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Abstrakt

Fluorovana stacionarni faze vkoloné¢ Rtx-200MS byla charakterizovdna pomoci
systémovych konstant Abrahamovy rovnice. Retence na této fazi je fizena disperznimi a
orienta¢nimi/indukénimi silami. Vyznamny ptispévek interakce volnych elektronovych
part nebo m-elektront poskytuje unikatni selektivitu pro analyty s pifebytkem elektronové
hustoty. Neobvyklé chovani této fidze bylo odhaleno pomoci studia separa¢niho
mechanismu polarnich a nepolarnich latek, v porovnani s jejich separaci na polarni a
nepolarni koloné€. Toto chovani je dano stfedné velkou polaritou faze (systémova konstanta
s), kterd ale neni natolik vyrazna, aby pii tvorbé induk¢nich sil s nepolarnimi latkami rusila
jejich separaci. K tomu taktéz mize v nckterych piipadech pfispivat interakce volnych

elektronovych part ¢i n-elektront.

Klicova slova

fluorovana stacionarni faze Rtx-200MS, inverzni plynovéa chromatografie, LFER metoda,

Abrahamova rovnice
Abstract

Fluorinated stationary phase in Rtx-200MS column have been characterized by
determination of system constants of Abraham equation. Retention on this phase is driven
by dispersive and orientation/induction forces. Significant interaction contribution of lone
pair electrons or m-electrons provides unique selectivity for analytes with excess of electron
density. Unusual behavior of this phase have been determined by study of separation
mechanism of polar and nonpolar analytes, in comparison of their separation on polar and
nonpolar phases. This behavior is due to medium polarity of the phase (system constant s),
which is not so pronounced to cancel separation of nonpolar analytes due to induction
forces. In some cases contribution of lone pair electrons or m-electrons can contribute to

this separations.
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Seznam zkratek a symboll

A — acidita vodikové vazby

B — bazicita vodikové vazby

Cyze — rovnovazna molarni koncentrace analytu v mobilni fazi [mol-dm™]
Cs. — rovnovazna molarni koncentrace analytu ve stacionarni fizi [mol-dm™]
¢ - zbytkova interakce

E — ptebytecnd molarni refrakce

E.5 — celkova interakéni energie [J-mol™]

E,, — energie vodikovych mustka [J -mol']]

E; — energie disperznich sil [J ‘mol™]

E; — energie induk¢nich sil [J -mol'l]

E, — energie orienta¢nich sil [J-mol”]

e s, a b, I, v, c—regresni koeficienty Abrahamovy rovnice

F — Fisherovo kritérium

AGP®- standardni zména Gibbsovy energie [J-mol”]

K—rovnovazna distribu¢ni konstanta

k- reten¢ni faktor

L — dekadicky logaritmus rozdélovaciho koeficientu mezi n-hexadekan a vzduch pi1 25°C
LFER — linearni vztahy mezi Gibbsovou energii

MR — molarni refrakce [cm’* mol™]

N — pocet atomil v molekule

n — pocet analytl v sadé

QSPR — kvantitativni vztahy mezi strukturou a vlastnostmi

R — univerzalni plynové konstanta [8,314 J-K'+ mol™]

R, — pocet cyklia v molekule

R’ — nasobny korelagni koeficient

S — bipolarita/polarizovatelnost

S.D. — standardni odchylka

T — termodynamicka teplota [K]

ty — mrtvy retenéni Cas [min]

t, —retenni ¢as [min]

¥ — McGowaniv charakteristicky objem [(cm’* mol™)/100]



V; — vlastni objem molekuly [cm®- mol™]
WCOT - wall-coated open-tubular

o — selektivita stacionarni faze

S — tdzovy pomér kolony

n — index lomu



1 Uvod

Separace v plynové chromatografii je zaloZzena na rozdilné distribuci latek mezi
stacionarni (pevnd nebo kapalnd) a mobilni fazi (plynna). Tato distribuce je urCena
predev§im teplotou a interakci analytu se staciondrni fazi, protoze interakce analytu
s mobilni fazi je zanedbatelnid. Mobilni faze tedy slouzi pouze k transportu analyt napiic
kolonou, a nehraje roli v reten¢nim mechanismu. To lIze piredpokladat pouze za podminek
relativné nizkého tlaku na koloné¢, malych davkovanych objemi vzorku a
nizkomolekularniho plynu jako mobilni faze. Z toho vyplyva idedlni chovani smési plynu
(mobilni faze) a par analytu, kdy rozdilna selektivita pro riizné stacionarni faze je zajiSténa
pouze interakci analyt — stacionarni faze [1]. Znalost interak¢nich vlastnosti stacionéarni
faze a pochopeni retenéniho mechanismu riznych analytl na této fazi, mize byt vhodnym
nastrojem pro vybér kolony a pro optimalizaci podminek separce.

Rtx-200MS je kapilarni kolona ztavené¢ho kiemene typu WCOT (wall-coated
open-tubular) s trifluoropropylmethyl polysiloxanovou stacionarni fazi. Stejné jako vétSina
fluorovanych organickych latek, tak 1 zminénd stacionarni faze se chova neobvykle
v porovnani s nefluorovanymi latkami. V praxi se jednd piedevsim o fakt, kdy pii separaci
polarnich analyti se tato staciondrni faze chova jako polarni, avSak pifi separaci
nepolarnich analyti se naopak chova jako nepoldrni. Separuje tedy dobie jak polarni, tak
nepolarni latky, coz u jinych stacionarnich fazi neni bézné. Tato kolona je v posledni dobé

pouzivana zejména pro ucely analyzy perfluorovanych polutantii Zivotniho prostiedi [2].

Cilem této prace je studium a charakterizace interakci analyti se stacionarni fazi
trifluoropropylmethyl polysiloxan v komeréné dostupné kapilarni koloné¢ Rtx-200MS, a
odhaleni, které ze slabych mezimolekuldrnich interakci jsou touto fazi preferovany, a tudiz
se na retenci nejvice podileji. Prosttedkem k samotnému stanoveni byla zvolena

Abrahamova metoda LFER (z anglického Linear Free Energy Relationships).



1.1 Mezimolekularni interakce

Mezimolekularni interakce jsou nekovalentni interakce mezi atomy ¢i molekulami.
Jsou relativné slabé a jsou zdkladni hnaci silou mnoha dé&jii v chemii, fyzice a biologii.
V zéklad¢ se jednd o elektrostatické pritahovani mezi neutralnimi casticemi, které nemaji
piimo naboj, ale pouze jeho distribuci — maji dip6l. Tento distribuovany ndboj poté vede ke
vzdjemnému slabému pfitahovani molekul nebo jejich funkénich skupin. Dipdly mohou
byt permanentni nebo indukované. Permanentni dipoly se vyskytuji v molekule vzdy,
dokonce 1 v nepfitomnosti externiho elektrick¢ho pole. Oproti tomu indukovany dip6l
vznika pouze v ptitomnosti vnéj$iho elektrického pole. Pro vznik indukovaného dipolu je
dilezitd vlastnost molekuly nazyvand polarizovatelnost. To je vlastnost molekuly, kdy
pritomnost vnéjSiho elektrického pole (ze sousedniho atomu nebo molekuly) vyvola
redistribuci jejiho vnitiniho ndboje ve sméru opacném k aplikovanému elektrickému poli.
Indukovany dip6l je poté umérny plvodnimu aplikovanému elektrickému poli a
polarizovatelnosti molekuly [3]. Ze skuteCnosti, ze veSkeré latky mohou existovat
v kapalném nebo pevném skupenstvi, je zifejmé, Ze mezimolekuldrni interakce mohou
existovat mezi vSemi molekulami [4]. VétSina latek mlZe interagovat prostfednictvim
nekolika typu interakci najednou, avSak néktera z nich mize byt ptevazujici. Typ interakce
urcuje predevSim struktura molekul. Jednotlivé typy interakci, vodikové mistky,
orientacni, induk¢ni, a disperzni sily, se od sebe li§i pfedevsim jejich silou, kterou mizeme

vyjadfit v jednotkach J/mol. Typické hodnoty energii interakci jsou zapsany v tabulce 1.1.

Tab.1.1: Typické hodnoty energii mezimolekularnich interakci [5].

. energie

interacke (k)/mol]
disperzni <<1
indukéni 1
orientacni 3
vodikovy mUstek 19

1.1.1 Orientacni sily

Tento typ mezimolekulové interakce Ize v literatuie nalézt pod ndzvem Keesomovy
sily ¢1 interakce typu dipdl-dipol. Principielné jde o elektrostatické ptitahovani dvou

permanentnich dipolti v molekulach. Musi vSak nejprve dojit k prostorové orientaci téchto
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dvou sousedicich dip6li, coZz je znacné€ naruSovano nahodnym tepelnym pohybem
jednotlivych molekul [6]. Dipol-dipol interakce je tedy vysoce zavisla na vzajemné pozici

obou interagujicich molekul [4] a proto jeji sila zna¢né zavisi na teploté.
1.1.2 Indukcni sily

Debyeovy sily neboli indukéni sily jsou interakci typu dipdl-indukovany dipol, kdy
permanentni dipdl jedné molekuly vyvola diky polarizovatelnosti druhé molekuly dipdl
v této sousedni molekule. Vznik indukovaného dip6lu a jeho interakce s permanentnim
dipélem je znazornéna naobr. 1.1. Oproti orientanim silam nejsou indukéni sily
prostorové zavislé na vzadjemné orientaci obou molekul. Z toho také vyplyva, ze nejsou

teplotn¢ zavislé [4].

Permanentni dipol v
jedne molekmle. .

Obr. 1.1: Interakce dipdl-indukovany dipdl. (Sipkou je zndzornéna velikost a smér dipdlového

momentu) Pfevzato a upraveno z [4].

1.1.3 Disperzni sily

Disperzni sily (Londonovy sily) jsou interakci typu indukovany dip6l-indukovany
dipol. Tento typ sil vznika na zaklad¢ neustalého pohybu elektronii, které mohou zaujmout
velké mnozZstvi pozic. Tak se vytvaii elektricka disymetrie, kdy molekula ma dipolovy
nebo multiplovy moment. Tyto dipdly poté mohou indukovat dip6ly v sousedni molekule
tim, Ze polarizuji jeho elektronovy oblak. JelikoZz indukované dipoly vtéchto dvou

sousedicich molekulach maji vii¢i sobé opacnou polaritu, za¢nou se slabé ptitahovat [6].
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Vznik takovychto indukovanych dipoli a jejich vzajemnd interakce je naznacena

na obr.1.2.

Indukovany dipol v
molekule. ..

__induluje dipol
v sousednd

molekale.

Obr.1.2: Polarizovatelnost a disperzni interakce. (Sipkou je zndzornéna velikost a smér dipélového

momentu) Pfevzato a upraveno z [4].
1.1.4 Vodikova vazba

Vodikova vazba neboli také vodikovy mistek je specifickou mezimolekularni
interakci, a patfi mezi nejsiln€j$i nevazebné interakce (viz Tab. 1.1). Tvoii se mezi
molekulami obsahujici vodikovy atom, pfimo kovalentn¢ vdzany na atomu s vysokou
elektronegativitou, a atomem jiné molekuly, ktery ma alespoii jeden volny elektronovy par.
Elektronegativnim atomem byva nejcastéji kyslik, dusik a fluor. Diky vysoké
elektronegativit¢ dochazi k posunuti elektronové hustoty smérem k tomuto atomu.
V disledku toho vznik4d na atomu vodiku parcialni kladny ndboj, ktery je ptitahovan
zépornym nabojem volného elektronového paru sousedni molekuly ¢i sousedni funkéni
skupiny. Mezi molekulovymi pary tvofici vodikové mistky rozliSujeme kyselinu vodikové
vazby a bazi vodikové vazby. Kyselinou je zde donor vodiku a bazi akceptor vodiku neboli
darce volného elektronového paru. Znazornéni intermolekularniho a intramolekularniho
vodikového mustku je na obr. 1.3. Stejn¢ jako orientacni sily, tak i vodikové mistky jsou
zavislé na vzadjemné poloze dvou interagujicich molekul. Proto jsou i1 vodikové mustky

teplotné zavislou interakci.
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Obr. 1.3: (A) Intermolekularni a (B) intramolekularni vodikovy mstek. Pfevzato a upraveno z [4].

