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Uvod

Miniaturizace kolon v kapalinové chromatografii doznala
v poslednim desetileti velkého rozmachu'? a vedla k rozvoji
tzv. mikrokolonové kapalinové chromatografie. Kapalinovi
chromatografisté pozvolna opoustéji klasické priméry sepa-
ra¢nich kolon a zacinaji pouzivat v mikrokapalinové chroma-
tografii (Micro LC) kolony o praiméru kolem 1 mm, v kapildrn{
kapalinové chromatografii (CLC) kolony o priiméru kolem
300 um a v nanokapalinové chromatografii (Nanoscale LC)
kolony o priméru okolo 75 um. Miniaturizace v kapalinové
chromatografii s sebou pfindsi nékteré prednosti v porovnan{
s konven¢ni HPLC, jako je velmi mald spotieba vzorku, velmi
maly pratok mobilni faze, a s tim spojend i jeji nizkd spotfeba,
a podstatné mensi chromatografické naredéni vzorku v kolo-
né, které piindsi vyssi citlivost detekce.

V poslednich nékolika letech se vyzkum v oblasti separac-
nich kolon pro mikrokolonovou kapalinovou chromatografii
orientuje na ptipravu a vyvoj tzv. monolitickych kolon®* které
se pripravuji zapolymerovanim vhodnych monomernich jed-
notek do bloku porézniho polymeru (tzv. monolitu), jenz
vyplni vnitiek separacni kolony, a pIni funkci staciondrni faze
v koloné. Pfipravu a vyvoj tohoto typu kolon podnitil prede-
v§im prudky rozvoj kapildrni elektrochromatografie (CEC),
nebof monolitické kolony na rozdil od ndpliiovych kolon lze
pripravit pomérné pohodIné i v kapildrdch o priméru nékolika
desitek mikrometri, a navic monolitické kolony nepotfebuji
byt opatieny na rozdil od ndpliiovych kolon fritami’.

Pro pifpravu monolitickych kolon se pouZivaji riizné po-
lymery ¢i kopolymery. Monolitické kolony na bazi akrylami-
du” se pfipravi polymeraci akrylamidu nebo jeho derivatd
a situjictho methylenbisakrylamidu, monolity na bazi polysty-
renu’ se pripravuji polymeraci styrenu, popfipade jeho deriva-
ti a sifujictho divinylbenzenu a monolitické kolony na bézi
methakrylitu®™®® se piipravi polymeraci butyl-methakrylatu
nebo jinych esterti kyseliny methakrylové a situjiciho ethylen-
dimethakryldtu. Pfipravujeme-li monolitickou kolonu pro ka-
pilarn{ kapalinovou chromatografii, je nezbytné zachytit mo-
nolit kovalentni vazbou na vnitini sténé kapildry, aby jej
mobilni faze hnand do kolony pod tlakem nevytlacila z kapi-
lary ven. U methakryldtovych monolitickych kolon se k vazan{
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monolitu na vnitfn{ sténu kapildry ¢asto pouziva 3-(trimetho-
xysilyl)propyl-methakrylat'’, jimz se silanizuje vnitini sténa
kapildry pred vlastni polymerizaci monolitu.

V literatufe byla popsdna tspésna priprava monolitickych
kolon na bazi methakryldtu v kapildrdch o vnitinim praméru
100 pum a 150 um a tyto kolony byly ﬁsgéﬁné pouzity jak
v CEC (cit 3112 tak i v CLC (cit.!"1?). Doposud vsak
nebyla publikovdna prdce, v niZ by autofi ptipravovali metha-
krylatové monolitické kolony v kapildrdch o vnitfnim priméru
320 um a pouzivali tyto kolony v CLC. Pfedklddand préce se
zabyva piipravou monolitickych kolon na bazi methakrylatu
v kapildrdch o vnitinim priméru 320 um a optimalizaci jejich
nejmensiho vyskového ekvivalentu teoretického patra) téchto
kolon v CLC.

