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1. Uvod

Termin rychlé separace je relativni. V iontov€ mobi-
litni spektrometrii je dosahovano separace iontl be-
hem desitek milisekund, v chromatografii jsou pfi rych-
lych separacich slozky vzorku eluovany v jednotkach mi-
nut piip. sekund. Nartstajici zdjem o vyvoj rychlych sepa-
raci je vyvolavan potiebou ziskat rychle vysledky pfi vel-
kém poctu provadénych analyz a to i matri€né sloZitych
a rozmanitych vzorkid. Cilem je dospét k co nejrychlejsi
separaci dosahujici potfebné GcCinnosti a rozliSeni
s naslednou citlivou a selektivni detekci. Rychlé separace
nachézeji uplatnéni v mnoha oblastech, jako naptiklad
v toxikologii nebo klinické chemii, kde je kladen diiraz na
véasné ziskani vysledku nezbytného pro diagnostické uce-
ly (odhaleni pfi¢iny otravy apod.). Zkraceni doby separace
je obecngji vyznamné u aplikaci, kde je vyzadovana ucin-
na separace velmi komplexnich vzorkd obsahujicich az
stovky slozek (proteomika, metabolomika, analyza pestici-
dd aj.). Ackoli se nutné€ nejedna o minutové analyzy, nové
pfistupy nabizeji vyznamnou ¢asovou Usporu.

V poslednich letech je pozornost soustfedéna na vy-
voj vysokotlakych chromatografickych technik poskytuji-
cich vysledky ve vyznamné kratSich Casech ve srovnani
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s technikami konvenc¢nimi. Mezi tyto techniky, dnes jiZ
bézné pouzivané, fadime ultra-vysokoucinnou kapalinou
chromatografii (UHPLC), ktera pro zvySeni G¢innosti se-
parace muze vyuzivat stacionarni faze s plné porézni-
mi ¢asticemi o priméru mensim nez 2 pm. Rychlych sepa-
raci 1ze vSak dosahnout i jinymi cestami, nez je zmenSova-
ni plné poréznich Castic, napf. pouzitim monolitickych
kolon nebo povrchové poréznich castic. Pozdé€ji na trh
uvedend ultra-vysokoucinna superkritickd fluidni chroma-
tografie (UHPSFC) neni prozatim tak béznou technikou,
dovoluje vsak rovnéz dosahnout kratkych separacnich cast
a v mnoha pftipadech se osvédcila jako vhodna alternativa
k UHPLC. Obé¢ techniky byly vzajemné porovnavany na-
priklad pfi analyze 1é¢iv'™, odhalovani dopingu*® nebo
stanoveni novych syntetickych drog’. Rovn&z elektromi-
gracni techniky je mozné vyuzit k rychlym separacim. To
doklad4 fada aplikaci, pfi kterych je v modu kapildrni
elektroforézy (CE) dosahovano separaci v fadu sekund az
jednotek minut® "

2. Rychlé chromatografické separace

Jednou z moZznosti, jak dosdhnout rychlejSich separaci
s pozadovanym rozliSenim, je zmenSovani pln¢ poréznich
Castic chromatografického sorbentu az na primér mensi
nez 2 um, coz ovSem piinasi zvySené naroky na chromato-
grafickou instrumentaci z hlediska pracovniho tlaku. Ne-
zbytnd je minimalizace mimokolonovych prispévki
a rychla detekce, aby nezhorSovaly rozliseni a uzké piky
byly dostatecné prokresleny. Tento smér vyvoje rychlych
separaci se zacal prosazovat od roku 2004 prichodem prv-
niho komeréné dostupného UHPLC systému Acquity
UPLC od firmy Waters. Dnesni moderni systémy jsou
schopny pracovat az do tlakii 1500 barti (~ 22 000 psi)'*.
Z Van Deemterovy kiivky pro rizné priméry plné poréz-
nich ¢astic sorbentu (obr. 1) je ziejmé, Ze optimalni sepa-
racni u€innosti pro mensi Castice je dosazeno pifi vySsich
linearnich pritokovych rychlostech a v jejich Sir§im rozsa-
hu, a to z diivodu nizkého odporu proti prevodu hmoty ve
stacionarni fazi. Kolony naplnéné ¢asticemi mens$imi nez
2 pm nabizeji lepSi ucinnosti, rozliseni a zkraceni doby
analyzy'>'.

Na druhou stranu narust tlaku v systému, ktery je dle
Darcyho zékona'>'® nepfimo imérny druhé mocning pri-
méru Castic, mize omezovat zvySovani prutoku mobilni
faze (skute¢né pouzitelny rozsah linearni pratokové rych-
losti). Pfi rychlych a ucinnych separacich za ultra-
vysokého tlaku je kladen velky diiraz na kvalitu a stabilitu
stacionarni faze, coz si vyzadalo vyvoj novych stacionar-
nich fazi. Pfi jejich vyvoji se zohlediiuji tfi hlavni poza-
davky: a) vysoka chemicka stabilita (moznost pouziti $iro-
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Obr. 1. Znazornéni van Deemterovy kFivky pro rizné primé-
ry plné poréznich ¢astic stacionarni faze. 0 — XBridge 5 um;
O - XBridge 3,5um; A — Acquity 1,7 um (pfevzato z cit.'
a pfepracovano)

kého rozmezi pH), b) mechanicka stabilita (odolnost vuci
ultra-vysokym tlakiim), ¢) moznost modifikace stacionarni
faze (ovliviiovani selektivity separace). V dnesni dobé jsou
pro techniku UHPLC dostupné rizné typy stacionarnich
fazi (pro systém obracenych fazi, normélnich fazi, hydro-
filni interakéni chromatografii (HILIC) aj.) v rozmezi pru-
méru Castic sorbentu 1,5-2 um. Délka kolon pro UHPLC
separace se pohybuje typicky mezi 50 az 150 mm
s vnitfnim primérem obvykle 2,1 mm. Tento typ kolon se
s uspéchem vyuziva v fadé odvétvi, jako je napt. farmacie,
biomedicina, analyza potravin a sledovani slozek zivotniho
prostiedi'” .

