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Abstrakt

Téato praca sa venuje priprave polyanilynovych stacionarnych faz dopovanych
striebrom s vyuzitim pre HPLC. Boli napolymerizované polyanilinom potiahnuté
stacionarne fazy s roznym pridavkom AgNO;. Niektoré z nich boli podrobené
sedimentacii Ag, v inych bolo AgNOj; pridané az po polymerizacii. Stacionarne fazy
boli sktimané elektrénovym mikroskopom, atémovou absorpcnou spektroskopiou,
Ramanovou spektroskopiou a infracervenou spektroskopiou s Fourierovskymi
transforméaciami. Kolény naplnené pripravenymi stacionarnymi fazami boli porovnané
s polyanilinovou kolénou bez pridavku striebra separaciou zmesi pozostavajicej z
kofeinu, teobrominu a teofilinu v troch chromatografickych médoch (NP-¢isty ACN,
HILIC-98/2 (v/v) ACN/voda a RP-20/80 (v/v) ACN/voda) pri prietoku 5 pL/min s
UV  detekciou 265 nm a podobne separaciou zmesi 2'-aminoacetofendnu,
3'-aminoacetofenénu a 4'-aminoacetofenénu v  rovnakych chromatografickych
modoch, pri prietoku 5 pL/min az na méd RP, kedy bol pouzity prietok 10 pL/min
na urychlenie separacie. Polyanilinom potiahnuté kolény dopované striebrom vykazali
in1 selektivitu v RP mdde zmesi kofeinu, teobrominu a teofilinu oproti polyanilinom
potiahnutych kolén bez pridavku striebra. Dalej boli kolény otestované s pouzitim
jednoduchého chromatografického testu, ktorym boli charakterizované z hladiska
hydrofobicity /hydrofilicity a iénovo-vymenného charakteru. Tento test ukézal, Ze
kolony, kde bolo striebro pridané pred zaciatkom polymerizacie mali, az na jednu
Koléna dopované striebrom po polymerizacii vykazala najvacsi hydrofilny charakter,

podobny silikagélovym staciondrnym fazam.

Khic¢ové slovd: HPLC, polyanilin, staciondrna faza, striebro



Abstract

The aim of this study is a preparation of polyaniline stationary phases doped
with silver for application in HPLC. Various polyaniline coated stationary phases
differing in the addition of AgNOg3 were polymerized. Some of them were subjected to
Ag sedimentation, in others AgNO; was added after polymerization. Stationary
phases were investigated by scanning electron microscopy, atomic absorption
spectroscopy, Raman spectroscopy, and Fourier transformation infrared spectroscopy.
Columns filled with prepared stationary phases were compared with silver-free
polyaniline column by separating a mixture consisting of caffeine, theobromine and
theophylline in three chromatographic modes (NP-pure ACN, HILIC-98/2 (v/v)
ACN /water and RP-20/80 (v/v) ACN/water) at a flow rate of 5 pL/min with UV
detection at 265 nm and also by separating a mixture of 2'-aminoacetophenone,
3'-aminoacetophenone and 4'-aminoacetophenone in the same chromatographic
modes, at a flow rate of 5 pL/min except from RP mode where a flow rate of
10 pL/min was used to accelerate separation. Polyaniline-coated columns doped with
silver showed different selectivity in the RP mode of the mixture of caffeine,
theobromine and theophylline when compared to polyaniline-coated columns without
the addition of silver.  Further, the columns were tested  for
hydrophobicity /hydrophilicity and ion exchange characteristics by simple
chromatographic assay. This test showed that the columns where the silver was added
prior to the start of the polymerization had, to one exception, similar hydrophilicity,
greater than that of a column without silver. The column doped with silver after
polymerization exhibited the greatest hydrophilic character, comparable with the

silica gel stationary phases.

Key words: HPLC, polyaniline, stationary phase, silver
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Zoznam skratiek
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1 Ciel prace

Cielom tejto préace je priprava stacionarnych faz pozostavajucich z polyanilinom
potiahnutych silikagélovych ciastoc¢iek dopovanych striebrom, ich vyuzitie pre HPLC
a charakterizidcia ziskaného materidlu z hladiska fyzikdlno-chemickych a

chromatografickych vlastnosti.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Kvapalinova chromatografia

Kvapalinova chromatografia je analytickd separacna metdéda vyuzivajica ako
zdklad separacie dvojfazové systémy, v ktorych sa proces ustalovania distribucne;
rovnovahy mnohonéasobne opakuje. Jedna z pouzitych faz je fyzicky stabilizovana -
nepohybuje sa a nazyva sa stacionarna faza. Druhda faza sa pohybuje a oznacuje sa

mobilné faza.

Kvapalinova chromatografia slizi na analyzu zmesi latok. Vzorky mozu byt vo
forme zmesi kvapalnych latok, alebo roztokov pevnych latok. Umoziiuje separovat
nepolarne, nedisociovatelné latky a polarne, disociovatelné latky - idny, latky
organického a anorganického charakteru, nizkomolekulové aj vysokomolekulové latky.

Zakladnou podmienkou je aby boli latky rozpustené.

V  kvapalinovej chromatografii sa na separadciu latok vyuzivaja
fyzikadlno-chemické deje. Je ddlezité dosiahnut dostatoéne selektivny a u¢inny
separacny systém pre analyzu zlozitych zmesi latok, no hranice jednotlivych metéd
nie st vzdy jednoznacné a separany mechanizmus sa moze skladat z réznych
interakcii sucasne. Ide o adsorpciu na povrchu tuhej fazy, rozdelovanie medzi dve

kvapaliny, vymenu iénov, separaciu molektl podla velkosti a Specifické interakcie [I].

2.1.1 Stacionarne fazy v kvapalinovej chromatografii

Stacionarne fazy v kvapalinovej chromatografii moézu pozostavat zo zin tuhého
sorbentu, kvapaliny zachytenej na pevnom inertnom nosi¢i a bloku polymérnych
materidlov. Medzi najcastejSie vyuzivané patria anorganické materidly, ktoré
zahfnaju silikagél, grafit a metaloxidy [I, 2]. Silikagél sa vdaka jeho vyhodnym

vlastnostiam ako dobra mechanickd odolnost, vysokd chemickd a terméalna stabilita a



kontrolovatelnd pdérova Strukttra javi ako dobrd a zaroven je aj najpouzivanejSia

stacionarna faza pre HPLC [2].

Na dosiahnutie vysokej uc¢innosti kolén sa pouzivaju také sorbenty, ktoré
minimalne prispievaji k rozsirovaniu eluénych zén separovanych latok. Cim mensia je
hodnota vyskového ekvivalentu teoretickej priehradky H, tym sa dosiahne vyssia
uc¢innost kolény. Z tedrie chromatografie vyplyva, Ze na separaciu latok na tuhych
sorbentoch mé vyznamny vplyv velkost, distribiicia a homogenita usporiadania zfn
staciondrnej fazy. NajCastejSie sa pouzivaju castice s velkostou 3 az 10 um, ale su
dostupné aj naplne s velkostou Castic mensou ako 2 pum s pravidelnym gulovym

tvarom [11, 3].

2.1.2 Mobilné fazy v kvapalinovej chromatografii

V kvapalinovej chromatografii sa pouziva kvapalna mobilna faza, ktorej zlozenie
a vlastnosti v spolupraci so stacionarnou fazou ovplyviuji zbrzdenie latok v koléne a
teda aj uc¢innost separacie a selektivitu separacie. Vyber zloZenia mobilnej fazy zéavisi
od charakteru stacionarnej fazy a zlozenia analyzovanej latky. Na klasifikaciu
rozpustadiel v kvapalinovej chromatografii sa pouzivaju viaceré kritérid. Mobilné faza
je charakterizovana predovsetkym polaritou, no taktiez aj eluc¢nou silou, viskozitou a

velk rolu pri vybere mobilnej fazy zohrava aj toxicita [1I, [3].

Zmesi organickych rozpustadiel, vody a roztokov elektrolytov st najcastejSie
vyuzivané mobilné fazy. Rozpustadla by mali spliiat podmienky ako ¢istota, nizka
viskozita, chemicka stélost, schopnost rozpustat stanovované latky, kompatibilita so
stacionarnou fazou a kompatibilita so zvolenym typom detekcie. Mobilné fazy nesmu

rozptstat stacionarnu fazu a reagovat s 1ou, alebo so separovanymi latkami [1].