Experimentalni ¢ast
Chemikdlie

Pro pfipravu a testovani methakrylatovych monolitickych
kolon byly pouzity nésledujici chemikdlie: 3-(trimethoxysi-
lyl)propyl-methakryldt (99%), methanol (<99,8%), butan-1,4-
-diol (99%), propan-1-ol (99%) a kyselina octovd (99%),
které byly dodny firmou Fluka (Buchs, Svycarsko). Ethylen-
glykol-dimethakrylat (EDMA) (98%), 2,2’-azobisisobutyro-
nitril (AIBN) (98%) a butyl-methakryldat (BMA) (99%) byly
koupeny od firmy Merck (Darmstadt, SRN). Uracil (99%),
fenol (p.a.), anilin (98%), 4-ethylanilin (98%), N,N-dimethyl-
anilin (98%), toluen (99%) a ethylbenzen (99%) byly doddny
firmou Sigma (St. Louis, USA). Hydroxid sodny (p.a.) po-
chézel od firmy Lachema (Brno, Ceska republika).

Pro testovani pfipravenych kolon byl pouZit roztok 70 obj.%
acetonitrilu v deionizované vodé jako mobilni fdze a rozto-
ky uracilu (0,5 mg.ml™"), ethylbenzenu (2,5 mg.ml™"), fenolu
(1,0 mg.ml™), anilinu (1,0 mg.ml ™), 4-ethylanilinu (1,0 mg.ml ™),
N,N-dimethylanilinu (1,0 mg.ml’l) a toluenu (1,0 mg.ml’l)
v mobilni fazi jako davkované vzorky.

Pristroje a materidl

Monolitické kapildrni kolony byly pfipravovdny v kie-
menné kapildfe s vn&jsi vrstvou polyimidu o vnitinim priméru
320 pm a vnéjs$im primeéru 450 wm od firmy Supelco (Belle-
fonte, USA). Pro termostatovdni kapildr pii upravé jejich
vnitintho povrchu a pfi polymerizaci monolitu byla pouzita
suSarna UL 400 od firmy Memmert (Schwabach, Némecko).
Chromatografickd méfeni s pfipravenymi kapildrnimi kolona-
mi byla provddéna s linedrnim ddvkovacem mobilni faze
MHPP 20 od Laboratornich piistroji (Praha, Ceska republi-
ka). Linedrni ddvkovac¢ byl spojen s ddvkovacim ventilem
Valco C14W od firmy Valco Europe (Schenkon, Svycarsko)
s vnitini ddvkovaci smyckou o objemu 100 nl. Monoliticka
separacni kolona byla pfipojena pomoci trubicky z PEEK
(vnitfni primér 500 um a délka 5 cm), Sroubu a ferulky z PEEK
pfimo do davkovaciho kohoutu. Na monolitickou separacni
kolonu byla teflonovou trubickou pfipojena kiemennd kapila-
ra s detekénim okénkem o vnitinim praméru 100 um, vnéjsim
praméru 375 um a délce k detekénimu okénku 9 cm. K detekci
slouzil PU 4225 UV detektor od firmy Philips (Eindhoven,
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Nizozemi), ktery pracoval pii vinové délce 254 nm pro detekci
N,N-dimethylanilinu a 214 nm pro detekci ostatnich ldtek.
Chromatogramy byly zaznamendvany a vyhodnocovdny na
pocitac¢i pomoci programu CSW v.1.7 od firmy DataApex
(Praha, Ceskd republika).

Testovdni pfipravenych monolitickych kolon bylo prova-
déno pii priitocich mobilni faze od 1 do 5 pl.min™" za tlaki od
1 az do 20 MPa podle porozity monolitu.

