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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva separacemi polarnich latek na kapilarni monolitické
kolon¢ polymethakryldtového typu, konkrétné s zwitteriontovym fukénim monomerem
MEDSA, a navazuje tak na disertacni prace Ing. Magdy Stankové.

Prace byla zaméiena na separaci polarnich latek v systému s prevracenymi fazemi a
v systému HILIC chromatografie, kde byla zméfena retencéni data vybranych skupin téchto
latek a byly navrZzeny podminky pro jejich separaci. Retence a separace jednotlivych latek
byla posléze porovnana s jiz diive pripravenou monolitickou kolonou BIGDMA, ktera se

osvédcila jako uc¢innd pro separace latek v téchto systémech.
KLICOVA SLOVA

Monolitické kolony, polarni latky, HILIC, RP, separace, mobilni faze, zwitteriontova
stacionari  faze, N,N-dimethyl-N-methakryloxyethyl-N-(3-sulfopropyl)amonium betain,
dioxyethylen dimethakrylat, bisfenol A glycerolat dimethakrylat

TITLE
Separation of polar compounds on capillary monolithic columns in RP and HILIC systems

ANNOTATION

The aim of this thesis are separation of polar substances on the polymethacrylate type
capillary monolithic column, specifically with zwitterionic functional monomer MEDSA,
and follows the dissertation work of Ing. Magda Stankova. This work was aimed
on separation of polar substances in a reverse phase system and in the HILIC system, where
the retention data of selected groups of these substances have been measured
and the conditions for their separation have been proposed. The retention and separation of
individual substances has been compared with the one already done monolithic column

BIGDMA, which has been proved to be effective for separation substances in these systems.
KEYWORDS

Monolithic columns, polar compounds, HILIC, RP, mobile phase, separation, zwitterionic
stationary phase, N,N-dimethyl-N-methacryloxyethyl-N-(3-sulfopropyl)ammonium betaine,

dioxyethylene dimethacrylate, bisphenol A glycerolate dimethacrylate
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0 Uvod

Monolitické kapildrni kolony jsou dnes v mikrokolonové chromatografii pouzivany
jako vhodna alternativa kolon plnénych. V této oblasti se monolitické kolony vyuzivaji pro
separace Siroké Skaly latek v riznych separa¢nich modech ve spojeni s riznymi spektralnimi
metodami. Tyto kolony jsou pfipravovany tepelnou nebo radikalovou polymerizaci
v kfemennych kapilarach za vyuziti nemalého mnozstvi kombinaci riznych monomert.

V navaznosti na diserta¢ni prace Ing. Magdy Stankové [1] byla pfipravena monoliticka
kolona polymethakrylatového typu, DIEDMA. Tato kolona obsahovala zwiteriontovy funkéni
monomer  N,N-dimethyl-N-methacryloxyethyl-N-(3-sulfoproply) amonium betain a
ethylendioxydimethakrylat situjici monomer. Tento typ zwitteriontové stacionarni faze je
schopen poskytovat retenci polarnim latkam, jak vrezimu HILIC chromatografie tak i
VvV rezimu reverznich fazi. V téchto separacnich modech byla testovdna retence vybranych
skupin polarnich latek, kterymi byly nukleové baze a nukleosidy, derivaty triazint, derivaty
kyseliny ftalové, barbituraty a sulfonamidy.

Retence latek na této koloné byly porovnany sjiz diive pfipravenou
polymethakrylatovou monolitickou kolonou BIGDMA, na které byly separovany stejné
skupiny latek. Monoliticka kolona BIGMA obsahovala situjici monomer bisfenol A

glycerolat dimethakrylat a stejny funkéni monomer jak monoliticka kolona DIEDMA.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokou¢inna kapalinova chromatografie neboli HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) je separa¢ni metoda, ktera se datuje do roku 1973 [2], avSak poslednich
30 letech se HPLC stala jednou z nejpouzivanéjSich separacnich technik v nejruznéjSich
oblastech véetné vyzkumu, vyroby, diagnostiky a kontroly kvality [3,4], a to hlavné diky
spojeni s riznymi spektralnimi metodami, jako jsou UV/VIS spektrometrie, nuklearni
magnetickd spektrometrie, infracervend spektrometrie nebo hmotnostni spektrometrie,
umoziujici pfimou identifikaci latek [5].

Pro rychlé a G¢inné separace s dostate€nym rozliSenim se pouzivaji mnohem mensi
Castice stacionarni faze, vyssi pritoky mobilni faze a pracovni tlak nabyvajici hodnot az 100
MPa [5,6].

Pozadavek jesté rychlejsich separaci vedl k vyvoji takzvané UHPLC (Ultra-High
Performance Liquid Chromatography). Tato chromatograficka technika pouziva stacionarni
fazi s pln¢€ poréznimi ¢asticemi o velikosti 2 pm a méné. Separace jsou provadény pii velmi
vysokém tlaku, ktery ¢asto piesahuje 100 MPa [7,8].

Zvyseni rychlosti analyzy pfi niz$ich tlacich 1ze dosahnout nahradou plné poréznich
Castic ¢asticemi neporéznimi, piipadné povrchové poréznimi [8], nebo pouzit jiny typ naplné

kolony, a to monolitickou stacionarni fazi.

1.1.1 Mikrokolonova chromatografie

Vyvoj HPLC vedl postupné i k jeji miniaturizaci, tzv. mikrokolonové chromatografii.
Jeji vyznam a pifednosti spocivaji v fad€é oblastech, ve kterych je schopna zlepsit vysledky
v analytické separaci, tak i ve stopové analyze [9].

Pouzivané priméry kolon maji, na rozdil od klasické chromatografie, mnohem mensi
rozméry. V mikrokapalinové chromatografii se pouzivaji kolony okolo priméru 1 mm (0,5-
1,5 mm), v kapilarni kapalinové chromatografii kolony okolo priméru 300 pm (150-500 pum)
a vV nanokapalinové chromatografii jsou to kolony okolo 75 um (10-150 um) [10,11].
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Mikrokolonovou chromatografii lze dosahnout vyssi citlivosti a vétsiho poctu
teoretickych pater. Stejné, jako v piipadé konvencni HPLC, se pouziva vyssich tlaku, které
vedou ke zna¢nému snizeni doby analyzy. Vyhodou je mala spotieba chemikalii, zejména pii
nutnosti pouzit draha aditiva. Vzhledem k malym priitokiim mobilni faze, je také minimalni
vystup odpadu, ve srovnani s klasickou kolonovou chromatografii, coz mé kladny vliv na
zivotni prostredi, a v neposledni fadé provadéni okamzité identifikace naptiklad ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii [10,11].

Siroce pouZivané nejen v mikrokolonové, ale i kapilarni chromatografii jsou
monolitické kolony. Tyto kolony poprvé zavedl Hjertén se svymi spolupracovniky
v roce 1989, kteti vytvorili souvislé polymerni 1izko na bazi akrylamidu pro rychlé separace
biopolymeri [12]. Monolity jsou vyrabény v ruznych formach, jako porézni tycCe, vytvorené

v tenkych kapilarach nebo vyrobené jako tenké membrany a disky [13].

1.2 Monolitické kolony

Monolitické kolony mizeme charakterizovat jako separa¢ni medium, které se podoba
jedné velké ¢astici, zapliujici cely objem kolony [14]. Prvni pokus o takovéto vytvoieni byl
jiz vroce 1960 a pozdgji v roce 1970. V roce 1967 Kubin a spol. ptipravili monoliticky
polymerni gel volnou radikalovou polymeraci vodného roztoku 2-hydroxyethylmethakrylatu
5 0,2% etylendimethakrylatu, vlozili jej do sklenéné trubice a pouzili pro vylucovaci
chromatografii. Uéinnost této kolony viak byla velmi nizka [15], nebot’ tento material byl
stladitelny, protoze jeho zesiténi bylo velmi malé [16].

Od roku 1990 se monolitické kolony, zejména polymethakrylatové monolitické
stacionarni faze, stavaji atraktivni alternativou plné€nych kapilarnich kolon pro HPLC.
Monolitické stacionarni faze jsou Siroce pouzivany pro separace v nejriznéjsich systémech
kapilarni a mikrokolonové chromatografie. A to nejen v systému reverznich fazi a HILIC
chromatografie, které byly pfedmétem této diplomové prace, ale také v chromatografii
hydrofobnich interakci nebo chromatografii iontové vymény. Monolitické kolony se také
pouzivaji pii separacich latek v kapilarni elektrochromatografii [17,18]. Jako piiklad Ize uvést
separaci nukleosidi na methakrylatovych monolitickych kolonach [19] nebo separace

S vyuzitim zwitteriontové stacionarni faze [20].
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1.2.1 Vlastnosti monolitickych kolon

Monolitické kolony jsou na rozdil od klasické plnéné HPLC kolony vyrobeny
Z jednoho kusu materialu. [21]. Pravdépodobné nejvétsi vyhodou monolitickych stacionarnich
fazi je snadnost a rozmanitost jejich pfipravy [16] a moznost ménit vnitini strukturu (objem a
distribuci poru), a tim ovliviiovat vysledné separac¢ni podminky [22].

Oproti kolondm plnénymi klasickymi ¢asticemi, monolity Céastice nemaji, tudiz ani
nemaji mezi ¢asticemi zadny prostor [15], a jsou téméF dvakrat propustnéjsi. Diky tomu je
mozné pouzit pritoky mobilni faze az 10 ml/min [4], s ohledem na typ monolitické kolony.

Rozdil ve struktufe klasické plnéné a monolitické kolony Ize vidét na Obrazku 1.

Obrazek 1 - Struktura stacionarni faze (A) v napliové a (B) v monolitické koloné [23].

Monolitické kolony obsahuji riizné typy pori. Pory velké, makropory, jejichz velikost
je vetsi nez 50 nm, nejcastéji vSak 1 pm. Ty umoziuji mobilni fazi, aby protékala. Diky
makroporim muze byt zkracena doba analyzy, protoze Ize pouzit vyssi prutok mobilni faze,
aniZz by doSlo ke ztrat¢ ucinnosti a ptrekroCeni tlakového limitu. Dale to jsou pdéry malé,
mezopory 2-50 nm, které zajistuji svym specifickym povrchem interakci s analytem. Mobilni
faze pak pfimo fazi stacionarni protéka a analyty se tak dostavaji k aktivnimu centru rychleji
[22] a diky tomu jsou separace pomérné rychlé.

Monolitické kolony jsou velmi mechanicky stabilni (i za extremnich hodnot pH), jsou

odolné vuci vysokym prutokim a vysokym tlakim [14,17,24-26]. Kli¢ovou vyhodou
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Vv pouziti monolitickych kolon je absence frit. Neni zde nutné zachycovat monolitickou
stacionarni fazi na konci kolon fritami, na rozdil od plnénych kolon, u kterych by dochéazelo

k vytfepani stacionarni faze [27].

1.3 Monolitické stacionarni faze

Monolitické HPLC kolony mtzeme dle jejich chemické podstaty klasifikovat na dva
typy ato anorganické, na bazi silikagelu a organické, které mohou byt pfipraveny riznymi
zpusoby [17].

Chromatografické vlastnosti obou monolitickych stacionarnich fazi jsou odlisné.
Rychlé separace nizkomolekularnich vzorkt umozituji monolity na bazi silikagelu. U¢innost
téchto kolon dosahuje az 100 000 teoretickych pater/m. Pro separaci makromolekuldrnich
sloucenin vSak vykazuji vykon hor$i. Naopak organické polymerni monolitické faze jsou
vhodné k rychlé separaci nukleovych kyselin, proteini a syntetickych polymerd. OvSem pro

separaci malych molekul je jejich Gi¢innost nizka, a to zejména v isokratickém rezimu [28].

1.3.1 Anorganické monolitické stacionarni faze

Anorganické monolitické kolony se pfipravuji z anorganickych polymeri, jako je
silikagel. Tato stacionarni faze distribuuje dvéma typy poru a to makropory a mezopoéry, ktera
je diky nim dostate¢né propustna [4].Typickou porézni strukturu monolitu lze vidét na

Obrazku 2.

(A) s = it X .¢ ..' it (C)

Obrazek 2 - Porézni struktura monolitu - (A) porézni struktura na bazi oxidu kfemcitého; (B) struktura
mezopord; (C) struktura pritocnych pori [4]

15



Prvni takovato monoliticka kolona byla ptipravena a popsana na zacatku roku 1990
Nakanishim a jeho spolupracovniky [26].

Monolitické kolony na bazi silikagelu jsou vysoce u¢inné a poskytuji dostate¢né
plochy k rychlé¢ separaci. Tyto stacionarni faze byly pouzity pro separace peptidi,
biomolekul, ale také analytd snizkou molekulovou hmotnosti [13], protoze velikost
mezopori umoznuje snadné proniknuti k adsorpénim mistam [29]. Lze je vyuzivat pro
separaci latek nejen v rezimu reverznich fazi [13], ale také v HILIC chromatografii [30].

Neobvykla neni také jejich povrchova modifikace riznymi nepolarnimi, slabé nebo
siln€ polarnimi funkénimi skupinami pro riznorodé aplikace kapalinové chromatografie [29].
Piikladem miize byt pfiprava monolitické kolony RP-18 s vyuzitim reaktivni silanové
skupiny. Tato kolona byla s modifikovanym oktadecylalkylovym fetézcem pouzita pro
separaci biomolekul chromatografii s reverznimi fazemi [21]. Ke komeréné dodavanym
monolitickym kolonam na bazi silikagelu s chemicky vazanymi alkyly patii Chromotith C1g

nebo Chromolith Cg, které jsou pro separace nizkomolekularnich latek také vyuzivany [4].

1.3.2 Organické monolitické stacionarni faze

Organické polymerni monolitické kolony maji také porézni strukturu. Na rozdil od
anorganickych stacionarnich fazi, mohou, ale nemusi obsahovat mezopdry [22]. Organické
polymerni monolity pfipominaji sit’ vzdjemné propojenych mikrokuli¢ek s vyrazné nizSim
povrchem [31]. Tyto monolity jsou velice popularni pro rychlé separace proteint, nukleovych
kyselin a syntetickych polymert [32-34], jak jiz bylo uvedeno vyse. Obecné plati, ze
organické polymerni monolitické faze jsou ucinné€jsi v separaci biopolymerti nez monolitické
kolony na bazi silikagelu, pravé kvuli velmi nizkému podilu mezoporu s porovnanim s pory
pratokovymi [35]. Kromé separace makromolekul, je mozné tyto stacionarni faze vyuzit i pro
rychlou separaci malych molekul [17].

Organické monolitické stacionarni faze jsou vysoce stabilni, zejména pii extrémné
vysokém pH, coz byva v piipadé nékterych separaci zna¢nou vyhodou. K dispozici je také
Siroky vybér monomert s riznymi funkénimi skupinami, pomoci kterych je mozné pfipravit

riznorodé stacionarni faze [36].
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1.3.2.1 Typy organickych polymeri

Organické monolitické kolony se pfipravuji z organickych polymert [4] v kiemennych
sklenénych kapilarach o pruméru 0,1-0,4 mm [35]. Existuji ¢tyfi skupiny téchto polymeri
V zavislosti na pouzitém systému monomeru.

Prvni skupinu tvoii styren-ko-divinylbenzen. Jedna se o silné¢ hydrofobni materialy
pfipravené polymeraci styrenu a jeho derivatu s divinylbenzenem jako zesitovadlem. Druhou
skupinu tvoii nepolarni monolity, pfipravené polymerizaci, umoziujici roubovani na povrchu
riznymi ligandy. Tteti skupinou jsou stfedné¢ polarni monolity na bazi estert kyseliny
metakrylové [17], které jsou nejéastéji vyuzivany pro piipravu monolitickych kolon [4].
K posledni, ¢tvrté, skupiné patii vysoce polarni monolity na bazi akrylamidu [17].

Monolitické methakrylatové stacionarni faze jsou pro separace oproti akrylamidovym
vhodnéjsi, hovotime-li 0 HILIC separaénim modu. Pro piipravu methaklrylatovych
monolitickych kolon, existuje Siroké spektrum komeréné dostupnych hydrofilnich monomert

S riznymi funk¢énimi skupinami [36].

1.3.3 Stacionarni faze s funkénimi monomery (zwitteriontové stacionarni faze)

Zwitteriontové stacionarni faze jsou zajimavym typem tzv. multifunk¢ni staciondrni
faze [37]. Jedna se o chemicky vazané funkéni skupiny nesouci jak pozitivni tak i negativni
naboj, pficemz jejich celkovy ndboj je neutralni. Tyto stacionarni faze se vyznacuji vysokou
polaritou a afinitou k vod¢ [38]. Vyhodou je skuteénost, Ze se jejich naboj neméni pii riznych
hodnotach pH [39].

Samotnd zwitteriontova latka ma Ctyfi parametry, které ovliviiuji jeji selektivitu.
K tém patii délka fetézce, majici vliv na stabilitu, ale také na kapacitu kolony. Déle to jsou
vzdalenost mezi nabitymi skupinami, jejich pofadi a sila plsobici na tyto dvé nabité
skupiny [40].

Nejcastéji pouzivanym funkénim monomerem pro syntézu téchto monolitickych
stacionarnich faze je N,N-dimethyl-N-methakryloxyethyl-N-(3-sulfopropyl)amonium betain
(MEDSA) (Obrazek 3), nejspise z divodu své komercni dostupnosti. Tento funkéni monomer
nese kvarterni amonou a sulfonovou skupinu [41,42]. Tento funkéni monomere byl pouzit pro

piipravu polymethakrylatové monolitické kolony DIEDMA a také BIGDMA.
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Obrazek 3 - Struktura funkéniho monomeru N,N-dimethyl-N-methakryloxyethyl-N-(3-sulfopropyl)amonium
betain (MEDSA)

Viklund a Irgum vyvinuli dva nové zpusoby syntézy pro zaclenéni zwitteriontovych
sulfobetainovych skupin do poréznich polymernich monolitl pomoci metakryldtovych
monomert [43]. Tato polymerni monoliticka kolona, obsahovala sulfoalkybetainovou
zwitteriontovou skupinu a byla piipravena ko-polymeraci ethylendimethakrylatu (EDMA)
a MEDSA uvnitt kfemenné kapildry. Nasledné¢ byla pouzita pro separaci neutralnich,
kyselych a polarnich slouenin ve vodné-organické mobilni fazi [30]. Kapilarni
polymethakrylatové zwitteriontové sulfobetainové kolony jsou schopné separovat polarni
slou¢eniny nejen v HILIC chromatografii, ale také v chromatografii s reverznimi fazemi [32].

