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Miniaturizace kolon v kapalinovÈ chromatografii doznala
v poslednÌm desetiletÌ velkÈho rozmachu1,2 a vedla k rozvoji
tzv. mikrokolonovÈ kapalinovÈ chromatografie. KapalinovÌ
chromatografistÈ pozvolna opouötÏjÌ klasickÈ pr˘mÏry sepa-
raËnÌch kolon a zaËÌnajÌ pouûÌvat v mikrokapalinovÈ chroma-
tografii (Micro LC) kolony o pr˘mÏru kolem 1 mm, v kapil·rnÌ
kapalinovÈ chromatografii (CLC) kolony o pr˘mÏru kolem
300 µm a v nanokapalinovÈ chromatografii (Nanoscale LC)
kolony o pr˘mÏru okolo 75 µm. Miniaturizace v kapalinovÈ
chromatografii s sebou p¯in·öÌ nÏkterÈ p¯ednosti v porovn·nÌ
s konvenËnÌ HPLC, jako je velmi mal· spot¯eba vzorku, velmi
mal˝ pr˘tok mobilnÌ f·ze, a s tÌm spojen· i jejÌ nÌzk· spot¯eba,
a podstatnÏ menöÌ chromatografickÈ na¯edÏnÌ vzorku v kolo-
nÏ, kterÈ p¯in·öÌ vyööÌ citlivost detekce.

V poslednÌch nÏkolika letech se v˝zkum v oblasti separaË-
nÌch kolon pro mikrokolonovou kapalinovou chromatografii
orientuje na p¯Ìpravu a v˝voj tzv. monolitick˝ch kolon3,4, kterÈ
se p¯ipravujÌ zapolymerov·nÌm vhodn˝ch monomernÌch jed-
notek do  bloku  porÈznÌho polymeru (tzv. monolitu), jenû
vyplnÌ vnit¯ek separaËnÌ kolony, a plnÌ funkci stacion·rnÌ f·ze
v kolonÏ. P¯Ìpravu a v˝voj tohoto typu kolon podnÌtil p¯ede-
vöÌm prudk˝ rozvoj kapil·rnÌ elektrochromatografie (CEC),
neboù monolitickÈ kolony na rozdÌl od n·plÚov˝ch kolon lze
p¯ipravit pomÏrnÏ pohodlnÏ i v kapil·r·ch o pr˘mÏru nÏkolika
desÌtek mikrometr˘, a navÌc monolitickÈ kolony nepot¯ebujÌ
b˝t opat¯eny na rozdÌl od n·plÚov˝ch kolon fritami5.

Pro p¯Ìpravu monolitick˝ch kolon se pouûÌvajÌ r˘znÈ po-
lymery Ëi kopolymery. MonolitickÈ kolony na b·zi akrylami-
du6 se p¯ipravÌ polymeracÌ akrylamidu nebo jeho deriv·t˘
a sÌùujÌcÌho methylenbisakrylamidu, monolity na b·zi polysty-
renu7 se p¯ipravujÌ polymeracÌ styrenu, pop¯ÌpadÏ jeho deriv·-
t˘ a sÌùujÌcÌho divinylbenzenu a monolitickÈ kolony na b·zi
methakryl·tu5,8,9 se p¯ipravÌ polymeracÌ butyl-methakryl·tu
nebo jin˝ch ester˘ kyseliny methakrylovÈ a sÌùujÌcÌho ethylen-
dimethakryl·tu. P¯ipravujeme-li monolitickou kolonu pro ka-
pil·rnÌ kapalinovou chromatografii, je nezbytnÈ zachytit mo-
nolit kovalentnÌ vazbou na vnit¯nÌ stÏnÏ kapil·ry, aby jej
mobilnÌ f·ze hnan· do kolony pod tlakem nevytlaËila z kapi-
l·ry ven. U methakryl·tov˝ch monolitick˝ch kolon se k v·z·nÌ

monolitu na vnit¯nÌ stÏnu kapil·ry Ëasto pouûÌv· 3-(trimetho-
xysilyl)propyl-methakryl·t10, jÌmû se silanizuje vnit¯nÌ stÏna
kapil·ry p¯ed vlastnÌ polymerizacÌ monolitu.

