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ABSTRAKT

Cilem této rigorézni prace je porovnani riznych druh( stacionarnich fazi pfi
analyze lécCiva Diklofenak emulgel.

Pfi FeSeni problematiky vyvoje metodiky HPLC, validaci a volby stacionarnich
fazi analytickych kolon je nutné vzit v ivahu mnoho odbornych materiald pocinaje
Iékopisy, smérnicemi ICH, odbornymi védeckymi ¢asopisy. DalSim moznym zdrojem
jsou reSersni databaze.

Bylo sledovano nékolik typu stacionarnich fazi, na kterych se testovaly
podminky separace léCivych latek, obsaZenych v léCivém pfipravku Diclofenac
emulgel.

Nejlepsich vysledkd bylo dosazeno na kolonach Discovery HS-F5 (15 cm x
4,6 mm, 5 um) s ¢asem analyzy pod 4 min; Zorbax SB — CN (4,6 x 150 mm, 5 um)
s ¢asem analyzy pod 5 min a na koloné Chromolith Performance RP — 18e (100 — 3

mm) s ¢asem analyzy pod 3 min.

ABSTRACT

The aim of this rigorous work is a comparison of different types of stationary
phases for the analysis of the drug Diclofenac emulgel.

It is necessary to take into account the many specialized materials from the
pharmacopoeias, ICH guidelines and professional scientific journals in solution of the
development of HPLC methodology, validation and choice of stationary phase
analytical columns.

Several types of stationary phases were tested, with the testing of conditions
of the separation of active substances from the pharmaceutical formulation -
diclofenac emulgel.

The best results were placed on Discovery HS-F5 (15 cm x 4.6 mm, 5 um),
time analysis was less than 4 minutes; Zorbax SB — CN (4.6 x 150 mm, 5 um) time of
analysis was less than 5 min; Chromolith Performance RP — 18e (100 — 3 mm) time

analysis was less than 3 minutes.



Seznam pouzivanych zkratek:

ACES - 2-[(2-amino-2-oxoethyl)amino]ethan sulfonova kyselina
APCI — chemicka ionizace za atmosférického tlaku
APPI — fotoionizace za atmosférického tlaku

CAPS — 3-(cyklohexylamino)ethan sulfonova kyselina
CEC - kapilarni elektrochromatografie

Cl — chemicka ionizace

CMPA — chiral mobile phase (chiralni mobilni faze)
CONDUCT - detektor vodivostni

CZE - kapilarni zénova elektroforéza

DCF — diklofenak

DCHT - dicyclohexyltartarat

ECD - detektor elektrochemicky

EOF — elektroosmoticky tok

El — elektronova ionizace

ELSD — Evaporative Light Scattering Detector

ESI — ionizace elektrosprejem

FI — ionizace polem

FLD — detektor fluorimetricky

FP — desorpce polem

FPLC — Fast Protein Liquid Chromatography
HEPES — N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethan sulfonova kyselina
GLC - plynova rozdélovaci chromatografie

GPC - gelova (slu€ovaci) chromatografie

GSC - plynova adsorp&ni chromatografie

HETP — vySkovy ekvivalent teoretického patra
HILIC — hydrofilni interakce HPLC

HIC — chromatografie s hydrofobni interakci

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie
ICH — International Conference on Harmonization
IEC — iontové vyménna chromatografie

IR detektor — infraCerveny detektor

IS — vnitfni standard (flurbiprofen)



LC — kapalinova chromatografie

LD — desorpce laserem

LLC — kapalinova rozdélovaci chromatografie

LSC — kapalinova adsorp¢ni chromatografie

MALDI — ionizace a desorpce laserem za ucasti matrice
MES — 2-(N-morfolino)ethan sulfonova kyselina

MF — mobilni faze

MOPS — 3-(N-morfolino)propan sulfonova kyselina
MS — hmotnostni spektrometrie

MP — methylparaben

m/z — pomér hmotnosti a naboje

N — nedistota (1- (2, 6 - dichlofenyl)- 2 indolinon)

N — pocet teoretickych pater

PBD — polybutadien

PCB — polychlorované bifenyly

PCDF — polychlorované dibenzofurany

PGC — porous graphitic carbon (porézni grafitovy uhlik)
PP — propylparaben

PS — polystyren

Rj;— rozliSeni chromatografickych piku

RI — detektor refraktometricky

RIC — reconstructed ion current

RP —reverzni faze

SPE - solid phase extraction (extrakce na pevné fazi)
RSD - relativni smérodatna odchylka

T — tailing faktor

TCDD - 2, 3, 7, 8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin

TEA — triethylamin

TES - 2-[tris(hydroxymethyl)methylJaminoethan sulfonova kyselina
TIC — total ion current

TRICIN — N-[tris(hydroxymethyl)methyl]glycin

TRIS — tris(hydroxymethyl)-aminomethan

TF — priletovy hmotnostni analyzator

TFA — trifluoroctova kyselina



TLC — tenkovrstva chromatografie

UPLC — Ultra Performance Liquid Chromatography (ultra-u¢inna kapalinova
chromatografie)

USP — United States Pharmacopoeia (Americky |ékopis)

UV — ultrafialova oblast spektra

UV-VIS detektor — detektor spektrofotometricky
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Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) patfi mezi nejpouzivanégjsi
techniky analytickych laboratofi, v zakladnim vyzkumu i v technické praxi. Pouziva se
k analyze potravin, zivotniho prostfedi, monitorovani hladiny IéCiv, v toxikologii,
biochemii. Je jedna z hlavnich metodik na diagnostiku markerd raznych druh

onemocnéni a dédi¢nych chorob.

Vyznamnou vyhodou metodiky je velka rychlost analyzy a moznost

automatického zpracovavani namérenych dat.

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je metodou velice flexibilni, v

soucasnosti jsou k dispozici razné druhy HPLC kolon vhodné pro nejrozmanité;si

ucely.

Moderni detekéni systémy vynikaji vysokou citlivosti a moznosti dosahnout

nizkych mezi detekce a mezi stanovitelnosti.

Vedle tradi¢nich analytickych aplikaci mize byt vysokoudinna kapalinova

chromatografie pouZita rovnéz k Cisténi a preparaci sloZzek ve smésich.
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Cilem této rigordzni prace je porovnani ruznych druhu stacionarnich fazi pfi
analyze léCiva Diklofenak emulgel, pfipadné uprava podminek stanoveni daného

léciva.

Pfi FeSeni problematiky vyvoje metodiky HPLC, validaci a volby stacionarnich
fazi analytickych kolon je nutné vzit v uvahu mnoho odbornych materiald pocinaje
lékopisy (Cesky lékopis, Americky |ékopis, Evropsky lékopis, Japonsky |ékopis),
smérnicemi ICH, odbornymi védeckymi cCasopisy, které casto publikuji nové
analytické metodiky pro stanoveni léCiv s vyuzitim HPLC konc€e. DalSim moznym
zdrojem jsou reSersni databaze obsahujici pouze abstrakty (Analytical abstract, Web

of Science apod.).
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3.1 Diklofenak ?

Diklofenak je derivatem kyseliny fenyloctové. Inhibici cyklooxygenazy tlumi
syntézu prostaglandin a dalSich mediatort zanétu. Diklofenak puUsobi antiflogisticky
a analgeticky pfi Ié€eni mistnich projevu revmatickych a nerevmatickych bolestivych
stavli pohybového ustroji. Uginnou latkou je Diclofenacum natricum (sodna sull
diklofenaku, v menSi mife se pouziva i draselna sul).

Degradacnim produktem je 1-(2,6-dichlorfenyl)-2-indolinon.

Chemicky nazev je 2-(2—(2,6dichlorofenylamino)fenyl)kyselina octova.

Chemicky vzorec: C 14H 1; Cl ;NO ,.

Chemicka struktura:

Cl

NH
Cl f ~ OH

Obrazek 1: chemicka struktura diklofenaku

Diklofenak emulgel:

Kvalitativni a kvantitativni slozeni: Diclofenacum natricum 1,0 g (1 %) ve
100 g emulgelu.

Popis: Bily, hladky gel, slabého charakteristického zapachu.

Pouziti: Pouziva se k mistnim projevim revmatizmu mékkych tkani, napfr.
tendovaginitidy, burzitidy, syndromu rameno-ruka, k lokalnim revmatickym
onemocnénim, napf. artréoza perifernich kloubl a patefe, periartropatie, bolestivé
stavy pfi osteoartroze, posttraumatickému zanétu Slach, vazd, svall, kloubnich
pouzder, napf. distorse, kontuze, luxace.

Interakce s jinymi lé€ivymi pripravky a jiné formy interakce: Nejsou
znamy.

Téhotenstvi a kojeni: Vzhledem k tomu, Ze pfi lokalni aplikaci mize dojit ke
vstfebani diklofenaku, a protoZe neni dostatek zkuSenosti s podanim diklofenaku u

téhotnych Zen, jeho pouzivani v téhotenstvi se nedoporucuje.

! Text byl vypracovan ze zdroju [1 — 4].
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Diklofenak byl nalezen v mléce kojicich Zen. B€hem pouzivani pfipravku neni
vhodné kojeni.

Predavkovani: Vzhledem k tomu, Ze topicky podavany diklofenak minimalné
absorbuje do systémového krevniho obéhu je velmi nepravdépodobné, Ze by doslo k
predavkovani.

Farmakokinetické vlastnosti: Po aplikaci na kizi se diklofenak dobfe
vstfebava do podkoznich tkani. Maximalni hladiny diklofenaku se po topické davce
7,5 g v1 % koncentraci pohybovaly u zdravych dobrovolniki kolem primérné
hodnoty 3,9 ng/ml. Po nékolikadenni terapii dosahovaly koncentrace v mékkych
tkanich u pacientd s artr6zou hodnot 30 — 40 krat vy$Sich nez v plazmé. Absorpce
diklofenaku v 1% koncentraci aplikované na intaktni k(zi €inila u zdravych probandu
6 — 7%.

Farmakodynamické viastnosti:

Farmakoterapeuticka skupina: Antirevmatikum, antiflogistikum, analgetikum.

Seznam pomocnych latek: Hydroxid sodny, hyetelosa, karbomer,
propylenglykol, stfedni nasycené triacylglyceroly, propylparaben, methylparaben,

¢isSténa voda.

Ow_ O
Ny CH,
0
OH H

Methylparaben Propylparaben

Obrazek 2: chemicka struktura methylparabenu a propylparabenu

Zvlastni opatreni pro uchovavani: V dobfe uzavieném obalu pfi teploté do
25° C.

Nezadouci ucinky: Pripravek je dobfe tolerovan, jen vyjimecné se muze
vyskytnout pruritus, paleni, zarudnuti ¢i kozni erupce. Jen zcela ojedinéle muze
vzniknout fotosenzibilizace. Pfi dlouhodobém pouzivani pfipravku aplikovaného na
rozsahlé plochy se mohou objevit systétmové nezadouci ucinky, jako nauzea,

zvraceni, prijmy, bolesti v epigastriu.
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Navod k pouziti pripravku: jen k zevnimu pouZiti, pro aplikaci na kizi.

Davkovani a zplisob podani: Na postizené misto se Diclofenac HBF aplikuje
dle rozsahu postizeni 3 — 4 krat denné v tenké vrstvé (velikosti odpovidajici velikosti
treSné az vlaSského ofechu) a lehce se vetfe. Délka léCby zavisi na indikaci a
dosazené odpovédi pacienta na IéCbu. DoporucCuje se zkontrolovat Ié€bu za dva
tydny. Po aplikaci je nutné si umyt ruce, pokud nejsou mistem k |éCeni. Pfipravek Ize
pouzit i jako dopliikovou Iécbu celkového podani nesteroidnich antiflogistik.
Pripravek je urCen pro dospélé a mladistve.

Kontraindikace: Precitlivélost na nékterou slozku pfipravku, na Kkyselinu
acetylsalicylovou a ostatni nesteroidni antiflogistika, projevujici se jako astma,
urtikaria a jiné alergické reakce.

Zvlastni upozornéni a zvlastni opatreni pro pouziti: Pravdépodobnost
vzniku systémovych nezadoucich ucinkd pfi topické |éCbé diklofenakem je mala ve
srovnani s frekvenci nezadoucich ucinkl pfi uziti peroralniho diklofenaku. Jestlize
vSak je Diclofenac HBF aplikovan na relativné velké plochy kize nebo pouzivan
dlouhodobé&, nelze vylouCit moznost vzniku nezadoucich uc&inkl. Pripravek se
aplikuje pouze na intaktni kiizi (bez otevienych ran a poranéni). Nesmi se dostat do
kontaktu s o¢ni spojivkou nebo se sliznicemi. Nesmi se pouZivat peroralné.

Uginky na schopnost fidit a obsluhovat stroje: Pozornost neni pouzitim

pfipravku ovlivnéna.
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3.2 Vysokouéinna kapalinova chromatografie *

HPLC (Vysokoucinna kapalinova chromatografie) je separacni metoda, ktera
umozniuje separaci Siroké Skaly latek. Umoznuje déleni prakticky vSech organickych

latek rozpustnych ve vodé, zfedénych kyselinach nebo organickych rozpoustédlech.

Objev chromatografie: [7]

Za objevitele chromatografie je povazovan rusky botanik a chemik M. S. Cvét.
Jeho prace spocivala v déleni chloroplastovych pigmentl z rostlinnych extraktl na
sklenéné koloné naplnéné CaCO3 s pouzitim organickych rozpoustédel. Cvét zjistil,
Ze zvySeny odpor kolony Ize pfekonavat zvySenim tlaku na vstupu nebo odsavanim
na konci kolony. Postupoval tedy zplUsobem, ktery byl pozdéji realizovan ve

vysokoucinné kapalinové chromatografii.

Vyuziti HPLC:

e separace a identifikace latek ve smésich

e kvantitativni analyza latek ve smésich

e kontrola Cistoty preparatli, kontrola surovin, vyrobnich meziproduktl a
produktd

o (Cisténi a mikropreparace latek

e kontrola Zivotniho prostfedi (pesticidy v ekosystémech, potravinach,
krmivech)

e Kklinickd a toxikologicka analyza (hormony, l|éCiva, metabolity v télnich
tekutinach)

e kontrola potravinafskych produktu

e biologicka a biochemicka aplikace (analyza bilkovin a nukleovych kyselin)

e zemédélska aplikace (sledovani migrace herbicidd v plidé)

Mezi vyhody HPLC patfi pfedevSim schopnost stanovit tepelné labilni, polarni,
nizko i vysokomolekularni latky, pfima analyza bez derivatizace — €asova uspora,

pfimy nastfik vodnych roztokd vzorkd.

2 Text byl vypracovan kromé uvedenych zdrojl i ze zdroju [5, 6, 8].
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Metodika ma i své nevyhody, napf. pomalou difuzi v kapalinach, nizsi u€innost
nez plynova chromatografie, vyssi financni naklady na analyzu (nakladnéjsi pfistroj,

rozpoustédla).
3.2.1 Rozdéleni chromatografickych metod °

Existuje mnoho zpusobU déleni chromatografickych metod.

Klasifikace podle fyzikalné — chemického principu déleni:

e  Chromatografie adsorpéni

e  Chromatografie rozdélovaci

e  Chromatografie na iontoménicich
e  Chromatografie gelova permeacni
e  Chromatografie afinitni

Klasifikace podle druhu mobilni faze:

e Plynova
o Kapalinova

Klasifikace podle usporadani:

o PloSna (planarni) - papirova, tenkovrstva
e  Sloupcova (kolonova) - vysokoucinna kapalinova

Klasifikace podle pracovniho zpUsobu:

. Eluéni
° Frontalni
e Vytésnovaci

Klasifikace dle ucelu:

e  Analyticka

o Preparativni

v' Chromatografie na tenké vrstvé spojuje vlastnosti sloupcové adsorpéni a

papirové chromatografie. Nepohyblivou fazi je tenka vrstva sorbentu naneseného na

inertni podloZce. Nejpouzivanéjsi sorbenty jsou silikagel, praskovana celul6za, oxid

* Text byl Cerpan mimo uvedenych zdroju i ze zdroji [10,12, 13].
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hlinity. Mezi komeréné dodavané sorbenty patfi napf. Silufol (silikagel s pojidlem na
hlinikové falii), Lucifol (praskovana celuléza s pojidlem na hlinikové folii).

Vyuziva se k analyze organickych latek, k identifikaci, stanoveni Cistoty.

v' Papirova kapalinova chromatografie je v zasadé podle povahy sil, které

zpusobuiji separaci slozek smési, rozdélovaci chromatografie v ploSném usporadani.
| kdyz se na vlastnim déleni podili i adsorpce a vyména ionta.

Vsechny zpUsoby provedeni papirové i tenkovrstvé chromatografie maji stejny
postup, pfi kterém se roztok smési latek nanese na ,start* ve formé skvrny nebo
uzkého prouzku. Po jejim zaschnuti se chromatograficky papir nebo tenka vrstva
umisti do vhodné nadoby s mobilni fazi. Jestlize ¢elo mobilni faze se dostatecné
vzdali od startu, papir nebo tenka vrstva se vyjme a oznacCi se misto, jehoz Celo
rozpoustédlo dosahlo. Poloha skvrn jednotlivych slozek se pak urCi detekci. Ta
probiha chemicky (napf. postfikem Ccinidlem za vzniku barevné reakce) nebo

fyzikalné (napf. fluorescence v ultrafialovém svétle).

Lid
A Celo Fy v
\ ! .
A | standard :
" délena ™,
- Solvent
a SIOZka o Front
L] E
c By
b :
Solvent
Y v 2
Y @ start
délena standard

Obrazek 3: princip ploSné chromatografie [13, 14]

v" Adsorp¢ni_chromatografie vyuziva rozdilné adsorpce molekul analytl na

povrch pevné stacionarni faze s aktivnimi centry. Separace analytl je zaloZzena na
opakované adsorpci a desorpci.

Mobilni fazi je kapalina (LLC) nebo plyn (GLC). Jako stacionarni faze (napln
kolony) se pouzivaji zrnité materialy s velkym povrchem: silikagel (SiO;), coz je
polarni sorbent kyselé povahy; oxid hlinity (Al,O3), coz je zasadity sorbent. PouZzita
mobilni faze — elucni Cinidlo musi byt méné polarni nez slozky délené smési.
Molekuly eluéniho Cinidla, které je v koloné se sorbentem jiz pfed nadavkovanim
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vzorku na kolonu, obsadi aktivni centra sorbentu (polarni skupiny). V pribé&hu déleni
molekuly Cinidla soupefi s molekulami délenych slozek o tato adsorp¢ni mista.

Jako mobilni faze se Casto pouziva vhodna smés kapalin, jejiz sloZzeni mize
byt v pribéhu déleni ménéno, takze elu¢ni schopnosti €inidla rostou.

Délené slozky jsou poutany na centra tim vice (rostouci elu¢ni ¢asy), ¢im maji
v molekule vice pohyblivych elektronu, vice polarnich funk&nich skupin a ¢im jsou

skupiny vice polarni (az schopné disociace u kyselin i zasad) [15].

v' Rozdélovaci chromatografie vyuziva rozdilné rozpustnosti molekul analytu

mezi dvéma nemisitelnymi kapalinami. Jako stacionarni faze se pouzivaji kapaliny
zakotvené na pevném nosici, kterym byva silikagel, agarosa atd. Povrch téchto
vysoce polarnich hydrofilnich nosi€l je chemicky upraven a na ném je zakotvena

stacionarni faze.

v' lontové vyménna chromatografie vyuziva reverzibilni elektrostatické &i

iontové interakce mezi nabitymi analyty (peptidy, proteiny nebo solemi) v mobilni fazi
a nabitymi iontové vyménnymi skupinami stacionarni faze. Pfi déleni se mohou
uplathovat i jiné procesy jako adsorpce ¢i hydrofobni interakce. lontové vyménné
stacionarni faze jsou silikagelové materialy ¢i materidly na bazi organickych
polymeru, které obsahuji ve své struktufe negativné nabité funkéni skupiny (ménic
kationtll) nebo pozitivné nabité funkéni skupiny (méni¢ aniontl). Ménie kationtl a
aniontl jsou dale podle pfitomnych funk&nich skupin dale déleny na slabé a silné.
Peptidy Ci proteiny, s opaénym nabojem nez ma stacionarni faze, soutézi se stejné
nabitymi ionty z mobilni faze o funk&ni skupiny stacionarni faze a jsou tak déleny. P¥i
pouziti eluce s gradientem iontové sily jsou peptidy a proteiny eluovany z kolony

podle své stoupajici afinity k ménici.

v" VyluCovaci chromatografie vyuziva mechanického déleni molekul analytl

v porech sorbentu na zakladé jejich rozdilné velikosti. Tento typ chromatografie je
také nazyvan jako gelova permeacéni chromatografie i gelova filtrace, protoze
vyuziva jako stacionarni fazi nerozpustny porézni gel.

PFi prachodu proteint &i peptidd kolonou dochazi k déleni analytl podle
velikosti a tvaru molekul. Malé molekuly jsou schopny penetrovat hluboko do péru
Castic stacionarni faze, a tak jsou zpozdovany ve svém prichodu kolonou oproti
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velkym molekulam, které do po6rd gelu vstupuji jen Caste¢né, nebo vubec ne.
Vybérem sorbentu o urcité velikosti pora ovliviiujeme rozsah molekulovych hmotnosti

analytl separovatelnych na zvoleném sorbetu (tzv. vylu€ovaci limit kolony).

v' Afinitni_chromatografie je typ adsorpéni chromatografie zaloZzeny na

vyjime¢né schopnosti biologicky aktivnich latek vazat specificky a reverzibilné
komplementarni struktury, napf. enzym — substrat, enzym — inhibitor, protilatka —
antigen, hormon — receptor. Molekuly, které jsou takovychto interakci schopné, se
nazyvaji afinitni ligandy. Biospecifické interakce zahrnuji vodikové vazby, hydrofobni

interakce, Londonovy disperzni sily a coulombické interakce.
3.2.2 Princip chromatografického déleni

Ustanoveni rovnovahy soucasti analyzované smési mezi dvéma vzajemné
nemisitelnymi fazemi. Jedna faze je nepohybliva = stacionarni — ma schopnost
riiznou mérou zadrzovat jednotlivé soucasti smési. Druha faze je pohybliva = mobilni
— vymyva jednotlivé soucasti smési z nepohyblivé faze a odnasi je ve sméru toku
riznou rychlosti, ¢imz dojde k déleni. Mira rozdéleni zavisi na rozsahu interakci
jednotlivych sloZzek se stacionarni fazi. Interakce analytu s mobilni a stacionarni fazi
muze byt ovliviiovana zménami jak ve slozeni mobilni faze tak pouzitim rdznych
druhd stacionarnich fazi. Vysledkem je velmi Siroka rozmanitost chromatografickych

systému se schopnosti snadné separace riznych chemickych smési [16].

