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1. Uvod — Pittcon 2005

Kazdoro¢né se v USA kond vyznamna konference
Pittcon, kde jsou ptedstavovany nejnovéjsi vyrobky a ino-
vace v oblasti analytické chemie. Jedna se o nejvétsi vysta-
vu svého druhu na svété. Vramci vystavy je vénovan
znacny prostor také separanim technikdm. Na zikladeé
poznatkd z konference konané v roce 2005 lze strucné
shrnout soucasné trendy v oblasti vysokoucinné chromato-
grafie do nékolika nasledujicich bodi':
zkracovani kolon a zmensSovani velikosti ¢astic sor-
bentu,
pouzivani kolon s mens$im vnitinim primérem, tj.
mikro a kapilarnich kolon,
komplexni miniaturizace celych separa¢nich systémtl,
diiraz na automatizaci analyz,
vyuziti ultravysokych tlakil v chromatografii,
stale rostouci vyznam techniky LC-MS.

V poslednich letech je patrna silna tendence ke
zmenSovani rozmérd zrn/Castic sorbentl. Pied deseti lety
byly nejpouzivanéjsi stacionarni faze 5 um, dnes jsou nej-
roz8ifenéjsi faze 3 um. Stdle béznéji jsou komeréné do-
stupné i sorbenty s velikosti ¢astic pod 2 pm. Zmensovani
sorbentu jde ruku v ruce se zkracovanim chromatografic-
kych kolon. Vysledkem je podstatné zkraceni dob analyz
bez ztraty ucinnosti ve srovnani se separacemi provedeny-
mi na kolonach tradi¢ni délky (25 cm) plnénych 5 pm
sorbentem. Doby analyz na kratkych kolonéach (5 cm, 2 cm
i mensich) urcenych pro tzv. rychlou chromatografii byvaji
kolem 1 az 2 minut. Tyto kolony jsou s vyhodou uzivany
zejména pro tzv. vysokoprostupné (,,high-throughput®)
analyzy v oblastech, kde jsou denné zpracovavany stovky
az tisice vzorkd. Jako ptiklad 1ze uvést chromatografickou
analyzu kombinatoridlnich knihoven. Kratké kolony se ale
zaCinaji prosazovat iv,béZnych® chromatografickych
aplikacich a cela fada firem poskytuje rostouci sortiment
kolon téchto novych formatt.

Vedle zkracovani kolon dochazi postupné také ke
zmenSovani jejich vnitiniho priméru. Tradiéni prameér
analytickych kolon 4,6 mm je postupn¢ opoustén a nahra-
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S nastupem techniky LC-MS vzrostla popularita kolon
o priméru 2 mm a menSim. Tento trend souvisi nejen se
snahou o zrychleni analyz, ale také s tUsilim o zlepSeni
ekonomiky provozu chromatografickych  laboratofi
a vneposledni tadé i s hledisky ekologickymi. Spotieba
mobilnich fazi, obvykle obsahujicich organicka rozpousté-
dla, a mnozstvi vznikajicich odpad mize byt timto zpiso-
bem faddové snizeno. Navic nové se rozvijejici obory, napt.
proteomika, vyZzaduji provadéni separaci v kolonach kapi-
larnich a mensich, protoZze mnozstvi vzorkli byvaji velmi
malé a naroky na mez detekce vysoké. Splnéni téchto po-
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zadavkd klade velké naroky nejen na vyvoj stale lepsich
sorbenttl, ale i instrumentélnich systémii. Cerpadla mobilni
faze musi generovat potiebné tlaky, mimokolonové obje-
my je tfeba minimalizovat stejn¢ jako rozméry detekEnich
cel, pfislusné Casové konstanty musi byt sniZzeny apod.
Podrobnéjsi diskuse novych trendil v oblasti chromatogra-
fické instrumentace je ovSem mimo ramec tohoto piispév-
ku. Nicméné, v této souvislosti je vhodné alesponi upozor-
nit na prvni komeréni systém pro ultravysokoucinnou ka-
palinovou chromatografii (UPLC) schopny generovat tlaky
kolem 100 MPa (Waters), ktery byl piedstaven na vystaveé
Pittcon 2005. Pozoruhodny je také prvni komeréni HPLC-
Cip s LC-MS rozhranim (Agilent Technologies), ktery
vyuziva mikrofluidni technologii a integruje na ploSe men-
§i nez kreditni karta obohacovaci kolonu, analytickou ko-
lonu, Sesticestny ventil, elektrosprejovou jehlu, elektrické
kontakty a identifika¢ni mikrocip. Je ziejmé, Ze pravé mi-
niaturizace je v soucasnosti jednim zhlavnich smért
v oblasti separacnich technik, kde se otevira obrovské pole
pusobnosti nejen pro dalsi rozvoj instrumentace, ale i vy-
voj novych stacionarnich fazi.

Pokud se jednd o separacni mody HPLC, je mozno
konstatovat, ze déleni na reverznich fazich (RP) je stale
nejrozsitenéjsi technikou, pfitom dominantni postaveni
Iu. Ze silikagelovych RP jsou dlouhodobé nejpopularné;jsi
C;s modifikace stim, Ze tyto faze pifedstavovaly kolem
50 % vsech RP kolon nové uvadénych na trh v roce 2005.
S velkym odstupem nasleduji modifikace Cs (13 %), fluo-
rované faze, alkylované faze s fetézci delsimi nez 18 uhli-
ku, fenylové faze, faze se zabudovanou polarni funkéni
skupinou, C, modifikace a dalsi. Vedle silikagelovych
partikuldrnich sorbenti se v moderni RP-HPLC stale vice
prosazuji materialy nové, jako napf. anorganicko-
organické hybridy a modifikované oxidy kovii. Velmi
perspektivni jsou také monolitické kolony.

2. Soucasné trendy ve vyvoji HPLC sorbenti

Ackoliv vysokoucinnd kapalinova chromatografie
patii ke ,,zralym® analytickym technikdm, tempo vyvoje
sorbentd rozhodné nepolevuje a na trh jsou uvadény stale
pokrocilejsi materidly s lepSimi vlastnostmi. Tyto inovace
prinaseji nejen nové chemické modifikace na stavajicich
matricich, ale také vyuZziti modernéjSich matric a zmény
vlastniho formatu separacniho loze.

2.1. Porézni sorbenty

Porézni sorbenty si zachovavaji dlouhobobé domi-
nantni postaveni v HPLC. Zacatkem sedmdesatych let byl
pripraven mikropartikularni silikagel s velikosti zrn mensi
nez 10 pm. Brzy poté byly ptipraveny jeho prvni chemic-
ky modifikované formy, vcetné reverzni faze. Zpocatku
byly ¢éstice silikagelu nepravidelného tvaru, ale postupné
se podafilo zvladnout technologii vyroby vedouci ke sfé-
rickym ¢asticim, a tak zlepsit separacni t€innost, ale i dalsi
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vlastnosti vyslednych sorbentt.

