Dostavate do ruky dalsi, v poradi druhy, svazek
edice Historie instrumentalnich technik, ktera

si vzala za tikol uchovat pisemné svédectvi o
zavadéni dualezitych technik instrumentalni
analytické chemie v byvalém Ceskoslovensku.
Druhy dil vychézi diky asili autort vzpomi-

nek, firmy Thermo Fisher Scientific a celé rady
dobrovolnych editortl. Zatimco prvni dil byl
zaméren na hmotnostni spektrometrii, aktualni
svazek vypravi o kapalinové chromatografii, tedy
technice, ktera se ze skromnych zacatka vyvinu-
la v zasadni nastroj analytické chemie pouzivany
témeér v kazdé dnesni laboratofi. Neni nahodou,
ze kapalinova chromatografie prichdzi v nasi
edici hned po hmotnostni spektrometrii, pro-
toZe pravé uspésné spojeni téchto dvou metod
zasadnim zptisobem prispélo k rozvoji moderni
analytické chemie.

Ze stranek knihy na ¢tenare znovu promluvi
poutavé vypravéni ceskoslovenskych pamétniki.
Tentokrate je jich 13 a jsou to: Pavel Jandera,
Dusan Berek, Jaroslav Franc, Vaclav Ineman,
Jozef Lehotay, Miroslav Flieger, Miroslav Macka,
Zbynék Plzak, Milan Popl, Karel Slajz, Frantisek
Svec, Stanislav Vozka a Milan Mindrik.

Véfime, Ze si publikace opét nalezne své ¢tendre

a stejné jako v pripadé predchoziho dilu podpoii
zéjem o historii oboru. Pf{jemné ¢teni.
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Chromatografie je jako v mediciné antibiotika
Jaroslav Franc

Dostavate do ruky druhy dil knizni edice, kterd si vzala za ukol
popsat skrze vypravéni pamétnik( vyvoj instrumentalnich metod
analytické chemie v byvalém Ceskoslovensku. Po prvnim dile
zaméreném na hmotnostni spektrometrii nasleduje nyni
kapalinova chromatografie. Poradi v nasi edici je tedy opacné,
nez vexperimentdlnim usporfddani LC-MS, které dnes
predstavuje dominantni analytickou techniku pro celou fadu
aplikaci. PovaZujte to prosim znaSi strany za jemny
,cimrmanovsky vtip“.

Prvni chromatografické experimenty provadél Cvét jen par let
pred tim, nez Thomson a Aston vypracovali metodu hmotnostni
spektrometrie. Dalsi vyvoj byl ale uz casové pomérné odlisny.
Zatimco na instrumentaci narocna a nakladna vakuova technika
hmotnostni spektrometrie se v prvnich letech rozvijela pomalu a
na oddélenych specializovanych pracovistich, coz plati jak pro
svét, tak i pro Ceskoslovensko, chromatografické metody se
postupné staly standardnim vybavenim chemickych laboratofi.
Hmotnostni spektrometrie se aZ teprve nyni stdva soucasti
béZnych laboratofi a aZ vsoucasné generaci se setkavame
s kompaktnimi hmotnostnimi spektrometry na obycejnych
laboratornich stolech, na kterych pracuji specialisté zjinych
obori, nez je sama hmotnostni spektrometrie. V (nejen)
kapalinové chromatografii nastala podobna situace mnohem
drive, coz je dobfe vidét i na vzpominkach tfinacti pamétnikd
zahrnutych v této publikaci. Oproti prvnimu dilu jsou pamétnici
kapalinové chromatografie vice rozeseti po vétSim poctu
odlisnych pracovist a jejich aplika¢ni pGsobeni je pesttejsi. Také
vtéto knize mame moZnost ochutnat z dobové atmosféry
laboratoti, kdy badatelé pracovali mnohdy na pfistrojich



vyrobenych ve vlastnich dilndch, anebo ve Vyvojovych dilnach
CSAV. MlZe to byt pravé tato skute¢nost, ktera &inila dobu
pionyrskou, a o to vzacnéjsi jsou tyto vzpominky v dnesni dobé,
kdy prakticky vSechna pfistrojova technika je komercné
dostupnd a badani se posunulo vice do oblasti aplikaci.

Vice neZ vprvnim dile se vzpomind na dobové problémy
politické, spolecenské vztahy a dokonce i na ¢eskou a slovenskou
narodnostni otazku. To je ale pochopitelné. Védecky pracovnik
neplsobi ve vakuu ¢i uzavieny vkoloné (ani tehdy kdyz
svakuem a kolonou pracuje) a okolni prostfedi je nedilnou
soucasti vzpominek na  védecky vyvoj v kapalinové
chromatografii.

Byl to T.S. Elliot, ktery pravil ,,Sometimes things become possible
if we want them bad enough” a na Zivoté pamétnik( v této knize
je vidét, Ze v souladu s timto citdtem dokazali i pres
nezanedbatelné okolni obtize vydobyt ve svém poli plsobeni
znacny pokrok. Za to jim patfi velky dik a zaslouzZi si, abychom se
do jejich vzpominkového vyprdvéni ponofili svelkou a ni¢im
nerusenou pozornosti.

Prijemné Cteni.

Jaroslav P4l (ThermoFisher Scientific, Praha)
Michael Volny (Masslnsight, San Diego)
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2. DUSAN BEREK

Narodil se 6. jula 1938 v Zlatych
Moravciach, vzdelanie ziskal na vr.
1960na Chemicko-technologické fakulté
SVST v Bratislave. Od roku 1960 pusobi
na Ustave polymérovov na, Slovenské
akadémii vied v Bratislave. Vedecké
zameranie: Kvantitativny popis
termodynamickych vlastnosti terndrnych
systémov  polymér - polymér -

rozpustadlo, gélovd permeacnd
chromatografia — koncentracné efekty, uloha entalpickych interakecii,
vplyv primesi v eluentoch. Ndvrh série origindlnych kvapalinovo-
chromatografickych metdd separdcie a molekulovej charakterizdcie
komplexnych  polymérovych  systémov  (zmesi  polymérov,
kopolymérov, funkcionalizovnych oligomérov a stereospecifickych
polymérov), vypracovanie patentovanych postupov pripravy a
modifikdcie  silikagélovych  ndpini  kolon pre  kvapalinovu
chromatografiu, Studium pripravy a aplikdcii pdrovitych uhlikovych
Castic a vldkien. Zikal tyto ocenenia: 2004 zvoleny za ¢lena Ulenej
spolocnosti pri SAV , 2002 Technoldg roka SR, 1999 Vedec roka v SR,
Cestnd medaila Polskiego towarzysztwa chemiczniego , Pamdtnd
medaila Univerzity v Lubline , Zlatd plaketa D. llkovica, SAV ,
Hanusova medaila Spolocnosti ¢eskych chemikov, Zlatd medaila a
Cestné clenstvo Slovenskej chemickej spolecnosti. Publikoval 260
¢lankov a 60 patentov.
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SPOMIENKY

Ospravedlfiujem sa Citatefovi za nasledujuce velmi osobné
spomienky, pan editor ich vybral z mojho nesuvislého rozpravania.
Je to moja Ciastkova reminiscencia na neopakovatelné Spatno-
krasne casy a aj dbkaz toho, ako spolocenska situacia ovplyvni
myslenie, a tym aj osud ¢loveka.

RANA MLADOST

MGj stary otec bol ,panslav” — prislusnik inteligencie, ohrozenej
madarizacnym tlakom. Ako mlady uéitel musel odist zo Slovenska do
Srbska. Vjeho rodisku slovenské Skoly prakticky neexistovali.
V srbskej Backe sa narodila moja mama a jej traja surodenci. Po
vzniku Ceskoslovenska sa rodina vratila na Slovensko. Stary otec
pracoval ako krajsky skolsky inSpektor v Leviciach. Tam mal dom a
rodinu. Po prichode Madarov po Viedenskej arbitrazi v roku 1939
bol pod hrozbami donuteny behom 48 hodin a bez majetku z Levic
odist.

Otec bol sudca. Po zmene politického systému v Ceskoslovensku v r.
1948 bol prenasledovany komunistami. Styrikrat ho prepustili zo
zamestnania a skoncil ako referent v stavebnej organizdcii. Matka
bola ucitelka. Pre svoje ndbozenské vyznanie bola perzekvovana tak
za Slovenského statu, ako aj po nastupe komunistov. Dvakrat
musela odist zo zamestnania. Tazkad situdcia rodiny spdsobena
politicky motivovanymi stratami zamestnania rodi¢ov vyrazne
ovplyvnila moje zmyslanie. Na strednej Skole sme si zaloZili kapelu a
chodili sme po dedinach hravat na svadby. To ndm riaditel skoly
zakazal, ale neskdr od nas chcel, aby sme sli hrat na podujati
okresnej stranickej organizacie. Odmietli sme s tym, Ze ja — hoci som
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bol v kapele najmenej doleZity - mam tesne pred maturitou. Bola z
toho dvojka z mravov a maturita bez vyznamenania.

STUDIUM NA VYSOKEJ $KOLE A VEDECKA ASPIRANTURA

Zamerne neuvadzam tituly os6b, na ktoré si spominam. Viaceré sa v
priebehu ¢asu zmenili a niektoré si uz ani nepaméatam. Rad by som
tymto vyslovil oneskorenu vdaku viacerym mojim dobrodincom a
tieZ potvrdil, Ze som svojim anti-dobrodincom ddvno odpustil.

Histéria naSej rodiny sa samozrejme premietla i do kadrovych
profilov deti. Moja starSia sestra Milota nesmela Studovat na
univerzite. Ja som bol mlads$i a mal to $tastie, Ze ma zastihol
politicky odmak: Na vysokoskolské studium som si vybral Chemicko-
technologicku fakultu SVST v Bratislave, dnes je to Fakulta chemickej
a potravinarskej chémie STU. Po prvykrat prijimacie pohovory
nahradili skusky. Skusobna komisia bola ku mne velmi Ustretova.
Boli vnej tri aktivne stranicky, vedeli o mojich kadrovych
problémoch a napriek tomu odporucili moje asponl podmienecné
prijatie na $kolu. Podmienka znela: “Ziadna sku$ka dvakrat“. Ako
uvadzam v dalSom, jedna znecleniek komisie, D. MikulaSova
vyrazne ovplyvnila aj méj dalsi profesionalny Zivot. Stddium bolo
celkom veselé. Vela zavodného Sportu, inStruktorsky kurz a potom
kazdu zimu préca lyziarskeho cvicitela. Neprijemnd bola vojenska
priprava, zabrala jeden den v tyzdni a zahrnovala dve prazdninové
sustredenia. M6j prospech zo skusok ,vojenskej pripravy” bol Gbohy
a napriek tomu ma vybrali za déstojnika: VSetkych zo zaciatku
abecedy. Zato viaceri spoluZiaci, ktori vojensku pripravu , milovali“
ostali podddstojnikmi. Ich mena boli na konci abecedy.
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Po tretom roku $tudia som sa s prospechom blizko 1,0 (dvojka z
marxistickej filozofie) prihldsil na Specializaciu Fyzikdlna chémia (ta
na SVST v Bratislave nebola) na prazskd Karlovu univerzitu. Volné
miesta mali, ale zrejme zavazil moj kadrovy posudok. Ostal som v
Bratislave. Rozhodujucu ulohu pri vybere ,,nahradnej” Specializacie a
potom aj vedeckej orientacie mala D. MikulaSova. Ta si ma
zapamatala z prijimacej skusky na fakultu a stala sa mojim ,,anjelom
strdznym®. Prehovorila ma, aby som Siel na , jej” Katedru kaucuku a
plastov (vedlci J. Gasperik a neskor J. Beniska), vzala si ma za
diplomanta a napriek méjmu kadrovému nedostatku ma odporucila
do zamestnania v Slovenskej akadémii vied. Znovu ma podrzala, ked
ma neskor z Ustavu SAV — tentokrat uz z mojich vlastnych kadrovych
dovodov chceli prepustit. Po $tvrtom roc¢niku Staddia sme mali
predpisanui prazdninovu prax. Mal som priatefov v byvalom NDR a
zorganizoval som vymenny Studentsky pobyt - my do Merseburgu,
oni do Bratislavy. Kratko pred odchodom si ma zavolal fakultny
,kadrovnik” a oznamil mi, Ze zajazd je schvaleny ale veduci kruzku z
kddrovych doévodov nebude maoct ist. Vtedy eSte nebol postaveny
berlinsky mar. Tak som namiesto do NDR Siel na prax na Moravu, do
Zlina (ako vieme, vtedy sa to mesto volalo inak), do Vyzkumného
Ustavu gumarenské a plastikarské technologie. Bol to pekny,
zaujimavy a vydareny mesiac. Ovplyvnil moj profesionalny Zivot a
nechybalo vela, aby ovplyvnil aj m6j Zivot osobny. M6j veduci bol Z.
Zamorsky, vyborny chlapik, ktory svojou mierou prispel k mojmu
umiestneniu na buducemu pracovisku, lebo aj on sa za mna
prihovoril méjmu buducemu kolegovi v Akadémii, Z. Manaskovi.
Poucil ma, Ze zavist v kolektive lahko prerastie do nenavisti, ktoru si
jej nositel lahko vnatorne oddévodni a tiez to, Ze nesmiem prilis
vytféat hlavu. MéZzem po nej dostat, pripadne o ru prist. V ramci
diplomovej prace u D. Mikuldsovej som sa venoval ockovaniu
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vinylacetatu na ozonizovany polypropylén. Ozonizator sa mi
podarilo ziskat za flasu tvrdého od premietaca z bratislavského kina
Hviezda, kde ho prestali pouZivat na osvieZovanie vzduchu.

Po §tudiach sa mi na fakulte nepodarilo zostat. Stastie som skusal na
Styroch réznych katedrach, na ktorych som predtym pracoval ako
pomocna vedecka sila alebo viedol cvicenia. VSade mali volné
miesta a aj zaujem o mladika s ,Cervenym diplomom“. Veduci
katedier boli v Statostrane dobre zapisani, ale v mojom pripade
nepochodili. Po Stvrtom pokuse si ma na koberec zavolal stranicky
vybor a oznamil mi, aby som prestal provokovat. Vo vybore sedeli aj
byvali spoluziaci, dvom sme spolu s kolegom D. BelluSom pomahali
pri pisomkach. V bufete sme mali ,vypoctové stredisko” vybavené
Styrmi ,pocitadlami, spoluziakmi s logaritmickymi pravitkami.
Kazdy z nds mal kdispozicii dve ,pocitadla“. SpoluZiak vybaveny
lekarskym potvrdenim, Ze musi ist ¢asto na WC, vyniesol priklady. S
Danielom sme sa rychlo dohodli, ktoré z nich budeme poditat (na
pisomkach boli vidy dve skupiny prikladov, bolo treba vypoditat
aspon jeden priklad pre kazdu skupinu). Vysledky Stvormo nezavisle
vypocitanych prikladov sme porovnali, ak sedeli, zaniesol ich nas
kolega pri dalsej navsteve WC do poslucharne, kde sa pisali
pisomky. Na konci Studia sme obaja s Danielom dostali posudky
podpisané ¢lenmi vyboru Zvazu mladezZe, prave tymi, ktorych na
Skole udrzalo nasSe ,vypoctové stredisko”. Stalo v nich, Ze sme
nepomahali slabsim Studentom. Ani jedného z nas za asistentov na
fakultu neodporucdili. Viaceri z nich ostali ako dobri zvazaci pracovat
na fakulte ako asistenti. Daniel mal ,,umiestnenku” do Novdk a ja do
CHZJD Bratislava, zavod Duslo v Sali. Nakoniec mi zase pomohla D.
Mikuldsova, ktora sice nedokazala presvedéit fakultnt organizéciu
$tatostrany, aby som mohol nastlpit k nej do zamestnania, ale
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prehovorila M. Lazara, s ktorym spolupracovala, aby ma vzal do
svojho timu v Slovenskej akadémii vied.

Po nastupe do SAV, do byvalého Ustavu dreva, celuldzy a
chemickych vldkien, som absolvoval Sestmesacnu zakladnu vojensku
sluzbu v bojovom utvare v Olomouci. Prijima¢ som pretrpel v
Sumperku, bol tvrdy. V Olomouci som dostal ¢atu, v ktorej boli za
trest dvaja farari. Boli to dobri chlapci, vzajomne sme si pomahali
prezit vojnu s ¢o najmensimi problémami. Problémov bolo pravda
dost, v ¢ate som mal aj dvoch stranikov, ti boli najmenej
disciplinovani. Okrem toho bolo v cate 14 ciganov - vsetci prisli z
vdzenia, zvacSa z Jachymova. Jeden z nich bol dvojnasobny vrah,
stdle pri seba nosil dyku. Menoval sa podobne ako ja, Berky a
chlapci ma varovali: ,,Na toho si dajte pozor, mava amok. Vtedy sa
mu o¢i skryju pod befmom. Ked' dostane zachvat, moze zabijat.“ Raz
som to zaZil, po zdanlivo nevinnej hadke, ked mu iny cigan povedal
nieco urazlivé. Bol to otrasny zazitok. Styria na Berkym sedeli a sotva
ho udrzali. O $tvrt hodiny sa upokojil a potom sa na ni¢ nepamétal.
Vojnu mi pomohol prezit basketbal, vtedaj$i olomoucky tim po
Morave dost cestoval.

Po vojenskej sluzbe som sa vratil do SAV. Pracoval som pod vedenim
M. Lazéra, ktory viedol Oddelenie polymérov v Ustave dreva
celulézy a chemickych vldkien. Mali sme tri miestnosti na Chemickej
fakulte SVST. Kvoli Slovnaftu Bratislava - marne sme ocakavali, e
nas bohaty podnik finan¢ne podpori - sme spolu so Z. Manidskom a
J. Pavlincom Studovali oxidaciu polypropylénu (PP). Slovnaft prave
zacal vyrabat polypropylén a amorfny, atakticky stereoizomér (aPP)
bol neziadany vedlajsi produkt. Hladalo sa jeho uplatnenie.
Odhadovali sme, Ze naockovanim poly(vinyl acetdt)ju na
naoxidovany aPP a nasledujucim zmydelnenim PVAC dostaneme
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material so zaujimavymi hydrofilno-hydrofébnymi vlastnostami.
aPP je pri izbovej teplote rozpustny v organickych rozpustadlach, ¢o
bola velkad vyhoda. Mojou prvou tlohou bolo vypracovat metédu na
stanovenie hydroperoxidov, ktoré vznikaju na retazci aPP pri
oxidacii. Nemali sme k dispozicii IC spektrofotometer, a bolo
potrebné navrhnuit jednoduchy postup analyzy ,na kolene”.
Podarilo sa to pomocou jodometrickej titracie v heterogénnom
systéme - chloroform (dobré rozpustadlo aPP) / voda (do ktorej sa
reakéné produkty vytrepavali, a v ktorej sa odohravala titracia).
Denne bolo potrebné analyzovat zna¢ny pocet vzoriek a praca mi
dala zabrat. Metdda sa osvedCila a coskoro sme napisali dve
publikacie do ruskych Vysokomolekuljarnych sojedinenii. S
prekladom do rustiny pomohol aj knihovnik J. Bartos, ktory kratko
predtym nastupil do Ustavu. Publikdcie vysli neskor aj v anglickom
preklade v ¢asopise Rubber Chemistry and Technology a boli slusne
citované. To bol pomerne velky uUspech. Jodometricki metédu
pouzivali este niekolko rokov na Katedre polymérov a na Katedre
vldkien CHTF aj pre v chloroforme nerozpustny izotakticky PP, bez
citdcii pévodnych prac. Na fakulte sme mali velké priestorové
problémy. V jednom laboratdériu sme Studovali (hlavne rusku, vtedy
prakticky jedine volne dostupnu literatdru) i experimentovali 6smi.
KaZzdé rano sa na pracoviskdch konal prehlad tlace. Ako novacikovi
mi prischlo niekolkomesaéné organizovanie tychto podivnych
schodzi a ak sa referujici nedostavil, musel som ho zaskodit. Vtedy
som si vypestoval odpor k dennej tlaci.

Zacal som sa pripravovat na vedecku pripravu, aspiranttru. M. Lazar
mi oznamil, Ze v oddeleni musi niekto zacat s fyzikalnou chémiou
polymérov, a Ze moja dizertacia sa bude venovat prave tomu. Branil
som sa, pretoze boli dobre rozbehnuté oxida¢né a ockovacie Studie,
ale moj odpor a diskusie a ani podpora Z. Manaska nepomohli. M.
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Lazar mi vybral tému dizertacie: ,Zmesi polymérov”, ale ja som si to
modifikoval na ,Zmesi polymérov v roztoku a roztokové vlastnosti
polymérov“ a nakoniec na ,Fazové rovnovahy v terndrnych
systémoch atakticky polypropylén — polystyrén (PS) — toluén”.
Nemali sme prakticky Ziadne pristrojové vybavenie, spociatku som
mal k dispozicii len susiaren a starucké vahy. Az neskér sme s velkou
sldvou kupili termostat z NDR. Fazové rovnovahy som sledoval v
trubickach s presnym vnutornym priemerom z ceského sklarskeho
podniku v Sazavé. Pomocou magnetu som premiesaval roztoky
oboch neznasanlivych polymérov a katetometrom, ktory zhotovili v
dieliach SAV som meral objemy faz. Paralelne som mieSané roztoky
dvoch polymérov titroval rozpustadlom do zaniku zakalu. Kolega V.
Durdovi¢ zostavil plynovy chromatograf s pyrolyzérom. Pomocou
neho sme po vysuSeni analyzovali zloZenie zmesi aPP/PS v
kvapalnych, oddelenych fazach. Vznikla na td dobu neobycajne
vysoko, viac jako 50x, citovana prdca.

Nasu experimentdlnu pracu sprevadzali zapasy s okolitymi
pracoviskami o kazdy meter Stvorcovy pracovnej plochy. Po
prestahovani sa z fakulty do prave dostavanej budovy Chemického
Ustavu SAV na Patrdnke sme sice docasne priestorovo expandovali,
ale uz po niekolkych mesiacoch sme znovu boli temer dvaja na
kazdu stolicku. Nase oddelenie totiz pomerne rychlo rastlo a mojou
organiza¢nou Ulohou bolo vyhladdvanie posil. Lietali telegramy,
zvonil telefén, nahanal som spoluziakov. KedZe sme boli v Studijnych
skupinach zadeleni podla abecedy, zadali do oddelenia pribudat
“bécka”: D. Bellus, B. Bohmer a E. Borsig. Prvych dvoch ich
pracoviska uvolnili bez problémov, ale posledne menovanému
,Ebovi“ robili v byvalych PovaZskych chemickych zavodoch v Ziline
problém, odmietli poslat na neho posudok. Pocdas spoloc¢nej
vojenskej sluzby sa mi podarilo pre neho “vyrobit” odporucenie

17



vojenského Utvaru. Stdlo to bagatel, niekolko poharov piva...
Orazitkované odporucenie postacilo, aby Eba mohli do SAV prijat.
M. Lazér sa o veci dozvedel aZ po desiatich rokoch. Styri “bé&ka” boli
na tom politicky pomerne slabsSie alebo aZ slabo a nechceli sa
politicky angazovat. Prejavilo sa to neskor, ked vsetci Styria
postupne odmietli opakované ponuky na vstup do Statostrany, €o sa
v tom case povaZovalo za nevidané “bohoruhadstvo”. Rady
nestranikov v Ustave postupne posilnili F. Szécs, J. Tiflo, P. Hrdlovic,
S. Floridan a D. Lath. Stranicku skupinu vytvorili M. Lazar, A.
Romanov, J. Pavlinec, J. Bartori, M. Capla, P. Ambrovi¢, P.
Drienovsky, O. Kysel a M. Seliga. Posledni traja $tudovali v byvalom
Sovietskom zvdze a hlavne P. Drienovsky mal rozsiahle politické
kontakty. Stranici mali pomoct na troskach Ustavu dreva, celuldzy a
chemickych vlakien zalozit Ustav polymérov. Do vtedajsich bojov
som ako nestranik nevidel, ale bola to pre mna osobita situacia -
chcel som, aby vznikol samostatny Ustav polymérov, ale nechcel
som zanik Ustavu dreva — v ktorom som mal vela priatelov.
Rozhodnutie nakoniec padlo v pracovni akademika Sorma, predsedy
CSAV. V rdmci nesymetrického usporiadania $tatu, SAV bola jednym
z oddeleni CSAV a zasadné rozhodnutia o jej existencii sa robili v
Prahe. Po $tyroch rokoch chceli niektori kolegovia likvidovat Ustav
polymérov a zalozit Ustav radiochémie, ¢i Ustav teoretickej chémie.
Kvoli zloZitej hospoddrske situacii krajiny ich snaZenie akademik
Sorm nepodporil.

Po zéniku Ustavu dreva, celuldzy a chemickych vlakien SAV, vzniklo
samostatné Laboratérium polymérov, neskor Ustav polymérov SAV.
Jeho riaditel M. Lazar nové pracovisko rozdelil na dve casti -
oddelenie chémie a oddelenie fyziky. Za veduceho oddelenia
chémie ustanovil J. Pavlinca a zo mna, vtedy eSte interného
vedeckého aspiranta sa stal veduci oddelenia fyziky. MoZno to bolo
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,bolestné” za vynatend zmenu problematiky. Z mojej funkcie
vznikali problémy, lebo niektori starSi kolegovia, stranici nechceli
akceptovat ako veduceho ,mladé ucho” a este k tomu nestranika.
Pre mna td funkcia znamenala hlavne znacnu stratu casu,
vynakladaného na organizacné a rydzo papierové prace.

Oddelenie polymérov v ramci Ustavu dreva, celulézy a chemickych
vldkien a neskdr mladé Laboratérium polymérov bolo velmi aktivne.
Externe sme ucili na bratislavskej technike i univerzite, usporiadali
CSSR - ZSSR konferenciu o oxidacii polymérov (1961) i prvi
bratislavski medzindrodnu konferenciu o makromolekuldch v
Smoleniciach (1962). Organizovali sme Skolenia o aplikaciach
polymérov pre technickd verejnost, napriklad o vyuZiti plastov v
polhohospodarstve a podobné akcie. Rozsiahle aktivity pokracovali
aj v novom Ustave polymérov (obcas nas postari povazovali za Ustav
plynomerov).

Vtedajsi nedostatok pristrojov je v dneSnej dobe nepredstavitelny.
Ceskoslovenskych kortn bolo pomerne dost, ale za ne bolo moiné
kipit len vyrobky “krajin socialistického tabora”. Taziskom prace v
Ustave bolo Studium volnych radikdlov v polymérovych systémoch.
Pracovisko postupne nadobudlo ESR pristroj zo ZSSR a neskor dalsi z
NDR. R6zne drobné zariadenia vlastnej konsStrukcie ndm vyrabali
sklari a mechanické dielne SAV. Ked sme sa po tvrdom zapase s
ostatnymi akademickymi pracoviskami dockali mensieho pridelu
deviz, objavili sa dalSie problémy. Pristroje z USA boli embargované
a potrebovali sme potvrdenie tamojsich profesorov o tom, Ze
nerobime vojensky vyskum. Tieto a mnohé iné veci z rokov
Sestdesiatych sa z dne$ného pohladu zdaju az neuveritelné.
Napriklad, kazdy list do cudziny (vratane cudziny ,socialistickej"!)
musel pred jeho odoslanim na kopii Sifrovat priamy veduci autora,
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potom riaditel pracoviska a naostatok predseda Ustavnej
organizacie KSS. Posledny vyZadoval slovensky preklad listu, overeny
odbornikom na jazyky. Prist v priebehu mesiaca na ,stranu" so
Styrmi listami hranicilo s drzostou. A predsa sa kontakty so
zahrani¢im rozvijali, zorganizovali sme nielen spominané
medzinarodné vedecké podujatia, ale dokonca aj vymenny zdjazd s
kolegami z Lipska. Tento raz mohol vycestovat aj organizator.
Pravda, kazdy vyjazd za hranice bol dlhotrvajucim zdpasom, hrou
nervov. ESte aj zacCiatkom Sestdesiatych rokov bolo treba mat
dokonca aj na cestu do ,socialistického zahranicia" osobitné
jednorazové povolenie. Postupnu liberalizdciu sme si vlastne
uvedomili aZz vtedy, ked sme sa museli o kus vrétit, ked v
sedemdesiatych rokoch nastupilo obdobie ,redlneho socializmu®.

ZACIATKY KVAPALINOVEJ CHROMATOGRAFIE, OSOBITNE GELOVE)
PERMEACNEJ CHROMATOGRAFIE

V anglosaskej literatire sa Casto pouZiva termin ,size exclusion
chromatography”, ktory sa v slovencine neujal. Ostatne, v
sucasnosti sa v svetovej literature stdle CastejSie objavuje povodny
termin ,,gel permeation chromatography”, GPC.

Uz pred obhajobou dizertacie, dostal som na starost dvoch dalsich
aspirantov, po novom doktorandov, B. Bbhmera a P. Ambrovica. B.
Bohmer sa v ramci svojej dizertacnej prace venoval viskozimetrii
ternarnych systémov polymér — polymér — rozpustadlo. Publikacia,
ktora vznikla z jeho experimentdlnej prace dostala viac ako 50
citacii, ¢o bolo na tu dobu neobvyklé. Brano neskor emigroval do
Nemecka. P. Ambrovi¢ Studoval znasanlivost krystalinickych
polymérov so stabilizatormi pomocou diferencnej termickej analyzy.
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Ja som postupne opustil termodynamiku zmesovych polymérovych
systémov a e$te pred obhajobou dizertdcie na Ustave
makromolekuldrni chemie CSAV v Prahe, som sa dal na gélovu
permeacnu chromatografiu. Bol to vlastne zaciatok tej metédy na
Slovensku. Motivoval ma ¢lanok J. Moore v Journal of Polymer
Science z roku 1965. Zacinali sme — ako inak — bez pristrojov. S
kolegom |. Zvarom sme pouZivali sklenené koldny, v ktorych bola
gravitacia hnacou silou prietoku eluenta, umiestneného v
Mariottovej flasi. Koncentraciu separovanych latok v eluate, zvacsa
oligomérovych polyéterov, sme merali interferometrom z NDR.
Kazdych pat minut sme eluat premerali a kedZe vymyvanie vzoriek
trvalo 16 aZ 20 hodin, pracovali sme na dve zmeny. Ziskanie zberaca
frakcii nam pracu velmi ulahcilo. Po dvoch dlhych rokoch sme
dostali devizy na zakupenie prietokového UV analyzatora a o dalsi
rok sme sa dostali k diferencnému refraktometru Waters R4. V
prazskej Mikrotechne zacali vyrabat slusné dvojéinné cerpadla.
Skonstruovali a patentovali sme timice ich pulzov. Princip prevzala
mald US firma, ale na vyzvy, aby nam zaplatili za know-how,
nereagovali. Eluenty sme odplyfiovali varom v sklenenom
prietokovom zariadeni. Neskor sme zacali vyuZivat elektromotorom
pohafané davkovacie ventily z Vyvojovych dilen CSAV. To vietko bol
pre ndas velky pokrok, vyrazne sme zwySili produkciu
chromatogramov bez ponocovania v laboratériu. Do kolén sme plnili
praskovu celulézu, alumosilikaty a neskor komerény dextranovy gél
Sephadex LH-20. Mobilnou fazou boli metanol, benzén (!), toluén,
tetrahydrofuran a acetén, neskér cadoxén, ako rozpustadlo
celulézy. Nadviazali sme spolupracu so Zavodnym vyskumom
Novackych chemickych zavodov, vtedy pomenovanych po
vyznamnom politikovi NDR. Separovali sme produkty novackeho
zavodu, poly(etylénoxid)y, etoxylované nonylfenoly a poly(propylén
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oxid)y, PPO. Stanovovali sme — dnes by som povedal - odhadovali
ich priemerné mdlové hmotnosti a aj ich diperzity. Pomohli sme im
vyriesit zavainy technologicky problém, dévod vzniku chybnych
varok PPO pre zdvod v Breclavi: Obsluha reaktora ,pomahala“
nabehu polyadicie pridanim vody do ndsady, a tym vyrazne
znizovala mélovi hmotnost vysledného produktu. Ked sme zistili
pri¢inu problémov pri vyrobe polyuretdnovej peny, nastupili zavodni
ydetektivi“ a problém sa vyriesil. Veduci tamojSieho vyskumu L.
Novak sa nam za to kralovsky odplatil, zakupil pre Ustav devizovy
DSC pristroj. Na flom si spravil P. Ambrovi¢ dizertaciu. Zial,
autohavaria prekazila L. Novakovi splnit jeho dalsi slub, zaobstarat
nam komercny kvapalinovy chromatograf. GPC merania sme v rdmci
hospodarskych zmlav robili aj pre niektorych dalSich zdujemcov,
hlavne pre Povaiské chemické zavody. V tom obdobi sa totiz
rozbehol ,hospodarsky experiment” a peniaze, ktoré ustavy SAV
ziskali z kontraktov a za poradensku ¢innost, mohli sa vyuzit na chod
Ustavov a sCasti aj pre zamestnancov. Ostatne, tak ustav ziskal
prostriedky na vystavbu chaty na Pezinskej Babe. Celu akciu ,Baba“
a potrebné brigady nad$ene organizovali M. Capla a J. Tifio. V zime
sme na Babe udili lyZovat nase deti a aj deti kolegov.

V dalsej etape sme presli na kovové koldny, dlhé 1220 mm. Bolo ich
v sérii pat az sedem. Plnili sme do nich pérovité skla CPG z USA, tie
sa z neznamych doévodov dali kupit za koruny. Velkost ich
nepravidelnych castic bola 37 — 71 um. Pri vSetkej nasej
,automatizacii“ sme pri nepretriitej prevadzke na takom
,kolénovom kombajne” dokazali zmerat len tri vzorky za 24 hodin,
prvu davkovala technicka rano, druhd som naddvkoval podvecer a
tretia Sla do koldny v noci, pomocou automatického davkovacieho
ventila. Pri pohlade spat mi tuhne krv v Zilach - je az neuveritelné, ze
sme nevyhoreli.

22



Neskdr prisla okupacia CSSR, vznik federacie i jej postupna
demontaz a roky ,normalizacie”. Namiesto M. Lazdra sa riaditelom
Ustavu stal A. Romanov a jeho zastupcom bol O. Kysel. Pre mna to
bolo osobitne narocné obdobie, pretoze informacia o mojej naivnej
a neuvaZenej kritike invazie spojeneckych vojsk a politicky
motivovanej zmene vedenia Ustavu polymérov sa cez franctzskych
kolegov dostala do nasej stranickej organizacie. To znamenalo ndvrh
na moje vylucenie z radov pracovnikov ustavu. Pomohli ,silnejsi”
ako boli A. Romanov s O. Kyselom - samozrejme D. Mikulasova a jej
manzel, V. Kello, J. Rosik, A. Blazej, J. Bina a dalsi. Viacerym z nich
som sa zial nestihol osobne podakovat. Pravda, dostaval som
zmluvu vidy len na jeden rok a pred jej obnovenim som sa musel
podrobit osobitnej previerke stranickym vyborom, hlavne
hodnoteniu vysledkov. Sedem rokov som nesmel vycestovat. Bolo
by na mieste podakovat sa A. Romanovovi a O. Kyselovi za to, Ze ma
takto dohnali k maximalnej aktivite? Sancu udriat sa v Ustave som
sa snazil zvysit aj materidlovym vyskumom, osobitne vyvojom
nedostatkovych napini koldn pre vysokoucdinnd kvapalinovd
chromatografiu nielen polymérov ale aj nizkomolekulovych latok.
Spolu s Ivanom (,lvoSom®“) Novakom, ktorého som prehovoril na
prestup k ,,polymerdakom® sa ndm niektoré veci podarili. Patentovali
sme ich aj na Zapade vratane USA a pokusali sme sa do zahranicia
odstupit licenciu na know-how pripravy sorbentov. Postupne sme
rokovali s piatimi firmami z USA a SRN, ktoré mali o materialy velmi
vazny zaujem. Zastupcovia Styroch firiem kvoéli tomu pricestovali do
Bratislavy. Rokovania ,pod bdelym dozorom“ boli neobycajné.
Jeden zo zdujemcov o licenciu bol H. Knauer, zakladatel pomerne
Uspesnej berlinskej HPLC firmy. Hoci nakoniec licenciu kupit
nemohol, zo stretnutia s nim sa vyvinuli dlhodobé priatelské vztahy.
Na odstlpenie licencie bolo potrebné povolenie, ktoré mala zo
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zdkona vydat praiskd Polytechna. Tato organizicia nikdy nasu
Ziadost o povolenie neodmietla, ale vidy s jeho udelenim otalala 9
az 13 mesiacov, presne dovtedy, kym zahrani¢ny zaujemca nestratil
trpezlivost: Potom a vidy aZz potom sme (uz zbytoéné) povolenie
dostali. Nade licenéné aktivity vzbudili znaéni pozornost StB, ktorej
,pomahali“ dvaja kolegovia ,Stolar” a ,Cekirda“. Nakoniec sa ndm
podarilo prvu licenciu predat az po dvanastich rokoch, a to malej
francizskej firme SFCC. Povolenie zariadila novovzniknutd
bratislavskd pobocka Polytechny, vedena p. D. Hauskrechtom.
Pravda, vtedy uz nase materidly neboli na trhu zdaleka jediné a pri
predaji know-how sme museli ist hlboko pod cenu. Spolu s, lvoSom*”
a L. Soltésom z Ustavu experimentalnej farmakolédgie, jednym z
mojich diplomantov, sme wvyvinuli a patentovali zariadenie na
extrakciu analytov tuhou fazou, SPE. Nazvali sme ho SEPARCOL.
V naSom Ustave sme zaviedli vyrobu SEPARCOL-ov, a do plastovych
injekénych striekaciek sme plnili viac ako 30 réznych — zvacsa
komercnych sorbentov. Vynos z predaja pocas vyse desiatich rokov
bol viac ako dva milidny korun. Neskor licenciu na vyrobu niektorych
druhov SEPARCOL-ov od Ustavu prevzala mald bratislavska firma
Anapron. Vyroba SEPARCOL-ov sa prakticky zastavila, ked sa nas trh
otvoril pre zahrani¢nych vyrobcov SPE systémov. Nam nacas ostal
len jeden zdkaznik — v zdpadnom Nemecku. Nebolo ho treba
podplacat... Zaujimavé bolo, Ze sami sme SEPARCOL-y nikdy
nepoutZili, len sme zbierali informacie o tom, na ¢o ich pouZili nasi
zakaznici a pripravovali sme ,application sheets”. Niektori zakaznici,
napriklad policajti, nam odmietali informacie poskytnut a diskusie
na ta tému mali osobitny tén. Vyvinuli sme tiez postup na
regeneraciu pouzitého silikagélu pre sipcovi chromatografiu a
postupne sme vycistili stovky kilogramov materidlu. Mohli by sme
hovorit o pomoci prirode, o ekolégii, ale prizndvam sa, Zze nam $lo
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hlavne o finanénu stranku veci. Povedla vyvoja materidlov pre HPLC
sme spolu s IvoSom wvyvinuli aj silikagél vhodny na plnenie
$pecidlnych gumarenskych zmesi. Pévodne ho mali vyrdbat v
bratislavskej , Dimitrovke”, potom v Dusle Sala a nakoniec zavod
Tonaso Nestémice. V Nestémiciach dokonca vykonali aj Uspesné
prevadzkové pokusy, prevzali licenciu na know-how, ale nikdy ju
nezaplatili, pretoZe sa vyroba nezacala: Po zjednoteni Nemecka sa
uz dalsie odpady do Labe nesmeli vypustat.

Pri naviteve v Strasburgu — tesne pred zaiatkom mojej
cestovatelskej ,odmlky” som mal mozZnost obdivovat prvy komerény
GPC pristroj, Waters Model 200. Ten mal velky ocelovy zdsobnik na
eluent v tvare bomby. Ako mobilnd faza sa pouzival hlavne
tetrahydrofuran, THF. Eluent do zasobnika doplifiali vidy v pondelok
— a po kazidom doplneni sa im zmenili retenéné objemy na
kalibracnej krivke ziskanej pomocou polystyrénovych Standardov.
Moje vysvetlenie, Ze to mozZe byt spésobené réznym obsahom vody
v hygroskopickom THF moj hostitel a neskorsi dobry priatel H.
Benoit sice akceptoval, ale Studovat vplyv vody v eluente komerény
pristroj nedovoloval. NaSe primitivne GPC zariadenia mali vyhodu
vysokej flexibiity, eluenty sme lahko mohli v sklenenych zasobnikoch
vymieriat. Zmerali sme si vplyv vody v THF na retenéné objemy
polymérov — po niekolkych rokoch sme vysledky overili a
publikovali. Tak sa stala ,z nudze ctnost“: V nasledujicej etape
nasich GPC vyskumov sme sa venovali hlavne praci so zmesovymi
eluentami a zo zndmych doévodov sme boli dlho na svete jedini.
Ukdzali sme, ako sa menia retenéné objemy s davkovanou
koncentraciou a s termodynamickou kvalitou eluenta pre polymér.
Preferencnou solvataciou makromolekul v zmesovych eluentoch
sme vysvetlili vznik systémovych pikov na chromatogramoch
nasnimanych nesSpecifickym detektorom. Navrhli sme GPC metddu
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na urcenie rozsahu preferenénej solvatacie, ktord prevzalo a
citovalo Sest zahrani¢nych pracovisk. O pripadnych dalSich sme sa
nikdy nedozvedeli. Celkovo tak vznikla séria na danu dobu dobre
citovanych prac.

V dalSej etape sme sa venovali rozvoju nekonvenénych metdd
kvapalinovej chromatografie syntetickych polymérov. Ide o postupy,
ktoré riadenym sp6sobom kombinuju vplyv entrdpie a entalpie na
vymyvanie makromolekul z kolény. Najprv to bola chromatografia
pri kritickych podmienkach entalpickych interakcii, LC CC, vynajdena
v Skt. Petersburgu skupinou B.G. Belenkého. Metdda je zaloZena na
vzdjomnej kompenzacii entrépie a entalpie, v dobsledku ¢&oho
retenné objemy makromolekdl prestavaju byt zavislé od ich
molovej hmotnosti. To umoznuje vykonat separacie makromolekul
podla ich chemickej Struktury alebo fyzikdlnej architektidry bez
interferencie s mélovou hmotnostou, ¢o v samotnej GPC nie je
mozné. Nase prace odhalili viaceré obmedzenia tejto — inak
genidlnej — metddy.

Pri pokusoch zjednodusit identifikdciu mobilnych faz pre LC CC
sme dostali neocakavané vysledky. Ich vysvetlenie viedlo k
origindlnej metdde kvapalinovej chromatografie pri limitnych
podmienkach entalpickych interakcii, LC LC. Metdda je zaloZzena na
selektivnom spomalovani vymyvania makromolekul sréznou
chemickou Strukturou alebo fyzikdlnou architektirou z poérovitej
naplne LC LC kolény ,bariérou” vhodného rozpustadla. Malé
molekuly rozpustadla vstupuju do poérov naplne LC LC koldény a
transportuju sa pomaly, zatial co makromolekuly, ktoré su Ciastocne
alebo uUplne vylucené z pdrov, maju tendenciu z kolény sa vymyvat
rychlo. Ak pred zmesou polymérov koldnou transportujeme
rozpustadlo, ktoré selektivhe podporuje interakciu, napriklad
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adsorpciu jedného druhu makromolekil ale iny druh alebo iné
druhy makromolekdl pritomnych vo vzorke sa v koldne
neadsorbuju, dosiahneme ich vysoko selektivne, uéinné a rychle
vzajomné oddelenie, neovplyvnené modlovou hmotnostou zloZiek
zmesi. LC LC metdda dokdze identifikovat velmi malé mnoZstva
primesi (menej ako 1%) v majoritnej matrici a zrejme sa bude v
priemyslovom vyskume vyuZivat pri deformulacidch polymérovych
zmesi. MoZno sa uzZ vyuziva, ale takéto prace su prisne utajované.
»,Deformulacia” je pekny kryci nazov pre medzipodnikovu Spionaz.
Dosial' totiz nebola k dispozicii metdda, ktord by podobnu
deformulaénu analyzu umoZiovala. Firma Xerox prejavila zaujem o
spolupracu pri vyuziti LC LC a poslala nam dar 20.000 USD. Bola to
podivnd spoluprdca, aj ked ma peniaze potesili. Nikdy sme sa
nedozvedeli, ¢o presne chcl nasi partneri separovat. Vsetko bolo
utajené, Ziadali od nas len vSeobecné informdcie. V sucasnosti,
hlavné wvyuzitie LC LC, publikovatelné v otvorenej vedeckej
literature, predstavuje separacia a identifikdcia pritomnosti
materskych homopolymérov v blokovych kopolyméroch. Prekvapuje
nielen to, ze mnohé, drahé komeréné blokové kopolyméry su
vyznamne znecistené homopolymérmi ale aj to, Zze zo syntetikov,
ktorym sme v tomto smere ponukli spolupracu, pozitivne
zareagovalo sotva desat percent. Viacerych z nich sme ,spravili
nestastnymi”. Ukdzalo sa totiz, Ze ich blokové kopolyméry s znacne
znelistené homopolymérmi. Na LC LC separdciu mbZe online
nadviazat GPC: Celé frakcie ziskané LC LC separaciou sa transportuju
do GPC koldny, v ktorej sa stanovi ich mélova hmotnost. Vyslednu
metddu sme nazvali ,,sekvenénou dvojdimenzionalnou kvapalinovou
chromatografiou polymérov”, S2D-LC. LC LC i S2D-LC ¢akaju na svoje
SirSie vyuZitie. Neddvno do oboch metéd zainvestovali znacné
prostriedky nasi partneri v Marseille a vznikla velmi zaujimava a aj
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publikacne plodna spoluprica. Ostava mi dufat, Ze si préace
syntetikov z Marseille preditaju ini syntetici a rozhodnu sa zaviest
nase metddy na svojich pracoviskach. Skusenost ukazuje, Ze
syntetici necitaju prace analytikov... O¢akdavam tiez, Ze po uzavreti
vyvojovych prac v oblasti kvapalinovej chromatografie v Ustave
polymérov SAV bude prave skupina z Marseille pokracovat aj
v dalSom zdokonalovani metdd LC LC.

Vyvijali sme aj uhlikové poérovité materidly pre HPLC. Pri
vysokoteplotnej karbonizacii sa vacSina uhlikovych prekurzorov
stekuti, Castice sa zlepia a nevznika pérovita Struktura. Napadlo nas
napustit Castice silikagélu prekurzorom uhlika — roztokom
karamelizovanej sachardzy alebo tekutou fenol-formaldehydovou
Zivicou, nasledne prekurzor karbonizovat a potom silikagél rozpustit
zasadou. ,LeSenie” silikagélu sa osvedCilo, vysledny postup
umoznoval kontrolu nielen tvaru a velkosti vznikajlcich uhlikovych
Castic, ale aj efektivnych priemerov pérov. V Topolcanoch nase
porovité uhlikové Castice pokusne grafitizovali pri 3.000°C. Pritom sa
v systéme objavovali okrem povodnych gulovitych castic podivné
zavitnicové Utvary. Napriek tomu sme sa rozhodli myslienku
pripravy ,replikovych” uhlikovych sorbentov patentovat. Vznikla
osobita situdcia. Od r. 1975 sme skoro tri roky ¢akali na povolenie
patentovania v zahranici. PriSlo neskoro. Nasu prihlasku vynalezu vo
V. Britanii zamietli, lebo tam si niekolko tyzdriov pred nami obdobnu
myslienku prihlasil na patentovanie J. Knox, velka hviezda HPLC,
neskor dobry priatel. Jeho materidl sa dosial predava pod nazvom
HyperCarb. Z toho dovodu sme grafitizaciu opustili, ostali sme pri
porovitych casticiach na bdaze pyrolytického uhliku, ktoré boli v
Ceskoslovensku ,bez prietahov” patentované. Pérovité castice
porovitého replikového pdrovitého uhlika sme niekolko rokov v
Ustave vyrabali. PInili sme ich do vyssie spominanych SEPARCOL-ov,
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a to nielen do plastovych injekénych striekaciek, ale aj do skla - tak
aby sa adsorbované analyty mohli termicky desorbovat do
plynového chromatografu. K pdrovitym uhlikovym materidlom sme
sa s lvosom vrdtili po viac ako dvadsiatich rokoch. Tento raz
karbonizujeme celulézové prekurzory a vznikajice nanopérovité
vldkna (,nano” je predsa v mdde...) zacinaju nachadzat zaujimavé
aplikacie. Sorbenty, v ktorych su uhlikové vldkna nosi¢om aktivnych
latok ukazali vynimocénu ucinnost pri odstrariovani $kodlivych kovov
ako As, Sb, Pb, Se, Cd a aj prirodnych i syntetickych radionuklidov z
(pitnej) vody. Cakdme ako dopadne ich patentovanie doma i v
zahranici a hfadame pre ne potencialnych vyrobcov.

Dalgim nasim materidlom boli gulovité &astice silikagélu s priemermi
okolo 0,5 mm. Tie mali nahradit nepravidelné silikagélové naplne
trubiciek vyrabanych v Sklarnach Votice, znamych Alkotestov policie
a vybavy armadnych chemickych oddielov i banskych prevadzok. P.
Ambrovic prisiel s myslienkou ziskat financie na stavbu Overovacej
jednotky Ustavu polymérov od byvalého slovenského Ministerstva
priemyslu. V jednotke mali bezat pokusné vyroby, zalozené na
vysledkoch vyskumu dstavu. Z dstavu sa prihlasili Styri skupiny, ale
ked prislo na podpis rozhodujiceho dokumentu, v ktorom sa
objavili aj zodpovedajuce zavazky a rizika, dve skupiny dokument
podpisali len podmienecne a jedna ho nepodpisala vobec. A tak sa
akcia v podstate zuzila na vyrobu ndsho sférického silkagélu ako
naplne do detekénych trubiciek na alkohol, bojové latky a banské
plyny. Ministerstvu priemyslu nakonec jeden vydokladovany projekt
postacil na prefinancovanie stavby. Pre vyrobcu detekénych
trubiciek vo Voticiach sme mali vyrabat spociatku dve a neskor styri
tony materidlu rocne. Prostriedky poskytnuté ministerstvom na
vystavbu Overovacej jednotky zahrriovali aj devizy na ndkupy
unikatnych pristrojov. Tam sa, zZial vopred dohodnuté poradie
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nakupu pristrojov obratilo. Z prvého miesta sme sa ocitli na
beznadejne poslednom. Zariadenie na vyrobu sférického silikagélu,
ktoré Ivos zostavil, bolo technicky zaujimavé. Zo sklenenych rdr na
transport mlieka vznikla koldna cez dve poschodia budovy. Takyto
reaktor sme naplnili PPO olejom z Novak. Jeho nevysokd
hydrofobicita bola pre Uspech procesu rozhodujuca. Nad kolénou
boli umiestnené dve Cerpadla - jedno ddvkovalo zriedené vodné sklo
a druhé zriedenu H,S0,. Tesne nad kolénou sa vodné sklo zmiesalo
s kyselinou a zmes tenkym prudom tiekla do oleja. Pomocou malého
mieSadla vznikali v oleji kvapky, ich velkost sa kontrolovala aj
rychlostou Cerpania a viskozitou, t.j. mélovou hmotnostou oleja.
Koncentraéné pomery boli tak vypocitané, Ze kvapky presli cez
kolénu pocas dvoch mindt. To bol prave cas potrebny na
polykondenzaciu okysleného vodného skla. Na vystupe z koldny boli
kvapky uz dostatocne tuhé, nelepili sa. Vznikajuca suspenzia sa
diskontinualne odoberala a mieSala s alkoholom aby klesla jej
viskozita, prefiltrovala sa a na filtri premyla vodou. Filtrat sa
rozdestiloval, alkohol a aj strhnuty olej sa recyklovali. Nasledovalo
susSenie gulociek silikagélu pri 110-120°C a ich Zzihanie pri 480°C.
Vysledny gulovity silikagél sa velkostne frakcionoval prefukovanim
vzduchom v 4 m dlhom kanali. Cely ten engineering bol pre amatéra
narocny, ale vysledok bol prekvapujico dobry a testy vo Voticiach
dopadli velmi pozitivne. Gulovitého silikagélu sme Zial vyrobili len
niekolko sto kg. Po ,neinej” sa vo Voticiach vymenilo vedenie
podniku a to nové promptne podpisalo so Svédskym vyrobcom
silikagélu zmluvu platnd desat rokov o dodavkach, drahého
materidlu s nepravidelnymi casticami (a preto s vyrazne horsimi
vlastnostami). Na moje Stastie investor projektu, slovenské
Ministerstvo priemyslu zaniklo a tym, aj moj zavazok a riziko
osobnych sankcii. Aspon takto ziskana budova dodnes slizi...

30



Preskoéme dvadsat rokov od okupacie. Podas nich tvrdu
“normalizaciu” vystriedala postupnd, opatrna liberalizacia. V jej
rdmci v r.1988 uz riaditelov Ustavov nemali menovat organy SAV na
odporucenie KSS, ale konali sa volby. V dvadsatélennej volebnej
komisii malo okrem Statostrany zastUpenie aj druhé oddelenie vied
SAV (bol som jeho vedecky tajomnik), ako aj odbory. O post riaditela
sa uchadzali Styria kandidati: T. Bleha (toho vyradili v predkole, lebo
eSte nebol veduci vedecky pracovnik), A. Romanov, O. Kysel a J.
Barton. O. Kysel svojou kandidaturou neprozretelne konkuroval
svojmu inak spojencovi A. Romanovovi a v dosledku toho sa
riaditefom Ustavu stal J. Barton. Ja som mu robil zastupcu. Akousi
zhodou okolnosti dstav dostal devizy na kupu gélového
chromatografu. Vysli sme naprazdno, namiesto chromatografu sa za
zvldstnych okolnosti zakupil dalsi lis a CHN analyzator, ktory nikdy
nebol uvedeny do chodu.

Po “zamatove]” sa na riaditelsky post vratil M. Lazar. Porevolucné
obdobie som len scasti travil v Ustave. Bol som nadalej vedeckym
tajomnikom druhého oddelenia vied SAV, mal som na starosti dve
Komisie Predsednictva SAV a pracoval v jeho Edicnej rade. Neskor
som bol zvoleny do Predsednictva SAV. Bolo to naro¢né obdobie,
lebo som sa nechcel vzdat rozpracovanych vyskumnych projektov.
Samotna praca v Predsednictve bola plna osobitnych vyziev.
Rozpocet SAV bol znizeny na polovicu, bolo treba prepustat. V
tstavoch sa robila hibkové evalvacia jednotlivcov (ta v niektorych
ustavoch v niekolkoroénych intervaloch pokracuje dodnes) a na jej
zaklade prebehla akreditacia Ustavov. Sest Ustavov bolo zrusenych.
Ustav polymérov dopadol pri akreditacii dobre.

Po ndvrate do Ustavu pokracovali nase aktivity nasmerované na
zaobstaranie  pristrojov. NaSe Laboratérium  kvapalinovej
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chromatografie nadalej nemalo Stastie na ziskanie potrebnych
rozpoctovych prostriedkov.  Zorganizovali sme  niekolko
medzinarodnych konferencii a ich vynos, spolu s licenénymi a
kontraktovymi zdrojmi, viac ako 1,5 mil. korun Siel namiesto na
odmeny na nadkup pristrojov. Dnes sa divim sam sebe. Vtedy ndm
pomohli viaceri zahrani¢ni partneri, ktori nam darovali svoje pouzité
zariadenia. Podstatna bola pomoc od D. Bellusa. Patril medzi tych
kolegov, ktori emigrovali na Zapad. Daniel, “Muco”, ostal po
$tudijnom pobyte vo Svajéiarsku, vo firme Geigy, neskér Ciba-Geigy,
potom Ciba a nakoniec Ciba Specialty Chemicals. Urobil rozpravkovu
kariéru, stal sa zastupcom $éfa firemného vyskumu. Umoznil ndm
vybrat si zariadenia priamo v skladoch firmy s pouzitymi pristrojmi a
zariadil ich darovanie. Niektoré sluzia dodnes. Vdaka, Muco! Po
IvoSovom odchode do dochodku sme pokracovali vo vyvoji
silikagélov pre HPLC. Vysledkom bol postup kontrolovaného
rozsSirovanie pérov na 30 nm, ktorého know-how prevzala vo forme
licencie Svédska firma Eka Chemicals, Kromasil. Poznatky z chovania
sa naplni kolon pre chromatografiu a z pripravy uhlikovych
Casticovych sorbentov sme vyuZili pri navrhu Studia vybratych
molekul v stiesnenom stave, v pdroch matrice silikagélu alebo
pérovitého skla. Kapildrové sily umoziuji naplnit pdéry matrice
kvapalinou tak, ze vonkajsi povrch castic je ,suchy”. Na Studium
stiesnenych systémov sa podarilo nahovorit kolegov z Fyzikalneho
Ustavu SAV (J. Kristiak a O. Sauga) ako aj z nasho Ustavu (J. Bartos).
Ukdzalo sa, ze molekuly stiesnené v pdroch tuhej matrice sa chovaju
vyrazne inak ako vo volnom systéme.

Preskoéme priblizne daldich patnast rokov. Ustav sa rozrastol,
dozreli jednotlivci a aj vyskumné metddy. Postupne sa do
niektorych pracovnych skupin podarilo zaobstarat dobré a pomocou
struktirnych fondov EU aj vynikajlce pristroje. Nas Stastie nadalej
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obchadzalo. Ustav pokracoval v organizovani medzindrodnych
vedeckych konferencii, vratane konferencii mladych nazvanych
BYPOS. Od pravidelnych hodnoteni vysledkov sa preslo na kritérium
veku a uZito¢nosti pre Ustav. Napodiv, do ostatnych dvoch kritérii sa
malo premietali vysledky vedeckych aktivit - publikdcie a ich ohlas,
patenty, licencie a edukacna ¢innost.

Na zaver sa chcem podakovat svojim vedeckym i vedecko-
technickym spolupracovnikom, ktori sa vyznamnou mierou podielali
na ziskanych vysledkoch: I. Novak, D. Lath, T. Bleha, B. Bohmer, V.
Durdovig, I. Zvara a E. Macova. Vyborné boli techni¢ky T. Sanyova a
J. Tarbajovskd. Doktorandi z Polska T. Spychaj a B. Buszewski i
Slovaci T. Macko, M. Snauko, M. Petro, M. Janc¢o, A. Russ, M.
Simekova a A. Siskova odviedli kus experimentalnej prace. Vopred
sa ospravedInujem, ak som na niekoho zabudol.

