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ANOTACE

Tato diplomova prace se =zabyva méfenim neiontovych oxyethylenovanych
acylglycerolt s vyuzitim dvourozmérné kapalinové chromatografie bez i s pouzitim fokusujici
modulace. V ramci teoretické Casti byla vypracovana reserSe na téma tenzidlii se zaméfenim
na jejich rozdéleni a fyzikdlné¢ chemické vlastnosti, a nasledné¢ i popis 2D systému.
V experimentalni ¢asti byly nejprve zméteny parametry 2D systému, jako je zpozdéni gradientu
nebo mimokolonové piispévky. Dale byly prométeny vlivy rtznych profilii gradientu
pouzivanych ve 2D na vybrané kolony. Nasledné byly pomoci 2D chromatografie zméfeny

neiontové tenzidy Levenol® nejprve s normalnim rozhranim a nasledné s fokusujici modulaci.

KLICOVA SLOVA
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TITLE

Two-dimensional liquid chromatography of oxyethylenated acylglycerols with focusing

modulation

ANNOTATION

This thesis is about measurement of nonionic oxyethylenated acylglycerols using two-
dimensional liquid chromatography without and with the use of focusing modulation. In the
theoretical part are described types of surfactants and their physiochemical properties and then
a description of the 2D system. In the experimental part, the parameters of the 2D system, such
as gradient delay or off-column contributions, were first measured. Then were measured the
effects of different gradient profiles used in 2D on selected columns. After that nonionic
surfactants Levenol® were measured by 2D chromatography, first with a normal interface and

then with focusing modulation.
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK
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UvVOD

Tenzidy, oznacované také jako povrchové aktivni latky, jsou latky, které jsou béznou
soucasti detergentti a Cisticich prostiedkt. Tenzidy se daji rozd¢lit do Ctyt kategorii: aniontové,
kationtové, amfoterni a neiontové. Kvuli tomu, Ze spousta tenzida je toxicka nebo Spatné
biologicky rozlozitelna, se zacali vyrabét ekologické neiontové tenzidy z ptirodnich surovin,

které jsou netoxické a snadno rozlozitelné.

K analyze neiontovych tenzidii byla v této diplomové praci pouzitd dvourozmérna
kapalinova chromatografie. Ve 2D LC vzorek projde dvéma rliznymi separacnimi systémy, kde
jsou pouzité rizné mobilni faze a rizné kolony. Celkova separace 2D LC je ucinnéjsi, nez bézna
HPLC separace. Pro pfenos mezi prvni a druhou dimenzi se vyuziva rozhrani, které mtize byt

ruzné modifikovano za ucelem lepsi separace.

Cilem této diplomové prace bylo charakterizovat parametry dvourozmérného
kapalinového chromatografu, jako je zpozdéni gradientu nebo mimokolonové piispévky.
Nésledné se porovnavaly vlivy riznych profili gradientu pouzivanych ve 2D chromatografii
na kolony pouzivané ve 2D. Jako posledni byla provedena analyza ¢tyt neiontovych tenzida
Levenol® na péti riznych kolonach ve druhé dimenzi, se ¢tyfmi riznymi profily gradientu.
Po vybrani nejlepSich podminek byla testovdna analyza neiontovych tenzidii s rozhranim

fokusijici modulace.
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1 TEORETICKA CAST
1.1 Tenzidy

Tenzidy, oznacované také jako povrchové aktivni latky (PAL) jsou organické latky,
které se uz pti velmi nizké koncentraci hromadi na mezifazovém rozhrani a tim snizuji volnou
mezifazovou energii soustavy. Tato schopnost je zplsobena amfifilni strukturou tenzidu.
Amfifilni struktura znamen4, ze tenzidy obsahuji jak hydrofilni ¢ast, ktera ma velkou afinitu
k vod¢, tak hydrofobni ¢ast, ktera mé velkou afinitu k nepolarnim rozpoustédlim

(viz Obrazek 1) [1].

Hydrofobni éast Hydrofilni ¢ast

Obrazek 1 Schématicka struktura tenzidu /2/

1.1.1 Klasifikace tenzida
Klasifikace tenzida je mozna z nékolika pohledi, napft.:
e Na zéklad¢ jejich hydrofobni slozky,
e Na zaklad€ iontového charakteru,
e Na zéklad¢ hodnoty HLB,
e Na zéklad¢ aplika¢niho pouZiti,
e Na zaklad¢ biodegradability,

e Na zakladé¢ systematiky organickych sloucenin [3].

V dalsich kapitolach jsou popsany klasifikace podle biodegradability, podle hodnoty
HLB a podle iontového charakteru.

1.1.2 Klasifikace tenzidii podle biodegradability
Biologicka rozlozitelnost vybranych tenzidli se posuzuje podle biologické spotieby
kysliku (BSK) nebo podle vysledku biologického rozkladu aktivovanym kalem a reakci

na methylenovou modf. Podle téchto zkousek se tenzidy rozd€luji na:
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e Lehko biologicky rozlozitelné, tzv. mékké tenzidy,
e Stiedné¢ biologicky rozlozitelné, tzv. odbouratelné tenzidy,

e Té&zko odbouratelné tenzidy, tzv. tvrdé tenzidy [3].

1.1.3 Klasifikace tenzidi podle HLB

V roce 1949 Griffin definoval hodnotu HLB jako rovnovazny pomér mezi hydrofilni
a lipofilni ¢asti molekuly. Pomér polarnich skupin a nepolarniho zbytku urcuje afinitu molekuly
tenzidu k vod¢ a k slab¢ polarnim organickym rozpoustédlim. Pomér téchto afinit predstavuje

hydrofilné-lipofilni rovnovéahu slouceniny a je vyjadieny bezrozmérnym cislem [3].

Cislo HLB je tedy index afinity povrchové aktivni latky k rozpoustédlu. Napt. vysoké
¢islo HLB znamena, Ze povrchové aktivni latka je vice pfitahovana vodou (tzn. je rozpustna
ve vodé€) [4]. Pouziti dvou nebo vice PAL s riznymi hodnotami HLB je bézné napf. pti vyrobé

emulzi [5].

Podle Griffinova rozdéleni HLB bude smés nemisitelnych kapalin, jako je olej a voda,
povazovana za stabilni pouze tehdy, pokud hodnota HLB smési PAL dosdhne optimélniho
skore, kterému se tika kriticka hodnota HLB (cHLB). cHLB zévisi na fyzikaln&-chemickych

vlastnostech olejové faze [5].

Neiontovym tenzidim je pfifazovana hodnota 0-20. Podle hodnoty HLB se tenzidy

rozde€luji na emulgétory, smacedla, detergenty a solubilizatory, viz Tabulka 1 [3].

Tabulka 1 Hodnoty HLB podle aplikac¢niho pouziti [6]

Hodnota HLB Aplikacni pouziti
4-6 Emulgétory voda v oleji
7-15 Smécedla
8-18 Emulgatory olej ve vodé
10-15 Detergenty
10-18 Solubilizatory
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1.1.4 Klasifikace tenzidd podle iontového charakteru

Tenzidy jsou rozdélovany na iontové a neiontové. lontové tenzidy se dale deli
na aniontové povrchové aktivni latky, kde se hydrofilni skupina disociuje na anionty
ve vodnych roztocich, kationtové povrchové aktivni latky, které se disociuji na kationty
a amfoterni povrchov¢ aktivni latky, které se disociuji na anionty a kationty, ¢asto v zavislosti
na pH. Neiontové tenzidy nedisociuji na ionty ve vodnych roztocich a jejich dalsi rozd€leni

zavisi na typu hydrofilni skupiny [7].

1.1.4.1 Aniontové tenzidy

Aniontové tenzidy jsou nejpouzivanéjsi skupinou tenzidii v primyslové aplikaci, a to
diky jejich relativné nizké cené¢ a praktickému pouziti v jakémkoliv typu detergentu.
Pro optimalni detergencni ucinek je hydrofobni fetézec linearni alkylovéa skupina s délkou
fetézce 12-16 atomil uhliku. Polarni skupina je na konci fetézce. Linedrni fetézce jsou
uptednostiiovany kvili vétsi efektivité a lepSi degradaci nez fetézce rozvétvené [8]. Ve vodném
roztoku nesou aniontové tenzidy zaporny naboj. lonizovanou ¢asti byva nejcastéji karboxylat,

sulfat, sulfonat nebo fosfat [9].

1.1.4.2 Karboxylaty

Jedna se o jedny z nejstarsich tenzidd, jelikoz tvoii mydla [8]. Mydla jsou soli vyssich
alifatickych kyselin s linearnim fetézcem. Obecna struktura mydel je RCOONa nebo RCOOK
[10]. Mydla jsou vyrabéna z fady tukii a olejli, jako naptiklad Zivocisny 10j, palmovy nebo
kokosovy olej [11]. Jsou piipravovany zmydelnénim triglycerida oleji a tuki. Hlavni vyhodou
mydel je jejich nizkd cena, lehka biologickd rozlozitelnost a nizké toxicita. Jejich nejvétsi
nevyhodou je sraZeni ve vodé obsahujici dvojmocné ionty jako Ca’’ nebo Mg?*. Aby se
predeslo jejich sraZzeni, jsou karboxylaty modifikovany pfidanim hydrofilniho fetézce,
napf. na ethoxy karboxylaty, estery karboxylati obsahujici hydroxyl nebo vice COOH skupin
apod [8]. Pfidavkem ethoxylatové skupiny dojde ke zvySené rozpustnosti ve vod¢ a vylepSeni
chemické stability. Modifikované ethery jsou kompatibilngjsi s elektrolyty a dalSimi
neiontovymi nebo amfoternimi tenzidy. Karboxylové estery jsou rozpustné ve vodég, ale
podléhaji hydrolyze [12]. Mydlo se pouziva jednak jako toaletni mydlo pro osobni potiebu,
jednak jako soucast tekutych i praSkovych pracich prostredkt [1].

1.1.4.3 Alkylsulfaty

vvvvvv

se sulfataci vySSich alifatickych alkoholt s fetézcem C8-C18 za vzniku primérnich alkylsulfata
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s obecnym vzorcem R-CHz-O-SO;Na. Sulfoskupina je vazana na uhlik alkylu ptes kyslik, diky

¢emuz je tato esterova vazba snadno hydrolyzovatelna [10].

Vlastnosti sulfatovych tenzidii zalezi na alkylovém fetézci a sulfatové skuping.
Alkylsulfaty soli alkalickych kova jsou dobfe rozpustné ve vodé, ale jsou ovliviiovany
ptitomnosti elektrolytti. Nejbéznéjsi sulfatovy tenzid je sodium dodecyl sulfat (zkracené SDS,
oznacovano také jako sodium lauryl sulfdt), ktery je Siroce pouzivany v pramyslovych

aplikacich. Alkylové sulfaty maji dobrou pénivost s optimalni délkou fetézce C12-C14 [8].

Stejné jako karboxylaty jsou 1 sulfaty chemicky modifikovany, aby doslo ke zméné
jejich vlastnosti. Nejpouzivanéjsi modifikaci je dodani oxyethylenové skupiny do fetézce.

Sulfatové ethery jsou také stabilné;si, nez alkoholy [12].

Sodné alkylsuflaty je mozné pouZit ve vlasovych Samponech spolecné s betainy,

pouzivaji se 1 v kapalnych pracich a mycich prosttedcich v kombinaci s neiontovymi tenzidy

[1].

1.1.4.4 Alkansulfonaty, alkensulfonaty

Alkansulfonaty a alkensulfonaty maji vazbu — C — S —, kterd nepodléha hydrolyze,
sulfoskupina je vazana ptimo na uhlik alkylu. Jedna se o smés homologu s linearnim alkylovym
fetézcem a s blize neuréenym poctem sulfoskupin v molekule. Alkylsulfonany s pfimym

alkylem jsou biologicky snadno rozlozitelné [10].

Alkansulfonany se vyrabé&ji sulfochloraci nebo sulfooxidaci. Pfi sulfooxidaci je
vyrobena alkansulfonova kyselina, kterd se neutralizuje roztokem NaOH, nésledné se odpari

nezreagovany alkan a voda, a ziska se produkt obsahujici 60-65 % alkansulfonatt [1].

1.1.4.5 Alkylbenzensulfonaty
Linearni alkylbenzen sulfonaty (tzv. LABS) maji délku alkylového fetézce od C8

do C15. Jejich vlastnosti jsou nejvice ovliviiovany primérnou molekulovou hmotnosti [8].

Alkylbenzensulfonaty se vyrabéji sulfonaci alkylbenzenii oxidem sirovym, neutralizaci
alkylbenzensulfonové kyseliny vznikd sodna sl — natrium alkylbenzensulfonat. Alkylbenzeny
s rozvétvenym alkylem jsou jen tézko biologicky rozlozitelné, proto se pro vyrobu pouzivaji

pouze alkyly linedrni. Jsou stabilni v alkalickém 1 kyselém prostiedi [1].
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Alkylbenzensulfonaty s alkylovym fetézcem C12-C14 jsou zékladni tenzidy
v praSkovych pracich prostfedcich. Pro kapalné praci prostifedky jsou vhodnéjsi

alkylbenzensulfonaty s alkylem C9-C11 [1].

1.1.4.6 Fosfaty

Alkylfosfaty i1 arylfosfaty jsou vyrdbény reakci mastnych kyselin nebo ethoxylati
s fosforylacnim ¢inidlem, obvykle s oxidem fosforecnym P4Oio [12]. Vysledkem reakce je
smés mono a diesterti. Pomér mezi estery je podminén pomérem vychozich latek a mnozstvim
pfitomné vody v reakéni smési. Fyzikalné-chemické vlastnosti alkylfosfatii zdvisi na pomért

esterti [8].

Fosfaty jsou stabilni v alkalickém i kyselém prostredi, jsou rozpustné ve vodé. Pouzivaji
se jako emulgatory v kosmetickych emulzich [1]. Jsou pouzivany pii zpracovani kovt diky

jejich antikoroznim vlastnostem [12].

1.1.4.7 Kationtové tenzidy

Mezi nejbéznéjsi kationtové tenzidy patii kvartérni amoniové soli s obecnym vzorcem
RR‘R“‘R““N"X", kde X" byva vétsinou chloridovy ion a R reprezentuje alkylovou skupinu [12].
Jsou vyrabény reakci odpovidajiciho tercialniho aminu s organickym halidem nebo sulfatem

18],

Kationtové tenzidy jsou obecné rozpustné ve vodé, pokud je v molekule jeden dlouhy
alkylovy fetézec. Pokud ma molekula dva fetézce, stdvd se rozpustnou v organickych
rozpoustédlech. Kationtové tenzidy jsou stabilni pfi rtiznych hodnotach pH [8]. Kationtové
tenzidy maji dobré dezinfek¢ni G¢inky a na rozdil od aniontovych nebo neiontovych tenzida

nemaji smaceci ani detergen¢ni u€inky [10].

Kationtové tenzidy jsou obsaZeny v avivaznich prostiedcich, kterd po prani synteticka
vlakna antistaticky upravuji a vykazuji i vyznamny mikrobicidni prvek. Oproti aniontovym
tenzidiim jsou hufe biologicky rozlozitelné [13]. Optimalni avivazni efekt maji ty kationtové
tenzidy, které obsahuji dva alkyly s C18 a dva kratké alkyly (napt. methyl) — ptikladem je
dimethyldistearylamonium chlorid. K dosazeni lepsi biologické rozlozitelnosti byly klasické
kvarterni amoniové soli nahrazeny tzv. estquaty — zastupcem je hydroxyethyl-methyl-
bis(stearoyloxyethyl)amonium-methosulfat. V béznych prostiedich se jeho koncentrace

pohybuje kolem 5 % [13].
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Kationtové a aniontové tenzidy neni mozné v piipravcich kombinovat, jelikoz se

vzajemné srazeji na nerozpustné aglomeraty [13].

1.1.4.8 Amfoterni tenzidy

Tyto tenzidy obsahuji jak kationtovou, tak aniontovou skupinu [8]. Obvykle jde
o skupinu obsahujici bud’ dusikovy atom a karboxylovou skupinu ¢i sulfoskupinu [10].
Amfoterni tenzidy s karboxylovou skupinou se déli na aminokyseliny, obsahujici primarni,
sekundérni a terciarni aminovou skupinu, a na betainy s kvartérni amoniovou skupinou [1].
Amfoterni tenzidy jsou obcas popisovany jako zwitterionic molekuly. Jsou rozpustné ve vode

a jsou vyborn¢ misitelné s ostatnimi tenzidy, jsou chemicky stabilni [8].

Hlavni vlastnosti amfoternich tenzidu je jejich zavislost na pH roztoku, ve kterém jsou
rozpoustény. V prosttedi s kyselym pH ziskdva molekula pozitivni ndboj a chova se jako
kationtovy tenzid, v zasaditém pH ziska molekula negativni ndboj a chova se jako aniontovy

tenzid [12].

Alkylpolyglykolsulfaty v kombinaci s betainem tvoii zdklad viceméné vSech
kosmetickych mycich pfipravki — vlasové i télové Sampony, tekutd mydla nebo koupelové
pény. Pouzivaji se také jako tenzidy v mycich prostiedcich na nadobi. Betain v téchto
prostiedcich stabilizuje pénivost, snizuje drazdivost kiize a pasobi jako reguldtor viskozity.
V kombinaci se zahuStovanim chloridem sodnym se diky regulaci viskozity mohou vyrabét

ptipravky s niz§im obsahem tenzidi [13].

1.1.4.9 Neiontové tenzidy

Neiontové tenzidy v molekule neobsahuji Zadny néaboj, hydrofilni skupina v molekule
tenzidu vytvaii s vodou vodikové mustky, ale neionizuje se. Mohou se rozdélit na dvé
skupiny — na polyhydroxyslou¢eniny a na oxyethylenaty. Neiontové tenzidy je moZzZné

kombinovat vzdjemné mezi sebou, ale 1 s aniontovymi, kationtovymi i amfoternimi tenzidy [1].

MV v

Nejbéznéjsi neiontoveé tenzidy jsou ty zaloZzené na ethylen oxidu, oznafované jako
oxyethylenové tenzidy. Mezi né se fadi oxyethylenované alkoholy, oxyethylenované

alkylfenoly, oxyethylenované mastné kyseliny, atd [8].

1.1.4.10 Oxyethylenované alkoholy
Obecné jsou vyrabény ethoxylaci mastného fetézce alkoholu jako je napt. dodekanol.
Rozpustnost oxyethylenovanych alkoholti zavisi na délce alkylového fetézce a na poctu

oxyethylenovych jednotek v molekule [8].
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Molekuly s primérnou délkou fetézce C12, které obsahuji vice nez 5 oxyethylenovych
(EO) jednotek jsou bézné rozpustné ve vode pii pokojové teploté [12]. Avsak jak teplota
roztoku vzestupné roste, zacina byt roztok zakaleny. Teplota, pfi které k tomu dochazi, se
nazyva bod zakalu [8]. Cim vétsi je pocet EO jednotek v molekule, tim vys§i teplota je potieba,
aby doslo k bodu zakalu. Neiontové tenzidy vykazuji nejvyssi povrchové napéti blizko bodu

zakalu. K oddéleni bodu zakalu se da do roztoku pfidat malé mnozstvi aniontového tenzidu [12]

Oxyethylenované alkoholy jsou jedny ze zakladnich tenzidl pro praskové a tekuté praci
prostiedky. PouZzivaji se jako emulgatory do kosmetickych piipravka. Dalsi vyuziti maji jako
odpénovace a smacedla v papirenském primyslu. Pouzivaji se také jako emulgatory pro

herbicidy a pesticidy [1].

1.1.4.11 Oxyethylenované alkylfenoly

Jsou pfipravovany reakci ethylen oxidu s odpovidajicim alkyl fenolem. Nejbéznéjsi
tenzidy tohoto typu jsou pfipravovany z nonylfenolu [12]. Jsou levné na vyrobu, ale nejsou
dobfe biologicky rozlozitelné a jsou potencionaln¢ toxické. I presto jsou stale oxyethylenované
nonylfenoly pouzivany v primyslové vyrobé, a to hlavné diky tomu, ze jsou rozpustné
ve vodnych 1nevodnych roztocich, jsou dobfe emulzifikovatelné a maji dobré disperzni

vlastnosti [8].

Oxyethylenované alkylfenoly jsou vhodné do mycich prostfedkii pro myti
primyslovych aparatur. Po pouZiti by tyto prostfedky nemély piijit do vodovodnich odpad,

kvili témét nemoznému rozkladu, ale mély by se spalovat ve spalovnach [1].

1.1.4.12Oxyethylenované mastné kyseliny

Jsou vyrabény reakci ethylen oxidu a mastné kyseliny nebo polyglykolu. Obecny vzorec
je RCOO-(CH2CH20),H. Pokud je pouzit k vyrobé polyglykol, produktem je smés mono
a diesteri [12] Monoestery jsou mnohem lépe rozpustné ve vodé nez diestery. Tyto tenzidy
podléhaji hydrolyze ve vysoce zdsaditych roztocich [8]. Oxyethylenované mastné kyseliny se

pouzivaji v avivaznich prostfedcich, a jako emulgéatory v kosmetice a farmacii [1].

Kromé oxyethylenatt se do neiontovych tenzidii fadi také polyhydroxyslouceniny, které
maji hydrofobni i hydrofilni ¢ast z obnovitelnych surovin. Alkylpolyglykosidy jsou rychle
a dokonale biologicky rozloZiteln€, pouzivaji se v mycich a Cisticich prostiedcich jako tenzidy

a v kosmetickych emulznich prostfedcich jako emulgatory [13].
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1.2 Fyzikalné chemické vlastnosti tenzida

Fyzikaln¢ chemické vlastnosti jsou dany protichiidnym chovanim hydrofobnich
a hydrofilnich skupin. Hydrofobni skupiny se s molekulami vody vzajemné odpuzuji, a naopak
hydrofilni skupiny se s molekulami vody pfitahuji. Vysledkem toho je, Ze se molekuly tenzidu

adsorbuji na fazovém rozhrani a jednotlivé molekuly se spojuji do micel [1].

1.2.1 Adsorpce

Charakteristickou vlastnosti tenzidl je jejich adsorpce z roztoku na rozhrani kapalina —
plyn, kapalina — kapalina nebo kapalina — pevna latka. U¢inkem sil v povrchu se zvySuje
koncentrace molekul rozpusténé latky na fazovém rozhrani, kde se diky tomu vyrazn¢ méni

jeho vlastnosti. Nejvyraznéji se to projevuje ve zmén¢ povrchového a mezipovrchového napéti

[3].

