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Kdyz rusky biolog Michail S. Cvet pracujici na uni-
verzité ve VarSaveé na zacatku dvacatého stoleti potfeboval
rozdélit smés rostlinnych pigmentt chlorofylii a karotenoi-
dd, nenasel pro tuto operaci zadny vhodny nastroj. Nezby-
lo mu tedy, neZ aby si ho sam vymyslel'. Svou metodu
nazval chromatografii a dodnes neni jasné, zda do tohoto
nazvu, v némz figuruje fecké slovo chroma, tedy barva,
a ktery ptekonal jiz dobu delsi neZ jedno stoleti, zakompo-
noval vlastni pfijmeni (rusky LBeT znamena rovnéZ barva)
nebo jestli nasel inspiraci v barevnych vrstvach rozdéle-
nych latek. Jisté vSak je, Ze nemohl tusit, jak popularni se
jim vynalezend metoda stane. Dnes se chromatografie fadi
na tfeti misto nejcastéji pouzivanych analytickych metodik
hned za vazeni a méfeni pH. Samoziejmé¢, dne$ni chroma-
tografie ma s tou Cvetovou pramalo spole¢ného. Nicméné
jeji koncept zlstal nezménén. Tieba pfipomenout, ze Cvet
znaéné predbehl dobu a rozkveEtu se chromatografie docka-
la az od ctyticatych let minulého stoleti.

V té dobé Archer Martin a Robert Synge zkoumali
rozdé€lovaci (parti¢ni) chromatografii, za coz se jim po
zésluze dostalo vroce 1952 Nobelovy ceny’. K dalimu
pielomu doslo ve zhruba poloviné Sedesatych let, kdy né-
kolik skupin zacalo podrobné¢ studovat kolonovou kapali-
novou chromatografii. Vyvoj metody, kterou dnes nazyva-
me vysokoucinnou kapalinovou chromatografii neboli
HPLC, je pfipisovan dvojici Csaba Horvath a Seymour
Lipsky’. Ve své praci pouzili kolonu naplnénou stacionarni
fazi s velikosti ¢astic zhruba 50 um v doma vyrobeném
zatizeni, které umoznilo docilit veelku kvalitni separace.

V dalsich letech byl vyvoj kapalinové chromatografie
diktovan dvéma pozadavky, jimiz byly zvysSeni rychlosti
separaci a jejich u€innosti. Téchto protichidnych pozadav-
ki vSak neni snadné dosahnout zejména proto, Ze jsou
rukojmimi pfenosu hmoty v separacnim systému a ten pak
zavisi na molekularni difuzi, kterd je rychlost fidicim dé-
jem. Jak vime, difuze je obecné pomald a pro vétsi mole-
kuly to plati o to vice. Protoze difuzi nelze jednoduse
urychlit, cestou ke zrychleni separaci je zkraceni vzdale-
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nosti, po kterou se délené molekuly musi pohybovat.
A tak, ve jménu Martina a Synge, kteti pfedpovidali, ze
vysoky tlak a malé castice povedou k G¢innym separacim,
se velikost ¢astic stacionarnich fazi pozvolna zmensovala.
Ackoliv kolony plnéné 2 pm neporéznimi Casticemi pii-
pravenymi ze siliky, tedy oxidu kfemicitého, opatfené na
vnéj$im povrchu C18 fetézci byly komercné dostupné od
druhé poloviny devadesatych let, vzhledem k malému
specifickému povrchu méné nez 2 m”*g™' nedosahly velké
popularity. Rozmach néplni kolon s ¢asticemi men$imi nez
2 um se tedy dostavil az poté, co v tomto stoleti pfisly na
trh jejich porézni varianty. Kolony plnéné sub-2 pm staci-
onarnimi fazemi se tak stavaji béznym standardem. Jinymi
slovy, velikost Castic stacionarni fize se za padesat let
zmensSila vice nez 25krat. To se samoziejmé neobeslo bez
vyznamného vyvoje i v oblasti pfistrojové, nebot’ pouziti
kolon bézné délky 10—-15 cm plnénych takto drobnymi
Casticemi vyzaduje pouziti tlakil na jejich vstupu prevysu-
jicich 100 MPa (1000 bar).

