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1. Uvod

Uvodem tohoto referatu bychom radi predeslali, Ze
nasledujici text je urCen predev§im pro Ctenare, ktefi

s monolity zacinaji a hledaji zakladni obecné informace
o monolitickych kolonach a jejich pfiprave. Text je vice
orientovan na organické monolitické faze, jejichz pfiprava
v laboratofi je jednodussi a rozsifenéjsi.

Monolitické stacionarni faze jsou unikatni separacni
média, kterd jsou vytvorena zjednoho kusu poérovitého
materialu, nejcastéji na bazi organického polymeru nebo
oxidu kfemicitého. Historie monolitickych kolon zapocala
ve druhé poloving 20. stoleti a v ¢eském ¢lanku ji prehled-
né zpracoval Frantisek Svec'. V dnesni dobé se monolitic-
kych stacionarnich fazi vyuZiva zejména v kapilarni kapa-
linové chromatografii (CLC), kapilarni elektrochromato-
grafii (CEC) a v klasické vysokoucinné kapalinové chro-
matografii (HPLC) ve formé kolon ¢i monolitickych disk.
Morfologicky rozdil mezi monolitickou a klasickou népl-
novou kolonou je schematicky znazornén na obr. 1.

Monolity maji bimodalni charakter pordi, obsahuji
velké pory umoznujici pratok mobilni faze (makropory >
50 nm, nejcastéji cca 1 um) a malé pory, které zajiSt'uji
dostatecny specificky povrch pro interakci s analytem
(mezopory 2—-50 nm, mikropory < 2 nm). Tato distribuce
poru je typickd pro monolity na bazi oxidu kiemicitého.
Naproti tomu organické monolity v sobé mezopdry mo-
hou?, ale i nemusi obsahovat®. Monolitickd faze vypliuje
cely vnitini prostor kolony, mobilni faze tak protéka ptimo
stacionarni fazi a analyty se k aktivnim centrim dostavaji
konvektivnim tokem, ¢imz se urychluje jejich transport
kolonou a interakce se stacionarni fazi. Matematicky popis
prenosu hmoty v monolitech byl teoreticky odvozen Liapi-
sem v roce 1999 (cit.®). Makropory také umozituji kratsi
analyzy, jelikoz lze pouzit vyS$si prutok mobilni fize bez
vyrazné ztraty Gcinnosti a prekrocCeni tlakového limitu
chromatografického systému. Monolitickd média vytvote-
na z organickych polymert jsou také stabilni v Siroké Skale
hodnot pH, lze je pfechovdvat i v nesmoceném stavu
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Obr. 1. Struktura stacionarni faze (a) v napliiové a (b) v monolitické koloné; cit.
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a ptisobenim tlaku postupné nesesedaji jako kolony napl-
nové.