V literatu¯e byla pops·na ˙spÏön· p¯Ìprava monolitick˝ch
kolon na b·zi methakryl·tu v kapil·r·ch o vnit¯nÌm pr˘mÏru
100 µm a 150 µm a tyto kolony byly ˙spÏönÏ pouûity jak
v CEC (cit.5,8,9,11,12), tak i v CLC (cit.11,12). Doposud vöak
nebyla publikov·na pr·ce, v nÌû by auto¯i p¯ipravovali metha-
kryl·tovÈ monolitickÈ kolony v kapil·r·ch o vnit¯nÌm pr˘mÏru
320 µm a pouûÌvali tyto kolony v CLC. P¯edkl·dan· pr·ce se
zab˝v· p¯Ìpravou monolitick˝ch kolon na b·zi methakryl·tu
v kapil·r·ch o vnit¯nÌm pr˘mÏru 320 µm a optimalizacÌ jejich
p¯Ìpravy z hlediska dosaûenÌ co nejlepöÌ ˙Ëinnosti (tedy co
nejmenöÌho v˝ökovÈho ekvivalentu teoretickÈho patra) tÏchto
kolon v CLC.

Experiment·lnÌ Ë·st

C h e m i k · l i e

Pro p¯Ìpravu a testov·nÌ methakryl·tov˝ch monolitick˝ch
kolon byly pouûity n·sledujÌcÌ chemik·lie: 3-(trimethoxysi-
lyl)propyl-methakryl·t (99%), methanol (<99,8%), butan-1,4-
-diol (99%), propan-1-ol  (99%) a kyselina octov· (99%),
kterÈ byly dod·ny firmou Fluka (Buchs, äv˝carsko). Ethylen-
glykol-dimethakryl·t (EDMA) (98%), 2,2í-azobisisobutyro-
nitril (AIBN) (98%) a butyl-methakryl·t (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 dod·ny
firmou Sigma (St. Louis, USA). Hydroxid sodn˝ (p.a.) po-
ch·zel od firmy Lachema (Brno, »esk· republika).

Pro testov·nÌ p¯ipraven˝ch kolon byl pouûit roztok 70 obj.%
acetonitrilu v deionizovanÈ vodÏ jako mobilnÌ f·ze a rozto-
ky uracilu (0,5 mg.mlñ1), ethylbenzenu (2,5 mg.mlñ1), fenolu
(1,0 mg.mlñ1), anilinu(1,0mg.mlñ1), 4-ethylanilinu(1,0mg.mlñ1),
N,N-dimethylanilinu (1,0 mg.mlñ1) a toluenu (1,0 mg.mlñ1)
v mobilnÌ f·zi jako d·vkovanÈ vzorky.

P ¯ Ì s t r o j e a m a t e r i · l

MonolitickÈ kapil·rnÌ kolony byly p¯ipravov·ny v k¯e-
mennÈ kapil·¯e s vnÏjöÌ vrstvou polyimidu o vnit¯nÌm pr˘mÏru
320 µm a vnÏjöÌm pr˘mÏru 450 µm od firmy Supelco (Belle-
fonte, USA). Pro termostatov·nÌ kapil·r p¯i ˙pravÏ jejich
vnit¯nÌho povrchu a p¯i polymerizaci monolitu byla pouûita
suö·rna UL 400 od firmy Memmert (Schwabach, NÏmecko).
Chromatografick· mÏ¯enÌ s p¯ipraven˝mi kapil·rnÌmi kolona-
mi  byla prov·dÏna s line·rnÌm d·vkovaËem mobilnÌ f·ze
MHPP 20 od LaboratornÌch p¯Ìstroj˘ (Praha, »esk· republi-
ka). Line·rnÌ d·vkovaË byl spojen s d·vkovacÌm ventilem
Valco C14W od firmy Valco Europe (Schenkon, äv˝carsko)
s vnit¯nÌ d·vkovacÌ smyËkou o objemu 100 nl. Monolitick·
separaËnÌ kolona byla p¯ipojena pomocÌ trubiËky z PEEK
(vnit¯nÌ pr˘mÏr 500 µm a dÈlka 5 cm), öroubu a ferulky z PEEK
p¯Ìmo do d·vkovacÌho kohoutu. Na monolitickou separaËnÌ
kolonu byla teflonovou trubiËkou p¯ipojena k¯emenn· kapil·-
ra s detekËnÌm okÈnkem o vnit¯nÌm pr˘mÏru 100 µm, vnÏjöÌm
pr˘mÏru 375 µm a dÈlce k detekËnÌmu okÈnku 9 cm. K detekci
slouûil PU 4225 UV detektor od firmy Philips (Eindhoven,
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NizozemÌ), kter˝ pracoval p¯i vlnovÈ dÈlce 254 nm pro detekci
N,N-dimethylanilinu a 214 nm pro detekci ostatnÌch l·tek.
Chromatogramy byly zaznamen·v·ny a vyhodnocov·ny na
poËÌtaËi pomocÌ programu CSW v.1.7 od firmy DataApex
(Praha, »esk· republika).

