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Diplomova prace se zabyva vlivem koncentrace acetonitrilu, pH a koncentrace pufru
vV mobilni fazi na retenci a selektivitu dvou analytickych kolon Luna HILIC (diol)
(3 um, 100 x 3,0 mm) a Ascentis ES Cyano (3 um, 100 x 2,1 mm). Pro studii bylo
vybrano celkem 28 analyti ze zastupcu kyselych, neutralnich a bazickych latek. Detekce
byla provedena pomoci PDA detektoru pii vinové délce 245 nm. Jako mobilni faze byla
pouzita smes acetonitrilu a vodné slozky (pufr nebo kyselina octova) za izokratické eluce
s pratokem mobilni faze 0,7 ml/min a 0,3 ml/min. Teplota na kolon¢ byla nastavena
na 30°C a teplota v autosampleru na 4°C. Nasttik byl 5 ul nebo 3 pl.

Pro snaz$i hodnoceni byly naméfené hodnoty shrnuty v tabulkich a nasledné
sestrojeny grafy. Vliv procentudlniho obsahu acetonitrilu v mobilni fazi byl hodnocen
na zéklad¢ grafické zavislosti k'= f (%W), ze které je patrnd zvySujici se retence se
zvySujicim se obsahem acetonitrilu v mobilni fazi (typické HILIC chovani), ptedevsim
v oblasti od 85%) pro vSechny analyty na koloné¢ Luna HILIC (diol). Na koloné Ascentis
ES Cyano bylo pozorovdno totéZ chovani pro bazické a kyselé latky. Latky neutralni
povahy vykazovaly snizujici retenci v oblasti od 5 do 30% ACN (typické RP chovani)
aslabé HILIC chovani v oblasti od 80% ACN v mobilni fazi. Byl pozorovan vliv
koncentrace pufru na retenci latek. Se zvySujici se koncentraci pufru se na obou kolonéach
zvySovala retence hlavné u kyseliny Sikimové a u ostatnich kyselych latek byl vliv
minimalni. Naopak se sniZzovala retence bazickych latek, atenololu a propranololu. U latek
neutralni povahy byl vliv koncentrace pufru na obou kolonach minimalni. Rozdily
v selektivité kolon pii pH 3,8 a 6,8 nebyly vyrazné. Nejvétsi rozdily selektivity se projevily
pii analyze bazickych latek. Na zaklad¢ lin-log a log-log grafii byl hodnocen retencni
mechanismus, nicméné vysledky neprokazaly piispévek adsorpcniho ¢i rozdélovaciho

mechanismu, byl tedy potvrzen smiseny retencni mechanismus.
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Title of Diploma thesis: Comparison of selectivity and retention of the analytes on two

HILIC stationary phases

This diploma thesis deals with an influence of ACN concentration, pH and buffer
concentration in mobile phase on the retention of tested analytes and selectivity of two
analytical columns Luna HILIC (diol) column (3 pum, 3 mm x 100 mm) and
Ascentis ES Cyano column (3 pm, 2.1 mm x 100 mm). A set of 28 analytes including
neutral, basic and acidic compounds was chosen for this study. Detection was performed
by PDA detector at the wave-length of 245 nm. Measurement was performed isocratically
at the mobile phase flow rate of 0.7 ml/min and 0.3 ml/min. Mobile phase was consisted of
a mixture of acetonitrile and water component (buffer or acetic acid). The column
temperature was set up to 30 °C, autosampler temperature to 4 °C. Injection volume was
Sulor3pl

For easier evaluation of results, measured data are presented in the charts and tables.
The influence of the ACN content in mobile phase was evaluated based on the plots of
the retention factor that showed increasing retention with increasing ACN content (typical
HILIC behavior) in mobile phase (mainly > 85%) for all analytes on Luna HILIC (diol)
column. The same behavior was observed for both basic and acidic compounds on
Ascentis ES Cyano column. Neutral compounds observed decreasing retention in the range
from 5 to 30% of ACN (typical RP behavior) and weak HILIC behavior in the range from
80 to 95% of ACN in mobile phase. The influence of buffer concentration on the retention
of compounds was detected. The retention of shikimic acid was increased with
the increasing buffer concentration on both columns. Other acidic compounds were
influenced minimally. On the other hand, the retention of basic compounds, such as
atenolol and propranolol, was decreased. The influence of buffer concentration on
the retention of neutral compounds was minimal on both columns. The differences

selectivity of tested columns at pH 3.8 and 6.8 were insignificant. The most significant



differences of selectivity were observed for the basic compounds. Retention mechanism
was evaluated based on the lin-log and log-log plots. However, the results have not
confirmed a contribution of adsorption or partitioning mechanism, therefore a complex

retention mechanism was showed.
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1. Uvod

Chromatografické metody jsou nejrozsifencjsi a nejpouzivanéjsi separacni technikou.
V poslednich letech velmi rychle vzrostl zdjem o hydrofilni interakéni chromatografii
(HILIC), coz s nejvétsi pravdépodobnosti souvisi se vznikem Siroké skaly novych HILIC
staciondrnich fazi (SP). Hydrofilni interak¢éni chromatografie je typ kapalinové
chromatografie, vhodny pro analyzu polarnich analytti. Kombinuje polarni stacionarni faze
typické pro chromatografii na normalni fazi (NP LC) a méné polarni, vétSinou organickou
mobilni fazi, typickou pro chromatografii na reverzni fazi (RP LC). Tento méd kapalinové
chromatografie vyznamné usnadniuje analyzu polarnich sloucenin, které je velmi obtizné
stanovit pomoci NP LC a RP LC. Pfi¢inou problematické analyzy je Spatnd rozpustnost
polarnich sloucenin v nepolarnich rozpoustédlech pifi NP LC, nizka retence analytii
a nevhodné tvary chromatografickych pikt pti RP LC. V HILIC modu se analyty eluuji
Vv poradi zvysujici se polarity (hydrofilicity). Jako mobilni faze se pouzivd smés vodné
slozky a organického rozpoustédla (vétSinou acetonitrilu >70%), kdy voda je silnéjsi elucni
rozpoustédlo. Na povrchu poldrni staciondrni fdze je imobilizovdna vodna vrstva
a predpoklada se, ze primarnim mechanismem je pravé rozdélovani mezi vodnou
a organickou casti mobilni faze. Nicméné ostatni interakce jako je adsorpce, iontova
vymeéna, vodikové vazby, dipol-dipdl interakce a slabé hydrofobni interakce pfispivaji
k HILIC separa¢nimu mechanismu. HILIC stacionarni faze jsou vice polarni a jsou tvofeny
bud’ nemodifikovanym silikagelem, silikagelem modifikovanym rdznymi funkénimi
skupinami (amin, amid, zwitterionty, polyoly, vCetn¢ sacharidii a jinych polarnich skupin)
nebo modifikovanym polymernim ¢i hybridnim materidlem. Vlivem dostupnosti Siroké
Skaly typt HILIC staciondrnich fazi se HILIC modd zacal aplikovat v Sirokém spektru
védnich obord. VyuZivd se pro separaci vysoce polarnich latek, vcetné biologicky
aktivnich latek, jako jsou naptiklad farmaceutické drogy, neurotransmitery, nukleosidy,

nukleotidy, aminokyseliny, peptidy, proteiny, sacharidy, oligosacharidy atd.
[11[2][5][e1[101[11][12].



2. Cil a zadani prace

Cilem diplomové prace bylo studium vlivu slozeni mobilni faze, zejména
procentualniho obsahu acetonitrilu, pH a koncentrace pufru na retenci analyta a selektivitu
analyzovanych kolon. Byla hodnocena selektivita pfi dvou riznych hodnotach pH mobilni
faze pro dvé HILIC kolony.

Pro studii bylo vybrano celkem 28 analytt zahrnujici kysel¢, neutrdlni a bazické latky.
Testovany byly dvé analytické kolony Luna HILIC (diol) (3um, 100 x 3,0 mm)
a Ascentis ES Cyano (3um, 100 x 2,1 mm).
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3. Teoreticka cast

Pocatky HILIC chromatografie sahaji do roku 1967, kdy byla prokazana tvorba vodou
obohacené vrstvy na povrchu vysoce polarnich stacionarnich fazi. Zakladnim a pfijatym
mechanismem HILIC chromatografie je existence vodou obohacené vrstvy na poléarni
stacionarni fazi ve vodném prostedi a rozd¢lovani analytli mezi mobilni fazi a "mokrou"
stacionarni fazi. Alpert a kol. navrhl tento mechanismus s odkazem na vyzkum Ortha
a Engelhardta. V posledni dobé je rozdélovaci mechanismus postupné dokladan, i kdyz

stale jesté neni zcela objasnén [1].

3.1. HILIC stacionarni faze

HILIC stacionarni faze jsou polarni za HILIC podminek, patii mezi né nejen
nemodifikovany silikagel a silikagel modifikovany polarnimi funkénimi skupinami,
ale také SP na bazi polymeru ¢i hybridu. HILIC SP lIze rozdélit do tii skupin: 1) neutralni
stacionarni faze (amid, diol, cyklodextrin, cyanopropyl, PVA) nevykazuji elektrostatické
interakce, 2) nabité SP poskytujici silné elektrostatické interakce a 3) zwitteriontové SP
poskytujici slabé elektrostatické interakce. Nabité SP mohou byt kladné, nebo zaporné.
Mezi kladné nabité SP patii silikagel modifikovany amino skupinou ¢i pomérné nové faze
obsahujici imidazolovou nebo triazolovou skupinu. Mezi zdporné nabité navazané skupiny
patii poly(aspartova kyselina), poly(2-sulfoethylaspartamid) nebo sulfatovand S-DVB féze.
Za urcitych okolnosti (nizké pH mobilni faze) mize byt do této skupiny zahrnut

I nemodifikovany silikagel [1][2][3][5].

Prvni generaci SP objevil v roce 1975 Linden a kol., kdyZ zacal odd¢lovat sacharidy
pomoci silikagelové kolony s navazanou amino skupinou a pouZil smés ACN a vody
V poméru 75:25 jako mobilni fazi. Kromé& amino SP patii do prvni generace i SP na bazi

nemodifikovaného silikagelu. Druha generace SP byla uvedena na trh roku 1980

a zahrnovala silikagelové SP s diolovou a amidovou funkéni skupinou. Silikagelova SP

s navazanou diol skupinou se pouZziva hlavné pro separaci proteinil. Zwitteriontové SP

(kap. 3.4.4.) byly objeveny na konci 80. let 20. stoleti. K silikagelu nebo polymernimu
nosici jsou pripojeny kratké uhlikové fetézce s pozitivné a negativné nabitymi skupinami,
coZ umoznuje analyzu jak kyselych, tak bazickych analyti. Tento typ SP se vyuziva

v mnoha riznych aplika¢nich oblastech [1].
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Od 70. let, kdy se v naplinovych kolonach pouzivaly ¢astice o praiméru 10 um, doslo
k ohromnému pokroku. Vyvoj novych technologii ptipravy napliovych kolon umoznil
pfipravu castic s menSim pramérem. V soucCasné¢ dob¢ jsou v oblasti HPLC analyz
vyuzivany zejména ¢astice s primérem 5 um a 3 um. V poslednich letech se stalo trendem
v oblasti LC analyz vyuziti kolon s ¢asticemi o pruméru mensim nez 2 um. To s sebou
vsak pfineslo 1 potfebu nové LC instrumentace a to zejména mechanicky odolné vySsim
tlakiim (az 100 MPa). Pro tento typ chromatografické separace byl zaveden nazev ultra
ucinna kapalinova chromatografie (Ultra High Performance Liquid Chromatography -
UHPLC), ktera byla uvedena na trh firmou Waters v roce 2004 spolu s prvnimi UHPLC

kolonami obsahujici ¢astice mensi nez 2 um zalozenymi na BEH technologii (z angl.

bridged ethylene hybrid — kap. 3.4.5.). UHPLC je jednim z pfistupi tzv. rychlé
chromatografie. Dal$im typem SP jsou monolitické stacionarni faze (kap. 3.4.7.) a kolony

s pevnym jadrem (kap. 3.4.6.). Monolitické SP na bazi silikagelu pfipravil, popsal

a aplikoval napf. Tanaka a kol. vroce 1996. Tento typ SP tvofi jeden kus spojitého
porézniho materidlu, diky ¢emuz je mozno dosahnou rychlejsi separace za pouziti mirného
tlaku. Piivodné se vyuzivaly v RP chromatografii. Rada téchto kolon je jiz komer&ng
dostupnych, napf. Chromolith nebo Onyx™. Kolony s ¢asticemi S pevnym jadrem Se
skladaji z pevného jadra o priiméru asi 1,7 pum a porézni silikagelové slupky o hloubce asi

0,5 um. Tento typ kolon je na pomezi ¢asticovych a monolitickych SP [22].

