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Cijano-modifikovani silika-gel kao sorbent

u planarnoj hromatografiji

Cilj ove disertacije bio je ispitivanje karakteikst i mogwnosti primene cijano-
modifikovanog silika-gela kao sorbenta umerene npolsti za odvajanja kako u
normalno-faznoj tako i u reverzno-faznoj planarhopymatografiji. Planarna, odnosno
tankoslojna hromatografija kao podvrstg&ne hromatografije je odabrana pre svega
zbog svoje jednostavnosti, brzine i efikasnosti.

Cijano-modifikovani silika-gel, zahvaljufu prisustvu razkiitih povrsinskih
aktivnih centara (cijano-grupa i alkil-nizova utneti modifikacijom kao i
nemodifikovanih silanolnih grupa), moze da ostvarujekoliko vrsta specifinih
interakcija sa odvajanim supstancama. Stoga jevirokvog rada detaljno préavano
retenciono ponaSanje ragtih klasa neorganskih i organskih supstanci n&damsloju
pomenutog sorbenta za koje je pretpostavljeno dadgjle specifino da interaguju pre
svega sa cijano-grupama sorbenta i svojim ponasanje@zu na ¢e&e ovih aktivnih
centara u procesu hromatografskog razdvajanja. d s$mislu, posebna paznja je
posve&ena ispitivanju sorbenada koji sadrze aroématidelove strukture, kao Sto su
me3Soviti (B-diketonato) i B-ketoiminato) kompleksi prelaznih metala sa ratin
brojem fenil-grupa u molekulu, raziii derivati fenola, kao i triazinski derivati i
fenoksikarboksilne kiseline, primenom r&#ih reverezno-faznih i normalno-faznih
hromatografskih sistema. U istom cilju péemi su rezultati ispitivanja
hromatografskog ponaSanja istih analita u &gl hromatografskim sistemima,
odnosno na tankim slojevima sorbenata sa defimsapiovrSinskim aktivnim
sorpcionim centrima.

Pored toga, jedan od ciljeva istrazivanja bio jproSirenje primene cijano-
modifikovanog silika-gela kao spedifiog sorbenta za hromatografiju hidrofilnih
interakcija (Hydrophilic Interaction Liquid Chronmagraphy, HILIC) kao relativno novu
hromatografsku tehniku.

Takade, cilj ovoga rada bio je da se, osim teorijskagakne i praktian zn&aj
izvedenih hromatografskih odvajanja, pa je stogekviru RP hromatografskih uslova
prowdavana primenljivost cijano-modifikovanog silika-gel kao sorbenta u

hromatografskim sistemima koji se koriste za modahje zemljiSte-voda podeonih



koeficijenata normiranih na sadrzaj organskog wg@ (logKoc) kao jednim od
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Cyano-modified silica-gel as a sorbent in planar alomatography

The aim of this thesis is testing features and ipds®s of using cyano-
modified silica-gel as a sorbent of medium polafitly separation in both normal-phase
and reversed-phase planar chromatography. Plamathin-layer chromatography as
subgroup of liquid chromatography was chosen duétstosimplicity, rapidity and

efficiency.

Cyano-modified silica-gel, due to the presence afious surface-area active
centers (cyano-groups and alkyl-chains insertednimdification as well as non-
modified silanol groups), may achieve several typésspecific interactions with
separated substances. Thus, within this thesis heeoughly carried out testing of
retention behaviour of different inorganic and aigasubstances on a thin layer of
mentioned sorbent that we assume may have spéuaiéicaction mainly with cyano
groups of sorbent and, consequently indicate tingcpaation of these active centers in
the process of chromatographic separation. Indbase, special attention was paid to
investigating sorbends which contain aromatic stmec parts, such as mixed-(
diketonate) andp¢ketoiminato) complexes of transition metals witfiedent number of
phenyl groups in molecule, various derivatives bemols as well as triazines and
phenoxycarboxylic acids by applying different nolfphase and reversed-phase
chromatographic systems. With the same aim, we aosgichromatographic behaviour
of the same analytes in different chromatograpyétesns, i.e. on thin layers of sorbents
with defined surface active sorption centers. Afieoin that, one of the aims of this
research was to enhance the use of cyano-modified-gel as specific sorbent for
hydrophilic interaction liquid chromatography (H@) as a relatively new

chromatographic technique.

In addition, the aim of this thesis is to emphagfze practical significance of
studied chromatographic besides the theoretical dieis, within reversed-phase
chromatographic conditions, we examined the usecyafho-modified silica-gel as

sorbent for modeling of soil-water partition coeffints normalized to the organic



carbon content (Idgoc) as one of the key parameters that define teengeof organic

substances in the environment.

Key words: Thin-layer chromatography, cyano-modified silicd;geseparation
mechanisms, normal-phase chromatography, revetsaskp chromatography,

chromatography of hydrophilic interactions.
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1. UvOD

Medu Sirokokorigenim hromatografskim metodama tankoslojna hromatggr
(Thin-Layer Chromatography, TLC) je najjednosta&nifa izvdenje. Ova brza,
osetljiva i ekonontina te&no-hromatografska metoda moZe se Koristiti za amali
razli¢itih uzoraka, pré&is¢avanje slozenih smesSa i razdvajanje i izolovanjegnanih
komponenata. Mnoge standardne arékidi metode, ukljéujuci i one koje propisuju
razlicite farmakopeje, su metode tankoslojne hromatggrafPrednost tankoslojne
hromatografije u odnosu na druge metode odvajagjada se i Wwinjenici da ona
zahteva male kaline i analita i rastvata ¢cime se uklapa u savremene trendove zelene

analiticke hemijé.

Takaile, jedan od razloga Siroke primene tankoslojne htografije je i
mogunost izbora i kombinacija velikog broja stacionarnimobilnih faza. Poznavanje
svojstava stacionarnih faza omdgua njihov pravilan izbor prilikom reSavanja

razligitih problema vezanih za proces hromatografskodwaizanja.

Medu brojnim stacionarnim fazama koje se primenjujuriC, posebno su
znaajni hemijski-modifikovani sorbenti natito oni koji sadrze specifne aktivne
centre na svojoj povrsini.Polarne funkcionalne grugod svih ovih sorbenata, vezane
su za matriks silika-gela poréw kratkog nepolarnogdela. Preko polarnih grupa ovi
sorbenti  ostvaruju speaifie interakcije sa sorbendima (normalno-fazna
hromatografija), a prisustvo nepolarnih ugljovodmita delova na njihovoj povrsini,

omoguéava primenu i u reverzno-faznoj hromatografiji

Cijano-modifikovani silika-gel takite, zahvaljujdi prisustvu razkitih
povrsinskih aktivnih centara (cijano-grupa i alkizova unetih modifikacijom, kao i
nemodifikovanih silanolnih grupa), moZe da ostvarujekoliko vrsta specifinih
interakcija sa odvajanim supstancama. OpsezZnaivespig su izvedena u cilju
razumevanja osnova retencije u normalno- i revefamnoj (RP) hromatografiji sa
cijano-vezanim fazama. Pri normalno-faznim (NP)ousha, cijano-modifikovani
silika-gel se ponaSa uglavnom kao deaktivirankaijel Sto rezultuje interakcijama
analita sa rezidualnim silanolnim grupama. Ukolgalarnost rastvata u NP uslovima
raste, efekat silanolnih grupa biva potisnut Staogmava cijano-grupama da postanu

primarni adsorpcioni cenfrf. Pri reverzno-faznim uslovima, smatra se da ulogu
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primarnih adsorpcionih centara imaju cijano-grugga koncentracija (relativha
populacija) odréuje “hidrofobnost” povrSine sorbenta. Potrebnositi da pomenuta
“hidrofobnost” sorbenta ustvari predstavlja smajgemjegovog hidrofilnog karaktera
usled supstitucije silanolnih grupa cijano-grupa@aim toga, utwteno je da preostale
nemodifikovane silanolne grupe tal® igraju vaznu ulogu u odiwanju opstih
adsorpcionih karakteristika ovog sorbenta i pri RSlovim&. Dobijeni rezultati
praktino govore o nepostojanju sustinske razlike u meimaumi odvajanja prilikom
promene eksperimentalnih uslova (NP ili RP sisteBtd je naravno ukazalo da postoji

potreba za detaljnim préavanjem mehanizama odvajanja na ovom sorbentu.

U okviru ovoga rada planirano je ispitivanje retenog ponasanja razltih
neorganskih i organskih supstanci na tankom slgana-modifikovanog silika-gela,
kao i razjasnjavanje slozenih mehanizama ovih @hyaj Posebna paznge biti
posve&ena ispitivanju hromatografskog ponaSanja sorbenaniasadrze aromatne
delove strukture, kao Sto su meSovifi-diketonato) i B-ketoiminato) kompleksi
prelaznih metala sa raglim brojem fenil-grupa u molekulu, raziiih derivata fenola,
kao i nekih klasa herbicida: triazinskih derivat@moksikarboksilnih kiselina. Primena
cijano-modifikovanog silika-gela za razdvajanje eadenih klasa neorganskih i
organskih supstanci bi mogla da ukaze nadgSpsjedinih aktivnih centara prisutnih na
povrSini ovog sorbenta u ostvarivanju nekih od nédgspecifenih interakcija. U istom
cilju planirano je i poréenje rezultata ispitivanja hromatografskog ponasasiih
analita u razliitim hromatografskim sistemima, odnosno na tanKimjesima sorbenata
sa razlkitim (odgovarajdim) povrSinskim aktivnim sorpcionim centrima. Taleo
brojnost i raznovrsnost razmatranih hromatografsi#tema, pored doprinosa teoriji
planarne hromatografije, é& i Siri praktéan zn&aj proSirenju primene postdjé i

razvoju novih metoda hromatografske analize.

Pored toga, jedan od ciljeva planiranih istraziga i ispitivanje mogénosti
primene cijano-modifikovanog silika-gela kao spetibg sorbenta za planarnu
hromatografiju hidrofilnih interakcija (Hydrophilimteraction Liquid Chromatography,

HILIC) kao relativho novu hromatografsku tehniku.
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2. PLANARNA HROMATOGRAFIJA

U savremenoj analitkoj hemiji, koja je zasnovana na primeni novih, reginih
metoda i izuzetno sofisticirane opreme, hromatdgratauzima zn&jno mesto.
Prakténo je nemogée zamisliti laboratoriju bez hromatografske oprerdentrola
kvaliteta, kako sirovina tako i gotovih proizvodantrola proizvodnih procesa, zatim
razlicita medicinska, biohemijska ili istrazivanja vezara kvalitet resursa zivotne

sredine samo su neka od pagiauprimene raznih hromatografskih metdda

Planarna hromatografija (PC), odnosno hromatggrafia ravnoj povrsini,
obuhvata dve tehnike: hromatografiju na hartijiankoslojnu hromatografiju (TLC,
thin-layer chromatography). Tokom godina, TLC jeneaila hromatografiju na hartiji
zahvaljujii vecoj brzini, svestranosti i reproduktivnostiDanas se pod planarnom
hromatografijom podrazumeva moderna, odnosno im&ntalna TLC. To je podvrsta
tecne hromatografije u kojoj se kao stacionarna famésk tanak sloj sorbenta nanet na
neku ravnu povrSinu (staklenu, metalnu ili plasti plaiu). Kao i svaka druga
hromatografska tehnika, tankoslojna hromatografjaviSestepeni proces raspodele
supstanci izméu dve faze. Do razdvajanja u TLC dolazi zbog té#ibrzine kretanja
odvajanih supstanci kroz sloj sorbenta tokom d@eineg vremena razvijanja
hromatograma. ZadrZzavanje, odnosno retencija, @o@sti ovom sistemu izraZzava se
pomaiu retardacionog faktora, odnosRevrednosti, koja predstavlja odnos puta koji je

preSla analizirana supstanca i puta rastzara

X
Rp =7 1)
gde jex predeni put supstance od polazne mrlje do tezZiSta himgnafske zone, dok je
praieni put rastvats od polazne mrlje do fronta rastwea@ Zone sa pojediraim
odvajanim supstancama (hromatografske mrlje) ssirfike u prostoru po zavrSetku

odvajanja, omogtavajtti ,off-line* prac¢enje hromatografskog procé$a

Medu Sirokokorigenim hromatografskim metodama TLC je najjednosjavza
izvodenje. Ova brza, osetljiva i ekonama t&€no-hromatografska metoda moze se
koristiti za razdvajanje, kvalitativnu i kvantitatu analizu raznih organskih i
neorganskih supstanci. TLC je tehnika koja se ka@i od HPLC u konfiguraciji
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stacionarne faze, dok su mehanizmi odvajanja oeerdetode isti Tako, u brojnim

studijama HPLC se zamenjuje jednako efikasnomediiostavnijom TLE™.

Intenzivan razvoj TLC kao metode za analizu w@idh uglavnom organskih
jedinjenja, je pteo sredinom dvadesetog veka. Tankoslojna hromgegef uvedena
1938. godine od strane M.S.Shraiber-a i N.A. Izowad. Sredinom XX veka,
zahvaljujui radu E. Stah-a ova tehnika je zauzela veoma va#sio u kvalitativnim i
semikvantitativnim analizama kompleksnih smeSa &0 su prirodni proizvodi,
farmaceutski, hemijski i mikrobiolo3ki sintki proizvod?*°. Stahl-ov najvéi doprinos
za razvoj TLC kao hromatografske tehnike se ogladatandardizaciji materijala,
postupaka, nomenklature i ufiwanju selektivnih sistema rastvédea za postizanje

zadovoljavajdeg odvajanja vaznih klasa jedinjehja

Kontinuirano unaprdenje TLC u pogledu intenzivog razvoja teorije, @@k
instrumentacije rezultiralo je metodama nazvanirnwistko-efikasna tankoslojna
hromatografija, high-performance thin-layer chrooggaphy (HPTLC)” i
“instrumental HPTLC®*2 HPTLC, koja se kao moderna planarna hromatografsk
tehnika Siroko koristi u mnogim oblastima naukeehriologije, predstavlja napredan
oblik instrumentalne TLC koja podrazumeva kéei§ie slojeva adsorbenata visokih
performansi, slozene opreme, standardizovanje raktgija za razvoj, dokumentovanje

i optimizaciju procesa razdvajanja, kao i kéeisje validovanih metoda anali2e

Savremena TLC je instrumentalna tehnika koja se spojoj ta&nosti i
preciznosti moZe porediti sa gasnom hromatografii&@) i HPLC?. Stavise, HPTLC
ima nekoliko prednosti nad HPLC i drugim tehnikarkap Sto su: (1) mala kélha
uzorka je potrebna za analizu, (2) niska osetljivoa neistoce, (3) Sirok izbor
adsorbenata i rastvaia za razvijanje, (4) ne postoji mdmgost interferencije sa
prethodnim analizama buéiuda se svezZe stacionarne faze koriste za svaliz@angb)
potroSnja mobilne faze po uzorku je izuzetno nis{@, mnogi uzorci mogu biti
odvojeni paralelno na istoj pib rezultirajuti visokom produktivnodu i brzim i
jeftinijim analizama, (7) bolja preciznost i¢teost uzrokovana simultanim analizama
uzorka i standarda pod istim uslovima, (8) instrotaeija je relativno jeftina i
jednostavna za rukovanje, (9) laka i brza optimjaa¢10) kratko vreme analize, (11)

mogunost cuvanja hromatograma sa odvojenim uzorcima i njihkaanija detekcija
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(bez obzira na mesto i vreme izZiemja procesa odvajanja), (12) mogast
kvantitativhe obrade hromatograma dobijenih nai¢aizh mestima kori§enjem istog
denzitometra, (13) modnost spektroskopske identifikacije hromatografskibna
nakon razdvajanja (preko bilo kog opsega talasoitin ukljwujuéi i IR oblast), (14)
moguwnost planiranja pojedinih operacija (nanosSenje alzay razvijanje, detekcija i
kvantitativna analiza), zato Sto ove operacije mdgti izvedene nezavisno od

vremenskog intervala izrda njin®*%*3

Dalji razvoj t&no-hromatografskih metoda rezultirao je primenormnatitnih
materijala u hromatografiji. Ovaj revolucionarni pnedak doveo je do udenja
takozvane ultra-efikasne TLC (ultra-performancentlalyer chromatography, UPTLC)
pocetkom XXI veka. UPTLC, bilo sa monolitnim ili nartagkturnim sorbentima, ima
mnogo prednosti u odnosu na HPTLC kao Sto su: t@zavajanje (1-6 min, umesto 3-
20 min u HPTLC) na kkeem putu (1-3 cm, umesto 3-5 cm) kako zbog manjdjideb
sloja stacionarnih faza (4@m u odnosu na 100-2Q@m) tako i zbog finijih pora (1-2
um makropore i 3-4 nm mezopore). Shodno tome, poj@a$iobilnih faza se smanjuje
na desetine puta. U @i slucajeva, UPTLC odlikuje niska granica detekcije,i &iSija
rezolucija zbog kréeg puta razvijanja i manje dostupnosti speécéi povrSine. To je
razlog $to je jo§ uvek HPTLC najrasprostranjenfarfetodd’.

Tankoslojna hromatografija moze biti veoma uspdgmmbinovana sa visoko-
efikasnom t&nom hromatografijom, masenom spektroskopijom (MBfa-crvenom
spektroskopijom sa Furijeovom transformacijom (Rl);l nuklearnom magnetnom
rezonancijom (NMR) i Ramanovom spektroskopijom dajdaleko viSe detaljnih

analitickih podataka o odvajanim supstancaria*
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2.1. Sorbenti u planarnoj hromatografiji

TLC nudi vedi izbor stacionarnih faza nego bilo koja druga hromatografska
tehnika,ukljuc¢uju¢i neorganske, organske, adsorpcione, podeone, jonsko izmenjivacke,
hiralne, meharki impregnirane, polarne i nepolarne hemijski midivane,
puferovane, meSovite i gradijentne slojevePrema CAMAG-ovoj bibliografiji, 34
stacionarnefaze se koriste u planarnoj hromatggpaiicemu oko 92% svih aplikacija

je izvedeno na silika-gelu
Da bi se mogao koristiti u PC sorbent mora ispuatjaadreiene uslove:
v’ treba da formira hemijski i fizki stabilan sloj,
ne sme da gradi kovalentne veze sa odvajanim swasta,
treba da bude nerastvorljiv u mobilnoj fazi,

v

v

v ne bi trebalo da migrira sa mobilnom fazom duzelo

v" ne bi trebalo da sadrzi komponente koje ometajajaatye ili detekciju,
v

ne bi trebalo da bude obojen i ne bi trebalo dadyge svetlost.

Staklo, aluminijumske folije i polimerni filmovi (@ svega, polietilen tereftalat) se
koriste kao podloga za sorbente. Veziva, kao Stgips (5-10%), silicijumove soli,
alkalni silikati, poliakril-amid, poliakrilni estri skrob, koriste se za stabilizaciju sloja

sorbenta na podlozi

Medu brojnim neorganskim i organskim sorbentima k@i ugotrebljavaju u
TLC najzn&ajniji su: silika-gel, aluminijum-oksid, celulozegoliamidi i hemijski
modifikovani silika-gelov.

Postoji viSe razéitih nacina klasifikacije sorbenata koji se koriste u TLC.
Najpraktinija je podela prema hemijskoj prirodi sorbentaspgbente sa uniformnim
hemijskim karakteristikama (silika-gel, aluminijuoksid, celuloza, poliamid) i sorbente

sa kombinovanim hemijskim karakteristikama (modifikni silika-gelovi}®.

2.1.1. Silika-gel

Silika-gel je najzn&jnija od svih stacionarnih faza dostupnih za TL@eidno
nage&e kori€eni sorbent sa uniformnim karakteristikéma Osim toga, on je i
nage&e kori&eni materijal za pripremu ¥me tzv. vezanih faza, odnosno hemijski

modifikovanih sorbenata. Silika-gel moze biti preden razliitim postupcima kao Sto
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su potpuna hidroliza natrijum-silikata ili polikoedzacija i dehidratacija emulzije
etoksisiloksana. U zavisnosti od primenjenog pdsaupdobijeni proizvodi se
medusobno razlikuju po spedifioj povrsini i poroznosti Osim toga, karakteristike
krajnjeg proizvoda zavise od eksperimentalnih wslovkojima se postupak sinteze
odvija (pH-vrednost, koncentracija, prisustvo adifisadrzaj metala, brzina meSanja i
velicina reakcione posudef. Sadrzaj metala u petnom materijalu je jedan od veoma
vaznih parametara jer odige koncentraciju kiselih silanolnih grupa. “Stardia”
silika-gel sadrzi do 250 ppm natrijuma i 150 ppranaihijuma pored ostalih katjona.
Njegova reakciona povrsSina moze biti i bazna, zavisd tipa i koncentracije prisutnih
jona. “Novi”, silika-gelovi sa niskim sadrzajem raktih jona ne sadrze viSe od 1 ppm
natrijuma, kalcijuma, magnezijuma, kao i aluminijumgvozie u neznatno viSoj
koncentracift®.

Velika speciféna povrsina od 400-6007y ¢ini silika-gel odlinim adsorbentom.
Medutim, to izaziva veoma visok afinitet za molekulede iz okruZenfa Stepen
pokrivenosti povrSine silika-gela molekulima vode yazan parametar koji odrge
aktivnost ovog sorbenta. Termalna gravimetrijskaaliza i FTIR spektroskopija
pokazuju da se fiZki adsorbovana voda moze ukloniti na oko 200 °ChiBmtacija na
viSim temperaturama rezultuje nastajanjem siloksangrupa. Uklanjanje reakciono
sposobnih slanolnih grupa ©Bemo je smanjenjem specifie povrSine adsorbenta.
Potpuno dehidratisana povrSina silika-gela je uvetaj meri fizicki i hemijski

neaktivna, pa takav sorbent nije pogodan za prinveagsorpcionoj hromatografiji-2°

Osnovne hromatografske karakteristike silika-getiredtene su prisustvom
speciftnih aktivnih centara na njegovoj povr&hi*® odnosno silanolnih (-Si-OH) i
siloksanskih (-Si-O-Si-) grupa, (Slika’1Premda se sve funkcionalne grupe na povrini

ponaSaju kao adsorpcioni centri, one imaju égelikarakteristike.

Silanolne grupe su jaki adsorpcioni centri hidraéilprirode. Postoje tri vrste
silanolnih grupa na povrSini silika-gela: slobodmgminalne i vicinalne silanolne
grupe. Ova tri tipa imaju razitu adsorpcionu aktivnost i brojna istrazivanja su
sprovedena u cilju oddézanja koja vrsta silanolnih grupa je dominantna kaimarni
adsorpcioni centaf. Raspodela silanolnih grupa na povrsini silikaagédao i njihova

lokalna gustina uslovljavaju razlike u retencijpstanci na razitim silika-gelovima, a
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osim toga utiu i na tok derivatizacionih reakcija u procesu ¢aha hemijski
modifikovanih silika-gelov&. Siloksanske grupe su proizvod kondenzacije viniha
silanolnih grupa, hidrofobnog su karaktera i pol@zuaniji uticaj na retenciju supstanci

izraZavajii proton-akceptorska svojst¥a

(a) (b) (c) (d)

Si{ OH SitO O Si
‘ ’ ‘ ‘ OH ‘
O /o] H O fsif 0| 0

'SiITOH — -fSHO |0 Si

H

Slika 1. Vrste aktivnih grupa na povrsini silikal@e a) slobodne silanolne grupe, b)

geminalne silanolne grupe, c) vicinalne silanolnepg i d) siloksanske grupe

Kao mogue interakcije koje odrdju retenciju odvajanih supstanci na silika-
gelu, mogu da se jave vodone veze, dipol-dipol i druge elektrost&e interakcije.
J&ina navedenih interakcija zavisi, pre svega, ogidbefektivnih silanolnih grupa,

hemijske strukture odvajanih supstanci, kao i aetiehe mai upotrebliene mobilne
faze"?

Osim velike primene u adsorpcionoj hromatograsjlika-gel se koristi i kao
nos& tecne stacionarne faze u particionoj hromatografip @u svrhu nakato su
pogodni silika-gelovi koji imaju veliku zapreminwom i malu specifinu povrsing*. U
idealnom sldaju particione hromatografije, tj. kada nema adsiorph interakcija,
retencija supstanci zavisi od odgovat#jupodeonih koeficijenata kao i od zapremina

stacionarne i mobilne faze
2.1.2. Aluminijum-oksid

Pored silika-gela, aluminijum-oksid je najrasprasjeniji polarni neorganski

adsorbent u TL&? Dobija se termskom dehidratacijom hidratisanog aluminijum-



Opsii de:

oksida. U zavisnosti od karakteristika polaznogarigtia i temperature dehidratacije,
dobijaju se raztiti kristalni oblici aluminijum-oksida. Njih karaktiSe razkita
speciftna povrSina, zapremina i grek pora, pa zbog toga imaju i radta
hromatografska svojst¥aU tankoslojnoj hromatografiji né&g&e se koristiy-kristalna
modifikacija ALOs, specifine povrsine od 100 do 200%m i presnikom pora od 6, 9 i
15 nm (60, 90 i 150 Aj.

Hromatografske karakteristike aluminijum-oksidailika-gela su skine, ali se
tanak sloj aluminijum-oksida odlikuje &em energijom adsorpcije molekula sa
dvostrukim ugljenik-ugljenik vezama i boljom selekib&u odvajanja aromatnih
ugljovodonika i njihovih derivata, Sttak omogéava razdvajanje izomera. Mehanizam
hromatografskog odvajanja supstanci na aluminijlksieu sloZeniji je nego na silika-
gelu budii da je povrsina aluminijum-oksida heterogenijapmirsine silika-gefa®
Sli¢no silika-gelu, aluminijum-oksid gubi vodu na temgterama iznad 200 °C, ali dok
silika-gelu aktivnost pri tome opada, kod alumimjoksida raste. Ovainjenica
ukazuje na to da povrSinske hidroksilne grupe aatpenta nisu jedine koje doprinose
njegovoj aktivnosti i da grenje vodoninih veza izméu sorbenda i povrSinskih
hidroksilnih grupa ili atoma kiseonika sorbenta memn&ajnije we&e u adsorpciji na
aluminijum-oksidd?% Vaznu ulogu u adsorpcionim procesima na alumigksidu
igraju Luisovi (Lewis) kiseli centri ili proton-damski centri (odgovorni za adsorpciju
vecine polarnih i nezaéenih jedinjenja) i Luisovi bazni centri ili protaakceptorski

centri (odgovorni za adsorpciju kiselifd)

Komercijalno su dostupne tri vrste aluminijum-alsiza hromatografiju na
tankom sloju: kiseli, bazni i neutrafA?® Kiseli aluminijum-oksid ima svojstva
anjonskog izmenjivee®?’. Koristi se za razdvajanje kiselih pigmenata (afitih i
sintetkih) i jakih kiselina. Bazni aluminijum-oksid je godan za odvajanje raglih
baznih i neutralnih jedinjenja (baza, alkohola, jagddonika, steroida, alkaloida,
prirodnih pigmenata), a moZe imati i svojstva kaiti@. Njegov nedostatak je da moze
da izazove reakcije polimerizacije, kondenzacijehidratacije, zbogega se iskljtuje
koris¢enje acetona ili etilacetata kao eluenta. Bakaa njemu moze dolaziti do jakog
vezivanja katjonskih supstanci ili do razlaganjdigenja osetljivih na dejstvo beza

Neutralni aluminijum-oksid ne pokazuje jonsko-izireska svojstva i primenjuje se
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za razdvajanje aldehida, ketona, estara, hinok#gria i glukozida. Njegov nedostatak

je znatno manja aktivnost od odgovatag baznog oblika.

a)
|%|)2 7 H+ o %)H

b) H
[]A13 o+ o’\H — I:,IA13-+— o,
I H 1 H

Slika 2. Aktivni centri na povrsini alumijum-oksita) Luisovi kiseli centri; b) Luisovi

bazni centri

Oktil-, oktadecil-, perfluoroacil-, polibutadien<cijano- polimerno modifikovani
aluminijum-oksidi predstavljaju pet tipova hidrofub modifikacija ovog sorbenta.
Poslednji pomenuti modifikovani sorbent daje selelkdst slénu onoj na cijano-
modifikovanom silika-gelu, s tim $to pokazuje shabst u pH opsegu 2-13 Konano,
brojne uspesne aplikacije opisane za &aelihemijski modifikovane aluminijum-okside

ilustruju njihovu potencijalnu primenljivost u difj hromatografskim istrazivanjirfia
2.1.3. Celuloza

Celuloza je polaran organski sorbef@sto primenjivan u hromatografiji na
tankom sloju. To je visoko polimerizovani polisakdasastavljen og-glukopiranoznih
jedinicg>?* Prisustvo velikog broja slobodnih hidroksilniruge na povrsini celuloze
omoguiuje adsorpciju vode i alkohola iz upotrebljenihmedografskih rastvaéa. Ovo
¢ini celulozu nar¢ito pogodnim sorbentom za odvajanje hidrofilninh stapci i to
naje&e mehanizmom normalno-fazne podeone hromatogfafilehromatografiji na
tankom sloju primenjuju se dva osnovna tipa cekidgarirodna (vlaknasta) celuloza,

koja ima izméu 400 i 500 jedinica u lancu, i mikro-kristalna wWeka koja se dobija

10.
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delimicnom hidrolizom regenerisane celuloze i ima iZmel0 do 200 jedinica po

lancif>.

Hromatografske karakteristike ova dva sorbenta s skne, ali su zone
koje se dobijaju na tankim slojevima mikrokristaloeluloze mnogo kompaktnije.
Hemijskim modifikacijama ili impregnacijom celulomeogu se dobiti raaliti slojevi sa
reverzno-faznim odnosno jonsko-izmenjikem karakteristikama. Acetilovana celuloza
(modifikacija sa reverzno-faznim karakteristikans®) uglavnom koristi za odvajanje
enatiomera, dok su slojevi sa jonsko-izmerjkim karakteristikama nasli primenu kod
odvajanja visokomolekularnih organskih jedinjen@ofeina, nukleinskih kiselina i
njihovih derivata i s13%3

Za razliku od jonsko-izmenji¢kih smola na bazi organskih kopolimera,
odvajane supstance na tankim slojevima celulozoisKih izmenjivéda pokazuju

normalno-fazni redosled, &to je posledica hidrofith celuloznog matrik$a

2.1.4. Hemijski modifikovane stacionarne faze

Hemijski modifikovani silika-gelovi su posebna kaoeija sorbenata uvedenih i
prvobitno razvijanih za kolonsku hromatografiju,jikeu, metutim, veoma brzo nasli
Siroku primenu i kao sorbenti u hromatografiji Bakom slojd. Termalna i hidrolittka

stabilnost ovih slojeva je jako doBra

Najveti deo hemijski vezanih stacionarnih faza koje sknasnje vreme Siroko
primenijuju je zasnovan na modifikaciji silika-g&l®obijaju se reakcijom povrsinskih
silanolnih grupa silika-gela sa ragtim organskim i organo-silikonskim jedinjenjirha

Sinteza hemijski vezanih silika-gelova se izvodi cha naina®*® “

zapreminskom
modifikacijoni koja podrazumeva vezivanje organskog modifikataraoku procesa
formiranja poroznog sorbenta ilpdvsinskom modifikacijdmkoja obuhvata reakcije
izmedu povrSinskih silanolnih grupa silika-gela sa r&tiin organskim i organo-
silikonskim jedinjenjima (organskim modifikatorima)PovrSinska modifikacija se

smatra lakSom za izdenje, pa se zbog toga&e koristi.

Vezivanje organskih modifikatora za pomtssilika-gela moze biti ostvareno na

getiri razliita nasina, koji su detaljno praieni i opisani u literaturi (Slika 3%

11.
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150-250 °C
Si=0H + HO-R ——=8n QSI-OP + H0
Si-OH + soCl, ——— OSv-Cl t+ SO, + HCI
HN-R — OS|-NH-R + HCl

CH

s Anhidr. o,
Si-OH + CI-Si-R S1-0-Si1-R + HCl
] |

11

Q 0000

CH! CH\‘
" Anhidr. "
v Si-0H + Cl-'Sl-Cl _— OSl-O-Sl-Cl + MCl
1
R R
HZO

R

|
O-SI-OS-*OH + HC
|
R
" R '
) ' H,0 ? ‘3
-Sn-0-|S|-OH + Cl~'Sn-Cl —_— S$1-0-S1-0+S1-0+H
' )
R R' R R n
Q = silika-gel

Slika 3. Hemijske modifikacije siIkang{:?.

I) Modifikacija tipa Si-O-C nastaje esterifikacijom silika-gela alkoholom, RQidle R
moze biti alkil- ili bilo koja druga funkcionalnargpa (Slika 3, I). Ovakvi silikatni estri
imaju nezadovoljavajiu hidroliticku stabilnost, ali zbog lake izvaienja postupka
sinteze, ovaj tip modifikacije postaje standarndmacedura vezivanja svih klasa

vezanih faza.

II) Modifikacija tipaSi-N se postiZze prvobitnim hlorovanjem silanolnih grygesutnih
na povrsSini silika-gela tionilhloridom, a zatim kegom novonastalih hlornih derivata
sa alifatétnim aminima, odnosno njihovim derivatima @emu nastaju aminosilani
(Slika 3, 1I).

Ovakve stacionarne faze imaju zadovoljaéajatabilnostak i u vodenim sistemima.

12.
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[ll) Modifikacija tipa Si-O-Si-C nastaje kao posledica reakcije silika-gela sa
funkcionalizovanim hlorsilanolnim reagensom (Slikdll).
Sorbenti dobijeni na ovaj tim imaju dobru hidrolittku i termalnu stabilnost u pH

oblasti od 1 do 8 i nalaze svetueprimenu u reverzno-faznoj hromatografiji.

IV) Vezivanje tipeSi-C moze biti ostvareno Grinjarovom reakcijom emu se alkil- i
aril- supstituenti hemijski vezuju na povrsinu laklgela formirajai veoma stabilne
(termalno i solvolitéki) Si-C veze (Slika 3, 1V).

Prisustvo ili odsustvo vode u toku procesa formaandnosno sinteze hemijski
modifikovanih sorbenata, dg na debljinu formiranog sloja, pa se prema tomguno

razlikovati monomerni, polimerni i oligomerni slojé®.

Monomerno vezivanje se ostvaruje sa monofunkciomalmifukcionalnim i
trifunkcionalnim silanima u odsustvu bilo kakve kate vode. Ovakav & vezivanja
karakteriSe prakino idealno definisana struktura, koja sadrzi powrSisa
funkcionalizovanim i nefunkcionalizovanim alkil-laima. Vezivanje analita se u ovom
slucaju ostvaruje njegovim prodiranjem unutar, u manijoyecoj meri, orijentisanih
lanaca, pricemu c¢e se véi hromatografski uticaj preostalih silanolnih grupséati
utoliko viSe ukoliko su brojnije i ukoliko su prigtanije na povrsini silika-gela.
Suprotno, veoma gust sloj alkil-lanaéa prouzrokovati da se vezivanje analita deSava
samo na krajevima vezanih alkil-lanaca. U okvirakoxe strukture gusto raspdemih
alkil-lanaca hromatografski uticaj nemodifikovangilanolnih grupa je prakino

bezn&ajan.