K dispozici jsou také rtizné komeréné dostupné sulfobetainové zwitteriontové kolony,
kterymi jsou ZIC-HILIC, dale ZIC-pHILIC, obsahujici sulfoalkylbetainovou skupinu, nebo
ZIC-cHILIC, které obsahuji cholinovou skupinu [42]. VSechny tyto kolony jsou pouzivany

pro separace malych polarnich slouc¢enin [30].

1.4 Priprava monolitickych kolon

Kapilary vyplnéné organickou monolitickou stacionarni fazi nejsou komercéné
dostupné a musi se pfipravovat ptimo V laboratofi [22] Vv kapilate ¢i trubce kolony tzv. in situ.
Kapilary se naplni polymerizacni smési, uzaviou a zpolymerizuji za tepla. Vytvofeny monolit
pak zlstava béhem veSkeré manipulace a pouziti v kolon€. OvSem pouha vyména monolitu
v t¢ samé kapilafe je prakticky nemozna [14].

Polymeriza¢ni smés se pro piipravu organickych monolith skladd z monomeru,
sitovaciho Cinidla (molekula podobnd monomeru, obsahujici dvojné vazby), inicidtoru a
porogenni smési.

Nejpouzivangj§imi monomery jsou derivaty methakrylatu, akrylamidu nebo styrenu.
K nejbéZznéji pouzivanym sitovacim c¢inidlim patii ethylendimethakryldt a divinylbenzen
[23,27]. Pro ptipravu polymethakryldtové monolitické kolony DIEDMA byl jako sit'ujici
monomer pouzit dioxyethylendimethakrylat (DiEDMA). Avsak k piipravé monolitické
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kolony BIGDMA byl jako situjici monomer pouzit bisfenol A glyceroldt dimethakrylat
(BIGDMA). Struktury téchto sit'ujicich ¢inidel jsou zobrazeny na Obrazku 4.

A B

HeC.__CHe

CH, 0 ;
o] ,J CH, " @ .
HEC D o /‘(\0 O«[/\OJ%C}'E
2
0 CH, HZCQ\O " e o
CHo

Obrazek 4 - Struktury situjicich monomert - A- DIEDMA,; B - BIGDMA [28, 44]

Pro zavedeni funk¢nich skupin do stacionarnich fazi se pouzivé funkénich monomert
[22, 45], naptiklad N,N-dimethyl-N-methakryloxyethyl-N-(3-sulfopropyl)amonium betain, 2-
(methykryloyloxy)ethyltrimethylamonium methlysulfat, 1-(3-sulfopropyl)-4-vinylpyridinium
betain nebo 2-methakryloyloxyethyl fosfocholin [46].

Stejné tak jako monomer a sitovaci ¢inidlo je pro ptipravu methakrylatovych
monolitickych kolon dulezita i porogenni smés, ktera je tvofena obvykle tfemi rozpoustédly
Vv riznych pomérech. Slozkami porogenni smési jsou voda, 1-propanol a 1,4-butandiol [27].
Slozky porogenni smési nejsou zabudovany do kone¢né struktury monolitu, jejich objem ale
udava kone¢nou porovitost monolitu, nebot’ vznikajici monolit pouze solvatuji [22].

Pro ucely kapalinové chromatografie je dulezité pevné uchyceni monolitické
stacionarni faze k vnitini sténé¢ kapilary, aby vlivem tlaku kapaliny, nedoSlo k jejimu
vytlaceni. Toto pevné spojeni se provadi takzvanou silanizaci. Na sténu kapilary se navaze
sloucenina s dvojnou vazbou, ktera se ucastni pfimo polymerace. Monolit je pak navazan ke
stén¢ kapilary na n¢kolika mistech [22]. Po aktivaci povrchu se kapilara naplni polymeriza¢ni
smé&si a na obou koncich se uzavie gumovym septem. Polymerizace se pak iniciuje termicky,
¢i UV zéfenim [17].

V prvnim kroku dochazi krozpadu iniciatoru na radikdly a ty iniciuji vlastni
polymerizacni reakci za vzniku polymerizaénich fetézct, které postupem ¢asu rostou, sit'uji se
a precipituji jako polymerizacni jadra [22]. Do takto vytvorenych jader se zaclenuje sit'ujici
monomer. S postupem Casu jadra rostou a vytvaii uzce propojenou sit’, obsahujici pritocné
pory, ktera zaplni celé separa¢ni médium [28]. Po ukonceni polymerizace se zatky odstrani,

kapilara se zkrati na potfebnou délku a promyje vhodnym rozpoustédlem pro odstranéni
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zbytkli porogenni smési a jinych rozpustnych sloucenin z monolitické kolony [17]. Schéma

jednotlivych kroku ptipravy monolitické kolony s organickou fazi je uvedeno na Obrazku 5.

[ KREMENNA KAPILARA ]

[ POLYMERIZACNI SMES ] \

[ SILANIZACE ]

T

[ PLNENI POLYMERIZACNI SMESI ]

[ TEPELNA INICIACE ]

[ UV INICIACE ]

v

\[ POLYMERIZACE ] /
l

[PROMYTI’ KAPILARY]

i

[MONOLITICKA KAPILARN{ KOLONA]

Obrazek 5 - Schéma piipravy monolitické kapilarni kolony [22,47]
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1.4.1 Ovlivnéni vlastnosti monolitickych kolon

Jandera a spol., zkoumali faktory ovliviiujici u¢innost kolony. K tém patii smés
situjiciho monomeru, funk¢éni monomery, typ a smes porogenniho rozpoustédla a také teplota
a doba polymerizace [34]. Neomezené moznosti kombinovani téchto faktori mohou vést ke
zlepSeni chromatografickych vlastnosti dané monolitické kolony [44].

Typicka velikost péru monoliti je 1 pm. Velikost a rozdéleni péru se obvykle tidi
typem a slozenim porogenniho rozpoustédla [14,17]. Chemicka podstata monolitu, véetné
morfologie, je dana pouzitim monomeru [14], stejné tak ma na ni vliv i mnozstvi sitovaciho
¢inidla [22].

Morfologie poéru mize byt ovlivnéna 1 drobnymi zménami podminek
polymerizace [46].Teplota polymerizace ovliviiuje kone¢nou velikost pora. S vyssi
polymerizaéni teplotou se vytvaii mensi pory a vyssi povrchova plocha, ktera brani rychlé
separaci [44]. Protoze se s vyssi teplotou rychleji rozpada iniciator a vznika vice jader, a tak i
vice shlukti [22]. Doba polymerizace ovliviiuje tvorbu péru a vlastnosti polymernich
materialt, protoze tvorba polymeru je nejrychlejsi pravé v pocateéni fazi polymerizace [44].

Nevyhodou je Ze podminky polymerizace, optimalizované pro jeden systém kolony,
nelze prenést na systém jiny. Proto je nutné optimalizovat polymerizacni podminky pro nové

smési, aby bylo dosazeno dostatecného vykonu vysledného monolitu [17].

1.5 Aplikace monolitické HPLC

1.5.1 Chromatografie hydrofilnich interakci

Hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie (HILIC) je technika, kterd byla od
roku 1975 pouzivana k separaci sacharidi a oligosacharidi. Linden a Lawhead popsal
uspésnou separaci sacharidii za pouziti chemicky modifikovaného silikagelu s aminovymi
skupinami jako stacionarni fazi a smés vody s acetonitrilem jako fazi mobilni. Ve stejném
roce provedl podobnou studii také Palmer, ktery analyzoval sacharidy na aminové koloné¢ se
stejnou mobilni fazi [7]. I pfesto, ze tato technika byla jiz nékolik let znama, teprve v roce

1990 Alpert zavedl pojem hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC) [48].
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HILIC v poslednich desetileti zaznamenala obrovsky narist a to zejména jako vhodna
alternativa RPLC pro separaci polarnich sloudenin [49,50]. Usp&$né je vyuzivana
V separacich sacharidd, peptidia a proteinu [26,30,45]. Velmi rychlou separaci peptida
a proteint, poskytuji polymerované poly(styren-ko-divinylbenzen) monolity [51]. Dals§imi
Casto separovanymi latkami jsou nukleosidy, nukleotidy [52], pomoci kterym se zjistuje
schopnost dané kolony poskytovat retenci v HILIC separa¢nim modu.

Jako staciondrni faze se v HILIC pouzivaji poldrni materialy, stejné jako
v chromatografii s normalnimi fazemi. AvSak mobilni faze pro HILIC jsou podobné tém,
které se pouzivaji v chromatografii s fazemi reverznimi. Mobilni faze obsahuje vysoky podil
organického rozpoustédla [30,41,53] a malé procento vody, obvykle 5 az 40 % proto, aby
byla zajisténa hydrofilni interakce [6,7,25,26,30,54]. B&zné pouzivanou mobilni fazi je
kombinace vody a acetonitrilu, pfipadné dalsiho pufru [25]. V nékterych ptipadech je mozné
pouzit také metanol, etanol, isopropanol nebo aceton. Tato rozpoustédla vSak nemusi
poskytovat dostate¢nou retenci [30], piipadné pouzit vhodné modifikatory, napiiklad
tetrahydrofuran, 1,4-dioxan nebo N,N-dimethylformamid [55].

V piipad¢ stacionarnich fazi se lze setkat schemicky vazanymi fazemi na
partikularnim, ¢i monolitickém nosi¢i [30,34]. Jedna se bud’ o samotny oxid kiemiéity nebo
klasické silikagelové stacionarni faze. Ty mohou byt modifikovany rGznymi polarnimi
funkénimi skupinami, jako jsou skupiny diolové (-CH(OH)CHy), kyanové (-CN), aminové (-
NH>), amidové (-CONH2) [24,25,36,56,57], piipadné stacionarni faze na bazi cyklodextrinu,
ktera naSla uplatnéni v separaci oligosacharidi za pouziti HILIC-ESI-MS [58]. Dalsi
mozZnosti pro staciondrni fazi je mozné pouzit silikagel modifikovany hydrofilnimi polymery
jako je polyhydroxyethyl nebo polysulfoethyl [30,41]. Velmi ¢astym typem stacionarni faze
jsou také zwitteriontové stacionarni faze vazané na oxidu kiemicitém [58].

Podminkou v HILIC separacnim moddu je, aby stacionarni faze byla vice polarni nez
faze mobilni. Diky takovémuto uspofadani pak HILIC umoznuje d€lit polarni analyty, které
jsou dostatecné zadrzeny, s vysokym rozliSenim a separacni ucinnosti, pfi¢emZ nepolarni
latky, které afinitu ke stacionarni fazi nevykazuji, zadrZzovany nejsou [30]. Hnaci silou retence
jsou uplatiiované hydrofilni proton-donor-akceptorové a dipol-dipdlové interakce jak
s povrchem stacionarni faze, tak i s kapalinou, ktera je adsorbovana v nepatrném mnozstvi
v difazni vrstvé [59].

Samotna retence vzorku v HILIC systému vSak zavisi také na mnoha dalSich

vvvvvv

funkénich skupin, jako je hydroxylova skupina, u malych molekul, v oligosacharidech nebo
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polarnich jednotkdch aminokyselin v peptidech, tim se retence zvySuje. Naopak retence klesa
se zvySujici se teplotou kolony [30] a s rostoucim obsahem polarniho rozpoustédla v mobilni
fazi, tedy vody [57]. Dulezitou roli v ovlivnéni retence a selektivity separace latek hraje také

pH mobilni faze [38].

1.5.2 Chromatografie s reverznimi fazemi

Pivodné navrzend chromatografii s norméalnimi fazemi (NPLC), u které se pouziva
polarni stacionarni faze a nevodna faze mobilni jako je aceton, chloroform, benzen a dalsi,
byla postupné nahrazena chromatografii s fazemi reverznimi (RPLC). Toto chromatografické
usporadani je vhodné pro separace latek nepolarnich, ale také pro déleni slabé nebo mirné
polarnich sloucenin [30]. Pro separace polarnich latek, véetné derivati cukri, karboxylovych
kyselin a aminokyselin nebo peptidd, vhodna neni. Polarni latky jsou Casto v RP separa¢nim
moédu eluovany jako nesoumérné piky, bez dostate¢ného oddéleni, vzhledem ke slabé
interakci mezi latkou a stacionarni fazi. Tento problém je vSak mozné fesit, a to pfidanim
vhodného ¢inidla, které obsahuje polarni skupinu, nebo modifikaci stacionarni faze [60].

Liang a spol. ve svém ¢lanku uvedli rizné druhy monolitickych kapilarnich kolon,
které byly syntetizovany pravé pro separaci proteinii a peptidi v tomto systému. Témi byly
naptiklad  poly(styren-ko-divinylbenzen), poly(butylmethakrylat-ko-ethylendimethakrylat)
nebo poly(laurylmethakrylat-ko-ethylendimethakrylat) monolity, modifikolvana silikagelova
kolona C18 nebo fenyloxid hybridni silikagelové monolity [18].

Oddélovani velkych molekul proteinti se oproti nizkomolekuldrnim sloucenindm
v né¢kolika hlediskach 1isi. Pti isokratické separaci je obtizné dosahnout rozdéleni, protoze
retence téchto molekul je velmi citliva a to 1 na velmi malé zmény ve sloZeni vodné mobilni
faze arozpoustédla. Rizné velké molekuly vyzaduji rizné slozeni mobilni faze. Z tohoto
divodu je vhodnégjsi pro tspésnou a reprodukovatelnou separaci pouzit gradientovou eluci
[35]. Naptiklad pro oddélovani proteint a peptidid byla pouzita monoliticka kolona poly(p-
methylstyren-ko-1,2-bis(p-vinylfenyl)ethan (MS/BVPE) [61]. Dale monoliticka kapilarni
kolona pripravena tepeln¢ iniciovanou volnou radikalovou polymeraci fenylakrylatu (PA) a
1,4-fenylendiakrylatu (PDA) byla pouzita pro separaci proteinti a oligonukleotidi [62].

Mobilni faze v RP systému je poldrni, kterou tvoii smés vody a jednoho nebo vice
polarnich rozpoustédel nebo pufru. Retence se zvySuje se zvySujici se polaritou vzorku a

polaritou stacionarni faze. Naopak se snizuje se zvysujici polaritou faze mobilni [30].
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1.6 Separace polarnich latek na kapilarnich monolitickych kolonach

Doménou separace polarnich latek je HILIC separacni mod. V nasledujici ¢asti jsou
uvedeny né¢které piiklady kapilarnich monolitickych kolon, které byly syntetizovany pro
poskytovani retence polarnich latek, z nichz pravé vétSina byla studovana pouze v HILIC
separaénim moédu. Velmi Castym typem separace latek na monolitickych kolonach byly
nukleové baze, nukleosidy a nukleotidy, které jsou vyznamnymi slouc¢eninami mnoha
enzymatickych reakci a ucCastni se fady metabolickych procesii. Mezi dalsi Casto uvadeéné
latky, které byly separovany, patfily kyselina benzoova a jeji derivaty, sacharidy nebo
peptidy.

Moravcova a spol. [63] syntetizovali kapilarni monolitickou kolonu na bazi silikagelu
s zwitteriontovym monomerem MEDSA a kapilarni monolitickou kolonu s 2-
(methylkryloyloxyethylfosfocholinem) (MEPC) monomerem. Na obou kolonach byla
separovana smés nukleobdzi nukleosidi a nukleotidi SUV detekci pifi 210 nm
za isokratickych podminek a pii gradientové eluci v HILIC chromatografickém systému. Pro
isokratické podminky byla pouzita smés dvou nukleosidii a Sesti nukleotidi, kdy doslo
k rychlé a efektivni separaci vSech nukleotidti v 70% acetonitrilu 50 mM octan amonny (pH
=4,5). Nukleosidy za téchto podminek oddéleny nebyly.

Moravcova a spol. [41] zavedli zwitteiontovou monolitickou kolonu na bazi silikagelu,
ptipravenou kyselou hydrolyzou tetrymethoxysilanu v pfitomnosti polyethylenglykolu
a mocoviny. Ta byla nasledné¢ modifikovana MEDSA funkénim monomerem. Na této koloné
byly separovany smési obsahujici baze nukleovych kyselin, nukleosidi a 2-deoxynukleosidd,
s UV-detekei pti 210 nm, za isokratickych podminek a gradientové eluce v HILIC separaénim
modu. Jako mobilni faze byla pouzita smés pufrovaného acetonitrilu a vody. Touto studii bylo
potvrzeno, ze dvoustupiiova modifikace monolitickych kapilarnich kolon na bazi silikagelu a
stabilnim funkénim monomerem je vhodna pro separaci Sirokého spektra polarnich latek.

Ikegami a spol. [60] syntetizovali monolitickou kolonu polymerizaci akrylamidu,
modifikovanou N-(3trimethoxysilylpropyl)methakrylatem jako kotvici skupinu. Na této
koloné byly separovany nukleosidy, nukleové baze a derivaty sacharidi v systému HILIC
chromatografie. Reten¢ni chovani nukleosidi a nukleovych bazi bylo zkoumano za pouziti
smési acetonitril a voda jako mobilni faze. Stejnd mobilni faze byla pouzita pro separaci
derivath cukri. Pfipravena monolitickd kolona poskytovala vysoce u€inné separace v rezimu

HILIC pro uvedené skupiny latek pii 70-90 % acetonitrilu.
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Wang a spol. [64] vyvinuli zwitteriontovou organickou polymerni monolitickou
kolonu ko-polymerizaci 1-vinyl-3-(butyl-4-sulfonat)imidazolium, akrylamidu a N,N’-
methylenbisakrylamidu v kvarternim porogennim rozpoustédle obsahujicim formamid,
dimethylsulfoxid, polyethylenglykol 8000 a polyetylenglykol 10000 pro kapilarni HILIC
separace. Na této koloné byly separovany derivaty kyseliny benzoové a nukleosidy, kde byl
prokazan HILIC zadrzny mechanismus s vyssim podilem ACN v mobilni fazi.

