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Abstrakt

V ramcitéto prace byly fipraveny kapilarni monolitické kolony na bazi styue
divinylbenzenu a  kyseliny  methakrylové radikalovou polymerizaci v
kiemennych kapilarach o vihiiim prtiméru 320um. Kolony byly gipraveny jednoduchym
postupem z polymerizaich sngsi s prorinnym obsahem kyseliny methakrylové. Byl
prokdzan vliv elektrostatickych interakci mezi Kyseu methakrylovou, jako slabym
meéni¢em kationd, a analyty na jejich retenci. Na zaktachromatografickych gteni byl
diskutovan vliv obsahu kyseliny methakrylové v pobrizanich snésich na morfologii

vyslednych monolit a na retenci malych organickych ainabenzenu.

Abstract

In this work, capillary monolithic columns based atyrene, divinylbenzene and
methacrylic acid were prepared by free radical paszation inside fused sillica
capillaries of 32Qum inner diameter. The columns were prepared by senple process
from polymerization mixtures with variable amount methacrylic acid. Effect of
electrostatic interactions between methacrylic agsdweak cation-exchanger, and analytes
on their retention was showed. Based on chromgtbgraneasurements, effect of amount
of methacrylic acid in polymerization mixtures ohet morphological properties of

monoliths and on the retention of small organicreasiand benzene was discussed.
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Seznam zkratek a symbai

ACN e acetonitril

AIBN ..o a,a”-azobis(isobutyronitril)

AMPS L. 2-akrylamido-2-methylpropan-1-sulfonovéa kysalin
BET e Brauner, Emmet, Teller
DVB..ooeceee e s divinylbenzen

[SO oo isooktan

MAA kyselina methakrylova

ST styren
T toluen

V-MAPS 3-(trimethoxysilyl)propylmethakrylat

(0] o 1 centimetr, jednotka délky

T ittt stupe Celsia, jednotka teploty

o 1R RURUUTPRRPN vhitni pramér kapilary

500 veerreeeee e e e e Stka vzestupnéasti piku v 5 % jeho vySky
P hodina, jednotk&asu

K e ——— retenini faktor
| délka kolony

0 TP metr, jednotka délky

07N jednotka odezvy detektoru

10T [ miligram, jednotka hmotnosti
MO/MIL. miligram/mililitr, jednotka koncentrace
1011 o TP minuta, jednotk&asu
M mililitr, jednotka objemu

MIN mililitr/hodina, jednotka fiitoku
MI/MIN... e mililitr/minuta, jednotka gittoku

MM e eeeeees milimetr, jednotka délky
MO/ mol/litr, jednotka koncentrace
MMOI/L....cooveieeee e milimol/litr, jednotka koncentrace

MV e milivolt, jednotka elektrického néip
TP pa&et teoretickych pater

0 T paet teoretickych pater na metr kolony
] 0 nanometr, jednotka délky



PH fyzikalre-chemické veliina

0] SR zaporny dekadicky logaritmus disdeiakonstanty
I rozliSeni sousednich ik

S8 e ——— testovaci sés
s cas

S tailing faktor

L PR mrtvy reteéni ¢as
LT retetini ¢as

B5 06 «errrrrrreeeeeeee e e e e s e Stka sestupnéasti piku v 5 % jeho vysky
O elektrické nafi

UV et oblast ultrafialového zeni

W ettt e e e e e e e e e e e e n e b e Stka piku i zakladrg

WL/2 1ttt e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeennn e eas Stka piku v polovig jeho vysky

A e vinova délka
L mikrolitr, jednotka objemu

MI/MIN mikrolitr/minuta, jednotka fitoku

MM e e mikrolitr/mililitr, jednotka koncentrace
8L SRR mikrometr, jednotka délky

% (NM.) e hmotnostni zlomek vyjdéeny v procentech
%, % (0D].) e eeeieieeeee objemovy zlomek vyjagny v procentech



1. Teoreticky Uvod

1.1 Mikrokapalinova chromatografie

Sirsi vyuziti kapilarnich kolon v plynové chromatafii zasatkem 60. let dvacatého
stoleti [1] vedlo k jejich postupnému zavedeni i cdaromatografie kapalinove. Prvni
experimentalni prace se skéaymi kolonami o vnitnim piiméru 1 mm v kapalinové
chromatografii byly publikovany Horvathem a kolletech 1967 a 1969 [2,3]. Tyto kolony
byly naplrény sklergnymi ¢asticemi pokrytymi iontoknicovym polymerem a pouZity pro
separaci ribonukleosid Byl pouzit polymer na bazi styrenu a divinylbenagetedy na
stejném zakladu na jakém se dnénavuji monolitické stacionarni faze. Vyznamny
pokrok nastal ve druhé polowirr0. let, kdy Ishii a kol. publikoval sérigp praci na téma
mikro-vysoko&inné kapalinové chromatografie [4-8]. V roce 1971®likovali své prace
rovnéZz Tsuda a Novotny, kiese zabyvali viivem ndjklad linearni piitokove rychlosti a
vnitiniho paméru kapilary na tinnost naptovych kolon o vninim pfiméru do
200um [9,10]. Problematice otésnych kapilar s reverzni stacionarni fazi se paiuje
publikace od autdr Tsudy a Hibiho rovéZ z roku 1978 [11]. Moderni kapilary z taveného
kiemene z&aly do kapalinové chromatografie pronikat o dai&iaky pozd;ji [12].

ZmenSeni piméru separénich kolon s sebou do kapalinové chromatografieeglo
fadu vyhod. Na mikrokolonach bylo dosazeno vysokseparanich Einnosti. Napiklad
Scott a Kdera provedli separaci alkylbenZena kolor o délce 14 m sdnnosti 650 000
teoretickych pater [13]. Aplikace vySSich tiaka mikrokolonach vedke kratSi analyze
nez na klasickych analytickych kolonach. Mikrokapavym systémem také protéka
mnohem mé& mobilni faze,¢imz nejen dochazi k Usfe drahych chemikalii, ale i
k menSimu nigedni vzorku. Pro analyzu na mikrokapalinovém chromedfu postauje
nastik vzorku v desitkdch nanolity zatimco u klasické chromatografie je ieba
davkovat vzorek o objemu jednotek az desitek mitkfolZ téchto divodi je pak velmi
vyhodné spojeni mikrokapalinového chromatografumstmostnim spektrometrem jako
detektorem. Miniaturizace kapalinové chromatografigebou finesla i vyssi technické
naroky naterpadla mobilni faze, injektory vzorku a detektoFyto technické otazky jsou
dnes jiz vyeSeny a na trhu jsou dostupné vysoce sofistikoptiagoje.



Presto je vSakitba pedevsim u, v laboraito pripravovanych¢i upravovanych kolon,
dusledré minimalizovat mrtvé objemy v systému. V mikrokdpalé chromatografii se
totiz mrtvé objemy promitaji do celkového rozmyting analytu mnohem vice nez u
neminiaturizovanych systénjl4]. Technicky pokrok samégjmé zasahl i do kapalinové
chromatografie s klasickym rozmem analytickych kolon (i.d. 4,6 mm) a ta tak i akd
plné uspokojuje pozadavky rutinnich komeich analyz z enviromentalniho a
farmaceutického segmentu trhu. Mikrokolonova kaymald chromatografie tak zatim
zustava zejména naigé univerzit a vyzkumnych Gstéy kde je vyuzivana néiklad pro
analyzu peptiti[15], a stéle vice se miniaturizuje az do poddliyovée kapalinové
chromatografie [16].

1.2 Monolitické stacionarni faze

1.2.1 Uvod a historie

Monolitické stacionarni faze jsaiasto nazyvany stacionarnimi fazethirté generace pro
separaci proteih[17]. Jak vyplyva z jejich ozreni ,monolitické”, jsou tyto stacionarni
faze vytvageny jednim kusem materialu, na rozdil od klasickgeparanich kolon, které
jsou naplgny mnoha sférickymic¢asticemi o piméru viadu jednotek mikromair
Samotné slovo monolit pochazireckéhopovoAitnoao, které je sloZzeninou dvou slov
povo (jednotny) a Attnooc (kamen) [18]. Jeho vznik souvisi prapddobre jak

s kamenictvim tak siprodnim vyskytem monolit Patré nejwtSi monolit na sété je
australsky Uluru s vySkou 346 m a obvodem 9,4 k&j.[Vyraz monoliticky tedy dnes
chapeme jako ,vytvieny zjednoho kusu, jednolity, pevrspojeny”[20]. Sepatai
kolony ozng&ované jako monolitické jsou tedy zcela vyjig jednim kusem pérovitého
materialu, ktery pini funkci stacionarni faze aydikteréemu maji tyto kolony oproti
klasickym napiovym kolonam unikatni vlastnosti, o kterych budgedaano déle.

Prvni kolony, které by dnes byly ozmamy za monoliticke, vznikly na konci 60. let
minulého stoleti na mé dnesniho Ustavu makromolekularni chemie AR v Praze.
Pracovni skupina M. Kubinafipravila sklegnou kolonu vyplgnou polymerem 2-
-hydroxyethylmethakrylatu ze&ivaného ethylendimethakryldtem a vyuZila ji proogel
filtraci. Nedosahli vSak iffliS vysoké w@innosti diky velmi nizkému gitoku mobilni faze

(4 ml/h), ktery tento gel dovoloval [21].
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O rekolik let pozdiji se pak objevily dalSi prace od dvou nezavislacpjicich skupin
z USA a Nmecka zaloZené na pevné polyuretano¥ piipravené pimo v kolorg (in
situ). Aplikaci €chto stacionarnich fazi v plynové i kapalinové chatografii bylo
dosazeno separaci &nnosti srovnatelnou s tehdejSimi nagplymi kolonami. Pesto se
ani tyto kolony nestalyifliS rozSfenymi, pravdpodobré kvali narocngjsi piipraw, nizsi
tepelné stabilt a nevhodnosti jejich povrchu pro chemickou modaifik[22]. Vyzkum
monoliti se pak prakticky zastavil az do konce let osmgekat

V roce 1989 publikoval svoji praci S. Hjertén a .kole které se zabyvalfipravou
stacionarni faze zkomprimovanim gelu [23]. Hjertgipravil gel polymerizaci N"N-
-methylenbisakrylamidu a kyseliny akrylové. Vzniklgel nésledé komprimoval
hydrostatickym tlakem a vyplnil jim sepam kolonu o délce 3 cm apnéru 0,6 cm.
Takto pipravena stacionarni faze vykazoval@ekvapiw vysokou péchodnost pro
mobilni fazi, g pratoku mobilni faze 0,5 ml/min byl 2my tlak 14,5 baru. Hjertén na ni
dosahl @inné separace éi proteini s dobou analyzy 15 minut. Prace vzbudila
zaslouzenou pozornost a Hjertén je diky ni a dal@iatim povazovan za jednoho ze
zakladatel monolitickych stacionarnich fazi v chromatografiiPfipravu €chto
iontomenicovych kolon pevzala firma Bio-Rad Laboratories (Richmod, Kalifier, USA)
a dnes je dodavéa pod obchodnim nazvem BNO

Rovrez na konci 80.let a @& na mdé dnedniho Ustavu makromolekularni
chemie AVCR v Praze fipravili T. Tennikova a F. Svec monolitické diskglpmerizaci
glycidylmethakrylatu a ethylendimethakryldtu a pedir na nich separagityt proteini
béhem ti minut. Jejich prace byla ovSem vlivem recenznifz@ni [22] zvéejréna az
vroce 1990. Dnes polymerni monolitické disky pr&eshny druhy kapalinové
chromatografiedodava firma Bia Separations (Ljubljana, Slovinskoy nazvem CIM
disk. Vyraz ,monolitické” se pro stacionarni fazgednoho kusu materialu vytiené
polymerizaci poprvé objevil v roce 1996 [24] a di&yeé vystiznosti a jednoduchosti se
brzy stal Siroce uzivanym. V témZe roce modifikoVanaka anorganické monolity na
bazi silikagelu a provedl na nich separace v renieizmodu. Porovnanim séienim na
naphovych kolonach zjistil, Ze hlavniméiposem &chto monolii je vyuZiti pro separace
makromolekul [25]. Hprava silikagelovych monotitje experimentakpomerné narana,
a proto se zrma cast vyzkumu soustdi na Upravy koméné dodavanych kolon
Chromolit?® od firmy Merck (Darmstadt, #&necko) a jejich nasledné aplikace
v analytické chemii [26-28].
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1.2.2 Riprava monolita v kapilarnich kolonach

