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1. Prolog

Kdyz se na pocatku Sedesatych let minulého stoleti
tehdejsi Ustav makromolekularni chemie CSAV piestéhoval
na Petfiny, zah4jil Sirokou ofenzivu na poli vyzkumu poly-
merid pfipravovanych z 2-hydroxyethyl-methakrylatu, tedy
z monomeru, ktery byl nedavno ptedtim vyvinut profesorem
Wichterlem. Jednim z nejznaméjsich produktti tohoto vy-
zkumu jsou kontaktni coc¢ky, o nichZ jiz bylo napsano mno-
ho. Mélokdo ovSem vi, Ze zhruba ve stejnou dobu se v labo-
ratofi M. Kubina zrodila i prvni monoliticka separacni mé-
dia'. Pracovnici této laboratofe hledali alternativni materia-
ly, jez by mohly nahradit v té dobé velmi popularni Sepha-
dex pii separacich vyuZzivajicich mechanismus gelové filtra-
ce. Protoze 2-hydroxyethyl-methakrylatové gely byly pfi-
pravovany v siroké paleté porozit, nebylo od véci vyzkouset
jejich aplikaci i v této oblasti. Houbovity elasticky gel byl
pfipraven radikdlovou polymeraci 22% vodného roztoku
monomeru ve sklenéné trubce, poté vyjmut, vyvafen ve
vod¢ a zasunut do sklenéné kolony, v niz byl i pouzit. Acko-
liv velmi mala prichodnost tohoto gelu (pouhé 4 mlh™")
a nizk4 Uc€innost nedovolily docilit ocekdvanych separaci,
prvni monoliticka kolona byla na svété. O nekolik let pozdé-
ji pak dvé nezavislé skupiny v Némecku a v USA pouzily
kolony obsahujici polyurethanové pény s otevienymi pory
pfipravené napénénim in situ >, Tyto kolony jiz umoznily
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dosahnout ucinnéjsich separaci jak v plynové, tak i v kapali-
nové chromatografii, le¢ stale nedosahovaly kvalit v té dobé
$pickovych chromatografickych médii, a tudiz se neprosadi-
ly. A tak se stalo, Ze monolitické kolony pak zapadly
nadlouho v zapomnéni. K jejich znovuzrozeni doslo zvlastni
shodou okolnosti opét v Praze na konci osmdesatych let. Od
tohoto okamziku se také zacind odvijet novodoba historie
monolitd, kterd je popsana v nasledujicich fadcich.

2. Charakteristika monolitickych materiali

Monolity jsou separacni média, ktera lze pfirovnat
k jediné velké castici majici tvar i objem zcela zapliujici
vnitiek separa¢ni kolony. Proti typickym kolonam plnénym
drobnymi c¢asticemi, monolity neobsahuji mezicasticové
prostory, kterymi se v klasickych kolonach uskuteénuje
valna ¢ast pritoku. Proto musi veskera mobilni faze nutné
protékat pory monolitu. Béhem minulého desetileti byla
zvefejnéna celd fada originalnich pfistupli zahrnujicich jak
pfipravu systémi vyznacujicich se pouze nékterymi prvky
charakteristickymi pro monolity (jako je snizeny objem
mezi¢asticovych prostort), tak i technologie skute¢né¢ mo-
nolitické. Do prvni skupiny patfi napt. kazety naplnéné vrst-
venymi listy modifikované celulosy ¢i srolované tkaniny.
Monolity druhého typu jsou reprezentovany stlaCenymi
hydrofilnimi gely, polymernimi makroporéznimi disky,
kolonami a trubicemi, jakoz i monolity na bazi siliky, coz je
dnes jiz vZzity termin pro materidly na bazi oxidu kfemicité-
ho. Nékteré¢ z téchto materiald jiz doznaly i praktického
uplatnéni. Tabulka I shrnuje soucasné komeréné& dostupné
monolitické separacni jednotky.