Kori¢enjem trifunkcionalnih silana u prisustvu vode,asdlne grupe i
adsorbovana voda mogu reagovati sa reagensom yzéokieakcije unakrsnog
povezivanja koje vode vertikalnoj polimerizaciji. v& tip vezivanja rezultuje
formiranjem polimernih slojeva kod kojih vezivargealita moze biti ostvareno na dva
naina: prodiranjem supstance izdwelanaca ili potpunim rastvaranjem supstance u
stacionarnoj fazi. Stacionarne faze ovog tipa, tes govoreéi, nisu orijentisane kao
Sto je sldaj sa monomernim vezivanjem. Ove stacionarne faaakkeriSe niska

efikasnost, nedovoljna reproduktivnost i otezanoenge stepena polimerizacije.

Posledniji tip vezivanja je oligomerno vezivanjestpak se sastoji u potpuno

kontrolisanoj vertikalnoj polimerizaciji, gde je gkticno svaki korak zapravo sinteza

13.
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monomernog tipa. Rezultyu materijal je nepolaran i veoma stabilan, a refanc
supstanci je isklj¢ivo kontrolisana disperzionim interakcijama. Ovauktura je veoma
stabilna i dozvoljava rad na niskim pH-vrednostilfdedostatak ovih oligomernih faza
je njihova izuzetno teSka sinteza, te stoga oneupEk nisu komercijalno Siroko
dostupne, mada pokazujiitav niz prednosti u odnosu na monomerne i polirern

slojeve.

Prilikom procesa modifikacije, prvenstveno usleersih smetnji, oko 40-50%
silanolnih grupa ostaje nemodifikovano. Nemodifiaoe silanolne grupe reaguju sa
odvajanim supstancama uzrokéijuazvliaenje pikova i smanjenje rezolucije (loSije
razdvajanje). Problem nepotpune modifikacije moitereSen modifikacijom mobilne
ili stacionarne faze. Modifikacija mobilne faze dlata nekoliko alternativnih
resenja®.

- suzbijanje protolize silanolnih grupa kégsjem jako kisele mobilne faze;

- suzbijanje protolize baznih (odnosno kiselih) laaa poveanjem (odnosno
smanjenjem) pH- vrednosti mobilne faze;

- dodavanje konkurentnih reagenasa u mobilnu faao Kto su tretilamin,
alkilamonijum komponenti ili dvovalentnih jona, paimer barijuma, kojice dodatno

smanijiti razvlgenje pikova “blokiranjem” silanolnih grupa.

Ukoliko se, pak, problem reSava modifikacijom staerne faze, tada su na
raspolaganju slede mogénosti®:
- eliminacija silanolnih grupa
v' takozvani “end capping” postupak — vrsta maskirapjaostalih silanolnih
grupa nakon procesa modifikacije tretiranjem sijjeda odgovarajtim
silanizirajutim agensima npr. trimetilhlorsilanom ili trimetiiéimidazolom;
v unakrsno umrezavanje — prisustvo silanolnih grigagnisSteno prevéenjem
povrsine silika-gela polimerima npr. skvalenom,;
v' horizontalna polimerizacija - horizontalnom polimzacijom smeSom
trifunkcionalnih silanizirajaih agenasa gradi se dvodimenzionalna mreza iznad
hromatografske povrSine silika-gela koja smanjujeodijaciju povrsinskih

silanolnih grupa.

14.
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- sterna zastita silanolnih grupa

v’ vezivanjem sa dugol@anim alkilmonohlorsilanima C-22 ili C-30 alkil-lan¢e
interagovati prvenstveno jedni sa drugima, formitapreklapajée lance koji
smanjuju pristupgnost povrsinskih silanolnih grupa;

v visokom gustinom vezivanja — pri visokoj gustini zixanja, alkil-lanci
interaguju prevashodno jedni sa drugima oméiaja taj n&in pristup
povrsinskim silanolnim grupama:

v' sternom zastitom silika-gela — voluminozne, diizilbuli diizopropil-grupe,
stabilizuju kako duge tako i kratke lance monofuakalnih liganada i Stite ih
od hidrolize na niskim pH-vrednostima;

v' formiranjem bidetantnih silika-gel stacionarnih daz— modifikacija sa
bidetantnim alkil-lancima ogratava pristup neizreagovanim silanolnim
grupama kroz zajedtki uticaj uvedenih bidetantnih silana i dvostruktEmnd
capping” procesa u cilju zastite silika-gela od rbide na visokim pH-

vrednostima;
- elektrostatika zasStita (uvdenje polarnih grupa)

v' monoslojno vezivanje - alkil-lanci koji sadrze amed karbamatne ili
kvaternarne amonijum grupe vezivanjem za povrSiiilkasgela formiraju
elektrostattki Stit za silanolne grupe od visoko polarnih ataeli

v viSeslojno vezivanje — alkil-lanci koji sadrze améd grupe su vezani za
povrsinu silika-gela a reakcije iz silanolnih grupa i analita su ogréene
elektrostattkim Stitom;

v' formiranje poliglikol-alkil vezanih faza — veziva tetraetilen glikola putem

hidrofobnih lanacg&e u manjoj meri ukloniti silanolni efekat.

Karakteristike hemijski modifikovanih silika-gelovavise kako od karakteristika
organskog modifikatora i primenjenog procesa mkddije, tako i od fizikih
karakteristika upotrebljenog silika-gela. Usledspstva funkcionalnih grupa unetih
modifikacijom, s jedne strane, i nemodifikovanitdiwksilnih grupa s druge strane,
hemijski modifikovani silika-gelovi predstavljajuobente okarakterisane sloZzenom
povrsinom. Neki od tiginih primera hemijski modifikovanih silika-gelovaveteni su

u Tabeli 7192
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Tabela 1. Funkcionalne grupe nekih hemijski modiwénih silika-gelova

Grupa Formula Grupa Formula

Oktadecil —(CH)1-CH3 Amino —NH,

Oktil —(CH2)7CH3 Nitro -NO,

Heksil —(CH)sCHs Cijano —CN

Trimetil —Si(CH)3 Oksipropionitril —OCHCH,CN
Alikilkarmabamat —CO(CO)NH—-(CHInCH;  vic-Hidroksil (diol) —-CH-CH
Cikolheksil —GH 11 I I

Fenil —CHs OH OH

Difenil (—CeHs) 2 Fluoroalkil —(CR,) nCFy
Dimetilamino —N(CH;) » Polikaprolaktam —[NH(CH,)sCO] n—

(poliamid, najlon)

Prema prirodi funkcionalnih grupa unetih modifikaon, uobtajena je podela hemijs
modifikovanih silikagelova na hidrofilno i hidrofobno modifikovane. Mtkovani
silika-gelovi koji sadrZze nepolarne (hidrofobneupe, najeXe dimetil- (C2), oktil-
(C8), dodecil- (C12) ili oktadecil- (C)8ugljovodonte nizove, kombinovani
polarnim mobilnim fazama primenjuju se kao sorbenti reverzndazno
hromatografiff. Reverzndazni sistemi su pogodni za odvajanje supstance k@
rastvorne u relativnpolarnim rastvar@ma i ¢ija je sorpcija iz takvih rastvata slabe
Pored toga, ovakvi sistemi pogodni su i za odvajargpolarnih jednjenja koja se sl
sorbuju na polarnim sorbentima iz nepolarnih rastig.

Medu polarnim (hidrofilno) modifikovanim silikgelovima najvéu primenu |
hromatografiji na tankom sloju imaju cijano-propitmino-propil- i diolmodifikovan
silika-gelovi*®. Polarne vezane faze primenjuju se za normfdmou hromatografii
umereno do jako polarnih supstanci. Metim, kako one sadrZze i nepola
ugljovodontne segmente, koji ovim sorbentima daju deré hidrofobni karakter, ol

se mogu primeniti i za reverzno-faznu hromatoguafij

2.2. Mobilne faze u planarnoj hromatografiji

Medumolelulske interakcije iznad ispitivanih supstanci i stacionarne, odnosno
mobilne faze upotrebljenog hromatografskog sistesta odgovorne za njihovo
odvajanje. Mdutim, nisu svi rastvata (eluenti) pogodni za upotrebu u planarnoj
hromatografiji. Da bi eluent, odnosno smeSa vidstvarga bio odgovarajti za

primenu u planarnoj hromatografiji treba da ispuajadrelene zahteve:
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v' eluent treba biti netok&n;

v" mobilna faza treba da sadrzi minimalan broj kompate (budd da su
rezultati dobijeni kori&enjem mobilne faze koja sadrietiri ili viSe
komponenata teski za reprodukovaje)

v" neophodno je da mobilna faza ima odgovamjelucionu mé (Revrednosti
0,2-0,8 su optimalne) i selektivnost u odnosu @ (Slorbent) i smeSu koja se
odvajd’®. Eluciona mé rastvarda u velikoj meri zavisi od upotrebljenog
sorbenta i predstavlja meru njegovog kapacitetestd@i u méumolekulske
interakcije, dok je selektivnost rastvéa@amera njegove sposobnosti da ostvaruje
speciféne interakcije, kao Sto su Keesom-ove (dipol-dipoijerakcije i
vodonine veze. Parametar selektivnosti se karakterifbvaaazltita aspekta,
polarnosti i parametra lokalizacije. Polarnost gtadlja meru solvatacione
shage rastvata i odreluju ga parametri baznosti, kiselosti i dipolarnosti
Lokalizacioni parametar predstavija meru sposobncstvarga da ostvari
interakcije sa sorbentom, tj. da interaguje gadadefinisan n&n'®;

v' ne treba da sadrZze vlagu, koja deaktivira sorbenslEaju kada voda nije
komponenta eluenta);

v ne smeju da destvuju u hemijskoj reakciji sa sorbentom i komptuaea
odvajane smese;

v’ Cesto je pozeljno dodati modifikator (kiselinu ilainu supstancu) u mobilnu
fazu za suzbijanje disocijacije komponenti odvajameSe;

v mobilne faze treba da budu isparljive u dovoljnogrmda nakon procesa
odvajanja mogu lako biti ukljonjene sa povrSinebsnita;

v ukoliko se koriste eluenti niskog vizkoziteta, offrga je potrebno izvesti u Sto
kracem vremenskom periodu da bi se s$poeSirenje hromatografskih zona
usled difuzijé.

UopsSteno govora, mobilna faza se otimo bira na osnovu eksperimentalnog
iskustva ifili literaturnih podatakd Takale, kao polazna osnova za izbor
komponenata mobilne faze moze se koristiti Stahtrougao. Ovaj trougao daje
orijentir za izbor mobilne i stacionarne faze zaanje test-supstanci uzimajw
obzir prirodu hromatografskog mehanizma: adsorptiparticiju. Tada, ukoliko se

jedan ugao rotirajteg trougla postavi na karakterésto svojstvo uzorka (lipofilnost

17.



Opsii de:

ili hidrofilnost) drugi uglovi trougla ukazuju naakakteristike stacionarne i mobilne

faze potrebne za uspesno odvajanje
Brojne Kklasifikacije mobilnih faza su trenutno dgste. One su uglavhom

zasnovane na figkim karakteristikama komponenti prisutnih u mobjlrfazi.

Sledée od njih su u najSiroj upotrebi:

1. Klasifikacija na eluotropne serije
Trappe je bio prvi koji je koristio termin eluotno@ serijé. Rastvarai su
raspordeni po redosledu raste elucione mé (£°). Eluciona mé rastvaraa je
bezdimenziona velina koja zavisi samo od viskoznosti i povrSinsk@pona
rastvarga. Eluciona mén-pentana je uzeta kao nula.

2. Klasifikacija prema Snyder-u.
Snyder je podelio @nu rastvarda u osam grupa na osnovu njihovih proton-
donorskih i proton-akceptorskih karakteristik®©ve grupe su raspaiene u
trougao gde svaka strana pokazuje gang (ili smanjenje) proton-donorskih ili
proton-akceptorskih karakteristika i sklonosti kgadhim interakcijama. Na
osnovu hromatografskih karakteristika svakom elugpt dodeljena oddena
eluciona mé. Eluciona mé smesa (¥ se uzrédunava na osnovu elucionih o
pojedinih komponenti i zapreminskih frakcija)(ovih komponenata u smesi.

Si = ¥LSF v (2)

3. Klasifikacija na osnovu tzv. solvatohromnih skadelektivnosti rastvata
Kamleta i Taft-&°. Solvatohromni parametri su parametar koji je mera
dipolarnosti i polarizabilnosti rastvaia kao i parametray i B1, koji opisuju
sposobnosti vodo#inog vezivanja kao proton-donori, odnosno protorepkari,
redom. Rastvath se na osnovu pomenutih parametara klasifikujudtedene

grupe slkéne selektivnosti prema polarnim interakcijama.

4. Klasifikacija zasnovana na Abraham-ovim parime™
Najnovija, a istovremeno relativno Siroko pribeaa, skala selektivnosti
zasnovana je na Abraham-ovim parametrima. Svojsasivarga data su
velicinama E, S, A, B i V i odnose se redom na: pol&ilnast u viSku (u
odnosu nan-alkan iste molarne zapremine), dipolarnost, spogsb grdenja
vodoninih veza, pri¢emu se supstanca mozZe ponaSati kao proton-donor,

odnosno proton-akceptor. Date ¢ele koreliSu se sa svojstvom rastua&oje
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se odnosi na raspodelu istog iztuedve faze, za razite grupe supstanci, pri

gemu se dobijaju odgovarajuregresioni koeficijentf.

Takade prilikom odabira rastvata dostupne su i razlte kompjuterski zasnovane
optimizacione procedure, takve kao Sto su PRISMGhajder-Soczewinski model, pri
¢emu njihovo korigenje za izbor rastvata mobilne faze i njihovog odnosa je retko
obrativan u literatur®.

2.3. Mehanizmi hromatografskog odvajanja supstarptanarnoj hromatografiji

Imajwi u vidu da je planarna hromatografija verzija L§lavni mehanizmi
odvajanja, koji su tigni za t&nu hromatografiju u koloni, takie se odvijaju i u skaju
planarne hromatografije: adsorpcija, particija,sien izmena, eksluzija ili gel-filtracija,

kao i odvajanja enantiomera primenom hiralnih staainih faza

Navedena klasifikacija se zasniva na razlikamainogirsila koje deluju izméu
odvajanih supstanci i stacionarne i mobilne fazemo hromatografskih procesa. Pri
tome je neophodno uzeti u obzir ra&ik fizicke i hemijske faktore koji oddeiju
mehanizam odvajanja, tj. daju prioritet adsorpgirticiji, jonskoj izmeni, gel-filtraciji
ili pak zajedntkom delovanju nekog od ovih mehaniz&ma

Adsorpcija se definiSe kao raspodela kejadigrava na povrSini stacionarne faze,
te je stoga od velikog znaja za sisteme kod kojih je jedna fazasta. Adsorpciona
povrSina poseduje aktivne centre na kojima dolazadsorpcije. Potencijal adsorpcije
zavisi uglavnhom od hemijskog karaktera ovih centako je komponenta smeSe
(odvajana supstanca) slabo adsorbovana na povs8ste stacionarne faze, onha se
brze od drugih, jg adsorbovanih supstanci, kretati kroz sistem. Bremme, odvajanje
supstanci je modgie samo ukoliko su razite njihove adsorpcione sposobnosti
(afiniteti) premacvrstoj fazf°?> Molekuli odvajanih supstanci zauzimaju mesta na
aktivnim centrima adsorpcione povrSine zahvaljufielovanju vodorinih veza, dipol-
dipol interakcija i elektrostatkih interakcija, pricemu intezitet ovih interakcija zavisi
od sledéih faktorg®:

- broja aktivnih centara na adsorpcionoj poviSini
- prisustva polarnih ili polarizabilnih funkcionaitn grupa koje uslovljavaju {&
interakcije sa aktivnim centrima, Sto je a0 povéanjem retencije odvajanih

supstanci;
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- elucione méi upotrebljene mobilne faze (retencija opada sa efEvem

rastvorljivosti uzorka u mobilnoj fazi).

Rastvoreni molekuli odvajane supstance (X) se ta&rsa molekulima mobilne faze (S)

za mesta na povrsini adsorbéfta
X+ ﬁs‘:' xads"' S (3)

Jaiina interakcije izméu adsorbenta i molekula rastvéaaraste sa porastom polarnosti
rastvarda. To omogtiava da se pova retencija odvajane supstance smanjenjem

polarnosti mobilne faze, koja uslovljava pomeraajnoteze nadesno.

Podeona hromatografija podrazumeva sistem u oKuijeg se komponente
uzorka raspodeljuju iznde dve t€ne faze kao Sto bi se desilo i da su “prékane” u
levku za odvajanje. Ovo tzv. “nikanje” ili uravnotezavanje se deSava i po nekoliko
hiljada puta, tako da dolazi do male, ali visokikagne raspodele. Jedna odnié faza
je mobilna faza, dok je &¢ea stacionarna faza u vidu tankog filma nanetagre&rtne
¢vrste podloge-nosa, koji ne bi trebalo da ima bilo kakvu ulogu u inatografskom
procesi'® Stacionarna i mobilna faza mogu se tako izatdatise uzajamno slabo
rastvaraju, ali da su dovoljno dobri rastwaraza sve komponente uzorka.
Eksperimentalni uslovi treba da budu tako podedanmnobilna faza prilikom prolaska
kroz hromatografski sistem “ne ispira” stacionafamu i na taj n&n menja svojstva
samog sistema. Svaka komponenta uzorka X raspgeledpi izmdu stacionarne i

mobilne faze, préemu se uspostavlja ravnotezno stanje:
M S Xs (4)

Odvajanje supstanci je uslovljeno njihovim raitim podeonim koeficijentima iznde
stacionarne tmosti i t&ne mobilne faze. S obzirom da raspodela uzorkaszad
uzajamnog dejstva molekula uzorka i molekula stznine i mobilne faze, koje je
utoliko vete ukoliko je ténost polarnija, to se promenom polarnosti faza mdicati
na podeone koeficijente. Retencija supstanci u vim idealnim za podeonu
hromatografiju (sltaj kada ne postoje adsorptivne inerakcije sad®sauslovljena je

sled&im faktorim&®:

- hemijskom prirodom ftme stacionarne faze (retencija raste sa ¢@vjem

rastvorljivosti molekula uzorka u ovoj fazi);
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- zapreminom stacionarne faze prisutne u poramacaogmaksimalna moga
zapremina je ogratena specifinom zapreminom pora matriksa);
- hemijskom strukturom molekula uzorka &jsa retencije raste sa pa@anjem
rastvorljivosti uzorka u taoj stacionarnoj fazi, tj. sa posemjem hemijske sinosti
obe komponente);
- sastavom mobilne faze (za dattrne stacionarnu fazu, retencija opada sa f@vem
rastvorljivosti uzorka u mobilnoj fazi, pdemu su razéite verovatnée rastvaranja
supstance u mobilnoj ili stacionarnoj fazi izraZemelgovarajgim podeonim
koeficijentima).

S obzirom na to da i adsorpciona i podeona hronnatiggg mogu funkcionisati u
okviru normalno-faznih odnosno reverzno-faznihesist, korisno je razmotriti koje su

interakcije odgovorne za sorpciju u ovim sistemima.

Retencija supstanci u reverzno-faznim hromatognafsgistemima je veoma
kompleksan proces, koji zavisi od viSe faktora:ak#eristika stacionarne faze, tipa
organskog modifikatora kao i sastava mobilne fé&ema tome, pr@avanje uticaja
koncentracije modifikatora u mobilnoj fazi na retgm u razltitim reverzno-faznim
hromatografskim sistemima je veoma vazno za razanmjevpravila koja upravljaju
retencijom i mehanizmima odvajanja supstanci tokbmomatografskih procesa.
Promene sastava i prirode mobilne faze ondagaju podeSavanje retencije odvajanih
analita preko Sirokog opsega retencionih parametarptimizacije hromatografskih
procesa. S druge strane, retencija supstanci zawsi molekularnih karakteristika
odvajanih jedinjenja. Ispitivanja koja se odnoseregncione mehanizme i promene
selektivnosti u okviru RP hromatografije su mal@maovala uprkos mnogobrojnim
objavljenim radovima iz ove oblasti. Glavni razlag ovu situaciju je sloZzenost RP
hromatografskih sistema gde se karakteristike reistenenjaju kao funkcija sastava
mobilne faze i tipa stacionarne fAzePrvobitno je pretpostavlieno da je retencija
supstanci u RP hromatografiji uglavnom at#rea interakcijama odvajane supstance sa
mobilnom fazom. Tako, prema solvofobnoj teoriji Math-a i saradnika, stacionarna
faza ima pasivnu ulogu u procesu odvajanja analtadrzavanje je u najéej meri
odreieno favorizovanim promenama slobodne energije meldtize, odnosno mobilna
faza potiskuje analit prema stacionarnoj fazMedutim, vetina novijih istraZivanja

uzima u obzir aktivnu ulogu stacionarne fdz€rema Carr-u i saradnicima, stacionarna

21.



Opsii de:

faza ima zn&jnu ulogu u retenciji, odnosno ukupna slobodnargyjae retencije

nepolarnih jedinjenja je, pre svega, athea doprinosom slobodne energije koja d&oti
od stacionarne faZeBrojni razliiti retencioni modeli su razvijani u cilju opisivian

retencionih mehanizama u ra&#im RP-TLC sistemima sa polarnim vezanim
stacionarnim fazama. Za analizu retencionih prosesav&ini takvih sistema

primenjivana su tri razlita retenciona modela: podeoni, adsorpciono/poddoni
adsorpcioni model predloZzeni od Snyder-a, Kacznwmysk saradnika i Zapale i
saradnikd’ %

Snyder je izveo sleda linearnu zavisno%t

Ink=p;,—p,- 9 (5)

gde jee molarni udeo organskog modifikatora sadrzanognarpiom eluentu, ;g pz su
konstante. Ovaj model ta#te predstavlja osnovu veoma popularnih programaitiakv

kao DryLab ili ChromSword koji se koriste za optiaciju HPLC odvajanfd.

Adsorpciono/particioni model za opsivanje retenihiokoeficijenata kao funkcija
sastava mesanih mobilnih faza je pretpostavljenkadzmarskog i saradnika Za
reverzno-faznu hromatografiju ovaj model je predgta na sledé& nadin:

1
P3-@+ps(1-9)

k=exp (p1+p2-9)+ (6)

gde su: p—ps konstante. Jedtima (6) pretpostavlja particiju analita unutar hjskii
vezanih liganada i adsorpciju konstituenaignéefaze na nemodifikovanom silika-gel
matriksu. Zapravo, u@va se dvojna priroda retencionih procesa tj. sigedtrane
molekuli supstanci interaguju s organskim ligandimtacionarne faze poré
disperzionih sila (particija), ali istovremeno seadmeéu sa molekulima mobilne faze
za aktivne centre na povrsini neorganskog matiidaorpcijad’.

Konano, Zapala i saradnici su formulisali adsorpciombd®l za analizu promene
retencionih faktora Rkao funkciju koncentracije modifikatora u mobilni@zi (@) u
razliitim TLC sistemimé&’.

1+p1-@ (7)

Ry =——————
B 2 (t4pyp+th)
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gde su: p- i konstane. Ovaj model pretpostavlja Langmuiroviriierakcija analita sa

hemijski vezanim ligandima i sa slobodnim aktivreentrima matriksa silika-gela.

Rezultati dobijeni za raziite RP-TLC sisteme pokazuju da su najbolja slaganja
izmeadu eksperimentalnih i tanski dobijenih Rvrednosti dobijena kor&njem nove
generacije retencionih modela (pretstavljenih jédrama (6) i (7)), koji pretpostavljaju
heterogenost adsorpcione povrSine. lzvedeni zadljpokazuju da heterogenost
adsorpcione povrSine moze biti vazna u analizi iehih procesa u t#oj

hromatogrfijé’.

S druge strane, za opisivanje retencije u normédanim hromatografskim
sistemima upotrebljavaju se modeli prema kojimargéencija odvajanih supstanci
funkcija sastava binarnih mobilnih faza. Prvi modal analizu retencionih prosesa u
adsorpcionoj hromatografiji su predlozili SnydePappé®3’ Oni su razmatrali ulogu
mobilne faze u procesima odvajanja supstanci dnovrstoj adsorpcionoj
hromatografiji. Snyder i Glajch su nastavili ovaiisranja razmatrajti uticaj elucione
moci viSekomponentnih mobilnih faza uwte-¢vrstoj hromatografiji. Navedeni modeli
su kasnije spojeni sa paralelno razvijanim mode®atzewinski i Wachtmeister u
Snyder-Soczewinski model, gde je eluiranje supstaptsano kao razmena mesta
(poloZaja) izméu supstanci i solventa na povrsini stacionarne *fgZe Suprotno
Snyder-Soczewinski modelu razvijan je Scott-Kuceradef®*, koji je u literaturi
mnogo osporavan. Scott i Kucera su geuali interakcije supstanci sa mobilnom i
stacionarnom fazom u deo-¢vrstoj hromatografiji u cilju odivanja ravnoteznih
konstanti ispitivanih supstanci tokom njihove radgle izméu mobilne i stacionarne
faze’. Oba navedena modela su veoma komplikovana i teskaobjasnjavanje.
Retencioni modeli su dalje razvijani za kiamsi te&no-¢vrstu hromatografiju, gde je
retencija supstanci objasSnjena adsorpcijom (biloz kdirektne povrSinske interakcije
prema Snyder-Soczewinski modelu ili kroz interakciga absorbovanim slojem
rastvarga prema Scott-Kucera modelu) uz primenu nepolavdgnosno neamfoternih

polarnih solvenafd.

Za uobtajene NP hromatografske sisteme, gde je reterspjévianih supstanci

zasnovana na adsorpciji ostvarenoj kroz povrSinsiegakcije, odnos iznil retencije i
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molskog udela eluciono snaznije komponente mobi&ee predstavijen je sle¢len

izrazom:
logk’ =logk'y — ?log Ng (8)
B

gde je k' retencioni faktor supstance eluirane s@arbom mobilnom fazom, k¥’
retencioni faktor supstance eluiranetstim jatim solventom kao eluentom,sA ng su
povrSine zauzete od strane molekula odvajane aogsti molekula eluciono da

komponente mobilne faze igNe molski udeo eluciono snaznije komponente mebiln
faze>®,

Medutim, ukoliko se pri NP hromatografskim uslovimaejmostavi da se
supstance adsorbuju na hemijski vezanim ligandimasti n&in kao i na aktivnhim
centrima silika-gel&, tada se za opisivanje zavisnosti k =¥, moZe upotrebiti model
(6) (adsorpciono-particioni model kot&n za reverzno-fazne hromatografske sisteme),

premda u neznatno modifikovanoj formi tj. bez prgegmenta originalne formule:

1
- - 9
P3'9+ps(1-9) ( )

gde jep molska frakcija organskog modifikatora sadrzandgnarnom eluentu, agp

ps SU konstante.

Pored adsorpcionog i podeonog mehanizma Kkoji dagjini procesima
odvajanja u okvirima TLC, prisutan je i jonsko-iznjigacki mehanizari. Naziv
jonska izmena je prikladan za opisivanje prosecaséenih u hromatografiji za
odvajanje jona i nekih polarnin molekula. U jonskmenjivatkoj hromatografiji
stacionarna faza je jonsko-izmenjka smola, definisana kao polivalentan materijal,
nerastvoran u vodi, koji sadrzi vezane jonizabgngpe i pokazuje sposobnost protolize
i izmenjivanja protolizovanih jona sa jonima iz tkawa. lako postoje prirodni jonski
izmenjivasi, vecina jonskih izmenjivéa se dobija sintetki. PovrSina matriksa jonsko-
izmenjivatke smole sadrzi jonizabilne grupe (“polozaje”) kajegu nositi pozitivno ili
negativno naelektrisanje. Svaki od ovih “polozajgdkoie zahteva suprotno
naelektrisani jon (kontra-jon) za potpunu neutedipl. Ako su jonizabilne grupe
pozitivno naelektrisane, kontra jon je anjon i saneé ponaSa kao anjonski izmenfiva

prema slede&em opStem obrascu:
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R'Y + X & RX +Y (10)
(smola) (rastvor) (smola) (rasjv

Kontra-jon Y koji je vezan na “polozaju” R(na smoli) biva zamenjen drugim jonom
X" iz rastvora. Izmena katjona zahteva strukturu saergivatkim grupama koje su

negativno naelektrisane i stoga sposobne da sguveayozitivnim kontra-jonima:
RY" + XX 5 RX'+Y' (11)
(smola) (rastvor) (smola) (rasjv

SmesSa jona moze biti uspeSno odvojena samo ukplisboji razléita jacina
elektrostratikih interakcija izmdu jona prisutnih u rastvoru i fiksiranih izmenjikah
grupa na stacionarnoj fazi. Bufiuda su jonske strukture favorizovane u vodenim
rastvorima, mobilna faza u IEC (jonsko-izmenfikaj hromatografiji) je vodena,

najiege puferisana na odtenu pH-vrednost.

Retencija supstanci u jonoizmenjékaj hromatografiji je odréena prirodom samog
uzorka (analita), vrstom i koncentracijom ostalimg prisutnin u mobilnoj fazi, pH-
vrednogu mobilne faze i temperaturom. Stoga je ponekadmaedeSko predvideti

promene koje bi eventualno izazvala promena nelbgavedenih eksperimentalnih

uslova925:32

U okviru hromatografije na tankom sloju poznat [ jjedan mehanizam
odvajanja koji nema zdajniju primenu (po brojnosti aplikacija) ali ga jerisno
spomenuti u svetlu razjaSnjavanja mehanizama odjajadgovornih za sorpciju
supstanci. Ekskluziona hromatografija (SEC) je tedmdvajanja zasnovana na efektu
relativne veltine i oblika molekula odvajanih supstanci. Ekskiue hromatografija je
tehnitki drugaija od svih ostalih LC metoda zato 5to je u okwie tehnike odvajanje
zasnovano fizlkkom ,prosejavanju® supstanci, a ne na hemijskimerakcijama.
Tehnika je poznata pod nazivom gel-hromatografialibo se koristi mobilna fazakoja
se sastoji od organskih rastvgaa odnosno gel-filtracija ako se primenjuju vodene
mobilne faze. Kod ove metode stacionarna faza jgicaaporoznog polimerdije su
pore ispunjene rastvatem koji se koristi kao mobilna faza. @ha pora je raztita s
obzirom da se odvajanje zasnhiva na principu da kotilea odrelene veltine nisu

dostupne pore, dok je unutrasSnjost pora, déhmiili potpuno, dostupna manjim
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molekulima. Kretanje mobilne faze &gi da veliki molekuli prolaze bez prodiranja u
gel, dok manji molekuli bivaju zadrzani u zavisnast stepena njihovog prodiranja u
gel. Razlika izméu drugih hromatografskih metoda i eksluzione hrametfije je u
nepostojanju interakcija izda odvajanih supstanci i povrSine stacionarne faze,
obzirom na to da je mehanizam raspodele objasmgnim iskljuwsivanjenf. Primarna
primena ove tehnike je u analizi polimera, gdegeitajeno njihova molekulska masa

oshov za odvajanje®>?

Odvajanje enantiomera u LC je tehnika koja possag zndajnija, posebno u
farmaceutskoj industrfif. NajSire primenjivani pristup odvajanju enantioener
uslovima hromatografije na tankom sloju zasnovangemehanizmu ligandne izmene
primenom komercijalno dostupnih reverzno-faznih ¢plompregnisanih rastvorima
bakar-acetata i hiralnih selektora na bazi amiselihia. Enantiomeri se odvajaju na
oshovu razlike u stabilnosti dijastereomernih koskph nagr@enih izmelu odvajanih
supstanci, bakra i hiralnog selekttr® Ovakvi hromatografski sistemi primenjeni su
za odvajanje amino-kiselina i njihovih derivata, oka nekih a-supstituisanih
karboksilnih kiselin&*°.

Medutim, ¢injenica je da je u praksi odvajanje posledica jaaya dva ili viSe
mehanizama istovremeno. Adsorpciona hromatografga pra&ena podeonom
hromatografijom tokom procesa razdvajanja na slaktvnim adsorbentima ili u
prisustvu vode u eluentu. Tad® po pravilu, podeona hromatografija i jonsko-
izmenjivatka hromatografiia prate adsorpcione prodes&toga svakodnevna
hromatografska praksa vodi ka stalnom ispitivasjravnosti defininicija retencionih
modela i dominantnih retencionih mehanizama u okvazlgitih hromatografskih

sistema.
2.4. Karakterizacija cijano-modifikovanog silikalge

Uvodenje cijano-modifikovanog silika-gela kao sorbersiaStinski proSiruje
selektivnost stacionarnih faza koje se koristenkdalojnoj hromatografiff °. Sinteza
ovog sorbenta ostvarena je kroz reakciju silanolpibippa matriksa sa cijano-propil
supstituisanim silanima. Cijano-grupa je hemijs&zana za povrSinu matriksa u formi
y-cijano-propil grupe, tako da se uneta modifikasgstoji od nepolarnog dela (alkil-

niza) i polarnog ostatka (cijano-grupe). Zahvakgujpomenutoj strukturi i umerenoj
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polarnosti, ovaj sorbent se moze Koristiti u nomoaiaznoj kao i u reverzno-faznoj

hromatografijf19-26:36:37

Prilikom proSirenja primene cijano-modifikovanodksi-gela kao sorbenta javili
su se ozbiljni problemi sa reproduktivréu§18'3§ Glavna smetnja se ogledala u
promenljivosti osnovnih karakteristika sloja, kgguatena kod raztitih serija ovog
sorbenta istog proizdata. Osim toga, dalja istrazivanja ukazala su dancia
modifikovane stacionarne faze r&#ih proizvodaca takate poseduju vrlo promenljive
karakteristike povrSine. Pomenute razlike verovapuaticu od razlitog hemizma
vezivanja u toku procesa modifikacije koji je spigein za svakog proizdaca. Uaiene
razlike nastaju kao posledica prisustva hidrofobmmdrofilnog i jonsko-izmenjivékog

karaktera razmatranih cijano-modifikovanih stacioitafaza.

