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Abstrakt

Predkladana bakalaiska prace je zaméfena na zjiSténi a porovnani interak¢nich
a separacnich vlastnosti tfi kolon, XBridge C18, XSelect CSH C18 a XSelect HSS C18
urcenych pro reverzni mod vysokoucinné kapalinové chromatografie. VSechny kolony
obsahuji oktadecylovy ligand, ale lisi se v typu nosice, na ktery je ligand vazany. Kolony
byly porovnany z hlediska jejich silanolové aktivity, indexu hydrofobicity, tvarové
selektivity a ti¢innosti za pouziti jednoduchych testi podle autori Walterse, Engelhardta
a Galushky. Dale byly optimalizovany podminky pro separace vybranych pesticidi
acetochloru, fomesafenu, isoproturonu, metazachloru a triflumuronu v mobilnich fazich
obsahujicich acetonitril nebo methanol jako organicky modifikator a vodu.

Testované kolony vykazovaly nizkou silanolovou aktivitu a stfedni az vysoky index
hydrofobicity. Nizké silanolova aktivita vSech tii kolon koreluje s tzv. endkapingem
vSech tii testovanych fazi. Analyty byly vice zadrzovany v methanolové mobilni fazi, coz
souvisi s niz$i eluéni silou methanolu v porovnani s acetonitrilem v reverznim modu
vysokoucinné kapalinové chromatografie. Doba analyzy vybranych pesticidu se liSila pro
jednotlivé kolony pfi pouziti stejnych chromatografickych podminek. NejkratS$i doba
analyzy byla ziskéana na kolon¢ XBridge C18, ktera také vykazovala nejvyssi ti¢innost.

Nejdelsi dobu analyzy a zaroven nejniz$i u€innost vykazovala kolona XSelect HSS C18.
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Abstract

The aim of the bachelor thesis was to evaluate and compare interaction/separation
properties of three chromatographic columns, namely XBridge C18, XSelect CSH C18
XSelect HSS C18, designed for reversed-phase high performance liquid chromatography.
All the columns contain the same ligand, i.e. octadecyl but they differ in the stationary
phase support. The columns were compared in terms of silanol activity, hydrophobicity,
shape selectivity and efficiency. For this purpose, the simple chromatographic tests
designed by Walters, Engelhardt and Galushko were used. Furthermore, the separation of
five selected pesticides, namely acetochlor, fomesafen, isoproturon, metazachlor
triflumuron, were optimized on tested columns in simple mobile phases composed of
acetonitrile or methanol as organic modifiers and water.

All the tested columns showed low silanol activity and medium to high hydrophobicity
acording to the chromatographic tests used. The low silanol activity corelates with
endcapping procedure used for all the columns. All pesticides were more retained in
methanolic mobile phase due to the lower elution strength of methanol compared to
acetonitrile in reversed-phase high performance liquid chromatography. The analysis
time of separation varied for each column under the same chromatographic conditions.
The shortest analysis time was achieved on the XBridge C18 column, which also showed
the highest efficiency. On the other hand, the highest analysis time and the lowest

efficiency were observed for XSelect HSS C18 column.
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Seznam zkratek a symbolii

As

BEH
CSH
DETA

HI
HPLC
H;

HSS

SI
SIa
M

R

w12

Sitka piku v 10 % jeho vysky ke kolmici na zédkladnu spusténé
z vrcholu piku z ndbézné strany (min)

asymetricky faktor

Sitka piku v 10 % jeho vysky ke kolmici na zédkladnu spusténé
z vrcholu piku ze sestupné strany (min)
Ethylene-Bridged Hybrid

Charged Surface Hybrid
N,N-diethyl-m-toluamid

vyskovy ekvivalent teoretického patra (cm)
index hydrofobicity

vysokoucinna kapalinova chromatografie
redukovany vyskovy ekvivalent teoretického patra
High Strength Silica

reten¢ni faktor

délka kolony (cm)

pocet teoretickych pater

pocet teoretickych pater na metr

rozliSeni piki

silanolova aktivita

silanolov aktivita

mrtvy ¢as (min)

retencni ¢as (min)

Sirka piku pti zakladné (min)

Sitka piku v poloving jeho vysky (min)

tvarova selektivita



1 Uvod

Chromatografie se hojné vyuziva a stale zdokonaluje uz od svého objevu koncem
19. stoleti. V dnesni dobé¢ je nejvice pouzivan reverzni mod vysokoucinné kapalinové
chromatografie, ktery se uplatituje v riiznych védeckych i pramyslovych odvétvich.
Uzitim vysokého tlaku je zvySovana rychlost a Gi¢innost separaci, ale zaroven jsou s tim
spojené 1 vyss§i naroky na chromatografické kolony.

Vyvojem novych chromatografickych kolon se v dnesni dobé zabyva vice vyrobct
a na trhu je k dostani mnoho kolon rznych chemickych i fyzikalnich vlastnosti. Snahou
je zdokonalit stacionarni faze v jejich selektivité a stabilité, zejména v odolnosti viici
vysokym tlakiim a teplotdm nebo moZnosti pouziti v celém rozsahu pH. Za timto ti¢elem
jsou vyvijeny nové technologie plnéni kolon, uprav povrchu ¢astic a vazby ligandd.

Pro popis a porovnani kolon z hlediska jejich interakénich/separacnich vlastnosti
a nésledny vybér vhodné kolony je dulezité jejich charakterizace. K zakladnimu popisu
téchto vlastnosti je mozné vyuzit jednoduché chromatografické testy, naptiklad od autorii
Walterse, Engelhardta ¢i Galushky. Testy porovnavaji kolony podle interakci stacionarni
faze s analytem na zéklad¢ silanolové aktivity, hydrofobicity, tvarové selektivity
a u¢innosti kolony. Testovanim kolon se ziskdva informace o vlastnostech a nésledné
o vhodnosti pouziti kolony pro separace dané skupiny latek a je tedy dilezité pro uZiti

kolon v praxi.

Cilem této prace je zjiSténi a porovnani interakénich/separacnich vlastnosti tii kolon
pro reverzni mod vysokoucinné kapalinové chromatografie na zakladé¢ Waltersova,
Engelhardtova a Galushkova testu. Dil¢im cilem prace je optimalizace separace smési

vybranych pesticidli na testovanych kolonach.



