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1. Uvop

Vysokoucinna kapalinova chromatografie ( HPLC — High Performance Liquid
Chromatography ) je velmi popularni analytickou metodou vyuzivanou k separaci a
Cisténi latek napric¢ Sirokym spektrem oborovych laboratori. Jedna se tedy o rutinné
vyuzivanou metodu v klinickych, vyzkumnych, analytickych, toxikologickych a
biochemickych laboratofich, k analyze potravin, IéCiv, zivotniho prostredi,
biochemickych marker( a fady dalSich latek..

Zjednoduseng, v celém systému, z hlediska separace, jsou nejdllezitéjsi Casti
kolony naplnéné sorbentem, jejichZ vyvoj je v dnesni dobé markantni a i na trhu maji
velké zastoupeni v podobé sorbentd klasickych silikagelovych, modifikovanych
silikagelovych, ¢i sorbentl z jinych materialQ.

Trendem ve vyvoji HPLC, jakozto u vétSiny metod, je pak zejména zkraceni

analyzy, zvySeni citlivosti, specificnosti a efektivity celého systému.



2. HPLC - oD POCATKO K SOUCASNOSTI!

Vysokoucinna kapalinova chromatografie ( HPLC — High Performance Liquid
Chromatography ) se v dnesni dobé radi k nejpopularnéjsim analytickym technikam
vlbec. K tomuto faktu pfispiva zejména to, Ze tato metoda se vyznacuje svou
jednoduchosti a dale narozdil od plynové chromatografie neklade striktni pozadavky
na nékteré fyzikalné - chemické vlastnosti testovanych analytli, zejména na tékavost.
HPLC také neni limitovana omezenou stabilitou analyzovanych latek pfi vysokych
teplotach, se kterou se setkavame v oblasti plynové chromatografie.

Moderni HPLC techniky v sobé dokazi skloubit procesy separace, identifikace (
za vyurziti standardl, vhodnych detektorl ), purifikace, kvantifikace, ale také
strukturalni analyzy celé fady rozmanitych sloucenin béhem jedné analyzy. Pouzitim
vhodného detektoru Ize vyznamnou mérou zvysit citlivost detekce, a tak napriklad
detekovat latku, ktera se nachazi v analyzovaném materialu ve velmi nizké
koncentraci. Pomoci HPLC je mozné izolovat jednotlivé latky ze smési. Proces
separace je zalozen na principu urcitych interakci separovanych latek se stacionarni
(pevnou) a mobilni (kapalnou) fazi. Pevnou fazi zde predstavuje kolona naplnéna
sorbetem, fazi kapalnou je pak prevazné smés dvou a vice rozpoustédel s rliznym
stupném polarity. Velice dllezitym aspektem pro maximalni G¢innou separaci latek je
stupen Cistoty pouzivanych mobilnich a stacionarnich fazi.

Zaroven neni zadouci pro analyzu pomoci HPLC, aby mobilni a stacionarni faze,
pripadné material kolony, spolu interagovali a negativné tak ovlivhovali vysledek
analyzy.

Vzorky urcené k analyze se nejprve misi s vhodnou mobilni fazi (
rozpoustédlem ) a posléze jsou pod vysokym tlakem davkovany do
chromatografického systému za urcité rychlosti pritoku mobilni faze. Na
chromatografické koloné pak dochazi k jejich déleni v zavislosti na jejich interakcich
se stacionarni fazi ( popf. mobilni fazi ). Interakce jednotlivych analyt jsou

ovlivihovany jednak sloZzenim pouzité stacionarni faze, tak i smési rozpoustédel jako

! Text kapitoly 2. byl vypracovan ze zdroji (1), (2), (18) a (25)



faze mobilni. Diky mozné kombinaci fady chromatografickych systémd (vybér
stacionarni a mobilni faze, predkolony, kolony) mlzeme separovat latky réizné
chemické struktury.

Poprvé se s kapalinovou chromatografii setkavame jiz roku 1906, kdy byla
pouzita ruskym botanistou Mikhailem S. Tswettem, ktery pomoci této techniky
separoval barevné pigmenty obsazené v zelenych listech. Ke svému pokusu vyuzil
otevieného sklenéného systému, naplnéného dvéma specifickymi materialy a to
praskovou kridou ( uhli¢itanem vapenatym ) a aluminovou naplini. Na kolonu pak
aplikoval vzorek, rozpustény extrakt z homogenizovanych listd rostliny, ve svislém
sméru. Nasledné vlivem gravitace doslo k separaci jednotlivych pigment( v zavislosti
na jejich rychlosti, s jakou se kolonou pohybovaly. Stal se tedy zakladatelem
analytické separace sloucenin na zakladé chemické pritazlivosti sloucenin k rliznym
Casticim. Slouceniny pak mohly byt pfitahovany k Casticim, které jejich pohyb
smérem z kolony zpomalovaly, nebo vykazovaly vyssi afinitu k ¢asticim, které jejich
prlchod systémem urychlily. Dé&j byl pak popsan jako proces, pfi némz jsou
slouceniny rozdélovany mezi pohybujici se mobilni fazi a fazi stacionarni, coz ve svém
disledku vede k jejich separaci. Tswett pak tento proces pojmenoval chromatografii
( z feckého slova ,,chroma" znamenajiciho barva a ,graphy" ve smyslu psani ) ¢imz
v podstaté popsal svij ,barevny" experiment.

Nejvétsi rozvoj HPLC techniky se datuje od sedmdesatych let minulého stoleti
az po dnesni dobu. Na pocatku sedmdesatych let doslo k rychlému vylepsSeni
jednotlivych soucasti chromatografického systému a vyvoiji sloupce s obalovym
materialem a zacalo se vyuzivat on-line detektord za kolonou. Ke konci
sedmdesatych let se jiz zalaly objevovat nové metody zahrnujici kapalinovou
chromatografii s reverzni fazi, coz vedlo ke zlepseni separace mezi velice podobnymi
slouceninami.

V osmdesatych letech se pak jiz stala kapalinova chromatografie bézné
vyuzivanou analytickou technikou pro separaci chemickych sloucenin. Nasledné
zavedeni novych technik vyrazné zlepSilo samotnou separaci, ale i identifikaci a
Cisténi latek v porovnani s jiz drive pouzivanymi procesy. Rozvoj vypocetni techniky a

automatizace chromatografickych metod pfinesly celou fadu dalSich vyhod ( vyssi



rychlost, Cistota, efektivita ). Vylepseni typd kolon a tim i reprodukovatelnosti
vysledkd vedly k zavedeni nové terminologie ( mikrokolony, afinitni kolony, atd. ).

Obrovskym prislibem minulého desetileti byl rozvoj mikrokolon a dalSich, tzv.
specialnich kolon. Velikost naplni kolon od pocatecnich 3-5 mm byla posunuta k dnes
jiz obvyklym 1,8-200 pm, coz vedlo i k vyraznému zkraceni délky kolon.

V soucasné dobé na trhu existuje a je vyuzivana Siroka skala nejriiznéjsich
typl kolon pro separaci analytl vedouci k vyuziti rozmanitych typ( detektord
spojenych s HPLC analyzatory. HPLC je tedy pravem, diky své velké variabilité,
povazovana za jednu z nejlepSich analytickych technik, ktera si své uplatnéni nasla
napri¢ rlznymi obory ( biotechnologie, biomedicina, kosmetika, farmaceuticky a

potravinarsky primysl, atd. ).

2.1._HPLC V SOUVISLOSTI SE ZAKLADNIMI TECHNIKAMI
KAPALINOVE CHROMATOGRAFIE ( LC )?

Klasicka LC (liquid chromatography) mdze byt provadéna tfemi zakladnimi
technikami ( tenkovrstva, papirova, kolonova chromatografie ). Ve vSech trech
pripadech musi byt vzorek rozpustén pro aplikaci na nebo do chromatografického
aparatu. Kolonova kapalinova chromatografie je pak z LC nejvyuZzivanéjsi technikou a
je aplikovana pravé na HPLC metodu s fadou vylepseni. V pripadé kolonové
chromatografie vzorek prochéazi kolonou obsahujici vhodné ¢astice. Castice jsou
nazyvany jako ,chromatography packing material®, stacionarni faze, popf. adsorbent.
Tok rozpoustédla ( mobilni faze ) kolonou je kontinudlni. V urcitém case dojde
k nadavkovani roztoku vzorku do proudu rozpoustédla, ktery vzorek unasi kolonou.
Existuje fada zplsobl jak dosahnout kontinualniho toku rozpoustédla kolonou.
Gravitace a vakuum se k udrZeni toku uzivaiji u pfistrojd, které nejsou konstruovany
pro praci s tlakem. Velikosti ¢astic se pak voli s ohledem na co nejsnazsi generovani
kontinualniho toku ( obvykle > 50 um ). Pro zvySeni separacni rychlosti se vyuziva
menSich ¢astic sorbentu o velikosti 10 um a mensi. Kolony tvorené takto malymi
Casticemi kladou toku rozpoustédla pomérné velky odpor. Jsou proto tedy

konstruovany spolec¢né s pumpami tak, aby odolaly vysokym tlaktim, za kterych se

2 Text kapitoly 2.1. byl vypracovan ze zdrojii (1) a (4)



v téchto pripadech musi pracovat. V pripadé fizeni chromatografického procesu
vysokym tlakem hovofime o tzv. HPLC technice ( High Performance Liquid

Chromatography ).
2.2. TYPY SEPARACNICH MECHANISMU V LC3

ADSORPCNI CHROMATOGRAFIE

Tento separacni mechanismus je proces zalozeny na opakované adsorpci a
desorpci analytli na stacionarni fazi.
Stacionarni fazi je adsorbent ( nejcastéji silikagel ), mobilni fazi je vhodné
rozpoustédlo, pfipadné smés rozpoustédel. Hovorime tedy o tzv. liquid-solid
chromatografii ( LSC ).
Tento typ chromatografie mlze dale probihat ve dvou mddech, kde je zakladem
separace analytd polarita fazi:

- Chromatografie na normainich fazich ( normal — phase chromatography )
— se silné polarni stacionarni fazi, kterou byva nejcastéji silikagel a mobilni
fazi, ktera je nepolarnim rozpoustédlem ( hexan, chloroform, uhlovodiky ).
Diky vysoce polarnimu povrchu stacionarni faze jsou na ném zadrzovany
latky polarniho charakteru déle nez latky nepolarni.

- Chromatografie na obrdcenych neboli reverznich fazich ( reversed — phase
chromatography ) — s nepolarni stacionarni fazi ( modifikovany silikagel-
nejCastéji C18 OSD, C8 0SS ) a polarni mobilni fazi, ktera je smési vody
s polarnim rozpoustédlem ( acetonitril, methanol, atd. ). Dochazi pfi ni tedy

k zadrzovani latek nepolarniho charakteru.

