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1. Uvod

Vysoko&inna kapalinova chromatografie (High-performanapiii chromatography,
HPLC) pati mezi zakladni techniky analytické chemie. Metogmochazela
v poslednich desetiletich velkym rozvojem, dik§muz je v sotasné dob pomoci
HPLC moZné analyzovat Sirokou Skalu latek wajjSich vlastnosti, nizkomolekularni,
vysokomolekularni, nepolarni, polarni i iontové.-RPLC (Reversed-phase HPLC,
HPLC na obracenych fazich) je nejpouzigjiaim typem HPLC, ktery pouziva jako
stacionarni fazi oxid femkity chemicky modifikovany izn¢ dlouhymi alkylovymi

retzci.

3-hydroxy-4(H)chinolony (3-HQ) jsou latky, u nichz byla studoeamiologicka
acinnost  [1] a vykazuji rowg zajimavé fluoresceéni vlastnosti [2]. H
chromatografické separaci 3-HQ na obracenych fadimthazi k rozmyvani pikna
chromatogramu, coZ imde vést k problédm pii kvalitativni i kvantitativni analyze
vzorki obsahujicich 3-HQ. Cilem bak#d&é prace bylo nalezeni optimalnich podminek
separace gkterych derivai 3-HQ substituovanych v poloze 2 (Obr. 1.1), praadae
RP-HPLC.
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Obr. 1.1: Obecny vzorec 3-hydroxy-4{)chinolonu substituovaného v poloze 2.

V teoretické c¢asti byly popsany vybrané chromatografické paraynetvyroba
stacionarnich fazi pouzivanych v RP-HPLC a jejildstnosti, mechanismy separace na

téchto stacionarnich fazich a vliv pH mobilni fazeseparaci analyt

Experimentalni cast se zabyvala studiem vlivuizného slozeni mobilni faze a
piedevsim #izného pH mobilni faze na chromatografické chovami@ na tech
analytickych kolonach a podminky, které vykazovahejvyhodrjSi separani

parametry, byly o¥eny na semipreparativni kokan



2. Teoreticka ¢ast

V Teoretické ¢asti jsou nejprve stimé definovany chromatografické parametry
pouzivané k popisu chromatografickych separaci, opmst je dale &novana
sorbenim pouzivanym v RP-HPLC, mechani&m separace, vlivu pH mobilni faze a

vlivu anionti ptitomnych v mobilni fazi.

2.1.Popis chromatografické separace
K popisu chromatografického chovani latekiadevsim tvaru piku byly zvoleny tyto
parametry: retefni ¢as, retedini faktor, Stka piku, asymetrie, get teoretickych pater a

vySka teoretického patra.

2.1.1. Retertni ¢as
Reterni ¢as (k) je doba od z&tku analyzy po maximum piku. Mrtvy reten cas (i),
je ¢as potebny pro eluci latky, ktera neniilvec zadrzovana stacionarni fazi [3].

2.1.2. Retenéni faktor

Retergni (kapacitni) faktor (k)charakterizuje miru interakce dané sleniny v
chromatografickém systému, tzn. jak se analyty alark zdrzuji a zpo&uji. Reterni
faktor je zavisly na parametrech, které souvisiterakci analytu se stacionarni fazi (typ
stacionarni faze, sloZzeni mobilni faze, teplota)tuliz nezavisly na fitoku mobilni
faze i délce kolony, proto se da s vyhodou pouzbtovnani vysledk ziskanych na

raznych kolonach [4]. Je dan vztahem (1) [5].

ky = R ®

M

2.1.3. Sirka piku
Rozliduje se &kolik druhi Sitky piku. Stka piku u zakladny (W je Gsek, ktery na
zékladni linii vytinaji d¥ tesny vedené inflexnimi body na obou stranach pikikeSv
poloving vysky piku (w, Wsoe) je délka Usé&ky vedené rovnaizre se zakladni linii v
50 % vy3ky piku a ohragené rameny piku. Bda mezi inflexnimi body (v je délka

useky vzniklé spojenim inflexnich badpiku [3].

2.1.4. Asymetrie
Asymetrie piku (A) je bezrozénny parametr, popisujici tvar chromatografickéhleupi
Pro jeho vypoet se uzivd dvoutenych vztali. Americky |ékopis (United States
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Pharmacopeia, USP) a Evropsky I|ékopis (Europeanrnitapeia, EP) definuji
parametr asymetrie vztahem (2), jinyagpb vyp@tu uvadi vztah (3) [6],

A= RWso,+LWso, (2)
2 .LWsy,
RWj 0
A — 10% (3)
LW109,

kde LWsy, a LWigo, jsou levée §ky piku ve vySce piku 5 %, resp. 10 %, analogicky
RW5e, a RWi gy jsou pravé $ky piku ve vysSce 5 %, resp. 10 % (Obr. 2.1).

Vyska piku

W10 % *'l—i *—':K- = =10 %
W5 % ,A-’:l—u l—ﬂg - =5 %l

LW RW

Obr. 2.1: Vypa@et asymetrie, upraveno podle [6].

Pro ideélni piky je A = 1. Pokud je hodnota A 3edna se o chvostujici pik (tailing),
pii hodnotach A < 1 se hovioo frontujicim piku (fronting). Hodnoty A > 5 obkig
neumo#uji dobré kvantitativni stanoveni latky [6]. Asymieké piky také mohou

piekryvat jiné piky na chromatogramu a tim znemojgijiith stanoveni.

2.1.5. Poget teoretickych pater

Patet teoretickych pater (N) charakterizuj@ninost separace, tzn. miru razsiani zén
separovanych latek na kokrCim vice teoretickych pater, tim je separa¢mmsjsi.
Pcatita se podle vztahu (4) nebo (5) [3].

N =16, (fv—’;)z )
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N = 5,545 . ()2 5)
Wh

2.1.6. VySka teoretického patra
VySka teoretického patra (H)¢kdy ozn&ovana jako vyskovy ekvivalent teoretického

patra, je definovana jako podil délky kolohya pa@tu teoretickych pateN, vztah (6)
[3].

H== (6)
2.2. RP-HPLC kolony
Chromatografie na obracenych fazich¢asgji pouziva jako stacionarni fazZéstice
porézniho silikagelu, ktery je povrchbmodifikovany. RozliSuje se silikagel typu A a
B. Silikagel typu A je pipravovan z anorganickych prekuradnag. kiemiitan sodny)
a obsahuje &Si mnozstvi kovovych ioftoproti silikagelu typu B, ktery sefipravuje
z organickych prekurzér (nag. tetraalkoxysilan) [5,7]. Néasgji se vyskytujici
modifikace je zavedeni oktadecylovych skupigHGs- (Cig), mezi dalSi faze pat
nap. faze oktyloveé (@), butylové (G) a methylové.

2.2.1. Vyroba RP-fazi

Vyroba sp@ivAd v reakci silikagelu s reaktivnim organosilanegfimalogensilan,
hydroxysilan, aminosilan) v inertnim rozpatdie. Monohalogenovany organosilan v
bezvodém prosedi, obvykle za fitomnosti katalyzatoru, poskytuje monomern
vazanou fazi (Obr. 2.2) [5].

— SIOH — Si{CH),R
— SiOH — SiOH
—SioH — Si(CH,),R
—SIOH 4 CISiCH),R —e — SiOH
[ SioH —Si(CH;),R
— SiOH | sion
[ SioH — Si(CH,),R

Obr. 2.2: Riprava monomerhvazané faze, upraveno podle [5].
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Pouziti di- a trihalogenovanych organosilara gidavku malého mnoZstvi vody vede
ke vzniku polymerd vazané faze. K polymeracitite dochazet kiiv roztoku, nebo

piimo na povrchu silikagelu (Obr. 2.3 a 2.4) [5].