Jednim z cilt pfi vyvoji novych chromatografickych
sorbenti vzdy bylo dosazeni vysoké separacni ucinnosti,
ktera tzce souvisi s morfologii poréznich Castic. VéEtSina
povrchu typickych poréznich sorbentd je tvotena difuziv-
nimi pdéry. ZmenSeni velikosti €astic sorbentu zlepSuje
inter- i intra-partikularni pfenos hmoty. V porézni ¢astici
putuje solut z pohybujici se mobilni faze do stagnantni
mobilni faze, a pak do stacionarni faze uvnité pord, kde
dochézi k jeho interakci. Nasledné se analyt uvolni ze sta-
cionarni faze a musi difundovat zpét do pohybujici se mo-
bilni faze. Timto mnohonasobné se opakujicim procesem
analyt postupuje kolonou. V pfipadé pouziti malych zrn
sorbentu je difuzni proces rychlejsi. Pomaly pfenos hmoty
ve stacionarni fazi byva hlavni pfi¢inou malé separacni
ucinnosti spojené s rozsifovanim pikl a nasledné nedosta-
teCnym chromatografickym rozliSenim. Vyroba sférickych
plné poréznich Castic fizené velikosti (a s tzkou distribuci)
je v soucasnosti dobie zvladnuta. Jak bylo vySe uvedeno,
v oblasti poréznich Castic jsme v soucasnosti svédky po-
kracujiciho trendu, ktery byl ,,nastartovan® jiz v 90. letech,
tedy zmensSovani velikosti sorbentu, zkracovani, a také
zmenSovani primeéru kolon.

2.2. Neporézni a povrchoveé porézni
sorbenty

Snaha o urychleni pfenosu hmoty ve stacionarni fazi
vedla k vyvoji neporéznich materialli. Lze je rozdé&lit na
neporézni silikagelové a neporézni polymerni ¢éstice. Ne-
porézni sorbenty pfipominaji chromatografické naplné
uzivané v pocatcich HPLC, lisi se vSak velikosti. Soucasné
neporézni &astice maji rozméry kolem 2 um (viz cit.%).
Vlastni stacionarni faze je nanesena ve velice tenké vrstveé
na povrchu neprostupné mikrocastice. Pfenos hmoty ve
stacionarni fazi je velmi rychly a vysoké ucinnosti jsou
dosahovany i pfi velkych pritocich mobilni fize nejen pfi
déleni malych molekul, ale i syntetickych polymert a bio-
makromolekul®. Nevyhodou téchto materialil je jejich mala
sorpéni kapacita v disledku znaéné omezené velikosti
povrchu stacionarni faze. Uvedené sorbenty lze snadno
pretizit, a proto nejsou vhodné pro preparativni déleni.
Navic vzhledem k malym rozmériim ¢éstic sorbentu se na
kolonach generuje vysoky tlak, podstatné vys$i nez na
mikropartikuldrnich pln€ poréznich sorbentech s velikosti
5 pm.

Povrchové porézni sorbenty jsou podobné neporéz-
nim, ale neprostupné jadro byva vétsi, kolem 5 pum, a vrst-
va stacionarni faze silnéjsi. Tlaky na kolon€ plnéné témito
materialy jsou tedy niz$i nez na kolonach s neporéznimi
sorbenty, naopak sorpcni kapacita je vétsi, a pfitom dosa-
hované Gc¢innosti byvaji leps$i nez na pIné poréznich mate-
ridlech.

2.3. Perfuzni sorbenty

Perfuzni sorbenty byly vyvinuty Afeyanem, Regnie-
rem a spol.*” a komercializovany firmou Perseprive Biosys-
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tems (Massachusetts, USA) koncem 80. let. Uvedené sor-
benty jsou urceny predevsim pro separace biomakromole-
kul. Na rozdil od konvenc¢nich poréznich materialti obsahuji
perfuzni sorbenty dva typy pért: difuzivni a tzv. ,,through
pores®. Difuzivni pory jsou analogické jako u béznych po-
réznich sorbentll a zajiStuji dostatecnou sorpcni kapacitu
materialu, protoze vétsina povrchu sorbentu je tvofena pra-
ve¢ témito pory. ,,Through pores* jsou fadové vétsich roz-
meért a diky nim ¢ast mobilni faze prochazi pfimo zrny
sorbentu. Tak se vytvari konvektivni proudéni uvnitf ¢astic
a vyrazné se zrychluje pfenos hmoty ve stacionarni fazi.
Vysledkem je vysoka separacni ucinnost i pfi rychlych
analyzach makromolekul.

Komer¢ni perfuzni materialy jsou polymerni sorbenty
ponékud vétsich rozmérd nez v soucasnosti vyrabéné po-
rézni stacionarni faze, bézn¢ nad 12 um. Jejich velkou
prednosti je nejen vysoka separacni ucinnost, ale i dobra
rigidita pii znacnych pritokovym rychlostech mobilni
faze.

2.4. Monolity

Na rozdil od partikularnich sorbentt, kdy je chroma-
tografickd kolona naplnéna velkym mnozstvim jednotli-
vych zrn vhodného materialu, monolitick4 kolona obsahu-
je pouze jeden blok zhotoveny z porézni hmoty. Podobné
jako u perfuznich sorbentli monolity obsahuji dva typy
port odlisnych velikosti (viz 2.3.). Rozdil ovSem spociva
v tom, Ze monolitem prochazi v§echna mobilni faze, ¢imz
je dosazeno jesté rychlejsiho prenosu hmoty. Monolitické
kolony se velmi rychle prosazuji vSude tam, kde je tfeba
provadét rychlé a ultra rychlé separace. Vzhledem k velké
sorpéni kapacité jsou velmi dobfe pouzitelné pro déleni
v preparativnim méfitku. Soucasné s tim maji také vynika-
jici pfedpoklady pro aplikace v mikrométitku. Mohou byt
zhotoveny v nejruznéjSich geometriich. Jejich pfiprava,
zvlasté rigidnich polymernich monolitii, je pfitom mimo-
fadné jednoducha. V soucasné dob¢ se velmi rychle prosa-
zuji 1 komer¢né. Vzhledem k pievratnosti konceptu bude
monolitim dale vénovana samostatna kapitola.

3. Vybrané moderni stacionarni faze
pro RP-HPLC

Vyvoj novych materidld pro chromatografii
v obraceném modu neni zdaleka ukoncen a lze jej povazo-
vat za kontinualni proces. Kvalita sorbenti se stale zvySuje
vyrobnich procest, vyuziti novych poznatki atd. Rada
zlepSeni nema charakter revolu¢nich zmén, ¢astéji se jedna
spise o pozvolny plynuly proces. Piesto ale ob¢as dochazi
i ke zménam zasadnim, které oteviraji nové moznosti
a pfedurcuji budouci trendy. V néasledujici ¢asti bude
vénovana pozornost vybranym aspektim, které podstatné
ovlivnily rozvoj a souCasny stav stacionarnich fazi pro
RP-HPLC.
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3.1. Reverzni faze na bazi silikagelu —
stru¢ny vyvoj a soucasny stav

Reverzni fize na bazi silikagelu, a zejména okta-
decylova (C;g) modifikace, pfedstavuji stale nejrozsirenéjsi
typ sorbenti v HPLC. Podle odhadti v odborné literatufe
existuje na trhu vice nez 400 t&chto vazanych fazi®. Jejich
vlastnosti se ovSem vzajemné podstatné lisi v zavislosti na
mnoha faktorech. Atraktivita silikagelu, jako vychozi mat-
rice pro naslednou chemickou modifikaci vedouci ke vzni-
ku reverzni faze, je dana fadou jeho vynikajicich vlastnos-
ti:
— moznost pfipravy monodisperznich ¢astic sorbentu,
moznost ,,]Jadéni* velikosti a distribuce poru,
moznost piipravy sorbentu s velkym specifickym po-
vrchem,
snadnd chemicka modifikovatelnost povrchu, a tedy
moznost ptipravy celé fady modifikaci véetné obrace-
nych fazi,
vysokd mechanicka stabilita.