Separaéni uginnost HPLC zavisi na velikosti &astic stacionarni faze. Cim

mensi jsou jednotlivé Castice, tim vétsi je u€inna plocha a separacni ucinnost [5].

3.2.2.1 Eluéni parametry *

Od vneseni urcité latky do vstupu kolony do okamziku, kdy kolonu opusti a
projevi se signalem detektoru, uplyne urcity €as, zavisly na sorbovatelnosti latky
v daném chromatografickém systému, a tedy na jejim druhu. Protoze tento Cas

charakterizuje retenci, zadrzovani latky v kolong&, oznacuje se jako retencni Ci elucni

Kromé uvedenych zdrojii Cerpano i ze zdroje [16].
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Cas. Keluci latky je zapotfebi, aby kolonou protekl ur€ity objem mobilni faze —

charakterizujeme jako retencni €i elucni objem.

Detektor na vystupu kolony je spojen se zaznamovym zafizenim, ktery
graficky registruje intenzitu odezvy detektoru v zavislosti na ¢ase. Tato zavislost se
charakterizuje jako chromatogram. Dokud detektorem protéka cCistd mobilni faze
(eluent), registruje zaznamové zarizeni zakladni linii rovnobéznou s osou x. Prachod
zény eluované latky detektorem vyvolava narlst a opétny pokles signalu detektoru a

tomu odpovidajici maximum na chromatogramu, oznacené jako ,pik."

Retencni ¢as se z chromatogramu ur€uje jako primét maxima piku na osu x.
Pokud by latka nebyla viibec sorbovana nebo postupovala kolonou stejné rychle jako
mobilni faze, potom se jeji retenéni €as oznacuje jako mrtvy ¢as => na vystupu
z kolony se neobjevi zadna latka. Pomér retencniho a mrtvého €asu se oznacuje
jako retenéni faktor, mize mit hodnotu O — 1. Je ale ucelné, aby hodnota byla 0,2 —
0,8.

Vypocet retenéniho faktoru: [17]

P

b b

k retencni faktor
tr retencni Cas
to mrtvy ¢as
Gaussovsky
an - » pik
P2 e pik rozmyty
n "
e *ta vzadu
g [\ {s chvostem)
=]
o pik rozmyty
=
2 —/\ vpi'edu
poloha , as

Obrazek 4. vlevo ukazka piku neboli elu¢ni kfivky, ktera charakterizuje

koncentracni profil analytu v zéné, vpravo ukazka tvart pikd [11]
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Obrazek 5: ukazka chromatogramu [11]
3.2.2.2 Asymetrie pika °

Asymetrie piku je obecné prakticka veliCina kvality chromatografické kolony.
Asymetrie piku je nezadouci, souvisi s ucinnosti kolony a ma negativni vliv na
integraci piku, zviasté kdyz je nizky pomér signal — Sum. Existuji dvé metody

vyjadfeni asymetrie piku:

o faktor asymetrie Ag, ktery je vyjadien jako pomér Sifky piku vzestupné

t,) k sestupné casti piku (f,) nejcastéji v 5 nebo o vySky piku:
(t,) k sestupné &asti piku (f,) nejcast&ji v 5 nebo 10 % vysky pik

tp
As = —
fo
[ ]
e tailing faktor T, ktery muze byt vyjadien 2 zplUsoby: [17]
1) Linka je poloZena v 10-ti % vySce vrcholu, tim definujici sekci ag; a bo 1.
Prvni popisuje vzdalenost od pfedni strany vrcholu k maximu, druha popisuje
vzdalenost od maxima konci vrcholu (viz leva strana obrazku €. 6).
2) Definice dle USP uziva linku v 5-ti % vySce vrcholu. Prvni ¢ast je

definovana jako f a Sife vrcholu v 5% vySi jako wg o5 (viz prava strana obrazku ¢&. 6).

_ bo,1 ~ W05

a,, 2f

Kromé uvedenych zdroji ¢erpano i ze zdroje [19].
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Obrazek 6: zpUsoby popsani asymetrie piku [17]

V pfipadé, Ze pik chvostuje, pak faktor asymetrie nebo tailing faktor je > 1.
Chvostovani ma souvislost s netésnosti v nastfikovém systému nebo s pfili§ dlouhou
cestou mezi kolonou a detektorem [20]. V pfipadé, Ze je faktor symetrie < 1, pak
dochazi k frontovani piku. Frontovani Ize zddvodnit kontaminaci nebo degradaci
kolony nebo predkolony. K frontovani mize také dochazet, pokud elucni sila

solventu vzorku je pfilis silna oproti eluéni sile mobilni faze [20].

3.2.2.3 Rozliseni chromatografickych piku °

Rozdéleni dvou sousednich analytl muze byt dokonalé nebo nedokonalé.
Rozlideni charakterizuje miru relativni separace popf. miru vzajemného

prekryvani dvou sousednich pikd.

.%3%%)_2%
NOXALS NS

tr retencni €as sloZzek (min)

W Sifka piku na zakladné

Kromé uvedenych zdrojll text Cerpan i ze zdroje [11].
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Obrazek 7: ukazka vypoctu rozliSeni chromatografickych pika [11]

A

Obrazek 8: ukazka miry rozliseni pika [17]

RLE: 1,0 Rl,2= 1.5
prekryti 2 % prekryti 0,1 %

Obrazek 9: ukazka miry rozliSeni pika [11]

Faktory ovliviujici rozliSeni: [9, 11]

Faktor ucinnosti:

a) Rychlost toku mobilni faze

b) Délka kolony

c) Primér zrna, teplota, viskozita
Faktor selektivity:

a) Zména stacionarni faze

b) Zména mobilni faze

c) Rychlost toku mobilni faze
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Faktor kapacity:
a) Mnozstvi stacionarni faze v koloné
b) Zména stacionarni nebo mobilni faze

c) Teplota (v LC maly vliv)
3.2.3 Schéma kapalinového chromatografu ’

Ze zasobniku pfichazi mobilni faze pfes filtr do Cerpadla, schopného vyvijet
tlak az okolo 40 MPa. Zpravidla jde o pistové Cerpadlo. Tlak se kontroluje
manometrem. Zabezpec€eni dokonalé plynulosti toku mobilni faze je dualezité pro
detekci (zamezeni Sumu).

Na vstupu do kolony je umistén davkovacC vzorku. Nastfik vzorku se provadi
bud' mikrostfikackou, pomoci davkovaciho kohoutu nebo pomoci autosampleru.

Na vystupu kolony je pfipojen prutokovy detektor. Signal detektoru je sniman a
registrovan bud zapisovacem, nebo integratorem. V dnesni dobé jsou vétSinou data

zpracovavana pocitacem.

CHECRLATCOSES B

purmip=

mobilni [E)

o J pLu) u o0
fare wmEndnl Sae [min]

i =
pocitad

piky

- S

odama dataktom

a

davlzovact
lohout se 2;
smyckou separacni

kolona detelrtor =

Obrazek 10: schéma kapalinového chromatografu [11]

Cerpano kromé uvedenych zdroji také ze zdroja [11, 23].
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V kapalinové chromatografii se vyuziva dvou modu ¢erpani mobilnich fazi:

a) Izokraticky, kdy je za stalého pratoku cerpana jedna mobilni faze
(jednosloZzkova nebo vicesloZkova prfedem smichana), alternativné Ize Cerpat
zaroven ze dvou az Ctyf rezervoarl pfi konstantnim poméru slozek a konstantnim
prutoku

b) Gradientovy méd, kdy v pribéhu jedné analyzy Ize programované ménit
slozeni i pratok mobilni faze. Kvalitni chromatografické zafizeni synchronizuje

¢innost ventil( a Cerpadel tak, aby gradientovy profil byl reprodukovatelny [24].

3.2.3.1 Detektory ®

V metodé HPLC je dostupna cela fada rdznych detektorli, které se IiSi
principem funkce, konstrukci, selektivitou, citlivosti, mezi detekce a linearnim
dynamickym rozsahem [7]. Lze je rozdélit do dvou skupin:

1. selektivni, jejichz signal je umérny pouze koncentraci detekované
komponenty v eluentu

2. univerzalni, jejichz signal je umérny celkové vlastnosti eluentu jako celku,

tj. mobilni fazi a detekované komponenty

Na detektory jsou kladeny urcité pozadavky:
o moznost detekce vSech pfitomnych komponent (univerzalnost)
o odezva detektoru by méla byt okamzitd a linearni v co nejSirSim

koncentracnim rozmezi (Siroky linearné dynamicky rozsah)

o vysoka citlivost a nizkou uroven Sumu

o robustni va&i zménam tlaku, pratoku mobilni faze a teploty

o mimokolonovy pfispévek k rozSifovani eluc¢nich zén co nejmensi
o umoznit gradientovou eluci

V praxi takovy detektor neexistuje a razné typy detektord se jednotlivym
pozadavkum viceméné priblizuji. Jednotlivé typy detektort jsou uvedeny v tabulce 1.

Kromé uvedenych zdroji ¢erpano i ze zdroju [13,19, 25].
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RI UV-VIS IR FLD ECD |CONDUCT|CORONA| ELSD
typ detektoru n n n n d n d d
odezva univerzalni| selektivni | selektivni | selektivni |selektivni| selektivni |selektivni [univerzalni
merena index lomujabsorbance|absorbance intenzita  elekiricky vodivost elekdricky rozvptyl
veli¢ina fluorescence| proud proud svétla
typicka
citlivost Hg ng Hg PY PY ng ng Mg
(hmotnost/ml)
linearni 10* 10° 10 10° 10° 108 10° 102
rozsah
zavislost
odezvy na ano ne ne ne ano ano ano ano
pratoku
teplotni vys40ké vysoka | vysoka
savislost .(10 jed. nizka nizka nizka (1,5%) (2%) nizka vysoka
ind. lomu)
gradientova ano
ne ano ne ano ne ano ano . ox x
eluce castecné

Pozn.: n - nedestruktivni, d — destruktivni
Tabulka 1: charakteristika detektor( [19]

7
°e

Refraktometricky detektor registruje zmény indexu lomu eluatu. Detektor je

tim citlivgjSi, ¢im vétSi rozdil je mezi indexem lomu analytu a rozpoustédla.

Refraktometricky detektor nelze pouzit pfi gradientové eluci. Vyznamnou prednosti je

zde univerzalnost. Nevyhodou je zavislost indexu lomu na teploté.

Vyuzitelnost toho detektoru spocCiva zejména v kvantitativni analyze polymera.

X/
L X4

Fluorescen¢ni detektor je velice citlivy selektivni detektor (pikogramy

analytu). Je pouzitelny pouze pro latky pfimo fluoreskujici nebo fluoreskujici po

derivatizaci.

Mobilni

faze nesmi

obsahovat zhasede fluorescence.

fluorescence se méfi ve sméru kolmém k paprsku primarniho zareni.

X/
o

Intenzita

Spektrofotometr s diodovym polem snima celé absorpcni spektrum eluatu

kazdou sekundu bez pferuseni chromatografické separace. UmoZniuje ve spolupraci
s fidici jednotkou (pocCitacem) detekci latky pfi jakékoliv zvolené vinové délce,
umoznuje porovnavat snimana spektra s knihovnou spekter, vypocitava Cistotu piku
(identifikace latky) [11]. Vysledkem je 3D obraz: zavislost absorbance na vinové

délce a Case [5].
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X/

s Pouziti IR spektrometrickych detektorl je omezené. Vyuziti nachazi
detektor na bazi IR spektrometru s Fourierovou transformaci.

+ Elektrochemické detektory se pouzivaji k detekci latek, které jsou schopné
elektrochemické reakce, probihajici na fazovém rozhrani elektroda - roztok (mobilni
faze). Mnozstvi aplikaci pro elektrochemickou detekci neni pfilis velké, ale latky, na
které se aplikuje elektrochemicka detekce, reprezentuji velké mnozZstvi dulezitych
|&Civ, polutantl a pfirodnich produktu.

Podle podminek mérfeni elektrolytickych metod se rozdéluji elektrolytické
metody na metody potenciostatické, kdy se méfi pfi konstantnim potencialu pracovni

elektrody a metody amperostaticke, kdy se méfi za konstantniho proudu.

*

s Spektrofotometricky detektor je nejvice pouzivany. Je zalozen na principu
absorpce zareni v oblasti vinovych délek od 190 do 800 nm. Kvantitativni
vyhodnoceni je zaloZzeno na Lambert-Beerové zakoné, ktery vyjadfuje vzajemny
vztah mezi tloustkou absorbuijici vrstvy (I), koncentraci absorbuijici slozky (c) a viastni
velikosti absorpce, vyjadfenou jako absorbance (A):

A——=cCl

kde ¢ je molarni absorpcni koeficient (I/mol/cm). [11]

% Vodivostni detektory patfi mezi univerzalni detektory a méfi elektrickou
vodivost eluatu v prutokové cele mezi dvéma elektrodami, na néz je vkladano
stfidavé napéti, aby se zabranilo polarizaci téchto elektrod. Konstrukéné je tento typ
detektoru nenaro€ny a celu detektoru Ize miniaturizovat na objemy mensi nez 5 pl.
U vodivostniho detektoru jsou kladené vysoké naroky na mobilni fazi, ktera by méla
byt pokud mozno nevodivd, musi ovSem chromatografované latky dostate¢né
rozpoustét a mit dostateéné velkou permitivitu. Témto podminkam vyhovuje
redestilovana voda, popfipadé i s pfimési polarnich organickych rozpoustédel. V
pripadé pouziti pufrd jako mobilni faze se drasticky zméni vodivost mobilni faze a
nepatrné zvySeni vodivosti v dusledku pfitomnosti malého mnozZstvi iontu
vychazejiciho z kolony detektor neumozriuje zaznamenat.

Vodivostni detektory se uplatfiuji nejvice v iontové chromatografii, kdy se

pouziva kolon plnénych ionexy s nizkou kapacitou, které umoznuji pouziti mobilni

faze s nizkym obsahem elektrolytd (mmol.I-1).
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3.2.3.2 Kolony ?

Chromatograficka kolona je v podstaté trubka nebo kapilara rovnomérné
naplnéna nebo pokryta stacionarni fazi. Plast kolony ma za ukol udrzet pohromadé
stacionarni fazi, ma splhovat urcité pozadavky:

» musi byt chemicky inertni

* musi odolavat pomérné vysokym tlakim

= vnitfni povrch plasté kolony musi byt dostatecné hladky

Nejpouzivanéjsi material k vyrobé kolon je nerezova ocel, plasty (PEEK) nebo
sklo. Vlastni klasicka HPLC kolona se sklada z:

(1) kovového plasté

(2) porézni kovove frity-uzavira plast

(3) stacionarni faze

(4) ochranného krouzku

(5) koncové hlavice

(6) vstupu pro kapilaru se Sroubem

o = =

Obrazek 11: schéma kolony [19]

”a

Y \

Obrazek 12: ukazka chromatografickych kolon [22]

Kromé uvedenych zdroji ¢erpano i ze zdroje [19].
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NejCastéjsSi rozméry chromatografickych kolon, které jsou komercné
dodavany, jsou 50 mm, 75 mm, 100 mm, 125 mm, 150 mm, 250 mm a 300 mm o
vnitfnim prdméru 2 mm az 5 mm. Chromatografické kolony se dodavaji v sou¢asné
dobé jako klasické kovové kolony nebo kovové kolony typu ,cartridge” a pfi

skladovani a transportu jsou plnéné mobilni fazi (viz tabulka 2).

Kolona Mobilni faze
Silikagel Hexan/acetonitril
Cs,C1s Acetonitril/voda (methanol/voda)
NH, Dichlormethan/methanol
CN (normalni faze) Hexan
CN (reverzni faze) é)c:ggonmi’gillll)siran amonny
Fenyl Acetonitril/voda

Tabulka 2: typy kolon a jejich uchovavani
3.2.3.2.1 Zivotnost kolony

Zivotnost chromatografické kolony zavisi na nékolika aspektech a pFiginy

nizké zivotnosti chromatografické kolony mize mit nékolik pficin:

1. Typu a druhu vzorku.

Ve vzorku mohou byt pfitomny kontaminanty, které se silné adsorbuji na
sorbent a snizuji tak separacni ucinnost kolony. Rovnéz mohou byt ve vzorku
(extraktu vzorku) pfitomny mechanické nebo koloidni Castice, které neprojdou
kolonou, zvySuji tak zpétny tlak na koloné a snizuji jeji u€innost. V obou téchto
pfipadech se musime soustfedit na Upravu pfipravy extraktu vzorku (SPE, filtrace
nebo odstfedéni extraktu). Re$enim je rovnéz pouziti predkolony. K odstranéni silné
se adsorbujicich necistot existuji promyvaci programy.
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2. Slaba mechanicka odolnost sorbentu.
transportu nebo v laboratofi. K rozpoznani této pfi€iny by méla byt k dispozici
v laboratofi ,porovnavaci kolona“, se kterou se srovnavaji nékteré chromatografické
parametry (kapacitni pomér k testovanych latek, retencni pomér (selektivita) a
vybranych latek, rozliSeni R; ,, pocet teoretickych pater N, tailing faktor T).

3. Prace v extrémnich oblastech pH.

U béznych typl kolon na reverzni fazi se rozmezi pH pohybuje od 2 do 8. P¥i
pouziti fosfatovych pufr0 pH 8 na normalni i reverzni fazi, zejména v kombinaci
za vySSi teploty vS8ak dochazi k vyraznému snizeni Zivotnosti kolony — dochazi k
rozpousténi nosice — vétsinou silikagelu. Pro vysoké teploty je pfed fosfatovymi pufry

preferovan pufr TRIS a pracovni pH 7.

Obecné:

Pfi pH < 2,5 dochazi k hydrolyze silikagelu coz se projevi snizenim reten¢niho
Casu a dochazi ke snizovani zivotnosti kolony. V tomto pfipadé je lepSi pouziti
polymernich kolon nebo specialnich kolon uréenych k tomuto uc€elu (napf. X-terra,
ZORBAX Extend-C18).

Pfi pH > 7,0 se silikagel zacCina jiz rozpous$tét a dochazi ke sniZzeni ucinnosti
kolony (vlivem zvySeni mrtvého objemu kolony), dochazi ke snizeni retenniho ¢asu,
zpétny tlak na koloné vzrusta. V tomto pfipadé je lepSi pouziti napf. polymernich
kolon, jak jiz bylo uvedeno vySe. V pfipadé, ze neni polymerni kolonu mozné pouzit
(napf. z ddvodu nizSi ucinnosti) je mozné pouzit tzv. presaturacni kolonu k
prodlouzeni zivotnosti analytické kolony. Presaturani kolona (Pre-Sat) se zafazuje
mezi HPLC pumpu a nastfikové zafizeni. Ponévadz je mobilni faze pak saturovana
silikagelem, ktery se uvolfiuje z presaturacni kolony, rozpousténi silikagelu
v analytické koloné je sniZzeno na minimum.

Rozpustnost silikagelu pfi vy§8im pH mobilni faze vedlo k vyvoiji alternativnich
HPLC kolon na béazi oxidd kovu (oxidu titani¢itého, oxidu hlinitého), ale zejména
oxidu zirkonicitého.

K prodlouZeni Zivotnosti analytické kolony je tfeba pFfedchazet znecisténi

kolony kontaminanty, a proto je vhodné vzdy pouzivat rozpoustédla Cistoty HPLC a

vénovat zvySenou pozornost pripravé mobilni faze i vzorku (zaradit purifikani kroky

do pfipravy roztoku vzorku)!
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3.2.3.2.2 Uchovavani kolon

Pfi uchovavani kolon, které se nepouzivaji déle jak 72 hodin, by se mélo
postupovat podle nasledujicich doporuceni:

v" Nikdy nenechavat kolonu vyschnout, vzdy ji uchovavat naplnénou
doporucenou mobilni fazi, zasadné ne pufrem.

v' Kolonu sreverzni fazi je nejlépe uchovavat naplnénou 10 % vodnym
roztokem isopropanolu, ktery zabraruje mikrobakterialnimu rdstu, acetonitrilem nebo
methanolem.

v" Kolonu uchovavat uzavienou originalnimi uzavérkami a na suchém, ale ne
pfilis teplém misté.

v Chranit kolonu pfed vibracemi a narazy.

v' Po kazdé analyze kolonu proplachnout mobilni fazi o vysoké eluéni sile
(reverzni faze — methanol, acetonitril, normalni faze — hexan/acetonitril) a poté
kolonu naplnit mobilni fazi, pod kterou se bude kolona uchovavat. Pfi pouziti pufri
(na reverzni fazi) neopomenout nejprve proplachnout kolonu vodou nebo mobilni fazi
methanol/voda (30+70 maximalné 50+50), v opacném pfipadé muze dojit

k vysrazeni pufra v systému!

Kolona se pouziva podle typu napiné. Obecné Ize Fici, ze u béznych typl
kolon na normalni a reverzni fazi se rozmezi pH pohybuje od 2 do 8, pfi iontové
chromatografii je rozmezi pH daleko SirSi a pohybuje se od pH 2 — 12. Pfi pouZiti
fosfatovych pufrd pH 8 na normalni i reverzni fazi, zejména v kombinaci za vysSi
teploty vSak dochazi k vyraznému snizeni zivotnosti kolony — dochazi k rozpousténi
silikagelu. Pro vysoké teploty je pfed fosfatovymi pufry preferovan pufr TRIS a

pracovni pH 7. Pracovni tlak na chromatografické koloné by nemél prekrocit 40 MPa.
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3.2.3.2.3 Uéinnost kolony

Uginnost kolony charakterizuje, jak moc se zény separovanych latek na
koloné rozsifuji. Mirou ucinnosti chromatografické kolony je: [11]

a) pocet teoretickych pater dané kolony: [12, 17, 26]

Teoretické patro N je pomyslna Cast kolony, ve které dochazi k ustaveni
rovnovahy mezi mobilni a stacionarni fazi, tato délka se nazyva vyskovy ekvivalent

teoretického patra HETP.

