Univerzita Karlova v Praze
Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Analyticka chemie

-.. -4704‘@,;;,% a0 *

Mgr. Stépan Jirkal

Aplikace solvatacniho modelu k popisu retence vybranych latek
v kapalinové a plynové chromatografii

Application of solvation model to retention description of selected compounds
in liquid and gas chromatography
Dizertacni prace

Vedouci dizertaéni prace: doc. RNDr. Radomir Cabala, Dr.

Praha, 2016



Prohlaseni:
Prohlasduji, Ze jsem zdvérecnou praci zpracoval samostatné a Ze jsem uvedl vSechny
pouZzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace, ani jeji podstatnd cast, nebyla

predloZena k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 31. 07. 2016



Tato dizertacni prace vznikla na zakladé vysledk( ziskanych v letech 2000 az 2016
béhem mého Ph.D. studia na Katedre analytické chemie Pfirodovédecké fakulty

Univerzity Karlovy v Praze, Hlavova 2030, 128 43, Praha 2.

Tato dizertacni prace vznikla za finan¢ni podpory Ministerstva Skolstvi, mladeze a

télovychovy (projekt MSM 113100002) a projekt( SVV Univerzity Karlovy v Praze.

Skolitel: doc. RNDr. Radomir Cabala, Dr.
Katedra analytické chemie

Ptirodovédecka fakulta, Univerzita Karlova v Praze

Konzultant: prof. Ing. JiFi Sev¢ik, DrSc.
Katedra analytické chemie

Prirodovédeckad fakulta, Univerzita Karlova v Praze



Pfedmétova hesla: Analyticka chemie, separacni metody

Klicova slova: Linearni vztahy solvatacni energie, popis retence, solvatacni model,

vypocet deskriptortl, kapalinova chromatografie, plynova chromatografie

Subject words: Analytical chemistry, separation methods

Key words: Linear solvation energy relationships, retention description, solvation

model, calculation of descriptors, liquid chromatography, gas chromatography

Podékovani:

Na tomto misté bych rad podékoval mému $koliteli doc. RNDr. Radomiru Cabalovi, Dr.
za vedeni a odbornou pomoc pfi vypracovavani doktorské prace. Dale bych chtél
podékovat mému konzultantovi prof. Ing. Jitimu Sevéikovi, DrSc. za jeho dlouhodoby a
trpélivy pfistup béhem studia a odborné zasvéceni do tématiky prace. Velky dik také

patfi celé katedre analytické chemie za porozuméni a pratelské prostredi.



ABSTRAKT (C2)

Solvatacni model (LSER) byl pouzit ke studiu retenéniho chovani latek
v kapalinové a plynové chromatografii. V prvni kapitole byl studovan popis retence 21
latek solvataénim modelem na reverzni stacionarni fazi, v Sirokém rozmezi slozeni
mobilni faze methanol-voda a acetonitril-voda. Retence aromatickych sloucenin byla
obecné lépe popsana solvatacnim modelem, nez alifatickych sloucenin.

Byl sledovan vliv jednotlivych analytli, pouzZitych pro formulaci LSER modelu, na

celkovou schopnost popisu retence modelem. OdliSnych vysledk( v odhadu retence
bylo dosazeno pouzitim regresniho souboru latek obsahujicim pouze slouceniny
aromatické, nebo naopak jen alifatické. Rozdilné vysledky také poskytoval solvatacni
model formulovany pouze z kyslikatych derivatld, nebo naopak dusikatych derivatud
organickych latek.
Druha kapitola prace, tematicky zamérena na plynovou chromatografii, se zabyvala
popisem retence 152 izomer( C5-C8 alkenl LSER modelem. Solvatacni deskriptor L
alken@ byl ziskdn odhadovymi metodami Havelec-Sev¢ik (HS) a Platts-Butina (PB),
deskriptor E byl pfimo vypocten podle jeho definice.

Na zakladé pouzitych metod k odhadu deskriptord byly sestaveny dva modely
k popisu retence alkend, model HS a model PB. Byla zjisténa vyssi chyba odhadu
retence pro cis izomery alkend, pocitané modelem HS. Po uUpravé modelu HS
odstranénim pfispévku pro cis interakce, bylo dosazeno vyznamného zlepseni v popisu
retence.

Oba modely byly pouzity kodhadu retence 59 alkenli C5-C7. Model HS
s deskriptory L ys no cis @ E calc POSkytnul presnéjsi popis retence, ve srovnani s modelem
PB. Dale byla popisovana retence skupiny 93 oktenl, nejlepsich vysledkd bylo
dosazeno modelem PB pomoci deskriptorl L pg @ E caic. Na zavér byla studovana retence
celé skupiny C5-C8 alken(, kde se vyraznéji projevovala heteroskedasticita rezidui u
dvou-deskriptorovych modelll. V pfipadé jedno-deskriptorovych modelli HS a PB
nebyla heteroskedasticita jednoznacné prokazana. Nejlepsi popis retence 152 alkent

s jedinym deskriptorem L poskytnul model HS.



ABSTRACT (EN)

The solvation model based on LSER was applied to study the retention behaviour
of analytes in liquid and gas chromatography. In a first chapter, a retention description
of 21 solutes was investigated by using the solvation model in a wide range of mobile
phase composition methanol-water and acetonitril-water. Generally, the retention of
aromatic compounds was better described by the solvation model, compared to
aliphatic compounds.

Effect of the particular analytes used to formulate the LSER model on ability of
retention description was studied. Different results of a retention estimation was
achieved by using the regression set of compounds including aromatic solutes only or
by contrast aliphatic solutes only. The solvation model developed on the basis of
oxygen derivatives provided distinct results in comparison to model formulated with
nitrogen derivatives only.

The second chapter of this work, focused on gas chromatography, dealt with a
description of retention of 152 isomers C5-C8 alkenes by the LSER model. The
solvation descriptor L was obtained by using two estimation methods Havelec-Sevéik
(HS) and Platts-Butina (PB), the descriptor E was calculated according to its definition.
Two models for retention description of alkenes were constructed, the HS
model and the PB model, derived from the methods for estimation of descriptors.
Higher error of the estimated retention calculated by the HS model was found for cis
isomers of alkenes. After a modification of the HS model by omitting the contribution
for cis interaction was achieved a significant improvement in the retention description.
Both the models were used to estimate the retention of 59 alkenes C5-C7. The
HS model with descriptors L us no cis and E cic provided the more accurate retention
description compared to the PB model. Next, a retention description of 93 octenes was
carried out and the best results were achieved by the PB model using the descriptors
Lpg and E . Finally, a retention of all 152 alkenes C5-C7 was studied, where
noticeable heteroscedasticity of residuals occured at the two-descriptor models. In
case of the one-descriptor models HS and PB, heteroscedasticity was not entirely
proved. The best retention description of 152 alkenes with only single descriptor L

provided the HS model.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

A celkova acidita vodikové vazby solutu (LSER)
A acidita stacionarni faze

a regresni koeficient bazicity (LSER)

Aim) analyt v mobilni fazi

Ay analyt ve stacionarni fazi

Absolv (ACD/Labs) program (PC) s databazi a vypoctem LSER deskriptor(
ADME Absolv 2.0 program (PC) s databazi a vypoctem LSER deskriptor(
ADME calc metoda vypoctu deskriptort; model odhadu retence

A-H donor vodikového protonu pro vznik vodikové vazby
A-H...B  komplex slouéenin A-H, B spojenych vodikovou vazbou

AIC Akaikeho informacni kritérium

AlCc korigované Akaikeho informacni kritérium

ANOVA analyza rozptylu

ANN uméla neuronova sit

Awas plocha povrchu molekuly solutu pfistupna molekuldam vody
B akceptor vodikového protonu pro vznik vodikové vazby

B celkovd bazicita vodikové vazby solutu (LSER)

B parametr bazicity stacionarni faze

Bo celkova bazicita vodikové vazby solutu (proménliva bazicita)(LSER)
b regresni koeficient acidity (LSER)

by, by, b,y regresni koeficienty

bg konstantni ¢len

m pocet nezavisle proménnych velicin,

i pocet hodnot zavisle proménné y

c konstantni ¢len (LSER)

C parametr lontovych interakci a vymény iontu
CA(s) koncentrace analytu v stacionarni fazi

Ca(m) koncentrace analytu v mobilni fazi

C5-C8 organickeé slouceniny s 5 az 8 uhliky v molekule
cal kalorie

Co, C1, G2, C3 konstanty rovnice

cv kfizova validace (cross-validation)

CODESSA program (PC) pro odhad a predikci vlastnosti latek

Cp Mallowova hodnota

D délka eukleidovské vzdalenosti (Abrahamuv D-parametr) (LSER)
D" deskriptor disociovaného kationtu (LSER)

d regresni koeficient (LSER)

D deskriptor disociovaného aniontu (LSER)

d regresni koeficient (LSER)



Dy koeficient prifazeny dané referencni bazi (B)

df stupen volnosti
do korekéni ¢len parametru 7*
DRAGON program (PC) pro odhad a predikci vlastnosti latek
E Pfebytkova molarni refrakce (LSER)
e regresni koeficient (LSER)
e reziduum
AE, konstantni ¢len zmény energie nezavisly na jednotlivych interakcich
AE g zména energie interakci vodikové vazby (solut je kyselina (donor))
AE.gg zména energie interakci vodikové vazby (solut je baze (akceptor))
AE zména energie provazejici kavitacni proces
AE 00 zména energie interakci dipdl-dipdl a dipdl-indukovany dipol
AEg,, celkova zména energie pfi solvataci
AE; moldrni vyparna energie latky i
AEf kohezivni energie (molarni) kapaliny i
ESP rozsireny model parametl rozpustnosti
E+(30) solvatochromni parametr polarity rozpoustédla
F Fisherova F-statistika
Fi-ofp-1n-p)  Kkriticka hodnota F-statistiky
FG pocet funkénich skupin
f(x) funkce proménné x
g konstantni ¢len
GC plynova chromatografie
AH° zména entalpie
H hydrofobicita
HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
HS metoda Havelec-Sev¢ik
HSM hydrophobic subtraction model
IC pocet interakcnich prispévka
J Joule
T iontovy deskriptor kationtu (LSER)
i regresni koeficient (LSER)
J iontovy deskriptor aniontu (LSER)
J regresni koeficient (LSER)
K rovnovazna konstanta reakce
k soucet poctu kladnych a zapornych rozdill rezidui
k retenéni faktor
k1, ky, k3, ks konstanty (koeficienty) rovnice
ka retencni faktor latky (A)
Ko rozdélovaci (distribucni) konstanta
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Kes retencni faktor standardu (ethylbenzen)

Kuw retencni faktor analytu v mobilni fazi tvorené ¢istou vodou
(logk)o parametr vlastnosti stacionarni faze (parametr polarity)

L logaritmus rozdélovaciho koeficientu plyn-hexadekan (IongG) (LSER)
/ regresni koeficient (LSER)

Lg koeficient pfifazeny dané referencni bazi (B)

L' rozdélovaci koeficient plyn-hexadekan

Lys deskriptor L vypo&teny metodou Havelec-Sevéik

L s no dis upraveny deskriptor L vypocteny metodou Havelec-Sevéik
L pg deskriptor L vypocéteny metodou Platts-Butina

LC kapalinova chromatografie

LFER Linear free energy relationships

logKx parametr acidity vodikové vazby méreného solutu

logKy parametr bazicity vodikové vazby méreného solutu
(logk)o konstanta nezavisla na vlastnostech solutu (LSER)

LSER Linear solvation energy relationships

LSST linear solvent strength theory

m pocet proménnych v rovnici

m regresni koeficient (LSER)

MEP Sttedni kvadraticka chyba predikce

MLR vicendsobna linearni regrese

MOSCED Modified Separation of Cohesive Energy Density Model
MR ) moldarni refrakci solutu (x)

MR ) molarni refrakce hypotetického alkanu (N)

MSS regresni soucet ¢tvercl (model sum of squares)

Mt Scottova hodnota

n pocet méreni, pocet latek

Nags) latkové mnoZstvi analytu (A) ve stacionarni fazi

Na(m) latkové mnozstvi analytu (A) v mobilni fazi

ng? index lomu (20°C)

N latkové mnozstvi stacionarni faze

N latkové mnozstvi mobilni faze

p vypoctend hodnota rozdélovaciho koeficientu oktanol-voda
p studovana vlastnost solutu

p pocet regresnich parametru

p parametr polarity solutu,

[ parametr polarity mobilni faze,

P parametr polarity stacionarni faze

Pow rozdélovaci koeficient oktanol-voda

p-m* elektronovy prechod mezi orbitaly p a ©*
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SC

SD
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SE(y)
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SP
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smérodatna odchylka zavisle proménné y
smérodatnd odchylka odhadu regresniho koeficientu
studovana vlastnost solutu (solute property)
Solvatochromic Parameters for Activity Coefficient Estimation
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kriticka hodnota t
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retencni ¢as latky (A)

teoreticky LSER model
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u délka Eukleidovského vektoru (LSER)
(UV-VIS)  oblast viditelné a ultrafialové ¢asti spektra svétla
% McGowanUv charakteristicky objem (LSER)
V, McGowanyv charakteristicky objem (LSER)
v regresni koeficient (LSER)
Vi molarni objem latky i.
Vi molarni objem latky (i)
Vi mrtvy objem kolony
Vi objem mobilni faze
Vv Hopfinger(iv molekularni objem (TLSER)
VA retencni objem latky (A),
Vs objem stacionarni faze
V McGowanv charakteristicky objem (LSER)
VIF variance inflation factor
X nezavisle proménna velicina
XYz vlastnost solutu ovlivnéna solventem
(XYZ2)o konstantni ¢len vlastnosti solutu nezavisly na vlivu solventu
y zavisle proménnd velicina
y pramérna hodnota zavisle proménné
Vi vypoctend hodnota zavisle proménné y;
RECKA ABECEDA
a selektivita separace
a hladina vyznamnosti
a solvatochromni parametr (deskriptor) acidity
a; deskriptor acidity vodikové vazby solutu
oy deskriptor celkové (souctové) acidity vodikové vazby solutu
p solvatochromni parametr (deskriptor) bazicity
i deskriptor bazicity vodikové vazby solutu
> B deskriptor celkové (souctové) bazicity vodikové vazby solutu
7it aktivitni koeficient solutu (i) ve fazi ()
Vim aktivitni koeficient latky i v mobilni fazi
Vis aktivitni koeficient latky i v stacionarni fazi.
oa parametr rozpustnosti slozky A
Os parametr rozpustnosti slozky B
Of parametr rozpustnosti faze (f),
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uvoD

Kapalinovd a plynovd chromatografie patfi mezi nejvyznamnéjsi separacni
metody pouZivané v analytické chemii. Déleni latek témito metodami je sloZity proces,
zaloZeny na raznorodych interakcich mezi analyty a separacnim prostfedim, tvofenym
stacionarni a mobilni fazi. Celkovy popis tohoto déje zatim neni zcela objasnén.

Vzhledem k rozsahu pouziti separacnich metod je studium mechanismu retence
v chromatografii vyznamnym smérem pfispivajicim k rozvoji analytické chemie.
Vhodna volba experimentalnich podminek je zakladem pro provedeni kvalitni analyzy.
Znalost mechanismu déleni latek v chromatografii mize hrat klicovou roli ve volbé
metody a optimalizaci podminek separace.

Solvatacni model odvozeny od teorie linear solvation energy relationships (LSER)
popisuje separaci latek v chromatografii z kvalitativniho a kvantitativniho hlediska.
V soucasné dobé patfi mezi nejpouzivanéjsi modely aplikované na retenci analytu.
Model popisuje jednotlivé interakce separa¢niho déje a rovnéZ zohlednuje vlastnosti
studované latky a separacniho prostredi, tvofeného stacionarni a mobilni fazi.

Predlozena prace se zabyva popisem retence latek v kapalinové a plynové
chromatografii pouZitim zminéného solvatacniho modelu. V teoretické ¢asti je stru¢né
popsan obecny proces solvatace latek, ktery tvofi zakladni déj v rozdélovaci
chromatografii. Dale jsou uvedeny nékteré vyznamné retencni modely, pouzivané k
popisu chromatografické separace analytd. Soucasti teoretické Ccasti je i
chemometricka metodika zpracovani dat linearni regresi, pro nalezeni vztahu mezi
fyzikalné-chemickymi vlastnostmi latek a jejich retenci. Vysledky experimentalni prace
jsou tematicky znazornény ve dvou hlavnich kapitolach. Prvni ¢ast se zabyva pouzitim
solvatac¢niho modelu v kapalinové chromatografii s rliznym sloZzenim mobilni faze.
Druhd ¢ast je vénovana popisu retence alkenli solvatatnim modelem v plynové

chromatografii.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Retencni modely v chromatografii

Retence latek v rozdélovaci chromatografii je komplexni proces, zahrnujici
vzajemné interakce solutu, stacionarni fdze a mobilni faze [1,2]. Pro popis separacniho
déje vRPLC a GC bylo vytvofeno mnoho model(, které se odlisuji pristupem a
komplikovanosti.

Modely zaloZené na fyzikalné-chemickych zakladech byvaji robustni a pouZzitelné
pro Sirokou oblast slou¢enin. Nicméné jejich odhady nebyvaji tak presné, at jiz
z divodu horsi dostupnosti parametr(, nebo komplexnosti celkového popisu déje. Na
druhé strané empirické modely, které zahrnuji experimentdlni parametry latek
k popisu retence, jsou ¢asto aplikovatelné pouze na omezeny rozsah analytd, ale jejich
schopnost predikce v konkrétni oblasti pouziti byva vyssi.

Vtéto kapitole jsou popsany modely béiné pouZivané v rozdélovaci
chromatografii typu kapalina-kapalina a plyn-kapalina. Dale jsou uvedeny retencni

modely souvisejici s pfistupem LSER, ktery je hlavnim tématem této prace.

Linear Free Energy Relationships (LFER): linearni vztahy volnych energii

LFER vyjadfuje vztah mezi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi latek (makroskopického
rozméru) a jejich mikroskopickymi strukturnimi charakteristikami odvozenymi od
molekuldrnich vlastnosti. LFER zpravidla byva semi-empirickym vztahem, zaloZzenym na
fyzikalné-chemickych vlastnostech kombinovanych s empirickymi parametry latek
ziskanymi z experimentalnich dat. Pro tento typ zavislosti se také uzivd pojem extra-
termodynamicky vztah: jedna se termodynamicky koncept rozsSifeny o dalsi
experimentdlni parametry latek, uréeny pro detailni popis specifického fyzikalné-
chemického déje [3].

Nejzndméjsi podobou LFER je Hammetova rovnice v organické chemii, déle se
LFER hojné pouziva k popisu fyzikalné-chemickych a biologickych proces(i. LFER muze

byt vztah s jednim parametrem, €asto je ale formulovan jako soucet nékolika ¢len(
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znazornujicich specifické interakce. Z matematického hlediska v rovnicich musi platit
princip aditivity jednotlivych prispévk( energie, které jsou na sobé nezavislé. LFER je
zpravidla popsan jednoduchym nebo vicendsobnym linedarnim regresnim modelem a
fidi se odpovidajicimi statistickymi pfedpoklady.

S pojmem LFER se castecné prekryvaji dalsi formy vztahd, jako jsou QSAR
(Quantitative structure-activity relationship) nebo QSPR (Quantitative structure-
property relationship). K popisu retence jako funkce strukturnich vlastnosti latek je
pouzivano formulace QSRR (Quantitative structure-retention relationship), ktera je

popsana v kapitole 1.1.5.

Linear Solvation Energy Relationships (LSER)

Modely zaloZené na LSER jsou soucasti Sirsi skupiny obecnych vztaht LFER. Pojem LSER
byl zaveden autory Kamlet-Taft pro popis jednotlivych interakci mezi rozpoustédlem a
solutem [4]. LSER je uZsi forma LFER zavislosti pouZitd k popisu solvata¢niho déje [1],
provazeného interakcemi mezi solutem a solventem. LSER lze obecné vyjadrit

nasledujici rovnici:

AEg = AEy + AEcpy + AEppoL + AEg a + AEss (1.1.1.1)

AEy,, popisuje celkovou zménu energie pfi solvataci,

AE.,, zndzoriuje zmény energie provazejici kavitacni proces,

AEypo. znadi energii polarnich interakci molekul spojenou s tvorbou vazeb dipdl-dipdl
a dipdl- indukovany dipdl,

AE; . popisuje energii interakci vodikové vazby, kde solut vystupuje jako kyselina

(donor),
AE.zz popisuje energii interakci vodikové vazby, kde solut vystupuje jako baze

(akceptor),
AE, konstantni ¢len nezdvisly na jednotlivych interakcich (nepopisuje specificky
déj).

Jednotlivé ¢leny popisujici zmény energie na pravé strané rovnice (1.1.1.1) jsou na

sobé nezavislé, splnuji podminu aditivity. Kazdy ¢len Ize rozdélit na prispévek solutu a
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prispévek solventu k dané interakci. V soucasné dobé patfi k nejpouzivanéjsSim LSER
vztahim Abrahamv solvataéni model (kap. 1.1.7).

1.1.1 Obecny mechanismus retence a solvatace

Retence analytd v rozdélovaci chromatografii je zaloZena na prechodu analytu

z mobilni do stacionarni faze:
Am < Ay (1.1.1.2)

V rovnici (1.1.1.2) A(m) je analyt v mobilni fazi a Ai) analyt ve stacionarni fazi.

Ky = A6 (1.1.1.3)
Ca(m)

Rozdélovaci (distribucni) konstanta rovnice (1.1.1.2) je definovana vztahem (1.1.1.3),
kde ca(s) je koncentrace analytu v stacionarni fazi a cam) koncentrace analytu v mobilni

fazi. Retencni faktor popisujici chovani analytu v chromatografii je vyjadren:

:VR,A‘VM :tR,A'tM _ D _ KD£ (1.1.1.4)
Vi tw Na(m) Vi

Ka

V rovnici (1.1.1.4) ka je retencni faktor latky (A), Vr a je retencni objem latky (A), Vu je
mrtvy objem kolony, tg a je retencni ¢as latky (A), tm je mrtvy €as kolony, na) je latkové
mnoZstvi analytu (A) ve stacionarni fazi kolony, nam) je latkové mnoZstvi analytu (A) v
mobilni fazi, Kp je distribu¢ni (rozdélovaci) konstanta latky (A) mezi stacionarni a
mobilni fazi, Vs je objem stacionarni faze a V,,, objem mobilni faze.

Solvatace je popisovana jako déj, pfi kterém jsou molekuly rozpusténé latky
(solutu) obalovany molekulami rozpoustédla (solventu) za vzniku nevazebnych

interakci. V rozdélovaci chromatografii hraje solvatacni déj dalezitou roli pfi pfechodu

18



solutu mezi mobilni a stacionarni fazi. Modely pro popis retence zpravidla zahrnuji
proces solvatace. Konkrétné v LSER pfristupu je uvazovan tzv. kavita¢ni model solvatace
popsany nize [5]. Prevedeni molekuly solutu do solventu Ize rozdélit na tfi nasledujici

kroky:

1)  vytvorenidutiny (kavity) v rozpoustédle pro umisténi molekuly solutu,
2)  reorganizace molekul solventu okolo vzniklé dutiny
3)  prechod molekuly solutu do dutiny v solventu a vznik novych interakci mezi

solutem a solventem

Krok 1)

Molekuly rozpoustédla jsou vzajemné drzeny pfi sobé interakcemi, které se nazyvaji
kohezivni sily. Pro vytvoreni dutiny v solventu je nutno prerusit tyto vazby typu
solvent-solvent. V pritomnosti solutu se molekuly rozpoustédla vzajemné oddéli a
vytvofi dutinu (kavitu) velikosti a tvarem shodnou s molekulou solutu. Tento tzv.
kavitacni proces je endoergicky déj, jehoz energie je Umérna velikosti utvorené dutiny

a tedy i velikosti molekuly solutu.

Krok 2)

Molekuly solventu jsou reorganizovany okolo vzniklé dutiny, za uUéelem dosazeni
stabilnéjsiho rovnovazného stavu pro nasledné pfijeti solutu. Celkovd zména Gibbsovy
energie tohoto déje je podstatné mensi, neZ energie spojend s kavitaci a zpravidla se
neuvazuje. Dochazi viak ke zméndm entalpie a entropie molekul solventu, nicméné

oba tyto pfispévky se vzajemné vyrusi.

Krok 3)

Po umisténi molekuly solutu do dutiny v rozpoustédle dojde ke vzniku novych vazeb
typu solut-solvent. V pfipadé neiontovych sloucenin jsou tyto interakce
charakterizovany jako disperzni, orientacni, indukéni a interakce vodikové vazby.

Proces spojeny s tvorbou novych vazeb solut-solvent je exoergicky déj.

Tento jednoduchy model uvaZzuje izolovanou molekulu solutu (napf. v plynné

fazi) prechazejici do solventu. Pfi prechodu solutu rozpusténého v jedné fazi do druhé
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faze je nutno jesté uvazovat proces uzavreni kavity v prvni fazi. Z uvedeného schématu
je patrno, Ze solvatace latek je vysledkem dvou protichlidnych déja: tvorbou kavit

(krok 1) a interakci mezi solutem a okolnim solventem (krok 3).

1.1.2 LSST model (Linear solvent strength theory)

Tento model se fadi mezi nejrozsifenéjsi a nejvice pouzivané pfistupy pro
vyjadreni vztahu mezi retenénim chovanim solutu a sloZzenim mobilni faze [6-10].
Popisuje retenci analytu v RPLC v zavislosti na objemovém zlomku organického

rozpoustédla v mobilni fazi:

logk = logky - S¢ (1.1.2.1)

k retencni faktor solutu pro dané slozeni mobilni faze, tvorené binarni smési vody a
organického rozpoustédla,

ky, retenéni faktor solutu v mobilni fazi tvofené Cistou vodou,

@ objemovy zlomek organického rozpoustédla v mobilni fazi,

S parametr zahrnujici vlastnosti solutu a daného organického rozpoustédila.

Model LSST neni jen empirickym vztahem, ale vychazi z termodynamickych
zakladu retence [11,12]. Vyraz logk ma rozmér volné energie pifechodu solutu z mobilni
do stacionarni faze. Za predpokladu, Ze stacionarni faze se nemeéni vlivem
sloZzek mobilni faze a pomér objemi fazi Vs/Vm je stejny, parametr S odpovida volné
energii pfechodu solutu z ¢isté vody do organického rozpoustédla. Hodnota S je tedy
z teoretického hlediska, nezdvisla na vlastnostech stacionarni faze. Tento parametr
rovnéz udava solvatacni (elucni) silu organického rozpoustédla mobilni faze, nicméné
S se méni také podle charakteru solutu. S rostouci velikosti molekuly a mensi polaritou
analytu se hodnota S zvétsuje.

Hodnota logk,, je vztazena k volné energii prechodu solutu z vody do stacionarni

faze. Parametr logk, se zpravidla ziskdvd ze vztahu (1.1.2.1) extrapolaci logk na

20



nulovou koncentraci rozpoustédla (¢ =0) v mobilni fazi. Extrapolované hodnoty logk,,
pro danou latku na stacionarni fazi ¢asto byvaji odliSné na zdkladé pouzité metody.
Vysledky se méni podle druhu organického rozpoustédla, Sifce méreného rozsahu
sloZzeni mobilni faze a i po¢tu bodu zavislosti logk vs ¢@. Experimentélné uréené hodnoty
logk,, rovnéz nebyvaji totozné s vysledky ziskanymi extrapolaci.

Rozdily v experimentalné uréenych hodnotach S a logk,, lisici se podle pouzité
metody stanoveni, neumoZznuji Sirsi vyuZiti téchto parametrd pro popis retencnich
vlastnosti. Nelze je proto povaZovat za deskriptory charakterizujici soluty ¢i organicka
rozpoustédla.

Pfesto oba zminéné parametry LSST rovnice nabyvaji uritého kvalitativniho
vyznamu pro charakteristiku vlastnosti solutu a rozpoustédla. Mira hydrofébicity
analytu muize byt vyjadiena vyrazem logk,,. Byla nalezena dobra korelace mezi logk,, a
logaritmem rozdélovaciho koeficientu oktanol-voda (logP,.,). Parametr S mizZe udavat
elucni silu solventu i presto, Ze je ovlivnén analytem. Jako pfiklad Ize uvést hodnoty S
ziskané zretence latek v mobilnich fazich smési vody ardznych organickych
rozpoustédel: S = 2,6 (methanol); S = 3,2 (acetonitril); S = 4,5 (tetrahydrofuran).

PouZitelnost vztahu (1.1.2.1) je omezena platnosti na uzky rozsah sloZeni
mobilni faze. Nejvétsi odchylky od uvedené rovnice nastdvaji v krajnich koncentracich
organického rozpoustédla (¢ >0 a ¢ > 1). Davodem byva skuteénost, Ze v mobilni fazi
s vysokym obsahem vody jiZz neni stacionarni faze dostatecné smacena rozpoustédlem
a dochazi tak ke strukturnim zménam usporaddni navazanych alkylovych fetézc(.
Naopak v prostredi silné koncentrovaného organického rozpoustédla prestdva byt
uplatinovan hydrofobni efekt mobilni faze a zvysuji se silanofilni interakce podporujici
adsorbéni mechanismus separace. Parametr logk, nachdzi pouziti v charakterizaci

stacionarnich fazi a rovnéz jako urcité hledisko polarity/hydrofobicity analytu.

Modifikace vztahu LSST
Urcitého zlepSeni pouZitelnosti rovnice (1.1.2.1) lze dosahnout kvadratickou zavislosti,

ktera umoznuje platnost v celém rozsahu slozeni mobilni faze [13,14]:

logk = logky + S1¢ + S2¢* (1.1.2.2)
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V rovnici (1.1.2.2) jsou S a S, regresni koeficienty, jejichZ vyznam je odlisny od
puvodniho parametru S (rovnice (1.1.2.1)). Tato varianta modelu LSST byva v praxi
nej¢astéji pouzivdna. Hodnota logk, ziskanad extrapolaci pomoci této kvadratické
rovnice se zpravidla lisi od logk,, ziskané za stejnych experimentalnich podminek, ale

extrapolaci z linedrniho vztahu (1.1.2.1). Schoenmakers a kolektiv [11] rozsiFil rovnici

(1.1.2.2) o dalsi ¢len pro vétsi pfesnost v oblasti malych hodnot ¢ .

Ink = co + 1) + & ¢* + eV (1.1.2.3)

Za zminku stoji dalSi podobné modely zavislosti retence na sloZeni mobilni faze,
které ale jiz nejsou vztazeny k logaritmu retencéniho faktoru. Jsou zaloZeny na vice
méné empirickych zdkladech [11]. Kowalska navrhla ndsledujici vztah (1.1.2.4), ktery
byl pivodné uréen pro pouziti v tenkovrstvé chromatografii na reverzni fazi a pozdéji

pouZit i u HPLC.

k = ! 1 (1.1.2.4)

Co + cl\/g + C4/1-¢

Lee a kolektiv vyjadfil jednoduchou relaci mezi retenc¢nim faktorem a objemovym

zlomkem ¢:
k= ¢ + & (1.1.2.5)
¢
G C;
k=c + — + ?
(1.1.2.6)

V uvedenych vztazich (1.1.2.3) az (1.1.2.6) ¢y, ¢1, ¢, ¢z oznaduji konstanty a regresni

koeficienty, které maji pro kazdou z rovnic odliSny vyznam.
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POZN.:
V kapitole 2 je model LSST pouZit k popisu retence latek. Pro vétsi pfehlednost v textu
zde pojem LSST oznacuje linearni nebo kvadratickou zavislost log k na objemovém

zlomku ¢, popsanou rovnicemi (1.1.2.1) a (1.1.2.2).

1.1.3 Model parametrti rozpustnosti (Solubility parameter model)

Tento model je odvozen z Hildebrandovy teorie regularnich roztokd [15], kterd
popisuje rozpustnost neelektrolytd v kapaliné na zakladé tzv. parametrd rozpustnosti.

Jejich definice je nasledujici:

26" (—aE)”
5 = ( iJ _ (‘ ij (1.1.3.1)
Vi Vi

Oi je parametr rozpustnosti latky i,

AE udéava molérni vyparnou energii latky i,
AE popisuje kohezivni energii (moldrni) mezi molekulami kapaliny i,

V; je moldrni objem latky i.

AE' znazorfiuje mnoistvi energie potfebné k oddéleni molekul z kapaliny a

pfechodu do plynné faze v nekoneéném zfedéni. Pomér (- AE{ /V;) je nazyvan hustota
kohezivni energie, nebo také kohezivni tlak molekul rozpoustédla. Parametr
rozpustnosti udava miru vzdjemné soudrznosti mezi molekulami kapaliny. V procesu
solvatace je kohezivni energie spojena s tvorbou dutin (kavit) v solventu pro umisténi
molekul solutu, jak bylo uvedeno v kapitole 1.1.1. Parametr rozpustnosti je zpravidla
udavan v jednotkach cal”?em™?, pfipadné Pa'/?, misto standardni Sl jednotky M2,

Koncept reguldrnich roztokd popisuje takovy proces miseni slozek, kde nedochazi

ke zménam smésovaci entropie. Tedy probiha zde Cisté entalpicky déj z pohledu zmén
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energie. Jednd se o makroskopicky pristup hodnotici celkovy charakter roztokd.
Predpoklada se, Ze vlastnosti smési lze popsat na zakladé vlastnosti Cistych slozek. Pfi
miSeni se uvazuje aditivita slozek, tedy zména vlastnosti roztoku je pfimo Umérna
mnozstvi jednotlivych sloZek v roztoku.

Teorie reguldrnich roztok( dobfe popisuje rozpustnost nepolarnich latek v
nepolarnich rozpoustédlech, kde prevazuji disperzni interakce. Parametr oJ; udava
kvantitativni miru polarity rozpoustédel. Pro nazornost jsou zde uvedeny orientacni
hodnoty [16], napf. nepolarni kapaliny jako alkany maji 0i=7, s rostouci polaritou se ;i
zvysSuje: tetrahydrofuran ¢;=10, methanol 6;=16 a voda 0; =25 (uvedené hodnoty jsou

v jednotkach cal”?cm '3/2).

Spojitost parametrd rozpustnosti a chromatografické retence je vyjadrena
pomoci aktivitnich koeficientl. Teorie reguldrnich roztok( definuje aktivitni koeficient

solutu (i) rozpusténého ve fazi (f) nasledovné [16]:

Iyt = V(5 = &8V 1.1.3.2
Vi RT( f) ( )

7[} aktivitni koeficient solutu (i) ve fazi (f). Horni index H oznacuje, Ze se jedna pouze

o entalpicky proces,
Vi  molarni objem latky (solutu) (i),
O parametr rozpustnosti latky (solutu) (i),
Of parametr rozpustnosti faze (f), ve které je solut rozpustén,
R univerzalni plynova konstanta,

T  termodynamicka teplota.

V kapalinové chromatografii Ize retencni faktor (k) vyjadfit jako pomér aktivitnich

koeficent( latky i v mobilni fazi a stacionarni fazi podle rovnice:

k = Lim Do

(1.1.3.3)
7/i,s nm
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Zde y,,, je aktivitni koeficient latky i v mobilni fazi a y;, aktivitni koeficient latky i v
stacionarni fazi. Pomér (ns/n,) udava latkové mnoizstvi stacionarni faze ny a mobilni
faze n,, v chromatografické koloné. Spojenim rovnic (1.1.3.2) a (1.1.3.3) se ziska

vysledny vztah popisujici retenci latky pomoci parametr( rozpustnosti:

Ink, = %((&—&n)z —(5-5)) + In™ (1.1.3.4)

N

Oi parametr rozpustnosti latky (analytu) (i),
Om parametr rozpustnosti mobilni faze,

Os parametr rozpustnosti stacionarni faze,

Pro praktické pouziti modelu k popisu retence v kapalinové chromatografii, byva

uvadéna také tato forma rovnice [17]:

Vi _ 2 (s _sY
Iogk—log(D+23RT((5i 5. Y —(5,-6.)) (1.1.3.5)

’

V rovnici (1.1.3.5) je @ pomér objemU0 staciondrni a mobilni faze
v chromatografické koloné. Smés rozpoustédel v mobilni fazi je popsana parametrem

Om, zde se predpoklada aditivni chovani slozek podle rovnice:
Om, AB = PAOA + P08 (1.1.3.6)

V rovnici (1.1.3.6) indexy (A), (B) oznacuji dvé misitelné kapaliny, da a Js jsou
parametry rozpustnosti slozek A, B a ¢ udava objemovy zlomek dané slozky ve smési
kapalin AB.

Predikce rozdélovacich konstant ¢i retencnich hodnot latek neni pfilis spolehliva
pomoci uvedeného modelu, zvlasté v systémech s navazanymi reverznimi fazemi.
Tento pfistup se ukazal jako malo dostacujici pro obecny popis retence, nebot
interakce mezi solutem a fazemi jsou omezeny prevazné na disperzni sily. Polarni latky

a rozpoustédla, schopna tvofit vodikové mustky nebo interakce typu elektron-
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donor/elektron-akceptor, se odchyluji od predpokladaného chovani daného rovnici
(1.1.3.4). Zatimco Oy a O lze snadno vypocitat z fyzikdlné-chemickych dat [18],
parametr stacionarni faze os neni mozno urcit s poZadovanou presnosti. Zminéné
skutec¢nosti vedou k omezenému pouziti tohoto modelu v chromatografii. Model
parametrl rozpustnosti Ize docela dobfe pouzit k charakterizaci systému rozdélovani
mezi dvé faze, soustavy solut-solvent ¢i vlastnosti rozpoustédel.

Nasledné byl predstaven rozsifeny model parametr(i rozpustnosti ESP (Extended
Solubility Parameter), ktery navic zahrnoval i polarni interakce sloZek roztoku [16,19-
21]. Takto bylo moZno popisovat chovani vétsi skupiny latek v Sirsi Skale polarity. Pro
polarni latky je nutné celkovy parametr rozpustnosti (5% )rozdélit do nékolika

jednotlivych pFispévkd podle danych interakei. Poté je celkovy €len &2 uréen:

ol = Og + 06 +26,404+26,0, (1.1.3.7)

Rozsifeny model ESP byl odvozen pro popis retence v kapalinové chromatografii
s normalnimi fazemi na systém kapalina-pevna latka a kapalina-kapalina. Rovnéz byl
pouzit i pro plynovou chromatografii v rozdélovaci soustavé plyn-kapalina a plyn-pevna
latka.

V  mobilnich fazich tvofenych vodou ¢&i jinymi poldrnimi  rozpoustédly,
podporujicimi vznik vodikovych vazeb, dochazi k podstatné horsi predikci selektivity a
retenCniho chovani. PouZité parametry rozpustnosti nejsou plné dostacujici k
pfesnému popisu interakci mezi analytem a fazemi. | pres dalsi dpravy model nebyl
pfilis vhodny pro kvantitativni popis déleni latek v kapalinové a plynové chromatografii.
Model ESP lze pouzit k vybéru vhodného rozdélovaciho systému kapalina-kapalina.
Tento koncept dovede predpovidat trendy v interakcich slouéenin pfi optimalizaci, ale
nedokaze predikovat konkrétni hodnoty distribu¢ni konstanty nebo retence analyta.

Na Hildebrandovych parametrech rozpustnosti je zalozen model MOSCED
(Modified Separation of Cohesive Energy Density Model) [22]. Jednd se o
termodynamicky pfistup uréeny pro vypocet aktivitnich koeficientld pfi nekonecném

zfedéni.
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1.1.4 Model parametrt polarity (Polarity parameter model)

Podobné jako rovnice LSST (kap. 1.1.2), i tento model popisuje
zavislost logaritmu retenéniho faktoru na objemovém zlomku organického
rozpoustédla v mobilni fazi. Vtomto pfipadé je retence latky v kapalinové

chromatografii definovdna na zadkladé parametr(i vlastnosti mobilni faze, stacionarni

faze a samotného solutu [23-26].
logk = (logk), +p(Pn -P) (1.1.4.1)

k retencni faktor dané latky,

(logk)o parametr zahrnujici charakter stacionarni faze,

p parametr popisujici polaritu solutu,
Py parametr polarity mobilni faze,
P parametr polarity stacionarni faze.

Déle je P, definovan podle slozeni mobilni faze pro smés acetonitril-voda a methanol-

voda:
2,13
P = 1,00 — 2134 (Acetonitril-voda) (1.1.4.2)
(1+1,42¢9)
1,33
Pn = 1,00 — _133¢ (Methanol-voda) (1.1.4.3)
(1+0,479)

Vrovnicich (1.1.4.2) a (1.1.4.3) ¢ oznacuje objemovy zlomek organického
rozpoustédla v mobilni fazi. Tato rovnice (1.1.4.1) prokazuje platnost linearniho vztahu
mezi retenci a slozenim mobilni faze, v celém rozsahu jejiho slozeni, od 0 do 100 %
organického rozpoustédla [27].

Parametr polarity P je odvozen od solvatochromni hodnoty E;(30), kterd se
pouZiva jako mira polarity rozpoustédel a mobilni faze [28]. Zavislost logaritmu

reten¢niho faktoru solutu na hodnoté E7(30) mobilni faze, ve které se méni podil vody
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a organického rozpoustédla, byva linedrni ve velmi Sirokém rozmezi jejiho slozeni [29],
na rozdil od zminéné zavislosti logk vs ¢, popsané modelem LSST (kap. 1.1.2).

Podle definice je P, =1 v prostfedi Cisté vody, platné pro obé mobilni faze
acetonitril-voda a methanol-voda. P.'charakterizuje pfevainé vlastnosti stacionarni
faze, podobné jako vyraz (logk)o. Pro hypoteticky pfipad, kdy polarita mobilni faze a
stacionarni faze je stejna (P, =P.),¢len (logk)o, odpovida retenci daného solutu, jehoz
polarita nema vliv na retenéni chovani. Jako referenéni hodnota je urena P =1pro
stacionarni fazi Merck LiChrospher 100 RP-18 (100 x 5 mm). Jsou znamy polarity solutu
p pro asi 200 sloucenin, které se ale mirné lisi podle toho, zdali bylo k jejich vypoctu
pouZito mobilni faze acetonitril-voda nebo methanol-voda.