-12-



3.2. Mobilni faze pro HILIC

Slozeni mobilni faze je jeden z dalSich faktort vyrazné ovlivitujici G€innost HILIC
separace polarnich latek. Mobilni faze v HILIC mddu je tvofena smési vodné a organické
slozky s vyraznou ptfevahou organického rozpoustédla, nejcastéji acetonitrilu. Retence je
ovlivnéna polaritou mobilni faze a analytl. Retence se zvySuje se zvySujici polaritou
analytu a snizujici polaritou mobilni faze, tedy se snizujicim se podilem vodné slozky.
Vybér organického rozpoustédla ma také vliv na retenci analytd. Elu¢ni sila organického
rozpoustédla se zvySuje s rostouci polaritou a schopnosti poskytovat proto-donor/ proton-

akceptorové interakce, coz vyjadiuje tzv. eluotropicka fada [52]:

ACETONITRIL > ETHANOL > DIOXAN > METHANOL > VODA

Teoreticky je mozné pouzit jako mobilni fazi vSechny vodno-organické faze,
ale preferuje se predev$im acetonitril, ktery ma malou viskozitu a diky své chemické
struktufe nevytvari vodikové mustky, ¢imz nevznikd kompetice rozpoustédla a vody
naurovni SP. Acetonitril tedy poskytuje vysokou ucinnost HILIC separace s relativné
nizkym zpétnym tlakem na chromatografické koloné. Koncentrace acetonitrilu v HILIC
modu se pohybuje v rozmezi od 70% do 99% [53].

K ovlivnéni retence analytl se Casto pouziva také pridavek pufru do mobilni faze (jako
nahrada vodné slozky). Retence analytli obvykle klesd se zvySujici koncentraci pufru,
nicméné muize tomu byt 1 naopak. Zavisi to zejména na typu SP a vlastnostech analytu.
Jako vhodné pufry pro HILIC separaci se pouZzivaji chloristany a fosfore¢nany
triethylaminu a sodné soli kyseliny methylfosfore¢né. Pii spojeni HILIC s hmotnostné
spektrometrickou (MS) detekci mohou byt pouzity pouze t€kavé pufry, nejcastéji amonné
soli kyseliny mraven¢i nebo octové. Tyto t€kavé pufry jsou vhodné také pii pouZiti
vysokych koncentraci ACN v mobilni fazi, kdy jiz dochézi ke sraZeni konvencnich pufri.
Obvykla koncentrace pufru je 5 — 50 mM, pii vyss$i koncentraci mize dochazet k jejich
srazeni v chromatografickém systému. Pfi spojeni s MS detekei jsou uzivany podstatné
niz8i koncentrace pufru (0,5 — 5 mM). pH pufru je dalsi z faktord ovliviujici retenci
a selektivitu, nicméné pouze u disociovatelnych analytii. Vybér vhodného pH mobilni faze

tedy zavisi zejména na vlastnostech analytu [3][7][12].
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3.3. Rozpoustédlo vzorku a davkovany objem

Dévkovany objem ma vyznamny vliv na tvar chromatografického piku. Pro HILIC
separaci je zcela klicové davkovat do systému co nejnizsi objem vzorku (jednotky pl)
s ohledem na separacni u¢innost a tvar chromatografickych pikt, které jsou pii vysSich
davkovanych objemech vyrazné zhorSeny.

Rozpoustédlo vzorku také velmi vyrazné€ ovliviiuje separacni Ucinnost a selektivitu
v HILIC modu. Vzorek by mél byt rozpustén v rozpoustédle o stejném nebo podobném
sloZeni jako mobilni faze. Vyssi podil vody vede ke snizeni separacni ucinnosti, snizeni

retence, $tépeni a distorzi chromatografickych piku [54].

3.4. Prehled jednotlivych typit HILIC stacionarnich fazi

Spole¢né s rozvojem hydrofilni interakéni chromatografie v poslednich 10 letech,
se stale vice zvysuje potieba po novych stacionarnich fazich. Stejné jako ve vsech druzich
ovliviiyjici separacni u€innost. Protoze se v poslednich n¢kolika letech na vyvoj novych
typtt SP zamétilo mnoho vyzkumnych skupin a to zejména ve spolupraci s komerénimi
vyrobci analytickych kolon, je v soucasné dobé dostupnych mnoho typid SP s Sirokou
paletou funk¢nich skupin [2].

Tato kapitola zahrnuje tabulky obsahujici piehled vétSiny komeréné dostupnych
HILIC kolon, rozdélenych do tfech zakladnich skupin (neutralni, nabité a zwitteriontové
SP) a zaroven poskytuji zékladni specifikace téchto kolon.

NejcastejSim ,,nosicem* stacionarnich fazi je silikagel (viz dale). Silikagel mize byt
Vv kolonéach bud’ nemodifikovany, nebo je na ném navdzdna funkcni skupina, ktera ovlivni
jeho elektrostatické interakce resp. vysledny naboj staciondrni faze. VéEtSina staciondrnich
fazi je véazéna na silikagelovém zakladu a jsou pfipraveny jako monomerni, nebo
polymerni, tedy s povlakem kovalentné vazanym na silikagel. Zakladni nemodifikované
silikagelové faze ziistavaji populdrni zejména v bio-analytické oblasti. Dal§im pouZivanym
,hosi¢em® jsou polymerni materidaly, které poskytuji vyssi pH stabilitu jak v kyselém
(pH<2,5) tak i v zasaditém prostiedi (pH>6,5). Na druhou stranu polymerni nosi¢e oproti
silikagelu poskytuji nizsi separa¢ni t¢innost pro malé molekuly a zaroven nizsi fyzikalni

stabilitu. Tento typ stacionarni faze je vhodny tedy zejména pro velké molekuly (proteiny
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nebo syntetické polymery). Dal$im ,nosi¢em™ SP mize byt také hybridni materidl,
0 kterém se vice pojednava v kapitole 3.4.5. [2][3][4][8].

3.4.1. Stacionarni faze s nemodifikovanym silikagelem

Vyhodou silikagelu je pfedevsim vysoka fyzikalni stabilita a snadna modifikovatelnost
jeho povrchu funkénimi skupinami. Hlavni nevyhodou silikagelu je nerozpustnost ve vodé
pii pH > 8 a nestabilita kyseliny kiemicité pti pH < 2,5.

Existuji téi typy nemodifikovaného silikagelu: typ A, typ B a typ C. Typ A je ptavodni
univerzalni chromatograficky material, vyrdbény srazenim z roztoki kiemicitan
alkalickych kovu. Byva obvykle znecistén kovy a neni vhodny pro HILIC méd. Typ B je
tvofen sférickymi casticemi silikagelu a obsahuje jen velmi nizké mnozstvi kovovych
necistot. Je relativné stabilni pfi stiednich a vyssich hodnotach pH (az 9). Typ C je "hydrid
silikagelu”. Velka c¢ast (az z 95%) Si-OH povrchovych skupin je zde nahrazena Si-H
skupinami. Vlivem této modifikace se zasadn¢ méni vlastnosti silikagelu, povrch se stava
mén¢ polarni, (obsahuje pouze zbytkové Si-OH skupiny), zvétSuje se rozsah pH stability
(2— 10 i vice) a snizuje se vliv pH mobilni faze na retenci a selektivitu. Takovy material
je idealnim ,,nosi¢em* pro vyrobu kolon specialn¢ pro HILIC méd. Diky existenci téchto
tii typd silikagelu se mohou lisit vlastnosti kolon od riiznych vyrobct (uchovavani,
ucinnost, retencni vlastnosti a tvar pikd). Kolony snemodifikovanym silikagelem
se pouzivaji k separaci malych polarnich ¢astic hlavné ve farmaceutické analyze.

Pro separaci sacharidi, peptidt a proteint je jejich pouziti limitovano [1][2][5][24].
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Obr. 1 - Struktura silikagelu typu C*

! Pievzato a upraveno ze zdroje [5]
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NEMODIFIKOVANY SILIKAGEL

. . PORY POVRCH CASTICE PRUMER DELKA
NAZEV KOLONY VYROBCE pH [A] Im*/g]  [um] [mm] [mm]
Acclaim Mixed-
Mode WAX-1 _
Thermo 25 190 300 3/5 2,1/3/4,6 50/100/150/250
Acclaim Mixed- Scientific 7,5
Mode WCX-1
. Altech /
Altima HP HILIC Grace 1-10 120 230  1,5/3/5 2,1/4,6/7 10/20/33/50/53/150/250
Ascentis Express . . 20/30/50/75/
HILIC (Si) Sigma-Aldrich 100 450 3/5/10 2,1/3/4,6 100/150/250
Atlantis Silica HILIC Waters 1-5 100 330 3/5 1/2,1/3/4,6 30/50/100/150/250
BlueOrchid Knauer 2-8 175 - 1,8 2 30/50/100/150
Epic Silica HILIC ES Industries  1-10 120 350  3/5 2,1/3,2/4/4,6  50/100/150/250
. . Thermo 20/30/50/100/
Hypersil GOLD Silica Scientific 2-8 175 220 1,9/3/5/ 1/2,1/3/4/4,6 150/250
Kitenex HILIC Phenomenex 2-7,5 100 200 1,7/2,6 2,1/3/4,6 30/50/100/150/200/250
Pinnacle DB Silica Restek 2,58 140 - 1,9/3/5 2,1/3/4,6 30/50/75/100/150
Poly GLYCOPLEX PolyLC - - - 3/5/12  2,1/4,6/9,4/21 35/100/200/250
UHP HILIC _'?Z::""Age'a 2-8 100 240 1,9 2,1/3/4,6 30/50/75/100/150
Ultra Silica Restek 2,58 100 - 3/5 2,1/3/4,6 30/50/100/150/200/250
- Altech / 20/30/33/50/
VisionHT HILIC Grace 1-8 120 220  1,5/3/5 1/2/2,1/3/4,6/7 53/100/150/250
Viva Silica Restek 2,58 300 - 5 1/2,1/3/4,6 30/50/100/150/200/250
Zorbax HILIC Plus 95 160  1,8/3,5 2,1/3/4,6 50/100/150
Agilent 0-8
Zorbax Rx-SIL 80 180 5 2,1/4,6 150/250

Tab. 1 - Vlastnosti HILIC kolon s nemodifikovanym silikagelem.”

2 Data pievzata ze zdroji [24][25][27][29][30][31][36][41][42][43][46][47][49]




3.4.2. Staciondrni faze se silikagelem modifikovanym neutrdlnimi funkcnimi skupinami

Neutralni funkéni skupiny nevykazuji kladny ani zdporny néboj v rozmezi hodnot pH.
Tato kategorie zahrnuje Sirokou skéalu funkéné vazanych HILIC staciondrnich fazi (amid,
kyano, diol= dihydroxypropyl, cyklodextrin aj.). I kdyz jsou tyto skupiny neutralni, pii
pH4 — 5, v disledku deprotonace zbytkovych silanolovych skupin, mohou vykazovat
slaby negativni naboj. Nejpouzivanéjsi je SP s navazanou amidovou skupinou. Pouziva se
k separaci monosacharidi, oligosacharidi, peptidi, amoniaku, aminokyselin aj. Obsahuje
molekuly karbamoylu nebo amidu vazanych na sviij povrch prostfednictvim kratkych
alkyld. Nejcastéji pouzivanou kolonou této skupiny je napiiklad Acquity BEH Amide
kolona, ktera ma funk¢ni skupinu navadzanou ptes ethylenovy mustek na hybridnim
,N0si¢i“, nebo TSK-gel Amide 80 kolona obsahujici karbamoylovou funkéni skupinu
navazanou na silikagelovém ,,nosic¢i“. SP s kyano a diol skupinami jsou velmi rozsifené
vV NP chromatografii, ale jejich pouZiti v HILIC modu je stale jeSt¢ omezené. Ob¢ skupiny
jsou monomerni a jsou pifimo pripojeny k povrchu silikagelu ptes alkylovy fetézec
(propyl), na jehoz konci je bud’ hydrofilni 2,3-dihydroxypropylova skupina nebo kyano
skupina. Diol SP nasla vyss$i vyuziti VHILIC médu nez SP s kyano skupinou,
pravdépodobné z divodu vétsiho poctu hydrofilnich dihydroxylovych skupin a mozZnosti
vzniku vodikovych mistkia. I ptfes fakt, ze vykazuji smiseny RP/HILIC retencni
mechanismus, diol SP nasly uplatnéni spiSe v NP modu a jen n€kolik malo diolovych
kolon je pfimo k dispozici pro HILIC. Kyano SP je méné& hydrofilni, postrada schopnost
tvofit vodikové mustky, coZ ma za nasledek nizkou retenci mnoha polarnich latek a tedy
I niz8i vyuziti v HILIC moédu [2][5][7].

