhem pouzivani dochazi k jejich
postupn¢ akumulaci.

DalSim prikladem muze byt test vyuzivajici vysokomolekularni latky k testovani
homogenity  povrchu a  hustoty  pokryti = silikagelovych  chemicky  vazanych

stactonarnich fazi |26].

2.6 Waltersuv test

U Waltersova testu. ktery je navrzen pro charakterizaci reverznich staciondrnich
tazi. jsou kolony hodnoceny podle tii kriterii [22]:

I. indexu hydrofobnosti. ktery je dan pomérem retencéniho faktoru anthracenu

a benzenu (rovnice 3). pil pouziti mobilni faze acctonitril-voda v poméru 65:35

(obj./obj.) a prutoku mobilni faze 1 ml/min.

1P index = k

anthiracen / k/wu,‘ru (3 )

kde HP index je index hydrofobnosti. Ayuaee j¢ retencni faktor anthracenu. Ay, j¢ retenéni faktor
benzenu.
2. G¢innosti. kterd se vypocita podle nasledujicich vztahu 7 retenéniho chovani
toluenu:
Pocet teorctickych pater kolony (m,) se vypocita z rovnice (4).
< 2
n, =5.54-(1, /w, ) 4)

kde ny je pocet teoretickyeh pater kolony. #¢ je retencni ¢as toluenu [min]. wy . je Sitka piku toluenu

v poloving jeho vysky [min|.
Vyskovy ckvivalent teorcetického patra (/1) se vypocita z rovnice (95).
Ii=1/n (35)

kde /1 je vyskovy ekvivalent teoretického patra [em). £ je délka kolony [em]. 17 je pocet teoretickych

pater kolony.
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Pocet teorctickych pater kolony na jeden metr (n2,,) uréime 7z rovnice (6).

n, =(n-100)/L (6)
kde n,, je pocet teoretickych pater kolony na jeden metr. n je pocet teoretickych pater kolony, L je
délka kolony Jem).

Redukovany vyskovy ckvivalent teoretickcho patra (/1) vypocitame z rovnice (7).
I, =1d, (7)

kde /4, je redukovany vyskovy ckvivalent teorctického patra. H je vy3kovy ckvivalent teoretického

patra [cm]. ), je pramér ¢astic [em].

Redukovany vyskovy ckvivalent teorctického patra H, vyjadiuje G¢innost plnici

techniky. U testovanveh komer¢nich kolon se jeho hodnota pohybuje v rozmezi

2.5 4.0. Tyto hodnoty odpovidaji piijatciné kvalité pInéni kolon.

I

aktivity volnych silanolovych skupin. kde SiOll index ziskame
7 pomcru retencnich faktoru N.N-dicthyl-m-toluamidu a anthracenu pfi pouziti
100 % acctonitrilu jako mobilni faze a pratoku mobilni faze 1 ml/min. N N-diethyl-
m-toluamid interaguje s volnymi  silanolovymi  skupinami a anthracen slouzi
k redukei chyb. které by mohly byt zpusobeny zménami v podminkach méreni.
Mrtvy retenéni Cas je uréen retenénim ¢asem uracilu. ktery byl ziskdn pii urCovani
indexu hydrofobnosti. Hodnotu SiOH indexu vypocitame 7 rovnice (8).

S]()[] iné/@,\' = k/)l;'l}! /kun//u'u( i (8)

kde Appra je retenéni taktor NN-diethyl-m-toluamidu. Ayyppcen J¢ retenéni faktor anthracenu.

Na zaklad¢ vysledka techto kritérii se kolony déli na tii skupiny. Prvni skupina
kolon sc¢ vyznacuje nizkou afinitou k nepolarnim latkam a nizkou a7z stfedni
hodnotou silanofilnich interakei. Kolony zafazené do druhé skupiny se vyznacuji
vysokou alinitou pro nepolarni latky a relativne vysokou hodnotou SiOH indexu,
coz naznacuje. 7¢ nebyly v dostate¢né miie odstran¢ny volné silanolové skupiny.
P pouziti techto kolon se daji oc¢ekavat komplikace pii analyze latek bazické
povahy. Tteti skupina reprezentuje kolony. které maji nejvetsi afinitu k nepolarnim

latkam a zaroven se vyznacuji nizkym obsahem volnych silanolovych skupin.
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2.7 Engelhardtuv test

DalSim 7 chromatografickych testt navrzenych pro reverzni stacionarni faze je
Engelhardtuy test [3.19]. ktery vyuziva jako mobilni fazi nepufrovanou smés
methanolu a vody. Jako organickd faze je zvolen methanol. protoze acetonitril a
mcthanol poskytuji odliSnou sclektivitu zejména pro bazické latky a pfi pouziti
mcthanolu jsou silanofilni interakee vice ziejme.

Pomoci Lingelhardtova testu zjistujeme ucinnost kolony (pocet teoretickych pater
a vyskovy ckvivalent teoretického patra. ktery pocitame z piku toluenu) stejné jako
u Waltersova testu. hydrofobni vlastnosti kolony. silanofilni interakce a tvarovou
sclektivitu stacionarni faze.

