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Vysokoteplotna kvapalinova chromatografia (HTLC - high-temperature liquid
chromatography) je jednou z moznosti rozvoja a d’alsieho pokroku na poli kvapalinovej
chromatografie, ktora sa radi medzi najvyuzivanejSie separatné metody aj
vo farmaceutickej analyze. Zaroven HTLC patri do tzv. green chemistry (,,zelenej
chémie®), ktora kladie doraz na vykondvanie chemickej praxe spdsobom Co najmenej
poskodzujucim zivotné prostredie. Tato praca predklada problematiku HTLC vo forme
reSerSe zameranej na charakteristiku podstatnych vlastnosti HTLC a zasadného vplyvu
zvySenia teploty na dané chromatografické procesy. Popisuje najddlezitejSie vyhody, ale
1 obmedzenia metédy HTLC, predovSetkym pri moznosti jej pouzitia pri rutinnych
analyzach. Nakoniec praca uvadza vyber z vysledkov niekolkych experimentalnych
Stadii, ktoré sa doteraz zaoberali pouzZitim HTLC v analyze konkrétnych latok

z0 skupiny lie€iv.
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High-temperature liquid chromatography (HTLC) is one of the possibilities of
development and further progress in the field of liquid chromatography that is ranked
among the most used separation methods also in the pharmaceutical analysis. Also,
HTLC belongs in the so-called ,,green chemistry®, which highlights performing the
chemical practice in the most environment-friendly way. This thesis presents the HTLC
issues in the form of literature search focused on the characterization of the fundamental
features of HTLC and essential effect of the elevated temperature on the
chromatographic processes given. It describes the most important advantages but also
the limits of the HTLC method, mainly in its possible use in routine analyses. Finally,
the thesis gives the overview of the selected results of several experimental studies,

which have dealt with the use of HTLC in the analysis of some concrete drugs.
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1 Uvod a ciel prace

V sucasnosti medzi najvyuzivanejSie separacné metddy v oblasti analyzy lieCiv
patri vysokoucinna kvapalinova chromatografia (HPLC — high performance liquid
chromatography). Vyhodami HPLC su vysoka citlivost’, selektivita a rychlost’ analyzy.
Khojnému vyuzitiu prispieva tieZ moznost automatizacie celého procesu, ktorad
ulahcuje kazdodennu ¢innost’ v laboratériu. Pri vysokom pocte analyz vSak dochadza
k vysokej spotrebe organickych rozpustadiel a preto nemozno prehliadat’ ich vplyv na

zivotné prostredie.

Do popredia sa dostava problematika tzv. zelenej chémie (green chemistry), ktora
sa snazi modifikovat’ jednotlivé procediry na ich ekologickejSie formy. Jednou
zmoznosti ,zozelenenia® HPLC je wvyuzitie vysokoteplotnej kvapalinovej
chromatografie.

Cielom tejto prace je formou reSerSe popisat vysokoteplotni kvapalinova
chromatografiu (HTLC — high-temperature ligiud chromatography), podat’ prehl'ad
vybranych experimentalne ziskanych poznatkov, a na prikladoch konkrétnych lieciv

nacrtnut’ eventudlne vyuzitie HTLC v rutinnej farmaceutickej analyze.
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2 Vysokoteplotna kvapalinova chromatografia

V spojeni s kvapalinovou chromatografiou a terminom ,, high-temperature je
mozné v literatire najst’ viacero rdoznych definicii, ako napriklad ,.teplota vyssSia nez
laboratorna teplota®, ,.teplota vyssia nez bod varu rozpustadla (bod varu mobilnej
fazy)“ alebo ,.teplota vyssia nez 100°C* (1). Vo vSeobecnosti ide pri vysokoteplotnej
kvapalinovej chromatografii (HTLC - high-temperature liquid chromatography)
0 akukol'vek separaciu pri teplote vyssej nez je teplota prostredia, obvykle v rozmedzi
40°C az 200°C (2). Okrem tychto pojmov je mozné stretnut’ sa aj s terminom
chromatografia s vel'mi horticou vodou (SHWC — superheated water chromatography),
chromatografia so stlaéenou vodou (pressurized water chromatography) alebo

chromatografia so subkritickou vodou® (SWC — subcritical water chromatography) (3).

Ako v roku 2009 uvadzaji Heinisch a Rocca (2), nazov HTLC sa rozsiril pomerne
nedavno, aj ked’ zaujem o otazku teploty v kvapalinovej chromatografii (LC— liquid
chromatography) sa objavil uz pri pociato¢nych pokrokoch v oblasti vysokoucinnej
kvapalinovej chromatografie (HPLC — high performance liquid chromatography).
Teplota ale nie je povazovana za klicovy parameter LC a Vv rutinnych analyzach sa
HTLC prili§ casto nepouziva. Teplota v kolone vSak moze skratit’ ¢as analyzy, upravit’
retenciu analytov a selektivitu, ovplyvnit' G¢innost’ separacie ¢i zvySit detekénu
citlivost, preto je dnes HTLC povazovana za hodnotna techniku vysokoucinnej
kvapalinovej chromatografie na reverznych fazach (RP-HPLC — reversed phase-high

performance liquid chromatography).

Voda je v RP-HPLC povazovana za slaby eluent a primarne sa pouziva na znizenie
elucnej sily silnejsich nepolarnych modifikatorov mobilnej fazy (metanol, acetonitril,
tetrahydrofuran). Pri zahrievani pod tlakom na teplotu 80°C az 200°C vSak polarita
kvapalnej vody vyrazne poklesne az do takej miery, Zze voda moze nahradit’ organicky
modifikator a stat’ sa jedinym eluentom. Tento fakt zarad'uje HTLC medzi metddy
tzv. zelenej chémie (green chemistry) ako techniku, ktora je priatel'ska Zivotnému
prostrediu, pretoze znizuje tak spotrebu organickych rozpustadiel, ako aj odpad

vznikajuci pri ich pouZzivani (3).

! Subkriticki voda je voda v kvapalnom stave pri teplotich medzi bodom varu vody (100 °C) pri
atmosférickom tlaku (101,325 kPa) a kritickou teplotou vody (374 °C). Na udrzanie vody v kvapalnom
stave sa vyuziva tlak. Tlak moze byt rovny tlaku pary vody pri danej teplote alebo vyssi. Casto je zaujem
o teploty nad 200 °C. Potrebny tlak sa preto pohybuje v rozmedzi 1,6 MPa pri teplote 200 °C az
22,6 MPa pri teplote 374 °C.
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Rozsiahlejsie vyuzitie HTLC je ohranicené pravdepodobne nedostatkom komerc¢ne
dostupného pristrojového vybavenia, ktoré by umoznilo ohrev mobilnej fazy na vel'mi
vysoké teploty (okolo 200°C) anedostatkom spol'ahlivych termicky stabilnych
stacionarnych faz. Od vyuzitia tejto metody odradza zrejme aj zlozitost zmien
pocetnych fyzikalno-chemickych parametrov, ktoré s teplotou suvisia. Dal§im dévodom
moze byt fakt, ze sa prili$ kladie déraz na jeden nasledok vplyvu teploty (napr. pokles
viskozity mobilnej fazy veduci k poklesu tlaku na kolone), zatial ¢o iné dolezité
nasledky sa zanedbavaji (zmena elucnej sily a selektivity, narast difizie, zmena
disocia¢ného stupna ionizovatelnych zlucenin) (2).

Nasledujice  kapitoly sa  venuji  teoretickému  pozadiu  vybranych
chromatografickych parametrov v HTLC a niektorym otazkam potrebného technického

zabezpecCenia a pristrojového vybavenia.
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3 ZvysSena teplota a vlastnosti chromatografickych
systémov

ZvycCajne sa pri optimalizacii chromatografickych systémov kladie doraz na
zlozenie, pH aiénova silu mobilnej fazy, d’alej na velkost, typ a porozitu Castic
stacionarnej fazy atiez na rozmery kolony. Teplota ale takisto patri medzi dolezité

parametre LC separacii (4).

Vacésina chromatografickych separacii je optimalizovana pre teplotné rozmedzie
20°C az 50°C. V praxi sa mnohokrat pracuje pri teplote prostredia, pricom termostat sa
vyuziva na kontrolu teploty separacie, a nie na ohrev kolony na vysoku teplotu (a tym
na vyznamné ovplyvnenie retencného ¢asu). Kinetika itermodynamika
chromatografickych procesov st vSak funkciami teploty (5), preto je potrebné venovat’
jej dostato¢nti pozornost’.

Zvysena teplota vV RP-LC znizuje viskozitu rozpustadla a zéroven zvySuje difiziu
a prevod hmoty rozpustanych latok. V désledku znizenej viskozity je znizeny aj spatny
tlak na koldone, ¢o umoziuje pouzit’ dlhsie kolony (resp. niekol'ko sériovo zapojenych
kolon) a zvysit’ tak pocet teoretickych priehradiek. Znizena viskozita rovnako umoziuje
pouzit’ vyssie prietokové rychlosti rozpastadla pri primeranom spatnom tlaku, ¢o vedie
K urychleniu analyzy. Cas analyzy vyrazne skracuje tiez znizena retenciu latok, pretoze
pri separacii pri zvysenej teplote poklesne aj dielektricka konstanta a povrchové napétie

mobilnej fazy (4).

3.1 Vplyv teploty na u€¢innost’

Ukazovatel'om kvality chromatografickej separacie je ucinnost’ kolony, ktord
charakterizuje mieru rozsirovania eluénych zon analytov. Mierou ué¢innosti kolony je
pocet teoretickych priehradiek N (number of theoretical plates). Pocet teoretickych
priehradiek N je bezrozmerna veli¢ina a ¢im je jej hodnota vysSia, tym je kolona
ucinnejSia (elu¢na zoéna analytu bola pocas prechodu kolonou menej rozsirend). Na
pocet teoretickych priehradiek ma vplyv dizka kolény, retenény &as (resp. retenény
faktor), prietokova rychlost’ a viskozita mobilnej fazy, velkost' ¢astic naplne kolony
a teplota. Pre praktické ucely sa pri vypocte N (a teda ucinnosti) pouziva viacero metod,

pricom sa ucinnost kolén Sréznymi dlzkami porovndva pomocou vySkového
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ekvivalentu teoretickej priehradky HETP? (height equivalent to a theoretical plate).

Tento parameter je definovany ako dizka kolony, ktora pripada na jednu priehradku.

vve

Maximalnu uc¢innost’ kolony je mozné zistit na zaklade dynamickej van
Deemterovej tedrie (6). Uinnost’ separacie ako hodnotu HETP (resp. H) je mozné
vyjadrit’ prostrednictvom prispevkov troch nezavislych aditivnych procesov, ktoré
spdsobuju rozmyvanie eluénej zony. Ide o

e virivi (Eddyho) difuziu analytu v mobilnej faze pri prechode napliiou
kolony (€len Hy),
e pozdiznu (molekuldrnu) difuziu analytu v mobilnej faze (¢len Hy),
e odpor proti prevodu hmoty medzi medzi mobilnou a stacionarnou fazou
(¢len H,y,).
Utinnost kolony je teda dana suétom

H=H,+H,+H_,,

dalej plati Hp=A, H,=—, H,=C*u

B
u m
A,B,C hodnoty vypocitané na zdklade charakteristik mobilnej

a stacionarnej fazy a prislusnych koeficientov,
u linearna prietokova rychlost’ mobilnej fazy.
Celkové rozmytie eluénych zon potom vyjadruje sthrnna van Deemterova rovnica
V tvare

H :A+E+C*u
u

Z tejto rovnice je mozné odvodit’ charakteristicki van Deemterovu Krivku, ktorej
minimum zodpoveda najniZSej dosiahnutej hodnote H, teda optimalnej Uc¢innosti za
danych podmienok. NajlepSia G¢innost’ sa teda dosiahne pri prietokovej rychlosti
mobilnej fazy, ktora zodpoveda minimu van Deemterovej krivky (6), ako to znazornuje
Obr. 1.

% Niekedy sa vyskovy ekvivalent teoretickej priehradky HETP nazyva iba ako vyska prichradky H (plate
height).
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Obr. 1 Van Deemterova krivka a optimalna prietokova rychlost’ mobilnej fazy
Zdroj: Upravené podla (6)
Ukazalo sa, ze s rastucou teplotou dochadza k zniZeniu odporu voc¢i prevodu
hmoty (teda ¢lenu C van Deemterovej rovnice) a vidiet’ tiez vyrazny posun minima van
Deemterovej krivky smerom K vyssim linearnym prietokovym rychlostiam (7). Vplyv

zvysenej teploty na G¢innost’ kolony zobrazuje Obr. 2.

vyska priehradky [x10%4 cm]

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25
linearna prietokova rychlost [cm/s]

A 25°C V80°C [1120°C 0O 150°C
Obr. 2 Zobrazenie vplyvu teploty na vy$ku priehradky H (= u¢innost’ kolény) pri réznych teplotach
Zdroj: (8)
V literature sa Casto konstatuje, ze Gcinnost’ sa pri rasticej teplote mobilnej fazy
vzdy zvysuje, ale Teutenberg (9) uvadza, Ze van Deemterova tedria tuto hypotézu
nepotvrdzuje. Teplotne zavislé su iba dva ¢leny van Deemterovej rovnice: ¢len B je

priamo a ¢len C nepriamo umerny difiznemu koeficientu. Difuzny koeficient je priamo
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imerny teplote podl'a Wilke-Changovej rovnice. Clen A fyzikalne na teplote zavisly nie
je. To znamena, ze Srasticou teplotu sa zvySuje difuzia analytov v mobilnej
a stacionarnej faze, a tento jav navySe podporuje silna teplotna zavislost’ viskozity, ktora

s rasticou teplotou klesa (10).

