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1. Uvod

Separa¢ni metody maji své nezastupitelné misto
v analytické chemii, kde slouZi predevsim k oddéleni sloz-
ky naSeho zajmu od doprovodnych latek a k jeji nasledné
identifikaci. Separacni metody lze také vyuzit pro kvantifi-
kaci, tedy urCeni mnozstvi studované latky ve vzorku,
a v neposledni fadé pro studium fyzikalné-chemickych,
nékdy i biologickych, vlastnosti latek. Se separa¢nimi
metodami se zdaleka nesetkavame jen v oblasti analytické
chemie, o ¢emZ svéd¢i moderni a prudce se rozvijejici
oblast bioanalytického a biomedicinského vyzkumu, ale
i tradicni oblasti vyuziti separacnich metod, jako je napf.
farmaceuticky ¢i potravinaisky primysl. Separa¢ni metody
nachazeji uplatnéni i v oblasti tak specifické, jakou je fo-
renzni véda — analyza pro kriminalistické ucely.

Mezi separac¢ni (délici) metody mizeme zaradit pro-
cesy jako filtrace, dekantace ¢i srazeni, ale predevsim do
separac¢nich metod fadime metody chromatograficke, je-
jichz objev je pripisovan ruskému  botanikovi
M. S. Cvétovi, ktery v roce 1903 provedl déleni listovych
barviv, chlorofyld a karotenoidt, na sloupci sorbentu uhli-
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¢itanu vépenatého a jako mobilni fazi pouzil smés organic-
kych rozpoustédel'. V téze dobé rozdélil D. T. Day’™
také na sloupci sorbentu nékteré slozky ropy. V roce 1952
ziskali Nobelovu cenu za praci v oboru chromatografie
A. J. P. Martin a R. L. M. Synge. Principem chromatogra-
fickych metod je déleni analytu mezi dvé vzajemné nemi-
sitelné faze, z nichZ jedna je nepohybliva, tedy stacionarni,
a druha proudi, je tedy mobilni. Déleni je zaloZeno na roz-
dilné afinité slozek ve smési k mobilni a stacionarni fazi.
Chromatografii rozdélujeme podle ulozeni staciondrni faze
na sloupcovou, papirovou a tenkovrstvou chromatografii.
Podle pouzité mobilni faze d€lime chromatografii na ply-
novou, kapalinovou a fluidni. V chromatografické praxi je
nejcastéji vyuzivano kolonové neboli sloupcové usporada-
ni a pokud je mobilni fazi plyn, hovofime o plynové chro-
matografii, v pfipadé kapalné mobilni faze hovoiime
o kapalinové chromatografii. Ackoli byla plynova chroma-
tografie navrZena podstatné pozdé&ji a lze ji vyuZzit k déleni
uzsiho okruhu latek, jeji rozvoj byl velmi bouilivy oproti
chromatografii kapalinové. Plynovou chromatografii lze
separovat latky plynné nebo ty, které 1ze definované pre-
vést v plyn. Po objeveni rozdélovaci chromatografie
(stacionarni faze je kapalina) na pocatku Ctyficatych let 20.
stoleti se kolonova kapalinové chromatografie zacala roz-
vijet do své dnesni podoby. Mezi divody pomalejsiho
mechanismus separacniho déje v kapalné fazi oproti fazi
plynné, a pfedevS§im nutnost vhodné aparatury, kterd by
zaruCila dostateéné rychlou a acinnou analyzu.
V pocatcich kapalinové chromatografie byl pohyb mobilni
faze zprostiedkovan pouze gravitacni silou a pouZivané
stacionarni faze nebyly dostatecné ucinné. Se zmensSenim
Castic stacionarni faze a pouzitim bezpulznich vysokotla-
kych ¢erpadel pro pohyb mobilni faze kolonou, se vyvinu-
la soucasna podoba kapalinové chromatografie nazyvana
HPLC (vysokotlaka neboli high pressure, vysokoucinna ¢i-
li high performance nebo v nadsazce velmi draha — high-
priced liquid chromatography).