Monolitické stacionarni faze (kolony) na bazi orgagho polymeru se fjpravuji
polymerizaci monomérza gitomnosti porogenni s&si piimo v kapilde. Polymerizace je
radikalova a lIze ji iniciovatiznymi zpisoby napiklad tepelg ¢i UV zérenim. Kapilarni
kolony nalézaji uplatmi v elektrochromatografii [29] a mikro-HPLC [30]Kolon
klasickych rozmiri pro HPLC se v saiasné dob vyuziva zejména ve spojeni se
silikagelovymi monolity modifikovanymi pro reverzehromatografii [31]. Na obrazku 1
je znazorgno schéma obecnéfipravy organickych monolitickych stacionarnich fazi

v kapilarnich kolonach. O jednotlivych krocich j@e pojednano podroBji

*U s

&__, |

polymerizacni smés —-... polymerlzace 2 -

silanizaéni cmldlo {}

porogenni smes

Obr. 1 Schéma fpravy kapilarni kolony s organickou monolitickotagonarni fazi
polymerizaci iniciovanou teplem. 1 - kapilara, rmostat, 3 - HPLC pumpa,

4 - kapilarni kolona s monolitickou stacionarniitaz

Pro &ely kapilarni HPLC je nezbytné pevné uchyceni mibmala sénu kapilary, aby
vlivem tlaku kapaliny nedoSlo k jeho vytkeni z kapilary. Na obradzku 2 je zobrazen
snimek ze skenovaciho elektronového mikroskopu yzagiti pra¥ takovéto vytlgeni
monolitu. Pro klasické analytické kolony toto nemitné, jelikoZ u nich tomuto jevu brani

zUzeni na konci kolony.
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Obr. 2 Snimek zachycujici vytleni monolitu z nenasilanizované&ekienné kapilary,
prevzato 432].

Pevné spojeni monolitu seésbu Kemenné kapilary se realizuje procesem silanizace,
kterym se na 8hu kapilary chemicky navaze sk®nina s dvojnou vazbou. Tato dvojna
vazba se pakipmo (&astni polymerizace monolitu, a ten je tak navazdstné kapilary

na mnoha mistech kovalentni vazbou. Vissné dob se silanizace né&gstji provadi
pomoci  3-(trimethoxysilyl)propylmethakrylatu  (dalejen y-MAPS). Chemicky

mechanizmus silanizacédmenné kapilary-MAPSem je zndzogm na obrazku 3.

—0O. .. —0 OH
.Si=0 —_— >sic
. + NaOH 0 Si ONa

O +H20 —_—

B OCHj CHj
. TOgOH CHsO-Si{CH,j-0-cO—C  —
—0 OH | 2/5 n
OCHj CH,
CHs
|
—0._._O. .,(CHz%O‘CO_F 2 CH,OH
- . SIC - ~Si< 3 CH + 3
_O O OCH3 2

Obr. 3 Mechanizmus silanizace#dmenné kapilary*MAPSem, fevzato 433].
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V prvnim kroku je nutné povrch kapilary aktivovatdnoxidem sodnym a vododimz se
siloxanové skupiny igvedou na silanolové. Silanolové skupiny jsou pélktppné pro
vlastni reakci se silanizaim c¢inidlem. Podminky, $ kterych se jednotlivé kroky
silanizace provafji, se ¢asto liSi v pouzitém rozpoustie, koncentraci silanizaiho
¢inidla a hydroxidu,éasu i teplot. Zakladni schéma vSakisgtava stejné a jednotlivé
pracovni skupiny si jej upravuji podle konkrétnipbdminek své laborate a druhu
piipravovaného monolitu [34-36].

Polymeriz&ni snes pro gipravu monoliti se obvykle sklada ze zakladniho monomeru,
sitovacihocinidla, iniciatoru polymerizace a porogennié&sin Zakladni monomery jsou
malé organické molekuly obsahujici jednu dvojnoabea nejasgji se jedna o derivaty
akrylamidu, kyseliny methakrylové nebo styrentel?ed nejpouzivaigich zakladnich

monomeit je uveden na obrazku 4.

HZC\CH \C
! H H
Z ~C e - e
C
o/ \NHZ ° H2
a) b)
HC
Hzc\C /CH3
C i
C CH
o/ \O/ \HC/l 2
\o
C) d)

Obr. 4 Zakladni monomery profpravu organickych monolit
a) akrylamid, b) butylmethakrylat, c) glycidylmekindat, d) styren.
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Sitovaci¢inidlo se voli podobné z&kladnimu monomeru, oviednd se o sl@eninu se
dvéma dvojnymi vazbami. Sés zakladniho monomeru at@Vvacihocinidla se nazyvéa

smeési monomaei. Prehled nejpouzivatgich sfovacichéinidel je uveden na obrazku 5.

CH
we?
HZC\C O
C s
C (@] @)
o/ \O/ \C/ \T/
Ha
C CH
a) b)
HZC\CH He? o
Ho
N S X
(@) H H @]

Obr. 5 Siovacicinidla pro pfipravu organickych monolit
a) ethylendimethakrylat, b) divinylbenzen, c) NpNsthylenbisakrylamid.

Ethylendimethakrylat se pouziva pro polymerizaci methakrylatovymi zékladnimi
monomery [37]. Divinylbenzen je typickym tsivacim ¢inidlem pro monolity na béazi
styrenu a jeho derivafjako zakladnich monom&f38] a N,N"-methylenbisakrylamid pro
akrylamidovou rodinu monofit[39]. Pongr zakladniho monomeru at'evaciho¢inidla

vyrazre ovliviiuje velikost poi monolitu, a tim i jeho dalSi vlastnosti.
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Polymerizaci Ize iniciovat &kolika zpisoby, podle druhu ffpravovaného monolitu a
pouZzitého iniciatoru. Nejpouzivasi je tepelna iniciace nebo iniciace UViadim. Pro
tepelnou iniciaci se jako inicidtor pouZzivé,a -azobis(isobutyronitril) (dale jen
AIBN) [40] a pro UV iniciaci napiklad 2,2-dimethoxy-2-fenyl-acetofenon [41]. DalSi
moznosti je ima chemicka iniciace, n#glad peroxodisiranem amonnym [42]. i&ob
iniciace roveZz ovliviuje porozitu vysledného monolitu, a tim i jeho o=i&
vlastnosti [43, 44]Posledni sotasti polymerizéni snesi je porogenni sis. Jedna se
obvykle o binarni sis latek, které se polymerizac&mo neiastni,a slouzi k tomu, aby
vysledny monolit ml poZzadovanou porovitost. SloZzeni a obsah porogensi tedy
vyznamm ovliviiuje porovitost monolitu. Néasgji se vyuziva smési alkohol nagiklad
propanolu s buta-1,4-diolem pro monolity na bazi thakrylatu [37], dodekanolu
s dimethylsulfoxidem pro akrylamidové monolity [39] pro monolity na bazi styrenu pak
smesi dodekanolu s toluenem [40].fi Ppolymerizaci iniciované teplem se Kkapilara
naplrena polymerizani snesi umisti do vodni laznvyhraté na zvolenou teplotu a &snse
necha polymerovat po &itou dobu. Teplota i doba polymerizace jsou e vztahu ke
kon&né velikosti p&ii monolitu. Na obrazcich 6a az 6e jsou schematigidzarrgny
rovnice polymerizace monolitu na bazi styrenu (adki monomer) a divinylbenzenu
(sitovacicinidlo), pri pouziti AIBN jako iniciatoru a na obrazku 6f je&zorrna vysledna

struktura kopolymeru styrenu a divinylbenzenu.

CHz  CHs 20°C CH;
HsC-C-N=N-C-CH; — > 2 H3C-C + N,
CN CN CN

Obr. 6a Iniciace polymerizace, rozpad AIBN na radikalyeyzato 433].

o s
HyC-C* + H,C=C HoC-C-CH,C
CN CgHs CN CeHs

Obr. 6b Iniciace polymerizaceippriprave kopolymeru styrenu a divinylbenzenu,

pevzato 433].
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Obr. 6¢ Propagace polymerizaceigriprave kopolymeru styrenu a divinylbenzenu,
prevzato 433].

A
H2C:C
CHy  f7 ‘
2 H3C—(‘3 CHZ—C‘I CHZ—C‘Z' + @ .
|
CN H5C6 n’m C6H5 HZC:?
H
CHy  H | X
HsC-C CH2—(|3——CH2*C'
CN | HsCs |41

CHy ]
H3C*C‘Z CHzf(‘:—fCHzf(‘Z'
CN HsCg Im+1 H

Obr. 6d Skovani pi priprave kopolymeru styrenu a divinylbenzenu,
pevzato 433].
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CH; H H CH,
HiC-C—CHyCTCH-CT +  HCCh ——
CN| HsCgn  CgHg CN

H C
5 6n+1

Obr. 6e Terminace polymerizaceigriprave kopolymeru styrenu a divinylbenzenu,

prevzato z[33].

HsCe H| HsCe

CH,—CH é:Hz_C CH,-CH b

CHZ_(l:H CHZ_(F CH2‘|CH
H5Cs Ic Hl HsCg Id

Obr. 6f Struktura kopolymeru styrenu a divinylbenzenieypato 433].

Pt polymerizaci se vznikajici monolit stava nerozpys v polymerizaéni smesi a vytvai
pevnou fazi. Nejprve se polymerizaci a'osianim vytvdi malé nerozpustné jadro
(nucleug gelové konzistence, které se nastedrvétSuje. Pro vznikajici polymer je
termodynamicky lepSim solva&@m cinidlem smés monomek neZz porogei proto
nerozpustné jadro nabyva o dalSi monomery, ktené gitomny v okolni kapali&, az se
setka s dalSim nastajicim jadrem, se kterym se spoji a postupnvari klastry a nasledn
kompletni monolitickou stacionarni fazi [45]¢lBem polymerizace dochazi ke stogni
a pevny monolit oproti kapalné polymerina snesi nevyphuje kapilaru beze zbytku, ale
na koncich se vytwd mrtvy objem. Po praihnuti polymerizace se tidne mrtvy objem
kapilary a monolit se promyje pomoci tlakové pumpyethanolem nebo jinym

rozpoustdlem, aby se vymyly nezreagované monomery, iniciéjoorogenni sis.
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1.2.3 Vlastnosti monolitickych stacionarnich fazi

Jak jiz bylo popséano v Gvodni kapitole, monolitkapalinové chromatografiifpdstavuji
stacionarni faze vytwené zjednoho kusu porézniho materialu. Monolity sseu
strukturou tedy zasadn odliSuji od naplovych kolon, coz je znazafno na

obrézcich 7 a 8.

Obr. 7 Struktura stacionarni faze (a) v napvé a (b) v monolitickkolorg,
pevzato 446].

Obr. 8 Prutok mobilni faze skrz A) najvou a B) monolitickou kolonusgvzato 47].

