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Cast 2, Zakladni principy HPLC

Chromatograficka separace
Chromatografie je dici proces, i kterém dochazi k distribuci latkek obsazenychvzerku

mezi d¥ma fazemi. Jedna faze, undish v kolor, je stacionarni, druhda protéka skrz
chromatografické loze a ozhge se jako mobilni. Stacionarni faze je dnescasdji
reprezentovana poréznim materidlem ve formmalych castic (rgkolik mikrometit

v priméru) s pondrné velkym povrchem. Mobilni faze je kapalin&zného slozeni.

Realizace sloupcové kapalinové chromatografie

Sloupcova chromatografieibe byt provedena véech fiznych usptddanich, a sice jako
tzv. frontalni chromatografie, Wdnovaci chromatografie a nebo &hi chromatografie.
NejbezrjSi je uspsadani eldni a vyhrada tomu bude dale &hovana pozornost.iPtéto
technice je do proudu mobilni faze régtut vzorek obsahujiciazné slozky, které se

nasledy déli na koloré podle jejich distribtini konstanty.

ROZSIROVANI PiKU - d Gvody

Existuje mnoho ficin prispivajicich k rozgovani piki na kolort a je dilezité je chapat a
vedét, jak tyto @ispevky miminalizovat, aby p&et teoretickych pater kolony byl co nejvyssi.
Problematikou rozbvani pikKi se zabyva tzv. dynamické teorie chromatografe gejiao

otce je povazovan van Deemter.
Prvni p fiéina: ViFiva difuze
Kolona je napltina malymic¢asticemi sorbentu. Mobilni faze protéka sorbentemnasi

délené latky. Nekteré molekuly jedné a téZze slozky na &datlonou urazi delSi celkovou



drdhu nez jiné, protoZze putuji po odliSné drazez skeparéni loZze. Obech jsou tedy
trajektorie jednotlivych molekul téze latkyané dlouhé. Tento efekt se oyhige jako viiva
rychlosti toku mobilni faze. Na druhou stranu jette grispivek mozno potl&t mensim
zrnem sorbentu, jeho pravidlenym tvarem, vysokymprm monodisperzity¢astic a
kvalitnim plninim sorbentu do kolony, kdy je zamezeno vzniku nebgenit ve sloupci

stacionarni faze.

vsw

Druha p fi¢ina: Podélna difuze v mobilni fazi

Molekuly latky obecwn difunduji z mista s&Si koncentraci latky do mista s nizSi
koncentraci, tento proces probaha sporitder vigjSiho vlivu a oznéeje se jako podélna
difuze. | tento efekt m& né&gnivy vliv na rozmyvani pikuiedevsim pokud je mal& rychlost
toku mobilni faze vzhledem k velikostastic sorbentu, a pokud ma analyt vysoky difuzni
koeficient. ZvySovani mitoku mobilni faze vede k poklesu tohottigpevku k rozmyvani

piku na kolos.

vsw

Treti pFiéina: Odpor proti p fenosu hmoty ve stacionarni fazi

Analyt pii své cest kolonou interaguje se stacionarni faziisopn dochazi k jeho difuzi do
stacionarni faze. Celkové drahy jednotlivych molekualytu @i postupu kolonou se budou
liSit, protoZze kazda molekula uzazi ve stacion&mi porekud odliSnou drahu. Tento efekt
ozn&ovavany jako odpor protiipnosu hmoty ve stacionarni fazi je zavisly natoedrstvy
stacionarni faze, na difuznim koeficientu analy®i stacionarni f4zi a dalSich faktorech.
Podstatné je to, Ze yvySeniifwku mobilni faze vede ke zvySeni tohot@spevku.