1.1.5 Halogenova vazba

Jedna se opét o slabou mezimolekularni interakci, kterd je charakterem podobna
vodikoveé vazbé. Akceptorem elektronové hustoty je zde atom halogenu, ktery pii své
polarizaci ma parcialni kladny ndboj v podélném sméru osy kovalentni vazby a parcialni
zéporny ndboj ve sméru kolmém na tuto vazbu. Takovato distribuce elektronové hustoty
kolem kovalentné¢ vazan¢ho halogenového atomu vytvafi tzv. o-diru, kterd mé parcialni
kladny néboj, a zaporny pas s parcialnim zdpornym nabojem . Zaporny pas naboje jiného
atomu halogenu, volné elektronové pary a m-elektrony mohou interagovat se o-dirou. Sila
halogenové vazby klesd smérem k elektronegativnéjSim halogentim, které jsou zaroven
meéné polarizovatelné a nevytvari tak snadno distribuci elektronové hustoty. Disledkem
takovéto distribuce naboje je, Ze atom halogenu poté miize vystupovat jako akceptor
elektronového paru v halogenové vazbé, avSak miZe zaroven vystupovat jako donor

elektronového paru ve vodikové vazbé [7,8].
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Pokud molekula interaguje s molekulami ve svém okoli, U€astni se toho veSkeré
mozné typy interakci, které tyto molekuly mohou vzajemné poskytnout. Celkovou energii

interakce molekuly A s okolni fazi B mizeme zapsat nédsledujici obecnou rovnici 1,
Ewp=FEs+E, + Ei+ Egp (1)

kde E 45 je celkova interak¢ni energie mezi molekulami A a B, E, je energie disperznich sil,
E, je energie orientacnich sil, E; je energie indukcnich sil a E,, je energie vodikovych
mustkld. Obvykle ale nejsou jednotlivé interak¢ni energie k dispozici, proto tuto rovnici
v praxi nelze pouzit. Podobné zndzornéni celkové interakéni energie ukazuje teorie
skupinovych interakci. Pokud je molekula A napiiklad diethylether nekonecné ziedény
v n-hexanu (molekula B), pak celkova interakéni energie molekuly A s molekulou B je
dana souctem interakénich energii vSech methylovych skupin ( Ecpzp), vSech
methylenovych skupin (Ecu2-5) a etherického kysliku (£.0..5) s okolnimi molekulami B. To

lze opét zapsat do rovnice,
Eap = Ecuzpt Ecros + E0-5 (2)

takovou rovnici lze zapsat pro jakoukoliv molekulu A a jakoukoliv okolni fazi B [6].
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1.2 Retence v plynové chromatografii

Miru afinity analytu ke stacionarni fazi Ize vyjadfit zejména pomoci rovnovazné
distribu¢ni konstanty Kj, ktera je definovana jako pomér rovnovaznych koncentraci analytu
ve staciondrni a mobilni fazi. Tato konstanta je urcena teplotou a energii interakci molekul
analytu se staciondrni, piipadné 1 mobilni fazi. V praxi se €asto pouziva misto distribu¢ni
konstanty reten¢ni faktor &;’, protoze k hodnoté K; je navic zapotiebi znat pomér objemu
obou fazi v koloné¢, ten Ize vSak jednodusSe vypocitat z rozmért kapilarni kolony. Problém
ovSem nastavd v nerovnomérnosti naneseni stacionarni faze v koloné, respektive
v neznalosti této nerovnomeérnosti. Nepfesny fazovy pomér poté ovliviiuje hodnotu

distribu¢ni konstanty. Reten¢ni faktor lze jednoduse vypocitat z ndsledujici rovnice,

k=12 3)

tm

kde ¢ je retencni Cas latky 1 [min] a # je mrtvy retencni ¢as [min]. Lze ho rovnéz
definovat jako pomér celkovych latkovych mnozstvi analytu ve stacionarni fazi a v mobilni
fazi pfi rovnovaze [6]. Takovyto rovnovazny chromatograficky stav je znazornén na

obrazku 1.4.

s 5
S k e AV

m i m m

K=

o)
n
N

v

S

Obr. 1.4: Rovnovazny chromatograficky stav [9].

Mrtvy retencni ¢as zrovnice 3 je elucni Cas latky, kterd neni stacionarni fazi
zadrzovéna. Pro jeho stanoveni se vyuZzivaji tzv. pfimé nebo nepiimé metody. Primé
metody spocivaji v davkovani latky, kterd se nezadrzuje na stacionarni fazi a ktera je
zaznamenatelnd pfislusnym detektorem. Takovato idealni latka vSak neexistuje, pfesto
pouziti nékterych permanentnich plynt zarucuje vysledky s velmi malou chybou. Absenci
takové idedlni latky a Casté pouZzivani plamenoveé ioniza¢niho detektoru bylo impulzem pro

vytvoreni neptimych metod.
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Jednou z nich a nejvice pfijimanou metodou je linedrni metoda tfi homolognich n-

alkanti:
b= R R thy (4)
trs+ tRr1— 2tR2

kde tz: (x = 1, 2 a 3) je reten¢ni ¢as [min] homolognich uhlovodikt sn, n+l a n+2
uhlikovymi atomy [10]. Pro studium vlastnosti v chromatografickych méfeni je vhodné
odecitat retencni ¢as v maximu symetrického piku. Takto ziskand hodnota je rovnovaznou
termodynamickou vlastnosti systému [4]. Systém se vSak musi nachazet v tzv. idealnim
stavu, kdy plynna mobilni faze se chova a stlacuje jako idedlni plyn a staciondrni faze je
nestlacitelna. Zaroven se piedpokladd, Ze mobilni fdze neni zadrzovana stacionarni fazi,
rovnovaha je ustavena prakticky okamzité, je konstantni v kazdém bod¢& napti¢ kolonou a
analyt v obou fazich je nekonecné ziedén. V takovém ptipadé retence analytu kolonou
zavisi jen na interakci mezi analytem a stacionarni fazi. Rozdily v téchto interakcich jsou
zékladem plynové chromatografické separace [11]. V reZimu nekonecného ziedéni je

absorp¢ni isoterma definovana linearnim vztahem:
Cse = K Cye (5)

kde Cs. je rovnovazna koncentrace analytu ve staciondrni fazi [mol/l], Cys je rovnovazna
koncentrace analytu v mobilni fazi [mol/l] a K je rovnovazna distribucni konstanta. Ke
vzajemné interakci molekul nedochazi obvykle pokud vzdalenost jednotlivych molekul
analytu je vét§i nez 10 A. Pokud zvy$ime mnoZstvi analytu v koloné za uréitou mez, dojde
k tzv. ptedavkovani kolony, kdy se zvys$i koncentrace analytu a vzdalenost dvou molekul
je mensi nez zmitovana hodnota 10 A. V tomto pripadé spolu molekuly analytu interaguji

a absorp¢ni isoterma se méni na polynomicky tvar,
Cse =KCye +KCo+ - +KCl (6)

kde K’ je rovnovazna distribu¢ni konstanta vztahujici se k interakcim mezi molekulami
analytii. V piipadé€ nelinedrni absorpcni isotermy je retencni ¢as v maximu piku zavisly na

velikosti vzorku, respektive jeho koncentraci a piky jsou nesymetrické [12, 13].
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1.3 Abrahamuv LFER model

LFER je zkratkou z anglického Linear Free Energy Relationships (linedrni vztahy
mezi Gibbsovou energii) a je podmnozinou kvantitativnich vztahti mezi strukturou a
vlastnostmi molekul (Quantitative Structure — Properties Relationships, QSPR). Model je
konstruovany predevs$im pro predikci a charakterizaci procestt spojenych s rozdélovanim
latek mezi dv€ nemisitelné fadze. Hojné je vyuzivany pro charakterizaci separacnich
systémi v chromatografickych metodach. Lze ho vSak pouzit i pro popis biologickych ¢i
biochemickych procesi, jako je pronikani léciv €i drog skrz hematoencefalickou bariéru
nebo kizi. UzZiteCnym nastrojem se miiZze stat naptiklad 1 pfi toxikologickém hodnoceni
environmentalnich polutanti [14, 15] ¢1 jako podpora pii objasiiovani struktury analytt
[34]. Spravné pouzity model poskytuje zplisob odhadu relativnich pitispévki jednotlivych
typi slabych mezimolekularnich interakci k celkové zméné Gibbsovy energie procesu
pirechodu latky mezi dvéma fazemi. Tato celkova zména Gibbsovy energie je dana
souctem energii jednotlivych interakci Gi€astnicich se procesu. Tuto skutecnost lze zapsat

analogicky dle rovnice 1 nasledovné,

AG®  AG +AGY +AGR),
RT RT

(7

kde AG je celkova zména standardni Gibsovy energie [J - mol'], AG,’, AGpo a AGp, jsou
standardni zmény Gibbsovych energiich interakci disperzniho typu, orientacnich a
induké&nich interakci a vodikovych miistkd [J - mol™], R je univerzalni plynova konstanta
[8,314 J - mol" - K] a T je termodynamicka teplota [K]. Pokud tuto rovnici upravime
pomoci zdkladnich vztahii mezi rovnovaznou konstantou a Gibbsovou energii (za
predpokladu rovnovahy je AG=0):

AG° = —RT InK (8)

K=k"-p )

kde K je rovnovaznd konstanta procesu, k' je chromatograficky reten¢ni faktor a f je

fazovy pomér chromatografické kolony, ziskdme nasledujici tvar rovnice.

0

logk = — —log B (10)

2,303RT
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Nyni jsme dostali linedrni vztah mezi /og k" a zmé&nou Gibbsovy energie, coz je zdkladem

Abrahamovy rovnice pro ptechod latky z plynné faze do kapalné,

logSP =c+eE+sS+aA+bB+IL (11)
a pro rozdélovani mezi dvé kapaliny,

logSP =c+eE+sS+aA+bB+vV (12)

kde SP je vlastnost latky spjatd se zménou Gibbsovy energie. Pi1 chromatografickych
studiich se za SP dosazuji chromatografické vlastnosti latek, jakou je reten¢ni faktor 4,
relativni retencni €as tg.;, nebo distribucni pomér K. Velké koeficienty E, S, 4, B, L, V jsou
deskriptory popisujici interakéni vlastnosti analytu. Malé koeficienty e, s, a,b, [, v, ¢ jsou
pro dany systém a teplotu konstantni. Popisuji interakéni vlastnosti systému a stanovi se na
zéklad¢ vicerozmérné linearni regrese. V pifipadé plynové chromatografie popisuji
interak¢ni vlastnosti dané staciondrni faze [1, 4, 16, 17]. Popis a vyznam jednotlivych
deskriptorti a systémovych konstant je uveden v podkapitolach 1.3.1 a 1.3.2.

