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Abstrakt

Hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie se pouZiva k separaci
polarnich latek jako alternativa k reverznimu mddlRLC, ve kterém jsou tyto
latky obtizr® separovatelné nebo maji velmi nizké retence. Yame dob
existuje mnoho komeéné dostupnych stacionarnich fazi a dalSi se staldjivyv
Vtéto praci byly porovnavany sepand a interakni  vlastnosti
chromatografickych systéirse silikagelovou stacionarni fazi a se staciorfamii
na bazi isopropylovaného cyklofruktanu za podmirgkdrofilni interakni
kapalinové chromatografie. Byly optimalizovany nit@ro separace sisi ¢tyr
pentapeptid a pti nonapeptid na €chto dvou stacionarnich fazich. Nasledn
byly studovany interakce, které se vyznamuplatiuji v optimalizovanych
separénich systémech modelem linearnich vatalolnych energii. Interakce
vyznamm ovliviujici retenci analyi na obou stacionarnich fazich jsou interakce
prostednictvim vodikové vazby a na stacionarni fazi éai lisopropylovaného
cyklofruktanu také disperzni a elektrostatické riakee.

Klicova slova: peptidy, cyklofruktan, LFER, HILIC



Abstract

Hydrophilic interaction liquid chromatography istime present time very often
used for separation of polar compounds which areplicated separated
in reverse phase HPLC or they are not sufficienghained. Various stationary
phases suitable for HILIC are commercially avadabhd new stationary phases
are still developing. In this work bare silica asdpropyl cyclofructan modified
silica stationary phases were compared. Chromgtbgrdehavior of sets of four
pentapeptides and five nonapeptides was testedeiail dunder hydrophilic
interaction liquid chromatography. Additionally, bie phase composition
changes the types of interaction and their strengtire studied using linear free
energy relationship method. Obtained results denhttat the main role in the
retention mechanism on the isopropyl cyclofructaatienary phases play
hydrogen bond acidity and dipolarity/polarizibilitwhile dispersion interactions
are preferred in the mobile phase. On the othed hiaare silica stationary phase

provides only one interaction type - hydrogen baodlity.

Key words: peptides, cyclofructan, LFER, HILIC
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Seznam zkratek a symbolu

Charakteristika proton-donorové schopnosti angbytutvorbu

A vodikove vazhy
ACN Acetonitril
As Faktor asymetrie
Charakteristika proton-akceptorové schopnosti anadyo
B tvorbu vodikové vazby
ao, &, & Clen rovnice mnohoroz#nné linearni regrese
CF Cyklofruktan
C Usek rovnice LFER
C.M. Kompletni LFER model
Cl Interval spolehlivosti
E Rozsah molarni refrakce
f Vzdalenost maxima piku odiKy piku v 5 % vysky
Ho, H1 Nulova a alternativni hypotéza
HI Index hydrofobicity
HILIC Hydrofilni interalk¢ni kapalinova chromatografie
Kk Retergni faktor
Model linearnich vztalhvolnych energii (linear free energy
LFER relationship model)
Model linearnich vztalhsolvat&nich energii (linear solvation
LSER energy relationship)
Logaritmus rete¢niho faktoru vypéteny pomoci rovnice
log Keaic, 10g kex; | LFER, logaritmus zréreného reteiniho faktoru
log P Logaritmus roz8lovaciho koeficientu mezi-oktanol a vodu
Mpa Merkaptopropionova kyselina
NCSS Statisticky program
NPLC Kapalinova chromatografie na normalnich fazich
p-hodnota Nejmensi hladina, na které je zamitnupmtéza
Kvantitativni vztah mezi strukturou &ianosti (quantitative
QSAR structure-activity relationships)
Kvantitativni vztah mezi strukturou a vlastnostouiéntitative
QSPR structure-property relationships)
Kvantitativni vztah mezi strukturou a retenci (QSRR
QSRR guantitative structure-retention relationships)
R Korelaini koeficient
Rs RozliSeni
RPLC Kapalinova chromatografie na reverznich fazich
S Dipolarita/polarizibilita
SF Stacionarni faze
SI Silanolovy index
tm Mrtvy cas kolony
t, tr1, tre Reterini casy analyi
V McGowaniv charakteristicky objem solutu
W1, Wo, Wo ot Sirky piké v polovins vysky a v 5 % vysky
X1, X Clen rovnice mnohoroz#nné linearni regrese
a,b,es v Regresni koeficienty v rovnici LFER




1. Uvod

Hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie se v poslednich letidtava
do pogedi metod vyuzZivanych pro separaci polarnich lateighoda této
chromatografie sgidva v tom, Ze umaiije separaci polarnich latek, které jsou
obtizre separovatelné nebo rozpustné v oboknd pouzivanych maddech
(reverznim a normalnim). Tato metoda se pouZivingef jako alternativa
ke kapalinové chromatografii na reverznich fazfptotoZe vysoce polarni latky
zde nejsou dostates zadrzovany.

Cilem této diplomové prace je optimalizovat separangsi pentapeptitl a
nonapeptid metodou hydrofilni interalni kapalinové chromatografie na nové
stacionarni fazi na bazi isopropylovaneho cyklofamki. Porovnat separace
peptidi na této stacionarni fazi se separacemi na silikagestacionarni fazi.
Nasled® popsat interakce, které se uplgt v danych systémech a maji vliv
na retenci analyt v optimalizovaném sepafi@im systému metodou linearnich
vztahi volnych energii a porovnat tyto interakce na ob@eionarnich fazich.

Teoreticka ¢ast této prace zahrnujefgaistaveni hydrofilni intergki
kapalinové chromatografie a metod pouzivanych kattiarizaci sepataich
systénii, zejména moZznych interakci upiajicich se v chromatografickych

separénich systémech.



2. Teoreticky uvod

2.1. Separaéni mody vysokou ¢€inné kapalinové

chromatografie

Vysoko&inna kapalinova chromatografie (HPLC) je dnes jedrzonejvice
pouzivanych sepataich technik. Vyuziva se k separaci Sirokého spektr
raiznorodych latek. V saiasné dob se vyuziva &kolik separanich modi
kapalinové chromatografie.

Kapalinova chromatografie, ktera pouZziva polarrdcisnarni fazi (SF) a
nevodnou nepolarni mobilni fazi, je obvykle nazywamako kapalinova
chromatografie na normélnich fazich (NPLC). Chaagtické eldni paadi
v tomto @ipadt je od mén polarnich analyt k vice polarnim analytn. DalSi
moznosti je tzv. kapalinova chromatografie na ravieh fazich (RPLC), ktera
vyuziva nepolarni neboli hydrofobni stacionarnii fazpolarijsi mobilni fazi.
Separani paadi je pak obracené nez u NPLC, a to od peéjaich analyt
k mére¢ polarnim. RPLC je v sa@asné dob nejvice roz§enou kapalinovou
chromatografii, zejména kii Siroké selektivié, reprodukovatelnosti, moznosti
pouziti k analyze biologickych material a vhodnosti detekce pomoci

hmotnostniho spektromettu.

2.1.1. Hydrofilni interak €ni kapalinova chromatografie

Pro hydrofilni interakni kapalinovou chromatografii (HILIC) je
charakteristické pouziti hydrofilni stacionarni édanap. silikagel nebo silikagel
modifikovany polarnimi skupinami (n&pdiolové, kyano, amidové skupiny) nebo
celymi polarnimi molekulami (nap cyklodextrin, cyklofruktanf. Mobilni fazi
tvori organicka faze minimatnz 60-70 % (zejména acetonitril) a zbytek vodné
faze (voda nebo pufr), které je zastoupena minignalg,5 %> Vyssi eléni silu
v tomto moédu ma vodna slozka mobilni faze.dBlupaadi analyi je stejné jako
u NPLC?



Hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie se v poslednich letgtéva
stéle vice roz&&nou metodou pro separaci polarnich, ionizovaténgek a také
biologicky aktivnich lateR.Nahrazuje tak metodu separace v RP médu, ve kterém

jsou tyto latky obtiz& separovatelné nebo vykazuji velmi nizkeé retence.

2.1.1.1. Historie

Jiz v roce 1975 Linden a Lawh&adispsns popsali separaci sachaiid
pii pouziti modifikovaného silikagelu amino- skupinajako stacionarni fazi a
jako mobilni faze byla pouzita s acetonitrilu s vodou (ACNAD 75/25, 77/23,
80/20, 85/15, 90/10v(v)). Jako prvni popsal a pojmenoval hydrofilni iateéni
kapalinovou chromatografii v roce 1990 Alggetko chromatografickou techniku,
kde se upldiuje interakce analyts hydrofilni stacionarni fazi s naslednou eluci
relativne hydrofobni mobilni fazi s ditym zastoupenim vodné faze. Tato
technika je tedy variantou NPLC. Alpert pouZil hyfilini polymerni stacionarni
fazi k separaci aminokyselin. Ehi paadi aminokyselin bylo obracené, nez
zjistené pdadi v RPLC’

8,9, 10, 11

V dnesni dob se jiz HILICtadi mezicasto pouzivané sepé&r mody.

2.1.1.2. Mechanismus separace

Mechanismus separace v HILIC neni zcela popsarsadde tato problematika
diskutovanym tématerif.

Nejprve se sepakai mechanismus vystloval pouze pomoci sep#&rdho
mechanismu v NPLC a to tak, Ze dochazi k interdkairoxylovych skupin
analytu s polarnimi skupinami na povrchu staciondaze. To znamena, Ze
dochéazi k adsorpci analytu na povrch stacionarmé.f8ato teorie vSak byla
omezena pouze na analyty obsahuijici hydroxylovgiskwe své strukite '

V roce 1990 Alpertnavrhl komplexni sepatai mechanismus v HILIC médu,
ktery je dodnes uznavany. Polarni skupiny upeen na #iznych typech

stacionarnich fazi vazou molekuly vody, kterértwodnou vrstvu na povrchu
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stacionarni faze. Polarni analyty rozgagt v mobilni fazi se roztlji mezi dw
kapalné faze, kterymi jsou vrstva vodné f&asté&né imobilizovana na povrch
stacionarni faze a mobilni fazi, ktera také obsakognou slozku. Polarni analyty
maji WtSi afinitu a jsou Iépe rozpustné ve vistwodné faze nez vipvazr
organické mobilni fazi. To vede ke zvySovani inkesas vodnou vrstvou a také
zvySovani retence anaiyt?