Model vplyvu teploty na uc¢innost kolony v HTLC vypracoval Yang (4)
S0 zaverom, ze pri nizSich teplotach prevazuje v separacnom procese c¢len prevodu
hmoty (¢len C z van Deemterovej rovnice), zatial’ co pri vyssich teplotach je to ¢len B —
pozdizna diftizia. V rozmedzi nizsich teplot vyska priehradky H s rastiicou teplotou
klesa, ale vrozmedzi vysSich teplot vySka priehradky s rasticou teplotou rastie.
V procese analyzy je teda mozné teplotu optimalizovat’ tak, aby sa dosiahla minimalna
vyska priehradky H (= maximalna G¢innost).

Experimenty (9) ukazali, ze G¢innost’ ako taka (vyjadrena poctom teoretickych
prienradiek N), je na teplote relativne nezavisla. Maximalna G¢innost’ (vyjadrena ako
minimalna vyska priehradky H) sa na van Deemterovej krivke postiva smerom k vy$§im
linedrnym prietokovym rychlostiam. Mozno teda konstatovat’, Ze rastlica teplota zvysuje
ucinnost’ systému pri linearnych prietokovych rychlostiach vyssich, nez je teoreticky
vypocitand optimalna linedrna prietokova rychlost. Vsetky uvedené skuto¢nosti vedu
pri zvysenej teplote Kk relativne konstantnej minimalnej hodnote vysky priechradky H (9).
llustruje to Obr. 3, ktory porovnava zavislost vySky prienradky H na linearnej

prietokovej rychlosti u pri separaciach pri teplote 30°C a 150°C.

40

35 o

30 = 150°C
A o 30°C
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vyska priehradky [pum]

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
linearna prietokova rychlost [mm/s]

Obr. 3 Graf zavislosti vy$ky priehradky H na linearnej prietokovej rychlosti u

Zdroj: (10)
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3.2 Vplyv teploty na rychlost’ analyzy
Moznost’ podstatne zvysit’ rychlost’ analyzy je dana vys$ou linearnou prietokovou

rychlost'ou, ktora sa dosiahne v dosledku poklesu viskozity mobilnej fazy so zvySujucou

sa teplotou.

Ulohu teploty v LC detailne analyzovali Antia a Horvath (11) vo svojej vyznamnej
stadii pred takmer 30 rokmi a predpovedali viacero zasadnych zlepseni, ktoré by bolo
mozné dosiahnut’ pouzitim vel/mi vysokych teplot. Klucovym zistenim analyzy
(vykonavanej v Sirokom rozmedzi meniacich sa parametrov) bolo, ze zvysenie teploty
sice nezlepsi hodnotu HETP?, ale zmeny teploty od 25°C do 175°C predpokladaji
urychlenie prevodu hmoty medzi fazami. Bude teda mozné pracovat’ pri omnoho
vy$8ich linearnych prietokovych rychlostiach a zachovat’” vysoku hodnotu N (poctu

priehradiek) zaznamenanu pri optimalnej rychlosti.

Nazornu ilustraciu skratenia analyzy poskytuje Obr. 4, ktory znazornuje zavislost’
pomeru reten¢ného Casu pri teplote T a retencného casu pri teplote T = 25°C na rasttcej
teplote kolony (v podmienkach konstantného poklesu tlaku, velkosti Castic a poctu
priehradiek). Na grafe je mozné pozorovat’, ze pri zvySeni teploty na 200°C poklesne

pomer danych retenénych ¢asov 20-ndsobne.

0.8]

to/teos

0.4f

0.2

50 100 150 200

Teplota [°C]
Obr. 4 Graf zavislosti retenéného ¢asu na teplote kolony
Zdroj: Upravené podla (11)
Takmer vo vSetkych separaciach v RP-LC zvySenie teploty spdsobi pokles

retencie. Zvysena teplota zaroven znizuje viskozitu mobilnej fazy, to znamena, ze je

% Ukazalo sa, Ze za podmienok konstantného poklesu tlaku, velkosti Gastic a poétu priehradiek, je vyska
priehradky zavisla na teplote len slabo.
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mozné zvysit' prietokova rychlost’ atak zvysit' rychlost’ analyzy bez obmedzenia
G&innosti® (10).

Sucasnym trendom v snahe o zvysenie rychlosti LC je pouzivanie kratkych kolon
naplnenych malymi Casticami, spravidla s priemerom mens$im nez 2 um. V porovnani
s kolénami naplnenymi tradi¢nejSimi 3 — 5 pm Casticami vSak v tychto tzv. ,, sub-two-
microne‘‘ kolénach dochadza k rapidnemu poklesu tlaku. Navyse je k plnému vyuzitiu
ich potencidlu nutné pouzit vysoké prietokové rychlosti. Pri analyzach pri teplote
prostredia kombinacia vysokého vnutorného spitného tlaku a pozadovanej vysokej
prietokovej rychlosti zvycajne presahuje horné tlakové limity bezne pouzivaného
LC vybavenia. Ciastoéne bol tento problém odstraneny prichodom ultra-vysokouéinnej
kvapalinovej  chromatografie (UHPLC — ultra-high  performance liquid
chromatography), ktora ale pozaduje $pecialne uréené vybavenie i kolony. Pri zvysene;j
teplote vSak mozno pracovat’ so ,,sub-two-microne“ kolénami aj na Standardnom
LC vybaveni za pouzitia podstatne vysSich linedrnych prietokovych rychlosti mobilnej

fazy v porovnani s operaciami pri teplote prostredia (5)(10).

3.3 Vplyv teploty na rozliSenie

Dosiahnutie prijatelného rozdelenia analytov v primeranom c¢ase je hlavnym
cielom chromatografickej separacie. Stupeni rozdelenia analytov (dokonalého alebo
nedokonalého) je mozné kvantitativne vyjadrit pomocou parametru rozliSenia R .
RozliSenie udava mieru kvality separacie dvoch susednych pikov. Hodnota rozliSenia sa
ur¢i na zaklade retenénych ¢asov analytov a sirky ich pikov na Grovni zakladnej linie
a Sirky v polovi¢nej vyske pikov. VysSia hodnota R, ; znamend lepSiu separdciu, no pri
vol'be chromatografickych podmienok nie je az tak ddlezité dosiahnutie ¢o najvyssieho
rozliSenia, ale dosiahnutie prave potrebnej hodnoty. Vacsinou je potrebné, aby pre
rozliSenie platilo Ry, > 1,5. Pri takychto hodnotach dochadza k 0,1 %-nému prekrytiu
dvoch separujucich sa pikov (6).

Popisana vys$Sia moZna prietokova rychlost’ je uZito€nd hlavne pri vysoko

vykonnych analyzach relativne ¢istych a jednoduchych vzoriek. V pripade zlozitejsich

* Ako bolo uvedené v 3.1, zvySena teplota ,splodtuje” van Deemterovu krivku, ¢o umoziiuje pouzit
vysSiu prietokova rychlost’ bez obmedzenia ucinnosti. ZniZzend viskozita mobilnej fazy pri zvysenej
teplote tiez vedie k nizSiemu spatnému tlaku.
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vzoriek, kde sa vyZzaduje vysoké rozlisenie (a kapacita separacie”), je neZelanym
dosledkom prediZenie Gasu analyzy. Pri separaciach na kvapalnej faze je moZné
rozliSenic znaCne zvysit napriklad pouzitim UHPLC, superkritickej fluidnej
chromatografie (SFC -  supercritical fluid chromatography), kapilarnej
elektrochromatografie (CEC — capillar electrochromatography) alebo micelarnej
elektrokinetickej chromatografie (MEKC — micellar electrokinetic chromatography).
Okrem tychto metod je vSak mozné pouzit’ aj bezné chromatografické vybavenie a na
zlepsenie rozliSenia vyuzit potencidl vysokej teploty, respektive teplotného
programovania. Faktory dolezité pre rozliSenie (teda ucinnost’, selektivita, retencia) st
totiz ovplyvnené teplotou (10).

Rozlisenie je tiez spojené s velkostou ¢astic naplne kolony ajej dizkou. Nizsi
spatny tlak v dosledku znizenej viskozity pri zvysenej teplote dovoluje pouzit’ dlhsie
kolony a vyssie prietokové rychlosti zvysia rozliSenie (zarovein s i€innost'ou) bez toho,
aby sa Cas analyzy znadne predizil (5). Néazorny priklad takéhoto pristupu

poskytuje Obr. 5.

40°C
L=150mm (1 koléna)
u= 05 ml/min |

A A B NAWY,

\r

90°C
L=600 mm (4 kolony)
u=0,9 ml/min

| |
I SRV 1T N S

1
0 2 4 6 8 10 12
Cas [min]

Obr. 5 Vplyv rozdielnej teploty a dizky kolény na rozli§enie a rychlost’ separacie pri analyze

farmaceutickej zmesi
Zdroj: (5)

Zmes farmaceutického pripravku a pridanych necistot bola analyzovana pri teplote
40°C na koléne s dizkou 150 mm anasledne pri teplote 90°C na $tyroch sériovo
zapojenych 150 mm koldnach, teda s celkovou dizkou 600 mm. V désledku znizeného
spatného tlaku a vyssej hodnoty optimalnej linearnej prietokovej rychlosti pre separaciu
pri vysokej teplote bola pouzitd vysSia prietokova rychlost, aje mozné vidiet

poznatel'ne vysSie rozliSenie dosiahnuté v kratSom case.

® Kapacita separacie n,,resp. Pc (peak capacity) sa definuje ako pocet pikov, ktoré mézu byt v urcitom
¢asovom useku rozlisené tak, aby vsetky latky boli na zakladne;j linii rozdelené s rozlisenim R = 1 (6).
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3.4 Vplyv teploty na selektivitu

Selektivita charakterizuje schopnost’ chromatografického systému separovat’ —
rozli§it' rézne zlozky zmesi. Pri nastaveni selektivity separacie patri okrem typu
stacionarnej fazy, pH mobilnej fazy, organickych modifikatorov a d’alSich parametrov,
medzi dolezité faktory aj teplota. Obzvlast uzitocné je to v pripade polarnych
a ionizovatel'nych zlucenin, pretoze ioniza¢né rovnovahy su teplotne zavislé (5).

Velkou vyhodou teploty je jednoduchd a priamociara moznost jej zmeny
a kontrolovania, véc¢Sinou totiz sta¢i parameter nastavit pomocou softvéru alebo
pristrojového panelu. Pretoze ide o pristrojové nastavenie, riadenie teploty na danom
vybaveni je viac reprodukovatené, ako napriklad zloZenie alebo pH pufrovanej
mobilnej fazy. DalSou vyhodou je rozsah zmien v selektivite, ktoré mozno dosiahnut
zmenou teploty: od menSich zmien, ktoré zaistia na zakladnej linii pozadovanu

separaciu, az po velké zmeny ¢i dokonca zmenu v poradi elticie analytov (10).

Li aCarr (12) konstatuji, Ze upravovanie teploty znatelne nepomdze pri
separdcidich jednoduchych zmesi, kde prevldda jeden retenény mechanizmus.
Optimalizacia procesu separacie prostrednictvom zmeny teploty sa vSak moze osvedcit’
pri zlozitejSich zmesiach obsahujtcich polarne a ionizovatel'né zluceniny.

V sucasnosti ale nie je k dispozicii komplexny model, ktory by zahinal vsetky
parametre atak predpovedal retenciu analytov v zavislosti na teplote. Skuto¢nost’, Ze
teplote sa pri ovplyviiovani selektivity nepripisuje vel'k4 tloha, moZno prisudit’ tomu, Ze
Casto sa Studuje len vel'mi Gizky interval teplot (9). Ak vSak vezmeme do tvahy Siroky
teplotny interval, méze dojst’ aj k obratenému eluénému poradiu, ako uz bolo vysSie
uvedené a demonstruje to Edge a kol. (13) pri analyze zmesi deviatich latok pri r6znych
teplotach v rozmedzi 40°C az 180°C za pouzitia SHWC. V pripade kofeinu
a aminoantipyrinu dochadzalo pri nizsich teplotach k separacii, pri teplote 113°C piky
splynuli, ale pri d’alsom zvySovani teploty sa tieto latky znova separovali, avSak
V opa¢nom poradi.

