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Planarni chromatografie neboli tenkovrstva chromatografie (TLC) byla poprvé popsana N. A.Izmailovem
a M. S. Schreiberovou koncem 30. let minulého stoleti. Kapalna mobilni faze se obvykle pohybuje v porech vrstvy
nanesené¢ na pevnou podlozku umisténou vertikdlné v jednoduché nadobé, napt. kadince. Tok je pohanén pouze
kapilarnimi silami v porech a neni potieba zadné sofistikované pfistrojové vybaveni. Jednotlivé slozky smési jsou
separovany na zaklad¢ rozdilt v jejich afinité k pevné stacionarni a kapalné mobilni fazi. Typicky format staciondrni faze
predstavuje tenkou vrstvu sorbentu nanesenou na sklenéné, hlinikové nebo plastové desce. Porézni sorbenty mohou byt
oxid kiemicity (silika), oxid hlinity (alumina) ¢i celuldza, drzené pohromadé napi. sadrou. Hlavnimi vyhodami TLC jsou
snadnost provadéni separaci, které mohou probihat i v paralelnich liniich na stejné vrstvé, jednoduché vybaveni,
stacionarni faze pro jednorazové pouziti, staticka detekce a moznost archivace vysledku separace ve vysuSené vrstve.
Typické vrstvy o tloust’ce 100250 um vSak nejsou pfili§ vhodné pro kombinaci TLC s hmotnostni spektrometrii (MS). To
vedlo ke komercializaci ultratenkych 10 pm silnych monolitickych vrstev oxidu kiemicitého. Jejich vyroba byla bohuzel
brzy ukoncena. Alternativni feSeni tohoto problému pochdzela z akademického prostiedi. Jeden pfistup zahrnoval vrstvy
vytvofené z nanovldken piipravenych elektrostatickym zvlakiiovanim. Alternativou byly porézni monolitické polymerni
vrstvy vyrobené polymeraci in situ a byla s nimi demonstrovana fada separaci jak malych, tak i velkych molekul. Pouziti
MS detekce pak umoznilo zjisténi molekulové hmotnosti latek v separovanych skvrnach. Pfestoze se piiprava tenkych
monolitickych vrstev pivodné jevila jako jednoducha, bylo nutné vytesit nékteré neocekavané problémy. Tento prehled
podrobné popisuje problémy souvisejici s historii monolitické TLC a predstavuje ptistupy vedouci k vrstvam vhodnym pro
pozadované separace.

Klicova slova: planarni chromatografie, tenkovrstva chromatografie, monolitické vrstvy, separace, hmotnostni
spektrometrie

Obsah ganického materalu nebo organického polymeru, nejcasté-
ji pfipravenou chemickou reakcei, jako je polykondenzace,

1. Uvod polymerizace, ¢i ,,click” reakce uvnitt vhodného kontejne-
2. Tenké vrstvy pro monolitickou planarni chromatografii ru nebo na povrchu nosice. Prehledné referaty tykajici se
2.1. Monolitické ultratenké vrstvy z oxidu kfemi&itého poréznich polymernich monolitl nejsou v tomto ¢asopise
2.2. Polymemi vrstvy piipravené elektrostatickym neobvyklé. Slusi se pfipomenout, Ze tento format separac-
zvldknénim nich medii se narodil na konci osmdesatych let minulého

3. Trocha historie stoleti v Praze a jeho historie byla podrobné popsana
4. Rané doby organo-monolitické planarni chromatografie v obsahlém referatu'. P&kny prehledny referat tykajici se
5. Zvlastnosti pfipravy tenkych vrstev této problematiky byl publikovan nedavno®. Monolity
6. Zaveéry byly pivodné vyvinuty jako alternativa ke kolonam plné-

nym drobnymi ¢asticemi slouzicimi jako staciondrni faze
v kapalinové chromatografii. Nicméné, v prubéhu doby se

1. Uvod zjistilo, ze monolitické struktury lze pouzit i jinde a paleta

aplikaci se zacala rozsitovat. Byly s uspéchem aplikovany

Pro pfipomenuti: Monolity jsme jiz diive definovali v dal$ich chromatografickych technikach, jako jsou tenko-