Chemii silikagelu byly vénovany pékné piehledné
¢lanky a knihy, napt.””.

Silikagel pro kapalinovou chromatografii ma nejcas-
téji porézni amorfni formu o sloZeni SiO, - x H,O. Voda je
chemicky vazana v nestechiometrickém mnozstvi za vzni-
ku silanolovych skupin Si-OH. Pro HPLC v analytickém
méfitku se v soucasné dobé¢ nejcastéji uziva porézni sili-
kagel o velikosti ¢astic 3—5 pm, s povrchem v rozmezi od
50-500 m *g™" a velikosti porti kolem 10 nm. Silanolové sku-
piny ud€luji povrchu silikagelu polarni charakter a jsou pro
svoji reaktivitu vyuzivany k pripraveé kovalentné vazanych
fazi. Koncentrace silanolii na pln¢ hydroxylovaném sili-
kagelu je obvykle kolem 9,0 pmol m™ Na obr. I jsou
znazornény ruzné typy silanolovych skupin, které jsou
v nestejné mife rozprostieny na povrchu silikagelu a vyka-
zuji rozdilnou kyselost. Silanolové skupiny a jejich typ
maji velky vliv na chromatografické chovani silikagelu.
Diky silanolovym skupindm ma silikagel vlastnosti ménice
kationtii. V prostiedi pufrii jsou protony silanolovych sku-
pin vyménovany za kationty elektrolytu. Tento proces je
siln€ zavisly na pH mobilni faze a na vlastnostech silikage-
lu. Hodnota pK, silanolovych skupin je teoreticky rovna 7,
ale prakticky byva podstatnd nizsi, kolem 4 (cit.').
V literatufe uvadéné hodnoty je tfeba vzdy chapat jen jako
primérné. Ve skutecnosti mohou byt, a byvaji, na povrchu
silikagelu silanoly zna¢né rizné kyselosti a je znadmo, Ze
ivelmi mald populace extrémné kyselych silanolovych
sktlngl mize zasadné ménit vlastnosti sorbentu jako cel-
ku

Reverzni fize na bazi silikagelu jsou dnes nejbéznéji
pfipravovéany reakci vhodného monofunkéniho organosila-
nu (napf. ethoxydi(methyl)oktadecylsilanu) se silikagelem.
Kovalentné vazany alifaticky fetézec, kterym je nejCastéji
oktadecylova nebo oktylova skupina, udéluje vzniklé staci-
onarni fazi hydrofobni charakter. Je ovSem prokazéano, ze
silanizace vede ke zreagovani jen asi poloviny vSech pfi-
tomnych silanolovych skupin na povrchu silikagelu'. Za
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Obr. 1. Ruazné typy funkénich skupin na povrchu silikagelu;

1 — vicinalni silanolové skupiny; 2 — geminalni silanolové skupi-
ny; 3 — siloxanové skupiny; 4 — asociované silanolové skupiny;
5 — izolovana silanolova skupina

jistych okolnosti se zbytkové silanoly mohou spolupodilet
(vedle zadouci hydrofobni interakce) na retenci analytd.
Tato obvykle nezadouci interakce je Casto doprovazena
snizenim separa¢ni ucinnosti a chvostovanim pikt. Uvede-
ny efekt se projevuje pfedevsim pfi déleni bazickych latek,
které mohou byt protonizovany, coz vede k jejich zadrzo-
vani na deprotonizovanych silanolech elektrostatickou
interakci. Pravé  tyto nezadouci sekundarni iontové-
vyménné interakce na povrchu silikagelovych reverznich
fazi vzdy do jisté miry omezovaly jejich univerzalni pouZi-
telnost. Jednoduché feSeni tohoto problému, tj. snizeni
protonizace baze zvySenim pH pufru, totiz neni mozné
vzhledem k rozpustnosti silikagelu pfi vys$im pH. Elimi-
naci nebo alespon potlaceni iontové vymény na reverznich
silikagelovych fazich bylo vénovano mimotadné Usili také
proto, ze cela tfada dilezitych analytd (IéCiv apod.) ma
bazickou povahu.

3.1.1. Zlepseni kvality vychoziho silikagelu

Koncem 80. a zacatkem 90. let bylo jasn¢ ukazano, Ze
kvalita vychoziho silikagelu (pfed jeho modifikaci na re-
verzni fazi) ma mimofadnou dulezitost. Zadna nasledujici
chemicka modifikace nevede ke vzniku kvalitni reverzni
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faze, pokud samotny vychozi material nema vhodné
a dobfe kontrolované vlastnosti. V tomto sméru byly velmi
prinosné prace Kohlera a Kirklanda, ktefi experimentalné
prokazali tehdy pomeérné piekvapivou skutecnost, Ze re-
verzni faze s omezenou nezadouci sorpci bazickych latek
jsou pfipraveny na téch silikagelech, které pred RP modifi-
kaci nesou velké mnozstvi homogenné distribuovanych
asociovanych silanolovych skupin. Naopak pfitomnost
malého poctu silanold, a zvlasté silné kyselych izolova-
nych silanoli, je nevhodna”®. Nawrocki a spol. hledali
pri¢iny velké kyselosti nékterych silanolovych skupin
a v této souvislosti odhalili negativni roli kovovych necis-
tot v silikagelové matrici'*. Na zdkladé uvedenych po-
znatkd se zacalo intenzivné pracovat na vyvoji tzv. bazic-
ky deaktivovanych fazi (,,base deactivated phases®). Vétsi-
nou $lo o pfipravu velmi ¢istého silikagelu s homogenni
distribuci asociovanych silanolovych skupin. (V souvislos-
ti s velmi Cistymi silikagely se kromé oznaceni ,,base de-
activated silica® muzeme v odborné literatufe setkat také
s oznacenim ,,type B silica®.) Dnes jiz prakticky vSechny
svétové vyznamné chromatografické firmy vyrabéji a pro
pfipravu vazanych fazi pouzivaji ultracisté silikagely uve-
deného typu. Vyrobni technologie je zvladnuta natolik, ze
vyrobci s kolonou dodavaji i detailni informace o fyzikal-
né-chemickych vlastnostech sorbentu. Pro jejich charakte-
rizaci se vyuzivaji moderni analytické metody jako infra-
Cervena spektroskopie a nukledrni magnetické rezonance
v kombinaci s fadou chromatografickych testd. Vzhledem
k tomu, Ze silikagel je pfipravovéan z velmi ¢istych vstup-
nich surovin za dikladné kontrolovanych podminek, 1ze
dnes napf. mnozstvi pfimési kovii v matrici kontrolovat na
arovni jednotek miligrami na kilogram (ppm) sorbentu a
méng. Vysledné reverzni faze poskytuji pro vétSinu latek,
véetné bazickych, symetrické piky s vysokou ucinnosti
nejen v kyselych mobilnich fazich, ale i pfi neutralnim pH.