Ctvrta p Figina: Odpor protip Ffenosu hmoty v mobilni fazi

Mobilni faze neprotéka kolonou stejnou rychlostidasle na mistv kolong. U s&n kolony

a v blizkosti sorbentu se pohybuje rychlosti meeZi uprosed wtSich kanalk mezi
casticemi sorbentu. Také tento rozdil v distrubuchfosti v kolod mize vést k rozgovani
chromatografického piku. Podabjako v gipac odporu proti penosu hmoty ve stacionarni
fazi i zde plati, Ze zvySeni linerélni rychlostktiomobilni faze vede ke 2tseni tohoto

nezadouciho efektu nal§i piku.



VySe popsané efektytipobi sodasre, jejich vliv ale mize byt znan¢ rozdilny podle typu
chromatografie. Obvykle sergrpoklada vzajemna nezavislost a aditivnost jedryath
piispenki. Reprezentace uvedenych efeke wtSinou demonstrovana formou tzv. van
Deemterovych zavislosti, kdy proti vySkovému eklévdu teoretického patra (vySce patra)
je vynasSena linearni rychlost toku mobilni faze (Ob). Z grafu je patrno, Zefipurcité
hodnot linearni rychlosti dosahuje zavislost svého minig@ odpovida maximu sepéana
acinnosti. Jinymi slovy lze takto nalézt optimélntifmkovou rychlost pro dosazeni nejvyssi
separani &innosti a to je také jednim z hlavnich tcikonstrukce van Deemterovych
zavislosti.

Vztah mezi dinnosti,N, a vySkou patréd, je dan takto jakd{ = L/N, kdeL je délka kolony.
Chromatograficka &innost,N, se pgit4 podle vztain

kde tr je reteni ¢as analytu, av a wy, jsou Stky piku @i jeho zaklady, respektive

v polovirg jeho vysky.
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CHROMATOGRAM A JEHO VYHODNOCENI
Eluované latky jsou transportovany mobilni fazi mky do detektoru. V idealnimripact

maji tvar popsatelny Gaussovou funkci (symetrickénpvita Kivka). Signaly latek jsou



ozn&ovany jako piky a cely zaznam jako chromatogranky Rdoskytuji kvalitativni

i kvantitativni informaci o dené snidsi:

(a) Kvalitativni informace:reteréni ¢as je jistou konstantou pro danou latku za idegitibk
chromatografickych podminek. Retemn ¢as dané latky je doba od ndlst vzorku do
registrace maxima piku této latky. Chromatografigh@dminky jsou dany rozény
kolony, typem stacionarni faze, slozenim mobiliefarychlosti toku, velikosti n&stu
a teplotou. Pik tak @Ze byt identifikovdn naikem standardu odpovidajici latky a
porovnanim retamichc¢asi.

(b) Kvantitativni informace: Jak vySka piku, tak jeho plocha maji vztah k mhozs
nastiknuté latky. Nastknutim znamych mnozstvi dané latkyize byt ziskana kalibéai
kiivka, tedy zavislosti vySky/plochy piku koncentréatky. Nasledn pii analyze vzorku
obsahujici nezndmé mnoZzstvi analytu je kvantitenja porovnanim vysky/plochy piku

s kalibra&nim grafem.

ROZLISENI DVOU SOUSEDICICH PiKU

Dv¢ latky separované na koldrse mohou Upkh nebo jencasténé délit od sebe. Jejich
vzajemne dleni je ovlivreno jednak termodynamickym vlivem, ale vedle tohkétalivem
kinetickym. Nasledujici obrazek jasmkazuje tyto dva ifispivky k separaci dvou latekiip
chromatografii. Pokud jeéteni latek jencasténé (a) je moznou cestou pro jeho zlepSeni
ovlivnéni retence alesmiojedné z latek a to tim #pobem, Ze je zéména distribé@ni
konstanta fislusné latky (b), coz je zalezitost termodynamidRéuhou moznosti zlepSeni
separace je ovlivmi kinetiky procesu, coz je realizovano zvySenitmidosti separace (c).

