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Souhrn

Analyticka chemie a také dalS$i chemické obory se v posledni dob¢ snazi byt
ekologicky a zaroven ekonomicky efektivni. Vysokoteplotni kapalinova chromatografie
(HTLC) s podkritickou vodnou mobilni fazi spliiuje ob¢ tato kritéria. Teoretické
zaklady této techniky byly poloZeny jiz v osmdesatych letech dvacéatého stoleti, ale
kvuli nedostacujicim parametrim tehdejsi instrumentace nebyla uvedena do analytické
praxe. Posledni vyvoj termicky odolnych (az do 200 °C) stacionarnich fazi na bazi
zirkonu, titanu a organickych polymerti umoznila vyzkum a néslednou aplikaci
teplotnich gradientii v kapalinové chromatografii pro bézné analytické separace. HTLC
s podkritickou vodou nejen ze dokdze nahradit v LC separacich toxicka organicka
rozpoustédla, ale navic nabizi i 5 — 20krat rychlejsi separaci s vy$S§im rozliSenim nez
konvenéni HPLC. Tyto skutecnosti jsou zpisobeny sniZenim viskozity a polarity
mobilni faze za vyssi teploty, ktera také zajisti zvysSeni difuznich koeficienti analytu.
Pouziti 100%ni vodné mobilni fize ma mnohem vice vyhod. Mezi nejvyznaméjsi lze
zatadit zlepSeny elu¢ni profil a detekovatelnost. Tato prace je také zaméfena na nékteré

biologické a ekologické aplikace HTLC.

Klicova slova: Vysokoucinna kapalinova chromatografie, Vysokoteplotni kapalinova
chromatografie, teplotni gradienty, podkriticka voda, termicky odolné stacionarni faze,

triazolové fungicidy, brombenzoové kyseliny



Summary

Analytical chemistry as well as other fields of chemistry nowadays make efforts
to be more ecologically and when it’s possible also economically effective. High
temperature liquid chromatography (HTLC) using superheated water as a mobile phase
covers both criteria. This new emerging technique was first theoretically discussed in
1980°s but due to lack of appropriate equipment it wasn’t introduced into analytical
practice. Recent developments of thermally resistant (up to 200 °C) stationary phases
based on zirconia, titania and organic polymers allowed to study and use of high
temperatures in liquid chromatography on daily basis. Not only that HTLC with
superheated water can in some cases replace HPLC which is using toxic organic
solvents but HTLC also offers 5 — 20 times faster separations with greater resolution.
This is caused by viscosity and mobile phase polarity decrease while solute diffusion
coefficients increase. Using 100% water mobile phase have many more advantages than
just speed. One of them is improved detectability and peak shape. This thesis focuses on

some of the biological as well as the ecological application of HTLC.

Keywords: High performance liquid chromatography, High temperature liquid
chromatography, temperature programming, superheated water, thermaly resistant

stationary phases, triazole fungicides, brombenzoic acids
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Seznam zkratek:

ACN - acetonitril

AES — atomova emisni spektrometrie

APCI - ionizace kombinaci vypafovani za vysoké teploty a el. Vyboje
BBA — brombenzoova kyselina

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova

ESI - ionizace elektrosprejem

FID — plamenové¢ ioniza¢ni detektor

GC — plynové chromatografie

HTLC — vysokoteplotni kapalinova chromatografie
ICP — iontov¢ vazana plazma

L C — kapalinova chromatografie

MeOH — methanol

MS — hmotnostni spektrometrie

NMR — nuklearni magnetickd rezonance

ODS - oktadecylsilikagel

PAH — polyaromatické uhlovodiky

PBD - polybutadien

PEG — polyetylenglykol

PGC — porovity grafitovy uhlik

PRP — polymerni reverzni faze

PS-DVB - polystyren — divinylbenzen

RP-HPLC - vysokotlaka kapalinovad chromatografie s obracenymi fazemi

RPLC — kapalinovéa chromatografie s obracenymi fazemi



SPE — extrakce na pevné fazi

SWC - chromatografie s podkritickou vodou

SWE - extrakce podkritickou vodou

THF — tetrahydrofuran

TLC — tenkovrstva kapalinova chromatografie

UV — ultrafialové zateni

UPLC — ultravysokotlaka kapalinova chromatografie

WRP-LC - kapalinova chromatografie s obracenymi fazemi a 100%ni
vodnou mobilni fazi



Uvod

v

Vyhody aplikace zvySené teploty pii LC separaci jsou ziejmé. Nejnapadnéjsi je
urychleni separace a redukce zpétného razu mobilni faze. Tyto faktory v kombinaci
s pouzitim specifické instrumentace a po optimalizaci techniky vedou Kk vysoké
ucinnosti HTLC separace, velké citlivosti (rozliSeni) a vétSi symetrii pika. Nekteré
detektory (napt. ICP — MS, viz dale) prokazuji vyssi limity detekce pii pouziti HTLC
nez u konvenéni HPLC. Diky snizené retenci lze vyrazné snizit nebo v nékterych
piipadech zcela eliminovat pouziti organickych rozpoustédel a nahradit jej ¢isté vodnou
mobilni fazi. Niz$i zpétny tlak také umoznuje ndhradu toxickych rozpoustédel, jako jsou
methanol nebo acetonitril, netoxickym ethanolem. Jak voda, tak ethanol jsou netoxické
vuci zivotnimu prostredi, jsou recyklovatelné (na rozdil od nékterych vysSe zminénych
organickych rozpoustédel) a tudiz mohou byt povazovany za ekologické alternativy.
Proto je vysokoteplotni kapalinova chromatografie (HTLC) nékdy oznacCovéana jako
Green HPLC, tedy zelena kapalinovd chromatografie. Vyhody HTLC ale nespocivaji
pouze V ekologii, ale také v ekonomickém aspektu analyz. Organické rozpoustédla,
kterych je v soucasnych analytickych (chromatografické ¢i extrakéni aplikace)
laboratotich denné spotfebovano na miliony litrti, jsou velmi ekonomicky nakladné jak
na nékup, tak na naslednou likvidaci (vétSinou jsou nerecyklovatelné pro opakované
pouziti). V literatuie se mizeme setkat také s pojmy jako extrakce podkritickou vodou
(SWE - subcritical water extraction), tato problematika je v této bakalaiské praci

zminéna pouze okrajoveé, a to zejména jeji propojeni s chromatografii.

V cizojazy¢né literatuie lze nalézt v souvislosti s HTLC (High Temperature
Liquid Chromatography) a Green HPLC jesté jind oznaceni: superheated water HPLC
(HPLC s velmi horkou vodnou mobilni fazi), subcritical water HPLC (HPLC s vodnou
mobilni fazi v podkritickém stavu). Je tieba si tyto pojmy definovat. Podkriticka voda
(velmi horké voda) je voda v kapalném stavu nad svym bodem varu t,, = 100 °C (tento
je definovan pro normalni atmosféricky tlak 101,325 kPa). V HTLC je ale voda ve
vysokotlakém systému udrzovéana v kapalném stavu i pfi teplotach kolem 200 °C, tedy
Vv podkritickém stavu (tx H2O = 374 °C, coz je kriticka teplota, nad kterou nelze pouhym

zvySovanim tlaku dosahnout kapalného stavu) [1].



A.Teoreticka ¢ast

Chromatografie s obracenymi fazemi (RPLC - reversed phase liquid
chromatography) je nejvice pouzivanou technikou kapalinové chromatografie.
Zjednodusen¢ lze stavbu tohoto systému popsat jako nepolarni stacionarni fazi, vetSinou
alkylovy ligand vézany na povrch oxidu kiemicitého a polarni mobilni fazi. V piipadé
klasické RPLC je mobilni faze smési vody a organického rozpoustédla, jako napiiklad
methanolu nebo acetonitrilu. Za urcitych podminek lze pouzit pouze cistou vodu.
Samotnd voda je bohuZzel pii pokojové teploté (20 °C) velmi slabym eluentem pro
vSechny analyty, s vyjimkou vysoce polarnich sloucenin. Kvtli této vlasnosti je tedy

v klasické RPLC piidavek organického rozpoustédla do mobilni faze nutnosti [2].

V poslednich letech se pouziti podkritické vody jako mobilni faze/rozpoustédla
ukazalo jako velmi dostupné a uzitetné jak pro chromatografické, tak i extrakéni
aplikace. Tato technika by mohla eliminovat nebo redukovat spotfebu organickych
rozpoustédel, ndkladii na n¢ vynaloZenych, stejné tak jako jejich dopad na zdravi a
zivotni prostiedi. Pouziti podkritické vody jako eluentu také nabizi fadu
chromatografickych vyhod. M4 mnohem niz$i viskozitu nez obvykle pouzivana smés
vody a organického rozpoustédla v RP-HPLC. Nizka viskozita zvySuje difizni pomér a
zlepSuje ptevod hmoty (snizuje odpor proti pievodu hmoty) jak pro chromatografii, tak
extrakci. Teplotni programovani separace (teplotni gradient) mize byt vyuzito také
k napodobeni gradientové eluce vhodné pro ovlivnéni polarity vody, ktera se pfi
zvySené teploté snizuje. Podkritické vody bylo pouzito jako mobilni faze pii RP-HPLC
separaci mirné polarnich a nepolarnich analytl, jako napiiklad aromatické uhlovodiky,
lé¢iva a vitaminy za souCasného pouZiti sestavy stacionarnich fazi na bazi zejména
polystyren - divinylbenzenu (PS-DVB), oxidu zirkonia a porovitého grafitového uhliku
(PGC) [2].