Testovaci  smés  se sklada  zuracilu.  toluenu,  cthylbenzenu.  fenolu,
N.N-dimethylanilinu. anilinu a isomernich toluidinu. Toluen a cthylbenzen slouzi ke
ziSteni hydrotobnich interakei a tvaroveé sclektivity stacionarni faze. Tvarovou
sclektivitu vypocitame ze vztahu (9):

o = ctindbenen

9)

e

kde o je tvarova seleRtivita, Agppensen J€ reteneni taktor cthvlbenzenu, Ay, je retenéni faktor toluenu.

Silanofilni interakee jsou testovany pomoci N.N-dimethylanilinu. ktery je silnou
bazi (pKy  5.15) a anilinu. ktery je slabou bazi (pKy, — 9.37). Isomerni toluidiny
slouzi jako specialni ukazatele silanofilnich interakei, protoze maji stejné hydrofobni
vlastnosti. ale 1isi se hodnotou pK. o-toluidin (pKy = 9.56), m-toluidin (pKy, = 9.27).
p-toluidin (pK,  8.92).

U bavickych latek (anilinu a N.N-dimethylanilinu) vyhodnocujeme asymetrii
piku. Asymetric piku s¢ méfi v 5 nebo 10 % vysky piku. U Gaussovského piku je
hodnota asymetric rovna jedné. Hodnota asymetric veétsi nez jedna odpovida
rozmytym pikum. které jsou typické pro kapalinovou chromatografii. Asymetrii piku
v 10 % vysky piku pocitame podle vztahu (10).

A = (blua),,. (10)
kde A, je asymetricky faktor. A je polositka v 10 %% vysky piku odlehla od téziste¢ piku [mm], « je
polositka v 10 %o vvsky piku prilehla k tézisti piku [mm].

Pro vyhodnoceni vlivu silanolovych skupin na vysledné tvary piku bazickych

latek pocitame pom¢r asymetrie piku anilinu a fenolu. Anilin je bazickou latkou a
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Jeho pikova asymetrie je ovlivnéna interakcemi se zbytkovymi  silanolovymi
skuptnami. Fenol je nepolarni latkou. je na kolon¢ také zadrzovan, a slouzi k redukei
vlivu asymetrie piku vzniklé jinvmi faktory nez silanofilnimi interakcemi. Vztah pro
vypocet pomceru asymetrie piku antlinu a fenolu je uveden v rovnici (11).

/ ‘vl\ fenol ) (1 1)

kde Sy, je pomer asymetrie piku anilinu a fenolu. A, o, je asymetrie piku anilinu. A g0 j¢ asymetrie

S, =0

I ST amihin

piku fenolu.

Testovani kolon by mélo byt provadéno pit smaceném stavu stacionarni taze, kdy
Jsou interakee vazanych alkylovych fetézct se slozkami mobilni faze silnéj$i nez
interakee fetézeu samotnych. Tento pozadavek plati. pokud obsah vody v mobilni
taz1 neprekroci 50% objemovych. Pii vy$si koncentraci vody jsou interakce mezi
fetézer sing)si a dochdzi vzhledem k hvdrotfobnosti viazané taze k ireverzibilnimu
kolapsu fetézeu. Jako mobilni faze je tedy u Engelhardtova testu pouzita smes
methanolu a vody v objemoveém poméru 55:45 a prutok mobilni faze je 1 ml/min.
Podle ngelhardta by se dobra kolona méla chovat takto:

e anilin by mel vzdy cluovat pied fenolem

e podil asymetrie piku anilinu a fenolu by mél byt mensi nez 1.3

e u isomernich toluidind by nemcélo dojit k jejich separaci a méli by byt

cluovany v ramei jednoho symetrického piku

e N.N-dimethylanilin ma byt cluovan pied toluenem.

2.8 Discovery” HS F5

Stacionarni faze u kolony Discovery” HS I'S je tvofena silikagelem. na jehoz
povrch jsou chemicky  navazany  pentatluorfenylpropylové  funkéni  skupiny.
Struktura pentatluorfenylpropylsiloxanu je uvedena na obr. 1. Podle vyrobee by tato
kolona mcla poskytovat podobn¢ retenéni casy jako klasicka oktadecylova kolona.
Avsak latky bazické povahy jsou na Discovery” HS F5 vice zadrzovany a i celkové
plati. 7¢ vétSina latek je cluovana v mirn¢ delsim case. coz je u mnoha separaci
vyhodou. Latky. které s pouzitim klasické oktadecylové kolony eluuji v mrtvém
Case. jsou pii pouziti této kolony déle zadrzovany a cluovany az za mrtvym

Casem |4].
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Stacionarni faze kolony Discovery® HS F5 je prednostné sméacena mobilni fazi

obsahujici acctonitril a objem slozek absorbovany z mobilni faze acetonitril-voda je

vyznamn¢ vyS$i nez pii pouziti mobilni {aze methanol:voda. [27].

HyC—Si—CH,

F

Obr.1: Struktura pentafluorfenylpropylsiloxanu

V nasledujici  tabulce (tabulka

vlastnosti kolony Discovery® HS I5.

