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Seznam zkratek

Pokud neexistuje obecné piijaty cesky ekvivalent, je uveden pouze anglicky pojem.

AAS atomova absorpcni spektrometrie

AlA all injection analysis

C18 oktadecylsilikagel

CFA continous flow analysis — kontinualni pritokova analyza

D dispersion coefficient — disperzni koeficient

FIA flow injection analysis — pritokova injek¢éni analyza

GC plynova chromatografie

HILIC hydrofilni interakéni chromatografie

HIC hydrofobni interak¢ni chromatografie

LC kapalinova chromatografie

LIS Lab-In-Syringe — laboratof ve stiikacce

LLE extrakce z kapaliny do kapaliny

LOC Lab-On-Chip — laboratof na ¢ipu

LOV Lab-On-Valve — laboratof na ventilu

MCFIA multicommutated flow injection analysis

MEPS micro-extraction by packed sorbent

MIP molecularly imprinted polymer — molekularné vtistény polymer

MPFIA multipump flow injection analysis

MS hmotnostni spektrometrie

MSC multisyringe chromatography

MSFIA multisyringe flow injection analysis

uTAS micro total analysis system — miniaturizovany systém pro celkovou analyzu
PEEK polyetheretherketon

PFP pentafluorofenylpropyl

PTFE polytetrafluorethylen

SbFC subcritical fluid chromatography — subkriticka fluidni chromatografie
SFC supercritical fluid chromatography — superkriticka fluidni chromatografie
SIA sequential injection analysis — sekvencni injek¢ni analyza

SIC sequential injection chromatography — sekven¢ni injekéni chromatografie
SPE solid phase extraction — extrakce na tuhou fazi

UHPLC ultra-high performance liquid chromatography — ultra vysokoucinna kapalinova

chromatografie
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1. Uvod

Analyticka chemie, podobné jako jiné obory, se v poslednich dekédach intenzivné rozviji.
Mezi jeji klicové cile stale patii kromé zvySeni citlivosti a selektivity metod 1 automatizace a
miniaturizace vyvojovych a rutinnich pracovnich postupii nutnych pro analyzu. Jednou
z nejcastéji vyuzivanych moznosti automatizace je analyza v pritoku nebo obecnéji feceno
vyuziti pohybu kapaliny pro potieby analyzy. Pohybem kapaliny lze pfemist'ovat podle potieby
vzorky, ¢inidla, meziprodukty a produkty z mista interakce/reakce do mista detekce. Zptsobti jak
pohyb kapaliny provést je velké mnozstvi, ale daji se rozd¢lit dle podstaty na dva — zpracovani
v davkach a zpracovani v prutoku. Pii zpracovani v davkach je zachazeno se vzorkem b&éhem
jednotlivych kroki jako s nadobou naplnénou homogennim vzorkem. Béhem jednotlivych krok,
napt. extrakce nebo derivatizace, je po probéhlém ukonu opét vysledkem nadoba s homogenni
kapalinou v rovnovazném stavu. Takovd forma automatizace je spiSe robotickd — imitujici
manualni provedeni procesu, ale velkou vyhodou je mozZnost paralelniho uspotadani, tedy
soucasné zpracovani vice vzorkt. Typickymi pfedstaviteli jsou analyzatory pro klinickou analyzu
nebo zpracovani vzorkll ve formatu 96 jamkové desticky. Pfi zpracovani v priitoku je vyuzita
kinetika a dynamika probihajicich procest jak pti pribeéhu metody tak pii detekci. Protoze jsou
vyuzivany prechodné stavy, eliminuje se potfeba homogenniho smiseni a dosazeni chemicky
rovnovazného stavu. Takto lze vyrazn€ Casoveé a objemove zefektivnit cely analyticky proces.
S tokem kapalin je manipulovano uvnitt uzkého kanalu (hadicky/ kapilary) pomoci pumpy,
ventild, ptipadné dalSich specializovanych soucasti (kolony, extrak¢ni cely, separatory, misici
civky apod.). Jeho flexibilita umozZnuje automatizovat velké mnozstvi déji. Uzavieny systém
chrani nejen obsluhu pied chemikdliemi, ale i vzorky pfed vné&j$im prostfedim. Urcitou
nevyhodou je sériové zpracovani vzorku, tedy jeden vzorek po druhém. Zastupci tohoto provedeni
jsou pritokové metody na principu pritokové injek¢ni analyzy a sekvenéni injek¢ni analyzy, ale

tteba i kolonova kapalinova chromatografie, ktera stala u zrodu prutokového usporadani.

Tato habilita¢ni prace prezentuje vyvoj metody sekvenéni injek¢éni chromatografie, jednoho
z modernich trendil v prutokovych metodach. Chromatografie pro prutokové metody znamena
velky krok od metod zaméfenych na jeden analyt na dnes typickou multikomponentni analyzu.
Chromatografie krom¢ separace na koloné, ptinasi nové pozadavky na zpracovani a Upravu
vzorku, tlakovou odolnost systému, disperzi v toku, sbér a zpracovani dat, a vyuziti metody pro

analyzu.



2. Cil prace

Cilem této habilitacni prace je popsat hlavni aspekty a diskutovat dosavadni pokroky ve
vyvoji a vyuziti metody sekvencni injekéni chromatografie (Sequential Injection Analysis - SIC)
v analytické chemii. Tato metoda lezi na pomezi mezi pratokovymi technikami a vysokotc¢innou
kapalinovou chromatografii, které propojuje a rozSifuje tak moZznosti pro automatizaci a
miniaturizaci analyzy. Zatazeni SIC je ale dané spiSe kategorizaci analytickych metod.
Kapalinova chromatografie je v principu pritokova metoda. Stejné tak priitokové metody jsou
blizce ptibuzné kolonové kapalinové chromatografii, avSak k analytickém stanoveni vyuzivaji

misto chromatografické separace klasické chemické reakce a dalsi fyzikaln¢ chemické procesy.

Metoda sekvencni injekéni chromatografie vznikla diky invenci prof. P. Solicha a doc. D.
Satinského v roce 2002 na katedie analytické chemie Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy
(FaF UK). Originalni pfistup znamenal zapojeni v té dobé nové dostupné monolitické kolony do
jednoduchého systému pritokové injekéni analyzy. Vznikla metoda pfinesla do pritokovych
metod efektivni separaci vice latek, véc pro pritokové metody zcela ojedinélou. V tu chvili bylo

jasné, ze pro pozadavky analyzy bude tieba tento koncept dale rozvijet.

Bylo §téstim, Ze jsem byl jednim z prvnich, ktefi mohli s novou metodou pracovat (v rdmci
diplomové prace). I diky mému zalibeni ve hledani néeho nového, se metoda sekvencni injekcni
chromatografie stala nosnym tématem mého doktorského studia a dizertacni prace, a poté i
dalsiho védeckého zivota vCetné habilitacni prace. Proto bych rad metodu sekvencni injekcni
chromatografie prezentoval v teorii i v praxi tak, aby svymi vlastnostmi zaujala Sirsi publikum,

které by pomohlo jejimu dal$imu rozvoji a uplatnéni.

Prezentované odborné prace zatazené do habilita¢ni prace popisuji klicové kroky ve vyvoji
SIC a jeji vyuziti pro analyzu. Na né€ navazuji prace rozsifujici moznosti analyzy a upravy vzorku
v pritokovych metodach. Nékolik praci popisuje vyvoj metod HPLC jako standardu z kterého

SIC vychazi a postupy Upravy vzorku nutné pro chromatografii.



3. Teoreticka cast

3.1. Uvod do prutokovych metod

3.1.1. Zakladni vlastnosti priatokovych systému

Historie pritokovych analyzatorti je mnohem star$i nez rodina metod ,,Flow Injection
Analysis® zalozena prof. J. Rizickou a prof. E. H. Hansenem. Moznosti usporadani a funk¢nosti
se jedna o otevienou platformu, jez se da vymezit n¢kolika kliCovymi vlastnostmi — pouziti
hadié¢ek/kapilar s vnitinim primérem mens$im nez 1 mm, tok kapaliny pohanény pumpou, selekce
a miseni toku, a pracovni objemy mikro az mililitry. Dalsi vlastnosti, jak se ukazalo béhem vice
nez 40 let od momentu kdy metoda vznikla, mohou byt velmi riznorodé. Jedna se zejména o
pouziti pump(y) a ventilti, schéma systému, detekce, sekvence krokti a hodnoceni dat. Vyuziti
specifickych soucastek pro specifické ucely znamend nové moznosti systémt, coz mize byt ale
Casto na ukor flexibility a univerzalnosti celého systému. Takto by se dala mezi pritokové
systémy zaradit drtivd vétSina automatizovanych analytickych metod manipulujicich

s kapalinami. Vyvoj mtze také vést smérem k nano rozmérim, nebo naopak a ke spojovani

s mnohem sofistikovanéj$imi a slozit&jsimi ptistroji (HPLC, MS, AAS apod.) [1].

Zakladni schéma pratokového systému nazvaného Flow Injection Analysis (FIA) bylo
vyvinuto prof. J. Ridzickou a prof. E.H. Hansenem v roce 1974 a publikovdno v roce 1975 [2].
Autofi definovali zakladni prvky ,pritokového* konceptu, zejména nastiik vzorku do
kontinualniho toku nosného proudu, kontrolovanou disperzi v pritoku a opakovatelné ¢asovani
jednotlivych krokll. To vSe umoznilo vyrazné zrychlit celou analyzu véetné snizeni spotieby
vzorku a €inidel, a také produkci odpadu, zejména v porovnani se starsi kontinualni pratokovou
analyzou. Zaroven byl opustén ,batch® koncept - méfeni v davkach vrovnovazném stavu
(homogenni smiseni vzorku a ¢inidla, a ustaleni reakéni rovnovahy), tedy vlastnost kopirujici
standardni (manualni) laboratorni procesy. Toto jsou charakteristiky metody kontinualni
pratokové analyzy (CFA) uzivajici tok kapalin segmentovany pomoci vzduchovych bublin
poprvé prezentované L.T. Skeggsem v 50. letech 20. stoleti [3], ktera byla komercializovana
firmou Technicon Corp. (USA) a jiz v 70. letech pomérné rozsifena pro rutinni automatizovanou
analyzu. Dnes je CFA stale rozvijena a Siroce vyuzivana v rutinnich laboratofich pro stanoveni
Sirokého spektra klinickych parametri v biologickych vzorcich a Zivin zejména v
environmentalnich vzorcich [4]. Sekvencni injekéni analyza (SIA), jako dal§i generace
pritokovych metod navazujici na FIA, byla zamyslena tak, aby byla velmi univerzalni a dokazala
zpracovavat rizné metody analyzy jen diky pfeprogramovani jednotlivych rokid a zméné€ ¢inidel,

coz je vyznamny rozdil oproti FIA a jednoucelovym rutinnim analyzatortim [5].



Tok, Iépe feceno proudéni, uvnitt kapilar 1ze rozd¢lit na dva typy — lamindrni a turbulentni
(Obrdazek 1), které mezi sebou za urcitych podminek prechézeji. Kritické parametry pro piechod
jsou popsany Reynoldsovymi Cisly [6]. Pritokové systémy diky rozmérim kapilar, sestaveni s
pritomnosti misicich bodi a dalSich prechodti, zmén prutokovych rychlosti a sméru toku
podporuji turbulentni proudéni, které je pak efektivné vyuzivano pro miseni a kontrolovanou

disperzi zon jednotlivych kapalin uvnitt toku [7].

Proudnice Profil toku
— ——
Laminarni _— -
proudéni _— —
— ——
—_—
——
tok
P—_
Turbulentni \‘_ ) b I
proudéni ‘4/ I
—4

Obrazek 1 - Schéma lamindrniho a turbulentniho proudeéni behem pritoku uvniti kapilary FIA.

Uroven disperze urluji parametry piistroje (pramér, délka a tvar usporadani kapilar) a
sekvence jednotlivych krokd (smér toku, objem a rychlost pohybu toku uvnitf systému).
Parametry pfistroje maji na Groven disperze vyrazngj§i vliv. Disperzi uvnitf kapilar lze
matematicky popsat. K hodnoceni se v nejjednodussi forme vyuziva disperzni koeficient D, ktery
je podilem ptivodni koncentrace a koncentrace na konci celého procesu. Nizka disperze (1<D<3)
je vhodna pro prenos vzorku v ¢astech systému mezi mistem kde probéhl stanovovany déj nebo
separace a detekéni celou. Takto je zamezeno rozmyti zony napf. snizujici citlivost a selektivitu
chromatografie. Pro podporu pribéhu reakci vyuzivanych pro analyzu se nejCastéji pouziva
stiedni difuze (3<D<10), ktera podporuje efektivni promiseni vzorku a €inidla, a tim i rychlost
analyzy. Vysoka disperze (D>10) se vyuziva méné Casto, napt. pti fedéni vzorku nebo ¢inidla.
Tyto d¢je se ale poméerné hiie predikuji a kontroluji. I prestoze disperzi neni mozné€ vzdy piesné
popsat, vysoka opakovatelnost celého procesu znamena moznost vyuziti v analyze [8].

Je ziejmé, Ze zoptimalizovat sestaveni piistroji FIA je jednodussi nez ptistroji SIA a dalSich

vvvvvv

metody, a tedy reprodukovatelnost analyzy, je dana neménnym sestavenim pfistroje a vysoce
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pfesnym casovanim jednotlivych krokdl metody. V pocatku proto vyhovovala opakovatelnost
objemu nastiiku s vyuzitim davkovaci smycky FIA pfistroje pii manualnim prepnuti davkovaciho
ventilu, ale dnes je standardem pIné ovladani pfistroje pomoci pocitate a presné Casované
sekvence piikazti [1, 2]. Vysoka reprodukovatelnost je klicovou vlastnosti pro meéfeni
v pritokovych metodach, v porovnani s manualnim provedenim jde o velkou vyhodu, ale

z dnesniho pohledu analytické chemie to je samoziejma vlastnost prakticky vSech pfistrojii [9].

Diky kontinualnimu toku je zajiSténo promyvani kapilary zabratnujici vzajemnému ovlivnéni
podminek po sobé jdoucich méteni. Vyhodou priitokovych systémt je také uzavieni celého déje
uvnité systému, tedy omezeni vnéjSich vlivli, moznosti kontaminace a ohrozeni operatora.
Zejména omezeni pristupu vzduchu a svétla je zasadni pro nékteré typy reakci a detekce
(chemiluminiscence). Toto uzavieni dé€ji znamena také zvyseni opakovatelnosti a robustnosti

metody, a moznost metit mimo Cisté prostiedi laboratote [10].

Vysledkem procesu v pritoku je signal ve formé piku, jehoz vySka koresponduje
s koncentraci vzorku. Navic, autofi jiz od pocatku védéli, Ze ziskany signal, popisujici ménici se
sloZeni toku v Case, dava mnohem vice informaci o dé€jich uvnitt systému, které se daji vyuzit pro
potfeby analyzy. Bohuzel, technologie (zejména zplsob zaznamu) té doby nedokézala tyto
parametry zcela vyuzit [10]. Signal, ktery vznika béhem meéteni, je ovlivnén zejména prenosem
hmoty (proudéni a difaze), kinetikou chemické reakce (chemie) a mechanismem snimani
vzniklého produktu detektorem, kdyz pfenos hmoty je klicovym prvkem a zaroven rozdilovym
prvkem v porovnani s metodami pracujicimi v rovnovaze [8]. Postupné byly popisovany dalsi
moznosti déji v prutoku vyuzitelné pro titrace, fedéni, kalibrace a skenovani [11], také byly
popsany moznosti vyuziti zastaveni toku pro vyssi citlivost detekce nebo kinetické studie déju

[12].

Historicky a zhlediska charakteru analyti byla diive Castéjsi elektrochemicka detekce.
V dobé vzniku FIA tento druh detekce dominoval a bylo snadné ho ptizptsobit potiebam
pritokovych metod zapojenim elektrod v pratokové cele. Vyhodou byla mala velikost detektoru
a snadna dostupnost. Zpracovani analogového signalu bylo snadné a snadno zaznamenatelné
pomoci soufadnicového zapisovace. Také dalsi vlastnosti této detekce — citlivost, selektivita a

rychlost odpovédi na zmény v pritoku souhlasily s potiebami analyzy té doby.

V ptipadé pritokovych metod je dnes pfevazujici optické detekce (UV-vis spektrofotometrie
a fluorimetrie). Je oblibena zejména diky univerzalnosti pro organické slouceniny, dostatecné
citlivosti, snadnému nastaveni a vysoké rychlosti sbéru dat. Detekci 1ze optimalizovat pro potieby
meéteni v Siroké skale parametrti. VétSina vlastnosti je dnes u téchto detektorti brana za
samoziejmost, ale pouziti optické detekce v priutokovych metodach umoznily inovace a

miniaturizace na poli zdroju svétla (mensi lampy a LED zdroje); vlastnich detektort (pfechod na
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mensi fotonasobice, diody a diodova pole); nové tvary detekcnich cel; a vyuZiti optickych vlaken
pro vedeni svétla. Plivodni stolni spektrofotometry a fluorimetry vybavené pritokovou celou na
misté standardné pouzivané kyvety jsou tak nahrazeny kapesnimi velikostmi ¢asto umoznujici
integraci do téla prutokového pristroje. To vSe nahrdva i pienosnosti a pouziti pfistroje mimo

laboratof s napajenim pomoci baterii.

V3se i prutokovy pfistup ma také své méné€ vyhodné stranky. Nehomogenni prostfedi (gradient
koncentrace nebo hustoty) je Casto pfi optické detekci zdrojem vyznamného nespecifického
signdlu diky ménicimu se indexu lomu svétla. Je tieba o ném veédét, pracovat s nim a pokud mozno
eliminovat jeho vliv na signal odpovidajici analytu. Lze to bud’ mechanicky, vhodnou upravou
slozeni pritoku, tak aby se pfili§ neménila hustota jednotlivych zon, nebo tak aby dochazelo
k plynulejsi difuzi zon. Dal§i moznost eliminace je pomoci Upravy programu sekvence, snizeni
rychlosti nebo vloZzeni pauzy pro uspotfddani toku, nebo vhodné korekce zaznamenanych dat.
Tento fenomén nazvany Schlieren efekt 1ze nékdy s vyhodou vyuzit pro neselektivni optickou
detekci, kdy vzorek ma odlisné slozeni od nosného proudu, a tedy pfi prichodu detekéni celou
vykaze signal. Pouzitelné je to tfeba u velmi koncentrovanych vzorkt alkoholu nebo cukrt [13].

Paralelu vyuziti déje Ize spatfovat napft. v teplotné vodivostnim detektoru.

Odezva detektoru je zaznamenavana ve formé dat. Data musi byt vhodné interpretovana, aby
dala analytickou odpovéd. Vyvoj detektorii spél od analogovych, umoziujicich v Case
zaznamenavat jen jeden kanal se signalem, k digitalnim, které umoznuji zdznam vice kanalti nebo
dokonce celého spektra. Zakladni forma dat je v uspofadani xyi, Xys,..., Xy, tedy zaznam
n¢kolika kanalti v ¢ase. Takto ziskavame mnoho informaci béhem analyzy, ale musime umét

s témito daty spravné pracovat a spravng je vyhodnotit.

Az 40 let po uvedeni FIA, prof. J. RUzi¢ka zrevidoval moznosti celého konceptu a popsal
celé spektrum realného vyuziti programovatelného toku v analyze, kdyz jako kli¢ové prvky
definoval pochopeni fyzikalnich dé&ja, pokroky v piistrojové technologii a informacni technologii
(tizeni pfistroje pocitacem a zpracovani dat) [14]. Vysledkem je jest¢ vyssi citlivost a rychlost
meéteni dosahujici i stovek analyz za hodinu, a tim efektivnéjsi vyuziti pratokovych metod pro

analyzu [15].