¥ Kapitola 2.2. byla vypracovana z neznamych zdroji ze stiedni $koly a ze zdroje (3)
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Obr.c.1 Schéma principu adsorpcni chromatografie

ROZDELOVACI CHROMATOGRAFIE

U rozdélovaci chromatografie je stacionarni faze i mobilni faze kapalna.
Stacionarni faze je zakotvena na nosici. K déleni dochazi na zakladé rozpustnosti

dané slozky ve dvou nemisitelnych rozpoustédlech, tedy na zakladé Nernstova

rozdélovaciho koeficientu:

A B
kde k je rozdélovaci koeficient, Ci je koncentrace slozky iv rozpoutédie A, C;

je koncentrace slozky 7v rozpoustédle B. Rozdélovaci koeficient je pro danou dvojici

rozpoustédel a danou teplotu konstantni pro kazdou slozku.
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Obr.c.2 Schéma principu rozdélovaci chromatografie

VYLUCOVACI CHROMATOGRAFIE ( ion exlusion chromatography )

Tento typ chromatografie je zaloZzen na mechanickém déleni molekul analytd
na zakladé velikosti porl sorbentu. Chromatograficka kolona je napInéna materidlem
s presné definovanou velikosti pord. Po aplikaci vzorku pak dochazi k jeho ,filtraci®
dle velikosti jeho ¢astic. Malé molekuly penetruji hloubéji do pérd materialu

stacionarni faze a jsou tak kolonou zadrzovany déle nez molekuly vétsi.

Obr.¢.3 Schéma principu vylucovaci chromatografie



IONTOVE VYMENNA CHROMATOGRAFIE ( ion exchange chromatography)

Ionexova (iontové vyménna) chromatografie separuje molekuly podle naboje.
Stacionarni faze je tvorena iontoméni¢em s nabitymi skupinami. Ma-li nosi¢ na sobé
kladné nabité skupiny, je schopen vazat a vyménovat anionty, nazyva se tedy anex.
Jsou-li na nosici zaporné nabité skupiny, vaze a vyménuje stacionarni faze kationty a
nazyva se katex. Katexy i anexy mohou byt silné (jsou disociované v Sirokém
rozmezi pH) nebo slabé (jsou disociovany jen v urcitém rozmezi pH).

Pro ionexovou chromatografii potrebujeme dvé elucni cinidla. V jednom
eluénim cinidle naneseme vzorek na kolonu a po naneseni na kolonu se vzorek
navaze na nabité skupiny nosice. Poté musime pouzit jiné elucni Cinidlo k uvolnéni a
eluci délené smési iontl. Smés se déli tak, ze nejdfive jsou uvolnény a eluovany

komponenty s nejmensim nabojem.

Obr.c.4 Schéma principu iontové vyménné chromatografie

AFINITN CHROMATOGRAFIE

Afinitni chromatografie je vysoce Uc¢inna technika pro déleni biologickych
molekul, kterda vyuziva specifickych interakci délenych molekul s molekulami

upevnénymi na nosici.

10
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Obr.c.5 Schéma principu afinitni chromatografie

I pfi této metodé potrebujeme dvé elucni Cinidla. V jednom je vzorek na
kolonu nanasen, jinym elu¢nim Cdinidlem jsou interagujici molekuly analytu

uvolfiovany.

CHROMATOGRAFIE  VYUZIVAJICI TVORBY KOMPLEXU (“CHELATOVA
CHROMATOGRAFIE”, METAL CHELATE AFFINITY CHROMATOGRAPHY)

Tato metoda je vhodna k separaci proteinl a vyuziva faktu, ze prakticky
vSechny proteiny obsahuji histidin, cystein nebo tryptofan, tj. aminokyseliny, které
jsou schopné tvorit komplexy s prechodnymi kovy. Na matrici nosice jsou navazany
skupiny obsahujici kovy tvorici komplexy, u nichz je ¢ast koordinacni sféry vysycena
nepevnymi interakcemi s vodou jako donorem elektronového paru. Po naneseni
vzorku je voda v koordinaCni sféfe nahrazena komplexujicimi aminokyselinami.
Navazané bilkoviny jsou pak elu¢nim cinidlem rozdilnym od roztoku, v némz byl
vzorek nanasen, vymyvany z kolony v zavislosti na stabilité komplexu s kovem

matrice:

11
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Obr.c.6 Schéma principu chromatografie vyuzivajici tvorby komplexd

3. TYPY INTERAKCI V KAPALINOVE CHROMATOGRAFII?

1. van der Waalsovy sily

a) disperzni sily (London) - indukovany dipdl - indukovany dipal

oG8

CH

b) orientacni sily (Keesom) - dipdl — dipdl

O o=y
5

e

c) indukéni sily (Debye) - dipdl - indukovany dipdl

O Re=
",
ok

* Kapitola 3. vypracovéna ze zdroje (2)
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2. elektrostatické sily (Coulomb)

O™

3. vodikova vazba

oA SO

4. Typy ELuci v HPLC®

Tak jako u LC metody se vyuziva dvou typl eluci ( gradientové a izokratické ).
Pri izokratické eluci je po dobu analyzy vyuzivana mobilni faze stejného slozeni.
Gradientova eluce je pak charakteristickd zménou ve sloZzeni mobilni faze v pribéhu

analyzy.

® Kapitola 4. vypracovéna ze zdroje (2)
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5. INSTRUMENTACE PRO HPLC®

HPLC Column
A L Chromatogram
L2 Puais » Yollow Red, Bluo
W —————
Injector : . ,{
AutoSampler : —
Sample Manager

: -

—9® .
: Computer Data Station

Solvent = .

(Mobile Phase) Sample
Reservoir

Pump Detector

Solvent Manager
ISOCRATIC i

Solvent Delivery System
Waste

Obr.C.7 Schéma jednoduchého izokratického HPLC systému

Kromé zakladniho kamene HPLC systémd, kterym je analytickd kolona, tyto
separaCni systémy obsahuji zasobnik mobilnich fazi, pumpu, davkovac, detektor,

vhodny procesor pro vyhodnocovani dat, popr. predklonu.

e DAVKOVAC ( INJEKTOR )

V dnesni dobé u modernich HPLC systém( hraji prim predevsim autosamplery

nebo-li automatické davkovace. Umoznuji presné nadavkovani objemu vzorkd
v Sirokém rozmezi objemu (bézné desetiny pl az 100 pl ) a zrychleni analyzy.
Autosampler je taky nezbytny pro zlepSeni nékterych parametré HPLC separaci jako
selektivity, toku mobilni faze a optimalizace teploty. V dnesni dobé se také velmi

Casto pouziva Sesticestnych davkovacl ( Rheodyne ) s teflonovym kohoutem.

® Text kapitoly 5. vypracovan ze zdrojii (1), (2), (4)
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Obr.c.8, 9 Schéma sesticestného davkovaciho kohoutu v klidovém stavu a pfi
aavkovani

e PUMPY ( CERPADLA )

K udrZzeni stabilniho pritoku mobilni faze a kjejimu protlaceni kolonou,

v dnesni dobé plnénou mikrometrovymi casticemi, je nutné pouZiti kvalitnich
vysokotlakych bezpulznich pump, schopnych pracovat pod tlaky az 100MPa u RRLC a
UPLC systému. Casto se vyuzivaji dvouhlavé ¢erpadla se safirovymi pisty.

Novinkami na trhu jsou pumpy pro RRHT kolony RRLC technologie firmy
Agilent. Jedna se o pupmy k systému Agilent 1200 Series, specielné konstruované
pro kolony se sub-2micronovou technologii ( Castice o velikosti 1,8um ) a naslednou

UV nebo MS detekci, které jsou schopny generovat prdtok 0,05-10 mil/min.

e KOLONY
Viz. kapitola ¢€.8 ( str.26 )
 PREDKLONY
Vyuzivaji se k ochrané vlastni kolony a pred plsobenim necistot a neZzadoucich

Castic a k prodlouzeni Zivotnosti kolony.

e DETEKTORY
Detektory jsou po kolonach dalsi dllezitou soucasti kolon. Nejdllezit&jSimi
parametry pro vybér detektorl jsou pak citlivost, jako mira schopnosti rozeznat i
mirné zmény v koncentraci analytu. Selektivita pak mirou schopnosti jen urcitého

typu latky ve viceslozkovych analytech.

15



HPLC detektory pak dle selektivity délime na univerzalni a selektivni.
Z universalnich detektord jsou asi nejvyuzivanéjsSim typem UV-VIS detektory
s pomérné vysokou citlivosti. V dnesni dobé se také zacina vice pouzivat spojeni
HPLC s hmotnostnim spektrometrem ( MS ), ktery kromé chromatogramu poskytuije i
spektralni Udaje o identité latky. MS je ale pomérné drahym detektorem vyZzadujicim
Jnterface" mezi nim a HPLC kolonou kvdli zplynéni eluentu vychazejiciho z kolony a
jeho nasledné ionizace.

DalSimi ¢asto vyuzivanymi detektory jsou Evaporative Light Scattering detektor
( ELSD ) slouZici predevsim k detekci latek bez obsahu chromoforu ¢i fluroforu (
fosfolipidy, dextriny, ... ), refraktometricky detektor s pomérné nizkou citlivosti
v pripadé pouZiti gradientové eluce, Charged Aerosol detektor ( CAD ),

amperometrické a coulometrické detektory a fada dalsich.

e V nékterych pripadech se také vyuziva tzv. ,degaser(", jednad se o vakuova
Cerpadla odsavajici plyny z rozpoustédel pro mobilni fazi nebo jiz z mobilni

faze pres semipermeabilni membranu.

6.UCINNOST CHROMATOGRAFICKEHO SYSTEMU, KOLONY A

ZDANLIVY POCET TEORETICKYCH PATER’

Kapitola je kratkym zastavenim u teorie Ucinnosti kolon a HPLC systému jako
celku, protoze je to jeden z parametrli, ktery se snaZi rozvijeni této technologie

zZlepsit.

o VAN DEEMETEROVA ROVNICE

B
H=h+—+Cu
1

" Text kapitoly 6. vypracovan ze zdroje (2) a (25)
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Vroce 1956 byla predstavena J.J.Van Deemeter rovnici vystihujici vztahy mezi
jednotlivymi procesy ovliviujicimi rozSirovani chromatografickych zon. Procesy které
ovliviuji rozmyvani zén jsou celkem Ctyri:

1. Viriva difize ( Hv ) — vaze se na homogenitu stacionarni faze, kdy

mobilni faze proudi rliznou rychlosti v réizné Sirokych kanalcich. Tzn. ze

je odvisla pouze na velikosti ¢astic a homogenité naplné kolony.

2. Podélnd molekularni difdze ( Hp ) — kdy molekuly analytu difunduji
z mista o vyssi koncentraci do mista s koncentraci nizsi, pficemz mohou
molekuly difundovat jak po sméru, tak proti sméru pohybu mobilni faze.
Tento parametr se uplatiuje zejména pfi nizkych pritokovych

rychlostech.

3. Odpor proti prenosu hmoty ve stacionarni fazi ( Hs ) — kombinuje
jednak prenos hmoty uvnitf stacionarni faze a vliv adsorpcni kinetiky.
Diky zanedbatelnosti adsorpcni kinetiky, je tento parametr zavisly pouze
na diflzi analytu ve stacionarni fazi.