Pripadre Ize kombinovat obaifspivky pro dosazeni zvyseni rozliSeni.
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RozliSeni,R, dvou piki je zavislé na sepafaim faktoru,a, na pd@tu teoretickych patef\,

a retenim faktoru k. Nejcasgji je rozliSeni definovano takto:

1 a-1 k
rR=1yNaL kK
4 a 1+Kk,

N je netitkem &innosti kolony. Poet pater roste s kvalitou naptri kolony, délkou
kolony a g vybéru optimalniho pitoku na kolog. Kolona s velkym p&em pater mize
rozaklit smesi latek s podobnymi reténimi faktory. Ctyindsobny nérst (&innosti alke vede
jen ke zdvojnasobeni rozliSeni.

a je mefitkem chromatografické selektivity a je definovdjako ponér reterénich
faktoni prislusnych separovanych latek, tedy= ko/k;. Reterni faktor,k, je definovan takto:
k = (tr-to)/to, kdetr je reterni ¢as atp je tzv. mrtvycas. Hodnotaa je vysoka pokud se
interakce separovanych latek se stacionarni a midiiti podstathlisi. Typ interakci (nap
disperzni sily, dipol-dipol interakce, vodikové kgizTe1t interakce, pH v fipac iontow-

vyménné chromatografie) hraje zasadni roli.



V posledni¢asti rovnice figuruje retemi faktor vice zadrzené slozky.
Grafické znazorni souvislosti R sdinnosti, selektivitou a reténim faktorem velimi

ilustrativre reprezentuje nasledujici obrazek.
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Velmi nazorg je vidét, Ze nej¢étSi vliv na rozliSeni ma sepdrd selektivita, tedy
termodynamiky vliv na kvalitu &eni. Dynamicky pispivek je také podstany, je
reprezontovan separa innosti, ale je patrno, Ze velky it patu pater vede jen
k pomérné malému zlepSeni rozliSeni. Kame i vliv retenéniho faktoru je fieba uvazit.
Ukazuje se, Ze jista retence je naprosto nezbymagsazeni rozliSeni, takZze ratehfaktor
meére zadrzené latky musi byt vyrazrodliSny od nuly, na druhou stranu zvySovani

retertniho faktoru nad hodnotu ~ 5 jiz nevede k vyznammétapSeni rozliSeni.

MozZnosti zlepSeni rozliSeni

Pokud je rozliSeni nedostgici, je rekolik zpasohi jeho zvySeni.

(a) ReSenim rize byt zvySeni pgiu pater: (i) pouZitim sorbentu s mensi velikagtstic
nebo lepSim napémim kolony, (i) uzitim delSi kolony nebo spojenéviou a vice kolon
za sebou nebo, (iii) nastavenim optimalnihdtgku mobilni faze (viz van Deemterovy

zavislosti). Nicméa je treba si u¢domit, Ze rozliSeni je Génné odmocnis pactu pater,



narist paitu pater na dvounasobek vede k zlepSeni rozligeni 4 nasobnému. Pokud je
zvySeni dinnosti kolony dosazeno jejim prodlouzenim, jeojeno s delSim reténim
¢asem a vySSim tlakem mobilni faze. ZmenSeni vdiilszsbentu také vede k velkému
zvySeni tlaku na kolan

(b) EfektivrejSim zpsobem zvySeni rozliSeni je zlepSeni sepdraelektivity,a. To vSak
v parxi nemusi byt snadné.i#le pomoci zréna stacionarni faze (napalumina misto
silikagelu, nebo reverzni faze misto faze normaligmére prvnim krokem byva spise
zmeéna mobilni faze. Jina mobilni fazei#e podporovat jiné typy interakci a to ve svém
disledku niize pozitivrg ovlivnit rozliSeni dvou sousedicich latek.

(c) Take reteéni faktor grispiva k royliSeni, plati, Ze by seshpohybovat v rozmezi do 1 do
asi 10. Pokud se blikijiné, dochazi k rychlému poklesu rozliSeni.iéba zndnit slozeni

mobilni faze tak, aby se &gila retance analftna kolor.