Tento model bohuZel nedokaze zcela oddélené charakterizovat jednotlivé
vlastnosti obou fazi a analytu. Parametr solutu p v sobé ¢astecné odrazi navic i povahu
mobilni a stacionarni faze. Rovnéz ostatnim parametriim ve vztahu ((1.1.4.1) nelze
jednoznaéné pfriradit pouze vlastnosti, uvedené v popisu této rovnice. Pocet
referencnich latek se zndmym parametrem p je navic pomérné maly. Vyznam
parametrl polarity spociva prevazné v moznosti prenosu retencnich dat mezi rliznymi

staciondrnimi fazemi nebo systémy rozpoustédel mobilnich fazi.

1.1.5 Modely zaloZzené na QSRR (Quantitative structure-retention
relationships)

QSRR pfistup zahrnuje zavislost mezi retenci analytu a strukturnimi parametry
molekuly [3]. Pokryva Sirokou oblast vztahl s rozmanitymi druhy parametru solutu. Pro
QSRR je typické pouziti molekularnich a strukturnich deskriptort, vypoctenych pomoci
teoretické chemie. Na vystavbu modelu se pouZivaji nej¢astéji jednoduché nebo
vicenasobné linedrni regresni modely, kde jednotlivé ¢leny v rovnici mizZou i nemusi
mit rozmér volné energie. Do kategorie QSRR patfi i metody zaloZené na jinych
statistickych technikdch [30], jako jsou neuronové sité (Artificial Neural Network,
ANN), analyza hlavnich komponent (Principal Component Analysis, PCA) a jiné.

Nebot tato price je zamérena na LSER pfistup k popisu retence, jsou modely

uvedené v této kapitole jen ilustrativni ukazkou QSRR pojeti. Za zminku stoji definice
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molekuldrniho deskriptoru uvedend v review skupiny Heyden, Put [30]: “Molekularni
deskriptor je konecny vysledek logické a matematické procedury, kterda prevadi
chemickou informaci zakddovanou uvnitf symbolické reprezentace dané molekuly na
pouZitelné Cislo”.

Deskriptory pouZivané v QSRR Ize charakterizovat jako fyzikdlné-chemické,
kvantové-chemické, topologické a ostatni druhy [31]. Vyhodou fyzikalné-chemickych
deskriptorl je pomérné velka korelace s retenci. Ovsem jejich dostupnost byva
omezena, pfipadné jsou dosazitelné pouze s vétsi chybou odhadu. Kvantové-chemické
deskriptory poskytuji nahled do reten¢niho chovani latek na molekularni drovni,
nicméné koreluji pomérné malo s retenci a jejich vypocet byva komplikovany.

Topologické deskriptory jsou odvozené od vzajemné polohy jednotlivych atomi v
molekule. Tyto parametry poskytuji Ciselné vyjadreni struktury, které umoZnuje
rozliSeni nékterych strukturnich zmén, predevsim rozvétveni, ndsobnych vazeb nebo
pfitomnost kruhu. Topologické deskriptory byvaji snadno vypocitatelné a poskytuji
mnohdy velmi pfesné odhady [32,33], ale nejsou pfimo vztazené k retenénimu déji.

Mezi Casto pouzivané QSRR formulace patfi jednoduchy model CLOGP [34,35]

odvozeny od logaritmu rozdélovaciho koeficientu oktanol-voda (logPow):

retention parameter = k; + k, logP (1.1.5.1)

Vrovnici (1.1.5.1) je logP hodnota rozdélovaciho koeficientu oktanol-voda
analytu vypoctena zpravidla pomoci pocitatového programu, jako “retention
parameter” Ize pouZit napf. logaritmus retenc¢niho faktoru nebo jiné retenc¢ni veliciny a
ki, ko jsou konstanty rovnice (regresni koeficienty). Uvedeny model je pouzivany také
pro charakterizaci stacionarnich fazi a vypoctu logk,, (kapitola 1.1.2).

Dal$im casto uvadénym vztahem skupinou Kaliszan a kol [3] je rovnice (1.1.5.2):

retention parameter = ky + ko 1t + k3O min + ksAwas (1.1.5.2)

ki, ko, ks, ks regresni koeficienty,

Y7, celkovy dipdlovy moment analytu,
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OMin prebytecny elektronovy naboj na nejvice negativné nabitém atomu,
analytu

Awas plocha povrchu dané molekuly analytu pfistupna molekulam vody,

jako “retention parameter” muze byt dosazen izokraticky logk nebo gradientovy

retencni ¢as tg.

Celkovy dipdlovy moment analytu u popisuje interakce typu dipdl-dipdl a dipdl-
indukovany dipdl. Parametr Jwmin Vyjadfuje schopnost analytu zucastnit se polarnich
interakci. Awas znazornuje intenzitu disperznich interakci analytu typu Londonovych sil.
Vztah (1.1.5.2) lze rovnéz poutZit pro vypocet logk,, solutu.

K odhadu a predikci retencnich vlastnosti latek pomoci QSRR je velmi casto
uzivano pocitatovych programd, uréenych pro vybér vhodné sady deskriptor(
z rozsahlé databaze pouzitelnych parametrd pomoci statistickych technik a nasledné
statistické zpracovani dat. Mezi uvedené programy patfi napf. CODESSA
(Comprehensive Descriptors for Structural and Statistical Analysis) [36-38], pouzitelny
obecné pro Sirsi oblast vztah( struktury a vlastnosti latek QSPR (Quantitative structure
property relationships), nebo software DRAGON [39] podobného zaméreni.

Nékteré QSRR modely dovedou vypocitat velmi presné odhady retence. Ve
vétsiné pripad( presnost QSRR vztahlU neni dostacujici k identifikaci sloucenin v
chromatografii. QSRR jsou dale vhodné k objasnéni retenéniho mechanismu,
optimalizaci separace nebo volbé experimentdlniho postupu prace. QSRR rovnice
mnohdy neodpovidaji studovanému déji, a proto jednotlivé koeficienty v modelech
nemusi mit konkrétni fyzikalné-chemicky vyznam. Vyhodou LFER a LSER metod je
pouZiti takovych clenl v rovnici, které jsou primo spojeny se zménami energie

odpovidajicich danym interakcim retenéniho déje.
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1.1.6 Kamlet-Taftuv solvatochromni model

Kamlet-Taftdv model predstavuje prvni podobu LSER vztahu pouZitou k popisu
retence v chromatografii. Vyvoj parametr(l (deskriptord), charakterizujicich retencni
vlastnosti analytu, byl spojen s plvodnim zamérem popsat vlastnosti rozpoustédel jako
je polarita nebo solvatacni sila a jejich vliv na vlastnosti solutu. Rovnéz bylo cilem
nalézt vztah pro hodnoceni vlivu rozpoustédla na rlizné efekty jako je posun hodnoty
frekvence absorpéniho maxima a intenzita absorpce (UV-VIS), rychlostni konstanty

reakci nebo rovnovazna konstanta reakce.

Solvatochromni parametry rozpoustédla

Solvatochromni parametry jsou zaloZzeny na solvatochromnim efektu, tj. vlivu
rozpoustédla na spektroskopické charakteristiky rozpusténé latky (solutu) jako jsou
frekvence absorpéniho maxima a jeho posun, intenzita absorpéniho pdsu, pfipadné
tvar absorpcniho pasu. Jiz delsi dobu byly zndmy stupnice popisujici polaritu a
solvatacni silu rozpoustédla pomoci empirickych solvatochromnich parametr( jako je
napf. hodnota E;(30) (Dimroth-Reichardt) nebo Z-stupnice (Kosower), které jsou
zaloZzené na jednom standardnim barvivu, s jehoZ pomoci je celkové charakterizovdna
polarita rozpoustédel [40].

Kamlet a Taft zavedli tii stupnice [41-43] popisujici vlastnosti rozpoustédel podle
jednotlivych interakci 7*,c, [

7* je parametr dipolarity/polarizovatelnosti rozpoustédla, pojmenovany podle
pfechodu v elektronovém spektru p-n* a m-m* provazejicim solvatochromni efekt.
Udava, jakou mérou stabilizuje rozpoustédlo dany solut plsobenim interakci dipdl-
dipdl a dipdl-indukovany dipdl. Parametr a popisuje schopnost solventu pulsobit jako
donor pfi tvorbé vodikové vazby se solutem a parametr [ vyjadfuje schopnost
solventu plisobit jako akceptor pfi tvorbé vodikové vazby se solutem. Oba parametry o
a f také zndzornuji miru stabilizace solutu vlivem rozpoustédla na zakladé vodikovych

vazeb.
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Kazdd stupnice je zaloZena na solvatochromnim efektu méreném pomoci
specifickych barviv, individualné vybranych pro charakteristiku daného studovaného
déje. Standardni barviva jsou volena tak, aby nevytvarela smiSené interakce a byla
pokud mozZno citliva prednostné jen na vybrany déj. Napftiklad barviva pro stupnici
7* by neméla vykazovat interakce s vodikovou vazbou, kde barvivo je akceptorem
vodikového protonu, poskytnutého rozpoustédlem jako donorem. Na konstrukci
stupnic polarity je vybrano vice jak 10 barviv (indikator(l) pripadajicich pro popis

jednoho typu rozpoustédla.

Zde je znazornén vztah pro vypocet solvatochromniho  parametru

dipolarity/polarizovatelnosti 7 *:

* Vv - chklohexan

o= (1.1.6.1)

Vowmso = chklohexan

V rovnici (1.1.6.1) v je frekvence absorpcniho maxima daného barviva (indikatoru)
v pfitomnosti studovaného rozpoustédla, Viuiohexan j€ frekvence absorpcniho maxima
daného barviva v pfitomnosti cyklohexanu a vpuso je frekvence absorpéniho maxima
daného barviva v pfitomnosti dimethylsulfoxidu.

Pro cyklohexan je definovdna hodnota 7* = 0 a pro dimethylsulfoxid 7z* = 1.

Posun absorpéniho maxima indikatoru lze vyjadfit:

Vv =y +sa* (1.1.6.2)

V rovnici (1.1.6.2) je 1, frekvence absorpéniho maxima barviva v cyklohexanu jako
standardu, koeficient s vyjadfuje citlivost barviva na posun frekvence absorpéniho
maxima va x* je hodnota parametru dipolarity/polarizovatelnosti rozpoustédia.
Podobnym zplsobem byly sestaveny i stupnice parametrlil o a £, kde byla
pouZita tzv. solvatochromni komparaéni metoda [44]. Ta umoznuje pii vhodné volbé
referentniho a studovaného solutu (barviva) kvantitativné vyjadfit miru interakce mezi

rozpoustédlem a solutem, na zakladé posunu frekvence absorpéniho maxima pro
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mérené barvivo a referentni indikator pUsobenim vlivu rozpoustédla. Takto ziskané

parametry, jez maji rozmér energie, lze pouZit k popisu solvatacniho déje.

Formulace Kamlet-Taftova modelu

Kamlet-Taftdv model byl vyvijen od konce 70. Let, z piivodni formulace vztahu se
solvatochromnimi parametry (deskriptory) pro popis vlastnosti rozpoustédla [40] a

jeho vlivu na rGzné efekty, uvedené v predchozi ¢asti. Vychazelo se z rovnice:

XYZ = (XYZ), + sz" + aa + bf3 (1.1.6.3)

V rovnici (1.1.6.3) XYZ oznacuje obecné vlastnost solutu ovlivnénou solventem,
kterd je vztazena k volné energii. MlzZe zastupovat napt. rychlostni konstantu reakce,
rovnovaznou konstantu reakce, spektroskopické parametry jako je poloha frekvence
absorpéniho maxima a jeho intenzita. (XYZ), je konstantni ¢len vlastnosti solutu
nezavisly na vlivu solventu, 7* «, f jsou solvatochromni parametry rozpoustédla,
pochdzejici z Kamlet-Taftovy stupnice zminéné v predchozi ¢asti. Koeficienty s, a, b jsou
parametry solutu, které uddvaji citlivost dané vlastnosti XYZ ke zméné vlivem
rozpoustédla, pro jednotlivé typy interakci zndzornéné ¢leny na pravé strané rovnice
(1.1.6.3). Parametr « je také nazyvan deskriptor acidity vodikové vazby (hydrogen-
bond acidity) a parametr [ deskriptorem bazicity vodikové vazby (hydrogen-bond
acidity).

Clen sz * charakterizuje interakce typu dipél-dipdl a dipdl-indukovany dipdl, aa
odpovida tvorbé vodikovych vazeb se solutem, kde solvent je donorem vodikového
protonu a bf popisuje tvorbu vodikovych vazeb se solutem, kde rozpoustédlo je
akceptor vodikového protonu.

Pozdéji byla rovnice (1.1.6.3) upravena pfidanim korekéniho ¢lenu do
k parametru 7 *, pro aromatickd (0=1) a polyhalogenovana (6=0,5) rozpoustédla
[40,44]. Dale byl doplnén pfispévek md; pro kavitatni efekt solventu. Vysledna

rovnice méla podobu:
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XYZ = (XvZ), + s(;z* - d5) + aa + bB + md; (1.1.6.4)

V rovnici (1.1.6.4) maji ¢leny stejny vyznam jako v pfedchozim vztahu (1.1.6.3),
o, je Hildebrandiv parametr rozpustnosti popisujici endoergické sily pfi vytvéreni
dutin v rozpoustédle (kap. 1.1.3). Vyjadfuje energii spojenou s tvorbou kavit mezi
molekulami solventu, velikosti a tvarem odpovidajicich rozmérim solutu. S uvedenou
rovnici (1.1.6.4) je spojovan pojem LSER, zavedeny autory Kamlet, Taft a kol. PGvodni
formulace LSER byva uvadéna v rGznych obdobdch [4].

Déle se zjistilo, ze vztah (1.1.6.4) m{Ze slouZit k popisu rozdélovaci rovnovahy
kapalina-kapalina a kapalina-plyn. Soucasné doslo k podstatné zmeéné ve formulaci
rovnice. Vztah, ktery byl plvodné vyvinut k charakteristice rozpoustédel a jejich vlivu
na urcitou vlastnost solutu, byl nyni upraven na popis solvatacnich vlastnosti solutu
v prostiedi rozpoustédla. Tedy sledované vlastnosti jsou parametry (deskriptory)
solutu a nikoliv solventu, jak bylo doposud uvadéno v predchozich rovnicich. Tyto
parametry, charakterizujici rozpoustédlo z pohledu celkovych vlastnosti kapaliny (bulk
properties), Ize také pouzit k popisu solutu, ktery zpravidla vystupuje jako oddélend
individualni molekula obklopena solventem. Pro takovy popis je nutné v nékterych
pfipadech provést uUpravy a korekce, které jsou mnohdy zdsadni. Rovnice byla
upravena pridanim indexu (2) pro solut a (1) pro solvent a také doplnéna novym
parametrem V,/100 popisujicim velikost molekuly rozpusténé latky. V, je McGowanUv
charakteristicky objem molekuly (moldrni objem), zndzornujici disperzni a nepolarni
interakce pfi solvataci solutu. Regresni koeficienty m, s, a, b zahrnuji vlastnosti

rozpoustédla.
XYZ = (XYZ), + m\,/100 + sz; + ac, + bf, (1.1.6.5)

Vyslednd rovnice (1.1.6.5) byla schopna popsat mnoho fyzikalné-chemickych
procest [4,40], kromé jiz zminénych spektroskopickych jev(l a vlivu rozpoustédla na
rychlost chemické reakce ¢i ustanoveni vysledné rovnovahy, také rozdélovaci

rovnovahy (napf. oktanol-voda), predikci biologické aktivity a toxicity latek a podobné.
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Jednou z prvnich aplikaci vztahu (1.1.6.5) byl popis déleni latek v kapalinové
chromatografii [45]. Také se zjistila linedrni zavislost mezi logaritmem retencéniho
faktoru a solvatochromnim parametrem mobilni fdze, hodnotou E+(30), kterd
charakterizuje polaritu a solvatacni silu rozpoustédla [46] (viz kap. 1.1.4). Tato zavislost
vykazovala linearitu v Sirokém rozsahu sloZeni mobilni faze, |épe neZ pouZivany vztah
logk vs ¢ (kap. 1.1.2). Dobra korelace parametru E7(30) s deskriptory mobilni faze 7*

a a, znadzornénd v rovnici (1.1.6.6), rovnéz potvrdila platnost teorie LSER [40,47].

E+(30) = 31,00 + 13,437, + 15,06 (1.1.6.6)

(R = 0,984; SE = 1,65; n = 40)

V rovnici (1.1.6.6) R je korelacni koeficient n po¢et méreni, a SE smérodatna odchylka
regresni zavislosti.
Kone¢nd podoba Kamlet-Taftova modelu pro popis retence v RPLC je nasledujici

[40,48]:

logk = (logk), + m\,/100 + sz, + aa, + bf, (1.1.6.7)

Zde (logk)y oznacuje konstantu nezavislou na vlastnostech solutu. Ostatni
parametry jsou shodné jako v rovnici (1.1.6.5). Regresni koeficienty m, s, a, b
charakterizuji stacionarni a mobilni fazi na zékladé parametri o7, 7*, «a, . Jejich

detailnéjsi popis bude uveden v nasledujici kapitole (1.1.7).

Kamlet-Taftdv model je doposud vyuzivdn pro popis nejriznéjsich déji v
rozpoustédle. V kapalinové chromatografii jsou solvatochromni deskriptory stale
pouZzivany k charakterizaci jednotlivych vlastnosti mobilni faze na zakladé LSER vztahu.
Dalsi aplikaci solvatochromnich deskriptord je model SPACE (Solvatochromic
Parameters for Activity Coefficient Estimation) [49], uréeny pro vypocet aktivitnich
koeficientll neiontovych roztokl pfi nekonetném zfedéni. Jednd se o modifikaci
metody MOSCED (kap. 1.1.3), rozSitenou o solvatochromni parametry solutu a

solventu.

35



1.1.7 Abrahamiv solvatacni model (LSER)

Soucasna podoba LSER vztahu formulovaného Michaelem H. Abrahamem pro popis

retence v kapalinové a plynové chromatografii je vyjadiena [1]:

logk=vV+eE+sS+aA+bB+c LC (kapalina-kapalina) (1.1.7.1)
logk=IL+eE+sS+aA+bB+c GC (plyn-kapalina) (1.1.7.2)

V rovnicich (1.1.7.1) a (1.1.7.2) velkd pismena V, E, S, A, B, L oznacuji deskriptory
(parametry) analytu a mald pismena v, e, s, a, b, | zndzoriuji regresni koeficienty,
vCetné konstanty c,

logk logaritmus retencniho faktoru analytu,

v McGowanUyv charakteristicky objem,

E Pfebytkova moldrni refrakce,

S deskriptor dipolarity/polarizovatelnosti,
A celkova acidita vodikové vazby analytu,
B celkova bazicita vodikové vazby analytu,

~

logaritmus rozdélovaciho koeficientu plyn-hexadekan (logL'®).

Retence analytu (logk) mize byt ve vztahu (1.1.7.1) a (1.1.7.2) vyjadiena i jinymi
veli¢inami, které odpovidaji volné energii separacniho déje. V plynové chromatografii
je to napf. reten¢ni index (R/) nebo logaritmus specifického reten¢niho objemu. Cleny
solvatacni rovnice (1.1.7.1) a (1.1.7.2) mGzZou byt uvedeny v jiném poradi, zaleZi na
konkrétni publikaci a autorech.

Deskriptory popisuji jednotlivé solvatacni vlastnosti analytu, podle specifickych
typl interakci. Jsou to Cisté charakteristiky solutu nezavislé na teploté, tlaku a jinych
podminek separace.

Regresni koeficienty zahrnuji vlastnosti separacniho prostredi, tedy stacionarni
faze, mobilni faze a teploty. V literature byvaji uvadény také pod pojmy systémové
konstanty, systémové koeficienty, regresni parametry a jiné. Jejich Ciselnd hodnota je
také ovlivnéna typem vyjadiené retencni veliCiny na levé strané solvatacni rovnice

(logk, RI atd.).
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LSER rovnice je konstruovana k pouziti za konstantnich podminek separace, tj. pro
izokraticky retencni faktor v LC a izotermalni retencni faktor ¢i retencni index v GC, ale
rovnice (1.1.7.1) a (1.1.7.2) lze aplikovat i pro gradientovou eluci s linedrnim

programem [12,50-52].

1.1.7.1 Historie a vyvoj modelu

Abraham(v solvata¢ni model byl zformulovan na zdkladé plvodniho Kamlet-
Taftova modelu (kap. 1.1.6). Hlavni zménou bylo pouziti solvatacnich deskriptord misto
plGvodnich solvatochromnich. Dale pak rozsifeni o dalsi ¢len pro polarni interakce a
zavedeni nového parametru pro pouZiti v systému plyn-kapalina. Kamlet-Taftova
rovnice v popisu solvatacnich déji (rozdélovaci rovnovaha) ukazovala urcité
nedostatky. Pfedevsim deskriptory ziskané ze spektroskopickych dat (7*, «, ) nebyly
pfimo vztaieny kzméné Gibbsovy energie pfi solvataci a nezahrnovaly v sobé
entropicky prispévek. Dale tyto solvatochromni parametry byly odvozeny pro kapaliny
(rozpoustédl|a), a tedy poufZiti pro pevné latky bylo komplikované.

Deskriptor V, (McGowanUyv charakteristicky objem) Kamlet-Taftovy rovnice dobre
popisoval rozdélovani solutu mezi dvé kapaliny, kde se uplatiuje kavitacni efekt, ale
pro prechod solutu zplynné faze do kapalného rozpoustédla byl nedostacujici.
Abraham a kolektiv navrhl empiricky parametr IogL16, ktery Iépe zahrnoval disperzni
interakce solut-solvent v systému plyn-kapalina [53] Deskriptor IogL16 je logaritmus
rozdélovaciho koeficientu plyn-hexadekan, vhodny pro popis retence v plynové
chromatografii.

Vyznamnym pfinosem M. H. Abrahama bylo sestaveni stupnice acidity a bazicity
vodikové vazby [54] solutli. Ta byla vytvorena na zakladé méreni rovnovazinych

konstant komplexacni reakce (1.1.7.3) v prostfedi rozpoustédla tetrachlormethanu.
A-H+B&> AH---B (1.1.7.3)
Reakce (1.1.7.3) popisuje vznik vodikové vazby mezi dvéma slou¢eninami reagujici

v poméru 1:1.

A-H latka schopna nabidnout vodikovy proton pro vznik vodikové vazby(donor),
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B latka schopna prijmout vodikovy proton za vzniku vodikové vazby (akceptor),

A-H-..-B komplex sloucenin A-H, B spojenych vodikovou vazbou.

Pro méreni acidity solutll bylo pouzito referencni baze (dimethyl sulfoxid,
tetrahydrofuran aj.). Byly ur¢eny rovnovazné konstanty reakce (1.1.7.3) pro celou fadu
solutd (A-H) v prostredi jedné referencni baze (B). Poté byla zvolena dalsi referencni
baze (B) a opét zméreny rovnovaziné konstanty solutll. Celkem bylo pouzZito nejméné

45 referencnich bazi. Vysledkem byla rovnice rovnovaziné konstanty reakce (1.1.7.3):
logK = L,logK} + Dy (1.1.7.4)

V rovnici (1.1.7.4) je K rovnovazna konstanta reakce (1.1.7.3), logK} je parametr
charakterizujici aciditu vodikové vazby méreného solutu, Lg a Dg jsou koeficienty
pfifazené dané referenéni bazi (B) pouZité pro méfeni acidity fady solut(i (A-H). Clen
znézorfiujici miru acidity vodikové vazby solutu logka byl tedy vztazen ke zméné
Gibbsovy energie. Grafické zndzornéni vztahu (1.1.7.4) pro rizné referencni baze (B)
ukazovalo sérii pfimek, které se protinaly v jednom spoleéném bodé. Tento tzv.

“magicky bod” byl pouzit jako pfirozena nulova hodnota pro vSechny soluty s nulovou
aciditou vodikové vazby. Poté Ize pFepsat rovnici (1.1.7.4) do tvaru, kde latky s logk} =

-1,1 maji aciditu rovnou nule:

ol = (logkl +1,1)/4,636 (1.1.7.5)

V uvedené rovnici(1.1.7.5) je o) deskriptor acidity vodikové vazby solutu.
Podobné se postupovalo pfi stanoveni bazicity vodikové vazby latek (B) podle rovnice
(1.1.7.3), kde byla pfitomna naopak referenéni kyselina (A-H). Rovnéz se ukazal
spole¢ny bod, pouZitelny jako nulovd hodnota bazicity vodikové vazby solutu.

Deskriptor bazicity vodikové vazby ;' je definovan (1.1.7.6):

B = (logkt +1,1)/4,636 (1.1.7.6)
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V rovnici (1.1.7.6) je logKs parametr charakterizujici bazicitu méFeného solutu. Pro

rovnovaznou konstantu K reakce (1.1.7.3) existuje spolecny vztah obou deskriptor(:

logk = 7,354 &5 35 - 1,094 (1.1.7.7)

(R=0,9956; SD=0,09; n=1312)

V rovnici (1.1.7.7) je R korela¢ni koeficient, SD smérodatna odchylka a n pocet
méreni regresni zavislosti. Tyto deskriptory popisuji aciditu a bazicitu solutu, ktery
reaguje se solventem v poméru 1:1. V prostfedi rozpoustédla byvd molekula solutu
obklopena solventem a muzZe tedy dochazet k vicendsobnym vodikovym vazbam na
rdznych mistech molekuly solutu. Proto byla zavedena tzv. efektivni (souctova) acidita
Taf a efektivni (souctovd) bazicita £3;' solutu. Tyto hodnoty deskriptorG byly ziskany
pomoci zpétného vypoctu z regresnich zavislosti solvataéni rovnice.

Parametr 7* Kamlet-Tafovy rovnice nedokazal pIné zahrnout polarizovatelnost
solutu a zaroven jeho dipolaritu, proto bylo nutno rozsifit rovnici o korekéni €len pro
zminéné polarni interakce, zvlasté u aromatickych a polyhalogenovanych slouéenin.
Jako nejvhodnéjsi deskriptor se ukazala tzv. prebytkova molarni refrakce R,. Tento
parametr [55] je odvozeny od hodnoty molarni refrakce latky, od které je odectena
molarni refrakce hypotetického alkanu, ktery ma stejny moldrni objem (stejnou
velikost molekuly) jako dana latka.

Bylo nutno upravit i solvatochromni deskriptor 7*, aby byl vztazen ke zméné
Gibbsové energie. Zpétnym vypoctem ze solvatacni rovnice, popisujici mérenou retenci

analytQ na polarnich fazich v plynové chromatografii, byl ziskan solvatacni deskriptor

dipolarity/polarizovatelnosti [56] oznaceny 75 . Horni index (H) u vsech uvedenych
parametrll oznacuje, Ze se jedna o deskriptor ziskany ze solvatacniho déje.

Vysledkem uvedenych zmén byla rovnice ve dvou kone¢nych podobach pro popis
rozdélovaci rovnovahy kapalina-kapalina (1.1.7.8) a plyn-kapalina (1.1.7.9), oznacovana

také jako Abrahamova solvatacni rovnice [54], publikovand v roce 1993:

SP =mVy +rR, +sm5 +aXas +bZ By +c (1.1.7.8)

SP = llogl™® +rR, + sy +aZas + b S +c (1.1.7.9)
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V rovnicich (1.1.7.8) a (1.1.7.9) SP oznacuje vlastnost solutu (solut property) vztazenou
k volné energii solvatace. Pozdéji bylo pouzito jednodussi oznaceni symboll pomoci

velkych a malych pismen, jak je uvedeno v rovnici (1.1.7.1) a (1.1.7.2). Jednotlivé ¢leny
byly pfejmenovany takto: mV,= vV, rR,= eE, sn?= sS, aEa?= aA, bZ,BZH= bB,

llogl*®= IL.

1.1.7.2 Deskriptory solutu

V (McGowanuv charakteristicky objem)

Deskriptor Vje McGowanUv charakteristicky objem (V,), nebo také moldrni objem
(kap. 1.1.6) [57] udavajici rozmér molekuly solutu. V kapalinové chromatografii je
tento parametr soucasti ¢lenu (vV), ktery popisuje kavitacni déje pfi solvataci solutu a
zaroven disperzni nepoldrni interakce solutu s okolnim rozpoustédlem. Lze jej snadno
spocitat na zakladé znalosti molarnich objemu jednotlivych atomG v molekule a poctu
vazeb. Jako jediny deskriptor Ize jej ziskat pro libovolnou latku bez potreby dalSich
experimentdlnich dat. Je nezdvisly na skupenstvi slouceniny, zpravidla udavan
v jednotkach cm® mol™*/100. Hodnota McGowanova objemu je totozna pro vSechny
izomery se stejnym poctem atomi, v homologickych fadach narlstd o konstantni

pfispévek. Deskriptor V zahrnuje pouze velikost objemu molekuly, nikoliv jeji tvar.

L (IogL16)
Deskriptor L je definovan [57] jako logaritmus rozdélovaciho koeficientu solutu mezi
plynnou fazi a hexadekanem (IongB) pfi 25°C. Popisuje disperzni nepoldrni interakce a
rovnéz kavitacni proces v plynové chromatografii (rovnovaha plyn-kapalina). Na rozdil
od McGowanova charakteristického objemu rozliSuje kromé velikosti také tvar molekul
a tedy i jednotlivé izomery sloucenin.

Pro malo tékavé latky je ziskavan zpétnym vypoltem (regresi) ze solvatacni
rovnice. Lze stanovit pfimo experimentalné jako rozdélovaci koeficient, ale castéji se
urcuje z retencénich dat analytd mérenych plynovou chromatografii na stacionarni fazi

hexadekanu pti 25°C. Existuje nékolik riznych metod pro chromatografické stanoveni
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logL™ na odlinych stacionarnich fazich a pfi rGznych teplotach [5,12,53,58-62].
Uvedeny parametr Ize také s urcitou presnosti odhadnout pomoci vypocetnich metod.
L je empiricky deskriptor, ktery v sobé odrdzi nejen nepoldrni interakce, ale také
Castecné polarizovatelnost solutu, popisovanou jinymi parametry. Bohuzel tento efekt
vnasi urcitou nepresnost do solvatacni rovnice, postavené na rozdéleni jednotlivych

typl interakci.

E (prebytkova molarni refrakce)
Deskriptor E popisuje miru polarizovatelnosti solutu, tedy jak snadno muze byt
deformovan elektronovy oblak molekuly. Clen eE udava miru poldrnich interakci mezi
solutem a solventem spojenych s pfitomnosti polarizovatelnych © a n-elektront
v molekule. Tento ¢len byl zaveden do Abrahamovy solvatacni rovnice jako korekéni
prispévek k disperznim interakcim popsanych kavitacnim ¢lenem (Vv nebo /L) a
zéroven doplnék interakci zastoupenych deskriptorem dipolarity/polarizovatelnosti (S).
Uvedené skutec¢nosti vedou k sloZitéjsi interpretaci ¢lenu eE z pohledu jednotlivych
solvatacnich efektd.

Deskriptor E je definovan jako tzv. prebytkova molarni refrakce, uré¢ena rozdilem
molarni refrakce solutu a molarni refrakce hypotetického alkanu, ktery ma stejny

molarni objem (velikost) jako solut [5,12,55,58]. Jednotkou E je cm?® mol™/10.

E = MRy - MR (1.1.7.10)
n—1
n“+ 2

V rovnicich (1.1.7.10) a (1.1.7.11) MRy oznacuje molarni refrakci solutu (x), MRy, je
molarni refrakce hypotetického alkanu o stejném molarnim objemu Vy (McGowanuv
charakteristicky objem) a n je index lomu solutu jako kapaliny pfi 20°C. Molarni refrakci

hypotetického alkanu Ize vypocitat z nasledujici rovnice:

MRy = 2,83195Vx - 0,52553 (1.1.7.12)
(R=0,99999; SD = 0,0078; n = 13)
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V rovnici (1.1.7.12) je R korelacni koeficient, SD smérodatnda odchylka a n pocet
méreni regresni zavislosti. Tedy deskriptor E znazorfuje polarizovatelnost solutu,
kterou ma solut navic v porovnani se stejné velkou molekulou nepolarniho alkanu.
Podle definice je E = 0 pro alkany a pro méné polarizovatelné slouceniny, nez jsou
alkany, nabyva E zdpornych hodnot (napf. fluorované uhlovodiky, organokiemicité
slouceniny). Deskriptor E je ptimo vypocitatelny pro latky kapalné pfi 20°C, u pevnych
sloucenin, jejichz index lomu nelze experimentdlné stanovit, je nutno index lomu
vypocitat pomoci odhadovych metod. Pfesnost hodnoty E je tedy prevdiné urcena
presnosti stanoveni indexu lomu, pouzitého k vypoctu deskriptoru solutu. Stejné jako

molarni refrakce, i deskriptor E je aditivni vlastnosti struktury molekul solutu.

S (dipolarita/polarizovatelnost)

Deskriptor dipolarity/polarizovatelnosti S popisuje polarni vlastnosti solutu: schopnost
utvaret permanentni dipdl a zaroven byt polarizovan okolnimi molekulami za vzniku
indukovaného dipdlu [5,12,56,58].

Solvatacni deskriptor S je odvozen od puvodniho solvatochromniho parametru
7* Kamlet-Taftova modelu (kap. 1.1.6). Jedna se o bezrozmérny parametr. Clen sS
v LSER rovnici (1.1.7.1) a (1.1.7.2) odpovida pfispévku volné energie solvatace spojené
s polarnimi interakcemi mezi solutem a solventem typu dipdl-dipdl a dipdl-indukovany
dipdl. Nejsou dosaZitelné takové deskriptory solutu, které by dokazaly od sebe odlisit
dipolaritu a polarizovatelnost.

Nepolarni alkany maji S = 0, malo polarizovatelné slouéeniny mohou mit i
negativni hodnotu. Vysokych hodnot S dosahuji aromaty jako 4-nitroanilin a
polyaromatické uhlovodiky. Deskriptor S je ziskavan zpétnym vypoctem ze solvatacni
rovnice, zpravidla z retence solutll v plynové chromatografii na polarnich staciondarnich

fazich.
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A (acidita)
Deskriptor A oznacuje celkovou (efektivni) aciditu vodikové vazby solutu, dfive
oznatovanou Xap. Suma ve &lenu znazornuje soucet vSech moznych vodikovych
vazeb, utvofenych molekulou solutu interagujiciho s nadbytkem rozpoustédla (viz kap.
1.1.7.1). Clen aA popisuje zménu energie solvatace, spojenou s tvorbou vodikovych
vazeb mezi solutem a solventem, kde solut je donorem vodikového protonu a
rozpoustédlo akceptorem. Deskriptor A [5,12,54,58] je ziskdvan zpétnym vypoctem ze
solvatac¢ni rovnice, pomoci retence analytll vykazujicich aciditu na polarnich
stacionarnich fazich.

Latky, které nejsou schopny vytvaret vodikové vazby, maji A=0. Jako pfiklad
acidity solutd Ize uvést: (nitroethan, A=0,02; ethanol, A=0,37; kyselina octovd, A=0,61;
voda, A=0,82; Hydrochinon, A=1,16).

B (bazicita)
Podobné jako u predchoziho deskriptoru, B predstavuje celkovou (efektivni) bazicitu
vodikové vazby solutu oznacovanou XA, . Parametr B [5,12,54,58] vyjadfuje schopnost

utvaret vodikové vazby, kde solut je akceptorem vodikového protonu a rozpoustédlo je
donorem (viz Historie a vyvoj modelu). Clen bB tedy znazorfiuje pfispévek solvata¢ni
energie, odpovidajici vzniku vodikovych vazeb mezi solutem (akceptor) a solventem
(donor). Deskriptor B je ziskdvan zpétnym vypoctem ze solvatacni rovnice, pomoci
retence analytl vykazujicich bazicitu na polarnich staciondrnich fazich.

Pro urcité soluty, interagujici vodikovou vazbou v prostiedi obsahujicim vodu, byl
zaveden ndhradni deskriptor B°. Jedna se o latky s tzv. proménlivou bazicitou [1,12]:
alkylaminy, dusikaté heterocykly, aniliny a sulfoxidy. Tyto slouéeniny ve vodném
prostredi vykazuji odlisné chovani, které nelze dostatecné presné popsat parametrem
B. Proto je nutné za téchto podminek pouZit deskriptor B°, zejména p¥i HPLC separaci,
popisu rozdélovani mezi oktanol-vodu, v micelarnich systémech, rozdélovacich
rovnovahdach v biologickych systémech aj. Priklad hodnot bazicity latek: (ethen, B
=0,07; nitroethan, B =0,33; anilin, B=0,41 (B°=0,50); acetaldehyd, B=0,45; ethylamin, B
=0,61; dimethyl ftalat, B = 0,88).
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Deskriptory A, B popisuji schopnost solutu interagovat pomoci vodikové vazby se
solventem. Nejednd se zde o dé&j, kdy dochazi k disociaci slou¢eniny, tedy od$tépeni H*

protonu a vzniku nabitych ¢astic, jako v pripadé acidobazické rovnovahy.

lontové analyty

Solvatacni rovnice je urcena predevsim k popisu neutralnich sloucenin, ale umoznuje
popis retence i pro nabité latky ve formé disociovanych iontl [1,63]. Pro tyto analyty je
rovnice (1.1.7.1) roziifena o dva &leny pro elektrostatické interakce: jJ* + j J .
Deskriptor pro kationty je oznaéen J* a pro anionty J.. Solvataéni rovnice zahrnujici tyto

interakce ma tvar:

logk=vV+eE+sS+aA+bB+jJ +jJ +c (1.1.7.13)

Oba tyto iontové deskriptory J* a J jsou ziskdvany na zadkladé hodnot
rozdélovaciho koeficentu iontového pdru tvofeného studovanym iontem a cinidlem
Ph,As*/Ph,B” (tetrafenylarsenium kationt/tetrafenylborat aniont). Parametry j* aj jsou
regresni koeficienty, zahrnujici vliv mobilni a stacionarni faze k iontovym interakcim.

Dalsi modifikaci solvataéni rovnice pro popis retence iontovych sloucenin je
pouziti deskriptori D" a D, zejména pro popis disociovanych kyselin a bazi [12,64]

vlivem pH mobilni faze:

logk=vV+eE+sS+aA+bB+d' D' +d D +c (1.1.7.14)

Deskriptor D uddva stupen disociace slouceniny, tedy pomér koncentrace
disociované formy analytu vigi celkové koncentraci analytu. Parametry d* a d v rovnici

(1.1.7.14) jsou regresni koeficienty.

Deskriptory Abrahamova solvatacniho modelu jsou znamy pro vice jak 5000
sloucenin, existuji metody pro odhad deskriptorli u nezndmych latek, zalozené na
prispévcich jednotlivych funkénich skupin v dané molekule. Skupina Platts-Butina

vyvinula metodu pro vypocet vSech 5-ti deskriptort s rdznou presnosti odhadu [65,66].
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Daléi metoda zaméfend na odhad deskriptoru L (logl™) byla vytvofena skupinou
Havelec-Sevéik [67-69]. Pro vypocet deskriptorli nezndmych latek byl vyvinut program
Absolv (ACD/Labs), ktery zahrnuje také databazi znamych (experimentalné ziskanych)

deskriptoru.

1.1.7.3 Regresni koeficienty solvatacni rovnice

Abrahamova solvatacni rovnice popisuje celkovou energii solvatace jako soucet
na sobé nezavislych ¢lend-prispévkd, kde kazdy prispévek zmény energie odpovida
danému typu interakce. Kazdy ¢len je charakterizovan jako soucin parametrl solutu a
solventu. Regresni koeficienty Abrahamovy solvatacéni rovnice [1,12,70-72]. pro popis
chromatografické retence zahrnuji vlastnosti stacionarni a mobilni faze v podobé
parametrl. Regresni koeficienty tvofi komplementarni vlastnosti k jednotlivym
deskriptorim popisujicich selektivni interakce. V kapalinové chromatografii jsou
vyjadreny jako rozdil parametr( staciondrni faze a mobilni faze. Pro plynovou
chromatografii je parametr mobilni faze nulovy, proto koeficienty popisuji pfimo
vlastnost staciondrni faze.

Znaménko regresniho koeficientu uddva, zdali dany ¢len solvataéni rovnice
prispiva k retenci nebo naopak eluci analytu. Regresni koeficienty jsou ziskavany jako
vysledek MLR, kde vstupnimi daty jsou retenéni hodnoty latek a jejich deskriptory.

V kapalinové chromatografii je velikost regresniho koeficientu dana rozdilem
mezi specifickymi parametry staciondrni a mobilni faze. Tedy nizka hodnota regresniho
koeficientu znamena maly rozdil mezi vlastnostmi fazi, ale nemusi ukazovat na malou

schopnost obou fazi interagovat s analyty.

Koeficient v

Popisuje schopnost mobilni a stacionarni faze vytvaret kavity pro solut. Je zaroven
mirou disperznich interakci mezi solutem a fazemi. V RPLC zahrnuje hydrofobni efekt
smési vody a organického rozpoustédla mobilni faze. Nabyva pozitivnich hodnot
prispivajicich k retenci analytu. V disledku uvedenych kombinovanych interakci maze

byt jeho interpretace komplikovana. Zpravidla je znazorfiovan jako rozdil druhych
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mocnin Hildebrandovych parametrl rozpustnosti mobilni a stacionarni faze (kap.

1.1.3). Celkova definice koeficientu v je vyjadiena vztahem:
V= Kk, (Vs —Vim) =ki(02 =82 ) +ky(As — Am) (1.1.7.15)

Vyznam symboll v rovnici (1.1.7.15): k,, ki, k, jsou konstanty, vs a v, je parametr
staciondrni a mobilni faze, 6> as? je Hildebrand(iv parametr rozpustnosti mobilni a

staciondarni faze, A, a A, je parametr disperznich sil stacionarni a mobilni faze.

Koeficient e
Vyjadfuje schopnost staciondrni a mobilni faze vytvaret interakce typu indukovany
dipol-dipdl se solutem pomoci m a n-elektrond. Polarizovatelost obou fazi je

znazornéna deskriptorem prebytkové molarni refrakce E.
e =ke(Es—Enm) (1.1.7.16)

V rovnici (1.1.7.16) oznacuje k. konstantu, E a E,, je deskriptor E stacionarni faze
a mobilni faze. ProtozZe Clen eE slouZi jako doplrikovy pfispévek k polarnim interakcim a
polarizovatelnosti solutu, byva interpretace koeficientu e sloZitéjsi v porovnani

s ostatnimi regresnimi koeficienty.