2 Teoreticka Cast

2.1 Reverzni mod kapalinové chromatografie

Kapalinova chromatografie je analyticka separacni metoda, ktera d¢€li latky na zaklad¢
jejich distribuce mezi mobilni (pohyblivou) a stacionarni (nepohyblivou) fazi. Latky maji
riznou afinitu k mobilni i stacionarni fazi, proto jsou odlisné zadrzovany na stacionarni
fazi, coz vede k jejich odlisné retenci.

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je jednou z technik kapalinové
chromatografie a vyznacuje se vysokou uc¢innosti separacnich procest, které je dosazeno
pouzitim staciondrnich fazi o malé, dobfe definované velikosti ¢astic a pretlaku v fadu
desitek MPa. [1]

Jednim z typi HPLC systém je chromatografie na obracenych fazich, tzv. reverzni
mod. Pro tento mdd jsou nejzndméjsi stacionarni faze na bazi silikagelu nebo hybridnich
nosicu, které jsou modifikované chemickym navdzanim hydrofobnich liganda. Nejcastéji
pouzivané hydrofobni ligandy jsou oktadecylové, oktylové nebo fenylové. Struktura
oktadecylové stacionarni faze je naznacena na obrazku 1. Silikagel je stabilni pouze
v rozmezi pH 3-9 [2], proto jsou pro zvySeni stability stacionarnich fazi na celé stupnici
pH nutné dalsi Gpravy. Zvyseni stability v kyselém prostiedi je nejucinnéjsi vytvorenim
tzv. stericky chranénych silanti, kde jsou na atom kiemiku kromé¢ ligandu navazany
1sopropylové nebo isobutylové funkéni skupiny, které stini siloxanovou vazbu proti
kyselé hydrolyze. Metodou endkapingu dochazi k zakryti volnych silanolovych skupin
na povrchu nosi¢e. To zabranuje rozpousténi silikagelové matrice a tak dochazi ke
zvySeni stability v alkalickém prostiedi. Alternativou k silikagelovym nosi¢im
stacionarni faze jsou naptiklad nosice na bazi oxidu zirkonicitého, oxidu titanicitého nebo
oxidu hlinitého. [2]
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Obrazek 1: Struktura oktadecylové stacionarni faze

Mobilni faze v reverznim moédu HPLC je tvofena polarnimi rozpoustédly, nejcasteji

smési organického rozpous$tédla, naptf. methanolu nebo acetonitrilu, s vodou nebo



vodnym pufrem. Uprava pH mobilni faze pi¥idavkem pufru je nutni pro separaci
ionizovatelnych latek. Vhodnou zménou pH dojde k potlaceni disociace, protonizace a ke
zvySeni retence téchto latek. [3]

Vyslednym zaznamem separace je chromatogram (ukazka na obrazku 2), ze kterého

1ze ziskat parametry pro charakterizaci analytl a separa¢niho systému. [4]
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Obrazek 2: Schéma chromatogramu, kde tv je mrtvy cas kolony (min), fr retencni ¢as analytu
(min), w $itka piku pii zdkladn€ (min) a wi, $itka piku v poloviné jeho vysky (min)

Retenéni Cas #r udava €as od nadavkovani vzorku po zaznamenani piku detektorem
a je umérny dobé¢, po kterou je analyt na kolon¢ zadrzovan. tv je tzv. mrtvy €as kolony,
ktery je reten¢nim Casem analytu na koloné nezadrzovaném. Retencni faktor udava,
kolikrat delsi Cas stravi analyt ve stacionarni f4zi nez ve f4zi mobilni a vypocita se podle

rovnice 1:
k=——, (1)

kde k je retencni faktor, #r retencni ¢as analytu (min) a tv mrtvy ¢as kolony (min).
Miru selektivity chromatografického systému pro dva analyty charakterizuje separacni

faktor, ktery je podilem retenc¢nich faktorii analytl (rovnice 2).
ks

— 2
e @)

A1y =

kde a; , je separacni faktor analytl 1, 2 a k1, k2 jsou reten¢ni faktory analyti 1, 2.
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Rozsifovani zon separovanych latek je popsano ucinnosti separacniho systému, kterou

udava pocet teoretickych pater kolony vypocitany podle rovnice 3 a vyskovy ekvivalent

2
n=5,54-<tR>, 3)

Wi/2

teoretického patra (rovnice 4).

kde n je pocet teoretickych pater, fr retencni Cas analytu (min) a wi Sitka piku
v poloving vysky (min).

H==t )
n

kde H je vyskovy ekvivalent teoretického patra (cm), L délka kolony (cm) a n pocet
teoretickych pater.

RozliSeni piki charakterizuje schopnost systému od sebe odd¢lit dva sousedni analyty.
Vypocita se napt. z rovnice 5. Pokud je hodnota rozliSeni vyss$i nez 1,5, piky jsou
povazovany za rozdélené.

2+ (tga — tr1)
12 wy + w,

: )

kde R, , je rozliSeni pikil, tr; a tg, retencni ¢asy analyt 1, 2 (min) a w; a w, Sitky

pika 1, 2 pti zakladn€ (min).

2.2 Chromatografické kolony

V dnesni dob¢ se nejvice vyuZzivaji komeréné plnéné kolony, kterych je na trhu mnoho
znacek a druhi. Dale se proto budu podrobné&ji zabyvat chromatografickymi kolonami
XBridge C18, XSelect CSH C18 a XSelect HSS C18 od firmy Waters, které byly pouzity

v této praci.

2.2.1 Kolona XBridge C18

Kolona XBridge C18 vyuziva tzv. technologii BEH (Ethylene-Bridged Hybrid).
Hybridni nosi¢ stacionarni fidze je tvofen sloucenim tetraethoxysilanu
s bis(triethoxysilyl)ethanem za vzniku anorganicko-organické Castice polyethoxysilanu.
Rozdilem mezi hybridnimi a klasickymi silikagelovymi nosici jsou ethylenové miustky,
které hybridni nosice obsahuji. Hybridni stacionarni fdze kombinuji nejlepsi vlastnosti
polymernich sorbentli (pH stabilita, sniZeny efekt zbytkovych silanolovych skupin)

a silikagelu (vysoka ti¢innost, mechanicka stabilita). Na kolon¢ XBridge C18 je chemicky
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vazany ligand C18, je stabilni na celé stupnici pH mobilni faze, proto je tato kolona

univerzalni a vhodna pro vyvoj novych metod. [2, 5]

