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Srovnani selektivity

Phenylova (F5, PFP, Biphenyl,

C18/C8 phenyl-alkyl)
> Nejrutinnéji uzivany RP pfistup » Méné uzivany RP pfistup
i (e ey » Analyty - komplexni smésy
> ';‘2%'?’;}/ nepolarni/mirné (aromatické, polarni, bazické latky)

» RT mechanismus:

* T-TUinterakci
* Hydrofobni interakce « Vodikové mUstky

* Dipol-dipol

" * Hydrofobni
» St. sloZzeni MP: Voda + 7
ACN/MeOH » St. slozeni MP —Voda + ACN:MeOH
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» RT mechanismus:




Phenylova selektivita — vliv organiky

Methanol Acetonitril
» Podpora m-mt interakce » Podpora hydrofobnich
interakci

» Oslabuje hydrofobicitu
» Oslabuje -1t interakce

n-elektrony C=N
narusuji m-
interakci analyt vs
faze

Qphenomenex"




Experiment

» Instrumentace — Agilent 1200 +API 4000 (Sciex) — LC/MS/MS

» Standardy opioidu (Cerilliant Corporation), Reagencie (JT Baker)
Morfin
Hydromorfon
Kodein
Hydrokodon
Diazepam
» Kolony: KINETEX 50x4,6x2,6 um (core shell)
* C18
* F5
* Biphenyl
* Phenyl hexyl
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Podminky separace

* RT mechanismus — RP, gradientova eluce

HPLC Conditions

Mobile Phase: A Water with 0.1 % Formic acid
B: 0.1 % Formic acid in a solution of Methanol with Acetonitrile in ratios
of 20% increments

100 % Methanol

80:20 Methanol/Acetonitrile

60:40 Methanol/Acetonitrile

40-60 Methanol/Acetonitrile

20:80 Methanol/Acetonitrile

100 % Acetonitrile

Gradient: 15% B 10 95% B over 4 minutes
Flow Rate: 800 pl/min
Temperature: Ambient
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Analyty

Table 1. Structures and Chemical Properties

HO, Q HO.
{1

i
HO CHy O
o

Structure Morphine Hydromorphone Codeine Hydrocodone Diazepam
LogP 0.90 1.47 1.34 1.96 3.08
LogD (pH2.7) -2.30 -1.69 -2.16 -1.54 2.65
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Srovnhani 1
Kinetex C18 Kinetex Biphenyl

* RT mechanismus — hydrofobni * RT mechnaismus - rt-1t interakce
(nejsilnéjsi) (nejsilngjsi)
Figure 1. Figure 2.
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Srovnhani 1

Pridavek ACN ma: Pridavek ACN ma

» Mensi vliv na retenci, nez

. » Veétsi vliv na retenci, nez u C18
u Biphenyl

Figure 12 Kinetex C18

_ Figure 9. Kinetex® Bipheny!
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Srovnani 1

» Vyssiretence nutné
neznamena vyssi
selektivitu

»|o=1.76; MeOH 20%
»|a=1.18; MeOH 100%

» a=1.63; MeOH 0%
» a=1.10; MeOH 100 %

Figure 3.

Kinetex Biphenyl
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Srovnani 2

Kinetex phenyl-hexyl Kinetex biphenyl

Figure 2.

Figure 4.
Kinetex Phenyl-Hexyl Solvent Effect Kinetex Biphenyl ~ Solvent Effect
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Srovnani 2

Pridavek ACN ma:

» Veétsi vliv na aromaticitu (2 phenylové
kruhy), ale mensi vliv na hydrofobicitu

Pridavek ACN ma:

» Mensi vliv na aromaticitu (1
phenylovy kruh), ale vétsi vliv na
hydrofobicitu — C6 linker

4305 ]
i 15
] i)

\: 1 1

1 ) j:‘:

1

T 14 !

fi : g’x

F lond jm

e iy |

i | 1

i T ; ; ; j ﬂ

- ‘ # 1 s 2 T b h

(T p p ! P ) a o t 8 12 ‘“‘ !

™ . & i & 8 1 8 i | 8 ‘ B {1 |

I § 1 ol Hooqly & wl el ||| S f
T Ll A | I - i I k < bl a Lo | |
0% Metrd T 0 Mt T eted T oM " T =T Tw " = r—

% Methano B ethanc ehand % et 20% Metharel 0% Methancl 100% Methanol

Qphenomenex“




Srovnani 2

» \lyssi retence nutné
neznamena vyssi
selektivitu

»|la=1,76; MeOH 40%
>|o=1; MeOH 0%

» a=1,97;, MeOH 0%
» a=1.19; MeOH 100 %

Figure 5.
Kinetex® Phenyl-Hexyl
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Srovhani 3

Kinetex F5 Kinetex phenyl hexyl

Figure 6. Figure 4.
Kinetex F5 Solvent Effect Kinetex Phenyl-Hexyl Solvent Effect
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Srovhani 3

Pridavek ACN ma:

e Stejny vliv na -t interakce pro
obé faze (1 phenylovy kruh)

Flgure §1, Knetex F5
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Pridavek ACN ma:

* Mensi vliv na hydrofobicitu

(propyl linker)

Figure 10, Kinetex Phenyl-Hexyl
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Srovnhani retence

Diazepam Morfin

Figure 8. Figure 7.

Morphine Solvent Effect
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Shrnuti — phenylova selektivita

»Pro Faze F5, PFP, Biphenyl, phenyl-alkyl
 MeOH podporuje rt-t interakce a tedy aromatickou selektivitu
* ACN podporuje hydrofobni selektivitu

* 1i-1t interakce nejsou nikdy zcela potlaceny v pfitomnosti
alespon casti MeOH

* Prfitomnost ACN nesnizuje pouze protitlak, ale mize pomoct
zvysit rozliseni separace smeési podporou hydrofobicity

* Nalezeni spravného pomeéru MeOH:ACN ma pozitivni vliv na
separaci komplexnich smési z hlediska selektivity i vysledné
viskozity MP
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Shrnuti phenylova selektivita

» Kinetex F5

* Tm-mtinterakce slabsi nez Biphenyl (jeden kruh)

* Hydrofobni interakce slabsi nez Phenyl-hexyl (propyl)

* Fluor doddva — unikatni selektivitu (dipol-dipol, indukovany dipol, vodikové mustky)
» Kinetex Biphenyl

* NejsilngjsSi m-mt interakce — polarni, bazické latky zadrzi nejlépe

* Povaha slabého katexu v pfitomnosti MeOH (vysoky podil 1t e-), 2 phenylové kruhy

* Nejslabsi hydrofobni interakce

» Kinetex phenyl hexyl
* Nejsilnéjsi hydrofobni interakce
* T7-mtinterakce slabsi nez Biphenyl (jeden kruh)
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Experiment

 https://phenomenex.highspot.com/items/5dd3061
ba2e3a977c6f18493?Ifrm=srp.0#1
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