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Abstrakt

Tato diplomovd prdce se zabyvd charakterizaci a porovnanim dvou
zwitteriontovych staciondrnich fazi kolon SeQuant ZIC-HILIC a Atlantis Premier BEH Z-
HILIC. Analyzy byly provadény v separaénim modu hydrofilni interakéni kapalinové
chromatografie (HILIC). Ligand navazany na stacionarni fazi obou kolon je totozny,
sulfoalkylbetain. Hlavnim rozdilem mezi témito staciondrnimi fazemi jsou &astice, na
kterych jsou ligandy navazané. Typ ¢astic vyznamné pfispiva k odliSnym interakénim a
separacnim vlastnostem téchto stacionarnich fazi.

Pro zakladni charakterizaci stacionarnich fazi byl nejprve proveden Tanakuv test.
Z vysledkl tohoto testu bylo patrné, Ze kolona SeQuant ZIC-HILIC vykazuje vétsi
kationtové-vyménny charakter nez kolona Atlantis Premier BEH Z-HILIC, kterd ma
naopak vétsi aniontové-vyménny charakter. Obé stacionarni faze vykazovaly vyssi
hodnotu parametru popisujiciho hydrofilitu nez hydrofobicitu, coZz potvrzuje jejich
poldrnicharakter. Vlastnosti stacionarnich fazi byly dale zkoumany a porovnavany na
zakladé analyz modelovych analytl, kterymi byla fada malych polarnich analyt(,
kyselin, bazi, amfoternich a neutralnich analyt( a jejich smési. Analyzy byly provadény
v riznych pomérech acetonitrilu s 10mM acetatovym pufrem o pH = 4,7. Z pocatku byl
testovan 5mM acetatovy pufro pH = 6,8, ktery se ukazal jako méné vhodny. Pfi analyze
vétSiny modelovych analytll byla separacni teplota 25 °C. Pro analyzu kratkych
oligonukleotid( byla separacni teplota zvySena na 40 °C.

Vysledky analyz modelovych analytl korelovaly s vysledky Tanakova testu.
Rostouci retence polarnich analytl se stoupajicim mnozstvim acetonitrilu v mobilni fazi
potvrdila uplatnéni reten¢niho mechanismu HILIC. V ramci této prace byly nalezeny

vhodné podminky pro separaci vétSiny modelovych smési analyt(.
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Abstract

This diploma thesis deals with the characterization and comparison of two
zwitterionic stationary phases of SeQuant ZIC-HILIC and Atlantis Premier BEH Z-HILIC
columns. Analyses were performed in the hydrophilic interaction liquid
chromatography (HILIC) separation mode. Theligand bound to both stationary phases
of these columns is identical, sulfoalkylbetaine. The main difference between these
stationary phases is in the particles to which the ligands are bound. The type of the
particles significantly contributes to different interaction and separation properties of
the stationary phases.

Firstly, for the basiccharacterization of these stationary phases, a Tanaka's test
was performed. The results of this test showed that the SeQuant ZIC-HILIC column has
greater cation-exchange properties than the Atlantis Premier BEH Z-HILIC column,
which, has on the other hand greater anion-exchange properties. Both stationary
phases showed a higher value of the parameter describing hydrophilicity than
hydrophobicity, confirming their polar nature. The properties of the stationary phases
were further examined and compared based on the analysis of model analytes. These
analytes included a range of small polar analytes, acids, bases, ampholytes, neutral
analytes, and their mixtures. Analyses were performed at various ratios of acetonitrile
to 10mM acetate buffer of pH = 4,7. Initially, a 5mM acetate buffer of pH = 6,8 was
tested, butit has turned out to be less suitable for our analyses. During the separation
of most of the model analytes, the separation temperature was set to 25 °C. For the
analysis of short oligonucleotides, the separation temperature was increased to 40 °C.

The results of the analyses of model analytes correlated with the results of the
Tanaka's test. Increasing retention of polar analytes with increasing acetonitrile content
in the mobile phase confirmed the presence of the HILIC retention mechanism. There
were found suitable chromatographic conditions for the separation of most model

analyte’s mixtures within this work.
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Seznam zkratek a symbol(l

a
ACN
BEH
BTMA
CoA
DAD
f

FAD
HILIC

HPLC

NAD
NP
MF
Mr
MS

selektivita

acetonitril

,bridged ethylene hybrid“

benzyltrimethylamonium chlorid

koenzym A

detektor diodového pole

Sitka v 5 % vzestupné ¢asti chromatografického piku

flavinadenindinukleotid

hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie (angl. hydrophilic interaction
liquid chromatography)

vysokoucinnd kapalinovd chromatografie (angl. high-performance liquid
chromatography)

retencni faktor

nikotinamidadenindinukleotid

normalni faze (angl. normal phase)

mobilni faze

relativni molekulova hmotnost

hmotnostni spektrometrie (angl. mass spectrometry)

MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie

Pa
PTFE
QqQ
R1,
RP
SAM
SF

THF

tm

Pascal, znacka jednotky tlaku
polytetrafluorethylen

trojity kvadrupdl

rozliSeni dvou sousednich chromatografickych pik(
reverzni faze (angl. reverse phase)
S-adenosyl-methionin

stacionarni faze

faktor chvostovani chromatografického piku
tetrahydrofuran

mrtvy ¢as, (min)



TMFA N,N,N-trimethylfenylamonium chlorid

tr retencni cas, (min)

UHPLC ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie (angl. ultra-high-performance
liquid chromatography)

UV-VIS ultrafialovo-viditelnd spektroskopie (angl. ultraviolet—visible spectroscopy)

w Sirka chromatografického piku v 50 % vysky piku

Woos Sitka chromatografického piku v 5 % jeho vysky



Uvod

Hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie (HILIC) je dnes ¢asto vyuZivanou
metodou pro analyzu polarnich a ionizovatelnych analyt(, jako jsou rliznd polarni
lé¢iva, metabolity nebo biologicky aktivni latky. Pti analyze polarnich analyt( je HILIC
vhodnou alternativou pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) na
reverznich i normalnich fazich. Na reverznich stacionarnich fazich maji nékteré velmi
poldrni analyty nedostacujici retence, tyto faze jsou naopak vhodnéjsi pro analyzu
nepoldrnich a slabé polarnich analyt(. Pfi chromatografii na normalnich fazich, ktera
byla dfive metodou prvni volby pro analyzu poldrnich latek, se setkdvame s nizkou
rozpustnosti nékterych polarnich analytlv mobilnifazi a Spatnou reprodukovatelnosti
vysledka.

Pro analyzu v moédu HILIC je mozné vyuzit mnoho rdznych druh( poldrnich
stacionarnich fazi, kterych na trhu stale pribyva. Mezi stacionarni faze vhodné pro HILIC
patfi zwitteriontové stacionarni faze, které maji na svém povrchu navazany ligand
obsahujici kladné i zaporné nabité funkéni skupiny v poméru 1:1.

Cilem této diplomové prace bylo charakterizovat a porovnat dvé zwitteriontové
stacionarnifaze kolon SeQuant ZIC-HILIC (Merck) a nové;jsi Atlantis Premier BEH Z-HILIC
(Waters) z hlediska interakénich/retencnich vlastnosti a separacniho potencialu pro
vybrané skupiny modelovych analytl. Skupiny modelovych analytQ zahrnuji neutrdlni,
kyselé, bazické a amfoterni analytyliSici se polaritou. Obé stacionarnifaze téchto kolon
obsahujijako ligand sulfoalkylbetain, hlavnim rozdilem jsou ¢astice stacionarni faze, na
kterych je tento ligand navdzany. Kolona SeQuant ZIC-HILIC obsahuje silikagelové
Castice a kolona Atlantis Premier BEH Z-HILIC obsahuje hybridni ¢astice (BEH, ,ethylene
bridged hybrid“).
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1 Teoreticka cast

1.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je dnes jednou z nejcastéji
pouzivanych separaénich metod v analytické chemii. Tato metoda byla vyvinuta na
konci 60. let 20. stoleti. [1] HPLC se vyuziva pro kvantitativni i kvalitativni analyzu a je
vhodna pro analyzu komplexnich vzork(. Vyhodou je jeji pouzitelnost pro slouceniny
s velkym rozsahem relativnich molekulovych hmotnosti (M, = 3-10°). Pomoci HPLC Ize
analyzovat latky polarni i nepoldrni, latky iontové, nizkomolekularni i polymery. [2]
Princip HPLC spociva v distribuci analytll mezi staciondarni a mobilni fazi.
Béhem chromatografického procesu dochazi k interakcim analytu se stacionarni fazi
(SF), mobilni fazi (MF) i mezi obéma fazemi navzajem. Pfi tomto procesu dochazi
k mnoha typlm interakci. Mohou se uplatiiovat disperzni sily, interakce dipél-dipdl,
vodikové vazby, iontové interakce nebo napfiklad m-m interakce v zavislosti na
vlastnostech analytu a separacniho systému. Analyty jsou ve stacionarni fazi rizné
zadrzovany a zpozdovany. Vytvareji se zony analyt(, které poté z chromatografické
kolony eluuji oddélené. [1, 3]

Vysokoucinnd kapalinova chromatografie se od béiné kapalinové
chromatografie odlisuje, mimo jiné, malou velikosti ¢astic (mezi 3-10 um). [1, 3]
Pokud maji ¢astice velikost mensi nez 2 um, mluvime o ultra vysokoucinné kapalinové
chromatografii (UHPLC). Tvar ¢astic stacionarni faze by mél byt co nejpravidelnéjsi a
chromatograficka kolona by méla byt homogenné naplnéna. To zajistuje jeji vysokou
separacéni ucinnost. [1, 2] Mala velikost ¢astic zplUsobuje rast tlaku v systému.
To ptispiva k ndroc¢nosti instrumentace, jako jsou naroky na vhodna cerpadla, a s tim
spojena cena pristroje. Tlak v HPLC dosahuje hodnot v fadu jednotek az desitek MPa.
[1] Pro vétSinu analytickych aplikaci neni tfeba velké mnozstvi vzorkd, davkovany objem
se v HPLC pohybuje v fadu jednotek az desitek mikrolitri. Pro HPLC je vhodné vyuziti
detektort, které umoznuji kontinudlni monitoring eluatu. [2] Mezi vhodné detektory
pro HPLC patfi: UV/VIS spektrofotometricky detektor, fluorescencni, elektrochemicky,

vodivostni nebo také hmotnostni detektor. [1]
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1.1.1 Instrumentace HPLC

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf (Obrazek 1) se sklada ze zdsobniku
mobilni faze (1), odplyriovace mobilni faze (2), vysokotlakého cerpadla (3), davkovace
vzork( (4), kterym je ¢asto automaticky davkovac nebo vicecestny ventil se smyckou,
chromatografické kolony (5), termostatu (6), detektoru (7) a zaznamového zafizeni (8),
kterym je pocita¢ obsahujici vhodny chromatograficky software pro zpracovani dat.

[1, 4] Zakladni schéma instrumentace HPLC je uvedeno na Obrdzku 1.

R =
I O O QKO é

] o

Obrazek 1: Zdkladni schéma instrumentace HPLC (prevzato a upraveno podle prezentace o HPLC
programu INCHEBIO, Univerzita Pardubice [5]).

1.1.2 Separacéni mody v HPLC

V HPLC je moZné vyuZivat rlizné separacni mody. V pocatcich HPLC byl popularni
mad s normalnimi fazemi (NP), ktery obsahuje polarni stacionarni fazi a mobilni fazi
s polaritou nizsi, tj. nepolarni. [6] Stacionarni faze vtomto mdédu muze byt
napft.alumina, silikagel a silikagel modifikovany polarnimi diolovymi, nitrilovymi nebo
napf. aminopropylovymi skupinami [6, 7]. Povrch téchto fazi je tvofen polarnimi
skupinami, které jsou schopné interagovat s rliznymi skupinami analytu. Mobilni faze
byva obvykle smés dvou a vice organickych rozpoustédel. Majoritni slozkou je
nepoldrni rozpoustédlo (hexan, heptan), ve kterém je pridavek malého mnoiZstvi
polarnéjsi slozky (chloroform, propan-2-ol). [6, 8] Z tohoto systému eluuji jako prvni
nejméneé poldrnislozky vzorku. Pfi zvySovani polarity mobilnifaze se zrychluje eluce. [9]
Hlavnim retencnim mechanismem na silikagelu je v NP-HPLC adsorpce. [4, 6, 7]

BéZnymiinterakcemi, které se uplatriuji na Cisté silikagelovych stacionarnich fazich jsou
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elektrostatické a vodikové interakce, nebo také sterické efekty, uplatiujici se pfi
separaci izomer(l. Méd normdlnich fazi je vhodny pro analyzu napt. lipofilnich
sloucenin, uhlovodikl a dalSich sloucenin malo rozpustnych ve vodé. [9]

Dnes se pro vétSinu HPLC aplikaci pouzivd mdd s reverznimi fazemi (RP). [10]
Stacionarni faze je vtomto pfipadé méné poldrni nez mobilni faze. Stacionarni fazi
obvykle tvofi silikagel modifikovany nepolarnimi skupinami. Na silikagel mohou byt
navazany napf. uhlovodikové skupiny, jako jsou oktadecylové (C18) a oktylové (C8)
nebo alkylnitrilové skupiny, ¢i fenylové skupiny. [7] Mobilni faze v RP-HPLC je polarniho
charakteru a nejcastéji dvouslozkova. Jedna slozka je na vodné bazi, tedy voda, pufr
nebo zfedény roztok kyseliny nebo zdsady. Druha slozka je tvofena organickymi
rozpoustédly, napt. acetonitrilem (ACN), methanolem nebo tetrahydrofuranem (THF),
které jsou dobre misitelné s vodou. [3] S klesajici polaritou analytld se v RP-HPLC
zvySuje jejich retence. Retencni mechanismus u RP-HPLC je kombinace adsorpce a
rozdélovani analytu mezi vnéjsi a vnitini ¢ast hydrofobni vrstvy stacionarni faze. [11]
VyuZiva se pro analyzu analytd s rlznou polaritou, jako jsou rdzné léky, rostlinné
extrakty, smési proteinli nebo smési oligosacharida [6, 12, 13].

Dalsimi moZnymi systémy mimo adsorpéni chromatografii jsou iontové
vymeénna chromatografie, rozdélovaci chromatografie, chirdIni chromatografie, afinitni

chromatografie nebo napt. hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie. [1]

1.1.3 Isokratickd a gradientova eluce

Kromé riznych separacnich médl je v HPLC mozné vyuzit razné typy eluce.
Eluce muize byt provedena bud'isokraticky nebo gradientové (popf. slozeni mobilni faze
Ize ménit i skokové). [2]

Pokud se pfi analyze sloZzeni mobilni faze neméni, jedna se o eluci isokratickou.
Pfi eluci gradientové se sloZzeni mobilnifaze méni. A to tak, aby elucni sila mobilni faze
postupné rostla. Eluéni silu zvySujeme u NP-HPLC tak, Ze do mobilni faze postupné
pridavame vice polarnéjsi slozky, u RP-HPLC pfiddvanim slozky organické. K vybéru
vhodného rozpoustédla slouzi tzv. eluotropni fada rozpoustédel. V této fadé jsou
rozpoustédla sefazena podle jejich rostouci polarity. Eluotropni fada se ¢asto uvadi

v podobé tabulky, kde jsou obvykle uvedeny také vlastnosti téchto rozpoustédel,
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naptiklad viskozita, relativni permitivita, teplota varu, misitelnost s vodou, nebo
absorpcni hrana rozpoustédel. Eluotropni fada je definovana pro méd s normalnimi
fazemi. Pro mdd s reverznimi fazemi plati obracené.
Elucni sila roste u vybranych rozpoustédel nasledovné:

PENTAN < HEXAN < TOLUEN < BENZEN < DIETHYLETHER < CHLOROFORM < ACETON
< THF < ACN < ETHANOL < METHANOL < VODA. [3]

Gradientové eluce Ize vyuZit pti separaci smési pro zkraceni celkové doby analyzy
nebo optimalizaci rozliseni pikd. Nevyhodou gradientové eluce je ¢asova narocnost,

kvlli nutné ekvilibraci chromatografického systému po kazdé provedené analyze.