VZTAH KU KOLEGOM z CIECH

Dohodobo sme mali vyborné vztahy s viacerymi ¢eskymi priatelmi.
Spomeniem hlavne Ustav makromolekularni chemie CSAV, teraz AV
CR, svetozname MAKRO. Silnu a vykonnt chromatografickd skupinu
tam mal M. Kubin. Pozval som ho napisat kapitolu do knihy , Gélova
chromatografia“, vydala ju v r. 1983 VEDA, Bratislava. V preklade do
polstiny neskér vysla vo Varsave. Do nej prispel aj M. Dressler z
Ustavu pfistrojové analytické chemie CSAV v Brne a K. Marcinka z
Virologického uUstavu SAV. M. Kubin bol hodne na tedriu a to knihe
velmi prospelo. Treba tiez povedat, ze M. Kubin, aktivny v
porevoluénych odboroch Ustavu, ma pozval do MAKRA na diskusiu v
ramci témy ,Slovenska otazka“. Proti tomu nazvu som marne
protestoval. Diskusia bola velmi otvorenda a z mojej strany hodne
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kriticka. S istym zadostudinenim ale aj so smutkom prizndvam, Ze
skoro vietky moje pesimistické predpovede sa naplnili. Dal$i priatel
z MAKRA bol J. Coupek. Bol do istej miery nasim konkurentom,
pretoze pracoval v oblasti vyvoja silikagélov pre HPLC. ESte pred
»,zamatovou” zacal podnikat. ZaloZil firmu Tessek, ktord dodnes
dodava silikagély a chromatografické kolony. Tessek bol druhou
firmou v Ceskoslovensku, ktora zacala podnikat kvazi kapitalistickym
spbsobom. Dobré vztahy vznikli aj sP. Janderom z Pardubicke
techniky a s J. Vohlidalom z prazskej UK.

ZAVER

Napriek mnohym negativam obdobia, na ktoré spominam, najdu sa
viaceré veci, za ktorymi je mi lUto. Je to hlavne ,nadSenie pre veci
ustavné", ktoré vacsinu spolupracovnikov hlavne zaciatkom
Sestdesiatych rokoch drzalo pohromade vo velmi dobrom kolektive.
A hoci nemalo ludi v SAV kritizovalo ,polymerakov", Ze si napr.
chodia cez obed zapldvat do bazéna v nedalekom zariadeni ,u
mrzackov" a sucasne, Ze ktovie z akych dévodov ostavaju do vecera
a cez vikendy v praci - zvacsa boli nakoniec ochotni uznat nas
argument, Ze rozhodujuce su vedecké vysledky. Nezabudnutelné
boli spolo¢né posedenia pracovnikov Ustavu polymérov (napr. u
Lazdrov v ich daci pri Bratislave, ¢i pri burciaku, husacine a
posuchoch v okolitych dedinach). Neskor prisli spolo¢né Ustavné
letné vylety do hor a kupelov, i zimné lyZiarske zajazdy za snehom.
Hlavnym organizatorom bol M. Capla a aktivity tohto druhu
zastre$ovali odbory. Zial, molekulovd charakterizcia v Ustave
pripravovanych polymérov nebola ,v mode” a prevlddal nazor, zZe
produkty polymerizacie sa maju charakterizovat podmienkami ich
pripravy. To bol — vedla chronického nedostatku devizovych
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prostriedkov — jeden z dévodov, preco sa dlhé roky nepodarilo
zakupit vhodny GPC pristroj a boli sme odkazani na trvalé
improvizacie. Podobne, aj pocet pracovnikov na tejto téme, vratane
Studentov, bol velmi obmedzeny.

Stard mudrost hovori: “Ziskané je mitve, pdvab je v ziskavani.” Ak
tuto pravdu pretransformujeme na vedu, moéieme povedat:
“Spoznané naplfia zadostudinenim a prinda motivéaciu. Ale to
skutoéné “vzriso” spociva v krase poznavania samotného.” Prave
vzruSujluce poznavanie da zabudnut na to, Ze vedecka praca je slabo
honorovand, prilis casto zdpasi snedostatkom pristrojov i
materialov - a tieZ umozni preniest sa cez obc¢asny neutspech.

GELOVA CHROMATOGRAFIA - MINULOST A SUCASNOST

Dovolim si kratky komentar k principu metédy a jej sucasnému
stavu. Gélovd permeacna chromatografia je Uzasnd metdda, ktora
v sicasnosti dominuje pri uréovani priemernych hodnét i disperzit
(,disperzita” je novy termin, podla IUPAC-u by mal nahradit termin
ydistriblcia“) modlovych hmotnosti syntetickych polymérov. GPC
v podstate nahradila vacsinu klasickych metdod molekulovej
charakterizacie syntetickych polymérov — zrazaciu i rozpustaciu
frakcionaciu, membranovd osmometriu, osmometriu v parnej faze,
ebuliometriu i kryometriu, ultracentrifugdciu, viskozimetriu a
staticky i dynamicky rozptyl svetla. Viskozimetria i rozptyl svetla
spolu sinfracervenou spektrometriou a NMR nasli svoje nové
vyuzitie pri detekcii eludtu, ktory opusta GPC kolénu. Prvé dve
metddy s uréitym obmedzenim umoziuju priame urcenie mélovych
hmotnosti homopolymérov bez kalibracie a NMR s infracervenou
spektrometriou poskytuju cenné informacie o chemickej i fyzikalnej
struktdre makromolekdl vymyvanych z GPC kolény. DoéleZitym
prispevkom k detekcii makromolekul veludte su odparovacie
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detektory srozptylom svetla. Zdokonalené detektory spolu s
presnejSimi Cerpadlami, ako aj s lepSimi ndplniami kolén a
flexibilnym  programovym vybavenim na spracovanie dat
predstavuju vyznamny metodicky pokrok. Avsak GPC metdéda ma
viaceré Uskalia, ktoré su pri jej beZnych aplikacidch casto
ignorované. Vlastné meranie i spracovanie vysledkov je zdanlivo
jednoduché, a to vyrazne ovplyviiuje ndzory na presné a spravne
pouzitie metddy. Séria kruhovych testov, ktoré sme koncom
minulého storocia organizovali pod egidou IUPAC-u ukazala
alarmujuce vysledky: Vysokl intra-laboratérnu opakovatelnost
metddy, ktorda méze viest k zdveru, Ze ziskané vysledky su nielen
presné ale aj spravne — a hrozivo nizku inter-laboratérnu
reprodukovatelnost: Pri  modlovych hmotnostiach  polymérov
ziskanych na jednotlivych pracoviskach Slo o rozdiely v stovkach a
dokonca  vtisickach  percent! Najlepsie  vysledky  prisli
z priemyslového vyskumu a najhorSie zuniverzit, kde zrejme
Studenti merali spésobom — ,,zapni pristroj, naddvkuj - a ¢akaj, €o ti
da pocitac”. Kontrola prietoku, rekalibracia koldn, Cistenie eluenta,
vplyv koncentracie davkovaného polyméru, systémové piky pri
(¢asto neuvedomelom) poutziti viaczlozkovych mobilnych faz a
v dosledku odplynovania eluentov su c¢asto nezname pojmy.
Niekedy sa stretneme s ,presnymi“ vypoctami zalozenymi na malo
spravnych vysledkoch GPC analyz. Vsvetle zovSeobecnenych
skdsenosti mozno GPC povazovat nielen za pozehnanie ale pri
nespravnej aplikacii aj za prekliatie vedy a technoldgie syntetickych
polymérov. Prehladova prdca a tutoridlne prednasky na tuto tému
vyvolali a vyvoldvaju mnohé diskusie.

GPC ma aj svoje objektivne Ilimity. Na rozdiel od HPLC
nizkomolekulovych ldtok, retenc¢né objemy makromolekdl su
limitované objemom pdrov naplne kolény. To vyrazne obmedzuje
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selektivitu separacie. Metdda separuje makromolekuly na zaklade
rozdielovich velkosti vroztoku — a td je sucasne ovplyvnend
vSsetkymi molekulovymi charakteristikami makromolekul, teda
nielen ich mélovou hmotnostou, ale aj chemickou S$truktirou a
fyzikdlnou architekturou. Preto GPC len celkom vynimocéne dokdaze
spravne sucasne zmerat viac ako jednu molekulovu charakteristiku
daného polyméru. Syntetické polyméry bez rozdielu vykazuju
disperzitu svojich molekulovych charakteristik. Ak dany polymér
vykazuje sucasne viac ako jednu disperzitu — disperzita mdlovych
hmotnosti je pritomna vzdy — hovorime o komplexnych polyméroch.
Ide o rézne typy kopolymérov a funkcionalizovanych makromolekul,
ako su oligoméry. Ak je polymér tvoreny dvoma a viacerymi typmi
makromolekul sréznou chemickou Struktdrou a/alebo fyzikalnou
architektidrou, ide o komplexny polymérovy systém. Patria sem
najroznejsie zmesové systémy pripravené zamerne, alebo vznikajuce
pri degradacnych alebo vystavbovych reakcidch makromolekdl.
Typicky, posledne spomenuty pripad predstavuju pokrocilé a ¢oraz
CastejSie v praxi pouZivané blokové a ockované kopolyméry, ktoré
su prakticky vidy sprevadzané svojimi materskymi homopolymérmi.
Je prirodzené, ze GPC nemdie kvantitativne charakterizovat
komplexné polyméry a obvykle ani komplexné polymérové systémy.
Vdruhom pripade na separdciu zloZiek systému obvykle
nepostacuje spominand obmedzena selektivita metddy a aj ak sa
zlozky systému navzajom oddelia, nizka latkova kapacita metddy a
nedostatoc¢na citlivost detektorov neumozni Uplnu analyzu systému
ak minoritna zlozka predstavuje menej ako pat pripadne menej ako
desat percent vzorky. Nedostato¢ne oddelend minoritnd primes sa
na GPC chromatograme prezradi ako malé vyklenutie, mala
vypuklina, ktord vacsina syntetikov jednoducho ignoruje. Pritom
analyzovany produkt méze obsahovat aj viac ako desat percent
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nezelanej primesi. Ak sa niekto pokusi publikovanu ,uspesnu’
syntézu zopakovat, moze byt nemilo prekvapeny.

Vychodiskom z obmedzeni GPC pri molekulovej charakterizacii
komplexnych polymérov a komplexnych polymérovych systémov je
kombinacia GPC zaloZenej na entropickej kontrole vymyvania s
entalpickymi interakciami v koléne. VysSie spomenuté metddy
zaloZené na kontrolovanom, spolo¢nom vyuziti entrépie a entalpie
sa nazyvaju kombinované metddy HPLC polymérov (coupled
methods of polymer HPLC). UmozZiiuju zvysit selektivitu separacie,
¢o sa vyuZiva hlavne pri oligoméroch. Délezitad je moznost pridanim
entalpie dosiahnut kritické alebo limitné podmienky entalpicke;j
interakcie a potlaéit vplyv modlovej hmotnosti polymérov na ich
retenciu v koléone a separovat makromolekuly vyluéne podla
chemickej Struktury alebo fyzikalnej architektuiry. Problémom je to,
Ze experimentalne hladanie vhodnych systémov a experimentalnych
podmienok je pomerne narocné a teoretické spracovanie problému,
ktoré by viedlo k predikcidm, ostdva otvorené. Pokusy o prenesenie
poznatkov zHPLC nizkomolekulovych latok do kvapalinovej
chromatografie makromolekidl neboli Uspesné. Pri separacii
polymérov hraju vyznamnu — pri GPC dokonca rozhodujicu — ulohu
zmeny konformacnej entrépie makromolekul. Tie su zodpovedné za
ich separaciu zaloZenu na exklazii, selektivnom vyluceni z pérov
naplne kolény a sprevadzaju vsetky entalpické procesy v systéme.
Vzajomny vztah entrépie a entalpie je zloZity a dosial sa ho
nepodarilo kvantitativne opisat. Toto je jedna z vyziev kvapalinovej
chromatografie syntetickych polymérov. Zial vsystéme vedy
zaloZenej na pristupe ,publish or perish®, syntetici zvd¢sa nie su
ochotni stracat cas, ved predsa maju GPC.
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3. MIROSLAV FLIEGER

Narodil se vr. 1948 v Dolnich
Mokropsech. V letech 1963-1966 se
vyucil v n. p. KAUCUK v Kralupech nad
Vitavou jako chemik — gumar. Po té pri
zameéstnani vystudoval stfedni vseobecné
vzdéldvaci skolu zakoncenou maturitni
zkouskou. TenyZ rok se stal studentem
Prirodovédecké fakulty UK v Praze, kde
studoval obor organickd chemie. V roce
1973 studium ukoncil statni zdvéreénou

zkouskou. Od roku 1974 byl zaméstndn v Mikrobiologickém ustavu
AV CR, kde v roce 1981 ziskal titul CSc. v oboru mikrobiologie. Jeho
védeckd prdce byla smérovdna pfedevsim do oblasti fyziologie
producentl sekunddrnich metabolitli, vyvoje analytickych metod,
mykotoxikologie, in vitro produkce sekunddrnich metabolitq.
Absolvoval  stéZe vnémécku, Itdlii, USA aMexiku. V
Mikrobiologickém ustavu AV CR, v. v. i. zastdval funkci vedouciho
laboratore ,,Genetiky a metabolismu hub” (1993-2013). Clenem
Akademické rady byl v letech 2005-2013. Je, anebo byl ¢lenem
redakcnich rad casopist Journal of Antibiotics (1999-2013), Applied
and Environmental Microbiology (2000-2005). Na PrF Univerzity
Karlovy od roku 2001 predndsi zdkladni a vybérovou predndsku
oboru Analyticka chemie ,,Analyza mikrobidlnich toxinG”. Publikoval
vice jak 100 cldnku v odbornych casopisech, je autorem nebo
spoluautorem 30 patent( a patentovych prihlasek.
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40 LET U KAPALINAKU, ANEB JAK TO NA MBU zACALO

Rozvoj kapalinové chromatografie (HPLC) byl spojen se zaloZenim
chromatografické laboratofe pod vedenim Ing. Milana Wursta na
oddéleni padni mikrobiologie (pozdéji prejmenovaného na oddéleni
experimentdlni mykologie), na pocatku roku 1972. Ukolem této
laboratofe bylo zavadéni modernich instrumentalnich separacnich
analytickych metod, plynové a kapalinové chromatografie do
mikrobiologického vyzkumu. Vyvinuté metody pak mély byt
aplikovany pfi analyze mikrobidlnich metabolitd nejriiznéjsich
mikroorganizm( (bakterii, kvasinek, vlaknitych hub a fas). V prvnich
letech, jesté pred nastupem instrumentace pro kapalinovou
chromatografii, byly vypracovavany predevsim metody plynové
chromatografie pro analyzu sloZeni extraceluldrnich polysacharidl u
fady padnich bakterii (napf. Pseudomonas, Xanthomonas, atd.).
Dale byl analyzovdn obsah vysSich mastnych kyselin v lipidech
nékterych fas (napf. Chlorela) a konecné obsah kyselin citratového
cyklu u kvasinek rodu Sacharomyces. V letech 1972-1973, tedy v
dobé, kdy jsem byl jeSté studentem organické chemie na
Pfirodovédecké fakulté UK, usporadala chromatograficka laborator
MBU CSAV fadu prednadsek a seminafll o chromatografickych
instrumentdlnich metodadch s dlrazem na vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii na viech oddélenich MBU, véetné
detasovanych pracovist v Tfeboni a v Novém Hradku. Diky tomuto
velkému Usili Ing. Milana Wursta byl jiz v roce 1974 na MBU CSAV
zakoupen jeden z prvnich kapalinovych chromatografii v CSAV,
Varian 8500, s variabilnim UV detektorem (Variscan LC),
integrdtorem a liniovym zapisovatem. Pumpy u tohoto
chromatografu byly pistové, fizené krokovym motorem. Caste¢nym
omezenim byl jen obsah valct (myslim, Ze to bylo 250 ml, ale mozna
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i 500 ml). Po jejich vyprazdnéni bylo nutné vse zastavit, naplnit
pumpy mobilni fazi a znovu pokracovat.

Soucasné s rozvojem instrumentace pro kapalinovou chromatografii
doslo k vyznamnému pokroku i v oblasti chromatografickych
stacionarnich fazi. Sice jsme jesté pracovali s fazemi o velikosti ¢astic
10 um, ale zacaly se objevovat i prvni modifikované stacionarni faze,
a to predevsim reverzni faze. Své prvni analytické pokusy na tomto
stroji jsem zacal koncem roku 1976, a to analyzou sekunddrnich
metabolitll Claviceps sp., které jsem do této chvile délal pouze
tenkovrstevnou chromatografii. Vybral jsem si k tomu stacionarni
fazi modifikovanou propylaminem a jako mobilni fazi jsem pouzival
smés diethyletheru a ethylalkoholu. Nevim uzZ presné, jak dlouho to
trvalo, ale vim, jak obrovskou radost jsem meél, kdyZz zapisovac
poprvé ukazal dva, témér rozdélené piky standardd klavinovych
namelovych alkaloidd, agroklavinu a elymoklavinu.

A tak to celé zacalo. Béhem nasledujicich tfi let se podafilo vyvinout
metody pro kvalitativni i kvantitativni hodnoceni namelovych
alkaloid(i ve fermentacnich tekutinach Claviceps. Metody byly dale
aplikovany pro déleni a stanoveni novych alkaloidd, predevsim ve
spolupraci s n. p. Galena, ktery byl v té dobé jednim z velkych
producentl namelovych alkaloid(, a tak ziskavani minoritnich latek
ze smési byl prece jen mensi problém nez provadéni fermentaci ve
velkych objemech. Z téZe doby pochazi také prvni patent na plnicku
chromatografickych kolon. Jeji konstrukce byla vynucena tehdejsi
politikou pridélovani deviz jednotlivym pracovnikim vyzkumnych
instituci. Kdybych jen kratce zminil, vypadalo to tak, Ze jste si jeden
rok objednali materidl z kapitalistickych statd, pak rok ¢ekali, a kdyz
Slo vSechno uplné skvéle, za rok jste mozna néco dostali, tfeba i
nesmyvatelny popisovac na sklo. Tak jsme se snazili vymyslet, jak
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ziskat nové kolony, aniz bychom museli ¢ekat rok ¢i dva, az budou
devizové prostredky. S kolegou Vaclavem Inemanem, ktery tenkrat
pracoval na VSChT, jsme vyvinuli pIni¢cku chromatografickych kolon
a velmi hojné ji vyuZivali. Prvni plnicku vyrobili pracovnici dilen
Mikrobiologického Ustavu z nerezové oceli, do které byla zavarena
vysokotlakd nerezova kapildra a umisténa tak, aby byl zajistén
tangencidlni vstup mobilni faze. Tim doSlo k dokonalému
promichani silikagelové smési a velmi dobrému naplnéni
chromatografickych kolon. Jejich Gc¢innost byla v té dobé
srovnatelnd s origindlnimi kolonami od vyrobcl. Preplnili jsme
desitky kolon, a tak mohl vyvoj chromatografickych metod dale
pokracovat. Kromé jiz zminéné problematiky, tedy studia
sekundarnich metabolitl Claviceps sp., byly dale vypracovavany
metody pro studium latkové prfemény (metabolismu)
mikroorganism{, aromatickych aminokyselin (tryptofanu,
fenylalaninu a tyrosinu) u dalSich hub a padnich mikroorganisma. V
relativné  kratké dobé tak poZadavki na  kapalinové
chromatografické analyzy zacalo vyrazné pribyvat a strojového casu
bylo jen velmi mdlo. Koncem sedmdesatych let jsme pozadali jako
Laboratof fyziologie vldknitych hub o zakoupeni dalSiho
kapalinového chromatografu. Vzhledem k nedostatku devizovych
prostfedkll nam vsak bylo doporuéeno zakoupit misto planovaného
HPLC nové vyvijeny automaticky systém z RVHP. A tak se také stalo.
Jednoho dne dorazilo nakladni auto se ¢tyfmi bednami, kazda asi o
velikosti jednoho kubického metru, coz vzbudilo opravnény zdjem
vsech kolegli v okolnich laboratofich. Trochu prekvapeni, ale prece
jen plni ocekavani, jsme zacali jednotlivé bedny rozebirat a
postupné vybirat jednotlivé dily automatizovaného systému. Vybalili
jsme nékolik nanasecu silikagelu na sklenéné desky, susaren, skel
nejriznéjsich rozmérl,, podstavcl s vodovahou i bez, a nakonec
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jedno nerezové vejce s utiznutym dnem, ze kterého trcely teflonové
kapilary takfikajic odnikud nikam, nejspis jakysi zarodek rodiciho se
automatu, ktery se ale, bohuzel, jesté nenarodil. Bylo to obrovské
zklamani, ale na druhou stranu je nutno fici, ze nanasece fungovaly
velmi dobfe a pouZivany byly jeSté minimdlné jedno desetileti.
Zbytek z krabic jsme nékolik dnl cpali pod vSechny laboratorni stoly
tak, aby se laboratofi dalo alespon prochazet.

Pocatkem 80. let jsme se nakonec rozhodli vyrobit kapalinovy
chromatograf z dostupnych soucasti. Vyvojové dilny Akademie véd
tehdy vyrdbély jednopistové vysokotlaké cerpadlo s oznacenim VCM
300. To samo o sobé nebylo mozné vyuzZit, protoZe pti jeho vyuZiti
vznikaly obrovské tlakové pulsy. S kolegou Josefem Holikem z
Isotopové laboratofe CSAV, jsme tedy spojili dvé &erpadla tak, e
byla vici sobé pootocena o 180 stupnu. Tim jsme dosahli Unosného
pulsovani, které se uZz tolik neprojevovalo na zakladni linii UV
detektoru vyrobeného ve stejnych vyvojovych dilnach. Z nich
pochazel i jednoliniovy zapisova€, ktery jsme vyuzivali k zaznamu
chromatogramu. Prosté, jednoduché, ale bohuZel bez integratoru.
Tak jsme se opét vratili ke klasickému trojuhelniku a tuZce a takto
pocitali koncentrace jednotlivych latek, i kdyz uz ne na
logaritmickém pravitku, ale naprosto skvélou prvni
programovatelnou kalkulackou. Tento podomacku vyrobeny pfistroj
jsme pouZivali predevSim k semipreparativnim ucellm, tedy v
pfipadech, kdy bylo nutné ziskat vét$i mnoistvi latky napf. pro
urceni struktury nebo pro analyzu mastnych kyselin ve sklerociich
Palickovice nachové (Obr. 1). Strukturu nové izolovanych latek jsme
stanovovali pomoci hmotnostni (Varian MAT 311) a NMR (JEOL FX-
60) spektrometrie. BEéhem ndasledujicich deseti let se nam diky
tomuto pfistroji podafilo identifikovat vice jak deset novych latek. Z
té doby také pochdzi jedna velka chyba, ktera se mné stala kv(li
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pouzivani propylaminem modifikované kolony. Kolegyné Sylvie
PaZoutova totiz objevila kmen Claviceps, ktery produkoval dosud
neznamy ,azurovy” alkaloid. Azurovy proto, Ze pfi prohlizeni TLC
desky pod UV lampou azurové zafil. Jakkoliv jsem analyzoval jeji
izoldty na mnou vyvinutém systému, Zadny novy alkaloid jsem
nepozoroval. Zadny neidentifikovany pik prosté nebyl (Obr. 2).
Pochopili jsme oba az o nékolik let pozdéji. Myslim, Ze to bylo v roce
1988, kdy kolegové z NDR tento alkaloid identifikovali jako
chanoklavin aldehyd. Ano, ted uz bylo jasné, proc¢ jsem zadny takovy
alkaloid nemohl vidét, zreagoval s napini kolony.

Psal se rok 1984, kdy se nam podafilo ziskat finanéni prostfedky k
nakupu nového chromatografu, tentokrat od firmy Perkin-Elmer
Serie 3b, s UV detektorem LC 85 a navic s chromatografickou data
stanici Sigma 15. JesSté stdle to sice nebyl pocitac, ale tuzku a
trojuhelnik jsem odlozil uz navéky. Navic byl vybaven i
automatickym davkovacem, takie mohl pracovat v podstaté
neomezené dlouho. Z této doby pochdzi asi nejvice studii
zabyvajicich  se izolaci minoritnich  alkaloidd a jejich
biotransformacnich produktt, fyziologickych studii, atd. Jesté je
tfeba podotknout, 7e v této dobé uz na MBU CSAV pracovalo
nékolik HLPC systémd, vyuzivanych k nejriznéjsim studiim, at uz
transformacnich reakci, metabolismu vyssich hub, produkce
antibiotik a dalSich biologicky vyznamnych latek.

Konec 80. let Ize charakterizovat z hlediska védeckého badani za
zcela prelomovy. Objevuji se prvni ¢eské osobni pocitace (vyrabéné
v JZD Slusovice), jejichZz cena se pohybuje nékde na urovni 250 000
KE. Poprvé odkldddme psaci stroje a pouzivdme jednoduché textové
editory pro psani publikaci. Rozviji se emailovda komunikace a
pomalu prestavame psat dopisy rucné. Nakupované pfistroje uz jsou
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vybaveny programy, které velmi usnadiuji praci. Vyznamné se
zvySuje frekvence pro méreni NMR spekter, skokem se dostavame
na 400 MHz, ¢imZz se vyznamné snhizuje mnoZstvi materidlu
pozadovaného pro urceni struktury. A nakonec pfichazi revoluce,
»,sametova“. Potom uZ vSe nabird velmi rychly spad. Rozviji se
prfedevsim informacni technologie a hlavné mame svobodu a
muzeme volné cestovat.

Posledni dekada dvacatého stoleti je charakterizovana rychlym
rozvojem  vSech instrumentdlnich technik. V  kapalinové
chromatografii to znamena predevsim automatizaci a pocitacové
fizeni vsech chromatografi béiné vybavenych i automatickymi
davkovaci, které nam umoznily zpracovavat velké mnozstvi vzorkd v
témér nepretrzitém provozu. Navic, kapalinové chromatografy se
staly zakladnim vybavenim velkého poctu laboratofi, coz se
projevilo predevsim v rychlém narlstu nové izolovanych latek. V
této posledni dekddé bylo v Mikrobiologickém Ustavu izolovano a
identifikovano vice jak 300 novych latek, at uz pfirodnich (namelové
alkaloidy, antibiotika, cyklické oligopeptidy, mastné kyseliny, atd.),
polysyntetickych (cukerné latky) nebo syntetickych. Snad jen pro
zajimavost bych rad wupozornil na fakt, Ze za témér 30
predchdzejicich let tedy od roku 1963 do roku 1990 bylo v
Mikrobiologickém Ustavu izolovano a identifikovano pfiblizné 250
novych latek.

V této dobé se také zacind velmi rychle rozvijet i mezinarodni
spoluprace nasi (a nejen nasi) laboratore a tak kromé
ystandardnich” metod, tedy metod vyuZivanych predevsim k
analyze sekundarnich metabolitd nejriznéjsich mikroorganism, se
zaméfujeme na novou oblast kapalinové chromatografie. Tou je
syntéza chirdlnich stacionarnich fazi a hledani jejich vyuziti k analyze
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nékterych farmaceutickych preparatd, aminokyselin, pesticidl a
herbicidl. Tato problematika byla vice jak dvacet let Uspésné fesena
ve spolupraci s Chromatografickym Ustavem v Rimé (Istituto di
Cromatografia del Consiglio Nazionale delle Ricerche, Area della
Ricerca di Roma, lItalia). Chiralni faze byly zaloZeny na derivatech
namelovych alkaloid(i, které se diky své strukture (aromatickému
charakteru, rigidnimu skeletu se tfemi chiralnimi centry) ukazaly byt
vynikajicimi selektory pro analyzu chirdlnich organickych kyselin
(napf. nesteroidnich protizanétlivych latek - profeni a nékterych
herbicida).

DalSi novou oblasti, kterd se témér na dvacet let stala nedilnou
soucasti vyzkumu v laboratofi, byla analyza produkce sekundarnich
metabolitl travnich endofytnich hub. Tato oblast byla rozvijena ve
spolupraci s Oddélenim rostlinné patologie v Auburn University,
Alabama, USA. Byly to znovu namelové alkaloidy, které jako
produkty travnich endofytnich hub rodu Neotyphodium
zpUsobovaly toxikdzy u pasouciho se dobytka. V roce 1995 jsme k
analyze poprvé vyuzili spojeni kapalinové chromatografie s
hmotnostni spektrometrii.

Jednadvacaté stoleti prinasi dalsi vyznamny rozmach v celém
védeckém badani, a to predevsim v oblasti informacnich
technologii. Cely svét se propojuje na internetu, rozbihaji se
databazova ulozisté, kterd umoZnuji s neuvéfitelnou rychlosti
ziskavat védecké informace z celého svéta. Nevim, jestli je na tomto
misté vhodné pfipominat dobu ddvno minulou, tedy pocatek
devadesatych let, ale moind jen pro informaci téch pozdéji
narozenych bych rad pripomnél, jak jsme ziskdvali literaturu, tedy
separaty védeckych praci pred dvaceti lety. Existovaly, vlastné jesté
existuji, Current Contents, prehledna knizecka formatu A5, ve které
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byly uvedeny tisice citaci ¢lanku, které vysly za jediny tyden. Na
konci byl adresar, kde byly uvedeny adresy korespondujicich autord.
Po nékolika tydnech cekdni na vytisk (rozdélovnik pfisné dodrzoval
hierarchii ustavu), jsme méli nékolik hodin na prostudovani, vypsani
citaci  ¢lankl, které ndas zajimaly a dohledani adres
korespondencnich autor(. Pak uZ zbyvalo jen poslat zadanku o
separat a doufat, Ze vam pozadovany dokument nékdo zasle. Trvalo
to tak meésic, nékdy i dva, a Uspésnost se pohybovala nékde na
urovni padesati procent. Ty ¢lanky, které nepfisly, jsme pak dlouho a
trpélivé shanéli po nejriznéjsich knihovnach. Tak vzato dohromady,
tfi, ¢tyti mésice a byla literatura jakz takZz pohromadé. Neumim si uz
ani predstavit, Ze bych dnes tak dlouho cekal, dva, tfi dny a témér
vSe potrebné je ulozeno v mém pocitaci.

Informacni boom je ovSem provazen i technologickym pokrokem. V
kapalinové chromatografii jde predevSiim o wvyvoj novych
stacionarnich fazi s velikosti ¢astic mensich nez dva mikrometry. Tak
se rychle rozviji oblast ultrau¢inné kapalinové chromatografie
(UHPLC). Rychlé analyzy a skutecné vysokd ucinnost jsou dnes
standardem. Stejné rychly vyvoj prodélaly i detekéni techniky, a to
predevSim propojeni HPLC s hmotnostni spektrometrii, ale i s
nukledrni magnetickou resonanci. Tato propojeni umoznila rozvoj
novych oblasti vyzkumu napf. metabolomiky, proteomiky,
fenogenomiky atd. A co to pfindsi v oblasti sekunddrnich
metabolit(i? Bohuzel jen mirné zlepseni. Stale totiz musime nové
mikroorganismy a jimi produkované nezndmé metabolity izolovat z
litrd fermentacnich tekutin, zjistovat jejich antimikrobidlni a
biologické aktivity, frakcionovat, analyzovat, testovat, a tak stale
dokolecka, aZz se tfeba po roce podafi identifikovat mozna novou
l[atku. A tak i pres nesmirny pokrok ve vSech technikach, patfi
analyza sekunddarnich metaboliti novych mikroorganisml k tém
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Casové velmi naroénym a vyZaduje velkou trpélivost a zrucného
analytického chemika. Tak at je takovych stale dostatek.

Podékovani: Rad bych na tomto misté podékoval panu Ing. Milanu
Waurstovi, DrSc. z Mikrobiologického Ustavu AV CR, v. v. i., za jeho
velkou pomoc pfi pripravé této kapitoly, predevsim jejich
historickych ¢asti z pocatkd HPLC. Dale bych rad podékoval doc.
Lucii Novakové za trpélivost a edicni Upravy textu.

Obr. 1: HPLC analyza obsahu mastnych kyselin ve sklerociich
Palickovice nachové. Jednd se o jednu z prvnich aplikaci mérenych na
vlastnorucné sestaveném kapalinovém chromatografu.
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Obr. 2: HPLC analyza extraceluldrnich ndmelovych alkaloidi
produkovanych houbou Claviceps fusiformis. Chromatografické
podminky: kolona Separon SGX C18 (25 x 0,8 cm I.D., velikost Cdstic
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7 um), mobilni fdze MeOH-H,0-koncentrovany cpavek (30:70:0,4).
UV detekce 224 nm. EF2 — elymoklavin difruktosid, EF1- elymoklavin
fruktosid, E — elymoklavin, CHA — chanoklavin aldehyd, CH —

chanoklavin, A — agroklavin
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4. JAROSLAV FRANC

Ing. Jaroslav Franc, CSc. se narodil 10.
zari 1919 v Pardubicich. Vystudoval
chemii na Vysoké Skole chemicko-
technologické v Praze. Jeho studium a
ndsledné cely Zivot poznamenala druhd
svétovd vdlka a jeho pobyt v
koncentracnim tdbofe Sachsenhausen.
Dokonceni studia se mohl vénovat aZ po
vdlce a po té pracoval ve Vyzkumném

ustavu organickych syntéz v Pardubicich
— Rybitvi, kde stravil cely svij profesni Zivot. Publikoval na 160
odbornych praci - v oblasti chromatografie a elektroforézy. Jeho
prvni publikace, kterd pojedndvala o chromatografii na silikagelu,
byla publikovdna 9. unora roku 1954, tedy presné pred 60 lety.
(Pana France jsme shodou okolnosti navstivily 7. tunora 2014, pravé
v dobé oslavy tohoto vyroci.) Je také autorem 59 patenti. Ing.
Jaroslav Franc, CSc. byl ¢lenem Ndzvoslovné komise IUPAC a je také
drZitelem plakety za prinos a rozvoj chromatografie, kterou mu roku
1978 udélila Akademie véd SSSR. Jeho Zdky a spolupracovniky byli
vyznamné osobnosti Ceské chromatografické komunity, jako prof.
Churdcek, prof. Strdnsky, prof. Pacdkovda cCi prof. Smolkovad.
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Obr. 1: Ing. Jaroslav Franc, CSc. s manZelkou na dobové fotografii

[1].

Vyznam modernich separacnich technik jak samotnych, tak i ve
spojeni s fyzikalnimi anebo chemickymi metodami, je nesmirny a
stdle jesté vzrlsta. Laboratore z vyrobni a nevyrobni sféry Zadaji pro
svoji Cinnost stale dokonalejsi analytické metody, které by jim
umoziovaly zabezpecdit jejich rostouci ukoly a poslani.” Takto zni
Uvodni slova knihy Reakéni chromatografie v organické analyze
vydané v roce 1989 (Obrazek 3), jejimz spoluautorem je pan Ing.
Jaroslav Franc, CSc., jeden z prikopnik( nejen chromatografie u nés.
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K. KOMAREK
J. FRANC

Obr. 2: Prebal knihy Reakcni chromatografie v organické analyze,
jejimZ spoluautorem je Jaroslav Franc. Kniha vysla v roce 1989 a
shrnuje zdkladni poznatky v této oblasti chromatografie [2].
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Pan Jaroslav Franc se narodil 10. zafi roku 1919 v Pardubicich do
rodiny vdle¢ného invalidy z prvni svétové valky. Jeho tatinek
pracoval jako listono§ a maminka byla délnice. Jaroslav Franc
vychodil obecnou skolu a statni redlku ve svém rodném meésté a
potom odesSel na vysokou Skolu do Prahy. AC ho v redlce bavila
matematika, literatura a chemie, jeho jasnou volbou byla chemie.
Nedoved| si totiZz predstavit, Ze by vyucoval, jeho snem byla prace v
laboratofi. Vybér oboru byl pro ného tedy jednoznacny. Na studia
nastoupil na sklonku let tficatych, je tedy jasné, Ze do jeho studia
zasadhla druha svétova vélka. Jako jeden z mnoha studentl se
Jaroslav Franc zucastnil 28. fijna 1939 demonstrace, kde byl nacisty
postfelen student Jan Opletal. Opletal na nasledky poranéni 11.
listopadu zemftel. O ¢tyfi dny pozdéji se konalo verejné rozlouceni,
na které pfisli vSichni prazsti vysokoskolaci a na Albertové zaznéla
Ceska hymna i se zakazanou hymnou slovenskou. Jesté 16. listopadu
byl Jaroslav Franc v laboratofi a vecer se ptipravoval na zkousku,
kterou mél skladat druhy den rdno. Nasledujici rano vSak studenty
na kolejich probudilo bouchani paZzeb pusek na dvefe. Vsichni
studenti byli nahnani do haly, naloZeni do nakladak(l a prevezeni do
véznice v Ruzyni. Devét studentll zde bylo zastfeleno, divod byl
jednoduchy, byli to ¢lenové studentského spolku. Ostatni studenti
byli zavieni do konirny bez jidla a byli 18. listopadu roku 1939
prevezeni vlakem do koncentracniho tdbora v némeckém
Sachsenhausenu. Tak zacal nacisticky boj namiteny proti Ceské
inteligenci.

V koncentra¢nim tabore pan Jaroslav Franc stravil témér tfi roky
Zivota. Jeho kazdodenni ndplni byla tézka prace v tovarné na vyrobu
cihel. Po celé tfi roky snidal kavu ze zaludu, k obédu mél polévku z
tufinu obdas s kouskem brambory a na vecefi dostdval 20 deka
vojenského chleba komisarku, ktery byl z poloviny z pilin. Jak sdm
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fika, zadkladem preziti byla dobrda psychika. Spolu s nim byl v
koncentraku uvéznén i jeho kamarad z Pardubic. KdyZz mu pfisel od
rodic¢l dopis, Ze se jeho mild vdala, psychicky se zhroutil a byl do par
tydnd mrtvy. To, Ze tyto podminky vydrzel, povaZuje za zazrak. 20.
dubna 1942 (v den Hitlerovych narozenin) byl totiz spolu s dalSimi
studentskymi  vézni propustén. Na jejich propusténi ma
pravdépodobné zasluhu $panélsky Cerveny kfiz. Mély se opét otevfit
vysoké Skoly, ale ve skutecnosti zlstaly zaviené aZz do konce druhé
svétové valky. Béhem valky se tedy Jaroslav Franc na studia nevratil.
Misto toho vykondval délnickou profesi a nastoupil do pardubické
mlékdarny. Na chemii vSak nezapomnél, ve volnych chvilich se
vénoval jejimu studiu, aby po otevieni vysokych Skol mohl co
nejdfive sloZit zkousky a pokracovat ve své védecké préci. To se mu
splnilo az v cervnu 1945, kdy po kapitulaci Némecka byly vysoké
Skoly konecné znovu otevieny. ,Profesofi ihned zacali zkouset, jako
by bylo po prazdninach. Jediné, v ¢em vyslo vedeni vstfic, bylo
zruSeni prerekvizit. Mohli jsme tedy zkousky délat v libovolném
poradi.”

Po dostudovani vysoké Skoly nastoupil v roce 1946 do Vyzkumného
Ustavu organickych syntéz (drivéjsi Spolek pro chemickou a hutni
vyrobu) v Pardubicich, kde plsobil az do dichodu. Jeho vedoucim
byl dr. Wanka, zakladatel pardubické univerzity.
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Obr. 3: Pracovni skupina z Vyzkumného ustavu organickych syntéz

[1].

Spolecné s doktorem Wankou je spojovala i idea o podniku, ktery by
vyrabél chemikalie se zaruéenou ¢istotou nejen pro Ceskoslovensko,
ale pro cely svét. Jedinym vyrobcem byl v povalecné Evropé
némecky MERCK, ktery vsak byl za valky znicen, a proto se svij
napad rozhodli uskutecnit. V roce 1953 tak spole¢né zaloZili podnik
Lachema, ktery adjustoval Cisté, specidlni a laboratorni chemikalie a
v padesatych letech minulého stoleti se stal prednim vyrobcem
analytickych Cinidel a indikator(, cukrl, aminokyselin, barviv pro
mikroskopii a dalsich chemikalii a biochemikalii. A¢ oba pusobili v
pardubickém Vyzkumném ustavu, rozhodli se Lachemu zaloZit v
Brné. ,Hodila se tam, v Pardubicich byly v té dobé tfi vyzkumné
Ustavy a Lachema méla byt komercnim podnikem, proto jsme se ji
rozhodli umistit do Brna.” Sdm Jaroslav Franc se zabyval Cistotou
chemikalii, soustiedil okolo sebe kolektiv asi 12 lidi, ktefi analyzovali
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Cisté chemikalie podle predpisti MERCKu. Tyto postupy se jim vsak
zdaly téZzkopadné a zdlouhavé, proto je napadlo zkusit vyuZit v tu
dobu novou separacni techniku — papirovou chromatografii a
chromatografii na tenké vrstvé. V roce 1947 tak byli schopni rychle a
jednoduse prokdazat Cistotu pouzivanych chemikalii a rovnou tak
dokdzat pripadné necistoty. Bohuzel kvlli nemoci se spoustu
predstav a plan( nepodarilo panu Francovi uskutecnit, navic v roce
1954 zemftel doktor Wanka. ,VSechno po jeho smrti tak néjak
vySumélo, ale ja uz jsem zUstal u chromatografie”, potvrzuje pan
Franc.

Mimo chromatografie, at uz papirové, na tenké vrstvé, plynové
nebo kapalinové, se zajimal také o elektroforézu, coz dokazuje i
celkovy pocet jeho publikaci a patentd. Publikoval na 160 odbornych
praci, pfevainé v oblasti chromatografie (Chemické listy, Collection
of Czechoslovak Chemical Communications, Journal of Gas
Chromatography, Journal of Chromatography, Microchimica Acta,
Analytica Chimica Acta), patentll ma 59. Podle jeho slov se neni
¢emu divit, nebot ,vSe zacdinalo velmi primitivné, tak jsem délal
vsechno”.

Jeho prvni publikace z roku 1954 popisuje kvantitativni metodu pro
stanoveni o-, m-, p-kresolu a fenolu v technickém trikresolu
(Obrazek 5). K rozdéleni jednotlivych slozek byla pouzita
chromatografie, kde mobilni faze tvofena cyklohexanem a vodou
protékala skrz chromatograficky silikagelovy sloupec ze zasobni
bariky umisténé nad kolonou. Pod kolonou byl umistén jimac frakcf,
hlinikové kolo s otvory pro zkumavky, do kterych byly jimany
analyzované latky, nebo samotnd mobilni faze. K eluovanym latkam
bylo pfidano cinidlo za vzniku charakteristického zabarveni, diky
kterému mohly byt latky identifikovany. V tomto pripadé bylo pro
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kolorimetrické stanoveni vyuZito 2,6-dibromchinonchloriminu (o-
kresol, m-kresol a fenol). p-Kresol neposkytuje s timto cinidlem
specifickou reakci, proto bylo jeho mnoZstvi dopocitavano rucné do
hodnoty 100 %. Tato nové vyvinuta metoda tak mohla pIné nahradit
stanoveni infraCervenou spektrografii, ktera byla pouzivana dfive.

QUANTITATIVE BESTDNOMUNG YON o-, mi-, p-KKESOL UND PHENOL IN

KVANTITATIVN] STANOVENI o, m-, p-RRESOLU A FENOLU 7 TECHNISCHEN TRIKKESOL DUKCH CITROMATOGIR APIISCIE
TRINNUNG AN SILHAGEL

¥ TECHNICKEM TRIKRESOLU KOZDELOVACI CHROMATOGRAFTL
NA AGELU

v FRANC

Obr. 4: Prvni odbornd publikace Jaroslava France: Kvantitativni
hodnoceni o-, m-, p-kresolu a fenou v technickém trikresolu
rozdélovaci chromatografii na silikagelu. Na obrdzku ceské a

némecké znéni publikace, v ceském znéni je v pravé ¢dsti také ndcrt
separacni aparatury pro chromatografii [2].

Ve druhé poloviné Sedesatych let byl do pardubického Vyzkumného
Ustavu organickych syntéz pofizen prvni kapalinovy chromatograf
znacky  Hewlett-Packard s  fotometrickou  detekci.  Pro
vyhodnocovani byly misto softwarového automatického zpracovani
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pouzivany jednoduché planimetry a veskeré vypocty byly provadény
pouze pomoci logaritmického pravitka.

Dalsi prace Jaroslava France se ubirala smérem plynové
chromatografie. Sam sestavil plynovy chromatograf, ktery pak
vyrabéla firma Meopta. Pfistroj sestavil v dobé, kdy byl do Pardubic
pfivezen prvni plynovy chromatograf z Anglie. Ten byl jednoduchy, s
tepelné vodivostnim cidlem pro detekci, ale velmi drahy. Jeho cena
se pohybovala okolo c¢tvrt milionu korun. Proto Jaroslav Franc
sestavil chromatograf vlastni, ktery byl asi desetkrat lacinéjsi, avsak
stejné ucinny. K tomuto pfistroji si také vyrabél vlastni nosic¢ z hlinky
pro filtrani materidl a z cihlafské hliny dovazené do Pardubic z
nedalekého Hrochova Tynce. Tyto dvé suroviny se smichaly, vypalily
se pri 1100 °C, vzniklé valounky pak byly rozemlety, drt proseta na
sitech a takto byla ziskdna ndpln pro kolony misto substanci
dovaienych z Ameriky. Pro plynovou chromatografii také sestrojil
vlastni detekcni zafizeni pomoci fotonasobice. V ném neustale horel
vodik, ktery se rozsvitil pokazdé, kdyz k nému doputovala jina latka.
Povedlo se mu také sestavit chromatograf, kterému pro sv(j tvar
fikal ,PIANO“. Piano vzniklo spojenim kapalinové a plynové
chromatografie, sdruzovalo dohromady oba dva pfistroje.
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ORGANICKYCH SYNTEZ PARDUBICE.RYBITVI

Obr. 5: Plynovy chromatograf, jehoZ autorem je Jaroslav Franc [2].
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Obr. 6: Pristrojové vybaveni laboratore Jaroslav France[2].

V pribéhu priace s chromatografickymi metodami ho neustéle
draZdila jedna otazka: ,PROC?“. Pro¢ se to tak d&je, pro¢ se latky
separuji tak, jak se separuji, nebo se neseparuji. Z tohoto divodu se
také velmi podrobné zabyval separaci isomer(. V té dobé se totiz
tvrdilo, Ze isomery od sebe nelze oddélit. Jaroslav Franc vSak svoji
praci dokazal, Ze toto tvrzeni je nepravdivé. Odvodil rovnici, ze které
je patrné, Ze oddéleni isomer( je mozné na zakladé velikosti
dipélového momentu. Veskeré chromatografické déleni je zaloZeno
na energii vodikovych mustk(, energie je odlisna podle typu vazby a
vazaného atomu, proto je mozné isomery od sebe oddélit. Tomuto
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tématu se velmi obsahle vénuje v mnoha svych publikacich (Obrazek
8). Jeho praci pak zavrsilo vydani knihy ,Reakcni chromatografie v
organické analyze®, jejimzZ cilem je sezndmit Ctendre s moZnostmi
analytického a preparativniho déleni kapalnych i plynnych latek,
které se pouziva pfi identifikaci ¢i stanoveni funkcnich organickych
skupin.
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CHROMATOGRAPHIE AROMATISCHER ISOMEREN II1.*
UBER DIE BEZIEHUNG AWISCHEN DIPOLMOMENT UND R,-WERT
YON NAPHTHALINDERIVATEN**

J. Frawe und J. LaTinAg
Faorschungsinatitut fir ssche Syrnth und VEEB Osthihmische chemische Werke,
Pﬂl’dnﬁbce Rybiti

Eingegangen am 22, Oktobor 1954

Es wurde dPl' Zusuunmm'hnng von Ihpn'tmomem: und K- Wert in der .
Nuphtalinroik . Als Beispiele wuarden einige in der barbuoﬁo!umw
wlchngn \apl:mlmdsrwste ausgewihlit,

In den vorangehenden Mitteilungen dieser Reihe'"* diskutierten wir die
Bezichung zwischen R,-Wert und Grisse des Dipolmoments bei aromatischen
Izomeren der Benzolreihe, Es wurde fiir die Abhiingigkeit folgende empirische
Formel! abgeleitet

R, =K 4 0,1u.

In dieser Arbeit sollte ermittelt werden, ob diese Beziehung auch fiir isomere
Derivate der Naphthalinreihe gilt.

Hoyer® stellte fest, dass sich bei der Chromatographie der Nitronaphthylemine an Aluminiam-
oxyd (nach Brockmann) bei \'m—wmdung von Benzol als Lisungsmittel die einzelnen [somers
in der aus Tab. I emichtlichen Reih trenncn lassen, Nach Hoyer, der behauptet, dass [so-
mere mit intramolekularer Wassorstoffbriicke schneller wandern als soleche ohne Wasasrstoff-
brilcke, sollten 1-Nitro-2-amino- und 2-Kitro-l-aminonaphthalin sm schoellston wandern,

Tabelle T
Reihenfolge der Nitroaminonaphthaline bei Chromatographic an Alumininmoxyd?

| Nitroaminonaphthaline n':;:::::‘g:ﬁ;:‘ Gm::n?;!::!"‘lﬂ:»l‘

| ST R PR s e S
1-Nitro.-4-aminonaphthalin | am langsamsten 6,97
1-Nitro-2-aminonaphthalin . i 4,47
2.Nitro. 1-aminonaphthalin || FFennen sich nicht 4,80
1-Nitro-8-aminonaphthalin am schnellsten 3,12

In Wirklichkeit wandert jedoch am schnellston 1-Nitro-8-aminonaphthalin, bei demn bestenfalls
eine nur sehr sechwache Wassenstoffbriicke entstehen kann®, Deshalb gibt auch Hoyer zu, dass noch
eino andere Gesetzmissigkeit existiert, die die Reihenfolge der gotronnten Tsomoren beoinflusst,
Aus Tab. I, in der wir auch die gemessenen Werto der Dlpalmwubu“ unjuhrm. wrsisht man,
dass die Reil ge der Dipol te der Reik g der 1 entapricht.

* I1. Mitteilung: Chem. listy 49, 325 (1955); dicas Zoitschrift 20, 826 (1955).
** Dicso Arbeit erschien beroits in tsechechiseher Spracho in Chem. listy 49, 328 (1955).

830 COOPHME 4eXOCH. XMM. paSor T, 30

Obr. 7: Jedna z mnoha publikaci pojedndvajicich
chromatografickém déleni isomert [4].
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Ing. Franc, CSc. byl také jednim z prvnich prikopnik( analyz v oblasti
tzv. silikonové chemie. V Koliné se ve druhé poloviné minulého
stoleti vyrabély organické produkty na bazi kiemiku. Nevyhodou
pouzivaného materidlu vsak bylo to, Ze byly nerozpustné ve vsech
dostupnych rozpoustédlech, a proto nebylo mozné
chromatografickou analyzu provadét. K rozlozeni silikon(i se tedy
pouzivala pyrolyza, po které mohlo dojit k analyze latek. Velkym
problémem ale bylo udrZeni konstantni teploty v pribéhu celé
pyrolyzy, aby byla =zajiSténa dobrd reprodukovatelnost této
procedury. Jaroslava France ale napadlo, Ze by se misto pyrolyzy a
neproveditelného rozpousténi dalo vyuzit rozloZeni chemického.
Zjistil, ze silikony se daji reprodukovatelné rozstépit pomoci fluoridu
boritého a ziskané slozky uZ je moZné jednodusSe analyzovat.
Analyzu provadél pomoci plynové chromatografie, ve které vyuZil
jako nosného plynu dusiku, analyzované latky prevedl na plynny
vodik a mohl tak detekovat i velmi mald mnoZstvi analytl na zakladé
vysoké citlivosti této metody dané rozdilem tepelné vodivosti mezi
dusikem a vodikem.

Celozivotnim mottem Ing. France bylo heslo ,Work. Finish.
Publish.”. Podle jeho slov jde vSsechno vysvétlit, pokud je dostatek
Casu a penéz. ,Oproti svym koleglim jsem mél ohromnou vyhodu, a
to, Ze jsem byl trpélivy. Asi jsem si to odnesl z koncentraku. Kazdy
den, trikrat denné nas prepocitavali, pocet vézii musel souhlasit.
Stacilo, aby jeden chybél, a stalo se tak dlouho, dokud se nezjistilo,
co se déje. Spoustu lidi umiralo, nékam zalezl a uz ho nenasli. Tak
dlouho stojite, bez jidla, bez vody, v mrazu, v desti, v horku, v noci,
ani vyclrat se nemUzZete. To vas naudi trpélivosti. Kolegové trpélivi
nebyli, néco rozpracovali, ono to neslo, tak presli k nécemu jinému a
tamto nechali byt.” Sdm se tedy snaZil veskerou praci nejprve
dokoncit, nez zacal néco jiného. Praci si vidy rozplanoval, a protoZze
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uz mél za sebou néjakou praxi, védél, Ze naplanovany cas je potreba
znasobit asi dvakrdt, aby odpovidal realité (,U kazidé prace se
vyskytnou problémy, které feseni protahnou”). Podle pana France je
chromatografie néco jako v mediciné antibiotika. ,Ukazte mi dnes

“w ¥
3

obor, kde by se neuplatnila®, fikd nadSené pan Franc.

V rdamci svého povolani Jaroslav Franc navstévoval zahranicni
konference a laboratofe. Z pocatku s nim jezdili pfislusnici StB, ale
protoze pan Franc nade vSe miloval svoji rodinu a Pardubice, zacali
ho pozdéji poustét samotného, bez dozoru. Védéli totiz, Ze se vrati.
Mohl se tak podivat na pracovisté v Némécku, Rusku, Holandsku i v
Americe. Oproti ruskym laboratofim jsme dle jeho slov méli lépe
vybavené laboratofe. AC v Rusku méli spoustu pfistroji pro
plynovou i kapalinovou chromatografii a v Cechach prevladdala
chromatografie na tenké vrstvé, ¢eskoslovensti védci na tom byli o
mnoho |épe. Dokdzali si totiz sami sestavit vlastni pfistroje a nebyli
odkdazani pouze na velké vyrobce a dodavatele. V porovnani s
laboratofemi v USA na tom Ceskoslovesko také nebylo $patné. ,V
Americe jsme se mezi budovami vyzkumného Ustavu dopravovali
autobusem. Navic tu méli jiny systém. Vysokoskolsky pracovnik mél
k ruce spoustu ,dones, podri, podej“ pomocnikd, ale Zadné
stfedoskolaky. U nas to bylo jinak. Byli jsme my vysokoskolsti
pracovnici, stfedoskolsti a pak uz skoro nic. Ale Ameri¢ané nam
presto fikali, e my, Cechoslovaci, jsme v chromatografii o mnoho
lepsi neZ oni”, porovnava Jaroslav Franc. Nejenom, Ze mohl navstivit
zahranicni laboratore, byl také ¢lenem Anglické kralovské chemické
spole¢nosti, ¢i Nazvoslovné komise IUPAC, diky cemuz se dostal i na
recepci k americkému prezidentovi. Za nejvétsSi ocenéni vsak
nepovaZuje tato Clenstvi, ale pozvani do Tallinnu, kde v roce 1978
obdrzel pfti pfilezitosti 75. vyroci od objeveni chromatografie ruskym
védcem M. S. Cvétem medaili za rozvoj chromatografie.
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Obr. 8: Plaketa za rozvoj chromatografie udélend Akademii véd
SSSR v roce 1978 v Tallinnu pfri prileZitosti 75. vyroci od objeveni
chromatografie botanikem M. S. Cvetem [5].

Po skonceni prace ve Vyzkumném Ustavu organickych syntéz se
Jaroslav Franc jesté 20 let vénoval vyuce jazykd spolecné se svoji
Zenou. | po odchodu do penze se pan Franc nadale vénuje psani
publikaci a do nedavna byl také clenem komise pro statni
zavérecnou zkousku z analytické chemie na Univerzité Pardubice.
Mimo jiné také navstévuje stfedni a zakladni skoly, kde studentim
vypravi o Zivoté za valky.
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na zakladé material( poskytnutych Ing. Jaroslavem Francem, CSc. ve
formé rozhovoru i elektronickych dat, za coz jim patfi srdecny dik.
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5. VACLAV INEMAN

Do servisu HP jsem nastoupil v roce 1985
a cca rok jsem provozoval néco jako
pristipkareni. Servis tehdy fungoval pod
hlavickou n. p. Kanceldrské stroje a tyto
mély striktni pravidlo, Ze do kapitalistické
ciziny smi zaméstnanec aZ po rocni
zkusebni |hité. HP mélo také striktni
pravidlo - jejich zafizeni smi servisovat

pouze uspésny absolvent pfislusného
servisniho kurzu. A tak jsem rok délal

soféra kolegovi, opravoval spinané zdroje malych pocitaca,

vyménoval Zdrovicky atd. Ve zpétném pohledu to ale aZ tak zbytecné
nebylo. Prvni Skoleni u HP bylo prijemnym prekvapenim - do detailu
popsané cdsti hlavni desky a jejich diagnostika - vietné varovdni
neopravovat, pouze vymenit, k cemuZ na Stésti (zdkazniki) nikdy
nedoslo.

Nu a od té doby u? to byla/je rutina.

Komentdr k fotce: Pracoval jsem na kapalinovém chromatografu HP
1050 (pravidelnd udrZzba) a na zdvér jsem chtél vrdtit zpét kolonu,
kterou mezitim ddmy z obsluhy uklidily. Je pry v prvni zdsuvce pod
strojem. KdyZ jsem ji otevrel leZela tam vedle oné kolony i moje fotka
(A4 11l hriza). PFi dotazu jsem se dozvédél, Ze ji pouZivaji jako
strasdka, pokud se néco nedari a pry velice uspésné.
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ODA NA HP 1090

V dobé, kdy jsem opustil analytickou laborator (1985) a odesel do
servisu HP, tehdy pod hlavickou n. p. Kancelarské stroje, byl trh s
pfistroji sice bohaty, ale nic nefungovalo na 100 %. Byly zde sice
pristroje jiz docela pouZitelné, nicméné porad se o néjaké
reprodukovatelnosti analyz nedalo mluvit. V této konstelaci ale
daleko v cele plula vlajkovéa lod" HP — 1090. At se na mé pftiznivci
konkurencnich firem nezlobi, vidim to tak.

To jen na Uvod. Béhem casu, bylo to na jafe 1986, jsem instaloval v
Neratovicich prvni 1090ku na oddéleni specidlnich chemikalii a pfi
instalaci jsem se ponékud vytahoval, Ze predvedu dvé po sobé
jdouci analyzy, které se nebudou na prvnich tfech mistech (retenc¢ni
Casy, plochy pikd) lisit. Ing. P. E. byl ovSsem ndzoru jiného, a to, Ze
opravdovou kvalitu ukaze aZz praxe, a nikoliv néjaky nacviceny trik.
Par dni poté jsem mél cestu do Neratovic znovu a pfi té pfrilezitosti
se zastavil optat na zkuSenosti. Byly pozitivni a debata presla do
obecné roviny chromatografickych problému. V té dobé se k ndm
pfipojil Séf oddéleni a svorné jsme kritizovali kvalitu rozpoustédel
pro gradientovou analyzu. Pak se ale $éf otoCil na mé a rekl: ,Pane
kolego, stejné ty ,Vase” stroje funguji néjak divné.” Jelikoz pred tim
o néjakych problémech nic nezaznélo, zlistal jsem udivené koukat a
on pokracoval. ,No on ten ,Vas“ stroj neméri standardy.” Zuistal
jsem koukat jesté vic a vykoktal otazku, zda tedy méfi alespon
vzorky. A odpovéd byla: ,J6, vzorky ty méfi, ale kalibraéni standardy
zméfi jen jednou a pak uZ je jen opisuje.”
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6. PAVEL JANDERA

Pavel Jandera, prof. Ing. DrSc., narozen
1.4. 1944 v Hradci Krdlové, profesor
Katedry analytické chemie Fakulty
chemicko-technologické na Univerzité
Pardubice. V r. 1967 dokoncil inZenyrské
studium na VSCHT Pardubice, na
Katedre analytické chemie, kde od r.
1970 plsobil postupné jako odborny
asistent. V r. 1977 obhdijil kandiddtskou
prdci, v r. 1989 ziskal hodnost DrSc.