Dalsi smér ve vyvoji staciondrnich fazi predstavuji
povrchové porézni castice (SPP — superficially porous
particles, oznacované také jako ,,fused-core®, ,,core-shell
nebo ,,solid-core®). Jsou tvofeny pevnym neporéznim ja-
drem o priméru ~ 1,7 pum a poérovitou vnéjsi vrstvou
o tloustce ~ 0,5 um. Uvedené dnes typické rozméry fesi
problém nizké kapacity kolon (maly objem staciondrni
faze v kolon¢), ktery nastava pti pouziti klasickych povr-
chove poréznich ¢astic s vét§imi rozméry. Pouzivané malé
rozméry povrchové poréznich Castic pozitivné ovliviuji
odpor proti pfevodu hmoty ve stacionarni fazi, podélnou
a vifivou difuzi®2®. Koncept povrchové poréznich stacio-
narnich fazi s primérem castic pod 3 um byl komercializo-
van v roce 2007 piedstavenim této nové generace Castic
uréenych pro separaci malych i velkych molekul®”. Pouziti
kolon naplnénych timto typem ¢astic umoznuje dosahnout
podobnych vysledkti jako u UHPLC kolon, ale s 2—3krat
niz$imi tlaky*®*'. SPP kolonové technologie predstavuje
jednoho z hlavnich konkurentii k UHPLC kolonam a pocet
vyrobei téchto kolon nartista?®3%*3,

Zrychleni chromatografické separace lze také docilit
pomoci monolitickych stacionarnich fazi. Jsou tvofeny
jednim  blokem  porézniho  pevného  materidlu
s jedineénymi vlastnostmi z hlediska permeability a G¢in-
nosti****. Na monolitickych fazich lze pozorovat dva typy
port: a) makropory — umoziuji rychly tok mobilni faze
skrz monolit pfi relativné nizsich tlacich, b) mesopory —
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zajist'uji velky povrch monolitu a tim i vysokou separa¢ni
kapacitu®®. B&hem 90. let 20. stoleti byly vyvinuty jak
organické monolity napf. na bazi polymethakrylatu
(vhodné k separaci biomolekul vcetné oligonukleotidu,
peptidil a intaktnich proteinﬁ37’3g), tak anorganické monoli-
ty zalozené napft. na oxidu kiemicitém. Ty nachazeji uplat-
néni pii separaci malych molekul. Dnes je rozsifena druha
generace monolitl uvedenych na trh v roce 2011, které
maji men$i makropory (~ 1,2 pm) a vétsi mesopory
(~ 15 nm)**. Ve srovnani s kolonami plndnymi klasickymi
plné poréznimi ¢asticemi o primeéru 5 um umoziiuji mono-
litické kolony dosazeni vys$$i G¢innosti pfi niz§ich pracov-
nich tlacich*®™*'. Komeréng dostupné monolitické kolony
z oxidu ktemicitého se ptipravuji v PEEK kolonach a mo-
hou byt vystaveny maximalnimu tlaku 200 bar (cit.**). Na
obr. 2 a 3 jsou srovnany rizné typy vyse popsanych stacio-
narnich fazi z hlediska G¢innosti a pracovnich tlakd pfi
danych pratocich®.

Stacionarni faze jsou vyuzivany nejen pii vyrobé kla-
sickych kolon, ale také se pouzivaji jako napln kanalkd
separaénich mikrogipt*, které mohou byt zédkladem kon-
strukce mobilnich analytickych systémd. Dalsi zajima-
vou oblasti, ve které se s ispéchem vyuziva novych stacio-
narnich fazi, jsou tzv. sub-sekundové separace. Pracuje se
s kratkymi kolonami (50 x 4,6 mm i. d.) plnénymi riznymi
staciondarnimi fazemi (obvykle povrchové poréznimi ¢asti-
cemi). Separovany byly smési chirdlnich a achiralnich
latek (dvou az ctyf) v case kratSim nez jedna sekunda.
Tyto mimofadné rychlé separace by se mohly uplatnit pfi
rychlém screeningu nebo ve dvourozmérné kapalinové
chromatografii®’.

S vyvojem novych a stabilnéjSich staciondrnich fazi
se zacal na poli chromatografické separace vice studovat
vliv vysoké teploty, coz sméfovalo k nové technice — ultra
rychlé kapalinové chromatografii za zvySené teploty
(UFHTLC — Ultra Fast High Temperature Liquid Chroma-
tography). S rostouci teplotou klesa viskozita mobilni
faze™, snizuje se pracovni tlak v systému a Ize pracovat za
vyssich prutokt, coz vede k rychlejsimu vymyti latek
z kolony"”. P¥i extrémng vysokych teplotach (100-250 °C)
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Obr. 2. Zobrazeni van Deemterovy krivky pro riizné typy
stacionarnich fazi; O — monolit; A — 3 pm; x — <2 pm; & - 2,6
pm povrchové porézni Eastice (prevzato z cit.*’ a prepracovano)
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Obr. 3. Zavislost pracovniho tlaku na pritokové rychlosti pro
ruzné stacionarni faze pri rozméru kolon 100 mm x 2,1 mm,
pouziti mobilni faze voda:acetonitril (1:1 v/v) a teploté 30 °C;
O — 1. generace monolitickych kolon; x — 3 pm; & — 2,6 um
povrchové porézni Gastice; A — < 2 um (pievzato zcit.”® a pie-
pracovano)

postaci pro separaci Cisté vodna mobilni faze, ktera oproti
organickym mobilnim fazim pfinasi fadu vyhod z hlediska
ceny, toxicity a vlivu na Zivotni prostfedi. Na druhou stra-
nu tato technika sebou nese i fadu Uskali, napf. degradaci
termolabilnich analytli, naroky na teplotni stabilitu stacio-
narni faze a konstrukéni naro¢nost instrumentace™.

