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VYLUCOVACI CI SIZE EXCLUSION CHROMATOGRAFII JE JIZ SEDESAT LET
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Jjejichz nomindlni hodnota je odlisna od té, které je vénovdna tato prdce.
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Distribuce molarnich hmotnosti je jednou z velmi dilezitych vlastnosti polymert stanovovanych jiz od doby, kdy
Staudinger prosadil koncept makromolekul. Prvni metody pouzivané pro stanoveni této distribuce byly vSak zdlouhavé
a naro¢né na obsluhu. To se zménilo v roce 1964, kdy J. C. Moore, pracovnik firmy Dow Chemical Company, zvefejnil
metodu jim nazvanou gelova permeacni chromatografie (GPC) a dnes znamou spiSe jako vyluovaci chromatografie (size
exclusion chromatography, SEC). Jeji princip spoc¢ival v déleni makromolekul podle velikosti na zaklad¢ jejich permeace
do pevné stacionarni faze, ktera obsahovala sit’ pord riiznych velikosti. Délené molekuly difundovaly pouze do pori, které
byly vétsi, nez byla jejich velikost. Takze mensi molekuly permeovaly do vétsiho poctu pord nez molekuly velké, a tudiz
se zdrzely v kolong déle. Jednotlivé polymerni molekuly pak opoustély kolonu v potadi od nejvétSich po nejmensi. Aby se
tato technika mohla rozsifit, bylo potfeba nalézt vyrobce odpovidajiciho pfistroje, kterym se stal podnik vlastnény
J. L. Watersem. Byl to dileZity po¢in pro jeho firmu, z niz se diky SEC stal dnes jeden z nejvétSich svétovych producenti
zafizeni pro kapalinovou chromatografii, kam SEC také patfi.

Klicova slova: gelova permeacni chromatografie, vylu¢ovaci chromatografie, polymery, distribuce molarnich hmotnosti

Obsah rych latek byly pouze zdanlivé, nebot’ se podle nich jedna-
lo o agregaty malych molekul ve formé& koloidli. Tento

1. Problém velkych molekul a Staudinger koncept byl navrzen uz vroce 1861 Thomasem Graha-
2. ,Klasické* metody méfeni distribuce molarnich mem', ktery pozoroval pomalou difuzi litek, jako byly
hmotnosti polymert celulosa, Skrob, dextrin, tanin, albumin a mnohé jiné. To-

3. Separace ve vodné fazi mu v$ak ucinil pfitrz Hermann Staudinger ve své pielomo-
4. J. C. Moore a jeho vynalez vé praci publikované v roce 1920, v niz napsal, Zze tyto
5. Prispévek J. L. Waterse latky jsou tvofeny dlouhymi fetézci stejnych malych mo-
6. Kolony lekul pospojovanych kovalentnimi vazbami’. Zpoé&atku
7. Princip vylu€ovaci chromatografie i Staudingerovi soucasnici odmitali pfijmout jeho tehdy
8. Detekce vpravdé revoluéni piistup s tim, Ze neni mozné, aby se
9. Vylucovaci chromatografie je vé¢na malé molekuly mohly pospojovat a vytvofit vysokomole-

kularni latku. Tteba pfiznat, Ze tomu tak bylo i proto, Ze
na pocatku minulého stoleti nebyla jesté znama moleku-

1. Problém velkych molekul a Staudinger larni struktura a teorie chemickych vazeb. Dikazy o plat-
nosti koncepce se vSak mnozily zejména ve tficatych le-
Po staleti objevovali chemici malé molekuly a charak- tech. Napriklad sam Staudinger ji dolozil viskozimetricky-
terizovali je. Mén¢€ pozornosti bylo vénovano molekulam mi méfenimi’. Herman Mark prokazal velikost makromo-
velkym, 1 kdyz s nimi pfichdzeli do kontaktu prakticky lekul difrakci Roentgenova zafeni’. Ve stejné dobé se
denné, aniz by si toho byli védomi. Dokonce i vé€hlasni rovnéz zacaly objevovat experimenty smefujici na vyuziti
védci, nositelé Nobelovy ceny, jako Emil Fischer ¢i Hein- kondenzac¢nich reakei k cilené vyrobé plastti. Vzpomenme
rich Otto Wieland, jesté na poc¢atku minulého stoleti véfili, tieba ptipravu nylonu Wallacem Caruthersem v roce 1934.
ze namétené velké hodnoty molarnich hmotnosti nékte- Takze tato v té dob& piivodni pievratnd myslenka se ujala
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a Staudinger za objevy v oblasti makromolekularni chemie
obdrzel vroce 1953 Nobelovu cenu. Detaily tykajici se
vyvoje Staudingerova konceptu makromolekularni chemie
jsou barvité popsany v Miilhauptové piehledovém &lanku’.