Vypracovaniu komplexného teoretického modelu by sa preto malo venovat’ viac
usilia a nemal by byt’ zaloZzeny na jedinom retencnom mechanizme. Doteraz zial’ nie je
dostupny ani ziadny protokol na prenos uz existujucej metody pouzivanej pri teplote
prostredia na metodu, ktora by pouzivala vysoké teploty (9).

Préave Gc¢inok teploty na poradie elicie mdze byt v procese vyvoja metdody maétuci,

pretoze poradie pikov sa moze zmenit. Na Obr. 6 vidiet' tento fakt spolu so znizenym
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retenénym casom vsetkych analytov pri zvySenej teplote. K zmenam vsak nedoslo
v rovnakej miere: piky 2 a3 st pri teplote 30°C oddelené, ale pri teplote 90°C tieto
latky eluuja spolocne, zatial’ ¢o latky 5 a 6 rovnako dobre separované pri teplote 30°C,

si pri teplote 90°C navzajom vymenili poradie.
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Obr. 6 Vplyv teploty kolény na elu¢né poradie siedmich $truktirne nepribuznych analgetik
Zdroj: (14)
Vplyv teploty na selektivitu je dost’ zlozity, preto jednoduchy prenos metody
separacie pri teplote prostredia na separaciu pri vysokej teplote nie je ani mozny. Vel'mi

dobry priklad ilustrujuci tento fakt poskytol vo svojej stadii Plumb a kol. (14).

3.5 Vplyv teploty na tvar pikov

Dal$ou praktickou veli¢inou kvality chromatografického procesu je tzv. symetria
piku, ktort je mozné vyjadrit’ dvoma spésobmi, a to ako faktor chvostovania Ty (tailing
factor) alebo ako faktor symetrie A (symmetry factor). Faktor symetrie A sa uréi ako
pomer Sirky zostupnej Casti piku K Sirke vzostupnej Casti piku, najCastejSic v5 %
(resp. v 10 %) vysky piku. Ak plati, ze hodnota A = 1, pik ma idealnu symetriu. Ak ma
faktor symetrie (alebo faktor chvostovania) vyssiu hodnotu, dochadza k chvostovaniu
piku. V pripade niZ$ej hodnoty ide o tzv. frontovanie piku (hrnutie) (6).

Mnoho zlucenin vo farmaceutickej analyze obsahuje bazické skupiny. Tieto
zliceniny mozu pri RP-HPLC s kolonami na baze silikagélu poskytovat’ nedostatoc¢nu

ostrost’ pikov, ¢o vedie k problémom s kvantifikaciou a rozliSenim alebo k problémom
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s rozdielnou retenciou v zavislosti na mnozstve analyzovanej latky. Neuspokojivy tvar
pikov bazickych zlicenin sa tyka viacerych faktorov, za ktoré st zrejme zodpovedné
predovsetkym (kinetické) javy spOsobené zvySkovymi silanolovymi skupinami6 na
povrchu kolony. Experimentalne sa touto otazkou zaoberal McCalley (15), ktory zistil,
Ze zvySena teplota nielen vyznamne zvysi pocet priehradiek N pri pH = 3 aj pH =7
(kedy je narast vicsi), ale ¢asto dochadza aj k znatel'nej redukcii v asymetrii pikov.
Podstatni zmenu v zlepSeni tvaru pikov pri zvysSenej teplote zdokumentoval aj
Buckenmaier (16). Najslabsie analyzované bazy (pK,~ 8) ukazali vyraznejSie zlepSenie
nez najsilnejsie bazy (pK,~ 10). Na zéaklade d’alSich merani Buckenmaier predpoklada,
ze zlepSenie (aj Co sa tyka ucinnosti) mdze byt znacne ovplyvnené poklesom pK,
bazickych analytov pri zvySenej teplote, ktory vedie k mensej miere protonacie.
ZlepSenie ucinnosti nastava pravdepodobne v dosledku zvySenej kinetiky idnovej

vymeny silanolov, prinajmenSom v Studovanom teplotnom rozmedzi (do 70 °C).

Obmedzenie sekundarnych interakcii analytov so silanolovymi skupinami
prostrednictvom zvySenia analytickej teploty sa javi byt vhodnejSim rieSenim, ako
zabranit' chvostovaniu pikov, nez pouzivat pufre Svysokou idénovou silou
a extrémnym pH, Co sa negativne odrazi na zivotnosti koloény i chromatografického
systému (5)(10).

Obr. 7 vzajomne porovnava analyzy zmesi sulfonamidov v podmienkach
gradientovej eltcie a teplotného programovania pri pouziti stacionarnej fazy na baze
grafitového uhliku:

a) izotermické aizokratické podmienky poukazuji na silné retencné
charakteristiky pouzitej stacionarnej fazy,

b) v izotermickych podmienkach pri pouziti gradientovej elucie sa ¢as analyzy
skracuje a tvar pikov sa zlepSuje,

c) najlepsie vysledky poskytuji izokratické podmienky v kombinacii

S programovanim teploty — najkratsi ¢as analyzy a vynikajuci tvar pikov.

® Sekundarne interakcie asto vedu k chvostovaniu pikov.
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Obr. 7 Analyza zmesi sulfonamidov vV podmienkach gradientovej elucie a teplotného

programovania
Zdroj: Upravené podla (10)

Zlepsenie tvaru pikov bolo zaznamenané (17) aj Vv pripade stacionarnej fazy na
baze oxidu zirkonicitého pokrytého uhlikom a vysvetluje sa zredukovanim silnych
elektronovych interakcii medzi polarnymi skupinami analytov a uhlikovym povrchom,
ktoré su pravdepodobne zodpovedné za vyrazné chvostovanie pikov pri nizkych

teplotach.

3.6 Vplyv teploty na detekovatel'nost’

Teplota méze mat’ na citlivost’ detekcie pozitivny, ale aj negativny dopad, ak je
citlivost’ detektora ovplyvnena teplotou vstupujucej mobilnej fazy tak, Ze v dosledku
zvySenej teploty dochadza k redukcii signdlu. Oba javy su zdokumentované. Ukézal to
napr. Agarwal (18) na pripade fluorescencie u aduktu malondialdehydu a kyseliny
tiobarbiturovej, kde pri kazdom poklese teploty o 1°C fluorescencia vzrastla o 2,5 %
(chladenim krytu fluorescencnej lampy). V pripade fluorescencnej detekcie je preto na
dosiahnutie maximalnej citlivosti potrebné postkolénové ochladzovanie eluentu.

Ako uvadza ina stadia (9), tieto zistenia potvrdzuju aj zavery Giegolda, ktory
skumal vplyv vysokej teploty eluentu na fluorescencné a ultrafialové (UV — ultra violet)
detektory a odparovaci detektor rozptylu svetla (ELSD — evaporative light scattering
detector). V pripade prvych dvoch detektorov doslo pri naraste teploty K redukcii
plochy pod pikom, zatial ¢o v pripade ELSD pri rovnako zvysenej teplote odozva
detektora vzrastla. Z vysokej teploty eluentu mézu teda vytazit detekéné systémy

zalozené na premene eluentu v kvapalnom stave na stav plynny. Postkolonové
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ochladzovanie nie je nevyhnutné pri pouziti ELSD a hmotnostného spektrometra (MS —

mass spectrometer).

Zvycajne sa citlivost metody LC-MS uruje ako pomer signdlu a Sumu
chromatografického piku S/N (signal-to-noise ratio) pre jednotlivé ecluenty.
Ovplyviiyjucimi parametrami su prietokova rychlost, zlozenie a pH mobilnej fazy
a pomer organickej a vodnej zlozky v mobilnej faze. Mobilné fazy s vysokym podielom
organickej zlozky poskytuji vyssiu citlivost’ pri pouziti ionizacie elektrosprejom (ESI —
electrospray ionization) v dosledku niz8ieho povrchového napétia atak lepsieho
sprejovania. Mozno ocakavat’, ze ak sa mobilnad faza dostane k zdroju ionizécie pri
vysokej teplote, desolvatacia analytov sa zlepsi. Takisto sa pri zahrievani mobilnej fazy
na vysoku teplotu bude menit’ proces ionizacie analytov v mobilnej faze pri pouziti ESI
a proces vyparovania pri pouZziti chemickej ionizacie za atmosférického tlaku (APCI —
atmospheric pressure chemical ionization). Z tychto dévodov je pri operaciach pri LC-
MS pri vysokych teplotach potrebné posudzovat' zmeny v chromatografii i ionizaciu
v zdroji detekcie (19).

Experimentalne bolo u skimanych sulfonamidov pozorované (19) zlepSenie
signalu pri oboch sposoboch ionizacie. Pomer S/N bol merany v rozmedzi teplot od
30 °C az do 180 °C, pricom pri teplote 180 °C doslo k 4-nasobnému zlepSeniu v pripade
APCI a pri teplote 90°C k 1,7-nasobnému zlepseniu v pripade ESI. Aj teploty vysSie
ako 90 °C sposobili u ESI narast signalu, ale tiez narast Sumu, ¢o v skuto¢nosti pomer
S/N znizilo.

Nazorna ukazku zlepsenia pomeru S/N pri MS detekcii s pouzitim ESI poskytuje
Obr. 8 na priklade piatich farmaceutickych latok, ktoré boli detegované pri teplotach
30 °C a 140 °C.
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Obr. 8 Porovnanie pomeru S/N pri MS-ESI detekcii bazickych latok pri roznej teplote
a hodnote pH
Zdroj: Upravené podrla (20)
Sktima sa tiez uskuto¢nitel'nost’ spojenia HTLC s plamenovo-ioniza¢nou detekciou
(FID — flame ionization detection), ktora je univerzalna a vel'mi senzitivna v porovnani
s tradiénymi UV detektormi. Toto spojenie LC a FID je umoznené pouzitim Cistej vody

ako mobilnej fazy pri SHWC (21).

3.7 Vplyv teploty na spotrebu organickych rozpustadiel

V neposlednom rade je potrebné ocenit’ vplyv HTLC na zlozenie mobilnych faz
vLC. Denne sa pri analyzach spotrebuje mnozstvo nakladnych organickych
rozpustadiel a vznika toxicky odpad, ktory predstavuje d’alSie zvySené naklady na svoju
likvidaciu. Nezanedbatelny je samozrejme aj vyrazny ekologicky aspekt
chromatografickych procesov, umozneny pouZitim zvySenej teploty pri analyze.
Zvysena teplota dovoli pri zachovanej retencii znizit' podiel organického rozpustadla.
Napriklad pri teplotnom programovani a naraste teploty o 5 °C je zdokumentovany (22)
podobny ucinok, ako ma pri gradientovej elucii zmena objemu acetonitrilu o 1 %,
pripadne v starSich s$tadiach (10) je zdokumentovany teplotny narast 0 3,75 °C

s efektom ako narast metanolu o 1 %.

Pri zvySenej teplote dochddza pri procesoch s viskdoznymi rozpustadlami
k poklesu spatného tlaku atieto analyzy je potom mozné uskutocnit’ V Case
porovnatelnom s procesmi s neviskéznymi rozpustadlami pri teplote prostredia. To
dovoli pouzit’ etanol ako prakticka alternativu voci toxickym rozpustadlam, akymi st
acetonitril a metanol (5). Dokonca je mozné pouzit’ ¢istu vel'mi hortacu vodu (SHW —

superheated water), pricom termodynamické zmeny pozorované pri naraste teploty
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medzi 100 °C az 200 °C st podobné ako pri zmenach mobilnej fazy pridanim

organického modifikatora pri stalej teplote (23).

Pri pouziti subkritickej vody s teplotou 210 °C bez organického modifikatora sa
podarilo na polymérnej stacionarnej faze separovat’ polarne aj hydrofébne latky, hlavne
zo skupiny fenolov a lie¢iv (8). Ukazalo sa, ze je mozna ich UV detekcia aj pri vel'mi
nizkych vinovych dizkach (190 nm) a tak moZu byt detegované aj mnohé latky, ktoré
pri vyssich vinovych dizkach neabsorbuju.

Obr. 9 ukazuje vyrazny rozdiel v chromatogramoch pri separacii derivatov kofeinu
pri pouziti mobilnej fazy voda : metanol (60 : 40, v/v) pri teplote 25 °C (obrazok (a))
a nasledne pri pouziti ¢istej vody s teplotou 150 °C (obrazok (b)).
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(b)
1 — hypoxantin, 2 — teobromin, 3 — teofylin, 4 — kofein, 5 — B-(hydroxyetyl)teofylin
Obr. 9 Separacia derivatov kofeinu
Zdroj: (24)
Nespornou vyhodou pouzitia vody st okrem netoxicity aj jej d’alSie vlastnosti ako

napriklad nehorl’avost’ (7), o zase zvySuje bezpecnostny aspekt laboratornej praxe.
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4 Chromatografické systémy vo vysokoteplotnej

kvapalinovej chromatografii

Kvapalinovy chromatograf sa vSeobecne skladd ztychto casti suvedenymi

funkciami:

zasobniky mobilnej fazy a vysokotlakové cerpadlo: uchovavanie

a transport mobilnej fazy,

autosampler, resp. manualny davkovaci ventil: davkovanie vzorky,
chromatograficka kolona a termostat kolony: separacia latok,
detektor: detekcia latok,

pocitaé a softvér: zaznam dat a nasledné vyhodnotenie (6).