2. Monolity na bazi organického polymeru
a jejich priprava

Polymeriza¢ni smés pro pifipravu organickych mono-
litd se skladd z monomeru, sitovaciho Cinidla (zpravidla
molekula obdobna monomeru, avSak obsahujici dvé dvoj-
né vazby), iniciatoru a porogenni smési. Slozky porogenni
smési nejsou zabudovany do polymerni struktury monoli-
tu, pouze vznikajici monolit solvatuji a jejich objem tak
udava jeho konecnou porozitu. Nejpouzivanéjsimi mono-
mery jsou derivaty methakrylatu, akrylamidu a styrenu.
Nejbéznéjsimi  sitovacimi Cinidly pak jsou ethylen-
dimethakrylat a divinylbenzen. Monolity se nejcastéji pii-
pravuji radikalovou kopolymerizaci, pii které je polymeri-
zacni smés uzaviena v t€le budouci separacni kolony
(in situ). 'V prvnim kroku se iniciator (napf. a,o'-
azobisisobutyronitril) rozpad4d na radikaly, které iniciuji
vlastni polymerizacni reakci. Vznika polymerizacéni feté-
zec, ktery s ¢asem nabyva na hmotnosti a postupné se vice
situje, aZ se stava v polymeriza¢ni smési nerozpustnym
a precipituje jako takzvané polymerizacni jadro. Pro vznik-
1é jadro jsou termodynamicky vyhodnéjsimi solventy mo-
nomery nez slozky porogenni smési a polymerizace tak
dale pokracuje uvnitt jadra i v okolni kapalin€. Polymeri-
zace uvnitf jadra je vSak kineticky preferovana, jelikoZ
koncentrace monomerd v jadie je vyssi. Retézce polymeru
vzniklé v kapalin€ jsou brzy zachyceny jadrem, které
s ¢asem dale nartista. Kdyz jadro doroste do urcité velikos-
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ti, sitovanim se spoji se sousednimi jadry a vytvori shluk.
V pozdéjsi fazi polymerizace se narstajici shluky spojuji
a vytvareji strukturu s prito¢nymi pory, ktera dale zesiluje
vnitinim sitovanim a nartistd o nové fetézce vytvorené
polymerizaci v roztoku az do kone¢né podoby tuhého mo-
nolitu, ktery uvnitf porii obsahuje pouze nereaktivni poro-
genni smés. Naproti tomu sférické Castice organickych
polymerti pouzivané v napliiovych kolonach se vytvareji
procesem suspenzni polymerizace a morfologie téchto
Castic je ovlivnéna dalSimi vlivy, jako jsou dynamika mi-
chani polymerizacni smési a mezifdzové napéti mezi vod-
nou a organickou fazi. Sférické ¢astice a monolity pripra-
vené ztotozné polymerizaéni smési maji pak odliSnou
vnitini strukturu®. Jednim z hlavnich smérét vyuziti mono-
litickych kolon ve vyzkumu jsou kapilarni separa¢ni meto-
dy (CLC, CEC). Ktemenné kapilary vyplnéné organickou
monolitickou stacionarni fazi vSak zatim nejsou komercné
dostupné a ptiprava téchto kolon se tedy musi uskutecio-
vat pifimo v laboratofi. Na obr. 2 je znazornéno schéma
piipravy kapilarni monolitické kolony na bazi organického
polymeru.

Pro ucely CLC je nezbytné pevné uchyceni monolitic-
ké stacionarni faze k vnitini sténé kapilary, aby vlivem
tlaku kapaliny nedoslo k jejimu vytlaceni. Pevné spojeni
monolitu se sténou kiemenné kapilary se realizuje proce-
sem silanizace, kterym se na st€nu kapilary chemicky na-
vaze sloucenina s dvojnou vazbou. Tato dvojnad vazba se
pak pfimo Ucastni polymerizace monolitu, a ten je tak na-
vazan ke stén¢ kapilary na mnoha mistech kovalentni vazbou.
Schéma silanizace kfemenné kapilary 3-(trimethoxysilyl)-
propyl-methakrylatem (dale jen y-MAPS) je znazornéno na
obr. 3.

modifikace vnitfni stény — silanizace
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Obr. 2. Schéma piipravy kapilarni kolony s organickou monolitickou stacionarni fazi; cit.’
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Obr. 3. Schéma silanizace kitemenné kapilary y-MAPS; cit.®

V prvnim kroku je nutné povrch kapilary aktivovat
hydroxidem sodnym a vodou, ¢imz se siloxanové skupiny
pfevedou na silanolové. Silanolové skupiny jsou pak pfi-
stupné pro vlastni reakci se silaniza¢nim ¢inidlem. Pod-
minky, pfi kterych se jednotlivé kroky silanizace provadé-
ji, se Casto 1isi v pouzitém rozpoustédle, koncentraci silani-
zacniho €inidla a hydroxidu, Case i teploté. Zptisob silani-
zace ovliviluje charakteristiky vnitfni stény kapilary, jako
jsou kontaktni uhel, smacivost a adheze®, a nepiimo tak
i vlastnosti budouci monolitické stacionarni faze.
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Vhodnym vybérem monomer ovlivilujeme nejen
chemickou podstatu monolitu, ale i jeho morfologii’. Riiz-
né monomery maji totiz rozdilné sférické a dalsi fyzikalné-
chemické vlastnosti, odlisné interaguji se slozkami poro-
genni smési a maji jinou reak¢ni kinetiku. Na morfologii
vysledného monolitu ma vyznamny vliv i mnozstvi sitova-
ciho cinidla. Na obr. 4 je sloupcovymi grafy znizornén
narist  specifického  povrchu  poly(styren-co-divinyl-
benzenového) monolitu s rostoucim zastoupenim divinyl-

