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CHARAKTERISTIKA UPLC

Nova, velmi 1uUc¢inna separacni technika v oblasti kapalinové
chromatografie nabizi praci s Sirokym rozsahem priatokl
a vyznamneé zkracuje dobu analyzy.

Cely separaCni proces probiha za velmi vysokych tlaka
(15000 psi, 1000 bar, 100 MPa). Maximalni prutokova rychlost je
5 ml/min. Vyuziva chromatografické kolony s casticemi < 2um.

Oproti HPLC ma radu prednosti:
kratsi doba analyzy

snizeni nakladl
zvySeni separacni Gicinnosti
snizeni meze detekce x zvySeni citlivosti

vice kvalitativnich informaci



UHPLC Agilent 1290 Infinity



MATERIALY POUZIVANE V UPLC

Moderni UPLC systémy vyzaduji vysoce odolné sroubeni, které
vydrzi vysoké tlaky a teploty (do 1500-2000 bar, 150°C).

o Materialy: ocel, pozlacena ocel, kombinace ocel-PEEK, vysoce
odolny PEEK.

o Specialné navrzeny spojovaci material, predkolony a jejich drzaky,
kapilary — ocel, standardni PEEK do 500 bar, zapouzdreny v niklu

[Saeves,

Polyetheretherketon (PEEK)

2500 bar.
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CHROMATOGRAFICKE PARAMETRY

Doba analyzy
Doba analyzy je primo imeérna délce kolony, vnitrnimu prameru
kolony a neprimo umeérna objemovému prutoku. Jinak receno
doba analyzy se zkrati zkracenim kolony, zmensenim jejiho
vnitirniho praméru a zvySenim objemového prutoku
mobilni faze. n
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Ucinnost separace

Vyskovy ekvivalent teoretického patra popisuje van Deemterova
rovnice, z které plyne, ze ucinnost separace je neprimo umeérna
velikosti sorbentu.
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Vliv linearni rychlosti mobilni faze na vyskovy ekvivalent teoretického
patra v zavislosti na velikosti sorbentu. V UPLC se pracuje pri vyssich
linearnich rychlostech nez pri klasické HPLC. To je umoznéno zejména
tim, ze HETP krivky jsou plossi. Optimalni objemovy pruatok je
nepirimo umérny velikosti castecek sorbentu. Snizenim velikosti
sorbentu se proporcionalné zvysuje optimalni objemovy (Iinearni) prutok
mobilni faze.



Velikost ¢astic UPLC se pohybuje okolo 1,7 um, coz je optimalni
velikost pro UPLC, dalsi snizovani velikosti castic vede pouze ke
zvysovani zpétného tlaku a zvyseni Gicinnosti je jiz zanedbatelné.
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Rozliseni

Nejvetsi vliv na rozliseni ma selektivita (mobilni faze, stacionarni
faze, teplota). Pokud se tedy ucinnost (délka kolony, velikost c¢astic,
prutok) systému zvysi 3krat, rozliseni vzroste 1 rozliseni 1,7krat.

0.0 Time in Minutes 10.0
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Citlivost

Zmeénou geometrie chromatografické kolony (délky a wnitiniho
priumeéru) a zmensenim castecek sorbentu dochazi k vyraznému
zvyseni citlivosti. Koncentrace solutu se zvysSuje s objemem
nastiriku vzorku, zkracujici se délkou kolony a snizenim
jejiho wvnitirniho pruméru a zvysSujici se elucéni silou

mobilni faze. BT
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Za predpokladu, ze se velikost vnitrniho primeéru kolony snizi
z 3,9 mm na 2,1 mm a velikost sorbentu se snizi asi 3krat, pak by
citlivost meéla vzrist asi 10krat. Protoze vsak dojde soucasné ke
snizeni objemu nastriku a zkraceni délky kolony (snizeni
ucinnosti), narust citlivosti je asi 2 - 3krat.



10 pm  micro-poroLus
1000-2500 pei
25,000 platesimeter

3.9 % 300mm

35 —5pm sphetical micro-porous
1500-4000 pei
50,000 - 80,000 plates imeter

39 3 300min

1.7 pm hybrid particle
about 15,000 psi
160,000 plates/meter
2.1 x 100 mm

Tlak v koloné

Zpétny tlak vyvolany
naplnénou UPLC kolonou je
primo Umeérny délce této
kolony a neprimo umérny
velikosti sorbentu a vnitrnimu
pruméru kolony. V pripade, ze
se velikost sorbentu zmensi
3krat, pak zpétny tlak na
koloné vzroste 9krat.
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KOLONY

UPLC kolony jsou 5 az 10 ecm dlouhé a s primérem nejcasteji
2,1 mm nebo 1 mm. Jsou plnény za vysokého tlaku (20 000 ps1
tj. 1379bar), ktera zarucuje optimalni uchovani castic sorbentu v
téle kolony a jejich stabilitu. Koncové spoje kolony jsou
prizpusobeny dosahovanému vysokému tlaku.

Kazda stacionarni faze poskytuje rozdilné kombinace
hydrofobicity, silanolové aktivity, hydrolytické stability
a chemické interakce s analytem.
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SORBENTY

Pouzivaji se sorbenty anogranického (silikagel) nebo organického
typu (polymer, uhlik).

Sorbenty zalozené na silikagelu jsou mechanicky pomérné
odolné, sorbenty vykazuji vysokou ucinnost a na téchto
sorbentech se dobre daji predikovat retence solutd. dJejich
nevyhodou je limitovany rozsah pH mobilni faze, chemicka
nestabilita a chvostovani bazickych solutu.