Habilitovat se smél az v r. 1990, v r. 1992 byl jmenovdn profesorem
analytické chemie. V této funkci stdle plsobi na Katedre analytické
chemie Univerzity Pardubice. Ve védecké prdci se zabyvd predevsim
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii, kde se zaméruje na
studium principt separace a retencnich mechanismu. Vypracoval
ucelenou teorii chromatografie s programovanou eluci, zabyval se
vyvojem technik gradientové eluce v preparativni chromatografii, v
posledni dobé se vénuje vyvoji monolitickych kapildrnich kolon a
dvourozmérné kapalinové chromatografii. Vysledky publikoval
formou 250 clénki v mezindrodnich odbornych casopisech. Je
autorem fady monografii a plendrnich predndsek na mezindrodnich
konferencich. Je ¢clenem mazindrodnich komisi a drZitelem ocenéni,
Z nichZ posledni je ocenéni Britské Chromatografické spolecnosti z r.
2015 medaili AJP Martina.
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Pfed ¢asem mi kolega P4l vénoval knizku o historii ¢eskoslovenské
hmotnostni spektrometrie, kterd se mi moc libila, a sou¢asné mne
pozddal o sepsani prispévku do planované knizky o historii
Ceskoslovenské HPLC. Rad jsem souhlasil a vysledkem je tato
kapitola, kde se pokousim zachytit postupné blednouci vzpominky
na postupny prechod od klasické nizkotlaké kapalinové
chromatografie k moderni HPLC na Katedfe analytické chemie
VSCHT v Pardubicich, v kontextu tehdejsi celkové situace, na vyvoj
techniky a na lidi, ktefi se na ném podileli. Mé vyprdvéni je osobni a
neuplné, rada z kolegli - pamétnikd - v jinych kapitolach prezentuje
svlj, v mnohém jisté odlisSny a nékdy mozna i objektivnéjsi, pohled
na vyvoj HPLC.

LETA SEDESATA - POCATKY CHROMATOGRAFIE NA VSCHT v
PARDuUBICICH

Pardubickou VSCHT jsem studoval v letech 1962-1967. Jako
specializaci jsem si vybral analytickou chemii a nelitoval jsem.
Poméry na Katedre analytické chemie byly na tehdejsi dobu velmi
liberalni, predevsim zasluhou zcela mimoradné osobnosti jejiho
tehdejsiho vedouciho, zakladatele ceskoslovenské Skoly organické
analyzy, prof. Ing. Dr. Miroslava Jurecka, DrSc. Pan profesor vedl
katedru az do r. 1971. Prof. Jurecek zosobrioval nejlepsi odborné a
lidské kvality profesora z prvorepublikové doby a ziskal si
neobycéejny respekt. Byl vynikajicim védcem a naroénym
pedagogem, mél obrovsky vSeobecny prehled, vidy byl ochoten
zapalené diskutovat o svém oboru a projevoval velmi lidsky pfistup
k mladsim koleglim i studentim, s nimiz pfichazel do styku.
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Obr. 1: Dnes zrenovovand budova byvalé strojnické primyslovky na
Ndmésti Legii (dFive Leninovo ndm.), sidlo VSCHT v Pardubicich.

Dalsi osobnosti, kterd méla rozhodujici vliv na mlj odborny vyvoj,
byl prof. Ing. Jaroslav Churdcek, DrSc. Jaroslav patfil k prvnim
absolventiim VSCHT, kterou absolvoval v r. 1957. V témZe roce pfijal
prof. JureCek cerstvého inZenyra Churdcka jako asistenta na
katedru, kde pod jeho vedenim v r. 1963 obhajil hodnost kandidata
véd, v r. 1967 se stal docentem a v r. 1971 vystfidal prof. Jurecka
jako jeji vedouci. V r. 1975 ziskal hodnost doktora véd a v r. 1981 byl
jmenovan profesorem analytické chemie. Prof. Churacek si brzy po
svém ndstupu uvédomil rozhodujici ulohu, kterou budou mit
nastupujici instrumentdlni metody v moderni organické analyze, a
byl zakladatelem a prikopnikem chromatografie v Pardubicich. Od
r. 1965 zacal pravidelné predndset chromatografické separacéni
metody na VSCHT v Pardubicich. K pfednaskdm vydal v r. 1966 i
skripta a zaved| laboratorni cvi¢eni, kde jsme se jako studenti
seznamovali s experimentdlnimi zdklady papirové, tenkovrstva a
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plynové chromatografie. V jeho chromatografické skupiné pracovali
dr. Dagmar Tocksteinova, Ing. Helena Pechovad a Ing. Karel Komarek.
Dasa a Helenka, s nimiz jsem nékolik prvnich let po nastupu sdilel
laboratof, se zabyvaly chromatografii barevnych derivatd aminq,
fenoll, alkoholl a dalSich latek v plosném uspofadani, po
derivatizaci cCinidly, vyvinutymi na Katedfe analytické chemie ve
spolupréaci s Katedrou organické chemie pardubické VSCHT. Vétsinu
téchto typl derivatl jsem pozdéji zkousel separovat kolonovou
kapalinovou chromatografii. Kdja Komdrek se intenzivné zabyval
aplikacemi tehdy nové techniky plynové chromatografie, predevsim

pro analyzu halogenovanych esterd karboxylovych kyselin.

Obr. 2: Prof. Churdcek ukazuje prof. Jureckovi jednu ze svych
publikaci v ¢asopisu Journal of Chromatography.

Chromatografické experimenty ve studentskych laboratorich se mi
moc libily a po promoci v r. 1967 jsem s radosti pfijal nabidku
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tehdejsiho docenta Jaroslava Churdcka na rocni studijni pobyt v jeho
chromatografické skupiné. V té dobé se ve svété zacala vyrazné
modernizovat  technika  analytické  sloupcové kapalinové
chromatografie, kterou chtél Jaroslav zaradit do portfolia své
"separatistické" skupiny. Mél jsem tedy pfilezitost "byt pfi tom",
kdy? si technika HPLC postupné nachazela cestu do Ceskoslovenska.

1967-1970: IONTOVE-VYMENNA CHROMATOGRAFIE.

Kdyz jsem v zafi 1967 nastoupil na studijni pobyt k doc. Churackovi,
méla Ceskoslovenska chromatografie ve svété uz velmi dobry zvuk,
zejména diky priakopnickym pracim gigant(l tohoto oboru: Jaroslava
Jandka v plynové chromatografii, Karla Macka a Ivo Haise v
technikdch chromatografie v ploSném usporadani. Vedle nich uz v
této dobé ziskali véhlas na poli plynové a tenkovrstevné
chromatografie dalsi osobnosti jako Josef Novak v Janakové Ustavu
analytické chemie v Brné, Eva Smolkova-Keulemansova na Karlové
Univerzité v Praze, Jaroslav Franc a lJifi Gaspari¢ v Pardubicich.
Postupné pfibyvali dalsi.

Presto, Ze kolonova kapalinova chromatografie byla objevena M. S.
Cvétem jiz zacatkem 20. stoleti, jeji aplikace se az do druhé poloviny
Sedesatych let omezovaly na nizkotlakou klasickou techniku. Od
Ctyficatych let byla nejvice vyuZivdna chromatografie iontové
vymény, pro niz byly od konce padesatych let k dispozici
jednoucelové komercni pfistroje - analyzatory aminokyselin,
predchidci prvnich pfistroji pro HPLC. Zacatkem Sedesatych let se
objevila komer¢ni zafizeni pro nizkotlakou molekulovou vylucovaci
chromatografii na hydrofilnich gelech (gelovou filtraci). V poloviné
Sedesatych let realizovaly prvni separace technikou HPLC (i kdyZ s
tlakovym omezenim do cca 50 barid) skupiny Josefa Hubera na
univerzité v Eindhovenu a Csaby Horvatha na Yale University v USA.
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Prvni komercni pristroje pro stfedotlakou LC uvedly na trh koncem
Sedesatych let firmy Waters a DuPont. Za prilomovou praci v této
oblasti Ize oznacit (tehdy) rychlou separaci nukleotidl v uzkych
kolonach s povrchové podrovitymi casticemi s filmem iontoveé-
vyménné stacionarni faze na nepropustném kulovém jadru [C.G.
Horvath, B.A. Preis, S.R. Lipsky, Anal. Chem. 39 (1967) 1422]. Tato
prace byla publikovana v dobé, kdy jsem promoval.

Kratce po ndstupu na katedru mé Jaroslav Churdcek poslal na staz
do Ustavu makromolekularni chemie Ceskoslovenské akademie véd
v Praze na Petfinach k dr. Jifimu Stambergovi, ktery spolu s Ing.
Janem Kupcem pfipravil ionexové "kapilarni kolony". Teorii
kapilarnich kolon v plynné fazi publikoval Golay jiz v padesatych
letech a od druhé poloviny Sedesatych let byly k dispozici oteviené
sklenéné kapilarni kolony pro GC. Nic takového nebylo zatim v
kapalinové chromatografii. Z dne$niho pohledu Stambergovy a
Kupcovy kolony nelze povaZovat za kolony skutecné kapilarni, byly
to polyetylenové trubicky s vnitfnim pridmérem 0,5 -1 mm, s cca 0,2
mm silnou vrstvou polystyren(ko)divinyloenzenového anexu,
naroubovanou na vnitfnich sténach. Ja jsem se mél pokusit vyuZzit je
k chromatografické separaci, coZ z principidlnich divod{ nemohlo
byt pfilis Uspésné. Pokusy nakonec vyustily do kratkého sdéleni o
studii sorpce a desorpce chlorokomplex(i Zeleza a dalSich kovd,
které jsme separovali postupnou eluci vodnymi roztoky s klesajici
koncentraci HCl [Coll. Czech. Chem. Commun., 35 (1970) 3112-
3118]. Prvni Uspésné separace technikou skutecné kapilarni HPLC se
objevily v USA a Japonsku azZ cca o dvacet let pozdéji a my jsme se v
devadesatych letech k této oblasti také vratili.

PFesto byla pro mne staZz na UMCH v listopadu 1967 a v bfeznu 1968
velmi uzite¢nd. Poznal jsem nesmirné milé a vstficné kolegy, ktefi
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mladému zelenaci velmi ochotné vychazeli vstfic, zvlasté Honza
Kupec (nyni profesor na Batové Univerzité ve ZIin&), ale i dal3i. Séf
oddéleni, Ing. Jifi Stamberg, DrSc. (autor velmi instruktivni knizky o
ionexech), mi pozdéji laskavé oponoval disertacni préci. V laboratofi
jsem se setkal i s doc. Arturem Stoyem a oddélenim parkrat prosel i
Feditel Ustavu, prof. Wichterle. Na UMCH pdésobili predevsim
odbornici na syntézu polymerl, z nichZ mnozi vyvijeli sorbenty
potencialné vhodné pro separace, predevsim v oblasti gelové a
iontové-vyménné kapalinové chromatografie, z nich predevsim Ing.
Jiti Coupek, ktery se svou skupinou vyvinul polymerni sorbenty,
vyrabéné pod ndzvem Spherony HEMA, s chemickou strukturou
podobnou materidlu, z néhoz prof. Wichterle pfipravil své slavné
kontaktni ¢ocky. O Fadu let pozdéji Ing. Coupek vyvijel s Ing. Vozkou
sorbenty pro HPLC na bazi silikagelu (Separony) a zalozil firmu
Tessek jako joint venture s danskym a americkym podilem, ktera
spolu s n. p. Laboratorni pristroje dodavala tyto kvalitni ndplné v
kolonach pro HPLC, jednak v kovovych plastich, a hlavné jako
vyménitelné sklenéné "kartridze" v kovovych drzacich. Tyto kolony
byly u nas léta dostupné v dobré kvalité a na pfijatelné cenové
Urovni, coz velice pfispélo k rozsifeni HPLC techniky v
Ceskoslovensku. Ale to predbihdm udalosti. Velkym zazitkem pro
mne bylo, kdyZ jsem v jiné laboratoti uvidél prvni typ pratokového
refraktometru od firmy Waters jako kontinualniho detektoru pro LC
a dokonce jsem smél k nému pfipojit ionexovou trubicku a zmérit
zaznam prichodu piku inertni latky.

Béhem moji staZze v Praze "Sla kolem i velkd historie". Koncem roku
1967 doslo ke "strahovskym uddlostem" - studenti vysli do ulic
demonstrovat proti pomérdm na kolejich, zvlasté castym
nepfijemnym vypadkim elektrického proudu. Pfislusnici SNB
(tehdejsi policie) studenty vytlacili na koleje a surové je tam zmlatili.
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To vyvolalo bouti protestl na viech vysokych $kolach (véetné VSCHT
v Pardubicich) a uspi$ilo zmény v Ustfednim vyboru KSC a néstup
Dubceka a jeho skupiny do vedeni. Tento polednovy "obrodny
proces" se vefejné projevil az v bfeznu, kdy jsem byl na druhé ¢asti
své praiské staze, nebyvale otevienymi projevy rady "progresivnich"
komunistickych politikd na rdznych verejnych vystoupenich, coz v
nas vzbudilo bohuzel neopravnéné ocekdvani liberalizace a
vSeobecné zmény pomérd. V srpnu nas pred timto vyvojem pfijely
zachranit tanky a razem bylo vse jinak, invaze Uplné zménila Zivoty
vsech.

V zafi 1968 mi doc. Churacek studijni pobyt prodlouzil o dalsi rok.
Diky v té dobé jesté dozivajicimu prechodnému uvolnéni politickych
pomérd, Katedra analytické chemie mohla v r. 1969 pfijmout do
zaméstnaneckého poméru dva nové asistenty, nynéjsiho prof. Ing.
Karla Vyttase, DrSc. a mne. Bylo uZ "za pét minut dvanact". V r. 1970
postupné zacala "normalizace" pomér(, kdy se vSechny instituce
musely zbavovat "revizionistickych", v obdobi obrodného procesu
"pomylenych", ¢i jen politicky nedostatec¢né horlivych ZivlQ. Ja jsem
s fadou jinych kolegli zacatkem Iléta 1968 podepsal anketu
tehdejsich skolnich odbor( na podporu prohlaseni "2000 slov" za
obrodny proces a liberalizaci pomér(i. Néjaky ideologicky pevny
soudruh anketu s podpisy ofotil a nespolehlivé Zivly na VSCHT v
prdbéhu normalizace oznamil. Pfi normaliza¢nich provérkach
nékteri svlj podpis pod anketou k 2000 slov zapfeli, jinym nebylo
konkrétni provinéni u provérkovych komisi sice prokazano, ale
vzhledem k celkové nespolehlivosti, pokud byli stranici, byli
vyskrtnuti ze strany (lehdi trest nez vylouceni) a nesméli ucit. Jejich
ucebnice a skripta byly vyrazeny z ucebnich fond(, aby snad
nevhodné podanou analytickou chemii nesifili ideologickou nakazu
mezi studenty. NejhGie dopadli ti ¢lenové KSC, ktefi se v r. 1968
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politicky angaZovali na nespravné strané - byli nejprve vylouceni ze
strany a posléze vyhozeni z prace. Napt. kolega Pepik Kralovsky "byl
odejit" z VSCHT do VUOS v Rybitvi, kde se dostal ke kapalinové
chromatografii, coZz nas vedlo k dalsim profesnim kontaktlm (po r.
1989 se na nasi katedru vratil). Jini dopadli jesté hlre. Ja a vétsina
dalSich "pomylenych" nestranikd jsme byli ¢aste¢né vzati na milost,
dokonce jsme i sméli ucit, ale se zarazenymi vyhlidkami na budouci
postup. Smél jsem se tedy od neutéSené politické situace vratit zpét
do laboratofe k separacim.

Po neptilis Uspésnych pokusech s ionexovymi trubickami (jimz
kolegové posmésné prezdivali "makardny"), jsem fesil otazku, co
dale. Knihovna pardubické VSCHT byla uZ tehdy sluiné zisobena
zahranic¢ni literaturou, vcetné vsSech hlavnich c¢asopistd, v nichz
vychazely zasadni ¢lanky z oblasti tehdy se rodici techniky HPLC:
Analytical Chemistry, Journal of Chromatography, Journal of
Chromatographic Science, Chromatographia a Journal of High
Resolution Column Chromatography (nyni Journal of Separation
Science), v nichZz se v té dobé objevovaly ¢lanky zasadni pro
pochopeni teoretickych principli vysokotlaké HPLC od Josefa
Hubera, Csaby Horvatha, Johna Knoxe, Viktora Pretoriu, Raymonda
Scotta a dalSich. Vedle knih Olofa Samuelsona a Jdnosze Inczédyho o
ionexové chromatografii jsem narazil na zdsadni dilo L. R. Snydera
"Principles of adsorption chromatography", z néhoz jsem potom
fadu let Cerpal pouceni i inspiraci. lonexy s relativné malymi dobfre
tridénymi ¢asticemi byly v té dobé |épe dostupné nez jiné typy Castic
pro HPLC kolony, sam jsem si pripravil nékolik Sarzi katex( sulfonaci
drobnych ¢&astic styren-divinylbenzenovych kopolymerd, ziskanych z
tehdejsiho Vyzkumného ustavu syntetickych pryskyfic a lakd
(VUSPL) v Pardubicich. Udélal jsem pomérné rozsihlou redersi
moznosti separaci rliznych typu latek, jejiz vysledky jsme publikovali
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s Jaroslavem ve dvou prehlednych referatech v Chemickych listech a
pozdéji v sérii ¢tyf ¢lankd v Journal of Chromatography (dosti
citovanych) [P. Jandera, J. Churacek, J. Chromatogr., 86 (1973) 351,
423,98 (1974) 1, 55]. Z reSerse vyplynulo, Ze na klasickych ionexech
Ize UspéSné separovat i malé neiontové organické molekuly. Ze
zpétného pohledu je dnes zfejmé, Ze se na ionexech s organickou
matrici uplatioval mechanismus separaci v systémech s
prevracenymi fazemi, nékdy i mechanismus dnes tak popularnich
separaci HILIC.

V té dobé byl na VSCHT v Pardubicich syntetizovén chlorid kyseliny
N,N-dimethyl-p-aminobenzenazobenzoové jako Cinidlo pro pfipravu
barevnych derivatl alkoholl, fenold a amin( a kolegové na nasi
katedre se zabyvali separacemi téchto derivati chromatografii na
papife a na tenkych vrstvach. Zajimalo mé, zda by tyto derivaty
neslo délit i na ionexovych kolondch. Ve sklafskych dilndch mi
vyrobili sklenéné kolonky dle ndvrhu O. Samuelsona, které jsem
naplnil suspenzi silného katexu Dowex 50W-X2. Do kolonky jsem
nalil asi 1 ml etanolického roztoku smési barevnych esterd, nasadil
délici nalevku s vodné-ethanolickym roztokem  kyseliny
chlorovodikové a po nékolika minutach jsem pres sklenéné stény
kolonky s uspokojenim pozoroval zietelné oddélené barevné
prouzky jednotlivych derivatd [J. Churacek, P. Jandera, J.
Chromatogr., 53 (1970) 69].

SEDMDESATA LETA

1. "HEROICKA DOBA" - POKUSY O KONSTRUKCI "VLASTNiHO"
KAPALINOVEHO CHROMATOGRAFU.

Povzbuzen vysledky separaci na sklenénych ionexovych kolonkach
jsem se rozhodl prevést sloupcovou chromatografickou metodu do
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sofistikovanéjsi podoby. O prvnich pfistrojich pro kapalinovou
chromatografii jsem cetl v literature, ale takové zafizeni tehdy
nebylo mozné pofidit jinak neZz vlastni konstrukci. Postupné se
podafilo tento ukol vyresit s pomoci Skolnich dilen a kolegy Ing.
Véclava Rihy, nad$eného konstruktéra viemoznych "udé&latek" pro
laboratofe instrumentalnich analytickych metod.

K detekci barevnych derivatd jsem mél k dispozici standardni
vychodonémecky spektralni kolorimetr Spekol, na némz jsem dosud
méril ruéné odebirané frakce eluatu ze sklenénych kolonek. Ten
jsme adaptovali na detektor budouciho kapalinového
chromatografu konstrukci nastavce s pritokovou celou s malym
vnitinim objemem. Standardni kyvetovy prostor Spekolu jsme
nahradili pouzdrem z duralu, které se z jedné strany nasadilo na
krabici s optickym systémem kolorimetru, a na druhé strané se k
nému pfipevnil fotonasobi¢. Do pouzdra zapadalo vicko, nesouci
prato¢nou Z-celu, vyvrtanou v teflonovém blocku, opatifenou na
obou stranach sklicky, umoznujicimi prichod svételného paprsku a
otvory pro pfipojeni tenkych teflonovych kapilar pro pfivod a vystup
eludtu. Celkovy vnitini objem cely byl cca 20 ul [P. Jandera, J.
Churdacek, AO 160771, 1975].

Dale bylo treba pripravit kolony, schopné pfimého spojeni s
pratokovou celou Spekolu na jedné strané a na druhé strané pres
zafizeni pro davkovani vzorku s cerpadlem mobilni faze. Jako zaklad
kolony slouzila upravena sklenéna byreta o objemu 2 ml. Jeji konce
jsem odfiznul, zabrousil do roviny a pomoci epoxidového lepidla
fixoval v kovovych bloccich, umoznujicich pripojit na vystup
koncovku s prichozi teflonovou kapilarou ke spojeni s pritokovou
celou Spekolu a vstup upevnit do blocku pro davkovani vzorku [P.
Jandera, J. Churacek, AO 1174952, 1978]. (O radu let pozdéji u nas
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zacaly Tessek a Laboratorni pristroje primyslové vyrabét sklenéné
kolony jako kartridZze, upevnéné v duralovych, pfipadné nerezovych,
drzacich). "Byretova" kolona se nasroubovala a utahla v T-bloku s
teflonovym télem, k némuzZ byla po strané pres zavit pfipojena
teflonova hadicka pro pfivod mobilni faze, a nahore byl otvor, do
néhoz se vkladalo silikonové septum, upevnéné vesSroubovanou
matici. K davkovani vzorku slouzila "hamiltonka", jako u plynovych
chromatografd. Vzhledem k vy3sim pracovnim tlaklim bylo tfeba pfi
davkovani dobfe pridrzovat pist, aby nevystrelii do stropu
laboratore. Dalsi nevyhodou tohoto primitivniho zplsobu davkovani
byl nepfijemny sklon k prasknuti, ktery sklenéné strikacky
vykazovaly v rukou méné zkusenych pracovnik(, hlavné studenta.

Pfemluvil jsem Jaroslava Churacka, abychom koupili pistové
mikrocerpadlo MC 300 od firmy Mikrotechna, ktera ho pouzivala ve
svych analyzatorech aminokyselin.

Celé zafizeni jsme vystavovali na veletrhu INVEX v Brné (Obr. 3).
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1 ZASOBNIK MOBILNI FAZE

2 FILTR

3 PUMPA (MC-300 NEBO PPM 68005)
4 MANOMETR

5 NASTRIKOVA HLAVA KOLONY
(PV4363-71)

6 KOLONA

7 PRUTOKOVA CELA DETEKTORU
(PV4098-71)

8 JEDNOPAPRSKOVY SPEKTRO-
FOTOMETR - SPEKOL

9 FOTOBUNKA

10 ZESILOVAC

11 ZAPISOVAC (G1B1, ZEISS)
N NASTRIK VZORKU

Obr. 3: Schéma pristroje pro kapalinovou chromatografii.

Cerpani agresivnich mobilnich fazi jsme vyfesili prevodnikem ve
formé valcového télesa s vikem, v némz byl zataven polyetylenovy
satek s wvystupni teflonovou trubickou, ktery jsem naplnil
etanolickym roztokem zfedéné HCl. Dno prevodniku bylo opatfeno
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otvorem s privodem tla¢né kapaliny (vody) z mikrocerpadla MC 300
do prostoru mezi sackem s mobilni fazi a télem pouzdra. Kapacita
sacku byla cca 200 mL. Po seSroubovani a vyplnéni prostoru pouzdra
vodou se mohla ¢erpat mobilni faze na kolonu pti provoznim tlaku
az do cca 25 bar [P. Jandera, J. Churacek, AO 161380, 1975].
Vyhodou tohoto =zafizeni bylo, Ze automaticky kompenzovalo
kolisani tlaku, zplsobené stfidanim wvytlacné a saci periody
mikrocerpadla.

Pozdéji jsme od Mikrotechny koupili i mikrocerpadlo PPM 68005 se
dvéma bloky pro gradientovou eluci (Obr. 4). Zafizeni se
vyznacovalo zajimavym "softwarem". Pozadovany ¢asovy program
zmény sloZeni mobilni faze se nakreslil jako tlustd ¢ernd cara tusi na
bilou ctvrtku papiru, kterd se napnula na otacivy buben. Nad
bubnem bylo umisténo reflexni ¢idlo se zdrojem svétla a fotonkou
pro sledovani intenzity zafeni, odrazeného ze ctvrtky, které bylo
nastaveno na sledovani rozhrani ¢ary, charakterizujici program
gradientu. Pfi  pohybu bubnu mimo Ccernobilé rozhrani
predkresleného programu gradientu se zménila intenzita
odrazeného svétla, na niZ bylo Cidlo nastaveno a generoval se
proudovy signal ve vyvazeném mistkovém elektrickém obvodu.
Signal vyvolal pohyb malého servomotoru, ktery kontinudliné
prestavoval ¢idlo na ménici se polohu ¢ernobilého rozhrani tak, aby
byla obnovena proudova rovnovaha na elektrickém mustku. Pohyb
Cidla nad bubnem se prenesl na zménu polohy obou blokd,
Cerpajicich slozky mobilni faze, jejichz pomér dodavany jednotlivymi
bloky se takto ménil podle predkresleného programu pfi zachovani
celkového objemového pritoku mobilni faze, doddvané na kolonu.
Celkovou rychlost pohybu obou blok(, a tim i prltok mobilni faze
bylo moZno nastavit ru¢né pomoci prevodl ozubenych kolecek,
podobné jako rychlost otaceni bubnu s gradientovym programem,
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ktera urcovala celkovou dobu trvani gradientu. Tento komplikovany
systém zaddvani gradientového programu, v dnesni dobé
elektronického fizeni kapalinovych chromatografi datovou stanici
tézko predstavitelny, ale umoZnoval zadat jakykoli program
gradientu sloZeni mobilni faze, vedle linedrniho i kontinudlni
zakfiveny, pripadné i slozeny z libovolného poctu linearnich di
nelinedrnich segmentd.

0. PER,
(L -
b, ‘;1 — T
. |
- : ‘ ‘ J
& v | =

P

Obr. 4. Pohled na kapalinovy chromatograf s fotometrickym
detektorem, "byretovou" sklenénou kolonou, isokratickym a
gradientovym mikroCerpadlem a prevodnikem pro cerpdni
agresivnich mobilnich fazi.
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Pro zvyseni ucinnosti separaci jsme zkonstruovali plnic¢ku, kde bylo
mozno dosdhnout rovnomérného plnéni sklenénych kolon
kontinualné promichavanou suspenzi nabotnalych ionex( (Obr. 5).

Obr. 5: Pohled na plnicku sklenénych "byretovych" kolon.
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Konstrukce tohoto zafizeni, koncem Sedesatych let zfejmé jednoho z
prvnich kapalinovych chromatografd v Ceskoslovensku, zabrala
témér dva roky, ale pouzival jsem jej potom dalSich 5 let k
separacim barevnych derivatl amin(, fenoll a alkoholl na kolonach
plnénych silnymi katexy s okyselenymi vodné-etanolickymi
mobilnimi fazemi, pozdéji i k separacim téchto latek na tfidéném
silikagelu v Cisté organickych mobilnich fazich.

Fig. 4. Chromatographic separation of some primary aliphatic esters of N,N-dimothyl-p-amino-
benzeneazobenzoic acid. (A)absorbance. Column 240 X 2.7 mm, Dowex 50W-Xz2 (200-400 mesh)
H+ form. S_ample volume 20 ul. Eluent — 0.925 M HCl in 8o0.5 9, ethanol. Flow rate o.016 ml/min,
1O mm optical’path length cell, ' = 510 nm. (1) 0.5 g of w-nony) ester; (2) 0.5 ug of n-amyl ester;
(3) 0.5 ug of n-propyl ester; (4) 0.5 xg of methyl ester; (5) inert compound (Ponceau 6R).

B
Fig. 5. Gradient clution chromatographic separation of a mixture of the dimethylamide (1), diethyl-
amide (2), di-#-propylamide (3), and di-xn-butylamide (4) derivatives on a column (400 X 3 mm)
packed with Porasil A (V, = 2.00 ml) using ethyl acetate—cyclohexane mixtures as mobile phase.

Obr. 6: Separace barevnych esterti kyseliny N,N-dimethyl-p-
aminobenzenazobenzoové na koloné plnéné katexem Dowex 50W-
X-2 (A) a na koloné silikagelu (B). Pretisténo z casopisu Journal of

Chromatography.

Obr. 6 ukazuje chromatograficky zdznam separace barevnych
derivatQ na sklenéné "byretové" koloné plnéné katexem (6A) a na
koloné plnéné silikagelem s mobilni fazi octan ethylnaty - hexan
(6B). Na obou kolonach se derivaty eluuji v poradi klesajicich délek
alkylovych retézcl, tedy v obraceném poradi nez v dnes beznych
systémech s prevracenymi fazemi. Je to tim, Ze separace na Obr. 6B
se fidi mechanismem klasické (adsorpcni) chromatografie v systému
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s normalnimi fazemi, zatim co separaci neiontovych latek na katexu
na Obr. 6A Ize povaiovat za jednu z ranych aplikaci HILIC
chromatografie (Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography), 15
let pred tim, neZ Andrew Alpert zaved| tento akronym.

O pfistroji pro LC separace jsem prednesl referaty doma i na
mezinarodnich konferencich 8" International Gel Permeation and
Liquid Chromatography Seminar v Praze v ervenci 1970 a 3"
Analytical Conference v Budapesti v srpnu 1970 a v témZe roce jsme
uverejnili ¢lanek v ¢asopisu Journal of Chromatography [J. Churacek,
P. Jandera, J. Chromatogr., 53 (1970) 69]. Za tyto prdce se ndm v r.
1972 dostalo ocenéni v ramci statniho planu védeckého vyzkumu.

Na Katedie organické chemie VSCHT Pardubice pfipravili za¢atkem
sedmdesatych let 1,2-naftoylenbenzimidazol-6-sulfochlorid jako
derivatiza¢ni Cinidlo pro ptipravu fluoreskujicich  derivat(
alifatickych amin a aminokyselin, které se osvédcilo pro citlivou
detekci pfi chromatografii na tenkych vrstvach. Chtéli jsme
vyzkouset mozZnosti separace téchto latek technikou HPLC. Navrhli
jsme konstrukci pritocného fluorimetrického detektoru pro HPLC.
Detektor vychazel z konstrukce pfistroje s fotometrickou detekci,
kde byl spektralni kolorimetr Spekol nahrazen rtutovou vybojkou s
hranovym filtrem, vymezujicim vinovou délku rtutové ¢ary budiciho
zareni. Misto obvyklé konstrukce fluorimetru s fotonasobi¢em
umisténym pod dhlem 90° vici pratokové cele, kterou tvorila
kfemennd kapilara se vstupem a vystupem v pfimé ose, jsme z
dlvodl jednodussi konstrukce zvolili pfimé usporadani, kde byl
paprsek po prichodu celou zaclonén ¢ernou maskou a po odrazu
dutymi zrcadly zaostfen na vstupni Stérbinu fotonasobice (br. 7) [P.
Jandera, V. Riha, J. Churacek, AO 201220, 1983]. Fluorimetricky
detektor jsme patentovali a vyuZivali jsme jej k separaci alifatickych
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amind po predkolonové derivatizaci v prostfedi vodného
acetonitrilu s pfidavkem K,COs [P. Jandera, H. Pechov3, J. Kralovsky,
D. Tocksteinova, J. Churacek, Chromatographia, 16 (1982) 275].

02z 102

Obr. 7: Schéma konstrukce pritokové cely a optického systému
fluorimetrického detektoru.

V. r. 1972 se Jaroslavu Churackovi podafilo prosadit ndakup
komercniho kapalinového chromatografu ALC 100 firmy Waters
(zfejmé k tomu pfispélo i pozitivni hodnoceni vyzkumného projektu
v ramci statniho ukolu). Jak ukazuje Obr. 8, jednalo se o impozantni
pfistroj, ktery byl plvodné urcen pro gelovou chromatografii na
dlouhych kolonach 60-100 cm a byl opatfen pistovym jednocinnym
Cerpadlem Milton-Roy s hydraulickym caste¢nym tlumenim pulstd
(Obr. 8 vpravo dole).
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Obr. 8: Pohled na kapalinovy chromatograf ALC 100 (Waters)

Pfistroj pracoval s tlakovym omezenim 80 bar. Nastésti se v rdmci
této investice podafilo prosadit i nakup tehdy velmi moderniho
Cerpadla M 6000, pracujiciho az do tlak( 400 bar (Obr. 8 vlevo dole),
jako doplrikového dilu, pozdéji i citlivého UV filtrového detektoru M
440 a vysokotlakého davkovace U6K s volitelnym objemem vzorka.
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Od firmy Waters jsme zakoupili nékolik lahvicek plné pérovitého
silikagelu (Porasil) a také povrchové poérovitého silikagelu Corasil
(dle  plvodniho patentu J. Kirklanda, ke kterému se
chromatograficka praxe po 35 letech vratila v provedeni s mnohem
mensimi Casticemi o prliméru 2,6 pum), oba sorbenty s rozmezim
Castic 35-75 um. Naplné jsme do kolon sypali po malych porcich za
soucasného poklepavani kolonou o podlozku a obcéasné pomoci
vibratoru, aby si ndpli v koloné dobfe "sedla". | tak byla
chromatograficka Ucinnost na dnesni poméry velmi nizka, u kolony
dlouhé 90 cm jsme pti pratoku mobilni faze 0,5 ml/min dosahovali
nejvySe cca 500 - 1000 teoretickych pater, Ucinnost pfi vysSim
pratoku rychle klesala. Presto se ndm podafilo dosahnout nékdy i
docela rychlych separaci (Obr. 9).
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Obr. 9: Separace izomernich o- (1), m- (2) a p- (3) nitrofenoli na
koloné silikagelu Corasil Il, 37-75 um, mobilni fdze: 3 % propanolu v
heptanu, 0,94 ml/min.

Z rGznych dilG zafizeni od firmy Waters jsme sestavili modularni
kapalinovy chromatograf, ktery jsme provozovali ve spojeni s
ucinnéjsimi kolonami az do druhé poloviny osmdesatych let, bez
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jediné navstévy servisniho technika. Veskeré vymeény tésnéni,
ventill a jednou i prelomeného safirového pistu c¢erpadla jsme si
zajistovali sami, drobné nahradni dily jsme s dostate¢nym
predstihem nékolika mésicll objednavali prostfednictvim Sluzby
vyzkumu. Moduldrni modul kapalinového chromatografu firmy
Waters byl ve svété velmi UspéSny, dokonce se dostal aZ na
skotskou dvacetilibrovou bankovku.

Obr. 10: Skotskd dvacetilibrovda bankovka s kapalinovym
chromatografem.

V r. 1973 jsem podal k obhajobé kandidatskou disertaci, zahrnujici
praci na konstrukci vlastniho kapalinového chromatografu a
vysledky na ném dosazené. Obhajobu kandidatské prace tehdy
musely nejprve povolit stranické organy KSC na VSCHT a okresni
vybor strany. Vzhledem k vyse uvedenému "hfichu" z r. 1968 lezela
moje disertace Ctyfi roky "u ledu" a povoleni k obhajobé jsem dostal
azvr.1977.
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SEDMDESATA LETA

2. POPIS VLIVU MOBILNi FAZE NA RETENCI V SYSTEMECH S NORMALN{MI
A PREVRACENYMI FAZEMI, ODVOZEN{ "OBECNE" TEORIE GRADIENTOVE
ELUCE A JEJi OVERENI.

S prvnimi vysledky na sklenénych "byretovych kolonach" jsem nebyl
pfilis spokojen vzhledem k nizké Gcinnosti (s tim jsem vzhledem k
materidlu, ktery jsem mél k dispozici, nemohl mnoho délat) a
vzhledem k dlouhym dobam separace. Docetl jsem se, Ze dobu
separace lze Casto zkratit pfi pouZiti gradientové eluce. Chtél jsem
tuto techniku vyzkouset v praxi, s vyuZitim gradientového
mikrocerpadla PPM 68005. Jeho nevyhodou vsak bylo omezeni na
nizké pracovni tlaky. Nasli jsme vsak feSeni: Vystup ze sméSovaci
komlrky gradientového Cerpadla jsme nakratko pftipojili
kevstupnimu ventilu vysokotlaké pumpy Waters M6000 s pritokem
nastavenym o cca 10 % vyse, neZ byl pracovni pratok na M6000 -
prebytek mobilni faze odchazel do odpadu (Obr. 10).
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Obr. 11: Schéma zafizeni pro gradientovou eluci se smésovdnim
sloZek na vstupu vysokotlakého cerpadla.

Toto konstrukéni feSeni, které jsme patentovali [P. Jandera, J.
Churacek, AO 206427, 1984], pfineslo velmi pozitivni efekt:
SmésSovani rozpoustédel pfi tvorbé gradientu, napf. metanolu nebo
acetonitrilu s vodou, je spojeno se zménami parcialniho molarniho
objemu smiSené mobilni faze, ktery je nizsi, neZ je soucet objeml
jednotlivych rozpoustédel pred smiSenim. Protoze moderni
vysokotlakd Cerpadla doddvaji Casové staly pratok mobilni faze,
mlze dochazet v dasledku objemovych kontrakci k urcitym
odchylkdm skuteéného profilu gradientu od nastaveného. Pokud
vysokotlaké cerpadlo ma k dispozici prebytek smiSené mobilni faze,
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poskytuje stale stejny pritok a méni se jen objem prebytecné
mobilni faze odvadéné mimo vysokotlaké cerpadlo. Podobné reseni
se zapojenim presnych podavacich cerpadel pred vstupem do
vysokotlaké pumpy vyuZily v poloviné osmdesatych let ve svych
vysoce presnych gradientovych chromatografech firmy Hewlett-
Packard (Model 1090) a Tracor (Model 985). Na druhé strané se
ukdzalo, Ze moZnost prace v rezimu konstantniho tlaku misto
konstantniho pritoku, propagovana v poslednich letech nékterymi
autory a podporovana i nékterymi firmami, nepfinesla ocekavanou
vyznamnou Usporu doby analyzy a zvySeni poctu rozliSenych latek.

Obr. 12: Autor v laboratofi u gradientového kapalinového
chromatografu.

Meéli jsme tedy cerpadlo, schopné reprodukovat jakykoli typ
gradientu (Obr. 11). Zacatkem padesatych let popsali Drake a
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Freiling princip vypoctu gradientové eluce, ktery byl od té doby
aplikovan na nékolik malo specifickych pfipadG gradientovych
separaci. Tento postup jsem chtél zobecnit pro prfedpovéd retence v
publikovanych vypoctl, které se snaZily popsat ¢asovou zménu
distribucni konstanty v konkrétnim chromatografickém systému,
jsem resSeni zalozil na kombinaci dvou ¢astecnych rovnic, které je
mozno libovolné kombinovat. Prvni rovnice popisuje zavislost
zmeény objemové koncentrace (c) Ucinné elucni slozky B na case, tj.
"gradientovou funkci", kterou lze popsat 2 - 3 parametry: pocatecni
koncentraci (A), strmosti zmény gradientu (B), pfipadné
parametrem jeho zakfiveni (k), které plné zavisi na volbé operatora.
Druhd rovnice popisuje vliv chromatografického systému, tj.
stacionarni faze a slozek mobilni faze na chovani vzorku, tedy na
termodynamickych vlastnostech separacniho systému, které
nezavisi na operatorovi. Libovolnou kombinaci obou diléich rovnic
Ize dosadit do jednoduché diferencidlni rovnice, popisujici pfirdstek
Cistého elu¢niho objemu vzorku (V'R(g)) pfi postupu kolonou jako
odezvu na zménu slozeni mobilni faze a odpovidajici sniZeni
retencniho faktoru k (distribu¢ni konstanty) pfi postupu vzorku
kolonou. Pfi feSeni lze predpokladat, Ze Sirka piku (w(g)) pfi
gradientovych podminkdch zavisi predevsim na aktudlnim slozeni
mobilni faze v okamziku eluce.

V r. 1974 jsme publikovali zakladni vypocetni FfeSeni pro tento
postup v casopisu Journal of Chromatography [P. Jandera, J.
Churacek, J. Chromatogr., 91 (1974) 207, 91 (1974) 223, 93 (1974)
17, 104 (1975) 9], kde jsme wuvaZzovali nejjednodussi
dvouparametrové zavislosti retence (k) na molarnim ¢i objemovém
zlomku elu¢ni slozky B mobilni faze (c), jednak v adsorpcnich
systémech s normalnimi fazemi, jednak v systémech s
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nelokalizovanou sorpci, tedy predevsim v systémech s prevracenymi
fazemi. | kdyZ toto vymezeni neni zcela presné, dodnes se Casto
pouziva. Obr. 12 ukazuje zdkladni vysledky Feseni. O nové
gradientové teorii jsem poprvé prednasel na narodni konferenci o
pokrocich chromatografie v primyslu v Bratislavé.
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equation
k' mw kloemn {1

applies in both adsorption and ion-exchange chromatography, often even in the
presence of coincident equilibria (acid-base, complex formation) in the mobile phase,
and the relationship

K v k- 10=m-e ' 3]
can be used in partition chromatography (liguid-liquid, salting-out and solubiliza-

tion chromatography on ion-exchange resing in mixed aqueous-organic media),
GRADIENT ELUTION IN LC. IL 233

The retention volume, Fun, in gradient-elution partition chromatography
can be abtained fram the salution of eqn. 42 as
A

L log (23 n B Wkl + € 54) — 2 (43)

It is assumed that the peak width in gradient-elution chromatography approx-
imately equals the width of the peak with this retention volume:

V;tu: =

AV 4V

vN N

the solution of which gives the required equation for retention volume in gradient
elution chromatography.

Wigy == W =

{k' QO TA B R =l l} (48)

1
AX (10}
a8
According to the above assumptions, the peak width is approximately the same as in

gradient-elution chromatography, wig, and can be calculated by combining egns. 15
and 16 with the defining relationship for plate number, V.

rmsd

, | . % ST
Vm,,uT~[(s-n+1)rn-k.,rv_+.4 * ] —

4V, 4V, Sk ) -,,.]
=N = — 1+ ke [.-tar+ B (Vi — V,]] (17)

Wiy = W=

Obr. 13: Z nasi prvni publikace o gradientové eluci v Journal of
Chromatography.
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Velmi podobny postup feseni pro systémy s nelokalizovanou sorpci
pouzil Lloyd Snyder v Siroce pouzivaném modelu LSS gradientd,
publikovaném na prfelomu sedmdesatych a osmdesatych let [L. R.
Snyder, J. W. Dolan, High-Performance Gradient Elution, Wiley,
2007]. Experimentalné jsem zakladni teorii gradientové eluce ovéril
s pouzitim barevnych azo-derivatd alkoholll a fenolli jako
testovacich latek jesté na pavodnim chromatografu vlastni
konstrukce se sklenénymi "byretovymi" kolonami. Teoreticky popis
gradientové chromatografie jsme dale rozvadéli a ovérovali v
raznych systémech, pro predpovédi retence pfi aplikaci zakfivenych
gradientl, segmentovych gradientl s navazujicimi linearnimi i
nelinedrnimi Useky, vypoclty jsme upravili aby bylo mozZno
kompenzovat vliv pocatecni experimentalni prodlevy gradientu na
posuny eluénich casl, a upravili jsme jej i pro popis a predikci
retence pfi tfislozkovych gradientech. Tyto studie vyustily do série
11 ¢lankd v casopisu Journal of Chromatography a v osmdesatych
letech v dalSich publikacich, vénovanych predevsim optimalizaci
gradientovych podminek, v prehledném referdtu v Advances in
Chromatography, 19 (1981) 125, a predevsim ve dvou knihach
shrnujicich  tehdejsi poznatky o vysokoucinné gradientové
kapalinové chromatografii: 1. P. Jandera, J. Churacek: Kapalinova
chromatografie s programovanym slozenim mobilni faze v
nakladatelstvi Academia, Praha 1984, a 2. P. Jandera, J. Churacek:
Gradient Elution in Column Liquid Chromatography, v nakladatelstvi
Elsevier, Amsterdam 1985.

Ve studiich moZnosti pfedpovédi retenéniho chovani a optimalizace
pfi gradientové eluci jsme pokracovali i pozdéji. V osmdesatych
letech jsme vypracovali teorii tfislozkové gradientové eluce se
dvéma silnymi eluenty (acetonitril, metanol) a navrhli metodu
optimalizace rozdéleni sloZitych smési nastavenim rozdilné
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selektivity separace v rlznych fazich gradientu pomoci
programované zmény pomeéru koncentraci téchto rozpoustédel [P.
Jandera, J. Churacek, H. Colin,. J. Chromatogr., 214 (1981) 35; P.
Jandera, J. Chromatogr., 485 (1989) 113].

SEDMDESATA LETA

3. KoLoNY PRO HPLC - "THE STRANGE HOLLOW STICKS WITH MUD
INSIDE".

Ve druhé poloviné sedmdesatych let bylo zfejmé, ze dlouhé kolony
plnéné hrubymi casticemi je tfeba nahradit kolonami, plnénymi
tfidénymi sorbenty s ¢asticemi o priméru 10 um a mensim. V té
dobé jsem dostal tfimésicni stipendium nadace DAAD (Deutsche
Akademische Austauschdienst) a mohl jsem absolvovat tfimésicni
stdZ na univerzité v Saarbrickenu u prof. Istvdna Halasze, jedné z
nejvétSich chromatografickych osobnosti té doby, zejména v oblasti
pfipravy kolon s chemicky vazanymi stacionarnimi fazemi. Prof.
Haldsz  pochdzel z Madarska, odkud po  potlaceni
protikomunistického povstani emigroval do zdpadniho Némecka,
kde se stal prednostou oddéleni Angewandte Physikalische Chemie
na Universitdt des Saarlandes. Na podzim 1977 tam pobyval taky
kolega Vladimir Rehak, aspirant profesorky Evy Smolkové z Prahy,
ktery se tam zabyval syntézou a testovanim chemicky vdzanych fazi
s rozvétvenymi alkyly (Fikal jim "stromeckové faze"). Vlada mi pobyt
v Némecku hodné usnadnil.

Na vstupnim pohovoru mi prof. Halasz dal nékolik instrukci:

1. Nehodnotit politiku, on ji téZ nehodnoti, a nefika, jestli je lepsi
komunismus nebo kapitalismus.
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2. Zakazal mi sebevrazdu.

3. Nedoporucil blizsi styky s iranskymi studenty, ktefi tehdy boufrlivé
demonstrovali proti perskému Sahovi, ani s radikalnimi némeckymi
levicovymi Ci pravicovymi studenty.

Prof. Haldsz se mnou v pribéhu stdze obcas diskutoval o odbornych
problémech, ale svéfil mne hlavné do péce (tehdy) mladého
profesora Heinze Engelhardta. Experimentalni zaleZitosti jsem
probiral predevsim s mladsimi pracovniky, predevsim s Helmuthem
Elgassem, ktery dokoncoval doktorat a potom odeSel pracovat do
Waldbronnu k firmé Hewlett-Packard. Pozdéji jsme se obcas
setkavali na konferencich. Prof. Haldsz pravidelné pecoval i o
zvysovani Urovné odbornych znalosti svych doktorandl a stazistl v
ramci pravidelnych - nepfiliS oblibenych - diskusi (spiSe Skoleni),
kazdy patek od Ctyf do Sesti odpoledne, kdy bychom podle jeho
nazoru uz stejné v laboratofi Zadnou kloudnou praci neudélali.

V Saarbriickenu jsem se naucil chemicky modifikovat silikagel, plnit
ucinné kolony pro HPLC a jesté jsem na zpdatecni cestu dostal nékolik
bezesSvych nerezovych trubek a néjaka Sroubeni pouZitelné jako
¢asti koncovek kolon, az si je sam v Pardubicich naplnim. Kazdy
volny vikend jsem vénoval turistice kouzelnou sarskou pfirodou,
ktera mne velmi pfijemné prekvapila - ani stopy po krajiné zni¢ené
tézkym pramyslem, kterou jsem ocekaval.

Po néavratu jsem s pomoci Skolnich dilen z dovezenych dild sestavil
prazdné kovové kolony. Ty bylo tfeba naplnit ucinnymi sorbenty s
Casticemi 10 nebo 5 pum (tehdejSi standardy). Aby nedoslo ke
shlukovani ¢astecek naplné a ztraté ucinnosti, nebylo mozno plnit
kolony za sucha, ale stabilni odvzdusnénou suspenzi sorbentu ve
viskdzni a husté kapaliné (smés propanolu a cyklohexanolu), ktera

101



se do prazdné trubice velmi rychle "nastrelila" pod vysokym tlakem
(600 - 650 bar). Muselo se zabranit volné sedimentaci ¢astic naplné
po celou dobu plnéni kolony. V Saarbrlickenu se k tomuto Ucelu
pouzivala specidlni pumpa Haskell s hydraulickym prevodem, ktera
umoznovala dosahnout plniciho tlaku ve zlomku sekundy. Takovou
pumpu jsme si nemohli dovolit koupit. S timto problémem mi
nastésti pomohl kolega Ing. Zbynék Plzak z Ustavu AV v ReZi u Prahy,
jeden z prakopnikd HPLC v Cechach, ktery absolvoval sta? v
Saarbriickenu o rok nebo dva dfive neZ ja. Zbynék po navratu
zkonstruoval plni¢ku tak, Ze spojil "natvrdo" elektromotor jako
pohon vstfikovaciho Cerpadla, které misto nafty davkovalo pod
vysokym tlakem plnici kapalinu. Zbynék mi ochotné prozradil detaily
konstrukce a dokonce i vénoval funkéni vyfazeny elektromotor.

Naftové Cerpadlo do traktoru ZETOR, koupené v Mototechné za cca
1200,- K¢&s, jsme propojili se zdsobnikem tlacné kapaliny (hexan) a
na vystupu s $ir$i nerezovou bezedvou trubici (ziskanou od ZVU
Hradec Kralové), na jejiz dno byla pripojena prazdna kolona, pfedem
naplnéna tlacnou kapalinou. Do trubice se vrchem nalila suspenze
Castic naplné, kterd se prevrstvila tlacnou kapalinou, trubice se
rychle uzaviela nasSroubovdnim a po utazeni matice uzavéru se
okamzité zapnul elektromotor. Do jedné minuty se dosahlo
pracovniho maxima tlaku, coz indikovalo Uplné naplnéni. Kolona se
nechala dalSich 5 minut promyvat pfi plném tlaku, ktery se poté
regulacnim ventilem postupné sniZoval. Po pocate¢nim tapani jsme
techniku plnéni zvladli tak, Ze ze tfi naplnénych kolon byly dvé
ucinnosti srovnatelné s komercnimi kolonami fy Merck, coZz byl
celkem Uspéch, i vzhledem k tvrzeni prof. Haldsze, dle néjz bylo
plnéni kolon z jedné tretiny véda, z jedné tfetiny uméni a zbyvajici
tfretina byla cernd magie. Této techniky jsme pouzivali az do
devadesatych let k plnéni kolon ¢asticemi o priméru 5 - 10 um,
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zejména materialy na bazi modifikovaného silikagelu typu Silasorb,
které jsme testovali pro Lachemu Brno.

PInéni kolon nesli néktefi kolegové se znacnou nelibosti, protoze
bylo doprovazeno stejnymi zvukovymi efekty, jako kdyz zemédélci
vyrazi do poli, ale v omezeném prostoru staré budovy VSCHT na
Nameésti Legii. NaSe laboratof kapalinové chromatografie si
vyslouzZila pohrdlivé ptizvisko "oddéleni traktorové chemie".

OSMDESATA LETA
1. STAZ v PALAISEAU, MODEL INDEXU INTERAKCE

V r. 1980 se na mne usmalo $tésti - dostal jsem stipendium nadace
SEA na Sestimésicni pobyt ve Francii v laboratofi profesora George
Guiochona. Scientific Exchange Agreement (SEA) byla nadace
zalozend a financovand panem Bobem Hamiltonem, vyrobcem
(nejen) ddavkovacich injekénich stfikacek pro chromatografii,
"hamiltonek", ktera podporovala odborné kontakty mezi
chromatografisty ze zdpadnich a tehdejSich komunistickych zemi.
Diky velkorysosti pana Hamiltona mohla fada mladsSich odbornik( z
oblasti separaénich véd z Ceskoslovenska a z daldich zemi
vychodniho bloku absolvovat stdze na prednich pracovistich v
zdpadnim svété. O vybéru staZistl rozhodoval mezinarodni vybor,
jehoz cleny byli prof. Josef Huber z Rakouska a prof. Georges
Guiochon z Francie. Zastupci Ceskoslovenska byli prof. Janak z Brna
a prof. Garaj z Bratislavy. Tentokrat se kupodivu nevyskytly vaznéjsi
prekazky a po absolvovani kolecka pohovorl na ministerstvu
Skolstvi, s panem francouzskym konzulem a panem kulturnim atasé
jsem dostal potfebnou vyjezdni dolozku a francouzské vstupni vizum
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(o pobytové vizum jsem musel po prijezdu Zadat na prefekture v
Pafizi a dostal jsem ho aZ po péti mésicich, tésné pfed odjezdem).

V poloviné bfezna 1980 jsem dorazil na Ecole Polytechnique v
Palaiseau, asi 20 km od PafiZe, na trase priméstského metra RER.
Ubytoval jsem se v Cité Universitaire na jiznim okraji Pafize, blizko
stanice metra, takie dojizdéni bylo velmi jednoduché. Ecole
Polytechnique byla Skola elitni, zaloZzena uz cisafem Napoleonem
pro vychovu Spicek francouzské armady a administrativy. Byly tam i
vyzkumné laboratore fady technickych oborl. Jak jsem se na misté
dozvédél, s ohledem na vojensky charakter Skoly jsem mél Stésti, Ze
jsem francouzskym vizovym fizenim proklouzl jeSté na podzim roku
1979, pred vpadem sovétskych vojsk do Afghanistdnu, ktery silné
ochladil vztahy mezi zapadem a vychodem. Dostal jsem i propustku
do objektu, kterou jsem se mél prokazovat na hlavni brané. Nikdy
jsem ji nepouzil, od zastavky metra jsem chodil na ndhorni plosinu k
Polytechnice strmou pésinkou do kopce, na jejimzZ konci byla stale
oteviena nehlidana branka.

Na sSest mésicl ve Francii dodnes velmi rad vzpominam. Mym
tkolem bylo plnéni mikrokolon (s prmérem 0,5 - 1 mm) naplni na
bazi silikagelu ¢asticemi o velikosti 3 a 5 um, urcenymi pro spojeni
HPLC/MS. K tomuto Ulelu jsem mél k disposici pumpu Haskell,
pracujici do tlaku 300 MPa, ke které jsem pfipojoval 1 m dlouhé
nerezové trubice se sténami silnymi 0,2 mm, z bezpecnostnich
dlvodU uvnitf ochranné kovové klece. PresvédCil jsem se, Ze tyto
trubice podélné praskaji po dosazeni tlaku 185 MPa, za doprovodu
vyraznych detonaci. Navstivil jsem i firmu NERMAG na predmeésti
Patize v Roueil-Malmaison, kde jsem poprvé vidél pracovat pfistroj
pro LC-MS, tenkrat jesté koncipovany pro elektronovou ionizaci.
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Ve zbyvajicim case jsem proméroval retencni casy velmi pestré
mistni sbirky standardd na kolonach C8 a C18, a na zakladé
zmérenych dat jsem se spolu s dr. Henri Colinem pokousel o
sestaveni kalibracni fady standardl pro charakterizaci a predikci
retence v LC systémech s prevrdcenymi fazemi, na zakladé nového
modelu "indexl interakce" [P. Jandera, H. Colin, G. Guiochon, Anal.
Chem., 54 (1982) 435]. Kromé prof. Guiochona jsem se v Palaiseau
seznamil s fadou dalsich kolegl, skvélych odbornikli a milych pratel,
s nimiZ jsem se pozdéji setkaval na konferencich a s nékterymi si
dopisoval. Vedle Henri Colina, s nimZ jsem Uzce spolupracoval, jsem
se nejvice sblizil s Michelem Martinem a Alainem Tchaplou. O
vikendech jsem se vénoval poznavani skvostl francouzské kultury,
uméni a architektury.

OSMDESATA LETA

2. TESTY KOLON, CHARAKTERIZACE SELEKTIVITY, OPTIMALIZACE
SEPARACE A VYVOJ APLIKACI vV HPLC.

V r. 1984 vysla v sérii Kniznice technickych aktualit Statniho
Nakladatelstvi Technické Literatury, Praha, prvni ¢eska monografie o
HPLC, J. Churaéek - P. Jandera, "Uvod do vysokouginné kapalinové
kolonové chromatografie". Po navratu do Pardubic jsem aplikoval
model index( interakce rozpracovany ve Francii ke kalibraci
nespecifické (lipofilni) a specifické polarni selektivity v systémech s
prevracenymi fazemi, pomoci nové navrienych lipofilnich a
polarnich index( [P. Jandera, J. Chromatogr., 352 (1986) 91, 111].
Model jsem vyuZil i k vypracovani postupu pro popis, predpovéd a
optimalizaci retence v homologickych a oligomernich tadach, v
zavislosti na po¢tu monomernich jednotek a slozeni mobilni faze jak
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pro separace v systémech s prevracenymi, tak i s normalnimi fazemi
[P. Jandera, J. Chromatogr., 314 (1984) 13; 449 (1988) 361]. Tyto
prace jsem pozdéji shrnul ve dvou kapitolach v knize "Retention and
selectivity in liquid chromatography" (R. M. Smith, editor), ktera
vysla v nakladatelstvi Elsevier v r. 1995.