NejduleZitejSimi charakteristikami kazdého monolitu jsou jelz@kladni chemické
struktura, neboli z jakych mononéebyl vytvoren, a jeho poérovitost. Chemicka struktura
monolitu ukuje prevazujici druh interakci s analytem, a tedy i dchhomatografie, pro
ktery bude pouzivan. Rozsahla Skala mondmemoziuje komplexni vyuZiti
monolitickych  kolon v kapalinové  chromatografii  odnepolarnich  styren-
-divinylbenzenovych monolit pro reverzni chromatografii [40] az k chiralninpaeacim

[48] a bioafinitni chromatografii [49].
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Distribuce pdéi v monolitu je v pimém vztahu k jeho specifickému povrchu, a tedy i
k mnoZstvi a dostupnosti aktivnich center pro miter s analytem. Pérovitost monolitu tak
ovliviiuje Einnost sepakai kolony a ma podobny vyznam jako veliko&istic u
naphovych kolon. U monolit rozliSujeme it druhy pofi: mikropory, mesopory a
makropory. Mikropory maji velikost do 2 nm #epstavuji nejitsi prispivek k celkovému
povrchu monolitu. Mesopéry s velikosti od 2 do B0 maji také vyznamnyifspivek
k celkovému povrchu monolitu a tedy i k interak@rslytem. Naproti tomu makropory
s ptimérem nad 50 nm jiz maji zanedbatelny vliv na celk@oyrch monolitu a slouzi
zejména k pitoku mobilni faze [45]. Makropory umadji vysoky objemovy pirtok
mobilni faze monolitem i nizkém zgtném tlaku. Z tohoto /odu Ize na monolitech
dosahnout rychlejSich aciangjSich separaci nez na napvych kolonach [38]. Ritok
mobilni faze monolitem (viz Obr. 8) #pobuje, Ze analyty se do [oa k povrchu
monolitu dostavaji konvektivnim tokem, a ne ponsleiifuzi jako u naplovych kolon.
Dochazi tak i krychlé interakci mezi analytem acginarni fazi a celk@vrychlejSi
separaci zejména wipadt velmi pomalu difundujicich makromolekul [50]. Mataticky
popis genosu hmoty monolitem byl teoreticky odvozen Liapisv roce 1999 [51].
Vhodnym vylErem monomatr ovliviiujeme nejen chemickou podstatu monolitu, ale i
jeho porozitu. Monolity na bézi 2-hydroxyethylmethdatu maji mensi péry, nez pokud
je v polymerizéni smési se stejnym obsahemtaevaciho ¢inidla a stejnym slozenim
porogenni sisi pouzit jako zakladni monomer styren nebo glylerdithakrylat [45]. Jak
bylo zmireno v gredchozi kapitole, prakticky vSechny krokkigyavy monolitu maji vliv
na jeho porozitu. Vzajemny pamzakladniho monomeru at'evacihoc¢inidla ve sndsi
monomet je prvni variabilni moznosti a bylo potvrzeno, &en je WtSi zastoupeni
sitovacihocinidla, tim mensi pory monolit obsahuje a m#sY specificky povrch [52].
Porogenni sis ovliviiuje velikost p&it monolitu solvataci vznikajiciho polymerovaného
jadra. Pouzijeme-li porogenni 8s) ve které je &Si zastoupeni porogenu deb
solvatujiciho jadro, vysledny monolit ma mensi powpocateini fazi polymerizace
porogen sow¥i s monomery o solvataci jadra. S rostouci scbsipiporogenu solvatovat
jadro klesa zastoupeni monorierjeho okoli a z polymerizai snesi precipituje jadro
mensi velikosti. Nasledné spojovani mensich jagésabuje i mensi mezery (péry) mezi
nimi. Toluen je dote solvatujicintinidlem pro styren-divinylbenzenové monolity, nakpa
dodekanol je slabé solvatd cinidlo, kterym lze zetSit péry styrenovych i

methakrylatovych monolit[24].
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Teplota a doba polymerizace jsoti picipraw monolitu dalSimi alternativami, jak ovlivnit
jeho porozitu. S rostouci teplotou se polymerizagehleji iniciuje, napiklad pola@as
rozpadu AIBN pi 55 °C je 37 hodin, zatimcorip70 °C je to pouze 6 hodin. Ve gai
vznika vice jader a polymerizace probiha rychlég.sntsi tak precipituje jadroiive a je
mensi. @Msledkem toho mé& vysledny monolit mensi pory, nekugddoy byl gipraven i
nizsi teplo¢ [53]. Pokud prodlouzime dobu polymerizace, zreagige monomeéra ot
dostaneme monolit 0 mensi velikosti poPaet pdh se vSak gasem nezvySuje, a proto
s dobou polymerizace klesa objemipérspecificky povrch monolitu [54,55].&&i paet
mensSich par vede nejen katSimu specifickému povrchu monolitu, ale i k jehensi
prichodnosti pro mobilni faziimz ztraci hlavni vyhodu proti ndmvym kolonam pro
rychlou separaci makromolekul. Monolity s mikropdymensimi mesopéry jsou tedy
pouzivané spiSe pro separace malych molekul, zatpre makromolekuly je vyhodjsi
pouziti monolifi s vysokym zastoupeningétéich mesopdi.

Na separéni vlastnosti monolitu ma vliv i gmér kolony, ve které je monolit
pripravovan. Nagiklad pro analyzu proteinna poly(styren-divinyloenzenovém) monolitu
Ize dosahnout vyraZnicinngjSich separaciippouziti kapilarni kolony o vnibhim ptiméru
100 um nez i separaci na kapilarni koléro vnittnim piiméru 320 um [56]. Restoze
kazdy vznikly monolit je svym Zjsobem original, na zaklac&chromatografickych gfeni
byla prokdzana vysoka reprodukovatelnost jejickipravy [57]. Z vySe uvedeného
vyplyva, Ze optimalizaceifpravy monolitu pro &innou separaci vybranych analyje
experimentalé rozsahl&innost, a proto seéasto rkteré parametry, jako néfglad teplota

¢i sloZeni porogenni stai, voli na zaklaglreSerSe.
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1.2.4 lontova chromatografie na monolitickych sta@narnich fazich

lontova chromatografie je zaloZzena na elektrodtatinterakci mezi analytem a stacionarni
fazi. Analyt a stacionarni faze musi tedy obsahopatné nabité skupiny, pomoci kterych
nasledg dochazi k retenci analytu na kotorV pripadt monolitickych stacionarnich fazi
existuji dva zakladniifstupy, jak dosahnoutfpomnosti nabité skupiny na jejich povrchu.
V prvnim gipad modifikujeme povrch jiz zpolymerovaného monolitezb nabitych
skupin vhodnou slaieninou, kterd pozadovanou skupinu obsahuje a seerda povrch
monolitu navaze kovalentni vazbou. Druhyispup speéiva v pouziti zakladniho
monomeru iz obsahujiciho nabitou skupinu pro pasizaci monolitu.

Pii prvnim pgistupu je prav&podobr negastjSi modifikace monolitu na bazi
glycidylmethakrylatu, jehoZz volné epoxidové skupifwz Obr. 4, str. 14) jsou reakcim
shadno fistupné. Modifikaci tohoto monolitu diethylaminemlybpiipraveny stacionarni
faze pro separace protéifb8] a oligonukleotid [59]. Silny neni¢ anionti byl piipraven
dvoustupovou modifikaci glycidylmethakrylatového monolitejprve diethylaminem a
nasleds diethylsulfatem a pouzit pro separaci nuklebtie formach mono-, di- a tri-
-fosfath s &innosti 59 000 teoretickych pater na metr kolon@][6BVodifikaci volnych
epoxidovych skupin roztokemigiitanu sodného bylijpraven silny mini¢ kationti, coz
bylo demonstrovano separaci vybranych anorganickationti alkalickych kowi a kovi
alkalickych zemin [61]. Slabéhodmice kationfi Ize z glycidylmethakrylatového monolitu
dosahnout ofi dvoustupiovou modifikaci nejprve diethylaminem a v druhénokkr
kyselinou monochloroctovou [62].

Experimentald néranéjSi modifikaci povrchu monolit je technika roubovani
(grafting), pri které na povrch monolitu radikdlovou polymerizavazujemeretézce
funkénich monometr. Na hydrolyzované epoxidové skupiny glycidylmettyddtoveho
monolitu Ize nafiklad navazat polymernitettzce 2-akrylamido-2-methylpropan-1-
-sulfonové kyseliny (déale jen AMPS) pomoci inicia@eriitymi ionty. Na takto
modifikovaném monolitu, ktery ma vlastnosti silnéh@nice kationfi, byla provedena
separacerit proteini béhem i minut [63]. Technikagraftingu umoziuje efektivni vyuziti
drahych ¢i v laboratdi piipravenych monoméy jelikoZ jsou zastoupeny na povrchu

monolitu ve vysoké mnié.

22



Vyhodou modifikace pouze dostupného povrchu mamgkt Ze se ne#émi strukturni
vlastnosti zakladniho skeletu jiz optimalizovandipmvou. Vykr nejvhodijSiho
modifikatoru s nabitou skupinou je tedy problematikposledniho modifikaniho kroku a

ne celé pipravy nosného monolitu. |ipsto, je pimé zapolymerovani monomeru
obsahujiciho nabitou skupinu mnohem #éepxperimentdléd naranou technikou

z hlediska celkového proceskiravy. Riprava takového monolitu je jednoducha, jelikoz
nevyzaduje zadné dalSi kroky, &nna, Festoze je zakladni monomer s nabitou skupinou
piitomen nejen na povrchu monolitu, ale i v jehoimistruktde.

Pro @imé zapolymerovani nabitého monomeru existuje Masé&ada moZznosti
realizace vzhledem Kk ptu potencionalnich monomer Jednim z nejpouZivgsich
monomet je jiz zmirtny AMPS. Kopolymeraci AMPS s poly(ethylenglycolkliglatem
v kapil&e o vnitnim piiméru 75um byl pipraven monolit, jehoZ ionto&micové
vlastnosti byly demonstrovany separétfi syntetickych a nasledn deviti girodnich
peptich. Césteéné hydrofobni charakter AMPS musel byt v3ak p&la gidavkem
acetonitrilu do mobilni faze [64] a separace priteibyla také oproti monolitu
modifikovanéhograftingem AMPS [63] vyraz® delSi. DalSi moZnosti, jak dosahnout
vysoce @innych separaci pepfida proteii mechanizmem iontové vyiny je gimé
zapolymerovani monomeru s fosfatovou skupinou [§5fapilarni elektrochromatografii
piitomnost AMPS v monolitu zajifje jak stabilni elektroosmoticky tok v Sirokém
rozsahu pH, tak i ionto#mi¢ovy charakter stacionarni faze [66]. Kombinace
iontoménicového a hydrofilniho mechanizmu separace bylo dosaz¥i kopolymerizaci
3-sulfopropylmethakrylatu s hydrofilnim pentaerytibitriakrylatem.  Kombinovany
mechanizmus byl prokdzan sledovanim vliviéarpH a obsahu acetonitrilu v mobilnich
fazich @i separacictyt nukleotid monofosfét [67]. Vyrazného sniZzeni hydrofobnich
interakci analyt s monolitem bylo dosaZendtippolymerizaci vinylsulfonové kyseliny
namisto AMPS s poly(ethylenglycol)diakrylatem, wmatd @@ pouziti  2-
-sulfoethylmethakrylatu byla hydrofobicita monolitmovnatelnd jako ip polymerizaci s
AMPS [68]. Vinylsulfonové& kyselina byla pouZitaaljo monomer profjjpravu stacionarni
faze pro kapilarni elektrochromatografii kyselyétek, kde zajifovala elektroosmoticky
tok pri nizkych hodnotach pH [69]. Analogicky a s vyS8infosti separace byla pouzita
vinylbenzensulfonova kyselina [70].
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Separani kolony vyvinuté pro kapilarni elektrochromatdijraszzdy obsahuji nabitou
skupinu pro generovani elektroosmotického tokuoTaupiny Ize teoreticky vyuZzit pro
elektrostatické interakce v iontové kapalinové dmatografii. Vinylbenzensulfonova
kyselina je tedy row¥ potencionalé vyuzitelna jako monomer praotipravu stacionarni
faze s iontordnicovym mechanizmem pro kapalinovou chromatografitoTjaji aplikace
vSak nebyla v literatie dosud popséana. Elektrostatickych interakci kygetethakrylové
je vseparénich metodach vyuzivano zejména v mikroexiragh kolonkach pro
prekoncentraci vzorku [71] a pro specifické sepanae speciakapripravenych vtiginych
monolitech [72]. Kopolymer kyseliny methakrylovéethylenglycoldimethakrylatu, ktery
je vyuzivan pro jiz zmignou mikroextrakci, byl fipraven i v klasické sepatai kolore o
vnitinim piiméru 3,9 mm a elektrostatickymi interakcemi bylo wigeno rozdilné
retertni chovani kofeinu a theofylinu [73]. Pro elektrommatografii aromatickych
derivati byl pripraven monolit kopolymeraci styrenu, kyseliny nadltylové a
divinylbenzenu [74, 75]. Bylo prokazano, Ze tentyibnolit I1ze aplikovat i v reverzni
kapilarni kapalinové chromatografii [76], avSakqediektrostatické interakce v kapalinové

chromatografii studovany dosud nebyly.