I kdyz tomuto aspektu mnoho zuzivateld chromatografickych technik
nepiiklada patficnou dilezitost, teplota mlize u chromatografické separace hrat velkou
roli pfi optimalizaci podminek separace. S pomoci noveé zavedenych stacionarnich fazi,
které jsou vice termicky stabilni, tak naplii chromatografické kolony vydrzi az né€kolik
set separaci (stanoveni). Je tedy dulezité zjistit vliv vyssi teploty na u¢innost separace u

kapalinové chromatografie, coZz zahrnuje i matematickou zavislost vysky teoretického



patra kolony na teploté. Tyto souvislosti budeme zkoumat zejména u kapalinové
chromatografie s obracenymi fazemi (HPLC-RP = RPLC) [2].

Dosud byl hlavni zajem pii optimalizaci parametri separace vénovan zejména
pH, iontové sile, typu mobilni faze, velikosti ¢astic stacionarni faze a jejich porovitosti.
Teplota zde méla az druhotnou diilezitost. Nékteré studie LC separaci ovSem prokazaly
velky vliv teploty na Gc¢innost separace. Soucasna instrumentace, zejména tedy napln
kolon a jejich vyhfivani, které je mozné u nékterych pfistroji nastavit az na teploty
nad 150 °C, umoziuji rozvoj vyzkumu vlivu tohoto parametru na separaci. Velmi
dalezity je fakt, ze pii vzristajici teplot¢ mobilni faze (eluent) klesa jeji viskozita a to
ma pozitivni vliv na diftzi a na ptevod hmoty v chromatografické kolon¢ (zvysuje je,
viz van’t Hoffova, van Deemterova rovnice). Niz§i viskozita eluentu také zvySuje
rychlost pritoku mobilni faze kolonou, a snizuje zpétny rdz mobilni faze pti pouziti
delsich kolon (tedy zvySeni poctu teoretickych pater). Dal§imi neméné dulezitymi
faktory jsou téz snizena dielektrickd konstanta a v neposledni fad¢ také nizs§i povrchové
napéti. Vsechny tyto podminky pfiznivé ovliviiuji retenci vzorku, a tedy rychlost
analyzy. Velikost sniZeni retence vzorku piti aplikaci vyssi teploty ovSem neni vzdy

linearni, ale je individualné zavisla na soluentu (stanovované rozpusténé latce) [2].

Efekt teploty na Uc¢innost chromatografické separace byl poprvé diskutovan jiz
v sedmdesatych letech dvacatého stoleti. Vyhody vysoké teploty eluentu jiz byly v této
praci zminény. Jak uz bylo vySe uvedeno, viskozita mobilni faze se pii vysoké teploté
snizi a to vede také ke snizeni zpétného razu (backpressure) pii konstantni priitokové
rychlosti. To znamena, ze pii aplikaci vySsi pritokové rychlosti a kolon s ¢asticemi
o menSim priméru miZze byt separace znacné zrychlena, samoziejm¢ nesmi byt
piekro€en urcity mezni tlak pro dany HPLC systém. ZvySenim teploty navic sniZime
i odpor proti pfevodu hmoty mezi dvé faze a tim se zvysi i difize molekul analytu.
Nasledkem téchto zmén se optimum priitokové rychlosti posune do vyssSich hodnot, jak
teoreticky diskutovali Antia a Horvath v roce 1988 [18], coz bylo v praxi mnohymi
prokazano. Za normalnich podminek je ¢ista voda nejslabsim eluentem v RP-HPLC. To
je zptsobeno vysokou hodnotou jeji dielektrické konstanty (viz vySe). ZvySenim teploty
se hodnota dielektrické konstanty snizi natolik, ze voda je svymi eluc¢nimi vlastnostmi
podobna spise ethanolu ¢i methanolu, a to jiz pfi teplotach kolem 200 °C. Této zmény
vV eluéni sile vody mize byt vyuZito k nahrazeni gradientové eluce (zména slozeni

mobilni faze) teplotnim gradientem. Nejvétsi vyhodou pouziti ¢isté vody, jako mobilni
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faze v RP-HPLC je jeji absolutni ekologickd nezdvadnost a nendkladnost v porovnani

s toxickymi organickymi rozpoustédly [3].

1. UdrZeni mobilni faze v kapalném stavu

V praxi se pti HTLC aplikacich udrzuje voda v kapalné fazi pomoci regulace
(downregulation) zpétného tlaku v koloné. Pro uréeni tlaku potifebného k zabranéni
vypafovani vody muze byt vyuzita Clausius - Clapeyronova rovnice, kde:

(p) je tlak, (A) je konstanta, AHyy, je entalpie vypafovani, (T) je termodynamicka
teplota [K] a (R) je plynova konstanta.

_AH,
— 4 yp)
P wm( RT

Rovnice 1: Clausius - Clapeyronova rovnice

Jde-li navic o teplotni gradient (postupnou zménu teploty), pak musime pocitat s tim, ze
pii kazdé teploté (T1,T2) je za potiebi jiny tlak (p1, p2) pro udrzeni kapalné mobilni

faze. Potom ma tedy Clausius — Clapeyronova rovnice tento tvar:

ln<p_1) = Mﬂ(i_i>
P2 R \TI; T

Rovnice 2: Clausius - Clapeyronova rovnice pro teploty T1a T,

Clausius — Clapeyronova rovnice tedy umoznuje odhadnout, jak velky narast tlaku bude
treba aplikovat pfi ménici se teploté. Pro ziskani tohoto odhadu je tieba znat vypatovaci

entalpii pro danou mobilni fazi.

Dalsi empiricky (zkusmo) odvozenou rovnici, kterd se casto pouZiva pro odhad

potiebného tlaku pfi zvySenych teplotach je Antoineova rovnice:

ogp =4~ (=)
ogp =A—(7—%

Rovnice 3: Antoineova rovnice



Kde je tlak (p) vyjadien v mm Hg sloupce, (T) teplota vyjadiena v ° C, a (A, B, C) jsou
Antoineovy koeficienty, které se 1i$i v zavislosti na druhu kapaliny (smési kapalin).
Antoineova rovnice je presna az na velmi malé procento té¢kavych latek (tenze par nad

1,3 kPa). Antoineovy koeficienty jsou pro vétsinu znamych latek tabelovany [4].

Nasledujici graf ukazuje body varu béznych HPLC mobilnich fazi v zavislosti na
tlaku. Jak na grafu miizeme vidét, vodu lze udrzet kapalnou pro HTLC aplikace az na

200 °C pomoci zpétného tlaku pouhych 15 bar (1500 kPa) [4].
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Obriazek 1: Zavislost teploty varu na zpétném tlaku pro obvyklé mobilni faze v HPLC
vypoctené z Antoineovy rovnice pro vodu, ACN (acetonitril), THF (tetrahydrofuran),
MeOH (methanol) [4].



2. Efekt teploty na zpétny tlak v koloné

Zpétny tlak v koloné (na kolon¢) je tlak mobilni faze, ktery musi cerpadlo
vyvinout, aby mobilni faze prosla ptes celou délku kolony naplnénou stacionarni fazi az
k detektoru. Zpétny tlak vyvolany naplnénou HPLC kolonou je pfimo imérny délce této
kolony L a neptfimo imérny velikosti ¢astic sorbentu d,, a vnitinimu praméru kolony d,
takze v ptipadé, Ze se velikost Castic sorbentu zmensi 3krat, pak zpétny tlak na koloné
vzroste 9krat. Experimentalni vysledky z nékterych studii ukazal, ze tlak na kolon¢ byl
pfi 200 °C 1,6krat vyssi nez pii 25 °C. Také nelze opomenout nutnost vnéjsiho
omezovace tlaku, ktery je pottebny pro pouziti podkritické vody (200 °C) jako mobilni
faze, jenZ sdm o sob¢ odebird ze systému tlak 2 MPa. Tyto zavéry tedy prokazuji, ze
pracovni tlak pti teploté mobilni faze kolem 200 °C je az dvakrat vétsi nez pii pokojové

teploté [4].

3. Stabilita vzorku pf¥i vysokych teplotach

Nyni se zaméfime na chromatografickou spolehlivost a stabilitu analytu pfi
vysokych teplotach. Reakce uvniti kolony konvenéniho kapalinového chromatografu jiz
byly prozkoumény za standardnich podminek. Stabilita analytu je zarucena riznymi
aditivy, optimalnim pH a pouzitim chlazeného automatického davkovace vzorkl. Mezi
hlavni chemické reakce, které mohou narusit stabilitu vzorku, patii: hydrolyza, oxidace,
izomerizace a epimerizace. Jiz v roce 1960 prokazaly studie Kellera a Giddingse [17],
ze reakce prvntho fadu mohou mit neptiznivy vliv na profil elutu.
Horvath a kolektiv [18] zjistili, Ze nezadouci katalyzou zbytkového (rezidualniho)
Zeleza, obsaZeného v silikagelové stacionarni fazi, stoupa oxidacné redukéni pomér
substituovanych methoxyhydrochinonil pfi srovnani s oxida¢né redukénim pomérem ve
volném roztoku (mimo kolonu). Dalsim analytem, ktery podpofiil tyto zavéry, byl
prolinovy dipeptid. Ten v pribé¢hu (2 — 3 min) typické chromatografické separace
podléhal izomerizaci a tvofil zkreslenou a zdvojenou eluéni kiivku. Bylo zjiSténo, Ze
teplota, délka kolony, pH a priitokova rychlost mohou byt upraveny ve prospéch profilu
piku (jeho tvaru), tim tedy bude zamezeno rozmyvani piku zptsobené nezadoucimi
reakcemi. Potencidlni nevyhodou pfi pouzivani vysokych teplot je moZzna akcelerace

nezadoucich reakci uvnitt kolony pfi stanoveni termolabilnich analytii. Klicovym
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parametrem pii rozhodovani, zda se jedna o nezadouci reakce, je vztah mezi retencnim
Casem analytu a jeho reakénim pomérem za danych podminek v kolong. Tento vztah je

vyjadien Damkohlerovym Cislem (Da) [4].