Vyse zminény konvektivni tok pory vyznamné zrychlu-
je prenos hmoty v kolon&”. Na rozdil od diftize, ktera je
hlavni hnaci silou pienosu hmoty z kapaliny proudici podél
Castic v bézné kolon¢ do jejich port, konvekce pory umoz-
fuje znacné zrychleni separaci zejména velkych molekul,
jako jsou bilkoviny, nukleové kyseliny ¢i syntetické poly-
mery, jejichz diftize je pomald. Detailni teoreticky popis
pfenosu hmoty v monolitickych materialech byl nedavno
odvozen Ljapisem®.

3. Makroporézni polymerni disky

Tato forma vyvinutd v Ustavu makromolekularni che-
mie CSAV v Praze je jednim z prvnich skuteén& fungujicich
monolitickych separacnich médii, jez byly pouzity k velmi
rychlym a u¢innym separacim bilkovin’. Pavodni impuls
k jejich vyvoji ptisel z petrohradského Ustavu makromole-
kularnich latek, kde Belenkii studoval chromatografii bilko-
vin v mdédu gradientové eluce, pfi niz pouzil celou fadu
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Tabulka I

Prehled soucasné vyrabénych monolitickych kolon pro HPLC

Referaty

Produkt Tvar Vyrobce Web Material Separa¢ni mody
CIM Disk disk BIA Separations, Lju- biaseparations.com modifikované polymetha- iontova vymeéna,
bljana, Slovinsko krylatové ¢i polystyrenové hydrofobni interak-
kopolymery ce, obracena faze,
bioafinitni
CB Silica plate disk Conchrom, Bremen, conchrom.de modifikovana silika obracena a normal-
Némecko ni faze
SepraSorb disk Sepragen, San Lean- sepragen.com  modifikovana celulosa iontova vymeéna
dro, Kalifornie, USA
CIM Tube trubka BIA Separations, Lju- biaseparations.com modifikované polymetha- iontova vyména
bljana, Slovinsko krylatové kopolymery
UNO kolona BioRad, Richmond, bio-rad.com kopolymery methakrylami- iontova vyména
Kalifornie, USA dovych monomert
Swift kolona ISCO, Lincoln, Ne- isco.com modifikované polymetha- iontova vymeéna,
braska, USA krylatové ¢i polystyrenové obracené faze
kopolymery
Chromolith kolona Merck, Darmstadt, chromolith.com  modifikovana silika obracené faze
Némecko
Monoliths kolona LC Packings, Amster- Icpackings.nl polystyrenové kopolymery obracené faze

dam, Holandsko

separacnich médii i kolon liSicich se geometrii. Zjistil pfi-
tom, zZe pouze jista, vétSinou velmi slaba vrstva sorbentu
v koloné, je postacujici k dokonalé separaci, coz vedlo
k odvozeni teorie kratkych separa¢nich lozi®. P¥iprava krat-
kych kolon potiebnych pro experimentalni ovéfeni této teo-
rie s pouzitim drobnych ¢astic se vSak ukazala velice obtiz-
nou, protoze tyto vrstvy byly pfili§ neusporadané a obsaho-
valy cetné kanalky. Nezbylo tedy nez se poohlédnout po
separac¢nich médiich nového typu, monolitickych discich,
jez byly pro tento ucel vyvinuty v Praze a skute¢né umozni-
ly potvrdit teorii a docilit chromatografické separace s tehdy
nevidanou rychlosti.