1.3 Cil prace

Cilem této prace bylaifprava kapilarnich monolitickych kolon na bazi styn, kyseliny
methakrylové a divinylbenzenu s prénivym sloZenim polymerizani snesi. Druhym
cilem prace bylo studium vlivu obsahu kyseliny nadétlylové v polymerizéni snesi na
vysledny monolit metodou vysok&ané mikrokapalinové chromatografie se zaemim

na mozné elektrostatické interakce mezi analytyselinou methakrylovou.
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2. Experimentalni ¢ast

2.1 Pouzité chemikalie a materialy

Pro gipravu kolon byla pouzitatkmenna kapilara o i.d. 320n od firmy Supelco
(Bellefonte, USA). K silanizaci kapilary byl pouzitydroxid sodny (p.a.) a aceton (p.a)
oboji od spol&nosti Lachema (Neratovic&€ eska republika), voda upraven#sprojem
Milli-Q water purufication system (Millipore, USA), 3-(trimethoxysilyl)propyl
methakrylat (99%) od firmy Fluka (Buchs, Svycarsko}oluen (99%) od firmy Merck
(Darmstadt, Nmecko). Pro fipravu monolitt byl pouzit styren (99,5%) od firmy Fluka
(Buchs, Svycarsko), divinylbenzen (pro syntézu)setina methakrylova (pro syntézu) a
toluen (99%) od firmy Merck (DarmstadtéiMecko) a dalex,a”-azobis(isobutyronitril)
(98%) od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) aowktan (p.a.) od spataosti Lach-Ner
(Neratovice Ceska republika). K vysouseni kapilar a odvza@a$polymerizani sresi byl
pouzit plynny dusik (99,999%) od spémesti Linde (PrahaCeska republika). Kolony
byly promyty methanolem (99,8%) od firmy Merck (Destadt, Nmecko). Mobilni faze
byly ptipravovany z deionizované vody, acetonitrilu (99)9%yseliny octové (99,7%)
oboji od spolenosti Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) a dihydrogesfiore&énanu sodného
dihydréatu ¢isty) od firmy Lachema (Brnaieskéa republika). Pro &eni byly jako analyty
pouzity thiom@ovina (99%), benzen (99%), fenol (99%), anilin (98%@luen (99%),
propylbenzen (99%), butylbenzen (99%), tyramin bygtitorid (98%) a isopropylamin
(99,5%) vSe od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, USADale byly pouzity ethylbenzen
(p.a.), propylamin (99%) a diethylamin (99,5) oalgpnosti Fluka (Buchs, Svycarsko) a
L-asparagova kyselina (99,9%) a L-leucin (99,9%Yiody Merck (Darmstadt, Bmecko)

a L-histidin (98%) od spotmosti Ferring Léiva (Jesenice u Prahgeska republika)
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2.2 Pouzité pistroje

Pro gipravu polymerizéni snesi byl iniciator AIBN odvazovan na analytickych \ain
Precisa 262 SMA-FR od firmy Precisa Instrument {iR@n, Svycarsko) a monomery byly
kontrolné odvaZzovany na analytickych vahach XE Series Mdd¥#)A od spolénosti
Denver Instrumentation Company (Bohemia, USA). &&hto vahach byly odvazovany i
chemikalie pro fipravu zasobnich roztékvzorki a mobilnich fazi. K fipraw vodni
lazne na polymerizaci kolon byla pouzita suSarna UE 200 firmy Mermmert
(Schwabach, Bmecko). Testovani kolon bylo prowid na mikrokapalinovém
chromatografu Agilent Technologies 1200 Series {&dlara, USA), ktery se skladal
z vakuoveho degasseru, gradientovébgoadla mobilni faze, automatického davkmva
vzorku a detektoru s diodovym polem a deétgkcelou o optické délce 1 cm. Ovladani
mikrokapalinového chromatografu, &b a vyhodnoceni dat bylo provdt pes
pocitatovou stanici pomoci softwaru ChemStation verze BDASP1 [647bd spolénosti
Agilent Technologies (Santa Clara, USA).

M¢reni testovaci s#si S8 (viz str. 34) bylo provedeno na mikrokapalhém
chromatografu, ktery se skladal z linearniterpadla mobilni faze Model 100DM od
spole&nosti Isco (Lincoln, USA), davkovaciho ventilu smygkou o objemu 100 nl od
firmy Valco International (Schenkon, Svycarsko) peldrofotometrického detektoru
UVIS-205 od firmy Linear (San José, USA) s deétekkapilarou o vninim prtiméru
100um. Data z tohoto #feni byla vyhodnocena v softwaru Clarity verze 2108 od
firmy DataApex (PrahaCeska republika). Odplymi mobilni faze pro toto #ieni bylo
provedeno v ultrazvukové lazni EImasonic S15H zakmé od firmy P-Lab (Prah@eska
republika). Pro fipravu mobilnich fazi byl pouzit pH-metr Orion Mdd870 od
spole&nosti Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) s Kkonovanou sklegnou
elektrodou model 6.0224.100 od firmy Metrohm (HauisSvycarsko).
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2.3 Postup pipravy vzork a mobilnich fazi

Priprava testovaci smisi malych organickych molekul, vzorki benzenu a

thiomoc¢oviny

Testovaci sis malych organickych latek (dale jen&S8) byla fipravena odvazenim
50 mg thiomdoviny, benzenu, fenolu, anilinu, toluenu, ethylbemz, propylbenzenu a
butylbenzenu do 100 ml odimé baiky a doplrna 65% acetonitrilem po rysku. Zasobni
roztok thiom@oviny o objemu 15 ml a koncentraci 10 mmol/l byippaven rozpughim
vypoéteného a odvazeného mnozstvi thiégmony v 15 ml vody. Vzorek thiomimviny o
koncentraci 1 mmol/l byl iipraven frednim 100ul zasobniho roztoku vodou na objem
1 ml. Vzorek benzenu o objemu 1 ml a koncentracullfl byl piipraveniednim 10l

Cisté chemikalie vodou na objem 1 ml.

Priprava vzorka kyseliny asparagové, leucinu, histidinu a jejich mési

s thiomofovinou

Zasobni roztoky kyseliny asparagové, leucinu adimt o koncentracich 10 mmol/l byly
piipraveny rozpughim vypdatenych a odvazenych mnozstochto aminokyselin v 15 ml
vody. Vzorky tchto aminokyselin o koncentraci 1 mmol/l byl§gravenyiednim 100ul
zasobnich roztak vodou na objem 1 ml. S¥® aminokyselin s thiomovinou byla
piipravena ze zasobnich roztokipetovanim 10Qu kyseliny asparagové, 3Q0 leucinu,
50 ul histidinu, 50ul thiomocoviny pipetované ze vzorku o koncentraci 1 mmoBio& pl

vody.

Priprava vzorki isopropylaminu, propylaminu, diethylaminu a tyraminu

Vzorky isopropylaminu, propylaminu a diethylaminu koncentracich 1 % (obj.) a
10 % (obj.) byly pipravenytredénim 10pl respektive 10Qul zasobnich chemikalii vodou
na objem 1 ml. Zasobni roztok tyraminu o koncemttamg/ml byl gipraven rozpugnim

navazky 5 mg tyraminu v5 ml vody. Vzorky tyramimmu koncentracich 0,5 mg/ml a
0,1 mg/ml byly pipravenyiedinim 500ul respektive 10Qul zasobniho roztoku vodou na

objem 1 ml.
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Piiprava mobilnich fazi

Pro gipravu mobilni faze ,voda“ byla pouZit&ista chemikalie. Mobilni faze
zfosforecnanovy pufr* o pH 7,0 a koncentraci 20 mmol/l byipravena rozpushim
vypocteného a odvazeného mnozstvi Nag, ve 250 ml vody a naslednou Upravou pH na
hodnotu 7,0 roztokem hydroxidu sodného o koncenttamol/l. Mobilni faze ,65%
acetonitril ve vod* byla pripravena zistych chemikdlii gradientovymierpadlem
mikrokapalinového chromatografu. Mobilni faze o pi8; 4,3; 3,8 a 3,5 bylyipraveny
pridavanim kyseliny octové do 250 ml vody az do desapozadované hodnoty pH, ktera

byla bihem gipravy néfena pH-metrem.

2.4 Postup pipravy monolitickych kolon

Uprava vnit¥niho povrchu kapilary - silanizace

Kiemenna kapilara potazena polyimidem oiwriih piméru 320um a délce 25 cm byla
naplrena roztokem NaOH o koncentraci 1 mol/l. Kapilardabya koncich wsnena
gumovymi septy a ponechana reakiilgboratorni tepldt po dobu dvou hodin. Naslegn
byla kapilara promyta vodou do neutralni hodnoty pH¢ieno univerzalnim
indikdtorovym papirkem pH) a acetonem po dobti minut. Kapilara byla vysouSena
proudem dusiku po dobwtp minut. Poté byla vysuSena kapilara n&pka 10% roztokem
y-MAPSu v toluenu, na koncichasnéna gumovymi septy a ponechana silatftigaeakci
pii laboratorni teplat po dobu #i hodin. Silanizani ¢inidlo bylo nésledsé vymyto
toluenem po dobugh minut a kapilara byla ajp vysouSena proudem dusiku po dolsti p
minut. Takto upravena kapilara byl&gravena pro naptmi polymeriz&ni snesi. Plreéni a

promyvani kapilary hem silanizace bylo realizovano pouze grawvitailou.

Priprava polymerizaéni smési

Nejprve byl do vialek navazen iniciatara”-azobis(isobutyronitril) (AIBN). K iniciatoru
byly pridany automatickou pipetou monomery: styren, dilbepzen a Kkyselina
methakrylova, jejichz mnoZstvi bylo kontrolovdnohe&. Po protepani a rozpusni
iniciatoru ve smsi monomeil byl prfidan toluen a isooktan, jakozto slozky porogenni
smesi. Kompletni polymerizéni snes byla protepana a odvzdudna probublanim

dusikem po dobugi minut.
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Bylo pfipraveno dest verzi polymerizéni smeési s fiznym zastoupenim jednotlivych
monomeé podle zvoleného mnozstvi kyseliny methakrylové. rdyy zastoupeni
monomett vychazely ze zakladni polymertzd sn€si znameé jiz z fedchoziho
vyzkumu [75, 76]. Tato zakladni $s1 obsahovala 1,9 mg AIBN, %0 styrenu, 5Qul
kyseliny methakrylové, 100l divinylbenzenu, 30Ql toluenu a 30Qul isooktanu. Prvni
skupina upravenych sisi obsahovala kyselinu methakrylovou v mnozZstvi 2l
do 125ul pii zachovani konstantniho sloZzeni zbytku zakladniyrperizani snesi
s vyjimkou mnozstvi iniciatoru, které bylo vzdy wgbeno jako 1% (hm.) z celkové
hmotnosti monomér

Druha skupina upravenych 8si obsahovala kyselinu methakrylovou r&&n
v mnoZzstvi od 2%l do 125ul, ovSem ngnén byl i obsah styrenu a divinylbenzenu, tak aby
zustal zachovan objemovy p@ml:1 mezi zakladnimi monomery &’@vacim ¢inidlem.
MnoZstvi inicidtoru bylo oft vypoiteno jako 1 % (hm.) z celkové hmotnosti monoimer
Celkovy pehled zastoupeni vSech slozek v jednotlivych pohyzaénich sngsich je

uveden v tabulce 1a pro ssnskupiny | a v tabulce 1b pro gsi skupiny Il.

Tab. la Zastoupeni kyseliny methakrylové (MAA), styrenq, (®lvinylbenzenu (DVB),
a,da -azobis(isobutyronitrilu) (AIBN), toluenu (T) aosktanu (ISO) v polymerizaich
snmesich ze skupiny 1.

Oznaeni MAA ST DVB AIBN T ISO
Smes (1) (1) (1) (mg) (1) (M)
MAA-A 25 50 100 1,6 300 300
MAA-B 50 50 100 1,9 300 300
MAA-C 75 50 100 2,1 300 300
MAA-D 100 50 100 2,4 300 300
MAA-E 125 50 100 2,6 300 300
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Tab. 1b Zastoupeni kyseliny methakrylové (MAA), styreny, (Slivinylbenzenu (DVB),
a,da -azobis(isobutyronitrilu) (AIBN), toluenu (T) aosktanu (ISO) v polymerizaich

smesich ze skupiny 1.