Jinou cestou omezeni vlivu difuze bez zabtednuti do
oblasti vysokych tlakd, tedy i ndkladné&jSich chromatogra-
fickych systémt, je aplikace castic o velikosti 5 pm kom-
patibilnich s tlaky béznych zafizeni, tedy méné nez
40 MPa, které ovSem nejsou kompletné porézni. Jadro
takovych Castic je neporézni a pouze zhruba 1 um silna
povrchova vrstva je porézni. Tim se difuzni vzdalenost
zkrati pravé jenom na onen 1 pm. Tyto povrchové porézni
Castice se staly zahy velice oblibenymi a jimi naplnéné
kolony nachazeji Siroké uplatnéni.

Zajimavou se stala kombinace obou pfistupt, kdy
i Castice s prumérem pouhych 1,3 pm maji povrchové po-
rézni strukturu. Tyto kolony jsou rovnéZz komeréné dostup-
né, umoznuji docilit G¢innosti az 400 000 teoretickych
pater na metr, avSak k jejich pouziti je zapotiebi vysoko-
tlakych zatizeni.

Odpoutat se od vysokych tlakd Ize i jinak. Klasicka
kapalinova chromatografie pouziva jako mobilni faze vodu
a organicka rozpoustédla, kterda maji pomérné vysokou
viskozitu. Naproti tomu kapaliny v superkritickém stavu se
vyznacuji viskozitou mnohem mens$i. Piikladem budiz
superkriticky oxid uhli¢ity, o jehoz pouziti v chromato-
grafii se uvazovalo jiz pred Sedesati lety. Hlavnim nedo-
statkem téchto Casnych pfistupti byl problém s kontrolou
teploty a tlaku v systému. To se podafilo pfekonat az ne-
davno po zavedeni moderni pfistrojové techniky
s chlazenou pumpou a elektronické kontroly tlaku, coz
vedlo k dne$nimu rozkvétu této metodiky.

Nakonec az zavedeni uplné nového formatu stacio-
narnich fazi, monolitl, na zac¢atku devadesatych let* umoz-
nilo rychlé a ucinné separace i velkych polymernich mole-
kul, jako jsou bilkoviny, nukleové kyseliny ¢i syntetické
polymery. Stalo se tak proto, Ze difuzni pohyb byl omezen
na minimalni vzdélenost a pfenos chromatografovanych
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entit porézni strukturou se dél s pouzitim konvekce, ktera
je mnohem rychlej§i a snaze ovlivnitelnéjsi nez difuze.
Oproti tradicnim kolondm obsahujicim loze sloZzené
z jednotlivych ¢astic je monolit reprezentovan jednim kon-
tinudlnim kusem polymerniho materialu, kterym miZze byt
anorganicky ¢i organicky polymer. Diky specifickému
usporadani porézni morfologie je monolit pouzitelny i pfi
vysokych prutokovych rychlostech kapalin, které vsak 1ze
docilit pfi nizkém tlaku.

Tolik tedy zhruba minulost kolonové kapalinové
chromatografie. Co nds v§ak miZe cekat v letech piiStich?
Predevsim je velice pravdépodobné, Ze pozadavky na se-
parace ¢im déle tim vice komplexnich smési porostou.
Staci se jenom podivat na rychly rozvoj proteomiky ¢i
metabolomiky, nemluvé o témét kazdodennich pfiristcich
novych -omik. Tak napf. kontrola potravin (foodomika),
které predstavuji jiné komplexni smeési, nabyva rovnéz
rychle na vyznamu v souvislost s globalizaci produkce
a transferi potravin. Také monitorovani zivotniho proste-
di, jehoz komplexita postupné roste, bude vyzadovat nové