Abrahamliv model je zaloZzen na teorii kavity, kterd popisuje proces solvatace a
kterou lze rozdé€lit na tii samostatné teoretické kroky:
(1) V prvnim kroku molekula A piechdzi z faze 1 do faze 2, na zaklad¢ své vétsi afinity
k f4zi 2. Pii tomto procesu se nejprve vytvoii ve fazi 2 prostor zvany kavita, ktery je svou
velikosti umérny molekule A. To zahrnuje rozruseni interakci mezi molekulami faze 2, coz
vyzaduje dodani energie, a proto se jedna o endoergicky proces.
(2) Druhy krok zahrnuje vlozeni molekuly A do vzniklé kavity ve fazi 2 a reorganizaci
molekul faze 2 do jejich rovnovdznych pozic pro interakci s molekulou A. Zména
Gibbsovy energie této reorganizace je obvykle nevyznamna.
(3) Vtretim kroku zac¢nou ptisobit mezimolekularni interakce mezi molekulou A a
molekulami faze 2. Tyto interakce jsou exoergického charakteru a podporuji proces vstupu
molekuly A do faze 2 [4, 16]. Celkovy solvatacni proces a jeho jednotlivé kroky jsou

znazornény na obr. 1.5.
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Obr. 1.5: Schématické znazornéni procesu solvatace latky A ve fazi 2. Pfevzato a upraveno z [4].

1.3.1 Deskriptory

Deskriptory obecné jsou parametry popisujici molekularni strukturu. V piipadé

chromatografického procesu tzce souvisi s retenci a poskytuji popis jejiho mechanismu na

molekuldrni Grovni [29]. Deskriptory v Abrahamové rovnici E, S, 4, B, L, V (viz. rovnice

11 a 12), jsou vstupnimi hodnotami do vicerozmérné linearni regrese. V pribéhu historie

se vyvijely definice deskriptorti a také predev§im znaky, kterymi se jednotlivé deskriptory

zapisuji. Casovy vyvoj koncem dvacatého stoleti je zndzornén v tabulce 1.2.

Tab. 1.2: Historicky vyvoj deskriptord v Abrahamové rovnici [4].

obdobi 20. stoleti

deskriptory

charakteristika

konec 80. let

pocatek 90. let

konec 90. let

* H H 16
Tc27a27ﬁ23R23L’

Vi

Y, Zo", B, R,
L'® v

S,AB,E, L,V

pavodni deskriptory, ;"

solvatochromicky zaloZeny, 1:1

vodikoveé mustky

plynové chromatograficky zalozené

deskriptory a zahrnuti vicenasobnych

vazebnych mist pro vodikové mistky

pouze nové symboly
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Tyto deskriptory prosly zna€nou inovaci zejména na pocatku 90. let dvacatého
stoleti. Proto je velice dilezité, aby byl bran zietel na konzistenci deskriptord, které
vybirdme z literatury pro sadu testovacich latek. Mohlo by totiz snadno dojit k promichani
naptiklad hodnot pivodniho deskriptoru m," s hodnotami inovovaného " (neboli S dle
nového znaceni). Oba deskriptory jsou rozdiln¢ definované a jejich hodnoty se pro totozné
latky lisi.

Prebytecna molarni refrakce E je definovana jako molarni refrakce analytu minus
molarni refrakce hypotetického n-alkanu o stejném charakteristickém objemu. Je
konstruovana za tcelem vystihnout interakci polarizovatelnych elektroni v molekule a
zaroven vylouc¢it disperzni Cast, ktera je jiz obsazena v parametru L [18]. Je tedy mirou
polarizovatelnych elektronii v molekule a odrazi schopnost molekuly interagovat s okolnim
prostfedim prostfednitvim volnych elektronovych part a n-elektronti [16]. Jiz z definice je
ziejmé, ze hodnoty deskriptoru £ pro n-alkany budou rovny nule, pro vice polarizovatelné
molekuly budou vétsi nez nula a pro molekuly méné polarizovatelné budou nabyvat
zapornych hodnot.

Parametr L je dekadickym logaritmem rozdélovaciho koeficientu mezi plynem a n-
hexadekanem pii1 25°C. Zahrnuje jak endoergicky ptispévek pii tvorbé kavity, tak 1
exoergicky ptispévek disperzni interakce [18]. Pro lepsi pochopeni tohoto parametru

z fyzikalné-chemického hlediska slouzi rovnice 13 [19], vysvétlujici jednotlivé ptispévky:

L = 0,16 — 3,25V,/100 + 0,165MR + 0,053u2 (13)

kde V; je vlastni objem molekuly, MR je moléarni refrakce a u je dipoélovy moment.
Zaporny koeficient objemu molekuly vysvétluje endoergicky d¢j pii formaci kavity,
zatimco kladné koeficienty ostatnich ptispévkll vedou k exoergickym interakcim mezi
konkrétni molekulou a n-hexadekanovou fazi. Zrovnice vyplyva, ze v pripadé latek
s permanentnimi dipoly, k hodnoté L ptispivaji kromé disperznich sil také v malé mire
induk¢ni sily.

Pro dé&je spojené s rozde€lovanim mezi dvé kapaliny se misto parametru L zatazuje
McGowantv charakteristicky objem V (viz. rovnice 12). Tento parametr je mirou
kavita¢niho efektu pii rozruSovani interakci mezi molekulami rozpoustédla, zahrnuje vSak
1 ptispévek disperznich sil [16].

Bipolarita/polarizovatelnost molekuly je vyjadfena pomoci deskriptoru S. Ten je

konstruovan k popisu interakci typu dipol-dip6l a dipdl-indukovany dipdl. V minulosti
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byla snaha tyto dvé vlastnosti oddélit do dvou samostatnych parametra, to se vSak ukazalo
jako nemozné [20]. Deskriptor Sje pro n-alkany definovan jako S=0, podobné jako
parametr £ . Proto muze deskriptor S nabyvat krom kladnych hodnot také hodnoty
zaporné.

Posledni z deskriptori Abrahamovy rovnice jsou parametry popisujici aciditu a
bazicitu latek. Parametr A popisuje schopnost latky tvofit vodikovy mdustek s okolnim
prosttedim prostiednictvim vlastniho vodikového atomu a tedy byt akceptorem
elektronového paru ve vodikové vazbé. Naopak parametr B popisuje schopnost latky tvofit
takovyto vodikovy mistek pomoci vlastnich volnych elektronovych parti (ptipadné
delokalizovanych m-elektronll) a tedy vystupovat jako donor elektronové hustoty ve

vodikové vazbé [4].

1.3.2 Systémové konstanty

Systémové konstanty e, s, a, b, [, ¢ 1ze stanovit vicerozmérnou linearni regresi a
charakterizuji vlastnosti separa¢niho systému. Obecné je kazd4d ztéchto konstant
definovana jako rozdil dané vlastnosti dvou prostfedi. V plynové chromatografii za
urcitych podminek piedpokladame, ze interakce mezi mobilni fazi a molekulami analytu je
nevyznamna, proto vtomto piipadé systémové konstanty vyjadiuji komplementéarni
vlastnost stacionarni faze uc€astnit se danych typt interakei [21].

Konstanta e odraZzi tendenci stacionarni faze interagovat s analytem prostiednictvim
jeho volnych elektronovych part a m-elektronti. Miru bipolarity/polarizovatelnosti
stacionarni faze vyjadiuje konstanta s, popisuje schopnost interagovat mezimolekularnimi
interakcemi dipolového typu. Konstanta a uruje miru bazicity staciondrni faze, schopnost
pfijimat vodik z molekuly analytu a tvofit s nim vodikovou vazbu. Oproti tomu konstanta b
urcuje miru kyselosti fAze a schopnost byt donorem vodiku ve vodikové vazbé. Kombinaci
prace potiebné pro vytvoreni kavity ve stacionarni fazi a schopnosti interagovat skrze
disperzni interakce vyjadifuje konstanta /. Jelikoz se latky v homologickych fadéach lisi
zejména v hodnotach deskriptoru L, konstanta / indikuje schopnost separovat Cleny
homologickych tad. Poslednim vyrazem rovnice je konstanta c, tj. usek na ose y.
Nezastupuje konkrétni typ interakce, ale zavisi na volbé zavisle proménné (SP) a jeho
hodnota zahrnuje piispévky kretenci, které nejsou vystihnuty ostatnimi parametry

v rovnici [4,22,23].
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Abrahamova rovnice (viz rovnice 11) je tvofena poctem soucind, které definuji
ptispévky mezimolekularnich interakci k celkové retencni charakteristice. Sou€in eE
definuje piispévek interakce volnych elektronovych part ¢i m-elektronli, sS zahrnuje
prispévek orientacnich a indukénich sil, a4 a bB jsou ptispévky vodikovych miustkl a
soucin /L je mirou piispévku disperznich interakci a formovani kavity [21]. Velkéd pismena

odpovidaji analytu a mala staciondrni fazi.

1.3.3 Uréeni deskriptor(

Deskriptory pro jednotlivé latky nejCastéji ziskavdme z literatury a raznych
databazi. Piestoze se mnozstvi latek, jejichz deskriptory jsou znamé, stile rozsituje,
muzeme se setkat s latkami, jejichz hodnoty deskriptora jesté nejsou znamy. Jednotlivé
deskriptory lze stanovit n¢kolika v principu velmi podobnymi zpisoby. Deskriptor £ se
primarné stanovuje vypoctem z experimentalné ziskanych hodnot indext lomu pii 20°C

(sodikovy dublet, 598 nm) na zéklad¢ rovnice:

n?-1
n%+2

E= 10V( ) — 2,832V + 0,526 (14)

kde # je index lomu, E je piebytetnd molarni refrakce [(cm’: mol')/10] a Vje
McGowantv charakteristicky objem [(cm’-mol")/100], ktery se vypoditd na zakladd

ptispévkil jednotlivych atomil, vazeb a kruhii v molekule podle rovnice:

V= [X(prispévek atorf(;io)—6,56(N—1+Rg)] (15)

kde N je celkovy pocet atomi v molekule a Rg je pocet cykli v molekule. Ptispévky
jednotlivych atomt lze nalézt v literatute [24].

Tento ptistup vSak vyzaduje Cisté a kapalné latky pti 20°C. Absence Cistych latek a
zejména pevné skupenstvi piti 20°C bylo impulsem pro vytvofeni softwart pro predikci
indext lomu (naptiklad ChemSketch od Advanced Chemistry Development, jehoz balicek
Absolv predikuje zaroven 1 hodnoty vSech deskriptorii z rovnice 11 a 12). Deskriptory E a
V' jsou jedinymi, které se stanovuji pfimo vypoctem, ostatni se nejcastéji stanovuji na
zéklad¢ zpétného vypoctu z Abrahamovy rovnice. Rozsifené je zejména stanoveni pomoci
plynové chromatografie, kdy na zékladé znamych systémovych konstant pro danou
stacionarni fazi a retenCni charakteristiky konkrétni latky lze deskriptory vypocitat.

Deskriptor L se primarné stanovuje zjeho definice jako dekadicky logaritmus
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rozdé&lovaciho koeficientu dané latky na hexadekanové stacionarni fazi pti 25°C. Lze ho
v8ak stanovit pomoci jinych nepolarnich stacionarnich fazi za teploty vétsi nez 25°C, kdy
s~a=b=0 a hodnota E je jiz znama. Obvykle se ktomuto ucelu pouziva
poly(methyloktylsiloxan), ktery poskytuje nejlepsi vysledky. Lze vSak také pouzit
poly(dimethylsiloxan), ktery ale neni az tak vhodny, diky jeho vyznamnym hodnotam
systémovych konstant a a s. Poté ndsleduje stanoveni deskriptoru S, k tomu se vyuziva
polarnich stacionérnich fazi za podminek kdy prispévek vodikovych mistki 1ze ignorovat.
Zejména vhodné jsou staciondrni faze, jejichZz pomér konstant s/a je velky. Naopak polarni
stacionarni faze s velkym pomérem a/s je vhodny pro stanoveni deskriptoru A. Deskriptor
B obvykle nelze pomoci plynové chromatografického méteni na béZnych stacionarnich fazi
stanovit, coz vyplyva z faktu, Zze pouze velice omezené mnoZzstvi stacionarnich fazi pro
plynovou chromatografii ma kysely vodik pro tvorbu vodikové vazby s analyty, a tudiz
nenulovou hodnotu systémové konstanty b. K tomuto ucelu se Casto saha po znalosti
rozde€lovaciho koeficientu dané latky mezi vodu a organické rozpoustédlo [16, 25].