2.1.3 Plnenie chromatografickych koléon

Materidly chromatografickych kolén v HPLC musia odoldvat vysokym tlakom.
Kolony st zhotovené ako rovné rurky s hladkym vnutornym povrchom vyrobené

napriklad z nehrdzavejicej ocele, kremetia alebo pevného skla. DIzka kolén sa pre
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jednotlivé druhy chromatografii 1isi. Najcastejsie vyuzivana dizka kolény sa pohybuje
medzi 5 a 25 cm s priemerom niekolkych milimetrov, objemom vzorky 1 az 20 uL a
prietokom mobilnej fazy okolo 1 mL/min v zavislosti od priemeru kolény. Typy

pouzivanych kolén st uvedené v tabulke |1 [L [3].

Tabulka 1: Typické parametre pouzivanych kolén v HPLC [3].

Typ kolony Vnutorny priemer Prietok mobilnej fazy

Néaplnova 3,0 az 4,5 mm 1 mL/min
Semimikronaplniova 2,5 mm 0,2 az 0,4 mL/min
Mikronéaplnova 0,8 az 1,0 mm 20 az 60 pL/min
Kapilarna naplinova 0,2 az 0,5 mm 1 az 15 pL/min

Otvoren4 kapiléara 10,0 um cca 1 pL/min

Napriek tomu, Ze existuje mnoho komercne dostupnych kapilarnych kolén pre
HPLC, laboratérna priprava vlastnej, vyrobenej kolény m&a pre ich finan¢nt
nenarocnost a moznost prisposobit si kolénu pre dany separa¢ny problém, pre ktory

nie je dostupna komercnd koldna, stale vyznam [4].

Plnenie analytickych kolén méZno jednoducho opisat ako filtraciu ciastociek
stacionarnej fazy cez fritu, ktora je umiestnend na vystupe kolény. Prazdna koléna sa
pripevni k rezervoaru naplnenému pozadovanou stacionarnou fazou, ktora je
tlakovana a zachytavana v koléne fritou. Najcastejsie je plnenie kvapalinou. Vtedy sa

do kolény plni suspenzia umiestnené v rezervoari [4].

Sowa a kol. na plnenie polanilinom potiahnutej stacionarnej fazy pouzili HPLC
kolénu z nehrdzavejtcej ocele o dlzke 250 mm s vnttornym priemerom 2,1 mm.
Pripravent staciondrnu fazu zmiesali so zmesou metanol/dioxan/tetrachlérmetan v
pomere 10:45:45 za vzniku kaSicky a ta plnili plnicom pohananym plynom pri

maximélnom tlaku 60 MPa [5].

Taraba a kol. na plnenie polyanilinovej stacionarnej fazy pouzili prazdnu kolénu

pozostavajicu z kremennej kapilary s vnutornym priemerom 320 pym a vonkajSim
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priemerom 430 pm. Kolénu plnili po dobu 1 h pomocou 65/35 (v/v) ACN/voda pri
tlaku 25 MPa pripravenou stacionarnu fazu, ktorti zmiesali s 50% metanolom, tak
aby plnend koncentracia bola 0,02 g/mL. Takto pripravent a naplnent kolénu

nasledne postupne odtlakovavali [6].

2.2 Polyanilin, jeho vlastnosti, vyuzitie a priprava

Polyanilin (PANI) je lahko syntetizovatelny polymér s vysokou chemickou
stabilitou. MoZe existovat v troch roznych forméach v zévislosti na stupni protonizacii.
Tieto formy maju roznu farbu, stabilitu a vodivost. Pernigranilin je tplne oxidovanéa
forma PANI, ktorej baza aj sol st modrej farby. Dalsou formou PANI je emeraldin,
ktord je ciastone oxidovana. Jej béaza je fialovd a sol zelend. PANI vo forme
emeraldinovej soli je elektricky vodivy. Uplne redukovanou formou PANI je
leukoemeraldin, ktory je bezfarebny. Struktirny vzorec PANI je zobrazeny na

obrazku (1] [7, §].

Obr. 1: Struktirny vzorec PANI. V zavislosti od hodnoty ¥ sa rozliuju 3 formy PANI

(y=0 - pernigranilin, y= 0,5 - emeraldin, y=1 - pernigranilin) [7].

2.2.1 Vyuzitie polyanilinu

PANI pontika moznost pouZitia v oblasti snimac¢ov/senzorov, elektrochromizmu,
superkondenzatorov a antistatickych materidlov. Vdaka jednoduchej syntetizacii a
vodivosti je jednym =z najskimanejSich polymérov, ktory ma Siroké spektrum
aplikacii. Pre jeho dobré elektrické, optické a chemické vlastnosti sa ¢asto vyuziva na

modifikdciu povrchov [9]. PANI sa da vyuzif aj vdaka jeho katiénovo-vymennému
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charakteru na odstratiovanie fazkych kovov ako napriklad iénov Zn?*, Pb%** a Cd?**+
zo vzoriek vod pomocou anodickej rozpustacej voltampérometrie s vyuzitim PANI
potiahnutej ortufovej tenkovrstvovej elektrédy [10]. Taktiez PANI potiahnuté piliny
sa ukazuju ako vhodné rieSenie na odstramovanie iénov tazkych kovov, najcastejsie
Hg?* z vod a odpadkovych véd sorpciou, respektive pohlcovanim kovov sposobené
najcastejsie tvorbou komplexov, alebo chelaciou medzi kovovymi iénmi a aminovymi
skupinami v polyméri [IT]. PANI nachadza uplatnenie aj v dobijatelnych batériach s
energiou 280 Wh/kg avSak ich nevyhodou je ich nizka chemickd stabilita pocas

dobijania [7].

2.2.2 Priprava polyanilinu

PANI mozno pripravit réznymi sposobmi. V dostupnej literattre sa uvadzaju

chemické, elektrochemické, templatové, enzymové, plazmové a iné metédy [7, 12] [13].

Elektrochemicka polymerizacia anilinu sa vykonava na elektréode z inertného
vodivého materialu najcastejSie vo vodnych roztokoch obsahujicich elektrolyty a
kyselinu. Pouzivajii sa potenciostatické, galvanické a potenciodynamické metody.
Vyhodou elektrochemickej polymerizacie je syntéza cistého produktu, ktory
neobsahuje primesi a nepotrebuje Specidlne postupy na jeho Cistenie od

nezreagovanych monomérov a iniciatorovych molekdl [7].

Chemicka polymerizacia anilinu za vzniku PANI v podobe emeraldinovej soli sa
vykonava vhodnym oxidantom, napriklad s peroxodisiranom aménnym (APS), ktory
sa pomaly prida k roztoku anilinu rozpustenému vo vodnom roztoku kyseliny pri
~ 5 °C. Reakcia sa uskuto¢nuje v silne kyslom prostredi, ako je 1 M HCI pretoze
nizke pH podporuje spdjanie anilinovych monomérov. Po niekolkych hodinach vzniké
zelend zrazenina, ktorad sa zhromazdi a cisti tak, aby sa ziskal PANI. Je to pomerne
jednoduché priprava PANI a umoziiuje aplikdciu vodivého polyméru na akykolvek
substrat/matricu. Takto pripraveny PANI je vysoko agregovany, vykazuje zrnitt
morfolégiu nepravidelne tvarovanych mikronovych castic a zvycajne sa pozoruje
rychla sedimentacia z roztoku. V porovnani s inymi technikami pripravy sa tymto

sposobom vytvara PANT s vy$Sou molekulovou hmotnostou [7, 14} 5] [16].
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Pripravu silikagélu potiahnutého PANI pripraveného chemickou polymerizaciou
opisali Stejskal a kol. K vodnému roztoku anilinu chloridu, ktory obsahoval silikagél
pridal APS a nechali miesat v Tadovom kupeli po dobu 1h pri 0-2 °C. Na druhy den
sediment PANI potiahnutého silikagélu odobrali a viacnasobne redispergovali v 0,2 M
HCl a nasledne aj v aceténe. Nakoniec vysusili. Na obrazku[2]je schematicky znazorneny
PANT potiahnuty silikagél . Okrem toho, ze PANI pokryl ¢iastocky silikagélu tenkou

vrstvickou, vytvorili sa aj zhluky PANI zrazenin [17].

ZRAZENINA
POLYANILINU

Obr. 2: Silikagél potiahnuty PANI pocas poymerizacie anilinu, ktory je zaroven

sprevadzany aj tvorbou PANI zrazenin [I7]. Prevzaté a upravené.