Stepen hidrofobnosti cijano-modifikovanog silikaaygée odr@en prvenstveno
prisustvom cijano-grupa, zatim stepenom blokirar@aodifikovanih silanolnih grupa,
kao i odnosom cijano-grupa (unetih modifikacijom) réagenasa za blokiranje
nemodifikovanih silanolnih grupa. Teorijski, ukadikne dolazi do hidrolize cijano-
grupa, vrednost C/N odnosa moZe biti upotrebljemaodretivanje relativne gustine
populacije cijano- i blokiranih silanolnih grupa.otReba za oddvanjem ovog
parametra se ogledacinjenici da visoka vrednost C/N odnosa ukazuje margenje
sadrzaja cijano-grupa na povrsSini sorbenta, Stoelikaj meri odréuje njegove
hromatografske karakteristikePored toga, oddévanjem selektivnosti LC sistema
pomadu “analize faktora podudarnosti” (correspondenatoiaanalysis — CFA), cijano-
vezane vaze su, saglasno svojim karakteristikauratasmie u hidrofobne faze. CFA se
pokazala kao veoma uspeSna tehnika ne samo zdikdei separacionih sistema
(reverzno-faznih (RP), jonsko-izmenjiikah (IE) i hromatografiji hidrofilnih interakcija
(HILIC)) i supstanci pogodnih za odvajanje, negéotie i kao kljwni faktor za

tumasenje retencionih mehanizafia

Hidrofilni karakter cijano-modifikovanog silika-gelje nesumnjivo u velikoj
meri odrelen pristvom nemodifikovanih silanolnih grupa na g$invi ovog sorbenta
Cijano-grupe unete modifikacijom su taleo hidrofilne prirode. Méutim, njihovo
prisustvo umanjuje ukupnu hidrofilnost ovog sorleemudidi da su cijano-grupe manje

polarne od silanolnih grupa. Nemodifikovane sila@olgrupe mogu interagovati sa
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odvajanim supstancama, Sto zapravo igkije, ili bar u bitnoj meri umanjuje, efekat
prisustva modifikacijom unetih cijano-grupa. Prabl@risustva silanolnih grupa moze
biti donekle re$en modifikacijom mobilne ili stan@rne faz&®. Naje&e eliminacija
uticaja silanolninh grupa se odvija kroz takozvdendcapping” postupak (vrstu
maskiranja preostlih silanolnih grupa nakon procesavanja tretiranjem silika-gela
odgovarajdim silanizirajicim jedinjenjima kao Sto su trimetilhlorsilan ili
trimetilsililimidazolom)®. U reverzno-faznoj hromatografiji, primena “endpamy”
cijanopropil-modifikovanog silika-gela prouzrokugmadanje selektivnosti odvajanja i
postojanosti sloja. U normalno-faznoj hromatografgndcapping” postupak umanjuje
retenciju manje polarnih supstanci idetina inhibiciju adsorpcije baznih supstanci.
Takaie, adsorpcija baznih supstanci biva onendega i prisustvom velike

koncentracije cijanopropil-grupa na povrsini sotaéh

Tre¢i parametar razmatran prilikom pravanja svojstava cijano-
modifikovanog silika-gela kao sorbenta odnosi se njegove jonsko-izmenjivke
karakteristike. Ovo svojstvo sorbenta nastaje kaslguica neodgovarajin uslova u
toku procesa proizvodnje koji mogu da dovedu dadhize cijano-grupa u amidne i
karboksilne grupe, pricemu nastaju stacionarne faze sa jonsko-izmetkina
karakteristikama. Zaklgeno je da se navedeni problem sa cijano fazatigledno
deSava zbog relativno visoke koncentracije amidyiipa koje, kao Sto je navedeno
nastaju kao prvi korak procesa hidrolize cijanopgruZbog toga cijano-modifikovani
sorbenti danas nailaze na strogu specifikacijuZzsgaicijano i amidnih grupa odienu
na osnovu FTIR spektard.

Dalje, u okviru programa razvijanja stabilnijih amjo-modifikovanih
stacionarnih faza, procenjivana je hidréka stabilnost ovog sorbenta kao funkcija
prisustva liganada, duzine lanaca uvedenih ligansigsane zasienosti i pH-vrednosti
mobilne faz&. Utvrdeno je da stabilnost CN-faza zavisi kako od hersijskcukture
liganada tako i od pH-vrednosti. Trifunkcionalnstérno zaSéene cijanopropil-faze su
zn&ajno stabilnije pri niskim pH-vrednostima. Upotrebmbilnih faza sa umerenim
(srednjim), odnosno visokim pH-vrednostima uslowdjeratak "zivotni vek" sorbenta
usled ubrzanog rastvaranja silika-gela kao &@as®ri navedenim uslovima kotgnje
stacionarnih faza sa dimetiloktil funkcionaldo$ruza véu stabilnost, verovatno usled

bolje sterne zastite silika-gel nésaod rastvaranja’®*?
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Konatno, pri karakterizaciji cijanopropil-faza razmataarje cinjenica da
selektivnost vezanih faza moze biti izmenjena proemea selektivnosti mobilne faze.
Naime, cijano-modifikovani silika-gel moze posedi\aseli ili bazni karakter, zavisno
od polarne komponente upotrebljenog binarnog reataaTako na primer, ovaj sorbent
pokazuje bazne karakteristike kada se kao mobiaee fupotrebe binarni sistemi
heksan-hloroform, odnosno kisele karakteristikelikgin upotrebe mobilne faze
heksan-metiterc-butiletar. Smatra se da je ovo ponaSanje jedinstvea cijano-

modifikovani silika-gel kao sorbefit*:

Osim toga, neki autori navode da su za
retenciju supstanci na cijano-sorbentima dominaniticaji polarnosti i baznosti
stacionarne faze. Ovi zak§ici se priléno razlikuju od navoda iz nekih ranijih radova u

okviru kojih je sugerisano da baznost cijano-faife bitna za retenciju i selektivndat

Nasuprot relativno brojnim radovima u kojima je sgna primena cijano-
modifikovanog silika-gela kao sorbenta za hromatgko odvajanje razlitih
supstanci, znatno manje ima radova u kojima seljdigtarazmatraju mehanizmi tih
odvajanja. Struktura ovog sorbenta (prisustvo repolg dela (alkil-niza) i polarnog
ostatka (cijano-grupe)), kao i umerena polarnostog@tavaju njegovu primenu u
normalno-faznoj kao i u reverzno-faznoj hromatoifaf’ 253’  Medutim
istovremeno, sama hemijska priroda povrSine cijaoalifikovanog silika-gelacini
mehanizme odvajanja supstanci na ovom sorbentu a&eslozenim i joS uvek

nedovoljno razjasnjenifi

Opsezna ispitivanja su izvedena u cilju razumevaogmova retencije u
normalno- i reverzno faznoj hromatografiji sa cgarezanim fazama. Pri normalno-
faznim uslovima, cijano sloj se ponaSa uglavnom kieaktivirani silika-gel Sto
rezultuje interakcijama analita sa rezidualnimrslaim grupama. Ukoliko polarnost
rastvarga u NP uslovima raste, efekat silanolnih grupa lpesisnut Sto omodiava
cijano-grupama da postanu primarni adsorpcioni rifeht Pri reverzno-faznim
uslovima, smatra se da ulogu primarnih adsorpci@eiitara imaju cijano-grupéija
koncentracija (relativna populacija) oduge “hidrofobnost” povrSine sorbenta.
Potrebno je isid da pomenuta “hidrofobnost” sorbenta ustvari pt@dg smanjenje
njegovog hidrofilnog karaktera usled supstitucijiarelnih grupa cijano-grupama.
Osim toga, utwteno je da preostale nemodifikovane silanolne grigkede igraju

vaznu ulogu u odr#vanju opStih adsorpcionih karakteristika ovog sota i pri RP
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uslovima, $to zapravo govori 0 nepostojanju sustinske kaali mehanizmu odvajanja

prilikom promene eksperimentalnih uslova (NP ili 8#Btemi).

Buduwi da je u okviru reverzno-faznih uslova, retencgapstanci odiEena
ostvarivanjem nespedifiih interakcija sa sorbentom i spedifin interakcija sa
mobilnom fazom, dalja pr@avanja cijano-modifikovanog silika-gela kao sorlzesti
bila usmerena na proéavanje prirode njegovih interakcija u ovim uslovima
Prowavanja su se, pre svega, odnosila naditanje prisustva i inteziteta disperzionih
interakcija, zatim interakcija koje ukBjuju prisustvo dipolarnih molekula (zapravo,
razmatra se sposobnost polarizacije) i Kmeana sposobnost gianja vodoninih veza
donorskog, odnosno akceptorskog tipa pod RP hragrefskim uslovim&’. U cilju
procene vaznosti disperzionih interakcija za cijamadifikovane sorbente odteni su
koeficijenti koji predstavljaju kombinaciju §me kohezionih i disperzionih interakcija,
a utvideno je da su oni za cijano-sorbente manji od onilrdanih za druge RP
sorbente. Ovaj podatak ukazuje da modifikovankaitielovi koji sadrze nepolarne
grupe imaju véu sposobnost u odnosu na cijanopropil stacionaaze tla odvoje
supstance koje su &tie po sposobnosti donorskog, odnosno akceptorsémganija, a
razlicite po veltini.

Dalje, zn&aj sledéeg analiziranog parametra je W®n na osnovu vrednosti
koeficijenata polarizabilnosti, ptemu je pokazano da dipolarnost supstanci igra veoma
malu ulogu u odmdivanju retencije i selektivnosti. Praétio, u RPC cijano-
modifikovani silika-gel ne pokazuje selektivnost katerakcijama dipolnog tipa, i
ponasase kao kratkokana alkil-siloksan vezana stacionarna #324*® Medutim,
neka novija ispitivanja pokazuju da u odieeim sl&ajevima (prilikom odvajanja
supstanci sa velikim dipolnim momentom) dipol-dipebgu biti od vaznosti na cijano-

propil kolonam&’.

Porelenjem vrednosti koeficijenata koji govore o sposidin cijano-
modifikovanih sorbenata da ostvare vodoei veze donorskog tipa, uieno je da su
ove vrednosti generalno manje za polarne cijane-iazndnosu na nepolarne alkil- i
fenil- RP vezane fa7&*"*°*! Cini se da su polarne cijano-faze bolje solvatiz@van
usled snaznijih dipolarnih interakcija i interalectipa vodonine veze (HB interakcija)

cijano-grupa sa komponentama mobilne faze, negolaeye (alkil- i fenil-) RP faze.
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Ovo se deSava zato Sto su nemodifikovane silanghupe RP faza viSe izlozene
odvajanim supstancama, pa samim tim HB interakzijesiu supstanci i stacionarne
faze kod ovih sorbenata postaju &maije. Ovo je saglasno ranijim literaturnim
podacima o redukciji preteranog raaldaja pikova baznih supstanci usled HB
interakcija na cijano-propil-fazarffa Slican trend postoji i u promeni koeficijenata koji
karakteriSu vodokno vezivanje akceptorskog tipa. Vrednosti ovih kgehata su

takaie male, Sto ide u prilog pretpostavci da vodoaivezivanje akceptorskog tipa ima
neznatnu ulogu u okviru interakcija odgovornih zarhatografska odvajanja na cijano-

modifikovanom silika-gelt/*°

Istovremeno su tene studije u NP-HPLC modu na cijano- i silika-gel
stacionarnim fazama, ptiemu su dobijeni rezultati suprotni onim dobijenimR
modu. Ovi rezultati pokazuju da dipol-dipol intecg& i vodontne veze podsiu
retenciju i da su alifathi cijano-ligandi bolji proton-akceptori nego pratdonorf®®2
Poveanje kiselosti cijanopropil-vezanih sorbenata jegaée zahvaljujéi prisustvu
amidnih i karboksilnih grupa uvedenih prilikom sine vezane faze Osim toga, bilo
kakva proton-donorska sposobnost ove stacionarze f@ posledica prisustva
rezidualnih silanolnih grupa i/ili prisustva adsovAnog organskog rastvéea
Vodonitne veze (akceptorske i donorske) su u osn@ei e silika-gelu nego na cijano-
modifikovanom silika-gelu. Ovo se pre svega odm@sbazne supstance, bddda se
one j&e zadrZavaju na silika-gelu nego na cijano-modifdciom silika-gelu. Pored
toga, policikléni aromaténi ugljovodonici (PAH-ovi) pak pokazuju da retenciju na
cijano-modifikovanom silika-gelu, iako dipol-dipwoiterakcije i polarizabilnost ove dve
faze nisu mnogo razite. U ovom sldaju, ja&e disperzione interakcije na cijano-
modifikovanom silika-gelu mogu objasniti karaktétiau retenciju PAH-ova. Prema
tome, zamena silika-gela cijano-modifikovanim siligelom ¢e uglavnom uticati na

veoma bazne i/ili voluminozne supstaticé

Dalja karakterizacija ovog sorbenta se ogledala jegavom pordenju i
utvrdivanju sliénosti, odnosno razlika sa silika-gelom, pemu se imalo u vidu da je
silika-gel kori€en kao poetni materijal ¢jom modifikacijom je dobijen cijano-

modifikovani silika-get®18:2°
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Neki autori smatraju da se cijano-modifi&ni silika-gel ponasSa kao deaktivirani
silika-gel prilikom hromatografskog odvajanja negoih i srednje polarnih
supstanéf> Da bi dokazali da je to zaista tako pretpostatilisuprotno tj. da cijano-
grupe deluju kao primarni adsorpcioni centri. S tilfem su posmatrali ovaj sorbent sa
stanoviSta termova trougla selektivnostéekujuwti da cijano-modifikovani silika-gel
pokaze ponaSanje svojstveno dipolarnim sorbenttm@onaSanje sino onome koje
imaju razltiti nitrili kao rastvarg&i. Porelenje ovog sobenta sa silika-gelom bi u tom
slwaju trebalo da pokaZe ga retenciju supstanci koje nemaju bazni karakter, a
karakteriSu se velikim dipolnim momentom (npr. ihitr nitro-jedinjenja). Metutim,
analiza retencionih vremena supstituisanih aronm@tapsno njihovih nesupstituisanih
analoga pokazala je da su on&rsdi onima na silika-gelu (sem Sto ARy, vrednosti
umanjene za faktor 5), bez velikih tendencija kmjaetenciji cijano- ili nitro-grup#.

Na osnovu ovih podataka zakigno je da cijano-grupe nisu primarni adsorpcionitice
na cijano-modifikovanom silika-gelu, Sto je zapraveskladu sa pretpostavkom da su
nemodifikovane silanolne grupe odgovorne za repenslicnu onoj na silika-gelu.
Slabija retencija na cijano-modifikovanom silikakgebjasnjena je sternom zaStitom
silanolnih grupa susednim cijano-propil grupamakino, ovim je pokazano da se
cijano-modifikovani silika-gel ponaSa kao deakuwir silika-gel, tj. kao silika-gel
niskog kapacitef4

Ovakav prilaz je naiSao na prihvatanje ucajavima primene hromatografskih
sistema koji obuhvataju nepolarne ili umereno pwarsupstance i rastvae’.
Nepolarne ili umereno polarne supstance u komfinasa solventima istih
karakteristika predstavljaju sisteme koji su marjéeré€eni efektom supstanca-solvent
interakcija, te su stoga pogodniji za razumevang@mownih karakteristika cijano-

modifikovanog silika-gela kao sorbenta.

U prilog pretpostavci da se cijano-faze ponaSa&o kKeliméno deaktivirani
silika-gel ide i podatak o sinosti vrednosti delokalizacionih funkcija ovih serata
(0,45 za silika-gel odnosno 0,35 za cijano-modiféa silika-gel). Praktino, ukoliko
se pretpostavi da su nemodifikovane silanolne groeetri lokalizacijena cijano-
modifikovanom silika-gelu tada vrednost delokalipae funkcije treba da bude

zanemarljivo mala, $to, kao $to jetveeno, nije utvenc”.
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Takade, s aspekta analize primarnih efekata rastearecijano-faze su

ekvivalentne delintino deaktiviranom silika-gefti

Koristan podatak u razmatranju cslosti izmelu silika-gela i cijano-
modifikovanog silika-gela (pod pretpostavkom da penaSa séino delimEno
deaktiviranom silika-gelu) je da mnogobrojna iskasto silika-gelu kao sorbentu,
kojima se raspolaze na osnovu velike &ok postojée literature, mogu biti koré&na
za predutanje ishoda procesa hromatografskih odvajanja naimodifikovanim

sorbentima.

Meiutim, pored vé razmatranih radova postoje i neki drugi koji ukapa
jedinstvene adsorpcione karakteristike cijano-nikdifanog silika-gel¥.

Primena cijano-modifikovanog silika-gela pdvajanje polarnih supstanci, uz
primenu polarnih rasvata ukazuje na ziajne razlike izméu cijanopropil-silika-gela
i silika-gela kao sorbenata i potencira jedinstvanksorpcione karakteristike cijano-
modifikovanog silika-gela. Osim toga, demi su jedinstveni lokalizacioni efekti koji se
smatraju odgovornim zacmledne razlike dva pomenuta aspekta karakteran@ija

modifikovanog silika-gel&**

Pojam “lokalizacioni efekat” upuje na tri specitina, srodna efekta: lokalizaciju
supstance, zatim delokalizaciju takemjem za adsorpcione centre (supstance i/ili
rastvarda) i delokalaziciju ogratenog pristupa (lokalizaciju rastvéeg. Ovi efekti se
po svom dejstvu miisobno prepéiu i ne mogu biti razmatrani nezavisno jedan od
drugod*.

Prvi razmatrani parametar odnosi se na lokalizaoivajane supstance na
adsorpcionim centrima cijano-modifikovanog sorbentakalizacija supstance na
cijano-grupama kao adsorpcionim centrima moze hitbjaSnjena sledem
mehanizmima: gi#enjem vodoninih veza izméu proton-donorskih grupa sorbenada i
cijano-grupa sorbenta ili jonsko-dipolnim interglona izmeéu katjonskih sorbenada i
cijano-grupa sorbenata, ili, Sto je takomogude, donorsko-akceptorskim interakcijama
izmedu trelektronskih sistema odvajanih supstanci i cijgnapa sorbenta. U slaju da
se lokalizacija odvajanih supstanci deSava na néikadanim silanolnim grupama ona
moze biti objasSnjena gitanjem vodoninih veza donorskog tipa sa silanolnim grupama

sorbenta.
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Ispoljavanje drugog razmatranog efekta tj. del@eaije takmienjem za centre
je prakttno povezano sa pojavom ometanja lokalizacije odwajgaupstanci, do koje
dolazi zahvaljujdi sposobnosti molekula polarnog rastw@ada mogu laterarno
interagovati sa adsorpcionim centrima na kojimdakalizovani molekuli supstance.
Tako na primer, odvajana supstanca sa proton-deinorkarakteristikama moze biti
vodonEno vezana sa cijano-grupama, i prema tome, lokadiza na mobilnim centrima
vezane faze. Molekuli bazne komponente mobilne fegelokalizuju na susednim
silanolnim centrima na povrSini sorbenta i istovesim nastoje da ostvare interakcije sa
cijano-grupama (mobilnim centrima vezane fazeddjse na njima sorbuju, ometataju
na taj ndin lokalizaciju odvajane supstance. Ova pojava (a& predstavlja

delokalizaciju takmienjem za centre.

Razmatranje fenomena delokalizacije ogtanog pristupa (lokalizacije
rastvarga) je povezano sa prisustvom rigidnih nemodifikokiasilanolnih grupa na
povrsSini cijano-modifikovanog silika-gela. Vezanazé (uneta modifikacija) zbog
pokretljivosti i niskog stepena povrSinskog pre&irja nisu najpodesnije za
delokalizaciju ogramenog pristupa za razliku od silanolnih grupa koie rgjidne
(nepokretne). Razmatranje ovog fenomena je, preamae,t pokazatelj prisustva
pristup&nih rezidualnih silanolnih grupa, pfemu se efekat delokalizacije ogréemog
pristupa deSava samo kada se supstanca i molelabilma faze takndie za iste
adsorpcione centté Molekuli lokalizovanog rastvata pri nizZim koncentracijama
zauzimaju prvenstveno nemodifikovane silanolne grupsled viSih rezultufih
adsorpcionih energija u odnosu na funkcionalne @rugrganskog dela unete
modifikacije (cijano-grupe). Pri viSim koncentraomja, mobilna fazace takate
postepeno zauzimati i organske delove.

Razmatranje svih efekata podvedenih pailritokalizacioni efekat” uptuje na
zakljutak da se upotrebom lokalizacionih odnosno nelo&eaianih rastvarga menja
karakter cijano-modifikovanog silika-gela kao ste@rne faze. Pr@avani
lokalizacioni efekti ukazuju da se supstanca ivaast mogu adsorbovati na silanolnim
grupama podjednako dobro kao na centrima vezameifda takmienje za ove centre
ima izraZzen uticaj ne retenciju. Relativha vaznesanolnih grupa u retenciji i
selektivnosti menja se kao funkcija pristtipasti i prirode supstanci, rastvaaai

vezane faz€. U bilo kom sldaju, karakterizacija vezanih faza mora uéjuulogu
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rezidualnih silanolnih grupaije prisustvo ne treba obavezno posmatrati u negatn
svetlu. Dodatno, pristupaost rezidualnih silanola moze biti kontrolisanaozr
koristenje lokalizacionih ili nelokalizacionih rastvéeq dalje proSirujéi mnogostranost

primene cijano-modifikovanog silika-gela.

Dalji radovi koji se bave problematikom mehanizarsorpcije na cijano-
modifikovanom silika gelu ukazuju na speéifo ponaSanje ovog sorbenta u normalno-
faznim hromatografskim uslovima. Pri tome je posebistaknuta ¢injenica da
particiono-adsorpcioni mehanizam upravlja retemeijodvajanih supstanci, sa ipak
izrazenom dominacijom particije. Osim toga, istaknje da kvalitativni sastav mobilne

faze utée na odnos udela particije i adsorptije

Istovremeno, eksperimenti na CN-fazama u reveraaoi uslovima ukazuju
na dvojnu prirodu retencionih procesdisperzione interakcije molekula odvajanih
supstanci sa organskim ligandima stacionarne fpaei¢ija) i speciféne interakcije
aktivnin centara povrSine matriksa silika gela salekulima odvajanih supstanci

(adsorpcija3®>®

Konatno, u cilju daljeg rasvetljavanja mehanizama odvajasupstanci na
cijano- modifikovanom silika-gelu usledila je sarijadova u okviru kojih je ispitivano
hromatografsko ponaSanje r&iih klasa jedinjenja, za koje je pretpostavljer o
mogli razjasiti ulogu cijano-grupa u procesima havografskih odvajanja na tankom

sloju cijano-modifikovanog silika-gela i dopringtioSirenju primene ovog sorbenta.

2.5. Primena cijano-modifikovanog silika-gela

U poslednjih nekoliko decenija, primenljivost cimodifikovanog silika-gela,
kao sorbenta u tankoslojnoj hromatografiji pdama je brojnim razdvajanjima ratih
supstanci. Ove aplikacije su u naene u literaturi i sumirane perétio™>°°° Neke od
publikovanih primena ovog sorbenta objavljenih slpdnjoj deceniji su navedene u
Tabeli 2*.

Cijano-modifikovani silika-gel je takt® nasao veoma uspesSnu primenu i u

sled&im oblastima:

- Za kapilarnu elektrohromatografiju (CEC) sa manoh silika-gel kolonama.

Upotrebljivost monolitnih silika-gel kapilarnih kaha koje sadrze vezanu CN-grupu je
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ispitivana analizom elektrohromatografskog ponasaoplarnih jedinjenja (ugljenih
hidrata, peptida). Navedena ispitivanja su pokadalau 2CN-OH-monolitna pakovanja
pogodna stacionarna faza za normalno-faznu kapilaiektrohromatografiju (NP-
CEC). Dodatno pokazano je da nova generacija 2CNat@Holitnih silika-gel kolona
pokazuje bolje retencione karakteristike i selektist od monofunkcionalnih, Sto
predstavlja zn&jan napredak u dizajniranju polarnih monolitniikaigela kolona u

smislu njihove primene kako za normalno-faznu hrmuafiju tako i za NP-CE®°3

- Za cvrsto-teénu ekstrakciju (solid phase exraction, SPE).dMemnogobrojnim
ekstrakcionim tehnikama zactee i ¢vrste uzorke, SPE su se pokazale vrlo efikasnim za
dobijanje preéis¢enih uzoraka iz raalitih matriksa. Ova tehnik&esto ima jedinstvene
prednosti u visokom koncentrovanju finalnog ekdtalselektivnosti i velikom izboru
¢vrstih faza, Sto omodava ekstrakciju najraziitijin uzoraka iz vodenih ili organskih
matriks&*. Cijano-stacionarne faze su u okviru ove tehnilspesno korig&ne pri
odreiivanju policiklicnih aromatinih ugljovodonika u ekstraktima taloga otpadnih
voda®.

- Za dvodimenzionalna (2D) TLC odvajanja. Cijanodifikovane silika-gel
stacionarne faze su koféne za izvdenje NP i RP odvajanja na istim péomna

jednostavnom promenom sastava mobilne®sZe

- Za hromatografiju hidrofilnih interakcija, HILIE™ HILIC je postala veoma
popularna za odvajanja polarnih uzoraka na polastagionarnim fazama kao Sto su
CN-modifikovani silka-gel, propandiol silka-gel manopropil silika-gel, sa mobilnim
fazama na bazi voda-organski rast¢afa kojima preovlduje organski rastvaéa
obicno ACN). Generalno, {@na polarnih interakcija sa analitima raste stéue
redosledom: cijanopropil < diol < aminopropil <ist“ silika gel, ali selektivnost

interakcija ne prati navedeni redosfed

- Za odrdivanje lipofilnosti razléitih supstanci kao parametra koji je u korelacgi s
bioloSkom aktivnosti i drugim vaznim figkohemijskim svojstvima jedinjenja.
Primenom cijano-modifikovanog silika-gela kao sartaedobijene su zadovoljavép!
korelacije izméu hromatografskih parametara lipofilnosthRi izratunavanih lo@
vrednosti za ratite ispitivane supstance primenom atkeih hromatografskih

sistem&"®
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Tabela 2. Neke od skorije publikovanih primenargjanodifikovanog silika-gela u TLE

Analit Stationarna faza Mobilna faza Modalitet
HPTLC CN Bsas MeOH-diizopropiletar (20:80) i amonijak; MeOH-dipopil etar (20:80) NP
Alkaloidi i dietilamin;
Merck MeOH-voda (70:30) i amonijak; MeOH—voda (70:304Ikiti dodaci RP
Alkaloidi HPTLC CN bsas NP
aloidi 0 —dii i i 20,
Merck 10% MeOH-diizopropiletari 2% NH
Oksindol-alkaloidi HPTLC CN bsas
. . Etilacetat-MeOH—-voda—sietnakiselina(100:2,7:5:3) RP
iz Uncaria tomentosa Merck
. . L HPTLC CN Fsas
Zuene kiseline Merck n-Heksan—etilacetat-gitnakiselina: (49:49:2), (47,5:47.5:5), (37,5:3755: NP
Zuéne kiseline i HPTLC CN Psas Rp
1 - 0, i 0,
njihovi derivati Merck MeOH-voda, 45-65% v/v u pocijama od 5%
Steroli HPTLC CN Fsas Petroletar—aceton (7:3); Hloroform—heksan—-MeOH71@%) ili (65:25:10) NP
Merck Petroletar—aceton (80:20); Aceton—voda RP
Ecdy-steroidi HPTLC CN Bs4s n-Heksan-aceton (6:4); NP
Merck ACN-voda (2:8) RP
Dihlormetan—etanol (96%) (8:2);
. Etil acetat—-metanol-amonijak (25%); (85:15:5); Teitaceton—etanol (96%)—
Ecdy-steroidi HPTLC CN B4 amonijak (25%) (100:140:32:9); Hloroform-MeOH-benz25:5:3); NP

Merck

Etil acetat—etanol (96%)-voda (16:2:1)

MeOH-voda (6:4); ACN—voda (35:65); ACN-voda-triftamcetna kiselina
(35:65:0.1); THF—voda (45:55)-Heksan—aceton (6:4); ACN—voda (2:8)
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Tabela 2. Nastavak

Analit Stationarna Mobilna faza Modalitet
faza

Atipicni HPTLC CN Fsss  Smese 40% (viv) acetona, 40% (v/v) dietilamina, 08¢ dioxana, 20% (v/v) etanola, NP

antidepresivi Merck 40% (v/v) izopropanola i 60% (v/v) THFmdheksanu

Fenoli, anilini HZE(C CNRsss oo (20-90%), THF (20-70%), i ACN (20-70%) u vodi RP

Polifenoli peperminta HPTLC CN Bsas | jeksan—THF (60:40) NP

Merck

Fenolna jedinjenja

HPTLC CN bsas
Merck

Petrol etar—aceton (80:20); petrol etar—acetonefdom (40:30:25); benzen—MeOH-
siréetna kiselina (94:5:1); benzen—2—propanoéetita kiselina (95:5:1); benzen—acetoan
(90:10); cikloheksan—dioxan (60:4®heksan—hloroform (60:40h-heksan—

dihlorometan (60:40y}-heksan—ethil acetat (90:10);

MeOH-voda—sitetna kiselina (40:59:1); 2-propanol-vodaésina kiselina (40:59:1);
aceton—voda—sietna kiselina (60:39:1); etanol-voda (60:40); THéda~siéetna RP
kiselina (40:59:1)

Mono- i polisupstitu-

HPTLC CN Fsa4s

MeOH-voda (30-60% v/v)

isani fenoli Merck ACN-voda (30-55% v/v) RP
N-Supstituisani . o . .
2_alkiliden- 4- HPTLC CN ksss  MeOH-voda u raztitim zapreminskim odnosima; ACN-voda u raitim RP

oksotiazolidini

Merck

zapreminskim odnosima; THF-voda u ré&#in zapreminskim odnosima
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Tabela 2. nastavak

Analit Stationarna faza

Mobilna faza Modalitet

Hinolini HPTLC CN Fsas
Merck

60% MeOH i fosfatni pufer ragiite pH (2-10);

60% MeOH + 20% acetatni pufer pH 3,5 i réité koncentracije jon-par reagensa
natrijumove soli oktansulfonske kiseline OSA-NaO@, M, 0.005M, 0,0075M, 0,01M,
0,015M, 0,02M, 0,025M); 60% MeOH, acetatni pufer A i razltitim

koncentracijama blokatora silanolnih grupa, dietilsa DEA (0,005, 0,01, 0,02, 0,05,

0,07, 0,1); 60% MeOH, acetatni pufer pH 3,5 i fétilblokatori silanolnih grupa RP
(tetrabutilamonijumhlorid (TBA-CI), dietanolamin EDA), triizopentilamin (TiPN),
trietanolamin (TEOA), dietilamin (DEA); Razlti organski modifikatori (50% THF,

50% dioksan, 60% MeOH, 60% ACN, 60% izopropanalgtatni pufer pH 3,51 0,01

mol L™ OSA-Na; Raztiti organski modifikatori (60% MeOH , 60% ACN, 60%
izopropanol, 50% THF, 50% dioksan), 20% acetatféppH 3,5 i 0,05 mol I* DEA

D_erlvatl holne kl_se_llne HPTLC CN Feas
cis—transizomeri bis-

N Merck
steroidnih tetraoksana

10-30 vol% voda u MeOH u porcijama od 5%; 10-4@ebda u acetonu u porcijama RP
od 5%

Nano-Sil-CN/U\ss4

s-Triazini Vodeni rastvori ACN, 50-70%/v; THF, 50-80% vi/v i dioksana 60-84% v/v RP
(Macherey-Nagel)
Vodorastvorljivi HPTLC CN bsas .
. 0-100% (v/ d MeOH, d 10% (v/
Co(lll) kompleksi Merck o (v/v) vode u Me u porcijama o o (VIV) HILIC

Pesticidi (herbicidi,

fungicidi, insekticidi, 1 -C CN Fsas

THF-n-heptan, 1:4 (v/v)Etilacetatx-heptan, 1:4 (v/v); Dioksam-heptan, 3:7 (V/V); NP 2D
Etilacetat—diizopropiletar, 1:19 (v/v); Etilacetai2uen, 1:19 (v/v);

sinergisti) Merck ,ik:cl:l\é;/\\//;)da, 1:1 (v/v); MeOH-voda, 3:2 (v/v); MeOH—&d:3 (v/v); Dioksan—voda, RP
Pesticidi HPTLC CN Fsas MeOH-voda, 60:40 (v/v) RP 2D

Merck
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Tabela 2. nastavak

Analit Stationarna faza Mobilna faza Modalitet

Neka fenolna jedinjenja : , NP 2D
Propan-2-ol n-heptan ( 20%, 25%, 30%, 35% i50% (v/v,
_ dve vrstePolygonum  HPTLC CN Frsss |p . P ( (20%, 25%, 303, 35% ) ’ (( /)))) "
; ; Etil-acetat in-heptan ( 40%, 50%, 55%, 60% and 70% (v/v)); MeQidda ( 20%, 30%,

P. Hydroplpen P. Merck 40% . 50% | 60% ()
cuspidatum RP

. HPTLC CN Bsas 35 % Etil acetat-heptan NP 2D
Kumarini

Merck 30% ACN-voda RP

Ekstrakt korena Aceton-etanol (96%)—amonijak (25%) (140:3:9) NP 2D
Serratula wolffi LiChrospher CN,  Etil acetat-etanol (96%)-voda (16:2:1)
EkstraktSilene Merck Toluen—aceton—etanol (96%)—amonijak (25%) (10032:9); voda—ACN (4:1); RP
viridifloras n-Heksan-aceton (3:2)
Biljni ekstrakti 40% Propan-2-ol n-heptanu; 50% THF o-heptanu; NP 2D
(Polygonum hydropiper HPTLC CN hsys
Betula Verrucosa . Merck 50% MeOH u vodi; 40 % MeOH u vodi
Pulmonaria officinalis) RP
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Znataj primenljivosti cijano-propil silika-gela u navede svrhe se ogleda u
¢injenici da ukoliko se dobije statiski znatajan i razumljiv model kvantitativhog
odnos strukture i retencij@(antitative Structure-Retention Relationshig3SRR), on
moze da se iskoristi za predanje retencije novih, srodnih jedinjenja; za objesSje
mehanizma razdvajanja u primenjenom hromatografsisisstemu; za oddivanje
slozenih fizEko-hemijskih svojstava jedinjenja (radtih od hromatografskih); za
identifikaciju strukturnin deskriptora koji najviSaticu na retenciono ponaSanje u
posmatranim uslovima; kao i za prethmje relativne bioloSke aktivnosti saglasno
¢injenici da je ista odiena lipofilnosu jedinjenja i interakcijama sa aktivnim centrom

receptor®’.