1.2 Hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie

Hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie (HILIC) je varianta kapalinové
chromatografie s normalnimi fazemi. Jako separacni systém pro kapalinovou
chromatografii ji navrhl v roce 1990 Andrew Alpert. [14] Jeji popularita postupné
vzrista od pocatku 21. stoleti. Toho si Ize povSimnout z rostouciho poctu publikaci
v informacnich zdrojich, jako je SciFinder nebo Pub Med. Tento mdd byl vyvinut pro
analyzu polarnich sloucenin, jelikoz jejich analyza byla problematicka pfi pouziti
vysokoucinné kapalinové chromatografie s normalnimi i reverznimi fazemi.
Pri pouziti modu s NP se potykame s problémem nizké reprodukovatelnosti vysledkd
pfi méreni poldrnich analyt a také Spatnou rozpustnosti téchto sloucenin v mobilni
fazi.[6] Dale je metoda s NP velmi citliva na prfitomnost vody v systému z rozpoustédel
a analyt(. | stopova mnozstvivody se mohou vdzat na povrch poldrniho adsorbentu a
tim sniZovat retenci separovanych analytli a zhorSovat selektivitu separace. [6, 15]
V modus RP je problémem nedostacujici retence velmi poldrnich analytd, které ¢asto
eluuji s mrtvym casem kolony. [15] Separaéni systém HILIC obsahuje stacionarni fazi
polarnihocharakteru, jako je tomu u NP-HPLC. Stacionarnimi fazemi pro HILIC mohou
byt napfiklad nemodifikovany silikagel, modifikovany silikagel (diolovymi, aminovymi,
amidovymi skupinami, také vazanymi cyklodextriny, polyethylenglykoly a dalsi) nebo
iontomeénice/zwitteriontové stacionarni faze. [5, 16]

Mobilni faze v HILIC je méné polarni neZ stacionarni faze. SloZzenim je podobna

mobilnifazi pouzivané v RP-HPLC, tedy vodné-organicka. [6] Kvuli nizké viskozité se pro
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vétsinu aplikaci ukdzalo jako vhodné organické rozpoustédlo ACN. Obvyklé mnozstvi
ACN v HILIC je > 50 objemovych %. [3] Polarnéjsi latky maji vtomto systému vétsi
retenci. Retenéni mechanismus Vv HILIC dosud nebyl zcela objasnén.
Jednim z navrhovanych principd retence v HILIC je rozdéleni analytu mezi
imobilizovanou vodnou vrstvou tvofici se na povrchu staciondrni faze a mobilni fazi,
ktera obsahuje vody méné. Velikost zminéné adsorbované vodné vrstvy je obtizné
presné urdit, ale experimentalni metody pro to jiz existuji. [6, 17] Znalost velikosti
vodné vrstvy nam napomahd lépe porozumét retencnimu mechanismu analytl. [18]
Také se predpokladd, Zze voda od stacionarni faze difunduje a tvofi koncentracni
gradient smérem do mobilni faze. [3] Reten¢ni mechanismus v HILIC je komplexni.
Muze se napfriklad uplatiovat jak jiz zminéna rozdélovaci rovnovaha, tak adsorpce.
Dale se na rozdélovaciho mechanismu mohou podilet interakce dipdl-dipdl, vodikové
vazby nebo mezi nabitymi skupinami i elektrostatické interakce. [5, 19] Pokud je
staciondrnifdze na bazi silikagelu, uplatiuji se ¢asto interakce s volnymi silanolovymi
skupinami. U rozdélovaci rovnovahy plati, Ze ¢im je analyt poldrnéjsi, tim vic se
rovnovahaposune kimobilizované vodné vrstvé. Na Obrdazku 2 je zjednodusSené ukazan

predpokladany mechanismus retence analytu v HILIC médu.

Obrdzek 2: Schéma komplexniho retencniho mechanismus v HILIC. (prevzato a prepracovdno

[20]).
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Pti gradientové eluci se elu¢ni sila zvySuje navySovanim mnozZstvi vodné slozky
mobilnifaze. Je tomu tedy naopak oproti RP-HPLC, kde eluci zvySuje organicka slozka.
[6] Minimalni mnozZstvivodné slozky v systému pro HILIC jsou 2-3 obj. %, jinak by se na
povrchu stacionarni faze nemohla tvofit vodna vrstva dllezZitda pro retenci analytd.
[6, 21] Experimentalné bylo provéfeno, Ze monovrstva je uplna pfi mobilni fazi, ktera
obsahuje 5 obj. % vodné slozky v acetonitrilu. [3] Casté je vyuZiti pufrd obsahujicich
amonné soli, které slouZi jako protiionty usnadnujici tvorbu vodné dvojvrstvy. [22]
Ddle je moiné retenci analytd v HILIC ovlivnit Upravou poméru organického
modifikatoru vicivodné slozce nebo zménou separacni teploty. Vliv teploty kolony je
v HILIC z vySe uvedenych parametrli nejméné vyznamny, ale samoziejmé zalezi na
konkrétnim analytu, resp. separaénim systému. [23, 24] Pro nékteré analyty je vhodné
v HILIC pouZit stacionarni faze na bazi iontoménicli, proto se muzZe uplatriovat
i mechanismus iontové vymény. [25] Vtomto pfipadé je mozné ovlivnit retenci
nabitych analytt volbou vlastnosti mobilni faze. Naboj slabych elektrolyt(i Ize upravit
volbou pH pufru v mobilni fazi. Retenci nabitych analytl lze ovlivnit zménou
koncentrace soli ve vodné slozce mobilni faze. [6, 16]

Pfred mérenim v systému HILIC je nutné dodrzet dostatecny ¢as pro ekvilibraci
systému, aby se na stacionarnifazi vytvofrila stabilni vySe zminénd imobilizovana vodna
vrstva.

Hydrofilni interakéni kapalinovd chromatografie se vyuziva pro radu aplikaci,
jako je analyza oligonukleotid( [26, 27], aminokyselin [19], proteinl, peptidl [28],
glykant [27], rliznych farmak a metabolit( [29, 30]. [25] V HILIC Ize tedy analyzovat jak

slou€eniny velmi malych rozmér(, tak i makromolekuly.

1.2.1 Zwitteriontové staciondrni faze

Zwitteriontové stacionarni faze jsou jedny ze stacionarnich fazi pouzivanych
v HILIC. PGvodné byly tyto faze navrhnuty pro iontové-vyménnou chromatografii, ale
nasly své uplatnéni i v médu HILIC. [16] Zwitteriontové stacionarni faze se obvykle
pouZivaji pro analyzu polarnich a nabitych analytl, jako jsou rGzné peptidy, nukleotidy
ajinébiomolekuly. [21]V této diplomové praci se zaméfime na charakterizaci a vyuZiti

nékterych stacionarnich fazi pravé tohoto druhu. Zwitteriontové staciondrni faze maji
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jako zaklad silikagel, ktery md na svém povrchu navdzané kyselé (zdporné nabité)
i bazické (kladné nabité) funkcni skupiny. Na povrchu silikagelu by mély byt zastoupeny
v poméru 1:1. To umoznuje délit kladné i zaporné nabité analyty béhem jedné analyzy.
[31] Celkovy naboj stacionarni faze je teoreticky nulovy, ale bylo zjiSténo, Ze
zwitteriontové stacionarnifaze vykazuji smiseny HILIC-iontové vyménny mechanismus.
[16, 25]

Zwitteriontové kolony jsou na trhu rozdéleny do nékolika druh(, které se odlisuji
svymi chromatografickymi vlastnostmi. Mezi né patfi ZIC-HILIC, ZIC-cHILIC a Z-pHILIC
nebo napfiklad BEH Z-HILIC.

ZIC-HILIC kolony maji na stacionarni fazi navazané sulfoalkylbetainové skupiny.
Tyto skupiny obsahuji zbytek zdporné nabité kyseliny sulfonové a kladné nabité
kvartérni amoniové skupiny. Sulfoalkylbetainové skupiny jsou ukotveny na nosidi,
kterym je silikagel. Vyhodou této kolony je, Ze naboj ligandu neni ovlivnén pH mobilni
faze.[32] Kolona ZIC-HILIC je vhodna pro praci v rozsahu pH 2-8. [33] Na Obrazku 3 je

zndzornéno schéma ZIC-HILIC stacionarni faze.

CH,
CH, "N~ CH, - CH, - CH, - SO;
CH,

Obrazek 3: Schéma sulfoalkylbetainové staciondrni fdze (prevzato a prepracovdno [21]).

Stacionarnifaze ZIC-cHILIC kolony ma jako nosic silikagel, na kterém je navazan
fosforylcholin. Tato molekula ma ve stacionarni fazi opacné orientované naboje nez
sulfoalkylbetain, proto kolonaZIC-cHILIC muze byt pouzita k vylepSeni nebo umoznéni
analyzy sloucenin, pro které kolona ZIC-HILIC neni Uplné vhodna. [32] Kolona ZIC-cHILIC
ma stejny pracovni rozsah pH jako kolona ZIC-HILIC (2-8). [32] Na Obrdazku 4 je

znazornéno schéma ZIC-cHILIC stacionarni faze.

o S
O-P-0-CH,-CH,"N-CH,
0 CH,

Obrdzek 4: Schéma fosforylcholinové staciondrni faze (pfevzato a prepracovdno [32]).
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Stacionarnifaze ZIC-pHILIC kolony obsahuje stejné funkéni skupiny jako kolona
ZIC-HILIC, sulfoalkylbetain. Od sebe je odliSuje polymerni stacionarni faze (proto
pHILIC), respektive polymerni ¢astice. Tuto kolonu je mozné pouzit ve vysSim rozsahu
pH mobilni faze, tj. 2-10. [34] Stacionarni fdze ZIC-pHILIC vykazuje lepsi separacni
vlastnosti a je vice odolna pro vyssi pratoky mobilni faze. [32]

Atlantis Premier BEH Z-HILIC je novy typ kolony od spole¢nosti Waters, ktery se
fadi mezi hybridni stacionarni faze, ,bridged ethylene hybrid“ (BEH). Obsahuje ¢astice
smiSeného organicko-anorganického plvodu (organicky polymer a anorganicky
silikagel). [3] Tento typ ¢astic zajistuje stabilitu stacionarni faze ve vétsim rozmezi pH,
tj. 2-10 a vétsi mechanickou, chemickou a teplotni odolnost. [35] Atlantis BEH Z-HILIC
obsahuje sulfoalkylbetainové funkéni skupiny navazané pomoci linkert na nosic. [35]
Vzhledem k tomu, Ze ¢astice této stacionarni faze byly vyrobeny polymerizacni reakci,
dochazi k eliminaci ¢asti volnych silanolovych skupin na povrchu stacionarni faze. To by
mélo vylepsit symetrii pikd pfi analyze bazickych latek. [3] Vyrobce téz udava, ze na BEH
kolonach jsou vyssi retence neutralnich a poldrnich latek, nez na amidovych nebo
dalSich ,HILIC” kolondach. [36] Schéma stacionarni faze Atlantis Premier BEH Z-HILIC

kolony je ukdzano na Obrazku 5.

0
CH,

0—Si LNKER |—CH, "N - CH, - CH, - CH, - SO;

o cH,

Obrdzek 5: Schéma staciondrni fdze u kolony Atlantis Premier BEH Z-HILIC (pfevzato a upraveno

[35]).

Zwitteriontovych stacionarnich fazi o rizném sloZeni byla pfipravena jiz fada.
V Tabulce 1 jsou uvedeny ptiklady analyz vyuZivajici rGzné zwitteriontové stacionarni

faze, se kterymi se maZzeme na trhu setkat.
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Tabulka 1: Priklady aplikaci zwitteriontovych stacionarnich fazi.

analyty stacionarni faze mobilni faze detekce citace
acenaften L L
) sférické hybridni
thymin oL ,
i Castice s ACN/100mM octan amonny,
kys. ftalova L.
deni ethylenovymi pH = 3,0, 90:10 (v/v) uv [37]
adenin
. mustky Isokraticka eluce
cytosin

. (sulfoalkylbetain)
kys. 5-fluoroorotova

ACN/10mM
. L hydrogenfosforecnan
, . silikagelové castice o .
karboxylové kyseliny . draselny/dihydrogenfosfore¢nan uv [38]

(fosforylcholin) )

draselny, pH = 6,0, 75:25 (v/v)

Isokraticka eluce
1) ACN/40mM octan amonny,

1) vitaminy rozpustné pH =7,9, 70:30 (v/v)
ve vodé APS kolona 2) ACN/50mM octan amonny,
2) nukleové baze a (amino-fosfatova pH = 4,5, 85:15 (v/v) uv [39]
nukleosidy staciondrni faze) 3) ACN/50mM octan amonny,
3) benzoové kyseliny pH = 4,5, 90:10 (v/v)

Isokraticka eluce

L - . e ACN/1mM octan amonny,
vybrané opioidy a jejich silikagelové castice

H =4, 80:20 (v/v MS/MS 40
glukuronidy (sulfoalkylbetain) P 80:20 (v/v) / [40]
Isokraticka eluce
A: Hzo
separace . L B: ACN
) . silikagelové c¢astice ,
oligonukleotid(l dt15- . C: 100mM octan amonny, MS [26]
(sulfoalkylbetain)
30 pH =5,8
Gradientova eluce?
nikotinamid
pyridoxin A: H,0O, 10mM octan amonny
riboflavin imidazolova B: ACN/H,0, 10mM octan DAD [41]
kys. nikotinova stacionarni faze amonny, 95:5 (v/v)
thiamin hydrochlorid Gradientova eluce®

kys. askorbova
A: ACN/100mM mravencan
amonny, pH = 4,5, 90:10 (v/v)
B: ACN/10mM mravencéan uv [27]
amonny, pH =4,5

cefalosporiny® lysinova
karbapenemy? stacionarni faze

Gradientova eluce® ¥
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B-blokatory S
HZ| stacionarni

nukleosidy ) )
] . faze (obsahuje )
nukleové kyseliny thvl-3-P P* ACN/20mM octan amonny,
ethyl-3-P,P‘-
kys. 3,4- . Y . pH = 4,1, 90:10 (v/v) uv [42]
) , difenylfosfonium- o
dihydroxyfenyloctova ) Isokraticka eluce
o ] propylsulfat
nikotinamid ) )
triethoxy silan)
benzen
A: ACN
B: 500mM chloristan sodny
. _ ) C: 20mM
separace standardd glutathionova ) . .
. L dihydrogenfosforecnan sodny uv [24]
peptid stacionarni faze
pH=3,0
HILIC/CEX mix-mdd
Gradientova eluce®
chiralni stacionarni ..
) . . . MeOH, 50mM kys. mravenci,
separace enantiomerd faze na bazi ) .
] ) o 25mM diethylamin uv [44]
aminokyseliny alkaloidl z o
. . Isokraticka eluce
chinovniku
A: 10mM mravenéan amonnym,
neurotransmitery a . .. pH=2,8
o silikagelové castice .
jejich prekurzory a . B: ACN/10mM mravencan QqQ MS [45]
. (fosforylcholin) ]
metabolity amonnym, pH = 2,8, 90:10 (v/v)
Gradientova eluce”
uracil
uridin fenylglycinova ACN/H,0, 95:5 (v/v)
en cinova , 95:5 (v/v
cytosin yiglveinoy 2 DAD [46]
o stacionarni faze Isokraticka eluce
cytidin
guanosin

aGradient: 15 min, 70-30 % B, s konstantnim C 15 %.

biGradient: 3 min, 5 % A, 5 min, 5-20 % A.

9Gradient: 0-8 min, 88 % A, 815 min, 88—70 % A, 15-30 min, 70-30 % A.
dGradient: 0-5 min, 87 % A, 5-10 min, 87-20 % A.

