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Kapalinova chromatografie je asto povazovana za jednu ze skupiny dnes nejcastéji pouzivanych instrumentalnich
analytickych technik, které nasleduji hned po té€ch zcela zékladnich, jako je vaZeni a méfeni pH. O jejim vyvoji, svizelich,
které se prab&zné fesi, a o mozné budoucnosti bylo jiz $ifeji pojednano na jinych mistech véetné tohoto asopisu'~. Tento
¢lanek se soustiedi na dva protagonisty, Michaila Semjonoviée Cvéta a Csabu Horvatha, ktefi stoji za pionyrskymi
pracemi, jez vyznamné posunuly tento obor vpied a ktery v letosnim roce slavi své ,kulatiny”. Jejich vyzkumy
reprezentovaly ,,velky skok pro lidstvo®, protoZe se ukazalo, Ze chromatografie je mocnym ndstrojem analytické chemie,
bez n¢hoz se dnes jiz nelze obejit.

Klicova slova: Cvét, Horvath, historie, kapalinova chromatografie, vysoka ucinnost

Obsah né. Matka mu zemiela kratce po porodu a s otcem se pie-

st¢hoval do Svycarska. Tam také chodil na stfedni §kolu
1. M. S. Cvét a geneze kapalinové chromatografie a graduoval na zenevské univerzité s titulem Ph.D. v roce
2. Cilové latky: Rostlinné pigmenty 1896. Jeho mateiStinou se stala francouzstina a rusky se
3. Pomalé akceptovani kapalinové chromatografie zacal ucit od svého otce az ve 14 letech. I pozdéji se mu
4. C. Horvath a nové piistupy vysmivali, Ze mluvi rusky s francouzskym piizvukem.
5. FEra vodné mobilni faze Otec mezitim presidlil do Ruska a Michail ho hned po
6. Zavéry studiich nasledoval. Domnival se, Ze ho s jeho Svycarskym

doktoratem vSude uvitaji. Seredné se vsak zmylil.
V ruském systému mu jeho
Svycarsky titul nebyl k nice-
mu, nebot’ se tam uznavaly
| pouze tituly ziskané v Rus-
- ku. Ten obdrzel z kazanské
univerzity v roce 1901
a zahy nato pfijal juniorskou
1 pozici na univerzit¢ ve Var-
Savé, ktera lezela v Casti
1 Polska tehdy okupované
Ruskem. V Polsku zistal
celych 14 let do doby, kdy
se musel kvili prvni svéto-
vé valce evakuovat pted

1. M. S. Cvét a geneze kapalinové chromatografie

Zacnéme tim, jak se vlastné kapalinova chromatogra-
fie (liquid chromatography, LC) vibec objevila. Michail
Semjonovi¢ Cvét, rusky botanik pracujici ve VarSavé,
jehoz portrét je na obr. 1., pfednesl 8. biezna 1903
v biologické sekci Varsavské spolecnosti ptirodnich véd
prednasku s nazvem ,,0O nové kategorii adsorpcnich jevi
a jejich pouziti v biochemické analyze*. V ni referoval
o svych vyzkumech pigmenti extrahovanych z listi stro-
miul, které provadél v poslednich dvou letech a které vedly
k vyvoji specialni adsorpéni techniky. Tu v nasledujicich
letech zdokonalil a stala se posléze znamou jako chroma-
tografie.

Zivot se s Cvétem pfili§ nemazlil. Narodil se v Italii Obr. 1. Portrét Michaila S. Cvéta
14. kvétna 1872 ruskym rodic¢tm, ktefi tam byli na dovole-

* Texty psané v tomto ¢lanku kurzivou jsou autorovy vlastni pieklady z ptvodnich jazyku.
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Némci do Nizniho Novgorodu s celym Polytechnickym
Institutem, kam mezitim ptesel. V roce 1917 pfiijal misto
na univerzit¢ v ruském Tartu (dnes v Estonsku), odkud
musel opét pred né€meckou okupaci uprchnout. V roce
1918 se pak stal profesorem na Voronézské statni univer-
zit¢, kde rok poté 26. bfezna 1919 ve v&€ku 47 let umfel.

