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1.  UvoD

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je v soucasné dob¢ jednou
Z nejrozsifenéjSich analytickych separa¢nich technik. Vzhledem Kk jeji schopnosti
delit Siroké spektrum strukturné znacéné odliSnych nizko- 1 vysokomolekularnich
latek polarniho i nepolarniho charakteru nasla uplatnéni v analytickych laboratotich
v oblasti Iékafstvi, farmacie, biologie, primyslu a Zivotniho prostiedi.

Prestoze se v pievazné vétSiné chromatografickych aplikaci pouzivaji
klasické naplnové kolony, maji stacionarni faze v podob¢ cCastic své limity a
nevyhody. Kvalita népliiovych kolon je ovliviiovana fadou parametrd, mezi néz patii
pomérné komplikovany proces plnéni [1]. Rozdilné velikosti ¢astic a nepravidelnosti
Vjejich tvaru maji negativni vliv na chromatograficky d&j. Castym problémem
klasickych kolon je rozdilnd distribuce ruzné velkych castic v riznych mistech
kolony ¢i postupné sesedani stacionarni faze a nasledny vznik mrtvych prostort. Do
ur¢ité miry byly nevyhody napliovych kolon feSeny pouzitim vysoce uniformnich
sférickych castic pfipravovanych napt. suspenzni polymerizaci, nicméné nckteré
nevyhody, vyplyvajici jiz ze samotného principu plnéni chromatografickych kolon
éasticemi, odstranit nelze.

Slibnou alternativou naplnovych chromatografickych kolon jsou kolony
monolitické. Na rozdil od napliovych stacionarnich fazi tvorenych mnoha ¢asticemi,
jsou monolity tvofeny jednim blokem porézniho materialu. Struktura monolitickych
kolon je charakteristicka komunikujicimi makropory, které nahrazuji mezicasticove
prostory napliiovych kolon a umoziuji pritok mobilni faze unaSejici molekuly
analytu, a dale malymi mesopory umoZiujicimi pfistup k aktivnim mistim
staciondrni faze. Charakter porézni struktury monolitu, jeho specificky povrch,
mnozstvi, velikost a tvar port zasadnim zpiisobem ovliviiuji vlastnosti monolitickych
kolon.

Monolitické stacionarni faze byvaji zpravidla pripravovany in situ
polymerizaci uvniti kolon ¢i kapilar. Proces polymerizace je komplexni d¢j pfi
kterém ovliviiuje strukturu vysledného monolitu fada faktord. Polymeriza¢ni smés je
zpravidla tvofena péti sloZkami, pfi¢emz jak mnozstvi, tak chemicka struktura kazdé
Znich vice ¢i méné¢ vyznamné ovliviiuje vyslednou strukturu monolitu. Zpiisob
iniciace polymerizace a teplota, pti které k ni dochazi, jsou dalsi faktory majici vliv

na strukturu polymeru.



Dutkladna charakterizace struktury pfipravovanych monolitickych kolon je
nezbytna pro pochopeni chromatografickych déji, které v nich probihaji. Stejné tak
je dulezité pochopeni procesu polymerizace a jednotlivych faktorti, které naslednou
strukturu ovliviluji. Pfedpokladem pro systematicky vyvoj novych monolitickych
materidli je vyvozeni souvislosti mezi pfipravou monolitickych stacionarnich fazi,
jejich strukturou a naslednymi chromatografickymi vlastnostmi. Proto také vznikla
tato dizertaCni prace, ktera, jednak jako celek, jednak ve svych castech, respektive
publikovanych pracech, vztahy mezi pfipravou, strukturou a vyslednymi

chromatografickymi vlastnostmi monolitickych kolon popisuje.



CILE DIZERTACNI PRACE

Metodické zvladnuti piipravy monolitickych stacionarnich fazi klasickych

rozméru pro HPLC.

Aplikace ziskanych zkuSenosti na ptipravu monolitickych kolon na principu

vtisténych polymeri.

Morfologickéd charakteristika pfipravenych monolitickych kolon fyzikalnimi

metodami.



3. TEORETICKA CAST

3.1. Metody studia morfologie monolitickych kolon

Jak jiz bylo zminéno v uvodu, struktura monolitickych stacionarnich fazi
hraje velmi dtlezitou roli v separacnim procesu. Existuje fada experimentalnich
metod, které mohou poskytnout informace o struktufe monolitickych materialii. Do
skupiny zobrazovacich metod patii svételna mikroskopie, zaloZzena na interakci
viditelného spektra se studovanym materidlem a dale skenovaci elektronova
mikroskopie (SEM) a mikroskopie atomarnich sil (AFM). Pro méfeni celkové
porozity a distribuce velikosti pérli byva pouzivdna rtutova intruzni porozimetre.
Specificky povrch monolitickych staciondrnich fazi lze velmi pfesné urcit pomoci

dusikovych adsorpénich-desorp¢nich izotherm (metoda BET).

3.1.1. Zobrazovaci metody

Zobrazovaci techniky jsou nejrozsifenéjSimi metodami studia morfologie
monolitickych staciondrnich fazi. Nahlédnuti do struktury materidlu, zobrazeni tvart
a velikosti vzajemné propojenych polymernich globuli a okolnich pért umoziuje
objasnit procesy pii jejich vzniku a piedpovédét vlastnosti pii jejich pouziti

V separacnim procesu.

Ackoli ostatni metody piinaseji vystupy v podobé presnych ciselnych hodnot
umoznujicich exaktnéjsi srovnani jednotlivych vzorkl, mikroskopické techniky
dovoluji nahlédnout a porovnat struktury v riiznych mistech monolitu. Nedochazi tak
ke ,,zprimérovani“ hodnot v ramci jednoho vzorku a lze tak naptiklad porovnat
strukturu polymeru na okraji ¢i ve stfedu monolitu pfipraveného uvniti kapilary o
priméru nékolik desitek mikrometri. Mikroskopické metody vhodné dopliuji ostatni
zpusoby charakterizace morfologie a vylucuji piipady, ve kterych tyto metody
mohou selhdvat. Napfiklad snimky pofizené skenovacim elektronovym
mikroskopem odhalily uvnitf monolitu pfitomnost lahvicovych poérd o velikosti

jednotek mikrometr [2]. Tyto pory byly pfistupné pouze komunikujicimi pory o



velikosti desitek nanometrti, tedy o dva fady men$imi. Pfi rtutové porozimetrii
pronikla rtut’ do velkych port az pti vysokych tlacich odpovidajicich malym périm a
na distribucnich kiivkach byl veSkery volny objem piipsan porim malym. Velké
pory majici podstatny vliv na chromatografické vlastnosti monoliti tak byly

odhaleny az zobrazovaci metodou.

Podle druhu zéafeni interagujiciho se zkoumanym objektem rozliSujeme
techniky svételné a elektronové mikroskopie. Dale se mikroskopie d€li podle modu
snimani na transmisni (prozatrovaci), kdy jsou sledovany tenké fezy studovaného
vzorku, a odrazové, kdy je pozorovan povrch vzorku. Pro studium monolitickych
staciondrnich fazi pouzivanych v chromatografii byva pouzivana predevs§im svételnd
mikroskopie a skenovaci elektronova mikroskopie (SEM, scanning electron
microscopy) v odrazovém modu, méné Casto také mikroskopie atomarnich sil (AFM,

atomic force microscopy).

3.1.1.1. Svételna mikroskopie

Svételnd mikroskopie méa ve srovnani s elektronovou mikroskopii fadu vyhod,
od podstatné nizsich narokidl na instrumentaci, az po jednoduchou pfipravu vzorku.
Vzhledem ktomu, Ze lze dosahnout hodnoty rozliSeni v fadu mikrometra,
neumoziuje tato technika detailni studium morfologie monolitickych kolon, nicméné
muze byt uZitenym doplitkem k ostatnim charakteriza¢nim metodam.

Vzorky mohou byt snimény v béZzném prostiedi za atmosférické¢ho tlaku,
nemusi byt vysouseny a je tak mozné sledovat napt. staciondrni fazi pfimo ve
zbotnalém stavu mobilni fazi. Nedochazi tak ke zméndm mechanicky, tepelné ¢i
chemicky malo stabilnich struktur.

Pomoci techniky HROM (high-resolution optical microscopy) se zpracovanim
obrazu do digitalni podoby a s pfesnou lokalizaci snimané plochy lze pozorovat
zmény struktury vzorku béhem bobtnani rtiznymi rozpoustédly ¢i behem jeho
vysouseni (obr. 1) [3]. Kromé& nepomérné komplikovangj$i mikroskopie atomarnich
sil je to jediny zpisob, jak ¢aste¢né odhalit sekundarni zmény struktury polymernich

vzorkl, ke kterym dochazi béhem jejich ptipravy pro elektronovou mikroskopii.



Obr. 1. Tfirozmérmé snimky, potizené optickym mikroskopem, dokumentuji zmény
povrchu monolitické staciondrni faze (a) mokry vzorek, (b) vzorek po 5 min susSeni,

(c) snimek po 10 min suSeni. Velikost snimki: 360 x 220 um. [3].

Optickd mikroskopie je nejCastéji pouzivand metoda pii odhalovani defektd,
jako je odtrZzeni monolitu od stény kolony, vznik mrtvych prostor vlivem
uvolnovani plynného dusiku pfi iniciaci polymerizace nebo diky objemovym
kontrakcim polymerizac¢ni smési (obr. 2). U kapilarnich monolitickych kolon lze i pii
malém zvétSeni velmi jednoduSe odhalit nedostatecné naplnéni kapilary

polymeriza¢ni smési jesté pied in situ polymerizaci.



Obr. 2. Snimek pofizeny optickym mikroskopem zobrazujici nehomogenni

monolitickou stacionarni fazi uvniti kapilary [3].

3.1.1.2 Skenovaci elektronova mikroskopie

Zobrazeni piredmétu elektronovym mikroskopem je vysledkem jeho interakce
s elektronovym svazkem a je zavislé na fad€é parametri, napt. na urychlovacim
nap¢ti a na energii elektronového svazku, na hustoté¢ vzorku, na atomovém Cisle
prvkll a samoziejm¢ na povrchové topografii vzorku. Pfi dopadu elektronového
svazku na povrch vzorku dochazi k priniku elektron do materialu vzorku. Pruznymi
a nepruznymi interakcemi elektroni s atomy vzorku se méni drdha primdrnich
elektront, generuji se sekundarni elektrony, vznika spojité a charakteristické zafeni
X a jimi zpasobena fluorescence. Kromé sledovani topografie vzorku lze pozorovat
materidlovy kontrast (pozorovani odrazenych elektronli) nebo provadét prvkovou
analyzy (spektroskopie charakteristického zafeni X). Pro vytvoreni topografického

obrazu se nejcasteji vyuziva signal detekovanych sekundarnich elektront.

K ziskdni informaci o morfologii monolitu je nutné odhalit jeho wvnitini
strukturu vytvofenim nového povrchu, ktery ji reprezentuje. Ulelem spravné
preparacni techniky je ukazat strukturu preparatu v jeho skutecné podob¢ a zamezit
piipadnym sekundarnim zménadm zpisobenych piipravou a manipulaci s preparatem.
Pro spravny vybér techniky ptipravy vzorku je tfeba brat v uvahu, jakéd je odezva

materidlu na déleni vzorku. K pfipravé vzorku v podobé monolitické kolony za



ucelem pozorovani jeho struktury pfichdzi v avahu v podstaté pouze preparacni
technika lomu. Chceme-li se pfi preparaci vyhnout vysokym deformacim vzorku,
musime volit podminky tak, abychom zajistili, Ze se polymer nachazi ve skelném
stavu. Ten je charakteristicky vysokym modulem pruznosti. Pfi lomu dochazi
k lokalnimu zvyseni teploty v misté $ificiho se lomu, které mtize posunout podminky
experimentu nad teplotu skelného piechodu. Vysledny pohled potom neodpovida
skutecné strukture polymeru. Z toho divodu jsou vzorky béhem preparace pied
lomem chlazeny, zpravidla kapalnym dusikem.