V oblasti rychlych separaci se lze stale Castéji setkat
s aplikaci superkritické fluidni chromatografie (SFC), kte-
rd se v poslednich letech stdvd uZite¢nou alternativou
k UHPLC. SFC je zaloZena na jedinecnych fyzikalnich
vlastnostech mobilni faze, kdy je vyuZivan pfedevSim oxid
uhli¢ity (CO,) v nadkritickém stavu. Nevyhodou CO, je
jeho nizkd polarita, s ¢imZ je spojena nedostate¢na eluce
polarnich latek z kolony. Tento problém je Casto vyfeSen
pfidanim modifik4toru do mobilni faze. Obvykle se jedna
o polarni organické rozpoustédlo (methanol, acetonitril
apod.). Vlastnosti mobilni faze 1ze déle ovlivnit pfidavkem
aditiva (octova nebo mravenci kyselina, jejich amonné soli
apod.). Pii separaci se pracuje pii teploté a tlaku vysSim,
nez jsou kritické hodnoty. Za téchto podminek mobilni
faze vykazuje vySsi hustotu nez plyn, coz pfispivé k rych-
lejsi eluci latek bez vzniku nadmérného pracovniho tlaku
v systému®. Difuzivitou a viskozitou se nadkriticka mobil-
ni faze k plynu ptiblizuje. Hodnoty difuznich koeficientl
latek se v nadkritickém stavu pohybuji o 1-2 fady vyse
neZ v kapalinach™. Je viak tieba upozornit, Ze zdaleka ne
vzdy jsou nadkritické podminky dodrzeny. Napiiklad pfi
gradientu modifikatoru se s jeho zvySujicim obsahem sys-
tém dostava z nadkritické do podkritické oblasti, ale ozna-
Ceni SFC se zachovava. Ukazuje se, ze tato zména
v pribéhu analyzy nemusi byt na zdvadu a nenaruSuje
separaci. Stejné jako v piipadé vyvoje kapalinové chroma-
tografie, kdy byl v roce 2004 ptedstaven systém UHPLC,
tak i vyvoj SFC vedl ke vzniku systému UHPSFC (ultra-
vysokoucinna superkriticka fluidni chromatografie), ktery
umoziuje analyzy s vyssi G¢innosti a to i za pouziti plné
poréznich stacionarnich fazi s primérem castic pod 2 pm.

409

Referat

Prvni komeréné dostupny ultra-vysokotcinny superkritic-
ky fluidni chromatograf Acquity UPC? byl v roce 2012
predstaven firmou Waters'”'.

Rychlé separace jsou také vyznamné pro dvourozmer-
nou chromatografii, napf. 2D-vysokou¢innd kapalinova
chromatografie (2D-HPLC). Vyuziva se dvou separacnich
systému s rozdilnou selektivitou. Pfi on-line spojeni musi
byt jednotlivé podily eluované z prvni kolony rychle sepa-
rovany na koloné druhé. Béhem jedné analyzy v prvni
dimenzi je mnohokrat opakovana analyza ve druhé dimen-
zi. Dvourozmérna chromatografie nabizi vyznamné zvyse-
ni pikové kapacity, umoznuje separaci velkého poctu latek
ve slozitych vzorcich v jednom nastiiku, kdy je separace
na jedné kolon¢ nedostacujici (napft. analyza biologickych
vzorkl (peptidd, proteint, biopolymeri), rostlinnych mate-
riald, potravin a napoji*>>*. Ve 2D-HPLC jsou vyuzivany
kolony s riznym typem sorbentu (pIn€ porézni ¢astice s pri-
mérem pod 2 um, povrchové porézni Castice, monolitické
kolony zaloZené na bazi anorganické i organické)™.

Rychlé separace se uplatiuji taktéz v plynové chro-
matografii. Takzvana rychla plynova chromatografie (Fast
GC) dovoluje 3—10krat snizit ¢asovou naro¢nost analyzy
oproti konvencni plynové chromatografii. Od ni se odliSu-
je v pouziti kratSich kolon s uz§im primérem a tenéim
filmem stacionarni faze, rychlejSimi teplotnimi programy,
volbou nosného plynu (vodik) a jeho priitokovou rych-
losti**~*,

3. Detekce tizkych chromatografickych zén

K rychlému ziskani kvalitnich analytickych vysledkt
je zapotiebi nejen dobfe optimalizované separace, ale
i spravné zvolend detek¢ni technika kompatibilni
s chromatografickym systémem. S rozSifenim ultra-
vysokoucinnych chromatografickych separaci, kdy analyty
jsou eluovany v uzkych zdénach, se projevuji néktera ome-
zeni pfi jejich spojeni s hmotnostni spektrometrii (MS).
Pro rychlé separace a zachovani rozliSeni/G¢innosti je za-
potiebi i1 adekvatné rychly pracovni cyklus detektoru,
v pripadé hmotnostni spektrometrie hmotnostniho analyza-
toru. Nejnovéjsi generace hmotnostnich spektrometrti tato
spojeni jiZ umoziuji. Nékteré analyzatory jsou vhodnéjsi
pro UHPLC a UHPSFC (napt. trojity kvadrupdl nebo pri-
letovy analyzator) neZ jiné (napf. iontova past nebo hmot-
nostni analyzatory s Fourierovou transformaci). Nelze
tvrdit, Ze napf. analyzéator s Fourierovou transformaci je
pro rychlé (minutové) separace nepouzitelny, ale pti rych-
lejS$im méfeni hmotnostniho spektra klesa jeho rozliSovaci
schopnost.