5 / — SiOH /
SioH 0—Si—R Q—Si—R
/ N —sgj-0-si-r ™
—8i—R i-0-8i-R
— SiOH HO—8]
voda 0 o
+ CLSR ———e / / /
. HO—S8i—0—5i—R =——u= HO—&5i —0—8i—R
— SiOH 0 N \0 ~
\
ci—sl-R — $i-0-Si-R,
— Si0H \D-Si—R H(:I)D—Si_R
N _Si—o—§i-.R\
OH

Obr. 2.3: Riprava polymer&ivazaneé faze s polymeraci v roztoku, upraveno pgédgle

?H
H,0 —Si-0—Si-R
OH
H,0
H.O ) . -
voda 2 CL,SiR — 8i-0—S8i—R
—_— H,0 —_— 0
—_— Si-D—S‘i—R
H,0 0
HQD —_— SI—U—S\:]—R
HED . I
— SI-D—S{-R
8]
e

Obr. 2.4: Riprava polymeré vazané faze s polymeraci na povraastice, upraveno
podle [5].

2.2.2. Zbytkoveé silanolové skupiny

Stupé preneny je obvykle 50-70 %, &hoZ plyne, Ze z®aa ¢ast silanolovych
skupin Zistava nezreagovanych [4]. VoIné silanolové skupimyhou interagovat s
analytem, coz rive, obzvlast u bazickych slotenin, vést k chvostovani mik{8].
Z tohoto divodu se pouZzivA metoda endcapping, kdy se zbytlsbwgpiny nechaji
zreagovat s malou molekulou, ragrimethylchlorsilanci hexamethyldisilazan [5].

Kolony, které jsou uweny pro pouziti mobilni faze s vysokym obsahem yadgji
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casto hydrofilni endcapping [9]. V mnohaiigadech jsou vSak interakce se
silanolovymi skupinami @leZité pro GspSnou separaci, proto vyrobci nabizeji také faze

bez endcappingu.

Jinou metodou omezeni nezadouciho vlivu silanolovgkupin je tzv. embedding.
Polarni molekuly jako jsou amidy, karbamaty mocovina, zabudovanéiimo do
alkylovéhoretézce, vytvdeji vodikové nistky s volnymi silanolovymi skupinami a tim
zabrauji interakcim silanolovych skupin s molekulami gha [5].

2.2.3. Mechanismy separace v RP-HPLC
Pii separaci na obracenych fazichspbi rékolik druhi interakci, jejichz fispsvek

zavisi na typu stacionarni faze a na strigfnalytu.

Hydrofobni interakcepisobi mezi dlouhymi alkylovymietzci stacionarni faze a
nepolarnimi molekulami analytu [4]. Hydrofobni irdakce je tim ¥tSi, ¢im mensi je

pocet volnych silanolovych skupin interagujicich s lgitean, tzn.¢im je vysSi hustota
vazanych alkylovychiettzci acim je dikladnsjSi endcapping.

Polarni interakcemaji v RP-HPLC vyznamnou roli. &8ina analyi totiz obsahuje
polarni skupiny (pedevsim atomy kysliku a dusiku), které jsou schqgigirnich nebo
iontovych interakci: vodikové @stky, iontova vymina, interakce dipdl-dipol a dipol-
ion. Pro polarni interakce je vyznamna koncentramrych silanolovych skupin, jejich
typ (volné, vicinalni, gemindlni, Obr. 2.5) i komcace a typ stopovych &stot
kovovych ionti (alkalické kovy, ¢Zké kovy, hlinik) [4].

OH

s"o‘s 8i HO\S"OH pro o

i i i I sSi Sl

/ \ o/| \o PR 1 P AN
N7 _ /o ~ —9°— /o?oc‘:ox
Siloxan Izolovany silanol Geminalni silanoly Vicinalni silanoly

Obr. 2.5: Charakteristické futiki skupiny na povrchu silikagelu, upraveno podle [5

Sterické interakceumoziuji rozlisSit molekuly podle jejich velikosti a tvar coz je
vyhodné nap pro separaci aromatickych latek. Na sterickoeldglitu ma vliv hustota
pokryti alkylovymitetézci i polymerni charakter faze [4].
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2.2.4 Termodynamické a kinetické faktory separ@&niho procesu

Tvar piku je pi chromatografickém procesu dgen gedevSim termodynamickymi a
kinetickymi faktory. Termodynamika adsorpce je elkderizovana pomoci adsérp
izotermy, coz je zavislost koncentrace analytutaeisnarni fazi na koncentraci analytu
v mobilni fazi. V idealnim fipac je tento vztah linearni a vysledny pik je dokonale
symetricky. Casto v8ak dochazi k odchylkdm od linearity. V jedlri&Sich fipadech
nelinearni adsorpci popisuje Langmuirova izoterktera je dana vztahem (7), kQge
koncentrace analytu ve stacionarni f&ije koncentrace analytu v mobilni faaiab

jsou experimentalni konstanty [5].

a.C
1+b.C

Q= (7)

N¢které analyty se na sorbenty v RP-HPLC kolon4clowaia dva (nebo i vicejizné
typy adsorpnich mist. Mista prvniho typu jsodifpmna v chemicky vazané organické
fazi €chto sorbenit a zaujimaji ¥tSinu plochy sorbentu. Interakce analytuésito
misty ma hydrofobni charakter a relativnizkou energii. Mista druhého typu jsou
umis€na na povrchu silikagelu a zaujimaji malé procenttelkové plochy sorbentu.
Jednd se o interakce s polarnimi skupinami na povsdikagelu, které maji charakter
polarni nebo iontovy (Kap. 2.2.3) a maji pogn¢ vysokou energii [10,11]. Tuto

slozitjSi adsorpci popisuje bi-Langmuirova izoterma (Bjera vznikne roz&énim
vztahu (7) [10].

Q _ al.C az.C
14b,.C | 1+by.C

(8)

Konstanty a;, b; odpovidaji 1. typu adsoafpich mist a konstanty,, b, 2. typu
adsorgnich mist.

Kinetika adsorpce je kvantitativnurcena rychlostnimi konstantami, které cwii
rychlost adsorpce/desorpce. Pokud k adsopci doateaivou mistech sorbentu, pro
kazdé z nich existuje jina rychlostni konstantasdwpce na polarni silanolové skupiny
na povrchu silikagelu jsou charakteristické pondal&inetikou oproti adsorpcim na
hydrofobni alkylové&etézce [10].

Vypocéty ukazuji, ze fi pomalé rychlosti adsorpce na mistech 2. typuheostovani
piki pouze Kkinetického twodu, @ vysoké rychlosti adsorpce pouze

termodynamickéhotvodu a pi stredni rychlosti adsorpce se na chvostovani poddi ob
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faktory. Existence dvou typ adsorgnich mist proto obeénvede k heterogenni
termodynamice i kinetice sepamdho procesu, coz ma za nasledek chvostovarii pik
n¢kterych analyi [10]. Z toho divodu potl&eni vlivu polarnich skupin na povrchu
silikagelu ma velky vyznam pro zlepSeni separachtd analyi. Na druhou stranu
polarni interakce obe&nzvysuji selektivitu polarnich anaiyttzn. schopnost rozlisit
jednotlivé polarni analyty od sebe [4]. Z tohivddu vyrobci nabizi stacionarni faze i
bez endcappingu, s polarnim endcappingem nebokswnitaustotou organicky vazané

faze.

2.2.5 Parametry kolon a sorbenti

U kolony se udava jejiiélka (mm) avnitni prumer (internal diameter, ID, mm). U
sorbent se udavavelikost castic (um), specificky povrch(m?g), velikost péti (A) a
specificky objem par (ml/g). Dale byva krom zakladniho udaje o typu vazané faze
(napr. Cig) uveden iprocenticky obsah uhlikcarbon content), orienta¢ i hustota
vazané faz¢vysoka hustota, sdni hustota) a Udajendcappingukdy se nize jednat o
jednoduchy, vicenasobny nebo polarni endcappingobty vSak ¢asto nezviejiuji
piesné informace o struktl sorbent, takZze obvykle nespecifikuji, jaka latka byla pro

endcapping pouzita.

