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Chromatografie tohoto roku oslavila jiz 107. narozeniny. TéZko hodnotit, zda je to
hodné nebo malo, ale nesporné je, ze chromatografické separacni metody prinesly
velmi vyrazny pokrok a rozsifily moznosti analytické chemie zplsobem tehdy tézko
predvidatelnym, pricemz je evidentni, ze moznosti této techniky jesté zdaleka nebyly
vycerpany.

Zacatky této techniky byly velmi skromné. 21. brezna 1903 pronesl rusky botanik
Michail Semjonovi¢ Cvét ve VarSavé na schlizi botanické pobocky pfirodovédné
spoleCnosti prednasku, ve které prezentoval své vysledky pfi studiu respiracnich
pigmentl rostlin, které Uspésné separoval na sloupci vytvoreném valcharskou hlinkou
(jemné rozemlety vapenec) nasypanou do svisle umisténé trubice. Po naneseni
extraktu listovych barviv na horni Cast sloupce separoval jednotlivé slozky eluci
petroleum benzinem (smés alkand s 5 az 7 atomy uhliku). Tato prednaska nevyvolala
néjaky mimoradny zajem, stejné tak jako publikace na toto téma, ktera vysla o dva
roky pozdéji [1], avSak v rustiné, a pouze v lokalnim Casopise. V obecnéjsi znamost
vesly jeho vysledky az po publikaci prekladu uvedeného ¢lanku v rozsifeném Casopise
némecké botanické spolecnosti o rok pozdéji [2]. Nicméné v nasledujicich dvou
desetiletich byla chromatografie objektem zajmu pouze nékolika jedincl, a je tfeba
dodat, Ze i pro Cvéta samotného byly hlavnim objektem studia listova barviva, nikoliv
chromatografie; ta chromatografie byla pouze prostfedkem, nikoliv cilem. Navzdory
tomu vSemu je Cvétova prednaska povaZovana za pocatek chromatografické éry
v analytické chemii, nebot’ — na rozdil od jeho predchldcl — Cvét spravné popsal
princip a podstatu chromatografického separacniho procesu.

Zhruba ve 30. letech minulého stoleti se situace zacala ménit. Kromé Cvétovy techniky,
oznacované dnes jako sloupcova chromatografie, se objevila papirova chromatografie,
vyuzivajici filtraéniho papiru, a chromatografie tenkovrstva, realizovana na tenké vrstvé
adsorbentu nachazejiciho se na pevné podloZzce. Chromatografie se postupné stala
vSeobecné akceptovanou a stale castéji vyuzivanou analytickou technikou, kterd
vyraznym zplsobem zjednodusila feSeni celé fady probléml, zejména téch
souvisejicich s analyzou smési latek. VSechny chromatografické techniky té doby
vyuzivaly kapalné mobilni faze. Revolu¢nim krokem bylo vyuziti inertniho plynu jako
mobilni faze; rozdélovaci plynova chromatografie byla poprvé popsana roku 1952 [3],
adsorpéni plynova chromatografie byla objevena zhruba ve stejné dobé, a to
Jaroslavem Janakem v Brné pfi studiu sloZeni plyn{ provazejicich loziska jihomoravské

ropy [4].

Nasledujici 1éta Ize oznacit jako zlaty vék plynové chromatografie. Tato technika
postupné nasla velmi Siroké uplatnéni pfi analyze latek vykazujicich alespon nepatrnou
snahu prejit do plynného skupenstvi pfi zvySené teploté a nepodléhajicich pfi tom
degradaci. Vyznamnym prispévkem ke zvySeni separacni efektivity byl objev
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kapilarnich kolon, tvofenych tenkymi trubicemi o vnitfnim priméru nejCastéji 200 —
530 um a délce vétSinou 10 — 50 m, se stacionarni fazi deponovanou na jejich vnitrni
stény, jejichz U&innost vyznamné prevySovala kolony naplfiové, prevzaté
z chromatografie kapalinové [5]. Vyvoj kapilarnich kolon byl dovrSen vyuzitim slinutého
kfemene vysoké Cistoty jako materidlu pro pripravu vysoce inertnich kapilar, jejich
pokrytim vrstvickou polyimidu, coz jim zajistilo pruznost [6], a vytvorenim chemické
vazby mezi zpolymerovanou stacionarni fazi a vnitfni sténou kolony. Kolony tohoto
typu jsou vSeobecné vyuzivany v poslednich dvou desetiletich, pficemz Ize pozorovat
trend k vyuzivani kolon o stadle mensim priiméru (az 100 ym), coz na jedné strané
vede k dalSimu zvySeni ucinnosti separace, pripadné rychlosti analyzy, ovsem na
druhou stranu se zvysSuji naroky na instrumentaci a na optimalizaci plynové
chromatografické separace.