Adsorpce tenzidi je do znané miry fizena tfemi faktory, které souviseji s danymi
materialy. Jako prvni je to chemicka povaha latky, kterd se adsorbuje, vcetné typu tenzidu
(aniontovy, kationtovy nebo neiontovy) a hydrofobni skupiny (délka a typ fetézce, stupen
vétveni atd.) DalSim faktorem je povaha pevného povrchu, na ktery je tenzid adsorbovan
(polarnost apod.) a jako posledni je to povaha kapalného prostiedi (hodnota pH, obsah
elektrolytu, teplota atd.). Nepatrna zména jednoho z téchto faktorti mize vést k velké zméné

adsorp¢ni schopnosti systému [14].

1.2.2 Rozpustnost

kapalnych prostfedcich musi byt rozpustné tak, aby byl pfipravek pfipraven jako koncentrat,
ktery se pfi pouziti miize fedit aZ o tfi fady. Struktura hydrofilni a hydrofobni ¢asti molekuly
ma vliv narozpustnost tenzidu, stejné jako teplota, jeji vliv je ale odliSny pro iontové
a neiontové tenzidy [1]. Rozpustnost tenzidii v polarnich rozpoustédlech se zvétsuje s prevahou

hydrofilni ¢asti tenzidu a naopak, coZ souvisi s hodnotou HLB [3].

Rozpustnost zavisi na typu chemické struktury tenzidd. Lipofilni ¢ast kromé délky
fetézce ma vliv na rozpustnost 1 tvarem a vyskytem dvojnych vazeb — rozvétvenost a ptitomnost
dvojnych vazeb rozpustnost tenzidii zlepSuje. Rozpustnost iontovych tenzidi ve vodé se
zvySuje s vyssi teplotou. Zavislost rozpustnosti na teploté neni linearni, na kiivkéch je inflexni
a oznacuje se jako tzv. Krafftiiv bod. Krafftiv bod je teplotni interval, ve kterém se prihledny
roztok mydel nebo néckterych iontovych tenzidli ochlazenim zakali. VyS$S§i rozpustnost

od Krafftova bodu je podminéné vznikem micel [3].
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Se zvySujici se teplotou se snizuje pevnost interakce hydrofilni ¢asti molekuly s vodou.
Rozpustnost neiontového tenzidu se snizi tak, ze vzniknou dvé faze — jedna obsahuje vice
tenzidu a druhd vice vody. Ciré roztoky se pii zahtati zakali a z roztoku se oddéli nova kapalna
faze. Teplota, pii které vznikd zakal se nazyvé teplota zékalu. Cim vyssi je teplota, tim

L4

hydrofobné;jsi jsou neiontové tenzidy [1].

1.2.3 Micely tenzidi
Jednou z nejvyraznéjsich vlastnosti tenzidi je, Ze pokud dosdhnou urcité koncentrace,
zacnou se molekuly tenzidl asociovat a tvotit micely (nejcastéji kulové). Koncentrace tenzidd,

kdy se zacnou tvofit micely se nazyva kriticka micelarni koncentrace (CMC) [15].

< CMC

—
Disociace

Hydrofobni ¢ast

Hydrofilni &ast Hydrofobni lék

Obrazek 2 Vznik a rozpad micely /16]

Kritickd micelarni koncentrace se zvySuje s hodnotu HLB [3]. CMC aniontovych
a amfoternich tenzidl je obvykle 1-10 mmol/l, kationtovych 10-50 mmol/l a neiontovych

0,01-0,1 mmol/1 [1].

Tvar micel zavisi na koncentraci tenzidli v roztoku, na chemické struktufe molekuly
tenzidu a na koncentraci pritomného elektrolytu [1]. Mezi specifické micelarni struktury patii

sférické micely, cylindrické micely, lamelarni micely nebo inverzni micely [17].

1.2.4 Smaceni

Smacenim rozumime vytvoreni nového fdzového rozhrani tuhé a kapalné faze na misto
puvodniho fazového rozhrani tuhé a plynné fadze. Smaceni zavisi na mnoha faktorech, kde
rozhodujici lohu ma predevS§im povrchové napéti kapaliny a da se charakterizovat jako
tendence kapaliny rozprostirat se na povrchu tuhé faze. Smaceni tuhého povrchu kapalinou je

dasledek silového plisobeni mezi tuhou a kapalnou fazi [3].
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Obvykle nejlepsimi smacedly jsou stfedné rozpustné tenzidy s délkou fetézce CI12.
Tenzidy, které maji hydrofilni skupinu uprostfed hydrofobni ¢asti, maji lepsi vlastnosti,

piikladem je natrium-alkansulfonat [1].

1.2.5 Emulze

Emulze je disperzni soustava, ve které je disperzni prostiedi 1 dispergovand cCastice
kapalinou. Emulze vznika dispergovanim malych kapek jedné kapaliny v druhé, které se
navzajem misi jen omezen¢ nebo vibec. Podle velikosti kapek rozliSujeme emulze koloidni

nebo hrubé dispergované. Nejcastéjsi je typ hrubé dispergovanych emulzi, kde je primeér kapek

asi 5 um [3].

K vytvoreni emulze je potfeba mechanické sily k rozptyleni jedné faze do druhé.
Emulze bez ptidavku jakékoliv povrchové aktivni latky by nebyla stabilni a jednotlivé faze by
se od sebe zacaly oddélovat. Pfidavek povrchové aktivni latky je nutny k vytvotreni dlouhodobé
stabilni emulze [18]. Existuji tfi typy emulzi, prvni z nich je typ voda v olej (V/O), dalsi olej
ve vodé (O/V) a smés emulzi voda/olej/voda (V/O/V) viz Obrazek 3 [18].

[ ] Vodna fize B Olejova faze

oV

Obrazek 3 Typy emulzi /18]

1.2.6 Péna

Péna je disperzni soustava slozend z disperzni plynné faze a disperzniho kapalného
prostfedi [1]. Jedna se o soubor plynnych komtrek, které jsou od sebe oddélené jemnymi
vrstvami kapaliny, vznikajici shlukovanim bublinek z dispergovaného plynu [3]. Vznik pény je
podminén pfitomnosti pénotvorného cinidla, ktery zajisti snizeni mezifazového napéti
a stabilizaci soustavy. Zdkladem vzniku pény je dostatecné sniZzeni povrchového napéti — ¢im

je povrchové napéti niz$i, tim snadnéji se péna tvoii [19].

Péna je termodynamicky nestabilni a pro jeji stabilitu je dulezita stabilita tenké vrstvy

kapaliny. Ta je udrzovana povrchové aktivnimi latkami, aby nedochazelo k zaniku bubliny.
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Tvorba pény se zvySuje se zvySujici se koncentraci povrchové aktivni latky az do CMC, nad

hodnotou CMC maé koncentrace tenzidii na vznik pény jen maly ucinek [20].

Pény lze rozdé¢lit podle obsahu dispergovaného plynu na ziedéné disperze, kde je velmi
maly obsah plynné faze, na vlhkou pénu a lamelarni pénu. V praxi jsou pro pfipravky s tenzidy
dualezité dva udaje — penivost a stabilita vytvotfené pény. V prostiedcich, jako jsou Sampony,
peny do koupele, nebo prostfedky na myti nadobi, je vysoka pénivost zadouci. Pouzivaji se
proto tenzidy s vysokou pénivosti, jako je napt. natrium-laurylehtylenglykolsulfat v kombinaci
se stabilizatory pény. Jako stabilizitory pény se pouzivaji betainy, aminoxidy nebo
alkanolamidy. V prostiedcich, kde vysoka pénivost neni zadouci, jako jsou praci prostredky
apod., se pouzivaji tenzidy s nizkou pénivosti anebo se mohou pouzit odpenovace. Odpénovace
bud’ zabranuji vzniku pény nebo plsobi proti péné, kterd jiz vznikla. Jako odpénovace se

pouzivaji bud’ oleje nebo hydrofobni tenzidy (napt. natrium-behenat) [1].

Iontové tenzidy jsou pénivéjsi a jejich péna je stabilngjsi, neZ péna z neiontovych
tenzidii. Neiontové tenzidy z tohoto diivodu obvykle nejsou soucasti mycich prostiedkd, ale
jsou soucasti prostiedkli na myti podlah. Na pénivost ma vliv i teplota — iontové tenzidy jsou

penivejsi pii vyssi teploté, u neiontovych tenzidl pénivost klesa s teplotou [1].

1.2.7 Solubilizace

Solubilizaci se oznafuje rozpu$téni nerozpustnych, nebo nepatrné rozpustnych
organickych latek ve vodé¢, ve vodnych roztocich tenzidd. Tento jev probiha v takovych
roztocich, ve kterych jsou pfitomny micely, pouziva se proto i1 oznaceni micelarni solubilizace.

Koncentrace tenzidu ve vzorku musi byt vyssi, neZ je hodnota kritické micelarni koncentrace

[].

Misto solubilizace v micele je spojeno s chemickou strukturou solubilizované latky —
nepolarni latky jsou rozpuStény v uhlovodikovém jadie iontovych i1 neiontovych micel
(viz Obrazek 4, pozice 1), ve vodé nerozpustné latky s polarni skupinou jsou orientovany
na rozhrani povrchu a jadra micely, hydrofobni skupina je ponofena uvniti uhlovodikového
jadra micely (viz Obrazek 4, pozice 2 a 3). Solubilizace v neiontovych polyoxyethylenovych
tenzidech miize probihat v polyoxyethylované schrance kterd obklopuje jadro (viz Obrazek 4,

pozice 4) [21].
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Obrazek 4 Schématické zobrazeni solubiliza¢nich mist /21]

Mira solubilizace dané latky je zavislda na jeji chemické struktufe, na typu

a na koncentraci tenzidu, ktery je obsazeny ve vzorku [1].

1.2.8 Detergence

Detergence je proces, pii kterém se odstranuje necistota z povrchu jeji solubilizaci nebo
pfevedenim do suspenze nebo emulze [22]. Detergenci lze rozdélit do nckolika etap —
rozpousténi detergentu, smaceni znecisténého povrchu detergentem, reakce mezi slozkami
detergentu a necistotou, odstranéni necistoty z povrchu, a nakonec udrzeni necistoty v roztoku
detergentu. Detergent je pak smés tenzidu a dalsi latky, kterd je schopna odstranit necistotu

z povrchu [1].

1.3 Metody stanoveni neiontovych tenzidi

1.3.1 Metody skupinového stanoveni

Metodami skupinového stanoveni se stanovuji vSechny druhy pfitomnych tenzidd.
Vysledky se uvadi jako hmotnostni koncentrace zvoleného standardu v mg/l. NejCastéji jsou
vyuzivany pro neiontové tenzidy. Jsou zalozeny na reakci polyethylenoxidového fetézce.
Pokud jsou tenzidy ve vzorku pouze v nizké koncentraci nebo jsou pfitomny interferujici latky,
je potfeba pred analyzou provést separaci tenzidi ze vzorku, ¢imz dojde i k jejich
zakoncentrovani. Citlivost téchto metod je tim vyssi, ¢im vyssi je pocet ethylenoxidovych
jednotek v fetézci tenzidu [19]. Nelze stanovit ty latky, které maji méné nez 3 EO skupiny [23].
Metody skupinového stanoveni neposkytuji informace o délce hydrofobniho a hydrofilniho

fetézce nebo o struktuie tenzidu [19].
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1.3.2 Titra¢ni metody

Neiontové tenzidy lze stanovit titraci s tetrakis(4-fluorofenyl)boratem, pokud vzorek
neobsahuje také aniontové tenzidy, jelikoZ ion kovu tvoii par s aniontovym tenzidem. Pokud
vzorek obsahuje i aniontovy tenzid, vyuzivd se dvoufazové titrace. Neiontové tenzidy
ptechazeji do dichlorethanu a aniontové zlstavaji ve vodné fazi. Barevny piechod indikéatoru

probiha v organické fazi, neni ale ostry [23].

Pouzitim potenciometrické titrace neiontovych tenzidii je mozné vyteSit problém
s neostrym piechodem indikatoru. Nejéastéji se vyuziva potenciometrické titrace zalozené
na tvorbé komplexd mezi tenzidem a dvojmocnym kationtem (napf. Ba** nebo Ca®").

Koncentrace komplexu je sledovana selektivnimi elektrodami [23].

1.3.3 Fotometrické metody

Jednim z Castych zplsobl stanoveni neiontovych tenzidi je stanoveni vzniklého
komplexu a méfeni intenzity jeho zbarveni nebo zakalu. Jako srazeci ¢inidlo se mlize pouzit
thiokyanatan amonny a dusi¢nan kobaltnaty. Spolu s polyoxyethylenovymi slouceninami
vytvareji modré komplexy. Vzniklé slouceniny jsou nasledné extrahované do organického
rozpoustédla a méteny spektrofotometricky. Dal$i moZnosti je reakce neiontovych tenzidii
s aniontem Bils", kde vznikaji Zluté, malo rozpustné komplexni slouceniny. Jejich koloidni
roztok lze vyhodnotit turbidimetricky [23]. V analyze neiontovych tenzidi jsou
spektrofotometrické metody pouzivané hlavné pro stopové stanoveni ethoxylatli ve vodnych

vzorcich [24].

1.3.4 Polarografie

Polarograficky lze tenzidy stanovit, jelikoz se shromaZzd’'uji na rozhrani voda-rtut’.
Odezva je zavisla na hmotnostni koncentraci [23]. Polarograficky ale neni mozné rozlisit, jestli
se jedna o aniontové, kationtové nebo neiontové tenzidy, odezva polarografu je zavisla spise
na hmotnostni koncentraci neZ na molarni. Tenzidy je moZzné pfevést na reduktivni derivaty,

pokud nejsou schopné reagovat na klasickou polarografii [19].

1.3.5 Elektroforéza

V elektroforéze se molekuly nebo komplexy s ndbojem separuji od ostatnich vlivem
elektrického pole. Aniontové tenzidy se pohybuji smérem k zapornému poélu, kationtové
ke kladnému a neiontové tenzidy se nepohybuji [23]. Slozitost analyzovanych smési a to, ze
jsou neiontové tenzidy bez naboje vede k tomu, Ze rozliSeni pikd byva nedostatecné, a proto se

tato metoda v praxi pro neiontové tenzidy ptili§ nepouziva [19].
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1.3.6 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) je limitovana narokem na dostatecnou tékavost
analyzovanych sloucenin a tékavost ethoxylovanych tenzidl je na hranici hodnot, které jsou
pro GC potieba. Tenzidy snizkym stupném ethoxylace lze stanovovat pfimo, vysoce
ethoxylované museji byt pfed analyzou derivatizovany a pfevedeny tak na t€kavéjsi slouCeniny.
Detekce je nejCastéji plamenové ionizacnim detektorem nebo hmotnostnim spektrometrem

[23].

1.3.7 Planarni chromatografie

Pfi stanoveni tenzidi planarni chromatografii nebo také tenkovrstvou chromatografii
(TLC), se vzorky zakoncentruji ve vhodném rozpoustédle a nanesou se na jeden konec
chromatografického média, kde jsou vysuseny. Pouziti TLC zéavisi na vhodné volbé slozeni
vyvijejiciho ¢inidla, na materidlu desky a zpisobu detekce. Jako vyvijeci €inidlo se nejCastéji
pouziva smés vody a organického rozpoustédla, jako desticka silikagel nebo Al2Os a pro detekei

Dragendorffovo ¢inidlo, pary jodu apod. [19].

TLC je Siroce pouzivana pro analyzu tenzidd, jelikoz je jednoducha na provedeni a ma
vysokou separacni schopnost 1 bez pouziti drahého vybaveni [24]. Tenkovrstva chromatografie

vyuziva rozde€leni jednotlivych slozek vzorku na zakladé¢ odlisné adsorpce [1].

Pomoci TLC lze analyzovat oxyethylenaty mastnych alkohold, 1ze rozlisit oligomery
s riznym poctem EO jednotek a u oxyethylenati mastnych kyselin 1ze rozliSit monosetery,

diestery a polyethylenglykoly [1]

1.3.8 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie informuje pfimo o rozlozeni a délce fetézct neiontovych
tenzidii. Vyhodou chromatografické separace je také to, ze dokaze zakoncentrovat sledované
sloZky a jednotlivé slozky od sebe separovat. RozSifenym zplsobem stanoveni tenzidi je
vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC). Nejb&znéjsi pouzivané detektory vyuZzivaji
indexu lomu, UV absorbanci nebo fluorescenci. Kazdy z detektori méa ovSem néjaké nevyhody:
reftaktometricky je malo citlivy, UV detektor je vhodny jen pro ty latky, které absorbuji v UV
oblasti a fluorescen¢ni detektor je pro latky, které fluoreskuji. Neiontové tenzidy néckteré
z podminek nespliiuji, proto je potfeba pti pouziti téchto detektorti do jejich molekuly vnést
chromoformovy kruh napt. reakci s fenylisothiokyanatem pro detekci v UV nebo reakci

s 1-naftylisokyanatem pro fluorescencni detekce [23].
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1.4 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) kombinuje kapalnou mobilni fazi
apevnou staciondrni fazi, ktera ma velmi malé castice. Aby mohla analyza probihat i pfi
dostate¢né velkych pritocich, je potieba pracovat s tlakem fadové v jednotkach az desitkach
MPa [25]. HPLC umoziuje analyzu tepelné nestabilnich latek, net€¢kavych latek nebo polymerta
[26].

1.4.1 Chromatografie s normalnimi fazemi

Chromatografie s normalnimi fazemi (NP-HPLC) je nejstar§Sim typem HPLC.
V normalni fazi HPLC je mobilni faze nepoléarni a stacionarni faze polarni. Stacionarni faze se
sklada ze silikagelu, na kterém jsou chemicky vazané polarni ¢astice, napt. kratké fetézce aminti
nebo diold. Typickou mobilni fazi je napt. hexan, heptan, chloroform apod [27]. V HPLC

normalnich f4zi jako prvni eluuje nejméné polarni latka vzorku [25].

1.4.2 Chromatografie s obracenymi fazemi

Chromatografie s obracenymi fazemi (RP-HPLC) ma polarni mobilni f4zi a nepolarni
stacionarni fazi. Stacionarni fdze u obracenych fazi ma na silikagelu navazané nepolarni
¢astice, napt. oktadecylovy nebo oktylovy fetézec. Typicky jsou pak kolony oznac¢ovany jako
C18 nebo C8. Jako mobilni faze se pouziva smés vody s polarnimi organickymi rozpoustédly,
napf. metanolem nebo acetonitrilem [27]. V chromatografii obracenych fazi se jako prvni eluuji
latky nejvice polarni [25]. Rizné typy stacionarnich fazich pouZivanych v RP-HPLC jsou

uvedené v nasledujicich podkapitoléach.

1.4.2.1 Porézni sorbenty

Nejpouzivangjsi stacionarni faze jsou vyrabény z poréznich sorbenti. Castice silikagelu
maji sféricky tvar. VétSina poréznich sorbentl je tvorena difuznimi pory. V porézni Castici
putuje solut z mobilni faze do ,,stojici® mobilni faze mezi pory, pak do stacionarni faze (kde
dochdzi k interakci) a nasledné se analyt uvolni a difunduje zpét do mobilni faze. Timto
nékolikandsobné se opakujicim procesem postupuje analyt kolonou. V piipadé€ pouziti malych

¢astic je cely diftizni proces rychlejsi [28].

1.4.2.2 Povrchové porézni sorbenty

Povrchové porézni sorbenty jsou podobné neporéznim, ale jddro miva kolem 5 pm
a vrstva staciondrni faze je silngj$i. Tlak na koloné, kterd je plnénd povrchové poréznimi
sorbenty, je niz§i a sorpéni kapacita je vétsi. Uinnost byva vétsi, nez na plné poréznich

materialech [28].
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1.4.2.3 Monolitické kolony

Monolitické stacionarni faze jsou vytvoreny zjednoho kusu porovitého materialu
(nejcasteji z organického polymeru nebo oxidu kiemicitého). Monolitickd faze vypliuje cely
vnitini prostor kolony, MF tak protéka piimo stacionarni fazi, ¢imz se urychluje transport
analytu kolonou. Monolitické kolony z organickych polymeri jsou stabilni v Sirokém rozmezi

pH a piisobenim tlaku nesesedaji tak, jako kolony napliové [29].

1.4.3 Chromatografie hydrofilnich interakci (HILIC)
Hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC) je metoda, ktera byla vyvinuta pro ty
polarni latky, které nejsou jednoduse analyzované na kolonach s obracenymi fazemi. HILIC

vyuziva poléarni stacionarni fazi jako v NP-HPLC a polarni mobilni f4zi jako v RP-HPLC [30].

V HILIC separacich se pouzivaji polarni staciondrni fize a vodné mobilni féze,
obsahujici vysoky podil organického rozpoustédla. Stacionarni faze musi byt vice polarni nez
faze mobilni. Pouzivand stacionarni faze je nejCastéji klasicka silikagelova nebo faze
modifikovana diolovymi, kyanovymi, aminovymi nebo amidovymi funk¢énimi skupinami.
Nov¢jsi stacionarni faze pro HILIC jsou tzv. zwitteriontové stacionarni faze, kde vazané
funkéni skupiny nesou pozitivni 1 negativni ndboj. Jsou vysoce polarni a maji vysokou afinitu
k vodé. Separace HILIC je fizend hydrofilni interakci mezi solutem a polarni stacionarni fazi
a k tomu, aby mohlo k hydrofilni interakci dojit, je tfeba, aby se na povrchu SF vytvotila

hydratovana vrstva [31].

HILIC umozZiuje separaci nenabitych hydrofilnich nebo amfifilnich sloucenin, které
jsou pfili§ polarni na to, aby byly dobie analyzovany pomoci RP-HPLC, ale nemaji dostatecny

naboj, aby se U¢inné separovaly v iontové chromatografii [32].