4. Odpor proti prenosu hmoty v mobilni fazi ( Hm) — kdy rychlostni profil

uvnitf kanalku je parabolicky

Vyskovy ekvivalent teoretického patra pak miizeme vyjadfit jako soucet téchto
prispévku:
H=H,+H, +H, +H,
Hv=A Hp=B/u Hs=Cs.u Hm=Cm.u
u .....pratokova rychlost mobilni faze
Cs ....konstanta zavisla na diflznim koeficientu ve stacionarni fazi
Cm.....konstanta zavisla na difiznim koeficientu v mobilni fazi

Dosazenim ziskame:
E
H=h+—+(Cs+Cp)u
n

B
H=A+—+Cu

1
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o 2 4 6 8 10
u [cm/min]
Obr.c. 10 Van Deemtrova kiivka zavislosti ucinnosti nelinearnim pritoku

Minimum kfivky odpovida optimaini pritokové rychlosti, pfi ktera dana kolona
vykazuje nejvyssi ucinnost a dochazi k minimalnimu rozsifovani koncentracnich zon

analytd.

o UCINNOST CHROMATOGRAFICKE KOLONY

Charakterizuje jak moc dochazi k rozmyvani koncentracnich zén analytd. Mirou

ucinnosti pak je:

a) Pocet teoretickych pater dané kolony ( N )

t : t :
n=16-[ﬂ] =5,545-[ = ]
Wy W

tr ... retencni ¢as nebo objem, neboli vzdalenost podél zakladni linie

od bodu nastfiku ke kolmici spusténé z vrcholu piku odpovidajici dané slozce
w2 ... Sirka piku v poloviné jeho vysky
VyssSi pocet teoretickych pater pak znaci vyssi Gcinnost kolony. Tento
parametr je silné ovlivnén délkou kolony, proto se doporucuje ke srovnani

ucinnosti kolon vyuzivat vyskovy ekvivalent teoretického patra H.

b) VySkovy ekvivalent teoretického patra H -Presnost vypoctu zde

doplruje délka kolony .
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H=I/N
N ... pocet teoretickych pater
[....... délka analytické kolony

7. NOVE TRENDY VE VYVOJI HPLC TECHNOLOGIE

Stejné jako v ostatnich odvétvich, i vyvoj HPLC technologii sméfuje zejména
k zrychleni analyzy, zvySeni selektivity procesu, citlivosti, vytéznosti, lepSim tvarlim
pikl bez chvostovani, v neposledni fadé také k miniaturizaci systému a s nim spojené
minimalni spotfeby rozpoustédel, automatizaci a fizeni pomoci kvalitnich softward (
v souvislosti se snizenim chyby pfi manudlnim provedeni procesd ). Obsahnout a
popsat Sirokou Skdalu vyrobk{ rlznych mezinarodnich firem by bylo zdlouhavé, a
proto se v této kapitole zminim pouze o nékterych z nich, které vyuzivaji modernimi
technologie ( jako HILIC, UPLC, RRLC, CEC, MLC ). Svou reSerSni praci jsem
smerovala zejména k vyvoji kolon, které jsou z hlediska Ucinnosti separace a rychlosti
analyzy nejdllezitéjsi soucasti téchto systémd, at’ jiz se tykajici modifikovanych
klasickych silika fazi nebo jinych typl stacionarnich fazi na bazi organickych di
anorganickych latek.

TECHNOLOGIE VYUZIVAJICI ZAKLADU HPLC

7.1. HILIC - Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography®

Jde o specialnim typ NP-HPLC ( normal phase chromatogphy ), ktera byla
vyvinuta jako alternativa RP — HPLC pro ( reverse phase chromatography, kde je
stacionarni faze méné polarni nez mobilni ) separaci malych silné bazickych a
hydrofilnich latek, které nejsou na téchto kolonach zadrzovany nebo jen velmi malo.

Typicka mobilni faze pro HILIC chromatografii obsahuje z vétsi ¢asti organické

rozpoustédlo ( nejcastéji methanol, acetonitril, atd. ) s malym pfidavkem vody.

8 Text kapitoly 7.1. vypracovén ze zdrojti (25) a (17)
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Stacionarni fazi je pak polarni, nejcastéji s obsahem hydroxyethyl nebo
aminoskupinami. Mobilni faze formuje povrchovou vodni vrstvu na povrchu polarni
stacionarni faze, ¢imz se vytvari systém liquid/liquid extrakce. Analyty jsou
distribuovany mezi povrchovou vodni vrstvou a mobilni fazi s nizkym obsahem vody.
Silné polarni latky se pak vyznacuji vyssi afinitou k vodnému povrchu stacionarni faze
nez latky méné polarni a proto jsou na koloné déle zadrzovany. Separace latek na
tomto typu kolon je tedy odvisla od jejich polarity. Samotna stacionarni faze se
téchto interakci nedcastni, i kdyz mlze vyjimecné dojit k elektrostatickym interakcim
mezi povrchem stacionarni faze a analytem. Povrch stacionarni faze je obvyklé tvoren
ionizovanymi nebo velmi polarnimi skupinami pevného materidlu ( blize pak
v kapitole o stacionarnich fazich ).

V dnesni dobé je na trhu cela rada kolon vhodnych pro tuto separaci, pfi ¢emz

jejich retencni profil se moc nelisi.

Mostly
organic
mohile
phase

Aqueous
suhblayer

Polar
stationany
phase

Obr.c.11 Znazornéni okoli vodného povrchu poldrni stacionarni faze
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Obr.c. 12 Interakce probihajici na povrchu stacionarni faze pri HILIC —hydrofilni
interakce a elektrostatické interakce

Velmi Casto je tato metoda spojena s tandemovou MS/MS detekci ( pr.

stanoveni 5 — fluoruracilu v plazmé a tkanich pomoci HILIC APCI MS/MS )

7.2. UPLC - Ultraperformance liquid chromatography®

Nova technologie prezentovana firmou Waters a jejim ACQUITY UPLC
systémem, ktera pfinasi znacné urychleni analyzy a ziskani kvalitnich pikd.
Minimalizovano je také mnozstvi pouZitych rozpoustédel, zrychlena je i detekce a
sbér dat diky kvalitnimu softwaru, zanedbatelné jsou téz ztraty béhem samotného
procesu separace. Tyto nové vyvinuté systémy, pracujici pod ultravysokym tlakem,
musi mit kvalitni konstrukci s pouZitim specidlnich kapilarnich spojd. NejvysSim
moznym pracovnim tlakem je 100MPa, diky ¢emuz je mozno vyuzit sorbentd s velmi
malym zrnénim v Uzkych kolonach, vysledkem je zvySeni Ucinnosti separace, ktera je

zavisla pravé na velikosti a kvalité Castic, vyssi rozliSeni a zkraceni analyzy.

% Text kapitoly 7.2. byl vypracovan ze zdroji (6), (11) a (19)
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Jedna se vlastné o prenos metod HPLC na UPLC, kde jsou zachovany stejné
mechanismy separace a principy, pricemz se zvysuje citlivost a rozliSeni.

ACQUITY UPLC systém vyuzivd sub-3um technologie prezentované BEH
kolonami ( ID dastic = 1,7 pm ) schopnymi separace v Sirokém rozmezi pH.
K nastaveni prltokl v rozmezi 0,01 — 2,00 ml/min se vyuzivd BSM ( Binary solvent
manager ), tedy binarni pumpy. Pumpa umoziuje kombinaci Ctyr rozpoustédel a tim i
moznost gradientové eluce. Analyty jsou do systému davkovany automatickym
davkovacem SM ( Sample manager ), ktery umoznuje davkovat objemy v rozmezi 0,1
— 50,0 pl. Doba mezi nastriky je velmi kratka, mezi 25 — 60 s, ¢imz je urychlen
davkovaci cyklus. Prostor SM je také temperovan v rozmezi 4 — 40°C. V SM je téz
zabudovan termostat pro kolonu umoznuijici jeji temperaci az do 90°C. K detekci se
vyuziva fada detektorl ( DAD, PDA, ELSD... ).

Novinkou na trhu je také nanoACQUITY UPLC systém konstruovany pro
kapilarni a nano-separace proteind. Délka kolon je okolo 20cm, velikost Castic 1,7
Mm. Pracuji opét s BSM binarni pumpou a jsou spojeny s MS detektorem. Diky své

rychlosti jsou vhodné pro kvantitativni proteomickou analyzu.

Obr.c. 13 Waters nanoACQUITY UPLC™ System - Waters Micromass Q-Tof
Premier™ Mass Spectrometer

7.3. RRLC — Rapid resolution liquid chromatography®

Dalsi z novych technologii, ktera je vyvinuta a propagovana firmou Agilent,
urychlujici separaci oproti konve¢ni HPLC 20x s 0 60% vySSim rozliSenim. Tyto RRLC

systémy se skladaji z tzv. RRHT kolon Zorbax o velikosti ¢astic 1,5-10 pm s vnitrnimi

10 Kapitola 7.3. vypracovéna ze zdroje (26)
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parametry 4,6 x 10-300 mm ( ID x délka ). Material kolon je vysoce Cisty silikagel,
mechanicky odolny. Systém je vysoce ucinny a analyzy se oproti konvecnim
metodam zkracuji na 15-24 s.

Staly pritok systémem je zajiStovan binarni hydraulickou pumpou s pisty,
ktera udrzuje pritokové rychlosti v rozmezi 0,05 — 5 ml/min pod tlakem do 600bar.
Autosampler pak do systému davkuje vzorky v objemu 0,1 — 100 pl, ¢imz umoznuje

analyzu az 2000 vzork{ denné.

Obr.c. 14 RRLC system Agilent

Pracovni teplota kolony je 80°C, detektor pak pracuje pri teplotach 50°C,
proto je nutné systém termostatovat. Nejcastéji se jako detektor vyuziva DAD ( diod
array detektor ) detektor optimalizovany pro vinové délky 190 — 950 nm s vysokou

selektivitou.



Typ Zkratka Velikost ID Délka kolony
technologie castic
Rapid RRLC < 2um 1-4,6 mm 15 -150 mm
resolution LC
Ultrafast LC UFLC < 2um 1-4,6 mm 15 -50 mm
Konvencni HPLC >2-10 um 1-4,6 mm 15 - 300 mm
HPLC
Standard 1,5-10 ym 3-4,6 mm 15 -300 mm
bore LC
Naro-bore LC 1,5-5um 1-2mm 15 -300 mm
Kapilarni a CLC, pLC 1,5-5pum 0.2-1mm 15 - 300 mm
mikro LC

Tab.1 Parametry ridznych HPLC systémd

7.4. CEC — Kapilarni elektrochromatografie'!

Jedna se o hybridni typ chromatografie, ktery spojuje hnaci silu
elektroforetickych metod se separacni silou HPLC metod. Vyuziva separacnich technik
v Uzkych kapilarach zaloZzenych na vysokém napéti jako je zonova elektroforéza ( CE,
CZE ) a kapilarni gelova elektroforéza ( CGE ). Elektrochromatografie pak vyuziva
separaci na kolonach s velmi Uzkym vnitfnim prdmérem se sorbentem, kterymi
prochazi MF. Pro zachovani konstantniho prltoku MF systémem vSak neni vyuZzito
tlaku jako u HPLC, ale elektroosmoticky tok ( EOF ), ktery je vysoce zavisly na pH,
koncentraci pufru, typu stacionarni faze a pripadném pridavku organické latky do MF.
Pumpa je tedy nahrazena plsobenim napéti. K separaci latek dochazi stejné jako u
HPLC na zakladé jejich rozdilné afinity k SF a MF, kdy kapilary jsou pinény obémi
fazemi, vlozené napéti pak generuje EOF, ktery unasi analyty kapilarou. Béhem
procesu dochazi k ustavovani rovnovahy mezi obéma fazemi, a tak k separaci latek.