Liu a spol [46] pfipravili zwitteriontovou hydrofilni monolitickou stacionarni fazi
tepeln¢ iniciovanou Kko-polymerizaci ethylenglykoldimethakrylatu (EDMA) sitovaciho
monomeru  a N,N-dimethyl-N-(3-methakryl-amidopropyl)-N-)3-(sulfopropyl)  amonium
betain (SPP) jako monomeru funk¢niho, poly(SPP-ko-EDMA). Tato kolona byla aplikovana
na oddéleni fady neutralnich, kyselych a zasaditych polarnich analyti v HILIC separacnim
modu. Byly separovany slabé polarni fenoly pti 90% ACN, u kterych bylo zjisténo, ze jejich
retence zavisi na jejich polarit¢. Dale byla separovana kyselina askorbovd a
dehydroaskorbové pti 80 % ACN, které jsou vysoce polarni slouc¢eniny a za danych podminek
byly dostate¢né odd¢€leny.

Horie a spol. [65] pfipravili kapilarni monolitickou silikagelovou kolonu, ktera byla
modifikovana kyselinou poly(akrylovou). Na této koloné byly separovany nukleosidy a
sacharidy za isokratickych podminek a dale peptidy gradientovou eluci ve smési ACN-voda
jako mobilni faze. Takto syntetizovana kolona se ukézala jako vhodna pro separace Siroké
Skaly sloucenin s vysokou polaritou.

Chen a spol. [66] studovali monolitickou kolonu poly(metakrylatovou kyselinu-ko-
ethylenglykol dimetakrylat) (MAA-ko-EDMA) v HILIC separa¢nim moédu. Na této koloné
byly s uspéchem separovany nukleosidy, derivaty kyseliny benzoové, aniliny a peptidy.

Holdsvendova a spol. [67] pfipravili monolitickou kolonu na bazi
hydroxymethykryldtu. Smé&s monomerti v polymerizaéni smési byla sloZzena 2z N-
(hydroxy)methakrylamidu (HMMAA) a ethylenglykoldimethakrylatu (EDMA). Na této byly
uspésné separovany oligonukleotidy v rezimu HILIC chromatografie za pouziti 100 mM
triethylamin acetatu v acetonitrilu jako mobilni faze.

Jiang a spol. [25] ptipravili monolitickou kolonu tepelnou ko-polymerizaci MEDSA
a EDMA. Tato kolona byla tspé$né pouzita pro HILIC separace smési neutralnich amidi
s nizkou molekulovou hmotnosti.

Lin a spol. [68] pfipravili monolitickou stacionarni fazi poly(META-ko-PETA) ko-
polymeraci  2-(methakryoyloxy)ethyltrimethylamonnium  methyl  sulfatu  (META)

a pentaerythritol triakralatu (PETA) v binarni porogenni smési sestavajici se z cyklohexanolu
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a ethylenglyklolu. Tato monolitickd kolona vykazovala velice dobrou selektivitu pro
neutralni, bazické a kyselé polarni analyty (nukleové kyseliny a baze a derivaty kyseliny
benzoové), které na ni byly separovany.

Polarni latky 1ze v RP separacnim moddu délit obtizné. Pro zjisténi schopnosti kolon
poskytovat retenci v RP separacnim moédu se vyuzivaji alkylbenzeny. Alkylftalaty byly také
Castym typem latek separovanych v tomto modu.

Nunez a spol. [69] studovali monolitickou silikagelovou kolonu, potaZenou
poly(oktadecylmethakrylatem) (ODM). Tato kolona byla pfipravena volnou radikalovou
polymeraci a testovana vV RP separa¢nim modu. Jako vzorky pro testovani kolony byly
pouzity benzenové a naftalenové derivaty, polycyklické aromatické uhlovodiky, steroidy,
alkylftalaty a derivaty vitaminu E. Pro ziskdni chromatogramu byla pouzita mobilni faze
smési metanol-voda a acetonitril-voda v riznych pomérech (od 30 % vody). Ve vysledku se
tato kolona ukazala jako velice vykonna pro separaci v RP modu polarnich latek, a ne jen
latek nepolarnich.

Jak jiz bylo zminéno, nékteré monolitické zwitteriontové stacionarni faze mohou
poskytovat dvoji zadrzny retencni mechanismus. Rozdily v selektivité mezi dvéma systémy
mohou byt ziskany pouzitim dvou riiznych kolon, vykazujici riiznou selektivitu k polarnim
latkam. Zde pak hovoiime o 2D separaci. Druhou moznosti je pouziti pravé jediného typu
monolitické kolony, kterd pracuje sriznym pomérem vodné-organické mobilni faze
Vv systému prvnim a systému druhém [8]. Nize jsou uvedeny prace autori, ktefi se dualnim
separaénim modem zabyvali.

Jing a spol. [50] ptipravili zwitteiontovou monolitickou stacionarni fazi poly(MPC-ko-
EDMA) tepelnou Kko-polymerizaci metakryloyloxyethylfosforylcholin (MPC) a EDMA
monomert. Typicky HILIC mechanismus byl pozorovan pii vysokém obsahu acetonitrilu
a byla prokazana velice dobra separace pro fadu polarnich analytli, zejména malych peptida.
Pfi  separaci testovaci smési alkylfenoli v systému s obracenymi fazemi bylo
dosazeno zakladniho rozdéleni.

Jing a spol. [42] syntetizovali dal$i zwitteriontovou kolonu poly(SPV-ko-MBA)
tepelnou ko-polymerizaci 1-(3-sulfopropyl)-4-vinylpyridiniumbetain  (4-SPV) a N,N’-
methylenbisakryamidu (MBA). Na této koloné¢ zkouman dualni retencni mechanismus
HILIC-RP, pficemz ptechod z HILIC do RP byl kolem 30% ACN. U tohoto monolitu byla
prokazana srovnatelna selektivita s komerénimi ZIC-pHILIC pro polarni testované latky.

(puriny a pirimidiny). Nicmén¢ tato monolitickd stacionarni faze ma dvé nevyhody, a to
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nizkou rozpustnost zesitovaciho ¢inidla MBA a oproti komerénim kolondm relativné malou
ucinnost.

Urban a spol. [70] pfipravili kapilarni polymethakrylatové monolitické kolony pro
HILIC separace radikalovou ko-polymeraci MEDSA a EDMA s riiznym pomérem porogenni
smési. Natéchto kolondch byly separovany polarni fenolické kyseliny v HILIC a RP
separacnim médu. V HILIC kolony vykazovaly pro tyto latky separacni selektivitu, a RP m¢li
selektivitu omezenou vzhledem K nizsi retenci.

Skeiikova a Jandera [32] ptipravili zwitteriontovou polymethakrylatovou
monolitickou kolonu pro separaci siln¢ polarnich fenolickych kyselin obsazenych v pivu. Jako
monomer pouzily opét MEDSA a EDMA. Autory bylo prokazano, ze vysledna kolona muize
byt pouzita jak pro HILIC tak i pro RP rezim.

Stanikova a spol. [44] zkoumali vlastnosti polymethakrylatovych monolitickych kolon
pfipravenych kombinaci funkénitho monomeru MEDSA s riznymi dimethakrylatovymi
sitovacimi monomery vV HILIC a RP rezimu pro separaci fenolickych kyselin.

Dale byla pfipravena monolitickd polymethakrylatova kolona BIGDMA, kde byl jako
situjici monomer bisfenol A glycerolat dimethakrylat (BIGDMA) a MEDSA funkéni
monomer. Na této koloné byly separovany nizkomolekularni polarni latky v dudlnim rezimu.
A to fenolické kyseliny a flavony, barbituraty, ftalaty, sulfoamidy, nukleové baze a
nukleosidy, derivaty triazinil a derivaty fenylmocoviny v dudlnim retenénim moédu. Stejné tak
byla ptipravena polymethakrylatova monoliticka kolona DIEDMA. V tomto ptipadé byl jako
funkéni monomer pouzit MEDSA. Na této kolon¢ byly separovany fenolické kyseliny a
flavony v HILIC i RP reten¢nim rezimu [1].

Tyto dva typy monolitickych kolon byly vybrany z divodu prokazani jejich nejvéetsi
ucinnosti [28]. U obou kolon byl prokazan dualni reten¢ni mechanismus, ve kterém lze vyuzit
jak mobilni faze s vysokym obsahem acetonitrilu, tak i mobilni faze s vysokym podilem vody
pro Siroké spektrum latek [66]. Obrazek 6 znazornuje morfologii téchto monolitickych kolon.
Struktura téchto dvou monolitl si je velice podobnd, ale BIGDMA ma oproti DIEDMA vice
pravidelny tvar mikroglobuli [28].
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Obrazek 6 - Morfologie monolitickych kolon - A - monolitickd kolona DIEDMA, B - monoliticka kolona
BIGDMA [44]

Pro tuto diplomovou praci byla piipravend také monolitickd kolona DiEDMA
s funkénim monomerem MEDSA, navaznosti na disertacni praci Ing. Magdy Stankové [1].
Vzhledem ktomu, ze na této koloné jiz byly Uspé$né separovany nékteré polarni latky,
fenolické kyseliny a flavony, byl tento typ monolitické zwitteriontové kolony pouzit pro
separaci stejnych skupin polarnich latek, a to nukleosidii a nukleovych bazi, derivata triazinu,

ftalatd, barbituratti a sulfonamidu, které jiz byly separovany na kolon¢ BIGDMA.

1.7 Charakterizace monolitickych kolon

Retencni Cas tr je doba, kterd uplyne od néastfiku vzorku do maxima piku. Retenéni
objem je pak objem, ktery protekl kolonou za tuto dobu. Tyto veli¢iny jsou charakterizovany

vztahem [47]:

V=t -F, )
Mrtvy retencni Cas, tm, je pfikladan latce, kterd neni zadrZovana v koloné&. Tato latka

ma stejnou rychlost jako mobilni faze, Fm, a putuje spole¢né s ni. Mrtvy reten¢ni ¢as je

charakterizovan vztahem [47]:

Vi

f, =
" Fm

()
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Pramérna rychlost (linearni rychlost) inertu, U, je dalsi veli¢inou, kterd charakterizuje
chromatograficky proces. Linearni rychlost, u, je dina vztahem (3), kde | je délka kolony a twm

mrtvy reten¢ni ¢as [47]:

- |
Pro retenc¢ni faktor, K, plati vztah [47]:

k:KD._s:t_R_lz__ 4)
Uginnost chromatografické kolony je jeji schopnost separovat latky. Kolona dokaze od

sebe rozdélit latky tim 1épe, ¢im vyssi je jeji ucinnost. Uéinnost je vyjadiena podtem

teoretickych pater kolony N:

t. ) e )
N=16-[—Rj =5,545{ R ] (5)
W Wo,s

kde tr je retencni Cas a Wos Sitka piku v poloviné vysky [47]

Pomyslna ¢ast kolony, ve které dochazi k ustaveni rovnovahy mezi stacionarni a
mobilni fizi se nazyva teoretické patro. VySka toho patra je tzv. vysSkovy ekvivalent

teoretického patra H:

H :W (6)

kde | je délka kolony a N je u¢innost kolony [47].
Zavislost vySkového ekvivalentu teoretického patra na linedrni rychlosti popisuje
van Deemterova rovnice:

H=A+E+C-u (7)
u

kde H je vyskovy ekvivalent teoretického patra, A je vliv turbulentni difuze, zptsobené
neuniformity toku, B/u je vliv podélné difuze latky v mobilni faze a C.u je vliv odporu proti
pfevodu hmoty v mobilni fazi. Pro objektivni posouzeni ucinnosti kolony je nejvhodné&jsi
proméfit zavislost vySkového ekvivalentu teoretického patra na linedrni rychlosti za vytvoreni

takzvané H-u ktivky [47].
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Zavislost reten¢niho faktoru k, na slozeni mobilni faze je dana rovnici 8, pfipadné
rovnici 9. Tyto vztahy lze pouzit pro popis zavislosti jak v chromatografii s reverznimi

fazemi, tak i v HILIC chromatografii:
logk=a—m-¢ 8
logk =a—m-log ¢ 9)

Konstanty a a m jsou charakteristické pro polaritu stacionarni faze. Konstanta a odpovida
retencnimu faktoru dané latky v Cisté vod¢ a roste s klesajici polaritou. Konstanta m odpovida
velikosti zmény log ks elu¢ni koncentraci ¢. Konstanty jsou ovliviiovany jak polaritou

stacionarni faze, tak i polaritou faze mobilni, ale také polaritou stanovované latky [71].

Pro HILIC separa¢ni méd muze byt nékdy zavislost reten¢niho faktoru, K, na slozeni
mobilni faze nevhodnd. Pro vypocet retence je pak vhodné namisto rovnice 8 a 9 pouzit
ttiparametrovou rovnici 10, ktera mize poskytnout lepsi vysledky, zejména pokud je latka

v HILIC separacnim modu velmi zadrzovéana:
k=(a+b-¢p)™ (10)
a, b, am jsou experimentalni konstanty rovnice [72].

Pro popis retence latek v HILIC a RP separacnim modu lze vyuzit rovnici 8. Pokud
vSak chceme popsat retenci latek v celém rozsahu podilu vody v mobilni fazi (0-100 %), Ize
pouzit téiparametrovou rovnici 11 a ¢tyfparametrovou rovnici 12. Rovnice 11 by méla byt
vhodnéjsi pro RP separacni mod, respektive pro latky, které jsou v RP separaénim modu

zadrzovany vice, naopak rovnicel?2 je vhodné;jsi pro HILIC separani mod:
logk =a, +mg, '(P(Hzo)_ MyLic -(p(HZO) (11)
logk =a, + Mg, '¢(H20)_ Myic - I0g[l+ b- (p(H 20)] (12)

Parametr mgrp charakterizuje ptispévek zvySovani koncentrace vody v mobilni fazi, parametr
MuiLic je piispévkem pro klesajici koncentraci vody v mobilni fazi a parametr a1 je empiricka
konstanta bez zvlastniho fyzikalniho vyznamu. Parametr a» je log Kk ¢istého organického
rozpoustédla (¢(H20) = 0). Parametr b (obvykle b > 1) charakterizuje termin pro HILIC

retenci s velmi nizkou koncentraci vody v mobilni fazi [73,72].

@min zna¢i minimalni koncentraci vody, kde dochéazi k prechodu z HILIC modu do
modu RP. Tento piechod je popsan rovnici 13 pii pouziti tfiparametrové rovnice 11 a rovnici
14 pfi pouziti Ctyfparametrové rovnice 12 [72]:
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Pouzité chemikalie

2.1.1 Silanizace kapilary

- Aceton (Sigma - Aldrich, Steinheim, Némecko)

- Redestilovana voda (Millipore SAS, Molsheim, Francie)

- Hydroxid sodny (Sigma - Aldrich, Steinheim, Némecko)

- Kyselina chlorovodikova (Sigma - Aldrich, Steinheim, Némecko)

- Etanol (Sigma - Aldrich, Steinheim, Némecko)

- 3-(trimethoxysilyl)propyl metakrylat (Sigma - Aldrich, Steinheim, Némecko)

o ™S
(lj/
H.C o
AN O/\/\Sli/ STMS
CHs o
™S

2.1.2 Situjici a funkéni monomer

Ethylendioxydimethakrylat - DIEDMA (Sigma - Aldrich, Steinheim, Némecko)

_,::,’-LH_ {Dx,f'”zlﬁx’i“m_,-;.:5CH2'
H-C \” ]
O

CH;

N,N-dimethyl-N-methakryloxyethyl-N-(3-sulfopropyl)amonium betain - MEDSA (Sigma -
Aldrich, Steinheim, Némecko)



2.1.3 Porogenni rozpoustédla a iniciator

- 1,4 - butandiol (Sigma - Aldrich, Steinheim, Némecko)

- 1 - propanol (Sigma - Aldrich, Steinheim, Némecko)

- Azobisisobutylonitril (Sigma - Aldrich, Steinheim, Némecko)
CH, CHs

NC——*——N==N——+——CN

CHs CH,

2.1.4 Standardy

2.1.4.1 Alkylbenzeny

benzen (Sigma - Aldrich, Steinheim, Némecko)
toluen (Sigma - Aldrich, Steinheim, Némecko)
etylbenzen (Sigma - Aldrich, Steinheim, Némecko)
propylbenzen (Sigma - Aldrich, Steinheim, Némecko)
butylbenzen (Sigma - Aldrich, Steinheim, Némecko)
amylbenzen (Sigma - Aldrich, Steinheim, Némecko)

2.1.4.2 Nukleové baze a nukleosidy

1 2 3 4

NH, NH,

H NH, NH,
<N I N N)\| N\> N NH
N N/) k\N N o)\ J | /K

N
" H
Ho
W OH

OH OH

=



6 7 8 9
0 0 NHy 0
H4C /k
SRS OGS
N/go N/g \N N )% N
H H

OH

OH

(1) adenin; (2) adenosin; (3) cytidin; (4) cytosin; (5) guanosin; (6) uracil; (7) thymin; (8) 2-

deoxyadenosin; (9) 2-deoxyguanosin (Sigma - Aldrich, Steinheim, Némecko)

2.1.4.3 Derivaty triazind

hll IN CHj J\ N | CH,4
AR Vi 8
AR5 J\ ¢’ W NH  “CH HaC J\ )\ J\
&1’ NN CHg 3 g NH "CHg
4 5 6
CH CHg
S/ 3 S/ HN/\/\O/CH3

7
cl
5
R T /J\NH/FCH3

(1) atrazin; (2) simazin; (3) desmetryn; (4) prometryn; (5) terbutryn; (6) methoprotryn
(7) terbutylazin (Sigma - Aldrich, Steinheim, Némecko)
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2.1.4.4 Derivaty kyseliny ftalové

1 2 3 4
OH CH,
CHO O mPrrS
o
X = N
g |
£ = g
SO0 COOH
COOH HO \/\O/%O
5 6 7
COOH
COOH
IS
I T
Zcoom i
COOH COOH
COOH

(1) kyselina 4-(hydroxymethyl) benzoova; (2) kyselina 4-formylbenzoova; (3) kyselina
toluylova; (4) bis(2-hydroxyethyl)tereftalat; (5) kyselina ftalova; (6) kyselina isoftalova; (7)

kyselina tereftalova (Sigma - Aldrich, Steinheim, Némecko)

