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1. Seznam zkratek

17aEqS 17a-dihydroequilin sulfat

A Angstrom (1.10'%m)
ACN acetonitril
Bopa 2-(4-isobutyrylfenyl)-propionova kyselina

BUDGE 1,4 butandiol diglycidyl ether
C/ZrO, ZrO, modifikovany uhlikem

D-Ala D-alanin, aminokyselina

DHES A¥- dehydroestron sulfat

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina

ELSD odparovaci svételny detektor

EO oxyethylen

EqS equilin sulfat

ES estron sulfat

ESI-MS hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem
Gly glycin, aminokyselina

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
Ibap 4-isobutylacetofenon

Ibu ibuprofen

IS interni standard

LC kapalinova chromatografie

LC-MS LC s detekci hmotnostni spektometrii
Leu leucin, aminokyselina

LeuNH; leucinamid, aminokyselina
MeOH methanol

MeP metylparaben
Met methionin, aminokyselina
NP normalni faze
PBD polybutadien

PBD-ZrO; ZrO, modifikovany polybutadienem
P-EDTA  propofol EDTA

PEI polyetherimid

PhBa 4-hydroxybenzoova kyselina

Phe fenylalanin, aminokyselina

PO oxypropylen

PrP propylparaben

PS polystyren

PS-ZrO,  ZrO; modifikovany polystyrenem
RP reverzni faze

RPLC reverzni faze v kapalinové chromatografii
Tyr tyrosin, aminokyselina

USD americky dolar

uv ultrafialové zéafeni



2. Cil prace

Cilem této bakalaiské prace je literarni reSerSe na téma zirkoniové stacionarni faze
pro vysokou¢innou kapalinovou chromatografii. Prace se zabyvd srovnanim klasickych
staciondrnich fazi na bazi silikagelu a novych stacionarnich fazi na bazi ZrO,. Popisuje
mechanismus separace na zirkoniovych staciondrnich fazich a pfedstavuje néktera jejich

vyuziti v praxi.



3. Uvod

Oxidy kovu konkrétné zirkonia, titanu, hliniku a v men$im mite také thoria a ceru jsou
jako materidl pro naplné¢ kolon pro vysokoudinnou kapalinovou chromatografii (HPLC)
relativné mladé, prvni zminky o nich byly pfed né€kolika lety [1]. Od té doby roste pocet
aplikaci téchto novych stacionarnich fazich.

Diky odli$nosti oxidti zminénych kovi od silikagelu v chromatografickém zadrzovani,
selektivité¢ a chemii povrchl, mohou byt oxidy kovl velmi vyhodné pouzity k dosdhnuti
odli$né a tedy Uspésné separace. Oxidy kovi maji ucinnost srovnatelnou se silikagelem, ale
v parametrech chemické a teplotni stability jsou lepsi. ZrO,, TiO,, Al;O3 jsou nejzajimavéjsi
oxidy kovt z hlediska chromatografie [2].

V porovnani s ostatnimi stacionarnimi fazemi (oxidy kovu, uhlik a polymery) maji
reverzni faze na bazi silikagelu v HPLC dominantni postaveni. Chemie povrchu silikagelu a
jeho reakce jsou dobife znamy i s jeho limitacemi. Silikagel se rozpousti pti pH > 8. Pti pH <
2 se odstépuje stacionarni faze vazané pies siloxdnovou vazbu [3].

Polymerni materialy mohou byt pouzity v HPLC jako nosi¢ navazané faze, nebo jako
tdze samotna. Polymerni reverzni faze jsou stabilni pti pH 1 az 13 [3]. Polymerni materiél ale
bobtnd a ma nizkou mechanickou stabilitu v béZn€ pouzivanych podminkéch. VétSina
polymernich fazi ma niZ§i chromatografickou Géinnost nez silikagel, navzdory létim vyvoje a
studovani. Z tohoto kratkého souhrnu je patrné, Ze ideélni naplii kolon po HPLC neexistuje.

Idealni stacionarni faize v HPLC by méla mit néasledujici charakteristiky [2]:

e Lehce variabilni fazovy koeficient, to znamen4 moznost zmény zadrZovani separovaného
analytu.

¢ Dlouhotrvajici chemickou stabilitu proti vysoce agresivni mobilni fazi (s velmi nizkym
nebo s velmi vysokym pH).

e Mechanicka pevnost vzdorujici vysokym tlakim ptsobicich pfi pouzivani a plnéni kolon.

o Castice materidlu by mély mit uzkou distribuci velikosti a vysoky relativni povrch.
Struktura ¢astic by méla mit porézni charakter.

e Poéry musi mit primér vhodny pro primér analyzovanych molekul a musi mit dobré
spojeni umoziyjici rychly pfesun hmoty.

e Moderni HPLC naplné musi byt sférické a nestlacitelné, aby poskytly mechanicky stabilni

uloZeni.



o Material nosi¢e by mél byt odolny proti teplotnim a chemickym zménam.

e Material nosi¢e by mél byt homogenni, ale zaroveii umozniujici chemickou modifikaci
jeho povrchu.

e Materidl by mél co nejméné bobtnat v pfipadé polymerni stacionarni faze, nebo

polymerniho potazeni.

Vlastnosti kolon nové generace a technologie jejich vyroby lze shrnout v nasledujicich

bodech [2]:

e Metody syntézy ¢astic musi byt vysoce reprodukovatelné. Pevna faze musi mit uniformni
distribuci velikosti ¢astic, musi mit vhodnou poréznost, srelativnim povrchem a
prumérem péra odpovidajicim zkoumanym analyttim.

o Kolony musi byt stabilni pfi neptiznivych podminkach (vysokém ¢i nizkém pH a zvySené
teploté).

e Opakovatelnost separaci musi byt pfi posuzovani kolona ke kolon€ a série k sérii
vylepsena.

o Castice chromatografického materialu by méli umozZiiovat co moZna nejrychlejii analyzu.

e Chromatografické chovani bazickych analyti by mélo byt vylepSeno (vyska a symetrie
piku).

e Soucasna dostupna selektivita kolon se zna¢né 1i8i od takové, které je velmi zadouci.

e Kolony budou navrzeny pro specifické aplikace, napf. jako LC-MS, a pro specifické
ucely, jako je minimalizace spotfeby rozpoustédla a vys$§i ucinnost ve vysoce vodném
prostiedi.

o Velkd pozornost je v€novana novym formatim kolon se specidlnimi monolitickymi

fazemi a s lep§imi prutokovymi charakteristikami pro zvyseni rychlosti analyzy.

Pozadavky na materiadly pro kolony nové generace lépe spliuji oxidy kovi na bazi
zirkonia, titanu, hliniku a v men$im rozsahu na bazi thoria a ceru [1]. Nejvhodnéjsi se
ze jmenovanych kovi jevi zirkonium, respektive oxid zirkoni¢ity. Kromé vynikajici chemické
a teplotni stability probihaji na povrchu ZrO, zcela jiné chemické procesy nez na povrchu
silikagelu. Probihajici procesy, které jsou podstatou déleni, ovliviiyji selektivitu a zadrzovani
separovanych latek a mohou byt s vyhodou vyuZity k ovliviiovéani a kontrole separace na ZrO,

stacionarnich fazich.