Polyhydroxylové a polyvinylalkoholové faze se piipravi potazenim povrchu silikagelu
vrstvou hydrofilniho polymeru, ktery je chranény vyrobnim tajemstvim vyrobce. Vyhodou
polymeru je lepsi stabilita pfi extrémnim pH a niZz§i vliv sekundarnich interakci se

zbytkovymi silanolovymi skupinami [2][5][7].

R, Ry M N\ NN ~
\si/ A —si O/Y\QH _Si/\/\CN
| / P

Ry 0

Obr. 2 - Struktura amid, diol, cyano®

® Pfevzato a upraveno ze zdroje [2]
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MODIFIKOVANY SILIKAGEL - AMID

. . PORY POVRCH CASTICE  PRUMER DELKA
NAZEV KOLONY VYROBCE pH Al  [m¥Yg] [um] [mm] [mm]

. . . 1/1,5/2,1/ 30/33/50/75/
Inertsil Amide GL Science 2-7,5 100 450 3/5 3/4/4.6 100/150/250
SunShell HILIC ChromaNik
Amide Tech.Inc. 2-9 90 150 2,6/5 2,1/3/4,6 30/50/75/100/150
TSKgel Amide-80 Tosoh 275 100 450  3/5 2/4,6 50/100/150/250

8 Bioscience ’ ’
MODIFIKOVANY SILIKAGEL - KYANO PORY POVRCH CASTICE  PRUMER DELKA
NAZEV KOLONY VYROBCE pH Al [m¥Yg] [um] [mm] [mm]
Ascentis Express . . 20/30/50/75/
ES Cyano Sigma-Aldrich - 100 450 3/5 2,1/3/4,6 100/150/250
Epic Cyano ES Industries 1-10 120 350 3/5 2,1/3,2/4/4,6 50/100/150/250
30/50/75/100/
Luna CN Phenomenex 1,5-7 100 400 3/5/10 2/3/4,6 125/150/200/250
Pinnacle DB Cyano 140 1,9/5
Restek 2,5-8 - —F 2,1/3/4,6 30/50/100/150/200/250
Ultra Cyano 100 3/5
MODIFIKOVANY SILIKAGEL - DIOL PORY POVRCH CASTICE  PRUMER DELKA
NAZEV KOLONY VYROBCE pH [A] [mz/g] [um] [mm] [mm]
Acclaim Mixed- Thermo 2,5-
Mode HILIC-1 Scientific 75 120 300 3/5 2,1/3/4,6 50/100/150/250
Epic Diol ES Industries 1-10 120 350 3/5 2,1/3,2/4/4,6 50/100/150/250
. . . 20/30/50/75/
Fortis HILIC Diol Fortis 2-8 100 380 1,7/3/5 2,1/3/4/4,6 100/125/150/250

. ) 1/1,5/2,1/ 30/33/50/75/

Inertsil HILIC GL Science 2-7,5 100 450 3/5 3/4/4.6 100/150/250

. 2,1/3/4,6/
Kromasil HILIC-D Akzo Nobel - 60 540 5 10/21,2/30 50/100/150/250
Luna HILIC Phenomenex 2-7,5 200 200 3/5 2/3/4,6 30/50/100/150/250
Sepax Polar-DIOL Sepax - 120 300 ;/i//zlg/ 2/2,1/4,6 30/50/100/150/250
YMC-Triart Diol-HILIC  YMC 2-10 120 - 1,9/3/5 2/3/4,6 20/30/50/100/150/250

Tab. 2 - Vlastnosti HILIC kolon se silikagelem modifikovanym neutrdlnimi funkénimi skupinami®

* Data pievzata ze zdroju [24][25][28][31-33][35][41][43-44][46-48][51]
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MODIFIKOVANY SILIKAGEL -
OSTATNI

- . PORY POVRCH CASTICE  PRUMER DELKA

NAZEV KOLONY VYROBCE pH (&1  [mYg] [um] [mm] [mm]
Acclaim HILIC-10 Thermo
Jooldrni sk, Scientific 2-8 120 300 3 2,1/3/4,6 50/100/150/250
Ascentis Express . . 20/30/50/75/
OHS5 /pentahydroxyl/ Sigma-Aldrich 20 2.7 2,1/3/4,6 100/150/250
Epic HILIC-HC
/polyhydroxyl/ .

- ES Industries 1-10 120 350 3/5 2,1/3,2/4/4,6 50/100/150/250
Epic HILIC-RP
/polyhydroxyl C18/
Fortis HILIC . 20/30/50/75/
Jhydroxyl/ Fortis 2-8 100 380 1,7/3/5 2,1/3/4/4,6 100/125/150/250
Pinnacle DB IBD Restek 2,58 140 .19 2,1 30/50/100
/patentalkyl/
Sepax Polar-100 120
/PEG/ Sepax - ——— 300 18/2,2/ 2/2,1/4,6 30/50/100/150/250
Sepax Polar-SILICA 60- 3/5/10 e
/hydroxyl/ 2000
Ultra IBD

Restek 2,5-8 100 - 3/5 2,1/3/4,6 30/50/100/150/200/250

/patentalkyl/

Tab. 3 - Vlastnosti HILIC kolon se silikagelem modifikovanym neutralnimi funkénimi skupinami

(pokracovdni)®

® Data prevzata ze zdroju [24][25][31][32][43][44][46][47]
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3.4.3. Stacionarni faze se silikagelem modifikovanym funkcnimi skupinami s nabojem

Silikagel takto modifikovany vykazuje silné elektrostatické interakce a dle druhu
funkéni skupiny je naboj bud’ kladny (modifikace silikagelu amino, imidazolovou popf.
triazolovou skupinou), nebo zdporny (modifikace poly(aspartovou kyselinou), poly(2-
sulfoethylaspartamidem) nebo sulfatovanou S-DVB fazi. Mezi negativné nabité SP miize
byt zahrnut i nemodifikovany silikagel. Typickym piikladem kladné nabitych SP je amino
SP (3-aminopropyl), ktera se Siroce pouziva pro HILIC separace sacharidli, aminokyselin,
peptidt, karboxylovych kyselin, nukleotidl, tetracyklinovych antibiotik aj. Nov¢jsi faze
maji navazanou imidazolovou ¢i triazolovou skupinu a jsou monomerni. Imidazol je
ptipevnén k povrchu silikagelu pies sekundarni amin. Triazol faze pouzivaji 1,2,4-triazol
jako funkéni skupinu, ale neni zvefejnéno, pres kterou ¢ast aromatického kruhu je spojen
se silikagelem. Tyto faze jsou relativné nové, a proto je jejich pouziti v literatuie velmi
omezeno. Dal§imi typy nabitych funkénich skupin pouzivanych v HILIC je naptiklad
poly(2-sulfoethylaspartamid), poly(aspartovi kyselina) a sulfonované S-DVB faze.
Tyto faze se obvykle pouzivaji jako katexy v iontové-vyménné chromatografii. Separace je
zalozena na kombinaci hydrofilni interakce a iontové vymény. Ve srovnani s pozitivné
nabitymi fazemi (amino a polyamin) jsou negativné nabité v HILIC modu mnohem méné

pouzivany [1][2][5][7]

NH2

>Si/\~/\NH2 ‘o—sl/R

N a
7N N

Obr. 3 - Struktura amino,amino, imidazol, triazol®

® Pfevzato a upraveno ze zdroje [2]
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MODIFIKOVANY SILIKAGEL - AMIN

. . PORY POVRCH CASTICE  PRUMER DELKA

NAZEV KOLONY VYROBCE  pH  [A] [m¥g] [um] [mm] [mm]
Epic Amine HD
Epic DEAP ES Industries ~ 1-10 120 350  3/5 2,1/3,2/4/4,6  50/100/150/250
Epic HILIC-PI
Hypersil GOLD Thermo 20/30/50/100/
Amino Scientific 28 175 220 19/3/5  1/2,1/3/4/4,6 150/200/250
Inertsil NH 450 30/33/50/75/100/150/250

2 GLScience 275 100 ———— 3/5 1/1,5/2,1/

InertSustain NH, 350 3/4/4,6 20/30/50/75/100/150/250
Luna NH2 Phenomenex 1,5-11 100 400 3/5/10 1/2/3/4/4,6 30/50/75/100/125/150/250
Syncronis Amino :.ee:ﬂ?.c 2-8 100 320 1,7/3/5 2,1/3/4/4,6  30/50/100/150/250
TSKgel NH,-100 Tosoh 2-75 100 450 3 2/4,6 50/100/150/250

g 2 Bioscience ! !
Ultra Amino Restek 258 100 - 35 3/4,6 30/50/100/150/200/250
MODIFIKOVANY SILIKAGEL “OSTATNI PORY POVRCH CASTICE  PRUMER DELKA

NAZEV KOLONY VYROBCE  pH  [A]  [m¥Yg] [um] fmien] feien]
BioBasic AX Thermo 300 100 5 1/2,1/3/4/4,6 50/100/150/250
/polyethylenimin/ Scientific
Cosmosil HILIC Nacalai ; 130 330 25 1/2/3/4,6 30/50/100/150/250
/triazol/ Tesque

120 300 5

/Eff;':;““C'FL ES Industries  1-10 120 350  3/5 2,1/3,2/4/4,6  50/100/150/250
Hypersil GOLD HILIC ~ Thermo i 20/30/50/100/
Jpolyethylenimin/ Scientific 28 175 220 1,9/3/5 1/21/3/4/46 ¢4 000/250
PolyHydroxyEthyl A ) 60-
POy HydroxyEth) PolyLC 1500 5/12  2,1/4,6/9,4/21 35/100/200/250
Sepax Polar-IMIDAZOL i 1,8/2,2/3 2/2,1/4,6/
ity Sepax 120 300 o0 Tojsiayso  30/50/100/150/250

Tab. 4 - Vlastnosti HILIC kolon se silikagelem modifikovanym funkcnimi skupinami s ndbojem’

" Data prevzata ze zdroju [24][25][31][33][35][39][41-44][47][48]
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3.4.4.HILIC stacionarni faze se silikagelem modifikovanym zwitteriontovymi skupinami

Zwitteriontové (ZIC) SP vykazuji slabé elektrostatické interakce, jelikoz obsahuji
na svém povrchu aktivni vrstvu s navazanou siln¢ kyselou sulfonovou kyselinou a silné
bazickou kvartérni amoniovou soli (1:1). Diky této staciondrni fazi je mozno analyzovat
kyselé i bazické latky. Typickym ptikladem je sulfobetainova skupina, ktera byla ptivodné
vyvinuta pro separaci anorganickych soli a malych iontovych sloucenin, diky ¢emuz bylo
zjisténo, ze sulfobetain na povrchu polymeru silné vaze vodu. Jednd se o polymer S 3-
sulfopropyl-dimethylalkylammoniovou skupinou na poréznim ¢i polymernim silikagelu.
Vyvézenost kyselych a zéasaditych skupin zplsobuje, ze povrchovy naboj je zdanlivé
nulovy. Vlivem zéporné¢ho néboje sulfonové kyseliny na spodnim konci fetézce, mize
vznikat interakce s kladn¢ nabitymi latkami a vlivem kladné nabité kvartérni amoniové
skupiny na hornim konci fetézce interakce se zaporn€ nabitymi latkami. Druhym typem
zwitteriontové funkéni skupiny je skupina fosforylcholinovad. Opét je tento typ stacionarni
faze zalozen na polymeru s obojetnou skupinou fosforylcholinu na jeho povrchu.
Hlavni rozdil mezi témito dvéma skupinami je v poloze naboje. U sulfobetainu se
negativné nabita sulfonatova skupina nachazi na spodnim konci fetézce a u fosfocholinu je
na spodnim konci fetézce kladné nabitd kvarterni amoniova skupina. N&kteti vyrobci

vyrabi i kolony s vlastni zwitteriontovou modifikaci a to pomoci smési polarnich skupin

[11[2][5][7][24].