Pti dopadu elektronového svazku na vzorek dochazi k jeho lokdlnimu nabijeni.
Aby nasledkem toho nedochazelo k odpudivé interakci zaporné nabitého vzorku
s dopadajicimi elektrony, je nutné vznikly naboj odvadét. Nevodivé vzorky je proto
nutné¢ pokryvat vodivou vrstvou, kterd musi byt tak tenkd, aby nezakryvala
topografické detaily. Zpravidla se pouziva pokryti zlatem nebo platinou. Uslechtily
kov se nands$i za nizkych tlaki (pfiblizné 1 Pa) metodou naprasovani, nebo
napafovani (tlak kolem 0,01 Pa). Vyhodou naprasovani je, Ze na rozdil od napafovani

nema smerovy charakter.

Vzhledem k velké hloubce ostrosti skenovaci elektronové mikroskopie neni
mozné piimo zméfit velikost port pouhym pievedenim trojrozmérného uspotradani
do dvourozmérného zobrazeni. Vzdalenost objekti od roviny sniméani neni ze
zobrazeni patrna a vzdalenost mezi globulemi polymeru na obrazku nemusi
odpovidat jejich skute€né vzdalenosti v trojrozmérném prostoru. K piesnéjSimu
odhadu velikosti portt pomoci elektronové mikroskopie je nutné vyuzit nékterou ze
specialnich technik. Nejjednodussim zpisobem je tzv. obrazova analyza, ve které je
z ¢ernobilého snimku pocitacové vyfiltrovan pouze jeden odstin Sedi. S urcitou
pravdépodobnosti je tato hladina v konstantni vzdalenosti od detektoru a je tedy
mozné piimo ur€ovat rozméry globuli ¢i port. DalSim zplsobem je instrumentalné
pomérné naro¢na technika, kdy je vzorek nasycen kapalinou a ochlazen pod bod
jejiho tani. Po provedeni fezu je sublimaci odstranéna velice tenka konstantni vrstva
kapaliny, ¢imZ vznikne reliéf tvofeny rovinou zmraZené kapaliny, ze které vycnivaji
sefiznuté polymerni globule. Z trojrozmérného uspotadani je tak vymezena tenka

dvourozmérnd vrstva umoziujici stanoveni vzdalenosti.



3.1.1.3. Mikroskopie atomarnich sil (AFM)

Pti mikroskopii atomarnich sil je povrch vzorku detekovan pomoci hrotu,
pohybujiciho se v tésné blizkosti nad preparatem. Obraz povrchu preparatu je
sestaven pocitacovou rekonstrukci z tfirozmérnych soufadnic jednotlivych poloh
hrotu. Charakteristické je vysoké rozliSeni, které v nckterych aplikacich muze
zobrazit 1 atomarni strukturu v krystalech. Pfi studiu monolitickych kolon Ize

sledovat mesopory o velikostech 25 nm [4].

Pro studium morfologie chromatografickych monolitickych kolon nebyla
mikroskopie atomdrnich sil bézn¢ pouzivéna, piestoze by mohla pfinést uzite¢né
informace. Velkou vyhodou této metody zalozené na interakci snimaciho hrotu a
vzorku diky atomérnim sildm je, Ze nemusi probihat ve vysokém vakuu a neni nutné
vzorky vysousSet. Lze tak porovnavat struktury monolitickych fazi zbotnalych vodou,
acetonitrilem apod., jak je patrné zobr. 3 - 5. Existuje tak potencialni moznost

sledovani monolitl za stejnych podminek jako pfi chromatografickém d¢&ji. Dalsi

velkou vyhodou se jevi moznost stanoveni funkénich skupin na povrchu monolitu

[5].

Obr. 3. Povrch monolitické stacionarni faze snimany pomoci AFM ve vodé¢ (a) a ve
vzduchu (b) [4].



Area
160pm x 210pm

a) b)

Obr. 4. Tiirozmérné snimky potizené optickou mikroskopii (a) a pomoci AFM (b),
dokumentujici zmény povrchu stacionarni faze pro CEC (komonomer

akrylamid/cyklodextrin) zpsobené riznou iontovou silou mobilni faze [6].

Obr. 5. Snimky topografie butylakryldtové monolitické stacionarni faze
potizené pomoci SEM ve vakuu (a) a pomoci AFM na vzduchu za atmosférického
tlaku (b) [4].
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3.1.2 Rtut’ova porozimetrie

Metoda, ktera byla vyvinuta v roce 1945 Ritterem a Drakem, spociva ve
vlastnosti rtuti nesmacet povrch pevnych latek. Diky tomu vniké rtut’ do otevienych
port pevné latky pouze G¢inkem stoupajiciho tlaku. Méfenim objemu rtuti, vniklé do
porh za vzrastajiciho tlaku, se ziskavaji experimentalni udaje, z nichz lze vypocitat
distribué¢ni kiivky zobrazujici ¢etnost port jako funkci jejich poloméru.

Pro méfeni je nutné brat v tivahu tyto ptedpoklady:

- rtut’ je nestlacitelna kapalina

- pevna latka se ucinkem tlaku nedeformuje

- povrchové napéti rtuti a tedy jeji kontaktni tthel viéi povrchu vzorku je

béhem méfeni konstantni

- systém je v rovnovaze.

Pti zjednoduSeni, ze vSechny pory jsou valcovitého tvaru, lze z tivahy o tlaku,
nutného k proniknuti rtuti do kapilary o ur¢itém poloméru, odvodit tzv.

Washburnovu rovnici (1):

pr=-2ycos (0) 1)

kde p je pouzity tlak (Pa), r je polomér péru (m), y povrchové napéti (Nm™) a @
kontaktni thel.

P¥i povrchovém napéti rtuti 480 mNm™ a kontaktnim ahlu 141,3° Ize vztah

zjednodusit na:
r =7500/p (2)
kde r je polomér péru vyjadieny v nm a p je pouzity tlak vyjadieny v kg/cm?

VySe uvedeny vztah (2) je vSak pouze velice zjednoduSenym teoretickym
zakladem, realné urceni velikosti pért je podstatné komplikovanéjsi d€j. Vzorek se
umisti do uzaviené cely. Ta se nejprve evakuuje a nasledné zaplni kapalnou rtuti.

Postupné se zvySuje tlak a méfi se ubytek rtuti, resp. objem rtuti vniklé do pora
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Dle prabéhu intruzni kiivky lze rozlisit nékolik zakladnich tvart pori:

Valcovité pory jsou charakteristické velmi strmou intruzni kfivkou. Podobny
prabéh ma nasledné i kiivka zobrazujici extruzi rtuti pfi snizovani tlaku. V porech
vzorku se zadrzuje jen malé mnozstvi pavodné¢ vniklé rtuti.

Kuzelovité pory - intruzni kfivka ma plochy nartst zplsobeny postupné se
zmenSujicim primérem port, extruzni kiivka ma podobny tvar. Kuzelovité pory jsou
nejéastéji zastoupeny v prirodnich materialech.

Stérbinové pory maji tvar prostoru mezi dvémi rovnob&znymi destickami, jsou
charakteristické strmym naristem objemu intrudované rtuti pfi vyssich tlacich. Velky
podil rtuti ziistava po snizeni tlaku v pérech vzorku.

Lahvicovité pory jsou charakteristické uzsimi vstupnimi otvory nez jsou jejich

vnitini rozmeéry. Po méfeni ziistava téméf veskery obsah rtuti uvnitt pora vzorku.

Z experimentalnich dat naméfenych rtutovou porozimetrii 1ze zjistit nasledujici
veliiny :

Celkova porozita vzorku je pocitana z hmotnosti rtuti intrudované do pord pii
maximalnim pouzitém tlaku. Rtut’ tak zaujme veskery volny prostor pérti vétSich nez
je minimalni méfitelny prumér, zpravidla 2 nm. Méteni predchéazi vazeni vzorku a
objem poért se udava v Cm3/g. Odectenim objemu porti od celkového objemu vzorku
lze spocitat objem samotné hmoty vzorku a nasledné ,,zdanlivou* hustotu (apparent-
density), tzn. hustotu samotné hmoty vzorku (pokud nebereme v uvahu objem

mikropdrd, tzn. poért mensich nez 2 nm).

,Celkova hustota® vzorku (n¢kdy také sypnd hustota, hustota sypaného C¢i
zrnitého materidlu, “bulk density*) je dtlezitd charakteristika pevnych i sypkych
materidlii stanovovana rtuti jako pyknometrickou tekutinou [8]. Vzorek se po zvazeni
umisti do méfici cely a volny okolni prostor se evakuuje a poté zaplni rtuti.
Z hmotnosti rtuti obklopujici vzorek (bez jeji intruze zplisobené zvySenym tlakem) se

spocita celkovy objem vzorku a nésledné jeho celkova hustota.

Dalsi charakteristikou zjistitelnou z rtutové porozimetrie je mérny vnitini
povrch poérd, ktery lze spocitat z celkového objemu pori a zjejich velikosti.
Dulezitou roli pfi tom hraje tvar port. Pro pory napt. kulovitého tvaru je povrch jiny

nez pro pory stejného objemu, ale Stérbinového tvaru. Je tedy nutné pouzit
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matematicky aparat, ktery je specificky pro kazdy model tvaru pori. Pro sledovany
vzorek je nutné zvolit vypocet odpovidajici prevladajicimu tvaru pori a je tedy nutna

urcita aproximace.

Patrné nejcastéji prezentovanym vystupem rtutové porozimetrie je rozdéleni
port podle jejich velikosti. Nameéfené hodnoty byvaji interpretovany jako
semilogaritmickéd zavislost, kde polomér pért se uvadi na vodorovné logaritmickeé
ose a kumulativni hodnota objemu pért na svislé ose s linedrnim prubéhem.
Vysledky je také mozné nazornéji interpretovat jako zavislost cetnosti pord na jejich

velikosti. Maximum této kiivky odpovida nejfrekventované;si velikosti pora.

3.1.3. Stanoveni specifického povrchu metodou BET

Pro méfeni specifického povrchu monolitickych stacionarnich fazi byva
nejcastéji pouzivana metoda BET, zalozena na fyzikélni adsorpci plynu na povrch
méfené¢ho vzorku [9]. Mnozstvi plynu vazaného na pevnou fazi lze vyjadfit
Langmuirovou izotermou, vychdzejici z ptedpokladu ze povrch adsorbentu je
stejnorody, molekuly adsorbujiciho se plynu se navzdjem neovliviuji a vytvaieji na
povrchu adsorbentu pouze jedinou monomolekularni vrstvu molekul:

©)
Kp
(1+Kp)

kde a (mol/g) je latkové mnozstvi adsorbovaného plynu piipadajici na 1g vzorku, q
(mol/g) celkové latkové mnozstvi aktivnich center ptipadajicich na 1 g vzorku, p (Pa)
parcialni tlak nad vzorkem a K rovnovazny koeficient adsorpce.