2. ,Klasické* metody méreni distribuce
molarnich hmotnosti polymeri

Jak bylo jiz naznaceno, pfirodni polymerni materialy
byly k dispozici odjakZiva a jejich syntetické protéjSky se
rovnéz zacaly objevovat. Jakkoliv bylo mnozné véfit, Ze se
jednd o makromolekuly, teprve méfeni jejich molarni
hmotnosti mohlo byt experimentalnim ditkkazem, Ze tomu
skutecné tak je. Oproti malym molekulam, jeZ maji vSech-
ny stejnou molarni hmotnost, polymerizacni reakce jsou
povétsinou nahodné procesy, ve kterych muze dojit
k ukonceni ristu v kterémkoliv bodé jejich vzniku. To pak
vede k distribuci jejich velikosti. Aby situace byla jesté
slozit&jsi, je tfeba si uvédomit, Ze molarni hmotnosti poly-
merll  jsou stanovovany nepiimo. Rozpusti se
v rozpoustédle, zméfi se néjaka vlastnost roztoku, a ta se
pak s pomoci termodynamiky pfepocita na molarni hmot-
nost. Polymerni chemie ma k dispozici nékolik piimych
metod, kterymi lze méfit tuto veli¢inu jako primér a uda-
vat ji jako jediné ¢islo. Mezi né patii stanoveni koncovych
skupin, ¢i méfeni koligativnich vlastnosti. Nevyhodou
téchto jednoduchych metod je, Ze je l1ze pouzit pouze pro
polymery s relativné nizkou molarni hmotnosti. Pfistrojo-
je méfeni rozptylu svétla v polymernim roztoku nebo mé-
feni sedimentace v ultracentrifuze. Jak jiz bylo zminéno,
Staudinger ve tficatych letech pozoroval, Zze viskozita
i zfedéného roztoku polymeru byla vyznamné vyssi nez
samotného rozpoustédla®®. Mefeni viskozity je dodnes
oblibenou metodou pro ur¢ovani primérné molarni hmot-
nosti polymerti a za mé doby byla téz soucasti laborator-
nich cvi¢eni v polymerni chemii i na VSCHT Praha. Kaz-
da z vySe uvedenych metod byla obestfena matematickym
aparatem a podplurnymi méfenimi, které z namétené veli-
¢iny pomoci primitivnich pomicek, jako byly zpocatku
tuzka, papir a logaritmické pravitko, vykouzlily pozadova-
nou velikost molarni hmotnosti.

Je tieba pfipomenout, ze méfené vlastnosti zaviseji na
molarni hmotnosti riznym zpisobem, coz vede k riznym
prumérnym hodnotdm i pro tentyz polymer. A aby toho
nebylo malo, existuji rizné prameéry, tedy ¢iselny, hmot-
nostni, viskozitni a Z-primér, a prumér ziskany
z vyluCovaci chromatografie. Detaily lze nalézt prakticky
v kazdé monografii ¢i ucebnici tykajici se polymerni védy.
Ovsem, znalost pouhé primémé hodnoty v fadé ptipadi
neni postacujici, nebot’ mnohé vlastnosti polymert zaviseji
i na distribuci velikosti makromolekul v daném materidlu.
V pocatecnich dobach vyroby a pouziti polymert zanedba-
vani tohoto efektu vedlo k problémim se zpracovatelnosti
riznych vyrobnich Sarzi, ackoliv v§echny mély stejné hod-
noty pramérnych molarnich hmotnosti. Proto bylo potieba
zahrnout do specifikaci i distribuci velikosti molekul. Jis-
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tym meéfitkem byl pomér hmotnostni a ¢iselné molarni
hmotnosti zvany polydisperzita. Cim vice jeji hodnota
pfevysuje 1, tim je SirSi distribuce. Ani ta vSak zcela nepo-
stacuje.