2. Cilové latky: Rostlinné pigmenty

Cvétova posedlost rostlinnymi pigmenty, zejména
pak chlorofylem, zacind jiz jeho doktorskym studiem
v Kazani. Tyto pigmenty se také staly pfedmétem jeho
Ph.D. disertacni prace. Zahy zjistil, ze extrakty z listd se
lisi podle toho, jaké rozpoustédlo pouzil. Polarni ethanol ¢i
aceton extrahovaly téméf vSechny rozpustné komponenty.
Naproti tomu, nepolarni rozpoustédla, jako byl petrolether
(Cs a Cq frakce ropy s bodem varu okolo 35 °C) nebo li-
groin (C;—C; alkany s bodem varu 60—110 °C) rozpousté-
ly pouze karotenoidy, ale nikoliv chlorofyl.

Aby mohl jednotlivé soucésti bohaté smési latek od
sebe odd¢lit a popsat, sestavil zafizeni umoziujici jejich
separaci, které je vidét vpravo na obr. 2. Pisemna verze
var$avské prednasky z roku 1903 zminéné vyse pak byla
publikovana az o dva roky pozdé&ji ve sborniku Spolec¢nos-
ti pfirodnich véd. ProtoZe rusky jazyk, v némz byla publi-
kace napsana, nebyl ve svété piili§ pouzivany, informace
se prakticky nerozsitila. Takze §ir$i védecka komunita
se 0 nové metod¢ dozvédéla az ze dvou ¢lankd, které vy-
Sly v Casopise Berichte der Deutschen Botanischen Ges-
ellschaft v roce 1906 v némcing, tedy v jednom ze Siroce
pouzivanych védeckych jazykd zac¢atku minulého stoleti.
V prvni publikaci s ndzvem Fyzikalne-chemické studie
chlorofylu. Adsorpce. (Physikalisch-chemische Studien
iiber das Chlorophyll. Die Adsorptionen)’ Cvét napsal:
wExistuje urcita adsorpcni sekvence, podle které se latky
mohou vzdajemné vytlacovat. Na tomto zakoné je zaloZena
nasledujici dilezitd aplikace. Kdyz se roztok chlorofy-
lu v petroletheru filtruje pres kolonu adsorbentu ..., pak se
pigmenty oddéluji shora dolii v jednotlivych barevnych
zéndach na zdklade této adsorpcni sekvence, podle niz pig-
menty, které jsou adsorbovany silnéji, vytlaci ty, jez jsou
zadrzovany slabeji. Toto oddéleni bude prakticky uplné,
pokud se po prichodu extraktu pigmentu kolonou adsor-
bentu tento promyje cistym rozpoustédlem. Stejné jako
svetelné paprsky ve spektru se riizné slozky smesi pigmen-
tu zakonité oddéluji a Ize je tak kvalitativné a kvantitativné
stanovit.“ Cvét pak dale pronasi své v&hlasné prohla-
Seni o nazvu nové techniky: ,,Tuto preparaci nazyvam
chromatogramem a odpovidajici metodu chromatografic-
kou metodou.” Nazev vznikl spojenim feckych slov chro-
ma (barva) a graphein (psat). Obcas se spekuluje, Ze do
tohoto ndzvu vtipné¢ zakomponoval své jméno, protoze
slovo cvét (uBeT) v rustiné znamena téz barva.

Zatimco v prvnim ¢lanku Cvét diskutoval spiSe obec-
né podminky jeho nové separacni metody, blizsi experi-
mentalni detaily popsal ve své druhé publikaci vydané
téhoz roku pod nazvem Adsorpcéni analyza a chromatogra-
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ficka  metoda.  Pouziti na  chemii  chlorofyli.
(Adsorptionsanalyse und chromatographische Methode.
Anwendung auf die Chemie des Chlorophylls)*. V této
publikaci podrobné popsal ptipravu vzorkil a pouziti skle-
nénych kolonek naplnénych predsuSenym uhlic¢itanem
véapenatym jako staciondrni fdzi. Zminuje, Ze jako sorbent
1ze Gisp€sné pouzit i sacharosu. K docileni separace pouzil
sirouhlik jako fazi mobilni. Detekce byla vizualni. Obr. 2
zobrazuje posledni stranku jeho publikace zndzoriujici
pouzita zatizeni. Za pozornost stoji roubik v levém hornim
rohu, v némz jsou dobfe vidét pasy rozdélenych chlorofy-
It a xantofylli. ProtoZe barevny tisk nebyl k dispozici,
Cvét popisuje barvy jednotlivych pasii v textu. Po skonce-
ni separace byla kapalna faze z kolonky odstranéna tlakem
vzduchu, sloupec stacionarni faze vysunut a jednotlivé
vrstvy od sebe nozem oddéleny. Latky nasledné extrahované
z jednotlivych vrstev byly charakterizovany spektralné.