Historie a soucasnost separa¢nich metod na
Katedre analytické chemie Prirodovédecké
fakulty Univerzity Karlovy v Praze

Katedra analytické chemie Pfirodovédecké fakulty
Univerzity Karlovy v Praze (PfF UK) je nejstarsi katedrou
analytické chemie v Ceské republice, vznikla v roce 1925,
ale jeji pocatky sahaji az do roku 1842. Z historického
hlediska je Katedra analytické chemie pracoviStém
s dlouholetou a svétozndmou elektrochemickou tradici.
Toto jednoznacné zameéteni Katedry analytické chemie se
zacalo ménit v 50. letech minulého stoleti, kdy se zacaly
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objevovat publikace z tehdy nové vznikajiciho oboru ply-
nové chromatografie, kterou na katedfe zacali rozvijet
E. Smolkova-Keulemansova a L. Feltl. Od tohoto okamzi-
ku se Katedra analytické chemie PiF UK dostala do poveé-
domi nasi i svétové odborné vefejnosti i jako pracovisté
s dobrou chromatografickou povésti. E. Smolkova
a L. Feltl, spole¢né se svymi nejbliz§imi spolupracovniky
postupem casu rozsifili své pole pisobnosti z oblasti ply-
nové chromatografie i na chromatografii kapalinovou
a pozd¢ji i na oblast elektromigracnich metod. V laboratofi
E. Smolkové vznikl nidpad na vyuZiti tvorby inkluznich
sloucenin pfi separaci plynovou chromatografii. Jednalo se
o vyuziti pfedev§im cyklodextrind, a to jak v chroma-
tografii plynové, tak pozdéji v chromatografii kapalinové
a i v elektromigranich metodach, které¢ byly v té dobé
v zacatcich vyvoje. V soucasné dob¢ patii cyklodextrinové
staciondrni faze k nejprodavanéj$im komeréné dostupnym
fazim a poskytuji velice u¢inné separace enantiomerd chi-
ralnich latek.

Nasledovnici E. Smolkové a L. Feltla se intenzivné
vénovali a vénuji nejen pedagogické Cinnosti, ale samo-
ziejmé také Cinnosti védecké v oblasti separacnich metod.
V soucasnosti je na Katedfe analytické chemie PiF UK
pocetny pracovni tym separac¢nich metod Citajici profeso-
ry, docenty, odborné asistenty, védecké pracovniky a pie-
devsim posluchace doktorskych, magisterskych a bakalai-
skych studijnich programt. Tym separa¢nich metod spolu-
pracuje pii feSeni projektd také s jinymi pracovisti v ramci
Pirodovédecké fakulty, s pracovisti Akademie véd Ceské
republiky, ale také s mnoha zahrani¢nimi pracovisti.
V nedavné dobé byl tym separacnich metod uspésny
v ramci grantového projektu EAA grants ,Innovation of
Laboratories of Advanced Separation Methods for Purpo-
ses of Whole-Life Education® (tzv. Norské finanéni me-
chanismy), ktery umoznil zakoupeni tii Spickovych pii-
stroju z oblasti plynové chromatografie, kapalinové chro-
matografie, kapilarni elektroforézy a spojeni téchto sepa-
racnich technik s hmotnostni spektrometrii. Vyzkumné
zaméfeni separac¢niho tymu je znacné Siroké, od plynové
chromatografie pfes chromatografii kapalinovou a mikro-
kapalinovou az po elektromigracni metody. Zminované
metody jsou na Katedfe analytické chemie intenzivné roz-
vijeny a vyuzivany k analyze biologicky a farmaceuticky
vyznamnych sloucenin, k analyze a monitorovani vzorkl
a stavu Zivotniho prostredi, ale také ke studiu separacnich
mechanismil, popisu vlastnosti komeréné dostupnych sta-
cionarnich fazi ¢i pfimo k vyvoji a testovani novych typi
a materidlll staciondrnich fézi, jakymi jsou monolitické
kolony nebo ¢ipy pro miniaturizované separacni metody.
Pozornost je také v€novana spojeni vysokoucinnych sepa-
racnich metod s metodami elektrochemickymi a jejich
aplikaci na stanoveni latek v Zivotnim prostfedi ¢i vyuZiti
ke studiu vztahu mezi strukturou a fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi latek.
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2.1. Plynova chromatografie