jako pevnou latku ve formé jednoho kusu porézniho anor- vistva a plynova chromatografie’, chromatografie
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s pouzitim tekutiny v superkritickém stavu®, elektrochro-
matografie’, v ptipravé vzorkil véetné extrakce pevnou
f4zi® a metalo-organickymi stavebnimi prvky’, ¢i reaktivni
filtrace®, jako nosi¢e pro kombinatorialni chemii’, jakoz
1 pro pfipravu ucinnych bioreaktorli a heterogennich kata-
lyzétorﬁlo, mikrofluidnich zafizeni'!, senzord, podlozek
pro povrchem zesileny Ramandv rozptyl'? a detektora'.
Rozsahlejsi prehled mnohych téchto méné rozsifenych
pouziti monolitickych struktur byl v Chemickych lis-
tech shrnut v dal§im piehledném referatu'®. Zatimco onen
referat popsal mnohé aplikace ve velmi zhuSténé forme,
tento prispévek se soustfedi na jedinou techniku, plandrni
chromatografii téz zvanou tenkovrstvou chromatografii
(thin layer chromatography, TLC) v kombinaci s hmot-
nostni spektrometrii (mass spectrometry, MS), a ptedvede,
ze tato jednoduchd, le¢ v dnesnich dnech zanedbavana
separacni metoda miiZe slouzit v fad¢ zajimavych aplikaci.
TLC patii mezi nejstarsi Sifeji pouzivané chromato-
grafické techniky a byla poprvé popsana Izmailovem
a Srajberovou uz vroce 1938 (cit."”). Kupodivu je tato
separaéni metoda mnohem castéji pouzivana v organické
chemii pro sledovani reakci a urovani Cistoty produktl
nez v dnesnich analytickych separacich. Kapalna mobilni
faze se vétSinou pohybuje v porech vrstvy na desce posta-
vené vertikalné v jednoduché nadobé napt. kadince, a je
pohéanéna pouze kapilarnimi silami v porech. Roztok jed-
notlivych komponent délené smési je nakapnut na spodni
Cast vrstvy a k separaci dojde na zékladé rozdila v jejich
afinité k pevné stacionarni a kapalné mobilni fazi. Typické
provedeni se d¢je na sklenéné, hlinikové nebo plastové
desce potazené tenkou vrstvou stacionarni faze, jiz mize
byt oxid kiemicity (silika), oxid hlinity (alumina)
¢i celulosa, stmelené napf. saddrou. Hlavnimi vyhodami
TLC jsou snadnost provedeni separaci, které mohou probi-
hat i v paralelnich liniich na jedné desce, jednoduché vy-
baveni, stacionarni faze k jednorazovému pouziti, staticka
detekce, a moznost archivovani vysledku separace ve vy-
susené vrstvé. Detailni popis historie, metodiky a potieb-
ného vybaveni je popsan napt. v obsahlé monografii'.

2. Tenké vrstvy pro monolitickou TLC
2.1. Monolitické ultratenké vrstvy z oxidu kifemicitého

V poloving 90. let minulé¢ho stoleti Gusev a spol.
poprvé demonstrovali TLC separace velkych molekul
proteint a peptidd na standardnich vrstvach oxidu kfemici-
tého s pouzitim detekce hmotnostni spektrometrii s lasero-
vou desorpci a ionizaci za Gcasti matrice (matrix-assisted
laser desorption/ionization, MALDI) a konvenéniho UV
laseru produkujiciho zafeni o vinové délce 337 nm (cit."”).
Kromé uspésné separace a detekce také zjistili, ze detekéni
limit nebyl piili§ vysoky. Pochopili, Ze vétSina vzorku neni
lokalizovana na povrchu, na ktery dopada laserové zateni,
ale uvnitt ve 100-250 um silné vrstvé. Aby tento problém
alespon z ¢asti vyfesili, pfevedli analyty na povrch vrstvy
pomoci extrakce methanolem nakapnutym na separovanou
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skvrnu a naslednym pfidanim roztoku konvenéni MALDI
matrice. Naproti tomu pouziti MALDI s infracervenym
laserem se zafenim o vlnové délce 2,54 pum, které pronika
do vétsi hloubky separaéni vrstvy, zlepSilo detekéni limit
az desetkrat'®. Je pravdépodobné, e ke $patné separacni
ucinnosti prispélo i pouziti nevhodnych komercnich vrstev
z oxidu kfemicitého. Proto bylo Zzadouci vyvinout nové
typy vrstev. Jednou z odpovédi na tuto vyzvu bylo zavede-
ni komerénich monolitickych ultratenkych vrstev na bazi
tohoto materidlu.

Tenké monolitické vrstvy na bazi oxidu kiemicitého
se poprvé objevily jako komercni produkt distribuovany
spole¢nosti Merck KGaA (Darmstadt, Némecko) na po-
&atku tretiho tisicileti'?. Zpasob jejich vyroby pochopitel-
n¢ nebyl firmou nikdy odhalen. Tyto relativné malé desky
(6 x 3,6 cm) nesly 10 um silné monolitické vrstvy, které
daly nézev této technice: ultratenkovrstvd chromatografie
neboli UTLC. Separace pomoci této techniky byly nejprve
demonstrovany s malymi molekulami 16¢iv>. Tyto vrstvy
byly pozdéji také pouzity v kombinaci s detekci v moédu
hmotnostni spektrometrie sekundarnich iontd s prileto-
vym analyzatorem (time of flight-secondary ion mass
spectrometry, TOF-SIMS)*' a MALD], a to jak ve vakuu,
tak i za atmosférického tlaku®**. Obr. 1 ilustruje MALDI
spektra separovanych pikli z monolitické vrstvy oxidu
kfemicitého ziskand po aplikaci matrice a-kyano-4-
-hydroxyskoficové kyseliny (a-cyano-4-hydroxycinnamic
acid, CHCA).