¢)Gradient: 0-20 min, 70-40 % A, 0-30 % B, 30 % C.

fGradient: 0-2min , 0 % A, 2-10 min, 40 % A, 10-20 min, 40 % A

1.2.2 Mobilni faze v HILIC
Mobilni faze v HILIC usporadani je organickd s pridavkem vodné slozky. HILIC
systém funguje nejlépe, pokud je v systému velké mnozstvi organického modifikatoru.

Jako modifikator se pro nejvice aplikaci pouziva ACN, ale v nékterych pfipadech lze

pouZitinapf. THF, methanol, ethanolnebo isopropanol. [47, 16] Vzhledem k jeho nizké
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viskozité, ACN nezpUsobuje pfilis velky narGst tlaku v systému. Vhodné mnozstvi ACN
v HILIC je > 50 obj. %. [3] Napriklad vyuziti methanolu je vtomto médu méné obvyklé,
protoZze je stejné jako voda polarnim rozpoustédlem. Methanol a dalsi alkoholy
kompetuji vodé pfitvorbé vodné vrstvy na povrchu stacionarni faze. [16] Methanol se
pouZziva v ternarnich mobilnich fazich pro specifické aplikace. Elu¢ni sila rozpoustédel
v HILIC klesa v fadé: VODA > METHANOL > ETHANOL > ISOPROPANOL > THF > ACN.
[16, 48] Nevyhodou pouZivani ACN je jeho znacna toxicita a vysoka cena. Je snaha
nahradit ACN jinym rozpoustédlem. Dosavadni pokusy o nalezeni jiného rozpoustédla
nebyly pfilis ispésné s vyjimkou nékolika aplikaci, kde Ize ACN nahradit THF. [16]

Vodnou fazi nejcastéji tvofi vodny pufr, ale je moZné pouzit i deionizovanou
vodu. Vzhledem k dobré rozpustnosti v organickych rozpoustédlech se bézné pouzivaji
hlavné pufry z octanu amonného nebo mravenc¢anu amonného.[16]

Pfi gradientové eluci se v HILIC zvySuje elucni sila pfidavkem vodné slozky mobilni
faze. Nevyuzivd se celé rozmezi polarity, ale mnozstvi ACN se v mobilni fazi pfi
gradientové eluci pohybuje od 98 obj. % do max. 50 obj. %. Ekvilibrace kolony je u HILIC
velmi ¢asové ndrocnd. Uvadi se, Ze ustdleni vodné vrstvy na povrchu staciondrni faze
muZe trvat i 60 min. Bylo vSak zjiSténo, Ze pro reprodukovatelné vysledky postaci
i krat$i ¢as a neni nutnd Uplna ekvilibrace kolony. Tedy mezi experimenty mlizeme

provadét tzv. ¢astec¢nou ekvilibraci. [3]

1.3 Modelové analyty pouzivané v této praci
1.3.1 Nukleové baze

Nukleové baze se vyskytuji ve strukturfe nukleovych kyselin (DNA nebo RNA).
Délime je na derivaty purinu (adenin a guanin) a pyrimidinu (thymin, cytosin a uracil).
Purin a pyrimidin jsou heterocyklické slouéeniny obsahujici alespon jeden atom dusiku
jako heteroatom. Potadi nukleovych bazi kdduje sekvenci nukleovych kyselin.
Nukleové baze jsou aromatického charakteru, jsou proto schopny vytvaret n-n
interakce a absorbuji v UV-oblastis absorpcnim maximem p¥i 260 nm. Kazda nukleova
badze md ve strukture specifické funkcni skupiny, kterymi mohou dale interagovat
s jinymi molekulami. Tyto skupiny jim napfiklad umoZnujitvofit vodikové vazby, kterymi

se k sobé vazi komplementarni baze. Tyto jejich vlastnosti jsou dulezité pro udrzeni
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struktury nukleovych kyselin. Nukleové baze vykazuji tautomerii. U aminoskupiny to je
mezi aminem/iminem a u oxo- skupiny keto/enol tautomerie. Na ionizaci funkénich
skupin, které nukleové baze obsahuji, ma vliv pH prostredi. [49] V této praci byly tyto

slouceniny vybrany jako zastupci slabych bazi.

1.3.2 Nukleosidy

Spojenim nukleové baze a pentdzy (2'-deoxy-D-ribdzy nebo D-ribdzy) N-
glykosidickou vazbou vznikd v nukleovych kyselinach nukleosid. Ndzvy jednotlivych
nukleosidl jsou odvozeny od pfislusné baze. [49] Vykazuji také interakce jako samotné
nukleové baze (vodikové mustky, m-mt interakce). Pfitomnosti pentdzy se mohou
nachdazet v rliznych konformacnich stavech, napf. rozdilné rotace vazeb v pentézové
Casti a konformace nukleové baze (syn-/anti-). [50] Nukleosidy mohou byt i rlizné
modifikované, napt. methylovany. V této praci byly vyuzity jako analyty: uridin, 2‘-
deoxyuridin a 3-methyluridin. Nukleosidy se mimo nukleové kyseliny vyskytuji dale
i jako soucast koenzyma v organismu (napt. nikotinamidadenindinukleotid (NAD*),

flavinadenindinukleotid (FAD), koenzym A (CoA), S-adenosyl-methionin (SAM)). [49]

1.3.3 Oligonukleotidy

Jedna se o kratké nukleotidové retézce DNA nebo RNA. Lze je vyrobit synteticky
nebo pomoci enzym(. Hojné se vyuZivaji napf. jako primery pfi sekvenovani DNA/RNA,
k amplifikaci DNA, jako genové sondy, nebo k vyrobé léciv pro genovou terapii.
Oligonukleotidy jsou retézce nukleotidll, které jsou na sebe vazany fosfodiesterovou
vazbou a fetézec ma 3‘-konec (hydroxy skupina pentézy) a 5'-konec (navazany fosfatovy
zbytek). [51] V této praci byly méreny oligonukleotidy: 2 az 6mer allPO a 2 az 6mer
allPS. V téchto jednotlivych nukleotidech byla jako baze vidy thymin. Oznaceni allPS

znamena nahradu vSech atoma kysliku ve fosfodiesterové vazbé atomem siry.

1.3.4 Aminokyseliny

Aminokyseliny jsou substituéniderivaty karboxylovych kyselin. Ve své strukture
obsahuji jednu nebo vice aminoskupin. Délime je na esencidlni a neesencialni, podle
toho, zda si je télo zvladne samo syntetizovat nebo ne. Aminokyseliny tvofi zakladni
slozky proteinl. Proteinogennich aminokyselin je 20, popf. 21, pokud mezi né fadime

selenocystein. V Zivych organismech se primarné nachazi jako L-formy. Pfi tvorbé
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peptidl a proteinl se na sebe vazi peptidickou vazbou. Délime je do nékolika skupin,
podle charakteru jejich postranniho fetézce, ktery ma velky vliv na jejich chemické
vlastnosti. Prikladem mulzZe byt déleni dle typu postranniho retézce: nepolarni,
neutralnis polarnim postrannim rfetézcem, poldrni kyselé a polarni bazické. [49] V této
praci byly pouZzity jako analyty: N-BOC-D,L-fenylalanin, D,L-fenylalanin, N-BOC-L-
tryptofan, L-tryptofan, N-BOC-L-tyrosin a D,L-tyrosin. VSechny tyto vybrané
aminokyseliny obsahuji v postrannim fetézci aromatické jadro, proto lze vyuzit pro
jejich detekci UV-VIS detektor. Oznaceni BOC (tert-butoxykarbonyl) vyjadfuje
u aminokyselin protektivni skupinu, ktera chrani aminoskupinu pred tim, aby reagovala
napft.s dalSimi aminokyselinami a tvofila peptidicky retézec. Ochranna skupina slouzi
i jako dalezity prvek pfi syntéze peptidd. [52] Metody analyzy aminokyselin se hojné
vyuzivaji v potravinarstvi [53], diagnostice v mediciné [54], nebo farmaceutickém

primyslu [55].

1.3.5 Profeny

Analyzované profeny: ibuprofen, ketoprofen a flurbiprofen, se radi meazi
nesteroidni protizanétlivda a protirevmaticka Iéciva (NSAID). Jsou to poldrni latky,
derivaty kyseliny propionové. V téle pusobi jako neselektivni inhibitory enzymi
cyklooxygendz (COX-1 a COX-2). [56] Tyto enzymy vtéle umoZniuji tvorbu
prostaglandinu, které zpUsobuji vétsi citlivost neurond k bolestnym podnétiim, také
zvySeni télesné teploty a podporuji zanétlivé pochody. [57] Profeny se pouzivaji
k terapeutickym ucelilim ve farmacii. V této praci byly tyto slouceniny vybrany jako

zastupci slabych kyselin.

1.3.6 PB-blokatory

Antagonisté B-adrenergnich receptoru, neboliB-blokatory, jsou skupina farmak,
které se pouZivaji napf. pfi |éCbé srdecnich arytmii, jako prevence u pacientll po
infarktu myokardu, nebo pfilécbé hypertenze. Jsou to antagonisté hormonu adrenalinu
a noradrenalinu na adrenergnich B-receptorech v srdec¢ni a hladké svaloviné. [57]
Jako analyty byly v této praci vyuzity: labetalol, pindolol a nadolol. VSechny tfi patfi
mezi neselektivni B-blokatory, blokujiB1i B>adrenergnireceptory. [58] V této praci byly

tyto slouceniny vybrany jako zastupci slabych bazi.
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1.3.7 Kyseliny, baze a neutralni analyty

Dale byly pouzity pro testovani vlastnosti stacionarnich fazi v HILIC vybrané
kyseliny, baze a neutralni analyty. Jejich retencilze ovlivnit typem a koncentraci mobilni
faze a druhem stacionarnifaze a teplotou. Hodnota pH mobilni faze ma také veliky vliv
na retenci ionizovanych analyt( (kyselin a bazi). Zvolené byly ndsledujici analyty: kys.
benzensulfonovda, kys. toluensulfonova, kys. tropova, kys. benzoova, kys. 4-
aminobenzoovd, kofein, BTMA, anilin, N,N-diethylanilin, 2-fenylethylamin, N-

benzylmethylamin a chinolin.

1.4 Tanaklv test

Tanaklv test patfi mezi jednoduché chromatografické testy, kterymi je mozné
charakterizovat chromatografické staciondrni fdze a porovnat je mezi sebou.
Zamérfuje se na retentivni a selektivni chovani staciondrnich fazi. V rdmci Tanakova
testu jsou sledovany parametry stacionarnich fazi jako je jejich hydrofobicita,
hydrofilita, stéricka selektivita, vodikové interakce, iontové interakce a acidobazické

vlastnosti. [59]

1.4.1 Modelové analyty pro Tanak(v test
Mezi analyty, které byly pouZity pro Tanakuv test patfi uridin, 3’-methyluridin,
2‘-deoxyuridin, adenosin, 2‘-deoxyguanosin, 3‘-deoxyguanosin a kys. toluensulfonova.
Tyto latky byly jiz zminéné v pfedchozich kapitolach. Dale byly pouzity tyto analyty:
TMFA (N,N,N-trimethylfenylamonium chlorid), theobromin, theofylin a vidarabin.
TMFA je kvartérni amoniova sUl, ktera se pouZiva napr. jako metylacni agens,
katalyzator/inhibitor nebo reagens v chemickych syntézach. [60, 61] Theobromin a
theofylin patfi spoleéné s napt. kofeinem mezi derivaty alkaloidu xantinu. [62]
Theobromin se vyskytuje v kakaovniku, a tak ho mizZeme najit napfiklad v ¢okoladé a
jinych kakaovych vyrobcich. [63] Theobrominje antagonistou adeninu na adeninovych
receptorech a pouziva se jako vasodilatator nebo srdec¢ni stimuldtor. [63] Theofylin je
izomerem theobrominu, vyuZiva se jako léCivo u respira¢nich onemocnénijako je astma
nebo chronickd obstrukéni plicni nemoc (CHOPN), a také jako diuretikum. [62]
Vidarabin neboliadeninarabindza je synteticky nukleosid. Ve farmacii se pouziva jako

antivirotikum napt. proti nesStovicim, herpetické encefalitidé, nebo herpetické
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keratitidé. Plsobi tak, Ze inhibuje virovou DNA polymerazu. [64] Jako |éCivo je dnes

¢asto nahrazovan napt. aciklovirem. [65]

2 Experimentalni ¢ast
2.1 Pouzité pristroje a pocitaCové programy

Pristroje a pomucky

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

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

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

e autosampler 717 Plus (Waters, Milford, USA)

e analytické vahy Mettler Toledo AE 240 (Greifensee, Svycarsko)

e pH metr MeterLab PHM 240, Radiometer Analytical SAS (Villeurbanne Cedex,
Francie)

e zafizenipro pfipravu ultra Cisté vody deionizaci Ultrapur a Rowapur (Watrex®,
Praha, Ceska republika)

e tfepacka/vortex MS 3 basic (IKA, Némecko)

e filtry Minisart syringe s velikosti portd 0,45 um (Sartorius Stedim Biotech,
Gottingen, Némecko)

e filtry Nylon filtr membranes s velikosti pérQ 0,45 um a diametrem 47 mm

(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
Pocitacové programy
e Empower 2
e Origin, verze 6.1
e ChemSketch freeware

e PeakMaster, verze 5.1.

e MarvinSketch
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2.2 Testované kolony

Informace o testovanych kolonach jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2: Seznam chromatografickych kolon a jejich charakteristické parametry.

X ., rozméry velikost velikost
zkratka nazvu separacni . . s hardware v . ozsah
. nazev vyrobce  struktura SF typ castic SF kolony Castic poru
kolony mad kolony o pH
(mm) (nm) (A)
SeQuant zwitteriontova nerezova ocel s
ZIC-HILIC HILIC Merck ] silikagel povrchovou 150 x 4,6 3,5 100 2-8
ZIC-HILIC (sulfoalkylbetain) .
Upravou PEEK
Atlantis™ zwitteriontova Sfenfcflaftihc\ébs”dm MaxPeak High
BEH Z-HILIC HILIC Premier BEH Waters . , Performance 150 x 4,6 2,5 95 2-10
(sulfoalkylbetain)  ethylenovym
Z-HILIC . Surface
mustkem
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2.3 Pouzité chemikalie

acetonitril (Cistota = 99,9%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e adenin (Cistota = 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e adenosin (Cistota = 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e benzyltrimethylamonium chlorid (Cistota 97%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e cytosin (Cistota = 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e 2’-deoxyguanosin (Cistota = 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e 3’-deoxyguanosin (Cistota = 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e 2'-deoxyuridin (Cistota = 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e D,L-fenylalanin (Cistota = 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e D,L-tyrosin (Cistota = 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

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

e guanin (Cistota 98%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e chinolin (analyticky standard, Lachema, Brno, Ceskd republika)

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

e labetalol hydrochlorid (Cistota = 98%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e L-tryptofan (Cistota = 98%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e ketoprofen (Cistota = 98%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

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

e kyselina benzensulfonova (Cistota = 98%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e kyselina toluensulfonova (Cistota = 98%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e 2mer PO (5'-TT-3‘) (Integrated DNA Technologies, Coralville, lowa, USA)

e 3mer PO (5°-TTT-3‘) (Integrated DNA Technologies, Coralville, lowa, USA)

e 4mer PO (5°-TTT T-3‘) (Integrated DNA Technologies, Coralville, lowa, USA)
e 5mer PO (5°-TTT TT-3‘) (Integrated DNA Technologies, Coralville, lowa, USA)
e 6mer PO (5-TTT TTT-3’) (Integrated DNA Technologies, Coralville, lowa, USA)
e 2mer PS (5-T'T-3) (Integrated DNA Technologies, Coralville, lowa, USA)

e 3mer PS (5-T'T'T-3‘) (Integrated DNA Technologies, Coralville, lowa, USA)
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e 4mer PS (5“T'T'T" T-3°) (Integrated DNA Technologies, Coralville, lowa, USA)

e 5Smer PS (5“T'T' T T'T-3‘) (Integrated DNA Technologies, Coralville, lowa, USA)

e 6mer PS (5T T T T T'T-3) (Integrated DNA Technologies, Coralville, lowa, USA)

e 5-methyluridin (¢istota 97%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