Dulezitym udajem je také rozmezi pH, ve kterém mohgukolony pouzivany. &né
kolony zaloZené na silikagelu Ize pouZivat v rozim@d 2-8. Bi pH < 2 dochazi k
hydrolyze siloxanové vazby, kteréigmojuje organosilan k povrchu silikagelui pH > 8
dochazi pimo k rozpou&ni silikagelu [5]. Nahrazeni methylovych skupin v
alkyldimethylsilanovych skupinach (Obr. 2.6, A) etjrgjSimi isopropylovymi nebo
isobutylovymi skupinami (Obr. 2.6, B) poskytuje $psterickou ochranu siloxanové
vazby ged hydrolyzou fi nizkém pH. Podobné vysledky maji i bidentatdzané faze
(Obr. 2.6, C). Pro zvySeni odolnostii pysSim pH se pouzivaji faze zalozené na pin
hydroxylovaném silikagelu s nizkou porozitou. Roz§ini v zasadité oblasti odolavaji

také sorbenty s velndistym silikagelem [5].
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Obr. 2.6: A — struktura silikagelu s navazanym dhghkalkylsiloxanem, B — struktura
silikagelu stericky chramého objemnymi isopropylovymi skupinami, C — bident

alkylsiloxanova faze, upraveno podle [5].

2.3 VlivpH

Velkéa ¢ast analyi v RP-HPLC jsou latky obsahuijici ionizovatelné famkskupiny, jak
kyselé (karboxylovou, sulfonovou), tak bazické (aoskupina). Retence&dhto latek
siln¢ zavisi na ionizaci jejich furdkiich skupin a Ize ji ovlivnit z&mou pH mobilni faze.
Obecr plati, Ze neionizovana molekula mé vygghez molekula s nabojem. Krém
retertniho ¢asu niize mit pH vliv i na roz$ovani piku a jeho symetrii, zvl&Su
slowenin s bazickymi skupinami. Protonizovana bazidkacenina skupina nebude, na

rozdil od své neutralni formy, interagovat se zbygkni silanolovymi skupinami [4].

Pro jednoduchou kyselinu nebo bazi Ize retenci ¥ifpb podle vztahu (9), kdk je
retertni faktor protonované formy; reteréni faktor deprotonované formydge stupé

deprotonace analytu [12].

_ ko+kyixd

k 1+d )

Stuper deprotonacel zavisi na pH mobilni faze a disotiié konstant (pK,) analytu,
vztah (10) [12].

d = 10PH-PKa (10)
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Pro dvojsytné kyselinyi baze se rovnice (10) jednoduse réiz3a vztah (11) [12].

ko + kg X dy +kyxdyxd,
1+d,+d;xd,

k

(11)

Z rovnice (10) plyne, Ze pro jednoduchy elektrokg retence tmi v rozsahu
pH = pKa £ 2, mimo tento interval je analyt prakticky Upldisociovanyci upiné

nedisociovany [12].

Krome¢ molekul analytu ovlitiuje pH i stacionarni fazi.rtPnizkém pH bude poté@na
ionizace silanolovych skupin.fiPvysokém pH dochazi k odfteni H z volnych
silanolovych skupin a vznikly atom kysliku se zapon nabojem se tize (astnit
iontowe-vymeénnych reakci a tak ovliovat retenci zvldstu kladré nabitych analyt
[8,12]. Zaporg nabité analyty bude zaporny atom kysliku naopaguadvat a tim

sniZovat jejich retenci. Tent@dse oznauje jako ionto¥-vytésinovaci efekt [12].

2.3.1 Uprava pH

Uprava pH mobilni faze se provadi pomoci pufiebo volnych kyseligi bazi. Pufry
jsou snesi slabych kyselin a jejich soli, nebo slabych dasgejich soli. pH pufru udava
Henderson-Hasselbachova rovnice (12) [pBL je disoci&ni konstanta kyselinyieprot

je koncentrace deprotonované formy analyi: je koncentrace protonované formy

analytu.

pH = pK, + log-2eeret (12)

Cprot
Kazdy roztok pufru je charakterizovany puind kapacitou, coz je get moh silné
kyseliny nebo zasady, gebnych k vyvolani jednotkové zmy pH jednoho litru
roztoku pufru. Pufréni kapacita zavisi na koncentraci pufru a na vzt pH od pK

pufru. Oblast pH, ve které je puféiany je definovana vztahem (13) [4].
pH = pK, + 1,5 (13)

Dostaténa kapacita pufru jetdezita pro dobrou reprodukovatelnost vystédihodna
koncentrace pufru je kolem 50 mM. Pokud se vSakzp@umobilni faze s velkym
zastoupenim organického rozpaula, hrozi vysrazeni pufru a je pebba pouzit
koncentraci nizsi, ndp10 mM [4]. Misto pufi se v HPLC BZzr¢ pouZivaji i volné

kyseliny jako kyselina mraveéni ¢i octova. Naposledy zméné kyseliny secasto
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pouzivaji v systémech, kdy je kapalinovy chromabgspojeny s hmotnostnim
detektorem, kdy pouzZivanifgdevSim anorganickych wr&avych puffi by vedlo
k zanadSeni hmotnostniho spektrometru. Tab. 2.1 &ad&eznam pufr bézne

pouzivanych v HPLC.

Pufr pKa
Fosfatovy | 2,15
Formiatovy 3,75
Acetatovy 4,75
Fosfatowy Il 7,20
Amonny 9,24
Triethylamoniovy | 10,72
Fosfatovy 12,38

Tab. 2.1: Pufry pouzivané v HPLC, hodnotgyraty z [4].

2.4 Vliv anionta

Bylo zjiSttno, Ze kkteré malé ionty fitomné v mobilni fazi zf,sobuji zvyseni retence
protonovanych forem bazickych stkmnin a zarowe stim dochazi i ke zlepSeni
symetrie piku. Jedna se itap ionty HPQO,, HCOQ, CI, CRCOOQO, BF4 [14].

Bylo navrzeno &kolik mechanism pro tento jev [15]:

a) Tvorba iontovych pérmezi klad@ nabitym analytem a aniontem a jejich retence na

zaklad hydrofobnich interakci.

b) Adsorpce anioiit na povrch stacionarni faze a jejich nasledna aktar s kladé

nabitymi molekulami analytu (iontaini¢ovy mechanismus).

c) Anionty naruSuji solvatai vrstvu molekul vody okolo analytu, tim zvySuji
zdanlivou hydrofobicitu analytu a jeho retenci. Naklad¢ tohoto mozného

mechanismu &inku se tyto anionty také oz&gi jako chaotropnéinidla.

Je pravédpodobné, Ze se upitatji vSechnyit uvedené mechanismy st@asrE, avsak jen
jeden je dominantni v zavislosti na slozeni mobifde, typu analytu i vlastnostech

stacionarni faze [15].
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2.5 Metody separace 3-HQ popsané v literatie

V literature jsme nalezli pouze jedettanek, ve kterém se popisuje separace 3-HQ
metodou RP-HPLC [16]. Je zde popsano zlepSeni ik molekuly 3-HQ fidanim
EDTA do kyselé mobilni faze. Byla pouzita kolona eRbmenex Gemini fg,
temperovana na 50 °C. ZlepSeni separaceriangevétiuji snizenim interakce molekul
3-HQ s podloznim silikagelem vlivem EDTA, kdy EDTRomplexuje ionty kou
piitomné v podloznim silikageluiimz znemo#uje vytvaeni komplex ionta kowvi

s molekulami 3-HQ.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Zkoumane latky
Bylo zkoumano 8 vybranych 3-hydroxyi{)-chinoloni syntetizovanych na Katssl
organické chemie (Obr. 3.1) [1,17,18].

0

Obr. 3.1: Struktury zkoumanych latek.

21



3.2 Instrumentalni vybaveni

3.2.1 pH metr
M¢étreni pH byla provasha na pH metru Orion A410 s kombinovanou pH eleldto
Schott BlueLine.