Hermstrom a Irguf odvodili, Ze retence analytse sniZuje s rostoucim
obsahem vodné slozky v mobilni fazi. Jelikoz seasgqeridi rozdlovanim mezi
dvé slozky, rovnovdha tohoto roddvani zavisi na rozpustnosti latek a
vzrastajicim mnozstvi vodné slozky v mobilni fazi. Jaksah vodné slozky
v mobilni fazi vzista, tim vic se podoba zadrzované vodné &raev povrchu
stacionarni faze. To ma za nasledek snizeni retdiocenamend, Ze retence latek
je primo angrndé polarit latek, polari¢ stacionarni faze a ndmo unerna polari¢
mobilni faze, jejiZ polarita stoupa s obsahem vddmé!®

Dale bylo navrzeno a pogd také owieno, Ze mnoho polarnich analyt
interaguje se stacionarni fazi také pfedhictvim vodikové vazby, interakce
dip6l-dipdl nebo elektrostatickych interakéi.

Predpoklada se tedy, Ze retah mechanismus v HILIC je pragpodobré
ovlivnén rozctlovanim analytu mezi vrstvu vodné fazast&né imobilizované
na povrch stacionarni faze a mobilni fazi, a dalsogyci analytu na povrch
stacionarni fazé’

Prevladajici mechanismus v HILIC seude liSit pro odliSné analyty a

pro pouZité stacionarni a mobilni f&%e.

11



2.1.1.3. Stacionarni fadze pro hydrofilni interak €ni

kapalinovou chromatografii

Pro separace v HILIC modutize byt pouZzito v podstajakéhokoli polarniho
chromatografického povrchu. Typickou stacionarnzi f@pro toto pouziti je
silikagel, ktery ale miZze byt modifikovan dznymi polarnimi funknimi
skupinami, pop celymi polarnimi molekulami. Také je mozné powtécionarni
faze zaloZené na polymernich rifsh? Nekteré stacionarni faze mohou mit
duéini charakter, to znamena, Ze je Ize pouZitHitdC i pro systém RPLC®
Dnes jiz existuje mnoho kom@w dostupnych kolon navrZzenych specéln
pro separace v HILIC médd.V tabulceé. 1 jsou pro ukézku uvedeny aplikace
raznych HILIC stacionarnich fazi pro separaamych druld latek.

Dale budou podrol#ji popsany pouze stacionarni faze pouzité
v experimentélnicsti této prace (SF na bazi cyklofruktandisté silikagelova
SF).

12



Tabulka¢. 1: Fiklady pouzivanych stacionérnich fazi v HILIC péamorodé analyty.

Analyty

Stacionarni faze

Mobilni faze

Re

of,

Pteriny

Aminopropyl vazany na silikagelovém
NOsEKi

ACN/10mM octan amonny, pH=6,0 (isokraticka eluce)

20

Smes cefalosporifi

B-cyklodextrin vazany na silikagelovém
NOSEKi

ACN/100mM mravetan amonny, pH=6,8

(gradientova eluce)

21

Smes pesticid

Poly(2-hydroxyethyl aspartamid) vazany n
silikagelovém nosi

aACN/voda okyselena kyselinou octovou, pH=3,0

(gradientova eluce)

Aminokyseliny

Amid vazany na silikagelovém n#si

ACN/5mM octan amonny sifslavkem 0,1 % kyseliny
mravergi (gradientova eluce)

Smes aminoglykosid

Polymerni sulfoalkylbetaine - zwitterionick
funkeni skupina (ZIC-HILIC)

8ACN/2mM octan amonny sfglavkem 0,2 % kyseliny
mravergi (gradientova eluce)

22

Oligosacharidy

Maltosa vazana na silikagelovémanosi

ACN/voda, ACN/100mM mravefan amonny, pH=3,0
(gradientova eluce)

23

Aminokyseliny, glukoza a
frukt6za z medu

Diolové skupiny vazané na silikagelovém
NosEKi

ACN/voda, ACN/voda sifidavkem 0,1 % trietylaminu

(isokratické eluce)

24

Syntetické alifatické
a-helikalni peptidy

Poly(2-sulsoetyl aspartamid) vazany na
silikagelovém nosi

ACN/trietylamin/chloristan sodny, pH=3,0

(gradientova eluce)

25

13



2.1.1.3.1. Cyklofruktanové stacionarni faze

Cyklofruktany (CF) jsou relativh mala skupina makrocyklickych
oligosacharid. Prvni zdznam athto molekuléach finesl Kawamura a Uchiyama
v roce 1989°" 26 Nejprve byly tyto latky pouZivany vpmyslu zejména jako
aditiva do fiznych spatebitelskych produki (nag. do jidla a piti k potkeni
horkosti) 2’

Jak je ukazano na obrazkul°" %

cyklofruktan se sklada z Sesti nebo vice
D-fruktofuranosovych jednotek, které jsou k &obdzané vazboy-(2—1)2°
Podle pétu fruktofuranosovych jednotek v cyklu se cyklofraiky oznduji jako
CF6, CF7, CF8 (tj. 6, 7, 8 fruktofuranosovych jethd3® Kazda jednotka
obsahuje jednu primarni hydroxylovou skupinu aé dsekundarni, které
zodpovidaji za hydrofilni charakter této molekulyto hydroxylové skupiny

mohou byt vyuZité k derivatizaci cyklofruktariti.

OH

OH

o
oH OH
OH
o
o oH OH
OH 0 o
o
OH
OH o
o o OH
OH
OH o) Y
OH
g OH

OH

OH

Obrazelke. 1: Struktura cyklofruktain

V roce 2009 byly cyklofruktany poprvé pouzity jakbiralni stacionarni faze
prof. Armstrongent! Derivatizované cyklofruktanové chiralni stacioriafaze
byly pouZity pro enantioseparaceiznych chiralnich slatenin3® 32 33

Cyklofruktany mohou byt derivatizovangadou alifatickych i aromatickych
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funkénich skupin, které mohou zlepSit segaifa vlastnosti (dinnost)
chromatografického systémii phirainich separacicl.

Nederivatizované cyklofruktany nemaji vysoky potiéhpro chiralni separace
v HPLC, ale jejich unikatni struktura dava mozngsjich vyuziti pro achiralni
separace v HILIC modtr. Derivatizovany cyklofruktan, pouZity pro separaci
xantini, B-blokétoii, aminokyselin a dalSich polarnich latek v HILIC ca¢ byl
CF6 derivatizovany sulfonovymi skupinaffiV této praci je pro separaci pefitid
v HILIC modu pouzit isopropylovany CF, ktery byl sial pouZit pouze

k chiralnim separacim v polarorganickém a normalnim médu HPEE®

2.1.1.3.2. Silikagelové stacionarni faze

Nejvice pouzivanou stacionarni fazi v HILIC modu labysilikagelova
SF3" 38 39 Komerne dostupné silikagelové kolony se ligicigtots silikagelu
(zavisi na technologii jehatipravy), velikosticastic, poé apod. Proto tyto kolony
od riznych vyrobé vykazuiji rozdily v retenci,dinnosti a tvaru pii.*°

Retergni mechanismus na silikagelové SF, ktery zavidiypa analytu, sloZzeni
mobilni faze a vlastnostech nésj je gisuzovan rozélovani, adsorpci a iont@v
vyménnym interakcint® Ackoliv vodn& vrstva imobilizovand na povrchu
silikagelové stacionarni fazeftippouziti v HILIC médu, chrani jeji povrch,
nepisobi proti disociaci silanolovych skupin a katiort@yménnym vlastnostem
doprovazejicim disociaci. Naopak p&gsitomnost vody mize podporovat tvorbu
volnych silanoh a také usnatbvat disociaci. Pufr sefjlava pro kontrolu
smieného sepamho modu, ktery zvysuiji disociované silanolovésky.'*

2 cit. 41

Na obrazkuc. je znazortin povrch silikagelové stacionarni faze

bez navazané vody a s navazanou vodou.

Obrazeke. 2: Struktura nehydratovaného silikagelu a hydrateho silikagelu.
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2.2. Testovani chromatografickych kolon

Pri sowwasném mnozstvi dostupnych chromatografickych stéaciach fazi je
dulezité wnovat pozornost spravnému Wb SF pro specifické pouziti. Vb
mohou znan¢ uleltit testovaci metody stacionarnich fazi. Tyto metdyy
navrzeny pedevdim pro systém RPLE ale je mozné je vyuZit pro deni
zakladnich charakteristik dalSich segaiah mad.

V sowasnosti  pouzivané testovaci metody mohou byt deng
do nasledujicichgi skupin:

1. Urovani fyzikalrt chemickych vlastnosti stacionarni faze.

2. Spektroskopické techniky, které se staly nampyit nastrojem i syntéze
stacionarnich fazi a takéfigpivaji k lepSimu pochopeni ret@iho
mechanismu, na&p infratervenda  spektroskopie, fluores¢an
spektroskopie, nuklearni magneticka rezonance.

3. Vyhodnocovani chromatografickych dat pomocitisiekych metod.
Pouzivaji se chemometrické metody, inagmalyza hlavnich komponent,
faktorova analyza.

4. Termodynamicka #ieni, kterd odhaluji informace o chromatografické
retenci a selektivlf, nagg. Van't Hoffovy zavislosti.

5. Chromatografické testovaci metody, které, mkikazuje, poskytujitpmé
a praktické informace o vhodnosti SF pro specifiafkace®

| ptes vyhody, které poskytuji vySe uvedené testovastody (1. - 4.), je
ziejmé, Ze k adekvatnimu w§ttu chromatografické stacionarni faze pro dané
aplikace musi byt pouzity chromatografické testovaetody. Tyto metody se
déli do rekolika skupin. Jsou to empirickeé testy, termodyrckpizaloZené testy a
testy zaloZené na zékkadetergniho model

Empirické testy jsou zaloZzené na aplikaci konkidtniestovacich analyta
eluenti. Zjistuje se pedevsim, zda interakce mezi analytem a stacioféznjsou
ovliviiovany z ¥tSi ¢asti silanolovou aktivitou nebo hydrofobicitou. Meyto
testy pati nag. Waltersiv test, Engelhardv test, Tanakv test® Mezi testy
zaloZzené na zakladretertniho modelu pdt nag. Horvathiv model, Jandér
model interaknich indexi, Galushkv model, modely zaloZzené na linearnim

vztahu volnych energii (LFERY.
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2.2.1. Walters av test

Waltersiv test pati mezi chromatografické empirické testy, které gazivaji
k charakterizaci chromatografickych stacionarniéhi.f Byl navrzen pro RPLC,
ale mizeme ho vyuzit i pro zakladni charakteristiku HILEE. Pomoci tohoto
testu se vypdta silanolovy index a index hydrofobicityigoouziti specifickych
analyti za definovanych podminek (viz kapitoly 3.6. a #.2'* “®Tento test je

vhodny zejména pro vzajemné porovnani stacionafaiih

2.2.2. Modely linearnich vztah a volnych energii

V roce 1975 Kamlet a T4ft uvedli metodu k hodnoceni relativni polarity
rozpoustdel. Tato teorie byla adaptovana na pouziti v clatografickych
technikdch Abrahamem a sgbla byla nazvana jako model linearnich vitah
volnych energii (LFER). Princip je zaloZen na jedimchém a konceépé jasném
modelu interakci (disperzni, polarita/polarizillitdva typy vodikovych vazeb).
Tyto interakce se uphatji mezi analytem a mobilni fazi a také mezi aratyta
stacionarni fazi v chromatografii. Retence analjgu pak vysledek rozdil
interakci mezi analytem a jednotlivymi fazeti.