Jaroslav Churacek mé pobizel, abych na téma teorie gradientové
eluce podal habilitacni praci. Spisovani jsem vénoval fadu vecer( v
Pafizi a po navratu z Francie jsem na podzim 1980 - bez velkych iluzi
- podal préci k obhajobé&. Po nékolika letech mi byla vedenim VSCHT
vracena zpét s odlavodnénim, Ze "na zakladé nového
vysokoskolského zakona jiz napfisté nebudou podobné spisy pfi
habilita¢nim Ffizeni vyzadovany". Habilitacni praci jsem presto vyuzil,
ale az za deset let po padu komunismu.

Publikace o gradientové eluci vzbudily jistou pozornost a od r. 1981
jsem kazidoro¢né dostaval pozvani k predneseni predndsky na
mezinarodnich symposiich o chromatografii, kde bylo vloiné i
ubytovani hrazeny poradateli nebo nadaci SEA. | pres minimalni
naklady z ¢s. zdrojli vsak bylo velmi obtizné ziskat povoleni k vyjezdu
na konference na zapadé. VétSinou byly mé Zadosti zamitany pfimo
na VSCHT. Presto jsem vsak nékdy dostal povoleni (moZnd na
zakladé instrukci, které odrazely momentalni Uroven vztah( nasi
republiky ke kapitalistické ciziné). Tak jsem mohl jet na mezinarodni
konference o chromatografii (ISC) v Londyné v r. 1982 a v
Norimberku v r. 1984.

Pro ilustraci tehdejsi situace mohu uvést historku, spojenou s
pozvanim na mezinarodni symposium o HPLC v Edinburku v ¢ervenci
1985, kam mne pozval prof. John Knox. Zftejmé v dusledku toho, Ze
byla Cerstvé publikovdna naSe kniha o gradientové eluci, se mi
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dostalo té cti, Ze jsem byl uveden jako jediny prednasejici ze zemi na
vychod od Sumavy v seznamu vybranych G&astnikd na
nadchazejicim symposiu, publikovaném v tenkrat dosti Siroce
mezinarodné distribuovaném bulletinu britské Chromatographic
Society. KdyZ mi zadost o povoleni cesty vedeni VSCHT zamitlo, 3el
jsem se optat Jaroslava Churacka, vedouciho Katedry analytické
chemie, jak mam organizatorim svoji nelcast zdlUvodnit. Jaroslav
mne okamZité odved| k audienci u tehdejsiho prorektora pro védu a
zahraniéni styky, ktery byl soucasné také kandidatem Ustfedniho
vyboru KSC a tam mu m(jj dotaz prednesl. Tehdy jsem uvidél, jak se
tvari ¢lovék, ktery pravé spolknul Zabu. Soudruh prorektor nas micky
propustil, ale druhého dne mi z rektoratu oznamili, Ze cestu mam
povolenou.

ProtoZe - ac¢ to dnes zni neuvéfitelné - tehdy bylo cestovani vlakem
asi desetkrat levnéjsi nez letadlem, vyrazil jsem na dvoudenni cestu
do Skotska po Zeleznici pres kanal La Manche a pul Evropy, vybaven
deseti dolary na utratu. Byl jsem na tom ale lépe nez kolega Milos
Krej¢i z Akademie véd v Brné, ktery také dostal deset dolard, ale jen
jako vratnou zalohu. Cesta vlakem udolim Ryna a pres Anglii byla
nezapomenutelnym zazitkem, stejné jako samo meésto Edinburk
uprostied kopcl, kde zacatkem cervence zapadalo slunce o pdl
dvanacté v noci. Symposium mélo vynikajici Uroven jak po odborné,
tak i po spolecenské strance. Slysel jsem tam prvni pfednasku prof.
Jorgensona o kapilarni elektroforéze a predndsku prof. Knoxe o jeho
novém ucinném a chemicky i tepelné odolném materialu Hypercarb
na bazi Cistého uhliku, uréeném jako naplni kolon pro HPLC. Navstivil
jsem i laboratof prof. Knoxe, kde se spolupracovniky Hypercarb
pfipravovali polymeraci v pérech silikagelu, naslednym rozpusténim
silikagelové matrice v kyseliné fluorovodikové, karbonizaci
polymerniho otisku silikagelu a nasledujici hydrotermalni Gpravou.

107



Po navratu mi bylo dano na védomi, Ze na dalsi vyjezdy na
konference mam zapomenout. Ale po nastupu Gorbacova do cela
SSSR se situace trochu uvolnila, i na VSCHT se obménilo vedeni. V r.
1988 jsem dostal pozvani k pfednasce na mezinarodni symposium o
chromatografii (ISC) ve Vidni, kde jsem mél dostat cenu Cvétovy
nadace (nezaménovat s mnohem prestiznéjsi Cvétovou medaili) a
skutecné jsem do Vidné smél jet. Na jare 1989 uz chovani vedeni
VSCHT naznadovalo, 7e asi jsou né&jaké zmény ve vzduchu, protoze
mi povolili obhajobu "velkého doktoratu" (DrSc.), kterd probéhla v
¢ervnu na praiské VSCHT. V listopadu pak ¢as oponou trhnul a
uzavrela se jedna nestastna etapa historie.

Musim se jesté o pdr let vratit k jedné radostné uddlosti, vyznamné
pro dalsi vyvoj HPLC na nasi katedfe. Byl nam schvalen nakup
nového kapalinového chromatografu. Vyhlédl jsem si Spickovy
pfistroj HP 1090 od firmy Hewlett Packard. K nakupu bylo tfeba
ziskat fadu povoleni, obihal jsem podnik zahrani¢niho obchodu
KOVO, ministerstvo skolstvi, ministerstvo primyslu, energeticky
Urad a jeSté néjaké dalsi instituce. Specifikace nakupu jsem
projedndval na obchodnim zastoupeni firmy v Praze s dr. Hans Peter
Schiefferem, se kterym jsem se ¢asem spratelil a dodnes se s nim
rad setkdvam. Ten mne upozornil na vyznamnou novinku - dosud
byl pfistroj ovladan minipocitacem HP 85, firma vSak zavadéla novy
model 1090 M, fizeny skute¢nym stolnim pocitacem. Bylo to jesté
pfed érou Windows, pocita¢ fungoval pod softwarem v jazyku
Pascal, v prisné hierarchickém systému a byl fizen velmi rychlym
procesorem Motorola. Proto - i kdyZ celkovd kapacita disku byla
dnes smésnych 20 MB - podléhal vyvoz tohoto pocitace do
komunistickych zemi embargu a museli jsme Zadat o vyjimku pfimo
americké ministerstvo obrany ve Washingtonu. Ale vSe nakonec
dobre dopadlo, Pentagon ndm vyjimku udélil s podminkou, Ze se
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kdykoli mlze povéreny dlstojnik NATO u nads na misté presvéddit,
Ze pocita¢ pouzivdme k chromatografii a ne napf. k fFizeni
balistickych raket (Zadny kontrolor se u nas nikdy neobjevil).

V poloviné r. 1986 k nam do laboratorfe tento "Mercedes mezi
kapalinovymi chromatografy" skutec¢né dorazil. Pfistroj byl vybaven
UV detektorem s fotodiodovym polem a umoznoval snimani UV
spekter v pribéhu chromatografické separace. To byla v té dobé u
nas naprostd novinka a vzpomindm si, jak jsem fascinované ziral na
prvni vlastnoru¢né zméreny tfirozmérny spektrochromatogram. Na
druhé strané dvé pllhodinové analyzy se zaznamy spekter v celém
spektrdlnim a ¢asovém rozsahu stacily spolehlivé zaplnit celou
dostupnou kapacitu pocitace. Po nékolika letech jsme s laskavym
pfispénim dr. Helmutha Elgasse z Waldbronnu, s nimz jsem se
seznamil v pribéhu stadze u prof. Halasze, ziskali operaéni program
pod systémem Windows, ktery nam umoznil prevod fidici a datové
stanice na normdlni PC s diskovou kapacitou desitek GB. Hlavnimi
prednostmi HP 1090 bylo presné davkovani vzorkl, v Sirokém
nastavitelném rozmezi objemu, a predevsim unikatni zpUsob tvorby
gradientu mobilni faze, zaloZeny na systému tfi podavacich
Cerpadel, davkujicich pfi atmosférickém tlaku presné objemy
jednotlivych  slozek mobilni fdze na vstup vysokotlakého
membranového cerpadla, které v rychlych pracovnich cyklech
prevadi tyto objemy do vysokotlaké casti systému. Toto feSeni
zaruCuje vysokou prFesnost nastaveného prlibéhu gradientu a
pfipomnélo mi nas plvodni zplsob tvorby gradientu. Némecka
dikladnost a preciznost se projevila na vysoké kvalité pristroje,
ktery je v nasi laboratofi stale v provozu jiz 27 let k nasi naprosté
spokojenosti, hlavné zasluhou pana Vaclava Innemana, ktery ridké
pripady poruch vzdy dokdzal promptné opravit.
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OSMDESATA LETA

3. VYvoJ HPLC SEPARACI SULFONOVYCH KYSELIN, POLARNICH LATEK A
PESTICIDU. STOPOVA ANALYZA, OBOHACOVACI TECHNIKY V PRIMEM
SPOJENI S HPLC.

Chemické zavody VCHZ Synthesia v Semtiné a Rybitvi na zapadnim
okraji Pardubic nds obcas zdsobovaly analytickymi problémy,
vhodnymi pro HPLC aplikace. Napf. uz v sedmdesatych letech jsme
pro né vyvinuli metodu separace meziprodukt( pti vyrobé vitaminu
D2 chromatografii na silikagelu s mobilni fazi, obsahujici méné nez 1
% propanolu v hexanu. Dlouho se ndm ale nedafilo vyfesit problém
kontroly Ccistoty naftalensulfonovych a antrachinonsulfonovych
kyselin, zakladnich surovin pfi vyrobé azobarviv, dullezZitého
vyrobniho programu VCHZ. Bylo tfeba rozdélit a stanovit nejen latky
lisSici se stupném sulfonace, ale i polohové izomery jednotlivych
sulfonacnich stupnd. V sedmdesatych letech jsme se k tomuto ucelu
neuspésné pokouseli vyuZzit klasické iontové-vymeénné
chromatografie, kterd vsak pro tyto ucely vykazovala pfilis nizkou
ucinnost a selektivitu. Pozdéji jsme zkouseli déleni v systémech s
prevracenymi fazemi, které se obecné vyborné hodi pro vétsinu
separaci zaloZzenych na strukturnich rozdilech v uhlovodikovych
Castech molekul. Aromatické sulfokyseliny jsou svoji silou
srovnatelné s anorganickymi kyselinami, ve vodné-organickych
mobilnich fazich jsou zcela ionizované a vétsina se na kolonach s
chemicky vazanymi alkyly viibec nezadrzuje. Zacatkem osmdesatych
let jsme ke zvySeni retence a selektivity separace aromatickych
sulfokyselin v systémech s prevracenymi fazemi zkusili s ¢astecnym
Uspéchem vyuZit techniku chromatografie iontovych pard s
pfidavkem tetraalkylamoniovych soli do vodné-metanolickych
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mobilnich fazi a dosahli jsme castecné separace. Podstatné lepsich
vysledkll jsme dosahli pridavkem pomérné vysokych koncentraci
(0,05 - 0,5 mol/l) neutralnich soli (napf. siranu lithného nebo
sodného) k vodné-organickym mobilnim fazim, kde se projevi
vyrazny vysolovaci efekt a vyrazné zvySeni separacni selektivity
polohovych izomer(i. Aromatické sulfokyseliny se v roztocich soli
déli v poradi klesajiciho poctu sulfonovych skupin a retence izomerl
roste s velikosti exponovaného naftalenového ¢i antrachinonového
jadra mezi sulfoskupinami (Obr. 13). Retencni chovani jsme popsali
teoretickym modelem [P. Jandera, J. Churdcek, B. Taraba, J.
Chromatogr., 262 (1983) 121] a metodu separace praktickych
vzorkll aromatickych sulfokyselin, pouZivanych jako barvarské
meziprodukty, jsme optimalizovali a patentovali [P. Jandera, J.
Churacek, J. Poskocil, AO 209363, 1983].
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Obr. 14: Separace naftalen mono- di-, tri- a tetrasulfonovych kyselin
na koloné Silasorb C18 gradientem 0 — 40 % methanolu v 0,4 M
vodném siranu sodném. 1,3,5,7-tetrasulfonovd k. (1), 1,3,6-
trisulfonova k. (2), 1,3,5-trisulfonova k. (3), 1,3,7-trisulfonova k.(4),
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1,5-disulfonova k. (5), 2,6-disulfonova k. (6), 1,6-disulfonova k. (7),
2,7-disulfonovd k. (8), 1,3-disulfonova k. (9), 1,7-disulfonova k. (10),
1-sulfonovd k. (11), 2-sulfonovd k. (12), méné poldrni necistoty (X)

Pro Lachemu Brno jsme v osmdesatych letech testovali také
moznosti vyuZiti ethylenglykol-methakrylatovych gelt Spheron a
katex(i a anex( na jejich bazi pro separace riznych typ( polarnich
latek - fenoll, bazi nukleovych kyselin, nukleosidli, nukleotid(,
barbituratli, sulfonamid( a nékterych dalsich lé¢iv. Podrobnéji jsme
se zabyvali separacemi pesticidl: karbamatld, fenylmocovin,
triazin,, organochlorovych latek a halogenfenoxykarboxylovych
kyselin na chemicky modifikovanych silikagelovych stacionarnich
fazich (vétdinou na Silasorbech od Lachemy). Radu téchto separaci
polarnich latek by dnes bylo mozno charakterizovat jako metody
HILIC chromatografie. Pro analyzu stopovych koncentraci téchto
latek ve vodach a ftalatd v primyslovych exhalatech jsme vyuzivali i
off-line a on-line spojeni s obohacenim na kratkych kolonkach
plnénych nepoldrnimi sorbenty. Na tomto tématu jsem pracoval
jako Skolitel-specialista s prvnimi aspiranty, které mi predal pIné na
starost jejich hlavni skolitel, prof. Churacek: Jarou Kubatem, Ladou
Svobodou a Honzou Fischerem - posledni dva jsou nyni docenty na
FChT Univerzity Pardubice.

DEVADESATA LETA
1. STAZ v USA, NELINEARN{ A PREPARATIVNi HPLC

V 1été 1989 uZ zacaly ledy trochu roztavat a dostal jsem povoleni k
cesté na symposium o HPLC ve Stockholmu, kam jsem jel s
prfednaskou o optimalizaci tfislozkovych gradientl - jak jinak neZ
opét vlakem.
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Obr. 15: Zleva: Karel Macek, Jaroslav Churdcek, Lois Beaver a

Georges Guiochon na symposiu HPLC 1989 ve Stockholmu.

Na schlzi edi¢ni rady Journal of Chromatography, jejimZ jsem se
kratce pred tim stal ¢lenem na doporuceni editora ¢asopisu, doc.
Karla Macka (Obr. 14), jsem se znovu setkal s prof. Guiochonem.
Ten mi nabidl, abych za nim pfijel na ro¢ni stdZz do Knoxville v USA,
kam se mezitim pFestéhoval z PafiZe. Intenzivné se zabyval studiem
adsorpcnich izoterm a separaci na "pretizenych" kolonach za
podminek nelinedrni chromatografie. To bylo téma, na néZ jsem
okrajové narazil jiz pfi on-line obohacovani zifedénych vodnych
vzorkl pred navazujici analyzou metodou HPLC a o kterém jsem se
chtél dozvédét vice. Nabidku jsem proto rad pfijal, i kdyZz bylo
nejisté, zda k tomu dostanu potfebnd povoleni. Ale jednani se
protahla do podzimu a po listopadu 1989 uz proti mé cesté nebyly
namitky. Na jare 1990 jsem jesté obhajil habilitacni praci, ktera byla
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10 let u ledu, a zacatkem zafi jsem s manzelkou Marii a dcerou
Janou dorazil do mésta Knoxville ve staté Tennessee, malebné
poloZzeného na zapadnim Upati Apalacskych hor (Smoky Mountains).
Univerzita stdtu Tennessee méla na oddéleni chemie
instrumentdlné dobfe vybavené laboratore - setkal jsem se tam se
starym znamym HP 1090M, na némZ jsem tam pak cely rok pracoval
- a skvélou knihovnu, otevienou sedm dni v tydnu, 24 hodin denné,
kde bylo k dispozici skoro vSechno, na co si ¢lovék vzpomnél.

Kvalita preparativni separace se neposuzuje Urovni dosazieného
rozliSeni latek, ale z ekonomického hlediska dulezitéjsi
produktivitou, tj. mnoZstvim izolované latky poZzadovaného stupné
Cistoty za jednotku ¢asu na jednotku mnoiZstvi naplné kolony. Je
tedy trfeba vypracovat vypocetni postupy pro predpovéd
optimalniho mnozstvi davkovanych vzorkd pro pfijatelnou Uroven
pretizeni kolony. Vypocty profilll znacné asymetrickych pikd na
pretizenych kolonach vychazeji z parametrl adsorpcnich izoterm,
které jsem v Knoxville experimentalné méfil. Na jejich zdkladé jsme
predpovidali tvar pikl  numerickym feSenim  zakladnich
diferencidlnich rovnic, popisujicich distribuci latek. Cilem
simulacnich vypoctd je optimalizace casu odbéru frakci z
nesymetrickych pik(l tak, aby bylo dosazeno maximalni vytéZnosti
produktu poZadované Cistoty v nejkratsim case [P. Jandera, D.
Komers, G. Guiochon, J. Chromatogr. A, 787 (1997) 13].

Po ndvratu z Ameriky v lété 1991 jsem pokracoval v fFeSeni
problematiky nelinedrni chromatografie ve spolupraci s prof.
Guiochonem v rdmci bilaterdlnich US-CS grantl, pozdé&ji jesté v
ramci grantd NATO "Science for peace" i s profesory F. Dondim z
Ferrary, A. Felingerem z Veszprému a A. Seidel-Morgensternem z
Magdeburgu, ktefi postupné také navstivili nase pracovisté. Na
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vyménné staze k nam pfijeli i dva doktorandi z Knoxville a naopak
tam nékolikamési¢ni pracovni pobyty absolvovali Honza Fischer a
doktorandi David Komers a Michal Skavrada, ktefi pozdé&ji Uspésné
ohdjili dizertace na téma separaci za podminek nelinearni
chromatografie. Numerické vypocty distribuce latek za podminek
pretizeni kolony jsme vyufZili i pfi studiich retencniho chovani pfi
gradientové eluci, pro predpovéd odchylek od ocekavaného
prabéhu gradientu vlivem prednostni adsorpce silnéjsi elu¢ni slozky
mobilni faze a pro vypocty jejich prianikovych objema pfi gradientu,
coz usnadnovalo volbu takovych pocatecnich podminek gradientu,
kdy tyto efekty jesté chovani Ildtek vyznamné neovlivni a
zdokonaleni modelu predpovédi retence pfi gradientové eluci na
polarnich adsorbentech v systémech s normalnimi fazemi [P.
Jandera, J. Chromatogr. A, 965 (2002) 239]. Po odstranéni stop vody
dlislednym vysusenim sloZzek mobilni faze lze vyznamné zlepsit
presnost predpovédi na Uroven srovnatelnou se standardnimi
gradienty v systémech s prevracenymi fazemi. Vypracovali jsme i
postupy vypocetni kompenzace vlivu Castecné migrace latek v
potrubi mezi smésovacem slozek mobilni faze a kolonou pred
zaCatkem gradientu na presnost predikce gradientovych elucnich
objema.

DEVADESATA LETA

2. HPLC/MS A CE. SEPARACE TENZIDU, ACYLGLYCEROLU, BARVIV A
MEZIPRODUKTU. MICELARN{ A SUBMICELARN{ KAPALINOVA
CHROMATOGRAFIE

Teorii retence oligomer( v systémech s prevracenymi i s normalnimi
fazemi jsme aplikovali pfi studiich a optimalizaci separaci nizsich

115



syntetickych polymer( a zejména neiontovych a iontovych tenzid(
na bazi alkyl- a aryléter(i alkoholl a fenoll s polyoxyethylenem.
Zajimavym poznatkem z téchto studii byl dfive nepopsany jev, kdy
na rliznych kolonach s chemicky vazanymi aminopropylovymi, ale i
alkylovymi fazemi, mobilni faze ovliviiovala poradi eluce v
oligomernich tadach tenzid(l. Projevoval se zde nejen typ
organického rozpoustédla (methanol-voda, acetonitril-voda,
pfipadné propanol-voda), ale i pomér koncentraci vodné a
organické slozky. V oblastech s vyssi koncentraci vody retence
oligomerd dle ocdekdvani rostla v poradi rostouciho poctu
ethylenoxidovych (EO) jednotek, pokud ale mobilni faze obsahovala
vice nez 85 — 95 % organické slozky, poradi eluce se obratilo a latky
se chovaly jako v systtmu s normdlnimi fdzemi i na
oktadecylsilikagelovych kolonach. SloZzeni mobilni faze, pfi némz
dochazelo ke zméné retencniho mechanismu, zaviselo na typu
oligomernich tenzid( [P. Jandera, M. Holcapek, L. Kolarova, Int. J.
Polym. Anal. Charact., 6 (2001) 261]. Tohoto zjisténi jsme pozdéji
vyuzili pfi vyvoji dvourozmeérnych HPLC separaci.

Metodami HPLC tenzid( se vedle Michala Hol¢apka v ramci disertaci
zabyvali i Josef Urbanek, Borek Prokes a Lenka Kolafova (nyni
provdana Ceslova, docentka Katedry analytické chemie) a b&hem
své staze na stipendium NATO na tomto tématu pracoval i dr.
Georgios Theodoridis z Aristotelovy univerzity v fecké Soluni [P.
Jandera, M. Holcapek, G. Theodoridis, J. Chromatogr. A, 813 (1998)
299]. George i jeho studenti nas od té doby jesté nékolikrat navstivili
na kratsi staze v ramci vyménného programu Erasmus a bilateralni
Cesko-fecké spoluprace. | ja a moji spolupracovnici jsme radi do
Soluné jezdili.
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V r. 1995 jsme dostali penize na nakup naseho prvniho LC-MS
pfistroje. Byl to hmotnostni spektrometr VG Platform od fy
Micromass, s kvadrupdlovym analyzatorem, s APCl a ESI ionizaci v
pozitivnim i negativnim mddu, s rozsahem hmotnosti do 3000 Da,
ktery byl spojen s gradientovym kapalinovym chromatografem fy
Waters. Od samého zacatku na ném pracoval v ramci disertacni
prace Michal Holcapek, dnes profesor Katedry analytické chemie.
Nebyl to Spickovy pfistroj, ale pouzivali jsme ho hlavné jako
detektor, umoznujici rozliSeni latek s jednotkovymi rozdily
hmotnosti. Vedle HPLC s detektorem rozptylu svétla (ELSD) nam
poslouzila LC-MS technika jako neocenitelny pomocnik k
dekonvoluci prekryvajicich se pikd sousednich oligomerd.

Do oblasti separace oligomerl zapadal i vyvoj metod analyzy tuk,
olejli a technickych produktl jejich zpracovani, zejména kontrola
konverze jednotlivych acylglyceroll na methylestery pti vyrobé
bionafty. Volbou vhodné kolony C18 s vyznamnym podilem
rezidudlnich  silanolovych skupin a kombinaci postupného
tfislozkového gradientu voda - acetonitril - propanol - hexan se
podafilo rozdélit nejen jednotlivé latky lisSici se ekvivalentnim
poc¢tem uhlikovych atomd (ECN = pocet atom( uhliku v acylech
snizeny o dvojnasobek poctu dvojnych vazeb) uvnitf skupin mono-,
di- a tri-acylglyceroll, ale i rfadu esterl se stejnymi ECN [M.
Hol¢apek, P. Jandera, J. Fischer, B. Prokes, J. Chromatogr. A, 858
(1999) 13]. Pozdéji se tomuto tématu velmi podrobné vénoval prof.
Holcapek se svou vlastni novou skupinou.

V devadesatych letech jsme se zabyvali i vyvojem analytickych
separaci (poly)sulfonovanych a metalokomplexnich azobarviv,
pramyslové vyrabénych v podniku Synthesia, s vyuzitim techniky
HPLC-MS. Navazali jsme na naSe starSi prace o separacich
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aromatickych sulfokyselin z pocatku osmdesatych let a studovali
jsme vliv typu a koncentrace alkylamoniovych iontové-parovych
Cinidel s rdznym poctem a délkou alkyld na selektivitu separace
barviv a na potlaceni odezvy signadlu v ESI iontovém zdroji
hmotnostniho spektrometru. Pfidavek tetraalkylamoniovych soli
vyznamné snizuje intenzitu MS signalu, proto jsme navrhli jejich
nahradu dihexylamoniovym iontové-parovym dinidlem, kde je
potlaceni signdlu méné vyznamné a pfitom retence a selektivita jsou
srovnatelné jako pfi pouZiti tetrabutylamoniovych aditiv k mobilni
fazi. K identifikaci barviv jsme pouzivali fragmentovych iontl
plvodnich barviv, i hmotnostnich spekter produktl jejich redukce
[M. Holcapek, K. Volna, P. Jandera, L. Kolarova, K. Lemr, M. Exner, A.
Cirkva, J. Mass Spectrom., 39 (2004) 43].

ProtoZe jsme zac¢atkem devadesatych let ziskali pfistroj pro kapilarni
elektroforézu od fy Prince, vypracovali jsme jako doplnék HPLC i
elektromigracni metody separace azobarviv a aromatickych
sulfokyselin pouZivanych jako meziprodukty pfi jejich vyrobé. V
pracovnich elektrolytech s fosfatovymi nebo bordtovymi pufry se
latky déli pouze podle poctu sulfonovych skupin. Pridavkem
cyklodextrinli, béiné pouzZivanych jako chirdlni selektory, jsme
dosahli dosud nepopsané separace polohovych izomerd [P. Jandera,
J. Fischer, V. Stancek, M. Kucerova, P. Zvonicek, J. Chromatogr. A,
738 (1996) 201].

V  souvislosti s vyvojem ‘"zelenych" metod kapalinové
chromatografie, SetrnéjsSich k Zivotnimu prostredi, jsme zkouseli
moznosti nahrady organickych rozpoustédel pridavkem tenzid( v
koncentracich vyssich, neZ jsou kritické miceldrni koncentrace, k
Cisté vodnym mobilnim fazim. Tzv. miceldrni kapalinova
chromatografie wvyuziva distribuce vzorku mezi tremi fazemi:
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klasickou naplni kolony s chemicky vazanou alkylovou stacionarni
fazi, vodou a micelami, tj. shluky molekul tenzidu (nejcastéji
dodecylsiranu sodného, SDS, v koncentracich nad 8 mM). Zjistili
jsme, Ze tenzidy do jisté miry ovliviiuji separaci neiontovych latek i v
submiceldrnich koncentracich, kde se molekuly SDS neshlukuji do
micel. Submiceldrni kapalinovd chromatografie do jisté miry
umoznuje rozsitit rozsah polarit separovanych vzorkl [P. Jandera, J.
Fischer, J. Chromatogr. A, 728 (1996) 279]. S pfidavkem miceldrnich
Cinidel k pracovnim elektrolytim v kapilarni elektroforéze miazeme
separovat neiontové latky technikou micelarni elektrokinetické
chromatografie (MEKC). V nasi skupiné se technikami micelarni
chromatografie a MEKC zabyvali prfedevsim Honza Fischer, Vaclav
Stanék a pozdéji Petr Cesla.

ZACATEK 21. STOLETI(

1. CHARAKTERIZACE SELEKTIVITY V HPLC. VYVOJ A CHARAKTERIZACE
MONOLITICKYCH KOLON NA BAZI ORGANICKYCH POLYMERU. SORBENTY S
VTISTENYMI MOLEKULAMI. HILIC CHROMATOGRAFIE. DVOUROZMERNA
KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE. SEPARACE PRIRODNICH ANTIOXIDANTU
V PIVU, VINU A NEALKOHOLICKYCH NAPOJICH

Historie se zacind prolinat se soucasnosti, vétSinou témat, ktera
jsme zacali feSit na zacatku tisicileti, se zabyvame dodnes. Michal
HolCapek se svou skupinou se zabyvaji HPLC-MS aplikacemi v oblasti
analyzy lipidd a metabolit(, kde ma hlavni vyznam hmotnostni
spektrometrie, coZz uZz zachazi za ramec tématu této knizky.
Praktické aplikace HPLC v soucasné dobé vyuzZivaji néktefi kolegové
mimo nasi skupinu, na Katedfe analytické chemie i na dalSich
katedrach Univerzity Pardubice.
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Hlavnimi  tématickymi  oblastmi nasi skupiny kapalinové
chromatografie v tomto obdobi je chromatografie v HILIC
systémech, vyvoj a optimalizace vlastnosti polymetakrylatovych
monolitickych kapilarnich kolon a predevSsim dvourozmérna
kapalinova chromatografie. Kapalinova chromatografie hydrofilnich
interakci (HILIC) pouZivd mobilni faze s malym obsahem vody v
organickém rozpoustédle (acetonitrilu) a polarnich kolon pro
separace polarnich latek, které se malo zadrZuji a Spatné separuji v
béznych systémech s prevracenymi fazemi [P. Jandera, Anal. Chim.
Acta, 692 (2011) 1]. Doktorandi Honza Soukup a Tomas Hajek spolu
se stdZisty Szymonem Bocianem a Sylvii Nogovou z Toruné
porovnavali moznosti separaci karboxylovych kyselin, aminokyselin,
fenolickych a flavonoidnich latek, nukleosidi a dusikatych bazi na
raznych typech kolon, z nichZ se ndm dobre osvédcily kolony na bazi
hydrosilovaného silikagelu, vyvinuté skupinou prof. Joe Peseka v
Kalifornii, diolové a zwitteriontové kolony [P. Jandera, T. Hajek, V.
Sketikova, J. Soukup, J.Sep. Sci., 33 (2010) 841].

Vzhledem k omezené stabilité a vybéru stacionarnich fazi na bazi
silikagelu jsme studovali mozZnosti vlastni pripravy monolitickych
kapilarnich kolon na bazi polymethakrylatu. Navazali jsme na
prikopnické prace Frantiska Svece z Univerzity v Berkeley v
Kalifornii, kterému se podafilo pfipravit ucinné monolitické kolony
na bazi styrenovych (ko)polymerl. My jsme se zaméfili na
polymethakrylatové monolity, vzhledem k relativné snadné pfipravé
kolon s rlznymi - i polarnimi - funkcénimi skupinami. Polymerni
monolitické kolony poskytovaly vynikajici rychlé separace proteint a
dalSich biopolymerd, pro nizkomolekularni latky vsak vykazovaly
pfilis nizkou acinnost v dlsledku pfiliS malého podilu mezopédri
vhodné velikosti v monolitické matrici. S doktorandy Danou
Moravcovou (nyni pracuje na UACH AV CR v Brné), Jifim Urbanem
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(byl 2 roky na stazi u Frantiska Svece v Kalifornii), Veronikou
Skefikovou a v soucasnosti Magdou Starikovou, jsme se pokouseli
zlepsit morfologii por(i pfedevsim optimalizaci sloZeni polymeraéni
smési (funkéni a situjici monomer, rozpoustédla). S del$im funkénim
monomerem  (laurylmetakryldtem) a  polarnimi  situjicimi
dimetakrylatovymi monomery se podafilo pfipravit kapilarni
monolitické kolony s Uc¢innosti az 70 000 teoretickych pater na metr
pro separace v systémech s prevracenymi fazemi [P. Jandera, M.
Starikova, V. Skefikova, J. Urban, J. Chromatogr. A, 1274 (2013) 97].
Pro separace poldrnich latek jsme vyvinuli monolitické mikrokolony
a kapilarni kolony se sulfobetainovymi funkénimi skupinami, které
vykazuji dvoji separacni mechanismus a lze je pouzivat pro separace
v alternujicich mdédech: HILIC v 80-98 % pufrovaném acetonitrilu a
RP v mobilnich fazich s vyssim obsahem vody a ziskat tak vice
informaci o sloZeni vzorku [M. Stankova, P. Jandera, J. Urban, V.
Skefikova, J. Chromatogr. A, 1289 (2013) 47]. Tyto mikrokolony nyni
pouzivdame v  prvni dimenzi dvourozmérné kapalinové
chromatografie polarnich latek.

Hlavnim tématem nasi skupiny je v posledni dobé comprehensive
(Uplna, celostni) dvourozmérna (2D) HPLC. Tato technika vyuZiva
dva nezdvislé LC systémy v pfimém spojeni, kdy cely vzorek
postupné prochazi obéma separacnimi dimenzemi. Obé kolony jsou
spojeny prepinacim dvoupolohovym ventilem, ktery slouzi k
postupnému odbéru frakci eluatu z prvni kolony a jejich pfevodu na
druhou kolonu. Cilem 2D chromatografie je zvySeni kapacity
separace, tj. poctu latek, které lze separovat ve vymezené dobé.
Teoreticky je kapacita separace v 2D systému rovna soucinu
pikovych kapacit v prvni a ve druhé dimenzi pfi "orthogonalni"
kombinaci separacnich systémi se zcela rozdilnymi mechanismy a
selektivitou separace. V praxi toho nelze Uplné dosahnout, je vsak
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treba zvolit takovou kombinaci separacnich systému, kterd se
tomuto cili co nejvice blizi, a pfitom dbat na kompatibilitu mobilnich
fazi v obou dimenzich, aby nedochazelo k pfilisSnému rozsifovani,
pfipadné i deformaci pikl ve druhé dimenzi [P. Jandera, J. Sep. Sci.,
29 (2006) 1763]. Kolona v prvni dimenzi musi byt delsi a mit mensi
pramér nez kolona ve druhé dimenzi, protoZe celd separace
odebrané frakce na druhé koloné se musi uskutecnit v pribéhu
odbéru nasledujici frakce eludtu z prvni kolony (zpravidla 1 - 2
minuty) [P. Jandera, Cent. Eur. J. Chem., 10 (2012) 844].

Davkovaci .
vehti  1.Dimenze CoulArray

Detektor

Sherac frakci - prevod
do APCI-MS —ion trap

MS/MS spektrometru

Shéraci smyéka 1
(100 pl)

D1 gradient. pumpa

Shéraci smytka 2
(100 pI)

2. Dimenze o
D2 gradient. pumpa DAD-UV Detektor

Obr. 16: Schéma zafizeni pro 2D LCxLC chromatografii, sestaveného
v nasi laboratofi. V prvni dimenzi je kapildrni kapalinovy
chromatograf 1100 s monolitickou mikrokolonou, ve druhé dimenzi
kapalinovy chromatograf 1200 Rapid Resolution s krdtkou (3 - 5
cm) RP kolonou. Pro prevod frakci eludtu z prvni do druhé dimenze
on-line je pouZit deseticestny ventil Valco se smyckami o objemu 2
nebo 5 ul.

Na tématu 2D HPLC jsme zacali pracovat od r. 2001 v ramci
grantového projektu Evropské komise, "Comprehensive Liquid
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Chromatography", s akronymem COMCHROM, ve spolupraci se
skupinami profesor( Tyge Greibrokka (Oslo), Petera Schoenmakerse
(Amsterdam), Luigi Mondella (Messina), Didier Thiébaulta (Patiz) a
Larse Blomberga (Karlstadt, Svédsko). Cilem na$i skupiny v
Pardubicich bylo optimalizovat kombinace stacionarnich fazi,
rozmér(l kolon a separacnich podminek s cilem dosahnout
mafstximalniho poctu separovanych pikl v co nejkratsim case (Obr.
15). K volbé orthogondlnich separacnich systémuU jsme pouZivali
chemometrickych metod charakterizace selektivity kolon [P.
Jandera, K. Vyfuchalova, T. Hajek, P. Cesla, G. Vohralik, J.
Chemometrics, 22 (2008) 203]. Nejvétsiho zvyseni pikové kapacity v
nejkratsi dobé analyzy jsme dosahli pfi kombinaci kratké (3-5 cm)
kolony plnéné povrchové poérovitymi ¢asticemi (core-shell) nebo
monolitické kolony na bazi silikagelu ve druhé dimenzi s HILIC
kolonou v prvni dimenzi, kde se nam ve srovnani s komerénimi
kolonami Iépe osvédcila vySe popsand monolitickd sulfobetainova
polymerni mikrokolona o vnitfnim priméru 0,5 mm, pfipravena v
nasi laboratofi.

Vyznamného zvyseni pikové kapacity a urychleni separace jsme
dosahli pouZitim soubéinych gradientd mobilni faze v obou
dimenzich. Ve druhé dimenzi je doba gradientu vymezena ¢asem
prevodu frakci (1-2 min), gradienty musi byt velmi strmé a musi v
této dobé pokryt Siroké rozmezi slozeni mobilni faze. Pro soubéziné
gradienty jsme vypracovali origindlni postupy optimalizace -
predevsim programovany posun zmény rozmezi gradientu ve druhé
dimenzi v pribéhu gradientu v prvni dimenzi [P. Cesla, T. Hajek, P.
Jandera, J. Chromatogr. A, 1216 (2009) 3443]. Kvyhodnocovani
chromatogramd vyvinul Petr Cesla program, umoZfiujici prevod
zaznamu z detektoru, zapojeného za kolonou v druhé dimenzi, do
tfirozmérné nebo vrstevnicové prezentace. Je moZno pouZit i
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sériové zapojenych vicekanalovych detektor( pro zlepSeni moznosti
identifikace separovanych latek. My jsme k tomuto ucelu pouZivali
kombinaci UV  detektoru s fotodiodovym polem a
electrochemického detektoru Coularray s elektrodovym polem,
zejména pro separace fenolickych a flavonoidnich pfirodnich
antioxidantl v ndpojich, extraktech rostlin a potravinach, jak
ukazuje tfirozmérny zdznam analyzy piva Prazdroj touto technikou
(Obr. 16) [T. Hajek, V. Skefikova, P. Cesla, K. Vyruchalova, P.
Jandera, J. Separation Sci., 31 (2008) 3309].

Na tomto tématu pracovali doktorandi Petr Cesla, Tomd$ Hajek,
Veronika Skefikova a Katefina Vyriuchalova a v rdmci projektu COM-
CHROM i stazisté Francesco Cacciola z Messiny, Eva Blahova a
Zoltan Hajd( z Bratislavy, Kasia Krupczynska a Tomasz Welwrowicz z
Toruné a Simion Beldean-Galea z Kluze.

2D LCxLC SEPARACE SE SOUCASNOU COULARRAY / DAD

. UV DETEKCI
Vzorek piva (Urquell) o1:oscovery Hs PEG.150x2.1 mm, 5 mm, 0.25 mUmins0°C
D2: Ascentis Express C18, 30x3.0 mm, 2.7 mm, 4.8 mL/min, 60°C

sl 15t dimey
EP—— .  dimension e [y
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Obr. 17: Trirozmérny chromatograficky zaznam separace pfirodnich
antioxidantt ve vzorku piva Prazdroj s pouZitim soucasné detekce
vicekandlovym spektrofotometrickym a Coularray
elektrochemickym detektorem.

ZAVER A VYHLEDY DO BUDOUCNA?

Od devadesatych let minulého stoleti se periodicky objevuji Uvahy o
tom, Ze vyvoj HPLC je prakticky ukoncen, Ze se jiz nic nového neda v
této oblasti ocekdvat a Ze tato technika bude nahrazena kapilarni
elektroforézou ¢i kapilarni chromatografii. HPLC a dalsi separacni
techniky jsou vlastné nadbytecné, vse pohodIné zvladne hmotnostni
spektrometrie, pripadné spojend s mensi prfedudpravou vzorku.
Navzdory témto predpovédim se HPLC stale Uspésné rozviji.
Hlavnim trendem vyvoje byla dlouhou dobu pfiprava stale
ucinnéjsich kolon se snizujici se velikosti ¢astic naplné, az pod 2 um
pfi technice UHPLC. Vzhledem k problémdm s generaci tepla v
kolonach plnénych velmi malymi casticemi a narokim na
instrumentaci jsou povrchové-pérovité a monolitické kolony ldkavou
alternativou k UHPLC. Hitem posledni doby je vysoce ucinna tzv.
superkriticka fkuidni chromatografie, kde se jako mobilni faze s
nizkou viskozitou vyuzivd CO, s polarnimi pfisadami v nad- i pod-
kritické oblasti, je zde vSak omezena volba selektivity.

Selektivita byla pti vyvoji HPLC dosud neprdvem opomijenou
Popelkou, které dle mého ndazoru patfi budoucnost. Vzhledem k
vynikajici u¢innosti se hlavni pozornost dosud soustfedovala hlavné
na vyvoj kolon na bazi silikagelu, které maji omezenou tepelnou a
chemickou stabilitu. Myslim, Ze mUZeme brzy ocekavat znacény
pokrok ve vyvoji ucinnych kolon na bazi organickych polymert
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(pfedevsim monolitickych?), které lze pomérné levné pripravit s
Sirokym vybérem polymernich matric i postpolymernich modifikaci
“"na miru" pro rdzné separacni problémy. SlozZité vzorky budou
stimulem pro dalsi rozvoj multidimenzionalnich technik HPLC, ve
spojeni s rlznymi detekénimi technikami, predevsim s hmotnostni
spektrometrii. Doufam, Ze se brzy dockame i skutecné prakticky
pouZitelného on-line spojeni HPLC s NMR spektroskopii. To vse
ukaze budoucnost. Domnivam se, Ze dalsi vyvoj HPLC bude zajimavy
a nebude se omezovat jen na rozvoj novych aplikaci.

Od konstrukce pouZitelného pristroje se znacnym tlakovym
omezenim pred vice nez 40 lety, az po soucasny vyvoj v oblasti
monolitickych kolon a predevsim dvourozmérné HPLC, prosla
kapalinovd chromatografie i na Katedfe analytické chemie v
Pardubicich dlouhou cestu. Skupina HPLC se v rdmci moZznosti
snazila sledovat hlavni trendy vyvoje v oblasti teorie i aplikaci HPLC.
Doufam, Ze tento vyvoj bude dale pokracovat.

LIDE

Béhem mého dlouhého plsobeni na Katedie analytické chemie
jsem se v nasi skupiné HPLC i mimo ni setkal s mnoha skvélymi
kolegy i (vétSinou) nadanymi, pozornymi a snazivymi studenty.
Predevsim musim uvést Jaroslava Churacka, mého dlouholetého
Séfa a pritele, ktery na katedru zaved| chromatografii jako studijni i
vyzkumnou disciplinu a ktery také mne uved| do této oblasti. Na nasi
katedfe vypracovalo vice nez 100 studentl diplomové prace v
oblasti vyvoje metod a aplikaci HPLC a 30 adeptl obhdjilo
kandidatské a disertacni prace. Jejich jména uvedena v tabulce
nezahrnuji externi disertanty, ktefi vypracovali disertaci mimo
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katedru, ani ty, ktefi sice pouZivali pfi praci HPLC jako analytickou
metodu, ale jejich hlavni téma prace bylo odlisné (Cistd hmotnostni
spektrometrie, Upravy vzorkd pred vlastni analyzou u doktorandl
prof. Ventury, bioafinitni chromatografie u doktorand( prof. Bilkové
z Katedry biologickych véd). Prof. Michal Holcapek, PhD zalofil
vlastni skupinu hmotnostni spektrometrie na nasi katedre, v jejimz
ramci Skoli doktorandy i v oblasti HPLC/MS. Doc. Josef Kralovsky,
CSc., se na tématiku HPLC preskolil béhem svého pusobeni ve
Vyzkumném Ustavu organickych syntéz v Pardubicich - Rybitvi a po
navratu na Katedru analytické chemie v roce 1990 vedl oddéleni
analyzy potravin. Rada absolventl doktorského studia z oblasti
kapalinové chromatografie stdle pracuje na Katedie analytické
chemie Univerzity Pardubice jako ucitelé, nebo jako védecko-
vyzkumni pracovnici v ramci rGznych projektd, vétsina z nich nadale
v oblasti HPLC, HPLC/MS nebo kapilarni elektroforézy (CE). Doc.
Ladislav Svoboda, CSc. vede Katedru anorganické technologie. Ing.
Dana Moravcova, PhD, pokracuje ve vyvoji monolitickych kolon na
Ustavu analytické chemie AV CR v Brné, vétdina ostatnich
pardubickych absolventll PhD studia v HPLC oblasti pracuje v
soukromém sektoru. Omlouvam se, pokud jsem ve vyctu nechténé
na nékoho zapomnél. Na Obr. 17 je soucasna skupina HPLC na
Katedre analytické chemie.
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Obr. 18: Magda Starikovd, Petr Cesla, Jirka Urban, Veronika
Skefikovd, autor, Tomds Hdjek, Katka Vyriuchalovd a Honza
Soukup, kolem skulptury (Heisenbergova kocka) na Univerzité
Pardubice.

Disertacni prace z oblasti kapalinové chromatografie, vypracované a
obhdjené na Katedfe analytické chemie VSCHT a Univerzity
Pardubice (jména bez titulu, rok obhajoby v zavorce skolitel):

Pavel Jandera, 1977 (prof. Churacek) - UPa, HPLC
Marie Janderova, 1977 (prof. Churadek)

Ladislav Svoboda, 1980 (prof. Churacek) - UPa
Jaromir Kubat, 1985 (prof. Churacek)

Josef Urbanek, 1988 (prof. Churadek)
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Jan Fischer, 1993 (prof. Jandera) - UPa, HPLC, CE

Bofivoj Prokes, 1993 (prof. Jandera)

Michal Holéapek, 1998 (prof. Jandera) - UPa, HPLC/MS
Simona Buncekova, 2001 (prof. Jandera)

Vaclav Stanék, 2001 (prof. Jandera) - UPa, CE

Michal Skavrada, 2003 (prof. Jandera)

David Komers, 2003 (prof. Jandera)

Lenka Kolafova - Ceslova, 2004 (prof. Jandera) - UPa, HPLC-MS
Lucie Rehova - Grynovad, 2005 (prof. Jandera)

Katefina Novotna - Vynuchalova, 2006 (prof. Jandera) - UPa, HPLC
Petr Cesla, 2007 (prof. Jandera) - UPa, HPLC, CE

Michal Halama , 2007 (prof. Jandera)

Dana Moravcova, 2007 (prof. Jandera)

Jifi Urban , 2007 (prof. Jandera) - UPa - UPa, HPLC

Dana Vanérkova - Ansorgova, 2007 (prof. Jandera)

Sora Taborska - Rezkova, 2007 (doc. Kralovsky) - UPa
Martina Lasdkova,2008 (prof. Jandera)

Miroslav Lisa, 2008 (prof. Hol¢apek) - UPa, HPLC-MS

Blanka Beriové - Svecova, 2008 (doc. Kralovsky) - UPa, HPLC
Martina Molikova , 2010 (prof. Jandera)

Veronika Skefikovd , 2010 (prof. Jandera) - UPa, HPLC
Tomas Hajek, 2011 (prof. Jandera) - UPa, HPLC

Zdenka Kucerova, 2011 (prof. Jandera)

Jan Soukup , 2012 (prof. Jandera) - UPa, HPLC

Hana Velinska - Dvorakova, 2012 (prof. Holcapek)

Eva Canova - Cifkova, 2013 (prof. Hol¢apek) - UPa, HPLC-MS

V prubéhu let jsme v oblasti HPLC spolupracovali s fadou pracovist v
ramci spoleénych projektd i neformalné. V ramci CR to bylo
predevéim s Ing. Josefem Planetou z Ustavu analytické chemie AV
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CR v Brné. V oblasti nelinedrni chromatografie v ramci spole¢ného
grantu od nas odjeli na staZz k prof. Guiochonovi postupné Honza
Fischer, David Komers a Michal Skavrada. Z University of Tennessee
v Knoxville k nam pfijeli doktorandi prof. Guiochona Scott Broyles a
Kathleen Mihlbachler. Prof. Guiochonovi byl v r. 1998 udélen Cestny
doktorat Univerzity Pardubice (Obr. 18). V oblasti nelinearni
chromatografie jsme spolupracovali i s prof. Attilou Felingerem z
univerzit ve Veszprému a v Pécsi v Madarsku, kam vyjela na staz
Martina Molikova a k ndm pfijel Péter Vajda, s prof. Francescem
Dondim z Univerzity ve Ferrafe a s prof. Andreasem Seidelem-

Morgensternem z Univerzity v Magdeburgu.

Obr. 19: Prof. Georges Guiochon pfi udéleni Cestného doktordtu
Univerzity Pardubice. Zleva: prof. Jaroslav Churdcek, lauredt prof.
Georges Guiochon, autor a prof. Karel Viytras (prorektor).
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Se skupinou prof. Boguslawa Buszewského z Univerzity Mikuldse
Kopernika v Toruni jsme fadu let resili projekty z oblasti pfipravy a
hodnoceni vlastnosti plnénych a monolitickych kolon a
vysokoteplotni HPLC. Do Toruné vycestovalo nejvic nasich
doktorandu: Katka Novotna (Vynuchalova), Zderika Kucerova, Dana
Moravcova, Martina Molikova a Jan Soukup. K nam z Toruné pfijeli
kromé prof. Buszewského i doc. Michal Szumski a na tfi- az
Sestimésicni stdze doktorandi Kasia Krupczyrnska, Szymon Bocian,
Tomasz Welerowicz, Sylvia Kowalska (Studzinska), Sylvia Noga,
Justyna Walczak a Natalia Denderz. Katka Novotna (Vyrnuchalova) a
Martina Molikova byly na stdZzi u prof. Romana Kaliszana na
Lékarské univerzité v Gdansku, kde se v ramci projektd CEEPUS i
dvoustranné spoluprace zabyvaly hodnocenim kolon pro HPLC.

Velmi si cenim spoluprdce s dr. Henkem Claessensem z Technické
univerzity v Eindhovenu. Henk vedl u nds na Katedfe analytické
chemie vyborné pfipraveny kurz pokrocilych separacnich metod. Od
nas do Eindhovenu vyjeli na nékolikamésiéni staze lJirka Urban,
Vaclav Stanék, Lenka Kolafova (Ceslovd), Simona Bedlekova
(Buncekovd) a Michal Halama, ktefi se tam zabyvali hodnocenim
kolon, separacemi polymer(l a ucili se tam pripravovat plnéné i
monolitické kapilarni kolony. Erik Vonk z Eindhovenu u nas
absolvoval kratsi staz.

V ramci programu NATO "Science for peace" k nam pfijel dr.
Georgios Theodoridis z Aristotelovy univerzity v fecké Soluni
(Thessaloniki) a zabyval se separacemi oligomernich tenzid(. Ve
spolupraci jsme déle pokracovali v ramci program( Socrates Eramus
a dvoustranného tecko-Ceského projektu. George nds jesté
nékolikrat navstivil a ze Soluné k nam pfijeli i PhD studenti Tassos
Sakalis, Dimitrios Tsimachidis, Nicoleta Giantsiou a Tatiana
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Konstantinidi. Nékolik mésici v Soluni stravili i Dana Ansorgova
(Vanérkova), Veronika Skefikova, Toma Hajek a Martina Lasakova.
Vyzkumnad témata se tykala hlavné vyvoje metod pro kontrolu
Cistoty Zivotniho prostfedi, jednak aplikace HPLC/MS technik pro
analyzu degradacnich produktl elektrochemického odbouravani
azobarviv v odpadnich vodach z textilek, jednak vyvoje a aplikaci
monolitickych sorbenti s vtisténymi molekulami analyt( pro isolaci
a obohaceni kontaminantl ve vodach, rostlinnych extraktech a v
napojich (vinech).

Vyse jsem se uz zminil o projektu Evropské Komise COM-CHROM
pro vyvoj technik dvourozmérné HPLC. Ten umoznil realizaci
dlouhodobéjsich stazi (4 mésice az 1 rok). Z nasi skupiny byli u Tyge
Greibrokka na université v Oslu Michal Hol¢apek a Katka Novotna
(Vynuchalova), u Petera Schoenmakerse v Amsterdamu Lenka
Kolafova (Ceslova) a Jirka Urban, u Luigi Mondella v Messiné
Veronika Skefikovéd a Vaclav Stanék, u Didier Thiébaulta na ESPCI v
Pafizi Martina Lasdkovd a lJirka Urban a u Larse Blomberga v
Karstadtu (Svédsko) Dana Moravcovd a Petr Cesla. U nds v ramci
"dvourozmérného" projektu pracovali Eva Blahova a Zoltan Hajd( z
Bratislavy, Simion Beldean-Galea z KluZze (Rumunsko), jiz zminéni
Kasia Krupczyriska a Szymon Bocian z Toruné a hlavné Francesco
Cacciola z Messiny. Francescovi se u nas tak libilo, Ze si pobyt u nas
prodlouzil o dalsi rok. Spoluprace s Messinou pokracovala i po
skonceni projektu COM-CHROM a od prof. Mondella k nam pfijeli
Marco Beccaria, Giuseppe Agnello a Vanessa Oteri. Podle uz
ponékud otfepaného klisé - chromatografie rozdéluje latky, ale
spojuje lidi. To se doslova potvrdilo i u nasi skupiny. Pfi vyménnych
stazich v sobé nasli zalibeni Martina Molikova s Peterem Vajdou z
madarského Pétikosteli, ktefi se asi pred rokem vzali a v soucasné
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dobé jsou oba jako post-doc associates u prof. Guiochona v
Knoxville.

V ramci Cesko-rakouské spoluprace jsme pred nékolika lety s prof.
Ernstem Langmeierem a dr. Xinghua Guo z Technické univerzity ve
Styrském Hradci Fesili dvoustranny projekt zaméfeny na HPLC/MS
aplikace monolitickych kolon.

S fadou kolegl jsem udrZoval trvalejsi kontakty, setkaval se na
konferencich a konzultoval rGzné problémy =z oblasti
chromatografie, bud osobné, nebo korespondencné, pripadné jsme
méli i spolecné publikace. Vedle Georgese Guiochona, Boguslawa
Buszewského, Henka Claessense, Petera Schoenmakerse a Attily
Felingera to byli predevsSim Lloyd Snyder, Uwe Neue (bohuzel
nedavno zesnuly), Joe Pesek a Franti$ek Svec z USA, Henri Colin,
Michel Martin a Alain Tchapla z Francie, DuSan Berek a Josef
Lehotay ze Slovenska, Tibor Macko z Némecka a dalsi.

Zavérem musim podékovat za podporu na mé odborné draze v HPLC
predevSim profesoru Miroslavu Jureckovi, ktery mne pfijal na
Katedru analytické chemie, mému mentoru Jaroslavu Churackovi,
ktery mne uved| do oblasti chromatografie, Karlu Mackovi a Zderku
Deylovi, ktefi mi pomohli navazat kontakty s mnoha skvélymi lidmi
kolem casopisu Journal of Chromatography. BohuZel uZ nikdo z
téchto skvélych lidi nezije. MUj velky dik patfi i mé Zené Marii za jeji
shovivavost a pochopeni pro moji "separatistickou" profesni kariéru,
ktera se stala i mym nejvétsim konickem.

MuUj specielni dik a nezapomenutelné vzpominky patfi nedavno
zesnulému mentorovi a pfiteli Prof. Georgesi Guiochonovi, ktery na
mne pUsobil skvélym pfikladem, radou i pomoci po celych
uplynulych 25 let, ve Francii, v Tennessee, pti setkdnich na
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konferencich i na dalku. Za zahrani¢nich kolegl je mou milou
povinnosti specielné podékovat zetrvalou tésnou spoluprdci a
osobni pratelstvi Boguslawu Buszewskému. Obzvlasté milym
pfitelem mi dlouha léta byl i Jozef Lehotay
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7. JOZEF LEHOTAY

Jozef Lehotay se narodil 9.11. 1943 v
Brezne. Je absolventem Chemické
fakulty Slovenské technické univerzity v
Bratislavé, oboru Analytickd chemie. V
roku 1973  ziskal po  skonceni
doktorandského studia titul ,,CSc” na
Prirodovedecké  fakulté,  Univerzity
Komenského v Bratislavé. V roce 1988 se
habilitoval a v roce 1999 se stdvd

profesorem na Chemickotechnologické
fakulté STU, Bratislava. V soucasné dobé plsobi na Katedre
analytické chemie, Fakulty chemické a potravindfské technologie,
STU a na Univerzite Sv. Cyrila a Metoda v Trnavé. Zabyvd se
kapalinovou chromatografii a v posledni dobé zejména analytickym
a termodynamickym studiem separace opticky aktivnich Idtek,
ultrastopovou analyzou a vyvojem novych sorpcnich materidl na
bdzi imprintovanych polymer(. V téchto oborech publikoval pres
225 védeckych publikaci. Pusobil také v zahrani¢i na State University
of Amsterdam (1976) a na University of Liege (1997). Je autorem
knihy Separacné metddy v analytickej chémii (STU 2009). Jeho prdce
byla mimo jiné ocenéna Stfibrnou a Zlatou medaili Zvézu
slovenskych vedecko-technickych spolocnosti za vyznamné vysledky
v oblasti védy a techniky.
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VZPOMIENKY

Som roddkom z Brezna, kde sme byvali 1 rok. Potom sme sa
prestahovali do Senca a potom kratky ¢as sme byvali v Hornej
Strede a od roku 1959 v Piestanoch. V Piestanoch som chodil na
gymnazium a tam som aj maturoval. Vyber Stadia na Chemickej
fakulte (CHF) v Bratislave hodne ovplyvnil moj otec, ktory bol
profesorom chémie na gymnaziu. Pévodne som chcel Studovat
medicinu, ale pretoZe som nebol robotnicky kader, tak moZnosti
vyberu skoly boli limitované. Velmi ma ale bavila aj chémia a preto
som sa prihlasil na Slovenskd technickd univerzitu v Bratislave.
Prijimacie pohovory boli v marci roku 1960. V tom cCase som este
nebol po maturitdch, takZze som bol prijaty podmienecne.

Predsedom prijimacej komisie bol znamy biochemik, profesor
Nemec a ten jednoznacéne odporucil moje prijatie. Tak som sa dostal
na chemickud fakultu. Najviac ma zaujala analyticka chémie, zdala sa
mi univerzdlna a bolo moino pracovat v rbznych odboroch -
kontrola potravin, farmacia atd. To bol aj dovod, pre¢o som si
analytickd chémiu vybral ako Specializaciu pre dalSie studium po 3.
rocniku.