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

e N-benzylmethylamin (Cistota 97%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e Ny BOC-L-tryptofan (Cistota > 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e N-BOC-D,L-fenylalanin (Cistota = 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e N-BOC-L-tyrosin (Cistota 98%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e N,N-diethylanilin (Cistota = 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e octan amonny (Cistota = 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e kyselina octova (Cistota = 99,5%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

o 2-fenylethylamin hydrochlorid (analyticky standard, Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA)

e pindolol (Cistota > 98, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e roztok hydroxidu sodného (o koncentraci 1 mol/l, Agilent Technologies, Santa
Clara, USA)

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

e theofylin (Cistota = 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e thymin (Cistota = 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e TMFA (Cistota = 98%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e toluen (Lachner, Neratovice, Ceska republika)

e uracil (Cistota = 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e uridin (Cistota = 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

vidarabin (Cistota = 99%, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

2.4 Strukturni vzorce modelovych analyt(
Strukturni vzorce, hodnoty pKa a logD sady modelovych analyt(i a analyt(i pro

Tanak(v test jsou uvedeny v Pfiloze A.
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2.5 Priprava vzork(
Toluen

Pro méreni mrtvého ¢asu kolony byl pouZit toluen. Vzorek byl pfipraven
napipetovanim 10 pl toluenu do 990 pl ACN.
Nukleové baze a nukleosidy

Byl navazen 1 mg standardu a rozpustén v 1 ml rozpoustédla. Navazky uridinu,
2‘-deoxyuridinu, 5-methyluridinu, uracilu a cytosinu byly rozpustény v ACN. Pokud se
vzorek nerozpustil, bylo postupné pfidavano po 100 ul deionizované vody, dokud nebyl
vzorek rozpustén. Adenin a thymin byly nejprve rozpustény v ACN. Protoze se vzorek
nerozpustil, bylo mnoZstvi 1 mg/ml dale nafedéno ACN a poté pfidano po 2 kapkach
0,1 M vodného roztoku hydroxidu sodného. Navdzka guaninu byla rozpusténa ve
vhodném mnozstvi 0,1 M vodného roztoku hydroxidu sodného. Smés uridinti se sklada
z uridinu, 2‘-deoxyuridinu a 3-methyluridinu. Smés nukleovych bazi obsahovala
thymin, uracil, adenin, cytosin a guanin.
Kyseliny, baze a neutraini latky

U téchto vzorkd bylo také navazeno takové mnoistvi, aby vysledna koncentrace
vzorku po rozpusténibyla 1 mg/ml. Navazka kofeinu byla rozpusténav 80:20 (ACN/H,0,
v/v). Navazky: kys. benzensulfonové, kys. toluensulfonové, kys. tropové, kys. 4-
aminobenzoové a 2-fenylethylamin hydrochloridu byly rozpustény v poméru 85:15
(ACN/H,0, v/v). Kyselina benzoova byla rozpusténa v poméru 90:10 (ACN/H-0, v/v) za
Uucelem vylepSeni tvaru piku. Pro pfipravu vzorku N,N-diethylanilinu, anilinu, N-
benzylmethylaminu a chinolinu bylo napipetovano vidy 10 pl vzorku a k tomuto
mnozstvi bylo pfidano 990 ul ACN.

| z této skupinylatek byla pfipravena smés, byla oznacena jako smés X. Smés X
byla pfipravena z kys. 4-aminobenzoové, kys. benzoové, kofeinu, anilinu a N,N-
diethylanilinu.
Aminokyseliny

Vzorky aminokyselin byly pfipraveny rozpusténim standard( tak, aby mél
vysledny roztok koncentraci 1 mg/ml. Vzorky BTMA, D,L-fenylalaninu, N-BOC-D,L-
fenylalaninu, N-BOC-L-tyrosinu, L-tryptofanu a N-BOC-L-tryptofanu byly rozpustény
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v ACN. U L-tryptofanu byl nutny k rozpusténi ptidavek 200 pl deionizované vody. D,L-
tyrosin neniv koncentraci 1 mg/ml rozpustny v ACN, proto byl pfipraven o koncentraci
0,5 mg/ml v ACN.

Profeny a B-blokatory

Navazky profenli a B-blokatord (ibuprofenu, ketoprofenu, flurbiprofenu,
labetalol hydrochloridu, pindololu a nadololu) byly rozpustény v poméru 80:20
(ACN/H;0, v/v), tak aby vysledné koncentrace vzorkd byly 1 mg/ml.

Byla pfipravena smés téchto latek, oznacena jako smés Y. Smés Y obsahovala
ibuprofen, nadolol, labetalol, flurbiprofen, ketoprofen, pindolol a kofein.
Oligonukleotidy

Oligonukleotidy o délce 6mer 5mer a 4mer allPO a allPS byly rozpoustény
v roztoku se sloZzenim 90:10 (ACN/H,0, v/v). Zasobni roztoky oligonukleotidli byly
fedény timto roztokem na vyslednou koncentraci 0,250 nmol/ul. Po prvnich méfenich
byly spolecné s 3mer a 2mer allPO a allPS pfipraveny nové vzorky. Tyto vzorky byly
rozpustényvroztoku o slozeni 70:30 (ACN/10mM acetatovy pufro pH= 4,7, v/v) a mély
koncentraci 0,125 nmol/ul. Ztéchto vzorkl byly pfipraveny smés allPO 2mer az 6mer a
smés allPS 2mer az 6mer. Také byly pfipraveny smési obsahujici oligonukleotidy jen do
délky 4mer(i, smés 2-4mer allPO a smés 2-4mer allPS.

Analyty pro Tanakuv test

VSechny analyty pro Tanaklv test (uridin, 3-methyluridin, 2‘-deoxyuridin,
adenosin, vidarabin, 2°-deoxyguanosin, 3‘-deoxyguanosin, kys. toluensulfonova, TMFA,
theobromin a theofylin) byly pfipraveny o koncentraci 1 mg/ml. Navazka standardu
prislusnéhoanalytubyla rozpusténa v mobilni fazi: 90:10 (ACN/20mM acetatovy pufr,
pH=4,7, v/v).

S ohledem na typ jednotlivych vzork(, byl pro rozpousténi vzork( vyuzit vortex.
Vsechny vzorky byly po rozpusténiprefiltrovany pres 0,45 um polytetrafluorethylenovy
(PTFE) filtr. V zavislostina velikost odezvy detektoru byly jesté ndsledné nékteré vzorky
fedény. Vzorky byly takto pfipraveny do plastovych mikrozkumavek. Z nich bylo poté

vhodné mnozstvivzorku prevedeno do vialek, ze kterych byl vzorek davkovdn pomoci
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autosampleru. VSechny smési z modelovych analytl byly pfipraveny tak, aby jednotlivé

analyty poskytovaly podobné odezvy detektoru.

2.6 Priprava mobilnich fazi

Pro testovanikolon byly pfipraveny acetatové pufry o pH = 4,7 (koncentrace 10 a
20mM) a pH = 6,8 (koncentrace 5mM). Pufry byly ptipraveny navazenim vhodného
mnoZstvi octanu amonného a rozpusténim navazky v deionizované vodé v odmérné
barice. Pfed doplnénim odmérné bariky po rysku bylo pfiddno odpovidajici mnozstvi
kyseliny octové (v pfipadé acetatovéhopufruo pH = 4,7). Zda ma pufr odpovidajici pH
bylo zkontrolovano pomoci pH-metru. Pokud bylo tfeba, bylo pH pufru upraveno
pfiddnim redéného roztoku amoniaku nebo kyseliny octové. Takto ptipraveny roztok
byl prefiltrovan pfes 0,45 um nylonovy filtr. Pro vypocet mnozstvi slozek pufru bylo
vyuZzito pocitatového programu PeakMaster 5.1.

Vsechna méreni v této praci byla provedena s mobilni fazi, ktera byla slozena
z ACN jako organického modifikatoru a vodné slozky (acetatového pufru) v rliznych

pomérech.

2.7 Separacni podminky

VSechna méreni byla provedena v separacnim modu HILIC. Rychlost pritoku
mobilni faze byla pro modelové analyty 1 ml/min. Pfi provedeni Tanakova testu byl
pritok mobilnifaze 0,5 ml/min. Modelové analyty byly méreny za pouziti nejprve 5mM
acetatového pufru (pH = 6,8), a poté 10mM acetatového pufru (pH = 4,7) a analyty
Tanakova testu za pouZiti 20mM acetatového pufru (pH = 4,7). VSechna méreni byla
provedena v mobilni fazi obsahujici ACN/pufr (v/v) o rllizném poméru, nejcastéji se
jednalo o poméry: 70:30, 80:20, 85:15, 90:10 (v/v). V Tanakové testu byl pomér
ACN/pufr,90:10 (v/v). Davkované mnozstvivsech analytli bylo 5 pl, u nékterych analytd
bylo nasledné nadavkovano 10 pl. VSechny analyzy byly, pro kontrolu opakovatelnosti
méreni, provedeny minimalné dvakrat. Teplota kolony u modelovych analytl byla 25 °C
a teplota autosampleru 20 °C. Pro oligonukleotidy byla zvolena jako vhodnéjsi teplota
kolony 40 °C a teploty autosampleru 10 °C. Pfi méreni analytd Tanakova testu méla
kolona teplotu 30 °C a autosampler byl nastaveny na 20 °C. VétSina modelovych

analytl byla mérena pfidvou vinovych délkach: 254 a 280 nm, jen oligonukleotidy byly
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méreny pfi 260 nm. Pro méreni mrtvého c¢asu byl zvolen toluen. Pfed méfenim
modelovych analytd nebo pfi zméné pomérl mobilni faze byla provedena vidy

ekvilibrace kolony minimdlné 30 min. U Tanakova testu byla ekvilibrace minimalné

1 hod.

2.8 Chromatografické parametry

Zde jsou uvedeny zakladni chromatografické parametry, které byly pouzity pfi
zpracovani namérenych chromatografickych dat. Jednim z téchto parametru je retenéni
€as tgr (min). Retencnim ¢asem se oznacuje doba, kterd uplyne od néstfiku vzorku do
dosazeni maxima na kfivce chromatografického piku. Retencni ¢as pfi chromatografické

separaci poskytuje kvalitativni charakteristiku latky.

Mrtvy cas tm (min) je retencni cCas latky, ktera se na dané chromatografické
koloné nezadriuje a pohybuje se v chromatografickém systému stejné rychle jako

mobilni faze.

Retencni faktor k neboli kapacitni pomeér, popisuje velikost retence analytu ve
stacionarnifazidlerovnice (2.1). Udava, kolikrat delSi dobu stravi analyt ve stacionarni

fazi nez v té mobilni. Jeho hodnota narlsta s rostoucim reten¢nim ¢asem analytu:

fo = R (2.)

tm
Selektivita a je vyjadrena jako pomér retencnich faktorl dvou analytl.
Lze ji vyjadrit napfiklad jako:
k2

a= P (2.2)

V rovnici (2.2) jsou k; a k; retenénimi faktory dfive a pozdéji eluujiciho analytu.
Selektivitu muaZeme oznacit jako miru schopnosti chromatografického systému

rozliSovat mezi jednotlivymi slozkami vzorku.

Rozliseni R1, uddva miru separace dvou sousednich chromatografickych pikd

(piku 1 a 2) a Ize ho definovat dle rovnice (2.3):

Ri, = 1,18 (trz—tr1) (2.3)

(wa+wq)
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V rovnici w; a w; znadi Sitku piku v 50 % vysky piku. Hodnota rozliseni by pro

dostatec¢nou separaci pikl méla byt R; ,> 1,5.

Symetrii chromatografického piku popisuje napfiklad faktor chvostovani piku T
ktery je popsan rovnici (2.4).:
_ Wo,05
Tr==5 (2.4)
Symbol wg,es znaci Sirku piku v 5% vysky a f je Sitka v 5% vzestupné casti piku.

Pfi chvostovani piku ma faktor chvostovani hodnotu > 1 a pfi frontovani piku ma

hodnotu < 1. [3]

2.9 Parametry Tanakova testu

K charakterizaci staciondrnich fazi pomoci Tanakova testu byly zjiStény ndsledujici

parametry.:

k(uw) = t”t_IWtM (3.1), retencnifaktoruridinu, (hydrofilni interakce uridinu se stacionarni
fazi)

a(CH3) = H{uridin) (3.2), vyjadruje ,hydrofobni“ charakter stacionarni faze,

k(5—methyluridin)

(selektivitu pro methylové skupiny)

k(uridin)

a(OH) = k(2'—deoxyuridin)

(3.3), vyjadtuje ,hydrofilni“ charakter stacionarni faze,

(selektivitu pro hydroxylové skupiny)

a(V/A) = % (3.4), vyjadruje selektivitu pro konfiguracni izomery
a(2D/3D) = #(2'-deoxyguanosin) (3.5), vyjadfuje selektivitu pro pozicni-izomery

k(3‘—deoxyguanosin)
(regioizomery)

k(kys. toluensulfonova)

C{(AX) - k(uridin)

(3.6), wvyjadfuje aniontové-vyménny charakter

stacionarni faze

a(CX) = % (3.7), vyjadiuje kationtové-vyménny charakter stacionarni faze
k(theobromin) T . . s . . Yy
a(Tb/Tf) = K (heofylin) (3.8), vyjadiuje acidobazické vlastnosti stacionarni faze
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3 Vysledky a diskuze
3.1 TanakUv test

V Tabulkdch 3.1.1 a 3.1.2 jsou uvedeny namérené a vypocltené hodnoty
retencnich c¢asli a retencnich faktord analytll pouzitych pro Tanaklv test.
V Tabulce 3.1.3 jsou shrnuty vypoctené parametry Tanakova testu charakterizujici obé

stacionarni faze.

Tabulka 3.1.1: Namérené retencnich Casy a z nich vypocitané retencni faktory pro Tanaklv test,
kolona SeQuant ZIC-HILIC.

analyt tr (min) tr (min)  tg pramér (min) k
uridin 13,25 13,27 13,26 3,39
5-methyluridin 9,20 9,26 9,23 2,06
2‘-deoxyuridin 8,21 8,23 8,22 1,72
adenosin 11,05 11,07 11,06 2,66
vidarabin 15,27 15,24 15,25 4,05
2’-deoxyguanosin 28,66 28,67 28,66 8,49
3‘-deoxyguanosin 25,55 25,57 25,56 7,46
toluent\l:sl%onové >3 >30 >3 077
TMFA 30,16 30,18 30,17 8,99
theobromin 4,68 4,67 4,68 0,55
theofylin 4,44 4,44 4,44 0,47

Marker mrtvého casu byl toluen, ty= 3,02 min.
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Tabulka 3.1.2: Namérené retencnich Casy a z nich vypocitané retencni faktory pro Tanak(v test,
kolona Atlantis Premier BEH Z-HILIC.

analyt tr (min) tr (min)  tg primér (min) k
uridin 15,16 15,16 15,16 4,80
5-methyluridin 10,89 10,89 10,89 3,17
2‘-deoxyuridin 9,16 9,17 9,165 2,51
adenosin 13,86 13,85 13,86 4,30
vidarabin 20,39 20,39 20,39 6,80
2‘-deoxyguanosin 35,89 35,89 35,89 12,74
3‘-deoxyguanosin 32,75 32,73 32,74 11,53
toluent\l/JSI%onové 1003 1004 1003 284
TMFA 11,69 11,67 11,68 3,47
theobromin 4,44 4,44 4,44 0,70
theofylin 4,31 4,31 4,31 0,65

Marker mrtvého casu byl toluen, ty= 2,61 min.