2.2.2 Kolona XSelect CSH C18

Upravou technologie BEH vznikla technologie pouzita v hybridni koloné XSelect
CSH (Charged Surface Hybrid) C18. Povrch CSH ¢astic je modifikovan ionizovatelnym
pyridylovym ligandem (pKa ~ 5-6), jehoz kladny naboj zabranuje asymetriim pika
bazickych sloucenin. Pii pH mobilni faze < 6 vykazuji tyto kolony vyrazné zvySeni
retence aniontovych analytl oproti kolonam bez této povrchové modifikace. [6]

Kolony s CSH technologii maji zvySenou nosnost, rychle se ekvilibruji po zméné pH
mobilni faze a jsou velmi stabilni pfi nizkém pH. Tato kolona obsahuje oktadecylovy

ligand a je stabilni v rozmezi pH 1-11. [7]

2.2.3 Kolona XSelect HSS C18

XSelect HSS (High Strength Silica) C18 je univerzalni oktadecylova kolona
obsahujici ¢astice HSS podobné klasickému silikagelu. Na rozdil od BEH a CSH c¢astic
HSS ¢éstice neobsahuji ethylenové milstky, coZz vede k vySsi retenci polarnich sloucenin
a vyrazn¢ odlisné selektivité. HSS Castice jsou ¢astice Cisté na bazi oxidu kiemicitého
s mechanickou pevnosti vhodnou pro separace pii vysokych tlacich. Kolona je pouzitelna

pro mobilni faze o pH v rozmezi 1-8. [5]

V tabulce 1 jsou porovnany fyzikalni a chemické vlastnosti vyse uvedenych kolon.
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Tabulka 1: Fyzikalni a chemické vlastnosti kolon XBridge C18, XSelect CSH C18 a XSelect HSS
C18 pouzitych v této praci [5, 8, 9, 10]

XBridge C18  XSelect CSH  XSelect HSS

CI18 C18
Nosi¢ hybridni hybridni silikagelovy
Pokryti uhlikem (%) 18 15 15
Délka kolony (mm) 150 150 150
Vnitini primér kolony (mm) 4,6 4,6 4,6
Velikost ¢astic (um) 5 5 5
Povrch &astic (m*/g) 185 185 230
Velikost pori (A) 130 130 100
Rozsah pH 1-12 1-11 1-8
Maximalni tlak (psi) 6000 6000 6000

2.3 Chromatografické testy

Chromatografické kolony vykazuji rGzné interakéni a separacni vlastnosti. Tyto
vlastnosti jsou ovlivnény typem, rozmeéry, zplisobem navazani a zpiisobem zpracovani
staciondrni faze, velikosti ¢astic a porl, typem navazanych ligandi a jejich pokrytim
povrchu, endkapingem. Jejich charakterizaci a vzdjemné porovnani lze provést riznymi
metodami, mezi které patii zdkladni chromatografické testy. V téchto testech se vyuzivaji
rizné testovaci analyty, které se pouzivaji k popisu jednotlivych interakci se stacionarni
fazi. NejCastéji se pouzivaji jednoduché chromatografické testy podle Walterse,
Engelhardta a Galushky, které popisuji silanolovou aktivitu, hydrofobicitu a tvarovou
selektivitu kolon za pouziti riznych mobilnich fazi. [11, 12]

Testy hydrofobicity jsou zalozené na relativni retenci vybranych pard sloucenin
odvozenych od benzenu v mobilni fazi, jejiZ sloZeni se v jednotlivych typech testa 1isi.
[13]

Tvarova selektivita je podle Galushky definovédna jako schopnost kolony separovat
analyty podobné polarity s rizné hydrofobnim povrchem. [11]

Silanolovéa aktivita a elektrostatické interakce jsou obvykle charakterizovany
relativnim zadrzovanim amint, dusikatych bazi, peptidii, nebo slabé kyselych fenoli

v organickych mobilnich fazich. Testy pro zjiSténi silanolové aktivity odrazi schopnost
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interakce mezi Castecné zaporné nabitou silanolovou skupinou stacionarni faze a kladné
nabitou slabou béazi v mobilni fazi. [13] Cim mén¢ volnych silanolovych skupin kolona
obsahuje, tim symetrictéjSich piki lze u separaci bazickych analyti dosdhnout. Disociaci

volnych silanolovych skupin Ize zabranit napt. vybérem vhodného pH mobilni faze. [14]

2.3.1 Waltersuv test
Walterstiv test je navrzen pro charakterizace reverznich oktadecylovych stacionarnich
fazi. Kolony jsou hodnoceny podle tfi parametr. [15]
e Index hydrofobicity, ktery je dan podilem reten¢nich faktorti anthracenu a benzenu
(rovnice 6) v mobilni fazi tvofené 65% acetonitrilem pfi pritoku mobilni faze

1 ml/min a teploté 40 °C.

HI = kanthracen ' (6)

kbenzen

kde HI je index hydrofobicity, kantiracen retencni faktor anthracenu a kvenzen
retencni faktor benzenu.

e Utinnost kolony, ktera se zjistuje nadavkovanim toluenu do mobilni faze tvofené

75% acetonitrilem pfi teploté 40 °C. Vyjadiuje se pomoci poctu teoretickych pater

na metr (rovnice 7). Redukovany vySkovy ekvivalent teoretického patra

(rovnice 8) odpovida kvalité plnéni kolony. Vypocty vychézi z rovnic 3 a 4.

n, = n -200 ’ 7
kde nm je pocet teoretickych pater na metr, n pocet teoretickych pater a L délka
kolony (cm).
H, = di, (8)
P

kde H: je redukovany vySkovy ekvivalent teoretického patra, H vyskovy
ekvivalent teoretického patra (cm) a dp primér ¢astic (cm).

e Aktivita volnych silanolovych skupin (silanolova aktivita), kterad je dana podilem

retencnich faktor N,N-diethyl-m-toluamidu (DETA) a anthracenu (rovnice 9)

v mobilni fazi tvotené 100% acetonitrilem pfi pritoku mobilni faze 1 ml/min

ateploté 40 °C. S volnymi silanolovymi skupinami interaguje N,N-diethyl-m-

toluamid. Retence anthracenu, ktera slouzi jako referentni hodnota, se pouziva pro

kompenzaci nepatrnych zmén chromatografickych podminek.
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k
S[ = —DETA ©)

kantracen

kde S7 je silanolova aktivita, kpeta retencni faktor N,N-diethyl-m-toluamidu
a Kanthracen Tetenéni faktor anthracenu.