Koeficient s

Znazoriuje schopnost stacionarni a mobilni faze interagovat s analytem pomoci
polarnich vazeb typu dipél-dipdl. K popisu vlastnosti fazi je pouzito solvatochromniho
parametruz™, vhodného k charakterizaci rozpoustédel. V kapalinové chromatografii s

nabyva zapornych hodnot vlivem polarné;jsi mobilni faze.
s=k,(z: —73) (1.1.7.17)

Rovnice (1.1.7.17) oznacuje k. jako konstantu, 7. a =, je deskriptor x” staciondrni a

mobilni faze.
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Koeficient a
Vyjadfuje schopnost stacionarni a mobilni faze vytvaret vodikové vazby s analytem,
kde faze je akceptor vodikového protonu a analyt donor. Vlastnosti stacionarni a

mobilni faze jsou popsany solvatochromnimi deskriptory bazicity 5, a g3,,, které jsou

komplementdrni k solvatacnimu deskriptoru acidity solutu A.
a=k(B —Bn) (1.1.7.18)

V rovnici (1.1.7.18) k, oznacuje konstantu. V RPLC je koeficient a zpravidla zaporny

v dlisledku vétsi hodnoty bazicity mobilni faze.

Koeficient b

Popisuje schopnost staciondrni a mobilni faze utvaret vodikové vazby s analytem. Obé
faze zde vystupuji v roli donoru vodikového protonu a analyt akceptoru. Analogicky
jako u predchoziho koeficientu, b je definovan solvatochromnim deskriptorem acidity

o, ktery je komplementarni k solvatacnimu deskriptoru bazicity solutu B.
b = ko —ctm) (1.1.7.19)

Rovnice (1.1.7.19) oznacuje kp jako konstantu, «, a «., je deskriptor acidity stacionarni

a mobilni faze.

Koeficient /
Pro popis schopnosti stacionarni faze vytvaret disperzni a kavitacni interakce v plynové
chromatografii je pouzivan koeficient /. Je odvozen od deskriptoru L, tedy logaritmu

rozdélovaciho koeficientu mezi plyn a hexadekan (logL'®).
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Konstanta ¢

Posledni ¢len solvatacni rovnice neni pfifazen zadné specifické interakci, je nezavisly na
vlastnostech analytu. Zahrnuje pomér objem( stacionarni a mobilni faze Vi/V., (kap.
1.1.1). Obsahuje rovnéz urcité kompenzace spojené s nastavenim empirickych stupnic
deskriptorl. MuUZe nabyvat hodnot prevysSujicich ostatni prispévky, byva zdavisly na
slozeni mobilni faze i na teploté. Konstanta ¢ zatim neni vice objasnéna i prestoze

obsahuje nezanedbatelnou chemickou informaci.

Zavislost regresnich koeficientd na sloZzeni mobilni faze

V kapalinové chromatografii Ize zménu retence analytd dosahnout nejlépe
zménou sloZzeni mobilni faze. Regresni koeficienty zde pfimo odrdzi uvedenou zménu,
nebot jsou charakterizovany jako rozdil specifické vlastnosti stacionarni a mobilni faze.
S jejich pomoci Ize posuzovat velikost jednotlivych interakci podle zvolené mobilni faze
[73-77]. Stacionarni faze v RPLC tvofi komplexni heterogenni systém nosite s
navazanou reverzni fazi, kterd je solvatovand slozkami mobilni faze. Stupen smaceni
jednotlivych ¢asti stacionarni faze zalezi na poméru vody a organického rozpoustédla
mobilni faze. Zména sloZzeni mobilni faze se rovnéz projevi ve zméné vlastnosti
stacionarni faze. PfestoZe solvatochromni parametry (7*, a, £ ) nabyvaji v podstaté
nulovych hodnot pro samotny materidl staciondrni faze (alkylové fetézce), jeji polarita
podstatné vzroste po smaceni slozkami mobilni faze.

V nasledujicim grafu (obr. 1) je zndzornén typicky prlibéh mérenych zavislosti

regresnich koeficientll na sloZzeni mobilni faze acetonitril-voda v RPLC [12].
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Obr. 1
Zavislost regresnich koeficientll v, e, s, a, b, ¢ na objemovych procentech acetonitrilu

v mobilni fazi acetonitril-voda pro kapalinovou chromatografii na stacionarni fazi

Chromolith RP-18e [78]

Tabulka 1

Hodnoty solvatochromnich a solvatacnich parametrd rozpoustédel bézné pouZivanych
v RPLC jako slozky mobilni faze. Oznaeni parametrd: &> Hildebrandtv parametr
rozpustnosti (v jednotkach caI/cm3), m*parametr dipolarity/polarizovatelnosti,

o parametr acidity vodikové vazby, [ parametr bazicity vodikové vazby (viz. kapitola

1.1.6) [1]

Solvent 52 E 7* a B

Voda 554 0,000 1,09 1,17 0,48
Acetonitril 147 0,237 0,75 0,19 0,31
Methanol 210 0,278 0,60 0,93 0,66

V tabulce 1 jsou uvedeny solvatochromni a solvataéni deskriptory rozpoustédel, béziné
pouzivanych v HPLC. Pribéh zavislosti regresnich koeficentl na sloZeni mobilni faze
(obr. 1) Ize interpretovat na zakladé hodnot parametr( acetonitrilu a vody v tabulce 1
dosazenych do rovnic (1.1.7.15) az (1.1.7.19), definujicich regresni koeficienty.
Napftiklad koeficient v nabyva nejvyssich hodnot v prostredi mobilni faze s nadbytkem

vody (10 % ACN) a poté klesa s pribyvajicim obsahem acetonitrilu. Koeficient v je uréen
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rozdilem (é}f, —552), kde 87 je podstatné vétsi, nez 5. Voda ma vyssi hodnotu &7
(554 cal/cm?®) ne:z acetonitril (147 cal/cm?®), proto vklesd s rostoucim mnoZstvim
na vodu (10 % ACN) a nasledné roste s mnozstvim acetonitrilu v mobilni fazi. Definice b
je dana rozdilem (o5 — o), nebot o je mensi v porovnani s a,, vykazuje koeficient b
zaporné hodnoty. Acidita o, vody (1,17) je podstatné vétsi neZ o, acetonitrilu (0,19),
proto s pfibyvajicim obsahem acetonitrilu se rozdil (o — &) zmensuje a koeficient b
vzrasta.

Solvatochromni a solvataéni parametry stacionarnich fazi jsou obtiiné zjistitelné,

vzhledem k sloZité povaze jeji struktury a sloZeni.

Zavislost regresnich koeficientd na teploté kolony

Regresni koeficienty odrazi vliv teploty na separaci analytl. V plynové
chromatografii je zpravidla optimalizace podminek separace na dané koloné
provadéna zménou teploty. Rovnéz v kapalinové chromatografii lze v omezeném
rozsahu optimalizovat separaci ldtek zménou teploty v systému. Vztah retencéniho

faktoru (k) a teploty je vyjadren rovnici [1]:

-AH° AS° B
_|_

Ink = — = In® =A+ — (1.1.7.20)
R T

V rovnici (1.1.7.20) je AH°zména entalpie, AS® zména entropie, R univerzalni plynova
konstanta, T termodynamicka teplota, @ pomér objem stacionarni a mobilni faze a A,
B konstanty nezdvislé na teploté.

V plynové a kapalinové chromatografii retence latek zpravidla klesa se vzristajici
teplotou, jak je zfejmé z rovnice (1.1.7.20). V grafu (obr. 2) je zndzornéna zdvislost

regresnich koeficient(l na teploté v plynové chromatografii.
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Obr. 2
Zavislost regresnich koeficientd /, s,a, e na teploté v plynové chromatografii pro
stacionarni fazi Polydimethylsiloxan (DB-1) [79]. Koeficient b je nulovy, konstanta ¢ zde

neni zobrazena

Interpretace zavislosti regresnich koeficientl na teploté v plynové chromatografii
je jednodussi, koeficienty ptfimo popisuji vlastnost stacionarni faze. Na zakladé grafu
(obr. 2) je zfejmy pokles hodnot regresnich koeficientl (s vyjimkou e) podle rostouci

teploty a tedy i pokles retence analytl, jak odpovida rovnici (1.1.7.20).

Charakterizace stacionarnich fazi

Abrahamova solvatacni rovnice je pouzivana také pro popis vlastnosti a
selektivity staciondrnich fazi, na zdkladé hodnot regresnich koeficientl. LSER model
dovede znazornit a vyhodnotit rozdily v jednotlivych interakcich, které se podileji na
separaci analytld. Regresni koeficienty pro porovnavani fazi by mély byt ziskany za
stejnych experimentdlnich podminek pro jednotlivé kolony, tyka se to prevainé slozeni
mobilni faze a teploty.

K popisu stacionarnich fazi lze pouzit pfimo hodnot regresnich koeficentd.
V pfipadé srovnavani rozdilnych typa kolon s riGznym rozsahem hodnot koeficient(, se
pouzivd standardizovanych koeficientll vztazenych k hlavnimu koeficentu v, tedy

pomérl e/v, s/v, a/v, b/v.
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Pro obecné porovnani stacionarnich fazi lze pouzit matematické metody
odvozené od Eukleidovského prostoru [80-83]. Regresni koeficienty jsou

normalizovany podle délky Eukleidovského vektoru (u):

u = +el+s:+a’+b? (1.1.7.21)

Vrovnici (1.1.7.21) je u délka Eukleidovského vektoru a symboly pod
odmocninou oznacuji regresni koeficienty. Poté normalizované hodnoty koeficient(
jsou dany poméry v/u, e/u, s/u, a/u, b/u. Porovnani stacionarnich fazi pomoci
normalizovanych hodnot koeficientl lze znazornit graficky vynesenim hodnot do
paprskového grafu (radar plot, plot diagram, spider diagram). Pro efektivni rozliSeni
z6n dvou analytd by méla byt pouZita takova staciondrni faze, kterda ma vyznamné

odlisné alespon 2 regresni koeficienty v porovnani s plvodni fazi [12].

Srovnani podobnosti dvou fazi podle jediné hodnoty Ize provést pomoci Eukleidovské

vzddlenosti, nazyvané také Abraham(v D-parametr:

D = \/(v1 —vz)2 + (e1 —ez)2 + (s1 —sz)2 + (0/1 —az)z + (b1 —bz)2 (1.1.7.22)

Dolni index (1) a (2) oznacuje dva druhy stacionarnich fazi. Dvé staciondrni faze jsou

povazovany za podobné v pfipadé nizké hodnoty D-parametru (D = 0,5 az 0,8).

Charakterizace staciondrnich fazi Abrahamovym solvatatnim modelem byla
provedena na celé fadé kolon v plynové chromatografii [79,84-87], kapalinové
chromatografii na reverznich fazich [72,77,64,88,91-93] a normalnich fazich [94,95],
stejné jako v superkritické fluidni chromatografii [96].

V porovnani s nékterymi metodami pouzivanymi k charakterizaci stacionarnich
fazi, Abrahamuv solvatacni model nebyva tak presny v predikci retence [1] jako napf.
Hydrophobic subtraction model (kap. 1.1.10). Na druhou stranu, metody zamérené pro
charakterizaci staciondarnich fazi zpravidla nedovedou zhodnotit zastoupeni a vyznam

jednotlivych interakci z obecného hlediska reten¢niho déje, tak jako solvatacni model.
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1.1.7.4 Omezeni a nedostatky solvatacniho modelu

Abraham(v solvata¢ni model je pouZivan k charakterizaci chromatografické
retence a rozdélovaci rovnovahy, srGznou presnosti popisu podle konkrétniho
experimentu a pouzité metody. V této ¢asti je uveden souhrn omezeni a nedostatkd,
zaznamenanych béhem vice nez 20 let aplikace modelu v rozmanitych technikach

[1,12].

Abraham(v solvatatni model pouZzivda deskriptory solutu, vychazejici ze
solvatochromnich parametrd, které jsou spojeny se zménou energie spektroskopickych
efektl. Pfimy linedrni vztah téchto deskriptord k solvatacnimu déji proto neni fyzikalné
prokdzany. Nicméné model se ukazuje jako empiricky platny, na zakladé

mnohacetnych experimentdlnich ovéreni.

Z termodynamického pohledu, jednotlivé ¢leny solvataéni rovnice nejsou rozdéleny
zvlast na prispévek entalpie a entropie, jak plyne z definice Gibbsovy energie. Obé tyto

slozky jsou v solvatac¢nim modelu spojeny dohromady.

Sterické efekty odvozené od tvaru molekul nejsou dostatecné zahrnuty. Popis separace
chirdlnich sloucenin a izomerUd neni vyhovujici, rozdéleni analytd podle tvaru molekuly

(shape selectivity) model nedovede znazornit.

Deskriptor V zahrnuje pouze objem molekuly, pro detailni popis kavitaCnich a
disperznich déja je vhodné zaclenit také plochu molekuly nebo pomér objemu a
plochy. Solvataéni model nepocita se vztahem mezi geometrii interakci a energii

interakci.

Nékteré specifické solvataéni déje nejsou popsany, napfiklad interakce slabych
Lewisovskych kyselin a bazi nebo tvorba komplex(h mezi solutem a kovem na

zirkonovych RPLC staciondrnich fazich.

Chybi popis mikroskopické heterogenni struktury solventu, zejména tvorba klastr(i

molekulami rozpoustédla nebo formovani povrchové aktivnich latek do tvaru micel.
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Také neni zahrnuta selektivni solvatace solutu vlivem smési riznych solventd, stejné
jako specifické solvatacni efekty na heterogenni RPLC stacionarni fazi s volnymi
silanolovymi skupinami. Uvedené skutecnosti mlzou pfrispivat k odchylkdm hodnot

regresnich koeficient( pri MLR analyze.

Polarizovatelnost neni definovdna jednim specifickym parametrem, jeji vliv je
v podstaté rozloZzen do tti deskriptori: E, S a V (pfip. L). Tato nepresnost také byva

dlvodem korelaci (kolinearity) mezi zminénymi deskriptory.

Obsah prispévku konstantniho ¢lenu ¢ neni zcela objasnén, jak bylo uvedeno na konci

kapitoly 1.1.7.3.

Predikce retence analytll LSER modelem neni dostatecné presna, aby mohla byt
pouZita k optimalizaci selektivity separace. Ostatni metody zaloZzené na korelaci
specifickych parametr(i se studovanym déjem (QSRR), mohou poskytnout presnéjsi
predikci, ale zpravidla neumoznuji celkové objasnit jednotlivé interakce vedouci

k retenci.

1.1.7.5 Moznosti a vyuZiti solvatacniho modelu

Abraham(v solvata¢ni model jako forma LSER je uren k popisu rozdélovaci
rovnovahy solutu mezi dvé faze. Jednou z hlavnich vyhod je znazornéni a porovnani
jednotlivych interakci podle probihajicich chemickych déjd, na zakladé prispévk( solutu
a solventu k danému efektu. Dale umoznuje interpretaci studovanych procesli podle
velikosti konkrétnich ¢len( v rovnici. Ve srovnani s ostatnimi pfistupy je velmi obecny,
solvatacni deskriptory stejné jako solvatochromni parametry Kamlet-Taftova modelu
dovedou popsat Sirokou oblast déj, na rozdil od ostatnich modeld, které maji vice
specifické zaméreni. Vzhledem k déle jak 20 leté existenci, AbrahamUv solvatacni
model disponuje bohatou databazi vysledkll a experimentalnich dat, pouZzitelnych
k dalSim studiim.

Abraham(v solvatacni model popisuje retenci latek v rozmanitych

chromatografickych technikach. Model je moZno poutzit pro plynovou chromatografii
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[12,84,97] na kapilarnich a naplnovych kolonach, dale v kapalinové chromatografii
s reverznimi [98] i normalnimi [99,100] fazemi véetné adsorbéni chromatografie.

DalSimi chromatografickymi aplikacemi jsou superkriticka fluidni chromatografie
(SFC) [96] nebo popis sorpce pti extrakci tuhou fazi (SPE) [101] a mikroextrakci tuhou
fazi (SPME) [102-104], nachazi rovnéz uplatnéni u miceldrni elektrokinetické
chromatografie (MEKC)[105,106].

Vyznamné je poutziti solvatatniho modelu k popisu rozdélovaciho koeficientu
oktanol-voda (Pow)[107] a dalSich systému kapalina-kapalina [108-110]. Byl pouzit pro
studium rovnovahy plyn-kapalina [60,111,112], stejné jako pro odhad rozpustnosti
latek ve vodé a v organickych rozpoustédlech [113-115]. Zajimavou aplikaci modelu
je popis sorpcnich vlastnosti plady, [116-118] pfi rozdélovani latek v systému voda-
plda a plyn-plda.

Solvatacni model se také rozsifil k charakterizaci rozdélovaci rovnovahy v oblasti
biologickych obort (biopartitioning), naptiklad k modelovani retence v chromatografii
s navazanymi imobilizovanymi umélymi membranami (IAM), kterd napodobuje
prachod latek pres bunécné membrany [119,120].

Byl pouzit k popisu rozdélovani latek v systémech krev-mozkova tkan, krev-
biologicka tkan, vzduch-krev nebo vstfebdvani sloucenin pokozkou ¢i travicim traktem
[121-124]. Dalsi aplikaci je odhad narkotické koncentrace tékavych latek [125], nebo
korelace mezi smyslovou odezvou a chemickymi vlastnostmi latek u Zivych organismi
[126].

Pozn.: Experimentalni ¢ast této prace (kap. 2) je zamérena na studium retence latek
Abrahamovym solvataénim modelem. Pro snaisi prehlednost v textu je tento model

uvadén pod pojmen LSER model.
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1.1.8 Globalni LSER model

Pod pojmem globdlni LSER je uvadéno rozSifeni Abrahamova solvatacniho
modelu pro poutZiti v kapalinové chromatografii s libovolnym slozenim mobilni faze
[127,128]. Zamérem je sestavit LSER model, ktery na dané staciondrni fazi dovede
popsat retenci latek v celém rozmezi sloZzeni mobilni faze pomoci malého poctu
parametrl. V solvatacni rovnici (rovnice 1.1.7.1) jsou vlastnosti stacionarni a mobilni
faze urceny regresnimi koeficienty. Pfi kazdé zméné slozeni mobilni faze je nutno
znovu urcit nové regresni koeficienty. Tento krok vyZaduje nové experimentalni
hodnoty retence latek v dané mobilni fazi, nutné pro vypocet koeficientll solvatacni
rovnice metodou MLRA.

Pti znalosti vztahu definujiciho zavislost regresnich koeficientl na sloZzeni mobilni
faze o dvou danych slozkach (voda a organické rozpoustédlo), kde se méni jejich
vzajemny pomér, je mozné jednoduse urcit hodnotu téchto parametr( pro libovolné
slozeni mobilni faze. Takovy model je nazyvan globalni LSER. Kombinuje pouZiti vztah(
LSST (kap. 1.1.2) a LSER (kap. 1.1.7) do jedné rovnice. V této souvislosti je zaveden
pojem lokalni LSER, coZ oznacuje plvodni solvata¢ni model (rovnice 1.1.7.1) popisujici
retenci latek v jednom daném sloZeni mobilni faze.

LSST predpoklada linedrni zavislost logaritmu retencniho faktoru na zlomku
organického rozpoustédla v mobilni fazi popsanou rovnici (1.1.2.1). Oba parametry
logky, a S maji rozmér volné energie, stejné jako jednotlivé ¢leny solvatacni rovnice

(1.1.7.1). Lze proto vyjadrit:

logky = vy V + ewE +5,S + ayA + b,B + cy, (1.1.8.1)
S=vsV+esE +5sS+asA+ bsB+ cs (1.1.8.2)
logk = logky - S¢ = (vyV + eyE +5,S +a,A+byB+cy,) - (1.1.8.3)

- (vsV + esE + 5sS + asA + bsB + ¢s) ¢

Vztah lze matematicky upravit vytknutim deskriptort, kde vyrazy v zavorce odpovidaji

regresnim koeficientiim:
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logk = (Vi - Vs@)V + (ey, - es@)E + (Sw - Ss@)S + (aw - as@)A + (1.1.8.4)
+ (bw- b5¢)B + Cw- C5¢

Potom jednotlivé regresni koeficienty jsou definovany:

V=Vy- Vs (1.1.8.5)
e=ey-esd (1.1.8.6)
S =Sw-Ss@ (1.1.8.7)
a=ay-asg (1.1.8.8)
b =by-bs¢ (1.1.8.9)
C=Cy-Cs¢p (1.1.8.10)

Staci tedy pouze 12 parametr( pro urceni regresnich koeficientl, umoznujicich
kompletni popis retence LSER rovnici v libovolném sloZeni mobilni faze (¢) o dvou
danych slozkach. K tomu je tfeba experimentdlnich hodnot retence alespon 6 latek ve
dvou (krajnich) mobilnich fazich, aby bylo moZno uréit 2 parametry (logk, a S) pro
kazdy regresni koeficient. Zpravidla se doporucuje pocet 3 az 4 analytd pripadajicich na
jeden regresni koeficient.

Globalni LSER vykazuje uréitd omezeni. V uvedeném linearnim provedeni je
model limitovan pouze na uUzky rozsah sloZeni mobilni faze [1,12], jak vyplyva z
charakteru LSST rovnice (omezeni zminéna v kap. 1.1.2)

Zavislost regresnich koeficientll na sloZzeni mobilni faze byva ¢asto kvadraticka,
proto aproximace linedrni zavislosti pfinasi odchylky v porovnani s individualné
urcenym solvatacnim modelem (lokalni LSER). RozsSiteni na kvadratickou zavislost LSST
modelu [128] zvySuje pouZitelnost, ale vyZaduje vice parametrd (18 misto plvodnich
12). Globalni LSER kvadratické formy je platny v Sirokém rozmezi sloZzeni mobilni faze a
dosahuje kvalitu predikce retence srovnatelnou s individudlné formulovanym LSER

modelem (lokalni LSER).
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1.1.9 Teoreticky LSER model (TLSER)

Tento pfistup byl vyvinut skupinou Famini, Wilson a kol [129-131] jako
alternativa k Abrahamovu solvatacnimu modelu (LSER), pro popis interakci solut-
solvent zaloZeny vice na fyzikdlni bdazi. TLSER je odvozen od LSER rovnice, kde
solvatacni deskriptory na empirické bazi jsou nahrazeny kvantové-chemickymi

deskriptory vypoctenymi z vlastnosti molekuldrnich orbital(:

logP = aVw+bm+ce+dg. +esn+fq.+g (1.1.9.1)

P studovana vlastnost solutu nebo solventu

Vv  Hopfingerlv molekuldrni objem (solventu)

m deskriptor polarizovatelnosti solutu (solventu)
& kovalentni bazicita solutu (solventu)

q. elektrostaticka bazicita solutu (solventu)

En kovalentni acidita solutu (solventu)

g elektrostaticka acidita solutu (solventu)

g konstantni ¢len

Rovnice (1.1.9.1) popisuje interakce solut-solvent jako soucet nezavislych ¢lend,
zastupujicich konkrétni solvatacni déje, podobné jako LSER model. Studovana vlastnost
P mUZe byt vztaZena jak k solutu, tak i k solventu. Deskriptory solutu pfip. solventu jsou
representovany parametry V., 71, &, 9., &, g+ Regresni koeficienty a, b, ¢, d, e, f, g
maji stejny vztah k deskriptoriim, jako v ptipadé solvatacniho modelu.

Vmv POpisuje kavitacni déje solvatace, je Umérny kohezivni energii vyjadfované
Hildebrandovym parametrem rozpustnosti. Deskriptor polarizovatelnosti 7; je odvozen
z poméru molekuldrné polarizovatelného objemu délenym molekularnim objemem.
Vyjadfuje schopnost presunu elektronového oblaku uvnitt molekuly a jeji
polarizovatelnost. Kovalentni bazicita je vypoCtena z energie HOMO orbitalu solutu
vztazeného k LUMO orbitalu vody. S rostouci hodnotou & se zvySuje schopnost solutu

interagovat s vodou. Kovalentni acidita & je definovdna podobné, ale LUMO orbital
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solutu je vztazen k HOMO orbitalu vody. Kovalentni acidita a bazicita jsou zaloZeny na
Lewisovské teorii kyselin a zasad [28]. Elektrostatickd bazicita solutu g. je popisovana
jako absolutni hodnota nejvice negativniho formdlniho naboje atomu v molekule
solutu. Elektrostaticka acidita solutu g. je hodnota nejvice pozitivhiho formdlniho
naboje atomu v molekule solutu.

TLSER by meél odstranit urcité nedostatky Abrahamova solvataéniho modelu,
pramenici z jeho empirického zalozeni. Platnost LSER byva zpravidla omezena na
urcitou oblast dat, ve které byl model konstruovan. Pouziti LSER mimo tuto oblast dat
nemusi byt spolehlivé. Empiricky solvatacni model je prevainé urcen k interpolaci,
odhady ziskané extrapolaci jsou zpravidla zatizené vétsi chybou.

Zde jsou shrnuty hlavni vyhody TLSER, uvddéné autory tohoto modelu [129].
Mezi TLSER deskriptory nedochazi ke vzajemnym korelacim, jednotlivé parametry jsou
na sobé nezavislé. Deskriptory popisuji “Cistou vlastnost” dané molekuly, ktera se
neprekryva s jinymi vlastnostmi molekuly, znazornénymi ostatnimi deskriptory. TLSER
deskriptory jsou vypoctené pro molekuly v plynné fazi oddélené od ostatnich.
NerozliSuji mezi solutem a solventem, dana slouéenina ma stejné deskriptory bez
ohledu, jestli je v pozici solutu nebo solventu. Parametry TLSER jsou snadno
spocitatelné z kvantové-chemickych dat molekularnich orbitald.

Na zakladé prace srovnavajici modely LSER a TLSER [132] se ukdazaly urcité
nedostatky v TLSER pfistupu, prevazné pramenici z charakteristiky latek v plynném
stavu, kde nejsou zahrnuty struktury (klastry) molekul, ale pouze izolované c¢astice.
Cleny popisujici kovalentni aciditu & a basicitu g neprokazaly vét$i vyznam. Polarita
solutu neni Uplné postihnuta v TLSER modelu. Deskriptory Elektrostatické acidity a
basicity pokryvaji velkou ¢ast interakci, ale i zde jsou urcité mezery v popisu, patrné

pochazejici z aproximace molekul pouze v plynné fazi.
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1.1.10 Hydrophobic subtraction model (HSM)

Tento model pro popis selektivity staciondrnich fazi a jejich charakteristiku
v RPLC se rovnéz fadi mezi LSER pfistupy. Byl vyvijen skupinou L. R. Snyder, J.W. Dolan
a kol. od roku 1998 a predstaven v roce 2002 [133]. HSM vyjadtuje selektivitu separace
(ax) dané latky a standardu, popsanou souctem péti ¢lend, které zastupuji jednotlivé
interakce. Od retence analytu je odec¢ten hydrofobni pfispévek pomoci referen¢niho

standardu, coZz umozni |épe popsat vliv ostatnich efektt [133,134]:

loga = log (ij =nH-0S +fA+aB+KC (1.1.10.1)
EB

o selektivita separace (separacni faktor),

k  retenéni faktor analytu,

keg retenéni faktor standardu (ethylbenzen) zastupujiciho hydrofobni pfispévek,

n’'H clen vyjadfujici hydrofobniinterakce,

o’S" Elen zahrnujici sterickou rezistenci pfechodu solutu do stacionarni faze,

LA Clen popisujici interakce vodikové vazby se stacionarni fazi, ktera vystupuje jako
kyselina (donor vodikové vazby),

a’B  Clen popisujici interakce vodikové vazby se stacionarni fazi, ktera vystupuje jako
baze (akceptor vodikové vazby),

K'C clen odpovidajici déji spojeném s vymeénou kationtl mezi solutem a stacionarni

fazi.

Jednotlivé cleny v rovnici (1.1.10.1) jsou charakterizovany parametry stacionarni
faze (H, S*, A, B, C) a parametry solutu (7, o', f', &, k), které v sobé zahrnuji i
vlastnosti mobilni faze a teploty. Ve srovnani s LSER modelem (kap. 1.1.7), je zde
opacny zplUsob popisu retencnich charakteristik v rovnici. Stacionarni faze je
definovand deskriptory, které jsou nezavislé na ostatnich podminkach separace.

Vlastnosti solutu, mobilni faze a ostatnich separacnich podminek jsou zahrnuty
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v koeficientech. Interakce vyjadirené rovnici (1.1.10.1) jsou v souladu s popisem
retence pomoci modelu LSER .

Tento vztah (1.1.10.1) plati za standardnich podminek, pro které byl odvozen:
mobilni faze 50 % acetonitril/fosfatovy pufr o slozeni 60mM hydrogenfosfore¢nanu
draselného, pH =2,8; teplota 35°C a prlitokova rychlost v koloné 2mL/min.

Vyznam jednotlivych parametr( stacionarni faze je nasledujici: H popisuje
hydrofobicitu, kterd nejvice pfispiva k retenci analytu v RPLC. S” zndzorfiuje sterickou
rezistenci stacionarni faze v(i¢i solutu. Odpovidajici ¢len v rovnici (1.1.10.1) ma zaporné
znaménko, tedy srostouci hodnotou S" dochézi k poklesu retence. Rezistenci
staciondrni faze zvysSuje napfiklad hustota navdzaného ligandu, jeho délka ¢i mald
velikost porl. Stericka rezistence je interpretovdna jako entropicky pfrispévek. A
charakterizuje aciditu stacionarni faze, ktera byva ovlivnéna napfiklad neionizovanymi
silanolovymi skupinami (-Si-OH). Endcapping téchto volnych skupin muize vyznamné
snizit hodnotu A. Parametr bazicity B je rovnéZz ovlivnén pfitomnosti silanolovych
skupin, dalSim faktorem zpUsobujicim rlst bazicity je pfitomnost vody sorbované v
stacionarni fazi. V tomto pripadé muize dochazet k nepfimé zdvislosti s hydrofobicitou,
projevujici se zapornou korelaci mezi B a H. lontové interakce a vyména iontu
stacionarni faze je vyjadrena parametrem C. Vyznamnou roli zde hraji zaporné nabité
siloxanové skupiny (-Si-O’), jako dlsledek disociace silanolovych skupin. C je jediny
parametr, ktery je ovlivnén pH mobilni faze.

H, S*, A, B, C jsou vztazeny kstandardni stacionarni fazi uvadéné jako
“hypoteticka kolona primérného typu-B pure silica C-18“ [134,135]. Kazda stacionarni
faze se stejnymi charakteristikami jako popsana standardni faze ma hodnoty H=1a S*,
A, B, C = 0. Ostatni parametry rovnice (7°, o', ', &', k') jsou komplementarni vlastnosti
solutu, mobilni faze a teploty. Jsou vztazeny k hodnotam standardu ethylbenzenu,
ktery ma vSechny parametry nulové.

HSM popisuje efekty, které nejsou dostatecné zohlednéné v LSER modelu. Jedna
se zejména o sterické vlivy, interakce podle tvaru molekuly (shape selectivity), vyména
kationtdl, iontové interakce, komplexacni reakce (7—x). HSM by mél zahrnout uvedené
interakce, které nejsou znazornéné solvataénim modelem. LSER pfistup je vice

zaméren na obecnost popisu retence v GC, HPLC a rozdélovani latek mezi dvé faze. Na
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druhou stranu HSM je specidlné urcen pro detailni popis separace v HPLC
a charakterizaci stacionarnich fazi, rovnéz pouziva vice empirickych parametrd ve
srovnani se solvatacnim modelem.

Hodnoty H, S, A,B, C jsou zndmy pro vice nez 500 typu stacionarnich fazi [136] a
parametry solutld pro minimdlné 150 testovacich latek. HSM rovnice dovede
predikovat hodnotu a s primérnou presnosti 1 az 3 %. Tento odhad vychazi z vice jak
7000 experimentdlnich méreni selektivity o [134].

HSM je urcen prevdainé k charakterizaci stacionarnich fazi. Jeho pouziti je spojeno
s volbou “ekvivalentni” stacionarni faze, ktera ma podobné vlastnosti (selektivitu), jako
studovanad. Dalsi uplatnéni je pro volbu kolony s naopak velmi rozdilnou selektivitou,
jez nachazi aplikaci u ortogonalnich separaci [136].

Pfedpoklada se, Ze HSM rovnice bude s pfibyvajicimi druhy méfenych testovacich
latek ukazovat urcité odchylky. Jednotlivé ¢leny HSM rovnice (H, S, A, B, C) by mély byt
vzajemné nezavislé, nicméné ukazuje se existence korelaci mezi nékterymi parametry.
Kaliszan a kol uvadi podle prace [137], Ze model HSM nenabizi vyznamnéjsi zlepSeni
charakterizace stacionarnich fazi v porovnani s ostatnimi béiné pouzivanymi
metodami. HSM patii v soucasnosti mezi velmi vyhleddvané pfristupy k popisu
vlastnosti stacionarnich fazi a jejich selektivity. Rovnice (1.1.10.1) poskytuje velmi
presnou predikci retence analytll v kapalinové chromatografii [138], ovSem v rozmezi

uvedenych standardnich podminek.

1.2 Vicenasobny linearni regresni model

Tato kapitola se zabyvd formou LSER rovnice z hlediska chemometrie.
Matematické vyjadreni vztahu mezi retenci analytu a jeho fyzikalné-chemickymi
parametry (deskriptory) v LSER modelu je postaveno na vicendasobném linearnim
regresnim modelu. Linedrni regresni model byva jednim z nejpouzivané;jsich vztah( pro
popis retence, at uz jako jednoduchy nebo vicenasobny model.

V experimentalni ¢3asti této prace jsou pouZivany charakteristiky vicenasobné

linearni regrese (MLR) pro popis a hodnoceni LSER modelu. Tato kapitola neni
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kompletnim chemometrickym popisem MLR, zabyva se prevainé tématikou a postupy

uvedenymi ve vysledcich experimentalni ¢asti.

1.2.1 Vicenasobna linearni regrese

Vicenasobna linedrni regrese (Multiple linear regression, MLR, MLRA) je
statistickd metoda [139] k nalezeni vztahu mezi zavisle proménnou (vysvétlovanou)
veli¢inou y a dvéma a vice nezdvisle proménnymi (vysvétlujicimi) velicinami x.
Vysledkem je vicendsobny linearni regresni model vyjadreny rovnici (1.2.1.1).

Vyznacuje se linedrnim postavenim regresnich parametr( (koeficient() b.

Vi = b0+ blxlli + bzXz’i + mem,i + & (1211)

y zavisle proménna velicina,

X1, X2, Xm  jednotlivé nezavisle proménné veliciny,

by, by, by, regresni koeficienty,

bg konstantni clen,
& chyba modelu,
m pocet nezavisle proménnych velicin,

i pocet hodnot zavisle proménné y (pocet pari hodnot y a x; aZ x).

MLR je zpravidla vyhodnocovdna pomoci wvypocetni techniky. Vstupnimi
hodnotami jsou zavisle proménna velicina y a nezavisle proménné veliciny x; aZ x., pro
kazdou mérenou hodnotu i z celkového poctu n. Vysledkem regresni analyzy jsou
regresni koeficienty b, aZ b,,, konstanta bg a jejich smérodatné odchylky odhadu SE(b).
Ddle MLR poskytuje regresni charakteristiky vysledné rovnice (1.2.1.1) v€etné analyzy
rozptylu (ANOVA). Pocet regresnich parametrl p vrovnici (1.2.1.1) se zahrnutou

konstantou by odpovida p = m+1. Nasledné jsou uvedeny regresni charakteristiky MLR:
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TSS je celkovy (totalni) soucet Ctvercl (total sum of squares), se stupni volnosti (n-1).
Popisuje celkovou variabilitu zavisle proménné, tedy rozsah proménlivosti hodnot y. Je

definovan podle rovnice (1.2.1.2):

n

TSS=> (yi-y) (1.2.1.2)

i=1

MSS je regresni soucet ¢tverch (model sum of squares, regression sum of squares), se
stupni volnosti (p-1). Vyjadfuje takovou cast variability zavisle proménné y, ktera je

popsana danym regresnim modelem. Definici MSS uddva rovnice (1.2.1.3):

n

MSS=> (yi—-y) (1.2.1.3)

i=1

RSS je rezidudlni soucet ¢tvercl (residual sum of squares) se stupni volnosti (n-p).
Vyjadfuje zbyvajici ¢ast variability proménné y, kterd neni modelem popsana. Vyraz
(v,—y,) Je definovan jako reziduum ( ¢ ), tedy rozdil mezi naméfenou a vypoctenou

hodnotou y. RSS je znazornén rovnici (1.2.1.4):

RSS:Zn:(yi —y.f (1.2.1.4)

i=1

Vrovnicich (1.2.1.2) az (1.2.1.4) je y; mérend (experimentdlni) hodnota zavisle
proménné, y je primérnd hodnota vsech hodnot zavisle proménné a i je vypoctena
hodnota zdvisle proménné y; regresnim modelem (rovnici (1.2.1.1)). Mezi jednotlivymi

soucty ¢tvercl plati vztah (1.2.1.5):

TSS = MSS + RSS (1.2.1.5)
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_ . 2 . v
Koeficient determinace R” je urcen:

Mss _, RSS

R? = =
TSS T5S

(1.2.1.6)

Koeficient determinace udava, jak velkou ¢ast experimentalnich dat (y) dovede dany
regresni model popsat (vysvétlit) vzhledem k celkové proménné y. V podobé R je
oznacovan jako koeficient mnohondasobné korelace. Nabyva hodnot v rozmezi 0 az 1.
Smérodatna odchylka zavisle proménné y, SE(y) nebo také rezidualni smérodatna

odchylka, je definovana rovnici (1.2.1.7):

SE(y) = (1.2.1.7)

Fisherova F-statistika MLR (1.2.1.8) vyjadfuje vhodnost navrzeného regresniho modelu,
vzhledem k poctu regresnich parametrd p a celkovému pocétu hodnot n. Podil MSS/RSS
uruje, kolikrat je popsana (vysvétlena) ¢ast proménné y vétsi, neZ nepopsana
(rezidudlni) &ast. F-hodnota na rozdil od koeficientu determinace R? zohledfiuje pocet

proménnych v modelu.

MSS n— R® n-
F= o L (1.2.1.8)
RSS p-1 1-R* p-1

Korigovany koeficient determinace Rz, poskytuje lepsi odhad o schopnosti popisu

regresniho modelu, nez obycejny koeficient determinace. Je definovan podle vztahu

(1.2.1.9):
Ry = M5 n-l_y RS n=l g (g _pe) ol (1.2.1.9)
7SS p-1 7SS n—p n—p
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RZ; lze pouZit k porovnavani modell s rozdilnym poétem hodnot (n) a proménnych

(m).

1.2.2 Podminky platnosti regresniho modelu

NiZze uvedené podminky musi model splfiovat, aby byl statisticky vyznamny (platny)
[139,140].
* linedrni zavislost mezi zavisle proménnou y a nezavisle proménnymi x; az X,
» nezavislost proménnych x; az x,, mezi sebou,
* rezidua modelu:
- jsou nezavisla na jednotlivych proménnych x, mérené veliciné y; a na vypoctené
hodnoté y,,
- jsou ndhodn3,
- maji konstantni velikost rozptylu,

- vykazuji normalni rozdéleni.

Testy predpokladd platnosti modelu

K ovéreni podminek platnosti modelu jsou pouzivany nasledujici metody:

- F-test vyznamnosti celkového modelu (Fisherova F-statistika),
- t-test vyznamnosti jednotlivych regresnich koeficientq,
- test nezavislosti proménnych x (test multikolinearity),

- analyza rezidui (test homoskedasticity).

F-test vyznamnosti celkového modelu

Aby MLR model byl platny, musi byt hodnota F-statistiky vyssi, nez je kritickd hodnota
(F1-ap-1,n-p)) Na zvolené hladiné vyznamnosti (o =0,05) a stupnich volnosti (dfi=p-1 a df;
=n-p). Statisticky vyznamna F-hodnota (rovnice 1.2.1.8) vyjadfuje, Ze v modelu existuje

alespon jeden regresni koeficient b, ktery je statisticky vyznamny.

66



Test vyznamnosti regresnich koeficientl (t-test)

Pomoci t-testu (rovnice 1.2.1.10) se ovéfuje statistickd vyznamnost jednotlivych
regresnich koeficient(. Statisticky nevyznamny regresni koeficient ukazuje, Ze dany
¢len bx rovnice (1.2.1.1) nepfispiva k vétsi popsatelnosti modelu, a tedy pfislusna

proménna x je nadbytecna.

= 2 (1.2.1.10)

Pokud vyslednd hodnota t-testu je vétsi, nez kriticka hodnota (ti.o/2 (n-p)) Na
zvolené hladiné vyznamnosti « = 0,05 a stupni volnosti df = n - p, dany regresni

koeficient je vyznamny.

Test nezavislosti proménnych

Proménné x; aZ x. rovnice (1.2.1.1) lze provéfit na vzdjemnou nezavislost pomoci
korelacni analyzy dvojic proménnych. Silna korelace mezi proménnymi je oznaCovana
jako multikolinearita. Proménné vykazujici multikolinearitu nelze pouzZit v regresnim

modelu. Zde jsou uvedeny dva pouZivané testy multikolinearity:

VIF (Variance Inflation Factor)

(1.2.1.11)

V rovnici (1.2.1.11) R; je koeficient mnohondsobné korelace mezi zvolenou proménnou
x a ostatnimi proménnymi, vypocteny z MLR (tedy uvaZuje se zdvislost, kde napf.
proménna x; je funkci zbylych proménnych x,, x3 az x,). Jako kritickd hodnota se
povazuje VIF = 10 (nékdy je uvadéno i VIF =5). Nezdvisle proménné x s hodnotou VIF
vySSi neiZ je kritickd, jsou povazovany jako silné korelujici a tedy pro model nevhodné.
VIF Ize snadno vypocitat také jako inverzni matici ke korela¢ni matici jednotlivych

proménnych.
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Scottova Mt hodnota

F/ts—1

Mt = / (1.2.1.12)
F/ts+1
1 &

ts = —— Y t; (1.2.1.13)
p_lpzl

V rovnicich (1.2.1.12) a (1.2.1.13) je F hodnota F-statistiky modelu, p je pocet

regresnich parametr(, t, je hodnota t-testu pro dany regresni koeficient (3t je soucet

druhych mocnin t-testd vSech regresnich koeficientd). Hodnota M; mensi nez 0,3
oznacuje vhodny model bez multikolinearity. Hodnota M, vétsi nez 0,8 poukazuje na
nevhodny model s multikolinearitou a je nutné vyloucit nékteré proménné. Pro M,

v intervalu 0,3 < M, < 0,8 je doporucena dalsi analyza vyznamnosti proménnych [141].