Vysledky a diskuse

Piiprava methakryldtovych
monolitickych kolon

Ptiprava kapildrnich monolitickych kolon na bazi butyl-
methakryldtu v této praci vychdzela z postupu publikovaného
Petersem a spol.5 pro piipravu methakryldtovych monolitic-
kych kolon o vnitinim praméru 100 um a 150 pm pro CEC.
Tento postup byl v§ak modifikovan ve dvou bodech, nebot pro
nase ucely byly pripravovany monolitické kolony o vnitfnim
priméru 320 wm s tim, Ze budou pouziviny pro CLC. Do
polymeriza¢ni smési nebyla priddvdana 2-akrylamido-2-me-
thylpropan-1-sulfonovd kyselina (AMPS), protoZe v CLC ne-
ni tieba, aby v pérech monolitu byl generovén elektroosmo-
ticky tok. Ddle byl pfed vlastni polymerizaci monolitu v kapi-
lafe pokryt vnitini povrch kapildry vinylovymi skupinami,
které se téz ticastni radikdlové polymerizace monomert v mo-
nolit. Diky tomu je monolit kovalentné navdzan na vnitin{
sténu kapildry, ¢imz se stane odolny proti vytlaceni z kapilary
tlakem mobilni fdze na vstupu do kolony.

Pro ptipravu monolitické kolony byla kiemennd kapilara
o vnitinim praméru 320 um a délce 22 cm nejprve proplacho-
vana 1 M-NaOH pfi priitoku 5 ul.min™" po dobu 6 hodin, ¢imz
doslo k aktivaci vnitfnitho povrchu kapildry a vétSina siloxano-
vych skupin byla pfevedena na skupiny silanolové. Po propla-
chnuti kapildry deionizovanou vodou pfi pritoku 5 pl.min!
po dobu 1 hodiny byl vnitini povrch pokryvdn vinylovymi
skupinami.

Pro tento udcel bylo vyzkouseno nékolik publikovanych
postupli pouZzivajicich rizné roztoky 3-(trimethoxysilyl)pro-
pyl-methakryldtu (téZ nazyvaného (y-methakryloyloxypropyl)-
trimethoxysilan, y-MAPS) pfi laboratorni teploté po rtizné
dlouhou dobu'®"*!'_ Z4dny z t&chto postupi nam viak neza-
jistil udrZzeni monolitu v kapildre u vSech ptipravenych kolon,
a velmi casto se stdvalo, Ze monolit byl vytlacen z kapildry
mobilni fazi. Mirnd modifikace téchto postupti nim umoznila
udrzet monolit v kapildafe ve 100 % piipadi. Modifikovany
postup spoc¢ival v naplnéni kapildry roztokem y-MAPS v 6 M
kyseliné octové (40 pl y-MAPS v 10 ml 6 M-CH,COOH), pak
byla kapilara na koncich uzavfena silikonovymi septy a ter-
mostatovana po dobu 20 hodin pfi teploté 60 °C. Timto postu-
pem bylo dosazeno dostatecného pokryti vnitiniho povrchu
kapildry vinylovymi skupinami, a tim byla zaru¢ena dokonald
vazba monolitu na vnitini povrch kapildry kovalentnimi vaz-
bami.

Nasledné byla kapildra propldchnuta deionizovanou vo-
dou pfi pritoku 5 pl.min"' po dobu 0,5 hodiny a profukovana
dusikem po dobu 5 minut. Pak byla kapildra naplnéna poly-
merizacni smési, konce kapildry byly uzavieny silikonovymi
septy nebo ponoreny do malého mnozstvi polymerizacni smé-
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si v polypropylenovych mikrozkumavkdch a polymerizace
smési probihala za termostatovani kapildry na teplotu 60 °C
po dobu 20 hodin. Ponoieni konct kapildr do mikrozkumavek
s polymerizacni smési se pri polymerizaci ukazalo jako vy-
hodnéjsi, nez uzavirdni koncti kapildr silikonovymi septy;
béhem polymerizace totiz dochdzi k mirnému smrsténi poly-
meru, a pfi pouziti mikrozkumavek je béhem polymerizace
malé mnoZstvi polymerizacni smési z mikrozkumavky jesté
vtazeno do vnitiku kapildry. Monolitické kapildry pfipravené
pomoci mikrozkumavek s polymeriza¢ni smési vykazovaly
0 poznani lepsi ucinnost, nez kapildry uzaviené pouze siliko-
novymi septy, a proto byl po zjisténi tohoto faktu naddle
pouZzivan vyhradné postup s mikrozkumavkami.