Prof. Hansen charakterizoval potencidl pratokovych metod takto: ,,Nejlepsi test pro
analyticky postup neni to, ze dokaze délat véci 1épe, nez dokazou ostatni postupy, ale Zze nam
umozni provadét néco, co nelze provézt jinym zptisobem*™ [16]. Bohuzel se da fici, Ze i tak ziistava
¢ast potencialu pritokovych metod dnes nevyuzita, kdyz vétSina metod a konceptl pritokovych

metod ,,jen* automatizuje procesy v rovnovaze, které maji svou manualni ptedlohu [17].
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Pratokova injekcni analyza

Pratokova injekeni analyza (FIA), prvni generace pritokovych metod, je tvofena kontinualni
pumpou a prepinacim davkovacim ventilem, ktery ma dvé polohy a pfepina nejcastéji mezi Sesti
nebo osmi kandly. Schéma FIA zobrazuje Obrdzek 2. FIA vyuziva kontinualni tok uvnitf kapilar
o vnitinim praméru 0,5 — 1,5 mm a ve své nejjednodussi formé je zona vzorku nastiiknuta pomoci
davkovaciho ventilu do toku nosného proudu obsahujici ¢inidlo vstupujici do reakce se vzorkem
[2]. Jak se zéna vzorku pohybuje v kapilafe systémem, dochazi k disperzi (gradientovému
rozptyleni/miseni v nosném proudu) a tim je podpofena reakce vzorku s ¢inidlem. Zoéna
obsahujici produkt reakce v koncentracnim gradientu je poté dale unaSena tokem az do pritokové

cely detektoru. Schéma gradientového miseni ve FIA zobrazuje Obrazek 3.

F I A Detektor
Ddvkovaci
FIA pumpa ventil
Odpad
Misici
Vzorek = civka
Nosny proud
s Cinidlem

Obrazek 2 — Schéma systému priitokové injekcni analyzy.

nosny proud s Cinidlem

produkt

detektor

1l

Obrazek 3 - Schéma miseni v toku a reakce v systému pritokové injekcni analyzy.
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Sekvencni injekcni analyza

Metoda sekvencéni injekéni analyza (SIA), je tvofena obousmérnou pistovou pumpou a
selekénim ventilem, ktery piepind mezi jednotlivymi kanaly. Schéma systému SIA zobrazuje
Obrazek 4. SIA vyuziva odlisny postup pro tvorbu gradientového rozptyleni zon vzorku a ¢inidla
v toku. Sekvence piikazli ovladajici selekéni ventil a obousmérnou pumpu tvoii uvniti kapilary
sekvenci zon vzorku a ¢inidla. V prvnim kroku dojde k postupnému nasati jednotlivych zén do
misici civky tvofené dlouhou stoenou kapilarou (tok smérem k pumpé€) a v druhém kroku k
vytlaeni celé sekvence vzajemné smisenych zoén do priatokové cely detektoru (tok smérem

k selekénimu ventilu) [5]. Gradientové miseni v SIA zobrazuje Obrdzek 5.

S I A Selekéni Detektor
ventil

SIA pumpa

L Odpad
Misici civka

Nosny
proud

Cinidlo

Vzorek

Obrazek 4 — Schéma systému sekvencni injekcni analyzy.

_vzorek cinidlo

detektor N

Obrazek 5 - Schéma miseni sekvence zon v systéemu SIA.

3.1.2. Programovani toku v prtitokovych metodach

Pro pritokové metody jsou klicové d€je probihajici v toku. Cilem vyvoje metody je sestavit

pfistroj a nastavit podminky tak, abychom dosahli poZzadovanych ukonti: miseni, inkubace reakce,

14



oddéleni slozek, rizné stupné disperze, efektivni detekce atd. [1]. Kontinudlni neménna
pratokova rychlost je relativné neefektivni pro miseni, separace, inkubace reakci a monitorovani
de¢ja, protoze tyto operace vyzaduji pomérn€ odlisné Casové ramce pro efektivni provedeni.
Vétsina analyz se sklada z n¢kolika odlisnych krokt. Pro vysokou efektivitu kazdého kroku je
vhodné pouzit vhodnou pritokovou rychlost a objem jednotlivych zon. Docilime tak potiebnou
citlivost a rychlost analyzy, a zaroven nizkou spotiebu roztoki a souvisejici produkci odpadu.
Snadno programovatelné pumpy pouzivané v SIA umi pracovat v Sirokém rozsahu priatokovych
rychlosti a objemu. Lze tedy pouzit vysoké rychlosti pro zefektivnéni miseni vzorku s ¢inidlem
nebo promyti systému, nizké rychlosti (pfipadné zastaveni toku) pro delsi ¢as inkubace produktu

reakce, a stfedni rychlosti pro pienos produktu reakce do detektoru [14].

Obousmérny tok, dalsi pouzita pumpa, upraveny selekéni ventil (napf. Lab-On-Valve),
pouziti pratokovych cel detektoru s dlouhou optickou drdhou (5-40 cm) a dalsi specializované
soucasti pfindsi dalsi jest¢ mnohem Sirsi variabilitu v programovani prutoku. Opét je cilem
zefektivnéni celé analyzy — ve smyslu zkraceni ¢asu analyzy, vysoké citlivosti a selektivity
analyzy, ale i v provedeni takovych kroki, které piinasi zcela nové moznosti vyuziti pratokovych
metod pro dvoustupnové a vicestupnové analyzy [15]. Navic, vhodné nastavena kombinace
jednotlivych krokt, podminek méfeni a nastaveni detekce, dokaze v pratoku vytvofit virtualni
homogenni prostiedi a rovnovazny stav. Tim se dale rozsifuji moznosti prutokovych metod nejen

pro zvyseni citlivosti méteni [18].

3.1.3. Miniaturizace a automatizace

Miniaturizace je jednou z cest k omezeni dopadu chemie na zivotni prostfedi, shrnuté
v pravidlech ,,zelené chemie®, které se staly trendem jiz v 80. letech 20. stoleti. Miniaturizace
znamena sniZeni spotfeby vzorkl a Cinidel, a tim také sniZzeni produkce odpadu. Prtokové
metody tento trend nasledovaly a stdle nasleduji. Vyvoj sméfoval od manualniho nasttiku k
ovladani celého systému pomoci pocitace. Efektivnéjsi sbér a prace s daty zvysily piesnost a
rychlost pritokovych metod. To umoznilo v roce 1990 vznik metody sekvencni injekéni analyzy
(SIA). Tato metoda, spoCivajici ve tvorbé sekvence zon vzorku a Cinidel, pfina$i veEtsi
univerzalnost piistroje a efektivnéjsi praci se vzorky a ¢inidly (spotfebuje se jen tolik kolik je
potieba pro vlastni méfeni) [5, 19]. Dalsi miniaturizace inspirovana formatem analytickych metod
Lab-On-a-Chip [20] dala vroce 2000 vzniknout metodé¢ Lab-On-Valve [21], ktera si stale
zachovava vSechny plivodni vlastnosti metody SIA, navic se stala vhodnym nastrojem pro Bead
Injection (BI) analyzu, vyuzivajici interakce toku s tuhym materidlem, konkrétné vyuzivajici
mikrokolon s automatizovanou obnovou sorbentu [22]. Vyvoj dalSich forem pritokovych metod
na sebe nenechal pfili§ ¢ekat. VEtsSinou kazda pracovni skupina, diky dominanci ,,home made*

piistroju, vyuzivala charakteristickou sestavu a postup, které si pak specificky pojmenovala [23].
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Napt. multicommutated flow injection analysis (MCFIA), multisyringe flow injection analysis
(MSFIA), multipump flow injection analysis (MPFIA) and all injection analysis (AIA) [17].
Presto se da fici, Ze jde prakticky jen o obmény vyuZzivajici rizné modifikace systémt, ale jiz
znadmeé principy. Metoda FIA se navic jiz v 80. letech stala inspiraci pro dal$i metody pTAS/Lab-
On-Chip [20], dnes velmi popularni. Ironii je, Ze jejim principem je prace v rovnovazném stavu

a jednoucelovost.

Automatizaci analyzy vyuzivajici principy pritokovych metod popsal ve své publikaci prof.
Razicka v roce 2000 ,,prechod od kadinky do pritoku®, kde zdtraznil, Ze uz na pocatku si pral
technologicky pokrok v pocitacové technice a dostupnost dili umoziujici dal$i rozvoj
nebyl u konce, coz se potvrdilo béhem dal§ich 15 let [14]. Ani rok 2018 se diky nezmérné aktivité
zejména prof. Rizicky nastésti nestava konecnou fazi vyvoje [15]. Zde se ukézala jako dilezity
prvek tésna spoluprace s vyrobci pritokovych systémi, jejichz klicovi vyvojati jsou byvali

studenti prof. Rzicky (firmy FIAlab Instrumentals a Global FIA).

3.1.4. Rychlost analyzy a rychlost zpracovani vzorkt

Pritokové metody jsou diky svym vlastnostem ¢asto charakterizovany vysokou rychlosti
zpracovani vzorkl. V nejjednodus$im usporadani jde o sériové méteni, jehoz rychlost je dana
zejména d€jem, ktery je vyuzit k analyze. Vyuziti kinetiky a dynamiky déjt, kdy neni tfeba
dosahnout chemické rovnovahy, vede ve vysledku k vyrazn¢ kratsi dobé nutné pro analyzu, nez
je potieba pifi manualnim provedeni, které vyuziva chemickou rovnovahu. Nejrychlejsi jsou
metody vyuzivajici rychlé jednostupnové reakce. Vyuziti vice reakénich kroki je jiz vyrazné
pomalejsi. Pomalejsi kroky jsou i kroky zaloZené na extrakci. Pii homogenni LLE je klicovy Cas
nutny pro oddéleni nemisitelnych fazi. Pfi dynamickém provedeni LLE c¢as nariistd nutnym
pouzitim vice krokti a niz§ich pritokovych rychlosti zajiStujicich efektivitu extrakce. Urcujici je
1 objem extrahovaného vzorku. Pokud chceme docilit zakoncentrovani analytd, tak davkovani
vétsiho objemu vzorku tvofi vyznamnou Cést Casu celé extrakce. V pfipadé SPE také nelze
ocekavat vysokou rychlost zpracovani. Objem vzorku pro SPE je zpravidla vétsi (az mililitry) a
zaroven zpétny tlak kolony a efektivita extrakce vyzaduji pouziti relativne nizkych pratokovych
rychlosti pfi davkovéani vzorku. Chromatografie je celkovou rychlosti blizka SPE. Pouzitelné
pratoky diky relativné vysokému zpétnému tlaku jsou jest€ nizsi, naopak maly objem nastfiku
vzorku ¢as analyzy vyznamné neprodluzuje. Redlna rychlost pritokovych metod obvykle neni
tak vysoka jako v uvadénych piikladech. Vicekrokové analyzy budou vzdy pomalejsi a v pripadé

extrakce a chromatografie je to charakteristicka vlastnost.
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Jisté zrychleni mlize pfinést paralelni usporadani nebo zpracovani vice vzorkll v riiznych
krocich metody zaroven. Takovyto ptinos je ale relativizovan velkou slozitosti celého pfistroje, a

vyvoje metody a provedeni analyzy, coz se odrazi v nizsi celkové robustnosti metody.

Pokud hodnotime metodu ne podle jeji absolutni rychlosti, ale podle hodnoty analytické
informace, je sice rychla metoda vyuzivajici jednoduchou reakci pro stanoveni jednoho analytu
zajimava, ale chromatografie umoznujici separaci vice analytl ve vzorku, i kdyZ mnohem
pomalejsi, pfinaSi mnohem komplexné&jsi analytickou informaci o vzorku. Tento trend v soucasné

analyze je naprosto ziejmy.

3.1.5. Selektivita pratokovych metod

Tak jak se vyvijela analytickd chemie, vyvijely se i jeji pozadavky na selektivitu. Pokud
priatokova metoda vznikla ptevedenim klasické metody analyzy do pritoku, byla pak odpovidajici
1 jeji selektivita. Vyvijené metody byly dlouhou dobu cileny na analyzu jedné konkrétni latky a
jen v ojedinélych piipadech na analyzu logickych analytickych part napt. redoxni par NO;™ a
NOs. Moderni analyza ma ale mnohem vét$i pozadavky na selektivitu, ocekava analyzu
vyuzivajici chemickou reakci a jednoduchou detekci pro tyto pozadavky nemusi stacit. Stale
Castéji jsou tak vyuzivany vicekanalové optické a dalsi spektralni detektory. Vyuziti extrakce

nebo separace ale otevira zcela nové moznosti v selektivité priutokovych metod [23].

Chemometrie je jedna z dalSich cest, jak zvysit selektivitu a docilit multikomponentni
analyzu. Jednoduchy a zajimavy ptiklad je generalizovana kalibracni strategie pracujici se
systematicky planovanym systémem kalibrace a proméfenim rtznych pomérl vzorku se
standardnimi piidavky [24] nebo vyuziti celého absorp¢niho spektra snimaného detektorem a

nasledné matematické sekundarni zpracovani nameétenych dat [25].

3.1.6. Typické ukoly pritokovych metod

Analytické procesy se daji rozdélit do tii krokli — odbér vzorku, uprava vzorku a vlastni

meéteni. Priutokové metody se daji vyuzit ve vSech zminénych oblastech.

Jako ptiklad automatizace odbéru vzorku pomoci pritokovych metod 1ze jmenovat disolucni
testy tuhych 1é¢ivych pfipravkl (tablety, kapsle, masti) [26], nebo pravidelné odebirani vzorki
z dlouhodobych procest pii primyslové nebo biotechnologické vyrobé nebo v piirodé [27].
K disolucim je tieba pouzit specidlni reaktory nebo cely, ze kterych je pak disolu¢ni rozpoustédlo
s analytem odebirano pomoci prutokové metody. Pro farmaceutické ptipravky jsou vyuzivany
piedepsané disolucni/libera¢ni cely a jednodussi spektrofotometricka nebo fluorimetricka detekce
dle pozadavki lékopisu [28]. Pro monitorovani vice latek je vyuzivané spojeni disoluce se

separaci v SIC [29]. Pratokové metody lze vyuzit i k automatizaci monitorovani mineraliza¢nich
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nebo rozkladnych déju pfi elementarni analyze (dusik, fosfor,...) ale i pro stanoveni proteint
v proteomice [30]. Piikladem analyzy tuhych vzorkii muize byt kontinualni extrahovani
anorganickych iontll z geologickych (horniny) a environmentalnich (ptida) vzorkl a jejich

nasledna analyza pomoci AAS nebo dalSich spektralnich metod [31].

Pii upravé vzorku je nejcastéjSim cilem extrakce a prekoncentrace analytii ze vzorku a
odstranéni interferujici matrice pro zvySeni selektivity analyzy a zakoncentrovani cilového
analytu pro zvySeni citlivosti analyzy. Formati a podminek extrakci je (stejné jako v ptipadé
manualniho provedeni) nepfeberné mnozstvi. Dnes se jednd o dominantni vyuziti pratokovych
metod na tkor metod vyuzivajicich chemické reakce. Vyuzivany jsou extrakce na tuhou fazi [32],
separace vyuzivajici selektivni membranu [33], separace mezi plynem a kapalinou [34] a extrakce
z kapaliny do kapaliny [35]. Extrakce na tuhou fazi je Casto spojovdna s kapalinovou

chromatografii [36].

Skala aplikaci pritokovych metod je velmi $iroka, od stanoveni anorganickych kationtt
v motské vodé [37] az po stanoveni velkych biomolekul v biologickych vzorcich [38]. Jmenovat
Ize automatizace méieni velkého mnozstvi vzorkti v laboratofi [39] i mimo laboratot [40].
Nastroje pro vyzkum fyzikalnich parametrii a chemickych déju [7]. Metody pro analyzu
v oceanografii, v biochemii, v biotechnologii, ve farmacii, v Zivotnim prostedi, v zeméd¢lstvi, v
chemické syntéze, potravinaiskou analyzu, kinetické studie atd. [41]. Dale priatokové metody
slouzi k automatizaci méfeni na stolnich analyzatorech — spektrofotometrie, luminiscence,
atomova spektroskopie, vibra¢ni spektroskopie, elektrochemie, hmotnostni spektrometrie,
indukéné vazana plazma spojena s atomovou emisni spektrometrii apod. [42]. Navic, spojenim s
dal§imi analytickymi  technikami, kapilarni elektroforézou, HPLC, GC, vznikaji

vicedimenzionalni metody [43].
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3.2. Sekvenéni injekéni chromatografie

Metoda SIC vznikla zapojenim monolitické chromatografické kolony do systému SIA [44].
Pro prvni prace byla kolona zapojena do standardniho SIA systému (Obrdzek 6), ale bylo ziejmé,
Ze pro chromatografii budou tfeba jeho rizné upravy. Zakladni sestaveni SIC obsahuje jednu
ptistroje o dalsi ventily, pfipadné pumpy. V pfipadé podobné metody multisyringe
chromatography (MSC), ktera vznikla zapojenim monolitické kolony do pritokové metody
multisyringe flow injection analysis, se vyuzivaji tyto pumpy 2-3. Tim je teoreticky umoznéno i
pfimé miseni slozek mobilni faze, z praktického hlediska tato varianta trpi vznikem bublin

vzduchu pfi miseni diky nepfitomnosti odplyniovace [45].

Obrazek 6 - Detail prvniho systému SIC na bazi standardniho pristroje SIA.

SIC Selekéni ventil

Pumpa . Detektor
P Misici
civka

Mobilni
faze

Chromatograficka
kolona

Odpad

Vzorek

Obrazek 7 - Schema zapojeni systému sekvencni injekcni chromatografie.
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V nésledujicich kapitolach budou probrany vlastnosti jednotlivych ¢asti SIC i celkové
aspekty pouziti metody.

3.2.1. Pumpy

Pokud budeme povazovat za SIC pouze takovy systém, ktery vychazi ze SIA, je pro SIC
typicka pistova pumpa umozilujici pohybovat tokem obéma sméry. Chromatografie ale pfinesla
do pritokovych fenomén vyrazné vysSSiho zpétného tlaku, ktery musi pumpa piekonat.
Standardem SIA je pumpa se sklenénou stiikackou s objemem 1-10 ml a pistem z nerezové slitiny
vybavenym chemicky inertnim pistnim krouzkem. Jde o laboratorné ¢asto uzivané pumpy znacek
Cavro, Kloen, nebo Crison, ovladané piesnym krokovym motorem s hlavou vybavenou
pfepinacim ventilem se dvéma nebo tfemi vstupy. Tato pumpa dokadze pracovat v rozsahu
pritokovych rychlosti 0,06-10 ml min" s vysokou piesnosti davkovaného objemu a tlakem az
250 psi (=17 bar / 1,7 MPa) [44]. Sklo jako materidl stiikacky je ziejmou nevyhodou, protoze
jeho nizsi pevnost v tahu a kiehkost miize vézt k netésnostem nebo dokonce zniceni stiikacky pti
vyssich pratokovych rychlostech a pracovnich tlacich. Dal§im slabym mistem je hlava pumpy s
dvoucestnym nebo tficestnym ventilem. Ventil v bézné konfiguraci obsahuje jednoduchou
tlakovou pojistku urcujici maximalni pracovni tlak pumpy, ktery ale postupnym opotiebenim pii
praci blizko tlakového limitu postupné klesa. Prechod na pistovou pumpu s vyssi tlakovou

v

na trhu a integrovat ji do systému trvalo nékolik let.