Metoda je vhodnd jak pro separaci iontl, tak neutralnich ¢astic, které se
separuiji v zavislosti na distribuci mezi obé faze.

Vyhodami této metody je zejména vyssi Ucinnost, absence vysokych tlakl a
s tim spojené vyuziti mensich ¢astic ( neni generovan vysoky tlak ). Dale je vyhodou
mozna separace latek neutralniho a lipofilniho charakteru, mala spotfeba vzorku a
MF.

' Kapitola 7.4. vypracovana ze zdroje (25)
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Nevyhodou je sloZitost pInéni kapilar a jejich znacna krehkost. Také je zde
moznost vzniku bublin pri pIinéni mobilni fazi s hrozici nerovhomérnou separaci. Tyto

metody maji také o néco mensi citlivost.

Obr.c.15 CEC systém firmy Agilent

7.5. MLC — Miccelar liquid chromatography'?

Vyuzivd se jak pro separace nabitych, tak neutrdlnich dcastic, primo
injikovaného séra a ostatnich fyziologickych tekutin, analyze farmaceutickych
produktl, separaci enantiomerll a analyze organokovd. Nedostatkem této
technologie je snizena Ucinnost, kterd je zplsobena pravé micelami. I pres tuto
nevyhodu je MLC vhodné&jsi nez iontové vyménna chromatografie pro separaci
nabitych molekul nebo smési nabitych a nenabitych molekul.

Pfridame-li do procesu RP-HPLC separace do mobilni faze micely, ziskame treti
fazi, kterd se mlze podilet na rozdéleni analytd.

Latky schopné tvorit micely se nazyvaji povrchové aktivnimi latkami ( PAL )
nebo-li detergenty. Micely jsou pak Castice tvorené PAL s hydrofobnim jadrem a
polarnimi konci. Polarni koncové skupiny pak mohou byt anionty, kationty,
zwitterionty, popf. i neionogenni skupiny. Micely jsou tvoreny povrchové aktivnimi
latkami pouze tehdy, vzroste-li jejich koncentrace v roztoku nad tzv. kritickou
micelarni koncentraci ( CMC — critical micelle concentracion ). Vznikajici micely
postupné agreguji do monomeru. Hodnota CMC je zavisla na typu povrchové aktivni
latky. I monomery tvofené rliznymi PAL se od sebe lisi. Tato odliSnost je popisovana

jako tzv. Cislo agregace ( AN — agregation number ).

12 Kapitola 7.5. vypracovana ze zdroje (23)
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Nékteré detergenty uzZivané v MCL ktvorbé micel: sodna sdl 2,4 -
deoxycholové kyseliny, sodna sl dodecylsulfatu ( SDS ), cetyltrimethylamonium
bromid ( CTAB )

Je celd rada charakteristik, kterymi se fidi vybér PAL pro tvorbu urcitych micel,
jako je typ koncovych skupin, hydrofobniho jadra. Jednou z nejdllezitéjSich
charakteristik je pak tzv. Kraftlv bod, udavajici teplotu, pfi které se rozpustnost PAL
rovha CMC. Pro HPLC aplikace je pak vhodné volit takové PAL, které maji nizsi
Kraftdv bod ( tedy i CMC ). Plati zde Uméra, Zze vysoké hodnoty CMC vyZaduiji i
pomérné vysoké koncentrace PAL v MF, coz zvySuje jeji viskozitu a je tedy pro
separace nezadoucim jevem. Velkym problémem jsou i nizké hodnoty CMC klesajici
pod teplotu mistnosti, kdy musi byt pouzita zahrata MF ( problém se stabilitou
rozpoustédel ).

Vlastnosti micel jsou také ovliviiovany organickym pridavkem v MF. Pridavek
malého mnozstvi rozpoustédla jednak zvySuje Ucinnost a separaci analytd, v pripadé,
Ze je vSak pridana pomérné velka koncentrace organické latky, mlze dojit k disperzi
micel a hydrofobnimu efektu na celou micelarni formaci. Maximalni hodnota
organického pridavku je pak zavisla na typu micel.

Mobilni faze pro MLC tedy kromé micel ve vodném rozpoustédle obsahuiji i
malé mnozstvi organického rozpoustédla. Typickou stacionarni RP fazi uzivanou u
MLC je alkylovana stacionarni faze.

Hlavni limitaci tohoto procesu je tedy snizena ucinnost separace, ktera se na
chromatogramu promita rozSifenym pikem. Vysvétleni této pomérné slabé ucinnosti
je pouze teoretické: Velmi malé smaceni SF vodnou micelarni MF zpomaluje transfer

hmoty mezi micelami a SF, coZ ve svém disledku vede k snizeni Gcinnosti.

8. STACIONARNI FAZE PRO HPLC SYSTEMY

Jak jiz bylo zminéno v predchozi kapitole, dnesni doba si vyZaduje zejména
zrychleni analyzy, zvySeni citlivosti a separacni schopnosti, téz selektivity (pouzivané
HPLC metody/techniky) a v neposledni fadé i miniaturizaci systémd. Velky rozvoj se

tykd pravé analytickych kolon, zejména jejich napini ( sorbentd ). Vyvoj spéje
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predevsim smérem ke zvyseni kvality ¢astic, uniformity naplné ( snizeni nezadouciho

difizniho a turbulentniho proudéni ), zmensovani ¢astic. Kromé modifikaci klasickych

silica materiall se stale vice rozvijeji i jiné typy sorbentnl a velké nadéje se vkladaji

do tzv. monolitd. Jedna se o bloky vysoké porozity s velkou plochou povrchu.

8.1. ZAKLADNI PARAMETRY ANALYTICKYCH KOLON:3

1)

2)

Vnitfni prmér kolony ( ID — internal diameter ) — aspekt determinujici
mnozstvi analytu, které mdze byt zavedeno na kolonu. ID mize téz
ovliviiovat senzitivitu kolony. Kolony s vysokym ID se obvykle pouzivaji
v priimyslovych aplikacich k Cisténi lékovych produktd pro dalSi poutziti.
Kolony s nizkymi hodnotami ID se pak vyznacuiji lepsi senzitivitou a mensi
spotrebou rozpoustédel pro analyzu. Dle ID rozliSujeme:

e Velké kolony ( ID > 10 ) — kolony s velkou prostorovou kapacitou
vyuzivajici se k ¢isténi materialQ.

e Analytické ,scale" kolony (ID okolo 4,6mm ) — bézné uzivané typy
kolon, i pres stoupajici oblibu kolon mensich. Pouzivaji se k bézné
kvantitativni analyze vzorku a Casto ve spojeni s UV-VIS detektory.

e ,Narrow-bore" kolony ( ID = 1-2 mm ) — vyuzivaji se pro analyzy
s potfebou vysSSi senzitivity a v pripadech pouziti specialnich
detektord.

e Kapilarni kolony ( ID < 0,3 mm ) — vyuzZivaji se ve specialnich
pripadech, vétsinou ve spojeni s MS detekci. Obvykle se jedna o
tavenou silikonovou kapilaru.

Velikost &astic — klasické kolony pro HPLC systémy obsahuiji stacionarni

faze tvorené malymi sférickymi ¢asticemi. Velikost ¢astic v HPLC systémech
je pak pomérné variabilni v rozmezich 1,7 — 10 um. Hlavni vyhodou malych
Castic je velky aktivni povrch, zarucujici vysSi separacni ucinnost. AvsSak
takto malé castice kladou pomérné velky odpor protékajici mobilni fazi
s obsazenymi analyty. Proto je nutné pracovat za pomérné vysokych tlakd.
Velké Castice se pak vice uplatiuji v ostatnich separacnich metodach, jako
je napriklad solid-phase extrakce.

13 Text kapitoly 8.1. vypracovan ze zdroje (22)
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3) Velikost pérd — ¢im vyssi porozita, tim vétsi aktivni povrch kolony. Mensi
pory poskytuji vétsi povrch, zatimco vétSi pory maji lepSi kinetické
vlastnosti. Velikost pérl pro HPLC systémy se obvykle pohybuje
v rozmezich 70 — 300 A.

Analytické kolony mdzeme délit dle nékolika hledisek, napf. dle typu
stacionarni faze, typu zakladového materidlu typu skupin vazanych na povrch
stacionarni faze nebo typu metody, pro které kterou jsou konstruovany ( napf.
specialni HILIC kolony, RRHT kolony pro RRLC, nano kolony pro CEC, atd. )

Charakter vazané faze | Typ navazanych skupin pouziti
Polarni - OH, -NH,, -CN, -NO, | NP — HPLC adsorpCni
Nepolarni - alkyl, - fenyl, - NH RP — HPLC adsorpCni
Iontovy NH**, COO RP i NP — HPLC
Chiralni Chiralni selektory Chiralni HPLC

Tab.2 Ukdzka charakteru SF a typd jejich ligandd

8.2 STACIONARNI SILIKAGELOVE FAZE*

Hlavnim limitnim faktorem pro vyuziti klasickych silikagelovych fazi je jejich
nizka pH stabilita ( stabilni v rozmezi pH 3-8 ). Pfi pH vySSim nez 8 dochazi
k rozpousténi silikagelové stacionarni faze. Pfi pH nizSim nez 3 jsou hydrolyzovany
skupiny vazané na stacionarni fazi. Dalsi nevyhodou klasickych SF je i nestabilita pfi
teplotach nad 60°C. Modifikaci téchto klasickych kolon tedy dochazi k odstranéni

téchto nedostatka.

8.2.1 RP stacionarni faze ( stacionarni faze pro revers-phase HPLC

Klasické RP stacionarni faze jsou predstavovany nepravidelnymi Casticemi
silikagelu s navazanym postrannim uhlikatym fetézcem o délce 1-30 uhlikovych
atomd ( pf. C18 ODS - oktadecylsilica ). Postranni fetézce byly na Castice silikagelu
vazany tzv. silanizacni reakci, ktera vsSak nezajiStovala vyvazani postrannich
silanolovych skupin silikagelu, které pak béhem analyzy mohly_ionizovat analyty a

zpUsobovat tak horsi tvary pikd, jejich chvostovani a to zejména u bazickych analytd.

1 Texty kapitol 8.2. a 8..2.1. vypracovény ze zdroji (2) a (12)
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ZpUsoby deaktivace zbytkovych silanolovych skupin:

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 mensi molekula nez trioktadecylchlorosilan

pokryje stéricky branéné volné silanolové skupiny.