dvoudimenzionalni chromatografie je jiz v plném béhu.
Bude stacit? Nebude potieba ptidat i tieti dimenzi? Tradic-
ni cestou dalSiho separovani piki rozdélenych v kolo-
n¢ predeslé dimenze na koloné nasledujici to nejspis
z mnoha divodil neptijde. Proto Peter Schoenmakers pfisel
s vizionafskym napadem pouzit k tfidimenzionalni separa-
ci krychli®. Prvni dvé dimenze separace by probéhly na
povrchu stény této krychle, zatimco tieti paralelné v jejim
objemu. Je notoricky znamou skuteénosti, Ze kolony pied-
stavuji rozhodujici ¢ast chromatografickych piistupt, bez
nichz se prosté nelze obejit. Vénujme se tedy zejména
tomuto tématu, ktery jsme diskutovali jiz vyse.

Jakkoliv se neustale vedou diskuse o tom, zda se veli-
kost castic urCenych k plnéni chromatografickych kolon
bude i nadale zmenSovat, odpovéd’ neni jasna. Vyroba
Castic o stale menSich velikostech je zcela jisté mozna,
protoze odpovidajici technologie byly vyvinuty. Ofiskem
zustava jejich plnéni do kolon tak, aby se docililo pozado-
vané vysoké ucinnosti. Druhym problémem je nutnost
pouzivani velmi vysokych tlaki. I tento tikol byl zvladnut
napf. Jamesem Jorgensonem, ale jenom v akademickém
prostfedi a s vyzkumnym zafizenim®. Sirokého uplatnéni
vSak pouziti ultravysokych tlakti sotva dosahne, nebude-li
na trhu k dispozici komer¢ni systém. Zatim se nezda, ze by
poptavka po takovych zafizenich byla dostatecna k tomu,
aby firmy vyrabéjici chromatograficky hardware mély
o takovy vyvoj zajem. Avsak nikdy netikejme nikdy. Po-
dobné tvahy probleskovaly i pied pfichodem sub-2 pm
stacionarnich fazi.

Konec koncii, pouziti neporéznich submikrometro-
vych (0,5 um) Castic pro chromatografické separace bilko-
vin bylo jiz pfedvedeno Mary Wirthovou v modu ,,slip
flow*’. Tento méd ptinasi vyhodu v pouziti tlakil nutnych
pro dosazeni prutoku, které jsou nizsi, nez by odpovidalo
podle Kozenyho-Carmanovy rovnice dané velikosti ¢astic.
Jisté, piiprava kolony pro tuto operaci neni uplné jednodu-
cha, ale moznost dosazeni G¢innosti vice nez milionu teo-
retickych pater za 1,5 minuty je zcela jist¢ lakava.
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Do tohoto vyvoje mohou zasdhnout i snahy o pouziti
mobilnich fazi s mensi viskozitou vyzadujicich nizsich
tlakd k docileni dané pratokové rychlosti. Tak napt. sou-
dim, Ze technika chromatografie s pouzitim superkritické-
ho oxidu uhli¢itého se bude na vysluni objevovat ¢im dal
tim Castéji, a to nejenom proto, Ze umoziuje praci pii niz-
Sich tlacich. Bude tomu tak proto, ze tlaky na ,,zelenou*
chromatografii i nadale porostou. Kromé toho je jasné, ze
1ze sotva ocekavat, Zze ceny organickych rozpoustédel ty-
pickych v soucasnych mobilnich fazich nebudou stoupat,
zatimco oxidu uhli¢itého bude neustale piebytek.

