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1 kdyz je vysokoucinnd kapalinova chromatografie (HPLC) v soucasné dobé dobie zavedenou, Siroce pouzivanou separacni technikou témév
ve vSech oblastech, kde se uplatinije moderni analytickd chemie, predevsim v klinické, farmaceutické, environmentdlini, primyslové, soudni
analyze, analyze potravin a zivych organizmii, véetné riiznych ,,omics " oblasti, nelze jeji vyvoj ani po vice nez sto letech povazovat za zcela
uzavreny. Stdle se objevuji vwznamné novinky, rozsirujici jeji aplikacni moznosti pro analyzy novych typii vzorkii. Zvysuje se pocet ldtek, které Ize
soucasné analyzovat v jednom experimentu. Nejvétsi pokrok se projevuje ve vwvoji novych separacnich médii urychlujicich analytické postupy,

zvySujicich icinnost, rychlost a selektivitu separace [1].

V soucasné praxi se nejcastéji pouzivaji konvencni analytické kolony
plnéné ¢asticemi se stfednim primérem 5 pm, ptipadné 3 pm. Technika
ultra-vysokoucinné kapalinové chromatografie (Ultra High Perfor-
mance Liquid Chromatography, UHPLC) pracuje s ¢asticemi sorbenttl
mensimi nez 2 pm, pii velmi vysokych tlacich, asto az 100-150 MPa
a poskytuje velmi uzké piky, coz vyZzaduje zvlastni instrumentaci,
kde jsou minimalizovany vnitini objemy a mimokolonove pfispévky
k rozsifovani eluénich zon [2]. Pfi snizovani velikosti ¢astic naplné pod
1-1,5 um miiZe byt problémem teplo treni, vznikajici pi1 prichodu ka-
palné mobilni faze, které vyvolava radialni teplotni gradient a ¢astecné
snizuje t¢innost separace. U mikrokolon akapilarich kolon je odvod
tepla rychlejsi a negativni vliv na G¢innost mensi nez u konvenénich
analytickych kolon [3]. Kolony s povrchové pérovitymi sférickymi
casticemi (2,6, novéji i 5 nebo < 2 um) s inertnim pevaym jadrem,
na némz je tenka vrstva porovité aktivni stacionarni taze o tloustce
0,5 um nebo 1 méné (core-shell), obr. 1, poskytuji podstatné krat$i
drahu od povrchu ¢astice k aktivnim centrim adsorpce v pdrech
a kladou mensi odpor proti toku mobilni faze nez zcela porovité naplné
kolon. Tim umoziiuji rychlé a u¢inné separace, téméf srovnatelné
s technikou UHPLC, ale na ptistrojich pro konven¢ni HPLC (do tlak(
3040 MPa) [4].

Obr. 1 — Castice napIné s pevnym jadrem a povrchové pérovitou
aktivni vrstvou o priimé&ru 2,7 pm (A) a porovita éastice o priiméru
3 pm (B).
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Pro separace biopolymerti jsou k dispozici naplné s neporovitymi
sférickymi ¢asticemi o priméru 1,5-2,5 pm a napln¢ s pertfuznimi
casticemi, které vedle difuznich port, stejnych jako u b&znych poro-
vitych naplni, obsahuji 1 velmi $iroké prito¢né pory (400-800 nm),
prochézejici celou Castici, kde se urychluje ptevod latek mezi mobilni
a stacionarni fazi. Byly popsany 1 separace biopolymeri na kapilarnich
kolonach, plnénych nepérovitymi stérickymi asticemi s praméry
mensimi nez 1 pum, coz je ziejme mozné vzhledem k tomu, Ze latky se
zadrZwyi na povrchu a nepodléhaji difuzi v porech.

Na rozdil od kolon plnénych ¢asticemi o pfesné definované velikosti,
monolitické kolony predstavuji kontinualni separacni média — jediny
kus poérovitého materialu, ktery vznikéa zesiténim polymerni smési
piimo v budouci koloné, kapilafe nebo disku. Monolity maji dvoji
typ port — pritoéné a difuzni (mezopoéry). Proti naplitovym kolonam
monolity vykazuji mensi odpor proti toku mobilni faze a umoziiuji
préci pii vyssim pritoku [5].
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Monolitické stacionarni faze na bazi modifikovaného silikagelu
se ptipravuji zesiténim solu kyseliny kiemicité, na néjz se chemicky
navazi C , nebo jiné skupiny, tvofici stacionarni tazi. Maji v podstate
stejné chemické vlastnosti jako analogické plnéné kolony, ale odlisnou
morfologii s dvojim typem poéri (obr. 2A) Monoliticky silikagelovy
skelet predstavuje propojenou sit’ mezopori (2—-50 nm) a pratocnych
makropoérti a poskytuje t€innost srovnatelnou s kolonami plnénymi
Casticemi o priméru 3-5 pm, ale tfi- az pétkrat rychlejsi separaci
malych molekul [5]. Zpravidla jsou méné ucinné pro separace velkych
molekul biopolymertl, pro néz se osvédcuji organické polymerni
(napf. polystyrenové nebo polymetakrylatové) monolitické kolony
s vnittni mikroglobularni strukturou ptipominajici kvétak (obr. 2B),
které se piipravuji in situ polymeraci, napt. v prazdnych kiemennych
kapilarach [6]. Organické polymerni materialy se vyznacuji podstatné
vyssiteplotni i pH odolnosti proti stacionarnim fazim na bazi silikagelu.