3. augusta 1960 ndm zacinal trimester, vedenie fakulty
uprednostiiovalo, aby sa Studenti najprv zoznamili aj s prdcou
robotnikov, takZe na tri a pol mesiaca sme museli absolvovat prax v
chemickych podnikov, aby sme spoznali Zivot robotnickej triedy. Ja
som nastupil do Chemickych zdvodov J. Dimitrova v Bratislave. Tam
som nezarabal zle - mesacne som dostaval 750 korun
Ceskoslovenskych. To ked sa porovna s platom asistenta, ktory som
dostaval neskor a bol 960 Kés, je zrejmé, Ze ako 17 rocny Student
som mal porovnatelny plat s vysokoskolsky vzdelanym odbornikom.
Do préace sme chodili od pondelka do piatka, v sobotu sme chodili na
prednasky.
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Moja diplomova praca bola zamerana na analyzu materskej kasicky
plynovou chromatografiou. Veducim prace bol doc. Ing. Mojmir
Traiter, CSc. Analyzovali sme mastné kyseliny. Pozornost bola
venovana hlavne 2-hydroxydecénovej kyseline a jej ketoforme
nakolko rovnovaha medzi keto-formou a hydroxy-formou
ovplyviiovala spravanie vcelich matiek a nasledne chovanie danej
véelej populdcie (rozdvojenie roja a podobne). Doc. Ing. Mojmir
Traiter, CSc. prisSiel na fakultu zo Slovakofarmy Hlohovec, robil
aspirantiru na SAV z oblasti papierovej chromatografie a potom
pracoval v oblasti plynovej chromatografie (nasa praca bola
zaloZena na predseparacii papierovou chromatografiou a ndslednej
analyze extrahovanych latok zo Skvin plynovou chromatografiou). V
roku 1965 som koncil Studium na Chemickej fakulte STU.

Na katedru analytickej chémie CHF STU som sa dostal viac-menej
nahodou. Mal som uZ miesto na Ustave polymérov SAV ako interny
aspirant. Vtedajsi veduci katedry doc. Ing. Otakar Liska, CSc. vybavil
miesto na katedre a kedZe som zo skupiny analytikov mal najlepsi
prospech, tak veduci katedry sa rozhodol ma prijat. Potom som
zacal asSpirantské studium na katedre analytickej chémie. Na katedru
nastupili v tomto Case viaceri Cerstvi absolventi. Bol to profesor
Mocdk (v roku 1962), ktory sa venoval predovsetkym elektrochémii
a v roku 1964 Ing. Daria Srotterova, ktord sa zaoberala
chromatografickymi metodami.

Hned po nastupe do zamestnania (1965) som musel absolvovat
rocnu vojensku sluzbu a medzi tym sa zmenili pomery na katedre.
Na katedru bol v tom case prijaty Ing. Jan Krupcik, Specialista z
oblasti plynovej chromatografie a kedZe v tejto oblasti pracoval uz
niekolko rokov po vzdjomnej dohode som sa zacal venovat
kvapalinovej chromatografii. V tom case sa tejto oblasti na katedre
nikto nevenoval.

Externu aSpirantiru som zacal hned po navrate z vojenskej sluzby v
roku 1967. Skolitelom bol doc. Ing. M. Traiter, CSc. Dizertaénd praca
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bola zamerand na ionexovu chromatografiu a predovsetkym na
Donanové rovnovahy a separdciu organickych kyselin metédou
ionového vylucovania (na katexoch v H+ cykle). Prakticky ,na
kolene” som si vyrobil vodivostny detektor, nakolko ako mobilna
faza sa mohla pouzit destilovand voda. Na separaciu organickych
kyselin vo vodnom prostredi bolo pouzitie vodivostného detektora
velmi vyhodné. Oponentmi dizertacnej prace boli prof. J. Majer z
Farmaceutickej fakulty UK a prof. S. Stankoviansky z
Prirodovedeckej fakulty UK.

Hodne som spolupracoval a stale spolupracujem s Farmaceutickou
fakultou (mame spolo¢nych okolo 50 CC publikacii), najviac s prof.
RNDr. J. Cizmarikom, PhD. Raz sme sedeli v restaurécii pri pive a
zatal mi hovorit aké maju latky, iSlo o derivaty kyseliny
fenylkarbamovej. A kedZe k dispozicii boli aj homologické rady,
pontkalo to mozZnost interakénych Stadii v kvapalinovej
chromatografii. Pre velky pocet tychto derivatov boli zistené ich
anestetické aktivity, ¢o sa mohlo vyuzit pri korelaénych $tudiach s
chromatografickymi parametrami, kde biologicky materidl bol
modelovany stacionarnou fazou (hlavne chemicky viazané fazy typu
C18 a fenyl), ¢im sa mohlo zistit do akej mieri je rozhodujlca
penetracia daného anestetika k aktivnemu centru a c¢o najviac
ovplyviuje tuto penetraciu.

V ¢ase po absolvovani aspirantského studia (1973) bola moZnost
navstevovat aj medzindarodné sympodzia v zahranici nakolko bola
zaloZena organizacia SEA (Scientific exchange agreement), hlavny
koordiator bol profesor Keulemans (z Eindhovenu, manZel pani
profesorky Smolkovej), potom neskdr profesor Guiochon z Ecole
polytechnique Palaiseau vo Francuzsku. Boli k dispozicii financné
prostriedky, z ktorych bolo mozné financovat zahrani¢né Studijné
pobyty a Ucast na sympdzidch vedecko-vyskumnych pracovnikov zo
socialistickych Statov. Bolo to velmi vyhodné na ziskavanie
zahrani¢nych kontaktov, ktoré sa mohli vyuzit na spolupréacu. V roku
1976 som bol na polro¢nom Studijnom pobyte univerzite u prof.
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Hansa Poppeho v Asterdame. Prof. Poppe mal Spickové vybavenie
laboratérii — spolupracoval som na stanoveni estrogén glukuronidov
v biologickych materidloch. V spolupraci s pracovnikmi nemocnice v
Amsterdame sme vyvijali metddu na diagnostiku vyvoja plodu
behom tehotenstva na zaklade spektra pritomnych estrogén
glukuronidov. Separdcia estrogén glukuronidov sa uskutocnila v
ionexovej koléne typu Aminex s fotometrickou detekciou pri 254
nm. Tam som sa naucil aj filozofiu pripravy chromatografickych
koldn, pouzivali sme techniku balance density s vysoko vykonnymi
tlakovymi ¢erpadlami, vtedy sa najviac pouZivali ¢erpadla s nazvom
Orlita, ktorymi za niekolko sekind bolo mozné dosiahnut tlak 1000
atm. Na Studijnom pobyte som sa spoznal aj s dr. J. Kraakom, bol
zastupca prof. Poppeho. Ten sa tiez zaoberal vysokoucinnou
kvapalinovou chromatografiou. Studijny pobyt v Amsterdame som
ukondil 30. juna 1967.

S prof. Poppem sme ostali dobri priatelia, niekolko krat navstivil
Bratislavu, ¢i uz v rdmci Letnych Skél HPLC alebo konferencii, taktiez
som niekolko krat navstivil jeho pracovisko v Amsterdame.

Ked by som mal spomenut osobnosti, ktoré ma najviac ovplyvnili,
musim sa zmienit aj o prof. G. Guiochonovi. S nim sme
spolupracovali v oblasti separacie dithiokarbamatov réznych kovov,
¢o sme spoloéne publikovali v niekolkych pracach. Dalsi bol prof.
Kromen z univerzity v Liege, kde som bol aj na dvojmesacnom
prednaskovom pobyte. Velmi vyznamnou osobnostou bol profesor
J. F. K. Huber z univerzity vo Viedni, ktory bol jednym zo
zakladatelov viacrozmernych separacii. Casto chodil prednasat aj na
Letné Skoly HPLC do Bratislavy, organizované predovsetkym na jeho
podnet.

Dalej by som spomenul aj dvojicu profesorov Suprinovi¢a a
Socevinského z Lublinu, ktori sa zaoberali separa¢nymi metddami.
Prof. Suprinovi¢ bol aj ¢astym prednasatefom na Letnych Skolach
HPLC. Velkym Ziakom prof. Suprinovica bol prof. Buszewski, ktory sa
potom osamostatnil a zalozil svoju skupinu na univerzite v Toruni.
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Prof. Buszewski je v sucasnosti ¢astym prednasatelom na Letnych
Skolach HPLC. Prijemnu spomienku mam na prof. Kyseleva z
Moskvy, ktory sa zucastnil medzinarodného sympdzia v Bratislave.
Bol to predstavitel este starej ruskej skoly a bol velmi dobry priatel
prof. Hubera. Rad si spominam na navstevu Slovenského grobu, kde
sa konali husacie hody, ktorych sme sa spolo¢ne zucastnili.

Velmi vyznamna spolupraca v oblasti chirdlnej analytickej chémie je
aj v sucasnosti s prof. Armstrongom z University of Texas, Arlington.
Na zaklade tejto spoluprace sme publikovali viac ako 20 CC
publikacii.

Dlhou tradiciou nasho pracoviska bola organizicia letnych
chromatografickych $kél z HPLC s medzinarodnou ucastou. Prva
letna Skola HPLC bola organizovand v roku 1978 a v intervaloch 2
rokov sa organizuje dodnes s malymi vynimkami. Cielom tejto série
$kél bolo informovat odbornd verejnost o pokrokoch v analytickych
metddach hlavne v oblasti HPLC, ktora sa stale vyvija a stdle je
potrebné o tychto pokrokoch informovat mladsich
spolupracovnikov. U¢ast na letnych $kolach bola z hladiska kapacity
vysoka. Niekedy bol pocet ucastnikov az 60.

Mal som rad aj priatelov z Ciech. Hodne som sa stretaval s prof. P.
Janderom. S Pavlom sa pozname od 1982 roka, kedy sa konalo
medzinarodné chromatografické sympdzium v Bratislave. Z Brna
som sa poznal s prof. Krejéim (bol aj prednasatel na LS HPLC) a s
prof. P. Bockom, ktory casto chodil aj k ndm na katedru - hodne
spolupracoval s doc. Polonskym v oblasti izotachoforézy. Kontakty s
kolegami z katedry analytickej chémie v Olomouci hlavne s prof. J.
Sevéikom zabezpelovala spolupracovni¢ka, prof. E. Brandsteterova.
Bolo to preto, Ze v Olomouci Studovala. Pani prof. E. Brandsteterova
pomadhala pri organizacii LS HPLC a tieZ patrila medzi hlavnych
organizatorov série konferencii Chromatografické metddy a zdravie
¢loveka, ktoré ddvno predtym zalozila prof. Sar§inova.

Pamatam sa na prvy kvapalinovy chromatograf, ktory bol zaklpeny
od firmy Packard Instruments, ktoru zastupoval vtedy Ing. J. Priiger s

140



ktorym sme boli spoluziaci na CHTF. V tom case (1977) som mal uz
urcité skdsenosti s inStrumentdciou v kvapalinovej chromatografii z
Amsterdamu. Velkd zasluhu na ziskani pristroja mal prof. Ing. J.
Garaj, DrSc., vtedy vedulci Katedry analytickej chémie, ktory
zabezpecil financné prostriedky. Kvapalinovy chromatograf bol
pomerne poruchovy, ¢o byvalo vtedy beznym javom a velmi Casto
som stravil viac ¢asu na opravu ako na meranie. Po urcitej dobe som
dojednal s Ing. Priigerom, Ze namiesto dalSieho servisu doda dalsi
kvapalinovy chromatograf bez poplatku. Na tomto pristroji potom
pracovala aj. Eva Brandsteterova.

Z hladiska historie prvé laboratérium z oblasti HPLC na Slovensku
bolo zaloZzené na naSej katedre pod mojim vedenim, co
dokumentuju aj prvé publikacie. Je samozrejmé, Ze aj pred tymto
¢asom sme sa zaoberali kvapalinovou chromatografiou, pripravovali
sme silikagél z ,vodného skla“, preosievali ho, aby sme ziskali
definovanu velkost &astic a koldny sme si napliiali sami. PouZivali
sme fotometricky detektor s jednou vinovou dizkou (254 nm),
prietoky sme zabezpecovali jednoduchymi ¢erpadlami, tiez pomerne
poruchovymi.

Roky plynuli a my sme v priebehu doby riesili vela analytickych
problémov. Zaujimava bola napriklad separacia kovov vo forme
dithiokarbamatov v silikagélovej kolone metddou adsorpénej
chromatografie, ¢o sa vyuzilo aj na stanovenie niektorych kovov v
odpadovych vodach. To bola v danej dobe zaujimava alternativna
metdda k AAS. Prvy krat sme pouZili neuronové siete v oblasti
korelac¢nych stadii medzi anestetickymi vlastnostami niektorych
derivatov kyseliny fenylkarbdmovej s ich chromatografickymi
parametrami. Snazili sme sa aj o spojenie on-line HPLC-NMR, ale
problémy boli s citlivostou NMR techniky (nutné bolo pouzit vysoku
koncentraciu analytu - okolo 100 pg). Vela ¢asu sme venovali
separaciam optickych izomérov lieciv. Chirdlna analytika sa zacala
burlivo vyvijat po thalidomidovej afére. V Ceskoslovensku sa
chirdlnym separdciam v tej dobe venovala najme profesorka
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Smolkova. Na tomto mieste by som rad pripomenul esSte raz
spolupracu s profesorom Armstrongom, ktory v tom ¢ase publikoval
vyuzitie makrocyklickych antibiotik ako stacionarnych chiralnych faz.
Dalej sme sa venovali stopovej a ultrastopovej analyze v oblasti
Zivotného prostredia s vyuzitim on line predkoncentracie a
derivatizacie.

V sucasnosti sa hlavne venujeme interakénym stddiam pri chiralnych
separaciach, kde ¢asto vyuZzivame termodynamiku a chemometriu.
Zaoberame sa aj vyvojom polymérov s odtlackami molekul
(imprinted polymers), kde hlavne skimame ich selektivitu pri
priprave vzoriek k analyze.

Sucasne pOsobim v Bratislave na Fakulte chemickej a potravinarskej
technoldgie STU a aj v Trnave na Fakulte prirodnych vied UCM.
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8. MIREK MACKA

Mirek Macka, Ph.D., je Australian
Research Council Future Fellow Level 3 a
Professor na katedre School of Physical
Sciences a v Australian Centre for
Research on Separation Science na
University of Tasmania v australském
Hobartu. Vystudoval  chemii  na
Masarykové univerzité v Brné a
promoval s titulem RNDr. v roce 1981.

Pracoval jako vyzkumny pracovnik ve
farmaceutickém primyslu v Ceské republice (Lachema a.s.) a pozdéji
ve Svycarsku (Lonza AG). Poté, co se po r. 1990 rozhod! prejit na
akademickou pudu, po krdtkém pusobeni na Ustavu analytické
chemie, AV CR v Brné, v roce 1992, zamifil v roce 1994 do Austrdlie,
kde ziskal PhD v chemii v roce 1997. Profesor Macka ziskal radu
prestiZznich vyzkumnych pozic, véetné ARC Research Fellow v letech
2000-2005, Marie Curie Excellence Fellowship 2006-2010 Evropské
unie, a jeho soucasnou pozici ARC Future Fellowship. Jeho vyzkum
zdkladnich a praktickych aspekti analytické védy zahrnuje
predevsim elektromigracni a a chromatografické separacni metody v
kapalné fazi, detekéni metody, vyuZiti zdroju svétla v pevné fazi jako
elektroluminiscencnich diod (LED) v chemii, miniaturizace analytické
instrumentace, pfenosné a vzddlené analyzy, monolitické staciondrni
fdze a pocitacové modelovdni a dynamické simulace. Je autorem
vice neZ 170 dokument(, clenem poradnich redakcénich rad a
odbornych spolecnosti.
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ZKUSENOSTI Z CHROMATOGRAFIE VE TRECH ZEM{CH DVOU KONTINENTU
-z VUCCH LACHEMY BRNO PO AUSTRALII

Kdyz se divdm na jména autorl pozvanych pfispét do této
kompilace, nemohu se ubranit dojmu, Ze sem nepatfim, protoZe
mdj prispévek specificky k vyvoji oboru v Cesku a na Slovensku byl
velmi maly. Pozvani jsem pfijal, protoZze doufam, Ze timto mohu
pfispét k pestrosti prispévkl, a hlavné k rozsifreni zdznam( o praxi
oboru v primyslovém vyzkumu v dobach 80. a 90. let. Ma pracovni
a Zivotni draha je ponékud neobvykla, a proto dofam, Ze mij pribéh
mlze byt pro Ctenare zajimavy. Nabizi pohled na oblast
chromatografie, separaci a analytické chemie z nékolika pohled(, a
to z perspektivy vyzkumného pracovnika v primyslu v osmdesatych
letech a zacCatku let devadesatych v tehdejsi Lachemé, nasledovany
mou stazi béhem roku 1993 u firmy Lonza AG ve Svycarsku, a
pfesunem do Australie roku 1994 a na akademickou drdhu, kde
jsem zakotvil trvale. UmysIné jsem se nevyhnul struénym odstavciim
z mych nasledujicich Zivotnich a pracovnich stadii ve Svycarsku a v
Australii, protoZe ilustruji, jak se mi zkusenosti nabyté v plvodni
vlasti dobfe hodily, a protoze sleduji vyvoj oboru vCR
prostfednictvim mnoha aktivnich kontaktl a spoluprace s kolegy
v CR.

Redakéni pokyny znély zvolit si styl dle vlastni volby tak, aby , kniha
méla naladu zabavnou, formu odlehéenou a pritom si drzela
profesionalni kvalitu obsahu a projevu”. Proto jsem se snafZil spojit
mé osobni vzpominky na vyvoj chromatografie a separaci z rliznych
pohled(, véetné mnoha praktickych aspekt(i a pohled(l na to, jak mi
tehdy ziskané zkuSenosti byly uzite¢né casto o mnoho let pozdéji,
ale i rizné vzpominky z pracovné-spolecenského Zivota. To, jak se
praktikovaly separace a vyzkum pred desetiletimi, mlze byt
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zajimavé a uZitecné zvlasté pro mladsi kolegy jako historicky zaznam
zdob, které nezazili. Nakolik se mi to povedlo, je na posouzeni
kazdého ¢tenare’.

HISTORIE KAPALINOVE CHROMATOGRAFIE

Historické prameny o vyvoji chromatografie v Ceskych zemich a na
Slovensku jsou obecné skromné. V angli¢tiné je mozno zminit dobfe
znamé knihy ,75 Years of Chromatography - a Historical Dialogue”
(L. S. Etre and A. Zlatkis, Elsevier 1979), ,Chromatography —
a Century of Discovery 1900-2000. The Bridge to the
Sciences/Technology” (Elsevier 2001), nebo , Chromatography: A
Science of Discovery*?, obsahujici relativné stru¢né zminky o
prinosech z Ceskych zemi a Slovenska. V &estiné jsou zndmé mnohé
cenné vzpominky vyznamnych osobnosti z oblasti chemie obecng,
jako Otto Wichterle (Vzpominky, Academia, Praha, 2005°), nebo
Rudolf Zahradnik (Laboratorni denik: Za¢ jsme bojovali, 2008)*>.
Rada pracovist ma na svych webovych strankdch informace o
historii rGznych oblasti chemie, jako priklad Katedra analytické
chemie Prirodovédecké fakulty UK®, nebo VSCHT’. Jen velmi malo se

English and German versions are available at my webpage

Wixom, Robert L., and Gehrke, Charles W. (Eds), Chromatography: A
Science of Discovery, Hoboken: John Wiley & Sons, Inc.,c2010
9780470283455

ISBN 978-80-200-1495-5, http://www.academia.cz/vzpominky-1.html,
31.ledna 2014

ISBN 978-80-200-1632-4, http://www.academia.cz/laboratorni-
denik.html, 31. ledna 2014
http://www.cesky-dialog.net/clanek/3931-rudolf-zahradnik-
laboratorni-denik-zac-jsme-bojovali/, 31. ledna 2014
http://www.natur.cuni.cz/chemistry/analchem/history, 31. Ledna 2014
http://www.vscht.cz/homepage/absolventi/success/zahradnik, 31.
ledna 2014
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vaze specificky k oboru chromatografie, a proto tato kompilace
Historie chromatografie mlzZe byt vyznamnym pfinosem a
historickym zaznamem pro budouci generace.

Chromatografie byla v Cesku a na Slovensku pfijimana a rozvijena
tak vyznamné, Ze diky tomu je podil nasich védcli na publikacich
vzdy podstatné vétsi, nez by odpovidalo poctu obyvatel. Jednoducha
bibliometrickd analyza s pomoci Web of Science (leden 2014)
ukazuje cca 1,7 % z publikaci svyrazem ,Chromatogr*“ v nazvu
prace (Title) mélo v affiliation ,Czech*“ nebo ,Slovak*“ (,Czech**
téz podchycuje ,Czechoslov*“). To je pfi aplikaci stejné analyzy
zhruba dvakrat vyssi ve srovnani s mnohymi jinymi evropskymi
zemémi srovnatelné velikosti a srovnatelné s mnohymi podstatné
vétSimi evropskymi zemémi. Tyto uUdaje mluvi za sebe a
dokumentuji silné postaveni chromatografie v nasich zemich od
pocatkd chromatografie do dneska. Je na soucasné a dalSich
generacich kolegu, jak tento trend bude pokracovat v budoucnosti.

Separace vcéetné kapalinové chromatografie se aktivné vyvijely a
praktikovaly na mnoha pracovistich v Cesku a na Slovensku. M3
generace se uz mohla zapojit do oboru vzniklého prikopnickymi
pracemi v letech padesatych a Sedesatych, a za vSechny jmenuiji
prakopnika chromatografie z mého regionu profesora Jaroslava
Janaka z Ustavu analytické chemie Akademie véd v Brné®. Seznam
pracovist, kterd se vyznamné podilela, i kdyz velmi rliznou mérou a
v rliznych oblastech na rozvoji chromatografie u nas, by byl dlouhy,
a tak uvadim alespon jako priklady néktera, jako Katedra analytické
chemie University Karlovy, VSCHT, Universita v Pardubicich, dne$ni
Masarykova universita vBrné. Dale to bylo mnoho jinych

8 http://www.iach.cz/uiach-c/cz/historie.htm ,31. ledna 2014
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universitnich pracovist v CSSR a pozdéji CR a SR, a Ustavy Akademie
véd véetné velmi zndmého UOCHB jako jednoho pfikladu z celkové
velkého poctu ustavd CSAV, a dale prdmyslové vyzkumné Ustavy, a
za vsechny pfiklad Vyzkumny Ustav pivovarsky a sladarsky v Brné, a
z podnikovych vyzkumnych uUstav( je prikladem pravé Vyzkumny
Ustav Cistych chemikalii (VUCCH) Lachema. Podil rdiznych pracovist
byl logicky velmi rGzny jak celkovou mirou, tak zamérenim. Muj
prispévek ilustruje zmé perspektivy pramyslovy vyzkum a praxi
HPLC v dobach 80. a 90. let, a priklady prevdiné v oblasti analyzy
[éCiv.

O AUTOROVI TOHOTO PRISPEVKU

Kazdy pohled je nutné pohledem osobnim. Proto par informaci pro
ty, ktefi mé neznaji: Promoval jsem vroce 1981 na dnesni
Masarykové® université v oboru chemie - specializace analytickd
chemie s titulem RNDr., dnes ekvivalent MSc. Byl jsem dobrym
studentem (promoval jsem s takzvanym cervenym diplomem). Od
détskych let jsem mél velky zdjem o techniku, pozdéji védu a
vyzkum, mél jsem vlastni chemickou laborator ve sklepé rodinného
domku rodicli, ktefi sami oba dva méli universitni vzdélani a
intelektudlni zaméreni, a libilo se mi heslo, Ze “nejhloupéjsi otazka
je nepoloZena otdzka”, takZe akademicka védecka draha by byvala
byla logicka. Nicméné druhd polovina let sedmdesatych a
osmdesata léta byla, jak zndmo, spolecensko-politicky dobou velice
tézkou, a jako dospivajiciho mladého muze hledajiciho odpovédi na
otazky o smyslu a spravnosti véci a postupné dozravani mych nazor(
znamenalo, Ze to byla pro mé doba nesmirné sloZitd a deprimujici.
Po ukonceni vysokoskolského studia jsem zvolil politicky
nekonformni postoj a védomé si zaviel dvefe ke "kariére”

®  www.muni.cz ,31.ledna 2014

147



v tehdej$im komunistickém Ceskoslovensku, véetné moznosti PhD
(tehdy CSc.). Nikdy jsem svého rozhodnuti nelitoval.

VUCCH LACHEMA

Po vystudovani dnesni Masarykovy university jsem pracoval 10 let,
az do mého odchodu vr. 1992 jako vyzkumny pracovnik
v Analytickém oddéleni ve Vyzkumném ustavu cistych chemikalii
(VUCCH), Lachema, n. p. (pozdé&ji Lachema, a. s.) ' a fotografie
na Obrazku 1 je pohledem pfichoziho do aredlu byvalé Lachemy
z autobusové zastdvky vefejné hromadné dopravy. Analytické
oddéleni VUCCH Lachema se mi stalo “domovem” nejen pracovnim,
ale nasel jsem zde i fadu pratel a kolegd, jichZ si velmi cenim. Na to,
co jsem se od nich naudil na pracovni a zZivotni inspirace, které jsem
ziskal, a to nejen vchemii, dodnes svdécnosti vzpominam. Mé
vzpominky na vyzkum, chemii a separace jsou tak i vzpominkami na
mé kolegy. V nasledujicich odstavcich uvedend nékterd jména
kolegyn a kolegl zdaleka nejsou jejich Uplnym vyctem a doufam, Ze
mé omlouva odstup vice nez 20 let.

Analytické oddéleni VUCCH mélo jako hlavni poslani vyvoj
analytickych metod a analytickou podporu ostatnim vyzkumnym
oddélenim: organickych syntéz, farmacie vcetné programu
cytostatik, diagnostiky (tzv. “papirk(”), chromatografickych
materialQ, svétlocitlivych latek, a dalsich. Z celkové velkého poctu
vyzkumnych pracovnik(i uvadim hlavné ty, se kterymi jsem béhem
let mél pracovni kontakty: Ing. Jaroslav Aufart, Ing. Jifi Bartl, Ing.
Jindfich BéluSa, RNDr. Petr Berfiovsky, RNDr. Josef Chmelik, RNDr.
Vratislav Chromy, RNDr. Jifi Fischer, Ing. FrantiSek Kiss, RNDr. Petr
Klan, Ing. Adolf Mistr, RNDr. FrantiSek Picha, RNDr. Pavel Slanina,

1 http://cs.wikipedia.org/wiki/Lachema , 31. ledna 2014
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RNDr. Martina Slaninova, RNDr. Milan SmrZ, RNDr. Josef Svaricek,
Ing. Dag RGZicka, Ing. Ivana Zavodna, Ing. Ilvan Buridanek, RNDr.
Libuse Zatloukalova, a RNDr. Borek Zaludek.

ANALYTICKE 0DDELEN{ VUCCH

Oddéleni vedené RNDr. Miroslavem Holikem, CSc. bylo pracovné
¢lenéno na 4 oddéleni dle analytickych metod: Strukturni a
elementarni analyza (prfevazné organicka analyza); Spektrometrické
metody (AAS a tedy prevainé anorganickd analyza)

Obr. 1: Budova byvalého VUCCH Lachema (vpravo) a byvald
administrativni budova (vlevo), uprostfed v prizemni &dsti byl hlavni

vchod do objektu Lachemy véetné VUCCH, kde v pfizemi a 1. poschodi
po celé délce budovy byly umistény laboratore Analytického oddéleni

(dnesni adresa je Kardsek 1767/1, 621 00 Brno, Ceskd republika)

Fotografie: Dr. Miroslav Malecek.
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Chromatografické metody (prfevazné organicka analyza) a Fyzikalné -
chemické analyzy, pokryvajici relativné Sirokou paletu metod jak
klasickych, tak modernich instrumentélnich. VUCCH byl znamy
fadou vynikajicich vyzkumnych pracovnik(i, véetné analytického
oddéleni VUCCH. V dob& mého néstupu vr. 1982 mélo nékolik
aktivné publikujicich vyzkumnikl, jako Dr. Holik v oblasti NMR se
specializaci na enantioselektivni komplexy organickych ligand(
s kovy jako lanthanoidy (pozdéji - od r. 1993 docent na Katedie
organické chemie, PFfF MU Brno), Dr. Zdenék Slovak, CSc. a Dr.
Bohuslav Docekal, CSc., oba v oblasti AAS, a fadu velmi zkusenych i
mladsich uznavanych odbornikd jako Ing. Pospichal, Ing. Bordk, Dr.
Seménkova, Ing. Salamoun, a v pozdé&jsich letech dalsich
(abecedné): RNDr. Marie Cigadnkova, Ing. Martin Kubat, Ing. Milada
Kralovianska, RNDr. Miroslav Malecek, Ing. BoZena Matéjkova,
RNDr. Milos Nechvatal, RNDr. Michaela Tureckova. Jako je tomu tak
¢asto v pramyslovych laboratoftich, ve VUCCH pracoval velky pocet
technickych pracovnikd, tehdy z valné vétSiny Zen — laborantek, a
rad na mnohé vzpominam.

Po nastupu do VUCCH Lachema jsem jako kaidy novy absolvoval
zhruba rocni “kolec¢ko”, tedy praxe v nékolika laboratofich
Analytického oddéleni. Ma dvodni praxe zahrnovala klasické
zakladni analytické metody jako napf. titracni stanoveni vody dle
Karla Fischera nebo sulfatovy popel - dodnes velice uzite¢né zvlasté
k charakterizaci Cistoty organickych latek, ve VUCCH Lachema
hlavné |éciv a specialnich reagencii. Teprve pozdéji jsem si uvédomil,
jak univerzalné cenné takové zkusenosti jsou. Nékolik mésicl praxe
v NMR laboratofi, tehdy pod vedenim Dr. Miroslava Holika, bylo
cennym seznamenim s praxi organické syntézy zanalytického
pohledu, p¥i spolupraci s mnoha kolegy z jinych oddéleni VUCCH
Lachema, vcéetné vynikajicich praktiki organické syntézy. U
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Dr. Holika jsem mél prilezitost si dobfe osvojit principy a praxi
symetrie organickych molekul (dlleZité nejen v NMR) a praktikovat
dobré navyky nezbytné vkazdém kvalitnim vyzkumu, jako je
studium literatury. To bylo moZné pfimo na pracovisti, v knihovné
Lachemy, ktera méla mnohé kvalitni (dnes by se feklo
»vysokoimpaktni“) casopisy vcetné Journal of Chromatography
(Elsevier), Analytical Chemistry (ACS - American Chemical Society), a
velice cennych Chemical Abstracts — tehdy studovanych v tisténych
velice tézkych knihach a nikoli v elektronické databazi zPC od
vlastniho stolu jako dnes. Dr Holik dobfe védél o mém zajmu o
vyzkum a zvlasté vénovat se kapalinové chromatografii.
S obdivuhodnou trpélivosti se mé snazil presvédcit o védecké
hodnoté NMR s naprosto racionalnim argumentem, Ze ,piky v NMR
se daji odvodit zprvotnich principli, zteorie, zatimco piky
v chromatografii ne!”. Védél jsem samoziejmé, Zze ma pravdu, ale
¢lanky o aplikacich tehdy relativné mladé HPLC napfiklad
v popularnim  aplikaénim  casopisu LC-GC (dnes vyddvané
CHROMATOGRAPHYONLINE™), ktery nam kaidému dochézel
zadarmo ze “zdpadu”, a prikopnické prace svétové Urovné na
Ustavu analytické chemie v Brné (Institute of Analytical Chemistry,
IACH) tehdy Ceskoslovenské akademie véd (dnes Akademie véd
Ceské republiky, AVCR, v.v.i.'’) zvla$té v oblastech kapilarnich
separacnich metod (LC, SFC, elektromigraéni metody), véetné par
prednasek profesora MiloSe Novotného z Indiana State University
(dnes Indiana University*’), pGvodné z IACH, o tehdy mladé kapilarni
LC a zacinajici superkritické fluidni chromatografii, to vie na mé

' http://www.chromatographyonline.com/ ,31.ledna 2014

http://www.iach.cz/, 31. ledna 2014
http://www.indiana.edu/, http://novotny.chem.indiana.edu/ , 31.
ledna 2014
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mélo fascinujici vliv. Spise podvédomé jsem citil, Ze chromatografie
a separacni metody budou mit obrovskou budoucnost a védél jsem,
Ze HPLC je to, co chci momentalné délat.

ODDELEN{ CHROMATOGRAFICKYCH METOD

Mé prani bylo vyslySeno, a tak jsem v r. 1983 nastoupil na mé trvalé
plUsobisté na  zbyvajicich skoro 10 let do oddéleni
chromatografickych metod vedené Ing. lJindfichem Borakem.
Konecné jsem mohl pracovat v oblasti analytické chemie, kterou
jsem si dal za cil se naucit, coz bylo pro mé duleZité a povaZoval
jsem to za naprosto fantastické. MUj pfichod znamenal pfileZitost
naucit se praxi nejen (HP)LC ale i tenkovrstvé chromatografie (TLC) a
»okouknout” plynovou chromatografii (GC). GC pocatkem 80. let
prochazela revoluci zplisobenou zavedenim polyimidem potaZenych
kiemennych kapilarnich kolon'®) a pro mé bylo cenné se o GC bavit
s tak zkuSenym a laskavym kolegou, jakym byl Ing. Ota Pospichal
z vedlejsi laboratore GC. Tam zavadéli kapilarni GC a vétSinu metod
na ni uzplsobovali (coZ jak zndmo predstavuje v kazdé primyslové
laboratofi spoustu prace, protoZe je potfeba metody znovu
validovat a nové podminky napsat do mnoha dokumentl a norem
véetné téch poskytovanych kontrolnim organtim jako napt. SUKL
(Statni Ustav pro kontrolu 1é¢iv*®). GC mé vidy fascinovala kromé
obdivuhodné separacni sily kapilarni GC téz velkou presvédcovaci
schopnosti i pro laiky, napriklad pti tak Zivotné dulezité analyze jako
je separace a stanoveni metanolu a vyssich alkoholG v mistni
slivovici.

TLC

% Dandeneau, R. D., Zerenner, E. H., HRC&CC, 2, 351-356, 1979
13 http://www.sukl.cz/, 31. ledna 2014
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Pocatecni doba v oddéleni chromatografickych metod pro mé
predstavovala pfedevsim zauc€ovani do praxe TLC a HPLC. TLC se
provadéla na tenkych vrstvach komercénich (na podkladu z Al folie
vyhodné tim, Ze se daly jednodusSe fezat nebo stfihat, nebo na
sklenénych destickdch) i na sklenénych deskach vlastni pfipravy,
prfevazné na silikagelu s pridavkem fluorescencniho indikatoru
s excitaci rtutovou lampou pfi 254 nm na nepfimou fotometrickou
detekci latek absorbujicich v této oblasti UV zareni, a tudiz v tmavé
komore s UV lampou vybavenou filtrem zviditelnéné jako tmavsi
skvrny na svétlejsim fluoreskujicim pozadi. Pozdéji, kdyZ se objevily
pristroje na TLC, podafilo se vybaveni téi zakoupit (CAMAG™).
Nicméné, dodnes je jednou z hlavnich prednosti TLC moZnost ji
provadét s minimalnim ptistrojovym vybavenim pro rychlé metody
poskytujici kvalitativni a semikvantitativni informace. Je zajimavé
pozorovat opakujici se trendy k jednoduchym metodam s minimalni
instrumentaci v jinych oblastech, napfiklad z modernich oblasti
papirovou mikrofluidiku®’.

HPLC

Je zndmo, Ze kluci i v dospélém véku maji radi technické hracky
(,boys like their toys”), a tak mé nejvic zajimala HPLC. HPLC byla
pdvodné zastoupena pfistroji fy Knauer'®, ktera pat¥i k prikopnikéim
pristrojové LC od jejich zacatkil v sedmdesatych letech®™. Vybaveni
se skladalo z vysokotlakych pump klasické dvoupistové konstrukce,

16 , . . . P s we 4,
Jména firem jsem uved|, kde se mi to zdadlo vhodné ¢i nutné, bez

jakékohokoli s tim spojeného prospéchu nebo konfliktu zajmu.

Li, X., Ballerini, D.R., Shen, W., A perspective on paper-based
microfluidics: Current status and future trends, Biomicrofluidics 6(1),
art. no. 011301, 2012

http://www.knauer.net/, 31. ledna 2014

¥ http://de.wikipedia.org/wiki/Herbert Knauer, 31. ledna 2014
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vétsinou manualnich injektord Rheodyne a detektord UV (254 nm) a
indexu lomu (RI), napojené na zapisovac (anglicky strip chart
recorder) s roli papiru a perem plnénym cervenym inkoustem (mladi
kolegové se musi podivat jak zapisovaCe vypadaly v technickém
muzeu ©). Pfistrojové HPLC vybaveni ze 70. let bylo vétSinou
mechanicky velice robustni a tento design se v principu drzel po
dalsi desetileti, i kdyz samoziejmé se zménami v elektronice,
nastupem pocitacd, i dil¢imi technickymi zménami v pumpach,
detektorech, rozvojem autosampler(l atd. O mnoho let pozdéji jsem
pouzival nejmensi komeréné dostupnou HPLC pumpu ,Knauer
Smartline 100“. MoZnost navstivit firmu Knauer GmbH v (dFivéjsim
zapadnim) Berliné a hovofit s vedenim a vyzkumnymi pracovniky
byla cennou zkuSenosti. Firma Knauer (zakladatelé a majitelé fy
Knauer GmbH Dr. Herbertem a Roswitou Knauer, dcera Alexandra
prevzala ftizeni firmy vroce 2000) je zvlasté zajimava jako priklad
malych a stfednich firem v soukromych rukach, na rozdil od vétsiny
vétsich pristrojovych firem plsobicich v oblasti analytické chemie.
Na rozdil od akciovych spolecnosti tak firma a vedeni nejsou pod
tlakem akcionard, coz je ekonomicky model, ktery je v Némecku
pokladan za duleZitou soucast jejich receptu na pokracujici
hospodarskou prosperitu, a je pfikladem tzv. ,malé az stfedni firmy*
- v Australii SME — Small and Medium Enterprizes, uznavané jako
klicové pro zdravou ekonomiku. Zmifuji se o tom proto, Ze s radosti
a nadéji sleduji v CR ab initio vyvoj malych a skuteéné privatnich
firem (tim nemyslim zprivatizované firmy se staronovym vedenim),
které maji sv@j vlastni vyzkum, a zvlast mé t&3%i, e se vCR rodi
privatni vyzkumné dstavy. Takova rliznorodost dle mého nazoru ma
potencial byt velmi prospésna pro rist kvality vyzkumu v CR véetné
akademického vyzkumu a je potfebnd, pokud ma CR mit $anci se

vvvvvv
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CHARAKTERIZACE CHROMATOGRAFICKYCH MATERIALU

S HPLC Knauer souvisi ma praxe v laboratofi specializované na
vyzkumné testovani i vystupni kontrolu Lachemou vyrabénych
chromatografickych materidll, a zvlasté tehdy velice znamych
polymernich chromatografickych materialQ na bazi
hydroxymethylmetakrylatu (hydroxyethylmethacrylate) pod
komerénim  ndzvem  Spheron?.  Testovani pro  gelovou
chromatografii  (size  exclusion chromatography) primarné
hydrofilnich polymer( ve vodnych mobilnich fazich se skladalo
z naplnéni nerezové opakované plnitelné kolony o vnitfnim priiméru
7,8 mm a rliznych délek od cca 20 cm a naméreni kfivky zavislosti
eluéniho objemu na molekulové hmotnosti standardu dextranu
v rozsahu cca 10° aZ 10° u a grafické vyhodnoceni vylu¢ovaci meze
jako dulezitého parametru kazdé nové varky Spheronu. To byla
prace nejen zajimavd, ale i prospésna pro osvojeni si teorie i
praktickych aspektl gelové chromagrafie. PInéni kolon pfi vystupni
kontrole vyrabénych Spherond provadély laborantky OTK (Oddéleni
technické kontroly - QC). Dodnes mi zni v paméti jako néjaka
modernistickd hudebni dila krasny zvonivy zvuk masivnich
nerezovych kli¢l nutnych k povoleni a utaZeni robustnich matek na
hlavach kolon na obou koncich, kdyz v nepravidelnych intervalech
padaly na linoleem pokrytou betonovou podlahu, pficemzZ kazda
velikost klice vyddvala jiny ton, za doprovodu veselého smichu a
Svitofeni.

HPLC - PLNEN{ KOLON

20 Coupek, J., Krivakov.M, Pokorny, S., Journal of Polymer Science Part C-

Polymer Symposium 1973, 185-190.
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Fascinovaly meé aspekty technického vybaveni, jako napfr.
vysokotlakd kapalinovd pneumatickd pumpa pohanéna stlacenym
vzduchem na plnéni HPLC kolon aZ do tlaku pfes 1000 bar, ktera pfi
kazdém razu pistu vydavala hlasity zvuk podobny vystrelu, takze pfi
navstévé nic netusicich kolegl zjinych laboratofi neocekavany
hlasity raz (pfi malych prltocich a tedy pomalé frekvenci
pumpovani, a tudiz jen obcasném pohybu pistu) dovedla pékné
vylekat. Z dnesniho pohledu je zajimavé, Ze se tento typ
pneumatickych pump v plnickach kolon pouzivd dodnes, tedy po
skoro % stoleti od jejich zavedeni a rozsifeni v HPLC. Vysokotlaka
kapalinova pneumaticka pumpa byla uzitecna i na plnéni HPLC kolon
jinymi materidly. Lachema vyrabéla kromé Spheron( i fadu na
silikagelu zaloZenych stacionarnich fazi, které nas v nasi laboratofi
efektivné nic nestdly, a proto plnéni vlastnich kolon bylo logické. To
bylo potfebnou zkusSenosti, kterou asi kazdy praktik HPLC musi
projit, a asi jako pro vétSinu ostatnich moje zkusenost a zavér byly,
Ze plnéni kolon je pro vétSinu z nas vic magie neZ opakovatelna
véda. Vzhledem k obtiZznosti opakovatelného dobrého naplnéni,
¢asové narocnosti, a tehdy relativni cenové dostupnosti komercnich
kolon z TESSEK Praha, bylo vlastni plnéni vétSinou vyhrazeno
materialdm nedostupnym v komercnich kolonach.

HPLC - PRAXE METODY

Tehdy jediné pouZivané vysokotlaké tlustosténné kapilary a fitinky
byly skoro vyhradné z tvrdé nerezové oceli, a pfi typickém vnéjsSim
prdméru 1/16“ 0.d.?* (cca 1,5 mm) velice tvrdé a nepohodiné na
zachdzeni - vyzZadujici silu a vytrvalost pfi fezani, zabrusovani apod.
Zachazeni snimi bylo podstatné obtiznéjSi nez s pozdéjsSimi
tenkosténnymi nerezovymi kapildrami a potom polymernimi

21 Vv o v . v/ o v
0O.d. = vnéjsi priimér, i.d. = vnitini prGmér
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kapildarami z PEEK. Ve srovnani s manipulaci s dnes béznymi PEEK
kapildrami, bylo fezani a zabrusovani konclO kapilar, aplikace a
odstrafiovani nerezovych feruli a podobné Upravy vyzvami, které
vyzadovaly naradi vcetné dobré sady malych pilnikQ, silu a
trpélivost. Ke kazdodennim vyzvam patfilo pfipojovani kolon tak,
aby nebyl mimokolonovy objem na vstupu kolony z dlivodu rozdil(i
mezi rlznymi pouZivanymi kolonami pfi kovovych ferulich pevné
zafixovanych na pfivodni nerezové kapilare. Proto jsem vyuZival
vzdy, kdy to bylo mozné s ohledem na tlak na vstupu kolony, tehdy
relativné nové plastové ferule. Ty nabizely tu vyhodu, Ze se daly
vzdy posunout po nerezové kapilafe 1/16 o.d. tak, aby dosedly do
vstupu kolony bez mrtvého objemu. Pro mladé kolegy dnes zvyklé
na dostupnost Siroké Skaly soucastek a hlavné mozZnost jejich
okamzitého zakoupeni a dodani dluzno dodat, Ze v dobdach pred
rokem 1990 jsme museli vSe ,,ze zapadu” objednavat rok dopredu, a
co jsme neméli vzasobdch, to nebylo. Proto jsem si casto
pfipravoval improvizované plastové ferule zPTFE ¢i jinych
plastovych hadi¢ek nebo skalpelem vhodné ufiznutych kouska
plastovych Spicek k pipetdm, tak Ze jsem onen kousek plastu
navléknuty na konec nerezové kapilary silné utdhnul do sedla
nerezové kolony (nebo nerezové spojky kapilar) tak, Zze se tlakem
trvale deformovaly do tvaru ferule. Tyto zddnlivé drobnosti uvadim
z nékolika ddvodu: (1) lustruji praxi techniky v dobach, kdy HPLC
byla mladd a za podminek tehdej$iho Ceskoslovenska, a
dokumentuji ji pro mladsi generace; (2) Tyto zkuSenosti se mi
pozdéji a do dneSka mnohokrat velice hodily, a domnivam se, Ze
prekonavani technickych problému predstavuje skvélou pfileZitost
tréninku technickych dovednosti a tvofivého mysleni, coz mozind
prilis ¢asto fikam mladsSim koleglm (s rdznym Uspéchem); a téz (3)
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to pfispiva k vysvétleni skutecnosti, Ze vétsina ¢eskych a slovenskych
védcU byla v zahranici Uspésna.

HPLC LECIV

V 80. letech se objevovalo vice firem vyrabéjicich HPLC pfistroje a
s rozrlstajicim se programem vyzkumu a vyroby Iéciv bylo
zakoupeno tehdy nejmoderné;jsi vybaveni od firmy Spectra-Physics,
skladajici se ze dvou gradientovych HPLC systémuU s dvoupistovym,
ale asymetrickym designem a modernim elektronickym tlumenim
pulst, jeden systém byl vybaven autosamplerem a fluorimetrickym
detektorem. Ten byl velmi uzitecny zvlasté pro citlivé detekce
nizkych koncentraci a kolega Ing. Jarda Salamoun, ktery mél HPLC
Spectra Physics na starost, vyvijel a zavddél metody na
postkolonové derivatizace rdznych metabolitl léCiv na fluoreskujici
produkty pro pouZiti na analyzy pro farmakokinetické studie pro

223 jarda Salamoun mé

cytostatika jako methotrexat a tamoxifen
inspiroval pfikladem, Ze v pramyslovém vyzkumu publikovat Ize.
Pozdéji po jeho odchodu a pfichodu mého kamarada ze studii Dr.
Mirka Malecka, jsme pokracovali ve vyvoji levnych takzvanych (a
doslova) pletenych ¢i hackovanych postkolonovych kapilarnich
fotoreaktor(i, kde se uhdackovana kapildra se spoustou zahybl
pUsobicich proti rozmyvani pikd laminarnim parabolickym tokem
omotala ¢i navlékla na UV-lampu, pred napojenim na fluorimetricky

22 . . .
Salamoun, J.,Smrz, M., Kiss, F., Salamounova, A., Column liquid

chromatography of methotrexate and its metabolites using a post-
column photochemical reactor and fluorescence detection,
J. Chromatogr. - Biomedical Applications, 419, 213-223, 1987

Salamoun J.,, Macka M., Nechvéatal M., Matousek M., Knesel L.,
Identification of products formed during UV irradiation of tamoxifen
and their use for fluorescence detection in high performance liquid
chromatography, J. Chromatogr., 514(2), 179-197, 1990
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detektor. PTFE kapilary byly uz po desetileti dobfe dostupné (pro
HPLC v o.d. 1/16“ a od 100 pm i.d.*") ale nékolikametrové délky
potfebné pro vyvoj postkolonovych reaktorl nebyly vidy snadno
k dispozici. A tak jsme skolegou Mirkem Maleckem vyufZili
inZenyrilm dobfe zndmé vlastnosti mnoha polymerd, Ze se pfi
natazeni trubic¢ky do délky jeji stény a pramér prfimérené zuzi (toho
se téz vyuziva pfi vyrobé kfemennych kapilar pro GC a CE, ale pfi
teplotach kolem 2000 °C*, *°). Za dobrého pocasi jsme pred VUCCH
(s potfebou prostoru na tento ,experiment” jsme se nevesli nikam
uvnitt  VUCCH) vytahovali zlevné trubicky FEP (Fluorinated
Ethylenepropylene Copolymer®’) ve vysledku pres 10 metri
kapilary, kterd pak byla uhackovdna kolegynémi vybavenymi
hackovacimi schopnostmi na fotoreaktor. Snim se pak Uspésné
namérila farmakokineticka data ze sérii vzorkll plasmy. To bylo mé
setkani s analytickou fotochemii, ke které jsem se dostal znovu a
v jiné podobé o mnoho let pozdéji od roku 2006 pfi pracich o
fotopolymeracich monolitickych stacionarnich fazi s pouZitim
elektroluminiscen¢nich diod (light emitting diodes, LEDs) v UV*® a

+29,30,31,32

hlavné viditelné oblasti spektra.

24 Vv o v . eV s o v
0.d. = vnéjsi prdmér, i.d. = vnitfni primeér

http://en.wikipedia.org/wiki/Fused silica, 31. ledna 2014
www.polymicro.com, 31. ledna 2014

’ Evenhuis C.J., Johns C., Yang W.C., Guijt R.M., Macka M., Marriott P.J.,
Haddad P.R. Fluorinated Ethylenepropylene Copolymer as a Potential
Material in CE’ Electrophoresis, 28(19), 3477-3484, 2007

Abele S., Nie F.-Q, Foret F., Paull B., Macka M., UV-LED
photopolymerised monoliths, Analyst, 133, 864 - 866, 2008

Walsh Z., Abele S., Lawless B., Heger D., Klan P., Breadmore M.C., Paull
B., Macka M. Photo-initiated Polymerisation of Monolithic Stationary
Phases Using Visible Region LEDs, Chem. Commun., (48), 6504 — 6506,
2008
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Dalsim prikladem uspésné publikovanych stanoveni v plasmé na
farmakokinetické studie byla metoda na stanoveni acykloviru
v plasmé s pfimym nastfikem deproteinované plasmy do originalni
smésné miceldrni mobilni faze na bazi SDS a HTMBTr se separaci na
silikagelové koloné a fluorimetrickou detekci*®. HTMBr mél tu roli,
ze diky nému vibec dochazelo k retenci protonovaného
kationtového acykloviru na silikagelové stacionarni fazi, zatimco SDS
je znamy svou dobrou rozpoustéci schopnosti bilkovin, a diky
tomuto origindlnimu slozeni mobilni faze se smési kationtového a
aniontového tenzidu bylo moino provadét pFimy nastrik
deproteinované plasmy na kolony, s analyzou desitek vzork( za den,
s minimalni pfipravou vzorku, coZ je v pramyslu velice cenné.

Po nékolika letech ve VUCCCH jsem byl ziejmé& povaZovan za
analytika s prekonanym embryonalnim stadiem, a tak mi k mému
nadseni byl ddn na starost pfistroj HP 1090. Ten byl koupeny diky
programu léciv a zvlasté cytostatik, ktera byla nosnym programem

¥ Walsh Z., Levkin P. A., Paull B., Svec F., Macka M., Visible light initiated

polymerisation of styrenic monolithic stationary phases using 470 nm
light emitting diodes, J.Sep.Sci., 33(1), 61-66, 2010.

Walsh Z., Levkin P. A., Abele S., Scarmagnani S., Heger D., Klan P.,
Diamond D., Paull B., Svec F., Macka M., Polymerisation and Surface
Modification of Methacrylate Monoliths in Polyimide Channels and
Polyimide Coated Capillaries using 660 nm Light Emitting Diodes,
J. Chromatogr.A, 1218, 2954-2962, 2011.

Knob R., Breadmore M. C., Guijt R. M., Petr J., Macka M., Porous layer
open tubular monolith capillary column: switching-off the reaction
kinetics as the governing factor in their preparation by using an
immiscible liquid-controlled polymerization, RSC Advances, in print,
2013.

Macka M., Seménkova L., Borak J., Mikes V., Popl M., Determination of
acyclovir in serum and plasma by micellar liquid chromatography,
J. Liq. Chromatogr., 16(11), 2359-2386, 1993.
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Lachemy a export do fady , devizovych” zemi (véetné BRD - Spolkové
republiky Némecko a USA) byl v letech pred r. 1990 reZimem velice
vitany. Firma Hewlet-Packard patfila tradi¢né k hlavnim firmam
v analytické instrumentaci, a pozdéji byla divize analytickych
pristrojd zHP vyclenéna a osamostatnéna jako Agilent AG,
s vyvojem LC a kapilarni elekroforézy (CE) v némeckém Waldbronnu.
HP 1090 byl naprosto mimoradny pfristroj svou kompaktni
konstrukci, ale hlavné unikatnim designem s oddélenymi nizko- a
vysokotlakymi pumpami, a vybaveny spektralnim detektorem
s diodovym polem. Byla radost jej pouzivat a rad vzpomindm na
eluéni ¢asy opakovatelné na setinu minuty z jednoho na druhy den.
Zdaleka nejen proto povazuji HP1090 za jeden z nejlepSich LC
pfistroja v historii HPLC vibec. Ing. Vaclav Ineman, zodpovédny za
servis pfistroji fy Hewlet-Packard—Agilent, s dokonalou znalosti
pfistroje a pratelskym pristupem, byl vidy schopen pomoci. Dr.
Hans-Peter Schiefer jako zastupce firmy zodpovédny za oblast, jiz se
fikalo ,Eastern Europe”, byl natolik Uspésny, Ze se stal u své firmy
¢lenem ,,President’s Club“ pro zvlasté zaslouZilé zaméstnance. Mél
jsem radost, kdyZ jsem po letech prerusenych kontaktll mym
pfesunem do zahranici, znovu zacal potkavat jak Vaclava tak Hanse-
Petra na konferencich vCR a vEvropé jako tfeba INDC (dfive
Vitamins)** nebo zndma série International Symposium on Capillary
Chromatography (ISCC) kazdy sudy rok v Riva del Garda™®.

3 http://www.indc.cz/ ,31.ledna 2014

> http://192.167.106.132/slider.html , 31. ledna 2014
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Obr. 2: Vzorce nejdulesitéjsich PY' komplext délenych
HPLC:  |=cis-diamindichloroplatina  (cisplatina), Il = trans-
diamindichloroplatina (transplatina), Il = cis-diamin-1,1-
cyklobutandikarboxylatplatina (karboplatina, Pt-CBDCA), IV =
tetrachloroplatina, V = aquatrichloroplatina, VI = cis-
diaquadichloroplatina, VIl = amintrichloroplatina, Vil =
triaminchloroplatina, IX = tetraaminplatina, X = cis-

diaminaquachloroplatina, XI = cis-diamindiaqua-platina.
(prevzato z Macka M., Bordk J., Kiss F., J. Chromatogr., 586(2),
291-295, 1991).
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HPLC PLATINOVYCH KOMPLEXU

Platinové komplexy jiz po desetileti patfi mezi zavedena cytostatika.
Chemie platinovych komplex( je sloZzitd mnoha faktory véetné
oxida¢niho stupné Pt - Pt" a Pt", rtizné termodynamické stability,
kinetické inertnosti, atd. Kromé hlavnich latek — vétSinou cisplatina
(Pt"Cl,(NH,),) a karboplatina (Pt"(C,H¢04)(NH,),) — byly komplexy,
které bylo tfeba separovat a stanovit aniontové, neutralni i
kationtové, vse vijednom roztoku — viz tabulka nejdllezitéjsich

% 37 Novost v téchto pracech

komplexd ke stanoveni v Obr. 2
spocivala vtom, Ze kdyZz se obycejna C18 kolona dynamicky
zmodifikovala smési soucasné kationtového a aniontového
surfaktantu ¢i amfifilni latky, kolona ziskala vlastnosti smésného
iontoménice a jako prakticky velice dllezité bylo, Ze se daly rozdélit
aniontové, neutralni i kationtové Pt" komplexy v jedné analyze. Dal3i
¢lanek se zabyval stabilitou a rozkladem cisplatiny UV svétlem a
ultrazvukem, tedy za podminek, kterym mohou tato Iéciva byt
vystavena®®. Metoda se pouZivala i na rutinni analyzy a velice mé
potésilo, kdyZ jsem pozdéji slySel od kolegl, Ze metoda na analyzu
platinovych cytostatik, zaloZzend na mém vyzkumu, byla v OTK (QC)
stdle v pouZzivani léta poté, co jsem odesel.

** Macka M., Bordk J., Kiss F., Separation of some platinum(ll) complexes

using ionic strength gradient on solvent generated ion-exchange
sorbent, J. Chromatogr., 586(2), 291-295, 1991

Macka M., Borak J., Chromatographic behaviour of some platinum(ll)
complexes on octadecylsilica dynamically modified with a mixture of a
cationic and an anionic amphiphilic modifier, J. Chromatogr., 641(1),
101-113, 1993.

Macka M., Borak J., Seménkova L., Kiss F., Decomposition of cisplatin in
aqueous solutions containing chlorides by ultrasonic energy and light,
J. Pharm.Sci., 83(6), 815-818, 1994
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JAK PUBLIKOVAT V PRUMYSLOVEM VYZKUMU?

To v pramyslu, kde se casto publikovat nedd a mnoho vyzkumnikd
ani nema zajem, protoZe to vétSinou neni finanéné ocenéno, je
obecné tézké. Vyzkumna cinnost v Lachemé, i kdyZz pro mé Gzasné
zajimava a po této strance uspokojujici, by se zmého dnesniho
pohledu akademika dala nazvat hlavné v prvni poloviné mého
pGsobeni v Lachemé seznamem promarnénych pfrileZitosti
publikovat. Proto pfi mé praci s mladymi kolegy se snaiim jim
pomoci si co nejdfive osvojit schopnosti, které mi tehdy chybély.
Jako je tomu u kazdé Cinnosti, publikovat je skoro snadné, ale az se
to clovék naucdi. Toto uvadim pro mladé zacdinajici kolegy
v prlimyslovém vyzkumu, kterym radim usnadnit si cestu spolupraci
s témi akademickymi kolegy, ktefi nezahynuli (,,published and did
not perish” ©), a tudiz nutné& musi byt v publikovani zbéhli.

Pfikladem mnoha vyvinutych metod nepublikovanych v ¢asopisech
byly mnohé metody pro farmakokinetické studie, které zde ilustruji
stanovenim diltiazemu v plasmé pro farmakokinetiku. Bylo zalozené
na extrakci a zakoncentrovani cca 1:10 v CCl, (dnes se v Australii
nesmi pouzivat jako karcinogen), primym ndstfikem extraktu a
analyze na silikagelové koloné v organické mobilni fazi na zajimavém
mechanismu nevodné iontové vymény, s retenci dobfe ovladanou
iontovou silou octanu amonného, dobfe rozpustného i v metanolu.
Dalsim prikladem velice zajimavé inovativni prace byly separace
daunomycinu navazaného pres spojku rozpadajici se v rakovinnych
bunkach na hydrofilni biokompatibilni polymer, ktery jinak jedovaty
daunomycin ¢inil az do vstupu do rakovinné burfky pro organismus
nesSkodnym. Separace vylucovaci chromatografii (SEC) na hydrofilné
modifikované silikagelové koloné s detekci soucasné
spektrofotometrickou (v nizké UV tedy vse - polymer i daunomycin)
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a ddle fluorimetrickou (pouze daunomycin, volny i navazany)
dovolovala délat zavéry prakticky vyznamné pro syntézu i vyvoj tak
zajimavého |éciva. Vysledky ztéchto metod jsem publikoval
v posterech na rlznych vétSinou mistnich konferencich, ale i na
konferenci v Lipsku v zafi 1989, kterda se mi vryla do paméti
z historickych dlvodid - bylo to pouhé tydny pred zacatkem
taméjsich masovych demonstraci vedoucich k pfevratnym zménam.