Za piedpokladu, Ze molekuly plynu mohou byt na povrchu pevné faze
zachycovany ve vice vrstvach, odvodili Brunauer, Emmett a Teller matematicky
vztah pro tzv. BET izothermu:

(4)
p 3 1 Cc-1 p
“a@'-p) an C * an C 0

a(’—p)
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kde p (Pa) je parcialni tlak plynu nad vzorkem, p° (Pa) tenze nasycenych par plynu
pti dané teploté, a (mol/g) latkové mnozstvi adsorbovaného plynu ptipadajici na 1g
vzorku, an (mol/g) latkové mnozstvi plynu piipadajiciho na 1g adsorbentu,
pokryvajici jeho povrch v monomolekularni vrstvé a C (J) konstanta zahrnujici
adsorp¢ni a kondenzacni teplo.

Adsorpéni izoterma graficky znazornuje zéavislost adsorbovaného mnozstvi
plynu na jejim tlaku u povrchu adsorbentu za konstantni teploty. Ze zméiené
izotermy se ur¢i mnozstvi plynu, které vytvoti na povrchu monomolekularni vrstvu
am. Jestlize zname plochu, kterou zaujima jedna molekula adsorbujiciho se plynu na

povrchu pevné latky, je specificky povrch dan vztahem:
Asp:NA.am.O' (5)

kde Ase (m?/g) je specificky povrch vzorku, Na Avogadrova konstanta, an (mol/g)
latkové mnozstvi plynu pfipadajiciho na 1g adsorbentu, pokryvajici jeho povrch
v monomolekularni vrstvé a o (m?) plocha vzorku, kterou zaujiméa jedna molekula
adsorbuyjici se latky.

Plochu o je mozné odhadnout z hustoty adsorbujici se latky v kapalném ¢i
pevném stavu, nebo na zaklad¢ struktury a rozméri molekuldrnich vrstev v
krystalickém stavu. Naméfené hodnoty specifického povrchu se mohou lisit podle
pouzitého plynu. Mikropory mohou byt nepfistupné pro vétsi molekuly, tudiz ¢im
mensi jsou molekuly adsorbatu, tim vétsi je naméfeny povrch. Nejcastéji se pouziva
adsorpce dusiku €1 argonu pii nizkych teplotach. Jako srovnavaci méteni 1ze provést
stanoveni specifického povrchu pomoci adsorpce z kapalnych roztokl, kdy se na
vzorek adsorbuji organickd rozpopustédla (ubytek koncentrace z roztoku se mefi
kalorimetricky) nebo izotopové znacené latky. Molekuly takovych latek jsou vSak

zpravidla velké, nedostanou se do jemnych pora a namétené povrchy jsou nizsi.

Vystupy vyse uvedenych metod jsou vysledkem ptesnych fyzikalnich méteni
zpracovanych matematickymi aparaty pracujicimi s urcitymi aproximacemi. Kazda
metoda tak pfinasi velmi dilezité informace, nicméné pro hlubsi pochopeni struktury
monolitu je uzitecna kombinace vice metod. Stejné tak dilezit¢ je znat podstatu
jednotlivych metod a jejich moznosti a nevyhody. Napftiklad, jak bylo zminéno vyse,

pomoci rtutové porozimetre lze ptimo ziskat udaje o velikosti a celkovém objemu
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port. S pouzitim rtiznych aproximaci tvaru pora (valcovité, kuzelovité, lahvicovité
atd.) Ize spocitat rizné hodnoty specifického povrchu vzorku. Z porovnani téchto
hodnot s vysledky pfimého méfeni specifického povrchu metodou BET lze odvodit
prevladajici tvar porta ve vzorku.

Prestoze by se studium morfologie bez vySe uvedenych metod v zadném
ptipad¢ neobeslo, je nutné brat v ivahu jejich omezeni. VétSinou pracuji za velmi
nizkych tlakli a vzorek pro méteni musi byt v suchém stavu, kdyz se zpravidla uvadi,
ze botnani vysoce zesitovanych polymernich stacionarnich fazi je maximaln¢ v fadu
procent a jeho vliv se velmi Casto zanedbava, rozdil mezi suchym vzorkem (pii
charakterizaci morfologie) a vzorkem zbotnalym mobilni fazi (pfi
chromatografickém procesu) nemusi byt zanedbatelny. Jednoduché zjisténi objemu
pori monolitu pfi chromatografii z hodnoty mrtvého chromatografického ¢asu, nebo
Z hmotnosti smo¢ené¢ho a nesmoceného vzorku mize byt dulezitym dopliujicim

udajem.

3.2. Faktory ovliviiujici morfologii monolitickych kolon

Jak jiz bylo zminéno v Gvodu, proces radikalové polymerizace je komplexni
déj, béhem kterého ma na strukturu konecného monolitu vliv fada faktort. Jednak je
to slozeni polymerizacni smési — chemickd struktura a mnozstvi sitovadla a
monomeru (slozek nasledné tvoficich hmotu monolitu), jednak mnozstvi a chemicka
struktura porogenni smési, ktera ovliviluje chovani jednotlivych fazi béhem
polymerizace, vypliiuje pory a po polymerizaci je vymyta. Struktura monolitu je
rovnéz ovlivnéna podminkami polymerizace, pfedevsim zplsobem iniciace, druhem

a mnozstvim iniciatoru a teplotou polymerizace.

3.2.1. Podminky polymerizace

Polymerni monolitické stacionarni faze se pfipravuji nejcastéji radikalovou
polymerizaci. Polymeriza¢ni smés obsahuje vzajemné rozpusténé molekuly
monomeru, sitovadla, inicidtoru a zpravidla dvouslozkové porogenni smési.

Rozpadem iniciatoru dochazi ke vzniku radikalt s naslednou iniciaci polymerizace.
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Retézovou reakci molekul monomeru respektive sitovala se v aktivnich centrech
polymerizace prodluzuji vznikajici polymerni fetézce. Rostouci makromolekuly se
stavaji méné rozpustné V porogenni slozce a jsou solvatovany piedevSim
nezreagovanymi molekulami monomeru a sitovadla. Lokalni koncentrace monomeru
a sitovadla je v okoli rostoucich polymernich ¢astic vyssi nez v okolni polymeriza¢ni
smési a polymerizace probiha ptednostné na povrchu téchto ¢astic (globuli). V urcité
fazi dochazi k propojeni globuli stale pokracujici fetézovou reakci. Vznika vzajemné
propojena globuldrni struktura monolitu s volnymi prostory zaplnénymi porogenni
slozkou.

Vedle molarnich mnozstvi a fyzikalné-chemickych vlastnosti monomeru,
sitovadla a porogenni smési ma na vyslednou strukturu polymeru vliv pfedevS§im
mnozstvi radikdlll iniciyjicich polymerizaci. VéEtsi  koncentrace  radikali
V polymerizacni smési dava vzniknout vétSimu mnozstvi aktivnich center a nasledné
vznikajicich polymernich globuli, na které se vazi dal$i monomerni jednotky z okoli.
Vice polymernich globuli menSich rozmérti je doprovazeno mensi velikosti port

mezi témito globulemi.

Iniciace radikalové polymerizace probiha ve dvou stupnich — rozpadem
iniciatoru a adici prvni monomerni molekuly na vznikly radikal. Obecné ma na
koncentraci radikald  vliv n€kolik parametri — moldrni mnoZstvi iniciatoru
V polymerizac¢ni smési, mnozstvi radikal vznikajicich rozpadem iniciatoru, rychlost
rozpadu iniciatoru a stabilita radikalti. Pfi pfipravé monolitickych stacionarnich fazi
pro chromatografii by tyto faktory mély byt brany v Gvahu, nicméné pro cilené

ovlivitovani morfologie vznikajicich monolitickych kolon nejsou pfili§ dilezité.

Vedle pomérné malo bézné iniciace polymerizace gama zarenim [10] a iniciace
chemickou reakci za laboratorni teploty [11] jsou pouzivany iniciatory rozpadajici se
vlivem UV zéafeni a pfedevSim vlivem zvySené teploty. Vibec nejpouzivanéjSim
inicidtorem pfi piipravé monolitickych stacionarnich fazi je azobisisobutyronitril
(AIBN), rozpadajici se na dva radikaly pfi teplotich nad 50 °C. V polymerizacni
smési byva zpravidla zastoupen v koncentraci 0,6 hm. % (1 hm. % v monomerni

slozce).
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CH, CH, CH, CH,
NC+N:N+CN = NC-C 4+ CCN + N,
CH, CH, CH, CH,

Obr. 7. Iniciace radikali pomoci azobisisobutyronitrilu.

Pti vysSich teplotich resp. intenzitach UV zafeni roste rychlost rozpadu
iniciatoru a vzniku radikali iniciujicich polymerizaci. Vznika tak vice
polymerizacnich center a nasledné polymernich globuli, na které se vazi dalsi volné
monomery z okoli. Obdobn¢ jako v piipadé vyssi koncentrace iniciatoru, vétsi pocet
polymernich globuli znamena jejich mensi rozméry a také mensi velikosti port.
S rostouci teplotou polymerizace se tedy zmensuje velikost poru [12]. Tento efekt je
patrny z obr. 8, na kterém jsou zobrazeny distribu¢ni kiivky velikosti port, namétené
u polymert pfipravenych pfi raznych teplotdich. Maximum distribu¢ni kiivky
(znazornujici nejfrekventovangjsi velikost pora) se s klesajici teplotou polymerizace
posouva na ose X k vy$§im hodnotam.

Teplota polymerizace hraje velmi dulezitou roli a ovliviiuje nejen mnozstvi
vznikajicich radikall ale také separaci fazi béhem polymerizace [3]. Naptiklad u
glycidylmethakrylatovych monolitickych fazi sitovanych ethylendimethakrylatem
S porogeni smési tvofenou cyklohexanolem a dodekanolem je pfi niZSich teplotach

polymerizace zcela potlacen vliv zmény sloZeni porogenu [13].
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Obr. 8. Distribu¢ni kiivky velikosti portt namétenych u monolitickych kolon
pripravenych pfi riznych teplotach. a) glycidylmethakrylat 24%, etylendimethakrylat
16%, cyklohexanol 54%, dodekanol 6%, teplota 80 (1), 70 (2), a 55 °C (3); b) styren
20%, divinylbenzen 20%, dodekanol 40%, toluen 20%, teplota 80 (1), 70 (2), a 60 °C

(3) [13].

3.2.2. Porogenni sloZzka polymeriza¢ni smési

Porogenni slozka je zpravidla tvofena smeési rozpousStédel. Je to nejcastéji
pouzivany nastroj pro fizeni struktury monolitickych kolon, bez toho, aniz by se
zasahovalo do jejich chemickych vlastnosti. V pribcéhu radikalové polymerizace
dochazi k separaci fazi. Polymerni faze se separuje od porogenni slozky jednak
vlivem omezené rozpustnosti vznikajiciho polymeru v porogenu a jednak vlivem
fetézové reakce a sitovani. Vznikajici polymerni Castice, jejich mnoZzstvi a velikost
jsou zakladem pro konecnou makroporézni strukturu.

Pti ptipravé monolitickych kolon se nejcastéji pouziva dvouslozkovy porogenni
systém tvofeny kombinaci dvou latek s rozdilnou polaritou - srazedla a rozpoustédla.
Vhodnym pomérem téchto dvou slozek Ize ovlivnit moment separace fazi a tim
vyslednou strukturu polymeru. Volbou porogenu s lepsimi rozpoustécimi vlastnostmi

dochdzi k separaci fazi pozdéji, coz mé za nasledek vznik pord mensSich rozmért
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[13 - 15]. Naopak volbou porogenni smési s hor§imi rozpoustécimi vlastnostmi pro
vznikajici polymer dochazi k separaci fazi dfive. Volné molekuly monomeru a
sitovadla jsou pro vznikajici polymerni globule lepSim rozpoustédlem nez okolni
molekuly porogenu, solvatuji je, a k polymerizaci dochazi pfednostné¢ na povrchu
rostoucich globuli. Po jejich vzédjemném propojeni vzniké globularni struktura s pory
vétsich rozmért. Velikost polymernich globuli a pért tzce souvisi se specifickym
povrchem monolitu — mensi globule a pory maji za nasledek vyssi specificky povrch.
Z porogenni smési vykazujici dobré rozpoustéci vlastnosti pro monomer a sitovadlo
tedy vznika monolit s vys$§im specifickym povrchem a naopak.