Uspesné  zavedenie =~ HTLC sa musi  vysporiadat  predovietkym

s nasledovnymi obmedzeniami:

teplotna stabilita kolon a ich komer¢na dostupnost,

predhrievaniec mobilnej fazy (ma zabranit' rozmyvaniu elu¢nych zon

v dosledku rozdielnych teplot na kolone),

ucinny ohrev priestoru okolo kolony a zaroven vstupujicej mobilnej fazy

(ma umoznit’ rychle programovanie teplot),

ochladenie a udrzanie efluentu’ v kvapalnom stave (5).

4.1 Mobilné fazy — teplotny gradient a termostatovanie kolon

Pri prietoku mobilne; fazy koldénou pri velmi vysokom tlaku sa (trenim)

mechanické energia mobilnej fazy meni na energiu tepelnu, ktoré je d’alej rozptyl'ovana

do mobilnej fazy a kolony. V dosledku vzniku trecieho tepla (frictional heating) a jeho

rozptylu sa na kolone utvaraju teplotné gradienty — axialny a radialny.

Radialny gradient vznikéd rozptylom tepla naprie¢ prierezom kolony, teda teplota

klesd smerom od stredu kolony k plastu. Teplota ovplyviiuje viskozitu mobilnej fazy

I rovnovazne konstanty analytov, ¢o vedie k rozdielnym rychlostiam eltcie v r6znych

Castiach elucnej zony, pripadne K vyznamnej strate separacnej ucinnosti. Radialny

gradient sa tvori v koldnach, ktoré st umiestnené v termostate za izotermickych

" Efluent je mobilna faza na vystupe z kolony.
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podmienok, t. j. teplovzdusny ohrev s natenou cirkulaciou vzduchu (forced-air oven)

alebo termostatovany vodny kuapel.

Axialny (pozdizny) gradient méze sposobit’ zmeny v retencii latok, ale na Gi¢innost’
kolony vyznamny vplyv nemd. Axidlny gradient vznikd pri umiestneni kolony do
termostatu bez cirkuldcie vzduchu. Pri tzv. adiabatickom deji, kedy teplota steny kolony
nie je konStantna, vyvolava nizky prevod tepla ohrievanie kolony smerom Kk jej

vystupu (6).
4.1.1 Predhrievanie mobilnej fazy

Vo vseobecnosti sa uznava, ze predhrievanie mobilnej fazy je absolutne
nevyhnutné za Ucelom zabranenia vzniku uvedenych teplotnych gradientov. Tento
problém sa oznacuje ako thermal mismatch® a vznika, pretoZe v porovnani s kolénami
vyrobenymi z nehrdzavejicej ocele su silikagélové alebo polystyrénové naplne kolon
len slabymi tepelnymi vodi¢mi. Diskusie o0 prijatel/nom rozdiele teplot medzi
vstupujicou mobilnou fazou a stacionarnou fazou casto nie su experimentalne
podlozené (9).

V niektorych pripadoch moze v dosledku thermal mismatch dojst az
k rozstiepeniu pikov, ako to zaznamenal Fields (25). Tento jav nastal pri pouziti 15 cm
dlhej ohrievacej cievky ateplote 160 °C pri prietokovych rychlostiach vyssich ako
1 ml/min, ale pri nahradeni cievkou s dizkou 150 cm boli piky symetrické aj pri
najvyssej prietokovej rychlosti — 1,5 ml/min. Teutenberg (26) so spolupracovnikmi v§ak
na $pecialne navrhnutom systéme ohrevu pre procesy pri vysokoteplotnom gradiente
demonstrovali, Ze na ziskanie ostrych pikov nie je nevyhnutna tak dlha predhrievacia
cievka. Pri separacii zmesi obsahujucej Styri steroidy obdrzali symetrické piky pri
teplote 185 °C a prietokovej rychlosti 5 ml/min.

Vzniknuté rozdielne vysledky st zavislé na sposobe ohrevu: Fields pouzil
teplovzdusny ohrev s nutenou cirkulaciou vzduchu, kym Teutenberg pouzil vyhrievaci
blok s predhrievacou kapilarou tesne zovretou medzi dvoma hlinikovymi blokmi.
V porovnani s teplovzdusnymi i kvapalinovymi termostatmi® sa vyhrievacie bloky javia
ako najvhodnejsie, pretoze vdaka tesnému kontaktu kolony a vyhrievace] jednotky

v nich dochadza k najefektivnejSiemu prenosu tepla. Diskutabilnym vSak ostava, do

8 Thermal mismatch sa definuje ako rozdiel medzi teplotami kolony a mobilnej fazy, ktory vytvéara
teplotny profil (gradient) naprie¢ polomer kolony (5).
%t.j. s vodnymi alebo olejovymi kapelmi
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akej miery udaj zobrazovany na displeji (nastavend teplota) zodpoveda skutocnej

teplote na urcitom mieste vo vnutri kolony (9).

Isté¢ problémy tak prinasa aj prenos metody medzi laboratoriami. Aj ked sa
pristrojové vybavenie 1iSi len nepatrne a vSetky parametre metddy sa presne zachovaju,
ziskané vysledky su rézne. Je teda nutné dokladne Specifikovat’ typ termostatovania
kolony, pretoze inak mozu byt’ skuto¢né teploty kolon rozdielne (27). Skuto¢nu teplotu

je mozné ur¢it’ pomocou korek&ného faktora™, na ktory poukazal Nikitas (28).

4.2 Stacionarne fazy — pouzivané napine kolén a termostabilita

Stacionarne fazy (SF) tvoria nepohyblivu ¢ast’ chromatografického systému. Ide
teda o0 napli kolony, na ktorej dochadza k vlastnému separacnému procesu, preto si na
stacionarne fazy kladené viaceré vSeobecné poziadavky. Stacionarne fazy by mali byt
chemicky a teplotne stabilné, nesmu reagovat’ s mobilnou fazou, ani sa v nej rozpust'at’.
Vymyvanie staciondrnej fazy z kolény sa mdze prejavit’ zniZenim citlivosti detekcie,
resp. jej iplnym znemoznenim. Spravidla je vymyvanie sposobené pouzitim nevhodne;j
mobilnej fazy alebo vysokej teploty.

Podl'a chemického zloZenia moZno stacionarne fazy'' rozdelit’ na:

e anorganické oxidy (oxid kremicity — silikagél, oxid zirkoniity, oxid
hlinity, oxid titanicity),

e chemicky viazané fazy na baze silikagélu,

e polymérne stacionarne fazy,

e hybridné staciondrne fazy,

e stacionarne fazy na baze grafitového uhliku (6).

Mozné pouzitie jednotlivych typov stacionarnych faz v HTLC, resp. SHWC, je

rozvedené v nasledujicom texte.
4.2.1 Anorganické oxidy - silikagél

Silikagél je vSeobecne najrozsirenejsi anorganicky sorbent. Je to takmer idealny
nosic¢, ktory je po chemickom naviazani ligandov vhodny pre RP-LC separacie. Jeho

vysokd mechanickd odolnost’ umoziiuje tiez pouzitie pri vysokych tlakoch pouzivanych

19 priemerna chyba (average percentage error) medzi experimentalne zistenymi a predpokladanymi
retenénymi ¢asmi bola menej ako 2 %.

! Stacionarna fiza moze byt a) tuhd latka; b)film kvapaliny zakotveny alebo chemicky naviazany na
tuht matricu (nosic) (6).
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v HPLC. NajcastejSie ma silikagél poréznu amorfni formu so zloZenim SiOzxH0,
pricom voda je chemicky viazand v nestechiometrickom mnozstve za vzniku

silanolovych skupin Si-OH.

Silanolové skupiny su aktivnymi centrami na povrchu silikagélu, ktoré sit na nom
nerovnomerne rozmiestnené a lisSia sa svojou kyslostou. Povrchu silikagélu udeluju
polarny charakter a vyuzivaji sa aj pri priprave chemicky viazanych faz. Silanolové
skupiny mozu byt’ izolované, vicindlne, geminalne alebo viazané vodikovymi vizbami
(susedné skupiny pri vhodnej polohe). Rozmiestnenie skupin zévisi na sposobe

spracovania silikagélu.

Pri vysokej teplote dochadza k odstraneniu geminalnych ivodikovymi vidzbami
viazanych silanolovych skupin, ale jednoduché a izolované skupiny sa naopak ustaluju.
Vodikovou vidzbou je na silanolovi skupinu adsorbovand aj voda, ktort mozno
odstranit’ zahriatim na 150 °C, ¢im sa silikagél aktivuje. Pri teplote vyssej ako 200 °C
nastanu ireverzibilné zmeny. Pri teplotach 300 °C az 500 °C susedné hydroxylové
skupiny kondenzuju na siloxanové a pri normélnej teplote ich nie je mozné hydratovat’.
Pri teplote vyssej ako 500 °C sa vol'né hydroxylové skupiny odstiepia a silikagél ziska
hydrofobne vlastnosti.

Vdaka slabo kyslému charakteru povrchu silikagélu sa na nom bazické latky
zadrziavajl viac ako kyslé a neutralne. Zaroven ale u bazickych latok moze dochadzat
k chvostovaniu pikov, ktorému sa da zabranit’ pridanim slabej organickej bazy (napr.
trietylaminu) do mobilnej fazy. Hodnota pH v8ak nesmie byt vyssia ako 8, pretoze pri
nej dochadza k rozpustaniu silikagélu. Pouzitie silikagélu v limitovanom rozsahu pH do

hodnoty 7 predstavuje jeho hlavnua a zasadnti nevyhodu (6).

4.2.2 Anorganické oxidy d'alSich kovov

Stacionarne fazy na baze kovovych oxidov patria medzi polarne sorbenty rovnako
ako silikagél, ktory zacali nahradzovat’ vd’aka svojej omnoho vacésej chemickej stabilite.
Hlavnym prinosom je potom dlhSia zivotnost’ kolon, vyssia flexibilita pri vyvoji metod
(moznost’ pracovat v celom rozsahu pH apri teplotaich asi do 200 °C) a mensSie
vymyvanie ligandu. Uplatnenie v HPLC nasli oxid titani¢ity, oxid hlinity (alumina;
Vv sticasnosti sa ako SF takmer nepouZziva) a oxid zirkonicity, ktory je najviac skimany
I prakticky pouzivany.

Oxid zirkonicity (pripraveny vo forme monodisperznych poréznych sférickych

Castic) vykazuje v porovnani so silikagélovymi kolonami porovnatel'nti u¢innost. Jeho
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najvacSou vyhodou je uz spomenutd chemicka, teplotna imechanicka stabilita
(odolnost’ pri vysokom tlaku). Vdaka vysSiemu izoelektrickému bodu nedochéadza
k interakciam s bazickymi latkami v takej miere ako u silikagélu. Okrem analogicky
pritomnych hydroxylovych skupin sa na povrchu oxidu zirkoniCitého nachadzaju
adsorpéné centrd charakteru Lewisovych kyselin. Povrch byva ¢asto modifikovany
tenkou vrstvou polybutadiénu, polystyrénu alebo pyrolyticky vylu¢eného uhlika

(pripadne d’alej modifikovaného ligandom Cjg) (6).

Napriek teplotnej stabilite predpokladanej u vsetkych troch vysSie uvedenych
oxidov, je aj v oblasti HTLC najviac zdokumentované pouzitie oxidu zirkonicitého.
Zrejme je to sposobené rozpustnostou hlinika pri nizkom pH a nedostupnostou
kolénovych néaplni na béze titanu vhodnych pre chromatografiu, a tieZ nedostatkom

poznatkov o0 povrchovych vlastnostiach tychto kovov (29).

Testované boli viaceré modifikacie SF na baze oxidu zirkonicitého, napriklad
SF pokryté polystyrénom, polyetyléniminom, fosfatom alebo uhlikom. Vé&cSina sa
ukazala byt ako teplotne stabilna (30). Pozoruhodné vysledky boli zaznamenané (31)
pri separacii polycyklickych aromatickych uhlovodikov na kolone pokrytej
polybutadiénom. Pri teplote 200°C bola tato koldna stabilna najmenej 1 300 kolonovych
objemov, jej Ucinnost’ sa dokonca po vystaveni vysokej teplote zvysila. Na ilustrciu,
pri naslednej separacii pri teplote 40°C sa parameter N zvysil priblizne 0300 %
Vv porovnani s hodnotou pred vystavenim kolony teplotnej zatazi. Vd’aka lepSej stabilite
a robustnosti SF na baze oxidu zirkonicitého su tieto kolony dobrou vol'bou pre pouZitie
pri HTLC s ¢istou vodou ako mobilnou fazou — pri SHWC (29).