3.2.2 Kapalinovy chromatograf

M¢éteni byla provaéha na kapalinovém chromatografu HPLC Dionex s punip@80 a
PDA detektorem (PDA 100) a na semipreparativnimokgstinném kapalinovém
chromatografu Agilent Series s UV-VIS detektoremavkovani bylo provasho
stiikactkou Hamilton pomoci Sesticestného manualniho westdavkovacimi snékami
20 pl (HPLC Dionex) a 1000 pl (HPLC Agilent).t®ok byl 0,8 ml/min pro kolonu
Nucleodur, 1 ml/min pro kolonu Nucleosil, 1,5 mlfirpro kolonu Synergi Hydro-RP a
10 ml/min pro kolonu YMC-Pack Pro;& VSechna r&eni byla provedena izokratickou
eluci, objemové slozeni mobilni faze bylo 60 % vedd0 % organicka faze. Typ

organicke faze je blize specifikovan v Kap. 4 V&l a diskuse.

M¢eten byl zaznam pro vinovou délku 262 nm. Chromatogrdyly zpracovany a

vyhodnoceny pomoci programu Chromeleon, verze 6.60.

3.2.3 Chromatografické kolony
Byly pouzity kolony Nucleosil &, Nucleodur Gg Gravity (ol& Macherey-Nagel) a
Synergi Hydro-RP (Phenomenex) pro separace na HPib@ex. Kolona YMC-Pack

Pro Gg slouzila pro owieni podminek pro semipreparativni separace na HRjient.

3.2.3.1 Nucleosil Cys

Parametry kolony: délka 125 mm, it pramér 3 mm, velikosttdstic 3 um, velikost
péri 100 A, specificky objem pérl,0 ml/g, specificky povrch 350%g, obsah uhliku
15 %. Silikagel je pl&é porézni, sféricky a velméisty. Kolona ma sedni hustotu
oktadecylové modifikace a endcapping. Je stabilmbamezi pH 2-8. i® separaci se
uplatiuji hydrofobni interakce a polarni interakce se tkbyymi silanolovymi
skupinami [8].

3.2.3.2 Nucleodur Cis Gravity

Parametry kolony: délka 150 mm, wmit primér 3 mm, velikostcastic 3 um, velikost
pora 110 A, specificky objem pér0,9 ml/g, specificky povrch 340%g, obsah uhliku
18 %. Silikagel ma pkhsféricky tvarcastic a vysokou odolnostsi tlaku (az 800 ba).
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Oktadecylova modifikace ma vysokou hustotu¢katikanasobny endcapping. Tim jsou
vyrazre potlateny polarni interakce. Diky nizké koncentraci stgd prvki a specialni

technologii povrchové modifikace je kolona stabirmbzmezi pH 1-11 [8].

3.2.3.3 Synergi Hydro-RP

Parametry kolony: délka 150 mm, it pramér 4,6 mm, velikostastic 4 um, velikost
pora 80 A, specificky objem pdr1.05 ml/g, specificky povrch 4754%g, obsah uhliku
19 %. Silikagel je hustmodifikovany oktadecylovymi skupinami, jako endpaq je
pouzita polarni latka. Kolona je stabilni v rozmpH 1,5-7,5. R separaci se uphatji
pievazre hydrofobni interakce, avSak diky polarnimu endaagyp jsou pitomny i
polarni interakce [9]. Vyrobce neuvadi, o jaky pol&ndcapping se jedna.

3.2.3.4 YMC-Pack Pro Cis

Parametry kolony: délka 100 mm, vmit pramér 20 mm, velikostastic 5 um, velikost
pora 120 A, specificky povrch 330 7y, obsah uhliku 16 %. Vysodisty silikagel je
modifikovany oktadecylovymi skupinami a naslednymdeappingem. Stabilita kolony je
v rozmezi pH 2-8 [19].

3.3 Chemikélie

Acetonitril pro HPLC, voda pro HPLC, methanol pr®kC, tetrahydrofuran pro HPLC,
kyselina trifluoroctova 99% p. a., kyselina mra&eB0% pro HPLC, kyselina octova
99% p. a., octan amonny p. a., chlorid amonny,mhyalroxid draselny p. a., disodnd s

EDTA (Chelaton 3) p. a., testovaci &rpro HPLC s uracilem (c = 7 pg/ml).

3.4 Priprava vzorki
Byly pfipraveny roztoky zkoumanych latek v methanolu o desrraci 100 pg/ml
(HPLC Dionex) a 1 mg/ml (HPLC Agilent).

3.5 Uprava pH mobilnich fazi
Pti Upraw mobilnich fazi bylo pH r¥eno pH metrem, ktery byl kalibrovan pomoci
pufrd o hodnotach pH 4,00 a 7,01.

Pomoci kyseliny trifluoroctové byly upraveny moliilidze na hodnoty pH 1,7 a 2,1.
Kyselina trifluoroctova byla naslednpiidana i do acetonitrilu tak, aby koncentrace

kyseliny ve vod i acetonitrilu byly totoZné.
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Pomoci kyseliny mraves byly upraveny mobilni faze na hodnoty pH 2,8 a 2)prava

byla provedena analogickymignbem jako v ipact kyseliny trifluoroctove.

Hodnoty pH 3 bylo dosazeno formiatovym pufrem, plcgtatovym pufrem, pH 7,8 a
pH 9 amonnym pufrem. Koncentrace puifryla 0,01 M. Na rozdil od apravy kyselinami,
pufry byly pridany pouze do vody, nikoli do acetonitrilu. Prorayu pH mobilni faze
byly voleny gedevSim ¢kavé pufry s ohledem na moZnou aplikaci podminglaisee
pro HPLC s hmotnostni detekci.
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4 Vysledky a diskuse

Chromatografické chovéani jednotlivych 3-HQ bylo ddedno pomoci vybranych
chromatografickych paramétrreteréni ¢as (k), asymetrie piku (A), Bta piku (w),
pocet teoretickych pater (N), vySka teoretického péttpa retetni faktor (k). Hodnoty
asymetrie piku uvedené v této praci byly Wjpény podle vztahu (3), uvedeného
v Kap. 2.1.4, hodnoty ftu teoretickych pater byly vygé@any podle vztahu (5) v Kap.
2.1.5. Hodnoty $ky piku byly zngfeny v 50 % vySky piku. Mrtvgas pro vypoet

retertniho faktoru byl uten experimentathpomoci uracilu.

4.1 Analytické kolony

Pro studium analytické separace 3-HQ byly vybramiy kblony se silikagelem
modifikovanym oktadecylovymi skupinami (C18), ktesé liSily rekterymi vlastnostmi
(délka kolony, velikost¢astic, hustota modifikace silikagelu, typ endcapgpin

Jednotlivé kolony jsou blize popsany v Kap. 3.Zabulky s konkrétnimi hodnotami

chromatografickych paramétjsou uvedeny proighlednost v Hloze (Kap. 7).

4.1.1 Kolona Nucleosil
Na této kolo® byl nejprve zji&n vliv sloZzeni mobilni fdze a pH na chromatogradick
chovani latkyl a poté byly pro nejlepSi nalezené podminky pii@my vSechny

zkoumané latky.

4.1.1.1 Vliv sloZeni mobilni faze

Nejprve byly testovany tzné mobilni faze (voda/acetonitril, voda/methanol,
voda/tetrahydrofuran) a jejich vliv na sledovanéoohmatografické parametryigpH 5,4
(Tab. 7.1).Retewni cas pro tizné mobilni faze (f objemovém poréru 60 % voda,
40 % organické rozpouftlo) klesal v psadi voda/tetrahydrofuran, voda/methanol,
voda/acetonitril. Ve stejném fadi klesaly i hodnotyasymetrie pikua SiFky pikua
naopak rostpocet teoretickych pateiRelativreé nejlepsi vysledek (A = 6,15,w 2,03,

N = 25) poskytovala mobilni faze ve slozeni vadetonitril. Nasled& byl zkouman
vliv pH pii konstantnim porru voda/acetonitril v mobilni fazi. VSechna néaslédu
meéteni proto byla provedenaipsloZzeni mobilni faze 60 % vody, 40 % acetonitalu

bylo pouze minéno pH mobilni faze.