4. Moderni stacionarni faze pro HPLC a jejich chemicka a teplotni

stabilita

Vétsina HPLC separaci je v souCasnosti provadéna v systému s reverzni fazi. Postup
vyroby velmi €istého silikagelu a zpisoby vazby funkénich skupin na povrchu silikagelu jsou
znamy vice nez 20 let. V dnesni dob¢€ je dostupna Siroka nabidka stacionarnich fazi na bazi
silikagelu modifikovaného oktadecylovou a oktylovou funkéni skupinou. Jejich uéinnost,
stabilita a reprodukovatelnost se méni podle vyrobce [4]. Stale se ovSem pracuje na vyvoji
novych a odolnéj§i kolon, které budou vyhovovat modernim analytickym potfebam.
Vylepseni stability stacionarnich fazi bylo a zlstava viditelnou hnaci silou pro vyzkum a

vyvoj novych stacionarnich fazi.

4.1. Stacionarni faze na bazi silikagelu

wowr

[5]. SiO; je oblibeny nosi¢ z mnoha divodu:
1. castice jsou monodisperzni, mechanicky odolné, maji velky povrch a daji se vyrobit
s riznymi velikostmi poru.
2. Siroka Skala silani dovoluje kovalentni modifikaci povrchu, coZ nabizi rtiznorodé
chromatografické vlastnosti. To umoZiiuje separovat analyty na reverzni nebo

normalni fazi, pouzitim iontové vymény nebo molekulového sita [6].

Stacionarni faze na bazi silikagelu jsou nejcastéji pouzivané v kapalinové
chromatografii. Nejroz§ifené€ji pouzivana reverzni stacionarni faze na bazi silikagelu je faze
vazand pomoci organosilanu, protoze jejich syntéza je vysoce reprodukovatelna [6]. BéZné
chemicky vazané faze jsou stabilni, pokud je pH mobilni faize mezi 3-9. Pro dlouhodobé;jsi
stabilitu je limit mezi 3—7 [7]. Jsou ale vyvinuty i kolony se stabilitou az do pH 11,5. Podobné
jsou popsany pokusy o zlep$eni stability pfi nizkém pH. Pfi pH mobilni faze mens$i nez 4 se
vyrazn€ projevuje kysele katalyzovand hydrolyza siloxanové vazby mezi silikagelovym
povrchem a organosilanem [3,7]. Z toho plyne ztrata vazané faze a ztrata chromatografické
retence. Pfi pH mobilni faze vét$i nez 9 se zadind silikagelovy nosi¢ rozpoustét, coz
zpasobuje odSté€peni vazané faze z nosi¢e [3,7]. Rozpusténi silikagelové podvrstvy vede
k postupujici, zna¢né velké ztrat€ ucinnosti kolon, a k vytvofeni mrtvého prostoru na zacatku

kolony. Dlouhodobé pouzivani mobilni faze o pH 9 nebo vyssi vede ke kolapsu kolony a
9



kompletni ztraté chromatografické u¢innosti. Nejednodussi feseni omezené chemické stability
silikagelovych fazi je pouziti mobilni fize v rozsahu pH 3-7, poptipad€ 9. To oviem znacné
limituje optimalizaci separace zménou pH mobilni fize pro mnoho typl analytd nejen
v systému s reverznimi fazemi. Napiiklad malé bazické farmaceuticky vyznamné slou€eniny
je tfeba délit pfi vysokém nebo pii velmi nizkém pH [3]. SniZovéani pH vede k potlaceni
nezadoucich interakci mezi analytem a zbytkovymi silanovymi skupinami na povrchu
silikagelu, coz vede k lep§im tvarim pikid a zlepSeni G¢innosti. Analyza bazickych latek ve
formé volnych bazi ¢asto vede k vétsi chromatografické retenci a k leps$i symetrii piki [3].
Teplotni stabilita béZn¢ pouzivanych silikagelovych kolon je uvadéna do 60-80 °C
v zavislosti na typu mobilni faze. Pfi vys§i teploté za¢ind povrch silikagelu kondenzovat a
jeho chemické vlastnosti povrchu se meéni. Silikagel se rozpusti i v pfitomnosti znamych

znehodnocujicich slou¢enin jako jsou fosfore¢nany nebo uhli¢itany.

4.2. Stacionarni faze na bazi oxidu zirkoni¢itého

Pfi hledani novych materiali pro stacionarni faze, které budou chemicky a teplotné
odolnéjsi nez silikagelové, byla pozornost zamétena na nésledujici oxidy kovi: ZrO,, TiO,,
AlyOs. Nejperspektivngjsi se z uvedenych materialt jevi oxid zirkonility. ZrO, se zda byt
teplotné i chemicky nejstabilngjs$i oxid uvedenych kovil, pouziva se tedy napiiklad i pfi
uchovavani radiochemického odpadu. Teplotni stabilita ZrO; je velmi vysoka. Zirkonium ma
velmi vysokou teplotu tani (2750 °C). ZrO, muze byt v HPLC pouZit pfi teploté az do 200 °C
[8]. Teplotni stabilita je vyhodou, protoze pfi vyssi teploté je niZsi viskozita mobilni faze a
mizZe se pouzit rychlej$i prutok média v koloné, coz umoziluje 3—5 krat rychlejsi analyzu.
MiuzZeme zlepSovat selektivitu i tim, Ze soucastné ménime teplotu a dali jiné parametry [8].
Zr0, je stabilni pfi nizkém i pfi vysokém pH a absolutn¢ stabilni v rozmezi pH 1-14 [1].
Povrch ZrO, obsahuje hydroxylové skupiny —OH. Jejich umisténi a mnozstvi se li§i od
povrchu silikagelu. Déle povrch ZrO; obsahuje mista Lewisovych kyselin. Pro pouziti pfi
separaci na reverzni fazi je mozné povrch ZrO, modifikovat. Modifikaci se dosdhne sniZeni
polarity povrchu.

Diive nebyly ZrO, naplné pouZivané, protoZe je nikdo komeréné nevyrabé€l. Pouzivali
se pouze takové, které si vyzkumné laboratofe vyrabély samy. Kolony pro HPLC ze
sférickych, monodisperznich ¢astic s vybornou morfologii p6rt jsou nyni komeréné dostupné

[2]. V tabulce 1 jsou uvedeny nékteré dostupné naplné na bazi ZrO,.
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Tabulka 1 Komeréné dostupné napln& na bézi zirkonia a jejich zakladni fyzikalng chemické vlastnosti [2].