Jelikoz jsou monolitické stacionarni faze ptipravovany z mnoha rdznych
monomeru a sitovadel s velmi odlisnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, nelze
pfedem pfesné¢ piedpovédét chovani polymerizacni smési o konkrétnim sloZeni,
takze je nutné vychazet zexperimentdlnich wdaji. Naptiklad pii pfipraveé
monolitickych stacionarnich fazi z glycidylmethakrylatu s porogenni smési tvorenou
dodekanolem a cyklohexanolem ma nepatrné zvySeni koncentrace méné polarniho
dodekanolu za nésledek strmy rust velikosti porti [16]. Naopak pfti ptipravé monolitl
na bazi 2-hydroxyetylmethakrylatu se stejnou porogenni slozkou je tento nartst
podstatné méné patrny [17] a pii pozadavku pora vétSich rozmérl je nutné pouzit
jiny porogenni systém. Chovani porogenni smési tvofené dodekanolem a
cyklohexanolem bylo komplexné sledovano pfi kopolymerizaci
ethylendimethakrylatu s deviti rGznymi monomery [18]. Mezi dalsi dvojice
organickych rozpoustédel pouzivanych jako porogenni smési pi1 pripraveé
monolitickych kolon patii napft. toluen s propanolem [19], tetrahydrofuranem [20]
nebo isooktanem [21], cyklohexanol a dimethylacetamid [22], methanol a diethyl
éter [23] nebo acetonitril a chloroform [24]. Ptikladem tfislozkové porogenni smési
je napf. cyklohexanol, dodekanol a hexan [23], nebo polarni porogenni smési tvotené
propanolem, butandiolem a vodou [25, 26], cyklohexanolem, ethylenglykolem a

vodou [27] nebo ethanolem, dichlormethanem a fosfatovym pufrem [28].

3.2.3. Monomer, sitovadlo

Spolu s vyse uvedenymi zpisoby ovliviiovani struktury monoliti ma na jeji

utvafeni vliv i slozeni a mnozstvi monomeru a sitovadla, tedy slozek, které tvoii
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hmotu vysledného monolitu. Rigidni monolitické staciondrni faze pfipravované
radikalovou polymerizaci jsou relativné husté zesitované polymery s velmi nizkou
botnavosti (na rozdil od napt. akrylamidovych monolitickych kolon). Mnozstvi a
druh sitovadla hraje vyznamnou roli v jejich mechanické odolnosti, nedostate¢né
mnozstvi sitovadla v polymeriza¢ni smési zptusobuje ztratu mechanické odolnosti
monolitu a jeho destrukci vlivem tlakového spadu béhem chromatografického
procesu. Dale nizky stupen zesitovani miize zptisobit vysokou bobtnavost polymeru
a velmi nizkou permeabilitu pro mobilni fazi. Mnozstvi sitovala v jednotkach
hmotnostnich procent jiz zplsobuje vznik gelovitého polymeru prakticky bez
komunikujicich pord umoziujicich pratok mobilni faze. Naopak je technicky mozné
syntetizovat monolitické stacionarni faze ze samotného sit'ovala [15, 29].

Mnozstvi sitovadla v polymerizaéni smési ovliviiuje separaci fazi a tvorbu
polymernich globuli, z nichz se dale formuje typicka globularni struktura. Pii vyssi
koncentraci sitovadla dochazi k diivéjsimu formovani vysoce zesitovanych globuli a
K jejich pozd&jsimu vzajemnému propojeni. To ma za nasledek mensi velikost port a
také vetsi specificky povrch monolitu. Monomer piindSi do monolitu specifické
funkéni skupiny ucastnici se separaniho procesu, na morfologii monolitu ma vliv
piedevsim svymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, ¢imZ ovliviluje separaci fazi
béhem polymerizace [18].

Pii polymerizaci monolitickych kolon (na rozdil od napf. suspenzni
polymerizace), je mozné¢ kombinovat monomery a sitovadla s relativné rozdilnymi
polaritami [14], piiklady sloZeni polymeriza¢nich smési byly popsany v fadé
souhrnnych publikaci [30-34]. Zdaleka nejpouzivanéjSim sitovadlem pii piipravé
monolitickych kolon je ethylendimethakrylat, casto kopolymerizujici napf.
s butylmethakrylatem,  glycidylmethakrylatem nebo hydroxyethylmethakrylatem
[35-38]. Dalsimi alternativnimi sitovadly jsou diethylenglykoldimethakrylat a
triethylenglykodimethakrylat [39]. Pfi ptipravé vtisténych polymert se nékdy
pouziva trimethylolpropantrimethakrylat [40, 41], a dale 1,4-butandioldimethakrylat
[42] a glyceroldimethakrylat [42, 43]. V n¢kterych pracich byly pouzity také smési
nékolika sitovadel [41, 44].

Jako monomer pii piipravé hydrofobnich monolitickych kolon byl
polymerizovan napt. butylmethakrylat [14, 26, 36, 45 - 46]. Vliv butyl-, lauryl-,
stearyl- a oktadecylmethakrylatu na strukturu monoliti byl sledovan u monoliti

sitovanych ethylendimethakryldtem, pfipravenych se smési dodekanolu a
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cyklohexanolu jako porogenu. Separacni vlastnosti takto pfipravenych kolon byly
testovany na déleni smési proteind [48]. Obdobnym zplsobem byly ptipraveny také
monolitické kolony s oktylmethakrylatem [49] hexylmethakrylatem [50] a
laurylmethakryldtem [51]. Se sitovadlem divinylbenzenem byly piipraveny
monolitické kolony na bazi polystyrenu [52 - 54]. Uginnost butylakrylatovych
monolitickych kolon pfi separaci proteini v CEC dosahovala 33000 teoretickych
pater/kolonu (18,5 cm) [55].

Pro piipravu monolitickych kolon uréenych pro dal$i modifikaci povrchu byva
Casto pouzivan glycidylmethakrylat, obsahujici reaktivni epoxy- skupinu schopnou
interagovat s fadou funk¢nich skupin [56, 57]. Na polymerizaci glycidylmethakrylatu
s ethylendimethakryldtem byla detailn¢ sledovana kinetika procesu ptipravy
monolitickych kolon [58] a jeho vliv na strukturu monolitu [18].

Pro ptipravu chromatografickych a elektrochromatografickych monolitickych
kolon hydrofilniho charakteru jsou pouzivany napiiklad monomery na bazi
akrylamidu [59]. Byly studovany ruzné koncentrace monomertt v polymerizacni
smési a jejich vliv na strukturu monolitii a jejich hydrofobicitu, navzijem byly
porovnany monolity pfipravené z methakrylamidu, dimethakrylamidu, butylakrylatu
a hexylakrylatu [59]. Obdobna studie byla navic rozSifena na dimethylakrylamid,
hydroxyethylmethakrylat, 2-hydroxyethylakrylat, hydroxymethylakrylamid aj. [60].
Jako porogenni slozka pifi polymerizaci akrylamidii byla kromé organickych
rozpousStédel pouzita také voda [59, 61]. Separacni vlastnosti akrylamidovych
monolitickych kolon byly sledovany jak v RP-HPLC, tak v chromatografii
S hydrofilnimi interakcemi (HILIC) [62, 63].

3.3. Vliv morfologie monolitickych kolon na chromatograficky déj

Pohyb  molekul  separovanych  latek v heterogennim  systému
chromatografické kolony je velice komplikovany d¢j, ovlivnény velkym mnoZstvim
veli¢in. Pomoci matematického aparatu 1ze do ur€ité miry simulovat chovani analytu
unasené¢ho mobilni fazi v poréznich materialech a zohlednit vliv konvekce a difuze,
velikosti a tvaru pord, jejich orientaci, pfistupnost, velikost separovanych molekul a
aktivnich mist na stacionarni fazi atd. [64 - 66]. Rada studii byla také zaméfena na

teoretickém [67] 1 experimentalnim [52] porovnani chromatografického procesu
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uvnitf ndplilovych kolon sriznou strukturou castic (sférické castice neporézni,
porézni v celém objemu ¢i s poréznim obalem) a monolitickych kolon.

Vyhodou monolitickych kolon, vyplyvajici ze struktury vzajemné propojenych
makropoért, je efektivnéjsi vyuziti prostoru kolony staciondrni fazi [68]. Jestlize u
kolon pInénych sférickymi c¢asticemi je minimalni teoretickd porozita 27 %
celkového objemu kolony, v praxi to byva v nejlepSich ptipadech mezi 35 — 45 %.
Pomoci globularni struktury monolitu s komunikujicimi péry lze ptipravit
permeabilni staciondrni faze s vyrazné nizsi porozitou [69].

Na rozdil od napliiovych staciondrnich fazi, kde je prutok mobilni faze
umoznén meziCasticovymi prostorami, u monolickych kolon je prutok zajistén
komunikujicimi poéry. U port o velikosti 500 - 1000 nm pievazuje transport hmoty
konvekci mobilni faze zplisobena rozdilem tlakd na zacatku a na konci kolony [34,
70]. Tyto pory vSak nemaji vyznamny vliv na specificky povrch monolitické
stacionarni faze a na mnozstvi aktivnich mist castnicich se separacniho d¢je.
Z tohoto duvodu jsou zadouci malé pory o velikostech v fadu desitek nanometrd,
poskytujici dostatecny povrch pro interakci analytu s aktivnimi misty. Tyto pdry jsou
vyplnény stagnujici mobilni fazi a pfevlada v nich ptenos hmoty difuzi.

Obdobné¢ jako je u népliovych kolon pouzitim castic menSich rozméra
dosahovano vys$i ucinnosti, také roste uc¢innost monolitickych kolon s mensimi
polymernimi globulemi a mensimi okolnimi pory kolony. Mensi globule a pory maji
za nasledek zvySeni specifického povrchu stacionarni faze, navic se snizuje vliv
vifivé difauze a snizuje se odpor proti prevodu hmoty v mobilni fazi [48]. SniZujici se
velikost globuli a porit mé vSak negativni vliv na permeabilitu kolon, ktera je casto
pfi jejich pouziti v chromatografickém procesu limitujici. Z hydrodynamického
hlediska je tedy idealni tzv. bimodalni distribuce velikosti port, kdy je pozadovana
priachodnost kolony zajisténa pory o velikosti pfiblizné 800 nm a dostatecné kapacita
stacionarni faize mensimi pory v oblasti desitek nanometra [34].

Nezanedbatelny vliv na morfologii monolitickych stacionarnich fazi mize mit
proces botnani mobilni fazi. Studie zaloZené na mikroskopii atomérnich sil odhalily
zajimavé trendy ve zméndch velikosti polymernich globuli a okolnich pért [4].
Expozice monolitu nékterym rozpoustédlim muze vést ke znacnému zvétSeni
polymernich globuli a nasledné ke zmenseni objemu makroporti. Ubytek makroport
je vysvétlovan stejnomérnym zvétSenim globuli do vSech smérti na tikor okolniho

prostoru. Soucasn¢ je vSak zvétSeni globuli doprovazeno zvétSenim mikro- a
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mesopora v nich obsazenych. Botnani tedy mize vést ke zméné distribuce velikosti

o

port.