Z dtvodu pouzivani kolon s malym objemem je tieba
pocitat s vyznamnéjsim vlivem mimokolonovych piispév-
ki k rozsifovani pikd, tedy i pfispévku detektoru. Nejno-
v&jsi vyvoj v oblasti hmotnostné spektrometrické instru-
mentace spociva v upravach designu iontové optiky a ana-
lyzéatort. To vede k lepsi transmisi iontl a dosazeni vyssi
citlivosti a rychlosti méfeni, coz je vyhodné pro spojeni
ultra-vysokotéinné chromatografie s hmotnostni spektro-
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Obr. 4. Poéty publikaci vyuZivajicich techniku UHPLC-MS v letech 2004 az Fijen 2018. (vyhledavani na Web of Science dle slov

(UPLC or UHPLC) and MS* 17. 10. 2018)

metrii na poli rychlych separaci’*”’. Toto tvrzeni je dolo-
zeno prudkym nartstem poctu publikaci zabyvajicich se
technikou UHPLC-MS (obr. 4). Mezi nejcastéji vyuzivané
hmotnostni analyzatory ve spojeni UHPLC-MS patfi troji-
ty kvadrupél (QqQ) a kombinace kvadrupdlu s priletovym
analyzatorem (Q-TOF), coz ale mtze byt ovlivnéno i roz-
Sitenim jednotlivych typt analyzatorti v laboratoiich®*.

4. Priklady aplikaci rychlych
chromatografickych separaci

S rychlymi chromatografickymi separacemi se setka-
vame v celé fad€ oblasti, kde se vyuzivaji k identifikaci
a kvantifikaci riznych typa analyti. Tato kapitola pojed-
nava o praktické aplikaci dvou technik ultra-vysokoucinné
chromatografické separace (UHPLC a UHPSFC) prede-
v§im v oblasti bioanalyzy, studia metabolismu 1é¢iv, multi-
rezidualniho screeningu vzorkl potravin a zivotniho pro-
stfedi.

UHPLC-MS se uplatiuje pii cilené analyze 1éCiv
v biologickych matricich, jako je plazma, moc, sliny, tka-
né, vlasy aj. Soucasti tohoto typu vzorki je cela fada endo-
gennich sloucenin, které mohou interferovat se sledova-
nym analytem a piekryvat jeho signal. Proto je dilezité
minimalizovat matricni efekty a zlepsit analytické postupy
od ptipravy vzorku, pfes chromatografickou separaci
a detekci az po zpisoby kvantifikace (napt. pouziti stan-
dardii znacenych stabilnimi isotopy). V pfipadé analyzy
matri¢né slozitych vzorki se proto jako vyhodné jevi spo-
jeni UHPLC s tandemovou hmotnostni spektrometrii***®,
Tato kombinace technik byla vyuzita pii vyvoji metody
pro stanoveni 1é€iva nifedipinu (blokétor vapniku pouZiva-
ny pii 1é¢bé kardiovaskularnich poruch) v lidské plazmé
u 30 dobrovolnikid. Metoda zalozena na separaci na stacio-
narni fazi (UPLC BEH (Bridged Ethylene Hybrid) C18)
s velikosti ¢astic 1,7 um v ¢ase do 1,2 min byla validovana
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v §irokém koncentraénim rozmezi (0,05-150 ng ml™")
a jeji reprodukovatelnost byla ovétena opakovanou analy-
zou 116 vzorki’’. Kombinace separace na monolitické
koloné a fluorescen¢ni detekce byla aplikovana pfi stano-
veni telmisartanu v krevni plazmé. Po jednoduchém zpra-
covani vzorku (vysrazeni proteinti acetonitrilem) bylo
dosazeno separace a detekce telmisartanu do 2 min (cit.®").
V piipadé studia metabolismu 1é¢iv rozliSujeme dva
typy piistupt. Prvnim je cilend analyza, kdy jsou struktury
metabolitt znamy ¢i predpokladany. Vyuziva se piede-
v§im pfi studiu stability, aktivity ¢i pfi stanoveni metaboli-
th. Po chromatografické separaci se jako detekéni technika
nejcastéji voli trojity kvadrupdl pracujici v rezimu SRM
(selected reaction monitoring, sledovani vybrané reakce).
Druhy piistup se uplatiiuje pifi identifikaci metabolitl
a zkoumani metabolickych cest 1é¢iv. Jedna se o necilenou
analyzu a vyuZziva se hmotnostn¢ spektrometrickych systé-
mi s vysokou rozliSovaci schopnosti****. UHPLC-MS/MS
nachdzi uplatnéni ve farmakologii a farmakokinetice pfi
tzv. ADME screeningu 1é¢iv. Jedna se o sledovani absorp-
ce, distribuce, metabolismu a exkrece aktivni 1é¢ivé latky.
UHPLC separace na kolon¢ BEH C18 s ¢asticemi o veli-
kosti 1,7 pm naptiklad umoznila zkratit celkovou dobu
analyzy o 75 % ve srovnani s klasickou HPLC separaci®'.
Dalsi oblasti, kde se s vyhodou uplatiiuje UHPLC, je
multirezidudlni screening. DuleZitd je vhodn4 volba ex-
trak¢éni techniky (Upravy vzorku) a dosahované chromato-
grafické rozliSeni, aby byl minimalizovan vliv matrice
a byl dostatecné rozliSen casto velky pocet sledovanych
latek. Do této kategorie spadd analyza pocetnych a kom-
plexnich vzorkt potravin, zivotniho prostiedi aj. Pfi analy-
zach je rovnéZ podstatné snizit riziko faleSné pozitivnich
a faleSné negativnich vysledkd. Naro¢nost vyvoje metody
pro multirezidudlni screening vyplyvé z nutnosti sledovat
znaény pocet sloucenin riiznych struktur v komplexni ma-
trici na nizkych koncentra¢nich turovnich**®. Jako piiklad
vyuziti UHPLC-MS v oblasti multirezidualniho screeningu
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lze uvést analyzu 23 perfluorovanych alkylovych slouce-
nin v potravinach Zzivoc¢isného pivodu (mléko a ryby).
Vyvinuta metoda zahrnuje prekoncentraci analytl disperz-
ni extrakci tuhou fazi pomoci sorbentu C18 a ENVI-Carb,
coz umoznilo dosdhnout limitl kvantifikace perfluorova-
nych slouéenin v rozsahu 0,001-0,006 pg kg™ pro mléko
a 0,002-0,013 pg kg pro ryby®. V piipadé analyzy mlé-
ka stoji také za zminku screening 21 veterinarniho 1é¢iva
metodou kombinujici rychlé zpracovani vzorku postupem
QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and
Safe) s UHPLC separaci a QqQ detekei s celkovym ¢asem
separace 3 min (cit.**). Technika UHPLC s MS/MS detek-
ci byla rovnéZz vyuzita pfi stanoveni polyfenolickych latek
(cis- a trans- resveratrolu a piceidu) v pokrutinach ze se-
men révy vinné. Navrzena rychla separace (s ¢asem do
3,5 min) umoznila analyzovat pokrutiny z riznych druhd
vinné révy i riznych lokalit. Byla prokézana zévislost ob-
sahu sledovanych analyti na odridé, lokalité i ro¢niku
péstovani vinné révy®.