Zphsob Chemie povrchu Velikost Velikost | Povrch pH Max. teplota
pouZiti p6rli (nm) | Eastic (um) (m%g) | rozmezi (°C)
RP ZrO, obaleny modifikovanym 30 3,5,7,10 30 1-14 200
uhlikem
RP ZrQ; obaleny uhlikem 30 3,5,7,10 30 1-14 150
NP Holy ZrO, 30 3,5,7, 10 30 1-14 150
RP ZrO, obaleny PBD 30 3,5,7,10 30 1-14 150
Slaby méni¢ | ZrO, obaleny PEI a zesitovanym 30 3,5,7,10 30 1-10 50
kationtt | BUDGE
Slaby mé&ni¢ | ZrO, obaleny PEI 30 3,5,7,10 30 39 50
aniontil
Silny méni¢ | ZrO, obaleny kvartérni soli methyl 30 3,5,7,10 30 1-12 50
anionti | jodidu s PEI zesitovanym BUDGE
Silny méni¢ | ZrO, obaleny kvartérni soli methyl 30 3,5,7,10 30 1-12 50
aniontd |jodidu sPEIl zesitovanym s
dijododekanem
Méni¢ ZrO, chemicky modifikovany 30 3,5,7,10 30 1-10 50
kationtt | P-EDTA
RP ZrO, obaleny PS 30 3,5,7,10 30 - 150
RP ZrO, obaleny PBD chemicky 30 3,5,15,25 30 50
modifikovanym P-EDTA

PBD: polybutadien, PEI: polyetherimid, BUDGE: 1,4 butandiol diglycidyl ether, P-EDTA: propofol EDTA,
EDTA: ethylendiamintetraoctova kyselina

4.3. Srovnani vlastnosti a stability fizi na bazi oxidu zirkoni¢itého a silikagelu

Srovnani vlastnosti naplni kolon pro HPLC na bazi silikagelu a ZrO, je shrnuto

v tabulce 2. V této tabulce jsou navic srovnavany i napln€ na bazi TiO, a Al,O;. Z tabulky je

vidét, Ze silikagel je komeréné dostupny v nejsirsi Skale typd péru i velikosti ¢astic, ale jeho

teplotni a chemicka stabilita je niZ8i neZ u ostatnich srovnavanych naplni. Realné srovnani

komeréné dostupnych stacionarnich fazi na bazi ZrO; a silikagelu je v tabulce 3.

Tabulka 2 Srovnani vlastnosti naplni kolon pro HPLC na bazi SiO,, TiO,, Al,O;5 a ZrO, [2].

Vlastnosti SiO, TiO, Al O; Zr0O,
Monodisperzita ++ ++ ++ ++
Struktura péru ++ ? ? ++
Povrch, primér péri ++++ ++ +++ ++
Kontrola chemie povrchu +4+++ ? ++ ++
Mechanicka odolnost ++ ? ? +++
Chemicka stabilita - ++(?) +++ -+
Teplotni stabilita - ? ? -+
Utinnost kolony +++ ? ++ +++
Homogenost ++ + +

11




Tabulka 3 Vybrané komerén¢ dostupné chromatografické népln& pro RPLC, stabilnf pti vysokém pH [2].

Vyrobce ZirChrom | ZirChrom | Supelco | Supelco | Supelco | Supelco | Phenomenex | Waters Zorbax
Nidzev kolony Diamond | ZirChrom- | Discovery | Discovery | Discovery [ Discovery Luna Xterra Extend

BondC18 PBD Zr-PBD Zr-PS Zr- Zr-Carbon

Carbon Cl8

Nosi¢ ZrOZ ZI'OZ Zr0, 710, 7r0, Zl'02 SlOz 8102 8102
Velikost &istic (um) 3 3 3as 3as 3a$ 3as 3 Jas 3a$
Velikost pori (A) 300 300 300 300 300 300 100 130 80
Rozméry (mm) 50x46 | 150x4.,6 ? ? ? ? 150x4,6 [150x4,6]150x4,6
Cena (USD) 675 595 ? ? ? ? 435 425 540
Nizké pH 1 1 1 1 1 1 1,5 1 2
Vysoké pH 14 13 13 13 14 14 10 12 11,5
Max. teplota (°C) 200 150 150 150 200 200 ? 80 60

Kolony z oxidu zirkoni¢itého nabizeji v

Delsi zivotnost kolony a niz

¥

(5

t$i stabilitu naplni [9], z ¢ehoZ plyne:

$i cena analyzy.

Moznost pouziti vét§siho rozmezi pH a teploty, coZ umoziuje vyvoj robustnéjSich

analytickych metod.

MozZnost separovat silné kyseliny a zdsady v nedisociované formé

Vyssi rychlost analyzy pouzitim vy§$i pritokové rychlosti a teploty separace.

Jednodussi optimalizace chromatografické separace.

Mensi unik stacionarni faze z kolony, ktery vede k snadnéj§imu vyvoji kapalinové

chromatografie s hmotnostni detekci nebo pouziti optickych detektorti.

Moznost ¢isténi kolony pouzitim extrémné ,,hrubych® podminek (extrémni pH nebo

vysoka teplota ) bez nebezpeci zniceni kolony.

Tyto vyhody jsou schématicky znazornény na obr. 1.

Extraordinary
Chemical Stability

pH

Stablht\

pH>13[

pH<1
Cleaning Ion Sanitation/
with Suppression Snppremon Depyro -
Cone. for for genation
Acid Acids Amines

Thermal
Stability

Lower
Pressure
Drop

Less
Organic
Solvent

Thermally
Optimize
Selectivity

Higher
Flow
Rate:
Fast

Analysis

More Easier
Robust | Method
Analysis | Devel-
opment

Obr.1 Vyhody plynouci z chemické a teplotni stability ZrO, stacionarnich fazi [2].
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Omezenou chemickou stabilitu reverznich silikagelovych kolon se snazi vyrobci
zlepsit riznymi modifikacemi pfi vyrobnim postupu. Na trhu jsou tedy dostupné silikagelové
kolony, které lze pouzivat pfi pH 11,5 aZ 12. Presto u téchto ,,chemicky stabilnich“
silikagelovych kolon dochazi ke ztraté separanich vlastnosti mnohem dfive nez u
zirkoniovych kolon. Dlouhodoba stabilita reverzni faze na bazi silikagelu (Zorbax-EXTEND)
a faze na bazi ZrO, (ZirChrom-PBD) byla srovnavana pomoci separace fady bazickych
farmaceutik pfi vysokém pH (obr. 2). Na obrazku je vidét separace latek na Upln€ novych
kolonach a na stejnych kolonach po promyti fosfore¢nanovym pufrem 15000 ndsobkem
(ZirChrom-PBD) a 2500 nasobkem (Zorbax-EXTEND) objemu kolony. Tyto studie byly ale

provadény v pfitomnosti fosfore¢nant, které destabilizuji silikagel.