1) jsou uvedeny zdkladni fyzikalné chemické

Tabulka 1: Zakladni fyzikalné chemické vlastnosti kolony Discovery® HS F5. Udaje

v tabulce byly ziskany z prace [4].

Vézana faze
Endcapping

Nosi¢

Tvar ¢astic

Obsah kovii v ¢asticich
Velikost porii |A]
Povrch [mz/g]

%C

Stabilita pii pll
Stabilita pri teploté
D¢lka kolony [em]
Vnitfni priimér [mm]

Primér ¢astic [pum]

Ano
Silikagel
Kulovity
< 10 ppm
120

300

12

2-8
<70°C
25

4.6

Pentafluorofenylpropyl
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3. Experimentalni cast

3.1 Pouzité chemikalie

e acctonitril — Chromasolv® pro 1PLC. Gistota gradient grade. Sigma-Aldrich
(St.Louts. MO. USA)

e mcthanol — Chromasolv” pro HPLC. ¢istota gradient grade. Sigma-Aldrich
(St.Louis. MO. USA)

e dcionizovana voda - Milli Q. Millipore (Milford. MA. USA)

o uracil - 99%. Sigma-Aldrich (St.LL.ouis, MO, USA)

e anthracen - purum (>98%. HPLC), Fluka Chemie AG (Buchs, Svycarsko)

e N.N-dicthyl-m-toluamid - purum  (>99%. GC). Fluka Chemie AG
(Buchs. S\')f‘carslm)

e benzen - HPLC grade. Sigma-Aldrich (St.Louis. MO, USA)

e toluen — p.a.. Lach-Ner (Neratovice. CR)

e fcnol - p.a.. Penta (Chrudim. CR)

e anilin = 99.51% A.C.S. Reagent. Sigma-Aldrich (St.Louts. MO, USA)

e N.N-dimethylanilin - ¢isty. Lach-Ner (Neratovice. CR)

e o-toluidin = 99%. Sigma-Aldrich (St.1.ouis. MO. USA)

e m-toluidin - 99%. Sigma-Aldrich (St.L.outs. MO. USA)

e p-toluidin - 99%. Sigma-Aldrich (St.L.ouis. MO. USA)

e toluen - p.a. Lach-Ner (Neratovice, CR)

o cthylbenzen - 99%. Sigma-Aldrich (St.Louts, MO, USA)

3.2 Waltersuv test aktivity volnych silanolovych skupin
3.2.1 Priprava vzorku a mobilni faze
Piiprava mobilni fazce

100% acctonitril byl pied pouzitim vzdy odplynén 10 minut v ultrazvukové lazni.
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Priprava vzorku
e N.N-dicthyl-m-toluamid v odmémé bance o objemu 100 ml bylo rozpusténo
0.10 ml DETA v mobilni fazi. vzorek byl pred pouzitim odplynén 10 minut
v ultrazvukove lazni.
e anthracen. 0.2 ¢/I v odmerné bance o objemu 50 ml bylo rozpusténo 10,0 mg
anthracenu v mobilni fazi. vzorek byl 10 minut odplynén v ultrazvukové lazni a pred

pouzitim byl filtrovan.
3.2.2 Postup méreni

Kolona byla pri laboratorni teplot¢ promyvana 40 minut mobilni fazi (Cisty
acctonitril). Pot¢ bylv na kolonu davkovany jednotlivé vzorky. Objem nastiiku ¢inil
10 pl. Detekee byla provadéna pit vinové délee 254 nm. Prutok mobilni faze byl
I ml/min. Mrtvy retenéni ¢as byl uréen retenénim casem uracilu. Retenéni Cas

uracilu byl ziskan pfi urcovani indexu hydrotobnosti.

3.3 Waltersuv test — urceni uc¢innosti a indexu hydrofobnosti

3.3.1 Priprava vzorku a mobilni faze
Priprava mobilni faze

Mobilni faze byvla pripravena  smichanim 325 ml acctonitrilu + 175 ml
dcionizované vody. coz odpovida 65 % (obj.) acctonitrilu a 35 % (obj.) vody.

Pripravend  mobilni faze byla pfed kazdym  pouzitim  odplynéna 10 minut

v ultrazvukove lazni.

Priprava vzorku

e uracil. 15.0 mg/l v odmérné bance o objemu 100 ml bylo rozpusténo 1,50 mg
uracilu v mobilni tazi

e benven. 17.5 ¢/ v odmérné bance o objemu 100 ml byly rozpusteny 2.0 ml
benzenu v mobilni tazi

e toluen. 1.7 ¢/1 v odmern¢ bance o objemu 100 ml bylo rozpusténo 0.20 ml
tolucnu v mobilni fazi

Vicechny tyvto vzorky byly pred pouzitim odplynény 10 minut v ultrazvukové lazni.



e anthracen. 0.2 ¢/l v odmerné bance o objemu 50 ml bylo rozpusténo 10,0 mg
anthracenu v Cistém acetonitrilu. vzorck byl 10 minut odplynén v ultrazvukové
lazni a pred pouzitim byl filtrovan. Vzorek byl rozpustén v Cistém acetonitrilu kvali
nedostatedndé rozpustnosti v mobilni fazi.
3.3.2 Postup méreni

Kolona byla pii laboratorni teplot¢ promyviana 40 minut mobilni {azi o slozeni
acctonitril:voda. 65:35 (obj./obj.). Poté¢ byly na kolonu davkovany jednotlivé vzorky.
Objem nastitku ¢inil 10O pl. Detekee byla provadéna pii vinové délee 254 nm. Pritok

mobilni faze byl I mi/min.