Konatno smatra se da su cijano faze podjednako atrak#arbilo kakva jedno-
ili multi- stepena odvajanja zato Sto im se karakt&e vrlo jednostavno mogu
znasajno promeniti, pravilnim odabirom sastava mobfimes'.
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3. NASI RADOVI

Primenljivost cijano-modifikovanog silika-gela kasorbenta u tankoslojnoj
hromatografiji je potwena odvajanjem najraziiijin klasa jedinjenja u okviru
fitohemijskih, biohemijskih i farmaceutskih analizanaliza kvaliteta resursa Zivotne

sredine iitavom nizu drugih oblasti”®

OpseZzna ispitivanja su izvedena u cilju razumevaogmova retencije u
normalno- i reverzno-faznoj hromatografiji na cpavezanim fazama. Pri NP uslovima,
cijano-modifikovani silika-gel se ponaSa uglavnoraokdeaktivirani silika-gel Sto
rezultuje interakcijama analita sa rezidualnimrsilaim grupama. Ukoliko polarnost
rastvarga u NP uslovima raste, efekat silanolnih grupa lsuabijen $to omogiava
cijano-grupama da postanu primarni adsorpcioni rifeht Pri reverzno-faznim
uslovima, smatra se da cijano-grupe imaju ulogmarnih adsorpcionih centaréja
koncentracija (relativna populacija) oduge “hidrofobnost” povrSine sorbenta.
Medutim, utvideno je da i preostale nemodifikovane silanolne g@rtgkate igraju
vaznu ulogu u odrvanju opStih adsorpcionih karakteristika ovog sota i pri RP
uslovima. Dobijeni rezultati prakéino govore o nepostojanju sustinske razlike u
mehanizmu odvajanja prilikom promene eksperimeiitalislova (NP ili RP sistemi),
Sto je ukazalo da postoji potreba za detaljnim fmwanjem mehanizama odvajanja na

ovom sorbentu.

Stoga, u cilju daljeg rasvetljavanja mehanizamaaghja supstanci na CN-
modifikovanom silika-gelu u okviru ovoga rada plamo je ispitivanje
hromatografskog ponaSanja réilh klasa hemijskih jedinjenja, za koje je
pretpostavljeno da bi mogli razjasiti ulogu cijagiapa u procesima hromatografskih

odvajanja.

Pretpostavljeno je da bi paenje rezultata dobijenih na cijano-modifikovanom
silika-gelu (koji pored silanolnih-grupa sadrziijano-grupe) sa rezultatima dobijenim
na silika-gelu (koji sadrzi samo silanolne-grupe) rezultatima dobijenim na
poliakrilonitriinom sorbentu (koji sadrzi samo ci@grupe), dalo izvestan doprinos
tumaenju mehanizama odvajanja na CN-silika-geluc¢rilj preliminarno ispitivanje
hromatografskog ponasanja 1,4-benzodiazepina upatadsva tri sorbenty ukazalo

je na izvesnu pravilnost u dai retencije na pomenutim sorbentima, koja je
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protuma&ena kao posledica njihove polarnosti. ddém, zn&ajnije specifénosti u
hromatografskom ponaSanju, koje bi bile posledntarakcija CN-grupa sa odvajanim
supstancama, nisu &ene. Zato je tokom daljih préavanja posebna paznja po&ea
ispitivanju hromatografskog ponaSanja sorbenada kaeprZze aromathe delove
strukture, kao Sto su meSovif-{liketonato) i -ketoiminato) kompleksi prelaznih
metala sa raalitim brojem fenil-grupa u molekulu, raziti derivati fenola, kao i
triazinski herbicidii fenoksikarboksilne kiselindaime, na osnovu rezultata ispitivanja
hromatografskog ponaSanja navedenih supstanci iNSRA pretpostavljeno je da bi
jedinjenja ovakve strukture mogla spewifd da interaguju sa cijano-grupama sorbenta,
odnosno da svojom retencijom ukazu n&3e ovih aktivnih centara u procesu

hromatografskog odvajanja.

Takaie, u okviru RP hromatografskih uslova planirano peouwavanje
primenljivosti cijano-modifikovanog silika-gela kasorbenta u hromatografskim
sistemima za modelovanje zemljiSte-voda podeonéfikijenata normiranih na sadrzaj
organskog ugljenika (Id¢pc) kao jednim od kljanih parametara koji oddeju sudbinu
organskih jedinjenja u zivotnoj sredini. Obrazlggerza korigenje modelovanja
primenomKocleZi u ¢injenici da je sorpcija, iznil ostalog, direktno proporcionalna
sadrzaju organske supstance u zemljistu (S@Mpsada, sa izuzetkom jedne studije
koja je bila fokusirana na grupu fenolnih jedingerga ogragenim brojem supstanci,
TLC metoda nije kori&na zaodrdivanje loKoc. Pretpostavljeno je da bi raznovrsnost
i zn&ajno vei broj jedinjenja koja bi u okviru ovoga rada biéljucena u ispitivanje
omoguile nov uvid i dobijanje vise opstih zakfjaka koji se odnose na: (i) pogodnost
upotrebe reverzno-faznih tankoslojnih hromatogriaf¢§RP-TLC) metoda za jedinjenja
sa razlkitom sposobnadi ostvarivanja specifinih interakcija kao Sto su: vod@nie
veze, dipolarne i polarizabilne interakcije, i (ipostizanje optimalanog |&@c
kalibracionog opsega. U tom smislu, sistemtskingcenjivana primenljivost RP-TLC
odnosno cijano-modifikovanog silika-gela kao sothen lodKoc modeliranju, a osim
toga odrédene su lofoc vrednosti za veliki broj ekoloSki i farmaceutski zZnéh
jedinjenja za kojeKoc vrednosti joS nisu determinisane. Pretpostavijemodf bi
povetana polarnost CN-slojeva u kombinaciji sa odgowgraj mobilnim fazama, kroz

znaajno slabljenje dipolarnog i proton akceptorskogaja mobilne faze kao i §anje
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molarne refraktivnosti mogla biti klma za bolje modeliranje I#gc u

hromatografskim sistemima.

Pored toga, kao poslednji deo planiranih istrazevge i proSirenje primene
cijano-modifikovanog silika-gela kao speéiibg sorbenta za hromatografiju hidrofilnih
interakcija (Hydrophilic Interaction Liquid Chronwagraphy, HILIC) kao relativho novu
hromatografsku tehniku, u okviru koje analit (visogolarna supstanca) interaguje sa
hidrofilnom stacionarnom fazom (&he onim kori§enim u NPLC) i eluiran je sa
relativno hidrofobnim binarnim mobilnim fazama (\sdhetanol, voda-aceton ili voda-
acetonitril, sléno onima korienim u RPLC) u kojima je voda snazniji elu@nt
Saglasno tome planirana su ispitivanja i klasa metalnih kompleksa za koje
pretpostavljeno da bi mogli speciio da interaguju sa cijano-grupama sorbenta,
odnosno da svojom retencijom ukazu na aktivieste ovih aktivnih centara u
procesima hromatografskog odvajanja na ovom sawbe®tdruge strane u drugom
segmentu ispitivanja razmatrana je upotrebljivgsino-modifikovanog silika-gela kao

sorbenta u hromatografiji hidrofilnih interakcija.
3.1 Normalno-fazna planarna hromatografija herlicid

Prouwavanje mogénosti primene cijano-modifikovanog silika-gela ksmrbenta
u TLC i mehanizama tih odvajanja u okviru ovogaararhpdeto je ispitivanjem
hromatografskog ponaSanja dve klase herbicidavataritriazina i fenoksikarboksilnih
kiselina, uporedo na tankim slojevima PANS-a, aldela i CN-silika-gela. Pomenute
klase herbicida su do sada odvajane pre svegankanmasloju silika-gela, zatim na
silika-gelu impregnisanom rastvorom Aghl@dnosno parafinskim uljem, poliamidu,

aminoplastu, celulozi, silika-gelu kao i nekim drugim sorbentiffi&>

Hromatografsko ponaSanje pet triazinskih derivatatiri fenoksikarboksilne
kiseline na tankim slojevima tri pomenuta sorbentaislovima NP hromatografije
razmatrano je primenom 7 hromatografskih rastiar@labela 3). Dobijene hR

vrednosti date su u Prilogu, Tabele P1-P3.
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Tabela 3. Sastav hromatografskih rastvaraipotrebljenih za odvajanje triazinskih

derivata i fenoksikarboksilnih kiselina u uslovild® hromatografije

Redni broj Rastvara¢ Zapreminski odnos

1 Ugljentetrahlorid

2. Hloroform

3. Etilacetat

4. Petroletar / THF 85:15

5. Petroletar / Dioksan 85:15

6. Petroletar / Etilacetat 85:15

7. Petroletar / Aceton 70:30

3.1.1 Normalno-fazna hromatografija triazina

Simetrni triazini ili 1,3,5triazini su heterociklina jedinjenja azota. Njihov

originalni naziv (simettini triazini) se najeke skra&uje nas- ili sim-triazini. Struktura

ispitivanih triazinskih herbicida prikazana je neisa.

R
N)\N
NPN

R} N R,
Herbicid R: R, Rs
Simazin Cl- G Hs- C, Hs-
Atrazin Cl- G Hs- CH(CH)2-
Propazin Cl- CH(Ch).- CH(CHg),-
Ametrin SChs- C, Hs- CH(CHs),-
Prometrin SCht CH(CHg),- CH(CHg),-

Slika 4. Struktura pratavanih triazinskih herbicida

U hemijskom pogleds-triazini su slabo bazne, polarne supstanceijaébazna
svojstva najvéi uticaj ima supstituent u polozaj§*#° U zavisnosti od supstituenta,

bazne karakteristike rastu u nizu Cl < SCIHAIkil-grupe u polozajima 4 i 6 imaju
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znatno maniji, ali takde izrazen uticaj na bazna svojstva ovih supstdtecise odrazava

na njihove fKa vrednosf®®’(Tabela 4.

Tabela 4. ga vrednosti ispitivanih triazina

Naziv pKa vrednost
Simazin 1,90
Atrazin 1,70
Propazin 1,85
Ametrin 4,10

Prometrin 4,09

Molekuli s-triazina u svojoj strukturi imaju tri simetrio rasporéena atoma
azota i zahvaljujéi tome mogu ostvarivati razite nekovalentne interakcije. U ove
interakcije mogu biti ukljeni slobodni elektronski parovi na atomima azota
(koordinaciona i vododina veza), zatim delokalizovant-elektroni s-triazinskog
prstena f-n-interakcije i katjonz interakcije), ¢ak i o-elektroni osnovne strukture
(anjone i elektrone-interakcije). Takde, imaj&i u vidu da jes-triazinski prsten
heteroaromatan sa delokalizovanom strukturom, moze se ponadao - donor, i
kao m-akceptor. Veoma stabilni kompleksi molekstriazina sa prelaznim metalima,
nastaju preklapanjem popunjeniiorbitala metala i nepopunjenih* orbitala s-
triazinskog prstefA Sa druge strane, do formiranja vodmiin veza moZe d
zahvaljujui slobodnim elektronskim parovima na atomima azaij se ponasaju kao

akceptori u vodowhij vez#*®>

Hromatografsko ponaSanje triazinskih derivata na v primenjena sorbenta
primenom rastvata 1-7 (Tabela 3) potduje normalno-fazne uslove odvajanja (Slike
5, 6 1 7). U najvéem broju razmatranih siajeva povéanje duzine ugljovodo&inog
niza supstituenata (posenje hidrofobnosti molekula) rezultuje pdadjem
pokretljivosti analiziranih supstanci. Dobijeni v#ati su saglasni sa literaturnim

podacim&’.

Priroda R supstituenta ne @& na udéeno hromatografsko ponasanje, odnosno

do porasta hRvrednosti sa povanjem hidrofobnosti ispitivanih supstanci dolazz be
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obzira na to da li se radi o hloro- ili tiometilfdatima. Odstupanje je pricheno samo
na PANS-u, u smislu da palanje hidrofobnosti samo ,Rsupstituenta ne uslovljava
poveanje hR vrednosti ispitivanih supstanci, ukoliko je; Rupstituent Cl (skaj

atrazin-propazin).

Rezultati dobijeni hromatografisanjem triazinskigrigata koji se razlikuju samo u;R
supstituentu (parovi: atrazin-ametrin i propaziofpetrin), ukazuju na razito

hromatografsko ponaSanje u zavisnosti od upotmebijesorbenta.

100

e Simazin

80

Atrazin

60 e Propazin
hRr

40

e AMeEtrin

e Prometrin

20

Redni broj rastvaraca

Slika 5. hR vrednosti triazina na tankom sloju CN-silika-gptamnenom NP mobilnih

faza
100 Simazin
80 k e Atrazin
e Propazin
60 e Ametrin
hRe
40 e Prometrin
20 F
0 L L Il L Il J
1 2 3 4 5 6 7
Redni broj rastvaraca

Slika 6. hR vrednosti triazina na tankom sloju silika-gelanpgnom NP mobilnih faza
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Slika 7. hR vrednosti triazina na tankom sloju PANS-a primefdfmobilnih faza

Hromatografisani triazini sa Cl kag Bupstituentom na PANS-u u NP uslovima
imaju vete hR: vrednosti. Mdutim, primena silika-gela i CN-modifikovanog silika
gela kao sorbenata pokazujeceenR: vrednosti kod derivata koji sadrze SgEgtupu
kao R supstituent. Identho ponaSanje je utdeno prilikom odvajanja triazinskih
derivata na Nplvezanim fazanf4 Na osnovu ovoga se moZe pretpostaviti da {eno
ponaSanje triazinskih derivata posledica kako pgersupstituenata tako i razlike u
prirodi interakcija izméu odvajanih supstanci i sorbenata. Jenje SCH grupe kao
R; supstituenta ima dvojni efekat. Naime, prisustwkegbnegativhog atoma S u ovom
supstituentu dovodi do pridanja elektrona. Mautim, od ovog efekta mnogo je
izrazenija sklonost pomenute grupe ka rezonancgspodeli elektrona sa aron¢aim
jezgrom triazin®. S druge strane, halogeni na osnovu svog indutgj\efekta priviae
elektrone. Sorpcija odvajanih triazina na silikdugeCN-modifikovanom silika-gelu je
verovatno zasnovana na dgeaju vodoninih veza izméu elektronegativnih atoma;R
supstituenta i silanolnih grupa sorbenta. Pri tolnfi® vrednosti derivata sa SGH
grupom su vée od derivata sa Cl- kao; Rupstituentom usled rezonancije SCiupe
sa aromatinim jezgrom, Sto umanjuje baznost odgovarifjuderivata. Istovremeno,
derivati sa veoma elektronegativnim atomom Cl kasupstituentom se ¢a sorbuiju tj.
ostvaruju j&e vodontne veze sa silanolnima grupama sorbenta. S drugmest
retencija ovih triazinskih derivata na PANS-u uglewva je ne samo gdanjem
vodoninih veza kao kod silika-gela i CN-silika-gela, cveerovatno i donorsko-
akceptorskim interakcijama izre T-elektronskih sistema odvajanih supstanci i cijano-

grupa sorbenta, bududa derivati sa SCHsupstituentom pokazuju da retenciju.
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Naime 1,3,5-triazabenzen (1,3,5-triazin)ijom derivatizacijom su dobijene
hromatografisane supstance, pokazuje paweefekat aza-supstitucije, Sto se posebno
ogleda u povéanju elektron-deficitarno$fi Stoga prisustvo SGHgrupe povéava
(usled rezonancije) elektronsku gustinu arotmaty jezgra i uslovljava §a sorpciju

derivata sa ovim supstituent&m

Ukoliko se pak grupiSu analiziran triazinski detivaa osnovu identnosti R
supstituenta, préemu su R i Ry supstituenti promenljivi (parovi: atrazin-promaeiri
propazin-ametrin) ponovo prirdgemo razliku izméu sorbenata. U staju PANS-a,
priroda R supstituenta prakio uslovljava hromatografsko ponaSanje odvajanih
supstanci dok priroda Rsupstituenta nije od ztaja. Naime, supstance sa Cl kap R
supstituentom imaju ¥e hR- vrednosti u normalno-faznim uslovima. &gim,
rezultati dobijeni na preostala dva sorbenta ukazof véi znaiaj prirode R
supstituenta. Na osnovu toga se moZe pretpostdevitu interakcije OH-grupa silika-
gela i CN-modifikovanog silika-gela saelektronima prstenatriazina ili elektronskim
parovima atoma azota u supstituentima odgovorneeteanciju odvajanih supstanci na
pomenutim sorbentima. Stoga, badda su veze silanolnih grupa silika-gela i cijano-
modifikovanog silika-gela sa elektronskim paromNyatomu od osnovne vaznosti dok
su metusobno suprotni efekti donorske sposobnosti swestita (izopropil < etil) i
sterne pristupmosti (koja raste sa entropijski faktorom u raviigted manjeg zn&ja,
pretpostavlja se dae ravnotezne konstante Si-OH ---N-triazin veza afjpasa
poveanjem voluminoznosti alkil-grupa, Sto je pat®no eksperimentalno, a tat@je i
u skladu sa literaturnim podacifftd*%? Saglasno tome, supstance sa hidrofobnijim
(voluminoznijim) R supstituentom pokazuju u NP uslovima slabiju refan dok
primena rastvata vee polarnost dovodi do poganja njihove retencije. Odnosi BR
vrednosti atrazina i prometrina, odnosno propazinametrina su u skladu sa
literaturnim podacima dobijenim u NP i/ili RP hrotografskim sistemimfd. Dobijeni
rezultati prema tome, ponovo ukazuju n&rsdst izmeéu silika-gela i CN-silika-gela

prilikom odvajanja triazinskih derivata u NP usioa.

Porelenjem j&ine sorpcije triazinskih derivata u ispitivanim hratografskim
sistemima u®eno je da je najjm retencija ispitivanih supstanci je na tankom wsloj
silika-gela, zatim na CN-modifikovanom silika-gelunajslabija na PANS-u. Najja

zadrzavanje triazinskih derivata na silika-gelu dn@su na druga dva primenjena
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sorbenta je saglasno ranijoj pretpostavci da sajadje navedenih supstanci ostvaruje
gradenjem vodoninih veza. Pomenuti zakljak je podrzartinjenicom da je povrSina
silika-gela prekrivena aktivnim silanolnim grupaia®mnorima vodonika) sposobnim za
stvaranje vodowgnih veza, koji imaju ulogu primarnih adsorpcioniantara.Takde,
kao Sto je vé navedeno, povanje hidrofobnosti molekula triazina rezultuje
pove&anjem pokretljivosti analiziranih supstanci. Taketenciono ponasanje moze biti
objaSnjeno pouanjem rastvorljivosti trazinskih derivata u kée&im mobilnim

fazama (pozitivni solvatacioni efekat).

Supstance pokazuju slabije zadrzavanjetamkom sloju CN-modifikovanog
silika-gela Sto je verovatno posleditiajenice da pomenuti sorbent na povrSini sadrzi
pored cijano-propil grupa unetih modifikacijom (kapstvaruju slabije interakcije) i oko

50% silanolnih grupa sposobnih za ostvarivanjénjaterakcija.

Kon&no, analizirane supstance se najmanje zadrzavaRANS-u, buddi da se
povrSina ovog sorbenta odlikuje samo prisustvorandigrupa koje mogu ostvariti

slabije interakcije u odnosu na ranije pomenutensiine grupe.
3.1.2. Normalno-fazna hromatograija fenoksikarbloksikiselina

U nastavku rada ispitivano je hromatografsko ponaS&enoksikarboksilnin
kiselina (Slika 8). Hemijske karakteristike ovihrbieida su odréene prisustvom kako
aromaténog dela strukture (fenil-grupe) tako i prisustviarboksilne grupe. Sa druge
strane, njihova fizioloSka aktivnost raste denjem halogena kao supstituenata u
aromaténi prsten, pricemu je poloZaj halogen-supstituenta od velikog¢ajaa Na
primer, u seriji dihlorofenoksiéetnih kiselina, 2,4-dihlorfenoksigigtna kiselina ima

najvetu fizioloSku aktivnost.

R,
)\ Fenoksikarboksilna R R>
0O COOH .

kiselina

R, 24D H Cl
2,4 DP CH Cl
MCPA H CH;
MCPP ChH CHs

Cl
Slika 8. Strukturne formula ispitivanih fenoksikaksilnih kiselina
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S druge strane, kada je jedan atom vodonika zameadjaticnim ugljovodonénim

supstituentom u molekulu fenoksisitne kiseline aktivnost jedinjenja raste nezn#tno

Razmatranjem hromatografskog ponaSanja ispitivaféhoksi-kiselina na
PANS-u i CN-modifikovanom silika-gelu u NP uslovimaotava se da retencija
generalno opada sa p@emjem broja Chlgrupa, a raste sa ulenjem Cl supstituenta.
Prema tome, utdeni retencioni redosled je saglasan sa ganem kiselosti ispitivanih
supstanci i literaturnim podacifffa Na silika-gelu nije uéena navedena pravilnost u
retencionom ponaSanju, tako da se moze z#kljda prowavanje hromatografskog
ponaSanja fenoksikarboksilnih kiselina dstislicnost izméu PANS-a i CN-silika-gela
kao sorbenata (Slike 9, 10 11).
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Slika 9. hR vrednosti fenoksi-kiselina na tankom sloju CN-niik@dvanog silika-gela

primenom NP mobilnih faza
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Slika 10. hR vrednosti fenoksi-kiselina na tankom sloju PANS$»amenom NP
mobilnih faza
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——2,4-DP

———MCPP
2,4-D

——MCPA

=
N

Slika 11. hR vrednosti fenoksi-kiselina na tankom sloju silkegeg primenom NP

mobilnih faza

Kao i prilikom ispitivanja triazinskih herbicida, kod fenoksi-kiselina je
utvrdena najjda sorpcija na tankom sloju silika-gela, zatim na-@bidifikovanom
silika-gelu i najviSe hRvrednosti su utdene na PANS-a. Utdeni retencioni redosled
je, kao i prilikom odvajanja triazinskih derivatasledica jéine formiranih vodoninih

veza i prirode upotrebljenih sorbenata.

3.2. Normalno-fazna planarna hromatografija neninainetalnih kompleksa

Imaju¢i u vidu cilj i oblast ispitivanja ovog rada pos@bpaznja je posvena
razmatranju hromatografskog ponaSanja tri klase traih metalnih helatnih
kompleksa. Retencija ovih kompleksa je ispitivan#oku ranijin studija na tankom
sloju silika-geld®*°i PANS-a"% pri ¢emu je ustanovljeno spedifio hromatografsko
ponaSanje trigtdiketonato) kompleksa tipa [Co(acagphacphag) (n=0-3) prilikom
koris&¢enja PANS-a kao sorbenta, posebno u NP uslovim&vor&romatografsko
ponaSanje, za koje je pokazano da je posledicarskm@kceptorskih interakcija CN-
grupa sorbenta saelektronskim sistemima arométih liganada, bi moglo da ukaze na
eventualno te&e pomenutih grupa u procesima odvajanja na CN-nkodid@nom

silika-gelu.

Prouwavanje hromatografskog ponaSanja serije navedesiftrainih metalnih
kompleksa je izvedeno primenom 13 nevodenih raatearTabela 5). Neke od
navedenih mobilnih faza su ranije bile primenjerze advajanje istih supstanci na

tankim slojevima PANS-a i/ili silika-gela®
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Tabela 5. Sastav hromatografskih rastarapotrebljenih za odvajanja neutralnih

metalnih kompleksa u NP uslovima.

Redni broj Rastvarat Zapreminski odnos
1 Cikloheksan
2 Hloroform
3 Dihlormetan
4 Ugljentetrahlorid
5 n-Heksan / Ugljentetrahlorid 80:20
6 n-Heksan / Ugljentetrahlorid 70:30
7 n-Heksan / Benzen 80:20
8 n-Heksan / Benzen 60:40
9 n-Heksan / Aceton 90:10
10 n-Heksan / Aceton 85:15
11 n-Heksan / Aceton 70:30
12 n-Heksan / Aceton 60:40
13 n-Heksan / Aceton 40:60

Hromatografisana suetiri (B-diketonato)-Co(lll) kompleksa tipgCo(acacy.
n(phacphag) (n = 0 - 3), tri B-ketoiminato)-Cu(ll) kompleksa, dvas(alkil-ksantato)-
Co(lll) kompleksa i petbis(alkil-ksantato)-Ni(ll) kompleksa. Dobijeni rezultasu

navedeni u Tabeli 6.

Tabela 6. hRvrednosti ispitivanih kompleksa na cijano-modifilemom silika-gelu

Redni Kompleks® Rastvarat®

broj 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
1 [Co(acac)] 6 F 8 42 18 36 16 23 48 65 92
2 [Co(acac)(phacphac)] 4 F 6 44 15 39 10 20 45 68 94
3 [Co(acac) (phacphag) 2 F 5 48 13 45 6 15 40 71 96
4 [Co(phacphag] 0 F 4 51 8 50 3 11 36 73 97
5 [Co(acagen)] 84 32 5 2 15 32 44 69 74
6 [Co(acacphacam)] 88 41 8 7 12 13 43 71 78
7 [Co(phacaen)] 88 43 25 43 0 0 42 72 79
8 [Co(Et-xanthat)] 15 F 24 54 47 68 29 34 58 76 96
9 [Co(Pr-xanthat) 24 F 38 67 61 77 42 49 65 80 95
10 [Ni(Et-xanthat}] 27 37 45 68 79 94
11 [Ni(Pr-xanthat)] 39 49 55 73 82 95
12 [Ni(Bu-xanthat)] 44 59 62 74 82 96
13 [Ni(seeBu-xanthat)] 67 61 65 75 81 96
14 [Ni(iso-Bu-xanthat)] 50 61 65 76 81 96

#acac = 2,4-pentandionato jon; phacphac = 1,3-difenil-1,3-pdipaato jon;
en= 1,2-diaminoetan.
®Vidi Tabelu 5;°F = Front rastvaks.
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3.2.1.Normalno-fazna hromatografig-diketonato)-Co(lll) kompleksa

Porelenjem hR vrednosti ispitivanihtris(3-diketonato)-kompleksa dobijenih
primenom rastvaka (1, 2 i 7) na tankom sloju cijano-modifikovanatika-gela sa
ranije utvdenim rezultatima na silika-gelu i PANS-u moZe seéituda jatina sorpcije
ispitivanih kompleksa (Slika 12) raste u nizu sodt@: PANS < CN-silika-gel < silika-
gel.

Pored toga, primenom rastvéaal i 7 utvden je retencioni redosled analogan
rezultatima dobijenim na PANS odnosno suprotan rezultatima dobijenim na
silika-geld®®. Radi detaljnijeg ispitivanja ovog redosleda, pnjena je serija
dvokomponentnih nevodenih rastwéaa Za polarniju organsku komponentu u ovim
sistemima odabrani su rastvér&oji se meusobno razlikuju, izm& ostalog, po
vrednostima lokalizacionog parametral®. Lokalizacioni parametarm) predstavija
meru sposobnosti molekula rastwsrada ostvari interakcije sa sorbentom, tj. da
interaguje na tmo definisani n&n. S druge strane, nelokalizovani rastéatakade
mogu ostvariti interakcije sa sorbentom, ali su poate interakcije znatno slabije i
slieajne (nasundne). Lokalizacioni parametri nekih od rastw@apotrebljenih u ovom

radu dati su u Tabeli 7.

Tabela 7. Lokalizacioni parametri rastwaaa

Redni broj Rastvara¢ Lokalizacioni parametar (m)
1 Benzen -0,42

2 Hloroform 0,10

3 Dihlormetan 0,10

4 Tetrahidrofuran 0,65

5 Aceton 0,87

Potrebno je ista da ¢ak i mala koltina snazno lokalizujteg rastvaréa ima
veliki uticaj na retenciju uzorka (lokalizaciju nefula uzorkdy. Eventualni zn&aj
lokalizacionih efekata je istaknut kao posledic&ljanja nekih autora da su pomenuti
efekti odgovorni za jedinstvene adsorpcione karattke CN-modifikovanog silika-
geld®* Pri tome je pretpostavljeno da aceton, koji pokazuje najsidokalizacioni
efekat na silika-gelu, zdajno smanijiti deXe silanolnih grupa u mehanizmu odvajanja

pomenutih jedinjenja na CN-modifikovanom silikagel
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Razmatranjem hromatografskog ponaSanja ispitivédliketonato) kompleksa
upotrebom rastvata sa manjim sadrzajem polarnije organske kompon@®iite da se
radi o acetonu ili benzenu) &no je da u svim ispitivanim slajevima supstitucija
acac liganadaphacphacligandima vodi jaoj retenciji odgovarajtih kompleksa'*°?
Dobijeni rezultati su saglasni sa ranije demim hromatografskim ponaSanjem
kompleksa [M(acagk(phacphag] tipa na tankom sloju PANS-a. Prema tome,
¢injenica da pri kori&nju nevodenih mobilnih faza (NP hromatografij& Rrednosti
razmatranih kompleksa opadaju sa @ewgem broja fenil-grupa u njihovim
molekulima, moZe biti objaSnjena kako je ranije sapio donorsko-akceptorskim
interakcijama izméu n elektronskih sistema odgovaréiju p-diketonato liganada i

cijano-grupa sorbenta

H3C\ %CH H3C\ %CH
A e
H3C\ /—CH3 H3C\ CH,
H /C_O\Io/o H _~Cc=0-_! _-0
\C O/l \O\C C\C_O/l =0
e o) —CH 7 —C.H
H,C 3 H,C s
: Ne_ W : N\
\ TcCH \ TCH
CH, CgHe
[Co(acacy] [Co(acac)phacphad)
CGHS
H3C\ ¢CH \ &TH
c™ | cH /

H<C_O>C|:\/OO H\C—O/l \O\C
c—0° 0 —CgHs
CGHS \ \\ Ce 5 CGHS \\\C\\\
(\:\ CH \ CH
CgHg CeHs
[Co(acac)(phacphag) [Co(phacphag)

Slika 12. Strukturne formule hromatografisarfihdiketonato)-Co(lll) kompleksa
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Medutim, poveéanje sadrzaja polarnije komponente dovodi do ®atgfencije,
ali i do obrtanja redosleda hRrednosti ispitivanih komplek&¥. Slabljenje retencije
ispitivanih (3-diketonato) kompleksa koje se deSava uporedo s&@ajem broja fenil-
grupa unutar njihovih molekula moze biti objasSnjestiono razmatranjima izvedenim
prowtavanjem hromatografskog ponasanja ovih supstansilika-gelu, gde je gdenje
vodoninih veza izméu silanolnih grupa sorbenta i donorskih atoma lagkn
kompleksa predloZzeno kao dominantni mehanizam adyjaj Do slabljenja retencije
najverovatnije dolazi usled slabljenja vodamh veza izméu ligatorskih atoma
helatnih kompleksa i nemodifikovanih silanolnih gausorbenta (cijano-modifikovanog
silika-gela). Pri tome do slabljenja vodonih veza dolazi ne samo usled negativhog
induktivnog efekta fenil-grupa, ¥e i usled sternih smetnji koje poti od
voluminoznosti ovih grupa. Takle, udeno obrtanje redosleda hRvrednosti
ispitivanin  kompleksa verovatno se deSava kao pasle promene retencionog
mehanizma tj. usled dominacije interakcija odvajakompleksa sa nemodifikovanim
silanolnim grupama sorbenta. Taleo je zapaZzeno da, bez obzira na prirodu
upotrebljene polarnije komponente hromatografskagtvarga (benzen ili aceton),

dolazi do obrtanja redosleda hRednosti ispitivanih kompleksa.

Osim toga, utwtena je i linearna zavisnosiRrrednosti ispitivanih kompleksa

od zapreminskog procenta acetona u mobilnoj faga Je prikazana na Slici 13.

B [Co(acac)3]

1,60
[Co(acac)2(phacphac)]

1,20 O [Co(acac) (phacphac)2]
0,80 @ [Co(phacphac)3]
0,40
Rm
0,00
-0,40
-0,80

-1,20

1,60 .
10 20 30 Vol % aggfona 50 60

Slika 13. Zavisnost izmiel Ry-vrednosti ispitivanin kompleksa i zapreminskog

procenta acetona (% v/v) u binarnim heksan-acetailmim fazama.
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Tabela 8. Parametri linearne korelacije (Slika 13)

Redni Kompleks A B r
broj
1 [Co(acacy] 1,0719+/-0,0370 -0,0350+/-0,0010 -0,9987

2 [Co(acac)phacphad) 1,3084+-0,055¢ -0,0414+-0,001€ -0,997¢

3 [Co(acac) (phacphag) 1,6143+/-0,0779 -0,0498+/-0,0022 -0,9972

4 [Co(phacphag) 1,9482+/-0,1194 -0,0581+/-0,0033 0,9951
A-os&ak; B-nagibyr-korelacioni koeficijent;

U svim sli&ajevima gde su dobijene jasne i merljive razlikeRg-vrednostima,
bez obzira na retencioni redosled, dama je linearna zavisnost izthe broja acac
liganada supstituisaniphacphacligandima i odgovarajtih Ry-vrednosti kompleksa.

Ove zavisnosti su prikazane na Slici 14.

1,60 w5
1,20 } A6
X7
0,80
X8
0,40 } °9
Rw 0,00 10
11
0,40 }
12
-0,80 | 13
-1,20 ’\\‘
-1,60 1 :
0 1 2 3
n

Slika 14. Zavisnost iznadel Ry-vrednosti ispitivanin kompleksa i brogcac liganada
supstituisanihphacphacligandima. Brojevi u legendi odgovaraju mobiln@zf u
Tabeli 5.
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Tabela 9. Parametri linearne korelacije (Slika 14)

Redni

broj Rastvaraé br. A B r
1 5 1,070 +/- 0,1107 0,105 +/- 0,0059 0,9968
2 6 0,145 +- 0,007z -0,055 +- 0,003¢ 0,9951
3 7 0,633 +/- 0,0465 0,128 +/- 0,0249 0,9643
4 8 0,260 +/- 0,0111 -0,085 +/-0,0059 0,9952
5 9 0,701 +/- 0,0282 0,261 +/- 0,0151 0,9967
6 10 0,497 +- 0,025C 0,132 +- 0,013¢ 0,989¢
7 11 0,025 +/- 0,0073 0,075 +/- 0,0039 0,9973
8 12 -0,274 +/- 0,0065 -0,054 +/- 0,0035 0,9959
9 13 -1,054 +- 0,015¢ -0,154 +- 0,008~ 0,997(

A-oseak; B-nagibjr-korelacioni koeficijent

3.2.2. Normalno-fazna hromatografifgKetoiminato)-Cu(ll) kompleksa

Posmatrajéi hRr vrednosti dobijene odvajanjenf3-ketoiminato)-Cu(ll)-kompleksa
(Tabela 6, kompleksi 5-7, Slika 15) primenom NRvasta (Tabela 5, rastvatial-13)

uoceno je relativno slabo razdvajanje ispitivanih késkpa.

en
H,C PN (CH3
o N AN
HC Jpret H
S>—o \o%
R R,
Redni broj Kompleks R R
1 [Cu(acagen) CHs CHs
2 [Cu(acacphacaceh) CHs CeHs
3 [Cu(phacagen) CeHs CeHs

Slika 15. Strukturne formule hromatografisarfihketoiminato)-Cu(ll)-kompleksa

Uticaj sastava rastvata na retenciju [{-ketoiminato)-Cu(ll)-kompleksa je
prowavan primenom serije rastvdeau kojima varira sadrzaj acetona kao polarnije
komponente (rastvata9-13, Tabela 5). Upotreba rastvéaasa manjim sadrzajem
acetona, dovodi do porasta retencije ispitivanitoikeinato kompleksa uporedo sa
pove&anjem broja aromatnih prstenova u molekulu od 0 do 2. Rezultati jasno

pokazuju da mobilnost kompleksa opada kod supggtaiskopolarnih CHgrupa up-
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ketoiminato ligandima polarnijim grupamagds). Ovo ponaSanje, suprotno je onom

uotenom na silika-gelu, odnosno odgovara ponasanjenam na PANS{4*%

Uzimajuwi u obzir karakteristike PANS-a, odnosno prisustyano-grupa kao
zajednékih aktivnih centara oba sorbenta (PANS-a i CN-rfikdvanog silika-gela)
moze se pretpostaviti da je jedan od stddenehanizama odgovoran za odvajanja
ispitivanih (3-ketoiminato)-Cu(ll)-kompleksa. Prvi mogumehanizam je formiranje
vodoninih veza izméu cijano-grupa sorbenta i atoma vodonika metingkilpa -
ketoiminato liganada. Ukoliko je ova vrsta interigk@dominantna moze s€ekivati da
¢e supstitucija Chl grupa u p-ketoiminato liganadima sa ¢Bs poveati kiselost
vodoninog atoma u metilenskoj grupiketoiminato liganada, dovoéiedo formiranja

jacih vodontnih veza i jaée retencije kompleksa.