1.5 Dvourozmérna kapalinova chromatografie

Dvourozmérna kapalinova chromatografie (2D-LC) oznacuje techniku, pii které se na
vzorek aplikuji dva nezavislé systémy pro separaci kapalné faze [33]. Na kolon& v prvni
dimenzi se provadéji bézné separace. Podily eluentu z prvni kolony jsou pak vedeny do kolony
druhé dimenze, ktera musi mit velmi odliSnou separa¢ni selektivitu ve srovnani s 1D kolonou.
Vzhledem ktomu, Ze selektivita druhé kolony je odlisnd od prvni kolony, je velmi
pravdépodobné, Ze piky, které se castecné nebo zcela prekryvaly, se ve druhé dimenzi oddé€li

[30]. Schéma 2D-HPLC je na Obrazku 5.
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Obrazek 5 Schéma 2D chromatografu /30]

2D-LC miiZe probihat dvéma zplsoby a to bud’ pfenosem pouze ¢asti vzorku do druhé
dimenze, coz byva oznacovano také jako ,heart-cutting® chromatografie nebo postupnym
prenosem celého vzorku v nékolika malych podilech do druhé dimenze, oznacovano také jako

komplexni chromatografie [33].

1.5.1 Pikova kapacita

Megéftitkem vykonnosti chromatografického separacniho systému je pikova kapacita,
ktera udava, kolik pikd s konstantnim chromatografickym rozliSenim R se vejde do ¢asového
okna eluce. Zatimco u izokratické separace v 1D-LC zavisi Sitka piku na retenénim case,

u gradientové eluce 1D-LC se predpoklada, ze Sitka pika vSech eluujicich slozek je konstantni

(viz Obrazek 6) [34].
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Obrazek 6 Porovnani izokratické (A) a gradientové eluce (B) /30]

Pikovou kapacitu pro gradientovou eluci lze tedy vypocitat pomoci rovnice:

()

ncllD = 1+TX

tr1

(1)
kde n.,p je teoretickd pikova kapacita, N je teoreticky pocet pater, tz, a fz;jsou retencni Casy
prvni a posledni latky analyzovaného vzorku. V praktickych aplikacich je mozné se setkat se

zjednoduSenym vzorcem:

_ trn-tr1
Neip = —w

(2)

kde W je primérna Sitka pikt jednotlivych sloZzek analyzovaného vzorku [35].

Jako hlavni vyhoda dvojrozmérné kapalinové chromatografie oproti 1D-LC je vySssi
pikova kapacita. Toto tvrzeni plati, pokud se jedna o komplexni 2D-LC a ptedpokladu, Ze se
jedna o ortogonalni separacni systém. Ortogonalita znamena, Ze separacni mechanismy obou
dimenzi jsou na sob¢ zcela nezavislé. Pokud se ortogonalita ve 2D-LC ptedpoklada, 1ze pikové

kapacity obou rozmérti vyndsobit a pikovou kapacitu pro 2D systém vypocitat podle rovnice 3
[34]:

Neop =N XNy
(3)
1.5.2 Heart-cutting chromatografie

Pti heart-cutting chromatografii je specificky zacilen jeden nebo né€kolik piku a dany

pik je nashromazdén a vnesen do druhé kolony. Heart-cutting 2D-LC je uzitecné pro neptili§
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slozité vzorky, které obsahuji slouceniny s velmi podobnym chovanim. Nastaveni systému
a metody je obvykle méné slozité a provozni néklady jsou ve srovnani s komplexni 2D-LC
niz$i. V zavislosti na dob¢ analyzy ve druhém rozméru je také moznost vzorkovat vice piki
z prvniho rozméru pro dalsi separaci ve druhém rozméru, coz je oznacovano jako ,,multiple

heart-cutting* 2D-LC. Pro heart-cutting chromatografii se pouzivé zkratka LC-LC [30].

1.5.3 Komplexni 2D chromatografie

Komplexni 2D-LC (oznacovana jako LCxLC) je zaloZena na analyze celého vzorku
typicky ve dvou odliSnych separanich postupech. Oproti ,heart-cutting” metodé je
u komplexni LCXLC analyzovan cely vzorek. Komplexni analyza je umoznéna spojenim dvou
riznych separacnich procesti pomoci rozhrani, které kontinualn€ sbira eluat z prvni dimenze
avnasi jej do kolony druhé dimenze. Mezi nevyhody LCXLC patii cas analyzy ve druhé
dimenzi, jelikoz separace musi skoncit pted tim, nez je do druhé kolony ptivedena dalsi frakce.
Dalsi nevyhodou je rychlost pfenosu z prvni dimenze do druhé, jelikoZ pfenos musi byt

proveden co nejrychleji, aby se zabranilo ztratdm eluétu [36].

1.5.4 Off-line chromatografie

V off-line formé jsou frakce 1D eluentu shromaZzd’'ovany a skladovany pted tim, nez
jsou podrobeny 2D separaci. To ma ptirozené za nasledek delsi celkovou dobu analyzy nez
u on-line chromatografie. Skladovani vzorkii, dokud nejsou podrobeny 2D separaci, mize mit
za nasledek ztraty nckterych stopovych vzorkl nebo jejich kontaminaci. Jednd se 0 mnohem

zdlouhav¢jsi metodu, nez je on-line LC a Casto vyZaduje pozornost operatora [30].

1.5.5 On-line chromatografie

V on-line 2D-LC je eluent z 1D kolony vstfikovan do 2D kolony ihned po té, co je
nashromézdén [30]. U on-line metody se pro propojeni dvou dimenzi pouziva rozhrani, které
automaticky ptevede eludt z prvni dimenze do kolony druhé dimenze. NejpouZivangjSim
rozhranim je pfepinaci ventil. Tato automatizace zlepSuje nékteré z nevyhod off-line metody,
pfedevSim ma on-line metoda lepsi reprodukovatelnost a nedochazi pfi ni ke kontaminaci nebo
ztraté vzorku. I on-line metoda méa své nevyhody, pfedevSim mohou nastat problémy

s nekompatibilitou nebo nemisitelnosti rozpoustédel v obou dimenzich. On-line metoda je také

vvvvvv

1.5.6 Gradientova eluce ve 2D
Ve 2D chromatografii jsou eluenty z kolony z prvni dimenze shromazd’ovany pies

rozhrani a nasledné pfenaSeny do oddélovaci kolony druhého rozméru. Eluce v obou rozmeérech
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muze byt optimalizovana samostatné jak izokraticky, tak gradientovou eluci. Gradientova eluce
se vyuziva predevsim u kapalinové chromatografie s obracenymi fazemi. V 2D-LC mohou byt

pouzité rizné typy gradienti [37].

Prvnim typem gradientu je ,full in fraction* (FIF) (viz Obrazek 7a). V FIF dochazi
k tplné zmeéné slozeni mobilni faze v ramci kazdého cyklu. Gradientovy program ve druhé
dimenzi je stejny po celou dobu analyzy. Velmi strmd zména mobilni faze probiha ve velmi
kratkych Casech a diky tomu nedochazi k velkému rozsifeni piki. Nevyhodou toho typu
gradientu je, Ze kratky c¢as, pfi kterém jsou pouzivany velmi strmé gradienty, zvySuje
pravdépodobnost, ze latky, které jsou velmi silné zadrzované, nebudou mit dostatek casu
eluovat a mohou se dostat do dalSich cykli analyzy (tzv. ,,wrap-around*) [37]. Pii pouZiti
gradientu FIF mohou slouceniny, které byly slabé zadrZzované v prvni dimenzi, mit nizké
retencni Casy ve druhé dimenzi, zatimco slouceniny, které byly silné zadrzované v prvni

dimenzi, maji dlouhé eluéni casy ve druhém rozméru [38].

Druhym typem je ,,segment in fraction* (SIF) (viz Obrazek 7b). SIF gradient je
rozdelen do nékolika segmentti. V kazdém segmentu se pouzivaji jiné koncentrace MF. SIF ma
o néco mén¢ strmé gradienty nez FIF, i tak ale poskytuje vyznamné potlaceni Sitky pasma [37].

Neni omezen pocet segmentl, které 1ze pti SIF pouzit [38].

Paralelni gradient vyuziva zménu slozeni MF nezavisle na pribehu cykli v druhé
dimenzi (viz Obrazek 7c). V rdmci jednoho cyklu probiha tzv. kvazi-izokraticka eluce, ktera
poskytuje pozvolny pribéh zmény slozeni MF v rdmci celé analyzy. Kvazi-izokraticka eluce
poskytuje delsi ¢as pro analyzu ve druhé dimenzi, jelikoZ neni nutné ménit slozeni mobilni faze
mezi jednotlivymi cykly. Podminky pozvolného gradientu mohou zpisobovat vétsi rozsifeni

Sitky piku a tim 1 niZsi pikovou kapacitu druhé dimenze [37].

., Shifted gradient” (SG) ma uzsi rozsah sloZzeni mobilni faze a kontinualné meéni
koncentrace podle retence separovanych latek (viz Obrazek 7d). Shifted gradient je kombinaci
FIF a paralelniho gradientu. Tento typ gradientu potlacuje rozSifovani pikii a potlauje vznik

tzv. ,,wrap-around‘“ [37].
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Obrazek 7 Gradienty ve 2D kapalinové chromatografii /37]

1.5.7 Davkovaci ventil

V kazdém 2D-LC systému je zafizeni, které sbird eluent z kolony prvni dimenze
a prendsi ho do kolony druhé dimenze k dalSi separaci. Toto zafizeni je nejCastéji ventil
vybaveny jednou nebo vice vzorkovacimi smyckami. Déavkovaci ventil byva také casto

oznacovan jako modulator nebo rozhrani [39].

1.5.7.1 Rozhrani smycky
Davkovaci smycka je nejpouzivangj$im rozhranim a je zaloZena na dvoupolohovém

deseti nebo osmicestném piepinacim ventilu se dvéma smyckami, které maji stejny objem [40].

Velikosti smycek jsou ur€eny mnozstvim mobilni faze, potfebné pro analyzu v prvni
dimenzi. Dvé smycky jsou stfidavé naplnény eluentem z prvni kolony a vyprazdhovany
smérem k druhé kolon& kontinualng. Cas uréeny pro analyzu ve druhé dimenzi by mél
odpovidat Casu plnéni smycky. Naptiklad pokud je pritok v prvni dimenzi nastaven na
30 pl/min a perioda vzorkovani je nastavena na 1 minutu, mél by mit ventil smycku o objemu

30 pl [41].

Existuji dvé konfigurace plnéni smycek. V asymetrické konfiguraci je jedna ze smycek
vyprazdiiovana ve sméru hodinovych rucicek a druhd proti sméru hodinovych rucicek (viz
Obrazek 8A). V symetrickém uspofadani jsou vyprazdiovany ve stejném smeéru

(viz Obrazek 8B). U deseticestného dvoupolohového ventilu ma rizny smér toku vliv
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na vysledky analyzy. Pti vyuziti osmicestného dvoupolohového modulatoru jsou smycky vzdy

asymetrické [41].

(A) Odpad (B)

1D kolona 1D kolona . 1 Davkovaci

smyéka

Divkovaci Davkovaci
smycka smycka
2D ¢erpadlo 2D gerpadlo

Obrazek 8 Asymetricka a symetricka konfigurace rozhrani /42

1.5.7.2 Standardni modulace

Standardni modulace je nejbéznéj$im a nejjednodussim zpisobem pienosu 1D eluentu
do 2D. Pouzivaji se dv¢ identické vsttikovaci smycky ve dvoupolohovém piepinacim ventilu.
Tyto dvé smycky nepfetrzité sbiraji 1D eluent a vstrikuji jej do 2D kolony. Tento modulaéni
mechanismus lze povazovat za pasivni, protoze frakce vstfikovana do 2D kolony zavisi pouze

na prutoku 1D eluentu a na priitoku mobilnich fazich [43].

Snaha o maximalni ortogonalitu mezi dvéma separa¢nimi systémy Casto zpusobi, Ze
jsou pouzita dvé nekompatibilni rozpoustédla, naptiklad rozdil ve viskozit¢ mezi dvéma
systétmy muze vést k nestabilit¢ toku. Vyznamny rozdil v sile rozpoustédla muize vést

k deformaci piku. Piekonani téchto nevyhod je provedeno tipravou modulaéniho procesu [42].

1.5.7.3 Fokusujici modulace

Pfi pouziti rozhrani s fokusujici modulaci (FSM) je bézny ventil pouZivany ve 2D
chromatografii (napt. osmiportovy/dvoucestny ventil) rozsifen o spojeni, které vytvari tok mezi
2D pumpou a 2D kolonou, v paralelnim spojeni skrz ventil, tzv. obtokovy konektor. Toto

spojeni miize byt uskute¢néno T spojkou jako je zobrazeno na Obrazku 9 [39].
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Obrazek 9 Rozhrani s fokusujici modulaci /39/

Pokud je prutok pies obtokovy konektor a smycku stejny, bude se eluent z 1D misit
vpoméru 1:1 s MF druhé dimenze. Jedno z nejvétsich omezeni FSM je, Ze je obtokové
pripojeni pevné atok mobilni faze v pribéhu analyzy bude prochazet jak ventilem, tak
obtokovym konektorem v pribéhu celé analyzy. Protoze celkovy pritok z 2D cerpadla je
rozdelen na dvé ¢asti, skuteény tok MF skrz vzorkovaci smycku je nizsi, nez skute¢na rychlost
toku MF a zavisi tak na poméru rozdéleni. Rozd¢leni na dvé Casti vede ke slozitému profilu

rozpoustédla, ktery prochazi kolonou béhem eluce. Tento problém vedl k vytvoifeni ASM [39].

1.5.7.4 Aktivni modulace rozpoustédlem

V tomto ptipadé jsou k typickému ventilu pouzivanému pro 2D-LC pfidany dva porty,
spolu s odtokovou kapilarou. Na Obrazku 10 A a C je podobny postup jako u normalnich
davkovacich smycek, kde veskery eluent z prvni dimenze prochézi jednou ze smycek a mobilni
faze druhé dimenze prochdzi druhou smyckou, ¢imz posouva 1D eluent do kolony druhé
dimenze. V polohach na Obrazku 10 B a D je tok z Cerpadla druhé dimenze rozdélen na dvé
¢asti. Jedna prochazi smyckou a druha ¢ast smycku obchazi, takze 2D eluent fedi frakci 1D
eluentu bez potieby dalsiho Cerpadla. Diky fedéni toku dojde ke zvétSeni objemu a tim

ke sniZeni sily MF z 1D, ¢imZ dojde ke zlepSeni tvaru pika [42].
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Obrazek 10 Rozhrani s aktivni modulaci rozpoustédlem [42]

1.5.7.5 Stop-flow rozhrani

Ve stop-flow rozhrani jsou kolony spojeny pies rozhrani bez davkovacich smycek.
Konvenéni rozhrani se smyckou je mozné v tomto piistupu také pouzit, ale negativné to
ovliviiuje vysledek analyzy. Ventil v jedné poloze piimo spojuje dvé kolony a pfenasi eluent
z prvni dimenze do druhé. Kdyz je ukoncen pfenos pozadované frakce, rozhrani je pfepnuto
a simultanné je tok z prvni faze prerusen, coz umozni odd¢€leni frakce druhé dimenze. V tomto
rozhrani neni omezena doba analyzy druhé dimenze, diky ¢emuz mutze byt pikova kapacita

druh¢é dimenze podstatné vyssi [40].

1.5.7.6 Rozhrani s plnénou smyckou

Rozhrani ddvkovaci smy¢ky miZe byt upraveno nahradou prazdnych smycek smyckami
naplnénymi staciondrni fazi, které zadrzuji latky pted jejich analyzou ve druhé dimenzi
(viz Obrazek 11). V praxi jsou misto smycek pouzivané tzv. predkolony. Zatimco jedna
predkolona zadrzuje eluent z prvni dimenze, latky zadrzené v predchozim cyklu jsou uvolnény
do druhé ptedkolony a odtud jdou do druhé kolony [41]. Volitelné¢ mize byt eluent z 1D kolony
zfedén pomoci slabého elu¢niho ¢inidla, aby se usnadnila retence na predklonach [42]. Vybér
adsorbentu na piedkoloné zavisi na typu analyzovaného vzorku a pouzitych mobilnich fazich.
Mobilni faze v 1D by mélo byt slabé rozpoustédlo ke stacionarni fazi v predkoloné kvili
fokusaci, zatimco mobilni faze ve 2D by méla zajistit desorpci [41]. Vyhodou plnénych smycek
je, Ze snizuji problém nekompatibility rozpoustédel v obou dimenzich, diky odstranéni vétSiny

mobilni faze. Dalsi vyhodou je zlepSeni detekce [40].

37



Redici tok

Bedici tok

Odpad Odpad

1D kolona

Piedkolona Predkolona

Predkolona

Obrazek 11 Schéma rozhrani s plnénou smyckou [42]

1.5.7.7 Paralelni druha dimenze
V bézném LCxLC systému ma kazda dimenze pouze jednu kolonu. Pfi pouziti rozhrani
s paralelni druhou dimenzi jsou pouzity dvé nebo vice kolon ve druhé dimenzi k provedeni

analyzy po sobé& jdoucich latek paralelné (viz Obrazek 12) [41].

Paralelniho  nastaveni lze  dosdhnout ndhradou  déavkovacich  smycek
ve dvoupolohovém/deseticestném piepinacim ventilu samotnymi kolonami. Cast eluentu
z kolony prvni dimenze jde do prvni sekundéarni kolony a po pfepnuti ventilu jde dalsi ¢ast
do druh¢ sekundéarni kolony, coZ se opakuje po celou dobu analyzy. Chromatogramy ziskané
analyzou na obou kolonéach ve druhé dimenzi jsou kombinovany, je proto dulezité, aby kolony
poskytovaly identické retencni ¢asy a mély stejnou ucinnost. Ob¢ kolony by mély mit nejlépe
stejnou Sarzi [40].

Odpad

Odpad

2D kolona A

1D kolona

Cerpadlo

Diavkovaci

smyéka e

|
Obrazek 12 Schéma paralelniho nastaveni 2D [40]
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Zarizeni a pristroje pro 2D chromatografii

Kapalinovy chromatograf Agilent Technologies 1260 a 1290 Infiniti II

e Autosampler G7129B

Cerpadlo G1312B pro prvni dimenzi

e Cerpadlo G7120A pro druhou dimenzi

e Termostat G7130A

e Osmiportovy/dvoucestny ventil G1170A

e Detektor s proménnou vlnovou délkou G7114B
Ultrazvukova lazen FisherBrand FB15052 (Thermo Fisher Scientific, USA)
Analytické digitalni vahy (Sartotrius Analytic, Némecko)
Systém pro ptipravu destilované vody Milli-Q Reference System (MERCK, Némecko)
Rozptylovy detektor Sedex 75 (Sedere, Francie)
Termostat LCO 102 (Ecom, Praha)

2.2 Pouzité kolony
V prvni dimenzi byla pouzita kolona Ascentis® Express OH5 100x2,1 mm s velikosti ¢astic

2,7 um. Kolony pouzité ve druhé dimenzi jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2 Pouzité kolony ve druhé dimenzi

Rozméry Velikost ¢astic
Néazev kolony Vyrobce kolony
(mm) (um)
Ascentis® Express C18 50x 3,0 2,7 Supelco
Chromolith® HighResolution RP-18
50x4,6 - Merck
endcapped
Chromolith® SpeedeROD RP-18e 50x 4,6 - Merck
Kinetex® XB-C18 50x 3,0 2,6 Phenomenex
Luna® Omega 30x2,1 1,6 Phenomenex
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2.3 Pouzité chemikalie
e Acetonitril (LiChrosolv, Némecko)
e Octan amonny (SigmaAldrich, Nizozemsko)
e Aceton (LachNer, Neratovice, CR)
e Benzen (LachNer, Neratovice, CR)
e Toluen (LachNer, Neratovice, CR)
e Ethylbenzen (SigmaAldrich, USA)
e Propylbenzen (Aldrich Chemistry, Cina)
e Butylbenzen (Aldrich Chemistry, Cina)
e Pentylbenzen (Fluka Analytical, Svycarsko)

2.4 Tenzidy Levenol®

Kao Chemicals Europe vyrdbi velmi specidlni skupinu neiontovych tenzidii
pojmenovanych Levenol®. Levenol® jsou polyoxyethylenestery glycerinu. Diky riznym
stupniim ethoxylace a esterifikace vznika Siroké skala produkti s mnoha riznymi aplika¢nimi
pouzitimi. Tenzidy Levenol® jsou charakterizovany ekologickymi a toxikologickymi
vyhodami pfi porovnani s ostatnimi neiontovymi tenzidy. Tenzidy Levenol® jsou piirodniho
puvodu, jsou tekuté, bez barvy a bez zapachu, neobsahuji konzervanty, neskodi kizi a jsou

Setrné k zivotnimu prostiedi [44].

Levenol® C-201 — polyoxyethylen(17) mono a digylcerid. Je to mirny neiontovy
tenzidy, ktery ma ekologické a toxikologické vyhody oproti jinym neiontovym tenzidim. Ma
emulgacni vlastnosti pro koncentrované formulace a nizkou pénivost. PouZiva se v pracich

a Cisticich prostfedcich. Hodnota HLB Levenolu® C-201 je 13 [45], [46].

Levenol® C-421 — polyoxyethylen(2) mono a digylcerid. Neiontovy tenzid s vysokou
penivosti a zahustovacimi vlastnosti a detoxika¢nim u¢inkem. Je to alternativa APG a amida
v prostiedcich do mycek nadobi a tekutych Cisticich prostfedkli. Hodnota HLB Levenolu®
C-421 je 11 [47], [48].

Levenol® F-200 — polyoxyethylen(6) mono a diglycerid. Je povaZzovan za nejvice
univerzalni a nejefektivnéjsi tenzid ztady Levenol®. Levenol® F-200 ma perfektni
hydrotropni vlastnosti, které umoznuji redukci nebo dokonce Uplnou eliminaci rozpoustédel
(ethylalkoholu, glykolii apod.) zkone¢ného vyrobku. Dalsi vlastnosti tohoto tenzidu je
detergence 1 pii 15 °C, coz je vyhodou pii umyvani/prani pii nizkych teplotach. Levenol®
F-200 také zmeékcuje textilie, coZ je oproti jinym neiontovym tenzidim zpiisobené jeho
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chemickou strukturou (ester a derivat glycerinu). Diky témto vlastnostem se oznacuje jako
»softergent™ (z anglického spojeni slov detergent a softener), kde se spojuje jak detergence, tak
zmekcovani, coz vede k Uspote Casu, produktu a energii. Hodnota HLB Levenolu® F-200 je

12,5 [44], [49].