N pocet teoretickych pater
tr retencni ¢as (min)
Wp Sifka piku pfi zakladné

Wi, pik s poloviéni vySkou

b) vyskovy ekvivalent teoretického patra: [17, 26]

o ===V

HETP vyskovy ekvivalent teoretického patra
L délka kolony

n Cislo teoretického patra

=
1

=
1

(%3
1

odezva detektoru

¢as [min]
0o 2 4 6 8

L%

Obrazek 13: ukazka vypocCtu miry ucinnosti kolony [11]
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Obrazek 14: zavislost vySkového ekvivalentu teoretického patra (H) na linearni
prutokové rychlosti mobilni faze (u); minimum kfivky odpovida optimalni pratokové
rychlosti, pfi které dana kolona vykazuje nejvétsi ucinnost, a tedy minimalné rozsifuje

zény analytld [11]
3.2.4 Trendy v kapalinové chromatografii *°

Kazdorocné se v USA kona vyznamna konference Pittcon, kde jsou
predstavovany nejnoveéjsi vyrobky a inovace v oblasti analytické chemie. Jedna se o
nejvétsi vystavu svého druhu na svété. V ramci vystavy je vénovan znacCny prostor
také separacnim technikam. Na zakladé poznatkl z konference konané v roce 2005
lze stru¢né shrnout soucasné trendy v oblasti vysokouc€inné chromatografie do
nékolika nasledujicich bodu:

» zkracovani kolon a zmen$ovani velikosti ¢astic sorbentu,

» pouzivani kolon s menSim vnitfnim primérem, tj. mikro a kapilarnich

» komplexni miniaturizace celych separacnich systémd,

» dlraz na automatizaci analyz,

10 Text byl Cerpan mimo uvedenych zdrojl i ze zdroje [27].
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»  vyuziti ultravysokych tlakd v chromatografii,

»  stale rostouci vyznam techniky LC-MS

V poslednich letech je patrna silna tendence ke zmenSovani rozméru
zrn/Castic sorbentl. Pfed deseti lety byly nejpouzivané;jsi stacionarni faze 5 ym, dnes
jsou nejrozSifenéjsi faze 3 ym. Stale béznéji jsou komeréné dostupné i sorbenty s
velikosti Castic pod 2 um. ZmenSovani sorbentu souvisi se zkracovanim
chromatografickych kolon. Vysledkem je podstatné zkraceni dob analyz bez ztraty
ucinnosti ve srovnani se separacemi provedenymi na kolonach tradi¢ni délky (25 cm)
plnénych 5 ym sorbentem. Doby analyz na kratkych kolonach (5 cm, 2 cm i mensich)
uréenych pro tzv. rychlou chromatografii byvaji kolem 1 az 2 minut. Tyto kolony jsou
s vyhodou uzivany zejména pro tzv. vysokoprostupné (high-throughput) analyzy v
oblastech, kde jsou denné zpracovavany stovky a tisice vzorkl. Jako pfiklad Ize vést
chromatografickou analyzu kombinatorialnich knihoven. Kratké kolony se ale zacinaji
prosazovat i v béznych chromatografickych aplikacich a cela fada firem poskytuje
rostouci sortiment kolon téchto novych formatlu. Vedle zkracovani kolon dochazi
postupné také ke zmensovani jejich vnitfniho priméru. Tradiéni primér analytickych
kolem 3—-4 mm.

S nastupem techniky LC-MS vzrostla popularita kolon o priméru 2 mm a
mensim. Tento trend souvisi nejen se snahou o zrychleni analyz, ale také s usilim o
ZlepSeni ekonomiky provozu chromatografickych laboratofi a v neposledni fadé i s
hledisky ekologickymi. Spotfeba mobilnich fazi, obvykle obsahujicich organicka
rozpoustédla, a mnozstvi vznikajicich odpadll muze byt timto zplisobem Fadové
snizeno. Navic nové se rozvijejici obory, napf. proteomika, vyzaduji provadéni
separaci v kolonach kapilarnich a mensich, protoze mnozstvi vzorkd byvaji velmi
mala a naroky na mez detekce vysoké. Spinéni téchto pozadavku klade velké naroky
nejen na vyvoj stale lepSich sorbent(, ale i instrumentalnich systémd. Cerpadla
mobilni faze musi generovat potiebné tlaky, mimokolonové objemy je trfeba
minimalizovat stejné jako rozméry detekCnich cel, pfislusné Casové konstanty musi
byt sniZzeny apod.

V ramci trendd v HPLC muzeme také upozornit na prvni komercni systém pro
ultra-ucinnou kapalinovou chromatografii (UPLC) schopny generovat tlaky kolem 100
MPa (Waters), ktery byl pfedstaven na vystavé Pittcon 2005. Pozoruhodny je také
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prvni komeréni HPLC ¢&ip s LC-MS rozhranim (Agilent technologies), ktery vyuZziva
mikrofluidni technologii a integruje na ploSe menSi nez kreditni karta obohacovaci
kolonu, analytickou kolonu, Sesticestny ventil, elektrosprejovou jehlu, elektrické

kontakty a identifika&ni mikrocip.

Je zifejmé, Ze pravé miniaturizace je v soucasnosti jednim z hlavnich sméru v
oblasti separacnich technik, kde se otevira obrovské pole pasobnosti nejen pro dalSi

rozvoj instrumentace, ale i vyvoj novych stacionarnich fazi.

Pokud se jedna o separac¢ni mody HPLC, je mozZno konstatovat, Ze déleni na
reverznich fazich (RP) je stale nejrozSifenéjSi technikou, pfitom dominantni
postaveni maji jiz tradicné partikularni vazané faze na bazi silikagelu.

Ze silikagelovych RP jsou dlouhodobé nejpopularnéjsi C18 modifikace s tim,
Ze tyto faze predstavovaly kolem 50 % vSech RP kolon nové uvadénych na trh v roce
2005.

S velkym odstupem nasleduji modifikace C8 (13 %), fluorované faze,
alkylované faze s fetézci delSimi nez 18 uhlikl, fenylové faze, faze se zabudovanou
polarni funkéni skupinou, C4 modifikace a dalSi. Vedle silikagelovych partikularnich
sorbentl se v moderni RP-HPLC stéle vice prosazuji materialy nové, jako napf.
anorganicko-organické hybridy a modifikované oxidy kovl. Velmi perspektivni jsou

také monolitické kolony.

Soucdasné trendy ve vyvoji HPLC sorbentt

Ackoliv vysokouc€inna kapalinova chromatografie patfi ke zralym analytickym
technikam, tempo vyvoje sorbentll rozhodné nepolevuje a na trh jsou uvadény stale
pokrocilejSi materiadly s lepSimi vlastnostmi. Tyto inovace pfinaseji nejen nové
chemické modifikace na stavajicich matricich, ale také vyuziti modernéjSich matric a

zmeény vlastniho formatu separaéniho loze.

Porézni sorbenty:

Porézni sorbenty si zachovavaji dlouhodobé dominantni postaveni v HPLC.
ZaCatkem sedmdesatych let byl pfipraven mikropartikularni silikagel s velikosti zrn
mensi nez 10 ym. Brzy poté byly pfipraveny jeho prvni chemicky modifikované

formy, v€etné reverzni faze. ZpocCatku byly Castice silikagelu nepravidelného tvaru,
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ale postupné se podafilo zvladnout technologii vyroby vedouci ke sférickym €asticim,
a tak zlepsit separac¢ni ucinnost, ale i dalsi vlastnosti vyslednych sorbentu.

Jednim z cild pfi vyvoji novych chromatografickych sorbentd vzdy bylo
dosazeni vysoké separaéni uc€innosti, ktera uzce souvisi s morfologii poréznich
Castic. VétSina povrchu typickych poréznich sorbentl je tvofena difuzivnimi pory.
ZmenSeni velikosti ¢astic sorbentu zlepSuje inter i intrapartikularni pfenos hmoty. V
porézni Castici putuje solut z pohybujici se mobilni faze do stagnantni mobilni faze, a
pak do stacionarni faze uvnitf péru, kde dochazi k jeho interakci. Nasledné se analyt
uvolni ze stacionarni faze a musi difundovat zpét do pohybujici se mobilni faze.
Timto mnohonasobné se opakujicim procesem analyt postupuje kolonou. V pfipadé
pouziti malych zrn sorbentu je difuzni proces rychlejSi. Pomaly pfenos hmoty ve
stacionarni fazi byva hlavni pfiCinou malé separaéni ucinnosti spojené s
rozSifovanim pikd a nasledné nedostate¢nym chromatografickym rozliSenim. Vyroba
sférickych pIné poréznich CcCastic fizené velikosti (a s uzkou distribuci) je v
soucasnosti dobfe zvladnuta. Jak bylo vySe uvedeno, v oblasti poréznich ¢astic jsme
v soucasnosti svédky pokracujiciho trendu, ktery byl nastartovan jiz v 90. letech, tedy

zmens$ovani velikosti sorbentu, zkracovani, a také zmensovani praméru kolon.

Neporézni a povrchové porézni sorbenty:

Snaha o urychleni pfenosu hmoty ve stacionarni fazi vedla k vyvoiji
neporéznich materiald. Lze je rozdélit na neporézni silikagelové a neporézni
polymerni Castice. Neporézni sorbenty pfipominaji chromatografické naplné uzivané
v pocatcich HPLC, liSi se v8ak velikosti. Sou€asné neporézni ¢astice maji rozméry
kolem 2 ym. Vlastni stacionarni faze je nanesena ve velice tenké vrstvé na povrchu
neprostupné mikrocastice. Pfenos hmoty ve stacionarni fazi je velmi rychly a vysoké
ucinnosti jsou dosahovany i pfi velkych pratocich mobilni faze nejen pfi déleni
malych molekul, ale i syntetickych polymerd a biomakromolekul. Nevyhodou téchto
materiald je jejich mala sorpéni kapacita v dasledku znacné omezené velikosti
povrchu stacionarni faze. Uvedené sorbenty Ize snadno pretizit, a proto nejsou
vhodné pro preparativni déleni. Navic vzhledem k malym rozmérim c&astic sorbentu
se na kolonach generuje vysoky tlak, podstatné vysSi nez na mikropartikularnich piné

poréznich sorbentech s velikosti 5 um.
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Povrchové porézni sorbenty jsou podobné neporéznim, ale neprostupné jadro
byva vétsi, kolem 5 pym, a vrstva stacionarni faze silngjSi. Tlaky na koloné pInéné
témito materialy jsou tedy nizSi nez na kolonach s neporéznimi sorbenty, naopak
sorpcni kapacita je vétsi, a pfitom dosahované ucinnosti byvaji lepSi nez na plné

poréznich materialech.

Perfuzni sorbenty:

Perfuzni sorbenty byly vyvinuty Afeyanem, Regnierem a spol. a
komercializovany firmou Perseprive Biosystems (Massachusetts, USA) koncem 80.
let. Uvedené sorbenty jsou urCeny pfedevSim pro separace biomakromolekul. Na
rozdil od konvenc&nich poréznich materiald obsahuji perfuzni sorbenty dva typy poru:
difuzivni a tzv. ,through pores“ Difuzivni pory jsou analogické jako u béznych
poréznich sorbentl a zajiStuji dostate¢nou sorpcni kapacitu materialu, protoze
vétSina povrchu sorbentu je tvofena pravé témito pory. ,Through pores® jsou fadové
vétsich rozméra a diky nim ¢ast mobilni faze prochazi pfimo zrny sorbentu. Tak se
vytvari konvektivni proudéni uvnitf ¢astic a vyrazné se zrychluje pfenos hmoty ve
stacionarni fazi.

Vysledkem je vysoka separaCni ucinnost 1 pfi rychlych analyzach
makromolekul.

Komeréni perfuzni materialy jsou polymerni sorbenty ponékud vétSich
rozmérd nez v soucCasnosti vyrabéné porézni stacionarni faze, bézné nad 12 um.
Jejich velkou prednosti je nejen vysoka separaéni ucinnost, ale i dobra rigidita pfi

znaénych pratokovych rychlostech mobilni faze.

Monolity:

Na rozdil od partikularnich sorbentd, kdy je chromatograficka kolona napinéna
velkym mnozstvim jednotlivych zrn vhodného materialu, monoliticka kolona obsahuje
pouze jeden blok zhotoveny z porézni hmoty. Podobné jako u perfuznich sorbent(
monolity obsahuji dva typy poru odliSnych velikosti (viz perfuzni sorbenty). Rozdil
ovSem spociva v tom, Zze monolitem prochazi vSechna mobilni faze, ¢imz je
dosazeno jesté rychlejSiho prfenosu hmoty. Monolitické kolony se velmi rychle
prosazuji vSude tam, kde je tfeba provadét rychlé a ultra rychlé separace. Vzhledem
k velké sorpCni kapacité jsou velmi dobfe pouzitelné pro déleni v preparativnim
méfitku. SouCasné s tim maji také vynikajici predpoklady pro aplikace v
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mikroméfitku. Mohou byt zhotoveny v nejriznéjSich geometriich. Jejich pfiprava,
zvlasté rigidnich polymernich monolitd, je pfitom mimorfadné jednoducha. V

soucCasné dobé se velmi rychle prosazuji i komercéné.

HPLC-MS:

HPLC-MS je tandemova technika, kombinuje separac¢ni silu HPLC s detek¢ni
silou MS. Umozriuje stanovit molekulovou hmotnost komponent analyzované smési a
béhem dalSiho nasledného Stépeni molekulového iontu rekonstruovat (na zakladé
vzniku fragmentl) strukturu plvodni analyzované molekuly. HPLC separuje
komponenty analyzované smési, které vstupuji v izolovanych koncentraénich zénach
do rozhrani mezi HPLC a hmotnostnim spektrometrem. Zde se eliminuji rdznymi
technikami nezadouci slozky mobilni faze, dochazi k desorpci molekul analytt
z mobilni faze do plynné, kde jsou ionizovany. Vzniklé ionty jsou pfenaseny k optice
hmotnostniho spektrometru, kde jsou separovany na zakladé rozdilného poméru m/z

(hmotnost/naboj) a nakonec jsou izolované ionty detekovany [28].

| m

Tontovy | | Hmotnostni

! Detek >
zdroj analyzator il

Vakuovy !-
systém !

Obrazek 15: blokové schéma hmotnostniho spektrometru [8]

Existuje mnoho zpUsobU ionizace analytu. Nékteré jsou specifické pro urcité
typy latek, jiné vice univerzalni. Volba ionizaCni techniky je ovlivnéna tékavosti latky
(pro tékavé latky jsou vhodné El, Cl, Fl), tepelnou stabilitou latky (pro termolabilni
latky je vhodna ESI), molekulovou hmotnosti latky (APCI, ESI, MALDI,...) a polaritou
latky (pro nepolarni oblast je vhodnéjsi APCI, pro polarni oblast naopak ESI) [28].
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1/ Volba ionizac¢ni techniky a 2/ polarity zaznamu
1a) API - ES| a APCI standard vétsiny komerénich HPLC/MS systému, nové se zavadi
APPI

1b) Particle Beam s El — altemativa pro méné polarni slougeniny s Mz cca 200 - 800
2a) zaznam kladnych iontl — vétsina slouc¢enin

2b) zaznam zapornych ionth — sulfonové a karboxylové kyseliny,
(poly)hydroxyslou&eniny, nitroslougeniny, halogenslouéeniny, apod.

100,000

10,000

Malezular Waight
8

T
N palar Very Polar

Pelarky

Obrazek 16: volba ionizac¢ni techniky a polarity zaznamu [16]

Nejpouzivanéjsi zpUsoby ionizace ve spojeni s kapalinovou chromatografii
jsou ionizace elektrosprejem (ESI), chemicka ionizace za atmosférického tlaku

(APCI), ionizace a desorpce laserem za uc€asti matrice (MALDI), fotoionizace za
atmosférického tlaku (APPI).

K separaci iontl podle poméru hmotnosti a naboje dochazi v hmotnostnim
analyzatoru. Existuje nékolik typl hmotnostnich analyzator(:

Magneticky analyzator — v magnetickém poli dochazi k zakfiveni drahy iontu,

které jsou zavislé na hodnoté m/z (m/z je umérné druhé mocniné poloméru drahy
iontu).

Kvadrupdlovy analyzator — v dany okamzik jsou oscilace stabilni pouze pro
urcity pomér m/z a tento ion projde timto analyzatorem. lonty s jinymi hodnotami maji
nestabilni oscilace a jsou zachyceny na ty€ich kvadrupdlu, zménou napéti postupné
projdou na detektor ionty se vSemi hodnotami m/z.

lontova past — opakované selektivni vypuzeni iontd podle hodnoty m/z z
iontové pasti na detektor, moznost MS" analyzy.

Pruletovy analyzator — urychlené ionty se pohybuiji riznou rychlosti v zavislosti
na m/z (menSi ionty se pohybuiji rychleji).
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Jak je patrné, HPLC — MS analyzy maiji vyssi informaéni hodnotu nez samotna

analyza pomoci HPLC. Vysledkem jedné analyzy je pak nejen chromatograficky

zaznam s UV detekci, ale také hmotnostni spektra vSech sledovanych piku a tzv.

RIC (reconstructed ion current) a TIC (total ion current) chromatogram, které slouzi

pfedevSim k odhaleni piki Sumu a tim vedou ke zvySeni selektivity a spolehlivosti

metody [28].

Kapalinovy chromatograf uv 3 HPLC.UV

— detektor systém
Pumpa"‘(Dékafafg m

Hmotn. spektrometr

"+ lont. |__|Analyza-

—_— —

Detektor

zdroj tor
ESI, APCI) (Q, IT,TOF)

—

a) UV chromatogram

... a vysledky jedné

b) TIC chromatogram
HPLC/MS analyzy < e:......., -

¢) RIC chromatogramy

d) MS spektra viech piku

Obrazek 17: schéma spojeni HPLC s MS, vysledky analyzy spojenych technik

[28]

UPLC: [29]

Ultra Performance Liquid Chromatography - je novou separacni technikou v

oblasti kapalinové chromatografie. Separacni proces vyuziva sorbentu pfipravenych

patentovanou technologii ,bridged hybrid particle", které vynikaji svoji mechanickou

pevnosti a mimoradnou separacni ucinnosti. Cely proces probiha za velmi vysokych
tlakd (15 000 psi, 1000 bar, 100 MPa).

UPLC pfinasi fadu pfednosti oproti klasické HPLC technice:

>

Y V V VY

kratSi doba analyzy = vy3Si prlichodnost vzorkl (vy$Si produktivita)
snizeni naklad (mensi spotfeba HPLC rozpoustédel)

zvySeni separacéni ucinnosti
shizeni meze detekce; zvyseni citlivosti

vice kvalitativnich informaci
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Diky technologii ,bridged hybrid particle“ dochazi zamezeni vlivu volnych
hydroxylovych skupin silikagelu a ke zvySeni jeho mechanické odolnosti (je pouZito

tzv. ethylenovych mustka).

Et0 FH-CH, OFt OEt |
W, X O -‘._h
_—_B‘L I;ar-ﬂ‘ Bllll 0+ Et EtOII Et? o fOEt
/ b f deg-om  + 7 CH; \
,__—sixufﬁlll-—ho —8i~0 1 Et EtO EtO BEt
EtO AEt OEt
— _n
Polyethoxysilane (BPEOS) Tetraethoxysilane Bis{triethoxysilyljethane

(TEOS) {BTEE)

Obrazek 18: ethylenové mustky

0O Bridged Ethanes

/ In Silica Matrix
!_.‘ \, |

Obrazek 19: umisténi ethylenovych mastkd v matrici silikagelového nosice

Velikost ¢astic UPLC se pohybuje okolo 1,7 um, coZ je optimalni velikost pro
UPLC, dalSi snizovani velikosti Castic vede pouze ke zvySovani zpétného tlaku a

zvyseni ucinnosti je jiz zanedbatelné.

Pro UPLC kolony (ACQUITY UPLC BEH C18) jsou v souCasné dobé k
dispozici 4 druhy stacionarnich fazi: C18 a C8, Shield RP18 (C18 se zabudovanou
polarni skupinou - karbamat) a fenylovou kolonou. Kazda stacionarni faze poskytuje
rozdilné kombinace hydrofobicity, silanolové aktivity, hydrolytické stability a chemické

interakce s analytem.
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&
e P ACQUITY UPLC™ BEH C8
{ 2?6

W ACQUITY UPLC™ BEH Shield RP18

3 GE:“..Si NN ACQUITY UPLC™ BEH Phenyl

Obrazek 20: struktura jednotlivych typu stacionarnich fazi pro UPLC

Pro snazsi sledovani Zivotniho cyklu kolon jsou kolony standardné vybaveny
neodnimatelnym mikroCipem, ktery pomoci technologie eCord™ zaznamenava

kompletni historii kolony:

v celkovy pocet nastfiku

v provedené nastfiky

v tlakova historie kolony

v data ze Systemu Suitability testl

Pfenos metod mezi HPLC a UPLC je velmi jednoduchy, protoZze v UPLC jsou
zachovany stejné mechanismy separace a chromatografické proncipy jako v HPLC,
pficemz dojde ke zlepSeni citlivosti, rozliSeni a k urychleni analyzy. Pfi pfenosu
metody je tedy nutné pouzit mensi pratokovou rychlost, zvysit rychlost odbéru dat a

snizit objem vzorku davkovaného na chromatografickou kolonu.

Kapilarni elektrochromatofrafie: [30]

Kapilarni elektrochromatofrafie (CEC) je vysokou&inna separacni metoda,
zalozena na spojeni kapalinové chromatografie (HPLC) a kapilarni zdénové
elektroforézy (CZE). Zatimco HPLC vyuziva ke generovani toku rozdilu tlaku, v CEC
je pohyb kapalné mobilni faze zprostfedkovan elektrickym polem, které zplsobuje
elektroosmoticky tok (electroosmotic flow, EOF). CEC si pfitom zachovava vyhody
obou metod ze kterych vzeSla: vyS8Si ucinnost a jednoduchost instrumentace

pochazejici z CZE a vysSi selektivitu a kapacitu kolony danou interakci se
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stacionarni fazi jako v HPLC. K separaci analytu dochazi u CEC pfevazné dvojim
mechanismem. Elektroneutralni i ionizované latky jsou, stejné jako v chromatografii,
separovany na zakladé rozdilnych interakci se stacionarni fazi, respektive na
zakladé sitového efektu v pripadé gelové permeacni chromatografie. Latky
ionizované se navic pohybuji v elektrickém poli rychlosti, danou jejich efektivnimi

mobilitami, coz také pfispiva k vétsi selektivité vlastni separace.