Oznaeni MAA ST DVB AIBN T ISO

Smes (1) (1) (1) (mg) (1) (M)
MAA-F 25 75 100 1,9 300 300
MAA-B 50 50 100 1,9 300 300
MAA-G 75 25 100 1,9 300 300
MAA-H 100 0 100 1,9 300 300
MAA-I 125 0 125 2,4 300 300

Polymerizace monolitu

Kapilara upravena silanizaci byla napgia polymerizani snesi a na koncich &snéna
gumovymi septy. Napkna kapilara byla vioZzena do vodni |&zm teplot 70 °C. Vodni
lazen byla vloZena do suSarny s nastavenou teplotolC8ord udrZzeni konstantni teploty
vodni lazk 70 °C po celou dobu polymerizace. Polymerizaceatitenprobihala po dobu
3, 6 a 19 hodin. Polymerizace byla ukena vyjmutim kapilary z vodni laznMonoliticka
kolona byla zkracena o mrtvy objem na délkiiblgné 17 cm a promyta na
mikrokapalinovém chromatografu methanolem po deloim¢ hodiny f pratoku 4 pl/min.

Promyta kolona byla naslegimkracena na délku 15 cm a pouZzita k dalSingten.
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2.5 Postup testovani monolitickych kolon

Nejprve byla pro otfeni techniky pipravy monolitickych kolon a jejich vhodnosti pro
analyzu malych organickych molekul érenim sngsi S8 (viz kap 2.3) testovana
monoliticka kolona MAA-B (5Qu MAA) s dobou polymerizace 3 hodiny. Jako mobilni
faze byl pouzit 65% acetonitrikippratoku 4ul/min a detekni vinova délka byla 214 nm.
Méteni bylo provedeno na mikrokapalinovém chromatag(afz kap. 2.2). Byla gfena
pouze smis S8. Standardy jednotlivych slozek tétoésmmeéreny nebyly, jelikoz retemi
poradi analyt je znamé z literatury [76].

Monoliticka kolona MAA-B s dobou polymerizace 6 lodyla pouZita pro testovani
elektrostatickych interakci mezi analyty a kyselinmethakrylovou réfenim sndsi
aminokyselin a thiomiviny. Jako mobilni faze byla nejprve pouzita vaanasleda
kyselina octova o pH 3,8 a fosférenovy pufr o pH 7,0. Poté byla kolona promyta wodo
po dobu ti hodin @i pratoku 4 pl/min a méfeni bylo provedeno @p pii pouZiti vody jako
mobilni faze. Néslednbyla kolona promyta kyselinou octovou o pH 3,8dadu i hodin
pii pratoku 4 pl/min a meteni bylo provedeno znovurigpouZiti vody jako mobilni faze.
Pti méieni byl nastaven ptok mobilni faze 4ul/min a detekni vinova délka byla 200 nm.
M¢tena byla sis aminokyselin kyseliny asparagové, leucinu adiisti s thiomdovinou
a standardy jednotlivych slozek tétoésino koncentracich 1 mmol/l. Na kokbMAA-B s
dobou polymerizace 19 hodin bylo provedendtani vzorku 1% diethylaminu. &leni
bylo provedeno v mobilni fazi 65% acetonitriti pratoku 4pl/min a detekni vinova
délka byla 200 nm. Bteni byla provedena na mikrokapalinovém chromatogregilent
1200 Series (viz kap. 2.2) a davkovany objem bgw#00 nl vzorku.

Testovani vlivu obsahu kyseliny methakrylové wpeériza&ni smési na vyslednou
monolitickou kolonu s dobou polymerizace 19 hodjtolprovedeno sérii tiieni na kazdé
koloné. Nejprve byly mdieny vzorky 1% isopropylamin, 1% propylamin a tyrano
koncentraci 0,1 mg/mlippouziti vody jako mobilni faze a detek vinové délce 214 nm.
Nasledg byly meteny vzorky 10% isopropylamin, 10% propylamin a tgia o
koncentraci 0,5 mg/ml v mobilnich fazich kyselingtavé o pH 4,6; 4,3 a 3,5 a detak
vinové délce 200 nm. Jako posledni mobilni fazepaylZit 65% acetonitril, ve kterém byl
méren benzen o koncentraci iOml pii detekni vinové délce 214 nm. Ve vSech
mobilnich fazich byla &fena i voda jako slepy pokus a marker mrtvéhsu kolony.
Méteni byla provedena na mikrokapalinovém chromatogpajilent 1200 Series (viz kap.

2.2) vzdy i pratoku mobilni faze 4ul/min a s davkovanym objemem vzorku 100 nl.
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2.6 Méi'eneé veléiny

Pti chromatografickych rkrenich byly niéieny nebo vyp&teny nasledujici veliny:

Tlak v chromatografickém systému —p [bar]
Z hodnoty zptneho tlaku p konstatnim pitoku mobilni faze Ize usuzovat na miru

praichodnosti monolitu.

Retentni ¢as analytu —tg [min]
Retergni ¢as analytu jetas, ktery uplyne od nadavkovani vzorku ddagbiodu analytu
detektorem. DelSi reténi ¢as znamena sifBi interakce mezi analytem a stacionarni fazi

v daném systému.

Mrtvy reten éni ¢as —ty [min]

Mrtvy retertni ¢as je reteéni ¢as analytu, ktery se nezadrzuje v sefariolore.

Retenéni faktor — k

Retergni faktor je mirou retence analytu v segai&olore. Vypcocita se podle vzorce:

kdetg je reterni ¢as analytu &y mrtvy retegni ¢as systému. Reteéni faktor se pouziva
v kvalitativni analyze a pro porovnani retefth vlastnostitznych chromatografickych
systént.

Sitka piku v poloviné jeho vysky —wi, [min]

Sirka piku v polovi jeho vy3Ky je mirou rozmyti analytu na kodon
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RozliSeni —R; »
Hodnota rozliSeni dvou pikv chromatogramu charakterizuje miru separace dvialyti,

kterym tyto piky pisluSi. RozliSeni se vyp@a podle vzorce:

20 (try —tr)
W1 +W2

R, =
kdetrjatr2jSOu retemini casy gislusnych analyt aw; aw; jsou Siky pika téchto analyi

pii zakladré.

Pocet teoretickych pater —n a poet teoretickych pater na metr kolny —n/m
Poset teoretickych pater je mirowianosti kolony.Cim Wtsi je p@et teoretickych pater
analytu, tim vysSi sepafai (¢innost ma kolona pro tento analyt.dbteoretickych pater

se vype&ita podle vzorce:

2

kdetr je reterni cas daného analytuve, Sitka piku analytu v polovihjeho vysky.
Pctet teoretickych pater na metr kolony je ¥&la vhodna pro porovnaniznych kolon
Vypocita se podle vzorce:

n
n/m=|—

kden je paet teoretickych paterladélka kolony vyjagena v metrech.

Tailing faktor — T;

Hodnota tailing faktoru poskytuje informaci o symigtiku. Vypaita se podle vzorce:

+t

_ f5% 5%

200,

kde fs o je Sika vzestupné&asti piku v 5 % jeho vySky & o je Stka sestupnéasti piku
v 5 % jeho vySky. Pokud je hodndfamensi nez jedna je pik rozmyty ve vzestugdmsi.
Pokud je hodnota; vetSi nez jedna je pik rozmyty v sestupésti.
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3. Vysledky a diskuze

3.1 Testovani fipravy monolitickych kolon

Metodika gipravy monolitickych kolon na béazi styrenu, divioghzenu a kyseliny
methakrylové a jejich vhodnost pro analyzu malyaiiekul byla testovana genim snisi
organickych latek (sas S8, viz kapitola 2.2). Eteni bylo provedeno na kolds obsahem
50 pl kyseliny methakrylové v polymerizai smési (snts MAA-B) a dobou polymerizace
téi hodiny. Kolona byla ppravena podle postupu uvedeného v kapitole 2.40a p
polymerizaci monolit nevykazoval Zadné pozorovatettefekty. B promyvani kolony
methanolem § pratoku 4 pl/min nebyl monolit z kapilary vytigen, coz prokazuje pevné
navazani monolitu naé&tu kapilary a tedy i Usgny proces silanizace. Vysledkyrani

smesi S8 jsou shrnuty na obrazku 9 a v tabulce 2.

U (mV)

0 2 4 6 8 10 12 14 16
t (min)

Obr. 9 Chromatogram analyzy testovaciésinS8. 1 — thiomivina, 2 — fenol, 3 — anilin,
4 — benzen, 5 — toluen, 6 — ethylbenzen, 7 — poepygen, 8 — butylbenzenéidno na
kolore MAA-B (504 MAA, 3 h, | = 15 cm, 32Qm i.d.), 65% ACN jako mobilni faze,

pritok mobilni faze 44/min, detekni vinova délkal = 214 nm.
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Tab. 2 Tabulka hodnot retemich casi (tr), pactiz teoretickych pater na metr kolony (n/m)
a rozliseni pik jednotlivych analyt (R, ») pro analyzu sesi S8. Mieno na koloa MAA-
-B (5044 MAA, 3 h, =15 cm, 320m i.d.), 65% ACN jako mobilni fazeipok mobilni

faze 4/4/min, detekni vinova délkal = 214 nm.

Analyt tr(mMin) n/m R
thiomoZovina 4,30 12000 -
fenol 4,83 12000 1,24
anilin 5,57 12600 1,51
benzen 6,60 13300 1,89
toluen 7,58 12000 1,51
ethylbenzen 8,51 12600 1,26
propylbenzen 9,93 12600 1,68
butylbenzen 11,95 12000 1,98

Z chromatogramu (Obr. 9) a z hodnot uvedenych ultab2 je patrné, Ze jednotlivé slozky
smési S8 se od sebe navzéjem édg. Analyty pii pouZziti 65% acetonitrilu jako mobilni
faze eluovaly v pfadi podle své polarity od nejpolé&$i thiomaoviny po nejméa
polarni butylbenzen. RozliSeni @ikbylo az na zakladni linii aéinnost separace byla
minimalné 12000 teoretickych pater na metr kolony. Rozdigy welikostech pik byly
zpisobeny vysokouékavosti jednotlivych analyt Slozky sndsi se oddlily na zaklae
mechanizmu reverzni chromatografie, ktery vyplyedsyren-divinyloenzenoveé struktury
monolitu. Elektrostatické interakce mezi analyty Ryselinou methakrylovou
pravdEpodobré nengly vyrazny vliv na retenci analiyt Pritomnost kyseliny methakrylové
v polymeriz&ni smési je vSak nezbytnd, jelikoZz ma vliv na morfologiionolitu. Ri
pouziti ¢ist¢ styren-divinylbenzenového monolitu k r@ékehi snesi S8 nedochazi a
takovyto monolit neni vhodny pro analyzy malych ekl [76]. Rozdlenim sn&si S8 na
kolone MAA-B s dobou polymerizacetit hodiny byla prokdzana spravna metodika
piipravy monolitickych kolon &etrg procesu silanizace. Ro¥hbylo potvrzeno, Ze styren-
divinylbenzenové monolitické kolony obsahujici Kyse methakrylovou jsou vhodné pro

analyzu malych molekul.
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3.2 Testovani elektrostatickych interakci

V této casti prace bylo studovano, zda dochazi k oélivnretence vybranych analyt
elektrostatickymi interakcemi s kyselinou methagwiu. Na kolod s obsahem 5Qul
kyseliny methakrylové v polymerizai snesi (kolona MAA-B) a dobou polymerizace Sest
hodin byla n¢fena smis kyseliny asparagove, leucinu a histidinu s thiéoroou. Snds
byla analyzovana v mobilnich fazichi@nych hodnotach pH. Na obrazcich 10 az 12 jsou
znazorgny chromatogramy analyz $8i pii pouziti vody (Obr. 10), kyseliny octové o
pH 3,8 (Obr. 11) a fosfoteanového pufru (NajPO/NaOH) o pH 7,0 (Obr. 12)ako
mobilnich fazi. Ve vSech mobilnich fazich bylyieny i standardy sloZzek si pro
identifikaci jednotlivych piki.