Kapalinova chromatografie zahdjila dalSi etapu svého vyvoje na prelomu 60. a 70. let
minulého stoleti, kdy byla do praxe uvedena moZnost zvySeni separacni Ucinnosti
kapalinové chromatografickych kolon snizenim prlméru castecek naplné, z(zenim
jejich velikostni distribuce a zlepsenim jejich tvaru. K dosazeni potiebnych pritokl pak
bylo nutno pouzivat vysokych vstupnich tlakl, proto se zkratka HPLC (High-Performace
Liquid Chromatography) pouzivana k oznaceni této metodiky kromé originalniho
vyznamu (vysokoucinna kapalinova chromatografie) nékdy interpretovala i jako
»vysokotlakd kapalinova chromatografie® (High-Pressure Liquid Chromatography).
Vyvoj kvality ndplni byl provazen i vyvojem prislusné instrumentace, umoznuijici piné
vyuzit kvality vysoce Ucinnych kolon, a soucasné i zvysujicim se stupném poznani
teoretickych aspektli chromatografické separace. Krom zmensovani Castic naplné Ize
pozorovat i trend ke snizovani rozmérl celych kolon; od plvodnich typickych kolon
s vnitfnim primérem 4,6 mm a délce 25 cm s prlimérem castic naplné 10 ym jsou
dnes typické rozméry 2 mm x 15 cm, pfiCemz primér CasteCek je 3 pm i méné.
Postupné snizovani prdméru Castecek vedlo ke zvySovani vstupniho tlaku na kolong, a
tedy i ke zvySovani narokl na Cerpadla mobilni faze. Pfi snizeni prdméru Castic pod 2
um uz standardni tlakovy limit 40 MPa nedostacoval; proto byla na trh uvedena nova
generace kapalinové chromatografické instrumentace, oznacovana jako UPLC (Ultra-
Performance Liquid Chromatography) [7-8] nebo UHPLC (Ultra-High Performance
Liquid Chromatography), umoznuijici pracovat pfi tlacich do 100 MPa, pripadné do
120 MPa [9].

Vyznamnou roli pfi praktickém vyuzivani chromatografie zaujimaji tandemové techniky.
Ty lIze rozdélit zhruba do dvou skupin. Do prvni patfi systémy zaloZzené na kombinaci
dvou separacnich mechanismd s cilem zvySeni separacni Ucinnosti celého systému, do
druhé pak tandemy koncipované pro vyuziti spektrometrickych technik jako detekéni
metody v chromatografii. Toto spojeni bylo motivovano snahou zvysit spolehlivost
identifikace separovanych slozek, ktera je pfi vyuziti klasickych chromatografickych
detektorl zalozena na porovnani retencniho chovani standardni latky a slozky
neznamého vzorku. Mezi systémy tohoto typu dominuji tandemy GC/MS, které maji
vice nez padesatiletou tradici - prvni GC/MS systém byl sestaven roku 1956 [10] a
zhruba od roku 1967 byly tyto pristroje komercné dostupné. VSeobecny prechod
k vyuzivani kapildarnich kolon v plynové chromatografii pak vyrazné zvysil vyuzivani
téchto systémd, nebot’ diky malému pritoku nosného plynu bylo mozZno spojit plynovy
chromatograf s hmotnostnim spektrometrem ptimo (kapilarni kolona byly zavedena do
iontového zdroje hmotnostniho spektrometru). Separované slozky opoustéjici kolonu
v plynném stavu umoznovaly efektivni vyuzivani elektronové ionizace (EI), diky které
bylo mozno namérena spektra porovnavat s knihovnimi a tak bylo mozno identifikovat
slouceninu bez nutnosti disponovat pfisluSnym standardem. DalSi vyhodou je

206



skutec¢nost, ze mnozstvi individualnich sloucenin separovanych kapilarnimi kolonami
jsou dostacujici pro sejmuti kompletniho hmotnostniho spektra. Systémy GC/MS
dodnes predstavuji velmi oblibeny prostfedek pro finalni analyzu tékavych a
polotékavych sloucenin, pficemz je mozno vyuzivat hmotnostni spektrometr jako
univerzalni detektor schopny identifikace separovanych sloZek na stopové Urovni, nebo
jako vysoce selektivni zafizeni pro detekci pouze vybraného cilového analytu na Urovni
ultrastopové.