.N«N\/:1</\/sos

Obr. 4 - Struktura sulfobetain®
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Obr. 5 - Struktura fosfocholin®
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Obr. 6 - Struktura Obelisc N®

8 Pfevzato a upraveno ze zdroje [2]
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MODIFIKOVANY SILIKAGEL - Sulfoalkylbetain PORY POVRCH CASTICE PRUMER DELKA

NAZEV KOLONY VYROBCE pH [A] [m’*/g]  [um] [mm] [mm]
BlueSphere I Knauer 2-8,5 100 320 2 2 30/50/60/100/
EuroSphere I ’ 3/5 2/3/4/4,6/8  120/125/150/250/300
Macherry- 30/50/75/100/
Nucleodur HILIC Nagel 2-8,5 110 340 1,8/3/5 2/3/4/4,6 125/150/250
MODIFIKOVANY SILIKAGEL -OSTATNi R sevEEY STER R ST
NAZEV KOLONY VYROBCE pH [A] [m*/g] [um] [mm] [mm]
Obelisc N /patent/ SIELC 35 100 - 2/5/10 ggfﬁf{;ﬁ;/ 10/25/50/100/150/250
Reprospher HILIC A i 75/100/125/150/
e Watrex 100 350 5/10  2/3/4/4,6 200/250/300
f;q%‘:;;;rzl'df;'k"/'L'c 3-8 100/200 180 3,5/5  2,1/46
S ‘Zlc e erc 20/50/100/150/250
eQuan -C
/fosforylcholin/ ) 100 ) 3 2/4,6
Syncronis HILIC Thermo 2-8 100 320 1,7/3/5 2,1/3/4/46  30/50/100150/250
/ZIC/ Scientific
PLYMERN' FAZE : PORY POVRCH CASTICE PRUMER DELKA
NAZEV KOLONY VYROBCE PH  [A] im*g]l [um]  [mm] [mm]
Reprospher HILIC P ) 75/100/125/150/
ot Watrex 100 350 5/10  2/3/4/4,6 200/250/300
SeQuant ZIC-pHILIC _ _ _
e obetony Merc 2-10 5 2/4,6 20/50/100/150/250

Tab. 5 - Vlastnosti HILIC kolon se silikagelem modifikovanym zwitteriontovymi funkénimi skupinami®

® Data prevzata ze zdrojii [24][25][36-38][45][47][50]
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3.4.5. Hybridni staciondrni faze s ethylenovymi mistky (BEH — Ethylen Bridged Hydbrid)

BEH stacionarni faze byly prvni komer¢né dostupné SP pro UHPLC. Mezi silanolové

skupiny jsou vlozeny hybridni ethylenové mistky (viz Obr. 7), které zvySuji mechanickou

(max. zpétny tlak 15000 PSI) a chemickou odolnost (Siroky rozsah pH). pH stabilita téchto

SP v alkalické oblasti je cca do pH 12, v kyselé oblasti maji tyto kolony stabilitu zavislou

na pouzitém ligandu (nejcastéji v oblasti pH 1-2). Dalsi nespornou vyhodou je jejich

odolnost vici jevu zvanému ,.krvaceni kolony* (angl. bleeding), neboli vymyvani ligandu

z nosné faze. V soucasné dobé¢ je jiz na trhu cela skala HILIC UHPLC kolon se vSemi

obvyklymi ligandy [4].
Surface ¢ S H .
i
. _S._ _S__Si__S.__S__S__S___
(o] | (@) I (o] I o/ o I o l (o] ] O
6 b oWl 6 o O
S s B § %> - ot = R ]
Lo SNV | = B A [ ) s
Wall HL—Gh o le) o o o
Obr. 7 - Struktura BEH
_ ) PORY POVRCH CASTICE PRUMER DELKA
NAZEV KOLONY VYROBCE pH Al [m¥g]  [um] [mm] [mm]
Aquity BEH Amide 2-11 17
Aquity BEH HILIC 1-9 ’ 30/50/100/150/250
- - Waters 130 185 — 1/2,1/3/4,6
Xbridge Amide 2-11 3,5
Xbridge HILIC 1-9 2,5/3,5/5 30/50/75/100/150/250

Tab. 6 - Vlastnosti kolon s BEH™!

19 pievzato ze zdroje [22]
" Data ptevzata ze zdroje [49]
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3.4.6.HILIC staciondrni faze s casticemi s pevnym jadrem

Povrchové porézni castice (syn. Core shell, Fused-Core, SPP, Core Enhanced
Technology) se skladaji z pevného jadra o primeéru asi 1,7 um a porézni silikagelové
slupky o hloubce asi 0,5 um (tyto rozméry se lisi podle vyrobce). Obvykle maji kolony
pramér 2,7 um a pracuji pii béznych tlacich (max. asi 6000 PSI), jsou tedy kompatibilni
s vétsSinou HPLC systému. V jejich porech dochazi k difuzi analytii a pfenosu hmoty.
Jelikoz celkovy prumér Castic je 2,6 pum, negeneruji tyto Castice v kolon¢ tak veliky
odpor jako ,,sub-2 ¢astice”. Pfitom je hloubka porézni slupky srovnatelna s primérem
,»Sub-2 ¢astic*. To se projevi ve srovnatelnych separaénich vlastnostech nebo-li
ve srovnatelné Gcinnosti a rozliSeni v porovnani s UHPLC. To, Ze analyzovana latka
nedifunduje diky rigidnimu jadru skrz celou castici, zpusobi rychlejsi analyzu pfi
zachovani parametrii separace. Proto je tento druh SP oblibenou alternativou UHPLC.
Od roku 2010 bylo vyddno mnoho praci, které potvrzuji, Ze kolony s povrchoveé

poréznimi ¢asticemi nasly v praxi vysoké uplatnéni, a Ze jsou jejich separacni ucinnost

témef srovnatelné se ,,sub-2 ¢asticemi® [22][23].

CORE SHELL

. ) PORY POVRCH CASTICE PRUMER DELKA
NAZEV KOLONY VYROBCE pH  [A]  [m%/g] [um] [mm] [mm]
Accucore 150-Amide
HILIC Thermo 130
Accucore HILIC Scientific 2-8 80 2,6 2,1/3/4,6 30/50/100/150/250
Accucore Urea HILIC 150
BlueShell Knauer 2-8 80 130 2,6 2 30/50/100/150
Brownlee SPP HILIC Perkin Elmer 2-9 90 - 2,7 2,1/4,6 50/100/150
HALO HILIC
Advanced
HALO Penta-HILIC
Materials 2-9 90 150 2,7/5 1/2,1/3/4,6 ig{)?;cl)é?)%;%/
HALO-5 HILIC Technology
HALO-5 Penta HILIC
NucleoShell HILIC Macherry-
Jsulfoalkylbetain/ Nagel 2-8,5 90 - 2,7 2/3/4/4,6 50/100/150
SpeedCore Fortis - 80 140 2,6 2,1/3/4,6 30/50/100/150

Tab. 7 - Vlastnosti kolon s povrchové poréznimi éasticemi

3.4.7.Kolony s monolitickou staciondrni fazi

12 Data prevzata ze zdrojit [24][25][32][34][36][37][40][47]

=25 -
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Na rozdil od konvenénich stacionarnich fazi, které jsou tvofeny jednotlivymi
¢asticemi sorbentu o definované velikosti, monolitické HPLC kolony tvoii jediny kus
porovitého materialu (silikagelu nebo polymeru), ktery zcela zapliiuje vnitfek separacni
kolony. Monolity tedy neobsahuji prostory mezi ¢asticemi, kterymi by protékala
mobilni faze, ale mobilni faze protéka pory monolitu, které jsou mnohem vétsi nez
bézné prostory mezi naplnénymi ¢asticemi. Generovany zpétny tlak téchto kolon je tedy
podstatné nizsi [22].

Existuji dva typy monolitickych SP. Prvnim typem jsou kolony s obsahem
materidlu odvozeného od silikagelu. Tyto SP maji dva typy péra: a) velké pory
(makrospory) majici velikost 2 um zajistuji rychly konvektivni tok mobilni faze
monolitem a vyznamné zrychluji pfenos hmoty mezi mobilni a stacionarni
fazi; b) stredné velké pory (mezopory) o velikosti 2 - 50 nm poskytuji monolitu
dostatecn¢ veliky povrch a tim vysokou separacni kapacitu. V HILIC se pouzivaji
k separaci malych organickych iontd a 1é¢iv. Modifikaci silikagelu polyakrylamidem
ziskavaji kolony vyssi stabilitu a vyssi retenéni schopnosti. Jsou pouzivany pro separaci
nukleovych bazi [5][22].

Druhy typ SP monolitickych kolon je zalozen na organickych polymernich
strukturach, které obsahuji makropory a velmi malé mnozstvi mezoporii. Z toho diivodu
se hmota pfesouvd hlavné proudénim a méné difuzi. Tato struktura umoziuje
provozovani monolit pii zna¢né vysokych pratokovych rychlostech mobilnich fazi bez
zna¢ného zvySeni zpétného tlaku a bez ztraty separacni G€innosti. Tento typ SP se spise
uziva pro separaci makromolekul (bilkovin, syntetickych polymertl) nez pro separaci
malych molekul [23][27].
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3.5. Hodnoceni vysledki a retenéniho mechanismu

Retencni faktor k'

Je jednou ze zakladnich chromatografickych veli¢in. Kvalitni separace je zajisténa,
je-lik > 1.
k™= (tgi- tm) / (tm)

trj = retencni Cas analytu i

tw = mrtvy Cas systému, tj. Casovy interval od zacatku néstfiku vzorku, do okamziku detekce

Vyvhodnoceni retence v zavislosti na riuzném slozeni mobilni fdze

K vyhodnoceni retence se vychazi z experimentalné namétenych hodnot reten¢niho

Casu resp. retenéniho faktoru a pouziva se zavislost

k'=f(%W) nebo k'=f(c)

%W = objemovy podil ACN v mobilni fazi
¢ = koncentrace pufru

Vyhodnoceni selektivity

Rozdil v selektivité¢ se vyjadiuje jako zavislost reten¢niho faktoru dané latky,
pfi dvou riznych podminkéch (rizné analytické kolony a rizné pH). S pouzitim linearni

r 1z s v s . 2 ; vro 1 ;
regrese se ziskava korela¢ni koeficient I'". Rozdil se pak pocita pomoci vzorce:
2
s’=1-r

Pokud se hodnoty s? blizi nule, pak je pifi obou testovanych podminkach shodna

selektivita. Pokud se naopak hodnoty blizi jedné, pak je selektivita odlisna. Selektivita
byla porovnavana bud’ pro jednu kolonu s pouzitim dvou riiznych typti mobilni faze,

nebo pro dvé rizné stacionarni faze.
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Vyhodnoceni retencniho mechanismu

Khodnoceni HILIC retenéniho mechanismu se pouzivaji dvé rovnice,
které popisuji Cisté absorpéni nebo rozdélovaci proces. Lin-log grafy se pouzivaji pii

hodnoceni procesu déleni a log-log grafy pti hodnoceni adsorp¢niho procesu.

Retence v RP mddu je zalozena na rozdélovacim procesu a je popisovana rovnici:

log k’=f(% W)

%W = objemovy podil vodné slozky v mobilni fazi

Adsorpéni mechanismus je vztah mezi reten¢nim faktorem a objemovou frakci
silngj§iho rozpoustédla v mobilni fazi. Tento mechanismus je typicky pro NP

chromatografii a je popsana nasledovné:

log k’=flog ( % W)

%W = objemovy podil vodné slozky v mobilni fazi

Na zakladé téchto dvou rovnic, jsou sestrojeny grafy zavislosti, které pomahaji

popisovat HILIC retenéni mechanismy. Oba mechanismy jsou hodnoceny pomoci

ktivek linearni regrese [6][7].
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3.6. Vlastnosti pouzitych analyta

Atenolol - kardioselektivni PB-blokator pouzivany jako antihypertenzivum, také se
uplatnuje Vv 1écbe ischemické choroby srdecni (angina pectoris, prevence infarktu
myokardu) a poruch srde¢niho rytmu [15][16].

Metoprolol - kardioselektivni B-blokator pouzivany jako antihypertenzivum, také se
uplatiiuje v 1é¢bé ischemické choroby srde¢ni (angina pectoris, prevence infarktu
myokardu) a poruch srde¢niho rytmu [15][16].

Propranolol - neselektivni B-blokator pouzivany jako antihypertenzivum. Ma také
mirné anxiolytické ucinky [15][20].

Adenin — heterocyklickd sloucenina purinového skeletu. Dusikata nukleova baze. Je
zakladem pro syntézu ATP. Pfi syntéze DNA je komplementarni s thyminem a pfi
syntéze RNA s uracilem [15][16].

