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ANOTACIA

Diplomové praca sa zaoberd separdciami nizkomolekuldrnych latok na polarnych
kolonach, predovsetkym na kolonach na baze silikagélu a chemicky modifikovanych kolénach
Vv HILIC systéme. Oba typy kolon boli pouzité na separaciu vybranych skupin latok, ato
fenolickych kyselin, flavonoidovych zlucenin, nukleovych baz a nukleozidov. Nasledne boli

oba typy kolon pouzité aj na separaciu realnych vzoriek zeleného ¢aju a piva.
KLUCOVE SLOVA

Kvapalinova chromatografia hydrofilnych interakcii, silikagélové a chemicky
modifikované stacionarne fazy, reverzné fazy, fenolické kyseliny, flavonoidové zluceniny,

nukleové bazy a nukleozidy .

ANNOTATION

The aim of this thesis are separations of low-molecular substances on polar columns,
especially on columns based on silica gel and chemically modified columns, in the HILIC
system. Both types of columns have been used to separate selected phenolic acids groups,
flavonoid compounds, nucleic acids and nucleosides. Subsequently, both types of columns have

also been used to separate real samples of green tea and beer.
KEY WORDS

Hydrophilic interaction liquid chromatography, silica gel, chemically modified

columns, reversed- phase, phenolic acids, flavonoid compounds, nucleic bases, nucleosides.
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UvVOD

Hydrofilna interakénd chromatografia (HILIC) je povazovana za rychlo rastiicu sub-
techniku HPLC, zamerant predovsSetkym na separaciu polarnych zltéenin, ktoré vykazuji
slabu retenciu v kvapalinovej chromatografii s reverznymi fazami.

Pojem ,,hydrofilna“ oznacuje afinitu k vode. HILIC sa teda d& charakterizovat’ ako
chromatografickd technika pouzivajica NP stacionarne fazy v kombinacii s RP mobilnymi
fazami, ktoré obsahuju viac ako 50 % organického rozpustadla vo vode. Stacionarnou fazou je
teda polarny adsorbent. Typickou mobilnou fazou pre tato metdodu je zmes acetonitrilu
s relativne nizkym (5 — 40 %) obsahom vody s nizkou koncentraciou pufru. HILIC metoda sa
Casto vyuziva aj ako alternativa k chromatografii v systéme s obratenymi fazami.

Rovnako ako vacSina novych technik, HILIC zazila pomaly Start, ale v poslednych
niekol’kych rokoch sa HILIC stala uprednostiiovanou technikou v mnohych oblastiach vedy
zahfiajuce] separaciu polarnych zlucenin ako st lieky, toxiny, avo vznikajicich
bioanalytickych oblastiach, ako je glykomika, glykoproteomika a metabolomika.

V stcasnosti sa vyuziva aj jej spojenie s detekénymi technikami, napriklad v spojeni

s ESI-MS alebo UV, kde nasla Siroké uplatnenie.
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1. TEORETICKA CAST

1.1 VYSOKOUCINNA KVAPALINOVA CHROMATOGRAFIA

Vysokoucinna kvapalinova chromatografia (HPLC) je termin popisujuci kvapalinovu
chromatografiu, kde kvapalna mobilnd faza je mechanicky pumpovanad cez koldonu, ktora
obsahuje stacionarnu fazu. Pristrojové vybavenie HPLC zahiia davkovacie zariadenie, pumpu,
kolonu a detektor [1].

1.1.1 RETENCNE CHARAKTERISTIKY

Retencné charakteristiky slizia k vyjadreniu zadrZzania zloZky v kolone. Uvadzaja sa
bud’ absolutne, pomocou casov alebo objemov, alebo relativne, porovndvanim ¢i uz so
Standardmi alebo inertom.

Zakladné retencné veliCiny st teda retencny Cas a retenny objem. Retencny Cas je
definovany ako doba, pocas ktorej bola dana zlozka v kolone. Doplnkom k nemu je mftvy
retenény cas, ktory predstavuje retenény Cas zlozky, ktory nie je v kolone zadrzovany. To
znamena, ze sa pohybuje rovnako rychlo ako mobilna faza [2]. Kazdému reten¢nému ¢asu
prislicha zodpovedajuci retenény objem Vg, ktory ziskame vynasobenim retencného cCasu
zlozky objemovym prietokom Fn. Rovnako aj mitvemu retenénému ¢asu zodpoveda mitvy
retencny objem V.

Vi =tg By (1)
Vu = tubp (2)

Kde tr je retencny Cas, tm - mitvy retenény ¢as, Vg — retenény objem, Vi — mrtvy retenény objem

a Fm — objemovy prietok.
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Retenény faktor k stvisi s distribu¢nou konstantou. Casto byva oznatovany aj ako

kapacitny faktor ¢i pomer. D4 sa vyjadrit’ pomocou nasledujucich vztahov:

Vs
k_KDE (3)
a
R _ 4 _Vr _
k—tM 1_VM (4)

K=& )

V chromatografii s reverznymi fazami je ¢asto vyuzivany jednoduchy semilogaritmicky
model na opis U¢inku objemového podielu organického rozpustadla (¢) na retencom faktore
(k) vo vodno-organickych mobilnych fazach [6,7] :
logk = log Kj +logl‘:—;=a—mgo (6)
kde parameter a predstavuje log k vo vode, parameter m predstavuje silu organického
rozpustadla.

V NP LC sa vyuziva vztah :
logk =logky —mlogep =a—mlogp @)

Trojparametrova rovnica vSak zlyhava pri vel'mi nizkych koncentraciach vody (¢ (H20) <
0,02). Vzhl'adom na to ina trojparametrova rovnica vykazuje lepsie vysledky [8]:

k= (a—bp)™ (8)
Pre popis retencie od 0 do 100 % vody MF, mozeme vyuzit’ trojparametrovu rovnicu pre RP
a Stvorparametrovt rovnicu pre HILIC, kde mrp je prispevok koncentracie vody v retencii v RP
a muiLic je efekt koncentracie vody na klesajicu retenciu [4]

logk = ay +mgp - (H,0) — myyic - log ¢ (H,0) ©)

logk = a; + mgp - (H,0) — mypc - log @1+ b - @(H,0)] (10)

Zlozenie mobilnej fazy v minime krivky (log k — ¢) — zodpoveda trojparametrovej rovnici

Omin = 0,434 My 1c/Mgp (11)
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Zlozenie mobilnej fazy v minime krivky (log k — ¢) — zodpoveda stvorparametrovej rovnici [9]

_ myLic 1
Pmin = 0,434—mRP - ;

(12)

1.1.1.1 UCINNOST

Schopnost’ separovat’ zlozky Vv zmesi predstavuje Géinnost. U¢innost’ rastie s poétom
teoretickych poschodi (n) kolony, ktoré vieme urcit’ zo Sirky piku v jeho zakladni Y alebo zo
Sirky piku v polovici jeho vySky Y12 a retenéného Casu. Jedna sa 0 pomyselnt Cast’, kde sa

ustal’uje rovnovaha medzi oboma fazami [1, 3].

tp\2 te \2
= — ] aleno = . ,
N =16 : lebo N = 5.545 (=% (13,14)

1/2
1.1.2 HPLCV SYSTEMOCH S NORMALNYMI A REVEZNYMI FAZAMI

» Systémy s normalnymi fazami — st zalozené na interakcii analytu s polarnymi
funkénymi skupinami na povrchu stacionarnej fazy, ktora je najsilnejSia, ak sa ako
mobilna faza pouziji nepolarne rozpustadla. VyuZziva polarne adsorbenty ako je oxid
kremicity alebo alumina a nepolarne fazy zalozené na uhl'ovodikoch ako je petroléter,
chloroform.

» Systémy s reverznymi fazami - odliSnost od NP LC spociva v relativnej polarite
stacionarnych a mobilnych faz. V tomto je mobilna faza polarnejSia nez stacionarna.
Pevna staciondrna faza, t.. sorbent, je povicSine nepoldrna uhlovodikova faza
imobilizovana na anorganickom nosi¢i. Siroké uplatnenie maji chemicky viazané
staciondrne fazy, napriklad nitrilové, alkylové retazce C8, C18 na silikageéli.
V porovnani S kvapalnou stacionarnou fazou poskytuji vysSiu reprodukovatelnost’,
stabilitu, separa¢nu G¢innost’ a moznost’ vyuzitia gradientovej elucie. Mobilna faza je
obvykle vodny roztok sjednym alebo viacerymi organickymi rozpustadlami.
NajcCastejSie sa jednd o metanol, acetonitril alebo tetrahydrofurdn. Pri separacii
16novych, kyslych alebo bazickych latok je potrebné pridat’ do mobilnej fazy pufor,
neutrdlne soli, slabé kyseliny alebo latky, ktoré wvytvaraji idénové asocidty
S ionizovanymi rozpustenymi latkami. Latky s nizkou polaritou mozu byt separované

s organickou mobilnou fazou [10].
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1.1.3 IZOKRATICKA A GRADIENTOVA ELUCIA

Izokratickd elucia predstavuje separaciu pri konstantnom zlozeni mobilnej fazy pocas
celej doby separécie. Tento typ elucie je jednoduchy a prakticky, ale nie vzdy sme schopni za
pomoci izokratickej elucie dosiahnut’ uspokojivé separacie v rozumnom case.

Gradientova eltcia predstavuje ucinny spdsob separacie komplexnych zmesi materidlov
svelmi rozdielnymi retenénymi vlastnostami. V tradi¢nej gradientovej elucii sa sila
rozpustadla zvySuje v priebehu elucie ¢i uz linearne alebo nelinearne, Cize vSetky latky v zmesi
eluatu poskytuju piky v relativne kratkom case. Povicsine sa pouziva dvojzlozkovy gradient
(binarny), kde jedna zlozka ma elu¢nt silu vyrazne vyssiu ako ta druha. Pojmom profil
gradientu sa oznacuje ¢asova zmena koncentracie ucinnej elucnej zlozky v mobilnej fazy. Moze
byt stuptiovity — predstavuje niekol’ko navizujucich usekov, kde ma mobilné fiza konStantné
zloZenie, pricom koncentracia u¢innej elu¢nej zlozky medzi nimi sa meni skokom. Spojity
gradient je charakterizovany pomocou troch parametrov, ato pociato¢nou koncentraciou Co
uc¢innej eluénej zlozky, strmost’ou gradientu b a tvarom gradientu. Na zaklade toho sa gradient

deli na linearny, konvexny a konkavny. Rozne typy gradientu znazoriiuje Obrazok 1 [3,11].

Obrazok 1: Rozne typy profilov gradientu mobilnej fazy (I, II - kontinualny gradient s nulovou (I) a nenulovou
(IT) pociatocnou koncentraciou 1 - linearny, 2- konkavny, 3 - konvexny; III - stupnovity gradient; IV - linearny

gradient (1) nasledovany obratenym linearnym gradientom [3]

15



1.2 KVAPALINOVA CHROMATOGRAFIA HYDROFILNYCH
INTERAKCII

Kvapalinova chromatografia hydrofilnych interakcii (HILIC) bola zavedena Alpertom
v roku 1990. Jedna sa o metddu, kde polarna stacionarna faza je pouzita v spojeni s mobilnou
fazou obsahujucou zmes so zna¢nym mnozstvom vody (minimalne 2,5 %) a menej polarne
rozpustadlo (> 70 % ACN). Vel'a rokov bola pouzivana pre separaciu sacharidov.

Je alternativou pre vysokouc¢inni kvapalinovi chromatografiu (HPLC) pre separaciu
polarnych zla¢enin. HILIC sa cCasto uvadza ako varianta kvapalinovej chromatografie
snormalnymi fazami (NP LC), ale separaény mechanizmus pouzivany v HILIC je
komplikovanejsi ako u NP LC. Ako v NP LC, HILIC vyuziva tradi¢né polarne stacionarne
fazy, ako napriklad silikagél, amino acyano, ale mobilni fazu vyuziva podobnu ako
u kvapalinovej chromatografii s reveznymi fazami (RP LC). HILIC tiez umoziiuje analyzy
nabitych latok podobne ako v idnovej chromatografii (IC).

HILIC ma niekol’ko Specifickych vyhod oproti konvenénym NP LC a RP LC. Napriklad
je vhodny pre analyzu zltcenin v zlozitych systémoch, ktoré vzdy eluuju v blizkosti mitveho
objemu v chromatografii reverznych fazi. Polarne vzorky vzdy vykazuju dobra rozpustnost’ vo
vodnej mobilnej faze, pouzitej v HILIC, ¢o prekonava nevyhody zlej rozpustnosti, S ktorou sa
stretdvame u NP LC. U tejto metddy sa nevyzaduju drahé i6n parové €inidla, moze byt’ 'ahko
spojend s hmotnostnou spektrometriou, kde sa hlavne vyuZziva ionizécia elektrosprejom. Na
rozdiel od RP LC, gradientova elucia v HILIC zacina s nizkou polaritou organického

rozpustadla a eluuje polarne analyty zvySenim polarne vodného obsahu [12-17].

1.2.1 STACIONARNE FAZY V HILIC

Akékol'vek polarne fazy, ktoré su schopné zadrziavat’ vodu, mézu byt’ pouzité v HILIC
mode. Prvé aplikacie boli prevedené na NP LC fazach, ako napriklad na amino a silikagélovych
fazach, aneviazané silikagélové fazy patria stale medzi najviac pouzivané fazy v HILIC
separaciach. S narastajicim zaujmom o analyzu polarnych zlacenin boli vyvinuté nové funkcné
stacionarne fazy, ktoré su vhodné pre Siroky rozsah aplikacii. Mnohé z HILIC viazanych fazi
s na baze silikagélu a pripravuju sa derivatizaciou povrchu silikagélu s polarnymi skupinami
[18].
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1.2.1.1 SILIKAGEL

Silikagél je najrozSirenej$i polarny anorganicky sorbent, ktory obsahuje poréznu
amorfnu formu zlozent z SiO2 x xH20. Voda sa chemicky viaze za vzniku silanolovych skupin
Si-OH. Na povrchu silikagélu sa nachadzaju aktivne centra a to hydroxylové alebo spominané
silanolové skupiny, ktoré zobrazuje obrazok 2. Silanolové skupiny zabezpecuju polarny
charakter povrchu silikagélu a vzhl'adom na ich reaktivitu, sa vyuzivaju k priprave chemicky
viazanych fazi. Silanolové skupiny mo6zu byt’ bud’ izolované, vicinalne, geminalne a v pripade
vhodnej polohy mézu byt susedné skupiny viazané vodikovymi vdzbami, ako zndzorfiuje
obrazok 6. Sposob spracovania silikagélu udéva rozmiestnenie silanolovych skupin na jeho
povrchu.