Skupina plynové chromatografie (GC) se zabyva vy-
vojem novych a zdokonalovanim stavajicich metod Gpravy
vzorkl pro plynovou chromatografii, hmotnostni spektro-
metrii (MS) a jejim spojenim s GC, multidimenzionalni
plynovou chromatografii, chiralnimi separacemi, stanove-
nim cizorodych latek v  biologickém materidlu
a v Zivotnim prostredi. Tato pracovni skupina je v soucas-
nosti pro feseni svych projekti vybavena Spickovym pristro-
jem GCxGC-MS, zakoupenym z podpory EAA grantu
(Projekt FM EHP/Norsko CZ0116: Inovace laboratoii po-
kro¢ilych separacnich metod pro celoZivotni vzdélavani).

V oblasti derivatizaci pro ucely GC analyz se zabyva
vyzkumem a pouzitim alkylchlormravencant, které reaguji
velmi rychle a téméf kvantitativné s latkami obsahujicimi
aktivni vodikovy atom (napt. karboxylové kyseliny, ami-
nokyseliny, ne¢které aminy a alkoholy) jak v nevodném,
tak i ve vodném prostredi. Pfikladem jejich pouziti je vel-
mi rychla metoda stanoveni perfluorovanych organickych
kyselin, predstavujici skupinu perzistentnich polutanti
zivotniho prostiedi, metodami GC-ECD (ECD, detektor
elektronového zachytu) a GC-MS (cit.?). Dalsim piikla-
dem nového pristupu pro rychlou upravu vzorku je stano-
veni celkové zatéze ftalaty v potravindch s vysokym obsa-
hem tukd’. V neposledni fadg je velmi aktualnim smérem
vyzkum a zdokonalovani novych mikroextrakénich tech-
nik pro Ucely analyzy slozek zivotniho prostfedi. Piikla-
dem vyvoje chiralnich separac¢nich metod a spoluprace
s 1. Lékarskou fakultou Univerzity Karlovy v Praze
v oblasti forenzni chemie je metoda urceni véku osob na
zakladé chiralni GC separace kyseliny asparagové ze zub-
niho centimu®. Pracovni skupina GC se rovn&Z aktivné
zapojuje do prudce se rozvijejici techniky multidimenzio-
nalni komprehenzivni GC (GCxGC) a z tohoto duvodu
uspotadala v unoru 2010 prvni ¢esky workshop ,,Albertov
Comprehensive Days 2010%, kterého se zucastnilo pres
30 specialisti z akademické, védecké a komer¢ni oblasti a
ze statni spravy.

2.2. Kapalinova chromatografie

Skupina vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC) se zabyva vyvojem novych metod a jejich aplikaci
v biochemickém a Iékaiském vyzkumu a v environmental-
ni analyze, analyzou biologicky aktivnich latek, jako napft.
peptidii a proteind s vyuzitim chromatografickych kolon
standardnich i kolon nové generace (napt. Discovery HS
F5, Purospher STAR nebo ZIC-HILIC), sledovanim biolo-
gicky vyznamnych latek v Zivotnim prostiedi (napf. stero-
idni hormony v povrchovych a odpadnich vodach), chiral-
nimi separacemi latek v HPLC i v kapilarni kapalinové
chromatografii (CLC) a spojenim kapalinové/mikro-
kolonové chromatografie s hmotnostni spektrometrii.