Pro ur¢eni mrtvého ¢asu reverznich kolon se v téchto testech pouziva uracil.

Podle téchto tfi kritérii se kolony dé¢li do tfi skupin. Prvni skupinou jsou kolony
vykazujici nizkou az stfedni silanolovou aktivitu a nizkou afinitu k nepolarnim
slou¢enindm. Do druhé skupiny se tadi kolony o vysoké silanolové aktivité¢ a vysoké
afinité k nepolarnim slou¢enindm. Tyto kolony jsou vhodné pro separaci analytii s nizkou
nebo stfedni polaritou. Tteti skupinu tvoii kolony s nizkou silanolovou aktivitou

a vysokou afinitou k nepolarnim latkam. [15]

2.3.2 Engelhardtiv test

Test podle Engelhardta je navrzen pro charakterizace reverznich stacionarnich fazi
s navazanymi alkylovymi ligandy. Zjistuji se hydrofobni vlastnosti kolony, silanolové
interakce a tvarova selektivita. Testy se provadi ve smoceném stavu stacionarni faze,
kterého je dosazeno pfi objemu vody v mobilni fazi nizsi nez 50 objemovych procent.
Alkylové skupiny stacionarni faze v tomto stavu neinteraguji mezi sebou a jejich
interakce s mobilni fazi jsou silngj$i. V testech se proto pouzivd mobilni fize tvofena
55 % methanolu a 45 % vody bez pfidavku pufru. Pfidavek pufru do mobilni faze by
mohl vést k falesnému zptesnéni symetrie piki. [14]

Testovaci smés obsahuje uracil, anilin, fenol, o-, m-, p-toluidin (methylanilin), N, N-
dimethylanilin, toluen a ethylbenzen. Uracil slouzi k ureni mrtvého casu kolony.
Hydrofobicita a tvarova selektivita staciondrni faze je ur¢ena podilem retencnich faktort
ethylbenzenu a toluenu (rovnice 10). [16]

k
o = ethylbenzen ' (10)

k toluen

kde a je index hydrofobicity a tvarové selektivity, AKethylbenzen retencni faktor
ethylbenzenu a kioluen retencni faktor toluenu.

Asymetrie pikt charakterizuje rozmyti pika a pocita se podle rovnice 11.
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A=~ (11)

kde A4s je asymetricky faktor, a, b Sitky piku v 10 % jeho vysky ke kolmici na zakladnu
spusténé z vrcholu piku z ndbézné strany (@) a strany opacné (b) (min).

Vliv silanolovych skupin na tvary pika bazickych latek je dan pomérem asymetrického
faktoru piku anilinu a fenolu (rovnice 12) nebo také pomérem retencnich faktort anilinu
a fenolu [12] (rovnice 13). Fenol redukuje vlivy asymetrie piku zptsobené jinymi

interakcemi nez silanolovymi.

As
Sly = —AS‘“““”, (12)
Sfenol

kde Sia je silanolova aktivita, Ag ... asymetricky faktor anilinu, Ag Fenol asymetricky

faktor fenolu.
kanilin
Sl = ————, 13
kf enol ( )
kde ST je silanolova aktivita, kanilin retenéni faktor anilinu, kfenol retenéni faktor fenolu.
Vhodna kolona by se podle Engelhardta méla chovat podle néasledujicich kritérii [16]:
e anilin eluuje vzdy pted fenolem,

e podil asymetrického faktoru piku anilinu a fenolu by mél byt mensi nez 1,3.

2.3.3 Galushkiiv test
Testy podle Galushky jsou zalozeny na stanoveni retenci aromatickych slou¢enin na
reverznich kolonach na zakladé¢ struktury analytu. Porovnévaji hydrofobicitu, tvarovou
selektivitu a silanolovou aktivitu. Provadi se v mobilni fazi tvorené 60% methanolem.
Index hydrofobicity je definovan jako primér retencnich faktorli toluenu a benzenu

(rovnice 14). Silanolové aktivita se vypocita z rovnice 15. [12]

H] = ktoluen + kbenzen ’ (14)
2
kde HI je index hydrofobicity, kioluen retencni faktor toluenu a kpenzen retencni faktor

benzenu.

koo
SI = 1+3< ‘””“"—1), (15)

fenol

kde S je silanolova aktivita, kanilin retencni faktor anilinu a kfenol retencni faktor fenolu.
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2.4 Pesticidy

Pesticidy jsou ptipravky slouzici k hubeni nezddoucich rostlin, hub nebo Zivocichd,
podle ¢ehoz se déli do rtiznych skupin. Pesticidy ve vétsing ptipadl negativné ovliviuji
zivotni prostiedi, proto je jejich pouzivani regulovano. Dale budou popsany pouze

vybrané pesticidy, které byly pouzity jako modelové slouceniny v této praci.

Acetochlor

CHq

0 | S
C'JLN 7

) CH
Heo o :

Obrazek 3: Struktura acetochloru

Acetochlor je herbicid odvozeny od acetanilidu. Tento herbicid je drazdivy, fadi se
mezi podezielé karcinogeny a latky poskozujici reprodukéni schopnosti. Také vykazuje
vysokou toxicitu pro vodni zivocCichy a rostliny. [17] Pouziva se preemergentné nebo
predsetové pro odstranéni Sirokolistych plevell a riznych trav pifi péstovani
zemédelskych plodin, napt. kukufice, brambor, soji a cukrové titiny. Acetochlor je
absorbovan ptfevazné vyhonky klicicich rostlin, ale také jejich kofeny, a nasledné je

transportovan do vegetativnich organd. Inhibuje bunécné déleni. [18]

Fomesafen

0

0
0 |
N—S—CH
H T 3
0
F.C Cl NO

2

Obrazek 4: Struktura fomesafenu

Fomesafen je herbicid odvozeny od difenyletheru. Byl vyvinut specialné¢ pro
postemergentni  likvidaci  Sirokolistych pleveld pii péstovani so6ji. Inhibuje

protoporfyrinogen oxidasu, ¢imz blokuje tvorbu hemu. [18§]
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Isoproturon
CHy
0 CH,
HBCRN)J\N
| H
CH4