Cytosin — 2-hydroxy-4-aminopyridin. Je to druh pyrimidinové nukleové baze obsazené
v nukleotidech a nukleovych kyselinach [15].

Guanin — 2-amino-6-hydroxypurin. Druh purinové baze obsazené v nukleotidech a
nukleovych kyselinach [15].

Uracil — 2,4-dihydroxypyrimidin. Pyrimidinova baze v nukleotidech a RNA [15].
Farnesol - seskviterpenicky alkohol pfitomny v silicich kvéta lipy, jasminu nebo
pomerance [15].

Kofein - methylxantin obsazeny vkavé a c¢aji. Ma stimula¢ni G¢inky na CNS.
Ve farmacii je pouzZivan jako adjuvantni slozka ve viceslozkovych 1é¢ivych ptipraveich
k 1é¢bé bolesti a migrén [15].

Kreatinin - latka vznikajici ve svalech z kreatinu. Vysetfenim clearence kreatininu
stanovime glomerularni filtraci. Timto testem se zjiSt'uje mira funk¢nosti ledvin, jelikoz
koncentrace kreatininu se odrazi v krvi [15].

Nikotinamid - amid kyseliny nikotinové, ktery se téZ nazyva vitamin Bz (nebo niacin,
popft. vitamin PP). Je soucasti fady enzymt. Ve vyssich davkach jako 1€k rozsifuje cévy
a snizuje hladinu cholesterolu v krvi [15][16].

Paracetamol - je derivat fenacetinu. Chemicky nazev je acetaminofen. Bézné se

pouziva jako mirné analgetikum a antipyretikum [15].
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Pyridoxin - synonymum vitamin Bg. Uginna forma je pyridoxalfosfat. Dulezity pro
fadu enzymu a krvetvorbu- koenzym klicového enzymu pro syntézu hemu. Podili se na
metabolismu homocysteinu. Dal$imi derivaty jsou pyridoxal a pyridoxamin [15].
Theophylin — 1,3-dimethylxanthin. Alkaloid obsaZzeny v listech Caje. Ma podobné
ucinky jako kofein. Stimulant CNS. Lécebné se vyuziva jeho ucinek na uvolnéni
broncht v terapii astma bronchiale [15].

Tyrosol - fenolicka slou¢enina ptirozené se vyskytujici ve viné a panenském olivovém
oleji. Pii studiich in vitro vykazuje vyrazny antioxida¢ni uc¢inek [14][18].

Askorbova kyselina - synonymum vitamin C. Dilezity pro spravnou funkci a stavbu
pojivovych tkani (vaziva), Cinnost fady enzymi a metabolismus latek. Je silnym
antioxidantem, jehoZ zdrojem je ovoce a zelenina. Je esencidlni pro primaty a morcata
[15].

p-Anisova kyselina — 4-metoxybenzoova kyselina pfirozené se vyskytujici v anyzu s
antiseptickym ucinkem. Pfi syntéze slozitéjSich organickych molekul se ¢asto objevuje
jako meziprodukt [15].

2,3-dihydroxybenzoova kyselina - latka chemicky blizka kyseliné salicylové [15].
p-hydroxybenzoova Kkyselina - izomer kyseliny salicylové. Jeji estery jsou ozna¢ovany
jako parabeny (methyl-, ethyl-) apouzivaji se jako protiplisiové konzervanty
ve farmacii a potravinaistvi [15].

Ferulova kyselina - tzv. hydroxyskoficova kyselina. Pomoci esterové vazby je vazana
k hemiceluldze jako soucast potravinové vlakniny [15][19].

Gallova kyselina- s gluk6zou tvoii tanin (ester), ktery ma adstringentni Gcinek a je
vyuzivan V terapii nespecifickych prijmi ¢i na lokalni poranéni [15].

Gentisova kyselina - latka chemicky blizka kyseliné salicylové. Jeji sodna sil se
pouziva v terapii bolesti jako analgetikum, antipyretikum a antirevmatikum [15].
Kavova kyselina — tzv. hydroxyskoficova kyselina s fenolickou a akrylovou skupinou.
Pfitomna ve vSech rostlinach. Dulezita slozka biosyntézy ligninu, jakozto
Salicylova Kkyselina — prekurzor syntézy Kyseliny acetylsalicylové. V koznim 1ékatstvi
se vyuziva jejich keratolytickych a keratoplastickych vlastnosti [20].

Sinapova Kkyselina - tzv. hydroxyskoficova kyselina. Alkaloid sinapin obsaZeny

v semenech hoicice je ester cholinu a kyseliny sinapové [19].
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Syringova kyselina - jednoducha fenolicka kyselina obsazena napft. v hroznech a v oleji

palmy Acai [19].

Sikimova Kkyselina - je charakteristicky meziprodukt biosyntézy mnoha aromatickych

latek, zejména aminokyselin fenylalaninu a tyrosinu [15].

Vanilova kyselina - fenolicka kyselina, ktera je meziproduktem v procesu syntézy

vanilinu z kyseliny ferulové. Obsazena v hroznech a ve viné [19].

trividlni nazev log P ("’(5:) (’[’)l;::) [g.rl:wnc;l‘l] trividlni nazev log P (T(I;sa) (f:;:) [g.nl\:lél'l]
Atenolol 0,34 13,88 9,43 266,34 Tyrosol 0,85 10,17 - 138,16
Metoprolol 1,63 13,89 9,43 267,36 Askorbova k. -2,78 4,09 - 176,12
Propranolol 2,90 13,84 9,50 259,34 p-Anisova k. 1,78 4,47 - 152,15
Adenin 2,13 9,42 ; 135,13 | %3-Dihydroxy 1,62 2,96 ; 154,12
benzoova k.
Cytosin 1,96 9,00 418 | 111,10 b‘::z“’:::“,’af“{(. 1,40 4,57 ; 138,12
Guanin -0,96 9,63 3,40 151,13 Ferulova k. 0,96 4,58 - 194,18
Uracil -1,04 8,95 -4,19 112,09 Gallova k. 0,53 4,33 - 170,12
Farnesol 4,83 14,69 - 222,37 Gentisova k. 1,39 3,01 - 154,12
Kofein -0,63 0,52 - 194,19 Kavova k. 0,66 4,58 - 180,16
Kreatinin -0,80 6,89 - 113,12 Salicylova k. 2,01 3,01 - 138,12
Nikotinamid -0,37 14,83 3,54 122,12 Sinapova k. 1,00 4,53 - 224,21
Paracetamol 0,48 9,86 1,72 151,16 Syringova k. 1,28 4,33 - 198,17
Pyridoxin -0,83 9,63 5,01 169,18 Sikimova k. -2,22 4,48 - 174,15
Theophylin -0,28 8,60 1,64 180,16 Vanilova k. 1,30 4,45 - 168,15

Tab. 8 - Vlastnosti testovanych analyti™

13 Data ptevzata ze zdroje [21]
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4. Experimentalni ¢ast
4.1. Pouzité chemikalie

atenolol (99%), metoprolol (>98%), propranolol (>99%), adenosin (>99%), cytosin
(>99%), guanin (>99%), uracil (>99%), farnesol (smes izomerd- 95%), kofein (>98%),
kreatinin (>98%), nikotinamid (>98%), paracetamol (>97%), pyridoxin (>98%),
theophylin (>97%), tyrosol (>98%), askorbova kyselina (>99%), p-anisova kyselina
(>99%), 2,3-dihydroxybenzoova kyselina (>99%), p-hydroxybenzoova kyselina
(>99%), ferulova kyselina (>99%), gallova kyselina (>98%), gentisova kyselina
(>98%), kavova kyselina (>98%), salicylova kyselina (>99%), sinapova kyselina
(>98%), syringova kyselina (>95%), Sikimova kyselina (>99%), vanilova
kyselina (>97%).

Vsechny standardy byly zakoupeny u spoleénosti Sigma- Aldrich, CR

Chemikalie:

— Acetonitril Chromasolv for HPLC — Sigma- Aldrich, CR

— Hydroxid amonny (>25%) — Sigma- Aldrich, CR

— Kyselina octova (>99%) — Sigma- Aldrich, CR

— Methanol Chromasolv for HPLC — Sigma- Aldrich, CR

—  Octan amonny (>98%) — Sigma- Aldrich, CR

— Ultracista voda z Millipore MilliOrg — Millipore Corp., USA

4.2. Pristrojové vybaveni

UltiMate 3000 RS (Dionex, Sunnyvale, CA, USA) slozeny z:
o UltiMate 3000 RS Pump
o UltiMate 3000 RS Autosampler
o UltiMate 3000 RS Diode Array Detektor
o UltiMate 3000 RS Column Compartment
— Analytické vahy Santorius 2004 MP, Santorius, Némecko
— Vakuova pumpa a filtracni zatizeni Millipore, MilliporeCorp., USA
— Automatické pipety se $pi¢kami Biohit, Fischer Scientific, CR
— Laboratorni pH metr Hanna, Fischer Scientific, CR
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4.3. Priprava zasobnich roztoki

Zasobni roztoky byly pfipravovany rozpusténim 5 mg standardu v5 ml
rozpoustédla (ACN, voda, nebo jejich smés 1:1- viz Tab. 9) s vyjimkou standardu
guaninu, jehoZ zasobni roztok byl pfipraven rozpusténim 0,5 mg v5 ml vody

s ptidavkem 100 ul NH,OH.

analyt rozpoustédlo analyt rozpoustédlo
Atenolol ACN Tyrosol ACN
Metoprolol ACN Askorbova k. ACN : VODA
Propranolol ACN p-Anisova k. ACN
Adenosin ACN : VODA 2,3-Dihydroxy ACN
benzoova k.
. p-Hydroxy
ACN . ACN
Cytosin ¢ benzoova k. ¢
. 5 ml VODA + ,
Guanin 100 I NH,OH Ferulova k. ACN
Uracil ACN : VODA Gallova k. ACN
Farnesol ACN Gentisova k. ACN
Kofein ACN Kavova k. ACN
Kreatinin ACN : VODA Salicylova k. ACN
Nikotinamid ACN Sinapova k. ACN
Paracetamol ACN Syringova k. ACN
Pyridoxin VODA Sikimova k. ACN : VODA
Theophylin ACN Vanilova k. ACN

Tab. 9 — Rozpoustédla pouzitd pro pripravu zasobnich roztokii jednotlivych analytii

4.4. Priprava pracovnich roztoki

Pracovni roztoky byly pfipravovany v ¢as potieby postupnym fedénim zasobnich
roztoki na koncentraci 10 mol/l, 10" mol/I nebo 10°® mol/I.

Koncentrace 10 mol/l byla pouzita pro méfeni u analytd: atenolol, askorbova kyselina,

farnesol, kreatinin, metoprolol, propranolol a pyridoxin.

Koncentrace 10° mol/l byla pouzita pro méfeni u analyti: adenosin, cytosin,

dihydroxybenzoové kyselina, p-hydroxybenzoova kyselina, ferulovad kyselina, gallova
kyselina, gentisova kyselina, guanin, kavova kyselina, kofein, nikotinamid,
paracetamol, salicylovd kyselina, sinapova kyselina, syringova kyselina, Sikimova
kyselina, theophylin, tyrosol, uracil, vanilova kyselina.

Koncentrace 10 mol/l byla pouzita pro m&feni u kyseliny p-anisové.
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4.5. Priprava vodnych sloZek mobilnich fazi

0,5 mM roztok octanu amonného o pH = 4.8 byl pfipravovan desetinasobnym

ziedénim pfipraveného 5 mM roztoku octanu amonného o pH = 4,8. Do 250 ml
odmérné banky bylo napipetovano 25 ml 5 mM roztoku octanu amonného a doplnéno
po rysku. V ptipadé potieby bylo pH upraveno roztokem amoniaku nebo kyselinou
octovou.

5 mM roztok octanu amonného o pH = 4,8 byl pfipravovan napipetovanim 71,3 pl

koncentrované kyseliny octové do kadinky obsahujici piiblizn¢ 200 ml vody. Za stalého
michani byl pipetou po kapkdch pfidavan vodny roztok amoniaku, dokud nebylo
dosazeno pH 4,8. Nasledn¢ byl roztok kvantitativné preveden do 250 ml odmérné banky
a doplnén po rysku.

50 mM roztok octanu amonného o pH = 3.8 byl pfipravovan napipetovanim 713 pl

koncentrované kyseliny octové do kadinky obsahujici ptiblizné 200 ml vody. Za stalého
michani byl pipetou po kapkach ptiddvan vodny roztok amoniaku, dokud nebylo
dosazeno pH 3,8. Nasledné byl roztok kvantitativné preveden do 250 ml odmérné banky
a doplnén po rysku.