3.1.2. Zlepseni chemické odolnosti reverznich

silikagelovych fazi

Jednou z velkych slabin reverznich fazi na bazi sili-
kagelu je jejich omezena stabilita v bazickém a silné kyse-
1ém prostiedi. Rozpustnost silikagelu ve vodném prostiedi
je siln¢ zavisla na jeho formé a fyzikalné-chemickych cha-
rakteristikach. Typicka C,g faze je stabilni jen v uzkém
rozsahu pH, asi 3-9, Casto se dokonce uvadi jen 3—7, po-
kud je minéna dlouhodob4 stabilita. Jakmile je pH mobilni
faze niz8i nez 3, dochazi ke kysele katalyzované hydrolyze
siloxanové vazby mezi silikagelem a organosilanem'.
Tento proces vede ke kontinualni ztraté vazané faze a ve
svém duasledku ke ztrat¢ chromatografické retence pro
hydrofobni analyty. Pfi hodnoté pH nad ~ 9 nastava nao-
pak rozpousténi silikagelové matrice'®. Rozpousténi sili-
kagelu je doprovazeno poklesem ucinnosti, vznikem vol-
ného prostoru v koloné, nakonec dojde k uplné destrukci
stacionarni faze.

Navic je vhodné si uvédomit, ze dalsim dalezitym fak-
torem ovliviiujicim stabilitu stacionarni faze je teplota13.
V soucasnosti byva chromatograficka kolona v pribéhu
separace umisténa v termostatu a analyza obvykle probiha
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za konstantni teploty, ¢asto ponékud vyssi nez je teplota
laboratote, protoze diky poklesu viskozity a zrychleni pte-
nosu hmoty dochazi ke zlepseni separacni Gcinnosti. Tep-
lotni stabilita reverznich fazi na bazi silikagelu byva uva-
déna v rozmezi od 5 °C do asi 100 °C. Obecné ovsem pla-
ti, Ze zvySovani teploty vzdy vede k rychlejsi degradaci
sorbentu, coz se zejména projevi pii extrémnich (z hledis-
ka dané stacionérni faze) hodnotach pH.

Nejjednodussim fesenim problému omezené stability
sorbentu je striktni udrzovani pH mobilnich fazi v rozmezi
od 3 do 7-9, coz vsak zasadné omezuje moznost optimali-
zace sloZeni mobilni faze. Naptiklad pfi déleni bazickych
1éCiv je Casto vhodné uzit mobilni fazi bud’ silné kyselou,
nebo naopak zasaditou. V siln€ kyselé oblasti pH dochazi
k potlaceni nezadoucich iontovych interakci mezi protoni-
zovanou bazi a silanolovymi skupinami, protoze silanoly
jsou zde nedisociovany. Eliminace sekundarnich (iontové-
vymeénnych) interakci vede ke zvySeni separacni ucinnosti
a zlepSeni symetrie pikt bazickych latek. Naopak zvyseni
pH mobilni faze nad 7 miize vést k deprotonizaci bazické-
ho analytu, a tim ke zvySené retenci na obracené fazi
v disledku nartistu hydrofobicity analytu, a tim také ke
zlepSené ucinnosti separace a rozliseni.

Z vyse uvedenych divodi byla a je motivace pro
vyvoj silikagelovych stacionarnich fazi s rozsSifenym roz-
sahem stability vzhledem k hodnotam pH a teplot velmi
silna.

ZlepSeni stability v kyselém prostiedi

Jiz koncem 80. tych let bylo prokazano, ze zvétSeni
velikosti a hydrofobicity organosilanu vézaného na sili-
kagel vede ke zvyseni odolnosti pripravené faze vici kyse-
1é hydrolyze'®. C 4 faze je tedy z tohoto pohledu stabilngjsi
nez Cg> C,> C,. Pfedpoklada se, ze objemny alkyl 1épe
chrani siloxanovou vazbu pied hydrolyzou.

Jiné pristupy vedouci ke zvySené odolnosti sorbentu
viici siln€ kyselému prostiedi jsou zalozeny na vzniku
veétsiho poctu kovalentnich vazeb mezi silikagelem a mo-
difikujicim silanem (,,multi-dentate approach®). Naprtiklad
pro vznik vazané faze lze pouzit difunkéni (R,SiX5) nebo
trifunkéni (RSiX;) organosilany (X=Cl, OR). Oba reagen-
ty se budou vazat vice kovalentnimi vazbami na povrch
silikagelu, ale soucasné¢ bude dochdzet v urcité mife
ik tvorbé polymernich struktur na povrchu stacionarni
faze. Uvedeny postup sice snizuje riziko kyselé hydrolyzy
faze, je ale pomérné malo reprodukovatelny, a navic vede
ke tvorbé novych reaktivnich silanolovych skupin. Moder-
ni vazané faze jsou proto dnes téméf vyhradné pfipravova-
ny s vyuzitim monofunkénich organosilant'’. Komeréné
nejuspésnéjsi je zatim pouziti tzv. stericky chranénych
silanti. Tato cesta pfipravy byla vyvinuta a patentovana
Glajchem a spol.'*'®. Stericky chranéné silany jsou tvofe-
ny jednim alkylem (C;, Cs, Cig) nebo fenylem, dvéma
objemnymi isopropylovymi nebo isobutylovymi skupina-
mi a jednou reaktivni funkéni skupinou (Cl), vazanymi na
kfemikovy atom. Vzniklé faze jsou stabilni i v agresivnich
podminkach, napt. v 0,1% trifluoroctové kyselin€ pii
pH ~ 0,9 za teploty 90 °C (cit."*'®). Isobutylova i isopro-
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pylova skupina velmi dobfe stini kovalentni siloxanovou
vazbu vudi kyselé hydrolyze.

ZlepSeni stability v alkalickém prostiedi

Usili o zlep3eni odolnosti vazanych fazi v alkalickém
prostfedi bylo zaméfeno na zvySeni stupné pokryti sili-
kagelové matrice hydrofobnimi funkénimi skupinami a na
jeji odstinéni. Pouhé prodlouzeni alkylovych modifikuji-
cich fetézct vede ke zlepSené odolnosti v alkalickém pro-
stiedi pravdépodobné v dusleku zlepseného stinéni sili-
kagelové matrice'’. Tento pristup viak neposkytuje dosta-
tenou ochranu faze a bylo nutno hledat efektivnéjsi alter-
nativy. Jinou moznosti jsou dodatecné modifikujici reakce
(,,endcapping®). Technika je zaloZena na modifikaci po-
vrchu organosilanem s piislusné dlouhou hydrofobni sku-
pinou a nasledné dodateéné modifikaci povrchu reakci
napt. s trimethylchlorsilanem nebo hexamethyldisilaza-
nem’. Malé rozméry endkapujicich ¢inidel jim umozni
1épe proniknout k povrchu silikagelu. Tak dojde ke zreago-
vani dal§iho podilu silanolovych skupin, které byly pro
objemnéjsi organosilan pouzity v prvnim stupni modifika-
ce nepiistupné. Proces vede k dramatickému zlepsSeni
odolnosti faze vuci alkalickému prostfedi. Technika tzv.
dvojitého endkapingu (,,double endcapping®) poskytuje
jesté lepsi odstinéni matrice'>'**
3.1.3. Specialni sorbenty urcené pro RP-HPLC