Obr 2 - Struktura monoliti na bazi silikagelu (A) a organickych
polymert (B)

Vynikajici chemickou a vysokou teplotni odolnosti se vyznacuji sta-
cionarni faze na bazi oxidl kovi, nejcastéji oxidu zirkoniéitého nebo
titani¢itého [ 7]. Jejich vétsimu rozsifeni brani relativné nizka separaéni
ucinnost ve srovnani se silikagelovymi materialy. Jiny piistup ke zlep-
Seni chemickeé stability v $ir$im rozsahu pH 1 pfi tlacich nad 100 MPa
predstavyi hybridni organicko-anorganické stacionarni faze, kde
je ¢ast Si-OH skupin nahrazena methyly (X Terra), nebo nebo ethyleno-
vymi miistky (XBridge). Chemickou odolnost silikagelu 1ze vyraznéji
zvysit hydroesilaci, piiniz se az 90-95% silanolovych (Si-OH) skupin
na povrchu silikagelu nahradi nepolamimi hydridovymi skupinami,
Si-H. Chemicky modifikované hydrosilované stacionarni faze vy-
kazuji zajimavou selektivitu ve vodné-organickych mobilnich fazich,
pfipadné 1 dvoji separacni mechanismus: s pfevracenymi fazemi [8].

Na bézné pouzivanych alkylsilikagelovych kolonach se polarni latky
Casto prili§ slabé zadr7uji a jejich separace ¢ini potize. V poslednich
letech rychle roste obliba chromatografie hydrofilnich interakeci
(HILIC) pro HPLC separace v oblasti kontroly Zivotniho prostiedi,
analyzy potravin, ptirodnich latek 1 syntetickych 1é¢iv. Piini se polarni
latky zadrzuji silnéji nez latky nepolarni [9] a dobie se separuji na po-
larnich kolonach v mobilnich fazich s vysokym obsahem organického
rozpoustédla ve vodé (nejcastéji vice nez 50-80% acetonitrilu). Je
mozno pouzit nemodifikovany silikagel nebo kolony s chemicky va-
zanymi aminopropylovymi, amidovymi, nitrilovymi, karbamatovymi,
diolovymi, polyethylenglykolovymi ¢i polyhydroxylovymi (cyklodex-
tranovymi, sorbitolovymi), zwitteriontovymi (sulfobetainovymi ¢&i
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Obr. 3 — A: Struktura silikagelu pfed a po odstranéni silanolovych
skupin hydrosilaci, B, C: Struktura hydrosilovaného silikagelu mo-
difikovaného C18 a cholesterolem
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fostorylcholinovymi) skupinami, 1 polami organické polymermi mate-
ridly [10]. PoCet komer¢nich tazi pro HILIC separace se stale rozrista,
obr. 3 ukazuje struktury nékolika ¢astéji vyuzivanych materiald.

Pt1 HILIC separacich hraje vyznamnou roli distribuce latek mezi
diftzni vrstvou vody zadrZované na polarnich sorbentech K retenci
piispiva i1 ptima adsorpce na povrchu polami naplné kolony vlivem
proton-donor-akceptorovych a iontovych interakei.

Kvalitu separace 1ze zlepsit i kombinaci riiznych kolon v dveuroz-
mérné kapalinové chromatografii (2D HPLC) s ptimym .,in-line*
spojenim dvou rtiznych kolon (LCxLC). Eluat z prvni kolony v malych
frakcich pfimo pfevadime na druhou kolonu, obvykle pies dvoupolo-
hovy (deseticestny) ventil se dvéma smyckami (o objemu 2—100 ul),
které pracuji stiidavé v automaticky se opakujicich pracovnich cyklech
A aB. (obr. 4). VcykluA se plni smyc¢ka 1 frakei eluatu z kolony D1,
zatim co pfedchozi frakce obsazena ve smycce 2 se separuje na koloné
D2. V nasledyjicim cyklu B se funkce smyc¢ek vystiidaji. Takto postupné
projdou obéma kolonami viechny slozky vzorku a teoreticky je mozno
dosahnout separace celkového poctu latek (pikové kapacity), ktery se
blizi nasobku poctu rozdélenych pikti na prvni a na druhé koloné [11].