Tabulka 3.1.3: Charakteristické parametry kolon (A) Atlantis Premier BEH Z-HILIC a (B) SeQuant
ZIC-HILIC.

parametr A B
k(u) 4,80 3,39
a(CHs) 1,52 1,65
a(OH) 1,92 1,97
a(V/A) 1,58 1,52
a(2D/3D) 1,10 1,14
a(AX) 0,59 0,23
a(CX) 0,72 2,65
a(Th/Tf) 1,08 1,17

Pro lepsi vizualizaci rozdild mezi jednotlivymi stacionarnimi fazemi byly

vytvofeny paprskové grafy (Obrazky 3.1.1 a 3.1.2).
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6,00
aTb/T) 4 0o a(CH3)
2,00
a(CX) - a(OH)
a(AX) a(V/A)
a(2D/3D)

Obrdzek 3.1.1: Paprskovy graf parametri Tanakova testu ziskanych na koloné SeQuant ZIC-

HILIC.
k(u)

6,00
a(To/Th " 4 59 a(CH3)

2,00

a(CX) 0,0 a(OH)
a(AX) a(V/A)
a(2D/3D)

Obrdzek 3.1.2: Paprskovy graf parametri Tanakova testu ziskanych na koloné Atlantis Premier
BEH Z-HILIC.

Acidobazické vlastnosti stacionarnich fazi byly hodnoceny pomoci dat z retenci
theobrominu a theofylinu. Cim vy$$i je hodnota a(Tb/Tf), tim je vétsi kyselost
stacionarni faze. Obé staciondarni faze mély hodnotu tohoto parametru mirné vyssi
neZ 1. Vétsi kyselost vykazovala kolona ZIC-HILIC a to a(Tbh/Tf) = 1,17. Obé stacionarni
faze obsahuji ve své strukture sulfonovou skupinu, ktera je dale od nosic¢e nez kvartérni
amoniova skupina.

Retencnifaktor uridinu k(u) znaci hydrofilni interakce uridinu se stacionarnifazi.

Hodnotu tohoto parametru méla vétsi kolona BEH Z-HILIC, k(u) = 4,80 oproti
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k(u) = 3,39 kolony ZIC-HILIC. U kolony BEH-Z-HILIC Ize tedy pfedpokladat vyssi retenci
hydrofilnich analyti v porovnani s kolonou ZIC-HILIC.

Parametr a(OH) vyjadfuje selektivitu k hydroxylovym skupindam, jak moc se
stacionarni faze ucastni hydrofilnich interakci. Tento parametr mlze byt déle pouzit
pro stanovenivelikostivodné vrstvy na stacionarnifazi v HILIC systému a muze prispét
ke studiu retenéniho mechanismu v HILIC. [66] U obou kolon byla vysledna hodnota
a(OH) blizko 1,9, coZ naznacuje, Ze kolony budou vhodné pro déleni poldrnich latek a
v tomto ohledu budou jejich selektivity velmi podobné. Mirné vyssi hodnotu a(OH)
poskytovala kolona ZIC-HILIC: 1,97.

Faktor selektivity pro methylové skupiny a(CHs) popisuje jednak selektivitu fazi
pro -CHs skupiny a dale charakterizuje hydrofobni vlastnosti staciondrnich fazi.
Stacionarni faze kolony ZIC-HILIC vykazuje mirné vyssi hodnotu tohoto parametru
v porovnanise stacionarnifazi BEH Z-HILIC (Tabulka 3.1.3). Stacionarnifaze ZIC-HILIC je
vice hydrofobni. Stacionarni faze budou tedy od sebe schopné odlisit dva strukturné
podobné analyty, z nichZz jeden bude napf. methylovany. Toho lze vyuZit napf. pfi
studiu nukleovych kyselin, kde je modifikace methylovou skupinou velmi béznd. [67]
Z vysledkl parametrl k(u), a(OH) a a(CH3) je vidét, Ze se obé stacionarni faze chovaji
jako polarni staciondrni faze vhodné pro HILIC, coZ potvrzuje vyssi hodnota a(OH)
v porovnani s hodnotou a(CHs).

Pfi porovnani selektivity pro regioizomery, kterou charakterizuje parametr
a(2D/3D), maji vysledné hodnoty obé stacionarni faze vyssi nez 1,1. Je tedy moiné
regioizomery délit na obou stacionarnich fazich.

Kationtové-vyménny charakter v Tanakové testu charakterizuje parametr a(CX).
V tomto parametru se stacionarnifaze od sebe velmi odlisuji, jelikoz vysledna hodnota
pro kolonu ZIC-HILIC byla 2,60 a pro BEH Z-HILIC 0,72. U kolony ZIC-HILIC Ize tedy
ocekavat, Ze bude poskytovat vyssi retenci kladné nabitych analytd, jako jsou bazické
latky (pokud jsou v daném prostiedi ionizované), nez kolona BEH Z-HILIC. Zakladem
ZIC-HILIC stacionarnich faze je silikagel, na jehoZz povrchu jsou silanolové skupiny.
Nékteré ze silanolovych skupin jsou volné a nemaji na sobé, ze stérickych ddvodq,

navdazany ligand. Tyto volné silanolové skupiny mohou disociovat a pfispivat
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k zdpornému naboji stacionarni faze, a tak i kretenci kladné nabitych analytd.
Volné silanolové skupiny také pfispivaji ke kyselému charakteru stacionarni faze. [6]
S kolonou BEH Z-HILIC se od sebe lisi v typu nosice, ten je zhotoveny z hybridnich
anorganicko-organickych castic (BEH). Pfi vyrobé téchto c¢astic dojde k eliminaci
povrchovych silanolovych skupin aZz na tfetinu. Proto se stacionarni faze v hodnoté
parametru a(CX) vyrazné odlisuiji.

Aniontové-vymeénny charakter Ize hodnotit podle hodnoty parametru a(AX).
Obé staciondrnifaze vykazovaly hodnotu tohoto parametru nizsi nez 1. Vyrazné vyssi
hodnotu a(AX) ma kolona BEH Z-HILIC: 0,72 oproti koloné ZIC-HILIC: 0,23, coZ odpovida
vys$si hodnoté a(CX) ZIC-HILIC kolony. Kolona BEH Z-HILIC by méla mit vétsi potencial
pro retenci a déleni zdporné nabitych analytd, tedy kyselych analytl (pokud jsou
v daném prostiedi disociované).

Podobnost stacionarnich fazi je patrnd u parametru a(V/A), ktery vyjadfuje
selektivitu pro konformacni izomery. Hodnota tohoto parametru se pohybuje mezi
1,52-1,58. Stacionarni faze tedy poskytuji podobnou selektivitu pro separaci
konformacnich izomerd.

Nejvétsi rozdily mezi staciondarnimi fazemi dle parametrl ziskanych
prostfednictvim Tanakova testu jsou: vysSi aniontové-vyménny charakter a hydrofilni
interakce uridinu k(u) staciondarni faze kolony BEH Z-HILIC a vyssi kationtové-vyménny
charakter stacionarni faze kolony ZIC-HILIC. | pfes to, Ze kolony obsahuji stejny ligand
(sulfoalkylbetain), rozdilné ¢astice staciondarnifaze ovliviuji interakéni vlastnostitéchto

stacionarnich fazi.

3.2 Vliv sloZeni pufru na retenci a tvar chromatografického piku

Z pocatku méreni modelovych analytl na koloné SeQuant ZIC-HILIC byl pouZit
5mM acetatovy pufro pH = 6,8. Kvlli Spatné opakovatelnosti méreni, nevyhovujicimu
tvaru pikQ nékterych analyt a malé pufracnikapacité byl nahrazen 10mM acetatovym
pufremo pH =4,7. Pfiklad takového méfeni je na Obrazku 3.2.1, kde je vidét vylepSeni
tvaru chromatografického piku kyseliny tropové pfi pouziti 10mM acetdtového pufru

opH=4,7.
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Obrdzek 3.2.1: Chromatogramy kys. tropové (A) 5mM acetdtovy pufr o pH = 6,8 (B) 10mM
acetdtovy pufr opH =4,7.

Pro méreni na koloné Atlantis Premier BEH Z-HILIC byl jiZz pouZivdn jen 10mM

acetdtovy pufro pH =4,7.

3.3 Separace nukleovych bazi a nukleosid(

Na kolonach SeQuant ZIC-HILIC a Atlantis Premier BEH Z-HILIC byly proméreny
vzorky nukleovych bazi a nukleosidd. Tyto analyty jsou ¢asto pouzivany jako modelové
analyty pro HILIC stacionarni faze. [68, 69] Byl sledovan vliv poméru ACN a 10mM
acetatového pufru o pH = 4,7 v mobilni fazi na retenci analytd. Poméry mobilni faze
byly 80:20, 85:15 a 90:10 (ACN/pufr, v/v). Ostatni separacni podminky byly konstantni
(uvedené v sekci 2.7). V Tabulkdch (Tabulky 3.3.1 a 3.3.2) jsou uvedeny namérené
hodnoty této skupiny modelovych analytu.

V poméru mobilni faze ACN/pufr 80:20 (v/v) vykazovaly vsechny vzorky
nukleovych bazi a nukleosidli dostatecné retence na obou kolonach a zadny analyt
neeluoval s mrtvym ¢asem. Kolona ZIC-HILIC vykazovala u vSech analyt( v této skupiné
mirné vyssi retence néz kolona BEH Z-HILIC (Tabulky 3.3.1 a 3.3.2). U smési uridin( bylo
na obou kolondch za téchto podminek nedostacujici rozliSeni mezi prvnim a druhym
eluujicim pikem (2‘-deoxyuridinem a 5-methyluridinem), viz. Obrdzek 3.3.1.
Smés nukleovych bazi byla za uvedenych podminek rozdélena na zakladni linii na obou

kolonach, viz. Obrazek 3.3.4.
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Tabulka 3.3.1: Namérené retencni ¢asy a z nich vypocitané retencni faktory nukleovych bazi a

nukleosidd v rlizném poméru ACN a pufru v mobilni fazi na koloné SeQuant ZIC-HILIC.

80:20 (v/v) 85:15 (v/v) 90:10 (v/v)
analyt
tr (min) k tr (min) k tr (min) k

uridin 3,44 1,24 4,48 1,83 6,70 3,37
2‘-deoxyuridin 2,70 0,76 3,20 1,02 4,08 1,63
5-methyluridin 2,80 0,82 3,39 1,14 4,58 1,95
uracil 2,69 0,76 3,04 0,92 3,54 1,28
cytosin 4,56 1,97 6,25 2,95 10,03 5,46
adenin 3,07 0,10 3,77 1,38 5,11 2,29
thymin 2,28 0,49 2,51 0,59 2,76 0,78
guanin 4,78 2,12 7,13 3,50 13,92 7,96

MF: ACN/10mM acetéatovy pufr, pH = 4,7 (v/v). Toluen byl marker mrtvého ¢asu: ty = 1,53 min
(80:20, v/v), tm= 1,58 min (85:15, v/v), tm= 1,55 min (90:10, v/v).

Tabulka 3.3.2: Namérené retencni ¢asy a z nich vypocitané retencni faktory nukleovych bazi a
nukleosidd v rizném poméru ACN a pufr v mobilni fazi na koloné Atlantis Premier BEH Z-HILIC.

80:20 (v/v) 85:15 (v/v) 90:10 (v/v)
analyt
tr (min) k tr (min) k tr (min) k

uridin 3,18 1,52 4,70 2,61 8,78 5,28
2'-deoxyuridin 2,47 0,95 3,27 1,51 5,18 2,70
5-methyluridin 2,47 0,95 3,62 1,78 6,28 3,49
uracil 2,38 0,88 2,89 1,22 3,92 1,81
cytosin 4,13 2,27 6,45 3,96 12,99 8,29
adenin 2,95 1,33 4,15 2,19 7,20 4,15
thymin 2,03 0,61 2,38 0,83 3,08 1,20
guanin 4,55 2,60 8,07 5,20 20,14 13,41

MF: ACN/10mM acetatovy pufr, pH = 4,7 (v/v). Toluen byl marker mrtvého ¢asu: ty = 1,26 min
(80:20, v/v), tm= 1,30 min (85:15, v/v), tm= 1,40 min (90:10, v/v).

Pti zvySeni mnozstvi ACN v mobilni fazi na 85 obj. %, bylo dosazeno zvyseni

retence vSech analytl na obou kolonach. Vsechny analyty, kromé uracilu a thyminu,

mély v tomto pomeéru mobilnifaze mirné nizsi retenci na koloné ZIC-HILIC oproti koloné
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BEH Z-HILIC (viz. Tabulky 3.3.1 a 3.3.2). V tomto sloZeni mobilnich fazi byly separovany
vSechny analyty obou smési na zakladni linii na obou testovanych kolonach.
Chromatogramy separace smési jsou zobrazeny na Obrazku 3.3.2 a Obrazku 3.3.5.

Pfi pouziti mobilnifaze ACN/pufr90:10 (v/v) doslo opét k zvyseni retence vsech
analytl doprovazené vyssi hodnotourozliseni (PfilohaB), coz potvrzuje uplatnéni HILIC
retenéniho mechanismu. Smés uridind byla separovand na zdkladni linii na obou
kolonach (Obrazek 3.3.3). Na koloné ZIC-HILIC byla tato smés separovanado 7 min a na
koloné BEH Z-HILIC do 10 min. Tyto vysledky koreluji s vysledky Tanakova testu, tj. vyssi
hodnota k(u) a zaroven nizsi hodnota a(CHs) pro kolonu BEH-Z-HILIC. Pfi analyze
nukleovych bazi byla doba analyzy na koloné BEH Z-HILIC 21 min, zatimco
na koloné ZIC-HILIC byla doba analyzy kratsi, tj. 16 min (Obrazek 3.3.6).

1

odezva detektoru

t (min)

Obrdzek 3.3.1: Chromatogramy separace smési uridini na kolondch (A) Atlantis Premier BEH Z-
HILIC a (B) SeQuant ZIC-HILIC. Oznaceni analyti: 1 (2°-deoxyuridin), 2 (5-methyluridin),
3 (uridin). Mobilni faze ACN/10mM acetdtovy pufr, pH = 4,7, 80:20 (v/v).

1
A /\—/2\\ jL
1
3
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Obrdzek 3.3.2: Chromatogramy separace smési uridini na kolondch (A) Atlantis Premier BEH Z-
HILIC a (B) SeQuant ZIC-HILIC. Oznaceni analyti: 1 (2°-deoxyuridin), 2 (5-methyluridin),
3 (uridin). MF: ACN/10mM acetdtovy pufr, pH = 4,7, 85:15 (v/v).
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Obrdzek 3.3.3: Chromatogramy separace smési uridini na kolondch (A) Atlantis Premier BEH Z-
HILIC a (B) SeQuant ZIC-HILIC. Oznaceni analyti: 1 (2°-deoxyuridin), 2 (5-methyluridin),
3 (uridin). MF: ACN/10mM acetdtovy pufr, pH = 4,7, 90:10 (v/v).
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Obradzek 3.3.4: Chromatogramy separace smési nukleovych bdzi na kolondch (A) Atlantis

Premier BEH Z-HILIC a (B) SeQuant ZIC-HILIC. Oznaceni analytt: 1 (thymin), 2 (uracil),
3 (adenin), 4 (cytosin), 5 (guanin). MF: ACN/10mM acetdtovy pufr, pH = 4,7, 80:20 (v/v).
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Obrdzek 3.3.5: Chromatogramy separace smési nukleovych badzi na kolondch (A) Atlantis
Premier BEH Z-HILIC a (B) SeQuant ZIC-HILIC. Oznaceni analytu: 1 (thymin), 2 (uracil),
3 (adenin), 4 (cytosin), 5 (quanin). MF: ACN/10mM acetdtovy pufr, pH = 4,7 85:15, (v/v).
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Obrazek 3.3.6: Chromatogramy separace smési nukleovych bdzi na kolondch (A) Atlantis
Premier BEH Z-HILIC a (B) SeQuant ZIC-HILIC. Oznaceni analyti: 1 (thymin), 2 (uracil),
3 (adenin), 4 (cytosin), 5 (guanin). MF: ACN/10mM acetdtovy pufr, pH = 4,7, 90:10 (v/v).