Analyza rezidui

RozloZeni bodl v grafech zavislosti rezidui & vs )7 nebo € vs x; aZ x,, mGze
poukazovat na heteroskedasticitu rezidui nebo na odlehlé hodnoty. Uvedené grafické
znazornéni  mnohdy postadi k posouzeni spravnosti regresniho  modelu.
Homoskedasticita je existence nahodnych a nezavislych rezidui s normalnim
rozdélenim, jak je uvedeno v podminkach platnosti modelu. Je-li prokazana
heteroskedasticita rezidui, regresni model nesplfiuje podminky a neni platny. Zde jsou

uvedeny nékteré testy homoskedasticity [139,142], pouzité v kapitole 3:

Znaménkovy test ndhodnosti rezidui

Jedna se o neparametricky test. Hodnoty rezidui se sefadi podle hlavni nezavisle
proménné x a vypocte se rozdil dvou po sobé jdoucich rezidui (é, — é,,). Urci se pocet
kladnych a zdpornych rozdilQ, jejichZz celkovy soucet je roven k. Pocet rozdild, ktery je
vétsi (kladny nebo zaporny), je oznacen S. Po dosazeni do vzorce (1.2.1.14) je ziskdna

hodnota U. Model ma nahodné rozdéleni rezidui (homoskedasticitu), je-li U < 1,96.
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5+o,5-—51l

U= 2 (1.2.1.14)

Jk—l
4

Jako test ndhodnosti rezidui Ize také pouzit jednoduchy znaménkovy test, podle poctu

kladnych a zapornych hodnot rezidui.

Spearmandv test poradové korelace

Jedna se o neparametricky test korelace poradi pro mensi pocet hodnot (bodl) s
pomoci Spearmanova korela¢niho koeficientu Rs,. Vyhodou neparametrického testu je
moznost univerzalniho pouziti pro libovolnd data, kterd nemusi vykazovat normalni

rozdéleni.  Vyhodnocuje se korelace mezi absolutnimi hodnotami rezidui |¢ a
proménnymi x; aZz Xm, pripadné mezi |é| a Yy, spomoci poradi hodnot. Podle

tabelovanych kritickych hodnot Rs, se rozhodne, zdali existuje korelace proménnych s

rezidui (heteroskedasticita).

Glejsertv test zavislosti rezidui

Vyuzivd se pomocnych regresnich funkci, tedy provérovani existence zavislosti

~

absolutnich hodnot rezidui |é

na proménnych x; aZ x,,. Testuji se konkrétni zavislosti:

é|=f(1/x), ||= f(~/x ). Pokud néjaka z téchto funkci prokaze platnost zavislosti

= fix),

(napf. pomoci F-statistiky regrese), testovany model je heteroskedasticky. Glejserv

é

test se pouziva zpravidla pro vétsi pocet hodnot (bodd) n > 30.

Whitedv test zavislosti rezidui

Opét se vyuziva pomocné regresni funkce, konkrétné zavislosti druhé mocniny rezidui
na proménnych x; aZ x, podle specifické funkce: é*= f(x,,x,,x7,X3,X,%,). Na
zakladé F-statistiky regrese je vyhodnocena pfipadnd existence zavislosti, tj.

heteroskedasticita rezidui. White(v test se pouZiva pro vétsi pocet hodnot n > 30.
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F-test podobnosti dvou polovin rezidui

Pouziva se dvouvybérovy F-test pro porovnani rozptyl( dvou skupin rezidui o stejném
poctu. Rezidua € se sefadi podle hlavni promé&nné x a rozdéli na dvé stejné poloviny.
Provede se F-test podobnosti obou polovin. Vyhodnocenim F-testu podle kritické
hodnoty (Fi-4/2(h1-1,n1-1)) S€ rozhodne o pfipadné podobnosti obou skupin rezidui, tj.

homoskedasticité modelu.

Goldfeld—Quandtuv test
Opét se porovnavaji dva soubory dat podle dvouvybérového F-testu rovnosti rozptyl.
Data (n hodnot) se sefadi podle hlavni proménné x a rozdéli na dvé stejné poloviny,
s vynechanim ¢asti hodnot uprostfed (vynechana data < n/4). V kazdé poloviné dat se
provede MLR (y vs x3, X, aZ Xn,) a ziskané RSS obou skupin (RSS;, RSS,) se porovnaji F-
testem na rovnost rozptyll. Vyhodnocenim F-testu podle kritické hodnoty (Fi-g/2(n1-p,n2-
p)) se rozhodne o pfipadné podobnosti obou skupin, prokazujicich homoskedasticitu
rezidui.

Analyza rezidui, kromé testu homoskedasticity, zpravidla zahrnuje i zjistovani
odlehlych bodd pomoci riznych druhl rezidui (normovana rezidua, standardizovana

rezidua, predikovana rezidua aj.)

1.2.3 Vystavba regresniho modelu

Cilem vystavby modelu je ziskat vztah, ktery pomoci zvolenych proménnych co
nejlépe popisuje experimentalni hodnoty zavisle proménné y, za splnéni predpokladi
platnosti modelu. Rozhodujicim krokem je vybér vhodnych proménnych (xi, X, az xm)
z celkového souboru moznych parametr(. Dllezitou podminkou je existence pficinné
souvislosti: zvolené proménné x musi souviset s vysvétlovanou proménnou y a
realisticky odpovidat studovanému déji. Obecné se uvaZuje princip parsimonie, tedy
jednodussi model je pravdépodobnéjsi. Existuje nékolik metod vybéru proménnych

[139,140,142].
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Volba proménnych

1) Optimalizace shora (Backward regression)

VSechny proménné se zaradi najednou do MLR a postupné jsou vylucovany jednotlivé
proménné, které maji nevyznamné regresni koeficienty, podle rovnice (1.2.1.10).
V okamziku, kdy zlstanou jen ty proménné, které maji vSechny regresni koeficienty

vyznamné, model je optimalni.

2) Optimalizace zdola (Forward regression)

Zde je postup opacny. Zacind se s jedinou proménnou x, kterd ma nejvétsi korelacis y a
postupné jsou pridavany dalsi proménné. Po kazdém kroku (pfidani x do MLR) je
sledovana vyznamnost regresnich koeficientll (rovnice 1.2.1.10). V okamziku, kdy uz
nebude moZné pridat dalsi proménnou tak, aby jeji regresni koeficient byl vyznamny,

model je oznacen jako optimalni.

3) Stepwise regression

Jedna se o kombinaci obou predchozich metod. Zadind se optimalizaci zdola a pfi
kazdém pridani nové proméné se provéri, jestli nelze zaroven vyloucit néjakou z jiz
zafazenych proménnych, na zdkladé t-testu vyznamnosti regresnich koeficientl
(rovnice 1.2.1.10). Stepwise regression je provadéna zpravidla pomoci PC programu.

Tato metoda byva nejvice pouZivana.

4) Test vSech kombinaci proménnych

Sestavi se vSechny moZnosti vzdjemnych kombinaci proménnych x v modelu. Postupné
jsou vyhodnocovany jednotlivé rovnice zavislosti, podle vyznamnosti regresnich
koeficientll a pripadné dalSich kritérii platnosti modelu. Uvedena metoda je pomérné

pracna, nicméné patfi mezi nejpresnéjsi a ¢asto doporucované postupy.
Po zafazeni dalsi proménné do modelu nebo naopak vylou¢eni proménné je

dllezité posoudit, nakolik se zvysi popsatelnost modelu. Jako kritérium se pouZiva se F-

test vyznamnosti regresniho modelu ptidanim proménné (regresoru):
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F-test vyznamnosti priddnim proménné

F_ (RSS=RSS,)(n—p,) (1.2.1.15)

RSS, (p.— p:)

RSS. residudlni soucet ¢tvercl pro puvodni model,
RSS. residudlni soucet ¢tvercli pro model rozsifeny o dalsi proménnou (regresor),

n pocet bodl,

P, pocet regresnich parametr( pro pavodni model,

P, pocet regresnich parametr( pro rozsireny model,

Jeli vysledna F-hodnota vétsi, nez kritickd (Figp2-p1,np2), POté narlst
popsatelnosti modelu pridanim dalsi proménné je statisticky vyznamny, a tedy
rozsiteny model je vhodnéjsi. Tento test slouzi k porovnani dvou model(, které se lisi
zpravidla o jednu proménnou (p,-p;=1). Rovnici (1.2.1.15) je mozné poutzit napfiklad i
k posouzeni, zda je lepsi linedrni (p; =2) nebo kvadratickd (p, = 3) zavislost. V tomto
pfipadé je rovnice nazyvana Mandel(lv test linearity.

U kazdého modelu, ktery byl vybran jako vyhovujici z hlediska zastoupeni
proménnych x, je nutné provéfit podminky predpokladu platnosti regresniho modelu
(kapitola 1.2.2). Nadbytek proménnych zpravidla vede k multikolinearité, pfili§ malo

proménnych muize zpUsobit heteroskedasticitu.

1.2.4 Hodnoceni kvality regresniho modelu

Pro porovndani schopnosti predikce rdznych modell (s odliSnymi proménnymi) jsou

pouzivana nasledujici kritéria [139,140]:

PRESS (Predictive residual sum of squares)

Jedna se o charakteristiku modelu, ziskanou na zakladé predikce hodnot y;, kde

k sestaveni regresni rovnice pro vypocet hodnoty i byla pouzita data s vynechanim
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i-tého bodu (hodnoty y;) v MLR. Tedy jednd se o RSS ziskany metodou interni validace

(cross-validation (cv), leave-one-out).

PRESS:Zn:(yi ~ Vi) (1.2.1.16)

i=1

Vrovnici (1.2.1.16) Cleny, ;) je predikovana hodnota y modelem sestavenym bez

pouziti i-tého bodu. Hodnota PRESS modelu byva vidy vétsi, nez jeho RSS. Nizsi
hodnota PRESS znamena lepsi model (mensi chyba predikce). Zkratka PRESS byva

uvadéna i pod jinymi nazvy (predicted residual error sum of squares aj.)

Stredni kvadratickd chyba predikce (MEP)
Pro porovnani predikéni schopnosti modell na souborech dat s rliznym poctem bodu

(hodnot) n je pouzivana stfedni kvadraticka chyba predikce (Mean error of prediction):

PRESS

MEP = (1.2.1.17)

Nizsi hodnota stfedni kvadratické chyby predikce znamena lepsi model.

Predikovany koeficient determinace Q% (R%))
Charakteristika regresniho modelu odvozend od PRESS. V porovnani s R? byva Q vidy
nizsi.

Q= 1- PRESS (1.2.1.18)

TSS

Podobné jako u R?, vy$si hodnota Q° vyjadiuje lep$i model.
Mallow’s Cp

Toto kritérium umoznuje zvolit nejvhodnéjsi kombinaci proménnych v daném modelu.

UvaZuje se model se vSemi proménnymi, kde je celkovy pocet regresnich parametr(
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(pan). Nasledné je model upravovdn vynechanim jednotlivych proménnych, kdy
v studovaném modelu je p regresnich parametr. Dosazenim regresnich charakteristik
do rovnice (1.2.1.19) lze zjistit, jestli konkrétni studovany model (s p parametry) je

vyhovujici, v porovnani s celkovym modelem.

(MRS, = MRS, \n—p) _ RSS,(n—pan)

Cp = p+
p=p MRS, RS

+2p—n (1.2.1.19)

MRS, rezidudlni rozptyl studovaného modelu, MRS, = RSS,/(n-p),
MRS, rezidualni rozptyl celkového modelu, MRS,y = RSSai/(n-pan),
RSS, rezidudlni soucet ¢tvercl studovaného modelu s p regresnimi parametry,

RSS.; rezidudlni soucet ¢tvercli celkového modelu se vSemi regresnimi parametry pg;.

Takovd kombinace proménnych v modelu, jehoZz hodnota Cp je blizkd nebo rovna

hodnoté p, ukazuje na vhodny model. Vyssi Cp indikuje horsi model.

Akaikeho informacni kritérium (AIC)
Casto pouzivané univerzalni kritérium vhodnosti modelu, platné i na nelinearni

regresni modely. Mensi hodnota AIC znamena leps$i model.

AIC = mln(ﬁj+2p (1.2.1.20)
n

Pro mensi pocet dat (n) je doporuceno pouziti upraveného kritéria AlCc podle rovnice

(1.2.1.21):

2p(p+1)
n—-p-1

AlCc = AIC+ (1.2.1.21)

Parametr AlCc je pouZitelny pro libovolné veliky soubor hodnot.
Kazdé z uvedenych kritérii, pro hodnoceni kvality regresniho modelu, ma urcité

vyhody. Pfi vybéru optimalniho modelu je zpravidla nutno zvazit vice hledisek.
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1.3 Piehled publikovanych vysledku: predikce retence skupiny 21 latek

LSER modelem v mobilnich fazich methanol-voda a acetonitril-voda

Na zaveér teoretické ¢asti je uveden strucny souhrn dvou diplomovych praci
[143,144] zabyvaijicich se pouzitim solvataéniho (LSER) modelu k popisu retence latek
na reverzni stacionarni fazi v Sirokém rozmezi slozeni mobilni faze. Na tyto vysledky
navazuje v kapitole 2 dalSi ¢ast prace cerpajici ze stejnych experimentdlnich dat.
V uvedenych pracich byla méfena vybrana skupina 21 latek zahrnujici rGzné druhy
organickych sloucenin: latky aromatické, alifatické, kyslikaté a dusikaté derivaty
uhlovodikll a halogenderivaty. Podminkou vybéru byla dostupnost LSER deskriptor(,
moznost UV detekce a alespon ¢astecnd rozpustnost sloucenin ve vodé. Jako mobilni
faze byly zvoleny smési methanol-voda a acetonitril-voda ve sloZeni 1 az 100 % obj.
obsahu organického rozpoustédla v mobilni fazi. Byla vybrana reverzni stacionarni faze
s navazanym C-8 uhlovodikovym retézcem.

Cilem uvedenych praci bylo popsat retenci latek LSER modelem v Sirokém

rozsahu sloZeni mobilni faze. Byl kladen ddraz na tyto tfi zakladni hlediska:

* VV\ybér vhodného souboru latek pro méreni retence.
* Rozsah sloZzeni mobilni faze od 1 % do 100 % organické slozky.

» Predikce retence s pomoci dvou nezavislych skupin latek (training set, testing set).

Zde jsou souhrnné zminény experimentdlni podminky v uvedenych pracich.
Retence latek byla méfena na kapalinovém chromatografu ECOM sestaveného z
Cerpadla LCP 4000, davkovaciho ventilu D 1995 se smyckou o objemu 10 pL a UV-VIS
detektoru LCD 2084. Pouzitd stacionarni faze byla kolona LiChrospher 60 RP-select B,
125 mm x 4 mm, s velikosti ¢astic 5 um, ziskana od Merck Germany.

Retencni ¢as sloucenin byl méren izokraticky postupné ve vSsech mobilnich fazich
s prutokovou rychlosti ImL/min pfi pokojové teploté. UV detekce latek byla nastavena
na vinovou délku 254 nm pro aromatické slouceniny a 200 nm pro alifatické. Retence
byla méfena v mobilnich fazich methanol-voda a acetonitril-voda o sloZeni 1; 5; 10; 20;

40; 60; 80; 90; 95 and 100 objemovych % organického rozpoustédla. Koncentrace
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studovanych latek byla v rozmezi 1 - 10 % a5 - 10 * mol - L ! podle intenzity odezvy
signalu v detektoru. Ke stanoveni mrtvého ¢asu byl pouZit roztok uracilu o koncentraci
5-10 “mol-L 7%

V tabulce P1 (kap. 5) je uveden seznam studovanych latek a jejich LSER
deskriptord. Slouceniny pokryvaji Sirokou oblast vlastnosti z pohledu solvatacniho
modelu na zakladé uvedenych hodnot deskriptorll a jejich normalizovaného rozsahu.
Déle je uvedena mérend retence vsech latek v jednotlivych mobilnich fazich (tab. P2).
Nékteré latky nebyly méreny ve vSech mobilnich fazich z divodu nemozného urceni
presného retenéniho ¢asu (chvostovani pikl) nebo pfilis velké retence.

V nasledujicich vypoctech byla retenéni data sloucenin zpracovavana z hlediska
popisu LSER modelu. Pro retenéni data odpovidajici dané mobilni fazi byla provedena
MLR mezi deskriptory latek a jejich retenci v podobé logaritmu retenéniho faktoru
(logk). Na zakladé ziskanych regresnich koeficientd a vysledk( statistiky byly
charakterizovany jednotlivé separaéni systémy s danymi mobilnimi fazemi. Byl
zpracovan pribéh regresnich koeficientl v zavislosti na sloZzeni mobilni faze a
interpretovan z pohledu probihajicich interakci.

V solvataénim modelu se ¢len eE ukazal jako statisticky nevyznamny, i z dGivodu
vysSich korelaci mezi deskriptorem E a ostatnimi LSER parametry studovanych
sloucenin. V koneéné fazi uvedenych praci byla provedena predikce retence
jednotlivych latek modelem LSER. Slouceniny byly rozdéleny do dvou rovnocennych
skupin z hlediska deskriptord a chemickych vlastnosti. Predikce byla provedena
metodou externi validace s pouZitim skupin training set a testing set pro ziskani
nezavislych odhadu vypoctené retence.

Vysledné hodnoty vypoctené retence latek jsou uvedeny v tabulce P2.
Uspédnost predikce v jednotlivych mobilnich fazich byla posouzena porovnanim
namérené retence a vypoctené retence jako korelace experimentalnich a
predikovanych hodnot. Ddle byla vypoctena primérna chyba predikce odpovidajici na
jednu slouceninu v dané mobilni fazi. Oba tyto parametry hodnoceni predikce jsou
zobrazeny v tabulce P3.

Vysledkem téchto praci bylo zhodnoceni popisu retence latek a jejich predikce v

mobilnich fazich se zamérenim na krajni koncentrace org. slozky v mobilni fazi.
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Zavérem lze shrnout:

na zakladé hodnot koeficientu determinace R’ (tab. P3) solvata¢ni model v systému
methanol-voda byl schopen popsat retenci v témér celém rozsahu sloZzeni mobilni faze.
Nejlepsi popis retence byl dosazen ve stfedni oblasti slozeni mobilni faze, priimérna
chyba predikce zde dosahovala nejmensich hodnot. Naopak v krajnich oblastech, kde
vyrazné prevazuje jedna slozka nad druhou, byl popis méné presny. Pfesto v prostredi
s nizkym obsahem methanolu (1 - 10 %) byla predikce retence uspokojiva. V oblasti 90
% methanolu a vice se LSER model ukazal jako statisticky nevyznamny.

Popis retence v mobilni fazi acetonitril-voda byl vyhovujici v prostiedi se stfedni a
nizkou koncentraci acetonitrilu. Podobné jako v pfipadé methanol-voda, v oblasti 1-10
% org. rozpoustédla byla retence pomérné dobfe popsdna, dokonce lépe, nei v
methanolu. Nejlepsi predikce retence v systému acetonitril-voda byla dosaZzena ve
stfedni oblasti, kde vykazovala nejmensi primérnou chybu predikce. S rostoucim
obsahem acetonitrilu v mobilni fazi hodnota koeficientu determinace postupné klesa a
nad 80 % dosahuje statisticky nevyznamné hodnoty.

Srovnanim obou mobilnich fazi, systém acetonitril-voda poskytoval mensi priimérnou
chybu predikce (0,105) v porovnani se systémem methanol-voda (0,135), jak je
uvedeno ve spodnim radku tabulky P3. Na druhou stranu, systém methanol-voda se

ukdazal vice pouzitelny pro popis retence v SirSim rozmezi sloZzeni mobilni faze.
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2 POPIS RETENCE SKUPINY 21 LATEK LSER MODELEM V MOBILNICH
FAZICH METHANOL-VODA A ACETONITRIL-VODA

Tato ¢ast navazuje na vysledky diplomovych praci, popsanych na konci teoretické ¢asti
(kap. 1.3), kde byla zpracovavana data z HPLC retence na reverzni staciondrni fazi
v Sirokém rozmezi sloZzeni mobilni faze.

Pozn.:
Pfilohy s oznacenim P jsou uvedeny na konci prace v kapitole 5 (Pfilohy P).

2.1 Porovnaniretence 21 mérenych latek a jejich pribéh v jednotlivych

mobilnich fazich

V této Casti prace jsou znazornény a popsany hodnoty experimentdlni retence
vSech 21 latek v mobilnich fazich methanol-voda a acetonitril-voda v podobé zavislosti
logaritmu retencniho faktoru na sloZeni mobilni faze. Cilem je porovnat retencni
chovani jednotlivych sloucenin a moznost jejich popisu modelem LSST (kap. 1.1.2).
Dal$im dlvodem je posoudit odchylky od retencniho chovani latek v krajnich oblastech

slozeni mobilni faze.

POSTUP PRACE:

Namérené hodnoty logaritmu retencniho faktoru dané latky byly vyneseny oproti
slozeni mobilni faze, vyjadiené jako objemovda procenta methanolu ¢i acetonitrilu.
Dané zavislosti jsou graficky zndzornény v nasledujicich grafech (obr. P1 a P2). Pro
kazdou latku byla provedena regresni analyza, kde hodnoty retence (logk) byly
prokladany linedrni a kvadratickou zavislosti na obj. procentech daného org.
rozpoustédla v mobilni fazi. Obé tyto zavislosti byly statisticky porovnany z hlediska
vyznamnosti a nasledné byla zvolena linearni nebo kvadratickd funkce popisu retence
dané latky. Byl pouZit F-test linearity (rovnice 1.2.15) vyhodnocujici, zdali rozsireni

linedrni zavislosti na kvadratickou pfinese zvyseni popsatelnosti modelu.
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Srovnanim s kritickou hodnotou Fggs(1,n-p2) bylo rozhodnuto o pouziti vysledné
regresni funkce. V grafech (obr. P1 a P2) jsou body proloZeny zvolenou zavislosti a
uvedena regresni rovnice s hodnotou koeficientu determinace, kde y odpovida logk a x
obj. procentim methanolu ¢i acetonitrilu v mobilni fazi. Porovnani tésnosti prolozeni
zavislosti mezi jednotlivymi latkami bylo provedeno na zakladé hodnot koeficientu
determinace.

Bylo potreba provést korekci na poCet mérenych hodnot pro kazdou slouceninu,
ktery se u nékterych latek liSil a také zohlednit linedrni nebo kvadraticky typ regresni
funkce. Proto byl vypocten korigovany koeficient determinace Rzadj (kap. 1.2.1), ktery
slouzil jako vysledné kritérium hodnoceni popisu retence modelem LSST.

Nasledné byly méfené latky sefazeny podle velikosti Rzadj od nejvétsi hodnoty po
nejmensi pro oba systémy methanol-voda a acetonitril-voda, jak je uvedeno v tabulce
2. LSST jako empiricky model se ¢asto pouziva k znazornéni pribéhu retence v rizném
slozeni mobilni faze (kap. 1.1.2). Pro vétSinu organickych sloucenin [13] vykazuje
pravidelnou linedrni nebo kvadratickou zavislost s vysokou hodnotou koeficientu
determinace [14]. Nicméné retence nékterych latek v urcitém prostredi stacionarni a
mobilni faze nemusi vykazovat pravidelnou kfivku, tedy neni pravidlem kvadraticky ci

linedrni prabéh funkce pro vsechny slouceniny [12].

VYSLEDKY A DISKUZE:
U vSech latek v prostfedi methanol-voda a acetonitril-voda byly zavislosti statisticky
vyznamné a ukazovaly pravidelny trend méfenych hodnot retence podle slozeni
mobilni faze. Na obr. P1 a P2 jsou zobrazeny grafy pro jednotlivé slouceniny s
uvedenou regresni rovnici a koeficientem determinace pro oba systémy methanol-
voda, acetonitril-voda.

Ze zminénych grafl je patrné, Zze model LSST |épe popisuje retenci v prostiedi
methanolu. Rozptyl bodl okolo proloZené kfivky je mensi, coZ je patrné i z vyssich
hodnot koeficientu determinace. V obou mobilnich fazich byla vétSina latek popsana
kvadratickou zavislosti. Kfivky pro acetonitril-voda jsou vyraznéji prohnuté (vétsi

hodnota koeficientu kvadr. €lenu v regresni rovnici), nez v pfipadé methanol-voda.
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Pfevazuje konvexni trend funkce, pouze nitromethan, nitroethan a dichlormethan maji
konkavni tvar pro oba druhy mobilni faze.

Dalsim predmétem studia byla retence jednotlivych slouéenin v okrajovych
oblastech sloZeni mobilni faze, kde vyraznéji prevazuje jedna slozka nad druhou.
V pracich zabyvajicich se LSST modelem byvda casto zminéno nepravidelné retencni
chovani latek s typickym zakfivenim krivky pravé v zminénych okrajovych oblastech.
Jako duvod se uvadi omezena smacivost stacionarni faze a mozny kolaps navazanych
uhlovodikovych fetézcl, projevujici se poklesem retence v mobilnich fazich s vysokym
podilem vody. V opacné ¢asti s prevazujici slozkou organického rozpoustédla dochazi
k omezeni solvofébniho efektu mobilni faze a zvySeni silanofilnich interakci se
stacionarni fazi.

V grafech (obr. P1), znazoriujicich retenci v prostfedi methanol-voda, je u
malého poctu sloucenin patrny mirny rozptyl bodd okolo krivky ve vySe zminénych
okrajovych oblastech. Jedna se prevainé o alifatické Iatky a anilin. Aromatické
slouceniny celkové vykazuji pravidelné&jsi retenci. V prostredi bohatém na vodu (1-10 %
methanolu) se typické zakfiveni kfivky doll v podstaté nevyskytuje.

Vyraznéjsi odchylky bodl od proloZené zavislosti jsou patrné u systému acetonitril-
voda (obr. P2). VétsSina alifatickych latek ukazuje rozptyl v okrajovych ¢astech slozeni
mobilni faze. V prosttedi s prevazujici vodnou slozkou (1-10 % acetonitrilu) je patrny
pokles retence se zakfivenim kfivky doll pouze u nékolika analytll (nitromethan,
nitroethan, dichlormethan). Vétsina sloucenin vykazuje pravidelnou vzristajici retenci

vV ove

az do témér Cisté vody. Rovnéz v pfipadé acetonitrilu jsou aromatické slouéeniny lépe
popsany.

Lze tedy predpokladat, Ze struktura stacionarni faze v prostiedi 1-10 %
organického rozpoustédla nebyla zménéna a probihal zde podobny separacni
mechanismus jako v prostfedi mobilni faze s vyrovnanym podilem vody a organického

rozpoustédla.
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Tabulka 2
Poradi latek podle velikosti Rzadj proloZené funkce zavislosti retence na sloZzeni mobilni
faze. Analyty jsou sefazeny od nejvétsi hodnoty po nejmensi, pro mobilni faze

methanol-voda a acetonitril-voda

MeOH-voda R, ACN-voda R%g
1 Benzaldehyd 0,9999 1  o-Kresol 0,9995
2 Nitrobenzen 0,9999 2 Fenol 0,9993
3 Benzen 0,9995 3 Nitrobenzen 0,9987
4 Fenol 0,9995 4 Benzonitril 0,9984
5 o-Kresol 0,9995 5 Benzylalkohol 0,9981
6  2-Nitroanilin 0,9993 6  Anilin 0,9979
7 Benzonitril 0,9992 7 2-Nitroanilin 0,9972
8 Dichlormethan 0,9991 8 Benzen 0,9967
9 Benzamid 0,9988 9 Benzaldehyd 0,9961
10 Benzylalkohol 0,9983 10 Propylformiat 0,9917
11 2-Pentanon 0,9980 11 Chloroform 0,9896
12 Cyklohexanon 0,9976 12 2-Pentanon 0,9816
13 Nitroethan 0,9965 13 Cyklohexanon 0,9815
14  Anilin 0,9939 14 Nitromethan 0,9707
15 Ethylformiat 0,9937 15 Dichlormethan 0,9664
16 Propylformiat 0,9934 16 Ethylformiat 0,9580
17 Chloroform 0,9912 17 Benzamid 0,9538
18 N,N-Dimethylformamid 0,9888 18 Butyraldehyd 0,9293
19 Diethylether 0,9864 19 Diethylether 0,8991
20 Nitromethan 0,9765 20 nitroethan 0,8568
21 Butyraldehyd 0,9503 21  N,N-Dimethylformamid 0,6842

Primér 0,9933 Pramér 0,9593

Pro posouzeni presnosti popisu retence jednotlivych latek modelem LSST bylo
sestaveno poradi podle hodnoty korigovaného koeficientu determinace Rzadj
zobrazené v tabulce 2. Analyty jsou sefazeny od nejvyssi hodnoty Rzadj odpovidajici
nejlepSimu popisu pro obé mobilni faze. Zde je rovnéz patrné, Ze aromatické
slouceniny jsou celkové Iépe popsatelné LSST modelem. Systém methanol-voda ukazal
presnéjsi popis retence, ktery je znazornén vyssimi hodnotami Rzadj jednotlivych

analytq, jak je zfejmé srovnanim v tabulce 2.
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2.2 Porovnani predikce retence jednotlivych latek LSER modelem

V predchozich pracich (kap. 1.3) byl LSER model studovan z hlediska schopnosti
predikce retence latek v danych mobilnich fazich. V této ¢asti prace je pozornost

zamérena na jednotlivé slouéeniny a jejich predikci retenéniho chovani.

POSTUP PRACE:

Z hodnot namérené a vypoctené retence (tab. P2) byly ziskany absolutni hodnoty
rezidui odpovidajici danym latkam, ve vSech mobilnich fazich methanol-voda a
acetonitril-voda. Pro kazdou slouéeninu byla vypoctena primérna chyba predikce
(Alogka), jako soucet absolutnich hodnot rezidui latky ze vSech mobilnich fazi ve

kterych byla mérena, déleny jejich poctem (rovnice 2.2.1).

Z | Ingi,exp - I ngi,calc

Alogk, = = (2.2.1)
n

Alogka pramérna chyba predikce dané latky
logkiexe mMErena hodnota logaritmu retencniho faktoru dané latky v mobilni fazi i
logki calc  VypoCtena hodnota logaritmu retencniho faktoru dané latky v mobilni fazi i

n pocet mérenych mobilnich fazi pro danou latku (u vétsiny latek n = 10)

Latky byly sefazeny podle rostouci chyby predikce Alogk, (tab. 3) a vyhodnoceny
odlehlé slouceniny i z hlediska chemickych vlastnosti. Ddle bylo porovnano, jestli
odlehlé hodnoty analytl v prostfedi methanol-voda vykazuji odlehlost také v prostredi
acetonitril-voda. Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci neparametrického testu

korelace poradi, vypoctem hodnoty Spearmanova korelacniho koeficientu.
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VYSLEDKY A DISKUZE:

V tabulce 3 je uveden seznam latek podle rostouci chyby predikce Alogk, pro obé
mobilni faze. Zatimco v pfipadé methanol-voda je rozdéleni sloucenin v seznamu
viceméné ndhodné, v pripadé acetonitril-voda je patrny vétsi vyskyt alifatickych latek
ve spodni ¢asti tabulky, ukazujici na horsi predikci téchto sloucenin. Aromaty celkové
zaujimaji lepsi poradi (nizsi hodnotu) v uvedené tabulce podle odlehlosti latek. Pro
porovnani téchto dvou druhd analytl byla vypocétena primérna hodnota chyby
predikce Alogks odpovidajici jedné latce pro skupinu aromatickych a alifatickych

sloucenin (jako soucet Alogks pro vSechny aromaty (ptip. alifatické) déleny jejich

poctem).

Tabulka 3

Poradi latek podle rostouci chyby predikce (4logka) pro mobilni faze methanol-voda a

acetonitril-voda

MeOH-voda chyba ACN-voda chyba
predikce predikce

1 Nitrobenzen 0,031 1 Propylformiat 0,031
2 Ethylformiat 0,043 2 Nitrobenzen 0,049
3 Chloroform 0,048 3 Anilin 0,053
4 Nitroethan 0,053 4 Benzaldehyd 0,054
5 Anilin 0,054 5 Cyklohexanon 0,060
6 Cyklohexanon 0,072 6 Benzylalkohol 0,063
7 Benzaldehyd 0,075 7 Ethylformiat 0,067
8 Propylformiat 0,085 8 Benzonitril 0,068
9 Benzylalkohol 0,091 9 2-Pentanon 0,068
10 Nitromethan 0,113 10 Chloroform 0,080
11 Benzamid 0,113 11 Nitroethan 0,085
12 Benzonitril 0,118 12 Benzamid 0,104
13 2-Pentanon 0,124 13  2-Nitroanilin 0,104
14  2-Nitroanilin 0,135 14 Nitromethan 0,109
15 Benzen 0,164 15 o-Kresol 0,123
16 Dichlormethan 0,167 16 Benzen 0,150
17 o-Kresol 0,176 17 Fenol 0,165
18 Butyraldehyd 0,190 18 Dichlormethan 0,174
19 Fenol 0,274 19 Butyraldehyd 0,205
20 Diethylether 0,305 20 N,N-Dimethylformamid 0,226
21 N,N-Dimethylformamid 0,374 21 Diethylether 0,284

Priimér aromatické latky 0,123 Priimér aromatickeé latky 0,093

Pramér alifatické Iatky 0,143 Pramér alifatické Idtky 0,126
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V systému methanol-voda tato pridmérna chyba predikce cinila hodnotu 0,123 pro
aromaty a 0,143 pro alifatické latky. Prostfedi acetonitril-voda ukazuje podobny trend,
hodnota chyby predikce je rovna 0,093 pro aromaty a 0,126 pro alifatické slouceniny.
Ddle bylo zjisténo, Ze v predikci retence dané latky vykazuji podobnou odlehlost
pro obé mobilni faze. Analyty dobfe popsané v prostfedi methanol-voda jsou rovnéz
[épe popsané v systému acetonitril-voda. Korelacni analyza poradi chyb predikce
Alogka uvedenych v tab. 3 nabyva hodnoty Spearmanova korelacniho koeficientu Rs, =
0,830, prokazujici podobnou velikost chyb predikce jednotlivych slou¢enin v obou

mobilnich fazich.

2.3 Porovnani modelti LSER a LSST v popisu retence 21 latek

V nékterych pracich zabyvajicich se obecnym popisem retence LSER modelem
v rizném sloZzeni mobilni faze bylo pouZito kombinace se vztahem LSST. Tento
rozsiteny model byl nazvan globdlni LSER (kap. 1.1.8). Dlvodem byla snazsi konstrukce
solvatacni rovnice v prostfedi, kde se méni vzdjemny pomér slozek mobilni faze.
Regresni koeficienty LSER modelu v sobé odrdzeji vlastnosti mobilni faze a jejich
zavislost na slozeni mobilni faze lze popsat s vyuZitim vztahu LSST. Vyhodou této
kombinace je skutecnost, Ze pro rizné slozeni mobilni faze neni nutné pokazdé urcovat
nové regresni koeficienty, ale lze je vypocitat podle jejich pravidelné zavislosti ur¢ené
LSST rovnici, pomoci dvou parametr( log k, a S pro kazdy regresni koeficient. Ukazalo
se, ze model globalni LSER, pfedpokladajici linearni vztah logaritmu retenéniho faktoru
a regresnich koeficientl LSER rovnice na sloZeni mobilni faze, ma omezenou platnost
na uzky rozsah slozeni mobilni faze. Ve vétSim rozmezi sloZeni je nutno pouzit
kvadratickou zavislost.

Cilem této kapitoly je porovnat, na kolik se tyto dva modely, vzajemné
kombinované v globalnim LSER, shoduji v popisu retence jednotlivych analytd. V této
praci retencni data 21 latek pokryvaji Siroky rozsah slozeni mobilni faze, vhodny ke

studiu obou zminénych modell. V kapitole 2.1 byl pouzit model LSST k zndzornéni
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zavislosti logaritmu retenc¢niho faktoru analytll na sloZzeni mobilni faze v podobé
linedrni nebo kvadratické funkce. Odchylky mezi namérfenou a vypoctenou retenci
latek (rezidua) uvedenymi regresnimi zavislostmi (LSST) budou srovnany s popisem

retence danych slou¢enin LSER modelem.

POSTUP PRACE:

Pro porovnani odhadu retence analytli obéma modely byla pouZita rezidua ziskana
z regresni analyzy. V pfipadé modelu LSER, byla provedena MLR mezi deskriptory latek
a jejich namérenymi hodnotami logk postupné pro vsechny mobilni faze, podobné jako
v predeslych pracich (kap. 1.3). Z vypoctl byl vyfazen deskriptor E z divodu statistické
nevyznamnosti Clenu eE. Ziskané regresni koeficienty byly pouzity k formulaci LSER
rovnice pro odhad retence analytll. Z regresnich rovnic byly vypocteny hodnoty
logaritmu retenéniho faktoru a dale rezidua jako rozdil mezi experimentalni a
vypocétenou retenci. Vtomto pfipadé nejde pfimo o nezavislou predikci latek jako
v kapitole 1.3, ale jen o popis retence LSER modelem, kde MLR je provadéna ze
stejného souboru slouéenin, jaky je nasledné odhadovan. Tedy nebyly zde pouZity
rozdily mezi namérenou a vypoctenou retenci zpracovavané v kapitole 2.2 a zobrazené
v tabulce P2a,b)

Podobny postup byl aplikovdn u modelu LSST. Regresni rovnice popisujici
zavislost logaritmu retenéniho faktoru latek na procentech methanolu pfip.
acetonitrilu v mobilni fazi, jsou znazornény v grafech (obr. P1 a P2) a v tabulce P4a,b).
Pomoci uvedenych rovnic byly vypocéteny hodnoty retence analytld (oznacené logkisst)
a poté rezidua jako rozdil mezi experimentalni a vypocétenou retenci.

Déale byly vzdjemné porovnany absolutni hodnoty rezidui obou modeld pro
jednotlivé slouceniny, podobnym zplsobem jako v kapitole 2.2 (rovnice 2.2.1), a také

celkovy popis retencniho chovani vSech analyt(i v daném sloZzeni mobilni faze.

VYSLEDKY A DISKUZE:
Tabulka P5a,b) zobrazuje hodnoty regresnich koeficientl a vysledky MLR pro oba
systémy methanol-voda a acetonitril-voda. V tabulce 4a) je zobrazeno poradi latek

podle vzristajici absolutni hodnoty rezidui, tj. od slouéenin nejlépe popsanych modely
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LSER a LSST pro mobilni fazi methanol-voda. Ze znazornéného poradi analytl je patrna
mald podobnost obou model(l. Byla provedena korela¢ni analyza uvedenych rezidui
modelu LSER a LSST jako neparametricky test korelace poradi. Nebyla nalezena
souvislost téchto dvou soubor( dat, hodnota Spearmanova korelacniho koeficientu

odpovidala hodnoté Rs, = 0,225.

Tabulka 4a)
Poradi latek podle rostouci absolutni hodnoty rezidui, od slou¢enin nejlépe popsanych
modelem LSER a modelem LSST pro mobilni fazi methanol-voda. Ve spodnim fadku je

uvedena prlimérna hodnota rezidui ze viech latek

rezidua rezidua

MeOH-voda LSER MeOH-voda LSST
1 o-Kresol 0,015 1 2-Nitroanilin 0,000
2 Benzaldehyd 0,020 2 Nitrobenzen 0,005
3 Cyklohexanon 0,031 3 Benzen 0,007
4  Ethylformiat 0,034 4 Benzaldehyd 0,008
5 Chloroform 0,034 5 Fenol 0,013
6 Benzamid 0,036 6 Dichlormethan 0,014
7 Nitrobenzen 0,038 7 Diethylether 0,015
8 Benzonitril 0,051 8 o0-Kresol 0,016
9 Propylformiat 0,056 9 Benzonitril 0,020
10 Dichlormethan 0,056 10 Benzamid 0,022
11 2-Nitroanilin 0,057 11 Chloroform 0,024
12 2-Pentanon 0,064 12 Benzylalkohol 0,025
13 Benzylalkohol 0,064 13 Nitroethan 0,025
14 Fenol 0,068 14 N,N-Dimethylformamid 0,031
15 Nitroethan 0,070 15 Cyklohexanon 0,033
16 Anilin 0,072 16 Nitromethan 0,038
17 Benzen 0,097 17 2-Pentanon 0,038
18 Nitromethan 0,103 18 eEthylformiat 0,044
19 Diethylether 0,132 19 Propylformiat 0,047
20 N,N-Dimethylformamid 0,168 20 Anilin 0,057
21 Butyraldehyd 0,178 21 Butyraldehyd 0,073

Priimér 0,069 Priimér 0,026

V ptipadé popisu retence modely LSER a LSST v mobilni fazi acetonitril-voda je poradi
latek podle absolutni hodnoty rezidui uvedeno v tabulce 4b). Korela¢ni analyza rezidui
zde poskytla hodnotu Spearmanova korelacniho koeficientu Rs, = 0,504, ktera je vyssi

nez kritickd hodnota (Rsp crit = 0,433 pro 21 parQ hodnot).
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Provedeny test prokazal mirnou korelaci obou soubor(l dat, znazoriujici podobnost

popisu retence zminénymi modely.