Separace chiralnich latek je velmi zajimavou aplikac-
ni oblasti separacnich metod, na jejimz feSeni Katedra
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analytické chemie uzce spolupracuje s Katedrou fyzikalni
a makromolekularni chemie PiF UK, konkrétné s E. Tesa-
fovou. Vyznamna ¢ast piirodnich latek je chiralnich, vy-
skytuji se ve formée enantiomert, pfipadné diastereoisome-
ri. Enantiomery si jsou navzajem svym zrcadlovym obra-
zem, piipadné si je 1ze pfedstavit jako svou pravou a levou
ruku. Jedna se tedy z hlediska chemického o stejnou slou-
¢eninu, ale liSici se uspofadanim své molekuly v prostoru.
V nechirdlnim prostfedi maji enantiomery prakticky stejné
fyzikéalné-chemické vlastnosti jako napt. bod tani a varu
nebo rozpustnost, a proto nelze jednotlivé enantiomery
v takovémto prostfedi odlisit. V chiralnim prostfedi maji
jednotlivé enantiomery odliSné ucinky, chovaji se jinak,
a lze je tedy od sebe vzajemné rozliSit. Nejbéznéjsim chi-
ralnim prostfedim jsou Zivé organismy, pro které je dillezi-
té, s jakym enantiomerem se dostanou do kontaktu, nebot
na rovni molekulového rozpoznavéni se jednotlivé enan-
tiomery lisi svymi biologickymi a fyziologickymi funkce-
mi. Odlisnému chovani pfirodnich i synteticky pfiprave-
nych enantiomerl je tfeba vénovat nalezitou pozornost
predevsim u 1éCiv, ale také u agrochemikalii a pfi kontrole
slozek potravin. V piipadé 1éCiv se miize jednat o rozdilné
farmakodynamické a farmakokinetické vlastnosti, projevu-
jici se naptiklad rozdilnou sorpci, distribuci nebo biotrans-
formaci jednotlivych enantiomerti v Zivogisnych tkanich’.
Bézné ma jeden enantiomer pozadované vlastnosti a ten
druhy je neaktivni, mé nizsi, vyssi nebo az opacné ucinky
a neziidka byva zdravi nebezpecny, naptiklad teratogenni.
Pomeér enantiomertd jednotlivych slozek potravin vyznam-
né ovliviiuje nejenom chut’ a viini vyrobku, ale také jeho
vyzivovou hodnotu'’,

Pro separace opticky aktivnich latek se nejcastéji
vyuziva metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie,
kdy k enantioseparaci dochdzi na stacionarni fazi
s navazanou opticky Cistou latkou, tzv. chirdlnim selekto-
rem. Jako priklad vyzkumu provadéného na obou spolu-
pracujicich katedrach lze uvést vyuziti stacionarnich fazi
s navazanymi chirdlnimi selektory na bazi cyklodextrini
nebo makrocyklickych antibiotik (teikoplaninu a vanko-
mycinu) pro uspéSnou enantioseparaci strukturné odlis-
nych chiralnich sloucenin, napi. aminoalkoholt, které
funguji jako beta-blokatory (latky pouZivané k 1é¢bé vyso-
kého krevniho tlaku a nepravidelného srde¢niho rytmu),
derivatt 2-arylpropionové kyseliny (nesteroidnich protiza-
nétlivych profentt), herbicidii na bazi chlorfenoxypropio-
novych kyselin a aminokyselin s rozvétvenym fetézcem.
Jednotlivé enantiomery studovanych beta-blokatorti maji
odlisné terapeutické Ucinky, enantiomery chlorfenoxypro-
pionovych kyselin maji rozdilnou herbicidni aktivitu a D-
enantiomery studovanych esencidlnich aminokyselin jsou
povazovany za nezadouci soucast potravinovych dopli-
k' Vyzkum v oblasti chirélnich slougenin je zaméten
nejen na hledani vhodnych separac¢nich podminek, umoz-
fiujicich dostate¢né enantiorozliSeni, ale i na studium stabi-
lity jednotlivych enantiomerti, moZnosti aplikace semipre-
parativniho modu nebo sledovéani vlivu obsahu a zptisobu
navéazani chiralniho selektoru k nosi¢i na stereoselektivni
vlastnosti chiralnich stacionarnich fazi. Pozornost je véno-
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vana i testovani miniaturizovanych systémti, umoziujicich
porovnat enantioseparaci s chiralnim selektorem vazanym
ve formé chiralni stacionarni faze nebo volné ptidanym do
faze mobilni, coz je dulezité pro objasnéni stereointerakc-
nich mechanismi'.