Z uvedenych chromatogram( smési uridin(i a smési nukleovych bazi je vidét, ze
kolona BEH Z-HILIC vykazuje vétsi retentivitu a obé kolony vykazuji dobrou selektivitu
pro vétsSinu testovanych analytd (Priloha B). Obé kolony vykazuji dobry separacni
potencial pro obé smési. Lze si povSimnout, Ze poradi eluce analyti ze smési odpovida
hodnotam logD, tedy jejich lipofilité/polarité (logD modelovych analytl viz. Pfiloha A).
(logD =-1,51) a eluuje ze smési uridint jako prvni. Polarnéjsi analyty se budou na
stacionarni fazi zadrzovat déle. 5-methyluridin (logD = -2,02) bude eluovat pfed
uridinem, ktery je z téchto analyt(i nejpolarnéjsi (logD = -2,42). Pro smési nukleovych
bazitento trend Uplné neplati. Ze smési nukleovych bazi eluuje jako prvni thymin, ktery
ktery ma az treti nejvyssi polaritu, logD = -0,86. Po uracilu eluuji adenin (logD = -0,76) a
nasledné cytosin (logD = -1,3) a guanin (logD = -1,11). Je tedy patrny trend zvysujici se
polarity spolecné s delSimi retencemi analyt(, ale kvali velmi podobnym hodnotam
logD dvojic analytl uracil-adenin a cytosin-guanina uplatfiovani dalSich typu interakci,

nevykazuji analyty eluci pfesné v poradi jejich vzristajici polarity.

3.4 Retencni chovani kyselin, bazi a neutralnich latek
Na kolonach SeQuant ZIC-HILIC a Atlantis Premier BEH Z-HILIC byly proméreny
modelové analyty kyselin, bazi a neutralnich latek. Byl sledovan vliv poméru mobilni

faze ACN a 10mM acetatového pufru o pH = 4,7 na retenci analytl. Poméry mobilni
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faze byly 80:20, 85:15 a 90:10 (ACN/pufr, v/v). Ostatni separa¢ni podminky byly
konstantni (uvedené v sekci 2.7). V Tabulkach 3.4.1 a 3.4.2 jsou uvedeny namérené

hodnoty této skupiny modelovych analytd.

Tabulka 3.4.1: Namérené retencni ¢asy a z nich vypocitané retencni faktory kyselin, bazi a
neutralnich latek v rzném poméru ACN a pufru v mobilni fazi na koloné SeQuant ZIC-HILIC.

80:20 (v/v) 85:15 (v/v) 90:10 (v/v)
analyt

tr (min) k tr (min) k tr (min) k
BTMA 7,86 4,13 9,41 5,33 17,71 10,38
BOC-D,L-fenylalanin 1,54 0,01 1,63 0,10 2,06 0,32
N-BOC-L-tryptofan 1,55 0,01 1,66 0,12 2,26 0,45
N-BOC-L-tyrosin 1,66 0,08 1,96 0,32 2,79 0,79

D,L-fenylalanin

L-tryptofan : . 8,57 4,77 26,78 16,20
D,L-tyrosin - - 15,36 9,33 52,79 32,91

kys. benzensulfonova 1,98 0,29 2,23 0,45 - -
kys. toluensulfonova 1,76 0,15 - - 2,51 0,61
kys. tropova 2,36 0,54 3,25 1,05 6,31 3,05
kys. benzoova 2,06 0,34 2,59 0,64 4,26 1,73
kys. 4-aminobenzoova 2,28 0,49 2,95 0,86 5,10 2,27
kofein 1,88 0,22 1,97 0,24 1,98 0,27

N,N-diethylanilin 1,55 0,01 1,58 * 1,55 *
anilin 1,67 0,09 1,71 0,08 1,67 0,07
2-fenylethylamin . . . . 16,83 9,81

N-benzylmethylamin 1,59 0,04 1,64 0,03 1,60 *
chinolin 1,68 0,10 1,73 0,09 1,71 0,10

MF: ACN/10mM acetatovy pufr, pH = 4,7. (*) eluce prfed markerem mrtvého casu, eluce se

systémovym pikem (-), nevyhodnotitelny pik napf. vice vrcholl (-). Toluen byl marker mrtvého
¢asu: tm= 1,53 min (80:20, v/v), tm=1,58 min (85:15, v/v), tm= 1,65 min (90:10, v/v).
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Tabulka 3.4.2: Namérené retencni ¢asy a z nich vypocitané retencni faktory kyselin, bazi a
neutralnich latek v rizném poméru ACN a pufru v mobilni fazi na koloné Atlantis Premier BEH
Z-HILIC.

80:20 (v/v) 85:15 (v/v) 90:10 (v/v)
analyt

tr (min) k tr (min) k tr (min) k

BTMA 2,91 1,29 3,99 2,05 5,94 3,30
BOC-D,L-fenylalanin - - 1,83 0,40

Nq-BOC-L-tryptofan 1,77 0,39 2,17 0,66 4,10 1,93
N-BOC-L-tyrosin 2,09 0,65 2,91 1,23 6,18 3,41
D,L-fenylalanin 4,34 2,42 8,51 5,51 15,92 10,65
L-tryptofan 5,23 3,13 11,74 7,98 44,96 31,90
D,L-tyrosin 7,85 5,19 20,07 0,14 62,61 44,80
kys. benzensulfonova 3,27 1,58 3,99 2,05 6,51 3,65
kys. toluensulfonova 2,71 1,13 3,24 1,47 5,00 2,60
kys. tropova 3,52 1,78 5,84 3,47 11,25 7,15
kys. benzoova 2,78 1,19 4,16 2,18 7,06 4,11
kys. 4-aminobenzoova 3,07 1,42 4,89 2,73 8,56 5,21
kofein 1,53 0,21 1,64 0,25 1,74 0,26

N,N-diethylanilin 1,24 * 1,29 * 1,35 *
anilin 1,40 0,10 1,45 0,11 1,51 0,09
2-fenylethylamin . . 5,34 3,09 9,11 5,60
N-benzylmethylamin 1,34 0,05 1,37 0,04 1,41 0,02
chinolin 1,45 0,14 1,52 0,16 1,58 0,15

MF: ACN/10mM acetatovy pufr, pH = 4,7. (*) eluce pred markerem mrtvého casu, eluce se
systémovym pikem (-), nevyhodnotitelny pik napf. vice vrchold (-). Toluen byl marker mrtvého

¢asu: ty=1,27 min (80:20, v/v), tm= 1,31 min (85:15, v/v), tm= 1,40 min (90:10, v/v).

Z Tabulek 3.4.1 a 3.4.2 lze vyCist, Ze ve vSech pomérech mobilni faze, ve kterych
byly analyty méreny maji bazické a neutralni analyty vyssi retence na koloné ZIC-HILIC.
Na druhou stranu kyselé analyty dosahuji vysSich retenci na koloné BEH Z-HILIC.
Ziskané vysledky odpovidaji charakterizaénim parametrdm kolon z Tanakova testu, kde
kolona ZIC-HILIC vykazovala vétsi kationtové-vyménny charakter a kolona BEH Z-HILIC

naopak vyssi aniontové-vyménny charakter.
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BOC-aminokyseliny mély na koloné ZIC-HILIC nizké retencni ¢asy a pfi zvySovani
obj. % ACN v mobilni fazi se vyrazné nezvySovaly. To lze vysvétlit tim, Ze se nemohou
uplatfiovat kationtové-vyménné interakce z ddvodu blokované amino skupiny.
Na koloné BEH Z-HILIC mély BOC-aminokyseliny retence vyssi a se zvétSujicim se
pomérem ACN v mobilni fazi se i retence BOC-aminokyselin plynule navySovaly.
V tomto pripadé se na retenci vyznamné podili aniontové-vyménny mechanismus.

Na koloné ZIC-HILIC reten¢ni ¢asy nechranénych aminokyselin (D,L-fenylalanin,
L-tryptofan, D,L-tyrosin) v poméru 80:20 ACN/pufr (v/v) nesly vyhodnotit. V pripadé
D,L-fenylalaninu to nebylo mozné ani pfi pouziti mobilnich fazi s vysSim mnoZstvim
ACN. Na koloné BEH Z-HILIC mély aminokyseliny vyssi retence, nez na koloné ZIC-HILIC
a jejich retence bylo mozné vyhodnotit ve vSech pomérech mobilni faze.

Zastupci slabych kyselin méli na koloné ZIC-HILIC nizké retence, které vsak
plynule rostly navySovanim obj. % ACN v mobilni fazi. Na koloné BEH Z-HILIC vykazovali
zastupci kyselin vyssi retence, které se zvySovaly se stoupajicim mnozstvim ACN
v mobilni fazi.

Zastupci slabych bazickych analytd vykazovaly na koloné ZIC-HILIC nizké retence,
které se se zvySovanim obj. % ACN v mobilni fazi pfilis nenavySovaly. N,N-diethylanilin
eluoval vidy s markerem mrtvého ¢asu nebo blizko mrtvého ¢asu kolony. Dlivodem by
mohlo byt to, Ze v pH = 4,7 N,N-diethylanilin neni ionizovany a jeho logD = 1,88, takie
nema velkou polaritu a nebude mit vysoké retence v médu HILIC. Anilin (logD = 0,99)
vykazoval mirné vyssi retencni ¢asy nez N,N-diethylanilin. Anilin je za podminek analyzy
Castecné ionizovany (pKa = 4,64). Porovnani retence 2-fenylethylaminu a N-
benzylmethylaminu v mobilni fazi s 90 obj. % ACN ukazuje na vyznamnou roli -NH,
skupiny na retenci. PfestoZze oba analyty maji hodnotu logD velmi podobnou, 2-
fenylethylamin s volnou NH; skupinou vykazuje vyrazné vyssi retenci (tg = 16,83 min)
nez N-benzylmethylamin, ktery eluuje s mrtvym c¢asem kolony na koloné ZIC-HILIC.
Stejny trend byl pozorovan i na koloné BEH-Z-HILIC. Retence silné baze, BTMA, roste
s rostoucim mnozstvim ACN v mobilni fazi na obou kolonach. Vyssi retence za stejnych
podminek poskytovala kolona ZIC-HILIC, kterd vykazuje vyssi kationtové-vymeénny

charakter dle vysledkd Tanakova testu.
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Na obou analyzovanych kolonach byla nasledné promérena smés X (kys. 4-
aminobenzoova, kys. benzoova, kofein, anilin a N,N-diethylanilin) za poméri mobilni
faze: 80:20, 85:15 a 90:10 ACN/pufr (v/v). Cilem bylo zjisténi separacniho potencialu
stacionarnich fazi pro neutralni, kyselé a bazické analyty. Na obou kolonéach se podatilo
vSechny analyty tvofici smés X rozdélit na zdkladni linii (Obrazky 3.4.1 a 3.4.2).
Z chromatogram( je vidét, jak jsou kyselé analyty (kys. benzoovd a kys. 4-
aminobenzoovd) na koloné BEH Z-HILIC vice zadrZovdany, nez na koloné ZIC-HILIC,
protoze vykazuje vétsi aniontové-vyménny charakter. Na chromatogramech je vidét
retencni mechanismus HILIC, kdy se zvySujicim se mnozstvim ACN v MF roste retence
analytGd. U kolony BEH Z-HILIC je patrna dobrd selektivita pro kyselé analyty jiz
v poméru slozek mobilni faze 80:20 (v/v) ACN/pufr a se zvysujicim se obj. % ACN v MF
se selektivita dale navysuje (Pfiloha C). U kolony ZIC-HILIC je vidét vyraznd zména
v selektivité azs 90 obj. % ACN v mobilni fazi. Proto se jako vhodnéjsi stacionarni faze

pro déleni této smési analytd ukazala kolony BEH Z-HILIC.
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Obrdzek 3.4.1: Chromatogramy separace smési X na koloné SeQuant ZIC-HILIC. Oznaceni
analytd: 1 (N,N-diethylanilin), 2 (anilin), 3 (kofein), 4 (kys. benzoovd), 5 (kys. 4-aminobenzoovad).
Poméry MF: 80:20 (A) 85:15 (B) a 90:10 (C), ACN/10mM acetdtovy pufr, pH = 4,7 (v/v).

47



i

3 5

odezva detektoru

1
4
A 2 5
3
1
2
B
3
1
2

C

0 2 4 6 8 t(min) 10

Obrdzek 3.4.2: Chromatogramy separace smési X na koloné Atlantis Premier BEH Z-HILIC.

Oznaceni analyti: 1 (N,N-diethylanilin), 2 (anilin), 3 (kofein), 4 (kys. benzoovd), 5 (kys. 4-

aminobenzoovd). Poméry MF: 80:20 (A) 85:15 (B) a 90:10 (C), ACN/10mM acetdtovy pufr,
pH =4,7 (v/v).

| pfes nizké retence slabych bazi (N, N-diethylanilin, anilin) na obou staciondarnich

fazich bylo mozné tyto analyty rozdélit na zakladni linii.

3.5 Retence a separace profent a B-blokator(

Na kolonach SeQuant ZIC-HILIC a Atlantis Premier BEH Z-HILIC byly proméreny
modelové analyty profeny (slabé kyseliny) a B-blokatory (slabé baze). Byl sledovan vliv
pomeéru slozek mobilni faze ACN a 10mM acetatového pufru o pH = 4,7 na retenci a
rozliSeni analytll. Poméry mobilni faze pfi isokratické eluci byly 80:20, 85:15 a 90:10
(ACN/pufr, v/v). Ostatni separacni podminky byly konstantni (uvedené v sekci 2.7).
V Tabulkach 3.5.1 a 3.5.2 a v Tabulkdch D1-D3 (Pfiloha D) jsou uvedeny namérené a
vypocitané chromatografické parametry téchto modelovych analytl. Dale byla
proméfena smés Y obsahujici ibuprofen, flurbiprofen, labetalol, pindolol, nadolol a
kofein. Kvuli koeluci profeni a kofeinu za podminek isokratické eluce bylo nutné

se pokusit tuto smés Iépe separovat pomoci gradientové eluce.
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Tabulka 3.5.1: Namérené retencni Casy a znich vypocitané retencni faktory profenli a B-

blokatorl na koloné SeQuant ZIC-HILIC

80:20 (v/v) 85:15 (v/v) 90:10 (v/v)
analyt
tr (min) k tr (min) k tg [min] k

ibuprofen 1,53 0,01 1,56 0,05 1,90 0,14
flurbiprofen 1,53 0,01 1,55 0,04 2,06 0,24
ketoprofen 1,57 0,03 1,66 0,12 2,17 0,30
labetalol 3,85 1,54 4,81 2,23 10,39 5,23
pindolol 5,26 2,47 15,61 8,36
nadolol 7,88 4,20 11,55 6,75 32,73 0,19

MF: ACN/10mM acetatovy pufr, pH = 4,7. Nevyhodnotitelny pik napf. vice vrcholl (-). Toluen
byl marker mrtvého ¢asu: ty = 1,52 min (80:20, v/v), tw = 1,49 min (85:15, v/v), ty = 1,67 min

(90:10, v/v).

Tabulka 3.5.2: Namérené retencni Casy a znich vypocitané retencni faktory profenli a B-
blokator( na koloné Atlantis Premier BEH Z-HILIC.

80:20 (v/v) 85:15 (v/v) 90:10 (v/v)
analyt
tr (min) k tr (min) k tr (min) k

ibuprofen 1,36 0,07 1,53 0,18 1,89 0,37
flurbiprofen 1,37 0,08 1,67 0,28 2,23 0,61
ketoprofen 1,54 0,21 1,85 0,42 2,44 0,76
labetalol 2,10 0,65 2,90 1,22 4,74 2,44
pindolol 2,58 1,03 3,72 1,86 6,69 3,85
nadolol 3,89 2,06 6,87 4,27 15,64 10,33

MF: ACN/10mM acetatovy pufr, pH = 4,7. Toluen byl marker mrtvého ¢asu: ty = 1,27 min

(80:20, v/v), tm= 1,30 min (85:15, v/v), tm= 1,40 min (90:10, v/v).