Levenol® C-301 — polyoxyethylen(7) mono a diglycerid. Mirny neiontovy tenzid
s nizkou pénivosti. Ma ekologické a toxikologické vyhody oproti jinym neiontovym tenzidiim.
Pouziva se do tekutych Cisticich prostfedkii, vhodnych na silné znecisténi, nebo jako Cistic

tvrdych povrchi. Hodnota HLB Levenolu® C-301 je 14 [50], [51].

Na Obrazku 13 je zobrazena predpokladana struktura oxyethylenovanych glycerolt.

CH-0O(CH-CH:0),R
|
CH20O(CH-CH:0),R
|
CH:0O(CH-CH-0) R

Obrazek 13 Predpokladana struktura oxyethylenovanych glycerolt /52]

Levenol C-201, x+y+z=17; Levenol C-301, x+y+z=7; Levenol C-421, x+y+z=2; Levenol
F-200, x+y+z=6. R = H nebo R‘-CO- (kokosovy fetézec) [52].

2.5 Priprava mobilnich fazi
Vodny roztok octanu amonného o koncentraci 10 mmol/l byl pfipraven rozpusténim

0,1927 g octanu amonného v 250 ml redestilované vody.

Octan amonny v acetonitrilu byl pfipraven stejnym zpiisobem. Nésledné byla tato smés

umisténa do ultrazvukové 14zné€ a byla tam ponechéna az do upIného rozpusténi (cca 20 minut).

2.6 Podminky pro méreni zpozdéni gradientu
U vysokotlakych systémti skladajiciho se ze dvou Cerpadel probihd miseni mobilnich
fazi za Cerpadly. V systému je méfitelny objem mezi mistem, kde jsou rozpoustédla smichana,

a mistem, kde vstupuji do kolony. Tento objem se oznacuje jako zpozdéni gradientu [53].
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Je dulezité znat objem zpozdéni gradientu v kazdém LC systému, aby se pfedchazelo
problémim v rozdilném objemu zpozdéni pti prevodu gradientovych metod na jiny LC systém

[53].

Zpozdéni gradientu bylo experimentalné urceno linearni zménou slozeni dvouslozkové
mobilni fdze — voda/voda +0,1% (v/v) aceton. K méfeni byla pouzita ocelova spojka s nulovym
vnitinim objemem, kterd byla pouzita k propojeni kapildr namisto kolony. Méteni zpozdéni
gradientu bylo provedeno pfi tiech pritocich: 0,5 ml/min; 0,75 ml/min a 1 ml/min. Zpozdéni
gradientu bylo uréeno jako zlom na kiivce absorbance (230 nm) v zévislosti na ¢ase. Zpozdéni

gradientu bylo méfeno jak na cerpadle G7120A, tak i na ¢erpadle G1312B.

2.7 Podminky pro méieni mimokolonovych objemi

Jako mimokolonové objemy jsou oznacovany vSechny objemy HPLC systému mimo
kolonu, které ovliviiuji separaci latek. Jedna se o objem injektoru, kapilary mezi nastiikovym
ventilem a kolonou, mezi kolonou a detektorem, celou detektoru, spojovacich soucastek,

popripadé i kapilary v termostatu a piepinacich ventilech.

2 — 2 2 2 2
Ocelkem = Ok + Ginject + Gspoje + Odetektor

(4)
Mimokolonové objemy v systému by mély byt minimadlni, jelikoz negativné ovliviuji
separaci — jsou jednou z pficin chvostovani a rozsifovani pikt. Tyto piispévky rozsifovani pika

jsou aditivni.

Mimokolonové objemy byly méfeny pomoci sady alkylbenzenii — benzen, toluen,

ethylbenzen, propylbenzen, butylbenzen a pentylbenzen.

Alkylbenzeny byly pfipraveny jako 1% (v/v) roztoky — do 10 ml banky bylo
napipetovano 100 pl kazdého alkylbenzenu a nésledné byla baiika doplnéna acetonitrilem po
rysku. Davkovany objem vzorku byl 1 pl. Méfeni probihalo izokraticky se 70 % ACN a 30 %
vody. Pratoky mobilni faze byly 0,3 ml/min; 0,4 ml/min a 0,5 ml/min, kazdé méteni bylo
zopakovano tfikrat. K méteni byla pouZita kolona Kinetex® XB-C18. Na kolon¢ byla teplota
30 °C. UV detektor byl nastaven na vinovou délku 265 nm. Méfeni probihalo na Cerpadle
G7120A 1 na cerpadle G1312B.

2.8 Podminky pro charakterizaci pouzivanych kolon
Charakterizace pouzivanych kolon (uvedenych v Tabulce 2) byla experimentalné
zmeéfena pomoci acetonu a sady alkylbenzenli — benzen, toluen, ethylbenzen, propylbenzen,
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butylbenzen a pentylbenzen. Aceton a alkylbenzeny byly pfipraveny jako 1% (v/v) roztoky —
do 10 ml banky bylo napipetovano 100 pl kazdého alkylbenzenu a nésledné byla barka
doplnéna acetonitrilem po rysku. Davkovany objem vzorku byl 1 pl. Méteni probihalo
na kolonach, které¢ byly pouzity do druhé dimenze (viz Tabulka 2). Teplota na kolon¢ byla
55 °C. Mg¢fteni pro charakterizaci kolon bylo provedeno pii Ctyfech pritocich — 1 ml/min;
1,5 ml/min; 2 ml/min a 3 ml/min. Byly zvoleny dva typy gradientu. Gradient FIFa je uveden
v Tabulce 3, FIFb v Tabulce 4, SIFa v Tabulce 5 a SIFb v Tabulce 6, kde mobilni fazi A je
destilovana voda a mobilni fazi B acetonitril. K detekci byl pouzit UV detektor nastaveny
na vlnovou délku 254 nm. Méfeni probihalo na cerpadle G7120A. Kazdé méteni bylo

opakovano trikrat.

Tabulka 3 Gradient FIFa

Cas [min] Mobilni faze A [%] | Mobilni faze B [%]
0 90 10
1 0 100
Tabulka 4 Gradient FIFb
Cas [min] Mobilni faze A [%] | Mobilni faze B [%]
0 90 10
0,8 0 100
Tabulka 5 Gradient SIFa
Cas [min] | Mobilni faze A [%] | Mobilni faze B [%]
0 50 50
1 0 100
Tabulka 6 Gradient SIFb
Cas [min] Mobilni faze A [%] | Mobilni taze B [%]
0 50 50
0,8 0 100
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2.9 Meéreni profilu FSM
Pro dikaz fedéni mobilni faze pomoci rozhrani FSM bylo pouzito méfeni zdznamu
mobilni faze s pfidavkem acetonu. Toto méfeni probihalo jednak bez rozhrani FSM, tak i s nim

a vysledné zaznamy byly nésledn¢ porovnany.

Pro meéteni byla pouzita jako vzorek voda. Davkovany objem vody byl 1 ul. Méfeni
probihalo v rezimu komplexni 2D. M¢feni probihalo bez kolony, byla pouzita ocelova spojka
s nulovym vnitfnim objemem, stejné¢ jako byla pouzita pro méfeni zpozdéni gradientu.
Pro méteni byla zvolend izokraticka eluce v prvni dimenzi, kde mobilni fazi byla ¢istd voda.
V druhé dimenzi byly méfeny tfi typy gradientli, uvedené v Tabulce 7, 8 a 9, kde mobilni faze A
je destilovana voda a mobilni faze B je destilovana voda + 0,02% (v/v) aceton. K detekci byl

pouzit UV detektor nastaveny na vinovou délku 230 nm. Celkova doba analyzy byla 10 minut.

Tabulka 7 Prvni pouzity gradient ve 2D

Cas [min] Mobilni faze A [%] | Mobilni faze B [%]
0 100 0
0,8 0 100

Tabulka 8 Druhy pouzity gradient ve 2D

Cas [min] | Mobilni fize A [%] | Mobilni faze B [%]
0 100 0
0,8 50 50

Tabulka 9 Tteti pouzity gradient ve 2D

Cas [min] | Mobilni fize A [%] | Mobilni faze B [%]

0 100 0
0,2 0 0
0,8 0 100

44



2.10 Priprava vzorku

Pro analyzu vzorkl pomoci 2D chromatografie bez i s fokusa¢ni modulaci byly zvoleny
tenzidy Levenol® C-201, C-421, F-200 a C-300. Byl pfipraven 1% (v/v) roztok tenzidu

v acetonitrilu —do 1,5 ml vialek bylo napipetovano 10 pl Levenolu a doplnéno 1 ml acetonitrilu.

2.11 Podminky pro analyzu tenzidi ve 2D
Analyzy pomoci dvourozmérné chromatografie byly realizovany v rezimu komplexni
2D LC. Ve druhé dimenzi byly testovany dva typy gradientu uvedené v Tabulce 10 a 11.

Gradient pouzity v prvni dimenzi je uvedeny v Tabulce 12.

Tabulka 10 Gradient ve 2D typ 1

Cas [min] Mobilni faze A [%] | Mobilni faze B [%]
0 90 10
0,8 0 100

Tabulka 11 Gradient ve 2D typ 2

Cas [min] Mobilni faze A [%] | Mobilni faze B [%]
0 50 50
0,8 0 100

Tabulka 12 Gradient v 1D

Cas [min] | Mobilni fize A [%] | Mobilni faze B [%]
0 0 100
10 0 100
60 50 50
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Prvni dimenze

Mobilni faze A:

Mobilni faze B:

Prutok mobilni faze:

Davkovani vzorku:
Teplota na kolong¢:

Pouzita kolona:

Druha dimenze
Mobilni faze A:

Mobilni faze B:

Prutok mobilni faze:

Teplota na kolong¢:

Pouzité kolony:

Octan amonny ve vod¢ (10 mmol/l)
Octan amonny v acetonitrilu (10 mmol/l)
6 ul/min

5pul

25°C

Ascentis® Express OHS

Redestilovana voda
Acetonitril

2ml/min nebo 2,5 ml/min
55°C

Ascentis® Express C18, Chromolith® HighResolution RP-18
endcapped, Chromolith® SpeedeROD RP-18e, Kinetex® XB-
C18, Luna® Omega

Analyzy byly provedeny se smyckami o objemu 60 pl s asem piepnuti ventilu 60 s.

Dalsi analyzy byly provedeny pomoci rozhrani FSM. FSM bylo zapojeno pomoci

osmiportového/dvoucestného ventilu. Za vystup z Cerpadla druhé dimenze byla zapojena

T spojka. Vystup na 2D kolonu byl také zapojen do T spojky. Tyto dvé spojky byly spojeny

pomoci smycky o objemu 60 pl. Diky tomuto zapojeni byl fedén tok mobilni faze druhé

dimenze. Zapojeni FSM je zobrazeno na Obrazku 14. Rozptylovy detektor byl nastaven na

50 °C s tlakem dusiku 3,5 bar.
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Odpad

1D kolona

Smy¢ka 1

Zapojeni FSM

- 2D cerpadlo

Smycka 2

2D pumpa

Obrazek 14 Zapojeni FSM
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3 Vysledky a diskuse

3.1 Zpozdéni gradientu

Zpozdéni gradientu je dilezitym tdajem pro pievod gradientovych metod na jiné LC
systémy. Pro zjisténi zpozdéni gradientu byla pouzita ocelova spojka s nulovym vnitinim
objemem a méteni bylo provedeno pfi tfech pritocich. Jelikoz pfi méfeni tenzidi byla pouzita
dvourozmérnd chromatografie se dvéma cerpadly, bylo zpozdéni gradientu méfeno jak
na Cerpadle G7120A (Cerpadlo ve druhé dimenzi), tak i na ¢erpadle G1312B (¢erpadlo v prvni

dimenzi).

Objem zpozdéni gradientu byl zjistén odectenim Casu, kdy doslo na kfivce absorbance

ke zlomu. Grafy métenych zpozdéni jsou uvedené v ptiloze jako Grafy P1-P6.

Jako ptiklad je uvedeny Graf 1, kdy byl objem zpozdéni gradientu méfen pti prutoku
0,5 ml/min na ¢erpadle G7120A. Zlom na kiivce odpovidal cca 1,67 min. Pii daném priitoku

odpovidéa objem zpozdéni gradientu 0,334 ml.

Zpozdéni gradientu pri 0,5 ml/min
35
30 y = 9,446x - 15,757
R?=0,9998
25
S 20
x
(]
£
£ 15
=
[]
A 10
<
5
0
1 0 1 2 3 4 5 6
-5
t [min]

Graf 1 Zpozdéni gradientu na ¢erpadle G7120A pfi pratoku mobilni faze 0,5 ml/min
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Tabulka 13 Vypoctena zpozdéni gradientu pro ob¢ ¢erpadla pii vSech pritocich

Vsechny vypoctené objemy zpozdéni gradientu jsou uvedené v Tabulce 13.

Zpozdéni gradientu [ml]

Pritok [ml/min] | Cerpadlo G1720A | Cerpadlo G1312B
0,50 0,33 0,90
0,75 0,34 0,91
1 0,36 0,89

U obou cerpadel byl objem zpozdéni gradientu viceméné neménny se zménou
objemového pritoku mobilni faze. U Cerpadla G1312B je objem zpozdéni gradientu vyssi nez

u ¢erpadla G1720A.

Zpozdéni gradientu bylo méfeno i pomoci stupnovitého gradientu. I z tohoto méfenti je
mozné urcit objem zpozdéni gradientu, v tomto ptipad¢ byl vSak pouZit k porovnani uc¢innosti
miseni mobilni fdze na Cerpadlech G7120A a G1312B oproti teoretickému piedpokladu.
V Grafu 2 je zobrazena skokova zména mobilni faze na Cerpadle G7120A, G1312B a teoreticky
(nastaveny profil gradientu) pfi pritoku 0,5 ml/min, v Grafu 3 pii pratoku 0,75 ml/min

a v Grafu 4 pfi pritoku 1 ml/min. PouZivany gradient je uveden v Tabulce 14.

Tabulka 14 Gradient mobilni faze pro méfeni stuptiovité zmeény gradientu

Cas [min] Mobilni faze A [%] | Mobilni faze B [%]
0,00 0 100
1,00 0 100
1,01 20 80
2,00 20 80
2,01 40 60
3,00 40 60
3,01 60 40
4,01 80 20
5,00 80 20
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0,5 ml/min
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Cerpadlo G7120A Cerpadlo G1312B Teoretické zpozdéni gradientu

Graf 2 Stupnovitd zména gradientu mefena pii pratoku mobilni faze 0,5 ml/min na ¢erpadle G7120A,
G1312B, MF B: voda + 0,1% (v/v) aceton

0,75 ml

70 - 90

60 - 80

- 70
50 —
"’3 - 60 X
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S 20 - 30 3F
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< = - 20 S
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0 )
0 1 2 3 4 5 6
-10 - -10
t [min]
Cerpadlo G7120A Cerpadlo G1312B Teoretické zpozdéni gradientu

Graf 3 Stupiiovita zména gradientu métenad pii pritoku mobilni faze 0,75 ml/min na Cerpadle G7120A,
G1312B, MF B: voda + 0,1% (v/v) aceton
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1 ml/min
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Graf 4 Stupiiovitd zména gradientu méfena pii pratoku mobilni fAze 1 ml/min na Cerpadle G7120A,
G1312B, MF B: voda + 0,1% (v/v) aceton

K nejhor§imu miseni mobilnich fazi oproti teoretickému piedpokladu dochazelo
na ¢erpadle G1312B pfi priatoku mobilni faze 0,5 ml/min. Nejvice teorii se pak piiblizuje

meéfeni na cerpadle G7120A pii prutoku mobilni faze 1 ml/min.

U kaZzdého cerpadla mohou rozdily v objemu zpozdéni gradientu a rozdilné miseni
mobilnich fazi ovliviiovat reten¢ni Casy pii prenosu gradientovych metod na jiné LC systémy.
Typickym pfistupem k feSeni rozdili v objemu zpozdéni gradientu je napt. zvyseni pocatecni

izokratické faze nebo zkraceni doby trvani gradientu.

3.2 Mimokolonové objemy

Mimokolonové objemy negativné ovliviiuji separaci latek — mohou sniZovat Gi¢innost
separace a dochazi kvili nim k rozSifovani pikid. Proto je pro kazdy LC systém dilezité znat
hodnotu mimokolonovych objemi, aby se v pfipadé¢ vyznamnych hodnot mohly objemy

minimalizovat (naptiklad Gipravou délky a vnitiniho priiméru spojovacich kapilar).

K méfeni mimokolonovych objemt bylo vyuzito homologické fady alkylbenzent, ktera
byla separovana izokratickou eluci na ¢erpadlech G7120A a G1312B, jelikoz ob¢ tato Cerpadla
byla pouzivana ve 2D analyze tenzidi. Mimokolonové objemy obou cerpadel v ramci LC
systému byly stanoveny jako mimokolonové ptispévky k rozptylu zon analyzovanych latek

a byly stanoveny na zaklad¢ metody publikované v ¢lanku Cohena a kol. [54]. Ze zmétenych
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retencnich ¢ast alkylbenzent, #,, a Sifek pikd v poloviné vysky, wy s, byl vypocitan retenéni

faktor, k, reten¢ni objem, V,, a rozptyl, o, podle nasledujicich rovnic:

k = trn — tm
tm
(5)
Vo= fn x tr
(6)
_ Wo,5
2,355
(7)

Retenéni ¢as acetonu byl bran jako mrtvy ¢as kolony, #y.

Z druhé mocniny reten¢niho objemu a druhé mocniny rozptylu byl vytvoien graf, ktery
by mél vykazovat linearni trend. Z rovnice urcené linearni regresi zavislosti pak byl vypocitan
objem mimokolonového pfispévku jako tusek linearni zavsilosti. VSechny tabulky
s vypoctenymi hodnotami a k nim pfislusné grafy jsou uvedené v Ptiloze jako Tabulka P1-P6

a Grafy P7-P12.

Jako ptiklad je uvedené méfeni mimokolonovych objemu pii prutoku 0,5 ml/min
na Cerpadle G7120A. Z hodnot uvedenych v Tabulce 15 je sestrojen Graf 5. Z rovnice ptimky
byl pro pritok 0,5 ml/min vypocten mimokolonovy objem 7,13 pl.

Tabulka 15 Méfeni mimokolonovych objemu pti pratoku mobilni faze 0,5 ml/min, kolona

Kinetex® XB-C18, MF 70 % ACN/ 30 % HO, teplota 30 °C

G1720A 0.5 ml/min

tr [min] | wo.s [min] k Vi[ml] | Vi [ml?] | o[ul] o? [ul?]
benzen 1,94 0,048 0,457 | 0,971 0,94 10,19 103,84
toluen 2,24 0,051 0,682 | 1,121 1,26 10,81 116,92
ethylbenzen 2,64 0,056 0,977 | 1,318 1,74 11,89 141,36
propylbenzen 3,28 0,064 1,463 1,642 2,70 13,57 184,21
butylbenzen 4,22 0,077 2,165 | 2,109 4,45 16,45 270,54
pentylbenzen 5,59 0,101 3,191 | 2,794 7,80 21,35 455,72
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G1720A - 0,5 ml/min
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Graf 5 Graf zavislosti druhé mocniny reten¢niho objemu na zavislosti druhé mocniny rozptylu pro
vypocet mimokolonovych objemt pfi prittoku mobilni faze 0,5 ml/min, kolona Kinetex® XB-C18,

MF 70 % ACN/ 30 % H.O, teplota 30 °C

Hodnoty mimokolonovych objemt pti vSech méfenych pritocich stanovené pro ob¢

¢erpadla jsou uvedené v Tabulce 16.

Tabulka 16 Vypoctené mimokolonové objemy pro ob¢ ¢erpadla pii v§ech méfenych pritocich

Mimokolonové objemy [pl]

Priitok [ml/min] Cerpadlo G1720A Cerpadlo G1312B

0,3 5,52 37,30
0,4 6,30 41,03
0,5 7,13 44,34

Ztrata ucinnosti separace v disledku ucinki mimokolonovych objemi zavisi na
rozméru kolony a velikosti ¢astic v kolon€. Kolony s niz§im objemem (pouzivané pro UHPLC)

budou ovlivnény vice nez bézné HPLC kolony.

Mimokolonové piispévky na cerpadle G7120A jsou velmi malé a diky tomu v podstaté

zanedbatelné. Mimokolonové objemy pii pouziti Cerpadla G1312B uZ jsou vétsi a mohly by tak
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mit vliv na rozSifovani pikd. V obou piipadech je patrnd zavislost stanovenych hodnot
na objemovém prutoku mobilni faze, kdy rostouci hodnota ur¢eného mimokolonového objemu
jako ptispévku k rozsifovani zon, patrné souvisi se zvysujicim se vlivem odporu vici prevodu

hmoty na fAzovém rozhrani mobilni a stacionarni faze v koloné.

Mimokolonové objemy Ize minimalizovat zejména pouzitim kratSich spojovacich
kapilar a rozptyl zon analyzovanych latek lze dale snizit napf. sniZzenim objemu davkovani

vzorku nebo ptizptisobenim rozpoustédla vzorku slozeni mobilni faze.

3.3 Charakterizace pouzivanych kolon

Pro charakterizaci pouzivanych kolon ve druhé dimenzi byla opét pouzita sada
alkylbenzend, kterd byla analyzovana pii riznych typech gradientu, které odpovidaji
gradientovym profiliim ve druhé dimenzi pti 2D separaci. Pro charakterizaci bylo vypocteno
nckolik parametrd, a to G€innost kolony N, vySkovy ekvivalent teoretického patra H, pikova

kapacita n. a fedéni vzorku v pribéhu analyzy DF (dilution factor).

Ucinnost kolony se vyjadiuje jako podet pater N — &im vétsi je podet teoretickych pater,
tim méné je separovand latka pii pricchodu kolonou rozmyvana. Pro jednu kolonu je pocet pater
pro riizné latky rizny. Vyskovy ekvivalent teoretického patra H pak slouzi k porovnani
ucinnosti  kolon rizné délky. Pikova kapacita udava, kolik pikd s konstantnim
chromatografickym rozliSenim R se vejde do Casového okna eluce (nejCastéji se uvazuje
hodnota R = 1). Redéni udava pomér mezi koncentraci vzorku v nastiiku a koncentraci vzorku

v eluovaném profilu piku.
Pikova kapacita byla vypocitana podle vzorce:

Mgap = trn-tr1
’ w
(8)
kde #,..je retencni ¢as posledni zadrzované latky (pentylbenzenu), 7 ; je retencni Cas prvni latky
v chromatogramu a odpovidd mrtvému casu #, (aceton) a W je primérna Siika pika
v chromatogramu. Uvedeny vztah, ktery plati pro pouziti gradientové eluce predpoklada, zZe je

(%

pramérna Sitka piku W v pribehu analyzy konstantni pro vSechny eluované latky.
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Dale byla zméfena ucinnost N, podle vzorce:
2
t
N=5M*<r>
Wo,5

kde #, je retencni Cas zadrzované latky a wy s je Sifka piku v poloviné€ vysky.