VysSe popsany zpusob stanoveni deskriptort Abrahamovy rovnice je nejcastéji pouzivany,
avSak neni zcela jedinou moZnosti. Lze naptiklad vyuZzit ptistupu skupinovych ptispévkil
[26, 27], predikce pomoci neuronové sité [28] nebo vypocet na zdkladé molekularni

struktury a jednoduchych vlastnosti [32].

1.4 Kvantitativni vztahy mezi strukturou a vlastnostmi

Hlavnim cilem vSech QSPR studii je nalézt matematicky model, charakterizujici
vztah mezi strukturou latek, ktera je popisovana pomoci jednoho nebo vice deskriptort, a
konkrétni studovanou vlastnosti. Tyto studie obecné piedpokladaji, Ze jakdkoliv vlastnost
latky je funkci jeji chemické struktury. Toho lze vyuzit naptiklad pro predikce riznych
fyzikalnich ¢i fyzikdlné-chemickych vlastnosti, jako je naptiklad bod varu nebo bod tani,
rozdé€lovaci koeficient mezi oktanol a vodu, ¢i pro predikci retencnich dat. V piipadée
chromatografie, modely zalozené na QSPR nejsou pfiili§ vhodné pro ucely identifikace
latek, ale mohou poslouzit, jako uzitecny nastroj pii studiu retencniho mechanismu nebo
pi1 optimalizaci separace slozitych smési [29,30].

Pro nalezeni matematického vztahu se hojné vyuzivd linedrni regrese (metoda
nejmensich ¢tvercll), to ovSem pouze pokud je vztah mezi zavisle proménnou a nezavisle

proménnymi linedrni. V opacném ptipad€ se voli jiné nelinedrni modelovani. Pokud
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zéavisle proménna zavisi na vice nez jedné nezavisle proménné, jednoducha linearni regrese
zde nesta¢i a pouziva se regrese ve vicerozmérném usporadani. Jejim vysledkem jsou
regresni koeficienty, vyjadiujici do jaké miry a kterym smérem dana nezavisle proménna
pfispiva k zavisle proménné. Model se poté statisticky hodnoti pomoci ndsobného
korelagniho koeficientu R’ standardni odchylky S.D. a Fisherovym kritériem F. Abychom
zajistili, ze vysledek vicerozmérné regrese nebude zavisly na sad¢é vstupnich dat
(deskriptorti), plati pro jejich vybér nékolik doporuceni. PredevSsim by méli hodnoty
deskriptorti zahrnovat Siroky prostor bez nadmérného shlukovani. Velikost sady latek se
doporucuje v poctu alespon 25-30. Méli bychom zamezit velké korelaci mezi jednotlivymi
deskriptory napii¢ sadou. To by mohlo zplsobit Spatnou identifikaci jednotlivych
prispévkll interakci. Hodnoty zéavisle proménnych by mély pokryvat rozsah alesponl
jednoho tadu. Latky museji byt pouzitelné za danych experimentalnich podminek,
specidlné u plynové chromatografie musi byt stabilni pti vySSich teplotach, lehce ziskatelné

ve vysokeé Cistot¢ a relativné levné [30,31].

1.5 Systémové konstanty riznych kolon

V odborné literatuie 1ze nalézt syst¢émové konstanty riznych kolon a stacionarnich
fazi ve velkém rozsahu jejich polarity. Nejvétsi sbornik zaméfeny na charakterizaci
kapilarnich kolon pro plynovou chromatogratii vydal Poole a kol. [21], kde je porovnavano
padesat kapilarnich kolon s riznymi stacionarnimi fazemi od riznych vyrobci. V tabulce
1.3 je vybrano Sest kolon s polysiloxanovymi stacionarnimi fizemi (nepolarni, stfedné
polarni, polarni, fluorovand) a jedna polyethylenglykolova stacionarni faze. Pro porovnani
konstant ¢ s kolonami o riznych fazovych pomérech, je v tabulce zatazena konstanta c’,
ktera vystihuje pouze interakci a neni zavisla na hodnoté fazového pomeéru, jak se ziejmé

z rovnice 16 a 17.

c=c —logp (16)

logk’=—logp +c +eE+sS+aA+bB+IL (17)



-24-

Tab. 1.3: Systémové konstanty vybranych kapilarnich kolon, teplota 100°C [21].

stacionarni faze e s a I C c
DB-1 dimethyl polysiloxan -0,02 0,23 0,22 0,56 -2,02 -0,11
DB-35  35% difenyl dimethyl 0,04 0,70 0,33 0,58 -2,51 -0,41
polysiloxan
DB-1301 6% kyanopropylfenyl dimethyl  -0,08 0,51 0,55 0,59 -2,11 -0,32
polysiloxan
DB-23 kyanopropylmethyl polysiloxan -0,06 1,60 1,63 0,50 -3,15 -0,75
SP-2340 biskyanopropyl polysiloxan 0,06 1,90 2,05 0,45 -3,22 -0,72
DB-200 dimethylmethyltrifluoropropyl  -0,39 1,12 0,21 0,51 -2,48 -0,39
polysiloxan

HP-20M polyethylenglykol 022 146 220 052 -319 -0,76
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2 Experimentalni ¢ast
2.1 Pouzité chemikalie

Hexan (=97%), methanol (=99,9%), acetonitril (99,9%), tetrachloroethylen
(=99,9%, vse od Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko), heptan (=99%), nonanol (=98%),
methylacetat (=99%), ethylacetat (=99%), etylbenzen (=99%, vSe od Fluka, Steinheim,
Némecko), oktan (>99%), nonan (99%), dekan (>99%), undekan (>99%), dodekan
(>99%), tridekan (>99%), hexanol (98%), oktanol (>99%), 2-butanon (>99%), 2-pentanon
(97%), 2-hexanon (98%),
2-heptanon (98%), 2-oktanon (98%), cyklohexanon (99,8%), propionitril (99%), nitroethan
(96%), nitropropan (98%), nitrobutan (99%), nitropentan (99%), oktanal (>99%),
ethylformiat (97%), pyridin (99%), fenol (99%), o-kresol (>99%), benzylalkohol (99%),
anilin (99,5%), benzaldehyd (>99%), benzonitril (99%), nitrobenzen (>99%, vSe od
Aldrich, Steinheim, Némecko), butanol (99,9%, Merck, Darmstadt, Némecko), benzen
(p.a.), toluen (99%), xylen (p.a., Lachema, Neratovice, Ceska republika), vodik (99,9%),
vzduch stlateny (oba od Linde, Praha, Czech Republic).

2.2 Pristroje

Pro vSechny analyzy byl pouzit plynovy chromatograf GC 8160 s plamenové
ionizaénim detektorem (Fisons Instruments Inc, Parkton, USA) vybaveny kapilarni
kolonou Rtx-200MS (30m, 0,25mm ID, tloustka filmu stacionarni faze 0,25um,
trifluoropropylmethyl polysiloxan, Restek, Bellefonte, USA) a autosamplerem AS 800
(Fisons Instruments Inc, Parkton, USA), signal z detektoru byl zesilovan pomoci

zesilovace EL 980 (Fisons Instruments Inc, Parkton, USA).

2.3 Ptiprava vzorkl

Pevné latky (fenol a o-kresol) byly navdzeny v mnozstvi 0,0049 g a 0,0029 g. Tyto
navazky byly rozpustény ve 2 ml hexanu ve sklenéné vialce. Takto vznikl zdsobni roztok,
ze kterého byl pro ptipravu vzorku odebran 10 pl a pfeveden do 990 pl hexanu. Vznikly
roztok byl analyzovan. Kapalné latky byly podle pfedbézné zmétenych retencnich Casii pti

100°C (kolona Rtx-200MS) rozdéleny do sedmi samostatnych skupin, tak aby piky
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jednotlivych latek ve skupindch nebyly piekryté a byla moZzna jejich jednoducha
identifikace. Jednotlivé skupiny a jejich €leny jsou zapsany v tabulce 2.1. Zasobni roztoky
jednotlivych skupin byly piipraveny do sklenénych vialek odpipetovanim 100 pl kazdé
latky do predem vypocitaného objemu piislusSného rozpoustédla, tak aby vysledny soucet
objemti byl 1 ml. Z takto ptipravenych zéasobnich roztoki bylo pro piipravu vzorku
odebrano 10 pl a pfevedeno do 990 pul piislusného rozpoustédla. Pii analyzach byl dban
zietel na symetri¢nost piki v chromatogramu (nikoliv na koncentraci samotnych vzorku),
proto v piipadé potteby byly vzorky jesté dale 100x fedény. K tomu dochdzelo zejména u
vzorkli skupiny ¢. 1 obsahujici n-alkany, a ktery byl pouzivan zejména ke stanoveni
mrtvého retencniho Casu. Tento vzorek byl, pro ucely kontroly, zatazovan pravidelné vzdy
na zac¢atku, v priibéhu a na konci kazdého dne méteni, ¢i po kazdé zméné experimentalnich

podminek.

Tab. 2.1: RozloZeni analyti ve skupinach a pouZita rozpoustédla

skupina 1 2 3 4 5 6 7
rozp. hexan methanol hexan methanol  methanol dekan methanol
heptan butanol benzen nitroethan acetonitril ethylformiat xylen
oktan toluen 2-butanon  nitropropan propionitril methylacetat benzylalkohol
nonan pyridin 2-pentanon  nitrobutan anilin ethylacetat oktanal
:; dekan ethylbenzen 2-hexanon nitropentan benzonitril nonanol
% undekan hexanol 2-heptanon tetrachloroethylen
dodekan oktanol cyklohexanon

tridekan nitrobenzen benzaldehyd

2-oktanon

2.4 Podminky analyzy

Plynové€ chromatografické analyzy byly provedeny isotermalné pti teplotach kolony
60, 70, 80, 90 a 100°C. Do injektoru byl vstiikovan pomoci autosampleru vzorek o objemu
0,1 pl, teplota injektoru byla 250°C, pritok plynu na oplachu septa byl 4ml/min a pratok
délicem toku 50ml/min. Nosnym plynem byl vodik s nastavenou hodnotou tlaku 55 kPa.
Teplota plamenové ionizaéniho detektoru byla 250°C, pomocnymi plyny pro detektor byly
vodik stlakem 50 kPa a vzduch o tlaku 90 kPa. Pritoky byly méfeny pomoci

bublinkového pritokoméru.
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2.5 Zpracovani dat

Signal z detektoru byl zaznamenavan pocitatovym programem Chrom-Card verze
1.19 a ve stejném programu byly vysledné chromatogramy zpracovany. VSechna méteni
byla opakovana tiikrat a opakovatelnost se pohybovala tfadové v desetinach procent.
Z namétenych dat byly vypocitany retencni faktory dle rovnice 3 a jejich dekadické
logaritmy, mrtvy retencni ¢as byl vypocitan na zaklad€ rovnice 4. Hodnoty log k" mensi
nez -0,75 byly ze sady dat odstranény, protoze tyto hodnoty jsou pfili§ zatizeny chybou
stanoveni mrtvého retencniho Casu [32]. Zbylé hodnoty /log k" byly spolu s hodnotami
deskriptorti uspofadany do matice pro vicerozmérnou linedrni regresi, pomoci niz byly
stanoveny systémové konstanty (regresni koeficienty) zrovnice 11. VeSkeré vypocty,
statistické zpracovani (na hladiné vyznamnosti a=0,05) a grafy byly vytvofeny v programu

Microsoft Office Excel 2007.
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Vicerozmérna linearni regrese

Pro sadu testovacich analytti byly vybrany latky raznych vlastnosti a funk¢énich
skupin, kdy hlavnim kritériem vybéru byla snadna pouzitelnost pro plynovou
chromatografii, dostupnost latky v ¢isté formée a zejména dostupnost deskriptorti v odborné
literatuie. Tyto latky a hodnoty jejich deskriptori jsou uvedeny v tabulce 3.1, jejich
experimentalni hodnoty /log &k’ pii teplotach 60, 70, 80, 90 a 100°C, méfeny na koloné Rtx-
200MS, jsou uvedeny v tabulce 3.2. Hodnoty z obou tabulek byly vstupnimi daty do
vicerozmérné linearni regrese. Deskriptor B byl ze vstupnich dat vyfazen, protoze parametr
kyselosti b byl shledan statisticky nevyznamnym. To je zifejmé jiz ze zékladni struktury
stacionarni faze, ktera neobsahuje zadny kysely vodik, viz obrazek 3.1, kromé
nevyznamného mnozstvi predpokladanych terminalnich hydroxylovych skupin.