Pfiprava monolitd je jednoducha. Ziskavaji se radi-
kalovou polymeraci smési, jeZ obsahuje monovinylovy mo-
nomer s funk¢ni ¢i reaktivni skupinou jako je butyl- ¢i gly-
cidyl-methakrylat, sitovadlo, typicky monomer se dvéma ¢i
vice dvojnymi vazbami napf. divinylbenzen a ethylen-
dimethakrylat, iniciator, a porogenni rozpoustédlo. Tato
smés se naplni do formy bud’ plochého nebo valcovitého
tvaru, kde po zahrati zpolymeruje. Po vyjmuti se pak z des-
ky & roubiku vyrobi mechanickym obrabénim disky’. Ne-
lze-1i ziskat disk s pozadovanymi funkénimi skupinami pfi-
mou polymeraci odpovidajictho monomeru, mohou se
v nésledujicim stupni funkéni skupiny vzniklého polymeru
modifikovat'™'". Vétsina diskovych separacnich médii se
v soucasnosti pripravuje z glycidyl-methakrylatu a ethylen-
dimethakrylatu, pfi¢emz prvni z téchto monomerti umoziu-
je jejich snadnou modifikaci a uplatnéni v celé plejadé tech-
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nik zahrnujicich separace s obracenymi fazemi, s iontovou

vyménou, s hydrofobnimi interakcemi a separace bioafinit-
712

ni”.

Obr. 1. (a) Fotografie CIM® diskii o pruméru 2 cm. Barva mezi-
kruzi je charakteristickd pro monolit uréeny ke specifickému modu
separace. (b) Fotografie monolitickych kolon SWIFT® a odpovi-
dajich monolitd z nich vyjmutych. Horni obrazek ukazuje sklené-
nou kolonu o rozmérech 10010 mm, dolni nerezovou kolonu o
rozmérech 50x4,6 mm. Fotografie byly ziskany laskavosti vyrobct
(BIA Separations, Ljubljana, Slovinsko a ISCO, Inc., Lincoln,
Nebraska, USA)
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Obr. 2. Separace bilkovin z mySich ascitii a isolace monoklonal-
niho IgG s pouZitim dvou CIM® diski s riznymi funk&énimi
skupinami umisténymi ve stejném pouzdi'e metodou kombino-
vané kapalinové chromatografie (conjoint liquid chromatogra-
phy, cit.'*); Podminky: Separaéni média: disky 12 mm préimér x 3
mm tloustka, objem 0,34 ml; prvni disk CIM® QA, druhy disk
CIM® Protein A; nastiik: 20 ml; mobilni faze: A: 20 mmol.l" Tris-
HCl, pH 7,4; B: 1 mol.I" NaCl v A; C: 0,1 mol.I"! kyselina octova;
gradient: 0-50 % B v A za 50s, 100 % A po dobu 40 s, 100 % C
po dobu 30 s; pritok: 4 ml.min™ ; UV detekce 280 nm

Disky se vkladaji do pouzdra vyvinutého pro tento ucel
a cela jednotka pak slouzi k separacim. Slovinska firma BIA
Separations, jeZ tyto disky i pouzdra vyrabi'®, zlepsila pt-
vodni technologii a umist'uje porézni disky do polyolefino-
vého mezikruzi dobie viditelného na obr. la, které tvoii
nepropustnou bo¢ni sténu. I kdyz monolit je sdm o sobé
dostate¢né mechanicky pevny a Ize s nim snadno manipulo-
vat, mezikruzi ho déle zpeviiuje a omezuje nebezpeci odla-
movani jeho hran. Kromé toho plochy povrch prstence
umoznuje pevné stisknuti monolitu v pouzdie, aniz by mo-
nolit sdm byl vystaven nezddoucimu mechanickému nama-
hani. V témze pouzdie 1ze snadno vymeénovat disky a cely
systém pouzit pro nejriznéjsi separace. Do téhoz pouzdra je
rovnéz mozno vlozit soucasné i nekolik disku lisicich se
funkénimi skupinami a docilit vicerozmérné separace.
Obr. 2 zobrazuje separaci bilkovin a IgG s pouzitim tzv.
conjoint liquid chromatography (kombinované kapalinové
chromatografie) spojené v pouzdie obsahujicim dva disky,
jeden nesouci iontové-vyménné skupiny a druhy protein A
(cit.").
Od samého pocatku disky umoznovaly velmi rychlé
a vysoce ucinné separace bilkovin a nukleovych kyselin.
Podrobné studium mechanismu téchto separaci vedlo Tenni-
kovou k vypracovani teorie popisujici separace v tenkych
monolitickych vrstvach, jez byla shleddna zcela odlisnou od
separaci docilovanych v podlouhlych kolonach véetné mo-
nolitickych'™'.