Obrazek 5: Struktura isoproturonu

Isoproturon je herbicid spadajici do tfidy fenylmocCovin. Patfi mezi podezielé
karcinogeny a je velmi toxicky pro vodni organismy. Pouzivani isoproturonu bylo
v Evropské unii zakdzano. Pouzival se preemergentné i postemergentné pro odstranéni
plevelli pfi péstovani obilovin. Isoproturon je absorbovan pifevazné koteny rostlin
anésledné transportovan s vodou do mist fotosyntézy. Inhibuje pienos elektronii ve

fotosystému II. [17, 18, 19]

Metazachlor

L)

I,
o] N
A

HaC i CH,

Obrazek 6: Struktura metazachloru

C

Metazachlor je herbicid patfici do skupiny acetanilidi, ktery je podeziely
z karcinogenity, drazdivy a toxicky pro vodni organismy. Pouziva se na preemergentni
nebo postemergentni odstrafiovani trav a dvoudéloZznych pleveld pfi péstovani fepky,

brambor nebo tabaku. [18, 20]

Triflumuron

Obrazek 7: Struktura triflumuronu
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Triflumuron je insekticid odvozeny od benzoylmocoviny. Je akutné toxicky pii
vdechnuti. Vyuziva se pro likvidaci dvoukiidlého hmyzu, broukti a motyll pii péstovani

bavlny, ovoce a s6ji. Inhibuje syntézu chitinu, ¢imz zabranuje vyvoji hmyzu. [18, 21]
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Seznam pouzitych chemikalii

e acetonitril, Chromasolv® gradient grade, >99,9%, Honeywell (Charlotte,
USA)

e methanol, gradient grade, >99,9%, Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

e anilin, > 99,5%, Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

e anthracen, 99%, Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

e benzen, > 99,9%, Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

e cthylbenzen, 99%, Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

e fenol, >99,5%, Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

e N,N-dimethyl-m-toluamid, 97%, Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

e toluen, 99,8%, Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

e uracil, > 99,0%, Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

e acetochlor, analyticky standard, Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

e fomesafen, analyticky standard, Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

e isoproturon, analyticky standard, Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

e metazachlor, analyticky standard, Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

e triflumuron, analyticky standard, Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

3.2 Pristroje a programy

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf

e separacni modul Waters 2690, Alliance HPLC System, Waters (Milford, USA)

o detektor Waters 2487, Dual A Absorbance Detector, Waters (Milford, USA)

e autosampler 717 Plus, Waters (Milford, USA)

e kolonovy termostat, Waters Alliance series column heater, Waters (Milford,
USA)

e kolona XBridge® BEH™ C18, rozméry 150 x 4,6 mm, velikost Castic 5 pm,
velikost pord 130 A, Waters (Milford, USA)
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e kolona XSelect® CSH™ (C18, rozméry 150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um,
velikost porii 130 A, Waters (Milford, USA)

e kolona XSelect® HSS C18, rozméry 150 x 4,6 mm, velikost Castic 5 um,
velikost porit 100 A, Waters (Milford, USA)

Ostatni pristroje
e zafizeni Ultrapur a Rowapur pro piipravu ultra ¢isté vody deionizaci, Watrex®
(Praha, Ceska republika)
e vahy Mettler AE 240 (Greifensee, Svycarsko)

Pocitacové programy
e Empower 2, Chromatography Data System, Waters (Milford, USA)
e Origin, verze 6.1, OriginLab Corporation (Northampton, USA)
e ACD/ChemSketch, verze 12.01, Advanced Chemistry Development, Inc.

(Toronto, Kanada)

3.3 Priprava vzorka a mobilnich fazi

Kapalné vzorky byly pfipraveny fedénim methanolem tak, aby jejich vysledna
koncentrace byla 10 pl/ml. Pevné vzorky byly pfipraveny rozpusténim 1 mg vzorku
v 1 ml methanolu. Déle byly vzorky anilinu, anthracenu, ethylbenzenu, N, N-dimethyl-m-
toluamidu, triflumuronu a uracilu 10x zfedény methanolem kvili vysoké odezvé
detektoru.

Mgéfeni byla provadéna v mobilnich fazich o sloZeni 100 % acetonitril, acetonitril/voda
80/20, 65/35, 60/40 (v/v) nebo methanol/voda 60/40, 55/45 (v/v). Vysledné dvouslozkova
mobilni fadze byla smichdna v daném poméru z Cistych rozpoustédel pouZitym

chromatografem.

3.4 Postup méreni

Waltersiiv test
Pted stanovenim indexu hydrofobicity byly kolony 20 minut ekvilibrovany mobilni

fazi o sloZeni acetonitril/voda 65/35 (v/v). Pfi teploté kolony 40 °C a pratoku mobilni
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faze 1 ml/min byly na kolony davkovany vzorky uracilu, anthracenu a benzenu o objemu
nasttiku 5 pl a teploté vzorku 25 °C.

Kolony byly 20 minut ekvilibrovany do mobilni faze tvofené 100% acetonitrilem pro
stanoveni silanolové aktivity. Za stejnych podminek byly na kolony davkovany vzorky
uracilu, anthracenu a N, N-dimethyl-m-toluamidu.

Analyty byly detekovany pii vinové délce 280 nm.

Engelhardtiv test

Kolony byly 20 minut ekvilibrovany mobilni fazi o slozeni methanol/voda 55/45 (v/v).
Pti teploté kolony 40 °C a prutoku mobilni faze 1 ml/min byly na kolony davkovany
vzorky anilinu, ethylbenzenu, fenolu, toluenu a uracilu o objemu 5 pl a teploté 25 °C.

Analyty byly detekovany pfi vinové délce 280 nm.

Galushkiiv test

Kolony byly 20 minut ekvilibrovany mobilni fazi o slozeni methanol/voda 60/40 (v/v).
Pii teploté kolony 40 °C a pritoku mobilni fdze 1 ml/min byly na kolony davkovany
vzorky anilinu, benzenu, fenolu, toluenu a uracilu o objemu 5 pl a teploté 25 °C. Analyty
byly detekovany pfi vinovych délkéch 254 nm pro test hydrofobicity a 280 nm pro test

silanolové aktivity.