V tabulce 3.3 jsou korela¢ni koeficienty mezi jednotlivymi deskriptory z tabulky
3.1. Z téchto hodnot je patrné, Ze hodnoty deskriptorti mezi sebou pftili§ nekoreluji a ve
vysledku tedy neruSi stanoveni piispévki jednotlivych interakci. Nejvétsi korelacni
koeficient byl nalezen mezi deskriptory E a S s hodnotou 0,58, kterd odpovida stiedné silné

korelaci.

Tab. 3.3: Korelaéni koeficienty mezi deskriptory.

E S A L
E 1,00
S 0,58 1,00
A 0,32 0,14 1,00
L 0,04 -0,39 0,15 1,00
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Obr. 3.1: Struktura stacionarni
faze v koloné Rtx-200MS dle
vyrobce. Pfevzato z [39].

Tab. 3.4: Rozsah vstupnich dat do vicerozmérné linearni regrese.

E S A L

nejnizsi 0,000 0,00 0,00 1,739

nejvyssi 0,955 1,12 060 6,156

rozdil 0,955 1,12 0,60 4,417
log k'

60°C 70°C 80°C 90°C 100°C
nejnizsi -0,675 -0,706 -0,726 -0,723 -0,675
nejvyssi 1,329 1,114 0,823 0,742 0,560
rozdil 2,004 1,819 1,550 1,465 1,235

Siln¢j$i korelace mezi témito dvéma deskriptory (£ a S) je dédna charakterem obou
deskriptorti a nelze ji ptili§ vyznamné ovlivnit. Rozsah hodnot z tabulek 3.1 a 3.2, jejich
hodnot retencnich faktor je v ptipadé¢ vSech studovanych teplot vétsi nez jeden fad a
s rostouci teplotou klesa. Z tohoto hlediska jsou pouzita data vhodna pro vicerozmérnou

regresi, viz. podkapitola 1.4.
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Tab. 3.1: Sada testovacich analytl, hodnoty deskriptor( a jejich zdroje.

E S A L zdroj
n-heptan 0,000 0,00 0,00 3,173 [35]
n-oktan 0,000 0,00 0,00 3,677 [35]
n-nonan 0,000 0,00 0,00 4,182 [35]
n-dekan 0,000 0,00 0,00 4,686 [35]
n-undekan 0,000 0,00 0,00 5,185 [21]
n-dodekan 0,000 0,00 0,00 5,684 [21]
n-tridekan 0,000 0,00 0,00 6,156 [21]
butanol 0,224 0,42 0,37 2,601 [35]
hexanol 0,210 0,42 0,37 3,610 [35]
oktanol 0,199 0,42 0,37 4,619 [35]
nonanol 0,199 0,446 0,336 5,097 [21]
2-butanon 0,166 0,70 0,00 2,287 [35]
2-pentanon 0,143 0,68 0,00 2,755 [35]
2-hexanon 0,136 0,68 0,00 3,286 [35]
2-heptanon 0,123 0,68 0,00 3,760 [35]
2-oktanon 0,108 0,68 0,00 4,257 [35]
Cyklohexanon 0,403 0,86 0,00 3,792 [35]
acetonitril 0,237 0,90 0,07 1,739 [35]
propionnitril 0,162 0,90 0,02 2,082 [35]
nitroethan 0,270 0,95 0,02 2,414 [35]
nitropropan 0,242 0,95 0,00 2,894 [35]
nitrobutan 0,227 0,904 0,042 3,383 [21]
nitropentan 0,212 0,906 0,033 3,897 [21]
oktanal 0,160 0,65 0,00 4,361 [35]
ethylformiat 0,146 0,66 0,00 1,845 [35]
methylacetat 0,142 0,64 0,00 1,911 [35]
ethylacetat 0,106 0,62 0,00 2,314 [35]
tetrachloroethylen 0,639 0,44 0,00 3,584 [35]
pyridin 0,631 0,842 0,000 3,006 [21]
benzen 0,610 0,52 0,00 2,786 [35]
toluen 0,601 0,52 0,00 3,325 [35]
ethylbenzen 0,613 0,51 0,00 3,778 [35]
m-xylen 0,613 0,52 0,00 3,839 [35]
p-xylen 0,623 0,52 0,00 3,839 [35]
o-xylen 0,663 0,56 0,00 3,939 [35]
fenol 0,805 0,89 0,60 3,766 [35]
o-kresol 0,840 0,86 0,52 4,218 [35]
benzylalkohol 0,803 0,878 0,406 4,251 [21]
anilin 0,955 0,96 0,26 3,934 [35]
benzaldehyd 0,813 1,025 0,00 4,006 [21]
benzonitril 0,742 1,120 0,00 4,053 [21]

nitrobenzen 0,871 1,11 0,00 4,557 [35]
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Tab. 3.2: Experimentalné ziskané hodnoty logaritmu retencniho faktoru na koloné Rtx-200MS.

log k

60°C 70°C 80°C 90°C 100°C
n-heptan -0,562 -0,706 - - -
n-oktan -0,259 -0,415 -0,554 -0,723 -
n-nonan 0,050 -0,122 -0,278 -0,447 -0,555
n-dekan 0,360 0,170 -0,002 -0,178 -0,308
n-undekan 0,669 0,462 0,274 0,086 -0,061
n-dodekan 0,978 0,753 0,549 0,348 0,184
n-tridekan 1,287 1,043 0,823 0,608 -
butanol -0,382 -0,525 -0,667 - -
hexanol 0,271 0,091 -0,080 -0,215 -0,375
oktanol 0,907 0,690 0,487 0,313 0,137
nonanol 1,223 0,992 0,771 0,572 0,394
2-butanon -0,286 -0,457 -0,574 -0,702 -
2-pentanon -0,001 -0,177 -0,314 -0,452 -0,550
2-hexanon 0,329 0,140 -0,017 -0,169 -0,292
2-heptanon 0,646 0,442 0,266 0,100 -0,044
2-oktanon 0,962 0,742 0,547 0,366 0,206
Cyklohexanon 0,740 0,544 0,374 0,214 0,075
acetonitril -0,468 -0,595 -0,702 - -
propionnitril -0,190 -0,332 -0,458 -0,557 -
nitroethan 0,034 -0,125 -0,271 -0,379 -0,507
nitropropan 0,300 0,129 -0,029 -0,156 -0,293
nitrobutan 0,617 0,430 0,256 0,110 -0,041
nitropentan 0,941 0,736 0,545 0,381 0,216
oktanal 0,925 0,718 0,520 0,343 0,191
ethylformiat -0,675 - - - -
methylacetat -0,621 - - - -
ethylacetat -0,369 - -0,662 - -
tetrachloroethylen - - - -0,490 -0,607
pyridin 0,083 -0,080 -0,248 -0,363 -0,517
benzen -0,460 -0,628 -0,726 - -
toluen -0,122 -0,272 -0,418 -0,518 -0,675
ethylbenzen 0,153 -0,014 -0,172 -0,304 -0,451
m-xylen 0,154 -0,006 -0,165 -0,297 -0,418
p-xylen 0,196 0,031 -0,131 -0,267 -0,393
o-xylen 0,295 0,127 -0,038 -0,177 -0,308
fenol 0,630 0,433 0,256 0,079 -0,073
o-kresol 0,862 0,653 0,464 0,283 0,115
benzylalkohol 0,901 0,698 0,471 0,328 0,181
anilin 0,774 0,577 0,397 0,235 0,075
benzaldehyd 0,851 0,648 0,471 0,305 0,158
benzonitril 1,042 0,840 0,654 0,486 0,322

nitrobenzen 1,329 1,114 - 0,742 0,560
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Vysledkem vicerozmérné linearni regrese jsou systémové konstanty, odpovidajici
regresnim koeficientim linearni rovnice a spolu se statistikou jsou uvedeny v tabulce 3.5,

3.6 a v tabulce 3.7 jsou uvedeny meze opakovatelnosti urcujici interval spolehlivosti.

Tab. 3.5: Vysledek regrese a statistika; kolona Rtx-200MS.

systémové konstanty statistika
t[°C] e s a I C c R? S.D. F n
60 -052 130 025 063 -2,59 -0,19 0,9976 003 3799 41
70 -049 125 0,23 060 -2,62 -0,23 0,9974 0,03 3130 38
80 -047 1,19 0,21 0,56 -2,64 -0,24 0,9975 0,02 3165 37
% -043 1,17 015 0,53 -2,67 -0,27 0,9957 0,03 1721 35
100 -0,42 1,12 012 051 -2,70 -0,30 0,9943 0,03 1132 31

R - nasobny korelacni koeficient, S.D. — standardni odchylka odhadu pfi regresi, F — Fisherovo kritérium, n — pocet latek

Tab. 3.6: Smérodatné odchylky stanoveni systémovych konstant

t[°C] e s a I C
60 0,02 0,02 0,03 0,01 0,03
70 0,02 0,02 0,03 0,01 0,03
80 0,02 0,02 0,03 0,01 0,03
90 0,02 0,02 0,03 0,01 0,03

100 0,02 0,02 0,03 0,01 0,04

Tab. 3.7: Meze opakovatelnosti systémovych konstant, na hladiné vyznamnosti a=0,05.

t[°C] e s a I C
60 0,04 0,04 0,06 0,01 0,05
70 0,04 0,04 0,06 0,01 0,05
80 0,04 0,04 0,05 0,01 0,05
90 0,04 0,04 0,06 0,01 0,07

100 0,04 0,05 0,06 0,02 0,08
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Hodnoty standardnich odchylek v tabulce 3.5 vyjadifuji miru pfesnosti odhadu zavisle
proménné pomoci regresniho vztahu, ktery byl ziskan. Jednotlivé regresni koeficienty byly
na zaklad¢ parového t-testu shledany jako statisticky vyznamné odlisné od nuly. Zatimco
pro testovani statistické vyznamnosti prolozeni funkce linearni rovnici jako celku je
pouzivano tzv. Fisherovo kritérium F, které testuje nulovou hypotézu, Ze vSechny
koeficienty maji stejnou nulovou hodnotu a tedy nemaji vliv na zavisle proménnou [36].
Pokud hodnota F' piekroci ur¢itou mez, pak nulovou hypotézu zamitame. V nasem piipadé
je tato mez v intervalu 2,63-2,74 (v zavislosti na poctu pouzitych latek), coz ziskané
hodnoty F mnohondsobné pievySuji, proto lze nulovou hypotézu zamitnout. Pomoci
ziskanych systémovych konstant 1ze pro kazdou studovanou teplotu sestrojit Abrahamovu
rovnici pro systém mobilni plynnd faze — staciondrni faze trifluoropropylmethyl
polysiloxan, ktera bude kvantitativné popisovat retenci. Tato rovnice bude mit tvar rovnice
11, kdy logaritmovanou zavisle proménnou bude reten¢ni faktor k. V ptipad¢ spravného
modelovani retence pomoci ziskané¢ Abrahamovy rovnice by mély hodnoty predikovanych
zavisle proménnych co nejvice odpovidat hodnotdm experimentalné ziskanym. To popisuji
standardni odchylky a ndsobny korela¢ni koeficient v tabulce 3.5.