3.4 Engelhardtiv test
3.4.1 Priprava vzorku a mobilni fize
Piiprava mobilni faze

Mobilni  faze byla pfipravena smichanim 550 ml mecthanolu + 450 ml
detonizované vody. coz odpovida 55 % (ob).) mcthanolu a 45 % (obj.) vody.
Pripravend mobilni faze byla pred kazdym  pouzitim  odplynéna 10 minut

v ultrazvukove lazni.

Piiprava vzorku

o uracil. 15.0 mg/l v odmérné bance o objemu 100 ml bylo rozpusténo 1.50 mg
uracilu v mobilni fazi

e anilin. 0.5 ¢/ v odmcrné bance o objemu 50 ml bylo rozpusténo 24.5 pl anilinu
v mobilni fazi

e fenol. 0.1 ¢/l v odmérné bance o objemu 50 ml bylo rozpusténo 5.0 mg fenolu
v mobilni {azi

e o-toluidin. 1.0 ¢/l v odmérné bance o objemu 50 ml bylo rozpusténo 50.0 pl
o-toluidinu v mobilni fazi

e m-toluidin. 1.0 ¢/l v odmérné bance o objemu 50 ml bylo rozpusténo 50,0 pl
m-toluidinu v mobilni fazi

o p-toluidin. 1.0 ¢/ - v odmérné bance o objemu 50 ml bylo rozpusténo 50.0 mg

p-toluidinu v mobilni fazi



e toluen. 1.0 /1 v odmérné bance o objemu 50 ml bylo rozpusténo 57.8 ul
toluenu v mobilni fazi

e N.N-dimcthylanilin. 0.2 ¢/l v odmérné bance o objemu 50 ml bylo rozpusténo
10.5 pI N.N-dimethylanilinu v mobilni fazi

e cthylbenzen, 1.0 g/l v odmérné bance o objemu 50 ml bylo rozpusténo 53 pl
cthylbenzenu ve 100% methanolu. Vzorek byl rozpustén ve 100 % methanolu kvl
nedostateené rozpustnosti v mobilni fazi.

Vsechny vzorky byly umistény na 10 minut do ultrazvukové 1dzné a pred pouzitim

bvly filtrovany do vialek.

3.4.2 Postup méreni

Kolona byla umist¢na v termostatu. ktery ji vyhfival na 40 °C. Pred méfenim byla
kolona 40 mimut promyvana mobilni fazi pfi pratoku 0.8 ml/min, ktery byl snizen
oproti piedepsanému prutoku 1 ml/min. Duvodem pro toto snizeni byl velky tlak na
kolon¢. ktery se pohyboval na hornim tlakovém limitu kolony. Poté byly davkovany
jednotliveé vzorky. které byly detegovany piit vinové délee 254 nm. Objem nastiiku

¢inil 10 pl.

3.5 Pfistroje a programy

Pevn¢ vzorky byly navazovany na analytickych vahiach APX-100 (Denver
Instruments. USA). Pro odplynéni vzorku a mobilnich fazi byl pouzit ultrazvuk
Ultrasonic-1.C' 30 H. Mcieni byla provadéna na Kkapalinovém chromatografu
slozeném 7 ¢erpadla LC-XPD pump (Pye Unicam. UK). davkovaciho ventilu
Rheodyne. model 77251 s 10 pl davkovaci smyckou (Cotati. CA. USA) a detektoru
[.C-UV detector (Pye Unicam. UK). Kolona byla vyhfivana v termostatu Column
Oven 1.CO 101 (Ecom. CR). Pro sber dat a vyhodnoceni chromatogrami byl pouzit
program  CSW 32, verze 147 (Data Apex. CR). Pro grafickou prezentaci
namcéfenych dat slouzil program Microcal ™ ()rigin‘&/. verze 6.0 (Microcal Software.

Inc. MAL USA)



3.6 Kolona
V' 1¢to praci byla testovana kolona Discovery™ HS '3, Fyzikalné chemické vlastnosti
t¢to kolony jsou uvedeny v tabutee 1 (str. 18).

Vyrobcece: SUPELCO. Supceleo Park. Bellefonte. PA 16823-0048. USA

N
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4. Vysledky a diskuse

4.1 Waltersuv test

Za predepsanyeh experimentalnich podminek. tedy v ¢istém  acetonitrilu jako
mobilni [azi. priatoku mobilni faze 1 ml/min. detekei pii vinové délce 254 nm
a objemu nastiitku 10 pl. byly zméfeny retenéni ¢asy N.N-dicthyl-m-toluamidu a
anthracenu. Pomoci téchto dat byl vypocitan silanolovy index. ktery je dan pomérem
retenénich faktoru N.N-dicthyl-m-toluamidu a anthracenu a podava nam informaci
o aktivite volnych silanolovych skupin na povrchu stacionarni fize.