v mobilnich fazich s vysokym obsahem vody

Pti chromatografii v obrdceném modu miZe analytik
ovlivitovat kvalitu separace mnoha faktory. Zasadni vliv
mé sloZeni mobilni faze: volba organické slozky a volba
jejiho mnozstvi, vybér pufru a jeho pH, pridavek aditiva
(povrchové aktivni latky, iontové parového c¢inidla, chirdl-
niho selektoru, apod.), resp. volba teploty. Optimalizace
slozeni mobilni faze je pomérné obtizna pii chromatografii
siln¢ polarnich latek na obracenych fazich. Jejich velmi
malé retence vyzaduje uziti minimalniho mnozstvi orga-
nického modifikatoru v mobilni organicko-vodné fazi ne-
bo dokonce jeho uplnou eliminaci. Za takovych podminek
ovSem dochazi v pfipadé konvencénich alkylovanych re-
verznich fazi k tzv. ,kolapsu faze®, kdy analyty (leckdy i
pomérné hydrofobni) eluuji z kolony velmi rychle a bez
separace. Mechanismus fadzového kolapsu byl v literature
pomérné hojné diskutovan; kromé jiného pfitom bylo ex-
perimentalné prokazéano, ze uzivany pojem ,kolaps faze
je Castecné zavadéjici, nebot’ skute¢na podstata procesu je
odlisna®'. Bylo navrzeno nékolik zpiisobii feseni problémii
se ztritou retence ve 100% vodném prostiedi*”: a) uziti
,neendkapovanych® obracenych fazi s kratkym alkylovym
fetézcem, b) uziti stacionarnich fazi naopak (a ponékud
prekvapive) s velmi dlouhym fetézcem, Cs, faze, c) aplika-
ce makroporéznich sorbentd, d) vyuziti hydrofilnich
a ,,polarné endkapovanych“ stacionarnich fazi, e) pouziti
sorbentll se zabudovanou polarni funkéni skupinou
v alkylovém fetézci (,,polar-embedded alkyl phases®,
PEP). Zvlasté posledné zminéna skupina modernich sor-
bentti pro RP-HPLC ve vodném prostiedi je v soucasnosti
pocetnd a zasluhuje samostatnou pozornost.
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Reverzni faze se zabudovanou polarni funkéni skupinou

Podobn¢ jako v piipadé nejtypictéjSich reverznich
fazi zalozenych na silikagelu modifikovaném dlouhymi
alifatickymi  (nejCastéji  oktadecylovymi) fetézci je
v ptipad¢ PEP silikagel kovalentné modifikovan dlouhymi
alifatickymi zbytky, ale tentokrat je do struktury téchto
ligandti navic zabudovana urcita polarni funk¢ni skupina,
vzdy lokalizovana v tésné blizkosti povrchu silikagelu.
Diky v€lenéni polarni skupiny do alifatického fetézce ne-
dochazi k fazovému kolapsu, stacionarni faze zastava plné
solvatovana i v prostiedi 100% vodné mobilni faze a alky-
lové fetézce si zachovavaji svou konformacni volnost
a schopnost interagovat s analyty. Navic experimentalni
poznatky ukazuji, Ze zabudované polarni skupiny vstupuji
do interakci se zbytkovymi silanolovymi skupinami na
povrchu silikagelu, tim dochazi k jejich stinéni a omezeni
nezadouciho vlivu na separaci nékterych, zejména bazic-
kych, analytu.

Bouflivy rozvoj PEP stacionarnich fazi nastal teprve v
nedavné dobé. Postupné byly do alkylového fetézce zabu-
dovany rtzné polarni strukturni motivy, napf. mocovina,
ethery, aminy, smésné amidy a jiné. Rada vyrobcti detailni
chemickou strukturu PEP fazi neuvadi z divodi utajeni.

Koncept sorbentli se zabudovanou polarni funkéni
skupinou pfinasi fadu vyhod:
pfedevsim sorbenty mohou byt uZity i ve 100% vod-
ném prostiedi bez nebezpeci fazového kolapsu, tento
rys je zvlast’ dilezity pro deéleni vysoce polarnich

latek,
— sorbenty vykazuji obvykle nizsi retenci a odliSnou
selektivitu pro polarni analyty ve srovnani

s konvencnimi Cist¢ alkylovanymi fazemi,

analyty schopné tvorit vodikové mustky mohou po-
mérn¢ intenzivné interagovat se zabudovanymi polar-
nimi skupinami a jejich retence byva vétsi neZ na
konven¢nich fazich,

sorbenty se vyznacuji potlacenou aktivitou silanolo-
vych skupin, coz vede ke sniZeni chvostovani zasadi-
tych latek zejména pii neutralnim pH mobilni faze,
diky vodikovym vazbam je na povrchu sorbentu pii-
tomno vice vody nez na klasickych alkylovanych
fazich, ¢imz dochazi kzeslabeni interakce
s bazickymi latkami.

3.2. Hybridni anorganicko-organické
sorbenty pro RP-HPLC

Velmi odlisny, zajimavy a komer¢né Gspésny pristup
k syntéze odolnéjSich reverznich fazi na bazi silikagelu
navrhl a poprvé publikoval Unger a spol.>. Koncept vyu-
zivd reakce anorganického alkoxysilanu s organickym
alkoxysilanem za vzniku anorganicko-organické hybridni
Zastice™.

Hybridni anorganicko-organické stacionarni faze
kombinuji nejlepsi vlastnosti silikagelu, tj. vysokou u¢in-
nost a vynikajici mechanickou stabilitu, s nejlepSimi vlast-
nostmi polymernich sorbentdl, tj. mimotfadnou pH stabili-
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tou a snizenym efektem rezidualnich silanold. V roce 1999
byla na trh uvedena prvni generace hybridnich fazi pod
nazvem XTerra firmou Waters®. Syntéza je zaloZena na
reakci dvou organosilantl, jeden z nich tvoii silikagelovou
matrici a druhy do vznikajici matrice vnasi methylsiloxa-
nové jednotky. Konkrétné se jednd o reakci tetraethoxy-
silanu s methyltriethoxysilanem. Vznikl¢ hybridni Castice
obsahuji methylsiloxanové jednotky, a to jak uvnitf matri-
ce sorbentu, tak na povrchu. Stechiometricky pomér reak-
tantl 2:1 se osvédcil jako optimdalni z hlediska vlastnosti
pfipravené¢ho sorbentu. Pro potfeby RP-HPLC je povrch
nasledn¢ kovalentné modifikovan bud’ trifunkénimi silany
za vzniku fazi MS Cg a MS Cig, optimalizovanych pro
maximalni chemickou stabilitu a uréenych pro LC-MS,
a nebo monofunkénimi silany za vzniku fazi RPg a RPyg,
s vlozenymi karbaméty, optimalizovanych pro minimalni
chvostovani bazickych latek. Experimentalné bylo proka-
zano, ze selektivita MS Cg a Cig stacionarnich fazi pro
hydrofobni i polarni analyty je obdobna jako na béznych
silikagelovych reverznich fazich®*. Obdobné také selektivi-
ta hybridi se zabudovanou karbamatovou polarni funkéni
skupinou se témer neliSila od Cisté silikagelovych karba-
matovych kolon. Tato skute¢nost se d4 vhodné vyuzit pfi
pfenosu chromatografickych metod z konvencnich sili-
kagelovych sorbentii na materialy hybridni, kdy ¢asto neni
nutna nova optimalizace separacnich podminek. Vzhledem
k tomu, Ze na povrchu hybridu je ve srovnéni s klasickymi
silikagelovymi materialy asi jen tfetina silanolovych sku-
pin, chvostovani bazickych latek je na hybridnich fazich
vyrazn¢ omezeno a symetrie pikt daleko lepsi. Hybridy
vykazuji velkou odolnost vii¢i vysoké hodnoté pH mobilni
faze. Hybridni reverzni faze byly uspésné testovany
v rozmezi pH 1,2 az 11,5 (cit.”’). Analyty bazické povahy
tak mohou byt Casto separovany ve form¢ volnych bazi
s daleko lepsi separacni ucinnosti a odliSnou selektivitou
nez v kyselém prostredi. Dalsi dulezitou vlastnosti hybrid-
nich sorbentl je jejich zlepSena odolnost vici zvySené
teploté mobilni faze*. MozZnost chromatografie pii teplo-
tach i kolem 60 °C pfinasi fadu vyhod: snizeni viskozity
mobilni faze, a tim tlaku na koloné, zlepSeni separacni
ucinnosti a zmenSeni zdvislosti u¢innosti kolony na rych-
losti prutoku (velmi zajimavy a dulezity efekt); tim se
vytvaii priznivé podminky pro uplatnéni uvedenych sor-
bentt pii velmi rychlych separacich.