Testov·nÌ p¯ipraven˝ch monolitick˝ch kolon bylo prov·-
dÏno p¯i pr˘tocÌch mobilnÌ f·ze od 1 do 5 µl.minñ1 za tlak˘ od
1 aû do 20 MPa podle porozity monolitu.

V˝sledky a diskuse

P ¯ Ì p r a v a m e t h a k r y l · t o v ˝ c h
m o n o l i t i c k ˝ c h k o l o n

P¯Ìprava kapil·rnÌch monolitick˝ch kolon na b·zi butyl-
methakryl·tu v tÈto pr·ci vych·zela z postupu publikovanÈho
Petersem a spol.5 pro p¯Ìpravu methakryl·tov˝ch monolitic-
k˝ch kolon o vnit¯nÌm pr˘mÏru 100 µm a 150 µm pro CEC.
Tento postup byl vöak modifikov·n ve dvou bodech, neboù pro
naöe ˙Ëely byly p¯ipravov·ny monolitickÈ kolony o vnit¯nÌm
pr˘mÏru 320 µm s tÌm, ûe budou pouûÌv·ny pro CLC. Do
polymerizaËnÌ smÏsi nebyla p¯id·v·na 2-akrylamido-2-me-
thylpropan-1-sulfonov· kyselina (AMPS), protoûe v CLC ne-
nÌ t¯eba, aby v pÛrech monolitu byl generov·n elektroosmo-
tick˝ tok. D·le byl p¯ed vlastnÌ polymerizacÌ monolitu v kapi-
l·¯e pokryt vnit¯nÌ povrch kapil·ry vinylov˝mi skupinami,
kterÈ se tÈû ˙ËastnÌ radik·lovÈ polymerizace monomer˘ v mo-
nolit. DÌky tomu je monolit kovalentnÏ nav·z·n na vnit¯nÌ
stÏnu kapil·ry, ËÌmû se stane odoln˝ proti vytlaËenÌ z kapil·ry
tlakem mobilnÌ f·ze na vstupu do kolony.

Pro p¯Ìpravu monolitickÈ kolony byla k¯emenn· kapil·ra
o vnit¯nÌm pr˘mÏru 320 µm a dÈlce 22 cm nejprve proplacho-
v·na 1 M-NaOH p¯i pr˘toku 5 µl.minñ1 po dobu 6 hodin, ËÌmû
doölo k aktivaci vnit¯nÌho povrchu kapil·ry a vÏtöina siloxano-
v˝ch skupin byla p¯evedena na skupiny silanolovÈ. Po propl·-
chnutÌ kapil·ry deionizovanou vodou p¯i pr˘toku 5 µl.minñ1

po dobu 1 hodiny byl vnit¯nÌ povrch pokr˝v·n vinylov˝mi
skupinami.

Pro tento ˙Ëel bylo vyzkouöeno nÏkolik publikovan˝ch
postup˘ pouûÌvajÌcÌch r˘znÈ roztoky 3-(trimethoxysilyl)pro-
pyl-methakryl·tu (tÈû naz˝vanÈho (γ-methakryloyloxypropyl)-
trimethoxysilan, γ-MAPS) p¯i laboratornÌ teplotÏ po r˘znÏ
dlouhou dobu10,13,14. é·dn˝ z tÏchto postup˘ n·m vöak neza-
jistil udrûenÌ monolitu v kapil·¯e u vöech p¯ipraven˝ch kolon,
a velmi Ëasto se st·valo, ûe monolit byl vytlaËen z kapil·ry
mobilnÌ f·zÌ. MÌrn· modifikace tÏchto postup˘ n·m umoûnila
udrûet monolit v kapil·¯e ve 100 % p¯Ìpad˘. Modifikovan˝
postup spoËÌval v naplnÏnÌ kapil·ry roztokem γ-MAPS v 6 M