Na zakladé téchto dvou publikaci je rok 1906 pova-
zovén za oficidlni rok zrozeni kapalinové chromatografie.
Je s nim tudiz spojeno vyse zminéné letosni prvni chroma-
tografické jubileum. Cvét posléze publikoval jesté mnohé
Clanky a své vyzkumy shrnul do rusky napsané knihy

Bertehte o Devtschen Bot. Gesellsch. Bed X170,

TaS XV

Obr. 2. Posledni stranka ¢lanku M. S. Cvéta zobrazujici jeho
zarizeni pro kapalinovou chromatografii, nékteré jeho dily
a roubik stacionarni faze s rozdélenymi chlorofyly a xantofyly*
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snazvem Chromofyly v rostlinném a zivocisném svete,
kterou podal jako podklad k udéleni titulu Doktor véd®. Za
ni pak také obdrzel v roce 1911 prestizni Achmatovovu
premii 1000 rubli od Ruské akademie véd. Za zminku
jeste stoji, ze Cvét byl v roce 1918 navrzen holandskym
védcem Von Viesselighem na Nobelovu cenu v oblasti
chemie za prace o chlorofylu a dalSich pigmentech. T¢ se
vSak nedockal, nebot’ na zacatku nasledujiciho roku ze-
miel.

Jak 1ze ocekavat, zahy se nasli oponenti, ktefi
Cvéta a jeho novou metodu kritizovali. Mezi nejzarputi-
lejsi patfil Poldk Leon Marchewski a Né&mec Richard
Willstétter. Prvni, ktery nic zavazného v oblasti rostlin-
nych pigmentd neud¢lal, napsal, ze: ,,... jednoduchy fil-
tracni experiment nestaci Cvétovi k tomu, aby se vysvihl
na viroveii reformdtora chemie chlorofylu* (cit.%). Willstit-
ter, ktery v roce 1915 obdrzel Nobelovu cenu za vyzkum
chlorofylu, zapochyboval, ze chromatografie pfedstavuje
zvlastni cestu studia pigmentl, protoze v jejich koloné
dochazelo k chemickym zméndm’. Richard Kuhn,
Willstitteriv zak, po téméf 50 letech ale pfipustil, ze v jejich
separacnich experimentech laboratorni asistent pouzil
nespravny sorbent, coz mohlo byt zdrojem netspéchu.
Podrobny vycet odmitavych stanovisek k Cvétové metodé
shrnul Jonathan Livengood®.

3. Pomalé akceptovani kapalinové chromatografie

Po prvnim zvefejnéni chromatografické metody se po
vice jak dvé desetileti naslo jenom nékolik malo nasledo-
vateld. Témi byli v &asovém sledu Gottfried Krinzlin’,
Charles Dhéré'’, Leroy Sheldon Palmer'!, Kathrine Hope
Coward'? a Theodor Lippmaa'. Ti vsichni pouzili chro-
matografii k déleni rostlinnych pigmentd a podobnych
latek. K opravdovému vzkiiSeni chromatografie vSak do-
Slo az po 25 letech na univerzité v Heidelbergu, kde praco-
val Edgar Lederer ve skupiné Richarda Kuhna na proble-
matice karotenoidd ve vaje¢ném Zloutku'*.