V minulém roce byl Gspésné dokoncen vyvoj druhé
generace hybridnich sorbentd. Ty jsou pfipravovany reakci
tetraethoxysilanu s bis(triethoxysilyl)ethanem®®. Ve srov-
nani se sorbenty XTerra byla dale podstatné zvySena che-
micka odolnost v silné bazickém prostiedi a separacni
G&innost™.

3.3. Reverzni faze zalozené na oxidech
hliniku, zirkonia a titanu

Vzhledem k omezené chemické odolnosti silikagelu
v alkalickém prostfedi byly hledany jiné chemicky odol-
n&jSi materialy pouzitelné pro pfipravu obracenych fazi.
Ukézalo se, ze oxidy hliniku, zirkonia a titanu jsou pod-
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statné stabilnéjsi v silné alkalickém prostfedi nez sili-
kagel’”*. Navic jsou tyto nové materialy v bazickém pro-
stiedi stabilni i pfi zvySené teploté, coz neplati pro sili-
kagelové faze. ZvySend stabilita a pracovni rozsah pH
pfinasi fadu vyhod, kromé jiného i moznost regenerace
kolon za velmi agresivnich podminek bez nebezpeti po-
Skozeni sorbentu. Srovnavaci testy jednotlivych oxidi
provadéné za extrémnich podminek ukézaly, ze oxid zir-
konia je stabilnéjsi nez oxid hliniku jak v silné kyselém,
tak alkalickém prostfedi. Oxid zirkonia je naprosto stabilni
vrozsahu pH 1-14, také oxid titanu je tdajné stabilni
ve stejném rozsahu, ale jednoznacny experimentalni diikaz
zatim podan nebyl. Naproti tomu, oxid hliniku je nezane-
dbatelné rozpustny v kyselém prostiedi, zvlasté v kyseliné
chlorovodikové. Mechanicka odolnost vuci vysokému
tlaku je u vSech zminénych oxidl velmi dobrd, pln¢ srov-
natelna nebo lepsi nez v piipadé silikagelu.

Chemické vlastnosti povrchu oxidd hliniku, zirkonia
atitanu jsou podstatnd odlidné od silikagelu?’. Zatimco
nemodifikovany silikagel mad povahu ménice kationtd,
zminéné oxidy maji amfoterni charakter a jsou tedy schop-
ny v zavislosti na pH mobilni faze vystupovat bud’ jako
ménice kationtli, nebo aniontd. Druhou velmi vyznamnou
odli$nosti je skutecnost, ze na povrchu oxidi zminénych
kovli jsou mista s vlastnostmi Lewisovy kyseliny. Tato
centra umoziuji interakce na bazi ligandové vymeény.
Obecné lze fici, ze chemie povrchu oxidd kovu je velmi
slozita, mnohem komplikovan¢jsi nez v pripadé silikagelu,
napf. na povrchu oxidd kovi jsou podobné jako na po-
vrchu silikagelu lokalizovany hydroxylové skupiny, ale
konkrétné v ptipad€ oxidu titanu se v litaratufe uvadi, Ze je
tieba rozligovat 12 riiznych typi —OH skupin®.

Pro RP-HPLC aplikace je nezbytnd hydrofobizace
povrchu oxidu hliniku, zirkonia a titanu. Dosud neexistuje
zadnd modifika¢ni technika vedouci k Uplnému odstinéni
povrchu sorbentd, a proto je nutno vzdy pocitat s tim, Ze
konecna interakce s analytem nemusi mit ¢ist¢ hydrofobni
charakter. Pokud se jedna o zpisoby modifikace povrchu,
lze je tridit do nékolika skupin: a) dynamickd modifikace
se provadi pridavkem latky, ktera silné interaguje
s povrchem sorbentu, do mobilni faze, b) permanentni
kovalentni chemicka modifikace vyuziva reaktivity vhod-
nych modifikujicich ¢inidel za vzniku stabilni vazby mezi
povrchem sorbentu a ¢inidlem, c¢) podstatou fyzikalni mo-
difikace povrchu je pokryti povrchu vhodnym polymerem
nebo vrstvou uhliku.

Silanizac¢ni techniky, velmi uspésné pii pfipravé
silikagelovych obracenych fazi, které mély vést ke kova-
lentni modifikaci povrchu oxidd kovi, se pfili§ neosvéd-
¢ily. Experimentalné byla potvrzena platnost fady hydro-
lytické stability vazby mezi kiemikem a kyslikem v pofa-
di:  Si-O-Si-R >> Zr-O-Si-R > Ti-O-Si-R >> Al-O-Si-R.
Dusledkem toho je fakt, ze vétSina pokust o stabilni sila-
nizaci povrchl oxidii kovii monofunkénimi silany byla
neuspésna. Modifikace provedené trifunkénimi silany
v nékterych pripadech alesponl Castecné k uspéchu vedly,
ale otazkou zistava, zda tento vysledek nespocival spiSe
v horizontdlni polymeraci trifunkénich silan na porchu
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oxidi kovi. Navic pokud jsou pro silanizaci vyuzity tri-
funkéni silany, vzniknou nevyhnutelné reakci s povrchem
i skupiny M-O-Si-OH (M = Al, Zr nebo Ti), které svou
velkou kyselosti dale pfisp&ji k znacné heterogenité modi-
fikovaného povrchu. Pfiprava soucasnych komeréné do-
stupnych RP sorbentii na bazi oxidi kovl proto neni zalo-