Tabulka 4b)
poradi latek podle rostouci absolutni hodnoty rezidui, od sloucenin nejlépe popsanych
modelem LSER a modelem LSST pro mobilni fazi acetonitril-voda. Ve spodnim fadku je

uvedena priimérna hodnota rezidui ze vsech latek

rezidua rezidua
ACN-voda LSER ACN-voda LSST
1 Nitrobenzen 0,015 1 Fenol 0,014
2  o-Kresol 0,024 2 o-Kresol 0,015
3 Benzaldehyd 0,027 3 Anilin 0,023
4 Benzonitril 0,033 4 Nitrobenzen 0,029
5 Benzamid 0,036 5 Benzonitril 0,029
6 2-Pentanon 0,039 6 Chloroform 0,035
7 Cyklohexanon 0,044 7  2-Nitroanilin 0,037
8 Anilin 0,053 8 Propylformiat 0,039
9 Ethylformiat 0,054 9 Benzen 0,041
10 Benzylalkohol 0,057 10 Benzylalkohol 0,042
11 2-Nitroanilin 0,060 11 Benzaldehyd 0,043
12 Propylformiat 0,062 12 2-Pentanon 0,063
13 Fenol 0,067 13 Ethylformiat 0,070
14 Nitroethan 0,071 14 Diethylether 0,078
15 Benzen 0,075 15 Cyklohexanon 0,084
16 Dichlormethan 0,085 16 Benzamid 0,120
17 Chloroform 0,099 17 N,N-Dimethylformamid 0,137
18 Nitromethan 0,121 18 Dichlormethan 0,213
19 Diethylether 0,121 19 Butyraldehyd 0,257
20 N,N-Dimethylformamid 0,155 20 Nitromethan 0,319
21 Butyraldehyd 0,188 21 Nitroethan 0,351
primér 0,071 primér 0,097

Celkové je patrné lepsi popsani retence modelem LSST v systému methanol-
voda, podle primérnych hodnot rezidui obou modell uvedenych na konci tabulky 4a).
Naopak v prostiedi acetonitril-voda byla chyba popisu modelem LSST horsi ve srovnani
s modelem LSER (tab. 4b). Porovnanim hodnot rezidui v studovanych mobilnich fazich
je zifejmé, Ze presnost odhadu retence modelem LSER pro systém methanol-voda je
témér stejna jako u systému acetonitril-voda. V pfipadé modelu LSST je podstatné lepsi

popis v prostfedi methanol-voda, jak bylo téZ uvedeno v kapitole 2.1.
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Déale byly porovnany oba modely z hlediska popisu retence celé skupiny latek
vdaném sloZzeni mobilni faze. V tabulce 5a) jsou pro jednotlivé mobilni faze
znazornény absolutni hodnoty rezidui odpovidajici primérné chybé jedné latky v
systému methanol-voda. Tabulka ukazuje, jak byl popis retence pomoci model(i LSER a
LSST uspésny v jednotlivych mobilnich fazich. Model LSST vykazuje témér vyrovnanou
hodnotu rezidui v celém rozsahu sloZzeni mobilni faze, bez odchylek v krajnich
oblastech, na rozdil od modelu LSER (obr. 3a). Korela¢ni analyza rezidui (tab. 5a) obou
modell nenalezla podobnost, Spearmantv korelacni koeficient byl roven hodnoté Rs,

=-0,273.

Tabulka 5a,b)
Absolutni hodnoty rezidui pfipadajici na jednu latku v daném sloZeni mobilni faze pro

systém: a) methanol-voda, b) acetonitril-voda

a) b)

% MeOH rezidua % ACN rezidua

LSER LSST LSER LSST

1 0,057 0,039 1 0,086 0,144
5 0,075 0,016 5 0,057 0,102
10 0,068 0,023 10 0,037 0,098
20 0,049 0,026 20 0,032 0,079
40 0,055 0,027 40 0,041 0,055
60 0,058 0,022 60 0,053 0,043
80 0,039 0,042 80 0,052 0,078
90 0,063 0,023 90 0,070 0,124
95 0,087 0,027 95 0,070 0,137
100 0,097 0,028 100 0,159 0,100
Priimér 0,065 0,027 Primér 0,066 0,096
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Zavislost absolutnich hodnot rezidui modell LSER a LSST na objemovych procentech
org. rozpoustédla v mobilni fazi (uvedenych v tab. 5a,b) pro a) methanol-voda, b)

acetonitril-voda

V tabulce 5b) jsou znazornény absolutni hodnoty rezidui pro jednotlivé mobilni
faze v systému acetonitril-voda, zpracované stejnym zplUsobem jako v predchozim
pripadé. V tomto prostredi je patrny podobny trend popisu retence obéma modely,
v krajnich oblastech sloZeni mobilni faze rezidua nabyvaji vyssich hodnot (obr. 3b).
Provedena korelacni analyza rezidui (tab. 5b) prokdzala podobnost obou modeld,
Spearmaniv korela¢ni koeficient nabyva hodnoty Rs, = 0,648.

Zavérem této kapitoly Ize shrnout, Ze oba studované modely LSER a LSST se v
popisu retence souboru 21 latek shoduji pomérné madlo. V pfipadé mobilni faze
methanol-voda analyza rezidui téchto modell neprokazala vzdjemnou podobnost.
V prostredi acetonitril-voda byla nalezena mirna shoda model( LSER a LSST v trendu

rezidui pro jednotlivé analyty a v porovnani popisu retence v danych mobilnich fazich.

2.4 Kombinace modeli LSER a LSST k popisu retence
Tato ¢ast prace se zabyva mozZnosti pouZiti kombinace model( LSST a LSER pro popis

retence. Model LSST znazoriuje linearni a kvadratické zavislosti logaritmu retenéniho

faktoru latek na mnoiZstvi organického rozpoustédla v mobilni fazi. Jak bylo dfive
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uvedeno, v této praci jsou rovnéz zpracovavana retencni data ziskana z krajnich oblasti
mobilnich fazi, kde vyrazné prevazuje jedna slozka nad druhou. V tomto prostredi
casto dochazi k rdznym odchylkdm v retenc¢nim chovani latek. Nahrazenim mérené
retence hodnotami vypoctenymi pomoci modelu LSST, ktery predpoklada pravidelné
chovani analytli, by se zminéné odchylky eliminovaly. PouZitim téchto upravenych
retencnich hodnot v modelu LSER by se ziskal popis retence sloucenin, vykazujicich
predpokladané chovaniv celém rozsahu slozeni mobilni faze.

V krajnim prostredi s prevazujicim methanolem pfip. acetonitrilem v mobilni fazi
se navic projevuje i vyssi experimentalni chyba retence, zplsobena malymi retencnimi
faktory mérenych sloucenin. Tato nepfesnost by se rovnéz eliminovala pouzitim
zminénych upravenych hodnot. DalSim divodem studia kombinace vztah( LSER a LSST
je rovnéz poutZiti téchto modell v globalnim LSER, jak jiz bylo zminéno v kapitole 2.3.
Cilem této prace je zjistit, jak dokdze LSER model popsat retenci latek, jejichz chovani

je uréené vztahem LSST.

POSTUP PRACE:

Hodnoty retence latek vypoctené modelem LSST (logksst) byly jiZz pouzity v kapitole 2.3
(tab. P4). Postup konstrukce LSER modelu je podobny jako v predchozi kapitole, jen
misto mérené retence byly pouZity hodnoty logk,sst. Byla provedena MLR, kde jako
nezdvisle proménné vystupovaly deskriptory latek a jako zdvisle proménné byly
dosazeny hodnoty logaritmu retenc¢niho faktoru (logksst), vypoctené vztahem LSST pro
jednotlivé slouceniny ve viech mobilnich fazich (tab. P4). Popis reten¢niho chovani
analytd timto upravenym LSER modelem (oznaéenym LSERsst) byl porovndan

s pivodnim modelem, kde bylo pouzZito experimentalnich hodnot logk.

VYSLEDKY A DISKUZE:
Vysledky provedené MLR modelu LSER sst pro mobilni fazi methanol-voda a acetonitril-
voda jsou uvedeny v tabulce P6. Kvuli prehlednosti je déle v textu uvadéno oznaceni

(1ss7), jako dolni index u parametr( a nazv, které nalezi k modelu LSER ;ss7.
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Pro porovnani popisu retence latek modelem LSERsst v jednotlivych mobilnich
fazich byl pouZzita F-statistika regrese. V nasledujicim grafu (obr. 4a) jsou znazornény F-
hodnoty regrese pro systém methanol-voda, rovnéz je uvedeno srovnani se statistikou
plvodniho modelu (tab. P5a) pocitaného z experimentdlnich hodnot logk (kap. 2.3). Ze
zobrazenych hodnot grafu je patrné, Ze novy model (Fisst) je témér totoiny
s puvodnim, jak do velikosti F-hodnoty, tak z hlediska prabéhu krivky v jednotlivych
mobilnich fazich. V krajni oblasti slozeni s pfevazujicim methanolem (80 - 100 %)

nedoslo ke zlepSeni popisu retence modelem LSER ss7.

Obr. 4a,b)

Zavislost hodnot F-statistiky regrese na objemovych procentech org. rozpoustédla v
mobilni fazi (tab. P6) pro plvodni LSER model (oznaceno normal) a kombinovany
model LSERsst (0znaceno LSST):

a) methanol-voda, b) acetonitril-voda

180 - 600 -
150 - 500 -
3
120 - S 400
g = LSST 3
2 90 - 2 300 -
3 —=— normal u —=— LSST
L 60 200 —=— normal
30 1 100 -
0 T T T T 1 0 T T T U 1
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
% MeOH % ACN
a) b)

V pfipadé systému acetonitril-voda je prlbéh F-statistiky znazornén v grafu (obr.
4b). Ve srovndni s plvodnim modelem (tab. P5b) doslo pouZitim hodnot logk sst
k podstatnému zhorseni popisu retence, jak je patrné porovnanim bod( v uvedeném
grafu. Ani v oblasti sloZeni mobilni faze s nadbytkem acetonitrilu (80 - 100 %) model
LSERsst neposkytnul lepsi popis. Horsi vysledky v prostfedi acetonitril-voda lze
predpokladat na zakladé zavéru predchozi kapitoly 2.3, kde retence latek vypoctend

modelem LSST ukazala vétsi chybu, nez retence ziskana modelem LSER.
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Posledni ¢ast této kapitoly se zabyva vlivem upravenych hodnot logkisst na
hodnoty regresnich koeficientli a jejich prlibéh zavislosti na sloZzeni mobilni faze.
Regresni koeficienty v LSER modelu byvaji zpravidla popisovany linedrni nebo
kvadratickou funkci [70]. Jak bylo zminéno v kap. 1.1.8, podle modelu globalni LSER
jsou regresni koeficienty pfimo urCeny ze vztahu LSST, fidi se danou linearni (i
kvadratickou zavislosti na objem. procentech organického rozpoustédla v mobilni fazi.
Zavislost regresnich koeficientl na slozeni mobilni fdze methanol-voda a acetonitril-
voda, pro LSER model 21 latek, byla jiz studovdna v diplomovych pracich (kap. 1.3).
Ukazalo se, Ze nékteré tyto zdvislosti vykazuji nepravidelny prabéh v urcité oblasti
slozeni mobilni faze. Na obr. P3 a P5 jsou zobrazeny uvedené zavislosti regresnich
koeficientll pro methanol-voda a acetonitril-voda ziskané z MLR po vylouéeni ¢lenu eE
ze solvatacni rovnice, znazornéné v tabulce P5a,b).

Cilem této casti je porovnat, jak se pravidelnost v retenénim chovani latek,
ziskand dosazenim hodnot logk,sst do LSER modelu, projevi v zavislosti regresnich
koeficientl na sloZzeni mobilni faze.

V prostfedi methanol-voda, regresni koeficienty LSERisr maji o trochu
pravidelnéjsi pribéh a mensi rozptyl bodl okolo proloZzené kvadratické funkce (obr.
P4) popsané vyssimi hodnotami R? ve srovnani s pGvodnimi regresni koeficienty (obr.
P3). Jejich statistickd vyznamnost zlstala stejnd jako u plvodnich hodnot. Tedy
v prostiedi methanol-voda doslo k mirnému zlepSeni zavislosti regresnich koeficientd.

Pro systém acetonitril-voda, regresni koeficienty LSER.sst vykazuji rovnéz lepsi
pribéh (obr. P6) podle hodnot R?, oproti pGivodnim regresnim koeficientdm (obr. P5).
Jak bylo uvedeno na zakladé hodnot F-statistiky (obr. 4b) model LSERsst ma podstatné
horsi popis retence, presto regresni koeficienty LSERsst ukazuji lepsi prabéh zavislosti,
popsanymi kvadratickou funkci s vy$simi hodnotami R% v porovnani s plvodnimi.
V okrajovych oblastech sloZzeni mobilni faze jsou nékteré regresni koeficienty
nevyznamné.

Lze konstatovat, Ze zavislost regresnich koeficientld na sloZzeni mobilni faze je vice
ovlivnéna pravidelnou retenci latek uréenou vztahem LSST, neZ presnosti popisu

retence analytl samotnym LSER modelem (F-hodnota regrese).
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Zavérem této kapitoly Ize shrnout, Ze zavedenim upravenych hodnot logk sst do
modelu LSER nedoslo k zlepSeni popisu retence. V mobilni fazi methanol-voda zUstaly
hodnoty F-statistiky regrese (Fisst) zhruba stejné jako u plvodniho modelu. Systém
acetonitril-voda ukazal podstatné horsi popis retence ve srovnani s plvodnimi
hodnotami logk.

Predpoklad z ivodni ¢asti kapitoly o kompenzaci odchylek reten¢niho chovani
latek v okrajovych oblastech slozeni mobilni faze rovnéz nebyl potvrzen pouzitim
hodnot logk.sst. Model LSER Iépe popisuje puvodni experimentalni hodnoty logk, i pres
jejich odlehlost od pravidelného pribéhu retence popsaného LSST vztahem.

Zavislosti regresnich koeficientli LSERsst na sloZzeni mobilni faze, ziskané dosazenim
hodnot logk;ss do modelu LSER, ukazuji mensi rozptyl bod( od prolozené kvadratické
krivky a vys$si hodnoty koeficientu determinace. ZlepSeni téchto zavislosti oproti
plvodnim hodnotdm (modelu LSER) nastalo i v pfipadé systému acetonitril-voda, kde

popis retence modelem LSER sst ukdzal podstatné zhorseni.

2.5 Viliv volby latek na popis retence LSER modelem

Zamérem v této kapitole je porovnat, jaky ma vliv vybér latek pouzitych ke
konstrukci LSER modelu, na vysledny popis retence timto modelem. Jak se ukdazalo
v predeslych pracich (kap. 1.3) zabyvajicich se predikci retence analytd pomoci dvou
skupin (training set a testing set), volba latek v MLR ovliviiuje celkovou Uspésnost LSER
modelu a i velikost hodnot regresnich koeficientd.

V této c¢asti budou analyty rozdéleny podle chemické struktury na skupiny
zahrnujici podobné slouceniny. K porovnani popisu retence solvataénim modelem
bude sledovdna tésnost popisu regrese (F-statistika) v rizném sloZeni mobilni faze.
Vybérova skupina 21 latek obsahuje latky aromatické i alifatické, stejné tak kyslikaté a
dusikaté derivaty organickych sloucenin. Pro provedeni MLR se ¢tyfmi LSER deskriptory
je zapotrebi mit ve skupiné alespon 6 latek. Dany set 21 analytu Ize rozdélit do dvou

soubor(, na aromatické latky a alifatické latky, nebo na kyslikaté derivaty a dusikaté
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derivaty. Pro vyrovnanost poctu analytd ve skupiné byly latky satomem kysliku a

zaroven dusiku (amidy) povazZzovany jako dusikaté.

POSTUP PRACE:

Vsech 21 analytd bylo rozdéleno na soubory sloucenin aromatickych a alifatickych.
V kazdé skupiné byla provedena MLR s hodnotami mérené retence latek (logk) a jejich
deskriptory pro vSechny mobilni faze. Deskriptor E byl vynechdn z modelu na zakladé
jiz dfive uvedenych divodl. Vyslednd hodnota F-statistiky regrese byla pouZita ke
srovnani popisu retence LSER modelem v obou skupinach. Dale byly latky rozdéleny na
skupiny kyslikatych sloucenin a dusikatych. Nasledujici postup byl stejny jako

v prfedchozim pfipadé.

VYSLEDKY A DISKUZE:

V tabulce (tab. P7) jsou uvedeny hodnoty F-statistiky regrese studovanych skupin latek.
Ddle jsou v tabulce 6 uvedeny skupiny analyt(i podle rozdéleni. Pro nazornost jsou F-
hodnoty zobrazeny graficky (obr. 5-7), podle sloZzeni mobilni faze, porovnanim obou

studovanych souborl sloucenin.

Tabulka 6
Rozdéleni 21 latek na skupiny aromatickych a alifatickych sloucenin, kyslikatych a

dusikatych derivat(

Skupiny latek Skupiny latek
Aromatické Alifatické Kyslikaté Dusikaté
Anilin 2-Pentanon 2-Pentanon 2-Nitroanilin
Benzaldehyd Butyraldehyd Benzaldehyd Anilin
Benzamid Cyklohexanon Benzylalkohol Benzamid
Benzen Diethylether Butyraldehyd  Benzonitril
Benzonitril Dichlormethan Cyklohexanon  N,N-Dimethylformamid
Benzylalkohol  Ethylformiat Diethylether Nitrobenzen
Fenol Chloroform Ethylformiat Nitroethan
o-Kresol N,N-Dimethylformamid Fenol Nitromethan
2-Nitroanilin Nitroethan o-Kresol
Nitrobenzen Nitromethan Propylformiat

Propylformiat
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V mobilni fazi methanol-voda se na zakladé vyssich hodnot F-statistiky ukazalo,
Ze skupina aromatickych latek vykazuje lepsi popis retence LSER modelem v porovnani
s alifatickymi slouceninami (obr. 5a). Zde byl opét potvrzen zavér z predeslych kapitol o
lepsim popisu aromatickych sloucenin. Podle znazornénych kfivek v (obr. 5a) je patrné,
Ze aromatické latky vykazuji nejvétsi F-hodnoty ve stfedni oblasti sloZzeni mobilni faze,
ale i v mobilnich fazich s vysokym obsahem methanolu poskytuji pomérné velké F-
hodnoty, porovnanim s hodnotami ptvodniho souboru vsech 21 latek (tab. P4) obr.
4a). LSER Model svybranymi 10 aromatickymi slouceninami se ukazal vyznamny
v celém rozsahu slozeni mobilni faze, tj. od 1 do 100 % methanolu, na zakladé

porovnani s kritickou hodnotou F-statistiky (Fg o5(4;6) = 4,53).
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Obr. 5a,b)

Znazornéni hodnot F-statistiky regrese LSER modelu (tab. P7) podle sloZzeni mobilni
faze pro skupinu latek aromatickych (Arom) a alifatickych (Alif) v prostredi:

a) methanol-voda

b) acetonitril-voda (bod odpovidajici 10 % acetonitrilu (Alif) ma F-hodnotu = 1896,2)

V prostredi acetonitril-voda popis skupin aromatickych a alifatickych latek LSER
modelem ukazal podobny trend jako u methanol-voda. Podstatné vyssi F-statistika pro
aromatické slouceniny (obr. 5b) ukazuje platnost LSER modelu v pomérné Sirokém
rozsahu sloZeni mobilni faze od 1 do 90 % acetonitrilu. Skupina alifatickych latek
poskytla statisticky vyznamny popis retence pouze v rozmezi 1 - 60 % acetonitrilu. Pro

mobilni fazi s 10 % acetonitrilu dosahla F-statistika vysoké hodnoty F = 1896,2, ale
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vzhledem k niz§im ostatnim F-hodnotdm se pravdépodobné jedna pouze o odlehly
vysledek.

Déle byly studovany skupiny kyslikatych a dusikatych derivat(. Zde je bohuzel
mensi pocet dusikatych latek (8) v porovnani s kyslikatymi (10). V mobilni fazi
methanol-voda soubor dusikatych analytd ukazal vysoké hodnoty F-statistiky (obr. 6a)
dalece prevysujici hodnoty plvodniho souboru 21 sloucenin. Kyslikaté slouceniny
poskytly podstatné mensi F-hodnoty (obr. 6b) v prostfedi mobilni faze 60 % methanolu

model nebyl statisticky vyznamny.
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Obr. 63a,b)

Znazornéni hodnot F-statistiky regrese LSER modelu (tab. P7) podle sloZzeni mobilni
faze methanol-voda pro skupinu latek:

a) dusikaté derivaty (N), b) kyslikaté derivaty (O)

V mobilni fazi acetonitril-voda dusikaté latky rovnéz ukdazaly vyssi F-hodnoty (obr.
7a), v porovnani s plvodnim souborem vSech sloucenin, a také poskytly statisticky
vyznamny popis retence LSER modelem v témér celém rozmezi sloZzeni mobilni faze.
Skupina kyslikatych sloucenin (obr. 7b) vykazovala podstatné mensi F-statistiku
znazornujici vyznamnost LSER modelu pouze pro polovinu mérenych mobilnich fazi, t;.

v rozmezi slozeni 1 - 40 % acetonitrilu.
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Znazornéni hodnot F-statistiky regrese LSER modelu (tab. P7) podle sloZzeni mobilni
faze acetonitril-voda pro skupinu latek:

a) dusikaté derivaty (N), b) kyslikaté derivaty (O)

Zavérem lze konstatovat, Ze popis retence latek modelem LSER je pomérné citlivy
na volbu sloucenin z hlediska chemické struktury. Vybér analytll patrné hraje
vyznamnou roli ovliviujici vysledky a celkovou Uspésnost predikce reten¢niho chovani
solvata¢nim modelem. Soubor 21 latek pouzZity v této praci je ale pfilis maly na to, aby
mohl byt pouZit k rozsahlejsSimu studiu popisu retence jednotlivych typl org. sloucenin
LSER modelem. Vysledky zndzornéné v této kapitole maji proto spiS orientacni

charakter.

2.6 Shrnuti vysledkl kapitoly 2

V této kapitole byl studovan popis retence 21 latek solvataénim modelem na
reverzni staciondrni fazi v Sirokém rozmezi slozeni mobilni faze. Pozornost byla
zamérfena na prlbéh retence jednotlivych analytd a nasledné jejich predikci LSER
modelem. Ukazalo se, Ze aromatické slouceniny jsou lépe popsané solvatacnim
modelem, nez alifatické slouceniny.

Ddle byl pouzit model LSST k znazornéni zavislosti retencniho chovani latek na
sloZzeni mobilni faze. V prostfedi mobilni faze methanol-voda byla retence latek

modelem LSST lépe popsanad, nez v ptipadé acetonitril-voda.
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Nasledné byly oba zminéné modely porovnany, jak popisuji retenci danych latek.

Ukazala se pomérné mald shoda model LSER a LSST v presnosti odhadu retence
jednotlivych analytl. Aromatické slouceniny v obou pfipadech poskytly mensi chybu
odhadu retence, nez alifatické.
LSER Model byl studovan z hlediska popisu upravenych hodnot retence latek, ziskanych
pouZitim modelu LSST. Tento kombinovany model LSER sst neposkytnul zlepSeni popisu
retence ani v okrajovych oblastech slozeni mobilni faze, kde byvaji patrné odchylky od
pravidelného retenéniho chovani latek.

Volba analytll pro formulaci LSER modelu a jejich vliv na celkovou schopnost
popisu retence timto modelem byla sledovana v posledni kapitole. Bylo zjisténo, Ze
solvatacni model je pomérné dost citlivy na vybér sloucenin podle chemické struktury.
Odlisnych vysledk( v odhadu retence lze dosahnout pouZitim setu latek obsahujicich

napf. pouze slouceniny aromatické ¢i alifatické, nebo kyslikaté a dusikaté derivaty.
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3 POPIS RETENCE C5-C8 ALKENU LSER MODELEM: POUZITi DVOU
METOD VYPOCTU DESKRIPTORU L

3.1 Uvod kapitoly 3

Abraham(v solvata¢ni model (kap. 1.1.7) je pouZivan k popisu retenéniho
chovani rlznorodych typl sloucenin. V soucasnosti neni Zadna prace, kterd by se
zabyvala popisem retence celé skupiny izomerd alkenli, mérené metodou plynové
chromatografie. Jednim zmoZnych davodl je nedostatek LSER deskriptord
k charakterizaci retence téchto latek. Databaze solvatacnich deskriptorl obsahuje vice
nez 5000 sloucenin, mezi nimiz jsou alkeny zastoupeny v poctu zhruba nékolika
desitek. Konkrétné v pripadé izomerd alkenli s 5 az 8 uhliky v molekule (C5-C8) je
v databazi programu ADME Absolv 2.0 zahrnuto asi 40 latek z celkového poctu 152
sloucenin. Jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.1.7, vétSinu deskriptor(i lze presné ziskat
pouze experimentdlni cestou. Existuji odhadové metody, s jejichz pomoci lze
deskriptory libovolnych latek vypocitat, ovSem zpravidla s omezenou presnosti. Odhad
deskriptort S, A, B byva zatizen vétsi chybou [1,5,60], ale parametry L a E je moZné
témito metodami urcit pomérné presné.

Retence alkenl v plynové chromatografii na nepoldrnich stacionarnich fazich je
nejvice ovlivnéna disperznimi a kavitacnimi interakcemi charakterizovanymi
deskriptorem L. DalSim parametrem, ktery selektivné ovliviiuje retenci alken(, je
deskriptor E, znazornujici polarni interakce spojené s polarizovatelnosti molekuly.
V této praci byly pro popis retence alkentd LSER modelem vybrany deskriptory L a E.
Tato volba byla ucinéna na zakladé vysSe uvedenych divod(, tedy mozZnosti ziskat
presné odhady danych deskriptorli a vyznamnosti jednotlivych interakci v retenci
alkena.

Cilem préce v kapitole 3 je popsat retenci vSech izomer( C5-C8 alkenl pomoci
vypoctenych LSER deskriptorli a zaroven porovnat dvé metody pouZité k vypoctu
deskriptoru L.

Vysledky a diskuze jsou rozdéleny na tfi casti, vzhledem k plvodu

experimentdlnich dat a poctu mérenych latek. Tato prace vychazi z experimentalnich
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hodnot retence C5-C8 alkend (152 sloudenin) mérenych metodou plynové
chromatografie s hmotnostni detekci na staciondrni fazi polydimethylsiloxanu (PDMS)
a skvalanu skupinou Sojak, Kubinec. Nejdfive byla ziskdna retence vSech 59 izomeru
C5-C7 alkenl jako samostatné skupiny [145], pozdéji byla experimentdlni data
doplnéna o dalsi soubor izomerl oktent (93 latek) [146], méfeny za stejnych podminek
jako v predchozim pfipadé alken(i C5-C7. Ponévadz retencni data alken( pochazeji ze
dvou samostatnych experimentl, jsou rovnéz Vysledky a diskuze v této kapitole
rozdéleny na nékolik ¢asti: popis retence alkenl C5-C7, popis retence alken(i C8 a popis
celkové skupiny C5-C8 alken(, véetné rozboru retence jednotlivych skupin alkent

podle poc¢tu atomu uhliku v molekule.

Pozn.:

Pfilohy s oznacenim P jsou uvedeny na konci prace v kapitole 5 (Pfilohy P).
3.2 Metodologie

Deskriptor L, jako hlavni parametr pro popis retence alken(, byl pocitdan pomoci
dvou odhadovych metod, zaloZenych na pfispévcich jednotlivych funkénich skupin v

molekule.

Metoda Havelec-Sevcik

Metoda autord Havelec a Sevéik (HS) byla sestavena na zakladé vysledkd vicendsobné
linearni regrese, provadéné na 939 alifatickych a 1075 aromatickych slouceninach z
LSER databdze deskriptort [67,68]. Vyslednd hodnota deskriptoru L (logL™) pro

studovanou latku je uréena rovnici (3.2.1):
logly = D h+FG + > m;=SC;+ > neIC, (3.2.1)
i=1 =1 k=1

FG, SC, IC pocet jednotlivych funkénich skupin (FG), strukturnich prispévku (SC) a

interakénich prispévkl (/C) tvoricich slouceninu X,
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i,j, k identifikacni ¢isla danych funkénich skupin (i), strukturnich prispévk (j) a
interakcnich prispévka (k),

I, m,n regresni koeficienty pro prispévky funkcnich skupin (/), strukturnich pfispévki
(m) a interakénich prispévkd (n).

Hodnoty jednotlivych pFispévkl jsou uvedeny v tabulce 7. Metoda Havelec a Sev¢ik

je uréena pouze pro odhad deskriptoru L.

Metoda Platts-Butina

Metoda vyvinutd autory Platts, Butina a ostatni (PB) je uréena pro vypocet odhadu
LSER deskriptord [65,66]. PGvodné byla odvozena z Klopmanova modelu pro odhad
rozpustnosti organickych latek ve vodé a urceni rozdélovaciho koeficientu oktanol-
voda logP,,, [147,148]. Uvedeny model byl rozpracovan skupinou Platts, Butina a
rozsitren o dalsi prispévky na celkovy pocet 81 fragmentl, coz vedlo k zlepseni
predikéni schopnosti pavodniho modelu. Metoda v sobé zahrnuje vice strukturné-
kvantové mechanickych prispévkli a je obecné konstruovana pro robustni odhad
vlastnosti Siroké Skaly organickych latek. Je uréena k vypoctu 6 solvataénich
deskriptort (L, E, S, A, B, Bp) s rliznou presnosti odhadu pro jednotlivé parametry.
Neméla by byt omezena pouze na predikci ldtek podobnych training setu. Vypocet
deskriptoru L metodou PB je podobny jako v pfipadé metody HS. Hodnoty jednotlivych

prispévkl této metody jsou uvedeny v tabulce 7.
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Tabulka 7
Fragmenty (skupiny) a hodnoty jejich pfispévkl se smérodatnou odchylkou (sd)

pouZzité k vypoctu deskriptoru L pomoci metod HS a PB

Metoda HS Metoda PB

Skupina

hodnota sd hodnota sd
(-CH3) 0,340 0,006 0,321 0,009
(-CH,-) 0,502 0,001 0,499 0,002
(-CH<) 0,467 0,012 0,449 0,011
(>C<) 0,443 0,021 0,443 0,025
(=CH, ) 0,249 0,016 0,244 0,021
(=CH-) 0,504 0,013 0,469 0,004
(>C=) 0,658 0,020 0,624 0,008
cisizomer 0,112 0,040 - -
Interakce alkyld * 0,119 0,013 - -
Konstanta’ - - 0,130 0,025

Yinterakce sousedicich alkylG: jsou-li na uhlikatém fetézci navazany vedle sebe alkylové skupiny,
pricita se tento prispévek. Netyka se alkyll navazanych na uhliky, mezi nimiz je dvojna vazba

?tato konstanta se automaticky pricita ke kazdé pocitané hodnoté deskriptoru

V tabulce 7 jsou uvedeny jednotlivé prispévky pro obé metody, pouzité k vypoctu
deskriptoru L. Zde je patrno nékolik rozdil. Metoda HS zahrnuje vice typl interakci
v ramci molekuly. RozliSuje izomerii cis/trans a popisuje navic interakce sousedicich
alkylovych skupin. Velikost chyby pfispévku pro cis interakci je relativné vyssi, nez u
ostatnich fragmentU. Na rozdil od metody HS, metoda PB pfidava konstantni hodnotu
pfispévku pro vSechny slouceniny.

Deskriptor E je charakterizovan jako prebytkova moldrni refrakce (kap. 1.1.7.2)
podle rovnic (1.1.7.10 a 1.1.7.11), které byly pouZity k jeho vypoctu. McGowanav
charakteristicky objem Vy slouceniny lze vypocitat podle metody [57], jako soucet
molarnich objem( jednotlivych atomU a vazeb. Hodnoty indexu lomu jsou dostupné

v databazich fyzikalné-chemickych vlastnosti latek.
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3.3 Postup prace

Retencni data alkenU pouZitd v této studii pochazeji z uvedenych praci autort
Sojak, Addova a Kubinec [145,146]. V pripadé C5-C7 alken(, byla mérena smés po
kapalném (fluidnim) katalytickém krakovani benzinu (FCC), obsahujici vSechny
acyklické izomery alkend C5-C7. lzomery byly separovany izotermicky (30°C) na
nepolarnich staciondrnich fazich skvalanu a polydimethylsiloxanu s hmotnostni
detekci, pripadné smésné piky latek byly dekonvoluci rozliSeny na jednotlivé
slouceniny. VSechny alkeny, obsazené ve smési, byly identifikovany pomoci
jednotlivych standard(.

U druhé skupiny C8 alken(, byla méfena modelova smés vSech okten(, ziskana
jednak z produktd “methylen-insertion” reakce, dale ze standardnich referencnich
materidld a z kapalného (fluidniho) katalytického krakovani benzinu (FCC). Tato smés
byla pouZita ke studiu retence oktenll a jejich identifikaci ve vzorku FCC benzinu
metodou plynové chromatografie s hmotnostni detekci. Separace probihala za
stejnych podminek jako u prvni skupiny, tj. izotermicky (30°C) na kapilarnich kolonach
se stacionarnimi fazemi skvalan a polydimethylsiloxan.

Deskriptor L byl vypocitdn pomoci uvedenych dvou odhadovych metod HS a PB,
jako soucet aditivnich fragmentl molekuly odpovidajicich strukturnim a funkcénim
prispévkim.

Deskriptor E byl pfimo vypocten podle vySe uvedeného vztahu (1.1.7.10) ze
znalosti indexu lomu a McGowanova charakteristického objemu Vx. Experimentalni
hodnoty indexu lomu alkeni n2° byly ziskdny z on-line databaze Beilstein (Reaxys) a
SciFinder. Pro alkeny s 5 az 8 uhliky v molekule nabyva Vy téchto hodnot: C5 = 77,01
cm? mol'l; C6=91,10 cm? mol'l; C7 =105,19 cm? mol'l; C8=119,28 cm®mol™.

Pfesnost uréeni deskriptoru E je v podstaté uréena presnosti stanoveni experimentalni
hodnoty indexu lomu dané slouéeniny. Databdze fyzikalné-chemickych vlastnosti latek
poskytuji pro nékteré alkeny hodnoty indexu lomu s omezenou presnosti. Zejména v
pripadé cis/trans izomert okten(, kde je ¢asto uvadéna stejnd hodnota indexu lomu

pro obé formy slouceniny.
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Z ddvodu jednotnosti vysledkd byly deskriptory L a E alkenld vypocteny pro
vsechny latky, i v€etné sloucenin se znamymi solvatacnimi deskriptory (39 alken( v
databdzi). Experimentalni hodnoty LSER deskriptord nékterych alkenl byly ziskany
z databaze programu ADME Absolv 2.0.

Pro ndzornost vypoctu deskriptoru L obéma metodami je zde uveden postup pro

Z-3,4-dimethylhex-2-en:

28

4x( -CH3) + ( =CH-) + (=C<) + (-CH<) + (-CH,-) + (cis izomer) + (interakce alkylQ)

L,hs

Ls = 4x0,340+ 0,504 + 0,658 + 0,467 + 0,502 + 0,112 + 0,119 = 3,722
L,pg = 4x(-CH3) + ( =CH-) + (=C<) + (-CH<) + (-CH;-) + (konstanta)

Lrs =4x0,321 +0,469 + 0,624 + 0,449 + 0,499 + 0,130 = 3,455

L s oznaluje deskriptor L vypocteny metodou Havelec-Sevéik,

L pg 0znacuje deskriptor L vypocteny metodou Platts-Butina.

Ziskané deskriptory Lus, Lpg @ E byly statisticky porovnany s dostupnymi
experimentalnimi deskriptory. Byla provedena MLR analyza, kde jako zavisle proménna
byl pouZit retencni index alken( a jako nezdvisle proménné deskriptory alkenu. Ziskané
regresni koeficienty byly pouzity k formulaci LSER rovnic. Byly sestaveny dva modely
pro odhad retence alkent, model HS a model PB, podle typu pouzitého deskriptoru L.

VSechny vypocty deskriptord a MLR analyza byly provdadény pomoci programu
MS Excel 2010 a statistického softwaru Minitab 1.7. Schématicky postup prace je

znazornén na diagramu (Obr. 8):
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Obr. 8

Diagram schématického postupu prace

3.4 Vysledky a diskuze

3.4.1 Popis retence C5-C7 alkeni

V tabulce P8 je uveden seznam vsech C5-C7 alkenu a jejich vypoctenych hodnot
deskriptord L s, Lpg @ E caic. Dale jsou zndzornény experimentdlini hodnoty deskriptor
L, E, S, B nékterych alken( zastoupenych v databazi programu ADME AbSolv 2.0.
Experimentalni hodnoty retence vSech C5-C7 alken( na stacionarnich fazich skvalanu a
PDMS jsou uvedeny v tabulce P9.

Byla provedena korelaéni analyza mezi vypoctenymi deskriptory (test
kolinearity). V pfipadé deskriptorl L s a E cc byla korelace R = 0,349 a mezi deskriptory
Lpg @ E caic byla korelace R = 0,330. Na zakladé uvedenych hodnot je zfejmé, ze dané
deskriptory jsou nezdvislé a nevykazuji vzajemnou korelaci (kolinearitu). Dale byly
vypocteny hodnoty korelaci mezi retenci vSech alkend (R/) a jednotlivymi deskriptory,

uvedené v tabulce 8. Na zakladé hodnot korela¢nich koeficient(i je patrny rozhodujici
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vliv deskriptoru L na retenci alkenl. Podstatné mensi korelaci s retenci ukazuje

deskriptor E.

Tabulka 8

Hodnoty korelacniho koeficientu odpovidajici korelaci mezi retenénimi indexy alkent
na skvalanu (R/, sQ), PDMS (RI/, pPDMs) a jednotlivymi deskriptory. Oznaceni deskriptor(
je stejné jako v tabulce P8. V pfipadé experimentalnich deskriptord ADME byla

korelace provedena pouze pro 27 alkend.

Korelace L,HS L,PB E,calc L,adme E,adme S,adme B,adme
RIl, sq 0,979 0,985 0,379 0,999 0,332 -0,045 0,044
RI, PDMS 0,983 0,987 0,377 0,999 0,329 -0,046 0,040

Pro 27 alken( se zndmymi deskriptory z databaze ADME, nejvétsi korelace s retenci
alkent (tab. 8) vykazuje deskriptor L ,qme (R=0,999), méné koreluje E s4me (R =0,33).
Ostatni deskriptory S.4me, Badme Ukazuji zanedbatelné hodnoty R mensi nez 0,05.
Deskriptor A je u v3ech alkend rovny nule. Vypocteny deskriptor E .. (kap. 3.2
Metodologie) vykazuje pro nékteré alkeny v tabulce P8 mirné odchylky od
experimentalnich hodnot E,jme. Pravdépodobnym divodem je volba jiné
experimentdlni hodnoty indexu lomu latky, pouzZité k vypoctu deskriptoru E. Je
zajimavé, Ze vypoctené hodnoty E ., ukazuji nepatrné vyssi korelaci s retenci alken(, v
porovnani s experimentalnimi £ ,qme podle tabulky 8.

V nasledujicich rovnicich (3.4.1.1) a (3.4.1.2) je znazornéno porovnani
experimentalnich (L gme) @ vypocltenych hodnot deskriptoru L pomoci metod HS a PB,

formou regresni zavislosti.

L,us = 1,034(£0,034)L,3qme - 0,064(£0,091) (3.4.1.1)
(R* = 0,967; SE(y) = 0,067; n = 33)

L,pg = 0,993(0,028)L,a4me + 0,032(+0,075) (3.4.1.2)
(R* = 0,975; SE(y) = 0,056; n = 33)
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V rovnicich (3.4.1.1) a (3.4.1.2), R? je koeficient determinace, SE(y) oznacuje
smérodatnou odchylku zavisle proménné a n je pocet bodl (latek) v regresi. Podle
uvedenych rovnic, deskriptor Lpg prokazuje vétsSi zavislost (podobnost)
s experimentalni hodnotou L ,yme. Na zakladé korelaci uvedenych v tabulce 8 byl
deskriptor L pouzit jako hlavni proménna k formulaci regresniho modelu. Nejdtive byla
provedena MLR mezi retencnim indexem vSech 59 alkenU a deskriptorem L. Takto byly

vytvoreny dva LSER modely, model HS s deskriptorem L 45 a model PB s deskriptorem

L,pB.

Rl caic sq = 180,0(+4,9)L,us + 112,2(+14,0) (3.4.1.3)
(model HS R? = 0,959; F = 1338; SE(RI) = 13,0; Q> = 0,957; n = 59)

Rl caic sq = 193,0(4,5)L,pg + 81,1(+12,6) (3.4.1.4)
(model PB R’ = 0,970; F = 1867; SE(RI) = 11,1; Q*= 0,969; n = 59)

Rl caic poms = 182,5(+4,6)L,us + 114,4(+13,0) (3.4.1.5)
(model HS R? = 0,966; F = 1602; SE(RI) = 12,1; Q*= 0,963; n = 59)

Rl catc poms = 195,3(4,3)L,p5 + 83,8(+12,0) (3.4.1.6)
(model PB R? = 0,974; F = 2106; SE(RI) = 10,6; Q*= 0,972; n = 59)

V rovnicich (3.4.1.3) aZ (3.4.1.6) je Rl cic sq Vypoclteny retencni index alkend na
skvalanu, Rl cic poms Vypoc€teny retencni index alkent na PDMS, hodnoty v zavorkach (%)
jsou chyby odhadu regresnich koeficientll, dale R’ je koeficient determinace, F je
hodnota Fisherovy F-statistiky, SE(RI) oznacuje smérodatnou odchylku odhadu zavisle
proménné (RI), Q° je predikovany koeficient determinace (R%,) a n je potet bodl
(latek) v regresi.

Z rovnic (3.4.1.3) az (3.4.1.6) je na zdkladé hodnot statistiky zfejmé, Ze lepsi popis
retence je dosazen modelem PB. Rovnéz velikost regresniho koeficientu / je vétsi a

velikost konstantniho ¢lenu ¢ je mensi u modelu PB, coZz ukazuje na vyznamnéjsi
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popsatelnost retence pomoci deskriptoru L pg. Retence na stacionarni fazi PDMS byla u
obou modelll o trochu lépe popsana, nez v pripadé skvalanu. Dosazenim deskriptor(
alkenl Lys a Lpg do rovnic (3.4.1.3) aZi (3.4.1.6) byla vypoltena jejich retence a
porovndna s namérenou (experimentdlni). Alkeny byly serazeny podle stoupajici
absolutni hodnoty chyby odhadu. V pfipadé modelu HS bylo zajimavé, Ze nejvétsi rozdil
mezi vypoctenou a naméfenou retenci (chyba odhadu) vykazuji alkeny scis
konfiguraci. V pfipadé modelu PB nevykazoval Zadny typ alkent vétsi chybu odhadu,
neZ ostatni typy.

V dalSim kroku byla provedena uprava deskriptoru L ys vylou€enim pfispévku pro
cis interakci. Podle tabulky 7 je vidét, Ze velikost fragmentu pro cis izomery ma
relativné vyssi hodnotu smérodatné odchylky (sd). Hodnoty Lus bez pfispévku cis
interakce jsou zobrazeny v tabulce P8 oznacené jako L ys no cis- Odectenim cis prispévku
se zmensil vzajemny rozdil mezi hodnotami L s a L pg jednotlivych alkend. Porovnanim
vypoctenych deskriptorl se znadmou experimentalni hodnotou L,.qme je patrné, zZe
deskriptor L ys no ¢s Vykazuje mensi odchylky, nez v pfipadé deskriptoru Lpg. Rovnéz
korelace L,,qme S deskriptorem L ys no cis j€ VYySSi, nez pro Lpg, jak je zfejmé z regresni

zavislosti v rovnici (3.4.1.7):

Lvs no cis = 1,015(20,023)L,adme - 0,037(0,061) (3.4.1.7)
(R*= 0,984; SE(y) = 0,045; n = 33)

Rovnice (3.4.1.8) a (3.4.1.9) popisuji retenci alken(l za pouziti upraveného deskriptoru
Lus no ds- Vyznam jednotlivych statistickych parametr( je stejny jako u predeslych

rovnic.