PRACOVN{ DOBA VE VUCCH LACHEMA

M3 prace byla pro mé vidy velice zajimava, a i tehdy mé vétsSina
z ukolll zaujala tak, Ze jsem casto zUstaval po pracovni dobé, ktera
byla na tehdejsi totalitni poméry velice pokrocile liberdlni, a dnes by
se asi Casto nazyvala ,flexi” - tedy sprichodem a odchodem
v urcitém daném rozmezi - myslim mezi 6:00-9:00 pfichod a odchod
14:00-18:00, scasy pred 6:00 a po 18:00 vyZadujicim podpis
vedouciho, a celkovym poctem odpracovanych hodin za meésic
rovhym 8,5h denné. Ja jsem s mym zdédénym nizkym krevnim
tlakem nikdy nebyl rannim ptadetem a vidy zacinal rano, jak
nejpozdéji to Slo, a koncil odchodem casto kolem 18:00, nebo jak
pozdé to bylo moiné. V dobach, kdy i ve vyzkumu se vétSina
zaméstnancu snaZila prijit co nejdfive (na 6 rdno) a odejit taky jak
nejdfive to Slo, podobné jako zaméstnanci ranni smény ve vyrobé,
mi mUj pracovni rytmus daval moZnost vénovat se v klidu pozdniho
odpoledne pfipadné vecera tomu, co mé zajimalo. Od kolegll jsem
mnohdy slySel komentarfe typu ,pane kolego, za to, kdyZ tady
zUstavate déle neZ je potfeba, vam plat nezvednou ani nepodékuji“,
a tak takové zdneSniho pohledu malichernosti, jako ponékud
vystfedni dochazka dobFe viditelna pfed okny celého VUCCH, byla
pro mé téz formou protestu proti konformismu a totalitni idiocii, a
dodavaly mi energii prezit.
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Jazykova vyuka. Mych 10 let ve VUCCH Lachema jsem vyuzil pro
péstovani jazykl, neb jsme méli od Lachemy placené kursy
angli¢tiny a némciny, pozdéji i italstiny, pfimo na pracovisti. Jazyky
mé nejen vidy bavily, ale zvlasté némcina se pro mé stala oknem do
sousedniho Rakouska, a tim svobodného svéta. Brno je od Vidné
vzdaleno pouhych cca 200km a rakouskou televizi a radio
komunisticky rezim nemohl rusit, protoze by se ruSeni nedalo
omezit jen na Uzemi tehdej$iho Ceskoslovenska a tak stanice ORF a
zvlasté 03 (Osterreich 3, rock a pop) a 01 (Osterreich 1, klasicka
hudba) a rakouské televizni kanaly FS1 a FS2 se mi staly spolecniky
mych vecer( a vikendl na zbyvajici dobu totality (o které jsme tehdy
nikdo netusili, ze viibec nékdy skonéi®®). Tak jsem si na stanice ORF a
zvlasté televizni moderatory zvykl (Ceskoslovenské stanice jsem
vétSinou nesledoval), Ze kdyZ jsem v roce 2001 na Videfském letisti
nahodou vzal do ruky denik Der Standard a zjistil jsem, Ze m{j
nejobliben&jsi televizni moderator Robert Hochner *° zemfel
necekané a mlad, citil jsem, jakoby zemrela celd ma mlada léta
strdvena s programy ORF, které mi byly neodmyslitelné cennym
zdrojem informaci ze svéta za Zeleznou oponou, ale hlavné dusevni
a intelektudlni oporou. Kursy vLachemé byly mnohdy dobrym
impulsem a s némdcinou jsem pokracoval ve znamé brnénské
Jazykové skole v kursu pfipravy na ,statnici“ — Statni zkousku,
kterou jsem délal, jelikoZz to byla zajimavd vyzva vjinak nudné a
depresivni dobé. Mnohé kursy, jako tento vedeny rodilou mluvci Dr.
Schmit, mély vybornou Uroven, a k zajimavostem patfilo, ze kurs téz
navstévoval Dr. Milan Uhde, znamy brnénsky disident a po r. 1989

¥ http://de.wikipedia.org/wiki/Samtene Revolution ,31. ledna 2014

“Robert Hochner hat den Nachrichtenjournalismus in Osterreich
jahrzehntelang nachhaltig gepragt. Er galt als fachlich versierter, fairer
und strikt unparteiischer Redakteur.”
http://de.wikipedia.org/wiki/Robert Hochner, 31. ledna 2014
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ministr kultury. Tehdy jsem vibec nemohl tusit, jak mi budou jazyky,
zvldsté anglictina a némcina, po r.1989 uzitecné. S Udsmévem
vzpominam na dotazy nékterych kolegl typu ,proC se ty jazyky
vlibec udis, kdyz ti nikdy knicemu nebudou?”“. Ma Svycarsko-
australskd manzZelka (doma mluvime némecky) se pfi této
vzpomince usmivala a ja s ni. Potencialné uzitecny zavér pro mladsi
kolegy: ne vidy je raciondlni logika dobrym voditkem nasich
rozhodnuti, neb pfi jejim pfisném uplatnéni bych se asi jazyky tehdy
moc nezabyval ,kdyZz mi nikdy k nicemu nebudou” a je zajimavé si
v§imnout, Ze moderni psychologie zdlrazriuje opomijenou a
podcerfiovanou roli instinktu pfi lidském rozhodovani — délat to,
¢emu C¢lovék podvédome véri, a co citi jako spravné.

CSCH

Pfednasky a exkurse. Vzhledem k mym védeckym sklondm mi byla
dana na starost organizace prednasek organizovanych pobockou
Lachema Ceské Spole¢nosti chemické. To jsem zvladal se stfidavymi
uspéchy, ale velice mé to zacalo bavit a tuto roli jsem pak na
rGznych pracovistich vykonaval nékolikrat. Kvelice pfitaZlivym
aktivitdm patfily pomérné levné zdjezdy s exkursemi nékam, co
pokud mozno mélo néjakou souvislost s chemii, jako napt. pred
rokem 1990 na Inchebu do Bratislavy. Samoziejmé do roku 1989
byly zahrani¢ni zdjezdy do sousednich zemi s bezvizovym stykem
omezeny uZ jen na byvalé vychodni Némecko a Madarsko (pro
Ctenare bez znalosti pomér(: do Polska byla tfeba viza od 80. let od
obdobi hnuti Solidarita). Geograficky blizké Madarsko tak bylo
nasim nejcastéjSim cilem. Pfi jednom zajezdu do Madarska koncem
80. let jsem na vlastni kdZi zaZil, co jsme vsichni védéli, Ze se na
hranicich déla: osobni prohlidka, kdy zvlasté u mladych svobodnych
absolventd vysokych skol hledali diplomy. Vybrali si mé taky a celnik
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mi povida: ,Pan doktor, povedzte nam, kde mate ukryty ten diplém,
my ho stejne ndjdem. Mate ho ukryty v tych nohaviciach (pozn. pro
mladé: v kalhotdach) alebo kde?“ TéZ protoze jsme védéli, ze diplomy
hledaji, samoziejmé jsem ho u sebe nemél, a tak jsem viditelné
kurazné odpovédél: ,Pane celniku, ja jsem vasi otdzce dobre
rozumél a ja jsem vdm na ni jasné odpovédél.” Skoleny v praktické
psychologii, nedalo mu to moc prace odhadnout, Ze skutecné nic

III

neskryvam a povida , Tak bezte!”. Par jinych mladych kolegl na
celnici zGstalo déle, ale taky u nich nic nenasli, tak jsme vSichni po
delSim zdrZzeni sméli pokracovat do Madarska. Tyto zkuSenosti
zminuji pro ty natolik mladsi kolegy, ktefi si tyto doby sami

nepamatuji.

Samoziejmé, obrovskou zmeénou téZ pro zahranic¢ni zdjezdy byl
konec listopadu 1989. Od zacatku prosince jsme mohli bez viz a bez
problému jezdit do sousedniho Rakouska, Némecka i jinam, a byl to
pocit pohadkové opojny i pres nasi ménovou chudobu — kava ve
Vidni stala zhruba tolik jako cely obéd v Brné. V autobusech jsme
cestovali zvlasté na jednodenni vylety, protoZe pfenocovani pro nas
tehdy nebylo k zaplaceni. Viden byla z Brna 2 hodiny cesty, a tak
vylety zvlasté do Dolnich Rakous byly na programu casto. Na statni
svatek Rakouské republiky 26. fijna jsou skoro vSechna muzea a
vystavy pristupny zadarmo a toho jsme velice vyuZivali, pficemz
tehdy méli jesté obc¢ané Ceskoslovenska u nasich zapadnich soused
velké sympatie. Ze vzdalenéjsich vyletl vzpomindm vylety do
Bavorska, severni Itdlie a Svycarska, s exkursi ve firmé Lonza AG,
ktera, jak jsem tehdy jesté netusil, mi bude pracovistém v roce
1993.
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PRACOVNE-SPOLECENSKY ZIVOT: OSLAVY, OSLAVY...

Oslavy, zvlasté narozenin, ale v podstaté cehokoli co stalo za to
oslavit, se daly pfimo na pracovisti ,s pfivienim obou oci“ vedeni,
dle obecné platného pravidla, Ze spokojeny persondl je dobry a
pracovity personal. V nékteré zvelkych laboratofi se uklidilo,
odstranily se chemikdlie, stoly se pokryly velkymi archy papiru, na
kterych pak byly talit vedle talife chlebickl a zakuska: chlebicky a
zakusky jsou ceskymi specialitami, a mnozi kolegové a zvlasté
kolegyné predvadély skvosty domaci studené ceské kuchyné, jako
Siroké spektrum tradi¢nich chlebickl a jednohubek, salatd, a
zakuskl, a na zvlast velkych oslavach napf. pfi kulatych
narozenindch i tepld jidla - vzpomindm napt. na skvostna dila jako
drstky naklddané v cerveném viné po provensalsku Dr. lJifiho
Fischera a prosluly bors¢ Svétlany Slovakové nabizeny s kouzelnym a
nefalSovanym ruskym pfizvukem. Sada kadinek byla reservovana
pouze na napoje a mnozi kolegové méli kontakty k nékterému vinafi
na jizni Moravé, takze se pilo vino pfimo ,ze sklepa®. Kuraci koufili u
digestofi tak, ze kout Sel do digestofe — je Stésti, Ze tenkrat se
nemonitorovalo, co z komind odchazi. Z dnesniho hlediska je mozné
se nad tim podivovat (bezpecnost prace tehdy neméla tu roli, co ma
dnes) nebo pousmat, ale spolecensky oslavy patfily ktomu, co na
rozdil od vynucenych oslav napf. 1. maje patfilo k udalostem, kde
jsme se dobte bavili, a myslim, Ze nebudu jediny, kdo na né rad
vzpomina. Je to jednim z paradox(i dnesni doby s tak obrovskymi
moznostmi svobody, materidlnimi a informacnimi, Ze v nezbytné
honbé za vyssi produktivitou mnohdy nezbyva ¢as nebo energie si
popovidat s kolegy na pracovisti a fict vic nez ono obligatni ,ahoj,
jak se dafi” bez ocekavani smysluplné odpovédi.
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Mych 10 let ve VUCCH Lachema jsem stravil vevelmi dobré
spole¢nosti. Mnohokrat jsem si uvédomil, jaké jsem mél stésti, kdyz
jsem mél moZnost Cerpat zkuSenosti vchemii i mimo a udit se
analytiku a chemii od takovych kolegl jako ve VUCCH Lachema a
v analytickém oddéleni. Nékterym koleglim jsme pro neuvéfitelnou
Siti znalosti prezdivali ,chodici databaze” jako napf. Dr. Milan Smrz a
Dr. Jifi Fischer. Mnoho kolegl po roce 1989 vyuzZilo nové otevienych
moznosti profesni kariéry a po opusténi Lachemy dosahli mnohdy
Uctyhodnych Uspéch, jako napf. RNDr. Josef Chmelik, CSc., ktery
byl uzndvanym védcem v oblasti proteomiky na IACH CAV a plsobil
té7 jako Feditel IACH CAV v letech 2001 — 2005, nebo Petr Klan, ktery
po vystudovani PhD v USA vybudoval uzndvanou mezindrodni
vyzkumnou skupinu na Katedie chemie na MU a pUsobil téz jako
prodékan pro vyzkum. Dr. Miroslav Holik, CSc. a Dr. Vratislav
Chromy, CSc. téz pusobili jako akademici na MU. Od roku 1990 se
rodila privatni sféra vchemii a bylo radosti spolupracovat
s mnohymi kolegy na priklad v Synthonu, zvelké ¢&asti byvalych
zaméstnancl Lachemy, jako FrantiSek Picha, Pavel a Martina
Slaninovi, Karel PospiSilik a pozdéji i Petr Beriovsky, Petr Krajéovic a
mnozi dalsi.

UIACH AVCR

Béhem let 1990-1991 jsme vsichni cekali, co pfevratné pozitivniho
se bude dit v Lachemé a ti naivni z nas jsme si délali nadéje. Casem
jsem dosel kndzoru, Ze lepsi neZ cekdni na Godota, je vlastni
aktivita. Jednoho dne jsem zasel za profesorem Petrem Bockem na
IACH na Vevefi ulici v Brné a zeptal se ho, jestli bych se u ného mohl
naucit kapilarni elektroforézu (CE). V zafi 1992 jsem pak presel na
IACH do oddéleni Elektromigracnich metod jako pfimy podfizeny a
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spolupracovnik Petra Bocka. Tak se mi splnil mQj sen se prakticky
nauit ,kapilaru”, tedy CE, a je$té k tomu od jejiho zakladatele v CR.
To jsem netusil, Ze tam pobudu pouhé asi 3 mésice (a kdybych to
byval tusil, tak by mi svédomi nedovolilo tam jit na tak kratkou
dobul!). Prace mé velice bavila a provadéje CE experimenty mi ty
zalezitosti, jak to je s elektroosmotickym tokem, mobilitami atd.
najednou uz nepfipadaly tak nepochopitelné, jako kdyz jsem si o
tom predtim pouze cetl v literatufe. Pracoval jsem s typickou CE
vyrobenou vdilnach IACH z plexiskla a s pfipojenym komercénim
spektralnim detektorem Spectra-Physics véetné tehdy jesté ne zcela
vSudypfitomného PC s Windows a spektrdlni detektor se hodil na
detekci barviv délenych micelarni elektrokinetickou chromatografii
(MEKC). Pfistroj jako mnohé tehdy na IACH nemél kryt
s automatickym vypinanim vysokého napéti (HV), a presto se mi
povedlo, jak tomu kolegové fikali ,,zGstat panicem” Cili nebyt kopnut
HV (pfi dobte nastaveném limitu proudu na HV zdroji to neni Zivotu
nebezpecné, ale ¢lovék si to pry pamatuje). Petr se denné zastavil a
jednou mi udélal veliky kompliment, kdyZz mi fekl, Ze pti cekani od
nastfiku do konce analyzy mé vidi, Ze si nec¢tu noviny pro zkraceni
dlouhé chvile, a poznamenal ,vis, to je rozdil, kdyz ¢lovék o praci
premysli, a ztéch, co jsem u experimentl vidél Cist noviny, to
vétSina nikam nedotdhla”. Prace se dafila a véfil jsem, ze se mi do
konce roku podafi ,naméfit data na publikaci”. Jednoho dne jsem
prisel domu a nasel jsem dopis od Svycarské firmy Lonza AG. Tam
jsme byli predtim sice na exkursi s CSCH, ale stejné jsem nechépal,
pro¢ mi pisi. Po prvnim pfecteni jsem se musel posadit a poradné
nadechnout, protoZe tam byla nabidka na roc¢ni staz ve firmé Lonza
AG do Analytického oddéleni vyzkumu ve firemni centrdle (HQ)
v méstecku Visp (na vzdélavaci viza, pracovni viza pro obcany CR
byla tehdy naprosto nemyslitelna). Druhy den jsem zaSel za Petrem
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Bockem a dopis mu ukdzal a s ostychem se ptal, co mam délat, Ze
prece nemuzu po tak kratké dobé a bez dokonceni publikace zmizet!
Vzpomindm, jak mi Petr fekl ,Mirku, mds Sanci, musis ji vyuzit.“ Byl
jsem mu za to velice vdécny a navidy to bylo pro mé inspiraci, jak se
chova osobnost patficného formatu.

LONZA AG VISP SVYCARSKO

Nabidka praxe byla na 1 rok, ale udéleni viz obcdanim
postkomunistického Ceskoslovenska respektive Ceské republiky
tehdy trvalo dlouho, a tak jsem odjel teprve za¢atkem Unora. Tim na
projekty, které mé Ccekaly a systematické zkoumani CH
(Confoederatio Helvetica - latinsky Svycarskd konfederace) o
vikendech jsem mél efektivné 10 mésicd. V Lonze AG se mluvilo, jak
»Walliser Ditsch” (mistni nareci a nejtézsi ze vSech dialekt(
,Schwizer Diitsch, kterému nerozumi dobie ani vétiina Svycar(
zjinych kantonli na sever od Alp), tak spisovhou némcinou
Hochdeutsch i anglicky. Tak se mi samoziejmé anglictina a zvlasté
némcina skvéle hodily a rocniho pobytu jsem vyuzil k rlistu svych
aktivnich jazykovych schopnosti pfi denni komunikaci v praci i mimo
ni. Po diskusi s mym $éfem Dr. Michaelem Bokelem o tom, co jsem
dfive délal a co mé zajima, jsem dostal 3 ukoly: (1) Prozkoumat,
jestli knééemu muZe byt uZitecna kapilarni superkriticka fluidni
chromatografie (Carlo Erba) zakoupena vtehdejsi obecné SFC
euforii; (2) Zavést preparativni LC na obracenych fazich (RP) a na
zakladé existujicich analytickych HPLC metod provést jejich
prevedeni do preparativniho méfitka (up-scalling) za ucelem izolace
minoritnich pikd nezndmych necistot na analyzu MS a NMR; a (3)
Prozkoumat potencidl nové zakoupeného prvniho pfistroje Agilent
3D CE ve firmé pro analyzu fady chemikalii z vyroby derivat(
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kyseliny nikotinové, tehdy nosného programu firmy Lonza, ktera
vyrabéla vétSinu svétové produkce. Tehdy jsem uz mél jasno, Ze si
chci nékde udélat PhD, a védec musi publikovat, nechce-li zahynout
- zndmé ,publish or perish“?!, jako vysledek mého zkoumani
v projektu (1) jsem publikoval praci o separaci polyglycerolt®
vyrabénych Lonzou, cozZ sice kapilarni SFC nezachranilo od vyrazeni,
ale mé umoznilo byt Lonzou vyslan na pro mé prvni konferenci série
»International Symposium on High Performance Liquid Phase
Separations (HPLC)“ tedy HPLC-1993 do Hamburgu **. Problém ve
firemnim vyzkumu je casto skutecnost, Ze neni moZno publikovat
vétsinu vysledkl, a casto to nejzajimavéjsi. To byl i mUj pfipad
v obou zbyvajicich projektech (2) a (3), nicméné oba byly velice
Uspésné. V projektu (2) jsem preparativni HPLC pfed mym
odchodem v prosinci 1993 predal velice schopnému zkuSenému
laborantovi Philipovi Gundi, a ptfi mé ndvstévé Lonzy po bezmala 20
letech vroce 2012 mi Michael a Philip k mé veliké radosti ukazali,
jak se mnou zavedena obecnd metoda stdle pouZiva, samoziejmé
s mnozstvim novych kolon. Béhem roku 1993 v Lonze jsem jasné
citil, Ze pobyt v ciziné je co mi doposud cely Zivot chybélo, a citil
jsem velkou touhu vic cestovat, poznat svét a vyrazit mimo stary
kontinent. NeZ skoncil mij pobyt vLonze, mél jsem nabidku od
University of Tasmania na PhD se vzacnym stipendiem na pokryti
Zivotnich ndkladd (UTAS jich udélovala ro¢né 6). Lonzu jsem
opoustél s mym nové nabytym obdivem ke Svycarsku, a to zdaleka
nejen na zakladé ekonomickém. To jsem nemél tuseni, Ze za

4 http://en.wikipedia.org/wiki/Publish or perish, 31. Ledna 2014

Macka M., Mettler H.-P., Bokel M., Réder W., Analysis of silanised
polyglycerols by supercritical fluid chromatography, J.Chromatogr. A,
675(1-2), 267-270, 1994.

http://www.hplc2013.org/History.html ,
http://hplc2014.org/history.html, 31. ledna 2014
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néjakych 6 let potkdm mou budouci Zenu a bude to Svycarka (a
Australanka)!

UTAS AUSTRALIE

ZaCatkem dnora 1994 jsem dorazil do Hobartu jako
dvousettisicového ,hlavniho mésta“ pualmilionového ostrovniho
stitu Tasmanie, rozlohou podstatné vétsi nez CR, bohatym
panenskou pfirodou a s pfijemnym mirnym klimatem. Netusil jsem,
Ze se mi stane domovem na podstatné delsi dobu neZ 3-4 roky na
PhD, a proto mUj pfistup byl Tasmanii se snaZit poznat, nez odtud
odjedu zpatky do Evropy s mym PhD. To jsem podal v roce 1997 a
v nasledujicim roce promoval svysnénym ,PhD in Chemistry”
z anglicky mluvici zemé. Ohledné mého ndvratu do Evropy clovék
mini a okolnosti a Zivot méni, a tak jsem zlstal déle a pak ziskal
prestizni pétileté Australské ,mid-carreer” Australian Research
Council Research Fellowship od roku 2000. Toho ¢asu jsem téz
poznal mou budouci manzZelku, plvodné zCH, ale téZz hrdou
Australanku a Tasmananku, kterd nemluvi Cesky, a tak se doma
bavime némecky. Tim bylo téZ rozhodnuto, Ze zlstdvam nadale
v Australii. Ddle ve zkratce: po dalSim prestiznim, tentokrat
evropském FP6 Marie Curie Excelence Grants and Fellowship v Irsku,
jsem se opét vratil na UTAS a jako vyzkumny ,New Stars Profesor”
od roku 2010. V roce 2012 jsem ziskal znovu dalsi prestizni pétileté
Australské Australian Research Council Future Fellowship Level 3
(prvni a v roce 2013 stale jediné Level 3 na UTAS). Bydlime nedaleko
od Hobartu, uZivame pfijemny australsky styl Zivota a s potéSenim
sledujeme vzrlstajici popularitu ostrovniho statu Tasmanie. Kromé
ekonomické prosperity ale Australie nabizi panenskou pfirodu a
nejvétsi délku pobrezi a rozlohu na hlavu a na rozdil od par jinych
zemi, tady v Austrdlii s teplymi klimaty bez zimy. Rad zde vitdm
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mnohé kolegy a studenty z CR i odjinud, a co se ty¢e studentd a
mladsich kolegli mam radost, Ze mohou uZivat svéta bez krutych
zabran, kterym jsme byly ma generace a generace starsi vystaveni
do roku 1990.

ZAVEREM

B&hem mé pracovni drahy jak v Cesku, tak v cizin& jsem mél to
Stésti, ze jsem mohl pracovat s mnoha skvélymi lidmi, ktefi mé
inspirovali a obohatili mUj Zivot pracovni i osobni. Byl jsem vzdy hrdy
na to, odkud pochdzim, a téZz na to, Ze relativné velké mnozstvi
mezinarodné uznavanych odbornikl v oblasti analytické chemie,
separaci a chromatografie pochazi z Ceska a ze Slovenska. V mych
prezentacich, které ukazuji, kdyz dojde na tradice védy a techniky v
CR, jsou jména ¢itajice velikdny jako Rudolf Il., Gregor Mendel, Jan
E. Purkyné, Sigmund Freud, Ernst Mach, Josef Resl, Viktor Kaplan,
Prokop Divi§, Emil Skoda, Jaroslav Heyrovsky, Oto Wichterle a jini.

Mych vice nez 20 let mimo CR mélo a méa tu zasadni vyhodu, na
rozdil od odchodl do r. 1989, Ze ty od r. 1990 jsou chemickou
terminologii ,,reversibilni“. Proto je moZnost si volnost pohybu dnes
skoro vSude na Zemi vychutnat bez tlaku obrovské vahy nevratnych
rozhodnuti. To neznamend, Ze bych nebyval mél stesk po vlasti,
hlavné v prvnich 5 letech, ale ¢lovék vi, Ze se m(zZe kdykoli vratit. Tu
moznost nemély generace pfed ndmi a nedovedeme si predstavit,
jak to muselo byt tvrdé.

Dnes jsou moznosti profesni i osobni mobility masové dostupné jako
nikdy predtim v historii. J4 svou roli v souvislosti se svou starou
vlasti Ceskou republikou vidim pFedeviim v pomoci t&m mladym
koleglim z Ceska a ze Slovenska, stejné jako odjinud, ktefi maji
zajem realizovat to, co moje generace a ja jsme tolik postradali:
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jezdit po svété, pracovat v jinych zemich a divat se kolem sebe.
Mnohokrat jsem mél to potéSeni uvitat u mé na pracovnich
navitévdach rady kolegl z CR, véetné studentd na delsich pobytech.
Tim napomaham malickym dilem, ale snad prece trochu, aby
budouci generace znovu posunuly Ceskou republiku mezi
nejvyspélejsi zemé v Evropé a na svété. Moje generace se toho, zda

v v/

se, nedockame, ale véfim, Ze mozné to je.
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9. MILAN MINARIK

Narozen 1942 ve Zvolenu na Slovensku. V
roce 1964 ukoncil studium analytické
chemie na VSCHT Praha. Poté pracoval
na oddéleni Cistych chemikdlii ve Spolané
Neratovice a ve Vyzkumném Ustavu pro
upravu primyslovych vod. Zde se zacal
vénovat vté dobé vznikajicimu oboru
Gelové filtrace. Vroce 1966 presel do
Ustavu teoretickych zdkladd chemické
techniky CSAV (nyni Ustav chemickych
procesti AV CR), kde se naplno rozvinulo jeho zaujeti pro GPC a
pozdéji HPLC. U skolitele Jitiho Coupka ziskal vroce 1974 titul
kandiddta véd na Ustavu analytické chemie AV v Brné. Od roku 1975

plsobi v UTZCHT postupné jako védecky pracovnik a vedouci
védecky pracovnik, v letech 1983-4 pusobil jako asistent profesor na
Ustavu organické a makromolekuldrni chemie, University
Dusseldorf, kde spolu s Prof. Wulffem vyvinuli a jako prvni
prezentovali HPLC separaci chirdlnich enantiomer(i a ndsledné
vyvinuli silica endcapsulovanou fdzi pro velmi rychlou GPC, jejiz
patent koupila firma Macherey-Nagel. Po roce 1989 opustil
akademickou drdhu a zaloZil firmu Watrex, coZ byl tehdy prvni
nezavisly distributor zahranicnich vyrobcl HPLC pristroju — z pocdtku
firma Waters div. of Millipore corp, po té TSP (nyni Thermo), Hewlett
Packard (nyni Agilent), Knauer, SSI a v soucasnosti Sykam. Po vice
neZ 25-ti letech uspésné existence predstavuje Watrex
neopominutelného hrdce na poli HPLC techniky. Md svou vlastni
budovu (Carolina Centrum), dostatek prostoru i financnich zdroju
pro talentované HPLC odborniky.
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Mam-li mluvit o historii HPLC v Cechach a na Slovensku, nemohu
nezminit pocatky kapalinové chromatografie a HPLC obecné. A
budeme-li mluvit o HPLC, je trfeba rozliSit mezi kapalinovou
chromatografii jako analytickou disciplinou se svou teorii,
mechanismem separace a dynamikou separacniho procesu a HPLC,
¢imZ oznaCujeme a vseobecné vnimame experimentalni (i
pristrojovou techniku.

Kapalinovou chromatografii objevil M.S. Tsvét, kdyz na zasedani
biologické sekce warsavské spolecnosti pfirodnich véd prezentoval
21. 3. 1906 svuj ¢lanek ,,.a New Category of Adsorption Phenomena
and Their Application to Biochemical Analysis”. Jeho primitivni
experiment nemél s HPLC prakticky nic spole¢ného stejné jako
znovuobjeveni kapalinové chromatografie Edgarem Ledererem o 24
let pozdéji'. O malo sofistikovanéjsi byly experimenty Arne Tiselia?,
Jerkera Poratha sPer Flodinem® ¢&i Stelana Hjerténa® v obdobi
1956-1962, ktefi objevili princip gelové chromatografie
praktikované na sklenénych gravitacnich kolonach se sbirdnim frakci
a nasledné detekci solutu v jednotlivych zkumavkach. Ponékud blize
k HPLC méla chromatografie na ionexech a zejména jeji
automatizovana podoba - analyzator aminokyselin, za néjz jeho
autofi Moore a Stein® byli po zasluze odménéni Nobelovou cenou.

Nicméné za prvni kapalinovy chromatograf se obecné povaiuje
pfistroj, ktery poskytl on-line chromatograficky zaznam tak, jak jej
zname dnes, v podobé separovanych pikl jednotlivych komponent,
nebo jeden Siroky pik zobrazujici distribu¢ni kfivku nerozdélené
multikomponentni smési molekulovych hmotnosti polymeru.
Takovyto pfristroj, sestavajici z pumpy (Milton Roy), septového
injektoru, kovové kolony naplnéné polystyrenovym gelem,
pratoéného refraktometru vyrobeného na zakdzku Jimem
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Watersem (Waters Associates) a zapisovace poprvé pouzil a nechal
si patentovat jako Gelovy Permeacni Chromatograf John C. Moore®
(Dow Chemical Co.). Poté, co Jim Waters zjistil, Ucel pouziti svého
diferencialniho refraktometru, odkoupil za 10 tisic US $ od Dow
Chemicals licenci na tento GPC pfistroj vcéetné  polystyren-
divinylbenzenovych kolon (Styragel) a vroce 1963 prodal 3
prototypy GPC-100 Dow Chemicals (J. C. Moore) a dalsi dva Mobil
Chem. a Goodrich. O rok pozdéji vroce 1964 vystavil svlj prvni
sériové vyrabény GPC-100 pfistroj na Pittconu. V té dobé také vysla
po vice ne? roce J. C. Mooremu jeho esencielni GPC publikace’, a
proto muiZeme rok 1964 povazovat za rok vzniku moderniho
kapalinového chromatografu, ktery jesté 4 roky pod nazvem GPC
¢ekal na sviij dne$ni nazev HPLC. S odstupem 2 let Czaba Horvath®
a J.F.K Huber' sestrojili podobné kapalinové chromatografy
s modernimi narow-bore kolonami naplnénymi RP fazemi vazanymi
na anorganickou matrici, Czaba® s pouZitim instrumentace od LDC
(nyni Thermo-Fisher Scientific), Huber'! od LKB (nyni GE
Healthcare). Czaba Horvath® potom na Pittconu 1970 poprvé
nazval tuto techniku HPLC, a tim nastartovala i éra reverznich fazi,
ktera zatladila GPC metodu na periferii zajmu vyrobcl i uZivatell
HPLC pfristroji a HPLC se stala nejfrekventovanéjsi separacni
technikou v fadé obor( mimo analytickou chemii. Ostatné vétsina
z vySe jmenovanych prikopnik( kapalinové chromatografie, véetné
tfi nositel Nobelovy ceny nebyli analyticti chemici.

Jak vypadaly HPLC pfistroje pocatkem 70. let ukazuji dva obrazky
nize (Obr. 1a 2).

179



Obr. 1: LDC pristroj: vlevo dole Constametric pumpa, nahorfe UV
detektor, vpravo Milton Roy pumpa, uprostfed manudini
integrdtor.

Obr. 2: Waters pristroj se dvéma pumpami M6000, RI401, UV a
fluorescencnim detektorem Kratos.

Do tehdej$iho Ceskoslovenska prisla kapalinovd chromatografie a
zejména jeji instrumentace v plném proudu az v letech 1968-70. Ja
jsem mél to Stésti, Ze mne tato doba zastihla na pocatku mé
védecké kariéry vpozici vyzkumného pracovnika Ustavu
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teoretickych zakladG chemické techniky CSAV, kterd mi davala
znacnou volnost v badani ¢ehokoliv zajimavého a pro GPC nebylo
tézké se nadchnout. Ne Ze bych byl v té dobé néjaky odbornik, ale
ocitl jsem se ve spravnou dobu na spravném misté, nebo spiSe ve
spravné pozici. Ti tenkrat lepsi uz dnes vétSinou neziji, nebo nejsou
v takové kondici, aby mohli tento pfispévek napsat fundovanéji, a ti
mladsi u toho prosté jesté nemohli byt z dlivod vékovych.

Pravda, Ze uZ pred rokem 1968 se fada odbornik(l vénovala iontové
chromatografii, mezi nimiZ nejvice vynikal Otakar Mikes", ale
pocatky moderni instrumentace dnesni HPC u ndas jsou spjaty
predevéim se jménem lifiho Coupka. Jii byl v roce 1967 na stazi u
profesora W. Heitze z University v Mainzu, a tam se sezndmil jak
s teorii®, tak i s moderni instrumentaci a pfipravou GPC kolon. Po
navratu do matefského UMCH-CSAV, také diky moZnostem, ktery
tento Ustav pod vedenim prof. Otto Wichterleho v této kratké dobé
mél, se vybavil pfistroji od Waters a s eldnem se pustil do propagace
GPC i vyroby komponent gelovych chromatografl u nas. V Ustavu ho
doplfioval genialni teoretik chromatografie Mirek Kubin®®, ktery mél
i technické nadani, jez uplatnil pti vyvoji praktickych LC komponent.
S kolegy Spackem a doktorantem S. Vozkou vyvinuli a podle svych
inicial pojmenovali prvni domdci silikagel (Spheron VSK). Kubin
nalezl zplisob tepelné reformace sklenénych trubic vtaveném
NaNOs, pfi niZ se vyrazné zvySila a unifikovala tlakovd odolnost
sklenénych kolon, které pak mohly byt pouZity pro HPLC, a toto
know-how pozdéji pfevzal i Merck. Kubin jako prvni publikoval na
Makrotestu GPC' separaci kolonou vypInénou blokem polymeru
(monolithicka kolona).
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V ¢ervnu 1970 se v Praze konal 8. International Gel Permeation and
Liqguid Chromatography Semindf, na némZ se prezentovaly
osobnosti GPC a HPLC jako K. J. Bombaugh (recyklace v GPC), A. E.
Hamielec (axialni disperse pti GPC), W. Heitz (ptiprava sorbentu pro
GPC), H. Benoit (universalni kalibrace GPC), A. deVries (anorganické
materidly pro LC), J. N. Little (mechanismus GPC), ale i domaci
odbornici: J. Coupek, D. Berek a J. Churadcek sP. Janderou. Na
seminar pfisli snad vSichni, ktefi se chtéli o této nové metodé néco
dovédét, prednaskovy sal byl na prasknuti a diskusni féra byla plna
dychtivych diskutér. Tento seminar inspiroval nejednoho mladého
védce ¢i technika v praxi ke zméné oboru na HPLC.

V dalSich nékolika letech ukoncili své disertace oblasti HPLC S.
Pokorny a ja (u J. Coupka), S. Vozka (u M. Kubina), J. Janéa (u
Kolinského), J. Kfiz (u L. Vodicky), D. Berek ovladal GPC déni
v Bratislavé a wvyskolil Ffadu Uspésnych doktorantl, Eva
Brandsteterova a Jozef Lehotay zase HPLC. Milo$ Krej¢i dominoval
HPLC na Ustavu analytické chemie v Brné. Na VSCHT se HPLC naudil
M. Popl, vystudovany palivaf, tak, Zze se stal vedoucim Katedry
analytické chemie a sebou si pfivedl V. Dolanského, ktery mu
nameéfil spoustu publikaci. Nelze opomenout ani K. Pecku z Katedry
paliv na VSCHT, & Z. Deyla a K. Macka z Mikrobiologického ustavu
CSAV.

FENOMEN COUPEK

J. Coupek brzy prerostl tehdej$im vladciim pres hlavu, a kdyz se
opakované reditel Ustavu dostal na mezinarodnich férech do
situace, Ze mu nékdo vyznamny pfi predstavovani rekl, ,..Jo Vy jste
z UMCH v Praze, zndm, od Coupka, 7e?.. , tak musel i s ohledem na
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své politické angaZzma v roce 1968 Coupek Ustav opustit. Nebyl by to
ale Jifi Coupek, kdyby ode3el poraZen. Zosnoval jakousi vyzvu za
provazani védeckych pracovnik( a prlimyslovych délnikl a techniki
na Praze 6, sdm nastoupil do podniku Laboratorni pfistroje a stal se
koordinatorem tohoto uskupeni s kanceldfi pronajatou v UMCH
(jeho byvalou kancelafi). Ted teprve byl svym panem a mohl plné
rozvinout svou bezbfehou aplikaéni fantazii a navazoval kontakty a
spolupraci v oblasti GPC i HPLC od chemie, pfes potravinarskou
analyzu, biologii, virologii, medicinu a forensni analyzu. U dvefi jeho
kancelare staly fronty zdjemcl o konzultaci aZ k vratnici Ustavu, a to
nemohlo mit dlouhé trvani. ZUMCH byl nakonec vypuzen, a to ho
nepredstavitelny Utvar joint venture mezi komunistickym a
kapitalistickym podnikem Tessek, coz bylo spojeni danské firmy
Senetek a ceské firmy Tesla. A¢ nemohl byt v nejvyssim vedeni
Tesseku, prakticky Tessek fidil. Z Laboratornich pristroji si sebou
pretdhl své lidi, S. Pokorného a polymerni chemiky, co uméli
polymerovat sorbenty, a rozjel ve velkém vyrobu HPLC kolon a HPLC
pristrojd. Jiti Coupek dosahl takto vrcholu své kariéry, mél faktické
postaveni generalniho managera, jezdil si nejen do Ddanska, ale do
celého svéta bez zdbran, navazoval kontakty svyznamnymi
predstaviteli védy, vyzkumu i primyslu, domlouval kontakty i jinym
lidem, mne domluvil rocni stdZ v pozici docenta na Université
Dusseldorf. Bestsellerem Tesseku byly HPLC kolony a sorbenty na
bazi HEMA, v mensi mife i kolony s modifikovanym silikagelem.
Tessek umoznil mnoha domacim védctm i primyslovym analytikim
kapalinovou chromatografii se zabyvat a pro své potreby vyuZivat.
Podle mého soudu toto byl jeden zd{vod(, pro¢ vbyvalém
Ceskoslovensku byla zejména kapalinové chromatografie na vysoké
drovni.
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Po roce 1989 koupila Tessek firma Melcor Technologies Melvina
Ebelinga a protoZe predstavy o vedeni firmy a zejména osobnost a
temperament lJifiho Coupka se rozchazely s predstavou Melvina
Ebelinga, Coupek musel z Tesseku odejit. Pozd&ji Ebeling poznal,
jakou osudovou chybou byl odchod Coupka zfirmy, nebot nova
jednatelka pfivedla Tessek k bankrotu a ndsledné ho sama koupila.

Jifi Coupek pak nebyl schopen v novych podminkach uplatnit své
schopnosti, které ho v pfedchozich 20ti letech vynesly tak vysoko,
do HPLC byznysu se uZ nezapojil a ztratii se zpovédomi
chromatografické verejnosti. Nakonec nestastné zemrel na zhoubny
nador, ktery si odmitl nechat odoperovat.

Rada ¢eskych i slovenskych chromatografistd se uplatnila
v zahranici. Za vSechny jmenujme ty, ktefi tam natrvalo zUstali:

Imrich Sebestian (Bratislava), doktorant I. Halasze vynalezce RP fazi,
tzv. Haldsz brushes

Milo$ Novotny (Brno), profesor, Indiana University, Bloomington, IN

Franti$ek Svec (Praha), University of Carolina. Berkeley, CA, sout.
Facility Director in the Molecular Foundry of the Lawrence Berkeley
National Laboratory

Martin Gilar (Praha), R+D, Waters Corporation

Koncem let 70tych se pocet odbornik(i ovladajicich HPLC moZna
Iépe nez ti, ktefi stali u jejiho zrodu, exponencialné zvysil, procez si
netroufdm nékoho jmenovat. Je tfeba si uvédomit, ze v letech 1968-
74 jsem stacil kazdy mésic projit vsech 5-9 mezinarodnich casopist
véetné Chemical Abstracts, a vnich si najit a precist vSechny
publikace z oboru kapalinove chromatografie. U téch zajimavéjsich
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jsme si psali o separaty, které postou prichazely. Neexistovaly
pocitace ani kalkulacky a nasobilo se pomoci logaritmického
pravitka (nepocitdm ovSem pocitace velké jako stodola, které
namisto klavesnice mély polyka¢ dérnych stitk(l). A presto dnes
v dobé nesrovnatelné technicky pokrocilé stdle plati to, co téch
Uzasnych nékolik vynalezcl ¢i zakladateld HPLC pred padesati lety
vymyslelo. Diky nim, prozila jisté fada vzdélancl sStastny profesni
Zivot a ja jsem mél to Stésti, Ze jsem k nim patfil.

MUJ PRiSPEVEK HPLC

Kromé fady publikaci, které nestoji za to Cist, se mi podafilo par
véci, které by sectély HPLC odbornik mél znat.

Nejméné vyznamna je publikace, ilustrujici schopnost separacniho
mechanismu  kapalinové chromatografie dokonale provést
disproporcionaci sodné soli trojsytné kyseliny’®. Pfi nastfiku
sulfoisoftalatu sodného na kolonu Sephadex LH-20 ve vodném
nepufrovaném prostiedi chromatogram poskytl dva velmi vyrazné
oddélené piky, prvni trojsodna s(l, druhy kyselina sulfoisoftalova.

Ne pfili§ znamy je patent cirkulaéniho kohoutu, uréeného

17, 18 ktery ma, na rozdil od

k automatickému recyklu pti HPLC
zndamych systémuU pouzivanych napf. K. Bombaughem, nulovy , dead
volume®. Vstup a vystup HPLC kolony jsou pfivedeny do sousednich
portl bubinkového kohoutu, jehoZ rotor ma fadu kanalk(i o objemu
cca 10 pL. Proti vstupu kolony je HPLC pumpa, proti vystupu odpad.
Rotor kohoutu skokové rotuje ve sméru od vystupu ke vstupu
kolony, a to takovym pomérem frekvence a priitoku mobilni faze,

aby ve stagnatni fazi rotace se kandlek za vystupem kolony zcela
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nenaplnil ¢i dokonce nepfeplnil. Pfesunutim tohoto kandlku
v nasledujicim kroku pred vstup kolony se tak kvantitativné prenese
pravé jen vytlaceny sloupecek eluatu na vstup kolony a konstantni
pratok mobilni faze zatlaci do kolony pravé jen sloupecek, ne vic, ne
méné, nebot kapalina je nestladitelnd a pratok i frekvence kroku
kohoutu konstantni. Timto zplUsobem se vytvofi jakési ,pratokové
perpetum mobile”, kdy kolonou rotuje za vysokého tlaku kapalina
v uzavieném okruhu, aniz by v tomto okruhu byla zapojena pumpa.

Nevim, pro¢ se mi v kohoutech tak zalibilo, Ze jsem hledal dalsi
moznosti nalézt vlastnosti Ci zplsob pouZiti do té doby neznamé.
Vysledkem pak byl o 10 let pozdéji znovu-objeveny princip MBB
firmy Rheodyne, ktery dnes znd kazdy chromatografista a pouziva
jej®. Jsou to modely fady 7725 a 9725

(http://www.instrument.com.cn/Quotation/Manual/382882.pdf).

A posledni kohoutova invence je Variable Loop Injector *°

(http://www.watrex.cz/watrex/en/research.php), coz je sliding

valve, nejspiSe axidlniho typu Rheodyne sdvéma davkovacimi
drazkami (smyckami) na rotoru, jedna pro davkovani, druha pro
spojeni pumpy skolonou. Velikost davky se neodméfuje
Hamiltonkou ale natodenim drazky vaéi pfivodu a odvodu vzorku
tak, aby pratocnd c¢ast drazky odpovidala poZadovanému objemu.
Pretocenim na opacnou stranu se pak konce drazky spoji s pumpou
a kolonou.

Vroce 1983 jsem byl pozvan na Universitu Dusseldorf, abych se
pokusil najit podminky pro pouZiti polymeru simprintovanymi
chirdlnimi kavitami VvHPLC. Ze se to povedlo, ukazuje nas
chromatogram na obdlce knihy Chromatographic chiral
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separations?’. Byla to prvni Gsp&$na HPLC separace enantiomertl na
22, 23.

sorbentu s imprintovanymi kavitami
Na stejném pracovisti jsme také nalezli zplisob enkapsulace
mékkého homogeniho polystyrenového gelu do makropori
mikropartikularniho silikagelu®®, &mz jsme ziskali GPC sorbent s
excelentni kombinaci vysoké selektivity a kapacity homogeniho gelu
s vysokou tlakovou odolnosti silikagelu. Na koloné 250 x 4 mm jsme
dosahli baseline separace osmi komponent v ¢ase 55 sekund, coz byl
tehdy svétovy rekord v rychlosti GPC separace®.

A nakonec bych se rad zminil o jedné aktivité po ukonceni 25ti leté
akademické cinnosti a prfechodu do oblasti podnikatelské. V obdobi
let 1992 — 2001 jsem usporadal deset Prazskych chromatografickych
seminar, které zde suplovaly nedostatek oficialnich mezinarodnich
konferenci a svydanim nemalych investic se mi na né podatilo
postupné pozvat vétSinu vyznamnych osobnosti chromatografie,
zejména kapalinové, jako jsou, resp. byli mezi jinymi tito:

Josef F.K. Huber (Viden), Stelan Hjertén (Uppsala), Ernst Kenndler
(Viden), Andreas Rizzi (Viden), Milos Novotny (Bloomington),
Gerhard Schomburg (Muelheim), Frantiek Svec (San Francisco),
Imre Milnar (Berlin), FrantiSek Turecek (Seattle), FrantiSek Foret
(Boston/Brno), Edward S. Yeung (Ames), Wolfgang Lindner (Videnr),
Heinz Engelhardt (Saarlandes), Christian G. Huber (Gratz), Alexej
Nikiforov (Viden), Eva Smolkova-Keulemansova (Praha), Bohuslav
Gas (Praha), Marek Minarik (Boston), Pavel Jandera (Pardubice), Jifi
Sevcik (Praha), Dusan Berek (Bratislava), Zdenék Deyl (Praha), Josef
Janc¢a (La Rochelle), Jozef Lehotay (Bratislava), Uwe Rapp (Bremen),
Josef Havel (Brno), Eva Matisova (Bratislava), Petr Bocek (Brno),
Karel Stulik (Praha), Milan Popl (Praha),
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Vaclav Kasicka (Praha), Eva Brandsteterova (Bratislava), Karel
Kleparnik (Brno), Joseph W. Walsh (Deerfield), Eva Tesarova (Praha).

ZAVER

S HPLC jsem neskoncil ani poté, co jsem se stal byznysmanem. Stéle
spolupracujeme s akademickymi institucemi na grantech i nasich
vyzkumnych projektech, mame velkou HPLC laborator, kde se uci

studenti. Je radost moci si délat, co mne bavi, a kazdému bych pral
totéz.
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10.MILAN POPL

Narozeny 10. 3. 1934 v Cdslavi,
absolvoval VSCHT v Praze na Katedfe
syntetickych paliv a ropy vr. 1964, na
téZe katedre, ted jiz pod jménem
Katedra technologie ropy a petrochemie,
obhdjil kandiddtskou disertaci v r. 1969 a
vr. 1974 obhdjil doktorskou disertacni
prdci na téma Separace aromatickych
uhlovodiki na aluminé. Vr. 1976 presel

e = jako docent na Katedru analytické
chemie VSCHT, kde ved! skupinu separacnich metod aZ do r. 2000,
kdy odesel do dichodu. Jako spoluautor skript Instrumentdini
analyza, Zdklady chromatografie a Analytickd chemie Zivotniho
prostfedi mad vyrazny podil na zavedeni chromatografie do vyuky
analytické chemie a do laboratornich cviceni.
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JAK JSME ZAEINALI S KAPALINOVOU CHROMATOGRAFII NA VSCHT

Strucné lze ¥ici, Ze za Sedesat let po Cvétové experimentu (v r. 1903)
se v kapalinové chromatografii mnoho nezménilo. Takova byla
priblizné situace na Katedre syntetickych paliv a ropy, Vysoké skoly
chemicko-technologické v Praze, kam jsem v r. 1964 nastoupil jako
védecky aspirant.

Pouzival se otevieny systém adsorpcni chromatografie s polarnim
sorbentem a nepolarnim eluentem, nékdy také oznacovany jako
systém snormalnimi fazemi (NP-LC), na rozdil od systému
s obrdcenymi fazemi (RP-LC), ktery vznikl pozdéji, a ktery
v soucasnosti prevlada. Kolony byly vétSinou sklenéné trubice o
vnitfnim prméru asi 10 mm a délky 1 m, které mély nahore
natavenou sklenénou barnku, jako zasobnik eluentu. Dole byly
zakonceny zuzenim, ve kterém byl smotek skelné vaty, nebo frita,
popf. byly zakonceny sklenénym kohoutem. Ukdzky kolon jsou na
Obr. 1. Plnily se nejcastéji aluminou nebo silikagelem a k dosazeni
kompaktnosti naplné se po sténdch trubice prejizdélo vibratorem.
Vzorek se vnesl do kolony injekéni stfikackou, nékolik mm pod
vrstvu sorbentu a potom se opatrné nalil eluent, aby nedoslo
k rozvifeni sorbentu. Jako eluenty se pouzivaly niZevrouci
uhlovodiky, napf. pentan, hexan, zjinych pak diethylether. Na
vystupu z kolony se potom odebiraly vzorky, které se analyzovaly
vétsinou spektralné. Eluce probihala velmi pomalu, pouze na
zakladé gravitace, c¢asto nékolik hodin. Proto se postupy
vylepsSovaly, nejprve umisténim eluentu vysoko nad kolonou,
pozdéji pouzitim pretlaku inertniho plynu nad hladinu eluentu.
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Obr. 1: Kolony pro otevreny systém a hlinikové lahve s aluminou

Pfikladem takového postupu byla metoda FIA, (Fluorescent
Indicator Adsorption, ASTM method D 1319-66T), kterd dovolovala
v nizsich ropnych frakcich stanovit tfi skupiny uhlovodik(. Do
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suchého silikagelu se vnesl vzorek a potom se prostor nad
silikagelem naplnil isopropanolem. Ten pfed sebou tlacil vsechny
slozky vzorku, Slo tedy o tzv. vytésnfiovaci chromatografii. K urychleni
analyzy se poutzival pretlak dusiku. Do vzorku se pridaval specialni
indikator a separované zony slozek, které postoupily do spodni ¢asti,
tzv. analyzatoru, ve svétle o vinové délce 365 nm vykazovaly rlizna
zbarveni fluorescence. Vyhodnocovani bylo jednoduché, mérily se
délky zény centimetrem. Tato metoda byla pouZivana jesSté vr.

1975, mozna i pozdéji.

Obr. 2: Silnosténnd sklenéna kolona s nastfikovou hlavou

Mezi méné znamé techniky patfi frontdlni chromatografie, kdy
eluentem je vlastni vzorek. Tuto techniku jsme pouzili v r. 1974 pro
zkoncentrovani aromatld zbilych olejii a dearomatizovanych n-
alkand. Vzorek byl cerpan pres kolonu naplnénou silikagelem,
nasycené uhlovodiky nebyly zadrZzovany a aromaty se zachytily.
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Také, i kdyZz v mensi mife, se pouzivaly velké kolony o priiméru 10 a
vice cm, s délkou nékolika metr(, které ¢asto musely byt umistény
do technologickych hal s vysokym stropem. Tyto kolony se pouzivaly
kizolaci latek ze syntézy nebo z extraktl pfirodnich latek. Tady
trvala celd operace fadu hodin a nebylo Zadnou vyjimkou, Ze se u
experimentu muselo prespavat a v pravidelnych intervalech
odebirat vzorky.

Vyznamnym impulzem k rozvoji kapalinové chromatografie byla
kniha L. R. Snydera Principles of Adsorption Chromatography
(Marcel Dekker Inc. New York, 1968), kde se pokusil o teorii
vzajemnych vztahl mezi sorbentem, eluentem a analytem. Jeho
prace, i kdyZz byla ¢asem prekondna, pfinesla fadu poznatklli o
eluénich  datech  polycyklickych  aromatli a  nékterych
heterocyklickych latek, pfevdzné na aluminé a v mensi mite i na
silikagelu. Publikoval celou fadu rozpoustédel sefazenych podle
eluéni sily, eluotropickou sérii, a zabyval se vlivem planarity
molekuly analytu na jeho elu¢ni objem. Vr. 1969, po obhdjeni
kandidatské disertace, jsem byl pftijat jako védecky pracovnik na
Katedru technologie ropy a petrochemie, jak znél novy nazev
drivéjsi Katedry syntetickych paliv. V té dobé jesté nebyly dostupné
chemicky vazané stacionarni faze, a tak naprostd vétsina
experimentl probihala technikou adsorpéni chromatografie.
Zamérili jsme se na separaci aromatickych uhlovodikl a na
rozpracovani nékterych Snyderovych poznatkd o planarni adsorpci
na aluminé.

Dulezité bylo hodnoceni ucinnosti kolon a stanoveni faktort, které
ucinnost ovliviiuji. Byla vyuZita van Deemterova rovnice, plvodné
v r. 1956 vytvorena pro plynovou chromatografii, a byla Giddingsem
Uspésné aplikovana na chromatografii kapalinovou. Podstatny je
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rozdil v molekularni difdzi v mobilni fazi, kterd je v kapaliné fadové
pomalejsi nez v plynu. Ztoho potom vyplynul vliv velikosti ¢3stic
sorbentu, které museji byt co nejmensi, aby se zkrdtila draha
analytu z mobilni faze kpovrchu sorbentu. Vyskovy ekvivalent
teoretického patra H je do znacné miry zavisly na velikosti ¢astic
sorbentu a mirné stoupad s rostouci linedrni rychlosti mobilni faze u.
Na rozdil od plynové chromatografie zavislost H vs. u ma pro
kapalinovou chromatografii minimum az pfi tak nizkych prdtocich
mobilni faze, které nemaji praktické vyuziti. Tak tomu alespon bylo
az do ndstupu vysokotlaké resp. vysokoucinné kapalinové
chromatografie.

Obr. 3: Programdtor gradientu firmy LKB Producter s papiry pro
kresleni programu, s ventily a peristaltickym Cerpadlem

Podrobnéji jsme se zabyvali problémem ucinnosti obsahlejsi studii
vr. 1975. Zdostupnych adsorbentl (aluminy a silikagelu) jsme
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sitovou analyzou pfipravili frakce o rzném rozméru zrn od 30 do
220 pm, pouZili jsme silnosténné sklenéné kolony o vnitfnim
praméru 2, 3 a 4 mm a teplotu od 20 do 60 °C. Pfi testovani rliznych
linearnich rychlosti a velikosti nastfiku vysledky vyznély jednoznacné
ve prospéch silikagelu. Bylo dosazeno vysky teoretického patra pod
1 mm pfi pfijatelné linedrni rychlosti. Teoretické zaklady rozdélovaci
(parti¢ni, kapalina — kapalina, LLC) chromatografie vychazely ze
znamych poznatk( v extrakci. V principu je moZno tuto techniku
hodnotit jako distribuci analytu mezi dvé nemisitelné faze. Pokusy o
zavedeni LLC byly vétSinou neuspésné, pokud byla stacionarni faze
mechanicky nanesena na inertnim nosici. Obé kapalné faze by mély
byt nemisitelné, mély by se lisit polaritou a mély by vyhovovat
pouzitému detektoru. Problém spocival vtom, Ze neexistovaly dvé
kapaliny, které by byly zcela nemisitelné. Pokud se na tuhy sorbent
nanesla kapalnd stacionarni faze, dochazelo kjejimu rozpousténi
eluentem. PouzZivanym feSenim bylo nasyceni eluentu saturacni
predkolonkou, ktera obsahovala hruby nosi¢ s nékolika desitkami
procent stacionarni faze. Tak byl napf. pouzit Carbowax 400
s pentanem a skvalen se smési voda — acetonitril jako mobilni fazi.
Casto pritom dochdzelo kzalepovani detektoru vymyvanou
stacionarni fazi.

Regenim problému LLC se staly chemicky vézané stacionarni faze.
Zakladem téchto fazi je silikagel. Nejprve byl pouzit ve formé
poréznich castic nepravidelného tvaru a hydroxylové skupiny
silikagelu byly esterifikovany rdznymi alkoholy. Tento typ sorbentu
mél malou odolnost proti hydrolyze nebo pfipadné reesterifikaci.
Podstatny Uspéch zaznamenaly stacionarni faze pripravené reakci
silikagelu s oktadecyltrichlorsilanem v nepolarnim rozpoustédle.
Dalsim zlepsenim byly kulovité castice silikagelu, at uz plné porézni
nebo s neporéznim jadrem, na jejichz povrchu byla vytvorena
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vrstvicka chemicky vazaného silikonového polymeru. Naplné
s oktadecylovymi skupinami jsou nepoldrni a pouzivaji se ve spojeni
s polarnimi eluenty, jako jsou metanol — voda, acetonitril — voda
apod., tedy pravy opak kapalinové adsorpcni chromatografie. Proto

se pro tento systém zacal pouzivat ndzev kapalinova chromatografie
s obracenymi fazemi (RP-LC).

Obr. 4: UV detektor 254 nm firmy Waters Ass.

Alternativu k chemicky vazanym staciondrnim fazim predstavuji
polymerni sorbenty. Rada polymernich sorbenttl pfipravenych Ing.
Jitim Coupkem, CSc. na Ustavu makromolekularni chemie CSAV byla
na nasem pracovisti testovana jako sorbent pro analytické separace
i pro zachyt rdznych typa analyt z vody a ovzdusi. Na tomto misté
je tfeba ocenit mimoradny piinos zemielého Ing. Coupka k rozvoji
kapalinové chromatografie v Ceskoslovensku, a to jak na vyvoji
polymernich sorbentd v UMCH, tak i pozdé&ji vn. p. Laboratorni
pfistroje, kde se podilel na vyzkumu a vyvoji.
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Ziskané poznatky byly potom vyuZity v pedagogice, kdyz jsem jako
docent nastoupil vr. 1976 na Katedru analytické chemie. Spolecné
s Ing. Jaroslavem Kubatem jsme napsali vr. 1978 skriptum Zaklady
chromatografie, které potom bylo vyuZivano na nékolika katedrach
VSCHT a dockalo se i daldich vydani, naposledy pod nazvem
Separace latek vyslo vr. 1986. Vedle teoretickych zakladl tam byla
popsana tehdejsi technika, jak vplynové, tak i kapalinové
chromatografii.