Dalsi zajimavou oblasti vyzkumu provadéného sepa-
racnim tymem Katedry analytické chemie PfF UK je ana-
lyza a separace ligandti pro biomedicincké aplikace deriva-
th cyklenu. Polykarboxylatové derivaty cyklenu (1,4,7,10-
tetraazacyklododekan) jsou schopné koordinovat gadolini-
ty ion a vytvofit tak velmi stabilni komplex. Tento kom-
plex lze nasledn€ pouzit u pacienta s podezienim na nado-
rové onemocnéni jako kontrastni latku pro neinvazivni
vySetieni magnetickou rezonanci. Polykarboxylatové deri-
véaty cyklenu jsou pfipravovany sloZitou nékolikastupiio-
vou syntézou, proto je nezbytné vyvinout vhodnou metodu
separace syntetizovanych derivat, ktera by poskytla rych-
lou kontrolu cistoty jednotlivych derivata a piipadné byla
pouzitelnd i v preparativnim méfitku. Takovou metodu se
podatilo vyvinout. Jedna se o reverzni kapalinovou chro-
matografii ve spojeni s bezkontaktnim vodivostnim detek-
torem'*. Vyvinuta metoda reverzni kapalinové chromato-
grafie byla dale optimalizovana a porovnana s nov¢ vypra-
covanou metodou kapilarni elektroforézy v nevodném
prostiedi. Obé metody poskytly ucinné a rychlé analyzy
s celkovym c¢asem separace do 12 min, umoznily provést
kvantitativni stanoveni vybranych derivati cyklenu na
koncentraéni tGrovni 10~ az 107° mol 1™ a byly usp&iné
pouzity pro stanoveni realnych vzorkt derivatd cyklenu
bez jakékoliv ptedchozi tpravy'>.

Analyze biologicky aktivnich latek je na naSem pra-
covisti vénovana znac¢na pozornost. Pro tuto skupinu ana-
lyti vyuzivame nejen metody kapalinové chromatografie,
ale také metody elektromigracni a miniaturizované sepa-
racni metody, jak bude zminéno pozdé€ji. Vyznamnou sku-
pinu studovanych biologicky aktivnich latek tvoti bioak-
tivni peptidové hormony, které vykonavaji v lidském orga-
nismu, nebo obecné v organismu savcu, dulezité biologic-
ké funkce. Pro analyzu skupiny bioaktivnich nonapeptida
(tvofeny deviti aminokyselinami, analogy vasopresinu)
jsme uspésné vyuzili kromé standardnich chromatografic-
kych stacionarnich fazi na bazi silikagelu také moderni
reverzni stacionarni faze na bazi oxidu zirkoni¢itého. Tyto
moderni stacionarni fdze nabizeji lep$i moznosti optimali-
zace separacniho procesu v porovnani se silikagelovymi
materialy. Pfi separaci peptidd Ize s uspéchem vyuzit smi-
Seny separacni mod, ktery zirkoniové kolony nabizeji. Pfi
uspé$né separaci analogli vasopresinu na zirkoniovych
kolonach byla pouzita mobilni faze obsahujici pouze 5 %
acetonitrilu jako organického modifikatoru. Tyto vyvinuté
podminky separace jsou Setrné a umoziuji zachovani bio-
logické aktivity analytil, zaroven pfinaseji vyhody v podo-
bé financni uspory za organicka rozpoustédla. Optimalizo-
vané pracovni podminky zarucily kompletni separaci stu-
dovanych vasopresint v celkovém ¢ase do 6 min a dosaze-
ni meze detekce v fadu jednotek mikrogrami na mililitr'.

Znec€isténi zivotniho prostredi v dusledku lidské ¢in-
nosti neustale nartstd. Novym typem polutantli zivotniho
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prostiedi jsou latky, které ovliviiuji endokrinni systém
velkého mnozstvi organismu, véetné nas lidi. Ptikladem
tohoto typu polutantt jsou estrogenni hormony. Ac¢koliv se
pfirodni i synteticky pfipravené estrogeny vyskytuji
v zivotnim prostfedi ve velmi malych koncentracich
(tadovée jednotky az stovky nanogramu na litr), byl zazna-
menan jejich vliv na reprodukci volné Zzijicich zvitat
a i lidi. Tento problém difuzniho znecisténi hormony je
v nasi pracovni skupiné intenzivné studovan'’. Jde o slozi-
tou problematiku, ktera vyzaduje vyuziti vysoce citlivych
separacnich metod v kombinaci s U¢innymi technikami
upravy a zakoncentrovani vzorki.

