NOVINKY V UHPLC

NOVE UHPLC KOLONY A JEJICH ALTERNATIVY

Nejnovéjsi trendy sméfujici ke zvySeni sepa-
racni cinnosti HPLC kolon, acetonitrilovd
krize, zvySené ndroky na cistotu aktivnich
latek, to v§e umoznilo komercni dostupnost
kolon oznacovanych jako UHPLC (Ultra
High Performance Liquid Chromatography).

Protoze se $itky pikd, ziskanych touto tech-
nikou, pohybuji maximalné v oblasti jednotek
sekund, neni mozné separacni ucinnost zvysit
bez odpovidajictho minimalniho upgradu
piistrojového vybaveni. Jde obecné o opti-
malizaci ¢asti chromatografu mezi kolonou a
kyvetou detektoru, kritickym bodem se stava
préavé zmitflovana cela detektoru, jejiz vnitfni
objem by m¢l byt v oblasti 1-3 ul. Nezbytné
upravy je nutné provést téZ v nastaveni sbéru
dat, zejména frekvence sbéru datovych bodd
(alesponi 0,1 s).

ZvysSeni separacni ucinnosti se zpra-
vidla dosahuje snizenim velikosti ¢astic
do rozsahu 1,5-2,0 um, ¢imz se pocet
teoretickych pater zvysi na hodnoty
okolo 180000/m. Typické pracovni tlaky
se pohybuji okolo 600 bard. Prestoze je
vliv velikosti ¢astic na separa¢ni u¢innost

velmi dobfe znam, do realizace tohoto

kroku do nezndma se dlouho zadny

z vyrobcet nechtél odhodlat. Existuji totiz

dobfe znamé negativni efekty:

—zvySeny zpétny tlak a jeho vliv na Zivotnost
chromatografu,

— zvySené ndroky na Cistotu rozpoustédel
pouzivanych jako mobilni faze, zejména
obsah c¢astic (mechanické necistoty),

— snizena zivotnost kolon dana vetsi citli-
vosti na ¢istotu mobilni faze i vzorku,
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— vy$§i cena kolon.

Véznym problémem se v soucasné dobé
jevi nachylnost k ucpani kolony, a to me-
chanickymi ¢asticemi, které pochézeji z:

— mobilni fize (mechanické castice),
— vzorku (precipitat, nerozpustné kompo-
nenty),

—HPLC systému (degasser, oblozeni ventil
atd.).

Pii¢inou je fakt, Ze snizenim velikosti
¢astic doslo i ke zmenSeni objemu mezi
sousedicimi casticemi, takZe maximalni
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Obr. 1 — Detailni pohled na detaily ve struk-
ture

&astice 1.7 ym Chromolith®

vzdéalenost mezi sousedicimi kulovymi
casticemi (ktera urcuje prostupnost ne-
rozpustnych castic skrz kolonu) klesla na
hodnotu 0,3 um. Proto byvaji rozpoustédla
urcena pro techniku UHPLC deklarovana
s filtraci pres filtry s velikosti port 0,2 pwm.
Ostatni zpisoby vzniku mechanickych ¢astic
ale jednodusSe eliminovat nelze.

Piesto po rozpacitém zacatku doSlo
k rozsiteni UHPLC kolon mezi chromato-
grafickou komunitu, a to hlavné zasluhou
pokroki ve vyvoji HPLC instrumentace,
jednoznacéné eliminujici tradic¢ni tlakovy
limit 400 bard. Tradi¢ni vyrobci UHPLC
systémd nyni proklamuji tlakovy limit
v hodnotéch nad 1000 barti.

Dokonceni na dalsi strané
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Dalsim impulzem se stala krize v oblasti
dodévek acetonitrilu, kde je prechod na
techniku UHPLC jednou z alternativ
diky niz$imu pritoku a tim niz$i spotiebé
acetonitrilu.

Dalsi moznosti jak zvysit separacni G¢in-
nost, je zvySeni specifického povrchu
u monolitickych kolon (Chromolith) a jejich
instalaci do podminek UHPLC (primér
kolony 2 mm, optimalizovany systém).

Vysledny zpétny tlak je na trovni béZné
instrumentace (do 200 bard). I kdyz vysled-
nd separacni ucinnost nedosahuje hodnot
béZnych u casticovych kolon, je vyznamné
vys$$i oproti béznym kolonam s velikosti
Castic 5 wm, absence dalsich nevyhod ¢ini
z monolitnich kolon vyznamnou alterna-
tivu nezévislou na tlakovém limitu celého
chromatografu.

Zejména realna zivotnost kolony je vy-
znamné vyssi oproti ¢asticovym kolonam,
diky dudlni porézni struktute, dovolujici

Obr. 2 — Dva priklady pouziti ¢asticovych a monolitnich UHPLC kolon:

a) Ultrarychla analyza anabolickych steroidui
— Chromolith FastGradient RP-18e, 50-2 mm
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b) Separace 7 fenoli béhem 1.5 minuty
—Hibar® HR 50-2.1, Purospher® STAR RP-18
endcapped, 2 ym
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extrémni prostupnost v pfipad€ mechanic-
kych ¢astic (a vlastni mobilni fazi) — obr. 1.

V soucasné dobé nabizi Merck varianty
obé, a dava tak uzivateli svobodu v rozho-
dovani, zda-li obétuje zlomek separacni
kolony. K dispozici jsou dvé zdkladni fady
UHPLC kolon:
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— Casticové — Purospher STAR HR 2um
(30 mm, 50 mm),

— Monolitni — Chromolith 2 mm ID (Fast-
Gradient 50 mm, Performance 100 mm).
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