Polymerizaéni smés se sklddala z monomerni smési (ob-
sahujici hlavni monomer BMA a sitovaci monomer EDMA ve
vhodném poméru (tabulka I) a 1 hm.% primarniho zdroje
radikdld AIBN) a porogenni smési (obsahujici 60 hm.% pro-
pan-1-olu, 30 hm.% butan-1,4-diolu a 10 hm.% deionizované
vody). Polymerizaci vySe uvedené polymerizacni smési se
ziskd monolit chemického slozZent, jez je naznaceno na obr. 1.
Monomerni smés a porogenni smés byly michdny v riiznych
pomérech do polymerizacni smési (tab. I), ¢imz bylo dosaho-
véano rozdilné porozity pfipravenych monolitd. V tabulce I je
uveden prehled sloZeni monomernich a polymeriza¢nich smé-
si, které byly pouzity pro piipravu methakryldtovych monoli-
tickych kolon v této prici. Kazdd polymerizacni smés byla
pred naplnénim do kapildry ultrazvukovdna po dobu 10 minut
a probubldna dusikem po dobu 5 minut.

Z kolony se zpolymerizovanym monolitem byly na kaz-
dé strané kapildry odfiznuty konce o délce 1 az 1,5 cm, a tak-
to ziskand kolona o délce kolem 20 cm byla nainstalovdna do

Tabulka I
SloZeni monomerni a polymeriza¢ni smési (hm.%) pouZité pro
pfipravu methakryldtovych monolitickych kolon

Kolona Monomerni smés Polymeriza¢ni smés
BMA EDMA monomerni  porogenni
A 59,5 39,5 40 60
B 59,5 39,5 45 55
C 59,5 39,5 50 50
D 59,5 39,5 35 65
E 54,5 44,5 40 60
F 49,5 49,5 40 60
H,C H,C H,C

| |
CH;— G- CH;—C-CH,—C

HC.OC | ?ZC HCOL | -
CH,—CH,
H,C cl)zc HC
CH,—C CHZ—(l: CH2—(|;
H9C402(|) . HSC‘J H9C402C‘3

Obr. 1. Struktura methakryliatového monolitu
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davkovaciho ventilu kapalinového chromatografu a po doko-
nalém promyti mobilni fazi byla proméfena jeji ic¢innost.

Testovdni Wcinnosti prfipravenych
monolitickych kolon a optimalizace
jejich prfipravy

V literatufe byl zkouman vliv obsahu AMPS v monomern{
smési a obsahu propan-1-olu v porogenni smési>®, pozpfl’padé
vliv obsahu porogenni smé&si v polymerizaéni smési' na po-
rozitu a ndsledné i ic¢innost methakrylatovych monolitickych
kolon o vnitinim prdméru 100 pm a 150 um pro CEC a CLC.
Ve vsech téchto piipadech bylo zastoupeni hlavniho monome-
ru BMA a situjictho monomeru EDMA v monomerni smési
konstantni a to 60:40 hm.%. Na zakladé téchto praci byla
pfipravena kolona A (tab. I) s pomérem BMA/EDMA 60:40
a se 60 hm.% porogenni smési v polymeriza¢ni smési. Tato
kolona byla testovdna z hlediska t¢innosti pfi riznych prito-
cich mobilni faze (3 az 5 ul.min™"). Nejlepsi ti¢innosti bylo do-
sazeno pro uracil (H = 352 um) pfi pritoku eluentu 5 pl.min"".
Tato kolona poskytovala znacné nesymetrické piky testova-
nych litek.

S cilem zménit porozitu pripraveného monolitu, a tim
zvySsit ucinnost pripravovanych monolitickych kolon, byly
pripraveny kolony B, C a D (tab. I) majici stejny pomér
BMA/EDMA v monomerni smési, avsak lisici se zastoupenim
porogenni smési v polymerizacni smési. Testovanim téchto
kolon z hlediska ucinnosti pfi riznych pritokovych rychlos-
tech mobilni faze (1 az 5 ul.min’l) bylo zjisténo, Ze maji velmi
podobné ucinnosti jako kolona A pohybujici se ve stovkdch
pum vyskového ekvivalentu teoretického patra pro jednotlivé
latky. 1 presto, Ze s klesajicim obsahem porogenni smési
v polymeriza¢ni smési klesal rozmér péri monolitu, a bylo
tedy nutné pouzit vyssi tlaky mobiln{ faze pro dosazeni pfi-
slusného pritoku, dcinnost separace s klesajicim obsahem
porogenni smési nerostla. Z predchézejici diskuse je zfejmé,
Ze postup pripravy methakryldatového monolitu publikovany
pro kapildry o vnitinim primeéru 100 um a 150 um a vedouci
k dcinnostem separace desitek az jednotek um vyskového
ekvivalentu teoretického patra neni jednoduse pouZitelny pro
kolony o vnitinim priméru 320 pm.