V dosledku pritomnosti silanolovych skupin je povrch silikagélu kysly a mé vlastnosti
i6nového menica. Vzhl'adom na to, u pufrovanych mobilnych fazi nastava vymena protonov
silanolovych skupin za kationy samotného pufru. Zavisi to predovsetkym na pH mobilnej fazy.
Silikagél zadrzuje hlavne bazické latky, menej kyslé a neutrdlne, a tieZ moZe sposobovat
chvostovanie pikov bazickych latok. V tomto pripade je jednoduchym rieSenim pridat do
mobilnej fazy slabu organicka bazu, avsak pH mobilnej faz nesmie presiahnut’ hodnotu 8, aby

nedochadzalo k rozpustaniu silikagélu [19].
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Obrazok 2: Silanolové skupiny: 1-vicinalne silanolové skupiny, 2-geminalne silanolové skupiny, 3-siloxanové

skupiny, 4-asociované silanolové skupiny, 5-izolovana silanolova skupina [34]

Nemodifikovany silikagél ma tri zakladné typy A, B a C. Silikagél typu A, ktory je
pripravovany zrdzanim z roztokov silikatov, je kysly z dovodu znecistenia niektorymi kovmi ,
ktoré aktivujii povrch silanolovej skupiny a vytvara komplexy s niektorymi chelatovymi

rozpustadlami, ¢o sposobuje silnu retenciu alebo asymetrickost’ pikov. Silikagél typu B je
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tvoreny agregaciou kremicitych solov vo vzduchu. Mézu obsahovat’ malé mnozstvo kovov, st
stabilnejSie pri strednom az vy$Som pH (az do pH 9). Posledny typ C s hydrosilovanym
povrchom je naplneny nepolarnym hydridom kremika Si-H skupin a ma odstranenych viac ako
95% povodného silanolu, ¢o ho robi menej poldrnym ako silkagél s vdac¢Sou populaciou
silanolovych skupin. Vyuziva sa k separacii kyselin alebo bazi v HILIC méde v pufrovanej
mobilnej fazi obsahujucej viac ako 50-70 % organického rozpustadla (napr. acetonitril)

[13,16,20].

1.2.1.2 CHEMICKY MODIFIKOVANE FAZY

Polarne chemicky modifikované stacionarne fazy na baze silikagélu vznikajh
chemickou modifikaciou povrchu silikagélu reakciou s trialkoxysilanom, obsahujacim polarne
a alkylové skupiny. HILIC stacionarne fazy su klasifikované na zdklade ndboja funkénych

skupin, a m6ézu byt rozdelené na neutralne, nabité a zwitterionove fazy [18,21].

1.2.1.2.1 NEUTRALNE A NABITE STACIONARNE FAZY

Neutralne stacionarne fazy obsahuji polarne funkéné skupiny, ktoré nie st v nabitej
forme. Ich pH sa pohybuje v rozmedzi 3-8, preto nemézu poskytnut’ ionovo vymenné interakcie
s akymkol'vek typom analytu. Vzhl'adom na to je HILIC retencia v tomto pripade sprevadzana
hydrofilnymi interakciami. VacSina z HILIC staciondrnych fazi patri do tejto kategorie, pricom
obsahuje velké mnozstvo funkénych skupin, ako napriklad amiin, amid, aspartamid, diol,
cyklodextrin alebo sacharidy [16,22,23].

Nabité stacionarne fdzy naopak obsahuju polarne funkéné skupiny, ktoré nesu pozitivny
alebo negativny naboj, ktory zavisi na pH mobilnej fazy. VzhI'adom na to, separacia nabitych
analytov je zvelkej cCasti zaloZzena na i6novo vymennom mechanizme v kombinacii
S hydrofilnym rozdel'ovanim [24].

Aminove stacionarne fazy (Obrazok 3) patria medzi najstarsi typ, ktory je stale Casto
vyuzivany v HILIC modde pre separdciu cukrov, aminokyselin, peptidov, karboxylovych
kyselin, nukleosidov a niektorych farmaceutickych latok. Staciondrne fazy, ktoré obsahuju
sekundarne alebo terciarne aminové skupiny, ako je YMC Pack Polyamine II, nemo6ze tvorit’
Schiffove bazy s karbonylovymi zlic¢eninami, ktoré mozu viest' k zlepSeniu Zivotnosti

s ohl'adom na aminopropyl oxidu kremicitého [18,25]. Aromatické aminové stacionarne fazy
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viazané na oxide kremicitom, dostupné pod znackou Epic HILIC-PI poskytuju symetrické tvary

signalov a kratku dobu separacie v HILIC separacii polarnych aminov alebo kyselin.

Q/\/””"

Obrazok 3: Aminové stacionarne faze [22]

Amidové fazy, zndzornené na Obrazku 4, st pripravované funkcionalizaciou povrchu
silikagélu s karbamoylovymi alebo amidovymi skupinami spojenymi cez alkylovy medzernik.

Vyuzivaju sa hlavne pre separaciu oligosacharidov a peptidov [21].

NH, o)

H R

m n
O_/\ R
Obrazok 4: Amidové stacionarne fazy [23]

Aspartamidove fazy st polymérne fazy, ktoré sa pripravuji viazanim vrstvy
polysukcinimidu na aminopropylovy oxid kremicity, anéslednou reakciou polyméru
s etanolaminom pre vytvorenie konecnej stacionarnej fazy. Takéto fdza ma vyuzitie v separacii
malych polarmych zlGc¢enin, proteinov a peptidov [22].

Diolové fazy (Obrazok 5) obsahuju 2,3-dihydroxypropylové ligandy, ktoré vykazuju
hydrogén-donorova aj akceptorova aktivitu cez -OH skupinu. Su pripravované spajanim
glycidoxypropyltrimetoxysilanu na povrch silikagélu, s naslednou hydrolyzou epoxidovych

skupin. Tieto fazy sa pouZzivajl pre analyzu proteinov, polarnych metabolitov a vitaminov.

o_/\/"\/]\/"”

Obrazok 5: Diolové stacionarne fazy [22]

Cyklodextriny patria medzi cyklické oligosacharidy, ktoré mézu obsahovat’ 6 (a-CD),
7 (B-CD) alebo 8 (y-CD) D-glukézovych jednotiek v toroidnom Kkruhu s relativne
hydrofobnymi dutinami. CD sa ¢asto vyuzivaju ako chiralne prisady do mobilnej fazy v LC

alebo ako pracovné elektrolyty v CE, pripadne ako chemicky viazané funkéné skupiny
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Vv chirdlnych stacionarnych fazach pre enantioselektivne separacie. Cyklodextriny na baze
oxidu kremicitého , pripravované imobilizdciou pomocou aminu, uretanu alebo éterovymi
vdzbami st uzitoné pre chromatografické separacie enantiomérov pomocou RP alebo
V polarnom organickom rezime. Vyuzivaju sa tiez v HILIC rezime pre separaciu alkoholov,
monosacharidov a oligosacharidov s 1-8 monosacharidovymi jednotkami v 70 % acetonitrile
ako MF [18,21,26].

1.2.1.2.2 ZWITTERIONOVE STACIONARNE FAZY

Zwitterionové fazy patria medzi relativne novu triedu polarnych stacionarnych fazi,
vyuzivanych na HILIC separaciu. Obsahujl aj pozitivne aj negativne skupiny, ¢o poskytuje
dobri moznost’ zmenit’ separacnti selektivitu [27,28].

Typickym prikladom je sulfobetainova faza, ktora sa vyuziva hlavne na separaciu
anorganickych soli a malych ionovych zlucenin, ale nasla uplatnenie aj v HILIC. Jedna sa
0 Stiepeny polymér s 3-sulfopropyldimetylalkylaméniom bud’ na pérovitom oxide kremiéitom
alebo na baze polyméru, pricom ma aj kladne nabité( kvartérny amonium) a aj negativne nabité
(sulfonova kyselina) skupiny v pomere 1:1. Podobnou fazou je fosfocholinova faza, ktora je
tiez zaloZena na Stiepeni polyméru s zwitterionovymi fosfocholinovymi skupinami. Oba typy
s zndzornené¢ na Obrazku 6. Rozdiel medzi nimi spociva vtom, Ze negativne nabitd
sulfondtova skupina je na distdlnom konci sulfobetainovej fazy, zatial o pozitivne nabita

kvartérna amoniova skupina je na distalnom konci fosfocholinovej fazy [22].
|
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Obrazok 6: Sulfobetainove a fosfocholinové faze [22]

Hu a spol. v roku 1993 [29] pripravili zwitteridnové kolony s zwitterionovou povrchovo
aktivnou vrstvou na povrchu C18 (oktadecylsilika) pre sti¢asnu separaciu kationov a anionov
s vyuzitim ¢istej vody ako mobilnej fazy. Zaroven navrhli aj koncept elektrostatickej i0novej

chromatografie (EIC).
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Jiang a spol. [30] naviazali zwitterionovy 2-dimetyl taurin na metylakrylat polymérne;j
matrice. Staciondrna faza bola schopnd separovat’ aniény a kationy samostatne alebo sucasne
v Sirokom rozmedzi pH s kyselinou chloristou ako mobilnou fazou.

Cook a spol. [31] syntetizovali niektoré zwitterionové naplne regulaciou polohy kladne
a zaporne nabitych funkénych skupin, priestorovym usporiadanim, pomerom, a dosiahli tym
separacie kationov a aniénov.

Nesterenko a spol. [32] pripravili poly (kyselina asparagova) funkéné skupiny oxidu

kremicitého ako nové zwitterionové fazy.

1.2.2 MOBILNE FAZY V HILIC

HILIC na polarnych staciondrnych mobilnych fazach vyuziva organické mobilné fazy,
zvyCajne obsahujuce 5-40 % vody alebo pufru ( mravéan amoénny alebo octan amoénny).
Spomenuté i6nové prisady sa vyuZivaji ku kontrole pH mobilnej fazy a ionovej sily. V HILIC
mozu tiez prispiet’ k polarite analytu, ¢o ma za nasledok diferencialnu zmenu v retencii.

Zo zmieSanej vodne-organickej mobilnej fazy sa voda silne adsorbuje na povrch
polarnych adsorbentov alebo viazanych faz, ato bud nabitd alebo nenabitd. V mobilnych
fazach, ktoré obsahuju viac ako niekol’ko stoviek ppm vody, adsorbcia sposobuje vytvorenie

difiznej vodnej vrstvy na povrchu stacionarnej fazy, ¢o znazoriuje Obrazok 7.

Polar Aqueous Mostly organic
stationary sublayer mobile phase
phase

Obrazok 7: Difuzna vodna vrstva [18]

21



Vyber vhodného organického rozpustadla mé silny efekt na retenciu v HILIC rezime.
Eluc¢na sila organického rozpustadla narastd jednak v poradi narastajucej polarity rozpustadla
a aj podl'a schopnosti zucastiiovat’ sa proton-donorovych ¢i protdn-akceptorovych interakcii.
Poradie je teda nasledovné: metanol > etanol > 2-propanol > tetrahydrofuran > acetonitril.
Typickou mobilnou fazou pre HILIC je acetonitril s malym mnozstvom vody. HILIC separacie
sa uskutoc¢iiuji bud’ v rezime izokratickom s vysokym % organického rozpustadla, alebo
pomocou gradientu, zaéinajuceho s vysokym % organického rozpustadla a konciaceho S
vysokym % vodného rozpustadla [16,18,33].

1.2.3 POROVNANIE KOLON PRE HILIC APLIKACIE

Okrem podstatnych rozdielov v retencii a selektivite, rozne typy HILIC kolon vykazuju

vyznamné rozdiely v i€innosti. Porovnanie je zhrnuté v nasledujicich bodoch.

» Uzitocnost” klasickych jednoduchych silikagélovych aaminopropyl-silica kolon je
limitovana, vzhl'adom na silnu adsorpciu viacerych typov polarnych zlacenin.

» (Poly)sukcinimidové viazané fazy vykazuju vhodnu retenciu pre Siroké rozmedzie
analytov, ale relativne nizku separacnu Gc¢innost’.

» Kolény samidovymi fazami st odportc¢ané pre ucinnu arychlu separaciu vysoko
polarnych latok.

» Sulfobetainové kolony su vhodné pre separaciu Sirokého rozmedzia polarnych analytov,
avsak pri vysokych prietokoch separacna ucinnost’ klesa.

» Kolony plnené casticami silikagélu modifikovaného sacharidmi, vykazuji dobrt
ucinnost’ pre separacie oligosacharidov a aj pre niektoré chiradlne separacie v HILIC
rezime.

» Monolitické kolony na bazy silikagélu vseobecne vykazuji nizsiu separa¢nu ucinnost’
v HILIC aplikaciach ako alkyl-silica monolity v RP LC.

» HILIC kolony plnené Casticami mens$imi ako 2 pum alebo s povrchovo poréznymi

Casticami si vel'mi sl'ubné pre vysoko G¢innt rychlu HILIC separaciu [18].

Rychla separdacia moéze byt dosiahnutd pouZzitim kratkych kolon plnenych malymi
Casticami. Rychlost’ separdcie narastd S vyS$im prietokom mobilnej fazy, ale zaroven je to

sprevadzané bud’ znizenim rozliSenia alebo zvySenim prevadzkového tlaku. Extrémne rychlu
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ucinnu separaciu zabezpecuju kolony plnené Casticami pod 2 pum Vv ultra vysoko ucinnej
kvapalinovej chromatografii (UHPLC). Alternativou je tiez pouzitie kolon plnenych
neporéznymi alebo povrchovo poréznymi ¢asticami.

Povrchovo porézne Castice mozu mat’ r6zne rozmery napriklad 1,6 um , 2,6 alebo 2,7 um
a5 pum. Vzhlad povrchovo poréznej Castice zobrazuje Obrazok 8. Typickym prikladom
povrchovo poréznej kolony je Ascentis Express OHS kolona, ktord ma povrchovo porézne
Castice, ktoré pozostavaju z neporézneho jadra (1,7 um) a z vrstvy porézneho silikagélu so
Sirkou 0,5 um. Celkovy priemer Castice je teda 2,7 um. Az 75% celkového objemu castice

predstavuje povrchovo porézna vrstva.