Drugi mogui mehanizam kojim moZe biti objaSnjena sorpcijaitigpnih
kompleksa je zasnovan na donorsko-akceptorskimalktgama izméu n-elektronskih
sistema odvajanih supstanci i cijano-grupa sorbett&eXe ovih interakcija u
procesima odvajanja dovodi docga retencije kompleksa koji sadrze arorrai
prstenove u ligandima. Poznato je da se elektrdivegast cijano-grupa ispoljava kao
elektron-akceptorsko svojstvo i da supstancernsa elektronskim sistemima niske
jonizacione energije (aromatie supstance) su snaznije zadrzane na nitrilnim

stacionarnim fazani?.

Poveanje sadrzaja acetona u dvokomponentnom sisterheksan-aceton
rezultuje porastom hRvrednosti ispitivanih kompleksa, ali tad@i obrtanjem njihovog
retencionog redosleda (Sto odgovara rezultatimajefoin na silika-gelu). Takie,
primenom ostalih mono- i dvokomponentnih NP ras@@arutvideno je da retencija
ispitivanih ketoiminato kompleksa opada uporedgpsaganjem broja fenil-grupa u
njihovim molekululima. Takvo ponaSanje, kao Sto ye¢ naglaSeno, moZe biti
objasnjeno generalno prinkenim mehanizmom odvajanja ovih kompleksa na silika-
gelu, za koji se veruje da je zasnovan na sgedifi interakcijama sa sorbentom, tj. na
formiranju vodonénih veza izméu silanolnih grupa silika-gela i ligatorskih atorf@)
helata. Na jéinu vodonénih veza utiu dva faktora - induktivni i sterni efekat. Prema

tome, usled negativnog induktivhog efektgHe grupe, elektronska gustina na ligatoru
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(O) B-ketoiminato liganada je manja nego ucsju acetilacetona i uzrokuje slabije

vodoniine veze sa sorbentom i¢eepokretljivost ispitivanih kompleks&'®

3.2.3 Normalno-fazna hromatografifais(alkilksantato)-Co(lll) i bis(alkilksantato)-
Ni(ll) kompleksa

Kao poslednji segment ispitivanja hromatografskamgsanja kompleksa na
tankom sloju cijano-modifikovanog silika-gela hrawgrafisana su i dva
tris(alkilksantato)-Co(lll) kompleksa (Slika 16 (1)) pet bis(alkil-ksantato)-Ni(ll)-
kompleksa (Slika 16 (lIl)), i dobijene RR/rednosti su takie navedene u Tabeli 6
(kompleksi 8 i 9, odnosno 10-14).

Dobijeni rezultati pokazuju da prilikom primene oeenih mobilnih faza
retencija helata opada sa péarjem duzinen-alkil niza liganda. Ovakvo ponaSanje
analogno je ranije utdenim rezultatima hromatografskog odvajanja alkdssta u
normalno-faznim uslovima kako na silika-g&ltf, tako i na PANS-U.

_CH—0—R

1 s s
R—O— C(SS\/C€< < RTO™ ; N:S >CH —OTR
NcH—O0—R
. tris(alkilksantato)-Co(lll) kompleksi Ibis(alkilksantato)-Ni(ll)-kompleksa
Redni Kompleks R Redni Kompleks R
broj broj
1 [Co(SCOGHs)4] CHs 3 [Ni(S:COCHs)s] CoHs
2 [Co(SCONGHy)s] n-CsH; 4 [Ni(S,CONGH7)3] n-CgH;
5 [Ni(S,CONGHg)4] n-CyHo
6 [Ni(S,COsecGHoy)3] sec-GHg
7 [Ni(S,COisoGHo)3] iso-GHg

Slika 16. Strukturne formule hromatografisatrib(alkilksantato)-Co(lll) kompleksa i
bis(alkil-ksantato)-Ni(Il)-kompleksa

Sorpcija ispitivanih alkilksantato kompleksa u w&hea NP hromatografije na
tankom sloju CN-modifikovanog silika-gela moZe bibbjaSnjena mehanizmom
formiranja vodoninih veza izméu elektronegativnih atoma kompleksa i silanolnih

grupa sorbenta. Kao $to je poznatdina (energija) formiranih vodogmih veza zavisi
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od elektronske gustine na odgovatau elektronegativnim atomoma. Stoga, sa
poveanjem duzine sporednih lanaca pozitivni induktiwiekat alkil-grupa takde
raste, Sto uzrokuje po¥anje elektronske gustine elektronegativhog atonsadkiika,
Sto opet vodi jaim vodontnim vezama izm#u ovih atoma i silanolnih grupa CN-

modifikovanog silika-gel&®

Medutim, ¢injenica da su dobijeni rezultati upravo suprdporast duzinen-
alkil niza liganda vodi porastu RRrednosti) govori o tome dagaa vodonénih veza
odgovornih za sorpciju helata zavisi uglavhom odgdr faktora. To mogu biti sterne
smetnje, kako je pretpostavio Snajderanalogno rezultatima dobijenim pri
hromatografskom razdvajanju nekih strukturn@rsh metalnih dialkilditiofosfata na
silika-gelu, ili rastvorljivost ispitivanih komplela u odgovarajiim solventim&®. Sterni
efekti se sa povanjem duzine lanca manifestuju u otezanom pristygko
elektronegativnih atoma kompleksa silanolnim grupasuarbenta, sa kojima mogu biti
formirane vodonine veze. Ta@e uzrokovati slabiju retenciju kompleksa sa pavgem
duzine baénih lanaca, Sto je eksperimentalno pdémo za ispitivane komplekse. Ovaj
fenomen je takde ranije zabelezen pri hromatografskim odvajanjimeaologe serije

kompleksa prelaznih metala sa istim iltslim ligandimd> 6%

Izomeri bis(alkilksantato)-Ni(ll)kompleksa, bez obzira na matazlike u
dobijenim R vrednostima, pokazuju isti redosled pri NP hrorgedéji primenom svih
nevodenih mobilnih faza. Takvo ponaSanje izometnitilksantato-kompleksa nije u
skladu sa sternim efektima odgovatdjudelova liganada, bududa su, bez obzira na
velike razlike u sternim efektima izomernih butilpstituenata, razlike u R
vrednostima kompleksa veoma male. S druge strabkgzpno je da redosledyR
vrednosti izomernih butilksantato-kompleksa t#onije u skladu ni sa njihovim

rastvorljivogu.

Tabela 10. Induktivne konstanie*) alkil - supstituenata

Redni broj Alkil grupa Induktivna konstanta
1. Metil 0,0000

2. Etil -0,100

3. n-Propi -0,11¢

4. n-Butil -0,130

5. 1zobutil -0,125

6. sec-Butil -0,210
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Prema tome, pretpostavljeno je da u ovomcéaglu induktivni  efekat

odgovarajdih lanaca liganada, koji u& na elektronsku gustinu na elektron-

negativnhom atomu liganda, igra oéljucu ulogu saglasno odgovaraijon induktivnim

konstantama izomernih butil-supstitueriatd prikazanim u Tabeli 10.

Pri ovim razmatranjima utdena je i linearna zavisnost;R/rednosti ispitivanih

kompleksa od zapreminskog procenta acetona u nopliéni, koja je prikazana na Slici

17.
04 r M [Ni(Et-xanthat)2]
02 F [Ni(Pr-xanthat)2]
0 F X [Ni(Bu-xanthat)2]
-0,2 X [Ni(sec-Bu-xanthat)2]
-04 F @ [Ni(iso-Bu-xanthat)2]
Rw -0,6 F
0,8
1 b
-1,2 F s
-1,4 F *
1,6 L L L L L d
0 10 20 30 40 50 60
Vol % acetona

Slika 17. Zavisnost iznie Ry-vrednosti ispitivanin kompleksa i

procenta acetona (% v/v) u binarnim heksan-acetoipilnim fazama.

Tabela 11. Parametri linearne korelacije (Slika 17)

zapreminskog

Redni Kompleks A B r
broj
1 [Ni(Et-xanthat)] 0,3927+/-0,0734 -0,0256+/-0,0019 -0,9947
2 [Ni(Pr-xanthat)] 0,2169+/-0,1082 -0,0237+/-0,0028 -0,9869
3 [Ni(Bu-xanthat})] 0,1408+/-0,1858 -0,0233+/-0,0047 -0,9614
4 [Ni(seeBu-xanthat)) 0,0865+-0,2084 -0,0221+-0,005=  -0,947Z
5 [Ni(iso-Bu-xanthat)]  0,0789+-0,203Z -0,0220+-0,005z  -0,949:

A-oseiak; B-nagib;r-korelacioni koeficijent
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3.3. Planarna hromatografija fenola

Hromatografsko ponaSanje r&tiih fenolnih derivata je do sada pt@vano u
uslovima tankoslojne hromatografije na réitin sorbentima (celulozi impregnisanoj
aluminijum(lll)-oksidom, aluminijum(lll)-oksidu, $ka gelu Fkss om amino-
modifikovanom silika-gelu, cijano-modifikovanom ikd-gelu, alkil-modifikovanim
silika-gelovima (RP-2, RP-8, RP-18), silika-gelu piragnisanom jonima Cu(ll) i
Al(111)) 3369102106\ nekim od ovih radova proavani su i mehanizmi odvajanja
fenolnih supstanci. Take je prodavana priroda vodo#nih veza koje se javljaju
izmedu fenolnih hidroksilnih grupa i silanolnih grupdilsa-gela, kao i vodornih veza
fenolnih hidroksilnih grupa i cijano-grupa CN-mdkivanog silika-geld®. Koristei
dosadasnja ispitivanja kao polaznu osnovu, a u bitjlieg razumevanja uloge cijano-
grupa u mehanizmima hromatografskih odvajanja nasiikb-gelu kao sorbentu,
razliciti derivati fenola su odvajani uporedo na tankiwjevima silika-gela, CN-silika-
gela i PANS-&ije adsorpcione povrSine sadrze samo silanolneegizggedno silanolne

i cijano-grupe i samo cijano-grupe.

3.3.1. Normalno-fazna hromatografija fenola

Primenom devet nevodenih rastw&ra(Tabela 12) odvajano je devet fenola
(Slika 18) na tankim slojevima pomenuta tri sorlentuslovima NP hromatografije.

Dobijene hR-vrednosti navedene su u Tabelama 13-15.

Tabela 12. Sastav upotrebljenih hromatografsishveag&a za odvajanje fenola

Redni broj Rastvara¢ Zapreminski odnos
1 Petroletar / Aceton 80:20
2 Petroletar / Aceton / Hloroform 40:30:25
3 Benzen / Metanol /Sietna kiselina 94:5:1
4 Benzen / Izopropanol / $etna kiselin 94:5:1
5 Benzen / Aceton 90:10
6 Cikloheksan / Dioksan 60:40
7 n-Heksan / Hloroforr 60:4(
8 n-Heksan / Metilenhlorid 60:40
9 n-Heksan / Etil-acetat 90:10
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Na osnovu dobijenih hRvrednosti @igledno je da j&ina sorpcije ispitivanih

fenola raste sledan redom PANS < CN-modifikovani silka-gel < sililgel.

H oH OH OH
NH,
HO OH cHo OCH,
Floroglucinol 2-Aminofenol 4-Hidroksibenzaldehid  4-Metoksifenol
OH
OH
OH cl
OH
COOH
H,C— | —CH, cl
CH,
Salicilna kiselina Fenol 4-ert-Butilfenol 2,4-Dihlorfenol
OH
H,C CH,
2,6-Dimetilfenol Slika 18. Strukturne formule hromatografisanihdia

Uzimajwi u obzir prisustvo hidroksilnih grupa u molekulimadvajanih
supstanci ginjenicu da sva tri sorbenta mogu graditi vodoei veze sa fenolima, moze
se pretpostaviti da je gtanjenje vodorinih veza odvajanih supstanci sa sorbentom
odgovorno za njihovo odvajanje. Prema tome, refgrfienola na ova tri sorbenta moze
biti objaSnjena kako karakteristikama stacionaraeeftako i jaginom i prirodom

vodoninih veza izméu sorbenta i hidroksilnih grupa fenola.

Vodonkne veze formirane iznde fenolnih hidroksilnih grupa i silanolnih grupa
silika-gela i atoma vodonika fenolnih hidroksilndrupa i azota cijano-grupa CN-
modifikovanog silika-gela detaljno su studiranéjasnjené®®. Zakljuseno je da je prva

vrsta interakcija j&a od druge, Sto se i mogl@ekivati imajli u vidu da je konstanta
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disocijacije silanolnog vodonika oko %0do 10°, a konstanta disocijacije éiee
fenolnih hidroksilnih vodonika je oko 18 Interakcije fenola sa cijano-grupom
sorbenta se ostvaruju izthe fenolnog hidroksilnog vodonika i azota cijanooet?>.
Saglasno tome, §a retencija fenola na silika-gelu nego na druga stwdenta rezultat
je formiranja j&ih vodontnih veza izméu fenola i povrSinskih silanolnih grupa
sorbenta. Slabija retencija na CN-modifikovanomkatigelu moze biti pripisana
prisustvu povrsinskih cijanopropil-grupa koje foraju slabije vodorine veze.
Konano, najslabija retencija fenolnih derivata na PANSwnozZe biti objaSnjena
prisustvom samo cijano grupa na povrSini sorbegtajénicom da ove grupe formiraju

slabije vodonine veze od silanolnih grupa.

Uzimajwi u obzir selektivnost ovih odvajanja moze se z&kij da je bolje
odvajanje fenola sa polarnim supstituentima (2-afenol, 4-hidroksibenzaldehid)
postignuto na CN-modifikovanom silika-gelu negonanodifikovanom silika-gelu, Sto
je u skladu sa literaturnim podacitiaSelektivnost za navedene fenole je bolja na
PANS-u nego na silika-gelu, dok je selektivhost @Nédifikovanog silika-gela i PANS

sli¢cna.

Tabela 13. hRvrednosti ispitivanih fenola na PANS-u

Redni
broj Supstanca/Rastvarg” 1 2 3 4 5 6 7 8 9

1 Fluoroglucino 0 73 0 29 8 41 0 0 0

2 2-Aminofeno 27 70 9 7 51 46 8 4 24

3 4-Hidroksibenzaldehi 60 92 18 66 44 53 13 10 34

4 4-Metoksifenol 66 91 76 73 88 78 49 29 65
5 Salicilna kiselina 74 92 84 82 96 81 38 44 83
6 Fenol 82 90 72 76 85 82 42 34 83
7 4-tert-Butifenol 86 95 81 77 91 82 60 57 87

8 2,4-Dihlorfenol 86 92 92 8 97 84 81 67 83

9 2,€-Dimetilfenol 86 92 93 80 93 81 76 71 90

OVidi Tabelu 12

Na osnovu rezultata dobijenih tokom hromatografskdgajanja fenola takie
su ispitivani efekti supstituenata na retencijuolaih derivata. Analizirajti hRe
vrednosti dobijene prilikom upotebe tipih NP mobilnih faza (Tabela 12§igledno je
da retencija fenolnih derivata opada pravilno udalem nizu: fluoroglucinol > 2-
aminofenol > 4-hidroksibenzaldehid > 4-metoksiferaalicilna kiselina > fenol > 4-

tert-butilfenol > 2,4-dihlorfenol > 2,6-dimetilfenol.
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Tabela 14. hRvrednosti ispitivanih fenola na CN-modifikovanoitiksi-gelu

Redni
broj Supstanca/Rastvard"” 1 2 3 4 5 6 7 8 9

1 Fluoroglucino 21 55 0 13 24 19 0 0 0

2 2-Aminofeno 28 57 21 31 40 37 5 5 3

3 4-Hidroksibenzaldehid 36 75 43 58 68 43 14 11 13
4 4-Metoksifenol 43 71 46 67 74 57 32 23 28
5 Salicilna kiselina 50 78 57 70 78 62 41 30 39
6 Fenol 59 76 60 70 79 62 44 38 42
7 4-tert-Butifenol 59 83 63 75 82 71 51 43 49
8 2,4-Dihlorfenol 64 75 74 74 83 69 57 54 52

9 2,€-Dimetilfenol 66 80 80 81 88 70 69 62 54

OVidi Tabelu 12.

Tabela 15. hRvrednosti ispitivanih fenola na silika-gelu

Redni
broj S 0
upstanca/Rastvarg 1 2 3 4 5 6 7 8 9

1 Fluoroglucinol 0 52 0 0 6 8 0 0 0
2 2-Aminofenol 23 65 8 10 29 32 0 0 5
3 4-Hidroksibenzaldehid 27 77 17 22 41 36 0 0 8
4 4-Metoksifenol 13 63 31 37 82 32 4 11 17
5 Salicilna kiselini 40 59 32 45 28 58 16 29 34

6 Feno 41 84 37 48 60 54 10 29 26

7 4-tert-Butifenol 32 83 3 39 58 63 16 18 24
8 2,4-Dihlorfenol 35 73 54 54 73 58 23 39 29
9 2,6-Dimetilfenol 48 78 50 50 72 69 28 39 44

OVidi Tabelu 12.

Fluorglucinol pokazuje najia retenciju na sva tri sorbenta. Ovo ponaSanje je
posledica prisustva tri hidroksilne grupe tj. trolgrne funkcionalne grupe u
molekulu®. Jasa retencija 2-aminofenola u pdenju sa samim fenolom moZe biti
objasnjena polarnéd  orto-NH,-grupe. Monosupstituisani fenoli (4-
hidroksibenzaldehid, 4-metoksifenol i salicilina délisa) takde pokazuju j&e
zadrzavanje od fenola, pdemu je navedeno ponaSanje najverovatnije posledica
negativnog induktivnog efekta uvedenih supstituenatl&e zadrZzavanje 4-
hidroksibenzaldehida od 4-metoksifenola moze bitbjaénjeno negativnijim
induktivnim efektom aldehidne grupe u odnosu naoketgrupu. Saglasno tome, BR
vrednost salicilne kiseline trebalo bi da je nizhhi--vrednosti 4-metoksifenola, zbog

veceg negativnog induktivnog efekta karboksilne u @inoa aldehidnu grupu.
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Medutim, eksperimenralno uidena hR-vrednost je véa, najverovatnije zbog sternih
smetnji karboksilne grupe koja se nalazi owto-polozaju u odnosu na fenolnu
hidroksilnu grupu. Retencija poslednjeg hromatdgeafog monosupstituisanog fenola,
4-tert-butilfenola, je slabija u odnosu na fenol Sto ggverovatnije posledica pozitivhog

induktivhog efekta alkil-supstituenatatgrt-butil grupe.

Retencija disupstituisanih fenola je slabija u ainna monosupstituisane fenole
pri cemu je retencija 2,4-dihlorfenola neSt@¢gau odnosu na 2,6-dimetilfenol. Ovaj
retencioni redosled moze biti objasSnjen negativimduktivnim efektom hlora u odnosu

na pozitivan induktivni efekat metil-grupa.

Na osnovu dobijenih rezultata moze sejaéki da je prirodaorto-supstituenata
od esencijalnog z®aja za retenciju fenola. Ovo objaSnjenje je prijremlza sve
derivate fenola (halogenovane, alkoksi-, karboksimino- i polihidroksi-fenole).
Najslabija retencija je utitena kod 2,6-dimetilfenola koji ima dwato-supstituisane
grupe, dok 2,4-dihlorfenol, sa jednionto-supstituentom, pokazuje nesStéyaretenciju.
Poveanu retenciju pokazuju i fenoli bexto-supstituenata: Zett-butilfenol, salicilna
kiselina, 4-metoksifenol, 4-hidroksibenzaldehidyréiglucinol. Izuzetak predstavija 2-
aminofenol koji, uprkosinjenici da posedujerto-supstituisanu amino-grupu, pokazuje
jacu retenciju u odnosu na &#gomenute monosupstituisane fenole, verovatno zbog

mogLenosti stvaranja joS jedne vodone veze.

Selektivnost razdvajanja ispitivanih fenola primenaazlcitin sorbenata i
mobilnih faza moZe biti procenjena ge&lim poreienjem Ry-vrednosti (dijagrami
Rwm()-Rm(11)). Retencioni podaci za fenole za sve ispit@asisteme su podeni
(nemodifikovani silika-gel je poden sa CN-silika-gelom; PANS sa CN-silika-gelom i
PANS sa nemodifikovanim silika-gelom). 1Zrmati statistiki koeficijenti su dati u
Tabeli 16, dok su reprezentativni primeri korelagjrikazani gratiki na Slikama 19-
21.

Kao Sto se moze videti u Tabeli 16, iztnePANS-a i CN-modifikovanog silika-
gela su dobijene relativho dobre korelacije sa demon mobilnim fazama (NP uslovi).
Ovaj podatak govori o sinosti sorpcionih karakteristika ova dva sorbeni&azuje na
nesumnijivi doprinos cijano-grupa u mehanizmima ¢ava na cijano-modifikovanom

silika-gelu. Pordenje Ry-vrednosti dobijenih za fenole na CN-modifikovansitika-
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gelu sa onim dobijenim na nemodifikovanom silikddg@okazuje zadovoljavade

korelacije samo u NP uslovima.

Tabela 16. Korelacioni koeficijentr)(i F-test korelacija izm# Ry vrednosti fenola u

razli¢itim hromatografskim sistemima

Mobilna  Ruepans) i Rm(cn-silika-gel) Ruwm(silka gety | Rm(cn-silika-gel) Rwmeans) | Rusiika-gel)
fazd r F B r F n r F n
1 0,9637 78,061 8 0,6725 4,954 8 0,5876 3,165 8
2 0,9594 81,054 9 0,6970 6,613 9 0,6074 4,093 9
3 0,9131 30,102 8 0,9742 111,971 8 0,9624 75,350 8
4 0,8251 14,924 9 0,9393 44,941 8 0,9241 35,090 8
5 0,8983 29,259 9 0,8236 14,763 9 0,7554 9,302 9
6 0,9428 56,004 9 0,9509 66,093 9 0,8310 15,623 9
7 0,9445 49,609 8 0,8964 16,360 6 0,6403 2,780 6
8 0,9833 175,349 8 0,7794 6,189 6 0,6898 3,630 6
9 0,9600 70,581 8 0,9366 42,892 8 0,9684 90,353 8
Tabela 12
®) Broj tataka
’ON 14 .-
[ P
Z L
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f 08 [

=4
o

oal Ry (PANS)

Slika 19. Korelacija izméu Ry-vrednosti fenola na PANS-u i CN-modifikovanom
silika-gelu primenom rastvata br.8
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Slika 20. Korelacija izm#u Ry-vrednosti fenola na CN-modifikovanom silika-gelu i

silika-gelu primenom rastvata br. 9
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Slika 21. Korelacija izm#u Ry-vrednosti fenola na silika-gelu i PANS-u primenom

rastvarda br. 6

Ova c¢injenica moze biti pokazatelj zémja druge vrste adsorpcionih centara
(nemodifikovanih silanolnih grupa) na povrSini CNodifikovanog silika-gela.
Korelacije izmé&u Rupans)- Rusiika-gey SU znatno loSije u odnosu na druge sorbente.
Ovakvi rezultati su i &ekivani ukoliko uzmemo u obzir ragiiu prirodu pomenutih

sorbenata.
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3.4. Reverzno-fazna planarna hromatografija hetghici

Hromatografsko ponaSanje herbicida (triazinskih ivd¢a | derivata
fenoksikarboksilne kiseline) na tankim slojevimaN#a, CN-modifikovanog silika-
gela i silika-gela u uslovima RP hromatografije matrano je primenom 7 vodenih
rastvarda (Tabelal7). Rezultati hromatografskih odvajageedenih jedinjenja dati su
u Prilogu (Tabele P1-P3).

Tabela 17. Sastav hromatografskih rasts@rapotrebljenih za odvajanje triazinskih
derivata i fenoksikarboksilnih kiselina u usloviR® hromatografije

Redni broj  Rastvara¢ Zapreminski odnos
1 Aceton / Voda 70:30
2' Aceton / Voda 20:80
3 Aceton / 0,5 mol difl (NH4)2SOy 20:80
4 THF /0,5 mol dr® (NH,),SCy 20:8(
5' Dioksan / 0,5 mol di® (NH.),SCs 20:8(
6' Acetonitril / 0,5 mol drit (NH,)2SO4 20:80
7 Metanol / 0,5 mol dii (NH,)SOq 20:80

3.4.1 Reverzno-fazna hromatografija triazina

Analizom retencionog ponaSanja triazinskih deriva®P uslovima (Tabela 16,
rastvargi 1'-7') uateno je da je porast hidrofobnosti supstituenatagrgaianjem
retencije ovih supstanci (Slike 22, 23 i 24), &aouj skladu sa podacima navedenim u
literaturi’®. Porast retencije sa porastom hidrofobnog delbesmta moZe se objasniti
RP mehanizmom odvajanja kod kojeg se sorpcija zasma nespecifnim hidrofobnim
interakcijama sa sorbentom i spedifim interakcijama sa polarnim molekulima

mobilne faze.

Odvajanje svih ispitivanih triazina u RP uslovimnegpostignuto samo upotrebom
cijano-modifikovanog silika-gela, dok je kod preaat dva sorbenta udeno samo
odvajanje tiometil-derivata. Take, na cijano-modifikovanom silika-gelu je dema i
najjaca retencija navedenih triazina. Odnos vRednosti triazina koji pokazuju
merljivu retenciju na sva tri sorbenta (ametrigrpetrin) u skladu je sa literaturnim
podacim&® i ¢injenicom da pov&anje hidrofobnosti supstituenata analiziranih sapsit

dovodi do njihovog jéeg zadrZzavanja.
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Slika 22. hR-vrednosti triazina na tankom sloju CN-silika-gptamenom RP mobilnih

faza
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Slika 23. hR-vrednosti triazina na tankom sloju silika-gelanpgnom RP mobilnih faza
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Slika 24. hR-vrednosti triazina na tankom sloju PANS-a primer®Rimobilnih faza

71.



Nasi radovi

Osim toga, primena tipnih RP rastvarg dovodi do pravilnog obrtanja bR
vrednosti (navedenog i u literat(}i triazinskih tiometil-derivata u odnosu na NP-

uslove.

Uticaj prirode supstituenata u RP hromatografijirggmatran samo na CN-
modifikovanom silika-gelu. Pri tome, ukoliko se pde hR-vrednosti triazinskih
derivata sa identhim R; supstituentom utdeno je da supstance sa hidrofobnijim
(voluminoznijim) R ili Rz supstituentom pokazuju u RP uslovim&uaretenciju.
Istovremeno, dok u NP uslovima priroda; Rupstituenta prakimo uslovljava
hromatografsko ponaSanje odvajanih supstanci, avagenaSanje nije utieno
upotrebom tipinih RP rastvar&, Sto govori u prilog promeni mehanizma odvajdpja

odvajanju zasnovanom na nespéaiim hidrofobnim interakcijama.
3.4.2. Reverzno-fazna hromatografija fenoksikarioitskiselina

Rezulati dobijeni hromatografskim odvajanjem fenk&gokslinih kiselina
(Slika 8) u RP uslovima na tankim slojevima PANSE&-modifikovanog silika-gela i

silika-gela prikazani su na Slikama 25, 26 i 27.
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Slika 25. hR-vrednosti fenoksi-kiselina na tankom sloju CNigiligela primenom RP
mobilnih faza
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Slika 26. hR-vrednosti fenoksi-kiselina na tankom sloju PAN$&emenom RP
mobilnih faza
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Slika 27. hR-vrednosti fenoksi-kiselina na tankom sloju silg@a primenom RP
mobilnih faza

Nasuprot rezultatima dobijenim u NP  hromatografijijspitivane
fenoksikarboksilne kiseline u reverzno-faznim usioa na tankom sloju PANS-a i CN-
modifikovanom silika-gelu pokazuju p@janu retenciju. Retencija ispitivanih supstanci
raste sa povanjem broja metilenskih-grupa u alitatim delovima molekula i sa
poveanjem broja metil- i hloro-supstituenata u benzenskprstenu. Doprinosi CH
grupa, pojedingnih CH; grupa i Cl atoma retenciji fenoksi-kiselina su bfizino
izjednaeni. Supstituent w-poloZaju sa uvazavanjem doprinosa —OffgEBIOOH niza
znatno manje doprinosi retenciji nego supstituentrpolozaju. Ovakvo retenciono

ponaSanje je u saglasnosti sa opsStim strukturniektieia u RP hromatografiji na
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hemijski modifikovanim silika-gelovima, gde se i$pane supstance eluiraju po
redosledu rastie hidrofobnosf'%”. 1z navedenih razloga odvajanje parova fenoksi-
kiselina 2,4-D i MCPA odnosno 2,4-DP i MCPP je t®&ka oktadecil silika-gel
kolonam&" ali su navedeni parovi fenoksi-kiselina veoma 8speodvajani na umereno
polarnim cijano-modifikovanim silika-gel stacionamfazama. Udeno ponaSanje nije
prisutno na silika-gelu gde je pridena povéana pokretljivost ispitivanih supstanci
(porast hR vrednosti). Takde, prilikom odvajanja fenoksi-kiselina tamo gde su
dobijene jasne i merljive hR/rednosti, najjga sorpcija je utvena na tankom sloju
CN-modifikovanog silika-gela, zatim PANS-a i k@n@ najviSe hR vrednosti su
dobijene kod silika-gela. Utiteni retencioni redosled ukazuje nastst izmeu CN-
silika-gela i PANS-a prilikom odvajanja fenoksikaKsilnih kiselina kako u NP tako i u
RP uslovima. Osim toga, rezultati dobijeni primenailika-gela kao sorbenta su
ocekivani imaji¢i u vidu njegovu ukupnu polarost usled koje je mappgodan za

primenu u RP hromatografiji.

3.5. Reverzno-fazna planarna hromatografija nenitrahetalnih kompleksa

Prowavanje hromatografskog ponasanja serije neutrah@talnih kompleksa u
reverzno-faznim uslovima je izvedeno primenom dwdena rastvata i to aceton —
voda, 70:30 (1) i THF — voda, 60:40 (2).

Rezultati dobijeni hromatografisanjetetiri (3-diketonato)-Co(lll) kompleksa
tipa [Co(acac).n(phacphag] (n = 0 - 3), tri B-ketoiminato)-Cu(ll) kompleksa, dva
tris(alkil-ksantato)-Co(lll) kompleksa i pebis(alkil-ksantato)-Ni(ll) kompleksa su

navedeni u Tabeli 18.

3.5.1 . Reverzno-fazna hromatografipdiketonato)-Co(lll) kompleksa

U slwtaju primene vodenih mobilnih faza (rastvara i 2) utvideno je da sa
poveanjem broja fenil-grupa u kompleksima fRednosti opadaju, kako je i

ocekivand®.
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Tabela 18. hRvrednosti ispitivanih kompleksa na cijano-modifilamom silika-gelu

Redni Kompleks® Rastvarag¢
broj 1 2
1 [Co(acac)] 80 54
2 [Co(acac)(phacphac)] 63 41
3 [Co(acac) (phacphay] 48 28
4 [Co(phacphag] 38 21
5 [Co(acagen)] 72 58
6 [Co(acacphacan)] 56 42
7 [Co(phacaen)] 44 34
8 [Co(Et-xanthaty)] 37 26
9 [Co(Pr-xanthat) 28 14
10 [Ni(Et-xanthaty] 71 35
11 [Ni(Pr-xanthat)] 68 27
12 [Ni(Bu-xanthat}] 66 22
13 [Ni(secBu-xanthat)] 64 22
14 [Ni(iso-Bu-xanthat)] 61 25

% acac = 2,4-pentandionato jon; phacphac = 1,3-difenil-1,3-pdipaato jon;
en=1,2-diaminoetan.

Uoceno povéanije retencije sa porastom hidrofobnog dela soderasnjava
se reverzno-faznim mehanizmom odvajanja kod kojeg serpcija zasniva ha
nespeciftnim hidrofobnim interakcijama iznde ugljovodonénih lanaca sorbenta i
nepolarnih delovap-diketonato liganada i spedifiim interakcijama sa polarnim
molekulima mobilne faze (tj. sa vodoth)U prilog ovakvom tum&nju utvidenog
ponaSanja idedinjenica da upotrebljeni rastvdiasadrze znéajan udeo vode, odnosno

imaju veliku ukupnu polarnost.

Osim toga, utwtena je linearna zavisnost izdte broja acac liganada
supstituisanihphacphac ligandima i odgovarajih Ry-vrednosti kompleksa. Ove

zavisnosti su prikazane na Slici 28.
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Slika 28. Zavisnost izn#l Ry-vrednosti ispitivanih kompleksa i brogcac liganada
supstituisanih phacphac ligandima. Brojevi u legendi odgovaraju upotrebip

mobilnim fazama.

Tabela 19. Parametri linearne korelacije (Slika 28)

Redni Rastvarag br. A B r
broj
1 1 -0,551+/-0,0563 0,269+/-0,0301  0,9877
2 2 -0,060+-0,0221 0,220+-0,011¢ 0,9971

A-oseiak; B-nagib;r-korelacioni koeficijent
3.5.2. Reverzno-fazna hromatografifaketoiminato)-Cu(ll) kompleksa

Posmatrajéi hRe-vrednosti dobijene odvajanjemB-ketoiminato)-Cu(ll)-kompleksa
(Tabela 18, kompleksi 5-7, Slika 12) primenom cdipi reverzno-faznih rastvata
uotena je znatno bolja selektivnost odvajanja ovihinjetdja od one postignute u NP

uslovima (Tabela 6, rastvaidl - 13).