ZirChrom-PBD Zorbax-EXTEND

Ay 1 mAp !
Initial Injection at pH 11.5 Initial Injection at pH 11.5

i f!“ N R
S | f ] ‘ \ £ 4q J 8
) __JNJLJU‘L ,,,,,,,,,, ;{LJJU UL L Af L’ fLM,,m U\ -
% Ty H 1] 3 ¥ ™
) o
H 15000 Column Volumes 3 | 2500 ColumnVolumes
1 N
; o
; l : \\!i%
2 . H
S { it :
Ll | W \ \
| (16 W W LG AVAN n,,.w,J -

2 3 % ) 3 ¥

8
=

"
¢as [min]

Obr. 2 Stabilita kolon ZirChrom-PBD a Zorbax-EXTEND pti vysokém pH. Chromatografické podminky:
ZirChrom-PBD — mobilni faze 28 % ACN a 72 % 20 mM fosfore¢nan draselny, pH 11,5; Zorbax-EXTEND -
mobilni faze 45 % ACN a 55 % 20 mM fosforenan draselny, pH 11,5; teplota 40 °C; pritokova rychlost
Iml/min; UV detekce pti 254 nm. 1-labetolol, 2-atenolol, 3-acebutolol, 4-metoprolol, S-oxprenolol, 6-quinidine,
7-lidocaine, 8-alprenolol, 9-propranolon [2].
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Nasledujici obr. 3 srovnava dlouhodobou stabilitu kolon pfi jejich maximalnim
operaénim pH. Je sledovan ménici se reten¢ni faktor k propranololu v zavislosti na objemu
mobilni faze proteklé kolonou. Z obrazku je opét zfejma vynikajici chemické stabilita kolon

na bazi ZrO,.

7 00 | ‘
—e— ZirChrom-PBD pH12.0
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Mnozstvi proteklé mobilni faze v nasobcich objemu kolony

Obr. 3 Srovnani stability kolon na bazi silikagelu (Luna, Extend, Xterra), Al;0; (Gammabond) a kolony PBD-
ZrO, pfi jejich maximalnim operaénim pH [2].

5. Modifikace povrchu oxidu zirkonicitého

K dosazeni fungovéani ZrO, jako reverzni faze je potieba povrch ZrO, modifikovat.
Existuji t¥i druhy modifikace povrchu [1]:
1. dynamicka modifikace — to je chemickd modifikace vyvolana latkou silné interagujici
s povrchem. Tato latka je pfitomna v mobilni fazi.
2. permanentni kovalentni chemickd modifikace — naptiklad silanizace povrchu, nebo
jina forma piimé vazby.
3. fyzikalni odstinéni — napiiklad ukladani polymert na oxidy, nebo obaleni oxidu

vrstvou uhliku.

Dynamicka modifikace povrchu mize byt pouzita k potlaeni nezadoucich mist na
povrchu, nebo k vytvofeni docasné vazané faze na povrch nosi¢e. U ZrO, se da jako
dynamickéa modifikace povazovat blokovani mist Lewisovych kyselin. Jako modifikujici latky
se pouzivaji silné Lewisovy baze, napt.: fosfore¢nany, fluoridy, nebo siln¢ komplexotvorné

latky jako EDTA a jeji analogy obsazené v mobilni fazi [10]. Takto navazané modifikujici
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latky mohou byt stabilni pfi mnoha podminkach, ale v siln€¢ alkalickém prostfedi jsou
vytésnény hydroxidovym aniontem, jakoZto nejsiln€jsi Lewisovskou bazi u ZrO,.

Jednou z moznosti dosaZeni permanentni kovalentni modifikace ZrO; je silanizace [1].
Silanizace je navazani organickych zbytk na kov pfes vazbu s kfemikem podle M-O-Si-R.
Hydrolyticka stabilita této vazby klesa v pofadi: Si-O-Si-R >> Zr-O-Si-R > Ti-O-Si-R >> Al-
O-Si-R [11]. Z této sekvence vyplyva, Ze silanizované oxidy kovii mnohem snadnéji podléhaji
hydrolyze, nez oxidy nesilanizované, coZ limituje dosaZzeni permanentni modifikace. Navic
Zr0O, obsahuje zesitované hydroxyly, které nemohou podlehnout silanizaci.

Fyzikalni odstinéni je obaleni nosi¢e dal§im materidlem, naptiklad polymery nebo
uhlikem [12]. Idealni obaleni by mélo tvofit tenky film na povrchu nosice, ktery neblokuje
ani jinak neméni strukturu pért. Obaleni by mélo byt ve vSech mistech uniformni (stejné
tenké) a nemélo by branit v pohybu hmoty ve stacionarni fazi. V neposledni fadé¢ by mélo
poskytovat kompletni zakryti nezadoucich nespecifickych interakénich mist na nosi¢i (mista
Lewisovych kyselin na povrchu ZrQO,).

Polymerem obalené stacionarni faze kombinuji mechanické vlastnosti poréznich
oxidi kovll s mnohostrannosti organickych polymeri. Polymerni obaleni u oxidi kovi
napodobuje chemicky vazanou organickou fazi u silikagelu. Napiiklad polybutadienové
obaleni (PBD-ZrO,) se podoba svym chovanim oktanovym a oktadecylovym zbytktim
navazanym na silikagel a obaleni polystyrenem (PS-ZrO;) se podoba fenylovym

stacionarnim fazim [12]. Na obr. 4 je vidét polystyrenem obaleny ZrO,.

M
O o O

Obr. 4 Struktura polystyrenem obaleného ZrO, [12].

-

Tyto dva polymery jsou nejvice pouzivané, ale k modifikaci povrchu lze pouzit i
napf. polyethery, polysacharidy ¢i polyamidy.

Dal§im typem modifikace je obaleni uhlikem [12]. Uhlik chemicky odolavé
kyselinam, bazim a organickym rozpoustédlim. Je mechanicky stabilni a poskytuje
riznorodé a uZitené chromatografické vlastnosti. Pro HPLC pouziti se nejvice pouZiva
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uhlikem pokryty ZrO, (C/ZrO,), kde lze dosdhnout azZ 97 % pokryti. Pokryti se da dale
modifikovat diazoniovymi solemi (obr. 5). Mechanismus retence na téchto fazich vychazi ze
specifické adsorpce na povrch uhliku a z elektronovych (m-m) interakci. C/ZrO, je vice
hydrofobni nez faze s navdzanymi alkyly. Separace na uhlikem obaleném zirkonu poskytuje
veétsi selektivitu pro polarni i nepolarni geometrické izomery, analyzuji se tak naptiklad

diastereoizomery.

(CH2)18 {CHa)e {CH2)s

CH, CH, CH,

Obr. 5 Struktura modifikovaného pokryti uhlikem [12].

6. Chemie povrchu ZrQ, pro chromatografii

Chemie povrchu ZrO, se vyrazné li§i od chemie povrchu SiO,. Silikagel funguje kvtli
nizké pH stabilité jen jako kationtovy meéni¢, zatimco ZrO, jako amfoterni iontovy ménic.
Muze byt kationtovym nebo aniontovym méni¢em v zavislosti na pH [2]. Dal§i odli$nost,
ktera ma velky dopad na pouziti oxidovych fazi je existence mist Lewisovych kyselin (obr. 6).
Tato mista jsou zodpovédna za schopnost ligandové vymény na molekulach ZrO, [2]. Pro
pouziti v RPLC se pouzivd modifikace povrchl latkami s nizkou polaritou (polybutadien,
polystyren, uhlik). Z4dna modifikace neblokuje viechny Lewisovska mista, proto vétsina
modifikovanych oxidl poskytuje kombinovany zptisob retence. Jaky mechanismus retence
pfevazi, zalezi na typu rozpoustédla, pH, typu pufru, iontové sile a obsahu organickych
modifikantd. Napt.: PBD modifikovany oxid interaguje s nenabitymi litkami pfedev$im
mechanismem RP, ale sorganickymi bazemi interaguje smiSenym zplisobem, to znamena

iontovou vyménou a RP.
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Obr. 6 Struktura povrchu ZrO; s &ervené znazornénymi misty Lewisovych kyselin a vazanymi -OH skupinami
[13].