= 40
< 1-
\E/ 4
2
g 30+t 2
[}
[} 3
©
@©
N 20
©
o
1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

t (min)

Obr. 10 Chromatogram analyzy s aminokyselin a thiondoviny. 1 — kyselina
asparagova, 2 — leucin, 3 — thiotiowina, 4 — histidin. M*eno na koloa MAA-B (504
MAA, 6 h, |1=15cm, 32@m i.d.),vodajako mobilni faze, pitok mobilni faze 44/min,
detekni vinova délkadl = 200 nm.
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Obr. 11 Chromatogram analyzy <% aminokyselin a thiondoviny. 1 — kyselina
asparagova, 2 — leucin, 3 — thiotiowina, 4 — histidin. M*eno na koloa MAA-B (504
MAA, 6 h, 1=15cm, 32fm i.d.),CH3COOH o pH 3,8jako mobilni faze, ptok mobilni

faze 4/4/min, detekni vinova délkal = 200 nm.
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Obr. 12 Chromatogram analyzy esi aminokyselin a thiondoviny. 1 — kyselina
asparagova, 2 — leucin, 3 — thiotiowina, 4 — histidin. M*eno na koloa MAA-B (504
MAA, 6 h, | =15cm, 32@m i.d.), 20mmol/l NaHPO,/NaOH o pH 7,0jako mobilni

faze, ptitok mobilni faze 44/min, detekni vinova délkal = 200 nm.
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Smes kyseliny asparagové, leucinu, thiofaneiny a histidinu se v tomto retémim pdadi
rozcklila pouze pi pouZziti vody jako mobilni faze. S¥a se rozdila pravcEpodobré
mechanizmem reverzni chromatografie kombinovanym skdoymi elektrostatickymi
interakcemi  mezi protonizovanou aminoskupinou amyselin a disociovanou
karboxylovou skupinou kyseliny methakrylové. Higtid ktery obsahuje v postrannim
fetézci bazickou skupinu, 8h nejdelSi reteéni ¢as a pravépodobr tedy vice interagoval
s kyselinou methakrylovou, coz potvrzuje tk&i a rozmyti jeho piku. Elektrostatické
interakce vSak nebylyipis silné, jelikoz @i pouziti kyseliny octové o pH 3,8 vSechny
aminokyseliny koeluovaly.iPtomto pH byly aminokyseliny protonizovany, coz imphlo
pKa 4,65 [77] a p pH 3,8 Ize tedy fedpokladat, Ze nebylaiipS disociovana. Nabité
aminokyseliny tak netty na stacionarni fazi proti-iont, se kterym byrsehly vazat, a
koeluovaly. Bi pouziti fosforénanového pufru o pH 7,0 aminokyseliny régn
koeluovaly. Fosforgnanovy pufr obsahoval sodné ionty, které se nayaazsa
disociovanou kyselinu methakrylovou, a zabranily &ektrostatickym interakcim mezi
analyty a stacionarni fazi. Zchto vysledk je patrné, Ze elektrostatické interakc&ynpti
separaci s¥si ve vo@& nezanedbatelny vliv a talgdevSim u histidinu, jehoZz retam ¢as
pii zablokovani elektrostatickych interakci pokleghadnoty 6,5 minuty naiplizné 4
minuty. RovigZ se znané snizilo rozmyti piku histidinu.

Zpétné obnoveni elektrostatickych interakci mezi arkyselinami a kyselinou
methakrylovou bylo nezbytné pro jejich definitivpdtvrzeni. Po provedeni analyzy ve
fosfore&Enanovém pufru byla kolona promyta vodou a nasidoyla provedena analyza
smesi pri pouziti vody jako mobilni faze. Vysledky této &my jsou znazorény na
obrazku 13. Poté byla kolona promyta kyselinou watoo pH 3,8 a znovu byla provedena
analyza smsi pri pouziti vody jako mobilni faze. Vysledky této &ry jsou znazorény
na obrazku 14.
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Obr. 13 Chromatogram analyzy s aminokyselin a thiondoviny. 1 — kyselina
asparagova, 2 — leucin, 3 — thiodovina, 4 — histidin. Mreno na koloa MAA-B (504
MAA, 6 h, | =15 cm, 32@m i.d. ) promyté vodowodajako mobilni faze, pitok mobilni

faze 444/min, detekni vinova délkal = 200 nm.
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Obr. 14 Chromatogram analyzy esi aminokyselin a thiondoviny. 1 — kyselina
asparagova, 2 — leucin, 3 — thiodovina, 4 — histidin. Mreno na koloa MAA-B (504
MAA, 6 h, |1=15cm, 320m i.d.) promytéCH;COOH o pH 3,8yoda jako mobilni faze,

pritok mobilni faze 44/min, detekni vinova délkal = 200 nm.
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Z chromatogramu na obréazku 13 je patrné, Ze prowogou nebylo dostajici k vymyti
sodnych iont 2z povrchu monolitu. Aminokyseliny fp této analyze of
koeluovaly, jelikoZz nebyly obnoveny elektrostaticketerakce. Z chromatogramu na
obrazku 14 vSak vyplyva, Ze zde jiz elektrostatickterakce obnoveny byly, jelikoz
vSechny slozky sisi byly oddleny. Pro vymyti sodnych iofitbylo tedy teba promyt
kolonu kyselinu octovou o pH 3,8. Porovname-li chabogramy na obrézcich 10 a 14
pozorujeme vyrazny nast retekniho ¢asu histidinu z 6,5 na 10 minut a rozmyti jeho
piku. Tento narst byl zpisoben silgjSimi interakcemi mezi histidinem a kyselinou
methakrylovou. Red analyzou znazo¢nou na obrazku 10 nebyla kolona promyvana
kyselinou a pravihodobré tedy nebyla zcela v ,Heyklu“ jako u analyzy znazoéné na
obrazku 14.

Elektrostatické interakce mezi analytem a kyselinoethakrylovou byly potvrzeny i
analyzou vzorku diethylaminu na kolbnMAA-B s dobou polymerizace 19 hodin.
Diethylamin byl analyzovan ip pouziti 65% acetonitrilu jako mobilni faz&imz byly
potlaéeny nepolarni interakce mezi ethylovymi skupinamnalgtu a styren-
-divinylbenzenovou strukturou monolitu. Retancas diethylaminu byl iblizné 25 minut
a pik diethylaminu byl § zakladré Siroky 57 minut a rozmyty v sestuptésti, hodnota
tailing faktorku piku byla 2,0. Tyto charakterigtikpiku Ize vys¥tlit pouze
elektrostatickymi interakcemi diethylaminu s kyseli methakrylovou. Diethylamin je
siln¢ bazicka latka a bez elektrostatickych interakcjdio retence na nepolarnim styren-
-divinylbenzenovém monolitu byla vyraznizsi.

Predchozimi experimenty byly jednozimg prokazany elektrostatické interakce mezi
analyty a kyselinou methakrylovodifpmnou v monolitu. Kyselina methakrylova ma tedy
nejen vliv na polymerizaci monolitu a jeho vyslednporozitu, ale je iitomna i na
povrchu monolitu, kde pragtdnictvim své karboxylové skupiny owuivje retenci

bazickych analyi.
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3.3 Testovani kolon skupiny |

V této casti prace byly testovany kolony, které bylppaveny z polymerizaich sngsi
obsahujicich vzdy 5QI styrenu, 10Qul divinylbenzenu a pro#mné mnozstvi kyseliny
methakrylové od 25l do 125ul. Souhrnné zastoupeni sloZzek v polymefidah sngsich
je uvedeno v Tab.la (viz str.29). Kolony bylyippaveny postupem popsanym
v kapitole 2.4 s dobou polymerizace 19 hodin. Mdiu#lé kolony po polymerizaci
nevykazovaly viditelné defekty aigoromyvani methanolemiippratoku 4 pl/min nebyly
vytlaceny z kapilary. Progmny obsah kyseliny methakrylové tedy r&nmvliiv na
homogenitu polymerizovaného monolitu ani na jeheadk@entni navazani k viiti se€né
kapilary. Na obrazku 15 jsou znazémy zavislosti zptného tlaku na obsahu kyseliny
methakrylové v polymerizai snesi pro 65% acetonitril a vodu jako mobilni fazi p
praitoku 4ul/min. Tato zavislost odrazi rozdily ve Jmich strukturach jednotlivych

monolitickych kolon.
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Obr. 15 Zavislost zptného tlaku (p) na obsahu kyseliny methakrylovékmiony MAA-A

az MAA-E (254 az 12544 MAA, 19 h, | = 15 cm, 32Qm i.d.) pro 65% ACN (1) a
vodu (2) jako mobilni fazimppritoku 44/min.
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Z grafu na obrazku 15 je patrné, Ze s rostoucimalud® kyseliny methakrylovée
v polymeriz&ni snesi klesa zptny tlak vyslednych monolitickych kolon. Kolona MAA
obsahujici 251l kyseliny methakrylové #a oproti dalSim kolondm vySSi #py tlak a
pravéEpodobré tedy menSi pory. idavek kyseliny methakrylové na 5@ zpiasobil
vyrazny pokles zginého tlaku a tedy i 2¥Seni poi monolitu. DalSi pidavek na 75ul
kyseliny methakrylové sniZeni tlaku nedigmil. Porozita kolon MAA-B a MAA-C byla
tedy pravdpodobr srovnatelna a zvySeny obsah kyseliny methakrysev@rojevil az H
chromatografickych gtenich. Kolona MAA-D s obsahem 1Q0 kyseliny methakrylové
meéla ot vyrazré nizsi tlak a tedy &tSi pory nez fedchozi kolony. Rdavek kyseliny
methakrylové na 12%il zpasobil oproti dosavadnimu trendu épvné zvyseni tlaku. iP
takto vysokém obsahu kyseliny methakrylové pepediobé dosSlo ke zmng

v solvat&nich podminkach dhem polymerizace monolitu. U monolitu MAA-E kyselin
methakrylova pravtpodobré zapolymerovala vice do viiti struktury monolitu a netéla
tak vyznamny vliv na zitSeni poit monolitu. V této polymerizai snesi byl také nejvyssi
nadbytek zakladnich mononteviaéi sitovacimucinidlu a mensi pory monolitu mohly byt
zpisobeny i zapolymerovanim veskerého divinylbenzentedy i wtSim segiovanim
monolitu.

Kiivka pro 65% acetonitril jako mobilni fazi je veegh bodech vySe ne#ikka pro
vodu. VysSi tlak B pouziti 65% acetonitrilu byl Zysoben botnanim monaiit
v organickych rozpou&tlech. Botnani monolitu bylo nejvice patrné u maodVIAA-E, u
kterého je rozdil tlak pro vodu a 65% acetonitril nejvyssi. U kolony MAAako u jediné
bylo botnani v 65% acetonitrilu nevratnéi &&tovném pouziti vody jako mobilni faze se
tlak u této kolony jiz nevratil na svouiyodni hodnotu a ustalil se na 150 barech. Tedy
mezi tlakem pro 65% acetonitril a tlakem pro vodedopouzitim 65% acetonitrilu. Na
obrazku 16 je znazokna zavislost reteémiho faktoru isopropylaminu, fp raznych
hodnotach pH mobilni faze, na obsahu kyseliny methavé v polymerizani snesi.
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Obr. 16 Zavislost retetniho faktoru (k) isopropylaminu na obsahu kysefimgthakrylove
pro kolony MAA-A az MAA-E (28 az 12544 MAA, 19 h, | = 15 cm, 32@m i.d.) pro
mobilni faze vodu (1) a GEOOH o pH 4,6 (2), 4,3 (3), 3,5 (4¥igrutoku 444/min.