Vyroba a prodej téchto monolitickych desek vSak
byly zahy ukonceny. Divody, které by mohly stat za timto
rozhodnutim, uvadi Poole a Poole na zaklad¢ analyzy, byt’
i omezeného poétu publikovanych studii®*: ,, Ve srovndni
se stabilizovanymi  casticovymi  vrstvami  poskytuji
(ultratenké vrstvy) rychlejsi separace, nizsi limity hmot-
nostni detekce a nizsi spotiebu rozpoustedel na vkor nizsi-
ho rozliSeni a zvysené slozitosti manipulace. Aplikace
vzorkii je problematicka kwili malym objemiim vzorkil
a malym aplikacnim zénam potiebnym pro optimalni se-
parace, coz je primy dusledek tenké vrstvy a kratkych mi-
gracnich vzdalenosti. Znacna propustnost svétla monoli-
tickymi vrstvami spolu s malymi rozméry zon a kratkymi
migracnimi vzdalenostmi prispiva k problémuim kvantita-
tivnich méreni pomoci skenovaci denzitometrie. Vzorky
aplikované pomoci standardniho laboratorniho vybaveni
pro vysokoucinnou tenkovrstvou chromatografii vedou
spise k méné uspokojivym vysledkiim. Pro nizkomolekular-
ni slouceniny s hodnotami retencniho faktoru Ry mezi 0,1
a 0,5 byla ziskana zonova kapacita pouze 5—6 pri tloustce
vrstvy 8—10 um.

2.2. Polymerni vrstvy pfipravené elektrostatickym
zvlaknénim

Skupina Susan Olesikové byla prukopnikem zcela
odlisného pfistupu k ultratenkym vrstvdm s monolitickou
strukturou. Nejprve byly zkoumany vrstvy elektrostaticky
zvlaknénych poly(akrylonitrilovych) nanovldken nanese-
nych na hlinikovou folii*’. Pozdgji byla piipravena i &isté
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Obr. 1. Separace surovych produkti syntézy substituovaného triazolu (m/z 175) s pouzitim mobilni faze ethylacetat-hexan (1:2 v/v)
obsahujici 2 % octové kyseliny a prezentovana jako UTLC-UV denzitogram surového vzorku po syntéze™. Identifikace pikii byla
provedena pomoci spekter vedlejiiho produktu A (m/z 369, [M+H]") a produktu (m/z 198, [M+Na]" a m/z 176, [M+H]") ziskanych detekci
MALDI-MS pti atmosférickém tlaku. Hlavni matricové ionty jsou oznaceny hvézdickami

uhlikova vladkna cestou in situ pyrolyzy vySe uvedenych
poly(akrylonitrilovych) prekurzort *°. Struktura prvni
z téchto vrstev je znazornéna na obr. 2a. Poole a Poole se
k tomuto piistupu opét vyjadiili**; ,, Vrstvy jsou dostatecné
stabilni pro obecné pouZiti v separacich bez nutnosti pou-
Ziti pojiva a byly pripraveny o rozmérech 2 az 3 cm Siro-
kych a 6 cm dlouhych. Vrstvy z poly(akrylonitrilu) byly
vyrobeny z vidken o priomeru 400 nm a byly 25 um silné.
Vrstvy z uhliku se skladaly z vidken o primeru 200-350
nm a tloustce 13—16 um. Roztoky vzorkii o objemu 50 nl
byly kapany injekcni stiikackou tak, aby vznikly pocatecni
zony o pruméru priblizné 0,25-0,50 mm, a po vyvolani
kapilarnim tokem byly oddéleny zony o priimeru mensim
nez 2,5 mm. Rychlosti pohybu mobilni faze byly obecné
vy$$i, nez se pozorovalo u vysoce ucinnych tenkovrstvych
desticek. Pozoruhodnou vlastnosti téchto vrstev je, ze pro
mnoho sloucenin je rozsireni pasii minimalni a byly pozo-
rovany hodnoty vysky patra trvale pod 10 um pri vzdale-
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nosti vyvolavani 1-6 cm. Tato separace je mnohem lepsi
nez v pripade stabilizovanych vrstev cdstic rovnéz vyuZi-
vajicich kapilarni tok.

Tato skupina posléze rozsifila svou technologii
apfipravila vlaknité vrstvy se srovnanymi poly
(akrylonitrilovymi) nanovladkny zndzornénymi na obr. 2b,
jejichz uginnost byla prokazana pii separacich 1é&iv?.
Tyto vrstvy poskytovaly separace v kratSim Case a s lepsi
reprodukovatelnosti. Kromé toho pfipravili také nanovla-
kenné vrstvy z roztoku poly(akrylonitrilu), ve kterych byly
rozptyleny mnohovrstvé uhlikové nanotrubicky (multi-
walled carbon nanotubes, MWCNT) nebo uhlikové nano-
tyéinky (edge-plane carbon nanorods, EPCN)*. Uhlikové
nanocastice ve vlaknech prispivaly k selektivité separace
udajné diky silnym 7 interakcim. ZvysSena selektivita
aucinnost byla prokdzana pfi separaci polycyklickych
aromatickych uhlovodikt, kterd je zndzornéna na obr. 2c.
Otazkou zlstava, jak muze tak malé mnozstvi nanouhliku
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Obr. 2. Skenovaci elektronové mikrofotografie zobrazujici
poly(akrylonitrilovou) vrstvu piipravenou ,konvenénim*
elektrostatickym zvlaknénim a zarovnana polyakrylonitrilo-
va nanovlakna vytvofena na rotujicim kolektoru p¥i rychlosti
otaceni 1250 ot/min (cit.”>*") (a,b). Porovnani chromatogrami
znazoriujicich separaci (1) benzo[a]pyrenu, (2) chrysenu, (3)
pyrenu, (4) fluoranthenu a (5) fenantrenu pri pouZziti vrstvy
ze samotnych poly(akrylonitrilovych) vlaken (PAN) za pouZiti
mobilni faze acetonitril-voda, 70:30, jakoZ i s pouzitim vlaken
obsahujicich 0,5 % uhlikovych nanotycinek (PAN-EPCN)
a vlaken obsahujicich 0,5 % vicevrstvych uhlikovych na-
notrubi¢ek (PAN-MWCNT), oboji s mobilni fazi acetonitril-
voda, 60:40 (cit.”®) (c)