6.1. Iontova vyména na povrchu ZrO,

Vlastnosti iontové vymeény jsou postaveny na schopnosti disociace, nebo protonace
povrchovych hydroxyli (obr. 6). Disociace a protonace se d€je v zavislosti na pH pouzité
mobilni faze.

Nasledujici rovnice popisuji protonaci a disociaci hydroxyli [2]:

M-OH + H" &> M-OH," K™

M-OH + OH <> M-0"+ H,0 K,™

Kde K™ a K,™ jsou rovnovazné ioniza¢ni konstanty. KdyZ? je polet pozitivné nabitych
skupin ( M—OH,") roven poétu negativné nabitych skupin (M—O"), pak m4 povrch nulovy
naboj. pH, pfi kterém ma povrch nulovy naboj je pHp, (point of zero charge) a zavisi na
ioniza¢ni konstanté podle vztahu:

pHpze = 0.5 (pK,™ + pK,™)

Prakticky, kdyz je pH < pK,™, oxid se bude chovat jako m&ni¢ aniontd, kdyz je pH <
pKzim, bude se chovat jako méni¢ kationtii. V jednoduchém elektrolytickém systému, to
znamena bez iontl specificky se adsorbujicich na povrch, se rovné izoelektricky bod pH, pfi
kterém ma povrch nulovy naboj pHp,.. [zoelektrické body (pI) oxidl kovi lze uréit riznymi
metodami [1]. Podle pouzité metody se hodnoty pl pro ZrO, pohybuji v intervalu 6,413, pro
Al,Oj; v intervalu 7-9,1, pro TiO, v intervalu 5-6,5.

P#i chromatografickém dé€leni amind je zdsadni problém nizka hodnota pl nosicli na
bazi silikagelu. Silanoly jsou disociovany pfi neutralnim pH a jejich povrch ziskavéa zdporny
naboj (tento stav pfetrvava az do pH 2) [14]. Alifatické baze jsou v neutrdlnim prostiedi
protonizovany, a proto silné interaguji se silikonovym povrchem pies elektrostatické
interakce (iontové vymény). Tento problém se da fesit nasledujicimi moznosti:

a) sniZzenim pH, coz vede ke sniZeni disociace silanolil. Ale pfi pH < 3 nejsou navazané faze
stabilni.
b) zvySenim pH, coz vede k deprotonizaci organické baze, ale pfi pH > 9 se rozpousti

silikagelova kostra.
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ZrO; nabizi vy$si hodnotu pHy,.. To znamena, Ze v neutralnim pH povrch oxidu nema
negativni naboj, a proto nebude elektrostaticky interagovat s nabitymi bazemi. ZrO, je také
stabilni ptfi vy$§im pH nez silikagel [1,9], a tak umoziiuje deprotonizoci nabité baze.
Organické baze se tedy daji délit na ZrO; nosi¢ich v moédu normalni chromatografie. Iontova

vymeéna na ZrO; se da také vyhodné vyuzit pfi separaci anorganickych iontd.

6.2. Ligandova vyména na povrchu ZrQ,

Schopnost ZrO, ligandové vymény pochdzi z pfitomnosti mist Lewisovych kyselin na
povrchu (obr. 6 a obr. 7). Mista Lewisovych kyselin jsou tvofeny koordinaéné
nesaturovanymi ionty Al’*, Zr**, Ti*", nebo koordina&ni mista t&chto ionti, kde jsou vazany
molekuly vody nebo jiné jednoduse odstépitelné koordinaéni ligandy.

<]

U"‘\ﬂ/‘f}
Q
Q?O O] ﬂ = Q
Lewis Acid: oy + oo & ;
7\ ! Q0
) Wy N
0 0 7\

(9] (1]

Obr. 7 Vazba ligandu na Lewisovu kyselinu [13].

Proces ligandové vymény byl dikladné studovan pro HPLC pouze pro zirkoniové
povrchy [15]. Bylo prokazano, ze ZrO, je silngj$i Lewisova kyselina nez Al,Oj;. Dilezité
k porozuméni vlastnosti zirkoniovych kolon modifikovanych polymery nebo elementarnim
uhlikem je, Ze potazeni netvoii uniformni nepropustnou vrstvu, ktera kompletné neblokuje
ptistup k povrchu. Proces ligandové vymeény, ktery probihda na nativnim ZrO, probihd
¢asten€ 1 na obalenych materidlech. Proto se ligandové vyménné interakce vyznamné
uplatiiuji v chromatografii na reverzni fazi. Koordina¢né vazana voda na ZrO,, hraje v tomto
procesu velmi vyznamnou roli. Bylo prokéazéano, ze povrch ZrO, obsahuje zhruba 20 pmol/m?
molekul vody. Tyto molekuly mohou byt vyméinovany s ostatnimi molekulami Lewisovych
bazi. Cim je baze siln&jsi, tim lépe se molekuly vymé&nuji [12].

Procesu ligandové vymeény se zdcastiiuji molekuly vody ¢i ionty OH™ v zévislosti na
pH mobilni faze. U zirkoniovych povrcht je pravé OH iont nejsiln€j§i monovalentni
Lewisova baze a vytésiiuje vSechny ostatni jednoduché Lewisovy baze.

Jak je feceno vyse, koordina¢né vazana voda umoziuje vyménu za jiné ligandy. Pokud
povrch takovou vodu neobsahuje, nemutze na ném ligandova vyména probihat, jako je tomu u

silikagelqi.
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Sila interakce Lewisovy baze se silnou Lewisovou kyselinou na povrchu ZrO, zévisi
na elektronové hustoté a schopnosti polarizace baze. Nizkéa polarizace a vysoka elektronova
hustota vede k silngj$i interakci. Sila interakce vybranych bazi pouzivanych v HPLC jako
soucast mobilni faze klesa nasledovné [1]:
fosfore¢nan > fluorid > citronan > siran > octan > mravencan > dusi¢nan > chlorid.

Zr0; silng interaguje se silnymi Lewisovymi bazemi, jako fluoridem, hydroxylem a
ionty karboxylat [16]. Nejvice se anionty adsorbuji, kdyz je pH rovno jejich pK, [1]. Pokud
jsou analyty silné Lewisovy baze, silné se vazi na povrch ZrO, a $patné se déli. Pfidanim
siln€j$i Lewisovy baze se analyty z povrchu vyvazi, coz pfispiva k zlepSeni jejich separace
[10]. Pfitomnost fluoridd, fosfore¢nanli, polyvalentnich organickych ligandd, nebo
organofosfore€nanti v mobilni fazi umozniuje separaci velké S$kaly kyselych, neutralni a
bazickych nizkomolekuldrnich latek i proteini na modifikovanych i neupravenych ZrO,

povrsich [16]. Citronany a fosfore€nany umoziiuji eluci proteini z nativnich zirkoniovych

nosicl. Fluoridy nemtiZou byt pouZity pfi nizkém pH, protoZe rozpousti ZrO,.