Podobné jako v jinych oblastech i pfi analyze rezidui
v potravinach nachézeji uplatnéni také monolitické kolony.
Ptikladem je sledovani azobarviv (Para-Red a Sudan)
v kofeni. Pomoci izokratické separace byla jednotliva bar-
viva detegovana v ¢ase do 5 min v rozmezi mezi detekce
0,5-2 ug g (cit.*®). Za zminku stoji také studie zabyvajici
se rychlou analyzou vitamind rozpustnych v tucich, ktera
porovnavala separa¢ni U¢innost prvni a druhé generace
monolitlh RP-18e s kolonou s povrchové poréznimi ¢asti-
cemi (pentafluorfenyl propyl). Prostiednictvim vsech tii
kolon bylo dosaZeno dobrych separaci v ¢asech pod 5 min
a s rozliSenim vétsim nez 5. Vyhoda monolitickych kolon
spocivala v niz§im zpétném tlaku, v piipad¢ kolony
s povrchové poréznimi ¢asticemi bylo dosaZzeno lepsi sy-
metrie pika®.

V oblasti metabolomiky se Casto setkavame s analyty
s velmi podobnymi chemickymi strukturami (napf. isome-
ry liSici se polohou hydroxy skupiny). Tyto sledované
analyty jsou navic soucéasti komplexnich biologickych
matric, jako jsou tkané a t€lni tekutiny. Proto je nezbytné
pouzit separacni metodu s vysokym rozliSenim a citlivosti,
aby bylo mozné detegovat a kvantifikovat i jejich velmi
nizké obsahy***. P¥ikladem vyuziti UHPLC-MS je stano-
veni biomarkerti znacicich rozvoj Alzheimerovy choroby.
Onemocnéni je mozné rozpoznat na zakladé mnozstvi
amyloidnich B-peptidi v mozkomisnim moku. Jejich izola-
ce ze vzorku byla provedena extrakci pevnou fazi (SPE,
Oasis MCX), nasledovala UHPLC separace na koloné
BEH300 C18 (2,1 x 150 mm, 1,7 um) v €ase pod 7 min
a detekce trojitym kvadrupdlem (QqQ) na zaklad¢ sledo-
vani MRM prechodil (multiple reaction monitoring, sledo-
vani vice reakci). Bylo dosazeno hodnot LOQ lep$ich nez
0,1 ng ml™' mozkomisniho moku®’.

Kromé Sirokého uplatnéni UHPLC v oblasti rychlych
separaci se stdle Castéji dostava do popiedi technika
UHPSFC. Ta je vhodna pro Sirokou $kalu analyti a v fadé
publikaci jsou prave tyto dveé separacni techniky srovnavany.
Technikou UHPSFC byly analyzovany napt. smési bézné
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uzivanych 1&¢iv°', latky zneuzivané pii dopingu (anabolika,
hormony, kanabinoidy, glukokortikoidy aj.)***®, nové synte-
tické drogy®, isomery farmaceuticky zajimavych latek
a textilni barviva’’. Zajimavé jsou forenzni aplikace super-
kritické fluidni chromatografie’’. S nartstajici rafinova-
nosti dopingovych podvodi v profesiondlnim i ama-
térském sportu je nezbytné pracovat na vyvoji ndstroji
a metod odhalujicich zneuzivani zakazanych latek sportov-
ci. V ramci antidopingovych kontrol byva zkoumana piitom-
nost nelegalnich latek nebo jejich metabolitd v téle sportov-
ce. Za jednu ze slibnych metod odhalujicich ptes sto dopin-
govych latek v moc¢i lze povazovat UHPSFC-MS/MS meto-
du vyvinutou L. Novakovou a spol.*’.Jeji vysledky byly
porovnany s vysledky ziskanymi UHPLC-MS/MS systé-
mem. Obé metody umoziuji separaci béhem 7 min véetné
ekvilibrace. UHPLC-MS/MS poskytovala nizsi limit mez pro
21 % analyta, UHPSFC-MS/MS pro 32 %. Pro zbylé¢ latky
se ob& metody v mezich detekce vyznamné neligily™’.

Aplikaéni moznosti UHPSFC-MS/MS metody byly
prokdzany rovnéz pii kontrole alergennich disperznich
barviv pfitomnych v textilnich vyrobcich. Po ultrazvukem
asistované extrakci vzorku textilu nasledovala chromato-
graficka separace 17 barviv na koloné¢ BEH C18 v case
krat$im neZ 5 min (cit.”®).