a jesté k tomu podle skenovaci elektronové mikrofotogra-
fie schované uvnitf vladken mit tak znacny vliv na TLC
separace.
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Arzenal polymerd pro ptipravu elektrostaticky zvlak-
nénych vrstev byl posléze rozSifen pouzitim poly
(vinylalkoholu)®® a acetatu celulosy’’. V prvnim piipadé
jimi byly separovany aminokyseliny vcetné€ jejich flu-
orescencné znacenych derivatl v mobilni fazi methanol-
butanol-voda. Pozdg&ji byly pouZity pro screening steroidd
za ucelem dikazu falSovani tradi¢nich 1é¢ivych pripravka.

Nanovlaknové vrstvy z polyakrylonitrilu a poly
(vinylalkoholu) se rovnéz ukézaly jako vynikajici substra-
ty pro hmotnostni spektrometrii malych i velkych molekul
pomoci povrchem zesilené laserové desorpce/ionizace
(surface-assisted laser desorption ionozation, SALDI) bez
nebo s asistenci nizkomolekularni matrice®'. Napiiklad
poly(oxyethyleny) s molekulovou hmotnosti az 900 000
bylo mozné detegovat v hmotnostnich spektrech s dosta-
tenym pomérem signalu k Sumu. Ionizace polystyrenu
s molekulovou hmotnosti 4000 bylo dosaZeno v rezimu
SALDI bez pridavku jakékoliv matrice. Pro peptid angio-
tensin 1 vSak nebyl v tomto rezimu pozorovan zadny sig-
nal. Naopak pfi pouziti substraitu z nanovladken poly
(vinylalkoholu) byl po aplikaci smésného roztoku peptidu
a CHCA jako matrice zjistén dobry signal s malym poza-
dim. Sila tohoto signalu pfevySovala silu signalu ziskanou
po aplikaci smésného vzorku pifimo na MALDI desku
z nerezové oceli.

3. Trocha historie

Jakkoliv se mize zdat, ze tenké monolitické vrstvy
z organickych polymerQ byly zavedeny relativn¢ nedévno,
tedy az kolem roku 2007, jak bude uvedeno pozdéji, opak
je pravdou. Neni asi ptekvapenim, ze prvni zminka tykaji-
ci se pouziti monolitu podobné hydrogelové vrstvy opét
pochazi z Prahy’? stejné jako prvni monolitu podobna
kolona®. Miroslav Kubin z Ustavu makromolekularni
chemie CSAV piipravil jiz v roce 1972 poly(2-hydroxy-
ethyl-methakrylatovy) hydrogel ve form¢ 1,5 mm silné
a 1 x 2 cm velké vrstvy a pouzil ji pro separace mysSich,
lidskych a kufecich erythrocitll. Tyto Castice maji velikost
5,5,7,2 a 11 um a k jejich rozdéleni doslo praveé podle
velikosti. I kdyz vysledky této prvotni zpravy maji daleko
do dnes$ni monolitické TLC, prvky této metody jsou v ni
jiz obsazeny.

Ve skutecnosti prapfedkem soudobych monolitickych
kolon zavedeném jiz na konci osmdeséatych let minulého
stoleti, byly polymerni monolitické disky, které vlastné
prestavovaly tenké vrstvy’*. Jejich piiprava spoéivala
v polymerizaci smési glycidyl-methakrylatu, ethylendime-
thakrylatu, cyklohexanolu, dodekanolu a volnoradikalové-
ho inicidtoru ve formé sestavajici ze dvou vyhfivanych
hlinikovych desek oddélenych od sebe polypropylenovym
tésnénim a seSroubovanych dohromady. Z takto pfiprave-
nych 10 x 10 cm velkych a 2 mm silnych monolitickych
vrstev porézniho polymeru se pak manualné vykrajovaly
pozadované disky.