25



4.1.1.2 VlivpH

Nameiené vysledky vlivu pH na chromatografické chovdétky 1 jsou uvedeny v Tab.
7.2. Zavislosteten'nihocasuna pH (Obr. 4.1) dosahla maximé podnot pH 5. Ri
pouziti kyselé mobilni faze s hodnotou pH 3 doSheytaznému poklesu ret&miho
casu, pi dalSim snizovani hodnoty pH se jiz retence vygazmengnila. V
mirr¢ alkalické oblasti (pH 7,8) doSlo také k vyraznépuklesu retetniho ¢asu oproti
maximalni hodnat pii pH 5. Vy3Si hodnoty pH nebyly testovany s ohledem
vyrobcem doporéené rozmezi pH.

Velmi podobnou zavislost na pH vykazovakika piku(Obr. 4.2). Maximalni hodnoty
dosahla fi pH 5 a g zmeéné pH sneérem do kyselé i zadsadité oblasti dochézi k poklesu,
nejnizsi hodnotu métppH 2,7.

Asymetrie pikiObr. 4.3) ma nejvyssi hodnotii pH 3 (A = 14,82), avSak iipnejnizsi
hodnot pH 2,1 dosahuje po¥mé vysoké hodnoty (A = 3,81Paocet teoretickych pater
(Obr. 4.4) ma nejvyssi hodnotdipH 2,7 (N = 515) a nejnizsi hodnotdi pH 5
(N =12).

5 -
45 -
4 -
E 3I5 7
£
% 3
©
2025
S
c 2 A
3
9 15 -
1 -
0,5 -
0 n T T T T T T
7,8 5,4 5 3 2,8 2,7 2,1
pH

Obr. 4.1: Zavislost reténihoc¢asu na pH pro latkl, kolona Nucleosil.
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Obr. 4.2: Zavislost &y piku na pH pro latkd, kolona Nucleosil.
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Obr. 4.3: Zavislost asymetrie piku na pH pro latkiolona Nucleosil.
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Obr. 4.4: Zavislost pitu teoretickych pater na pH pro latkukolona Nucleosil.

V literature nebyly nalezeny Zadné Uudaje popisujici acidokézichovani 3-HQ
(zejména disocimi konstanty), ze kterych by bylo mozno vychazst yyswetleni
popsaného chromatografického chovani. Niciéhyly publikovany data o
acidobazickém chovani 3-hydroxychinolinu [20]. Pi# se jedna o strukturilizkou
latku, predpokladdme podobné acidobazické chovani také-piQ 80br. 4.5).

Obr. 4.5: Pedpokladané acidobazické chovani latky

Je-li predpokladano podobné chovani 3-hydroxychinolinuH(B{pKaz, 3-hydroxychinolin=
4,30, pKa2, 3-nydroxychinolin= 8,06), potom v sikh kyselém pH (pH 2,3 a nizSifgvazuje
kladré nabita struktura A, ip pH okolo 4,3 se vyskytuji struktury A a B v péma 1:1,
pii pH 6 prevazuje neutralni struktura BiipH okolo 8 se vyskytuji struktury B a C
v poneru 1:1 a v z4sadité oblasti pH (10 a vicegvazuje zaporhnabita struktura C.
Struktury s nédbojem jsou poté na kaiomadrzovany ménnez nenabitd struktura.

Zarover jsou ionizaci molekul analytu minimalizovany irdkce se zbytkovymi
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silanolovymi skupinami, tim dochazi ke zjednoduSeethanismu adsorpce, coZ vede

ke zlepSeni parametru asymetrie i k nizSi hoslaiky piku.

Z uvedenych hodnot sledovanych chromatografickyatampett vyplyva, Ze nejlepsi
hodnoty pro latkul byly zjiS€ny pro silré kyselé pH (nejvysSi @et teoretickych pater

s

4.6).

197

100+

Obr. 4.6: Srovnani chromatogrartatky 1 pii pH 3,0 (nahée) a pH 2,1 (dole), kolona
Nucleosil.

Pti pH 2,1 byla provedena dfeni dalSich zkoumanych latek (Tab. 7.3). Bylo &fiét
Ze pro Zzadnou ze zkoumanych latek nebylo dosaZieahé@ hodnoty asymetrie aniifis
velkého pdtu teoretickych pater. NejnizS§i hodnota A byla ggna pro latkul,
nejvyssi hodnota pro latk8. Ze srovnani reté&nich casi vSech latek  pH = 2,1

(Obr. 4.7) vyplyva, Ze nejvysSich retainch ¢asi bylo dosazeno pro latky obsahujici

e
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Obr. 4.7: Srovnani reténich¢asi pro vSechny ené latky pi pH 2,1, kolona
Nucleosil.

4.1.2 Kolona Nucleodur
Na kolor¢ Nucleodur byl sledovan vliv pH na chromatografickbovani vSech
studovanych latekipkonstantnim slozeni mobilni faze (60 % voda, 4@&étonitril).

Zavislostreterniho casuna pH (Tab. 7.4, Obr. 4.8) vykazovala nejniZSiruaid pro
vSechny latky i pH 5,4. U ¥tSiny latek byla pozorovana nejvy3si hodnetgit pH
2,7 (latky 2 az 8), u latky 1 byla nejvySSi hodnotaiippH 9,0. U vSech latek bylo
pozorovano, ze pro nizké hodnoty pH (1,7, 2,1, &Rlesa s klesajici hodnotou pH.
Srovnanim retamich ¢asi jednotlivych latek fi stejném pH je viét podobna zavislost
jako u kolony Nucleosil. Gft dochézi k nejgtSimu zadrZzovani latekab.
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Obr. 4.8: Zavislost reténihoc¢asu na pH, kolona Nucleodur.

Pozorovana zavislost ha pH je zn&né odliSna ve srovnani s kolonou Nucleosil, kdy
naopak nejvysSi hodnota byla pozorovana pro slakkyselé pH (5) a s klesajicim i
vzrastajicim pH retence klesala. Rozdil mezimb kolonami je mozné vysilit
odliSnymi vlastnostmi stacionarnich fazi, kolonacodur ma vyssSi hustotu organicky
vazané faze audttladrejSi endcapping oproti kol@énNucleosil (Kap. 3.2.3). U kolony
Nucleodur proto nehraji tak velkou roli interakcealytu s polarnimi skupinami na
povrchu silikagelu. Tyto interakce se tykaje@evsim nenabitych molekul analytu, coz
by vyswtlovalo nizkou retenci na kolérNucleodur oproti kolo& Nucleosil v oblasti
slak kyselého pH (5,4). Vyznamny vliv mohou mit i artiprz pridavanych pufi Ci
kyselin. Nap. interakci formiatového aniontu s kladmabitym atomem dusiku
v molekule 3-HQ by mohlo dochazet k tvérilabého iontového paru a tim ke zvyseni
retence, coZ by vystlovalo velkou retenci zkoumanych lateki pH 2,7, @i kterém
byla pouZita k okyseleni mobilni faze kyselina nana¥. MoZné jsou i jiné mechanismy
Gcinku anionti (Kap. 2.4). Z narfenych vysledi je zZejmé, Ze chromatografické

chovani 3-HQ nelze vystliit jen jejich acidobazickym chovanim.