R/,calc sQ = 187;7("—'3;2)L:HS nods t 95;4(i9:2) (3-4-1-8)
(model HS R?=0,983; F = 3336; SE(RI) = 8,4; Q* = 0,982; n = 59)

Rl,calc PDMS = 19010(-'—-2'9) L:HS no cis + 98;1("—'8:2) (3419)
(model HS R?=0,987; F = 4288; SE(RI) = 7,5; Q* = 0,986; n = 59)
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Porovnanim s rovnicemi (3.4.1.3) az (3.4.1.6) je vidét vyznamné zlepseni
schopnosti odhadu retence modelem HS. Upraveny model HS vykazuje lepsi statistické
charakteristiky, nez model PB. Korelace mezi deskriptorem Lus no cis @ Ecac byla
podobna jako u pGvodniho deskriptoru, R = 0,345. Deskriptor L ys no cis pro vSechny C5-
C7 alkeny je uveden v tabulce P8.

V dalsim kroku byla provedena MLR mezi retenci a obéma vypoctenymi
deskriptory L a E. Takto byly vytvoreny 4 rovnice pro odhad retence alkend pomoci

modell HS a PB pro stacionarni faze skvalan a PDMS.

Rl cate sq = 185,0(3,3) L5 no cis + 72,9(£30,9)E carc + 94,3(+8,8) (3.4.1.10)
(model HS R®=0,985; F = 1804; SE(RI) = 8,1; Q* = 0,983; n = 59)

Rl caie sq = 189,1(+4,5)L,pg + 105,3(+40,4)E, caic + 79,5(+12,0) (3.4.1.11)
(model PB R?=0,974; F = 1032; SE(RI) = 10,6; Q*= 0,971; n = 59)

Rl,calc PDMS = 187;4(i310)L;HS nocis 69;9(i27;4)E;ca|c + 97/1(1'7;8) (34112)
(model HS R®=0,988; F = 2354; SE(RI) = 7,1; Q*= 0,987; n = 59)

Rl caic poms = 191,6(4,3)L,pp + 102,9(+38,4)E, carc + 82,2(+11,4) (3.4.1.13)
(model PB R*=0,977; F = 1171; SE(RI) = 10,1; Q*= 0,975; n = 59)

Rovnice (3.4.1.10) az (3.4.1.13) popisuji retenci alkeni pomoci dvou proménnych
deskriptort. Vyznam symboll a statistiky je stejny jako v pfedchozich rovnicich.
Vypoctené hodnoty retence obéma modely jsou uvedeny v tabulce P9. V porovnani
s rovnicemi (3.4.1.3) az (3.4.1.6) a (3.4.1.8), (3.4.1.9) je patrné, Ze pfi pouziti dvou
deskriptorl k odhadu retence je hodnota F-statistiky nizsi, nez v pfipadé pouze
jednoho deskriptoru L. Na druhou stranu, hodnoty Q* a SE(RI) se mirné zlepsily
zavedenim dvou deskriptorl. Celkové lze fici, Ze k popisu retence je vhodnéjsi model
s obéma deskriptory L, E. Poskytuje vétsi selektivitu interakci zastoupenim dvou
proménnych a podle statistického hodnoceni vyznamnosti deskriptor vykazuje lepsi

charakteristiky (F-test vyznamnosti modelu pfidanim proménné (kap. 1.2.3).
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Podle velikosti regresnich koeficient( je patrné, Ze rozhodujici vliv na retenci ma
¢len IL. Velikost konstantniho ¢lenu c v rovnicich je zhruba stejna, jak v pfipadé modelu
s jednim deskriptorem, tak u dvou-deskriptorového modelu. Podobné jako v rovnicich
(3.4.1.3) az (3.4.1.6) a (3.4.1.8), (3.4.1.9), u obou modelli byla retence na PDMS o
trochu lépe popsana, nez v ptipadé skvalanu.

Na zakladé rovnic (3.4.1.10) az (3.4.1.13) Ize obecné fici, Zze model HS dava lepsi
vysledky v popisu retence na obou staciondrnich fazich, nez model PB. F-statistika
nabyva podstatné vyssich hodnot a chyba odhadu SE(R/) je témér o 3 jednotky niZsi u
modelu HS. Pouziti deskriptoru L ps no cis rovnéz ukazalo lepSi popis retence v porovnani
s pdvodnim deskriptorem Lys. Model PB poskytuje vy3si hodnoty regresnich
koeficientll ve ¢lenech IL a eE popisujicich selektivni interakce a mensi hodnotu
konstanty ¢, v porovnani s modelem HS v rovnicich (3.4.1.10) azZ (3.4.1.13). Model PB
vykazuje sice horsi schopnost odhadu retence, ale popisuje vétsi podil selektivnich
interakeci.

Dédle byly hodnoty vypoctené retence obéma modely porovnany s experimentalni

retenci a graficky zndzornény (obr. 9a,b,c,d).
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Obr. 9a,b,c,d)

Porovnani vypoctené retence (RI calc) s namérenou retenci (Rl exp) pomoci dvou-
deskriptorového modelu:

a) retence na skvalanu pocitana modelem HS,

b) retence na skvalanu pocitand modelem PB,

c) retence na PDMS pocitana modelem HS,

d) retence na PDMS pocitana modelem PB.

V grafech na obr. 9 je zajimavé rozloZeni bod(, které jsou misty usporadany do
pasl. Tyto vodorovné pdsy zahrnuji body s podobnou hodnotou vypoctené retence.
Dané rozloZeni je pravdépodobné zplsobené velmi blizkou hodnotou vypocteného
deskriptoru L pro urcité alkeny (tab. P8). Vyraznéji jsou takto usporadané body
v grafech modelu PB, patrné zplsobené mensSim poctem jednotlivych prispévki
metody PB, pouzitych pro vypocet deskriptoru L (tab. 7). Také zde je v grafech 9a) a c)
zfejmé rovnomérnéjsi usporadani bodu a jejich mensi rozptyl od pfimky u modelu HS.
RozloZeni latek podle vzrastajici absolutni hodnoty rezidui je ndhodné, nelze fici, Ze by

néktery typ alkend mél vyssi rezidua, nez ostatni typy.
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Pro oba modely na stacionarnich fazich skvalanu a PDMS prevaZuje mirné pocet
alkent se zapornymi rezidui (pocet bodl pod osou x), naopak latky s kladnymi rezidui
jsou v mensim poctu, ale s vétsi hodnotou, jak je patrné z grafd na obr. 10. Mensi
hodnoty rezidui pro model HS jsou zifejmé v uvedenych grafech. Rovnéz je vidét

rozloZeni bod(i do pdasu, podobné jak bylo popsano v grafu obr. 9.

40 - SQPB
SQHS 40 -
201 * 20 - .
. hd ° F4
£ : ¢ M) © .
o * s e T.- T \ -é 0 . ) o . 3
€ 400 450 500 550, 6foc es0 , foo 750 € 400 450 50p 550 600 650 70 750
. . - ’
s ® .
220 4 -20 1
40 Rl calc 40 - Rl calc
a) b)
40 1 PDMS HS 40 - PDMS PB
20 . 20

e
.

% T g T

L4
400 450 500, 550 , 604 ° 650°° ,730 750

rezidua
o

0 - SR LA S — ‘
400 450 500 550  60G, 650 0§ 750
%

rezidua

-20 20 -

-40 - -40 -
Rl calc Rl calc

c) d)

Obr. 10 a,b,c,d)

Hodnoty rezidui odhadu retence alkenl (R/ exp - Rl calc) na skvalanu a PDMS podle
modelu HS (rovnice (3.4.1.10) a (3.4.1.12) a modelu PB (rovnice (3.4.1.11) a (3.4.1.13):
a) odhad retence na skvalanu modelem HS,

b) odhad retence na skvalanu modelem PB,

c) odhad retence na PDMS modelem HS,

d) odhad retence na PDMS modelem PB.
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Vsechny uvedené rovnice pro odhad retence alkend spliovaly podminky platnosti
regresniho modelu, z hlediska vyznamnosti proménnych a multikolinearity. Analyza

rezidui prokazala homoskedasticitu, tedy ndhodné rozdéleni a nezavislost rezidui.

Zavérem této kapitoly Ize shrnout:

podle odhadovych metod Havelec-Sevéik (HS) a Platts-Butina (PB) byly vypoéteny
deskriptory Lus a Lpg pro viechny C5-C7 alkeny. Na zakladé téchto deskriptord byl
sestaven model HS a model PB k odhadu retence. Ddle byl vypocten deskriptor E ze
znalosti indexu lomu a McGowanova charakteristického objemu Vy alkenll. Modely HS
a PB byly nasledné pouZity k popisu retence C5-C7 alkend. Podle analyzy rezidui
jednotlivych latek, byla zjiSténa vyssi chyba odhadu retence pro cis izomery alkend,
pocitané modelem HS. Po vylouéeni pfispévku cis interakce z deskriptoru L s byla
vypoctena nova hodnota Lus no s pro vsechny alkeny. Takto upraveny model HS
poskytoval podstatné lepsi odhad retence, nez plivodni model. Retence vSech 59
alkenl byla pocitdna rovnicemi s jednim deskriptorem (L) a poté s obéma deskriptory
(L, E). V obou pripadech se model HS ukazal vhodnéjsi k odhadu retence. Celkové dvou-

deskriptorovy model Iépe popisoval retenci C5-C7 alkend.

3.4.2 Popis retence C8 alkent

Podobné jako v predchozi kapitole (3.4.1), byly vypocteny deskriptory L us, Lpg @
E caic v€etné upraveného L s no s V tabulce P10 je uveden seznam vSech oktenl a
vypoctené hodnoty deskriptorQ L s, Lus no cis, Lps @ E cale. Databdze experimentalnich
hodnot deskriptorl programu ADME Absolv 2.0 obsahuje pouze 6 oktenl se znamymi
deskriptory. Jejich hodnoty jsou znazornény v tabulce P11. Zminény soubor 6 latek je
pfilis maly pro optimalizaci po¢tu proménnych v regresnim modelu, uréeného k
odhadu retence vSech 93 oktend.

K popisu retence oktenl byl navic pouzit dalS$i model, zaloZzeny na vypoctenych
deskriptorech pomoci programu ADME Absolv 2.0. Jednd se o moZnost srovnani

plvodnich model( HS a PB s dalSim pristupem pro vypocet solvatacnich deskriptord a
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odhad retence. Vypoctené deskriptory programem ADME Absolv 2.0, oznacené jako
ADME calc, jsou rovnéz uvedeny v tabulce P10. Experimentalni hodnoty retence
okten na stacionarni fazi skvalan a PDMS jsou zahrnuty v tabulce P12.

Byla provedena korelacni analyza mezi vypoétenymi deskriptory jednotlivych
modelud. V pfipadé deskriptoru L s a E . byla korelace R = 0,561 (VIF =1,46) a mezi
deskriptorem L pg @ E caic byla korelace R = 0,391 (VIF=1,18). Pro upraveny deskriptor
L us no cis byla korelace s E c;ic R = 0,574 (VIF = 1,49). Na zékladé uvedenych hodnot, dané
deskriptory nevykazuji vzajemné korelace (kolinearitu), které by prekracovaly kritickou
hodnotu (VIF = 10). V porovnani s C5-C7 alkeny, je patrny narGst korelace mezi
vypoctenymi deskriptory L, E oktend. V pripadé skupiny ¢tyf deskriptord ADME calc
byly nalezeny vyssi hodnoty korelace mezi deskriptory, zobrazené souhrnné v tabulce

9.

Tabulka 9
Korela¢ni matice deskriptord vypoctenych programem ADME Absolv 2.0 (L,adme cale
E,adme cale S,adme calc, Bradme calc)- V tabulce jsou uvedeny hodnoty korelaéniho koeficientu

dvojic deskriptora.

Korelace L/adme calc E/adme calc S/adme calc B/adme calc

Ladmecatle 1

Eadmecaic 0,641 1

S,admecalc 0,867 0,897 1

B .dmecac  -0,624 0,099 -0,329 1

Vzhledem kvysokym hodnotdm korelaéniho koeficientu v tabulce 9, byly
vypoéteny hodnoty VIF pro kazidy deskriptor. Byla prokdzana vyznamna
multikolinearita: VIF(L) = 8,91; VIF(E) = 51,73; VIF(S) = 54,01; VIF(B) = 14,30. Na
zakladé vzajemné zavislosti deskriptord ADME calc, neni mozné tyto proménné v dané
sestavé pouzit k MLR. Je nutné najit takovou kombinaci deskriptor(i, ktera nebude

vykazovat multikolinearitu a bude splfiovat podminky regresniho modelu.
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Déle byly ziskany hodnoty korelace mezi retenci vSech alkenl (R/) a vypoctenymi
deskriptory L us, L s no cis, Lpe, E calc @ také deskriptory (L, E, S, B) ADME calc. Uvedené

hodnoty korelace jsou zndzornény v tabulce 10.

Tabulka 10

Hodnoty korelacniho koeficientu odpovidajici korelaci retencnich index( okten( (tab.

P12) a jednotlivych deskriptor( (tab. P10).

Korelace L,HS L,HS no cis L,PB E,calc L,adme calc E,adme calc S,adme calc B,adme calc

Rl, sa 0,828 0,873 0,863 0,597 0,640 0,070 0,324  -0,600
RI, PDMS 0,863 0,905 0,889 0,613 0,649 0,093 0,335 -0,573

Podle hodnot v tab. 10 je patrny rozhoduijici vliv deskriptoru L na retenci alkenu.
Porovnanim s C5-C7 alkeny, deskriptor E . ma vyznamnéjsi zavislost s retenci.
V pfipadé deskriptoru L sgme calc jSOU hodnoty korelace s retenci podstatné nizsi, nez u
L s, L s nocis @ Lpg. Ostatni deskriptory ADME calc prokazuji mirnou az stredni korelaci
s retenci. Zajimavy je vyrazny rozdil v korelaci retence s vypoctenymi deskriptory E,
napfiklad Rl,sq vs. E caic (R=0,597) a Rl,sq VS. E adme calc (R=0,070).

Na zakladé korelaci uvedenych vtab. 10, byl deskriptor L pouzZit jako hlavni
proménnd k formulaci regresniho modelu. Podobné jako v predchozi kapitole,
deskriptor L s no cis S€ ukazal vhodnéjsi pro popis retence v porovnani s pdvodnim L ys.
V regresnich rovnicich modelu HS bude dale pouzZivan pouze L s no ¢s- Nejdfive byla
provedena MLR mezi retenénim indexem vSech 93 oktenu a deskriptorem L, podobné
jako v kapitole 3.4.1. Takto byly vytvoreny tfi LSER modely: model HS, model PB a

model ADME calc s deskriptorem L,agme calc-

Rl carc sa = 149,2(+8,8)L, s no cis + 228,9(30,5) (3.4.2.1)
(model HS R*=0,761; F = 290; SE(RI) = 13,2; Q*= 0,750; n = 93)

Rl caic sq = 132,6(8,1)L,pg + 292,5(+28,0) (3.4.2.2)
(model PB R?=0,745; F = 266; SE(RI) = 13,7; Q*=0,733; n = 93)
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RI,Ca|c sQ = 132,8(116,7)L,adme calc + 287,0(i58,2) (3.4.2.3)
(model ADME calc R?= 0,410; F = 63; SE(RI) = 20,8; Q> = 0,386; n = 93)

R/,calc PDMS = 157;2("—'7;7)L;HS nocis t 211;4(127;0) (3-4-2-4)
(model HS R’=0,820; F = 413; SE(RI) = 11,7; Q*=0,811; n = 93)

Rl caic poms = 138,7(27,5)L,pg + 281,9(+25,8) (3.4.2.5)
(model PB R?=0,790; F = 343; SE(RI) = 12,6; Q* = 0,780; n = 93)

Rl,calc PDMS = 136'9(1'16;8)L'adme cale ¥ 283;4(i58/5) (3426)
(model ADME calc R*=0,422; F = 66; SE(RI) = 20,9; Q*= 0,398; n = 93)

V rovnicich (3.4.2.1) az (3.4.2.6) je Rl sq vypoCteny retenéni index alkend na
skvalanu, Rl cic poms VypocCteny retencni index alkent na PDMS, hodnoty v zavorkach (%)
jsou chyby odhadu regresnich koeficientll, dale R? je koeficient determinace, F je
hodnota Fisherovy F-statistiky, SE(RI) oznacuje smérodatnou odchylku odhadu zévisle
proménné (RI), Q* je predikovany koeficient determinace (R%,) a n je pocet bod
(Iatek) v regresi.

Podle uvedenych rovnic, model HS poskytuje o trochu lepsi popis retence
v porovnani s modelem PB, podobné jako v predchozi kapitole. Nicméné rozdil mezi
obéma modely je méné vyrazny, nez u C5-C7 alkend. Model HS vykazuje vétsi regresni
koeficient /| a mensi konstantu ¢, pokryva tak vyssi podil selektivnich interakci ve
srovnani s PB.
Na zakladé MLR statistiky rovnic (3.4.2.3) a (3.4.2.6), odhad retence pomoci
deskriptoru ADME calc ukazuje podstatné horsi vysledky oproti pfedchozim modelim
HS a PB. Ciselné hodnoty regresnich koeficient(l / a konstanty ¢ modelu ADME calc jsou
pomérné blizké modelu PB.

V dalSim kroku byly pouzity oba deskriptory L a E pro popis retence. MLR analyza

retence a deskriptor( poskytla nasledujici LSER rovnice pro jednotlivé modely:
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RI,Ca|c sQ = 135,2(i10,4)L,HS no cis + 103,6(i44,3) E,ca]c + 264,6(-_'-33,5) (3.4.2.7)
(model HS R*=0,775; F = 155; SE(RI) =12,9; Q*= 0,757; n = 93)

Rl caic s = 114,2(27,4)L,pg + 222,2(+34,8)E, carc + 327,5(24,0) (3.4.2.8)
(model PB R?=0,825; F = 212; SE(RI) = 11,4; Q*= 0,810; n = 93)

Rl,calc PDMS = 143;3(i9:2)LrHS nocis 102;5(138;8) E:calc + 246,7(i29,3) (3429)
(model HS R?=0,833; F = 224; SE(RI) = 11,3; Q*=0,757; n = 93)

Rl caicpoms = 119,6(6,4)L,pg + 231,1(+30,0)E, carc + 318,2(+20,7) (3.4.2.10)
(model PB R’=0,874; F = 311; SE(RI) = 9,8; Q°= 0,863; n = 93)

V rovnicich (3.4.2.7) az (3.4.2.10) je vyznam jednotlivych ¢lent a statistiky stejny
jako v pfedchozich vztazich. Vypoctené hodnoty retence Rl e poms @ Rl caic sq podle
modell HS a PB jsou uvedeny v tabulce P12. Dvou-deskriptorovy LSER model poukazal
na rozdily mezi studovanymi modely HS, PB a ADME calc. Model PB celkové poskytnul
lepsi popis retence ve srovnani s modelem HS. Zajimava je rozdilna velikost regresnich
koeficientll /, e pro jednotlivé modely. Zatimco v pfipadé C5-C7 alkenu v regresnich
rovnicich dominoval koeficient /, u okten(l je pomér velikosti koeficientd /, e odlisny.
Model HS ma koeficienty /, e zhruba stejné velikosti, ale v modelu PB koeficient e
prevySuje témér dvojndsobné koeficient /.

Model ADME calc ukazuje odliSné charakteristiky ve srovnani s modely HS a PB.
Jak bylo zminéno na zacatku této kapitoly, deskriptory ADME calc vykazuji vzajemnou
zavislost (multikolinearitu). Zde je potreba zvolit vhodné deskriptory pro optimalni
regresni model. Podle vysledk( provedeného testu VIF je mozné pouzit jako proménné
pouze nasledujici kombinace deskriptori ADME calc: (L-S-B), (L-E), (L-S) a (L-B). MLR
analyza ukdzala nevyznamnost regresniho koeficientu b v kombinaci proménnych (L-S-
B). Jsou tedy moZné pouze modely s dvéma deskriptory. Rovnice s proménnymi (L-B)
poskytuje horsi popis retence v porovnani s ostatnimi dvou-deskriptorovymi modely.

Kombinace deskriptor (L-S) uddva jejich vzajemnou korelaci R = 0,867 (VIF = 4,03).
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Kolinearita L, S jesSté neni prokazana, ale vyjadtuje urcitou zavislost proménnych. Jako
optimalni tedy vychazi model s deskriptory (L-E) (R=0,641 a VIF=1,70), ktery ma jen o
trochu mensi schopnost popisu retence (F=69; SE(RI)=17,1; C22=0,578), nez predchozi
rovnice (L-S) (F=75; SE(RI)=16,7; Q*=0,595). Uvedené srovnani plati pro retenci na
skvalanu, v pfipadé PDMS jsou statistické parametry podobné. Zde jsou zndzornény

regresni rovnice modelu ADME calc:

Rl caic sq = 209,5(% 17,9)L,adme calc - 710,5(£106,2)E ,4me calc + 114,4(£54,3) (3.4.2.11)
(model ADME calc R?=0,606; F = 69; SE(RI) =17,1; Q*=0,578; n = 93)

(Heteroskedasticky model)

RI,caIc PDMS = 210;7(1'18:3)L,adme calc ~ 684:4(i10819)E,adme calc t 11711(155:7) (34212)
(model ADME calc R*=0,598; F = 67; SE(RI) = 17,5; Q*= 0,570; n = 93)

(Heteroskedasticky model)

Na zakladé statistiky rovnic (3.4.2.11) a (3.4.2.12), popis retence modelem ADME
calc se zlepsil zavedenim obou deskriptorll L, E. V uvedenych rovnicich je patrny
vyrazné odlisny ¢len eE ve srovnani s modely HS a PB. Koeficent e zde nabyva vysokych
zapornych hodnot, na rozdil od predchozich modeld. Divodem muze byt nepfesna
hodnota E ppme calc 0dhadnutd programem ADME Absolv 2.0. Korelace E apme calc @ E calc
(R=-0,274) je velmi mald a navic zaporného znaménka, tedy neprokazujici souvislost
obou hodnot. RovnéZ korelace E apwme caic S retenci oktend je nizka (tab. 10). Na druhou
stranu, deskriptor E ., Ize povaZovat za pomérné presny, nebot je pocitan pfimo podle
jeho definice.

| presto, ze vSechny regresni koeficienty jsou platné a model ADME calc ma vyssi
schopnost odhadu retence v porovnani s jedno-deskriptorovym modelem, rovnice
(3.4.2.11) a (3.4.2.12) nelze pouiit k popisu retence okteni. Model ADME calc
nespliuje podminky platnosti regresniho modelu (kap. 1.2.2), nebot jeho rezidua
nejsou homoskedasticka. Témér vSechny testy rezidui uvedené v kap. (1.2) prokazaly
statisticky vyznamnou heteroskedasticitu, mirné prekracujici kritické hodnoty test(.
Ostatni uvedené dvou-deskriptorové modely ADME calc rovnéZz vykazuji

heteroskedasticitu. Statisticky vyhovujici je pouze jedno-deskriptorovy model ADME
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(rovnice (3.4.2.3) a (3.4.2.6)), ktery ale poskytuje pomérné slabou schopnost popisu
retence, ve srovnani s modely HS a PB.

Modely HS a PB se ukazaly jako platné z hlediska predpokladl regresniho
Dale byly hodnoty

modelu, analyza jejich rezidui potvrdila homoskedasticitu.

vypoctené retence vSech modelll podle rovnic (3.4.2.7) az (3.4.2.12) porovnany

s experimentalni retenci (tab. P12) a graficky znazornény na obr. 11a-f).
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Obr. 11a-f)

Porovnani vypoctené retence (R/ calc) s namérenou retenci (R/ exp) pomoci dvou-
deskriptorového modelu:

a) retence na skvalanu pocitand modelem HS,

b) retence na skvalanu pocitand modelem PB,

c) retence na PDMS pocitana modelem HS,

d) retence na PDMS pocitana modelem PB,

e) retence na skvalanu pocitana modelem ADME calc (heteroskedasticky model),

f) retence na PDMS pocitana modelem ADME calc (heteroskedasticky model)

V grafech (obr. 11la-d) je zfejmy o trochu mensi rozptyl bod( od proloZené
pfimky pro model PB, celkové usporadani bod v obou modelech nevykazuje podobu
vodorovnych pdsl hodnot, tak jako u C5-C7 alkent (kap. 3.4.1). Moinym dlvodem je
vysSSi korelace deskriptoru E,qc s retenci oktenl a vétsi vyznamnost ¢lenu eE v LSER
rovnicich (3.4.2.7) az (3.4.2.10), na rozdil od modell pro C5-C7 alkeny. V pfipadé
oktenl clen eE vyraznéji prispiva k selektivité interakci. Tedy v grafech (obr. 11a-d) se
nevyskytuje tolik bodl se stejnou vypoctenou retenci (R/ calc), zpUsobenou totoZznou
hodnotou deskriptoru L pro dané alkeny. Pro nazornost je zobrazen i model ADME calc
(obr. 11e,f), vykazujici patrné vétsi rozptyl bodl od prolozené primky, v porovnani
s pfedchozimi modely.

Na obr. 12a-f) jsou znazornény rezidua pro jednotlivé modely, popsané rovnicemi
(3.4.2.7) ai (3.4.2.12). RozloZeni bod( v grafech 12a-d) je viceméné nahodné (tvar
oblaku), u modelu HS jsou malo patrné svislé pasy hodnot s podobnou vypoctenou

retenci.
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Obr. 12a-f)

Hodnoty rezidui vypoctené retence oktenl (R/ exp - Rl calc) podle rovnic (3.4.2.7) az
(3.4.2.12) pro:

a) odhad retence na skvalanu modelem HS,

b) odhad retence na skvalanu modelem PB,

c¢) odhad retence na PDMS modelem HS,

d) retence na PDMS modelem PB,

e) odhad retence na skvalanu modelem ADME calc (heteroskedasticky model),

f) odhad retence na PDMS modelem ADME calc (heteroskedasticky model)
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V pfipadé modelu ADME calc (obr. 12e,f), ktery vykazuje heteroskedasticitu, jsou
hodnoty rezidui usporadany témér vyhradné do pravidelnych svislych past. Celkové
oblast bodl v grafech ma mirné klinovity tvar, charakteristicky pro heteroskedasticky
model. Ndhodné a nezavislé rozloZeni rezidui, jako predpoklad platnosti regresniho
modelu, nelze v pfipadé modelu ADME calc (obr. 12¢,f) potvrdit.

Zavérem této kapitoly Ize shrnout, Ze model PB s pouZitim deskriptor(i L pg a E caic
poskytnul nejlepsi popis retence 93 oktenl, ve srovnani s ostatnimi modely. Dvou-
deskriptorovy LSER model pro popis retence oktenl ukazal vyraznéjsi rozdily mezi
modely HS a PB, predevsim ve velikosti regresnich koeficientli a vyznamu jednotlivych
¢lend rovnice. Opét se prokazalo vyhodnéjsi pouZiti modelu HS bez prispévku cis
interakce. Porovnanim s ostatnimi proménnymi, deskriptor L,4s no ¢is Nejlépe koreloval
s retenci okten(, lze jej povaZovat za optimalni proménnou v jedno-deskriptorovém
modelu.

Model ADME calc, pocitany pomoci deskriptori odhadnutych programem ADME
Absolv 2.0, se ukazal jako nevyhovujici. Korelace deskriptorli ADME calc s retenci
oktenl byla pomérné nizka. Silné zdavislosti mezi deskriptory a heteroskedasticita

rezidui neumoznuji pouziti vice proménnych v regresnim modelu ADME calc.

3.4.3 Popis retence skupiny C5-C8 alkenu

V posledni ¢asti kapitoly je vénovana pozornost popisu retence vSech C5-C8
alkent, zahrnujici celkem 152 sloucenin. Jak bylo uvedeno v Uvodu (kap. 3.1), retencni
data této skupiny latek pochazeji ze dvou samostatnych experiment(i, mérené skupiny
C5-C7 alkenl a skupiny C8 alkenl. PonévadZ uvedend data byla ziskdna za stejnych
experimentalnich podminek, lze obé skupiny vrdmci MLR spojit dohromady a
zpracovat jako jednotny soubor. Postup vyhodnoceni dat byl podobny jako
v pfedchozich kapitolach. Pro popis retence alkeni C5-C8 byly pouzity pouze modely
HS a PB, nebot model ADME calc (kap. 3.4.3) se ukazal jako méné vyhovujici. Retencni

data 152 alken( a jejich deskriptory jsou zobrazeny v tabulkach P9 a P12.
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Byla provedena korelacni analyza mezi vypoctenymi deskriptory jednotlivych
modell pro zjiSténi nezdvislosti proménnych. V pfipadé deskriptoru Lyus a E e byla
korelace R = 0,347 (VIF=1,14) a mezi deskriptorem L pg a E caic byla korelace R = 0,303
(VIF=1,10). Pro upraveny deskriptor L ysno cis byla korelace s E ;c R = 0,338 (VIF=1,13).
Na zadkladé uvedenych hodnot, dané deskriptory nevykazuji vzadjemnou zavislost
(kolinearitu), kterd by prekracovala kritickou hodnotu (VIF=10).

Déle byly vypocteny hodnoty korelaci mezi retenci vSech alkenl (R/) a
jednotlivymi deskriptory, uvedené v tabulce 11. Na zakladé hodnot korela¢nich
koeficientll je opét patrny rozhodujici vliv deskriptoru L na retenci alken(, jako
v predchozich kapitolach. Hodnoty korelace retence C5-C8 alkent a jejich deskriptor(
jsou vice podobné skupiné 59 alken(i C5-C7, nez pocetnéjsi skupiné 93 oktend. To je
patrné zplisobeno vétsim rozsahem hodnot retence pro C5-C7 alkeny (R/=450 az 700),

nez v pfipadé oktend (R/=680 az 810).

Tabulka 11
Hodnoty korela¢niho koeficientu odpovidajici korelaci retencnich indexti C5-C8 alkent

(tab. P9 a P12) a jednotlivych deskriptor( (tab. P8 a P10).

Korelace L,HS L,HS no cis L,PB E,calc
RI, sQ 0,978 0,987 0,981 0,345
Rl,pDMs | 0,982 0,990 0,984 0,349

Na zakladé uvedenych korelaci v tabulce 11, byl deskriptor L pouZit jako hlavni
proménna v regresnim modelu. Rovnéz pro C5-C8 alkeny se deskriptor L ys no cis ukazal
vhodnéjsi k popisu retence, porovnanim s plvodnim Lys. V regresnich rovnicich
modelu HS bude dale pouzZivan pouze Lus no ¢s- Nejdfive byla provedena MLR mezi
retenénim indexem vsech 152 alken(i a deskriptorem L, podobné jako v kapitolach

3.41a3.4.2:

Rl caiesq = 183,8(£2,4)L, s no cis + 107,7( 7,9) (3.4.3.1)
(model HS R?=0,974; F = 5709; SE(RI) = 12,3; Q* = 0,974; n = 152)
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Rl caic s = 189,3(23,1)L,pg + 95,2( 9,9) (3.4.3.2)
(model PB R?=0,962; F = 3743; SE(RI) = 15,1; Q* = 0,961; n = 152)

Rl,calc PDMS = 186r2(i'2,1)L;HS no cis + 109'8(1' 6,9) (3433)
(model HS R?=0,981; F = 7579; SE(RI) = 10,9; Q* = 0,980; n = 152)

Rl caic poms = 191,7(£2,9)L,pg + 97,3( 9,3) (3.4.3.4)
(model PB R?=0,967; F = 4421; SE(RI) = 14,1; Q* = 0,966; n = 152)

V rovnicich (3.4.3.1) az (3.4.3.4) je Rl cic sq Vypoclteny retencni index alkenl na
skvalanu, Rl .ic poms VypocCteny retencni index alkend na PDMS, hodnoty v zavorkach (+)
jsou chyby odhadu regresnich koeficient(i, dale R’ je koeficient determinace, F je
hodnota Fisherovy F-statistiky, SE(RI) oznacuje smérodatnou odchylku odhadu zévisle
proménné (RI), Q° je predikovany koeficient determinace (R%,) a n je poet bod
(1atek) v regresi.

Podle uvedenych rovnic, model HS poskytuje lepsi popis retence v porovnani
s modelem PB, podobné jako v predchozi kapitole. Rozdil mezi obéma modely je
vyraznéjsi, nez u skupiny okten(. Model PB vykazuje vétsi regresni koeficient / a mensi
konstantu c, pokryva tak vyssi podil selektivnich interakci ve srovnani s HS.

Déle byla ovérena platnost regresnich model( v rovnicich (3.4.3.1) az (3.4.3.4).
Byla provedena analyza rezidui podle testli homoskedasticity uvedenych v kap. 1.2.2,
pomoci 5 pouZitych testl: Znaménkovy test nahodnosti rezidui, Glejserlv test
zavislosti rezidui, White(v test zavislosti rezidui, F-test podobnosti dvou polovin rezidui
a Goldfeld-Quandtliv test. Na zakladé vysledk( nelze jednoznacné rozhodnout o
heteroskedasticité model(, nebot v pfipadé modelu HS pouze dva testy z péti
prokazaly heteroskedasticitu, u modelu PB byla prokdzana heteroskedasticita tremi
testy z péti. Vysledné hodnoty se u vétsiny testl pohybuji blizko kritickych hodnot.

V tabulce 12 jsou uvedeny vysledky provedenych testa.
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Tabulka 12

Seznam provedenych testll homoskedasticity a jejich vysledné hodnoty pro jedno-
deskriptorové modely HS a PB. Znazornéni kritickych hodnot pro zvolené testy na
hladiné vyznamnosti o= 0,05 (hodnota testu vyssi nez kritickd hodnota prokazuje

heteroskedasticitu, tyto hodnoty jsou zvyraznény tu¢nym pismem).

Vysledné hodnoty testl
Test homoskedasticity Kritickd hodnota

HS/SQ HS/PDMS PB;SQ PB;PDMS

Znaménkovy test nahodnosti rezidui 4,33 5,47 5,01 6,04 U=1,96
Glejser(v test zavislosti rezidui 2,82 2,81 0,42 0,38 Fo,95(1;150)= 3,90
Whitelv test zavislosti rezidui 1,58 1,36 1,85 1,82 Fo95(5;146) = 2,28
F-test podobnosti polovin rezidui 1,10 1,21 1,98 2,03 Fpo75(5,75 = 1,58
Goldfeld-Quandtiv test 1,64 1,82 2,34 2,14 Fpo756s68 = 1,62

V dalsim kroku byly pouzity oba deskriptory L a E pro popis retence, uvedené

v nasledujicich LSER rovnicich:

Rl,calc sQ = 183;0(i2;6) L;HS nocis t 2610(128;9)E;ca|c + 107,0(i7,9) (3435)
(model HS R?=0,975; F = 2851; SE(RI) = 12,4; Q* = 0,974; n = 152)
(Heteroskedasticky model)

Rl caicsq = 186,2(+3,1)L,pp + 109,8(%33,9)E, cac + 91,4(£9,7) (3.4.3.6)
(model PB R?=0,964; F = 1995; SE(RI) = 14,7; Q* = 0,963; n = 152)

(Heteroskedasticky model)

R/,calc PDMS = 185;2(i213)L;HS nods t 32;7(125;3)E1calc + 108;9("—'7:0) (3-4-3-7)
(model HS R’= 0,981; F = 3807; SE(RI) = 10,8; Q> = 0,980; n = 152)
(Heteroskedasticky model)

Rl caicpoms = 188,4(+2,9)L,pp + 117,6(+31,2)E,caic + 93,2(19,0) (3.4.3.8)

(model PB R?=0,9700; F = 2412; SE(RI) = 13,5; Q> = 0,969; n = 152)

(Heteroskedasticky model)
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V rovnicich (3.4.3.5) az (3.4.3.8) je vyznam jednotlivych clen( a statistiky stejny
jako v predchozich vztazich. Celkové jsou vlastnosti dvou-deskriptorového modelu 152
latek podobné vysledkim alken(i C5-C7. Podle hodnot statistiky, model HS poskytuje o
trochu lepsi popis retence oproti PB. OvSem testy platnosti regresniho modelu ukazaly
na nevyznamny ¢len eE v rovnicich (3.4.3.5) a (3.4.3.7) pro model HS, chyba odhadu
regresniho koeficientu e (uvedend v zavorkach) je pomérné vysokd vzhledem
k samotné hodnoté koeficientu e, v pfipadé retence na skvalanu i PDMS. Rovnéz F-test
vyznamnosti pfidanim proménné (rovnice (1.2.1.15)) neukdzal zvyseni popsatelnosti
modelu HS rozsitenim o dal$i proménnou (deskriptor E).

Analyza rezidui ve vSech dvou-deskriptorovych modelech (rovnice (3.4.3.5) az
(3.4.3.8)) prokazala heteroskedasticitu. Zde jsou vysledky 5 testll vice jednoznacné, nez
u predchozich rovnic. Jako zavér testl platnosti regresniho modelu Ize uvést, Zze Zzadny
z modell HS a PB neni platny pfi pouZiti dvou deskriptord L, E. Hodnoty provedenych
testd na homoskedasticitu rezidui (rovnice (3.4.3.5) az (3.4.3.8)) jsou znazornény

v tabulce 13.

Tabulka 13

Seznam provedenych testl homoskedasticity a jejich vysledné hodnoty pro dvou-
deskriptorové modely HS a PB. Znazornéni kritickych hodnot pro zvolené testy na
hladiné vyznamnosti o= 0,05 (hodnota testu vyssi neZ kritickd hodnota prokazuje

heteroskedasticitu, tyto hodnoty jsou oznaceny tuénym pismem).

Vysledné hodnoty testu
Test homoskedasticity Kriticka hodnota

HS,sa  HS,poms PB,sa  PB,powms

Znaménkovy test nahodnosti rezidui 4,39 4,56 4,07 4,72 U=1,96
Glejser(iv test zavislosti rezidui 3,74 4,07 6,41 9,77  Foos(1;150 = 3,90
White(v test zavislosti rezidui 1,25 1,19 2,22 2,89  Foos5,146) = 2,28
F-test podobnosti polovin rezidui 1,69 2,01 1,90 2,02 Foor575,75 = 1,58
Goldfeld-Quandtlv test 1,78 1,94 2,23 2,60  Foo7s67.67)= 1,62
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Hodnoty vypoctené retence jedno-deskriptorovymi modely HS a PB (rovnice (3.4.3.1)

az (3.4.3.4)) byly porovnany s experimentalni retenci a graficky znazornény (obr. 13a,

b, c, d).
1 850 - Skvalan PB
850 Skvalan HS
750 - 750 -
3 3
EU 650 - & 650 -
y =0,974x + 17,900 y=0,961x + 26,939
550 R?=0,974 550 R?=0,961
450 : : : ‘ 450
450 550 650 750 850 450 550 650 750 850
Rl exp Rl exp
a) b)
850 - PDMS PB
PDMS HS . 850 -
750 - 750 4
% 650 £ 650
= o
o<
550 y=0,981x + 13,761 550 - y =0,967x + 23,268
R2=0,981 R%=0,967
450 450 T T )
450 550 650 750 850 450 550 650 750 850
Rl exp Rl exp
c) d)
Obr. 13a-d)

Porovndni vypoctené retence (R/ calc) s namérenou retenci (Rl exp) pomoci jedno-
deskriptorového modelu:

a) retence na skvalanu pocitand modelem HS,

b) retence na skvalanu pocitand modelem PB,

c) retence na PDMS pocitana modelem HS,

d) retence na PDMS pocitand modelem PB

V grafech na obr.13a-d) je patrné usporadani bod(i do vodorovnych past podle
podobné hodnoty Rl ... V pfipadé modelu HS je toto ¢lenéni bodd jemnéjsi (vice linii) a
méné vyrazné. Model PB zde vykazuje shluky hodnot podél regresni ptimky, oddélené
mezerami bez bod(. Divodem je zfejmé vétsi pocet alkenl se stejnou nebo podobnou

hodnotou L,ps, zplsobenou mensim poctem strukturnich pfispévkli metody PB pro
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vypocet deskriptoru L. RozloZeni rezidui pro modely HS a PB v rovnicich (3.4.3.1) az

(3.4.3.4) je zndzornéno na obr. 14a-d).

50 - Skvalan HS Skvalan PB
50 -
L
2 1 (e 25 LCota
. © . 'o.
2 . A AN 3 TR
B o 8t Y Log 8 3} - ot gk
00 . PRI R | ) o — . 3 ?ji. . ‘
asb | % 550, 650 - & ¢ 780, % 850 4 . s 650 . 70 850
: . . $ ¢
25 . 25 . .
50 - Rl calc -50 - Rl calc
a) b)
50 PDMS HS 50 - PDMS PB .
HE
25 % D
2 . P
. 2 0 e, »F ;‘:!; <
§ . . <, ': .g.'. D %
4 L 75(01: g 850
25 . 3
50 - Rl calc 50 Rl calc
c) d)
Obr. 14a-d)

Hodnoty rezidui vypoctené retence C5-C8 alken( (R/ exp - Rl calc) podle rovnic (3.4.3.1)

az (3.4.3.4) pro:

a) odhad retence na skvalanu modelem HS,

b) odhad retence na skvalanu modelem PB,

c¢) odhad retence na PDMS modelem HS,

d) retence na PDMS modelem PB

Rezidua zobrazend na obr. 14a-d) jsou usporddana do podoby svislych pas(.
Celkovy tvar mnoziny bodl v uvedenych grafech neni pfili§ podobny nahodnému
rozmisténi hodnot v podobé oblaku, které Ize o¢ekavat u homoskedastického modelu.
RozloZeni rezidui modelu PB vykazuje vyraznéjsi pravidelné pasy bodu podle podobné

hodnoty R/ caic.
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Déle byla provedena MLR analyza skupin alken( podle poctu uhlik( v molekule.
Byly studovany skupiny alkent C5 (6 latek), C6 (17 latek), C7 (36 latek) a C8 (93 latek).
Jako struény prehled vysledk( je v grafu na obr. 15 znazornéna F-hodnota regrese
dvou-deskriptorovych modelt (L, E) jednotlivych skupin alkend pro retenci na skvalanu

a PDMS.
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Obr. 15a,b)

F-hodnota regrese jednotlivych skupin alkent podle poctu uhlik(i v molekule. Model HS
s deskriptory (L,us no dis; E caic) @ model PB s deskriptory (L,ps; E calc),

a) retence na skvalanu,

b) retence na PDMS (F-hodnota pro C5 (HS), F=802)

Schopnost popisu retence skupin alkend podle poctu uhlik( v molekule ukazuje
pomérné vyrovnané hodnoty pro oba modely, s vyjimkou C5 alkenu, kde vyssi F-
hodnota mlZe byt zplsobena odlehlym vysledkem, z divodu malého poctu bodl (6
latek) v MLR. Ve vsech pfipadech regresni modely spliiovaly predpoklady platnosti.
Obecné je retence u vSech skupin latek Iépe popsdna na PDMS, v porovnani s retenci

na skvalanu.