Z grafu na obrazku 16 vyplyvaji zavislosti rateiho faktoru isopropylaminu na pH pro
jednotlivé kolony. B pouziti vody retetni faktor isopropylaminu klesal s rostoucim
obsahem kyseliny methakrylové. Kolona MAA-A obsatlavnejmensi mnozstvi kyseliny
methakrylové a dkledkem toho ®a i nejmenSi pory a nejtdi specificky povrch, se
kterym mohl isopropylamin interagovat. S rostou@bsahem kyseliny methakrylové se
pory monoliti zwtSovaly, klesal jejich specificky povrch a tedyetareni faktor. Pokles
retertniho faktoru mezi kolonami MAA-B a MAA-C, kterédty podle hodnot zgtného
tlaku podobnou porozitu, byl #apoben vySSim mnoZstvim kyseliny methakrylové na
povrchu kolony MAA-C. Zaporh nabita kyselina methakrylovA odpuzovala ve &od
nenabity isopropylamin a ten tak se stacionarni fateragoval méh nez na kolo#&

s nizSim obsahem kyseliny methakrylové. Ré&térfaktor ot mirneé vzrostl na kolog
MAA-E, ktera nela malé pory i pes vysoky obsah kyseliny methakrylové v polymetiza
smesi. Zvyseni retence isopropylaminu na této kélgm tedy v souladu se z&em, Ze
snizeni velikosti pdr a zvySeni z§tného tlaku u tohoto monolitu bylo prajmbdobré
zpiusobeno zapolymerovanim kyseliny methakrylové ddinnhistruktury monolitu. Malé
mnozstvi kyseliny methakrylové na povrchu tohotanolu zpisobilo mensi odpuzovani
nenabitého isopropylaminu a ten tak mohl vice agewat nepolarnimi interakcemi se

stacionarni fazi.
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Retence na této kolérbyla v3ak stale nizSi nez na kalddAA-A, ktera mila srovnatelny
zetny tlak. Kolona MAA-E ngla tedy menSi specificky povrch nez kolona MAA-A.
Snizeni specifického povrchu bylo tgobeno prawpodobr menSim pétem poéi o
mensSi velikosti v koloh MAA-E nez v kolore MAA-A. Z tohoto divodu nEly ob¢ kolony
podobny tlak, ale rozdilnou hodnotu specifickéharpbu, coz se projevilo niZsi retenci na
kolor¢ MAA-E. Pti pouZziti mobilni faze o pH 4,6 byla retence isqpidaminu vySSi nez
pii pouziti vody, jelikoz v kyselejSim pH byl jiz ipoopylamin ¢ast&né protonizovan.
Kladr¢ nabity isopropylamin nebyl jiz kyselinou methakiybu odpuzovan, ale naopak
pfitahovan, coZ zsobilo nafist retence na vSech kolonach. S rostoucim obsaksatirky
methakrylové retence isopropylaminu v této mobifdzi rovréz klesala z tivodu
shizujiciho se specifického povrchu. Tento trendpoyusen pouze na kolétMAA-C, na
které se retence oproti kokbmpredchozi zvysila. Ndst retence isopropylaminu na této
kolorg potvrzuje, Ze kolona MAA-C obsahovala na svém ploun&tSi mnozstvi kyseliny
methakrylové neZ kolona MAA-B. #ka pro pouZiti kyseliny octové o pH 4,3 ma
obdobny pitbéh jako zavislost proiedchozi mobilni fazi o pH 4,6 a lze ji tedy obdébn
interpretovat. B pH 4,3 byl vSak isopropylamin je&Swvice protonizovan, coz #apobilo
dalSi naiist retence na vSech kolonach. ZvySena retence aehvKolonach row¥
potvrzuje, Ze vtomto pH byla kyselina methakrylostale dostata¢ disociovana pro
elektrostatické interakce s analytem.

V mobilni fazi o pH 3,5 byly elektrostatické indédce zablokovany zisodu nizké
disociace kyseliny methakrylové. Zablokova#&ihto interakci zfisobilo pokles retence
isopropylaminu na kolonach MAA-A a MAA-C oprotigdchozimu pH. i pouZiti této
mobilni faze retence isopropylaminu sisajicim obsahem kyseliny methakrylové jen
nepatri klesala s vyjimkou posledni kolony MAA-E, na ktetéSlo k prudkému néstu.
Pouze mirny pokles retence mezi kolonami MAA-A a2MD byl zpasoben tim, Ze
isopropylamin pi tomto pH interagoval se stacionarni fazi nepdtaininterakcemi a
s rostoucim obsahem kyseliny methakrylové klesatifipky povrch monolii potebny
pro tyto interakce. Naést retedniho faktoru na koloh MAA-E byl zpasoben
piedavkovanim objemu této kolony, kdy byl ngen pik s plochym vrSkem. Na vSechny
kolony byl ddvkovan objem vzorku 100 nlredavkovani kolony MAA-E potvrzuje, Ze
tento monolit mil oproti ostatnim velmi maly specificky povrch, i@z nedoSlo
k zakoncentrovani zony analytu na kalorNa obrazcich 17 a 18 jsou znazom
zavislosti retetnich faktofi propylaminu (Obr. 17) a tyraminu (Obr. 18)i ptznych

hodnotach pH mobilni faze, na obsahu kyseliny metavé v polymerizani snesi.
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Obr. 17 Zavislost retetniho faktoru (k) propylaminu na obsahu kyseliny hraktylové
pro kolony MAA-A az MAA-E (28 az 12544 MAA, 19 h, | = 15 cm, 32@0m i.d.) pro
mobilni faze vodu (1) a GEOOH o pH 4,6 (2), 4,3 (3), 3,5 (4¥igrutoku 444/min.
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Obr. 18 Zavislost retetniho faktoru (k) tyraminu na obsahu kyseliny metylaké pro
kolony MAA-A az MAA-E (28 az 125/ MAA, 19 h, | = 15 cm, 32@m i.d.) pro mobilni
faze vodu (1) a C¥£OOH o pH 4,6 (2), 4,3 (3), 3,5 (4)iprutoku 4z4/min.
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ZAavislosti pro propylamin (Obr. 17) maji obdobny ackkter jako zavislosti pro
isopropylamin (Obr. 16), jelikoZ se tyto analytgilpouze v poloze aminoskupiny, a lze je
nepolarnimi interakcemi nez isopropylamin, coz sgqvilo strngjSim poklesem #kvky
pro mobilni fazi o pH 3,5 mezi kolonami MAA-A az MWD a wtSim nafistem retence
na kolort MAA-E pii pouziti vody jako mobilni faze. Zavislosti proréynin maji roviz
obdobny charakter jako zavislosti pro isopropylamilze je tedy i obdokninterpretovat.
Tyramin obsahuje benzenové jadro, a proto s mgnislieragoval silgjSimi nepolarnimi
interakcemi nez isopropylamin, Tyto interakce sejguily strmgjSim poklesem hodnot
retertniho faktoru pi pH 3,5 mezi kolonami MAA-A az MAA-D neZ u isoprglaminu a
naristem retence na kol8SnMAA-E ve vSech mobilnich fazich. Mrtvy retémi cas
monolitickych kolon se pohyboval v rozmezi od 0g80,83 minuty. Takto nizké hodnoty
potvrzuji v souladu s teorii vysokoutighodnost monolitickych kolon pro mobilni fazi.

V kapitole 3.1 byla popsana analyzaésiS8, pi které se jednotlivé analyty oéldy
na zaklad mechanizmu reverzni chromatografie. Interakce Idepizh analyi bez
bazickych skupin se styren-divinylbenzenovou stritki monolitu zavisi na porozita
specifickém povrchu monolitu a tyto parametry oiije i obsah kyseliny methakrylové
v polymeriz&ni snesi, jak vyplyvd z obrdzku 15. Na obrazku 19 je zmén graf
zavislosti sepatai innosti benzenu na obsahu kyseliny methakrylovélymerizani

Sm3si.
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Obr. 19 Zavislost pétu teoretickych pater (n) benzenu (1ml) na obsahu kyseliny
methakrylové pro kolony MAA-A az MAA-E (Zbaz 12544 MAA, 19 h, | = 15 cm,
320um i.d.), 65% ACN jako mobilni fazeipok mobilni faze 44/min, detekni vinova

délkad = 214 nm.

Z grafu na obrazku 19 je patrné, Ze pro velmi n@pdlbenzen byla nejvysSi separia
acinnost dosazena na korMAA-D s obsahem 10Qul kyseliny methakrylové. Tato
kolona nela nizky zgtny tlak a tedy i ¥tSi pory a nizSi specificky povrch v porovnani
s predchozimi kolonami. MenSi specificky povrch pro mm znamenal jeho nizsi
interakce se stacionarni fazi a tedy i mensi rozngfto zoény na kolah Struktura
monoliti MAA-B a MAA-C byla prakticky totozna, i@sto doSlo k navySeni separa
acinnosti benzenu sifdavkem kyseliny methakrylové z 5@ na 75 pul. Tento naist
vyplyva z vyssSiho obsahu kyseliny methakrylové oarphu kolony MAA-C, ktery vSak
nenel vliv na zpitny tlak kolony a tedy na strukturu monolitugt®i mnoZzstvi nabité
kyseliny methakrylové se projevilo ve vyr&@im odpuzovani benzenu od povrchu
monolitu. Benzen tedy na koldrMAA-C interagoval se stacionarni fazi néénez na
kolone MAA-B, coz se projevilo nizSim reténim faktorem, mensim rozmytim zony
analytu a zvySenim sepdr (Cinnosti. Tyto za¥ry potvrzuji data uvedena v tabulce 3, ze
kterych je patrny pokles ret&miho faktoru benzenu a poklegkdi v polovins vySky jeho

piku s rostoucim obsahem kyseliny methakrylove.
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Tab. 3 Hodnoty mrtvého retemiho casu (f1), reterrniho casu benzenu g}, reter’niho
faktoru benzenu (k) a/&y v polovi@g vysky piku benzenu {¥. Méreno na kolonach
MAA-A aZ MAA-E (254 az 12544 MAA, 19 h, | = 15 cm, 32@m i.d.), 65% ACN jako

mobilni faze, pitok mobilni faze 44/min, detekni vinova délkal = 214 nm.

Ozn&eni MAA tm tr k W2
kolony (u) (min) (min) (min)
MAA-A 25 0,53 4,12 6,83 0,47
MAA-B 50 0,55 3,73 5,79 0,20
MAA-C 75 0,56 3,51 5,32 0,17
MAA-D 100 0,68 3,51 4,16 0,16
MAA-E 125 0,57 3,45 5,05 0,19

Na kolort MAA-E doSlo k ogtovnému zvysSeni reténiho faktoru benzenu, zvysSenit§i

v polovirg vysky jeho piku (viz Tab. 3) a poklesu segafakinnosti (viz Obr. 19). Tato
kolona méa na svém povrchu mensi mnozstvi kyseliethakrylové nez igdchozi kolony.
Benzen byl tedy mé&nodpuzovan zapornym nabojem a vice interagovaiasgosarni fazi,
piestoze il tento monolit mensi specificky povrch nez ostatranolity, jak prokazaly
piedchozi experimenty. Na kolonach MAA-C a MAA-D bytedy dosazeno vysSi
separani &innosti pro benzen nez na kotonMAA-B s dobou polymerizace
kolon 19 hodin. V literatte byla dosud pouzita pouze kolona MAA-B s dobou
polymerizace Sest hodin, ktera¢lan separéni (€innost 4500 teoretickych pater [76].
Priprava kolon MAA-C a MAA-D s dobou polymerizace Skedin by tedy mohlaimést

dalSi zvySeni sepafmai innosti tohoto druhu monalit pro analyzu nepolarnich
organickych molekul.
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3.4 Testovani kolon skupiny Il

V této casti prace byly testovany kolonyfipravené z polymerizaich snési, které
obsahovaly takové mnozstvi kyseliny methakrylowstyaenu, aby jejich objemovy pa@&m

s mnozstvim divinylbenzenu byl 1:1. Kyselina metlyldva byla zastoupena v rozmezi od
25 pl do 125pul. Snesi MAA-F (25ul MAA) az MAA-H (100 ul MAA) obsahovaly
100pl divinylbenzenu a sis MAA-I (125 ul MAA) obsahovala 12%l divinylbenzenu.
Souhrnné zastoupeni sloZzek v polymefidah snésich je uvedeno v Tab. 1b (viz str. 30).
Kolony byly pripraveny postupem uvedenym v kapitole 2.4 s dobalynperizace
19 hodin. Monolitické kolony po polymerizaci nevykealy viditelné defekty a ip
promyvani methanolen¥igpratoku 4 pl/min nebyly vytla&eny z kapilary. Prognny obsah
kyseliny methakrylové a styrenu tedy n#nvliv na homogenitu polymerizovaného
monolitu ani na jeho kovalentni navazani kkmiitséné kapilary. Na obrazku 20 jsou
znézorgny zavislosti zptného tlaku na obsahu kyseliny methakrylové v pasigacni
smési pro 65% acetonitril a vodu jako mobilni fazi pratoku 4pl/min. Tato zavislost

odrazi rozdily ve vnitich strukturach jednotlivych monolitickych kolon.
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Obr. 20 Zavislost zptného tlaku (p) na obsahu kyseliny methakrylovékmiony MAA-F
az MAA-I (25 az 12544 MAA, 19 h, | =15 cm, 32fm i.d.) pro 65% ACN (1) a vodu (2)