3.2.5 Druhy analytickych kolon ™

HPLC kolony délime podle pouZziti na:
e analytické
e preparativni

e mikrokolony

Podle sorbentu je délime na:

e snormalni fazi (stacionarni faze je polarni, mobilni faze je nepolarni —
chloroform, methylenchlorid, hexan, heptan.)

e sreverzni fazi (mobilni faze je polarni — methanol, voda, acetonitril a
stacionarni faze je nepolarni)

e dalsi

Cim obsahuje sorbent mensi &astice SF, tim je vyssi tlak a vy3si délici
schopnost.

Pro dosazeni vhodného oddéleni stanovované latky Ize upravit podminky
analyzy: vybér vhodné kolony (velikost, naplfi, vybér vhodné mobilni faze, nastaveni

optimalni rychlosti toku mobilni faze kolonou).

Reverzni HPLC:
Silikagelové kolony, zirkoniové kolony, porézni kolony, monolitické kolony,

kapilarni kolony, kolony s ¢asticemi mensimi nez 5 mikrometru.

1 Text byl ¢erpan mimo uvedenych zdrojli i ze zdroje [19].
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3.2.5.1 Stacionarni faze pro HPLC

e stacionarni faze mechanicky nanesené na inertnim nosici:
ethylenglykol, skvalan na silikagelu

e stacionarni faze chemicky vazané na inertnim nosici (tj. silikagelu)

=Si-C 1gH 37 -CgH 17 -(CH 2)3CsHs nepolarni

-(CH 2)3-CN -(CH 3)3-NH,  -O-(CH 3),-OH  polarni

Group Formula Group Formula
Triacontyl” —(CH»)29CHj; Amino —~NH»

Docosyl —(CH»),CH; Nitro —-NO;,

Octadecyl —(CH»)17CH3 Nitrile (Cyano) ~C=N

Octyl —(CH»);CH; Oxypropionitrile —0OCH,CH,C=N
Hexyl —(CH»)sCH3 —~CH-CH;»
Trimethyl ~Si(CH3)3 vie-Hydroxyl (diol) |
Alkylcarbamate'” —~CO(CO)NH-(CH»),CH3 OH OH
Cyclohexyl ~Ce¢Hyy Fluoroalkyl "' —(CF,),CF;
Phenyl —C4Hs Polycaprolactam —~[NH(CH,)sC=0],, -
Dipheny] (—C¢Hs)o (polyamide, nylon)

Dimethylamino —N(CH3)»

Tabulka 3: funkéni skupiny chemicky modifikovanych fazi na silikagelu [17]

Adsorbenty a chemicky vazané faze v systému kapalina-pevna faze: [19]

1. polarni adsorbenty — polarni adsorbenty, silikagel, oxid hlinity, chemicky
vazané polarni stacionarni faze
2. nepolarni adsorbenty — chemicky vazané nepolarni stacionarni faze, vliv

aktivity zbytkovych silanovych skupin, retence polarnich latek v reverznim modu

Ad 1:

Silikagel:

Je obecné nejpouzivanéjSi polarni sorbent. Kolony maji Siroké komeréni
vyuziti. Povrch silikagelu je slabé kysely, takze zadrzuje vice bazické latky nez kyselé
a neutralni a muze tak pusobit jejich chvostovani. Tomu Ize zabranit pfidavkem slabé

organické baze (napf. trimethylamin) do mobilni faze, ale je nutné dbat na to, aby pH
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mobilni faze nepfesahlo 8, kdy dochazi k rozpousténi silikagelu. Protoze povrch
silikagelu je slabé kysely, mize vystupovat jako iontoménic.

Pro ucCely HPLC se silikagel pfipravuje s pomérné velkym specifickym
povrchem (pohybuje se v rozmezi 100-150 m?%g), velkym objemem pérd (0,7 ml/g),
stfedni pramér pord je asi 8 — 15 nm. S rostoucim objemem péru klesa specificky
povrch adsorbentu tim i distribuéni konstanta a nasledné i retence
chromatografickych latek, selektivita déleni na velikosti specifického povrchu
nezavisi.

Aktivnimi centry na povrchu silikagelu jsou hydroxylové skupiny resp.
Silanolové skupiny Si-OH. Existuje i nékolik rozdilnych typ( silanolovych skupin.

Hydroxylové skupiny silikagelu jsou bud izolované, jednoduché, dvojité nebo
jsou pfi vhodné poloze sousedni skupiny vzajemné vazany vodikovymi vazbami.
Rozmisténi silanolovych skupin na povrchu silikagelu zavisi na zpusobu zpracovani
silikagelu. Pfi vysoké teploté dochazi k odstranéni silanolovych skupin dvojitych a
vazanych vodikovym mulstkem, dochazi k ustaleni jednoduchych a izolovanych
silanolovych skupin. Na silanolovou skupinu se adsorbuje vodikovou vazbou rovnéz
voda, kterou Ize odstranit zahfatim na 150 °C a tim silikagel aktivovat, pfi teploté nad
200 °C dochazi k ireverzibilnim zménam a za teploty 300 — 500 °C kondenzuji
sousedni hydroxylové skupiny na siloxanové skupiny, které nelze pfi normailni teploté
hydratovat. Pfi jeSté vysSich teplotach dochazi k odstépeni volnych hydroxylovych

skupin a silikagel nabyva hydrofobnich vlastnosti.

Oxid hlinity: [27]

Vzhledem k omezené chemické odolnosti silikagelu v alkalickém prostredi byly
hledany jiné chemicky odolng&jSi materialy pouZiteIné pro pfipravu obracenych fazi.
Ukazalo se, Ze oxidy hliniku jsou podstatné stabilngjSi v silné alkalickém prostfedi
nez silikagel. Navic je oxid hlinity v bazickém prostfedi stabilni i pfi zvySené teploté,
coz neplati pro silikagelové faze. ZvySena stabilita a pracovni rozsah pH pfinasi fadu
vyhod, kromé jiného i moznost regenerace kolon za velmi agresivnich podminek bez
nebezpeci poSkozeni sorbentu.

Oxid hliniku je nezanedbatelné rozpustny v kyselém prostiedi, zvlasté
v kyseliné chlorovodikové. Mechanicka odolnost vici vysokému tlaku je velmi dobra,

pIné srovnatelna nebo lepsi nez v pfipadé silikagelu.
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Chemické vlastnosti povrchu oxidd hliniku jsou podstatné odlisné od
silikagelu. Zatimco nemodifikovany silikagel ma povahu ménie kationtd, zminéné
oxidy maji amfoterni charakter a jsou tedy schopny v zavislosti na pH mobilni faze
vystupovat bud jako méniCe kationtl, nebo aniontd. Druhou velmi vyznamnou
odliSnosti je skuteCnost, Ze na povrchu oxidid zminénych kovl jsou mista s
vlastnostmi Lewisovy kyseliny. Tato centra umoziuji interakce na bazi ligandové
vymeény. Obecné lze fici, Ze chemie povrchu oxidu kovl je velmi slozita, mnohem
komplikovanéjsi nez v pfipadé silikagelu.

Pro RP-HPLC aplikace je nezbytna hydrofobizace povrchu oxidd hliniku.
Dosud neexistuje zadna modifikacni technika vedouci k uplnému odstinéni povrchu
sorbentl, a proto je nutno vzdy pocitat s tim, Ze kone¢na interakce s analytem
nemusi mit Cisté hydrofobni charakter. Pokud se jedna o zpusoby modifikace
povrchu, Ize je tfidit do nékolika skupin:

a) dynamicka modifikace se provadi pridavkem latky, ktera silné interaguje s
povrchem sorbentu, do mobilni faze,

b) permanentni kovalentni chemicka modifikace vyuziva reaktivity vhodnych
modifikujicich €inidel za vzniku stabilni vazby mezi povrchem sorbentu a Cinidlem,

c) podstatou fyzikalni modifikace povrchu je pokryti povrchu vhodnym

polymerem nebo vrstvou uhliku.

Silaniza€ni techniky, velmi Uspésné pfi pfipravé silikagelovych obracenych
fazi, které mély vést ke kovalentni modifikaci povrchu oxidd kovl, se pfFilis
neosvedcily.

Experimentalné byla potvrzena platnost fady hydrolytické stability vazby mezi
kiemikem a kyslikem v pofadi: Si-O-Si-R >> Zr-O-Si-R > Ti-O-Si-R >> Al-O-Si-R.
Dusledkem toho je fakt, Ze vétSina pokusu o stabilni silanizaci povrchu oxidu kovu
monofunkénimi silany byla neuspésna. Modifikace provedené trifunkénimi silany v
nékterych pfipadech alespon CasteCné k uspéchu vedly, ale otazkou zlstava, zda
tento vysledek nespocival spiSe v horizontalni polymeraci trifunkénich silant na
porchu oxidu kovu. Navic pokud jsou pro silanizaci vyuzity trifunkéni silany, vzniknou
nevyhnutelné reakci s povrchem i skupiny M-O-Si-OH (M = Al), které svou velkou
kyselosti dale pfispéji k znaéné heterogenité modifikovaného povrchu. Pfiprava

souCasnych komeréné dostupnych RP sorbentd na bazi oxidu kovu proto neni
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povrchu vhodnymi hydrofobnimi vrstvami.

Pouziti: separace nasycenych i nenasycenych alifatickych uhlovodiku,
separace polyaromatickych uhlovodiku. Je vS8ak méné pouzivan, protoZze na povrchu
dochazi ke katalytickému Stépeni a rozkladu nebo ireverzibilni adsorpci

chromatografickych latek.

Chemicky vazané polarni stacionarni faze:

Aminopropyl:

Retence na aminopropylu je ve srovnani se silikagelem a oxidem hlinitym
vySSi a dobfe je mlize substituovat. Jak muzeme ocekavat, retence latek kyselé
povahy na aminopropylu je daleko vy$Si nez na silikagelu, kyanopropylu nebo diolu.
Jako pfiklad je mozno uvést separaci steroidd s fenolickou funkéni skupinou, které
jsou na této fazi daleko vice zadrzovany nez na silikagelu. Nevyhodou aminopropylu
je jeho vysoka reaktivita a proto mize reagovat s aldehydy nebo ketony za vzniku
imind, nebo muze byt funkéni skupina NH, oxidovana napf. peroxidy. V pfitomnosti
vody dochazi k Caste¢né hydrolyze NH,-skupiny; vysledkem je vysoké alkalické
prostfedi v pérech, které se muze pohybovat az kolem hodnoty pH 10 a vysSi a
dochazi k rozpousténi silikagelu. V tomto pfipadé se i pfi dostatecné dlouhé
ekvilibraci kolony nedosahne uplné regenerace a takto ekvilibrovana faze neni
srovnatelna s originalni fazi. Proto je nutné se vyhnout promyvani aminopropylové

faze vodou.

Pentafluorfenylpropylova faze je vhodna zejména pro p-donor/p-
akceptorové interakce s vhodnym analytem. Separace na pentafluorfenylpropylové
fazi je obdobna jako na oktadecylové fazi, pouze je nutné pouzivat mobilni faze o
vyS8i eluCni sile. Stacionarni faze vykazuje vysSSi selektivitu vic¢i aromatickym
analytim. Na téchto fazich je mozné pouzivat 100 % vodné mobilni faze bez
zhrouceni stacionarni faze v rozmezi pH 2 — 8 a do teplot az 70 °C.
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Ad 2

Chemicky vazané nepolarni stacionarni faze:

Stacionarni faze chemicky vazané na nosi€i maji proti kapalnym fazim
zakotvenym na nosici fadu praktickych vyhod — nedochazi k vymyvani stacionarni
faze z nosiCe ani jejimu C&asteCnému rozpousténi ve fazi mobilni, ani k
mechanickému strhavani pfi velkém pritoku mobilni faze. Chemicky vazana faze je
odolnéjSi ke zméné teploty a slozeni mobilni faze — nedochazi vlivem téchto
parametru k poruseni rovnovahy na koloné, a proto se mohou volit rGzné pracovni
podminky a to jak sloZzeni mobilni faze tak zmény teploty na koloné.

Stacionarni chemicky vazané faze etherového typu -Si-O-C maiji charakter
monomerl a tento typ vazby (Halaszovy kartace) neni stabilni vici hydrolyze a
uvedené naplné maji omezené pouziti (v mobilni fazi nesmi byt pfitomna voda).
Stacionarni chemicky vazana faze-Si-N-C je stabilnéjSi k hydrolyze (pH 4 — 7,5).
Zcela odolné k hydrolyze je tfeti typ vazby -Si-O-Si-C.

Reakci silanolovych skupin -Si-OH s alkoholy pfimo, chlorovaného silikagelu s
aminy nebo reakci s alkylchlorsilany vznika chlorovodik, ktery je tfeba vazat
triethylaminem nebo pyridinem. V pfipadé reakce alkylchlorsilanu je R; ligand (R; a
Rs mohou byt dalSi funkéni skupiny, které se mohou dale vazat se silanolovou
skupinou). Podle nazvu ligandu R pak odvozujeme typy stacionarni faze, které se

vyznacuji riznou polaritou a tim rozdilnou selektivitou (C8, C18, fenyl, alkylfenyl).

O—Si/i/\/\/\/\/\\/\/\/\/ cis
.
Bs

A
o— s [ N T N N N 8

F.

it
o—si —@ Phenyl
.

Fg

Ry

(@] —Si\—\/\
Ry @ Alkylphenyl

Obrazek 21: typy stacionarnich fazi
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Pouzitim fenylové nebo alkylfenylové (napf. hexylfenyl) stacionarni faze
dochazi ke zvySeni retence analytd a souCasné dochazi ke zmeéné selektivity
aromatickych slou€enin (vliv ITT-IT interakce mezi stacionarni fazi a solutem). Pouzitim
alkylfenylovych fazi se jedna vlastné o kombinaci vlastnosti alkylovych a fenylovych
fazi, jsou napf. vhodné pro separaci nasycenych a nenasycenych vazeb ve

sledovaném analytu.

Vliv aktivity zbytkovych silanolovych skupin:

| nejlépe pfipravena chemicky vazana stacionarni faze obsahuje zbytkové
polarni silanolové skupiny, jejichz obsah se pohybuje kolem 4 mmol/m? a typicky
obsah ligandovych skupin se pohybuje nékde kolem 3,5 mmol/m? tim padem
obsahuje vice ,residualnich® silanolovych skupin nez ligandu. Ackoli vétSina téchto
silanolovych skupin neni sféricky dostupna chromatografovanych latkam, jsou jesté
dostatecné pfistupné pro interakce s analytem a mobilni fazi (vodikové vazby, dipol-
dipdlové interakce, iontové-vyménné) a toto je potom pfi€inou stoupajici retence a
chvostovani pik( polarnich, zejména bazickych latek. lontové-vyménné reakce
zbytkovych silanolovych skupin jsou dominujici pro interakce s bazickymi latkami a
jsou funkci pH mobilni faze. Se stoupajicim pH mobilni faze roste vliv zbytkovych
silanolovych skupin, protoze roste jejich pocet s negativnim nabojem (pH 6 — 8).
Proto se v praxi pouzZiva eliminace nepolarni faze, tj. minimalizovani interakce
bazickych latek s volnymi silanolovymi skupinami (minimalizace tailingu pikd) a tim i
nutnost zvySovani obsahu chemicky vazaného uhliku v nepolarni fazi (carbon load).

Existuje nékolik zpusobu eliminace, které budou popsany dale.

Endcapping:

Endcapping je fyzikalné-chemicky proces, ktery redukuje pocet volnych
silanolovych skupin na nepolarni fazi (na bazi silikagelu) chemickou reakci napf. s
trialkylchlorsilanem (alkyl — methyl). Trimethylchlorsilan jako men$i molekula nez

trioktadecylchlorosilan pokryje stéricky chranéné volné silanolové skupiny.
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| 3
H3-:3—S||—(3H3 H3(3—ET|—(3H3 HSC_S|'_CH3
1 1 1
Silikagel

Obrazek 22: grafické znazornéni endcappingu

Stérické stinéni volnych OH skupin:

Eliminace silanolovych skupin stérickym odstinénim pfi pfipravé chemicky
vazanych fazi, tj. pfipravou fazi s delSim organickym uhlikovym fetézcem a zvySenim
obsahu vazaného uhliku v nepolarni fazi (carbon load). S timto vS8ak souCasné roste i
retence latek. Dokonalé stérické odstinéni zbytkovych-OH skupin Ize docilit pouZzitim
objemnych alkyl substituent R1, R3-diisobutyl nebo diisopropyl. Jako pfiklad Ize

uvést stacionarni fazi Zorbax StableBond (Agilent, USA):
C18 c18

s nia

H C \c: si—C c H.C \c ¢ c
i—C— i—C—
A M
H3C c|JH c|> oH© 3clan 3° c|JHc|’ on 1
Silikagel

Obrazek 23: ukazka sférického stinéni volnych OH skupin
Vyhodou téchto stacionarnich fazi je vysoka stabilita vici nizkym pH mobilni

faze (~1) a mobilni fazim obsahujici trifluoroctovou kyselinu, jsou stabilni pfi teploté
az 90°C a pfi pouziti 100 % vodné mobilni faze nedochazi ke kolapsu.
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Modifikace ligandu:

ZacClenénim polarni skupiny do organického uhlikového fetézce stacionarni
faze mezi povrch silikagelu a nepolarni vrstvy (ligand) napf. karbamatové skupiny -

reverzni faze SymmetryShield RP8 nebo Supelcosil ABZ".

SymmetryShield RP8

CH

F 3 o N

0— Si NIZLNPANVANV AN
N c c18

CH3

Supelcosil ABZ+ (Discovery RP-Amide C16)

M3 H
F 0—si— AN AN
|

I
CH3

c18

Obrazek 24: modifikace ligandy

Tento krok zmirfiuje interakci analytu s povrchovymi volnymi silanolovymi
skupinami, zejména bazickych polarnich latek. Pravdépodobné dochazi k interakci
mirné polarni skupiny s volnymi silanolovymi skupinami a zvySenim polarity nepolarni

faze dochazi ke zvySujici se adsorpci vody v mobilni fazi.

pH a sloZzeni mobilni faze:

Z popisu chovani silanolovych skupin k mobilni fazi je zfejmé, ze tyto mizeme
eliminovat i upravou pH mobilni faze a to pfidavkem organickych amini do mobilni
faze. Ty soutézi s analytem o aktivni centra zbytkovych silanolovych skupin a
eliminuji tak jejich nezadouci chovani. NejCastéji se pouziva triethylamin, pokud je
triethylamin nedostacujici, pouziva se trioctylamin nebo cetyltrimethylamonna sul.
Pouziti cetyltriethylaminu je velmi efektivni, ale prodluzuje se doba ekvilibrace kolony
a retenCni Cas analyzovanych latek. pH takto pfipravené mobilni faze se musi upravit
na hodnotu pH 2 — 7, jinak dochazi k rozpousténi silikagelu. Jako pfidavek se
pouziva kyselina fosfore€na, octova nebo citronova, u cetyltrimethylamonné soli se

pH upravovat nemusi.
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Obrazek 25: eliminace volnych silanolovych skupin pomoci organického aminu

v mobilni fazi

Z komeréné dostupnych naplni s chemicky vazanymi fazemi Ize uvést
nepolarni faze s alkylovymi fetézci rizné délky (C,-Cig), s fenylovymi a difenylovymi
skupinami, které maiji zvySenou polaritu a rozdilnou selektivitu zejména k fenolim a
aminoslou¢eninam. Stfedni polaritou se vyznacluji faze nitrilové (alkylnitrily) a
amidové, které se vykazuji zvySenou selektivitou k fenollim, cukrim a alkoholim.

Aminové faze maiji slabé vlastnosti iontoménice (anexu).

3.2.5.2 Polymerni stacionarni faze

Hlavni a podstatnou nevyhodou chemicky modifikovaného silikagelu je jeho
rozpustnost v alkalické oblasti pH. Tento problém FeSi polymerni stacionarni faze,
které jsou vétSinou kompatibilni v celém rozsahu pH. Nevyhodou polymernich fazi
vSak je, ze CasteCky obsahuji mikropory o velikosti asi 1 nm, coz zabraruje pfenosu
hmoty zejména pro malé molekuly. Polymerni stacionarni faze jsou dale omezeny
maximalnim pracovnim tlakem na kolonég, a to 20 MPa, i kdyz 10 MPa je pro vétSinu
aplikaci HPLC dostacujici. Stabilita polymernich stacionarnich fazi je omezena
stabilitou funk&nich skupin polymeru — pro methylakrylat je limitujici stabilita esterové
skupiny, pro akrylamid je limitujici stabilita amidové skupiny. | kdyZ soucasné
pfipravované polymerni faze jsou dostate€né mechanicky i chemicky stalé, pro jejich
nizsi ucinnost dosud nevytlaCily z pouziti chemicky vazané nepolarni stacionarni
faze. Styrendivinylbenzen byl pouZit jako stacionarni faze v iontové-vyménné
chromatografii davno pred pouzitim v HPLC. Ve srovnani s chemicky vazanou fazi
Cis je retence na styrendivinylbenzenu vy$si a k dosazeni vhodnych retenénich ¢asu

je nutné zvysit obsah organického rozpoustédla v mobilni fazi. Toto zvySeni retence
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je vysveétlovano specifickymi interakcemi analytu s 1r-elektrony stacionarni faze, ale
toto vysvétleni neplati pro fenylovou fazi, ktera by méla vykazovat obdobné zvyseni
retence. LepSi vysvétleni je zvySeni specifického povrchu nosice a tim i fazového
poméru a distribuéni konstanty. Styrendivinylbenzenova faze je stabilni v rozsahu pH
0 az 14, nejCastéjSi pouziti je v analyze proteint a peptidd, kdy pro tyto druhy analytl
nehraje vyznamnou roli mikroporosita naplné a chromatograficka ucinnost je

srovnatelna s chemicky vazanou fazi C18.