Pro jednoduché zhodnoceni, zda je prolozeni linearnich funkci konzistentni
s naméfenymi daty, byla pouzZita graficka analyza residudlnich hodnot. Kdy residua
ziskané jako rozdil mezi hodnotami log k’ experimentalné¢ ziskanymi a vypoclitanymi
z Abrahamovy rovnice byly prolozeny do grafi proti vstupnim datim [36, 37]. Tedy proti
zévisle proménné log k’ a proti deskriptorim E, S, 4, L, viz obr. 3.2 az 3.6. RozloZeni
bodii vtéchto grafech nenaznacuje Zadny trend mezi residui a zavisle a nezavisle
proménnymi. Chyby jsou tedy ndhodné a nezdvislé na vstupnich datech. Na zakladé toho

1ze pfedpokladat kvalitni prolozeni vstupnich dat linedrni funkei.
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Obr. 3.2: RozloZeni residui vici zavisle a nezavisle proménnymi pro teplotu 60°C.
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Obr. 3.3: RozloZeni residui vici zavisle a nezavisle proménnymi pro teplotu 70°C.
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Obr. 3.4: RozlozZeni residui vlci zavisle a nezavisle proménnymi pro teplotu 80°C.
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Obr. 3.5: RozloZeni residui vici zavisle a nezavisle proménnymi pro teplotu 90°C.
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Obr. 3.6: RozloZeni residui vlci zavisle a nezavisle proménnymi pro teplotu 100°C.
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Nejvyssich hodnot systémovych konstant (viz. tabulka 3.5) dosahuje parametr s, coz je
dano silnym dipdélovym momentem vazeb C-CF; ve stacionarni fazi. V Abrahamové
rovnici je tedy prifazena nejvetsi vaha deskriptoru S, bipolarité/polarizovatelnosti molekuly
analytu. To ale nutné nemusi znamenat nejvétsi piispévky dipolovych interakci k celkové
celkovou schopnosti stacionarni faze ptijimat kysely vodik analytu a tvofit s nim vodikovy
mustek. Tuto schopnost maji ve studované stacionarni fazi atomy fluoru a kysliku. Zaporné
hodnoty konstant e jsou diisledkem tésné vazanych nevazebnych elektronovych pari na
atomech fluorti. Deskriptor £ je pro hypotetické n-alkany definovan jako E=0, takze
zaporna hodnota e poskytuje informaci, Ze dana stacionarni faze je méné polarizovatelna,
nez hypoteticky n-alkan. To je v disledku jiz zminénych tésné vazanych nevazebnych
elektronovych part, které jsou diky vysoké elektronegativité¢ atomu fluoru velmi mélo
polarizovatelné. Konstanta ¢ je usekem na ose y a jeji hodnoty jsou z ¢asti dany fazovym
pomérem chromatografické kolony a z Casti prispévky interakci, které nejsou vystizeny
pomoci zbylych Cleni Abrahamovy rovnice. Pfispévek téchto interakci je znazornén
pomoci konstanty ¢, kterd je nezavisla na rozmérech kolony, ale pfesnost jejiho vypoctu je

znacné ovlivnéna nepiesnostmi pii vypoctu fazového poméru.
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3.2 Teplotni zavislost systémovych konstant

Grafické znazornéni zavislosti jednotlivych systémovych konstant na teploté je

v obrazku 3.7 a parametry prolozeni ptimkou jsou uvedeny v tabulce 3.8.
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Obrazek 3.7: Teplotni zavislost systémovych konstant kolony Rtx-200MS

Tab. 3.8: Parametry linearni zavislosti systémovych
konstant kolony Rtx-200MS na teploté.

systémova smérnice - 10°

konstanta [°c] Usek i
e 2,8 -0,69 09784
s -4,3 1,56  0,9807
a -3,4 0,47 0,9587
I -3,1 0,81 09923
c -2,7 -0,03  0,9838

Tyto zavislosti jsou v intervalu studovanych teplot (60-100°C) linearni. Z grafu i z hodnot
smérnic je patrné, ze hodnoty systémovych konstant s rostouci teplotou klesaji, vyjimkou
je konstanta e, ktera naopak roste. S vyssi teplotou tedy ptispévky vodikovych mustkd,
dipolovych a disperznich interakci jsou mensi a celkova retence se sniZuje. Zatimco
ptispévky interakci z ptebytecné elektronové hustoty analytu steplotou rostou a tedy

z pohledu této interakce relativné zvySuji retenci oproti niz§im teplotam. Zaporné smernice
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jsou dusledkem zvySovani kinetickych energii (rotacni, vibracni) molekul s rostouci
teplotou, diky ¢emuz se mezimolekularni interakce oslabuji. Z termodynamického pohledu
je snizovani retence se zvysujici se teplotou patrné z van't Hoffovy rovnice pro exoergicke
déje. Oproti tomu kladnad smérnice konstanty e je ve smyslu kinetickych energii molekul
nelogickd. AvSak ptfedpokladd se, Ze pii vySSich teplotdch stacionarni faze véaze své
nevazebné elektronové pary méné tésné€ a ty jsou tedy vice polarizovatelné [31].

Smérnice vSech systémovych konstant stacionarni faze jsou fadové srovnatelné.
Avsak nejvyssi zavislost na teploté vykazuje konstanta s, bipolarita/polarizovatelnost. To
vyplyva z faktu, Ze interakce typu dipo6l-dip6l jsou oproti ostatnim interakcim, znacné
zéavislé na vzajemné orientaci dvou interagujicich molekul, které je se zvysujici se teplotou

narusSovana.

3.3 Retencni prispévky interakci

Zatimco koeficienty a ,s a [ poskytuji kladné ptispévky k retenci a4, sS a /L,
koeficient e poskytuje pfispévky v zaporném sméru (pokud je hodnota deskriptoru E
kladna). Cim vice ma konkrétni analyt polarizovatelngj$i nevazebné elektronové pary nebo
n-elektrony, tim je vice jeho retence snizovana na zéklad¢ jejich interakce se stacionarni
fazi. Poznatky o repulsni interakci mezi kovalentné vazanymi atomy fluoru a =-
elektronovym systémem publikoval jiz Kawahara a kol. [38]. MiZe to byt vysvétleno tak,
7e nevazebné elektronové pary na atomech fluoru ve stacionarni fazi jsou natolik tésné
vazané a nepolarizovatelné, Ze polarizovatelné elektrony jiné molekuly jsou fazi
odpuzovany. Naopak pokud analytem bude latka se zapornou hodnotou deskriptoru E, pak
kladny ptispévek eE bude zvySovat retenci. Toto nastavd zejména u vysoce fluorovanych
latek a kladny prispévek lze vysvétlit jako specifickou interakci mezi atomy fluord, ¢i jako
znamou poucCku similia similibus solvuntur. Ptiklady dvou fluorovanych latek, jejich
hodnoty deskriptorti a ptispévky interakci pti 100°C jsou v tabulce 3.9, spolu s porovnanim
s jejich nefluorovanymi analogy. Zaporny ptispévek eE u 2-propanolu je, vnesenim atomu
fluoru do molekuly, pfevracen na ptispévek kladny. Podobné je tomu 1 u butanu, ktery
z definice, neposkytuje ptispévek eFE, avSak jeho fluorinaci ziskdvadme ptispévek relativné

zvysujici jeho retenci na fluorované stacionarni fazi.
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Tab. 3.9: Deskriptory fluorovaného a nefluorovaného 2-propanolu a butanu a jejich pfispévky
interakci k celkové retenci na Rtx-200MS pfi 100°C. Deskriptory pfevzaty z [35].

deskriptory pfispévky interakci
E S A L ek sS aA IL
2-propanol 0,212 0,36 0,33 1,764 -0,09 0,40 0,04 0,90
hexafluoro-2-propanol  -0,240 0,55 0,77 1,392 0,10 0,62 0,10 0,71
butan 0,000 0,00 0,00 0,672 0,00 0,00 0,00 0,34
perfluorobutan -0,750 -0,76 0,00 0,343 0,31 -0,85 0,00 0,18

Atomy fluoru v molekule mohou mit i efekt na jiné interakce, napt. diky indukénimu
efektu dojde k nartistu piispévku vodikovych mistkd u 2-propanolu a zaroven poklesu
disperznich interakci, coz je zpiisobeno velmi malou polarizovatelnosti fluoru. Zaporny
ptispévek dipolovych interakci perfluorobutanu je dan samotnou definici deskriptoru S,
jenz je pro

n-alkany roven nule. Mén¢ polarizovatelny perfluorobutan nabyva tedy zapornych hodnot
tohoto deskriptoru a bude interagovat se stacionarni fazi prostfednictvim induk¢nich sil
meéné, nez n-alkan se stejnym molarnim objemem. Ptispévek indukéni interakce n-alkanu
je jiz zahrnuta v konstanté ¢ (respektive c¢”) a proto musi od ni byt odectena ptislusna
hodnota odpovidajici mensi polarizovatelnosti perfluorobutanu.