Ascentis Express Particle Totally Porous Particle
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& “
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1.7 L
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Obrazok 8: Porovnanie povrchovo poréznej Castice Ascentis Express s celkovo poréznou ¢asticou. [20]

Takyto typ kolon sa vyuziva pre Standardné HPLC separdcie. V pripade vysSich
prietokov je nutné pouzit UHPLC, ktora umoziuje pracovat’ s vys$§imi tlakmi. Tlak na kolonach
plnych takymto materidlom je teda niz8i oproti kolonam s neporéznymi sorbentami, ale sorpéna
kapacita je vacsia [34].

Utinnost’ chromatografického systému je vyrazne lepsia vyuzitim takychto povrchovo
poréznych Castic v porovnani s celkovo poréznymi Casticami, a to aj v RP a aj v HILIC. Da sa
to vysvetlit' van Deemterovou rovnicou. Ked'ze Castice maju pevné jadro, axialna difuzia je
mensia a znizuje sa aj odpor proti prevodu hmoty (faktor C) cca o 25 %. Toto zniZenie
umoziuje pouzivat vysSie prietoky mobilnej fazy bez straty chromatografickej ucinnosti.
Diftziou prekonand vzdialenost’ v stagnantnej mobilnej fazy vo vnutri porov je kratsia ako 0,5

um. Zaroven je zniZzena aj viriva difuzia (faktor A) cca o 20 % [19].
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1.24 SEPARACNY MECHANIZMUS V HILIC

Separa¢ny mechanizmus v HILIC rezime nie je stale uplne objasneny. Existuju tri
mozné sposoby ako popisat’ separacny mechanizmus. Prvy spdsob vyuziva rozdelovanie
analytu medzi mobilnu a stacionarnu fazu. Druhy spdsob je adsorpcia analytu na povrch
adsorbentu. Posledny sposob predstavuje preferenéni adsorpciu modifikatoru organicke;j
mobilne fazy na povrch adsrobentu, pricom je to doprevadzané rozdel'ovanim tohto analytu do
adsorbovanej vrstvy. Retenény fenomén v HPLC =zaroven zavisi od rdznych typov
medzimolekularnych interakcii medzi rozpustadlom a stacionarnou fazou, rozpustadlom
amobilnou fazou, a stacionarnou a mobilnou fazou. Medzimolekularne interakcie zahfiaja
jednak chemické (vodikové vézby, donorové-akceptorové interakcie), fyzikalne (napr. i6n-
dipdlové, dipol-dipolové), Van der Waalsové sily a hydrofobne interakcie. V idealnom pripade
je separacia v HILIC riadena hydrofilnymi interakciami medzi solutom a polarnou stacionarnou
fazou. Sucastnd teodria predpoklada ze HILIC retencia je spdsobend rozdelovanim. V tomto
rezime je separa¢ny mechanizmus zalozeny na rdznej distribucii nadavkovaného analytu medzi
acetonitrilovi mobilni fazu avodou obohatenii vrstvu naadsorbovanii na hydrofilnu

staciondrnu fazu, ¢o znazoriiuje Obrazok 9.

SILICA

amill R

Obrazok 9: Separaény mechanizmus v HILIC [16]

Plati, Ze ¢im viac je analyt hydrofilny, tym viac je rozdel'ovacia rovnovaha posunuta
smerom k nepohyblivej vodnej vrstve na stacionarnej faze, a vzh'adom na to je analyt o to viac

zadrZzovany. Inak povedané, separacia je zalozena na polarite zIu¢enin a na hydrata¢nom stave.
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Existuju stadie, ktoré poukazuji na multimodalny separacny mechanizmus. Alpert [12]
uvazoval, ze aj dipdl-dipolové interakcie a vodikové vdzby mozu prispiet’ k rozdeleniu na
vrstvu stacionarnej fazy. Poznamenal, Ze naboj zakladnej skupiny Vv roztoku viedol
k oznacovanej hydrofilicite a retencii. To znamena, Ze tieto interakcie vyznamne prispievaju
k mechanizmu separacie.

Yoshida [23] sa podobne domnieval, ze HILIC retencia zahfia jednak vodikové vazby
(zavisi na Lewisovej acidite / bazicite) a tiez dipol-dipolové interakcie ( zavisia na dipélovych

momentoch a na polarizovatel'nosti molekul) [35-41].

1.25 APLIKACIE HILIC

Metoda HILIC ma Siroké uplatnenie ¢i uz v analyze malych polarnych latok zahfnajtcej
biomarkery, nukleosidy, nukleotidy/oligonukleotidy, aminokysleiny, peptidy a proteiny,
sacharidy, glykosidy, oligosacharidy, hydrofilné drogy, alkaloidy, karbohydraty a d’alSie malo
polarne latky alebo ionizovatelné zluceniny, ktoré prispievaju do oblasti farmaceutickej
chémie, proteomiky, metabolomiky, mediciny, pol'nohospodarskej a potravinarskej chémie.
Rezim HILIC sa pouziva intenzivne k separacii biomolekul na zéklade rozdielnej polarity a tiez
organickych a anorganickych molekul.

Vyuziva sa aj jej kombinacia s roznymi detekénymi technikami ako napriklad s UV,
fluorescenciou a hmotnostnou spektrometriou (MS). Okrem toho tato metdda je vhodna pre
citlivé LC-MS analyzy vo vode rozpustnych zlu¢enin, pretoze vysoky obsah organickych latok
v mobilnej faze vedie k rychlemu odpareniu rozpustadla pri ionizacii elektrosprejom. Oproti
RP LC méze poskytniit’ az desatnasobné zvysenie citlivosti [16,42-44].

Separacia peptidov patri medzi prvé aplikacie HILIC a bola preukézana prakticky na
vsetkych bezne pouzivanych stacionarnych fazach v HILIC. Yoshida [45] preskumal aplikacie
HILIC na separaciu peptidov. V pripade separacie peptidov v HILIC rezime sa bezne pouziva
PolyHydroxyethyl A kolona v kombinacii s TEAP (trietylamonium fosfat) pufrom a vysokou
koncentraciou organického rozptstadla. Ako uvadza c¢lanok, peptidy separované za tychto
podmienok nemusia byt’ l'ahko izolované, pretoze mobilnd faza obsahuje neprchavé soli. Na
druhej strane, 'ahka izoldcia peptidov sa da dosiahnut’ v reZime HILIC pouzitim kolény TSKgel
Amid-80 v kombinacii s prchavou mobilnou fazou [46].

Biomarkery su malé endogénne molekuly zahffiajuce neurotransmitery a metabolické
produkty, ako st AMK, peptidy asacharidy pritomné pri nizkych koncentraciach
v Komplexnych matriciach. HILIC-MS/MS poskytuje alternativny pristup pre kvantifikaciu
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biomarkerov, ktory nevyzaduje derivatizdciu, ama selektivnu acitlivi detekciu.
Kvantifikované boli biomarkery ako dimetylarginin, orniton, GABA (kyselina gama-
aminomaselnd), acetylcholiin, kyselina metylalonova a iné [46].

Novakova a spol. [47] pouzili 1,7 mm kolénu a okyslenti vodno-metanolovi mobilnt
fazu na oddelenie 29 katechinov, flavonoidov a fenolickych kyselin za dvadsat’ minut.

Gomez-Romero a spol. [48] identifikovali 135 fenolickych zlaéenin (pricom 21 z nich
bolo novych) v roznych paradajkovych pretlakoch pouzitim 46-minatovej gradientovej analyzy
na 150 mm . 1,8 um koloéne pri 31°C.

Trautvetter aspol. [49] pouzili kombinaciu 1,7 mm kolony s Q-TOF-MS na
identifikaciu 37 fenolickych kyselin a flavonoidov v réznych vzorkdch medu za pouzitia
gradientu.

Gruz aspol. [50] uspesne charakterizovali a kvantifikovali 17 réznych fenolickych
kyselin v r6znych napojoch v priebehu 10 mintt za pouzitia 1,7 mm koléony C18 s MS/MS
detekciou.

Lou aspol. [51] pouzili opat’ kombinaciu 1,7 mm CI18 kolony a MS/MS detekcie
s okyslenou vodno-metanol-acetonitrilovou MF k dosiahnutiu dobrej separacie fenolickych
kyselin a flavonoidov v listoch loptcha.

Stanovenie nukleovych baz, nukleozidov a nukleotidov naslo uplatnenie v biologii,
V potravinarstve a medicine.

Chen akol. [52] identifikovali a kvantifikovali 14 nukleozidov a nukleovych baz.
Separécia prebiehala na kolone TSKgél Amid 800 so zmesou acetonitrilu a 10 mM vodného
octanu amonneho ako MF s prietokom 0,2 ml/min.

Tuytten a spol. [53] navrhli online systém vytvoreny kopulaciou aprotickej
chromatografie na boérovej kyseline s hydroxylovanou HILIC kolonov na stanovenie piatich
nukleozidov vo vzorkach mocu.

Goutier a spol. [54] prezentovali po prvy krat Gspes$ny vyvoj, validaciu a aplikaciu
novej, robustnej, senzitivnej HILIC-MS/MS metddy pre sucasné stanovenie dvoch nukleotidov,
ATP (adenozintrifosfat) a CAMP (cyklicky adenozin monofosfat), v biologickych vzorkéach na
Stidium receptorovej aktivity s pouzitim ZIC-pHILIC kolony.

Zhao a spol. [55] navrhli uréenie 7 nukleovych baz a 9 nukleozidov v lie¢ivych latkach
morskych zivocichov, vyuzivajiuc komer¢nu Venusil HILIC kolonu. Inoue a spol. [56] stanovili
5 nukleotidov v dojéenskej vyzive pouzitim TSK-Gel-NH2-100 kolony.

Langrock a spol. [57] demonstrovali vyuzitim HILIC separaciu 16 proteinogénnych

aminokyselin v priebehu 25 minut s pouzitim amidovej kolony spojenej s ESI-MS-MS.
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HILIC je mozné vyuzit aj na stanovenie latok priamo v l'udskom sére, pricom sa tu
nevyzaduju vel'ké upravy vzoriek. Kvantitativne stanovenie aminoglykosidov ako napriklad
amikacin, gentamycin, kanamycin, neomycin, tobramycin aparanomycin, bolo prevedené
SHILIC v spojeni standemovou hmotnostnou spektrometriou. Spomenuté vzorky boli
pripravené automatizovanou SPE [58].

Ruta a spol. [59] vyhodnocovali vykonnost' core-shell ¢astic na rade farmaceuticky
vyznamnych zla¢enin. Analyzovana zmes 13 analytov vratane zakladnych lieciv a Kyslych
zltéenin bola skiimana pouzitim kolony plnenej roznymi core-shell a sub-2 m ¢asticami. Fekete
a Guillarme opisali pouzitie 1,3 m core-shell Castic pre separaciu malych molekul a peptidov.

Kedze pouzitie povrchovo poréznych castic je pomerne nedadvny trend v
chromatografii, ich pouZitie v oblastiach ako je potravinova analyza sa eSte stile objavuje.
Niektoré priklady zahffiaju stanovenie toltrazurilu a jeho metabolitov, Kkortikosteroidy,
chloramfenikol a flavonoidy v potravinach a detekcia neonikotinoidov vo v¢elom vosku.
Dalsie pouzitie povrchovo poréznych kolén je v detekcii kontaminantov pochadzajicich
Z obalov potravin, ako napriklad migréacia zlucenin. Jedna sa napriklad o detekciu zlticeniny
bisfenolu v nealkoholickych napojoch a konzervovanych potravinach s pouzitim LC-MS/MS
[60].

Dalsie uplatnenie majii povrchovo porézne kolony v analyze vzoriek vody, ¢i uz pitnej
alebo povrchovej. Detekované st antibiotika, estrogény, lie¢iva, pesticidy a herbicidy. Zhang
a spol. [61] predlozili alternativnu SPE a HPLC-MS/MS metodu na analyzu rady herbicidov
v prirodnej vode. Chocholous a spol. [62] skamali vyhody fused-core technologie pri stanoveni

fenolickych kyselin s pouZzitim s pouZitim sekvencnej injekénej chromatografie.
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2. EXPERIMENTALNA CAST

2.1 PRISTROJE A ZARIADENIA

2.1.1 KVAPALINOVY CHROMATOGRAF

Merania boli prevedené na kvapalinovom chromatografe Agilent 1200 Rapid
Resolution (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA), ktory pozostaval z Casti: zasobnik
rozpustadiel, mikrovadkuovy degaser, bindra pumpa SL, vysokoucinny autosamplér SL,

termostat kolon SL a detektor SL.

2.1.2 KOLONY

» Ascentis Express OH5 (SUPELCO, Bellefonte, PA 16823 USA)
rozmer: 5 um, 3 cm x 2,7 mm
sériové ¢islo: USZQ001252

» Ascentis Express HILIC (SUPELCO, Bellefonte, PA 16823 USA)

rozmer: 2,7 um, 3 cm x 3 mm

sériové Cislo: TS1252

2.1.3 OSTATNE ZARIADENIA

> analytické vahy HR-120 ( Helado s.r.o., Hradec Kralové, Ceska republika )
» pH meter pH 211 ( Schott, Mainz, Nemecko )
» ultrazvukovy kupel’ UC 405 BJ1 ( Tesla, Praha, ¢eska republika)

28



2.2 POUZITE CHEMIKALIE A STANDARDY

2.2.1 CHEMIKALIE

» acetonitril gradient grade (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemecko)
octan aménny > 98 % (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemecko)
kyselina mravéia > 96 % (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemecko)
aceton > 99,9 % (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemecko)
toluén > 99,8 % (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemecko)
uracil >99 % (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemecko)
metanol > 99,8 % (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemecko)

YV V. V V V V VY

redestilovana voda (Milli-Q Reference Water Purification System, Millipore SAS,

Molsheim, Francuzsko)

2.2.2 STANDARDY
» fenolické kyseliny (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemecko)

Tabulka 1: Standardy fenolickych kyselin

FENOLICKE KYSELINY

x SUMARNY y
STANDARD \VZOREC M (g/mol ) ZNACENIE
K. GALLOVA
COOH
C7H60s 170,12 GALL
HO OH
OH
K. VANILOVA
COOH
CsHgOq 168,15 VAN
o /CH3
OH

29



K. KAVOVA
~~ SCOOH

OH
OH

CoHgO4

180,16

KAV

K. 4-HYDROXY

FENYLOCTOVA
COOH

;