Modely LFER jsou zaloZené na strukturnim popisulyafaa byly pouzivany
predevdim v RPLC kigdpovidani retence analy’ Mezi tyto modely pat
kvantitativni vztah mezi strukturou a retenci (QSRRjuantitative structure-
retention relationships) a kvantitativni vztah m&zukturou a vlastnostmi (QSPR
- quantitative structure-property relationships)ter& pati pod model
kvantitativniho vztahu mezi strukturou &nnosti (QSAR - quantitative structure-
activity relationships). Tyto modely jsou pouzivapkedevsim v toxikologii a
farmakologii, kde dochazi ke korelaci retence aialys rozélovacim
koeficientem mezi-oktanol a vodu (lodp).>* Také je mezi modely LFER zahrnut
model linearnich vztah solvat&nich energii (LSER - linear solvation energy
relationship), tzv. solvatochromni rovnite.

LSER metoda byla v posledni dolpouZita Schusterem a Lindner&m

k charakterizaci dvaceti dvou HILIC stacionarniéhif
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2.2.2.1. Metoda linearnich vztah 0 volnych energii

Pomoci metody LFER je moZné ziskat informace o kubdénich interakcich
ovliviujicich retenci a separaci ve zvoleném chromata@ih systému a
objasnit rozdily specifickych interakci analyt agbnarni faze a analyt - mobilni
faze, které maji vyznamny vliv na retenci analytdanych chromatografickych
systémech. Metoda LFER je zaloZena na vztahu miegziogem analytu mezi
fazemi (stacionarni a mobilni) a Znou Gibbsovy energied) systému. Zréna
Gibbsovy energie d¥e byt rozdlena do gkolika ¢lend, které charakterizuji
jednotlivé nezavislé typy molekularnich interakaddpowdné za penos mezi
fazemi®*

Rovnice LFER (13" *° vyjadiuje vztah mezi witou charakteristikou retence
(logaritmus retetniho faktoru) pro reprezentativni sadu analy daném

separanim systému a zakladnimi vlastnostgatto analyi, tzv. deskriptory.
logk=c+eE+sS+aA+bB+vV (2)

k retedni faktor (zavisle proknna)
E,S, A BV deskriptory analyi (nezavisle prornné)
e s, ab,v regresni koeficienty rovnice

c Usek rovnice LFER

Deskriptory analyt nezavisi na typu pouzité stacionarni nebo mokéine, ale
popisuji fyzikale chemické vlastnosti latek a kvantitatévipopisuji strukturni
odliSnosti mezi nimi. Deskriptory jsou vztaZzené xeené Gibbsovy energie a
byly publikovany Abrahameffi v roce 1993 pro velky pet latek. Jednotlivé
deskriptory charakterizujf >’

E - rozsah molarni refrakce, schopnost interagowatqein- az- elektroni,

S - parametr dipolarity/polarizibility, popisuje &keostatické interakce,

A - celkovou nebo efektivni aciditu vodikové vazpgpisuje proton-donorovou
schopnost analytu tviv vodikovou vazbu,

B - celkovou nebo efektivni bazicitu vodikové vazpgpisuje proton-

akceptorové schopnost analytuiiveodikovou vazbu,
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V - McGowartiv charakteristicky objem solutu, popisuje schoptestby kavity
analytu s chromatografickym systémem, popisuje Kiviné a disperzni

interakce.

Regresni koeficienty LFER rovnice odrazeji rozdstnmolekularnich interakci
uplatiujicich se v sepataim systému mezi analyty a stacionarni fazi a analy
mobilni fazi. Vztahuji se tedy k roztith mezi vlastnostmi stacionarni a mobilni
faze. Pokud je regresni koeficient kladny, znam&maze interakce, kterou
popisuje, je silgjsi mezi analytem a stacionarni fazi. Naopak pgjeucegresni
koeficient zaporny, znamena to, Ze interakce j&jSil mezi analytem a mobilni
fazi. Regresni koeficienty jsou ziskany mnohorémou linearni regresi.
Regresni koeficienty popisuif: >’

e - rozdil ve schopnosti stacionarni a mobilni fémeragovat sn- az- elektrony
analytu,

s - rozdil v dipolari¢/polarizibilit¢ mezi stacionarni a mobilni fazi, schopnost
Gcastnit se interakci dip6l-dipdl, dipdl-indukovaniypal,

a - rozdil v akceptorové bazigivodikové vazby mezi stacionarni a mobilni fazi,
schopnost fisobit jako akceptor vodiku pro vodikovou vazbu,

b - rozdil v donorové aciditvodikové vazby mezi stacionarni a mobilni fazi,
schopnost fisobit jako donor vodiku pro vodikovou vazbu,

v - rozdil v ,hydrofobicit“ mezi stacionarni a mobilni fazi, ktery zavisiroadilu
kohezivity mezi fazemi a rozsahu disperznich irkeranezi analytem a
fazemi,

C - usek rovnice LFER, nepopisuje Zzadnou konkréti@rakci, zahrnuje ostatni

vlivy podilejici se na retenci analytnag. fazovy pondr systémuyf:?* >’

Celkova retence anafytje dana sottem jednotlivych pispivku interakci,
které se podileji na retenci. Vlastnosti sefifeo systému se testuji pomoci sady
analyti, ktera obsahuje strukturnodliSné latky, jejichz deskriptory Siroce

pokryvaji mozné interakce upiafjici se v sepataim systému.
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2.3. Statistické zpracovani dat

Pomoci statistickych programnag. NCSS, Minitab 16, Statistica, Design-
Expert) se mnohorozémou linearni regresi ziskavaji regresni koefigigotnice
LFER. Uruji se jejich bodové odhady aresini chyby. Dale se provadi test
0 vyznamnosti prognnych et dosazenych hladin praggodobnosti

(tzv. p-hodnoty)?®

2.3.1. Mnohorozm érna linearni regrese

Mnohoroznérnd lineérni regresni analyza udéava zavislogtdsi hodnoty
zavisle prominné na #kolika nezavisle prokmnych. PouZziva se také jako
predikini model k pedpovidani retence wipacd modelu LFER. Ktomu je

zavedena nasledujici rovnite:

logk = aqg + a;xq +..+a,x, (2)
k retergni faktor

ao usek rovnice

a, an neznamé regresni koeficienty

X1, %n zname vlastnosti

n paiet vlastnosti

Regresni koeficienty se odhaduji metodou nejmengisierai, tak aby
rezidualni sodet &tverai byl minimalni>®

Tento model obeentestuje nulovou hypotézu (Hoproti alternativni hypotéze
(Hy). V piipact LFER modelu nulova hypotéza udava, Ze regresniidiest
do regrese ndspiva, zatimco alternativni hypotétiaa, Ze regresni koeficient
do regrese vyznaminprispiva. Ri testovani hypotéz jettezité mit k dispozici
tabulky kritickych hodnot normalniho rodéni. Ri pouziti statistického softwaru
jsou na vystupu testu uvedené tpvhodnoty (probability level) misto kritickych

hodnot.
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p-hodnota udava nejmensi hladinu, na které se nuhypdtéza uz zamita.
Bézne se voli na hladié vyznamnosti 5 %, to znamena, Ze porovhavame
p-hodnotu islem 0,05. Pokud jp < 0,05 nulové hypotéza se zamitne, pokud je

p > 0,05 nulova hypotéza se nezamfta.

2.4. Peptidy

2.4.1. Pentapeptidy

Mezi pentapeptidy séadi skupina enkefalin Jedna se o peptidy, které jsou
slozené z i aminokyselin  spojenych peptidovou vazbou, praniané
neuroendokrinnim systémem. Enkefaliny jsou znarké @gioidni neuropeptidy,
které maji vyznamnou biologickou funi®i. Endogenni opiatovy peptidovy
systém tvei tii fady: enkefaliny, endorfiny a dynorfiny. Skupina efaini
zahrnuje pedevsim leucin enkefalin a metionin enkef4fin.

Leucin enkefalin a metionin enkefalin byly také mirnendogenni opioidni
peptidy objevené utiznych zvfecich druli v centralnim nervovém systérfil.
Enkefaliny se vyskytuji krogh centralniho nervového systéemu také
v gastrointestinalnim traktu, kde se vazi prefémérk 5-opiatovym receptdim.
Krome toho, Ze snizuji citlivost k bolesti, maji takézmamné dinky pri kontrole
dychani, kardiovaskularnino systému, gastrointéstioh  funkci a
neuroendokrinnich regula.

NaruSeni jejich syntézy iwe vést kvaznym mentalnim oneméaim.
Enkefaliny jsou v sotasné dob intensivieé studované ve spoijitosti s autismem,
Alzheimerovou nemoci a Parkinsonovou nenfoci.

Enkefaliny byly separovany nap kapalinovou chromatografff ® nebo

kapilarni elektroforézoff’
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2.4.2. Nonapeptidy

Nonapeptidy jsou latky struktugn funkéné si podobné a jsou sloZzené z deviti
aminokyselin spojenych peptidovou vazbou. Tyto pepady maji vyznamnou
biologickou aktivitu nejen v lidském organistiu.