50 mM roztok octanu amonného o pH = 4.8 byl pfipravovan napipetovanim 713 pl

koncentrované kyseliny octové do kadinky obsahujici ptiblizn€ 200 ml vody. Za stalého
michani byl pipetou po kapkach ptidavan vodny roztok amoniaku, dokud nebylo
dosazeno pH 4,8. Nasledné byl roztok kvantitativné preveden do 250 ml odmérné banky
a doplnén po rysku.

50 mM roztok octanu amonného o pH = 6.8 byl pfipravovan napipetovanim 713 pl

koncentrované kyseliny octové do kadinky obsahujici pfiblizn€ 200 ml vody. Za stalého
michani byl pipetou po kapkach ptfiddvan vodny roztok amoniaku, dokud nebylo
dosazeno pH 6,8. Nasledné byl roztok kvantitativné pfeveden do 250 ml odmérné banky
a doplnén po rysku.

200 mM roztok octanu amonného o pH = 4.8 byl pfipravovan napipetovanim

2,852 ml koncentrované kyseliny octové do kadinky obsahujici ptiblizné¢ 200 ml vody.
Za stalého michani byl pipetou po kapkach pfiddvan vodny roztok amoniaku, dokud
nebylo dosazeno pH 4,8. Nasledn¢ byl roztok kvantitativné pfeveden do 250 ml

odmérné banky a doplnén po rysku.
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4.6. Vlastni méreni

Meteni bylo provedeno za izokratické eluce. Pritok mobilni faze byl nastaven
na0,7 ml/min pro kolonu Luna HILIC (diol) a 0,3 ml/min pro kolonu
Ascentis ES Cyano. Teplota na koloné byla nastavena 30°C a v autosampleru na 4 °C.
Nastiik na kolonu Luna HILIC (diol) byl 5 ul a na kolonu Ascentis ES Cyano 3 pl.

Detekce byla provadéna pomoci PDA detektoru pti vinové délce 245 nm.

4.7. Pouzité kolony
— Luna HILIC (diol) (3 pm, 100 x 3,0 mm)
— Ascentis ES Cyano (3um, 100 x 2,1 mm)

4.8. Schéma experimentii
UHPLC SYSTEM UltiMate 3000 RS (Dionex, Sunnyvale, CA, USA)

Kolona Luna HILIC (diol) / Kolona Ascentis ES Cyano

Testované analyty:

atenolol, metoprolol, propranolol, adenosin, cytosin, guanin, uracil, farnesol, kofein,
kreatinin, nikotinamid, paracetamol, pyridoxin, theophylin, tyrosol, askorbova kyselina,
p-anisova kyselina, dihydroxybenzoova kyselina, p-hydroxybenzoova kyselina, ferulova
kyselina, gallova kyselina, gentisova kyselina, kavova kyselina, salicylova kyselina,

sinapova kyselina, syringova kyselina, Sikimova kyselina, vanilova kyselina

Pouzité mobilni faze:

0,5 mM AcAm pH =4,8

5mM AcAmpH =48

50 mM AcAm pH = 3,8

50 mM AcAm pH =4,8

50 mM AcAm pH =6,8

200 mM AcAm pH=4,8

Koncentrace acetonitrilu 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 85, 90, 95%

Ultradista voda
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5. Vysledky a diskuze

5.1.

Vyhodnoceni retence analyti v zavislosti na koncentraci ACN

VvV mobilni fazi

Retence byla hodnocena u deseti vybranych analytd (viz Tab. 10). Mobilni faze

obsahovala rizné mnozstvi acetonitrilu v rozsahu 5 — 95% a konstantni koncentraci

pufru. Jako pufr byl pouzit 50 mM octan amonny 0 pH 4,8. K vyhodnoceni retence

analytl v zavislosti na koncentraci byla pouzita lin-lin zavislost - k'= f (%W)

(kapitola 3.5.). Grafy byly sestrojeny pro skupiny analyti rozdélenych dle jejich

acidobazickych vlastnosti. Reten¢ni faktor k'je uveden v tabulkach.

latka / % ACN 5 10 15 20 30 40 50 60 70 80 85 20 95
atenolol 0,164 | 0,141 | 0,133 | 0,124 | 0,124 | 0,146 | 0,178 | 0,244 | 0,383 | 0,777 | 1,277 | 2,619 | 9,756
propranolol | 1,900 | 1,105 | 0,711 | 0,476 | 0,265 | 0,182 | 0,142 | 0,133 | 0,177 | 0,343 | 0,549 | 1,079 | 3,440
adenin 0,350 | 0,285 | 0,236 | 0,197 | 0,157 | 0,153 | 0,168 | 0,211 | 0,308 | 0,518 | 0,727 | 1,195 | 2,661
cytosin 0,115 | 0,106 | 0,107 | 0,099 | 0,099 | 0,111 | 0,139 | 0,195 | 0,309 | 0,559 | 0,801 | 1,339 | 3,149
nikotinamid | 0,246 | 0,193 | 0,160 | 0,133 | 0,106 | 0,096 | 0,098 | 0,108 | 0,145 | 0,207 | 0,253 | 0,325 | 0,474
pyridoxin 0,351 | 0,358 | 0,355 | 0,355 | 0,342 | 0,335 | 0,339 | 0,332 | 0,360 | 0,456 | 0,551 | 0,760 | 1,347
theophylin 0,134 | 0,112 | 0,098 | 0,077 | 0,061 | 0,054 | 0,052 | 0,058 | 0,084 | 0,130 | 0,166 | 0,223 | 0,360
gentisova k. | 0,196 | 0,138 | 0,096 | 0,056 | 0,013 | -0,005 | -0,012 | -0,002 | 0,031 | 0,091 | 0,160 | 0,276 | 0,575
sikimova k. | -0,006 | -0,008 | -0,009 | -0,014 | -0,010 | 0,004 | 0,034 | 0,119 | 0,351 | 1,113 | 2,294 | 5,739 -
vanilova k. 0,286 | 0,224 | 0,177 | 0,134 | 0,085 | 0,057 | 0,044 | 0,052 | 0,102 | 0,259 | 0,437 | 0,881 | 1,840
Tab. 10 — Hodnoty retencnich faktorii (k') v zavislosti na koncentraci acetonitrilu
kolona Luna HILIC (diol)
latka / % ACN 5 10 15 20 30 40 50 60 70 80 85 920 95
atenolol 5,114 | 2,470 | 1,431 | 0,964 | 0,634 | 0,556 | 0,584 | 0,705 | 1,017 | 1,901 | 3,109 | 6,783 | 29,333
propranolol | 2,202 | 1,150 | 0,825 | 0,707 | 0,613 | 0,610 | 0,601 | 0,664 | 0,869 | 1,537 | 2,564 | 5,760 | 25,112
adenin 2,678 | 1,322 | 0,747 | 0,532 | 0,243 | 0,134 | 0,123 | 0,126 | 0,172 | 0,291 | 0,420 | 0,717 | 1,984
cytosin 0,451 | 0,332 | 0,258 | 0,204 | 0,109 | 0,069 | 0,048 | 0,068 | 0,123 | 0,259 | 0,424 | 0,854 | 3,094
nikotinamid | 1,817 | 1,079 | 0,721 | 0,491 | 0,267 | 0,202 | 0,142 | 0,155 | 0,169 | 0,217 | 0,259 | 0,326 | 0,501
pyridoxin 1,035 | 0,718 | 0,520 | 0,349 | 0,253 | 0,188 | 0,158 | 0,154 | 0,180 | 0,239 | 0,332 | 0,436 | 0,903
theophylin 4,382 | 2,075 | 1,113 | 0,696 | 0,348 | 0,226 | 0,156 | 0,142 | 0,160 | 0,177 | 0,204 | 0,247 | 0,342
gentisova k. | 1,465 | 0,782 | 0,454 | 0,291 | 0,169 | -0,042 | -0,109 | -0,145 | -0,157 | -0,163 | -0,162 | -0,154 | 0,006
sikimova k. | 0,131 | 0,073 | 0,029 | -0,006 | -0,067 | -0,122 | -0,158 | -0,168 | -0,153 | -0,083 | 0,102 | 1,076 | 11,102
vanilova k. 3,965 | 2,182 | 1,349 | 0,911 | 0,518 | 0,266 | 0,167 | 0,109 | 0,088 | 0,125 | 0,217 | 0,478 | 1,291

Tab. 11 — Hodnoty retencnich faktori (k') v zavislosti na koncentraci acetonitrilu

kolona Ascentis ES Cyano
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Graf 2 - Zavislost retencniho faktoru (k’) bazickych latek na koncentraci acetonitrilu

kolona Ascentis ES Cyano
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Graf 4- Zavislost retencniho faktoru (k') neutrdlnich latek na koncentraci acetonitrilu

kolona Ascentis ES Cyano
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Z vyse uvedenych grafu je patrné, ze bazické analyty na obou kolonach vykazovaly
typické HILIC chovani, retence rostla se zvySujicim se procentudlnim obsahem ACN
vV mobilni fazi. Vyrazny vzestup retence byl patrny od 85% ACN. U kolony
Luna HILIC (diol) bylo u propranololu (log P = 2,90) pozorovano téz typické RP
chovani, zvyseni retence se snizujicim se obsahem ACN v rozsahu 5 - 30%. U kolony
s vyjimkou cytosinu a bylo patrné v rozmezi 5 - 15% ACN.

U neutralnich analyti bylo na koloné Luna HILIC (diol) opét pozorovano typické
HILIC chovéani s vyraznéj§im zvySenim retence od koncentrace 80% ACN,
nejvyrazngjsi vliv byl pozorovan pro pyridoxin (log P= -0,83). RP chovani na koloné
Luna HILIC (diol) nebylo patrné. U kolony Ascentis ES Cyano bylo pozorovano pouze
U neutrdlnich analytl, kdy se retence sniZovala se zvySujicim se obsahem koncentrace
ACN (5 - 25%). Naopak HILIC chovani pro tyto analyty nebylo pozorovano.

U zastupct kyselych analyti vykazovala na obou kolonach nejvyraznéji HILIC
chovani kyselina Sikimova (log P = -2,2) a to na kolon¢ Luna HILIC (diol)
od 70 do 95% ACN a na kolon¢ Ascentis ES Cyano az pii 90 - 95% ACN. Pro kolonu
Ascentis ES Cyano bylo pozorovano i RP chovani a to u kyseliny gentisové
(log P =1,39) a vanilové (log P =1,30) v rozmezi 5 — 20% ACN.
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5.2. Vyhodnoceni retence analyti V zavislosti na koncentraci

pufru v mobilni fazi

Retence byla opét hodnocena u deseti vybranych analyti. Mobilni faze obsahovala
smés acetonitrilu a pufru v poméru 90:10. Jako pufr byl pouzit roztok octanu amonného
0 pH 4,8 a koncentracich 0,5; 5; 50 a 200 mM. Grafy byly sestrojeny pro skupiny

analytii rozdélenych dle jejich acidobazickych vlastnosti.

¢ pufru [mM] ¢ pufru [mM]
(A) (B)

0,5 5 50 200 0,5 5 50 200
atenolol - 10,392 | 1,833 | 1,040 atenolol - 12,086 | 7,048 | 2,009
propranolol | 26,135 | 3,988 | 0,629 | 0,177 propranolol - 13,613 | 6,133 | 2,300
adenin 0,836 | 0,813 | 0,810 | 0,776 adenin 1,753 | 0,553 | 0,596 | 0,470
cytosin 0,679 | 0,667 | 0,677 | 0,659 cytosin 0,799 | 0,176 | 0,233 | 0,140
"ik°t;"ami 0,100 | 0,093 |0,083 | 0,027 nikotinamid | 0,507 | 0,256 | 0,198 | 0,180
pyridoxin | 0,472 | 0,312 |0,291 | 0,373 pyridoxin | 1,051 | 0,386 | 0,284 | 0,235
theophylin | 0,003 | 0,006 | 0,004 | -0,041 theophylin | 0,357 | 0,124 | 0,113 | 0,102
gentisova k. | 0,090 | 0,080 | 0,088 | 0,422 gentisova k. | 0,150 | 0,120 | 0,190 | 0,150

sikimova k. | 0,430 | 1,012 |4,269 - sikimova k. | 0,373 | 0,197 | 1,013 -
vanilova k. | 0,140 | 0,580 |0,513 | 1,099 vanilova k. | 0,016 | 0,122 | 0,324 | 0,401

Tab. 12, 13 — Hodnoty retencnich faktorii (k') v zavislosti na koncentraci pufru
A) Kolony Luna HILIC (diol), B) Ascentis ES Cyano
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Bazické latky konkrétné atenolol a propranolol, vykazovaly na obou kolondch
vyrazné snizovani retence v zavislosti na zvySujici se koncentraci pufru v mobilni fazi.
Na koloné Luna HILIC (diol) pti koncentraci pufru 5 mM byl retenéni faktor atenololu
k'= 10,392. Z grafu 7 je patrné, ze hodnota pro 0,5 mM pufr prfesahla maximalni
stanovenou hodnotu (retencni ¢as 30 min). Na koloné Ascentis ES Cyano byl retencni
faktor atenololu k'= 12,086; propranololu k'= 13,613 pfi koncentraci pufru 5 mM.
Retencni ¢as obou latek pro 0,5 mM pufr byl opét vyssi nez maximalni stanovena
hodnota.