Retenciono ponaSanje helata pri RP uslovima jeasagl sa mehanizmom
hidrofobnih interakcija koje su sve¢g sa opadanjem polarnosti odvajanih supstanci,

odnosno sa povanjem broja fenil-grupa u liganadima ispitivaniidteih kompleksa.
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3.5.3 Reverzno-fazna hromatografifas(Alkilksantato)-Co(lll) i bis(alkilksantato)-
Ni(ll) kompleksa

Rezultati dobijeni za ispitivane alkilksantato-kdelfse u uslovima RP
hromatografije su u skladu s&ekivanim tj. sa powanjem duzinen-alkilniza liganda,
povetava se hidrofobni deo sorbenda, Sto rezultuje gavjem retencije ispitivanih
kompleksa. Udeno ponasSanje moze biti objasnjeno promenom menanivajanja tj.
ostvarivanjem nespeaifiih hidrofobnih interakcija ispitivanih supstane sorbentom.
Dodatno, utwteni retencioni redosled ispitivanih alkilksantat&RB hromatografiji na
CN-modifikovanom silika-gelu je analogan onom debgm pri RP hromatografiji
homologe serije ovih helata na tankom sloju neltil-emodifikovanih silika-gelova i
PANS-a8>".

3.6. Reverzno-fazna planarna hromatografija fenola

Hromatografsko ponaSanje fenolnih derivata (Slilg fha tankim slojevima
PANS-a, CN-modifikovanog silika-gela i silika-gela, RP uslovima je praavano
primenom pet rastvata (Tabela 20). Dobijene RRrednosti navedene su u Tabelama
21-23.

Tabela 20. Sastav upotrebljenih hromatografskittvea@&a za RP odvajanje fenolnih

derivata
Redni broj Rastvara¢ Zapreminski odnos
1 Metanol / Voda / Stetna kiselina 40:59:1
2 Izopropanol / Voda / Sietna kiselina 40:59:1
3 Aceton / Voda / Séetna kiselina 60:39:1
4 Etanol / Vodi 60:4(
5 Tetrahidrofuran / Voda / Sietna kiselina 40:59:1

Pri reverzno-faznim uslovima pravilan obrnut reédshR- vrednosti u odnosu
na onaj dobijen pod NP uslovima je Wl®n samo na tankom sloju CN-modifikovanog
silika-gela. NeSto niza hRvrednost tert-butilfenola je verovatno posledicacia
hidrofobnih interakcija izmé@u sorbenta itert-butil-grupe. Floroglucinol ima najviSe
hR=vrednosti na sva tri sorbenta, suprotno rezult@tohobijenim primenom tiphih

NP-rastvaréa. Takde je priméeno opadanje hRvrednosti ispitivanih fenola u nizu 4-
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metoksifenol > 4ert-butilfenol > 2,6-dimetilfenol, Sto je saglasno sa podacima

navedenim u literatuffe

Tabela 21. hRvrednosti ispitivanih fenola na PANS-u

Redni

broj Supstanca/ Rastvara® 1 2 3 4 5
1 Fluoroglucinol 87 84 100 88 78
2 2-Aminofeno 67 75 56 45 49
3 4-Hidroksibenzaldehid 61 76 80 82 57
4 4-Metoksifenol 64 82 82 90 46
5 Salicilna kiselina 57 79 77 85 43
6 Feno 47 76 86 69 44
7 4+ert-Butifenol 55 73 59 85 23
8 2,4-Dihlorfenol 48 71 50 69 68
9 2,6-Dimetilfenol 52 59 76 71 21

Ovidi Tabelu20.

Tabela 22. hRvrednosti ispitivanih fenola na CN-modifikovanoitiks--gelu

Redni

broj  supstanca/Rastvard” 1 2 3 4 5
1 Fluoroglucinol 69 49 74 85 53
2 2-Aminofenol 61 61 64 54 48
3 4-Hidroksibenzaldehi 48 57 59 74 30
4 4-Metoksifenol 47 56 60 75 27
5 Salicilna kiselina 30 52 46 75 13
6 Feno 46 58 59 72 23
7 4-tert-Butifenol 12 54 40 62 6
8 2.,4-Dihlorfenol 17 37 40 66 7
9 2,6-Dimetilfenol 25 44 47 61 9

OVidi Tabelu20.

Tabela 23. hRvrednosti ispitivanih fenola na silika-gelu

Redni

broj  supstanca/Rastvara” 1 2 3 4 5
1 Fluoroglucinol 95 100 82 91 96
2 2-Aminofenol 88 93 65 86 89
3 4-Hidroksibenzaldehid 99 81 72 93 78
4 4-Metoksifenol 94 93 97 94 93
5 Salicilna kiselin: 86 10C 96 91 91
6 Fenol 71 98 64 92 40
7 4-tert-Butifenol 82 81 74 97 30
8 2,4-Dihlorfenol 66 91 78 93 86
9 2,6-Dimetilfenol 83 94 79 94 82

Ovidi Tabelu20
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Ja&anje retencije ispitivanin supstanci sa p@mgem hidrofobnosti (porast
hidrofobnog dela sorbenda — dimetitert-butil- grupe) moze se objasniti reverzno-
faznim mehanizmom odvajanja kod kojeg se sorpcgsna na nespedifiim
interakcijama sa sorbentom i spedifim interakcijama sa polarnim molekulima

mobilne faze (tj. sa vodom).

Takaie, u RP uslovima prirodarto-supstituenata ne 8 zn#&ajno na

hromatografsko ponasanje ispitivanih derivata fanol

Pri RP uslovima retencija ispitivanih fenolnih dexta raste u nizu sorbenata
silka-gel < PANS < CN-modifikovani silika-gel. Sligb retencija na silika-gelu je
verovatno posledica njegove visoke polarnosti, gaocini neodgovarajéim za RP
hromatografiju. J&a retencija fenola na CN-modifikovanom silika-gakgo na PANS-
u moze biti posledica polarnosti sorbenta. Retan@pd RP uslovima moze biti
objasnjena nespeaifiim hidrofobnim inteakcijama tj. disperzionim i wktionim

silama uz te&e n-efekta aromathih jezgard™.

Retencioni podaci za fenole za sve ispitivane istesu grafiki poreieni
(dijagrami Ri(CN-silika-gel)-R:(PANS), Ru(silika-gel)-Ru(CN-silika-gel) i
Rm(PANS)-Ry(silika-gel)) u RP uslovima u cilju procene selekbtisti odvajanja.
Izracunati statistiki koeficijenti su dati u Tabeli 24, dok su repretadivni primeri

korelacija prikazani grafki na Slikama 29-31.

Tabela 24. Korelacioni koeficijentr)i F-test zavisnosti izn@ Ry-vrednosti fenola u

razlicitim hromatografskim sistemima

Mobilna  Rwpeans) i Rmcn-silika-gel) Rusilka gel) | Rm(cN-silika-gel) Rupans) | Rusiika-gel)

faza® r F ! r F n r F n

1 0,7029 6,835 9 0,5277 2,701 9 0,5250 2,662 9
2 0,4064 1,385 9 0,0727 0,027 7 0,0716 0,026 7
3 0,4609 1,618 8 0,0674 0,032 9 0,3002 0,594 8
4 0,6639 5,517 9 0,0811 0,046 9 0,5211 2,609 9
5 0,5723 3,409 9 0,5015 2,352 9 0,5785 3,520 9

dTabela 20 Broj tasaka

U RP uslovima nisu dobijene zadovoljaxagkorelacije, mada su one uopsteno

govorei, bolje za dijagrame fRcn-silka-ge)- Rmpans) N€go za druge dijagrame.
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Slika 29. Korelacije izméu Ry-vrednosti fenola na PANS-u i CN-modifikovanom
silika-gelu primenom rastvata br.1

Takvi rezultati ukazuju da dva sorbenta imajdrsdi adsorpcione karakteristike.
Poreienje R;-vrednosti dobijenih za fenole na CN-modifikovansiiika-gelu sa onim
dobijenim na nemodifikovanom silika-gelu pokazugeavoljavajie korelacije samo u
NP uslovima. Odsustvo korelacije u RP uslovima vatao je posledicéinjenice da
silika—gel, usled svoje ukupne polarnosti, nijeaddo pogodan kao sorbent zaodvajanja
u RP sistemima.

R,, (CN-SiO,)
0.5 oo 05
- - 0.2 -
- -0.4 -
o6 = -
-
0.8 -
3
1.2 (2]
1.4 - - f
-
1.6 -

Slika 30. Korelacije izm#u Ry-vrednosti fenola na CN-modifikovanom silika-gelu i

silika-gelu primenom rastvata br. 3

Korelacije izmeéu Rypans)- Rusilika-gel) SU l05€ kako u NP tako i u RP uslovima.

Ovakvi rezultati su i eekivani imajii u vidu razltitu prirodu pomenutih sorbenata.
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Slika 31. Korelacije izm#u Ry-vrednosti fenola na silika-gelu i PANS-u primenom
rastvarda br. 5

3.7. Linearno modelovanje zemljiSte-voda podeomiéficijenata normiranih na sadrzaj

organskog ugljenikakoc) reverzno-faznom tankoslojnom hromatografijom

U cilju izvodenja opstih zakljgaka u vezi primene TLC u modelovanju Kag,
odabran je reprezentativni set 50 ekoloski i farohadki zng&ajnih jedinjenja razéitih
struktura, oblika i veline molekula (Tabela 25). Od toga 29 standardngstsunci (5
fenola, 9 poliaromathih ugljovodonika (PAH), 4 triazinska herbicida irudi
aromaténi amini, ketoni i aldehidi) s poznatim, eksperit&@no odréenim
vrednostima lofocpreuzetim iz KOCWIN baze podataka (EPI Suite, 1PARISA) i
21 jedinjenja sa nepoznatim vrednostimadmgojima je 9 benzodiazepina i 7 fenola.
Standardne supstance su izabrane tako da pokrisiagk opseg zemljiSte-voda
sorpcionih koeficijenta (1,10 - 6,22 log jedinicaga razkitom sposobnad da
formiraju vodonéne veze, dipolarne ili polarizabilne interakcijged&roz Abrahamove
solvatohromne parametare: A — sposobnostagija vodoninih veza proton-donorskog
tipa: 0,00-0,94; B - sposobnost dgemja vodoninih veza proton-akceptorskog tipa:
0,15-1,63; S - dipolarne interakcije: 0,79 — 2,B9: molarna refraktivnost: 0,80-3,43 i
V - McGovan molekularna zapremina: 0,78 do 2,19b€la P4 data u Prilogu).
Eksperimentalno oddeni solvatohromni parametri su prikupljeni krozinal dostupne

racunarske alate, deo ACD / I-Labt{ps://ilab.acdlabs.com/iLabh2/Sve supstance, sa

izuzetkom 4-nitrofenola, 2,4,6-trinlorfenola, i #Maobenzoeve kiseline, su pri

prouwtavanim hromatografskim uslovima prisutne u neutnadrobliku, tj. sa stepenom
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jonizacije a<5,00% na pH = 6. Spisak pravanih jedinjenja zajedno sa Kg:
vrednostima, Abrahamovim solvatohromnim parametayimKa vrednostima i

retencionim parametrima dat je u Prilogu (TabelePB} kao dopunska Excel tabela.

Tabela 25. Lista standardnih jedinjenja sa Kg: vrednostima direktno merenim i

preporgenim od strane U.S. EPA i lista jedinjenja sa neptim loKoc vrednostima

Red. Jedinjenje logKoe  Ref Red. Jedinjenje
br. br.
Standardna jedinjenja Jedinjenja sa nepoznatim logK
vrednostima
1 Fenol 1,43 [110] 30 3-Nitrofenol
2 4-Nitrofenol 2,37 [110] 31 2-Nafthol
3 Benzil alkohol 1,10 [111] 32 4-Hidroksibenzald#hi
4 1-Naftilamin 3,51 [11C) 33 2-Aminofeno
5 1-Naftol 3,1C [11C] 34 4-t-Butilfenol
6 2,4-Dihlorofenol 2,81 [110] 35 2,6-Dimetilfenol
7 Antracen 4,31 [110] 36 4-Metoksifenol
8 Acetofenon 1,80 [111] 37 Meti-hidroksibenzoat
9 2,4,6-Trihlorofenol 3,03 [110] 38 2-Nitrobenzathile
10 Etilp-hidroksibenzoat 2,21 [110] 39 3-Nitrobenzaldehid
11 p-Anizidin 1,93 [112] 40 Ftalimid
12 1,2,3-Benzotriazol 1,69 [110] 41 Oksazepam
13 Difenilamin 2,78 [110] 42 Lorazepam
14 2,2’-Dipiridin 1,60 [110] 43 Klonazepam
15 4-Bromoanilin 1,96 [110] 44 Bromazepam
16 Benzofenon 2,63 [110] 45 Diazepam
17 4-Aminobenzojeve 1,7¢C [11C) 46 Nitrazepar
kiselina
18 Piren 4,90 [110] 47 Hlordiazepoksid
19 Benzog]piren 5,95 [111] 48 Klobazam
20 Fluoren 3,70 [110] 49 Medazepam
21 Acenaften 3,59 [110] 50 Hrizen
22 Naftalen 2,96 [110]
23 Fenantren 4,35 [110]
24 Dibenzfa,hjantrace! 6,2z [11C]
25 Benzja]antrace! 5,3(C [11C]
26 Simazin 2,10 [110]
27 Propazin 2,40 [110]
28 Ametrin 2,59 [110]
29 Prometrin 2,85 [110]
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Hromatografski eksperimenti su izvedeni kéeisiem komercijalno dostupnog
oktadecil- i cijanopropil-modifikovanog silika-gel®etanol — voda i acetonitril — voda
binarne smeSe su kotgne kao mobilne faze sa variranjem sadrZaja organsk
komponente u opsegu od 40 — 80%, v/v. U svim navedeslwajevima, sadrzaj
organske komponente u mobilnoj fazi je péaasan u porcijama od 5 Vol%.

U cilju pronalazenja sporednih efekata na reterwigonaSanje ispitivanih
jedinjenja, mogtih obrazaca ponaSanja, grupa i ¢stisti meu kori¥enim
hromatografskim sistemima, kao i radi ilustracigpnezentativnosti odabranih setova
jedinjenja, urdene su analiza glavnih komponenata (PCA) i hijeyskh klasterska
analiza (HCA) na standardizovanim retencionim podac i Abrahamovim
solvatohromnim parametrima. PCA retencionih faktotkriva relativno heterogenu
prirodu citavog seta jedinjenja (Slika 32a). PC1 prema PE&gilgskorova pokazuje
prisustvo dve glavne grupe. Prva se nalazi na gesrami grafika i uglavhom sadrzi
poliaromaténe ugljovodonike (supstance br. 7, 18-15), dok esezbdiazepini, fenoli i
ostala aromatna jedinjenja nalaze na levoj strani grafika. Dwdifjenja: p-
aminobenzoeva kiselina (br. 17p-anisidin (br. 11) se nalaze izvan Hotteling-eligse
verovatn@éu od 95%. lako sporedni efekat nije Zagn, u sldaju p-aminobenzoeve
kiseline moZe se pripisati izrazitoj disocijacijiog primenjenim hromatografskim
uslovima @ = 95,6%).

Tako pravilna raspodela standardnih jedinjenja dinenja sa nepoznatim
vrednostima unutar PC prostora, oméma primenu opstih zakljaka nacitav set
podataka. Reprezentativha podela podataka je dogmitvidena izva@enjem PCA na
Abrahamovim solvatohromnim parametrima. Grafik kdgfnata latentnih varijabli za
retencione podatke (Slika 32b) pokazuje razlikurantatografskim uslovima duz PC2
ose koja opisuje 4,23% varijabilnosti podataka. ritografski sistemi sa C18 silika-
gelom imaju pozitivne vrednosti ovih koeficijenatdpk su za sisteme sa cijano-
modifikovanim sorbentom vrednosti negativne. Ovalgrafik pokazuje @glednu
razliku u interakcijama ove dve stacionarne fageyttcaja polarnih grupa CN-silika-
gela sa jedne strane i dugatanih hidrofobnih ugljovodoiinih lanaca C18 silika-gela,

sa druge strane.
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HCA preciznije pokazuje grupisanje na osnovu ratemi podataka standardnih
jedinjenja (Slika 33a). Dva klastera (A i B) sudeamtna na rastojanju od 40 jedinica,
Sto je sléno rezultatima PCA.

Scores on PC 1 (91.56%)
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PC 1 (91.56%)

Slika 32. PCA primenjena na retencione podatkefikssekorova PC1 prema PC2 (a),

pokazuje karakteristho grupisanje jedinjenja prilikom unosa podataka (listruje
slicnosti i razlike izméu hromatografskih sistema.

Medutim, finija strukturna pod-grupa B se javlja nadaljini od oko 20 jedinica. Prvi

sub-klaster ozri@n kao Bl se sastoji od benzodiazepina, triazinskitbicida, véine

fenola i aromatinih amina, Sto odgovara gornjem levom kvadrantu RijAgrama.

Drugi sub-klaster, ozgan kao B2, se sastoji od jedinjenja koja se uglavimalaze u

donjem levom kvadrantu PCA dijagrama. ddém, kao Sto se moze videti na Slici 33b

primenom HCA ne moZe biti postignuto jasno odvagahyomatografskih sistema

prema vrsti stacionarne ili mobilne faze.

3.7.1. Modelovanje retencija - IKgczavisnosti

U cilju dobijanja kalibracionog modela koji poveeujodkoc sa retencionim
podacima, razmatrana su dva pristupa. Prvi je jsdwai jednovarijantni pristup koji

pruza pojedinéni model za svaki hromatografski sistem. Drugi postavlja izgradnju

multivarijantnin modela zasnovanih na zbirnim imf@cijama dobijenim iz svih

hromatografskih eksperimenata. Jednovarijantnitypisje jednostavniji; mdutim,
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multivarijantni model ima & snagu usled istovremene obrade viSe promenljivih.

Zbog svoje jednostavnosti, linearni pristup modalgu je od primarne vaznosti.
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Slika 33. HCA standardnih TLC retencionih podatdkaijena kori8enjem Euclidean-
ove razdaljine i Ward-ovog aglomerativhog pravilkarakteristtno grupisanje (a)

jedinjenja i (b) hromatografskih sistema.

Regresija glavnih komponenata (PCR) i PLC regresijaaieSe primenjivane metode
u modelovanju hromatografskih podataka okarakteifisavisokim stepenom
korelacij¢'***> lako su ove metode mdesobno povezane, mhe njima postoje
zn&ajne razlike. PLS regresija ne formira latentneijable samo maksimiziranjem
varijabilnosti skorova u oblasti nezavisnih pronjgifi, koji je kljucan za koncept
PCR, vé maksimiziranjem korelacija iznda projekcija skorova u oblasti i nezavisnih i
zavisnih promenljivih. Zbog toga je od posebnoceiiesa pordenje oba navedena
pristupa sa mnogo jednostavnijim metodama jedngwdne Kkalibracije koje ne

zahtevaju veliki broj hromatografskih eksperimenata
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Svih 29 standardnih jedinjenja je upotrebljeno pamiranje kalibracionih
modela. Za procenu predikativnosti ucslju jednovarijantne kalibracije TLC modela
primenjena je unakrsna validacija. U &ju PLS i PCR modela, s obzirom na
ogranten broj jedinjenja, pristup dvostruke unakrsnedadije je primenjen za odabir
modela optimalne slozenosti, procenu njihove ptedik mai i testiranje zn&ajnosti
regresionih koeficijenata. Spisak svih 19 jednasitakalibracionih TLC modela dat je
u Prilogu (Tabela P6). Samo dva hromatografska&rmiatzasnovana na RP18-silika-
gelu i sadrzaju metanola od 40 i 50% v/v, redoraylteala su kalibracionim modelima
sa neprihvatljivo visokom greSkom kalibracije i giteacije (0,8 - 0,9 log jedinica).
Kalibracija deset sistema rezultirala je umerenbrisio predikativnim mogénostima
(procenjena greska izme 0,6 i 0,7 log jedinica, i Rai R%rep Vrednosti u opsegu od
0,7 - 0,8). Za sedam modela dobijenih na: CN-sifjebu u kombinaciji sa smeSama
metanol-voda (40-70% v/v), acetonitril-voda (50%v)y/ i RP18-silika-gelu u
kombinaciji sa véim sadrzajem metanola (70 i 80% v/v) je demo da imaju
zadovoljavajde statisttke parametre (greske 0,4 — 0,6 log jedinic&caRR%pres> 0,8)

i oni su prikazani u Tabeli 26, zajedno sa za HRB{bracionim modelom, kao i PCR i

PLS regresionim modelima.

Konano odabrani modeli (Tabela 26) pokazuju vrlccredi i sasvim dobre
prediktivne karakteristike, sa vrednostima korenedsjeg kvadratnog odstupanja u
slede€im opsezima: RMSg,= 0,401 — 0,537, RMSE = 0,496 —0,517; RMSgep =
0,441 — 0,608 i koeficijentima determinacijecR= 0,8340 - 0,9124; Ry = 0,8640 —
0,8585; Rprep= 0,8140 — 0,8878.

Slicno, HPLC eksperimentom dobijen je jednovarijaninedrni kalibracioni
model korigenjem regresije metodom najmanjih kvadratakleg- 0,45 (+ 0,10) +
0,274 (+ 0,031) looc (R%a = 0,865, S.D. = 0,219, P = 80,18, P = 1,4, 10= 29).
Sve ostale vrednosti su normalno distribuirane pegustva bilo kakvih trendova
(testirane Kolmogorov-Smirnov, Shapiro-Wilks i ligfors testovima, p > 0,20 u svim
slieajevima). Ovo potduje da je linearni pristup odgovaradjuza ispravno
modelovanjeKoc podataka u pribliznom opsegu od 1 - 6 log jedinioca greSku

predikcije koja ne prelazi 0,4 — 0,6 log jedinica.
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Tabela 26.0dabrani hromatografski modeli za predikcijuleg-vrednosti sa pratem
statisttkim parametrima

Red. Hrom. Model Statisti¢ki parametri

br. metoda tip

1 TLC PCR n(PC) =2;RMSE, = 0,433RMSEy = 0,517,
RMSL%RED 0,494, maRMSEgep= 0,568;

R = 0,8921, Ry = 0,8460, Boren = 0,8596;

Procenat varijanse svake od glavnih komponenti u
X 1Y oblasti, redom:
PC1: 91,88%, i 86,40%
PC2: 4,49%, i 2,70%

2 PLS n(LV) = 2;RMSE, = 0,401, RMSE,, = 0,496,
RMSEgep = 0,492, maRMSEgep = 0,608;
R = 0,9124, Bey = 0,8585, Borep = 0,8605;
Procenat varijanse svake od latentnih varijabli u
X 1Y oblasti, redom:
PLSL: 91,92 %, i 86,73 %
PLS2: 4,33 %, i 3,94 %

3 OLS RP18-silika-gel, MeOH 70% v/v
logKoe = (2,00+£0,14)+ (2,11+0,19)\R
RMSE, = 0,500,RMSEgrep = 0,527,
R =0,8557, F = 160,17, 91:10* Reprep= 0,8397, n = 29

4 RP18-silika-gel, MeOH 80% v/v
logKoe = (2,57+0,12)+ (2,60+0,25)\R
RMSE4 = 0,516 RMSkgep = 0,557,
R = 0,8465, F = 148,90, $1:10*, Reprep = 0,8210, n = 29

5 CN-silika-gel, MeOH 40% v/v
logKoe = (1,55+0,16)+ (2,21+0,19)\R
RMSE4 = 0,471 RMSkgep = 0,506
R%a=0,8722, F=184,31, 91 104 Rlpren= 0,8522, n = 29

6 CN-silika-gel, MeOH 50% v/v
logKoe = (2,27+0,10)+ (2,67+0,19)\R
RMSE, = 0,403 RMSkgrep = 0,441,
R = 0,9062, F = 260,93, 91 104 Rlpren= 0,8878, n = 29
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Tabela 26.(nastavak)

Red. Hrom. Model Statisti¢ki parametri
br. metoda tip
7 CN-silika-gel, MeOH 60% v/v
logKee = (2,94+0,10)+ (3,3620,26),R
RMSE, = 0,439,RMSERrep = 0,474,
R =0,8892, F = 216,65, 91:10* Reprep=0,8716, n = 29

8 CN-silika-gel, MeOH 70% v/v
logKee = (3,69+0,13)+ (4,130,40),R
RMSE, = 0,531 RMSkEgep = 0,556,
R =0,8373, F = 138,92, 91:10% RPprep = 0,8220, n = 29

9 CN-silika-gel, ACN 50% v/v
logKoe = (2,72+0,12)+ (4,43%0,44)\R
RMSE, = 0,537 RMSkgep = 0,568,
R = 0,8340, F = 135,68, 91:10*, Reprep = 0,8140, n = 29

10 HPLC OLS logk =-0,45 (+0,10) + 0,274 (+0,31) l&gc
R%.,=0,865, S,D, = 0,219, F = 80,18, P = 11.@°, n = 29

Ocigledno je da postoji veliki stepen slaganja stighsh parametara zvagmno
prepordene HPLC metode sa pi@mvanim modelima zasnovanim na TLC. Stavise,
kvalitet PCR i PLS regresija se moze porediti sa algjavljenim podacima dobijenim
metodom najmanjih kvadrata u HPLC studijama. Naitdeerdel i saradni¢t® su
utvrdili slede€i model izméu logk i logKocdobijen na CN-modifikovanom silika-gelu:
logKoc = 1,5loc + 2,8 (R = 0,83, n = 50). Gavlik i saraditéisu procenjivali odnos
izmeadu logkoc i logk na CN-modifikovanom silika-gelu koti@njem pet raziitih
standarda zemlji$ta i 47 ispitivanih jedinjenja lavpom pesticida). Dobijene su’R
vrednosti u rasponu od 0,89 do 0,94. Szabo i sanadan utvrdili dobru linearanu
zavisnost izméu retencionih faktora dobijenih na CN-modifikovanaosilika-gelu
ekstrapolacijom na sadrzéigte vode u mobilnoj fazi (logh i logKoc: logKoc = 1,729
+ 0,612 logk(CN) sa B = 0,918

Pored detaljnih statiskih karakteristika koje su vedate u Tabeli 26, PCR i
PLS modeli su takite okarakterisani dijagramima regresionih vektoreafigima
koeficijenata osetljivosti i tzv. VIP dijagramim&driable Importance for Projection -

varijable znéajne za projekciju) (poslednji je dostupan samdutiag PLS). Pri tome,
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sve promenljive ne doprinose jednako ukupnom modglsiucaju PCR 17 regresionih
koeficijenta se statisiki razlikuje od nule tttestom testiranih vrednosti unakrsne
validacije, na nivou zr@jnosti p = 0,05). Izuzetak su samo dva koeficgekdja se
odnose na hromatografske sisteme: RP18/MeOH_5018RROH_60 (Slika 34a).
Prema vrednostima koeficijenata osetljivosti (géaai vrednost = 20) pet od ovih
sedamnaest koeficijenata se moze smatrati najoijicaj Oni predstavljaju
hromatografske sisteme zasnovane na CN-silika-gelkombinaciji sa sadrzajem
metanola od 40 - 60% v/v ili acetonitrila 50 - 5%%& (Slika 34b).
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Slika 34. PCR model — grafik regresionih vekt@pi grafik koeficijenata osetljivosti
(b); Regresioni koeficijenti statigki znaajno razléiti od nule i sistemi sa visokim

koeficijentima osetljivosti su ozidani zvezdicom.

U slwtaju PLS modela ima trinaest statiktiznaajnih regresionih koeficijenta. 1zuzeci
su Sest koeficijenta koji se odnose na hromatokgassstemime uglavnom sastavljene

od RP18-silika-gela u kombinaciji sa smeSema adeilevoda (Slika 35a).

Budwi da VIP rezultati u osnovi opisuju doprinos svakeijable u ukupnom modelu u
poreienju sa prosmim doprinosom ostalih varijabli, lako je sagledaine koje
doprinose viSe od proseka (VIP> 1). U tom smistlifrinaest hromatografskih sistema
koji doprinose ukupnom PLS modelu bolje od proseféina njih je dobijena na CN-
silika-gelu u kombinaciji sa metanolom ili acetomhitm kao organskim modifikatorom
(Slika 35b).
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Slika 35. PLS model — grafik regresionih vektora deafik VIP skorova (b) i grafik

koeficijenata osetljivosti (c). Regresioni koefariti statisttki znatajno razltiti od nule
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Grafik koeficijenata selektivnosti (Slika 35b) ukgz na to da su najuticajniji
hromatografski sistemi (graima vrednost = 20) oni zasnovani na CN-silika-gelu u

kombinaciji sa sadrzajem metanola 40 - 60% v/\et@aitrila 50 - 55% v/v (Slika 35c).

Upotreba slojeva CN-silika-gela imadveiticaj na ukupno modelovanije ldgc
od oktadecil-modifikovane stacionarne faze. Na wvanmvoga se moze pretpostaviti da
¢e CN-modifikovani slojevi biti pogodniji za hromap@fsko odrdivanje lodkoc od
hidrofobnih, dugolaganih alkil-modifikovanih silika-gelova. To je u sikdu sa OECD
preporukama vezanim za postizanje Stéevenosti'®. Medutim, PCR i PLS se ne

koriste u ovom trenutku za paenje i izbor idealnih hromatografskih uslova (valoij).

3.7.2. Odrdivanje loKoc vrednosti; poréenje hromatografskogm silico pristupa

Hromatografski modeli prikazani u Tabeli 26 su E&eni za odrdivanje logkoc
vrednosti 31 jedinjenja koja nemaju eksperimentabaioeiene vrednosti, kao i 29
standardnih jedinjenja. Utdene vrednosti su dalje paene san silico procenama, tj.
LSER modelom Poole i Podf@ Nguyen i saradnikd, KOCWIN procenom
zasnovanom na indeksu molekularnog povezivanja famui-voda particionim

koeficijentima. Dobijene ld§oc vrednosti su navedene u Prilogu (Tabela P7).

Kalibracioni set jedinjenja i ukupni set jedinjerga tretirani odvojeno. Razlog
za to je jednostavan. Analiza podataka kalibragioseta moze da pruzi informacije u
vezi sa lo¢oc vrednostima dobijenim iz sorpcionih eksperimen&adaci ukupnog
seta jedinjenja, koji uklguje nepoznata kao i standardna jedinjenja, okkgbenatno
viSi nivo pouzdanosti u finalne statidte zakljitke (povéan broj i raznovrsnost
jedinjenja). Meutim, informacije vezane zavrednosti Kt iz sorpcionih

eksperimenata se u ovom&iju gube.

Porelenje metoda oddevanja izvrSeno je sa nekoliko radtih pristupa: (i)
parametrijskom i neparametrijskom korelacijom, (ijg@dnofaktorskom analizom
varijanse i (iii) novim neparametrijskim paenjenjima zasnovanim na zbiru razlika

izmedu rangova (Sum and Ranking Differences - SRD).

Pri tome je utwteno da su sve metode za ativanje logKoc meiusobno u

znaajnoj korelaciji sa Pearson-ovim korelacionim kogdintima u rasponu od 0,732
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do 0,998 i Spearman-ovim rangiranjem izim®,699 — 0,993, Sto ukazuje na statisti
zn&ajnu razliku mdu njima. U cilju daljeg istrazivanja ovih razlika moguweg
grupisanja i rangiranja hromatografskiimisilico metoda upotrebljen je SRD postupak.
SRD je uveden u oblast analke hemije kao pristup za nepristrasno gderge
metoda?. Ova metoda je u stanju da rangira grupe varijgisbnalaZzenjem statigki
zn&ajne razliketak i ako su promenljive tesno povezane. Metodageupotrebljavana

u razlgitim oblastima, naje&e za pordenje stacionarnih faza u SFC (supercritical fluid
chromatography¥®, poreienje hromatografskihin silico skala lipofilnost?**2> odabir
najboljih molekularnih stinosti?, poreienje testova antioksidativnog kapacitéta
prowtavanje konzistentnosti QSAR modéfaitd. SRD metod zahteva referentne
vrednosti (reper) za rangiranje. Varijable, u ovelitaju logkoc vrednosti odréene
razlicitim metodama i jedinjenja (objekti) su raspdgae u obliku matrica, tj. kolona i
redova, redom. Objekti su zatim procenjivani zaksvaarijablu zasebno; redovi se
oduzimaju od referentnih vrednosti i sabiraju ujucitobijanja jedinstvene SRD
vrednost za svaku pojeditrau varijablu. SRD vrednosti se ¢bho kr&u u opsegu od 0
do 100, a varijable su raspdeme (grupisane) u rasem redosledu vrednosti SRD. Sto
je SRD vrednost niZa, varijabla je bliza refereptwrednosti. Reper moze biti izabran
na nekoliko n&ina. To moze biti ,zlatna“ referentna metoda ilow-wise” izr&unati
minimum, maksimum ili prosek. U ovom shju je odabran prosek. Takav pristup
zasnovan na konsenzusu opravdan je sa dva glaanavsita: (i) princip maksimalne
verovatnée koji daje izbor onome ko se bavi procenom da edabvrednosti
parametara tako da posmatrani podaci budu najvergiviviSi od proseka) i (ii) sve
slieajne i sistematske greSke metode su poniStene $&kosu u izvesnoj meri

uprose€ene.

Rangiranjem izvedenim na ukupnom setu podatakaradge jednovarijantni
kalibracioni TLC model dobijen na CN-modifikovanosilika-gelu u kombinaciji sa
sadrzajem metanola 40% i 50% v/v, redom, kao ngjbkal procene lo§oc (najblizi
proseku) (Slika 36a). Zatim sledi LSER model prédio od Poole-a, jednovarijantna
TLC kalibracija dobijena na RP18-silika-gelu kdégfjem smeSe metanol-voda sa
vecimsadrzajem metanola (80% i 70% v/v) i CN-silikd-ge&kombinaciji sa umerenim

sadrzajem metanola (60% v/v).
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Slika 36. SRD pordenje sléajnih brojeva (CRRN) hromatografskogisilico pristupa
za odrdivanje loKoc (a); x-0sa i leva strang-ose pretstavljaju skalu SRD vrednosti
(%), desna strangose pretstavlja relativnu frekvenciji gajnih brojeva (%); Dodatno
rangiranje i grupisanje na osnovu sedmostruke SrAkngne validacij¢b); isprekidane

linije oznaavaju statistiki znatajne razlike izméu varijabli (pristupa) za p = 0,05.
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3.7.3 Uticaj stacionarne i mobilne faze na modaigrdodkoc (CN- nasuprot RP-18-
modifikovanog silika-gela)

Na osnovu dosadasnjih ispitivanjacigledno je da upotreba radlih
hromatografskih sistema ima za posledicu procegkde razlicite pouzdanosti. M&u
njima CN-modifikovani silika-gel u kombinaciji sanerenim sadrZzajem metanola daje
vrednosti najblize konsenzusu (najbolje procenajnttoga,cak i PCR i PLS modeli
ukazuju na to da nisu svi TLC sistemi podjednakecami u doprinosu ukupnom

modelovanjuKoc.

Zbog toga je od izuzetne vaznosti imati uvid u rakeije koje upravljaju
retencijom u ispitivanim hromatografskim sistemimd. tom smislu izvrSeno je

modelovanje linearnih odnosa solvatacione ene(b§B&ER).