Vasopresin, znamy jako antidiureticky hormon, m&idlpgickou ulohu
v ledvindch, kde reguluje zadrZovani vody a zvySejé zpitné vstebavani.
Pisobi také vasokonstike, tudiz zvySuje krevni tlak. Pouziva se také dodé
diabetes insipidus, coz je onemdeh zpisobujici naruSeni hospaéai tla
s vodou’°

Oxytocin je hormon vyuZivanyiedevsim v porodnictvi, protoZe jeho hlavnim
acinkem je vliv na frekvenci a silu kontrakce hladiéaloviny @lohy. Toho se
vyuziva zejména kindukci porodu. Také podporujek& mléka v mléné
7laze® ™

Oxytocin a vasopresin pochazeji ze dvou vyvojovyirti ovliviujicich
socialni a reproduki chovani. Linie oxytocinu je zodp&ina za sociak
reprodukini chovani samic ryb, ptakobojZivelniki a savé.”* Linie vasopresinu
za toto chovani zodpovida u samsavd. Tyto linie jsou si strukturh velice
podobné. Jiné studie ukazuji, Ze dalSi fyziologitkvkce &chto hormoi se
tykaji proceé uceni, pamndti, agresivity nebo hraji vyznamnou roli
pfi depresivnich a Gzkostnych stavedt*

Vasotocin je vyvojov starSi hormon, vyskytujici se u sameyb a
obojzivelnilii. Tento hormon je zodpe&eny za jejich chovani podobnjako
vasopresin u savc >

Nonapeptidy mohou byt separovany hapomoci kapilarni elektroforé%

nebo kapalinové chromatograffe.” "®
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3. Experimentalni €ast

3.1. P¥istroje a pom utcky

Vysoko&inna kapalinova chromatografie

Pro separace byl pouzit systém HPLC od firmy Adiléifrechnologies,
Waldbroon, Nmecko. Systém byl sloZzen z pumpy Agilent Techn@egl200
series, odpliovate mobilni faze, automatického davkegaAgilent Technologies
1260 infinity, termostatu na vzorky a termostatuoky Agilent Technologies
1290 infinity, detektoru diodového pole Agilent Teologies 1260 infinity.

Pro zpracovani dat byl pouZzit software Chemstatibgilent Technologies,
Waldbroon, Nmecko, a nasledrprogram Origin, verze 6.1.

Pro zpracovani statistickych uddyyl pouzit program NCSS, Kaysville, USA.

Chromatografické kolony

Kolona Larihc CF6-P (stacionarni faze - isopropwgloy cyklofruktan 6 vazany
na silikagelovém nog&i) o rozmeérech 250 mm x 4,6 mm, s velikogistic 5 pum.
Kolona byla dodana firmou AZYP, Arlington, USA.

Kolona 2 (silikagelové stacionarni faze - obsaligtejny silikagel, ktery byl
pouzit @i pripraw kolony Larihc CF6-P), o rozénech 250 mm x 4,6 mm,
s velikosti¢astic 5 um. Kolona bylaipravena v odéleni chemie a biochemie,

Texaskeé univerzity v Arlingtonu, Arlington, USA.

Ultrazvukové laza
Pro odvzduséni mobilnich fazi byla pouzita ultrazvukova lazeltrasonic
LC 30, ELMA, Némecko.

Vahy

K navazeni chemikalii byly pouzity analytické vahvettler AE 240,

Greifensee, Svycarsko.
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pH metr

Hodnoty pH pufé byly zjiSttny pomoci pH metru PHM 240, Radiometer
Analytical SAS, Villeurbanne Cedex, Francie. Odjrstefirmy byly dodany i
kalibracni pufry.

3.2. Pouzité chemikalie

Standardy pentapeptich nonapeptill byly ziskany od firmy Sigma-Aldrich®,
St. Louis, USA.
Pentapeptidy:
Leucin enkefalin (Tyr-Gly-Gly-Phe-Leujstota > 95 %),
Leucin enkefalin amid (Tyr-Gly-Gly-Phe-LeuNH ¢istota > 98 %),
[Met’]enkefalin (Tyr-Gly-Gly-Phe-Metsistota > 95 %),
[D-Ala?]-Leucin enkefalin (Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Lewjstota > 97 %).
Nonapeptidy:
[Lys®lvasopresin (Cys-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-Lys-Glyistota > 98 %),
[Arg®lvasopresin  (Cys-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-Arg-Glyjsota > 95 %),
[deamino-Cy§ D-Arg®lvasopresin  (Mpa-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly,
Cistota > 98 %),
[Arg®vasotocin  (Cys-Tyr-lle-GIn-Asn-Cys-Pro-Arg-Glygistota > 97 %),
Oxytocin (Cys-Tyr-lle-GIn-Asn-Cys-Pro-Leu-Glyistota > 97 %).

Analyty pro LFER byly ziskany od firmy Sigma-Aldh®, St. Louis, USA
jsou uvedeny v tabulce 2.

Analyty pro Waltergv test: benzen, anthracerNaN-diethyl-m-toluamid byly
ziskany od firmy Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA.

Acetonitril (ACN) R Chromasolv® pro HPLC, octan anmy (istota > 98 %)
a kyselina octovagistota > 99,8 %) byly dodany od vyrobce Sigma-Aid®,
St. Louis, USA.

Deionizovana voda byla upravenarizanim pro pipravu ultracisté vody

deionizaci Ultrapur od vyrobce Watrex®, Prafiaska republika.
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Tabulka¢. 2: Sada analitpro LFER a jejich deskriptor).

e

Analyt E S A B \%

Fenol 0,810 0,890 0,600 0,300 0,775
Benzamid 0,990 1,500 0,490 0,670 0,973
2-Naftol 1,520 1,080 0,610 0,400 1,144
Resorcinol 0,980 1,000 1,100 0,580 0,834
Benzofenon 1,447 1,500 0,000 0,500 1,481
Hydrochinon 1,000 1,000 1,160 0,600 0,834
1,2-Kresol 0,840 0,860 0,520 0,310 0,914
Benzonitril 0,742 1,110 0,000 0,330 0,871
1,3-Kresol 0,822 0,880 0,570 0,340 0,916
Benzylalkohol 0,803 0,870 0,330 0,560 0,914
Benzene 0,610 0,520 0,000 0,140 0,716
Naftalen 1,340 0,920 0,000 0,200 1,08¢
Pyrokatechol 0,970 1,070 0,850 0,520 0,834
Dibenzothiofen 1,959 1,310 0,000 0,180 1,37¢
Toluen 0,600 0,520 0,000 0,140 0,857
1,2-Toluidin 0,966 0,920 0,230 0,450 0,957
Fenantren 2,055 1,290 0,000 0,260 1,454
1,2,3-Trichlorobenzen 1,030 0,860 0,000 0,000 1,084
1,2-Dichlorobenzen 0,872 0,780 0,000 0,040 0,961
3-Nitrotoluen 0,874 1,100 0,000 0,250 1,032
1,2-Xylen 0,663 0,560 0,000 0,160 0,99¢
Bromobenzen 0,882 0,730 0,000 0,090 0,891
2-Nitrotoluen 0,866 1,110 0,000 0,270 1,032
1,3-Xylen 0,623 0,520 0,000 0,160 0,998
Chlorobenzen 0,718 0,650 0,000 0,070 0,834
1,4-Xylen 0,613 0,520 0,000 0,160 0,998
2-Chlorofenol 0,853 0,880 0,320 0,310 0,894
3-Chlorofenol 0,909 1,060 0,690 0,150 0,894
4-Chlorofenol 0,915 1,080 0,670 0,210 0,894
2-Nitrofenol 1,015 1,050 0,050 0,370 0,944
3-Hydroxybenzaldehyd | 0,990 1,380 0,740 0,400 0,932
Aceton 0,179 0,700 0,040 0,490 0,547
Anilin 0,955 0,960 0,260 0,410 0,816
Tetrachlorbenzen 1,180 0,920 0,000 0,000 1,206
Pyren 2,810 1,710 0,000 0,290 1,58¢
1,4-toluidin 0,923 0,950 0,230 0,450 0,957
Etylacetat 0,106 0,620 0,000 0,450 0,747
Kofein 1,500 1,600 0,000 1,330 1,364
Teofylin 1,500 1,600 0,540 1,340 1,222
4-Nitrofenol 1,070 1,720 0,820 0,260 0,944
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3.3. Priprava vzork 1

Kazdy roztok vzorku peptidu bylfipraven navdzenim 1 mg standardu a
rozpusénim v 1 ml mobilni faze. Dale byl kazdy roztokrdvan 0,45um filtrem.

Smes pentapeptid pro nasledné analyzy obsahovala 100 pl leucinfahke
(c = 1 mg/ml), 100 pl leucin enkefalin amidu (c = rbhg/ml), 100 ul
[Met’]enkefalinu (c = 1 mg/ml) a 50 pl [D-AfpLeucin enkefalinu (c = 1 mg/ml)
a 500 pl mobilni faze.

Smis nonapeptiil pro nasledné analyzy obsahovala 200 pl fAwgsotocinu
(c = 1 mg/ml), 200 pl [Argvasopresinu (c = 1 mg/ml), 200 pl [deamino-Eys
D-Arg®Jvasopresinu (¢ = 1 mg/ml), 200 pl [¥easopresinu (c = 1 mg/ml) a
200 pl oxytocinu (c = 1 mg/ml).

Pevné vzorky pro LFER a Waltéss test byly gipraveny navazenim 1 mg
standardu a rozpu$tim v 1 ml acetonitrilu. Kapalné vzorky bylyipraveny
rozpusénim 10 pl standardu v 990 pl ACN. Nasledoyly vzorky naedny

acetonitrilem tak, aby vykazovalyiplizné stejné odezvy detektoru.

3.4. Priprava pufru

Octanovy pufr byl fpraven navazenim ifsluSného mnozstvi octanu
amonného, jeho rozpustim ve vod a naslednou Upravou kyselinou octovou

na g@islusnou hodnotu pH a doghmm vodou na objem 1 I.

3.5. Pouzité mobilni faze

V tabulce¢. 3 jsou uvedeny pouzité mobilni faze pro optinadizseparace
smesi pentapeptitla nonapeptidl

Pro LFER byly pouzity mobilni faze: ACN/20mM octaryopufr, pH=4,00
80/20 (/v) a ACN/20mM octanovy pufr, pH=4,00 88/12\).