2.1.4.5 Barbituraty

1 2 3
O 0
i /“\ )J\
JJ\ HN NH HN NH
0 0 0 0
0 0 HyC CHs — CH,
H4C < >
H3C CH3
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4
e
0
AL, e oy
HaC OMO
7 N 0 0
{ > HaC

H3C CH3

(1) amobarbital; (2) barbital; (3) hexobarbital; (4) fenobarbital; (5) pentobarbital; (6) kyselina
barbiturova (Sigma - Aldrich, Steinheim, Némecko)

2.1.4.6 Sulfonamidy

| NH
0=8=0
HO
| S
L 0
NH,
4 5 6

| N o o
HiC  ° [\ N
HNZ SNH, \f L 2B

%
0=3|:0 0\\/NH g 2 { b
7 A =
X | © NH,
| X
= ch
NH,

(1) sulfadimidin; (2) sulfanilamid; (3) ftalazol; (4) sulfaguanidin; (5) alesten; (6) sulfathiazol
(Sigma - Aldrich, Steinheim, Némecko)
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2.1.5 DalSi chemikalie

Aceton (Sigma - Aldrich, Steinheim, Némecko)

Metanol (Sigma - Aldrich, Steinheim, Némecko)

ACN - acetonitril - pro HPLC (Sigma - Aldrich, Steinheim, Némecko; Scharlau, Spanélsko)
Kyselina mravenc¢i (Sigma - Aldrich, Steinheim, Némecko)

Octan amonny (Sigma - Aldrich, Steinheim, Némecko)

2.2 Pristrojové vybaveni

Me¢ieni standardd bylo provedeno na kapalinovém chromatografu skladajiciho se

Z nasledujicich ¢asti:

- 2 sklenéné ldhve slouZici jako zasobniky mobilnich fazi

- kapilarni ¢erpadlo se splitrem Agilent Technologies 1260 Infinity (Palo Alto CA, USA)

- davkovaci zafizeni VICI Valco Instruments s pneumatickym davkovanim a s vnitini
davkovaci smy¢kou o objemu 60 nl NI (Valco, USA)

- monoliticka kapilarni kolona

- detektor ECOM LCD 2083 (Ecom, Praha)

- sklenénd mikrostiikatka HAMILTON-BONADUZ (Svycarsko) 50 pl pro méfeni

aktualniho pritoku mobilni faze

DalSi piistroje

- analytické vahy HR-120 (Helado s.r.0., Hradec Kralové, Ceska republika)
- pH meter pH 211 (Schott, Mainz, Nemecko)

- ultrazvukova lazent UC 405 BJ1 (Tesla, Praha, ¢eska republika)
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23 Pracovni postup

2.3.1 Priprava polymethakrylatové monolitické kolony DIEDMA

Polymethakrylatova monoliticka kolona byla pfipravena dle postupu Staiikova a spol.
[44]. Pied samotnou polymeraci byla vnitini sténa kiemenné kapilary pro zlepseni stability
monolitického luizka modifikovana. Kiemenna kapilara o vnitinim praméru 320 um byla
promyta acetonem, vodou a 0,2 mol/l roztokem hydroxidu sodného po dobu 30 minut. Poté
znovu vodou do neutralniho pH, nésledn¢ 0,2 mol/l roztokem kyseliny chlorovodikové po
dobu 30 minut a nakonec etanolem.

Vnitini  povrch  stény byl aktivovan proplachnutim 40% roztoku 3-
(trimethoxysilyl)propyl methakryldtu v 95% etanolu o pH 5 (upraveném pomoci kyseliny
octové) po dobu 3 hodin. Modifikovana kapilara byla proplachnuta etanol, vysusena v proudu
dusiku a 24 hodin nechana pti pokojové teplot¢.

Polymeriza¢ni smés byla pfipravena navazenim jednotlivych komponent do vialky na
analytickych vahach. Smés obsahovala 20,25 % zwitteriontového sulfobetainového MEDSA
funkéniho monomeru a 15,00 % DIEDMA sit'ujiciho monomeru. Monomery byly rozpustény
ve vodné-porogennim rozpoustédle, slozeného z 15,08 % vody, 25,01 % 1-propanolu,
25,05 % 1,4-butandiolu a3,6 % azobisisobutylonitrilu jako iniciatoru. Takto pfipravena
polymeriza¢ni smés byla vlozena do ultrazvuku, aby doslo k odstranéni kysliku, ktery rusi
polymerizaéni reakci.

Kiemenna kapilara s upravenym vnitinim povrchem byla naplnéna polymerizacni
smési, tak aby v ni nebyly pfitomny vzduchové bubliny. Oba konce kapilary byly uzavieny
gumovou zatkou a kapilara byla uchovavana v termostatu po dobu 20 hodin pii 60 °C. V této
dob¢ nasledovala polymeriza¢ni rekce.

Po ukonceni polymerizac¢ni reakce byla kolona vyjmuta z termostatu a kolona byla
sefiznuta na potfebnou délku. Kapildrni monolitickd kolona byla nakonec promyta

acetonitrilem z diivodu odstranéni nezreagovanych zbytkd a nakonec mobilni fazi.
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2.3.2 Priprava standardi

Pro pfipravu standardnich roztokd alkylbenzenu bylo odpipetovano 100 pl
jednotlivych alkylbenzenti (benzen, toluen, etylbenzen, propylbenzen, butylbenzen,
amylbenzen) do 5 ml ¢istého acetonitrilu. Z tohoto roztoku bylo odpipetovano 100 pul do 1 ml
smési acetonitrilu-voda (50:50). Na piipravené kapilarni monolitické kolon¢ DIEDMA byly
prométeny retencni charakteristiky téchto alkylbenzenti.

Pro pfipravu standardi nukleovych bazi a nukleosidl, derivatu triazind, derivat
kyseliny ftalové, barbiturati a sulfonamidt (struktury jsou uvedeny v kap. 2.2.4.2-2.2.4.6)
bylo navazeno asi 10 mg jednotlivych standardd do ampulek a rozpusténo v 3-5 ml mobilni
faze. Postupné byly proméfeny retencni charakteristiky jednotlivych standardd v HILIC
(s vysokym podilem ACN v mobilni fazi) a RP (s vysokym podilem vody v mobilni fazi)

separacnim modu.

2.3.3 Priprava mobilni faze

Mobilni faze byla pfipravovana smichanim acetonitrilu a vody v riznych pomérech
pomoci kapildrniho cerpadla. Oba zésobni roztoky byly pufrovany 10 mM octanem

amonnym. pH vody bylo upraveno pomoci kyseliny mravenci na hodnotu 3.

2.3.4 Podminky méreni

Veskeré experimenty byly méfeny za isokratickych podminek pfi laboratorni teploté a
kazdé méteni bylo provedeno ttikrat. Objem nasttiku jednotlivych standardii byl 60 nl. Pritok
mobilni faze se pohyboval od 0,5 do 5 ul/min a byl ovéfovan pomoci stopek a 50 pul
mikrostiikacky Hamilton. Detekce byla provadéna pomoci UV detektoru pii vinovych
délkach 254 nm pro alkylbenzeny, 230 nm pro nukleové baze a nukleosidy a 214 nm u
zbylych skupin latek.

Pomoci pocitacového systému Clarity byly ziskdny hodnoty retencnich casi
jednotlivych standardd, tr a reten¢niho Casu toluenu, v ptipadé HILIC a uracilu, v ptipadé

reverznich fazi, jako mrtvy objem kolony, tm, a nasledné byly vypocteny retencni faktory, k.
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Hodnoty, tabulky a grafy byly zpracovany pomoci vyhodnocovaciho programu Adstat, MS
Excel a MS Word.
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3 Vysledky a diskuze

Tato diplomova prace se zabyva separacemi nizkomolekularnich polarnich latek na
monolitickych kapildrnich kolonach v systému s pfevracenymi fazemi a systému HILIC
chromatografie. Cilem prace bylo, vV ndvaznosti na disertacni praci Ing. Magdy Staiikové,
pripravit monolitickou kolonu polymethakrylatového typu v kiemenné kapilare, na které byly
separovany vybrané skupiny polarnich latek ve vyse uvedenych separa¢nich modech.

Pro separace polarnich latek byla pfipravena monolitickd kolona DiEDMA
s zwitteriontovym  funkénim  monomerem  N,N-dimethyl-N-methakryloxyethyl-N-(3-
sulfopropyl)amonium betain (MEDSA) a situjicim monomerem dioxyethylen dimethakrylat
(DIEDMA), na které byly separovany nukleové baze a nukleosidy, derivaty triazint, derivaty
kyseliny ftalové, barbituraty a sulfonamidy. Vybrané skupiny latky byly jiz dfive separovany
na monolitické koloné BIGDMA [1], obsahujici MEDSA funkéni monomer a bisfenol A
glycerolat dimethakrylat sit'ujici monomer. Retence a separace téchto latek byly porovnavany

S ptipravenou monolitickou kolonou DIEDMA.

3.1 Utinnost polymethakrylatové kolony DIEDMA

Monoliticka kolona DIEDMA byla piipravena tepelnou polymeraci. Kifemenna
kapilara o vnitfnim praméru 320 um byla nejprve modifikovana a byl aktivovan jeji vnitini
povrch. Poté byla naplnéna polymerizacni smési, kterd byla tvofena zwitteriontovym
sulfobetainovym MEDSA funkénim monomerem a DiEDMA situjicim monomerem.
Monomery byly rozpusStény ve vodné porogennim rozpoustédle slozeného z vody, 1-
propanolu, 1,4-butandiolu a azobisisobutylonitrilu jako iniciatoru. Oba konce byly uzavieny
gumovou zatkou a vlozeny do termostatu, kdy néasledovala polariza¢ni rekce. Po ukonceni
byla kolona sefiznuta a promyta acetonitrilem z diivodu odstranéni nezreagovanych zbytku a
nakonec mobilni fazi.

Pro zjisténi G¢innosti takto pfipravené monolitické kolony DIEDMA byla vybrana
smés alkylbenzenu. Tyto nepolarni latky se také vyuzivaji pro zjisténi schopnosti kolon
poskytovat retenci v RP separa¢nim modu. Jako jednotlivé alkylbenzeny byly pouzity benzen
a déale aromatické uhlovodiky obsahujici jeden az pét uhliku v postrannim fetézci. Smés

alkylbenzend byla separovana za rizného slozeni mobilni faze (50-90 % ACN) a detekci
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254 nm. Pti vysokém podilu acetonitrilu v mobilni fazi (90 % ACN) se smés eluovala
prakticky s mrtvym objemem kolony. Vhodného rozdéleni bylo dosahnutu pii 70 % ACN
vV mobilni fazi.

Za téchto podminek byly proméfeny retencni charakteristiky jednotlivych
alkylbenzend pfi rdzném pratoku mobilni faze (0,5-5 pl/min). Z naméfenych dat byla
vypocitana ucinnost kolony, N, (rovnice 5) a vyskovy ekvivalent teoretického patra, H
(rovnice 6). Z reten¢niho Casu uracilu, jako mrtvy objem kolony, tu, a délky kolony byla
vypoctena linearni rychlost mobilni faze, u, (rovnice 3). Hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 1.
Ze ziskanych dat byla vytvotfena zavislost vySkového ekvivalentu teoretického patra, H, na
linearni rychlosti mobilni faze, u, alkylbenzend dle van Deemterovy rovnice (rovnice 7), tzv.
H-u kiivka (Obrazek 7).

Nejvyssi ucinnost vykazuje kolona piti linearni rychlosti 0,23 mm/s (pii prutoku
mobilni faze 1ul/min). Zde je také vyskovy ekvivalent teoretického patra minimalni a
ucinnost kolony dosahuje témét 70 000 teoretickych pater/m. Tento pritok vsak pro zjisténi
retenc¢nich charakteristik separovanych skupin latek nebylo vhodné pouzit. Separace by trvaly
dlouhou dobu a veskeré méteni by bylo velmi ¢asové naro¢né. Z tohoto ditvodu bylo pouzito
vys$siho pratoku mobilni faze a to 5 ul/min, kde se ucinnost monolitické kolony DiEDMA
pohybuje okolo 30 000 teoretickych pater/metr. Pro méfeni retencnich ¢astu byl tento pratok

vyhovujici, i kdyZz chromatografické piky byly ponékud Sirsi.

3.2 Separace nukleovych bazi a nukleosidu

Nukleové baze a nukleosidy (glykosidy nukleovych bazi), jsou latky, které jsou
zakladni soucasti nukleovych kyselin hrajici vyznamnou roli v genetice a ucastnici se fady
vyznamnych biochemickych reakci. Mimo jiné se tyto poldrni latky pouZzivaji pro zjisténi
schopnosti dané kolony poskytovat retenci v HILIC separacniho médu.

U pfipravené polymethakrylatové monolitické kolony DIEDMA bylo zjistovano, zda
je tato stacionarni faze schopna pro tuto skupinu latek poskytnout dualni retencni
mechanismus. Pro zjisténi retencnich charakteristik byly pouzity jednotlivé standardy, a to
adenin, adenosin, cytidin, cytosin, guanosin, uracil, thymin, 2-deoxyadenosin a 2-
deoxyguanosin (struktury jsou uvedeny v kapitole 2.1.4.2). U téchto standardi byly postupné
promé&feny retenéni ¢asy v mobilni fazi s vysokym podilem acetonitrilu 98-90 % (HILIC) a s

vysokym podilem vody 90-95 % (RP), pti UV detekci s vinovou délkou A = 230 nm.
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Retenc¢ni data jednotlivych latek Kexp jSOu uvedeny v Tabulce 2. Z téchto hodnot byly
sestrojeny grafické zavislosti logaritmu retenéniho faktoru, log k, na obsahu vody, ¢(H20), v
mobilni fazi pro HILIC (Obrazek 8) a RP separacni mod (Obrazek 9) a grafickd zavislost
logaritmu reten¢niho faktoru, log k, na logaritmu obsahu vody, log ¢(H20), v mobilni fazi pro
HILIC (Obrazek 10) a RP separa¢ni moéd (Obrazek 11). Prolozenim rovnice 8 a rovnice 9
bylo v obou piipadech pro HILIC systém neuspokojivé. Korela¢ni koeficienty, R?, se u obou
zavislosti pohybovaly v rozmezi hodnot 0,94-0,99. Na Obrazku 9 a 11 lze vidét, ze log ku
vétsiny latek v RP modu v minusovych hodnotach. Jejich kexp je mensi nez 0,1 a proto pro
dalsi vyhodnocovani nemaji vyznam.

Pomoci rovnice 8 a 9 byly také vypocitany retencni faktory Krovnice 8y (Tabulka 3) a
Krovnice 9) (Tabulka 4) jednotlivych latek pro HILIC separaéni mod. Vzhledem k mensim
odchylkam reten¢niho faktoru Kexp, 0d Krovnice 8) @ Krovnice 9) byla sestrojena dale zavislost
retenéniho faktoru k na obsahu vody, ¢(H20), v mobilni fazi pro HILIC separa¢ni mod
(Obrazek 12). Pomoci rovnice 10 byly vypocitany hodnoty Kownice 10). Ty Se z velké Casti
shoduji s Kexp. Hodnoty Krovnice 10). @ parametri a,b a m rovnice 10 uvedeny v Tabulce 5

Nukleové baze a nukleosidy jsou v mobilni fazi s vysokym obsahem acetonitrilu velmi
siln¢ zadrzovany. Nejvice zadrzovanou latkou v HILIC separacnim moédu byl guanosin.
Naopak nejméné zadrzovanou latkou v tomto separatnim moédu byl thymin. Latky, které
obsahuji ve své struktufe sacharidovou ¢ast (guanosin, deoxyguanosin, cytidin, adenosin a
deoxyadenosin) se na koloné zadrzuji vice, nez ty, které ve své struktufe sacharid nemaji
(adenin, thymin, uracil, cytosin). V RP separa¢nim modu nukleové baze a nukleosidy velmi
zadrzovany nebyly.

K popisu retence latek v rozsahu 0-100 % vodné slozky ve vodné-organické mobilni
fazi byla pouzita Ctyfparametrova rovnice 12 (Obrazek 13). Objemovy podil vody, @min,
(rovnice 14) pii pfechodu mezi HILIC a RP separacnim mechanismem se pohybuje okolo
omin = 0,5. Vyjimku tvoii thymin, jehoZ ¢min = 0,43, dale guanosin s gmin = 0,62, cytidin S @min
= 0,65 a cytosin s gmin = 0,66 (Tabulka 6).

Retence latek roste v pofadi thymin, uracil, 2-deoxyadenosin, adenin, adenosin,
cytosin, 2-deoxyguanosin, cytidin a guanosin. Na Obrazku 14 je znazornéna separace v 90%
pufrovaném vodném acetonitrilu. Doslo zde k separaci vSech latek, pouze u 2-
deoxyadenosinu, uracilu a adeninu nedoslo k rozdéleni na zakladni linii. Guanosin je za
téchto podminek v koloné¢ stale silné zadrzovan. Z kolony ho bylo mozné vymyt az s vys$sim
obsahem vody v mobilni fazi. Pfi isokratické separaci v 80% ACN jiz doslo k GipIné separaci

pouze cytidinu a silné zadrzovaného guanosinu (Obrazek 15). Obrazek 16 znazoriuje separaci
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této skupiny latek v 5% pufrovaném vodném acetonitrilu. Tato separace potvrzuje, Ze
nukleové baze a nukleosidy nejsou zadrzovany v RP separaénim moédu a tyto polarni latky
neni mozné dostate¢né rozdélit.

Nukleové baze a nukleosidy na koloné BIGDMA poskytovaly velmi podobnou
retenci. Stejné jako na koloné DIEDMA byly silné zadrzovany v mobilni fazi s vysokym
obsahem acetonitrilu a srelativné malou retenci v RP separaénim modu. Nejméné
zadrzovanou latkou byl thymin s gmin = 0,5. Nejvice zadrzovanou latkou byl guanosin s gmin =
0,72. Objemovy podil vody pfechodu mezi HILIC a RP systémem je s porovnanim na koloné
DIiEDMA pro obé¢ latky vyssi. I v pfipad¢ guanosinu bylo nutno pouzit vys$siho obsahu vody
vV mobilni fazi, aby ho bylo mozné vymyt z kolony nebot’ byl siln¢ zadrzovan [1]. Na koloné
BIGDMA bylo moZzné identifikovat vSechny latky jiz v 95% acetonitrilu, které se eluovaly
v pofadi thymin, uracil, 2-deoxyadenosin, adenin, adenosin, cytosin, 2-deoxyguanosin a

cytidin. Guanosin byl za téchto podminek silné zadrzovan [74].