CgHsOq4

152,15

HPA

K. SYRINGOVA
COOH

H,C CHj3
OH

CoH100s5

198,17

SYR

K. FERULOVA

~~ SCOOH
CH,
O/
OH

C10H1004

194,18

FER

K. PROTOKATECHOVA
COOCH

i OH
OH

C7HsO4

154,12

PRO
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K. SALICYLOVA

COOH

@OH

C7Hs03

138,12

SAL

K. SINAPOVA

=
IﬁC\O
OH

COOH

CH
o~

3

C11H120s5

224,21

SIN

K. HYDROXYBENZOOVA

COOH

¢

C7H603

138,121

PHB

K. p-KUMAROVA
=~ “COOH

OH

CoHgOs3

164,16

KUM

K. CHLOROGENOVA

COOH

HO,,
' o)
0N
HO™ ; (o]
i |

OH

OH

C16H1809

354,31

CHLG
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» flavonoidové zluéeniny (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemecko)

Tabulka 2: Standardy flavonoidovych zluéenin

FLAVONOIDOVE ZLUCENINY

SUMARNY

STANDARD VZOREC M (g/mol)  ZNACENIE
ESKULIN
o F A
@/ ij CisH150s 340,282 ESK
O HO 0 No
HO
HESPERIDIN
. O *em, C28H34015 610,57 HES
EPIKATECHIN
OH
HO O o O on C15H1406 290,27 EPI
OH
OH
NARINGIN
g
@ C27H32014 580,54 NAR
OHZ:Q"" OH <‘3
KATECHIN
OH
-““‘@m C15H1406 290,27 KAT
OH
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4-HYDROXY KUMARIN

o) 40
CoH6O3 162,14 HKUM
=
OH
QUERCETIN
OH
OH
HO o O C15H1007 302,24 QUER
O | OH
OH (6]
MORIN
HO OH
o O C15H1007.xH20 302,24 MOR
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» nukleové bazy (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemecko)

Tabulka 3: Standardy nukleovych baz a nukleozidov

NUKLEOVE BAZY A NUKLEOZIDY

SUMARNY

STANDARD VZOREC

M (g/mol ) ZNACENIE

THYMIN
I

H3C
\fNH CsHeN203 126,11 THY
/K
(@]

N
H

ADENOZIN
NH2

NZ~ N\
k\ | > C10H13Ns504 267,24 AD
N N
HO o

OH OH

GUANOZIN

I
HN N\
)% | > C10H13N505 283,24 GU
N
HNT N
HO: o

OH OH
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CYTOSIN
N H2

N C4HsN3O

A
N§O

H

111,10

CYT

ADENIN
NH2

XN CsHsNs

N
74
<H |N/)

135,13

ADEN

CYTIDIN
NH2

NZ~ |
/k CoH13N30s
07 >N

HO o

OH OH

243,22

CTD

URACIL
O

NH

L
N o

H

C4H4N202

112,09

UR
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2’-DEOXY ADENOZIN
NH,

NE N\>
k\ | \ C10H13N203
N
HO o

OH

269,26 2-DAD

2’-DEOXY GUANOZIN

0]
i
HN | \>
)% C10H13Ns504
H,N~ N N
HO o

OH

285,26 2-DGU

2.2.3 REALNE VZORKY

» ¢aj - Loyd Tea, Zeleny ¢aj porcovany (MOKATE S.A. , Pol'sko)

» pivo — Branik svetly 10° (Pivovar Staropramen, Praha —Smichov)
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2.3 PRACOVNY POSTUP

2.3.1 PRIPRAVA MOBILNEJ FAZY

Mobilnd faza (A) bola pripravend rozpustenim 10 mM octanu amoénneho
v redestilovanej vode ziskanej z pristroja Milli-Q Reference Water Purification System. Na
upravu pH bola nasledne do mobilnej fazy pridana kyselina mrav¢ia (pH 3). Mobilna faza (B)
bola pripravend rozpustenim 10 mM octanu amoénneho v acetonitrile. Mobilnd faza pre

gradientovu eliciu bola zaistena priamo gradientovym cerpadlom.

2.3.2 PRIPRAVA STANDARDOV

Pre pripravu Standardnych roztokov fenolickych kyselin, flavonoidovych zlacenin
a nukleovych baz a nukleozidov boli pouzité uz pripravené zasobné roztoky Vv koncentracii
Img/ml. Podl'a potreby boli pripadne zriedené 10 az 20x. Vzorky zeleného ¢aju a piva boli
pripravené odvzduS$nenim v ultrazvukovom kupeli a prefiltrovanim cez membranové filtre

(0,45 um, Fischer Scientific).

2.3.3 PODMIENKY MERANIA

U kazdej kolony boli premerané retenéné charakteristiky vSetkych troch skupin latok.
Pri vSetkych meraniach bol davkovany 1 ul vzorky, prietok mobilnej fazy bol 1 ml/min a bol
pravidelne kontrolovany pomocou stopiek a byrety. VSetky merania prebiehali pri rovnakej
teplote 30°C v niekol’kych opakovaniach. K meraniu mitveho objemu kolony (Vm) bol pouzity
v pripade rezimu HILIC toluén, a v rezime RP uracil. Zmerané retencné Casy a Sirky pikov latok
Vv polovici ich vySky boli vyhodnotené pomocou pocitacového softvéru Agilent ChemStation.
Latky boli identifikované podla UV spektier pri vlnovej dizke 254, 280 a 370 nm. Pre
vyhodnotenie a spracovanie nameranych dat bol pouzity Adstat, MS Excel a MS Word.

37



3. VYSLEDKY A DISKUSIA

Této diplomové praca sa zaobera vybranymi skupinami nizkomolekularnych polarnych
latok, ako su fenolické kyseliny, flavonoidové zluceniny, nukleové bazy a nukleozidy.
Analyzovanymi fenolickymi kyselinami boli kyselina gallova, vanilova, kéavova, 4-
hydroxyfenyloctova, syringova, ferulova, protokatechova, salicylovd, sinapova, p-
hydroxybenzoova, kumarova a chlorogénova vid Tabulky P1 aP14. Dalsou skupinou
analyzovanych latok boli flavonoidové zluceniny, zahfnajiace eskulin, hesperidin, epikatechin,
naringin, katechin, 4-hydroxykumarin, quercetin a morin vid’ Tabul’ky P4 a P16. Poslednou
skupinou analyzovanych latok boli nukleové bazy a nukleozidy zahfiiajuce thymin, adenozin,
guanozin, citozin, adenin,cytidin, uracyl, 2- deoxyadenozin, 2- deoxyguanozin vid’ Tabulky P7
a P18.

V préci boli pouzité povrchovo porézne kolony, kedZe poskytuji pomerne rychle
aucinné separacie. Tlak na takychto koléonach je niz§i oproti koléonam s neporéznymi
sorbentami, ale sorpénd kapacita je vacSia. Vyuzivaju sa pre Standardné HILIC separacie.
Pracovalo sa s dvoma povrchovo poréznymi kolénami a to s Ascentis Express OH5 a Ascentis
Express HILIC. Ked’Ze v sucasnosti nie je vel'a publikacii , ktoré by sa zamerali na tento typ
kolon, cielom prace bolo zistit', ¢i st vhodné pre testované latky. Cielom prace bolo teda
zmerat’ retenéné charakteristiky danych skupin latok na oboch kolénach z dovodu zist'ovania
spravania sa danych latok na nich. Praca prebiehala v dvoch rezimoch, HILIC a RP. ReZzim
HILIC je vhodnejsi pre vel'mi polarne latky, zatial’ ¢o v RP st vel'mi polarne latky zadrziavané
vel'mi mélo. NaSou tlohou bolo zistit’ mieru zadrZiavania sa v danych rezimoch. Zaroven bolo
hlavnou napliou aj zistovanie, ¢i su dané typy kolon vhodné pre separaciu vybranych latok,
porovnanie moznosti ich separacie a navrhnutie optimalnych pracovnych podmienok pre ich

separdciu v oblasti HILIC rezimu.

3.1 ASCENTIS EXPRESS OH5 KOLONA

Na chemicky modifikovanej kolone OHS (silica s vysoko poldrnym ligandom
obsahujicim 5 hydroxilovych skupin) boli analyzované vSetky vySSie uvedené latky,
uskuto€nené separacie zmesi jednotlivych skupin latok a zaroven analyzované redlne vzorky

¢aju a piva.
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3.1.1 FENOLICKE KYSELINY

Ako prvé sa zistovalo retencné chovanie fenolickych kyselin za izokratickych
podmienok, ktoré prebiehalo pri roznom obsahu acetonitrilu v mobilnej faze (90 - 98% ACN)
v rezime HILIC, a v rezime RP, v mobilnej faze s vysokym obsahom vody (90 - 98% H-0).
Retencia danej latky sa menila podl’a toho, ako sa menil obsah vodnej zlozky v mobilnej faze.
V HILIC platilo, Ze ¢im bolo vodnej zlozZky v MF menej, tym viac dochadzalo k rozsirovaniu
pikov a zaroven sa zvySovala aj retencia danej latky. Naopak, ¢im bolo vodnej zlozky viac, tym
retencia latky klesala.

Postupne boli zmerané retencné charakteristiky jednotlivych Standardov kyselin, a z
nameranych reten¢nych dat boli vypoc¢itané hodnoty retenéného faktoru k podl'a rovnice (4),
(6) a (7). Nasledne boli tieto hodnoty vynesené do grafu proti koncentracii vody v mobilnej
faze (¢). Zavislosti log k = f (pr20) a log k =  (I0g @H20) V rezime HILIC znazoriujii Obrazky
P1 a P2, avrezime RP Obrazky P3 a P4. Prislusné parametre a korela¢né koeficienty tychto
kriviek si uvedené v Tabulke P2 aP3. Zo S$irky pikov latok v polovici ich vysky bola
vypocitana ucinnost’ pre kazdua kyselinu. VSetky reten¢né charakteristiky su uvedené v tabul’ke
4 pre HILIC av tabulke 8 pre rezim RP. K lepSiemu prelozeniu ziskanych zéavislosti bola
pouzita trojparametrova rovnica (8) lepsie popisujica retenciu malo zadrziavanych latok, ktora
bola zadavana do Adstatu, a zo ziskanych parametrov bola vypocitana hodnota k a vynesena
zavislost’, ktorii znazoriiuje Obrazok P11. Hodnoty parametrov z tejto rovnice st uvedené
v Tabul'ke P12 pre HILIC aj RP. V prislusnej tabul’ke su tiezZ uvedené pre porovnanie retencné
faktory vypocitané z rovnic (6), (7). Ako najvhodnejsie preloZenie pre fenolické kyseliny na
zaklade vypocitanych retencnych faktorov sa javi preloZenie trojparametrovou rovnicou a
zavislosti log k = f (@H20). Z danych zavislosti v HILIC rezime je mozné vidiet, Ze najviac
zadrZovanou latkou je kyselina gallové a chlorogénova a to z dovodu vécsieho poctu volnych
hydroxylovych skupin v molekule. Poskytuju teda silnejsie hydrofilné interakcie, preto st viac
zadrzované. Naopak najmenej zadrzovanou latkou je kyselina ferulova a sinapova, ked’ze maju
iba jednu vol'ni OH skupinu. Kyselina salicylovd ma odlisnt polaritu vzhl'adom k ostatnym
latkam, vzhladom na jej volnd OH skupinu v polohe orto. V RP oblasti st najviac
zadrzovanymi latkami kyselina salicylova a sinapova (obsahuje v polohe 3, 5 polarnu metoxy-
skupinu), najmene;j kyselina gallova (obsahuje v polohe 3,4,5 hydroxyskupinu).

U fenolickych kyselin bol d’alej zistovany dudlny retenény mechanizmus — krivky
vtvare ,,U“ ktory mdéze byt adekvatne popisany Stvorparametrovou rovnicou (10) .

Experimentalne krivky zavislosti logaritmu reten¢ného faktoru, log k, na objeme vodnej frakcii
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Vv mobilnej faze, ¢ou20, pre vSetky namerané kyseliny zobrazuje Obrazok P13. Hodnota
regresného koeficientu sa pohybuje v rozmedzi 99,18 — 100 %, a potvrdzuje tak platnost
Stvorparametrovej rovnice pre preloZzenie experimentalnych bodov. Prechod medzi RP a HILIC
separaénym modom sa pohybuje v rozmedzi 0,62 a 0,49. Parameter mgp charakterizuje
klesajucu retenciu s rastucim pomerom vodnej frakcie v MF bohatych na acetonitril, MuiLic je
mierou efektu vodnej frakcie na rastlicu retenciu vo vysoko vodnom RP rozsahu vodnej fazy
a @min odpoveda objemovej frakcii vodnej ¢asti mobilnej fazy, t.j. prechod medzi HILIC a RP
mechanizmom. @min sa da vypocitat’ podl'a rovnice (12)

Po zmerani jednotlivych kyselin bola prevedena separacia ich zmesi pomocou
gradientovej elucie. V priebehu analyzy bol plynule meneny obsah vody v mobilnej faze.
Pociatocna mobilna faza bola 98% acetonitrilu. Gradient bol nastaveny na plynulli zmenu
mobilnej fazy po dobu 15 minat z 98% ACN na 70% ACN. Chromatogram gradientovej
separacie fenolickych latok je zobrazeny na Obrazku P22. Vzhladom velmi podobnym
reten¢nym Casov jednotlivych kyselin, boli niektoré eluované v jednom piku, ako napriklad
kyselina kumarova a syringova alebo protokatechova a kdvova. Z obrazku vyplyva, ze ako prvé
sa eluovali kyseliny s jednou vol'nou OH skupinou (kys. salicylova, ferulova, vanilova, p-
hydroxybenzoova, kumarova, syringova, sinapova a 4-hydroxyfenyloctova), potom s dvoma
volnymi OH skupinami (kys. protokatechova akévova) anakonec kyselina gallova a
chlorogénova. Vysledky potvrdzuju, ze latky s niekol’kymi polarnymi skupinami poskytuju

v HILIC reZime vysSiu retenciu.

3.1.2 FLAVONOIDOVE ZLUCENINY

Obdobne ako u fenolickych kyselin, separacia prebiehala v dvoch rezimoch HILIC a
RP. Retencia flavonoidovych zluc¢enin je zalozenad na rovnakom principe ako u kyselin.

Opédt’ boli zmerané retenéné charakteristiky vSetkych Standardov flavonoidovych
zlucenin, a z nameranych dat boli vypocitane hodnoty retenéného faktoru k podl'a rovnice (4),
(6) a (7), zo sirky pikov latok v polovici ich vysky bola vypocitana G¢innost’ (rovnica 14).
Prislusné reten¢né data st uvedené v Tabulke P4 pre HILIC aj RP. Hodnoty boli vynesené do
grafu proti koncentracii vody v mobilnej faze (¢Hz0). Zavislosti log k = f (pH20) a log k = f (log
OH20) V rezime HILIC znazoriuju Obrazky P5 a P6, a v rezime RP Obrazky P7 a P8. Prislusné
parametre a korela¢né koeficienty tychto kriviek si uvedené v Tabul'ke P5 a P6.

