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1. Úvod 
Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) se řadí mezi nejčastěji používané separační 
metody. Vyniká vysokou spolehlivostí, dobrou opakovatelností a robustností. Výhodou této 
metody je možnost ovlivňovat separaci nejen volbou stacionární fáze, ale také změnami 
složení mobilní fáze, která se významně podílí na interakcích rozpuštěných látek se 
sorbentem.  Touto technikou lze separovat širokou škálu strukturně velmi odlišných sloučenin 
[1] a lze ji použít pro kvalitativní i kvantitativní analýzu. Volba vhodného separačního 
systému se často provádí empiricky, na základě zkušeností experimentátora, podle informací 
získaných z literatury, s využitím některých optimalizačních programů nebo čistě postupem 
pokus-omyl. Lze však využít i některých fyzikálně-chemických charakteristik.  
 
Pro výběr optimálních separačních podmínek, tj. výběr vhodné stacionární fáze a mobilní fáze 
(popřípadě dalšího aditiva např. chirálního selektoru přidávaného do mobilní fáze), je nutné 
hlubší poznání interakčních a retenčních mechanizmů. Známé technické parametry 
chromatografických kolon nejsou ve většině případů postačující k výběru optimální kolony 
pro konkrétní separaci [2]. Z tohoto důvodu je žádoucí nalézt vztah mezi chemickou 
strukturou analytů, fyzikálně-chemickými vlastnostmi stacionárních fází resp. separačních 
systémů (včetně mobilní fáze) a jejich separačními účinky. Jedním z možných 
semiempirických postupů charakterizace separačních systémů je metoda lineárních vztahů 
volných energií (LFER – Linear Free Energy Relationship) [3, 4].  
Proces optimalizace separace může velmi zkomplikovat výskyt systémových píků. 
Existují případy, kdy je daná systémová zóna detekovatelná a ve výsledném chromatogramu 
se objeví více píků než odpovídá počtu analyzovaných látek anebo systémová zóna 
„interaguje“ se zónou analytu a nastává tzv. rezonance.  
Porozumění jevům probíhajícím v chromatografických separačních systémech má zásadní 
vliv jak na optimalizaci separačních podmínek tak na správnou interpretaci analytických dat, a 
tudíž výsledky analýzy. 

 

2. Cíle práce 
Cílem dizertační práce bylo studium interakčních mechanizmů v separačních systémech 
vysokoúčinné kapalinové chromatografie.  
Dílčí cíle lze rozdělit do několika bodů: 
 

• charakterizace a srovnání interakčních možností tří chirálních stacionárních fází 
(CSP): na bázi teikoplaninu, teikoplanin aglykonu a methylovaného teikoplanin 
aglykonu v různých mobilních fázích pomocí modelu LFER, zjištění interakcí, které 
nejvíce ovlivňují retenci analytu a ukázání možnosti predikce retence nových analytů 
v popsaných separačních systémech 
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• studium systémových píků v RP HPLC, tzn. popsání jejich vzniku resp. výskytu a 
chromatografického chování v daném systému 

• aplikace získaných poznatků na separace konkrétních směsí analytů 
 

3. Výsledky a diskuze 
 
3.1 Charakterizace separačních systémů metodou LFER (publikace I) 

Popis separačních systémů pomocí modelu LFER umožňuje kvalitativní i kvantitativní 
objasnění interakcí, které se uplatňují v daném systému, a tudíž mají vliv na retenci analytů. 
Principem metody je korelace naměřených retenčních dat s deskriptory, které popisují 
schopnost analytu účastnit se určitého typu interakce v separačním systému [5], což popisuje 
rovnice LFER: 
 
log k = c + r.R2 + s.π2

H + a.Σα2
H + b.Σβ2

H + v.Vx      (1) 
 
kde k je retenční faktor, nezávisle proměnné členy na pravé straně rovnice jsou: R2 je rozsah 
molární refrakce (disperzní interakce), π2

H dipolarita/polarizibilita (elektrostatické interakce) 
[6], Σα2

H charakteristika proton-donorové schopnosti analytu pro tvorbu vodíkové vazby [7], 
Σβ2

H charakteristika proton-akceptorové schopnosti analytu pro tvorbu vodíkové vazby [6], Vx 
McGowanův charakteristický objem solutu (hydrofobní interakce) [7]. Regresní koeficienty 
rovnice LFER jsou získávány mnohonásobnou lineární regresí a popisují rozdíly v daných 
molekulárních interakcích mezi stacionární a mobilní fází. 
 