3.3 Separace derivati triazina

Dalsi skupinou latek pro studium dudlniho retenéniho mechanismu na kolon¢
DIiEDMA byly derivaty triazinti. Tyto latky patii do zakladniho spektra herbicida
pouzivanych k hubeni plevele. Mohou, zejména pii nevhodném pouzivani, piisobit na zivotni
prostiedi a kontaminovat vodu nebo potraviny.

Jako standardy byly pouzity atrazin, simazin, desmetryn, prometryn, terbutryn,
methoprotryn a terbutylazin (struktury jsou uvedeny v kapitole 2.1.4.3). Tyto latky byly
proméieny v RP (40-15 %ACN) a HILIC (90-98 % ACN) separa¢nim médu, s UV detekci pri
vlnové délce A = 214 nm.

Hodnoty retencnich faktorti kexp jsou uvedeny v Tabulce 7. Ztéchto hodnot byly
sestrojeny grafické zavislosti logaritmu reten¢niho faktoru log k na obsahu vody, ¢(H20), v
mobilni fazi a graficka zavislost logaritmu reten¢niho faktoru log k na logaritmu obsahu vody,
log ¢(H20), v mobilni fazi pro RP separa¢ni moéd (Obrazek 17 a Obrazek 18). Prolozeni
rovnici 8 V prvnim piipad¢€ je vhodnéjsi nez prolozeni rovnici 9 v piipadé druhém. Korelacni
koeficienty, R?, tohoto prolozeni se pohybuji okolo hodnoty 0,99 (Tabulka 8). Derivaty
triazind jsou v HILIC systému pouze minimalné zadrzovany i pii velmi malé koncentraci
vody v mobilni fazi. Proto pro tento separa¢ni mod nebyly sestrojeny grafické zavislosti.

Pomoci rovnice 8 a 9 byly také vypocitany retenéni faktory Kgownice 8) (Tabulka 8) a Krovnice 9)
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(Tabulka 9) jednotlivych latek pro HILIC separa¢ni méd. Vypocitané hodnoty z modelu
rovnice 8 a rovnice 9, Krovnice 8) @ Krovnice 9) N€jsou 0d Kexp velmi odlisné.

Nejvice zadrzovanou latkou v RP separatnim modu byl terbutryn, nejméné
zadrzovanym byl simazin. S pfibyvajicim obsahem vody v mobilni fazi se retence vSech
triazini postupné¢ zvysSovala a rostla téméf linearn€. V mobilni fazi obsahujici S vysokym
obsahem acetonitrilu (95 %), nebylo mozné derivaty triazinti od sebe oddélit, protoze byly
vSechny eluovany prakticky s mrtvym objemem kolony.

Obrazek 19 prezentuje separaci derivatii triazini provedenou jiz v RP separacnim
modu (60 % vody v mobilni fazi). V tomto ptipadé k rozdéleni testovanych latek dochazelo,
ale pouze Castecné. Eluovaly se spole¢né simazin a methoprotryn, desmetryn a atrazin,
nasledoval terbutylazin ajako posledni se eluoval spoleéné prometrynem terbutryn. Pfi
isokratické separaci v 20% ACN doslo Kk uplné separaci vSech sedmi derivata triazinu, ktera je
zobrazena na Obrazku 20. U simazinu, prometrynu a atrazinu nebylo za danych podminek
separace dosazeno nulové linie.

Monoliticka kolona DIEDMA nevykazuje pro tuto skupinu latek dvoji zadrzny
mechanismus. Derivaty triazinii bylo mozné rozdélit pouze v RP separaénim modu s vysokym
obsahem vody v mobilni fazi.

Derivaty triazinti vykazovaly také velmi nizkou retenci v HILIC separaénim moédu i na
kolon¢ BIGDMA. Na rozdil od kolony DiEDMA, bylo v§ak moZné identifikovat uz vSech
sedm latek v mobilni fazi obsahujici 50% vodného acetonitrilu. Latky se eluovaly v pofadi
simazin, atrazin, methoprotryn, desmetryn, terbutylazin, prometryn, a terbutryn. Po zvySeni
obsahu vody na 70 % doslo k prodlouZeni doby eluce a separaci vSech sedmi latek na nulovou
linii [1].

3.4 Separace derivati kyseliny ftalové

Latky v této skupiné Se nejcastéji pouzivaji pii vyrobnim procesu plast, hydrolyzuji
se a nasledné¢ se pouzivaji k vyrobé vlaken. Dnes je mizeme nalézt téméf ve vSech
kazdodenné pouZzivanych vyrobcich. Tyto derivaty nemusi byt pevné chemicky véazané a
mohou se tak uvoliiovat do vody, pudy a ovzdusi.

K popisu retence derivati kyseliny ftalové v RP (15-35 % ACN) a HILIC (90-98 % ACN)
separa¢nich modu bylo pouzito sedm latek, kterymi byly kyselina 4-(hydroxymethyl) benzoova,
kyselina 4-formylbenzoova, kyselina toluylova, bis-(2-hydroxyethyl) tereftalat, kyselina ftalova,
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kyselina isoftalova a kyselina tereftalova (Struktury jsou uvedeny v kapitole 2.1.4.4), pti UV
detekei o vinové délce A =214 nm.

Hodnoty reten¢nich faktort Kexp jSou uvedeny v Tabulce 10. Z téchto dat byly sestrojeny
grafické zavislosti logaritmu reten¢niho faktoru k, log k, na obsahu vody, ¢(H20), v mobilni
fazi pro HILIC (Obrazek 21) a pro RP separa¢ni mod (Obrazek 22) a logaritmu reten¢niho
faktoru k, log k, na logaritmu obsahu vody, log ¢(H20), v mobilni fazi rovnéz pro HILIC
(Obrazek 23) a pro RP separacni mod (Obrazek 24). Prolozeni rovnici 8 a rovnici 9 bylo
v obou piipadech uspokojivé. Koreladni koeficienty, R? se uobou zavislosti pohybovaly
v rozmezi hodnot 0,97-0,99 (Tabulka 11 a Tabulka 12). Pomoci rovnice 8 a 9 byly také
vypocitany retencni faktory Krovnice 8) (Tabulka 11) a Kovnice 9) (Tabulka 12) jednotlivych latek
pro oba separa¢ni mddy, jejichZ hodnoty se 0d Kexp pfili$ nelisi.

Nejvice zadrzovanou latkou v HILIC separaénim modu byla kyselina ftalova,
obsahujici ve své struktufe karboxylovou skupinu vpoloze 1 a2, kyselina 4-
(hydroxymethyl)benzoova a kyselina 4-formylbenzoova. Nejméné zadrzovanou latkou
v HILIC separa¢nim modu byly kyselina toluylova, obsahujici nepolarni skupinu Vv para
poloze, a bis(2-hydroxyethyl)tereftalat. V RP separaéni médu méla nejvyssi retenci kyselina
toluylova. Nejméné zadrZzovanou latkou byl opét bis(2-hydroxyethyl)tereftalat. V porovnani
s HILIC separa¢nim médem poskytuje kolona DIEDMA pro RP separa¢ni mod veétsi rozsah.

Skupina derivata kyseliny ftalové pokryva HILIC i RP separa¢ni moéd. Pro popis
retence derivatu kyseliny ftalové vrozsahu 0-100 % vodné slozky ve vodné-organické
mobilni fazi byla pouzita ¢tyfparametrova rovnice 12 (Obrazek 25). Objemovy podil vody,
@min, pii pfechodu mezi HILIC a RP systémem byl vypocitan pomoci rovnice 14. Oblast
minima kfivek se pohybuje v rozmezi hodnot 0,36-0,44, s vyjimkou, ktera nalezi kyselina
toluylové s gmin = 0,26 (Tabulka 13).

Na Obrazku 26 je znazornéna isokratickd separace Vv 92% pufrovaném vodném
acetonitrilu. Zde je mozné identifikovat vSech prvnich pét eluovanych latek. Témi byly bis(2-
hydrohy) tereftalat, kyselina toluylova, kyselina 4-formylbenzoova, kyselina 4-
(hydroxymethyl)benzoova a kyselina ftalova. Pik kyseliny 4-(hydroxymethyl)benzoové
V pravé ¢asti chvostuje, pravdépodobné kvili separaénim podminkdm a ptlisobici iontové sile.
Obrazek 27 zobrazuje separaci v RP separacnim moédu v 25% pufrovaném vodném
acetonitrilu v potadi eluce bis(2-hydrohyethyl) tereftalat, kyselina 4-hydroxymethylbenzoova,
kyselina ftalov4, kyselina 4-formylbenzoova, kyselina isoftalova, kyselina tereftalovd a
kyselina toluylova. Kyselinu isoftalovou a tereftalovou nebylo mozné za téchto podminek od

sebe dostatecné oddélit, protoze jejich retencni faktory jsou téméf totozné.
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Monolitickd kolona DiEDMA s funkénim monomerem MEDSA je schopna
poskytovat retenci u této skupiny latek jak v HILIC tak i v RP separa¢nim moédu.

V piipadé monolitické kolony BIGDMA byly zméfeny reten¢ni faktory k v rozsahu
vodné-organické mobilni fazi pokryvajici 15-95 % ACN. V HILIC separa¢nim moédu byla
stejné jako na koloné¢ DIEDMA nejvice zadrzovanou latkou kyselina ftalova. Na koloné
BIGDMA byla také v HILIC médu zadrzovana kyselina isoftalova a kyselina tereftalova,
které spolu vykazovaly téméf totoznou retenci. V RP separatnim modu poskytovala nevyssi
retenci kyselina toluylova a nejméné zadrzovanou latkou byl bis(2-hydroxyethyl)tereftalat
stejné jako na kolon¢ DiIEDMA. I tato kolona poskytuje v porovnani s HILIC vétsi rozsah

V RP separa¢nim moédu [1].

3.5 Separace barbiturata

DalSim pfedmétem zkoumdni dudlniho retenéniho mechanismu monolitické kolony
DIEDMA byly barbituraty. Jedna se o derivaty kyseliny barbiturové, jejichz kostra je tvofena
avsak s pomérné velkymi nezddoucimi ucinky.

Jako standardy pro popis retence barbiturati byl pouzit amobarbital, barbital,
hexobarbital, fenobarbital pentobarbital a kyselina barbiturova. Struktury jsou zobrazeny
v kapitole 2.1.4.5. Separace téchto latek byly provadény v HILIC (80-90 % ACN) av RP (15-
35 %ACN) separacnim modu, s UV detekce pti vinové délce 214 nm.

Hodnoty retencnich faktorti Kexp jsou uvedeny v Tabulce 14. Z téchto hodnot byly
sestrojeny grafické zavislosti logaritmu reten¢niho faktoru k, log k, na obsahu vody, ¢(H20),
v mobilni fazi pro HILIC (Obrazek 28) a pro RP separaéni mod (Obrazek 29) a graficka
zavislost logaritmu retenéniho faktoru, log k, na logaritmu obsahu vody, log ¢(H20),
vV mobilni fazi obou separacnich moda (Obrazek 30 a Obrazek 31). Prolozeni rovnici 8 bylo
Vv prvnim piipadé nevhodné, zejména pro separacni mod v oblasti HILIC. Nékteré hodnoty
retencnich faktortl, Kexp, barbituratii jsou mensi nez 0,1 a jejich logaritmus je v zapornych
hodnotach. Naopak korela¢ni koeficienty v RP separacnim moédu, po proloZeni rovnice 9,
nejsou mensi nez 0,99 (Tabulka 16). Pomoci rovnice 8 a rovnice 9 byly vypocitany reten¢ni
faktory Keovnice 8y (Tabulka 15) a Kovnice 9) (Tabulka 16) pro kyselinu barbiturovou a latek

zadrzujicich se v RP separacnim modu.
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Kyselina barbiturova je nejvice zadrzovanou latkou, v porovnani s ostatnimi, v HILIC
separaénim modu a eluuje se az pii vysSim podilu vody v mobilni fazi. Retence barbitalu,
hexobarbitalu, pentobarbitalu a fenobarbitalu se od sebe velmi neodliSuji. Na rozdil od
HILIC, v RP separatnim moédu retence barbiturathi pomalu roste se zvySujicim se
podilem vody ve vodné-organické mobilni fazi. Hexobarbital, pentobarbital a fenobarbital,
maji v RP separa¢nim modu retenci vyssi, barbital ma oproti vySe zmifiovanym retenci nizsi.
Retence kyseliny barbiturové v tomto médu je piili§ nizka, jeji log k se nachazi v zapornych
hodnotach. Odlisny prubéh retence této latky je mize byt pravdépodobné zplsoben jeji
strukturou.

Vliv slozeni mobilni faze na retenci barbituratli je znazornén na Obrazku 32. K popisu
retence barbiturati v celém rozsahu podilu vodné slozky ve vodné-organické mobilni fazi (O-
100 %) byla pouzita tfiparametrova rovnice 11 a ¢tyfparametrové rovnice 12. Rovnice 11 byla
pouzita pro amobarbital a hexobarbital, kde se prolozeni jevilo jako vhodnéjsi.
Ctyfparametrova rovnice 12 byla pouZita pro ostatni barbituraty, véetné kyseliny barbiturové.
Objemovy podil vody, @min, pfi piechodu mezi RP a HILIC byl vypoc¢itan pomoci rovnic 13 a
14. Oblast minima kiivek je posunuta do levé casti zavislosti. Vyjimku tvoii kyselina
barbiturova, jejiz minimum kiivky je vyrazné posunuto doprava, a nachéazi se za oblasti 50%
pufrované vodné-organické mobilni faze, gmin = 0,59 (Tabulka 17).

Obrazek 33 znazoriiuje separaci barbituratd v HILIC separaénim médu (95% ACN),
ktery potvrzuje, Ze v tomto mddu je retence nizka. Amobarbital, hexobarbital a pentobarbital
se eluuji jako jeden pik, déle pak barbital, nasledovany fenobarbitalem. Kyselinu barbiturovou
nebylo mozné identifikovat, nebot’ za téchto podminek byla siln¢ zadrZzovana v koloné.
Na Obrazku 34 Ize pozorovat isokratickou separaci v 30% pufrovaném vodném acetonitrilu,
kde bylo mozné samostatn¢ identifikovat tii latky. Zde se latky eluovaly Vv pofadi kyselina
barbiturova a barbital samostatn¢, dale amobarbital, hexobarbital a pentobarbital jako jeden
pik a jako posledni fenobarbital.

Monoliticka kolona DiEDMA vykazuje pro barbituraty retenci pouze v RP separa¢nim
modu, avSak ani S vysokym obsahem vody v mobilni f4zi nedoslo k Gplnému rozdé€leni.

U monolitické kolony BIGDMA byla také kyselina barbiturovd S ¢min = 0,53 se
zadrzovala vice oproti ostatnim barbituratim. Substituované barbituraty jsou méné polarni a
vyrazn¢ méné udrzovany pii vysokych koncentracich acetonitrilu (> 50%). Fenobarbital,
pentobarbital, amobarbital a hexobarbital maji velmi podobnou retenci jak RP tak i v HILIC
separa¢nim modu [75]. V 60 % pufrovaném acetonitrilu bylo mozné identifikovat vSech Sest

latek v potadi eluce barbital, amobarbital, pentobarbital, hecobarbitalm fenobarbital a kyselina
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barbiturova, ale nebylo dosazeno nulové linie. V 30 % pufrovaném ACN byly Uspésné
oddéleny ctyii latky. Na rozdil od monolitické kolony DiEDMA poskytuje monoliticka
kolona BIGDMA dualni retenéni mechanismu pro tuto skupinu latek, nicméné az na kyselinu

barbiturovou, je tento mod prilis tzky (0-16 % vody v mobilni fazi) [1,74].

3.6 Separace sulfonamidi

Posledni skupinou latek, u kterych byl na kolon¢ DIEDMA testovan dudlni retencni
mechanismus byly sulfonamidy. Tato slouCeniny maji vSestranné vyuziti zejména pro
farmaceuticky pramysl. Nejéastéji se pouzivaji k 1é¢bé bakterialnich infekci a jako
antibiotika.

K popisu retence sulfonamidi byly zméfeny retencni faktory Kexp V HILIC (98-90 %
ACN) a v RP (40-20 % ACN) separa¢nim moédu, s UV detekei pii vinové délce A = 214 nm,
Témito standardy byly sulfadimidin, sulfanilamid, ftalazol, sulfaguanidin, alesten a
sulfathiazol. Struktury sulfonamidi jsou zobrazeny v kapitole 2.1.4.6.

Hodnoty retencnich faktort Kexp jsou uvedeny v Tabulce 18. Z téchto dat byly sestrojeny
grafické zavislosti logaritmu reten¢niho faktoru log k, na obsahu vody, ¢(H20), v mobilni fazi
pro HILIC (Obrazek 35) a pro RP separa¢ni mod (Obrazek 36) a logaritmu reten¢niho faktoru
log k, na logaritmu obsahu vody, log ¢(H20), v mobilni fazi rovnéz pro HILIC (Obrazek 37) a
pro RP (Obrézek 38) separa¢ni mod. Prolozeni rovnici 8 nebylo vhodné, korelacni koeficient
se u nékterych latek pohyboval okolo hodnoty 0,91 (Tabulka 19). Po prolozeni rovnici 9
v grafické zavislosti logaritmu retenéniho faktoru k na logaritmu vody, log ¢(H20), se
korela¢ni koeficienty, R?, zvysily na hodnoty 0,98-0,99 v obou separa¢nich modech (Tabulka
20). Pro HILIC separa¢ni mod byla jesté sestrojena graficka zavislost reten¢niho faktoru k, na
obsahu vody, ¢(H20), v mobilni fazi a prolozena tfiparametrovou rovnici 10 (Obrazek 39),
kromé ftalazolu a sulfoguanidinu, u kterych toto proloZeni nebylo mozné. Hodnoty a, b a m
jsou uvedeny v Tabulka 21. Pomoci rovnice 8, 9 a 10 byly také vypocitany reten¢ni faktory
Krovnice 8), K(rovnice 9) @ K(rovnice 10) jednotlivych latek pro oba separa¢ni mody. Hodnoty modelu
rovnice 10, Kovnice 10 (Tabulka 21) jsou nejblize Kexp.