C18 c18
s
HSC—S|| —IDH3 HSC—S|| —IL‘,H3 HEC—S||—CH3
I I I
Silikagel

Obr.C. 16 Endcapping — navazani trimethysilanu

Stérické stinéni volnych OH skupin - Eliminace silanolovych skupin

stérickym odstinénim pri pripravé chemicky vazanych fazi, tj. pripravou
fazi s delSim organickym uhlikovym fetézcem a zvySenim obsahu
vazaného uhliku v nepolarni fazi (carbon load), s timto vSak soucasné
roste i retence latek. Dokonalé stérické odstinéni zbytkovych -OH
skupin Ize docilit pouzitim objemnych alkyl substituentd R1, R3 -
diisobutyl nebo diisopropyl. Jako priklad Ize uvést stacionarni fazi
Zorbax StableBond (Agilent, USA):
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Obr.C17 Sterické stineni volnych OH skupin

e Modifikace ligandu - Zaclenénim polarni skupiny do organického

uhlikového retézce stacionarni faze mezi povrch silikagelu a nepolarni
vrstvyy (ligand) napr. karbamatové skupiny - reverzni faze

SymmetryShield RP8 nebo Supelcosil ABZ*:

SymmetryShield RPB

CH H
F 3 0. N
0 — Si N AN NP N
v ¢ 18

lf.“.'H3

Supelcosil ABZ+ [Discovery RP-Amide C16)

s H
|~ 00— Sli —\/\/N\C/\/\/\/\

I
GH3

c18

Obr.c.18 Ukdzka zminéné modifikace ligand(
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Tento krok zmirfuje 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. ( vice viz. Kapitola

Modifikované mobilni faze )

pH a slozeni mobilni faze - Z popisu chovani silanolovych skupin k

mobilni fazi je zfejmé, ze tyto mizeme eliminovat i Gpravou pH mobilni
faze a to pridavkem organickych aminli do mobilni faze. Ty soutézi s
analytem o aktivni centra zbytkovych silanolovych skupin a eliminuji tak
jejich chovani. Nejcastéji se pouziva triethylamin, pokud je triethylamin
nedostacujici, pouZiva se trioctylamin nebo cetyltrimethylamonna sil.
PouZiti cetyltriethylaminu je velmi efektivni, ale prodluzuje se doba
ekvilibrace kolony a retencni ¢as chromatografovanych latek. pH takto
pripravené mobilni faze se musi upravit na hodnotu pH 2-7, jinak
dochazi k rozpousténi silikagelu. Jako pridavek se pouziva kyselina
fosfore¢nd, octova nebo citronova, u cetyltrimethylamonné soli se pH
upravovat nemusi. Z komercné dostupnych naplini s chemicky vazanymi
fazemi Ize uvést nepolarni faze s alkylovymi fetézci rlizné délky (C,-
Cis), s fenylovymi a difenylovymi skupinami, které maji zvySenou
polaritu a rozdilnou selektivitu zejména k fenollm a amino
slouceninam. Stredni polaritou se vyznacuji faze nitrilové (alkylnitrily) a
amidové, které se vykazuji zvySenou selektivitou k fenoldm, cukrim a

alkohol@im. Aminové faze maji slabé vlastnosti iontoménice (anexu).
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Obr.c.19 Eliminace voinych silanolovych skupin pridavkem aminu do vodné

faze

Modifikované RP stacionarni faze

V dnesni dobé se na trhu setkavame nejvice s RP kolonami se stacionarnimi
fazemi s C 18 a C 8 postrannimi retézci. Kromé rozvoje kolon s modifikovanymi
postrannimi fetézci se stale Castéji v nabidkach zacinaji objevovat i modifikované RP

monolitické kolony ( firmy Merck, Phenomenex )

Mixed Mode retention mechanism v RP - HPLC*®

Snaha blokace silanolovych skupin a predevsim zabranéni jimi zplsobovanym
reakcim vedla k vyvoji 2D ( dvojdimenzionalnich ) separacnich mechanismi. Jde
vlastné o vyuziti dvou fazi s odliSnou selektivitou v dvojdimenzionalni chromatografii (
pr. reverzni a iontové-vyménné faze ). Ackoliv ma tato 2D separace vyhody ve své
komplexnosti, pomérné kratkém case analyzy a ziskavani pikd o velké kapacité, mlze
dochazet k problémlm s pfipravou vzorkl diky nekompatibilité mobilni faze pro oba
systémy. Nicméné nam tento mechanismus poskytuje dva typy retencnich poloh
uvnitf jediné kolony, coz sebou pfinasi selektivni vyhody.

Jako priklad mlze slouZit pouziti kolony pInéné butadienem pokrytym
zirkonem. Dalsi studie pouziti ,mix mode" silikagelovych kolon, obsahujicich
kationtové vyménné a hydrofobni Castice, ukazaly, Ze silné baze maji lepsi retencni

charakteristiky i pfi nizSich hodnotach pH nez pri pouziti klasickych C18 RP kolon.

1 Text vypracovan ze zdroje (21)
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Obrovsky nardst retence silnych bazi na 2D kolonach oproti klasickym kolonam
potvrdil moznost ionizace zbytkovych silanolovych skupin. V prfipadé studie retence
slabych kyselin nedoSlo k vyznamnéjSim zménam v retenci na obou kolonach, se
zménou pH. Zavérem lIze tedy fici, ze iontové vyménné slozky téchto 2D kolon
zasadné prispivaji k retenci bazickych sloucenin, coz neplati pro slouceniny kyselého
a neutralniho charakteru. Tim se tedy dojde k posunuti selektivity kolon smérem
k silnym bazim.

Primesep ®1°

NejnovéjSim typem ,,mixed — mode" kolon se silikagelovym zakladem na trhu
jsou Primesep ® firmy Sielca. Kolony jsou plnény dudlni stacionarni fazi s dlouhymi
hydrofobnimi  alkylovymi Fetézci a se zaClenénymi ionizovatelnymi skupinami
kationtové ¢i aniontové povahy. Jedna se o tzv. ,non-endcapping" kolony, tedy bez
chemické redukce silanolovych skupin.

Jednotlivé typy :

e ,Cation Exchange" kolony — obsahuji na svém povrchu negativné nabité
funk¢ni skupiny. Negativné nabité skupiny pak mohou a nemusi byt

ionizovany v zavislosti na pH mobilni faze.

Cation- e vy s .
pH pri nemz je ionizovano 50% , v .
exchange kyselych skupin Separovane slouceniny
kolony y P
Primesep pH = 5.0 Silné baze, divize, polybaze
500
Primesep C pH = 3.5 Silné baze, dibaze
Primesep _ o o
200 pH =2 Silné baze, dibaze
Primesep P bH = 1 Slabé a streqnl aromatické
baze
Primesep H=1 Slabé a stredni baze,
100 P kyseliny, kovy
. Ionizované v rozsahu celého - .
Primesep A pracovniho pH Slabé baze, kyseliny, kovy

Tab.3 Typy Cation Exchange kolon firmy Sielca

18 Text vypracovan ze zdroje (21)
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Obr.c20 Schématické znazornéni ,cation exchange" povrchu faze

AAniont Exchange" kolony — ctyfi typy kolon s pozitivné nabitymi

skupinami na povrchu stacionarni faze. Primesep B je silné bazickou
kolonou a pouzivd se v pH rozmezi 1,5 — 4,0, které je vytvareno
pridavkem trichloroctové, fosforecné a perchlorové kyseliny do mobilni
faze. Slabé bazické kolony s karboxylovymi funkénimi skupinami jsou
distribuovany jako Primesep B2 a pracovni pH je v rozmezi 0,5 — 7,0.
Jsou vhodné pro pouziti nékterych amonnych pufrd. Primesep D kolony
byly vyvinuty pro pfimou analyzu plazmy, ale vyuzivaji se i pro ostatni
RP aplikace ( pH rozmezi 1,5 — 7,0 ). Poslednim typem jsou Primesep
AB kolony, které maji i vlastnosti ,cation exchange" kolon a vyuzivaji se

proto k separaci smési latek.

B”"W
Obr.c.21 Schématické zndzornéni ,anion exchange" povrchu faze

Kolony Primesep C — jedna se o kolony, umoznujici unikatni poradi
eluce kladné nabitych slouceni. Jedna se o kolony kombinujici
vlastnosti RP kolon, cation exchange kolon a komplexometrickych
vlastnosti pfi interakcich s aminy, sulfo- slou¢eninami a ionty kovd.

Kolony pracuji pfi pH 1-7.
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e Kolony Primesep P — kombinuji kromé& RP a anion exchange jesté fenyl

— fenyl interakce a jsou vhodné pro separace aromatickych sloucenin.

Obr.c.22 Schéma Primesep P staciondrni faze

RP kolony firmy Agilent'” — Nejnov&j$§im typem kolon firmy Agilent jsou
ZORBAX Elipse Plus C8 a C18. Jedna se o RP kolony s modifikovanou silikagelovou
stacionarni fazi vyuzitelné v pripadé C18 kolon v rozmezi pH 2-9 ( C8 kolony pak
v rozmezi pH 2-8 ). Jsou pInény casticemi o velikosti 1,8 , 3,5 a 5um dle typu HPLC

technologie. Vynikaji dobrou Ucinnosti ( kvalitnimi piky a také vysokou zivotnosti.)

RP kolony firmy Merck'® — firma Merck produkuje a distribuuje monolitické
RP kolony na bazi silikagelu, Chromolith® SemiPrep 100-10 mm RP 18 (8 )
endcapped. Jedna se o kolony kombinuijici vysokou rychlost separacniho procesu a
jeho vysokou ucinnost . Jsou vhodnou alternativou casticovych kolon s ID 10mm (
popf. az do ID 21,5 mm ).

Tyto dualni, vysoce pordzni, monolitické tycové kolony s ID 4,6 mm a aktivnim
povrchem 300 m2/g pracujici za nizSich tlakl nez klasické Casticové kolony, ale
s vysSim Ucinkem. Kromé vysoké separacni rychlosti je jednou z dalSich vyhod i
vysoka Zivotnost diky zakladu, kterym je monolit z mechanicky odolného silica

materialu.

" Text vypracovan ze zdroje (26)
18 Text vypracovan ze zdroje (27)
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Obr.c.23 Chromolith® SemiPrep kolona

RP kolony firmy Sigma — Aldrich'® - Mezi sou¢asné novinky v RP kolonach
patfi kolony s oznaCenim Discovery HS, které vychazi z anglického "high surface"
(HS) - specificky povrch sorbentu je v tomto pripadé cca 300 m2/g. Specialni stericka
vazba zamezuje Uniku staciondrni faze. SniZilo se chvostovani pikd. Silikagel je totiz
vysoce Cisty, Castice sorbentu jsou dokonale sférické s uzkou distribuci jejich
velikosti. Kolony se dodavaiji s chemicky vazanymi fazemi:

e Faze HS C18 (_oktadecyl ) - Kolona Discovery HS C18 ma stacionarni

fazi navazanu tak, aby nedochazelo k jejim Unikiim. HS C18 je urena
predevsim pro analyzu smeési latek s podobnymi fyzikalné chemickymi

vlastnostmi. Je zvySené pokryta uhlikem, coz zvySuije jeji hydrofobicitu.

CH 5

|
5i—0 —S|i—(CH 217CH 5

CH -

Obr.c.24 Navazany oktadecy!

19 Text vypracovan ze zdroje (28)
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e Faze HS F5 (_pentafluorofenyl ) - urCena pro specialni analyty, latky

bazické a halogenované derivaty

Obr.c.25 Navazany pentafiurofeny!

e Faze HS PEG (_polyethylenglykol ) - urCena pro specialni analyty, latky

fenolické

Obr.c¢.26 Navazany polyethylenglykol

8.2.2._NP stacionarni faze (_stacionarni faze pro normal-phase HPLC

)2

Dnes je vyuziti téchto kolon pracujicich v normalnim modu v Ustranni ve
prospéch reverse-phase kolon. Je to dano predevSim SirSi vyuzitelnosti RP-HPLC
technologii. Hlavnim problémem normalnich fazi je jejich vysoka aktivita a kyselost
silikagelu a tedy nachylnost k vihkosti a tim deaktivaci povrchu nebo jeho interakce
se silné bazickymi latkami.