Pravdépodobné nejstarsi metodou pouzitou k meéteni
distribuce molarnich hmotnosti polymert je frakéni sraze-
ni. Vychazi ze skuteCnosti teoreticky popsané Giinterem
Schulzem’, Ze polymery s vy$si hmotnosti jsou méné roz-
pustné nez jejich prot&jsky s niz§i molarni hmotnosti.
V experimentalnim provedeni se cely experiment odehra-
val v délici nalevce o objemu mnoha litrl, do niz se umis-
til zfedény roztok zkoumaného polymeru. Poté se pridal
mensi objem srazedla, tedy kapaliny nerozpoustéjici dany
polymer, smés se zamichala a nechala stat, aby se sraZeni-
na pomalu usadila na dné€. Nejprve se srazely nejdelsi
makromolekuly a molarni hmotnost vysrazenych polyme-
ri postupné klesala, jak rostl podil srazedla v systému.
Kolem zafizeni se muselo chodit doslova po Spickach, aby
se systém otfesy nemichal. Po nékolika dnech se usazena
stazenina spodem nalevky odstranila, ptidala se dalsi por-
ce srazedla, a cely proces se mnohokrat opakoval. To
mnohdy trvalo i tydny. Je tedy zfejmé, Ze tento postup byl
prili§ pomaly pro jakakoliv béZzna méfeni a vyzadoval vy-
znamné objemy rozpoustédel. Samotna separace vSak zdale-
ka nebyla koncem celého procesu, nebot’ kazda frakce se pak
musela vysusit, zvazit, a jeji molarni hmotnost stanovit napf.
viskozimetricky. Tabulka zptvodni literatury ukazana
v obr. 1 je piikladem vysledku takové frakcionace®.

V roce 1956 popsali C. A. Baker a R. J. P. Williams
pristup umoznujici ur¢ité zrychleni a zjednoduseni tim, ze
namisto srazeni pouzili frakéni rozpousténi’. Vzorek poly-
styrenu nanesli v tenké vrstvé na drobné neporézni sklené-
né kulicky tzv. balotinu, které umistili na vrchol 30 cm
dlouhé kolony, na niz vytvofili gradient teploty od 60 °C
na hornim konci do 10 °C v nejniz§im bodé. Kapalina
pfivadéna zpocatku na kolonu byla srazedlem pro déleny
polymer, a tudiz ho nerozpoustéla. S pouzitim gradientu
dobrého rozpoustédla se pak jednotlivé polymerni mole-
kuly rozpoustély pocinaje témi nejmenSimi. U vytoku
z kolony byl nasazen sifon, v némz se zachytavaly frakce
stejného objemu a prevadély se do sbérace. Jednotlivé
frakce byly pak charakterizovany stejné jako v piedeslé
technice. V Ceské Polackoveé modifikaci této metody byla
puvodni jedina kratka kolona nahrazena dvéma, kdy do
kratsi horni o délce 30 cm se vkladaly ¢astice s nanesenym
vzorkem, coz usnadiiovalo manipulaci. Naro¢ny lineérni
teplotni gradient byl nahrazen v delsi cca 1 m dlouhé kolo-
né o vnitinim praméru 3 cm periodickymi zménami nizsi
a vysii teploty'’. Toto monstrozni zatizeni, jehoZ jednodu-
ché schéma je znazorné€no na obr. 2, jsme vroce 1973
pouzili na frakcionaci poly(vinylchlorid-co-vinylacetatu),
tedy materidlu pouzivaného na vyrobu tzv. vinylovych
gramofonovych desek''. Dalsi zjednoduseni piinesl do
tohoto typu separace mnohem pozdéji Gottfried Glockner
z Drézd’an, ktery pfevedl plvodni manudlné naro¢nou
operaci do prostfedi HPLC (cit.'?). Velmi rychlych separa-
ci syntetickych polymerQ jsme s pouZzitim tohoto konceptu

nedavno docilili i s monolitickymi kolonami'*.
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TABLE 3
Fractionation of cellulose acetate bulyrate