Obyc¢ajne sa pri pouziti kolon na baze oxidu zirkonicitého pracuje pri SHWC
v rozmedzi teplot 100°C az 200 °C, najvysSia testovana teplota bola 370 °C (32). Pri
zachovani retencie aj ucinnosti pri teplote 100 °C bola koléna pokrytd polystyrénom

stabilna pri najmenej 7 600 kolénovych objemoch (33).

4.2.3 Chemicky viazané fazy na baze silikagélu

Stacionarne fazy chemicky viazané na silikagélovom nosi¢i prinasaja niekol’ko
praktickych vyhod. V prvom rade takmer nedochadza k vymyvaniu staciondrnej fazy
Z nosica. Nedochadza ani k jej rozpustaniu v mobilnej faze a mechanickému strhavaniu
pri vysokej prietokovej rychlosti mobilnej fazy. Vyhodna je tiez robustnost’ stacionarnej
fazy k zmene teploty a zloZeniu mobilnej fazy, preto na kolone nedochadza k poruseniu

rovnovahy a tak je mozné operovat’ v roznych pracovnych podmienkach (volit’ zlozenie
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mobilnej fazy imenit teplotu). Povrchové hydroxylové skupiny silikagélu st
modifikované prislusnou chemickou reakciou s organickymi zli¢eninami — ligandmi.

Od charakteru ligandu potom zavisi selektivita pripravenej fazy.

Komeréne st dostupné nepolarne stacionarne fazy s alkylovymi retazcami
s dizkou C, az Cgg, ktoré mozno univerzalne pouzit' pre polarne i nepolarne analyty.
NajrozsirenejSou stacionarnou fazou tohto typu je oktadecylsilikagél (ODS) — chemicky
viazany alkyl Cig. VysSiu polaritu maju fenylové, alkylfenylové (napr. fenylhexylova,
propylfenylova) a difenylové stacionarne fazy. Vrozmedzi pH 1 az 7 je na
alkylfenylovych a difenylovych SF mozné pouzivat’ 100 %-nti vodnii mobilnt fazu bez
rizika zratenia stacionarnej fazy, ¢o v pripade ODS nie je mozné.

Stredne polarne su nitrilové (alkylnitrily) a aminové stacionarne fazy. Z d’alSich
pouzivanych stacionarnych fdz mozno spomenut kyanopropylovi SF, diolova SF,
nitrofenylovil SF ¢i fluorované SF — napr. pentafluorfenylpropylovi SF, na ktorej ma

separacia podobny priebeh ako na ODS.

Najvdac¢sou nevyhodou chemicky viazanych faz na baze silikagélu je ich
obmedzena stabilita v bazickom (rozpustanie silikagélu a pokles Gi¢innosti az destrukcia
SF) a silne kyslom prostredi (hydrolyza siloxanovej skupiny az strata viazanej fazy). To
znamena potrebu striktne udrziavat’ pH mobilnych {4z v rozmedzi pH 3 az 8. MoZnost’
optimalizacie zlozenia mobilnej fazy je tak vyrazne limitovana (6).

Pri pouziti vysokej teploty je hlavhym problémom hydrolyza naplne kolony na
baze silikagélu a preto sa vac§ina separacii uskutociiuje pri relativne nizkej teplotelz.
Napriek svojej teplotnej nestabilite tieto kolony poskytuju lepsi tvar pikov a vyssiu
uéinnost’ V porovnani s polymérnymi SF (29). Véac¢sinou su teda popisované separacie
pri teplotaich pod 100 °C, ale novo vyvinuté hyperzosietované silikagélové naplne

(najmé Cg) boli odolné v kyslom prostredi az do teploty 150 °C (34).

Na stacionarnych fazach na béaze silikagélu sa uskutociiuje vécSina
chromatografickych separacii prave pre pouziti SHWC, pricom typické teplotné
rozmedzie je 50 °C az 150 °C. Extrémnym pripadom je teplota 300 °C (35). Véacsina
dostupnych studii vSak nehodnoti teplotni odolnost’” z dlhodobejsieho hladiska. Pri
pouzivani teplot v rozsahu 23°C a7 160 °C bola koléna Hypersil BDS™ (base
deactivated silica) stabilna iba priblizne dva dni prace, ale pri teplote 60 °C ukazala

12 Napr. rychla separacia peptidov, proteinov a nukleovych kyselin pri teplote 80 °C.
13 Hypersil BDS Cy5 (100 x 3 mm, 3 pm); Thermo, Runcorn, Velké Britania
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prakticky pouzitelny potencial, napriklad pri analyze mocovych vzoriek obsahujicich
paracetamol (36). Ina stadia (33) ukazala stabilitu kolony Hypersil BDS pri teplote
100°C pri viac ako 1000 kolonovych objemoch, ¢o sa tyka zachovania retencie, ale
ucinnost’ znacne poklesla po priblizne 400 objemoch. Kolony s naviazanymi alkylmi
Cg'* a Ci™ boli pri rovnakej teplote stabilné aZ viac nez 6000, resp. 8000 objemov.

Podrla Yanga (29) su to vysledky povzbudzujtce viac, ako sa na prvy pohl'ad javia.

4.2.4 Polymérne stacionarne fazy

Polymérne stacionarne fazy vécSinou vyhovuji poziadavke vicSej stability
a moznosti pracovat’ v celom rozsahu pH 1 pri vysokych teplotach. St tvorené siet'ou
mali¢kych mikrosfér, ktor¢ vytvaraju poréznu Struktaru. Nevyhodou su v tomto pripade
mikropory (asi 1 nm) v Casticiach polymérneho sorbentu, ktoré predovsetkym u malych
molekul zabraniuji prevodu hmoty. Obmedzenim polymérnych SF je aj maximalny
pracovny tlak na koldéne, ato 20 MPa. Pri RP-LC s polymérne SF kompatibilné
s konvencnymi organickymi rozpustadlami, ale pri vysokom podiele organickej zlozky
Vv mobilnej faze sa mozu tieto SF zrazat’ alebo bobtnat’. NajCastejSie pouzivanym typom
je kopolymér styrénu a divinylbenzénu (PS-DVB), pripadne polyvinylalkoholové
(PVA) a metakrylatové fazy. Vrstva polyméru (napr. polysiloxany, polyétery) moze byt’
nanesena aj na anorganicky substrat (silikagél, oxid zirkoni¢ity). Vznikne tak vyhodna
kombinacia mechanickej odolnosti anorganického zakladu so selektivitou a chemickou
stabilitou polyméru (6).

Podla tidajov ziskanych Yangom (29) je v HTLC najpouzivanejSim polymérnym
materialom PS-DVB, ktory sa typicky pouziva v teplotnom rozmedzi 100 °C az 200 °C
bez vyrazného vymyvania stacionarnej fazy. Polymérna kolona typu PS-DVB® bola
z hl'adiska stability testovana (33) pri teplote 100 °C, kde vydrzala 11 000 kolénovych
objemov. Ta istd koléna bola potom pri zahriati na 150 °C stabilnd dalSich 9 000
objemov, pricom neklesla retencia ani U¢innost, ¢o sved¢i o vynikajucej stabilite pri

danych teplotnych podmienkach.

4.2.5 Hybridné stacionarne fazy

Hybridné stacionarne fazy boli predstavené okolo roku 2000. Ide o sorbenty,

ktorych zaklad vznikol spojenim anorganického silikagélu a organického organosilanu —

14 Zorbax RX-Cg (150 x 4,6 mm, 5 um); Agilent Technologies, Wilmington, Delaware, USA
> Nucleosil C15 AB (150 x 2 mm, 5 um); Macherey-Nagel, Diiren, Nemecko
1 PRP-1 (150 x 2,1 mm, 10 pm); Hamilton, Reno, Nevada, USA
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polyméru Rj3[-O-Si(OR)(CHs)-O]-SiR3 pricom R je metyl alebo etyl. Taktiez by
hybridné stacionarne fazy mali spajat’ vyhody silikagélu (vysoké G¢innost’, mechanicka
odolnost’) s vyhodami polyméru (chemicka a teplotna stabilita, eliminacia zvySkovych
silanolovych skupin). Na hybridnych stacionarnych fazach je tym padom u bazickych
latok vyrazne obmedzené chvostovanie pikov, ktoré dosahuji omnoho lepSiu symetriu
V porovnani s konvenénymi silikagélovymi fazami (6).

V dostupnej literatire sa zatial' o pouziti hybridnych SF vyskytuju len ojedinelé

zmienky, ale ich potencidl sa postupom casu stava objektom SirSieho skimania.

4.2.6 Stacionarne fazy na baze grafitového uhlika

Vyskum vlastnosti uhlika ako staciondrnej fazy pre chromatografiu ukdzal, Ze
najvhodnejsi je porézny grafitovy uhlik (PGC — porous grafitic carbon), ktory sa
V sti¢asnosti vyraba pod viacerymi komerénymi nadzvami. Grafitovy uhlik je vel'mi silny
sorbent apri pouziti vodno-organickych mobilnych faz dochadza k silnej retencii
velkych molekal. Presny mechanizmus retencie nie je v dosledku svojej
komplikovanosti zatial' vysvetleny. Co sa tyka retencie hydrofobnych latok, uhlikovy
sorbent ma Vv porovnani so sorbentmi typu alkylsilikagélov vyssiu afinitu. Tato afinita sa
eSte zvysuje v pripade aromatickych a polarnych latok.

Vyhodou uhlikovych SF je tieZ moZnost’ zmeny retencie bazickych latok zmenou
pH mobilnej fazy ako aj moznost’ lepSie predvidat ich spravanie (alkylsilikagély
obsahuju zvyskové silanolové skupiny a v alkalickych oblastiach pH sa rozpst'aju) (6).

PGC sa okrem odolnosti voc¢i agresivnym mobilnym fazam v celom rozmedzi
pH od 0do 14 vyznacuje tiez odolnostou voéi vysokym teplotim priblizne okolo
200 °C, ¢im je dovolené aj jeho pouzitie v HTLC (37). Ako priklad je mozné uviest
separéciu polarnych latok na PGC kolone®” pri teplote 225 °C. Pre niektoré analyty si
koléna zachovala velmi vysokll retenciu aj pri danych extrémnych teplotnych

podmienkach (36).

4.3 Detekcia — spbésoby a Specifika

V konvenénej kvapalinovej chromatografii  dominuju v oblasti  detekcie
spektrometrické metody v ultrafialovej a viditelnej (UV-VIS — ultra violet-visible)
oblasti svetla a fluorescencné spektrometrické metody, pretoze detekéné moznosti st

Casto ovplyvnené pritomnostou organického rozpustadla v mobilnej fadze. V menSej

17 ZirChrom-CARB (150 x 4,6 mm, 3 um); ZirChrom Separations, Anoka, Minnesota, USA
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miere sa pouzivaju tiez elektrochemické alebo refraktometrické detektory. Stale viac sa
ale rozsiruju iné metdody, ako napriklad hmotnostny spektrometer (MS — mass
spectrometer), odparovaci detektor rozptylu svetla (ELSD — evaporative light scattering
detector) alebo detektor nabitého acrosolu (CAD — charged aerosol detector). Tieto su
vSak najcastejSie obmedzené neziaducou prchavostou (tekavost'ou) analytov, ktora musi
byt’ vyrazne nizsia ako prchavost’ zloziek mobilnej fazy. Vyhodou tplne neorganického
eluentu (v pripade SHWC) by bola uskutocnitelnost’ predovsetkym plamenovo-
ioniza¢nej detekcie (FID — flame ionization detection) alebo zjednodusenie detekcie
pomocou MS. V pripade MS detekcie mézu zmeny rozpustadla pozmenit’ ionizacny
proces, preto je vyhodnejSie namiesto gradientovej elucie pouzit teplotné
programovanie, ktoré rovnako umozni eliiciu analytov v Sirokom rozmedzi polarity.
Konstantné zloZenie mobilnej fazy je vhodné aj pre nebuliza¢né systémy (napr. ELSD),

kde ostant vlastnosti spreja nezmenené (3).

Moznostiam aplikécie a Specifikdm beznych i menej tradiénych LC detektorov pri

pouziti v HTLC (resp. SHWC) su venované jednotlivé podkapitoly.

4.3.1 Spektrofotometrické detektory

Spektrofotometrickd detekcia absorbancie v UV-VIS oblasti spektra nachadza
Siroké uplatnenie aj v SHWC. Vyhodou pouzitia 100 %-ne vodnej mobilnej fazy je fakt,
7e na pozadi nie je namerana ziadna absorbancia eluentu. Obmedzenim v SHWC je
vSak potreba zaistit’ dostatocnu odolnost’ detek¢nej cely, aby vydrzala spétny tlak, ktory
bol pouzity na kolone, aby sa zabranilo vareniu vody. Je tieZ Ziaduce kontrolovat
teplotu eluentu na vystupe z kolony pred vstupom do detektora, pretoze teplotné zmeny
mozu na zakladnej linii sposobit’ sum (3).