NejvysSi hodnotysirky piki (Tab. 7.5, Obr. 4.9) byly pozorovany pro hodnoky d u
latek 4, 6 a7, pH 5 u latekl, 5, a8, a pH 5,4 u lateR a 3. NejnizSi hodnoty byly
namereny pro vSechny zkoumané latkii pH 1,7. Pozorované zavislosti hodnot Sirky

piku na pH jsou podobné vysladk nangirenym pro kolonu Nucleosil.
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Nizké hodnotyasymetrig(Tab. 7.6, Obr. 4.10) byly pozorovani pH v rozmezi od 1,7
do 2,7 (Obr. 4.11). V tomto rozmezi pH dosahovalareetrie pik hodnot mensich nez

2 (krome latky 1 pri pH 2,1 a latky8 pri pH 2,7). V gipad latek4 a5 pii pH 2,1 byla
hodnota asymetrie dokonce nizSi nez 1, tzn. dothdzmirnému frontovani.#®pH 9

je pro latkyl, 2 a 3 asymetrie porrné nizkd, pro ostatni pH vSak dosahuje vysokych

hodnot.

Pocet teoretickych patefTab. 7.7, Obr. 4.12) dosahoval vysokych hodriohfzkych
hodnotach pH, zvlaStpii pH 2,7, @i pH 9 dosahoval s vyjimkou latky také relativis
vysokych hodnot.

0,45 -
0,4 -
0,35 m pH=9,0
e 03 m pH=5,4
£
S 025 H pH=5,0
=
o —
2 0,2 m pH=3,0
5
w 0,15 W pH=2,7
0,1 mpH=2,1
0,05 mpH=1,7
0
Latka 1 Latka 2 Latka 3 Latka 4 Latka 5 Latka 6 Latka 7 Latka 8

Obr. 4.9: Zavislost gky piku na pH, kolona Nucleodur.
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Obr. 4.10: Zavislost asymetrie na pH, kolona Nudigo
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Obr. 4.11: Srovnani chromatogramro latku2 pii pH 5 (nahde) a 2,1 (dole), kolona

Nucleodur.
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Obr. 4.12: Zavislost gibu teoretickych pater na pH, kolona Nucleodur.

4.1.3 Kolona Synergi Hydro-RP
Na kolor¢ Synergi Hydro-RP byl sledovan vliv pH a vliv EDT#a chromatografické
chovani studovanych latek, sloZzeni mobilni fazeobstejné jako viipad kolon

Nucleosil a Nucleodur (60 % voda, 40 % acetonitril)

4.1.3.1 VlivpH

Prekvapiv bylo pozorovano, zeetertni casy(Tab. 7.8, Obr. 4.13) se pro jednotliva pH
piilis neliSi. Byl zde patrny trend mirného sniZoviws klesajicim pH, avSakigpH 2,7
dochéazelo ke zvySeng,ta v gipact latek 4, 5 a 8 bylo dokonce g nejvysSi i této
hodnot pH. Vyswtlenim by ogt mohl byt vznik iontovych p&rmezi formiatovym
aniontem a chinoloniovym kationtem (Kap. 2.4). HognpH 2,7 i 2,8 bylo dosazeno
pomoci kyseliny mravei. Fri vySSi koncentraci kyselinyippH 2,7 dochazelo i ke
zvySeni retence, coz podporujeiegpoklad o vlivu formiatového iontu na

chromatografické chovani chinolion

Sitka piku(Tab. 7.9, Obr. 4.14) vykazovala klesajici hoginse snizujicim se pH. S
poklesem pH dochéazelo také ke snizovasymetrie(Tab. 7.10, Obr. 4.15 a 4.16). Pro
hodnoty pH 2,8, 2,7 a 2,1 byly hodnoty asymet#Simou pod hodnotou 2,0 a v mnoha
piipadech dochéazelo i k frontovani (hodnoty nizSi Ag¢z Nangéiené hodnoty byly

v souladu s diskutovanymi daty predchozi testované kolony.
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Nejvyssihopaoctu teoretickych patefTab. 7.11, Obr. 4.17) bylo dosazeno pro latku
pii pH 2,7, pro latky2, 3, 4 a5 pii pH 5, pro latky6 a7 pti pH 3 a pro latkB pii pH
2,1. Pro vSechny latky byla hodnota nizképgti 5,4.

7 -
6 .
€ 5 W pH=5,4
£  pH=5,0
@ 4
ES) -
z . m pH=3,0
§ mpH=2,8
[]
e 2 W pH=2,7
1 - mpH=2,1
O .
Latka 1 Latka 2 Latka 3 Latka 4 Latka 5 Latka 6 Latka 7 Latka 8

Obr. 4.13: Zavislost reténihoc¢asu na pH, kolona Synergi Hydro-RP.
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Latka 1 Latka 2 Latka 3 Latka 4 Latka 5 Latka 6 Latka 7 Latka 8

Obr. 4.14: Zavislost 8ty piku na pH, kolona Synergi Hydro-RP.
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Obr. 4.15: Zavislost asymetrie na pH, kolona Synidsgiro-RP.
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Obr. 4.16: Srovnani chromatogramro latku8 pti pH 5,0 (nahée) a 2,1 (dole), kolona

Synergi Hydro-RP.
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Obr. 4.17: Zavislost gbu teoretickych pater na pH, kolona Synergi Hyd®-R

4.1.3.2 VIivEDTA

V literature byla publikovana separace 3-HQ s pouZzitim etlaygamintetraoctove
kyseliny (EDTA), kterd rdla eliminovat vznik cheldtchinoloni s kovy gitomnymi v
koloné a tim zlepSovat parametry separace [20] (Kap. R&zhodli jsme se vyzkouSet

vliv EDTA na chromatografické chovani chinotona kolor Synergi Hydro-RP.

Vliv EDTA (Cepta = 200 uM) byl néten @i pH 5 a pH 2,7. Ze srovnaméterenich
casi (Tab. 7.12, Obr. 4.18) plyne, Zéiglavek EDTA nél jen minimalni vliv na retenci
analyt.

Pro hodnotySiky piki (Tab. 7.13, Obr. 4.19) byl vysledek pro mobilniifazEDTA
nizSi @i pH 2,7 u latek4, 5, 6, 7 a8 a @i pH 5 u latekl a 8, v ostatnich fipadech
nentl pridavek EDTA prakticky vliv. Uparametruasymetrie pikuTab. 7.14, Obr.
4.20) také nebyl pozorovan jednozng vliv piidavku EDTA na jeho hodnotu.

Pocet teoretickych patgfTab. 7.15, Obr. 4.21) je u laték4, 5, 6, 7 a8 pti pH 2,7 nizSi
bez gidavku EDTA, pro latkyl, 2 a3 je N @i tomto pH giblizn¢ stejné. Fidavek
EDTA dale zvySuje hodnotu NigpH 5 pro latkyl, 7 a8.

Z nameétenych hodnot nevyplyva jednozimy pozitivni vliiv EDTA na sledované

chromatografické parametry.
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Obr. 4.18: Vliv EDTA na retemi ¢as, kolona Synergi Hydro-RP.
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Obr. 4.19: Vliv EDTA na &ku piku, kolona Synergi Hydro-RP.
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Obr. 4.20: Vliv EDTA na asymetrii, kolona Synergydio-RP.
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Obr. 4.21: Vliv EDTA na peet teoretickych pater, kolona Synergi Hydro-RP.

4.1.4 Srovnani analytickych kolon

Srovnani analytickych kolon bylo provedeno pro pHi, 2 kterém bylo pro jednotlivé
kolony dosaZeno nizkych hodnot asymetrigkysSpiki a vysokého p&u teoretickych
pater. Bi porovnaniretertnich faktor: (Tab. 7.16, Obr. 4.22), které jsou oproti
reternim ¢asim vhodrEjSi k porovnavani vysledkziskanych naiznych kolonach i

riznych pitocich, byly zjis¢ény nejvySSi hodnoty (tzn. nejvysSi retence) prookal
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Nucleodur, s vyjimkou latkyp, kdy byla hodnota nejvySsi pro kolonu Synergi Hydr
RP.

3,5 -
3 .
. 2,54
o
£
:"_3 2 ® Nucleosil
o
s 151 M Nucleodur
=]
« 1 Synergi Hydro-RP
0,5 -
0 _
Latka 1Latka 2Latka 3Latka 4Latka 5Latka 6Latka 7Latka 8

Obr. 4.22: Retami faktor pro tizné kolony pi pH 2,1.