Rostouci spotiebé mobilni faze bude mozné Ccelit
itim, Ze se budou pouzivat kolony s menSim primeérem,
tedy nejlépe kapilary. Kolony s malym primérem si rov-
néz 1épe poradi s disipaci frikéniho tepla, které se vyviji
pii perkolaci mobilni faze naplni kolony a jehoz rozsah je
pfimo imérny pouzitému tlaku. U vétSich pramérti tento
jev muze vyvolat vznik radidlnich teplotnich gradientd,
které jako dasledek snizuji G¢innost kolony. I pfes znacny
pokrok v oblasti komer¢niho pfistrojového vybaveni dovo-
lujiciho aplikaci kapilarnich kolon na trhu zatim chybi
spolehliva zafizeni umoznujici docilit reprodukovatelnych
gradientt pii pritokovych rychlostech v jednotkach nl min™ .

Nicméné cela fada vysledkil z posledni doby mluvi ve
prospéch kapilarnich kolon. Do stejné kategorie patii
i kapilarni kolony, které maji na vnitfnim povrchu porézni,
véts§inou monolitickou polymerni vrstvu a o nichz se také
piSe uz delsi dobu. Jejich SirSimu rozkvétu branil problém
s velice malym mnozstvim vzorku, jez mohou rozdélit,
takze standardni detektory nebyly schopny monitorovat
provedenou separaci. To se vSak méni s masovej$im rozsi-
fenim velmi citlivych hmotnostné spektrometrickych de-
tektorti. Tak napf. Shaorong Liu pouzil kapilaru o vnitinim
priméru pouhych 2 um a efektivni délce 27 mm, ktera
nebyla naplnéna zadnou stacionarni fazi, pouze jeji vnitini
stény byly funkcionalizované C18 fetézci®. Tato kolona
umoznila perfektni separaci Sesti aminokyselin za méné
nez 400 ms pfi tlakovém spadu pouhych 20 MPa. Trypsi-
novy digest bilkoviny cytochrom C byl separovan za méné
nez 1 minutu. Je zfejmé, ze dalsiho snizeni doby separace
by bylo mozné docilit zkrdcenim délky kapilarni kolony.

Pouziti kratkych kolon neni ostatné zadnou novinkou.
Bylo teoreticky propracovano Borisem Belenkim jiz
v druhé poloving osmdesatych let’ a stalo u kolébky ten-
kych monolitickych diskti vyvinutych Tatianou Tenniko-
vou na konci osmdesatych let v Praze'*'". Skupina Daniela
Armstronga demonstrovala pouziti 1 cm dlouhych kolon
o vnitinim priméru 300 pm naplnénych povrchové poréz-
nimi ¢asticemi pro velice rychlé separace riznych smési
latek & enantiomerd'’. Napf. smés obsahujici
10 komponent byla rozdélena v této koloné naplnéné ne-
modifikovanymi silikovymi ¢asticemi o velikosti 1,9 um
béhem pouhé jedné sekundy pifi prutoku mobilni faze
8 ml min'. Tim se chromatografie podle autort p¥iblizila
rychlosti béznych senzorti. Szabolcz Fekete Sel jeste dal
a pouzil kolonu pouhych 5 mm dlouhou pro separace vel-
kych terapeutickych bilkovin za méné jak 30 sekund?.