3.4. Aplikace monolitickych kolon

Vzhledem ke svym vyhodam oproti klasickym néapliiovym kolonam a kvtili
Sirokému spektru rozdilnych chemickych vlastnosti se monolitické kolony zacinaji
Sifeji pouzivat v separacich mnoha rozdilnych analyti. Souhrnny ¢lanek [71] je
zaméfeny na monolitické kolony pro separace malych organickych molekul.
Ptikladem monolitickych kolon uréenych pro separace anorganickych latek [72] jsou
kopolymery glycidylmethakrylatu a ethylendimethakrylatu uréené pro separace
kationtd [73], nebo funkcionalizované monolity na bézi butylmethakrylatu pro
separace anorganickych aniontd [74]. VétSina aplikaci monolitickych stacionarnich
fazi je urCena pro separace vysokomolekularnich latek, v porovnani s klasickymi
komerénimi népliiovymi kolonami jsou schopné rychleji separovat peptidy a
bilkoviny, navic s niz$imi limity detekce a s vys$§im rozliSenim [75]. Ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii 1ze béhem nékolikaminutové analyzy identifikovat stovky
peptidl [76, 77] a lze dosdhnout limith detekce v fadu desitek fmol [78]. Aplikace
monolitickych kolon pro separace biologickych vzorkii byly shrnuty v nckolika

souhrnnych ¢lancich [79 - 81].

3.5.  Vtisténé polymery v analytickych separa¢nich metodach

Vtisténé polymery jsou stacionarni faze fungujici na principu tzv.
molekularniho imprintingu. Vznikaji pfidanim templatu, tzn. molekul se stejnou
strukturou jako maji molekuly nésledné analyzované latky, do polymerizacni smési.
Molekula templatu je solvatovana molekulami funkéniho monomeru, tento komplex
je radikélové polymerizovan s velkym piebytkem sitovadla a okolo templatu se
vytvaii rigidni porézni struktura. Naslednym vymytim templatu vznika Kkavita,
tvarem a rozmisténim funk¢ich skupin odpovidajici struktufe imprintované
molekuly. Proces komplexace molekul templatu je vyznamné ovlivnén vSemi

slozkami polymerizatni smési. Porogenni slozka nemé v pfipravé vtisténych
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polymert vliv pouze na tvorbu struktury monolitu, ale vyrazné ovliviiuje i G¢innost

imprintingu.

Princip vtisténych polymert, tzv. “molecularly imprinted polymers* (MIP),
byl poprvé popsan v separacnich metodach jiz v sedmdeséatych letech. Publikace
Wulffa a Sharhana [82, 83] se zminuji o vysoké selektivit¢ takto pfipravenych
stacionarnich fazi. DalSi ptfednosti této metody byly v osmdesatych letech popsany
kolektivem Mosbacha [84, 85] v publikacich zamétenych na separace optickych
isomerti aminokyselin a jejich derivati.

Od pocatku vyvoje vtisténych polymert se jejich vyuziti rozsitilo jak v poctu
ruznych imprintovanych latek, tak v §ifi riznych pouziti. Pocet védeckych publikaci
tykajicich se ,,obtiskavani molekul rok od roku roste, jak je patrné z obr. 9,
prevzatého z rozsahlého souhrnného ¢lanku mapujiciho vice nez 1450 védeckych
publikaci [86]. Soucasné pozadavky analytické chemie po vysoce selektivnich
materidlech, schopnych separovat chemické individum ze slozitych smési nebo

matrici, by mohly splnit prave vtisténé polymery.
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Obr. 9. Graf znazornujici ro¢ni pocet publikaci tykajicich se ,,obtisknuti* molekul do

pevnych latek, prevzaty ze souhrnné publikace [86].
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Molekularni imprinting se d4 rozdélit na dvé zakladni skupiny podle druhu
interakci templat-monomer, resp. templat-polymer [87 - 89]. V prvnim piipadé
dochazi ke vzniku kovalentnich vazeb mezi imprintovanou latkou a monomerem, v
druhém piipadé¢ templat s monomerem interaguje nekovalentné, tzn. pomoci

vodikovych mustkd, iontovych interakei, hydrofobnich interakei aj.

3.5.1. Kovaletni imprinting

V ptipadé imprintingu na zaklad¢ kovalentnich vazeb (poprvé popsaného
zacatkem 80. let [90 - 92]) je ,,obtisknuti“ templdtu do polymeru v porovnani
s nekovalentnimi imprinty podstatn¢ ¢innéjsi. Vysoka energie kovalentnich vazeb
zajisStuje tésnéjSi obklopeni templdtu monomerem a presnéj$i rozmisténi
komplementarnich funkénich skupin okolo imprintované molekuly. Béhem fixace
molekul monomeru v prib&hu polymerizace dojde k vytvoifeni pfesné orientovanych
vazeb, tvar nasledné vzniklé kavity a rozmisténi funk¢nich skupin na jejim povrchu
vérné odpovidaji struktuie molekuly templatu. Je Zadouci, aby kovalentni vazby byly
hydrolyticky §tépitelné a aby byl velky podil imprintovanych molekul zpétné vymyt
a vytvoril tak dostatecné mnozstvi specifickych kavit, resp. dostate¢nou kapacitu
polymeru.

Pouziti takovych polymert jako stacionarnich fazi v analytické chemii je vSak
znacné limitovano nutnou piitomnosti vhodnych funkénich skupin schopnych rychlé
reverzibilnich interakce, zajiSt'ujici dostate¢nou ucinnost béhem separa¢niho dé&je.
Jako konkrétni piiklad kovalentniho imprintingu lze uvézt napf. imprintovani
derivati monosacharidt [93, 94]. V dalSich pracich byly pouzity kovalentné vtisténé
polymery na principu esterti [95], ketalti [96, 97] a Schiffovych bazi [98].

Dals$im moznym zplsobem kovalentniho imprintingu je pouZiti
metalokomplext, kdy dochazi ke tvorbé koordina¢nich vazeb mezi molekulami
templatu s kationty nékterych kovii, napt. Cu 2+, Ni2+, C02+, Feg+, aj. [87, 89].
Usp&sné bylo jejich pouziti piedevdim v podobé katalyzatort pii syntézach
v organické chemii (napf. enantioselektivni hydrogenace, hydrolyza, alkylace atd.)

[88, 89, 99, 100].
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3.5.2. Nekovalentni imprinting

Pro pouziti vtisténych polymert jako staciondrnich fazi v separacnich
metodach je patrné¢ vhodnéjsi princip nekovalentniho imprintingu, poprvé popsany
Arshadym a Mosbachem [101]. Templat s monomerem interaguje pomoci
vodikovych mistktl, iontovych, dipélovych ¢i hydrofobnich interakci nebo van der
Waalsovskych sil aj. Jednotlivé interakce mezi konkrétnimi funk¢énimi skupinami
monomera a templati byly shrnuty a popsany v n€kolika prehlednych ¢lancich [87,
102, 103].

Ve srovnani s kovalentnimi interakcemi jsou pfi nekovalentnim imprintingu
komplexy templat-monomer relativné méné piesné definované. Pii separa¢nim
procesu vSak dochazi k velice rychlému ustaveni rovnovazného stavu, coz zpravidla
umoziuje dosazeni vysSich ucinnosti separace oproti imprintingu kovalentnimi
vazbami. V ptipadé nekovalentnich interakci mize navzajem reagovat cela fada
funkénich skupin, pouZiti neni omezeno jen na uzkou fadu nékolika part funkénich
skupin schopnych reverzibilni interakce, tak jako u kovalentnich interakci. Také
vymyvani templatu z polymeru probihd podstatné snadnéji.

Vzhledem Kk vyrazné nizsi energii vazby templat-monomer v$ak dochazi ke
kompetici v solvataci templatu monomerem ¢i porogenem. Pii solvataci molekulami
porogenu pochopitelné nemtze dojit k tvorbé specifickych vazeb, k zakomponovani
templatu do polymeru a ke tvorbé specifické kavity. Rovnovazny stav je ovlivnén
fadou faktorti, pfedevSim polaritou jednotlivych slozek polymerizaéni smési [104 -
106] a jeji teplotou [107 - 109]. Z tohoto divodu je také nutny vysoky pomér
interagujicich funkénich skupin monomer/templat [108]. Termodynamika téchto

stavil byla po teoretické strance detailné zpracovana nekolika autory [110 - 114].

3.5.3. Templaty

Utinnost nekovalentniho imprintingu tzce souvisi s mnozstvim, druhem a
rozmisténim jednotlivych funk¢nich skupin na molekule templatu. Byla vypracovéana
fada studii, pracujicich se strukturné podobnymi derivaty obsahujicimi rizné funkéni
skupiny [93, 115 - 119]. Byly pfipraveny polymery s riznym mnozstvim a druhem

jednotlivych slozek polymerizaéni smési. Napiiklad pro aminokyseliny a jejich
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derivaty byla nejcastéji pouzita kyselina methakrylovd ¢i vinylpyridin jako
monomer. Acidické funkéni skupiny monomerl reagovaly iontové s amino- a
amidoskupinami aminokyselin a pomoci vodikovych mustkl s polarnimi skupinami,
jakymi jsou napft. karboxyly, estery karboxyll ¢i karbamaty (obr. 10.). Separacni
vlastnosti stacionarnich fazi byly nejéastéji sledovany na déleni optickych izomert
imprintovanych latek. Napt. u L a D forem derivati fenylalaninu bylo nejvyssi
separace (o = 8,38) dosazeno s p-aminofenylalaninanilidem, jehoz molekula
obsahuje tii funk¢ni skupiny schopné interakce. U ostatnich derivati schopnych

pouze dvou interakci bylo dosazeno maximalniho separa¢niho faktoru o = 2,22
[120].

OH O

Obr. 10. Schematické zobrazenti tii interakci imprintovaného

p-aminofenylalaninanilidu s funkénimi skupinami okolniho polymeru [120].

Funkce vtisténych polymerti neni ddna jen rozmisténim interagujicich ¢asti
kavity s imprintovanou molekulou, ale také tvarem ¢asti, které nevytvareji pfimé
chemické interakce [93, 98]. Na separacich riznych ketald [121] bylo ukazano, ze
molekuly o stejném prostorovém uspofadani interagujicich funkénich skupin, ale
Sjinym tvarem neinteragujicich ¢asti, nebyly v imprintovaném polymeru
zadrzovany. Na imprinting mohou mit vyrazny vliv také intramolekularni interakce
templatu. Za stejnych podminek byly syntetizovany polymery s imprintovanymi
hydroxyderivaty kyseliny benzoové [122], pficemz bylo zjiSténo, Ze intramolekularni
vodikové mustky mezi karboxylovou a amidovou skupinou maji vliv na stabilitu

komplexu monomer-templat a nasledné na selektivitu vyslednych polymert.
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3.5.4. Sitovadla

Vysoky stupenn zesitovani zajiStuje pozadované mechanické vlastnosti
vtiSténych polymert jak z makroskopického, tak z mikroskopického hlediska.
Sitovadlo zpravidla tvoii 70 — 90 hm. % monomerni slozky, pro minimalni
procentudlni zastoupeni sitovadla v polymerizacni smési byla stanovena hodnota 80
hm. % [105, 123] a pfi 70 % sitovadla polymer nevykazoval témét Zadnou separaéni
ucinnost. Molarni pomér sitovadla ku monomeru je dan mnozstvim jeho funk¢nich
skupin interagujicich s monomerem, resp. s poctem polymernich fetézct, které
molekula sitovadla spojuje. Zpravidla se pohybuje v molarnim poméru 1/4 — 1/5 u
bifunkénich sitovadel a 1/1 u trifunkénich sitovadel. Dany pomér je vSak nutné
optimalizovat pro konkrétni polymerizacni smes, vzhledem ke struktufe molekuly
templatu.