PFi mém nastupu na Katedru analytické chemie vr. 1976 byla
chromatografie zcela na okraji zajmu, protoZze katedra byla
orientovdna na elektrochemii a spektrdlni metody. Kapalinova
chromatografie byla také postupné zavadéna do zakladnich
laboratofi k predmétu Analyticka chemie. Nejprve v roce 1977 byla
modifikovana uloha zfluorimetrie na dvou pracovistich tak, Ze
fluorimetrickému stanoveni predchdazela separace fluorescencniho
barviva na koloné plnéné polymernim sorbentem. Jiz v ndsledujicim
roce byla separovana modelovd smés dvou aromatickych latek,
které pak byly identifikovdny a stanoveny absorpcni spektrometrii
na spektrometru Specord. Od roku 1979, kdy byly ziskany dalsi dva
fotometrické detektory z Vyvojovych dilen CSAV, tato prace
probihala na ¢tyfech pracovistich s komercnimi kolonami plnénymi
sorbentem Separon SE. V druhé poloviné 80. let bylo vybaveno Sest
pracovist linearnimi  davkovaci, fotometrickymi detektory,
nastfikovymi ventily a sklenénymi kolonami typu CGC se sorbentem
na bazi silikagelu z produkce n. p. Laboratorni pfistroje Praha.
V prvni poloviné devadesatych let byl zaznam chromatogrami( na
zapisovaci nahrazen pocitacovou chromatografickou stanici fy Apex.

Dlouha doba experimentu v otevieném systému vedla k tomu, Ze se
hledaly cesty, jak chromatograficky proces urychlit. Zacal se
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pouzivat systém uzavieny v tomto usporadani: zasobnik eluentu —
Cerpadlo — nastfikové zafizeni - kolona — detektor a postupné se
jednotlivé prvky zlepsovaly.

CERPADLA

Jako prvni se na VSCHT objevila jednoducha mala pistovd, popt.
plunzrova, cerpadla MC 300, kterd vyrabél podnik Mikrotechna
Modrany, a ktera byla pouzitelna do tlakl v jednotkdch MPa. Pritok
byl regulovan zménou zdvihu pistu. Vedle nékterych potizi s jejich
tésnénim byl nejvétsSim problémem pulzujici tok, ktery nesvéddil ani
koloné ani detektoru. Vdilndch na VSCHT byla tato &erpadla
prestavovana na zdvojena, kdy se obé cerpadla v maximech sttidala.
Tim se dosahlo urcitého zlepseni, kdy pulzace klesla asi na polovinu,
ale rovnhomérného toku se nedosahlo. Dalsim vylepSenim potom
byly tlumice pulzl. Za vystup z Cerpadla se zaradila kapacita, Casto
sklenéna banicka nebo nerezovy vinovec, kde pulzace tlumil
vzduchovy polstaf. Tento systém byl pouZitelny pouze v téch
pfipadech, kdy se pracovalo pouze sjednim eluentem. Pfi pouZziti
postupného zvySovan elucni sily, pti gradientové eluci, byla kapalina
zadrzenad v tlumici pulzl na zavadu.

Redenim plynulého davkovani mobilni faze byly linedrni davkovace.
V podstaté Slo o vertikalni injekéni stfikacku 200-500 ml zhotovenou
z nerezu. Jeji pist byl pohdnén krokovym motorem, kde rychlost
posunu bylo moZno libovolné naprogramovat. Na VSCHT se toto
zafizeni objevilo kolem roku 1970, velmi brzy potom, co se linearni
davkovac firmy ISCO Dialagrad Modell 190 objevil na trhu, a to diky
manazerskym schopnostem prof. Jifiho Mosteckého, ktery dokazal
zajistit potfebné devizy. O nékolik let pozdéji, v mnohem
robustnéjSim provedeni, se zacaly tyto ddvkovace vyrabét vn. p.
Laboratorni pfistroje Praha. Vyhodou linedrnich davkovacl byl
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jednoznacné bezpulzni tok a schopnost pracovat pfi tlaku
v desitkach MPa. Linearni davkovace se dodavaly ve dvojicich a tak
umoznovaly i gradientovou eluci. Nevyhodou byla nutnost preruseni
prace, kdyZ pist dosahne horni Uvraté a pracné vyplachovani pfi
zméné eluentu. Dalsi nevyhodou byla jejich hmotnost, kdy
premisténi téchto davkovacl vyzadovalo skutec¢né silného muze.

Linearni davkovace byly oblibené a udrzely se v provozu radu let, ale
jejich uziti se omezilo, kdyz se podafilo vyresit systém nékolika,
nejcastéji dvou, pistovych cerpadel sprogramovanym pohybem
pista.

KoLony

Pro uzavieny systém kolony navazovaly na dfive pouzivana zafizeni.
Na pocatku jsme pracovali s kolonami firmy Nester Faust, které byly
sklenéné, silnosténné, mély délku 0,5 - 1 m a vnitfni primér 3 nebo
4 mm. Na vstupu i na vystupu byly teflonové koncovky, kde vstup
byl opatfen septem, které umoifovalo nastfik vzorku injekéni
stfikackou. Vystup obsahoval teflonovou fritu. Propojeni s
Cerpadlem a detektorem zajistovaly teflonové hadicky. Tato kolona
je na Obr. 2. PInéni téchto kolon bylo stejné jako u dfive
pouzivaného otevieného systému, tj. do kolony se nasypal suchy
sorbent a prejizdénim vibratoru po koloné se docililo kompaktnosti
naplné. Podobné byly konstruovany vétsi kolony pro preparaci,
které mély délku 1 m a vnitfni primér 10 mm. Kolona obsahovala
75g aluminy a eluované slozky byly zaznamenany argonovym
ioniza¢nim detektorem.

PInéni kolony suspenzni technikou jsme poprvé pouzili v r. 1976, kdy
jsme do kolony o svétlosti 2,2 mm plnili suspenzi silikagelu o
velikosti ¢astic 11 um ve smési bromoform — tetrachlormetan.
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Kolony pro gelovou permeacni chromatografii (GPC) byly podstatné
objemnéjsi. V jednom pfipadé to byla série dvou kolon, kazda 150
cm dlouhd o vnitfnim priiméru 1,3 cm, v dalSim to byla série 5
nerezovych kolon 120 x 0,8 cm, s gelem o vylu¢ovacim limitu 1.000
daltonl, které jsme pouZili pro porovnani retencnich dat
alkylbenzen( v r. 1975.

Pti praci s kolonami se sypanou naplini bylo pozorovano, Ze mobilni
faze u stény kolony postupuje rychleji nez vjejim stfedu. Tim
dochazelo krozsiteni zény analytu a ke sniZeni ucinnosti kolony.
Proto byl ucinén pokus s kolonou o ,nekoneéném priméru“. Slo o
kratkou kolonu, kterd méla velky primér nékolika centimetr(.
Vzorek se vnesl vmalém objemu na zacatek kolony a béhem
postupu kolonou se nesmél dotknout stén. Potfeba velkého
mnozstvi sorbentu a eluentu tento pokus odsoudily k neuspéchu.

ADSORBENTY

Mezi oblibené adsorbenty v letech kolem r. 1970 patfila alumina.
Pouzivaly se nepravidelné c¢éstice o velikosti 0,12 — 0,15 mm,
kterymi se plnily kolony za sucha. Alumina se aktivovala Zzihanim na
400 °C po dobu asi 8 h a potom se jeji aktivita upravovala pfidanim
urcitého mnozstvi vody. Vyznaénym znakem aluminy je jeji bazicita.
Kyselejsi latky se na aluminé délit nedaly, protoZze dochazelo
k chemisorpci. Jako varianty se objevily bazickd alumina, a kyseld
alumina, ale pfilis se neujaly, a tak jako nejbéznéjsi zlistala alumina
oznaCovana neutralni. R0zné druhy aluminy se dodavaly
v hlinikovych lahvich, které jsou na Obr. 1. Alumina ma mensi
kapacitu nez silikagel a také mensi mechanickou pevnost. Pozdéji,
pfi pouzivani vyssich tlakl, byla alumina pro malou mechanickou
pevnost opousténa. Re$eni nanesenim aluminy ve vrstviéce na
pevné neporézni jadro se pfilis neujalo.
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Silikagel se aktivoval zahtivanim na 180 °C po dobu tfi hodin. Potom
se jeho aktivita upravovala pfidavkem vody. PouZival se typ
s velkymi pory, ktery mél podstatné vétsi kapacitu nez alumina, tj.
snesl davkovani vétsiho vzorku. Hydroxylové skupiny na povrchu
silikagelu se vyznacuji kyselosti, kterd zplsobovala silnou retardaci
napf. dusikatych bazi. Silikagel se vyznacoval dobrou mechanickou
pevnosti a snasel tlaky vradu desitek MPa. Postupné, jak se
pfechdzelo na stidle mensi c¢dastice adsorbentu, silikagel zcela
prevladl.

Vedle téchto dvou nejuzivanéjSich sorbentl se jesté v malé mire
pouzival Florisil, v podstaté kiemicitan horecnaty, jehoz vlastnosti se
nachazely nékde uprostied mezi silikagelem a aluminou.

Ve spolupréaci slIng. lJitfim Coupkem z Ustavu makromolekuldrni
chemie (UMCH) CSAV jsme zacali prvni prace v GPC, a to na styren -
divinylbenzenovych gelech (obsah 8 % divinylbenzenu), které jsme
nejprve vyuzivali k pfedbéznému oddéleni polyaromatll ze sloZitych
vzorkd. V r. 1974, ve spolupraci s pracovniky UMCH, jsme na tomto
gelu, pod oznacenim S-gel 832, publikovali retenc¢ni data pro alkyl
benzeny.

ELUENTY

Pro aluminu, podobné jako pro silikagel, byl vétSinou pouzivan
pentan, hexan, methylcyklopentan apod. V pfipadé gradientové
eluce na aluminé jako adsorbentu byl pentan jako eluent doplnén
diethyletherem. Tato sestava prindsela nékdy tézkosti, kdy v horkém
|été dosahovala teplota v mistnosti kolem 30 °C a pentan tvoril
bubliny v pistovém cerpadle, v potrubi a nékdy trhal sloupec
sorbentu. Klimatizace laboratore byla v té dobé véci neznamou. Pro
stanoveni polycyklickych aromatll v dehtech jsme pouzili gradient
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cyklopentan -  diethylether, pro  separaci  dusikatych
heterocyklickych sloucenin jsme pouZili smés pentanu s10 %
dichlormethanu. PFi separaci montannich voskl na silikagelu jsme
pouzili razantnéjsi eluenty: gradienty isooktan — ethylacetat nebo
ethylacetat — isopropanol. K tvorbé vhodného gradientu, v tomto
pfipadé, byl k dispozici Ultrograd Svédské firmy LKB Producter (Obr.
3, ktery umoznoval predem pfipravit libovolny pribéh gradientu.
Tento pristroj byl zajimavy tim, Ze prlibéh gradientu se nakreslil na
tuhy papir, vystfihl a umistil na predni prosklenou sténu pfistroje.
Pohybuijici se fotoburika za prosklenou sténou potom ftidila pribéh
gradientu. PouZivané pratoky mobilni faze pro sklenéné kolony
svétlosti 3 — 4 mm se pohybovaly mezi 40 - 70 ml/h. Pro gelovou
chromatografii byl prevainé pouzivan jako mobilni
faze tetrahydrofuran, méné casto benzen.

DETEKTORY

Prvni detektory byly zaloZzeny na absorpci ultrafialového zafeni, coz
vyhovovalo nasemu zaméfeni na polycyklické aromaty a
heterocykly. Specidlni detektory pro LC zatim nebyly, proto jsme v r.
1970 vyzivali prdtocné cely umisténé v UV-vis spektrometru Pye
Unicam SP 800B. Cely mély optickou délku od 1 do 10 mm a mrtvy
objem 0,2 - 0,64 ml. Vétsi mrtvy objem sniZoval U¢innost separace,
ale spektrofotometr ve spojeni stfibodovym zapisovacem
umoznoval zaznam eluovanych latek pfi trech vinovych délkach 260,
275 a 296 nm. Postup vyZzadoval v 30 vtefinovych intervalech
prestavovat rucné vinovou délku, ale pfinasel do analyzy dobrou
selektivitu. Pracnost postupu pfi analyze, ktera trvala 140 min (eluce
koronenu) je zfejma.

Vyvoj Sel rychle kupfedu, a tak vr. 1973 jsme zacali uZivat
diferencidlni UV detektor firmy Waters Ass. pracujici s jedinou
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vinovou délkou 254 nm, ale soptickou délkou 1 cm a mrtvym
objemem 8 pl. Tento detektor, na Obr. 4, jiz neptindsel do systému
dalsi sniZzeni ucinnosti.

UV detektory ceskoslovenské vyroby jsme dostali kolem r. 1977. Byl
to vyrobek Vyvojovych dilen CSAV v Praze (Obr. 5), ktery pracoval
s ménitelnou vinovou délkou 200 — 400 nm.

Obr. 5: UV detektor s proménnou vinovou délkou z Vyvojovych dilen

v

CSAV

Vétsina polycyklickych aromatll se vyznacuje charakteristickou
fluorescenci, proto byl vr. 1974 vyuzit spektrofluorimetr Aminco-
Bowman (Obr. 6) s prito¢nou celou o priaméru 0,3 cm. PFi excitaci
377 nm a emisi 403 nm se podafilo spolehlivé stanovit obsah
benzo(a)pyrenu v Cernouhelném dehtu a v pyrolyzni pryskyfici.
V dalSim vyvoji se objevily fluorescencni detektory, které mély
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pratokovou celu o objemu 20 ul, na excitaci sadu interferencnich
filtrd a mfizkovy monochromator na emisni strané. Doplrikem bylo
zafizeni, které umoznovalo zastavit na kratkou dobu prdtok mobilni
faze a zaznamenat fluorescencni spektrum.

Obr. 6: Spektrofluorimetr Aminco-Bowman

Vzhledem ktomu, Ze ne vSechny latky absorbuji dostatecné UV
zareni, objevil se na trhu detektor, ktery mél byt univerzalni. Byl to
argonovy ioniza¢ni detektor W. G. Pye Liquid Chromatograph
Modell 1., ktery se objevil na Katedfe technologie ropy a
petrochemie v r. 1970, opét zadsluhou prof. Mosteckého. V postaté
to byl transportni detektor, kde eluat smacel pohybujici se nerezovy
dratek. Cést eludtu, kterd ulpéla na dratku, byla unasena nejprve do
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odparovaci ¢asti, kde se odpafril eluent, a potom do dalsi ¢asti, kde
v proudu argonu dochdzelo k pyrolyze analytu. Produkty pyrolyzy
byly undseny do argonového ionizacniho detektoru. Detektor
vyzadoval velky rozdil v bodech varu eluentu a analytu a opakované
pouziti civky nerezového dratku bylo problematické. Tento detektor
jsme uzivali vétSinou ve spojeni s preparativnimi kolonami. Mala
citlivost a poruchovost pohyblivych casti zpUsobily, Ze tento
detektor brzy skondil.

Pomérné brzy se zacal pouZivat diferencidlni refraktometr. Prvni
nase pouziti tohoto detektoru vr. 1972 souviselo s GPC, kdy byly
oddéleny vysokomolekularni slozky pyrolyzniho oleje od
polycyklickych  aromat(l. Tato preparativni separace byla
zaznamenavana detektorem fy Waters Ass. Modell R-400.
Refraktometrické detektory musely byt temperovany a podle indexu
lomu analytu v porovnani sindexem lomu mobilni faze byly piky
zaznamenavany nahoru nebo doll od nulové linie. Pokud se indexy
shodly, nebyla eluujici slozka zaznamendna. Negativni piky se
objevovaly zejména pfi pouZiti benzenu jako eluentu. Mensi citlivost
Rl detektoru byla vhodna praveé pro preparativni separace.

KapaLiINovA CHROMATOGRAFIE s OBRACENYMI FAZEMI

Tato technika za&ala u nas na VSCHT trochu jinak, neZ bylo v té dobé
ve svété béiné. Opét ve spolupraci s Ing. Coupkem, tentokréte jiz
jako vedoucim pracovnikem Vyzkumného a vyvojového pracovisté
n. p. Laboratorni pfistroje, jsme pouzili dva hydrofobni gely, a to:

Spheron SE jako kopolymer styrenu a etylendimethakrylatu,
s velikosti sférickych c¢astic kolem 20 um a vyluovacim limitem
40.000 u. Kolona 50 x 0,3 cm byla plnéna ve vodné suspenzi a pfi
separaci polyaromatu eluovdna gradientem voda — metanol -
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diethylether. Zajimavé bylo, Ze tento sorbent separoval uhlovodiky
podle poctu uhlikl, bez ohledu na to, zda jde o aromaticky nebo
alifaticky uhlik.

Druhym gelem byl Spheron 40 S, ktery mél analogickou strukturu
jako predchozi material, na vnitfni povrch pért byl vazan rovny
uhlikovy fetézec Cis. Oba materidly snasely tlak kolem 10 MPa a
rozpoustédla od vody pres alkoholy, ethery az po nasycené
uhlovodiky bez toho, Zze by dochazelo k objemovym zménam. Oba
gely byly pouZity jak pro kapalinovou chromatografii, tak i pro
zachyt nékterych kontaminantd, napft. fenold, z vody.

Asi o deset let pozdéji jsme poutzili kapalinovou chromatografii
s obracenymi fazemi pfi studiu chovani volnych bazi a
protonizovanych forem alkaloiddi a cast téchto poznatkd jsme
popsali v knize M. Popl, J. Fahnrich a V. Tatar: Chromatographic
Analysis of Alkaloids (Marcel Dekker Inc. New York, 1990), ale to uz
je zcela jina historie.

Na zadvér mimoradny dik patfi prom. fyz. Janu Fahnrichovi, CSc.,
ktery se podilel na vétsiné praci pfi uvedeném vyvoji kapalinové
chromatografie a dale za peclivé precteni a korekce a za doplnéni
informaci o posluchacskych laboratofich. Jmenovany je téz autorem
fotografii uvedenych v tomto prispévku.
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11.ZBYNEK PLZAK

Absolvent katedry anorganické chemie a
radiochemie Vysoké skoly chemicko-
technologické v Praze, fakulty
anorganické technologie (1965). Po
fddné  aspirantufe  na  Ustavu
teoretickych zdkladii chemické techniky
CSAV presel do Ustavu anorganické
chemie AV CR v ReZ u Prahy a jako
védecky pracovnik tam pusobil celou
svou kariéru. Od roku 2008 je emeritnim
védeckym pracovnikem AV CR. Zabyval
se vyzkumnymi pracemi v oblastech chemie a analyza
organokovovych sloucenin, chemie a analyza borani, kapalinovd a
plynovd chromatografie, pfiprava velmi Cistych ldtek, stopovd a
ultrastopovd analyza, analyza hmotnostni spektrometrii, kvalita
analytickych vysledki a vyuZiti analytickych separacnich metod pro
charakterizaci a studium vlastnosti hydridovych a organokovovych
sloucenin pro monitorovdni toxickych organokovii v Zivotnim
prostiedi. Autor vice neZ 80 plvodnich odbornych sdéleni, kniZnich
publikaci a patentu. Pedagogicky plsobil v oblasti zabezpecovadni
kvality vysledkd chemickych analyz na VSCHT v Praze a Pardubicich a
na Prirodovédecké fakulté UK v Praze. Prekladatel odbornych texti a
norem z oblasti zabezpecovdni kvality analytickych méreni, redaktor
Chemical Abstracts po dobu 23 let. Recenzent Casopisu Analytical
and Bioanalytical Chemistry - drive Fresenius Journal of Analytical
Chemistry. Byl i jednim ze zaklddajicich c¢lenti a dlouholetym
tajemnikem ndrodni pobocky organizace EURACHEM, evropské
organizace zabyvajici se otdzkami kvality analytickych méreni a
problémy akreditaci laboratofri.
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VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE A JEJI APLIKACE NA
ANORGANICKE KOVALENTN{ SLOUCENINY

Jak to C¢asto byva, k mému zapojeni do vyvoje chromatografickych
technik v pionyrskych dobach vysokoucinné kapalinové pfrispéla
fada ndhod a pfiznivych okolnosti. Po skonceni védecké aspirantury
jsem vroce 1970 nastoupil do Ustavu anorganické chemie CSAV
(UACH) do skupiny zabyvajici se chemii sloudenin boru. Syntéza
borant, karborani a metaloboran(l poskytuje ¢asto pestré smési
strukturné velmi podobnych latek. Vté dobé prochazela
vysokoucéinna  kapalinovd chromatografie (HPLC) prudkym
teoretickym a instrumentalnim rozvojem. Nabizela pro potreby
analyzy komplikovanych reakénich smési pozadovanou vysokou
ucinnost déleni, vzhledem krychlosti déleni a uzavienému
inertnimu systému i separaci méné stabilnich latek a v pripadé
potfeby i déleni v preparativnim méfitku, coz vSe bylo pro oblast
syntézy deltaedralnich sloucenin boru ldkavou nabidkou. DalSim
priznivym faktorem na tomto pracovisti bylo, Zze pro analyzu
reakénich smési byla rutinné vyuzivana tenkovrstva chromatografie
a sjeji aplikaci a materidlovym zabezpecenim byly bohaté
zkudenosti**. V prvé poloviné osmdesatych let byla v tehdejsi CSSR
obtizné dostupna jak potfebnd instrumentace, tak i sorbenty pro
HPLC. Proto Ize povaZovat za dalsi ptiznivy faktor pro rozvoj HPLC na
UACH existenci Vyvojovych dilen CSAV, vyrabéjicich ptistroje pro
potfeby pracoviét Akademie véd. Vyvojové dilny CSAV tehdy mély
ve svém vyrobnim programu i nékteré komponenty pro HPLC -
Cerpadla a UV detektory. Priznivym faktorem byla i technicka
Uroven Ustavnich dilen UACH, jejichi pracovnici béZné zvladali préci

* Cifka J., Hefmanek S., HeleySovsky V., Labler I, Michalec C., Pitra J.,
Prochdzka Z. a Schwarz V.: Chromatografie na tenké vrstvé. Nakl. CSAV
Praha 1965 str. 401.
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snerezovou oceli a pro potreby tlakovych syntéz hydridl
v autokldvech méli i zkusenosti se stavbou aparatur pracujicich pod
tlakem az 200 MPa.

Tak pro potieby déleni boranl, karborani a metaloborant byl
v letech 1974-76 na UACH sestaven stavebnicovy pfistroj pro HPLC,
jehoz hlavni ¢asti tvofily vysokotlaké ¢erpadlo VCM 150 ev. VCM 300
(Vyvojové dilny CSAV, max. tlak 15 a 30 MPa) alternativné pak
vysokotlaké membranové ¢cerpadlo (Ustav makromolekuldrni
chemie CSAV, max. tlak do 30 MPa) anebo pneumatickd pumpa
vlastni konstrukce, davkova¢ U6K (Waters) Ci bezseptovy davkovac
vlastni konstrukce® a pro detekci latek absorbujicich v UV oblasti
diferencidlni UV analyzator pracujici pfi 254 nm supravenou
kyvetou objemu 10 pl (Vyvojové dilny CSAV). Pro ostatni latky byl
zakoupen diferencidlni refraktometr firmy Knauer 2025/50.
Analytické kolonky o priméru 3,3 mm a délkach 150 - 300 mm
stejné tak jako preparativni kolony a dalsi soucasti prichazejici do
styku s mobilni fazi byly vyrabény v ustavnich dilnach vyhradné
z nerezové oceli nebo polytetrafluoretylenu.

Pfiprava sorbentu pro adsorpéni chromatografii na silikagelu byla
vyresena vytfidénim silikagelu Kieselgel nach Stahl pro TLC (Merck)
na vzduchovém tfidi¢i Alpine MZR 100 ve Vyzkumném ustavu
nerostnych surovin v Kutné Hofe a frakce 13 um a 29 um byly
plnény do kolon pro analytické a preparativni Ucely. Silikagel
uvedeného zrnéni byl pInén do kolon v suspensi metodou Coguem™
na plnicim zafizeni zhotoveném na UACH. Jako &erpadla pro plnéni,
umoznujiciho rychly nabéh tlaku az do maximalniho tlaku az 60 MPa
a pratoku 120 ml/min, bylo pouzivano adaptovaného vstfikovaciho

* Plzak Z., Chem.Listy 72, 549 (1972).
* Cog B., Gonnet C., Rocca J. J. Chromatogr. 106, 249 (1975).
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Cerpadla naftového motoru z Pragy V3S. Tato plnicka kolon se velmi
osvédcila jak pro pfipravu analytickych, tak preparativnich kolon, jeji
jedinou nevyhodou byla nutnost prace v pozdnich odpolednich
hodinach, protoze zvukova kulisa, kterou plnéni kolon v laboratofi
provazelo, byla intenzivni a neobvykld. Obdobna plnici sestava byla
Usp&8né vyuiivana u prof. Jandery na VSCHT Pardubice po mnoho
let. Kolony naplnéné ¢asticemi 13 um poskytovaly Ucinnost bézné
vy$$i nez 10000 teoretickych pater/m, coz vté dobé bylo
srovnatelné s Udaji publikovanymi v chromatografické literature.

Vroce 1976 jsem absolvoval mésicni studijni pobyt na Saarland
University, Department of Applied Physical Chemistry v
Saarbriickenu, u prof. |. Halasze, jednoho zvyznamnych strajcQ
renesance kapalinové chromatografie ve vysokoucinnou variantu.
Tento studijni pobyt nam pomohl provérit spradvnost sméru, kterym
jsme se pfi zavadéni HPLC na UACH ubirali, a dale zdokonalit
techniku pInéni kolon. To vsak jiz zacinaly byt v tuzemsku komercné
dostupné kvalitni kolony pro HPLC a vlastni pfipravu jsme postupné
pouzivali jen u kolon pro preparativni chromatografii.

Zavedeni vysokouginné kapalinové chromatografie na UACH bylo
velmi zajimavou a Uspésnou episodou mé védecké kariéry. Bylo
velmi prijemné byt pfi tom, kdyz urlity obor prochazel bouflivym
vyvojem jak v teorii, tak i vinstrumentaci. Vyznamnou pomoci byla
vté dobé Uzkd a plodnda spoluprice téch akademickych a
vysokoskolskych pracovist, které odhadly, Ze budoucnost analytické
vysokoucéinné kapalinové chromatografie patfi pouZiti kolon
plnénych mikrocasticemi o zrnéni 10 um a mensim.

Vystupem prace na UACH byla nejen pomoc pfi syntéze novych
slou¢enin boru, kterd by bez ucéinné analyzy a i preparace
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jednotlivych latek nebyla bez HPLC moina nebo byla daleko
obtiznéji proveditelnd, ale i celd fada publikaci, znichz ty
s chromatografickym zamérenim shrnuje prehledny c¢lanek v ).
Chromatography?’. Vtéto souvislosti velmi rad vzpomenu na
spolupraci s prof. Jandkem, ktery mi velmi pomohl svoji podporou a
redakéni  radou v zacatcich publikovani  nasich praci
v J. Chromatography. Plvodni konstrukéni fesSeni stavebnice
kapalinového chromatografu a sestavy na plnéni kolon vedly i
k nékolika prihlaskam vynalezl a zlepSovacim ndvrhim.

Spolu skolegy zUstavu fyzikdlni chemie a elektrochemie J.
Heyrovského CSAV jsme se zabyvali i vyuZitim sorbentu na bazi
uhlikaté cerné pfipravené elektrochemickou redukci
polytetrafluoretylenu jako stacionarni faze pro HPLC*. Bohuzel viak
pres znacny mezindrodni ohlas se nenaslo analytické
chromatografické pracovi$té v CR, které by v té dobé& systematicky
ve vyzkumu chromatografického wvyuziti tohoto unikdtniho
uhlikatého sorbentu pokrac¢ovalo, na UACH nebyl pro vyzkum
takového zaméreni prostor.

Specifické chemické a fyzikalni vlastnosti o-karboranu nas vedly i
k pavodni pripravé sorbentu s chemicky vazanou fazi siloxanového
typu, kde pouziti o-karboranylové skupiny namisto oktadecylové
skupiny slibovalo poskytnout sorbent s unikatni selektivitou. Tato
ocCekavani se nenaplnila do té miry, kterd by vedla ke komeréni
pfipravé takovych sorbentll, jako tomu bylo u teplotné velmi
odolnych staciondrnich fazi pro plynovou chromatografii typu
DEXSIL.

* Griiner B., Plzék Z., J. Chromatogr. A 789, 497 (1997).
*® plzak Z., Dousek F. P., Jansta J., J. Chromatogr. 147, 137 (1978).
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Uvedeny pohled do historie HPLC ukazuje, Ze jiz v prvnich etapach
svého vyvoje nalézala HPLC uplatnéni i mimo hlavni aplikacni oblast
organickych sloucenin. Ukazala se jako mimoradné efektivni a
perspektivni i pro oblast wvysSich boran(i, heteroborani a
sendviovych sloucenin boru. Od prvnich aplikaci v této oblasti, i
kdyz jiz s dokonalejsi komercni instrumentaci, slouzi dosud jako
rutinni a nepostradatelnd metodika jak pro analyzu slozitych
reakénich smési, tak i pro isolaci latek ze smési v preparativnim
méfitku.
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12.KAREL SLAIS

Karel Slais se narodil 18. prosince 1948
v Praze. Absolvoval SPSCH v Brné a
tehdy Univerzitu J.E. Purkyné (1968-
1973), nyni Masarykovu univerzitu v
Brné, obor organickd chemie. Od r 1974
je zaméstnén v Ustavu analytické
chemie AV CR v Brné, kde stdl u po&dtkd
oddéleni kapalinové chromatografie
vedeném M.  Krejcim.  Vénoval

sezejména  miniaturizaci  kapalinové
chromatografie a elektrochemické detekci coZ byla hlavni témata
kandiddtské disertace (1979), rocniho stipendijniho pobytu na
Ustavu analytické chemie Videriské univerzity, J.F.K.Huber, (1980)
a dalsich let. V roce 1986 absolvoval pilrocni staZ na Free University
Amsterdam, R.W.Frei, kde se zabyval pouZitim gradientové eluce a
predkolon v kapalinové chromatografii. V roce 1992 obhdijil
doktorskou disertaci na téma elektrochemickd detekce v kapalinové
chromatogradfii. V roce 1993 byl jmenovdn vedoucim oddéleni
kapalinovych separaénich metod na UIACH AV CR. Jeho zdjem se
postupné orientoval na fokusacni elektromigracni metody vietné
vyvoje standard( pro izoelektrickou fokusaci. Je autorem a
spoluautorem vice neZ 100 publikaci v zahrani¢nich impaktovanych
Casopisech.

Jak jste tehdy mohli délat védu bez internetu?

Student PGS, 2005
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POCATKY VYSOKOUCINNE KAPALINOVE CHROMATOGRAFIE V BRNE

Kapalinové chromatografii je v podstaté pres sto let (napf.
Smolkova) [1]. O vysokoucinné kapalinové chromatografii — ¢i HPLC
podle zkraceného anglického terminu high performance liquid
chromatography se zacina ve svété mluvit od konce 60. let minulého
stoleti, viz napt. prehled (Svec) [2].

V Brné se ndstup této metody podafilo zachytit iniciativou J. Jandka,
zakladatele a Feditele tehdej$iho Ustavu instrumentdlni analytické
chemie CSAV (UIACh), ktery povéfil M. Krej¢iho a jeho skupinu, aby
se touto metodou zabyval. Tato skupina se konstituovala jako
oddéleni 6. 2. 1974, kdy se statut Gstavu zménil na Ustav analytické
chemie CSAV (zkratka UIACh pretrvava dodnes). V té dobé mél cely
ustav 11 védeckych, 4 védecko-technické, 9 odbornych a 10
technickych pracovnikd a dale rfadu aspirantd, studijnich pobytl a
diplomant(. Dalsi detaily lze nalézt napt. vrocence [3] k 20 letim
vyvoje Ustavu analytické chemie CSAV.

Do UIACH jsem se dostal v r. 1971 jako tzv. pomocna védecka sila ve
4. rocniku na Katedre organické chemie UJEP v Brné. Pod vedenim
M. Kratochvila jsem se tehdy podilel na vyzkumu chlorace
tetrahydrofuranu. Reakéni produkty byly sledovany zejména
plynovou chromatografii, avsak vysledky byly stdle neprehledné.
Vadila zvysena teplota pfi plynové chromatografii, ktera
zpUsobovala rozklad reakénich produktl. M. Kratochvil navrhl,
abych se na problém podival kapalinovou chromatografii, kterou
délali naproti pres ulici u Jandk(, jak se tehdy UIACh fikalo.
Absolvoval jsem pfijimaci pohovor u J. Jandka a dostal za ukol
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prostudovat klicové prace o HPLC, samoziejmé v anglictiné, a do
tydne mu o nich referovat. Zda se, Ze jsem to zvladl, a pak mé uved|
do skupiny M. Krejc¢iho.

BOD NULA

U podminek a stavu vyzkumu HPLC v Brné pocatkem 70. let se
trochu zdriim, zdnedniho pohledu to spiS pfipomind alchymii.
Kapalinova chromatografie se délala v tzv. velké laboratofi. V jedné
velké mistnosti bylo 7 lidi s psacimi stoly a veskerou instrumentaci,
viz rohova mistnost v 1. patfe rohu dnesni Kounicova (2 okna) a

Nerudova (1 okno).

Obr. 1: Budova, ve které sidlil stary ustav UIACh v prizemi a 1. patre
rohu dnesnich ulic Kounicova a Nerudova.
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Na skole se o HPLC nic nevédélo, avsak v praktikach biochemie jsem
se setkal s tenkovrstevnou chromatografii a amino-analyzatorem.
Dily tohoto instrumentu, ktery zahrnoval i casti jako cerpadlo,
detektor, zapisovac Ceské vyroby jsem vidél i na UIACh. Klicem HPLC
na UIACh byly tehdy nerezové kolony o vnitfnim prdméru 2 mm,
délky 50 cm, (Obr. 2 nahofe na stojanu vlevo), ru¢né za sucha
pInéné hlavné silikagelem tfidénym sitovanim.
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Obr. 2: Autor u drdtového transportniho detektoru. V pozadi
nahore na stojanu kolona s ddvkovacem a predkolona.
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PInéni probihalo poklepavanim kolony a pomalym pfidavanim
sorbentu po nékolik hodin. Ucpavky kolon byly z filtracniho papiru a
sklenéné vaty. Primér c¢astic byl 20 — 40 mikrometr(. Mobilni faze
na bazi uhlovodikl byly regenerovany destilaci ve sklenéné
aparatufe a suSené molekuldrnim sitem, regenerovanym Zihanim
v muflové peci. Vysokotlaka cerpadla byla pulzni, plunzrova nebo
membranovd, a proto tok musel byt vyhlazen tlumiéem razd
zhotovenym ze série manometrickych trubic. Pfed separacni
kolonou byla susici predkolona, suSila mobilni fazi na bazi
uhlovodikd (Viz Obr. 2 — nahote vpravo na stojanu). Vzorek se na
kolonu davkoval pres septovy ddvkovac (Obr. 2 nahofe vlevo) za
pouziti vysokotlakych stfikacek. Ty byly drahé a netésnily. Kazdy
experimentator mél nastavenou svou sttikacku ke svému davkovaci.
Zaména kjinému chromatografu vedla ke spolehlivému ucpani
vlivem vniknuti jehly do naplné kolony. K propojovani dil(i
chromatografu se pouzivaly mosazné fitinky vyrobené v Ustavu.
Nejcastéji pouzivanym detektorem byl pravé takovy jako v amin-
analyzatoru, t.j. UV detektor na 254 nm spficné svicenou
kfemennou kapiladrou. Signal z detektoru se vedl na registracni
milivoltmetr s inkoustovym pisatkem, které nikdy poradné nepsalo.
Spotieba registracniho papiru byla znacna uZ proto, Ze kaidy typ
milivoltmetru potreboval jiny papir. Podstatnd ¢ast experimentu
spocivala ve vyCerpavajicim boji s nulovou linii, kterd kolisala
zejména v dlsledku nedokonalého odplynéni mobilni faze. Kdyz byly
ziskany chromatogramy, vyhodnocovaly se za pouziti tuzky, pravitka
a logaritmického pravitka. Do publikovatelné podoby se
zpracovavaly rucnim prekreslovanim pomoci milimetrového,
semilogaritmického ¢i logaritmického papiru pfipadné v prisvitné
formé. Pro zhotovovani vykresQ slouzila originadlni predtiSténa
Sablona, které se fikalo ,,dusevni majetek” viz Obr. 3.
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Tento dokument je dusevnim majell(em
Ceskoslovenské akademie v&d

Dil Mnoz- Nazev materialu
stvl (Nézev vykresu)

Meitko Vypraccval Datum Program
Schvalil Datum ]

Nézev celku

CESKOSLOVENSKA |— -
AKADEMIE VED | MNezev Stary vykres
OsTAY Cislo vykresu
INSTRUMENTALNI

ANALYTICKE CHEMIE

Obr. 3: Vyfez formuldre pro technické vykresy ,,dusevni majetek”.

Bylo to narotné na oci. Kalkulacka, kterd uméla jen zdakladni 4
matematické operace, byla velkd jako dnesni desktop a byla jedna
pro celou skupinu. Planovani experimentl se muselo délat
s ohledem na az rocni Ihlty pro pridélovani deviz a objednacich
procedur ze zahraniéi. Pro celou skupinu byl 1 psaci stroj a 1
telefonni pfistroj pres rucni Ustfednu. ProtoZe tehdy jesté
neexistovaly kopirky, tak se kopie ¢lankd, tzv. separaty, ziskavaly
psanim Zadanek autortim. TotézZ Cinili i autofi odjinud Obr. 4. Kazdy
autor si je schovaval na konec roku, kdy fungovaly pro tzv. houpacku
— soutéz o nejuspésnéjsiho autora. | v takovych podminkach pocet a
kvalita vyprodukovanych publikaci byla pfinejmensim srovnatelnd
s tehdejsim standardem ve svété.
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Zpét k chlorovanym tetrahydrofuranim. Kromé termolability nesly
detekovat UV  detektorem. Tehdy se experimentovalo
s transportnim dratovym detektorem. Pouzila se modifikace s
plamenovym detektorem s alkalickym kovem znamym v plynové
chromatografii jako selektivnim detektorem na halogeny, viz
Obrazek 2 a publikace [4]. Nakonec se podafilo reakéni produkty
chlorace separovat v mikropreparativnim méritku a strukturu urcit
pomoci NMR spekter v Lachemé Brno, M. Holik. Kromé diplomové a
rigorosni prace se vysledky objevily i v publikaci [5].

Od tohoto bodu nula zacal vyvoj v fadé smérQ. Instrumentace se
zlepSovala diky spolupraci sk. p. Laboratorni pristroje Praha (J.
Coupek) a Vyvojovymi dilnami CSAV Praha. Zasadni zména
instrumentace, zejména pokud jde o materidly kolon, pfisla
s potfebou pouzZivat vodné mobilni faze a nepoldrni povrchy
sorbentl coZ bylo nezbytné pro separace latek vyznamnych ve
farmacii, biologii a mediciné a dal knezbytnosti zavedeni
instrumentace a sorbentd odolnych vici vodnym roztok( o Sirokém
rozsahu pH. Objevil se termin chromatografie s obrdcenymi fdzemi,
z anglictiny zkratka RP HPLC. Studenti to dnes moc nechapou.

Vyvoj se odehraval i v oblasti presentaci vysledkd. Na 3™ Symposium
on Column Liquid Chromatography, Salzburg, zati 1978 se pfislo s
posterovymi prezentacemi. Poster byl pfipraven typicky na jednom
velkém srolovaném papiru, doba vyvéseni zlomek hodiny.
Predpoklad - pfedndska pro hloucek pritomnych s ukazovanim na
poster. Nékolik desitek posterd v jedné mistnosti. DodrZeni
¢asového harmonogramu i srozumitelnost byly velmi problematické.

Na konferenci Progress in Chromatography, 2" Danube symposium,
Karlovy Vary, duben 1979 mél predndsku prof. J. F. K. Huber, Viden,
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o multidimenzionalni kapalinové chromatografii. Promitani
diapozitivli bylo rucni, asistentem. Diapozitivy se vysypaly béhem
prednasky ze zasobniku. Pfi vraceni diapozitivli po tmé, ve spéchu je
pravdépodobnost spravného vlozeni 1 : 8. A navic i poradi je Cisté
statisticka zaleZitost. Vznikla tak podle slov prednasejiciho ,random
presentation”.

Ekonomickym motorem HPLC ve svété byl zejména farmaceuticky
pramysl. Vyznam HPLC pro ceskoslovenskou farmacii si vcas
uvédomil i J. Subert (Laborato¥ pro kontrolu lé¢iv KUNZ, Brno), jeho?
pfispénim, viz napf. publikace [6], byla zavedena HPLC do
Ceskoslovenského lékopisu, CSL 4 (1987), jako souéast kontrolnich
metod.

MINIATURIZACE

“

Koncem 70. let byly aktualni diskuze o vlivu tzv. ,sténovych efekt(
v napliové koloné jako potenciadlni zabrané zmensovani primeéru
kolon. Byl to argument pro tehdy standardni 4 mm vnitfni pramér
analytickych kolon. Jesté pfi mé stazi ve Vidni v r. 1980 prof. Huber
stale nepfijimal argumenty pro zmensovani praméru HPLC kolon.
Jak se ukazalo, zhorSeni Ucinnosti pfi pouZiti uzkych kolon bylo
zpUsobeno mimokolonovymi prispévky k rozmyvani zén, a tak se
potvrdil vyznam miniaturizace instrumentace HPLC tou mérou, Ze
vznikl novy pojem mikrokolonovad kapalinovd chromatografie. Toto
téma bylo naddle nosné pro celou skupinu v Brné. Miniaturizace $la
aZz k testovani kapilarnich kolon mikronovych primeérQ s kapalnou
stacionarni  na  vnitfnim  povrchu. Diky  miniaturnimu
elektrochemickému detektoru vlastni konstrukce [7], viz Obr. 5a
byly dosazené ucinnosti separace na prdazdné kapildre o vnitfnim
prdméru 16 mikrometr( (Obr. 5b) blizké teoretickym.

225



ELECTROCHEMICAL CELL FOR LC 23

Fig. 1. The measuring electrode and its connection to the capillary column. 1 = Capillary column; 2 =
PTFE tube; 3 = platinum wire (diameter 0.1 mm); 4, 5 = glass capillary; 6 = stainless-steel capillary; 7 =
inlet wire for the auxiliary electrode; 8, 13 = epoxide resin; 9 = glass vessel for the reference electrode;
10 = reference electrode; 11 = output capillary; 12 = silver wire; 14 = rubber stopper.
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Fig. 8. Separation of phenols by capillary liquid chromatography. Peaks: 1 = hydroquinone (7z); 2 = 4-
methylphenol; 3 = 2-methylphenol; 4 = 3 4-dimethylphenol; 5 = 3,5-dimethylphenol; 6 = 2,3-dimethyl-
phenol; 7 = 2,4-dimethylphenol; 8 = 2,6-dimethylphenol; 9 = 2-methyl-4-ethylphenol; 10 = 2-iso-
propylphenol; 11 = 2,4,6-trimethylphenol. Mobile phase: 10~* M HCIO, in distilled water; flow-rate 1.7
nl/sec. Pressure: 2.5 MPa. Column: 2.8 m x 16 ym LD.; stationary phase OV-101. Flow through the
splitter: 12 ul/sec.

Obrazek 5: a — Ndkres miniaturni elektrochemické cely pfipojené na
vystup kapildrni kolony, b — Chromatogram kapildrni kapalinové
chromatografie, ref. [7].

Kapilarni kapalinova chromatografie v prazdnych kapilarach je
vyzvou dosud. Samoziejmé, ze tehdy byly kapilarni kolony sklenéné,
stejné jako v plynové chromatografii. Vyrabél je na Ustavu svou
technologii K. Tesarik. [8]. Vzpomindm si, jak na vySe zminéné
konferenci v K. Varech (1979) jeden prednasejici prezentoval
problémy GC zplsobené kovovymi ionty povrchu skla. Pfi diskusi po
prednasce se jeden z Gcastnik(l (patrné z tehdejsiho SSSR) zeptal,
pro¢ tedy nepouzivaji kapilary ztaveného kfemene. Cely sdl se
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tehdy na néj obratil jako na Uplného ignoranta, vidyt preci kazdy
védél, Ze z kfiemene se kapilary délat nedaji.

Vyzkum mikrokolonové HPLC na UIACh v 80. letech ved| kfadé
vyznamnych vysledkd. Vyzkum byl umoinén mj. i navrhem
elektrochemického detektoru pro mikrokolonovou kapalinovou
chromatografii [9], ktery se dockal i prlimyslové realizace v k. p.
Laboratorni pfistroje pod oznacenim EMD10, viz Obr. 6, a publikace
[10]. Tento detektor byl vhodny zejména pro kazetové sklenéné
napliové mikrokolony produkované firmou Tessek, Praha (J.
Coupek) Obrazek 6a,b. Detektor EMD 10 byl zakladem pro
simultdnni konduktometricko-ampéromericky detektor [11] ktery
byl zabudovdan i do mikrokolonového chromatografu zvaného
Pikochromatograf.

ner vulput.

1 Specifications of the LCD 2563 8 EMD 10 electrochemical microdetector
1nA k

b

il

L 1
0 5 10 15 t(min)

injected: 0.1 ml of 410-7 M noradrenaline
(1) 4107 adrenaline (2) in 2.10-* M sodium
naphtalensulphonate

column: 0.7..150 mm CGC Separon SI C18
10 um

solvent: 10 M NaClOs, 10-* M HCIO,,
10- M NazHzEDTA in water 0.8 pl/sec
detector: EMD 10 Pt electrode + 1.0 V
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Obr. 6: Elektrochemicky detektor pro mikrokolonovou kapalinovou
chromatografii, primyslova realizace v k. p. Laboratorni pfistroje
pod oznacenim EMD10, ref. [9, 10].

Vyvoj Pikochromatografu zacal vr. 1985, Obr. 7a [12]. Davkovac
kapalin integroval v jedné vysokotlaké sklenéné strfikacce funkci
vysokotlakého  mikrocerpadla s moZnosti  programovaného
bindrniho gradientu mobilni faze s funkci mikrodavkovace vzorku.
Funkéni vzorek fizeny pocitacem PMD 85 vznikl vr. 1987, kde byl
jesté vyuzit detektor EMD 10, viz Obr. 7b.
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SAMPLE INTRODUCTION FOR MICROCOLUMN LC 137:

Fig. 1. Design of the micro-chromatograph. 1 = Mobile phase and sample inlets; 2 = PTFE seals for
inlets; 3 = electrochemical detector electrode; 4 = silicone rubber seal; 5 = mobile phase waste; 6 =
PTFE seal; 7 = column packing; 8 = glass column (30 mm x 0.7 mm L.D. x 7 mm O.D.); 9 = metal
jacket of the column; 10 = combined seal of the column and the injection needle (with a 2 mm x 0.15
mm LD. coupling); 11 = liquid distribution block; 12 = injection needle (0.3 mm L1.D., 0.5 mm O.D.)

provided with a side outlet (0.15 mm L.D.) and closed at the end; 13 = syringe of volume 100 pl.

Obrdzek 7: mikrokolonovy kapalinovy chromatograf. a — princip, b-
funkéni vzorek, ref. [12].
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Prototyp pramyslové vyrobené verze byl vystaven na veletrhu
Achema VI. 1988, viz Obr. 8 a na vystavé védeckych pfistroju v zafi

1989 v Berliné [13].

INFORMS

MICROCHROMATOGRAPH
p LC 01

231

tion employed in re-
search. Itisapplicable to
the operation with both
direct and  reversed
phases and is equipped
as ion chromatograph. It
works both in the isocra-
tic and gradient regimes.
Except a small volume of
the injection channel
made of a high-quality
steel, the chromato-
graph is  constructed
from glass and poly-
(tetrafluoroethylene)
only. Its control is fully
automated.
Microcolumns of the
inner diameter of 0.2 to
0.5mm are employed
in the chromatograph.
Column length may be
from 30mm to 300 mm.
They are manufactured
of thick-walled capillary
tubes  connected  to
the chromatograph by
means of a metal jacket

common chromatographic analyses re-
quired in practice, the column effi-
ciency of approx. 5,000 theoretical
plates is sufficient for the injected
sample volume of 100 ul.

The microchromatograph can be op-
erated with detectors suitable for
microcolumn liquid chromatography,
e.g., with LCD 2040 variable-wave-
length spectrometer, amperometric
detectors EMD 10 or ADLC 1, and the
like.

The built-in  detector of micro-
chromatograph  pLCO1**  permits
simultaneous amperometric and con-
ductometric detection of solutes eluted
from the microcolumn. It uses a single



Obr. 8: prumyslovd realizace mikrokolonového kapalinového
chromatografu ,Pikochromatograf“ pod oznacenim plLC 01,

ref. [13].

Na Obr. 9 jsou ukazky separaci aminokyselin 9a a iontd 9b [11,
12,13]. Zajem o pfristroj projevilo nékolik firem, pfistroj ziejmé
predbéhl dobu. V Berliné té doby vSak svét sledoval davy obcan

232



NDR proudicich pfes Madarsko do Rakouska a manaZefi ceského

pramyslu zacali mit jiné zajmy neZ védecké pfistroje.

507 CHyoH

NO,

0 10 20 30 t[min]

Obr. 1 DNS derivaty aminokyselin
Kolona: sklenéna 0,7 X 30 mm, naplri: Silasorb SPH C 18, 7,5 um
Mobilni faze: gradient mobilni faze od 25 % do 60 % CH,CN v 0,01 M

Obr. 2 Priklad sin i a i detekce

v
Mikrokolona pInéna Silasorbem C 18 (Lachema) je promyvéana 1 mM
ym ium - ftalatu. Z j

acetatovém pufru pH 3,5 vodny je
Vzorek: patrno, ze i ya y ion davaji pouze
1. DNS-L-cystein 2. DNS-L-asparagin i odezvu, hy i pouze odezvu,
3. DNS-L-glutamin 4. DNS-L-serin zatim co y ion, ktery je oxi y a di y dava
5. kyselina DNS-L-glutamova 6. DNS-hydroxy-L-prolin jak i i, t: P i odezvu. Cl

7. DNS-L-threonin 8. DNS-L-a-alanin doklada jak identifikaéni moznosti simultanni detekce, tak

9. DNS-L-prolin 10. DNS-L- i ajt avi Fenych signalu.

11. DNS-L-leucin 12. di-DNS-L-lysin
13. N,0-di-DNS-L-tyrosin

(5. 10" molu kazdé aminokyseliny)

Davkovani: 0,54 ul

Detekce: EMD 10, Pt elektroda, potencial +1,2 V

»

Obr. 9: Zdznam separaci na pLC-01, a- zdznam separace derivdti

aminokyselin, b- zdznam separace aniontd, ref. [13].

Prehled mikrokolonové chromatografie nejen na UIACh je v Krej¢iho

monografii [14], ktera navazuje na Krej¢iho DrSc. disertaci v roce
1987. Foto z oslav obhajoby je na Obrazku 10.
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Obr. 10: Na obhajobé titulu DrSc. M. Krejciho, jaro 1987. Zleva J.
Jandk, J. Coupek, M. Krejci.

Vr. 1980 bylo rozhodnuto o vystavbé nového Ustavu, Obrazek 11,
ale ke stéhovani doslo aZ po r. 1990, i kdyZ vystavba budovy byla
zahdjena jako rychlostavba. Od té doby vyvoj HPLC v Brné dale
pokracoval, jeho stopa je dobfe zachycena v modernich médiich,
takze je pro pripadného zdjemce dobre dostupna. Obrazek nového
Ustavu a mnoho dalsich skutecnosti viz http://www.iach.cz.

234



Obr. 11: Vize nové budovy UIACh.

ZAVEREM

Jak patrno, vyvoj v poslednich 40 letech nepfinesl jen prevrat
v komunikacnich technologiich, ale i v kapalinové chromatografii.
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13.FRANTISEK SVEC

Frantisek Svec studoval na VSCHT v
Praze kde obdrZel titul ing. a posléze i
CSc. v oboru chemie polymeri. V roce
1976 presel do Ustavu
makromolekuldrni chemie CSAV kde
ziskal titul Dr.Sc. V roce 1992 se stal
¢lenem fakulty na Cornellové Université
ve Spojenych Stdtech. Od roku 1997 byl
pak  zaméstndn na  Californské

s . Université v Berkeley and od roku 2005
pak i v Lawrencové Ndrodni laboratofi v Berkeley. V soucasné dobe
rovnéZ pusobi jako profesor na Pekingské Université Chemické
Technologie. Béhem své védecké kariéry publikoval pres 430 praci,
které byly citovany zhruba 23 000 krdt, editoval 2 knihy, a stal se
spoluautorem na 75 patentech, z nichZ nekteré nalezly uplatnenéni v
praxi. Jeho h-index cini 86. V roce 2002 se stal presidentem CASSS
(drive California Separation Science Society). Je téZz vedoucim
redaktorem casopisu Journal of Separation Science a clenem
redakcnich rad vyznamnych ¢asopist v oblasti separacnich technik. Z
jeho praci jsou nejzndméjsi ty, které se tykaji poreznich materidld,
zejména pak vyvoj monolitickych polymert a jejich aplikaci. Za tyto
prdce obdrZel cetné ceny vcéetné ceny Americké Chemické
Spolecnosti.

238



MOJE VZPOMINKY NA CHROMATOGRAFII vV CECHACH PO ROCE 1970

Dluzno predeslat, Ze jsem se zpocatku mych studii o chromatografii
vlbec nezajimal. V retrospektivé mohu fici, Ze to se mnou bylo jako
ve znamém filmu The Graduate s Dustinem Hoffmanem v hlavni roli,
kde mu jeden ze spoluhercl fika: “Just one word ... Plastics. Great
future in plastics.” Mné rovnéz ucarovaly polymery. Po obdrzeni
hrdych tituld InZenyr chemie a poté i Kandidat chemickych véd jsem
se jako ¢erstvy odborny asistent na Katedre polymert VSCHT v Praze
vénoval od pocdatku sedmdesatych let vyzkumu chemickych
modifikaci polymer( smérovanych k novym materialiim. Lec, vse se
zahy, alespon z casti, obratilo. Profesor Jaroslav Kalal, ktery byl
nejdfive mym vedoucim diplomové i kandidatské prace, a posléze
jako vedouci katedry i nadfizenym, obdrzel kolem roku 1971 darem
od doktora Pola¢ka z Ustavu fyzikdini chemie CSAV zafizeni
umoZnujici tzv. sradzeci chromatografii polymerd, tj. metodu
plvodné vyvinutou Bakerem a Williamsem v poloviné padesatych
let. Princip byl vcelku jednoduchy a zafizeni je zndzornéno na Obr. 1.

Obr. 1: Schéma zafizeni na preparativni frakcionaci polymert podle
Poldcka. 1- Nddoby na rozpoustédlo a srdZedlo, 2 - solenoidni
ventily, 3 - smésovac, 4 -magnetické michadlo, 5 - odplyriovac, 6 -
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zpétny ventil, 7 - solenoidni ventil k reqgulaci pritoku, 8 - horni ¢dst
kolony, 9 - spodni &dst kolony, 10 - sifon, 11 - sbérac frakci, 12 -
ventilové relé, 13 - termostat.

Polymer se rozpustil a roztok smichal v barice s 0,1 mm drobnymi
sklenénymi kulickami neboli balotinou. Po odpareni rozpoustédla v
rotatnim odparovaku byl polymer naneseny v tenké vrstvé na
sklenéném nosici, konjugat nasypdn do horni ¢asti kolony, a ta
posazena na spodni ¢ast. Ovladani ventild kontrolujicich zastoupeni
rozpoustédla a srazedla v mobilni fazi se délo mechanickymi relé
stejné jako kontrola pritoku kolonou. Pocatecni mobilni faze byla
bohatd srdzedlem a podil rozpoustédla se pozvolna zvétsSoval.
Nejprve se tedy rozpustily frakce s nizkou molekulovou hmotnosti,
ktera pozvolna rostla, jak pfibyvalo dobrého rozpoustédla.
Polymerni molekuly presly do spodni delsi kolony naplnéné cistou
balotinou, v jejimz pladsti se vytvarel gradient teploty ftizeny
termostatem, jenz napomadhal déleni. Celé monstrdozni zafizeni
vysoké kolem 2 m bylo zakomponovéno do klece ze Zeleznych
Uhelnik(l. Tento postup umoZnoval ziskat dostatecné mnozstvi
polymerni frakce nutné k urceni distribuce molekulovych hmotnosti
polymera daleko rychleji, typicky v rozmezi hodin, nez tomu bylo u
do té doby béiné pouzZivaného frakéniho srazeni, které se tahlo i
tydny. Nicméné, jednotlivé frakce ziskané po odpareni rozpoustédla
se stejné musely charakterizovat s pouzitim jinych metod jako
viskozimetrie, rozptyl svétla, ¢i vylucovaci chromatografie (SEC).
Pokud mé pamét nesali, mnoho vysledkd z téchto experimentd
nevzeslo a jedinym publikovanym v lokalnim ¢asopise Sbornik Praci
VSCHT bylo déleni kopolymerti vinylchloridu s vinylacetatem, jejz
zavod v Lodénici u Berouna poutzival k vyrobé gramofonovych desek
a mél potize s nestejnou kvalitou jeho dodavek.
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Na podzim roku 1972 jsem odjel na jeden rok postdokovat do
Karlsruhe k profesorovi Vollmertovi, ktery byl znam pro své vyzkumy
v oblasti roztokového chovani polymernich molekul, ale i pro
teoretickd zkoumani vzniku Zivota na Zemi. Zde jsem se plné vénoval
pripravé polymer( a o chromatografii jsem ani nezavadil. Po mém
navratu zpét na VSCHT se vdak situace zacala ménit. V nasi
laboratofi se na zakazku v rdmci tzv. vedlej$i hospodairské Cinnosti,
ktera umoZnovala ziskat jisty pfidavek k jinak bidnému platu, zacaly
vyrabét porézni poly(styren-divinylbenzenové) &astice. Ugelem bylo
pripravit naplné do chromatografickych kolon uréenych pro SEC, na
jejichz nakupovani v zdpadnim zahrani¢i nebyly fondy. Jelikoz
pouzivana standardni suspensni polymerizace produkovala smés
Castic se znacnou polydispersitou, bylo nutné z produktu vysit frakce
s pozadovanou velikosti. To se délalo za sucha s pouzitim sit, skrze
které se Castice doslova protlacovaly pomoci kartace. Ten byl
nejprve na ,rucni pohon”, ale kdyz si nase laborantka Mdasa zacala
stéZovat na Umornou dfinu, presli jsme na mechanizaci vyvinutou
katedralnim mechanikem. Sita byla pfichycena na gramofon, jenz se
otacel nejpomalejsi rychlosti 33 ot/min, a misto pfenosky byl
pridélan kartd¢. Produktivita se tim pfilis nezvedla, ale Mdsa mohla
délat uZiteCnéjsi praci. Seti za sucha vsak sebou pfinaselo i dalsi
Ujmu, protoze vsude lezela vrstva bilého prachu, tedy Ccastic
zvitenych setim.