Nova reinkarnace tohoto postupu se objevila po vice
nez deseti letech, kdyz Dominic Peterson v roce 2004



Obr. 3. Pohled na tenké valcovité monolitické struktury na
povrchu MALDI podlozKky (a) a pohled v optickém mikrosko-
pu shora na monolitické valecky (b)

pripravil ze stejné smési fotoiniciovanou polymerizacni
reakei 10 pm vysoké disky o priméru 3 mm ve formé
sestavajici ze standartni nerezové MALDI podlozky oddé-
lené polyethylenovymi paskami od stejné velké sklenéné
desticky”. Na kryci sklendné destiéce byla nalepena mas-
ka z cerné potisténé folie, na niz bylo ponechano
100 pruhlednych kruhovych ploch o pozadovaném prime-
ru 3 mm. Obsah formy byl pak ozatovan UV svétlem
a jeho polymerizace vedla k valcovym strukturdm prezen-
tovanym na obr. 3. Ty byly pak pouzity pro povrchem
zesilenou detekei latek v MALDI modu a fungovaly i bez
pfitomnosti jinak potfebné nizkomolekularni matrice.

4. Rané doby organo-monolitické TLC

Zadna z ,historickych* aplikaci polymernich monoli-
ti uvedenych v pfechozi ¢asti vSak neslouzila skute¢né
TLC. Prvni vlastovkou v oblasti monolitické planarni
chromatografie kombinované s hmotnostni spektrome-
trif byla v roce 2007 prace Ranii Bakry®®. Ta ptipravila
poly(butyl-methakrylat-co-ethylendimethakrylatovou)
vrstvu na povrchu sklenéné desticky s pouzitim jednodu-
ché formy. Jak ukazuje obr. 4, tato forma drzena pohroma-
dé kancelafskymi sponkami se skladala ze dvou sklené-
nych desti¢ek, mezi nimiz byla na podélnych okrajich
vlozena teflonova paska, jejiz sila definovala tloustku
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monolitické vrstvy. Polymeriza¢ni smés se do ni plnila
pusobenim kapilarni sily a polymerizace se iniciovala
UV zéafenim nebo zahfivanim na vyssi teplotu. Po skonce-
ni polymerizace se uvnitf formy vytvofila bila monoliticka
vrstva rovnéz ukazana na obr. 4. Forma se rozebrala tak,
ze se obé sklenéné desticky mechanicky oddélily napf.
vsunutym nozem. Monolit na sklenéné podlozce byl pak
pouzit k TLC separacim smési obsahujicich malé moleku-
ly barviv, peptidy, ¢i velké molekuly bilkovin, které byly
detegovany hmotnostni spektrometrii v médu MALDI

Obr. 4. Sklenéna forma pouZita k pfipravé monolitické tenké
vrstvy naplnéna polymerizaé¢ni smési (a) a vzhled po skonceni
polymerizace (b). ZakrouZkovana ¢ast ukazuje teflonovy
pasek uréujici tloust'’ku vrstvy. Skenovaci elektronova mikro-
fotografie vrstev po rozebrani sklenéné formy potvrzuje po-
rézni strukturu (c)
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s pouzitim CHCA matrice. Obr. 5 ukazuje separaci pepti-
dd opatfenych kvili viditelnosti ve vrstvé a presnému
cileni MALDI laseru fluorescaminovou fluorescen¢ni
znackou. Vzhledem k pfitomnosti znacenych inezna-
¢enych molekul peptidl, spektra obsahuji dvé maxima
liSici se v molarni hmotnosti pravé o ptispévek znacky.
Pro aplikaci matrice byly testovany jak protokoly rozpra-
Seni, tak i bodové analyzy, tzv. spottingu. Pfi tomto proce-
su byla po aplikaci kapky matricového roztoku pozorova-
na nezadouci radidlni migrace sloucenin v tenké vrstve.
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Tato migrace pak rozsifila skvrnu a vedla ke snizeni rozli-
Seni. Proto bylo v této studii pouzivano rozprasovani roz-
toku matrice na povrch vrstvy a zvySeni u¢innosti ionizace
bylo pravdépodobn¢ disledkem extrakéni funkce matrico-
vého roztoku, ktery zvysil koncentraci peptidu na povrchu
monolitické vrstvy, jak predpokladal jiz Gusev a spol."”.
Podobné byly separovany i bilkoviny. Kratka optimali-
zace ukazala, Ze nejucinnéjsi mobilni fazi pro tuto separaci
byla smés 0,1% trifluoroctové kyseliny (TFA) v 55-60%
vodném acetonitrilu. Fluorescencni znaceni proteint
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Obr. 5. TLC separace smési peptidi oznacenych fluorescaminem na 50 pm tenké monolitické vrstvé s pouZitim mobilni faze obsa-
hujici 0,1 % trifluoroctové kyseliny ve 40% vodném roztoku acetonitrilu a MALDI TOF spektra [Sar1,lle8]-angiotensinu II, an-
giotensinu II a neurotensinu ziskana ze skvrn ve vrstvé s pouZitim a-kyano-4-hydroxyskoricové kyseliny jako matrice
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umoznilo jejich vizualizaci a skenovani desticky pomoci
fluorodenzitometru. Pfi znaceni vSak vznikla celd fada
molekul lisicich se podtem navazanych znacek, coz
komplikovalo kvantifikaci. Aby se piedeslo tomuto
problému, byly separovany a detegovany neznacené
bilkoviny. Bod aplikace vzorku byl oznaden tuzkou na
vrstvé a hmotnostni skenovani probihalo podél linie
vyvolani.