kL(1+ k
pa =LA+ K)
Uy

Rovnice 4: Damkohlerova rovnice

Toto Cislo je definovano jako pomér mezi retenénim Casem analytu a casem
potiebnym k reakci, kde: k je (rychlostni konstanta) reakce prvniho (pseudo-prvniho)
fadu (s - 1), L je délka kolony (v cm), K¢ je retencni faktor a Up predstavuje
intersticidlni (meziprostorovou) linearni pritokovou rychlost (cm/s). Pokud neprobiha
zadna vedlejsi reakce, pak je Da << 1 nebo pokud je reakce velmi rychla je Da > 50,
muzeme ocekavat ostré samostatné piky. Stfedni hodnota Damkohlerova cCisla pro
rozmyté (neostré, Sikmé) piky se pohybuje kolem hodnot 0,1 - 50 (0,1 < Da < 50).
V tomto piipadé se analyt v pribchu separace rozpadd a jeho intermedidty
(meziprodukty) a fragmenty budou rozdiln¢ migrovat po celé délce kolony, ¢imz
vytvoii zdvojené elucni kiivky. Za piredpokladanych konstantnich podminek se
Damkohlerovo cCislo bude zvétSovat pii zkracovani kolony, soucasném zvySovani
linedrni pritokové rychlosti, snizovani reten¢niho faktoru a sniZujiciho se reakéniho

poméru [4].

Horvath a spol. [18] zdokonalili teorii, ktera ptfedpovida efekt ¢asu analyzy na
rozsah nezadoucich reakci. ZvySenim teploty v kolonég se také zvysi reak¢éni pomér, coz
naznacuje, ze nizsi teploty jsou vice preferovany. Nicméné bylo prokézano, Zze
Damkohlerovo ¢islo se miize zvySovat za zvySené teploty eluentu pifi soucasné
dramaticky snizeném reten¢nim Ccasu, tedy ze vliv zvySené teploty je mnohem
zjisténi, zda se bude reak¢éni pomér snizovat pii zrychlené separaci, lze vyjadrit jako
rozdil mezi volnou entalpii (AH) a aktivacni energii (AE,) reakce uvnitié kolony. Za

pfiznivych pocatecnich podminek je analyt eluovan diive nez staci zreagovat, a reakce



uvnitt kolony bude pii zvySeni teploty nepodstatna. Kdyz ale analyt podléh4 nezadouci
reakci uvnitt kolony, tedy Damkohlerovo ¢islo nabyva stfednich hodnot, pak lze
potencialné ocekavat urcité nepiiznivé vysledky, jako je naptiklad tvar piku, jeho

plocha a vyska [4].

4. Teplotni gradienty a kolony o0 malém vnitinim priméru

Jiz od pocate¢nich pokust o teplotni gradienty v HPLC, které byly provadény jiz
pred 40 lety, bylo jasné, Ze pro tyto aplikace bude nutné zmensit parametry kolony,
zejména jeji prumér. Zjednodusen¢ lze fici, ze maly prumér kolony klade mensi odpor
pro vedeni tepla, takze kolona s vnitinim primérem (i.d.) 4,6 mm pojme 20krat vice
mobilni faze neZ kolona s i.d. 1 mm, tpak ustaleni teploty v mensi koloné je mnohem
rychlejsi. V nékterych studiich z posledni doby byly aplikovany teplotni gradienty na
mikronapnové kapilarni kolony. Napln limituje radialni teplotni gradienty a s nimi

spojené ztraty ¢innosti [4].

Naptiklad Greibrokk a kol. [22] testovali kolony s rozdilnymi prameéry v rozsahu
0,32 — 4,6 mm a aplikoval na n¢ teplotni gradienty (1 — 20 °C/min). Tyto testy sice
prokézaly, Ze primér kolony neni limitujicim faktorem pfti aplikaci teplotnich gradientl
vyse, takze potvrdil, Ze pro HTLC lze uspé€sné pouzit pouze kolony s malym primerem.
V této studii ale bylo dosaZzeno nékolik zajimavych poznatkl tykajicich se teplotnich
gradientt. Tak naptiklad pii separaci polyethylenglykolti (PEG) bylo vyhodnéjsi pouzit
inverzniho teplotniho gradientu, coz dokazuje, Ze retence velkych molekul se zvySuje se
stoupajici teplotou. Délku analyzy PEG, pii sou¢asném udrzeni selektivity, tedy lze
nejlépe redukovat tak, ze na zacatku analyzy aplikujeme nejvyssi teplotu a poté ji
postupné snizujeme (negativni teplotni gradient, u PEG z80 °C na 25 °C
0 21,5 °C/min) [4].

Houdiere a kol. [19, 20] hodnotili efekt soucasného teplotniho gradientu
S programovanim rychlosti pritoku mobilni faze. Tento vyzkum maé logicky zaklad,
protoze optimdalni rychlost pritoku se zvySuje se zvySujici se teplotou. Pak je tedy
mozné snizit retenci n€kterych nejvice zadrzovanych sloucenin se sou¢asnym udrZzenim

vysoké selektivity separace. Tento typ dvojitého gradientu byl proveden na kapilarnich
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a mikronapliiovych kolonéch. Timto zpiisobem byla analyzovana smés 10 aromatickych
sloucenin, pfi teplotnim gradientu z maxima 130 °C pii teplotnim skoku 6 °C a pritoku
3 ml/min. Tyto dva soucasné gradienty umoznili 30%ni snizeni délky analyzy oproti

pouziti samostatného tepelného gradientu [4].

Ptes vSechny nesporné vyhody vysokoteplotni kapalinové chromatografie zatim
neni tato technika zcela bézné pouzivana v primyslovych nebo rutinnich laboratofich.
Problémy instrumentace, jako jsou tepeln¢ odolné stacionarni faze, jsou v této
bakalarské praci zminény v instrumentalni casti. VétSina stacionarnich fazi zalozenych
na bazi oxidu kfemicitého nejsou schopny pii teplotach nad 80 °C udrzet svou stabilitu
po delsi Cas, zejména kdyz mobilni faze obsahuje agresivni aditiva, jako napiiklad
fosfatové pufry, nebo separace probiha pii extrémnim pH. VétSina piekazek pii aplikaci
vysokoteplotni kapalinové chromatografie je technického razu a tyto budou probrany

niZe v instrumentalni ¢asti [4].

5. MozZnosti aplikace podkritické vody v extrakci

Analyticka extrakce podkritickou vodou byla poprvé provedena Hawthronem
vroce 1994 [21]. Od té doby je tato metoda pouzivana zejména pro extrakci analytt
z pudy a ze vzorki pro ekologické tcely. Tato metoda byla vyuZzita také napftiklad pro
analyzu potravin a vzorkl rostlinného plivodu. Pomoci extrakce podkritickou vodou 1ze
vyextrahovat stopova mnozstvi kovi zuhli a pevnych matric. Pro separaci
extrahovaného analytu z vodného prostfedi bylo pii vétSiné téchto extrakci pouZzito
organické rozpoustédlo, jako napiiklad dichlormethan nebo chloroform. Alternativou
tohoto postupu bylo pouziti extrakce na pevné fazi (SPE), a ndsledné promyti SPE
kolony organickym rozpoustédlem, se kterym se s nim vyeluoval i extrahovany analyt.
Tato technika byla pfimo propojena s konvenénim HPLC rozpoustédlovym systémem
nebo mohl byt organicky vzorek zakoncentrovan a poté zméfen separacni metodou.
Yang a Li [23] pfedvedli nepiimé propojeni SWE (superheated water extraction)
s HPLC. Crescenzi a kol. [24] vyvinuli pfimé propojeni extrakce vzorkl pudy fosfatove
pufrovanou (pH = 6 - 8,5) podkritickou vodou s LC-MS (kapalinova chromatografie
s hmotnostné spektrometrickou detekci) syst¢émem. DalSim ptikladem je Hjotyldina a

kol. [25], kteti pouzili ptimé propojeni SWE s LC-GC (kapalinova chromatografie -



- plynova chromatografie) pro stanoveni polyaromatickych uhlovodiki (PAH)
v sedimentu. Vzorek sedimentu byl extrahovan vodou za vysoké teploty a vysokého
tlaku, kdy analyt byl pevné adsorbovan do pevné faze (solid-phase trap), kterd zaroven
slouzila jako kolona pro LC a méla za kol odstranit vétSinu interferujicich latek
z matrice pred vstupem analytu (extraktu) do GC. Young a kol. [26] zavedli propojeni
SWE s WRP-LC (water-only reversed LC). Extrakce bylo dosazeno za pomoci horké ¢i
podkritické vody. Tento vodny extrakt byl v intervalech davkovan do kolony, tvoiené
novou nizko-reten¢ni staciondrni fazi, za pouziti 100% vody jako mobilni faze. Za
laboratorni teploty tyto metody bohuzel stale vykazovaly mnoho odpadniho materialu.
Ve vétsing téchto propojenych metod bylo k eluci analytd ze sorbetu a k separacnim

procestim zapotiebi velkych objemu organickych rozpoustédel [5].