Separace pesticidi

Na kolony byly davkovany smési pesticidi nejprve pifi sloZzeni mobilni faze
acetonitril/voda 80/20 (v/v), poté pii slozeni mobilni faze acetonitril/voda 60/40 (v/v)
anasledné¢ pi1 sloZzeni mobilni faze methanol/voda 60/40 (v/v). Vzorky byly
v jednotlivych mobilnich fazich davkovany i1 samostatné pro zjisténi jejich elu¢niho
potadi. Teplota kolony byla 40 °C, pritok mobilni fdze 1 ml/min, teplota vzorkl 25 °C
a objem nastfiku 5 pl. Mrtvy ¢as kolon byl uren nadavkovanim uracilu. Analyty byly

detekovany pfi vlnové délce 280 nm.
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4 Vysledky a diskuse

Na chromatografickych kolonach XBridge C18, XSelect CSH C18 a XSelect HSS C18
byly provedeny testy podle Walterse, Engelhardta a Galushky. Vlastnosti kolon byly na
zaklad¢ téchto testli porovnany z hlediska indexu hydrofobicity, tvarové selektivity,
silanolové¢ aktivity a u¢innosti. Nasledné byla na kazdé z kolon optimalizovana separace

smési vybranych pesticidi.

4.1 Waltersuv test

V mobilni fazi o slozeni acetonitril/voda 65/35 (v/v) byly za experimentalnich
podminek uvedenych v kapitole 3.4 zméfeny retencni Casy anthracenu a benzenu.
Nasledné byly vypocitany jejich retencni faktory a hodnota indexu hydrofobicity, ktera
je dana pomérem reten¢niho faktoru anthracenu a benzenu.

Retencni Casy anthracenu a N,N-dimethyl-m-toluamidu byly zméfeny v mobilni fazi
tvofené 100% acetonitrilem za podminek uvedenych v kapitole 3.4. Pomér retenc¢nich
faktori N, N-dimethyl-m-toluamidu a anthracenu udava index silanolové¢ aktivity.

Pro ur¢eni mrtvého ¢asu kolon byl do jednotlivych mobilnich fazi ddvkovan uracil.

Vysledky Waltersova testu pro kolony XBridge C18, XSelect CSH C18 a XSelect HSS
C18 jsou shrnuty v tabulce 2.

Tabulka 2: Vypocitané hodnoty indexu hydrofobicity (H) a silanolové aktivity (S7) na zakladé
Waltersova testu kolon XBridge C18, XSelect CSH C18 a XSelect HSS C18, kde tv je mrtvy cas

urceny z uracilu (min) a k reten¢ni faktor.

XBridge C18 XSelect CSH C18  XSelect HSS C18

tm (min) 1,5 1,6 1,4
Kanthracen 3,7 3,7 6,2
kbenzen 0,97 0,97 1,6
HI 3,8 3,8 3,9
tm (min) 1,6 1,7 1,5
Kanthracen 0,34 0,33 0,56
kpeTA 0,15 0,14 0,23
S1 0,44 0,42 0,41
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Kolony XBridge C18, XSelect CSH C18 a XSelect HSS C18 vykazuji hodnotu indexu
hydrofobicity mezi hodnotami 3,6-4,0, coz podle Waltersova testu odpovida stfedni
afinit¢ k nepolarnim sloucenindm. Kolona XSelect HSS CI18 vykazuje hodnotu
hydrofobicity nejvyssi. Index hydrofobicity podle Walterse souvisi také s procentem
pokryti kolony uhlikem. Cim vy33i je pokryti uhlikem, tim vy3si hydrofobicitu by kolona
méla vykazovat, coz plati pro kolony, které se liSi pouze pokrytim uhlikem a ostatni
parametry maji shodné. Kolona XBridge C18 mé oproti dal$im dvéma testovanym
kolonam pokryti uhlikem vy$si, ale hodnotu HI ma stejnou jako kolona XSelect CSH C18
a mirn€ niz$i nez kolona XSelect HSS C18. Tyto vysledky ukazuji, ze hodnota HI souvisi
s procentualnim pokrytim uhlikem, ale je ovlivnéna i ostatnimi parametry kolon.

Hodnoty silanolového indexu < 0,9 podle Walterse odpovidaji nizké aktivité
silanolovych skupin vSech tii kolon. To vypovida o kvalitnim zakryti volnych silanold
endkapingem. Nejnizsi silanolovou aktivitu vykazuje kolona XSelect HSS C18, nejvyssi
kolona XBridge C18.

Testované kolony se nedaji zatadit ani do jedné skupiny Waltersova déleni kolon [15].
Nicmén¢ vSechny tii vykazuji nizkou silanolovou aktivitu a stfedni afinitu k nepolarnim

slou¢eninam.

4.2 Engelhardtiv test

V mobilni fazi o slozeni methanol/voda 55/45 (v/v) byly za podminek uvedenych
v kapitole 3.4 zméfeny reten¢ni €asy anilinu, ethylbenzenu, fenolu a toluenu, z nichz byly
nasledné vypocitany jejich retencni faktory. Pomér retencnich faktorG ethylbenzenu
a toluenu udava index hydrofobicity neboli tvarovou selektivitu. Z poméru retenc¢nich
faktori a asymetrickych faktorti anilinu a fenolu byla vypocitana aktivita volnych
silanolovych skupin. Reten¢ni ¢as toluenu poslouzil pro zjisténi G€innosti kolon. Mrtvy
¢as kolon byl ur¢en nadavkovanim uracilu.

V tabulce 3 jsou uvedeny vysledky Engelhardtova testu pro kolony XBridge C18,
XSelect CSH C18 a XSelect HSS C18.
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Tabulka 3: Vypocitané hodnoty tvarové selektivity (a) a silanolové aktivity (S7, S/) na zakladé
Engelhardtova testu kolon XBridge C18, XSelect CSH C18 a XSelect HSS C18, kde tv je mrtvy
¢as urCeny z uracilu (min), k£ retencni faktor, 4s asymetricky faktor piku, n pocet teoretickych

pater, nm pocet teoretickych pater na metr, H; redukovany vyskovy ekvivalent teoretického patra.

XBridge C18 XSelect CSH C18  XSelect HSS C18

tm (min) 1,6 1,7 1,6
kethylbenzen 1,0 1,0 1,5
ktoluen 5,1 4,7 8,3
a 0,20 0,21 0,18
tm (min) 1,6 1,7 1,5
AS, anilin 1,4 1,2 1,2
As, fenol 1,2 1,1 1,1
SIa 1,2 1,1 1,1
Kanilin 0,43 0,44 0,62
ketenol 0,58 0,63 0,88
ST 0,74 0,70 0,70
n 14300 13500 12300
Am 95000 90000 82000
H, 2,1 2.2 2.4

Podle Engelhardta je kolona povazovana za vhodnou pro separace bazickych latek,
pokud anilin eluuje pfed fenolem a zaroven je pomér asymetrickych faktorti pikii anilinu
a fenolu < 1,3. VSechny tfi testované kolony splituji obé tyto podminky, proto je lze
povazovat za vhodné pro separace bazickych latek. Pro kolony obsahujici oktadecylovy
ligand je dle Engelhardta typické, Ze ethylbenzen eluuje vzdy pted toluenem. Tento
predpoklad je také splnén u vSech tii kolon.