Ve stejné dobé rovnéz zacaly vznikat i dal$i typy
chromatografii liSici se od plivodni Cvétovy verze, spoci-
vajici na systému nepolarni kapalné mobilni faze a pevné
polarni faze staciondrni, tedy fungujici v normalné-
fazovém mechanismu (viz vyse). Tak se objevily chroma-
tografie tenkovrstva'®, rozd&lovaci'®, papirova'’, iontové-
vyménna'®'®, plynova® a dalsi, lidici se zejména jednou
z vySe uvedenych fazi ¢i interakénim mechanismem. Vel-
ké popularity se dockala zejména chromatografie plynova
diky své vysoké ucinnosti a rychlosti. Nicméné tato tech-
nika vyzaduje, aby analyzované latky byly tékavé, nebo
aby je modifikaci na t€kavé bylo mozné ptevést. To prak-
ticky vylucovalo jeji pouziti pro vétsi ¢i polarni molekuly.
Ty se v§ak daly analyzovat s pouzitim kapalinové chroma-
tografie, le¢ v t¢ dob& pomalu a s nizkou ucinnosti diky
negativnimu vlivu difuze.

Reseni vlivu difuze bylo ve skute¢nosti znamo jiz
z praci Arthura J. P. Martina a Richarda L. M. Synga tyka-
jicich se teorie chromatografie, kteii napsali'®: ,,Nejmensi

Chem. Listy /20, 314-320 (2026)

vysky teoretického patra by mélo byt mozné dosahnout
pouzitim velmi malych castic a vysokého tlakového spadu
napric kolonou.”“ V jejich dobé toho vsak neslo dosahnout,
nebot’ nutné materidly a zafizeni nebyly ve ctyficatych
letech minulého stoleti dostupné a situace se nezménila
ani dalSich vice nez 20 let.

Situace se vSak zménila v Sedeséatych letech minulého
stoleti, kdy jiz byla k dispozici ucelena teorie plynové
chromatografie, a uvahy o vyvoji kapalinové chromato-
grafie na vysS$i uroven nabyvaly na obrysech. Mezi hlavni
pionyry inovované metody patiili abecedn¢ Csaba Horvath,
Joseph F. K. Huber, J. Jack Kirkland, Lloyd R. Snyder
aR.P. W. Scott.

4. Csaba Horvath a nové pristupy

Za otce nové verze chromatografie je vSeobecné po-
vazovan Horvéth (viz obr. 3) diky semindlnimu kratkému
sdéleni snazvem ,,Pouziti kapalinové iontové-vymenné
chromatografie pro separaci organickych latek™ (Use of
liquid ion exchange chromatography for the separation of
organic compounds), které¢ opublikoval v Nature spolu se
Seymourem R. Lipskym v roce 1966 (cit.?"). Odtud tedy
ono druhé kulaté vyroci spadajici do letoSniho roku.
Detaily jejich prace nasledovaly v ¢lanku ,,Rychla kapali-
novd chromatografie. Vyzkum pracovnich parametrii
a separace nukleotidii na pelikularnich iontomeéni-
¢ich* (Fast liquid chromatography. An investigation of oper-
ating parameters and the separation of nucleotides on pellic-
ular ion exchangers)?.

Pro tuto metodu byl nejprve pouZit nazev vysokotla-
k& kapalinovd chromatografie (High Pressure Liquid
Chromatography, HPLC), ktery se pozdéji zménil na nyni
vSeobecné pouzivany nazev vysokoucinnd kapalinova
chromatografie (High Performance Liquid Chromato-
graphy) se stejnou zkratkou HPLC

Ani Horvath podobné jako Cvét nezacinal sviij mla-
distvy zivot jednoduSe. Narodil se 8. dubna 1930

’ v madarském  Szolnoku.
Magistersky titul v oboru
chemické inzenyrstvi se
| zaméfenim na navrh che-
* mickych procesti a analy-
. tickou chemii ziskal na
Technické univerzité
v Budapesti vroce 1952.
O tfi roky pozdéji obdrzel
~ tamtéz doktorat opdt v
oboru chemické inzenyr-
stvi za disertaéni praci na
téma separacnich procest
«{ a navrhu kolon. Politické
N boute kolem madarské
2l revoluce v fijnu 1956 ho