Podkritickd voda muize byt pouzita jak pro separaci tak extrakci, takze studie
Tajuddina a Smithe [16] zkoumala propojeni extrakce podkritickou vodou
s chromatografii s podkritickou vodou jako mobilni fazi (SWE-SWC) tak, aby bylo
pouziti organickych rozpoustédel z procesu vypusténo. Prvni prace ukézali, Ze analyt
Ize adsorbovat na SPE kolonu z vody a analyt mize byt extrahovan z SPE zpét také
vodou, ktera bude ale ohfdna na vys$i teplotu. Cilem soucasnych praci je ukazat
moznost piimého propojeni SWE na SWC ptes sorbent (sorbent trap) jako mezi¢lanek,
takze cela sekvence extrak¢niho zakoncentrovani a analyticka separace muze byt

dosaZena pouZitim pouze vodné mobilni faze a teplotniho gradientu beze ztrat vzorku

[5].
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B.Instrumentace ve vysokoteplotni kapalinové

chromatografii

Pouziti rychlé vysokoteplotni kapalinové chromatografie ma tfi hlavni
instrumentalni uskali. Prvni je stacionarni faze, kterd musi byt termicky odolna. Za
poslednich deset let bylo vynalezeno n¢kolik stacionarnich fazi, které jsou tepelné
stabilni 1 kolem 200 °C. Za druhé, je to teplotni rozdil mezi prochdzejicim eluentem a
naplni kolony, ktery nesmi pfesdhnout 5 °C, protoze vys$si rozdil teplot by zpusobil
rozmyti piku, zejména pii vysokorychlostnich separacich. Tento problém muze byt
¢aste¢né vyreSen pouzitim uzkych napliovych kolon (s primérem castic 2,1 mm) za
vysoké linearni priutokové rychlosti. Tieti piekdzkou je termické nestabilita analytu po
celou dobu separace. N¢které studie prokazaly, Ze velké mnozstvi 1é¢iv je stabilni pouze

po velmi kratkou dobu, tedy jsou vhodné jenom pro velmi rychlé separace [5].

Prekonani  téchto  prekazek  vinstrumentaci muize za pouziti teplot
kolem 150 — 200 °C, jak ptedpovédéli jiz v 80. letech minulého stoleti Antia a
Horvath [18], sniZzit ¢as analyz az 20krat. Soucasné pouZzivané kolony pro HPLC, které
jsou naplnéné silikagelem, nejsou schopny nabidnout takovy teplotni rozsah. Ve
skutecnosti vydrzi pouze relativné malé zvySeni (standardni teplota kolem 50 °C)
teploty (0 30 — 40 °C). Nicméné fada velmi stabilnich a vysoce G¢innych stacionarnich
fazi na bazi oxidi kovil je schopna obstat pifi vysokych teplotach (vyssich nez 150 °C)

[5].
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1. Uvod do problematiky stacionarnich fazi:

Oxid zirkoni€ity (ZrO;) je mnohem méné ve vodé rozpustny nez silikagel.
Stacionarni alkyl-vdzané zirkoniové faze jsou jedny z termicky nejvice odolnych, tedy
nejvhodnéjsich pro aplikaci v RP-HTLC. Vyrobce téchto stacionarnich fazi (ZirChrom)
sice uvadi jako doporuc¢enou maximalni teplotu separace s témito kolonami na 150 °C,
ptfedbézné studie ale ukdzaly, Zze népln kolony byla stabilni i po prichodu
1300 kolonovych objema pii teploté 200 °C. Dokonce bylo zjisténo, ze ucinnost
separace kolonou se po expozici vysokym teplotam (150 — 200 °C) casto jeste zvysila.
Tento nartst byl zhodnocen jako 300% navySeni poctu teoretickych pater po
1300 kolonovych objemech pii 200 °C. V posledni dobé byla prokazana stabilita
zirkoniovych fazi 1 po 5000 kolonovych objemech pfi aplikaci 195 °C. Jedinym vétSim
nedostatkem téchto kolon je jejich obéasné zavzdusnéni pii pouziti teplotnich gradientu.
lepsi porozuméni vlivu tohoto jevu na separaci je tieba ziskat vice experimentalnich dat.
I ptes vySe uvedenou nevyhodu maji zirkoniové (titanové, popi hlinikové) stacionarni
faze velmi uspokojivou termickou stabilitu (oproti silkagelu) a v porovnani s dal$imi
alternativami stacionarnich fazi pro RP-HTLC (viz nize) jsou jednou z nejlepsich

moznosti pro chromatografické separace s teplotnim gradientem [4].

1.1 Modifikovani povrchu oxidi kovi

Nemodifikované oxidy kovil (zirkon, titan atd.) maji podstatné komplexné;jsi stavbu
svého povrchu nezZ je tomu u oxidi kiemiku, ktery byl mnohokrat modifikovan pro

ucely RP-LC.
Jak jiz bylo v ptedeslych studiich zminéno, tyto modifikace 1ze rozdélit do tii skupin:

a) Dynamické, chemické modifikace - ty jsou uskutecnény
zavedenim velmi reaktivni slouceniny do mobilni faze.
b) Permanentni (stalé) kovalentni chemické modifikace -

napfiklad silylace (deprivatizace) nebo jina forma ptimé vazby.
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c) Fyzikalni sitovani — napiiklad depozice (nanaseni) polymeru na

oxid nebo potahovani oxidu uhlikovymi vrstvami.

1.1.a) Dynamicka modifikace

Dynamické modifikace povrchu mtze byt pouzita ke dvéma tceltim:

a) Suprese (potlaceni) nezadoucich (nepotifebnych) mist na povrchu stacionarni
faze

b) Generovani ,,doc¢asné vazanych fazi na povrchu nosice*

Dynamickd chemickd modifikace je pouzivana jiz 1éta pro eliminaci
nezéadoucich silanofobnich interakei mezi kiemikovymi naplnémi kolon a organickymi
bazemi. Této eliminace je vétSinou dosazeno pridavkem aminu nebo kvartérni
amoniové soli do mobilni faze. Vzhledem k tomu, Ze nékteré oxidy kovi (titan, zirkon)
mohou byt pouzity pii daleko vysSim pH nez oxid kiemicity, neni jiz tfeba ptidavat
zadné z vySe zminénych aditiv. Nicméné forma dynamické modifikace povrchu
staciondrni faze je stale pouzivand pro blokovani Lewisovych kyselin pfitomnych na
oxidu kovu. Tato blokace je provedena ptidavkem silné Lewisovy baze, jako jsou
napiiklad anorganické fosfaty, fluoridy nebo silné komplexotvorné slouceniny, jako
napiiklad EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctovd) do eluentu (mobilni faze).
Dynamickéd modifikace pfidavkem Lewisovy baze byla rozsahle zkoumana na naplnich
z oxidu zirkonu (nebo modifikovaném zirkonu) kdy jako Lewisovy baze vystupovaly
fluoridy, fosfaty a karboxylaty. Koncept pro vytvofeni ,,docasné¢ vazané faze* byl
vynalezen Hansenem a kol. [32], kteti modifikovali oxid kiemicity ptidavkem kvartérni
amoniové soli do mobilni faze. Rigney [33] tento postup napodobil pouzitim
alkyfosfonatti , které jsou ovSem v dnesni dobé nahrazeny pifidavkem jinych soli do

eluentu [7].
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1.1.b) Permanentni kovalentni modifikace

1.1.b.1. Alkyl-vazané faze (alkyl-bonded phases)

Cilem mnoha vyzkumi je jiz né¢jakou dobu tvorba RP — vazané faze na oxidech
kovt. Jestlize by byla pfipravena RP-vazand faze na oxidech hliniku, oxidech titanu
(oxid titani¢ity) nebo zirkonia (oxid zirkonicity), pak by doslo k uplné izolaci mist pro
Lewisovy baze (kyseliny) a tim by mohli byt stacionarni faze na bazi kiemiku na trhu
zcela nahrazeny. Komer¢né dostupné RP-vazané stacionarni faze na oxidech zirkonia a
hliniku nejsou zalozeny na silanizaci povrchu. K dispozici je nékolik konceptt, které se

zabyvaji piipravou RP - pevné vazané na oxidech kovi [7].

1.1.2.2. Silanizace

Navzdory faktu, ze Schindler a Schmidbaur [27] jasné stanovili hydrolytickou
stabilitu vazeb na oxidu kiemiku: Si-O-Si-R > Zr-O-Si-R > Ti-O-Si-R > Al-O-Si-
— R, bylo provedeno n¢kolik pokusti o modifikaci oxidu kovu silanizaci. Tyto pokusy
byly podlozeny znalostmi z aplikace silanizace na oxidu kiemiku. Podle vySe zminéné
hydrolytické tady jsou silanizované oxidy zirkonu, titanu a hliniku nachylné
k hydrolyze vice nez modifikovany oxid kifemiku. V literatufe jsou popisovany jak
vysledky podporujici tuto teorii, tak vysledky které ji odporuji. Nejenom Ze nestabilita
vazby Si-O-Zr limituje prakticky vyvoj silanizovaného povrchu oxidu zirkoniéitého, ale
také struktura hydroxyli na povrchu oxidu zirkonicitého a jejich bazicita znevyhodiuje
postup jednoduché silanizace pii pfipravé permanentni modifikace. Dulezitym faktem
pro pochopeni téchto nevyhod je skuteCnost, ze vétSina hydroxylt ptfitomnych na
povrchu oxidu zirkonicitého existuje ve form& mostl, tedy ve formé, kterd je velmi
odli$na od povrchu oxidu kfemicitého, tato forma tudiz nepodléha silanizaci. Hydroxyly

oxidl hliniku, zirkonu a titanu jsou daleko vice bazické neZ silanoly oxidu kiemicitého

[7].