Hodnoty silanolového indexu < 1 odpovidaji nizké aktivit¢ volnych silanolovych
skupin [22]. VSechny tfi testované kolony toto kritérium spliiuji. Kolona XBridge C18
vykazuje nejvyssi silanolovou aktivitu, coZ koreluje s vysledky Waltersova testu. Kolony
XSelect CSH C18 a XSelect HSS C18 maji silanolovy index stejny.

Nejnizsi tvarovou selektivitu vykazuje kolona XSelect HSS C18, nejvyssi kolona

XSelect CSH C18.
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Uginnost kolon je vyjadiena podtem teoretickych pater na metr délky kolony. Nejvyssi

cvwr

4.3 Galushkuv test

V mobilni fazi o slozeni methanol/voda 60/40 (v/v) za podminek uvedenych v kapitole
3.4 byly zméfeny retencni Casy anilinu, benzenu, fenolu a toluenu, déale z nich byly
vypocitany jejich retencni faktory. Hodnoty indexu hydrofobicity byly vypocitany
z reten¢nich faktord toluenu a benzenu podle rovnice 14. Pro vypocet silanolové aktivity
z reten¢nich faktort anilinu a fenolu byla pouzita rovnice 15. Mrtvy ¢as kolon byl urc¢en

nadavkovanim uracilu.

Tabulka 4: Vypocitané hodnoty indexu hydrofobicity (HI) a silanolové aktivity (S/) na zakladé
Galushkova testu pro kolony XBridge C18, XSelect CSH C18 a XSelect HSS C18, kde #u je

mrtvy ¢as ureny z uracilu (min) a & reten¢ni faktor.

XBridge C18 XSelect CSH C18  XSelect HSS C18

tm (min) 1,6 1,7 1,5
Kbenzen 1,9 1,8 3,0
kitoluen 3,5 3.3 5.8
HI 2,7 2,6 4,4
tm (min) 1,6 1,7 1,5
Kanilin 0,33 0,34 0,49
kfenol 0,44 0,48 0,66
S1 0,25 0,13 0,23

Kolony XBridge C18 a XSelect CSH C18 vykazuji stfedni hodnoty hydrofobicity.
Kolona XSelect HSS C18 by se dala povazovat podle tohoto testu za vysoce hydrofobni.
[22]

Hodnoty silanolového indexu < 1 odpovidaji nizké aktivité volnych silanolovych
skupin [22]. VSechny tfi testované kolony vykazuji nizkou silanolovou aktivitu. Nejnizsi
aktivitu volnych silanoli vykazuje kolona XSelect CSH C18. Nejvyssi silanolovou
aktivitu vykazuje kolona XBridge C18, coz koreluje s vysledky Waltersova

1 Engelhardtova testu.
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Porovnanim vysledki testi podle Walterse, Engelhardta a Galushky nebylo dosazeno
zcela stejnych vysledkii. Rozdily mezi testy mohou byt zptsobeny rozdilnymi
podminkami a zpiisoby stanoveni, jako jsou rozdilné mobilni faze i testovaci analyty.

Test hydrofobicity podle Walterse vyuziva anthracen, ktery ma diky tfem benzenovym
jadrim vyrazné nizsi polaritu nez benzen. Engelhardtiv test stanovuje hydrofobicitu jako
tvarovou selektivitu ethylbenzenu a toluenu, které se 1isi jen délkou postranniho fetézce.
V testu hydrofobicity podle Galushky je pouzit benzen a toluen, které¢ oba obsahuji jen
jedno benzenové jadro, a tudiz neni rozdil v polarité tak velky jako pii pouziti analytl pro
Walterstiv test. Nicméné se benzen a toluen lisi ve struktufe jednou methylovou skupinou.
Vysledky proto mohou byt interpretovany jako tvarova selektivita pro methylovou
skupinu.

V testech podle Walterse a Galushky bylo dosazeno podobnych vysledk pii stanoveni
silanolové aktivity i hydrofobicity, nicméné vysledky testi nelze kvili rozdilnym

podminkam porovnavat mezi sebou. Testy se proto nedaji povazovat za univerzalni.

4.4 Separace vybranych pesticida

Smés vybranych pesticidli obsahujici acetochlor, fomesafen, isoproturon, metazachlor
a triflumuron byla nejprve separovana na koloné XSelect CSH C18. Jako vychozi mobilni
faze byl zvolen acetonitril/voda 80/20 (v/v) a separace byla provedena za podminek
uvedenych v kapitole 3.4. Separace neprobéhla uplné€, doslo ke koeluci isoproturonu
s metazachlorem a acetochloru s triflumuronem. Pomér sloZek mobilni faze byl nasledné
upraven na acetonitril/voda 60/40 (v/v) a separace byla za vySe uvedenych podminek
zopakovana. Za téchto podminek doslo k separaci vSech pesticidli na zakladni linii.

Daéle byla smés pesticidii separovana v mobilni fazi acetonitril/voda 60/40 (v/v) i na
kolonach XBridge C18 a XSelect HSS C18. Vysledky separaci jsou uvedeny v tabulce 5.

Chromatogramy separaci jsou ukdzany na obrazku 8.
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Hodnoty asymetrického faktoru pro pik fomesafenu a rozliSeni pikii fomesafenu
a isoproturonu na kolon¢ XSelect HSS C18 nebyly urceny z ditvodu rozmyti fomesafenu

do dvojpiku (viz obrazek 8).
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Obrazek 8: Separace smési pesticidii na kolonach A — XBridge C18, B — XSelect CSH C18,
C — XSelect HSS C18, mobilni faze: acetonitril/voda 60/40 (v/v), prutok 1 ml/min, teplota kolony
40 °C, objem nastiiku 10 pl, detekce pti 280 nm, 1 — fomesafen, 2 — isoproturon, 3 — metazachlor,

4 — acetochlor, 5 — triflumuron.