Výše zmíněný model byl použit pro porovnání interakčních možností tří chirálních 
stacionárních fází na bázi teikoplaninu – teikoplaninové (T), teikoplanin aglykonové (TAG) a 
methylované teikoplanin aglykonové (MTAG) CSP ve čtyřech mobilních fázích lišících se 
poměrem methanolu (MeOH) a 1% triethylaminacetátového pufru (TEAA), pH 4,20 (obsah 
MeOH v mobilní fázi se pohyboval mezi 20 a 80 objemovými procenty), neboť i složení 
mobilní fáze významně ovlivňuje retenci a separaci analytů v HPLC. Výběrem pufru o pH 
4,20 s obsahem triethylaminu jako vodné složky mobilní fáze byly eliminovány potenciální 
interakce vyvolatelné silanolovými skupinami nosiče, takže retenci analytů ovlivňují pouze 
interakce analyt/chirální selektor a analyt/mobilní fáze. Testovací sada solutů obsahovala 34 
strukturně odlišných látek a pokrývala celou škálu interakcí vyjádřených molekulovými 
deskriptory, aby rozložení hodnot jednotlivých deskriptorů bylo rovnoměrné, a tím se 
nepreferoval žádný typ interakce na úkor jiného. 
Význam hydrofobních interakcí v srovnávaných systémech roste se zvyšujícím se obsahem 
pufru v mobilní fázi. Nejvyšší hodnota hydrofobicity byla nalezena u MTAG CSP ve všech 
použitých mobilních fázích. Důvodem je nárůst hydrofobicity chirálního selektoru methylací 
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karboxylové skupiny a fenolických skupin teikoplanin aglykonu. Pořadí významnosti 
hydrofobních interakcí klesá v řadě: MTAG>TAG>T ve všech studovaných separačních 
systémech.  
Schopnost interagovat s n- a π- elektrony analytu také vzrůstá s rostoucím obsahem pufru 

v mobilní fázi, nicméně příspěvek tohoto typu interakce k celkové retenci analytů je nižší než 

příspěvek hydrofobicity. Nejnižší schopnost pro interakci s n- a π- elektrony analytu vykazuje 

T CSP (oproti TAG a MTAG CSP při použití stejné mobilní fáze), protože má hůře přístupná, 

cukernými zbytky stíněná, aromatická jádra a karbonylové skupiny díky. Při použití mobilní 

fáze s vysokým obsahem methanolu (80 obj.%) methanolu interakce s n- a π- elektrony 

analytu obdobně jako interakce hydrofobní již nemají významný vliv na retenci. 

Interakce dipól-dipól a dipól-indukovaný dipól jsou významné téměř pro všechny studované 
systémy, neboť CSP na bázi teikoplaninu obsahují mnoho polárních i polarizovatelných 
skupin. V mobilní fázi s 80 % methanolu se tento typ interakcí stává významným faktorem 
ovlivňujícím retenci na TAG CSP a MTAG CSP (nahrazují hydrofobní a n- a π- elektronové 
interakce). 
Acidita a bazicita patří pro všechny studované systémy mezi faktory snižující retenci analytů. 
 
Na základě získaného popisu interakcí lze následně zvolit vhodnou kombinaci stacionární a 
mobilní fáze pro separace požadované směsi analytů. 

 
3.2 Popis systémových píků v RP HPLC s vodnými mobilními fázemi (publikace 

II) 