Z namérenych hodnot retencnich ¢ast profen( a B-blokator( je vidét, Ze vyssi

retence v poméru mobilnifaze 80:20 ACN/pufr (v/v) mély analyty na koloné ZIC-HILIC.

Slabé kyselé analyty (profeny) vykazovaly na obou kolonach nizké retence.

Slabé bazické analyty (B-blokatory) dosahovaly vyssSich retenci na obou kolonach.

Po zvySeni mnoZstvi ACN v mobilnifazi na 85 obj. % se retence profenli na obou

kolonach zvysily jen nepatrné. Profeny na kolondch eluuji za poméru mobilni faze 80:20
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i 85:15 ACN/pufr (v/v) v blizkosti mrtvého Casu. Retence B-blokatorli se na obou
kolonach zvysila.

Po dal$im navyseni mnozstvi ACN v mobilnifazina 90 obj. % se podafilo retence
vsech analytl opét prodlouZit na obou kolonach, u profent pfiblizné o pdl minuty.
Retence B-blokator(l se za tohoto poméru mobilni faze zvysily vyrazné na obou
kolonach, priblizné dvojndsobné (od 85 obj. % ACN). Retencni ¢as nadololu na koloné
ZIC-HILIC se zvysil dokonce na trojnasobek (z thadolor = 11,55 min 85:15 (v/v) na
thadolol = 32,73 min 90:10 (v/v), ACN/pufr). Celkové vys$si retence bazickych latek na
koloné ZIC-HILIC lze vysvétlit jejim vétSim kationtové-vyménnym charakterem
v porovnani s kolonou BEH Z-HILIC.

Na obou kolonach byla taky promérena smés Y. Pfi vSech pomérech mobilnifaze
dochazelo ke koeluci prvnich 3 az 4 analytld ve smési (ibuprofenu, flurbiprofenu,
ketoprofenu a neutrdlniho kofeinu) na koloné ZIC-HILIC. Na chromatogramech
namérenych na koloné ZIC-HILIC (Obrazky 3.5.1 a 3.5.2) je vidét separace bazickych
analytQ na zakladni linii. Profeny a kofein za podminek isokratické eluce koeluovaly.
Vyuzitim gradientovéeluce se podafilo separovat kofein a ibuprofen od flurbiprofenu
s ketoprofenem, které byly separovany pouze c¢astecné (Tabulka D3 v Priloze D).
Celkovou dobu analyzy se pomoci gradientové eluce podafilo snizit pfiblizné na

polovinu a zaroven doslo ke zvyseni rozliseni koeluujicich analyta.

1+2+3+4

odezva detektoru

1 I

30 35
t (min)

Obrdzek 3.5.1 Chromatogram separace smési Y na koloné SeQuant ZIC-HILIC za isokratické
eluce. Oznaceni analyti: 1 (ibuprofen), 2 (kofein), 3 (flurbiprofen), 4 (ketoprofen), 5 (labetalol),
6 (pindolol), 7 (nadolol). MF: 90:10 ACN/10mM acetdtovy pufr, pH = 4,7 (v/v).
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Obrazek 3.5.2: Chromatogram separace smési Y na koloné SeQuant ZIC-HILIC. Gradientovad
eluce: ACN/10mM acetdtovy pufr, pH = 4,7 (to: 97:3 (v/v), tip: 80:20 (v/v). Oznaceni analyti:
1 (kofein), 2 (ibuprofen), 3 (flurbiprofen), 4 (ketoprofen), 5 (labetalol), 6 (pindolol), 7 (nadolol).

Kolona BEH Z-HILIC vykazuje vyssi selektivitu v porovnani s kolonou ZIC-HILIC za
podminek isokratické eluce. Na koloné BEH Z-HILIC se ¢astecné separovaly profeny a
kofein jiz pfi isokratické eluci ve slozeni mobilni faze ACN/pufr 90:10 (v/v),
viz. Obrazek 3.5.3, coz Ize pfisuzovat jejimu vy$Simu aniontové-vyménnému charakteru.
Pfi pouZiti gradientové eluce se podafilo celkovou dobu analyzy zkratit a vylepSit tvary
pik( nékterych B-blokator( (Tabulka 3.5.3). Stejné jako na koloné ZIC-HILIC, i na koloné

BEH-Z-HILIC byly flurbiprofen a ketoprofen separovany pouze ¢astec¢né (Obrazek 3.5.4).
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Tabulka 3.5.3: Naméfené hodnoty symetrie (Ty) zaisokratické (ACN/pufr 90:10, v/v) a
gradientové eluce (ACN/pufr to: 97:3 (v/v), tio: 80:20 (v/v) pfi analyze smési Y na kolonach (A)
Atlantis Premier BEH Z-HILIC a (B) SeQuant ZIC-HILIC.

A B
analyt Uj U
isokraticka | gradientova | isokraticka | gradientova
eluce eluce eluce eluce
kofein 1,09 1,32 . 1,18
ibuprofen . 1,64 : 1,46

flurbiprofen 1,11

ketoprofen 2,30

labetalol 1,06 1,13 1,10 1,01
pindolol 0,94 0,94 1,03 1,02
nadolol 1,08 0,82 1,18 0,83

MF: ACN/10mM acetatovy pufr, pH = 4,7. Toluen byl marker mrtvého casu: ty = 1,38 min
(isokraticka eluce, A), tm = 1,56 min (gradientova eluce, A), ty = 1,67 min (isokraticka eluce, B),
tm = 1,72 min (gradientova eluce, B). Parametr nelze vyhodnotit (:).

odezva detektoru
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Obrdzek 3.5.3: Chromatogram separace smési Y na koloné Atlantis Premier BEH Z-HILIC za
isokratické eluce. Oznaceni analyti: 1 (ibuprofen), 2 (kofein), 3 (flurbiprofen), 4 (ketoprofen),
5 (labetalol), 6 (pindolol), 7 (nadolol). MF: 90:10 ACN/10mM acetdtovy pufr, pH = 4,7 (v/v).
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Obrdzek 3.5.4: Chromatogram separace smési Y na koloné Atlantis Premier BEH Z-HILIC.
Gradientovd eluce: ACN/10mM acetdtovy pufr, pH = 4,7 (to: 97:3 (v/v), tio: 80:20 (v/v). Oznaceni
analyti: 1 (kofein), 2 (ibuprofen), 3 (flurbiprofen), 4 (ketoprofen), 5 (labetalol), 6 (pindolol),

7 (nadolol).

3.6 Analyza kratkych oligonukleotid(

Na kolonach SeQuant ZIC-HILIC a Atlantis Premier BEH Z-HILIC byly proméreny
modelové kratké oligonukleotidy s délkou fetézce 2 az 6mer allPO a allPS.

Pti pocatecnich mérenich na koloné ZIC-HILIC byla nastavena teplota kolony na
25 °C a teplota autosampleru byla vZidy nastavena na 10 °C. Jako mobilni faze byl opét
pouZit ACN v rlizném pomérus 10mM acetatovym pufrem o pH =4,7. Také byl testovan
5mM acetatovy pufro pH = 6,8. Ostatniseparacni podminky byly konstantni (uvedené

v sekci 2.7). VTabulce 3.6.1 jsou uvedeny namérené hodnoty retencnich c¢asl a

retencni faktory pikd oligonukleotid(, které bylo mozné vyhodnotit.

Tabulka 3.6.1: Namérené retencni ¢asy a z nich vypocitané retencni faktory (4 az 6mer allPO a
allPS) oligonukleotidl na koloné SeQuant ZIC-HILIC pfi teploté kolony 25 °C.

70:30 (v/v) 80:20 (v/v)
analyt

tr (min) k tr (min) k
S5mer allPO 1,61 0,09 11,06 6,14
4dmer allPO 1,59 0,07 5,62 2,62
6mer allPS 1,53 0,03 10,10 5,52
Smer allPS 1,45 *
4mer allPS 1,42 * - -

MF: ACN/10mM acetatovy pufr, pH = 4,7. Eluce pred markerem mrtvého casu (*), eluce se
systémovym pikem (-), nevyhodnotitelny pik napf. vice vrchold (-). Toluen byl marker mrtvého
¢asu: ty = 1,48 min (70:30, v/v), tw= 1,55 min (80:20, v/v).
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Pti teploté 25 °C maji oligonukleotidy nizké retence, u kratSich oligonukleotid(i
2mer a 3mer byla predpokladana eluce s mrtvym ¢asem, proto byla navysena teplota
kolony na 40 °C. V Tabulce 3.6.1 nejsou hodnoty pro analyt 6mer allPO, protoze se
tento analytrozkladal a eluoval pred kratsSimi oligonukleotidy. Po prvnich mérenich byl
6émer allPO pfipraven znovu, méren byl az pfi teploté kolony 40 °C.

Na Obrazku 3.6.1 je vidét rozdil chromatogram( oligonukleotidl 4mer allPO a
4mer allPS na koloné ZIC-HILIC. Dle predpokladl ma polarnéjsi 4mer allPO za téchto

podminek vyssi retenci.

odezva detektoru

0 ' 2 4 6  t(min) 8
Obrdzek 3.6.1: Chromatogramy (A) 4mer allPO a (B) 4mer allPS v mobilni fdzi 80:20 ACN/10mM
acetdtovy pufr, pH = 4,7 (v/v) na koloné SeQuant ZIC-HILIC. Teplota kolony 25°C.

Dale byly oligonukleotidy méreny i v5mM acetdtovém pufru o pH = 6,8.
Vysledné chromatografické piky byly vétSinou s nékolika vrcholy, coZz mize odpovidat
separaci necistot, a vykazovaly kratsi retence. Na Obrdzku 3.6.2 jsou ukazany pftiklady
chromatograml analyzy 5meru allPO za pouZiti 5mM acetdtového pufru o pH =6,8 a

10mM acetatového pufru o pH =4,7.
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Obrdzek 3.6.2: Chromatogramy méreni oligonukleotidu 5mer allPO v mobilni fdzi ACN/pufr
80:20 (v/v), kde (A) 10mM acetdtovy pufr, pH = 4,7 a (B) 5mM acetdtovy pufr, pH = 6,8 na
koloné SeQuant ZIC-HILIC. Teplota kolony 40°C.

V Tabulce 3.6.2 jsou uvedeny retencni ¢asy a retencni faktory oligonukleotid(i
mérenych na koloné ZIC-HILIC v 80 obj. % ACN v mobilni fazi. Z retencnich ¢asa analytQ
vyplyva, Ze oligonukleotidy allPO vykazuji vyssi retence nez jejich analogy allPS. Jak uz
bylo naznaceno u Obrazku 3.6.1, je to zplUsobeno snizenim polarity nahrazenim
kyslikovych atom( atomy siry v oligonukleotidech. Nékteré z analytl vykazovaly
zdvojeny chromatograficky pik. V pfipadé allPO oligonukleotid(i pravdépodobné
dochazi k separaci necistot. V pripadé allPS oligonukleotid mizZe dochazet k ¢astecné

separaci diastereomer(, jak bylo popsano v literature. [70]

Tabulka 3.6.2: Namérené retenéni ¢asy a z nich vypocitané retenéni faktory smési allPO a allPS
na koloné SeQuant ZIC-HILIC v poméru mobilni faze 80:20 ACN/pufr (v/v). Teplota kolony 40 °C.

analyty tr (min) k analyty tr (min) k
2mer allPO 2,71 0,82 2mer allPS 1,90 0,25
3mer allPO 5,30 2,46 3mer allPS 2,51 0,65
4dmer allPO 10,47 5,83 4mer allPS 5,23 2,44
S5mer allPO 14,89 8,71 S5mer allPS 10,79 6,10
6mer allPO 26,71 16,43 6mer allPS 22,98 14,13

MF: 80:20 ACN/10mM acetatovy pufr, pH = 4,7 (v/v). Toluen byl marker mrtvého ¢asu:
tm= 1,52 min (80:20, v/v).

Na ndsledujicich chromatogramech (Obrdzek 3.6.3) jsou ukazany vysledky
mérenych smési (smés allPO a smés allPS) na koloné ZIC-HILIC za podminek isokratické

eluce. ZchromatogramlQ je patrné vyssSi rozliSeni pikl pro smés allPO.
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Delsi oligonukleotidy, tj. 6mer allPO a 6mer allPS maji velmi Siroké piky a skoro nejsou

v chromatogramech patrné z dlivodu jejich dlouhé retence.
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Obrdzek 3.6.3: Chromatogramy separace smési oligonukleotidi (A: smés allPO a B: smés allPS)
na koloné SeQuant ZIC-HILIC. MF: 80:20 ACN/10mM acetdtovy pufr, pH = 4,7 (v/v). Analyty:
1 (2mer allPO/allPS), 2 (3mer allPO/allPS), 3 (4mer allPO/PS), 4 (5mer allPO/PS),

5 (6mer allPO/PS).

Za ucelem zlep3eni tvari chromatografickych pik( a zkrdceni doby analyzy byla

testovana gradientova eluce (Obr. 3.6.4).

odezva detektoru
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Obrdzek 3.6.4: Chromatogramy separace smési oligonukleotidi (A: smés allPO a B: smés allPS)
na koloné SeQuant ZIC-HILIC mérené v gradientu. Gradientovd eluce: ACN/10mM acetdtovy
pufr, pH = 4,7 (tp: 80:20 (v/v), tz: 70:30 (v/v). Analyty: 1 (2mer allPO/allPS),

2 (3mer allPO/allPS), 3 (4mer allPO/PS), 4 (5mer allPO/PS), 5 (6mer allPO/PS).

Celkovou dobu analyzy obou smési se podatilo snizit na 15 min.

Doslo k vylepSeni tvar( vétSiny pikG ve smési allPS a nékterych pikd ve smési allPO

(Tabulka E1 v Pfiloze E). Analyt 3mer allPS tvofi zdvojeny pik. Mnohem Sirsi piky u allPS

oligonukleotid( pravdépodobné souvisi s ¢astecnou separaci jejich diastereomerd.
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Oligonukleotidy byly mérené i na koloné BEH Z-HILIC. V poméru mobilni faze
80:20 ACN/10mM acetatovy pufr, pH = 4,7 (v/v) mély 4 az émery allPO a allPS velmi
dlouhé retence, nebo zdvojené piky a tento pomér se tedy ukazal jako nevhodny pro
jejich analyzu. Byl proto zvysen pomér vodné slozky v mobilni fazi na 70:30 ACN/pufr
(v/v) za ucelem sniZeniretence analytl. Toto sloZeni mobilni faze umoznilo analyzu do
60 min jen 4mer0 allPO a allPS. Po Upravé mobilni faze na pomér 60:40 ACN/pufr (v/v)

byl jiz detekovan 6émer allPO, ale 6mer allPS nebyl detekovan do 60 minut.

Tabulka 3.6.3: Namérené retencni ¢asy a z nich vypocitané retencni faktory oligonukleotid(l na
koloné Atlantis Premier BEH Z-HILIC. Teplota kolony 40 °C.

60:40 (v/v) 70:30 (v/v) 80:20 (v/v)
analyt

tr (min) k tr (min) k tgr (min) k
6mer allPO 32,84 25,27 x X X X
S5mer allPO . . X X x x
4mer allPO 5,01 3,01 10,15 6,71 X X
3mer allPO 2,02 0,62 4,08 2,10 16,17 10,83
2mer allPO 1,58 0,26 2,27 0,72 4,50 2,29
6mer allPS X X X X x X
Smer allPS . . X X X X
4mer allPS 5,02 3,02 8,74 5,64
3mer allPS 1,82 0,46 2,83 1,15 6,78 3,96
2mer allPS 1,48 1,84 1,90 0,44 2,83 1,07

MF: ACN/10mM acetatovy pufr, pH = 4,7. Nevyhodnotitelny pik napt. vice vrcholl (), dlouhé
retence, tx > 60 min (x). Toluen byl marker mrtvého ¢asu: ty = 1,25 min (60:40, v/v),
tm= 1,32 min (70:30, v/v), tm= 1,37 min (80:20, v/v).