Struktura sitovadla (obr. 11) vyrazné ovlivituje mechanické vlastnosti polymeru
v mikroskopickém méfitku a nasledné interakce molekul analytu s polymerem. Je
nutné nalézt vhodny kompromis mezi rigiditou polymeru, zajiSt'ujici stabilizaci tvaru
kavit a funk¢nich skupin na jejich povrchu, a na druhé stran€ dostatecnou flexibilitou
polymernich fetézct,, umoziujicich ptistup molekul analytu do téchto kavit.

Napft. divinylbenzen patrné velmi vyrazné zvySuje rigiditu polymeru, coZ ma za
nasledek horsi pfistupnost kavit pro separované molekuly. Svéd¢i o tom mensi
mnozstvi templatu vymytého po polymerizaci [124]. Naopak polymer sitovany
tetramethylendimethakryldtem pravdépodobné neni dostatecné stabilni, kavity jsou
prilis flexibilni na to, aby si udrZely specificky tvar a rozmisténi funkénich skupin, a
vyrazné roste mnozstvi nespecifickych interakci. Z tohoto hlediska se zda byt
vhodnym kompromisnim feSenim vyuziti ethylendimethakrylatu, o ¢emz svéd¢i i
mnozstvi praci, ve kterych byl pouzit.

V nékterych publikacich je poukazovano na vliv funkcénich skupin molekul
sitovadla, jez se mohou Uucastnit interakce stemplatem a tim zvySit ucinnost
takovych polymert. Pfi imprintovani derivati aminokyselin s pouZitim sitovadla
pentaerythritoltriakrylatu [123] bylo pozorovano zvySeni selektivity a kapacity
polymeru. Pravdépodobnym vysvétlenim je vznik vodikovych mustkl mezi

imprintovanou molekulou a volnou hydroxylovou skupinou sitovadla.
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Obr. 11. Struktury nékterych nejcastéji pouzivanych sitovadel.
3.5.5. Funk¢ni monomery

Molekuly funkéniho monomeru zajistuji interakce mezi templatem a
nasledné vzniklym polymerem. Cast molekuly obsahujici vhodnou funkéni skupinu
interaguje s komplementarni skupinou na molekule templatu a druha ¢ast molekuly
kopolymerizuje se sitovadlem a vytvati polymer. Druh funkéiho monomeru je nutné
volit dle druhu funkénich skupin na molekule templatu, jeho idedlni mnoZstvi
V polymerizani smési zdvisi na poctu skupin na molekule templatu a na druhu
sitovadla.

Nejcastéji byva pouzivana kyselina methakrylova a jeji derivaty. Pro nékteré
polymerizaéni smési se osvédCila kyselina trifluoromethakrylova vzhledem ke své
vy$§i polarité [125, 126], v jinych piipadech byly vhodnéjsi monomery s funkénimi
skupinami obsahujici dusik, iontove interagujici stemplatem [105, 117, 127].

Struktury nejcastéji pouzivanych funkénich monomert jsou zobrazeny na obr. 12.
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Obr. 12. Struktury nékterych nejcastéji pouzivanych funkénich monomerd.

3.5.6. Porogenni smési

Porogenni slozka polymeriza¢ni smési plni nékolik funkci, ze kterych
vyplyvaji znacné protichiidné pozadavky na jeji fyzikalné-chemické vlastnosti, resp.
na jeji slozeni. Vedle misitelnosti a rozpustnosti jednotlivych slozek polymeriza¢ni
smési musi zajistit pozadovanou porozitu vysledného polymeru. Témto pozadavkim
zpravidla vyhovuji relativné polarni rozpoustédla. Vyssi selektivita a ucinnost
vtisténych polymerd vSak byla dosazena s méné poldrnimi porogeny (toluen,
chloroform, dichlormethan aj.). Je to zptsobeno tim, Ze pro vznik kavit 0
specifickém tvaru a rozmisténi funkénich skupin hraji zasadni roli interakce mezi
molekulami jednotlivych sloZek polymerizaéni smési pted vlastni polymerizaci.
Polarni porogen solvatuje molekuly templatu na ukor solvatace molekulami
monomeru. Templat neni tésn¢ obklopen molekulami monomeru a pfi stabilizaci
molekul béhem nasledné polymerizace nemize dojit ke vzniku specifickych kavit.
Tento jev ma na funkci vtiSténych polymert zcela zasadni vliv. Sellergren a kol.
sledoval souvislosti mezi druhem porogenu, morfologii polymeru a separa¢nimi
vlastnostmi L a D forem derivati aminokyselin [128]. Jak je patrné z tab. 1, nebyly
nalezeny bliz§i souvislosti mezi porozitou, specifickym povrchem a separa¢nimi
vlastnostmi, zato se potvrdil vliv polarity porogenu na proces imprintingu a nasledné

na separacni vlastnosti polymeru.
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Tab. 1. Parametry vtiSténych polymert, pfipravenych z ethylendimethakrylatu (20
mmol), kyseliny methakrylové (4 mmol), L-fenylalaninanilidu (1 mmol) a 5,6 ml

raznych porogend, uréenych pro separace L a D formy fenylalaninanilidu [128].

porogenni smés porozita (ml/g) spec. povrch (m°/g)  separaéni faktor (k /kp)
MeCN 0,60 256 5,8
CHCI, 0,01 4 4,5
CeHs 0,43 216 6,8
CH,Cl, 0,01 4 8,2
DMF 0,17 127 2,0
THF 0,24 194 4,1
Propan-2-OL 0,86 49 3,5
HOAc 0,52 267 1,9
MeCN 0,89 317 3,1
THF 0,73 382 1,6
MeCN 0,65 266 3,7

3.5.7. Podminky polymerizace

Stejné jako u ostatnich monolitickych kolon uréenych pro chromatografii, se
pro tepelnou iniciaci polymerizace nejcastéji pouziva iniciator azobisisobutyrinitril.
Studie zaméfené na prabéh polymerizace [129, 130] prokazaly, ze pii 60 °C byla
termicky iniciovana polymerizace ukoncena jiz po dvou hodinach [105]. Vysledky
separaci provedenych na téchto polymerech vSak byly mélo reprodukovatelné. Vyssi
teplota polymerizace pravdépodobné negativné ovlivnila stabilitu komplexu templat-
monomer V polymerizacni smési a polymery nasledné vykazuji hor$i separacni
vlastnosti. Lepsich vysledki bylo dosazeno pfi iniciacni teploté 45 °C. Polymerizace
byla ukoncena po 10 hod a vysoce reprodukovatelnych vysledkti bylo dosazeno u
monolitd polymerizovanych po dobu 12 hod. Dalsi prodluzovani doby polymerizace
monolitd jiz nemélo vliv na reprodukovatelnost jejich pfipravy a nebyly shledany
zadné rozdily v chovani monolitd pfipravenych termicky po dobu 12 a 18 hod.

V polymerizacni smési roste se snizujici se teplotou stabilita nekovalentnich
interakci v komplexu templat-monomer a tudiz je podporovan vznik specifickych

interakci templat-polymer béhem polymerizace [109, 131]. Tomuto trendu
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odpovidaji jak vysledky s pouzitim termické iniciace polymerizace pifi riznych

teplotach, tak pfi casové méné narocné iniciaci UV zafenim [104, 109, 132, 133].

3.5.8. Aplikace vtiSténych polymeri

Razné druhy imprintovanych a nésledné analyzovanych latek byly popsany
V souhrnnych ¢lancich zamétenych na jednotlivé separacni metody, napt. na extrakci
na pevné fazi [134 - 137], kapilarni elektrochromatografii [138 - 141] a kapalinovou
chromatografii [142]. Dalsi souhrnné ¢lanky byly zaméfeny napf. na separace
ruznych optickych isomert [ 140, 143, 144] nebo polutantl z pfirodnich matric [145].
Castymi templéty jsou aminokyseliny a jejich derivaty [120, 123] nebo farmaka jako
napf. enantiomery ibuprofenu [146] a B-blokatord [147]. Firma Sigma-Aldrich
predstavila pod nazvem SupelMIP-SPE sérii deviti komercnich imprintovanych
staciondrnich fazi pro extrakci rtiznych farmak z biologickych vzorkii (z krevni

plazmy, moci, mléka a medu).

Vyse probirané metody studia morfologie polymernich materilti a faktory,
které morfologii béhem ptipravy ovliviuji, byly soucésti dvou védeckych publikaci:
~Porous hydrogels.” kapitola do knihy ,,Porous Media: Heat and Mass Transfer,
Transport and Mechanics.”, nakladatelstvi Nova Publishers, autoti Pfadny M.,
Michalek J., Sirc J.

a

,Monolithic capillary columns designed for small organic molecules.* kapitola do
knihy ,,Monolithic columns in its modern applications., nakladatelstvi

ILM Publications, autoti Coufal P., Bosékova Z., Sirc J., Pacakova V., Stulik K.
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4, VLASTNI EXPERIMENTALNI PRACE

4.1. Priprava a morfologicka charakteristika monolitickych kolon na

principu vtisténych polymeru

Ptestoze byly publikovany stovky odbornych ¢lanki tykajicich se ptipravy
imprintovanych stacionarnich fazi pro analytické separa¢ni metody [86], zpravidla se
jednalo o néapliové kolony plnéné polymernimi ¢asticemi. Monolitické imprintované
stacionarni faze pro chromatografii byly pfipravovany témeét vyhradné v kapilarnich
technikdch. Vzhledem k malému priméru kapilar nedochazi ke vzniku mrtvych
prostor vlivem objemové kontrakce béhem polymerizace a také je mensi riziko
vzniku rozdilné struktury polymeru uprostied monolitu a na jeho okraji. Velice malo
védeckych studii bylo zaméfeno na piipravu vtisténych polymernich monoliti
klasickych rozmérii, navic se jednalo o ocelové kolony umoznujici vyhradné
termickou iniciaci polymerizace [106, 125, 126, 131].

Prvni ¢ast experimentalni prace navazala na piedchozi pokusy s piipravou
imprintovanych monolitickych kolon uvnitt sklenénych trubic o vnitinim priméru
3,3 mm [148]. Sklenéné stény kolony umoziuji jednak jednoduchou vizualni
kontrolu kvality pfipravenych monolitl, pfedev§sim ale dovoluji vedle termické
iniciace polymerizace pouzit také iniciaci UV zafenim. Tento zpusob iniciace je
podstatné¢ rychlejsi (fadoveé desitky minut oproti nckolika hodindm termické
iniciace), jeho hlavni pfednosti je vS§ak moznost polymerizace pii riznych teplotach.
Termicka iniciace zpravidla probihd pfi teplotdch polymeriza¢ni smési 45 — 70 °C
jednotlivych slozek polymerizacni smési, piipadné separaci jednotlivych fazi.
Teplotou polymerizace 1ze do urcité miry optimalizovat morfologii polymeru a také

podpofit proces molekularniho imprintingu (viz 3.4.7. Podminky polymerizace).

Jako prvni byla optimalizovana konstrukce sklenénych trubic a jejich
pfipojeni k HPLC aparatuie tak, aby nedochazelo ke vzniku artefakti a mrtvych
prostor negativné ovliviiujicich chromatograficky proces. In situ polymerizace
probihala uvnitf samotnych sklenénych trubic, jejichz konce byly nésledné

zbrouSeny tak, aby monolit tvofil s ¢elem trubice dokonalou rovinu. Po pfipevnéni
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ocelovych objimek a teflonovych tésnéni bylo mozné kolony pfipojit k pfivodnim
kapilaram chromatografické aparatury.