w pfimély k odchodu do
Neémecké spolkové repub-
Obr. 3. Portrét Csaby Horvatha liky, kde nejdfive praco-
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val ve firm¢ Farbwerke Hoest a v roce 1961 zah4jil dok-
torské studium na Univerzité J. W. Gotheho ve Frankfurtu
pod vedenim profesora Istvana Haldsze, ktery byl rovnéz
puvodem z Mad’arska. Horvath v ramci své disertacni
prace studoval fyzikalni chemii a separacni védu se zv1ast-
nim diirazem na chromatografickou teorii a technologii
kolon. Sviij vyzkum zaméfil na metody vedouci ke zlepse-
ni plynové chromatografickych separacnich procest. Sou-
stiedil se zejména na zvySovani G¢innosti otevienych tu-
buldrnich kolon, které pfipravoval s poréznimi nebo ad-
sorpénimi vrstvami na vnitfni sténé, aby docilil zvétSeni
velikosti povrchu a U€innosti. Jeho vysledky se ukazaly
jako uzite¢né nejen v plynové chromatografii, ale pozdéji
také ovlivnily jeho inovace v chromatografii kapalinové. Po
ziskani titulu Ph.D. v oboru fyzikalni chemie odesel v roce
1963 do Spojenych statd americkych. Béhem svého dvou-
leté¢ho postdoktorandského obdobi na Harvardskeé lékarské
Skole (Harvard Medical School), konkrétné¢ ve Fyzikalni
vyzkumné laboratori Massachusettské vSeobecné nemocni-
ce (Massachusetts General Hospital), kterd byla ptidruze-
na k Iékafské Skole, se Horvéath zabyval problémy analy-
tické separace v biologické chemii. B€hem tohoto obdobi
studoval latky vznikajici v biochemickych procesech, na-
priklad produkty ozafovani cholesterolu. Zde si také zacal
uvédomovat, jak chabé jsou stavajici metody. Jeho frustra-
ce z primitivniho stavu kapalinové chromatografie pouZzi-
vané v analyze netékavych biologickych sloucenin jej
inspirovala k tomu, aby zaCal pfemyslet o tom, jak by
principy a pfistrojové vybaveni z plynové chromatografie,
v niz mé¢l odborné znalosti, mohly byt aplikovany na kapa-
linovou chromatografii.

Po skonceni postdoktorandovani piijal Horvath v roce
1964 pozici jako vyzkumny pracovnik na Katedfe medici-
ny Lékatské fakulty Yalovy univerzity (Yale University)
ve mést¢ New Haven ve stat¢ Connecticut. Pravé zde na-
vrhl a sestrojil prvni moderni vysoce G¢inny kapalinovy
chromatograficky systém, aby demonstroval proveditel-
nost a potencial HPLC v bioseparacnich védach. Nicméné
na puvodnim misté neziistal a v roce 1972 nastoupil na
Katedru chemického inzenyrstvi téze univerzity. V letech
1987 az 1993 byl vedoucim této katedry a v roce 1998 byl
jmenovan profesorem chemického inzenyrstvi. Horvath
byl zacatkem roku 2004 zvolen ¢lenem Narodni akademie
inzenyrstvi (U.S. National Academy of Engineering) za
Spritkopnicky pristup ke konceptu kapalinové chromato-
grafie a jeho praktickému vyuziti a za jeho viidci roli ve
vyvoji bioanalytickych technik®. Na své zvoleni byl nalezi-
té pySny, ale dlouho si té cti neuzil, nebot’ né€kolik malo
dni po svém zvoleni zemfel.