Retence polarnich latek v reverznim modu

Retence polarnich latek v reverznim moédu je velmi mala a velmi polarni latky
eluuji s mrtvym objemem kolony. ZvySeni retence na reverzni fazi je mozné
nékolikerym zpusobem. Na klasické reverzni fazi (napf. C18) je nutné potlacit
ionizaci polarnich latek a snizit tak objemovy zlomek organického modifikatoru v
mobilni fazi. Potom se v8ak pracuje jiz se 100 % vodnymi fazemi a doporucuji se
specialni kolony (napf. Synergi Hydro-RP). Druhy zplsob je pouziti iontové parové
chromatografie. Treti a nejucinnéjSi zpusob je pfechod na jiny typ stacionarni faze.
Muze se pouzit zpusobu, kdy se do alkylového ligandu véleni polarni skupina (amid
nebo karbamid — kolony Supelco RP Amide C16 nebo Waters Symmetry Shield)
nebo se pouZije zcela jina stacionarni faze napf. fenylova nebo propylaminova.
Kazda z obou uvedenych fazi ma své vyhody i nevyhody (viz. Chemicky vazané

polarni stacionarni faze, str. 50).

3.2.5.3 Monolitické kolony

Na rozdil od konvenénich stacionarnich fazi, které se skladaji z jednotlivych
Castic sorbentu o definované velikosti, monolitické HPLC kolony tvofi jediny kus
porovitého materialu, ktery zcela zapliiuje vnitfek separacni kolony. Klasické 3 —
5 um casticové kolony vykazuji vybornou separacni ucinnost, ale se snizZujici se
velikosti sorbentu stoupa zpétny tlak, takze maximaini rychlost pratoku je omezena.
Nejvétsi vyhodou monolitickych kolon ve srovnani s klasickymi ¢asticemi plnénymi
kolonami jsou jejich hydrodynamické vlastnosti. Monolitické kolony maji dva typy
poru:

a) velke pory (makropory) zajistuji rychly konvektivni tok mobilni faze skrz

monolit a vyznamné zrychluji pfenos hmoty mezi mobilni a stacionarni fazi.
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b) stfedné velké pory (mezopdry) poskytuji monolitu dostatecné veliky povrch,

a tim vysokou separacni kapacitu.

Tato struktura umozniuje pouziti monolitd pfi znacné vysokych rychlostech
pritoku mobilni faze bez pfilisného zvySeni tlaku a zaroven bez ztraty separacni

ucinnosti, a to i pro separované makromolekuly (bilkoviny, syntetické polymery).

Monolitické kolony jsou stabilni v rozsahu pH od 2 do 7,5. Jako mobilni faze

se pouziva methanol, voda, acetonitril a jejich smési.

Béhem minulého desetileti byla zvefejnéna cela fada originalnich pristupl
zahrnujicich jak pfipravu systémud vyznalujicich se pouze nékterymi prvky
charakteristickymi pro monolity (jako je snizeny objem mezi€asticovych prostorl), tak
i technologie skutecné monolitické. Do prvni skupiny patfi napf. kazety naplnéné
vrstvenymi listy modifikované celulosy Ci srolované tkaniny. Monolity druhého typu
jsou reprezentovany stlacenymi hydrofilnimi gely, polymernimi makroporéznimi disky,
kolonami a trubicemi a monolity na bazi silikagelu, coz je dnes jiz vZity termin pro
materialy na bazi oxidu kfemicitého. Nékteré z téchto materiald jiz doznaly i
praktického uplatnéni. Tabulka 4 shrnuje nékteré soucasné komercéné dostupné

monolitické separacni jednotky [32].
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Produkt Twvar Vyrobee Web Material Separacni mody

CIM Disk disk BIA Separations, Lju- biaseparations.com modifikované polymetha-  lontova vimeéna,
bljana, Slovinsko kryldtové ¢i polystyrenové  hydrofobni interak-
kopolymery ce, obracend fize,
bivafinitni
CB Silica plate disk Conchrom, Bremen, conchrom.de modifikovana silika obracend a normal-
Némecko ni faze
SepraSorb disk Sepragen, San Lean- sepragen.com  modifikovand celulosa iontova vyména

dro, Kalifornie, USA

CIM Tube trubka BIA Separations, Lju- biaseparations.com modifikované polymetha- iontova viména
bljana, Slovinsko krylatové kopolymery

UNO kolona BioRad, Richmond, bio-rad.com kopolymery methakrylami- iontova viména
Kalifornie, USA dovych monomeri

Swift kolona ISCO, Lincoln, Ne- isco.com modifikované polymetha-  iontova vymeéna,
braska, USA kryldtové ¢i polystyrenové  obricené faze

kopolymery

Chromaolith kolona Merck, Darmstadt, chromolith.com  modifikovana silika obracené faze
Némecko

Manoliths kolona LC Packings, Amster- lepackings.nl polystyrenove kopolymery obricené faze

dam, Holandsko

Tabulka 4: pfehled nékterych soucasné vyrabénych monolitickych kolon pro
HPLC [32]

Podle chemické podstaty a zplasobu pfipravy se mohou monolitické
stacionarni faze rozdélit:

Anorqganické monolity

Prvni monolitické stacionarni faze na bazi silikagelu pfipravili a popsali
profesofi Nakanashi, Soga a Tanaka.

Pripravuji se  hydrolytickou  polymeraci tetramethoxysilanu  nebo
tetraethoxysilanu ve vodném roztoku kyseliny octové v  pfitomnosti
polyethylenglykolu. Technologie vyroby umozZfiuje pfipravu monolitl s presné
definovanou strukturou, kdy vznikaji mezopory a makropory vhodnych a
nastavitelnych rozmért. Nevyhodou je objemova kontrakce, ke které pfi zrani
monolitu dochazi, coz nasledné vyzaduje zatésnéni monolitu do plasté/kolony pred
jeho aplikaci v HPLC. Pfipravené monolitické silikagelové kolony mohou byt snadno
modifikovany napfiklad zave
denim oktadecylovych funk&nich skupin na jejich povrch pro pouziti v chromatografii
s reverznimi fazemi. Monolitické kolony poskytuji srovnatelnou ucinnost jako kolony
konvencni s velikosti sorbentu 5 pm. Vyhodou monolitu je ovSem skutecnost, ze se

mohou aplikovat podstatné vysSi pritoky mobilni faze, napf. pfi pouziti monolitické

58


http://www.hplc.cz/Faq/Figure/monolit_01.png

kolony o vnitfnim priméru 4,6 mm a délce 10 cm muaze rychlost mobilni faze nabyvat
az 10 ml/min bez prekro€eni tlakového limitu Cerpadla a kolony. Silikagelové monolity

se osvédcily, na rozdil od organickych monolitd, i pfi separaci malych molekul.

Makroporézni polymerni monolity

Tyto monolity jsou pfipravovany pfimo v prazdné koloné, ktera se naplni
polymeracni smési, tedy smé&si monomeru, porogenu a iniciatorem, pak se uzavie a
za tepla je provedena polymerace. Monolit se nasledné promyje vhodnym solventem
pro odstranéni nezpolymerizovanych latek a mize byt rovnou pouzit pro HPLC
separace.

K témto typlm organickych polymeru se fadi pfedevSim polymerni gely na

bazi hydroxyethyl-methakrylatu, glycidyl-methakrylatu a polystyrenu.

J
Polymeriza¢ni
smeés

Promyvaci roztok

e )
1) Pfipojeni
1) Utésnéni k ¢erpadlu °
- - > .
2) Teplota - 2) Promyti Cerpadlo

Termostatovana

Forma -
lazeii

Obrazek 26: pfiprava monolitt [33]

Stlacditelné monolity (komprimované gely)

Koncem 80.tych let provadél prof. Hjertén experimenty s ¢asticemi neporézni
agarozy a zjistil, ze pfi stlaCeni sloupce sorbentu hydrostatickym tlakem proudici
kapaliny prfekvapivé doS$lo ke zvySeni permeability stacionarni faze a sou€asné i ke
ZlepSeni separace. Na zakladé téchto experimentl pfipravil monolit polymeraci
vodného roztoku N, N’-methylenbis-akrylamidu a kyseliny akrylové v pfitomnosti
anorganické soli (siran amonny), ktery nasledné v koloné silné stlacil (az na 10 %
puvodniho objemu) a ziskal velmi dobré separace bilkovin. Tato technologie byla
posléze vylepSena pouzitim 1,4-diakrylpiperazinu jako sitovadla a pouZita k pfipravé
kolon znamych pod znaCkou UNO. Interaktivni skupiny jsou zavadény do téchto

kolon kopolymeraci. Protoze pfiprava probiha ve vodném roztoku a vSechny
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komponenty musi tedy byt rozpustné ve vodé, je pocet zplUsobilych monomeru, a
tedy i separaCnich médu, znacné omezen. VétSina téchto monolitd nachazi proto
uplatnéni v iontové vyménnych separacich. Vyjimkou je monolit pfipraveny z N-
isopropylakrylamidu, ktery je pouzitelny pro hydrofobné-interakéni separace bilkovin.
Vyroba monoliti pro separace s obracenymi fazemi touto technologii by vSak byla
velmi obtizna, protoze vhodné monomery nejsou rozpustné ve vodé. Podobné jako
predeslé monolity, i tyto maji velice vyhodny profil Van Deemterovy zavislosti
ucinnosti na pratoku a umozniuji pouZziti velkych prutokovych rychlosti, aniz by se
snizila kvalita separaci. Hydrofilni povaha vlastni tomuto typu monolitu je pfedurcuje

k separacim bilkovin, peptidd, nukleovych kyselin i celych adenovirt [32].

Reprodukovatelnost monolitickych kolon

Prestoze kazda pfipravena monoliticka kolona je vlastné prototypem, je jejich
pfiprava vétsSinou pomérné dobfe reprodukovatelna. Napfiklad reprodukovatelnost
relativnich reten¢nich €ast dosahovana na komercnich monolitech Chromolith,

vyjadfena jako RSD, je do 4%.

3.2.5.4 HPLC kolony na bazi oxidu kov

Rozpustnost silikagelu pfi vy$§im pH mobilni faze vedlo k vyvoji alternativnich
HPLC kolon na bazi oxidd kovl (oxidu titani¢itého, oxidu hlinitého), ale zejména
oxidu zirkoni¢itého (ZirChrom®). Oxid zirkoniCity Ize pfipravit ve formé
monodisperznich poréznich kulovych CasteCek. Takto pfipravené kolony vykazuji
srovnatelnou ucinnost s kolonami  silikagelovymi. Nejvétsi vyhodou oxidu
zirkonicitého je jeho chemicka a tepelna stabilita. Oxid zirkonicity je stabilni v celém
rozsahu pH pfi vysokém tlaku a teploté az do 200°C. HPLC kolony s oxidem
zirkoni€itym mohou byt pouzity za extrémnich podminek (napf. Cisténi kolony) a tim
se prodluzuje zivotnost kolony. Tim se také sniZuje cena analyzy a rozsifuji se
moznosti pouziti rliznych chromatografickych podminek.

Oxid zirkoniCity nema na svém povrchu silanolové skupiny, ale jsou pfitomna
naopak adsorp¢ni centra charakteru Lewisovych kyselin. Tento fakt vede k tomu, Ze
do mobilnich fazi se musi pfidavat pufry, které kompenzuji silné interakce téchto
center s hydroxylovymi, fosfatovymi i karboxylovymi skupinami v molekulach latek.

Oxid zirkonicity I1ze pouzit v obou modech — v normalnim i reverznim.

60



Nemodifikovany oxid zirkoni€ity se pouziva v systému s normalnimi fazemi
(ZirChrom®-PHASE).

v s

Cast&jsi je pouziti oxidu zirkonigitého v reverznim mdédu. Povrch oxidu

zirkoniCitétho se modifikuje tenkou vrstvou polybutadienu (ZirChrom®-PBD),

polystyrenu (ZirChrom®-PS) nebo pyrolyticky vylou€eného uhliku (ZirChrom®-

CARB), které Ize pfipadné modifikovat ligandem C18.

Polybutadien (PBD) ma pro neionizovatelné latky podobnou separacni
selektivitu jako silikagelové C8 a C18 faze. Polystyren (PS) je svou selektivitou spise
blizky fenylové modifikaci silikagelu. Je tfeba ale zduraznit, Ze nabité a ionizovatelné
latky se chovaji na PBD a PS modifikacich oxidd kovl podstatné odliSné nez na
silikagelovych reverznich fazich, coz je dusledek silnych iontovych a ligandové-
vyménnych interakci mezi nedokonale odstinénym povrchem oxidu kovu a analyty.

Pro uvedené sorbenty je proto typické, ze volba typu pufru a jeho koncentrace
ma daleko vétsi vliv na retenéni €asy ionizovatelnych analytl a na tvar pikd, nez je
bézné v pfipadé silikagelovych reverznich fazi. PBD sorbenty vykazuji velmi dobrou
pH stabilitu v rozmezi 1-14, také tepelna odolnost PBD fazi je mimorfadna. K
degradaci nedochazi ani pfi aplikaci 1 mol/l hydroxidu sodného pfi 100 °C. Velmi
dobrou pH a tepelnou stabilitu maji i kovové oxidy pokryté vrstvou polystyrenu, které
mohou byt pouzivany v rozmezi pH nejméné 1-13 a pfi teplotach az do 160°C. Vedle
PBD a PS byl povrch oxidu zirkoniitého uspésné modifikovan také pyrogennim
uhlikem. Tato stacionarni faze je schopna velmi citlivé rozliSovat analyty podle tvaru
jejich molekul, a je proto vhodna pro déleni geometrickych isomer(. Dulezitou
vlastnosti modernich PBD, PS a uhlikovych fazi je skuteCnost, Ze separaéni
ucinnosti pro neutralni analyty jsou pIné srovnatelné s ucinnostmi dosahovanymi na
silikagelovych fazich C18 a C8, coz znamena, ze pfenos hmoty ve stacionarni fazi je
dostate¢né rychly. PIné polymerni sorbenty na bazi napf. styren-divinylbezenu nebo
poly(methylmethakrylatu) jsou také vysoce chemicky stalé, ale u€innosti na nich
dosahované byvaiji zpravidla podstatné nizSi nez na silikagelovych reverznich fazich,
pravdépodobné v dusledku pfitomnosti mikroporu.

Kompatibilita sorbentd s vysokymi teplotami nabizi mnoho zajimavych
aplikaénich vyhod. Rada z nich jiz byla vy$e zminéna, zde Ize navic pfipomenout
mozné vyuziti samotné vody jako mobilni faze. Je totiz znamo, Ze pfi teploté 200°C
ma voda podobnou polaritu jako methanol pfi laboratorni teploté. Timto zpusobem
lze dosahnout snizeni spotfeby organickych rozpoustédel. Navic vylouc€eni
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organickych solventl muze nabidnout i nové detekéni moznosti (napf. méfeni ve

vzdalené UV oblasti <210 nm) [21, 27].
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Obrazek 27: schéma k vybéru spravné HPLC kolony [19]

— ZirChrom®-PEZ.

Selektivita zirkoniovych fazi je lepsi nez alkylsilikagelovych fazi v normalnim

médu (ZirChrom®-PHASE) ohledné separace stereoisomert a velmi podobnych

slou€enin lisici se polaritou (steroidy), v reverznim mddu pfi separaci silné polarnich

latek (ZirChrom®-EZ) [19].
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3.2.5.5 Hybridni stacionarni faze

Velmi odliSny, zajimavy a komercné uspésny pristup k syntéze odolngjSich
reverznich fazi na bazi silikagelu navrhl a poprvé publikoval Unger a spol. Koncept
vyuziva reakce anorganického alkoxysilanu s organickym alkoxysilanem za vzniku
anorganicko-organické hybridni Castice.

Hybridni anorganicko-organické stacionarni faze kombinuji nejlepSi vlastnosti
silikagelu, tj. vysokou ucinnost a vynikajici mechanickou stabilitu, s nejlepSimi
vlastnostmi polymernich sorbentu, tj. mimofadnou pH stabilitou a snizenym efektem

rezidualnich silanolovych skupin [27].

e sorbenty X-TERRA:

V roce 1999 byla na trh uvedena prvni generace hybridnich fazi pod nazvem

X-Terra. Syntéza je zaloZzena na reakci dvou organosiland, jeden z nich tvofi
silikagelovou matrici a druhy do vznikajici matrice vnasi methylsiloxanové jednotky.
Konkrétné se jedna o reakci tetraethoxysilanu s methyltriethoxysilanem. Vzniklé
hybridni ¢astice obsahuji methylsiloxanové jednotky, a to jak uvnitf matrice sorbentu,
tak na povrchu. Pro potieby RP-HPLC je povrch nasledné kovalentné modifikovan
bud trifunkénimi silany za vzniku fazi MS C8 a MS C18, optimalizovanych pro
maximalni chemickou stabilitu a ur¢enych pro LC-MS a nebo monofunkénimi silany
za vzniku fazi RP8 a RP18, s vlozenymi karbamaty, optimalizovanych pro minimaini
chvostovani bazickych latek. Experimentalné bylo prokazano, Ze selektivita MS C8 a
C18 stacionarnich fazi pro hydrofobni i polarni analyty je obdobna jako na béznych
silikagelovych reverznich fazich. Obdobné také selektivita hybridd se zabudovanou
karbamatovou polarni funkéni skupinou se témér neliSila od Cisté silikagelovych
karbamatovych kolon. Tato skuteCnost se da vhodné vyuzit pfi prenosu
chromatografickych metod z konvenénich silikagelovych sorbentl na materialy
hybridni, kdy ¢asto neni nutna nova optimalizace separacnich podminek. Vzhledem
k tomu, Ze na povrchu hybridu je ve srovnani s klasickymi silikagelovymi materialy
asi jen tretina silanolovych skupin, chvostovani bazickych latek je na hybridnich
fazich vyrazné omezeno a symetrie pikl daleko lepSi. Hybridy vykazuji velkou
odolnost vié&i vysoké hodnoté pH mobilni faze. Hybridni reverzni faze byly uspésné
testovany v rozmezi pH 1,2 - 11,5. Analyty bazické povahy tak mohou byt Casto

separovany ve formé volnych bazi s daleko lepSi separacni ucinnosti a odliSnou
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selektivitou nez v kyselém prostfedi. DalSi dilezitou vlastnosti hybridnich sorbentu je
jejich zlep$ena odolnost vici zvySené teploté mobilni faze. Moznost chromatografie
pfi teplotach i kolem 60°C pfinasi fadu vyhod:
4 snizeni viskozity mobilni faze, a tim tlaku na kolonég,
v’ ZzlepSeni separacni uc¢innosti,
v' zmenSeni zavislosti u¢innosti kolony na rychlosti pratoku a tim vytvoreni
pfiznivych podminek pro uplatnéni uvedenych sorbentd pfi velmi rychlych

separacich [27].

Tzv. hybridni sorbenty druhé generace jsou pfipravovany reakci
tetraethoxysilanu s bis(triethoxysilyl)ethanem. Ve srovnani se sorbenty X-Terra byla
dale podstatné zvySena chemicka odolnost v silné bazickém prostfedi a separacni

ucinnost [27].

o twin technologie: [34]

Vysoka délici u€innost a chemicka stabilita jsou dvé kliCové vlastnosti,
vyzadované od chromatografické kolony. Materidly na bazi silikagelu vynikaji
vybornou ucinnosti, ale Casto jsou schopny pracovat pouze ve velmi omezeném
rozsahu pH. Naopak polymery jsou stabilni v Sirokém rozmezi pH, avSak propadaji v
ucinnosti déleni. Hybridni Castice obsahuji v celém svém objemu rovnomérné
rozlozené Castecné alkylované kiemikové atomy. Jde o kompromisni feSeni vedouci
ke zlepSeni stability Castic a relativné dostatecné ucinnosti déleni, nizSi ovSem nez u

Cistého silikagelu.
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silikagel polymer hybrid

Obrazek 28: struktura silikagelu, polymerni, hybridni stacionarni faze

Typ castice

Vyhody

Nevyhody

SILIKAGEL

Mechanicka odolnost
Reprodukovatelnost vysledku

Vysoka ucinnost déleni

Omezeny rozsah pH

Chemicka aktivita

Sirsi rozsah pracovniho pH

Chemicka stabilita

NizSi ucinnost déleni

NizSi mechanicka odolnost

POLYMER
MenSi reprodukovatelnost
vysledku
Siroky rozsah pracovniho pH (1-12) |Niz&i uginnost d&leni nez
VyS§Si ucinnost déleni nez polymer  |silikagel
HYBRID
Vys8i mechanicka odolnost nez Niz8i vykon déleni nez silikagel
polymer Niz8i kapacita neZ silikagel
Siroky rozsah pracovniho pH (1-12) |Pokuste se néjakou nalézt...
TWIN  |Uginnost déleni jako silikagel

Mechanicka odolnost jako silikagel

Tabulka 5: porovnani vlastnosti silikagelu, polymerni, hybridni stacionarni faze

a technologie twin
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Pfi produkci kolon Gemini projde v poslednim
stadiu vyroby cCastice silikagelu specialni chemickou
procedurou, jejimz vysledkem je povrchova
organokiemicita vrstva, vytvarejici novou kompozitni

gastici. Castice si v8ak zachovava svoji vnitfni, celym

procesem nedotcenou strukturu Cistého silikagelu a tim i

mechanickou pevnost, rigiditu a pfedevSim i vynikajici
délici  ucinnost.  Organokfemicitanovy  krunyf v
povrchovych vrstvach chrani pfitom castici pred

chemickym napadenim.

Gemini Twin

Obrazek 29: struktura Castice vyuzivajici Gemini Twin technologii

Unikatni design kolony Gemini nabizi kromé stability i prakticky velmi dlouhou
zivotnost. At pracuje Gemini za isokratickych podminek ¢&i gradientu, zcela
prfekonava kolony s hybridnimi ¢asticemi. Vysoka stabilita kolon Gemini umoznuje

také pouZiti kolon ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem.

Gemini zajistuje jak vysokou zivotnost, tak i u¢innost déleni v rozsahu pH od
1do 12.