Sowa a kol. popisuju pripravu stacionarnej fazy sorbent-silikagél potiahnuty
filmom PANI, ktoré vyuzili v iénovej chromatografii. Reakéna zmes pozostavala zo
silikagélu, 200 mL 0,2 M anilin chloridu, 50 mLL 1 M kyseliny chlorovodikovej a po
kvapkach postupne pridavaného 0,2 M APS a bola za staleho mieSania chladena pri
teplote 0-2 °C. Zmes nechali 12 h odpodcivat a nasledne odobrali supernatant, ktory
zmieSali s 50% metanolom, prefiltrovali a premyli acetonitrilom (ACN), chloroformom

a metanolom aby odstranili kratke retazce polyméru anilinu [5].

Taraba a kol. uvadzaju podobnu pripravu PANI potiahnutych stacionarnych faz
chemickou polymerizaciou 16 mL 125 mM anilin hydrochloridu, ktory bol zmiesany
so silikagélom. Na spustenie polymerizacie pouzili oxida¢né ¢inidlo 2 mL 0,5 M APS.

Nakolko je reakcia exotermickd a na zabranenie vzniku neZiadtcich oligomérov s
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kratkymi refazcami, proces polymerizécie za staleho mieSania po dobu 1h, uskuto¢nili
v Tadovom kupeli pri —5 °C (1 °C). Po tom, ¢o reakéni zmes odstavili a nechali na
tmavom miestne cez noc, odobrali supernatatnt a sediment PANI potiahnutej
stacionarnej fazy redispergovali v 50% metanole, nasledne zmes prefiltrovali a premyli
0,2 M kyselinou chlorovodikovou, acetéonom a metanolom. Nakoniec takto pripravenu

stacionarnu fazu vysusili pri 60 °C [6]

Matricovd (templatova) polymerizacia anilinu moze byt uskutonend za
pritomnosti pevného templatu (hard template), alebo jemného templatu (soft
template). Pevné templaty pozostavaju z anorganickych materidlov ako napriklad z
uhlikovych nanotrubic, grafitu, ¢i anorganickjch oxidov na ktorych v pritomnosti
anilinu a okysleného prostredia dochadza k adsorpcii monoméru, alebo radikalového
anilinového kationu na povrchu tejto matrice a nasledne pomocou oxidantu k oxidacii

monoméru [7].

Dalsou moznou metédou pripravy PANI je enzymatickd polymerizacia anilinu
pomocou oxidoreduktézovych enzymov, ktoré si schopné oxidovat aromatické aminy

v pritomnosti peroxidu vodika [12].

Dalej boli vyvinuté techniky ako medzifizové polymerizacie, ockovanie

nanovlakien a radiolyza, ktoré taktiez umoznuji syntézu PANI [I8].

2.2.3 Struktary polyanilinu

Vlastnosti PANI, konkrétne jeho Strukttra, morfolégia a redoxny stav sa mozu
menit v zavislosti na sposobe syntézy, pouzitej teploty, pH, type oxidantu, dopantu,
koncentracie cinidiel a pomeru oxidacného cinidla k monoméru. Tieto parametre
¢asto urcuju koneént morfolégiu polyméru [7, 15]. Takymito réznymi zmenami v
chemickej oxidéacii anilinu je mozné docielit vznik Sirokych $kal mikro a nanoStruktir
PANI. Vysoka citlivost polyméru aj na nepatrné zmeny reakénych podmienok

umoziiuje tvorbu Sirokej skaly mikro a nanostruktiar PANT [15].

Boli vyvinuté viaceré metody na pripravu nanostruktir PANI pomocou ¢inidiel

pridanych pocas chemickej polymerizacnej reakcie, ktoré zahtnaju povrchovo aktivne
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latky, kvapalné krystaly, polyelektrolyty, semena nanovlékien, anilinové oligoméry,

rozne organické dopanty a iné [19)].

Li a kol. preskimali ako sa morfologia castic PANI vyvija pocas tradic¢nej
chemickej oxidacnej polymerizacie a uvadzaja, ze v pociatocnom stadiu
polymerizacného procesu vzorka obsahuje takmer vyluéne dobre rozptylené
nanovldkna. V neskorsich fazach polymerizacie sa ziskané nanovldkna stavaja
hrubsimi. Konecny reakény produkt obsahuje prevazne nepravidelne tvarované
aglomeraty. Na zaklade tejto skutoc¢nosti dospeli k zéveru, ze klicom k ziskaniu

Cistych PANT vldkien je zabranif nadmernému rastu PANI. [14].

Pillalamarri a kol. uviedli, Ze PANI nanovldkna je mozné vyrabat ozarovanim
vodnych roztokov anilinu, APS a kyseliny chlorovodikovej s v li¢mi. Postup vykonali v
jednej vodnej faze [16]. Werake a kol. uviedli jednoduchi syntézu tenkého filmu PANI
vldkien polymerizaciou anilinu v okyslenom prostredi vystaveni UV Zziareniu a vznik

fibril po oziareni ortutovou vybojkou [18].

2.2.4 Dopovanie striebrom

V poslednych niekolkych rokoch sa stali predmetom vyskumu v mnohych
oblastiach nanokompozity tvorené kovovymi nanocasticami dispergovanymi v
elektricky vodivych polyméroch, ako je napriklad aj PANI. Polyméry sa ukazuja ako
dobry hostitelia na zachytavanie nanociasto¢iek kovov [20]. Inkorporacia kovovych
nanocastic by mohla G¢inne zlepsit elektrické, optické a dielektrické vlastnosti PANI
kompozitov. Tieto vlastnosti st mimoriadne citlivé na malé zmeny v obsahu kovu a
vo velkosti a tvare nanocastic. Samotné nanocastice by mohli posobit ako vodivé
spojenia medzi refazcami PANI, ktoré viedli k zvySeniu elektrickej vodivosti
kompozitov. Nakolko striebro vykazuje najvysSiu elektricki a tepelnt vodivost
spomedzi vSetkych kovov, kombindciou PANI so striebrom moze vytvorit funkéné

materidly, ktoré maju zaujimavé elektrické vlastnosti [21].

Existuju dve vseobecné metddy na pripravu kovovo vodivych polymérnych
nanokompozitov. V praxi sa kovové nanocastice mozu distribuovat do matrice

hostitelského polyméru pomocou miesania. Ide o jednoduchy pristup, avsak je tazké
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zabranit agregécii nanocastic. V druhom pristupe sa vytvaraji nanocastice pocas
polymerizacie ¢o vedie k rovnomernejSej distribacii tychto castic v polymérnej
matrici. Zaclenenie kovovych castic do vnitra polymérnej matrice je obtiazne a je

obmedzené na nizke koncentrécie [22].

Bagheri a Banihashemi uvadzaja pripravu nanokompozitu Ag/PANI, ktory bol
syntetizovany bez potreby templatu medzifazovou polymerizaciou v dvojfazovom
vodno-organickom systéme s anilinom, ktory bol rozpusteny v organickom roztoku a s
oxidantom — APS rozpustenym vo vodnom roztoku kyseliny. Nésledne ku
vzniknutému tmavo-zelenému Ag/PANI pridali hydroxid aménny, prefiltrovali,
premyli vodou, etanolom a vysus$ili. Ag/PANI nakoniec pouzili ako sorbent pre
mikroextrakciu so sorbentom umiestnenym v mikrostriekacke na extrakciu

diuretickych furosemidov zo vzoriek mocu [20].

Safenz a kol. rozpustili anilin v 1 M kyseline dusi¢nej takisto ako aj dusi¢nan
strieborny. Roztoky sa zmiesali, aby sa zacala oxidacia pri laboratdrnej teplote.
Koncentracia anilinu bola 0,4 M, molarny pomer dusi¢nanu striebra k anilinu bol 2:5.
Reakcia bola pomala, trvala aj niekolko tyzdiov, preto bola aktivovand UV Ziarenim.
Na koniec PANI dopovany striebrom v podobe zelenej pevnej latky mna filtri

niekolkokrat premyli destilovanou vodou a vysusili pri laboratdrnej teplote [21].

