Oponentsky posudek na diplomovou praci Romany Kubickové

Separace polarnich latek kapalinovou chromatografii hydrofilnich interakci na
monolitickych kolonach

Cilem predlozené diplomové prace je priprava polymetakryldtovych monolitickych kapilarnich
kolon pro HILIC separace a jejich pouZiti pro vybrané druhy polarnich latek, optimalizace separa¢nich
podminek a porovnani s komerénimi kolonami.

Uvodni, teoreticka ¢ast je psana struéné a vécné. Ctenar je uveden do problematiky zékladnich
principi a vztahli v HPLC a pokud je to tieba, vyklad je doplnén obrazky. Zvlastni pozornost je
vénovana HILIC separacim, kde jsou podrobnéji popsany jednotlivé stacionarni faze a jejich vliv na
separaci ur¢itych skupin analytii. Uvod se uzavira resersi na téma monolitickych kapilarnich kolon a
jejich HILIC modifikacemi. MnoZstvi pouzitych citaci z publikaci odpovida rozsahu prace.

K teoretické ¢asti mam pripominku ke str. 20, kde autorka piSe: ,Je jen diilezZité spojit
mikrokolonu primo s ddvkovacem i s detektorem tak, aby vnitini objem spojovacich kapildr byl co
nejmensi'®!! .«

Spojeni HPLC pfistroji pro konvencni kolony s kapilarnimi kolonami vnitfniho primeéru 320 pm
(optimalni pratok cca 4pl/min) obvykle neni na stran¢ davkovani takto primocaré. Kritickym mistem je
kvalita pumpy a stabilita regulace pritoku (prip. sloZeni gradientu) pti pritocich, které jsou obvykle na
hrané moznosti systému. Napt. Agilent 1200 Series uvadi minimalni pratok MF 50 pl/min. V téchto
pripadech je obvyklé pouzit délice toku MF (splitter) - bud pred a nebo za davkovacem. U kolon jesté
menSich primérd se obvykle bez délice toku nelze obejit. Neékteré pristroje pro konvenéni kolony jsou jiz
poZadovanym d¢li¢em toku vybaveny.

Jsou zde dobre popsany pouZitd zatizeni, postupy pripravy kolon i podminky méfeni. Da se fici, Ze
experimenty jsou dobie rozvrzeny a autorka cilen¢ plni zadani prace. Namérena data jsou adekvatné

interpretovana, prehledn¢ presentovana a nastinéno jejich nejpravdépodobnéjsi vysvétlent.
K praci mam tyto pfipominky a ndmeéty do diskuse:

Str. 47: ,,Pripravend monolitickd kolona MON-HILIC 4A byla porovndvdna s vysledky namérené
na komeréni koloné ZIC®-HILIC od firmy SeQuant, Uma, Svédsko™.“

Ackoliv autorka slovné na nasledujici strance popisuje vysledky analyz, v diplomové praci
nejsou chromatogramy pripojeny. Je $koda, Ze pak neni mozné porovnat komeréni kolonu s autor¢inou
optimalizovanou kolonou MON-HILIC 4A.

Obr. 58 a §9: Na zaklad¢ jakych dat byla konstruovana H-u ktivka pro linearni rychlosti nizsi,

nez je optimum? V téchto mistech neni tvar kiivky experimentalné podloZen. Autorka mohla n¢kolik
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Str. 33: ,,U kolon byl po prvnim pouZiti znacen smér toku mobilni fdze, aby pri opétovném pouZziti
kolony byl tento smér stejny, coz je nutné vzhledem k deformaci pori, k niz dochdzi pri cerpdni mobilni
fdze.“

Pokud bylo nutné dodrzovat smér toku MF, tak urcité¢ nebyla zanedbatelna i deformace pora.
Projevila se tato skute¢nost n€jak na Zivotnosti kolon? Dochéazelo k dlouhodobému snizovani a¢innosti
vlivem deformaci p6ra?

Str. 54 + Obr. 59 + Tab. 32 ,,U butylbenzenu bylo nejvyssi tcinnosti dosazZeno pri priitoku
1.6 ul/min, kdy pocet teoretickych pater byl 5230 N/m.“

Jednoduchou kalkulaci zjistime vySku ekvivalentni teoretickému patru rovnu 191 pm. Obr. 59
udava na ose y hodnotu H [pm] cca 20 pm. V odpovidajici tabulce 32 pro butylbenzen je udavana
hodnota H=25.2 mm.

Str. 49 Ve druhém odstavci se autorka odkazuje na tabulky 15, 16, 17. Spravné maji byt odkazy
na ¢isla tabulek 17, 18, 19.

Str. 51,,0pét na této koloné byla téz provedena i gradientovd eluce fenolickych kyselin.“

Na nékterych mistech by bylo vhodné upravit slovosled, pripadné se zamyslet nad vhodnou
¢eskou formulaci.

Obr. 12: Optimalizované sloZeni monolitu MON - HILIC 4A a optimalizovany gradient zde
umoziuji pomérné kvalitni separaci osmi fenolickych kyselin - povaZzuji tento chromatogram za zdarily

vysledek!

Pres uvedené pripominky se bezesporu jedna o kvalitni diplomovou praci, ktera se zabyva
vyzkumem v oblasti poslednich trendd v chromatografii (monolitické kolony pro HILIC) a
experimentuje i v oblastech novych (monolitické hybridni kolony). Autorka v ni demonstruje schopnosti

samostatné zpracovat i ndro¢né vyzkumné téma.

Hodnotim tuto diplomovou praci klasifikacnim stupném ,,vyborné“ a doporucuji ji

prijmout k obhajobé.

V Brné dne 26. kvétna 2009

Ing. Josef Planeta, Ph.D.
Ustav analytické chemie AVCR v Brné