Pfi spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii byla situace daleko
komplikovanéjsi. Jednak se pomoci kapalinové chromatografie separuji latky netékavé
nebo termolabilni, jednak separované slouceniny opoustéji chromatografickou kolonu
v kapalné mobilni fazi. Oba tyto faktory jsou pro hmotnostni spektrometrii velmi
nepriznivé. Uspokojivym FeSenim bylo az vyuziti technik ionizace za atmosférického
tlaku, zejména elektrospreje (ESI), coz je technika prevodu iontd z kapalné do plynné
faze plsobenim elektrostatickych sil [11]. Pfitom vSak zpravidla nedochazi
k fragmentaci (nebo jen ve velmi omezené mire), takze z hmotnostniho spektra Ize
ziskat pouze informaci o molekulové hmotnosti separované slouceniny; strukturni
informaci je nutno ziskavat jinymi postupy (nejcastéji pomoci tandemové hmotnostni
spektrometrie).

Rovnéz kombinace dvou separacnich mechanisml ma pomérné znacnou tradici. Do
této skupiny Ize zaradit napfiklad dvourozmérné vyvijeni chromatogramu v papirové
chromatografii, poprvé pouzité jiz roku 1944 k separaci aminokyselin [12]. Hlavnim
prfinosem této koncepce je vyznamné zvySeni separacni Ucinnosti tohoto systému,
zejména v pripadé vyznamné odliSnosti mechanismU separace v obou subsystémech.
V tom pripadé je separacni Cislo celého systému (coz je zjednodusené feceno pocet
pikli, které je systém schopen separovat) rovno soucinu separaCnich cisel obou
subsystém{. Tato skutecnost Cinila tyto tandemy velmi pfitazlivymi, nicméné problémy
s efektivnim spojenim dvou systém0 zaloZenych na odliSnych mechanismech a zejména
zachovani separace dosazené v prvnim stupni pfi prenosu do stupné druhého
predstavovaly pomeérné vaznou prekazku. Neékteré systémy se priliS neuplatnily,
napriklad on-line spojeni kapalinové a plynové chromatografie, pfi kterém byly vybrané
piky nebo frakce z kapalinové chromatografie prevedeny na plynové chromatografickou
kolonu, pricemz bylo nutno odpafit mobilni fazi a vyresit problémy zplsobené znacnym
objemem par takto vzniklych [13].

Velice uspokojivé vysledky v soucasnosti poskytuje tandemové spojeni dvou plynové
chromatografickych stupnid za sebou, oznacované jako GCxGC neboli orthogonalini
kompletni tandemova plynova chromatografie. V téchto systémech jsou vyuzivany dvé
kapilarni  kolony, spojené moduldtorem (obr.1). V nejcastéjsi konfiguraci je prvni
kolona standardnich rozmérl s nepolarni stacionarni fazi (napf. 30 m x 0,25 mm x 0,25
um), zatimco druha kolona je kratka a uzka (napf. 1,5 m x 0,1 mm x 0,1 ym). Jak obé
kolony, tak modulator jsou umistény v samostatnych teplotné programovanych
termostatech. Sekundarni kolona se zpravidla udrzuje 15 stupnd nad teplotou primarni
kolony, modulator jesté o 5 az 10 stupnl vySe. Zatimco na prvni koloné probiha
plynové chromatograficka separace za podminek v podstaté standardnich, nejcastéji
s programovanim teploty a s optimalnim pritokem nosného plynu, na koloné druhé
probiha rychld chromatografie s prlitokem nosného plynu znacné nad optimem a
v podminkach v podstaté izotermalnich. Moduldtor pak zajistuje prevedeni analytl
separovanych v prvé dimenzi do dimenze druhé pfi zachovani dosazené separace.
Separatorll bylo popsano povicero, nejCastéji se ale vyuziva kryogenni modulator
zalozeny na dvou tryskach, které se zvolenou frekvenci zachycuiji analyty z prvni kolony
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a vuzkych zdénach je davkuji do druhé dimenze. Typicky interval modulace se
pohybuje v sekundach (nejcastéji 2 — 5 s), a béhem této doby musi probéhnout
kompletni separace v druhé dimenzi. ProtoZze piky eluujici ze sekundarni kolony jsou
velmi ostré (Sitka piku je typicky v desetinach sekundy), Ize k detekci pouzit pouze
detektorll s rychlou odezvou a minimalnim vnitinim objemem; témto poZadavkim
vyhovuje plamenovy ionizacni detektor (FID) a detektor elektronového zachytu (ECD).
Pfi vyuziti hmotnostné spektrometrické detekce pak vyhovuji pouze vysokorychlostni
analyzatory doby letu (TOF) [14].
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Obr. 1. Schéma systému GCxGC

