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V superkritické fluidni chromatografii (SFC) se pouziva
mobilni fize (nejéast&ji CO,) pii tlaku a teplot& vyssich, nez
jsou jeji prislusné kritické hodnoty. Prvni prace v SFC byla
publikovdna v roce 1962 Klesperem a spol., ktefi separovali
derivaty porfyrinu‘. Pomérné nizké separaéni ucinnosti vyply-
valy z pouziti ndplfiovych kolon, plnénych sorbenty o velikosti
&astic 60-80 mesh.

Zavedenim kapilarnich kolon se stacionarni fazi chemicky
vazanou na povrchu kapildry’, nerozpustnou v nadkritickém
CO,, se hlavni pozornost soustiedila na kapilarni SFC. Na
téchto kolonéch lze dosdhnout vysoce G¢inné separace (stovky
tisic teoretickych pater), coz je ovSem vyvazeno dlouhymi
reten¢nimi Casy (i nékolik hodin) z divodu nizké generace
poctu teoretickych pater zajednotku ¢asu. Problémem je mala
kapacita kolon (pfimo lze nastiiknout jen objem nékolika nl),
se kterou souvisi vyssi detekéni limity eluovanych latek. Vzo-
rek se do t&chto kolon obvykle dévkuje pomoci dé&lice (split-
teru), ktery je Casto zdrojem zhorSené reprodukovatelnosti
z divodi zmény odporu srdzenim analyti na sténdch pfi po-
klesu rozpustnosti.

Tyto skute€nosti spole¢né s pokroky v HPLC a GC vedly
k utlumu zdjmu o SFC. K novému oziveni dochazi pravé diky
vlastnostem mikronapliiovych kolon. Tyto kolony o vnitfnim
priméru 100-500 pm a délce asi 10-100 cm jsou plnéné
sorbenty bézné pouzivanymi v HPLC. Diky nizké viskozité
mobilni fize Ize pouZzit i ¢astice o priméru 1-3 pim, které jsou
prakticky nepouzitelné v HPLC pro vysoky tlakovy spad na
koloné.

Generace teoretickych pater za jednotku casu jev SFC na
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mikrondplfiovych kolonach nékolikandsobné vyssi nez na ka-
pilarnich kolonach, coz vyrazné zkracuje dobu analyzy. Kapa-
cita mikronapliiovych kolon je vyrazné vysSi a vzorek se
davkuje pomoci obvyklych ddvkovacich ventildi bez pouziti
déli¢e. Separovat lze latky, které spadajijak do oblasti GC tak
i LC - pfedev§im nepolarni a mirné polarni.

Ptistroje pro SFC nabizelo nékolik firem, pievdzné se
snahou vyuZzit této nové metody komeréné bez pifedchaze-
jiciho zakladniho vyzkumu. Nyni se ukazuje, Ze vhodnou
alternativou k témto nakladnym pfistrojim je tprava libovol-
ného plynového chromatografu, protoze moznost pouzititi GC
detektort je jednou z hlavnich vyhod SFC. Celkové ndklady
na upravu predstavuji malou ¢ast ceny komerénich zafizeni.

SFC pfistroj, pouzity v této praci, vznikl pifestavbou ply-
nového chromatografu Varian 3700 (obr. 1). Z pneumatické
&asti je vyuzit jen rozvod H; a vzduchu do plamenového
ioniza¢niho detektoru, jako pridavny plyn (makeup gas) je
pouzit vzduch. Retence separovanych litek v SFC zavisi na
hustoté¢ mobilni fize. Analogicky k teplotnim programim
v GCje SFC analyza provadéna s gradientem hustoty mobilni
faze. Pfesna regulace hustoty je obtizné realizovatelnd, proto
se Casto nahrazuje regulaci tlaku mobilni fize. V popsaném
systému byl pouzit reguldtor na bazi jedno¢ipového mikro-
pocitace 8051 s numerickou klévesnici a LCD displejem, ktery
umozniuje uloZit v zdlohované paméti nékolik tlakovych pro-
graml. Reguldtorem je fizena vysokotlakd pistovd pumpa
HPP5001 (Laboratorni pristroje, Praha), kterd je naplnéna
kapalnym oxidem uhli¢itym.