14



Pocatek mnoha pokusii o silanizaci oxidii kovi pro vznik hydrofobnich povrchii

vazané stacionarni faze zacal jiz v poloviné sedmdesatych let dvacatého stoleti [7].
Vysledek téchto pokusti 1ze shrnout asi takto:

e V¢tSina pokustt s monofunkénimi silaniza¢nimi Cinidly byla netGspésna. To
potvrzuje diivejSi prace Schindlera a Schmidbaura stejné jako Arenase a
Foleyho a také Laurenta a kol. [27, 28, 29]

e Nckteré studie prohlasuji, ze bylo dosazeno relativné stabilnich fazi na bazi
trifunk¢nich silant, z nichz nékteré nebyly potvrzeny chromatograficky.

e Usp&sna modifikace povrchu oxidu kovu trifukénimi silany oviem nemusi nutné

odporovat zavéram Schindlera a Schmidbaura nebo Laurenta a kol. [27, 29].

Jiz n¢jakou dobu je znamo, ze silany mohou na povrchu stacionarni faze tvorit
tzv. horizontalni polymery. Je tedy mozné, Ze i nechténd (samovolnd) polymerace miize
vést k ¢astenému pokryti povrchu staciondrni faze. V literatufe mizeme najit pouze
jediny pokus o vytvofeni samopolymerujicich monovrstvev C30 silani na povrchu
oxidu zirkonu nebo titanu. Koordina¢né¢ vazana voda na povrchu oxidi kovl podle
nékterych studii podporuje proces horizontalni polymerizace. Monovrstvy na povrchu
oxidu titanu a zirkonia byly charakteristické vySSim usporddanim fetézce, neZz tomu
bylo na amorfnich substratech. Vysledkem této usporadanosti je vysoka schopnost
rozpoznani tvaru molekul (higher molecular shape recognition). Zadna studie se ovem
zatim nezabyvala stabilitou samopolymerujicich monovrstev na povrchu stacionarnich

fazi oxidu zirkonu a titanu [7].

Povrchy kovovych oxidii modifikujeme proto, aby bylo dosazeno podobné
hydrofobicity a chemické selektivity jako u konven¢nich RP - silikageld. Kdyz zvazime
pouze neelektrolytové analyty, tak téchto cilovych vlastnosti jiz bylo dosazeno
naptiklad potahovanim riznych kovovych oxidu (hliniku, zirkonu) polybutadienem
(PBD). Tyto stacionarni faze interaguji s neionizovatelnymi vzorky zasadné
RP — mechanismy. AvSak pro ionizovatelné vzorky u vSech povrchovych modifikaci
musi zarovenn s RP procesy platit mechanismus , kombinovaného reten¢niho modu®,
tedy vymény ligandl (mezi Lewisovou kyselinou a bazi) a vyména iontd (Coulombicky
d¢j). Jakmile analytik pochopi interakce ,,kombinovaného retenéniho modu®, miize této

verze pii chromatografické separaci vyuzit pro jinak obtizné separovatelné analyty, coz
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souvisi zejména s vysSi chemickou a termickou stabilitou oxidii kovii v porovnani

S vazanymi fazemi na bazi oxidu kiemiku [7].

1.2 Alternativni termicky stabilni stacionarni faze pro HTLC

DalSimi alternativami stacionarnich fazi pro RP-HTLC mohou byt grafitové

stacionarni faze a stacionarni faze slozené z organickych polymert

1.2.1 Grafitové stacionarni faze

Grafit je hydrofobngj$i nez jakakoliv existujici staciondrni faze. Pro
mnoho analytl je grafit velmi retentni (zadrzuje je déle), proto aby byla eluce
provedena Vrozumném cCase, musi byt pouzita organicka rozpoustédla.
Procentudlni zastoupeni téchto organickych latek v mobilni fazi je o 20-40 %
vy$§i nez je zapotiebi u silikagelu. Kromé silné retence ma tento materidl velmi
sloZitou a proménlivou kinetiku reakci analytu se stacionarni fazi poérovitého
grafitu, coz ma za nésledek rozmyty tvar piku a/nebo niz8i u¢innost separace pro
nckteré analyty. Velkou vyhodou grafitu je jeho vysokd tepelna stabilita.
Grafitové kolony mohou pracovat az do 225 °C. Stabilita pérovitého grafitu byla
studovana Yamakim [30]. Jeho prace popisuje separaci peptidi a aminokyselin
pi1 160 °C na grafitové kolon€. Kolona byla stabilni po dobu priichodu 3000
kolonovych objemti [4].

1.2.2 Stacionarni faze sloZené z organickych polymeri

Nejvice HTLC studii uvetrejnénych do dne$ni doby pouzivalo jako
stacionarni fazi polystyrendivinylbenzen. Tento typ vysoce zesitovaného
polymeru je stabilni 1 pfi pouziti 100% subkritické vody jako mobilni faze.

Stabilita PRP (polymerni reverzni faze) byla dikladn¢ studovana a byla
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potvrzena jeji stabilita po prichodu 9000 kolonovych objemt pii 150 °C.
Stabilita byla vyhodnocena jak z pohledu retence, tak Uc¢innosti a dokonce
obstala pfi pouziti subkritické vody pii 225 °C. Problém tohoto materialu je
podobny jako u porézniho grafitu: kinetika je velmi pomald a i€innost je nizka,

coZ je samoziejme zavislé i na povaze analytu [4].

2. ReSeni ohfevu a chlazeni mobilni faze a kolony

Jeden znejvétsich problému vysokoteplotni kapalinové chromatografie je
vytvofeni chromatografického systému, ktery minimalizuje zvySovani teplotniho
rozdilu a vyrovnava pienos tepla mezi predkolonovym ohiivacim prostorem a vnéjSim

ohfevem kolony [3].

Efekt teploty na ucinnost chromatografické separace byl poprvé diskutovan jiz
v sedmdesatych letech dvacatého stoleti. Vyhody vysoké teploty eluentu jiz byly v této
praci zminény. Nyni se konkrétn€ zaméfime na systém ohfevu mobilni faze. Jak uz bylo
vyse uvedeno, viskozita mobilni faze se pii vysoké teplot¢ snizi a to vede také ke

snizeni zpétného razu mobilni faze (backpressure) pti konstantni pratokové rychlosti.

2.1 Predehiivani mobilni faze pred vstupem do kolony

K zajisténi kratkych (rychlych) analyz je zapotiebi G¢innych feSeni v oblasti
ohtevu a chlazeni jednotlivych ¢asti HPLC systému. Jednim z nejvétsich zadrhelt pro
konstruktéry téchto zafizeni je problém ptredehiivani mobilni faze. Je dobfe zndmo, ze
tepelny rozdil mezi teplotou mobilni faze a teplotou kolony zpisobuje deformace elu¢ni
kiivky. To samoziejmé znamend sniZzenou uc¢innost (pfesnost) analyzy. Teplotni rozdil
neni problémem pouze u vysokoteplotni LC ale také u obvyklé HPLC za normalnich
teplot. Jakmile mobilni faze vstupi do kolony, vysoky tlak zplsobi rozptyl tepla
zejména v misté nastiiku  vzorku. Tato  skutecnost byla  zdlraznéna
Welschem a kol. [31], kteti porovnali pocet teoretickych pater a rozlozeni daného piku

Vv zavislosti na teploté¢ mobilni faze. Vysledkem této studie bylo zjisténi, ze v n€ékterych
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pfipadech je nutné ochladit mobilni fazi predtim, nez je vedena do HPLC kolony, coz
kompenzuje tepelné gradienty u hlavy kolony, které vznikly laminarnim tepelnym
rozptylem. Tento piiklad ukazuje, ze pro dosazeni uspokojivych vysledkii je nutny

nezavisly tepelny ohfev mobilni faze vstupujici do kolony a kolony samotné [3].

D.2, Counter-
: Flow Heat
'| Exchanger E1 Pre-Heater
oven il
— = ) P‘I'e-
exchanger 1 —+— HPLC column |« —
S

Obrazek 1: Diagram rozlozeni tepelnych zon mobilni faze v HTLC systému a schéma
ohfevu a chlazeni. [8]

2.2 Chlazeni eluentu pi‘ed vstupem do detektoru

Tato operace je poslednim technickym krokem HTLC separace pred detekci a
zabranuje rozmyti pikdi stanovovanych slozek analytu. Jednou z moznosti snizeni
teploty mobilni faze vychazejici z kolony je pouziti uc¢inného tepelného vyméniku.
U této moznosti se jedna o ochlazeni mobilni faze z teploty kolem 150 °C na horni
tepelny limit detektoru (pro Casto pouzivané UV detektory se jedna o teplotu 80 °C).
Existuje pfimy vztah mezi délkou potrubi tepelného vymeéniku a Gcinnosti kolony.
ZjednoduSené lze fici, Ze ¢im vétsi je objem tepelného vyméniku, tim niZ$i je
chromatografickd Gi¢innost. Teplo ziskané ochlazovanim poté miiZe byt pfeddno mobilni
fazi, kterd teprve vstupuje do kolony, tim dojde k uspote energie. Pro potieby HTLC
(100% vodna mobilni faze) Ize naptiklad pouzit chladici systém Metalox 200C, ktery

byl navrzen pro ochlazeni 100% vodné mobilni faze z 200 °C na 75 °C pfi prutokovych
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rychlostech do 5ml/min. V tomto systému je aplikovana ty¢ ze stfibra a médi, které diky
své vysoké tepelné vodivosti odvedou zpét k predehrati mobilni faze az 90 % tepla.
Velmi jednoduchou alternativou je pouziti ledové lazné kam zavedeme potrubi, které

vede eluent k detektoru [8].