Vysledky MLR analyzy skupin alkent, podle poctu uhlikl v molekule, byly studovany

z hlediska velikosti regresnich koeficient( (/, e) a jejich vzajemného poméru.
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Regresni koeficienty C5-C8 HS Regresni koeficienty C5-C8 PB
400 - 500 -
400 |
300 4
@/ || 300- o
200 -
Oe 200 - Oe
100 | 0. 100 | o
0 0 -
C5 C6 Cc7 C8 (C5-C7 C5-C8 C5 Cé6 Cc7 C8 (C5-C7 (C5-C8
a) b)
Obr. 16a,b)

Hodnoty regresnich koeficientl /, e a konstanty ¢ pro jednotlivé skupiny alkena:

a) model HS, b) model PB

Podle obr. 16 je patrny trend klesajici vyznamnosti koeficientu e s rostoucim
poctem uhlikd v molekule alken(, nejvyssi hodnoty e dosahuji C5 alkeny. Na druhou
stranu, koeficient / ma opacny trend u skupin C5, C6 a C7. Je zajimavé, Zze v modelu PB
je koeficient e celkové vyznamnéjSi u vSech skupin alkenl podle poctu uhlikd
v molekule. Vzhledem k rozdilné velikosti pouzitych deskriptor( L (1,9 az 3,7) a E (0,04
az 0,25), je rozhodujicim prispévkem k retenci ¢len /L, pro vSechny uvedené modely C5-
C8 alkend.

V pfipadé idedlniho LSER modelu by regresni koeficienty mély byt ovlivnény
pouze vlastnostmi stacionarni faze a teploty (pro plynovou chromatografii). Tedy mély
by byt nezavislé na charakteru mérenych analytl. V pripadé alken( C5-C8 se hodnoty
regresnich koeficientll a jejich pomér méni v zavislosti na vybéru latek, pouzitych
v MLR pro formulaci regresniho modelu. Ddvodem muzZou byt proménné (deskriptory)
vykazujici vzajemné korelace, jak bylo zminéno v kapitole 1.1.7.4. Je nutno také
prihlizet ke skuteénosti, Ze se nejednd o presné experimentdlni hodnoty deskriptoru L,
ale pouze o jejich vypocéteny odhad zatizeny chybou.

Deskriptor E, . poskytnul vyssi korelaci s retenci oktent (R=0,613), neZ v pfipadé
skupin C5-C7 (R=0,332), nebo C5-C8 alkend (R = 0,349). Rovnéz u ostatnich skupin
rozdélenych podle poctu uhlikd (C5, C6, C7) byla korelace deskriptoru E,.,;c a retence

vyssi, nez v pfipadé smiSenych skupin alkenl. Na druhou stranu, skupiny alken( podle
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poctu uhlikd (C5, C6, C7, C8) prokazovaly soucasné vétsi korelaci (zavislost) mezi

deskriptory Eaca L.

900 RI vs. E,calc 900 Rl vs. E,calc
800 | AR IR . 800 - o @S, vy . s
o I % Smess ©
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E,calc E,calc
a) b)
Obr. 173,b)

Zavislost retencniho indexu na skvalanu (Rl sq ) a deskriptoru E,cc pro vSech 152 alkent
C5-C8:
a) celkové znazornéni zavislosti,

b) rozdéleni bodu v grafu podle poctu uhlikd (C5, C6, C7, C8) v molekule alkent

Na obr. 17 je zobrazena zavislost retence vSech 152 alkenl (skvalan) na deskriptoru
E,caic. Zrozlozeni bodli v grafu 17b) jsou zifejmé oddélené skupiny hodnot pro C5, C6,
C7 a C8 alkeny, tvofici zhruba rovnobézné linie. Tyto linie bodl se stejnym poctem
uhlikG v molekule zjevné vykazuji vyssi zavislost retence a E,c,, nez cely soubor 152

alkena.

Zavérem této kapitoly Ize shrnout:

jedno-deskriptorovy model HS ukazal lepsi schopnost popisu retence, podobné jako
v pfedchozich kapitolach. U velké skupiny C5-C8 alkenli se vyraznéji projevovala
heteroskedasticita rezidui, zejména u dvou-deskriptorovych modell (L, E), které
nespliovaly predpoklady regresniho modelu. V pfipadé jedno-deskriptorového modelu
nelze jednoznacné rozhodnout o heteroskedasticité, nebot pouZité testy poskytuji
odlisné vysledky. Modely HS a PB s jednim deskriptorem L Ize povaZovat za platné, ale

celkové méné vhodné k popisu retence.
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Velikost regresnich koeficientl /, e je rdzna u modell sestavenych podle poctu
uhlikG v molekule alkent. S rostoucim poctem uhlikd klesa vyznamnost koeficientu e a
narlista velikost koeficientu /. Model PB vykazuje vyssi hodnoty koeficientu e
v porovnani s modelem HS. Zavislost retence alken( a deskriptoru E,.c je podstatné
vySSi u skupin rozdélenych podle poctu uhliki v molekule. Zaroven tyto skupiny

vykazuji vétsi korelaci mezi proménnymi deskriptory (L, E).

3.4.4 Shrnuti vysledkl kapitoly 3

Abraham(v solvatacni model (LSER) byl pouzit k popisu retence vSech izomert
C5-C8 alkenl na staciondrnich fazich skvalanu a PDMS. Ponévadi experimentdlni
hodnoty LSER deskriptor(l nejsou dostupné pro studovanou skupinu 152 alkent, bylo
nutné jejich hodnoty ziskat pomoci odhadovych metod. Pro vypocet deskriptoru L byly
vybrany metody Havelec-Sevéik (HS) a Platts-Butina (PB), zaloZené na pfispévcich
jednotlivych funkénich skupin v molekule. Deskriptor E byl pfimo uréen podle indexu
lomu a McGowanova charakteristického objemu Vx alkenll. Na zakladé
experimentalnich hodnot retencnich indexd alkend a deskriptorl L, E byly
zformulovany metodou MLR regresni modely pro odhad retence alkend.

Modely HS a PB, odvozené od zplsobu vypoctu deskriptoru L, byly nejdfive
pouZity k popisu retence C5-C7 alkent. Na zakladé analyzy rezidui jednotlivych latek,
byla zjisténa vyssi chyba odhadu retence pro cis izomery alkend, pocitané modelem
HS. Po vylouceni pfispévku cis interakce z deskriptoru Lys byla vypocCtena nova
hodnota L js no ¢is Pro vsechny alkeny. Takto upraveny model HS poskytoval podstatné
lepsi odhad retence, nez plivodni model. Retence vSech 59 alken( byla pocitana
rovnicemi s jednim deskriptorem (L) a poté obéma deskriptory (L, E). V obou pfipadech
se model HS ukazal vhodnéjsi k odhadu retence. Celkové dvou-deskriptorovy model
Iépe popisoval retenci C5-C7 alkend.

Dalsi studovanou skupinou latek byly vSechny izomery oktend (93 latek). K
obéma modelim HS a PB byl zafazen dal$i model, zaloZzeny na odhadu hodnot LSER

deskriptorl pomoci programu ADME Absolv 2.0. Tento model (ADME calc) se ukazal
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jako nevyhovujici z ddvodu silné zavislosti (multikolinearity) mezi vypoctenymi
deskriptory a pfitomnosti heteroskedasticity rezidui. Ani pfi pouzZiti rovnice s jedinou
proménnou L,agme caic Nebyly vysledky uspokojivé, nebot odhad retence modelem
ADME calc byl podstatné horsi, nez pomoci modeld HS a PB. NejlepSich vysledku
v popisu retence oktenud bylo dosazeno modelem PB, s pouZitim obou deskriptoru L pg
a E . Porovnanim s ostatnimi proménnymi, deskriptor L,us no cis Nejvice koreloval
sretenci. Model HS se ukazal jako idealni pro popis retence pomoci jediného
deskriptoru L.

Na zavér byla popisovana retence celé skupiny C5-C8 alkend. V pripadé vsech
152 latek se vyraznéji projevovala heteroskedasticita rezidui, zvlasté u dvou-
deskriptorovych modell (L, E), které nespliiovaly predpoklady platnosti regresniho
modelu. V pfipadé jedno-deskriptorovych modeld HS a PB nelze jednoznacné
rozhodnout o heteroskedasticité, nebot pouzité testy poskytuji odlisné vysledky. Oba
modely s jednim deskriptorem L Ize povazovat za platné, ale celkové méné vhodné

k popisu retence viech C5-C8 alken(.
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4 ZAVER

Solvatacni model byl pouzit ke studiu retencniho chovani latek v kapalinové a
plynové chromatografii. V prvni kapitole, zabyvajici se kapalinovou chromatografii, byl
studovan popis retence 21 latek solvataénim modelem na reverzni stacionarni fazi v
Sirokém rozmezi sloZzeni mobilni faze methanol-voda a acetonitril-voda. Ukazalo se, Ze
aromatické slouceniny jsou lépe popsané solvataénim modelem, nez alifatické
slouceniny.

Retencni chovani jednotlivych analytl bylo studovdano pomoci modelu LSST. V
prostiedi mobilni faze methanol-voda byla retence latek |épe popsand modelem LSST,
neZ v pripadé acetonitril-voda. Dédle byla pouzita kombinace model( LSER a LSST, za
Ucelem zlepsit popis retence latek v krajnich oblastech sloZzeni mobilni faze, kde
analyty vykazuji nepravidelnou retenci. Takto upraveny model neposkytnul lepsi popis
retence oproti plivodnimu LSER modelu.

Byl sledovan vliv jednotlivych analyt(, pouZitych pro formulaci LSER modelu, na
celkovou schopnost popisu retence modelem. Odlisnych vysledkl v odhadu retence
bylo dosazeno pouzZitim regresniho souboru latek obsahujiciho pouze slouceniny
aromatické, nebo naopak jen alifatické. Rozdilné vysledky také poskytoval solvataéni
model formulovany pouze z kyslikatych derivatl, nebo naopak dusikatych derivat(

organickych latek.

Druha kapitola prace, tematicky zamérena na plynovou chromatografii, se zabyvala
popisem retence skupiny 152 izomerd C5-C8 alkend LSER modelem, na staciondrnich
fazich skvalanu a PDMS. Solvatacni deskriptory alkenl byly ziskany pomoci odhadovych
metod. Deskriptor L byl po&itdn metodami Havelec-Sev¢ik (HS) a Platts-Butina (PB),
deskriptor E byl pfimo uréen podle hodnot indexu lomu a McGowanova
charakteristického objemu Vy alkend.

Na zakladé pouzitych metod k odhadu deskriptord byly sestaveny dva modely k
popisu retence alkend, model HS a model PB. Byla zjiSténa vy3si chyba odhadu retence
pro cis izomery alkend, pocitané modelem HS. Po Upravé modelu HS odstranénim

prispévku pro cis interakce, bylo dosazeno podstatného zlepSeni v popisu retence.
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Oba modely byly pouZity k odhadu retence 59 alken(i C5-C7. Model HS s obéma
deskriptory L us no cis @ E calc POskytnul pfesnéjsi popis retence, ve srovnani s modelem
PB. Dale byla popisovana retence skupiny 93 okten(l, nejlepSich vysledk( bylo
dosazeno modelem PB pomoci deskriptort Lpg a E e Zaroven byl pouZit tfeti model
(ADME calc), zaloZzeny na vypoctu LSER deskriptorll programem ADME Absolv 2.0.
Tento model se ukazal jako nevyhovujici, nebot nespliioval podminky platnosti
regresniho modelu a odhad retence alken( byl malo presny.

Na zavér byla studovana retence celé skupiny C5-C8 alken(, kde se vyraznéji
projevovala heteroskedasticita rezidui, zvlasté u dvou-deskriptorovych modell. V
pfipadé jedno-deskriptorovych modell HS a PB nebyla heteroskedasticita jednoznacné
prokazana. Nejlepsi popis retence 152 alkenl s jedinym deskriptorem L poskytnul

model HS.
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5 PRILOHYP

Tabulka P1 Seznam studovanych latek a jejich LSER deskriptor(

74 E S A B
Anilin 0,816 0,995 0,96 0,26 0,41
Benzaldehyd 0,873 0,820 1,00 0,00 0,39
Benzamid 0,973 0,990 1,50 0,49 0,67
Benzen 0,716 0,610 0,52 0,00 0,14
Benzonitril 0,871 0,742 1,11 0,00 0,33
Benzylalkohol 0,916 0,803 0,87 0,33 0,56
Butyraldehyd 0,688 0,187 0,65 0,00 0,45
Cyklohexanon 0,861 0,403 0,86 0,00 0,56
Diethylether 0,731 0,041 0,25 0,00 0,45
Dichlormethan 0,494 0,387 0,57 0,10 0,05
N,N-Dimethylformamid 0,647 0,367 1,31 0,00 0,74
Ethylformiat 0,606 0,146 0,66 0,00 0,38
Fenol 0,775 0,805 0,89 0,60 0,31
Chloroform 0,617 0,425 0,49 0,15 0,02
o-Kresol 0,916 0,840 0,86 0,52 0,30
2-Nitroanilin 0,990 1,180 1,37 0,30 0,36
Nitrobenzen 0,891 0,871 1,11 0,00 0,28
Nitroethan 0,565 0,270 0,95 0,02 0,33
Nitromethan 0,424 0,313 0,95 0,06 0,31
2-Pentanon 0,829 0,143 0,68 0,00 0,51
Propylformiat 0,747 0,132 0,63 0,00 0,38
Normalizovany rozsah 3,600 4,033 3,01 4,04 3,33

Tabulka P3

Koeficient determinace (R?) korelaéni analyzy mezi vypoltenou a naméienou hodnotou
retence (log k) a prGmérnd chyba predikce v mobilnich fazich methanol-voda (MeOH) a
acetonitril-voda (ACN)

R’ chyba predikce

% org. rozp. MeOH ACN MeOH ACN
1 0,925 0,858 0,136 0,194

5 0,874 0,942 0,166 0,122

10 0,895 0,975 0,148 0,071
20 0,940 0,990 0,109 0,043
40 0,896 0,943 0,109 0,067
60 0,841 0,659 0,070 0,091
80 0,885 0,277 0,047 0,111
90 0,414 0,067 0,107 0,099
95 0,001 0,408 0,157 0,081
100 0,197 0,239 0,298 0,166
prumér: 0,135 0,105
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Tab. P2a)
Hodnoty logaritmu retenéniho faktoru latek namérenych (exp) a vypoctenych (calc) pro jednotlivé slozeni mobilni faze methanol-voda

% MeOH 1 5 10 20 40 60 80 90 95 100

Latka exp calc exp calc exp calc exp calc exp calc exp calc exp calc exp calc exp calc exp calc
Anilin 1,099 1,098 0,889 0,992 0,781 0,875 0,566 0,668 0,237 0,239 -0,190 -0,155 -0,616 -0,593 -0,949 -0,929 -1,051 -1,002 -1,223 -1,116
Benzaldehyd 1,541 1,374 1,433 1,274 1,307 1,161 1,057 0927 0,517 0,462 0,025 0,031 -0,460 -0,436 -0,719 -0,734 -0,856 -0,865 -0,989 -0,947
Benzamid 1,035 0,977 0,919 0,929 0,774 0,795 0,518 0,494 -0,013 0,109 -0,417 -0,331 -0,839 -0,810 -1,043 -1,014 -1,208 -0,930 -1,313 -1,788
Benzen - - - - - - - - 0,795 0,556 0,308 0,162 -0,231 -0,308 -0,558 -0,729 -0,687 -0,984 -0,851 -0,800
Benzonitril 1,612 1,368 1,512 1,302 1,393 1,209 1,121 0,994 0,596 0,552 0,045 0,079 -0,472 -0,402 -0,753 -0,713 -0,915 -0,874 -1,139 -0,955
Benzylalkohol 1,163 1,353 1,059 1,184 0,949 1,020 0,708 0,737 0,292 0,192 -0,145 -0,179 -0,600 -0,627 -0,939 -0,891 -1,097 -0,972 -1,255 -1,098
Butyraldehyd - - - - - - - - - - 0,056 -0,279 -0,538 -0,637 -0,951 -0,899 -1,284 -0,962 -1,178 -1,035
Cyklohexanon 1,332 1,212 1,142 1,042 0,980 0,834 0,701 0,620 0,274 0,123 -0,186 -0,191 -0,559 -0,588 -0,839 -0,891 -0,880 -0,923 -0,939 -0,986
Diethylether - - - - - - - - - - -0,044 -0,158 -0,469 -0,454 -0,601 -0,876 -0,616 -1,294 -0,716 -0,272
Dichlormethan 0,568 0,418 0,554 0,262 0,525 0,233 0,489 0,300 0,317 0,083 -0,026 -0,076 -0,506 -0,492 -0,796 -0,885 -0,901 -0,959 -1,049 -1,348
N,N-Dimethylformamid 0,131 -0,123 0,139 -0,280 -0,040 -0,426 -0,295 -0,574 -0,530 -0,879 -0,700 -0,981 -0,899 -1,111 -0,963 -1,657 -0,973 -1,414 -0,928 -1,357
Ethylformiat 0,597 0,553 0469 0425 0,365 0,315 0,209 0,180 -0,040 -0,096 -0,335 -0,330 -0,682 -0,667 -0,956 -1,106 -1,022 -1,012 -1,105 -1,082
Fenol 1,053 0,642 0,981 0,49 0,888 0,454 0,700 0,398 0,295 0,147 -0,142 -0,126 -0,620 -0,634 -0,956 -1,035 -1,095 -0,979 -1,255 -1,980
Chloroform - - - - - - - - - - 0,205 0,224 -0,275 -0,308 -0,710 -0,676 -0,831 -0,780 -1,059 -0,958
o-Kresol 1,586 1,330 1477 1,141 1,357 1,088 1,126 0937 0,637 0,547 0,091 0,110 -0,452 -0,465 -0,805 -0,896 -0,944 -0,948 -1,165 -1,662
2-Nitroanilin - - - - - - 1,179 1,195 0,623 0,678 0,081 0,125 -0,429 -0,488 -0,742 -0,766 -0,890 -0,757 -0,971 -1,588
Nitrobenzen - - - - - - 1,233 1,153 0,742 0,702 0,217 0,187 -0,325 -0,329 -0,622 -0,621 -0,776 -0,825 -0,905 -0,918
Nitroethan 0,288 0,266 0,226 0,194 0,132 0,118 0,123 0,035 -0,157 -0,171 -0,403 -0,429 -0,769 -0,732 -1,042 -1,240 -1,140 -1,139 -1,281 -1,183
Nitromethan -0,300 -0,248 -0,374 -0,293 -0,439 -0,374 -0,453 -0,350 -0,508 -0,478 -0,701 -0,533 -0,882 -0,817 -1,152 -1,038 -1,303 -0,998 -1,318 -1,464
2-Pentanon 1,246 1,314 1,076 1,139 0,920 0,996 0,653 0,728 0,247 0,306 -0,158 -0,143 -0,574 -0,501 -0,896 -0,829 -0,971 -1,144 -1,059 -0,491
Propylformiat 1,147 1,146 1,001 0,971 0,879 0,856 0,679 0,670 0,118 0,288 -0,093 -0,098 -0,525 -0,475 -0,836 -0,824 -0,973 -1,095 -1,081 -0,652
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Tab. P2b)

Hodnoty logaritmu retenéniho faktoru latek namérenych (exp) a vypoctenych (calc) pro jednotlivé slozeni mobilni faze acetonitril-voda

% ACN 10 20 40 60 80 90 95 100

Latka exp calc exp calc exp calc exp calc exp calc exp calc exp calc exp calc exp calc exp calc
Anilin 0,875 1,013 0,763 0,866 0,693 0,756 0,548 0,568 0,195 0,171 -0,143 -0,156 -0,514 -0,557 -0,669 -0,639 -0,826 -0,733 -0,802 -0,797
Benzaldehyd 1,478 1,328 1,274 1,172 1,126 1,050 0,887 0,861 0,407 0,402 0,006 -0,002 -0,363 -0,434 -0,535 -0,548 -0,706 -0,663 -0,846 -0,799
Benzamid 0,969 0,855 0,710 0,659 0,477 0,501 0,167 0,220 -0,258 -0,090 -0,524 -0,380 -0,798 -0,528 -0,806 -0,690 -0,799 -0,802 -0,328 -0,420
Benzen 1,392 1,131 1,350 1,158 1,332 1,184 1,194 1,131 0,684 0,621 0,209 0,162 -0,236 -0,388 -0,448 -0,573 -0,627 -0,693 -0,769 -1,148
Benzonitril 1,548 1,360 1,384 1,253 1,252 1,152 1,036 0,982 0,509 0,494 0,049 0,010 -0,379 -0,421 -0,597 -0,554 -0,720 -0,714 -0,905 -0,845
Benzylalkohol 1,059 1,213 0,832 0,944 0,715 0,736 0,473 0,455 0,048 0,031 -0,279 -0,182 -0,588 -0,586 -0,717 -0,652 -0,739 -0,667 -0,793 -0,668
Butyraldehyd - - - - - - - - -0,110 0,056 -0,369 -0,112 -0,809 -0,521 -0,810 -0,549 -0,786 -0,571 -0,828 -0,788
Cyklohexanon 1,171 1,081 0,895 0,818 0,709 0,660 0,483 0,446 0,126 0,097 -0,164 -0,109 -0,464 -0,523 -0,435 -0,573 -0,541 -0,572 -0,718 -0,687
Diethylether - - - - - - - - - - 0,218 -0,251 -0,289 -0,684 -0,349 -0,650 -0,458 -0,599 -0,793 -0,906
Dichlormethan 0,475 0,035 0,546 0,287 0,655 0,557 0,651 0,702 0,366 0417 -0,011 0,040 -0,377 -0,495 -0,395 -0,665 -0,654 -0,739 -0,905 -1,220
N,N-Dimethylformamid 0,000 -0,296 -0,371 -0,522 -0,494 -0,554 -0,658 -0,609 -0,704 -0,582 -0,720 -0,616 -0,729 -0,906 -0,556 -0,800 -0,398 -0,673 0,109 -0,674
Ethylformiat 0,410 0,413 0,254 0,296 0,223 0,307 0,165 0,245 -0,022 0,057 -0,236 -0,136 -0,590 -0,535 -0,647 -0,556 -0,603 -0,608 -0,987 -0,855
Fenol 0,983 0,305 0,905 0,492 0,801 0,614 0,618 0,585 0,189 0,246 -0,209 -0,138 -0,629 -0,520 -0,766 -0,775 -0,923 -0,891 -0,987 -0,930
Chloroform - - - - - - - - 0,631 0,660 0,179 0,178 -0,316 -0,288 -0,502 -0,446 -0,572 -0,718 -0,837 -1,058
o-Kresol 1,502 1,099 1,382 1,186 1,242 1,177 0,978 1,035 0,404 0,515 -0,058 0,034 -0,489 -0,393 -0,643 -0,697 -0,770 -0,873 -0,895 -0,950
2-Nitroanilin 1,579 1,574 1,465 1,501 1,284 1,395 1,048 1,141 0,468 0,600 0,000 0,096 -0,464 -0,249 -0,619 -0,565 -0,884 -0,808 -0,974 -0,751
Nitrobenzen 1,599 1,520 1,492 1,433 1,408 1,330 1,202 1,153 0,635 0,612 0,132 0,071 -0,318 -0,373 -0,563 -0,532 -0,743 -0,727 -0,905 -0,869
Nitroethan 0,149 0,083 0,129 0,074 0,224 0,182 0,247 0,192 0,110 0,013 -0,171 -0,236 -0,597 -0,585 -0,681 -0,637 -0,758 -0,662 -1,158 -0,842
Nitromethan -0,698 -0,379 -0,547 -0,358 -0,266 -0,207 -0,123 -0,128 -0,122 -0,143 -0,324 -0,370 -0,728 -0,706 -0,758 -0,677 -0,810 -0,757 -1,265 -0,973
2-Pentanon 1,106 1,215 0,859 0,922 0,711 0,716 0,508 0,493 0,169 0,072 -0,134 -0,219 -0,490 -0,576 -0,545 -0,594 -0,487 -0,612 -0,793 -0,744
Propylformiat 0,979 0,982 0,803 0,823 0,722 0,732 0,576 0,599 0,234 0,195 -0,113 -0,128 -0,589 -0,542 -0,613 -0,601 -0,653 -0,638 -0,754 -0,882
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Tab. P4a)
Hodnoty vypocteného logaritmu retenéniho faktoru latek modelem LSST pro jednotlivé slozeni mobilni faze methanol-voda oznacené jako logk sst
a regresni rovnice pouzité k vypoctu logk,sst (viz obr. P1), kde y odpovida logk a x odpovida obj. procentim methanolu v mobilni fazi

% MeOH 1 5 10 20 4t;°gkm;so 80 90 95 100 Regresni rovnice LSST
Anilin 1,034 0,946 0,836 0,616 0,176 -0,264 -0,703 -0,923 -1,033 -1,143 y =-0,022x + 1,0559
Benzaldehyd 1,534 1,432 1,305 1,051 0,542 0,034 -0,474 -0,729 -0,856 -0,983 y =-0,0254x + 1,5592
Benzamid 1,019 0913 0,781 0,524 0,031 -0,435 -0,873 -1,082 -1,183 -1,284 y = 3E-05x - 0,0267x + 1,0454
Benzen - - - - 0,795 0,308 -0,241 -0,540 -0,695 -0,854 y = -8E-05x - 0,0165x + 1,5803
Benzonitril 1,608 1,509 1,385 1,131 0,608 0,065 -0,499 -0,789 -0,935 -1,084 y = -3E-05x* - 0,0246x + 1,6329
Benzylalkohol 1,129 1,053 0,955 0,753 0,319 -0,156 -0,670 -0,942 -1,082 -1,224 y = -5E-05x* - 0,0187x + 1,1479
Butyraldehyd - - - - - 0,070 -0,609 -0,949 -1,119 -1,289 y =-0,034x + 2,1091
Cyklohexanon 1,269 1,156 1,018 0,749 0,250 -0,201 -0,603 -0,785 -0,872 -0,955 y = 6E-05x* - 0,0287x + 1,298
Diethylether - - - - - -0,047 -0,457 -0,597 -0,651 -0,695 y =0,0002x* - 0,0506x + 2,215
Dichlormethan 0,560 0,555 0,542 0,491 0,294 -0,032 -0,487 -0,763 -0,913 -1,071 y =-0,0002x* - 0,0002x + 0,5604
N,N-Dimethylformamid ~ 0,152 0,067 -0,034 -0,220 -0,530 -0,755 -0,897 -0,937 -0,949 -0,956 y =0,0001x” - 0,0218x + 0,1732
Ethylformiat 0,561 0,495 0,413 0,247 -0,083 -0,414 -0,744 -0,909 -0,992 -1,075 y =-0,0165x + 0,5779
Fenol 1,040 0,976 0,892 0,714 0,314 -0,146 -0,664 -0,945 -1,092 -1,241 y = -7E-05x - 0,0156x + 1,0557
Chloroform - - - - - 0,210 -0,306 -0,655 -0,853 -1,065 y =-0,0003x* + 0,0167x + 0,3018
o-Kresol 1,564 1,478 1,368 1,139 0,644 0,101 -0,490 -0,803 -0,965 -1,129 y = -6E-05x* - 0,0212x + 1,5857
2-Nitroanilin - - - 1,172 0630 0,088 -0,455 -0,726 -0,862 -0,997 y =-0,0271x + 1,7149
Nitrobenzen - - - 1,233 0741 0219 -0,332 -0,619 -0,765 -0,913 y = -4E-05x* - 0,0224x + 1,6956
Nitroethan 0,248 0,223 0,188 0,104 -0,122 -0,426 -0,807 -1,026 -1,143 -1,265 y = -1E-04x’ - 0,0055x + 0,2533
Nitromethan -0,375 -0,375 -0,379 -0,403 -0,512 -0,703 -0,976 -1,143 -1,234 -1,330 y =-0,0001x* + 0,0007x - 0,3756
2-Pentanon 1,125 1,036 0,925 0,704 0,260 -0,183 -0,626 -0,848 -0,959 -1,070 y =-0,0226x + 1,1802
Propylformiat 1,093 1,007 0,899 0,683 0,250 -0,182 -0,615 -0,831 -0,939 -1,047 y=-0,0216x + 1,115
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Tab. P4b)
Hodnoty vypocteného logaritmu retenéniho faktoru latek modelem LSST pro jednotlivé slozeni mobilni faze acetonitril-voda oznacené jako logk sst
a regresni rovnice pouzité k vypoctu logksst (viz obr. P2), kde y odpovida logk a x odpovida obj. procentlim acetonitrilu v mobilni fazi

% ACN 1 5 10 20 4t;°gkLSS;so 80 9 95 100 Regresni rovnice LSST
Anilin 0,859 0,790 0,704 0,531 0,185 -0,161 -0,507 -0,680 -0,767 -0,853 y =-0,0173x + 0,8767
Benzaldehyd 1,401 1,296 1,166 0,915 0,443 0,011 -0,381 -0,562 -0,648 -0,733 y = 5E-05x" - 0,0266x + 1,4273
Benzamid 0,905 0,740 0,548 0,208 -0,292 -0,552 -0,572 -0,492 -0,430 -0,352 y =0,0003x* - 0,043x + 0,9477
Benzen 1,444 1,376 1,289 1,105 0,701 0,249 -0,252 -0,520 -0,658 -0,800 y = -6E-05x° - 0,0166x + 1,4605
Benzonitril 1,487 1,392 1,273 1,035 0,559 0,083 -0,393 -0,631 -0,750 -0,869 y=-0,0238x + 1,511
Benzylalkohol 1,005 0,892 0,755 0,496 0,038 -0,340 -0,638 -0,757 -0,809 -0,856 y =0,0001x* - 0,0289x + 1,0338
Butyraldehyd - - - - -0,017 -0,319 -0,461 -0,472 -0,462 -0,443 y =0,0002x* - 0,0351x + 1,0675
Cyklohexanon 1,035 0,926 0,794 0,545 0,107 -0,251 -0,529 -0,638 -0,685 -0,727 y =0,0001x* - 0,0279x + 1,0629
Diethylether - - - - - 0211 -0,227 -0,446 -0,556 -0,665 y =-0,0219x + 1,5249
Dichlormethan 0,573 0,573 0,564 0,516 0,300 -0,076 -0,612 -0,940 -1,119 -1,308 y =-0,0002x* + 0,0012x + 0,5719
N,N-Dimethylformamid  -0,156 -0,267 -0,392 -0,597 -0,827 -0,817 -0,567 -0,352 -0,222 -0,077 y =0,0003x” - 0,0295x - 0,1266
Ethylformiat 0,377 0,330 0,271 0,153 -0,083 -0,319 -0,555 -0,673 -0,732 -0,791 y =-0,0118x + 0,3892
Fenol 0,983 0,903 0,802 0,601 0,199 -0,203 -0,605 -0,806 -0,906 -1,007 y =-0,0201x + 1,0032
Chloroform - - - - 0639 0,173 -0,293 -0,526 -0,643 -0,759 y=-0,0233x + 1,571
o-Kresol 1,505 1,386 1,240 0,956 0,424 -0,061 -0,497 -0,697 -0,792 -0,885 y = 6E-05x - 0,0302x + 1,5355
2-Nitroanilin 1,534 1,432 1,306 1,053 0,547 0,041 -0,465 -0,718 -0,845 -0,971 y =-0,0253x + 1,5588
Nitrobenzen 1,623 1,523 1,398 1,148 0,648 0,148 -0,353 -0,603 -0,728 -0,853 y =-0,025x + 1,6475
Nitroethan -0,578 -0,491 -0,396 -0,251 -0,141 -0,271 -0,641 -0,916 -1,076 -1,251 y =-0,0003x” + 0,0235x - 0,6011
Nitromethan 0,156 0,175 0,190 0,190 0,070 -0,210 -0,650 -0,930 -1,085 -1,250 y =-0,0002% + 0,006x +0,1502
2-Pentanon 0,992 0,896 0,780 0,559 0,165 -0,165 -0,431 -0,540 -0,589 -0,633 y = 8E-05x° - 0,0245x + 1,0166
Propylformiat 0,903 0,834 0,748 0,576 0,232 -0,112 -0,456 -0,628 -0,714 -0,800 y =-0,0172x + 0,9197
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Obr. P1 a,b,c,d,e,f)
Z4avislost mérené retence (log k) latek na objemovych procentech methanolu (% MeOH) v mobilni
fazi prolozena regresni funkci: a) Anilin, b) Benzaldehyd, c) Benzamid, d)Benzen, e) Benzonitril, f)
Benzylalkohol. V rovnici sze koeficient determinace, y odpovida log k, x popisuje % methanolu
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Obr. P1 g,h,i,j,k,1)

Zavislost mérené retence (log k) latek na objemovych procentech methanolu (% MeOH) v mobilni
fazi prolozena regresni funkci: g) Butyraldehyd, h) Cyklohexanon, i) Dichlormethan, j) Diethylether,
k) N,N-Dimethylformamid, 1) Ethylformiat. V rovnici R? je koeficient determinace, y odpovida log k,
X popisuje % methanolu
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Obr. P1 m,n,o,p,q,r)

Z4avislost mérené retence (log k) latek na objemovych procentech methanolu (% MeOH) v mobilni
fazi prolozend regresni funkci: m) Fenol, n) Chloroform, o) o-Kresol, p) 2-Nitroanilin, q)
Nitrobenzen, r) Nitroethan. V rovnici R? je koeficient determinace, y odpovida log k, x popisuje %
methanolu
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Obr. P1s,t,u)

Z4avislost mérené retence (log k) latek na objemovych procentech methanolu (% MeOH) v mobilni
fazi prolozend regresni funkci: s) Nitromethan, t) 2-Pentanon, u) Propylformiat. V rovnici R je
koeficient determinace, y odpovida log k, x popisuje % methanolu
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Obr. P2 a,b,c,d,e,f)

Zavislost mérené retence (log k) latek na objemovych procentech acetonitrilu (% ACN) v mobilni
fazi prolozend regresni funkci: a) Anilin, b) Benzaldehyd, c) Benzamid, d)Benzen, e) Benzonitril, f)
Benzylalkohol. V rovnici R’ je koeficient determinace, y odpovida log k, x popisuje % acetonitrilu
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Obr. P2 g,h,i,j,k,I)

Zavislost mérené retence (log k) latek na objemovych procentech acetonitrilu (% ACN) v mobilni
fazi prolozend regresni funkci: g) Butyraldehyd, h) Cyklohexanon, i) Dichlormethan, j) Diethylether,
k) N,N-Dimethylformamid, |) Ethylformiat. V rovnici sze koeficient determinace, y odpovida log k,
X popisuje % acetonitrilu
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Obr. P2 m,n,0,p,q,r)

Zavislost mérené retence (log k) latek na objemovych procentech acetonitrilu (% ACN) v mobilni
fazi prolozena regresni funkci: m) Fenol, n) Chloroform, o) o-Kresol, p) 2-Nitroanilin, q)
Nitrobenzen, r) Nitroethan. V rovnici R? je koeficient determinace, y odpovida log k, x popisuje %
acetonitrilu
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Zavislost mérené retence (log k) latek na objemovych procentech acetonitrilu (% ACN) v mobilni
fazi prolozena regresni funkci: s) Nitromethan, t) 2-Pentanon, u) Propylformiat. V rovnici R’ je
koeficient determinace, y odpovida log k, x popisuje % acetonitrilu
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Tabulka P5a)

Vysledky MLR modelu LSER pro mobilni fazi methanol-voda: v, s, a, b, ¢ jsou regresni
koeficienty, SE je chyba jejich odhadu, F je hodnota F-statistiky, R” je koeficient determinace,
SE(y) je chyba odhadu zavisle proménné y (logk), Q je predikovany koeficient determinace
vypocteny metodou cross-validation leave-one-out, n je pocet hodnot regrese (pocet
mérenych latek)

:;IeOH v s a b c F R’ SE(y) Q n

1 hodnota 4,082 -0,293 -0,600 -1,458 -1,168 142,7 0,983 0,088 0,950 15
SE 0,181 0,127 0,128 0,201 0,134

5 hodnota 3,841 -0,178 -0,554 -1,516 -1,182 75,5 0,968 0,113 0,896 15
SE 0,233 0,163 0,166 0,260 0,173

10 hodnota 3,750 -0,171 -0,506 -1,673 -1,178 85,4 0,972 0,105 0,908 15
SE 0,215 0,151 0,153 0,240 0,160

20 hodnota 3,220 -0,190 -0,403 -1,763 -0,934 161,5 0,982 0,076 0,951 17
SE 0,137 0,089 0,100 0,138 0,100

40  hodnota 2,355 -0,211 -0,314 -1675 -0,678 79,1 0,961 0,088 0,911 18
SE 0,155 0,100 0,114 0,154 0,112

60 hodnota 1,593 -0,304 -0,309 -1,160 -0,586 389 0,907 0,093 0,844 21
SE 0,162 0,083 0,120 0,140 0,109

80 hodnota 1,020 -0,209 -0,297 -0,803 -0,808 51,0 0,927 0,055 0,847 21
SE 0,096 0,049 0,071 0,083 0,065

90 hodnota 0,856 -0,151 -0,374 -0,531 -1,117 11,1 0,735 0,090 0,395 21
SE 0,158 0,081 0,116 0,136 0,106

95 hodnota 0,792 -0,188 -0,403 -0,414 -1,200 4,4 0,524 0,137 0,000 21

SE 0,240 0,123 0,177 0,206 0,161
100 hodnota 0,547 -0,167 -0,496 -0,095 -1,253 3,5 0,464 0,134 0,000 21
SE 0,234 0,120 0,172 0,201 0,157
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Tabulka P5b)

Vysledky MLR modelu LSER pro mobilni fazi acetonitril-voda: v, s, a, b, ¢ jsou regresni
koeficienty, SE je chyba jejich odhadu, F je hodnota F-statistiky, R” je koeficient determinace,
SE(y) je chyba odhadu zavisle proménné y (logk), Q je predikovany koeficient determinace
vypocteny metodou cross-validation leave-one-out, n je pocet hodnot regrese (pocet
mérenych latek)

% 2
ACN v s a b c F R SE(y) Q n

1 hodnota 4,379 -0,365 -0,586 -1,536 -1,437 94,1 0967 0,132 0,910 18
SE 0,233 0,151 0,171 0,231 0,169

5 hodnota 4,012 -0,270 -0,441 -2,099 -1,177 2244 0,986 0,082 0,964 18
SE 0,145 0,094 0,107 0,144 0,105

10 hodnota 3,355 -0,185 -0,433 -2,361 -0,724 426,5 0,992 0,053 0,984 18

SE 0,094 0,061 0,069 0,093 0,068

20  hodnota 2,711 -0,130 -0,449 -2,480 -0,385 5054 0,994 0,044 0,987 18
SE 0,078 0,050 0,057 0,077 0,056

40 hodnota 1,603 -0,059 -0,433 -1,913 -0,191 157,8 0,977 0,058 0,957 20
SE 0,103 0,063 0,075 0,094 0,070

60 hodnota 1,053 -0,253 -0,391 -1,088 -0,244 29,7 0,881 0,091 0,767 21
SE 0,160 0,082 0,118 0,137 0,107

80 hodnota 0,756 -0,131 -0,377 -0,684 -0,664 11,0 0,733 0,097 0,534 21
SE 0,170 0,087 0,126 0,146 0,114

90 hodnota 0,302 -0,151 -0,332 -0,182 -0,588 3,3 0,453 0,108 0,000 21

SE 0,190 0,097 0,140 0,163 0,127

95 hodnota -0,010 -0,208 -0,327 0,348 -0,589 5,0 0,558 0,104 0,074 21
SE 0,182 0,094 0,134 0,157 0,122

100 hodnota -0,008 0,042 -0,043 0,931 -1,192 2,5 0,381 0,244 0,000 21
SE 0,427 0,219 0,315 0,367 0,287
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Tabulka P6a)

Vysledky MLR kombinovaného modelu LSERsst pro mobilni fazi methanol-voda: v, s, g, b, ¢
jsou regresni koeficienty, SE je chyba jejich odhadu, F je hodnota F-statistiky, R’ je koeficient
determinace, SE(y) je chyba odhadu zdavisle proménné y (logk), n je pocet hodnot regrese
(pocet mérenych latek)

% 2
MeOH v s a b c F R

1 hodnota 4,082 -0,192 -0,594 -1,552 -1,259 90,5 0,973 0,110 15
SE 0,226 0,159 0,161 0,252 0,168

5 hodnota 3,891 -0,190 -0,548 -1,598 -1,178 99,7 0,976 0,100 15
SE 0,206 0,144 0,146 0,229 0,153

10 hodnota 3,658 -0,187 -0,496 -1,642 -1,086 110,2 0,978 0,090 15
SE 0,185 0,129 0,131 0,206 0,137

20 hodnota 3,162 -0,227 -0,393 -1,623 -0,891 1684 0,982 0,073 17
SE 0,130 0,08 0,095 0,131 0,095

40 hodnota 2,399 -0,227 -0,318 -1,644 -0,699 110,1 0,971 0,075 18
SE 0,132 0,08 0,097 0,131 0,096

60 hodnota 1,658 -0,291 -0,310 -1,248 -0,629 31,6 0,888 0,108 21
SE 0,189 0,097 0,139 0,162 0,127

80 hodnota 1,063 -0,197 -0,336 -0,858 -0,864 29,0 0,879 0,076 21
SE 0,133 0,068 0,098 0,115 0,089