spocivaji v pokryvani povrchu vhodnymi hydrofobnimi
vrstvami. Nejcastéji jsou oxidy kovi modifikovany poly-
butadienem (PBD), ktery ma pro neionizovatelné latky
podobnou separacni selektivitu jako silikagelové Cg a Cig
faze, nebo polystyrenem (PS), ktery je svou selektivitou
spise blizky fenylové modifikaci silikagelu. Je tfeba ale
zdiraznit, ze nabité a ionizovatelné latky se chovaji na
PBD a PS modifikacich oxidd kovil podstatné odlisné nez
na silikagelovych reverznich fazich, coz je dusledek sil-
nych iontovych a ligandové-vyménnych interakci mezi
nedokonale odstinénym povrchem oxida kovid a analyty.
Pro uvedené sorbenty je proto typické, ze volba typu pufru
a jeho koncentrace ma daleko vétsi vliv na retencni Casy
ionizovatelnych analyti a na tvar pikd, nez je bé&zné
v ptipad¢ silikagelovych reverznich fazi. PBD sorbenty
vykazuji velmi dobrou pH stabilitu, pro oxid hliniku
v rozmezi pH 3—12, pro oxid zirkonia v rozmezi pH 1-14.
Krom¢ toho také tepelnd odolnost zvlast€ zirkoniovych
PBD fazi je mimofadna. K degradaci nedochazi ani pfi
aplikaci 1 mol I"" hydroxidu sodného pii 100 °C. Velmi
dobrou pH a tepelnou stabilitu maji i kovové oxidy pokry-
té vrstvou polystyrenu, které mohou byt provozovany
v rozmezi pH nejméné 1-13 a pfi teplotach az do 160 °C.
Vedle PBD a PS byl povrch oxidu zirkonia tispé$né modi-
fikovan také pyrogennim uhlikem®. Tato stacionarni faze
je schopnd velmi citlivé rozliSovat analyty podle tvaru
jejich molekul, a je proto vhodna pro déleni geometrickych
isomert’'.

Dilezitou vlastnosti modernich PBD, PS a uhliko-
vych fazi je skuteCnost, Ze separacni u¢innosti pro neutral-
ni analyty jsou plné srovnatelné s i¢innostmi dosahovany-
mi na silikagelovych fazich Cj3 a Cs, coZz znamena, Ze
pfenos hmoty ve stacionarni fazi je dostate¢né rychly.
V této souvislosti je tfeba upozornit, Ze plné polymerni
sorbenty, na bazi napf. styren-divinylbezenu nebo poly
(methylmethakrylatu) jsou také vysoce chemicky stalé, ale
ucinnosti na nich dosahované byvaji zpravidla podstatné
niz8i nez na silikagelovych reverznich fézich, pravdépo-
dobné v dasledku ptitomnosti mikropord.

Kompatibilita sorbentll s vysokymi teplotami nabizi
mnoho zajimavych aplikaénich vyhod. Rada z nich jiz byla
vySe zminéna, zde lze navic pfipomenout mozné vyuZziti
samotné vody jako mobilni faze. Je totiz znamo, ze pii
teploté 200 °C ma voda podobnou polaritu jako methanol
pii laboratorni teploté™. Timto zptsobem lze dosahnout
snizeni spotfeby organickych rozpoustédel. Navic vylou-
¢eni organickych solventd miiZze nabidnout i nové detekéni
moznosti (napf. méfeni ve vzdalené UV oblasti <210 nm).

V budoucnu lze ptedpokladat dalsi rozvoj sorbentd
odvozenych od oxidd kovi. Je napiiklad pravdépodobné,
ze budou pfipraveny monolitické faze. Také se da oceka-
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vat, ze bude pokracovat vyvoj modifikacnich technik, kte-
ré povedou k dokonalej$imu odstinéni matrice staciondrni
faze. Nejnovéjsi zplisoby pokryvani oxidd kovl vrstvami
uhliku a moznosti jejich nasledujici chemické modifikace
jsou v tomto sméru velkym pfislibem.

3.4. Monolitické stacionarni faze pro
RP-HPLC

Monolity jsou zvlastni separacni média, kterd nemaji
interpartikularni prostory®***. Lze si je predstavit jako
jednu jedinou velkou ¢astici sorbentu. Morfologie monoli-
tt je jiz dnes natolik vyladéna, Ze monolitické kolony mo-
hou byt ¢asto provozovany pii ~ 5x vétSich pritocich nez
konvenéni kolony plnéné 5 pum sorbentem, pfitom tlaky
jsou srovnatelné. Podrobna teorie procesu pfenosu hmoty
v monolitickych médiich byla neddvno vypracovana Liapi-
sem’>~° a Tallarekem®’.

3.4.1. Makroporézni monolitické disky

Prestoze prvni pokusy o pfipravu monolitickych ko-
ho stoleti**, prakticky pouzitelné materialy se objevily aZ
pozdé&ji. Jednim z prvnich chromatograficky vyuzitelnych
formatli monolitickych médii byly monolitické disky
(monolitické membrany). Tyto materialy rizného chemic-
kého sloZeni a v mnoha geometriich byly poprvé uspésné
pripraveny az v poloviné¢ 80. let, pfedevsim za ucelem
rychlych separaci bilkovin. Brzy se potvrdilo, Ze pro dosa-
zeni dobrého déleni staci jen pomérné tenka membrana, a
tim se vytvoftil Siroky prostor pro dalsi vyvoj konceptu
monolitickych médii ve formé disku. Na vyzkumu se vy-
znamné podileli i pracovnici Ustavu makromolekularni
chemie v Praze. V soucasnosti jsou jiz monolitické disky
komeréné€ dostupné, konkrétné napt. od firmy CIM (BIA
Separations). Disky o tloustce do 3 mm jsou pfi vlastni
separaci umistény ve specialnim drzaku, kam muze byt
vlozeno i nékolik riiznych membran lisicich se chemickou
modifikaci, a tak lze provadét vicerozmérné separace.

Hlavni vyuziti tohoto formatu dnes stale spociva pie-
devsim v oblasti rychlého déleni velkych biomolekul gra-
dientovou eluci®’. Vétsina komerénich diski je ptipravova-
na zreaktivnich monomerd, napi. glycidylmethakrylatu,
které jsou nasledné¢ vhodné chemicky modifikovany pro
jejich pouziti v riiznych separa¢nich modech.

3.4.2. Rigidni makroporézni polymerni monolitické kolony

Zagatkem devadesatych let pripravili Svec a spol.
prvni rigidni makroporézni monolitické kolony®’. Jejich
syntéza se provadi velmi jednoduchym zpasobem, a to in
situ polymeraci vhodnych monomert piimo v chroma-
tografické koloné. Priprava spociva v naplnéni trubice
smési monomert, radikdlového inicidtoru a porogend.
Nasledné je trubice uzaviena, utésnéna a provedena poly-
merace za peclivé kontrolované teploty. Koncova tésnéni
jsou potom nahrazena standardnimi koncovkami pro
HPLC a pripravena monoliticka kolona je pfipojena
k separanimu systému. Nezreagované latky jsou vymyty
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vhodnym solventem, a tim je kolona pfipravena k provozu.

Tyto rigidni monolity byly suspéchem vyrobeny
nejen ve formatu typickych nerezovych HPLC kolon, ale
iv kapiléréch“"“, které nachazeji velké uplatnéni pfi spo-
jeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektromet-
rii. Jejich velkou pfednosti je fakt, Ze provedeni polymera-
ce pfimo v kapilare je snazsi nez jeji plnéni mikrocastice-
mi konvencniho sorbentu.