5. Era vodnych mobilnich fazi

Zatimco normalné-fazovy mechanismus se v ranych
dobach chromatografie dobtfe hodil pro rozdélovani latek
rozpustnych v nepolarnich organickych rozpoustédlech,
polarni organické a bioorganické slouceniny se v nich
nerozpoustéji, a tedy nemohly byt ani separovany. Proto
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se Horvath vydal jinou cestou. Ve svém kratkém sdéleni
publikovaném v Nature?' pouzil jako stacionarni fazi ne-
pravidelné porézni silikdtové céstice o velikosti 53—63
matografie, kde se Casto pouzivaly jako ndplné kolon.
Samy tyto polarni ¢astice ovSem v kapalinové chromato-
grafii ve vodném prostiedi aplikovany byt nemohly. Proto
veskery dostupny povrch pokryl Horvath vrstvou hydro-
fobniho methyltrioktylammonium chloridu dostupného
pod obchodnim nézvem Aliquat 336. Tuto kolonu zabudo-
val do svého systému ukdzaného na obr. 4 a pouzil
k separacim komponent ze §titné Zlazy a ribonukleovych
kyselin (obr. 5). Jeho prvni separace jsou z dnesniho po-
hledu pomalé. Pti nizkych prutocich vyzadovaly vice jak
hodinu, coz Ize nejspi$ pfipsat na vrub dlouhym kolondm
(285 a 157 cm). Za povsimnuti jesté stoji, Ze ¢asti pricha-
zejici do kontaktu s mobilni fazi, kterd obsahovala kyseli-
nu chlorovodikovou nebo hydroxid sodny, byly zhotoveny
z nerezové oceli a Teflonu, a Ze pro pfipravu svinutych
kolon byly pouzity trubice z polyamidu Nylon se svétlosti
pouhych 850 pm, tedy prakticky kapilary.

Horvéth si byl jisté védom, ze jeho prvni experimenty
uvedené v predchozi publikaci, byt isp&$né, nebyly pfilis
dechberouci. Proto, jak popisuje v nasledujici praci®,
zmeénil cely systém (viz obr. 6). Zacal od stacionarni faze,
nebot’ pozoroval, ze vlastnosti pivodné pouzitych silikato-
vych castic pokrytych kapalnym iontoménicem nebyly
prilis trvalé. Proto vyvinul nové stacionarni faze, pro které
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Obr. 4. Blokové schéma kapalinového chromatografu sestave-
ného z &asti zhotovenych z nerezové oceli, Teflonu a Nylonu®'.
Sestava: 1 — zasobnik mobilni faze, 2 — minicerpadlo, 3 — filtr, 4
— jehlovy ventil pro déleni toku, 5 — kapilarni kolona, vnitini
pramér 0,1 mm, délka 6 m pro tlumeni proudéni, 6 — ptedkolona,
7 — termostatovany prostor, 8 — tlakomeér, 9 — nastiikovy ventil,
10 — silanizovana polyamidova kolona, 11 — spektrofotometr s 5
ul pratokovou celou, 12 — omezovaé¢ pratoku, 13 — kapilarni
prutokomér, 14 — kompenzator zakladni linie, 15 — mechanicky
zapisovac (0—1 mV)
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Obr. 5. Separace sloZek ribonukleové Kkyseliny?'. Podminky:
kolona: silanizovana polyamidova kapilara 157 cm dlouha
s 0,85 mm vnitinim primérem naplnéna Chromosorbem P30
o velikosti nepravidelnych ¢astic 53—63 um pokrytymi 30 hm.%
Aliquatu 336; mobilni faze: smés 309,8 ml 0,5 mol I dihydro-
genfosfore¢nanu draselného a 22,4 ml 1 mol I"! hydroxidu sodné-
ho ziedéna vodou na 1 dm® a nasycena Aliquatem 336 pfi 30 °C;
velikost vzorku 1 nmol slozek 1 a 2, 10 nmol slozek 3 a4 v 10 pl
mobilni faze; teplota kolony 50 °C; pritok k §ipce 2,0 ml h™, za
sipkou 14,4 ml ht vstupni tlak 3 MPa; detekce pii 260 nm;
piky: 1 — uridin, 2 — adenosin, 3 — uridin-3',2"-difosfat, 4 — ade-
nosin-3',2'-difosfat
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Obr. 6. Blokové schéma kapalinového chromatografu pro
separaci v gradientu mobilni fize”. Sestava: 1 — zasobnik na
silny eluent, 2 — Cerpadlo, 3 — sméSovaci komora s ohfevem, 4 —
magnetické michadlo, 5 — Cerpadlo, 6 — filtr, 7 — tlakomér, 8 —
nastfikovy ventil, 9 — kolona, 10 — teplovzdu$ny termostat, 11 —
spektrofotometr s 8 pl prutokovou mikrocelou, 12 — pratokomér,
13 — expandér stupnice zapisovace, 14 — zapisovaé
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pouzil nazev pelikularni. Tento nazev vySel z latinského
vyrazu pellicle pouzivaného v biologii pro tenkou vrstvu.
Jejich postup ptipravy spocival v ponofeni sklenénych
kulicek o velikosti 45-53 um do diethyletherového rozto-
ku styrenu, divinylbenzenu a benzoylperoxidu nésledova-
ném odpafenim etheru. Kulicky potazené tenkou vrstvou
monomerd byly pak suspendovany ve vodé a byla prove-
dena jejich polymerace pti teploté 90 °C. Produkt byl ko-
neéné¢ funkcionalizovan chloromethylaci a po reakci
s dimethylbenzylaminem pfeménén na siln¢ bazicky kvar-
terni méni¢ aniontll (anex). S pouzitim témét dvoumetrové
kolony naplnéné touto staciondrni fazi pak Horvéath sepa-
roval 5'-mono-, di- a trifosfosfaty ribonukleosidti cytidinu,
uridinu, adenosinu a guanosinu s dobrym rozlisenim za
zhruba 80 min (obr. 7).