Pillalamarri a kol. opisuju techniku syntézy PANI nanofibrilov obsahujtcich
¢iastocky kovu — striebra s pouzitim 0,1 M anilinu, 0,3 M HNO3, 0,1 M AgNO3 a 0,02
M APS. APS oxiduje anilin na PANI a tie pravdepodobne slizia ako redukéné ¢inidla
pre Agt za vzniku kovovych nanocastic. Vzorky boli na dosiahnutie pozadovane;
fibrilarnej morfolégie PANI oziarené ~ ziarenim. Uvadzaju, Zze pridanie soli kovu k
podiatocnému roztoku monoméru nemda vyznamny vplyv na morfolégiu PANI
nanovlakien. Na obrazku [3] je zndzornené snimka PANI dopovaného striebrom ziskané

transmisnym elektrénovym mikroskopom [23].

Bober a kol. uviedli pripravu vodivych polymérnych kryogélov oxidaciou 0,2 M
hydrochloridu anilinu s 0,25 M APS v 5% vodnom roztoku polyvinylalkoholu pri
teplote — 24 °C. Zodpovedajiuce PANI aerogély s polyvinylalkoholom sa ziskali po

rozmrazeni kryogélov a nésledne ich lyofilizadciou. Aerogély obsahovali priblizne 58%
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Obr. 3: Snimka PANT dopovaného striebrom zo zmesi 0,1 M anilin, 0,3 M HNOs,
0,001 M AgNOsg, 0,02 M APS ziskané transmisnym elektrénovym mikroskopom [23].

PANI a 42% polyvinylalkoholu avSak obsah PANI sa méZe trochu menit v zavislosti
od stupria protonizacie. Striebrom boli dopované vdaka schopnosti PANI redukovat
iony striebra po ponoreni kryogélov, alebo aerogélov do roztoku dusi¢nanu
strieborného. Kryogély boli na povrchu potiahnuté makroskopickymi casticami
striebra v dosledku struktiry uzavretych porov v kryogéloch a obmedzenej penetracie
striebornych iénov na makropory. Diftzia striebornych iénov na lyofilizované aerogély
bola lepsia a dalej sa zlepsila vdkuovou tpravou. V pdroch sa vytvorili strieborné
mikrokuby, pri¢om hmotnostny podiel striebra v suchych kompozitoch bol okolo 13%.
Vodivost aerogélov stlacenych na pelety zévisi od spracovania a najvysSia hodnota

bola 0,27 S cm™" [24].

Ramalingam a kol. uvadzaju syntézu silikagélu pripraveného z popolu ryzovych
Supiek (rice husk ash) potiahnutého PANI a dopovaného striebrom, ktort uskutocnili
tak, ze za staleho mieSania k anilinu rozpustenému vo vode pridali koncentrovanii
kyselinu dusi¢nti, popol ryzovych supiek, dusi¢nan strieborny a na koniec ako oxidacné
¢inidlo peroxid vodika. Produkt ziskany po troch hodinach prefiltrovali, premyli vodou
a cez noc vysusili pri cca 100°C. Uvadzaju, ze takto pripravena stacionarna faza ma

vysSiu termélnu stabilitu nez podobne pripraveny ¢isty PANI [25].
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2.3 Charakterizacia chromatografickych kolon

Stacionarnu fazu mozno charakterizovat pomocou Infracervenej spektroskopie s

Fourierovskymi transformaciami (FT-IR) a Ramanovej spektroskopie.

2.3.1 FT-IR

Metéda infracervenej spektroskopie s Fourierovou transformaciou (FT-IR)
umorziiuje charakterizovat vibracie v molekulach meranim absorpcie svetla urcitych
energii, ktoré zodpovedaju vibrac¢nej excitacii molektl z nizSich a vysSich stavov.
Zékladom FT-IR spektrometru je Michelsonov interferometer pozostavajuci zo
zdroja, deli¢a ltca, posuvnych mechanizmov, fixného a pohyblivého zrkadla. Ziarenie
zo zdroju dopadne na polopriepustny deli¢ lucov. Polovica lacov prejde k
pohyblivému zrkadlu a polovica sa odrazi k pevnému zrkadlu. Luce sa od oboch
zrkadiel odrazaju a v mieste deli¢a lacov sa bud séitaji, alebo odéitaji. Dochadza k
interferencii. Odtial sa cast lacov vracia spidt k zdroju a cast sa nasmeruje k
detektoru, kde sa meria intenzita ziarenia ako funkcia rozdielu optickych drah lacov a
tento signal nazyvany interferogram sa spracuje Fourierovskymi transformaciami na

absorp¢né infracervené spektrum [1], 26].

2.3.2 Ramanova spektroskopia

Zakladom Ramanovej spektrometrie je meranie rozptyleného ziarenia, ktoré
vzniké interakciou monochromatického Ziarenia z viditelnej az blizkej interferencne;
oblasti spektra s molekulami skiimanej vzorky za stcasnej zmeny ich vibra¢nych a
rota¢nych stavov. V Ramanovej spektroskopii sa vzorka osvetluje monochromatickym
laserovym lacom, ktory interaguje s molekulami vzorky a vznikd rozptylené svetlo.
Velkd cast rozptyleného ziarenia méa frekvenciu, ktord sa rovna frekvencii
dopadajticeho Ziarenia a predstavuje Rayleighov rozptyl. Mald c¢ast rozptyleného
ziarenia ma frekvenciu odlisni od frekvencie dopadajiceho ziarenia a predstavuje

Ramanov rozptyl. Ak je frekvencia dopadajiceho ziarenia vyssia ako frekvencia
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rozptyleného Zziarenia, hovorime o Stokesovom posune a v Ramanovom spektre sa
objavia Stokesove d¢iary. A ak je frekvencia dopadajiceho ziarenia nizsia ako
frekvencia rozptyleného Ziarenia, hovorime o Anti-Stokesovom posune a v
Ramanovom spektre sa objavia Anti-Stokesove ¢iary. V praxi sa na meranie vyuziva
Ramanov spektrometer, v ktorom je vzorka osvietena laserovym lacom. Rozptylené
svetlo prechadza cez filter, kde sa odstrani Ziarenie o rovnakej vlnovej dizke ako ma
laserovy lG¢ a ponechd sa ziarenie so Stokesovskym posunom, ktoré nasledne
prechadza difrakénym monochrométorom, ktory rozdeli Ziarenie podla vlnovych dlzok
a prenikd do analyzatora, kde sa prevedie na signal. Vysledkom je graf zobrazujuci

intenzitu Ziarenia pri kazdej vinovej dlzke [II, 27].

2.4 Testovanie chromatografickych kolon

2.4.1 Jednoduchy chromatograficky test

Na otestovanie stacionarnych faz je mozné pouzit jednoduché chromataografické
testy. Ibrahim a kol. navrhli test, kde s pouzitim mobilnej fazy pozostavajicej zo
zmesi ACN/25 mM octan aménny s pH 6,8 v pomere 80/20 (v/v) a zmeranim latok
uracilu, cytozinu a benzyltrimetylaménium chloridu (BTMA) charakterizuje dant
stacionarnu fazu z hladiska hydrofilicity /hydrofobicity a jej iénovo vymenného
charakteru [28]. Na vodorovnej osi je vynesené selektivita latok cytozinu a uracilu,
ziskand ~ pomerom  retenc¢nych  faktorov  tychto latok  ktorda  vyjadruje
hydrofilicitu/hydrofobicitu. S narastajicou hodnotou na tejto osi rastie hydrofilicita a
naopak s klesajicou hodnotou rastie hydrofobicita. Hodnoty na zvislej osi znazornuja
selektivitu latok BTMA a cytozinu. Tato os predstavuje iénovo vymenny charakter
danej stacionarnej fazy. Cim je vysSia tato hodnota, tym m4a dana stacionarna faza

..........

aniénovy vymenny charakter [28] 29].

20



3 Experimentalna cast

3.1 Pouzité pristroje a chemikalie

Pri praci boli pouzité nasledujtice chemikalie: anilin (> 99,5%, MERCK, USA),
kyselina dusi¢na (65%, Lach-Ner, CR), peroxodisiran aménny (> 98%, MERCK,
USA), dusi¢nan strieborny (99,8%, PENTA, CR), acetonitril (> 99,9%, MERCK,
USA), metanol (99,99%, Fischer Scientific, UK), kofein (99%, MERCK, USA),
teobromin (> 99%, MERCK, USA), teofilin (> 99%, MERCK, USA),
2'-aminoacetofenén (98%, MERCK, USA), 3'-aminoacetofenén (97%, MERCK,
USA), 4'-aminoacetofenén (99%, MERCK, USA), cytozin (> 99%, MERCK, USA),
uracil (99%, MERCK, USA), benzyltrimetylaménny chlorid (97%, MERCK, USA),
octan aménny (> 98%, Lach-Ner, CR), hydroxid aménny (25%, Lach-Ner, CR),

deionizované voda precistena so systémom ¢istenia vody (Premier MEG’D, USA).