Vyse uvedené piiklady svéd¢i o potencidlnich moz-
nostech dals$iho vyvoje kapalinové chromatografie vyuzi-
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vajicich klasickych prostiedku, tedy kolon plnénych ¢asti-
cemi. Nicméné opomenout nelze ani odlisné piistupy,
mezi néZ bezesporu patii i monolitické kolony. Zatimco
napiiklad soufasné polymerni monolity se pfipravuji
polymeraci pfimo v tubusu kolony, je mozné vysledovat
1 jiné pfistupy. Mezi t€émi nejperspektivnéj$imi vidim
napt. ploché chromatografické kolony. S prvni, vyrobe-
nou mikroobrabénim kfemikovych desticek, ptisel Fred
Regnier jiz v roce 1998 a pouzil ji pro kapilarni elek-
trochromatograﬁi“. Podstatné tuto technologii teoreticky
i prakticky pozdgji rozvinul Gert Desmet'”. Tento plochy,
téméf dvoudimenziondlni format, je nyni v jednodus$im
provedeni, v némz k separaci dochazi ve vrstvé obsahujici
sloupky ve tvaru valcid, komercné dostupny pro kapalino-
vou chromatografii. Le¢ vyvoj smétujici k dal§imu zvyseni
ucinnosti je témét jisty. Oproti plnénym kolonam je zde
k dispozici vétsi pocet proménnych, které 1ze kontrolovat.
Mezi né tieba patii tvar a vyska sloupkt, které mohou mit
prakticky jakykoliv geometricky tvar, a jejich prostorové
uspofadani, coz kolony plnéné Casticemi neumoziuji. Za
zminku stoji fakt, Ze takovato separacni zafizeni lze navr-
hovat s pouzitim pocitacovych programti, aniz by se muse-
lo rozsahle experimentovat, a teprve optimalizovany de-
sign pak vyrobit.

Nelze nevzpomenout ani zcela novy pfistup
k ziskavani zafizeni pro chromatografické separace, tedy
aditivni vyrobu, pii niz se materidl pfidava az do stavu,
kdy je vyrobek hotovy, coz je opak postupd, jako je sou-
struzeni ¢i pilovani, pfi nichZ se material odstraiiuje. Ve
skutecnosti se vSak jedna o proces bézné nazyvany tiidi-
menzionalnim (3D) tiskem. Ten mize v budoucnu vyrobit
najednou kompletni separacni kolonu vcetné tubusu i napl-
né, jejiz struktura bude opét nejdfive optimalizovana
v pocitaci. Takové kolony budou pak moci mit téméf libo-
volny format a velikost a budou zcela jist¢é monolitické.
Dulezité je, Ze kolona bude jedna jako druha, nebot’ budou
vSechny vyrobeny podle stejného programu.
3D tiSténd separacni zafizeni uz byla demonstrovéna
Jejich parametry jest¢ nedosahuji urovné téch vyrabénych
klasickymi postupy. Je vsak jenom otazkou nejspiSe ne
pfili§ dlouhé doby, kdy se 3D technologie zdokonali nato-
lik, aby mohly byt Siroce pouzivany v produkci chromato-
grafickych kolon. Zatim je$té nejsou k dispozici ani vhod-
né materialy zcela zptisobilé pro samotny tisk tohoto typu.
Také bézné tiskarny nemaji dosud potfebnou rozliSovaci
schopnost nutnou k vyrobé naplni s dostatecné drobnymi
vnitfnimi prvky nutnymi k ziskani kolon s vysokou ucin-
nosti. Na druhou stranu, jiné metody 3D tisku, které jiz
dostate¢né rozliSeni umoziuji, jsou Zel nadmiru pomalé.

Vyse uvedené tadky reprezentuji muj osobni nazor.
Vychazeji z pozorovani trendd, tak jak jsou publikovany
v odborné literatuie a na konferencich a jak také vyplyva
i z diskusi, které mivam b&hem osobnich setkani s kolegy
pracujicimi ve stejném oboru. Jako nikdo z nés, ani ja ne-
mam kfistalovou kouli ¢i Libusinu véSteckou schopnost,
abych mohl sjistotou predpovédét, co se stane
v chromatografii za pét, deset ¢i dvacet let. Jisté vSak bude
zajimavé se po letech k tomuto ¢lanku vratit a srovnat jeho
obsah se skutecnosti t¢ doby.
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F. Svec (Department of Analytical Chemistry, Faculty
of Pharmacy, Charles University, Hradec Kralové): Quo
Vadis Liquid Chromatography

This paper represents author’s opinion concerning
developments in liquid chromatography. The focus is on
column technologies since these separation devices are at
the heart of chromatography. After starting with the early
times of chromatography, the current advancements are
used as the springboard in the considerations where the
chromatography might be heading in the future.
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