/—— 100% DVE
41

HEX MET DMF WED

Porogen

Obr. 4. Zavislost specifického povrchu poly(styren-co-divinylbenzenového) monolitu na obsahu sit’ovaciho ¢inidla a pouzitého
porogenu. DVB — divinylbenzen, THF — tetrahydrofuran, ACN — acetonitril, TOL — toluen, CHB — chlorbenzen, HEX — n-hexan, MET —
methanol, DMF — N,N-dimethylformamid, MEO — methyl-ferc-butyl ether. Prevzato se souhlasem z cit.'’. Copyright (2001) American

Chemical Society
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benzenu v polymerizacni smési pfi pouZziti riznych poro-
genl. Pfi vySSim obsahu sitovaciho ¢inidla je polymer
vznikajici v po€ate¢ni fazi polymerizace vice zesitovan
aze smesi precipituje jadro mensi velikosti. Spojovani
mensich jader vede i k mensimu objemu mezi nimi, a tedy
i k men$im porim monolitu a jeho rostoucimu specifické-
mu povrchu.

Zvysenim obsahu sitovaciho ¢inidla tedy dosahneme
vys$siho specifického povrchu monolitu, avSak snizime
mnozstvi zakladniho monomeru na jeho povrchu. Zmény
morfologickych vlastnosti monolitu pfi zachovani chemic-
kého slozeni pak dosdhneme v prvé fadé optimalizaci po-
rogenni smési. Porogenni smés ovliviiuje velikost porh
monolitu solvataci vznikajiciho polymerovaného jadra.
S rostouci schopnosti porogenu solvatovat jadro klesa za-
stoupeni monomert v jeho okoli a z polymeriza¢ni smési
precipituje jadro mensi velikosti, coz vede k menSim po-
ram a vys$§imu specifickému povrchu monolitu. Z obr. 4
vyplyva, Ze napf. toluen je dobrym solvata¢nim cinidlem
pro poly(styren-co-divinylbenzenové) monolity, zatimco
polarni methanol nikoli. Velmi casto se v porogennich
smésich pouziva dodekan-1-ol, ktery je slabym solvatac-
nim c¢inidlem a kterym Ize zvétsit pory styrenovych i me-
thakrylatovych monolitii. Morfologii a ¢astecn¢ i chemické
slozeni monolitu je mozné ovlivnit ¢asem polymerizace.
Napiiklad monolit na bazi poly(butyl-methakrylat-co-
ethylen-dimethakrylatu) je v pocatecni fazi polymerizace
tvofen malymi globulemi, které obsahuji vice sitovaciho
¢inidla nez zakladniho monomeru. S postupem cCasu se
globule spojuji a tvori shluky, ¢imz se ztraci zastoupeni
mezoport ze struktury monolitu. S nartistajicim ¢asem tak
klesa porozita a specificky povrch monolitu''.