Zapomenout nelze ani na produkci komerénich pii-
stroju aktivovanych Horvathovym vyvojem HPLC. Zde nel-
ze nezminit prukopnickou roli Jamese L. Waterse. Ten jiz
v roce 1963 vyrobil ve své malé diln€¢ v nepouZzivané sklepni
zenské vazebni cele policejni stanice ve Framinghamu, stat
Massachusetts, prvnich 5 piistroji GPC-100 pro stanoveni
distribuce molarnich hmotnosti polymerti. Stavél ptitom
na metod¢ vyvinuté Johnem C. Moorem pojmenované
gelova permeacni chromatografie (GPC), nyni nazyvané
vyluéovaci chromatografii**. Vzhledem k tomu, e piistro-
je vyrabéné pro GPC zahrnovaly nékteré soucasti, jako
napf. Cerpadlo, detektor, ¢i zapisovac, které se dobie hodi-
ly i do zafizeni pro HPLC, mé&l Waters jisty predstih. Jiz
vroce 1968 dal na trh model ALC-100, ktery zahrnoval
kromé soucasti z GPC-100 i UV detektor. Protoze si vyvo-
jari ve Watersoveé podniku byli védomi, ze vysokotlaké
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Obr. 7. Separace 5’-mono-, di- a trifosfosfati ribonukleosidi
cytidinu, uridinu, adenosinu a guanosinu®. Podminky: kolona:
vnitini pramér 1 mm, délka 193 cm, pelikuldrni stacionarni faze
sestavajici ze sférickych sklenénych castic o velikosti 45-53 um
s nanesenou vrstvou silné bazického meénice iontl o kapacité 8
umol g™', teplota kolony 71 °C; mobilni faze: linearni gradient
koncentrace methanolatu amonného 0,04 az 1,5 mol "' ve vods,
prutok 12 ml h, prutokova rychlost 1 cm s, tlak 5,1 MPa;
vzorek 0,6-1,5 pg
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Cerpadlo je vHPLC kritické, vyvinuli nové, pracujici
s tlaky az 40 MPa, které predstavili v roce 1973. Na trhu
je dodnes.

Ackoliv Horvath diskutuje pouze pouZiti pelikuldrni
kvarterni anexové stacionarni faze, naznacuje, ze podob-
nym zplisobem lze pfipravit i fdze s odliSnou chemii. Hor-
vathuv kreativni vyvoj a pouziti pelikularnich fazi mély
ziejmé za cil omezit vliv pomalé difuze na pfenos hmoty
mezi mobilni a stacionarni fazi, a tak zrychlit separace.
Jeho uvahy byly nejspi§ vedeny teorii chromatografie po-
stulované jiz dfive Martinem a Syngem'®. Ve skute¢nosti
se tyto faze staly jakymsi pfedvojem dnes populdrnich
povrchové poréznich ¢astic, s nimiz zdhy po Horvathovi
ptisel J. Jack Kirkland and Joseph J. DeStefano®!. Skuteg-
né renesance vsak tyto faze doznaly az na pocatku tohoto
stoleti, kdy se na trhu objevily kolony plnéné timto typem
¢astic o velikosti 2,7 um.