Obr. 4 - Schéma zapojeni deseticestného dvoupolohového prepi-
naciho ventilu jako rozhrani mezi prvni a druhou dimenzi dvouroz-
mérné HPLC
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Vyhodou je moZnost nezavislé volby kombinace riznych separac-
nich mechanismi (kolon a mobilni faze). Technika LCxLC se pouziva
zejména pro separace peptidi, proteinti a jinych biopolymert pii kom-
binaci dvou RP systému s gradienty acetonitrilu ve vod¢ pii riznych
pH (RPxRP), piipadné spojenim RP systému s HILIC (HILICxRP)
nebo s iontové-vyménnym systémem (IEXxRP). 2D kapalinovou
chromatografii lze aplikovat 1 pfi analyzach oleji, karotenoidu, fla-
vont, fenolickych a dalsich latek v potravinach, napojich a piirodnich
extraktech. Kombinace chromatografie prostorové vyluky (SEC)
a gradientové eluce v RP nebo NP systémech lze vyuzit k 2D LCxLC
syntetickych polymert.
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Obr. 5 ukazuje piiklad separace smési fenolickych kyselin a flavonii
dvourozmeérnou separaci se soub&znou gradientovou eluci acetonitrilem
v 0,05 mM octanovém pufru (pH = 3) na mikrokoloné s PEG fazi
chemicky vazanou na silikagelu (150 x 2,1 mm, 5 pm) v prvni dimenzi
anakratké koloné Ascentis Express C18 s povrchove porovitou naplni
(30 x 3,0 mm I.D., 2,7 um) ve druhé dimenzi [12].

Obr. 5 - Dvourozmérna LCxLC separace 27 fenolickych kyselin
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Prezentace 2D chromatogramu jako vrstevnicového grafu (na-
hofe, osa X ukazuje reten¢ni ¢as na koloné v prvni dimenzi, osa
Y na koloné ve druhé dimenzi, intenzita signalu UV detektoru je
znazornéna vrstevnicemi), grafu bez rozliSeni intenzit absorpce
(uprostied) a tfirozmérného chromatogram (dole, absorbance na
ose Z). UV detekce pfi 280 nm

Zavér

Lze konstatovat, 7e kapalinova chromatografie ve 2. desetileti 21.
stoleti je dama vyzrala, spolehliva, plna chuti do inovaci, s nejlepsimi
predpoklady dalsiho uspésného rozvoje.

Litreratura
[1] PJandera, T. Hajek, M. Staitkova, Anal Bioanal Chem 407 (2015)139.

[2]D.R. Stoll, I.D. Cohen, PW. Carr, J. Chromatogr: A 1122 (2006)
123.

|3]|F. Gritti, A. Cavazzini, N. Marchetti, G. Guiochon, J. Chromatogr:
A, 1157 (2007) 289.

[4]1J. DeStetano SA., Schuster, JM. Lawhom, J.J Kirkland, J.Chro-
matogr A 1258 (2012) 76.

Dokondeni na dalsi strané

9



HPLC

[5]H. Minakuchi, K Nakanishi, N. Soga, N. Ishizuka, N. Tahala, Anal

Chem 68 (1996) 3498.
[6]F. Svec, J Chromatogr A 1228 (2012) 250.

[7]J. Nawrocki, C. Dunlap, A. Mc Cormick, P. W. Carr, J. Chromatogr:

A1028 (2004) 1.

9]A.J. Alpert, J. Chromatogr: 499 (1990) 177.

[
[
[10] P. Jandera, Anal. Chim. Acta 692 (2011) 1.
[

matogr: A, 1189 (2008) 109.

VISKOZIMETRIE

8]1.1. Pesek, M.T. Matyska, J. Sep. Sci. 32 (2009) 3999.

11] G. Guiochon, N. Marchetti, K. Mriziq, R.A. Shalliker, J. Chro-

Abstract

[12] P. Jandera, T. Hajek, P. Cesla, J. Chromatogr: A 1218 (2011) 1995.

ADVANCES IN HIGH-PERFORMANCE LIQUID CHROMATO-

GRAPHY

Summary: Last trends in contemporary HPLC are reviewed, focused on novel

column types packed with superficially porous particles, hydrosilated silica gel

and monolithic columns, with special attention to HILIC chromatography of
polar compounds and to two-dimensional HPLC.