Modifikaci pH mobilni faze Ize dosahnout rizné selektivity déleni
ionizovatelnych sloucenin. Typicky je pFirGstek retence u kyselych sloucenin pfi pH
pod jejich pK a delSi retencni €asy bazickych sloucenin pfi pH nad hodnotou jejich
pK.
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3.2.5.6 Stacionarni faze na bazi porézniho grafitického uhliku*

Porézni grafitovany uhlik je pouzivan od roku 1988. Jeho velkou vyhodou je
stabilita v oblasti pH 1 — 14 a stabilita tlakova do 40 MPa. Pfi porovnani retence
hydrofobnich latek na uhlikovych sorbentech a sorbentech typu alkylsilikagell, se
uhlikovy sorbent vyznacuje o néco vyssi afinitou, u aromatickych a polarnich latek je
tato afinita daleko vysSi. Toto je vysvétlovano pfitomnosti delokalizovanych Tr-
elektrond na povrchu uhlikového sorbentu a tim dochazi ke specifickym interakcim
sorbent-solut. Kromé toho jsou €asto pozorovany na uhlikovém sorbentu chvostujici
piky, které indikuji heterogenitu povrchu sorbentu. Pfitomnost fixnich adsorpcnich
center na povrchu sorbentu zajistuje vyssi selektivitu sorbentu k déleni polohovych
isomerd. Vyhodou uhlikovych sorbentl je moznost zmény retence bazickych latek
zménou pH mobilni faze a to, Ze chovani téchto latek na tomto sorbentu se da
daleko vice pfedpovidat nez na sorbentech typu alkylsilikagelu, které obsahuji
zbytkové silanolové skupiny a jsou omezeny rozpustnosti silikagelu v alkalickych
oblastech pH [19].

Hypercarb je obchodni jméno pro porézni uhlik v grafitové formé (Porous
Graphitic Carbon — PGC), ktery je vyrabén jako naplii do kolon HPLC. Mezi jeho
vlastnosti patfi:

o prostorové selektivni povrch se schopnosti analyzovat izomery

o netecnost k agresivnim mobilnim fazim

o minimalni bobtnani, smrstovani, i rozpousténi

o stabilita v celém rozsahu pH 0 — 14, nedochazi k rozpousténi a hydrolyze

o pouzitelnost s normalnimi i reverznimi mobilnimi fazemi

o homogenni povrch bez aktivnich ¢asti

o unikatni reten¢ni mechanismus a selektivita

o zlepSené déleni diastereomer(i, geometrickych izomeru a enantiomer(

o zvySena retence pro vysoce polarni slozky

o kompatibilita se v8emi systémy rozpoustédel umoznujici HPLC analyzu v
Sirokém rozsahu polarit

o moznost separace i na urovnich pH mimo rozsah faze na bazi silikagelu

o dfive nedosazitelna délici schopnost

12 Text byl Cerpan i ze zdroje [35].
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Jednotlivé CasteCky Hypercarbu jsou kulovité a pIlné poérovité, (pérovitost je
75%). Na molekularni urovni je Hypercarb jiny nez amorfni ¢astice silikagelu a je
slozen pouze z platkl hexagonalné uspofadanych atomu uhliku s hybridizaci sp2.
Grafitové platky jsou ploché a vzdalenost mezi atomy uhliku v sousednich platcich je
velmi mala, mensi nez ve velkych polycyklickych aromatickych molekulach.
Jednotlivé grafitové platky mohou byt povazovany za gigantické aromatické molekuly
slozené pouze z uhliku. Mezi platky jsou atomové valen¢ni vazby saturovany a oproti
silikagelu nejsou na grafitovych platcich zadné povrchové aktivni skupiny.

Nepfitomnost povrchové aktivnich skupin na povrchu déla z grafitu az na
zeolit krystalickou latku pro chromatograficky nosi¢. Porovita struktura Hypercarbu je
podobna knizeCkam z grafitovych platku, které jsou nahodné slozité nahromadény.

Prostor mezi grafitovymi vrstvami je typicky stejny jako u prostorového grafitu,
neexistuje zde vSak zadné usporadani mezi atomy v sousednich vrstvach. Hypercarb
je proto dvourozmérny grafit. Pravé nepfitomnost vazeb mezi vrstvami poskytuje

materialu Hypercarb vysokou mechanickou stabilitu.

PGC ma schopnost separovat velmi podobné analyty, pouziva se pro analyzu
geometrickych izomeru, separaci diastereoisomer(i, analyzu polarnich roztokd,

aromatickych sulfonatd, analyzu oligosacharidu, rezidui polychlorovanych bifenyld.

PGC umozniuje praci pfi extrémnim pH, je to dano stabilitou kolon, to
poskytuje uzivateli Siroky prostor pro ionizaci, ovladani potlaeni iontd, coz jsou

kliCové pozadavky chromatografie.

Povrch Hypercarbu neni chiralni, ale 1ze ho pouzit jako nosi¢ pro separovani
enantiomerd s pouzitim CMPA (chiral mobile phase additives). Ukazalo se, zZe
pouzitim prostorové selektivnino povrchu Hypercarbu Ize dosahnout zlepSeni
rozliSeni. Pouziti Hypercarbu v této oblasti neni omezeno na eluenty v normailni fazi,
ale Ize ho pouzit i ve vodnych systémech. Pfi této aplikaci je dicyclohexyltartrat

(DCHT) silné adsorbovan a uplné pokryva PGC.
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3.2.5.7 Stacionarni faze pro HILIC *°

Kapalinova chromatografie zaloZzena na hydrofilnich interakcich zajiStuje
separaci latek s pouzitim pfevazné organické mobilni faze, ktera prochazi neutralni
hydrofilni stacionarni fazi. Voda pfitomna v mobilni fazi vytvafi nepohyblivou vodnou
vrstvu na povrchu stacionarni faze, pfitom umoznuje rozdélovani mezi mobilni fazi a
vodnou vrstvu. K eluci dochazi zvySenim obsahu vody. Eluce latek je zalozena na
mechanismu rozdélovani spole¢né s elektrostatickymi interakcemi.

HILIC zajiStuje separaci jak v normaini, tak v reverzni fazi.

Mobilni fazi je vétSinou acetonitril, pro zménu pH mobilni faze Ize pouzit i pufry

jako napf.: octan amonny, mravencan amonny, chloristan sodny [36].

Mostly
organic
mohile
phase

Agqueous
sublayer

Polar
stationary
phase

Obrazek 30: grafické znazornéni mikro prostfedi kolem povrchu stacionarni

faze v HILIC chromatografii [50]

Chromatografie HILIC byla pouzivana jiz davno, ale jeji jméno bylo vytvoreno
teprve nedavno. Dfive byla tato technika spojovana spole¢né s jinymi

chromatografickymi technikami a ¢asto byl ignorovan separacni mechanismus. HILIC

¥ Kromé uvedenych zdroju bylo ¢erpano i ze zdroje [19].
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mulze byt chapana jako rozSifena chromatografie na normalni fazi s vodnymi

mobilnimi fazemi. HILIC je separac¢ni technika vhodna pro polarni latky.

Retenéni mechanismus

Ovlivnéni retence v HILIC je velmi podobné jako pfi normalni fazi. Retence se
zvySuje s polaritou solutu a snizuje se zvySenim polarity mobilni faze (klesa s
rostoucim podilem vody nebo pufru). Mobilni faze je naopak obdobna mobilnim
fazim pouzivanych v reverzni chromatografii a pouziva se voda nebo pufr s
organickym rozpoustédlem. Stacionarni faze je velmi hydrofilni: silikagel, polarni
vazané faze, polarni polymerni faze a iontoménice. HydrofilnéjSi stacionarni faze
vice pouta vodu z mobilni faze a retence solutu se zvySuje. Retencni mechanismus
se muze vysvétlit jako rozdélovani solutu mezi na vodu bohat$i stacionarni fazi a na
vodu chudS$i mobilni fazi. Stacionarni faze se tak chova jako ,prfenasec” vody, ale ma
i své vyjimky, které nejsou dostate¢né prostudované. V pfipadé separace sacharidl
chromatografii HILIC, kdy se pouziji chemicky vazané rizné aminové faze, dochazi k
rizné retenci v zavislosti na pouzitém chemicky vazaném ligandu.

Jako druhy mechanismus, ktery se uplatiiuje, je mechanismus iontové
vyménny, nebot mnohé stacionarni faze maji vlastnosti iontoménife. Tento
mechanismus muze byt pouzit pfi ovlivnéni selektivity separace. K ovlivnéni retence
se pouziva také pridavek pufri do mobilni faze. Retence klesa se zvySujici se
koncentraci soli. Vliv pH zavisi na vlastnostech solutu; v pfipadé zZe dochazi k

disociaci solutu retence se zvysSuje oproti neutralnim solutlim.

Stacionarni faze a kolony pro HILIC

Jako stacionarni faze se pouziva chemicky vazany aminopropyl na silikagelu.
Jako alternativa se pouziva silikagel dynamicky pokryty polyaminy (triethylentetramin
nebo spermidin) nebo zesithéném polyaminy chemicky vazané na silikagel
(polyvinylalkohol derivatizovany polyaminy), které jsou hydrolyticky stabilngjSi. Jako
dalSi stacionarni faze se pouziva samotny silikagel kde volné silanolové skupiny hraji
roli sttedniho iontoménice. Mezi dalSi stacionarni faze HILIC patfi chemicky vazané
faze na silikagel jako je diol (glycidylpropyl) nebo acetamidopropylova faze. K
pouzitelnym fazim pro HILIC je mozné také zafadit neutralni hydrofilni polymerové
faze. Jsou to zejména hydrofilni methakrylatové faze pouzivané v GPC. Povrch
téchto stacionarnich fazi obsahuje polyolové skupiny, které jsou velmi hydrofilni.
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Mobilni faze

Teoreticky je mozné pouzit jako mobilni faze vSechny vodno-organicke faze,
ale preferuje se predevSim acetonitril, ktery ma malou viskozitu a tim vysokou
ucinnost separace a nizky tlak na chromatografické koloné. Obvykla koncentrace
acetonitril se pohybuje v rozmezi od 50 do 90 %, pro separaci napfiklad sacharidu je
obsah acetonitrilu 70 % optimalni. MUzZe se také pouzit isopropanol, ale mobilni faze
maji vyssi viskozitu.

V pfipadé, Ze se uplatfiuje na koloné mechanismus iontové vymény, se k
ovlivnéni retence pouzivaji pufrované mobilni faze. Se zvySenim koncentrace soli
klesa retence, ale stoupa doba ekvilibrace kolony. Jako soli se pouzivaji organické
aminy (triethylamin). Pro malé molekuly roste retence asi o 10 % se zménou o kazdé
1 % organického rozpoustédla. Koncentrace soli se pohybuje od 5 do 15 mM, se
stoupajicim obsahem organického modifikatoru mize dochazet ke srazeni téchto soli
ze systému, a proto by se jejich koncentrace méla sniZzovat. Jako vhodné k pouZiti se
jevi chloristany, fosforeCnany triethylaminu (koncentrace az 100 mM v 80 %

acetonitrilu) a sodné soli kyseliny methylfosforecné.

Aplikace

Klasickym pfikladem separace technikou HILIC je separace sacharidu,
aminokyselin, peptidi a polarnich organickych kyselin a zasad. Pfi separaci
sacharidu se pouziva aminopropylova faze jako stacionarni a mobilni faze acetonitril-
voda (70+30) ve spojeni s refraktometrickym detektorem, UV detektorem pfi UV <
200 nm nebo ELSD detektorem. V pfipadé UV detekce je mozné pouzit i gradientové

eluce.
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3.2.6 Vliv chromatografickych podminek na eluéni

charakteristiky separovanych latek [19]

3.2.6.1 Vliv teploty na chromatografické viastnosti

Teplota ma vliv na:

» Termodynamicky aspekt chromatografického procesu (z hlediska zmény
distribuéni konstanty, obdobné pro kapacitni pomér). Se vzrustajici teplotou klesa
distribuCni konstanta a kapacitni pomér.

» Kineticky aspekt chromatografického procesu. Teplota ma vliv na velikost
difuznich koeficientl, které jsou funkci teploty a viskozity mobilni faze (odvozeno
z Wilke — Changovy rovnice). ZvySenim teploty roste uc€innost chromatografické

kolony, klesa viskosita a zvySuji se difuzni koeficienty.

3.2.6.2 Vliv slozeni mobilni faze na retenci solutu

SloZeni mobilni faze ma vliv na:
ucinnost kolony
kapacitni pomér
retencni pomér

rozliSeni

dobu analyzy

YV V. V V V VY

citlivost

Ve dvouslozkovych (binarnich) systémech dochazi k poklesu retence s
rostouci objemovou frakci organického rozpoustédla a s klesajici polaritou

organického rozpoustédla v mobilni fazi.

3.2.6.3 Vliv pH mobilni faze na retenci solutt

Silné polarni a iontové latky se na nepolarnich fazich zadrzuji velmi malo nebo
vubec a eluuji v mrtvém objemu kolony nebo dfive, nez odpovida mrtvému objemu

kolony — coz je jev tzv. iontové vyluky. Pro latky iontové povahy proto mizeme jejich
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chromatografické chovani ovlivnit volbou pH mobilni faze, kdy zménou pH mobilni
faze dochazi k potlaceni disociace slabych kyselin (pH < 7) ¢i slabych bazi (pH > 7).
Potlacenim disociace dochazi ke zvySeni retence a zamezeni chvostovani piku dané
chromatografované latky. Pro organické Kkyseliny dochazi k potlateni disociace
snizenim pH na hodnotu asi pH 2-5, pro organické baze dochazi k potlaceni
disociace zvySenim pH na hodnotu asi pH 7-8, toto pH je omezeno rozpousténim
silikagelu pfi pH > 8,5. Selektivita pro karboxylové kyseliny na reverzni fazi je zavisla
na pouzité mobilni fazi (jeji pH) a na pouzité reverzni stacionarni fazi. V reverznich
stacionarnich fazich zavisi retence jednosytné kyseliny HA na pH a na disociacni
konstanté karboxylové kyseliny. ZvySeni retence a zlepSeni symetrie pika
ionizovanych latek je moznodosahnout pfidavkem neutralnich soli do mobilni faze —

tzv. vysolovaci efekt.

3.2.6.4 Vliv rozpoustédla (solventu) vzorku na selektivitu a

ucinnost systému

Volba rozpous$tédla vzorku zavisi na rozpustnosti analytutu v solventu, stabilité

solutu v daném rozpoustédle a na sloZeni mobilni faze.

Solvent: methanol H

Solvent: acetonitril

.

T T T T T T T T T T T T T T T T T
11.00 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00 20.00 z1.00 zz.00 Z23.00 Z4.00 25.00 26.00 z27.00
Minutes

Obrazek 31: pfiklad nekompatibility solventu vzorku a mobilni faze pfi

gradientové eluci (za povSimnuti stoji ztrata uCinnosti a zména retence)
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3.2.6.5 Vliv velikosti nastriku na u¢innost kolony

Na ucinnost kolony ma vliv velikost nastfiku zejména u mikrokolon.
Exaktné vyjadieno je maximalné pouzitelny objem davkovaného vzorku
zavisly na ucinnosti chromatografického systému vyjadfeny poctem teoretickych

pater a na reten¢nim objemu.

3.2.6.6 Vybér stacionarni faze — vliv na retenci solutt a jejich

selektivitu

Termodynamické chovani chromatografovanych latek (retence a selektivita)

urCuje chemicky vazana stacionarni faze a dynamické vlastnosti (u€innost kolony a

permeabilita) jsou dany strukturou a velikosti Casti nosiCe. Jako nosi¢ se nejCastéji
pouziva silikagel, jehoz povrchové hydroxylové skupiny se modifikuji pfislusnou
chemickou reakci s vhodnymi organickymi slou€eninami (ligandem), na jejichz
charakteru zavisi selektivita pfipravené faze.

Pfi chromatografii na nepolarni fazi se ovlivni retence latek mnoZstvim
nepolarni faze na nosici (obsah uhliku a délka alifatickych fetézcu). S rostouci délkou

vazaného alifatického fetézce roste i retence na nepolarnich fazich.

c18

log k

c8

Obrazek 32: Zavislost log k alkani na poctu uhlikovych atomu v jejich
molekule (n) na reverzni fazi s rGznymi délkami vazanych alkyli (C4 az C18)

14

Text byl Cerpan ze zdroje [19].
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Pouzitim polarnéjSich stacionarnich fazi (napf. fenylova stacionarni faze)
dochazi ke zvySeni retence solutd a souCasné dochazi ke zméné selektivity

aromatickych slou€enin (vliv TT-IT interakce mezi stacionarni fazi a solutem).

ZvysSenim polarity stacionarni faze roste retence soluti obdobné jako s
rostouci délkou alkylu stacionarni faze. Tohoto se dosahne modifikaci ligandu tak, ze
se zacleni polarni skupina (ligand) do organického uhlikového fetézce stacionarni
faze mezi povrch silikagelu a nepolarni vrstvu. Jako pfiklad je mozné uvést komercné
dodavané sorbenty SymmetryShield RP8, ktera ma vélenénou do ligandu
karbamatovou skupinu a nebo Supelcosil ABZ+ (Discovery RP-Amide C16), ktera ma

v€lenénou amidickou skupinu:

Syroreetyt held BFPE
H
A
0—54 mo YNW
™,
RS 0
Snpeleosi] ARF
a N
O— g __/’“\H/N\ﬁ/\/\/\/\/\/\/\
\Rg 0

Obrazek 33: sorbenty reverzni faze SymmetryShield, Supelcosil ABZ+

Tento krok zmirfiuje interakci analytu s povrchovymi volnymi silanolovymi

skupinami, zejména bazickych polarnich latek.
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3.2.7 Popis pouzivanych kolon

3.2.7.1 Kolona Discovery Zr *°

Jedna se o kolony s nosiéem ZrO,. Ctyfi typy stacionarnich fazi (Zr-PS, Zr-
PBD, Zr-Carbon, Zr-Carbon C18) jsou chemicky vazané na sférickych, poréznich
gasticich o velikosti 3 a 5 um. Castice sorbentu jsou mechanicky velmi stabilni,
nezavislé na iontové sile mobilni faze, nebobtnaji ani nedochazi k jejich kompresi.
Jsou stabilni v celém rozsahu hodnot pH (0-14). Kolony jsou tepelné stabilni do 100

°C a ve specialni upravé az do 150 °C, pop¥. 200°C.
3.2.7.1.1 Kolona Discovery Zr-Carbon

Castice ZrO, jsou pokryty souvislou vrstvou uhliku. Faze je uréena pro RP
separace geometrickych izomerd a diastereomerl. Povrch je vysoce hydrofébni.
NedoporuCuje se pro analyzu aromatickych sloucenin s planarni strukturou, které
jsou zadrzovany pfili§ silné. Aby nedochazelo k zadrzovani téchto latek na kolonég,

do mobilni faze se pfidava tetrahydrofuran.

3.2.7.1.2 Kolona Discovery ZR — Carbon C 18

s Taamn e S e R S R v, .. . .
—o—o——o——O—O— Castice ZrO, jsou pokryty souvislou vrstvou

uhliku. Uhlikova vrstva je nasledné modifikovana
kovalentné vazanymi oktadecylovymi skupinami.
Tato faze je hodnocena jako univerzalni, idealni pro
separace latek kyselych, bazickych i neutralnich. Jeji
selektivita je naprosto odliSna od oktadecylovych

kolon se silikagelovym nosic¢em.

Obrazek 34: struktura Zr - Carbon C18

1 Text byl Cerpan ze zdroju [37, 38, 39, 40, 41]
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3.2.7.1.3 Kolona Discovery Zr-PBD

Castice ZrO, jsou pokryty polybutadienem. Faze je svymi separaénimi
vlastnostmi nejvice podobna oktadecylovym kolonam se silikagelovym nosi¢em. Je
uréena pro separace bazi, pfedevsim aminli. Mechanismus separace je reverzni, ale
tento sorbent je méné hydrofébni nez C18, tudiz je tfeba snizit obsah organickych

rozpoustédel v mobilni fazi.

Obrazek 35: struktura Zr — PBD

3.2.7.2 Kolona Discovery HS [42]

Kolony Discovery HS jsou kolony na bazi silikagelu s velkym specifickym
povrchem. Zkratka HS vychazi z anglického oznaceni high surface. Tyto kolony maji
specificky povrch 300 m?g. Kolony jsou doporugovany pro aplikace s hmotnostni
detekci.

Silikagel je vysoce Cisty, Castice sorbentu jsou dokonale sférické s Uzkou
distribuci jejich velikosti.

Dodavaji se s chemicky vazanou fazi C18, se zvySenym pokrytim uhlikem
(20% C), co zplsobuje vyrazné zvySeni hydrofobicity. Kolona je vhodna predevsim

pro analyzu smési latek s podobnymi fyzikalné chemickymi viastnostmi.

CH 5

8i—0 —Si—CH 4)7CH 5

CH 5

Obrazek 36: struktura C18 chemicky vazané faze
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Kromé faze C18 jsou dodavany dalSi nové typy chemicky vazanych RP fazi s
vloZenou polarni skupinou, a sice pentafluorofenylpropyldimetylsilan a

polyetylenglykol, které se vzajemné liSi pfedevSim hydrofobicitou.

3.2.7.2.1 Kolona Discovery HS-F5 (pentafluorofenylova)

Je urCena pro specialni analyty, jako napf. latky bazické a halogenované

derivaty.

Obrazek 37: struktura HS-F5

Je vhodna zejména pro Tr-donor/ Tr-akceptorové interakce s vhodnym
analytem. Separace na pentafluorfenylpropylové fazi je obdobna jako na
oktadecylové. Stacionarni faze vykazuje vysSi selektivitu vic¢i aromatickym solutim.
Na téchto fazich je mozné pouzivat 100 % vodné mobilni faze bez zhrouceni

stacionarni faze v rozmezi pH 2,0 — 8,0 do teplot az 70 °C.

3.2.7.2.2 Kolona Discovery HS-PEG (polyetylenglykolova)

Je ur€ena pro specialni analyty, jako napf. latky fenolické.

Obrazek 38: struktura HS-PEG stacionarni faze
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3.2.7.3 Kolona Discovery RP — Amide [43]

Kolona slouzi pro stanoveni molekul menSich nez 2000 mw, polarnich
slou€enin. Palmitamidopropylova stacionarni faze zakotvena na silikagelu zajistuje
stabilitu kolony v rozmezi pH od 2 do 8. ZaruCuje vysSi selektivitu a lepSi tvary piku
oproti C18, je méné hydrofobni oproti C18 a je kompatibilni v 100% vodné mobilni
fazi.

CH

| O—8i——{CHz)aMHCO-{CHz2)14 CH3

CHg

Obrazek 39: struktura RP- Amidové stacionarni faze

3.2.7.4 Kolona Phenomenex Gemini [18,44]

Gemini je sorbent na bazi silikagelu s vysokou stabilitou v rozmezi pH od 1 do
12. Je to dano hybridni polymerni technologii pfi vyrobé téchto kolon.