Pravdépodobné nejpouzivanéjsim zplsobem iniciace
polymerizace je iniciace termickd. Jako inicidtoru se obvykle
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Obr. 5. Distribuce péra poly(glycidyl-methakrylat-co-

ethylendimethakrylatového) monolitu pii riznych teplotach
polymerizace (1) 80 °C, (2) 70 °C, (3) 55 °C. Méfeno rtutovym
porozimetrem. Pievzato se souhlasem z cit.'’.Copyright (1996)
American Chemical Society
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pouziva a,o’-azobisisobutyronitrilu (déle jako AIBN). Na
obr. 5 je znazomén vliv teploty na distribuci pora poly(glycidyl-
methakrylat-co-ethylen-dimethakryl4tového) monolitu. V sou-
ladu s mechanismem vzniku vede vyssi teplota ke zmense-
ni port. Pfi vyssi teploté se rychleji rozpada iniciator
a vznika vice jader a vice shluki. Jelikoz je mnozstvi mo-
nomerd konstantni, musi mit pfi v&tSim poctu jednotlivé
shluky mensi velikost a jejich spojovanim vznikd monolit
s menSimi pory a vyS§im specifickym povrchem. V oblasti
nizsich teplot (55-70 °C) toto pravidlo vSak neni zcela
univerzalni. Efekt zvySeni rozpustnosti vznikajiciho poly-
meru ve smési s rostouci teplotou a nasledna precipitace
jadra o vétsi velikosti se u polymerizace monolitil neproje-
vuje'?.

Druhym nejcastéjSim zplsobem iniciace polymeriza-
ce je pusobeni UV zafeni. Jako iniciator 1ze opét pouzit
AIBN, ale Cdcastéjsi je pouziti 2,2-dimethoxy-2-fenyl-
acetofenonu (DMPAP). Vyhodou iniciace UV zafenim je
pfedevsim rychlost. Polymerizace iniciovana timto zptso-
bem trva nékolik malo minut, zatimco termicky iniciovana
polymerizace probihd v fadu hodin. Iniciace UV zafenim
za laboratorni teploty také umoznuje pouziti slozek poro-
genni smési s niz§im bodem varu, které¢ by se pfi teplem
iniciované polymerizaci odpafily. Nevyhodou tohoto zpu-
sobu iniciace je nutnost pouziti téla kolony vytvofené¢ho
z materidlu dobife prostupného pro UV zafeni. V piipade
kapilarnich kolon to znamena pouziti kiemennych kapilar
potazenych teflonem, které jsou mnohonasobné drazsi nez
bézné  kapilary potahované polyimidem. Iniciace
UV zafenim také prakticky znemoziuje pouziti monomert
na bazi styrenu, které v této oblasti spektra vyrazn¢ absor-
buji. Radikalovou polymerizaci lze iniciovat i dal§imi zpu-
soby, jako je napf. mikrovinné ¢i y-zateni. Monolitické
kolony se také nepfipravuji pouze polymerizaci s volnymi
radikaly, ale i dalSimi zplsoby, které jsou piehledné
popséany v &lanku'* z roku 2010.