Predchozi studie zahrnovala také pfipravu monolitic-
ké vrstvy ze smési sestavajici ze styrenu, divinylbenzenu,
dekan-1-olu a tetrahydrofuranu, pfi¢emz iniciatorem byl

100 pm

Obr. 6.
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azobisisobutyronitril. Motivaci pro pouziti tohoto polyme-
ru byl predpoklad, ze aromaticky charakter vrstvy muze
ovlivnit jeji hydrofobicitu, a také ptispét k selektivité pro-
stiednictvim #-m interakci. Tyto monomery ov§em absor-
buji UV zafeni, které se proto nedostane k molekulam
iniciatoru tak, aby doslo k jeho rozpadu na volné radikaly.
Proto polymerace vyzadovala tepelnou iniciaci. Takto
pripravené vrstvy poly(styren-co-divinylbenzenu) byly
nekvalitni a bylo mozné pozorovat fadu defekti, jako jsou
trhliny a nestejnomérna tloustka. Proto tato polymerni
vrstva nebyla ve vySe uvedeném projektu pouzita a bylo

Skenovaci elektronové mikrofotografie monolitickych tenkych vrstev. Poly(butyl-metakryliat-co-ethyléndi-

methakrylatova) vrstva ziskana pomoci fotoiniciované polymerizace piipraveni mezi dvéma nemodifikovanymi sklitky®’ (a),
a poly(4-methylstyren-co-chlormethylstyren-co-divinylbenzenové) vrstvy piipravené pomoci tepelné iniciované polymerizace.
Pii¢ny Fez vrstvou o tloust’ce 50 pm piipravené mezi dvéma skli¢ky, z nichZ jedno bylo modifikovano 3-(trimethoxysilyl)propyl-
methakrylatem (b) a jeji hladky povrch (d). Vrstva pFipravena ve formé sestivajici ze dvou vinylizovanych sklenénych desek
Inouci k obéma sklim (c), jeji drsny povrch (e) a vrstva s povrchem otevirenym pomoci lepici pasky Scotch® (f)
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tieba provést dalsi experimenty k ziskani pouzitelné tenké
vrstvy (vide infra).

5. Zvlastnosti pripravy tenkych vrstev

Jak bylo uvedeno vySe, monoliticka vrstva se tvofi
vétsSinou mezi dvéma sklenénymi destickami, vétSinou
mikroskopickymi sklicky. Alternativng, le¢ méné casto,
pak mezi sklenénou destickou a nerezovou MALDI pod-
lozkou. Nejjednodussi pfistup spociva v prostém pouziti
nativniho skla pro montdz formy. Napiiklad Wouters
a spol. ptipravili 100 pm silnou porézni monolitickou vrst-
vu z poly(butyl-metakrylat-co-ethylendimethakrylatu)
pomoci fotoiniciované polymerizace smési monomertl
umisténé mezi dvéma neupravenymi komerénimi mikro-
skopickymi skli¢ky”’. Jejich problém spocival v tom, Ze
vzniklad vrstva méla hladkou povrchovou ,slupku® s ob-
Casnymi trhlinami. Vlastnosti slupky se tedy lisily od
vlastnosti vnitiniho objemu vrstvy. To je dobife vidét na
SEM snimku na obr. 6a. Vysvétleni tohoto jevu je tieba
hledat v zakladech polymerizacnich reakci. Béhem reakce
se monomerni jednotky spojuji do fetézce, ve kterém jsou
k sobé& blize ve srovnani se vzdalenosti mezi nimi v rozto-
ku monomert. V disledku toho dochézi béhem polymera-
ce ke smrStovani objemu. UV zafeni, které pronikd horni
deskou, ma nejvétsi intenzitu nejblize u horni desky. In-
tenzita UV svétla pak postupné slabne v diisledku samosti-
niciho plisobeni polymerizacni smési. Rychlost iniciace
v blizkosti spodni desky je tedy o néco nizsi. V disledku
toho monolit pfilne k hornimu sklicku, zatimco ze spodni-
ho sklicka se uvoliuje jiz béhem procesu piipravy. Prostor
mezi uvolnénym monolitem a spodni sklenénou destickou
je pak vyplnén vzduchem obsahujicim kyslik, polymeri-
zaéni podminky jsou odlisné od podminek v pievazné
Casti vrstvy a vznika nepropustna tenka ,,slupka” obcas
prerusend trhlinami z&asti otevirajicimi pfistup do vnitini
makroporézni struktury. To vysvétluje 1 nékteré anomalie,
které tito autofi pozorovali.