Zménou pH mobilni faze muze byt dosazeno alternativni selektivity i pro
ionizovatelné latky. Prikladem jsou kyselé latky, které vykazuji vysokou retenci pfi
hodnoté pH nizSi nez je jejich pK,, zatimco bazické latky maji vétSi retenci v oblasti
pH nad hodnotu jejich pKa.

Gemini kolona muze byt pouzita pro stanoveni vSech typu latek (od polarnich

bazickych az po kyselé a nepolarni).

3.2.7.5 Kolona Chromolith Performance

Patfi mezi monolitické kolony (na bazi silikagelu). Monolitni faze kolony
Chromolith TM ma porézni strukturu, diky niz je zpétny tlak jen zlomkem hodnot
dosahovanych v bézné praxi. Pfi zachovani ucinnosti béznych HPLC kolon (N/m
typicky pres 1 000 000) je rozsah pouzitelnych pritokd pro €asto pouzivané mobilni
faze do 9 ml/min. Nékolikanasobné zkraceni Casu analyzy pfi vyuzZiti moznosti
soucasné HPLC instrumentace, které ma vyrazné pozitivni vliv na fungovani a
ekonomiku provozu analytické laboratofe, je hlavni vyhodou vyplyvajici z uvedenych

vlastnosti.
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Vyroba ChromolithuTM vychazi z totoZného materialu jako vyroba sorbentu
Purospher ® (synteticky tetraetoxysilan), tzn., Ze stavajici metody vyvinuté na koloné

Purospher ® jsou snadno pfenosné na monolitni kolonu [45].

3.2.7.6 Zorbax Extend C18 [37]

Kolony ZORBAX Extend-C18 jsou unikatni

D—S{E—H:ma diky bonding technologii s dvojitym mustkem mezi
skupinami C18. Tento typ sorbentu umoznuje praci i pfi
0 _5{53““ velmi vysokém pH, protoZe bazické slougeniny nemohou
/o interagovat se silikagelem. Mobilni faze pfi vy$$im pH
o zpravidla obsahuji napf. triethylamin, pyrrolidin, glycin
0—& —cis nebo hydroxid amonny.
“NCH,

Obrazek 40: struktura kolony Zorbax Extend C18

Hydroxid amonny pfi pH 10,5 je vynikajici modifikator mobilni faze pro LC/MS
peptidd i malych molekul a zpravidla poskytuje lepSi vysledky nez TFA pfi nizkém
pH. Kolony se tedy pouzivaji pro stanoveni vSech typu latek (od kyselych az po
bazické), zarucuji stabilitu vrozmezi pH od 2 do 11,5. NejlepSi stabilita je vSak
ziskana pfi pH > 6, pouzivanim organickych pufri o nizké koncentraci (10 — 50 mM)
a teploty nizSi nez 40 °C. Naopak pfi nizkém pH dochazi k hydrolyze. Tento druh
kolony je u€innéjSi nez nékteré polymerni kolony, kdy vykazuje lepSi tvar piku.

Mobilni fazi je methanol, voda, acetonitril. Obecné plati, ze zvySenim mnozstvi
organické komponenty v mobilni fazi dochazi k prodlouzeni retence zadrZovanych

latek.
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3.2.7.7 Kolony Zorbax SB [37]

8

Obrazek 41: struktura kolony Zorbax SB

Kolony Zorbax StableBond obsahuji patentované monofunkéni
silany se stérickou ochranou diisobutylovymi (u SB-C18) nebo

diisopropylovymi (u SB-C8, -C3, -Phenyl, -CN a -Aq) fetézci.

clocieeile

Kolony jsou velmi odolné vaci hydrolyze pfi nizkém pH.

Vlastnosti kolon:
porovitost 80 A (pro mensi molekuly) nebo 300 A (pro proteiny aj.)
stabilita pfi nizkém pH (az do pH 1)
stabilita i pfi pouziti mobilnich fazi s obsahem TFA
doporuceno pro pH 1-6
teplotni odolnost az do 80-90°C
> s porovitosti 80A jsou dostupné: SB-C18, -C8, -Phenyl, -CN, -C3 a -Aq
(SB-Aq Ize pouzit i pro 100% vodné faze)
> s porovitosti 300A jsou dostupné: 300 SB-C18, -C8, -CN a -C3

> kolony jsou dostupné ve vSech velikostech az pro preparativni

vV V V V V

3.2.7.7.1 Kolona Zorbax SB - C18

Stacionarni faze této kolony je nepolarni. Diisobutyl n-oktadecil silanova
stacionarni faze redukuje silnou adsorpci bazickych slou€enin a zajiStuje vysokou
Zivotnost a stabilitu pfi pH nizsi nez 5. Mozné pouzivané rozmezi pH se ale pohybuje
od 0,8 — 8. Pfi pH vySSim nez 6 je nutno k docileni delSi Zivotnosti kolony snizit
teplotu pod 40 stupnit a pouzit pufry o nizké koncentraci.

Mobilni fazi je voda, methanol, acetonitril, pfi€emz plati, Ze s vy$Sim obsahem
organické komponenty v mobilni fazi dochazi k prodlouzeni retence zadrzovanych
latek.
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3.2.7.7.2 Kolona Zorbax SB — Phenyl [46]

Tato kolona obsahuje chemicky modifikovanou diisopropyl phenetylovou
stacionarni fazi, ktera zajistuje velkou zZivotnost a stabilitu kolony v rozmezi pH od 1
do 8. Umoziuje stanoveni vSech typu latek — od kyselych az po bazické. Nejvyssi
stabilita kolony je zajisténa pfi pH niz§im nez 4 (tudiz je mozZno pouzit velmi agresivni
mobilni fazi — pH pod 2), naopak pfi pouzivani vys§siho pH nez 6 se vysoké stability
docili pouzitim pufrd o nizké koncentraci a snizenim teploty pod 40 stupnid.
Nejcastéji pouzivané pufry jsou uhli¢itanovy a fosforeCnanovy.

Pouziva se pro RP separaci. Maximalni mozna teplota je 80 stupnu.

3.2.7.7.3 Kolona Zorbax SB — CN [47]

Diisopropyl cyanopropyl (zakotveny ke specialnimu Rx-Sil porovitému
silikagelu) stacionarni faze je chemicky stala v nizkém pH a zajiStuje dlouhou
Zivotnost kolony. Stabilita je vSak zaru€ena v rozmezi pH 1 — 8. Pfi vySSich pH se
stabilita kolony docili snizenim teploty pod 40 stupfii a pouzivanim pufri o nizké
koncentraci (0,01-0,02 M). MUze se pouzit pufr fosfore€nanovy, uhli¢itanovy.

Jako mobilni faze se pouziva methanol, voda, acetonitril. ZvySenim
organickych komponent v mobilni fazi se zvySi retence zadrzovanych latek.

Pouziti jako RP-HPLC.

3.2.7.8 Kolona Zorbax TMS [48]

Jedna se o kolonu, kde stacionarni faze (trimethylové skupiny upeviuji Zorbax
SIL silikagelové &astice) je mirné nepolarni, jako mobilni faze je pouzivan methanol,
voda, acetonitril. S vy$8im obsahem organické komponenty v mobilni fazi se
prodluzuje retence zadrzovanych latek.

Kolona zajiStuje vysokou stabilitu a Zivotnost pfi teploté mezi 40 a 50°C a pH
od 2 do 7. NejvySSi Zivotnost je pfi pH nizSim nez 5. Pfi pouziti pH vySSiho nez 6 by
se meéla teplota snizit pod 40°C a pouzit pufry o nizké koncentraci (napf. pufr

uhli¢itanovy a fosforeCnanovy).
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3.2.7.9 Ascentis Express [48, 49]

Byly vyvinuty pro rychlou a vysoce ucinnou separaci pomoci LC-MS, ale také
konvenénich HPLC systému. Fused-Core Céastice jsou tvofeny pevnym jadrem
pruméru 1,7 um a poréznim obalem 0,5 um. Celkova velikost Castic je tedy 2,7 ym.
Ascentis Express maji srovnatelnou ucinnost s kolonami plnénymi sub-2 pm
Casticemi, ale pouze polovi¢ni narGst tlaku na koloné. V sou€asné dobé jsou

dostupné jako Ascentic C18 a Ascentis C8.

Obrazek 42: struktura Fused-Core ¢astice

Vyhodou této kolony je mozné pouziti vyS§Siho pratoku mobilni faze, ¢imz
dochazi ke zrychleni analyzy. Kolona zajiStuje mechanickou stabilitu v rozmezi pH
od 2do 9.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
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Pristrojové vybaveni:

Kapalinovy chromatograf:

Sestava: Waters 1525, Binary HPLC Pump Waters 2487 Dual Absorbance
Detector Waters 717 Plus Autosampler, Waters corp., USA

Kolony: Phenomenex Gemini 3u C18 110A; 50 x 20 mm, 3 um
Zorbax Extend C18; 4,6 x 75 mm, 3,5 um
Zorbax SB — C18; 4,6 x 50 mm, 1,8 um
Ascentis Express C18; 10 cm x 2,1 mm, 2,7 um
Chromolith Performance RP — 18e; 100 — 3 um
Zorbax SB — Phenyl; 4,6 x 75 mm, 3,5 um
Zorbax SB — CN; 4,6 x 150 mm, 5 um
Zorbax TMS; 4,6 x 250 mm, 5 um
Discovery HS F5; 15 cm x 4,6 mm, 5 um
Discovery HS PEG; 10 cm x 2,1 mm, 3 um
Discovery RP Amide C16; 25 cm x 3 mm, 5 um
Discovery ZR — CARBON C18; 7,5 cm x 4,6 mm, 3 um
Discovery ZR — PBD; 15 cm x 4,6 mm, 5 um
Merck Purospher RP — 18 e; 15 cm x 4,6 mm, 5 um

Vyhodnoceni: program Breeze, Waters corp., USA

Laboratorni pH metr:

Hanna instruments, pH 212, Némecko

Analytické vahy:
Sartorius 2004 MP, Némecko
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Chemikalie:

Ultracista voda, Cisténa systémem Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA)

Acetonitril for HPLC, CHROMASOLV, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Némecko

Methanol for HPLC, CHROMASOLV, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Némecko

Tetrahydrofuran, CHROMASOLYV, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko

Kyselina fosforeéna, 85% p. a., Merk, Némecko

Methylester kyseliny p-hydroxybenzoové, Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Némecko

Propylester kyseliny p-hydroxybenzoové, Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Némecko

Flurbiprofen, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Némecko

Diklofenak sodny, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Némecko

1- (2, 6 - dichlorfenyl)- 2 indolinon, Amoli Organics Ltd, Mumbai, India

Priprava standardniho roztoku:
Navazka 25,00 mg diklofenaku sodného; 1,25 mg methylparabenu; 1,25 mg
propylparabenu; 0,50 mg necdistoty [1-(2,6-dichlorfenyl)-2 indolinon]; 1,00 mg

flurbiprofenu doplnéna methanolem do 100 ml odmérné bariky.

Mobilni faze:

Methanol/roztok kyseliny fosfore¢né o pH 2,5 (65:35)

Pdvodni podminky dle metody Faf: [51]
Kolona MERCK PUROSPHER RP - 18 e; 150 x 4,6, 5 um, nastfik 20 ul, UV
detekce pfi 254 nm, pratok mobilni faze 0,7 ml/ min, mobilni faze methanol/voda

(65:35) — pH vodné slozky upraveno kyselinou fosfore€nou na 2,5.
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5 Vysledky a diskuze
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Nejdfive byla testovana kolona, na které se provadi stanoveni dle metody Faf.

Piky jednotlivych latek byly dokonale oddélené, doba analyzy trvala necelych 17 min.

Byly zkouSeny kolony s navazanou C18 stacionarni fazi, rizné chemicky

modifikované stacionarni faze, podle nasledujiciho postupu: nejprve za podminek dle

pavodni metody Faf, poté se podminky upravovaly tak, aby doslo k dokonalému

oddéleni piku jednotlivych latek pokud mozno v co nejkratSi dobé.

015 MP 2775

PP -5027

DCF-15922

IS —12,692

TT T T
800 200

T T T T T T T
10.00 1.0

Obrazek 43: Kolona MERCK PUROSPHER — 18 e; 150 x 4,6, 5 uym, nastfik

20 pl, UV detekce pfi 254 nm, pritok mobilni faze 0,7 ml/ min, mobilni faze

methanol/voda (65:35) — pH vodné slozky upraveno kyselinou fosforeCnou na 2,5.

Piky jednotlivych latek dokonale oddéleny az na zakladni linii, nevyhodou

dlouha doba analyzy.

Ir;1é(;i((1>r/1ocené N T HETP lf;(:i;ocené R;
MP 779 1,29 192,5 MP — N 4,93
N 1511 1,18 92,3 N - PP 4,67
PP 2345 1,14 64,0 P—IS 6,59
IS 3374 1,12 445 IS — DCF 3,38
DCF 3741 1,12 40,1

Tabulka 6: vysledky analyzy na koloné Merck Purospher — 18 e; 150 x 4,6, 5

pum; pratok mobilni faze 0,7 ml/ min, mobilni faze methanol/voda (65:35) — pH vodné

slozky upraveno kyselinou fosfore¢nou na 2,5
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Discovery ZR — Carbon C 18; 7,5 cm x 4,6 mm, 3 um:

Na této koloné pfi prutoku 0,7 ml/min a slozeni mobilni faze methanol:
tetrahydrofuran: voda (35:30:35, pH vodné slozky upraveno kyselinou fosfore€nou
85% na 2,5) nedoslo k oddéleni jednotlivych latek. Stejné se délo i pfi zméné slozZeni
mobilni faze na: methanol:tetrahydrofuran:voda (30:25:45, pH vodné slozZky
upraveno kyselinou fosfore€nou 85% na 2,5 pfi pratoku 0,7 ml/min) i methanol:
tetrahydrofuran: voda (24:21:55, pH vodné slozky opét upraveno 85% kyselinou

fosfore€nou na 2,5 pfi pratoku 1ml/min).

Obrazek 44: ukazka chromatogramu na koloné Discovery ZR — Carbon C 18;
7,5 cm x 4,6 mm, 3 um pfi prutoku mobilni faze 0,7 ml/min, slozeni mobilni faze
methanol:tetrahydrofuranu:voda (35:30:35), pH vodné slozky upraveno kyselinou

fosfore¢nou 85% na 2,5), nastfik vzorku 5 pl

Po upravé pH vodné slozky 85% kyselinou fosfore¢nou na 4,5 opét nedoslo k

rozdéleni jednotlivych latek.

Kolona neni vhodna pro dané stanoveni - kolona neni vhodna pro aromatické

slou€eniny s planarni strukturou — zadrzovani téchto latek na koloné.
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Discovery ZR — PBD 15 cm x 4,6 mm, 5 ym:

Na této koloné pfi pratoku 0,7 ml a slozeni mobilni faze
methanol:tetrahydrofuran:voda (35:30:35, pH vodné slozky upraveno kyselinou
fosforeCnou 85 % na 2,5) nedoS$lo k oddéleni latek, latky se zadrZovaly na koloné.
Stejné se délo i pfi zméné mobilni faze na methanol:tetrahydrofuran:voda (25:40:35;
10:55:35; 12:68:20, pH vodné slozky vzdy upraveno 85 % kyselinou fosfore€nou na
2,5).

Kolona neni vhodna pro dané stanoveni latek - kolona je urCena predevSim

pro stanoveni bazickych latek.

Discovery HS-F5; 15 cm x 4,6 mm, 5 uym:

Tato kolona je urCena pro specialni analyty, jako napf. latky bazické a
halogenované derivaty. Je vhodna zejména pro t-donor/ r-akceptorové interakce s
vhodnym analytem.

Na této koloné dosSlo k oddéleni jednotlivych latek. Doba analyzy vSak byla
pfilis dlouha (22 min). Stejné tak se délo i pfi zméné pratoku mobilni faze na 1
ml/min. Doba analyzy byla 16 min. K dalSimu zkraceni doby analyzy doSlo pfi pratoku
MF 1,5 ml/min, slozeni mobilni faze methanol: voda (65:35), pH vodné slozky
upraveno kyselinou fosfore¢nou 85% na 2,5. Doba analyzy byla necelych 11 min.

Pfi zméné slozeni mobilni faze methanol: voda (75:25), pH vodné slozky
upraveno kyselinou fosforenou 85% na 2,5; pritoku 1,5 ml/min doSlo opét ke
zkraceni doby analyzy a to na necelé 4 min.

Vlivem ionizace necistoty doslo k pfesunu piku necistoty pfed propylparaben.

90



0.1 4 DCF - 3,820

0.1

0.1

0.1 MP — 2,028 PP —2,584
0.0
0.0 4 IS — 3,297
0.0 4

0.0 4

0.0

02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 zM'Iznmezh "26 28 30 32 34 36 38 40 | a4
Obrazek 45: Ukazka chromatogramu na koloné Discovery HS-F5; 15 cm x
4,6 mm, 5 ym pfi pratoku mobilni faze 1,5 ml/min, slozeni mobilni faze methanol:
voda (75:25), pH vodné slozky upraveno kyselinou fosfore€nou 85% na 2,5), nastfik
vzorku 5 pl.
Piky jednotlivych latek dokonale rozdéleny, s vysokym poctem teoretickych

pater a rozliSenim R;; > 1.

lr;g;ocené N T HETP lgcii((:l;ocené R;
MP 2276 1,09 65,91 MP — N 1,54
N 2354 1,07 63,72 N - PP 1,43
PP 2653 1,09 56,54 ||P-1IS 3,07
IS 2528 1,14 59,33 IS — DCF 1,86
DCF 2574 1,19 58,28

Tabulka 7: vysledky na koloné Discovery HS-F5; 15 cm x 4,6 mm, 5 ym pfi
prutoku mobilni faze 1,5 ml/min, slozeni mobilni faze methanol: voda (75:25), pH

vodné slozky upraveno kyselinou fosforeCnou 85% na 2,5
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004 DCF - 9,640
MP - 2,697

005 PP — 4,281

IS-7,679

o N-3,86

Obrazek 46: Ukazka chromatogramu na koloné Discovery HS-F5; 15 cm X
4,6 mm, 5 pym pfi pratoku mobilni faze 1,5 ml/min, slozeni mobilni faze methanol:
voda (65:35), pH vodné sloZzky upraveno kyselinou fosfore¢nou 85% na 2,5), nastfik
vzorku 5 pl.

Piky jednotlivych latek oddélené, s vysokym poctem teoretickych pater, piky
MP, N, PP vysoké, uzké, piky IS a DCF se rozsifuiji.

lr;g;ocené N T HETP lgcii((:l;ocené R;
MP 3475 1,04 43,17 | |MP —N 5,63
N 4248 0,89 35,31 | [N-PP 1,61
PP 4146 0,98 36,18 | [P - IS 8,82
IS 3688 1,01 40,67 | |IS — DCF 3,38
DCF 3506 1,19 42,78

Tabulka 8: vysledky na koloné Discovery HS-F5; 15 cm x 4,6 mm, 5 ym pfi
prutoku mobilni faze 1,5 ml/min, slozeni mobilni faze methanol: voda (65:35), pH

vodné slozky upraveno kyselinou fosforeCnou 85% na 2,5

Kolona je vhodna pro dané stanoveni. NejlepSich vysledkl bylo dosazeno za
podminek: slozeni mobilni faze methanol: voda (75:25), pH vodné slozky upraveno
kyselinou fosfore€nou 85% na 2,5; prutoku 1,5 ml/min, nejen pro kratky ¢as analyzy,

ale i pro dosazeni zachovani vysoké separacCni ucinnosti (piky jednotlivych latek
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dokonale rozdéleny, pocCet teoretickych pater nad 2000, dobré rozliSeni jednotlivych

pika).

Discovery HS PEG; 10 cm x 2,1 mm, 3 um:

Na této koloné, vzhledem k vysokému tlaku, nebylo mozné vyzkou$et pavodni
metodu dle Faf, proto byla zvolena prutokova rychlost mobilni faze 0,2 ml/ min.
Béhem testovani v8ak nedoslo k oddéleni jednotlivych latek. Byly zkouSeny tyto
mobilni faze: methanol:voda (65:35; 55:45; 30:70), pH vodné slozky upraveno
kyselinou fosfore¢nou na 2,5.

Byla zkouSena i zména pH vodné slozky na 3,5, ale opét nedoSlo k oddéleni

jednotlivych latek.

0.204
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=)
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0.10+

0.05+

0.00

L Ly o B B B B B B B B By L B B B B N UL U U S
0.50 1.00 150 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00 8.50 9.00

Obrazek 47: Ukazka chromatogramu na koloné Discovery HS PEG; 10 cm x
2,1 mm, 3 ym pfi prGtoku mobilni faze 0,2 ml/min, slozeni mobilni faze methanol:
voda (55:45), pH vodné slozky upraveno kyselinou fosfore€nou 85% na 2,5), nastfik

vzorku 5 pl.

Kolona neni vhodna pro stanoveni danych latek.

Kolona je uréena pro specialni analyty, jako napf. latky fenolické.

Discovery RP Amide C16; 25 cm x 3 mm, 5 um:

Na této kolonég, vzhledem k vysokému tlaku, nebylo mozné vyzkouset pavodni
metodu dle Faf, proto byla zvolena pritokova rychlost mobilni faze 0,5 ml/ min.
Béhem testovani vSak nedoslo k uplnému oddéleni jednotlivych latek (piky necistoty
a propylparabenu se prekryvaly). Byly zkouSeny tyto mobilni faze: methanol:voda
(65:35, 75:25), pH vodné slozky upraveno kyselinou fosfore€nou na 2,5 a nasledné

na 3,5.
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Obrazek 48: Ukazka chromatogramu na koloné Discovery RP Amide C16;
25cm x 3 mm, 5 uym pfi pratoku mobilni faze 0,5 ml/min, slozeni mobilni faze
methanol:voda (75:25), pH vodné slozky upraveno kyselinou fosfore¢nou 85% na
2,5), nastfik vzorku 5 pl.