V tabulce 3.10 jsou uvedeny piispévky interakci latek ztestovaci sady se
stacionarni fazi v koloné Rtx-200MS a jejich procento zcelkové interakce. Nejvétsi
ptispévky tvofi disperzni interakce vyjadiend pomoci ¢lenu /L. Jiz z ptedesSlych publikaci
je znamo, Ze se tato interakce obecné z velké Casti podili na celkové interakéni energii
nejen mezi nepolarnimi latkami, ale 1 témi, které maji zna¢ny polarni charakter [4, 27].
Nulova hodnota ptispévku dipdlovych interakci (Clen sS) u n-alkanii ovS§em neznamena, ze
tyto latky neinteraguji se stacionarni fazi prostiednictvim induk¢nich sil. Jejich molekulu
lze permanentnim dipdlem ve stacionarni fazi polarizovat za vzniku indukovaného dipdlu.
Tato interakce je zahrnuta v konstanté ¢’ a proto je pfi posuzovani procentudlniho
prispévku interakce tato konstanta zahrnuta do ¢lenu (/L+c’), jako celkova interakce n-
alkanti. Zaroven je tak celkovy endoergicky ptispévek formovani kavity zahrnut v jednom
Clenu. Na retenci se také velkym dilem podileji orienta¢ni a indukéni sily, zatimco
vodikové miistky hraji minoritni roli. Pfispévek interakce volnych elektronovych part a =-
elektronti prispiva k retenci latek, v tabulce 3.10, v zdporném sméru, takze selektivné

sniZuje retenci analytli s prebytkem polarizovatelnych elektront v molekule.
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Nenabyva takové vyznamnosti jako dipolové a disperzni interakce, ale u latek s velkym
poctem polarizovatelnych volnych elektronovych parii nebo m-elektronti hraje dilezitou
roli. Piispévek eE u téchto latek nabyva hodnot, které jsou fddové srovnatelné s jejich
prispévkem sS, zatimco u ostatnich latek je tento piispévek tadové srovnatelny
s ptispévkem vodikovych mistkid a4. Obzvlast’ velkou roli mohou hrat interakce volnych
elektronovych parti a m-elektront v pfipad€é separace pozicnich izomerti aromatickych
latek. Takovym ptikladem uvedenym v tabulce 3.10 jsou ortho, meta a para xyleny. Jiz na
hodnotach jejich deskriptori, tak i na interakénich ptispévcich je ziejmé, Ze o-xylen se od
zbylych dvou li§i disperznimi a indukénimi interakcemi, na zdklad¢ kterych je od nich
separovan. AvSak meta a para xylen se od sebe 1i$i pouze rozlozenim elektronové hustoty
delokalizovanych m-elektroni (rozdilna hodnota deskriptoru E), takze jejich separace je
moznd jen na zaklad¢ interakce téchto elektronli se stacionarni fazi. V takovych ptipadech
hraje ptispévek eE nezastupitelnou roli pii separaci a fluorovana staciondrni faze v koloné
Rtx-200MS svymi relativné velkymi absolutnimi hodnotami konstanty e tuto separaci
dovoluje 1 za podminek relativné vysokych teplot. Je v§ak nutno dodat, Ze zdporna hodnota
eE muze 1 smyvat rozdil v retenci dvou latek, které by byly jinak rozdéleny na zakladé
ostatnich interakci. To =zalezi na velikostech jednotlivych pfispévki v konkrétnich
piipadech, respektive na vlastnostech jednotlivych analytt. Takovymi analyty mohou byt
napf. meta a para kresol, u kterych pokud vypocitame piispévky interakci, pak zjistime, Ze
prispévek disperznich sil, vodikovych mustkl, dipdlovych sil a jejich soucet se pii 100°C
1i$i. Hodnoty eE se mezi témito latkami taktéz 1iSi, ale ptiblizné o stejnou absolutni
hodnotu a v opacném sméru neZ ostatni interakéni ptispévky. To vede k ptiblizné stejné

retenci obou izomerq, které by se v piipad€ nevyznamného ptispévku eE separovali Iépe.

Tab. 3.10: Pfispévky jednotlivych interakci testovacich latek se staciondrni fazi Rtx-200MS a jejich
procento z celkové interakce pfi 100°C. Chybéjici hodnoty odpovidaji nule.

ek sS aA IL %eE %sS %aA  %(IL+c)
n-heptan - - - 1,63 - - - 100,00
n-oktan - - - 1,89 - - - 100,00
n-nonan - - - 2,15 - - - 100,00
n-dekan - - - 2,40 - - - 100,00
n-undekan - - - 2,66 - - - 100,00
n-dodekan - - - 2,92 - - - 100,00
n-tridekan - - - 3,16 - - - 100,00

butanol -0,09 0,47 0,05 1,33 -6,16 32,19 3,42 70,55
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Tab. 3.10: pokracovani

ek sS aA IL %eE %5S %aA  %(IL+c)
hexanol -0,09 0,47 0,05 1,85 -4,55 23,74 2,53 78,28
oktanol -0,08 0,47 0,05 2,37 -3,19 18,73 1,99 82,47
nonanol -0,08 0,50 0,04 2,61 -2,89 18,05 1,44 83,39
2-butanon -0,07 0,79 - 1,17 -4,40 49,69 - 54,72
2-pentanon -0,06 0,76 - 1,41 -3,31 41,99 - 61,33
2-hexanon -0,06 0,76 - 1,69 -2,87 36,36 - 66,51
2-heptanon -0,05 0,76 - 1,93 -2,14 32,48 - 69,66
2-oktanon -0,04 0,76 - 2,18 -1,54 29,23 - 72,31
Cyklohexanon -0,17 0,97 - 1,95 -6,94 39,59 - 67,35
acetonitril -0,10 1,01 0,01 0,89 -6,62 66,89 0,66 39,07
propionnitril -0,07 1,01 - 1,07 -4,09 59,06 - 45,03
nitroethan -0,11 1,07 - 1,24 -5,79 56,32 - 49,47
nitropropan -0,10 1,07 - 1,48 -4,65 49,77 - 54,88
nitrobutan -0,09 1,02 0,01 1,74 -3,78 42,86 0,42 60,50
nitropentan -0,09 1,02 - 2,00 -3,42 38,78 - 64,64
oktanal -0,07 0,73 - 2,24 -2,69 28,08 - 74,62
ethylformiat -0,06 0,74 - 0,95 -4,51 55,64 - 48,87
methylacetat -0,06 0,72 - 0,98 -4,48 53,73 - 50,75
ethylacetat -0,04 0,70 - 1,19 -2,58 45,16 - 57,42
tetrachloroethylen -0,27 0,49 - 1,84 -15,34 27,84 - 87,50
pyridin -0,26 0,95 - 1,54 -13,47 49,22 - 64,25
benzen -0,25 0,58 - 1,43 -17,12 39,73 - 77,40
toluen -0,25 0,58 - 1,71 -14,37 33,33 - 81,03
ethylbenzen -0,25 0,57 - 1,94 -12,76 29,08 - 83,67
m-xylen -0,25 0,58 - 1,97 -12,50 29,00 - 83,50
p-xylen -0,26 0,58 - 1,97 -13,07 29,15 - 83,92
o-xylen -0,28 0,63 - 2,02 -13,53 30,43 - 83,09
fenol -0,33 1,00 0,07 1,93 -13,92 42,19 2,95 68,78
o-kresol -0,35 0,97 0,06 2,16 -13,78 38,19 2,36 73,23
benzylalkohol -0,33 0,99 0,05 2,18 -12,74 38,22 1,93 72,59
anilin -0,40 1,08 0,03 2,02 -16,46 44,44 1,23 70,78
benzaldehyd -0,34 1,15 - 2,05 -13,28 44,92 - 68,36
benzonitril -0,31 1,26 - 2,08 -11,36 46,15 - 65,20
nitrobenzen -0,36 1,25 - 2,34 -12,29 42,66 - 69,62

Konstanta ¢’=-0,30

Smérnice zavislosti interak¢nich ptispévkl na teploté, pro latky ztestovaci sady
jsou uvedeny v tabulce 3.11. Tyto hodnoty jsou dany smérnici zavislosti konkrétni
systémové konstanty na teploté, viz. tabulka 3.8, a hodnotou deskriptoru konkrétniho

analytu.
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Tab. 3.11: Smérnice p zavislosti prispévku interakci na teploté (chybéjici hodnoty odpovidaji nule).

p - 10* (eE) p - 10% (sS) p - 10* (aA) p - 10° (IL)
[oC—1] [oC—1] [oC—1] [oC—1]
n-heptan - - - -96,9
n-oktan - - - -112,2
n-nonan - - - -127,7
n-dekan - - - -143,1
n-undekan - - - -158,3
n-dodekan - - - -173,5
n-tridekan - - - -187,9
butanol 6,3 -18,2 -12,5 -79,4
hexanol 5,9 -18,2 -12,5 -110,2
oktanol 5,6 -18,2 -12,5 -141,0
nonanol 5,6 -19,3 -11,4 -155,6
2-butanon 4,7 -30,4 - -69,8
2-pentanon 4,0 -29,5 - -84,1
2-hexanon 3,8 -29,5 - -100,3
2-heptanon 3,5 -29,5 - -114,8
2-oktanon 3,0 -29,5 - -130,0
Cyklohexanon 11,4 -37,3 - -115,8
acetonitril 6,7 -39,0 -2,4 -53,1
propionnitril 4,6 -39,0 -0,7 -63,6
nitroethan 7,6 -41,2 -0,7 -73,7
nitropropan 6,8 -41,2 - -88,3
nitrobutan 6,4 -39,2 -1,4 -103,3
nitropentan 6,0 -39,3 -1,1 -119,0
oktanal 4,5 -28,2 - -133,1
ethylformiat 4,1 -28,6 - -56,3
methylacetat 4,0 -27,8 - -58,3
ethylacetat 3,0 -26,9 - -70,6
tetrachloroethylen 18,0 -19,1 - -109,4
pyridin 17,8 -36,5 - -91,8
benzen 17,2 -22,5 - -85,0
toluen 17,0 -22,5 - -101,5
ethylbenzen 17,3 -22,1 - -115,3
m-xylen 17,3 -22,5 - -117,2
p-xylen 17,6 -22,5 - -117,2
o-xylen 18,7 -24,3 - -120,2
fenol 22,7 -38,6 -20,3 -115,0
o-kresol 23,7 -37,3 -17,6 -128,8
benzylalkohol 22,7 -38,1 -13,7 -129,8
anilin 27,0 -41,6 -8,8 -120,1
benzaldehyd 23,0 -44,4 - -122,3
benzonitril 21,0 -48,6 - -123,7

nitrobenzen 24,6 -48,1 - -139,1
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3.4 Neobvyklé chovani Rtx-200MS

Jednim zhlavnich cild této prace bylo vysvétlit neobvyklé chovani
trifluoropropylmethyl polysiloxanu, jako staciondrni faze pro plynovou chromatografii,
které neni bézné u jinych fazi, viz avod. Bylo tedy potteba porovnat mechanismy retence
na této fluorované stacionarni fazi s polarni a nepolarni fazi. Pro tento ucel byly sestaveny
dvé hypotetické smési obsahujici polarni i nepolarni latky (smés 1 a 2). Jejich retence na
kolon¢ Rtx-200MS byla porovnavéana sretenci na nejbéZnéj$i nepolarni koloné¢ DB-1
(dimethyl polysiloxan), a na nejb&zn¢jsi siln€ polarni koloné¢ SP-2340 (biskyanopropyl
polysiloxan). Tyto retence pii 100°C nebyly ziskdny experimentalnég, ale byly vypocitany
na zakladé¢ Abrahamovych rovnic a jejich koeficienty pro polarni a nepolarni kolonu byly
ziskédny z literatury. Tyto hodnoty jsou rovnéz uvedeny v tabulce 1.3. Latky do
hypotetickych smési byly vybrany tak, aby se za danych podminek polarni ¢i nepolarni
latky ve smésich neseparovali na koloné¢ opacné polarity. SloZeni téchto smési je
naznaceno v tabulce 3.12 a je patrné 1 z obrazku 3.8. Pro grafické znazornéni rozdilné
retence analytli na rozdilnych stacionarnich fazich byly vypocitdny hodnoty selektivity a,
jako dekadicky logaritmus z podilu (k;”/ k'), kde referencni latkou byl nejpolarnéjsi
analyt ze smési (acetonitril ve smési 1 a nitropropan ve smeési 2). Tyto hodnoty jsou
vyneseny vobrazku 3.8 a je znich patrné bézné chovani polarnich a nepolarnich
staciondrnich fazi, kdy polarni latky se dobie separuji na polarnich fazich a Spatné na

nepolarnich fazich a opacné je tomu u nepolarnich latek. Tento charakter je béZné znadm.
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Obr. 3.8: Selektivita tii stacionarnich fazi pro analyty ve smési 1 a 2 pii 100°C.
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Z obrazku 3.8 je také patrné, ze vSechny tfi porovnavané stacionarni fdze separuji ¢leny
homologickych tad pfibliZzné stejné (viz. heptan a oktan ve smési 1 - rozdily v logaritmech
selektivity jsou 0,26 pro Rtx-200MS, 0,22 pro SP-2340 a 0,28 pro DB-1). Neobvyklé
chovani nastava u fluorované stacionarni faze, ktera dobie separuje jak skupinu polarnich
tak 1 nepolarnich latek. V oblasti polarnich latek de facto kopiruje pribéh hodnot polarni
stacionarni fdze a v oblasti nepolarnich latek kopiruje pribéh hodnot nepolarni faze. Z toho
je na prvni pohled patrny jeji neobvykly charakter. Zodpovézeni na otazku, co takoveé
chovani zptisobuje a ktera interakce je za to zodpovédna, bylo nasledujicim tkolem. Pro
jednotlivé analyty byly vypocitany jejich interakéni ptispévky k retenci na jiz zminénych
staciondrnich fazich, tabulka 3.12. Pro lepsi piehlednost jsou zde uvedeny hodnoty jen na

jedno desetinné misto.