4. Makroporézni polymerni kolony
Dalsi forma, podlouhlé monolitické kolony, byla vyvi-

nuta na po&atku devadesatych let'’. Na rozdil od diskd jsou
tyto monolity pfipravovany pifimo v trubce kolony ¢i
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Obr. 3. Rychla separace bilkovin v médu s obracenymi fazemi
s pouzitim vysoké priitokové rychlosti’'; Podminky: monoliticka
poly(styren-co-divinylbenzenova) kolona: 50x4,6 mm; gradient
mobilni faze: 42 % - 90 % acetonitrilu v 0,15% vodném roztoku
trifluoroctové kyseliny béhem 0,35 min; priitok 10 ml.min™; UV
detekce pifi 280 nm; piky: ribonukleasa A (1), cytochrom c (2),
hovézi sérovy albumin (3), carbonatanhydrasa (4), ovalbumin (5)

v kapilare, které se naplni polymera¢ni smési, uzaviou a za
tepla zpolymeruji. Monolit v nich pak ziistdva béhem vsech
operaci i pouziti. Obr. 1b predstavuje dvé monolitické kolo-
ny s ruznou velikosti pfipravené polymeraci ve sklenéné
a nerezové trubce. Pfi pfimé vyrobé v kolon¢ odpada mani-
pulace, avSak pouhd vyména monolitu za jiny v téze trubici
je prakticky nemozna. Polymeraéni smés pouzivana pro
pfipravu téchto monoliti je do zna¢né miry obdobna té,
kterd vede k diskiim. Protoze délka téchto kolon je ve srov-
nani s disky mnohem vétsi, vystupuje vice do popredi jejich
pruchodnost, které musi byt dosazeno pfi pouziti rozumnych
tlakti. Mimotadné nizky odpor vici proudéni kapalin pory je
predpokladem vysokych priutokovych rychlosti vhodnych
k velmi rychlym separacim. Typicka velikost pori
v monolitech ¢ini 1 um a obvykle se fidi typem a sloZzenim
porogenniho rozpoustédla pouzitého pii pripravé'®.

Buchmeiser neddvno demonstroval mirné odliSny
postup spocivajici v tzv. ,,ring-opening metathesis polymeri-
zation* (ROMP, polymerace metathesi za otevieni kruhu,
cit.'”), ktera sice vyzaduje specialni monomery, ale rovn&z
vede k dobfe definovanym monolitim. Paleta vyrobnich
technik byla doplnéna i polymeraci iniciovanou UV svétlem
zvlasté vyhodnou pro pfipravu monolith v kapilarach a mik-
rofluidnich zafizenich®. Tato metoda oviem vyZaduje, aby
forma, v niz reakce probiha, byla transparentni pro UV svét-
lo, coz je napt. snadno splnéno v komercnich silikovych
kapilarach potaZzenych Teflonem.

Funkéni skupiny monolitickych kolon pfipravenych
pfimou polymeraci jsou dany pouzitymi monomery. Tento
postup je napt. velmi usp&$ny pro piipravu monolitickych
kolon obsahujicich poly(styren-co-divinylbenzen) vhodnych
pro mimotadné rychlé separace bilkovin demonstrované na
obr. 3 (cit."). Huber pouzil kapilarni kolonu obdobného
slozeni k vynikajicimu d&leni nukleovych kyselin®®. Dalsi
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moznosti kontroly funk¢nich skupin je pfiprava monolitu
s reaktivnimi skupinami a modifikace vzniklého polymeru.
Jiz témét klasickym prikladem jsou monolity na bazi glyci-
dylmethakrylatu. Cel4 plejada funkcionalizovanych monoli-
tickych kolon, liSicich se velikosti i separa¢nimi mecha-
nismy pro které se hodi, je tak snadno dostupna.