Diky zfejmé potiebé prace za vyssich pracovnich tlaki byl vyvinut ve spolupraci vyzkumné
skupiny pratokovych metod na katedie analytické chemie FaF UK a firmy FIAlab Instrumentals
(USA) pfistroj nazvany SIChrom™ (Obrazek §), ktery pouziva jako hlavni inovaci pistovou
pumpu Sapphire (IDEX) s t€lem z chemicky a mechanicky odolného polymeru Ultem® a pistem
ze safiru. Tato pumpa dokéze dlouhodobé¢ pracovat za dvojnasobnych tlakli nez sklenéna pistova
pumpa (500 psi =35 bar / 3,5 MPa s moznosti zvySeni az na 1000 psi =70 bar / 7,0 MPa),
nepouziva hlavu s pfepinacim ventilem a celkové je i mechanicky robustnéjsi. Pro SIC to byl
pokrok, znamenajici moznost pouziti delSich monolitickych a ¢asticovych kolon, ale i tak slo

z pohledu tlakové odolnosti o nejslabsi ¢lanek celého systému, limitujici dalsi rozvoj [46].
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Obrazek 8 - Systéem SIChrom™, FlAlab Instrumentals.

Dlouhou dobu se nedatilo najit vhodnéjsi feSeni a tim i dale posunout moznosti SIC, az dalsi
uspésna spoluprace skupiny pritokovych metod na katedie analytické chemie FaF UK s firmou
FIALab Instrumentals pfinesla v roce 2018 druhou generaci pfistroje SIC vyuzivajici pumpu
neMESYS 1000N (Cetoni, Némecko) s télem z nerezové oceli umoziujici praci az pii 3000 psi
(=200 bar / 20 MPa) (Obrazek 9). Toto je velmi vyznamny pokrok smérem k pouziti modernich
¢asticovych a delSich monolitickych kolon, které znamenaji vétsi variabilitu a vysSsi separacni
ucinnost. Objem stiikacky je 5 ml s mozZnosti vymeény za 10 ml stiikacku, tedy i tento parametr je
stale relativné limitujici. NaStésti vzhledem k typicky pouzivanym kolondm je jeji objem pro

jednotlivou separaci dostatecny (pumpa je naplnéna pied kazdou separaci).
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Obrazek 9 — Systém SIChrom™ [I vyuzivajici novy typ pumpy neMESYS 1000N.

Pro SIC je mozno pouzit i dal$i dostupné pumpy, ale ani v jednom piipad€ nejsou ziejmym
prinosem, tedy dostate¢né stabilni pfi praci za tlakt typickych pro kapalinovou chromatografii.
Velice perspektivni variantou pumpy pro prutokové metody je milliGAT™ (GlobalFIA, USA)
(Obrdazek 10). Je to kontinualni pumpa vyuzivajici ¢tvefici synchronizovanych safirovych pisti
v robustnim téle ze slitiny kovu umoziujici praci v Siroké $kale pritokovych rychlosti nl min' az
10 ml min™' s vysokou pfesnosti objemu. Bohuzel tyto pumpy zatim nedokazi pracovat za tlaki
vy$sich nez 200 psi (=14 bar / 1,4 MPa), ale jejich vyvoj diky vyrobci stale pokracuje. Zatim se
tak uplatiiuji zejména pii on-line SPE. Na testovani novych milliGAT™ pump pro vyrobce
GlobalFIA se podili také naSe pracovni skupina.
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Obrazek 10 - Pumpa milliGAT™ typicka pro pristroje firmy Global FIA.

Peristalticka pumpa typicka pro FIA je sice kontinudlni, tedy pracuje bez nutnosti kroku
nasati mobilni fize pted separaci, ale ma vyrazné tlakové omezeni, pulzujici tok a vyzaduje ¢astou
vyménu peristaltickych hadicek. Presto nckteré skupiny rozsifili moznosti FIA o
chromatograficky krok s pouzitim 5 nebo 10 mm monolitické kolony pro velmi jednoduché

separace 2-3 analytt [47].

3.2.2. Ventily

Rozcestnikem toku v pritokovych metodach je ventil. Jeho tlloha je davkovani vzorku a dalsi
potfebné zmény kanald pro vzorek, ¢inidla, mobilni faze, detektor, odpad atd. Pro SIA a SIC je
typicky selekéni ventil, pfepinajici mezi centralnim vstupem napojenym na pumpu a bocnimi
vstupy (vzorek, cinidla, mobilni faze, detektor a odpad). V piipadé pfistroje SIChrom™,
pouzivajiciho pumpu bez piepinaciho ventilu, slouZzi selekéni ventil i pro potfeby naplnéni pumpy
mobilni fazi. Pro pokrocilejsi varianty SIC, kdy zapojime do automatizovaného procesu i ipravu

vzorku (SPE nebo LLE) vyuzivame druhy selekéni nebo piepinaci ventil [48, 49].

Vicecestny selekéni ventil s hlavou zchemicky odolného polymeru, bézné pouZzivany
v pritokovych systémech, ma tlakovou odolnost do 500 psi (=35 bar / 3,5 MPa), kdyz opét
postupné pii opotiebovani tlakova odolnost klesa. SIChrom™ byl z vyroby vybaven ventilem s
nastavcem LOV pro moznosti detekce a extrakce v usporadani Bead Injection, ale ten se neukazal

vhodny pro separace, jeho tlakova odolnost dosahuje stejnych nebo spi§ nizSich hodnot nez
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standardni ventil, a navic jeho kanaly jsou §irsi, tedy i1 vnitini mrtvy objem a disperze jsou vyssi.
Jeho vyuziti je tedy mozné jako sekundarni ventil mimo vysokotlakou chromatografickou ¢ast.
Doslo tedy k vyméné hlavy ventilu za variantu pro HPLC (z nerez oceli nebo polymeru) s vyssi
tlakovou odolnosti do 5000 psi (=350 bar / 35 MPa) a delsi Zivotnosti. Vyhodou této varianty je i

vyrazn€ mensi vnitini (mrtvy) objem uvnitt hlavy i ve spojich mezi ventilem a kapilarou.

3.2.3. Detekce

Dnes standardnim detektorem v pritokovych metodach je spektrofotometr vyuzivajici
pratokovou detekeni celu. Pivodni feSeni pro FIA/SIA nebo v ptipadé LOV pouziva jednodussi
sestaveni prutokové cely s optickymi kabely bez konektort, jen s holymi konci optickych vldken
utésnénymi v kabelu pomoci pryskyftice. Toto feSeni neni pro dlouhodobé pouziti s organickymi
rozpoustédly vhodné diky nizké chemické odolnosti pryskyftice i vlastniho kiemenného optického
vlakna, které postupné ztraci potfebné optické vlastnosti. Pro potfeby SIC byla nutna nastaveni a
upravy co nejvice odpovidajici zkusenostem z HPLC. Detekéni cela s tvarem Z s optickou délkou
10 nebo 20 mm je vyrobena z chemicky odolného materiadlu (PEEK, Ultem®, PTFE apod.)
s vnitinim primérem kanalku 0,75 mm (opét pro minimalizaci vnitiniho objemu), s kiemennymi
okénky pro ptenos svétla pomoci optickych vlaken o priméru 0,6 mm, zakoncenych konektory.
Cela je tak kompletné chemicky odolna. Pouzitim kapilar o vnitinim priméru 0,25 mm mezi

kolonou a detek¢ni celou byla minimalizovana disperze a mrtvy objem.

Nastaveni parametrii detektoru je velmi dalezité. Vzhledem k Siroké Skale moznosti sestavy
zdroj zafeni, detekéni cela a detektor. V ptipadé spektrofotometrie je tifeba nastavit vhodné
parametry pro vinové délky (idealné specifické pro detekované latky), ale i nespecifické pro
korekci signalu nebo zaznam celého spektra pro pomoc pii optimalizaci metody; integracni cas
tak aby nedochéazelo k ptesyceni detektoru svétlem a zpomaleni sbéru dat, nebo naopak
nedostatecnému rozliseni signalu od Sumu detektoru; frekvenci sbéru dat v rozmezi 4-10 Hz (pro
dostatecné plynuly zaznam zachovavajici minimalni potfebné mnozstvi bodl na pik, kdyz vice
bodl znamenda lepsi nasledné zpracovani zaznamu; a pocet datovych boda tvofici jeden bod
zaznamu (Casto 2-5, pro primarni omezeni nespecifického Sumu). Vzhledem k relativné nizké
rychlosti sbéru dat u nejbéznéjsich detektorti pfipojenych k pocitaci ptes USB, jde spise jen o 1-

3 body zaznamu za sekundu, coZ je blizko hranice pro pouziti v rychlych separacich.

Pouziti dalsich druhi detektort typickych pro kapalinovou chromatografii je mozné, ale zde
¢asto narazime na nepfili§ vyhodny pomér mezi vyhodami, a cenou, velikosti a moznosti plné
integrace do prutokového systému. Presto HPLC spektrofluorimetr pfinasi rozsifenou citlivost a
selektivitu [49]. Hmotnostni detekce jako dnes ,,idealni“ detektor narazi na pottebu vakua, dusiku
a stabilni teploty. OvSem informace ziskané analyzou pak maji nesrovnateln¢ vétsi hodnotu.

Spojeni SIC s hmotnostni detekci je také jeden zcili vyvoje. Vznikla by tak rychla
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extrakéni/separacni metoda pro jednoduchou upravu vzorku pied vysoce selektivni a citlivou

detekci.

3.2.4. Zaznam a zpracovani dat

Chromatograficka data se zaznamenavaji, stejné jako v SIA, jako zavislost odezvy detektoru
(absorbance) v ¢ase. Hned v prvnim kroku zpracovani Ize uplatnit vyhlazeni (odstranéni Sumu)
pomoci vhodnych algoritm@ (napt. Savitzky-Golay nebo klouzavy primér). Poté uz miazeme
nahlizet na data jako na chromatograficky zdznam a pracovat s nimi jako se souborem pikii. V tuto
chvili pfestava software standardné¢ dodévany s prutokovymi analyzatory stacit. Dnes bézné
hodnoceni zaznamu v SIA je zalozeno na nastaveni ¢asového okna nulové linie a nastaveni
casového okna, kde je ocekavany signal (pik) analytu. Za vrchol piku je pak brdna maximalni
hodnota v daném okné. Tato forma kvantitativniho hodnoceni je i vzhledem k ostatnim
vlastnostem SIC separace dostatecnd, byt odecet plochy pod pikem je dnes standardem.
Problémem je to, Ze software takto vyhodnoti automaticky jen jeden pik, tedy jednu latku
v jednom zaznamu. To ov§em neni piipad chromatografie. Je sice mozné zadat vice mensich oken
pro sbér dat, ale neni to univerzalni feSeni. Pokud dojde ke zméné retencnich ¢ast jednotlivych
piki (naptiklad béhem vyvoje metody), tak jsou vysledky nespravné. Vliv na spravné hodnoceni
mize mit i drift zékladni linie nebo rizna velikost piki, kdy za pik mize byt vyhodnocen i

nespecificky signal prostiedi.

Chromatograficky zaznam je tfeba hodnotit matematicky. K tomu slouzi fada parametrti (pro
chromatografii naprosto samoziejmych). Vychazi zhodnoceni pikii a celé separace. Pro
hodnoceni tedy potfebujeme retencni ¢as piku, vy$ku piku, plochu pod pikem, ale také Sitku piku
v 5% vysky, sitku piku v 50% jeho vysky, Sitku vzestupné casti piku v 5% jeho vysky, retencni
¢as mrtvého objemu, rozpéti Sumu pozadi na chromatogramu ziskaného pfi slepé zkousce a
nekteré dalsi. Z nich pak mizeme vypocitat parametry separace — faktor symetrie, ucinnost
kolony a zdanlivy pocet teoretickych pater, kapacitu piku, rozliSeni pikli, pomer signalu k Sumu
a opakovatelnost retencnich ¢asu a odezvy detektoru. Hodnoty pak porovnavame s kritickymi
hodnotami jednotlivych parametrti, nebo béhem vyvoje mezi jednotlivymi podminkami separace.
Nejnovéjsi software SIChrom™ ucinil ve zpracovani dat velké pokroky, nicméné stale
nedosahuje moznosti HPLC ve zpracovani chromatografickych zdznamti a vyhodnocovani
chromatografickych dat. Pro piesnéjsi vyhodnoceni chromatogramu je lepsi pouzit jiny software
napf. MS Excel nebo OpenCHROM. Hodnoceni a validace celé separacni metody je tfeba
provadét také s pouzitim externiho software napt. MS Excel. Celkové, sbér a vyhodnocovani dat

nejsou v software ovladajici SIC dostatené a sekundarni pouziti externich programi je

N4
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3.2.5. Chromatografické kolony

Kolona je klicCovym prvkem chromatografie. Je zifejmé, Zze podobné separace, které lze

vvvvvv

vvvvvvvv

vznikla, pro HPLC jsou monolitické kolony jen jednim ztrendd rychlé chromatografie,

definovanych na ptelomu tisicileti [50].

Kli¢ovym limitem chromatografie, nejen v pritokovych metodach, je odpor sorbentu vuci
pratoku mobilni faze vytvarejici tlak uvnité systému, ktery musi piekonat pumpa pro pohyb
mobilni faze. Monolitické kolony, diky své relativné vysoké porozité, nekladou zdaleka tak velky
odpor toku mobilni fdze v porovnani s ¢asticovymi kolonami, a lze je tedy efektivné pouzivat i
v pratokovych systémech generujici nizsi tlaky nez standardni HPLC. Monoliticky sorbent
tvoteny silikagelem ma jasny pracovni rozsah pH 2,0-7,5 a odolnost vii¢i vysokym pracovnim
tlaklim (je to dano i obalem z polymeru PEEK a pouzitymi ferulemi). Vétsi délky kolon s vétSim
vnitinim objemem (1-2 ml) hife koresponduji s omezenym objemem pistové pumpy v SIC (5-10
ml). Pfima iméra mezi prutokovou rychlosti a zpétnym tlakem také definuje pouzitelné pritokové
rychlosti, piesto pro velmi kratké kolony (5-10 mm) Ize pouZit az 3,0 ml min™! [51]. Vysledkem
mohou byt i pomérné rychlé separace v ¢ase v jednotkach minut. Bohuzel dal$i vyvoj komeréné
dostupnych monolith se aZz do letosniho roku neuskutecnil, a i metoda SIC jako takova se
nedokézala diky minimalnimu komerc¢nimu vyvoji/ispéchu rozvijet smérem k dokonalej$imu

separa¢nimu nastroji, pln¢€ vyuzivajicim vlastnosti monolitickych kolon.

Pro potfeby SIC se hleda alternativa k monolitim ponékud obtizné. Piesto kratké kolony
s povrchové poréznimi Casticemi, uvedené vyrobci v poslednich letech, mohou dale rozvijet
moznosti separace v SIC. Tyto kolony vykazuji zpétny tlak, ktery pfi pouziti délek 20-50 mm a
pritoku do 1,0 ml min'1, vyhovuje limitim SIC. Velkou vyhodou je rozmanitost velikosti, typt
sorbentl a vys$si separacni ucinnost. Pfi srovnani C18 monolitické kolony (100x4,6 mm) s C18
kolonou (30x4,6 mm) s povrchové poréznimi Casticemi (2,7 pum) se teoretické predpoklady
vyplnily. Césticova kolona vykazovala tlak odpovidajici SIC, vy3$i separa¢ni t¢innost a nizi

vnitini objem [46].

Pro separaci v SIC byla uz pouzita docela Siroka $kala kolon: silikagelové monolitické o
délkach 5, 10, 25, 50 a 100 s pramery 2, 3 a 4,6 mm, v modifikacich C18, CN, NH; a diol; a
kolony s povrchové poréznimi ¢asticemi o délkach 30 a 50 mm s priméry 3 a 4,6 mm,

v modifikacich C18, RP-Amid, Phenyl-Hexyl, PFP a HILIC.
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3.2.6. Davkovani vzorku a vzorky

FIA a SIA jsou pomérné oteviené metody k forme a objemu davkovaného vzorku. Davkovani
vzorku v SIC ma naopak mnohem blize k HPLC nez k pritokovym metodam. Bézné davkované
objemy jsou 10 pl az desitky pl. Zaroven je tieba pocitat s tim, ze vétsi objemy vzorku l1ze bez
ztraty separacni ucinnosti nadavkovat jen v pfipad¢ slozeni rozpoustédla slabsi elu¢ni sily nez ma
mobilni faze [52]. Pravé nevhodné davkovani vzorku o objemu bézném pro FIA/SIA (stovky pl)
casto vedlo k vzniku SIC metod s velmi omezenou separacni ti€innosti. V SIC se davkuje vzorek
na kolonu po pfedchozim naséti do misici civky, kdyz takto 1ze snadno ménit objem nasttiku. SIC
dokéaze s dostateCnou piesnosti davkovat vzorek o objemu ne méné nez 5 pl, horni limit je
prakticky dan jen objemem misici smycky pumpy, ale se zvySujicim se objemem dochazi i
k disperzi zony vzorku v misici civce a ta je pro chromatografii nechténi. Davkovani vzorku
pomoci smycky a piepinaciho ventilu je také mozné, zde je ale objem vzorku pevné dan objemem

smycky. Tento ventil je pak tieba zapojit navic do systému SIC.

SIC je metoda na pomezi priutokovych metod a kapalinové chromatografie, ale vzhledem ke
klicové roli chromatografické kolony je jeji zaméfeni na vzorky odpovidajici kapalinové
chromatografii. Pritokové metody Casto slouzi praveé pro Gpravu vzorku pied dalsi analyzou, tedy
se ocekava, ze dokazi zpracovat vzorky i se slozitou matrici. Mohou tedy analyzovat vzorky
ptimo bez Gpravy, a pokud je nutna uprava, neni nutné tak striktni omezeni, jakou formu a matrici
ma vzorek pro analyzu mit. Naopak SIC slouzi k analyze vzorkt, kde stanovujeme vice analytu,
s omezenym mnoZzstvim matrice a pln¢ kompatibilnich s chromatografickymi podminkami a
kolonou. Vhodné slozeni vzorku je pro separaci v SIC velmi dilezité a ¢asto velmi odlisné od
zvyklosti v pritokovych metodach, kde vyssi viskozita a drobné necistoty nemusi byt na zdvadu.
I tato vlastnost se mozna stala diivodem, pro¢ se SIC prakticky pfili§ nerozsitila v komunité

pratokovych metod.

Obecné lze tici, ze SIC diky kratSim kolondm separuje jednodusi smési ~2-8 analytii [36,
53]. Pouziti modernich chromatografickych kolon a gradientové eluce ale tyto hranice jisté brzy
pfekonaji. Uz ted’ se ale dafi vyvoj velmi rychlych separa¢nich metod (1-3 min) jednodusSich
vzorkl s vyuzitim velmi kratkych kolon [51]. Logické je pak spojeni vice krokd v jedné metode
a provedeni napft. Gpravy vzorku pomoci SPE a separace béhem jedné analyzy na jednom pfistroji

SIC [48, 49].