Pri praci boli pouzité nasledujice materidly: sféricky silikagél (Hypersil 5 pm,
Shandon Southern Products UK), neupravend kremennd kapildra (vonkajsi priemer
430 pm, vnutorny priemer 320 um, MERCK, USA), trubicka PEEK (vonkajsi priemer
1,59 mm, vnatorny priemer 508 ym, MERCK, USA), teflénova trubicka, spojka PEEK
(vntitorny priemer 1,59 mm, VICI Jour, Svajéiarsko), ruény kompaktny sréb PEEK
(vnttorny priemer 1,59 mm, VICI Jour, Svajéiarsko), nerezova frita (polomer 1,59 mm,
hriibka 0,75 mm, VICI Jour, Svajciarsko), nylonovy filter (porozita 0,45 ym, Whatman,
UK).

Pri praci boli pouzité nasledujice pristroje: HPLC s UV-VIS detektorom
(Agilent 1200 Series, Nemecko) a na vyhodnotenie 3D HPLC Chem Station Software
(Agilent Technologies, Nemecko), ultrazvukovy kipel (Elmasonic S15, Nemecko), pH
meter (P-lab, 3540 pH&conductivity Meter, CR), analytické vahy (Precisa
Instrument AGDietkon-CH, USA), atémovy absorpény spektrometer (ContrAA 700,
Nemecko), plni¢ kolén (D Series Syringe Pumps Model 100 DM, USA).
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3.2 Priprava kolon pre CLC

3.2.1 Priprava stacionarnych faz

Priprava stacionarnych faz pre kapilarnu kvapalinovii chromatografiu (CLC)
bola uskutofnend pofahovanim silikagélu PANI  pripravenym chemickou

polymerizaciou anilinu a naslednym dopovanim striebrom.

Do kadicky o objeme 25 mL bolo vzdy navazenych 250 mg silikagélu, ku
ktorému bol pridany 1 mL deionizovanej vody a sonmifikovany po dobu 5 minut.
Nésledne bol pridany 1 mL roztoku 1 M anilinu a 1 M kyseliny dusi¢nej, 0,5-1,0 mL
1 M dusi¢nanu strieborného (alebo v pevnej forme 0,17 g dusi¢nanu strieborného),
deionizovand voda tak, aby bol celkovy objem polymerizacnej zmesi 10 mL a
nakoniec za stdleho mieSania roztoku v Tadovom kupeli, 1,25 mL 1M APS, ktory
spustil polymerizaciu. Polymerizacia bola uskutocnend v Tadovom kupeli pri -5 °C,
aby sa prediSlo tvorbe neZiaducich kratkych retazcov anilinovych oligomérov.
Jednotlivé polymerizacné zmesi takto pripravenych stacionarnych faz, ktoré sa od

seba maljmi zmenami 1{5ili st uvedené v tabulke 2|

Tabulka 2: Zlozenie polymeriza¢nych zmesi jednotlivych kolén naplnenych

pripravenymi stacionarnymi fazami.

Anilin  HNO; AgNO; APS

fmol/L] [mol/L] [mol/L] [mol/L] Poznamia
K1 0,1 0,1 0,1 0,125 -
K2 0,1 0,1 0,1 0,125 Sedimentacia Ag
K3 0,1 0,1 0,05 0,125 Sedimentacia Ag
K4 0,1 0,1 0,1 0,125 Ag - po polymerizacii
K5 0,1 0,1 0,1 0,125 -

Po 1 hodine bola polymeriza¢néd zmes odstavend od stédleho mieSania z fadového

kupela, prikrytd tesniacou féliou a nechand odpocivat cez noc. Na druhy den bol
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odobraty supernatant a sediment stacionarnej fazy zmiesany s 20 mL 50/50 (v/v)
metanol/voda a sonifikovany po dobu 5 mintat. Néasledne bola stacionarna faza
prefiltrovana cez 0,45 pm polyvinyldifluoridovy filter, a premyta 30 mL roztokmi
0,2 M kyseliny dusi¢nej, acetéonom, metanolom a deionizovanou vodou aby sa
odstranili oligoméry s kratkymi refazcami. Na zaver bola staciondrna faza vysuSena

pri teplote 60 °C.

S niektorymi staciondrnymi fazami bola vykonana sedimentéacia Ag tak, ze dana
stacionarna faza bola prenesena do 50 mL kadicky a rozdisperovand vo vode. Po
niekolkych minttach sa ¢iastocky striebra, ktoré klesali pomalsie na dno oddelili od
¢lastociek PANI potiahnutého silikagélu, ktoré klesali na dno rychlejsie. Vrchna
vrstva zmesi obsahujica z vicsej casti ciastocky striebra bola odobratd pomocou
injekcnej striekacky. Nasledne bola takto upravena stacionarna faza prefiltrovana cez

0,45 pum polyvinyldifluoridovy filter, a vysusend pri teplote 60 °C.

3.2.2 Plnenie kolony

Bola pripravend prazdna kremenna kapilara o dlzke 17,0 cm s vnttornym
priemerom 320 pum a vonkajsim 430 pm, ktorda bola vsadend do dvoch trubiciek
PEEK o dizke 2x8 cm a nésledne do teflénovej trubicky o dizke 11 cm. Kapilara bola
spojena so spojkou PEEK pomocou srébikov PEEK. Na vystupe pripravenej kolény

bola umiestnend nerezova frita. Pripravend koléna je zndzornené na obrazku

Obr. 4: Koléna pripravena na plnenie stacionarnou fazou.
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Pripravena stacionarna faza o mnozstve 27 mg bola zmieSana a redisperovana s
1,8 ml 50/50 (v/v) metanol/voda. Téato plniaca zmes o koncentracii 15 mg/mL bola
naplnené do plniaceho rezervoaru plnica kolén a plnena do kolény pod tlakom 25 MPa
s 65/35 (v/v) ACN/voda po dobu 1h. Schéma pre plnenie kolény je znézornena na
obrazku [5. Naplnena koléna bola postupne odtlakovavana a néasledne pripojena ku

kapilarnemu chromatografu.

meranie ventil
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kapilarna koléna
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Obr. 5: Schéma plnenia kolén. Prevzaté a upravené [30].

3.3 Meranie na CLC

3.3.1 Meranie zmesi CA, TB, TPH a 2AAP, 3AAP, 4AAP

Toto meranie bolo uskuto¢nené na porovnanie pripravenych PANI potiahnutych
silikagélovych stacionarnych faz dopovanych striebrom a PANI potiahnutych
silikagélovych stacionarnych faz bez pridavku striebra, ktoré uskutocnili Taraba a

Kiizek [31].

Naplnené kolény boli pripojené k CLC a pomocou nej boli zmerané retencie

latok  zmesi kofein (CA), teobromin (TB) a teofilin (TPH) a zmesi
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2'-aminoacetofenén (2AAP), 3'-aminoacetofenén (3AAP) a 4'-aminoacetofenén
(4AAP) v roznych chromatografickych médoch a tak zistend selektivita jednotlivych
kolén. V normélnych fazach (NP) bol pouzity cisty 100% ACN. V systéme
hydrofébnej interakénej chromatografie (HILIC) bola ako mobilné faza pouzitd zmes
98/2 (v/v) ACN/voda a v reverznych fazach (RP) bola pouzitd zmes 20/80 (v/v)
ACN /voda. Davkovanie vzoriek bolo 0,1 pL. Prietok pre zmes CA, TB a TPH bol vo
vSetkych fazach nastaveny na 5 pL/min. Pre zmes 2AAP, 3AAP a 4AAP bol prietok
v NP a HILIC 5 yL/min a v RP 10 puL/min. Meranie prebiehala pri teplote 25 °C.
Bola pouzita UV detekcia latok pri 265 nm pre zmes CA, TB a TPH a pri 230 nm
pre zmes 2AAP, 3AAP a 4AAP.

3.3.2 Jednoduchy chromatograficky test

S jednotlivymi kolénami bol vykonany jednoduchy chromatograficky test

navizujici na Ibrahima a kol. [28] a Wanga a kol. [29].