Typické modifikacni reakce vedou k nové skupiné
monolitl reakci ptivodni funkéni skupiny. Chceme-li v§ak
umocnit pocet riznych funkénich skupin, je 1épe pouzit
roubovani. Pfi ném z kazdé povrchové skupiny roste fetézec
obsahujici Cetné nové funkéni skupiny, které mohou vy-
znamné zvysit vazebnou kapacitu. V idealnim pfipadé pak
postacuje optimalizovat piipravu generického monolitu
a chemii na povrchu pord upravovat roubovanim. Monolity,
jejichz povrch lze roubovat, byly napf. pfipraveny
s pouzitim stabilnich volnych radikald, které v latentni for-
mé zdstavaji pfitomny na povrchu pora a teprve po jejich
zaplnéni novou polymeracni smési se aktivuji zahtatim
a iniciuji dal§i polymeraéni reakci®>**. Podobné lze navézat
na povrch azoiniciator a pouzit ho k roubovani napt. N-iso-
propylakrylamidu. Takto upraveny monolit méni polaritu
v zavislosti na teplot¢ a byl pouzit k déleni bilkovin
v hydrofobné-interakénim modu bez pouZiti gradientu mo-
bilni faze. Postupné eluce bylo dosazeno pouhou zménou
teploty kolony™. Nespornou vyhodou tohoto separa¢niho
procesu je snadna moznost recyklovani mobilni faze a men-
§i zaté¢Zovani zivotniho prostfedi. RovnéZ plisobeni UV
svétla umoznuje iniciovat roubovani uvniti poért, a tedy
1 velmi u¢innou a snadnou kontrolu chemickych funk&nich
skupin nejenom co do kvality, ale i co do jejich rozmisténi,
nebot’ ¢ast monolitu, jez je podrobena ozafovani, se snadno
vymezi priloZzenou maskou. Tak Ize do jediného monolitu
umistit nékolik riznych typt skupin a vytvaret celé separac-

ni systémyze.

5. Tubularni kolony s radidlnim tokem

Rychlost separace, které je mozné dosahnout
v monolitickych kolonach, je pfitazliva pro jejich pouziti
pro separace v biotechnologickych vyrobach. K tomu je
vSak potfeba pfipravit objemné monolity. Postup uvedeny
v predchozi sekci se pro tento ucel piilis nehodi, nebot” po-
lymerace jsou vesmés exothermni reakce, jez produkuji
teplo. Zatimco v malych kolonach do priméru cca 10 mm je
snadné toto teplo odvést sttnami do okolniho prostiedi,
presné fizeni teploty uvniti nemichaného polymerizujiciho
obsahu velkych kolon, které je potfebné pro ziskani materia-
It s pozadovanymi poréznimi vlastnostmi a bez radialnich
gradientti vlastnosti, je velice obtizna*’. Elegantni feSeni
tohoto problému nabidl Podgornik®. Namisto plného mono-
litického bloku pfipravil monolit ve tvaru trubice, jejiz stény
jsou tenci a teplota pfi polymeraci je tedy snaze udrzovana
v pozadované toleranci. Kromé to lze snadno ménit jak pri-
mer tak i tloustku této monolitické trubky. ZvétSeni prameé-
ru pii zachovani stejné tlouStky stény vede ke kvadratické-
mu rastu celkového objemu separacniho média a tedy i ke
zvySeni separacni kapacity. Pouziti nékolika tubularnich
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Obr. 4. Konstrukce monolitické jednotky o velkém objemu
s radialnim pritokem pro preparativni separace™

monolitl zasunutych do sebe teleskopickym zpisobem uka-
zanym na obr. 4 umoznuje dosdhnout objem stacionarni
faze zcela neptedstavitelnych pii pouziti klasického vyrob-
niho postupu. Tok témito kolonami je radidlni, vétSinou
z vnéjsku do stfedu. Vynikajici permeabilita téchto monolit
usnadnuje jejich pouziti i pti vysokych pritokovych rych-
lostech. Tak napf. tubuldrni kolona o objemu 800 ml vyra-
béna firmou BIA snadno toleruje radialni pritokovou rych-
lost 2 1.min™" a byla Gisp&$né pouzita k rychlé separaci bilko-
vin v preparativnim méfitku.