Pro piipravu monoliti byly pouzity polymerizatni smési o slozeni
ethylendimethakrylat/kyselina methakrylova/tosyl-L-fenylalanin v molarnim poméru
20/5/1 s dvéma porogennimi smésmi o slozeni dodekanol/cyklohexanol 1/3 (w/w) a
dodekanol/toluen 4/1 (w/w). Vedle termické iniciace polymerizace byla testovana i
polymerizace UV zéafenim pii riznych teplotdch. Pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie, rtutové porozimetriec a BET metody byla sledovdna morfologie
pripravenych kolon, separacni vlastnosti pfipravenych monolitickych kolon byly
testovany na déleni smési hydrofobnich standardi a na separaci L a D formy
tosylfenylalaninu. Byly sledovany souvislosti mezi slozenim polymerizacni smési a
podminkami polymerizace, morfologii pfipravenych monolitickych kolon a jejich
chromatografickymi vlastnostmi [149].

Ze ziskanych vysledki bylo zfejmé Zze monolitické kolony pfipravené z obou
polymerizanich smési termickou iniciaci mély podstatné mensi velikost
polymernich globuli a pérQ, a také vyrazné nizsi porozitu ve srovnani s polymery
iniciovanymi pomoci UV zafeni. Tento fakt mél za nasledek jejich nizkou
permeabilitu, viz obr. 13. Zn¢&j je patrné, ze i kratké (30 mm) kolony, termicky
kolon. Podatilo se zprichodnit pouze kolony o délkadch 30 mm, jejichz separacni
vlastnosti vSak nebyly dostatecné. Proto bylo v dalSich experimentech od termicky
iniciovanych monolitti ustoupeno. Kolony, u nichz byla polymerizace iniciovana UV
zatenim, vykazovaly permeabilitu srovnatelnou s komeréné dostupnou kolonou

plné€nou 7 pm Casticemi.
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Obr. 13. Zavislost zpétného tlaku na pratokové rychlosti. Vnitini primér kolon byl
3,3 mm, monolit iniciovany termicky (-=-) byl dlouhy 30 mm, ostatni kolony 150
mm. Monolity iniciované UV zafenim byly pfipravené z porogenni smeési
dodekanol/toluen 4/1 (w/w) pfi teploté 5 °C (-A-) a 35 °C (-m-), S pouzitim smési
dodekanol/cyklohexanol 1/3 (w/w) nebyl pozorovan vliv teploty na permeabilitu (15
°C, -¢-). Pro srovnani jsou uvedeny zpétné tlaky naméfené na kolonach plnénych
polymernimi ¢asticemi o velikosti 7 — 12 um (-=-) a 25 — 35 um (- A -), a komerc¢né
dostupné koloné o rozmérech 3,3 x 150 mm, naplnéné sférickymi Casticemi o

praméru 7 um (-¢-).
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Obr. 14. Distribuéni  kiivky  velikosti  pord, a) porogenni smés

dodekanol/cyklohexanol 1/3 (w/w), b) porogenni smes dodekanol/toluen 4/1 (w/w)
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U polymert pfipravenych iniciaci UV zafenim méla pouzita porogenni smes
a teplota iniciace zfejmy vliv na jejich morfologii. Jak je patrné z obr. 14. a), velikost
port nameétenych u monolith piipravenych Z porogenni smesi
dodekanol/cyklohexanol nabyvala hodnot piiblizné 0 - 80 nm. Hodnota
nejfrekventovanéjsi velikosti port lezela v této oblasti, pficemz nebyla patrné jeji
zavislost na teploté ptipravy (byly testovany polymerizace pfi teplotach v rozmezi 5
— 35 °C). V ptipadé porogenni smési dodekanol/toluen vykazovaly pfipravené
polymery bimodalni porozitu — vedle maxima leziciho ve stejné oblasti se na
distribu¢ni kiivce objevil jesté jeden pik v oblasti kolem 600 - 850 nm (obr. 14. b).
Jeho konkrétni hodnota na ose x (hodnota nejfrekventované;si velikosti pora) klesala
s rostouci teplotou polymerizace, coZz mélo ziejmy vliv na permeabilitu monolitu
(obr. 13). Monolity pfipravené pii vyssi teplot€¢ mély tedy nizsi nejfrekventované;si

velikost port a byly méné permeabilni pro mobilni fazi.

Ptipravené monolitické kolony byly chromatograficky testovany. NejlepSich
separacnich vlastnosti bylo dosazeno u 150 mm UV zafenim iniciovanych kolon
ptipravenych se smési dodekanol/cyklohexanol jako porogenem. Pii pouziti smési
acetonitril/voda (65/35, v/v) jako mobilni faze bylo dosazeno separace smési uracilu,

L-tosylfenylalaninu, benzenu, naftalenu a antracenu aZ na zdkladni linii (obr. 15).

Pro porovnani separacnich vlastnosti nové pfipravenych monolitickych kolon
s naplnovymi kolonami byly pfipraveny dvé kolony stejnych rozméra (150 x 3.3
mm), naplnéné polymerni drti (UV zéfenim iniciovany polymer, porogenni smés
dodekanol a cyklohexanol) o velikosti ¢astic 7 - 12 um a 25 - 35 um. Pfiprava téchto
byl nejprve vysuSen, rozdrcen a presit. Jednotlivé frakce byly dale déleny
sedimentaci a nakonec jimi byly mokrou cestou plnény sklenéné trubice. Vzajemné
porovnani permeabilit pfipravenych napliovych a monolitickych kolon je uvedeno
na obr. 13, pro srovnani je uvedena propustnost komerc¢ni kolony stejnych rozmeéri,

plnéné vysoce uniformnimi sférickymi ¢asticemi o primeéru 7 pm.
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Obr. 15. Porovnani chromatogramt ziskanych pii separaci smési uracilu (1), L-
tosylfenylalaninu (2), benzenu (3), naftalenu (4) a antracenu (5) na 150 mm
monolitické koloné¢ a koloné plnéné¢ 7-12 pum césticemi stejného polymeru,
pfipraveného  z porogenni smési  dodekanol/cyklohexanol.  Mobilni  faze

acetonitril/voda, prutokova rychlost 0,55 ml/min.

Separaéni vlastnosti kolony pfipravené plnénim ¢astic a vyssi zrnitosti (25 -
35 um) byly velice S$patné, chromatogramy pofizené pii separaci hydrofobnich
standardd na kolon€ s ¢asticemi o velikosti 7-12 pm byly podobné chromatogramiim
ziskanych na monolitech pfipravenych s porogenni smési dodekanol/cyklohexanol.
Z chromatogramti je patrné Ze monolit poskytoval lepSi separaci a podstatné
samoziejm¢ souvisela s pomerné Sirokou distribuci velikosti ¢astic). Prestoze u
napliové kolony pocet teoretickych pater na 1m kolony pocitany z retence uracilu
vyrazn¢ prevySoval hodnotu zjisténou u monolitu (pfiblizn¢ 10 000 oproti 4 500),
s rostouci retenci jednotlivych latek vyrazné klesal. U latek s del§im reten¢nim ¢asem
(naftalen) jiz vyrazné pievazovala G¢innost monolitickych kolon, jak je patrné z Van
Deemterovych kiivek zobrazenych na obr. 16. Pocet teoretickych pater u pozdéji
eluyjicich latek byl u monolitt pfiblizné dvojnasobny ve srovnani s napliovou

kolonou.
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Obr. 16. Van Deemterovy kiivky znazoriujici zavislost vysky teoretického patra (H)
na pratokové rychlosti, poc¢itané z retenénich ¢asti benzenu a naftalenu. Ktivky ¢. 1
nalezi monolitické stacionarni fazi, kfivky ¢. 2 kolon¢ plnéné 7-12 pm casticemi.
Polymerizace byla iniciovana UV zafenim, jako porogen byla pouzita smés

dodekanol/cyklohexanol 1/3 (w/w).

Ptestoze separacni vlastnosti monolitickych kolon pfipravenych s pouzitim
dodekanolu a toluenu jako porogenni smési byly pomérné S$patné, pouze v jejich
pfipad¢ byl zaznamenan rozdil vretenci L a D formy tosylfenylalaninu. Ackoli
kolony nebyly schopné rozdélit racemickou smés, z chromatogramii a reten¢nich dat
byly patrné rozdily v eluci imprintované L-formy a jejiho optického izomeru.
Pravdépodobné byl tento fakt zplsoben pouzitim méné polarni porogenni smési.
Solvatace molekul templatu molekulami porogenu pak byla slabsi, nebranila tak
nekovalentnim interakcim templat - kyselina methakrylovd a naslednému vzniku

specifickych kavit.

Dale byla sledovana opakovatelnost a reprodukovatelnost pfipravy
monolitickych kolon. Byla vyrobena sada c¢tyf monoliti zjedné navazky
polymerizaéni smési (dodecanol/cyklohexanol, iniciace polymerizace UV zafenim) a
dale dalsi sada ¢tyt kolon za stejnych podminek z druhé navazky. Opakovatelnost a
reprodukovatelnost jsou uvedeny v tabulce 2 jako relativni smérodatna odchylka
(RSD) vybranych chromatografickych parametri zmétenych pro stejnou smeés
analyti, jaka byla pouzita pfi pfedeslém testovani. V piipadé opakovatelnosti méteni
(RSD pocitand z deseti po sobé& jdoucich méfeni na jedné kolon¢) byla pro vSechny

testované chromatografické parametry hodnota RSD niz§i nez 6 %. Opakovatelnost
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ptipravy kolon, vyjadiend jako hodnota RSD parametri naméfenych na ctyfech
kolonach z prvni sady, nepiesahovala 17 %, z druhé sady nepiesahovala 16 %.
Reprodukovatelnost osmi kolon pfipravenych ze dvou polymeriza¢nich smési
stejn¢ho sloZeni byla do 5 % vzhledem k retenénim castim, kolem 10 % vzhledem
k asymetrickym faktorim, 15 % vzhledem k rozliseni a 17 % vzhledem k pocétu

teoretickych pater.

Tab. 2. Opakovatelnost a reprodukovatelnost piipravy monolitickych kolon

vyjadiend jako relativni smérodatna odchylka namétenych chromatografickych

parametru.

parametr opakovatelnost reprodukovatelnost

méfeni ptipravy kolon 2 polym. sady
1.sada (n=4) 2. sada (n=4) (n=8)

tr (Min) 3.3 4.5 3.6 4.1

k 2.9 3.8 34 3.7

N 4.8 17.0 15.4 16.5

Rijj 2.2 16.6 14.1 14.9

b/alo% 6.1 14.4 8.9 10.1

tr- retencni Cas, k — retenc¢ni faktror, N — pocet teoretickych pater, Rj; — rozliSent,
b/aiou - asymetricky faktor

Zavér

V prvni ¢asti disertacni prace byly pfipraveny monolitické kolony uvnitf
sklenénych trubic 0 vnitinim priméru 3,3 mm z polymerizaéni smési o sloZeni
ethylenedimethakrylat/kys. methakrylova/tosyl-L-fenylalanin v molarnim poméru
20/5/1 sdvéma porogennimi smésmi dodekanol/cyklohexanol 1/3 (w/w) a
dodekanol/toluen 4/1 (w/w). Monolity pfipravené s pouzitim tepelné iniciace
polymerizace byly charakteristické malou porozitou a velmi malymi pory. Vzhledem
K jejich nizké permeabilit¢ nebyly vhodné jako stacionarni faze pro kapalinovou
chromatografii. U monolitd pfipravenych pomoci UV zéafenim iniciované
polymerizace byl sledovan znacny vliv pouzitého porogenu a teploty polymerizace
na jejich morfologii. Pfi pouziti smési dodekanol/toluen byla nejfrekventovanéjsi

velikost porti a nasledné permeabilita pro mobilni fidzi nepfimo Umérna teploté
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polymerizace. U téchto monolitd byl také zaznamenan rozdil v retenci L-
(imprintované) a D- formy tosylfenylalaninu, svéd¢ici o vyS$$im zadrzovani
imprintované L-formy. S pouzitim porogenni smési dodekanol/cyklohexanol byly
pfipraveny monolity s nejlepSimi separacnimi vlastnostmi, tyto monolity byly
schopné rozdélit testovaci smés péti organickych latek az na zékladni linii.