Systémové píky jsou významným, ale často rušivým jevem, ztěžujícím proces optimalizace 
separace nejen v HPLC, ale též v dalších separačních metodách. Nepochopením podstaty 
systémových píků může dojít ke špatné interpretaci získaných výsledků, tyto píky bývají 
často chybně zaměňovány s píky měřených analytů [8]. Systémové píky však nemají pouze 
rušivé či negativní vlivy na separaci a detekci, ale lze je využít např. v HPLC k určení 
mrtvého času [9], který je nezbytný pro výpočet retenčních faktorů a tedy k charakterizaci 
separovaných látek. 
Systémové píky byly studovány v RP HPLC s kolonou Discovery® RP Amide C16 a 
mobilními fázemi tvořenými pouze vodnými pufry bez přídavku organického modifikátoru. 
Dvousložkové pufry byly tvořeny kyselinou benzoovou a hydroxidem alkalického kovu 
(LiOH nebo CsOH), třísložkové pufry obsahovaly jako další složku kyselinu tropovou 
(kyselina 3-hydroxy-2-fenylpropionová). Nadávkováním poruchy LiOH vznikly dvě resp. tři 
systémové zóny, kdy první byla vždy stacionární a další měnily svou pozici v závislosti na 
složení mobilní fáze (koncentraci složek pufru). 
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Nadávkováním kladné/záporné poruchy (koncentrace v dávkované zóně je vyšší/nižší než 
v mobilní fázi) kyseliny benzoové do dvousložkové mobilní fáze vznikne jeden 
kladný/záporný pohyblivý systémový pík. Z toho je zřejmé, že porucha kyseliny benzoové 
nezpůsobí poruchu LiOH, což poukazuje na skutečnost, že se LiOH nesorbuje na stacionární 
fázi (další důkazy jsou uvedeny v publikaci II) – viz Obr. 1 a je tedy vhodný k určení mrtvého 
času kolony. Při nadávkování kladné/záporné poruchy LiOH bude ve výsledném 
chromatogramu první pík kladný/záporný a druhý záporný/kladný. 
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Obr. 1. Chromatogramy získané nadávkováním poruch: A) LiOH, B) kyseliny benzoové. 
Složení dávkovaných poruch je uvedeno v obrázku. Mobilní fáze: 10 mM kyselina benzoová 
+ 6 mM LiOH. Nepřímá UV detekce: 290 nm; teplota kolony a v karuselu: 25 °C; průtoková 
rychlost mobilní fáze: 0,2 ml/min; dávkovaný objem: 10 μl. 
 
Pozici prvního systémového píku (stacionární pík) nelze změnit, protože, jak již bylo 
uvedeno, hydroxidy alkalických kovů se na danou stacionární fázi neváží. Změnit pozici 
druhého systémového píku je v binárních systémech možné dvěma způsoby. S rostoucí 
disociací kyseliny benzoové v mobilní fázi (tzn. s rostoucí koncentrací hydroxidu alkalického 
kovu) se druhý systémový pík posouvá k vyšším retenčním časům. Druhým způsobem je 
ředění mobilní fáze, s klesající koncentrací složek pufru se druhý systémový pík opět posouvá 
k vyšším retenčním časům. Důvodem je v obou případech skutečnost, že se stacionární fází 
interaguje pouze nenabitá (nedisociovaná) forma kyseliny benzoové. Nižší množství nenabité 
složky v pufru vede ke snížení kompetice o vazebná místa na stacionární fázi a tak dojde ke 
zvýšení retence. 
„Interakce“ systémové zóny a zóny analytu (jev nazývaný rezonance) byla pozorována při 
nadávkování pentan-1-olu do jednosložkové mobilní fáze tvořené 10 mM kyselinou 
benzoovou – viz Obr. 2. Získaný signál má „cik-cak“ tvar, který je charakteristický při použití 
nepřímé UV detekce. Oba píky jsou rozšířené a nelze je bezchybně kvalitativně ani 
kvantitativně vyhodnotit. Z obrázku je též patrná zvyšující se odezva analytů, které se 
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vyskytují blíž systémovému píku – pík hexan-3-olu je mnohem větší než pík hexan-2-olu, 
protože jeho pozice je blíž pozici systémového píku (koncentrace i dávkovaný objem byly pro 
oba analyty stejné). Navíc byly získány opačné amplitudy píků analytů pokud eluovaly před 
systémovým píkem (propan-1-ol and butan-1-ol) nebo za (hexan-3-ol and hexan-2-ol) 
systémovým píkem.  
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Obr. 2. Rezonance a amplitudy při nepřímé UV detekci. Mobilní fáze: 10 mM kyselina 
benzoová. Dávkované vzorky: 0,5 % roztoky alkoholů rozpuštěné v mobilní fázi. Nepřímá 
UV detekce: 290 nm; teplota kolony a v karuselu: 25 °C; průtoková rychlost mobilní fáze: 0,2 
ml/min; dávkovaný objem: 20μl. 
 