2.1. Modifikace povrchu organickych monolitd

Riazné druhy interakci v chromatografii vyzaduji od
stacionarnich fazi ptitomnost funkénich skupin a u monoli-
tickych kolon existuji dva zakladni pfistupy, jak dosahnout
pritomnosti téchto kli¢ovych skupin na povrchu monolitu.
Principialn€ nejjednodussi je pouziti zékladniho monome-
ru, ktery pozadovanou funk¢ni skupinu obsahuje. Takto 1ze
pripravit monolity, které obsahuji napf. skupinu hydroxy-
lovou, amidovou, sulfonovou, fosfatovou a karboxylo-
vou'’.Vyhodou tohoto pfistupu je jednoducha piiprava, na
druhou stranu znacna ¢ast pouzitého monomeru je obsaze-
na i ve vnitini struktufe monolitu a naopak na povrchu je
pfitomné i sitovaci ¢inidlo. Pozadovana funkéni skupina
monomeru také mtize byt pfi¢inou jeho omezené rozpust-
nosti v polymeriza¢ni smési, coz muze limitovat jeho ob-
sah, nebo i znemoznit jeho pouziti. Druhy pfistup zahrnuje
metody chemické modifikace povrchu jiz vytvofeného
monolitu. Postup je tedy vicekrokovy, coz muze vést ke
snizeni reprodukovatelnosti vyslednych kolon a ke zvySeni
Casové, materidlové 1 energetické naroCnosti pfipravy.
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Existuje mnoho zplsobti chemické modifikace povrchu
monoliti. Zakladnim pfistupem je chemicka reakce funké-
ni skupiny pfitomné na povrchu monolitu s funkéni skupi-
nou derivatizacniho cinidla, které obsahuje i skupinu po-
ttebnou pro provedeni poZadovaného druhu chromatogra-
fie. Ktomuto ucelu se jako zakladniho monomeru
s vyhodou uzivad glycidyl-methakrylatu, ktery obsahuje
reaktivni epoxidovou skupinu. Pouzitim vhodnych deriva-
tizacnich ¢inidel lze pak pfipravit napf. Sirokou Skalu ion-
tové vyménnych kolon'®?’. Timto zptisobem se odstrani
komplikace s rozpustnosti molekuly obsahujici funkéni
skupinu. Navic zakladni monolit, u kterého byla optimali-
zovana piiprava pro ziskani pozadovanych morfologickych
vlastnosti, lze pouzit pro modifikaci s riznymi c¢inidly
a ziskat tak morfologicky obdobné kolony, které pti sepa-
modifikaci povrchu monolitl je technika roubovani
(grafting), pfi které se na povrch monolitu radikdlovou
polymerizaci navazuji fetézce funkcénich monomerti. Na
hydrolyzované  epoxidové  skupiny  poly(glycidyl-
methakrylat-co-ethylen-dimethakrylatového) monolitu
byly naptiklad navazany polymerni fetézce 2-akrylamido-2-
methylpropan-1-sulfonové kyseliny pomoci iniciace cerici-
tymi ionty”'. Na obr. 6 je pak znazornéné schéma dvoukro-
kového roubovani vybraného monomeru iniciovaného UV
zatenim.

V prvnim kroku se pomoci zafeni bisfenon radikalové
navéze na povrch monolitu. VaZe se namisto atomu vodi-
ku, tudiz neni tfeba zadného specialniho reakéniho mono-
meru. Ve druhém kroku molekuly bisfenonu navdzané na
monolit pracuji jako iniciator a ,,vyrastaji“ na nich poly-
merni fetézce z funkénitho monomeru. Vyhodou dvoukro-
kového postupu je eliminace problému s rozpustnosti ne-
polarniho inicidtoru v poldrn¢jSim monomeru. Déale také
nedochazi k tvorbé polymernich fetézcl v roztoku, které
by nebyly navézany na monolit. Vyhodou techniky roubo-
vani oproti chemické derivatizaci monolitu je vyssi zastou-
peni funk¢nich skupin na povrchu a lepsi vyuziti nékterych
vzacnych monomert, které by mohly byt v zakladni poly-
merizacni smési nerozpustné. Zajimavou technikou tpravy
povrchu poly(styren-co-chlormethylstyren-co-divinylben-
zenového) monolitu je tzv. hypercrosslinking, kterym ne-
zavadime funkéni skupinu do monolitu, ale ovliviiujeme
jeho morfologické vlastnosti. Vlivem reakcni kinetiky
zreaguje veskery divinylbenzen rychleji a na povrchu mo-
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nolitu tak zbyvaji velmi malo zesitované fetézce. Tyto
tetézce lze 1,2-dichlorethanem rozvolnit a vzajemnou Frei-
del-Craftsovou alkylaci fixovat jejich strukturu ve formé
vysoce zesitované vrstvicky polymeru. Tzv. hypercrosslin-
kovany monolit ma az Ctyfikrat vyssi specificky povrch
a diky své komplexni morfologii je vhodny pro analyzy
malych i velkych molekul®™.