UHPSFC nachézi své uplatnéni pii kontrole kvality
farmaceutickych produktli. Jako ptiklad l1ze uvést analyzu
tablet agomelatinu, ktery patii do skupiny novych antide-
presiv. Aktivni farmaceutickd slozka agomelatinu muize
byt pti vyrobé doprovazena az Sesti strukturné velice po-
dobnymi necistotami. Nejlepsi chromatografickd separace
s uplnym rozliSenim byla dosazena na stacionarni fazi
BEH 2-EP pfi pouziti CO; s gradientem organického mo-
difikatoru (methanolu) od 5 do 30 % s piidavkem
20 mmol "' mraventanu amonného a 5 % vody v &ase do
4,1 min véetn¢ ekvilibrace. Latky byly detegovany UV/Vis
detektorem pfi 225 nm (cit.3).

S nardstajicim po¢tem novych psychoaktivnich latek
(NPS) vyskytujicich se na ilegalnim trhu je nezbytné dis-
ponovat selektivnimi a ¢asové nenaro¢nymi metodami
umoznujicimi identifikovat jak Cisté latky (zabavené napt.
pfi celni kontrole), tak latky pfitomné v biologickych vzor-
cich (napf. pfi predavkovani). Techniky UHPLC
a UHPSFC byly tspé$né pouzity pro separaci polarnich
syntetickych katinond a silné bazickych fenylethylamint
v moci. Skupina 15 latek zahrnujici rovnéz 4 isomerni
pary byla uspésné separovana pomoci UHPSFC be&hem
2,5 min. Obé dvé metody poskytovaly limity detekce
v setinach az jednotkach ng ml™" (cit.”).

Kromé vyse zminénych aplikaci existuje celd tada
dalsich studii zabyvajicich se vyuzitim obou ultra-
vysokoucinnych chromatografickych technik. Z téchto
studii vyplyva, ze rychlé separace budou stale Cast&ji vy-
muize v konecném dusledku vést ke snizeni provoznich
nakladd, popf. k omezeni vlivu na zivotni prostfedi diky
mensi spotfebé rozpoustédel.
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5. Zavér

NarGst v poctu provadénych analyz a pozadavky na
ziskani vysledku ve velice kratkych ¢asech, a to i v pripadé
analyz matri¢n€ slozitych vzorkl, vede ke zvySenému
zajmu o techniky umoznujici rychlé separace.
V kapalinové chromatografii k nim patii separace na plné
poréznich ¢asticich s primérem pod 2 pm nebo povrchoveé
poréznich casticich (cca 2 um), ptipadn€ na monolitickych
stacionarnich fazich. Dosahovano je separaci v jednotkach
minut nékdy dokonce sekund. Kazda z uvedenych moz-
nosti ma své vyhody a nevyhody. K t€m patfi napt. vysoky
pracovni tlak pfi pouziti pln€ poréznich castic nebo mensi
mechanicka stabilita monoliti. Rychlé separace jsou pod-
minény dostatecnou ucinnosti kolon, kvalitni instrumenta-
ci s minimalnimi mimokolonovymi piispévky a rychlym
pracovnim cyklem detektoru. Nov¢jsi technikou, ktera
stale Castéji nachdzi své misto na poli rychlych separaci je
ultra-vysokotcinna superkriticka fluidni chromatografie,
ktera byva srovnavana z hlediska dosahovanych vysledkii
s ultra-vysokoucinnou kapalinovou chromatografii.

Aplikovatelnost a vyhody rychlych chromatografic-
kych separaci doklada fada publikaci v nejriznéjsich ob-
lastech (dopingova kontrola, analyza drog, metaboliti aj.).
Rychlé separace ptredstavuji dilezity smér vyvoje chroma-
tografickych metod, ale jejich skuteny pfinos je treba
vzdy posuzovat v kontextu celého procesu analyzy.
Z hlediska ¢asu samotnd analytickd separace nemusi byt
kritickym krokem, tim mutize byt zpracovani a uprava vzor-
ku nebo vyhodnoceni a interpretace dat.

Tato prace byla financné podporena Ministerstvem
Skolstvi, mladeze a telovychovy Ceské republiky (LO1509).

Seznam zkratek

BEH Bridged Ethylene Hybrid

CE capillary electrophoresis, kapilarni elektro-
foréza

GC gas chromatography, plynova chromato-
grafie

HILIC hydrophilic interaction chromatography,
hydrofilni interakéni chromatografie

i.d. internal diameter, vnitfni pramér

LOQ limit of quantitation, mez stanovitelnosti

MRM multi-reaction monitoring, sledovani vice
reakci

MS/MS tandem mass spectrometry, tandemova
hmotnostni spektrometrie

NPS new psychoactive substances, nové psy-
choaktivni latky

PEEK polyether ether ketone, polyether ether keton

QqQ triple quadrupole, trojity kvadrupol

Q-TOF qudrupole-time of flight, kvadrupol
s pruletovym analyzatorem

QUEChERS quick easy cheap effective rugged safe,

rychly jednoduchy levny efektivni robustni
bezpecny
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SEC supercritical fluid chromatography,
superkriticka fluidni chromatografie

SPE solid phase extraction, extrakce tuhou fazi

SPP superficially porous particles, povrchové
porézni Castice

SRM single reaction monitoring, sledovani
jedné/vybrané reakce

UFHTLC ultra fast high temperature liquid
chromatography, ultra rychlé kapalinova
chromatografie za zvysSené teploty

UHPLC ultra-high performance liquid
chromatography, ultra-vysokouéinna
kapalinova chromatografie

UHPSFC ultra-high performance supercritical fluid
chromatography, ultra-vysokouc¢inna
superkriticka fluidni chromatografie

2D-HPLC dvourozmérna vysokoucinna kapalinova
chromatografie

LITERATURA

1. Perrenoud A. G.-G., Veuthey J.-L., Guillarme D.: J.
Chromatogr. A 1266, 158 (2012).

. Gourmel Ch., Perrenoud A. G.-G., Waller L., Regina-
to E., Verne J., Dulery B., Veuthey J.-L., Rudaz S.,
Schappler J., Guillarme D.: J. Chromatogr. A 1282,
172 (2013).