Mobilni fize je z pumpy Cerpana pies filtry, kontrolni
manometr a Sesticestny ventil do davkovaciho ventilu VALCO
s 60 nl vnitini smy¢kou. Néstiik vzorku se provadi technikou
time delay“®, ktera spo&iva v rychlém piepnuti ventilu do
pozice INJECT a zpét. Tim dojde pouze k éaste¢nému vypla-
chu vnitfni smy¢ky ventilu a k naddavkovani uzsi zény vzorku.
Pro zajisténi reprodukovatelného piepindni byl ventil doplnén
elektronickym C¢asovatem na bazi jednocipového mikropo-
¢itace 8051.

Z ventilu je mobilni fize vedena kiemennou kapilarou
o priméru 50 pm do termostatového prostoru GC, kde je
VALCO spojkou s minimdlnim mrtvym objemem pfipojena
mikronépliiova kolona. Metodika pfipravy téchto kolon je
popsana v nékolika pracich®. Kvalitné naplnén4 kolona po-
skytuje asi 70 000-100 000 pater/metr. Pro b&zné separace
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Obr. 1. Schéma SFC zaftizeni; 1 - tlakova ldhev s CO2; 2 - pumpa pro HPLC; 3 - regulator tlaku; 4 - filtry; 5 - kontrolni manometr; 6 - hlavni
ventil/odtlakovani systému; 7 - ddvkovaci ventil VALCO; 8 - kolona; 9 - restriktor; 10 - FID detektor; 11 - mikropocita¢ pro sbér dat; 12 -

zapisovac
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Obr, 2. SFC separace silikonového olgje na mikrondplnové kolongé

postacuje délka kolony asi 10-20 cm s vnitinim primérem
320 pm.

Ke druhému konci kolony je stejnou spojkou pfipojen
restriktor, ktery slouzi k udrzeni tlaku v systému (7-40 MPa)
a nastaveni linedrnf rychlosti. K restrikci se pouzivd obvykle
kfemennd kapildra s malym vystupnim otvorem. Je popsino
nékolik typt restriktorti: linedrni, integralni, vytahovany, fri-
tovy nebo vicekandlovy®”, v piistroji je pouit integralni re-
striktor. Konec restriktoru je vsunut do trysky plamenového
ionizaéniho detektoru, ktery je vyhiivan na teplotu 250-350 °C.
Diilezité je, aby vyusténi restriktoru bylo t&sné pod plamenem
v detektoru. Timto uspofdddnim se zabrani tvorbé pevnych
CasteCek analytd pfi expanzi mobilni fize a ndslednym poru-
cham signdlu z detektoru (spiking).

Optimélni pritok vyse uvedenymi kolonami je asi 15- 30
ml.min! plynného CO,, linedrn{ rychlost se pohybuje (v zavis-
losti na tlaku) v rozmezi 2-13 mm.s™\. Vystupni signal je zpra-
covan chromatografickou stanici APEX EXTRA.

Obr. 2 demonstruje separaéni moznosti SFC na mikro-
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napliovych kolonach. Silikonovy olej (Lukooil, sloZeni poly-
dimethylsiloxan, vyrobce Luéebni zdvody Kolin) rozpustény
v dichlormethanu byl separovdn na mikrondpltiové kolong
délky 150 mm, plnéné 5 pim ODS za pouziti integrdlniho
restriktoru. Analyza byla provedena pii 70 °C s gradientem
tlaku od 8 do 36 MPa. Ve vzorku bylo béhem 25 minut
separovano okolo 90 silikonovych oligomer( v rozsahu mo-
lekulovych hmotnosti asi 370 aZz 6700. Ze symetrie chromato-
grafickych pikili je ziejmé, Ze v systému jsou jen minimdlni
mrtvé prostory.

Prdce je souldsti reseni grantii GA AV CR A 4031802
aA 4031603.
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J. Planeta, M. MikeSova, and J. Vejrosta (Institute of
Analytical Chemistry, Academy of Sciences of the Czech Re-
public, Brno): Micropacked Capillary Columns in Super-
critical Fluid Chromatography

Preferences of micropacked capillary columns over open
tubular columns in SFC are discussed. The adaptation of a gas
chromatograph Varian 3700 to an SFC unit is described. The
efficiency of the device is'demonstrated by the separation of
silicone oil.