Rovnako ako v predchadzajicom pripade k lepSiemu prelozeniu ziskanych zavislosti

bola pouzita trojparametrova rovnica (8), ktora bola zadavana do Adstatu, a zo ziskanych
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parametrov bola vypocitana hodnota k a vynesend zavislost’, ktora znazorniuje Obrazok P12.
Hodnoty parametrov z tejto rovnice st uvedené v Tabulke P13, ako aj hodnoty retenénych
faktorov vypocitanych zrovnice (6) a (7). Najvhodnejsie preloZenie je v tomto pripade
pouzitim rovnice (8). Z danych zavislosti v rezime HILIC vyplyva, Ze latky katechin,
epikatechin a 4-hydroxykumrin st zadrziavané vel'mi malo. Naopak najviac zadrzovanou
latkou je vtomto pripade eskulin, hesperidin a naringin. Tieto latky obsahuji vo svojej
molekule glykosidové jednotky, ¢o sposobuje ze eluuju relativne neskor. V rezime RP bol
najviac zadrzovanou latkou quercetin a najmenej eskulin.

U flavonoidovych =zlicenin bol tiez zistovany dudlny retenény mechanizmus.
Experimentalne krivky zavislosti logaritmu reten¢ného faktoru, log k, na objeme vodnej frakcie
Vv mobilnej fazy, oH20, pre vSetky namerané kyseliny zobrazuje Obrazok P14. Experimentalne
data boli prelozené §tvorparametrovou rovnicou (10). Hodnoty parametrov a1, mgrp @ MuiLic ako
aj ostatné udaje st uvedené v Tabul'ke P9. Najmenej zadrzovanou latkou v tomto pripade je
quercetin s @min = 0,39, naopak najvyssieho rozsahu HILIC separacného rezimu dosahuje
eskulin s @min= 0,53, ¢o je tiez uvedené v tabul'ke P9. Prechod medzi RP a HILIC separa¢nym
modom sa pohybuje teda v rozmedzi 0,53 a 0,39.

Po zmerani jednotlivych standardov flavonoidovych zluc¢enin bola prevedena separacia
ich zmesi opit’ pomocou gradientovej elucie. Gradient bol nastaveny na plynuli zmenu
mobilnej fazy po dobu 20 mintt z 98 % ACN na 70 % ACN. Chromatogram gradientovej
separacie flavonoidovych zli¢enin zobrazuje Obrazok P23.V porovnani s fenolickymi
kyselinami je separacia flavonoidovych zluc¢enin o nieco horsia, ked’Ze sa nedosiahlo separacie
latok v jednotlivych pikoch. Z obrazku je viditeI'né, Ze najmenej zadrziavanymi latkami boli
quercetin, katechin a epikatechin, anaopak najviac sa zadrZiavali latky obsahujlce

glykozidové jednotky.

3.1.3 NUKLEOVE BAZY A NUKLEOZIDY

Aj v tomto pripade sa pracovalo v dvoch rezimoch HILIC a RP za rovnakych podmienok
ako v predchadzajucich pripadoch. Retencia nukleovych baz a nukleozidov je tiez zalozena na
rovnakom principe ako u fenolickych kyselin aj flavonoidovych zlucenin.

U nukleovych baz boli obdobne zmerané retencné charakteristiky vSetkych Standardov,
a z nameranych dat boli vypocitané hodnoty retenéného faktoru k podl'a rovnice (4), (6) a (7),

ktoré su porovnané v Tabulke P7. Zo Sirky pikov latok v polovici ich vysky bola vypocitana
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ucinnost’ (rovnica 14). Prislusné reten¢né data su uvedené v Tabulke P7 pre HILIC aj RP.
U tejto skupiny latok boli vynasané hodnoty do grafu proti koncentracii vody v mobilnej faze
(pH20) 1ba v rezime HILIC. Je to z toho dévodu, ze v rezime RP sa nukleové bazy skoro vobec
nezadrzovali, vychadzali bud’ s mitvym objemom alebo v jeho okoli. Zavislosti log k = f (pH20)
alog k = f (log @H20) znazornuju Obrazky P9 a P10. Z danych zavislosti vyplyva, Ze najviac
zadrzovanou latkou cytidin a 2’-deoxyguanozin, a naopak najmenej sa zadrzuju latky thymin
a uracil. Prislusné parametre a korela¢né koeficinety tychto kriviek su uvedené v Tabulke P8.

V ramci tejto skupiny latok bol tiez vyuzity dudlny retenény mechanizmus.
Z nameranych dat bola vytvorend zavislost’ logaritmu retenéného faktoru na obsahu vody
v pufrovanej vodne-organickej mobilnej faze, ¢o znazornuje Obrazok P15. Experimentalne
data boli preloZzené Stvorparametrovou rovnicou (10), vzhl'adom na to, Ze nukleové bazy
anukleozidy sa vyznacuju pomerne velkou retenciouv rezime HILIC a relativne malou
retenciou v rezime RP. Hodnoty regresnych koeficientov su uvedené tabul’ke P11. V mobilnych
fazach, ktoré maju nizky obsah vody, st latky vel'mi silne zadrzované. Naopak s rasticim
obsahom vody v mobilnej faze retencia klesa az na svoje minimu. Najmenej zadrzovanou
latkou je teda thymin s @min = 0,62 a nésledne uracil s @min = 0,64.

Rovnako ako u predchadzajucich l1atok bola zmes nukleovych baz separovana pomocou
gradientove] elucie. Nastavenie gradientu odpovedalo gradientu pouzitého pri fenolickych
kyselinach. Obrazok P24 ukazuje chromatogram gradientovej separacie nukleovych baz.
Poradie retencie latok v HILIC rezime separacia spiia. Na zaklade toho moZeme pozorovat
piky latok v poradi elticie: thymin, uracil, 2"-deoxyadenozin, adenin, adenozin, cytozin, cytidin,

2’-deoxyguanozin a nakonec guanozin.

3.1.4 REALNE VZORKY

Cielom prace bolo tieZ analyzovat’ redlne vzorky obsahujice dané skupiny latok,
ktorymi sa zaobera diplomova praca. Analyzovali sa dve vzorky a to zeleny ¢aj (Loyd Tea,
Zeleny caj porciovany) apivo (Branik svetly 10°). Separacia oboch vzoriek prebiehala
pomocou gradientovej eltcie za rovnakych podmienok ako v pripade Standardov. Gradient bol
nastaveny na plynuli zmenu mobilnej fazy po dobu 15 mintt z 98% ACN na 70% ACN.
Chromatogram gradientovej separacie ¢aju je zobrazeny na Obrazku P25 a piva na Obrazku
P26. Latky pritomné v oboch vzorkach boli identifikované jednak na zaklade porovnania UV
spektier jednotlivych pikov s UV spektrami Standardov, aaj na zaklade porovnania

s retenénymi ¢asmi Standardnych latok. V caji boli identifikované latky eluujuce sa v tomto
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poradi: morin, quercetin, myricetin, katechin a epikatechin. Pivo obsahovalo latky eluujuce sa

Vv tomto poradi: Kyselina p-hydroxybenzoova, kyselina gallova, katechin a epikatechin.

3.2 ASCENTIS EXPRESSS HILIC KOLONA

Na chemicky modifikovanej kolone HILIC (silikagélova kolona) boli uskuto¢nené
rovnaké analyzy ako na predchadzajiacej kolone. V rezime RP latky neboli zadrziavané, a to

Z dévodu Ze sa jedna o kolonu, ktora je ur¢ena vyhradne pre rezim HILIC.

3.2.1 FENOLICKE KYSELINY

Separacia kyselin na tejto kolone prebichala opdt’ pri r6znom obsahu acetonitrilu v
mobilnej faze (90 - 98% ACN) v rezime HILIC. Retencia danej latky sa menila podl'a toho, ako
sa menil obsah vodnej zloZky v mobilnej faze. Platilo, Ze ¢im bolo vodnej zloZky v MF menej,
tym viac dochadzalo k rozsirovaniu pikov a zaroven sa zvySovala aj retencia danej latky..

Zo ziskanych retencnych dat bola vytvorend linearna zavislost’ reten¢ného faktoru
k (vypocet podla rovnice (4), (6) a (7)) na koncentracii vody v MF (oH20). VSetky reten¢né
charakteristiky st uvedené v Tabul'ke P14. Obrazky P16 a P17 odpovedaju zavislostiam log k
= f (pH20) a log k = f (log @H20). Prislusné parametre a korelaéné koeficienty tychto kriviek su
uvedené v Tabul'ke P15. Z danych zavislosti vyplyva, podobne ako u kolony OHS5, Ze najviac
zadrzovanou latkou je opdt’ kyselina gallova a chlorogénova, kedZe poskytuju silnejSie
hydrofilné interakcie. Najmenej zadrzovanou latkou je opit’ ako v pripade OH5 kolony
kyselina ferulova, sinapova. Obdobné chovanie ako na predchadzajticej kolone ma aj kyselina
salicylova.

Separacia zmesi prebiehala opét’ gradientovou eliciou po dobu 15 minut za rovnakych
podmienok ako na OHS5 kolone. Chromatogram gradientovej separacie fenolickych kyselin
znazornuje Obrazok P27. Z prislusného obrazku je viditelné, Ze ako prvé sa eluovali kyseliny
s jednou vol'nou OH skupinou (kyselina salicylova, ferulova, vanilova,p-hydroxybenzoova,
kumarova, sinapova, syringova a 4-hydroxyfenyloctova), potom sdvoma volnymi OH
skupinami (kyselina kavova a protokatechova) a nakoniec kyselina gallova a chlorogénova. V

porovnani so separaciou na OHS5 kolone sa poradie v elucii latok nijako vyrazne nezmenilo.
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3.2.2 FLAVONOIDOVE ZLUCENINY

Z flavonoidovych zlucenin boli na tejto kolone analyzované vSetky latky ktoré boli
zadrziavané aj na OHS5 kolone.

Podmienky analyz aj separdcie zmesi boli opédt’ rovnaké. Prislusné retencné data
a hodnoty vypocitanych retenénych faktorov podl'a rovnice (6) a (7) st uvedené v Tabul'ke P16.
Hodnoty boli vynesené do grafu proti koncentracii vody v mobilnej faze (pH20). Zavislosti log
k = f (pH20) @ log k = f (Iog @H20) znazoriuju Obrazky P18 a P19. Prislusné parametre
a korelacné koeficienty tychto kriviek su uvedené v Tabulke P17. Zo zavislosti je vidiet, Ze aj
na tejto kolone je najviac zadrzovanou latkou eskulin a naringin. AvSak oproti OHS koldne je
V tomto pripade najmenej zadrzovanou latkou 4-hydroxykumarin.

Chromatogram gradientovej separacie flavonoidovych zlu¢enin zobrazuje Obrazok
P27. Oproti OHS kolone sa poradie separacie flavonoidovych zlu¢enin na HILIC kolone trochu
zmenilo. Medzi prvymi sa separovali katechin a epikatechin, nasledoval morin, quercetin

a nésledne hesperidin, naringin a eskulin.

3.2.3 NUKLEOVE BAZY A NUKLEOZIDY

Prislusné retenéné data ziskané z analyzy nukleovych baz a nukleozidov st uvedené
v Tabul’ke P18. Hodnoty boli vynesené do grafu proti koncentracii vody v mobilnej faze (oH20).
Zavislosti log k = f (pH20) a log k = f (log @H20) znazornuju Obrazky P20 a P21. Prislusné
parametre a korela¢né koeficienty tychto kriviek stt uvedené v Tabulke P19, a reten¢né faktory
z nich vypocitané v Tabul'ke P18. Z danych zavislosti vyplyva, Ze aj na HILIC koléne je najviac
zadrZovanou latkou cytidin, 2"-deoxyguanozin a guanozin, a naopak najmenej sa zadrzujt latky
thymin a uracil.

Obrazok P29 ukazuje chromatogram gradientove] separacie nukleovych baz, ktora
prebiehala za rovnakych podmienok ako na OHS5 kolone. Poradie retencie latok v HILIC
rezime separacia spiiia. Na zaklade toho moZeme pozorovat’ piky latok v poradi elticie: thymin,
uracil, 2’-deoxyadenozin, adenin, adenozin, cytozin, cytidin, 2"-deoxyguanozin a nakoniec

guanozin. Poradie v elucii latok sa teda v porovnani s OH5 kolénou nezmenilo.
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3.2.4 REALNE VZORKY

Tak ako na prvej koldne aj tu boli separované realne vzorky zeleny caj (Loyd Tea,
Zeleny c¢aj porciovany) apivo (Branik svetly 10°). Separacia prebiehala za rovnakych
podmienok ako u standardov.

Chromatogram gradientovej separacie Caju je zobrazeny na Obrazku P30 a piva na
Obrazku P31. V ¢aji boli identifikované latky eluujice sa v tomto poradi: morin, quercetin,
myricetin, katechin a epikatechin. Pivo obsahovalo latky eluujice sa v tomto poradi: PHBA,
kyselina gallova, katechin a epikatechin. Separédcia redlnych vzoriek na HILIC kolone je
V porovnani so separaciou na OHS5 koloéne o nieCo horSia, vzhl'adom na mensi pocet
separovanych latok oproti OHS5 koldne. MoZnou optimalizaciou gradientu by sa mohlo docielit

lepsich separacii.
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4. ZAVER

Diplomova praca sa zaoberala separaciou vybranych skupin nizkomolekularnych
polarnych latok na silikagelovych a chemicky modifikovanych kolénach metédou HILIC.
Jednalo sa predovsetkym o fenolické kyseliny, flavonoidové zluceniny, nukleové bazy
anukleozidy. Ako silikagelova kolona bola pouzitd kolona Ascentis Express HILIC,
a chemicky modifikovana bola kolona Ascentis Express OHS.

Na oboch kolénach boli premerané Standardy vsetkych skupin latok a nasledne boli zo
ziskanych retenénych dat zostrojené kvadratické zavislosti retencného faktoru k na koncentracii
vody v MF ¢ : log k = f () alog k = f (log ¢). Zistoval sa tiez dualny retenény mechanizmu
latok. Zo ziskanych dat moZeme teda povedat, Ze dualny retenény mechanizmus poskytuju iba
fenolické kyseliny, niektoré flavonoidové zluceniny a nukleové bazy na OHS kolone.

Dalsim krokom bolo previest’ separacie vybranych skupin nizkomolekularnych latok,
opat’ na obidvoch typoch kolon. Rozdelenie zmesi fenolickych kyselin, flavonoidovych
zlG¢enin, nukleovych baz a nukleozidov prebichalo za pouzitia gradientovej eltcie.