Prikladem pouziti SIC jsou stanoveni u¢innych a pomocnych latek ve farmaceutickych [54]
a veterinarnich vzorcich [55], barviv v potravinach [56] a 1é¢iv v biologickych vzorcich [49].
Metoda byla také zapojena do fady studii novych kratkych kolon s pouzitim série strukturné

podobnych analytt [57].
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3.2.7. Parametry ovladaciho programu a separace

Obecné;jsi popis podminek separace v SIC je nasledujici. Maximalni objem mobilni faze pro
jednu separaci je zavisly na velikosti pistu pumpy 4,0-10,0 ml, navic zmenseny o objem 10-200
ul, nutny pro nasati vzorku. Opakované naplnéni pistové pumpy je samoziejmé¢ mozné, ale
znamena to dalsi Cas potiebny k naplnéni pumpy, a tedy prodlouZeni analyzy. Slozeni mobilni
faze a tim i podminky separace mohou byt izokratické [44], ale i eluce vyuzivajici gradient je
v SIC s jednou pumpou mozna [58]. Pfiprava gradientu je mozna nékolika zplsoby: a) nasatim
dvou mobilnich fazi postupné do misici civky pumpy, kdyz relativné strmy a kratky gradient
vznikne misenim z6n obou fazi pomoci disperze, b) postupnym nasdvanim a promyvanim kolony
riznymi mobilnimi fazemi, zde gradient vznikd az na koloné, nebo c¢) pumpovanim dvou
mobilnich fazi dvéma pumpami a misenim pied kolonou v bodé T, tato moznost sice nejvice
koreluje s tvorbou gradientu v HPLC, ale vzhledem k chybéjicimu odplynéni, aktivnimu miseni,
citlivosti na synchronizaci obou pump a tlakové zmény jde spise o experimentalni formu v podobé
metody MSC [59]. Chceme-li separovat analyty s vyrazn¢ odliSnymi reten¢nimi vlastnostmi,
muze byt paralelni pouziti dvou kolon za izokratickych podminek alternativou ke gradientovym
podminkam. Takto na jedné kolon¢ separujeme latky s niz$i retenci a na druhé latky s vyssi
retenci. Tento koncept byl pifedstaven pracovni skupinou prutokovych metod na katedie

analytické chemie FaF UK [60, 61].

Pratokova rychlost mobilni faze izce souvisi s tlakem v systému vznikajicim zejména diky
odporu kolony vii¢i toku mobilni faze. B&zné priitokové rychlosti v SIC jsou 5-30 uL s (0,3-1,8
ml min'), vy$§i pritokové rychlosti lze pouzit u kratSich monolitickych kolon o standardnim
praméru 4,6 mm. Delsi a uzsi monolity a Casticové kolony vyzaduji pouziti nizSich pritokd, coz
ma vliv zejména na délku analyzy. Vliv pratokové rychlosti na ucinnost separace v SIC je za
danych podminek pomérn€ nevyznamny, protoze se pohybujeme v ploché ¢asti Van Deemterovy
kiivky (experimentalné ovéteno). Priklad sekvence piikazl pro izokratickou separaci v SIC je
uveden v Tabulka 1. Ptiklad sekvence piikazli pro SIC separaci s pfipravou gradientu v misici

civee pumpy je v Tabulka 2.

Tabulka 1 - Program pro izokratickou separaci v SIC.

Akce Jednotka Parametr

Selekéni ventil | Kanal 2 — Mobilni faze

Nasati mobilni faze

Pumpa Pratokova rychlost 4,2 ml min™!, Objem 3,80 ml
Nasati vzorku do misici Selekéni ventil | Kanal 4 - Vzorek
civky Pumpa Pratokova rychlost 0,6 ml min™!, Objem 0,01 ml

Selekéni ventil | Kanal 3 - Kolona

Nasttik vzorku a separace - ;
Pumpa Priitokova rychlost 0,6 ml min™!, Objem 3,81 ml
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Tabulka 2 - Program pro gradientovou separaci v SIC.

Akce

Jednotka

Parametr

Nasati mobilni faze 2
(vyssi elucni sila)

Selekéni ventil

Kanal 8 — Mobilni faze

Pumpa

Prtitokova rychlost 4,2 ml min™!, Objem 1,50 ml

Nasati mobilni faze 1
(nizsi eluéni sila)

Selekeni ventil

Kanal 6 — Mobilni faze

Pumpa

Prtitokova rychlost 4,2 ml min™!, Objem 0,55 ml

Nasati vzorku do misici
civky

Selekeni ventil

Kanal 4 - Vzorek

Pumpa

Prtitokova rychlost 0,6 ml min™!, Objem 0,01 ml

Selekéni ventil | Kanal 3 - Kolona

Nasttik vzorku a separace

Pumpa Prtitokova rychlost 0,6 ml min™!', Objem 2,01 ml

Selekéni ventil | Kanal 6 — Mobilni faze

Nasati mobilni faze 1

(niZsi eluéni sila) Pumpa Pratokova rychlost 4,2 ml min!, Objem 0,10 ml

Selekéni ventil | Kanal 3 - Kolona

Rekondicionovani kolony

Pumpa Prtitokova rychlost 0,6 ml min™!', Objem 0,10 ml

3.2.8. On-line spojeni extrakce se separaci

Flexibilita SIC pfistroje a dlouhodoby vyvoj pritokovych metod pro potieby automatizované
upravy vzorku [62], poukazuji na velmi vyhodné on-line spojeni SIC a potfebné Gpravy vzorku
pfed separaci v jediném pristroji béhem jednoho procesu. Metody SPE a LLE jako jedny
z nejbézneji pouzivanych metod jsou automatizovany s pomoci prutokovych systémii velmi
casto. SPE kolona zapojena do SIC stejnym zpiisobem jako chromatograficka kolona umoznuje

on-line usporadani a provedeni extrakce vzorku.

I kdyZ metody SPE a LC jsou formalné shodné, ob¢ probihaji na kolon¢, jejich tlohy béhem
analyzy jsou ale velmi odli$né. Cilem extrakce je odd¢lit matrici od skupiny analyzovanych latek,
ale zachovat vysokou vytéznost kroku pro vSechny analyty, umoznit rychly nastfik vétSiho
mnozstvi vzorku pro zakoncentrovani a zaroven rychlou eluci v minimalnim objemu. Naopak
separace predpokladd minimum matrice ve vzorku, nizky objem néstfiku vzorku a vetsi objem
mobilni fize pro Gcinnou separaci vice analytd. Spojit tyto potieby vyzaduje splnéni mnoha
podminek. Casto je jednodussi vyvijet kazdy krok zvlast a az poté kroky spojit on-line. Jiz od
pocatku je tfeba myslet na potfebnou kompatibilitu obou krokt, jak chemickou, tak funkéni.
Naptiklad eluce z SPE kolony musi byt v co nejmensi zoné, aby pak byla zéna vzorku co
nejrychleji davkovana na chromatografickou kolonu a nebyla tak omezena efektivni separacni
délka kolony. I tak je vétSinou nastfik na chromatografickou kolonu vyssi nez pii samotné
separaci. Separacni u€innost tak miize byt ¢astecné snizena, ale tim Ze je davkovan cely objem
extrahovaného vzorku, je zvySena citlivost celé analyzy. Toto je ziejmy rozdil proti off-line

piipravé vzorku pied analyzou kdy sice dokazeme upravit vzorek do objemu napt. 100-250 pl,
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ale k chromatografické separaci je pouzita jen jeho ¢ast. Citlivosti tak ztracime na tikor moznosti

opakované separace jiz upraveného vzorku.

Z technického hlediska je on-line spojeni SPE a chromatografie jiz zavedené v 2D HPLC
[63], ale pristroj SIC ptesto piinasi dalsi vyhody béhem vyvoje metody, napt. ve snaz§i zmeéne
pfi usazovani vzorku v systému. Pifinosem je i vétsi flexibilita toku a kontinualni detekce na

vystupu z kolony umoziujici sledovat i davkovani vzorku na kolonu.

Ma-li byt 2D metoda efektivni, musi byt dodrzena ortogonalita obou krokli. To znamena4, ze
oba separac¢ni mechanismy jsou na sob¢ nezavislé (odli$né) a navzajem se dopliiuji [64]. Spojeny
tak mohou byt napt. molekulovy vylu¢ovaci mechanismus a reverzni faze; iontové vymeénny
mechanismus a reverzni faze; HILIC a reverzni faze. Pofadi mechanismu lze 1 obratit. Efekt
ortogonality lze déle podpofit redukci mrtvého objemu mezi kolonami, pouzitim kolon
pracujicich za vyssich pritokd v druhé dimenzi, tedy monolitickych kolon nebo ¢asticovych
kolon s pevnym jadrem a nastavenim gradientovych podminek. Tato pravidla plati jak pro spojeni

2D HPLC tak pro SPE-SIC.

Pritokové metody vyuzivaji rizné formaty SPE kolon, nejcastéji jde o kolony vyrobené a
plnéné v laboratofi. Tyto kolony neni obtizné pfipravit, drzak/cartridge si zru¢ny analytik se
zkuSenostmi s pritokovymi metodami vyrobi z dostupného laboratorniho materialu, nebo
ze Siroké Skaly komercn¢ dostupnych dilti (Obrdazek 11 A). Kolony tak mtizou byt plastové,
kovové nebo sklenéné s pouzitim plastovych nebo kovovych frit, ptfipadné i vaty pro fixaci
sorbentu. K plnéni nejcastéji slouzi sorbent vyjmuty z klasickych kolon pro manualni SPE. Diky
jeho snadné dostupnosti a pfiznivé cené lze se sorbentem snadno experimentovat, upravovat ho a

v pripad¢ degradace nebo ucpani i kolonu znovu obnovit [21].

Pro priutokové metody jsou vyhodné drzaky kolon pro opakované plnéni — maji vhodné
rozméry 5-20 mmx1-2,5 mm a konektory kompatibilni s pritokovymi systémy. Proti tomu, skala
komercné dostupnych on-line SPE kolon je vyrazné€ nizsi, ale jejich vykonnost pro extrakce je
Casto vyrazné vyssi (bohuzel i cena) nez u laboratorné pripravenych kolon. Tyto kolony urcené
pro zapojeni do HPLC systému vSak maji n€kdy niZsi porozitu a mensi Castice, a predpokladaji
tak vyssi pracovni tlaky, coz mlize byt pro prutokové metody limitujici. Zajimavé jsou také
komer¢né vyrabéné kolony MEPS (micro-extraction by packed sorbent), které 1ze snadno zapojit
do pritokového systému a vyuzit jejich maly rozmér pro miniaturizaci a vysokou opakovatelnost

extrakce pro desitky az stovky vzorkt (Obrdzek 11 B) [49, 65].
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A) Laboratorné pripravené SPE kolony B) Komercni kolona MEPS

Obrazek 11 - Kolony vhodné pro on-line SPE v priitokovych metoddch.

Také metoda extrakce z kapaliny do kapaliny je automatizovatelnd pomoci pratokovych
metod mnoha zplisoby [66], ale jeji kompatibilni on-line spojeni se SIC je obtizné. Technické
provedeni neni slozité, ale fyzikalné-chemicka kompatibilita vyzaduje mnoho kompromist.
V ptipadé chromatografie na reverznich fazich jde napt. o misitelnost extrakéniho rozpoustédla
s mobilni fazi a kompatibilitu v elucni sile extrak¢éniho ¢inidla a mobilni faze. Kombinaci jinych
extrakcnich a separa¢nich modi Ize tyto problémy omezit. Na praktické vyuziti toto spojeni zatim

¢eka, mozna i z divodu mnohem efektivnéjsiho a snadnéjsiho spojeni SPE-SIC.
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3.3. Kapalinova chromatografie
Zakladni charakteristiky kapalinové chromatografie nelze vynechat.

Prvni, kdo vyuzil jevli dnes znamych jako chromatograficka separace, byl v roce 1900 rusky
botanik M. S. Cvet, kdyz rozdélil s pouzitim sloupce tvofeného ¢asticemi uhli¢itanu vapenatého
promyvaného smési petroletheru a ethanolu vzorek rostlinnych listovych barviv. Pojem
chromatografie, vychazejici z prace s barvivy, pouzil az ve své pozd€jsi praci v roce 1906 [67].
Teprve vpoloving 20. stoleti diky pracim dalSich védct doslo ke kli€ovému rozvoji
chromatografickych technik, vedouci az k dnes dominantni separacni analytické metodé¢ HPLC

[68]. A.J. P. Martin a R. L. M. Synge obdrzeli za chromatografii Nobelovu cenu v roce 1952.

Podstatou chromatografie je separace smesi latek na zékladé rozdilné distribuce v prostiedi
dvou nemisitelnych fazi. Jedna je nepohyblivd — stacionarni a druha je pohyblivd — mobilni.
V ptipadé vysoce ucinné kapalinové chromatografie je stacionarni faze sorbent (Casticovy nebo
monolitni), majici formu kolony, uzavieny v trubce z tlakové a chemicky odolného materialu.
Mobilni faze zajistuje pohyb separovanych latek v systému. Je to vhodna smés rozpoustédel
protlacovana pies kolonu smérem k detektoru pomoci vhodné pumpy. Je ziejmé, Ze zpisobi, jak
provadet kapalinovou chromatografii je mnoho, presto format piistroje znamy jako HPLC
naprosto dominuje. HPLC se sklada z vysokotlaké pumpy (nebo soustavy pump s mixerem
mobilnich fazi), davkovace vzorku (Casto ve forme autosampleru), separa¢ni kolony (umisténé v
termostatu) a detektoru. Jednotlivé soucasti jsou propojeny tlakové a chemicky odolnymi
kapilarami. Cely systém je ovladan pomoci software pocitace, které zajistuje i sbér a zpracovani

dat z detektoru.

Principem separace je diky dynamice celého procesu opakované ustalovani rovnovahy
délenych latek mezi ob¢ faze. Zde je také videt spolecnd vlastnost vSech prutokovych metod —
prace mimo rovnovazny stav déje — v chromatografii sice smétuje latka k rovnovaznému stavu
distribuce mezi faze, ale diky pohybu mobilni faze je tento stav opakované narusovan. Dochézi
tak k pohybu separovanych latek kolonou. Parametry distribuce jsou charakterizovany distribu¢ni
konstantou Kp znacici pomér mezi koncentraci latky ve stacionarni a mobilni fazi, kdyz pro
separaci musime nastavit takové podminky, aby kazda latka méla v daném systému odlisny Kp,
tedy odliSnou retenci znamenajici odlisSny ¢as pohybu chromatografickou soustavou. Podminky
separace jsou ovlivnény povahou jak stacionarni, tak mobilni faze, a to i jejich zmé€nami v Case.
Pfi konstantnich podminkach mluvime o izokratické eluci, pii ménicich se podminkach (nejéastéji
postupné zvysSovani eluéni sily mobilni faze) mluvime o gradientovych podminkach. Spektrum
mozného nastaveni podminek chromatografické separace je velice Siroké, cilem ale neni
dosahnout nejlepsi mozné separace, cilem je dosdhnou separace, ktera bude spliovat zadané

ukoly. Nejcastéji to jsou separace a dostatecna citlivost pro kvantifikaci vSech pozadovanych
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analytd, kratky cas celé analyzy, efektivni vyuziti a slozeni mobilni faze (efektivni vyuziti
rozpoustédel). Cile v moderni chromatografie shrnula Novakova a spol. v knize Moderni HPLC

separace Vv teorii a praxi [69].

Separac¢ni mechanismy, uplatiiované pii chromatografii, zavisi na vlastnostech obou fazi a
separované latky. Mezi typické mechanismy se fadi separace na zakladé nepolarnich interakei,
nespecifickych interakci, disperznich sil, van der Waalsovych sil, iontové vymény, iontovych
pard, rozdilné rozpustnosti, rozdilné velikosti molekul, adsorpce, chirdlné specifickych interakei
a antigennich interakci. Nékdy je dominantni jeden mechanismus, nékdy se jedna o kombinaci
ruznych mechanizmt. Chromatografie se tak rozdéluje zejména na normalni, reverzni, iontove

vyménnou, HILIC, HIC, gelovou, afinitni a chiralni [69].

Komeréné dostupné stacionarni faze jsou tvofené sorbentem ve formé tésné pakovanych
Castic, charakteristickych pravidelnym kulovitym tvarem, o priméru 1,5-5,0 pm nebo ve forme
monolitické tycky charakteristické svou porozitou v jednotkdch pm. Materidly tvotici sorbent dle
chemického slozeni jsou anorganické oxidy (oxid kfemicity — silikagel, oxid zirkonicity, oxid
hlinity, oxid titanicity), rizné polymery a pryskyfice a grafiticky uhlik. Tyto materialy jsou dale
hybridizovany nebo vrstveny pro dosazeni lepsi mechanické a chemické odolnosti, a
modifikovany na aktivnim povrchu, pro dosazeni pozadované selektivity. Vzhledem
k neustalému vyvoji se vlastnosti kolon neustale méni, ale stale Ize povazovat (aspon dle vétSiny
autorit) za standard kolonu o rozméru 150 mm % 4,6 mm, plnénou Casticovym silikagelovym
sorbentem o zrnitosti 5 um a chemickou modifikaci oktadecylovymi uhlikatymi fetézci. Tato
kolona reprezentuje nejcasteji vyuzivanou separaci na reverznich fazich. Zejména trend rychlych
separaci sméfuje k produkcei a pouziti kolon o mensich rozmérech, mensim priméru ¢astic (Casto

s pevnym jadrem) a roz§ifenou odolnosti v Sirokém rozmezi pH (1-12) [70].

Slozeni mobilni faze se odviji od zvolené kolony a separovaného vzorku, cilem je nastavit
elucni silu potiebnou pro separaci. Rlizné separacni mody vyzaduji rtiznou mobilni fazi, ale
nejcasteji jde o binarni nebo ternarni smes. Rozpoustédla lze v jednotlivych médech uspotadat
dle své elucni sily. Dle toho se odviji i pfiprava vhodné mobilni faze. Napt. separace na reverznich
fazich a v HILIC nejcastéji vyuzivaji smési methanolu nebo acetonitrilu s vodou, pfipadné
roztoky pufri o rizném pH. V iontové vyménné chromatografii je sila mobilni faze dana zejména
jejim pH, proto se §iroce pouzivaji kyseliny a zasady. Casto dochazi k prekryvu modd, kdy je
tteba mobilni fazi rozrusit rizné interakce stacionarni faze s analyty, mobilni faze pak nemusi mit
jen typické slozeni. Pro ptipravu je tieba pouzit vysoce Cista rozpoustédla, abychom nezvysovali
slepy signal (pozadi) detekce, docilili vysoké opakovatelnosti vysledkt a pfenositelnosti metody

a, a nedegradovali kolonu postupnym zanasenim ¢asticemi.
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Mobilni faze obsahujici jednotlivé zony se separovanymi analyty je z kolony sméfovana do
detektoru, kde dochazi k vizualizaci celé separace ve formé chromatogramu (odezva detektoru v
¢ase). Chromatogram je charakteristicky kfivkou skladajici se z ¢asti obsahujici gausovské tvary,
tedy piky odpovidajici eluovanym zoénam jednotlivych separovanych latek. Z velkého mnozstvi
celkovych i lokalnich vlastnosti chromatogramu lze vyhodnotit velké mnozstvi parametrii
separace, zejména vSak identitu separované latky z retenéniho ¢asu maxima piku a mnozstvi latky
z vysky piku (vzdalenosti mezi zakladni linii a vrcholem piku) nebo odvozené z plochy pod pikem
(plocha ohranicend celym pikem a pomyslnou zékladni linif). Z téchto hodnot pak vypocitdme
parametry separace — faktor symetrie, u¢innost kolony a zdanlivy pocet teoretickych pater,
kapacitu piku, rozliSeni pikd, pomér signdlu k Sumu a opakovatelnost reten¢nich ¢asu a odezvy

detektoru [69].

V souCasné dobé je vHPLC vyuzivana zejména nedestrukéni optickd detekce
(spektrofotometrie a fluorescence) a destrukéni hmotnostni detekce (hlavné mékké ionizacni

techniky), ménég Casto jsou vyuzivany elektrochemické a univerzalni aerosolové detektory [69].

Chromatograficka analyza je velmi slozity proces, proto i podminky, které je nutné splnit pro
cilenou separaci, jsou pomérn¢ Siroké. Bézny ptistroj HPLC je standardné nastaven a prizptisoben
tak, aby byla vétSina z nich splnéna. Na operatorovi je jen vybrat kolonu, mobilni fazi a detekci
tak, aby dosSlo kcilené separaci. I nastaveni téchto podminek mize byt piistrojem
automatizovano, v piipad¢ pfistroje vybaveného kolonovym selektorem s nékolika kolonami.
Vhodné nastaveny optimaliza¢ni program béhem testovani podminek vybere vhodnou kolonu,
vhodné slozeni mobilni faze a nastaveni detekce pro pozadované rozliSeni pikli jednotlivych

analytu.