90 hodnota 0,814 -0,176 -0,382 -0,528 -1,050 10,9 0,732 0,092 21
SE 0,161 0,083 0,119 0,139 0,108

95 hodnota 0,702 -0,173 -0,414 -0,329 -1,160 5,7 0,589 0,110 21
SE 0,192 0,098 0,141 0,165 0,129

100 hodnota 0,599 -0,174 -0,451 -0,108 -1,282 3,341 0,455 0,132 21
SE 0,231 0,118 0,170 0,198 0,155

SE(y) n
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Tabulka P6b)

Vysledky MLR kombinovaného modelu LSERsst pro mobilni fazi acetonitril-voda: v, s, a, b, ¢
jsou regresni koeficienty, SE je chyba jejich odhadu, F je hodnota F-statistiky, R’ je koeficient
determinace, SE(y) je chyba odhadu zavisle proménné y (logk), n je pocet hodnot regrese
(pocet mérenych latek)

% 2

ACN v s a b c F R SE(y) n

1 hodnota 3,840 -0,255 -0,350 -1,851 -1,065 186 0,851 0,272 18
SE 0479 0309 0,352 0,475 0,347

5 hodnota 3,579 -0,230 -0,365 -1959 -0,917 20,8 0,865 0,243 18
SE 0,429 0,277 0,316 0,425 0,311

10 hodnota 3,266 -0,200 -0,382 -2,066 -0,751 24,1 0,881 0,212 18
SE 0,374 0,242 0,275 0,371 0,271

20 hodnota 2,689 -0,148 -0,407 -2,187 -0,486 32,1 0,908 0,164 18
SE 0,290 0,187 0,213 0,287 0,210

40 hodnota 1,734 -0,060 -0,434 -2,034 -0,249 56,4 0,938 0,104 20
SE 0,183 0,113 0,134 0,167 0,124

60 hodnota 1,110 -0,225 -0,404 -1,233 -0,268 239 0,857 0,110 21
SE 0,192 0,098 0,141 0,165 0,129

80 hodnota 0,620 -0,164 -0,334 -0,274 -0,660 6,9 0,632 0,087 21
SE 0,152 0,078 0,112 0,130 0,102

90 hodnota 0,460 -0,151 -0,280 0,360 -0,961 2,7 0,403 0,139 21
SE 0,243 0,125 0,180 0,209 0,163

95  hodnota 0,402 -0,149 -0,249 0,716 -1,137 33 0,450 0,180 21
SE 0,315 0,162 0,232 0,271 0,211

100 hodnota 0,357 -0,150 -0,214 1,098 -1,331 40 04499 0,228 21
SE 0,399 0,205 0,295 0,343 0,268
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Obr. P3a-e)

Zavislosti regresnich koeficientd LSER modelu na obj. zlomku methanolu v mobilni fazi

proloZzenych kvadratickou funkci: a) regresni koeficient v, b) regresni koeficient s, c) regresni

koeficient a, d) regresni koeficient b, e) regresni koeficient ¢
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Obr. P4a-e)

Zavislosti regresnich koeficientll kombinovaného modelu LSERsst na obj. zlomku methanolu
v mobilni fazi proloZenych kvadratickou funkci: a) regresni koeficient v, b) regresni koeficient

s, c) regresni koeficient a, d) regresni koeficient b, e) regresni koeficient ¢
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Obr. P5a-e)

Zavislosti regresnich koeficientl LSER modelu na obj. zlomku acetonitrilu v mobilni fazi
proloZenych kvadratickou funkci: a) regresni koeficient v, b) regresni koeficient s, c) regresni
koeficient a, d) regresni koeficient b, e) regresni koeficient ¢
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Zavislosti regresnich koeficientd kombinovaného modelu LSER sst na obj. zlomku acetonitrilu
v mobilni fazi proloZzenych kvadratickou funkci: a) regresni koeficient v, b) regresni koeficient
s, c) regresni koeficient a, d) regresni koeficient b, e) regresni koeficient ¢
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Tabulka P7

Hodnoty F-statistiky regrese LSER modelu pro skupiny latek aromatickych (Arom),
alifatickych (Alif), kyslikatych derivat (O) a dusikatych derivatt (N) v daném sloZzeni mobilni
faze: a) methanol-voda, b)acetonitril-voda

a) b)
% MeOH F-hodnota regrese % ACN F-hodnota regrese
Arom  Alif (0) (N) Arom  Alif (0) (N)
1 65,7 823 24,0 4345 1 16,4 19,0 33,3 269,55
5 9,9 28,0 49,9 5262,8 5 360 604 596 4544
10 94 27,1 87,7 23785 10 84,0 1896,2 88,7 494,2
20 22,6 33,0 1452 357,2 20 315,6 1459 89,5 666,5
40 103,99 151 21,4 11534 40 3854 604 145 6143
60 458 9,6 1,0 101,6 60 219,3 8,7 3,5 375,7
80 399 324 5,0 2494,0 80 262,5 2,8 1,4 42,7
90 18,7 1,6 39,1 7,5 90 17,7 1,0 1,9 3,3
95 224 14 1,8 5,9 95 4,0 2,4 4,0 191,4
100 5,5 1,7 0,7 1,6 100 1,4 2,7 4,9 61,7
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Tabulka P8

Seznam vypoctenych hodnot deskriptord Lyus, Lus no s, Lps, Ecalc VSech C5-C7 alkenl a
experimentalnich deskriptorl L, E, S, B z databaze ADME (ADME Absolv 2.0) pro nékteré
alkeny

N2 Vypoctené deskriptory Experimentalni deskriptory ADME

e Lus  Lusnoss s Ea | L E S B
1 3-Methylbut-1-en 1900 1900 1,934 0,062 1933 0,063 0,06 0,05
2 Pent-l-en 2,097 2,097 2,162 0,093 2,047 0,093 0,08 0,07
3 2-Methylbut-1-en 2,089 2,089 2,139 0,119 2,097 0,120 0,09 0,07
4  E-Pent-2-en 2,190 2,190 2,209 0,126 2,187 0,126 0,08 0,07
5 Z-Pent-2-en 2,302 2,190 2,209 0,141 2,217 0,141 0,08 0,07
6  3,3-Dimethylbut-1-en 2,216 2,216 2,249 0,037 2,201 0,037 0,07 0,11
7  2-Methylbut-2-en 2,182 2,182 2,186 0,158 2,229 0,159 0,09 0,08
8  4-Methylpent-1-en 2,402 2,402 2433 0,070 2,418 0,070 0,08 0,04
9  3-Methylpent-1-en 2,402 2,402 2433 0,076 2,425 0,076 0,08 0,06
10 Z-4-Methylpent-2-en 2,607 2,495 2,480 0,056 2,444 0,095 0,08 0,08
11 2,3-Dimethylbut-1-en 2,513 2,513 2,410 0,106 2,455 0,152 0,07 0,13
12 E-4-methylpent-2-en 2,495 2495 2480 0,098 2,465 0,100 1,08 0,08
13 2-Methylpent-1-en 2591 2591 2,638 0,115 2,591 0,090 - 0,08
14 Hex-1-en 2,599 2,599 2661 0,095 2,572 0,078 0,08 0,07
15 2-Ethylbut-1-en 2,591 2591 2638 0,139 2,624 0,140 0,08 0,08
16 E-Hex-3-en 2,692 2,692 2,708 0,125 2,659 0,126 0,08 0,06
17 Z-Hex-3-en 2,804 2,692 2,708 0,130 2,664 0,128 0,08 0,07
18 E-Hex-2-en 2,692 2,692 2,708 0,123 2,655 0,122 0,08 0,07
19 2-Methylpent-2-en 2,684 2,684 2,685 0,156 2,687 0,160 0,08 0,07
20 Z-3-Methylpent-2-en 2,796 2,684 2,685 0,162 2,706 0,180 0,08 0,08
21 4,4-Dimethylpent-1-en 2,718 2,718 2,748 0,049 - - - -
22 Z-Hex-2-en 2,804 2,692 2,708 0,115 2,684 0,143 0,08 0,07
23 E-3-Methylpent-2-en 2,684 2,684 268 0,176 2,760 0,160 0,08 0,08
24 E-4,4-Dimethylpent-2-en 2,811 2,811 2,795 0,087 - - - -
25 3,3-Dimethylpent-1-en 2,718 2,718 2,748 0,088 2,806 0,088 - -
26 2,3-Dimethylbut-2-en 2,676 2,676 2,662 0,213 2,797 0,213 0,09 0,13
27 2,3,3-Trimethylbut-1-en 2,829 2,829 2,725 0,114 2,820 0,113 - -
28 Z-4,4-Dimethylpent-2-en 2,923 2,811 2,795 0,111 - - - -
29 3,4-Dimethylpent-1-en 2,826 2,826 2,704 0,092 - - - -
30 2,4-Dimethylpent-1-en 2,896 2,896 2,909 0,089 2,874 0,090 - -
31 Z-2-Methylhex-3-en 3,109 2,997 2,979 0,092 - - - -
32 2,4-Dimethylpent-2-en 2,989 2,989 2,956 0,119 - - - -
33 3-Methyl-1-hexen 2,904 2,904 2,932 0,080 - - - -
34 3-Ethylpent-1-en 2,904 2,904 2,932 0,085 - - - -
35 E-2-Methylhex-3-en 2,997 2,997 2,979 0,097 - - - -
36 2,3-Dimethylpent-1-en 3,015 3,015 2,909 0,115 2,936 0,120 - -
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pokracovani tabulky P8

N2 Vypoctené deskriptory Experimentalni deskriptory ADME

e Lus  Lusnoas L Ew | L E S B
37 5-Methylhex-1-en 2904 2904 2,932 0,078 - - - -
38 Z-4-Methylhex-2-en 3,109 2,997 2979 0,111 - - - -
39 E-4-Methylhex-2-en 2,997 2,997 2,979 0,111 - - - -
40 4-Methylhex-1-en 2904 2904 2932 0,102 - - - -
41 2-Ethyl-3-methylbut-1-en 3,015 3,015 2,909 0,153 - - - -
42 E-5-Methylhex-2-en 2,997 2,997 2,979 0,100 - - - -
43 Z-5-Methylhex-2-en 3,109 2,997 2979 0,119 - - - -
44 Z-3,4-Dimethylpent-2-en 3,220 3,108 2,956 0,126 - - - -
45 2-Methylhex-1-ene 3,093 3,093 3,137 0,116 - - - -
46 E-3,4-Dimethylpent-2-en 3,108 3,108 2,956 0,136 - - - -
47 Hept-1-en 3,101 3,101 3,160 0,096 3,063 0,092 0,08 0,07
48 2-Ethylpent-1-en 3,093 3,093 3,137 0,125 3,107 0,130 - -
49 Z-Methylhex-3-en 3,298 3,186 3,184 0,167 - - - -
50 E-Hept-3-en 3,194 3,194 3,207 0,119 3,125 0,121 0,08 0,07
51 Z-Hept-3-en 3,306 3,194 3,207 0,130 3,143 0,130 0,08 0,07
52 2-Methylhex-2-en 3,186 3,186 3,184 0,156 - - - -
53 E-3-Methylhex-3-en 3,186 3,186 3,184 0,160 - - - -
54 Z-3-Methylhex-2-en 3,298 3,186 3,184 0,167 - - - -
55 3-Ethylpen-2-ten 3,186 3,186 3,184 0,180 - - - -
56 E-Hept-2-en 3,194 3,194 3,207 0,136 3,180 0,119 0,08 0,07
57 E-3-Methylhex-2-en 3,186 3,186 3,184 0,153 - - - -
58 2,3-Dimethylpent-2-en 3,178 3,178 3,161 0,213 - - - -
59 Z-Hept-2-en 3,306 3,194 3,207 0,119 3,210 0,136 0,08 0,07
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Tabulka P9

Seznam vsech C5-C7 alkenl a jejich méreny retencni index na na skvalanu (R,sQ) a
polydimethylsiloxanu (R/,pDMS) podle [145], dale vypocteny retenéni index modelem HS (R/,us
sa @ Rluspoms) @ modelem PB (Rl,pgsq @ Rl,ps poms)

. Mérena retence Vypoctena retence
nazev
Rlsa RI,PDMS | Rlyssq Rlpssa  Rlpseoms RIpspoms
1 3-Methylbut-1-en 450,1 457,1 450,4 451,9 457,5 459,1
2 Pent-1-en 481,1 489,0 489,0 498,2 496,6 505,9
3 2-Methylbut-1-en 488,2 495,6 489,5 496,6 496,9 504,2
4  E-Pent-2-en 500,7 507,6 508,6 510,5 516,3 518,3
5 Z-Pent-2-en 504,6 515,3 509,7 512,2 517,4 519,8
6 3,3-Dimethylbut-1-en 505,3 513,9 507,0 508,8 515,0 516,9
7 2-Methylbut-2-en 513,8 520,2 509,5 509,6 517,0 517,2
8 4-Methylpent-1-en 548,1 556,2 543,8 547,0 552,1 555,4
9 3-Methylpent-1-en 549,7 557,6 544,2 547,6 552,5 556,0
10 Z-4-Methylpent-2-en 555,5 567,5 560,0 554,5 568,6 563,0
11 2,3-Dimethylbut-1-en 557,6 566,1 566,9 546,5 575,4 554,8
12 E-4-methylpent-2-en 561,9 570,4 563,0 558,9 571,5 567,3
13 2-methylpent-1-en 579,4 588,0 582,0 590,6 590,7 599,3
14 Hex-1-en 581,5 589,0 582,1 592,8 590,8 601,7
15 2-Ethylbut-1-en 592,1 599,0 583,8 593,1 592,4 601,9
16 E-Hex-3-en 592,1 603,2 601,4 604,8 610,3 613,8
17 Z-Hex-3-en 592,1 602,2 601,8 605,4 610,6 614,3
18 E-Hex-2-en 596,8 604,9 601,3 604,6 610,2 613,6
19 2-Methylpent-2-en 597,7 607,3 602,2 603,8 611,0 612,6
20 Z-3-Methylpent-2-en 601,8 610,2 602,6 604,4 611,4 613,2
21 4,4-Dimethylpent-1-en 602,3 610,4 600,7 604,4 609,8 613,6
22 Z-Hex-2-en 602,7 614,0 600,7 603,8 609,6 612,8
23 E-3-Methylpent-2-en 612,2 620,2 603,7 605,9 612,4 614,6
24  E-4,4-Dimethylpent-2-en 614,8 625,5 620,6 617,3 629,9 626,5
25 3,3-Dimethylpent-1-en 623,7 630,1 603,5 608,5 612,6 617,6
26 2,3-Dimethylbut-2-en 624,2 630,4 604,9 605,5 613,5 614,1
27 2,3,3-Trimethylbut-1-en 626,0 633,3 625,9 606,9 635,2 615,9
28 Z-4,4-Dimethylpent-2-en 633,3 642,0 622,5 619,9 631,7 629,0
29 3,4-Dimethylpent-1-en 634,6 641,3 623,8 600,6 633,1 609,6
30 2,4-Dimethylpent-1-en 636,2 645,9 636,5 639,1 646,0 648,6
31 Z-2-Methylhex-3-en 639,9 651,9 655,5 652,7 665,2 662,3
32 2,4-Dimethylpent-2-en 641,2 654,9 656,0 651,2 665,6 660,7
33 3-Methyl-1-hexen 643,1 650,2 637,4 642,5 646,9 652,0
34 3-Ethylpent-1-en 644,7 653,4 637,8 643,1 647,3 652,6
35 E-2-Methylhex-3-en 647,4 660,5 655,8 653,2 665,5 662,8
36 2,3-Dimethylpent-1-en 648,3 657,6 660,5 641,9 670,2 651,3
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pokracovani tabulky P9

Mérena retence

Vypoctena retence

nazev
Rlsa RI,PDMS | Rlyssq Rlpgsa  Rlpseoms RIpspoms
37 5-Methylhex-1-en 649,0 656,4 637,2 642,3 646,8 651,9
38 Z-4-Methylhex-2-en 653,6 665,8 656,9 654,7 666,5 664,3
39 E-4-Methylhex-2-en 655,4 665,8 656,8 654,6 666,5 664,2
40 4-Methylhex-1-en 655,6 663,3 639,0 644,8 648,5 654,4
41 2-Ethyl-3-methylbut-1-en 658,3 665,8 663,2 645,8 672,8 655,1
42 E-5-Methylhex-2-en 659,0 668,0 656,0 653,5 665,7 663,1
43 Z-5-Methylhex-2-en 668,3 679,0 657,4 655,5 667,1 665,1
44 7-3,4-Dimethylpent-2-en 669,4 678,9 678,5 651,9 688,3 661,4
45 2-Methylhex-1-ene 677,4 685,9 675,0 685,1 684,9 695,1
46 E-3,4-Dimethylpent-2-en 677,4 687,6 679,2 652,9 689,0 662,4
47 Hept-1-en 681,1 688,6 675,0 687,3 684,9 697,3
48 2-Ethylpent-1-en 681,1 689,3 675,6 686,0 685,4 695,9
49 Z-Methylhex-3-en 684,0 694,6 695,9 699,4 705,8 709,3
50 E-Hept-3-en 687,4 698,4 693,9 698,6 704,0 708,8
51 Z-Hept-3-en 689,6 701,1 694,7 699,8 704,8 709,9
52 2-Methylhex-2-en 691,0 702,4 695,1 698,2 705,1 708,2
53 E-3-Methylhex-3-en 691,2 703,4 695,4 698,6 705,3 708,6
54 Z-3-Methylhex-2-en 692,0 701,4 695,9 699,4 705,8 709,3
55 3-Ethylpen-2-ten 696,3 706,2 696,8 700,6 706,7 710,6
56 E-Hept-2-en 698,2 705,1 695,1 700,4 705,2 710,5
57 E-3-Methylhex-2-en 699,5 709,2 694,9 697,8 704,8 707,8
58 2,3-Dimethylpent-2-en 702,1 712,8 697,8 699,8 707,5 709,6
59 Z-Hept-2-en 702,1 712,8 693,9 698,6 704,0 708,8
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Tab. P10

Seznam vypoctenych hodnot deskriptord Lus, Lus no cs, Lpe, Ecaic VSech 93 oktend a
vypoctenych deskriptort L, E, S, B (deskriptory ADME calc) pomoci programu ADME Absolv
2.0

Deskriptory ADME calc

Nazev L, 15 no cis Lys L,pg E, i
L E S B
1 Z-2,5-Dimethylhex-3-en 3,302 3,414 3,250 0,035 3,481 0,17 0,27 0,17
2 3,4,4-Trimethylpent-1-en 3,179 3,179 3,039 0,117 3,210 0,11 0,17 0,16
3 3,5-Dimethylhex-1-en 3,209 3,209 3,203 0,065 3,429 0,14 0,23 0,15
4 2,4,4-Trimethylpent-1-en 3,212 3,212 3,224 0,096 3,189 0,08 013 0,15
5 E-2,2-Dimethylhex-3-en 3,313 3,313 3,294 0,081 3,377 0,14 0,23 0,15
6 5,5-Dimethylhex-1-en 3,220 3,220 3,247 0,069 3,325 0,10 0,19 0,13
7 E-2,5-Dimethylhex-3-en 3,302 3,302 3,250 0,077 3,481 0,17 0,27 0,17
8 E-5,5-Dimethylhex-2-en 3,313 3,313 3,294 0,074 3,377 0,14 0,23 0,15
9 3,3-Dimethylhex-1-en 3,220 3,220 3,247 0,090 3,325 0,10 0,19 0,13
10 2-lzopropyl-3-methylbut-1-en 3,320 3,320 3,180 0,093 3,294 0,12 0,17 0,17
11 Z-2,2-Dimethylhex-3-en 3,313 3,425 3,294 0,102 3,377 0,14 0,23 0,15
12 3,3,4-Trimethylpent-1-en 3,142 3,142 3,019 0,131 3,210 0,11 0,17 0,16
13 2,4,4-Trimethylpent-2-en 3,305 3,305 3,271 0,140 3,241 0,11 0,18 0,16
14 4,4-Dimethylhex-1-en 3,220 3,220 3,247 0,104 3,325 0,10 0,19 0,13
15 2,3,4-Trimethylpent-1-en 3,439 3,439 3,180 0,135 3,294 0,12 0,17 0,17
16 3-Ethyl-4-methylpent-1-en 3,328 3,328 3,203 0,101 3,429 0,14 023 0,15
17 Z-5,5-Dimethylhex-2-en 3,313 3,425 3,294 0,111 3,377 0,14 0,23 0,15
18 E-4,4-Dimethylhex-2-en 3,313 3,313 3,294 0,122 3,377 0,14 0,23 0,15
19 Z-2,4-Dimethylhex-3-en 3,491 3,603 3,455 0,128 3,460 0,14 0,23 0,16
20 E-2,4-Dimethylhex-3-en 3,491 3,491 3,455 0,119 3,460 0,14 0,23 0,16
21 2-Ethyl-3,3-dimethylbut-1-en 3,331 3,331 3,224 0,142 3,189 0,08 0,13 0,15
22 2,3,3-Trimethylpent-1-en 3,331 3,331 3,224 0,150 3,189 0,08 0,13 0,15
23 E-4,5-Dimethylhex-2-en 3,421 3,421 3,250 0,123 3,481 0,17 0,27 0,17
24 3-Ethyl-3-methylpent-1-en 3,220 3,220 3,247 0,154 3,325 0,10 0,19 0,13
25 a-3,4-Dimethylhex-1-en 3,328 3,328 3,203 0,122 3,429 0,14 0,23 0,15
26 3-Ethylhex-1-en 3,406 3,406 3,431 0,084 3,544 0,13 0,24 0,13
27 b-3,4-Dimethylhex-1-en 3,328 3,328 3,203 0,122 3,429 0,14 0,23 0,15
28 2,4-Dimethylhex-2-en 3,491 3,491 3,455 0,114 3,460 0,14 0,23 0,16
29 2-Ethyl-4-methylpent-1-en 3,398 3,398 3,408 0,106 3,408 0,11 0,18 0,14
30 Z-4,5-Dimethylhex-2-en 3,421 3,533 3,250 0,122 3,481 0,17 0,27 0,17
31 2,3-Dimethylhex-1-en 3,517 3,517 3,408 0,110 3,408 0,11 0,18 0,14
32 Z-2-Methylhept-3-en 3,499 3,611 3,478 0,084 3,596 0,16 028 0,14
33 4,5-Dimethylhex-1-en 3,328 3,328 3,203 0,128 3,429 0,14 0,23 0,15
34 3-Methylhept-1-en 3,406 3,406 3,431 0,081 3,544 0,13 0,24 0,13
35 Z-6-Methylhept-3-en 3,499 3,611 3,478 0,112 3,596 0,16 0,28 0,14
36 2,4-Dimethylhex-1-en 3,398 3,398 3,408 0,109 3,408 0,11 0,18 0,14
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pokracovani tabulky P10

Deskriptory ADME calc

Nazev L,y no cis Lys L,pg E, arc
L E ) B
37 2,5-Dimethylhex-1-en 3,398 3,398 3,408 0,106 3,408 0,11 018 0,14
38 E-4-Ethylhex-2-en 3,499 3,499 3,478 0,116 3,596 0,16 0,28 0,14
39 Z-4,4-Dimethylhex-2-en 3,313 3,425 3,294 0,122 3,377 0,14 023 0,15
40 2-lzopropylpent-1-en 3,398 3,398 3,408 0,128 3,408 0,11 0,18 0,14
41 3-Ethyl-2-methylpent-1-en 3,517 3,517 3,408 0,118 3,408 0,11 0,18 0,14
42 6-Methylhept-1-en 3,406 3,406 3,431 0,083 3,544 0,13 024 0,13
43 E-2-Methylhept-3-en 3,499 3,499 3,478 0,077 3,596 0,16 028 0,14
44 4-Methylhept-1-en 3,406 3,406 3,431 0,106 3,544 0,13 024 0,13
45 Z-4-Methylhept-2-en 3,499 3,611 3,478 0,100 3,596 0,16 0,28 0,14
46 2-Ethyl-3-methylpent-1-en 3,517 3,517 3,408 0,129 3,408 0,11 018 0,14
47 E-4-Methylhept-2-en 3,499 3,499 3,478 0,100 3,596 0,16 028 0,14
48 Z-4-Ethylhex-2-en 3,499 3,611 3,478 0,116 3,596 0,16 0,28 0,14
49 E-3,4,4-Trimethylpent-2-en 3,424 3,424 3,271 0,187 3,241 0,11 018 0,16
50 5-Methylhept-1-en 3,406 3,406 3,431 0,105 3,544 0,13 024 0,13
51 E-6-Methylhept-3-en 3,499 3,499 3,478 0,084 3,596 0,16 028 0,14
52 Z-3,5-Dimethylhex-2-en 3,491 3,603 3,455 0,141 3,460 0,14 023 0,16
53 2,5-Dimethylhex-2-ene 3,491 3,491 3,455 0,128 3,460 0,14 023 0,16
54 E-3,5-Dimethylhex-2-en 3,491 3,491 3,455 0,141 3,460 0,14 023 0,16
55 4-Ethylhex-1-en 3,406 3,406 3,431 0,109 3,544 0,13 024 0,13
56 Z-3,4-Dimethylhex-2-en 3,610 3,722 3,455 0,154 3,460 0,14 023 0,16
57 Z-2,3-Dimethylhex-3-en 3,610 3,722 3,455 0,141 3,460 0,14 023 0,16
58 Z-5-Methylhept-3-en 3,499 3,611 3,478 0,103 3,596 0,16 028 0,14
59 Z-3,4,4-Trimethylpent-2-en 3,424 3,536 3,271 0,187 3,241 0,11 018 0,16
60 E-2,3-Dimethylhex-3-en 3,610 3,610 3,455 0,141 3,460 0,14 023 0,16
61 E-5-Methylhept-3-en 3,499 3,499 3,478 0,103 3,596 0,16 028 0,14
62 Z-3-Ethyl-4-methylpent-2-en 3,610 3,722 3,455 0,191 3,460 0,14 023 0,16
63 E-3,4-Dimethylhex-2-en 3,610 3,610 3,455 0,160 3,460 0,14 023 0,16
64 E-6-Methylhept-2-en 3,499 3,499 3,478 0,109 3,596 0,16 028 0,14
65 E-5-Methylhept-2-en 3,499 3,499 3,478 0,128 3,596 0,16 0,28 0,14
66 Z-6-Methylhept-2-en 3,499 3,611 3,478 0,116 3,596 0,16 028 0,14
67 E-3-Ethyl-4-methylpent-2-en 3,610 3,610 3,455 0,172 3,460 0,14 023 0,16
68 2-Propylpent-1-en 3,595 3,595 3,636 0,117 3,523 0,10 0,20 0,12
69 2,3,4-Trimethylpent-2-en 3,721 3,721 3,432 0,213 3,325 0,12 017 0,17
70 2-Methylhept-1-en 3,595 3,595 3,636 0,115 3,523 0,10 0,20 0,12
71 Z-4-Methylhept-3-en 3,688 3,800 3,683 0,161 3,575 0,13 024 0,13
72 Z-5-Methylhept-2-en 3,499 3,611 3,478 0,157 3,596 0,16 028 0,14
73 3-Ethylhex-3-en 3,686 3,686 3,713 0,165 3,575 0,13 024 0,13
74 2-Ethylhex-1-en 3,595 3,595 3,636 0,136 3,523 0,10 0,20 0,12
75 Okt-1-en 3,603 3,603 3,659 0,093 3,659 0,12 026 0,10
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pokracovani tabulky P10

Deskriptory ADME calc

Nazev L5 o cis Lys L,pg E, arc
L E ) B
76 Z-3-Methylhept-3-en 3,688 3,800 3,683 0,154 3,575 0,13 0,24 0,13
77 E-3,4-Dimethylhex-3-en 3,680 3,680 3,660 0,213 3,440 0,11 0,18 0,14
78 E-4-Methylhept-3-en 3,688 3,688 3,683 0,150 3,575 0,13 0,24 0,13
79 3-Ethyl-2-methylpent-2-en 3,799 3,799 3,660 0,196 3,440 0,11 0,18 0,14
80 E-3-Ethylhex-2-en 3,688 3,688 3,683 0,195 3,575 0,13 0,24 0,13
81 Z-3-Ethylhex-2-en 3,688 3,800 3,683 0,195 3,575 0,13 0,24 0,13
82 E-Okt-4-en 3,696 3,696 3,706 0,117 3,711 0,15 0,30 0,11
83 Z-3,4-Dimethylhex-3-en 3,680 3,792 3,660 0,253 3,440 0,11 0,18 0,14
84 Z-3-Methylhept-2-en 3,688 3,800 3,683 0,167 3,575 0,13 0,24 0,13
85 E-3-Methylhept-3-en 3,688 3,688 3,683 0,154 3,575 0,13 0,24 0,13
86 E-Okt-3-en 3,696 3,696 3,706 0,119 3,711 0,15 0,30 0,11
87 Z-Okt-3-en 3,696 3,808 3,706 0,125 3,711 0,15 0,30 0,11
88 Z-Okt-4-en 3,696 3,808 3,706 0,133 3,711 0,15 0,30 0,11
89 2,3-Dimethylhex-2-en 3,680 3,680 3,660 0,209 3,440 0,11 0,18 0,14
90 2-Methylhept-2-en 3,688 3,688 3,683 0,147 3,575 0,13 0,24 0,13
91 E-Okt-2-en 3,696 3,696 3,706 0,123 3,711 0,15 0,30 0,11
92 E-3-Methylhept-2-en 3,688 3,688 3,683 0,155 3,575 0,13 0,24 0,13
93 Z-Okt-2-en 3,696 3,808 3,706 0,141 3,711 0,15 0,30 0,11

* slouceniny 25 a 27 jsou diastereoisomery (oznaceni a b).

Tabulka P11
Seznam oktenl se zndmymi experimentalnimi deskriptory z databaze programu ADME
Absolv 2.0

Experimentalni deskriptory ADME

Nazev L E s B
2,4,4-Trimethylpent-1-en 3,289 0,090 0,07 0,07
2,4,4-Trimethylpent-2-en 3,249 0,141 0,08 0,07
2-Ethylhex-1-en 3,510 0,140 0,08 0,07
Z-Okt-2-en 3,683 0,135 0,08 0,07
Okt-1-en 3,568 0,094 0,08 0,07
E-Okt-2-en 3,690 0,123 0,08 0,07
E-Okt-3-en - 0,119 - -
E-Okt-4-en - 0,114 - -
Z-0Okt-3-en - 0,125 - 0,07
Z-Okt-4-en - 0,133 - -
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Tabulka P12

Seznam vsech 93 oktenld a jejich méreny retencni index na na skvalanu (R/sQ) a
polydimethylsiloxanu (R/,PDMS) podle [146], dale vypocteny retenéni index modelem HS
(Rl,is), modelem PB (R/,pg) @ modelem ADME calc (R/,aqme) podle rovnic (3.4.2.7) az (3.4.2.12)

N Experimentalni Skvalan vypoctena PDMS vypoctena

e Rl,sQ RI,pPDMS RIHs RILPB  Rl,adme RIHs RI,PB  Rl,adme
1 Z-2,5-Dimethylhex-3-en 683,9 696,6 7145 706,3 723,0 723,5 714,8 7343
2 3,4,4-Trimethylpent-1-en 698,4 704,2 706,5 700,6 708,9 714,3 708,7 718,3
3 3,5-Dimethylhex-1-en 699,5 707,0 705,1 707,6 733,5 713,2 716,1 743,99
4 2,4,4-Trimethylpent-1-en 701,5 708,6 708,7 717,0 725,8 716,8 725,8 734,4
5 E-2,2-Dimethylhex-3-en 693,2 710,5 720,8 721,6 722,6 729,8 730,7 7329
6 5,5-Dimethylhex-1-en 704,4 711,55 707,0 713,5 740,1 7152 722,3 749,4
7 E-2,5-Dimethylhex-3-en 695,5 713,6 719,0 715,8 723,0 7279 724,7 734,33
8 E-5,5-Dimethylhex-2-en 706,2 716,8 720,1 720,2 722,6 729,1 729,2 7329
9 3,3-Dimethylhex-1-en 712,3 718,0 709,2 718,3 740,1 717,4 727,3 749,4
10 2-lzopropyl-3-methylbut-1-en 709,3 720,3 723,1 7114 7194 732,1 720,0 7291
11 Z-2,2-Dimethylhex-3-en 714,5 723,6 723,0 7264 722,6 732,0 735,7 7329
12 3,3,4-Trimethylpent-1-en 722,5 725,2 702,9 701,3 708,9 710,4 709,4 7183
13 2,4,4-Trimethylpent-2-en 714,5 726,7 725,8 732,0 7154 734,7 741,5 724,8
14 4,4-Dimethylhex-1-en 723,3 728,1 710,7 721,4 740,1 718,8 730,5 749,4
15 2,3,4-Trimethylpent-1-en 724,1 728,7 743,4 720,5 719,4 753,3 729,5 729,1
16 3-Ethyl-4-methylpent-1-en 720,8 731,8 7249 715,7 733,5 7340 724,5 7439
17 Z-5,5-Dimethylhex-2-en 721,8 732,55 7239 728,3 722,6 7329 737,7 7329
18 E-4,4-Dimethylhex-2-en 7249 735,0 725,1 730,7 722,6 734,0 740,2 7329
19 Z-2,4-Dimethylhex-3-en 7249 737,3 749,8 750,5 740,0 760,1 760,99 750,4
20 E-2,4-Dimethylhex-3-en 727,9 739,6 7489 748,6 740,0 759,2 758,99 750,4
21 2-Ethyl-3,3-dimethylbut-1-en  729,5 739,6 729,6 727,2 725,8 7386 736,5 734,4
22 2,3,3-Trimethylpent-1-en 730,3 743,3 730,4 728,9 725,8 739,4 7383 734,4
23 E-4,5-Dimethylhex-2-en 734,0 743,55 739,7 725,8 723,0 749,5 735,1 7343
24 3-Ethyl-3-methylpent-1-en 740,1 7443 715,8 732,4 740, 723,9 741,9 7494
25 a-3,4-Dimethylhex-1-en 737,9 744,3 727,1 720,3 733,5 736,1 729,3 7439
26 3-Ethylhex-1-en 735,5 744,8 733,8 738,1 764,7 743,5 747,9 775,0
27 b-3,4-Dimethylhex-1-en 739,2 745,44 727,1 720,3 733,5 736,1 729,3 7439
28 2,4-Dimethylhex-2-en 729,8 745,7 748,3 747,4 740,0 758,7 757,7 750,4
29 2-Ethyl-4-methylpent-1-en 731,2 745,7 7349 740,2 750,4 744,5 750,2 760,0
30 Z-4,5-Dimethylhex-2-en 735,7 746,5 739,7 725,7 723,0 749,5 7349 7343
31 2,3-Dimethylhex-1-en 737,5 746,7 751,4 741,1 750,4 762,0 751,1 760,0
32 Z-2-Methylhept-3-en 735,7 747,2 746,3 743,3 754,2 756,7 753,4 765,44
33 4,5-Dimethylhex-1-en 740,8 747,4 727,7 721,7 733,5 736,8 730,8 743,99
34 3-Methylhept-1-en 739,0 7479 733,4 737,2 764,7 743,1 747,1 775,0
35 Z-6-Methylhept-3-en 737,1 750,5 749,2 749,5 754,2 759,6 759,9 765,44
36 2,4-Dimethylhex-1-en 739,8 750,7 7352 740,9 750,4 7449 750,99 760,0
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pokracovani tabulky P12

N Experimentalni Skvalan vypoctena PDMS vypoctena

e Rl,sQ RI,pPDMS RIHs RILPB  Rl,adme RIHs RIL,PB  Rl,adme
37 2,5-Dimethylhex-1-en 740,9 750,7 734,9 740,2 750,4 744,5 750,2 760,0
38 E-4-Ethylhex-2-en 740,5 753,5 749,5 750,3 754,2 760,0 760,7 7654
39 Z-4,4-Dimethylhex-2-en 745,6 753,5 725,1 730,7 722,6 734,0 740,2 7329
40 2-Izopropylpent-1-en 744,4 753,7 737,2 7452 750,4 746,8 755,3 760,0
41 3-Ethyl-2-methylpent-1-en 746,7 754,3 752,3 7429 750,4 762,8 753,0 760,0
42 6-Methylhept-1-en 746,2 754,4 733,6 737,6 764,7 743,3 747,5 775,0
43 E-2-Methylhept-3-en 741,0 754,8 745,6 7419 754,2 756,1 751,9 7654
44 4-Methylhept-1-en 747,5 755,1 736,0 7429 764,7 745,7 752,9 775,0
45 Z-4-Methylhept-2-en 744,7 756,3 748,0 747,0 754,2 758,4 757,2 765,4
46 2-Ethyl-3-methylpent-1-en 748,5 756,9 753,4 7454 750,4 764,0 755,6 760,0
47 E-4-Methylhept-2-en 748,6 757,3 748,0 747,0 754,2 758,4 757,2 7654
48 Z-4-Ethylhex-2-en 748,5 758,7 749,5 750,3 754,2 760,0 760,7 765,4
49 E-3,4,4-Trimethylpent-2-en 745,1 759,1 746,8 742,5 715,4 756,6 752,5 724,8
50 5-Methylhept-1-en 754,0 759,3 735,9 742,7 764,7 745,6 752,8 775,0
51 E-6-Methylhept-3-en 747,8 759,8 746,3 743,3 754,2 756,7 753,4 7654
52 Z-3,5-Dimethylhex-2-en 751,4 761,1 751,1 753,3 740,0 761,4 763,8 7504
53 2,5-Dimethylhex-2-ene 750,0 762,0 749,8 750,5 740,0 760,1 760,9 750,4
54 E-3,5-Dimethylhex-2-en 751,0 762,0 751,1 753,3 740,0 761,4 763,8 750,44
55 4-Ethylhex-1-en 755,8 763,5 736,3 743,6 764,7 746,0 753,7 775,0
56 Z-3,4-Dimethylhex-2-en 754,5 764,8 768,5 756,1 740,0 779,8 766,8 750,4
57 Z-2,3-Dimethylhex-3-en 749,8 765,2 767,2 753,3 740,0 778,5 763,8 750,44
58 Z-5-Methylhept-3-en 753,7 766,0 748,2 747,5 754,2 758,7 757,8 765,4
59 Z-3,4,4-Trimethylpent-2-en 758,4 766,2 746,8 742,5 715,4 756,6 752,5 724,8
60 E-2,3-Dimethylhex-3-en 755,8 766,5 767,2 753,3 740,0 778,5 763,8 7504
61 E-5-Methylhept-3-en 758,7 767,8 748,2 747,5 754,2 758,7 757,8 7654
62 Z-3-Ethyl-4-methylpent-2-en 755,8 767,8 772,4 764,5 740,0 783,7 775,5 7504
63 E-3,4-Dimethylhex-2-en 758,9 771,1 769,1 757,5 740,0 780,4 768,2 750,44
64 E-6-Methylhept-2-en 765,6 7715 748,9 7489 754,2 759,3 759,3 7654
65 E-5-Methylhept-2-en 766,5 774,4 750,9 753,2 754,2 761,3 763,7 765,44
66 Z-6-Methylhept-2-en 769,0 776,7 749,5 750,3 754,2 760,0 760,7 7654
67 E-3-Ethyl-4-methylpent-2-en  767,5 777,8 770,4 760,3 740,0 781,7 771,1 750,44
68 2-Propylpent-1-en 769,0 778,0 762,7 768,7 781,6 7739 7799 7911
69 2,3,4-Trimethylpent-2-en 764,8 779,5 789,6 766,6 725,9 801,8 777,7 735,7
70 2-Methylhept-1-en 774,9 7843 762,5 768,22 7816 773,7 779,5 7911
71 Z-4-Methylhept-3-en 772,7 784,6 779,8 783,99 771,2 791,7 795,8 7815
72 Z-5-Methylhept-2-en 774,6 784,8 753,8 759,5 754,2 764,2 770,2 765,44
73 3-Ethylhex-3-en 772,0 7859 780,0 7883 771,2 791,9 800,4 7815
74 2-Ethylhex-1-en 777,8 786,3 764,6 7729 7816 775,8 784,3 7911
75 Okt-1-en 780,4 788,3 761,3 766,1 795,9 772,6 777,3 806,1
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pokracovani tabulky P12

N Experimentalni Skvalan vypoctena PDMS vypoctena

e Rl,sa RI,PDMS RLHS  RIPB  Rladme RILHs  RI,PB  Rl,adme
76 Z-3-Methylhept-3-en 776,4 789,2 779,0 782,2 771,2 791,0 794,0 781,5
77 E-3,4-Dimethylhex-3-en 776,7 790,6 784,1 792,8 757, 795,9 805,1 766,8
78 E-4-Methylhept-3-en 778,0 791,3 778,7 7815 7712 790,6 793,3 7815
79 3-Ethyl-2-methylpent-2-en 778,0 791,8 798,4 7889 757, 811,2 801,0 766,8
80 E-3-Ethylhex-2-en 780,4 792,7 783,3 7914 771,2 795,2 803,6 781,55
81 Z-3-Ethylhex-2-en 782,2 793,8 783,3 7914 771,22 795,2 803,6 7815
82 E-Okt-4-en 782,9 794,7 776,3 776,7 785,4 788,4 788,3 796,55
83 Z-3,4-Dimethylhex-3-en 781,8 795,7 788,2 8016 757, 800,0 814,2 766,8
84 Z-3-Methylhept-2-en 786,9 796,7 780,4 7851 771,2 792,3 797,1 7815
85 E-3-Methylhept-3-en 782,8 796,9 779,0 7822 771,22 791,0 794,0 7815
86 E-Okt-3-en 788,0 797,7 776,6 777,2 785,4 788,6 788,9 796,55
87 Z-Okt-3-en 786,9 797,7 777,2 778,55 785,4 789,2 790,2 796,5
88 Z-Okt-4-en 785,3 798,5 778,0 780,3 785,4 790,0 792,1 796,55
89 2,3-Dimethylhex-2-en 787,4 800,2 783,7 7918 7571 795,5 804,0 766,8
90 2-Methylhept-2-en 789,6 800,2 778,33 780,6 771,2 790,3 792,4 7815
91 E-Okt-2-en 797,4 804,0 777,0 778,1 785,4 789,0 789,8 796,5
92 E-3-Methylhept-2-en 797,2 806,6 779,2 7826 771,22 791,2 794,5 7815
93 Z-Okt-2-en 800,4 811,2 778,8 782,0 785,4 790,8 793,8 796,55

* slouceniny 25 a 27 jsou diastereoisomery (oznaceni a b).
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