Pre separaciu fenolickych kyselin sa javi ako vhodnej$ia kolona Ascentis Express OHS
ako v rezime HILIC tak aj v RP. Dévodom je, Ze na nej doslo k dokonalejsej separacii zmesi
Vv porovnani s kolonou Ascentis Express HILIC, kde sa viacero kyselin za podmienok separacie
neseparuje, z dovodu nizkej retencie. Poradie v eltcii jednotlivych kyselin je takmer identické
na obidvoch kolénach.

Separacia flavonoidovych zluc¢enin v rezime HILIC oproti kyselindm prebiehala lepsie
na kolone Ascentis Express HILIC, kde mdZeme vidiet' lepSie rozdelenie hlavne latok
obsahujucich  glykozidové jednotky. V tomto pripade sa poradie v elucii jednotlivych
flavonoidovych latok na oboch kolonach lisi.

Nukleové bazy a nukleozidy boli dobre separovatel'né ako na kolone Ascentis Expres
OHS5, tak aj na kolone Ascentis Express HILIC. V oboch pripadoch méZeme vidiet' dokonala
separaciu danej zmesi na jednotlivé, symetrické piky. Poradie v elucii jednotlivych nukleovych
baz a nukleozidov je Uplne identické na obidvoch koldnach.

Ako posledny bod boli prevedené separacie realnych vzoriek na oboch kolonach za
rovnakych podmienok ako v pripade separacie vSetkych vybranych skupin latok. Pre separaciu
zeleného Caju a rovnako aj piva bola vhodnejsia koléna Ascentis Express OHS. V porovnani

s Ascentis Express HILIC kolonou, rozdelenie zmesi oboch vzoriek bolo dokonalejsie na
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jednotlivé, tizke piky. U Ascentis Express HILIC kolony sice k separacii doslo, ale nie az na
zakladnu liniu.

Z vysledkov diplomovej prace teda vyplyva, Ze obe kolony maji pomerné dobru
reprodukovatel’nost’ dat pre pouzité vzorky. Kolona Ascentis Express OHS5 sa javi ako dobra
vol'ba pre separéciu fenolickych kyselin, zatial’ co pre flavonidové zluceniny je lepSia kolona
Ascentis Express HILIC. Nukleové bazy a nukleozidy poskytuji dobré separacie na oboch
typoch kolon.
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TABULKY



» Ascentis Express OH5

Tabulka P1: Retenéné charakteristiky fenolickych kyselin v rezime HILIC (90 - 98 % ACN) aRP (2 — 10 %
ACN); koléna Ascentis Express OH5, ty (toluén) = 0,212 min, F = 1 ml/min, k — vypo¢itané podla rovnic (4),
(6), (7) a (8), N — vztiahnuté na kolonu

FENOLICKE KYSELINY

KYSELINA @0  tr[min] K ks k7 ke N
10 2,33 10,00 9,97 10,00 - 11500
GALL 4,42 1983 19,78 19,83 - 1500
5 - - - - - -
2 - - - - - -
10 0,76 2,57 2,54 3,16 2,59 2700
VAN 7 1,39 5,57 5,61 4,94 5,53 4000
5 2.187 9,32 9,51 7,52 9,34 4300
2 4,71 21,20 2095 2364 21,19 5200
10 1,05 3,96 3,94 417 - 900
KAV 7 2,51 10,82 10,84 9,95 - 600
5 4,74 21,37 21,28 2262 - 2900
2 - - - - - -
10 0,96 3,52 3,53 4,57 - 5700
HPA 7 1,93 8,12 8,21 7,37 - 5700
5 3,23 1422 1442 1157 - 5700
2 7,31 3350 3354 39,50 - 6000
10 0,85 2,99 2,92 3,63 3,00 2900
SYR 7 1,54 6,25 6,31 5,61 6,22 3200
5 2,41 10,36 10,54 8,46 10,38 3500
2 5,16 2332 22,76 2587 2332 16600
10 0,63 1,97 1,94 2,45 2,00 1400
CER 7 1,15 4,43 4,41 3,92 4,37 1800
5 1,80 7,50 7,65 6,0 7,54 1900

2 3,99 17,82 17,43 20,21 17,82 2800




10 1,30 5,13 4,83 4,90 - 1500
PRO 7 2,09 8,84 10,3 9,51 - 1700
5 4,17 18,67 17,06 17,78 - 1800
2 - - - - - -
10 0,37 0,74 0,59 0,72 0,63 800
SAL 7 0,43 1,01 1,31 1,16 1,16 900
5 0,64 2,03 2,22 1,81 1,96 1900
2 1,45 5,82 4,91 6,06 5,83 -
10 0,66 2,10 1,78 2,29 2,32 1000
SIN 7 1,19 4,60 5,04 4,25 4,31 1600
5 1,82 7,58 10,11 7,60 7,68 1800
2 7,77 35,63 28,70 37,09 35,63 13200
10 0,73 2,46 2,45 3,09 2,51 4500
PLB 7 1,43 5,72 5,73 5,00 5,64 5000
5 2,30 9,84 10,10 7,88 9,89 5200
2 5,28 23,89 23,65 27,14 23,88 500
10 0,67 2,14 2,11 2,69 2,19 1400
KUM 7 1,30 5,15 5,21 4,48 5,06 2000
5 2,15 9,13 9,50 7,25 9,17 2000
2 5,28 23,88 23,29 26,89 23,87 9000
10 2,17 9,22 9,16 9,12 - 1600
CHLG 7 6,27 28,57 28,41 28,25 - 500
5 - - - - - -
2 - - - - - -
I EEEE————————,
90 0,30 0,18 - - - 2100
GALL 93 0,31 0,24 - - - 2400
95 0,32 0,29 - - - 2100
98 0,34 0,36 - - - 2700




90 0,40 0,35 2200
VAN 93 0,37 0,47 2600
95 0,39 0,56 2800
98 0,45 0,77 3200
90 0,36 0,45 2600
KAV 93 0,40 0,60 2600
95 0,43 0,72 2400
98 0,60 1,37 4000
90 0,30 0,21 1500
HPA 93 0,32 0,26 -
95 0,33 0,30 2700
98 0,35 0,38 2600
90 0,36 0,42 2400
SYR 93 0,40 0,60 2500
95 0,44 0,76 2700
98 0,54 1,14 2400
90 0,40 0,58 2700
FER 93 0,46 0,82 2700
95 0,51 1,03 2700
98 0,64 1,54 2500
90 0,31 0,24 2400
PRO 93 0,33 0,31 2400
95 0,34 0,36 3100
98 0,36 0,45 2500
90 1,12 3,45 4000
SAL 93 1,28 4,09 4000
95 1,42 4,65 3700
98 1,76 6,01 3300
90 0,44 0,76 2900
SIN 93 0,49 0,94 2500
95 0,56 1,25 2400
98 0,77 2,06 2400




90 0,32 0,29 - - - 2100

PHB 93 0,34 0,36 - - - 2400

95 0,36 0,42 - - - 2900

98 0,38 0,53 - - - 2700

90 0,38 0,52 - - - 2600

KUM 93 0,43 0,69 - - - 2600
95 0,46 0,83 - - - 3100

98 0,53 1,11 - - - 2900

90 0,45 0,78 - - - 1800

CHLG 93 0,49 0,96 - - - 1600
95 0,54 1,15 - - - 1700

98 0,62 1,48 - - - 1700

TabuPka P2: Parametre a koreladné koeficienty (R?) fenolickych kyselin zavislosti log k = f (¢H20) v rezime HILIC
aRP

KYSELINA  mHiLic aHiLIC R2HiLic MRp arp R%rp
GALL -9,91 1,99 1,00 3,72 -4,08 0,99
VAN -11,44 1,55 0,99 4,27 -4,31 0,99
KAV -14,64 2,06 1,00 5,93 -5,72 0,95
HPA -12,22 1,77 1,00 3,26 -3,63 0,99
SYR -11,14 1,58 0,99 5,37 -5,22 0,99
FER -11,93 1,48 0,99 5,31 -5,03 0,99
PRO -10,96 1,78 0,96 3,43 3,71 0,99
SAL -11,46 0,92 0,94 2,99 2,17 0,99
SIN -15,105 1,76 0,96 5,46 -5,06 0,96
PHB -12,31 1,62 0,99 3,21 -3,43 0,99
KUM -13,05 1,63 0,99 4,09 -3,97 0,99

CHLG -16,38 2.60 1,00 3,53 -3.29 0,99




Tabul’ka P3: Parametre a korelaéné koeficienty (R?) fenolickych kyselin zavislosti log k = f (log ¢@z0) v rezime
HILIC aRP

KYSELINA  muiuic aHiLIC R2HiLic MRp arp R2rp
GALL -1,92 -0,92 1,00 8,05 0,37 0,99
VAN -1,25 -0,75 0,95 9,25 0,04 0,99
KAV -2,44 -1,82 0,99 12,78 0,20 0,94
HPA -1,34 -0,68 0,95 7,06 0,36 0,99
SYR -1,22 -0,66 0,95 11,61 0,15 0,99
FER -1,31 -0,92 0,95 11,49 0,28 0,99
PRO -1,86 -1,17 0,98 7,43 0,28 0,99
SAL -1,32 -1,46 0,98 6,48 0,82 0,98
SIN -1,73 -1,37 0,99 11,78 0,38 0,96
PHB -1,35 -0,86 0,95 6,94 0,22 0,99
KUM -1,43 -1,00 0,95 8,86 0,12 0,99
CHLG -3,17 2,21 1,000 7,62 0,23 0,99

TabuPka P4: Reten¢né charakteristiky flavonoidovych zlu¢enin v rezime HILIC (90 - 98 % ACN) a RP (2 — 10
% ACN); kolona Ascentis Express OH5, ty (toluén) = 0,212 min, F = 1 ml/min, k — vypocitané podla rovnic (4),
(6), (7) a (8), N — vztiahnuté na kolonu

FLAVONOIDOVE ZLUCENINY

FLAV.ZL.  ¢no  tr[min] ke K k7 ks N
10 0,74 2,49 2,27 3,02 2,54 2400
EsK 7 1,16 6,37 7,02 5,80 6,32 3700
5 2,98 1307 14,89 10,74 13,09 4200
2 11,15 51,58 46,05 57,43 51,58 6600
10 0,68 2,2 1,79 2,45 2,55 -
HES 7 1,41 5,63 6,28 5,15 5,22 1200
5 2,37 10,18 14,50 10,38 10,30 1700

2 14,31 66,52 50,89 69,80 66,51 900




10 0,32 0,52 0,41 0,52 0,54 2000

Ep] 7 0,43 1,03 1,21 1,00 0,99 -
5 0,59 1,78 1,84 1,79 - -
2 2,27 9,69 9,66 9,69 - -
10 0,72 241 1,95 2,63 2,81 -
NAR 7 1,6 6,56 7.41 5,76 6,11 1500
5 2,87 1255 18,01 1209 12,68 2000
2 1918 89,49 6827 90,73 89,49 18200
10 0,32 0,52 0,42 0,52 1,22 1800
KAT 7 0,43 1,03 1,20 0,98 2,03 -
5 0,58 1,75 2,43 1,78 3,12 -
2 2,13 9,05 6,99 8,92 7.75 -
10 0,46 1,17 1,09 1,29 2,59 400
HKUM 7 0,62 2,12 2,19 1,93 5,53 1500
5 0,87 3,08 3,49 2,84 9,34 1900
2 1,86 7,75 7,03 8,07 21,19 1700
10 0,25 0,20 0,20 0,21 - 2700
7 0,31 0,47 0,46 0,43 - 1900
QUER
5 0,38 0,80 0,80 0,84 - 2100
2 - - - - - -
10 0,44 1,06 1,02 1,07 - 400
MOR 7 0,73 2,45 2,72 2,51 - -
5 1,39 5,56 5,24 5,62 - -
2 - - - - - -
|
90 0,28 0,10 - - - 1600
EsK 93 0,29 0,15 - - - 2100
95 0,30 0,18 - - - 2100
98 0,32 0,29 - - - 1500
90 0,34 0,34 - - - 500
HES 93 0,40 0,61 - - - 600
95 0,48 0,90 - - - 500

98 0,79 2,13 - - - -




90 0,33 0,32 - - - 1800

Ep] 93 0,36 0,44 - - - 1600
95 0,39 0,55 - - - 2800
98 0,46 0,83 - - - 1600
90 0,32 0,27 - - - 1300
NAR 93 0,36 0,42 - - - 1300
95 0,40 0,58 - - - 700

98 0,51 1,04 - - - -
90 0,32 0,28 - - - 1400
KAT 93 0,35 0,40 - - - 1600
95 0,38 0,51 - - - 2100
98 0,44 0,75 - - - 1300
90 0,63 1,52 - - - 3200
HKUM 93 0,76 2,02 - - - 370
95 0,88 2,49 - - - 3500
98 1,21 3,80 - - - 2500
90 1,01 3,01 - - - 1200

93 1,71 5,82 - - - -

QUER

95 2,36 8,38 - - - -

98 4,54 17,08 - - - -
90 0,81 2,21 - - - 600

93 1,23 3,88 - - - -

MOR

95 1,56 5,20 - - - 1000

98 2,18 7,69 - - - -

TabuPka P5: Parametre a korelaéné koeficienty (R?) flavonoidovych zlugenin zavislosti log k = f (¢H20) v reZime
HILIC aRP

FLAV. ZL. MHILIC aHILIC R2uiLic mrp arp R2gp
ESC -16,34 1,99 0,99 5,68 6,12 0,99
HESP -18,17 2.07 0,96 9,90 -9.41 0,98

EPI -15,66 1,18 0,94 5,08 -5,07 0,99




NAR -19,29 2,22 0,96 7,35 -7,19 0,99
KAT -15,28 1,15 0,95 5,31 -5,33 0,99
HKUM -10,14 1,05 0,98 4,95 -4,29 0,99
QUER -12,13 0,51 0,99 9,33 -7,92 0,99
MOR -14,21 1,43 0,98 6,75 5,71 0,99

TabuPka P6: Parametre a korelané koeficienty (R?) flavonoidovych zli¢enin zavislosti log k = f (log @rz0) Vv
rezime HILIC a RP