MIMOKOLONOVE OBJEMY
VSechny objemy HPLC systému mimo kolonu oflijici déleni jsou oznéovany jako
mimokolonové objemy. Jde o objem injektoru, kapildmezi nasikovym ventilem
a kolonou, mezi kolonou a detektorem, cely detekt@pojovacich sadstek, pipadre
kapilary v termostatu atepinacich ventilech. Objemyiql nasikovym ventilem a za
detektorem do mimokolonovych objémepati, protoze neovliiuji rozmyvani piku.
Mimokolonové objemy by #y byt minimalni, protoZze maji negativni vliv napseaci.
Jsou jednou zifin rozSteni piki a chvostovani pik Jejich gispiveky k rozStovani piki
jsou aditivni* Pokud kazda takévéaippsvek pida snizi rozliseni ptko 5 %, pak celkovy
pokles rozliSeni riize byt skuténé velky. Zatimco je obtiznéérak snizit objem injektoru
nebo detektoru, rozény spojovacich kapilar mohou byt vhadmzvoleny tak, aby jejich
negativni vliv na separaci byl maly. Vipad béZznych HPLC separaci v analytickém
metitku, kdy kolony maji pimér 2 mm a vice, je obvyklé pouZivat kapilary s kmin
pramérem 0.17 mm nebo menSim a délka kapilar ma byt epnensSi. Naroky na
minimalizaci momokolonovych objeimHPLC systému rostou s poklesem objemnu kolony.

Pokud vykazuji analyty s malymi retarimi faktory podstath nizSi &innosti nez analyty

s WtSi retenci, mize to byt zfisobeno {lis velkymi mimokolonovymi objemy.

! Rozptyly & souvisejici s naikovym zaizenim, kapilarami, spojovacimi dily, kolonou éigparanim
procesem) a detektorem, efekty jsou aditivni, peitaw = 40 Gauséva piku je:

w= 4(02;nj+ szap+ 025p01+ szol"' szet)O’S



DEFORMACE TVARU PIiKU

Pri blizS§im pohledu na realné piky j&tSinou patrné, Ze nejsou zcela symetrickéSinou
jsou rozmyté sgrem k vySSim retemim ¢asim, maji “chvost’, a proto se tento efekt
ozna&uje jako chvostovani. SpiSe vyjitm€ je pozorovan jev ogay, kdy pik je rozmyty
v prednicasti, a pak se jedna o tzv. frontovani piku.

Malé odchylky od Gaussovy funkce jsowZzbhé a daji se tolerovat. OvSendtsi
asymetrie pilk swdcéi o tom, Ze systém je daleko od optimalniho st&hvostovani zhorSuje
separani innost, tim dosazitelné rozliSeni a jeka najit jeho ficiny a ty eliminovat.
U chvostujicich pik je obtizné definovat jejich konegipntegraci piku. Chvostovani iiae

byt zpisobeno nasledujicimiiginami.

Spatné naplnéna kolona nebo poskozené loZe sorbentu v kol&nvznik kanélki v kolong
Muze veést ke vzniku ramének fil dokonce ke zdvojeni piku.

Velké mimokolonové objemy
Tato picina vede nejen k roz&ni piki, ale i k chvostovaniReSenim je aplikace kratsi
kapilary mezi nastkem a kolonou a kolonou a detektorem, mens8imgr kapilar, zmensSeni

detekini cely, atd.

Pretizeni kolony
Kolona ma omezenou sepéna kapacitu, tj. mnozstvi latky, kteréuawe byt na kolonu
aplikovano bez jejihoiptiZzeni je omezené. Pokud je mnozstvi na kolones&rého vzorku
prilis velké, z&ne zaviset retami faktor nacase a dochazi k deformaci piku. Pikyrzau
byt asymetrické a reténi casy se s néstem mnozstvi dané latkgtéinou zkracuiji.