6. Zavéry

Oslavy 120 let kapalinové chromatografie se soustie-
di na Michaila S. Cvéta. Ten je povazovan za prukopnika,
jehoz prace polozila zaklady kapalinové chromatografie.
Zavedenim konceptu adsorp¢ni chromatografie na pev-
nych stacionarnich fazich a systematickym vyuzitim kolo-
novych technik umoznil selektivni separaci komplexnich
smési latek. Jeho inovativni metodologicky pfistup, zalo-
zeny na fyzikalné-chemickych principech retence a rozdé-
lovani latek mezi mobilni a stacionarni fazi, oteviel cestu
k dal§imu rozvoji vysoce U€innych chromatografickych
metod, véetné HPLC a dalsich kapalinovych separaci pou-
zivanych dnes v chemii, biochemii a farmaceutickém vy-
zkumu. Cvétovo dilo tak pfedstavuje historicky zaklad, na
kterém stavi moderni chromatografie.

Tu pak zastupuje Csaba Horvath, ktery pred 60 lety
sehral kli¢ovou roli v transformaci kapalinové chromato-
grafie z jednoduchych pomalych a manualné naro¢nych
metod na moderni HPLC. Diky jeho pionyrskému vyvoji
pfistrojii pracujicich s vy$§im tlakem, metodologickému
zavedeni reverzné-fazovych separaci a systematickému
studiu interakci mezi analyty, stacionarnimi fazemi (napft.
C18) a vodné-organickymi eluenty se HPLC stala rychlou,
univerzaln¢ pouzitelnou a standardni technikou v analytic-
ké chemii. Horvathovo dilo poskytlo nejen teoreticky ra-
mec solvofobni teorii, ale i praktické nastroje, které umoz-
nily pfesné, rychlé a reprodukovatelné separace Sirokého
spektra organickych a bioorganickych latek. Jeho ptinos
zcela predefinoval kapalinovou chromatografii a polozil
zaklady pro jeji dnes$ni rozsahlé vyuziti napt. v chemii,
biochemii, farmacii, environmentalnich védach, ale i mno-
ha dalSich oborech. HPLC se tak stala béznou analytickou
technikou.
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Tato publikace vznikla za podpory projektem
Nové technologie pro translacni vyzkum ve farma-
ceutickych védach /NETPHARM, reg. ¢
CZ.02.01.01/00/22_008/0004607, ktery je spolufinanco-
van Evropskou unii. Na tomto miste chci také podékovat
Leslie S. Ettremu za osobni diskuse v minulosti a za moz-
nost pouzit nékteré informace z jeho clankii publikovanych
vetsinou v magazinu LC-GC (North America) a z jeho kni-
", které byly velmi cennym zdrojem pii psani tohoto
Clanku. Rovnéz Andras Guttman a Imre Molnar si zaslouzi
moje uznani, ze se se mnou rozdelili o Fadu zajimavych
faktii ze Zivota Csaby Horvdatha. Nemohu téz nezminit
Pavla Drasara, ktery pomohl s pripravou kvalitnich ob-
razku z nekvalitnich predloh.
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F. Svec (Department of Analytical Chemistry,
Faculty of Pharmacy, Charles University, Hradec
Krdlové, Czech Republic): Liquid Chromatography

Celebrates a Double Anniversary

Liquid chromatography (LC) is widely considered as
one of the most commonly used instrumental analytical
techniques, second only to the most fundamental
techniques, such as weighing and pH measurement. The
development, current challenges, and future of LC have
already been discussed more extensively elsewhere,
including in this journal. This article focuses on two
protagonists, Mikhail Semyonovich Tsvet and Csaba
Horvath, whose groundbreaking works have substantially
advanced the field of LC. This year, we are celebrating the
significant anniversaries of their publications. Their
pioneering research was a "giant leap for mankind"
because it demonstrated the power of chromatography as
an indispensable tool in analytical chemistry.

Keywords: M. S. Tsvet, C. Horvath, history of chemistry,
liquid chromatography, high performance
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