3. Detektory pouzivané pri HTLC separacich

Nejcastéji pouzivanym detektorem v konvenéni HPLC je UV detektor, jehoz
hlavnimi vyhodami je univerzalnost a nizka cena. VétSina HTLC separaci také vyuziva
tento druh detekce. Diky nizkym koncentracim organického solventu v mobilni fazi,
nebo dokonce 100% vodné mobilni fazi, lze pouzit také FID (flame ionization

detection) a dalsi detektory [4].

3.1HTLC-UV

Jak bylo mnohymi prok4zéno, pKa (disociacni konstanta) jednoduchych
sloucenin se se zvySujici teplotou, stejné jako pozitivni ionizace, snizuje. Tento
fenomén umoznuje snazsi eluci jednoduchych sloucenin v jejich molekularni formé bez

nutnosti pouziti vysokych pH [4].

Vyhodou UV detekce piti HTLC (100% vodnd faze) je vysokd transparence
(prasvitnost) vody, takze 1ze pouzit velmi nizkych vinovych délek kolem 200 nm, kde
ma vétSina sloucenin maximalni absorbanci. Naopak nevyhodou pouziti takto nizkych
vinovych délek u redlnych vzorkl je skutecnost, Ze vétSina matrici také velmi dobte

absorbuji pfi 200 nm a mohou tedy ,,skryt* stanovovany analyt [4].

3.2 HTLC - FID (Flame lonization Detection)

Eluent (zejm. organické slouceniny) ptichazejici do FID detektoru je rozprasen

(nebulizovéan) do komory detektoru, kde hofti kyslikovo — vodikovy plamen. Eluent je
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V plameni ionizovan a mnozstvi téchto iontli (koncentrace analytu) je tmérné velikosti
vzniklého proudu v elektrickém poli nad plamenem. Pro uhlovodiky je odezva imérna

poc¢tu uhlikd v molekule [4].

Tento detektor je znamy zejména z jeho pouziti v plynové chromatografii pro analyzu
organickych sloucenin. Jeho mozna aplikace pouze pro organické slouCeniny byla
hlavnim problémem pro jeho aplikaci v HPLC, kde mobilni faze obsahuje vzdy

organické rozpoustedlo, které by ,,oslepilo* detektor viici analytu [4].

HTLC se 100% vodnou mobilni fazi ov§em tento problém nema. Mensim problémem je
vysokd pritokova rychlost vodné mobilni faze, ktera by mohla pti vstupu do detektoru
plamen zhasit. Je tedy tfeba rozfazovat tento vysoky pritok jesté, nez dosdhne
detektoru, kam poté vstupuje jenom 5 — 10 % z celkového objemu vystupujiciho

z kolony [4].

3.2.1 Aplikace

FID detekce je pouzivana zejména pii HTLC separacich linearnich a
rozvétvenych alkoholi C; — Cg, které neabsorbuji v UV oblasti. Vysledky ziskané
HTLC — FID vyborné korelovaly s vysledky ziskané metodou GC — FID [4].

3.3HTLC — MS (Mass Spectrometry)

Nejvetsi vyhodou pouziti hmotnostni spektrometrie je jeji specifita, tedy ze
dokaze stanovit nejen mnozstvi stanovované latky, ale také urcit o jakou latku se jedna.
Principem hmotnostni spektrometrie je ionizace chemické slouceniny (napt. dopadem
paprsku elektrontl), kterd je poté v elektromagnetickém poli rozloZena na fragmenty
vzhledem k poméru m/z (hmotnost ku velikosti naboje) a tyto nabité fragmenty jsou
vedeny Kk detektoru, ktery zaznamenava jejich priachod nebo dopad na plochu.
Hmotnostni spektrometrie se pouzivd pro zjiSténi chemického slozeni a struktury
stanovované latky. MS metody se li§i zejména ionizacnimi technikami. V soucasnosti
nejvice pouzivané ionizacni techniky jsou: APCI (atmospheric pressure chemical

ionization) - ionizace kombinaci vypafovani za vysoké teploty (= 400 °C) a elektrického
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vyboje (= 5 kV) a ESI (electrospray ionization) ionizace elektrosprejem pii vysokém

napéti (= 5 kV) za souc¢asného zmlzovani vzorku [4].

V piipadé¢ HTLC a teplotnich gradient se vice osvédcila metoda ESI — MS.
Ptikladem miize byt stanoveni fosfatidylserinu a mastnych kyselin. Citlivost dosazena
touto metodou byla mnohem vyssi nez pii analyze stejnych latek konvencni HPLC za

pouziti gradientové eluce [4].

3.4 HTLC - ICP - AES (Inductively Coupled Plasma Atomic Emission
Spectrometry) nebo ICP — MS (ICP — Mass Spectrometry)

U kombinace ICP — AES jde o propojeni spektrometrického detektoru (AES —
— atomov¢ emisni spektrometrie) s ionizaci vzorku v plazmé (misto klasického
plamene). V druhém ptipadé ICP — MS jde o dal$i moznost ionizace vzorku
V hmotnostnim spektrometru. Kombinaci téchto dvou velmi vykonnych a u¢innych
technologii (ICP — MS) lze ziskat velmi ptesny a specificky detektor naptiklad pro
stanoveni organokovovych slou¢enin. Vysoka teplota mobilni faze dokonce napomaha
ke zmlzeni (nebulizaci) vzorku, kterd je potfebna k jeho spravné ionizaci. HPLC
s gradientovou eluci dava horsi vysledky nez HTLC pravé kvili nestabilité plazmy pti

gradientové eluci (methanol — voda) [4].
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C.Aplikace Vysokoteplotni kapalinové

chromatografie pri analyze biologickach vzorku

1. Aplikace HTLC pii stanoveni fungicidi

Triazolové fungicidy jsou jednim z hlavnich pesticidli pouzivanych na Siroké
spektrum ovoce, zeleniny a obilnin. Tyto slouceniny jsou charakteristické svou vysokou
chemickou a fotochemickou (odolnost vii¢i svételnému/UV zareni) stabilitou a nizkou
biodegradabilitou. Souhrn téchto vlastnosti zpisobuje trvalé zamoteni pid a vod pravé
triazolovymi fungicidy. Byl prokazén i jejich nepfiznivy vliv na lidské zdravi, ktery je

zpusoben porusenim funkce endokrinniho systému [9].

Proto je monitorovani mozné kontaminace stopovym mnozstvim téchto fungicidi ve
vod¢ velmi dtlezité. Smérnice Evropské Unie uvadi maximalni ptipustnou koncentraci
jednotlivého pesticidu Vv pitné vodé jako 0,1 ng/ml. Vysoké pozadavky na kvalitu vody
znamenaji také potfebu velmi citlivé analytické metody pro stanoveni téchto
nezadoucich latek. Mezi tyto metody lze zatadit naptiklad plynovou chromatografii
(GC), vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) a tenkovrstvou kapalinovou

chromatografii (TLC) [9].
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Tabulka 1: specifikace triazolovych fungicidu

Nazev M Sumarni
‘ Strukturni vzorec
slouceniny [o/mol] | vzorec
OH -
(CH3);C—=C—(CH3)> cl
G, \__/
N
Tebukonazol 307,82 C16H2CIN3O N >
\ 7
Cl
CH:CH,CH,CH
cl ?—OH
CH,
Hexokonazol 314,21 C14H17CI:NsO NN
L/
N
N
p——
cl Cl // >
N S
CH, N
Propikonazol 342,22 Ci5H17CI,N30, o o
CH,CH,CHj
Cl O
: L
s o
Difenokonazol 406,26 C19H17C|2N303 CH; 0 THZ
7
\
\_

Ptevzato ¢astecné z [10]
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Tyto metody stanoveni triazolovych fungicidi ovSem piedcila svym daleko
vysSim rozliSenim a citlivosti praveé technika vysokoteplotni kapalinové chromatografie
(HTLC) se 100% vodnou mobilni fazi za pouziti polybutadienem (PBD) potazeného
oxidu zirkoni¢itého jako stacionarni faze. Kvalitni separace byla pozorovana jak
u diastereoizomertt (propikonazol a difenokonazol), tak u dvou enantiomerd
(tebukonazol a hexokonazol). Polybutadienem potazené stacionarni faze maji obecné
vys§i hydrofobni selektivitu zejména ve vodném prostiedi mobilni faze, nez konvencni
monomerické nebo polymerické ODS (oktadecylsilikagel) faze, coz jesté vice

upiednostiuje pouziti HTLC pfi separaci téchto sloucenin [10].