Ackoli to Wouters vyslovné neuvadi, je pravdépo-
dobné, Ze ptilnavost monolitu k nativnimu povrchu skla
nemusela byt pfilis silnd a monolit se mohl rovnéZz odlupo-
vat. Aby monolitickd vrstva zlstala chemicky navazana
k povrchu skla, byl povrch jedné sklenéné desticky ve
form¢ modifikovan 3-(trimethoxysilyl)propyl-methakry-
latem, jehoz dvojné vazby umoznily vznik kovalentni
vazby mezi polymerem a povrchem skla. Naproti tomu,
druha sklenéna desticka funkcionalizovana nebyla. Diivo-
dem, pro¢ by spodni sklenéna deska neméla byt funkcio-
nalizovana, bylo zabranéni pfilnuti vrstvy k této desce
a usnadnéni demontaze formy. Polymerni vrstva pfiprave-
na za téchto podminek je znazornéna na obr. 6b a 6d. Neni
prekvapenim, ze opét vykazovala hladky povrch ,,slupky*
vzniklé na rozhrani polymeru a skla®®.

Situace se zménila, kdyz bylo spodni sklo rovnéz
silylovano. Monolit pti oddélovani desticek, které bylo
obtizné, Inul k obéma znich, i kdyz s riznou pevnosti.
Vrstva na skle, které bylo béhem ozatfovani UV svétlem
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vespod, byla tenci, coz lze pficist utlumeni intenzity
UV zafeni prichodem polymerizac¢ni smési. Vznikal totiz
gradient pevnosti vrstvy, nebot’ polymerizace ve spodni
¢asti formy probihala o néco pomaleji. Na morfologii mo-
nolitu se viak tento Ukaz viditeln& neprojevil (obr. 6¢)*®
a zadna z vrstev neméla hladky povrch.

Pristup s obéma vinylizovanymi skly, diky S$patné
definované tloustce a drsnému povrchu, ktery ukazuje
obr. 6e, ocividné rovnéz zcela nefungoval. Bylo proto
vhodné se vratit zpét k pouziti jedné nemodifikované des-
ti¢ky, na niz se monolitickd polymerni vrstva nepfichytila
a forma se dala snadno rozloZit. Vime ale, Ze hladka povr-
chova ,,slupka“ na monolitu omezovala jeho pouzitelnost.
Tento problém byl vtipné vyfesen pomoci jednoduchého
triku. Pavel Levkin na hladky povrch pfipevnil prouzky
komer&ni lepici pasky Scotch® a po jejich odtrzeni se
vrchni polymerni ,,slupka“ prichycena k pasce homogenné
odstranila z celé vrstvy. Tim se odhalila poZadovand rela-
tivné hladké a dobfe vyvinuta globularni struktura, kterou
ukazuje obr. 6f, jejiz aplikace jiz neméla zadna omezeni.
Je zfejmé, ze podobného ucinku by bylo mozné dosahnout
s jakoukoliv adhezivni paskou.

Zajimavosti je, Ze morfologie povrchu se projevila
ivjeho zjevné hydrofobnosti. Zatimco u hladkého po-
vrchu byl kontaktni tithel pro vodu pouze 77°, protoze
postradal potfebné topografické prvky, ,,otevieny* porézni
povrch se pak vyznacoval zvysenou ,,hrubosti“ a kontaktni
uhel se zvysil na superhydrofobni hodnotu 154°. Tato
skutecnost mohla pak byt vyuzita pro vyvoj vrstev pro
dvoudimenzionalni TLC.

Pivodni experimenty s polystyrenovymi vrstvami
ukazaly, ze hlavnim problémem byla Spatné prodysna
,.slupka“*®. Odstranéni této ,.slupky*, jak je popséno vyse,
problém vyfesilo, a bylo mozné se vénovat optimalizaci
slozeni polymeriza¢ni smési. Yongqin Lv pouzila polymeri-
zatni smés skladajici se z 4-methylstyrenu, chlormethylsty-
renu a divinylbenzenu, porogent toluenu a dodekan-1-olu
ainiciatoru  azobisisobutyronitrilu®. V  porovnini
s predchozimi methakrylatovymi vrstvami vykazovaly
tyto monolitické vrstvy vyssi hydrofobicitu, coz bylo po-
tvrzeno lepsi separaci a pomalej$i migraci peptidd, a to
i v mobilni fazi obsahujici vyssi procento acetonitrilu. Za
zminku stoji, ze ptiprava byla vysoce reprodukovatelna.
Experimenty s osmi riznymi destickami a dvojim vzorko-
vanim smési peptidd prokazaly vynikajici opakovatelnost
s RSD pro Ry mensi nez 2,5 %.

Tato vrstva byla také pouzita pro separaci tii fluo-
rescencné znacenych proteint. Ribonukleasa A, lysozym
a myoglobin byly separovany za 15 min do zfetelnych
skvrn znazornénych na obr. 7. Vzdalenost skvrn od startu
se Fidila hydrofobicitou jednotlivych bilkovin a MALDI
hmotnostni spektra potvrdila identitu znacenych proteinti.
Neocekavana ¢tvrta skvrna s m/z 34841,579, ktera méla
nejmensi Ry, byla pfifazena dimeru myoglobinu, coz je
méné znama necistota v komercni bilkoving. Ackoli MS
signal této skvrny byl slaby kvili nizké koncentraci dime-
ru ve vzorku, obsahoval dvé fluorescen¢ni znacky, které
zvysily fluorescenci a umoznily jeho vizualizaci. Opako-
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Obr. 7. TLC separace smési proteint ribonukleasy A, lysozymu, myoglobinu a dimeru myoglobinu oznacenych fluorescaminem
s pouzitim 50 pm silné poly(4-methylstyren-co-chlormethylstyren-co-divinylbenzenové) monolitické vrstvy. Separace byla uskute¢-
néna v mobilni fazi obsahujici 1% roztok trifluoroctové kyseliny v 65% vodném acetonitrilu a MALDI-TOF-MS spektra ziskana za pou-