LSER modeli koji koriste Abrahamove solvatohrommggmetre svih 50 jedinjenja kao
nezavisne varijable i retencione faktore kao zajismvedeni su za svaki TLC sistem

koriscenjem viSestruke linearne regresije, prema jé&dnél 2).
Rv =1 +aA + bB + eE +sS +wW (12)

Odseak i regresioni koeficijenta, b, € si v su navedeni u Tabeli P8 (Prilog) sa
prat&€im statisttkim podacima. Oni opisuju efekte sposobnosti foamjia vodoninih
veza proton-donorskog tipa (a), sposobnosti fomravodonénih veza proton-
akceptorskog tipa (b), molarne refraktivnosti/paabilnosti (e), dipolarnosti (s) i

sposobnost za formiranje praznog prostora (v) matografskom sistemu.

Svi modeli pokazuju dobre statide performanse sa zadovoljavdju
vrednostima standardne greSke i koeficijentima deien u rasponu od 0,8314 do
0,9331 u slgaju RP-18 silika-gela i 0,7761 do 0,8983 waju CN-silika-gela.

U svim TLC sistemima regresioni koeficijenti pradbrazac koji je tipian za
reverzno-fazne uslove, tj. negativne vrednostazhi s, pozitivne vrednosti zai v i
visoke apsolutne vrednosj bi v***** Ovo jasno pokazuje zéainu ulogu vodenih
mobilna faza u porenju sa hidrofobnom (manje polarnom) stacionarnapot i njen

jak doprinos formiranju vodo#inih veza sa ispitivanim supstancama, kao i¢ajrau
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otpornost na formiranje praznog prostora za preswsstance od stacionarne faze u
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Slika 37. PCA od LSER regresioni koeficijenati aspe i v; Grafik skorova (a) i grafik

opteréenja (b).

PSA i LSER regresioni koeficijend, b, s, ei v svih TLC sistema, kao i Nguyen

i Pool lodKoc modeli predstavljeni suna Slici 37. Dijagram ska@&@rve dve glavne

komponente (Slika 37a) pokazuje da generalno Tls@mii bazirni na CN-silika-gelu,

posebno oni sa 40 i 50% v/v metanola, kao i oni kkljucuju RP-18 u kombinaciji sa

ve¢im sadrzajem metanola (70 - 80% v/v), su najbliguien i Pool lo§oc modelima.

Dijagram opteréenja (Slika 37b) sugeriSe da koeficijeati a predstavljaju najvaznije

interakcije odgovorne za &fiosti izmelu predlozenih hromatografskinh uslova i

zemljiSte-voda raspodele.

3.8. Hromatografija hidrofilnih interakcija (HILIGTo(Ill) kompleksa

Ispitivanje primenljivosti cijano-modifikovanog #h-gela kao specifhog

sorbenta za hromatografiju hidrofilnih

interakcijaapa@eto je

razmatranjem

hromatografskog ponaSanja serije neutralnin Coltinpleksa. Strukture ispitivanih

dvanaest neutralnih meSovitih vodorastvorljivin  [@d( kompleksa koji,

pored

tetradetantnih liganadadda, pdda, eddsadrze i ligande razite polarnosti prikazane

su na Slici 38.
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Pored cijano-modifikovanog silika-gela, kao sorbergu kori&eni i
nemodifikovani silika-gel, celuloza i aluminijum-siki. Upotrebljene mobilne faze bile
su jednostavne smeSe vode i organskih rastaafmetanola ili acetona), p¢éemu je
tanak sloj CN-modifikovanog silika-gela kombinovsensmeSama koje su sadrzavale od
0 do 100% metanola u vodi.

( H:
a®
(H:cm
- o
H 7 ;
Red. Kompleks Ry R, m n Red. Kompleks Ry R2 m n
br. br.
1 [Co(edda)MeGly] CH;  CHg 2 1 6 [Co(eddp)bztfac] ~ CeHs CFRs 2 1
2 [Co(edda)Sar] CH; H 2 1 7 [Co(eddp)acac] CH;, CH;, 2 1
3 [Co(eddp)Sar] CHs H 2 2 8 [Co(eddp)dibzac]  CeHs CeHs 2 2
4 [Co(pddp)Sar] CH3 H 3 1 9 [Co(eddp)dipime] C(CHs)s C(CHa)s 3 1
5 [Co(eddp)Gly] H H 2 2 10 [Co(eddp)bzac] CeHs CH; 2 2
1 [Co(eddp)tfac] CF; CH;,
12 [Co(eddp)thtfac] ~ CaHsS Ch

Slika 38. Strukture ispitivanih Co(lll) kompleksa

sistematsko ispitivanja hromatografskog ponasSagaivanin kompleksa, bududa su
dobijene merljive Rvrednosti kroz¢itav koncentracioni opseg koégEnih mobilnih
faza (od 0 do 100% vode).

Pretpostavljeno je deée CN-silika-gel, zbog umerene polarnosti i prisastako
hidrofilnih tako i hidrofobnih adsorpcionih centatati pogodan kako za NP tako i za
RP hromatografiju u zavisnosti od prirode ispitivemnalita i sastava upotrebljene
mobilne faze. Shodno tome, za komplekse 1-5 zagmwaglei rezultati su dobijeni

samo u NP oblasti, dok su za ostale ispitivane tanpe (kompleksi 6-12)
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zadovoljavajudi rezultati dobijeni samo u RP oblasti i to u agéenom opsegu odnosa
voda-organski rastvatgTabela 27, Slika 39).

Tabela 27. Rvrednosti ispitivanih kompleksa dobijene na tankasioju CN-
modifikovanog silika-gela

Broj Vol % methanol
kompleksé® o 19 20 30 40 50 60 70 80 90 100

1 0,97 097 09 0,8C 0,66
2 1.0 097 09 0,7z 0,61
3 0,95 092 0,87 0,62 0,37
4 0,97 092 0,87 0,62 0,37
5 0,97 092 0,87 0,62 034
6 0,44 050 0,62 0,87 0,78 0,77 0,79
7 0,8 08¢ 09z 08¢ 0,87 0,8C 0,7¢
8 0,34 0,36 0,47 063 0,71 0,69 0,66
9 0,47 057 066 0,76 0,82 0,79 0,84
10 0,56 065 0,75 0,77 081 0,71 0,70
11 0,73 o,77r 0,87 086 0,87 0,77 0,79
12 0,46 0,559 0,70 0,78 0,83 0,77 0,77
*Vidi Sliku 38

Kao i u sl#aju silika-gela, udeno je da pouwanje sadrZzaja vode u mobilnoj fazi
rezultuje promenom mehanizma odvajanjar-vRednosti kompleksa rastu sa
povetanjem kolEine vode u mobilnoj fazi, Sto je tifzio za NPC, a zatim opadaju Sto je
tipicno za RPC. Utena promena retencionog mehanizma sadamjem sadrzaja vode
u mobilnoj fazi za komplekse 6-12 na CN-modifikowan silika-gelu je ispitivana

primenom voda-metanol mobilne faze. Do promeneten@onom redosledu dolazi pri
manjem sadrzaju vode u mobilnoj fazi (20-3@%) u odnosu na nemodifikovani

silika-gel, verovatno zbog niZe polarnosti CN-siligela.

Za komplekse koji se masobno razlikuju po duzini lBaog niza (parovi 1-2 i 3 i 5)
uocena loSa selektivnost odvajanja na ispitivanim sotina je verovatno posledica
malih razlika u strukturi analita. Metim, bez obzira na male razlike gRednostima,
u NP uslovima je u svim shjevima utvdeno da véa duZzina ugljovodognog lanca
liganda rezultuje povenjem mobilnosti kompleksa. Takvo retenciono pongSeoze
biti objaSnjeno pow&anjem rastvorljivosti kompleksa u kat&nhim mobilnim fazama

(pozitivni solvatacioni efekat).
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Kompleksi sa raziitom velicinom diaminskog helatnog prstena (parovi 2-4 i 2-3)
pokazali su specifno retenciono ponaSanje. Nezavisno od tipa ickwi organske
komponente mobilne faze, na nemodifikovanom i CNdifikovanom silika-gelu
utvrdeno jeda Rvrednosti kompleksa opadaju sa péa@em ugljovodorinog dela
liganda tj. povéanjem veléine helatnog prstena. Takvo ponaSanje je u saglisse
literaturnim podacima za mobilne faze u kojima doinai voda kao komponenta (RP
uslovi)*1¥  Medutim, za mobilne faze u kojima je organska kompomen
preoviatujuéa po sadrzaju (NP uslovi) dobijeni rezultati su retp literaturnim
podacima. Isti retencioni redosled pri RP i NP usia je verovatno posledica

speciftnih efekata prisustva vode u mobilnoj fazi na retemo ponasanje kompleksa.

1r . —_—1
09 f 2
08 F
0,7 f
06 F
05 F
04 F
0,3

RF

50 60 70 80 90 100

Vol % metanola

RF

30 50 70 90
Vol % metanola

Slika 39. R-vrednosti kompleksa na CN-silika-gelu sa voda-mettanobilnim fazama

Ispitivanje hromatografskog ponaSanja kompleks8 7,10 koji sadrze nula, jedan ili

dva aromatina prstena u-diketonato ligandu, pokazuje zZregne razlike izméu
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koris¢enih sorbenata. U NPC na silika-gelu, supstituagac liganadabzaci dibzac
ligandima tj. porast broja arométih prstenova u molekulu, rezultovao je pésgiem
Re-vrednosti kompleksa. Suprotno retenciono ponaSaje uaieno na CN-
modifikovanom silika-gelu, gde je, bez obzira ndr&aj vode u mobilnoj fazi, wen
jedinstven retencioni redosled za pomenute kompleisR- (7) > R= (8) > R-(10).
Speciféno ja&anje retencije sa potanjem aromatnih delova kompleksa moze biti
objasnjeno pre svega donorsko-akceptorskim intgeaka izmelu CN-grupa sorbenta i
n-elektronskih sistema liganada. Ova pretpostavkasaglasna ranije utd#enom
hromatografskom ponasanjp-diketonato-kompleksa na stacionatnim fazama koje
sadrze CN grupé€™® Osim toga, utdena je i linearna zavisnostyRrednosti

ispitivanih kompleksa od zapreminskog procenta natau vodi (Slika 40).

Hromatografsko ponaSanje drugih kompleksa koji Za@rdiketonato ligande
(kompleksi 6, 9, 11 i 12) je u skladu sa negativimauktivnim efektom supstituenata
tj. pozitivnim solvatacionim efektom uzrokovanim lyminoznim ugljovodoninim
supstituentima tért-butil-grupa u kompleksu 9). Ovi efekti su odgovioma slabije
interakcije sa stacionarnom fazom (Sto vodic¢ive Re-vrednostima) i na

nemodifikovanom i na CN-modifikovanom silika-geladoNPC (HILIC) uslovima.

06 r

® 40 % v/v metanola

04 |

50% v/v metanola

0,2

x 60% v/v metanola

0

-0,2 x 70% v/v metanola
Rm
-0,4

80 % v/v metanola

0,6

90 % v/v metanola

0,8 |

* 100% v/v metanola

1k

12 L

Broj aromaticnih supstituenata

Slika 40. Zavisnost odgovardjh Ry-vrednosti ispitivanih kompleksa i broja

aromattnih supstituenata liganada
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Tabela 28. Parametri linearne korelacije (Slika 40)

Red. br. Rastvara A B r

1 40 % v/v metanola u vodi 0,560 -0,773 0,970
2 50 % v/v metanola u vodi 0,580 -0,890 0,996
3 60 % v/v metanola u vodi 0,555 -1,051 0,999
4 70 % v/v metanola u vodi 0,350 -0,896 0,995
5 80 % v/v metanola u vodi 0,220 -0,836 0,997
6 90 % v/v metanola u vodi 0,125 -0,571 0,866
7 100 % v/v metanola u vodi 0,105 -0,491 0,981

A-oseiak; B-nagib;r-korelacioni koeficijent
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4. EKSPERIMENTALNI DEO

4.1. Ispitivane supstance

Strukture protiavanih jedinjenja prikazane su na Slikama 4, 8,182,16, 18 i
39. Svi ispitivani kompleksi su sintetisani saglasmostupcima opisanim u

literatur?>93:95:98134135q5k su sva ostala ispitivana jedinjenja komelijalostupna.
4.2. Tankoslojna hromatografija

Hromatografska ispitivanja herbicida i fenolnih ijgdnja su izvedena na
komercijalno dostupnom CN-modifikovanom silika-geliMerck, Germany; Art.
16464), laboratorijski pripremanim silika-gel péoma (Merck, Germany; Kieselguhr H
Typ 60) i laboratorijski pripremanom sloju polidknitriinog sorbenta (PANS). Rie
silika-gela, debljine sloja od 0,25 mm, su pripremaanosSenjem vodene suspenzije (30
0/60 mL) Merck-ovog Kieselguhr-a H Typ 60 i nakneadraktiviranjem na 105C
tokom jednog sata. Priprema PANS-a od komercijalnstupnih poliakrilonitrilnih
vlakana, kao i man njegovog nanosSenja na hromatografskecelsaglasni su
postupcima opisanim u literattfi. Deo hromatografskih eksperimenata koji se odnosio
na modelovanje zemljiSte-voda podeonih koeficijange izveden kori&njem
komercijalno dostupnog oktadecil- i cijanopropil-difikovanog silika-gela (Merck,
Germany; Art. 5559 i 16464, redom). Tdko hromatografsko ponaSanje metalnih
kompleksa u uslovima NP, RP i HILIC hromatografjge razmatrano upotrebom

komercijalno dostupnog CN-modifikovanog silika-g@iéerck, Art.16464.)

U cilju ispitivanja hromatografskog ponaSanja heida, na tanak sloj sorbenta
nanoseno je po O hloroformskih rastvora triazina, odnosno acetdmsiastvora
fenoksi-kiselina. Standardni rastvori ispitivanibnkpleksa priblizne koncentracije oko
2 g L' su pripremani u hloroformup{diketonatni kompleksi) ili acetonu (ostali
analizirani kompleksi) i kao svezi rastvori nanaSem hromatografske ple u kolgini
od 0,9uL, dok su fenolna jedinjenja rastvarana u etanokoli¢ini od po 0,2pL

nanosena na sorbent.
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Eksperimenti zasnovani na modelovanju zemljiSteavoddeonih koeficijenata izvedeni
su nanoSenjem oko 0,2 — (U8 sveZe pripremljenog rastvora ispitivanih supstanc
acetonu, priblizne koncentracije 0,01 mol*,Ldok su u okviru hromatografije
hidrofilnih interakcija pripremani vodeni rastvorspitivanih neutralnih mesovitih
Co(lll) kompleksa priblizne koncentracije oko2 ¢ iLna plate je nano$eno po [IL

sveze pripremljenih rastvora.

Svi upotrebljeni rastvata (Tabele 3, 5, 12, 17 i 20) bili su analkog stepena
c¢istoce. Osim u sldéiaju herbicida kod kojih je razvijanje vrSeno u uexinoj kadi, u
svim ostalim slgajevima hromatogrami su razvijani u horizontalnoPTH.C kadi
(CAMAG, Mutenz, Svajcarska). Sva ispitivanja suedena na sobnoj temperaturi (22
* 2°C). Pre razvijanja pt@ su tokom 15 min u hromatografskoj kadi Zzese parama

rasvargéa koji ¢e biti kori&en za razvijanje.

Detekcija ispitivanih herbicida kao i svih ostaljadinjenja odvajanih na
slojevima sa fluorescentnim indikatorom vrSena fd pJV-lampom na 254 nm.
Utvrdivanje polozaja hromatografskih zona ispitivanihdmih jedinjenja na PANS-u i
silika-gelu je vrSeno prskanjem ploa 0,05% rastvorom fluoresceina u etanolu, a
potom detekcijom pod UV-lampom na 356 nm. Weaju ispitivanih kompleksa, nakon
razvijanja hromatograma detekcija je vrSena vizoeahvaljuhdi njihovoj prirodnoj

obojenosti.
4.3. HPLC

HPLC eksperimenti su izvedeni u skladu sa va#te OECD proceduroi’,
koristeti Waters 1525 HPLC sistem sa dualnom pumpom, Allt®elect™ degazerom i
dualnim) 2487 UV-VIS detektorom. Cijanopropil-kolona (WateSpherisorb S10 CN,
4,6 x 150 mm analitka kolona, Ser. br 0103141281K03) kéeRa je kao stacionarna
faza. Izokratsko eluiranje je vrSeno sa smeSom mo&ta(HPLC ¢istoce, Merck) i
citratnog pufera, C = 0,01 mol™. pH = 6 u odnosu 30:70, v/v. Brzina protoka je
odrzavana na 1 mL miih Sva ispitivanja su izvedena na sobnoj temperé2arit 2 °C).
Uzorci su pripremljeni rastvaranjeéiste supstance u mobilnoj fazi, u koncentraciji od
1,0 mmol L. Retencioni faktori, utdeni su za svako jedinjenje kao srednja vrednost

tri ponovljena merenja, izéanavani su prema sleds jedn&ini:
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k — (tR_tO) (13)

to
4.4.1In silico procena lo&ocvrednosti

Koris¢ena sieetiri nage&e upotrebljavana tanska pristupa za procenu logk
vrednosti. Dva su LSER modeli, jedan razvijen ogirst Nguyen-a i saradnii@ i

drugi autora Poole i Podf@i dati su jedn&inama 14 i 15, redom:

logKoc = (0,14 + 0,10) + (0,15 + 0,15)A - (1,98 + 0,14)[0,72 + 0,14)S + (1,10 + 0,10)E +
(2,28 +0,14)V R=0,98, S.D. =0,18, N = 356 merenja (14)

logKoc = (0,19 + 0,10) - (0,23 £ 0,10)A - (2,33  0,12R0,72 + 0,05)E
+(2,12 £ 0,11)V R=0,954, S.D. = 0,249, F =585, n = 119 (15)

Druga dva pristupa su implementirana u KOCWIN saftkoji je deo javno dostupne
baze podataka (EPI Sute, v. 4.1, U.S. EPA). Prdasgiva na prvom izvodu
molekulskih indeksa konektivnosti (MCI), dok drukgristi oktanol-voda particione
koeficijente (lodkow). Obe metode koriste primarni (nekorigovani) mazkelnepolarna
jedinjenja (jedn&ine 16 i 17), dok je za procenu kgc polarnih jedinjenja potrebno

uvesti korekcione faktore (jedtiae 18 i 19).

logKoc = 0.5213 MCI + 0,60, n = 69°F 0,967, S.D. = 0.247 (16)
logKoc = 0.5213 MCI + 0,60 £PN (17)
logKoc = 0.8679 logKow - 0.0004, n = 6&  0.877, S.D. = 0.478 (18)
logKoc = 0,55313 logKow + 0.9251 3¥P;N (29)

gde jeXPN suma proizvoda svih faktora koji se primenjujukzaiekciju koeficijenata

(P) pomnozenih brojem (N) faktora koji se&umaju za strukturu.
4.5. Modelovanije i analiza podataka

Linearno modelovanje (regresija glavnih kompongrincipal Component
Regression — PCR) i regresija metodom najmanjindiata (Partial Least Squares
regression - PLS)), kao i hijerarijska klasterskalaa (Hierarchical Cluster Analysis —
HCA) i analiza glavnih komponenata (Principal Comgat Analysis— PCA) je
izvedeno primenom statigkog paketa PLS Toolbox (v. 7.02) za MATLAB (R2011).
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Pre PCA, HCA, PCR i PLS podaci su standardizovBndj glavnih komponenata u
PCA je odabran na osnovu izgleda grafika zavishbsbja komponenata od varijanse
PCA skorova. Za PCR i PLS modele primenjena je wivka unakrsna validacija
(CV)*?2 Ceo set podataka je podeljencetiri nezavisna trening i test seta, a svaki
trening set je dalje podeljen u pet kalibracionialidacionih setova. Na taj ¢ia se
svako jedinjenje koristi kao deo kalibracionog,idationog, i test seta, ali nikad u isto
vreme. Optimalna slozenost modela je ddrea na osnovu performansi modela
dobijenih unutraSnjom CV, to jest, broja latentniarijabli koje daju modele sa

najmanjom vredndd®l korena srednjeg kvadratne greSke kros-validéRiMSE:y).

Jednostavna jednovarijantna i multivarijantna Immearegresija su izvedene

koris¢enjem programa Microsoft Excel 2010.

Porelenje i rangiranje hromatografskih i kompjuterskifisupa izvrSeno je

primenom metode suma razlika (Sum of Ranking Déffiees - SRO}"*
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5. ZAKLJU CAK

U okviru ove doktorske disertacije ispitana su apsiona svojstva cijano-
modifikovanog silika-gela i moguosti njegove primene kao sorbenta u planarnoj,
odnosno tankoslojnoj hromatografiji. Pretpostaviea ¢d ovaj sorbent, zahvaljuju
prisustvu razhitih povrSinskih aktivnih centara (cijano-grupa fiopil-nizova unetih
modifikacijom, kao i nemodifikovanih silanolnih gra), ma&i da ostvaruje raalite
vrste specifinih interakcija sa odvajanim supstancama provergnaodvajanjem
triazinskih herbicida, derivata fenoksikarboksilrkiselina, razkitih derivata fenola,
kao i meSovitih B-diketonato) i B-ketoiminato) kompleksa prelaznih metala. U cilju
rasvetljavanja mehanizama navedenih razdvajanjaelikom broju sldajeva iste
supstance su hromatografisane uporedo na cijandikmé@nom silika-gelu, koji kao
polarne sorpcione centre ima cijano-grupe i silaeajrupe, nemodifikovanom silika-
gelu koji ima samo silanolne grupe na svojoj paursipoliakilonitriinom sorbentwiji
Su specifni sorpcioni centri cijano-grupe. Sva ova ispitijzasu pokazala da je cijano-
modifikovani silika-gel umereno polaran sorbentipstivenih karakteristika uslovljenih
prisustvom i hidrofilnih i hidrofobnih povrSinskiaktivnih centara. Potdeno je da se,
zahvaljuji tome, ovaj sorbent moze Koristiti za razdvajamgelicitin klasa supstanci
kako u normalno-tako i u reverzno-faznoj hromattigra

U ostvarivanje interakcija koje odheju retenciono ponaSanje analiziranih
supstanci na cijano-modifikovanom silika-gelu psrmalno-faznim uslovima ukljiene
su i cijano-i silanolne grupe. Koje interakcie biti dominantne zavisi od prirode
odvajanih supstanci, ali i od sastava upotrebljanbilne faze.

Prilikom odvajanjap-diketonato kompleksa, utieno je da oni pokazuju
speciftno ponasanje na tankom sloju cijano-modifikovanitigasgela pri normalno-
faznim uslovima,gde je pretpostavljeno da su odyajaasnovana na dva mehanizma:
- Primenom manje polarnih rastvéaa dominantne su donorsko-akceptorske interakcije
CN-grupa sorbentai-elektronskih sistema odvajanih kompleksa. Takvogsanje je
analogno ponaSanju ispitivanih kompleksa na pal@akitriinom sorbentu i praktino

pokazuje da su cijano-grupe primarni sorpcioni Genbdvajanju navedenih supstanci.
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- Korisenje polarnijin rastvata rezultovalo je promenom retencionog mehanizma.
Pove&anje polarnosti rastvata je prouzrokovalo retenciono ponaSanje analogmonon
uocenom na tankom sloju nemodifikovanog silika-gel@na@sno ukazalo na dominaciju
interakcija ispitivanih kompleksa sa nemodifikovarsilanolnim grupama sorbenta.

Takade je pokazano da se, zahvaljtijprisustvu nepolarnih propil-grupa unetih
modifikacijom, cijano-modifikovani silika-gel mozespesno primeniti kao sorbent u
reverzno-faznoj hromatografiji za odvajanje razaupstanci na osnovu nespsgith
hidrofobnih interakcija (disperzionih i indukcion#ila) njihovih nepolarnih delova i
alkil-grupa sorbenta.

Ispitivanje uticaja sastava mobilne faze &dte vode docistog organskog
rastvarda (metanola) na hromatografsko ponasanje serijgraiein Co(lll)-kompleksa
pokazalo je da se cijano-modifikovani silika-gel Zmoupotrebiti i kao sorbent u
planarnoj hromatografiji hidrofilnih interakcija.ddeno specitino poj&anje retencije
ispitivanih kompleksa sa porastom broja arotmalti prstenova u molekulu kompleksa
(prilikom supstitucija acac liganada bzac i dibzac ligandima) pri NP uslovima
objasnjeno je pre svega donorsko-akceptorskim daktgama izméu CN-grupa
sorbentait-elektronskih sistema liganada.

U cilju ispitivanja mogdnosti primene cijano-modifikovanog silika-gela za
razlicita hromatografska razdvajanja, u okviru reverfamnih uslova ispitana je
primenljivost ovog sorbenta za modelovanje zenafjigada podeonih koeficijenata
normiranih na sadrzaj organskog ugljenika Keg kao jednog od kljénih parametara
koji odreduju sudbinu organskih jedinjenja u zivotnoj sredini

Modelovanje lo#loc na osnovu TLC retencionih parametara primenom
jednostavnog jednovarijantnog kalibracionog modedmyresije glavnih komponenti i
regresije metodom delignih-najmanjih kvadrata rezultovalo je statikti dobro
uspostavljenim odnosima sa dobrim prediktivnim perfansama (greSka predikcije ne
prelazi vredost od 0,6 log jedinica).

Poraienje TLC modela sa zvamo prepordgenim HPLC pristupom, kao i
najcexe kori€enimin silico pristupom procene, pokazalo je da su najboljitppis koji
su rezultirali najboljim procenama Idgc vrednosti, TLC metode koje ukfuju CN-
silika-gel kao stacionarnu i sadrzaj metanola 4D%, v/v, kao mobilnu fazu. Kao

najblize proseénoj aritmetékoj sredini, ove metode imaju najmanje gresSke i mog
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zameniti sve ostale, ukfujuc¢i i zvaniino prepordene HPLC metode, kaoin silico
pristup. Glavne prednosti ovih postupaka u odnoauHPLC su znatno smanjeni
troSkovi analize, moginost istovremene analize velikog broja uzoraka, ikawetajno
manja potroSnja reagenasa i rastvarasto ihc¢ini prihvatljivim sa stanoviSta zelene
hemije. Metode su jednostavne za iz®oje i primenljive na male organske molekule
koji imaju logKoc vrednosti u opsegu od 1 - 6 log jedinica.

Analiza linearnih odnosa solvatacione energije paka je da je povana
polarnost CN-modifikovanih slojeva u odnosu na dktal-modifikovani silika-gel, u
kombinaciji sa smeSama voda-metanol, dd@ za bolje modelovanje |Kgc
parametara.
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7. PRILOG

Cijano-modifikovani silika-gel kao sorbent u planamoj hromatografiji

Doktorska disertacija

Tabela P1.
Tabela P2.
Tabela P3.

Tabela P4.

Tabela P5.

Tabela P6.

Tabela P7.

Tabela P8.

hR=vrednosti ispitivanih herbicida na PANS-u
hRe-vrednosti ispitivanih herbicida na cijano-modifikkmom silika-gelu
hR=vrednosti ispitivanih herbicida na silika-gelu

Lista standardnih jedinjenja i jedinjenja sa ne@dan logKoc
vrednostima

Retencioni faktori kalibracionog seta jedinjenjadpoznatih jedinjenja
dati kaoRy i log-k vrednosti dobijenih TLC i HPLC eksperimentima

Jednostavni jednovarijantni kalibracioni model Ibazi na TLC
eksperimentima

Hromatografski odrdene i kompjuterski izkainate lo¢loc vrednosti

LSER regresioni koeficijenti TLC sistema
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Tabela P1.hRevrednosti ispitivanih herbicida na PANS-u

Red. Rastvara¢*
br. Herbicid 1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7

1 Simazin 49 89 94 79 74 97 76 70 0 0 0 0 0 0
2 Propazin 71 92 97 87 86 91 88 82 0 0 0 0 0 0

3 Prometrin 79 68 91 87 84 79 89 83 35 38 29 49 24 36

4 Ametrin 78 92 89 77 72 83 79 89 46 46 39 57 47 40
5 Atrazin 78 92 91 88 84 91 80 90 0 0 0 0 0 0
6 2,4-D 29 84 92 78 35 80 78 89 0 14 0 56 0 0
7 MCPA 46 91 93 91 71 81 80 84 0 25 0 54 0 0
8 2,4-DP 69 94 97 92 86 85 84 90 0 37 0 51 0 0
9 MCPP 87 97 97 95 82 95 86 91 0 52 0 50 0 0

* Sastav hromatografskih rastvésaupotrebljenih za odvajanje herbicida dat je uelaa 3 i 17.
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Tabela P2.hRe-vrednosti ispitivanih herbicida na cijano-modifiksnom silika-gelu

Red. Rastvarat*

br. “Herbicid 1 2 3 4 5 6 7 1 2' 3 4 5' 6' 7
1 Simazin 0 75 94 54 53 45 67 74 20 16 31 22 0 0
2 Propazin 18 88 96 67 68 58 71 71 13 10 8 11 0 0
3 Prometrin 47 94 88 69 72 70 72 65 14 11 8 15 9 11
4 Ametrin 51 89 83 66 67 61 70 68 12 17 10 21 12 11
5 Atrazin 26 86 91 60 64 59 74 71 19 9 13 15 0 0
6 2,4-D 19 69 94 54 42 44 65 74 56 8 10 15 15 13
7 MCPA 21 81 96 63 48 50 68 79 51 11 0 15 12 12
8 2,4-DP 39 72 90 57 54 53 71 76 49 11 10 12 10 10
9 MCPP 33 84 96 71 59 56 74 80 47 9 12 11 7 9

* Sastav hromatografskih rastvésaupotrebljenih za odvajanje herbicida dat je uelaa 3 i 17.
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Tabela P3.hRe-vrednosti ispitivanih herbicida na silika-gelu

Red. Rastvarat*

br. “Herbicid 1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5' 6' 7
1 Simazin 0 8 83 38 42 23 50 88 0 0 0 0 0 0
2 Propazin 0 10 89 54 63 42 59 85 0 0 0 0 0 0
3 Prometrin 6 20 88 59 66 48 59 83 21 13 9 19 14 13
4 Ametrin 12 25 84 52 62 42 58 86 30 23 17 31 23 23
5 Atrazin 7 16 89 52 60 38 58 91 45 34 29 43 38 32
6 2,4-D 0 20 70 42 26 31 37 88 96 72 78 88 78 91
7 MCPA 0 16 68 45 35 18 32 92 95 82 78 88 84 97
8 2,4-DP 0 13 77 57 33 19 30 98 92 84 79 91 88 97
9 MCPP 0 13 74 62 42 36 31 98 94 84 76 89 68 97

* Sastav hromatografskih rastvésaupotrebljenih za odvajanje herbicida dat je uelaa 3 i 17.
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Tabela P4. Lista standardnih jedinjenja pena listom loglc vrednosti direktno merenih tokom sorpcionih ekspenata sa zemljiStem i
prepordena od strane U.S. EPA i lista jedinjenja sa negtinlogKoc vrednostima; Molarna masa M; Abrahamovi solvataimbparametri (A —
sposobnost formiranja voda@nih veza proton-donorskog tipa, B - sposobnost fi@mja vodoninih veza proton akceptorskog tipa, S -
dipolarnost/polarizabilnost, E — molarna refraktist) V — McGovan-ova molekularna zapremina); Kissha konstantaka; Stepen jonizacije na pH

=6
Red. L M Solvatohromni parametri b o (%)
br. Jedinjenje loBoc Ref (g/mol) A 5 s E v pKal Ref pH =6
Standardna jedinjenja
1 Fenol 1,90 [110,139 94,12 060 030 0,89 081 0,7759,99 [143 0,01
2 4-Nitrofenol 2,37 (110 139,12 0,82 026 1,72 1,07 0,9497,18 (143 6,20
3 Benzil alkohol 1,10 [111,14Q0 109,14 0,39 056 087 080 0916 - - -
4 1-Naftilamin 3,51 (110 143,20 0,20 057 1,26 1,67 1,185 3,92 (144 99,7
5 1-Naftol 3,10 (110 144,18 0,60 037 1,05 152 1,144 9,34 (145 0,05
6 2,4-Dihlorofenol 2,81 (110 163,00 053 019 084 09 1,020 7,65 (143 2,19
7 Antracen 4,31 [110,139 178,24 0,00 028 1,34 229 1454 - - -
8 Acetofenon 1,80 [111,140 120,16 0,00 048 1,01 10,82 1,014 - - -
9 2,4,6-Trihlorofenol 3,03 (110,139 197,45 042 015 094 107 1142 642 [143 27,55
10 Etil-p-hidroksibenzoat 2,21 (110 166,19 069 045 135 0,86 1,272 8,50 [146 0,32
11 p-Anizidin 1,9¢ [112,141 123,17 0,16 066 1,26 1,05 1,016 5,36 (147 81,36
12 1,2,3-Benzotriazol 1,6¢ (110 119,14 0,62 048 1,70 1,47 0,864 8,37 [145 0,42
13 Difenilamin 2,7¢ (110 169,24 0,08 051 108 159 1,424 (4,78 (148 >99,9
14 2,2'-Dipiridin 1,6C (110 156,20 0,00 081 1,33 1,38 1,242 433 (149 >97,9F
15 4-Bromoanilin 1,96 (110 172,03 0,31 030 1,19 1,19 0,991 386 (150 >99,7
16 Benzofenon 2,63 (110 182,23 0,00 050 150 145 1,481 - - -
17 4-Aminobenzojeva kiselina 1,70 (142 137,15 094 069 161 1,08 1,032 2,38 [151 99,98
18 Piren 4,90 [110,139 202,26 0,00 025 152 260 1585 - - -
19 Benzof]piren 5,95 (1171 252,32 0,00 031 184 332 1954 - - -
20 Fluoren 3,70 [110,139 166,23 0,00 025 106 159 1357 - - -
21 Acenaften 3,59 [110,139 154,22 0,00 026 1,14 1,75 1,259 - - -
22 Naftalen 2,96 [110,139 128,18 0,00 020 0,92 134 1,085 - - -
23 Fenantren 4,35 [110,139 178,24 0,00 029 1,29 206 1454 - - -
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Solvatohromni parametri 05)°
Efd' Jedinjenje loBoc Ref ?g mol) A 5 S pE v pKa’ Ref gé/i) :
24 Dibenzp,hjantracen 6,22 [139 278,36 000 035 199 343 2,192 - - -
25 Benzplantracen 5,30 [139 228,30 0,00 0,29 166 2,71 1,823 - - -
26 Simazin 2,10 (139 201,69 033 095 120 155 1,479 162 [152 >99,9
27 Propazin 2,4C [139 229,75 0,30 0,97 1,14 147 1,761 £85 [152 >99,9
28 Ametrin 2,5¢ [139 227,38 0,26 1,07 1,27 150 1,802 4,10 [153 >08,8
29 Prometrin 2,8t [139 241,41 026 1,10 126 151 1940 4,05 [153 >08,9
Jedinjenja sa nepoznatim lopc vrednostim
30 3-Nitrofenol - 139,12 0,79 023 157 105 0,949 8,36 [143 0,43
31 2-Nafthol - 144,18 061 040 1,08 1,52 1,144 9,67 [154 0,02
32 4-Hidroksibenzaldehid - 122,13 085 037 154 101 0,932 7,61 [145 2,40
33 2-Aminofenol - 109,14 060 066 110 1,11 0,875 9,44 (-OH)J143 0,00
34 4+-Butilfenol - 150,24 056 041 089 081 1,339 10,31 (143 0,00
35 2,6-Dimetilfenol - 122,18 039 039 0,79 0,86 1,057 10,59 (143 0,00
36 4-Metoksifenol - 124,15 0,57 048 1,17 0,90 0,975 10,27 (143 0,01
37 Metil-p-hidroksibenzoat - 152,16 069 045 137 090 1,131 8,47 (146 0,34
38 2-Nitrobenzaldehid - 151,13 0,00 038 159 1,12,047 - - -
39 3-Nitrobenzaldehid - 151,13 0,00 048 1,49 110047 - - -
40 Ftalimid - 147,14 039 044 197 118 1,021 8.3 [155 0,50
41 Oksazepam - 286,73 045 160 1,0 2,35 1,992 10,9 (-OH)J156 0,00
42 Lorazepam - 321,18 045 163 1,28 251 2114 11,5(-OH)J157 0,00
43 Klonazepam - 315,73 033 150 1,75 246 2,107 10,5 (-OH)J158 0,00
44 Bromazepam - 316,17 033 162 1,38 231 1,940 11,0 (-OH)J159 0,0C
45 Diazepam - 284,76 0,00 125 157 208 2,074 340 [160 99,758
46 Nitrazepam - 281,29 047 1,10 2,17 2,21 1,985 10,8 [157 0,00
47 Hlordiazepoksid - 299,78 0,13 094 165 1,9 2,174 480 (160 94,06
48 Klobazam - 300,76 0,00 1,47 249 229 2133 6,65 (161 18,30
49 Medazepam - 270,78 0,00 067 140 192 2,058 6,20 (162 38,69
50 Hrizen - 228,30 0,00 029 166 2,71 1823 - - -