jako mobilni fazi pi pratoku 44/min.
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Z grafu na obrazku 20 je patrny trend poklesétrzgho tlaku na rostoucim obsahu kyseliny
methakrylové v polymerizmich snédsich, které zarove obsahovaly styren. Nast
mnozstvi kyseliny methakrylové a zarévenizovani obsahu styrenutgobilo ztSovani
poni téchto monolifi, coZz se projevilo snizovanim &pého tlaku. Monolity MAA-H a
MAA-I byly kopolymery pouze kyseliny methakrylové divinylbenzenu. Zgny tlak
téchto kolon se oproti dosavadnimu trendétagvysil. Tyto kolony ndly tedy mensi péry
pravdépodobré dusledkem zapolymerovani kyseliny methakrylové spi&e vnitni
struktury monolitt nez na jejich povrchii prednostni tvorby pouze divinylbenzenového
polymeru. Tlak p pouziti 65% acetonitrilu byl na vSech kolonachS$iy nez tlak
pouziti vody jako mobilni faze. Toto navySeni bylwisobeno steghjako u kolon z prvni
skupiny botnanim monotitv mobilnich fazich obsahujicich organické rozpédist Na
obrazku 21 je znazo¥na zavislost ret@miho faktoru isopropylaminu, fp riaznych

hodnotach pH mobilni faze, na obsahu kyseliny metavé v polymerizani snesi.
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Obr. 21 Zavislost retetniho faktoru (k) isopropylaminu na obsahu kysefimgthakrylové
pro kolony MAA-F az MAA-I (2n az 12544 MAA, 19 h, | = 15 cm, 32@m i.d.) pro
mobilni faze vodu (1) a GEOOH o pH 4,6 (2), 4,3 (3), 3,5 (4}igrutoku 444/min.
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Z grafu na obrazku 21 vyplyvaji zavislosti reteiho faktoru isopropylaminu na pH na
jednotlivych kolonach. # pouziti vody retedni faktor isopropylaminu klesal s rostoucim
obsahem kyseliny methakrylove, jelikoz se péry nibhozwtSovaly a klesal jejich
specificky povrch. Vyjimkou byla prvni kolona MAA;Fna které byla retence
isopropylaminu nizka, fipstoZze nila tato kolona malé péry a praygbdobré i vysoky
specificky povrch. NiZSi retence na této kaldiyla zpisobena zaponabitou kyselinou
methakrylovou, ktera odpuzovala nenabity isoprapyta Ackoli kolona MAA-F byla
piipravena z polymerizmi smési obsahujici nejménkyseliny methakrylové a nejvice
styrenu, mdla pravépodobré diky své porozé na povrchu dostupné v stu vysoké
mnozstvi kyseliny methakrylové. Kolony MAA-H a MAAmMély sice mensSi pory nez
kolony MAA-B (50 pl MAA) a MAA-G (75 pl MAA), ovSem dalSi pokles retence na
povrch. Na svém povrchu tyto ¢hkolony pravdpodobré obsahovaly uité mnoZzstvi
kyseliny methakrylové, jinak by nedochazelo k odpuni nenabitého isopropylaminu a
retence by i fes nizky specificky povrch vzrostla podébjako u kolony MAA-I (viz
Obr. 16, str. 43).

P¥i pouziti mobilnich fazi o pH 4,6 a 4,3 bylo nejgy3etence dosazeno na prvni
kolone MAA-F, coZz potvrzuje fedchozi zasr o celko¥ vysokém mnozstvi kyseliny
methakrylové dostupném na povrchu tohoto monditupH 4,6 byla na této kolanvyssi

Mrivriw s

kolon¢ byla disociace kyseliny methakrylové nez protooezésopropylaminu. Na kol@én
MAA-G byla situace op&a a dlezit¢jSim faktorem bylo mnozZstvi protonizovaného
analytu, pravépodobré z divodu niz§iho mnoZstvi kyseliny methakrylové, ktey#o pro
isopropylamin celko¥ dostupné. Tento monolitéghvyrazre vétSi pory a pravébodobr i
vyrazre nizSi specificky povrch nez monolit MAA-F. Snizeafence na kolonach MAA-H
a MAA-I potvrzuji, Zze tyto monolity @y nizSi specificky povrch oproti ipdchozim
kolonam. Zarove bylo potvrzeno, Ze tyto kolony na svém povrchu ablogi ugité
mnozstvi kyseliny methakrylové, jelikoZz doSlo k makertovani zon isopropylaminu na

téchto kolonach a k vysSi retenci ngf pouziti vody jako mobilni faze.
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Pfi pouziti mobilni faze o pH 3,5 byly elektrostaticknterakce prakticky zablokovany
z divodu nizké disociace kyseliny methakrylové. Isoptamin tedy interagoval se
stacionarni fazi pouze nepolarnimi interakcemi, seZprojevilo mira vyssi retenci na
koloné MAA-F nez na koloa MAA-B. Postupny néist retence na kolonach MAA-G az
MAA-I byl zpusoben pedavkovanimdchto kolon, kdy byly nagieny piky s plochym
vr§kem. Na vSechny kolony bylo davkovano stejné zstwd 100 nl 10% isopropylaminu a
jejich postupné ifedavkovani potvrzuje snizujici se specificky povtéthto monolit.
Zavislosti pro propylamin jsou, stgnako u kolon prvni skupiny, obdobné zavislostem
isopropylaminu. Lze je tedy interpretovat obdéba proto zde jiZz nejsou znazeény.
Rozdil mezi zavislostmi pro oba analyty se projgadlze v mirsd vySSi strmosti vSech
casti jednotlivych kivek pro propylamin, jelikoZz propylamin poskytowalnéjSi nepolarni

i elektrostatické interakce nez isopropylamin. Nardaku 22 je znazoéna zavislost
retertniho faktoru tyraminu, ifp riznych hodnotach pH mobilni faze, na obsahu kyseliny
methakrylové v polymerizai smesi.
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Obr. 22 Zavislost retetniho faktoru (k) tyraminu na obsahu kyseliny metylaké pro
kolony MAA-F az MAA-I (24 az 12544 MAA, 19 h, | = 15 cm, 32@m i.d.) pro mobilni
faze vodu (1) a C¥€OOH o pH 4,6 (2), 4,3 (3), 3,5 (4fiprutoku 444/min.
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Tyramin obsahuje ve své molekule benzenové jageh@ retetini chovani tak bylo vice
ovlivnéno nepolarnimi interakcemi se stacionarni fazivkt pro vodu jako mobilni fazi
Ize interpretovat obdokrjako u isopropylaminu, hodnoty pro tyramin jsowpe na vSech
o pH 4,6 a 4,3 se retence na v3ech kolonach zvggitati retenci fi pouziti vody. V
piipads tyraminu bylo toto navySeni praygbdobré zpisobeno jednak jeho protonizaci a
elektrostatickymi interakcemi a zaraveniZzenim odpuzovani nepolarkdsti molekuly
vlivem snizeni disociace kyseliny methakrylové. oT&ombinace elektrostatickych a
nepolarnich interakci se projevila mirae zvysujici retenci tyraminu, fgs sniZujici se
specificky povrch monolit. Pt pouziti mobilni faze o pH 3,5 byly elektrostatick
interakce zablokovany a retence tyraminu klesalangaujicim se specifickym povrchem
monolitu. Vzorek tyraminu o koncentraci 0,5 mg/myl lbavkovan v objemu 100 nl a
mirné pedavkovani kolony se projevilo az u monolitu MAA-Harozdil od
isopropylaminu, ten vSak byl davkovan ve vysSi lkemmiaci. Pedavkovani kolon MAA-H
a MAA-I potvrzuje mensi specificky povrchchto monolifi oproti ostatnim kolonam.

V kapitole 3.1 byla popsana analyza¢sinS8, pi které se jednotlivé analyty oéldy
na zaklad mechanizmu reverzni chromatografie. Interakce kepixh analyi bez
bazickych skupin se styren-divinylbenzenovou stitddi monolitu zavisi na porozita
specifickém povrchu monolitu a tyto parametry oflije i obsah kyseliny methakrylové
v polymeriz&ni smesi, jak vyplyva z obrazku 15 (viz str. 41). Na atka 23 je znazogn
graf zavislosti sepatai &innosti benzenu na obsahu kyseliny methakrylové

v polymeriz&ni smési pro kolony z druhé skupiny.
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Obr. 23 ZAvislost pétu teoretickych pater (n) benzenu (1ml) na obsahu kyseliny
methakrylové pro kolony MAA-F az MAA-1 (2b az 12544 MAA, 19 h, | = 15 cm,
320um i.d.), 65% ACN jako mobilni fazeipok mobilni faze 44/min, detekni vinova

délkaA = 214 nm.

Z grafu na obrazku 23 je patrné, Ze nejvysfinosti pro nepolarni benzen bylo dosazeno
na kolort MAA-G. Separéni (kinnost benzenu se zvySovala se sniZzujicim se sgegti
povrchem monolitu, se kterym mohl benzen interagoensi interakce benzenu se
stacionarni fazi znamenaly menSi rozmyti jeho zdaykoloré a tak zvyseni dinnosti.
Prudky pokles sepatai innosti na kolod MAA-I byl zpusoben pedavkovanim této
kolony, coz opt potvrzuje zavry, Ze tento monolit & vyrazné mensi specificky povrch

nez gedchozi monolity.
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4. Zavér

Cile diplomové préace byly spiny. Byly pripraveny monolitické kapilarni kolony na bazi
styrenu, kyseliny methakrylové a divinylbenzenuSkiré pipravené monolity byly bez
viditelnych defeki a byly kovalentd navazany na vrti sénu kiemenné kapilary.
Analyzou sndsi S8 bylo potvrzeno, Zefipravované monolity byly vhodné pro analyzu
malych organickych molekul. Elektrostatické interak mezi analyty a kyselinou
methakrylovou byly prokazany analyzou &mnaminokyselin s thiomimvinou a ngrenim
vzorka isopropylaminu, propylaminu, tyraminu a diethylaoni Z chromatografickych
meéieni byly vyvozeny zayry o struktdate jednotlivych monolitickych kolon.

U kolon ze skupiny |, které bylyfipraveny z polymerizanich sngsi obsahujicich
vzdy 50l styrenu, 10Qul divinylbenzenu a progmné mnozstvi kyseliny methakrylové od
25ul do 125ul, byly nejdilezitéjSimi tyto zaery: S rostoucim obsahem kyseliny
methakrylové v polymerizmich smsich dochézelo ke #2tsovani poi monoliti.
Pridavek kyseliny methakrylové mezi kolonami MAA-BMAA-C se projevil \&tSim
mnozstvim kyseliny methakrylové na povrchu monolMAA-C, pii pravdEpodobré
obdobnych morfologickych vlastnostech obou koloryloBdosazeno vyrazn vyssi
separani innosti @i analyze benzenu na kokMAA-D oproti kolore MAA-B, ktera
byla dosud jako jedin& publikovana v litefauovSem s rozdilnou dobou polymerizace. U
kolony MAA-E zapolymerovala &tSi ¢ast kyseliny methakrylové do vhifi struktury
monolitu, coz se projevilo vysSim tlakem a nizSipeafickym povrchem této kolony
oproti kolonam pedchozim.

U kolon ze skupiny IlI, které bylyipraveny z polymerizamich sm&si obsahujicich
takové mnozstvi kyseliny methakrylové a styrenu,y ajejich objemovy por¥r
s mnozstvim divinylbenzenu byl 1:1, byly nélekitéjSimi tyto zawry: S rostoucim
obsahem kyseliny methakrylové v polymetizech smésich dochazelo ke 28ovani pai
monoliti. Na povrchu kolony MAA-F, kterd obsahovala nejmemfoZstvi kyseliny
methakrylové v polymerizai snesi, bylo dostupné pro analyt vyznamné mnoZstvi
kyseliny methakrylové a to pragpodobré vliivem vysokého specifického povrchu tohoto
monolitu. U kolon MAA-H a MAA-I zapolymerovala&si ¢ast kyseliny methakrylové do
vnitini struktury monolitu, coz se projevilo vysSim gak a nizSim specifickym povrchem
téchto kolon oproti kolondm ipdchozim. Vysoky tlak Zgobeny malymi pory a nizky
specificky povrch zfisobeny malym pidem €chto pofi se projevil nejvice u kolony
MAA-I.
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Prometeni porozity pipravenych monolit pomoci rttlového porozimetru a specifického
povrchu méfenim BET izoterem pomoci adsorbce dusiku budedmstem dalSiho
vyzkumu. Ziskana morfologicka data budou konfroatwv s vySe uvedenymi ziy

ziskanymi na zakladmeieni pomoci HPLC.
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