Vysoka UV priepustnost’ vody dovoluje pracovat’ s kratkymi 200 nm vInovymi
diZkami, kde ma vi¢sina analytov maximum absorbancie. V pripade &istych vzoriek to
umoziuje zvysit' senzitivitu pouzitim vinovych dizok pod 200 nm. V pripade redlnych
vzoriek je vSak praca v oblasti pod 200 nm obmedzena, pretoze vécsina zloziek matrice
takisto silno absorbuje velmi kratke UV vlnové dizky amohli by tak ,ukryt
analyt (38).

4.3.2 Plamenovo-ionizaéné detektory

Principy plamenovo-ionizacného detektora boli prvykrat popisané pred takmer

60 rokmi a postupom casu sa FID stal najpouzivanej$im, citlivym a spol'ahlivym
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detektorom v plynovej chromatografii (GC — gas chromatography). FID je takmer
univerzalny, pretoze deteguje vsetky molekuly obsahujice uhlik. V pripade LC vSak
mobilna faza obsahuje organické molekuly, ktoré by FID ,,zaslepili®. Pocetné pokusy
spojit FID sLC boli zaloZzené na nebulizacii a odparovani malych kvapocok.
Podmienkou detekcie pomocou FID je neprchavost’ (netekavost’) analytov, a tak neboli
tieto systémy vel'mi uzito¢né, pretoze dochddzalo k strate analytov pocas odparovania
rozpustadla. V poslednych rokoch boli pre spojenie LC-FID predlozené mnohé
technické zlepSenia, vSetky zaloZzené na eliminovani organického rozpustadla pred

detekciou.

Spojenie LC-FID predpoklada pracu so 100 %-ne vodnou mobilnou fazou, ale pri
teplote prostredia je voda v RP-LC vel'mi slabou mobilnou fazou. Problém eluénej sily
vSak odstranuje skuto¢nost, Ze pri naraste teploty polarita vody klesa (elu¢na sila sa
zvysuje). Ako priklad mozno uviest, ze pri teplote 150 °C sa predpoklada elucna sila
Cistej vody porovnatel'na so zmesou metanol : voda (50:50, v/v) pri teplote prostredia.
Pretoze Cistd voda neobsahuje ziadne organické molekuly, v pripade SHWC je mozné
priame spojenie s FID. Niekedy je vSak potrebné vysoké prietokové rychlosti rozdelit
a do FID sa posiela len 5 % az 10 % (38).

Pri dlhodobej praci so 100 %-nou vodnou fazou by mohlo ddjst’ k bakteridlnemu
narastu na kolone, ale Guillarme (38) tento problém nespozoroval, v jeho pripade ju
nebolo ani nutné Cistit’ alebo regenerovat’. Pouzita Cista voda s teplotou vys$Sou ako
150 °C sterilizovala potencialne kontaminanty, ktoré by mohli byt pritomné pri teplote

prostredia.

Pomocou HTLC-FID boli testované mnohé latky, ktoré neabsorbuju v UV oblasti.
Uhlovodiky, karboxylové kyseliny aj aminokyseliny poskytli vZdy dobre separované
symetrické piky. Najcastejsie sa vSak HTLC-FID pouziva pri separaciach alkoholov
s dizkou retazcov medzi C; az C. Pri porovnani vysledkov dosiahnutych v HTLC-FID
s vysledkami v GC-FID alebo GC-MS bola v pripade oboch metéd zaznamenana

vynikajuca korelacia (38).
4.3.3 Odparovaci detektor rozptylu svetla

Princip odparovacieho detektora rozptylu svetla (ELSD) je zaloZeny na nebulizacii
eluentu plynom, vysuSeni kvap6cok vzniknutého aerosolu v odparovace; komorke
a naslednej detekcii neprchavych zostatkov (analytov) meranim intenzity rozptylu svetla

fotonasobicom. Zatial' o UV detekcia je zavisla na chromoforoch, ELSD deteguje
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vSetky latky, ktoré st pevné alebo menej prchavé ako mobilné faza. Odozva detektora je
takmer nezavisld na Struktire analytov. VacSina aplikécii ELSD bola vyvinutd pre
lipidy, aminokyseliny, cukry, uhlovodiky alebo surfaktanty neabsorbujice
v UV oblasti.

Vysoka teplota pouzita v HTLC mdéze ulahc¢it odparovanie mobilnej fazy
v procese ELSD, ale 0 spojeni HTLC-ELSD existuje len malo stadii. Tento fakt mozno
vysvetluju slabé stranky ELSD ako obmedzend senzitivita, nelinearita medzi

mnozstvom a intenzitou signalu a odozva ovplyvnena zloZzenim mobilnej fazy (38).

4.3.4 Spektroskopia pomocou nuklearnej magnetickej rezonancie

a hmotnostne spektrometrické detektory

Spektroskopia pomocou nuklearnej magnetickej rezonancie (NMR — nuclear
magnetic resonantion) je dobre zavedena ako u¢inny analyticky pristup uréovania
Struktary molekul i skimania r6znych dynamickych procesov, vratane difuzie a vézieb.
V oblasti NMR bolo vyvinuté Siroké pole experimentalnych moznosti aj hardvéru, ale
NMR je stale radovo menej citliva ako iné analytické metddy. Dolezitou vyhodou NMR
je vsak jej nedeStruktivnost’.

V uplynulych rokoch bola vyrieSena vicsina praktickych problémov tykajicich sa
spojenia LC sNMR. Hlavnym problémom je silny signal protonov na pozadi
vV nedeuterovanych vodnych mobilnych fazach. Minimélne interferujiice signaly
protonov poskytuju drahé deuterované rozpustadla NMR-kvality (deuterovany metanol
alebo acetonitril). V porovnani s konvenénymi HPLC organicko-vodnymi eluentami je
pouzitie SHW vyhodné, pretoze deuterovanda SHW s vysokou Cistotou nie je tak

nakladna (38).

NMR spektra ziskané pri pouziti deuterovanej vody obsahovali menej interferencii
ako pri pouziti konvenénych HPLC-NMR eluentov, naviac kombinacia deuterovane;j
SHW s NMR-MS detekciou umoziuje ziskavat' obe spektrd, NMR i MS, pre t isth
vzorku stucasne — jednoducho tak mozno ziskat’ jedno- alebo dvojrozmerné spektra.
Tymto spésobom boli experimentilne analyzované niektoré analgetika (39),

barbituraty (40) i sulfonamidy (41).
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5 Vysokoteplotna kvapalinova chromatografia vo
farmaceutickej analyze

V obmedzenom rozsahu tejto prace nie je mozné poskytnit’ dostatocne Siroky
prehl'ad doterajSich zisteni pri pouziti HTLC v oblasti skimania lieciv, preto boli latky

.....

Specifickych moznosti HTLC vo farmaceutickej analyze.

Separacia produktov metabolizmu morfinu a kodeinu nacrtava problematiku
rozdielnej lipofility parentnych latok a analyza vybranych vitaminov ukazuje moznosti
separacie latok citlivych na svetlo a teplo. Dalej je popisana snaha o separaciu cytostatik
pri Giplnom vynechani organického modifikatora mobilnej fazy, teda s pouzitim 100 %-
-ne vodnej mobilnej fazy. Separacia talidomidu predstavuje dve vysokoteplotné metody
LC ako ekvivalentné, vzhl'adom na stanovenie pomocou konvenénej metddy pri 30 °C.
Na komeréne dostupnom vybaveni bola skimana separacia levonorgestrelu a jeho
necistot, a nakoniec je uvedeny priklad separacie analgetik s alternativnymi sposobmi
detekcie (MS, NMR), ktoré na rozdiel od UV detektorov umoznuju zaroven Studovat’ aj

Struktaru separovanych latok.

5.1 Opiaty a produkty ich metabolizmu

Analytické S§tudie produktov metabolizmu lieiv cCasto vyzaduji separaciu
viacerych vysoko polarnych metabolitov od lipofilnejSej parentnej latky. Pri pouziti
stacionarnych faz na baze silikagélu s naviazanym ODS je v RP-LC normalne lipofilna
parentna latka dobre zadrziavand, ale glukoronidové alebo sulfatové metabolity nie st
pri rovnakych chromatografickych podmienkach zadrziavané vobec. Zvycajne st preto
pre parentnu latku a polarne konjugované metabolity potrebné samostatné izokratické
metody.

Pre opiaty morfin a kodein aich metabolity (normorfin, norkodein, morfin-3-
glukuronid (M3G), morfin-6-glukuronid (M6G) a morfin-3-O-sulfat (M3S)) tiez plati,
ze obsahuju mnozstvo réznych ionizovatenych skupin a hodnoty ich lipofility sa
nachadzaju v Sirokom rozmedzi, takZe je naro¢né separovat’ ich jedinou izokratickou
HPLC analyzou. Predoslé separacie na silikagélovych stacionarnych fazach s ODS
vyzadovali  pouzitie idénovo-parovych ¢inidiel amobilnej fazy s hodnotou

pH priblizne 2. Vzhladom na kysly charakter mobilnej boli chromatografické
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podmienky velmi citlivé aj na malé zmeny pH mobilnej fazy a tiez teplotu kolony
a dochadzalo k degradacii jej naplne. Silné sekundarne interakcie medzi kyslymi
silanolovymi skupinami a aminoskupinami opiatov C¢asto sposobovali chvostovanie
pikov anizku Gc¢innost’ (42). Bolo by preto vhodné tieto opiaty analyzovat pri
alkalickom pH, kedy by aminoskupiny neboli ionizované. Silikagélové naplne su pri
alkalickom pH nestabilné, ale experimenty (43) ukazali, Ze je mozné uspesne separovat’
polarne a Struktrne pribuzné latky na stacionarnych fazach na baze PGC.

RozliSenie vSetkych vysSie uvedenych opiatov na zékladnej linii pri pouziti SF na
baze PGC™® dosiahol v rozmedzi pH 8,5 az 11,6 Barrett (42) atiez skimal moZnosti
ovplyvnit' retenciu prostrednictvom zvySenej teploty. Typické elu¢né poradie (pri
laboratdrnej teplote) bolo normorfin — M3G — M3S — M6G — morfin — kodein, pricom
napr. pri pH 10,6 netrvala izokraticka separacia viac ako 30 min. Vplyv teploty kolony
na retenciu morfinu, M6G a M3G dokumentuje Obr. 10.
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Teplota kolény [°C]

MF: aménno-acetatovy pufer : metanol (40 : 60, v/v), pH 9,2
Obr. 10 Vplyv teploty kolény na retenciu morfinu a produktov jeho metabolizmu
Zdroj: (42)
V sledovanom teplotnom rozmedzi 25°C az 75°C bol pre uvedené analyty
zaznamenany priblizne linearny pokles hodnoty log k' a malé zvySenie uUc€innosti
chromatografického procesu. ZvySend teplota spdsobila narast rozpustnosti analytu

v mobilnej faze a taktiez ul'ah¢ila prevod jeho hmoty do porézneho materialu kolony.

18 Hypercarb (100 x 4,6 mm, 7 pm); Thermo, Runcorn, Vel’ka Britania

19 Retenc¢ny faktor k predstavuje mieru retencie analytu na koléne ako pomer litkového mnozstva analytu
v SF a latkového mnozstva analytu v MF. Niz§ia hodnota k znamend, Ze dany analyt je na koléne menej
zadrziavany, a teda bude eluuovat’ rychlejsie.
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Skratenie retencného Casu pri vysokej teplote mé teda prakticky dopad: dovoluje
rychlejSiu pracu pri udrzani dostatocnej selektivity pre analyzu jednotlivych

opiatov (42).

5.2 Vitaminy skupiny B

Predmetom zaujmu pri skimani perspektiv SHWC a roznych sposobov detekcie
bola tieZ teplotna stabilita niektorych vitaminov. Studované vitaminy zo skupiny B (By
B, a Bg) su dobre zname svojou nestabilitou voci svetlu a teplu. Vyberom vhodnych
chromatografickych podmienok (typ kolony, pH eluentu, teplota) dosiahol

Chienthavorn a kol. (44) prijatel'né retencné Casy i rozliSenie.

V konven¢nej HPLC sa pri separacii vo vode vysoko rozpustného vitaminu Bg
(pyridoxinu) Standardne pouzivaji ODS kolony. Pri separacii pomocou SHWC pri
teplote 180 °C bola bez regulovania pH eluentu a pouzitia idnovo-parovych ¢inidiel
pouzitd kolona typu PS-DVB?. Analyt nejavil Ziadne znamky degradéacie, poskytol
jediny pik s kratkym retenénym ¢asom (2,94 min) abez tazkosti bol detekovatelny
UV detektorom (254 nm) i fluorimetrickym detekterom (excitaéna vlnova dizka
317 nm, emisna 376 nm), ¢o potvrdzuje uskuto¢nitel'nost’ fluorimetrickej detekcie po
SHWC separacii (44).