S mobilnou fazou, ktord pozostavala zo zmesi ACN/25 mM octan aménny s pH
6,8 v pomere 80/20 (v/v) boli zmerané latky uracil, cytozin a BTMA v pripravenych
kolénach naplnenych danymi stacionarnymi fazami. Meranie prebiehalo pri prietoku 5

pL/min a teplote 25 °C. Bola pouzitda UV detekcia latok pri 254 nm.

3.4 Zistenie koncentracie Ag v stacionarnej faze

pomocou AAS

Bola odobratd vzorka prislusnej pripravenej stacionarnej fazy o mnozZstve
10 mg, ktora bola prenesena do eppendorfky a k nej bol pridany 1 mL koncentrovane;j
HNO3; a nechala sa pretrepavat 20 mintut. Nésledne bola prenesend do 25 mL
odmernej banky a doplnend deionizovanou vodou. Vzorka bola prefiltrovand cez
0,45 pm polyvinyldifluoridovy filter kvoli odstraneniu c¢iastociek zbytkového
silikagélu. Takto pripravena vzorka z prislusnej stacionarnej fazy vzdy sluzila ako

zasobny roztok a pomocou AAS metddou pridavku sStandardu roztoku prislusného
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mnozstva Agt o koncentracii 0,0093 mol/L sa zistovala koncentricia striebra v danej
staciondrnej faze. Zistovanie koncentriacie Ag v danych staciondrnych fazach bolo
uskutocnené dva krat vratane pripravy vzoriek. Pridavky standardu a zmerané
absorbancie st uvedené v tabulke . Merania prebiehali za pouzitia plamena

acetylén /vzduch.

Tabulka 3: K zasobnému roztoku zriedenému 10 krat bol pridany prislusny objem
standardu 0,0093 mol/L Ag™ a boli zmerané hodnoty absorbancie. Priprava

standardov a meranie prebehlo dva krat.

meranie 1 meranie 2

Vzorka
Vag+ [0L] A [mAU] A [mAU]
0 0,001 0,004
K2 0,1 M AgNOs;, sedimentacia Ag 10 0,048 0,041
20 0,084 0,074
0 0,010 0,004
K3 0,05 M AgN,O;, sedimentacia Ag 10 0,051 0,042
20 0,088 0,103
0 0,271 0,302
K4 0,1 M AgNOg3, Ag - po polymerizacii 110 0,527 0,496
220 0,691 0,680
0 0,291 0,360
K5 0,1 M AgNO; 110 0,519 0,587
220 0,722 0,685
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4 Vysledky a diskusia

4.1 Priprava stacionarnych faz

Pri oxidacnej polymerizacii anilinu, kde polymerizacna zmes neobsahovala
pridany dusi¢nan strieborny, sa roztok po 5 minutach od pridania APS zmenil na zlty
a postupom casu prechadzal do hnedej. Po 30 minttach bol roztok tmavohnedej az
bordovej farby az nakoniec po 1 hodine zostal roztok tmavozeleny. To sa
pravdepodobne deje v dosledku prechodu cez vysSie spomenuté réznofarebné formy
PANI az k zévereCnej tmavozelenej forme — emeraldinovej soli. Pri roztoku, ktory
dusi¢nan strieborny obsahoval doslo ihned po zaciatku polymerizacie pridavkom APS
k néahlej zmene sfarbenia polymerizacného roztoku do 5 mintit do tmavo zelenej farby.
Tato nahla zmena je pravdepodobne sposobend tym, zZe strieborné iény posobia ako
katalyzator a urcitym sposobom meni mechanizmus polymerizacie. Na obrazku [6] st
zaznamenané polymerizacné roztoky s pridavkom a bez pridavku dusi¢cnanu

strieborného po 5 minttach od zaciatku polymerizacie.

Obr. 6: Polymeriza¢né roztoky po 5 minutach od odstartovania polymerizécie: vlavo

bez pridavku AgNOj3 a v pravo s pridavkom AgNOQOj.
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Boli zhotovené snimky pripravenych stacionarnych faz pomocou skenovacieho
elektrénového mikroskopu (SEM) stacionarne fazy K2 s pridanym obsahom 0,1 M
AgNOj v polymerizacnej zmesi, K3 s pridanym obsahom 0,05 M AgNO3 Obe vzorky
boli po uskuto¢nenej sedimentacii Ag. Snimky st zobrazené na obrézku [7]] Na SEM
snimkach mozno pozorovat PANI potiahnuté ¢iastocky silikagélu. Okrem toho
pomimo i zhluky PANI. Pritomnost striebra pomocou elektrénového mikroskopu
nemozno preukazat. Bola zhotovend aj snimka SEM stacionarnej fazy s pridanym
obsahom 0,1 M AgNOj; po polymerizacii zobrazend na obrazku [, Na tejto snimke

mozno pozorovat PANI potiahnuté ¢iastocky silikagélu a medzi nimi Supinky striebra.

Obr. 7: SEM snimky staciondrnych faz zviésené 10000x a) K2: 0,1M AgNOj3 po
sedimentacii Ag a b) K3: 0,06 M AgNO3 po sedimentécii Ag.
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Obr. 8: SEM snimka stacionarnej fazy obsahujiacej 0,1 M AgNOj pridané po

polymerizacii

4.2 Meranie na CLC

4.2.1 Meranie zmesi CA, TB, TPH a 2AAP, 3AAP, 4AAP

Boli ziskané chromatogramy zmesi CA, TB, TPH a zmesi 2AAP, 3AAP, 4AAP
pre kolony K1, K2, K3, K4 a K5 v chromatografickych médoch NP, HILIC a RP, ktoré
st na obréazkoch [9) a[I3] Na porovnanie je k jednotlivym chromatogramom
pridany aj chromatogram oznaceny ako a) a predstavuje separédcie uskuto¢nené na
koléne PANI-SiO; bez pridaného striebra uvedené v ¢lanku od Tarabu a Kiizka [31].

Chromatografické parametre pre uskutocnené separacie zaznamendavaju tabulky El a .
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Chromatogramy separacii zmesi CA, TB, TPH ziskané s vyuZzitim kolén K1, K2,
K3, K4 a K5 v systéme NP, kde bol ako eluent pouzity 100% ACN, st zobrazené na
obrazku[9] Elu¢né poradie separovanych latok v kolénach dopovanych striebrom sa javi
byt podobné kol6ne nedopovanej striebrom. V koléne K1 sa oproti koléne neobsahujtce;
striebro latky zadrziavali dlhsie. V Koléne K2 latky TB a TPH migruju velmi tesne pri
sebe. V koléne K3 sa latky neseparovali a migrovali vSetky spolo¢ne. V koléne K4 sa
od seba separovali vsetky latky a latka TPH sa zadrziavala s pomedzi vsetkych kolén
najdlhsie. Latky separované v koléne Kb sa zadrziavali podobne dlho ako v pripade
kolény K1. Najviicsie rozliSenie pikov CA a TB moZno pozorovat v pripade kolény K2.

A najlepsie rozlisenie pikov TB a TPH v pripade kolény K4.

Chromatogramy separacii zmesi CA, TB, TPH ziskané s vyuzitim kolon K1, K2,
K3, K4 a K5 v systéme HILIC, kde bol ako eluent pouzity 98/2 (v/c) ACN/voda st
zobrazené na obrazku [10]V pripade dopovanych kolén striebrom sa zachovalo podobné
elu¢né poradie ako v pripade nedopovanych kolén. V pripade kolén K1 a K5 sa separacia
latok oproti nedopovanej koléne mierne urychlila. Latky TB a TPH vsak migrovali
velmi tesne pri sebe a hodnota ich rozliSenia je nizka. V koléne K2 latky TB a TPH
migrovali rovnako ako v NP. A v pripade kolény K3 migrovali taktiez ako v NP spolo¢ne
vSetky tri latky. V pripade kolén K4, kde bolo striebro pridané az po polymerizacii TPH
jasne rozliSuje od TB, ktory migruje skor v tesnejsej blizkosti s CA. Najvicsie rozliSenie
pikov TB a TPH mozno pozorovat v pripade kolény K4, ¢o by mohlo byt sposobené

zmenou selektivity voc¢i TB vplyvom pridania striebra az po polymerizacii .