3. Monolity na bazi oxidu kifemicitého

Napliové kolony tvotfené Casticemi silikagelu si stale
zachovavaji dominantni postaveni v oblasti kapalinové
chromatografie, nicméné jejich moznou a zaroveni vyhod-
nou alternativou jsou anorganické monolity. Zacatkem
90. let Nakanashi a Soga pfedstavili postup pfipravy spoji-
tého porézniho materidlu (novou technologii sol-gel)
z oxidu kfemiitého s bimodalni distribuci port®. Prvni
HPLC aplikace na porézni tyéince z oxidu kiemicitého
modifikované oktadecylovymi fetézci je pfipisovana Tana-
kovi a spol.?, ktery demonstroval pouZiti tohoto separa&ni-
ho média v reverznim moédu jak pro separace malych, tak
velkych molekul. O dva roky pozdéji byla popsana in situ
ptiprava silikovych monolitll v kapilafe o vnitinim pramé-
ru 100 um (cit.*®). V soudasnosti jsou komeréné dostupné
monolitické kolony na bazi siliky riznych rozmérti pod na-
zvem Chromolith™ od firmy Merck (Némecko) a Onyx™
od firmy Phenomenex (USA).

3.1. Pfiprava a charakteristika silikovych monolita

Monolity na bazi siliky se nejcastéji piipravuji takzva-
nym sol-gel procesem. Pfiprava je zaloZena na hydrolytic-
ky iniciované polykondenzaci tetraalkoxysiland, napft.
tetramethoxysilanu (TMOS), tetraethoxysilanu (TEOS)
nebo methyltrimethoxysilanu (MTMS), doprovazené odde-
lenim fazi v pfitomnosti ve vode rozpustného organického
polymeru (porogenu), napf. poly(ethylenoxidu) (PEO),
nebo polyakrylové kyseliny. Schéma typického sol-gel
procesu znazoriiuje obr. 7. Jednou z preferovanych metod
ptipravy silikovych ty€inek je hydrolyza TMOS vodnym
roztokem 0,01 M octové kyseliny obsahujicim PEO
(cit.”"). Octova kyselina zde plni funkci katalyzatoru. Po
dikladném promichani je homogenni smés naplnéna do
formy a ponechana reagovat pii zvySené teploté.

A

Monomer

Obr. 6. Tlustraéni schéma dvoukrokového ,,photograftingu® s pouZitim bisfenonu jako inicidtoru. Pievzato se souhlasem z cit.”,
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Obr. 7. Typicka reakce sol-gel a p¥isluiné monomery; cit.”®

K vytvoreni gelu dochazi jiz po dvou hodinach a nasleduje
zrani gelu, které trva i nékolik dnt. Tyc¢inka je poté promy-
ta destilovanou vodou a nésledné vystavena pisobeni hyd-
roxidu amonného za zvysSené teploty, ¢imz dochazi k vy-
tvoreni sité mezopord. Nasleduje faze vysuseni vzniklého
gelu a vytvofeni kolony vlozenim tyCinky do formy
z vhodného materialu. Silikovy monolit umistény v koloné
je mozné dale modifikovat navazanim riiznych funkénich
skupin, nejcastéji se jedna o oktadecylaci.