kyselinÏ octovÈ (40 µl γ-MAPS v 10 ml 6 M-CH3COOH), pak
byla kapil·ra na koncÌch uzav¯ena silikonov˝mi septy a ter-
mostatov·na po dobu 20 hodin p¯i teplotÏ 60 ∞C. TÌmto postu-
pem bylo dosaûeno dostateËnÈho pokrytÌ vnit¯nÌho povrchu
kapil·ry vinylov˝mi skupinami, a tÌm byla zaruËena dokonal·
vazba monolitu na vnit¯nÌ povrch kapil·ry kovalentnÌmi vaz-
bami.

N·slednÏ byla kapil·ra propl·chnuta deionizovanou vo-
dou p¯i pr˘toku 5 µl.minñ1 po dobu 0,5 hodiny a profukov·na
dusÌkem po dobu 5 minut. Pak byla kapil·ra naplnÏna poly-
merizaËnÌ smÏsÌ, konce kapil·ry byly uzav¯eny silikonov˝mi
septy nebo pono¯eny do malÈho mnoûstvÌ polymerizaËnÌ smÏ-

si v polypropylenov˝ch mikrozkumavk·ch a polymerizace
smÏsi probÌhala za termostatov·nÌ kapil·ry na teplotu 60 ∞C
po dobu 20 hodin. Pono¯enÌ konc˘ kapil·r do mikrozkumavek
s polymerizaËnÌ smÏsÌ se p¯i polymerizaci uk·zalo jako v˝-
hodnÏjöÌ, neû uzavÌr·nÌ konc˘ kapil·r silikonov˝mi septy;
bÏhem polymerizace totiû doch·zÌ k mÌrnÈmu smrötÏnÌ poly-
meru, a p¯i pouûitÌ mikrozkumavek je bÏhem polymerizace
malÈ mnoûstvÌ polymerizaËnÌ smÏsi z mikrozkumavky jeötÏ
vtaûeno do vnit¯ku kapil·ry. MonolitickÈ kapil·ry p¯ipravenÈ
pomocÌ mikrozkumavek s polymerizaËnÌ smÏsÌ vykazovaly
o pozn·nÌ lepöÌ ˙Ëinnost, neû kapil·ry uzav¯enÈ pouze siliko-
nov˝mi septy, a proto byl po zjiötÏnÌ tohoto faktu nad·le
pouûÌv·n v˝hradnÏ postup s mikrozkumavkami.

PolymerizaËnÌ smÏs se skl·dala z monomernÌ smÏsi (ob-
sahujÌcÌ hlavnÌ monomer BMA a sÌùovacÌ monomer EDMA ve
vhodnÈm pomÏru (tabulka I) a 1 hm.% prim·rnÌho zdroje
radik·l˘ AIBN) a porogennÌ smÏsi (obsahujÌcÌ 60 hm.% pro-
pan-1-olu, 30 hm.% butan-1,4-diolu a 10 hm.% deionizovanÈ
vody). PolymerizacÌ v˝öe uvedenÈ polymerizaËnÌ smÏsi se
zÌsk· monolit chemickÈho sloûenÌ, jeû je naznaËeno na obr. 1.
MonomernÌ smÏs a porogennÌ smÏs byly mÌch·ny v r˘zn˝ch
pomÏrech do polymerizaËnÌ smÏsi (tab. I), ËÌmû bylo dosaho-
v·no rozdÌlnÈ porozity p¯ipraven˝ch monolit˘. V tabulce I je
uveden p¯ehled sloûenÌ monomernÌch a polymerizaËnÌch smÏ-
sÌ, kterÈ byly pouûity pro p¯Ìpravu methakryl·tov˝ch monoli-
tick˝ch kolon v tÈto pr·ci. Kaûd· polymerizaËnÌ smÏs byla
p¯ed naplnÏnÌm do kapil·ry ultrazvukov·na po dobu 10 minut
a probubl·na dusÌkem po dobu 5 minut.