Pro Walterdv test byly pouzity mobilni faze: 100% ACN a ACN®I 65/35
(V).
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Tabulkac. 3: Fehled pouZzitych mobilnich fazi pro optimalizaci agre srési

pentapeptid a nonapeptiidl

Pentapeptidy Nonapeptidy

ACN/20mM octanovy pufr, pH=4,00 ACN/20mM octanovy pufr, pH=4,00
70/30 ¢/v) 80/20 (/v)

ACN/20mM octanovy pufr, pH=4,00 ACN/20mM octanovy pufr, pH=4,00
75/25 (V) 70/30 ¢/v)

ACN/20mM octanovy pufr, pH=4,00 ACN/20mM octanovy pufr, pH=4,00
80/20 /v) 75/25 yI)

ACN/20mM octanovy pufr, pH=4,00, ACN/20mM octanovy pufr, pH=4,00
90/10 ¢/v) 83/17 (V)

ACN/20mM octanovy pufr, pH=4,00, ACN/20mM octanovy pufr, pH=4,00
83/17 (V) 65/35 (V)

ACN/20mM octanovy pufr, pH=4,00 ACN/25mM octanovy pufr, pH=4,00
85/15 (/V) 80/20 (/v)

ACN/20mM octanovy pufr, pH=4,00 ACN/15mM octanovy pufr, pH=4,00
86/14 (IV) 80/20 (/v)

ACN/20mM octanovy pufr, pH=4,00, ACN/10mM octanovy pufr, pH=4,00
87/13 (V) 80/20 (/v)

ACN/20mM octanovy pufr, pH=4,00, ACN/20mM octanovy pufr, pH=3,00
88/12 (V) 80/20 (/v)

ACN/25mM octanovy pufr, pH=4,00 ACN/20mM octanovy pufr, pH=5,00
88/12 (V) 80/20 (/v)

ACN/15mM octanovy pufr, pH=4,00
88/12 y/V)

ACN/10mM octanovy pufr, pH=4,00
88/12 y/V)

ACN/20mM octanovy pufr, pH=3,00
88/12 y/V)

ACN/20mM octanovy pufr, pH=5,00
88/12 y/)

3.6. Separaéni podminky

Separace si#si peptidi probihala i teplo€ kolony 25 °C, teplat vzorka

20 °C a rychlosti pitoku mobilni faze 1 ml/min. Davkovany objem byl 0

Pro detekci byla zvolena vinova délka 220 nm, 280an210 nm. Tlak mobilni

faze na kolonu se &nil v zavislosti na pouZzité mobilni fazi.
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Pro LFER metodu probihalodteni i teplot kolony 25 °C, teplat vzorki
10 °C (nizSi teplota byla zvolena My tekavosti rekterych vzorki, separace
probihaly v nastavenych sekvencicegp noc) a rychlosti ptoku mobilni faze
1 ml/min. Davkovany objem byl 10 ul. Pro detekciébyvolena vinova délka
254 nm.

Pro Walterfv test probihalo gieni @i teplo€ kolony 40 °C, teplat vzorki
20 °C a rychlosti prtoku mobilni faze 1 ml/min. Davkovany objem byl 0

Pro detekci byla zvolena vinova délka 254 nm.

3.7. Vypo éty chromatografickych parametr

Chromatografické parametry, popisujici separaciizfié v kapitole Vysledky
a diskuze jsou: reténi faktor ), faktor asymetrie As) a rozliSeni Ry).
Pro vyp@et tchto paramefr byl pouzit software Chemstation, (Agilent
Technologies, Waldbroon, dhecko). Vypéty jsou popsany nasledujicimi

rovnicemi.

Reterni faktor:

k= 3)
tm

t reteni ¢as analytu

tm mrtvy ¢as kolony

Faktor asymetrie:

__Wo,05
As = (4)
Wo0,05 Sika piku v 5 % vysky
f poner Sitky piku vzestupné k sestupddsti piku v 5 % vysky piku
Rozliseni:
__ 1,18-(tpa—tRr1)
RS o W1+W2 (5)

tr1, tR2 reterdni ¢as

W1, Wo Sika piku v polovig vysky

28



4. Vysledky a diskuze

4.1. Optimalizace separace sm @ési pentapeptid G a

nonapeptid G

Pro optimalizaci separace &sn ¢ty pentapeptid a Eti nonapeptid byla
pouzita kolona Larihc CF6-P a naslédoro srovnani sepami (innosti byla
pouzita kolona 2.

Mrtvy &as kolon byl zji&n z prvniho systémového pikGasto se k zji&ni
mrtvého ¢asu v hydrofilni interakni kapalinové chromatografii pouziva toluen,

ktery ale v tomto fipact interaguje se stacionarnimi fazemi.

4.1.1. Separace sm ési pentapeptid U

Pfi optimalizaci separace % pentapeptil na kolok Larihc CF6-P bylo
nejdiive zjis€no elkni paadi jednotlivych pentapeptid které bylo zji&no
pii pouziti mobilni faze ACN/20mM octanovy pufr, pH88 85/15 Y/V). Kazdy
vzorek pentapeptidu byl davkovan z\las

Na obrazku¢. 3 je ukazana zavislost retence jednotlivych peepéc
na sloZzeni mobilni fazefippouziti 20mM octanového pufru, pH=4,00. Z obrazku
je Z'ejmé, Ze f pouZziti mobilni faze s&Sim obsahem vodné slozky (pufru), jako
prvni eluoval [D-Ald]-leucin enkefalin a jako druhy eluoval leucin efsa.

S klesajicim obsahem vodné slozky se jejickagbvynenilo a dale se neénilo.

Elueni paadi pentapeptid je nasledujici: leucin enkefalin, [D-Aldeucin
enkefalin, leucin enkefalin amid, [M@tnkefalin @i pouZiti mobilni faze
s obsahem vodné sloZkyl5 objemovych procent.
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12,00 +

10,00 - Hanalyt1

M analyt 2
8,00 -

analyt 3

k 6,00 - Hanalyt4
4,00 -
2,00 -
0,00 -

0,30 0,20 0,15 0,12

Objemovy zlomek vodné slozky

Obr. ¢. 3: Zavislost retetnich faktoti pentapeptidl na mnozstvi vodné slozky
(pufr) pii pouziti mobilni faze ACN/20mM octanovy pufr, pH88 {/v), kolona
Larihc CF6-P, analyt 1 - leucin enkefalin, analyt fD-Ala]-leucin enkefalin,

analyt 3 - leucin enkefalin amid, analyt 4 - [N]enkefalin.

Jako nejvhodgsSi mobilni faze pro separaci 8sn pentapeptidl byla
vyhodnocena mobilni faze ACN/20mM octanovy pufr,=@t00 88/12 \/V).
Na kolore Larihc CF6-P doSlo k Uplnému ragdni snési pentapeptidl
na zakladni linii do 25 minut, jak je ukazano naéazuc. 4. Piky vykazuji velmi
dobrou symetrii a rozliSeni. Retan faktory, rozliSeni a faktory asymetrie pik
pii separaci na kolanLarihc CF6-P s vySe uvedenou mobilni fazi jsoudevey

v tabulceg. 4.
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Obrazek¢. 4: Separace stai pentapeptidl na koloré Larihc CF6-P, slozeni
mobilni faze ACN/20mM octanovy pufr, pH=4,00 88/1/2V), detekce $ vinové
délce 220 nm, sepafei pdadi: 1 - leucin enkefalin, 2 - [D-Afkleucin
enkefalin, 3 - leucin enkefalin amid, 4 - [Mlenkefalin.

Tabulka ¢. 4: Retenni faktory ), rozliSeni Rs) a faktory asymetrie Ag)
pii separaci v mobilni fazi ACN/20mM octanovy pufrH4,00 88/12 \{/V)
na kolorg Larihc CF6-P, 1 - leucin enkefalin, 2 - [D-AJdeucin enkefalin, 3 -

leucin enkefalin amid, 4 - [Mgenkefalin.

Pentapeptid k Rs As
1 3,18 0,99
2 6,06 10,21 0,90
3 8,41 5,93 0,92
4 9,15 1,68 0,94
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Silikagelova  stacionarni  faze, v porovnani se etawini fazi
na bazi isopropylovaného cyklofruktanu, nebyidip vhodné k rozéleni snisi
pentapeptid pii pouziti stejné mobilni faze, kde doSlo ke koelecicin enkefalin
amidu a [Meflenkefalinu, jak ukazuje obrazek 5. Elwni paadi jednotlivych
pentapeptid bylo za &chto podminek stejné jako na kotdoarihc CF6-P.

Pfi zméné pomeru organické a vodné slozky mobilni fadze na pom
ACN/20mM octanovy pufr, pH=4,00 90/1%/)) pii separaci na silikagelové
stacionarni fazi doslo k prodlouzeni reteith ¢asi vSech pentapeptig ale vliv
na separaci leucin enkefalin amidu a [Rfetkefalinu se neprojevil, jak ukazuje
obrazeke. 5. Z tohoto obrazku je tudiz patrna prodluZugieiretence s rostoucim
obsahem organické slozky mobilni faze. Vtabul¢e 5 jsou shrnuty

chromatografické parametry separace na této staciofazi.

1 2+3+4
A
1
2 34
B
1
2 3+4
c
T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50

t (min)

Obréazek¢. 5: Porovnani separace na kalod pi pouZziti fiznych pondra
organické a vodné slozky mobilni faze, slozeni imbth fazi: A - ACN/20mM
octanovy pufr, pH=4,00 83/1%/), B - ACN/20mM octanovy pufr, pH=4,00
88/12 /v), C - ACN/20mM octanovy pufr, pH=4,00 90/1@/A{), detekce
pii vinové délce 220 nm, sepéam pdaadi: 1 - leucin enkefalin,
2 - [D-Ala?-leucin enkefalin, 3 - leucin enkefalin amid, fMet’Jenkefalin.
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Tabulka ¢. 5: Retefni faktory ), rozliSeni Rs) a faktory asymetrie Ag)
pii separaci na kolan2 za pouziti iznych mobilnich fazi, 1 - leucin enkefalin,

2 - [D-Ala?]-leucin enkefalin, 3 - leucin enkefalin amid, fMet’]enkefalin.

Mobilni ACN/20mM ACN/20mM ACN/20mM
faze octanovy pufr, octanovy pufr, octanovy pulfr,
pH=4,00 83/17\{/v) | pH=4,00 88/12\{/v) | pH=4,00 90/10\/V)
Pentapeptid k Rs As k Rs As k Rs As
1 2,88 1,52| 5,10 158 6,26 1,61
2 3,46 | 3,26 - 7,88 8,89 140 14,55 18j02 1}55
3 3,60 0,70 - 10,19 5,3b - 18,74 5,08
4 3,81| 0,88 - 10,66 0,95 - 19,24 0,47

- nelze spoitat z divodu koeluce pik

Z tabulek¢. 4 a¢. 5 je zejmé, Ze fi separaci na kolanLarihc CF6-P maiji
piky mnohem lepSi symetrii, ktera se blizi jednéz g separaci na kolan2.
Pt separaci na kolan2 jsou z chromatogramuegmeé piky s chvostem, jejichz

faktor asymetrie je&tSi nez jedna.