U neutralnich latek doslo ke zvyseni retence u pyridoxinu pii koncentraci pufru
0,5mM u kolony Ascentis ES Cyano. U kolony Luna HILIC (diol) nebylo zvyseni
retence pozorovano.

Ze zastupcu kyselych latek stoji za pozornost pouze kyselina sikimova (log P =
-2,220), u niz byla pozorovana zvySujici se retence se zvySujici se koncentraci pufru
v mobilni fazi na obou testovanych kolonach. Hodnota k” pro kyselinu Sikimovou

pii koncentraci pufru 200 mM nebyla ziskana z divodu pfili§ rozmytého piku.
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5.3. Vyhodnoceni retenéniho HILIC mechanismu

Retenéni mechanismus byl hodnocen opét u deseti vybranych analyti. Mobilni faze

obsahovala rizné mnozstvi vodné slozky v rozsahu 5 — 95% a konstantni koncentraci

pufru. Jako pufr byl pouzit 50 mM octan amonny o pH 4,8. Pro vyhodnoceni byly

pouzity kiivky zavislosti lin-log a log-log (kap. 3.5.). Grafy byly sestrojeny pro skupiny

analyti rozdélenych dle jejich acidobazickych vlastnosti a jejich reten¢ni faktory k™ jsou

uvedeny v tabulkach.

Latka / % vod.sl. | 95 90 85 80 70 60 50 40 30 20 15 10 5
atenolol -0,786 | -0,852 | -0,878 | -0,905 | -0,905 | -0,835 | -0,749 | -0,612 | -0,416 | -0,110 | 0,106 | 0,418 | 0,989
propranolol 0,279 | 0,043 | -0,148 | -0,322 | -0,577 | -0,739 | -0,848 | -0,878 | -0,752 | -0,465 | -0,260 | 0,033 | 0,537
adenin -0,456 | -0,545 | -0,626 | -0,705 | -0,805 | -0,816 | -0,776 | -0,676 | -0,512 | -0,286 | -0,138 | 0,077 | 0,425
cytosin -0,939 | -0,976 | -0,971 | -1,005 | -1,005 | -0,955 | -0,856 | -0,711 | -0,510 | -0,253 | -0,096 | 0,127 | 0,498
nikotinamid | -0,609 | -0,714 | -0,797 | -0,878 | -0,976 | -1,017 | -1,011 | -0,965 | -0,839 | -0,685 | -0,598 | -0,488 | -0,324
pyridoxin -0,455 | -0,446 | -0,450 | -0,450 | -0,467 | -0,475 | -0,470 | -0,479 | -0,443 | -0,341 | -0,259 | -0,119 | 0,130
theophylin | -0,873 | -0,949 | -1,011 | -1,112 | -1,214 | -1,265 | -1,287 | -1,233 | -1,075 | -0,886 | -0,779 | -0,652 | -0,443
gentisova k. -0,708 | -0,860 | -1,017 | -1,254 | -1,900 - - - -1,502 | -1,042 | -0,797 | -0,560 | -0,240

Sikimova k. - - - - - -2,347 | -1,467 | -0,924 | -0,455 | 0,046 | 0,361 | 0,759 -
vanilova k. -0,543 | -0,649 | -0,752 | -0,873 | -1,069 | -1,244 | -1,361 | -1,287 | -0,993 | -0,586 | -0,359 | -0,055 | 0,265

Tab. 14 — Hodnoty logaritmii retencnich faktorii (k') v zavislosti na % vodné slozky mobilni fize
kolona Luna HILIC (diol)
Latka /

log % vod.sl. 1,978 | 1,954 | 1,929 | 1,903 | 1,845 | 1,778 | 1,699 | 1,602 | 1,477 | 1,301 | 1,176 | 1,000 | 0,699
atenolol -0,786 | -0,852 | -0,878 | -0,905 | -0,905 | -0,835 | -0,749 | -0,612 | -0,416 | -0,110 | 0,106 | 0,418 | 0,989
propranolol 0,279 | 0,043 | -0,148 | -0,322 | -0,577 | -0,739 | -0,848 | -0,878 | -0,752 | -0,465 | -0,260 | 0,033 | 0,537
adenin -0,456 | -0,545 | -0,626 | -0,705 | -0,805 | -0,816 | -0,776 | -0,676 | -0,512 | -0,286 | -0,138 | 0,077 | 0,425
cytosin -0,939 | -0,976 | -0,971 | -1,005 | -1,005 | -0,955 | -0,856 | -0,711 | -0,510 | -0,253 | -0,096 | 0,127 | 0,498
nikotinamid -0,609 | -0,714 | -0,797 | -0,878 | -0,976 | -1,017 | -1,011 | -0,965 | -0,839 | -0,685 | -0,598 | -0,488 | -0,324
pyridoxin -0,455 | -0,446 | -0,450 | -0,450 | -0,467 | -0,475 | -0,470 | -0,479 | -0,443 | -0,341 | -0,259 | -0,119 | 0,130
theophylin | -0,873 | -0,949 | -1,011 | -1,112 | -1,214 | -1,265 | -1,287 | -1,233 | -1,075 | -0,886 | -0,779 | -0,652 | -0,443
gentisova k. -0,708 | -0,860 | -1,017 | -1,254 | -1,900 - - - -1,502 | -1,042 | -0,797 | -0,560 | -0,240

Sikimova k. - - - - - -2,347 | -1,467 | -0,924 | -0,455 | 0,046 | 0,361 | 0,759 -
vanilova k. -0,543 | -0,649 | -0,752 | -0,873 | -1,069 | -1,244 | -1,361 | -1,287 | -0,993 | -0,586 | -0,359 | -0,055 | 0,265

Tab. 15 — Hodnoty logaritmii retencnich faktori (k') v zavislosti na log
kolona Luna HILIC (diol)
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Graf 18 - Zavisiost log-log pro kyselé ldtky, kolona Luna HILIC (diol)
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Latka /% vod.sl. 95 90 85 80 70 60 50 40 30 20 15 10 5
atenolol 0,709 | 0,393 | 0,156 | -0,016 | -0,198 | -0,255 | -0,234 | -0,152 | 0,007 | 0,279 | 0,493 | 0,831 | 1,467
propranolol 0,343 | 0,061 | -0,083 | -0,151 | -0,213 | -0,215 | -0,221 | -0,178 | -0,061 | 0,187 | 0,409 | 0,760 | 1,400
adenin 0,428 | 0,121 | -0,126 | -0,274 | -0,614 | -0,874 | -0,909 | -0,900 | -0,764 | -0,536 | -0,377 | -0,144 | 0,298
cytosin -0,346 | -0,479 | -0,589 | -0,691 | -0,964 | -1,161 | -1,319 | -1,169 | -0,909 | -0,586 | -0,373 | -0,068 | 0,491
nikotinamid 0,259 | 0,033 | -0,142 | -0,309 | -0,573 | -0,694 | -0,849 | -0,810 | -0,771 | -0,664 | -0,586 | -0,486 | -0,300
pyridoxin 0,015 | -0,144 | -0,284 | -0,457 | -0,598 | -0,726 | -0,803 | -0,814 | -0,745 | -0,621 | -0,479 | -0,361 | -0,044
theophylin 0,642 | 0,317 | 0,047 | -0,157 | -0,459 | -0,646 | -0,806 | -0,849 | -0,795 | -0,751 | -0,691 | -0,607 | -0,466
gentisova k. 0,166 | -0,107 | -0,342 | -0,536 | -0,771 - - - - - - - -
Sikimova k. -0,882 | -1,136 | -1,531 - - - - - - - -0,991 | 0,032 | 1,045
vanilova k. 0,598 | 0,339 | 0,130 | -0,040 | -0,286 | -0,576 | -0,778 | -0,964 | -1,058 | -0,905 | -0,664 | -0,320 | 0,111
Tab. 16 - Hodnoty logaritmii retencnich faktorii (k') v zavislosti na % vodné slozky mobilni fize
kolona Ascentis ES Cyano
Latka /

log % vod.sl. 1,978 | 1,954 | 1,929 | 1,903 | 1,845 | 1,778 | 1,699 | 1,602 | 1,477 | 1,301 | 1,176 | 1,000 | 0,699
atenolol 0,709 | 0,393 | 0,156 | -0,016 | -0,198 | -0,255 | -0,234 | -0,152 | 0,007 | 0,279 | 0,493 | 0,831 | 1,467
propranolol 0,343 | 0,061 | -0,083 | -0,151 | -0,213 | -0,215 | -0,221 | -0,178 | -0,061 | 0,187 | 0,409 | 0,760 | 1,400
adenin 0,428 | 0,121 | -0,126 | -0,274 | -0,614 | -0,874 | -0,909 | -0,900 | -0,764 | -0,536 | -0,377 | -0,144 | 0,298
cytosin -0,346 | -0,479 | -0,589 | -0,691 | -0,964 | -1,161 | -1,319 | -1,169 | -0,909 | -0,586 | -0,373 | -0,068 | 0,491
nikotinamid 0,259 | 0,033 | -0,142 | -0,309 | -0,573 | -0,694 | -0,849 | -0,810 | -0,771 | -0,664 | -0,586 | -0,486 | -0,300
pyridoxin 0,015 | -0,144 | -0,284 | -0,457 | -0,598 | -0,726 | -0,803 | -0,814 | -0,745 | -0,621 | -0,479 | -0,361 | -0,044
theophylin 0,642 | 0,317 | 0,047 | -0,157 | -0,459 | -0,646 | -0,806 | -0,849 | -0,795 | -0,751 | -0,691 | -0,607 | -0,466
gentisova k. 0,166 | -0,107 | -0,342 | -0,536 | -0,771 - - - - - - - -
Sikimova k. -0,882 | -1,136 | -1,531 - - - - - - - -0,991 | 0,032 | 1,045
vanilova k. 0,598 | 0,339 | 0,130 | -0,040 | -0,286 | -0,576 | -0,778 | -0,964 | -1,058 | -0,905 | -0,664 | -0,320 | 0,111

Tab. 17 - Hodnoty logaritmii retencnich faktorii (k') v zavislosti na log % vodné slozky mobilni fize

kolona Ascentis ES Cyano
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Graf 23- Zdvislost log-log pro neutrdlni latky, kolona Ascentis ES Cyano
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Graf 24 - Zavislost log-log pro kyselé latky, kolona Ascentis ES Cyano
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latka r* (lin-log) r* (log-log)
atenolol 0,914 0,999
propranolol 0,922 1,000
adenin 0,936 0,999
cytosin 0,942 0,999
nikotinamid 0,972 0,988
pyridoxin 0,880 0,994
theophylin 0,970 0,989
gentisova k. 0,996 0,954
Sikimova k. 0,988 0,997
vanilova k. 0,987 0,972

Tab. 18 - Hodnoty r* hodnocené v rozsahu 5 - 30% vodné slozky mobilni fize
kolona Luna HILIC (diol)

latka r* (lin-log) | r*(log-log)

atenolol 0,886 0,995
propranolol 0,878 0,993
adenin 0,908 0,999
cytosin 0,922 0,999
nikotinamid 0,926 0,999
pyridoxin 0,893 0,994
theophylin 0,870 0,990
gentisova k. - -

Sikimova k. 1,000 0,977
vanilova k. 0,889 0,989

Tab. 19 - Hodnoty r* hodnocené v rozsahu 5 - 30% vodné slozky mobilni fize

kolona Ascentis ES Cyano

Byly sestrojeny grafy lin-log a log-log u vybranych deseti analyti a zjiStény
hodnoty r? u obou typl zavislosti vV rozmezi 5 — 30 % vodné slozky v mobilni fazi.
Z hodnot a grafi je patrné, ze linearita lin-log ani log-log neni dostatecné linearni
a tudiz nebyl prokazan adsorpéni ani rozdélovaci mechanismus. Byl pouze potvrzen
smiSeny retenéni mechanismus na obou testovanych kolonach. Pouze u vybranych
analytd (adenin, cytosin, nikotinamid pro kolonu Ascentis ES Cyano a atenolol,
propranolol, adenin a cytosin pro kolonu Luna HILIC (diol)) byla hodnota korela¢niho
koeficientu > 0,999 pro log-log graf a tudiz by mél ptevazovat adsorpéni mechanismus.