Z kolony se zpolymerizovan˝m monolitem byly na kaû-
dÈ stranÏ kapil·ry od¯Ìznuty konce o dÈlce 1 aû 1,5 cm, a tak-
to zÌskan· kolona o dÈlce kolem 20 cm byla nainstalov·na do

Tabulka I
SloûenÌ monomernÌ a polymerizaËnÌ smÏsi (hm.%) pouûitÈ pro
p¯Ìpravu methakryl·tov˝ch monolitick˝ch kolon

Kolona MonomernÌ smÏs PolymerizaËnÌ smÏs
BMA EDMA monomernÌ porogennÌ

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

Obr. 1. Struktura methakryl·tovÈho monolitu
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d·vkovacÌho ventilu kapalinovÈho chromatografu a po doko-
nalÈm promytÌ mobilnÌ f·zÌ byla promÏ¯ena jejÌ ˙Ëinnost.

T e s t o v · n Ì ˙ Ë i n n o s t i p ¯ i p r a v e n ˝ c h
m o n o l i t i c k ˝ c h k o l o n a o p t i m a l i z a c e
j e j i c h p ¯ Ì p r a v y

V literatu¯e byl zkoum·n vliv obsahu AMPS v monomernÌ
smÏsi a obsahu propan-1-olu v porogennÌ smÏsi5,8, pop¯ÌpadÏ
vliv obsahu porogennÌ smÏsi v polymerizaËnÌ smÏsi12 na po-
rozitu a n·slednÏ i ˙Ëinnost methakryl·tov˝ch monolitick˝ch
kolon o vnit¯nÌm pr˘mÏru 100 µm a 150 µm pro CEC a CLC.
Ve vöech tÏchto p¯Ìpadech bylo zastoupenÌ hlavnÌho monome-
ru BMA a sÌùujÌcÌho monomeru EDMA v monomernÌ smÏsi
konstantnÌ a to 60:40 hm.%. Na z·kladÏ tÏchto pracÌ byla
p¯ipravena kolona A (tab. I) s pomÏrem BMA/EDMA 60:40
a se 60 hm.% porogennÌ smÏsi v polymerizaËnÌ smÏsi. Tato
kolona byla testov·na z hlediska ˙Ëinnosti p¯i r˘zn˝ch pr˘to-
cÌch mobilnÌ f·ze (3 aû 5 µl.minñ1). NejlepöÌ ˙Ëinnosti bylo do-
saûeno pro uracil (H = 352 µm) p¯i pr˘toku eluentu 5 µl.minñ1.
Tato kolona poskytovala znaËnÏ nesymetrickÈ pÌky testova-
n˝ch l·tek.

S cÌlem zmÏnit porozitu p¯ipravenÈho monolitu, a tÌm
zv˝öit ˙Ëinnost p¯ipravovan˝ch monolitick˝ch kolon, byly
p¯ipraveny kolony B, C a D (tab. I) majÌcÌ stejn˝ pomÏr
BMA/EDMA v monomernÌ smÏsi, avöak liöÌcÌ se zastoupenÌm
porogennÌ smÏsi v polymerizaËnÌ smÏsi. Testov·nÌm tÏchto
kolon z hlediska ˙Ëinnosti p¯i r˘zn˝ch pr˘tokov˝ch rychlos-
tech mobilnÌ f·ze (1 aû 5 µl.minñ1) bylo zjiötÏno, ûe majÌ velmi
podobnÈ ˙Ëinnosti jako kolona A pohybujÌcÌ se ve stovk·ch
µm v˝ökovÈho ekvivalentu teoretickÈho patra pro jednotlivÈ
l·tky. I p¯esto, ûe s klesajÌcÌm obsahem porogennÌ smÏsi
v polymerizaËnÌ smÏsi klesal rozmÏr pÛr˘ monolitu, a bylo
tedy nutnÈ pouûÌt vyööÌ tlaky mobilnÌ f·ze pro dosaûenÌ p¯Ì-
sluönÈho pr˘toku, ˙Ëinnost separace s klesajÌcÌm obsahem
porogennÌ smÏsi nerostla. Z p¯edch·zejÌcÌ diskuse je z¯ejmÈ,
ûe postup p¯Ìpravy methakryl·tovÈho monolitu publikovan˝
pro kapil·ry o vnit¯nÌm pr˘mÏru 100 µm a 150 µm a vedoucÌ
k ˙Ëinnostem separace desÌtek aû jednotek µm v˝ökovÈho
ekvivalentu teoretickÈho patra nenÌ jednoduöe pouûiteln˝ pro
kolony o vnit¯nÌm pr˘mÏru 320 µm.