Vyskovy ekvivalent teoretického patra, H, byl vypocitan podle vzorce:
. L
N

kde L je délka kolony a N je pocet teoretickych pater.

(9)

(10)

Jako posledni bylo vypocitano fedéni (DF, dilution factor). Vzorec pro fedéni byl odvozen

nasledovné z poméru koncentraci na nasttiku, ¢y, a v eluéni zon€ pii prichodu detektorem, c,:

pF = Cmi _ Tinj V» 8o,
¢ Vinj Mg Vinj

o
W0’5=2*\/21n2*0t=2*\/21n2*F—v

m

8E, * Wy s

DF =
Vinj *2*v2In2

Po uprave:

4F,, * Wo s

DF = ———
Vinj* V21n2

Namétené a vypoctené hodnoty jsou uvedeny v piiloze v Tabulkdch P6-P25.

(11)

(12)

(13)

(14)

Jako piiklad je zde uveden chromatogram separace alkylbenzenli na koloné

Chromolith® HighResolution RP-18 endcapped pii pratoku 1 ml/min; 1,5 ml/min a 2 ml/min

pii pouziti gradientu FIFa (uvedeny v Tabulce 3). Pro tuto kolonu jiz nebylo dale provedeno
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méfeni pii priitoku mobilni faze 3 ml/min, jelikoz byl na kolon¢ tlak pfesahujici maximalni tlak

na kolon¢ doporuceny vyrobcem.

FIFa

400

350

300

250

200 1,5 FIFa

150 ———1FIFa

——2 FIFa

Absorbance x 103

100

50

. LA

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
-50

t [min]

Graf 6 Chromatogram separace alkylbenzenti na koloné¢ Chromolith® High Resolution RP-18
endcapped pfi prutoku mobilni faze 1 ml/min, 1,5 ml/min a 2 ml/min za pouziti gradientu FIFa
(viz Tabulka 3)
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V Grafech 7 a 8 je porovnani poctu teoretickych pater (N) a vyskovych ekvivalent
teoretického patra (H) jednotlivych kolon pro gradient FIFa (viz Tabulka 3). Nejvyssi u¢innost
vykazovala kolona Chromolith® SpeedROD RP-18e, naopak nejniz§i kolona
Kinetex® XB-C18. To potvrzuji 1 vySkové ekvivalenty teoretického patra, kde ma kolona
Kinetex® XB-C18 hodnotu nejvyssi. Nejniz§i hodnotu H méa kromé kolony Chromolith®
SpeedROD RP-18e i kolona Luna® Omega, jelikoz H zohlediiuje 1 délku kolony, kterou ma

Luna® Omega nejmensi.

Porovnani poCtu teoretickych pater gradientu FIFa

50000
45000
40000
35000

30000 m Chromolith HR

25000 .
M Chromolith SR
20000
W Ascentis
15000
10000 H|una
5000 II
o M | O i i ]

benzen toluen ethylbenzen propylbenzen butylbenzen pentylbenzen

B Kinetex

Graf 7 Porovnani poctu teoretickych pater jednotlivych kolon pro gradient FIFa (viz Tabulka 3)

Porovnani vyskovych ekvivalentl teoretického patra
gradientu FIFa

30
25
20 B Kinetex
B Chromolith HR
15 .
B Chromolith SR
10 W Ascentis
B Luna Omega
5
0 IIII Illl Bulla Nosla Houle Huens

benzen toluen ethylbenzen propylbenzen butylbenzen pentylbenzen

Graf 8 Porovnani vyskovych ekvivalentl teoretického patra jednotlivych kolon pro gradient FIFa
(viz Tabulka 3)
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Tabulka 17 Pikova kapacita a fedéni vSech kolon pfi v§ech méfenych pritocich s gradientem FIFa a FIFb (viz
Tabulky 3 a 4)

Gradient| Pritok Kolona Pikova kapacita | Redéni
Kinetex® XB-C18 24,56 39,07
Chromolith® HighResolution RP-18 22,76 41,73
1 Chromolith® SpeedROD RP-18 24,70 38,67
Ascentis® Express C18 40,57 23,72
Luna® Omega 47,13 34,55
Kinetex® XB-C18 23,51 54,66
Chromolith® HighResolution RP-18 29,89 43,83
1,5 Chromolith® SpeedROD RP-18 32,88 39,96
Ascentis® Express C18 48,58 26,42
FIF a Luna® Omega 45,54 43,60
Kinetex® XB-C18 22,89 69,97
Chromolith® HighResolution RP-18 46,48 35,85
2 Chromolith® SpeedROD RP-18 52,83 31,77
Ascentis® Express C18 61,84 25,63
Luna® Omega 43,57 52,92
Kinetex® XB-C18 73,89 29,69
Chromolith® HighResolution RP-18 - -
3 Chromolith® SpeedROD RP-18 - -
Ascentis® Express C18 72,89 29,39
Luna® Omega - -
Kinetex® XB-C18 22,52 37,65
Chromolith® HighResolution RP-18 18,89 35,56
1 Chromolith® SpeedROD RP-18 21,25 35,83
Ascentis® Express C18 37,85 21,97
Luna® Omega 46,17 33,39
Kinetex® XB-C18 20,50 53,57
Chromolith® HighResolution RP-18 26,61 41,31
1,5 Chromolith® SpeedROD RP-18 28,64 41,56
Ascentis® Express C18 43,69 25,82
FIF b Luna® Omega 43,66 44,46
Kinetex® XB-C18 19,73 24,09
Chromolith® HighResolution RP-18 39,73 34,81
2 Chromolith® SpeedROD RP-18 45,55 35,31
Ascentis® Express C18 48,39 25,85
Luna® Omega 42,35 55,61
Kinetex® XB-C18 65,27 28,14
Chromolith® HighResolution RP-18 - -
3 Chromolith® SpeedROD RP-18 - -
Ascentis® Express C18 65,03 29,34
Luna® Omega - -
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Tabulka 18 Pikova kapacita a fedéni vSech kolon pfi v§ech méfenych pritocich s gradientem SIFa a SIFb (viz
Tabulky 5 a 6)

Gradient| Pritok Kolona Pikova kapacita | Redéni

Kinetex® XB-C18 20,99 36,43
Chromolith® HighResolution RP-18 26,69 41,89
1 Chromolith® SpeedROD RP-18 27,27 34,67
Ascentis® Express C18 33,68 21,75
Luna® Omega 38,49 30,92
Kinetex® XB-C18 18,06 52,92
Chromolith® HighResolution RP-18 29,03 40,19
1,5 Chromolith® SpeedROD RP-18 29,85 40,33
Ascentis® Express C18 34,29 25,05
SIF a Luna® Omega 35,31 38.88
Kinetex® XB-C18 46,01 68,15
Chromolith® HighResolution RP-18 40,61 34,59
2 Chromolith® SpeedROD RP-18 41,58 33,68
Ascentis® Express C18 38,64 27,79
Luna® Omega 33,22 47,01
Kinetex® XB-C18 47,56 28,24

Chromolith® HighResolution RP-18 - -

3 Chromolith® SpeedROD RP-18 -

Ascentis® Express C18 40,17 27,88

Luna® Omega - -
Kinetex® XB-C18 28,47 25,09
Chromolith® HighResolution RP-18 24,07 34,63
1 Chromolith® SpeedROD RP-18 24,68 34,67
Ascentis® Express C18 33,03 20,13
Luna® Omega 37,33 32,14
Kinetex® XB-C18 27,08 32,01
Chromolith® HighResolution RP-18 25,98 40,44
1,5 Chromolith® SpeedROD RP-18 26,88 40,32
Ascentis® Express C18 34,85 22,97
SIF b Luna® Omega 34,24 42,28
Kinetex® XB-C18 42,11 23,62
Chromolith® HighResolution RP-18 34,39 36,23
2 Chromolith® SpeedROD RP-18 38,14 33,68
Ascentis® Express C18 36,22 25,03
Luna® Omega 30,01 59,46
Kinetex® XB-C18 43,74 27,52

Chromolith® HighResolution RP-18 - -

3 Chromolith® SpeedROD RP-18 - -
Ascentis® Express C18 38,10 28,29

Luna® Omega - -
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V Tabulce 17 a 18 jsou uvedené hodnoty pikovych kapacit a fedéni vSech kolon pfi

vSech pritocich mobilni faze vSech Ctyt testovanych gradientt.

V Grafech 9 a 10 je zobrazena pikova kapacita jednotlivych kolon pti v§ech méfenych
pratocich pii pouziti gradientu FIFa a FIFb (viz Tabulky 3 a 4). Pikova kapacita se pohybuje
v rozmezi od 20 do 70. Pikové kapacity pti pouziti gradientu FIFb jsou o néco malo mensi, coz
pravdépodobné souvisi s krat$i dobou gradientu. Nejvyssi pikovou kapacitu méla pii pouZiti
FIFa i FIFb kolona Kinetex® XB-C18 pfi pritoku mobilni fize 3 ml/min, stejné tak i kolona
Ascentis® Express C18. Pro kolony Chromolith® High Resolution RP-18,
Chromolith® SpeedROD RP-18e a Luna® Omega nemohl byt pouzit priitok mobilni faze
3 ml/min, jelikoZ pfi tomto pritoku byl na kolonach piili§ velky tlak, ktery pfesahoval mezni
tlak udavany vyrobcem kolony. Kromé& kolony Luna® Omega pro vSechny kolony plati, Ze ¢im
vyssi pritok mobilni faze, tim vyssi je dosazena pikova kapacita. U kolony Luna® Omega se
pikové kapacita lehce snizuje s prutokem mobilni fdze. Na rozdil od ostatnich kolon je tato
kolona plnéna jako jedind plné¢ poréznimi Casticemi a tento rozdil tak mulZe byt zpiisoben
rozdilnym ptispévkem odporu vii¢i pfevodu hmoty na fdzovém rozhrani oproti monolitickym

kolonam a kolondm plnénym povrchoveé poréznimi ¢asticemi.

Pikova kapacita
FIFa

80
70

60

50

40

3

2

1 I
0

Kinetex Chromolith HR Chromolith SR Ascentis Luna

o

o

o

m1ml/min 1,5ml/min  ®m2ml/min  ®3 ml/min

Graf 9 Graf pikovych kapacit jednotlivych kolon pfi v§ech métenych pritocich s pouzitim gradientu
FIFa (viz Tabulka 3)
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Pikova kapacita

FIFb
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40
30
20
kol )
0
Kinetex Chromolith HR Chromolith SR Ascentis Luna

H1ml/min ®15ml/min W2ml/min W3 ml/min

Graf 10 Graf pikovych kapacit jednotlivych kolon pfi vSech mé&fenych pritocich s pouzitim gradientu
FIFb (viz Tabulka 4)

V Grafech 11 a 12 je zobrazena pikova kapacita jednotlivych kolon pfi vS§ech métenych
pratocich pii pouziti gradientu SIFa a SIFb (viz Tabulky 5 a 6). Hodnoty pikovych kapacit se
pohybuji v rozmezi 15 az 47. Celkové jsou naméfené pikové kapacity mensi nez pii pouziti

gradientu FIF.

Nejvyssi pikovou kapacitu méla kolona Kinetex® XB-C18 jak pfti pritoku mobilni faze
3 ml/min, tak i pfi 2 ml/min. Pfi pritoku mobilni faze 2 ml/min méla vysokou pikovou kapacitu
1 kolona Chromolith® SpeedROD RP-18e. Stejn¢ jako pii gradientu FIF se u vSech kolon,
kromé& kolony Luna® Omega, se pikova kapacita zvySuje se zvySujicim se pritokem mobilni

faze. U kolony Luna® Omega se pikova kapacita mirné snizuje, stejn¢ jako u gradientu FIF.
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Pikova kapacita
SIFa
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45
40

0 II II II || |

3
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Graf 11 Graf pikovych kapacit jednotlivych kolon pii v§ech métenych pritocich s pouzitim gradientu
Pikova kapacita
SIFb

SIFa (viz Tabulka 5)

Kinetex Chromolith HR Chromolith SR Ascentis Luna

50
45
40
35
3

o

2

(€]

2

o

1

(6]

1

v O

H1ml/min ®15ml/min W2ml/min W3 ml/min

Graf 12 Graf pikovych kapacit jednotlivych kolon pfi vS§ech méfenych pritocich s pouzitim gradientu
SIFb (viz Tabulka 6)
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V navaznosti na hodnoceni pikové kapacity jednotlivych kolon pro druhou dimenzi
2D systému a jeji zavislosti na profilu pouzitého gradientu bylo hodnoceno také fedéni vzorkt
za pomoci fediciho faktoru, definovaného Rovnici 14. Uvedeny vztah a fedici faktor tak, jak je
definovan, zahrnuje fedéni vzorku pouze pii prichodu druhou dimenzi, a neuvazuje tak
frakcionaci pikli opoustéjicich kolonu v prvni dimenzi. V Grafech 13 a 14 je zobrazeno fedéni
latek na jednotlivych kolonach pii v§ech métenych prutocich pii pouziti gradientu FIFa a FIFb
(viz Tabulky 3 a 4). Hodnota fedéni se pohybuje od 20 do 70. K nejvétSimu fedéni dochéazi na
koloné Kinetex® XB-C18 pii pritoku mobilni fdze 2 ml/min a to jak u gradientu FIFa, tak
1 FIFb. Naopak nejmensi hodnotu fedéni ma kolona Ascentis® Express C18 pii vSech prutocich

mobilni faze i1 u gradientu FIFa i FIFb.

Redé&ni
FIF a

80
70
60
50
40
30
20
10 I

0

Kinetex Chromolith HR Chromolith SR Ascentis Luna

H1ml/min ®15ml/min W2ml/min W3 ml/min

Graf 13 Graf fedéni jednotlivych kolon pfi vSech méfenych prutocich s pouzitim gradientu FIFa (viz
Tabulka 3)
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Redéni
FIFb
80
70

60
50

40
3
2
1 |
0

Kinetex Chromolith HR Chromolith SR Ascentis Luna

o O O

m1lml/min m15ml/min ®2ml/min 3 ml/min

Graf 14 Graf fedéni jednotlivych kolon pfi vSech méfenych pritocich s pouzitim gradientu FIFb (viz
Tabulka 4)

V Grafech 15 a 16 jsou zobrazeny hodnoty fedéni vSech kolon pfi vSech méfenych
pratocich s pouzitim gradientu SIFa a SIFb. (viz Tabulky 5 a 6). Hodnoty fedéni jsou od 20
do 60 a jsou tak o néco malo nizsi nez u gradientu FIF. Nejvyssi hodnotu fedéni u SIFa ma
kolona Kinetex® XB-C18 pfi pritoku mobilni faze 1,5 ml/min a kolona Luna® Omega pfi
pritoku 2 ml/min. U kolony Kinetex® XB-C18 se pouzitim gradientu SIFb hodnota fedéni
zmenS$ila, naopak u kolony Luna® Omega se hodnota lehce zvysila. Nejmensi hodnotu fedéni

ma kolona Ascentis® Express C18.

Redé&ni
SIF a
60
50
40
30
20
i |
0
Kinetex Chromolith HR ~ Chromolith SR Ascentis Luna

H1ml/min ®15ml/min W2ml/min W3 ml/min

Graf 15 Graf fedéni jednotlivych kolon pfi vSech méfenych pritocich s pouzitim gradientu SIFa (viz
Tabulka 5)
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Redéni
SIFb
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oIII III

Kinetex Chromolith HR  Chromolith SR Ascentis Luna
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H1ml/min 1,5ml/min W2 ml/min M3 ml/min

Graf 16 Graf fedéni jednotlivych kolon pfi v§ech méfenych pritocich s pouzitim gradientu SIFb (viz
Tabulka 6)

3.4 Meérenis FSM

Pro zjiSténi, jak se budou fedit vzorky pii pouZiti rozhrani FSM, bylo vyuzito méfeni
destilované vody jako vzorku ve 2D, za pouZiti mobilni faze destilované vody s ptidavkem
acetonu. Byly stanoveny profily gradientii pouzitych v druhé dimenzi jak bez, tak i s pouzitim
FSM. Profily jsou uvedeny na Grafech 17 az 19 pro jednotlivé typy gradientd. Pii pouziti FSM
dochazi v ramci pievodu frakei k fedéni frakcionované mobilni fdze z kolony prvni dimenze
mobilni f4zi s nizkou elucni silou a k fokusaci nasledné dochézi az na zac¢atku kolony druhé
dimenze diky sniZené retenci latek v fedéné zoné€. ProtoZe nasledujici experimenty byly
provadény bez kolony v druhé dimenzi, neni na zaznamech patrny efekt fokusace, ale pouze

fedéni mobilni faze v druhé dimenzi, obsahujici aceton.

Z Grafu 17 a 19 je patrné, ze pouziti FSM nem¢lo pii pouziti téchto typu gradientll zadny
vliv na fedéni vzorku. Pouze z Grafu 18 lze vyc¢ist vyznamné fedéni pfi pouziti rozhrani FSM.
Vedle fedéni frakcei eluatu z kolony prvni dimenze, ke kterému dochézi v ramci zapojeni FSM,
pfispiva zvétSeny objem kapilar také ke zpozdéni gradientu, které by mélo byt teoreticky vetsi
pravé o objem spojovaci kapilary mezi dvéma T-spojkami. Vzhledem k tomu, ze byla
k propojeni pouZita kapildra (smycka) o objemu 60 pl a experimenty zobrazené na Grafu 17
az 19 byly proméfovany pii priitoku mobilni fdze 2 ml/min, je posun signalt v ¢asové ose mezi

zapojenim bez a s FSM prakticky zanedbatelny.
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Prvni typ gradientu

— Y
——bez FSM

Graf 17 Prvni typ gradientu (viz Tabulka 7) pouzity pro méteni fedéni pii pouziti rozhrani FSM

Druhy typ gradientu

s FSM
——bez FSM

Graf 18 Druhy typ gradientu (viz Tabulka 8) pouzity pro méfeni fedéni pii pouziti rozhrani FSM

66



Treti typ gradientu

e 5 FSM

bez FSM

Graf 19 Tteti typ gradientu (viz Tabulka 9) pouzity pro méfeni fedéni pti pouziti rozhrani FSM
3.5 Analyza tenzidi ve 2D
3.5.1 Bez rozhrani FSM

Analyza tenzidd byla provedena za pouziti komplexni 2D chromatografie
s rozptylovym detektorem. Méfeni probihalo na HILIC kolon€ v prvni dimenzi a na péti
ruznych RP kolonach v druhé dimenzi (viz Tabulka 2). Jako vzorky byly pouZzity neiontové
tenzidy Levenol®. Mobilni fazi v prvni dimenzi byla voda + 10 mM octan amonny/ acetonitril
+ 10 mM octan amonny. Jako mobilni faze ve druhé dimenzi byla pouzita destilovana voda
a acetonitril, ve ctyfech typech gradientu (uvedené v Tabulce 3-6). Nejprve byly vSechny
vzorky prométeny za v§ech podminek na v§ech kolonach a podle 2D chromatogram se vybraly
dvé nejucinnéjsi kolony, se kterymi bylo méfeno i 2D s FSM rozhranim. Jako nejucinné;si
kolony se ukézaly kolony Chromolith® HighResolution RP-18 endcapped a Luna® Omega.
Na Obrazcich 15-18 jsou zobrazeny 2D chromatogramy analyzy vSech tenzid( na koloné
Chromolith® HighResolution RP-18 endcapped v gradientu SIFb. Na 2D chromatogramu je
patrné, Ze v prvni HILIC dimenzi dochazi ke koeluci oligomert tenzidi s rozdilnou délkou
alkylového fetézce, coz bylo pozorovano v ramci diplomové prace M. Humplika [55], na kterou
tato prace navazuje. V druhé dimenzi pak jsou na zaklad¢ hydrofobnich vlastnosti separovany

pravé oligomery s rozdilnym alkylem. Pfi pozorovani zdznami pro rizné tenzidy je patrna
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zména profilu 2D chromatogramu s rostouci sloZzitosti vzorku. Na 2D chromatogramu
v reten¢nich Casech prvni HILIC dimenze vétSich nez 10 min eluuje minimalni pocet

oligomerti, coz mize byt u zapojeni rozhrani bez fokusace zplisobeno rovnéz vyznamnym

fedénim slozek vzorku.
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Obrazek 15 Zaznam 2D chromatogramu tenzidu Levenol® F-200 za pouziti gradientu SIFb (viz
Tabulka 6) na koloné¢ Chromolith® HighResolution RP-18 endcapped bez pouziti FSM, teplota 55 °C
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Obrazek 16 Zaznam 2D chromatogramu analyzy tenzidu Levenol® C-201 za pouziti gradientu SIFb
(viz Tabulka 6) na kolon¢ Chromolith® HighResolution RP-18 endcapped bez pouziti FSM,
teplota 55 °C
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Obrazek 17 Zaznam 2D chromatogramu analyzy tenzidu Levenol® C-301 za pouziti gradinetu SIFb
(viz Tabulka 6) na kolon¢ Chromolith® HighResolution RP-18 endcapped bez pouziti FSM,
teplota 55 °C
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Obrazek 18 Zaznam chromatogramu analyzy tenzidu Levenol® C-421 za pouziti gradientu SIFb (viz
Tabulka 6) na koloné Chromolith® HighResolution RP-18 endcapped bez pouziti FSM, teplota 55 °C

3.5.2 Srozhranim FSM
Pro méteni s rozhranim FSM byly vybrany kolony Chromolith® HighResolution RP-18

endcapped a Luna® Omega. Podminky méteni byly stejné jako u méteni bez FSM. U rozhrani
FSM se oc¢ekavalo, Ze analyzy budou G¢inné&jsi a vysledné piky budou lépe rozdélené s vyssi
intenzitou. Pfi porovnani 2D zadznam se separacemi bez FSM je patrny rozdilny profil zdznamu
zejmeéna ve druhé RP dimenzi a pro vzorek Levenol® C-301 se na zdznamu objevuji také dalsi
piky v HILIC reten¢nich ¢asech vysSich nez 10 min. Pro jednoznacnou identifikaci oligomert
a zaroven detailni zhodnoceni fokusace by bylo nutné provést analyzy v systému spojeném se

spektralnim detektorem (napf. hmotnostnim spektrometrem), coz vSak piesahovalo Casové

a pristrojové moznosti dostupné pifi vypracovani této prace.
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Obrazek 19 Zaznam 2D chromatogramu analyzy tenzidu Levenol® F-200 za pouziti gradientu SIFb
(viz Tabulka 6) na kolon¢ Chromolith® HighResolution RP-18 encapped s pouzitim rozhrani FSM,
teplota 55 °C

Relativni odezva

Obrazek 20 Zaznam 2D chromatogramu analyzy tenzidu Levenol® C-201 za pouziti gradientu SIFb
(viz Tabulka 6) na kolon¢ Chromolith® HighResolution RP-18 endcapped s pouZzitim rozhrani FSM,
teplota 55°C
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Obrazek 21 Zaznam 2D chromatogramu analyzy tenzidu Levenol® C-301 za pouziti gradientu SIFb
(viz Tabulka 6) na kolon¢ Chromolith® HighResolution RP-18 endcapped s pouZzitim rozhrani FSM,

teplota 55 °C
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Graf 20 Zaznam 2D chromatogramu analyzy tenzidu Levenol® C-421 za pouziti gradientu SIFb (viz
Tabulka 6) na koloné Chromolith® HighResolution RP-18 endcapped s pouzitim rozhrani FSM,

teplota 55 °C

72



4 ZAVER

Cilem diplomové priace bylo otestovat rozhrani s fokusaci pro komplexni
dvourozmérnou kapalinovou chromatografii. V prvni Casti prace byly stanoveny parametry
dvourozmérného kapalinového chromatografu jako je zpozdéni gradientu a mimokolonové
ptispévky. Objem zpozdéni gradientu na Cerpadle druhé dimenze (G7120A) se ukazal jako
maly a pfi danych pritocich mobilni faze ve 2D systému jako nevyznamny. Naopak zpozdéni
gradientu na Cerpadle v prvni dimenzi (G1312B) mélo objem zpozdéni gradientu pomémné
velky a pii danych pritocich mobilni faze ve 2D systému mohl mit vliv na analyzu
separovanych latek. Zjisténé mimokolonové piispévky na rozsifovani eluc¢nich zén byly
na ¢erpadle ve druhé dimenzi (G7120A) velmi malé a diky tomu v podstaté zanedbatelné.
Mimokolonové ptispevky na Cerpadle prvni dimenze (G1312B) uz byly vétsi a mohly tak mit

vliv na rozSifovani piki analyzovanych latek.