V návaznosti na experimentálně zjištěná data byl vytvořen matematický model, který 
umožňuje predikovat pozice a amplitudy systémových píků. Na základě tohoto modelu byl 
vytvořen simulační program, který mimo predikce pozic a amplitud systémových píků, udává 
také informace o celkovém „vývoji“ koncentrací v daném systému a je schopný simulovat 
průběh experimentů. 
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3.3 Příklady nalezení a využití optimalizovaných separačních systémů 
 

3.3.1 Achirální systémy  

3.3.1.1 Separace estrogenů (publikace III) 

Cílem práce bylo vyvinout jednoduchou HPLC metodu pro separaci a stanovení pěti 
estrogenů, konkrétně estronu (E1), 17α-estradiolu (αE2), estriolu (E3), 17α-ethinylestradiolu 
(EE) a mestranolu (M). Pro separaci uvedených estrogenů byl vybrán reverzní mod 
vysokoúčinné kapalinové chromatografie se stacionární fází C18. Snahou bylo použít co 
nejjednodušší mobilní fázi. Acetonitril (ACN) byl vybrán jako organický modifikátor, 
vzhledem k jeho vyšší eluční síle (v porovnání s methanolem) v těchto systémech, a druhou 
složkou mobilní fáze byla deionizovaná voda. Nejvhodnější složení mobilní fáze 
v izokratickém modu při použití kolony Supelcosil TM LC-18-DB (250 x 4,6 mm, velikost 
zrnění 5 μm) bylo ACN/deionizovaná voda 40/60 (v/v), kdy došlo k rozdělení všech pěti látek 
na základní linii. Nicméně retence mestranolu byla velmi vysoká (tR =  85,8 min), příčinou je 
silná hydrofobní interakce, která se uplatňuje v retenčním mechanizmu této sloučeniny. 
Z tohoto důvodu byla optimalizována gradientová eluce. Nejvhodnější byl lineární gradient 
aplikovaný od 16. do 17. minuty z mobilní fáze původního složení při izokratické eluci - 
ACN/deionizovaná voda 40/60 (v/v) do 100% ACN. Použitím tohoto typu gradientu došlo ke 
snížení celkové doby analýzy na 22 minut.  
Kratší kolona Symmetry ® C18 (150 x 4,6 mm, velikost zrnění 5 μm) s principiálně stejným 
(i když technicky odlišným) typem stacionární fáze byla následně testována za účelem 
zkrácení doby analýzy a zlepšení symetrie píků, která nebyla v předchozím případě 
nejvhodnější. Na kratší koloně byla opět optimalizováno složení mobilní fáze. Jako 
nejvhodnější se ukázal lineární gradient do 100 % ACN aplikovaný od 8. do 9. minuty, 
prvních 8 minut bylo složení mobilní fáze konstantní - ACN/deionizovaná voda 40/60 (v/v). 
Byl použit i gradient pro rychlost průtoku mobilní fáze: 2ml/min do 8. minuty, od 8. do 9. min 
byl lineárně zvyšován na konečné 3 ml/min. Použitím kolony Symmetry ® C18 se značně 
zlepšila symetrie všech pěti píků a aplikací optimalizovaného gradientu byla doba analýzy 
zkrácena na 11 minut při zachování separace všech pěti analytů až na základní linii. 
 