Dale byl studovan vliv koncentrace octanového pofstejném pH (pH=4,00)
na retenci pentapeptidna kolor Larihc CF6-P { pouziti mobilni faze
ACN/octanovy pufr, pH=4,00 88/12v/()). Faktory asymetrie pik maji lepSi
hodnoty @i pouziti 20mM octanového pufru ne#i ppouziti 10mM, 15mM a
25mM octanového pufru. Hodnoty reteimch faktod, rozliSeni a faktory

asymetrie jsou uvedeny v tabultes.
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Tabulka ¢. 6: Reterni faktory ), rozliSeni Rs) a faktory asymetrie Ag)
pii pouziti izré koncentrovaného octanového pufru k separaci nankdlarihc
CF6-P, 1 - leucin enkefalin, 2 - [D-Algleucin enkefalin, 3 - leucin enkefalin
amid, 4 - [Mef]enkefalin.

Mobilni ACN/10mM octanovy pufr, ACN/15mM octanovy pufr,
faze pH=4,00 88/12\{/v) pH=4,00 88/12\{/v)
Pentapeptid k Rs As k Rs As
1 3,76 0,93 3,57 0,97
2 6,71 10,31 0,90 6,78 11,28 0,87
3 9,03 5,76 0,94 9,28 6,06 0,87
4 9,80 1,73 0,95 10,06 1,70 0,83
Mobilni ACN/20mM octanovy pulfr, ACN/25mM octanovy pulfr,
faze pH=4,00 88/12\(/v) pH=4,00 88/12\(/v)
Pentapeptid k Rs As k Rs As
1 3,18 0,99 4,31 1,18
2 6,06 10,21 0,90 6,72 4,94 1,25
3 8,40 5,93 0,92 9,40 4,72 1,08
4 9,15 1,68 0,94 10,31 1,53 1,07

Z tabulky¢. 6 je 2ejmé, Ze §i pouziti octanového pufru o koncentraci 10 mM,
15 mM a 20 mM jsou hodnoty faktoru asymetrie tpinensi nez jedna
(tzv. frontujici piky). Naopak ip separaci octanovym pufrem o koncentraci
25 mM jsou hodnoty faktoru asymetrie pikvétSi nez jedna (tzv. piky

s chvostem).
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Vliv hodnoty pH pufru na separaci $si pentapeptitl byl studovan na kolan
Larihc CF6-P p pouZziti mobilni faze ACN/20mM octanovy pufr 88/12/v).
Z obrazku¢. 6 je patrné, Zetfppouziti 20mM octanového pufru o pH=3,00 se
vyrazre zvysSi Sum zakladni linie, zhorSi se pwnsignalu k Sumu a dojde
k zvySeni retence. iP pouziti 20mM octanového pufru o pH=5,00 dochazi
ke koeluci leucin enkefalin amidu a [MRnkefalinu. Z vy$e uvedenychiebdi
byl vybran 20mM octanovy pufr o pH=4,00 jako nejdhgsi vodna slozka
mobilni faze. Chromatografické parametry separaoe puvedeny v tabulcg 7,
z které je ¥ejmé, Ze i hodnoty rozliSeni a symetrie jsou HejpvéjSi pro separaci
smeési pentapeptidl mobilni fazi ACN/20mM octanovy pufr, pH=4,00 88/02V).

2
1 3 4
A
2
1
3 4
B
1 2
34
C
T T T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

t (min)

Obrazeke. 6: Vliv pH pufru na separaci st pentapeptial na kolork Larihc
CF6-P, sloZzeni mobilnich fazi: A - ACN/20mM octagopufr, pH=3,00 88/12
(viv), B - ACN/20mM octanovy pufr, pH=4,00 88/12/), C - ACN/20mM
octanovy pufr, pH=5,00 88/12/{), detekce P vinové délce 220 nm, separa
poradi: 1 - leucin enkefalin, 2 - [D-Afkleucin enkefalin, 3 - leucin enkefalin
amid, 4 - [Mef]enkefalin.
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Tabulka ¢. 7: Retenni faktory ), rozliSeni Rs) a faktory asymetrie Ag)
pii pouZziti 20mM octanového pufru éanych hodnotach pH k separaci na keélon
Larihc CF6-P, 1 - leucin enkefalin, 2 - [D-Aldeucin enkefalin,
3 - leucin enkefalin amid, 4 - [M@enkefalin.

Mobilni ACN/20mM ACN/20mM ACN/20mM
faze octanovy pulfr, octanovy pulfr, octanovy pulfr,
pH=3,00 88/12\{/v) | pH=4,00 88/12\{/v) | pH=5,00 88/12\(/V)
Pentapeptid k R A k R A k R A
1 6,89 0,71 3,18 0,99 2,71 0,93
2 7,69| 2,10, 0,89 6,06 10,210,90| 6,81| 11,77 0,80
3 999 | 573 088 840 5983 0,92 8,60 3,77 -
4 11,82| 359 | 0,77 9,15 168 0,94 891 0,62

- nelze spoitat z divodu koeluce pik
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4.1.2. Separace sm ési nonapeptid G

Eluéni paadi jednotlivych nonapeptidna obou stacionérnich fazich bylo
zjisténo p@i pouziti mobilni faze ACN/20mM octanovy pufr, pH88 80/20 Y/),
kdy byl kazdy nonapeptid davkovan zwlaBla obrazkit. 7 je ukazana zavislost
retence na sloZzeni mobilni fazé& pouziti 20mM octanového pufru, pH=4,00.
Eluéni paadi se na obou kolonachti ppouzivani éznych mobilnich fazi
nenenilo.

Elutni paadi nonapeptitl je nasledujici: oxytocin, [deamino-Cys

D-Arg®Jvasopresin, [Arfjvasopresin, [Ar§jvasotocin, [Ly§vasopresin.

60,00 -
50,00 -
40,00 -
Hanalyt1
k 30,00 - M analyt 2
analyt 3
20,00 -
! M analyt4
10.00 - M analyt 5
0,00 -

0,35 0,30 0,25 0,20 0,17
Objemovy zlomek vodné slozky

Obrazek¢. 7: Zavislost retetnich faktofi nonapeptil na mnozZstvi vodné
slozky (pufr) @i pouziti mobilni faze ACN/20mM octanovy pufr, pHB80 (/V),
kolona Larihc CF6-P, analyt 1 - oxytocin, analyt -2 [deamino-Cy§
D-Arg®Jvasopresin, analyt 3 - [Aflyasopresin, analyt 4 - [Aftyasotocin, analyt

5 - [Lys®]vasopresin.
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Jako vhodySi pro separaci sési nonapeptil se ukazala kolona Larihc
CF6-P, nez kolona 2. Optimalizované sloZzeni mobiiie je nasledujici:
ACN/20mM octanovy pufr, pH=4,00 80/2@/Y). Na obrazku¢. 8 je ukazana
separace sési nonapeptid na kolor Larihc CF6-P a na kol@n2 za stejnych

chromatografickych podminek.

1 2

3
4
A M >
1
2
B JJ(_J 3 45
T 1 T 1 T 1 T 1 T 1 T 1
0 20 40 60 80 100 120

t (min)

Obrazek ¢. 8: Separace simi nonapeptid A - kolona Larihc CF6-P,
B - kolona 2, slozeni mobilni faze ACN/20mM octapqwifr, pH=4,00 80/20
(v/v), detekce P vinové délce 220 nm, sepam paadi: 1 - oxytocin,
2 - [deamino-Cys D-Argf]vasopresin, 3 - [Afjvasopresin, 4 - [Af§vasotocin,

5 - [Lys®]vasopresin.

Kolona 2 je pro separaci $8i nonapeptid mérée vhodna nez kolona Larihc
CF6-P za vySe uvedenych podminek. Doba analyzyge P00 minut a analyty
[Arg®|vasotocin a [Ly§vasopresin nejsou rozliseny a7 na zakladni linii.
Pii pouziti mobilni faze s vySS§im obsahem acetonitrif85%) analyty
[Arg®vasotocin a [Ly§vasopresin neeluovaly do 180 minut. Reétenfaktory,

rozliSeni a faktory asymetrie gilobou separaci jsou uvedené v tabdlce.
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Tabulka ¢. 8: Porovnani reténich faktofi (k), rozliSeni Rs) a faktofi

asymetrie As) pii separaci na kolan2 a kolog Larihc CF6-P, 1 - oxytocin,

2 - [deamino-Cys D-Arg®]vasopresin, 3 - [Afjvasopresin, 4 - [Af§vasotocin,

5 - [Lys®]vasopresin.

Mobilni
taze ACN/20mM octanovy pufr, pH=4,00 80/20/Y)
Kolona Larihc CF6-P Kolona 2
Nonapeptid k Rs As k Rs As

1 2,32 0,91 3,83 1,55
2 6,41 16,79 0,97 13,55 22,17 1,58
3 13,46 14,41 0,84 33,03 19,0d 1,38
4 16,32 3,85 0,87 40,29 4,31 -
5 17,72 1,70 0,80 42,35 1,16 -

- nelze speoitat z divodu koeluce pik

Z tabulky ¢. 8 je patrné, Zeipseparaci sisi nonapeptid na kolor Larihc
CF6-P jevi piky lepsi symetrii, ktera se blizi jédmro dive eluujici analyty.
Pii pouziti kolony 2 maji piky faktor asymetrie¢t8i nez jedna, tzv. piky
s chvostem, a posledni dva analyty nebyly rozlisenga zakladni linii.