Sulfonamidy jsou na koloné¢ DIEDMA zadrZzovany v HILIC 1 RP separa¢nim modu.
V HILIC modu vykazoval nejnizSi retenci sulfadimidin. VSechny logaritmy retencniho
faktoru k byly v minusovych hodnotach. Nejvyssi retence na kolon¢ DIEDMA poskytovaly

ftalazol a sulfaguanidin. S postupnym ptidavanim vody do mobilni faze a pfechazenim do RP
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separacniho modu se retence zvySovala. V RP separacnim modu byl nejvice zadrzovanou
latkou ftalazol, nasledovany sulfothiazolem a nejméné zadrzovan byl sulfaguanidin.

Pro popis retence sulfonamidd v rozsahu 0-100 % vodné slozky ve vodné-organické
mobilni fazi, byla pouzita Ctyfparametrova rovnice 12 (Obrazek 40). Objemovy podil vody,
@min, prechodu mezi HILIC a RP separa¢nim mechanismem byl vypocitan pomoci rovnice 14.
Hodnoty gmin sulfonamidt se nahazeji spiSe v levé Casti zavislosti a pohybuji se v rozmezi od
0,25 pro sulfadimidin do 0,38 pro sulfaguanidinu (Tabulka 22).

Obrazek 41 zobrazuje isokratickou separaci sulfonamidt v HILIC separa¢nim modu
pii 95% ACN v mobilni fazi. Za téchto podminek doslo k separaci a identifikace vSech Sesti
testovanych latek a to v poradi eluce sulfadimidin, sulfanilamid, ftalazol, sulfothiazol, alesten
a sulfaguanidin. S vyssim podilem vody v mobilni fazi (92 % ACN) byl vzorek rozdélen, ale
Vtomto piipadé nebylo jiz dosaZeno dostatecné selektivity pro ftalazol a sulfanilamid
(Obrazek 42). Na Obrazku 43 lze vidét separaci v 30% pufrovaném vodném acetonitrilu. Tyto
podminky neposkytovaly dostatecnou selektivitu a nebylo dosdhnuto nulové linie. Bylo
ziskano pét piku sulfonamidd eluujicich se v potadi sulfoguanidin, spole¢né sulfadimidin
a alesten, nasledoval sulfanilamid, sulfothiazol a ftalazol. Presto lze konstatovat, Ze
monoliticka kolona DIEDMA je schopna separovat latky jak v HILIC tak i v RP separacnim
modu.

Sulfonamidy na kolon¢ BIGDMA vykazuji také dudlni retencni mechanismus.
Poskytuji retenci pfi vysokych i nizkych koncentracich acetonitrilu s vyjimkou alestenu a
sulfadimidinu, které jsou nejméné zadrZovanou latkou v HILIC separacnim modu. Retence
latek stoupa s ptidavkem vody v mobilni fazi a pfechodu do RP separacniho médu, kde je
nejvice zadrzovanou latkou sulfathiazol, nasledujici sulfadimidinem a ftalazolem. Toto potadi
je od retence na koloné¢ DIEDMA odlisné. Objemovy podil vody, @min, pti pfechodu mezi
HILIC a RP separa¢nim modem se pohybuje v rozsahu od 0,14 pro sulfadimidin az 0,35 pro
sulfaguanidin. Pfechod mezi HILIC a RP systéme sulfadimidinu na koloné¢ BIGDMA nastava
pfi niz§im podilu vody v mobilni fazi, nez na koloné DiEDMA. Pii separaci sulfonamida
V 90% acetonitrilu nebylo dosazeno dostate¢né selektivity pro sulfanilamin a sulfathiazol. Pfi
separaci v RP separa¢ni modu (40% ACN) bylo ziskano pét pikd, kde spolu koleuji pouze
sulfadimidin a ftalazol [1,74].
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4 Zavér

Cilem této diplomové prace, v navaznosti na disertaéni praci Ing. Magdy Stankové,
byla ptfiprava polymethakrylatové zwiteriontové monolitické kolony, DIEDMA, pro separaci
nizkomolekularnich polarnich latek v HILIC a RP separa¢nim modu. Tato kolona byla
pfipravena tepelnou polymerizaci s zwitteriontovym funkénim monomerem MEDSA,
situjicim monomerem ethylendioxydimethakrylat a klasickou porogenni smési v kfemenné
kapilafe. Takto pfipravena monoliticka kolona poskytovala G¢innost témér 70 000
teoretickych pater na metr pii pritoku mobilni faze 1 pl/min.

Na této kolon¢ byly separovany jednotlivé skupiny polarnich latek, kterymi byly
nukleové baze a nukleosidy, derivaty triazinl,, derivaty kyseliny ftalové, barbituraty
a sulfonamidy za isokratickych podminek v mobilni fazi s vysokych obsahem acetonitrilu
(HILIC) a s vysokym obsahem vody (RP). Retence a separace téchto skupin byla posléze
porovnana s jiz diive pfipravenou monolitickou kolonou BIGDMA, kterd se osvédcila jako
ucinnd pro separace latek v téchto systémech.

Bylo zjisténo, ze monoliticka kolona DIEDMA poskytuje dualni retenéni mechanismu
pro derivaty kyseliny ftalové, kde dochazelo k retenci latek jak v HILIC tak i v RP
separatnim moddu, a bylo mozné identifikovat vétSinu standardii separovanych ve smési.
V porovnani s monolitickou kolonou BIGDMA dochazi k ptechodu mezi HILIC a RP
systémem az pii vys$§im podilu vody v mobilni fazi (0,36-0,44 pro DIEDMA a 0,30-0,37 pro
BIGDMA).

Monolitickd kolona DIEDMA poskytuje také dudlni retenéni mechanismus pro
sulfonamidy. V tomto piipadé vSak za danych podminek nedoslo k Gplnému rozdéleni
testovanych latek ani v RP a ani v HILIC separacnim moédu. Nicméné, ani na koloné
BIGDMA nebylo dosazeno za danych podminek dostatecné selektivity a tyto latky nebyly
rozdéleny na jednotlivé piky.

U ostatnich skupin testovanych latek dudlni retenéni mechanismus nebyl na koloné
DIEDMA prokazan. Nukleové baze a nukleosidy byly zadrzovany pouze v HILIC modu,
s vysokym obsahem acetonitrilu v mobilni fazi. Retence v RP separa¢nim modu byla nizka, a
latky nebylo mozné od sebe odd¢lit. Na rozdil koloné DIEDMA, ktera poskytuje retenci vSech
testovanych latek az pifi vy$sim obsahu vody (10 %) v mobilni fazi je monoliticka kolona
BiGDMA schopna poskytovat retenci a eluovat vSechny latky (kromé& siln€ zadrzovaného

guanosinu) 1 pii vysokém obsahu acetonitrilu v mobilni fazi.
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Opacnym piikladem byly derivaty triazinli. VSechny derivaty triazinti se v HILIC
moédu eluovaly s mrtvym objemem kolony, proto je bylo mozné odd¢lit pouze v RP
separa¢nim moédu s vysokym podilem vody v mobilni fazi. V tomto rezimu doslo k separaci
vSech testovanych latek pouze pomoci isokratickych podminek. Nevyhodou vsak byla dlouha
doba separace. V tomto ptipadé by bylo vhodné pouzit gradientovou eluci. Derivaty triazint
na kolon¢ BIGDMA vykazovaly podobnou retenci. Na rozdil od kolony DiEDMA bylo
mozné identifikovat vSech sedm latek v RP modu jiz pfi niz§Sim obsahu vody v mobilni fazi.
V HILIC separa¢nim modu tyto latky nejsou viibec zadrzovany a jejich retence postupné roste
se zvySujicim se obsahem vody v mobilni fazi.

Barbituraty vykazovaly na kolon¢ DiEDMA retenci pouze v RP separaénim modu.
Bohuzel vSak ani za vys$§iho obsahu vody v mobilni fazi separaci vSech testovanych latek
nedoslo, protoZze n¢které koeluovaly. Vyjimkou byla kyselina barbiturova, ktera se oproti vySe
zminovanym barbituratim siln¢ zadrzovala v HILIC separa¢nim moédu a naopak velmi slabé v
RP moddu. Monoliticka kolona BIGDMA vykazovala velmi uzky HILIC moéd. Stejnou
vyjimku tvofila i kyselina barbiturova, kterd se v tomto mddu také siln¢ zadrzovala. I pro
ptipad monolitické kolony BIGDMA je vyhodnéjsi vyuziti separce v RP separ¢nim maodu.

Monoliticka kolona DiEDMA s zwitteriontovym funkénim monomerem MEDSA
poskytuje pro rtzné skupiny latek HILIC i RP separaéni mod. Takovouto kolonu je mozno
pouzit k separaci Siroké Skaly latek, stejné tak, jako kolonu BIGDMA. Retence latek na
kolonach nejsou vyrazné odlisné. AvsSak rozsah jednotlivych modu je zavisly nejen na
podminkéach separace a struktufe separovanych vzorkd, ale také na typu sit'ujiciho monomeru

pro ptipravu polymethakrylatové monolitické kolony.
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Tabulky



Tabulka 1 - Retenéni data pro charakterizaci kolony DiIEDMA

d = 320 um; | = 145 mm; Fm- prutok mobilni faze; tR - retenéni Cas, k - reten¢ni faktor (rovnice 4); w0,5 - Sitka
piku v poloviné vysky; u - linearni rychlost (rovnice 3); N - pocet teoretickych pater (rovnice 5); H - vyskovy
ekvivalent teoretického patra (rovnice 6)

Fm, p/min | tR, min k | w055 min | P,MPa | umm/s | N,tp/m | H, pm
5,0 2,80 1,26 0,15 132,2 1,34 24800 40,3
4,0 3,49 1,28 0,18 132,2 1,08 32400 30,9
E) 3,0 4,68 1,24 0,21 132,2 0,79 35800 27,9
§ 2,0 7,20 1,21 0,29 132,2 0,51 48100 20,8
1,0 16,07 | 1,19 0,58 132,2 0,23 59600 16,8
0,5 28,64 | 3,03 1,53 132,2 0,18 47800 20,9
5,0 3,08 1,75 0,17 104,9 1,35 26600 37,7
4,0 3,84 1,75 0,20 104,9 1,08 31800 31,4
§ 3,0 5,14 1,69 0,24 104,9 0,79 39400 25,4
S 2,0 7,92 1,65 0,34 104,9 0,51 48200 20,7
1,0 17,62 | 1,62 0,66 104,9 0,23 61300 16,3
0,5 34,25 | 3,69 1,53 104,9 0,18 57500 17,4
5,0 3,53 2,28 0,21 77,9 1,35 28100 35,5
= 4,0 4,38 2,29 0,24 77,9 1,08 32600 25,4
GE) 3,0 5,85 2,21 0,30 77,9 0,79 39100 25,6
=2 2,0 9,01 2,17 0,41 77,9 0,51 50900 19,7
@ 1,0 20,02 | 2,12 0,78 77,9 0,23 62100 16,1
0,5 47,70 | 4,59 1,70 77,9 0,18 61500 16,3
5,0 4,10 0,54 0,11 50,8 1,35 29900 33,5
§ 4,0 5,09 0,56 0,12 50,8 1,08 31600 31,6
é 3,0 6,78 0,53 0,15 50,8 0,79 40100 24,9
2 2,0 10,47 | 0,52 0,20 50,8 0,51 50900 19,7
g_ 1,0 23,20 | 0,51 0,41 50,8 0,23 61200 16,4
0,5 54,05 | 1,14 0,81 50,8 0,18 81200 12,3
5,0 4,95 0,70 0,12 24,0 1,35 31000 31,9
§ 4,0 6,13 0,72 0,13 24,0 1,08 35900 27,9
5 3,0 8,76 0,69 0,16 24,0 0,79 43200 23,2
% 2,0 12,56 | 0,67 0,22 24,0 0,51 51300 19,5
3 1,0 27,85 | 0,66 0,44 24,0 0,23 67500 14,8
0,5 62,83 | 1,56 0,88 24,0 0,18 64700 15,4
5,0 5,96 0,94 0,13 13,3 1,35 30800 31,9
= 4,0 7,34 0,96 0,15 13,3 1,08 36600 32,5
% 3,0 9,77 0,92 0,18 13,3 0,79 40600 27,3
= 2,0 15,01 | 0,90 0,25 13,3 0,51 50500 24,7
& 1,0 33,07 | 0,89 0,48 13,3 0,23 69000 19,8
0,5 74,68 | 2,56 1,19 13,3 0,18 74400 14,1




Tabulka 2 - Hodnoty reten¢nich faktorti k nukleovych bazi a nukleosidt (rovnice 4); p(H20) &inici rozmezi od 0,02 do 0,25 plati pro HILIC separaéni méd a od 0,85 do 0,95

pro RP separa¢ni mod

Kexp
¢(H20)
adenin adenosin cytidin cytosin guanosin uracil thymin 2-deoxyguanosin 2-deoxyadenosin
0,02 12,12 - - 32,13 - 6,35 2,41 - 7,73
0,04 6,22 12,41 - 18,53 - 3,99 1,65 - 4,48
0,05 4,60 7,57 - 12,36 - 2,86 1,13 - 3,19
0,08 2,28 3,66 16,25 6,23 - 1,85 0,75 15,75 1,82
0,10 1,62 2,34 9,88 5,27 - 1,45 0,68 8,48 1,30
0,15 - - 3,72 - 5,58 - - 3,05 -
0,20 - - 1,87 - 2,58 - - 1,51 -
0,25 - - - - 1,43 - - - -
0,85 0,12 0,08 0,11 0,15 0,29 0,28 0,35 0,29 0,07
0,90 0,16 0,14 0,13 0,17 0,43 0,33 0,46 0,42 0,14
0,95 0,23 0,23 0,17 0,20 0,64 0,45 0,62 0,68 0,25




Tabulka 3 - Hodnoty retenéniho faktoru k nukleovych bazi a nukleosidi z modelu rovnice 8 pro HILIC separa¢ni méd; hodnoty a a muiuic rovnice 8, R? - korela¢ni koeficient

k(rovnice 8)

#(H:0) adenin adenosin cytidin cytosin guanosin uracil thymin 2-deoxyguanosin 2-deoxyadenosin
0,02 10,80 - - 28,73 - 5,77 2,19 - 7,06
0,04 6,56 11,10 - 18,06 - 4,00 1,45 - 4,55
0,05 512 8,49 - 14,32 - 3,33 1,01 - 3,65
0,08 2,42 3,81 14,68 7,14 - 1,93 0,72 14,68 1,89
0,10 1,47 2,23 10,26 4,49 - 1,34 3,02 10,26 1,22
0,15 - - 4,18 - 5,41 - - 4,18 -
0,20 - - 1,71 - 2,74 - - 1,71 -
0,25 - - 0,70 - 1,39 - - 0,70 -

a 1,25 151 1,79 1,66 1,62 0,48 0,92 1,79 1,04

MHiLic 10,82 11,62 7,79 10,08 5,91 6,98 7,94 9,55 7,79
R? 0,9845 0,9823 0,9884 0,9666 0,9939 0,9400 0,9709 0,9836 0,9884




Tabulka 4 - Hodnoty reten¢niho faktoru k nukleovych bazi a nukleosidi z modelu rovnice 9 pro HILIC separa¢ni mod; hodnoty a a muiLic rovnice 9

, R? - korela¢ni koeficient

k(rovnice 9)
9(H20) . . . . . . . . .
adenin adenosin cytidin cytosin guanosin uracil thymin 2-deoxyguanosin 2-deoxyadenosin
0,02 13,20 - - 35,06 - 6,76 2,57 - 8,43
0,04 5,51 11,76 - 15,47 - 3,55 1,45 - 391
0,05 4,16 7,94 - 11,89 - 2,88 1,20 - 3,05
0,08 2,30 3,47 16,58 6,83 - 1,86 0,81 15,39 1,81
0,10 1,74 2,34 9,77 5,25 - 1,51 0,67 8,71 1,41
0,15 - - 3,74 - 5,64 - - 3,10 -
0,20 - - 1,89 - 2,63 - - 1,49 -
0,25 - - 1,11 - 1,45 - - 0,84 -
a -1,02 -1,39 -1,38 -0,46 -1,44 -0,75 -1,00 -1,61 -0,96
MHiLic 1,26 1,76 2,37 1,18 2,66 0,93 0,83 1,11 2,55
R? 0,9858 0,9957 0,9998 0,9784 1 0,9856 0,9725 0,9827 0,9804




Tabulka 5 - Hodnoty retenéniho faktoru k nukleovych bazi a nukleosidit z modelu rovnice 10 pro HILIC separa¢ni mod; hodnoty &, b a muiuic rovnice 10, SD - smérodatna

odchylka, D? - koeficient proloZeni

K(rovnice 10)
¢(H:0) . . . . . . . . .
adenin adenosin cytidin cytosin guanosin uracil thymin 2-deoxyguanosin 2-deoxyadenosin

0,02 12,13 - - 32,13 - 6,36 2,41 - 7,73
0,04 6,14 12,39 - 15,94 - 3,98 1,34 - 4,47
0,05 4,65 7,63 - 12,24 - 3,24 1,12 - 3,50
0,08 2,31 3,46 16,25 6,67 - 1,90 0,78 16,25 1,84
0,10 1,57 2,54 9,86 4,89 - 1,41 0,66 9,86 1,28

0,15 - - 3,76 - - - - 3,76 -

0,20 - - 1,83 - - - - 1,83 -

0,25 - - 1,03 - - - - 1,03 -
a 0,27 -0,12 0,09 0,06 - 0,39 -0,07 -0,10 0,45
SD 0,04 0,02 0,06 0,02 - 0,1 0,12 0,01 0,05
b 5,66 5,46 3,26 3,60 - 4,86 18,53 4,59 4,18
SD 0,17 1,00 0,63 0,07 - 0,68 2,62 0,02 0,38
MuiLic 2,64 1,07 1,67 2,86 - 2,57 0,72 3,36 2,07
SD 0,25 0,23 0,50 0,18 - 0,68 0,15 0,44 0,06
D? 99,99 99,88 99,94 99,99 99,67 99,93 99,99 99,99