Tab. 3.12: Interakéni prispévky k retenci vybranych analytl na fluorované, nepolarni a polarni
staciondrni fazi pfi 100°C.

smés 1 smés 2
Rtx-200MS (fluorovana stacionarni faze)

ek sS aA L ek sS aA L
acetonitril -001 1,0 0,0 0,9 pentylamin -001 04 00 1,6
aceton -1 08 00 0,9 nitropropan -0, 1,1 0,0 15
isopropanol -001 04 00 09 benzen -03 06 00 14
diethylether 00 03 00 1,0 dibuthylether 00 03 00 20
heptan 00 00 00 1,6 undekan 00 00 00 2,7
oktan 00 00 00 19

DB-1 (nepolarni stacionarni faze)

ek sS aA L ek sS aA L
acetonitril 00 02 00 1,0 pentylamin 00 01 0,0 1,8
aceton 00 02 00 1,0 nitropropan 00 02 00 1,6
isopropanol 00 01 01 1,0 benzen 00 01 00 1,6
diethylether 00 01 00 12 dibuthylether 00 01 00 22
heptan 00 00 00 18 undekan 00 00 00 29
oktan 00 00 00 21

SP-2340 (poldarni stacionarni faze)

ek sS aA L ek sS aA L
acetonitril 00 1,7 0,1 0,8 pentylamin 00 07 03 14
aceton 00 1,3 00 08 nitropropan 00 1,8 0,0 1,3
isopropanol 00 07 07 08 benzen 00 1,0 00 1,2
diethylether 00 05 00 09 dibuthylether 00 05 0,0 1,7
heptan 00 00 00 14 undekan 00 00 0,0 23

oktan 00 00 00 16
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Jiz pti prvnim pohledu na tabulku 3.12 je ocividné, Ze Rtx-200MS se od ostatnich fazi 1i$i
zejména vyznamnym piispévkem eF k retenci. Tato vlastnost je jednim z diivodi jejiho
reten¢niho chovani, ktery je popsany v ivodu. Nejprve je vSak nutné si uvédomit retencni
mechanismus na polarni a nepolarni stacionarni fazi. Z interakénich ptispévki na koloné
SP-2340 je ziejmé, ze polarni latky se zde separuji zejména na zaklad€ polarnich interakci
(orienta¢ni/indukéni sily a vodikové mustky). Zatimco nepoldrni latky se separuji Spatné,
protoze k disperznim sildm (na zdklad¢, kterych by se tyto latky rozd€lili) pfispivaji jeste
silné polarni interakce, které rozdil v retenci smyvaji. Nepolarni latky se na kolon¢ DB-1
separuji pomoci disperznich sil a k retenci polarnich latek pfispivaji jen malé poldrni
interakce a proto se nedéli. Fluorovana stacionarni faze v koloné Rtx-200MS kombinuje
vlastnosti obou piedchozich fazi, které vedou k separaci ptisluSnych skupin latek. Ma
dostate¢né¢ velkou schopnost tvofit dipolové interakce (systémova konstanta s), takze déli
polarni latky na zaklad¢ polarnich interakci — analogie s polarni fazi. Zaroveni vSak neni
tato schopnost natolik vyrazna, aby smyvala rozdily v retenci nepolarnich latek (déli se
disperznimi silami) — analogie s nepolarni fazi. Navic pokud by ptispévek polarni interakce
byl u nepolarnich latek velky (diky polarizovatelnym elektronovym parim ¢i n-
elektronlim), coz by znamenalo opét CasteCné smyvani rozdili v retenci, pak zaporny
interak¢ni ptispévek téchto elektroni vede ke zlepSeni separace analytt.

Neobvyklé chovani kolony Rtx-200MS tedy vyplyva ze stiedné velké polarity jeji
stacionarni faze a zaroven ztésn€ vazanych volnych elektronovych part. Obg& tyto

vlastnosti jsou disledkem ptitomnosti atomu fluoru v polysiloxanovém fetézci.

3.5 Porovnani Rtx-200MS s jinymi kolonami

Pro porovnani vlastnosti fluorované stacionarni faze v koloné Rtx-200MS
s vybranymi kolonami z tabulky 1.3, byly standardizované hodnoty systémovych konstant
vloZeny do hvézdicového diagramu, viz. obrazek 3.9. Tyto standardizované hodnoty byly

vypocitany dle rovnice 18,

Xst = 5o +3 (18)

kde x, je standardizovand hodnota, x je konkrétni hodnota systémové konstanty, X a S.D.

v

jsou prumér a smérodatnd odchylka z vybéru hodnot. Hodnota 3 byla pfi¢itana aby se
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zamezilo vyskytu zipornych standardizovanych hodnot. Hodnoty standardizovanych
syst¢tmovych konstant, které byly pouzity pro sestrojeni hvézdicovych diagramt
v obrazcich 3.9, 3.10 a 3.11 jsou uvedeny v ptiloze.

V porovndni s vybranymi kolonami ma kolona Rtx-200MS vyrazné nizkou hodnotu
syst¢tmové konstanty e, hodnota konstanty a je nizka a blizi se spiSe k hodnotam
nepolarnich a stiedné polarnich fazi. Polarni faze jsou tvarem spojnice boda v obrazku 3.9
vyrazn¢ posunuty k vy$§im hodnotam ve sméru osy s, zatimco nepolarni a sttedné polarni
faze jsou posunuty k vy$§im hodnotam ve sméru osy /. Fluorovana staciondrni faze
v koloné Rtx-200MS je zhruba rovnomérné rozmitnuta podél obou os s a /. Porovnani této
faze pouze s polarnimi nebo nepolarnimi fazemi (stfedné polarni faze zahrnuty do grafu
s nepolarnimi fdzemi, protoZe z obrazku 3.9 vyplyva, Ze jejich vlastnosti jsou viceméné

podobné nepolarni fazi) je v obrazku3.10.

=== Rtx-200MS
e DB-1 (nepol.)
=<h= SP-2340 (pol.)

=== DB-35 (stf. pol.)

=—@— DB-1301 (stf. pol.)

N === DB-23 (pol.)
N

Obr. 3.9: Porovnani systémovych konstant vybranych staciondrnich fazi, teplota 100°C.



-50-

—— Rtx-200MS
N DB-23 e
DB-1
500 T 5,00
’ - SP-2 ,
; SP-2340 — DB.3S
R Rtx-200MS

e DB-1301

a a
a) b)

Obr. 3.10: Porovnani Rtx-200MS s polarnimi (a) a nepolarnimi (b) kolonami, teplota 100°C.

V obrazku 3.10 neni tvar spojnice bodil kolony Rtx-200MS podobny ani polarnim,
ani nepolarnim fazim. Pfi1 porovnani s polarnimi fazemi vykazuje zna¢ny nepolarni
charakter, pfi porovnani s nepoldrnimi fdzemi naopak zna¢ny polarni charakter. Z toho je
patrny jedinecny stfedn€ polarni charakter trifluoropropylmethyl polysiloxanu jako
stacionarni faze. V obrazku 3.11 jsou proloZeny standardizované hodnoty systémovych
konstant fluorovanych staciondrnich fazi DB-200, DB-210 a Rtx-200MS. Stacionarni fazi
v kolon¢ DB-200 je 35% trifluoropropylmethyl dimethyl polysiloxan a DB-210 je
trifluoropropylmethyl polysiloxan [21]. Z tohoto pohledu by Rtx-200MS méla byt
ekvivalentni s DB-210. AvSak zobrazku 3.11 a 3.12 je patrné ekvivalentni retencni
chovani s kolonou DB-200. Z toho Ize usuzovat, Ze Rtx-200MS neni ze sto procent sloZen
trifluoropropylmethyl siloxanovych jednotek, jak vyplyvad z popisu stacionarni faze

uvadény vyrobcem.



-51-

e RtX-200MS
=== DB-200
DB-210

Obr. 3.11: Porovnani fluorovanych stacionarnich fazi.

3,000 3,000
8 2,500 f S 2,500 F
o Y
C o0
8 o
a 2,000 F EE. 2,000
> >
[eT] [eT0]
L 1500 | L 1,500 f

<
1,000 ' ' . 1,000 : ' '
1,200 1,700 2,200 2,700 3,200 1,200 1,700 2,200 2,700 3,200
log (k"-B) Rtx-200MS log (k’-B) Rtx-200MS
a) b)

Obr. 3.12: Porovnani retenci analytl z testovaci sady na koloné DB-200 (a) a DB-210 (b) s retencemi na
koloné Rtx-200MS.
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4 7avér

Pomoci vicerozmérné linearni regrese byly stanoveny systémové konstanty Abrahamovy
rovnice pro fluorovanou stacionarni fazi v koloné¢ Rtx-200MS pii teplotach 60-100°C. Na
zaklad¢ téchto konstant byla tato stacionarni faze charakterizovana zpohledu jejich
interak¢nich vlastnosti a tedy jejiho retenéniho mechanismu. Bylo zjiSténo, Ze retence
analytii na kolon¢ Rtx-200MS je tizena ptredevSim disperznimi a orientacnimi/indukénimi
silami. Oproti jinym stacionarnim fazim zde hraje vyznamnou roli 1 interakce volnych
elektronovych parii ¢i n-elektront analytu. Stacionarni faze tedy selektivné snizuje retenci
analytu na zaklad¢ této interakce. Z tohoto pohledu je Rtx-200MS vhodna k separacim
analytii s rozdily v rozlozeni elektronové hustoty n-systému. Zarovei se diky této interakcei,
kterou ostatni fdze poskytuji jen omezené, nabizi jako primdrni ¢i sekundarni kolona
v komprehenzivni plynové chromatografii. S rostouci teplotou kolony je faktor této
interakce oslabovan, stejn¢ jako ostatni poskytované interakce, avSak oproti jinym
interakcim toto vede k relativnimu zvySeni retence.

Neobvyklé chovani trifluoropropylmethyl polysiloxanu v koloné Rtx-200MS bylo
objasnéno na zaklad¢ studia separacniho mechanismu polarnich a nepolarnich latek
(z pohledu separace polarnich latek se chova jako polarni a z pohledu separace nepolarnich
latek se chovéa jako nepolarni stacionarni faze). Bylo zjiSténo, Ze stacionarni faze poskytuje
kombinaci vlastnosti polarnich 1 nepolarnich fazi — stfedné velkou polaritu vyjadienou
konstantou s, ktera ale neni natolik velkda, aby ruSila separaci nepoldrnich analytd, cemuz
v nékterych ptipadech napomaha 1 interakce volnych elektronovych part ¢i n-elektrond.

I zporovnani této fluorované staciondrni faze sjinymi fazemi vyplyvaji jeji
unikatni vlastnosti a jeji sttedn¢ polarni charakter. Pii porovnani Rtx-200MS s jiz
charakterizovanymi fluorovanymi kolonami bylo zjiSténo, ze jeji retencni chovani je

ekvivalentni s kolonou DB-200.
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