Jednim ze zkoumanych viivna separaci sési nonapeptid na koloré Larihc
CF6-P byly fizné hodnoty koncentraci octanového pufru o stejodndi
pH=4,00 @i pouziti mobilni faze ACN/20mM octanovy pufr 80/2Q/\V).
NejkratSi doba separace probihata gouziti 20mM octanového pufru a doslo
k rozcEleni snégsi na zakladni linii. | fi pouziti pufru o koncentracich 10 mM,
15 mM a 25 mM se podito snes rozseparovat na zakladni linii, ale analyty maji
delSi retenci a gkteré piky jevi horSi symetrii neZigpouZziti 20mM octanového
pufru. Tabulka¢. 9 uvadi ziskané chromatografické parametry sepamasi

nonapeptid.
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Tabulka ¢. 9: Reterni faktory ), rozliSeni Rs) a faktory asymetrie Ag)

pii pouziti fizné koncentrovaného octanového puftiugeparaci na kolanLarihc

CF6-P, 1 - oxytocin, 2 - [deamino-Cy®-Arg®vasopresin, 3 - [Arjvasopresin,

4 - [Arg®Jvasotocin, 5 - [Ly§vasopresin.

Mobilni ACN/10mM octanovy pufr, ACN/15mM octanovy pufr,
faze pH=4,00 80/20\/v) pH=4,00 80/20\/v)
Pik k Rs As K Rs As
1 2,77 0,89 2,68 0,94
2 8,42 20,12 0,86 7,84 19,05 1,05
3 18,47 16,67 0,80 16,96 15,73 0,76
4 22,64 4,43 0,94 20,69 4,05 0,73
5 24,49 1,86 0,84 22,47 1,99 0,75
Mobilni ACN/20mM octanovy pulfr, ACN/25mM octanovy pulfr,
faze pH=4,00 80/20\(/v) pH=4,00 80/20\{/)
Pik k Rs As Kk Rs As
1 2,33 0,91 2,60 0,96
2 6,41 16,79 0,97 7,21 17,66 1,02
3 13,46 14,41 0,84 15,70 15,846 0,87
4 16,32 3,85 0,87 19,27 4,27 0,63
5 17,72 1,70 0,80 20,79 1,89 0,57

Dale byl zkouman vliv pH octanového pufru na sepasartsi nonapeptitl
na kolor¢ Larihc CF6-P § pouziti mobilni faze ACN/20mM octanovy pufr 80/20
(VIV). Z obrazku¢. 9 je vidct, Ze nekratSi doba separace probiha&lappuZziti
20mM octanového pufru o pH=4,00.fi Ppouziti 20mM octanového pufru
o pH=3,00 neeluovaly posledni &nalyty ([Arg]vasopresin, [Arfjvasotocin,
[Lys®lvasopresin) do 120 min (8keno davkovanim jednotlivych standard

nonapeptid o koncentraci 1 mg/ml).tPseparaci pufrem o pH=5,00 maji analyty
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delSi retenci neZipseparaci pufrem o pH=4,00. TabulkalO porovnava reteni
faktory, rozliSeni a symetrii pikpii pouZziti mobilni faze ACN/20mM octanovy
pufr 80/20 ¢/v) o nizné hodnat pH pufru.

A 12
1
B 3 45
1
2
C 345
r—— 1711171 7TV 17T "7 "1 7T 1T 7T

0 100 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
t (min)

Obrazek¢. 9: Porovnani separace &n nonapeptill pii pouZziti miznych
hodnot pH octanového pufru na kotoharihc CF6-P, sloZzeni mobilnich fazi:
A - ACN/20mM octanovy pufr, pH=3,00 80/20/¢), B - ACN/20mM octanovy
pufr, pH=4,00 80/204V), C - ACN/20mM octanovy pufr, pH=5,00 80/2@\{,
detekce fi vinové délce 220 nm, sepam pdadi: 1 - oxytocin, 2 - [deamino-
Cys, D-Argf]vasopresin, 3 - [Afjvasopresin, 4 - [Afjvasotocin,

5 - [Lys°]vasopresin.
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Tabulka¢. 10: Retenni faktory ), rozliSeni Rs) a faktory asymetrieAg)

pii pouziti fiznych hodnot pH octanového pufru na kaobarihc CF6-P,

1 - oxytocin, 2 - [deamino-Cys D-Argflvasopresin, 3 - [Arffjvasopresin,

4 - [Arg®*Jvasotocin, 5 - [Ly§vasopresin.

Mobilni | ACN/20mM octanovy, ACN/20mM octanovy] ACN/20mM octanovy
faze pufr, pH=3,00 80/20| pufr, pH=4,00 80/20| pufr, pH=5,00 80/20
(VIv) (VIv) (VIv)

Pik k R A k R A k R A
1 4,78 0,68 2,33 091 2,06 0,95
2 7,07 | 6,18 094 6,41 16,1 0,97 1095 28,13 0,99
3 * 13,46| 14,413 0,84 18,19 11,45 1,03
4 * 16,32| 3,85| 0,87 22,36 4,78 1,22
5 * 17,72} 1,701 0,800 2490 250 1,06

* analyty neeluovaly do 120 min
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4.2. Charakterizace separa ¢nich systém u

4.2.1. Walters uv test

Waltergiv test byl navrzen pro charakterizaci stacionardéi pro reverzni
méd HPLC? Nicmére tento test rize pomoci ji charakterizaci a porovnani
zakladnich vlastnosti HILIC stacionarnich fazi. Wediv test udava index
hydrofobicity (HI) a index silanolovy (SI).

Index hydrofobicity se vypota jako pondr retergnich faktofi anthracenu a
benzenu v mobilni fazi: ACN/AD 65/35 y/v) pii teplo kolony 40 °C.

Silanolovy index se vypotd jako pondr retergnich  faktofi
N, N-diethylimtoluamidu a anthracenu v mobilni fazi teaé 100 % ACN
pii teplo& kolony 40 °C® 42

Ziskané hodnoty obou indé&xpro testované stacionarni faze jsou uvedeny

v tabulceg 11.

Tabulka ¢. 11: Hodnoty indexu hydrofobicity a silanolovéhmdéxu

pro SF na bazi isopropylovaného cyklofruktanu ikaijelovo SF.

Stacionarni faze Na bazi isopropylovaného  Silikagelova
cyklofruktanu
Index hydrofobicity 0,69 0,73
Silanolovy index 2,37 2,46

Oba indexy vysly tégf shodné u obou stacionarnich fazi. Nizky index
hydrofobicity znamena, Ze kolony jsou hydrofilnibbarakteru a tato hodnota
ukazuje vyznamnost pouziti v HILIC modu. VysSi hyfilni charakter ma kolona
Larihc CF6-P, coZz je pra¥dodobr zpisobeno derivatizaci polarnim
isopropylovanym cyklofruktanem (pro porovnani - hoty HI indexu
pro stacionarni faze pouzivané v reverznim méduosgbuiji v rozmezi 2-4" 9.
VySSi hodnotu HI indexu vykazuje silikagelova staérni faze, coz se shoduje
s vysledky LFER (bude diskutovano v nésledujiciitcde).
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Sl index obec& poskytuje informace o interakcich anélys nostem,
resp. s volnymi silanolovymi skupinami silikageltee noste. Vysoky Sl je
ve shod se strukturou stacionarni faze a fejme, Zze modifikace silikagelu ma
jen nepatrny vliv na vysledek Sl indexu. Nicmaémodifikace silikagelu
isopropylovanym cyklofruktanem vyznagovliviiuje vlastnosti stacionarni faze

(viz separace pepiidl.

4.2.2. Model linearnich vztah @ volnych energii

K popisu interakci, které se upiafi v testovanych sepamich systémech, byl
pouzit model linearnich vztéhvolnych energii (LFER).

Sadactyriceti testovacich analyt(viz tabulka¢. 2, kapitola 3.2.) byla vybrana
na zaklad hodnot jejich deskriptdr které Siroce pokryvaji interakce, které se
mohou uplatovat v chromatografickych separdch systémecff

Méteni retenci testovacich andilyprobihalo za stejnych podminek na obou
stacionarnich fazich.rPpouziti fixni mobilni faze Ize porovnavatimo interakce
na jednotlivych stacionarnich fazich.

SloZeni mobilnich fazi pro metodu LFER bylo vybrama zéaklad
optimalizovanych systéin pro separace sfsi pentapeptitl a nonapeptidl
na kolor¢ Larihc CF6-P, tj. ACN/20mM octanovy pufr, pH=4,88/12 ¢/v) a
ACN/20mM octanovy pufr, pH=4,00 80/20/Y).

4.2.2.1. Porovnani regresnich koeficient

RozloZzeni hodnot statisticky vyznamnych regresrkoleficienti je velice
podobné jako jejich zastoupeni v NP mdédu HPLC, gi®t stacionarni faze
v HILIC jsou vice polarni neZ mobilni faze jakotgenu u NP médu HPLE

Z obrazki ¢. 10 a 11 a tabulky¢. 12 je patrné, Ze nejvysSi kladnou hodnotu
pro vSechnytyii studované chromatografické systémy ma koefickere cehoz
lze usuzovat, Ze retenci andlyinejvice zvySuje interakce préstnictvim

vodikové vazby. Wisté¢ silikagelové stacionarni faze jsou hodnoty regiesn
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koeficientu b menSi nez u stacionarni faze na bazi isopropykivan
cyklofruktanu @i pouziti stejné mobilni faze. Modifikace silikagel
isopropylovanym cyklofruktanemiipese dalSi skupiny, které se mohou podilet
na tomto typu vodikové vazby, coz vede k vySSi lotidregresniho koeficiento.
Koeficientb vzrostl se zvySenym obsahem vodné slozky v molfélni zejména

v separénim systému se stacionarni fazi na bazi isoprepylého
cyklofruktanu. V sepatmim systému se silikagelovou stacionarni fazi seité
neznenil.

V separdnim systému se stacionarni fazi na bézi isopropylélio
cyklofruktanu se dale vyznamnuplatuji disperzni interakce, zastoupené
regresnim koeficienterm. Zaporna hodnota tohoto koeficientu Zinanterakci,
ktera je siljSi mezi analytem a mobilni fazi nez analytem aistarni fazi.
Tento typ interakce sniZuje retenci anaéjykteré se mohoucastnit tohoto typu
interakce. V sepataim systému se silikagelovou stacionarni fazi se ta
interakce vyznamhineuplatiuje (regresni koeficient je statisticky nevyznamny),
to znamena, Ze je srovnatelna ve stacionarni i lmdizi.

V separdnim systému se stacionarni fazi na bézi isopropylélio
cyklofruktanu se také sldhuplatiuji elektrostatické interakce popsané regresnim
koeficientems, ale jen pi pouziti mobilni faze s vySSim obsahem vodné slozk
Regresni koeficiens ma oproti ostatnim statisticky vyznamnym koefitiem
nejmensi hodnotu. V sepérach systémech se silikagelovou stacionarni fazi se
tato interakce neuplatje, tudiz se nepodili na ouvligvani retence analyt

Regresni koeficienty a e nejsou statisticky vyznamné, proto se v pouzitych
separénich systéemech vyznamneuplaiuji interakce, které zastupuiji.