6.3. Retence na povrchu ZrQO,

Retence je pfi separaci na ZrO, kolonach ovlivnéna hlavné kombinaci iontové a
ligandové vymény. Pochopeni retenéniho mechanismu je nezbytné ke kontrole
chromatografie béznych analytd [2]. Obr. 8 ukazuje zlepSeni separace alkoxidii na PBD
potazeném povrchu ZrO; po ptidavku fosfore¢nanu nebo octanu. Karboxylové zbytky
alkoxidu siln¢ interaguji s povrchem, a proto pfidani siln€j$i Lewisové baze zlepSuje jejich

separaci. Fosfore¢nany jsou siln€j$i Lewisovy baze nez octany, proto poskytuji lepsi déleni.
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Obr. 8 Separace alkoxidli na kolong PBD-ZrO,. Chromatografické podminky: mobilni fize 25 % ACN a 40 mM
octan (pH 4) nebo fosfore¢nan (pH 2,15), 5 mM NH,F; teplota 30 °C; pritokova rychlost 0,6 ml/min; UV
detekce 254 nm [2].

Kontrola eluce typem Lewisovy baze je také vidét na obr. 9.
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Obr. 9 Chromatografick4 separace smé&si bazickych slou€enin na kolon¢ PBD-ZrO, v mobilni fazi obsahujici: 1.
octan amonny, 2. fluorid amonny, 3. hydrogenfosfore¢nan amonny; mobilni faze 30 % ACN a 70 % 20 mM
Lewisova baze (NH,"); pH 7,0; teplota 40 °C; priitokova rychlost 0,8 ml/min; 1-theophylin, 2-albuterol, 3-
efedrin, 4-norefedrin, 5-chlorfeniramin, 6-difenhydramin, 7-prometazin [2].

Nejkrat$i retencni €as je u octanu, protoZe je nejslabsi Lewisova baze. Tim, Ze se na
ZrO, vaze fluorid a fosforenan, povrch se stava diky jejich naboji silnéj$§im kationtovym
méni¢em. Tento mechanismus pfispiva vyrazné k interakcim mezi délenymi litkami a
povrchem. Fosfore€nanem modifikovany PBD-ZrO; proto poskytuje, jak vlastnosti reverzni

taze, tak kationtového ménice i pfi kyselém pH [2].
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Ovlivnéni retence vybérem rizné iontové sily pufru obsahujiciho Lewisovy béze je
vidét na obr. 10. Zvyseni koncentrace pufru z20 mM na 100 mM, ma za nasledek sniZeni

reten¢niho ¢asu na méné neZ polovinu.
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Obr. 10 Ovlivnéni retence bazickych slou¢enin iontovou silou na koloné¢ PBD-ZrO,; mobilni fize 30 % ACN a
70 % pufru, pH 7,0; teplota 40 °C; priitokova rychlost 0,8 ml/min; UV detekce pfi 210 nm. Bilé sloupce: 20 mM
dihydrogenfosfore¢nan amonny. Srafované sloupce: 100 mM dihydrogenfosforegnan amonny. 1-lidocaine, 2-
norpseudoefedrin, 3-tryptamin, 4-quinidine, 5-amitriptylin, 6-nortriptyline [2].

pH je dalsi proménna pouzivana ke kontrole retence, pokud je iontova vymeéna hlavni
retenéni mechanismus jak je vidét na obr. 11. Amitriptylin a nortriplylin jsou silné

zadrZzovany iontovou vymeénou. ZvySenim pH z 4 na 12 se sniZi pfisp€vek iontové vymeény k

retenci a retence na reverzni fazi se stane dominantni. Elu¢ni pofadi t€chto dvou latek se proto

prohodi.
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Obr. 11 Zavislost retentniho faktoru bazickych sloutenin na pH mobilni faze na kolon& PBD-ZrO, ; mobilni
faze 30 % ACN a 70 % 20 mM pufr fosfore€nanu amonného; teplota 40 °C; pritokova rychlost 0,8 ml/min; UV
detekce pfi 210 nm. pH se mé&ni od 4 do 12 ptidavkem 20 mM pufru fosfore¢nanu sodného [2].
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7. Priklady pouziti stacionarnich fazi na bazi ZrQO, v praxi

7.1. Separace ibuprofenu, parabeni a jejich degradaénich produkti na reverzni

stacionarni fazi na bazi ZrO,[17]

Ibuprofen  (Ibu) je nesteroidni 1é¢ivo s protizanétlivymi, analgetickymi,
antipyretickymi a protisrazlivymi uéinky. Je relativné stabilni, ale muze se oxidovat a
fotolyticky rozkladat na 4-isobutylacetofenon (Ibap) a 2-(4-isobutyrylfenyl)-propionovou
kyselinu (Bopa). Struktura Ibu, Ibap a Bopa je uvedena na obr. 12.

COOH
COOH
o)
ibuprofen 2-(4-isobutyrylfenyl)propionova kyselina 4-isobutylacetofenon
Ibu Bopa Ibap

Obr. 12 Ibuprofen a jeho rozkladné produkty [17].

Parabeny jsou metyl (MeP), etyl, propyl (PrP) nebo butyl estery kyseliny 4-
hydroxybenzoové. Jejich struktura je na obr. 13. Jsou pouzivany jako antimikrobidlni
konzervaéni prostiedky ve farmaceutickém, kosmetickém a potravinaiském pramyslu.

Parabeny se hydrolyticky rozkladaji na kyselinu 4-hydroxybenzoovou (PhBa), (obr. 13).

OOH OOCH, OO(CH,),CH,
OH OH OH
4-hydroxybenzoova kyselina metylparaben propylparaben
PhBa MeP PrP

Obr. 13 Parabeny a jejich rozkladny produkt [17].

Rozkladny proces miize vést ke ztrat€ sily a kvality 1éku. Miaze dojit i ke ztraté
bezpe¢nosti jeho sloZeni kvili vytvareni neefektivnich, nebo toxickych rozkladnych produkti.
Analyza ibuprofenu, parabent a jejich rozkladnych produkti je na reverzni silikagelové

staciondrni fazi neu¢inna. K separaci té€chto latek 1ze pouzit stacionarnich fazi na bazi ZrO, a
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to modifikovanou polystyrenem (PS-ZrO;) a uhlikem s navazanymi C18 skupinami (Zr-
Carbon C18). Na obr. 14 je znazornéna uspé$na separace ibuprofenu, parabenl a jejich
rozkladnych produktd na koloné Zr-Carbon C18. Tato aplikace miZe byt prakticky vyuZita
pfi farmaceutickych analyzach. Na obr. 15 je separace realného vzorku farmaceutického
krému po uplynuti jeho minimalni doby pouzitelnosti na kolon& Zr-Carbon C18.