HodnotySirky piki (Tab. 7.17, Obr. 4.23) byly nejniZsi pro kolonun&sgi Hydro-RP,

vétSi u kolony Nucleodur a nejtsi u kolony Nucleosil.

ParametasymetrigTab. 7.18, Obr. 4.24) dosahoval jednazranejvysSich hodnot pro
kolonu Nucleosil, pro kolony Nucleodur a Synergiddy-RP byly narsieny gijatelné
hodnoty kolem 1,iicemz pro kolonu Synergi Hydro-RP byly celkawejnizsi.

V souladu s fedchozimi vysledky dosahovpbcet teoretickych patefTab. 7.19, Obr.
4.25)nejvysSich hodnot pro kolonu Synergi Hydro-RP.

VySka teoretického patréTab. 7.20, Obr. 4.26), ktera je vyhodna pro haedmd

e

Synergi Hydro-RP.
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Obr. 4.23: Ska piku pro tizné kolony pi pH 2,1.

Asymetrie
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Obr. 4.24: Asymetrie praizné kolony pi pH 2,1.
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Obr. 4.25: Peet teoretickych pater prézné kolony pi pH 2,1.
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Obr. 4.26: Vyska teoretického patra péamé kolony pi pH 2,1.

Obecre Ize na zakla®l nantfenych vysledk pro jednotlivé analytické kolony
s oktadecylovou modifikaci konstatovat, ze chromegfické parametry ip separaci
3-HQ zavisi nejen na pH mobilni faze a s tim sajicém nabojem analytu, ale i na
typu stacionarni faze (hustota oktadecylové moddi endcapping a jeho typ) a na
druhu pufii a kyselin pouzivanych pro upravu mobilni faze.
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4.2 Semipreparativni kolona YMC-Pack Pro Cjg

Udaje ziskané gfenim naitech analytickych kolonach jsme aplikovali pro sepana
semipreparativni kolan SloZzeni mobilni faze bylo stejné jako #e@chozich fipadech
(60 % voda, 40 % acetonitril). &eni byla provedena pro latkupii pH 5,4, 5 a 2,1
(Tab. 7.21). NejvySSreterrni ¢as byl pozorovan pro pH 5, nejnizsi pro pH 2,1.
Hodnoty Sikky piku i asymetrie pikuklesaly s klesajicim pH, obdobnjako u
analytickych kolon. P&t teoretickych pater byl nejvyssi pro pH 5 (Ob274a 4.28).

Z vyslediki méteni na semipreparativni koldm na analytickych kolonach vyplyva, ze
obecrk lepSich vysledk separace 3-HQ na kolonach s obracenymi fazemi je
dosahovano ip nizSich hodnotach pH a podminky separace js@ngsitelné mezi
jednotlivymi kolonami.

nNorm. 4{

500 -
400—: |
300{ .
200 1

100

[ I S —

Obr. 4.27: ChromatograntigpH 5,4, kolona YMC-Pack Pro,g
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Obr. 4.28: ChromatograntipH 2,1, kolona YMC-Pack Pro:;g
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5 Zavér
Prace se zabyvala studiem vlivu sloZzeni mobilnéfazpH mobilni faze na vybrané

chromatografické parametryiseparaci 3-HQ metodou RP-HPLC.

Chromatografické chovani 3-HQ bylo studovano rech analytickych kolonach.
Nejprve bylo uéeno vhodné sloZzeni mobilni faze 60 % voda, 40 %oadel a poté uz
bylo pouze minéno pH mobilni faze. Byly zjighy zajimavé rozdily v zavislost; ha
parametit asymetrie piku, 8y piku a pdétu teoretickych pater bylo pro vSechriy t
kolony dosazeno v oblasti sirkyselého pH. B srovnani kolon bylo zjigho, Ze
kolona Nucleosil vykazovala celkéwejhorsi vysledky (vysoké hodnoty parameira
Wh, Nizka hodnota parametru N). Hodno¥ghto parametr pro kolony Nucleodur a
Synergi Hydro-RP byly uspokojivé. Kranvlivu pH mobilni faze na chromatografické
chovani studovanych latek byl raéistudovan vliv fidavku EDTA, jeho fiznivy vliv

na separaci 3-HQ nebyl potvrzen.

Vysledky ziskané na analytickych kolonach byly pbuZzpifi separaci na
semipreparativni kolan kterd vykazovala stejny trend, tzn. zlepSovaniametit

asymetrie a gky piku s klesajicim pH.
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7 Prilohy

7.1 Priloha 1: Tabulky

Tab. 7.1: Vliv sloZzeni mobilni faze, lathapH 5,4, kolona Nucleosil.

tr Wh
SloZeni mobilni faze (min) | (min) A N
60% H,O - 40% MeCN | 4,32 2,03 | 6,15 |25
60% H,O - 40% MeOH | 4,57 2,43 79 |20
60% H,0O - 40% THF | 4,86 2,65 [11,23]19

pH | tg (min) | w, (min) A N
78| 244 0,3 8,33 372
54| 4,32 2,03 6,15 25
5 4,56 31 5,53 12
3 2,17 0,48 14,82 114
28| 1,89 0,27 12,26 268
2,7 192 0,2 7,47 515
21| 1776 0,22 3,81 359

Tab. 7.2: Narsrené vysledky pro latkd, kolona Nucleosil.

Latka tz (Min) | wy (min) A N
1 1,76 0,22 3,81 359
2 1,47 0,21 4,93 278
3 1,62 0,27 5,35 201
4 2,6 0,45 5,26 184
5 2,62 0,48 4,05 166
6 2,05 0,4 5,55 143
7 1,73 0,37 6,5 120
8 1,8 0,37 6,56 131

Tab. 7.3: Vysledky pro vSechny latkyi pH 2,1, kolona Nucleosil.
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pH tg (Min)

1 2 3 4 5 6 7 8
9 2,56 2,12 2,54 3,93 3,63 2,84 2,41 2,45
5,4 1,52 1,22 1,43 2,08 2,22 1,93 1,71 1,8
5 1,97 1,93 2,28 3,44 2,98 2,42 2,01 1,99
3 2,31 1,68 2,03 3,18 3,23 2,6 2,21 2,36
2,7 2,46 2,16 2,62 4,3 4,03 3,16 2,57 2,63
2,1 2,3 1,93 2,17 3,87 3,43 2,97 2,3 2,43
1,7 1,94 1,76 1,88 3,08 2,83 2,73 2,07 2,21

Tab. 7.4: Zavislost reténihoc¢asu na pH, kolona Nucleodur.

pH Wy (min)

1 2 3 4 5 6 7 8
9 0,16 0,18 0,19 0,23 0,25 0,21 0,16 0,19
5,4 0,2 0,19 0,21 0,27 0,29 0,25 0,17 0,22
5 0,21 0,15 0,18 0,22 0,36 0,26 0,19 0,23
3 0,2 0,17 0,19 0,4 0,35 0,3 0,25 0,22
2,7 0,15 0,16 0,17 0,22 0,22 0,2 0,16 0,14
2,1 0,15 0,15 0,15 0,22 0,22 0,19 0,16 0,14
1,7 0,13 0,14 0,14 0,19 0,2 0,18 0,14 0,13

Tab. 7.5: Zavislost By piku na pH, kolona Nucleodur.

pH

1 2 3 4 5 6 7 8
9 2,23 2,35 3,13 5,16 4,1 4,46 4,5 7,13
5,4 5,68 3,39 3,65 4,73 4,52 5,43 5,46 7,26
5 2,97 5,32 5,21 3,69 4,02 6,5 4,1 9,49
3 1,96 1,37 1,38 3,42 1,34 2,62 2,96 1,92
2,7 1,81 1,49 1,84 1,5 1,61 1,64 1,81 2,22
2,1 2,61 1,28 1,28 0,96 0,88 1,02 1,41 1,57
1,7 1,75 1,48 1,42 1,42 1,4 1,55 1,78 1,89