2.3. Elektromigra¢ni metody a miniaturizované
separacni metody

Tym elektromigracnich a miniaturizovanych separac-
nich metod se zaméfuje na vyvoj a vyuziti elektromigrac-
nich metod v analyze malych 1 velkych molekul
s vyraznou biologickou aktivitou. Neméné vyznamnou
oblasti zajmu této pracovni skupiny jsou miniaturizované
chromatografické metody, predevsim kapilarni kapalinova
chromatografie (CLC) a ¢ipova nanokapalinova chromato-
grafie (chip-HPLC), a jejich nasledné spojeni s hmotnostni
detekci. Velka pozornost je také vénovéana vyvoji a charak-
terizaci kapilarnich monolitickych a napliovych kolon
a moznosti jejich aplikace ve spojeni s hmotnostni spektro-
metrii.

Elektromigracni metody 1ze vyuzit pro déleni nabi-
tych latek. K procesu déleni dochazi v elektrickém poli
o velikosti fadové jednotek az desitek kilovoltd, které je
vytvofeno mezi dvéma elektrodami. Rychlost pohybu dé-
lenych latek (v iontové forme) ve vytvoreném elektrickém
poli zavisi predevSsim na poméru velikosti jejich naboje
a hmotnosti, na tzv. elektroforetické pohyblivosti. Na na-
Sem pracovisti vyuzivame z elektromigrac¢nich metod nej-
Casté&ji kapilarni zonovou elektroforézu, a v soucasné dobé
také kapilarni gelovou elektroforézu. Separacnim prosto-
rem u obou zminénych metod je kfemenna kapilara
o vnitinim priméru desitek az stovek mikrometri, ktera je
u kapilarni zénové elektroforézy vyplnéna zakladnim elek-
trolytem, tj. vice ¢i méné sloZitou smési vodnych roztokt
pufrii, nebo v ptipadé gelové elektroforézy vhodné zvole-
nym chemickym nebo fyzikalnim gelem. Kapildrni zénova
elektroforéza byla na naSem pracovisti ispé€sné vyuzita pro
déleni 20 nederivatizovanych proteogennich aminokyselin.
Zakladni elektrolyt, ktery umoznil separaci téchto esenci-
alnich aminokyselin v riznych pfirodnich matricich jako
pivo, kvasnice, rostlinné extrakty, ale i mo¢ nebo sliny, byl
tvofen pouze kyselinou octovou o koncentraci 2,3 mol 1!
a hydroxyethylcelulosou (0,1 hm.%). Pfidavek hydroxy-
ethylcelulosy do zékladniho elektrolytu potlacil dva jevy,
Casto negativné ovliviyjici separacni proces v kapilarni
zonove elektroforéze, a to adsorpci analytu na sténu kie-
menné kapilary a elektroosmoticky tok. Elektroosmotic-
ky tok vznika v dasledku ionizace silanolovych skupin
(£Si—OH) pritomnych na vnitini sténé kifemenné kapilary.
Po aplikaci elektrického pole dochazi k pohybu nabitych
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Castic, vzniklych disociaci silanolovych skupin a tyto nabi-
té Castice pii svém pohybu strhavaji cely obsah separacni
kapilary (zékladni elektrolyt a i separované nabité analyty)
k pfislusné elektrodé€. Pti tomto vyzkumu byl navic vyuzit
typ detektoru, ktery je na nasi katedfe intenzivné vyvijen a
optimalizovan nejen pro kapilarni elektroforézu, ale také
pro kapalinovou chromatografii, a to bezkontaktni vodi-
vostni detektor. Tento typ detektoru je vyhodné pouzit pro
vizualizaci malych anorganickych a organickych iontd,
které vykazuji nizkou absorpci v ultrafialové (UV) a vidi-
telné oblasti spektra, anebo pro detekei analytil pfi pouziti
vysoce absorbujiciho zakladniho elektrolytu v UV oblas-
ti'®. Kapilarni zénova elektroforéza také umozituje uréeni
fyzikalné-chemickych charakteristik biologicky aktivnich
latek, jakymi je napf. disocia¢ni konstanta ropinirolu, po-
tencialniho 1é¢iva Parkinsonovy nemoci, a doprovodnych,
strukturné podobnych necistot pochédzejicich ze syntézy
a jejich naslednou Gc¢innou separaci a spolehlivou kvantifi-
kaci v relativné kratkém cCase (do 15 min) za minimalni
spotfeby vzorku a ostatnich potfebnych chemikalii®.