Metoda SIC vyuziva stejného schématu, a i kdyz na prvni pohled nepfinasi do samotné
separace dilezité vylepSeni, koncept je mnohem flexibilngjsi a oteviengjsi. SIC ani ve své
nejnovej$i verzi automatizované optimalizacni ndstroje nema a je zejména na zkuSenosti
operatora nastavit podminky nutné pro separaci. Zajimavym vsak miize byt tfeba pro vyuku, kde
sofistikovany pfistroj HPLC neumoziiuje bezprostfedni sledovani vlivu jednotlivych parametri
metody na vysledky separace. Narocnost optimalizace podminek separace je ziejmé klicovy
problém pro rozsifeni SIC v komunité pracujici s pritokovymi analyzatory (FIA, SIA), pro kterou

je chromatografie vétSinou zcela novy obor.

3.3.1. Chromatografické kolony

Kolona jako standardni forma stacionarni faze v HPLC, je vyuzivana i v SIC. Diky kolon¢
vznikla metoda SIC, proto je tato kapitola v€novana vyznamnym vlastnostem monolitickych a

¢asticovych kolon.
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Konstrukci HPLC kolony lze obecné popsat jako tlakove odolny, duty valec z nerezové oceli
nebo chemicky inertniho polymeru o vnitfnim priméru 1-4,6 mm a délce/vysce valce 30-250 mm
s idealné hladkymi vnitinimi st€énami. Za kolony lze povazovat i HPLC ptedkolony o délkach 1-
10 mm, které nasly své uplatnéni v SIC jako separacni kolony. Kolona je zcela vyplnéna
sorbentem slouzicim jako vlastni stacionarni faze. Sorbent ma obvykle jednu ze dvou forem
¢asticovou nebo monolitickou. V poslednich letech diky rozvoji technologii cileného leptani (v
sorbentu jsou vytvareny tvaroveé optimalni kanalky pro pritok mobilni fAize umoznujici vysoce
efektivni separaci) [71] nebo naopak 3D tisku (sorbent je tiStén v optimalni struktufe pro separaci)
[72] dochézi k novym moznostem ve vyrobé kolon, ale komeréni vyuziti v HPLC zatim aktudlni
neni. Casticové sorbenty naprosto dominuji diky velmi Sirokému spektru svych vlastnosti
(velikost ¢astic, porozita, forma Castic, funkéni skupiny a riizné zptisoby ochrany pred degradaci).
Monolitické kolony na bazi silikagelu sice papirove nabizi nékteré zajimavéjsi parametry (vysoka
porozita sorbentu ptinasi nizky zpétny tlak, vysoké priitokové rychlosti a vyssi odolnost proti
ucpani matrici vzorku), ale v n€kolika kli¢ovych parametrech (kapacita, odolnost sorbentu pfi
UHPLC tlacich a chemicka odolnost pfi bazickém pH) velmi zaostavaji a technologicky zatim
neni mozné pfijit s feSenim [73].

HPLC kolony tézi z celé fady vyvojovych trendll, zejména sorbenty s ¢asticemi o velikosti
mensi nez 2 mikrometry v UHPLC a s povrchové poréznimi ¢asticemi piinesly nebyvaly rozvoj

[74].
Monolitické kolony

Sorbent monolitické kolony, na rozdil od kolon ¢&asticovych, je tvofen jednim kusem
porézniho materialu, ktery je nejéastéji pfipraven polymerizaci. Pouzité monomery a podminky
polymerizace jsou nastavovany tak, aby vznikl material, ktery ma vysokou porozitu a velky
aktivni povrch, coz je klicovy predpoklad, aby se mohl stat kolonou pro chromatografii [75].
Prvni prace, popisujici monolitické kolony pro chromatografii, vznikly uz v 70. letech 20. stoleti,
ale az na konci 80. let 20. stoleti vznikly prace popisujici ptipravu a vyuziti monolitickych kolon

v HPLC [76].

Monoliticky sorbent v ptipadé¢ komeréné vyrabénych HPLC kolon je bud’ silikagelovy
(anorganicky) nebo polymerni (organicky). I kdyz zakladni schéma monolitu je v obou pfipadech
stejné, v kli¢ovych detailech dtlezitych pro chromatografii, jde o velmi odlisné sorbenty [76, 77].
Komer¢ni produkce kolon na bazi silikagelu stala u zrodu metody SIC [44]. Silikagelovy sorbent
vychazejici z prace tymu N. Tanaky [78], komerén€ uvedeny firmou Merck na prelomu tisicileti
[50], je charakteristicky dvoji porézni strukturou. Makropory o velikosti jednotek mikrometru
vytvareji vlastni prostory, kudy proudi mobilni faze. Diky nim je zajistén vysoky konvektivni tok

mobilni faze a vyznamné urychlen pifenos hmoty mezi mobilni a stacionarni fazi pti zachovani

35



relativné nizkého tlaku v systému. Mezopory o velikosti okolo 10 nanometrt, vytvaieji vlastni
aktivni povrch sorbentu. Diky mezopoérim je aktivni povrch sorbentu vysoky a fadove
srovnatelny s aktivnim povrchem kolon plnénych ¢asticovym sorbentem (nejcasteji se srovnava
s 5 um plné poréznimi ¢asticemi). Zplsob piipravy sorbentu je zatim pouze jeden, a navic
vyzaduje az sekundarni umisténi monolitické tycky do plasté kolony diky objemové kontrakci
monolitu béhem zrani. Silikagelovy sorbent mtize byt snadno modifikovan funkénimi skupinami
(nejcastéji C18, C8, CN, NH,, nebo diol), korelujici s typickymi kolonami zejména pro separace
malych molekul na reverznich fazich a v HILIC médu [78]. Silikagelové monolitické kolony jsou
hodnoceny dle ucinnosti separace stejn¢ jako klasické césticové kolony. Hodnotami téchto
parametri lze sndze pochopit podobnost i rozdilnost obou typti sorbentd. Vysok4 tcinnost
separace poukazuje na zvySeny pienos hmoty tedy na niz§i hodnoty parametru C van Deemterovy
rovnice nez u ¢asticovych kolon. Diky vysoké porozité sorbentu vykazuji monolity vyrazn€ nizsi
zpétny tlak, coZ zaroven umoziiuje efektivné pracovat i za pritokd mobilni faze 3-10 ml min™,
které nejsou pro casticové kolony efektivni. S timto je spojena i moznost zapojeni n¢kolika kolon
do série a zvySeni separacni UCinnosti az na nékolik stovek tisic teoretickych pater. Naopak
nevyhodou je velka spotfeba mobilni faze/rozpoustédel a s ni spojena kompatibilita s nékterymi
detektory napt. nebuliza¢ni nebo hmotnostni. Silikagelovy sorbent ma odpovidajici pH (2-7,5) a

teplotni stabilitu, kterou ¢asticové sorbenty Casto prekonavaji [75].

Polymerni monolity maji podobnou makropérni strukturu, ale nemaji strukturu mezoport
vhodnou pro retenci malych molekul, coz znamena mnohem mensi aktivni povrch sorbentu a
vyrazné odlisny mechanismus pfenosu hmoty, a tedy retence latek. Vyhodou je pomérné snadna
ptiprava sorbentu uvnitf plasté kolony a velkd variabilita moznych monomerti a podminek
polymerizace. Vysledkem je Sirokd Skala vlastnosti, které mize vysledna kolona mit. Zalezi
zejména na charakteru polymeru, tvaru kolony, struktute a velikosti pora sorbentu. Tyto vlastnosti
urcuji ucinnost separace, zpétny tlak a chemickou kompatibilitu sorbentu. Kolony tak lze cilené
optimalizovat pro zamyslenou separaci nebo i pro extrakci na tuhé fazi [79], kdyz Casto jsou
vhodnéjsi gradientové podminky separace. Tvar kolony je Casto v kapilarni (sub mm) forme, kde
lze stale vyuzit vysokou porozitu pro separace na (z pohledu HPLC) velmi dlouhych kolonach.
Vyhodou polymerniho sorbentu (v zavislosti na typu) je vysoka teplotni a chemicka odolnost.
Nejcasteéji vyuzivané polymery jsou polystyren-divinylbenzen, polyvinyl alkohol, polyakrylamid
a metakrylat [76]. Polymerni monolitické kolony jsou svym vyuzitim podobné polymernim
casticovym kolonam, ale vzhledem k efektivnimu vyuziti zejména pro separace velkych molekul

napf. v proteomice, se jejich pouziti v SIC zatim neobjevilo [80].
Casticové kolony

Césticové kolony, které jsou standardem v HPLC vice nez 40 let, nebyly vhodné pro zapojeni

v pritokovych metodach, zejména diky vysokym tlakiim zptisobenych relativné nizkou celkovou
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porozitou kolony, standardnimi délkami 150-250 mm a také plné€ poréznimi ¢asticemi, ptes které
¢ast mobilni faze musi protéct. Technologie povrchové poréznich Castic pfinesla vyznamnou
inovaci v chromatografickych kolonach. Diky neporéznimu jadru castic je vyznamné
zredukovana efektivni vrstva Castice a tim i zkracend draha mobilni faze prostupujici ¢astici.
Vysledkem je zvySena ucinnost separace vyjadiend snizenim ¢lenu C van Deemterovy rovnice
asi 0 25% a snizenim ¢lenu A asi 0 20%. To znamena4, ze Ize pouzivat vyssi pratoky mobilni faze
bez ztraty separacni ucinnosti. Diky vys$§i uniformité castic (dano vyrobou), je zaroven
pravidelnéjsi uspotadani lizka kolony dale snizujici pracovni tlak na kolong. Tento divod byl
hlavni motivaci pro testovani téchto kolon v SIC. Dalsi ditvod byla vyssi separacni ucinnost i u
2,7 a Sum castic, kterd vedla vyrobce k uvedeni kratkych kolon (20-50 mm délky), majici
ucinnost shodnou nebo lepsi nez kolony s plné€ pordznimi ¢asticemi o standardnich délkach. Tyto
kolony pracujici pii tlacich, které dokaze akceptovat SIC. Vzhledem k rozvinuté vyrobni
technologii tyto kolony produkuje cela fada vyrobct a prakticky v kompletnim portfoliu

modifikaci stacionarni faze.
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3.4. Extrakce na tuhou fazi

Extrakce na tuhou fazi (SPE) je Siroce vyuzivanou metodou pro upravu vzorku pied
vzorku je vhodna pro naslednou chromatografii. Cilem extrakce je nejcastéji rozdélit vzorek na
dveé casti. Prvni ¢ast obsahuje latky, které chceme separovat v takové formé, aby separace
upraveného vzorku byla dostatecné selektivni (odstranéni interferujici matrice) a citliva
(koncentrace latek odpovidala kalibracnimu rozsahu separace). Druhd ¢ast obsahuje vSe ostatni,
matrici nekompatibilni s podminkami separace a interferujici latky. Podminky musi byt nastaveny
tak, aby se vSechny analyty efektivné extrahovaly. Vysledek SPE opét zavisi na nastavenych
podminkdch — format a fyzikalné chemické vlastnosti sorbentu, pocatecni uprava vzorku,
extrahované analyty a matrice vzorku, a roztoky pouzité pro selektivni retenci analytu na sorbentu

a pro eluci [81].

SPE proces se typicky sklada ze ¢tyi krokt: kondicionovani kolony, naneseni vzorku na
kolonu, promyvani kolony s cilem odstranit interferujici matrici a eluce cilovych latek.
V manualnim provedeni jsou tyto kroky definovany objemy roztokii pouzitych pro jednotlivé
kroky. To umoznuje homogenitu jednotlivych frakei, nekompletni kompatibilitu jednotlivych
krokt, efektivni suseni sorbentu a vyménu rozpoustédla (odpafeni a rekonstituce). Roztoky se
daji rozdélit jako ,,slabé*, které podporuji retenci analytli na koloné¢ a ,,silné* které podporuji eluci
analytt z kolony. SloZeni vzorku je upravovano tak, aby bylo co nejvice blizké slabym roztokim.
Promyvani kolony po naneseni vzorku se nejcastéji provadi slabym roztokem, nebo roztokem,
ktery cilené vymyva z kolony matrici a neovliviiuje retenci analytl na koloné. Eluce je provadéna
dostatecné silnym roztokem, ktery je kompatibilni s roztoky pouzitymi v ptedchazejicich krocich
pouzity a zarovei je pokud mozno kompatibilni s naslednym chromatografickym krokem. Pokud
toto neni mozné, provadi se rekonstituce vzorku odpafenim eluentu a prevedenim do
kompatibilniho rozpoustédla. Pomér koncentraci cilovych analyti v upraveném a piivodnim
vzorku je charakterizovan koncentra¢nim faktorem, ktery souvisi i s vytéznosti celého procesu.
Celkov¢ jde o nastaveni kompromisu slozeni upraveného vzorku mezi vysokou koncentraci
analytli, nizkou koncentraci interferujici matrice a vhodnym slozenim a objemem rozpoustédla

pro dalsi kroky analyzy [81].

I'v SPE vyvoj sméfuje k miniaturizaci a ta je umoznéna zejména automatizaci. Automatizace
pomoci prutokovych metod znamena také nékteré odliSnosti od manualniho provedeni SPE.
V on-line provedeni SPE je kolona promyvana kontinualné¢ a nehomogennim slozenim toku. Je
tfeba pocitat s tim, ze podminky se méni gradientové a k eluci dochazi postupné [82]. Extrakce
na tuhou fazi je zhlediska automatizovaného on-line provedeni velmi piibuzna kapalinové
chromatografii. Jedna se opét o zapojeni kolony plnéné sorbentem do pritokového systému, ale

nastaveni podminek je v fadé parametrii odlisné. On-line SPE t¢zi z kontinualni detekce roztoki
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vychazejicich z kolony. Zaznamenavame tak déje ve vSech krocich a snadno vyhodnotime

efektivitu retence analytti pti nastfiku, odstranéni matrice i eluce véetné kinetiky téchto déju.

Vyhodou automatizované SPE je miniaturizace a vysoka reprodukovatelnost podminek
(objemy jednotlivych roztokti a rychlost pritoku). Nevyhodou je mensi moznost zakoncentrovani
—kroky jako suSeni sorbentu a zejména rekonstituce vzorku jsou v on-line SPE a zejména pii jeho
oc¢ekavaném pifimém spojeni s analyzou velmi tézko proveditelné. On-line SPE piedpoklada
opakované pouziti extrakéni kolony, tedy je tfeba po kazdé extrakci zaradit efektivni odstranéni
zbytkidl matrice a rekondicionovani kolony. Pfedpokladem dobte fungujici kolony je jeji vhodna
velikost a mnozstvi sorbentu, odpovidajici objemu vzorku a pouzivanym objemim, pro efektivni
davkovani vzorku, promyvani a rychlou eluci. Déale je dtlezité uniformni a stabilni naplnéni
sorbentu pro opakovatelnost a zamezeni ztraty sorbentu, a chemické a tlakova odolnost celé
kolony vcetn¢ konektord. Na tyto vlastnosti je tieba brat zretel zejména u laboratorné

ptipravovanych kolon.

Jedna z alternativ ke kolonam plnénym do drzéku je Bead Injection (BI) metoda, vyuzivajici
kolonu vytvofenou uvnitt kanalu pritokového systému, navic s moznosti obnoveni naplné
sorbentu pro kazdy vzorek. Se sorbentem je manipulovano v toku ve formé suspenze. Tvorba
luzka kolony i jeho odstranéni do odpadu je tedy plné automatizovano vlastnim pritokovym
systémem [21]. Pivodné byla tato zamyslena metoda pro tvorbu kolon z pravidelnych kulovitych
materialli na bazi polysacharidu, ale v principu funguje i s klasickym zlomkovym sorbentem pro
SPE. Bl je vyhodna zejména pro extrakce, kde hrozi starnuti sorbentu nebo zkiizena kontaminace
pti opakovaném pouziti kolony. Moznosti, kde a jak vytvotit mikrokolonu v pritokovém systému
je opét n€kolik, jeden z nich je pfimo v nastavci Lab-On-Valve (Obrazek 12), ptinasejici dalsi
miniaturizaci a zkraceni prutokovych drah. Originalni jsou i moznosti detekce (Obrdazek 13) bud’
na vystupu z kolony v eluatu (spektrofotometrie nebo fluorescence) nebo piimo na kolonég, coz

prindsi nové moznosti studia d€ji ptimo na sorbentu [83].
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Obrazek 12 - Nastavec Lab-On-Valve na selek¢nim ventilu pro extrakci metodou Bead Injection.
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Obrdazek 13 - Moznosti detekce v Lab-On-Valve - (4) spektrofotometrie, (B) fluorescence, (C) dudlni

detekce spektrofotometrie a fluorescence.
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Zajimavosti polysacharidovych nosict je napt. jejich moznost vyuziti ke kultivaci bunéénych
linii, které lze pak jednoduse monitorovat za ménicich se podminek (Obrdazek 14). Celkove jde o
revoluc¢ni feseni, které ale na Sirsi uplatnéni v rutinni upraveé vzorki teprve ¢eka. Diky vlastnostem
BI 1ze zvysit efektivitu vyvoje on-line SPE a nasledné pro rutinni praci pak vyuZzit extrakci
s klasickou plnénou kolonou. Jedna z nevyhod tohoto provedeni je niz§i odolnost celého nastavce
LOV vig¢i tlaku a tim i omezené moznosti zapojeni do on-line 2D systému ve spojeni

s chromatografii.

Obrazek 14 — Polysacharidové castice Cytodex s kultivovanymi buitkami na povrchu [83].

V on-line provedeni je dominantnim formatem extrakce cilena retence analytd. Jedna se o
postup, kdy jsou cilené¢ na sorbentu zachytavany analyty, zatimco matrice a nezadouci
interferujici latky jsou vzhledem k nizsi retenci odstranény pted eluci analytd. Druhou variantou
je cilena retence matrice, kdy kolona ptisobi spise jako filtr na vzorek. Analyty nejsou na koloné
zachyceny a protékaji skrz kolonu. Zachyceny jsou interferujici latky a matrice. Dochazi tak
k precisténi/filtraci vzorku, ale jeho rozpoustédlo zlstdva nezménéné, stejn¢ tak koncentrace
analyti (nedochazi k zakoncetrovani). Vzhledem k ocekdvanému opakovanému pouziti kolony
v on-line SPE neni druhd varianta pfili§ vhodna4, jen s vyjimkou LOV-BI, kterd naopak k tomuto

postupu vybizi.