6. Komprimované gely

Soucasné s vyzkumem diskli probihajicim v Praze,
Hjertén v Uppsale experimentoval se silné zesiténymi poly-
akrylamidovymi gely. Neocekdvané pfitom zjistil, Ze po
stlaceni sloupce gelu s pouzitim hydrostatického tlaku prou-
dici kapaliny lze vyznamné zvysit jeho permeabilitu. Odtud
pak byl jiz jenom kricek k ptipravé gelu polymerizaci vod-
ného roztoku N, N’-methylenbis-akrylamidu a kyseliny akry-
lové v pritomnosti anorganické soli, nejéastéji siranu amon-
ného, jeho stlaeni na méné nez 10 % phvodniho objemu,
a pouziti k separaci bilkovin v iontové-vyménném médu®’.
Tato technologie byla posléze prevzata firmou BioRad
v Kalifornii, vylepSena pouZitim 1,4-diakrylpiperazinu jako
sitovadla a pouzita k pfipravé kolon zndmych pod znackou
UNO. Interaktivni skupiny jsou zavadény do t&chto kolon
kopolymeraci. Protoze ptiprava probiha ve vodném roztoku
a vSechny komponenty musi tedy byt rozpustné ve vode, je
pocet zpusobilych monomert, a tedy i separacnich médd,
znaéné omezen. VéEtSina téchto monolith nachdzi proto
uplatnéni v iontové vyménnych separacich. Vyjimkou je
monolit pfipraveny z N-isopropylakrylamidu, ktery je pou-
Zitelny pro hydrofobné-interakéni separace bilkovin™. Vy-
roba monolitll pro separace s obracenymi fazemi touto tech-
nologii by vSak byla velmi obtizna, protoze vhodné mono-
mery nejsou rozpustné ve vod€. Podobné jako predeslé mo-
nolity, i tyto maji velice vyhodny profil vanDeemterovy
zavislosti €innosti na prutoku a umoziuji pouziti velkych
pritokovych rychlosti aniz utrpi kvalita separaci. Hydrofilni
povaha vlastni tomuto typu monoliti je predurcuje
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k separacim bilkovin, peptidd, nukleovych kyselin i celych
adenovira®'.

7. Monolitické kolony z anorganickych materiali

Anorganické latky jsou velmi popularni jako naplné
kolon v kapalinové chromatografii. Neni proto divu, Ze tyto
materialy byly pouzity i k pripravé monolitickych kolon.
Tanaka vyuzil ty€inek z oxidu kfemicitého s precizné kon-
trolovanymi poréznimi vlastnostmi vyvinutych Nakanishim
a Sogou’® a docilil vysoce Gi¢innych separaci malych mole-
kul®, které jsou velmi obtizn& dosaZitelné se viemi vyse
uvedenymi organickymi monolity. Na rozdil od nich v8ak
silikové monolity nemohou byt pfipravovany in situ, nebot’
ztuhnuti béhem hydrolyticky iniciované polykondenzace
tetraalkoxysilanti v pfitomnosti poly(ethylenoxidu) jako
porogenu je doprovazeno znacnym poklesem objemu. Napf.