Na rovnakej kolone ako pyridoxin bol analyzovany aj vitamin B; (riboflavin).
Ako eluent bola pouzita nepufrovana voda s teplotou 200 °C a bol dosiahnuty reten¢ny
¢as 3,78 min. Takisto bola mozna aj UV detekcia pri 254 nm a fluorescenéna detekcia
(excitaéna vlnova dizka 450 nm, emisna 530 nm) s linearnou odozvou od 5 do 24 ng
amedzou detekcie LOD (limit of detection) 3,6 ng. Napriek nizkej rozpustnosti
riboflavinu vo vode, nebola pri ochladzovani eluentu pred vstupom do detektora
pozorovana ziadna precipitacia analytu. Dosiahnuta citlivost bola porovnatelna
s hodnotou 0,5 ng pri optimalizovanej separacii na ODS kolone pri pouziti mobilnej
fazy acetonitril : pufer, pH 4 (13 : 77, v/v). On-line *H NMR spektrum ziskané v stop-
flow mode? pri pouziti deuterovanej vody s teplotou 200 °C sa tiez do znagnej miery
zhodovalo so spektrom zaznamenanym v minulosti v okyslenej deuterovanej vode.

Pri pouziti SHW pri analyze vitaminu B; (tiamin) boli oc¢akavané tazkosti,

pretoze tiamin je citlivy na teplotu i zmenu pH a I'ahko sa rozklada na 4-metyl-5-tiazol-

2 pLRP-S (150 x 4,6 mm, 5 um); Polymer Laboratories, Church Stretton, Vel'ka Britania
21 pri stop-flow detekcii detektor snima spektra latok v mernej cele pri zastavenom prietoku mobilnej
fazy.

43



etanol a priblizne 60 d’alsich produktov. Pri separacii na PS-DVB kolone bola pouzita
deuterovana voda (pufrovana fosfatom, pH 3) s teplotou 160 °C. UV spektrofotometer
zaznamenal v reten¢nom c¢ase 3,77 min Siroky chvostujuci pik a v ¢ase 8,55 min druhy
mens§i chvostujici pik, ktory bol na zdklade *H NMR a MS spektier identifikovany ako
produkt teplotnej dekompozicie tiaminu, teda 4-metyl-5-tiazol-etanol. Nasledné analyzy
a porovnania so spektrami Standardov ukazali vyskyt viacnasobnej vymeny atdomov
deutéria u oboch latok. Chvostovanie tiazolového piku v ¢ase 8,55 min naznacovalo, Ze
Vv priebehu separacie dochadza ku kontinualnej teplotnej dekompozicii. Pri porovnani so
zdokumentovanymi separaciami pri teplote prostredia vznikla domnienka, ze aktudlne
pouzitd teplota pri SHWC je zbytoCne vysokd, preto bola separacia zopakovana pri
teplote 50 °C. V tomto pripade sa continuous-flow”” *H NMR spektrum tiaminu vel'mi
podobalo referen¢nému spektru Vv deuterovanej vode pri teplote prostredia, ale
zaznamenané rozdiely znova svedCili o vymene atomov deutériana kolone aj pri

teplote 50 °C.

Uvedené zistenia ukazuji, ze SHW modze byt pouzitd na chromatograficka
separdciu komplexnych, teplotne nestabilnych prirodnych produktov (napr. vitaminov)
za predpokladu, ze sa venuje primerana pozornost’ zabezpeceniu toho, aby bol analyt
vhodny pre vybrany typ kolony a pouzila sa minimalna teplota vyzadovanéa pre danu
separaciu. Pri pouziti deuterovanej vody ako eluentu a naslednej interpretacii on-line
'HNMR a MS spektier je tieZ potrebné mat’ na zreteli uz spomenuté potencialne

vymeny atomov deutéria (44).

5.3 Cytostatika

O vyvoj metdédy vhodnej na separaciu cytostatik pri pouziti 100 %-nej vodnej
mobilnej fazy sa usiloval Teutenberg (45). Rovnako ako uz predosli badatelia, zvolil pre
testovaci proces PS-DVB kolonu®, pretoze pri jeho experimentoch ODS kolona
nachylna na degradaciu staciondrnej fazy pri teplotdch nad 120 °C, bola nestabilna po
priblizne 40 hodinach pouzivania. Studované rozmedzie sa pohybovalo od teploty
prostredia az do teploty 160°C a pH mobilnej fazy bolo fosfatovym pufrom upravované
na hodnoty 11,5 a3,5. Analyzované latky (5-fluorouracil, metotrexat, 7-
hydroxymetotrexat, etoposid) bolo mozné separovat v jednom chromatografickom

procese s celkovym eluénym casom kratsim ako 13 min. Vyvoj metody mozno

22 pri continuous-flow detekcii st NMR spektra ziskavané v priebehu trvania eltcie.
2% Nucleogel RP 100-5 (150 x 4,6 mm, 5 um); Macherey-Nagel, Diiren, Nemecko
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povazovat’ za Uspesny, pretoze ostrost’ pikov i retencéné faktory pre vSetky dané latky
boli prijatelné. V priebehu trvania celej analyzy nebola na pouzitej PS-DVB kolone
spozorovand ziadna degradacia SF. NajlepSia separacia bola dosiahnuta pri teplote
150 °C, hodnote pH 3,5 a prietokovej rychlosti 1 ml/min. Za zmienku d’alej stoji fakt,
ktory poukazuje na vplyv teploty na elu¢nu silu vody; metotrexat, 7-hydroxymetotrexat

a eposid neeluovali pri teplote prostredia a pH 11,5 ani po 60 min.

Pri tomto testovani novych materialov stacionarnych faz bolo teda zaznamenané
zvySenie uéinnosti separaéného procesu, na druhej strane je podla Teutenberga (45) este
potrebné vyriesit’ niektoré d’alSie technické aspekty, tykajice sa predhrievania mobilnej
fazy aohrevu kolony. Aby bolo mozné tato metddu zaviest do analyzy vzoriek sér
pacientov, respektive povrchovych vod, je potrebné d’alej preskimat’ vplyv matrice na
separaciu. V pripade latok v matrici S vySSim retenénym faktorom ako posledny
eluovany analyt bude potrebné zaistit, aby na koldéne nedochadzalo ku koeltcii

s nepolarnymi sti¢astami analytu.

5.4 Talidomid

Po dramatickej historii talidomidu v tzv. Conterganovej afére (silna teratogenita S-
enantioméru) sa V poslednych rokoch toto lieCivo skuma ako nadejny prostriedok
v podpornej lieCbe mnohopocetného myelomu. S cielom porovnat moznosti
kvantifikacie talidomidu v tabletich a mozny negativny dopad vysokej teploty na jeho
stanovenie, boli skimané (46) tri metody: konvencna pri 30 °C a dve vysokoteplotné pri
180 °C. Pri chromatografickych podmienkach uvedenych v Tab. 1 boli zaznamenané

chromatogramy, ktorych porovnanie ukazuje Obr. 11.
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Obr. 11 Eliicia talidomidu pri réznych chromatografickych podmienkach
Zdroj: (46)
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Tab. 1 Chromatografické podmienky pri analyze talidomidu

Teplota Prietokova | Max. spitny
rychlost’ tlak
[°C] [ml/min] [bar]
konven¢na metéda (Standardna)
. ; 24
SF: Nucleosil C;3 PAH 30 10 150
MF: linedrny gradient 5 % — 38 %,
acetonitril : voda + 0,1 % kyselina mravcia
vodna vysokoteplotna metéda
. pa. 25
b. SF:PS-DVB 180 0,7 275
MF: 100 % voda + 0,1 % kyselina mrav¢ia
rychla vysokoteplotna metéda
. pa. 26
C. SF:PS-DVB 180 1,0 270
MF: acetonitril : deionizovana voda
(20 : 80, v/v) + 0,1% kyselina mrav¢ia

Zdroj: Vlastné spracovanie podl'a (46)
Standardna analyza pri 30°C vyuziva gradientovi metédu. Cielom bolo
transformovat’ tto gradientovi metddu na izokraticka. Pri izokratickej elucii je mozné
znacne skratit’ ¢asovy interval medzi nastrekmi, pretoze nie je potrebna reekvilibracia
stacionarnej fazy. Pouzitie izokratickej elucie pri vysokej teplote 180 °C (metdda c.)
potom umoznilo rychlu eliciu a stanovenie koncentracie hlavnej zlozky priblizne v ¢ase
60 s. Dal§im zamerom bolo dosiahnut’ eliiciu talidomidu bez pridania organického
modifikatora do mobilnej fazy (metdda b.). Oba tieto ciele — pouzitie HTLC pre rychlu
i 100 %-ne vodnu separaciu — boli dosiahnuté. Statistické vyhodnotenie vzoriek
pripravenych z 18 tabliet talidomidu analyzovanych vSetkymi metédami ukazalo, Ze
priemerné hodnoty uvedenych metdd sa Statisticky nelisia: tri r6zne metddy poskytujt

rovnaké vysledky stanovenia obsahu talidomidu v analyzovanych tabletach.
Pri analyze pri vysokej teplote ma vsak zasadny vplyv pouzita kolona, preto je
V procese vyvoja metddy nevyhnutné =zaistit, aby teplotnd stabilita analytu bola
skimanéd na rovnakej kolone, akd sa bude nasledne rutinne pouzivat' pri analyzach
danou metddou. V tomto pripade bol efekt teploty na stabilitu talidomidu skimany na
rozdiel od vacsiny dostupnych studii nie teoreticky, ale experimentalne, a to na dvoch

roznych typoch kolon za pomoci UV detekcie. Pri konStantnej prietokovej rychlosti

2 Nucleosil 100-5 C15PAH (150 x 4 mm, 5 um); Macherey-Nagel, Diiren, Nemecko
2 PLRP-S (150 x 4,6 mm, 3 um); Polymer Laboratories, Church Stretton, Vel’ka Britania
% PLRP-S (150 x 4,6 mm, 3 um); Polymer Laboratories, Church Stretton, Vel’k4 Britania
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a linearnej odozve detektora je nastrekované mnozstvo analytu imerné ploche piku. Ak
je rovnaké mnozstvo analytu nastrekované pri réznych teplotach, degradacia analytu sa
prejavi zmenSenim plochy piku, zatial ¢o konStantnd plocha bude znamenat’, ze
k degradacii na kolone nedochadza.

Bolo zistené, ze pri elucii talidomidu na polymérnej kolone (PS-DVB) vzrastla
vySka piku a jeho plocha ostala nezmenena, navySe sa zna¢ne znizila hodnota symetrie
piku (pri teplotach nad 100 °C platilo, ze A < 1,41, pricom pri teplotich od 60°C do
80 °C sa tieto hodnoty pohybovali medzi 2,01 a 1,58). Pouzitim zvySenej teploty sa teda
zlepSuje kvantifikacia, pretoze dochadza k zlepSeniu tvaru pikov. Naopak, pri pouziti
koloény na béaze oxidu zirkonicit¢ho pokrytej uhlikom sa s rastiicou teplotou symetria
pikov dokonca zhorsila a zmensila sa aj plocha pikov, ¢o sved¢i o teplotnej degradacii
na kolone. Ztychto experimentdlnych zisteni vyplyva, Ze na stabilitu analytu ma
kl'acovy vplyv systém SF a metdoda nemdze byt jednoducho prenesend na ini kolonu
s rozdielnymi povrchovymi vlastnostami bez predoslych testovacich merani. Na
teplotne stabilnych PS-DVB kolonach nésledne pouZzitych pre vyvoj vyssie uvedenych

metod b. a c. nebola pocas 12 h v priebehu §tidie pozorovana Ziadna degradacia (46).

Zaverom mozno konStatovat’, Ze obe vyvinut¢é HTLC metddy poskytuji rovnakeé
vysledky ako konvenéna HPLC metdda, a vSetky tri je mozné ekvivalentne pouzit’ na

stanovenie talidomidu v tabletach.

5.5 Levonorgestrel

V roku 2001 Berta (47) uverejnila $tidiu, ktora skima chromatografické spravanie
levonorgestrelu a jeho Struktarne pribuznych nedistdt pri zvysenej teplote a popisuje
optimalizéciu separanej metddy na komercne dostupnom systéme ohrevu kolony.
Levonogestrel a jeho necistoty 6B-OH-levonorgestrel, 103-OH-levonorgestrel, A8(14)-
levonorgestrel, levonorgestrel-ABC-trién a levodion su latky steroidnej povahy. Pouzity
bol ohrev koldny s teplotne programovatelnym predhrievanim mobilnej fazy od 50 °C
do 150 °C s presnost'ou + 1 °C (Polartherm Series 9000; Selerity, Salt Like City, Utah,
USA).