Chromatogramy separacii zmesi CA, TB, TPH ziskané s vyuzitim kolén K1,
K2, K3, K4 a K5 v systéme RP, kde bol ako eluent pouzity 2/80 (v/v) ACN/voda su
zobrazené na obrazku [1I]V pripade dopovanych kolén striebrom sa ukazuje ind
selektivita ako v pripade nedopovanych kolén. Najviac zadrziavanou latkou bola v
pripade dopovanych kolén latka CA. Najlepsie rozliSenie CA je mozné pozorovat pri
kolonach K2 a K4. NajmenSie rozlienie latok mozno pozorovat v koléne K2.
Najrychlejsia separacia bola uskutoc¢nend v koléne K3. V kolénach K4 a K5 sa latky
zadrziavali priblizne rovnako a odliSuju sa malymi rozdielmi v rozliSeni medzi latkami
TB a TPH. Lepsie rozlisenie latok TB a TPH moZno pozorovat v koléne K3 a medzi
latkami TPH a CA v koléne K4.
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Chromatogramy separacii zmesi 2AAP, 3AAP, 4AAP ziskané s vyuzitim kolén
K1, K2, K3, K4 a K5 v systéme NP, kde bol ako eluent pouzity 100% ACN st zobrazené
na obrazku Selektivita kolén dopovanych striebrom sa javi byt ind v porovnani s
kolénou nedopovanou striebrom. Latky migruja spolo¢ne s vynimkou kolén K1, K2 a
K5 kedy sa ciastocne oddelil 4AAP. Striebro pravdepodobne blokuje aktivne miesta,
ktoré inak umoznuju separaciu latok 2AAP, 3AAP a 4AAP.

Chromatogramy separacii zmesi 2AAP, 3AAP, 4AAP ziskané s vyuzitim kolén
K1, K2, K3, K4 a K5 v systéme HILIC, kde bol ako eluent pouzity 98/2 (v/v)
ACN/voda st zobrazené na obrazku Kolony dopované striebrom vykazovali
podobne nizku selektivitu ako kolony nedopované. Latky sa neseparovali v dosledku

ich nizkej polarity. Migrovali spolo¢ne priblizne v tretej mintte.

Chromatogramy separacii zmesi 2AAP, 3AAP, 4AAP ziskané s vyuzitim kolén
K1, K2, K3, K4 a K5 v systéme RP, kde bol ako eluent pouzity 20/80 (v/v)
ACN/voda st zobrazené na obrazku V pripade dopovanych kolén striebrom sa
ukazuje podobna selektivita ako v pripade nedopovanych kolén. Najviac zadrziavanou
latkou bola v tomto pripade 2AAP. V pripade dopovanych kolén bola najrychlejsia
separacia uskutocnend v koléne K4 a najpomalsia v pripade kolény K3. Rozlisenie
medzi latkami bolo vo vSetkych pripadoch vicsie nez 1,2. Najvicsie rozlisenie medzi

latkami 3AAP a 4AAP a medzi 4AAP a 2AAP je mozno pozorovat na koléne K1.

Pridavok striebra po polymerizacii nepozmenil poradie pikov oproti stacionarnym
fazam kde bolo striebro pridané pred polymerizaciou, no v zmesi CA, TB, TPH v RP
mode zostalo v porovnani s kolénami neobsahujticimi striebro vymenené poradie latok
CA a TPH. Pridané striebro po polymerizacii malo vplyv na zadrziavanie TPH v NP
a HILIC mdéde, kedy sa separacia predizila.

Separacie rovnakych latok v kolénach naplnenych rovnakymi stacionarnymi
fazami za rovnakych podmienok sa od seba liSia. Preto mozno hovorit o nie velmi

dobrej reprodukovatelnosti kolén.
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Obr. 9: Separécie zmesi CA, TB, TPH uskutoc¢nené v kolénach a) koléna PANI-SiO,
[31] b) koléna K1, c) koléna K2, d) koléna K3, e) koléna K4 a f) koléna K5 v

chromatografickom méde NP za pouzitia 100% ACN ako mobilnej fazy.
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Obr. 10: Separacie zmesi CA, TB, TPH uskuto¢nené v kolénach a) koléna PANI-SiO,
[31] b) koléna K1, ¢) koléna K2, d) koléna K3, e) koléna K4 a f) koléna K5 v
chromatografickom méde HILIC za pouzitia 98/2 (v/c) ACN/voda ako mobilnej fazy.
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Obr. 11: Separacie zmesi CA, TB, TPH uskuto¢nené v kolénach a) koléna PANI-SiO,
[31] b) koléna K1, ¢) koléna K2, d) koléna K3, e) koléna K4 a f) koléna K5 v
chromatografickom méde RP za pouzitia 20/80 (v/v) ACN/voda ako mobilnej fazy.
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Obr. 12: Separécie zmesi 2AAP, 3AAP, 4AAP uskutocénené v kolénach a) koléna
PANI-SiO, [31] b) koléna K1, c) koléna K2, d) koléna K3, e) koléna K4 a f) koléna

K5 v chromatografickom méde NP za pouzitia 100% ACN ako mobilnej fazy.
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Obr. 13: Separacie zmesi 2AAP, 3AAP, 4AAP uskutocnené v kolénach a) koléna
PANI-SiO, [31] b) koléna K1, ¢) koléna K2, d) koléna K3, e) koléna K4 a f) koléna
K5 v chromatografickom méde HILIC za pouzitia 98/2 (v/v) ACN/voda ako

mobilnej fazy.
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Obr. 14: Separacie zmesi 2AAP, 3AAP, 4AAP uskutocnené v kolénach a) koléna

PANI-SiO, [31] b) koléna K1, ¢) koléna K2, d) koléna K3, e) koléna K4 a f) koléna
K5 v chromatografickom méde RP za pouzitia 20/80 (v/v) ACN/voda ako mobilnej

tazy.
39



4.2.2 Jednoduchy chromatograficky test

S kolénami K1 az K5 bol vykonany jednoduchy chromatograficky test -
Ibrahimov test, kde boli na kazdej z kolén zmerané laitky BTMA, cytozin a uracil
pomocou mobilnej fazy 80/20 (v/v) ACN/25 mM octan aménny. Nésledne boli
vypocCitané separacné faktory latok cytozin/uracil a latok BTMA /uracil, ktoré st
uvedené v tabulke @ Jednotlivé body pre kolény v podobe separac¢nych faktorov latok
cytozin/uracil a BTMA /cytozin boli vynesené do grafu zndzorneného na obréazku [15]

Tabulka 6: Separa¢né faktory latok cytozin/uracil a latok BTMA /uracil pre kolény
K1, K2, K3, K4, K5 a kolénu PANI-SiO, .

K1 K2 K3 K4 K5 PANI-SiO,
Cchtozz’n/uracil 1797 1,10 2,11 2,87 2,17 1,12
QBTMAjuracil 2,88 2,43 1,84 1,22 1,07 2,09

Z grafu moZno pozorovat, ze stacionarne fazy K1, K2, K3, K4, K5 ako aj koléna
PANI-SiO; st rozptylené po celom grafe. Lisia sa najmid v rozdielnej
hydrofilicite/hydrofobicite. Koléna K4 vykazuje najviac hydrofilny charakter so
znac¢nou vychylkou od vSetkych pripravenych kolén, ¢o moze byt v désledku toho, Ze
obsahuje striebro pridané az po polymerizéacii. Z hladiska hydrofobicity /hydrofilicity
stacionarne fazy CF6 a kyselina benzéova CF6. Koléna K2 ma najviac hydrofébny
charakter a zaroven je najviac podobna koléne bez pridaného striebra PANI-SiO,. St
podobné RPLC stacionarnym fazam. Kolény K1, K3 a K5 maji podobny hydrofébny
charakter. Hydrofilnejsi charakter nez kolény K1, K3 a K5 a zaroven hydrofébne;jsi

nez kolén K4 maju zwitterionové stacionarne fazy. Z pripravenych stacionarnych faz

.....

.....

a/alebo triazolové a diolové staciondrne fazy a mensi nez kyselina benzéova CFG,

silikagél potiahnuty latexom a silikagélové stacionarne fazy.
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Obr. 15: Graf elektrostatického charakteru vs. hydrofilného charakteru pre rézne

stacionarne fazy: PANT (fialovy kruh), PANI-Ag (71ty kruh), amid (modry

kosostvorec), diol (oranzovy kosostvorec), amin a/alebo triazol (zeleny trojuholnik),

poly (7Z1té x), silikagél (modra hviezda), zwitter iény (zeleny kruh), vlastné polarne

fazy (modré plus), RPLC (Cerveny Stvorec), latexom pokryty silikagél (fialovy kruh),

kyselina benzoova CF6 (¢erveny kosostvorec), CF6 (modry Stvorec), oxid kremicity

4.3 AAS

(z1ty trojuholnik) [29]. Upravené.