Na z·kladÏ tÏchto poznatk˘ byly p¯ipraveny kolony E a F
(tab. I) zachov·vajÌcÌ si obsah porogennÌ smÏsi v polymerizaË-
nÌ smÏsi na 60 hm.%, avöak obsahujÌcÌ vyööÌ procento sÌùujÌ-
cÌho monomeru EDMA v monomernÌ smÏsi. Testov·nÌm tÏch-
to kolon z hlediska ˙Ëinnosti p¯i r˘zn˝ch pr˘tocÌch mobilnÌ
f·ze (1 aû 5 µl.minñ1) bylo zjiötÏno, ûe vykazujÌ o pozn·nÌ vyööÌ
˙Ëinnost v porovn·nÌ s kolonami A aû D, jak ukazuje tabulka
II pro uracil. NavÌc se na kolon·ch E a F v˝raznÏ zlepöila
symetrie pÌku testovan˝ch l·tek vzhledem ke kolon·m A aû D.

Kolona E dosahuje pro uracil a ostatnÌ testovanÈ l·tky nej-
vÏtöÌ ˙Ëinnosti p¯i pr˘toku 2 µl.minñ1 a kolona F dosahuje ma-
xim·lnÌ ˙Ëinnosti pro testovanÈ l·tky p¯i pr˘toku 1 µl.minñ1.
Pro pr˘tok 2 a 3 µl.minñ1 jsou v˝ökovÈ ekvivalenty teoretic-
kÈho patra vzhledem k uracilu pro obÏ kolony tÈmÏ¯ identickÈ,
coû svÏdËÌ o jejich velmi podobnÈm kinetickÈm chov·nÌ v tÈto
oblasti pr˘tokov˝ch rychlostÌ. Porozita kolon E a F odhadnut·
z pr˘tokovÈ rychlosti mobilnÌ f·ze a mrtvÈho retenËnÌho Ëasu
se pohybovala okolo 65 %.

Na obr. 2 je uveden ilustrativnÌ chromatogram separace
smÏsi uracilu, anilinu a toluenu na monolitickÈ kolonÏ F p¯i

Tabulka II
Z·vislost v˝ökovÈho ekvivalentu teoretickÈho patra vzhledem
k uracilu na pr˘tokovÈ rychlosti mobilnÌ f·ze f pro monolitickÈ
kolony E a F

f V˝ökov˝ ekvivalent teoretickÈho patra [µm]
[µl.minñ1] E F

1 940 34
2 45 46
3 54 53
4 89 61
5 102 70

pr˘toku mobilnÌ f·ze 2 µl.minñ1 a na obr. 3 jsou vyneseny van
Deemterovy k¯ivky zmÏ¯enÈ pro vöechny testovanÈ l·tky na
stejnÈ  monolitickÈ  kolonÏ. Na tÈto  kolonÏ bylo dosaûeno
nejvÏtöÌ ˙Ëinnosti (a tedy nejmenöÌho H) pro vöechny testova-
nÈ l·tky p¯i line·rnÌ rychlosti mobilnÌ f·ze 1,9 cm.minñ1, kter·
odpovÌd· pr˘toku mobilnÌ f·ze 1 µl.minñ1. Pouze pro uracil
bylo v tomto optimu dosaûeno v˝ökovÈho ekvivalentu teore-
tickÈho patra desÌtek µm. Pro toluen, anilin, fenol a ethylben-
zen bylo dosaûeno stovek µm a pro N,N-dimethylanilin a 4-
-ethylanilin bylo dosaûeno pouze tisÌc˘ µm v˝ökovÈho ekvi-
valentu teoretickÈho patra. Z tÏchto ˙daj˘ je z¯ejmÈ, ûe ˙Ëin-
nost separace na studovan˝ch monolitick˝ch kolon·ch je do
znaËnÈ mÌry ovlivnÏna povahou separovan˝ch l·tek bez ohle-
du na po¯adÌ jejich retence. Toluen a ethylbenzen (retenËnÌ
faktory 0,96 a 1,21) byly zadrûov·ny na studovanÈ monolitic-
kÈ kolonÏ vÌce neû 4-ethylanilin a N,N-dimethylanilin (retenË-
nÌ faktory 0,55 a 0,87), a p¯esto u nich bylo dosaûeno niûöÌch
hodnot H, jak demonstruje obr. 3. PodobnÏ jako u vÏtöiny