Tab. 7.6: Zavislost asymetrie na pH, kolona Nuclgod
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pH

1 2 3 4 5 6 7 8
9 1437 797 998 1597 1192 1052 1214 931
5,4 318 225 253 334 317 325 561 375
5 503 877 918 1358 382 462 623 402
3 738 543 642 348 476 403 448 661
2,7 1430 979 1366 2026 1840 1431 1444 2034
2,1 1353 920 1237 1756 1349 1314 1114 1578
1,7 1164 904 986 1439 1151 1287 1157 1624
Tab. 7.7: Zavislost pitu teoretickych pater na pH, kolona Nucleodur.
pH tr (Min)
1 2 3 4 5 6 7 8
5,4 3,38 2,68 3,78 5,48 5,48 3,73 3,12 3,13
5 2,93 2,51 3,27 5,55 5,51 3,73 3,08 3,08
3 3,02 2,68 3,44 5,7 5,53 3,84 3,17 3,16
2,8 2,7 2,42 3,08 5,42 5,18 3,48 2,87 2,88
2,7 2,96 2,52 3,23 5,72 5,63 3,81 3,13 3,18
2,1 2,52 2,18 2,58 4,98 4,66 3,61 2,82 2,93
Tab. 7.8: Zavislost reténihoc¢asu na pH, kolona Synergi Hydro-RP.
pH w;, (min)
1 2 3 4 5 6 7 8
5,4 1,43 1,17 1,74 0,33 0,42 0,27 0,27 0,28
5 0,16 0,14 0,15 0,21 0,21 0,15 0,14 0,17
3 0,16 0,33 0,27 0,65 0,5 0,13 0,11 0,21
2,8 0,15 0,17 0,18 0,48 0,32 0,22 0,22 0,18
2,7 0,14 0,15 0,15 0,32 0,23 0,22 0,2 0,14
2,1 0,12 0,14 0,13 0,19 0,19 0,15 0,12 0,12

Tab. 7.9: Zavislost 8iy piku na pH, kolona Synergi Hydro-RP.
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pH A
1 2 3 4 5 6 7 8
5,4 8,98 16,49 8,39 6,45 11,69 8,5 10,01 11,32
5 3,78 1,51 2,11 2,87 2,38 2,73 3,91 6,29
3 0,93 0,86 0,81 8,03 4,28 3,64 4,21 3,24
2,8 1,08 0,56 0,92 0,64 0,69 1,95 2,11 0,98
2,7 1,15 0,71 1,01 0,5 0,72 1,54 2,09 0,94
2,1 1,14 0,72 0,89 1,05 0,82 0,86 1,09 1,36
Tab. 7.10: Zavislost asymetrie na pH, kolona Syindygliro-RP.
pH N
1 2 3 4 5 6 7 8
5,4 31 29 26 1296 930 1042 766 688
5 1867 1853 2633 4054 3836 3313 2649 1845
3 1945 377 899 420 666 4789 4633 1201
2,8 1729 1128 1611 700 1412 1380 917 1440
2,7 2468 1559 2551 1744 3188 1589 1399 2864
2,1 2252 1438 2151 3674 3494 3271 2986 3338
Tab. 7.11: Zavislost @tu teoretickych pater na pH, kolona Synergi Hydi®-R
Mobilni faze tg (mMin)
1 2 3 4 5 6 7 8
pH=5 2,93 2,51 3,27 5,55 5,51 3,73 3,08 3,08
pH=5+EDTA 2,97 2,52 3,3 5,59 5,57 3,75 3,12 3,13
pH=2,7 2,96 2,52 3,23 5,72 5,63 3,81 3,13 3,18
pH=2,7+EDTA | 297 2,53 3,31 5,68 5,67 3,82 3,15 3,16

Tab. 7.12: Vliv EDTA na rete@mi ¢as, kolona Synergi Hydro-RP.
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pH wj, (min)
1 2 3 4 5 6 7 8
pH=5 0,16 0,14 0,15 0,21 0,21 0,15 0,14 0,17
pH =5+ EDTA 0,14 0,15 0,17 0,22 0,23 0,16 0,14 0,13
pH=2,7 0,14 0,15 0,15 0,32 0,23 0,22 0,2 0,14
pH=2,7+EDTA| 0,14 0,15 0,16 0,22 0,21 0,16 0,14 0,13
Tab. 7.13: Vliv EDTA na $ku piku, kolona Synergi Hydro-RP.
pH
1 2 3 4 5 6 7 8
pH=5 3,78 1,51 2,11 2,87 2,38 2,73 3,91 6,29
pH =5+ EDTA 1,59 2,59 2,88 4,19 2,77 2,16 3,05 2,37
pH=2,7 1,15 0,71 1,01 0,5 0,72 1,54 2,09 0,94
pH=2,7+EDTA | 1,05 0,91 1,04 1,03 0,9 0,85 1,13 1,19
Tab. 7.14: Vliv EDTA na asymetrii, kolona Synergydio-RP.
pH
1 2 3 4 5 6 7 8
pH=5 1867 1853 2633 4054 3836 3313 2649 1845
pH =5+EDTA 2341 1532 2020 3515 3255 3043 2833 3193
pH=2,7 2468 1559 2551 1744 3188 1589 1399 2864
pH=2,7+EDTA | 2373 1609 2486 3771 4034 3233 2922 3295

Tab. 7.15: Vliv EDTA na p&et teoretickych pater, kolona Synergi Hydro-RP.
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Latka k
Nucleosil | Nucleodur | Synergi Hydro-RP
1 0,96 1,47 1,03
2 0,63 1,08 0,76
3 0,8 1,33 1,08
4 1,89 3,16 3,02
5 1,91 2,69 2,76
6 1,28 2,19 1,91
7 0,92 1,47 1,27
8 1 1,61 1,36

Tab. 7.16: Retami faktor pro ézné kolony pi pH 2,1.

Latka Wy, (min)
Nucleosil | Nucleodur | Synergi Hydro-RP
1 0,22 0,15 0,12
2 0,21 0,15 0,14
3 0,27 0,15 0,13
4 0,45 0,22 0,19
5 0,48 0,22 0,19
6 0,4 0,19 0,15
7 0,37 0,16 0,12
8 0,37 0,14 0,12

Tab. 7.17: Ska piku pro #izné kolony pi pH 2,1.

Latka A
Nucleosil | Nucleodur | Synergi Hydro-RP
1 3,81 2,61 1,14
2 4,93 1,28 0,72
3 5,35 1,28 0,89
4 5,26 0,96 1,05
5 4,05 0,88 0,82
6 5,55 1,02 0,86
7 6,5 1,41 1,09
8 6,56 1,57 1,36

Tab. 7.18: Asymetrie praizné kolony pi pH 2,1.
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Latka N
Nucleosil | Nucleodur | Synergi Hydro-RP
1 359 1353 2252
2 278 920 1438
3 201 1237 2151
4 184 1756 3674
5 166 1349 3494
6 143 1314 3271
7 120 1114 2986
8 131 1578 3338

Tab. 7.19: Peéet teoretickych pater prézné kolony pi pH 2,1.

Latka H (mm)
Nucleosil | Nucleodur | Synergi Hydro-RP
1 0,35 0,11 0,07
2 0,45 0,16 0,1
3 0,62 0,12 0,07
4 0,68 0,09 0,04
5 0,75 0,11 0,04
6 0,87 0,11 0,05
7 1,04 0,13 0,05
8 0,95 0,1 0,04

Tab. 7.20: VySka teoretického patra pharré kolony pi pH 2,1.

pH | tg (min) | w, (min) A N

54| 3,887 1 4 84
5 3,971 0,9 3,6 108

2,1 3,291 0,8 1,28 94

Tab. 7.21: Nar&ené vysledky pro latkl, kolona YMC-Pack Pro £.
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