Casto je kolona povazovana zgetizenou, pokud dojde k poklesu reteimo faktoru o
10 % ve srovnani se stavem béetfzeni kolony. Pro&tSinu stacionarnach fazich kepizeni
dochéazi, pokud je hmotnost aplikovaného vzork#Sivnez ~10 mikrograth na gram

sorbentu.

Nekompatibilita vzorku se stacionarni nebo mobilnfazi
Pokud je zvoleny systém stacionarni a/nebo mobalré nekompatibilni se vzorkemaae

dojit také k deformaci ptka sniZeni &innosti.



Pricinou miZze byt nap

(a) Spatnéa rozpustnost vzorku v mobilni fazi.

(b) Smesny interakni mechanismus — uplami dvou nebo vice interakich mechanisitn
sowasre.

(c) Fxilis vysoka aktivita stacionarni faze, iap pripact adsorg@ni chromatografie.

ReSenim mZe byt znéna stacionarni a/nebo mobilni faze,éma pH mobilni faze, pouziti

jiného separaniho modu.

PriliS velka ¢asova konstanta
Prilis velkacasova konstanta detektoruizpbuje poklesdinnosti a asymetrii pik

PIKOVA KAPACITA A STATISTICKA PRAVD EPODOBNOST
ROZLISENI

U¢innost aliciho systému je nejlépe charakterizovatelna ponioe. pikové kapacityn.
Ta odpovida pttu komponent, které by mohly byt systétmem maximatzcleny gi jisté
hodnot retergniho faktoru,k, a @i rozliSeni piki, R, rovném jedné. Pro vyget musi byt

znam pget paterN, daného sepataiho systému. Pro izokratickéldni pak plati vztah:

@In(ﬂk

max )

n=1+

kde kmax = maximalni hodnoté&

Chvostovani snizuje pikovou kapacitu. V redlny¢tpadech nenidinnost Upli stejna pro
cely rozsah retémich faktofi. JeS¢ dulezitéjSi je skuténost, Ze pikovou kapacitu jéeba
chapat jako hypotetickéislo, protoze vypéet predpoklada zcela pravidelnou a idealni

distribuci piki v chromatogramu.

Jaka je pravdépodobnost, Ze jista komponenta &élené snési bude eluovana jako jeden
pik bez prekryvu s ostatnimi komponentami vzorku?

P ~ e—2m/n
kde:
P = pravdpodobnost vztazena na jednu sloZku (komponentu)

m = paiet sloZzek ve vzorku



Pcatet slozek ovSem nikdy v reélnych vzorcich naesg znam. SpiSe jgdba pedpokladat,
Ze paet sloZzek je neznamy a ty se mohou eluovat kdykalivdoke eluce sledovanych
slozek. Nicmég, je uzit&éné si udlat ucitou predstavu o moZznostiéteni latek na zéklad

statistiky a pravépodobnosti podle vztahu vySe uvedeného.

Jaka je pravdépodobnost, Ze vSechny sloZzky sfsi budou rozdéleny?

m-2
P' = (1—m__1j
n-1

P’ = pravépodobnost pro vSechny slozky

Tyto vySe prezentované sktmesti ovSsem neznamenaji, Zze &agné sepatai metody
jsou nevhodné. Ve skuteosti mize byt redlna situace lepSi, protoZe piky nejsou
distribuovany v chromatogramu statisticky, ale po@jich fyzikalré-chemickych vlastnosti.
Napr. homology jsou &leny podle rostouci délky uhlovodikovékegzce na obracené fazi.
OvSem na druhou stranu ani seli8ivseparéni &innost v rgkterych skuténych gipadech
nest&i k dosazeni Uplné separace. VySe uvedené vztafiypoekytnout jistou fedstavu a
ucklat si nazor na to, co je, a co neni mozégkavat v realnych situacichigléleni slozitych
smesi latek.