Fomesafen eluoval na vSech testovanych kolonach pfed markerem mrtvého casu,
nasledoval isoproturon, metazachlor, acetochlor a triflumuron. Hodnoty asymetrickych
faktorti byly u téméft vSech analyti blizké jedné, nedochazelo tedy k Zddnému vyraznému
rozmyti pika. V pifipadé fomesafenu na koloné¢ XSelect HSS C18 dochazi k rozdvojeni
piku. To je pravdépodobné zpusobeno koeluci s pikem rozpoustédla. Nejvice symetricke
piky poskytuje za téchto podminek kolona XSelect CSH C18. Hodnoty rozliSeni vSech
sousednich pikli byly vétsi nez 1,5, tudiz se analyty daji povaZovat za separované na
zakladni linii.

Separace prob¢hla nejrychleji na koloné XBridge C18, zatimco nejdelsi doba analyzy
byla na kolon¢ XSelect HSS C18. Tyto vysledky koresponduji s ucinnosti kolon
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stanovené v testu podle Engelhardta, kde nejvyssi ucinnost vykazovala kolona XBridge

C18 a nejnizsi kolona XSelect HSS C18.

Nasledné byl testovan vliv organického modifikatoru na separaci smési vybranych
pesticidii. Separace probihala na kolonach XBridge C18, XSelect CSH C18 a XSelect
HSS C18 v mobilni fazi methanol/voda 60/40 (v/v). Vysledky separaci jsou uvedeny

v tabulce 6. Chromatogramy separaci jsou ukazany na obrazku 9.
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Obrazek 9: Separace smési pesticidi na kolonach A — XBridge C18, B — XSelect CSH C18,
C — XSelect HSS C18, mobilni faze methanol/voda 60/40 (v/v), prutok 1 ml/min, teplota kolony
40 °C, objem nastiiku 10 ul, detekce pii 280 nm, 1 — fomesafen, 2 — metazachlor, 3 — isoproturon,

4 — acetochlor, 5 — triflumuron.
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Fomesafen 1 v mobilni fazi obsahujici methanol eluoval pied markerem mrtvého Casu
nasledovan metazachlorem, isoproturonem, acetochlorem a triflumuronem. Oproti
mobilni fazi s acetonitrilem v prostfedi methanolu eluoval metazachlor pted
isoproturonem a retence analytli byla podstatné vyssi, coz je dano nizsi elu¢ni silou
methanolu oproti acetonitrilu. Asymetrie piki byla v methanolové mobilni fazi vétsi,
zejména u piki fomesafenu a acetochloru. Piky metazachloru a fomesafenu v prostredi
methanolu frontovaly oproti acetonitrilové mobilni fazi, kde dochazelo ke chvostovani.
Vyjimku tvofil fomesafen na koloné¢ XSelect HSS C18, ktery vyrazné chvostoval
1 v methanolové mobilni fazi. Rozliseni vSech piki odpovida pikim rozd€lenym na
zakladni linii. Hodnoty rozliSeni jsou v obou mobilnich fazich podobné s vyjimkou
rozliSeni acetochloru a triflumuronu, které se na vSech kolonach fadové lisi, coz je dano
vysokou retenci triflumuronu na vSech kolonach v mobilni fazi s methanolem.

Nejrychleji separace probehla na koloné XBridge C18, nejpomaleji na kolon¢ XSelect

HSS C18 stejné jako pii pouziti mobilni faze s acetonitrilem.

Nejdelsi dobu analyzy poskytovala v obou mobilnich fazich kolona XSelect HSS C18.
Vyssi retence analytll na koloné XSelect HSS C18 je dana vétsim povrchem kolony
(mensi velikosti portl) v porovndni s kolonami XBridge C18 a XSelect CSH C18. Kolona
XSelect HSS C18 také vykazuje v testu podle Engelhardta nejniZsi ucinnost, coz tizce
souvisi s nejvyssi retenci a Sitkou pikli. Nejdelsi retence ziskané na této koloné koreluji
s nevysSimi hodnotami indexu hydrofobicity ziskanymi z Waltersova a Galushkova testu.
Zejména dle Galushkova testu je index hydrofobicity pro tuto kolonu vyrazné vyssi nez

pro kolony XBridge C18 a XSelect CSH C18.
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5 Zavér

V této praci byly zjistovany a porovnavany interakéni a separacni vlastnosti kolon
XBridge C18, XSelect CSH C18 a XSelect HSS C18 uréenych pro reverzni moéd
vysokoucinné kapalinové chromatografie. Nasledné¢ byly na téchto kolonach
optimalizovany separace vybranych pesticidu.

Kolony byly testovany chromatografickymi testy podle Walterse, Engelhardta
a Galushky, které popisuji silanolovou aktivitu, index hydrofobicity, tvarovou selektivitu
a ucinnost kolon. Dle vSech tii provedenych testli maji testované kolony nizkou aktivitu
volnych silanolovych skupin. Nejvyssi silanolovou aktivitu vykazovala kolona XBridge
C18. Z hlediska indexu hydrofobicity vykazovala v testu podle Walterse a Galushky
nejvyssi afinitu k nepolarnim sloucenindm kolona XSelect HSS C18. Engelhardtovym
u kolony XSelect HSS C18. VSechny tfi testované kolony jsou podle vysledki
Engelhardtova testu vhodné pro separace bazickych latek. Engelhardtovym testem byla
zjiSténa nejvyssi ucinnost kolony XBridge C18. Nejnizsi ucinnost vykazovala kolona
XSelect HSS C18. Nestejné vysledky testi dokazuji, ze tyto testy nejsou univerzalni
anelze je zdivodu uziti rozdilnych testovacich analyti a podminek vzajemné
porovnavat.

Na testovanych kolondch byla optimalizovana separace vybranych pesticidi
v mobilnich fazich tvofenych acetonitrilem a vodou a methanolem a vodou za isokratické
eluce. V prostfedi methanolu probihaly separace kvili nizsi elu¢ni sile mobilni faze
pomaleji neZ v acetonitrilu. Nejrychleji byly pesticidy separovany v obou mobilnich
fazich na kolon¢ XBridge C18. Nejdéle probihala separace na koloné XSelect HSS C18.
Tato kolona mé z testovanych kolon nejvyssi povrch, coz vede k nejvyssi retenci analyta.
Nejdelsi cas analyzy na koloné¢ XSelect HSS CI18 odpovidd nejvySSimu indexu
hydrofobicity stanovenému Waltersovym a Galushkovym testem. Smés péti pesticidll

byla rozdé€lena na zékladni linii na vSech tfech testovanych kolonach.
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