MeP i
~a \ tbu

@ /

6%

™) m\/\ ¥

o ? 4 4 3 " 2 " % "

sbsorbance fmAU}

¢as [min]

Obr. 14 Chromatogram kvantitativniho stanoveni viech analytii véetng interniho standardu (IS) na kolon& Zr-
Carbon C18; mobilni faze 27 % ACN (obj.), 56 % (obj.) 50 mM fosfore¢nanovy pufr (pH 4,8) a 17 % propan-2-
ol, teplota 70 °C; priitokova rychlost 1 ml/min; UV detekce pti 258 nm [17].
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Obr. 15 Chromatogram realného vzorku farmaceutického krému po uplynuti jeho minimalni doby pouZitelnosti
na koloné& Zr-Carbon C18; mobilni faze 27 % ACN (obj.), 56 % (obj.) 50 mM fosfore¢nanovy pufr (pH 4,8) a 17
% propan-2-ol, teplota 70 °C; pritokové rychlost 1 ml/min; UV detekce pfi 258 nm [17].
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7.2. Separace enkefalini na reverzni stacionarni fazi na bazi ZrO; [18]

Enkefaliny jsou pentapeptidy, které patfi mezi biologicky aktivni latky, konkrétné
mezi neutrotransmitery. V lidském téle (mozku) reaguji s opidtovymi receptory, hraji tedy
daleZzitou roli v regulaci bolesti. Zdrojem enkefalini je adrenokortikotropni hormon. Poruchy
v synzéze mohou byt pfi¢inou riznych neurodegenerativnich chorob. Enkefaliny patfi mezi
endogenni, télu vlastni, peptidy s opiatovou aktivitou. Jsou charakterizovany nasledujicim

sledem aminokyselin:

Methionin-enkefalin Tyr-Gly-Gly-Phe-Met
Leucin-enkefalin Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu
Leucin-enkefalinamid Tyr-Gly-Gly-Phe-LeuNH,
D-Alanin, leucin-enkefalin Tyr-D-Ala-Gly-Phe-Leu

Separace téchto pentapeptidi na PBD-ZrO,, PS-ZrO, a Supelcosil C;g byla zkoumana
pfi riznych podminkach. Postupné byl ménén typ, koncentrace a pH elu¢niho pufru, typ a
obsah organické slozky v pufru a teplota pfi separaci. Idedlni podminky pro separaci
enkefalini byly nalezeny na koloné PBD-ZrO, jak je vidét na obr. 16, na koloné PS-ZrO; na
obr. 17 a na kolon€ Supelcosil C;3 na obr. 18. Z experimentu vyplyva, Ze ekefaliny se na
stacionarnich fazich na bazi ZrO, déli mechanismem iontové vymény a donor-akceptorovymi
interakcemi, oproti tomu separace na Supelcosil C;g probihd mechanismem hydrofobnich

interakci.
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Obr. 16 Optimalizovana separace enkefalinli na kolon& Discovery Zr-PBD; mobilni faze 45 % ACN (obj.) a 55
% (obj.) 50 mM fosfore¢nanovy pufr (pH 2,0), teplota 70 °C; pritokova rychlost 1 ml/min; davkovaci smy¢ka
10 pl; UV detekce pfi 214 nm. 1-Uracil, 2-D-Ala-Leu-enkefalin, 3-Met-enkefalin, 4-Leu-enkefalin, 5-Leu-
enkefalinamid [18].
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Obr. 17 Optimalizovana separace enkefalinti na kolon& Discovery Zr-PS; mobilni faze 45 % ACN (obj.) a 55 %
(obj.) 80 mM fosfore¢nanovy pufr (pH 3,5), teplota 40 °C; pritokova rychlost 1 ml/min; davkovaci smyc¢ka 10
pl; UV detekce pfi 214 nm. 1-Uracil, 2-D-Ala-Leu-enkefalin, 3-Met-enkefalin, 4-Leu-enkefalin, 5-Leu-
enkefalinamid [18].
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Obr. 18 Optimalizovana separace enkefalinl na kolon& Supelcosil Cg; mobilni faze 22 % ACN (obj.) a 78 %
(obj.) 50 mM fosfore¢nanovy pufr (pH 5,0), teplota 25 °C; pritokova rychlost 1 ml/min; ddvkovaci smy¢ka 10
pl; UV detekce pti 214 nm. 1-Uracil, 2-D-Ala-Leu-enkefalin, 3-Met-enkefalin, 4-Leu-enkefalin, 5-Leu-
enkefalinamid [18].
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7.3. Separace triazolovych fungicidi na PBD-ZrO, stacionarni fazi vysokoteplotni

kapalinovou chromatografii [19]

Triazolové fungicidy jsou dobfe znamé pro své léCivé Uinky u rostlin. Poskytuji
vybornou ochranu a malé riziko vzniku rezistence oproti ostatnim fungicidiim. VétSina
triazolovych fungicidd se pouziva proti rzi, strupovitosti a dal$im plisiiovym chorobam. Jejich
struktura je odvozena od 1,2,4-triazolového kruhu, ktery je spojen hydrofobni kostrou pies
pozici Nj.

Analyzu vybranych triazolovych fungicidi lze provadét vysokoteplotni HPLC na
koloné¢ PBD-ZrO, tedy ZrO, potazeném vrstvou polybutadienu. Byly separovény tyto
fungicidy: Tebuconazol, Hexaconazol, Propiconazol a Difenoconazol. Struktury téchto

fungicida jsou uvedeny na obr. 19.
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Propiconazol Mr = 34222 Difenoconazol Mr = 406,26

Obr. 19 Strukturni vzorce separovanych fungicidi [19].

Separace byla provadéna za zvysené teploty (100 — 150 °C) a za pouziti mobilni faze
obsahujici vodu a acetonitril v riznych objemovych pomérech (ACN/voda: 10:90, 5:95,
0:100). V tomto uspofadani byly fungicidy vymyvany v pofadi podle vzristajici molekulové
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hmotnosti. Pro kazdy analyt byla zkoumana zavislost retenéniho faktoru na teplot¢ a sloZeni
mobilni faze. Bylo pozorovano, Ze retenéni faktor klesa se vzristajici teplotou a Ze zvySeni
koncentrace ACN o 1% ma na retenéni faktor stejny efekt jako zvyseni teploty o 4 °C. Stejné
separace bylo dosazeno pfi teploté 110 °C v 10 % ACN, 130 °C v 5 % ACN a 150 °C v 100
% vodé (obj.). Ztoho vyplyva, Ze retence muize byt kontrolovdna obsahem organického
rozpou$tédla v mobilni fazi nebo teplotou kolony. Nejlepsiho rozliSeni bylo dosaZeno pii
pouziti Cisté vody. Separace je vidét na obr. 20. Touto metodou lze urfovat mnoZstvi

fungicidii az mnoZzstvi desitek pikogrami (pg).

{¢) 150°C

Absorbance

¢as [min]

Obr. 20 Separace triazolovych fungicidii na kolon& ZirChrom-PBD; mobilni faze 100 % voda (obj.); priitokova
rychlost 0,5 ml/min; teplota 150 °C; davkovaci smy&ka 1 pl; UV detekce pfi 220 nm. l-acetonitril, 2-
tebuconazol, 3-hexaconazol, 4-propiconazol, 5-difenoconazol [19].