Tabulka 6 - Parametry a;, mgp, MuiLic @ b nukleovych bazi a nukleosidd podle rovnice 12 na koloné DiEDMA
d =230 pl, I =145 mm, SD - smérodatna odchylka, D? koeficient proloZeni, gmin objemovy podil vody pfi pfechodu mezi HILIC a RP mechanismem (rovnice 14)

a1 SD Mgp SD MuiLic SD b SD Omin D? [%0]

adenin 1,37 0,02 9,21 0,89 17,79 2,58 3,18 0,41 0,52 99,99
adenosin 1,67 0,06 20,84 4,19 61,46 21,93 1,36 0,36 0,54 99,96
cytidin 2,30 0,04 11,97 1,56 34,50 7,22 1,67 0,28 0,65 99,99
cytosin 1,75 0,01 5,39 0,46 11,70 1,21 3,63 0,34 0,66 99,99
guanosin 2,02 0,06 47,62 16,51 396,05 271,27 0,33 0,14 0,62 99,99
uracil 0,61 0,02 6,23 0,78 9,56 1,91 4,27 0,82 0,43 99,92
thymin 1,01 0,03 5,87 1,16 10,56 3,02 3,72 0,95 0,51 99,93
2-deoxyadenosin 1,11 0,02 28,24 6,05 118,17 47,68 0,78 0,20 0,54 99,99
2-deoxyguanosin 2,23 0,10 15,77 3,75 41,22 17,04 1,73 0,58 0,56 99,94




Tabulka 7 - Hodnoty retenénich faktord k derivatd triazinti (rovnice 4); ¢(H20) &inici rozmezi od 0,02 do 0,10 plati pro HILIC separa¢ni méd a od 0,60 do 0,85 pro RP
separacni mod

Keexp)
9(H20) . . .
atrazin simazin desmetryn prometryn terbutryn methoprotryn terbutylazin

0,02 0,17 0,21 0,21 0,15 0,15 0,13 0,14
0,05 0,10 0,13 0,14 0,08 0,09 0,07 0,07
0,10 0,03 0,05 0,05 0,02 0,02 0,00 0,01
0,60 1,13 0,79 1,03 2,15 2,35 0,86 1,70
0,70 2,91 1,82 2,56 6,64 7,28 2,48 5,22
0,75 4,76 2,30 4,46 13,04 15,92 4,77 9,84
0,80 8,44 4,79 7,94 26,33 34,82 9,55 20,23
0,85 15,84 8,63 14,92 - - 20,29 -




Tabulka 8 - Hodnoty retenéniho faktoru k derivati triazint z modelu rovnice 8 pro RP separatni mod; hodnoty a a mge rovnice 8, R? - korela¢ni koeficient

k(rovnice 8)
9(H20) . . .
atrazin simazin desmetryn prometryn terbutryn methoprotryn terbutylazin

0,60 1,02 0,74 0,97 2,07 2,18 0,78 1,65
0,70 2,90 1,92 2,82 7,19 8,34 2,75 5,64
0,75 4,89 3,09 4,81 13,41 16,31 5,16 10,41
0,80 8,25 4,97 8,20 25,00 31,92 9,68 19,23
0,85 13,90 7,98 13,98 - - 18,18 -

a -2,71 -2,60 -2,79 -2,93 -3,16 -3,39 -2,98
MRep -4,53 -4,12 -4,63 -5,41 -5,83 -5,47 -5,33

R? 0,9956 0,9950 0,9946 0,9962 0,9920 0,9934 0,9962




Tabulka 9 - Hodnoty retenéniho faktoru k derivati triazin z modelu rovnice 9 pro RP separaéni mod; hodnoty a a mge rovnice 9, R? - korela¢ni koeficient

k(rovnice 9)
9(H20) . . .
atrazin simazin desmetryn prometryn terbutryn methoprotryn terbutylazin

0,60 1,01 0,71 0,91 2,02 2,14 0,75 1,60
0,70 3,19 2,01 2,92 7,58 8,89 2,97 5,90
0,75 5,35 3,20 4,93 13,70 16,81 5,50 10,57
0,80 8,65 4,95 8,04 23,85 30,52 9,81 18,24
0,85 13,60 7,46 12,73 - - 16,89 -

a 1,66 1,35 1,64 2,21 2,38 1,86 2,08
Mgp -7,46 -6,76 -7,58 -8,59 -9,24 -8,96 -8,45
R? 0,9558 0,9846 0,9846 0,9901 0,9828 0,9817 0,9896




Tabulka 10 - Hodnoty retenénich faktord k derivatl kyseliny ftalové (rovnice 4); ¢(H20) ¢inici rozmezi od 0,04 do 0,10 plati pro HILIC separa¢ni mod a od 0,65 do 0,85 pro

RP separa¢ni moéd

Keexp)
»(H20) 4-(hydroxymethyl) 4-formylbenzoova kyselina bis(2-hydrohyethyl) kyselina kyselina kyselina
benzoova kyselina kyselina toluylova tereftalat ftalova isoftalova tereftalova
0,04 10,69 8,49 1,21 0,29 11,38 - -
0,05 8,20 6,24 1,01 0,24 8,03 - -
0,08 2,30 2,31 0,48 0,12 4,13 - -
0,10 1,63 1,57 0,38 0,07 3,02 13,91 13,10
0,65 0,48 0,97 1,61 0,08 0,87 1,29 1,29
0,75 1,12 2,41 4,38 0,48 1,68 3,29 3,25
0,80 1,74 3,87 7,69 0,98 2,39 5,78 5,79
0,85 2,90 6,43 13,94 2,13 3,48 10,87 10,93




Tabulka 11 - Hodnoty retenéniho faktoru k derivati kyseliny ftalové z modelu rovnice 8 pro HILIC a RP separaéni mod; ¢(H20) ¢inici rozmezi od 0,04 do 0,10 plati pro
HILIC separa¢ni mdd a od 0,65 do 0,85 pro RP separacni mod,; hOanty aHiLIC/RP & MHiLIcRe FOVNICE 8, R2niLicire - korelaéni koeficient

K(rovnice 8)
9(H:0) 4—(hydroxymethyl) 4-formylbenzoova kyselina bis(2-hydrohyethyl) kyselina kyselina kyselina
benzoova kyselina kyselina toluylova tereftalat ftalova isoftalova tereftalova
0,04 10,53 8,27 1,19 0,30 10,73 - -
0,05 7,55 6,19 0,97 0,24 8,62 - -
0,08 2,78 2,60 0,53 0,12 4,48 - -
0,10 1,43 1,46 0,35 0,07 2,89 - -
0,65 0,43 0,95 1,58 0,08 0,86 1,39 1,22
0,75 1,05 2,44 4,62 0,43 1,73 4,00 3,53
0,80 1,63 3,91 7,91 0,99 2,44 6,79 6,01
0,85 2,54 6,26 13,52 2,24 3,46 11,53 10,21
aHiLIc 1,60 1,42 0,43 0,11 1,41 - -
MHiLic 14,44 12,56 8,86 10,32 9,49 - -
R%uiLic 0,9766 0,9897 0,9843 0,9975 0,9856 - -
arp -2,86 -2,68 -2,83 -5,71 -2,02 -2,85 -2,91
Mgp -3,84 -4,09 -4,66 -7,13 -3,01 -4,60 -4,61
R%rp 0,9981 0,9994 0,9981 0,999 0,999 0,9947 0,9939




Tabulka 12 - Hodnoty retenéniho faktoru k derivati kyseliny ftalové z modelu rovnice 9 pro HILIC a RP separaéni mod; ¢(H20) ¢inici rozmezi od 0,04 do 0,10 plati pro
HILIC separa¢ni mdd a od 0,65 do 0,85 pro RP separacni mod,; hOanty aHiLIc/RP & MuiLIcre FOVNICE 9, R2niLicire - korelaéni koeficient

K(rovnice 9)
9(H20) 4 - (hydroxymethyl) 4-formylbenzoova kyselina bis(2-hydrohyethyl) kyselina kyselina kyselina
benzoova kyselina kyselina toluylova tereftalat ftalova isoftalova tereftalova
0,04 11,79 8,83 1,27 0,32 11,04
0,05 7,23 5,78 0,94 0,23 8,01
0,08 2,58 2,37 0,50 0,11 4,07
0,10 1,58 1,55 0,37 0,08 2,95
0,65 0,46 0,94 1,50 0,08 0,86 1,19 1,19
0,75 1,18 2,44 4,70 0,46 10,03 3,66 3,65
0,80 1,81 391 7,86 1,02 9,47 6,06 6,04
0,85 2,71 6,26 12,77 2,14 8,97 9,73 9,71
aniLic -1,99 -1,71 -1,77 -2,65 -0,97 - -
MHiLic 2,19 1,90 1,34 1,54 1,44 - -
R2niLic 0,9936 0,9960 0,9931 0,9994 0,9949 - -
arp 0,90 1,28 1,67 1,19 0,89 1,54 1,54
Mgp -6,62 -6,98 -7,99 -12,19 -5,12 -7,82 -7,83
R%rp 0,9936 0,9960 0,9931 0,9994 0,9949 0,9875 0,9875




Tabulka 13 - Parametry ai, Mgp, MuiLic @ b derivatd kyseliny ftalové podle rovnice 12 na koloné DiEDMA

d =230 pm, | = 145 mm, SD - smérodatna odchylka, D? koeficient proloZeni, gmin objemovy podil vody pii pfechodu mezi HILIC a RP mechanismem (rovnice 14)

a1 SD Mgp SD MuiLic SD b SD Pmin D? [%]
kyselina 4-hydroxymethylbenzoova 1,91 0,07 9,08 0,62 10,40 1,22 7,78 1,27 0,36 99,87
kyselina 4-formylbenzoova 1,76 0,05 8,59 0,41 8,89 0,74 8,79 1,06 0,34 99,84
kyselina toluylova 0,68 0,02 8,17 0,33 6,89 0,60 9,07 1,16 0,26 99,97
bis(2-hydroxyethyl) tereftalat 0,06 0,06 14,49 1,99 19,94 5,31 3,55 0,88 0,32 99,85
kyselina ftalova 1,58 0,04 7,99 0,58 10,87 1,39 5,01 0,74 0,39 99,86




Tabulka 14 Hodnoty retenénich faktorti k barbiturati (rovnice 4); ¢(H20) ¢inici rozmezi od 0,02 do 0,20 plati pro HILIC separaéni médd a od 0,65 do 0,85 pro RP separaéni
mod

Keexp)
»(H20) . . . . . . . .
amobarbital barbital hexobarbital fenobarbital pentobarbital kyselina barbiturova
0,02 0,36 0,69 0,25 1,17 0,43 -
0,05 0,16 0,33 0,13 0,48 0,20 -
0,08 0,07 0,18 0,07 0,28 0,10 -
0,10 0,03 0,12 0,03 0,21 0,06 15,15
0,15 - - - - - 5,88
0,20 - - - - - 2,43
0,65 1,05 - 1,07 1,50 1,17 -
0,70 1,82 0,42 1,95 2,36 1,98 0,26
0,75 3,19 0,65 3,27 4,10 3,48 0,30
0,8 5,83 0,99 5,53 7,06 6,36 0,36
0,85 - 1,49 - - - 0,44




Tabulka 15 - Hodnoty reten¢niho faktoru k barbiturati z modelu rovnice 8 pro HILIC a RP separa¢ni mod; ¢(H20) €inici rozmezi od 0,10 do 0,20 plati pro HILIC separa¢ni

mod a od 0,65 do 0,85 ro RP separacni méd; hodnot aHILIC/RP A MHILICRP rovnice 8, R2H||_|c/Rp - korelaéni koeficient
p p

K(rovnice 8)
»(H20) . ) . . . . . .
amobarbital barbital hexobarbital fenobarbital pentobarbital kyselina barbiturova
0,10 - - - - - 15,07
0,15 - - - - - 6,05
0,20 - - - - - 2,43
0,65 1,03 0,28 1,09 1,42 1,14 -
0,70 1,83 0,42 1,88 2,38 2,01 0,26
0,75 3,24 0,65 3,24 4,00 3,53 0,31
0,8 5,73 0,99 5,57 6,73 6,19 0,37
0,85 10,14 1,51 9,59 11,31 10,88 0,44
auiLic - - - - - -1,43
MHiLIC - - - - - 2,62
R? - - - - - 0,9938
arp -3,21 -2,95 -3,03 -3,12 -2,78 -1,68
Mgp -4,96 -3,68 -4,72 -4,89 -4,51 -1,56
R? 0,9995 0,9994 0,9989 0,9990 0,9981 0,9995




Tabulka 16 - Hodnoty retenéniho faktoru k derivat kyseliny ftalové z modelu rovnice 9 pro HILIC a RP separaéni mod; ¢(H20) ¢inici rozmezi od 0,10 do 0,20 plati pro
HILIC separa¢ni mdd a od 0,65 do 0,85 pro RP separacni mod,; hOanty aHiLIc/RP & MuiLIcre FOVNICE 9, R2niLicire - korelaéni koeficient

K(rovnice 9)
»(H20) . ) . . . . . .
amobarbital barbital hexobarbital fenobarbital pentobarbital kyselina barbiturova
0,10 - - - - - 15,68
0,15 - - - - - 5,42
0,20 - - - - - 2,55
0,65 1,02 0,25 1,07 1,44 1,12 -
0,70 1,88 0,41 1,92 2,38 2,51 0,26
0,75 3,32 0,64 3,31 4,00 4,21 0,31
0,8 5,65 0,98 5,49 6,73 6,83 0,37
0,85 9,31 1,46 8,83 11,31 10,75 0,44
aHiLIc - - - - - 1,97
MuiLic - - - - - -7,92
R? - - - - - 0,9960
arp 1,55 0,63 1,50 1,57 1,56 -0,18
Mgp -8,23 -6,60 -7,85 -8,13 -7,49 -2,76
R? 0,9889 0,9946 0,9932 0,9985 0,9769 0,9996




Tabulka 17 - Parametry ai, Mgp, MuiLic @ b barbiturat podle rovnice 12 na koloné¢ DIEDMA
d =230 pm, | = 145 mm, SD - smérodatna odchylka, D? koeficient proloZeni, ¢min objemovy podil vody pfi pfechodu mezi HILIC a RP mechanismem (rovnice 14)

a1 SD Mgrp SD MHuiLic SD b SD Pmin D? [96]

amobarbital -4,50 0,02 6,29 0,03 2,32 0,02 : - 0,16 99,99
barbital 0,14 0,02 6,59 0,28 5,92 0,45 9,03 0,88 0,28 99,94
hexobarbital -3,95 0,07 5,62 0,09 1,91 0,05 : : 0,14 99,96
pentobarbital 0,21 0,03 6,96 0,15 3,60 0,17 28,94 2,919 0,19 99,99
fenobarbital 0,42 0,02 7,36 0,24 5,28 0,33 12,27 1,06 0,23 99,98
kyselina 2,37 0,07 10,00 1,26 23,05 4,66 2,44 0,46 0,59 99,98

barbiturova




Tabulka 18 - Hodnoty reten¢nich faktor k sulfonamidd (rovnice 4); ¢(H20) ¢inici rozmezi od 0,02 do 0,10 plati pro HILIC separa¢ni mod a od 0,60 do 0,80 pro RP
separacni mod

Kexp)
9(H20) . o - .
sulfadimidin sulfanilamid ftalazol sulfaguanidin alesten sulfathiazol
0,02 0,74 4,39 - - 13,78 18,19
0,05 0,41 1,46 2,16 7,51 4,33 3,40
0,08 0,25 0,93 0,93 3,39 1,85 1,44
0,10 0,20 0,81 0,59 2,40 1,06 0,97
0,60 0,50 0,94 1,40 0,66 0,53 0,84
0,70 1,18 1,64 4,23 1,02 1,17 1,81
0,75 1,80 2,20 8,50 1,32 1,76 2,83
0,80 2,90 2,99 - 1,78 2,78 4,69




Tabulka 19 - Hodnoty retenéniho faktoru k sulfonamid z modelu rovnice 8 pro HILIC a RP separa¢ni mod; ¢(H20) €inici rozmezi od 0,02 do 0,10 plati pro HILIC separa¢ni
mod a od 0,60 do 0,80 pro RP separaéni méd; hodnoty aHILIC/RP A MHILICRP rovnice 8, R2H||_|c/Rp - korelaéni koeficient

K(rovnice 8)
9(H20) . . . .
sulfadimidin sulfanilamid ftalazol sulfaguanidin alesten sulfathiazol

0,02 0,70 3,62 - - 12,72 14,98
0,05 0,43 1,93 2,11 7,23 491 5,41
0,08 0,26 1,03 0,97 3,62 1,89 1,96
0,10 0,19 0,68 0,58 2,28 1,00 0,99
0,60 0,49 0,92 1,37 0,66 0,52 0,81
0,70 1,18 1,65 4,49 1,07 1,18 1,91
0,75 1,83 2,20 8,13 1,37 1,78 2,92
0,80 2,83 2,94 - 1,75 2,68 4,47
aniLIc -0,01 0,74 0,89 1,36 1,38 1,47

MHiLic 7,11 9,09 11,30 10,02 13,78 14,73
R? 0,9903 0,9107 0,9964 0,9879 0,9930 0,9107
arp -2,58 -1,54 -2,96 -1,46 -2,42 -2,31
Mgp -3,79 -2,51 -5,16 -2,13 -3,56 -3,70
R? 0,9994 0,9995 0,9964 0,9943 0,9989 0,9955




Tabulka 20 - Hodnoty reten¢niho faktoru k sulfonamidt z modelu rovnice 9 pro HILIC a RP separa¢ni mod; ¢(H20) €inici rozmezi od 0,02 do 0,10 plati pro HILIC separa¢ni
mod a od 0,60 do 0,80 pro RP separa¢ni méd; hodnoty awiLic/re @ MuiLicre FOVNICe 8, R24iLicire - korelaéni koeficient