. Plachka K., Chrenkovéa L., Dousa M., Novakova L.: J.
Pharm. Biomed. Anal. /25, 376 (2016).

. Novakova L., Perrenoud A. G.-G., Nicoli R., Saugy
M., Veuthey J.-L., Guillarme D.: Anal. Chim. Acta
853,637 (2015).

. Novakova L., Rentsch M., Perrenoud A. G.-G., Nicoli
R., Saugy M., Veuthey J.-L., Guillarme D.: Anal
Chim. Acta 853, 647 (2015).

. Desfontaine V., Novakova L., Ponzetto F., Nicoli R.,
Saugy M., Veuthey J.-L., Guillarme D.: J. Chromato-
gr. A 1451, 145 (2016).

. Borovcova L., Pauk V., Lemr K.: J. Sep. Sci. 47, 2288
(2018).

. Costa A. C. O., Costa J. L., Tonin F. G., Tavares M.
F. M., Micke G. A.: J. Chromatogr. A 1171, 140
(2007).

. Rizelio V. M., Tenfen L., Silveira R., Gonzaga L. V.,

Costa A. C. O., Fett R.: Talanta 93, 62 (2012).

Jiang Y., Ma Y.: Anal. Chem. 81, 6474 (2009).

Banks J. F. Jr., Dresch T.: Anal. Chem. 68, 1480

(1996).

Anonymous: TrAC Trends Anal. Chem. 67, iv (2014).

Nguyen D. T., Guillarme D., Rudaz S., Veuthey J. L.:

J. Sep. Sci. 29, 1836 (2006).

Villiers A., Lestremau F., Szucs R., Gélébart S., Da-

vid F., Sandra P.: J. Chromatogr. A 17127, 60 (2006).

Farkas T., Zhong G., Guiochon G.: J. Chromatogr. A

849, 35 (1999).

Wu N., Clausen A. M.: J. Sep. Sci. 30, 1167 (2007).

Guillarme D., Veuthey J. L. (ed.): UHPLC in Life

Sciences, R. Soc. Chem. (2012), http://

10.
11.

12.
13.

14.

15.

16.
17.



Chem. Listy 713, 407-414 (2019)

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.
26.

217.
28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.
35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

quimica.udea.edu.co/~carlopez/cromatohplc/uhplc-in-
life-sciences-2012.pdf, stazeno 5. ledna 2018.
Vaijanath G. D., Pravin P. K., Pilla P. R., Ashok K.: J.
Pharm. Biomed. Anal. 46, 236 (2008).

Toporisic R., Mlakar A., Hvala J., Prislan 1., Zupan-
cic-Kralj L.: J. Pharm. Biomed. Anal. 52, 294 (2010).
Prasad B. H., Haec W. L., Mi-Sun L., Eun-Hee K.,
Sung-Doo K., Jeonghyeon P., Miran L., Sung-Kyu H.,
Young-Ran Y.: J. Chromatogr. B 878, 1718 (2010).
Mayer H. K., Fiechter G., Fischer E.: J. Chromatogr.
A 1217,3251 (2010).

Sachin S., Najar I. A., Sharma S. C., Verma M. K.,
Reddy M. V., Anand R., Khajuria R. K., Koul S., Jo-
hri R. K.: J. Chromatogr. B 878, 823 (2010).

Hong L., Zhenxia D., Qipeng Y.: J. Chromatogr. B
877, 4159 (2009).

Fekete S., Ganzler K., Fekete J.: J. Pharm. Biomed.
Anal. 51, 56 (2009).

Guichon G.: J. Chromatogr. A 1126, 6 (2006).

Fekete S., Olah E., Fekete J.: J. Chromatogr. A 1228,
57 (2012).

Tanaka N.: Anal. Chem. 88, 279 (2016).

Deridder S., Desmet G.: J. Chromatogr. A 1218, 46
(2011).

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

Fekete S., Fekete J., Ganzler K.: J. Pharm. Biomed.
Anal. 49, 64 (2009).

Ruta J., Zurlino D., Grivel C., Heinisch S., Veuthey
J.-L., Guillarme D.: J. Chromatogr. A 1228, 221
(2012).

Rodriguez-Aller M., Gurny R., Veuthey J.-L., Guillar-
me D.: J. Chromatogr. A 1292, 2 (2013).

Guiochon G., Gritti F.: J. Chromatogr. A 1218, 1915
(2011).

Svec F., Frechet J. M. J.: Anal. Chem. 64, 820 (1992).
Minakuchi H., Nakanishi K., Soga N., Ishizuka N.,
Tanaka N.: Anal. Chem. 68, 3498 (1996).

Roper D. K., Lightfoot E. N.: J. Chromatogr. A 702, 3
(1995).

Eeltink S., Wouters B., Desmet G., Ursem M., Blinco
D., Kemp G. D., Treumann A.: J. Chromatogr. A
1218, 5504 (2011).

Detobel F., Broeckhoven K., Wellens J., Wouters B.,
Swart R., Ursem M., Desmet G., Eeltink S.: J. Chro-
matogr. A 1217, 3085 (2010).

Hormann K., Miillner T., Bruns S., Holtzel A., Talla-
rek U.: J. Chromatogr. A 1222, 46 (2012).

Onyx brochure, Phenomenex. https://
www.brechbuehler.ch/fileadmin/redacteur/pdf/
columns-sampleprep/lc-columns/zhonyx.pdf , stazeno
5. ledna 2018.

Wu N., Dempsey J., Yehl P. M., Dovletoglou A., Elli-
son D., Wyvratt J.: Anal. Chim. Acta 523, 149 (2004).
Fekete S., Veuthey J.-L., Guillarme D.: J. Chromato-
gr. A 1408, 1 (2015).