Vystup z detektoru predstavuje sekvenci chromatograml jednotlivych modulaci a jako
takovy je pro uzivatele naprosto nesrozumitelny (obr. 2). Program pro zpracovani dat
proto tento kontinualni chromatograf prevadi do trojrozmérné reprezentace, kde na
ose X je vynesen retencni ¢as v prvni dimenzi, na ose y retencni ¢as v druhé dimenzi a
na ose z vyska piku. Pokud je k detekci pouzito hmotnostni spektrometrie, predstavuje
pak hmotnostni spektrum ctvrtou dimenzi experimentalnich dat.

Systémy GCxGC-TOF MS se vyznacuji mimoradnou separacni Ucinnosti. Vzhledem
k tomu, Ze pfi modulaci dochazi rovnéz i ke kryofokusaci analytl eluovanych z prvni
dimenze, dochazi k naostreni pikl a tim se zlepSuje pomér signal/Sum, coz vede ke
zhruba tficetinasobnému zlepseni mezi detekce [14]. Analyzator doby letu se dale
vyznacuje moznosti dekonvoluce spekter nedokonale rozlisenych pikd, coz dale zvysuje
moznosti téchto systéml. Proto je logické, Ze jednou z hlavnich oblasti vyuziti téchto
systémd je analyza environmentalnich vzorkd, vyznacujicich se zpravidla mimoradné
komplikovanym slozenim.
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Chromatogram z prvni dimenze

N
/ /\

f

[
L,
§OT I

Chromatogram z druhé dimenze

r"ﬁ |

—A._JlU |LJ Uula [/ ...ﬁ\_'l U U
Il

|

i

Retencni cas

Obr. 2. Modulovany chromatogram ze systému GCxGC

Kompletni dvojrozmérna plynova chromatografie s plamenovou ionizacni detekci byla
napriklad Uspésné vyuzita pro analyzu kyslikatych sloucenin a aromatickych uhlovodikd
ve vodach po jejich izolaci pomoci SPME se vzorkovanim rovnovazné plynné faze.
Hodnoty detekéniho limitu metody se pohybovaly okolo 0,5 ppb [15]. Jini autofi
pomoci GCxGC-FID Uspésné separovali a kvantifikovali 80 kontaminantd povrchové
vody ze skupiny polyaromatli, chlorovanych alkand, chlorovanych aromatd, aldehydd,
nitrild, substituovanych heterocykld, ftalatd, pesticidd a herbicidd [16]. V nedavno
publikované praci byla prezentovana separace a kvantifikace 97 organickych
kontaminantd na stopové hladiné s vyuZitim GCxGC-TOF MS, opét po jejich izolaci
pomoci SPME (13 ze skupiny léCiv, 18 zastupcl zmékcovadel, 8 prostiedkl osobni
péce, 9 kyselych herbicidl, 8 triazin, 10 organofosfatl, 5 fenylmocovin, 12
organochlorovych biocid{, 9 polycyklickych aromatickych uhlovodikd, 5 benzothiazoll a
benzotriazold) [17]. Na nasem pracovisti byla metoda GCxGC-TOF MS Uspésné vyuZita

.....

jejich izolaci pomoci SPE a nezbytné derivatizaci [18].

Zavérem lze konstatovat, ze metoda kompletni ortogondini tandemové plynové
chromatografie se osvédCuje jako mimoradné efektivni technika separace velmi
slozitych  smési  latek. Hmotnostné  spektrometrickd  detekce s vyuzitim
vysokorychlostniho analyzatoru doby letu umoziuje detekovat separované slouceniny
na stopové a ultrastopové Urovni, s vysokou selektivitou, a to i v pfipadé nedokonalého
rozdéleni sledovanych sloucenin. Je ale treba uvést, Zze systémy GCxGC nepatii
k jednoduchym zafizenim a pro spolehlivou funkci systému je zapotiebi pomérné
zkuSeného operatora.
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