K(rovnice 9)
9(H20) . . . .
sulfadimidin sulfanilamid ftalazol sulfaguanidin alesten sulfathiazol

0,02 0,77 4,15 11,83 34,14 14,91 17,87
0,05 0,37 1,56 2,17 7,53 3,60 3,37
0,08 0,26 0,94 0,91 3,47 1,74 1,43
0,10 0,21 0,74 0,60 2,40 1,23 0,95
0,60 0,48 0,92 1,36 0,65 0,51 0,79
0,70 1,22 1,71 4,60 1,09 1,22 1,96
0,75 1,85 2,25 7,95 1,38 1,81 2,94
0,80 2,73 2,91 13,26 1,71 2,62 4,29
aniLIc -1,47 -1,20 -2,07 -1,27 -1,46 -1,84-

MHiLic 0,80 1,07 1,85 1,65 1,55 1,82
R? 0,9842 0,9921 0,9992 0,9950 0,9826 1
arp 1,02 0,85 1,89 0,56 0,97 1,2
Mgp -6,02 -3,99 -7,92 -3,37 -5,7 -5,86
R? 0,9956 0,9957 0,9924 0,9862 0,9946 0,9924




Tabulka 21 - Hodnoty retenéniho faktoru k sulfonamidii z modelu rovnice 10 pro HILIC separaéni mod; hodnoty &, b @ muiic rovnice 10, SD - smérodatna odchylka, D? -
koeficient prolozeni

K(rovnice 10)
9(H20) . . . .
sulfadimidin sulfanilamid ftalazol sulfaguanidin alesten sulfathiazol

0,02 0,79 4,30 - - 13,78 18,88
0,05 0,41 1,46 - - 4,34 3,53
0,08 0,26 0,95 - - 1,81 1,57
0,10 0,20 0,79 - - 1,11 1,00
a 0,91 -0,17 - - 0,37 -0,003
SD 0,04 0,03 - - 0,06 -0,002
b 12,06 15,56 - - 6,02 10,02
SD 3,62 0,51 - - 0,46 0,01
MHiLic 2,16 0,74 - - 3,68 1,81
SD 0,46 0,07 - - 0,54 0,01
D? 99,98 99,98 - - 99,99 99,99




Tabulka 22 - Parametry ai, mgp, MuiLic @ b sulfonamidi podle rovnice 12 na koloné¢ DIEDMA
d =230 pm, | = 145 mm, SD - smérodatna odchylka, RSC - rezidualni soucet ¢tverch, D? koeficient proloZeni, gmin objemovy podil vody pfi pfechodu mezi HILIC a RP

mechanismem (rovnice 14)

a1 SD Mgp SD MuiLic SD b SD Pnmin D? [%0]

sufladimidin 0,10 0,01 1,27 0,18 6,72 0,34 6,85 0,40 0,25 99,98
sulfanilamid 1,16 0,09 4,10 0,38 2,76 0,57 32,88 5,13 0,26 99,69
ftalazol 1,32 0,02 10,04 0,16 8,60 0,27 9,77 0,47 0,27 99,99
sulfaguanidin 1,73 0,06 5,24 0,25 5,58 0,42 11,73 1,59 0,377 99,95
alesten 1,57 0,01 7,98 0,12 8,18 0,20 9,12 0,30 0,33 99,99
sulfathiazol 1,96 0,09 6,55 0,49 5,03 0,56 23,87 5,13 0,29 99,69




Obrazky



Obrazek 7 - Zavislost vySkového ekvivalentu teoretického patra, H,(rovnice 6) na linearni rychlosti mobilni

faze, u,(rovnice 3) alkylbenzent pro kolonu DiIEDMA (rovnice 7)
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Obrazek 8 - Zavislost log k na ¢(H20) pro HILIC mod nukleovych bazi a nukleosidl (rovnice 8); mobilni faze:
10 mM, NH4AC v ACN a 10 mM NH4AC ve vodé (pH = 3), rozsah ACN 98 - 90 %
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Obrazek 9 - Zavislost log k na ¢(H20) pro RP mod nukleovych bazi a nukleosidd (rovnice 8); mobilni faze: 10
mM NH4AC v ACN a 10 mM NH4AC ve vodé (pH = 3), kde ¢ oznacuje objemovy zlomek vody, rozsah ACN
5-15 %
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Obrazek 10 - Zavislost log k na log ¢(H20) pro HILIC méd nukleovych bazi a nukleosidi (rovnice 9); mobilni
faze: 10 mM NHAC v ACN a 10 mM NHiAC ve vodé (pH = 3), kde ¢ oznacuje objemovy zlomek vody,
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Obrazek 11 - Zavislost log k na log ¢(H20) pro RP méd nukleovych bazi a nukleosidd (rovnice 9); mobilni

faze: 10 mM NH4AC v ACN a 10 mM NH4AC ve vodé (pH = 3), kde ¢ oznauje objemovy zlomek vody,
rozsah ACN 5-15 %
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Obrazek 12 - Zavislost reten¢niho faktoru, k, na ¢(H20) pro HILIC mod nukleovych bazi a nukleosidi
(rovnice 10); mobilni faze:10 mM NHiAC v ACN a 10 mM NH4AC ve vodé (pH = 3), kde ¢ oznacuje
objemovy zlomek vody, rozsah ACN 90-98 %
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Obrazek 13 - VIiv vodné frakce ¢(H20), ve vodné-organické mobilni fazi na retenénim faktoru, k, nukleovych
bazi a nukleosidd na koloné DIEDMA (rovnice 12)

mobilni faze: 10 mM NH4AC v ACN a 10 mM NH4AC ve vodé (pH=3), kde ¢ oznacuje objemovy zlomek voda,
rozsah slozeni mobilni faze 5-98 % ACN
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Obrazek 14 - Separace nukleovych bazi a nukleosidti na koloné¢ DiEDMA
Mobilni faze: 90 % 10 mM NHAC v ACN a 10 % mM NHsAC ve vodé (pH = 3); Fm = Sul/min, p = 4 MP,
I =145 mm, d = 320 um, UV detekce pti L =230 nm
10
4

SN
!

N
|

Odezva [mV]

-4 : : : : : — : : — : : : : : — —
0 5 10 Cas [min] 15 20
Smés: (1) adenin; (2) adenosin; (3) cytidin; (4) cytosin; (6) uracil; (7) thymin; (8) 2-deoxyadenosin; (9) 2-
deoxyguanosin




Obrazek 15 - Separace nukleovych bazi a nukleosidt na koloné¢ DIEDMA
Mobilni faze: 80 % 10 mM NH.AC v ACN a 20 % 10 mM NH4AC ve vodé (pH = 3); Fm = 5ul/min, p = 7,6
MPa, 1= 145 mm, d = 320 pm, UV detekce pii A =230 nm
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Smés: (1) adenin; (2) adenosin; (3) cytidin; (4) cytosin; (5) guanosin; (6) uracil; (7) thymin; (8) 2-
deoxyadenosin; (9) 2-deoxyguanosin

Obrazek 16 - Separace nukleosidi a nukleovych bazi na koloné¢ DiEDMA
Mobilni faze: 5 % 10 mM NHsAC v ACN a 95% 10 mM NH4AC ve vodé (pH = 3); Fm = 5pl/min,
p =112 MPa, I = 145 mm, d = 320 pm, UV detekce pfi A = 230 nm

35 ~

30 1+2+3+4+8

25

20

15 5+7+9

Odezva [mV]

10

} ]

0 T T T T T T 1
0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0 3,5

Cas [min]

Smés: (1) adenin; (2) adenosin; (3) cytidin; (4) cytosin; (5) guanosin; (6) uracil; (7) thymin; (8) 2-
deoxyadenosin; (9) 2-deoxyguanosin



Obrazek 17 - Zavislost log k na ¢(H20) pro RP méd derivata triazin (rovnice 8); mobilni faze ACN a voda,
kde ¢ oznacuje objemovy zlomek vody, rozsah ACN 15-40 %
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Obrazek 18 - Zavislost log k na log ¢(H20) pro RP mdd derivati triazint (rovnice 9); mobilni faze ACN a voda,
kde ¢ oznacuje objemovy zlomek vody, rozsah ACN 15-40 %
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Obriazek 19 - Separace triazinti na koloné¢ DIEDMA

Mobilni faze: 40 % ACN a 60 % voda; Fm = 5ul/min, p = 15,3 MPa, | = 145 mm, d = 320 pm, UV detekce pii

A =214 nm
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Smés: (1) atrazin; (2) simazin; (3) desmetryn; (4) prometryn; (5) terbutryn; (6) methoprotryn (7) terbutylazin

Obrazek 20 - Separace triazinli na kolon¢ DiEDMA
Mobilni faze: 20 % ACN a 80 % voda; Fm = 5ul/min, p = 14,9
A =214 nm

MPa, | = 145 mm, d = 320 pm, UV detekce pii
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Smés: (1) atrazin; (2) simazin; (3) desmetryn; (4) prometryn; (5) terbutryn; (6) methoprotryn (7) terbutylazin



Obrazek 21 - Zavislost log k na ¢(H20) pro HILIC mod derivatd kyseliny ftalové (rovnice 8); mobilni faze:
10 mM, NH4AC v ACN a 10 mM NH4AC ve vodé (pH = 3), kde ¢ oznaCuje objemovy zlomek vody, rozsah
ACN 90-96 %
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Obrazek 22 - Zavislost log kna ¢(H20) pro RP méd derivatd kyseliny ftalové (rovnice 8); mobilni faze:

10 mM, NH4AC v ACN a 10 mM NH4AC ve vodé (pH = 3), kde ¢ oznacuje objemovy zlomek vody,rozsah
ACN 15-35 %
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Obrazek 23 - Zavislost log k na log ¢(H20) pro HILIC mdd derivati kyseliny ftalové (rovnice 9), mobilni faze:

10 mM, NH4AC v ACN a 10 mM NH4AC ve vodé (pH = 3), kde ¢ oznaduje objemovy zlomek vody, rozsah ACN 90-
96 %
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Obrazek 24 - Zavislost log k na log ¢(H20) pro RP mod derivati kyseliny ftalové (rovnice 9); mobilni faze:

10 mM, NH4AC v ACN a 10 mM NHsAC ve vodé (pH = 3), kde ¢ oznacuje objemovy zlomek vody, rozsah
ACN 15-35 %
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Obrazek 25 - VIiv vodné frakce, ¢(H20), ve vodné-organické mobilni fazi na retenénim faktoru, Kk, derivatu
kyseliny ftalové na koloné¢ DiEDMA (rovnice 12); mobilni faze: 10 mM, NH:AC v ACN a 10 mM NH4AC ve

vodé¢ (pH = 3), kde ¢ oznacuje objemovy zlomek vody, rozsah sloZeni mobilni faze 15-96 % ACN
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Obrazek 26 - Separace derivati kyseliny ftalové na koloné¢ DiEDMA

Mobilni faze: 92 % 10 mM, NH4AC v ACN a 8 % 10 mM NH4AC ve vodé (pH = 3); Fm = 5ul/min, p = 3,3

MPa, 1 = 145 mm, d = 320 pm, UV detekce pfi A = 214 nm
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Smés: (1) kyselina 4-(hydroxymethyl) benzoova; (2) kyselina 4-formylbenzoova; (3) kyselina toluylova; (4)

bis(2-hydroxyethyl) tereftalat; (5) kyselina ftalova; (6) kyselina isoftalova; (7) kyselina tereftalova



Obrazek 27 - Separace derivati kyseliny ftalové na koloné¢ DIEDMA
Mobilni faze: 25 % 10 mM, NH4AC v ACN a 75 % 10 mM NH4AC ve vodé (pH = 3); Fm = 5pl/min, p =
15,6 MPa, 1 = 145 mm, d = 320 pm, UV detekce ptfi L =214 nm
18 -
I 1

o

10

1
— W

6+7

Odezva [mV]

-6

0 ;1 Cas [min] é 1|2
Smés: (1) kyselina 4-(hydroxymethyl) benzoova; (2) kyselina 4-formylbenzoova; (3) kyselina toluylova; (4)
bis(2-hydroxyethyl) tereftalat; (5) kyselina ftalova; (6) kyselina isoftalova; (7) kyselina tereftalova

Obrazek 28 - Zavislost log k na ¢(H20) pro HILIC mod barbituratd (rovnice 8); mobilni faze:10 mM, NH4AC
v ACN a 10 mM NHAC ve vodeé (pH = 3), kde ¢ oznacuje objemovy zlomek vody, rozsah ACN 90-98 %
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Obrazek 29 - Zavislost log k na ¢(H20) pro RP mod barbituratt (rovnice 8); mobilni faze: 10 mM, NH4sAC
v ACN a 10 mM NHsAC ve vodé (pH = 3), kde ¢ oznacuje objemovy zlomek vody, rozsah ACN 15-35 %
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Obrazek 30 - Zavislost log kna log ¢(H20) pro HILIC moéd barbituratt (rovnice 9); mobilni faze:

10 mM, NH4AC v ACN a 10 mM NHsAC ve vodé (pH = 3), kde ¢ oznaduje objemovy zlomek vody, rozsah
ACN 90-98 %
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Obrazek 31 - Zavislost log k na ¢(H20) pro RP mod barbituratti (rovnice 9); mobilni faze: 10 mM, NHsAC
v ACN a 10 mM NHsAC ve vodé (pH = 3), kde ¢ oznacuje objemovy zlomek vody, rozsah ACN 15-35 %
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Obrazek 32 - VIiv vodné frakce, p(H20), ve vodné-organické mobilni fazi na retenénim faktoru, k, barbiturati
na koloné DIEDMA (rovnice 12 a 13)

mobilni faze: 10 mM, NH4AC v ACN a 10 mM NH4AC ve vodé (pH = 3), kde ¢ oznacduje objeovy zlomek vody,
rozsah slozeni mobilni faze 15-98 % acetonitrilu
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Obriazek 33 - Separace barbituratti na kolon¢ DIEDMA
Mobilni faze: 95 % 10 mM, NH4AC v ACN a 5 % 10 mM NHsAC ve vodé (pH = 3); Fm = 5ul/min, p =
2,5MPa, 1 =145 mm, d = 320 pm, UV detekce pii A =214 nm
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Smés: (1) amobarbital; (2) barbital; (3) hexobarbital; (4) fenobarbital; (5) pentobarbital; (6) kyselina barbiturova

Obrazek 34 - Separace barbiturati na kolon¢ DIEDMA
Mobilni faze: 30 % 10 mM, NH4AC v ACN a 70 % 10 mM NH4AC ve vodé (pH = 3); Fm = 5ul/min, p = 15,7
MPa, 1 = 145 mm, d = 320 pm, UV detekce pii A =214 nm
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Smeés: (1) amobarbital; (2) barbital; (3) hexobarbital; (4) fenobarbital; (5) pentobarbital; (6) kyselina barbiturova



Obrazek 35 - Zavislost log k na ¢(H20) pro HILIC mod sulfonamidt (rovnice 8); mobilni faze: 10 mM, NH4sAC
v ACN a 10 mM NHsAC ve vodé (pH = 3), kde ¢ oznacuje objemovy zlomek vody, rozsah ACN 90-98 %
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Obrazek 36 - Zavislost log k na ¢(H20) pro RP mod sulfonamidii (rovnice 8); mobilni faze: 10 mM, NH4sAC
v ACN a 10 mM NHAC ve vodeé (pH = 3), kde ¢ oznacuje objemovy zlomek vody, rozsah ACN 20-40 %
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Obrazek 37 - Zavislost log kna log ¢(H20) pro HILIC mod sulfonamidd (rovnice 8); mobilni faze:

10 mM, NH4AC v ACN a 10 mM NHsAC ve vodé (pH = 3), kde ¢ oznaCuje objemovy zlomek vody,rozsah
ACN 90 - 98 %
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Obrazek 38 - Zavislost log k na log ¢(H20) pro RP mdd sulfonamida (rovnice 9); mobilni faze: 10 mM, NH4AC
v ACN a 10 mM NHAC ve vodé (pH = 3), kde ¢ oznacuje objemovy zlomek vody, rozsah ACN 20-40 %
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Obrazek 39 - Zavislost retenéniho faktoru, k, na ¢(H20) pro HILIC méd sulfonamidd (rovnice 9); mobilni faze:
10 mM, NH4AC v ACN a 10 mM NH4AC ve vodé (pH = 3), kde ¢ oznaCuje objemovy zlomek vody, rozsah
ACN 90 - 98 %
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Obrazek 40 - Vliv vodné frakce ¢(H20), ve vodné-organické mobilni fazi na reten¢nim faktoru, K, sulfonamida
na koloné¢ DiEDMA (rovnice 12)

mobilni faze:10 mM, NH4AC v ACN a 10 mM NH4AC ve vodé (pH = 3) rozsah sloZeni mobilni faze 20-98 %
ACN
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Obriazek 41 - Separace sulfonamidi na koloné DIEDMA
Mobilni faze: 95 % 10 mM, NHsAC v ACN a 5% 10 mM NHsAC ve vodé (pH = 3); Fm = 5ul/min, p = 28,6
MPa, 1= 145 mm, d =320 pm, UV detekce pii A =214 nm
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Smés: [1] sulfadimidin; [2] sulfanilamid; [3] ftalazol; [4] sulfaguanidin; [5] alesten; [6] sulfathiazol

Obrazek 42 - Separace sulfonamidi na koloné DIEDMA
Mobilni faze: 92 % 10 mM, NHsAC v ACN a 8% 10 mM NH4AC ve vodé (pH = 3); Fm = 5ul/min, p = 40,3
MPa, 1 = 145 mm, d = 320 pm, UV detekce pii A =214 nm
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Smés: [1] sulfadimidin; [2] sulfanilamid; [3] ftalazol; [4] sulfaguanidin; [5] alesten; [6] sulfathiazol



Obriazek 43 - Separace sulfonamidi na koloné DIEDMA
Mobilni faze: 30 % 10 mM, NH4AC v ACN a 10 mM NH4AC ve vodé (pH = 3); Fm = 5ul/min, p = 15,7 MPa,
I =145 mm, d =320 um, UV detekce pii A =214 nm
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Smés: [1] sulfadimidin; [2] sulfanilamid; [3] ftalazol; [4] sulfaguanidin; [5] alesten; [6] sulfathiazol