V dalsi ¢asti prace byly proméfeny vlivy profilu gradientu (pouzivaného ve druhé
dimenzi) na rozptyl elu¢nich zén. Z péti pouzivanych kolon mély nejvetsi a€innost monolitické
kolony Chromolith® HighResolution RP-18 endcapped a Chromolith® SpeedRod RP-18e.
Krom¢ ucinnosti byla pro kolony zhodnocena i pikova kapacita a fedéni na jednotlivych

kolonach.

Nasledné byly pro vybrané gradienty 2D systému prométfeny vzorky neiontovych
tenzid Levenol® a to konkrétn¢ C-201, F-200, C-421 a C-300. Tyto vzorky byly analyzovany
na vSech kolonach a po vyhodnoceni 2D chromatogramii byly vybrany dvé kolony, na kterych
se vzorky separovaly i s vyuzitim fokusa¢ni modulace. Kolony pouzité pro méteni s fokusacni
modulaci (FSM) byly Chromolith® HighResolution RP-18 endcapped a Luna® Omega.
Odrozhrani FSM  se  ocekavalo, Ze vysledné¢ separace  budou  uCinngjsi.
Na 2D chromatogramech byl patrny rozdil zejména na RP dimenzi. Pro vzorek Levenol®
C-301 se potvrdilo, Ze na vyslednych chromatogramech byly nalezeny dalSi piky v ¢asti

2D chromatogramu, ve které bez rozhrani FSM nebyly oligomery tenzidli zaznamenanay.
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Graf P 2 Zpozdéni gradientu na ¢erpadle G7120A pii pritoku 0,75 ml/min
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Graf P 3 Zpozdéni gradientu na ¢erpadle G7120A pii prutoku 1 ml/min
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Graf P 4 Zpozdéni gradientu na ¢erpadle G1312B pfi pritoku 0,5 ml/min
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Graf P 6 Zpozdéni gradientu na ¢erpadle G1312B pfi pritoku 1 ml/min




Tabulka P 1 Naméfené a vypoctené hodnoty pro vypocet mimokolonovych objemi na
cerpadle G7120A pfi pratoku 0,3 ml/min, Kinetex® XB-C18, MF 70 % ACN/ 30 % HO,
teplota 30 °C

Pratok 0.3 ml/min

t: [min] | wo.s [min] k Ve[ml] | V& [ml?] | o[pl] | o [ul?]

benzen 3,23 0,075 0,457 0,969 0,939 9,60 92,12

toluen 3,73 0,081 0,682 1,118 1,251 10,29 | 105,85

ethylbenzen 4,38 0,089 0,978 1,315 1,729 11,44 | 130,88

propylbenzen | 5,46 0,106 1,463 1,638 2,682 13,49 | 182,13

butylbenzen 7,01 0,132 2,164 2,103 4,424 16,84 | 283,44

pentylbenzen | 9,28 0,174 3,188 2,784 7,753 22,15 | 490,45

0,3 ml/min
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Graf P 7 Graf zavislosti druhé mocniny reten¢niho objemu na druhé mocniné rozptylu na
cerpadle G7120A pii pratoku mobilni faze 0,3 ml/min, kolona Kinetex® XB-C18, MF 70 %
ACN/ 30 % H>O0, teplota 30 °C



Tabulka P 2 Naméfené a vypoctené hodnoty pro vypocet mimokolonovych objemii na
cerpadle G7120A pii pratoku mobilni faze 0,4 ml/min, Kinetex® XB-C18, MF 70 % ACN/
30 % H>O, teplota 30 °C

Pritok 0.4 ml/min

t: [min] | wo.s [min] k | Ve[ml]| VA [ml*] o [ul] o’ [ul?]
benzen 2,43 0,058 0,457 | 0,970 0,942 9,83 96,72
toluen 2,80 0,062 0,681 | 1,120 1,254 10,49 110,20
ethylbenzen 3,29 0,068 0,977 | 1,317 1,734 11,56 133,60
propylbenzen | 4,10 0,079 1,462 | 1,640 2,690 13,42 180,22
butylbenzen 5,27 0,097 | 2,162 | 2,106 4,437 16,55 274,01
pentylbenzen | 6,97 0,127 3,183 | 2,787 7,767 21,61 467,07
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Graf P 8 Graf zavislosti druhé mocniny reten¢niho objemu na druhé mocniné rozptylu na
cerpadle G7120A pfi pratoku mobilni faze 0,4 ml/min, kolona Kinetex® XB-C18, MF 70 %
ACN/ 30 % H2O0, teplota 30 °C



Tabulka P 3 Namétené a vypoctené hodnoty pro vypocet mimokolonovych objemi na
cerpadle G1312B pfi pritoku mobilni faze 0,3 ml/min, Kinetex® XB-C18, MF 70 % ACN/
30 % H»O, teplota 30 °C

Prutok 0,3 ml/min
t: [min] | wo.s [min] k V:[ml] | V2 [ml*] | o [ul] o’ [ul?]
benzen 1,34 0,063 0,413 | 0,400 0,160 44,68 1996,22
toluen 1,55 0,066 0,636 | 0,463 0,214 46,94 | 220291
ethylbenzen 1,82 0,072 0,933 | 0,547 0,299 50,63 2563,65
propylbenzen | 2,29 0,080 1,428 | 0,688 0,473 56,61 | 3204,63
butylbenzen 2,98 0,094 2,161 | 0,895 0,800 66,68 4445,84
pentylbenzen | 4,02 0,118 |3,255| 1,205 1,451 83,37 | 6951,24
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Graf P 9 Graf zavislosti druhé mocniny reten¢niho objemu na druhé mocniné rozptylu na
¢erpadle G1312B pti pratoku mobilni faze 0,3 ml/min, Kinetex® XB-C18, MF 70 % ACN/
30 % H»O, teplota 30 °C



Tabulka P 4 Namétené a vypoctené hodnoty pro vypocet mimokolonovych objemi na
cerpadle G1312B pfi pritoku mobilni faze 0,4 ml/min, Kinetex® XB-C18, MF 70 % ACN/
30 % H»O, teplota 30 °C

Pratok 0,4 ml/min
t: [min] | wo,5 [min] k Ve [ml]| V2 [ml?] | o[pl] | o®[ul?]
benzen 1,01 0,050 0,420 | 0,302 0,091 46,70 | 2181,30
toluen 1,17 0,052 0,648 | 0,350 0,123 48,84 | 2385,61
ethylbenzen 1,38 0,056 0,952 | 0,415 0,172 52,34 | 2739,22
propylbenzen | 1,74 0,061 1,455 | 0,522 0,272 57,29 | 3282,42
butylbenzen 2,26 0,070 2,191 | 0,678 0,460 66,01 | 4357,20
pentylbenzen | 3,03 0,086 3,284 | 0,910 0,829 80,75 | 6519,77
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Graf P 10 Graf zavislosti druhé mocniny retenéniho objemu na druhé mocniné rozptylu na
cerpadle G1312B pfi prutoku mobilni faze 0,4 ml/min, kolona Kinetex® XB-C18, MF 70 %
ACN/ 30 % H>O0, teplota 30 °C



Tabulka P 5 Naméfené a vypoctené hodnoty pro vypocet mimokolonovych objemi na
cerpadle G1312B pfi pritoku mobilni faze 0,5 ml/min, Kinetex® XB-C18, MF 70 % ACN/
30 % H»O, teplota 30 °C

Prutok 0,5 ml/min

t: [ml] | wo,s [min] k Vi[ml] |VZ[ml’]| o [pl] o? [ul?]

benzen 0,80 0,041 0,415 0,241 0,058 48,80 2381,39

toluen 0,93 0,043 0,641 0,280 0,078 51,06 2607,56

ethylbenzen 1,10 0,046 0,940 0,331 0,109 54,29 2947,90

propylbenzen | 1,38 0,050 1,435 0,415 0,172 58,81 3458,87

butylbenzen 1,80 0,056 2,161 0,539 0,290 66,43 4413,55

pentylbenzen | 2,41 0,068 3,421 0,723 0,522 79,63 6341,63
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Graf P 11 Graf zavislosti druhé mocniny retencniho objemu na druhé mocniné rozptylu na
¢erpadle G1312B pfi pritoku 0,5 ml/min, Kinetex® XB-C18, MF 70 % ACN/ 30 % H>O,
teplota 30 °C



Tabulka P 6 Namétené a vypoctené hodnoty pro kolonu Kinetex® XB-18 pfi vS§ech métenych
pratocich mobilni faze gradientu FIFa (viz Tabulka 3), teplota 55 °C

FIFa
pratok 1 ml/min
Latka t; [min] Gir Wo,s [min] | Owos N Hpm] | n. DF
aceton 0,38 | 0,006 0,043 0,0000| 416 120,28 |24,56| 40,81
benzen 1,03 | 0,012 0,041 0,0002 | 3420 14,62 38,91
toluen 1,13 | 0,014 0,041 0,0010| 4233 11,81 38,35
ethylbenzen 1,20 | 0,015 0,038 10,0010| 5446 9,18 36,18
propylbenzen 1,28 | 0,017 0,038 10,0004| 6415 7,79 35,41
butylbenzen 1,34 | 0,018 0,044 10,0011| 5088 9,83 41,70
pentylbenzen 1,39 | 0,018 0,045 10,0005| 5381 9,29 42,13
prutok 1,5 ml/min
Latka t; [min] Gir Wos [min] | owos N H[um] | n DF
aceton 0,25 | 0,003 0,040 10,0003 220 227,43 23,51 57,04
benzen 0,80 | 0,002 0,039 10,0002 2334 21,42 54,79
toluen 0,90 | 0,002 0,038 10,0000| 3062 16,33 53,83
ethylbenzen 0,97 | 0,001 0,037 10,0001 | 3941 12,69 51,59
propylbenzen 1,05 | 0,001 0,036 10,0001 | 4759 10,51 50,51
butylbenzen 1,11 | 0,001 0,039 10,0001 | 4582 10,91 54,52
pentylbenzen 1,16 | 0,001 0,043 0,0015] 4118 12,14 60,31
prutok 2 ml/min
Latka t; [min] Gir Wos [min] | owos N H[um] | n DF
aceton 0,19 | 0,002 0,038 10,0003 143 350,66 22,89 | 71,17
benzen 0,67 | 0,001 0,038 10,0000| 1756 28,47 70,96
toluen 0,77 | 0,001 0,037 10,0000| 2390 20,92 69,97
ethylbenzen 0,85 | 0,000 0,036 10,0001 | 3148 15,88 67,18
propylbenzen 0,92 | 0,000 0,035 10,0001 | 3777 13,24 66,67
butylbenzen 0,99 | 0,000 0,037 10,0002| 3889 12,86 70,18
pentylbenzen 1,04 | 0,000 0,039  10,0002| 3933 12,71 73,68
pratok 3 ml/min
Latka t; [min] G Wos [min] | Owos N H[pm] | n. DF
aceton 0,13 | 0,002 0,011 0,0002 830 60,22 |73,90| 29,70
benzen 0,53 | 0,001 0,010 10,0001 | 14356 3,48 29,16
toluen 0,63 | 0,001 0,010 ]0,0002| 20559 2,43 29,11
ethylbenzen 0,71 | 0,001 0,010 10,0003 | 25252 1,98 29,66
propylbenzen 0,78 | 0,000 0,011 0,0003| 30040 1,66 30,05
butylbenzen 0,85 | 0,000 0,011 0,0004 | 35058 1,43 30,12

pentylbenzen 0,91 0,000 0,011 0,0005] 40256 1,24 30,00




Tabulka P 7 Namétené a vypoctené hodnoty pro kolonu Kinetex® XB-18 pfi vS§ech métenych
pratocich mobilni faze gradientu FIFb (viz Tabulka 4), teplota 55 °C

FIFb
pratok 1 ml/min
Latka t; [min] Gir Wo,s [min] Owo,5 N Hpm] | nc DF
aceton 0,38 | 0,006 0,043 0,0002 432 115,75 |22,52| 40,29
benzen 0,94 | 0,003 0,038 0,0003 3330 15,02 35,96
toluen 1,02 | 0,002 0,036 0,0001 4339 11,52 34,19
ethylbenzen 1,08 | 0,005 0,032 0,0002 6128 8,16 30,47
propylbenzen 1,14 | 0,002 0,036 0,0006 5485 9,12 34,07
butylbenzen 1,19 | 0,002 0,048 0,0004 3382 14,78 45,26
pentylbenzen 1,25 | 0,036 0,037 0,0005 6342 7,88 34,76
prutok 1,5 ml/min
Latka t; [min] Gir Wo,s [min] Owo.5 N H[um] | nc DF
aceton 0,252 | 0,001 0,040 0,0003 223 | 224,68 120,50 | 56,25
benzen 0,729 | 0,001 0,037 0,0003 2141 23,36 52,38
toluen 0,808 | 0,001 0,035 0,0000 | 2900 17,24 49,92
ethylbenzen 0,871 | 0,001 0,032 0,0001 4149 12,05 44,97
propylbenzen 0,930 | 0,001 0,034 0,0002 4117 12,15 48,20
butylbenzen 0,980 | 0,001 0,047 0,0000 | 2361 21,18 67,10
pentylbenzen 1,020 | 0,001 0,037 0,0001 4318 11,58 51,64
prutok 2 ml/min
Latka t; [min] Gir Wo,s [min] Owo.5 N H[um] | nc DF
aceton 0,19 | 0,001 0,038 0,0000 146 | 341,73 [19,73| 70,87
benzen 0,61 | 0,000 0,036 0,0002 1569 | 31,86 68,72
toluen 0,69 | 0,000 0,035 0,0000 | 2220 | 22,52 65,31
ethylbenzen 0,76 | 0,001 0,031 0,0001 3249 15,39 58,86
propylbenzen 0,82 | 0,000 0,033 0,0001 3443 14,52 61,59
butylbenzen 0,87 | 0,000 0,044 0,0004 | 2160 | 23,14 82,52
pentylbenzen 0,91 | 0,000 0,037 0,0000 3381 14,79 69,16
pratok 3 ml/min
Latka t; [min] G Wo,s [min] Ow0,5 N Hpum] | nc DF
aceton 0,13 | 0,001 0,010 0,0000 845 59,19 165,27 29,44
benzen 0,48 | 0,001 0,010 0,0001 | 13446 | 3,72 27,53
toluen 0,56 | 0,001 0,010 0,0001 | 18376 | 2,72 27,54
ethylbenzen 0,63 | 0,001 0,010 0,0001 | 21882 | 2,28 28,12
propylbenzen 0,69 | 0,000 0,010 0,0001 | 25635 1,95 28,46
butylbenzen 0,74 | 0,000 0,010 0,0002 | 29594 1,69 28,46

pentylbenzen 0,78 | 0,000 0,010 0,0002 | 34087 1,47 28,14




Tabulka P 8 Namétené a vypoctené hodnoty pro kolonu Kinetex® XB-18 pfi vS§ech métenych
pratocich mobilni faze gradientu SIFa (viz Tabulka), teplota 55 °C

SIFa
pratok 1 ml/min
Latka t; [min] Ot Wo,s [min] Owo,5 N H [um] ne DF
aceton 0,29 0,001 0,040 0,0002 297 168,37 20,99 |37,90946
benzen 0,56 0,005 0,041 0,0002 1019 49,08 38,66615
toluen 0,67 0,005 0,040 0,0002 1557 32,11 37,86551
ethylbenzen 0,79 0,006 0,040 0,0002 2177 22,97 37,57351
propylbenzen | 0,92 0,007 0,039 0,0002 2976 16,80 37,19988
butylbenzen 1,03 0,005 0,039 0,0000 3781 13,22 37,13708
pentylbenzen | 1,13 0,004 0,040 0,0005 4557 10,97 37,23127
prutok 1,5 ml/min
Latka t; [min] Gtr Wo,s [min] Owo.5 N H [um] ne DF
aceton 0,20 | 0,001 0,037 0,0000 156 319,78 |18,05578| 52,65849
benzen 0,37 0,005 0,038 0,0001 529 94,45 54,10435
toluen 0,47 0,004 0,038 0,0002 835 59,89 53,86415
ethylbenzen 0,57 0,004 0,038 0,0001 1215 41,14 53,95835
propylbenzen | 0,68 0,003 0,038 0,0002 1782 28,05 53,24719
butylbenzen 0,78 0,003 0,038 0,0002 2403 20,80 53,11532
pentylbenzen | 0,88 0,002 0,038 0,0006 2946 16,98 54,08551
prutok 2 ml/min
Latka t; [min] Gtr Wo,s [min] Owo.5 N H [um] ne DF
aceton 0,15 0,002 0,012 0,0001 844 59,26 46,01 22,69
benzen 0,28 0,002 0,013 0,0001 2538 19,70 24,94
toluen 0,36 0,002 0,013 0,0001 4171 11,99 24,51
ethylbenzen 0,44 | 0,002 0,013 0,0001 6385 7,83 24,47
propylbenzen | 0,54 | 0,002 0,013 0,0001 9832 5,09 24,21
butylbenzen 0,64 | 0,001 0,013 0,0001 13988 3,57 24,03
pentylbenzen | 0,74 | 0,001 0,013 0,0001 18874 2,65 23,79
pratok 3 ml/min
Latka t; [min] Gtr Wo,s [min] Ow0,5 N H [um] ne DF
aceton 0,10 | 0,002 0,009 0,0000 716 69,88 47,56 24,79
benzen 0,19 0,003 0,010 0,0001 2088 23,95 27,85
toluen 0,24 | 0,002 0,010 0,0000 3334 15,00 28,18
ethylbenzen 0,31 0,002 0,010 0,0000 5197 9,62 28,66
propylbenzen | 0,39 0,001 0,010 0,0001 8242 6,07 28,89
butylbenzen 0,48 0,001 0,010 0,0001 12145 4,12 29,19

pentylbenzen | 0,57 0,001 0,010 0,0000 | 16815 2,97 29,41




Tabulka P 9 Namétené a vypoctené hodnoty pro kolonu Kinetex® XB-18 pfii vSech
méienych pritocich mobilni faze gradientu SIFb (viz Tabulka 6), teplota 55 °C