1.1 Limity detekce

vvvvvv

konkrétni aplikace bylo dosazeno nasledujicich hodnot: tebukonazol muze byt
detekovdn az do 50 pg/l, hexokonazol do 100 pg/l, propikonazol do 150 pg/l a
difenokonazol do 500 pg/l. Detekéni vinova délka (UV detekce) byla optimalizovana na
hodnoté 195 nm. Podminky separace byly néasledujici: teplota mobilni faze pti separaci
je 140 °C, mobilni faze 100% deionizovana a dvakrat destilovand voda (kvili
spektrometrické detekci, neupravena voda je méné transparentni), UV detektce. Vzorky
musi byt zakoncentrovany, coz je dosazeno extrakci vzorku na pevné fazi (SPE — solid
phase extraction). Vysledky a limit detektce HTLC jsou vyznamné lepsi, nezZ je tomu
u konven¢ni HPLC (ODS stacionarni faze, mobilni faze: smés methanolu a 0,1 %
kyseliny octové (80:20), gradientova eluce, UV detekce pii 225 nm), kde byl limit
detekce pro dané triazolové fungicidy 6,8-34,5 ng/l [11].
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Obrazek 2: Chromatograficky zaznam stanoveni triazolovych fungicidt

Ptevzato z: [10]
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2. HTLC stanoveni metaboliti 2-, 3- a 4- brombenzoové kyseliny

DalSim pfikladem aplikace HTLC je stanoveni metaboliti aromatickych
halogenkyselin, konkrétné 2-,3- a 4- brombenzoové kyseliny. Aromatické halogenované
slouceniny maji nékolik oblasti pouziti. Nékteré (difenylbromidy) jsou pouzivany jako
retardanty hofeni (nehoflavé materidly = polybromované bifenylethery), dale jako
pesticidy a zejména jako latky pro organickou syntézu (brombenzoové kyseliny).
Zajimavosti je produkce nékterych organo-bromovych slouc¢enin mikroorganismy ci
dokonce vodnimi fasami. Tyto latky tedy mohou unikat z primyslovych vyrob do
prostiedi, nebo se mohou uvoliiovat zproduktii organickych syntéz. V lidském
organismu mohou tyto slouceniny pii dlouhodobé expozici zptisobovat velké poskozeni
zejména ledvin, plic a jater. Znama je i akutni dermalni toxicita organo-bromovych

sloucenin [12].

Vyse uvedené informace svéd¢i o nutnosti identifikace a kvantifikace metabolitil
téchto slouCenin. Pii experimentalnim sledovani biotransformace a identifikace
toxickych latek je vétSinou pouzita metoda izotopového znaceni (radiolabel) toxické
latky pomoci izotopu uhliku C. Takto znagené metabolity jsou poté dobie
detekovatelné pomoci chromatografickych technik s NMR (nuklearni magnetické
rezonance) detekci. Vyroba znafenych slou¢enin je ovSem velmi nakladna, a proto se

hledaji alternativni cesty stanoveni [12].

Velmi ucinnou a piesnou nahradou je pouziti ICP-MS detekce (inductively
coupled plasma — mass spectrometry / indukéné vazana plazma — hmotnostni
spektrometrie). Problémem tohoto spojeni s konvenéni HPLC je horSi kompatibilita
organického eluentu s ICP, kdy ionizovanim smési organickych rozpoustédel v plazmé
vznikd velky uhlikovy Sum na detektoru (tento Sum miize zakryt i piky stanovované
latky). Methanol a acetonitril, coz jsou nejobvyklejsi rozpoustédla pouzivana
Vv konven¢ni HPLC, mohou dokonce neptiznivé ovliviiovat vodivost plazmy. Tento
problém je fesen piidavkem O, do eluentu, vstupujiciho do zamlzovaciho zafizeni pied
ICP hlavici, takze kyslik reaguje suhlikem v plazmové hlavici a tvoii CO (oxid
uhelnaty), jenZ je odvadén ze systému. Tento krok bohuzZel zcela netesi niZsi citlivost

ICP/MS detekce u konvenéni HPLC [12].
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Proto je nasnad¢ pro toto stanoveni vyuzit HTLC se 100% vodnou fazi. Na
chromatogramech zobrazenych nize, 1ze vidét srovnani odezvy detektoru ICP — MS pii
HTLC a HPLC separaci. U HTLC separace pozorujeme o jeden fad vyssi odezvu nez je
tomu u HPLC separace. Dalsi otdzkou stanoveni je tepelna stabilita analytu
(4 - brombenzoové kyseliny). HTLC separace byla provedena v rozmezi teplot mobilni
faze 100 — 135 °C a nebyla pozorovdna zadna nestabilita analytu po

dobu 30-ti chromatografickych separaci [12].

Vsechny brombenzoové (BBA) substraty byly pfed analyzou inkubovany
S krysimi hepatocyty (kvali experimentalni simulaci biotransformace v jatrech) a
bunécnd suspenze byla posléze ziedéna pufrem, byl zastaven metabolismus ledovym

ethanolem a po nasledné centrifugaci byl vzorek ptipraven k analyze [12].

Chromatogramy téchto separaci jsou uvedeny nize. U prvniho chromatogramu je
uvedena inkubace vzorku s hepatocyty v ¢ase T = 0 h (ve skute¢nosti 10 min) a je tedy
eluovana nekonjugovand kyselina 4 — brombenzoova. Po 4 - hodinové inkubaci jsou jiz
eluovany konjugaty metaboliti s aminokyselinou glycinem. Vysledky HTLC vs. HPLC:
HTLC dosahuje vyssi citlivosti detekce nez HPLC, HPLC separace je o 1 — 2 minuty
rychlejsi [12].

27



6.93 b f’t

?—‘:’-_ I ] <4— 4-Bromobenzoic Acid

U 1

= i

E; ] f \ Time Oh

E 1  ——"_ e p—— . ———_p %oy iy, Fl ‘j \_\_‘_‘_"“"!-H'v—v-!—l-!—ﬁ-ﬂ—ﬂ——m—--ﬂ—n—-—_a——

&
=
T

Intensity (cps)

J |
: A H \] ;f \ Time 4 h
| M N

T T T T T T T 7 T T T 7 T T T T T T T T T T T T T

0 I 2 3 4 5 6 7 § 9 10 11

Time (min)

Obrazek 3: Elu¢ni profily 4 — brombenzoové kyseliny (4 — BBA), T=0haT =4 h.
Separace pii teplotnim gradientu tlaku [12].
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Obrazek 4: Elu¢ni profil 4 — brombenzoové kyseliny (4 — BBA), T=0haT =4 h.
Gradientové eluci v systému slozeném z methanolu a 0,1 % mravenci kyseliny [12].
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3. HTLC stanoveni kofeinovych derivati
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Obrazek 5: Efekt teploty na separaci kofeinovych derivati (1, hypoxanthin;

2, theobromin; 3, theofilin; 4, kofein; 5, hydroxy-ethyltheofilin). Kolona ZirChrom —
— DB - C18, 50 mm x 4,6 mm: (a) 25 °C, 1ml/min, voda : methanol 60 : 40 (v/v);
(b) 150 °C, 7 ml/min, 100% voda. Pfevzato z: [13]
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D. Diskuze:

V nésledujicich odstavcich bych chtél shrnout hlavni vyhody a nevyhody HTLC,
srovnat tuto techniku s dalsimi novinkami z oblasti kapalinové chromatografie a nastinit
budouci moznosti HTLC a jejiho pouziti zejména v biologickych/biochemickych

analyzach [14].

1. Vyhody HTLC

1.1 Rychlost

Téméf u vSech RP — separaci zpiisobuje zvySena teplota pokles retence analytu.
Pi vyssi teploté navic dochazi ke snizeni viskozity mobilni faze, coz znamena nizsi
zpétny tlak mobilni faze v koloné. Diky takto nizkému zpétnému tlaku Ize pouzit vyssi
pritokové rychlosti. Kombinaci vysoké teploty s kratkymi kolonami naplnénymi
Casticemi ,,sub — two-micron®, tedy velikosti < 2 um muzeme dosahnout jesté
rychlejsich separaci. Pro plné vyuziti téchto mikronapliovych kolon musi byt pouzity
vysoké linearni prutokové rychlosti. Pro splnéni takovych podminek za normalnich
teplot mobilni faze (do 40°C) je tteba specialniho UPLC
(ultra-high-pressure LC = ultra-vysokotlaka LC, viz tab.) vybaveni, protoze konven¢ni
HPLC systém by vysoky zpétny tlak mobilni faze v mikronapliiové koloné nevydrzel.
Ohfejeme-li mobilni fazi na vyssi teplotu (nad 100 °C), tedy snizime zpétny tlak
mobilni faze v koloné, Ize aplikovat vysoké linearni pratokové rychlosti za pouZiti

standardniho HPLC systému [14].

1.2 U¢innost separace a rozliSeni

Pti aplikaci vysSich teplot je tranfer analyzované latky z mobilni do staciondrni
faze vice uCinny. Pro dosazeni takto velké uc¢innosti je nezbytné vysoké priutokoveé
rychlosti. Uinnost a rozliSeni separace je tizce spjato s délkou kolony a velikosti &astic
mobilni faze. Nizky zpétny tlak umoziuje diky malé viskozit¢ mobilni faze pouZiti
delsich kolon, coz vyrazné zlepSuje rozliSeni a U€innost separace, aniz by byla

prodlouzena délka analyzy [14].
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1.3 Selektivita

Diky svému jednoduchému instrumentalnimu nastaveni Ize povazovat teplotu za
jednu z nejsnazsich cest k ovlivnéni chromatografické selektivity. Tento parametr je
nejvice uzitecny pro polarni a ionizovatelné slouceniny, vezmeme-li v Givahu ze iontova

rovnovaha je zavisla na teplot¢.

1.4 Minimalni spotieba organickych rozpoustédel (Green HPLC)

Zvysenim teploty vodné mobilni faze o 3,75 °C ma stejny tcinek na retenci jako
1% zvyseni koncentrace methanolu v mobilni fazi nebo teplotnim skokem o 5 °C se
retence zvysi jako by bylo mnoZstvi acetonitrilu (ACN) zvySeno o 1%. Faktem je, ze
kdyz je zpétny tlak snizen pifi HTLC separaci viskdznich solventti (rozpusténych
stanovovanych latek) stejné¢ jako u separace neviskoznich solventi pti HPLC za
normalni teploty, nabizi se dal$i ekologické¢ feSeni. Timto feSenim je pouziti
netoxického ethanolu namisto toxickych rozpoustédel, jako je methanol a acetonitril.
Nejlepsi variantou je samoziejmée pouziti extrémé Cisté vody (n€kolikrat destilovana a

deionizovanad) [14].