V mobilni azi slozené 2 65 % (obj.) acctonitrilu a 35 % (obj.) vody byly pti
prutoku I ml/min. detekei pii vinove délee 254 nm a objemu nastiku 10 pl zméfeny
retenéni ¢asy uracilu. benzenu. toluenu a anthracenu. Pomér retencénich faktoru
anthracenu a benzenu byl pouzit pro vypocet indexu hydrofobnosti. 7 retenéniho
Casu toluenu a parametru jeho piku byla vyhodnocena a¢innost kolony jako pocet
teorctickych pater na kolonu (7). pocet teoretickych pater na metr (n,,). vySkovy
ckvivalent teorctického patra (/1) a také redukovany vyskovy ckvivalent teoretického
patra (//;). Mrtvy cas kolony je dan retenénim ¢asem uracilu. VSechny zminéné

namciené hodnoty a 7 nich vypocitané charakteristiky jsou shrnuty v tabulce 2.

Fabulka 2: Namdcienc a vypocitané charakteristiky Waltersova testu
Aktivita volnych silanolovych skupin
Iy (uractl) [min| k-DETA k-anthracen SiOH index
2.22 0.41 0.52 0.79
Index hydrofobnosti
I\ (uracil) min] k-anthracen k-benzen HP index

222 3,

) 1.18 299

)]

Ucinnost kolony — parametry pouzité pfi vypoltu
fx toluen [min]  wyn toluen [min] L |cm]| dp [m]
5.57 0.16 25 5
U¢innost kolony
1y, M [T |pum] 1,
6714 26 856 37.24 7.44
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Hodnota S101T indexu mensi nez 0.9 poukazuje na nizkou aktivitu silanolovych
skupin |22]. 7 retenénich faktord N.N-dicthyl-m-toluamidu a anthracenu vidime.
7¢ oba tyto analyty stravily ve stacionarni fazi mén¢ Casu ncZ v mobilni fazi a
N.N-dicthyl-m-toluamid tedy vyznamnym zplisobem neinteragoval se stacionarni
fazi. Hodnota indexu hydrofobnosti vypovida o mensim uplatnéni hydrofobnich
interakei u této staciondrni faze za zvolenych experimentalnich podminek. Index
hydrofobnosti u oktadecylovych kolon se nejcastéji pohybuje okolo hodnoty 4. Toto
ZNSeni - potvrzuje  polarngjsi charakter  pentafluorfenylpropylsiloxanu — oproti
klasickym oktadecylovym stacionarnim fazim.

V porovniani s ostatnimi kolonami testovanymi Waltersovym testem ma kolona
Discovery ™ HS F5 velice nizkou uc¢innost (typické hodnoty n,, se pro oktadecylové
staciondrni faze pohybuji okolo 60 000), na zdklad¢ ¢choz muZzeme ocekavat,
7¢ bude dochazet krozmyvani piku ncjen vlivem nezadoucich interakei se
zbytkovymi silanolovymi skupinami. ale také s prispénim nizké a¢innosti kolony.
Chromatogram testovaci smési slozené v uracilu. benzenu. toluenu a anthracenu je

uveden na obr. 2.
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Obr. 2: Chromatogram testovaci smési Waltersova  testu pii urcovani Géinnosti a  indexu
hyvdrofobnosti. Kolona: Discovery™ HS F5. 25 ecmx4.6 mmx35 pm. pratok: | ml/min, tlak na koloné
10 MPa. Identifikace pikt: 1-uracil. 2-benzen. 3-toluen. 4-anthracen. mobilni faze: 65: 35 (obj./obj.)
acctonitril - voda. Detekee pfi 254 nm.
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/. chromatogramu je videt. 7e behem analyzy doslo k oddéleni viech analytt az na
zakladni linii. Také je zieymé. 7¢ dochazi k ¢asteénému rozmyvani pika vsech
analytu. Nejméné je zretelny proces rozmyvani na piku uracilu. ktery slouzi pro
urc¢eni mrtvého casu. Podle testovanych kritérii Waltersova testu patfi kolona
Discovery ™ HS IS do prvni skupiny kolon. coz znamena. 7¢ kolona vykazuje nizkou

atinitu k nepolarnim latkam a nizkou az stiedni hodnotu silanofilnich interakei.

4.2 Engelhardtiyv test

P testovani kolony  Engelhardtovym  testem  nebylo moZno  dosdhnout
pozadovancho prutoku I ml/min. Pfi laboratorni teploté a pritoku mobilni faze. 55 %
(obj.) methanolu a 45 % (obj.) vody. 0.5 ml/min byl tlak na kolon¢ 12.1 MPa.
Vyrobeem je uvedeno. ze maximalni tlak na kolon¢ nesmi presahnout 27 MPa.