SIFb
pratok 1 ml/min
Latka t; [min] Ot Wo,s [min] Ow0,5 N H [um] ne DF
aceton 0,29 0,002 0,027 0,0002 | 641 78,02 | 28,47 | 25,60
benzen 0,55 0,006 0,028 0,0006 | 2117 | 23,62 26,60
toluen 0,66 0,007 0,027 0,0008 | 3265 15,32 25,56
ethylbenzen 0,76 0,005 0,027 0,0007 | 4500 | 11,11 25,12
propylbenzen 0,87 0,003 0,026 0,0006 | 6187 8,08 24,45
butylbenzen 0,96 0,002 0,026 0,0005 | 7857 6,36 24,12
pentylbenzen 1,05 0,005 0,026 0,0004 | 9286 5,38 24,17
prutok 1,5 ml/min
Latka t; [min] Gtr Wo,s [min] Ow0.5 N H [um] ne DF
aceton 0,20 10,001732| 0,022587 | 0,0000 | 421 118,64 | 27,08 | 31,91
benzen 0,37 10,002082| 0,02345 | 0,0001 | 1412 | 3542 33,13
toluen 0,46 0,002 0,022877 | 0,0002 | 2230 | 2242 32,32
ethylbenzen 0,55 0,002 0,02262 | 0,0000 | 3228 | 15,49 31,96
propylbenzen 0,64 10,002082| 0,022597 | 0,0003 | 4453 11,23 31,93
butylbenzen 0,73 10,002082| 0,022193 | 0,0001 | 5972 8,37 31,36
pentylbenzen 0,81 10,002309| 0,02222 | 0,0001 | 7368 6,79 31,39
prutok 2 ml/min
Latka t; [min] Gtr Wo,s [min] Ow0.5 N H [um] ne DF
aceton 0,15 0,002 0,012 0,0000 | 812 61,55 | 42,11 | 22,92
benzen 0,28 0,001 0,013 0,0001 | 2489 | 20,09 24,89
toluen 0,35 0,002 0,013 0,0001 | 4096 | 12,21 24,23
ethylbenzen 0,43 0,001 0,013 0,0000 | 6263 7,98 23,85
propylbenzen 0,51 0,001 0,012 0,0001 | 9397 5,32 23,44
butylbenzen 0,60 0,001 0,012 0,0001 | 13043 | 3,83 23,15
pentylbenzen 0,68 0,001 0,012 0,0001 | 17134 | 2,92 22,88
pratok 3 ml/min
Latka t; [min] Gtr Wo,s [min] Ow0,5 N H [um] ne DF
aceton 0,10 0,001 0,009 0,0000 | 735 68,03 | 43,74 | 24,94
benzen 0,19 0,001 0,010 0,0000 | 2096 | 23,85 27,80
toluen 0,24 0,002 0,010 0,0000 | 3356 | 14,90 27,90
ethylbenzen 0,30 0,002 0,010 0,0001 | 5179 9,65 28,00
propylbenzen 0,38 0,001 0,010 0,0001 | 8016 6,24 28,03
butylbenzen 0,45 0,001 0,010 0,0001 | 11593 | 4,31 28,00

pentylbenzen 0,53 0,001 0,010 0,0001 | 15749 | 3,17 27,97




Tabulka P 10 Naméfené a vypoctené hodnoty pro kolonu Chromolith® High Resolution RP-
18 endcapped pii vSech méfenych pritocich mobilni faze gradientu FIFa (viz Tabulka 3),
teplota 55 °C

FIFa
1 ml/min

Latka t. [min] Gtr Wo,s [min] | owos N H[pm] | nc DF
aceton 1,02 0,038 0,041 0,0015] 3401 14,70 [22,76| 38,73
benzen 1,67 0,049 0,041 0,0022| 9302 5,38 38,43
toluen 1,77 0,047 0,043 0,0045] 9404 5,32 40,36
ethylbenzen 1,84 0,046 0,047 10,0060| 8326 6,01 44,59
propylbenzen 1,91 0,044 0,046 0,0059| 9395 5,32 43,59
butylbenzen 1,97 0,044 0,046 10,0060| 10137 | 493 43,31
pentylbenzen 2,03 0,044 0,046 |0,0060| 10869 | 4,60 43,11

1,5 ml/min

Latka t; [min] Ot Wo,s [min] | Gwos N H[um] | n DF
aceton 0,67 0,001 0,030 10,0004| 2690 18,59 29,88 | 42,87
benzen 1,25 0,003 0,031 0,0005| 8897 5,62 44,18
toluen 1,35 0,003 0,031 0,0008 | 10133 4,93 44,44
ethylbenzen 1,34 0,124 0,033 0,0038| 9310 5,37 46,31
propylbenzen 1,61 0,203 0,030 10,0010| 15867 | 3,15 42,38
butylbenzen 1,55 0,003 0,030 10,0009 | 14344 | 3,49 42,91
pentylbenzen 1,60 0,003 0,031 0,0011| 14748 | 3,39 43,70

2 ml/min

Latka t; [min] Gtr Wo,s [min] | Owos N H[um]| nc DF
aceton 0,50 0,001 0,019 |0,0005| 3737 13,38 46,48 | 36,36
benzen 1,04 0,001 0,019 10,0002| 17346 | 2,88 35,06
toluen 1,13 0,000 0,019  10,0002| 19447 | 2,57 36,03
ethylbenzen 1,21 0,000 0,020 10,0002 | 20588 | 2,43 37,24
propylbenzen 1,28 0,000 0,020 10,0002 | 23483 | 2,13 36,89
butylbenzen 1,34 0,000 0,019 10,0002 | 27985 1,79 35,39
pentylbenzen 1,39 0,000 0,018 0,0001| 32641 1,53 34,02




Tabulka P 11 Naméfené a vypoctené hodnoty pro kolonu Chromolith® High Resolution RP-
18 endcapped pii vSech méfenych pratocich mobilni faze gradientu FIFb (viz Tabulka 4),
teplota 55 °C

FIFb
prutok 1 ml/min
Latka t; [min] Gtr Wo,s [min] Ow0,5 N H[um] | n. DF
aceton 0,99 | 0,002 0,039 0,0002 | 3499 14,29 18,90 37,02
benzen 1,53 | 0,000 0,037 0,0013 | 9312 5,37 35,13
toluen 1,60 | 0,001 0,041 0,0042 | 8480 5,90 38,62
cthylbenzen 1,66 | 0,001 0,049 0,0067 | 6241 8,01 46,58
propylbenzen 1,74 | 0,040 0,049 0,0078 | 6916 7,23 46,48
butylbenzen 1,77 | 0,002 0,049 0,0075 | 7179 6,96 46,43
pentylbenzen 1,83 | 0,002 0,046 0,0035 | 8871 5,64 43,04
rutok 1,5 ml/min
Latka t; [min] Ox | Wos[min] | owos N H[um] | nc DF
aceton 0,67 10,013 0,030 0,0005 | 2830 17,67 26,61 42,07
benzen 1,16 | 0,000 0,029 0,0002 | 8843 5,65 40,92
toluen 1,23 | 0,000 0,028 0,0001 | 10539 | 4,74 39,88
ethylbenzen 1,29 | 0,001 0,027 0,0001 | 12818 | 3,90 37,82
propylbenzen 1,34 | 0,001 0,026 0,0001 | 14594 | 3,43 36,95
butylbenzen 1,39 | 0,000 0,029 0,0001 | 13061 3,83 40,39
pentylbenzen 1,43 | 0,000 0,031 0,0004 | 12072 | 4,14 43,28
pratok 2 ml/min
Latka t; [min] Oy | Wos[min] | owos N H[pum] | nc DF
aceton 0,50 | 0,000 0,019 0,0002 | 3955 12,64 [39,73| 35,32
benzen 0,96 | 0,000 0,018 0,0000 | 15833 3,16 33,76
toluen 1,03 | 0,000 0,018 0,0002 | 17700 | 2,82 34,36
ethylbenzen 1,09 | 0,000 0,019 0,0002 | 18935 | 2,64 35,06
propylbenzen 1,14 | 0,001 0,021 0,0047 | 16803 2,98 39,12
butylbenzen 1,19 | 0,001 0,018 0,0002 | 25539 1,96 33,04

pentylbenzen 1,23 | 0,001 0,017 0,0001 | 29954 1,67 31,53




Tabulka P 12 Namétené a vypoctené hodnoty pro kolonu Chromolith® High Resolution RP-
18 endcapped pii vSech méfenych pritocich mobilni faze gradientu SIFa (viz Tabulka 5),
teplota 55 °C

SIFa
prutok 1 ml/min
Latka t; [min] Gtr Wo,s [min] Ow0,5 N H[um] | n. DF
aceton 0,81 0,001 0,035 0,0001 | 2972 16,82 26,69 32,90
benzen 1,24 10,002 0,039 0,0002 | 5690 8,79 36,37
toluen 1,37 10,003 0,039 0,0004 | 7018 7,12 36,28
ethylbenzen 1,49 10,004 0,039 0,0006 | 8195 6,10 36,46
propylbenzen 1,61 | 0,004 0,038 0,0004 | 9857 5,07 36,02
butylbenzen 1,72 10,003 0,038 0,0004 | 11505 | 4,35 35,59
pentylbenzen 1,82 | 0,003 0,037 0,0004 | 13034 | 3,84 35,27
rutok 1,5 ml/min
Latka t; [min] Ox | Wos[min] | owos N H[um] | nc DF
aceton 0,54 | 0,001 0,027 0,0001 | 2265 | 22,07 [29,03| 37,82
benzen 0,86 | 0,001 0,030 0,0002 | 4600 10,87 41,94
toluen 0,97 | 0,001 0,030 0,0000 | 5893 8,48 41,99
ethylbenzen 1,07 10,001 0,030 0,0002 | 7194 6,95 42,12
propylbenzen 1,19 10,001 0,030 0,0000 | 8887 5,63 41,99
butylbenzen 1,30 ] 0,001 0,030 0,0002 | 10665 | 4,69 41,71
pentylbenzen 1,39 {0,000 0,029 0,0002 | 12356 | 4,05 41,59
pratok 2 ml/min
Latka t; [min] Oy | Wos[min] | owos N H[pum] | nc DF
aceton 0,41 | 0,001 0,016 0,0001 | 3656 13,68 [40,61| 29,90
benzen 0,66 | 0,001 0,019 0,0001 | 6813 7,34 35,22
toluen 0,76 | 0,001 0,019 0,0001 | 8837 5,66 35,64
ethylbenzen 0,85 10,001 0,019 0,0001 | 11122 | 4,50 35,85
propylbenzen 0,96 | 0,001 0,019 0,0000 | 14039 | 3,56 35,99
butylbenzen 1,06 | 0,000 0,019 0,0001 | 17282 | 2,89 35,89
pentylbenzen 1,16 | 0,000 0,019 0,0000 | 21305 2,35 35,18




Tabulka P 13 Namétené a vypoctené hodnoty pro kolonu Chromolith® High Resolution RP-
18 endcapped pii vSech méfenych prutocich mobilni faze gradientu SIFb (viz Tabulka 6),
teplota 55 °C)

SIFb
prutok 1 ml/min
Latka t; [min] Gtr Wo,s [min] Ow0,5 N H[um] | n. DF
aceton 0,81 | 0,001 0,035 0,0000 | 2990 16,72 24,07 | 32,67
benzen 1,21 | 0,002 0,038 0,0000 | 5611 8,91 35,79
toluen 1,32 | 0,002 0,038 0,0001 | 6750 7,41 35,74
cthylbenzen 1,42 | 0,002 0,038 0,0001 | 7871 6,35 35,59
propylbenzen 1,53 | 0,002 0,037 0,0003 | 9678 5,17 34,39
butylbenzen 1,61 | 0,002 0,036 0,0002 | 11235 | 4,45 33,75
pentylbenzen 1,69 | 0,002 0,037 0,0002 | 11845 | 4,22 34,43
rutok 1,5 ml/min
Latka t; [min] Ox | Wos[min] | owos N H[um] | nc DF
aceton 0,54 | 0,001 0,027 0,0000 | 2271 22,02 25,98 37,71
benzen 0,84 | 0,001 0,029 0,0000 | 4566 10,95 41,21
toluen 0,94 | 0,001 0,029 0,0001 | 5705 8,76 41,27
ethylbenzen 1,03 | 0,000 0,029 0,0001 | 6886 7,26 41,16
propylbenzen 1,12 | 0,000 0,029 0,0001 | 8412 5,94 40,72
butylbenzen 1,21 ] 0,001 0,029 0,0001 | 9839 5,08 40,52
pentylbenzen 1,28 | 0,000 0,029 0,0000 | 11112 | 4,50 40,51
pratok 2 ml/min
Latka t; [min] Oy | Wos[min] | owos N H[pum] | nc DF
aceton 0,41 | 0,001 0,016 0,0007 | 3350 14,92 |34,39| 31,08
benzen 0,64 | 0,004 0,020 0,0018 | 5855 8,54 37,30
toluen 0,73 | 0,004 0,020 0,0019 | 7507 6,66 37,50
ethylbenzen 0,82 | 0,004 0,020 0,0018 | 9242 5,41 37,62
propylbenzen 0,91 | 0,004 0,020 0,0018 | 11637 | 4,30 37,28
butylbenzen 0,99 | 0,004 0,019 0,0016 | 14323 3,49 36,72
pentylbenzen 1,07 | 0,004 0,019 0,0015 | 17205 2,91 36,07




Tabulka P 14 Naméfené a vypoctené hodnoty pro kolonu Chromolith® SpeedROD RP-18 pii
vSech métenych pratocich mobilni faze gradientu FIFa (viz Tabulka 3), teplota 55 °C)

FIFa
prutok 1 ml/min

Latka t; [min] Ot Wo,s [min] | Owos N Hlum]| nc DF

aceton 1,02 0,002 0,042 0,0006| 3329 15,02 24,70 | 39,25

benzen 1,68 0,001 0,041 0,0008 | 9065 5,52 39,03

toluen 1,77 0,001 0,043 0,0002 | 9588 5,21 40,10
ethylbenzen 1,84 0,002 0,043 0,0017] 9948 5,03 40,93
propylbenzen 1,91 0,002 0,041 0,0037| 12347 | 4,05 38,15
butylbenzen 1,97 0,002 0,039 0,0056| 14276 | 3,50 36,63
pentylbenzen 2,04 0,002 0,039 0,0052| 15179 3,29 36,63

prutok 1,5 ml/min

Latka t; [min] Gtr Wo,s [min] | owos N H[um]| nc DF

aceton 0,69 0,001 0,031 0,0003 | 2687 18,61 [32,88| 44,27

benzen 1,28 0,000 0,029 0,0000| 10858 | 4,60 40,82

toluen 1,37 0,000 0,028 0,0001 | 12917 3,87 40,12
ethylbenzen 1,44 0,001 0,028 0,0001 | 15071 3,32 39,07
propylbenzen 1,51 0,000 0,027 0,0001| 17664 | 2,83 37,83
butylbenzen 1,57 0,001 0,027 0,0001 | 18613 2,69 38,26
pentylbenzen 1,62 0,000 0,028 0,0002 | 18714 | 2,67 39,38

prutok 2 ml/min

Latka t; [min] Gtr Wo,s [min] | Owos N H[um]| nc DF

aceton 0,52 0,000 0,020 0,0000| 3716 13,45 |52,83| 37,68

benzen 1,07 0,001 0,017 0,0001 | 20616 | 2,43 32,93

toluen 1,16 0,001 0,017 0,0001 | 26642 1,88 31,47
ethylbenzen 1,23 0,001 0,016 0,0000| 31184 1,60 30,88
propylbenzen 1,30 0,000 0,016 0,0001 | 36229 1,38 30,26
butylbenzen 1,36 0,000 0,016 0,0001 | 41291 1,21 29,63

pentylbenzen 1,41 0,000 0,016 10,0001 | 44677 1,12 29,56




Tabulka P 15 Naméfené a vypoctené hodnoty pro kolonu Chromolith® SpeedROD RP-18 pii
vSech métenych pratocich mobilni faze gradientu FIFb (viz Tabulka 4), teplota 55 °C)

FIFb
pratok 1 ml/min

Latka t; [min] Ot Wo,s [min] Ow0,5 N H [um] ne DF
aceton 1,02 0,001 0,041 0,0011 3448 14,50 | 21,25 | 38,58
benzen 1,56 0,007 0,039 0,0002 8903 5,62 36,76
toluen 1,64 0,001 0,042 0,0016 8556 5,84 39,40
ethylbenzen 1,70 0,001 0,046 0,0055 7691 6,50 42,98
propylbenzen 1,76 0,001 0,038 0,0049 | 11801 4,24 35,92
butylbenzen 1,82 0,001 0,037 0,0064 | 13314 | 3,76 34,87
pentylbenzen 1,87 0,001 0,037 0,0055 | 13974 | 3,58 35,10

prutok 1,5 ml/min

Latka t; [min] Gtr Wo,s [min] Ow0.5 N H [um] ne DF
aceton 0,69 0,001 0,030 0,0000 | 2842 17,59 | 28,64 | 42,85
benzen 1,18 0,001 0,028 0,0001 | 10019 | 4,99 39,35
toluen 1,26 0,001 0,027 0,0001 | 12235 | 4,09 37,83
ethylbenzen 1,32 0,000 0,025 0,0001 | 15146 | 3,30 35,53
propylbenzen 1,37 0,001 0,024 0,0000 | 17344 | 2,88 34,58
butylbenzen 1,42 0,001 0,026 0,0005 | 16093 3,11 37,10
pentylbenzen 1,46 0,001 0,028 0,0001 | 15355 3,26 39,14

prutok 2 ml/min

Latka t; [min] Gtr Wo,s [min] Ow0.5 N H [um] ne DF
aceton 0,52 0,000 0,020 0,0001 3904 12,81 | 45,55 | 36,76
benzen 0,98 0,001 0,016 0,0001 | 20129 | 248 30,70
toluen 1,06 0,001 0,016 0,0000 | 24622 | 2,03 29,82
ethylbenzen 1,11 0,001 0,016 0,0001 | 28431 1,76 29,22
propylbenzen 1,17 0,001 0,015 0,0001 | 33038 1,51 28,45
butylbenzen 1,21 0,001 0,015 0,0001 | 35366 1,41 28,58

pentylbenzen 1,25 0,001 0,015 0,0000 | 36541 1,37 29,05




Tabulka P 16 Naméfené a vypoctené hodnoty pro kolonu Chromolith® SpeedROD RP-18 pii
vSech métenych pratocich mobilni faze gradientu SIFa (viz Tabulka 5), teplota 55 °C)

SIFa
pratok 1 ml/min

Latka t; [min] Oy | Wos[min] | owos N Hpm] | nc DF
aceton 0,83 0,001 0,037 0,0001 | 2767 18,07 [27,27| 35,02
benzen 1,28 | 0,003 0,040 0,0003 | 5706 8,76 37,68
toluen 1,42 10,004 0,039 0,0003 | 7262 6,88 36,98
ethylbenzen 1,54 | 0,004 0,039 0,0004 | 8737 5,72 36,54
propylbenzen 1,67 {0,003 0,038 0,0003 | 10764 | 4,64 35,59
butylbenzen 1,77 | 0,002 0,037 0,0002 | 12958 | 3,86 34,54
pentylbenzen 1,87 10,001 0,037 0,0002 | 14471 3,46 34,43

prutok 1,5 ml/min

Latka t; [min] or | Wos[min] | owos N H[um] | nc DF
aceton 0,56 | 0,001 0,028 0,0000 | 2144 | 23,33 [29,85| 39,98
benzen 0,89 0,001 0,031 0,0001 | 4729 10,57 43,10
toluen 1,01 0,001 0,030 0,0000 | 6177 8,09 42,69
ethylbenzen 1,12 | 0,001 0,030 0,0003 | 7678 6,51 42,37
propylbenzen 1,23 ] 0,001 0,030 0,0002 | 9667 5,17 41,73
butylbenzen 1,34 10,001 0,029 0,0001 | 11913 | 4,20 40,82
pentylbenzen 1,43 ] 0,001 0,028 0,0002 | 14088 | 3,55 40,20

prutok 2 ml/min

Latka t; [min] Ox | Wos[min] | owos N H[um] | nc DF
aceton 0,42 10,001 0,017 0,0001 | 3253 15,37 41,58] 32,55
benzen 0,68 | 0,001 0,020 0,0000 | 6696 7,47 37,08
toluen 0,79 10,001 0,019 0,0001 | 9219 5,42 36,45
ethylbenzen 0,88 10,012 0,019 0,0001 | 11740 | 4,26 36,11
propylbenzen 1,00 | 0,000 0,019 0,0000 | 15438 | 3,24 35,69
butylbenzen 1,10 | 0,001 0,019 0,0001 | 19515 2,56 35,02
pentylbenzen 1,20 | 0,000 0,018 0,0000 | 24013 | 2,08 34,28




Tabulka P 17 Naméfené a vypoctené hodnoty pro kolonu Chromolith® SpeedROD RP-18 pii
vSech métenych pratocich mobilni faze gradientu SIFb (viz Tabulka 6), teplota 55 °C)

SIFb
prutok 1 ml/min

Latka t; [min] Ot Wo,s [min] | Owos N Hlum]| nc DF
aceton 0,83 0,001 0,037 0,0001 | 2770 18,05 [24,68| 34,90
benzen 1,25 0,000 0,039 0,0003 | 5728 8,73 36,74
toluen 1,37 0,000 0,038 0,0002| 7190 6,95 35,87
ethylbenzen 1,47 0,001 0,037 0,0002 | 8587 5,82 35,21
propylbenzen 1,57 0,001 0,036 0,0003| 10709 | 4,67 33,71
butylbenzen 1,66 0,001 0,035 0,0001 | 12689 3,94 32,68
pentylbenzen 1,74 0,001 0,036 0,0000| 13132 3,81 33,60

prutok 1,5 ml/min

Latka t; [min] Gtr Wo,s [min] | owos N H[um]| nc DF
aceton 0,56 0,000 0,028 0,0001| 2157 | 23,18 |26,88| 39,82
benzen 0,87 0,001 0,030 0,0002 | 4757 10,51 42,08
toluen 0,98 0,001 0,029 0,0001| 6177 8,10 41,27
ethylbenzen 1,07 0,001 0,029 0,0001 | 7506 6,66 40,93
propylbenzen 1,16 0,001 0,028 0,0001 | 9388 5,33 39,93
butylbenzen 1,25 0,001 0,028 0,0002| 11268 | 4,44 39,12
pentylbenzen 1,32 0,000 0,028 0,0002 | 12650 | 3,95 39,12

prutok 2 ml/min

Latka t; [min] Gtr Wo,s [min] | Owos N H[um]| nc DF
aceton 0,42 0,000 0,017 0,0000| 3243 1542 |38,14| 32,55
benzen 0,67 0,000 0,019 0,0001| 7019 7,12 35,57
toluen 0,76 0,001 0,018 0,0001| 9574 5,22 34,61
ethylbenzen 0,85 0,001 0,018 0,0001| 12098 | 4,13 34,20
propylbenzen 0,94 0,001 0,018 0,0000| 15265 3,28 33,76
butylbenzen 1,02 0,001 0,017 0,0001| 19192 | 2,61 32,79

pentylbenzen 1,10 0,000 0,017 10,0001 22747 | 2,20 32,34




Tabulka P 18 Naméfené a vypoctené hodnoty pro kolonu Ascentis® Express C18 pfi vSech
méienych prutocich mobilni faze gradientu FIFa (viz Tabulka 3), teplota 55 °C)