FLAV. ZL. MHILIC aHiLIC R2HiLIc mRp arp R%rp
ESC -1,83 -1,35 0,981 12,28 0,44 0,996
HESP -2,08 -1,69 0,997 21,38 0,47 0,984
EPI -1,81 -2,09 0,999 10,98 9.10-4 0,994
NAR -2,20 -1,78 0,996 15,88 0,14 0,993
KAT -1,76 -2,04 0,999 11,47 0,03 0,998
HKUM -1,14 -1,03 0,986 10,71 0,65 0,986
QUER -2,01 -2,69 0,985 20,18 1,39 0,997
MOR -2,39 -2,36 0,999 14,62 1,03 0,993

TabuPka P7: Retenéné charakteristiky nukleovych baz v rezime HILIC (90 - 98 % ACN) a RP (2 — 10 % ACN);
koléna Ascentis Express OH5, ty (toluén) = 0,212 min, Frn = 1 ml/min, k — vypocitané podl'a rovnic (4), (6), (7) a
(8), N — vztiahnuté na kolonu

NUKLEOVE BAZY A NUKLEOSIDY

NUKL. B. PH20 tr [Min] ka Ke k7 N

10 0,31 0,47 0,50 0,54 1300

THY 7 0,35 0,67 0,64 0,61 3300

5 0,38 0,79 0,76 0,70 2300

2 0,41 0,92 0,97 0,99 800

10 0,73 2,45 2,38 2,75 2000

AD 7 1,06 3,98 4,21 3,82 2000

5 1,44 5,77 6,14 5,21 2100

2 2,58 11,19 10,85 12,11 2500




10 1,80 7,49 6,44 8,91 5000

GU 7 4,19 18,78 21,44 17,93 5800
5 8,94 41,19 47,81 34,68 10000
2 39,54 185,52 159,15 208,92 3700
10 1,03 3,85 3,45 4,37 3900
cYT 7 1,74 7,20 7,65 6,92 4500
5 2,78 12,10 13,00 10,67 4900
2 7,04 32,19 28,81 34,81 5200
10 0,67 2,16 2,02 2,29 2000
ADEDN 7 0,92 3,33 3,59 3,20 1700
5 1,23 4,79 5,28 4,40 2000
2 2,36 10,11 9,40 10,40 1300
10 1,53 6,23 5,69 7,24 5200
CTD 7 3,14 13,79 15,22 12,77 5800
5 5,81 26,42 29,34 21,81 5500
2 18,48 86,18 78,52 93,62 8800
10 0,37 0,73 0,67 0,74 -
UR 7 0,40 0,91 1,00 0,93 -
5 0,47 1,23 1,30 1,16 -
2 0,65 2,06 1,93 2,11 700
10 0,59 1,79 1,75 1,95 1100
2-DAD 7 0,76 2,59 2,64 2,47 1500
5 0,93 3,40 3,48 3,08 1500
2 1,36 5,40 5,28 5,64 1600
10 1,32 5,24 5,64 7,24 3900
2-DGU 7 2,67 11,61 11,39 10,61 4800
5 4,99 22,52 18,22 15,21 6700
2 7,13 32,65 36,83 40,54 1600
. _____________________________________________________________________________________________________|
90,0 0,26 0,04 - - 2300
THY 93,0 0,27 0,06 - - 1600
95,0 0,27 0,08 - - 2200

98,0 0,28 0,12 - - 3000




90,0 0,21 -0,17 1300

AD 93,0 0,20 -0,18 1400
95,0 0,19 -0,21 1300

98,0 0,19 -0,21 1600

90,0 0,25 0,00 2400

GU 93,0 0,25 0,01 2400
95,0 0,25 0,004 1000

98,0 0,25 0,02 2600

90,0 0,18 -0,27 1300

cYT 93,0 0,18 -0,27 1300
95,0 0,18 -0,27 1400

98,0 0,18 -0,27 1400

90,0 0,24 -0,05 2100

ADEN 93,0 0,19 -0,23 1300
95,0 0,19 -0,23 1400

98,0 0,19 -0,24 1500

90,0 0,18 -0,27 1100

CYTID 93,0 0,18 -0,27 1100
95,0 0,18 -0,27 1000

98,0 0,18 -0,27 1400

90,0 0,25 0,00 2500

UR 93,0 0,25 0,004 2400
95,0 0,25 0,02 1300

98,0 0,26 0,13 2300

90,0 0,21 -0,17 1700

9-DAD 93,0 0,20 -0,20 1200
95,0 0,19 -0,21 1400

98,0 0,19 -0,21 1600

90,0 0,25 0,008 2600

2-DGU 93,0 0,25 0,02 2600
95,0 0,25 0,008 2600

98,0 0,26 0.03 2600




TabuPka P8: Parametre a korelaéné koeficienty (R?) nukleovych baz zavislosti log k = f (pr20) a log k = f (log
@H20) v rezime HILIC

NUKL. B. M pr2o a g0 R? prio Mloggrzo  aloggro  R?log gz

THY -3,63 0,06 0,98 -0,38 -0,65 0,83
AD -8,23 1,20 0,96 -0,92 -0,48 0,97
GU -17,41 2,55 0,99 -1-,96 -1,01 0,98
CYT -11,52 1,69 0,99 -1,-29 -0,65 0,98
ADEN -8,35 1,14 0,98 -0,94 -0,58 0,99
CTD -14,25 2,18 0,98 -1,59 -0,73 0,98
UR -5,72 0,40 0,96 -0,65 -0,78 0,99
2-DAD -5,98 0,84 0,99 -0,66 -0,37 0,97

2-DGU -10,19 1,77 0,96 -1,07 0,21 0,84




Tabulka P9: Parametre az, Mgp, MuiLic @ b podla rovnice 10 na OH5 koldne, koeficient prelozenia D?, objemovy podiel vody, ®min, pri prechode medzi HILIC a RP

mechanismom

FENOLICKE KYSELINY

KYSELINA a SD MRp SD MHILIC SD B SD OMIN RSC D? (%)
GALL 2,09 0,06 25,91 5,61 114,79 47,85 0,77 0,22 062  2,16.10* 100,00
VAN 1,61 0,02 15,54 1,36 39,00 5,68 1,76 0,19 052  5,01.10* 99,98
KAV 2,31 0,05 11,29 1,44 19,25 3,69 4,03 0,74 049  3,21.10* 99,99
HPA 1,84 0,02 11,78 1,55 26,42 5,30 2,38 0,38 055  1,13.10% 99,98

SYR 1,63 0,01 25,26 1,37 88,74 8,69 1,00 0,07 053  1,46.10% 100,00
FER 1,55 0,02 18,42 1,61 46,53 7,06 1,65 0,18 049  6,23.10% 99,97
PRO 1,92 0,13 12,64 4,81 30,22 18,98 2,09 1,11 056  5,14.10° 99,87
SAL 1,35 0,19 4,17 0,88 3,10 1,06 31,89 22,86 029  597.10% 99,30
SIN 1,01 0,10 12,51 4,34 20,52 11,14 3,83 1,87 045  1,77.102 99,18
PHB 1,70 0,08 9,90 1,37 19,01 3,92 3,18 0,56 052  3,22.10* 99,96
KUM 1,72 0,02 11,48 1,22 21,05 3,48 3,17 0,45 048  1,13.10% 99,96
CHLG 3,21 0,06 8,22 0,30 11,39 0,61 8,58 0,71 049  1,46.10* 100,00




Tabulka P10: Parametre az, Mrp, MuiLic ab podla rovnice 10 na OH5 koldne, koeficient prelozenia D2, objemovy podiel vody, @min, pri prechode medzi HILIC a RP
mechanizmom

FLAVONOIDOVE ZLUCENINY

FEN .L. az SD MRp SD MHILIC SD b SD OMIN RSC D? [%]
ESC 2,09 0,03 19,24 2,59 44,81 9,70 2,06 0,35 053  244.10% 99,97
HES 2,18 0,12 38,58 16,93 118,56 94,21 1,19 0,65 049  3,36.10%2 99,13
EPI 1,43 0,14 8,40 3,13 10,39 5,66 7,92 4,84 041  2,06.102 98,67
NAR 2,38 0,12 19,57 6,61 37,73 20,44 2,79 1,25 048  2,62.102 99,49
KAT 1,35 0,13 9,83 3,65 13,43 7,54 5,87 3,35 042 206102 98,70

HKUM 1,13 0,04 12,81 2,33 24,51 7,75 2,48 0,63 043  2,72.10% 99,40

QUER 0,67 0,06 26,61 2,85 62,03 13,41 1,61 0,28 039  1,06.10% 99,97
MOR 1,70 0,11 15,20 2,40 23,81 6,77 3,63 1,02 040  3,07.10° 9941

TabuPka P11: Parametre a;, mRP, mHILIC a b podl'a rovnice 10 na OHS5 kolone, koeficient prelozenia D?, objemovy podiel vody, @min, pri prechode medzi HILIC a RP
mechanizmom

NUKLEOVE BAZY
NUK. L. a SD MRp SD MHILIC SD b SD PMIN RSC D? [%]
THY 0,07 0,04 -6,74 1,89 7,95 4.40 -0,82 0,08 0,62 415103 99,81

UR 0,40 0,05 -10,09 2,93 11,92 7,69 -0,80 0,10 0,64 4,02.10° 99,90




Tabul’ka P12: Parametre a, b,- m (experimentalne konstanty zavisiace na rozpustadle a chromatografickom systéme) podl'a rovnice 8 na OHS5 kolone, koeficient prelozenia
D?, objemovy podiel vody, @min

FENOLICKE KYSELINY

KYSELINA a SD b SD m SD RSC D2 (%)
VAN 0,80 0,06 1,42 0,39 16,39 5,27 2,95.10° 99,99
HPA -0,92 0,01 -0,56 0,08 47,86 6,93 1,93.10- 100,00
SYR 0,74 0,03 1,77 0,19 12,13 1,59 1,04.10° 100,00
FER 0,78 0,10 1,75 0,71 13,75 6,70 6,88.10°° 99,99
SAL 0,29 0,38 9,28 4,58 2,36 1,94 4,14.10° 99,75
SIN 0,01 0,05 6,10 0,67 1,77 0,44 1,48.10° 99,98
PHB 0,79 0,11 1,52 0,73 16,35 9,29 1,23.10° 99,99
KUM 0,70 0,10 2,27 0,69 11,01 4,28 1,24.10° 99,99




Tabul’ka P13: Parametre a, b, - m (experimentalne konstanty zavisiace na rozpustadle a chromatografickom systéme) podl'a rovnice 8 na OHS5 kolone, koeficient prelozenia
D?, objemovy podiel vody

FLAVONOIDOVE ZLUCENINY

FLAV. ZL. a SD b SD -m SD RSC D2 (%)
ESC 0,32 0,02 4,92 0,09 4,58 0,26 4,78.10°3 100,00
HES 0,00 0,05 6,30 0,75 2,00 0,49 2,99.10°1 99,98

EPIKAT -0,05 0,04 14,99 0,55 1,64 0,16 1,55.10° 99,99
NAR 0,01 0,05 6,19 0,66 2,21 0,50 3,77.1071 99,99
KAT -0,04 0,05 14,93 0,98 1,62 0,19 2,08.10° 99,99

HKUM 0,21 0,13 6,94 0,68 1,92 0,60 1,33.102 99,95




» Ascentis Express HILIC

Tabul’ka P14: Retenéné charakteristiky fenolickych kyselin v rezime HILIC (90 — 98% ACN); kolona Ascentis
Express HILIC, tm (toluén) = 0,155 min, Fn = 1 ml/min, k — vypoé&itané podla rovnic (4), (6), (7) , N — vztiahnuté
na kolonu

FENOLICKE KYSELINY
KYSELINA @0 tr[min] K K k7 N
10 0,46 1,94 1,95 2,88 1100
GALL 7 1,40 8,03 7,77 6,28 1400
5 3,07 18,80 19,52 13,07 2100
2 12,35 78,64 77,66 96,3 10200
10 0,32 1,05 1,00 1,32 -
VAN 0,56 2,64 2,70 2,32 600
0,94 5,05 5,24 3,97 1200
2,47 14,92 14,18 17,04 1700
10 0,79 4,12 5,18 6,46 -
KAV 7 2,06 12,32 9,22 8,68 -
2,61 15,86 13,55 11,48 -
3,24 19,88 24,14 24,56 1000
10 0,40 1,56 1,55 2,09 -
HPA 0,87 4,61 4,53 3,82 1500
1,54 8,94 9,24 6,74 -
4,39 27,33 26,93 31,71 1500
10 0,38 1,46 1,43 1,82 -
SYR 0,73 3,68 3,70 3,12 500
1,15 6,40 6,97 5,18 1000
3,04 18,67 18,00 26,67 1500
10 0,31 1,01 0,99 1,29 -
FER 7 0,56 2,61 2,57 2,22 ]
0,87 4,61 4,86 3,69 700
2,21 13,23 12,67 14,87 1000
10 0,32 1,04 1,05 1,55 -
PRO 7 0,82 4,30 4,03 3,31 100
1,63 9,49 9,89 6,78 -

2 6,16 38,72 38,02 47,73 2200




10 0,16 0,06 0,08 0,11 1600

SAL 0,20 0,28 0,19 0,17 2000
0,22 0,42 0,34 0,27 2800

0,25 0,59 0,80 0,83 -

10 0,25 0,63 2,71 2,82 -
<IN 7 0,62 2,97 6,82 6,38 600
5 0,97 4,64 12,63 13,78 700
2 2,41 14,55 31,81 112,37 1000

10 0,20 0,29 2,31 2,40 .
0,56 2,59 6,11 5,67 1300

PHB
0,87 4,64 1167 12,75 1400
2 2,29 13,79 30,82 11602 1900
10 0,18 0,13 2,28 2,34 1400
7 0,55 2,52 6,29 5,76 1000
KUM
5 0,89 4,72 12,40 1345 1400
2 2,41 14,54 3431 13533 900
10 0,64 3,14 3,05 3,24 600
1,78 10,44 11,37 10,10 1300
CHLG

4,60 28,68 2735 29,53 4200

TabuPka P15: Parametre a korelacné koeficienty (R?) fenolickych kyselin zavislosti log k = f (prz0) a log k = f
(log @H20) v rezime HILIC

KYSELINA  m g a P20 R? g0 Mloggrzo  alogpro  RZlog grzo
GALL -19,99 2,29 0,99 -2,18 -1,72 0,95
VAN -14,41 1,44 0,99 -1,59 -1,47 0,96
KAV -8,36 1,55 0,86 -0,83 -0,02 0,68
HPA -15,49 1,74 0,99 -1,69 -1,37 0,95
SYR -13,74 1,53 0,99 -1,51 -1,25 0,96
FER -13,86 1,38 0,99 -1,52 -1,41 0,96
PRO -19,50 1,97 0,99 -2,13 -1,94 0,94
SAL -12,41 0,15 0,87 -1,24 -2,19 0,69
SIN -13,37 1,77 0,93 -2,29 -1,84 0,97