3.3.1.2 Separace 1,4-benzodiazepinů (připravovaná publikace) 

Optimalizace separace sedmi 1,4-benzodiazepinů - bromazepamu, oxazepamu, nitrazepamu, 
chlordiazepoxidu, flunitrazepamu, lormetazepamu a diazepamu probíhala rovněž v RP HPLC 
systému. Nejprve byla testována kolona Zorbax SB-C8 (4,6 x 150 mm, 5 µm), naplněná 
oktylsilikagelovou stacionární fází. Na této koloně bylo postupnou úpravou poměru ACN a 
okyselené deionizované vody (octovou kyselinou (HAc) na pH 3,0) v mobilní fázi dosaženo 
rozdělení všech sedmi benzodiazepinů na základní linii. Nejvhodnější (optimalizované) 
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složení mobilní fáze v izokratickém modu bylo ACN/ deionizovaná voda s HAc, pH 3,0 
30/70 (v/v). Za těchto podmínek byly uvedené látky rozděleny za 25 minut. Okyselení mobilní 
fáze bylo aplikováno za účelem zvýšení symetrie píků. Výrazné zkrácení doby separace bylo 
dosaženo při použití kolony Zorbax SB-C18 (4,6 x 150 mm, 5 µm), která se od předchozí liší 
nepolárnější stacionární fází (oktadecylové řetězce navázané na silikagelový nosič). V tomto 
separačním systému bylo možné použít mobilní fázi s vyšším obsahem ACN (40 objemových 
procent), přičemž separace na základní linii všech benzodiazepinů byla zachována a celková 
doba analýzy v izokratickém modu se snížila na 7 minut při rychlosti průtoku mobilní fáze 2 
ml/min – viz Obr. 3. 
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Obr.3. Chromatogram separace směsi benzodiazepinů za použití kolony Zorbax SB-C18; 
složení mobilní fáze: ACN/okyselená deionizovaná voda HAc, pH 3,0 40/60 (v/v); rychlost 
průtoku mobilní fáze: 2 ml/min; teplota kolony: 25 °C; UV detekce: 240 nm. 
 
Za optimalizovaných podmínek izokratické eluce na koloně Zorbax SB-C18 byly stanoveny 
meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ) 1,4-benzodiazepinů. Hodnoty LOD a 
LOQ pro jednotlivé analyty jsou uvedeny v Tabulce 1. 
 
Tabulka 1: LOD a LOQ určené pro sledované 1,4-benzodiazepiny. 
 

  LOD (ng/ml) LOQ (ng/ml)
chlordiazepoxid 8,68 28,92 
bromazepam 7,89 26,28 
oxazepam 8,91 29,69 
nitrazepam 17,05 56,83 
flunitrazepam 26,70 89,00 
lormetazepam 17,77 59,23 
diazepam 22,76 75,86 
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3.3.2 Chirální systémy (publikace IV) 

Významná část přírodních látek je chirálních, vyskytují se ve formě enantiomerů, případně 
diastereomerů [10]. Lze říci, že chiralita je základní vlastností živé hmoty. Proto je oprávněná 
pozornost věnována sledování stereoselektivního chování/působení sloučenin a z toho 
vyplývajících důsledků při aplikaci léčiv, agrochemikálií i při kontrole složek potravin. 
Především odlišnému chování enantiomerů léčiv je věnována pozornost již delší dobu. 
V posledních letech se zájem rozšiřuje i do oblasti agrochemikálií s ohledem na rozdílné 
účinky enantiomerů i enantioselektivní metabolizmus. Záměna chirálních složek potravin 
nemá tak závažné důsledky jako třeba použití nevhodného enantiomeru léčiva, nicméně 
stanovení enantiomerního zastoupení může dobře posloužit v řadě aplikací. Základní přehled 
nejdůležitějších chirálních složek potravin a nápojů a jejich význam při hodnocení kvality 
výrobků je uveden v podrobné rešerši v publikaci IV. 
 
3.3.2.1 Optimalizace a validace HPLC metody pro enantioseparaci (±)-

cloprostenolu (publikace V) 

Tato práce se zabývala vývojem HPLC metody pro separaci a kvantifikaci enantiomerů (±)-
cloprostenolu. Nejprve byly pro enantioselektivní separaci (±)-cloprostenolu vyzkoušeny 
chirální stacionární fáze na bázi makrocyklických antibiotik, jejich použití však nevedlo k 
uspokojivé enantioseparaci. Vhodnou alternativou k CSP na bázi makrocyklických antibiotik, 
glykopeptidů, jsou polysacharidové CSP. Pro další experimenty proto byla použita kolona 
Chiralcel OD-RH s  celulosou modifikovanou tris (3,5-dimethylfenyl)-karbamátem na 
silikagelovém nosiči. Na této koloně se podařilo najít vhodné podmínky pro separaci (±)-
cloprostenolu. Optimalizované chromatografické podmínky jsou: kolona Chiralcel OD-RH, 
mobilní fáze: ACN/20 mM fosfátový pufr, pH 3,0 33/67 (v/v), rychlost průtoku mobilní fáze: 
0,7 ml/min, teplota kolony: 20 °C, UV detekce: 274 a 210 nm. Chromatogram separace je 
ukázán na Obr. 4. V optimalizovaném systému byly dále stanoveny základní validační 
parametry (stabilita vzorků, opakovatelnost a reprodukovatelnost metody, linearita, mez 
detekce, mez stanovitelnosti a robustnost metody). 
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Obr. 4. Chromatogram enantioseparace (±)-cloprostenolu na koloně Chiralcel OD-RH; 
složení mobilní fáze: ACN/20 mM fosfátový pufr, pH 3,0 33/67 (v/v); rychlost průtoku 
mobilní fáze: 0,7 ml/min; teplota kolony: 20 °C; UV detekce: 274 nm. 
 