7.4. Separace isomeru koiiskych konjugovanych estrogeni pomoci uhlikem obalené

stacionarni faze na bazi ZrO; [20]

Konjugované estrogeny se ziskavaji z moc€i t€¢hotnych klisen a pouZivaji se k 1écbé
symptoml menopauzy a prevenci osteopordzy pii menopauze u Zen. JakozZto pfirodni produkt
obsahuji mnoho steroidnich latek. Nas z hlediska 1é¢by zajimaji estron sulfat (ES), equilin
sulfat (EqS) a 17a-dihydroequilin sulfat (17aEqS), jejichZ struktury jsou na obr. 21. MnoZstvi
téchto latek ve smeési konjugovanych estrogent se stanovuje kapalinovou chromatografii na
kolon€¢ C;3 na bazi silikagelu s detekci hmotnostni spektrometrii. Smés ale obsahuje i A%
dehydroestron sulfat (DHES), (obr. 21), ktery se 1i§i od EqS pozici dvojné vazby na
steroidnim kruhu. Pfi analyze se DHES vymyva spolu s EqS, a navic se jejich molekuly
nedaji rozliSit ani hmotnostni spektrometrii, protoZze maji shodné molekulové hmotnosti.
DHES je ve smési v nezanedbatelném mnoZstvi, a proto rusi kvantitativni analyzu EqS.
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CH3 Q CH3 0
HO3SO HO380 7 . II

Estron sulfaf (ES) Equilin sulfat (EqS)

CHy OH cHy P

HO3SO HO;S0

17a-dihydroequilin sulfat (17aEqS) A*- dehydroestron sulfat (DHES)

Obr. 21 Struktury studovanych konjugovanych estrogent [20].

EqS a DHES lze separovat na koloné¢ Zr-CARB. Kolona Zr-CARB obsahuje ZrO,
nosi¢ obaleny z 1 % poréznim uhlikem se strukturou grafitu. Toto obaleni tvofi na nosi€i
velké ploché vrstvy hexagonalné uspofdadaného uhliku. Latky se na této koloné déli diky
rizné schopnosti vazat se na tyto vrstvy. Z prostorového uspofadani struktury obou latek na
obr. 22 je vidét , ze EqS je vice planarni nez DHES, a proto se déle zadrZzuje na koloné.

Uspésna separace na kolon& Zr-CARB je vidét na obr. 23.

tay A-ring H-ring «?

Obr. 22 Prostorové uspotadani struktury (a) EqS a (b) DHES [20].
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Obr. 23 Separace konjugovanych estrogenti na kolon¢ Zr-CARB; mobilni faze: vodny roztok 50 mM NH;,
gradient 19-38 % ACN (obj.) béhem 30 minut; teplota 80 °C; pritokova rychlost 0,2 ml/min; davkovaci smy¢ka
5 pl; detekce ESI-MS [20].

7.5. Separace syntetickych blokovych kopolymeri oxyethylenu a oxypropylenu na

reverzni stacionarni fazi na bazi ZrQO; [21]

Blokové kopolymery oxyethylenu (EO) a oxypropylenu (PO) se pouZivaji
v domacnostech i v primyslu jako nenabité povrchové aktivni latky. Uplatnéni nachéazeji jako
detergenty v mycich prostfedcich, nebo jako emulgatory a rozpoustédla vini v kosmetickych
vyrobcich. Jejich smacivost, schopnost tvorby pény a dal$i vlastnosti jsou ovlivnény
molekulovou hmotnosti, chemickym sloZenim a sekvenci blokii polymeru. Proto je jejich
analyza dulezita pfi kontrole kvality komerénich produktd.

Realné vzorky smési kopolymerti obecnych vzorci (EO)n(PO)m(EO)n (Slovanik
1010) a (PO)M(EO)n(PO)m (Novanik 1010), kde n je 2-4 a m je 10-20 monomernich
jednotek, byly analyzovany na kolonach Discovery Zr-PS, Discovrey Zr-Carbon a Discovery
Zr-Carbon C18. Ve smési vzorka bylo obsazeno i zbytkové mnozstvi homopolymerd EO a
PO. Eluce jednotlivych sloZek byla provadéna gradientem sloZeni mobilni faze, teploty, nebo
obou téchto parametri zaroverni. Jednotlivé kopolymery se od sebe déli na zakladé
hydrofobnich interakci. Kopolymery obsahuji vice polarni skupinu EO a také méné polarni
skupinu PO. V separaci se tedy mnohem vice projevuje pocet skupin PO nez skupin EO.
V nékterych podminkach se naptiklad pocet skupin EO viibec neprojevuje a kopolymery se
separuji pouze na zéklad¢ poctu skupin PO.

Nejlepsi separace vzorku Slovanik bylo dosaZeno na koloné Zr-PS. Eluce jednotlivych
slozek byla provadéna gradientem obsahu methanolu vrozsahu 10-50 % a zéaroveil

gradientem teploty v rozsahu 40-80 °C. Separace vzorku Slovanik je vidét na obr. 24.

29



Z chromatogramu je patrné, Ze vzorek obsahuje homopolymer (piky v ¢ele) a Ze pfi téchto
podminkach lze odseparovat nejen kopolymery liSici se v po¢tu skupin PO, ale zaroveri i EO.
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Obr. 24 Separace kopolymeru Slovanik na kolon& Zr-PS; mobilni faze: voda, gradient 10-50 % MeOH (obj.)
b&hem 120 minut; teplota 40-80 °C, 0,5 °C/min; priitokova rychlost 0,75 ml/min; detekce ELSD [21].

Nejlepsi separace vzorku Novanik bylo dosazeno na koloné Zr-Carbon C18, jak je
vidét na obr. 25. Eluce jednotlivych slozek byla provadéna gradientem obsahu methanolu v
rozsahu 50-100 % a zaroven gradientem teploty v rozsahu 40-80 °C. Pti téchto podminkach
bylo identifikovano 20 slozek smési.
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Obr. 25 Separace kopolymeru Novanik na kolon& Zr-Carbon C18; mobilni faze: voda, gradient 50-100 % (obj.)
MeOH bé&hem: A-100 minut, B-60 minut, C-30 minut; teplota 40-80 °C, priitokova rychlost 0,75 ml/min;
detekce ELSD [21].
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8. Zavér

Cilem této bakalarské prace byla literarni reSer$e o oxidu zirkoni¢itém jako modernim
nosici staciondrni faze pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii.

V bakalarské praci jsou diskutovany odli§nosti mezi chovanim silikagelu, jako
klasického materidlu pro nosi¢ stacionarni faze a moderniho a perspektivniho média oxidu
zirkoni¢itého ZrO,.

Vzhledem k tomu, Ze stacionarni faze na bazi ZrO; jsou relativné ,,mladé®, mnoZstvi
aplikaci v literatufe neni tak velké jako v ptipadé silikagelovych kolon. Piesto byly nalezeny
zajimavé pfiklady vyuziti ZrO, stacionarnich fazi v praxi a z uvedenych aplikaci je vice nez

ziejmé, Ze ZrO, materialy jsou velmi perspektivni a vyuZitelné pro Sirokou oblast analytt.
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