I pres dnesni nizké vyuziti normalnich fazi je mnoho z téchto polarnich fazi
vyuzivano v reverzni chromatografii. Novinkou na trhu jsou také monolitické kolony

pro NP-HPLC systémy. Pfikladem mlze byt kolona Chromolith® Si. Tyto porézni

20 Text kapitoly 8.2.2. vypracovan ze zdroje (12) a (25)
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silikagelové monolitické kolony jsou vhodné pro separace polarnich neiontovych

organickych sloucenin.

8.3. HYBRIDNI STACIONARNI FAZE*

Nové hybridni materidly pro kolony jsou konstruovany ve snaze prekonat
nizkou pH stabilitu klasickych silikagelovych fazi a mechanickou nestabilitu
polymernich fazi. Zakladem vsech hybridnich technologii je syntéza organicko-
anorganického hybridu, obsahujici jak slozku anorganickou ( silikagel ), tak
organickou, kterd zarucuje mechanickou odolnost téchto materidlu a Sirokou pH a
tepelnou stabilitu. Navic dochazi i ke snizeni poctu volnych silanolovych skupin a tim

omezeni dalsich nezadoucich interakcich stacionarnich fazi.

Typ Castic stacionarni faze | Vyhody pro  separacni | Slabé stranky
procesy
Silikagelové Castice mechanicka odolnost nizka pH stabilita
reprodukovatelnost chemicky aktivni
vysoka efektivity
Polymerni Castice ucinné v Sirokém  pH | nizsi efektivita
rozmezi nizSi mechanicka odolnost
chemicky inertni nizsi reprodukovatelnost
Hybridni Castice — | Siroka pH stabilita nizsi efektivita nez u silici
kombinace  organickych | vysSi efektivita a mech | nizsi G€innost nez u silici
latek a silikagelu jako | Ucinnost nez u polymerd nizSi kapacita piku
komplexni Castice

Tab.4 Tabulka porovnani vyhod a nevyhod riznych typld napiné ( sorbentd ) kolon

8.3.1 Hybridni technologie XTerra® a XBridge® firmy Waters??

V dnesni dobé jsou znami dvé generace téchto sorbetnll. 1. generace XTerra
stacionarnich fazi se vyznacovala stabilitou v Sirokém pH rozmezi 1-12, produkovala
ostré symetrické piky bez ohledu na pH mobilni faze a acidobazické vlastnosti analytu

( kvalitni piky jak kyselé, neutralni, tak bazické piky ).

2! Text kapitoly 8.3. vypracovén ze zdroje (18) a (25)
22 Text kapitoly 8.3.1. vypracovan ze zdroje (18)

38




Methylované silikagelové Castice sorbentll 1.generace nemaji ale tak vysokou

mechanickou odolnost a chybi jim i nezbytna Ucinnost pro realizaci plné rychlosti,

senzitivity a rozliSovaci schopnosti pro vyuziti v modernéjSich UPLC technologiich.

Proto doslo k vyvoji novych, vysoky tlak tolerujicich Castic. Nova, 2. generace

hybridnich materiald (struktura viz. Obrazek ¢.27 ) vyuziva BEH technologie ( bridge

ethylsiloxane/silica ) a je prezentovana ACQUITY UPLC ™ BEH kolonami, které jsou

vykonnéjsi a odolnéjsi i v SirSim pH rozmezi.
Jednotlivé typy ACQUITY kolon uzivajici BEH technologie:

C18 a C8 kolony — univerzalni kolony s 1,7um ¢asticemi pro mnoho typ(
UPLC separaci provadénych v Sirokém rozmezi pH. Zakladem je
tiifunkeni ligand stabilni hlavné pfi nizkém pH a odolny vaci ,présaku®
kolony. Jde téz o tzv. endcapped kolonu, tedy s chemicky blokovanymi
volnymi siloxanovymi skupinami. Kolony poskytuji ostré piky pro baze,
dale jsou pak vhodné ve spojeni s MS detekci.

Shield RP18 kolony — Jedna se o dopliikové kolony k predchazejicim.
Jedna se o kombinaci Shield a BEH technologii, v silikagelovém zakladu
faze jsou vclenény karbamatové skupiny. Tyto ligandy pak vyrazné
zvysuji retenci fenolickych sloucenin oproti kolondm s prfimym
alkylovanym retézcem. Opét se jedna o kolony s velikosti BEH castic 1,7
Km a pouzitelnosti v Sirokém rozmezi pH.

Fenylové kolony - selektivni doplfikové kolony s Sirokou pH stabilitou a
skvélymi tvary pikl pro Sirokou Skalu sloucenin. Kolony vyuzivaji
tiifunkénich C6 alkyl( vazanych mezi fenylovymi kruhy. Tato unikatni
kombinace ligand{ a ,endcappingu® vytvaii novou dimenzi v selektivité

a efektivité pro narocné UPLC separace.
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Obr.C.27 Struktura sorbetu XTerra 2.generace

8.3.2._Hybridni technologie Twin™ ( Two-In-One Technology )*

Opét se jedna o technologii kombinujici nejlepsi vlastnosti silikagelu a

polymerd. Kolony jsou vysoce ucinné a inertni vaci chemickym vlivim. Zakladem je
klasicky silikagel, ktery se vyznacuje skvélou Ucinnosti a mechanickou odolnosti, ale
je znacné limitovan pracovnim pH. Polymerni materidly jsou sice vysoce pH stabilni,

ale pouze s kratkodobou efektivitou a nizkou schopnosti rozliSeni.

2 Text kapitoly 8.3.2. vypracovan ze zdroje (13) a (24)
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Geminy Twin ™ technologie

Unikatni technologie firmy Phenomenex, ktera dala vzniku novému silica-

organickému roubovanému povrchu a tim vytvoreni Castice s kompletné novym

unikatnim sloZzenim. Vnitni silikagelovy zaklad Castice zlstava nezménén od drive

pouzivanych klasickych silikagell, coZ zajiStuje casticim vysokou mechanickou

odolnost, rigiditu a efektivitu, zatimco silica-organicka skorapka zajistuje ochranu

Castice pred chemickymi vlivy a Sirokou pH ( pH rozmezi 1-12 ).

Kolon s touto technolgii Ize vyuzit jak pri izokratické, tak gradientové eluci a

jsou konstruovany tak aby byly Ucinné pro vSechny typy sloucenin ( polarni baze i
nepolarni kyseliny ).
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Obr.¢ 28 Porovnani struktury c3stice technologie Geminy Twin ™ a hybridni &3stice

Packin Particle|PorelSurface
Materigl Shape/ (Size
Size (p)|(A)

Gemini [Spherical
C18 5, 10 110 [375

Carbon
Load

rea
(m2/g)

End
Capping

14% [TMS

Tab.5 Charakteristiky materidli Gemini Twin ™ technologie
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Novinkou mezi kolonami vyuzivajicimi této technologie jsou kolony Gemini
C6 Phenyl. Skorapka je zde tvorena fenylovou fazi s Sestiuhlikovym ( C6 ) retézcem.
Tento typ Castic zarucuje retenci polarnich i nepolarnich sloucenin, vysokou pH
stabilitu ( pfi pH 1-12 ), retenci i za neutralnich podminek, vyssi aromatickou
selektivitu @ moznost uziti methanolu jako mobilni faze. Interakce mezi analytem a

fenylovymi krouzky jsou n-n interakcemi.

8.3.3. Hybridni technologie Pathfinder**
Technologie opét kombinujici to nejlepsi z vlastnosti silikagelu a

polymernich fazi. Jedna se o vysoce selektivni kolony diky kombinaci polarnich
interakci s reverznimi mechanismy. Na trhu je pét typ( kolon této technologie ( AP,
AS, EP, MR, PS ) liSici se vazanou organickou fazi na silikagelovém zakladu a tedy i
funkénimi skupinami, kterymi jsou . —CO, -NH2 a TMS ( trimethylsilan ). Tyto
odliSnosti vedou i k rozdilim v separaci latek na téchto kolonach. Presnéjsi popis
struktury stacionarni faze této technologie neni k dispozici.

Zakladni dostupné charakteristiky kolon Pathfinder:
Velikost por@ 100 - 300A
o Velikost ¢astic 2,5; 3,5; 5 um

o ID kolon v jakékoliv délce 2,1 a 4,6 mm

o

o pH stabilita v rozmezi 1-12
o Tepelna stabilita 250°C

24 Text kapitoly vypracovén ze zdroje (9)
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Obr.c.29Ukdzka separace na rdznych typech kolon Pathfinder

8.4. MONOLITICKE STACIONARNI FAZE®®

Poprvé byly kolony s monolitickou
silikagelovou fazi predstaveny v roce 1991
Minakuchim a Sogaou. Jedna se o alternativu
ke  klasickym  sférickym  CasteCkovym
stacionarnim fazim s naprosto odliSnou a
vyjime¢nou strukturou, kterou je blok
silikagelu, nebo jiného materialu, s velkymi a

Cetnymi pdry. Tato struktura pak redukuje

nechténou difuzi a poskytuje velky aktivni povrch a obrovskou propustnost.

Vysledkem je pak Uc¢innd separace. Celistva struktura zvySuje i mechanickou

odolnost, zatimco porovitost ( az nékolik nm ) minimalizuje impedanci na toku.

% Text kapitoly vypracovén ze zdroje (7), (8) a (10)
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Tato kombinace dovoluje rozmérové malé monolitické kolony vyuZzit pfi vysokych
prltokovych rychlostech, zaroven se vzrlstajici senzitivitou.

Syntetické monolitické kolony jsou pak vyrabény sol-gel technologii.
Syntéza probiha bud’ ,in-situ® pfimo v trubici nebo kapilare v pripadé polymernich
monolitd a nebo v pfipadé monolitd na bazi silikagelu se tyCinky vyrabi oddélené.
Dochdzi pfi ni k radikdlové polymerizaci monomer vychoziho materidlu nebo
polykondenzaci tetraalkylsiloxand v pfipadé silikagelu. Vysoké porozity se dosahuje
pomoci zesitovadel a rozpousteédel.

Kromé silikagelu se jako materidlu pro monolitické kolony vyuZiva i fada
polymerl ( polymethakrylaty, akrilamidy, derivaty vinilu, atd. ), v pfipadé kolon pro
chiralni separaci jsou monolity modifikovany pridavkem chiralnich selektord.

Typickym pro monolitické kolony jsou dvoji péry ( makro- a mezopory ).
VétSi pory ( 1-2 ym ) snizuji odpor kolony a umoziuji pouziti vyssich pritokl mobilni
faze. Mensi pory ( priblizné 12 nm ) stoji za zvétSenim aktivniho povrchu pro separaci
a tim zvyseni separacni ucinnosti téchto kolon.

Typy stacionarnich fazi:

e Monolitické kolony — klasické kolony nebo kapilary

e Monolitické disky — makroporézni, slouzi k rychlym separacim

biomateriald ( nukleové kyseliny, bilkoviny )

e Monolitické tabularni kolony — typické radialnim tokem, slouzici zejména

iontové vymeénné chromatografii

Hlavni vyhody monolitickych kolon:

e Extrémné rychla separace makromolekul

e Vysoka vytéZnost neovliviiovana pritokovou rychlosti

e Vysoka vazebna kapacita

e Vysoka prltokova rychlost za nizkého tlaku
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8.4.1. ProSwift™ monolitické kolony firmy Dionex?®
Firma Dionex produkuje dva typy monolitickych kolon,a to kolony pro

iontové vyménnou chromatografii ( ProSwift WAX-1S, SAX-1S, WCX-1S ) a pro
chromatografii na reverznich fazich ( PepSwift, ProSwift RP -1S, 2H a 3U ).