Hayes R., Ahmed A., Edge T., Zhang H.: J. Chroma-
togr. A 1357, 36 (2014).

413

44,

45.

46.
47.
48.
49.

50.
51.

52.
53.

54.
55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.
71.

Referat

Grinias J. P., Kennedy R. T.: TrAC Trends Anal.
Chem. 81, 110 (2016).

Wahab M. F., Wimalasinghe R. M., Wang Y., Barhate
C. L., Patel D. C., Armstrong D. W.: Anal. Chem. 88,
8821 (2016).

Chen H., Horvath C.: Anal. Methods Instrum. 7, 213
(1993).

Antia F. D., Horvath C.: J. Chromatogr. 435, 1 (1988).
Smith R. M.: J. Chromatogr. A 1184, 441 (2008).
Fekete S., Perrenoud A. G.-G., Guillarme D.: Curr.
Chromatogr. 7, 15 (2014).

Gere D. R.: Science 222, 253 (1983).

Perrenoud A. G.-G., Boccard J., Veuthey J.-L.,
Guillarme D.: J. Chromatogr. A 7262, 205 (2012).
Jandera P., Hajek T., Stantkovd M.: Anal. Bioanal.
Chem. 407, 139 (2015).

Jandera P.: J. Chromatogr. A 1255, 112 (2012).

Cesla P., Kfenova J.: I. Sep. Sci 40, 109 (2017).

Fast GC Brochure. https://www.sigmaaldrich.com/
content/dam/sigmaaldrich/docs/Supelco/

General _Information/t407096.pdf, stazeno 5. ledna
2018.

Brunelli C., Bicchi C., Di Stilo A., Salomone A., Vin-
centi M.: J. Sep. Sci. 29, 2765 (2006).

Fekete S., Schappler J., Veuthey J.-L., Guillarme D.:
TrAC Trends Anal. Chem. 63, 2 (2014).

Guillarme D., Schappler J., Rudaz S., Veuthey J.-L.:
TrAC Trends Anal. Chem. 29, 15 (2010).

Patel D. P., Sharma P., Sanyal M., Singhal P., Shriva-
stav P. S.: Biomed. Chromatogr. 26, 1509 (2012).
Zhang H., Jiang Y., Wen J., Zhou T., Fan G., Wu Y.:
J. Chromatogr. B 8§77, 3729 (2009).

Plumb R. S., Potts W. B., Rainville P. D., Alden P. G.,
Shave D. H., Baynham G., Mazzeo J. R.: Rapid
Commun. Mass Spectrom. 22, 2139 (2008).

Lacina O., Hradkova P., Pulkrabova J., Hajslova J.: J.
Chromatogr. A 1218,4312 (2011).

Martinez Vidal J. L., Frenich A. G., Aguilera-Luiz M.
M., Romero-Gonzalez R.: Anal. Bioanal. Chem. 397,
2777 (2010).

Pseni¢naja O., Kotikova Z., Hejtmankova A., La-
chman J., Pivec V., Stralkova R., Dédina M.: Chem.
Listy 111,381 (2017).

Zacharis C. K., Kika F. S., Tzanavaras P. D., Rigas P.,
Kyranas E. R.: Talanta 84, 480 (2011).

Kurdi S. E., Muaileq D. A., Alhazmi H. A., Bratty M.
A., Deeb S. E.: Acta Pharm. 67, 203 (2017).

Lame M. E., Chambers E. E., Blatnik M.: Anal. Bio-
chem. 479, 133 (2011).

Novakova L., Desfontaine V., Ponzetto F., Nicoli R.,
Saugy M., Veuthey J.-L., Guillarme D.: Anal. Chim.
Acta 915,102 (2016).

Pauk V., Zihlova V., Borovcova L., Havlitek V.,
Schug K., Lemr K.: J. Chromatogr. A 7423, 169
(2015).

ZhouY.,Du Z., Zhang Y.: Talanta 127, 108 (2014).
Pauk V., Lemr K.: J. Chromatogr. B 1086, 184
(2018).



Chem. Listy 713, 407-414 (2019)

L. Borovcova, V. Havli¢ek, and K. Lemr (Institute
of Microbiology, Academy of Sciences of the Czech Repub-
lic, Prague): Fast Chromatographic Separation

Runtime is one of the essential parameters that are
taken into account during development of analytical meth-
ods. Very sensitive and selective techniques based on
chromatographic separation coupled with mass spectro-
metric detection are often utilized to meet heavy demands
on the analysis of various samples. The separation time is
critical during analysis of large numbers of samples or on
the second column of two-dimensional chromatography.

There are various approaches allowing for effective
and rapid separation. These include applications of station-
ary phases based on fully porous particles with sub- 2 um
diameter, superficially porous particles or monolithic sta-
tionary phases. Compared to today's conventional fully
porous particles (3 um diameter and greater), higher effi-
ciency is achieved, even at faster mobile phase flows.
However, certain limitations, e.g. high working pressure
(especially for sorbents with particles below 2 pm) might
come into play. Furthermore, high separation efficiency
provides narrow chromatographic zones, which is certainly
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desirable for distinguishing substances but may complicate
their detection. Slow scan speed of a detector can be an
issue. Ultra-high performance liquid chromatography,
which is a well-established technique in analytical labora-
tories, is more and more often compared with previously
uncommon ultra-high performance supercritical fluid chro-
matography. Both approaches achieve short separation
times. This article presents examples of applications and
mutual comparison of the mentioned techniques. Rapid
chromatographic separations have become a common tool
in research and control laboratories. It should be men-
tioned that the total duration of analysis, i.e., from sample
preparation to separation and detection, followed by data
interpretation, should be also considered.

Keywords: liquid chromatography, supercritical fluid
chromatography, mass spectrometry, stationary phase
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