Pro dosazeni prutoku co nejblizsiho predepsané hodnoté byla kolona nejprve
promyvana ¢istym methanolem. Pii pratoku 1 ml/min byl tlak na kolon¢ 7.8 MPa pii
laboratorni teploté a pii teplote 40 °C tlak klesl na 6.5 MPa. Pti pouziti mobilni {aze
o slozeni 55:45 (obj./ob).) methanol:voda byl maximalni mozny prutok pouze
0.8 ml/min. kterému odpovidal tlak na kolon¢ 14.1 MPa. Pit vyS$$im pratoku by byl
pickrocen povoleny tlakovy limit kolony a mohlo by dojit k jejimu poskozeni. Takto
vysoky tak souvisi s viskozitou mobilni faze. a predevsim s pomérem organického
rozpoustédla methanolu a vody. Tento pomér je prakticky 1:1 a takovato smés ma
nejvySsi viskozitu. Pokud stoupa podil methanolu ¢i naopak vody v mobilni {azi.
viskozita této smesi klesa.

V mobilni fazi o slozeni 55:45 (obj./obj.) methanol:voda pii pruatoku 0.8 ml/min.
teplote kolony 40 °C. deteker pii vinové délee 254 nm a objemu nastiiku 10 pl byly
szmeteny retencéni Casy uracilu. fenolu. anilinu. N.N-dimethylanilinu. o-toluidinu.
m-toluidinu.  p-toluidinu. tolucnu a cthylbenzenu. 7 retenéniho  Casu toluenu a
parametru jeho piku byla vyhodnocena ucinnost kolony jako pocet teoretickych pater
na kolonu (n). pocet teorctickyeh pater na metr (n,) a vySkovy ckvivalent
teorctick¢ho patra (/7). Tvarova selektivita studované stacionarni faze byla zjisténa
7. podilu retenénich faktoru cthylbenzenu a toluenu. Pro charakterizaci silanofilnich

interakei byly vyvhodnoceny asymetrie piku anilinu a N.N-dimethylanilinu v 10 %



vySky piku a k vyhodnoceni vlivu silanolovych skupin na vysledné tvary pika
bazickych latek byl zjisten pomér asymetrie piku anilinu a fenolu v 10 % vysky piku.
Viechny zminéné naméiené hodnoty a 7 nich vypocitané charakteristiky jsou shrnuty

v tabulee 3.

Tabulka 3: Namcfené a vypocitané charakteristiky Engelhardtova testu

Retendni faktory Litek Engelhardtova testu

kienol kanitin kunea Koot Ketoldm /f))-mluidm Kioluen kethyibenzen
0.99 3.06 1032 3.44 4.69 7.85 447 688
Ucinnost kolony — parametry pouZité pri vypoctu 7 N
Ik toluen [min| win o toluen [min] L [cm]
17.95 0.81 25
U¢innost kolony
, M H [um] .
2719 10876 91.94
Asymetric piku anilinu, N,N-A" a fenolu
A (anilin) A (N.N-A) A, (fenol)
4.2 5.4 1.5

Tvarova sclektivita, hydrofobnost a pomér asymetrie piku anilinu a fenolu

o k-cthylbenzen Sas

1.54 0.88 2.8

"N.N-A je No.N-dimethylanilin

7 retencnich faktort latek vidime. ze latky bazické povahy jsou na koloné
zadrzovany  vyznamnym zpusobem. Porovnanim  retencénich  faktoru a  hodnot
disociacnich konstant N.N-dimethylanilinu (pAj 5.15) anilinu (pKy 9.37) a
tolutdinu je zieyme. ze tyto latky jsou zadrzovany ve stacionarni fazi podle vzrustajici
bazicity. U toluidinu je tento jev nejvice viditelny. o-toluidin s pKy~ 9.56 je
zadrzovan ve stacionarni [azi mén¢ nez p-toluidin s pKy, 8.92. Zaroven vidime,
7¢ slabsi baze jsou ve stacionarni fazi zadrzovany piiblizné stejny ¢as jako nepolarni
latky a nejsilngjsi baze N.N-dimethylanilin je ve stacionarni fazi zadrzovan mnohem

déle nez nepolarni latky. Vyhodnocenim poméru asymetrie piku anilinu a fenolu je



potvrzen nezadoucet vliv volnych silanolovych skupin na tvary piku bazickych latek.
Hodnota tohoto podilu by u dobic deaktivované stacionarni faze neméla piesahnout
hodnotu 1.3,V pripadé stacionarni fize kolony Discovery™ 1S F3 je tento podil vice
Jak dvonasobny. Cclkove tedy platic 7¢ stacionarni faze bude obsahovat velké
mnozstvi zbytkovyceh silanolovych skupin. diky kterym dochazi k vyznamnému
zadrzovani bazickych latek a dokoncee k vyznamnému rozdilu v retenénim chovani
latek s malym rozdilem v bazicite (toluidiny). Toluidiny, které se pouzivaji jako
specidlni ukazatele silanofilnich interakei. na dobfe deaktivované oktadecylové
staciondrni  fazi cluuji v jednom piku. ¢asto bez naznaku jakéhokoliv Stépeni.
Vysledek Engelhardtova testu potvrzuje. 7ze v methanolickém prostiedi se¢ mnohem
vice projevuje aktivita  silanolovych  skupin ne7z v prostiedi acetonitrilu.  Pfi
vyhodnoceni Waltersova testu byla totiz kolona Discovery™ HS F5 klasifikovana

Jako stacionarni taze s nizkou az stiedni aktivitou silanolovych skupin.