Pomocou AAS boli zistené koncentracie striebra v prislusnych stacionarnych

fazach, ktoré zaznamenéva tabulka Meranie pre kazdu stacionarnu fazu bolo

uskutocnené dva krat.
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Tabulka 7: Hodnoty obsahov striebra v meranych roztokoch v jednotkach mol/L a

prepocitané na suchi stacionarnu fazu v hmotnostnych %.

o0 o0
o < Om < - o -
o = z 8 o & i o
Z 9 Y Z 'Y = Z,
. o 8 < ¥ o o 8 &0
2 g S f = & 2§
g g S E E = & E =
o .- Yoo o= >}
g S -~ ¥ S 8 = w3 -
= > = 3 = 2 S < & =
K2 K3 K4 K5
Cag+ [mol/L] 1,35x1076 4,89x1076 2,79x10~* 2,.80x10~*
1
Wag+ [%] 0,04 0,13 7,53 7,55

Cage [mol/L]  223x107°  1,50x1077  3,29%x10~*  4,81x10*
Wag (%] 0,06 0,01 8,87 12,98

Metodou pridavkov standardu boli zistené koncentracie striebra pre dani
stacionarnu fazu ako aj hmotnostné percentd zastipenia striebra vo vzorkach.
Zistovanie koncentracie Ag v stacionarnych fazach K2 az K5 bolo uskutoénené dva
krat vratane pripravy vzoriek. Stacionarna faza K1 nebola podrobena AAS pre jej
nedostatok. Zastupenie striebra v jednotlivych stacionarnych fazach vykazalo rozne
hodnoty pre dve rovnako pripravené vzorky zmerané za rovnakych podmienok. Kym
v prvom merani vzorka, kde bolo AgNOj pridané o koncentracii 0,05 M vykazala
mensi celkovy obsah striebra nez vzorka kde bolo AgNOj3 pridané o koncentracii
0,1 M, v druhom merani to bolo presne naopak. Odchylky merani mozu byt
sposobené pravdepodobne v doésledku nehomogenity vzorky a preto pomocou AAS
nie je mozné urcit presni koncentraciu obsiahnutti v kolénach. Napriek tomu je
mozné tvrdif, Ze sedimentéciou Ag bolo odstranené mnozstvo Ag zo vzoriek a preto
sedimentované vzorky K2 a K3 obsahuji mensie mnozstvo Ag nez nesedimentované

vzorky K4 a Kb5.
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4.4 FT-IR a Ramanova spektroskopia

Vzorky staciondrnych faz K4 (Ag pridané po polymerizécii), K5 (Ag pridané po
polymerizécii) a PANI-SiO, (silikagél potiahnuty PANI bez pridaného striebra) boli
podrobené analyze pomocou Ramanovej spektroskopie na obrazku [16| a infracervenej

spektroskopie s Fourierovskymi transformaciami na obrazku [17]

V Ramanovej spektre na obrazku mozno pre vzorku PANI-SiO, pozorovat

pik pri priblizne 1200 cm™!

, ktory pravdepodobne zodpovedda C-N valenénym
vibracidam sekundarnych aromatickych aminov, ¢o indikuje emeraldinovi sol a taktiez
moze zodpovedat C-H rovinnym deformacnym vibraciam benzenoidnych kruhov v
PANI. Pik pri 1600 cm™! C-C zodpoved4 valenénym vibracidm benzenoidnych
kruhov a C=C valen¢nym vibraciam chinoidnych kruhov. Piky v rozmedzi od 1300 az
1500 ecm™! C=N zodpovedaji valenénym vibraciim chinoidnych diaminov a
valenénym vibracidm C-N* fragmentov pripojenych na aromaticky kruh. Pik pri
575 cm ™! zodpoved4 vibracidm jednotiek fenoxazinového typu. V okoli piku 800 cm ™t
mozno pozorovat C—N-C kyvavé a deformacné vibracie benzénového kruhu. Hodnoty

1

vicsie ako 1600 cm™ predstavuji doznievanie. Pri vzorkach obsahujtcich striebro

nemozno pozorovat vyrazné piky [23, 25].

V FT-IR spektre zobrazenom na obrazku mozno pozorovat pik v okoli
1600 cm ™!, ktory patri valenénym vibracidam C=N a C=C chinoidnym kruhom, pik v
1500 cm™! zodpovedd C=C valenénym vibracidm benzenoidnych kruhov polyméru.
Piky 1290 cm™! a 780 cm™! st C=N valen¢né vibracie sekundarnych aromatickych
aminov. Velky pik pri 1150 cm™! patri silikagélu a ten je najvyraznejsi pri vzorke

neobsahujticej striebro. Piky v okoli 3200 cm™!

patria N-H valen¢nym vibraciam.
Spektra stacionarnych faz sa od seba vyrazne nelisia, striebro pomocou nich nemozno

pozorovat [23] 25].
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Obr. 16: Ramanove spektrum PANI-SiO, (silikagél potiahnuty PANT bez pridaného

striebra) a pripravenych stacionarnych fazy K4 (PANI-SiOs-Ag pridané po
polymerizacii), K5 (PANI-SiOs-Ag pridané pred polymerizaciou).
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Obr. 17: FT-IR spektrum PANI-SiO, (silikagél potiahnuty PANI bez pridaného

striebra) a pripravenych stacionarnych fazy K4 (PANI-SiOs-Ag pridané po
polymerizacii), K5 (PANI-SiO9-Ag pridané pred polymerizaciou).
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5 Zaver

Boli napolymerizované polyanilinové stacionarne fazy, ktoré boli dopované
striebrom. Nésledne boli naplnené do kolén, pripojené k CLC a pomocou nich boli
uskutocnené separacie zmesi CA, TB, TPH a zmesi 2AAP, 3AAP a 4AAP v mdédoch
NP, HILIC a RP. Vysledky boli porovnané s vysledkami ziskanymi pomocou
polyanilinovej nedopovanej kolény. Kazda naplnend koléna javila o nie¢o int
selektivitu aj napriek tomu, ze boli pripravované za rovnakych podmienok, ¢o bude
sposobné pravdepodobne v dosledku toho, Zze podmienky laboratérneho plnenia nie st
kvalitativne zrovnatelné s plnenim komerénych kolén. Aj napriek tomu je mozné
konstatovat, Zze dopované kolény javili najvyraznejsi rozdiel oproti nedopovanym v
rozdielnej selektivite v . RP mdde pri separacii zmesi CA, TB, TPH, ¢o sa potvrdilo

pri kazdej z pripravenych dopovanych kolon.

S kazdou kolénou naplnenou danou stacionarnou fazou bol vykonany
jednoduchy chromatograficky test, ktorym boli kolény charakterizované z hladiska
hydrofobicity /hydrofilicity a iénovo-vymenného charakteru. Tento test ukézal, Ze
koléna K4 dopovana striebrom po polymerizacii mé najviac hydrofilny charakter,
podobny silikagélovym stacionarnym fazam. Kolény, kde bolo striebro pridané pred
zaciatkom polymerizacie maji podobny hydrofilny charakter, az na kolénu K2, ktora
mala zo vsSetkych najviac hydrofébny charakter a bola najviac podobna koldne
naplnenej bez pridaného striebra PANI-SiO,. Kolény maja prevazne podobny iénovy
vymenny charakter, az na kolény K4 a K5, ktoré maju najviacsi aniénovy vymenny

charakter.

Bola zistovand koncentracia striebra vo vzorkdch pomocou AAS, vypocitand
hodnota Ag pre jednotlivé merania se natolko ligila, Ze ich skutoéni hodnotu nebolo
mozné jednoznacne urcit pravdepodobne v dosledku nehomogenity vzoriek. Bol vSak

pozorovany vplyv sedimentacie Ag na namerant hodnotu koncentracie.
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Pripravené stacionarne fazy boli charakterizované pomocou elektrénového
mikroskopu, Ramanovej spektroskopie a infracervenej spektroskopie s Fourierovskjmi
transformaciami. Ani jednou 2z metéd sa mnepodarilo jednoznacne preukézat
pritomnost striebra. V pripade Ramanovej spektroskopie s pritomnostou striebra

vymizli piky.
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