ziti sinapové kyseliny jako matrice

vatelnost Ry byla opét vynikajici s RSD mensi nez 2,4 %.
Dalsi vyhoda chemie téchto tenkych vrstev spocivala
v jejich schopnosti hypersitovani. Je znamo, ze Friedelova-
Craftsova alkyla¢ni reakce katalyzovana chloridem Zelezi-
tym vytvati velké mnozstvi mezopora a vede k vyraznému
zvySeni mérného povrchu. Hypersitovani monoliti obsa-
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hujicich chlormethylstyrenové jednotky bylo zavedeno
pozdgji®®, a proto se pro rané monolitické tenké vrstvy
nepouzivalo. Nicméné, na rozdil od ptivodni vrstvy, byla
jeji hyperzesiténa obdoba schopna rozdélit i malé moleku-
ly, napt. barviva®.
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6. Zavéry

Predeslé tadky prokazaly, ze monolitické vrstvy mo-
hou skytat znacny potencial iv separacnich metodach
odliSnych od kapalinové ¢i plynové chromatografie.
Planarni monolity od svych skromnych zacatki pfed dva-
ceti lety popsanych v tomto referatu dosahly vyznamného
kvalitativniho posunu a jejich vyvojem se zabyvalo néko-
lik akademickych instituci i primyslovych producentd.
Monolitickd TLC byla pouzita pro rychlé a u¢inné separa-
ce jak malych molekul, tak i jejich velkych protéjsku, jako
jsou napf. peptidy a bilkoviny. Vyznamnou vyhodou TLC
je separace s pouzitim velice jednoduchych a snadno do-
stupnych prostfedkll, kterd nevyzaduje zadné nakladné
sofistikované pfistroje. Zatimco tento prehled shrnuje rané
prace v monolitické TLC oblasti, v jejim pFistim pokraco-
vani budou popsany vyzkumy tykajici se pokrocilych mo-
nolitickych tenkych vrstev opét ve spojitosti s MS detekei.
Bude se jednat o vrstvy se zabudovanou MALDI matrici,
vrstvy nesouci na povrchu pord nanocastice, €i o pristupy
umoziujici snadnou TLC ve dvou dimenzich. Misto bude
vénovano i nejnovéjsim trendim, které zahrnuji 3D mi-
krotisk vrstev a monolitické tenké pasy v mikrofluidnich
Cipech.

Tento referat vznikl za podpory projektu STARSS
(Reg. No. CZ.02.1.01/0.0/0.0/15_003/ 0000465) co-
financovaného ERDF.
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F. Svec (Department of Analytical Chemistry, Faculty
of Pharmacy, Charles University, Hradec Kralové, Czech
Republic): Neglected Applications of Monolithic Struc-
tures: The Beginnings of Planar Chromatography with
Mass Spectrometric Detection

Thin layer chromatography (TLC) has been first re-
ported by N. A. Izmailov and M. S. Schreiber in the late
1930s. The liquid mobile phase usually moves in pores of
a layer supported by a rigid plate placed vertically in
a simple container, e.g., a beaker. The flow is driven by
capillary forces in the pores only and no sophisticated
instrumentation is required. The individual components of
the mixture are separated based on differences in their
affinity for the solid stationary and the liquid mobile phas-
es. The typical format of the stationary phase represents
a thin layer coated on a glass, aluminium, or plastic plate.
The porous sorbents can be silicon dioxide (silica), alu-
minium oxide (alumina), and cellulose, held together, e.g.,
with gypsum. The main advantages of TLC are the ease of
carrying out the separations, which can also take place in
parallel lines on the same plate, simple equipment, station-
ary phase for single use, static detection, and the possibil-
ity of archiving the separation result in a dried layer. How-
ever, the typical 100-250 pm thick layers are not well
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suited for combination of TLC with mass spectrometry
(MS). This has led to the commercialization of ultrathin
10 pm thick monolithic silica layers. Unfortunately, their
production was soon discontinued. Alternative solutions to
that problem originated from the academic environment.
In one approach, the layers were formed from nanofibers
prepared by electrospinning. Alternatively, the layers were
porous monolithic polymers produced by polymerization
in situ and a variety of separations of both small and large
molecules was demonstrated. The use of MS detection
then enabled determination of molecular mass of the com-
pounds in the separated spots. Although preparation of the
thin monolithic layers originally appeared straightforward,
some unexpected problems had to be solved. This review
details issues related to the history of the monolithic TLC
and presents approaches leading to well behaving layers
suitable for the desired separations.

Keywords: planar chromatography, thin layer chromatog-
raphy, monolithic layers, separation, mass spectrometry
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