Regresni koeficient neodpovida za Zzadnou konkrétni interakci. V tomto
koeficientu mohou byt zahrnuty jiné vlivy na retgnkteré nepopisuji ostatni
regresni koeficienty LFER rovnice.
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Obr. ¢. 10: Porovnani velikosti regresnich koeficiepto ol stacionarni faze
pii pouZziti mobilni faze ACN/20mM octanovy pufr, pH88 80/20 Y/N),
chybové Us&ky jsou stedni chyby regresnich koeficiéntb, s, v ozna&uji

regresni koeficienty, X ziastatisticky nevyznamné interakce.

W SF: silikagel

B SF: isopropylovany
cyklofruktan

_0,2 4

0,4 -
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Obr.¢. 11: Porovnani velikosti regresnich koeficiepto ol stacionarni faze
pii pouziti mobilni faze ACN/20mM octanovy pufr, pH88 88/12 Y/\),
chybové Us&ky jsou stedni chyby regresnich koeficiénb, v ozna&uji regresni
koeficienty, X zndi statisticky nevyznamnou interakci.
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Tabulka¢. 12: Regresni koeficienty rovnice LFER, jejigthodnoty, interval spolehlivosti (Cl) a korétd koeficienty R).

Stacionarni faze Mobilni faze e S a b % C R
C.M. X X X 0,619 -0,315 -0,567
ACN/20mM octanovy pufr, [ -
oH=4,00 88/12/\) p-hodnota| 0,722 0,093 0,892 0,000 0,00 0,000 0,97
Na bazi +Cl 0,072 0,194 0,127
isopropylovanéhc
cyklofruktanu C.M. X 0,104 X 0,725 -0,535 -0,575
ACN/20mM octanovy pufr, [ -
oH=4,00 80/20\/\) p-hodnota| 0,616 0,024 0,435 0,000 0,00 0,000 0,98
+Cl 0,090 0,071 0,191 0,125
C.M. X X X 0,468 X -0,637
ACN/20mM octanovy pufr, [ -
oH=4,00 88/12/\) p-hodnota| 0,833 0,604 0,742 0,000 0,86 0,000 0,91
+Cl 0,100 0,176
Silikagelova
C.M. X X X 0,476 X -0,698
ACN/20mM octanovy pufr, [ -
oH=4,00 80/20\/\) p-hodnota| 0,827 0,808 0,524 0,000 0,75 0,000 0,91
+Cl 0,095 0,167

X - statisticky nevyznamneé interakce
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4.2.2.2. Vhodnost pouZzitého modelu linearnich vztah U

volnych energii

Vhodnost pouziti modelu LFER je ukdzana na obréztid2, 13, 14 a 15, kde

jsou znazorény regresni fimky zavislosti hodnot log_, . vypoctenych pomoci

rovnice LFER na experimentdlrgjiSttnych hodnotach |og<exp na jednotlivych

stacionarnich fazich.

log kexp

- |Og I(calc

Obr. ¢ 12: Porovnani vypgenych a experimentan zjiSttnych hodnot
logaritmi reterénich faktoti na kolor Larihc CF6-P, sloZzeni mobilni faze
ACN/20mM octanovy pufr, pH=4,00 80/2@/¢). Rovnice linearni regrese ma
tvar: 10g keac = 0,958l0g kexp - 0,031. Korelani koeficient nabyva hodnoty

R =0,979.
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|Og I(exp 0,1 -

i |Og kcalc
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.0
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Obr. ¢. 13: Porovnani vyptenych a experimentainzjiSttnych hodnot
logaritmi reterénich faktofi na kolo Larihc CF6-P, sloZzeni mobilni faze
ACN/20mM octanovy pufr, pH=4,00 88/1%/¢). Rovnice linearni regrese ma
tvar: log Keac = 0,939logkexp - 0,035. Korelani koeficient nabyva hodnoty
R =0,970.

log kexp
-0,8 -0,6 -0,4 -0,2

-0,2
-0,3 -
|Og kcalc
-0,4 -

_0,5 |
_0'6 .

0,7 -

0,8 -

Obr. ¢. 14: Porovnani vyptenych a experimentainzjiSttnych hodnot
logaritmi retergnich faktofi na kolok 2, sloZzeni mobilni faze ACN/20mM
octanovy pufr, pH=4,00 80/20v/{). Rovnice linearni regrese ma tvar:
l0g Keaic = 0,835l00kexp - 0,092. Korelani koeficient nabyva hodnoty R = 0,914.
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Obr. ¢. 15: Porovnani vypgenych a experimentdn zjiSttnych hodnot
logaritmi retergnich faktofi na kolog 2, sloZzeni mobilni faze ACN/20mM
octanovy pufr, pH=4,00 88/12v/{). Rovnice linearni regrese ma tvar:
log Keaic = 0,819l0%Kexp - 0,085. Korelani koeficient nabyva hodnoty R = 0,905.

Z uvedenych rovnic linearnich regresi vyplyva, Zeodel neni zatizen
systematickou chybou, protoZe &mce @Fimek se blizi jedné. Ze ziskanych
hodnot korelanich koeficiend je patrné trochu nizsi korelace mezi géemymi a
vypaocitanymi hodnotami log pro systémy se silikagelovou stacionarni fazi.
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4.2.2.3. Vztah mezi vysledky modelu linearnich vzta hu

volnych energii a retenci peptid

Ackoliv adsorpce tvid jen ¢ast sepakmiho mechanismu v HILIC, vysledky
modelu LFER mohou pomoci objasnit chromatografickévani pentapeptida
nonapeptid.

Na stacionarni fazi na bazi isopropylovaného cykktnu doslo k separaci
¢ty pentapeptil pomoci mobilni faze ACN/20mM octanovy pufr, pH=@,0
88/12 y/v) a pti nonapeptid pomoci mobilni faze ACN/20mM octanovy pufr,
pH=4,00 80/20 (V) az na z&kladni linii. Na silikagelové stacionarfidizi
nedochazi k separaci 8sn pentapeptil az na zakladni linii (mobilni faze:
ACN/20mM octanovy pufr, pH=4,00 88/1%/Y)), zatimco srs nonapeptidl je
mMoZno téndi rozseparovat aZz na zakladni linii, ale doba arnygkyzres 100 minut
(mobilni faze: ACN/20mM octanovy pufr, pH=4,00 80/3v/v)). Na této
stacionarni fazi se na retenci analytyznamr podili pouze jeden typ interakce
podle LFER, vodikova vazba,iippouZziti obou mobilnich fazi. Roglbvani
analytu a vodikova vazba v systémech se silikagel®tacionarni fazi poskytuji
dostaténou retenci peptil ale nedostat®mou selektivitu. Po navazani
isopropylovaného cyklofruktanu na silikagelovy rosie na retenci anafyt
podileji vedle vodikoveé vazby jestisperzni interakce aippouZziti mobilni faze
s vysSim obsahem vodné slozky také elektrostatinokgrakce. Déle se zvysSi
prispivek interakce prostdnictvim vodikové vazby (vySSi hodnota regresniho
koeficientub).

Modifikace silikagelu polarnimi molekulami isoprdpyaného cyklofruktanu

vede ke zlepSeni selektivity a segaiakinnosti stacionarnich fazi.
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5. Zaver

Vhodné optimalni podminky pro separaciésirpentapeptiil (leucin enkefalin,
[D-Ala?]-leucin enkefalin, leucin enkefalin amid, [Mnkefalin) a nonapeptid
(oxytocin, [deamino-Cys D-Arg®]vasopresin, [Argjvasopresin, [Arfjvasotocin,
[Lys®]vasopresin) metodou HILIC byly nalezeny na staéron fazi na bazi
isopropylovaného cyklofruktanu. Tyto separace bgbrovnany se separacemi
na silikagelové stacionarni fazi zachto optimalnich podminek. Do vyvoje
vhodnych podminek separace byly zahrnuty tyto vipgmer organické a vodné
sloZky v mobilni fazi, koncentrace pouzitého pudrpH pufru.

Pro separaci s#si pentapeptil na stacionarni fazi isopropylovaného
cyklofruktanu byla nalezena optimalni mobilni fame slozeni ACN/20mM
octanovy pufr, pH=4,00 88/12//(). Na silikagelové stacionarni fazi nedoslo
k rozliSeni leucin enkefalin amidu a [Mfnkefalinu na zékladni liniiipseparaci
v uvedenych podminkach. Tyto analyty se neptmaozdlit ani pii pouZiti
jiného sloZzeni mobilni faze.

Pro separaci sési nonapeptitl na stacionarni fazi na bazi isopropylovaneho
cyklofruktanu byla nalezena optimalni mobilni fame slozeni ACN/20mM
octanovy pufr, pH=4,00 80/2%/(). Silikagelova stacionarni faze nebyla vhodna
pro separaci s#si nonapeptid, protoZze doba separace byldai géchto
podminkdch fes 100 minut a doslo ke koeluci [Apgasotocinu a
[Lys®Jvasopresinu. PouZitim mobilni faze svy$8im obsahacetonitrilu
(85 obj. %) tyto analyty neeluovali do 180 minut.

Metodou LFER byly zjiginy interakce, které se uphaifi pii separacich
v uvedenych optimalnich podminkach pro kolonu Lari@F6-P na obou
stacionarnich fazich. | kdyz LFER popisuje pouzeoggci, to znamena pouze
¢ast mechanismu v HILIC, byly zji&ty rozdily v interaknich moZnostech
jednotlivych sepakmich systén.

Na silikagelové stacionarni fazfigouziti obou mobilnich fazi se vyznan
uplatiuje pouze interakce prdastnictvim vodikové vazby mezi analyty a
stacionarni fazi. Na stacionarni fazi na bazi ispglovaného cyklofruktanu se

uplatiuji kromé vazby progednictvim vodikové vazby také disperzni interakce
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N 1

mezi analyty a mobilni fazi aippouziti mobilni faze s vy$8im obsahem pufru se
vyznamr uplatiuji také elektrostatické interakce mezi analytyeaionarni fazi.

Ze ziskanych vysledkje patrné, Ze modifikace silikagelu isopropyloviamy
cyklofruktanem pinasi dalSi interaini moznosti a zvySuje sepam (Cinnost

HILIC stacionarnich fazi.
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