1.5 ZlepSena detekovatelnost

Detekce v nizkych hodnotach vinové délky UV zafeni je usnadnéna u HTLC
diky vysokému procentu vody v mobilni fazi nebo dokonce 100% vodné mobilni fazi,
zejména kvuli své velké UV transparentnosti. Alternativni detektory, jako naptiklad
FID (flame ionization detection), ktery byl dfive pouzivdn pouze u plynové
chromatografie, nyni pfichazi vavahu u HTLC, ktera nepouziva organicka

rozpoustédla.

1.6 Lepsi tvar (profil) pika

Mnohé HTLC studie prokazaly, Ze vysoka teplota mobilni faze zlepSuje profil
chromatografického zdznamu u jednodu$sich analytd. Pti aplikaci HTLC na
modifikované silikagelové termalné stabilni stacionarni fdze dochdzi ke zmenSenému

vyskytu vedlejSich reakei, které byly ¢astym divodem deformace pikli pfi konvencéni
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HPLC separaci. U obvyklé HPLC jsou pro inhibici téchto nezadoucich jevi aplikovany

ruzné pufry, které ovSem zkracuji Zivotnost jak kolon, tak chromatografickych systémd.

1.7 Teplotni gradient

Jak jiz bylo zminéno vyse, teplotni zmény ovliviiuji retenci. To znamena, Ze
aplikace teplotniho gradientu, ktery je normalné pouzivan v plynové chromatografii,
muze nahradit gradientovou eluci, tedy gradient organickych rozpoustédel, coz je dosud
hlavnim néstrojem kapalinové chromatografie k ovlivnéni reten¢niho faktoru. Pokud
mame k dispozici systém, ktery je schopen vytvofit $iroké rozmezi teplot (40 — 200 °C),

je teplotni gradient velmi G€innym nastrojem pro fizeni retence.

2. Nevyhody HTLC

Na druhou stranu HTLC ma nékolik specidlnich pozadavkl a omezeni, které 1ze
povazovat za nevyhody. VétSina znich byla ovSem jiz v nedavné dobé vyfeSena.
Usp&sna aplikace HTLC zavisi na n&kolika kli¢ovych elementech: stabilité analytu pii
vysokych teplotach, dostupnost termicky stabilnich kolon, ptfedehfev mobilni faze pred
kolonou, aby se piedeslo rozmyti pikt, schopnost G¢inné€ a rychle ohtat jak vné&jsi
prostor kolem kolony, tak mobilni fazi vstupujici do kolony a V neposledni fadé
chlazeni eluentu jdouciho zkolony do detektoru. VSechny tyto aspekty jiz byly
probrany v teoretické a instrumentalni Casti. Zde tedy pouze kratce shrnu nckteré

z téchto aspekti [14].

2.1 Stabilita analytu

Tento aspekt je u HTLC nejvice diskutovan. Avsak mnohé analyty, které byly
diive povazovany za termicky labilni (napf. karbamaty, fenylureové pesticidy) pfi
experimentalnim méfeni za vysoké teploty nedegradovaly. Diivodem je stav jejich
molekul pii rozpusténi, ktery odolava teploté. Nékteré latky, jako napiiklad termicky

labilni 1é¢iva odolavaji teploté pouze po urcitou dobu, takze pii rychlych separacich
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HTLC na vhodnych staciondrnich fazich nestaci dojit k degradaci stanovované latky a

1ze ji tedy pomoci HTLC uspokojivé stanovit [14].

2.2 Stabilita naplné kolony

U klasickych RP — HPLC separaci je nejCastéji pouzivana modifikovana
silikagelova stacionarni faze a cCasto se stava, ze pfitomnost vody pii aplikaci
gradientové eluce s organickym rozpoustédlem zpiisobuje hydrolyzu véazané (support
phase) faze na silikagelu, tedy degradaci funkce stacionarni faze. Pii vysSich teplotach
potiebnych pro HTLC separace ovSem klasické RP- stacionarni silikagelové faze nejsou
stabilni. Proto bylo tfeba vyvinout nové termicky odolné stacionarni faze, které¢ by
obstaly i pfi teplotich kolem 200 °C. Tyto stacionarni faze (jak bylo uvedeno
V instrumentalni ¢asti) se skladaji z modifikovanych oxidi kovii, konkrétné zirkonia,
titanu a hliniku. Alternativou je 1 stacionarni faze slozend =z grafitu nebo
polystyren/divinylbenzenu. V posledni dobé byly piedstaveny i termicky stabilni

modifikované stacionarni faze na bazi oxidu kiemicitého (silikagel) [14].

2.3 Instrumentace ohfevu

V minulosti byl jednim z velkych problému také ohiev potifebnych ¢asti HPLC
systétmu na vysoké teploty. Hlavnim nedostatkem tehdejSich pfistroji byl netplny
pienos tepla zohfevové komory (termostat) na kolonu a také nepfitomnost
integrovaného piedehfevu mobilni fadze. Chlazeni mobilni faze pied detektorem
zpusobovalo také velké potize. Tyto teplotni rozdily mezi kolonou a mobilni fazi
zpiisobovali rozmyti pikll a nedostatecné rozliSeni. Nyn&j$i instrumentace ohifevu
mobilni faze pted kolonou, ohfevu samostatné kolony a poté chlazeni eluentu pted

vstupem do detektoru je jiZz na takové urovni, Ze HTLC jsou nejen piesnéjsi nez HPLC,

ale i rozliSeni je srovnatelné s rozlisenim ostatnich LC metod [14].
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3. Budoucnost HTLC

Dalsim krokem ke zlepSeni HTLC separaci by v budoucnu mohlo byt propojeni
ne¢kolika LC kolon do série za soucasného teplotnitho a mirného rozpoustédlového
gradientu. Takové instrumentdlni feSeni by mélo pfinést velmi vysoké moznosti
v rozliSeni a kapacité pikii, bohuzel na ukor rychlosti separace. HTLC je zatim velmi
novou technikou, vyzkousenou pouze na velmi uzkém spektru analytti. V soucasné dob¢
je zavadéno mnoho ekologickych opatieni 1 do oblasti jako je analyticka chemie a
HTLC ma v tomto ohledu velky potencial vyuziti. Ekonomicka stranka HTLC, zejména
Green HTLC, tedy pouziti 100% vodné mobilni faze, nebo smési voda/ethanol, je pii

srovnani s klasickou HPLC nesrovnatelna [14].

Tabulka 2: Srovnani nejnovéjsich LC metod s konvenéni HPLC

. 3 HTLC Sub - 2pum 5
Parametry: konvenc¢ni | monolitova 4 UPLC
(green) 400 bar
Délka analyzy [min] 8,5 1,4 2,3 1,25 0,75
Retencni cas
i i _ 7,12 0,7 2,1 1,25 0,65
lidokainu [min]
Retenéni faktor
.9 3,5 21 38 5,2 4.4
lidokainu™ [K]
Ucinnost separace
) ) 10900 4300 9200 8800 7700
lidokainu
Symetrie piku
yr.n .p 0,98 0,76 1,12 0,92 0,87
lidocainu
Minimalni rozliSeni
. . 4,8 31 5,9 9,2 4.4
lidokainu
Vysvétlivky:

1) Retencni faktor (kapacitni pomér) — udava miru zadrzovani dané latky v koloné, tedy pomér

objemu analytu ve stacionarni fazi ku objemu analytu v mobilni fazi.
2) Minimalni rozliSeni lidokainu — nejblizsi pik po nastiiku do kolony
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3) Monolitova HPLC — pouziva kolony s monolitovou stacionarni fazi, coz je jediny kus

porovitého materialu

4) Sub - 2um 400 bar — HPLC s mikronapliiovou kolonou s ¢asticemi velikosti pod 2um za
pouziti tlaku 40 MPa (400 bar).

5) Ultra Performance Liquid Chromatography - je novou separaéni technikou v oblasti
kapalinové chromatografie. Separa¢ni proces vyuziva stacionarnich fazi pfipravenych
patentovanou technologii "bridged hybrid particle", které vynikaji svoji mechanickou pevnosti a
mimofadnou separacni Uc€innosti. Separace probiha za velmi vysokych tlakti (1000 bar, 100

MPa).

Prevzato z: [15]
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E. Zavér

Cilem této prace bylo zhodnotit a sestavit piehled dosavadnich poznatki
o vysokoteplotni kapalinové chromatografii se zaméfenim na verzi pouzivajici

100%ni vodnou mobilni fazi.

Velka pozornost byla vénovana instrumentalnimu feSeni nové techniky, zejména
rozdilim mezi instrumentaci bézné¢ HPLC a HTLC. Tyto rozdily spoc¢ivaji hlavné ve
slozeni stacionarnich fazi, které umoziuje vyS$i termickou stabilitu. DalSimi
dalezitymi faktory jsou ohfev a chlazeni mobilni faze. Pokud jsou tyto
instrumentalni pozadavky splnény, lze pomoci HTLC dosdhnout az 20krat

rychlejsich analyz nez s klasickou HPLC pii zachovani vysokého rozliSeni.

Analytické parametry této techniky byly zhodnoceny na nékolika piikladech

stanoveni biologickych vzorki.
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