Sorbenty zalozené na polymerni fazi mohou pracovat
v siroké oblasti pH, jsou chemicky stabilni a nedochazi na nich
k 1ontovym interakcim. dJejich nevyhodou je jejich nizsi
mechanicka odolnost, nizsi Ucinnost a sSpatné predvidatelna
retence solutti.



Hybrid Particle Technology (HPT)

Spojeni vyhodnych vlastnosti obou typl sorbentt se dosahlo
optimalnich vlastnosti sorbentd. “Hybrid Particle Technology,,
vyuziva tzv. methylenovych mustki. Kombinaci methylenovych
mustka se silikagelem se podarilo vyrobit material vynikajici
mechanické  pevnosti, mimoradnou separacni  uUcinnosti
a vynikajici pH stability v sirokém rozmezi pH.

Ethylene-Bridged Hybrids (BEH Technology)

Druha generace hybridnich materiali Ethylene-Bridged
Hybrids vé strukture vyuziva tzv. ethylenové mustky. Ve
srovnani sves prvni generaci, vykazuji BEH vyrazné lepsi
ucinnost, mechanickou pevnost a pH rozsahem 1 - 12 pH.
Dostupné velikost péri je v souéasné dob&é130 A, 200 A a 300 A.
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Tetraethoxysilane Bis(triethoxysilyl)cthone
(TEOS) (BTEE)

Anal Chem 2003, 75, 47814768 Q
Umisténi ethylenovych mlistkli zndzornéno v matrici silikagelového nosice.




Technologie s pevnym jadrem a poréznim povrchem

Castice s pevnym jadrem neni plné porézni. Pomoci techniky
koloidnich roztokt a technologie usporadavani nano-castic dochazi
k tvorbé homogenniho porézniho obalu na pevném jadre
silikagelu. Vysledkem tohoto dokonale optimalizovaného procesu v
kombinaci s rovnomeérnou distribuci castic je kolona s extrémneé
vysokym poctem teoretickych pater. Céastice o velikosti 1,7 um se
vyznacuji minimalni difizi a vyssi icinnosti ve srovnani s tradicnimi
plné poréznimi casticemi o velikosti zrna pod 2 pm. Zpétny tlak je
obvykle pod 400 baru.
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DETEKTORY
Spektrofotometricky detektor (UV/VIS)

Meéri absorbanci eluatu v oblasti vinovych délek od 190 do
700 nm.

UV/VIS detektor s diodovym polem (PDA, DAD)

Zaznamena celé spektrum v realném case bez preruseni

chromatografické separace. Méri v oblasti vlnovych délek od 190
do 500 nm.

Odparovaci detektor rozptylu svétla (ELSD)

Zaznamena rozptyl svétla na c¢asticich analytu, které vznikaji po
zmlzeni eluentu a nasledném odpareni rozpoustedla.

Fluorescenc¢ni detektor (FLR)
Meri sekundarni (emisni) zareni, které latka vyzari po absorpci
primarniho (excitacniho) elektromagnetického zareni. Dojde

k prechodu molekul do vyssich vibra¢nich hladin a absorbovanou
energii analyt vyzari jako fluorescenci.

Hmotnostni detektor (MS)

Deteguje 1onty, které vznikaji ionizaci analytu.



REAGENCIE POUZIVANE vV UPLC

Rozpoustédla, pufry a modifikatory maji maximalni ¢istotu, jakou
tato instrumentace vyzaduje:

velmi nizky posun UV signalu pri gradientni eluci
minimalni obsah necistot
nejnizsi pozadi (obsah 1ont) v MS detektorech

méneé nez 100 ppb alkalickych kovi

Rozpoustédla jsou filtrovana pres mikrofiltr 0,1 pm, maji
odparek max. 1 ppm a jsou balena v inertni atmosfére, ¢cimz je
zajisténa jejich delsi stabilita pri skladovani.



APLIKACE

UPLC systém nabizi jedinecné reseni pro vSechna primyslova
odvetvi:

ADME screening
farmaceuticky priumysl
bezpecnost potravin
bioanalyza

klinické aplikace
1dentifikace metabolita
vyvo] metody

rutinni screening



PRENOS METOD DO UPLC

Prenos metod z klasické HPLC do UPLC vyzaduje nejprve
optimalizaci selektivity a ucinnosti kolony pro pozadovanou
aplikaci. Jakmile je tato cast vyvoje metody hotova, je mozno
pristoupit k prenosu metody do UPLC.

Volba délky kolony
Optimalizace nastrikového objemu
Nastaveni prutoku

Nastaveni casového programu



Volba délky kolony

Pr1 zachovani délky kolony a snizovani velikosti castic se zvysi pocet
teoretickych pater dané kolony. Proto je mozné kolonu zkrdtit aniz
by se ztratilo rozliseni.

Optimalizace nastrikového objemu

Snizovanim vnitiniho praméru a delk kolony se sniZi jeji celkouvy
objem a kapacita vzorku. Diky snizeni celkoveho objemu kolony je
velice dulezité, aby byla zajisténa kompatibilita rozpoustedla vzorku
se slozenim mobilni  faze. V.~ opatném pripade dojde
k nereprodukovatelnosti retencnich ¢ast, ucinnosti a dokonce muze
dojit ke zméné selektivity.

Nastaveni prutoku

Pritok je nutné nastavit tak, aby byla u mensi kolony zajisténa
vhodna linearni rychlost. Aby byla zachovana stejna linearni
rychlost, ktera je dilezita pro zachovani Gc¢innosti, musi byt prittok
mobilni faze sniZen se zmenSenim priimeru kolony.

Nastaveni ¢casového programu

P11 prenosu metody z konvencni HPLC do UPLC se musi upravit

pocatek gradientu tak, aby dochazelo k interakcim faze ve stejnou
dobu.
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