Z dlivodu, Ze 5mery a 6mery mély na koloné BEH Z-HILIC vysoké retence, byly

pfipraveny smési obsahujici jen 2 az 4 mery allPO a allPS. Chromatogramy separace

smési 2-4mer allPO a smési 2-4mer allPS jsou ukdzany na Obrazku 3.6.5.
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Obradzek 3.6.5: Chromatogramy separace smési oligonukleotidi (A: smés 2-4mer allPO a
B: smés 2-4mer allPS) na koloné Atlantis Premier BEH Z-HILIC. MF: 60:40 ACN/10mM acetdtovy
pufr, pH = 4,7 (v/v). Analyty: 1 (2mer allPO/allPS), 2 (3mer allPO/allPS), 3 (4mer allPO/PS).

Z chromatograml (Obrazek 3.6.5) je patrna dobrd selektivita separacniho
systému (Tabulka E2 v Priloze E). VysSi hodnoty rozliSeni a retence vykazovaly 2mer
allPO a 3mer allPO nez jejich analogy obsahujici atomy siry, kvlli jejich vétsi polarité.
Piky analytd 4mer allPO a 4mer allPS maji asymetricky tvar a vykazuji tzv. chvostovani.

Pro analyzu kratkych oligonukleotidt’i se ukazala jako vhodnéjsi kolona ZIC-HILIC,
na které byly Uspésné rozdéleny smési allPS a allPO (2-6mery). Kolona BEH Z-HILIC
vykazuje vétsi retentivitu oligonukleotid(, to koreluje s vysledky Tanakova testu, kde

kolona BEH Z-HILIC vykazuje vétsi interakce s hydrofilnimi analyty.
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4 Zavér

Vramci této prace byly otestovany a porovnany dvé chromatografické kolony
SeQuant ZIC-HILIC a Atlantis Premier BEH Z-HILIC z hlediska interakénich/retenc¢nich
vlastnosti. Zdkladni parametry popisujici retentivitu a selektivitu stacionarnich fazi byly
zjistény pomoci Tanakova testu. Sady strukturné odliSnych modelovych analytl a jejich
smési byly vyuzZity pro popis a porovnani separacniho potencidlu téchto fazi.
Vsechna méreni byla provedena v médu HILIC.

Nejprve byl proveden Tanak(v test. Tento test se zaméruje na retentivni a selektivni
chovani staciondrnich fazi. Na zakladé vysSich hodnot parametrl k(u) a a(OH) oproti
parametru a(CHs) u obou stacionarnich fazi bylo potvrzeno, Ze tyto faze vykazuji
poldrni charakter. Obé stacionarni fadze jsou proto vhodné pro pouziti v HILIC mdodu.
Nejvétsi rozdily mezi stacionarnimifazemi, dle vysledkll Tanakova testu, byly ve vyssim
kationtové-vyménném charakteru (a(CX)) kolony ZIC-HILIC a vétSim aniontoveé-
vymeénném charakteru (a(AX)) kolony BEH Z-HILIC.

Méreny byly nasledujici sady modelovych analytl a jejich smési: uridiny a
nukleové baze; jednoduché kyselé, bazické, amfoterni a neutrdlni analyty; profeny a -
blokatory a kratké oligonukleotidy (2-6mery allPO a allPS). Uridiny a nukleové baze
vykazovaly dostatecné retence na obou staciondrnich fazich a zadny analyt z této
skupiny neeluoval s markerem mrtvého ¢asu kolony. Obecné vyssi retence uridin( a
nukleovych bdzi vykazovala kolona BEH Z-HILIC. Obé kolony poskytovaly dobry
separacni potencial pro tyto analyty, smés uridin( i smés nukleovych bazi se podafilo
separovat na zdkladni linii na obou kolonach do péti minut.

Vysledky méreni jednoduchych kyselych, bazickych, amfoternich a neutralnich
analytd odpovidaly poznatkiim z Tanakova testu. Kyselé analyty vykazovaly vyssi
retence na koloné BEH Z-HILIC a bazické analyty vykazovaly vyssi retence na koloné
ZIC-HILIC za stejnych chromatografickych podminek. Zastupci slabych bazi, zejména
N,N-diethylanilin a anilin, vykazovali na obou kolonach nizké retence za testovanych
podminek.Z chromatogram(i mérené smési téchto analytli (smés X: N,N-diethylanilin,
anilin, kys. benzoov3, kys. 4-aminobenzoova a kofein) byla patrna vétsi selektivita pro

kyselé analyty na koloné BEH Z-HILIC, ktera se projevila jiZ pfi 80 obj. % ACN v mobilni

59



fazi. Na koloné ZIC-HILIC bylo zvySeni selektivity patrné az od 90 obj. % ACN v mobilni
fazi. Smés X byla rozdélena na zakladni linii na obou staciondrnich fazich i pres nizké
retence analytd z rady slabych bazi. Na chromatogramech smési X je patrny retencni
mechanismus HILIC, kdy se zvySujicim se mnozstvim ACN v MF roste retence analytu.

Pfi analyze analyt(li ze skupin profenld a B-blokdtor(i byl opét potvrzen vyssi
kationtové-vyménny charakter staciondrni faze ZIC-HILIC kolony. B-blokatory, jako
zastupci slabych bazi, vykazovaly vyssi retence pravé na této koloné. Pfi analyze smési
téchto sloucenin (smés Y: ibuprofen, flurbiprofen, ketoprofen, labetalol, pindolol,
nadolol a kofein) dochazelo ke koeluci pikQi profent (slabych kyselin) a neutralniho
kofeinu na obou staciondrnich fazich. Na stacionarni fazi kolony BEH Z-HILIC byly
profeny s kofeinem c¢asteéné separovany, coZ lze pfisuzovat vysSimu aniontové-
vyménnému charakteru této stacionarni faze. Pouzitim gradientové eluce bylo mozné
separovat kofein a ibuprofen na zdkladni linii. Flurbiprofen a ketoprofen byly
separovany pouze ¢astecné.

Pfi analyze kratkych oligonukleotidl (2-6mery allPO a allPS) byla prokazana nizsi
polarita allPS oligonukleotiddi nahrazenim kyslikovych atom( atomy siry, kdy
analogické oligonukleotidy allPO vykazovaly vyrazné vysSi retence na obou
staciondrnich fazich. Nékteré oligonukleotidy vykazovaly zdvojené chromatografické
piky. V pripadé allPO oligonukleotidd se pravdépodobné jednd o separaci nedistot.
Pfi analyze smési téchto oligonukleotidd byly pro analyzy na koloné BEH Z-HILIC
pfipraveny smési obsahujici oligonukleotidy jen do délky 4mer, protoze 5mery a 6mery
vykazovaly retence vyssi nez 60 min. Kolona ZIC-HILIC se pro separaci oligonukleotidu
ukdzala jako vhodnéjsi z hlediska doby analyzy. Na této koloné byly rozdéleny
modelové smési allPO a allPS vSech zkoumanych oligonukleotidd na zakladni linii.
Pro vylepseni tvaru pik( a zkraceni doby analyzy byly tyto smési promérené i pomoci
gradientové eluce.

Zavérem lze konstatovat, Ze obé kolony vykazuji dobry separaéni potencial pro

razné skupiny polarnich sloucenin.
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Priloha A

Tabulka A: Strukturni vzorce, hodnoty pKa a logD (pfi pH = 5) sady modelovych analytd ziskané pomoci programu MarvinSketch.

nazev vzorec logD nazev vzorec logD
NH, Hz
10H29 N
adenin < = N \Je8 -0,76 cytosin | /& -1,3
\ - )| N
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N o
0
H,C 9,06
thymin | /K -0,46 | 2’-deoxyuridin -1,51
1479 HO
N o)
140
0
8,30
i H 11,40 ..
guanin < | NH -1,11 uridin s -2,42
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Priloha B

Tabulka B1: Hodnoty selektivity (o) a rozlideni (R) nukleovych béazi a nukleosidii ze smési

v rizném poméru ACN a pufru v mobilni fazi na koloné SeQuant ZIC-HILIC.

80:20 (v/v) 85:15 (v/v) 90:10 (v/v)
analyt
a R o R o R
uridin - - - - - -
2‘-deoxyuridin 1,08 0,76 1,12 1,69 1,20 3,42
5-methyluridin 1,50 4,87 1,59 8,20 1,69 11,34
thymin - - - - - -
uracil 1,54 4,52 1,58 6,00 1,67 7,39
adenin 1,33 3,69 1,51 6,58 1,85 11,41
cytosin 1,98 12,23 2,12 16,40 2,35 21,88
guanin 1,08 1,69 1,20 4,77

MF: ACN/10mM acetatovy pufr, pH = 4,7. Parametr nelze vyhodnotit (-). Parametr se
nevyhodnocuje (-).

Tabulka B2: Hodnoty selektivity (¢t) a rozliseni (R) nukleovych bdzi a nukleosidi ze smési
v rizném poméru ACN a pufru v mobilni fazi na koloné Atlantis Premier BEH Z-HILIC.

80:20 (v/v) 85:15 (v/v) 90:10 (v/v)
analyt

o R o R o R

uridin - - - - - -
2‘-deoxyuridin 1,12 1,26 1,18 2,32 1,29 4,63
5-methyluridin 1,42 4,48 1,47 6,34 1,51 8,47

thymin - - - - - -
uracil 1,45 3,67 1,49 4,97 1,52 6,00
adenin 1,50 4,78 1,78 8,57 2,34 15,27
cytosin 1,71 8,78 1,85 13,00 1,97 17,14
guanin 1,16 1,16 1,30 7,11 1,66 16,19

MF: ACN/10mM acetatovy pufr, pH = 4,7. Parametr se nevyhodnocuje (-).
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Priloha C

Tabulka C1: Hodnoty selektivity (a) a rozlideni (R) ve smési X v rizném

v mobilni fazi na koloné SeQuant ZIC-HILIC.

poméru ACN a pufru

80:20 (v/v) 85:15 (v/v) 90:10 (v/v)
analyt
a R a R a R
N,N-diethylanilin - - - - - -
anilin 43,50 1,56 24,98 1,61 -1,63 1,64
kofein 2,76 2,75 3,07 3,33 3,63 3,91
kys. benzoovs 1,48 1,70 2,32 4,66 5,72 14,48
kys. 4-
1,55 2,74 1,54 3,91 1,52 6,69
aminobenzoova

MF: ACN/10mM acetatovy pufr, pH = 4,7. Parametr se nevyhodnocuje (-).

Tabulka C2: Hodnoty selektivity (a) a rozlideni (R) ve smési X v riizném poméru ACN a pufru
v mobilni fazi na koloné Atlantis Premier BEH Z-HILIC.

80:20 (v/v) 85:15 (v/v) 90:10 (v/v)
analyt
a R a R a R
N,N-diethylanilin - - - - - -
anilin -4,39 1,76 -7,76 1,63 - 3,02 1,73
kofein 2,04 1,52 2,35 2,09 2,79 2,37
kys. benzoova 6,17 12,63 9,06 20,46 15,39 20,81
kys. 4-
1,18 2,27 1,27 4,01 1,29 4,65
aminobenzoova

MF: ACN/10mM acetatovy pufr, pH = 4,7. Parametr se nevyhodnocuje (-).
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Priloha D

Tabulka D1: Hodnoty selektivity (a) a rozlideni (R) analytd ve smési Y v rlizném poméru ACN a
pufru v mobilni fazi na koloné SeQuant ZIC-HILIC.

80:20 (v/v) 90:10 (v/v)
analyt
a R a R
ibuprofen - - - -
kofein
flurbiprofen . . 1,46 1,10
ketoprofen 8,17 . 1,44 1,45
labetalol 6,69 15,82 15,03 29,75
pindolol 1,46 6,73 1,53 10,74
nadolol 1,79 12,74 2,29 22,91

MF: ACN/10mM acetatovy pufr, pH = 4,7. Parametr nelze vyhodnotit (-). Parametr se
nevyhodnocuje (-).

Tabulka D2: Hodnoty selektivity (@) a rozlideni (R) analytd ve smési Y v rizném poméru ACN a
pufru v mobilni fazi na koloné Atlantis Premier BEH Z-HILIC.

80:20 (v/v) 85:15 (v/v) 90:10 (v/v)
analyt
o R o R o R
ibuprofen - - - - - -
kofein . . . : 1,45
flurbiprofen . . . . 1,69
ketoprofen . . 1,56 1,32 1,32 1,86
labetalol 3,06 2,44 2,88 3,43 2,95 4,53
pindolol 1,57 1,78 1,46 1,85 1,44 1,99
nadolol 2,05 3,76 2,38 7,81 2,85 10,51

MF: ACN/10mM acetatovy pufr, pH = 4,7. Parametr nelze vyhodnotit (-). Parametr se
nevyhodnocuje (-).
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Tabulka D3: Hodnoty selektivity (a) a rozliSeni (R) analytd ve smési Y na koloné (A) Atlantis
Premier BEH Z-HILIC a (B) SeQuant ZIC-HILIC.

A B
analyt

o R o R

ibuprofen - - - -
kofein 1,45 : 2,18 7,45
flurbiprofen 1,69 . 2,16 12,36
ketoprofen 1,32 1,87 1,05 1,06
labetalol 2,95 4,54 2,67 34,54
pindolol 1,44 2,00 1,09 1,21
nadolol 2,85 10,40 1,22 10,59

Gradientova eluce: ACN/10mM acetatovy pufr, pH = 4,7 (te: 97:3 (v/v), tio: 80:20 (v/v).
Parametr nelze vyhodnotit (-). Parametr se nevyhodnocuje (-).

Priloha E

Tabulka E1: Hodnoty selektivity (&), rozliseni (R) a symetrie piku (T7) analytd ve smésich allPO a
allPS na koloné SeQuant ZIC-HILIC za isokratické a gradientové eluce.

isokraticka eluce gradientova eluce
analyt
o R T¢ a R Tf

2mer allPO - - 1,06 - - 1,05
3mer allPO 2,98 7,87 1,02 2,81 10,11 1,22
4mer allPO 2,37 9,32 1,07 1,82 9,70 1,04
S5mer allPO 1,49 5,33 1,28 1,22 3,91 1,17
6émer allPO 1,89 8,28 1,12 1,31 5,55 1,74
2mer allPS - - 1,03 - - 0,98
3mer allPS 2,59 2,93

Amer allPS 3,74 5,12 . 3,28 6,15 1,38
Smer allPS 2,49 4,11 1,12 1,89 4,04 1,43
6émer allPS 2,32 2,89 1,32 1,50 2,81 1,56

MF: Pri isokratické eluci bylo sloZeni mobilni faze 80:20 ACN/10mM acetatovy pufr, pH = 4,7
(v/v). Pfi gradientové eluci bylo sloZeni mobilni faize ACN/10mM acetatovy pufr, pH = 4,7 (to:
80:20 (v/v), tao: 70:30 (v/v). Teplota kolony 40°C. Parametr nelze vyhodnotit (-). Parametr se
nevyhodnocuje (-).
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Tabulka E2: Hodnoty retencnich &asl (tz), retengnich faktord (k), selektivity (&) a rozliseni (R)
analytl ve smésich 2-4mer allPO a 2-4mer allPS na koloné Atlantis Premier BEH Z-HILIC.

analyvt Z€ | tg (min) k T a R
smesi

2mer allPO 1,55 0,24 1,12 - -
3mer allPO 1,99 0,59 1,14 2,50 3,57
4mer allPO 6,74 4,39 2,03 7,44 15,20
2mer allPS 1,45 0,16 1,11 - -
3mer allPS 1,79 0,43 1,16 2,74 3,16
4mer allPS 6,21 3,97 1,65 9,23 10,80

MF: 60:40 ACN/10mM acetatovy pufr, pH = 4,7 (v/v). Teplota kolony 40°C. Toluen byl marker
mrtvého Casu: ty = 1,25 min. Parametr se nevyhodnocuje (-).
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