Obr. 5. SEM obrazky morfologie polymerniho (a) a silikového
(b) monolitu
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Obr. 6. Separace b-blokatoru s obracenymi fazemi pfi riznych
prutokovych rychlostech s pouzitim monolitické kolony
Chromolith*; Podminky: kolona: silikovy monolit RP 18e, 50x4,6
mm i.d.; mobilni faze: 20 : 80 acetonitril/0,1 % trifluoroctova kyse-
lina ve vodg; pritok: 1-9 ml.min™', UV detekce pii 254 nm, piky:
atenolol (1), pindolol (2), methoprolol (3), celiprolol (4), bisoprolol
)
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tyC¢inka o pruméru 4,6 mm se ziska z formy o pruméru 6
mm. Proto se ty¢inky vyrab¢ji oddélen€ a poté uzaviou do
smrstivé trubice z materialu PEEK (poly(ether-ether-keton),
ktera pak tvoii t€lo kolony. Interaktivni skupiny, vétSinou
C18, se navazuji znamymi reakcemi na silikovy monolit jiz
umistény v kolong€. Diky zna¢nym objemovym zméndm je
mozné pfipravit pfimé ty¢inky pouze do délky cca 15 cm,
coz do znacné miry omezuje maximalni délku kolon. Pii
vétsSich délkach totiz dochdzi k ohybani tycinek. Merck
(Darmstadt) vyrabi v soucasnosti tyto kolony ve dvou veli-
kostech pro separace s obracenymi fazemi pod nazvem
Chromolith**. Laboratorné byly jiz vyvinuty i kolony pro
kapilarni HPLC pfipravené ptimo v kapilarach. Smrstivost
je fizena kovalentnim navazdnim monolitu ke sténdm kapi-
lary™.

Porézni struktura silikovych monolitll je odlisna od
organickych monolitd. Zatimco struktura organickych poly-
mert se skladd z pospojovanych skupin malo usporadanych
mikroglobuli s makrop6ry mezi nimi (obr. 5a), silikové mo-
nolity se skladaji z dobfe usporadanych pfiblizné stejné veli-
kych skeletti prostoupenych téméf monodisperznimi 1 pm
velkymi pory (obr. 5b). Skelety samy jsou téz porézni a pro-
pujcyji témto monolitim specificky povrch dosahujici néko-
lika set m>.g”', tedy vlastnost, jeZ je cenéna pravé pfi sepa-
racich malych molekul. Obr. 6 zobrazuje velmi rychlé déle-
ni 1é¢iv. Nizky odpor k toku typicky pro vS§echna monolitic-
ka média umoziuje pouziti kolony o vnitfnim primeéru 4,6
mm pii pritokové rychlosti a7 9 ml.min™', aniz by tlak pfe-
sahl hodnotu 8 MPa, coZ jsou podminky zcela nepfedstavi-
telné pro stejnou kolonu napln&nou 5 um &asticemi**.

Na rozdil od organickych monolitickych kolon, které
se mimotadné osveédCily pfi separacich velkych molekul,
vétSina zatim popsanych separaci pouZivajicich silikové
monolity se tyka malych molekul. To ¢ini tyto kolony uni-
katnimi v celé rodiné monoliti uréenych pro HPLC.

8. Reprodukovatelnost monolitickych kolon

Spolu se zavedenim monolitickych kolon opét vy-
vstala ona vécna otdzka chromatografistli tykajici se repro-
dukovatelnosti. Typické sférické naplné chromatografic-
kych kolon s definovanymi fyzikalnimi i chemickymi vlast-
nostmi jsou vyrabény ve velkych mnozstvich a jednotlivé
kolony plnény identickym materidlem. Toto plnéni byva
kamenem trazu a Casto je oznacovano za ,,Cernou magii®,
protoze reprodukovatelnost je pravé nejvice ovlivnéna timto
vyrobnim stupném a védecka baze ke kontrole tohoto postu-
pu chybi. Naproti tomu kazda monoliticka kolona, at’ jiz
ziskand polymerizaci in situ &i pfipravend oddélend
a poté uzaviena do kolony, je vlastné prototypem. Nékte-
ré typy monolitickych kolon dale vyZzaduji chemickou
modifikaci, ktera se rovnéz provadi v koloné. Pochopitel-
né, ¢im vétsi pocet stupiil, tim vétsi rozptyl vlastnosti.
Tak napt. poly(styren-co-divinylbenzenové) monolitické
kolony pfipravené v jediném stupni jsou velice dobfe repro-
dukovatelné. Kupodivu vsak i silikové monolitické kolony,
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jejichz mnohastupnova vyroba patfi k nejslozitéjsim, se
vyzna&uji veelku dobrou reprodukovatelnosti. Siroka neza-
visla studie prokazala, Ze reprodukovatelnost komer¢nich
kolon Chromolith je pln€ srovnatelnd s jejich plnénymi pro-
téjsky. Napf. variace v relativnich retencich vykazovaly
relativni smérodatnou odchylku 4 % pro vétSinu z dlouhé
fady testovanych latek*®.