Nedochazi k oddéleni vSech danych latek — piky PP a N se prekryvaji. Piky

ostatnich latek pékného tvaru (vysoké, uzkeé).
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Obrazek 49: Ukazka chromatogramu na koloné Discovery RP Amide C16;
25cm x 3 mm, 5 uym pfi pratoku mobilni faze 0,5 ml/min, slozeni mobilni faze
methanol: voda (75:25), pH vodné sloZky upraveno kyselinou fosfore¢nou 85% na
3,5), nastfik vzorku 5 pl.

Nedokonalé oddéleni jednotlivych latek, piky PP a N se prekryvaji.

Kolona neni vhodna pro stanoveni danych latek. Slouzi pro stanoveni

polarnich sloucenin.

Kolona Phenomenex Gemini; 3u C18 110A; 50 x 2,00 mm, 3 ym:

PFi zachovani plvodnich podminek nebyly piky jednotlivych latek dokonale
oddélené. Totéz se délo pfi zmenSeni pritoku mobilni faze na 0,2 ml/min a na
0,5 ml/min, proto se zkouS$ely rizné poméry jednotlivych slozek mobilni faze
methanol:voda (65:35; 60:40; 55:45; 50:50). K oddéleni piku jednotlivych latek doSlo
pfi pritoku 0,5 ml/min a slozeni mobilni faze methanol/voda (50:50), pH vodné slozky
bylo upraveno 85% kyselinou fosforeCnou na 2,5. Doba analyzy trvala necelych

15 min.
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Obrazek 50: Ukazka chromatogramu na koloné Phenomenex Gemini; 3u
C18 110A; 50 x 2,00 mm, 3 um pfi pratoku mobilni faze 0,5 ml/min, sloZzeni mobilni
faze methanol:voda (50:50, pH vodné slozky upraveno kyselinou fosforenou na
2,5), nastfik vzorku 5 pl.

Latky rozdéleny na zakladni linii, piky jednotlivych latek Siroké, maly pocet

teoretickych pater, chvostovani piku.

Ir;](;g}r)ocené N T HETP lf;(:ic(j;ocené R;
MP 131 1,76 381,7 MP — PP 3,42
PP 383 1,54 130,55 PP —-N 2,90
N 448 1,91 111,61 N-IS 4,82
IS 632 2,09 79,11 IS — DCF 1,52
DCF 598 2,95 83,61

Tabulka 9: vysledky pro kolonu Phenomenex Gemini; 3u C18 110A; 50 x 2,00
mm, 3 um pfi pratoku mobilni faze 0,5 ml/min, sloZzeni mobilni faze methanol:voda

(50:50, pH vodné slozky upraveno kyselinou fosforeCnou na 2,5)
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Obrazek 51:. Ukazka chromatogramu na koloné Phenomenex Gemini; 3u
C18 110A; 50 x 2,00 mm, 3 um pfi pritoku mobilni faze 0,2 ml/min, slozeni mobilni
faze methanol:voda (65:35, pH vodné sloZky upraveno kyselinou fosforenou na
2,5), nastfik vzorku 5 pl.

Piky jednotlivych latek se prekryvaji, nedokonalé rozdéleni az na zakladni linii,

piky Siroké.

| pfesto, Ze dochazi k oddéleni jednotlivych latek, tato kolona neni vhodna
vzhledem k Spatné separacni u€innosti pro dané stanoveni.

Chromolith Performance RP — 18e; 100 — 3 mm:

Na této koloné pfi zachovani podminek dle metody Faf doSlo k uplnému
oddéleni latek, analyza probéhla do 5 min. Pfi zméné pritoku mobilni faze na 1

ml/min doSlo ke zkraceni doby analyzy na necelé 3 min.
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MP — 0,919 PP - 1,256

\ I
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Obrazek 52: Ukazka chromatogramu na koloné Chromolith Performance RP —

18e; 100 — 3 mm pfi pratoku mobilni faze 1 mil/min, sloZeni mobilni faze

methanol:voda (65:35, pH vodné slozky upraveno kyselinou fosfore¢nou na 2,5),

nastfik vzorku 5 pl.

Dokonalé oddéleni jednotlivych latek, piky se neprekryvaji, oddéleny az na

zakladni linii, poCet teoretickych pater nad 1000 (mimo MP).

Ir;](;g}r)ocené N T HETP lf;(:ic(j;ocené R;
MP 749 1,30 133,5 MP — PP 2,44
PP 1196 1,30 83,6 PP-N 1,94
N 1465 1,31 68,3 N-1IS 5,42
IS 3013 1,27 33,2 S - DCF 2,37
DCF 3311 1,36 30,2

Tabulka 10: vysledky na koloné Chromolith Performance RP — 18e; 100 —

3 mm pfi pratoku mobilni faze 1 ml/min, sloZzeni mobilni faze methanol:voda (65:35,

pH vodné slozky upraveno kyselinou fosforeénou na 2,5)
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Obrazek 53: Ukazka chromatogramu na koloné Chromolith Performance RP —
18e; 100 — 3 mm pfi prutoku mobilni faze 0,7 ml/min, slozeni mobilni faze
methanol:voda (65:35, pH vodné slozky upraveno kyselinou fosfore¢nou na 2,5),
nastfik vzorku 5 pl.

Piky jednotlivych latek dokonale oddéleny az na zakladni linii, pocet

teoretickych pater nad 1000 mimo MP.

Ir;](;g}r)ocené N T HETP lf;(:ic(j;ocené R;
MP 721 1,36 138,7 MP — PP 2,34
PP 1143 1,34 87,5 PP — N 1,86
N 1337 1,38 74,8 N-IS 5,22
IS 2758 1,39 36,3 IS — DCF 2,36
DCF 3238 1,48 30,9

Tabulka 11: vysledky na koloné Chromolith Performance RP — 18e; 100 —
3 mm pfi pratoku mobilni faze 0,7 ml/min, slozeni mobilni faze methanol:voda (65:35,

pH vodné slozky upraveno kyselinou fosforeénou na 2,5)

Kolona je vhodna pro stanoveni danych latek. Vzhledem k rychlosti
analyzy a k zachovani co nejlepSich separa¢nich podminek, nejlepSich vysledku bylo
dosazeno pfi prutoku mobilni faze 1 ml/min, slozeni mobilni faze methanol:voda

(65:35, pH vodné slozky upraveno kyselinou fosforeCnou na 2,5).
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Zorbax Extend — C18; 4,6 x 75 mm, 3,5 um:

Na této koloné byly zachovany puvodni podminky, za kterych doslo
k dokonalému oddéleni jednotlivych pikd, doba analyzy byla 10 min. (Pfi zvySeni
prutoku mobilni faze na 1 ml/min nedo$lo k oddéleni jednotlivych latek, piky
jednotlivych latek byly Siroké). Pfi zméné poméru sloZzek v mobilni fazi na
methanol:voda (70:30, pH vodni slozky upraveno 85% kyselinou fosforeCnou na 2,5)

doslo ke zkraceni analyzy na necelych 7 min.
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Obrazek 54: Ukazka chromatogramu na koloné Zorbax Extend — C18; 4,6 x
75mm, 3,5 um pii pratoku mobilni faze 0,7 ml/min, slozeni mobilni faze
methanol:voda (65:35, pH vodné sloZzky upraveno kyselinou fosfore¢nou na 2,5),
nastfik vzorku 5 pl.

Piky jednotlivych latek jsou dokonale oddéleny, piky MP, PP vysoké, uzké,
s vysokym poctem teoretickych pater (N nad 1000), u N a IS dochazi k frontovani

pikl a rozsifeni piku, stejné tak i u DCF.

h’odnocene N T HETP
latky
MP 1015 1,13 73,89
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PP 1494 1,00 50,20 gotg‘oce”é Rj

N 1771 0,92 42,35 |[\b_pp 4.76

IS 1859 0,99 40,34 | [op_ N 3,57

DCF 2351 1,17 3191 |\ s 6,52
IS — DCF 2,75

Tabulka 12: vysledky na koloné Zorbax Extend C18; 4,6 x 75 mm, 3,5 um pfi
prutoku mobilni faze 0,7 ml/min, slozeni mobilni faze methanol:voda (65:35, pH

vodné slozky upraveno kyselinou fosforeénou na 2,5)
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Obrazek 55:Ukazka chromatogramu na koloné Zorbax Extend — C18; 4,6 x
75mm, 3,5 pum pfi pratoku mobilni faze 0,7 ml/min, slozeni mobilni faze
methanol:voda (70:30, pH vodné slozky upraveno kyselinou fosfore¢nou na 2,5),
nastfik vzorku 20 pl.

Piky jednotlivych latek dokonale oddéleny, s malym pocétem teoretickych pater

(pod 1000), nedochazi k frontovani ani ke chvostovani piku.

hodnocené

atky N T HETP

101



MP 394 122 | 1168 gotg‘oce”é Ri

PP 527 1,26 87,2 MP — PP 204
N 668 1,10 68,9 PP _ N 155
IS 1134 1,17 40,6 NS 3.58
DCF 1426 1,36 32,3 IS — DCF 1,86

Tabulka 13: vysledky na koloné Zorbax Extend — C18; 4,6 x 75 mm, 3,5 pym pfi
prutoku mobilni faze 0,7 ml/min, slozeni mobilni faze methanol:voda (70:30, pH

vodné slozky upraveno kyselinou fosforeCnou na 2,5), nastfik vzorku 20 pl

Na této koloné dochazi k oddéleni jednotlivych latek, neni vSak zachovana
dobra separacni ucinnost kolony.

Kolona je pouzivana pfedevsim pro stanoveni bazickych latek.

Zorbax SB — C18; 4,6 x 50 mm, 1,8 um:

Na této koloné byly opét zachovany plvodni podminky dle metody Faf, za
kterych doSlo k oddéleni piku latek, analyza probéhla do 10 min. Pfi zmé&né& pomeéru
mobilni faze methanol:voda (70:30, pH vodné slozky upraveno 85% kyselinou
fosfore€¢nou na 2,5) nedoslo k oddéleni jednotlivych latek. Stejné tak se délo i pfi

zvySeni pritoku mobilni faze na 1 ml/min.

DCF - 8,629

PP - 3,061

c>»

010 MP - 1,857

004 J N — 4,423 IS — 7,081

0.00 - /\
T

LINLES BLINLILLIN INLINLENLIL I LIS I L I L I I O L O
0.50 1.00 150 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 450 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00 7.50 8.00 8.50 9.00

Obrazek 56: Ukazka chromatogramu na koloné Zorbax SB — C18; 4,6 x
50 mm, 1,8 pm pfi pratoku mobilni faze 0,7 ml/min, slozeni mobilni faze
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methanol:voda (65:35, pH vodné sloZzky upraveno kyselinou fosfore¢nou na 2,5),
nastfik vzorku 5 pl.
Pékné tvary piku jednotlivych latek, latky dokonale od sebe oddéleny, pocet

teoretickych pater > 1000 (mimo MP).

lr;cig;]ocené N T HETP lr;otg;ocené R;
MP 822 1,33 60,83 MP — PP 4,40
PP 1809 1,28 27,64 PP - N 4,51
N 3107 1,20 16,09 N-—-IS 7,38
IS 4849 1,06 10,31 ||IS-DCF 3,60
DCF 5616 1,04 8,90

Tabulka 14: vysledky na koloné Zorbax SB — C18; 4,6 x 50 mm, 1,8 ym pfi
pratoku mobilni faze 0,7 ml/min, slozeni mobilni faze methanol:voda (65:35, pH

vodné slozky upraveno kyselinou fosfore¢nou na 2,5)

Zorbax SB — Phenyl; 4,6 x 75 mm, 3,5 um:

Na této koloné byla vyzkouSena plvodni metoda dle Faf, pfi které nedoslo
k oddéleni jednotlivych latek. Stejné tak se délo i pfi zméné pratoku mobilni faze na
0,5 ml/min, 1 ml/min a zméné poméru slozeni mobilni faze ve prospéch vodné
slozky. Byly testovany poméry mobilni faze methanol: voda (60:40, 55:45, 50:50).
Byla zkouSena i zména pH vodné sloZky, ktera byla upravena 85% Kkyselinou
fosforecnou na pH 2,8 a 3,5. Pfesto vSak nedoSlo k dokonalému oddéleni
jednotlivych latek.
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Obrazek 57: Ukazka chromatogramu na koloné Zorbax SB — Phenyl; 4,6 x
75mm, 3,5 pm pfi pratoku mobilni faze 0,7 ml/min, sloZzeni mobilni faze
methanol:voda (50:50, pH vodné slozky upraveno kyselinou fosfore¢nou na 2,5),
nastfik vzorku 5 pl.

Piky jednotlivych latek splyvaji, nejsou oddélené.

0.140
0130 4
DCF
0120 J
0110 J
0100 J
] MP PP
0080
20070
0060
0050 4
0040
0030 4
0020 J

0.010

0.000 —

0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00
Minutes

Obrazek 58: Ukazka chromatogramu na koloné Zorbax SB — Phenyl; 4,6 x

75mm, 3,5 um pfi pratoku mobilni faze 0,7 ml/min, slozeni mobilni faze
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methanol:voda (65:35, pH vodné sloZzky upraveno kyselinou fosfore¢nou na 2,8),
nastfik vzorku 5 pl.
Pékné tvary pikd MP, PP, piky vysoké, pik necistoty Siroky, piky necistoty a

vnitfniho standardu se prekryvaji.
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Obrazek 59: Ukazka chromatogramu na koloné Zorbax SB — Phenyl; 4,6 x
75mm, 3,5 pm pfi prGtoku mobilni faze 0,7 ml/min, slozeni mobilni faze
methanol:voda (65:35, pH vodné slozky upraveno kyselinou fosfore¢nou na 3,5),
nastfik vzorku 5 pl.

Piky necistoty a vnitfniho standardu se prekryvaji, jsou Siroke.

Kolona neni vhodna pro stanoveni danych latek.

Zorbax SB — CN; 4,6 x 150 mm, 5 ym:

Na této koloné pfi zachovani podminek metody Faf doSlo k uplnému oddéleni
latek, doba analyzy trvala necelych 6 min. Pfesto vSak pfi zméné prutoku mobilni
faze na 1 ml/min doS$lo ke zkraceni doby analyzy na necelych 5 min, aniz by doslo ke

zméné tvaru pikl ¢i zméné oddéleni jednotlivych latek.
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Obrazek 60: Ukazka chromatogramu na koloné Zorbax SB — CN; 4,6 X
150 mm, 5 um pfi pratoku mobilni faze 1 ml/min, sloZzeni mobilni faze methanol:voda
(65:35, pH vodné slozky upraveno kyselinou fosforeCnou na 2,5), nastfik vzorku 5 pl.

Pékné tvary pika, latky dokonale od sebe oddéleny, pocet teoretickych pater je

u v8ech stanovenych latek >1000, doba analyzy necelych 5 min

lr;g;ocené N T HETP lrgii((:l;ocené R;
MP 3647 1,20 41,13 MP — PP 2,50
PP 3924 1,19 38,26 PP —-N 2,07
N 4377 1,18 34,27 N - IS 2,05
IS 4714 1,20 31,82 IS — DCF 1,75
DCF 4850 1,16 30,93

Tabulka 15: vysledky na koloné Zorbax SB — CN; 4,6 x 150 mm, 5 ym pfi
pritoku mobilni faze 1 ml/min, slozeni mobilni faze methanol:voda (65:35, pH vodné

slozky upraveno kyselinou fosfore€¢nou na 2,5), nastfik vzorku 5 pl
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DCF - 5,827

o1z ] Mp 3480 PP—4101

IS - 5,263
N — 4,660

Obrazek 61: Ukazka chromatogramu na koloné Zorbax SB — CN; 4,6 X
150 mm, 5 uym pfi pratoku mobilni faze 0,7 ml/min, slozeni mobilni faze
methanol:voda (65:35, pH vodné slozky upraveno kyselinou fosfore¢nou na 2,5),
nastfik stanovované latky vzorku 5 pl.

Pékné tvary pika, latky dokonale od sebe oddéleny, pocet teoretickych pater je

u v8ech stanovenych latek >1000, doba analyzy necelych 6 min.

Ir;](;g}r)ocené N T HETP lf;(:ic(j;ocené R;
MP 3862 1,22 38,84 MP — PP 2,60
PP 4303 1,19 34,86 PP —-N 2,17
N 4867 1,15 30,82 N-IS 2,14
IS 5173 1,15 29,00 IS — DCF 1,85
DCF 5362 1,17 27,97

Tabulka 16: vysledky na koloné Zorbax SB — CN; 4,6 x 150 mm, 5 ym pfi
prutoku mobilni faze 0,7 ml/min, sloZzeni mobilni faze methanol:voda (65:35, pH
vodné slozky upraveno kyselinou fosforeCnou na 2,5), nastfik stanovované latky

vzorku 5 pl
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Tato kolona je pro zachovani vysoké separacni ucinnosti vhodna pro
stanoveni danych latek. Vzhledem k €asu analyzy bylo nejlepSich vysledkd dosazeno
za podminek: sloZzeni mobilni faze methanol:voda (65:35, pH vodné slozky upraveno

kyselinou fosfore€nou na 2,5), nastfik vzorku 5 pl, pritok mobilni faze 1 ml/min.

Kolona Zorbax TMS; 4,6 x 250 mm, 5 ym

Na této koloné nedoslo k oddéleni jednotlivych latek ani za plvodni metody
Faf, ani pfi zménach prutoku mobilni faze ¢i zméné poméru slozek v mobilni fazi.
Byly testovany tyto mobilni faze: metanol — voda (65:35 pfi pratoku 1 mi/min,
0,7ml/min a 0,5 ml/min, 55:45 pfi pratoku 0,7 ml/min, pH vodné slozky vzdy upraveno

85% kyselinou fosforecnou na 2,5).
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Obrazek 62: ukazka chromatogramu na koloné Zorbax TMS; 4,6 x 250 mm,
5 um pfi pratoku mobilni faze 0,7 ml/min, sloZzeni mobilni faze methanol:voda (65:35,
pH vodné slozky upraveno kyselinou fosfore¢nou na 2,5), nastfik vzorku 5 pl.

Piky jednotlivych latek od sebe neoddéleny, splyvaji.

Tato kolona neni vhodna pro stanoveni danych latek.
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Ascentis Express C18; 10 cm x 2,1 mm, 2,7 um:

Na této koloné je maximalni mozny prutok mobilni faze 0,5 ml/min, proto
nebylo mozné vyzkouSet metodu provadénou na katedie Analytické chemie.
Testoval se prutok mobilni faze methanol:voda (65:35) 0,2 ml/min, pH vodné slozky
bylo upraveno 85% kyselou fosfore€nou na 2,5. Doba analyzy byla pod 10 min,
nedoslo ale k dokonalému oddéleni vSech latek. Proto byl zménén pomér slozek
v mobilni fazi ve prospéch vodné slozky [methanol:voda (60:40)], pfi kterém doSlo

k uplnému oddéleni latek a to do 17 min.
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Obrazek 63: Ukazka chromatogramu na koloné Ascentis Express; 10 cm x
2,1mm, 2,7 um pii pratoku mobilni faze 0,2 ml/min, slozeni mobilni faze
methanol:voda (60:40, pH vodné sloZzky upraveno kyselinou fosfore€nou na 2,5),
nastfik vzorku 5 pl.

Piky jednotlivych latek dokonale od sebe oddéleny, poCet teoretickych pater u

MP a PP <1000, dobré rozliSeni jednotlivych pika.
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lr;cig;]ocené N T HETP lr;otg;ocené R;

MP 221 1,28 133,5 MP — PP 2,5
PP 510 1,31 83,6 PP - N 2,07
N 1015 1,25 68,3 N-IS 2,05
IS 3028 1,16 33,2 IS — DCF 1,75
DCF 4307 1,12 30,2

Tabulka 17: vysledky na koloné Ascentis Express; 10 cm x 2,1 mm, 2,7 ym pfi
prutoku mobilni faze 0,2 ml/min, sloZzeni mobilni faze methanol:voda (60:40, pH

vodné slozky upraveno kyselinou fosfore¢nou na 2,5)

Kolona neni pro dlouhy ¢as analyzy a pfi malé separacni ucinnosti vhodna pro

stanoveni danych latek.
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PfredloZena rigorézni prace se zabyva vyuzitim kapalinové chromatografie a
aplikaci vybranych modernich trendd ve vyvoji novych stacionarnich fazi
v kapalinové chromatografii. Tyto trendy umoznuji zkraceni doby analyzy, usporu
pouzitych rozpoustédel, snizeni nastfiku vzorku pfi souCasném zachovani nebo

ZlepSeni separacnich parametra.

V praci jsou nejprve shrnuty teoretické poznatky o HLPC, historie

chromatografie, typy chromatografie, principy chromatografického déleni latek.

V této rigorézni praci jsou také kratce zminény nové trendy v technologii

HPLC a podrobné se zabyva riznymi typy stacionarnich fazi pro HPLC.

V experimentalni ¢asti bylo sledovano nékolik typu stacionarnich fazi, na
kterych se testovaly podminky separace I|éCivych latek, obsaZenych v IéCivém
pfipravku Diclofenac emulgel. Na jednotlivych typech kolon byly ménény
chromatografické podminky tak, aby dana analyza probéhla pokud mozno v co
nejkratsim Case, spoleCné se =zachovanim, pfipadné zlepSenim separacnich

parametru.

Nejlepsich vysledkl bylo dosazeno na kolonach Discovery HS-F5; 15 cm X
4,6 mm, 5 um, Zorbax SB — CN; 4,6 x 150 mm, 5 um a Chromolith Performance
RP — 18e; 100 — 3 mm. Podminky separace: pritok mobilni faze 1,5 ml/min, slozeni
mobilni faze methanol: voda (75:25), pH vodné slozky upraveno kyselinou
fosforeCnou 85% na 2,5), nastfik vzorku 5 ul. S €asem analyzy pod 4 minuty. Na
koloné Zorbax SB — CN; 4,6 x 150 mm, 5 um, pfi pratoku mobilni faze 1 ml/min,
slozeni mobilni faze methanol:voda (65:35, pH vodné slozky upraveno kyselinou
fosforeCnou na 2,5), nastfik vzorku 5 pl, s asem analyzy pod 5 min. A také na
koloné Chromolith Performance RP - 18e; 100 — 3 mm pfi pratoku mobilni faze 1
ml/min, slozeni mobilni faze methanol:voda (65:35, pH vodné sloZky upraveno

kyselinou fosfore€nou na 2,5), nastfik vzorku 5 pl, s €asem analyzy pod 3 min.
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