Metoda byla optimalizována pro kontrolu enantiomerní čistoty léčiva, nicméně změnou 
poměru ACN/20 mM fosfátový pufr, pH 3,0 v mobilní fázi lze vypracovanou metodu použít i 
pro semipreparativní účely. 

 
4. Závěry 
Předkládaná dizertační práce kombinuje teoretické přístupy směřující k objasnění separačních 
systémů a interakčních mechanizmů s aplikacemi pro konkrétní analytické účely. 
 
Model LFER byl použit k porovnání tří chirálních stacionárních fází na bázi teikoplaninu ve 
čtyřech mobilních fázích z hlediska jimi poskytovaných interakčních možností. Pomocí 
modelu byly zjištěny interakce rozhodující o retenci analytů v těchto systémech, a také vliv 
složení mobilní fáze na zastoupení jednotlivých typů interakcí a jejich velikost. Získané 
výsledky lze použít pro výběr vhodného separačního systému. 
 
Výskyt a chromatografické chování systémových píků byly sledovány a popsány v RP HPLC 
na koloně Discovery® RP Amide C16 v mobilních fázích, které byly tvořeny pouze vodnými 
pufry. Bylo zjištěno a pomocí CZE ověřeno, že kationty alkalických kovů neinteragují 
s použitou stacionární fází, a proto jsou vhodné k určování mrtvého času kolony. Naproti 
tomu organické kyseliny v nedisociované formě použité jako složky mobilních fází interagují 
se stacionární fází a jejich pozice v chromatogramu lze ovlivňovat změnou disociace kyseliny 
anebo pouhým ředěním pufru. Na základě rozsáhlého souboru získaných experimentálních dat 
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byl vytvořen matematický model, který umožňuje predikovat pozice a amplitudy 
systémových píků. 
Byly vyvinuty RP HPLC metody pro separace vybraných estrogenů a 1,4-benzodiazepinů. 
Nejvhodnější nalezené HPLC podmínky pro separaci estrogenů gradientovou elucí jsou: 
kolona Symmetry® C18, mobilní fáze ACN/voda 40/60 (v/v) do 8. min, od 8. do 9. min 
lineární gradient do 100 % ACN, rychlost průtoku mobilní fáze 2 ml/min do 8. min, od 8. do 
9. min lineárně zvyšován průtok na 3 ml/min. Za těchto podmínek bylo všech pět sledovaných 
estrogenů rozděleno na základní linii a doba separace nepřesáhla 11 minut. Vhodné podmínky 
pro separaci 1,4-benzodiazepinů byly nalezeny v izokratickém modu: kolona Zorbax SB-C18, 
mobilní fáze ACN/ deionizovaná voda okyselená octovou kyselinou pH 3,0 40/60 (v/v), 
rychlost průtoku mobilní fáze 2 ml/min. Za těchto podmínek se podařilo rozdělit všech sedm 
zástupců této skupiny analytů na základní linii do 8 minut.  
 
Pro kontrolu enantiomerní čistoty veterinárního léčiva (±)-cloprostenolu byla nalezena a 
následně validována HPLC metoda. Optimalizované chromatografické podmínky, při kterých 
bylo docíleno dobrého rozlišení enantiomerů a doba analýzy nepřesáhla 9 minut, jsou: kolona 
Chiralcel OD-RH, mobilní fáze ACN/20 mM fosfátový pufr, pH 3,0 33/67 (v/v), rychlost 
průtoku mobilní fáze: 0,7 ml/min. Metodu lze modifikovat i pro semipreparativní použití. 
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