Chromatografické podmienky pri tvodnej separacii su uvedené v Tab. 2.
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Tab. 2 Chromatografické podmienky pri uvodnej separacii levonorgestrelu

Teplota Prietokova

rychlost’ Nastrek
[°C] [ml/min]
SF: Discovery Zr-Carbon Cyg?’
’ ’ 50 05 20 ul modelového roztoku,

¢ = 0,01 mg/ml
MF: metanol : voda (60 : 40, v/v) g

Zdroj: Vlastné spracovanie podl'a (47)
Zavislost’ retencie na teplote bola Studovana v teplotnom rozmedzi 50 °C az
150 °C, ¢o je horna hrani¢na hodnota teplotnej stability analyzovanych latok. S rastiicou
teplotou bol pozorovany systematicky pokles hodnoty retenéného faktora K, pri¢om pri

prietokovej rychlosti 0,5 ml/min bola medzi hodnotami Ink al/T zaznamenana

linearna zavislost’ s korelaénym koeficientom R > 0,99. Smernice priamok danej
zavislosti a zmeny entalpie vypocitané podla van’t Hoffovej rovnice sa pre tieto
Struktirne pribuzné latky takmer zhodovali. Vztah medzi teplotou a retenénym casom
pre levonorgestrel a jeho necistoty bol velmi podobny, preto boli dalSie parametre

optimalizacie skimané iba pre levonorgestrel ako hlavny pik.

V teplotnom rozmedzi 100 °C az 150°C s rasticou teplotou c¢len € van
Deemterovej rovnice, ktory charakterizuje odpor voci prevodu hmoty, znac¢ne poklesol.
Hlavnym dévodom tohto poklesu je zmena difuzneho koeficientu analytu v mobilnej
faze, ktora umozni rychlejSiu a uc¢innejSiu separaciu, preto bola pre dalSie kroky
optimalizacie metddy zvolena teplota 150 °C.

Pri izokratickej elucii je retencia analytu zavisla na objeme organického
rozpustadla v mobilnej faze, pricom s rasticim podielom organickej zlozky retencia
analytu klesa. Co sa tyka vplyvu podielu organického modifikatora v mobilnej faze na
ucinnost’ separacie, na Obr. 12 je mozné vidiet, ze pri separacii levonorgestrelu
nevznikd na van Deemterovej krivke medzi r6znymi obsahmi metanolu v MF
vyznamny rozdiel, preto sa d’alej pracovalo S niz§im, t.j. 50 %-nym podielom metanolu
(minimd van Deemterovej krivky pre testované objemy st takmer identické, tzn.

dosiahne sa aj takmer identicka vyska priehradky H — ucinnost’ kolony).

%" Discovery Zr-Carbon Cyg (150 x 4,6 mm, 3,5 um); Supelco, Bellefonte, Pennsylvania, USA
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Obr. 12 Van Deemterova krivka separacie levonorgestrelu pri réoznych podieloch organického

modifikatora v mobilnej faze
Zdroj: (47)

Obr. 12 zaroven demonstruje, Zze minimalna vyska priehradky H, a teda najvyssia
ucinnost’ separacie, je dosiahnuta v rozmedzi prietokovych rychlosti 1,5 az 2,0 ml/min.
Po zhrnuti vysledkov boli teda uréené nasledovné optimalne parametre:

e teplota 150°C,
e prietokova rychlost’ 1,5 ml/min,
e MF: metanol : voda (50 : 50, v/v).

Chromatogramy ziskané pri vyslednej separacii pri takto optimalizovanych
podmienkach (obrazok vl'avo) a pri tvodnej testovacej separacii pri podmienkach

uvedenych v Tab. 2 (obrazok vpravo) su znazornené na Obr. 13.
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Obr. 13 Chromatogramy vyslednej optimalizovanej a ivodnej testovacej separacie levonorgestrelu

Zdroj: (47)
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Pri porovnani oboch chromatogramov na Obr. 13 je mozné pozorovat, ze pri
vyslednej optimalizovanej separdcii boli dosiahnuté nalezité hodnoty rozliSenia medzi
kritickymi dvojicami pikov vo vel'mi kratkom ¢ase analyzy, preto by taito HTLC metdda

mohla byt zavedena do rutinnej praxe pri kontrole Cistoty levonorgestrelu (47).

5.6 Analgetika

Kvapalinova chromatografia spojena s NMR spektroskopiou a/alebo hmotnostnou
spektrometriou (MS) je doblezitou technikou identifikacie a objasnenia Struktiry
analytov v komplexnych zmesiach vznikajucich napr. pri metabolizme lieciv alebo pri
metodach ich syntézy. On-line HPLC-NMR spektroskopia je uz niekolko rokov
zavedend do rutinnej praxe, ale stdle sa objavuju komplikacie so silnymi signalmi
protonov zloziek mobilnej fazy na pozadi, ktoré sa mozu prekryvat’ s rezonanciou
analytov. Dokonca aj najcistejSie konvencné ,, HPLC-grade* zlozky mobilnej fazy
moézu obsahovat’ necistoty, ktoré prispievaju dal§imi interferujicimi signdlmi.
Pouzitel'né ,, NMR-quality ““ deuterované rozpustadla (napr. Ds-acetonitril) st vsak prilis
drahé a neprotonové rozpustadla (superkriticky CO;) naopak predlzuju cely proces
kvoli dlhSiemu ¢asu potrebnému na relaxdciu spin — mriezka. Ako vhodna alternativa
pre spojenie LC s NMR spektroskopiou sa ukazuje deuterovana voda (D,0), ktora nie je
V porovnani s deuterovanymi organickymi rozpustadlami ndkladnd aje dostupna
vo vysokom stupni ¢istoty bez organickych necistot. Hlavnou neéistotu D,O je
nedeuterovana voda (0,1 %) ajej signaly je mozné potlaéit’ beznymi NMR pulznymi
technikami (39).

Predchadzajuce experimenty (40) uz poukazali na moznost’ pouzitia deuterovane;j
vody s vel'mi vysokou teplotou, napr. pri HPLC-NMR separaciach barbituratov. Tieto
skuto¢nosti boli podnetom pre skiimanie rozsSirené na separaciu modelovych lie¢iv
(analgetik a kofeinu) scielom demonstrovat, ze je mozné ziskat jedno- aj
dvojrozmerné spektra a takisto v spojenom systéme HPLC-NMR-MS ziskat’ obe spektra
(NMR aj MS) z tej istej separacie.

Na urcenie vhodnych chromatografickych podmienok bol pripraveny salicylamid
s koncentraciou priblizne 10 mg/ml v acetonitrile. Na PS-DVB kolone®® pri teplote
180 °C eluoval s retencnym ¢asom 5,22 min a bol on-line detegovany UV detektorom

pri 254 nm i fluorescenénym detektorom (excitaéna vlnova dizka 300 nm, emisna

8 PLRP-S (150 x 4,6 mm, 3 um); Polymer Laboratories, Church Stretton, Velk4 Britania
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430 nm). Pomocou NMR-spektrometra bol salicylamid (200ug) v méde continuous-
flow detekovatel'ny ako homogénny roztok v ¢ase 4,7 min a ziskané spektrum ukazalo
oCakavané charakteristické signaly protonov aromatického kruhu bez vyraznych
interferujucich signalov. Senzitivita bola zvySena pouzitim stop-flow merani a GispeSne
bolo ziskané aj dvojrozmerné spektrum (2D-COSY), ¢o sa zhoduje so zamys$lanymi
zamermi. V otdzkach uzito¢nosti kombinicie NMR a MS v jednom systéme na ziskanie
informacii o Struktare latok separovanych HPLC, bola ukazand vhodnost SHW ako
eluentu pre takéto inStrumentalne usporiadanie. Ziskanie oboch spektier zjedného
nastreku bolo dosiahnuté rozdelenim toku kratko pred vstupom do NMR prietokovej
cely (95 % vzorky) a zvysnych 5 % smerovalo do hmotnostného spektrometra (39).

V priebehu §tadie boli pri separaciach pouzité dva typy kolon: PS-DVB pri teplote
190 °C a ODS pri teplotnom gradiente 8 °C/min v rozmedzi od 80 °C do 130 °C.
Dosiahnuté reten¢né ¢asy su uvedené v Tab. 3.

Tab. 3 Reten¢né ¢asy pri separacii analgetik pomocou chromatografie s vel’mi hortcou vodou

Typ kolény parace.tamOI kofein fenacetin
(acetaminofen)

PS-DVB?% 2,5 min 5,77 min 14,04 min

oDs® 0,94 min 3,06 min 4,58 min

Zdroj: Vlastné spracovanie podl'a (39)
Na koléne typu PS-DVB separované latky eluovali v prijatelnom case
astacionarna faza bola v priebehu experimentov stabilnd. Aspirin (kyselina
acetylsalicylova) vsak rychlo eluoval ako kyselina salicylova a Smith (39) uvadza, ze

predstavuje prvu zatial’ skimant latku, ktord po¢as SHWC hydrolyzovala.

Rychlejsie separacia prebehla pri pouziti teplotného gradientu na kolone typu ODS
a boli ziskané ostré piky. Analyza NMR spektra potvrdila, Ze latky boli separované bez
degradacie na kolone. Napriek tomu, Ze sa ukazala ispeSnost’ separacie na ODS koldne,
pri nasledujicich separaciach poklesla retencia vSetkych analytov, ¢o naznacuje
degradaciu stacionarnej fazy (39). Pouzitie SF typu ODS je teda obmedzené, pretoze
podobné problémy s tymto materidlom boli zaznamenané aj v inych Stidiach. Vyssia
efektivita ODS kolon by v8ak bola vel'mi cenna, ak by sa podarilo prekonat’ tazkosti so

stabilitou SF.

2 PLRP-S (150 x 4,6 mm, 5 um); Polymer Laboratories, Church Stretton, Vel’ké Britania
%0 Novapak Cyg (150 x 4 mm, 5 pm); Waters, Milford, Massachusetts, USA
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6 Zaver

Stanovenym cielom predkladanej prace bol popis metody HTLC a sucasného
stavu poznania Vtejto oblasti. Praca sumarizuje najvyznamnejSie aspekty vplyvu
zvysenej teploty na priebeh a vysledky chromatografického procesu HTLC. Venuje sa
niektorym otazkam vplyvu teploty na usporiadanie HTLC chromatografickych
systémov, hlavne v otazkach zloZenia a predhrievania mobilnych faz a stability
stacionarnych faz. Uvadza tiez sposoby moznej detekcie. Posledné kapitola sa zaobera
doterajSim experimentdlnym badanim zameranym na potencidlne vyuzitie HTLC
V rutinnej analyze vybranych lieciv.

Na zaklade dostupnych poznatkov mozno konstatovat, ze metédy HTLC boli
skimané predovSetkym so zadmerom porozumiet zdkonitostiam a uskaliam tejto
techniky na testovacich zmesiach latok, zatial' o zadujem aplikovat’” HTLC pre rutinné
analyzy sa stale stretava s vahanim, ¢i obavami. Mozné dovody takéhoto postoja su
predpokladana nestabilita analytu a fakt, Ze je potrebné zabezpecit' SpecializovanejSie

chromatografické vybavenie a vel'mi odolné kolony, ktoré vydrzia vysoké teploty.

Hoci prvé systémy a kolony st uz komeréne dostupné, chyba dostatok informacii
o ich dlhodobej teplotnej stabilite pri pouzivani v extrémnych podmienkach. Najma
vV otdzke pouzitia vhodnych materidlov pri vyrobe stacionarnych faz neexistuje
univerzalny test, ktory by umoznil objektivne porovnanie roznych kolon. Je nutné
poznamenat, Ze dobra teplotna stabilita pri ur¢itych podmienkach nie je zarukou
dlhodobej teplotnej stability pri inych podmienkach. Napriklad kolony zalozené na baze
oxidu zirkonicitého, ktoré sa pri izotermickych separaciach pri teplotach do 200 °C daji
pouzit’, nie st na rozdiel od inych testovanych kolon vhodnymi kandidatmi pre teplotne
programovanu HTLC. Nepochybne buda potrebné urcité vylepsenia odolnosti kolon,
aby sa aj $irSia odborna verejnost’ presved¢ila 0 vhodnosti a uzito¢nosti metody HTLC
nielen pre Specifické aplikacie.

Vzhl'adom na relativne kratky cas, po€as ktorého analyt zotrva nakolone pri
vysokej teplote, sa predpokladd, Ze stabilita analytu nebude kliCovym problémom.
V kazdom pripade vSak teplotna stabilita analytu na koldone musi byt’ vzdy overena, ¢im
sa zaisti, ze v konkrétnych podmienkach je pouzitie vysokoteplotnej analytickej metddy

odovodnené. Napriklad analyza talidomidu (vid’ kap. 5.4) ukazala, ze pri pouziti HTLC
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nemajui hlavny vplyv na stabilitu analytu len teplota a reten¢ny cas, ale zasadny je tiez
typ stacionarnej fazy.

Napriek nespornym vyhodam HTLC (predovsetkym urychleniu analyzy, zlepSeniu
ucinnosti, rozlisenia i selektivity) a pozitivnemu dopadu zlozenia mobilnej fazy na
zivotné prostredie aj na ekonomicky aspekt farmaceutickej analyzy, je potrebné mat’ na
zreteli aj uvadzané obmedzenia a nevyrieSené otazky problematiky HTLC, a kriticky

hodnotit’ buduce moznosti aplikacie v celom kontexte rutinného pouZzivania.
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