PHB -14,06 1,77 0,92 2,41 -2,03 0,97




KUM -14,73 1,83 0,92 -2,52 -2.15 0,97

CHLG -19,06 2,39 0,99 -3,19 -2,68 0,99

Tabul’ka P16: Retenéné charakteristiky flavonoidovych zli¢enin v rezime HILIC (90 — 98% ACN); kolona
Ascentis Express HILIC, tm (toluén) = 0,155 min, F, = 1 ml/min, k — vypoé&itané podl'a rovnic (4), (6), (7), N —
vztiahnuté na kolonu

FLAVONOIDOVE ZLUCENINY

FLAV. ,
QH20 tr [min] Ka Ke k7 N
ZL.
10 0,29 0,88 0,78 1,12 -
7 0,57 2,69 3,00 2,43 800
ESK
5 1,19 6,70 7,35 5,05 1100
2 5,08 31,77 28,22 36,88 1600
10 0,27 0,76 0,68 0,95 -
7 0,49 2,13 2,49 2,01 -
HES
5 1,03 5,66 5,92 4,04 500
2 3,76 23,25 21,62 27,16 7400
10 0,19 0,19 0,15 0,21 -
P 7 0,21 0,34 0,56 0,46 -
5 0,38 1,47 1,37 0,95 -
2 1,10 6,07 5,26 7,09 -
10 0,28 0,83 0,65 0,93 -
NAR 7 0,44 1,85 2,67 2,13 -
5 1,17 6,54 6,85 4,63 1000
2 5,34 33,46 28,21 38,43 1000
10 0,18 0,14 0,14 0,21 -
KAT 7 0,25 0,61 0,53 0,44 2100
5 0,34 1,21 1,24 0,87 -

2 0,84 4,43 4,53 5,52 -




10 0,17 0,12 0,10 0,14 2100
HKUM 7 0,21 0,35 0,33 0,27 2500

5 0,24 0,52 0,71 0,50 900

2 0,58 2,72 2,23 2,80 -

10 0,19 0,24 0,25 0,27 -
QUER 7 0,40 1,56 1,42 1,20 -

5 0,82 4,30 4,53 4,88 -

2 - - - - -

10 0,17 0,08 0,09 0,11 -
MOR 7 0,30 0,91 0,65 0,54 -

5 0,46 1,94 2,34 2,51 -

2 - - - - -

TabuPka P17: Parametre a korelatné koeficienty (R?) flavonoidovych zlugenin log k = f (prz0) a log k = f (log

©H20) v rezime HILIC

FLAV.ZL. M ph2o a g0 R? g0 Mlog g0 aloggrzo  RZlog pheo

ESC -19,47 1,84 0,99 2,17 -2,12 0,98
HESP -18,76 1,71 0,99 -2,08 -2,10 0,97
EPI -19,44 1,11 0,95 2,19 -2,87 0,96
NAR -20,48 1,86 0,97 -2,31 -2,34 0,98
KAT -18,70 1,03 0,99 -2,02 -2,69 0,93
HKUM -16,62 0,68 0,99 -1,87 -2,73 0,98
QUER -25,27 1,92 0,97 -4,18 -4,75 0,93
MOR -27,832 1,76 0,99 -4,55 -5,52 0,98




Tabul’ka P18: Reten¢né charakteristiky nukleovych baz v rezime HILIC (90 — 98% ACN); kolona: Ascentis
Expres HILIC, tm (toluén) = 0,155 min, Fm = 1 ml/min, k — vypoé&itané podl'a rovnic (4), (6), (7), N — vztiahnuté
na kolénu

NUKLEOVE BAZY A NUKLEOZIDY

NUKL. B. QH20 tr [Min] ks Ke k7 N
10 0,18 0,00 0,00 0,01 2000
7 0,20 0,01 0,01 0,01 2500
THY
5 0,21 0,01 0,01 0,01 2800
2 0,24 0,01 0,01 0,01 1000
10 0,34 0,03 0,03 0,03 400
AD 7 0,46 0,05 0,05 0,05 400
5 0,61 0,07 0,08 0,06 -
2 1,22 0,17 0,15 0,17 600
10 0,51 0,06 0,05 0,07 500
U 7 1,07 0,14 0,15 0,13 1400
5 1,98 0,28 0,31 0,23 1500
2 6,59 1,00 0,93 1,14 500
10 0,51 0,05 0,05 0,06 900
7 0,83 0,11 0,12 0,10 1400
CYT
5 1,29 0,18 0,21 0,17 1500
2 3,97 0,59 0,52 0,63 2300
10 0,35 0,03 0,03 0,03 -
7 0,46 0,05 0,05 0,05 500
ADEN
5 0,63 0,07 0,08 0,07 600
2 1,31 0,18 0,16 0,19 1100
10 0,57 0,06 0,06 0,07 1000
7 1,16 0,16 0,17 0,14 1800
CTD
5 1,96 0,28 0,35 0,25 2000

2 7,93 1,21 1,04 1,28 3100




10 0,20 0,01 0,01 0,01 -

UR 7 0,21 0,01 0,01 0,01 700
5 0,22 0,01 0,01 0,01 -
2 0,29 0,02 0,02 0,02 -
10 0,32 0,03 0,02 0,03 -
0,41 0,04 0,04 0,04 -
2-DAD
0,51 0,06 0,06 0,05 -
2 0,83 0,11 0,10 0,11 1100
10 0,46 0,05 0,04 0,01 600
0,87 0,11 0,13 0,02 1300
2-DGU
1,51 0,21 0,27 0,04 1500
2 6,57 0,99 0,82 0,20 2900

TabulPka P19: Parametre a korela¢né koeficienty nukleovych baz zavislosti log k = f (@H20) a log k = f (1og ¢Hz0)
v rezime HILIC

NUKL. B. M phzo a g2 R2 g0 Mlog o alogpro  RZlog grzo

THY -5,56 -1,79 0,97 -0,60 -2,9 0,91
AD -9,48 -0,64 0,98 -1,07 -2.58 0,99
GU -15,67 0,28 0,97 -1,74 -2,90 0,99
CYT -12,87 -0,03 0,99 -1,46 -2,68 0,97
ADEN -9,59 -0,60 0,97 -1,09 -2,58 0,99
CTD -15,75 0,33 0,98 -1,77 -2,90 0,99
UR -5,74 -1,63 0,92 -0,67 -2,83 0,99
2-DAD -7,54 -0,86 0,98 -0,85 -2,40 0,98

2-DGU -16,31 0,24 0,97 -1,85 -3,85 0,99




OBRAZKY



» Ascentis Express OH5
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Obrazok P2: Zavislost’ retenéného faktoru (log k) fenolickych kyselin na logaritme koncentracie vody v mobilnej
faze (10g @H20) pre kolonu OH5 v rezime HILIC
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Obrazok P4: Zavislost’ retenéného faktoru (log k) fenolickych kyselin na logaritme koncentracie vody v mobilnej
faze (1og @H20) pre kolonu OH5 v reZzime RP
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Obrazok P6: Zavislost’ retenéného faktoru (log k) flavonoidovych zla¢enin na logaritme koncentracie vody v
mobilnej faze (10g @r20) pre kolonu OHS5 v rezime HILIC
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Obrazok P7: Zavislost retenéného faktoru (log K) flavonoidovych zlu¢enin na koncentracii vody v mobilnej faze
(@H20) pre kolonu OHS5 v rezime RP
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Obrazok P8: Zavislost retenéného faktoru (log k) flavonoidovych zlicenin na logaritme koncentracie vody v
mobilnej faze (10g QHao) pre kolonu OHS5 v rezime RP
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Obrazok P10: Zavislost' retenéného faktoru (log k) nukleovych baz a nukleozidov na logaritme koncentracie
vody v mobilnej faze (10g @n20) pre kolonu OH5 v rezime HILIC
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Obrazok P11: Vplyv vodnej frakcie, ¢ H20, v pufrovanej vodne-organickej mobilnej faze na retenény faktor, k,
fenolickych kyselin na kolone Ascentis Expres OH5; mobilna faza acetonitril-voda, rozsah zlozenia mobilnej faze:
90 - 98% ACN
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Obrazok P12: Vplyv vodnej frakcie, ¢ H20, v pufrovanej vodne-organickej mobilnej fdze na retenény faktor,k,
flavonoidovych zlti¢enin na kolone Ascentis Expres OHS; mobilna faza acetonitril-voda, rozsah zlozenia mobilnej
fazy: 90 — 98% ACN
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Obrazok P13: Vplyv vodnej frakcie, ¢ H20, v pufrovanej vodne-organickej mobilnej faze na retenény faktor, k,
fenolickych kyselin na kolone Ascentis Expres OH5; mobilna faza acetonitril-voda, rozsah zloZenia mobilnej fazy:
2—-98% ACN
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Obrazok P14: Vplyv vodnej frakcie, ¢ H20, v pufrovanej vodne-organickej mobilnej faze na retenény faktor, K,
flavonoidovych zlti¢enin na kolone Ascentis Expres OHS; mobilna faza acetonitril-voda, rozsah zlozenia mobilnej
fazy: 2 - 98% ACN
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Obrazok P15: Vplyv vodnej frakcie, ¢ H20, v pufrovanej vodne-organickej mobilnej faze na retenény faktor, k,
nukleovych baz na kolone Ascentis Expres OH5; mobilna faza acetonitril-voda, rozsah zloZenia mobilnej fazy: 2

» Ascentis Express HILIC
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Obrazok P16: Zavislost’ logaritmu retenéného faktoru (log k) fenolickych kyselin na koncentracii vody v mobilnej
faze (oH20) pre kolonu HILIC v rezime HILIC
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Obrazok P17: Zavislost’ logaritmu retenéného faktoru (log K) fenolickych kyselin na logaritme koncentracie vody
v mobilnej faze (10g @H20) pre kolénu HILIC v rezime HILIC
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Obrazok P18: Zavislost’ reten¢ného faktoru (log k) flavonoidovych zlt¢enin na koncentracii vody v mobilnej faze
(@H20) pre kolonu HILIC v rezime HILIC
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Obrazok P19: Zavislost’ retenéného faktoru (log k) flavonoidovych zli¢enin na logaritme koncentracie vody v
mobilnej faze (log @H20) pre kolonu HILIC v rezime HILIC

0,0
-0,5
-1,0
g
o0
o
-1,5
-2,0 ~
(@)
-2,5
0,015 0,035 0,055 0,075 0,095
P20
® THYMIN © ADENOSIN ©® GUANOSIN © CYTOSIN @ ADENIN
® CYTIDIN O URACIL ® 2D-ADENOSIN @ 2D-GUANOSIN

Obrazok P20: Zavislost retenéného faktoru (log k) nukleovych baz a nukleozidov na koncentracii vody v mobilnej
faze (r20) pre kolonu HILIC v rezime HILIC
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Obrazok P21: Zavislost retenéného faktoru (log K) nukleovych baz a nukleozidov na logaritme koncentracie
vody v mobilnej faze (10g @w20) pre kolonu HILIC v reZzime HILIC

» Ascentis Express OH5
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Obrazok P22: Gradientova separacia fenolickych kyselin na kolone OH5; MF (A) — voda + 10 mM octan amonny,
pH = 3; MF (B) - ACN + 10 mM octan aménny; Fm = 1 ml/min; gradient: 0 min — 98% MF (B), 15 min — 70%
MF (B); A =280 nm
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Obrazok P23: Gradientova separacia flavonoidovych zlic¢enin na kolone OH5; MF (A) — voda + 10 mM octan
aménny, pH = 3; MF (B) — ACN + 10 mM octan aménny; Fm = 1 ml/min; gradient: 0 min — 98% MF (B), 20 min
—70% MF (B); A = 280 nm
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Obriazok P24: Gradientova separacia nukleovych baz a nukleozidov na kolone OH5; MF (A) — voda + 10 mM
octan aménny, pH =3; MF (B) — ACN + 10 mM octan aménny; Fm = 1 ml/min; gradient: 0 min — 98% MF (B),
15 min — 70% MF (B); % = 280 nm
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Obrazok P25: Gradientova separacia ¢aju (Loyd Tea — Zeleny porciovany ¢aj) na kolone OH5; MF (A) — voda +
10 mM octan amoénny, pH = 3; MF (B) — ACN + 10 mM octan aménny; Fn = 1 ml/min; gradient: 0 min — 98%
MF (B), 15 min — 70% MF (B); A =370 nm
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Obrazok P26: Gradientova separacia piva (Branik svetly 10°) na koléone OH5; MF (A) — voda + 10 mM octan
amoénny, pH = 3; MF (B) — ACN + 10 mM octan amoénny; Fyn = 1 ml/min; gradient: 0 min — 98% MF (B), 15 min
—70% MF (B); A=370 nm
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Obrazok P27: Gradientova separacia fenolickych kyselin na kolone HILIC; MF (A) — voda + 10 mM octan

amonny,
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pH=3; MF (B) — ACN + 10 mM octan aménny; F, = 1 ml/min; gradient: 0 min — 98% MF (B),
70% MF (B); A =280 nm
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Obrazok P28: Gradientova separacia flavonoidovych zlugenin na kolone HILIC; MF (A) — voda + 10 mM octan

amonny,

pH = 3; MF (B) — ACN + 10 mM octan amonny; Fm = 1 ml/min; gradient: 0 min — 98% MF (B), 20 min

—70% MF (B); A =280 nm
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Obrazok P29: Gradientova separacia nukleovych baz a nukleozidov na kolone HILIC; MF (A) — voda + 10 mM
octan aménny, pH =3; MF (B) — ACN + 10 mM octan aménny; Fm = 1 ml/min; gradient: 0 min — 98% MF (B),
15 min — 70% MF (B); A = 280 nm
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Obriazok P30: Gradientova separacia ¢aju (Loyd Tea — Zeleny porciovany ¢aj) na kolone HILIC; MF (A) — voda
+ 10 mM octan aménny, pH = 3; MF (B) — ACN + 10 mM octan aménny; Fm = 1 ml/min; gradient: 0 min — 98%
MF (B), 15 min — 70% MF (B); A =370 nm
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Obrazok P31: Gradientova separacia piva (Branik svetly 10°) na kolone HILIC; MF (A) — voda + 10 mM octan
aménny, pH = 3; MF (B) — ACN + 10 mM octan amé6nny; Fr, = 1 ml/min; gradient: 0 min — 98% MF (B), 15 min
—70% MF (B); A =370 nm