Extrakce na tuhou fazi, podobné jako chromatografie, vyuziva nékolik fyzikalné chemickych
déji pro zachyceni analytli na sorbentu (zejména snadno vratnych dé&jti). Sorbenty lze takto
rozdélit zejména na reverzni faze, které vyuZzivaji zejména nepolarnich interakci, disperznich a
van der Waalsovych sil a diky tomu jsou velmi univerzalni pro extrakce stfedné polarnich a
nepolarnich analyt z polarniho prosttedi. Pro zruSeni téchto interakci slouzi nepolarni
rozpoustédla (v praxi methanol a acetonitril), kterd tak slouzi jako elucni ¢inidla. Typickym
materialem pro tyto sorbenty je silikagel modifikovany delsimi alkylovymi fetézci nebo dal§imi

nepolarnimi zbytky, polymery na bazi styrendivinylbenzenu nebo grafiticky uhlik [81, 84].
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Normalni faze vyuzivaji hydrofilni interakce, zejména vodikové vazby, n-im interakce a dipolové
interakce, a jsou vhodné pro extrakce polarnich az stfedn¢ polarnich latek z nepolarniho prostiedi.
Pro zruSeni téchto interakei, tedy jako eluent, slouzi polarni rozpoustédla (v praxi op€t methanol,
acetonitril, nebo isopropanol). Typickym materidlem téchto sorbentl je Cisty silikagel anebo
silikagel modifikovany polarnimi zbytky (CN, NH», nebo diol) nebo oxid hlinity [84]. Iontova
vyména, fungujici na zaklad¢ elektrostatické pritazlivosti, byla vyuzivana uz v poloving 20.
stoleti. Vhodna je pro extrakce polarnich latek z vodnych roztoki, kdyz pro eluci je vyuzivano
bud’ potlaceni ionizace analytu nebo sorbetu zménou pH. Takto jsou rozdéleny sorbenty na silné
iontoménice s nabojem v celém pracovnim rozsahu pH nebo slabé iontoménice, které jsou nabité
jen v pH danym disociacni konstantou funkéni skupiny [84]. Koordina¢né-kovalentni vazby
vyuzivaji chelata¢ni (komplexacni) sorbenty. Tato extrakce je vyuZivdna zejména pro analyty
slouzici jako centralni ionty komplexi, jejichz ligandy jsou na povrchu sorbentu. Mira retence a
eluce je dana hodnotou pH, napt. u kovovych iontt vys$si pH podporuje tvorbu komplexu/retenci
aniz8i pH eluci. V porovnani s iontoménici je zajimava selektivita téchto sorbentt pro vicemocné
ionty [85]. Vyuzivany jsou i selektivni interakce antigen-protilatka napf. imunosorbenty [86],
nebo tvarové specifické molekularng vtisténé polymery [87]. Naopak vyuziti adsorpce nebo
molekulovych sit umoznuje relativné nespecifické extrakce [82]. Sorbenty s Casticemi
s omezenym pristupem (RAM) jsou jednou zmoznosti, jak zvysit selektivitu retence
nizkomolekularnich analytd a omezit retenci vysokomolekularni matrice. Odstranéni matrice
vzorku je tak efektivnéjsi a sorbent snadno opakované pouzitelny, bez ztraty extrakéni kapacity

[88].

Klasicka SPE vyuziva casticovy sorbent, ale sorbent mize byt i monoliticky [89],
membranovy [90] nebo tvofeny nanovlakny [91]. Spoleénymi znaky sorbentli pro SPE jsou

vysoka porozita, dostate¢na kapacita a robustnost pii pouziti.
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3.5. Extrakce z kapaliny do kapaliny

Extrakce zkapaliny do kapaliny (LLE) je velmi rozSifenda metoda pro separaci a
zakoncentrovani analytli ze vzorku. Podstatou je rozdé€leni latek na zaklad¢ fyzikalné chemickych
vlastnosti mezi dv€ nemisitelné kapaliny. Moznosti uspotfadani je velmi mnoho, stejné jako
kombinaci rozpoustédel a postuptt jak zrychlit a zefektivnit cely proces. Jeden z velmi
popularnich postuptt poslednich let je vyuziti disperzniho c¢inidla [92], zména polarity
rozpoustédla [93] nebo naruseni rozdélovaci rovnovahy riznymi ¢inidly s vysokou iontovou silou
[94]. Klasickd LLE mé pouze jedno separacni patro, coz znamena malou selektivitu, ale velkou
univerzalnost. Pro potifeby upravy je mald selektivita vyhodnd, zajisti extrakci Siroké Skaly
analytli, které jsou nasledné separovany. Selektivita ale miize byt zvySovana napf. pouzitim
selektivniho Cinidla, které vytvaii komplex s analytem, ktery je néasledné extrahovan. Pak lze i

tento extrakéni proces pouzit pro vlastni analyzu [95].

PrestoZze manualni provedeni mize byt miniaturizované, automatizace pomoci prutokovych
metod ptinasi dal$i mozZnosti kromé miniaturizace, vys$i robustnost, selektivitu, usporu

rozpoustédel a provedeni, ktera nejsou jednoduse manualn¢ proveditelna (dynamicka extrakce).

Tak jak rozmanité mohou prutokové metody byt, tak rozmanité jsou i zptisoby automatizace
LLE. Procesy se daji rozd¢lit na extrakce v rovnovaze, kde extrakce probiha v extrakéni cele nebo
diky metod¢ Lab-In-Syringe pfimo v pistové pumpé [96], a na dynamickou extrakei, kdy extrakce
probiha uvnitf kapilary a v dynamickych podminkach pritoku [66]. Dalsi rozsiteni moznosti je
diky pouziti membran a por6éznich materiala [33].

Diky pritokovym metodam je pro analyzu zajimavé on-line spojeni LLE s dal$imi
analytickymi kroky, vyhody flexibility pritokovych metod pro automatizaci se projevi jesté vice
[97]. Variabilita tohoto spojeni je obrovska s ¢imz souvisi i mnoZzstvi publikovanych praci [33,

66], které se jisté stanou podkladem jinych kvalifikacnich praci.
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4. Komentar k publikovanym pracim

Vysledky vyzkumu prezentované v této habilitaéni praci vznikly v letech 2002 — 2019,
behem mého magisterského a doktorského studia na Farmaceutické fakulté¢ Univerzity Karlovy,
b&hem feseni PostDoc grantu GACR a b&hem dalsiho piisobeni na pozici védeckého pracovnika

na Farmaceutické fakult¢ Univerzity Karlovy a University of Washington, USA.

Experimentalni prace probihaly pfevazn¢ v Laboratofi prutokovych metod a v dalSich
laboratofich na katedie analytické chemie Farmaceutické fakult¢ Univerzity Karlovy, dale
v laboratotich Requimte, Dep. de Quimica Fisica, Faculdade de Farmacia, Porto, Portugalsko,
v laboratotich Department of Chemistry, University of Washington, Seattle, USA, v laboratotich
a Department of Oceanography, University of Hawaii, Honolulu, USA a v laboratofich

Departamento de Quimica, Universidad Nacional del Sur, Bahia Blanca, Argentina.

Dle cile, zaméfeni a vyznamnosti s ohledem na habilita¢ni praci byly publikované prace

rozdeleny do nasledujicich tematickych okruht:

1. Sekven¢ni injek¢ni chromatografie
18 praci zamétenych na vyvoj metody, vyuziti riznych kolon, rizné aplikace a spojeni s
upravou vzorku
2. Sekvencni injekéni analyza vyuzivajici kolony
5 praci zaméfenych na automatizaci extrakce na tuhou fazi a dalSich kolonovych technik
3. Sekven¢ni injek¢ni analyza - ostatni aplikace

7 praci zaméfenych na extrakce zkapaliny do kapaliny, luminiscence a kalibra¢ni

strategie

4. Kapalinova chromatografie a tiprava vzorku
8 praci zamétenych na metody vysokoucinné kapalinové chromatografie, subkritické

fluidni chromatografie a postupy pro upravu vzorku pied chromatografickou analyzou
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4.1. Sekvenéni injekéni chromatografie

V této kapitole jsou komentovany publikace tykajici se metody sekvenéni injekéni
chromatografie, jak v jeji jednoduché formé popisujici postupné kroky vyvoje béhem pocatki

této metody az po spojeni vice krokil analyzy — extrakce a separace na jedné platformé SIC.

Mym S§téstim bylo, Ze v rdmci vypracovani své diplomové prace jsem byl u toho, kdyz
metoda sekvencni injekéni chromatografie vznikala. Jeji nazev vznikl jiz na pocatku pfti diskuzich
prvotnich vysledkd. Diplomova prace, spolecné jesté s dal§imi experimentalnimi pracemi [98,
99], byla postavena na prvotnich experimentech se zapojenim komeréné vyrdbéné monolitické
kolony do systému SIA (FIAlab 3500). Clanek ,,Monolithic columns - A new concept of
separation in the sequential injection technique® z roku 2003 vySel v ¢asopise Analytica Chimica
Acta [44] a popisuje vlastni vytvofeni a prvotni vyvoj metody SIC s pouzitim monolitické kolony
modifikované C18. Studovany byly rizné aspekty originalniho zapojeni chromatografické kolony
do prutokového systému a urovan smér dal§iho vyvoje. Validace nové metody ukazala, ze
metoda dokaze byt dostateéné piesna a spravna v porovnani s HPLC. Jeji aplikace pro stanoveni
obsahové latky a dvou konzervacénich latek v 1é¢ivém ptipravku, ukazala potencial metody pro
pouziti ve farmaceutické analyze a rychlych separacich jednodussich vzorki. Pro méfeni byla
pouzita kolona Merck Chromolith® C18 25 mmx4,6 mm, mobilni faze sloZena z acetonitrilu a
vody (40:60, pH upraveno na 2,5) s gradientové ménici se rychlosti pritoku 8-20 ul sec! a
spektrofotometricka detekce pti 275 nm. Stanovovany byly konzervacni latky methylparaben a
propylparaben a U¢inna latka diklofenak sodny v topickém gelu pro humanni ucely. Vysledkem

byl analyza jednoho vzorku za 8 min.
Dalsi prace vznikly jiz za mého doktorského studia a nasledné akademické kariéry.

Clanek ,,Fast simultaneous spectrophotometric determination of naphazoline nitrate and
methylparaben by sequential injection chromatography* z roku 2006 v casopise Talanta popisuje
vyvoj metody SIC pro rychlé stanoveni G¢inné latky a konzervacni latky v nosnich kapkach [54].
Prace v ¢lanku navazovala na prvotni analyzy s pouzitim SIC a byla zamétena na dalsi apravy a
prizptisobeni pfistroje pro separace s pouzitim monolitické kolony. Pfi vyvoji byly vyuzity
zkusenosti z vyvoje metody na HPLC. Pro méfeni byla pouZita kolona Merck Chromolith® C18
25 mmx4,6 mm, mobilni faze slozend methanolu a vody (40:65, pH upraveno na 5,5) a
spektrofotometricka detekce pifi 220 a 256 nm. Stanovovany byly konzervacni latka
methylparaben a ucinna latka nafazolin v nosnich kapkach pro humanni ucely. V ¢lanku jsou
kriticky porovnany vysledky a vlastnosti metody SIC s moznostmi HPLC v roce 2006. Metoda
SIC se jevila jako srovnatelna ve vysledcich (odpovidajici pozadavkim na 1ékopisna stanoveni),

nicméné pro rutinni analyzy velkého mnozstvi vzorkl zatim vhodna nebyla.
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Clanek ,.Simple determination of betamethasone and chloramphenicol in a pharmaceutical
preparation using a short monolithic column coupled to a sequential injection system* z roku 2006
v ¢asopise Journal of Separation Science popisuje vyvoj metody SIC pro rychlé stanoveni dvou
ucinnych latek v ocnich kapkach [100]. Prace byla zamétena na dalsi Gpravy a prizplsobeni
pfistroje pro separace s pouzitim monolitické kolony pro rychlou analyzu jednoduchych vzorki
s vyuzitim zkuSenosti z HPLC. Pro méfeni byla pouzita kolona Merck Chromolith® C18 25
mmx4,6 mm, mobilni faze slozend acetonitrilu a vody (30:80) a spektrofotometricka detekce pfi
241 a 278 nm. Stanovovany byly chloramfenikol a betametason (dv¢ latky s pomérné odlisSnymi

retencnimi vlastnostmi) v humannich o¢nich kapkéach.

Clanek ,,A novel application of Onyx™ monolithic column for simultaneous determination
of salicylic acid and triamcinolone acetonide by sequential injection chromatography* z roku
2007 v casopise Talanta popisuje vyvoj metody SIC pro rychlé stanoveni dvou u€innych latek v
1é¢ivém topickém roztoku pro humdnni ti¢ely [101]. Prace byla zamétena na vyuziti delsi kolony
nez v predchozich pracich 50 mm vs. 25 mm a dal$i upravy pro separace s pouzitim monolitické
kolony. Pro méfeni byla pouzita monoliticka kolona Phenomenex Onyx™ C18 50 mmx4,6 mm,
mobilni faze slozena acetonitrilu a vody (35:65, pH upraveno na 3,3) a spektrofotometricka
detekce pti 240 nm. Stanovovany byly triamcinolon acetonid a kyselina salicylova v topickém

roztoku pouze po jeho nafedéni a pridani propylparabenu jako vnitiniho standardu.

Clanek ,,Determination of pesticides fenoxycarb and permethrin by sequential injection
chromatography using miniaturized monolithic column® z roku 2008 v ¢asopise Talanta popisuje
vyvoj metody SIC pro rychlé stanoveni dvou ucinnych latek v topickém veterindrnim ptipravku
[55]. Prace byla zaméfena na pouziti kratsi kolony nez v ptedchozich pracich 10 mm vs. 25 mm
pro efektivni separaci dvou latek s vyrazné odliSnymi chromatografickymi vlastnostmi. Pro
méfeni byla pouzita kolona Merck Chromolith® C18 10 mmx4,6 mm, mobilni fize slozena
acetonitrilu a vody (60:40) a spektrofotometrickd detekce pfi 225 nm. Stanovovany byly
fenoxykarb a permethrin ve tfech druzich topickych veterinarnich piipravkl — sprej, mechanicky

sprej a péna.

Ptehledovy clanek ,,An overview of sequential injection chromatography* v Casopise
Analytica Chimica Acta popisuje sméry vyvoje, aktudlni stav a dal§i moznosti metody sekvencni
injekéni chromatografie od uplnych pocatkti az do roku 2007, pouziti monolitickych kolon
v priutokovych systémech a pfiklady metod vyuZzivajici chromatografickou separaci
v pritokovych metodach [53]. Bylo jasné, Ze metoda piekonala obtiZe na pocatku vyvoje a pfinasi
platformu pro chromatografické separace i pro automatizaci vicekrokovych analyz (Gprava
vzorku). SIC se stala trendem v pritokovych metodach, protoze dalsi vyzkumné skupiny zacaly

vyuzivat a dale rozvijet koncept chromatografie v prutokovych metodach.
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Clanek ,, Two-column Sequential Injection Chromatography—New approach for fast and
effective analysis and its comparison with gradient elution chromatography“ zroku 2010
v ¢asopise Analytica Chimica Acta popisuje vyraznou inovaci v metodé¢ SIC a v kapalinové
chromatografii viibec. Jedna se o paralelni pouziti dvou analytickych kolon pii izokratickych
podminkach jako alternativu gradientové eluce pro separaci smési s latek s vyrazné odliSnymi
retencnimi vlastnostmi [60]. Dvé monolitické kolony s odlisnou délkou a s pouzitim odlisnych
mobilnich fazi umoznily vytvoftit odlisné podminky pro separaci smési latek s nizs$i a s vySsi
retenci. Tento postup pfindsi nékolik zajimavych vyhod — pouziti vhodné kolony pro kazdou ze
skupin, izokratickou eluci, ktera je obecné jednodussi a robustné€j§i na provedeni a snizeni
celkového Casu analyzy v porovndni s gradientovou eluci. Vyvinutd metoda prokdzala své
schopnosti pfi stanoveni paralenu, kofeinu a propyfenazonu v tabletach s vyuzitim kyseliny
salicylové jako vnitfniho standardu. Vyvinuty postup byl zaregistrovan jako patent PV 2009-801

u Utadu pramyslového vlastnictvi v roce 2009 [61].

Clanek ,,Enhanced capabilities of separation in Sequential Injection Chromatography —
Fused-core particle column and its comparison with narrow-bore monolithic column* z roku 2011
v ¢asopise Talanta popisuje vyvoj metody SIC s pouzitim kratké HPLC kolony se silikagelovymi
Casticemi s pevnym jadrem modifikovanym C18 ftetézci [46]. Vlastnosti této kolony byly
srovnavany s monolitickou kolonou s maximalni moznou délkou pro pouziti v SIC (100 mm).
Kolony byly srovnany podle vyhodnosti svych parametrti pro pouziti v SIC, klicovy byl zejména
zpétny tlak a ucinnost separace. Pro porovnani byla vyuzita metoda pro separaci péti derivatl
estrogenu s jen mirn€ odliSnymi reten¢nimi charakteristikami, které pomohly hodnotit separacni
ucinnost obou kolon. Kolona s ¢asticemi s pevnym jadrem Casticemi sice vytvarela vyrazn€ vyssi
zpétny tlak blizici se tlakovym limitim pfistroje, ale zaroven prokazala vyrazné vyssi separacni
ucinnost diky moderni stacionarni fazi tvofené 2,7 um casticemi. Timto byl ustaven dal$i milnik

ve vyvoji SIC — moznost pouziti ¢asticovych kolon.

Clanek ,,Simple automated generation of gradient elution conditions in sequential injection
chromatography using monolithic column® zroku 2011 v casopise Talanta popisuje vyvoj
metody SIC pro rychlé stanoveni 1é¢iva a dvou degradacnich produktii [58]. Prace byla zamétena
na vyvoj metody vyuzivajici gradient vytvofeny v misici civce SIC pumpy. Pro méfeni byla
pouzita kolona Phenomenex Onyx™ C18 25 mmx4,6 mm a mobilni faze sloZena z acetonitrilu a
0,2% kyseliny fosforecné a spektrofotometricka detekce pti 224, 237 a 305 nm. Stanovovany byly
lé¢ivo indometacin a dvé jeho nelistoty s pouzitim ketoprofenu jako vnitiniho standardu.
Vysledky metody byly porovnany s metodou HPLC vyuzivajici stejnou kolonu a velmi podobné
podminky separace. Zptsob tvorby gradientu se ukazal jako efektivni a robustni pro pouziti

v SIC, zaroven rozsitil moznosti separaci v SIC o gradientové ménici se podminky.
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Clanek »deparation of vitamins retinol acetate, ergocalciferol, or cholecalciferol and
tocopherol acetate using sequential injection chromatography* z roku 2011 v ¢asopisu Analytical
Letters popisuje vyvoj metody SIC pro rychlé stanoveni tiech vitaminl rozpustnych v tucich
[102]. Prace byla zaméfena na vyvoj metody s pouzitim monolitické kolony. Pro méteni byla
pouzita kolona Phenomenex Onyx™ C18 25 mmx4,6 mm, izokratické podminky (mobilni faze
sloZena acetonitrilu, methanolu a vody) a spektrofotometricka detekce ptfi 290 nm. Stanovovany
byly vitamin A a D v huménnich peroralnich roztocich, a vitamin E byl pouzit jako vnitini

standard. Analyza trvala 6 min.

Clanek ,,Advantages of core—shell particle columns in Sequential Injection Chromatography
for determination of phenolic acids* z roku 2013 v ¢asopise Talanta popisuje vyvoj metody SIC
s pouzitim tfi kolon se silikagelovymi ¢asticemi s pevnym jadrem modifikovanym C18 fetézci,
amidovymi funkénimi skupinami a fenylhexylovymi funkénimi skupinami [57]. Kolony byly
srovnany podle vyhodnosti svych parametri pro pouziti v SIC pro separaci vybranych
fenolickych latek, kde kli¢ova je ucinnost separace a selektivita. Kolony prokazaly podobné
vysokou separacni ucinnost, ale selektivita separace byla zavisld na pouzité modifikaci
stacionarni faze. Pro porovnadni byla pouzita smés sedmi fenolickych kyselin s jen mirn¢
odliSnymi retencnimi charakteristikami, které pomohly hodnotit separacni ucinnost kolon. Prace
poukazala na vyhody vyrazné SirSiho spektra modifikaci ¢asticovych kolon v porovnani

s monolitickymi kolonami.