Na zdkladé téchto poznatkd byly ptipraveny kolony E a F
(tab. I) zachovdvajici si obsah porogenni smési v polymerizac-
ni smési na 60 hm.%, av§ak obsahujici vySsi procento situji-
ctho monomeru EDMA v monomerni smési. Testovanim téch-
to kolon z hlediska d¢innosti pfi riznych pritocich mobiln{
faze (1 a5 pl.min~") bylo zjisténo, Ze vykazuji o poznani vysii
uc¢innost v porovndni s kolonami A az D, jak ukazuje tabulka
II pro uracil. Navic se na kolondch E a F vyrazné zlepsila
symetrie piku testovanych latek vzhledem ke kolondm A az D.

Kolona E dosahuje pro uracil a ostatni testované latky nej-
V&3 ucinnosti pfi pratoku 2 pl.min ' a kolona F dosahuje ma-
ximdlni G¢innosti pro testované latky pii pratoku 1 pl.min~.
Pro priitok 2 a 3 pl.min™' jsou vy3kové ekvivalenty teoretic-
kého patra vzhledem k uracilu pro obé kolony téméf identické,
coz svédci o jejich velmi podobném kinetickém chovéni v této
oblasti pritokovych rychlosti. Porozita kolon E a F odhadnutd
z pratokové rychlosti mobilni fdze a mrtvého retenc¢niho casu
se pohybovala okolo 65 %.

Na obr. 2 je uveden ilustrativni chromatogram separace
smési uracilu, anilinu a toluenu na monolitické koloné F pfi
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Tabulka II

Zavislost vyskového ekvivalentu teoretického patra vzhledem
k uracilu na pritokové rychlosti mobilni faze f pro monolitické
kolony E a F

f Vyskovy ekvivalent teoretického patra [pm]
[ul.min™"] E F

1 940 34

2 45 46

3 54 53

4 89 61

5 102 70

priitoku mobilni faze 2 pl.min™" a na obr. 3 jsou vyneseny van

Deemterovy kfivky zmétfené pro vSechny testované litky na
stejné monolitické koloné. Na této koloné bylo dosaZeno
nejvetsi ucinnosti (a tedy nejmensiho H) pro vSechny testova-
né litky pi linedrni rychlosti mobilni faze 1,9 cm.min™', kterd
odpovida priitoku mobilni fize 1 ul.min™". Pouze pro uracil
bylo v tomto optimu dosaZzeno vyskového ekvivalentu teore-
tického patra desitek wm. Pro toluen, anilin, fenol a ethylben-
zen bylo dosazeno stovek um a pro N,N-dimethylanilin a 4-
-ethylanilin bylo dosazeno pouze tisici um vyskového ekvi-
valentu teoretického patra. Z té€chto ddaju je ziejmé, Ze tcin-
nost separace na studovanych monolitickych kolondch je do
zna¢né miry ovlivnéna povahou separovanych litek bez ohle-
du na potadi jejich retence. Toluen a ethylbenzen (retencni
faktory 0,96 a 1,21) byly zadrZzovdny na studované monolitic-
ké koloné vice nez 4-ethylanilin a N,N-dimethylanilin (retenc-
ni faktory 0,55 a 0,87), a ptesto u nich bylo dosazeno nizsich
hodnot H, jak demonstruje obr. 3. Podobné jako u vétsiny