Na obr. 3 j¢ uveden chromatogram testovaci smési podle Fngelhardta.

4
16 - |
\l
] ~.
- f
E 12 4 ‘
2 X
Q j o
x H
2
@
g 8 - " 6
g ] ! ‘ [ 5 \N\
3 f\ R A
T 4] I 3 H P
© | R A
| 3 | P
[ ! \ ‘
ol | AN [ | \kh_,.ﬁ»
. L‘UV‘N\.M‘-J - \—V‘J N
T v T T T T T T v
0 10 20 30 40 50 60

retencni ¢as [min]

Obr. 3. Chromatogram testovaci smési lngelhardtova testu. Kolona: Discovery” HS F3,
25 emx4.6 mmx5 pm. pratok: 0.8 ml/min. tlak na kolon¢ 14,1 MPa. Identifikace piki: 1-uracil,
2-fenol. 3-anilin, 4-toluen, S-cthylbenzen. 6-N.N-dimethylanilin. Mobilni faze: 55:45 (obj./obj.)
methanol:voda. Detekee pri 254 nm.
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Hodnoty asymetric piku N.N-dimethylanilinu a anilinu jsou vetsi nez jedna.
coz opct potvrzuje aktivitu zbytkovych silanolovych skupin. Na obr. 4 je uveden pik
o-toluidinu. jehoz Sitka pii zakladng¢ je okolo 8 minut. Stejny tvar piku mély 1 ostatni

tolutdiny a bazick¢ latky. dochazelo tedy ke znacnému rozmyvani.
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Obr. 4: Pik o-toluidinu. Kolona: Discovery” HS F5. 25 emx4.6 mmx5 pm. pratok: 0.8 ml/min. tlak

na kolon¢ 1-4,1 MPa. Mobilni taze: 55: 45 (obj.7obj.) methanol:voda. Detekee pii 254 nm.

Podle Engelhardta slouzi ethyvlbenzen a toluen k testovani hydrotobnich vlastnosti
kolony. ale bylo zjisteno. 7z¢ pomdér retenénich faktoru cthylbenzenu a toluenu spise
nez hydrofobnost charakterizuje tvarovou selektivitu pro methylenovou skupinu a
hydrofobnost j¢ Iépe vyjadiit jako retenéni faktor cthylbenzenu [23]. Hodnoty
retenéniho faktoru ethylbenzenu byly pro klasické oktadecylove faze pii pratoku
Iml/min a teplote 40°C v rozmezi hodnot 5-15. Studovana stacionarni faze ma
hodnotu retenéniho faktoru cthylbenzenu 6.88. Vzhledem k hodnoté retenéniho
faktoru a ke snizenému prutoku mobilni faze. lze piedpokladat. 7ze 1 pii pratoku
I ml/min by tato hodnota lezela ve zminovaném rozmezi. Kolona Discovery” HS FS

ma podobn¢ hydrofobni chovani jako klasické Cg kolony.



U N.N-dimethylanilinu - a anilinu - dochdzelo k postupnému  prodluzovani
retencnich Casu a ke zmensovani vysky piku. Tento jev je pravdépodobné vysledkem
velice silnych silanofilnich interakei. jejichz vlivem dochéazelo k sorpei téchto latek
na stactondrni fazi. Prodluzovani retenénich ¢asa pro anilin je uvedeno v tabulce 4.

Tabulka 4: Zmcny retenéniho chovani anilinu s dobou pouzivani kolony

Dny t; (anilin) [min] Vyska piku [;mV]W :

L. 13.23 44 -
3. 15.99 33

7. 17.21 30

Tento jev maze byt ¢asteéne ovlivnén i piipravou nové mobilni faze mezi 1. a 3.
dnem meieni. Toto ovhivineni by v3ak nemclo byt piilis vyznamné. protoze mobilni
faze byla piipravena 2 methanolu od stejn¢ho vyrobee a byl dodrzen stejny postup
piipravy. Ostatni latky testovaci smési. které byly soucasti chromatogramu. mély

naprosto stejné retenéni Casy 1 pii pouziti nové mobilni faze.

Tvarovd  sclektivita  kolony  7jiSténa  pomoci  retencnich  €ast toluenu  a
cthylbenzenu odpovida dostatecné tvarove selektivite studované staciondrni faze.
Hodnota tvarové selektivity je 1.54. Pro Cyg kolony s¢ hodnota tvarové selektivity
pohybuje pii prutoku mobilni faze 1 ml/min a teplote kolony 40 °C v rozmezi hodnot
1.75-1.82. Vzhledem k niz$imu prutoku pii provedeni Engelhardtova testu se da fici.
z¢ tvarova sclektivita studované kolony je uréit¢ mensi nez u oktadecylovych
stacionarnich fazi a da se predpokladat (1 vzhledem k vzhledu chromatogramu na
obr. 3) . 7¢ pii vySSim pratoku by mohlo dojit az ke koeluci toluenu a cthylbenzenu.
Ucinnost kolony je stejné jako u Waltersova testu pomérne nizka. a piispiva tak
k rozmyvani separovanych latek a naslednému vzniku nesymetrickych piku.