Kyselina gentisova nebyla hodnocena na koloné Ascentis ES Cyano, jelikoz

V tomto rozmezi byla eluovéna s mrtvym objemem.
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5.4. Vyhodnoceni selektivity

K vyhodnoceni selektivity byly sestrojeny kiivky zavislosti retencniho faktoru
vSech analyti pii hodnotach pH 3,8 a6,8. Bazické pH nebylo zahrnuto z divodu
omezené pH stability kolon. Dale byla vzajemné porovnana selektivita kolon, pti pH 3,8
a 6,8. Jako mobilni faze byla pfi obou experimentech pouzita smés 50 mM octanu
amonného a acetonitrilu, v poméru 10:90.

Hodnoty reten¢niho faktoru jsou uvedeny v tabulkach a z uvedenych hodnot byly
sestrojeny grafy zavislosti, ve kterych byl zaznamenan linedrni pribéh a pomoci
linedrni regrese byl ziskdn korelaéni koeficient r’. Nasledng byl spocitan rozdil

selektivity s*> mezi dvéma podminkami (kap. 3.5.).
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5.4.1.Vliv pH na selektivitu kolon

latka pH3.8 | pH6.8
Atenolol 4,031 2,079
Metoprolol 2,014 0,854
Propranolol 1,932 0,798
Adenin 1,216 1,252
Cytosin 1,316 1,414
Guanin 1,791 1,967
Uracil 0,349 0,372
Farnesol - -
Kofein - -
Kreatinin 1,059 1,088
Nikotinamid 0,340 0,346
Paracetamol 0,144 | 0,152
Pyridoxin 0,603 0,618
Theophylin 0,232 0,256
Tyrosol 0,103 | 0,109
Askorbova k. 1,051 2,682
p-Anisova k. 0,142 0,781
ensovi k|| 00% | 0338
ootk | 0247 | 1253
Ferulova k. 0,220 1,163
Gallova k. 0,020 1,175
Gentisova k. 0,046 0,442
Kavova k. 0,411 2,766
Salicylova k. 0,094 | 0,171
Sinapova k. 0,238 1,223
Syringova k. 0,308 | 1,363
Sikimova k. 2,295 | 6,652
Vanilova k. 0,259 1,245

(A)

latka pH3.8 | pH6.8
Atenolol 9,736 4,077
Metoprolol 9,485 3,636
Propranolol 10,412 4,045
Adenin 0,472 0,423
Cytosin 0,578 0,501
Guanin 0,222 0,246
Uracil 0,051 0,041
Farnesol - -
Kofein 0,115 0,101
Kreatinin 0,724 0,571
Nikotinamid 0,155 0,135
Paracetamol 0,047 0,038
Pyridoxin 0,301 0,216
Theophylin 0,088 0,087
Tyrosol 0,045 0,034
Askorbova k. 0,166 0,060
p-Anisova k. 0,253 0,495
ensoovi k| 0058 | odst
oot k.| 0122 | 0303
Ferulova k. 0,195 0,471
Gallova k. 0,047 0,156
Gentisova k. 0,242 0,249
Kavova k. 0,188 0,614
Salicylova k. 0,221 0,182
Sinapova k. 0,207 0,493
Syringova k. 0,148 0,283
Sikimova k. 0,414 | 0,970
Vanilova k. 0,149 0,320

(B)

Tab. 20, 21 - Hodnoty retencniho faktoru (k") pro pH 3,8 a 6,8
A) kolona Luna HILIC (diol), B) kolona Ascentis ES Cyano

-54 -




® neutralnilatky @ kyseliny @ baze @ nukl.baze

7 -
r2=0,922
6 .
s2=0,078
5 .
x4 -
(]
1]
b
Z
<3 r2 = 1,000
s?=0,000
2 .
1 -
r2=0,9997
s?=0,0003
O n T T T T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5
k’(pH=3,8)
Graf 25 - Porovnani selektivity kolony pri pH 3,8 a 6,8
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Graf 26 - Porovndni selektivity kolony pii pH 3,8 a 6,8

kolona Ascentis ES Cyano
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Z divodu odlisného reten¢niho chovéani (odliSné hodnoty pKa) ,klasickych®
bazickych latek (atenolol, metoprolol, propranolol) a nukleovych bazi (adenin, cytosin,
guanin, uracil) byly tyto dvé skupiny latek hodnoceny v ramci selektivity oddélené.
Selektivita pro jednotlivé skupiny latek je znazornéna v grafech 25 a 26. Hodnoty
reten¢nich faktorti analyzovanych latek jsou uvedeny v tabulkach 20 a 21.

Selektivita kolony Luna HILIC (diol) pfi pH 3,8 a 6,8 se vyrazn¢ nelisila ani pro
jednu skupinu latek (kyselé: s> = 0,078, neutralni: s° = 0,0003, nukleové baze:
s°= 0,003 a bazické latky: s> = 0,000).

Selektivita kolony Ascentis ES Cyano pti pH 3,8 a 6,8 je shodna pro nukleové baze
(s* = 0,016) a neutralni latky (s> = 0,004). Rozdil v selektivitd této kolony pii pH 3.8
a 6,8 je patrny pouze pro bazické (s*> = 0,561) a kyselé latky (s> = 0,418).

Nicméné vliv pH na retenci byl pozorovan u obou testovanych kolon pro kyselé
a bazické latky (zvySeni pH zptsobi zvysSeni retence u kyselych latek a u bazickych
latek naopak. Tento fakt vyplyva ze schopnosti analytii ionizovat pti ur¢itém pH. Jsou-li
analyty ionizované, jsou vice zadrzovany v nabité formé z duvodu jejich vyssi

hydrofility.
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5.4.2.Selektivita kolon pri pH 3,8 a 6,8

latka cyano | diol
Atenolol 9,736 | 4,031
Metoprolol 9,485 | 2,014
Propranolol 10,412 | 1,932
Adenin 0,472 | 1,216
Cytosin 0,578 | 1,316
Guanin 0,222 | 1,791
Uracil 0,051 | 0,349
Farnesol - -
Kofein 0,115 -
Kreatinin 0,724 | 1,059
Nikotinamid 0,155 | 0,340
Paracetamol 0,047 | 0,144
Pyridoxin 0,301 | 0,603
Theophylin 0,088 | 0,232
Tyrosol 0,045 | 0,103
Askorbova k. 0,166 | 1,051
p-Anisova k. 0,253 | 0,142
enzomud k.| 00% | 009
S T e
Ferulova k. 0,195 | 0,220
Gallova k. 0,047 | 0,020
Gentisova k. 0,242 | 0,046
Kavova k. 0,188 | 0,411
Salicylova k. 0,221 | 0,094
Sinapova k. 0,207 | 0,238
Syringova k. 0,148 | 0,308
Sikimova k. 0,414 | 2,295
Vanilova k. 0,149 | 0,259

(A)

latka cyano | diol
Atenolol 4,077 2,079
Metoprolol 3,636 0,854
Propranolol 4,045 0,798
Adenin 0,423 1,252
Cytosin 0,501 1,414
Guanin 0,246 1,967
Uracil 0,041 0,372
Farnesol - -
Kofein 0,101 -
Kreatinin 0,571 1,088
Nikotinamid 0,135 0,346
Paracetamol 0,038 0,152
Pyridoxin 0,216 0,618
Theophylin 0,087 0,256
Tyrosol 0,034 | 0,109
Askorbova k. 0,060 2,682
p-Anisova k. 0,495 0,781
enzomud k| 0491 | 033
Ferulova k. 0,471 1,163
Gallova k. 0,156 1,175
Gentisova k. 0,249 | 0,442
Kavova k. 0,614 2,766
Salicylova k. 0,182 | 0,171
Sinapova k. 0,493 1,223
Syringova k. 0,283 1,363
Sikimova k. 0,970 | 6,652
Vanilova k. 0,320 1,245

(B)

Tab. 22, 23 - Hodnoty retencnich faktoru (k°) pro pH 3,8 2 6,8
A) kolona Luna HILIC (diol), B) kolona Ascentis ES Cyano
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Graf 28 - Porovnani selektivity kolon pii pH 6,8
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Z vyse zminéného duvodu (kap. 5.4.1) byla selektivita porovnavajici dvé testované
HILIC kolony hodnocena zvlast pro ,klasické* bazické latky a nukleové baze.
Selektivita pro jednotlivé skupiny latek je zndzornéna v grafech 27, 28. Hodnoty k'
analyzovanych latek jsou uvedeny Vv tabulkach 22, 23.

Selektivita kolon Luna HILIC (diol) a Ascentis ES Cyano pfi pH 3,8 byla pro
vSechny analyzované latky odlisnd, s vyjimkou neutrdlnich latek. Pro jednotlivé skupiny
byly hodnoty selektivity nésledujici: bazické latky s?= 0,917, nukleové baze s*= 0,773,
kyselé latky s*= 0,516 a neutralni latky s°= 0,021.

Selektivita kolon Luna HILIC (diol) a Ascentis ES Cyano pii pH 6,8 byla shodna
také pro neutralni latky (s>= 0,031). Odlisnéa selektivita byla prokdzana pro nukleové
baze (s°= 0,701), kyselé (s*= 0,470) a bazické latky (s°= 0,727).

Pfi hodnoceni rozdilii retence jednotlivych analytii na testovanych stacionarnich
fazich, lze konstatovat, ze obecn¢ vsSechny latky jsou vice zadrzovany na koloné

Luna HILIC (diol) a to bez ohledu na hodnotu pH.
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6. Zavér

Tato diplomovd prace se zabyvala studiem vlivu koncentrace ACN, pH
a koncentrace pufru v mobilni fazi na retenci a selektivitu kolon Luna HILIC (diol)
(3 um; 100 x 3,0 mm) a Ascentis ES Cyano (3um; 100 x 2,1 mm).

Kolona Luna HILIC (diol) vykazovala typické HILIC chovani, tzn. retence
vzristala se zvySujicim se mnozstvim ACN v mobilni fazi (pfedev§im od koncentrace
>85% ACN) a zarovenn RP chovani u propranololu tzn. pokles retence se snizujicim se
obsahem vody vrozmezi 5 - 30%. U kolony Ascentis ES Cyano se RP chovani
5-15% ACN.

S rostouci koncentraci pufru na koloné¢ Luna HILIC (diol) i Ascentis ES Cyano
retence bazi klesala a retence kyselin (hlavné kyseliny Sikimové) se zvySovala.
Vliv koncentrace pufru na retenci neutralnich latek byl na koloné Luna HILIC (diol)
zanedbatelny a u kolony Ascentis ES Cyano se projevilo pouze RP chovani nejvyraznéji
u pyridoxinu.

Selektivita kolony Luna HILIC (diol) pii pH 3,8 a 6,8 se vyrazné neliSila ani pro
jednu skupinu latek. Selektivita kolony Ascentis ES Cyano pii pH 3,8 a 6,8 je shodna
pro nukleové baze a neutrdlni latky. Rozdil v selektivité této kolony je patrny pouze pro
bazické a kyselé latky.

Selektivita kolon Luna HILIC (diol) a Ascentis ES Cyano pfi pH 3,8 byla pro
vSechny analyzovanych latek odlisna, s vyjimkou neutralnich latek. Selektivita kolon
Luna HILIC (diol) a Ascentis ES Cyano pti pH 6,8 byla shodna také pro neutralni latky.
Odlisnd selektivita byla prokazana pro nukleové baze, kyselé a bazické latky.
Rozdil selektivity obou kolon byl nezéavisly na pH.

Na zakladé lin-log a log-log grafti byl hodnocen retenéni mechanismus u vybranych
deseti analytdl a zjistény hodnoty r* u obou typt zavislosti v rozsahu 5 — 30% vodné
slozky mobilni faze. Z hodnot a grafi je patrné, Ze linearita lin-log ani log-log neni
dostate¢né linearni a proto nebyl prokazan piispévek adsorpéniho ani rozdélovaciho

mechanismu. Lze tedy konstatovat, ze se jednd o smiSeny retenéni mechanismus.
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