Clanek ,,Two-column sequential injection chromatography for fast isocratic separation of
two analytes of greatly differing chemical properties* z roku 2013 v ¢asopise Talanta popisuje
dalsi aplikaci v SIC s paralelnim pouzitim dvou kolon pfi izokratickych podminkach jako
alternativu gradientové eluce pro separaci smési s latkami s vyrazné odliSnymi retenénimi
vlastnostmi [103]. Prace rozviji koncept separace publikovany poprvé v roce 2010 [60], kdy dve
monolitické kolony s odlisnou délkou a s pouzitim odlisnych mobilnich fazi umoznili vytvofit
odlisné podminky pro separaci dvou latek s vyrazné odliSnou retenci. Vyvinutad metoda prokazala
své schopnosti pfi stanoveni dexamethasonu a cinchokainu v huménich us$nich kapkach.
Vysledky a funk¢nost celého konceptu byly ovéteny na HPLC, kde byla provedena srovnavaci

méteni za izokratickych i gradientovych podminek.

Clanek ,,On-line hyphenation of solid-phase extraction to chromatographic separation of
sulfonamides with fused-core columns in sequential injection chromatography“ zroku 2015
v Casopise Talanta popisuje vyvoj 2D metody spojujici on-line SPE a chromatografickou separaci
pomoci pfistroje SIC [48]. Metoda efektivné spojuje krok tpravy vzorku se separaci v jednom
automatizovaném systému bez manualnich ukont. Pro extrakci chemoterapeutik (sulfonamidi)
byl pouzit sorbent se slabym aniontovym iontoméni¢em a pro separaci byla pouZzita kolona se

silikagelovymi Casticemi s pevnym jadrem modifikovana pentafluorofenylovymi zbytky
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(reverzni faze). Vhodné zvolené podminky obou krokl dokazaly diky ortogonalit¢ extrahovat
cilové latky z vodnych vzorkl a pfimy nastfik na separacni kolonu pii eluci z extrakéni kolony.
Studie vybranych sorbentti a podminek pro oba kroky byla provedena na smési osmi sulfonamidu.
Vysledkem byla automatizovand metoda on-line spojujici extrakci a separaci umoziujici

stanoveni & latek za méné nez 11 minut.

Clanek ,,On-line coupling of Micro-Extraction by Packed Sorbent with Sequential Injection
Chromatography system for direct extraction and determination of betaxolol in human urine*
zroku 2015 v casopise Talanta popisuje vyvoj 2D metody spojujici on-line SPE a
chromatografickou separaci pomoci pfistroje SIC [49]. Metoda efektivné spojuje krok upravy
vzorku se separaci v jednom automatizovaném systému bez manudlnich ukoni. Pro extrakci
betablokatoru betaxololu z lidské moci byl pouzit C18 sorbent v miniaturizované podobé MEPS
(Micro-Extraction by Packed Sorbent) a pro separaci byla pouzita novéjsi generace monolitické
kolony modifikovana C18 fetézci (reverzni faze). Vhodné zvolené podminky dokézaly extrahovat
a zakoncentrovat cilovou latku z biologické matrice a nasledné¢ umoznily piimy néastfik pro
separaci. Citlivost a selektivita metody byla dosazena i diky pouziti fluorescen¢niho detektoru.
Vysledkem byla metoda umoziujici stanoveni 1éCiva v biologickém vzorku za méné nez 10

minut.

Clanek ,,Sequential Injection Chromatography with post-column reaction/derivatization for
the determination of transition metal cations in natural water samples® z roku 2015 v Casopise
Talanta popisuje vyvoj separacni metody zalozené na SIC s pouzitim Casticové kolony pln€né
iontoméni¢em [104]. Separované kovové kationty byly detekovany spektrofotometricky po
postkolonové derivatizaci ¢inidlem 4-(2-pyridylazo)resorcinol vytvarejicim barevné komplexy.
Stanoveny byly ionty zinku, médi a dvojmocného Zeleza v povrchovych vodach, pti ocekavanych

sub-mikromolarnich koncentracich.

Clanek ,,Sub-1 min separation in sequential injection chromatography for determination of
synthetic water-soluble dyes in pharmaceutical formulation® z roku 2017 v €asopise Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis popisuje vyvoj metody SIC s pouzitim monolitické
kolony (pfedkolona o délce 5 mm) modifikované nitrilovymi zbytky (kyano skupina) umoziujici
separace v ruznych modech, nejen na reverznich fazich [51]. Diky velice kratké koloné,
gradientové eluci a pouzité pritokové rychlosti 3,0 ml min™! bylo dosaZeno separace tfech analyti
za méné nez 1 min s celkovou prostupnosti 30 vzorkll za hodinu. Pro méfeni byla pouzita kolona
Merck Chromolith® CN 5 mmx4,6 mm, mobilni faze s gradientové ménici se koncentraci octanu
amonného, spektrofotometrickd detekce pti 480, 516 a 630 nm. Stanovovany byly 3 barviva —
zlut' SY, azorubin a zelen S ve farmaceutickém piipravku Coldrex horky napoj lesni smés, kdyz
kromé fedéni nebylo tieba zZadné Upravy vzorku. Metoda pouzitim vysoké pritokové rychlosti

mobilni faze a gradientové eluce nasleduje pfistupy rychlé chromatografie. Navic pro separaci
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nebyla pouzita zadna organickd rozpoustédla a produkuje malé mnozstvi odpadu, tedy metoda

splituje nékteré z podminek zelené chemie.

Clanek ,,Fast separation of red colorants in beverages using cyano monolithic column in
Sequential Injection Chromatography* z roku 2017 v ¢asopise Microchemical Journal popisuje
vyvoj metody SIC s pouzitim monolitické kolony modifikované nitrilovymi zbytky (kyano
skupina) umoziujici separace v ruznych modech, nejen na reverznich fazich [56]. Vyvijena
metoda pro separace polarnich ve vodé rozpustnych potravinafskych barviv vyuzivala retenci
latek na koloné¢ diky rtzné iontové sile mobilni fdze. Pro méteni byla pouzita kolona Merck
Chromolith® CN 50 mmx4,6 mm, mobilni fize s gradientové ménici se koncentraci fosfore¢nanu
amonného, a spektrofotometrickd detekce pti 500 nm. Stanovovany byly 3 Cervena barviva —
karmoisin a ponceau 4R v nealkoholickych napojich s vyuzitim cervené 2G jako wvnitiniho
standardu, kdyz kromé fedéni nebylo tfeba zadné upravy vzorku. Vysledkem byla rychlé separace
barviv, ktera jsou sice v potravinafstvi legaln€ pouzivana, ale maji deklarovanou maximalni denni
davku vzhledem k studiemi prokdzanym zdravotnim komplikacim. Navic pro separaci nebyla
pouzita zddna organicka rozpoustédla a produkuje malé mnozstvi odpadu, tedy metoda splituje

nekteré z podminek zelené chemie.

Clanek ,,Multilayered particle-packed column: Evaluation and comparison with monolithic
and core—shell particle columns for the determination of red azo dyes in Sequential Injection
Chromatography* z roku 2017 v ¢asopise Microchemical Journal popisuje vyvoj metody SIC s
pouzitim kolony s ¢asticemi tvofenymi hybridnim vicevrstevnym silikagelem modifikovanym
C18 tetézci [105]. Vlastnosti této kolony byly srovnavany s monolitickymi kolonami stejné délky
a rizné Sitky a s kolonou plnénou povrchové poréznimi casticemi. Kolony byly srovnany podle
vyhodnosti svych parametrii pro pouziti v SIC, klicovy byl zejména zpétny tlak a ucinnost
separace. Kolona s hybridnimi ¢asticemi prokazala velmi vyrovnané charakteristiky a vyssi
ucinnost nez bézné pouzivané monolitické kolony pfi jen mirn€ zvySeném zpétném tlaku. Pro
porovnani byla pouzita separace péti nepolarnich ¢ervenych barviv (sudany) a jejich stanoveni v

ochucovadlech potravin a kofenicich smésich, kde je jejich pfitomnost nelegalni.
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4.2. Sekvenéni injekéni analyza vyuzivajici kolony

V této kapitole jsou komentovany publikace tykajici se vyuziti SIA metody pro automatizaci
SPE a dalsich kolonovych technik. Blizkost se SIC je dana vyuzitim kolony, podobnymi
mechanismy a logickou snahou o spojeni extrakce (pro upravu vzorku) a chromatografické
separace (pro analyzu). Popisované metody funguji jako samostatné analyzy i jako testovani
moznosti pro on-line spojeni krokil analyzy napt. se sofistikovanym detektorem. Prvni prace se

¢astecn€ vymyka této kapitole, protoze nejde o extrakcei, ale sleduje déje pfimo na koloné¢.

Clanek ,,Two-parameter monitoring in a lab-on-valve manifold, applied to intracellular H,O,
measurements® z roku 2009 v asopise Analyst popisuje vyvoj a pouziti metody SIA Lab-On-
Valve Bead Injection pro monitorovani metabolismu bunécnych linii, které byly kultivovany na
polysacharidovych casticich [83]. Z téchto Castic byla pro kazdé méfeni v piistroji vytvorena
mikrokolona na které dochézelo k analyze. Dvojita detekce umoznila kontinudln€ fluorescencné
m¢éfit aktivitu bunék s obarvenymi organelami a spektrofotometricky mnozstvi/hustotu bunék na
casticich pro korekci vysledkit méteni. Jde o originalni piistup vyuziti modulu LOV a analyzy

zivého biologického materialu.

Clanek ,,Application of a fully integrated photodegradation-detection flow-batch analysis
system with an on-line preconcentration step for the determination of metsulfuron methyl in water
samples™ z roku 2014 v ¢asopise Talanta popisuje vyvoj automatizované metody zaloZzené na
pratokovém systému pro on-line zakoncentrovani, fotodegradaci a fluorescencni detekci pesticidu
v povrchovych vodach [106]. Pro extrakcni krok byla pouzita extrakce na tuhou fazi vyuzivajici
minikolonu se sorbentem C18, a rychla fotodegradace umoznila ziskat produkt, ktery byl nasledné
selektivné stanoven pomoci fluorescencniho detektoru. Metoda byla validovana a pouzita pro

stanoveni pesticidu methsulfuron methyl ve vodach z okoli mesta Bahia Blanca v Argentiné.

Clanek ,,Determination of trace zinc in seawater by coupling solid phase extraction and
fluorescence detection in the Lab-On-Valve format* z roku 2016 v asopise Analytica Chimica
Acta popisuje vyvoj mobilniho pfistroje pro stanoveni stopovych hladin zinku v motské vod¢ pro
analyzu na vyzkumnych lodich [107]. Metoda se skladala z extrak¢niho kroku s chelataénim
sorbentem, ktery zakoncentroval vicemocné kovy a odstranil matrici moiské vody, nasledovala
selektivni derivatizace zinku fluorescenénim barvivem a selektivni fluorescencni detekce
vzniklého derivatu. Diky dlouhodobym zkuSenostem se stanovenim stopovych mnozstvi kovl v
moiské vod¢ na pracovisti University of Hawaii at Manoa se podafilo vyvinout ojedinélou

metodu, ktera by mohla stat na zacatku nové éry vyuziti prutokovych metod v oceanografii.

Clének ,,Large volume preconcentration and determination of nanomolar concentrations of
iron in seawater using a renewable cellulose 8-hydroquinoline sorbent microcolumn and universal

approach of post-column eluate utilization in a Lab-on-Valve system* z roku 2016 v Casopise
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Talanta popisuje vyvoj metody SIA LOV-BI pro analyzu nizkych koncentraci Zzeleza v motské
vod¢ s moznosti vyuziti pro dalsi kovy [108]. Vyvoj se zabyval optimalizaci jednotlivych kroki
automatizované metody, testovanim chelatacnich sorbentdl s riznymi funkénimi skupinami a
studiem vlivu matrice na vysledky stanoveni. Vysledkem byla univerzalni, pienosna, a dostate¢né
selektivni a pfesna metoda s potencidlem pro dalSi rozvoj pritokovych metod pro analyzy

v oceanografii.

Clanek ,,Fully automated method based on on-line molecularly imprinted polymer solid-
phase extraction for determination of lovastatin in dietary supplements containing red yeast rice*
z roku 2019 v Casopise Analytical and Bioanalytical Chemistry popisuje vyvoj metody on-line
SPE-SIA pro stanoveni lovastatinu v potravnich dopliicich obsahujicich cervenou ryzi [87].
Stanoveni je zaloZeno na spektrofotometrické detekci po selektivni extrakei lovastatinu pomoci
MIP sorbentu, ktery byl pfipraven s pouzitim simvastatinu jako templatové molekuly. Vyvoj se
zabyva optimalizaci podminek pro efektivni extrakci, eliminaci matrice a ovéfenim selektivity
extrakéniho kroku. Vysledky stanoveni lovastatinu v potravnich dopliicich byly srovnatelné
s manualnim provedenim SPE a stanovenim pomoci UHPLC-MS/MS. Vyhoda on-line SPE-SIA

metody je zejména v miniaturizaci a vyrazn¢ vyssi rychlosti celé analyzy.
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4.3. Sekvenéni injek€ni analyza - ostatni aplikace

V této kapitole jsou komentovany publikace popisujici rizné vyuziti metody SIA pro
automatizaci analytickych postupli a metod, které nevyuzivaji kolonu, tedy nepatii do
ptedchozich dvou kapitol. Popisované metody funguji diky selektivnimu kroku jako samostatné
analyzy. Zafazeny jsou metody vyuzivajici selektivni detekci nebo kalibracni strategii pro

vyhodnoceni dat, extrakci z kapaliny do kapaliny a chemiluminiscenci.

Clanek ,New ionophores for vitamin Bl and vitamin B6 potentiometric sensors for
multivitaminic control” z roku 2008 v ¢asopise Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis popisuje vyvoj, evaluaci a pouziti iontovée selektivnich elektrod pro potenciometrickou
detekci vitamin B1 a B6 uzptsobenych pro pouziti v prutokovych a chromatografickych
systémech [109]. Pro zvyseni selektivity jednotlivych sensori byly pouzity membrany se
zakotvenym B-cyklodextrinem. Selektivita byla ovéfena interferenénimi studiemi s latkami
oc¢ekavanymi ve vzorcich. Vyvinuta metoda byla pouzita pro stanoveni vitamini Bl a B6 v

tabletach a roztocich.

Clanek ,,A novel dual-valve sequential injection manifold (DV-SIA) for automated liquid—
liquid extraction. Application for the determination of picric acid“ zroku 2010 v Casopise
Analytica Chimica Acta popisuje SIA systém upraveny piipojenim druhé pumpy a druhého
selekéniho ventilu pro provedeni miniaturizované extrakce z kapaliny do kapaliny a nasledné
piimé spektrofotometrické detekce [110]. Zdvojeni pritokového systému umoznilo pracovat
oddélené s nemisitelnymi kapalnymi fazemi, vodnou (vzorek) a organickou (extrakcni
rozpoustédlo). Vlastni extrakce probihala v extrakéni jednotce vyrobené z mikrocentrifugaéni
zkumavky s objemem 1,5 ml, ktera byla automaticky promyvana béhem jednotlivych kroki
extrakce a oddélovani fazi. Pro stanoveni kyseliny pikrové byla vyuzita tvorba selektivniho
barevného komplexu, ktery byl extrahovan do organického rozpoustédla a detekovan. Vyvinuty
postup byl zaregistrovan jako patent PV 2009-726 u Utadu pramyslového vlastnictvi v roce 2009
[111].

Clanek ,,An air-assisted liquid-liquid extraction using a dual-valve sequential injection
manifold (DV-SIA): Determination of copper zroku 2010 v Casopise Analytical Methods
popisuje SIA systém upraveny pfipojenim druhé pumpy a druhého selekéniho ventilu pro
provedeni miniaturizované extrakce z kapaliny do kapaliny a nasledné piimé spektrofotometrické
detekce [112]. Zdvojeni prutokového systému umoznilo pracovat oddélené s nemisitelnymi
kapalnymi fazemi vodnou, (vzorek) a organickou (extrak¢ni rozpoustédlo). Vlastni extrakce
probihala v extrakéni jednotce vyrobené z mikrocentrifugacni zkumavky s objemem 1,5 ml, ktera
byla automaticky promyvana béhem jednotlivych krokd extrakce a oddé€lovani fazi. Kinetika

extrakce byla podpofena probublavanim extrakéni smesi pomoci vzduchovych bublin. Pro
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stanoveni médi byla vyuZzita tvorba iontového asocidtu extrahovaného do organického
rozpoustédla - amylacetat. Vysledkem byla selektivni a miniaturizovana metoda, ktera byla

pouzita pro stanoveni médi ve farmaceutickych vzorcich (tablety).

Clanek ,,A non-extractive sequential injection method for determination of molybdenum*
z roku 2012 v ¢asopise Talanta popisuje vyvoj metody vyuzivajici selektivni derivatiza¢ni reakci
s polymethinovym barvivem 2-[2-(4-dipropylamino-phenyl)-vinyl]-1,3,3-trimethyl-3H-indolium
chlorid pro stanoveni molybdenu ve vod¢ [113]. Vyvoj metody se zaméfuje na rychlost,
jednoduchost provedeni a vysokou selektivitu metody (provedena interferen¢ni studie). Detekce
byla provedena pti 550 nm (absorpéni maximum derivatizacniho ¢inidla) a 620 nm (jedno z
absorp¢nich maxim komplexu derivatiza¢niho ¢inidla s molybdenem). Vysledky méfeni byly

srovnany s manuélni metodou pro stanoveni molybdenu ve vodé.

Clanek ,,An automated method for monitoring aluminum in water samples based on a
sequential injection platform™ zroku 2015 v ¢asopise Analytical Methods popisuje vyvoj
automatizované prutokové metody pro stanoveni hliniku v povrchovych vodach s vyuzitim
selektivniho ¢inidla aluminon a jeho spektrofotometrickou detekcei [114]. Selektivita metody pro
pouziti ve vodnych vzorcich byla potvrzena, metoda validovana a vysledky porovnany s jiz
publikovanymi metodami, s méfenim pomoci detekénich papirkii a s manualni metodou
provadénou v kadince. Vysledkem byla velmi rychla metoda 36 analyz za hodinu pouzitelna i pro

méfeni mimo laboratof.

Clanek ,,Novel Approach to Two-Component Analysis Based on the Generalized Calibration
Strategy“ z roku 2017 v Casopise Analytical Letters popisuje vyvoj metody pro dvoukomponentni
analyzu vyuzivajici statistickou kalibracni metodu [24]. Metoda byla plné automatizovana
pomoci SIA a umoznila rychlou analyzu kofeinu a paracetamolu v 1é€¢ivych ptipravcich pomoci
spektrofotometrické¢ detekce. Metoda ovéfila miru ovlivnéni vysledkll jak vzajemné mezi
stanovovanymi latkami, tak mezi analyzovanymi latkami a dal$imi pomocnymi latkami ve
vzorcich. Vysledky potvrdily moznost vyuziti postupu vyuzivajici kalibracni strategii pro analyzu
dvou analytli ve vzorku s vyhodou vyssi rychlosti a jednoduchosti oproti podobné zalozenym

metodam.

Clanek ,,Quantum dots as chemiluminescence enhancers tested by sequential injection
technique: Comparison of flow and flow-batch conditions* z roku 2017 v ¢asopise Journal of
Luminescence popisuje charakterizaci kvantovych ¢astic pouzitych jako zesilovace
chemiluminiscenc¢nich reakci v analyze [115]. Vysledky kontinudlni a nekontinualni
chemiluminiscen¢ni detekce s vyuzitim pfimé a neptimé luminiscen¢ni metody byly srovnany.
Obecnéji nastavené podminky méfeni ukazaly, Ze kvantové Castice zvySily chemiluminiscenéni

signal jen v nékterych koncentracich a za nékterych podminek méteni. Pro praktické vyuziti je
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tedy tfeba vybrat jen jeden konkrétni druh kvantovych castic, jednu z reakci a detailné

optimalizovat podminky méteni.
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4.4. Kapalinova chromatografie a uprava vzorku

V této kapitole jsou komentovany publikace popisujici dal§i prace zamétfené zejména na
chromatografii vyuzivajici HPLC a SbFC, a postupy pro upravu vzorku pfed chromatografickou
analyzou. Prace Casto souvisi s praci na vyvoji SIC a on-line SPE extrakce pomoci pratokovych

metod, které jsou komentovany v kapitolach 4.1. a 4.2.