Stepen disocijacije se odnosi na pozitivno nagkskte (protonovane) form&Jedinjenja obeleZena podebljanim slovima su priskén negativno

naelektrisane forme (joni) pri préavanim hromatografskim uslovima
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Tabela P5.Retencioni faktori kalibracionog seta jedinjenjeepoznatih jedinjenja dati kd, i logk vrednosti dobijenih TLC i HPLC eksperimentima

Jed. HPLC TLC
br. logk
RP18 MeOH RP18 ACN CN MeOH CN ACN
40% 50% 60% 70% 80% 40% 50% 60% 70% 80% 40% 50% 60% 70% 40% 45% 50% 55% 60%

1 -0,040 0,580 0,267 0,057 -0,175 -0,367 0,475 0,261 -0,276 -0,690 -0,738 0,010 -0,285 -0,409 -0,47¢  -0,076 -0,192 -0,318 -0,460 -0,558
2 -0,064 0,706 0,395 0,184 -0,059 -0,267 0,513 0,232 -0,187 -0,632 -0,738 0,337 0,005 -0,181 -0,30z 0,044 -0,042 -0,220 -0,344 -0,460
3 -0,265 0,629 0,329 0,064 -0,161 -0,324 0,347 0,109 -0,295 -0,632 -0,660 -0,151 -0,402 -0,494 -0,59z -0,180 -0,233 -0,369 -0,486 -0,586
4 0,487 1,252 0,868 0,533 0,199 -0,064 0,916 0,617 0,204 -0,131 -0,285 0,564 0,179 0,034 -0,13C 0,268 0,233 0,057 -0,114 -0,202
5 0,443 1,444 1,007 0,589 0,240 -0,040 0,916 0,591 0,152 -0,235 -0,389 0,623 0,192 -0,034 -0,18: 0,220 0,199 -0,038 -0,172 -0,291
6 0,248 1,358 1,183 0,710 0,323 0,017 0,876 0,644 0,169 -0,196 -0,345 0,536 0,146 -0,097 -0,28¢ 0,325 0,172 -0,064 -0,192 -0,313
7 0,664 1,688 1,721 1,612 1,092 0,641 1,555 1,466 0,973 0,602 0,322 1,284 0,822 0,490 0,143 0,654 0,548 0,396 0,239 -0,019
8 0,187 0,979 0,725 0,363 0,088 -0,150 0,668 0,457 0,107 -0,238 -0,361 0,125 -0,105 -0,299 -0,41¢ 0,108 0,003 -0,180 -0,337 -0,436
9 0,382 1,521 1,130 0,777 0,458 0,209 0,985 0,703 0,384 0,062 -0,137 0,649 0,252 0,009 -0,23: 0,440 0,333 0,092 -0,076 -0,306
10 0,219 1,127 0,809 0,388 0,088 -0,174 0,596 0,314 -0,043 -0,457 -0,606 0,187 -0,099 -0,327 -0,467 0,025 -0,003 -0,213 -0,359 -0,521
11 -0,431 0,575 0,348 0,113 -0,161 -0,324 0,418 0,239 0,020 -0,398 -0,490 0,406 0,265 0,145 0,016 0,318 0,219 0,097 -0,088 -0,205
12 -0,390 0,502 0,239 -0,009 -0,244 -0,446 0,194 -0,017 -0,368 -0,845 -1,038 -0,138 -0,339 -0,481 -0,51¢  -0,207 -0,261 -0,362 -0,529 -0,558
13 0,317 1,521 1,227 0,929 0,538 0,199 1,474 1,098 0,640 0,183 -0,053 0,987 0,543 0,161 0,000 0,673 0,645 0,303 0,120 -0,142
14 0,366 1,179 0,823 0,444 0,182 -0,034 0,679 0,526 0,287 0,016 -0,027 0,051 -0,153 -0,338 -0,40z 0,083 0,035 -0,095 -0,185 -0,306
15 0,228 1,127 0,789 0,528 0,138 -0,115 0,805 0,555 0,215 -0,183 -0,341 0,382 0,077 -0,148 -0,21¢ 0,193 0,126 -0,019 -0,133 -0,320
16 0,624 1,730 1,310 0,692 0,501 0,177 1,344 1,007 0,597 0,163 -0,060 0,665 0,208 -0,081 -0,21: 0,053 0,032 -0,100 -0,275 -0,438
17 -0,341 -0,309 -0,419 -0,579 -0,586 -0,763 -0,251 -0,329 -0,634 -1,028 -1,071 -0,245 -0,462 -0,570 -0,597 0,199 0,086 -0,198 -0,331 -0,502
18 0,787 2,035 1,721 1,693 1,225 0,790 1,736 1,371 1,129 0,741 0,455 1,549 0,872 0,490 0,243 0,910 0,815 0,499 0,294 0,058
19 0,909 2,035 2,026 1,693 2,024 1,241 2,041 1,522 1,398 1,028 0,764 1,648 1,245 0,807 0,446 1,048 0,956 0,625 0,452 0,135
20 0,815 1,730 1,541 1,168 0,958 0,562 1,555 1,273 0,861 0,461 0,185 1,206 0,580 0,250 0,035 0,651 0,604 0,241 0,146 -0,077
21 0,716 2,035 2,026 1,113 0,787 0,387 1,736 1,178 0,823 0,368 0,140 1,126 0,516 0,224 0,006 0,625 0,479 0,213 0,127 -0,116
22 0,514 2,035 2,026 1,040 0,611 0,30¢ 1,242 1,074 0,668 0,249 0,020 1,086 0,468 0,207 -0,009 0,558 0,462 0,197 0,106 -0,126
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Tabela P5.Nastavak

Jed. HPLC TLC
br. logk
RP18 MeOH RP18 ACN CN MeOH CN ACN

40% 50% 60% 70% 80% 40% 50% 60% 70% 80% 40% 50% 60% 70% 40% 45% 50% 55% 60%
23 1,026 2,035 2,026 1,512 1,036 0,63t 1,736 1,350 0,983 0,546 0,464 1,319 0,733 0,356 0,082 0,767 0,614 0,265 0,205 -0,064
24 1,198 2,035 2,026 1,524 1,383 0,94C 2,041 1,522 1,297 1,091 0,826 1,601 1,253 0,768 0,417 1,053 0,922 0,567 0,436 0,168
25 0,967 2,035 2,026 1,693 1,457 1,041 2,041 1,702 1,297 0,897 0,527 1,493 1,201 0,670 0,327 0,998 0,829 0,448 0,359 0,142
26 0,084 1,421 1,007 0,518 0,171 -0,060 0,742 0,427 0,124 -0,147 -0,296 0,214 -0,086 -0,254 -0,418 0,089 -0,093 -0,173 -0,280 -0,357
27 0,277 2,035 1,412 0,868 0,429 0,12¢ 1,145 0,788 0,380 0,062 -0,100 0,454 0,027 -0,135 -0,387 0,543 0,393 -0,013 -0,063 -0,236
28 0,380 1,733 1,419 1,033 0,473 0,20¢ 1,029 0,585 0,375 0,094 -0,085 0,406 0,101 -0,166 -0,383 0,169 0,140 0,051 -0,053 -0,110
29 0,461 1,733 1,548 1,175 0,638 0,307 1,341 0,746 0,543 0,190 0,034 0,538 0,177 -0,127 -0,337 0,224 0,172 0,076 0,003 -0,078
30 0,038 0,830 0,540 0,290 -0,113 -0,23 0,612 0,049 -0,190 -0,490 -0,768 0,240 -0,027 -0,278 -0,427 -0,122 -0,172 -0,340 -0,403 -0,492
31 0,426 1,424 0,950 0,593 0,120 -0,08. 0,880 0,243 0,043 -0,285 -0,529 0,430 0,101 -0,176 -0,341 -0,036 -0,033 -0,200 -0,294 -0,373
32 -0,134 0,476 0,146 -0,027 -0,415 -0,45' 0,288 -0,179 -0,439 -0,834 -1,037 -0,073 -0,330 -0,501 -0,568 -0,278 -0,339 -0,494 -0,572 -0,625
33 -0,147 0,255 0,024 -0,119 -0,456 -0,541 0,243 -0,141 -0,391 -0,654 -0,965 0,063 -0,085 -0,223 -0,296 -0,020 -0,096 -0,141 -0,253 -0,377
34 0,383 1,733 1,356 0,850 0,349 0,087 1,061 0,489 0,269 -0,104 -0,306 0,402 0,024 -0,292 -0,490 0,527 0,230 -0,004 -0,208 -0,104
35 0,117 1,083 0,811 0,566 0,113 -0,07¢ 0,851 0,352 0,154 -0,197 -0,430 0,215 -0,043 -0,317 -0,439 0,341 0,162 -0,029 -0,157 -0,291
36 -0,123 0,555 0,203 0,068 -0,364 -0,42! 0,364 -0,061 -0,287 -0,593 -0,957 -0,066 -0,294 -0,406 -0,503 -0,089 -0,252 -0,319 -0,412 -0,605
37 0,214 0,913 0,526 0,258 -0,190 -0,29° 0,467 -0,012 -0,200 -0,533 -0,811 0,040 -0,224 -0,467 -0,512 -0,102 -0,238 -0,336 -0,439 -0,595
38 0,098 1,051 0,453 0,201 -0,196 -0,321 0,726 0,250 0,082 -0,244 -0,521 0,095 -0,111 -0,357 -0,387 0,115 -0,070 -0,147 -0,256 -0,312
39 0,064 0,874 0,540 0,290 -0,113 -0,25¢ 0,709 0,220 0,069 -0,244 -0,546 0,185 -0,037 -0,285 -0,348 0,102 -0,089 -0,157 -0,277 -0,326
40 -0,006 0,633 0,332 0,104 -0,301 -0,37. 0,320 -0,104 -0,245 -0,579 -0,831 -0,047 -0,238 -0,475 -0,578 -0,135 -0,350 -0,366 -0,483 -0,576
41 0,470 1,553 1,164 0,690 0,196 -0,05. 0,680 0,157 -0,040 -0,345 -0,564 0,243 -0,046 -0,331 -0,477 0,062 -0,238 -0,272 -0,384 -0,549
42 0,590 1,553 1,235 0,665 0,173 -0,12. 0,709 0,185 -0,027 -0,320 -0,573 0,303 -0,027 -0,313 -0,473 0,115 -0,185 -0,224 -0,347 -0,513
43 0,445 1,553 1,056 0,593 0,097 -0,100 0,802 0,263 0,037 -0,264 -0,582 0,480 0,231 -0,130 -0,311 0,246 -0,083 -0,112 -0,243 -0,392
44 0,362 1,424 0,959 0,562 0,081 -0,100 0,592 0,160 0,037 -0,214 -0,333 0,112 -0,147 -0,387 -0,469 0,030 -0,238 -0,258 -0,333 -0,496
45 0,721 1,733 1,318 1,013 0,553 0,26C 1,258 0,729 0,502 0,190 0,037 0,534 0,245 -0,118 -0,296 0,388 0,036 0,022 -0,138 -0,229
46 0,405 1,424 1,046 0,640 0,120 -0,10¢ 0,795 0,243 0,005 -0,299 -0,546 0,476 0,217 -0,095 -0,264 0,217 -0,127 -0,131 -0,305 -0,377
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Tabela P 5.Nastavak

Jed. HPLC TLC
br. logk
RP18 MeOH RP18 ACN CN MeOH CNACN

40% 50% 60% 70% 80% 40% 50% 60% 70% 80% 40% 50% 60% 70% 40% 45% 50% 55% 60%
47 0,522 1,553 1,101 0,690 0,113 -0,09 0,775 0,220 -0,018 -0,299 -0,555 0,476 0,197 -0,095 -0,275 0,204 -0,039 -0,141 -0,298 -0,355
48 0,627 1,733 1,266 0,717 0,183 -0,04 1,019 0,430 0,183 -0,107 -0,322 0,480 0,221 -0,102 -0,293 0,303 -0,020 -0,051 -0,236 -0,291
49 1,076 2,068 2,038 2,033 1,314 0,847 2,037 1,488 1,417 0,951 0,727 1,719 1,136 0,795 0,440 1,135 0,760 0,490 0,316 0,144
50 0,742 2,068 2,038 2,033 1,724 1,20 2,037 1,570 1,316 0,842 0,610 2,024 1,547 0,697 0,232 1,305 0,931 0,595 0,443 0,236
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Tabela P6.Jednostavni jednovarijantni kalibracioni model (atehajmanjeg kvadrata) baziran na individualnim TekSperimentima;

Modeli su dati u formi Igc = a + bRy; statistéki zadovoljavajidi modeli su oznéeni podebljanim slovima.

Hromatografski sistem  a b RMSEx RMSErep Rca Rpred n F p

RP-18 MeOH_40 0,74+0,52 1,61+0,34 0,916 0,974 B516 0,4538 29 28,81 <1-Po
RP-18 MeOH_50 1,12+0,36 1,62+0,27 0,795 0,864 635 0,5699 29 47,06 <1-P0
RP-18 MeOH_60 1,47+0,24 1,97+0,25 0,659 0,718 @749 0,7033 29 80,74 <1-P0
RP-18 MeOH_70 2,00+0,14 2,11+0,19 0,500 0,527 0855 0,8397 29 160,17 <1-%0
RP-18 MeOH_80 2,57+0,12 2,60+0,25 0,516 0,557 0846 0,8210 29 148,90 <1-%0
RP-18 ACN_40 0,87%0,29 2,00+0,24 0,629 0,710 0,7721 0,7094 29 91,45 <1-F0
RP-18 ACN_50 1,28+0,25 2,26+0,28 0,642 0,687 0,7625 0,7282 29 86,66 <1-F0
RP-18 ACN_60 2,08+0,16 2,24%0,25 0,589 0,637 0,8001 0,7664 29 108,07 <1-Po
RP-18 ACN_70 2,92+0,13 2,19+0,25 0,597 0,641 0,7948 0,7635 29 104,61 <1-P0
RP-18 ACN_80 3,33+£0,15 2,40%0,30 0,642 0,680 0,7624 0,7333 29 86,64 <1-Fo
CN-MeOH_40 1,55+0,16 2,21+0,19 0,471 0,506 0,8722 ,85@Q2 29 184,31 <1-10
CN-MeOH_50 2,27+0,10 2,67+0,19 0,403 0,441 0,9062 ,8808 29 260,93 <1-10
CN-MeOH_60 2,94+0,10 3,36%0,26 0,439 0,474 0,8892 ,8706 29 216,65 <1-10
CN-MeOH_70 3,69+0,13 4,13+0,40 0,531 0,556 0,8373 ,82Q0 29 138,92 <1-f0
CN-ACN_40 1,75+0,18 3,33£0,35 0,568 0,614 0,8142 7881 29 118,34 <1.-70
CN-ACN_45 2,00+0,16 3,50%0,36 0,557 0,598 0,8214 7988 29 124,17 <1-10
CN-ACN_50 2,72+0,12 4,43+0,44 0,537 0,568 0,8340 81ap 29 135,68 <1-10
CN-ACN_55 3,29+0,13 4,39+0,46 0,562 0,600 0,8182 7906 29 121,53 <1-10
CN-ACN_60 4,26+0,20 5,37+0,63 0,615 0,643 0,7819 7608 29 96,81 <1-10
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Tabela P7.Hromatografski odrdene i kompijuterski izri&gunate lo¢loc vrednosti

Br. Jedinjenje TLC HPLC LSER EPI Suite

PCR PLS RP18/ RP18/ CN/ CN/ CN/ CN/ CN/ Poole Nguyen MCI KOw

MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH ACN
70% 80% 40% 50% 6 % 70% 50%
viv viv viv viv viv viv viv

Standardna jedinjenja
1 Fenol 1,41 1,47 1,63 1,62 1,57 1,50 1,57 1,71 1,31 149 651 1,58 2,27 1,90
2 4-Nitrofenol 1,94 2,07 1,88 1,88 2,30 2,28 2,33 2,44 1,75 140 851 2,18 2,46 2,37
3 BenzilAlkohol 1,17 1,20 1,66 1,73 1,22 1,19 1,28 1,24 1,08 0,66 441 1,32 1,33 1,12
4 1-Naftilamin 2,83 2,83 2,42 2,41 2,80 2,74 3,06 3,15 2,98 341 672 2,53 3,40 1,95
5 1-Naftol 2,63 2,64 2,51 2,47 2,93 2,78 2,83 2,94 2,55 3,25 ,023 2,71 3,31 2,67
6 2,4-Dihlorofenol 2,56 2,56 2,68 2,62 2,74 2,66 2,61 2,51 2,44 254 622 2,48 2,69 2,78
7 Antracen 4,38 4,42 4,31 4,24 4,39 4,46 4,59 4,28 4,48 4,06 ,464 4,27 4,21 3,86
8 Acetofenon 1,97 1,96 2,19 2,18 1,83 1,99 1,94 1,96 1,92 231 671 1,81 1,71 1,99
9 2.,4,6-Trihlorofenol 2,97 2,96 2,97 3,12 2,99 2,94 2,97 2,73 3,13 3,02 ,013 2,94 3,25 3,28
10 Etil-p-hidroksibenzoat 1,77 1,79 2,19 2,12 1,97 2,00 1,84 1,76 1,78 243 /232 2,30 2,20 2,39
11  p-Anizidin 2,87 2,96 1,66 1,73 2,45 2,97 3,43 3,76 3,15 0,06 421 1,52 1,65 1,48
12 1,2,3-Benzotriazol 1,13 1,21 1,49 1,41 1,25 1,36 1,32 1,55 1,12 0,21 651 1,82 1,72 1,79
13 Difenilamin 3,80 3,76 3,14 3,09 3,73 3,72 3,48 3,69 4,07 2,79 353 3,14 2,92 2,82
14 2,2'-Dipiridin 2,16 2,06 2,39 2,49 1,67 1,86 1,80 2,03 2,30 297 931 1,93 3,09 2,11
15 4-Bromoanilin 2,50 2,49 2,29 2,27 2,40 2,47 2,44 2,80 2,64 246 ,302 2,38 2,05 2,15
16 Benzofenon 2,51 2,50 3,06 3,04 3,02 2,82 2,67 2,81 2,28 391 043 3,21 3,06 2,88
17 4-Aminobenzojeva kiselina 1,40 1,46 0,77 0,59 1,01 1,03 1,02 1,22 1,84 0,39 291 1,33 0,90 0,59
18 Piren 4,81 4,83 4,59 4,63 4,97 4,59 4,59 4,70 4,93 451 ,025 4,84 4,74 4,24
19 Benzof]piren 5,57 5,73 6,28 5,81 5,19 5,59 5,66 5,54 5,50 495 316 6,00 5,77 5,32
20 Fluoren 4,00 4,00 4,02 4,04 4,22 3,81 3,78 3,83 3,79 461 723 3,63 3,96 3,63
21 Acenaften 3,77 3,69 3,66 3,58 4,04 3,64 3,69 3,72 3,67 4,25 ,603 3,51 3,70 3,40
22 Naftalen 3,60 3,51 3,29 3,38 3,95 3,52 3,64 3,65 3,60 3,51 ,033 2,99 3,19 2,86
23 Fenantren 4,23 4,20 4,19 4,23 4,47 4,22 4,14 4,03 3,90 538 214 4,08 4,22 3,87
24 Dibenzf,hjantracen 5,42 5,47 4,92 5,02 5,09 5,61 5,53 5,41 5,24 6,01 ,796 6,49 6,28 5,68
25 Benzflantracen 5,16 5,23 5,08 5,29 4,85 5,47 5,19 5,04 4,71 5,16 515 5,33 5,25 5,00
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Tabela P7.nastavak

Br. Jedinjenje TLC HPLC LSER EPI Suite

PCR PLS RP18/ RP18/ CN/ CN/ CN/ CN/ CN/ Poole Nguyen MCI KOW

MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH ACN
70%viv. 80%viv 40% 50% 6 % 70% 50%
viv viv viv viv viv
26  Simazin 2,01 1,95 2,36 2,40 2,03 2,04 2,09 1,96 1,95 1,94 522 2,15 2,17 2,18
27  Propazin 2,78 2,61 2,91 291 2,56 2,34 2,49 2,09 2,67 2,64 073 2,65 2,54 2,34
28  Ametrin 2,65 2,5: 3,0C 3,1z 2,4t 2,54 2,3¢ 2,11 2,9t 3,0z 2,9C 2,54 2,65 2,3€
29  Prometrin 2,8 27i 3,3t 3,37 2,74 2,74 2,51 2,3C 3,0€ 3,31 3,1¢ 2,71 2,82 3,51
Jedinjenja sa nepoznatim
logKoc vrednostima

30  3-Nitrofenol 2,33 2,43 1,76 1,96 2,08 2,19 2,01 1,93 1,22 1,77 991 2,24 2,46 2,42
31  2-Nafthol 2,81 282 2,2¢ 2,3€ 2,5C 2,54 2,3t 2,2¢ 1,84 3,1¢ 2,94 2,64 3,3C 2,5¢
32  4-Hidroksibenzaldehid 1,58 1,69 1,13 1,39 1,39 1,38 1,26 1,34 0,53 1,14 661 1,83 1,15 1,61
33  2-Aminofenol 2,56 2,66 1,04 1,15 1,69 2,04 2,19 2,47 2,10 1,10 ,351 1,17 1,96 1,41
34  4+-Butilfenol 3,30 3,13 2,74 2,80 2,44 2,33 1,96 1,66 2,71 3,083,712 2,53 3,11 2,92
35 2,6-Dimetilfenol 3,0¢ 3,0C 2,24 2,37 2,08 2,1t 1,8¢ 1,8¢ 2,6( 2,0€ 2,21 2,08 2,7C 2,4C
36  4-Metoksifenol 1,99 2,04 1,23 1,47 1,41 1,48 1,57 1,61 1,31 1,18 ,651 1,65 2,08 2,02
37  Metil-p-hidroksibenzoat 2,01 2,03 1,60 1,80 1,64 1,67 1,37 1,57 1,23 2,41 941 2,03 1,94 2,11
38  2-Nitrobenzaldehid 2,6 2,61 1,5¢ 1,74 1,7¢ 1,97 1,74 2,0¢ 2,07 1,9¢ 1,8¢€ 2,3¢ 1,24 1,8¢
39  3-Nitrobenzaldehid 2,77 2,75 1,76 1,92 1,96 2,17 1,98 2,25 2,03 1,86 ,711 2,08 1,24 1,73
40  Ftalimid 1,85 1,90 1,37 1,60 1,45 1,63 1,34 1,30 1,10 1,61 541 2,09 0,15 1,10
41  Oksazepam 2,36 2,35 2,42 2,43 2,09 2,14 1,83 1,72 1,52 3,35 ,373 227 2,76 1,73
42  Lorazepam 2,48 2/4: 2,37 2,2t 2,22 2,1¢ 1,8¢ 1,74 1,73 3,7¢ 3,64 2,5¢ 2,9¢ 1,81
43 Klonazepam 2,99 2,98 2,21 2,29 2,61 2,88 2,50 2,41 2,23 3,26 ,473 2,86 4,06 2,45
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Tabela P7.nastavak

Br. Jedinjenje TLC HPLC LSER EPI Suite
PCR PLS RP18/ RP18/ CN/ CN/ CN/ CN/ CN/ Poole Nguyen MCI KOW
MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH MeOH ACN
70% viv 80% viv.  40% 50% 60% 70% 50%
viv viv viv viv viv
44 Bromazepam 2,37 2,30 2,17 2,29 1,80 1,87 1,64 1,75 1,58 295 952 2,12 3,56 2,21
45 Diazepam 3,57 348 3,17 3,25 2,73 2,92 2,55 2,47 2,82 426 553 3,17 3,88 2,44
46 Nitrazepam 2,98 3,01 2,26 2,29 2,61 2,85 2,62 2,60 2,14 3,11 433 3,32 3,85 2,36
47 Hlordiazepoksid 2,99 3,00 2,24 2,33 2,61 2,79 2,62 2,56 2,10 354 214 3,98 5,48 2,23
48 Klobazam 3,20 3,13 2,39 2,45 2,61 2,85 2,60 2,48 2,50 392 822 2,93 2,54 2,03
49 Medazepam 6,33 6,37 4,78 4,78 5,35 5,30 5,62 5,51 4,89 556 614 4,37 4,48 3,30
50 Hrizen 6,66 6,79 5,64 5,71 6,02 6,39 5,29 4,65 5,36 434 515 5,33 5,26 5,04
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Tabela P8.LSER regresioni koeficienti TLC sistema predstaniljleao vrednost + standardna devijacija; | - @d&e a — vodorine veze donorskog
tipa, b - vodonine veze akceptorskog tipa, s - dipolarnost/polbiizast, e - molarna refraktivnost, i v - sposolinzes formiranje praznog prostora;
Stacionarne faze oktadecil (RP18)-modifikovanksilgel i cijano (CN)-modifikovani silika-gel; Molnie faze: smeSe metanola (MeOH) i acetonitrila
(ACN) sa vodom u raalitim odnosima (v/v); Statistki parametri:R? — kvadrati koeficijenata determinacij®,D.— standardna greska modefa;-
Fisher’s statistikaR — zn&ajnostF, n —broj kalibracionih t&aka (jedinjenja)

Br.  Hrom. sistem [ a b s e v R S.D. F P n
1 MeOH 40% _ 0,72%0,19 -0,50£0,15  -0,660%0,13  -0,52%0,12 0,03020  1,30£0,20 _ 0,8314 0,248 43,39  6,3690 50
2 — MeOHS50% 047018 -0,52¢0,15  -0,876:0,13  -0,59+0,14 0,16130  1,29¢0,19 08671 0241 57,40 3,600 50
3 P MeOH60% 004015 -0,40£0,12  -0,942+0,10  -0,461:0,094 008085  1,21:0,16  0,8934 0,200 7375 2,920 50
4 X MeOH70% -0,26:0,14 -0,3740,11  -1,00£0,09 -0,417£0,084 08KA76  0,94%0,14 09159 0,178 9584  1,64410 50
5 f MeOH 80%  -0,41:0,10 -0,32¢0,08  -0,81%0,07 -0,307£0,064 04657  0,77+0,11 09220 0,135 104,09  3,13%10 50
6 T ACN40%  0,49:0,13 -0,57¢0,10  -1,000,09 -0,35240,079  0,I56%2  1,05:0,13  0,9185 0,168 9920  8,24°10 50
7 o% ACN50%  0,49:0,14 -0,67¢0,11  -0,93+0,09 -0,409+0,084 0,2Z26%5  0,75:0,14  0,9032 0,177 8213 3,580 50
8 §' ACNG60%  0,01#0,12 -0,67¢0,09  -0,875:0,08  -0,318+0,073 009866  0,81:0,12 09230 0,154 10541 2,430 50
9 X ACN70%  -0,400,11 -0,665£0,09 -0,789+0,07  -0,3130,066 984D,060  0,80:0,11  0,9331 0,140 122,83  1,08'10 50

10 ACN 80%  -0,50%0,13 -0,68£0,10  -0,725:0,09  -0,347+0,079 @#{O71  0,75:0,13  0,8986 0,167 77,95  9,98'10 50

11 MeOH 40% -0,010,15 -0,35:0,12  -1,0240,10 -0,298+0,090 04081  0,80£0,15  0,8957 0,191 7556 1,810 50

12 5 MeOH50% -0,39:0,12 -0,30:0,10  -0,820:0,08  -0,138:0,075 O 067  0,62¢0,13  0,8983 0,158 77,74  1,0810 50

13 Z MeOH60% -0,40:0,11 -0,273:0,09 -0,632#0,07  -0,1420,068 624,061  0,4130,11  0,8648 0,143 56,28  5,23%10 50

14 = MeOH70% -0,406:0,004 -0,271%0,08 -0,452:0,06  -0,081+0,058 ,220+0,052 0,190,100  0,8351 0,123 4456  3,9%10 50

15 : ACN 40%  -0,038:0,14  -0,28:0,11  -0,661+0,09  -0,222+0,084 604,076  0,62¢0,14  0,8037 0,178 36,03  1,7}10 50

16 © ACN45%  0,040:0,13  -0,26:0,10  -0,710¢0,09  -0,269+0,077 R#RO70  0,49¢0,13  0,8218 0,164 40,58  2,1310 50

17 g ACN50%  -0,143:0,093 -0,29620,07 -0,448:0,06  -0,166+0,057 ,160£0,052  0,327+0,10 0,8338 0,121 44,15  4,6%.10 50

18 O ACN55%  -0,242:0,089 -0,2790,07 -0,4310,06  -0,188:0,055,1680,049  0,306:0,10 0,8375 0,116 4535  2,8510 50

19 ACN 60%  -0,409:0,088 -0,26020,07 -0,3710,06  -0,116+0,054 ,0660,049  0,340:0,089 0,7761 0,115 30,50  2,95.10 50
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O6paszay 5.

MU3jasa o ayTopcTBy

me v npesume aytopa _ Xenexa J. Majctoposuh

Bpoj nHaekca unu npujase gokTopcke auceptauvje _250/2

UsjaBmbyjem
Aa je AOKTOpCcKa AgucepTaumja noa HacrnosoMm

LinjaHo-moaucbukoBanmu cunuka-ren kao copbeHT y nnaHapHoj xpomarorpaduju

® pesynTart CONnCTBEHOr UCTpaXuBayKor paga;

* [Aa avcepTauuja y UenuHW HU Y AenoBumMa Huje 6una npeanoxeHa 3a CTuLame
Apyre Aunnome npema CTYAWCKUM NporpamuMa ApYrux BUCOKOLLKOMCKUX
yCTaHOBa;

¢ [a Cy pe3yntaTtu KOPEeKTHO HaBeaeHu n

* Aa HuUCam KpLumMoO/na ayTopcka npasa W KOPUCTWUO/NA UHTENEKTyanHy CBOjUHY
Apyrvx nuua.

Mornuc aytopa

Y Beorpaay, _14.07.2016.

j \ ) Bhe
~\U\eu;1 m\‘qci@x\)ﬁgi



O6pa3zay 6.

UsjaBa 0 ucToBeTHOCTH WITaMNaHe n eneKTPOHCKe
Bep3uje [OKTOPCKOr paga

Vme v npesume aytopa _Xenena J. MajcToposuh

Bpoj nHaekca unu npujase goktopcke avceptauumje _250/2

Cryanjcku nporpam _[lOKTOp XeMUCKuUX Hayka

Hacnos papa LlvjaHo-moavdukosaHu cunuka-ren kao copBeHT v nnaHapHoj

xpomarorpaduijv
MeHTop __ap. [lywauxka Munojkosuh-Oncenuua

WsjaBrbyjem fa je wWramnaHa Bepanja Mor AOKTOPCKOr paaa MCTOBETHA €MNeKTPOHCKOj
BEP3nju Kojy cam npepao/na papu noxpaweHa y [UruTanHoMm peno3utopujymy
YHusepauterta y Beorpaay.

Hossorbasam fa ce objaBe MojU NUYHW MOJALM Be3aHU 3a nobujarwe akagemckor
Hasuea AOKTOpa Hayka, Kao LITO Cy UMe 1 Npesume, roaMHa U MecTo pohera i gaTym
oabpaHe paga.

OBn nuuHM nojaum Mory ce OBjaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHMuama AuruTanHe
Bubnuoteke, y enekTpOHCKOM KaTanory u y ny6nukaunjama YHueepautera y Beorpagy.

Mortnuc ayTtopa

Y Beorpaay, _14.07.2016.

Yot Jaramdt



O6pa3zay 7.

MU3jaBa o kopuwheky

Osnawhyjem YHusepsautetcky 6ubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh* aa y [urutantu
penosutopujym YHusepsuteta y Beorpagy yHece Mojy AOKTOpPCKY AucepTauumjy noa
HacnoBoMm:

LinjaHo-moancbukosaHu cunuka-ren kao copbeHT y nnaHapHoj xpomartorpacuju

Koja je Moje ayTopcKo Aeno.

AvcepTaunjy ca ceum npunosuma npeaao/na cam y enekTpoHckom hopmary NoroaHOM
3a TpajHO apxuBupate.

Mojy ~ AokTopcky —AucepTaunjy noxpatseHy y [UrUTanHoM  penosuTopujymy
YHusepauTeTa y Beorpaay n AOCTYnHy y OTBOPEHOM MPUCTYNy MOTy Aa KOpUCTE CBM
koju nowTyjy oapeabe caapxaHe y opabpaHom Tuny nuueHue KpeaTtusHe 3ajegHuue
(Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyyuo/na.

1. AytopcTeo (CC BY)
2. AytopcTBo — HekomepuujanHo (CC BY-NC)
@AYTOpCTBO — HekomepuwjanHo — 6e3 npepaaa (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMepLjanHo — AenuTi nog uctum ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTeo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AyTopcTBO — Aenutu noa uctum ycnosuma (CC BY-SA)

(Monumo aa 3aokpyxuTe camo jeaHy of WecT NoHyReHnx NuUeHUM.
Kparak onuc nuueHum je cactaBHu A4eo ose u3jase).

Motnuc ayTopa

Y Beorpapy, _14.07.2016.
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