9. Epilog

Ackoliv monolitické kolony, nazyvané stacionarnimi
fazemi Gtvrté generace®’, jsou veelku novou formou fazi pro
HPLC a mnoho jesté zbyva udélat, poznatky ziskané za
predeslé obdobi otviraji dvete k pfipravé jest¢ ucinnéjsich
a rychlejsich kolon s vlastnostmi Sitymi na miru pozadované
aplikaci. Guiochon nedavno napsal38: »Vynalez a vyvoj
monolitickych kolon je vyznamna zména v kolonové tech-
nologii, vpravdé prvni ptivodni prulom, ktery se objevil
v této oblasti od doby pted sto lety, kdy Cvét vynalezl chro-
matografii.“ Velky objem experimentalni prace nahromade-
ny do dnesnich dnt, jakoz i komer¢ni dostupnost monolitic-
kych kolon, podporuji Givahy o jejich zna¢ném potencialu do
budoucna. Jejich jedinecné vlastnosti odliSujici je od vsech
ostatnich kolon, zejména pak snadnost jejich pfipravy, tole-
rance k velkym pratokovym rychlostem dosazitelnym
s pouzitim pouze mirnych tlak a velké rychlosti, s nimiz
lze dosahnout vynikajicich separaci, ¢ini tyto kolony
v jistych oblastech nezastupitelnymi. Pocet separaci docile-
nych s monolitickymi kolonami i mnozstvi vyvinutych se-
para¢nich metod zatim zdaleka nedosahuje poctl charakteri-
zujicich jejich mnohem star$i protéjsky plnéné sférickymi
casticemi. Je vSak otazkou casu, kdy toto jiz nebude prav-
dou, protoze pocet chromatografistl pouZzivajicich monoli-
tické kolony neustdle roste a do jejich vyzkumu jsou
v soucasné dob¢ zapojeny pracovisté na vSech kontinentech.
I v Ceské republice je nékolik skupin, které se angazuji
v této oblasti **~*'.

Rozsah tohoto sdéleni umoznil pouze popis monolitic-
kych materialéi pouZitelnych v HPLC. Rada dalsich stejné
slibnych aplikaci se v§ak ukazuje i v dalSich oblastech jako
je elektrochromatografie®’, mikrofluidni systémy, plynova
chromatografie, heterogenni katalyza a kombinatorialni
chemie. Zajemci o dalsi informace je najdou v praveé vydané
objemné monografii®’.

Tato prace byla umoznéna diky podpore National Insti-

tute of General Medical Sciences, National Institutes of

Health, grant GM-48364.
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F. Svec (Department of Chemistry, University of Cali-
fornia, Berkeley, USA): Monolithic Stationary Phases.
Place of Birth: Prague

It is not generally known that monoliths, which are
now the fastest growing segment of HPLC column techno-
logies, were invented in Prague as early as the late 1960s.
Although these early monoliths comprising a block of
swollen hydrophilic gel did not perform flawlessly, the con-
cept has been demonstrated. Unfortunately, after a few more
approaches were unsuccessfully tested, this technology was
almost forgotten until the late 1980s. At that time, two
groups developed simultaneously synthetic polymer
monoliths with an excellent performance in the separation
of proteins. Interestingly enough, one of them was again in
Prague. This new generation of monoliths triggered
a broad interest in this technology and has led to develop-
ment of a wide variety of formats and materials. This re-
view also describes in some detail the current most
successful monolithic formats such as discs and columns as
well as a plethora of materials that were used for their pre-
paration.