Clanek ,High-resolution monolithic columns—a new tool for effective and quick separation*
z roku 2013 v Casopise Analytical and Bioanalytical Chemistry popisuje srovnani tii odliSnych
typtt monolitickych kolon s C18 sorbentem od firmy Merck [116]. Kolona s druhou generaci
monolitického sorbentu (nazvanou High Resolution) s rozmérem 100 mmx4,6 mm, se vyznacuje
vy$§i separacni u€innosti, ale soucasné vyssim zpétnym tlakem diky jinému poméru makropora
a mezopdrl, nez v piipadé prvni generace monolitického sorbentu. Kolona srozmérem
100 mmx4,6 mm se sorbentem prvni generace, se vyznacuje vysokou porozitou, ale jen
prumérnymi separacnimi schopnostmi a stabilitou. Tato kolona byla brana jako vychozi pro
srovnani. A tfeti kolona s rozmérem 100x3 mm a monolitickym sorbentem prvni generace, je
zajimavym kompromisem pro rychlé separace, vzhledem k redukovanému vnitinimu objemu
umoznujici efektivnéjsi vyuziti mobilni faze, pfi zachované separacni ucinnosti a jen Castecné
zvysenému tlaku. Kolony byly testovany se smési tii latek (kyselina askorbova, paracetamol a
kofein), a dosazené parametry Van Deemterovych kiivek, separacni ucinnosti a pracovnich tlaki
za rizného pritoku mobilni faze byly srovnany. Kazda z kolon ukazala své piednosti, kdyz nova
kolona s druhou generaci sorbentu ukazuje evoluc¢ni posun smérem k univerzalni koloné, piesto
kolona s prvni generaci sorbentd ma velkou vyhodu ve velmi nizkém pracovnim tlaku a odolnosti
proti zandSeni matrici vzorkil. Kolona s niz§im primeérem vyznamné Setii spotiebu mobilni faze,
ale také vyzaduje redukci mrtvého objemu celého chromatografu pro plné vyuziti separacnich

schopnosti.

Clanek ,,Green chromatography separation of analytes of greatly differing properties using a
polyethylene glycol stationary phase and a low-toxic water-based mobile phase* z roku 2013
v Casopise Analytical and Bioanalytical Chemistry popisuje vyvoj jednoduché, rychlé a
k zivotnimu prostiedi Setrné HPLC metody pro stanoveni Ctyf obsahovych latek v 1écivém
ptipravku, které v systému reverznich fazi maji velmi odli$né retencni vlastnosti [117]. Pouziti
kolony Supelco Discovery HS PEG 15 mmx4 mm; ¢astice 3 pm umoznilo pouZiti izokratickych
podminek separace s mobilni fazi tvofenou pouze organickym pufrem. Soucasti vyvoje metody
byla i studie retencnich charakteristik 17 farmaceutickych latek na koloné pfi ménicim se
koncentraci pufru a mnozstvi organického modifikatoru v mobilni fazi. Diky studii byly

prokazany dva reten¢ni mody sorbentu, iontové vymeénny a mod reverzni faze.
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Clanek ,Fast HPLC Method for Determination of F enoxycarb and Permethrin in
Antiparasitic Veterinary Shampoo Using Fused-Core Column“ zroku 2013 v Casopise
Chromatographia popisuje vyvoj a pouziti HPLC metody pro separaci insekticidii (fenoxykarb a
permethrin) ve veterinarnich piipravcich vyuZzivajici kolonu s Casticemi s pevnym jadrem a
modifikovanou amidovymi zbytky [118]. Za optimalizovanych podminek bylo dosazeno i
kompletni separace dvou izomert (cis a trans) permethrinu, nizkého ¢asu analyzy (6 min) a plné
validace metody pro stanoveni obsahovych latek v komer¢nim antiparazitickém veterindrnim

Samponu.

Clanek ,,Ultra-fast separation of estrogen steroids using subcritical fluid chromatography on
sub-2-micron particles” z roku 2014 v casopise Talanta popisuje jedno z prvnich pouziti kolon
s Casticemi men$imi nez 2 um v subkritické fluidni chromatografii (SbFC) [119]. Pro testovani a
srovnani kolon a separacnich podminek byla pouzita smés derivatd estradiolu s velmi blizkymi
retenénimi charakteristikami v HPLC. Vysledkem byla série velice rychlych separacnich metod
(<3 min), které slouzily ke srovnani vlastnosti kolon a vlivu podminek (teplota, organicky
modifikator, strmost gradientu a pracovni tlak) na separaci. Metoda zvolena jako optimalni byla
validovana a srovnana s vysledky validace metody vyvinuté na UHPLC pro separaci stejné smeési
latek. SbFC prokazala nékteré vyhody a vysokou konkurenceschopnost s UHPLC jako

nejpokrocilejsi separacni metodou soucasnosti.

Clanek ,,Sensitive Monitoring of Amygdalin and 5-Hydroxytryptamine in Food Supplements
Using HILIC OHS5 Chromatography* z roku 2016 v ¢asopise Food Analytical Methods popisuje
vyvoj metody pro stanoveni amygdalinu — glykosidu obsazeného v peckach a jadrech rostlin
Celedi Rosaceae [120]. Tato latka se stala soucasti potravinovych doplikil s potencialni
protinadorovou aktivitou, ktera je zaroven toxicka. Je tedy dilezité kontrolovat jeji obsah v
potravinach i potravnich dopliicich. Zaroven metoda umoziiovala stanoveni serotoninu, ktery se
také vyskytuje spolecné s amygdalinem v nékterych potravnich dopliicich. Separace probihala v
modu HILIC, protoze podminky separace na reverznich fazich nejsou pro tyto relativné polarni
latky ptilis vhodné (serotonin). Béhem vyvoje bylo testovano 5 kolon s rizné modifikovanym
silikagelem a sledovaly se retencni charakteristiky za riznych podminek — obsah organického
modifikatoru a pH mobilni faze. Optimalizovand metoda byla validovana a pouZita pro stanoveni

obsahu amygdalinu a serotoninu ve vybranych potravnich dopliicich.

Clanek ,,Novel Dispersed Sorbent Sorptive Extraction Method for the Chromatography
Profiling of Active Substances in Ginger* z roku 2017 v ¢asopise Food Analytical Methods
popisuje vyvoj nového pristupu pro extrakci na tuhou fazi s vyuzitim sorbentu dispergovaného
do vzorku (disperzni SPE) pred stanovenim pomoci HPLC [121]. Pti vyvoji byly testovany rizné
sorbenty a parametry celého extrakéniho postupu. Vyvinuta metoda byla pouzita pro extrakci

vyznamnych latek z odvaru kofenu zazvoru a ze sirupu vyrobeného z kotene zazvoru. Piipravené
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vzorky byly analyzovany pomoci HPLC s pouzitim casticové kolony modifikované
fenylhexylovymi zbytky. Vyvinuta metoda dosahla 50nasobného zakoncentrovani sledovanych

latek, vysoké vytéznosti a dostatecného odstranéni matrice vzorki, nutného pro HPLC analyzu.

Clanek ,,Testing of nylon 6 nanofibers with different surface densities as sorbents for solid
phase extraction and their selectivity comparison with commercial sorbent” zroku 2018
v ¢asopise Talanta popisuje testovani nanovlaken s riznou hustotou piipravenych z materialu
nylon 6 pro extrakci na tuhou fazi a jejich srovnani s komerénim ¢asticovym sorbentem pro SPE
[91]. Pro testovani extrakce byly vybrany ¢tyti skupiny latek. Extrakce byla provadéna manudlné
v klasickych kolonach pro SPE s pouzitim vakua pro zrychleni pratoku pies kolony. Extrahované
roztoky byly nasledné analyzovany pomoci HPLC-UV. Nanovldkna prokézala dobrou
mechanickou stabilitu a chemickou odolnost odpovidajici pouZzitému polymeru. Vytéznost
extrakce a porozita kolony velmi zéalezela na zptisobu pakovani kolony, coz je nevyhoda proti
¢asticovym sorbentim. Moznost opakovatelného pouziti ¢ini z nanovlaken zajimavou alternativu

napftiklad pro on-line SPE.

Clanek ,,Determination of major phenolic compounds in apples: Part [—Optimization of
high-performance liquid chromatography separation with diode array detection” zroku 2018
v ¢asopise Journal of Separation Science popisuje vyvoj HPLC metody pro stanoveni fenolickych
latek v jablkach pro hodnoceni zmén béhem skladovani u jednotlivych kultivart [122]. Testovano
bylo 11 kolon v modu reverznich fazi z cilem separovat vybrané fenolické latky od Sumu mrtvého
objemu obsahujici zbytky matrice a mezi sebou. Optimalizovana metoda byla validovana a

pouzita pro analyzu extraktu z jablek.
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5. Diskuse

Po vzniku a prvnich pokusech byl vyvoj SIC zaméfen zejména na odstranéni klicovych
problému (dlouhodoba tlakova a chemickd odolnost). Jakmile se metoda stala robustni, bylo

mozné pokraCovat zejména ve vyvoji chromatografické c¢asti. Postupné bylo rozsifovano

vvvvvv

Chromatografie — nova vyzva pro pritokové metody?

Dnesni analyza stale vice sméfuje od analyz zaméfenych na jednu stanovovanou latku
k multikomponentni analyze a dominantné ktomu pouziva separatni metody, zejména

chromatografii. Cile, kterych by tak nové mély priutokové metody dosahnout, jsou ¢asto dosazeny

vvvvvv

vvvvvv

Vyuziti chromatografie v pritokovych metodach s pouzitim vhodnych kolon se proti tomu
jevi jako jeden z logickych a relativné snadno proveditelnych krokti. Pratokovy systém pro
chromatografii je vétSinou jednoduchy (jednokanalovy) s nezbytnym minimem dilii a minimem
pottebnych krokii procesti. To umozituje snazsi vyvoj metod a vys$$i preciznost s vyuZzitim
pomérne detailné popsaného a vysoce opakovatelného separacniho procesu. Diky enormnimu
vyvoji je ziejmé, ze ani v budoucnosti zajem o chromatografii nepolevi. Sorbenty maji stale vyssi
ucinnost, nové moznosti selektivity, a vyssi chemickou, teplotni a tlakovou odolnost. Rozsituje
se nabidka kolon s délkou 2-5 cm, s relativné nizkym vnitinim objemem a relativné nizkym
zpétnym tlakem. Uz ted’ je patrny i obnoveny zdjem o komercné vyrabéné monolitické kolony,

tentokrat cilené na separace vétsich a velkych molekul.

Ano, metoda SIC se ukazala jako vyznamny pokrok v oblasti pritokovych metod a ma

potencial pro dalsi rozvoj diky trendiim v chromatografii.

Splnila se ocekavani spojend s chromatografii v pritokovych metodach?

S odstupem lze fici, Ze zatim jen ¢astecné. Ocekavani od monolitickych kolon pii jejich
uvedeni byla velka. V pfipadé prutokovych metod Slo zejména o moznost analyzy vice analyt
v jednom vzorku. Bohuzel ¢asto diky mensi znalosti detaild chromatografie a ptilisné divéte ve
vyrobci slibené vlastnosti monolitickych kolon, vedly prvni pokusy u mnoha pracovnich skupin
k rychlému vystfizlivéni diky novému fenoménu zpétného tlaku v pritokovém systému. Roli

zfejme sehraly neuspéchy pfi vyvoji metod a nutné Gpraveé vzorki pred separaci i relativn€ vysoké
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ceny kolon (v porovnani s jinymi ¢astmi prutokovych systémil). Pokud ale byla ocekavani
realisticka z ohledu tlaku, separacni U€innosti a vzorkd, stala se separace velkym piinosem pro
pratokové metody. Moznost jednoduse analyzovat 3-6 analytd béhem jednoho meéfeni navic
s vysokou opakovatelnosti, pfesnosti a spravnosti se stalo malou revoluci v pratokovych
metodach (presnéji fe¢eno novou generaci). I kdyz vyrobci pritokovych analyzatora deklarovaly
zajem o novou metodu, vysledkem byl pouze jeden komercni model SIChrom™ (2009) (Obrdzek
8) od firmy FIAlab Instrumentals vyvinuty ve spolupraci s vyzkumnou skupinou pratokovych
metod katedry analytické chemie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. SIChrom™ umoznuje
praci s béznymi rozpoustédly a kratkymi kolonami, ale software pro praci s daty nebyl oproti SIA
nijak upraven (neumi pracovat s chromatografickymi piky). Z dlouhodobé praktické zkuSenosti
je zfejmé, ze pouzitd pumpa trpi niz$i zivotnosti spojenou s mizivou dostupnosti dild, souvisejici
s jeji ukoncenou vyrobou. Az v roce 2018 vznikl, opét diky spolupraci firmy FIAlab Instrumentals
s vyzkumnou skupinou pritokovych metod katedry analytické chemie Farmaceutické fakulty
v Hradci Kralové, podstatné inovovany systém SIChrom™ II (FIAlab Instrumentals) (Obrdzek
9). Systém tentokrat vyuziva velmi robustni pumpu se stiikackou z nerezové oceli a ziejme

umozni dalsi rozvoj chromatografie v prutokovych metodach.

Ano, oc¢ekavani spojena s chromatografii se napliuji, jen vyrazn¢ pomaleji nez se ptivodné

predpokladalo.

Jaka je role SIC v analytické chemii?

Metoda SIC je jen nepatrnym prispévkem k vyvoji a vyzkumu v analytické chemii. Nemuize
ani nedokaze konkurovat modernim UHPLC pfistrojim ve vétsing parametrti. Nicméné velkym
pfinosem muiize byt SIC pii osvojovani si pravidel a podminek chromatografie béhem vyuky. Diky
dokonalosti ovladaciho software a prednastavenym jednotlivym parametrim, je dnes Castym
ukoly chromatografie, vyplivajici z Sirokého spektra podminek a moznych vzorkd, je pak

nedostate¢na.

Metoda SIC si stale zachovava vlastnosti zdédéné po metode SIA: otevienost celého systému
pro snadné upravy, kompaktni rozmery umoznujici prenosnost a jednoduché ovladani pro snadny
vyvoj metod a jednoduché sestaveni pro snadnou udrzbu. Pfi optimalnim vyuziti vSech vlastnosti

je metoda schopna selektivnich, citlivych a i velmi rychlych analyz.
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6. Shrnuti

Ptedlozend habilitacni prace pfiblizuje ¢tenafi vznik, prvni kroky, vyvoj a soucasny stav
relativné mladé analytické metody pro kolonovou kapalinovou chromatografii. Metoda zalozena
na sekvencni injekcni analyze diky zapojeni separacni kolony roz§ifila moznosti pratokovych
metod o separaci a byla nazvana sekvenc¢ni injek¢éni chromatografii. Na poc¢atku musela fesit zcela
nové ukoly a bylo tfeba najit optimalni dily a nastaveni celého systému, tak aby vysledky

vykazovaly parametry obvyklé pro kapalinovou chromatografii.

Prace popisuje koncept pritokovych metod a jeho cestu k chromatografii ve forme sekvencni
injekéni chromatografie. Jsou popsany jednotlivé dily, nastaveni parametrd a postupny vyvoj
schopnosti metody SIC nejen pro separaci vzorkd, ale i pro jeji kombinaci s automatizovanou

upravou vzorku pomoci extrakce na tuhou fazi.

V praci jsou i obsirngji popsany zaklady HPLC a upravy vzorku pomoci extrakce na tuhou
fazi a extrakce z kapaliny do kapaliny. Jsou zminény zejména kli¢ové vlastnosti, které pomohou
lépe pochopit detaily pievzaté metodou SIC a také on-line spojeni Upravy vzorku se separaci

v SIC.

Komentované ¢lanky autora se zamétuji zejména na metodu SIC, ale i na metody, které jsou
vuzsSim ¢i Sir§Sim kontextu blizké metodé¢ SIC. Tématy jsou HPLC, tprava vzorku pted
chromatografii, vyuziti selektivnich krokl1 v priitokové analyze, rizné zptisoby selektivni detekce

a nové materidly vyuzitelné v analyze.
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7. Zaver

Habilitacni prace se vénuje pomérné¢ mladé a dosud nepfili§ rozsifené metodé kolonové
kapalinové chromatografie — sekven¢ni injek¢éni chromatografii. Metoda vznikla na zikladech
sekvencni injekéni analyzy a na zacatku vyuzivala komeréni monolitické kolony pro
chromatografické separace jednoduchych smési. Svymi vlastnostmi se jevila jako zajimavé
roz$iteni moznosti pratokovych metod, které umi plnit velmi rozmanité ukoly analyzy, ale
vétSinou cilené jen na jeden analyt. Postupny vyvoj a rozsifovani ukoll metody sekvencni
injekéni chromatografie me¢ provazi prakticky celym dosavadnim védeckym zivotem. I kdyZz se
na prvni pohled v podstaté jednd o kopirovani jiz Siroce etablované metody vysokoucinné
kapalinové chromatografie, typické vlastnosti pratokovych metod vybizeji k variabilite,
automatizaci, miniaturizaci, spojovani jednotlivych kroktl analyzy, ale i k hlubs§imu studiu
chromatografickych a pritokovych d&j, které diky dokonalosti dnes$ni instrumentace pro
kapalinovou chromatografii mohou byt na prvni pohled skryty. SIC tedy nabizi chromatografii
v jeji ptivodni jednoduchosti provedeni, ktera sice neumozni zcela dosahnout vysledki soucasné
(U)HPLC, ale nasleduje trendy v chromatografii a slouzi jako nastroj vyzkumu a vyvoje
automatizovanych a miniaturizovanych analytickych postupt. Zfejmym potencidlem SIC je se
stat i vybornou ucebni pomickou pro vyuku kapalinové chromatografie a rtznych

automatizovanych tiprav vzorku, jakoz i vicedimenzionalnich metod v¢etné spojeni s MS detekci.

Z publikovanych praci a z vysledkl spoluprace s dalSimi pracovnimi skupinami a vyrobci je
ziejmé, ze se povedlo postupné vyvinout a optimalizovat metodu, kterd ma schopnosti plnit celou
fadu analytickych ukolt. Nastupujici druhd generace komercéné vyrabéného analyzatoru
SIChrom™ II, spole¢né s neustalym vyvojem chromatografickych kolon, dava velkou nad¢ji na
jeji dalsi rozvoj a rozsifeni schopnosti plnit aktualni tikoly analyzy. Také diky témto vlastnostem
se metoda SIC stala soucasti projektu ,,Vytvotfeni expertniho tymu pro pokrocily vyzkum v

separac¢nich védach (STARSS)®.

Vznik a vyvoj metody SIC by nebyl mozny bez komerénich monolitickych kolon, vyvoje
v pritokovych metodach, technologického vyvoje jednotlivych soucasti a dlouhodobé
optimalizace celé metody. Z pohledu enormniho vyvoje kapalinové chromatografie poslednich
20 let jde mozna o relativné nepatrny prispévek, ale prutokové metody jiz od pocatku byly
zaméfeny na hledani novych moznosti ve znamych procesech vyuzivanych pro analyzu a na
rozvoj analyzy diky technologickému pokroku. Z aktualnich trendd je mozné zminit vyuziti 3D
tisku pro vyrobu soucasti pratokovych analyzatorti, stejné tak pro vyrobu novych
chromatografickych kolon, které¢ znamenaji nové vyzvy v analytické chemii. Pro testovani téchto

novinek se SIC jevi jako vyrazné leps$i nastroj nez relativné rigidni komeréni (U)HPLC.
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