Na vyslednou strukturu a chemické slozeni monolitu
ma vliv cela fada faktori. Rozhodujici jsou hodnoty pH
reakéni smési29, pouzité rozpoustédlo, koncentrace reak-
tantd, mnozstvi vody v systému, volba katalyzatoru hydro-
lyzy a kondenzace, v neposledni fad¢ pak teplota a reakéni
Cas. Obecné plati, ze s rostoucim pH smési vzrista porozi-
ta gelu a klesa specificky povrch a se zvySujici se koncen-
traci TMOS roste mechanickd stabilita monolitu. Na rozdil
od organickych monolit dochdzi u silikovych monoliti
béhem piipravy ke znaénému smrsténi stacionarni faze.
Toto zmenSeni objemu nedovoluje pfipravu in situ, a vyza-
duje dvoukrokovou pfipravu. V prvnim kroku je monolit
pfipraven ve vhodné formé a poté vpraven do pouzdra ze
smrstivého materialu PEEK  (poly(ether-ether-keton)),
ktery plni funkci téla kolony. Chceme-li pfipravit ty¢inku
konvenénich rozmérti o priméru 4,6 mm, je nutné vycha-
zet z formy o vnitinim priméru 6 mm. U chromatografic-
kych kolon béznych rozméri muze po suseni dochazet
k praskani, coz monolit ¢ini nepouZitelnym pro chromato-
grafické separace. Objemové zmény s sebou pfinaseji také
omezeni z hlediska délky kolon, proto je obtizné pfipravit
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ty¢inky delsi nez 15 cm, aniz by nedochézelo k jejich ohy-
bu. Vyhodou pfipravy kapilarnich kolon je pak stejné jako
u organickych monolitd kovalentni navazani monolitu
navnifni sténu kiemenné kapilary™. Jak je patrné
z pfedchoziho textu, je piiprava silikovych monolitl
v laboratornich podminkach relativné obtizna, proto se
bézné pro separace vyuzivaji komeréné dostupné kolony,
které se velmi Casto v laboratofi dale modifikuji. Na trhu
dostupné silikové monolity obsahuji makropory o velikosti
kolem 2 pm a mezopory o velikosti 13 nm a dosahuji spe-
cifického povrchu kolem 300 m® g ' (cit.*"). Obr. 8 demon-
struje typickou porézni strukturu silikového monolitu.

4. Aplikace monolitickych kolon

Aplikace monolitickych kolon zahrnuji separace niz-
ko- i vysokomolekularnich latek, v HPLC i CEC (cit.*?).
Povaha a velikost porti umoznuji velmi dobrou propustnost
pro vétsi molekuly, a proto jsou organické monolity vhod-
nym materidlem pro separace proteinti, oligo- a polynukle-
otidl, stépd DNA, a dokonce i Zivych mikroorganismi.
Piehledny &lanek® z roku 2012 viak poukazuje na skuteé-
nost, ze dnes jiz miizeme s poréznimi polymernimi materi-
aly na bazi organického polymeru dosdhnout velmi ucin-
nych separaci malych molekul za izokratickych podminek.
Diky rozmanitosti monolitickych stacionarnich fazi se
muzeme s monolity setkat jak v chromatografii na reverzni
fazi (RPC), tak pifi hydrofobni interak¢ni chromatografii
(HIC), v iontové vyménné (IEC) a afinitni chromatografii
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Obr. 8. SEM obrazky typické porézni struktury monolitu na bazi oxidu kiemicitého (A), struktura mezopoéra (B) a pritocnych

péri (C); cit.>!