Obr. 2. Separace smÏsi uracilu (1 ñ 0,25 mg.mlñ1), anilinu (2 ñ 1,0
mg.mlñ1) a toluenu (3 ñ 1,0 mg.mlñ1) na monolitickÈ kolonÏ F. DÈlka
kolony 21 cm, pr˘tok mobilnÌ f·ze 2 µl.minñ1, d·vkov·nÌ 100 nl,
detekce p¯i 214 nm, odezva detektoru E, retenËnÌ Ëas Rt
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chromatografick˝ch kolon vykazujÌ tyto bazickÈ slouËeniny
menöÌ separaËnÌ ˙Ëinnost, ale velmi dobrou symetrii, jak uka-
zuje obr·zek 2.

Z·vÏr

P¯edkl·dan· pr·ce uk·zala, ûe postup p¯Ìpravy methakry-
l·tov˝ch monolitick˝ch kolon ve 100 µm a 150 µm kapil·r·ch
pro CEC a CLC nenÌ jednoduöe aplikovateln˝ pro 320 µm
kapil·ry. Prost˝m p¯enesenÌm publikovanÈho postupu p¯Ìpra-
vy na 320 µm kapil·ry zÌsk·me methakryl·tovÈ monolitickÈ
kolony pro CLC o velmi nÌzkÈ separaËnÌ ˙Ëinnosti. Bylo
zjiötÏno, ûe nejen obsah porogennÌ smÏsi v polymerizaËnÌ
smÏsi m· vliv na porozitu (a tedy i ˙Ëinnost) p¯ipravenÈ
monolitickÈ kolony, ale i pomÏr z·kladnÌho monomeru BMA
a sÌùujÌcÌho monomeru EDMA v monomernÌ smÏsi urËuje
v˝znamnÏ ˙Ëinnost p¯ipravenÈ kolony. D·le bylo pozorov·no,
ûe na p¯ipraven˝ch monolitick˝ch kolon·ch z·visÌ v˝ökov˝
ekvivalent teoretickÈho patra vzhledem k p¯ÌsluönÈ l·tce na
chemickÈ struktu¯e  tÈto  l·tky  bez  ohledu  na  jejÌ retenËnÌ
po¯adÌ. ZÌskanÈ v˝sledky uk·zaly, ûe lze p¯ipravit methakry-
l·tovÈ monolitickÈ kolony pro CLC v kapil·r·ch o vnit¯nÌm
pr˘mÏru 320 µm s v˝ökov˝m ekvivalentem teoretickÈho patra
desÌtek µm, a ûe peËlivou optimalizacÌ sloûenÌ monomernÌ
smÏsi a polymerizaËnÌ smÏsi bude v budoucnu moûno p¯ipra-
vit methakryl·tovÈ monolitickÈ kolony tohoto pr˘mÏru s ˙Ëin-
nostÌ jednotek µm v˝ökovÈho ekvivalentu teoretickÈho patra.

S e z n a m p o u û i t ˝ c h z k r a t e k

AIBN 2,2í-azobisisobutyronitril
AMPS 2-akrylamido-2-methylpropan-1-sulfonov· kyselina
BMA butyl-methakryl·t
EDMA ethylen-dimethakryl·t
CEC kapil·rnÌ elektrochromatografie
CLC kapil·rnÌ kapalinov· chromatografie
H v˝ökov˝ ekvivalent teoretickÈho patra

HPLC vysoko˙Ëinn· kapalinov· chromatografie
LC kapalinov· chromatografie
γ-MAPS (γ-methakryloyloxypropyl)trimethoxysilan, 3-(tri-

methoxysilyl)propyl-methakryl·t
PEEK polyetheretherketon

Pr·ce na tomto projektu byla finanËnÏ podporov·na gran-
tem GA UK 227/2000/B CH/P¯F a v˝zkumn˝m z·mÏrem J13/
98:113100002.
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P. Coufala, M. »ih·ka, J. Such·nkov·a, and E. Tesa¯o-
v·b (aDepartment 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 µm 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.

Obr. 3. Van Deemterovy k¯ivky pro testovanÈ l·tky zmÏ¯enÈ na
kolonÏ F p¯i r˘zn˝ch line·rnÌch rychlostech mobilnÌ f·ze v; p 4-
-ethylanilin, + N,N-dimethylanilin,¨ ethylbenzen, ∆ fenol, ∇ anilin,
◊ toluen,¡ uracil
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