Resenim slozitych spepardch problémi mize byt aplikace vysoce specifické detekce,
derivatizace solut spojeni se spektroskopickymi metodami, optimakzaseparich

podminek, nebo vicerozima separace.



VLIV TEPLOTY V HPLC?

Neexistuji obechk platna pravidla tykajici se vlivu teploty na HPId€leni. Ri zvySovani
teploty je ¥tSinou pozorovan vist separéni (€innosti diky sniZzeni viskozity a zlepSeni
pirenosu hmoty, nicménje znamarada pipadi, kdy byl naopak pozorovan pokleglidi
vykonnosti systému. Sep&rd faktor mize iist nebo naopak klesat se &mu teploty.
Vyhodou vyssi teploty je moznost zrychlit separgetoze sniZeni viskozity vede k zvySeni
difuznich koeficieni a moznosti aplikovat vySSi ioky bez piliSného zvySeni tlaku.
V urcitych piipadech je vysloveénnutno za vySSich teplot pracovat, protoZze to vypgad
pouzitd mobilni faze nebo separovany vzorekilijejich viskozite.

Pro optimalizaci 8eni je tedy obeahnutné vliv teploty prostudovat. Lze pracovatii p
teplotach kolem 200 °C, to ale vyZadujeité Upravy v HPLC systému.

Zvyseni teploty ma nasledujici nevyhody:

(&) Rozpoug&dla a slozky vzorku se snagirozkladaji.

(b) Zvysi se tlak par rozpowsila, coz niize vést ke vzniku bublin v mobilni fazi, kavitaci
cerpadla, zhorSeni Sumu detektoru, objeveni faldSrpjki, piipadré ke znemoZéni
detekce.

(c) VSechny chromatografické rovnovahy jsou teplomavislé, zvlagt vSechny iontové
rovnovahy ve vodnych mobilnich fazich (chromatografia bracenych fazich a na
menic¢ich ionfi). Obdobg, rovnovaha mezi vodou rozpeSbu v mobilni fazi a
adsorbovanou v adsami chromatografii je teplothzavisla a je obtiz)si ji fidit za
vysSich teplot. ¥tSinou pra¥¢ tyto rovnovahy jsou rozhodujici vzhledem
k chromatografickym vlatnostem sorbentu. Tudiz, uymbk neni systém radrg
termostatovam, fZe byt Spatna reprodukovatelnost separace.

(d) Rozpustnost silikagelu podstaistoupa s teplotou.

Termostatovani kolony nebyva u gasnych pistroji problém, protoze jsou ébre
vybaveny termostatem. U m&mpokratilych instrument je moZno pouZit nerezovy nebo
sklereny plag na kolonu, a ta je nasletltermostatovana vhodnou kapalinou. Také mobilni

faze by ndly byt pred vstupem do kolony termostatovyma na stejnowteghko kolona,

2C. Zhu, D.M. Goodall and S.A.C. WrenCGC Eur, 17, 530 (2004) ot.CGC North Am.23, 54 (2005); G.
Vanhoenacker and P. SandiaSep. Sci29, 1822 (2006).



provadi se to &sSinou smykou/kapilarou, ktera je umigta vtermostatu nebo
v termostatovaném plasti. Dokonce existuji i teratmyvan&erpadla a detektory.

Maximalni teplota pro silikagelové sorbenty je dml 120 °C a pro vazané faze na
silikagelu 80 °C.

Nemela by byt podcgovana i skuténost, Ze se mobilni faze tmhodem kolonou
zahiva. Hiblizné plati, Ze teplota vzroste 0 0,1 °@ panistu tlaku o 1 bar, tedy o 10 °Gip
vzrastu tlaku o 100 bar. Pro praciéavymi rozpoustdly maze byt velmi vhodné kolonu

chladit a pouzivat nizké ioky (nag. pri pouziti pentanu s bodem varu 36 °C).