V porovnani se separacnimi vlastnostmi kolony plnéné 7-12 pm c¢ésticemi
stejného polymeru byly monolitické kolony ucinnéjsi, pocet teoretickych pater
pocitany z retenci pozd¢ji eluujicich latek byl témét dvojnasobny.

Po vyfeSeni pocatecnich problému byla pfiprava monolitickych kolon
vyrazné jednodussi a Casov€é méné narocnd ve srovnani s kolonami néaplhovymi.
Vysledky ukazaly, Ze je mozné piipravit monolitické kolony o stejném chemickém
slozeni, ale s rozdilnou morfologii, kera odpovida pozadavkiim kladenym na jejich
pouziti. Volbou porogenni slozky nebo dokonce jen teploty polymerizace je mozné
ovlivnit morfologii monolitu tak, aby byl napiiklad vice permeabilni (napi. pro
pouziti pro extrakci na pevné fazi), nebo naopak optimalizovat porozitu a zvysit

specificky povrch tak, aby odpovidal pozadavkiim pro kapalinovou chromatografii.

Tato cast disertani prace byla financovdna ze samostatného grantového
projektu FRVS 908/2005/G6 ,Morfologicka charakteristika nové piipravenych
monolitickych kolon na bazi vtiSténych polymert*. Vysledky byly prezentovany ve
¢lanku ,,Morphological and chromatographic characterization of molecularly

imprinted monolithic columns. *“ Ktery vySel v ¢asopise E-Polymers 117 (2007) 1-15.
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4.2. Morfologicka charakteristika butylmethakrylitovych kolon pro

kapilarni chromatografii

Charakteristika butylmethakrylatovych monolitickych stacionarnich fazi
navazala na predchozi studie zabyvajici se piipravou kapilarnich kolon [150]. Data
ziskana elektronovou mikroskopii, rtutovou porozimetrii a méfenim specifického
povrchu metodou BET odhalila souvislosti mezi slozenim polymerizacni smési a
chromatografickymi vlastnostmi piipravenych kolon.

Smés butylmethakrylatu a ethylendimethakrylatu byla polymerizovana
s porogenni sloZkou tvofenou propanolem, butandiolem a vodou (kolony Al - A4)

nebo propanolem a butandiolem (kolony B1 - B8, Tab. 3.).

Tab. 3. Slozeni polymerizaénich smési pouzitych pifi ptipravé

butylmethakrylatovych monolitickych kolon.

Kolona monomerni slozka porogenni slozka polymerizani smés

) monomerni porogenni
BMA EDMA AIBN 1,4-butandiol  1-propanol voda

slozka slozka
Al 59.5 39.5 1 30 60 10 40 60
A2 59.5 39.5 1 30 60 10 50 50
A3 49.5 49.5 1 30 60 10 40 60
A4 44.5 54.5 1 30 60 10 40 60
B1 44.5 54.5 1 25 75 - 40 60
B2 44.5 54.5 1 30 70 - 40 60
B3 44.5 54.5 1 35 65 - 40 60
B4 44.5 54.5 1 40 60 - 40 60
B5 44.5 54.5 1 50 50 - 40 60
B6 44.5 54.5 1 60 40 - 40 60
B7 445 54.5 1 70 30 - 40 60
B8 44.5 54.5 1 80 20 - 40 60
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Tab. 4. Vysledky morfologické

charakterizace

butylmethakrylatovych

monolitickych kolon ziskané pomoci rtutové porozimetrie, méteni specifického

povrchu metodou BET a chromatografickych testovani.

Kolona Al A2 A3 A4 Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8
celkova porozita 0.6 0.6 0.7 0.6 0.6 0.6 0.7
L 0.73 0.70 0.66 0.65 0.66
pocitana z ty 1 8 1 0
celkové porozita naméfena 0.6 0.4 0.6 0.4 0.5 0.6 0.5
0.64 058 0.64 0.60 0.52
rtutovou porozimetrii 4 7 3 9
. . 3 1.0 1.0 1.5 1.1 1.0 1.3 1.0
objem pora (cm®/g) 139 138 1.39 132 1.01
7 2 7 0
o ) 13. 40. 24.
specificky povrch (m/g) 12 14 15.3 8 8 1 4.5 35 1.8 4.5 8.3 -
229 195 114
stfedni velikost pérd (nm) 8 . 182 156 50 130 494 757 6 486 327 10
247 212 169
stfedni velikost globuli (nm) 9 8 196 218 73 125 671 860 5 668 361 15
) 184 183 157 142 113
nejfrekv. velikost pérd (nm) 297 93 208 660 653 384 30
5 9 0 4 6
permeabilita (10™* m?) 6.2 4.7 2 1.4 03 09 5 116 96 63 44 28

Prvni pfipravené kolony (Al) byly charakteristické velmi vysokou
permeabilitou pro mobilni fazi, ale Spatnymi chromatografickymi vlastnostmi,
nizkou uc€innosti a malym rozliSenim. Tyto vlastnosti byly zpiisobeny velkym
primérem poérd a nasledné malym specifickym povrchem (viz tab. 4). Nizsi
zastoupeni monomerni slozky v polymeriza¢ni smési u dalSich pfipravenych kolon
mélo za nasledek pouze mirné sniZeni celkové porozity, nicméné nemélo vliv na
velikosti polymernich globuli a port (kolona A2). Az zvySeni mnozstvi sitovadla
(ethylendimethakrylatu) vi¢i monomeru (butylmethakrylatu) u kolon A3 - A4
ovlivnilo proces polymerizace, strukturu polymeru a nasledné¢ také separacni
vlastnosti monolitu. Hodnoty stfedni i nejfrekventovanégjsi velikosti porti vyrazné
klesly a zvysil se specificky povrch monolitd. ZvySenim mnozstvi sitovadla oproti
monomeru o 15 % (kolona A4) se vyrazné zlepSily morfologické vlastnosti monolitu,
¢emuz odpovidaji hodnoty vySkového ekvivalentu teoretického patra v oblasti kolem

50 pum.

V druhé skupiné kolon B1-B8 byla pouzita dvouslozkovd porogenni smeés

tvofend butandiolem a propanolem v riznych pomérech (tab. 3). Slozeni porogenni
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smési mélo zfejmy vliv na morfologii monolitd. S rostoucim mnozstvim butandiolu
(klesajicim mnozstvi propanolu) v porogenni smési se zvySovala velikost
polymernich globuli 1 porit s maximem u kolon B4 a BS5, poté velikosti opét klesaly
(tab. 4). Tomuto trendu odpovidaly také permeability kolon pro mobilni fazi.
Ukazala se pifimé souvislost mezi slozenim polymeriza¢ni smési, velikosti pora a
permeabilitou, jak je patrné z obr.17. Na druhou stranu nebyl zjistén vliv porozity a

celkového objemu port (zjisténé hodnoty kolisaly o desitky procent) na permeabilitu

kolon.
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Obr. 17. Zavislosti nejfrekventovanéjsi velikosti pora (o) a permeability (e) kolon

B1 — B8 na obsahu butandiolu v polymerizacni smési.

Opacny trend byl pozorovan u naméfenych specifickych povrchli monoliti,
ktery s rostoucim mnozstvim butandiolu klesal, minima dosahoval u kolony B5 a
poté opéct rostl. Veétsi specificky povrch a tim i vétSi prostor pro interakci
separovanych latek se stacionarni f4zi mél za nasledek lepsi separacni vlastnosti, jak

je patrné z obr. 18 a 19.
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Obr. 18. Zavislost specifického povrchu monolitickych kolon B1 — B8 na obsahu

1,4-butandiolu v polymeriza¢ni smési.
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Obr. 19. Zavislost poctu teoretickych pater na 1 m kolony na obsahu 1,4-
butandiolu v  polymerizaéni smési. Mobilni faze acetonitril/voda (65/35, v/v);
pratokova rychlost 2 pl/min; UV detekce pii 214 nm. Méteno ve spolupraci s Mgr.

Janem Grafnetterem na PfF UK.
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Nejvyssi pocet teoretickych pater byl zjistén u kolon B1 a B2, u kterych byly
také naméteny nejvyssi specifické povrchy, naopak nejnizsi hodnoty obou veli¢in
byly v ptipadé kolony BS5. Vhodnych parametrti pro kapalinovou chromatografii,
kombinujicich dobré separacni vlastnosti a dostacujici permeabilitu pro mobilni fazi,
bylo dosazeno u kolony B2 ptipravené z porogenni smési obsahujici 30 % butandiolu
a 70 % propanolu. Na zéklad¢ zjisténych trendi by bylo mozné pfipravit rizné

monolity se stejnym chemickym sloZzenim a zaroven s pozadovanou morfologii.

Zavér

Morfologickéd charakteristika bytulmethakrylatovych monolitickych kolon
ukézala pfimou souvislost mezi sloZenim polymeriza¢ni smési, morfologii monolitii
a jejich chromatografickymi vlastnostmi. ZvySeni mnozstvi sitovadla
V polymerizaéni smési (54,5/44,5 % (w/w) ethylendimethakrylat/butylmethakrylat)
Vv prvni sérii kolon mélo za nésledek zmensSeni velikosti pori, zvySeni specifického
povrchu, a nasledné¢ také zlepseni separacnich vlastnosti kolon.

V navazujici druhé sérii bylo pfipraveno 8 kolon sriznym pomérem 1,4-
butandiolu a 1-propanolu v porogenni slozce. Zavislosti nejfrekventovanéjsi velikosti
poért a permeability na mnoZstvi 1,4-butandiolu v porogenni smési mély stejny
prubéh se stejnym maximem (kolona B4, 40 % 1,4-butandiolu, a 60 % 1-propanolu).
Témét opacny pribéh méla zavislost specifického povrchu a poctu teoretickych pater
na mnozstvi 1,4-butandiolu. NejlepSich separacnich vlastnosti a dostacujici
permeability bylo dosazeno u kolony B2 obsahujici 30 % 1,4-butandiolu v porogenni

smési.

Vysledky této Casti dizerta¢ni prace byly publikovany ve ¢lanku ,,Investigation of
chromatographic behavior and porous properties of butyl methacrylate monolithic
columns.* ktery vysel v ¢asopisu Materials and Manufacturing Processes 23 (2008)
591-596. Exparimentalni prace a prezentace vysledki byla financovéana z projektt

MSMT 1M0538 a MSMT 0021620857.
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SEZNAM ZKRATEK

AFM
AIBN
BET

BMA
CEC
EDMA
H

HILIC
HPLC
HROM
MIP
RP-HPLC
RSD
SEM

mikroskopie atomarnich sil
azobisizobutyronitril

metoda méfeni specifického povrchu
(podle autor Brunauera, Emmetta a Tellera)
butylmethakrylat

kapilarni elektrochromatografie
ethylendimethakrylat

vyska teoretického patra

chromatografie s hydrofilnimi interakcemi
vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
optickd mikroskopie s vysokym rozliSenim

vtisténé polymery

vysokoucinna kapalinova chromatografie s reverznimi fazemi

relativni smérodatnd odchylka

skenovaci elektronova mikroskopie
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