Kolony pro iontové vyménnou chromatografii — zakladnim materidlem
téchto kolon je polymethakrylat. Pracuji v rozmezi pH 2-12 a za optimalniho tlaku
3,4MPa a optimalnich pritokovych rychlostech 0,5 — 1,5 ml/min ( maximalni hodnota

2ml/min pro vSechny tyto kolony ). ID i délka kolon je stejna 4,6 x 50 mm. Kolony se

li8i v téchto parametrech:

ProSwift WAX- | ProSwift SAX-1S | ProSwift WCX-
1S 1S
Funkcni skupiny | Terciarni aminy Kvartérni aminy Karboxylové
skupiny
Maximalni tlak 6,9MPa 8,2MPa 6,9MPa
Teplota analyzy | 60°C 70°C 60°C
Objem kolony 0,73 ml 0,75 ml 0,70 ml

Tab.6 Charakteristiky ProSwift kolon pro iontove vyménnou chromatografii

Posledni dva typy kolon ProSwift SAX-1S a WAX-1S jsou novinkami na trhu

a jsou optimalizovany pro separaci protein{ a protilatek

Kolony pro RP chromatografii — zakladnim materidlem téchto kolon je

polystyren — divinylbenzen na povrchu s fenylem. Pracuji pfi optimalni teploté 70°C.

Kolony se liSi v téchto parametrech:

PepSwift ProSwift RP- ProSwift RP- ProSwift RP-
1S 2H 3U

ID a délka| 100 um x5cm | 4,6 x 50 mm 4,6 x 50 mm 4,6 x 50 mm
kolon 200 pm x 5 cm

500 um x 5 cm
Objem 0,4 ul 0,76 ml 0,73 ml 0,65 ml
kolony 1,6 pl

9,6 I
PracovnipH |2,5-8 1-14 1-14 1-14
Pracovni 0.8-1.0  pL/min | 0.5-4 mL/min 1-10 mL/min 1-16 mL/min
pri’ltokové 2.5-3.0 HL/min
rychlost 15-20 pL/min
Maximalni 1.2 ML/min | 5 mL/min 14 mL/min 20 mL/min
priitokova 5.0 bL/min

% Text kapitoly vypracovéan ze zdroje (20)
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rychlost 30 pL/min

Pracovni tlak | 20MPa 10.3 MPa 10.3 MPa 10.3 MPa
Maximalni 34,4 MPa 19.3 MPa 19.3 MPa 19.3 MPa
tlak

Tab.7 Charakteristika RP ProSwift kolon

Y
- \y
o
A" 4

Obr.c.30 Morfo/oie monolitd firmy Dionex

8.4.2. Monolitické kolony Onyx ™ firmy Phenomenex?’
Jde o monolitické kolony z vysoce Cistého silika materidlu, obsahujici

mezopdry ( 130 A ) a mikropdry ( 2 pm ) pracujici v pH rozmezi 2,0-7,5 pfi
maximalni teploté 45°C.

Makropdry vytvari hustou sit’ pérl umoziujicich protékani mobilni faze
rychlosti pod 9 ml/min za nizkych tlak ( maximalné 200 bar ), ¢imz se znacné
zrychluje separace latek na koloné. Mezopdry pak formuji jemnou vnitfni strukturu
kolony a vytvaii tak velky aktivni povrch 300 m?/g.

27 Text kapitoly vypracovén ze zdroje (14)

46




S
Conventional Silica

- . Particle-Based C18

Aop 1D 15488

A

Manolithic C18

Obr.c.31 Struktura monolitickych kolon Onyx Obr.¢.32 Porovnani separaci na
koloné  Onyx a  klasické

casticové C18 kolone ( viz
Poznamka c.1 )

47



Pozn.c.1: Podminky separace:

Conditions

Columns: Onyx™ Monolithic C18
Conventional Silica Particulate C18

Dimension: 100 x 4.6mm

Mobile Acetonitrile / 20mM  Potassium

Phase: phosphate buffer, pH 2.5 (75:25, v/v)

Detection: UV @ 210nm

Flow Rate: 1.5 mL/min

Temperature: Ambient

Sample: 1. Maleic Acid
2. Triprolidine
3 Chlorpheniramine

4. Diphenhydramine

8.5. STACIONARNI FAZE NA BAZI OXIDU ZIRKONICITEHO ( ZrO, )*®

Kovovy oxid zirkonicity je alternativnim materidlem ke klasickym silikagelovym
stacionarnim fazim. Mlze existovat v mnoha krystalografickych formach, ale také ve

formé amorfni.

Nejvétsimi vyhodami oproti klasickym silikagelovym a polymernim materialiim
je jejich vysoka chemicka a tepelna stabilita. Oproti klasickym silikagelovym kolonam
je tento material stabilni v celém rozsahu pH ( 1-14 ) a to i pri teplotach vyssich nez
200°C a nedochazi k jejich srazeni nebo zvétSovani plsobenim organickych slozek
mobilnich fazi ( popf. iontové sily vodné slozky ) jako u materidl polymernich. Jedna
se tedy o vysoce stabilni material s vysokou separacni ucinnosti dovolujici rychlejsi a
selektivnéjsi separaci. Nevyhodou zirkoniovych kolon je nevratna adsorpce latek typu

Lewisovych zasad na jejich povrch.

Interakce analytl s povrchem oxidu zirkonicitého probiha na zakladé teorie
Lewisovych kyselin a zasad a to diky pritomnosti tfech reaktivnich mist na povrchu

téchto casti — Bronstedovi kyseliny zasady a Lewisovi kyseliny — s dominantni

% Text kapitoly 8.5. vypracovén ze zdroje (15)
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prevahou mist typu Lewisova kyselina. Adsorpce slozek na takovyto povrch

zpUsobuje tvorbu chemicky sorbované vrstvy.

HO  OH,

OH
(
) ™
,,,,, W4

OH
Y / o a2 AR
(8) (8) (8) (8) (§) ( (8)

. [,
. Qb 2N P
Lewis Acid: (V "'\"un + W Qi
0 (6} ‘ ‘/ \
Obr.c.33 Povrchovy chemismus zirkoniové castice

8.5.1. Zirkoniové kolony firmy ZirChrom

Syntéza sorbentd kolon ZirChrom ® probihd kontrolovanou polymerizaci

indukujici agregaci amorfniho oxidu do monodisperznich 3 pum zirkoniovych sférickych

Castic, které pri teplotdch nad 900°C splyvaji a vytvafi monojednotkové

krystalografické formy zirkonia.

Obr.c.34 Monodisperzni zirkoniové 3um sférické castice

ZirCrom RP_stacionarni faze — novinkou mezi témito fazemi jsou

deaktivované stacionarni faze. Vyhodou kolon s témito deaktivovanymi
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fazemi je kompatibilita s t€kavymi, témér neutralnimi mobilnimi fazemi
obsahujicimi pufry jako je octan nebo mravenc¢an amonny, zvySena retence
latek bazické povahy oproti C18-silikagelovym fazim a odliSna selektivita
pro bazické latky. Mezi velké prednosti patfi schopnost analyzovat latky

vSech charakterd ( bazické, kyselé a neutraini ).

e DiamondBond C18 — C18 modifikovana uhlikova faze v kombinujici
klasické ODS ( C18 — octadecyl ) technologie s povrchovou technologii
ZirCrom.

e ZirChrom-EZ — Reverzni faze vhodna pro separaci kyselin i bazi, stabilni
v rozmezi pH 1-10 pri teploté do 50°C.

e ZirChrom-MS — Reverzni faze obdobné selektivity jako C18 faze. Idealni
pro pouziti pfi LC/MS bazickych i kyselych latek a farmaceutickych
smési. Stabilita jako u predchdzi faze.

e Klasické reverzni stacionarni faze jsou pak vhodné pro mobilni faze
s vysokym obsahem vody ( Zirchrom PS — pH stabilita 1-13 do 150°C ),
pro bazické latky neiontové povahy (ZirChrom PBD — pH stabilita 1-14
do 150°C ) a pro separace diastereomerli a geometrickych izomerl (
ZirChrom CARB — pH stabilita 1-14 do 200°C).

0

HO__ |

NO/P\

HO\ \
‘1\

HO \
. (Pamidronic acid) (
Lewis acid-base reaction HOOGCS

N-ethoxycarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydroquinoline
(EEDQ) coupling reaction

o. ﬁ CS (Chiral Selector)
=)\

\/m
\P

o

Obr.C.35 Typickd chemicka reakce pfi uZiti chiréiniho selektoru na povrchu
ZirChrom CARB faze
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ZirChrom NP stacionarni faze — Jedinou fazi této rady je vysoce stabilni faze
s pH rozmezim 1-14 do 150°C je polarni ZirChrom PHASE.

ZirChrom iontové vyménné stacionarni faze — stacionarni faze na povrchu

s iontovymi skupinami kationtové nebo aniontové povahy.

e ZirChrom WCX - slaba kationtové vyménna faze s fosfatovym
povrchem, stabilni v pH rozmezi 1-10 pfi teploté do 150°C

e ZirChrom PEZ — kationtové vyménna zirkoniova faze pokryta
EDTPA ( ethylendiamin — N,N,NN’-tetra (methylen-fosfonova)
kyselina )  vhodna k analyze  proteind,  vynikajici
pseudostacionarni faze pro separaci protilatek, stabilni v pH
rozmezi 1-10 do 50°C.

e ZirChrom WAX - slabé iontové vyménna zirkoniova faze
modifikovana  polyethyleniminem, stabilni pro separace
biomolekul ( zejména sacharidl ). Stabilita je zarucena v pH
rozmezi 3-9 pfi teploté do 200°C.

e ZirChrom SHAX - silné aniontové vyménna faze zirkonia
modifikovana polyethyleniminem. Je vice hydrofilni nez predchozi
( vhodna pro separaci protein( ), pouzitelnd v pH rozmezi 1-12
pri teploté do 80°C.

e ZirChrom SAX - silné aniontové vyménna zirkoniova faze
modifikovana  polyethyleniminem vhodna pro separace
organickych i anorganickych aniond ( vitaminy rozpustné ve
vodé, aminokyseliny, peptidy ). Stabilita je zarucena v pH
rozmezi 1-12 pri teploté do 80°C.

8.5.2. Discovery zirkoniové kolony firmy Sigma-Aldrich?®

e Discovery Zr-PBD faze - Castice ZrO2 jsou pokryty polybutadienem. Faze je

svymi separacnimi vlastnostmi nejvice podobna oktadecylovym kolonam se

29 Text kapitoly 8.5.2. vypracovan ze zdroje (5)
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silikagelovym nosicem. Na rozdil od nich ma ale vyhodu v tepelné a pH
stabilité. Je urena pro separace bazi, predevsim amind.

Discovery Zr-PS faze - Castice ZrO2 jsou pokryty zesitovanym polystyrenem.

Faze je urcena pro analyzy hydrofobnich latek, pro latky bazické (aminy), pro
mobilni faze s nizkym obsahem organickych rozpoustédel. Doporucuje se jako

alternativa k oktadecylové fazi.