(AC) nebo v chromatografii na molekulovych sitech
(SEC). Pro reverzni chromatografii je mozné vyuzit jak
anorganickych, tak organickych monoliti. Separa¢ni mé-
dia zalozend na kopolymeru styrenu a divinylbenzenu
i monolity na bazi oxidu kiemicitého byly uspésné pouzity
pro separace proteintl, peptidi a alkylbenzenl v reverznim
moédu®?. Vhodnou alternativou k reverzni chromatografii je
hydrofobni interak¢éni chromatografie, ktera vyuziva vod-
nych mobilnich fazi s pridavkem soli. Tato metoda je
zvlasté vhodna pro separace proteind, u kterych diky ab-
senci organického modifikatoru zustava zachovana jejich
biologicka aktivita. Jako separacni média pro hydrofobni
interakéni chromatografii proteinti byly Gspésné pouzity
monolitické kolony zalozené na kopolymeru polyakrylami-
du a butylmethakrylatu®*. Monolitické kolony na bézi sili-
ky se zapolymerovanou akrylovou kyselinou nebo akryla-
midem je mozné vyuzit ve spojeni s hydrofilni interakéni
chromatografii (HILIC)®, ktera je vhodnou volbou v pii-
padé separaci velmi polarnich latek. O odlisnych pristu-
pech ke vzniku monolitickych iontoménict organického
typu pojednava odstavec 2.1. V piipadé¢ silikovych monoli-
tl se pro zavedeni nabitych skupin v naprosté vétSing pii-
padtl vyuziva technika postpolymeriza¢ni modifikace, kdy
je mozné postupnymi kroky ziskat stacionarni faze tvorené
anexem i katexem zaroven®. U afinitni chromatografie
jsou na povrchu monolitu imobilizovany ligandy, které
dokazou specificky interagovat s jednotlivymi slozkami
vzorku. Jako ligandy mohou vystupovat barviva, bilkovi-
ny, enzymy (i jejich substraty, koenzymy ¢i inhibitory),
protilatky nebo antigeny, polysacharidy atd. Vyuziti mono-
litd v oblasti afinitni chromatografie podrobné popisuje
souhrnny &lanek’” z roku 2011. Dalsi skupinu tvoii vtists-
né polymery, tzv. ,,MIPs — moleculary imprinted poly-
mers“. V tomto pfipadé nedochazi k imobilizaci ligandu
jako u afinitni chromatografie, ale ke vtiSténi templatu do
matrice. Templat je nasledn¢ z monolitu vhodnym cini-
dlem uvolnén. Vyvoj a mozné pouziti vtiSténych organic-
kych i anorganickych monolith v HPLC a CEC mapuje
uceleny ¢lanek™ z roku 2011. Vhodnou chemickou modifi-
kaci monoliti a zabudovanim chiralniho selektoru vznikaji
chiralni stacionarni faze, které se velmi dobie uplatiiuji pfi
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farmaceutickych analyzach v elektrochromatografickém
médu®. Monolitické materialy viak nemusi slouzit pouze
jako separacni média v chromatografickych metodach, ale
lze jich s vyhodou vyuzit i pfi prekoncentra¢nich krocich
a extrakci na pevné fazi (SPE) nebo jako nosice pro imobi-
lizaci enzymi. Slibné je predev§im jejich vyuziti
v miniaturizovanych systémech, jakymi jsou Cipy, kde je
dosti obtizné homogenné naplnit maly prostor ¢asticemi.
O pokrocilych aplikacich monoliti pojednava souhrnny
¢lanek™ z roku 2010.

5. Zavér

Pravdépodobné nejvétsi vyhodou monolitickych staci-
onarnich fazi je moznost ménit vnitfni strukturu (objem
a distribuci port), a tim ovliviiovat vysledné separacni
vlastnosti chromatografickych kolon. Ve srovnani s klasic-
kymi napliiovymi kolonami jsou monolity vyjimeéné diky
svym hydrodynamickym vlastnostem. Nezanedbatelnou
vyhodou je také absence frit, kterou Ize ocenit predevsim
v elektrochromatografickém moédu. Ackoliv maji monoli-
tické kolony fadu unikatnich vlastnosti oproti béznym
stacionarnim fazim, ani jim se urcitd omezeni nevyhnou.
U monolit na bazi organického polymeru mizeme jmeno-
vat botnani v organickych rozpoustédlech, které mize
ovlivnit celkovou porozitu stacionarni faze a tedy i sepa-
racni G¢innost. U anorganickych monolitd je to pfedevsim
rozpustnost oxidu kfemicitého v alkalickém prostiedi
V kazdém ptipadé je monolitim v soucasnosti vénovana
velka pozornost, at’ uz védeckymi tymy ¢i firmami, zaby-
vajicimi se vyvojem novych separa¢nich médii. Za vSe
mluvi jak vysoky pocet Casopiseckych publikaci a dvé
rozsahlé monograﬁe‘”’“, tak skutenost, Ze jsou tomuto
tématu vénovany samostatné sekce na chromatografickych
konferencich.

Tato prace vznikla za podpory vyzkumného zameéru
MSMT 0021620857 Ministerstva Skolstvi, mladeze a télo-
vychovy, dale za podpory projektu SVV Univerzity Karlovy
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