Ke zlepseni separacnich vlastnosti kolony by mohlo piispét pufrovani mobilni
faze. pti nizSich hodnotach pll by mélo dojit k omezeni disociace silanolovych
skupin a piky bazickveh latek by mély cluovat v podob¢ piku s lepsi symetrii.
Pouzitim pulrované mobilni faze by pravdépodobn¢ doslo k dalSimu zvyseni tlaku na

kolong. a proto nebyla tato mobilni faze studovana.



<)

7 uvedenyceh fakta vyplvva. 7¢ stacionami faze kolony Discovery® HS [5 neni
vhodnd  pro  separaci  latek  bazického charakteru za  podminek pouzitych
v Engethardtove testu. ). v mobilni fazi o slozeni 55:45 (obj./obj.) methanol:voda.
Tato kolona nesplnila ani jeden 7 pozadavku pro dobrou kolonu Engelhardtova testu.
tzn. anilin nebyl cluovan pied toluenem. podil asymetrie piku anilinu a tenolu je vetsi
nez 1.3 (ma hodnotu  2.8). u isomernich toluidinu doslo k jejich separaci a
N.N-dimethylanilin - nebyl  cluovian pred  toluenem. Vsechny  7zjisténé  hodnoty
Waltersova a Engelhardtova testu se priblizn¢ shoduji s vysledky studic [28].

kde bylo testovani provedeno s 15 ¢em kolonou a pratokem 1 ml/min.



5. Zaveér

V predkladané bakalafské praci jsou shrnuty vysledky ziskané pii charakterizaci
moderni reverzni kolony na bazi silikagelu. kolony Discovery® HS F5. Tato kolona
obsahuje jako stacionarni fazi silikagel modifikovany pentafluorfenylpropylovymi
skupmami.  Tato  kolona je  doporucovana jako alternativa ke klasickym
oktadecylovym kolonam a. dle ddaju vyrobce. by méla byt vhodna pro analyty.
které na klasickych C g kolonach nelze spolehlive analyzovat.

Kolona Discovery™ 1S I'S byla charakterizovana dvéma chromatografickymi
testy. které zpstuji zakladni  parametry  kolony jako rozsah hydrofobnich a
stlanofilnich interakei a uc¢innost kolony. U Waltersova testu se méné projevoval vliv
volnych silanolovych skupin. zjisténa hodnota SiOH indexu dle Walterse poukazuje
na nizkou koncentraci volnych silanolovych skupin na povrchu stacionarni faze.
Pomoci retenéniho chovani  nepolarnich latek a naslednym vyhodnocenim indexu
hydrofobnosti bylo potvrzeno. 7e stacionarni fize Discovery” HS F5 ma polarngjsi
charakter. nez klasick¢ Cg stacionarni faze. Dle kritérii Waltersova testu patii
testovand kolona do prvni skupiny kolon. tzn. 7z¢ tato kolona vykazuje nizkou afinitu
k nepolamim latkam a ma nizkou az stiedni hodnotu silanofilnich interakei.

U Engelhardtova testu bylo potvrzeno., 7e silanofilni intcrakee se vice projevuji
v mobilni (az1 obsahujici methanol. U tohoto testu se vliv a mira silanotilnich
mterakei zjistuje vyhodnocovanim asymetrie piku anilinu. N.N-dimethylanilinu a
fenolu. Vsechny vysledky testovani silanofilnich interakei naznacuji. 7¢ stacionarni
faze kolony Discovery™ HS FS se vyznacuje velice silnymi  silanofilnimi
interakcemi. S dobou  pouzivani kolony dochazelo pravdépodobné k odkryvani
dalSich silanolovych skupin. coz sc¢ projevilo na rostouci nesymetrii pikd a
postupnému prodluzovani retenénich casu bazickych latek. Obecené byla analyza
bazickych latek s pouzitim t¢to kolony velice obtizna. Problémy s retencnim
chovinim bazickyvch litck mohou byt kromé¢ vliva volnych silanolovych skupin
zpusobeny strukturni povahou pentafluortenylpropylovych skupin. Diky pritomnosti
benzenového jadra muze dochazet k n-n interakeim mezi staciondrni fazi a analyty
[28]. Dalsim faktorem piispivajicim k problematické analyze bazickych latek muze

byt 1 pritomnost atomu fluoru. 7jisténa ucinnost kolony byla u obou pouzitych testu

(O8]
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velice nizka. Tento jev je pravdeépodpobne zplisoben tim, 7e¢ testovand kolona
nchyla novda. Kolona Discovery™ 1S F5 vykazuje podobné retenéni chovani jako

klasick¢  oktadecylove  kolony a je vhodnou alternativou  k témto  kolonam.
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