FIFa
pratok 1 ml/min
Latka t:[min] | oy | Wos[min] Owo,5 N H [um] ne DF
aceton 0,24 10,001 | 0,028 0,0010 416 120,30 [40,57| 25,99
benzen 0,87 [0,002| 0,024 0,0015 7403 6,75 22,35
toluen 0,97 10,002] 0,024 0,0017 8929 5,60 22,83
ethylbenzen 1,06 10,002| 0,024 0,0017 | 10320 4,84 23,02
propylbenzen 1,13 10,002 0,025 0,0017 | 11399 4,39 23,55
butylbenzen 1,20 10,002 | 0,026 0,0023 | 12248 4,08 24,07
pentylbenzen 1,26 10,002 0,026 0,0023 | 13286 3,76 24,25
prutok 1,5 ml/min
Latka t:[min] | o« | Wos[min] Owo.5 N H [um] ne DF
aceton 0,16 [0,000] 0,020 0,0000 359 139,27 |48,58| 28,26
benzen 0,67 10,001 0,018 0,0001 7450 6,71 25,95
toluen 0,78 10,001 0,018 0,0000 9878 5,06 26,11
ethylbenzen 0,86 10,001 | 0,019 0,0001 | 11765 4,25 26,45
propylbenzen 0,93 0,018 0,019 0,0003 | 13960 3,58 26,21
butylbenzen 1,01 0,001 0,018 0,0003 | 16639 3,00 26,03
pentylbenzen 1,07 10,001 0,018 0,0003 | 18813 2,66 25,93
prutok 2 ml/min
Latka t:[min] | o« | Wos[min] Owo.5 N H [um] ne DF
aceton 0,12 [0,001] 0,014 0,0000 399 125,38 |61,84| 26,72
benzen 0,57 10,000 0,014 0,0000 9652 5,18 25,55
toluen 0,67 [0,001| 0,014 0,0002 | 13506 3,70 25,66
ethylbenzen 0,75 10,001 0,014 0,0000 | 16705 2,99 25,89
propylbenzen 0,83 10,001 | 0,014 0,0001 | 20444 2,45 25,85
butylbenzen 0,90 [0,001| 0,013 0,0001 | 25209 1,98 25,18
pentylbenzen 0,96 10,001 0,013 0,0001 | 30177 1,66 24,55
pratok 3 ml/min
Latka t:[min] | o« | Wos[min] Ow0,5 N H [um] ne DF
aceton 0,08 [0,001| 0,010 0,0001 361 138,50 |72,90| 28,59
benzen 0,44 10,006| 0,010 0,0000 9914 5,04 29,37
toluen 0,55 10,001 0,010 0,0000 | 15808 3,16 29,08
ethylbenzen 0,63 0,000 0,010 0,0000 | 20393 2,45 29,44
propylbenzen 0,71 10,000] 0,011 0,0000 | 25051 2,00 29,88
butylbenzen 0,78 [0,000| 0,011 0,0000 | 29958 1,67 29,93
pentylbenzen 0,84 10,000 0,010 0,0001 | 35911 1,39 29,48




Tabulka P 19 Namétené a vypoctené hodnoty pro kolonu Ascentis® Express C18 pfi vSech
méienych prutocich mobilni faze gradientu FIFb (viz Tabulka 4), teplota 55 °C)

FIFb
pratok 1 ml/min
Latka t; [min] Gir Wwo,s [min] | Owos N H [um] nc DF
aceton 0,24 | 0,001 0,027 10,0002 | 424 118,05 | 37,85 | 25,64
benzen 0,80 | 0,002 0,022 10,0002| 7139 7,00 20,93
toluen 0,88 | 0,001 0,022 10,0001 | 8840 5,66 20,83
ethylbenzen 0,95 | 0,001 0,022 10,0001 | 10369 | 4,82 20,67
propylbenzen 1,01 0,001 0,022 10,0002 11548 | 4,33 20,89
butylbenzen 1,07 | 0,002 0,023 0,0002 | 12124 | 4,12 21,46
pentylbenzen 1,11 0,001 0,023 0,0003 | 12731 3,93 21,85
ratok 1,5 ml/min
Latka t; [min] Gir Wo,s [min] | owos N H [um] ne DF
aceton 0,16 | 0,001 0,020 0,0000| 358 139,85 | 43,70 | 28,26
benzen 0,62 | 0,001 0,018 [0,0000| 6733 7,43 25,07
toluen 0,70 | 0,001 0,018 ]0,0000| 8824 5,67 24,95
ethylbenzen 0,77 | 0,001 0,018 10,0001 | 10687 | 4,68 24,79
propylbenzen 0,83 | 0,001 0,017 10,0002 | 12915 3,87 24,40
butylbenzen 0,89 | 0,001 0,017 10,0002| 15134 | 3,30 24,00
pentylbenzen 0,94 | 0,001 0,017 10,0003 | 16895 | 2,96 23,94
prutok 2 ml/min
Latka t; [min] Gir Wo,s [min] | owos N H [um] ne DF
aceton 0,12 | 0,001 0,016 [0,0001| 324 154,29 | 48,39 | 29,64
benzen 0,52 | 0,001 0,015 0,0000| 6674 7,49 28,15
toluen 0,60 | 0,000 0,015 0,0001 | 9425 5,30 27,59
ethylbenzen 0,67 | 0,000 0,015 0,0001] 11262 | 4,44 27,99
propylbenzen 0,73 | 0,000 0,015 0,0000| 14002 | 3,57 27,47
butylbenzen 0,79 | 0,000 0,014 10,0001 | 16811 2,97 26,91
pentylbenzen 0,83 | 0,000 0,014 10,0001 | 19110 | 2,62 26,75
pratok 3 ml/min
Latka t; [min] G Wo,s [min] | owos N H [um] ne DF
aceton 0,08 | 0,001 0,010 10,0001 | 347 144,09 | 65,03 | 29,04
benzen 0,41 0,001 0,010 [0,0000| 9415 5,31 27,85
toluen 0,49 | 0,000 0,010 10,0000| 13822 | 3,62 27,83
ethylbenzen 0,56 | 0,001 0,010 [0,0000| 17894 | 2,79 27,71
propylbenzen 0,62 | 0,000 0,010 10,0000| 21979 | 2,27 27,82
butylbenzen 0,67 | 0,001 0,010 10,0000 | 26284 1,90 27,66

pentylbenzen 0,72 | 0,000 0,010 10,0000 31141 1,61 27,25




Tabulka P 20 Namétené a vypoctené hodnoty pro kolonu Ascentis® Express C18 pfi vSech
méienych prutocich mobilni faze gradientu SIFa (viz Tabulka 5), teplota 55 °C)

SIFa
pratok 1 ml/min
Latka t; [min] Gir Wo,s [min] Ow0,5 N |H[pm]| n DF
aceton 0,20 0,001 0,022 0,0002 | 453 | 110,28 | 33,68 | 20,58
benzen 0,39 0,001 0,024 0,0003 | 1401 | 35,70 22,87
toluen 0,50 0,002 0,024 0,0003 | 2361 | 21,18 22,74
ethylbenzen 0,62 0,001 0,024 0,0001 | 3692 | 13,54 22,44
propylbenzen 0,75 0,001 0,023 0,0002 | 5679 | 8,80 21,96
butylbenzen 0,87 0,000 0,023 0,0002 | 7904 | 6,33 21,67
pentylbenzen 0,98 0,000 0,023 0,0002 | 10262 | 4,87 21,51
prutok 1,5 ml/min
Latka t; [min] Gir Wo,s [min] Ow0.5 N H ne DF
aceton 0,13 0,001 0,016 0,0000 | 365 | 137,06 | 34,29 | 23,16
benzen 0,26 0,001 0,018 0,0001 | 1087 | 45,99 25,99
toluen 0,34 0,000 0,019 0,0000 | 1847 | 27,08 26,16
ethylbenzen 0,43 0,000 0,019 0,0001 | 2911 | 17,18 26,51
propylbenzen 0,54 0,001 0,019 0,0000 | 4679 | 10,69 26,35
butylbenzen 0,65 0,001 0,019 0,0000 | 6792 | 7,36 26,34
pentylbenzen 0,76 0,001 0,019 0,0001 | 9274 | 5,39 26,23
prutok 2 ml/min
Latka t; [min] Gir Wo,s [min] Ow0.5 N |H[um]| n DF
aceton 0,10 0,001 0,012 0,0000 | 394 | 126,89 | 38,64 | 22,41
benzen 0,19 0,001 0,013 0,0001 | 1163 | 42,99 25,09
toluen 0,26 0,002 0,014 0,0000 | 1937 | 25,82 25,73
ethylbenzen 0,33 0,002 0,014 0,0000 | 3069 | 16,29 26,41
propylbenzen 0,43 0,002 0,014 0,0000 | 5031 | 9,94 26,76
butylbenzen 0,53 0,001 0,014 0,0001 | 7450 | 6,71 27,21
pentylbenzen 0,63 0,001 0,015 0,0000 | 10437 | 4,79 27,37
pratok 3 ml/min
Latka t; [min] G Wo,5 [min] Ow0,5 N |H[um]| n DF
aceton 0,07 0,001 0,009 0,0000 | 352 | 141,99 | 40,17 | 24,07
benzen 0,13 0,001 0,010 0,0000 | 1003 | 49,86 27,02
toluen 0,17 0,000 0,010 0,0000 | 1625 | 30,76 28,21
ethylbenzen 0,23 0,000 0,010 0,0000 | 2611 | 19,15 29,55
propylbenzen 0,31 0,000 0,011 0,0000 | 4298 | 11,63 30,94
butylbenzen 0,39 0,000 0,011 0,0000 | 6553 | 17,63 32,29

pentylbenzen 0,49 0,000 0,012 0,0000 | 9380 | 5,33 33,31




Tabulka P 21 Namétené a vypoctené hodnoty pro kolonu Ascentis® Express C18 pfi vSech
méienych prutocich mobilni faze gradientu SIFb (viz Tabulka 6), teplota 55 °C)

prutok 1 ml/min

Latka t; [min] Ctr Wo,s [min] Gw0,5 N H[um] | n. DF
aceton 0,20 | 0,001 0,020 0,0003 522 95,84 |33,03| 19,22
benzen 0,38 | 0,002 0,023 0,0002 | 1551 32,23 21,50
toluen 0,49 | 0,002 0,022 0,0002 | 2663 18,78 20,98
cthylbenzen 0,59 | 0,002 0,022 0,0002 | 4162 12,01 20,40
propylbenzen 0,71 0,001 0,021 0,0002 | 6226 8,03 19,87
butylbenzen 0,81 0,001 0,021 0,0002 | 8384 5,96 19,62
pentylbenzen 0,90 | 0,002 0,021 0,0002 | 10735 | 4,66 19,34
rutok 1,5 ml/min
Latka t; [min] G wo,s [min] | Owos N H[um] | nc DF
aceton 0,13 | 0,002 0,015 0,0001 444 112,73 |134,85| 20,90
benzen 0,26 | 0,001 0,017 0,0001 | 1298 | 38,53 23,63
toluen 0,33 | 0,001 0,017 0,0001 | 2195 | 22,78 23,68
ethylbenzen 0,42 | 0,002 0,017 0,0001 | 3475 14,39 23,60
propylbenzen 0,52 | 0,001 0,016 0,0001 | 5467 9,15 23,24
butylbenzen 0,61 0,001 0,016 0,0001 | 7782 6,42 23,02
pentylbenzen 0,70 | 0,000 0,016 0,0001 | 10464 | 4,78 22,72
pratok 2 ml/min
Latka t; [min] G Wo,s [min] | Owos N H[um] | nc DF
aceton 0,10 | 0,001 0,012 0,0001 400 124,92 |36,22| 22,31
benzen 0,19 | 0,001 0,013 0,0001 | 1172 | 42,67 25,04
toluen 0,25 | 0,001 0,013 0,0000 | 1978 | 25,28 25,33
ethylbenzen 0,32 | 0,001 0,014 0,0001 | 3160 15,82 25,56
propylbenzen 0,41 0,001 0,014 0,0000 | 5061 9,88 25,60
butylbenzen 0,50 | 0,001 0,014 0,0000 | 7332 6,82 25,77
pentylbenzen 0,58 | 0,000 0,014 0,0000 | 10131 4,94 25,64
pratok 3 ml/min
Latka t; [min] Gir Wos[min] | owos N Hum] | nc DF
aceton 0,07 | 0,001 0,008 0,0000 | 354 141,26 |38,10| 23,99
benzen 0,13 | 0,002 0,010 0,0001 | 1019 | 49,08 26,88
toluen 0,17 | 0,002 0,010 0,0000 | 1678 | 29,80 27,77
ethylbenzen 0,22 | 0,002 0,010 0,0000 | 2698 18,53 28,68
propylbenzen 0,30 | 0,002 0,010 0,0000 | 4409 11,34 29,55
butylbenzen 0,37 | 0,001 0,011 0,0000 | 6659 7,51 30,29

pentylbenzen 0,45 | 0,001 0,011 0,0000 | 9363 5,34 30,89




Tabulka P 22 Namétené a vypoctené hodnoty pro kolonu Luna® Omega pii vSech métenych
pratocich mobilni faze gradientu FIFa (viz Tabulka 3), teplota 55 °C)

FIFa
pratok 1 ml/min

Latka t; [min] Oy | Wos[min] | owos N Hpm] | nc DF
aceton 0,52 | 0,053 0,062 0,0082 | 383 78,24 |47,13| 58,61
benzen 1,94 | 0,050 0,036 0,0007 | 15965 1,88 34,02
toluen 2,04 |0,058 0,035 0,0064 | 18442 1,63 33,25
ethylbenzen 2,09 10,039 0,033 0,0064 | 22317 1,34 31,03
propylbenzen 2,15 10,040 0,028 0,0025 | 32726 | 0,92 26,36
butylbenzen 2,20 | 0,039 0,031 0,0012 | 27301 1,10 29,53
pentylbenzen 2,25 10,038 0,031 0,0031 | 29405 1,02 29,04

prutok 1,5 ml/min

Latka t; [min] or | Wos[min] | owos N H[um] | nc DF
aceton 0,44 10,036 0,055 0,0053 355 84,44 |45,54| 77,51
benzen 1,57 10,016 0,032 0,0003 | 13696 | 2,19 44,64
toluen 1,66 |0,012 0,027 0,0002 | 20608 1,46 38,39
ethylbenzen 1,71 0,012 0,025 0,0001 | 26278 1,14 35,18
propylbenzen 1,77 10,010 0,025 0,0001 | 28505 1,05 34,79
butylbenzen 1,81 10,011 0,026 0,0007 | 26365 1,14 37,02
pentylbenzen 1,84 ]0,011 0,027 0,0012 | 26503 1,13 37,68

prutok 2 ml/min

Latka t; [min] Ox | Wos[min] | owos N H[um] | nc DF
aceton 0,41 10,003 0,052 0,0002 | 342 87,70 |43,57| 98,37
benzen 1,37 10,016 0,028 0,0003 | 12904 | 2,32 53,63
toluen 1,46 | 0,016 0,025 0,0002 | 18505 1,62 47,45
ethylbenzen 1,51 10,016 0,023 0,0002 | 23948 1,25 43,30
propylbenzen 1,56 | 0,016 0,022 0,0001 | 27139 1,11 42,00
butylbenzen 1,60 |0,016 0,023 0,0004 | 27604 1,09 42,70

pentylbenzen 1,63 | 0,015 0,023 0,0009 | 28407 1,06 43,00




Tabulka P 23 Namétené a vypoctené hodnoty pro kolonu Luna® Omega pii vSech métenych
pratocich mobilni faze gradientu FIFb (viz Tabulka 4), teplota 55 °C)

FIFb
pratok 1 ml/min

Latka t; [min] Ot Wos[min] | Owos N Hlum] | nc DF
aceton 0,48 0,025 0,059 0,0033 370 81,01 |46,17| 55,34
benzen 1,74 0,030 0,031 0,0012 | 16869 1,78 29,63
toluen 1,81 0,030 0,028 0,0009 | 24044 1,25 25,90
ethylbenzen 1,87 0,030 0,025 0,0007 | 30072 1,00 23,84
propylbenzen 1,91 0,030 0,026 0,0017 | 29379 1,02 24,76
butylbenzen 1,96 0,031 0,030 0,0039 | 23922 1,25 28,05
pentylbenzen 2,00 0,031 0,031 0,0046 | 23408 1,28 28,92

prutok 1,5 ml/min

Latka t; [min] Gtr Wos[min] | Owos N H[um]| nc DF
aceton 0,40 0,010 0,051 0,0015 342 87,67 143,66 7143
benzen 1,39 0,015 0,026 0,0002 | 15370 1,95 37,19
toluen 1,45 0,014 0,022 0,0002 | 23622 1,27 31,45
ethylbenzen 1,50 0,013 0,020 0,0001 | 31361 0,96 28,11
propylbenzen 1,54 0,013 0,021 0,0003 | 30629 | 0,98 29,20
butylbenzen 1,57 0,013 0,026 0,0023 | 19649 1,53 37,24
pentylbenzen 1,60 0,013 0,027 0,0026 | 20086 1,49 37,51

prutok 2 ml/min

Latka t; [min] Gtr Wos[min] | Gwos N H[um] | nc DF
aceton 0,37 0,005 0,047 0,0006 | 334 89,86 [42,35| 89,23
benzen 1,23 0,010 0,024 0,0001 | 13910 | 2,16 46,05
toluen 1,29 0,010 0,021 0,0002 | 21528 1,39 38,91
ethylbenzen 1,33 0,010 0,019 0,0001 | 28363 1,06 35,01
propylbenzen 1,37 0,009 0,019 0,0001 | 28768 1,04 35,74
butylbenzen 1,40 0,009 0,022 0,0009 | 21734 1,38 42,05

pentylbenzen 1,42 0,009 0,022 0,0011 | 22567 1,33 42,04




Tabulka P 24 Namétené a vypoctené hodnoty pro kolonu Luna® Omega pii vSech métenych
pratocich mobilni faze gradientu SIFa (viz Tabulka 5), teplota 55 °C)

SIFa
rutok 1 ml/min

Latka t; [min] Ot Wo,s [min] | Owos N H[um] | nc DF
aceton 0,28 0,008 0,032 |0,0007| 423 70,91 |38,50| 29,89
benzen 0,53 0,020 0,038 10,0009| 1077 | 27,85 35,98
toluen 0,70 0,027 0,040 |0,0008| 1673 17,93 38,05
ethylbenzen 0,96 0,035 0,045 0,0006| 2517 11,92 42,24
propylbenzen 1,29 0,026 0,037 10,0004| 6763 4,44 34,75
butylbenzen 1,50 0,023 0,030 [0,0003| 14258 | 2,10 27,89
pentylbenzen 1,64 0,021 0,026 |0,0002| 21340 1,41 24,92

prutok 1,5 ml/min

Latka t; [min] Gtr Wos [min] | owos N H[um]| nc DF
aceton 0,25 0,001 0,029 [0,0001| 405 74,14 35,31 | 41,60
benzen 0,48 0,003 0,035 0,0001| 1031 29,09 49,85
toluen 0,64 0,004 0,037 10,0000| 1589 18,88 52,97
ethylbenzen 0,86 0,004 0,038 |0,0001| 2775 10,81 54,06
propylbenzen 1,09 0,004 0,030 10,0001 | 7263 4,13 42,60
butylbenzen 1,25 0,004 0,026 |0,0001| 12843 | 2,34 36,63
pentylbenzen 1,36 0,003 0,024 10,0000| 18304 1,64 33,49

rutok 2 ml/min

Latka t; [min] Gtr Wos [min] | owos N H[um] | nc DF
aceton 0,24 0,002 0,029 |0,0000| 396 75,73 |33,22| 53,77
benzen 0,46 0,003 0,034 [0,0001| 1010 | 29,70 64,50
toluen 0,61 0,005 0,036 10,0000| 1604 18,70 67,50
ethylbenzen 0,80 0,005 0,034 |0,0000| 3168 9,47 63,37
propylbenzen 0,99 0,004 0,027 10,0001 | 7227 4,15 51,50
butylbenzen 1,12 0,004 0,024 |0,0000| 11680 | 2,57 4591
pentylbenzen 1,22 0,004 0,023 0,0001 | 16111 1,86 42,69




Tabulka P 25 Namétené a vypoctené hodnoty pro kolonu Luna® Omega pii vSech métenych
pratocich mobilni faze gradientu SIFb (viz Tabulka 6), teplota 55 °C)

SIFb
pratok 1 ml/min

Latka t; [min] Ot Wo,s [min] | Owos N |H[pm]| nc DF
aceton 0,26 0,005 0,030 10,0006| 417 | 71,98 | 37,33 | 28,45
benzen 0,49 0,017 0,037 10,0005| 1002 | 29,95 34,60
toluen 0,65 0,022 0,039 10,0004| 1531 | 19,60 36,89
ethylbenzen 0,89 0,027 0,044 10,0008 | 2276 | 13,18 41,30
propylbenzen 1,22 0,021 0,036 10,0012 6264 | 4,79 34,13
butylbenzen 1,42 0,012 0,028 10,0003 | 14298 | 2,10 26,24
pentylbenzen 1,54 0,010 0,025 0,0002 21183 ] 1,42 23,40

prutok 1,5 ml/min

Latka t; [min] Gtr Wos [min] | owos N |H[um]| nc DF
aceton 0,24 0,002 0,028 10,0001 400 | 74,99 | 34,24 | 40,13
benzen 0,46 0,006 0,034 10,0002| 1007 | 29,80 48,18
toluen 0,61 0,007 0,036 10,0000 1550 | 19,35 51,18
ethylbenzen 0,82 0,009 0,037 10,0002 | 2698 | 11,12 52,39
propylbenzen 1,04 0,006 0,028 10,0002 | 7563 | 3,97 39,69
butylbenzen 1,17 0,005 0,024 10,0000| 13345| 2,25 33,76
pentylbenzen 1,27 0,004 0,022 10,0000 18880 | 1,59 30,64

prutok 2 ml/min

Latka t; [min] Gtr Wos [min] | owos N |H[um]| nc DF
aceton 0,28 0,011 0,033 0,0016| 398 | 75,44 | 30,01 | 62,93
benzen 0,55 0,028 0,041 0,0015] 1027 | 29,20 76,74
toluen 0,73 0,036 0,040 10,0007 | 1879 | 15,97 74,81
ethylbenzen 0,92 0,032 0,033 0,0005| 4363 | 6,88 61,49
propylbenzen 1,05 0,034 0,027 10,0005| 8189 | 3,66 51,42
butylbenzen 1,16 0,023 0,025 0,0006| 12292 | 2,44 46,19

pentylbenzen 1,23 0,021 0,023 10,0005]16376| 1,83 42,62