Nové se naSe pracovni skupina zaméfuje na meto-
du kapilarni gelové elektroforézy a moznosti jejiho vyuziti
v analyze bilkovin®. Metoda kapilarni gelové elektroforé-
zy je velmi perspektivni v oblasti proteomiky, do niz sa-
moziejmé analyza bilkovin patii. Tato metoda umoziluje
vhodné ménit podminky, aby co nejlépe vyhovovaly kon-
krétni problematice. Jako separacni gely lze pouzit che-
mické gely, jejichZ polymerni fetézce jsou navzajem pro-
pojeny chemickymi vazbami (tj. trojrozmérné sesitované
gely), nebo gely fyzikalni, jejichz struktura je dana fyzi-
kéalnimi interakcemi typu vodikové mistky nebo hydrofob-
ni interakce (tzv. propletené linearni gely). Aplikace fyzi-
kélnich gelt pfi kapilarni gelové elektroforéze pfindsi fadu
vyhod, pfedev§im mozZnost vymény separacniho média po
kazdé analyze. Tento krok prodluzuje zivotnost pouzité
separacéni kapilary a vyznamné zvySuje reprodukovatelnost
analyzy.

Metoda kapilarni kapalinové chromatografie a jeji
vybér pro feseni rozlicnych analytickych problémt je plné
v souladu se souCasnym trendem v mnoha védeckych
a prumyslovych oblastech, s trendem miniaturizace, a pro-
to 1 n4§ pracovni tym vénuje miniaturizovanym separac-
nim technikam nalezitou pozornost. Separa¢ni mechanis-
mus CLC je zcela totoZzny s mechanismem uplatilovanym
v klasické kapalinové chromatografii, oviem CLC vykazu-
je fadu vyhod jako je nizka spotieba vzorku a vSech ostat-
nich chemikalii vCetné organickych rozpoustédel a dra-
hych aditiv pfiddvanych do mobilni fize pifi soucasném
zachovani vysoké separacni ucinnosti, vyssi kompatibilita
s hmotnostni spektrometrii jako detekéni technikou a re-
spektovani ochrany Zivotniho prostfedi. Zminované vyho-
dy kapilarni kapalinové chromatografie se projevi zejména
pfi analyzach vzorkli v biologickych tekutinach, jejichz
mnozstvi je ¢asto znaén¢ omezené a analyzy je nutno vice-
krat opakovat, aby byla zarucena pozadovana spolehlivost
analytickych vysledkli. Na naSem pracovisti byla vyvinuta
metoda kapilarni kapalinové chromatografie aplikovatelna
napf. pro separaci a kvantifikaci nové syntetizovanych
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thioderivatl akridind, které jsou odvozeny od struktury
dibenzopyridinu. Akridiny patii do skupiny vyznamnych
chemoterapeutik s prokazanym antibakterialnim, antimy-
kotickym a ptedev§im antimalarickym ucinkem. Optimali-
zované experimentalni podminky zaruéily dobrou separaci
5 studovanych akridinti i doprovodnych necistot a umozni-
ly uréeni meze detekce a meze stanoveni jednotlivych
akridind, které se pohybovaly v jednotkach az desitkach
mikromoli na litr*'. Vypracovana metoda kapilarni ka-
palinové chromatografie byla déale optimalizovana
a dovolila separaci a kvantifikaci dokonce deseti deriva-
ti 9-(alkylthio)akridini v biologické matrici tvofené lid-
skou moéi bez jakékoliv predchozi ipravy vzorku®.
Miniaturizace separacnich kolon ve vysokoucinné
soucasnych kol v oblasti analytickych separacnich tech-
nik. Dochazi k postupnému zmenSovani vnitfniho priméru
kolon az na hodnoty 10 az 150 um v nanochromatografii.
Hlavni dlraz je pfi pfipravé miniaturizovanych separac-
nich kolon kladen na jednoduchost jejich piipravy pii sou-
¢asném zachovani vysoké separacni G¢innosti, které dosa-
huji kolony klasickych rozméri. Chromatografické kolony
na bazi monolitd se zdaji byt vhodnym feSenim tohoto
ukolu. Cely tym separacnich metod na nasi katedte se vy-
zkumu v této oblasti intenzivné vénuje uz vice nez 10 let