Key words: HILIC, monolithic columns, two-dimensional HPLC, core-shell

particles, hydrosilated silica

VISKOZIMETR STABINGER SVM™ 3001

Meéreni viskozimetrem Stabinger SVM™ pri-
ndsi ve srovadni s tradicnimi metodami mévent
viskozity fadu novych charvakteristik, ktevé ¢ini
toto mérent presnéjsim, casove vyrazné méné
ndrocnym a tedy produktivnéjsim a v nepo-
sledni radé také ekonomicky méné ndrocnym.

Po ukonceni jediného méficiho cyklu s velmi
malym mnozstvim vzorku jsou k dispozici
hodnoty kinematické a dynamické viskozity,
hustoty, viskozitniho indexu a dalsich velicin.
7adny jiny viskozimetr pro méfeni kinema-
tické viskozity takové informace poskytnout
nemilZe.

Novy viskozimetr Stabinger SVM™ 3001
vyvinuty firmou Anton Paar nabizi, vedle fady
technickych zlepseni v porovnani s piedcha-
zejicim typem SVM 3000, stejné komfortni
a jednoduchou obsluhu a sofistikovanou
spravu dat, na jakou jsou uZivatelé ptistroji
Anton Paar zvykli u hustomérti fady Gene-
ration M.

Obr. 1 - Viskozimetr Stabinger SVM™ 3001

V pribé¢hu jediného méficiho cyklu lze ziskat
informaci o nasledujicich parametrech:

¢ Kinematicka viskozita ASTM D7042 v roz-
sahu 0,2-30000 mm?/s.

* Stupné API (ISO 91, API 2540, ASTM D
1250, 1P 200).

* Hustota (EN ISO 12185, ASTM D4052, IP
365) v rozsahu 0,6-3 g/cm’.

« Viskozitni index VI (ISO 2909, ASTM
D2270).

e Dynamické viskozita (ASTM D7042)
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Obr. 2 - Viskozimetr s davkovaci jednotkou

v rozsahu 0,2-30 000 mPas.

» Sayboltova viskozita (ASTM D2161).

Systém umoziiuje, diky vysoce vykonné
interni temperaci a vzduchovému chlazeni,
meéfeni v teplotnim rozsahu od —20 °C do
+135 °C bez ptipojeni jakéhokoli pomocného
temperacniho média (s externim kryostatem
lze méfit az do —60 °C).

K nejéastejsim aplikacim se tak vedle tra-
di¢nich analyz paliv a mazacich olejii fadi
nyni 1 méfici postupy vyZadujici métent pii
zépornych teplotach, jako je analyza leteckého
petroleje nebo hydraulickych kapalin, které
Ize nyni provadét technicky jednoduchym
a ekonomicky efektivnim zpisobem.

Dotykovy displej s uhloptickou 10,4 lze
jednoduse ovladat 1 v rukavicich, vzorek se
nadavkuje stitkackou a poklepnutim na ikonku
Start se spusti méfeni. Cely systém lze po
ukonceni méfeni velmi jednoduse a efektivné
promyt a vycistit.

Ptistroj pfichézi s implicitné nastavenymi
metodami pokryvajicimi poZadavky vyse
uvedenych norem a bez jakychkoliv dalSich
modifikaci a kalibraCnich procedur jej lze
ihned po dodani pouzivat.

Pribéh méfeni je kontrolovan sofistikova-
nymi kontrolnimi mechanismy a procedurami,
spravné naplnéni hustotni cely 1ze napt. sledo-
vat diky funkci Filling Check™. Vyznamnym
zlepSenim jsou rovnéz kovové méfici cely
odolné vici poskozen.

Ptistroj disponuje paméti pro uloZeni az 1 000
namétenych vysledku, které lze bud’ pravi-
delné exportovat pfes rozhrani USB a na
tiskarnu nebo Ize nastavit kruhové ukladani
dat, kdy po naplnéni kapacity paméti budou
nejstar$i zaznamy postupné pfemazavany
nejnoveSimi naméfenymi vysledky.

Vedle j1iz zminéného USB rozhrani lze pii-
stroj ptimo ptipojit do LIMS nebo na Ethernet,
vysledky lze zpracovat ve formé protokolu ve
formatu PDF nebo XLS.

Obr. 3 - Prislusenstvi viskozimetru

Pi1 méfeni vysoko vroucich vzork lze pii-
stroj vybavit volitelnym ptislusenstvim pro
temperaci davkovacich adaptérti a vyhnout se
tak moznému zatuhnuti vzorku, pro zvyseni
produktivity a minimalizaci provoznich na-
kladti Ize k SVM piipojit i vhodny autosampler
(temperovany, netemperovany, se zasobni-
kem, bez zasobniku).

Ing. Martina VILIMOVSKA,

Ing. Karel VOLDRICH,

Anton Paar GmbH, org. slozka, Praha, mar-
tina.vilimovska(@ anton-paar.com,
karel.voldrich(@anton-paar.com
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