Discovery Zr-Carbon faze - Castice ZrO, jsou pokryty souvislou vrstvou uhliku.
Faze je urCena pro RP separace geometrickych izomerl a diastereomerd.
Povrch je vysoce hydrofobni, také vlastnostmi velice podobny grafitizovanému
uhliku. Nedoporucuje se pro analyzu aromatickych sloucenin s planarni

strukturou, které jsou zadrzovany pfilis silné.

Discovery Zr-Carbon C18 - Castice ZrO, jsou pokryty souvislou vrstvou uhliku.
Uhlikova vrstva je nasledné modifikovana kovalentné vazanymi
oktadecylovymi skupinami. Tato faze je hodnocena jako univerzalni, idedlni
pro separace latek kyselych, bazickych i neutralnich. Jeji selektivita je naprosto

odliSna od oktadecylovych kolon se silikagelovym nosi¢em.

8.6. STACIONARNI FAZE NA BAZI OXIDU TITANICITEHO ( TiO, ) 3°

Sachtopore® firmy ZirChrom

Sachtopore je anorganickou, porézni fazi pro HPLC systémy obsahujici TiO, (

tzv. titanium ). Vlastnosti povrchu titania jsou dost odlisSné od klasickych

silikagelovych fazi, ale velmi pfibuzné s vlastnostmi zirkonia ( ZrO, ). Jedna se o nové

faze kombinujici tepelnou a stabilitu tradi¢né spojovanou se zirkoniem, ale s SirSim

rozmezim velikosti port a velikosti Castic.

Jako v pripadé zirkonia, jsou povrchové interakce spojeny s teorii kyselin a zasad

Bronsteda a Lewise:

%0 Text kapitoly 8.6. vypracovén ze zdroje (16)
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Obr.c.36 Povrchovy chemismus titaniové castice

Sachtopore titaniové faze jsou dostupné jak pro NP, tak pro RP HPLC
systémy. Sachtopore NP kolony jsou naplnény holymi titaniovymi casticemi,

Sachtopore RP kolony jsou pak pInény titaniovymi ¢asticemi krytymi polyethylenem.

—{» CHz'CH[ﬂT\ Polyethylene

HO H

TH
Q 0 / Q O ; C\
(8)

(§)

Obr.c. 37 Povrch titaniové castice pro RP separaci

Lewisovy kyseliny na povrchu titania hraji hlavni roli pfi separaci elektrolytd.
Selektivita téchto fazi mlze byt ovlivnéna iontovou silou mobilni faze a typem
pouzitého pufru. Tento efekt mlze ovlivnit zakladni interakce mezi povrchem titania
a pufrem. Silné interakce s povrchem titania ve svém dlsledku zplsobi na povrchu

zvySeni negativniho ndboje a tim zvysi retenci sloucenin charakteru kationd.
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Tabulka srovnavajici fyzikalni a chemické vlastnosti titania a zirkonia:

TiO> ZrO;
Rozmeéry castic( pm ) | 3-80 3-25
Velikost pérd (A) 60, 100, 300, 500, 1000, | 300

2000

pH stabilita

NP - 1-14

RP-1-12

1-14 (PBD, CARB, PS, DB-
C18))

Maximalni teplota

VysSi jak 100°C

Vy&& jak 200°C (CARB,
DB-C18)

Izoelektricky bod ( pH
)

5,6

6,7

Tab.8 Srovnani fyz-chem viastnosti titania a zirkonia

Jak ukazuje tabulka, Sachtopore Castice jsou variabilni jak ve velikosti pérd,

tak samotnych ¢astic v obou médech (RP i NP ).

Obr.c.38 Elektronovy mikrograf Sachtopore castic 60, 100, 300, 2000 poréznich

Vysoka variabilita, unikatni selektivita a stabilita téchto kolon umoznuje jejich

Siroké vyuziti v HPLC technologiich.

8.7. HILIC STACIONARNI FAZE3!

HILIC ( Hydrophylic Interaction Liquid Chromatography ) je jednim z novych

trendd v HPLC, Ize pro ni pouzit stacionarni NP nebo RP HPLC fazi obsahujici NH,

nebo OH skupiny, ale v posledni dobé k produkci kolon specielné pro HILIC aplikace.

81 Text kapitoly 8..7 vypracovén ze zdroje (17)
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HILIC stacionarni faze:

e Neutradlni ( pf. dioly ) — probihaji na nich neutrdini interakce, maji nizsi
selektivitu a jsou pH nezavislé

e Nabité ( pf. amino skupiny ) — dobra selektivita, silné iontové interakce, pH
zavislé

e Zwitteriontové ( pt. ZIC HILIC ) — dobra selektivita, slabé iontové interakce,

pH nezavisla, tvorba stabilniho vodného povrchu

Nejznaméjsimi typy téchto kolon firmy Sequant jsou ZIC-HILIC kolony na bazi
silikagelu a ZIC-pHILIC kolony na bazi polymerl s vazanym ,zwitteriontem" (

hybridni iontova skupina ), ktery pfi separaci vyvazuje vétSi mnoZzstvi vody. Jedna se

CH,
CH-N-CH-CH:CH;-50,
i | L Fa “
CH,

Obr.c.39 Zwitteriontova skupina

o kapilarni kolony.

ZIC — HILIC kolony se vyuzivaiji k separaci hydrofilnich a polarnich latek, které
vykazuji malou nebo zadnou retenci na RP — HPLC kolonach ( aminokyseliny, cukry,
peptidy, atd. ). Jako eluenty se vyuzivaji organickd rozpoustédla ( predevSim
acetonitril ) ve smési s pufry. ZIC-pHILIC se liSi od predchozich kolon tim, Ze
»Zwitteriontova" skupina je navazana na povrchu porézni ¢astice polymeru a separaci
je dosazeno jednak hydrofilnimi, tak elektrostatickymi interakcemi. Diky polymernimu

zakladu jsou tyto kolony vyuzitelné v Sirokém pH rozmezi.
8.8. RRLC STACIONARNI FAZE32

RRLC stacionarni faze jsou predstavovany RRHT ( Rapid resolution high
throughput columns ) ZORBAX firmy Agilent.. Na trhu je vice nez sto téchto kolon

s deviti odliSnymi vazanymi fazemi a s velikosti ¢astic 1,8; 3,5a 5 um.

%2 Text kapitoly 8.8. vypracovén ze zdroje (26)
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Kolony jsou postavené na Rx-SIL, zakladem je vysoce kvalitni porézni silikagel
pripravovany sol — gel technologii. Kolony se vyznacuji vybornymi tvary pikd,

rozliSenim a v neposledni fadé dlouhou Zivotnosti.

XEROGEL SOL-GEL

Obr.c.40 Elektronovy mikrogram struktury polymerni’ xerogel a silikagelové sol-gel
castice

Sub-2um (Castice vytvarené sol-gel technologii SOL — GEL na bazi silikagelu

maji sice nizSi porozitu nez XEROGEL polymerni Castice, ale jsou mechanicky

odolnéjsi a stabilnéjsi v Sirokém pH rozmezi.

e ZORBAX Eclipse Plus — stacionarni faze vhodné pro separaci bazickych

sloucenin s vysokou efektivitou. Délaji se ve dvou typech, C18 a C8, s aktivnim
povrchem 160 m2/g, velikosti por& 95 A. Jsou stabilni v pH rozmezi 2-9 u C18
a 2-8 u C8 faze.
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Obr.c.41 ZORBAX Ecljpse Plus kolony

ZORBAX Elipse XDB — stacionarni ,,double-encapped, faze pro uziti zejména pfri

nizkych hodnotach pH ( 2-3 ), ale pH rozmezi pro separace je 2-9. Opét
s nékolika typy vazanych fazi ( C18, C8, CN a fenyl ).

ZORBAX StableBond — stacionarni faze pracujici v pH rozmezi 1-8, vyznacuijici

se velkou stabilitou pri nizkych pH. Volné siloxanové skupiny jsou v tomto
pripadé stericky chranény diisobutylovymi, popf. diisopropylovymi, fetézci.
Tzn. Ze se jedna o tzv. ,non-encapped" faze ( chemicky neupravované ) a
jejich stabilita je zaruCena i pfi pouziti agresivnich mobilnich fazi. Na
silikagelové jadra téchto ¢astic mlzou byt vazany C18. C8, CN, fenyl, C3 a pro
100% vodné mobilni faze SB-Aq skupiny. VétSina téchto stacionarnich fazi
pracuje pfi teplotdch do 80°C. Velikosti pord jsou 80A a velikost aktivniho
povrchu ¢ini 160 m2/g.

ZORBAX BonusRP — nové faze s vazanou polarni amidovou skupinou na C14

alkylovém retézci a sterickou ochranou. Jedna se o tzv.“triple-endcapped"
faze. Jsou vhodnou alternativou predchazejicim kolon pro praci pfi neutralnim
pH.

ZORBAX Extend C18- kolony stabilni v pH rozmezi 2-11,5. Vysoce ucinné

kolony s dlouhou Zzivotnosti a stabilitou pri vysokych pH ( pracuje se s pufry
jako triethylamin, pyrrolidin, glycin, NH3OH ). Jsou vhodné pro separace

protein a naslednou detekci pomoci MS.
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9. ZAVER

Jak jiz bylo receno v uvodu, je vysokoucinna kapalinova chromatografie
jednou z nejpopularnéjsich separacni metodou napfic Sirokym spektrem oborl. Vyvoj
novych technologii v dnesni dobé zkracuje analyzy i na ¢asy pod 30s. Mensi a tvarové
uniformé&jsi Castice pak zvysuji separacni UGc€innost a efektivnost téchto systémd.
V neposledni fadé miniaturizace systémd vede k snizovani objeml pouzivanych
rozpoustédel a tim padem jednak k Setfeni materidlu, ale i Zivotniho prostredi (
v dnesni dobé hodné diskutovana otazka ).

Predlozena bakalarska prace pak velmi okrajové naznacuje sméry, kterymi se
vyvoj této metody ubira.
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APCI
BEH
BSM
CEC
CMC
DAD
ELSD
EOF
HILIC
HPLC
ID

LC
MF
MLC
MS
NP
ODS
(O
PDA
PAL
RP
RRLC
SF
UPLC
uv - VIS

10. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Agregation number- Cislo agregace

Atmospheric pressure chemical ionization —chemicka ionizace za atmosférického tlaku
bridge ethylsiloxane/silica hybrid — hybridni technologie silikagelu a polymeru
bojary solvent manager — binarni pumpa

Capillary electrochromatography — kapilarni elektrochromatografie
Critical micelle concentracion — kriticka micelarni koncentrace
Diode array detektor — detektor s diodovym polem

Evaporative light scattering detektor

Elektroosmoticky tok

Hydrophylic interaction liquid chrmatography

High performance liquid chromatography

Internal diameter — vnitini primér

Liquid chromatography — kapalinova chromatografie

Mobilni faze

Micellar liquid chromatography

Mass spektrometry — hmotnostni spektrometrie

Normal phase — normalni faze

Oktadecylsilica — oktadecylsilil ¢i oktadecylsilika

Oktasililsilica

Photo diode array — fotodiodové pole

Povrchové aktivni latky

Reversed phase — obracené ( reverzni ) faze

Rapid resolution liquid chromatography

Stacionarni faze

Ultraperformance liquid chromatography

Ultra — violet/visible — ultrafialova-viditelna oblast svétla
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