1,2 T T T T

E, mV

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

0,0

02 1 1 1 1
0 16

R,, min

20

Obr. 2. Separace smési uracilu (I — 0,25 mg.ml'l), anilinu (2 - 1,0
mg.ml_l) atoluenu (3-1,0 mg.ml'l) na monolitické koloné F. Délka
kolony 21 cm, prtitok mobilni faze 2 ul.min’l, davkovani 100 nl,
detekce pii 214 nm, odezva detektoru E, reten¢ni ¢as R,
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Obr. 3. Van Deemterovy krivky pro testované latky zmérené na
koloné F pii riznych linedarnich rychlostech mobilni faze v; O 4-
-ethylanilin, + N,N-dimethylanilin, O ethylbenzen, A fenol, V anilin,
x toluen, O uracil

chromatografickych kolon vykazuji tyto bazické slouceniny
mensi separacni Uc¢innost, ale velmi dobrou symetrii, jak uka-
zuje obrazek 2.

Zavér

Predkladand prace ukdzala, Ze postup pfipravy methakry-
latovych monolitickych kolon ve 100 pm a 150 pm kapildrdach
pro CEC a CLC nenf jednoduse aplikovatelny pro 320 um
kapildry. Prostym prenesenim publikovaného postupu piipra-
vy na 320 um kapildry ziskdme methakryldtové monolitické
kolony pro CLC o velmi nizké separa¢ni ucinnosti. Bylo
zjisténo, Ze nejen obsah porogenni smési v polymerizacn{
smési ma vliv na porozitu (a tedy i dcinnost) pripravené
monolitické kolony, ale i pomér zdkladniho monomeru BMA
a situjictho monomeru EDMA v monomerni smési uruje
vyznamng tc¢innost pfipravené kolony. Ddle bylo pozorovéno,
Ze na pripravenych monolitickych kolonach zavisi vyskovy
ekvivalent teoretického patra vzhledem k prislusné ldtce na
chemické struktufe této latky bez ohledu na jeji retencni
poradi. Ziskané vysledky ukazaly, Ze lze pfipravit methakry-
l4tové monolitické kolony pro CLC v kapilardch o vnitinim
priméru 320 um s vy$kovym ekvivalentem teoretického patra
desitek um, a Ze peclivou optimalizaci slozeni monomerni
smeési a polymerizacni smési bude v budoucnu mozno pfipra-
vit methakrylatové monolitické kolony tohoto priméru s tcin-
nosti jednotek um vyskového ekvivalentu teoretického patra.

Seznam pouzitych zkratek

AIBN 2,2’-azobisisobutyronitril

AMPS  2-akrylamido-2-methylpropan-1-sulfonovd kyselina
BMA butyl-methakryldt

EDMA ethylen-dimethakrylat

CEC kapildrni elektrochromatografie

CLC kapildrni kapalinova chromatografie

H vySkovy ekvivalent teoretického patra

Laboratorni pfistroje a postupy

HPLC  vysokotucinnd kapalinovd chromatografie
LC kapalinovd chromatografie
Y-MAPS (y-methakryloyloxypropyl)trimethoxysilan, 3-(tri-
methoxysilyl)propyl-methakrylat

PEEK  polyetheretherketon

Prdce na tomto projektu byla financné podporovdna gran-
tem GA UK 227/2000/B CH/PFF a vyzkumnym zdmérem J13/
98:113100002.
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P. Coufal®, M. Cihak?, J. Suchinkova? and E. Tesaio-
va® (“Department of Analytical Chemistry, bDepartment of
Physical and Macromolecular Chemistry, Faculty of Science,
Charles University, Prague): Preparation and Testing of
Methacrylate Monolithic Columns in Capillary Liquid
Chromatography

Methacrylate monolithic columns (320 wm i.d.) for capil-
lary liquid chromatography (CLC) have been prepared by
radical polymerization of butyl methacrylate and ethylene
dimethacrylate (EDMA) in the presence of a porogen solvent
consisting of propan-1-ol, butane-1,4-diol and water. The
contents of EDMA and of the porogen solvent were varied in
the polymerizations. The column efficiency (height equivalent
to theoretical plate, HETP) was determined for a set of test
compounds as a function of the mobile phase flow rate. The
composition of the polymerization mixture was optimized to
achieve minimum HETP.