Syntéza monoliti pouzitelnych v riznych chromato-
grafickych modech je uskuteCnitelnd nékolika postupy.
Tak napitiklad ptima polymerace styrenu a divinylbenzenu
vede ke stacionarni fazi velmi vhodné pro RP-HPLC pep-
tidd a proteinl. Jinou moznosti je aplikace reaktivnich
funkcionalizovanych monomer a néslednd modifikace
vzniklého polymeru v podobném smyslu, jak bylo zminé-
no v predchozi kapitole. V neposledni fad¢ je tfeba upo-
zornit i na moznost roubovani monolitl s vyuzitim UV
zafeni, které umoziuje piipravu stacionarnich fazi
s vysokou separacni kapacitou.

3.4.3. Tubuldarni monolitické kolony s radidlnim tokem

Principialn€ by vSe nasvédcovalo tomu, ze monolitic-
ké kolony by mohly byt velmi zajimavé také pro prepara-
tivni separace. Problém je ovSem vtom, ze radikalova
polymerace v kolon€ je exotermni proces, pii kterém se
uvoliuje velké mnozstvi tepla. Polymerace probiha bez
michéni a odvod tepla je obtizny. Zatimco pii vyrobé mo-
nolitl pro analytické aplikace je tato komplikace zvladnu-
telnd, dostatené pfesnd kontrola tepelnych poméri pfi
polymeraci velkych monoliti je mimofadné obtizna®.
Takovéto monolity maji v diisledku vytvofeného teplotni-
ho gradientu nehomogenni distribuci portt v radialnim
sméru, a to vede ke zhorSeni chromatografickych paramet-
ru.

Tato obtiZ byla do znacné miry elegantn¢ vyfeSena
konceptem tubularnich monolitd s radialnim tokem™. Jed-
na se o trubice s definovanou tloustkou monolitem tvore-
nych stén, mobilni faze a analyty prochazeji pfes sténu
v radidlnim sméru. Tyto kolony mohou mit objemy i ko-
lem 10 litrd, pouZivané pritoky jsou asi 10 I min™" a mnoz-
stvi separovanych proteinit nebo oligonukleotidi muze
dosahovat i 200 g v jednom nastiiku.

3.4.4. Silikagelové monolitické kolony

Prvni silikagelové monolity byly syntetizovany Tana-
kou®. Na rozdil od rigidnich makroporéznich polymer-
nich médii, silikagelové monolity analytickych rozméra
nemohou byt pfipraveny piimo v chromatografické kolo-
n¢, nebot’ pfi solidifikaci béhem hydrolyticky iniciované
polykondenzace tetraalkoxysilanti v prostfedi polyethylen-
glykolu (porogen), dochazi k vyraznému zmensovani obje-
mu. Nejprve je tedy pfipraven monolit, ten je pak zatésnén
do kolony odpovidajicich rozméri, a nakonec obvykle
nasleduje chemickd modifikace povrchu podle ucelu pou-
ziti monolitu. Vzhledem ke srazeni monolitu pfi jeho syn-
téze je obtizné pripravit média s délkou nad ~ 15 cm. Prav-
dépodobné z podobnych divodd neni snadna ani vyroba
monolitd s primérem mensim nez 3 mm. Komeréné jsou
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zatim dostupné kolony od firem Merck (Némecko)*
a Phenomenex (USA), ovSem jen ve dvou pramérech
4,6 mm (pro separace v analytickém méfitku), a pak az
100 pm (pro kapilérni chromatografii). Plati, Ze ptfiprava
silikagelovych monolitd v kapildrnim métitku je snazsi
a reprodukovatelnéji nez vyroba kolon vétSich rozméru,
a to proto, Ze kapilary se s ispéchem polymeruji podobné
jako rigidni polymerni monolity, tedy pfimym in situ pro-
cesem.

Silikagelové tyCe obsahuji jak velké pory o velikosti
kolem 1 pum, tak i velké mnozstvi mesoport, a proto ma
vysledny monolit pomérné znacné velky povrch, coz je
vlastnost dilezita zvlasté pii izokratickych separacich
v reverznim modu. Monolitické silikagelové kolony jsou
vhodné pro rychlé separace predev§sim malych a stfedné
velkych molekul. Tim se lisi od vSech ostatnich typti mo-
nolitli, protoze ty jsou naopak vétSinou uzivany pro déleni
makromolekularnich latek, vétSinou v gradientovém uspo-
radani.

3.4.5. Monolity — staciondrni faze budoucnosti

Podle néekterych odbornikii predstavuji monoliticka
média nejvétsi prilom v oblasti chromatografie od dob
jejiho vzniku*’. Monoliticka média jsou nékdy oznaovana
jako ,staciondrni faze Ctvrté generace™ s pfesné ladénymi
vlastnostmi*®. V kazdém piipadé jim je v soudasnosti v&-
novana velkd pozornost mnoha védeckymi tymy a firma-
Diky jejich unikdtnim vlastnostem, tj. snadné piipravé a
toleranci k vysokym pritokdim, jsou jiz dnes v fadé kon-
krétnich ptipadt preferovany pred klasickymi partikularni-
mi sorbenty. Vzhledem k tomu, Ze monolitické kolony
patfi mezi nové staciondrni faze, neni zatim jejich sorti-
ment tak pestry jako v ptipadé Casticemi plnénych kolon,
ale tento stav se pravdépodobné rychle zméni.

4. Zavér

Moderni trendy ve vyvoji a vyrobé stacionarnich fazi
pro RP-HPLC sméfuji k produkcei fazi se stale vétsi me-
chanickou, chemickou a tepelnou odolnosti. Rozméry ko-
lon a sorbentl se postupné zmensuji, coZ umoznuje zvysit
separacni U€innost, zrychlit analyzy, zlepSit detekéni limi-
ty, a pfitom snizit spotiebu solventt.

Vysoce Cisty silikagel se stidle dobfe osvédCuje jako
vychozi matrice pro pfipravu modernich vazanych fazi.
OvSem hybridni anorganicko-organické materidly navic
vykazuji vynikajici odolnost vici alkalickému prostredi.
Nadéjné jsou pravdépodobné i stacionarni faze zalozené na
oxidech zirkonia a titanu. Velmi perspektivni, a dosud ani
zdaleka nevycerpanou oblasti jsou monolitickd média.

Prace byla podporena vyzkumnym zamérem MSMT
CR MSM 6046137307: ,, Fyzikalné-chemické metody ana-
lyzy a popisu chemickych systémii a biosystémii “.
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Reversed-phase high performance liquid chromatog-
raphy (RP-HPLC) is one of the most utilized chroma-
tographic methods. Current trends towards more mechani-
cally and chemically stable RP-HPLC stationary phases
are discussed in the review. Column dimensions, sorbent
particle size and solvent consumption are continuously
decreasing. This enables faster and more efficient analy-
ses. Highly pure silica still holds its position as the most
frequently utilized starting material for RP preparation.
However, hybrid silica-based stationary phases are signifi-
cantly more stable in alkaline buffers. Also sorbents based
on zirconia, alumina and titania seem to be promising.
A bright future is envisioned for monolithic media.