(cit.?®). Monolitické kolony se piipravuji zapolymerova-
nim vhodnych monomernich jednotek do bloku porézniho
polymeru, ktery vyplni vnitfek separa¢ni kolony, a plni tak
v koloné funkci stacionarni faze. Monolitické kolony lze,
na rozdil od kolon napliovych, pfipravit pomérné snadno
i v kapilarach o priméru néckolika desitek mikrometri
a navic neni tfeba monolitické kolony na koncich opatio-
vat fritami, které udrzuji zrna staciondrni faze v naplnové
kolong. Pro piipravu monolitickych kolon se pouzivaji
ruzné polymery a kopolymery. Z naseho pohledu se jako
velmi perspektivni jevi monolity na bazi methakrylatu.
Jako prvni jsme optimalizovali pfipravu methakrylatovych
monolitickych kolon v kifemennych kapilarach o vnitinim
priméru 320 pum pro jejich pouziti v kapilarni kapalinové
chromatografii**. Systematickou experimentélni praci se
podatilo vyrazné zjednodusit slozeni polymerizani smési
pro piipravu butylmethakrylatovych monolitickych kolon
v kiemennych kapilarach o vnitinim priméru 320 pm
a pfipravit tak monolitické kolony s dostate¢nou permeabi-
litou, znacnou tlakovou odolnosti (az do 30 MPa) a vybor-
nou ucinnosti pro separace malych organickych molekul.
Uginnost takto piipravenych butylmethakrylatovych mo-
nolitd byla jen zhruba dvakrat niz§i nez u konvenénich
naplnovych kolon a také reprodukovatelnost pripravy mo-
nolitti byla uspokojiva®. Pro separaci vétsich organickych
molekul, konkrétné¢ oligonukleotidi slozenych z 19 ¢i
20 deoxyribonukleosidovych bézi, kapilarni kapalinovou
chromatografii byla optimalizovana pfiprava hydroxyme-
thylmethakryldtovych monolitickych kolon v kfemennych
kapilarach o vnitinim priméru 320 pm. Pfipravené hydro-
xymethylmethakrylatové monolitické kolony byly pouZi-
vany v kapilarnim HILIC chromatografickém modu
(HILIC, chromatografie hydrofilnich interakci). Jedna se
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v podstaté o metodu normalni chromatografie, kdy voda
slouzi jako nejsilnéjsi elu¢ni ¢inidlo. Pfipravené monolitic-
ké kolony umoznily separaci oligonukleotidii o rozdilné
délce i o rozdilné sekvenci, liSici se Casto jen v jedné
nukleosidové bazi, v piijatelném case do 35 min. Znac¢na
jednoduchost pfipravy téchto monoliti, spolecné s jeji
dobrou reprodukovatelnosti, predurcuji tyto monolitické
kolony k zavedeni do analytickych, klinickych a farmaceu-
tickych laboratoti, kde je tfeba spolehlivé analyzovat vétsi
mnozstvi slozitych smési biologicky vyznamnych latek™.

3. Zavér

Z vyse uvedeného prehledu principt a aplikaci analy-
tickych separac¢nich metod pouzivanych v jednom tymu
a na jednom pracovisti je patrné, ze souCasné analytické
separaéni metody skytaji obrovsky separacni potencial
a Siroké aplikacni moznosti. Vyvoj separanich metod
jdouci cestou miniaturizace a spojeni téchto metod
s modernimi citlivymi detekénimi technikami neni zdaleka
ukoncen. Pfestoze jsou dnesni analytické separacni metody
jiz velmi citlivé, selektivni, u€¢inné a tolerantni k zivotnimu
prostiedi, analyticka praxe stale vola po jejich vétsi citli-
vosti, selektivité, GCinnosti a kompatibilit¢ se zivotnim
prostfedim. VSem analytickym chemikiim zbyva ujit jeste
kus krkolomné cesty a piesto pozadavky odbornikl
z analytické praxe nebudou nikdy plné€ a bezezbytku uspo-
kojeny. Neustalé zdokonalovani analytickych separacnich
metod musi byt vniméno jako neptetrzity, nikdy nekoncici
proces.
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