Kolem roku 1973 jsme byli inspirovani zacinajicimi vyzkumy v oblasti
reaktivnich polymerl ve formé poréznich sférickych ¢astic
aplikovanych napf. jako nosice, katalyzatory, sorbenty, ¢i separaéni
media, jeZ se pravé zacala objevovat v literature. NasSe predchozi
zkuSenost s linearnimi polymery, zejména s polybutadienem
obsahujicim reaktivni aldehydové a epoxidové skupiny, jakoz i vyse
popsana vyroba zesiténych poréznich poly(styren-
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divinylbenzenovych) ¢astic nas vedla k zavéru, Ze by bylo hfichem se
nevénovat vyzkumu na tomto poli. Praci jsme si rozdélili. Zatimco
kolegyné Eva Zlrkovd polymerizovala ¢&astice  obsahujici
methakrolein (coz Casto vedlo k placi, nebot tento monomer je
znamy lakrymator), ja zkoumal pfistupy k makroporéznim ¢asticim
obsahujicim epoxidové skupiny. BohuZel, epoxidace zbytkovych
dvojnych vazeb ve styren-divinylbenzenovych kopolymerech s
pouzitim perkyselin, jez se tak dobfe osvédcila s polybutadienem,
nevedla ke kyZzenému cili. Z literatury a konzultaci s kolegy jsem ale
vyCetl, Ze existuje monomer zvany glycidylmethakrylat. Ackoliv v
ciziné byl komercné dostupny, u nas se nedal sehnat, a tak jsem si
zaridil jeho vyrobu sam. Nastésti to je z methakrylové kyseliny a
epichlorohydrinu vcelku jednoduché. Z pocdatku jsem se vsak
nedokazal odfiznout od zavislosti na polymeraci styrenu a
divinylbenzenu. Porézni poly(styren-divinylbenzenové) ¢astice mély
v Ceskoslovensku velkou tradici a dobré jméno i v zahranigi, jeliko?
byly zkoumany na vysoké drovni ve Vyzkumném Ustavu syntetickych
lak(l a pryskyfic v Pardubicich pro ucely vyroby iontoménicd. Jejich
postupy se tedy daly snadno adoptovat a vedly k &asticim se
zadanymi vlastnostmi. TakZe jsem nejprve pfipravoval Castice ze
smési vSech tfi monomerU. Epoxidy v nich byly, jak jsme dokazovali
jejich reakci s aminy, ale néjaké rozumné pouziti jsme pro né nalézt
nedokazali. Brzy jsme zjistili, Ze tudy zfejmé cesta nevede a bylo
nutné prejit na jinou, kompletné methakrylatovou chemii a namisto
divinylbenzenu pouzit jiné sitovadlo, ethylen dimethakrylat. Jakkoliv
se to zddlo snadné, nebylo tomu tak. Smési a polymerizacni
podminky pouZivané se styrenovymi monomery zde prosté
nefungovaly. Hlavnim problémem se ukazalo byt nalezeni spravnych
rozpoustédel, tzv. porogen(, pfidavanych do reakéni smési, aby se
dosahlo pozadovanych poréznich vlastnosti. Ani Uporné zkoumani
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raznych rozpoustédel nevedlo k cili. Nastésti se pomoc nasla na
Ustavu makromolekuldrni chemie (UMCH) CSAV na Petfinach, kde
Jiti Coupek, 0 ném? bude jesté Fe¢, pFipravoval makroporézni €astice
z kopolymeru 2-hydroxyethylmethakrylatu a ethylendimethakrylatu.
Po konzultacich s nim a diky jeho raddm se mi konecné podafrilo muj
systém ochotéit a ziskat poZadované Castice. Prvni spolecna
publikace pak vysla v roce 1974 a stala se zdkladem pro dlouhou
serii ¢lankd zabyvajicich se riznymi aspekty téchto materiald.

Rok 1976 byl pro mne prelomovy. Byl jsem totiZz vyzvan, abych se
uchazel o misto védeckého pracovnika na UMCH, co? jsem bez
vahani ucinil, protoze pracovni podminky diky prodané licenci na
kontaktni ¢ocky byly v tomto relativhé bohatém udstavu mnohem
lep$i ne? na VSCHT. Byl jsem pfijat a nastoupil do Laboratofe vedené
Jifim Stambergem, ktera se po léta zabyvala vyzkumem ionex(, tedy
opét &astice. Pro vysvétleni: Ustav byl v té dobé ¢lenén na védeckd
oddéleni a ta pak na jednotlivé laboratore. Ackoliv tézisté vyzkumu
celého UMCH spocivalo v pripravé a charakterizaci polymert z 2-
hydroxyethylmethakrylatu, tedy z monomeru, ktery byl predtim
vyvinut profesorem Wichterlem. Jednim z nejznaméjsich produktt
tohoto vyzkumu byly pravé svétozndmé kontaktni ¢ocky. Malokdo
ale vi, Ze tento dustav byl rovnéz plodnou lihni na poli
chromatografie. Hned nékolik jeho laboratoti vedenych Josefem
Jan¢ou, Mirkem Kubinem, lifim Stambergem a Jitim Coupkem se
drahné let angaZovalo ve vyzkumech souvisejicich s chromatografii.

Tak napf. Jancova Laborator polymerni analyzy se Uspésné zapojila
do vyvoje metod vylucovaci chromatografie, tehdy jesté zvané
gelovou permeacni chromatografii, ur¢enych pro studium polymert
jako byl poly(vinyl chlorid) a jeho kopolymery a stereocisomery
produkované v Ustavu. Spolu se zdatnym pomocnikem, Svatoslavem
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Pokornym, ktery pozdéji odeSel k praiské firmé Watrex, také
zkoumali rGzné vlivy, které mohly ovliviiovat vysledky SEC. Janca
sam pak v roce 1978 ziskal stipendium v ramci vyménného
programu CSAV a Narodni akademie véd USA a pobyl rok na
université v Salt Lake City, kde pracoval pod vedenim véhlasného
Cala Giddingse. Zde take zahorel laskou k FFF, coZ je zkratka pro
separacni metodu zvanou field-flow fractionation, kterou Giddings
vynalezl. Po ndvratu z USA se viak Jan¢a na UMCH u? pfiliz neohfal,
nebot byl jmenovan feditelem Ustavu analytické chemie CSAV
v Brné, kde pak dal rozvijel FFF. Po roce 1989 pak odesel do Francie,
kde se po kratkém pobytu na Ecole Supérieure de Physique et
Chemie Industrielles v Pafizi, stal profesorem na Université de la
Rochelle. V druhé poloviné minulé dekady se pak vratil do Ceska a
pfijal misto profesora na Université Tomdase Bati ve Zliné, kde dale
rozvijel mikrotermdlni mdéd FFF. Na toto téma téZz napsal vcelku
uspésnou knihu.

Jitiho Coupka jsem zminil jiz vy$e jako vyznamnou pomoc p¥i mém
vyvoji makroporéznich ¢astic na bazi glycidyl methakrylatu. V dobé,
kdy jsme se poprvé potkali, byl ji deli dobu zaméstnancem UMCH.
Na rozdil od Janéi, ktery rozvijel metodiku, Coupek se soustfedil na
pfipravu separacnich medii, specificky na naplné kolon neboli
stacionarni faze pro kapalinovou chromatografii. Ti, kdo Jirku znali,
vi, Zze byl velmi agilni, britky diskutér, plynné ovladal rustinu,
némcinu a angli¢tinu a snadno navazoval kontakty s jinymi lidmi.
AngazZoval se téZ politicky, coz se mu béhem normalizace stalo
osudnym. Chromatografické ostruhy ziskal béhem stdze na
université v némeckém Mainzu, kde pracoval pod vedenim Waltera
Heitze na gelové chromatografii malych molekul s pouzitim kolon
plnénych  poly(vinyl  acetdtem) zesiténym  divinyletherem
butandiolu. Po navratu zacal vyvijet sva vlastni separacni media a
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neni  jisté nadhodou, Ze byla pfipravovdana z  2-
hydroxyethylmethakryldtu a ethylen dimethakryldtu. Zatimco
suspenzni polymerizace ve vodé nerozpustnych monomerd je
relativné snadny ukol, prace s vodou rozpustnym monomerem, jenz
pouzil, byla vyzva. Problém vyfesil vtipnou kombinaci obou
monomer( s ve vodé nerozpustnymi rozpoustédly cyklohexanolem
a dodekanolem, ktera jednak drzela 2-hydroxyethylmethakryldt v
organické fazi, a jednak slouZila jako porogen k fizené separaci fazi
béhem polymerizace a tvorbé pozadované porézni struktury.
Vysledky byly poprvé zverejnény na IUPAC konferenci o
makromolekuldch ve finskych Helsinkach v roce 1973. Nové (astice
dostaly od Coupka nejprve jméno Uniflex, které bylo pozdéji
zménéno na Spheron, a nakonec byl komercni produkt zvan
Separon HEMA. V roce 1976 viak spadla klec a Coupek musel z
politickych ddvod( z uUstavu odejit. Nastésti to nebylo daleko,
protoZe zakotvil o nékolik blok( dal v ndarodnim podniku Laboratorni
pfistroje. Jeho feditel, na rozdil od Ustavu, rozeznal obrovsky
Coupklv potencidl a zaméstnal ho i pres jeho politicky $kraloup. V
Laboratornich pftistrojich Jirka vybudoval vyrobnu separacnich medii
a chromatografickych kolon na svétové urovni. Sortiment naplini se
rozrostl a posléze zahrnul i funkcionalizované materidly na bazi
sférického porézniho silikagelu.

Nase spoluprace vsak jeho odchodem neskoncila. JelikoZz o nase
porézni glycidylmethakrylatové c¢dstice byl rovnéz velky zajem,
dostal jsem moznost zakoupit smaltovany reaktor s objemem 50
litrd s kotvovym michadlem, pro néjz jsme vsak neméli vhodny
prostor. lJirka mél misto, ale nemél fondy na zakoupeni
odpovidajiciho reaktoru. Tak jsem se s nim dohodl a reaktor skoncil
v jeho vyrobné v Laboratornich pfistrojich s tim, Ze ho budeme
pouzivat spolecné, coz se i stalo. Dozvédél jsem se, Ze nedavno se
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tento veteran vratil zpét na Gzemi UMCH. Nase témér idylicka
koexistence na Petfindch dokonce vyustila happyendem. Jak
Laboratorni ptistroje tak i UMCH vystavovaly v roce 1979
chromatografické sorbenty a kolony na vystavé Incheba v Bratislavé.
S lJirkou jsme se dohodli, Ze spole¢né poddme tyto expondty do
soutéze o Zlatou medaili Incheby jako duikaz politicky korektni
spoluprace védy a vyroby. Kupodivu, porota ocenila tento svazek a
medaili zobrazenou na Obr. 2 jsme dostali.

INCHEBA ‘7%
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Seorberty pre dwomdofo‘u

o holémy pre chromatografiu
Ustav makromolekulrns chemie GSAV
Praba o Laborotdrnd piistroje np Bake

ZLATOU MEDAILOU

[ . rane v
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Obr. 2: Zlatd medaile Incheby.

Zatimco Coupek pokracoval ve vyvoji materiall, potieboval té?
rozsitit skalu aplikaci z plvodni SEC predstavené v roce 1973 na dalsi
separacni mechanismy, zejména pak na ty umoZiujici separace
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biologickych polymera jako jsou bilkoviny, tedy na iontové-vyménou
a afinitni chromatografii. Pfredevsim bylo nutné zamezit adsorpci
bilkovin na povrchu por(, kterd, a¢ mnohem mensi nez u typickych
chromatografickych sorbentll, stale jesté presahovala kyZzeny
rozsah. Toho se dosahlo hydrofilizaci s pouzitim reakce s
epichlorohydrinem nasledovanou hydrolyzou epoxidovych skupin
vedouci k diolGm. Tak vznikl Separon HEMA-BIO.

Jakmile byla k dispozici separacni media, bylo nutné je zkouset a
vyvijet metody pro jejich aplikace. Zde se osvédcila letitd
spoluprace, kterou lJirka navazal s pracovniky Ustavu organické
chemie a biochemie CSAV Otakarem Mike$em a zejména pak s
Jaroslavou Turkovou. Celd plejada publikaci vznikla pravé na zakladé
této spoluprace a vyznamné pfispéla ke vneseni téchto materidlt
jako uziteénych pomocnik(l do podvédomi biochemik.

Jak jsem jiz uvedl, Jirka Coupek byl ¢lovék podnikavy a ve spolupréaci
s firmou Senetec zalozZil kolem roku 1987, tedy jesté za tuhého
socializmu, spolec¢ny Cesko-dansky podnik Tessek, jehoz zboZim se
staly separacni media a kolony. Ani zde se nasSe interakce
nezastavila. Hlavnim nedostatkem produkce polymernich
chromatografickych materiala klasickou suspenzni polymerizaci je
obtiz v pripravé co nejmensich ¢astic a Siroka distribuce jejich
velikosti. Pro Uspésnou chromatografii je vSak tfeba mit malé ¢astice
v mikrometrovém rozméru s Uzkou distribuci. Zatimco velikost ¢astic
byla definovdna pouzZitym zafizenim (vzpomernme 50 | reaktor) i
optimalizovanym postupem a nebylo moZné ji dost dobfe ménit,
nasly se vSak prostfedky k zuzZeni distribuce. Prfistroj od firmy Alpine
v némeckém Augsburgu to dokazal dost dobre. Nicméné, frakce
pozadovanych velikosti representovaly pouze ¢ast produktu a pro
zbytek nebylo upotfebeni a musely byt vétdinou vyhozeny. Re$enim
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by byla vyroba monodispersnich ¢astic. Norsky védec John Ugelstad,
s nimz se nékolikrat potkal, vyvinul metodu, jeZ poskytovala takové
Castice. Ty vsak byly z kopolymeru styrenu a divinylbenzenu a az na
vyjimky neporézni a v chromatografii nepouZitelné. Béhem nasich
diskusi s Jirkou jsme o tomto postupu nékolikrat mluvili, ale k akci
doslo az v roce 1987. V Tesseku byl tehdy zaméstndan mlady muz
jménem Vladimir Smigol, absolvent VSCHT, ktery mél zdjem si
udélat kandidaturu. Dohodli jsme se tedy, Ze tak mulzZe udinit na
UMCH zatimco bude placeny Tessekem, a jako téma si vzit pravé
pfipravu monodispersnich castic o velikosti pouhych nékolika
mikrometrd. Tak se i stalo a Vladimir stravil na Ustavu tfi roky, kdy
Uspésné vyvijel tuto metodu. Vyvoj se ovsem uskutecnil pro mné
blizké kopolymery glycidylmethakryldtu a ethylendimetakrylatu,
protoZe v Tesseku oblibeny hydroxyethylmethakryldat byl diky
rozpustnosti ve vodé nepouzitelny. Po obdrzZeni titulu kandidata véd
pak Smigol odjel na dvouletou postdoktoralni sta? do USA a do
Tesseku se na podzim 1993 vratil pouze na nékolik mésica.

BohuZel, v té dobé& nas opustil Jirka Coupek a nové technologie se
nikdy nerealizovala. Tessek byl po roce 1989 koupen kalifornskym
podnikatelem Melem Ebelingem, ktery si predstavoval, ze firma
bude fungovat na jeho ,ddlkové ovladani“, coZz samozifejmé neslo a
Tessek zbankrotoval. Nicméné zda se, Ze posléze vstal z mrtvych,
nebot jsem nedavno na jednom symposiu vidél stanek Tesseku a
existuje i Ceskd webovd stranka, kde tato nyni pouze cCeskd firma
nabizi pavodni sortiment sorbentd a kolon, jakoZ i jisté dalsi sluzby.

Kubinova laboratof rovnéz byla velmi aktivni ve vyvoji
chromatografickych zafizeni a metod. Jak bylo zvykem, soustfedili se
na poutziti 2-hydroxyethylmethakrylatového gelu. Jedna z rannych
studii byla vénovdna tomu, co sami nazvali membranovou
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chromatografii. Pouzili 1,5 mm silny prouzek 2 % zesiténého gelu,
ktery Uspésné aplikovali k separaci ¢astic napft. lidskych erytrocytd.
Na rozdil od postupu dnes nazyvaného membranovou
chromatografii, pfi niZ se separace dosahuje tokem napfic¢ tenkou
vrstvou, v Kubinové implementaci to byla metoda ne nepodobna
tradi¢ni tenkovrstvé chromatografii. Vzorek sa aplikoval jako ,spot”
na zacatek prouzku a putoval gelem v podélném sméru. Jakkoliv byl
tento postup originalni, véhlasu se nedockal. Mdlokdo je rovnéz
obezndmen s tim, Ze se v laboratofi Mirka Kubina zrodila i prvni
monoliticka kolona, kdyZ hledali alternativni materialy, jeZ by mohly
nahradit vté dobé velmi popularni Sephadex pouzivany pfi
separacich vyuzivajicich gelové-filtraéni mechanismus, protoze
hydroxyethylmethakrylatové gely byly na dUdstavu pfipravovany
v Siroké paleté porosit, nebylo od véci vyzkouset jejich aplikaci i
v této oblasti. Houbovity elasticky gel byl pfipraven radikalovou
polymerizaci 22 % vodného roztoku monomeru ve sklenéné trubce,
poté vyjmut, vyvaren ve vodé, aby se zbavil rozpustnych soucasti a
zasunut do sklenéné kolony, v niZ byl i pouzit. Ackoliv velmi mala
prato¢nost tohoto gelu dosahujici pouhé 4 ml/h i nizkd Gcinnost
nedovolily docilit o¢ekdvanych separaci a systém poslouzil jenom
pro jednoduché odsoleni bilkoviny, tedy separaci velkych molekul
od malych iontd, prvni monoliticka kolona byla na svété.

Mirek Kubin se rovnéz v poloviné sedmdesatych let vénoval teorii
SEC. Jeho studie byly relevantni s ohledem na skutecnost, Ze jednak
v té dobé tyto teorie teprve vznikaly a jednak, Ze Ustav je potfeboval
k interpretaci méreni polymerd v ném pripravovanych.

Spolu s védeckym aspirantem Stanislavem Vozkou téz vyvinuli
unikatni HPLC kolony z tvrzeného skla s pouzitim vymény sodnych
iontl skla za vétsi draselné pfi vysoké teploté. Kromé dalsich vyhod
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napf. vzdorovaly tlakiim do 30 MPa, coz bylo mnohem vice neZ
komercni sklenéné kolony a také umozZriovaly pozorovat prichod
separovanych zén kolonou, byly-li vidét. Laboratorni pfistroje, kam
pozdéji Vozka nastupil k Coupkovi do zaméstndni, a poté i Tessek,
komercializovaly tyto kolony. Za poznamku stoji, Ze znama sklarska
firma Corning pouzivd podobny postup k vyrobé Gorilla Glass, skla,
které se vyznacuje odolnosti vici poskrabani a je dnes Siroce
pouzivano v displejich mobilnich telefond.

V roce 1990 se Standa Vozka osamostatnil a zaloZil firmu s ponékud
kontroverznim nazvem Labio, kterd se usadila v suterénu UMCH,
kde sidlila aZz do neddvna. Vyrabéli tam hlavné cenové pfistupny
hardware pro kapalinovou a plynovou chromatografii, jakoZ i kolony
a separacni media z porézniho silikagelu nyni prodavané pod
znackou Labiogel. V roce 2010 se pak firma pod novym vlastnikem
prestéhovala do jiného mista na Petfinach.

Je$té na VSCHT jsme zacdali zkoumat funkcionalizace nasich
glycidylmethakrylatovych ¢astic. Tyto prace zajimaly docentku Elisku
Kalalovou, manzelku jiz zminéného a neddvno zesnulého profesora
Kalala, ktera byla docentkou na KatedFe anorganické chemie VSCHT
a vénovala se komplexdm kov(. NasSe castice s chelatotvornymi
skupinami ji zaujaly a zahy vznikla plodna spoluprace, ktera vyustila
v sérii mnoha publikaci na téma komplexotvornych sorbentd. Nase
spoluprace se rozvijela i po mém prechodu na UMCH. Jednim
z pokrocilych témat bylo méreni kinetiky difuzniho pfenosu hmoty
do péri nasich ¢astic a kinetiky samotné komplexacni reakce. Nasi
skupinku doplnil Milos Marek z Katedry chemického inZenyrstvi
VSCHT, jemu? takovéto vypocty byly dennim chlebem. Cést této
studie byla zpracovdna s pouzitim ¢astic rlznych velikosti, ale pro
presnéjsi méreni difuze by bylo lepsi pouZit tenkou vrstvu ze
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stejného polymeru, jako byly castice zabudované ve specidlni
dvoukomorové aparatufe. Nastésti jsem védél, ze Jifi Vacik v UMCH
délal podobné pokusy s difuzi skrze poly(hydroxy methakrylatové)
gely a vrstvy pfipravoval vdoma vyrobené formé sestavajici ze dvou
hlinikovych  desek, vnichi byly kandly pro vyhfivani
termostatovanou vodou, a na nichz byla nalepena polypropylénova
folie branici nalepeni polymeru na povrch hliniku. Mezi tyto dvé
desky byla poloZzena polypropylenovd vlozka, jejiz tloustka
definovala silu polymerni vrstvy. Tuto formu jsem si od Jirky pajcil a
pripravil nékolik polymertd ve formé vrstvy. Pokusy pak pokracovaly,
le¢ vrstvy se nechovaly, jak by se ocekavalo, k cemuz jsme tehdy
nenasli vysvétleni. Studie se tedy tykala jenom pokusU s ¢asticemi,
byla v roce 1980 opublikovdna a zdjem o porézni vrstvy opadl.

Le¢, vSeho do c¢asu. Dalsi impuls kjejich vyvoji pfisel
z leningradského Ustavu makromolekuldrnich Idtek Akademie véd
SSSR, kde profesor Boris G. Bélenkij studoval chromatografii bilkovin
v gradientové-elu¢nim maédu, pfi niz pouzil celou fadu separacnich
médii i kolon liSicich se geometrii. Zjistil pfitom, Ze pouze jist3,
vétsinou velmi slaba vrstva sorbentu v koloné je postacujici
k dokonalé separaci, coz vedlo kodvozeni teorie kratkych
separacnich lozi. Pfiprava kratkych kolon potfebnych pro
experimentalni ovéreni této teorie s pouZitim drobnych castic se
vSak ukazala velice obtiznou, protoze jejich tenké vrstvy byly pfilis
neusporadané a obsahovaly ¢etné kandly. Nezbylo mu tedy nezZ se
poohlédnout po separacnich mediich nového typu. Nékdy
v poloviné osmdesatych let se Bélenkij objevil v Praze a pfi navstévé
UMCH mi o jeho teoriich zapalen& vypravél. Rovnéi se ptal, jestli
bych nevédél o zplsobu, jak jeho problém s kratkymi vrstvami
obejit. Néjak mi sepnulo a vzpomnél jsem si na nase porézni desky.
Hbité jsme jich opét nékolik udélali a poslali k testovéni. Fungovaly,
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skuteéné umozZnily potvrdit teorii a docilit chromatografické
separace bilkovin s tehdy nevidanou rychlosti. K jejich dokonalosti
vsak jeSté néco chybélo a bylo tedy na nich jesté tfeba zapracovat.
Chvili jsme tak Ccinili posilanim destiek vétSinou po poslu, tedy
osobé z Ustavu, ktera méla do Leningradu namifeno kvali né¢emu
jinému. O vysledcich jsme bud korespondovali velmi pomalou
postou, nebo diskutovali pfi oblasnych vzdjemnych navstévach.
Tento zpUsob byl ovSsem velmi neprakticky a pomaly. Aby se vyzkum
urychlil, dohodli jsme se s Bélerikim, Ze do Prahy posle na rok jednu
svoji mladou spolupracovnici. Vskutku, Tatiana Tennikova se v roce
1987 objevila v Praze, kde ale zlstala témér 4 roky. Vyzkum pak
nabral na obratkdch a monolitické disky pro chromatografické
separace bilkovin se staly realitou. Tatiana je nyni profesorkou na
université a  zastupkyni feditele petrohradského  Ustavu
makromolekuldrnich Idtek Ruské akademie véd a dodnes pracuje
s disky.

Za poznamku snad jesté stoji, ze jsem ndpad s pouzitim poréznich
desek k separacim konzultoval i s Mirkem Kubinem. Ten mne
zrazoval od téchto experimentl, jelikoz byl poucen jeho malo
uspésSnym pouzitim monolitického hydrogelu a téz proto, ze si umél
predstavit problémy znacného tlaku potfebného k docileni toku
v nepatrnych pérech typickych pro normalni makroporérni Castice.
Opak se vsak ukdzal pravdou. Docilit tok nasimi disky bylo snadné a
potfebné tlaky minimalni. Méfreni totiz ukdzala, Ze porézni struktura
desek pripravenych polymerizaci v bloku je vyznamné odlisna od té
pozorované v suspenzné polymerizovanych ¢asticich. To ndm také
se zpozdénim vysvétlilo, pro¢ pocatecni pokusy s mérfenim difuze
malych iontl nedavaly Zadny smysl.
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Pfiprava nasich desek, kterym se ted obecné tikd monolity, byla
jednoduchd. Ziskavaly se radikdlovou polymerizaci smési, jeZ
obsahovala monovinylicky monomer s funkéni ¢i reaktivni skupinou
jako je styren-, butyl- ¢i glycidylmethakrylat, zesitovadlo, typicky
monomer se dvéma Ci vice dvojnymi vazbami napf. divinylbenzen
nebo castéji ethylendimethakryldt, iniciator, a porogenni
rozpoustédla. Tato smés se naplnila do formy bud’ plochého, nebo
valcovitého tvaru, kde po zahtati zpolymerizovala. Po vyjmuti se pak
z desky &i roubiku vyrobily mechanickym obrabénim disky. Nebylo-li
mozné ziskat disk s poZadovanymi funkénimi skupinami pfimou
polymerizaci odpovidajiciho monomeru, v nasledujicim kroku se
chemicky modifikovaly. Dodnes se vétsina diskovych separacnich
medii pfipravuje z glycidylmethakryldtu a ethylendimethakrylatu,
pricemz prvni ztéchto monomerl umoZnuje jejich snadnou
modifikaci a uplatnéni v celé plejadé technik zahrnujicich obracené-
fazové, iontové-vyménné, hydrofobné-interakéni a bioafinitni
separace.
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Obr. 3: Gradientovd eluce bilkovin.

Disky jsme vkladali do po domacku, pro tento ucel vyvinutého
pouzdra a celd jednotka pak slouzila k separacim. Nase aktivity se
nejprve soustfedily na iontové vyménny mechanismus separace
bilkovin gradientovou eluci. Obr. 3 ukazuje jednu takovou separaci
na autentickém zaznamu pofizeném na x-y zapisovaci, proto je
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Casova osa zprava doleva, ktery byl napojen na jednoduchy UV
detektor. Zahy jsme pak shromdidili dostatek vysledkll a v roce
1988 jsme zaslali nds prvni rukopis, v némz jsme popsali disky a
novou separacni metodu, kterou jsme nazvali vysokoucinnou
membranovou  chromatografii  (HPMC), do Journal of
Chromatography. Tam trvalo témér cely rok, nez nam sdélili, Ze
¢lanek neopublikuji. Recenzenti nepovaZovali tuto praci za
dostatecné dlleZitou. Dodnes si rvu zbyvajici vlasy, Ze jsem si dopis
s negativnim rozhodnutim neschoval. Byl by krasnym dokladem
toho, jak mohou byt recenzenti krdtkozraci. Takze k
opozdénému opublikovani doslo az vroce 1990 v Casopise Journal
of Liquid Chromatography. V nas prospéch hovofi skutecnost, Ze
jsme hbité obdrzeli na 300 zadosti o separat, tedy o kopie publikace,
jez jsme tenkrat autorm poslali.

Na rozdil od recenzentl, primyslovd komunita témér okamzité
rozeznala potencidl nasi metody vyuZivajici separacni media
v netradi¢nim tvaru, a to jak na zakladé nasi publikace, tak i diky
presentacim posterd na symposiich. Posterl, protoZe na Ustni
prednasku jsme v té dobé nebyli jesté dost znami. Zastupci firmy
Knauer GmbH se sidlem v Zdpadnim Berliné se objevili v Praze a po
kratkych jednanich zakoupili licenci na produkci a prodej disk(l. Zahy
nato pak Knauer oddélil dcefinou spolecnost Saulentechnik GmbH,
kde zacal vyvoj, pfi némZ jsme ja i Tatiana Tennova vyznamné
asistovali. Prvni Quick-Disks®, jak byl produkt nazvan, se dostal na
trh vroce 1991. Nicméné shodou okolnosti, spocivajicich podle
mého nazoru v nekompetentnosti vedeni, firma Saulentechnik
zkrachovala a licence propadla.

Jeden z plvodnich zaméstnancu této firmy, ktery technologii dobre
znal, ale ktery firmu opustil davno pred jejim krachem, byl Chorvat
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Djuro Josic. Ten se zase znal s mladym feditelem malé firmy BIA ve
slovinské Lublani a o technologii mu povédél. Ten kni zahofrel
laskou, BIA zakoupila v Praze licenci a zahajila vyvoj. Jeji situace byla
o trochu snazsi neZ u predeslého nabyvatele licence, protoze uz
védéli, kde na né cCekala uskali. BEhem kratké doby vyvinuli sérii
materiald, které se dostaly na trh a nesly obchodni znacku CIM®
Disks. BIA pak pokracovala ve vyvoji novych formatl i chemickych
sloZeni a dneska hraje dulleZitou roli ve vyrobé separacnich jednotek
pro downstream processing v biotechnologickych vyrobach.

Zde konci maj vylet do historie ¢eské chromatografie, jak jsem ji
vidél a prozil ja béhem zhruba dvaceti let po roce 1970. Bylo pro
mne zajimavé se vduchu vratit do té doby a namahat pamét,
protoZe pisemné doklady, jako Ze bych si napf. psal denik, nemam.
A ty, co jsem snad mél, vzaly bohuzel béhem c¢asl za své. Trochu téz
pomohlo zkoumani dobovych publikaci hlavnich aktérd. Toto fikam
proto, Ze nékteré z mych postfehl nemusi byt Uplné spravné a
proto, Ze jejich pravdivost jsem, k mé neskonalé litosti, uz nemél
s mnohymi témi, o kterych piSi, moZnost konzultovat.
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14.STANISLAV VOZKA

Narodil se a vyrostl v jihoceském méstecku

Volyné. Po stredni Skole odesel studovat
chemii na Prirodovédeckou fakultu UK do
Prahy. Studia ukoncil diplomovou praci a
doktoratem v oboru polarografie v
nevodnych prostredich v roce 1972. Od té
‘doby se vénoval jen  kapalinové
chromatografii. Sedm let si uZival védy pfi
stipendijnim pobytu na Ustavu
i makromolekuldrni chemie. Po obhdjeni
dizertace na téma vysokoucinnd gelovd permeacni chromatografie a
korekce tvaru piki v GPC jako kddrové neukotveny nemél jinou
mozZnost ne? z Ustavu odejit. Presel do Laboratornich pfistroji
Praha, kde se mohl ddl vénovat vyvoji silikagelovych sorbentd,
chromatografickych kolon a cerpadel. V LP jsem vydrZel 11 let.
ProtoZe jsme nékterymi s kolegy vyvojdri méli v posledku na
smeérovdni firmy ndzory odlisné od vedeni, rozhod| se na jare 1990 LP
opustit. Po krdtké kariéfe zemédélci v JZD Dzbdnov (okres Usti nad
Orlici, stfedisko pfistrojové techniky Praha) zaloZil v zdri 1990 Labio
a.s. Tim vilastné mohlo jeho CV skoncit, protoZe na misté rfeditele
Labia pracoval 20 let. Délali docela zajimavé véci v kapalinové a
plynové chromatografii, ale zabér byl prilis siroky na to, aby mohl
byt opravdu kvalitni. A jak se ukdzalo, nic neni na véky. A tak zase
jednou musel odejit (2010) a zaklddat novou firmu. V Separlabu ted’
presluhuje jako jednatel spole¢nosti a konecné md prostor vénovat
se tomu, co podle svych slov snad trochu umi — preparativni
kapalinové chromatografii.
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HISTORIE KAPALINOVE CHROMATOGRAFIE V CESKOSLOVENSKU Z TROCHU
JINEHO POHLEDU

Laboratorni pfistroje Praha byl narodni, statni a posléze koncernovy
podnik, ktery vznikl v padesatych letech slou¢enim nékolika mensich
vyrobch. Trpél pochopitelné jako vsSechny statni podniky
problematickym Fizenim, nedostatkem devizovych prostiedkl i
nenarocnym a nenasytnym sovétskym trhem. Na druhé strané
disponoval organizaci vyroby, za kterou by se zadny dnesni podnik
pracujici podle 1ISO 9001 nemusel stydét (véetné pocitacového
fizeni). Rozsahla vyvojova zakladna byla financovana Sstédrymi
statnimi ukoly. Podnik Uzce spolupracoval s vyzkumnymi pracovisti,
pfedeviim s Ustavem analytické chemie v Brné (plynova
chromatografie). Vysledkem byla mimo jiné i zlatd medaile ze
Svétové vystavy v Bruselu 1958.

Akronym HPLC, ktery poprvé pouzil Csaba Horvath v roce 1970, v
Ceskoslovensku zdomacnél pomérné brzy. V té dobé se jedté zkratka
HP interpretovala spiSe jako high pressure spiSe neiz high
performance. V Ceskoslovensku chybéla predeviim tovarné
vyrabéna pfistrojova technika v potfebném sortimentu a kvalité. Na
druhé strané tehdejsi védecka pracovisté s takovou situaci pocitala a
prakticky kazdy ustav (Skola) disponoval dobrymi dilenskymi
kapacitami. Byla to prosté doba naklonéna vyvoji experimentalnich
technik, mozna na ukor vysledkd pomoci nich ziskanych.

Jedny z nejlepsich dilen mél Ustav makromolekularni chemie. Jesté
pfed ndastupem HPLC Ustav vyrabél skfifiové kapalinové
chromatografy osazené kolonami praméru 10 mm. Gelova
permeacni chromatografie (size exclusion chromatography) se
pouzivala pro stanoveni distribuce molekulovych hmotnosti
polymer( a na Ustavu byly pod vedenim lifiho Coupka vyvinuty i
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hydrofilni gely na bazi hydroxyethylmethakrylatu, polymeru, kterym
Ustav Zil, protoZe se pouZzival k vyrobé mékkych oc¢nich ¢ocek podle
patentl profesora Wichterleho.

Za této ptiznivé konstelace jsem nastoupil na UMCH v roce 1971
jako védecky aspirant do oddéleni fyzikalni chemie (vedouci prof.
Ing. Julius Pouchly, DrSc.). J. Pouchly byl mym oficidlnim Skolitelem,
protoZe skutecny Skolitel, Mirek Kubin, tuto funkci z politickych
divodl vykonavat nemohl. Mym ukolem bylo rozvijet metodu
gelové permeacni chromatografie, ale protoZze pfi ndakupu
komercniho chromatografu Waters R400, se kterym jsem pracoval,
uz nezbyly finanéni prostfedky na kolony, musel jsem si je, véetné
sorbentu, vyrobit sam. Nejdfive jsem zkousel Coupkovy
glykolmethakrylatové gely, ale vysledné piky byly asymetrické a pro
vypoCet distribuce molekulovych hmotnosti jen omezené
pouzitelné.

Moje volba padla na sféricky silikagel, ktery jsme (spolu s kolegy
Kubinem, Porschem a Spackem) vyvinuli a vyrabéli podle originalni
patentované metody a modifikovali hydrotermdlnim zpracovanim v
autokldvu pro ziskani r(zné poréznich materidll, které GPC
vyzaduje. Vysledny sorbent byl vétSinou deaktivovan reakci s
trimethylchlorsilanem nebo hexamethyldisilazanem. Klasické kolony
(10 x 900 mm) plnéné novymi silikagelovymi sorbenty jsme v saddch
po tfech nebo péti kusech zpocatku pouzivali na zminéném pfistroji
Waters. Ten ovSem, vybaveny refraktometrem s velkym objemem
cely a jen stfedotlakym cerpadlem, nebyl tim spravnym pfistrojem
pro HPLC.

HPLC nas vSechny v té dobé oslnilo predevsim neuvéfitelné
vysokymi acinnostmi  kolon a kratkymi casy analyz. Pro
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chromatografii polymert a stanoveni jejich molekulovych distribuci
ma vysoka kolonova ucinnost zvlastni dilezitost, nebot umozZiiuje
lepsi korekci vysledkl na rozmyti pikd (i kdyz u vysokych hmotnosti
se ucinnost HPLC pochopitelné snizuje diky vysokym hodnotdam
difusnich koeficientll). Rozhodli jsme se proto v roce 1973 pouzit
principt HPLC v gelové permeacni chromatografii.

V té dobé se na VSCHT Praha dovezla dvé pistova ¢erpadla (positive
displacement pump, syringe pump) firmy Varian. Tato ¢erpadla, byt
ponékud obfi, poskytovala zcela bezpulsni tok mobilni faze pfi
vysokém pracovnim tlaku a relativné jednoduché konstrukci.
Zkonstruoval jsem proto ¢erpadlo na stejném principu a dilny UMCH
ho vyrobily. Nemaje krokové motory potfebného vykonu, poutzili
jsme (Ing. Svantner, vedouci oddéleni elektroniky UMCH) systém
fizeni otacek pomoci tachodynama. Pfes pocatecni obtize s tésnosti
se nakonec podafilo uvést stroj do uspokojivé funkce, novy typ
tésnéni z PTFE byl dokonce patentovdn. Vyvinuli jsme rovnéz stop-
flow déavkovac vzorku a zkonstruovali pratoénou kyvetu do UV
spektrometru, ktery v té dobé vyrab&ly Vyvojové dilny AV CSSR. S
pouzitim jejich digitalniho voltmetru (se zaznamem na dérnou
pasku) a s pocitatem Wang (programovany v BASICU) jsme tak méli
k dispozici kompletni HPLC - GPC chromatograf, véetné ucinné
pocitacové metody korekce molekularnich distribuci na rozmyvani
pikd.

Sféricky silikagel, ktery jsme v té dobé uz vyrabéli laboratorné v asi
pulkilovych davkach, bylo nutné tfidit, coZ se nam (pomalu a ne moc
kvalitné) dafilo v propojenych sedimentacnich nddobach o rlizném
praméru. Samostatnou kapitolou byly kolony. Pochopitelné jsme
neméli kvalitni leSténé nerezové trubky. Nahradili jsme je
sklenénymi trubicemi o vnitfnim prliméru 3 mm z Kavalieru Sazava
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(material SIAL). Jejich povrch snesl samoziejmé nejprisnéjsi kritéria.
Difuzi draselnych iontl do skla (pfedvale¢ny patent Corningu) za
vysoké teploty se podafilo zvysit tlakovou odolnost trubic aZz na
nékolik stovek bar(. Nemam k dispozici podrobnou resersi
tehdejSiho stavu, ale myslim, Ze popsany systém byl jednou z
prvnich aplikaci vysokoucinné gelové permeacni chromatografie na
svété.

Laboratorni pfistroje se ve stejné dobé jako my na UMCH pustily do
vyvoje  kapalinového chromatografu, ktery nesl urité
charakteristiky HPLC. Membrdnové cerpadlo s nevykonnym
krokovym motorem bylo vSak pouZitelné jen do tlaku 25 barl a UV
detektor byl postaven na vysokotlaké rtutové vybojce s jedinou
vinovou délkou — 254 nm. V dobé, kdy byl tento chromatograf
zavadén do vyroby (1977), uz byl Jiti Coupek z politickych divodd
odejit z UMCH a stal se zaméstnancem LP. Vytvofil v ramci
technického Useku samostatné Stredisko chemie, které vyrabélo
glykolmethakrylatové sférické sorbenty (SPHERON, pozdéji kvali
problémim s ochrannou znamkou, SEPARON), které byly plnény do
kolon o vnitfnim prlméru 10 mm a délce 250 mm nebo 500 mm.

Na prelomu sedmdesatych a osmdesatych let HPLC ovladla svét
kapalinové chromatografie a systém LP rychle zastaral. Chybélo
vykonné cerpadlo a predevsim HPLC kolony plnéné silikagelovymi
sorbenty a jejich modifikacemi. Podnik se proto rozhodl prevzit jak
¢erpadlo, tak i sféricky silikagel, které jsme vyvinuli na UMCH. J4
jsem v té dobé dokoncil aspiranturu, obhdjil titul kandidata véd a byl
postaven pred dilema - bud' vstoupit do KSC a pokracovat v kariére
védeckého pracovnika na UMCH, nebo odejit. Dopadlo to tak, Ze i ja
jsem byl pfedan do péce Laboratornich pfistroji Praha.
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Kolony plnéné sférickym silikagelem byly dodavany na trh od roku
1979, nejdfive pod oznaénim SEPARON S| VSK (Vozka, Spacek,
Kubin). Pozdéji, vyrabény podle modifikovaného postupu, byl znamy
jako SEPARON SIX. Od pocatku byly k dispozici modifikace C1, C8,
C18 a CN. Pozdéji pribyl aminovy a diolovy derivat. Kolony byly z
nerezové oceli (tovarni zpUsob vyroby v LP umoznil lesténi jejich
vnitfniho povrchu) o vnitfnim prdméru 4 mm a 8 mm. Ug&innosti
kolon odpovidaly tehdejsi svétové Spicce, protoze LP uz pouzivaly
pro tfidéni sorbentd kvalitni vzduchové tridicky Alpine. Mohly byt
proto doddvany i kolony plnéné sorbenty v zrnéni 5 um.

Novy HPLC chromatograf LP (na trhu cca od roku 1981) byl svymi
parametry na urovni tehdejsiho dobrého svétového priiméru, i kdyz
velikosti a vahou ho znaéné prekonaval. Pistové ¢erpadlo z UMCH
bylo rekonstruovdno a vybaveno kulickovym Sroubem. Stop-flow
davkovac byl rovnéz prevzat a rekonstruovan, (nicméné po celou
dobu vyroby predstavoval nejslabsi ¢lanek sestavy, stejné jako ten
pGvodni z UMCH). Detektor s proménnou vinovou délkou byl
kompletné vyvojovym dilem LP a vyuzival tehdy v RVHP prvni
holografickou mftizku z podniku Karl Zeiss v NDR.

Laboratorni pfistroje v té dobé disponovaly silnym pristrojovym
stfediskem vyvoje kapalinové chromatografie, které bylo umisténo v
detaSovaném pracovisti, v montovanych pfizemnich stavbach v
Praze Braniku, kde byla i prototypova dilna. Vedoucim pracovnikem
v oblasti vyvoje ¢erpadel byl Vladimir Reficha, jemu sekundoval L.
Tajer. Za elektrické ¢asti pristroji odpovidal L. Horalek. Vedoucim
vyvoje optickych detektor( byl Ladislav Novak. Celé stfedisko bylo
zarazeno do Utvaru hlavniho konstruktéra (tehdy Ing. Pavlicek).
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V osmdesatych letech predstavovaly celé Laboratorni pfistroje tu
hez¢i tvar socialistické ekonomiky. Moderni podnik, dobfre
technologicky vybaveny (véetné Svycarskych CNC obrabécich
center), kvalitni vyvoj, stabilné rostouci odbyt. Vse tu ovsem
probihalo neskonale pomaleji neZz dnes. Pochopitelné prakticky
nulova byla obchodni aktivita. O tu se — po svém — staral podnik
zahrani¢niho obchodu KOVO. Na ospalém dvorku predstavoval Jifi
Coupek neunavného kohouta, ktery se zcela protivil tehdej$im
zvyklostem. Teprve po létech, kdyzZz jsem se sam dostal do situace
Clovéka, ktery marné bere zteci hradby zavedenych trh(, ocenil jsem
jeho optimismus, tvrdohlavost a argumentacni schopnosti.

Jifi vytvofil ze Strediska chemie LP jakysi podnik v podniku, ktery si
troufal exportovat na zapadni trhy, cehoz se vedeni podniku
upfimné hrozilo. Exportujici podniky se totiz rdzem dostavaly pod
politicky drobnohled a chran b(ih, kdyZ proud dolari jevil tendenci
sldbnout. Na druhé strané, my ve Stredisku chemie jsme pres
vSechno nadSeni nebyli schopni plnit maximalistické poZadavky
potencialnich odbératel(, naldkanych Coupkovymi sliby. Ale Zili jsme
v atmosfére toho, Ze délame praci na svétové uUrovni, coZ tehdy v
CSSR rozhodné& nemohl Fikat kazdy.

Po negativnich zkuSenostech s prvni generaci analytickych
chromatografickych kolon prevzalo Stfedisko chemie i jejich dalsi
vyvoj. Nerezové kolony vyvinuté v LP v roce 1982 jsou na Ceském
trhu i dnes (Tessek Praha). Nasim tehdejsSim Uspéchem vsak byla
predevsim nova generace sklenénych kolon. Tyto kolony vyuzivaly
zkuSenosti z prace se sklem na UMCH (zpeviiovani), ale byly
koncipované jako naplné (cartridge) vkladané do kovového plasté.
Nové kolony byly vyrabény ze skla s vyssim obsahem sodiku (Sklarny
Kavalier Otvovice) a dosahovaly tlakové odolnosti az 500 bar.
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Stfedisko chemie tak mohlo nabizet skrze PZO Chemapol ,balik”
HPLC produktl sestdvajici z hydrofilnich glykolmethakrylatovych
gelll s tehdy vyjimecné vysokou tlakovou odolnosti, vysokotlakych
sklenénych kolon a kvalitniho sférického silikagelu ve vSech béznych
modifikacich. V roce 1982 se dostaly do slibného stadia rozhovory s
firmou Merck, Darmstadt, které nakonec wvyustily v podepsani
rozsahlé dohody o spolupraci. Merck mél dlouhodoby zdjem o
organické gely a aktualni zajem o sklenéné kolony.

Bylo Stéstim, Ze naSe patentova pfihlaska na sklenéné kolony byla o
tfi mésice starSi nez prihlaska firmy Merck. Méli jsme
neoddiskutovatelnou prioritu a Merck navic nepouZival tvrzené sklo.
Jednani v Darmstadtu nebyla lehka, ale vyustila v dohodu, Ze Merck
bude do Prahy dodavat sorbenty Lichrosorb a Lichrospher, které zde
budou plnény do sklenénych kolon LP. Dohoda o hydrofilnich
methakrylatovych sorbentech byla rozsdhlejsi a vychdzela z
publika¢nich Udaji o SEPARONU HEMA, jak se tyto materidly
nazyvaly. Pracovnici chromatografického vyvoje firmy Merck
testovali i nas silikagel. Vysledky rozhodné nebyly Spatné, byl uz
pfipraven i odpovidajici nazev produktu, vedeni firmy Merck vsak
nakonec rozhodlo, Ze neni v zdjmu firmy nakupovat silikagelové
sorbenty v Ceskoslovensku.

Realizaci dohody s firmou Merck provazely velké problémy. Sériové
vyrabéné sklenéné kolony z neznamych dlvodd po nékolika
mésicich praskaly a dlvéra zdkaznik( se otfasala v zakladech. Po
hektickém snaZeni se podafilo problém lokalizovat (Slo o
mikrotrhliny na okrajich rezanych trubic) a upravit technologii tak,
aby k praskani nedochdzelo. Je viak skutecnosti, Ze prodeje nasich
sklenénych kolon pod znackou Merck uZz nikdy nedosahly
ocekavanych vysin.
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Jesté horsi byla situace u hydrofilnich organickych sorbentll. Povést
téchto materiald byla podloZena tUctyhodnou fadou publikaci, které
vSsak vesmés vyuzivaly jejich silnych vlastnosti pfi specidlnich
aplikacich a o slabych se nezminovaly. Jakmile vsak byly testovany
coby universalni sorbenty pro biopolymery (pfedevsim bilkoviny),
ukazalo se, Ze maji fadu neptijatelnych sorpci a nejsou mechanicky
dostate¢né dlouhodobé stabilni. Oba problémy se podafilo
postupem casu v LP omezit nebo zcela eliminovat (mechanicka
nestabilita). Pro firmu Merck vSak uz bylo pozdé. Z celé slavy tak
zbyly jen plnéné sklenéné kolony a jejich plasté.

V poloviné osmdesatych let Laboratorni pfistroje zdokonalily pumpu
prevzatou z UMCH a vyvijely vlastni typ reciprokého dvoupistového
vysokotlakého Cerpadla se safirovymi pisty. Vyvoj ve svété se vSak v
té dobé zddl prat vice mikrochromatografii. Ta nabizela
nezanedbatelné vyhody. Jednak umoZiovala pouZivat skoro
neomezené drahé sorbenty (naplni kolony byla cca 0,1 g) a draha
specidlné ¢isténd rozpoustédla, jednak snizovala podstatné mnozstvi
vzorku pro analyzu.

V této oblasti zachytily LP trend velmi rychle. ProtoZe brdanické
stredisko bylo pIné vytizené, dostala vyvoj mikrochromatografu na
starost skupina Mirka Podoldka, ktera se predtim vénovala vyvoji
polarografl. Mirek ptinesl (jak je u néj dodnes zvykem) do
zavedeného poradku nové myslenky a zkonstruoval originalni
mikrocerpadlo, které bylo svymi parametry a predevSim
bezproblémovym pouzitim (ve srovnani s jinymi
mikrochromatografickymi pfistroji) na svétové Spicce. Systém byl
doplnén sklenénymi mikrokolonami o vnitfnim priiméru 1 mm se
standardnim plastém a UV detektorem s origindlni mikrocelou z VS
Branik. Jeji objem byl jen 0,5 pl a optika byla tvofena dvéma
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lesténymi kfemennymi kulickami, které koncentrovaly svételny
paprsek do cely tvofené otvorem vyvrtanym napfic kovové kapilary.
Mikrocela je stale vyrabéna firmou Ecom Prahas. r. o.

V roce 1985 tedy mély Laboratorni pfistroje Praha vyvojovou a
vyrobni zakladnu pro HPLC, za kterou by se (skoro) nemusela stydét
zadna svétova firma. Tato kvalita se vSak paradoxné stala pficinou
konce slibného rozvoje. Jiti Coupek a Stfedisko chemie navézalo
novou spolupraci s partnerem v Kanadé, ktery dostal licenci na nas
oblibeny chromatograficky balik pro americky trh. ProtoZe se uz
podafilo pfekonat nékteré problémy s organickymi gely, byli jsme na
dalsi kolo boje o export lépe pfipraveni. Ne tak kanadska strana.
Véci se sice zadrhly, ale sorbenty a kolony z LP mély jiz tak dobrou
povést, 7e Coupek mohl pFikro€it k realizaci svého snu. K vytvoreni
samostatného podniku, a to dokonce spole¢ného podniku se
zapadnim partnerem.

Jednalo se o véc v té dobé v Ceskoslovensku nevidanou. Nové
vznikajici firma TESSEK byla v republice teprve druhd svého druhu -
podle toho také prace na nové organizaci probihala. Oficidlné byla
partnerem danska firma SENETEK vkladajici prevainé financni
prostfedky. Na ceské strané pak TESLA Brno, pod kterou spadaly
Laboratorni pfistroje jako koncernovy podnik. Bylo tfeba fesit fadu
problému, koordinovat aktivity, pfipravovat prospektové materialy.
To vSe v dobé, kdy oficidlné nesmél nikdo z nas samostatné jednat
se zapadnim kapitalistou a o kazdém jedndni se méla poddvat
zprava. Dnes opravdu tézko predstavitelné.

Mné osobné daleko vic vadilo, Ze z Ceské strany se podstatnym
vkladem stal balik patentll a patentovych prihlasek, o kterych jsem
dobre védél, e (nékteré) nemohou byt Uspésné realizovany. Dnes
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bych tehdejsi problémy mozna vidél méné kriticky, tehdy mé vsak
chaoticky a neseridzni pribéh priprav Tesseku vedl k rozhodnuti, Ze
se prace v nové firmé nezucastnim a zlstanu v LP Praha. MUj nazor
podpofila vétsina pracovnik( vyvojové sekce Strediska chemie. V LP
jsem se stal (v roce 1986) vedoucim vyvoje chromatografickych a
polarografickych pfistroji. Zaroven bylo vytvofeno nové Aplikacni
stfedisko chromatografie, do kterého presli ti chemici, ktefi neméli
zajem pracovat v Tesseku.

Dnes se konec osmdesatych let prezentuje jako stojata husdkovska
baZina, ale prinejmensim v ekonomice to bylo docela Zivé obdobi
prinasejici mnoho novinek. Vznikl koncept statniho podniku, byly
ustaveny volené rady pracujicich, které formalné stdly nad
jmenovanym vedenim podniku. Z dnesniho hlediska jakasi
kombinace predstavenstva a dozorci rady akciové spolecnosti. Volby
do nové rady probihaly v LP Praha kupodivu dosti svobodné, bylo vic
kandidatd, ti verejné prezentovali zaméstnancim své koncepce.
Volby byly tajné.

V roce 1987 jsem se stal ¢lenem a posléze predsedou Rady
pracujicich LP. V realité Rada neméla prakticky Zadnou rozhodovaci
schopnost, uz proto, Zze hlavnim zajmem jejich ¢len( bylo souznit s
vedenim a nepfijit o prémie. J4, jako predseda, jsem pak musel
podavat (i kdy? jsem nebyl ¢lenem KSC) pravidelné zpravy
zavodnimu vyboru KSC. Pfes to viechno jsem to vie bral naivné s
optimismem.

Zakladnim problémem chromatografickych pfistroja, které byly v té
dobé vyvijeny a vyrabény, byla nedostatec¢nd kvalita elektronické
vybavy. V Evropé, v USA i v Japonsku se uZ nosily pristroje osazené
mikroprocesory a schopné komunikace s pocitac¢i. My jsme bojovali

266



o to, abychom do vyvoje ziskali alespon néjaké pocitacové vybaveni,
zacali pouzivat fizeni pomoci procesorll a uvedli do provozu prvni
integrator.

Prvnim chromatografem, ve kterém byla implantovana procesorova
technologie, byl plynovy CHROM 6. Obsahoval dva, v tandemu
pracujici, osmibitové procesory Zaylog, vyrabéné licencné v NDR.
Mél vyrazné moderné koncipované plynové hospodatstvi
(elektronicka hmotnostni regulace pratoku vsech plynl) a zajimavé
Fedeny valcovy termostat. Ve made in Ustav analytické chemie
Brno.

CHROM 6 mél bohuzel také obrovskou poruchovost. Vyrobilo se asi
dvacet kus( a servisni technici je byli nuceni neustédle objizdét a
sefizovat. Po dlouhych a bolestnych jednanich byla ptiprava sériové
vyroby zastavena a urychlené se zacal vyvijet CHROM 7. Zaroven
probihala jednani s firmou PHILIPS SCIENTIFIC o licenci jejich
vybéhového typu.

V této atmosfére jsme se pokusili metodou velkého cinského skoku
vyvinout procesorovy kapalinovy chromatograf se svétovymi
parametry se zcela novym ¢erpadlem a v novém designu. Cerpadlo
bylo dvoupistové, bezpulsni, s dvéma pomalobéinymi pisty. Na
principu cerpadla pro mikrochromatografii konstruoval Mirek
Podoldk. Predbéhl o vice nei deset let firmu Waters s jejim
modelem Millenium. Skfiné novych (opét moduldrnich) pfistrojl
byly vyrobeny z PU pény v tehdy mddnich zaoblenych tvarech.
Zatizeni sestdvalo z cerpadla, elektromotorem pohanéného
smyckového davkovace a fotometrického detektoru s proménnou
vinovou délkou. Cerpadlo a detektor mély vlastni plnohodnotnou
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klavesnici a LCD displej. Vyvijel se automaticky davkova¢ pro 40
vzorkd.

Prototyp nového HPLC chromatografu byl vystaven na ACHEME
1988 a vzbudil zdjem. K tomu, aby se prosadil na zdpadnich trzich,
by bylo ale tfeba marketingového Usili, které nebylo PZO KOVO
vlastni. Vyvoj nicméné pokracoval a v roce 1989 se nové pfistroje
dostaly az do podnikové zkusebny. Tehdy vsak také zasdhla vyssi
moc (dodnes nevim presné odkud). Vyvoj nového HPLC (vCetné
prvni ¢eskoslovenské pocitacové data-stanice) byl zastaven. Oficialni
linii podniku se stalo prizpUsobeni se sovétskému trhu, ktery mél
pozadavky zcela odlisné od trhG zapadnich. Vitézstvi tak slavily
sestavy kapalinovych chromatografii vyvinuté v prvni poloviné
osmdesatych let a stary dobry plynovy chromatograf CHROM 5
(Fada téchto pristroji je v Rusku jesté v provozu). Mné bylo
nabidnuto misto v tehdy konstituovaném oddéleni marketingu, coz
byla zacatkem roku 1989 skoro urdzka, i kdyZz oslazend dobrym
platem.

Uz mé nebavilo kyvat na podle mého sebevrazednou strategii
vedeni LP, a tak jsem odstoupil (v zafri 1989) z funkce pfedsedy Rady
pracujicich a na podzim roku 1989 jsem byl prakticky na odchodu z
Laboratornich pfristrojll. Po listopadu se zacaly véci ménit, nikoli vsak
v Laboratornich pfistrojich. Rozhodli jsme se proto (chemici a
vyvojova skupina M. Podoldka), Ze z podniku odejdeme. Pres
docasné utocisté v JZD Dzbanov (takové malé SluSovice), jsme se
dostali az k zaloZeni soukromé akciové spolecnosti LABIO (zakladat
s.r. 0. v té dobé neslo — chybély zakony). Ta zacala aktivné pracovat
v zafi 1990. V prvnich letech byly akcionafem Labia i Laboratorni
pfistroje Praha. Nasi praci byl predevsim vyvoj pfistrojl, které
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podnik povaZoval za okrajové, ale zajimavé. Nemély s kapalinovou
chromatografii pfilis spole¢ného.

V roce 1991 jsme definitivné odesli z LP i fyzicky. V dalSim roce LP
skoncily v konkursu, protoZze se kompletné zhroutil trh RVHP.
Vyrobu a dalsi vyvoj pfistroju pro kapalinovou chromatografii ale
rychle prevzala firma ECOM s. r. o. Sorbenty a kolony se dale
vyrabély v podniku TESSEK, ktery preSel nékdy v roce 1992 cely do
majetku americkych podnikatel, aby byl v roce 1994 za velmi
zvlastnich okolnosti poslan vlastni feditelkou do konkurzu. Ale to uz
je jind historie.

V roce 1994 jsme v Labiu zase vyrdbéli sorbenty, plnili jak analytické,
tak preparativni kolony. A v roce 1995 jsme pak dodali zakazniklm
prvni ¢erpadla a sbérace frakci pro HPLC.
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