FROM 5 PER CENT SOLUTION IN PYRIDINE
PRECIPITANT, ISOPROPYL ETHER

FROM § PER CENT SOLUTION IN GLACIAL ACETIC ACID
PRECIPITANT, 1SOPROPYL ETHER

Fraction No. Weight per cent I {n}ewos ! Fraction No. | Weight per cent i [7)ewos
| 1
142 ; 11 el | L. - 1.0 1.63
3. - 1.1 2.03 2... | 7 1.78
4o, f 3.3 2.99 |3 9 1.58
5. loe3 | 285 | 4. ] 8 1.48
6.. | 13.6 : 2.28 [ 5. 2.8 ; 2.06
 SURURRR 15.7 i 2.03 [ 6... o 6.7 i 2.67
8. .. 15.6 , 1.79 | 7... . 17.5 2.21
9... 12.1 1.50 | 8., . 15.8 . 1.93
10.... L8 124 9. o182 | LT
11... 5.4 1.11 [10... ' 13.7 i 1.34
12... 5.1 0.94 153 SUUURRRRIN 7.0 1.17
13.. 4.4 0.74 | 12... | 6.4 | 0.9
14.. 5.2 0.52 B & R . 9.9 | 0.69

Obr. 1. Fotokopie piivodni tabulKy z cit.® popisujici vysledek frakéniho sraZeni roztoki acetatu-butyratu celulosy v pyridinu nebo
v ledové octové Kyseliné s pouZitim diisopropyletheru jako sraZedla
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Obr. 2. Schéma frakcionaéni aparatury podle Polacka (cit."").
(1) zasobniky rozpoustédla a srazedla, (2) elektromagnetické
ventily, (3) sméSovaci nadoba, (4) magnetické michadlo, (5)
odplynovac, (6) zpétny ventil, (7) solenoidovy ventil regulace
pritoku, (8) horni ¢ast kolony, (9) spodni ¢ast kolony, (10) sifon,
(11) sbérac frakei, (12) relé ventilu, (13) termostat
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3. Separace ve vodné fazi

Vyse uvedeny text demonstroval, Ze metody, pouzi-
vané do poloviny minulého stoleti ke stanoveni distribuce
molarnich hmotnosti polymerd, byly pomalé a vyuzivaly
zejména rozdild v jejich rozpustnosti. Jenze molekuly
béznych polymert se neli§i pouze rozpustnosti, ale i dél-
kou fetézcl, a tedy velikosti. Nebylo by tedy zahodno
vyuzit samotnych rozdilt ve velikosti pro stanoveni distri-
buce? Bylo proto nutné obratit pozornost k vyvoji postu-
pu, v nichz by pfi déleni nedochazelo k entalpickym inter-
akcim, nybrz hnaci silou déleni by byly rozdily v entropii.

A to se zacalo dit v padesatych letech. Tak naptiklad
Hans Deuel a Hans Neukom uz ve své publikaci z roku
1954 velmi kratce sdé€lili, Ze pozorovali separace polysa-
charidi a soli s pouzitim ¢astic zesiténého galaktomanna-
nu'®. Spoluprace Jerkera Poratha z Univerzity v Uppsale
a Pera Flodina z firmy Pharmacia vedla k jejich objevu
gelové filtrace, nejprve pouzité k odsolovani vétsich pii-
rodnich molekul s pouzitim zesiténych dextranovych ge-
14'>'%. Zahy poté, Jihoafrican Alfred Polson popsal separa-
ce bilkovin podle velikosti v kolonach naplnénych zesité-
nou agarosou'’. Tyto dva produkty pak uéinily firmu Phar-
macia, do t¢é doby produkujici dextrany jako néhrazky
krevni plazmy, néhle véhlasnou v oblasti separaci vodo-
rozpustnych makromolekul. A kone¢né Stellan Hjertén
a Rolf Mosbach, rovnéz z Uppsaly, pfipravili drobné ¢asti-
ce drcenim kopolymeru akrylamidu a N,N'-methylen-
bisakrylamidu, které téz pouzili jako naplné chromatogra-
fickych kolon k rozdéleni bilkovin'®, Ke vem témto déle-
nim dochazelo diky porim zbotnalé matrice, které slouzily
podobné jako sada sit.

Jakkoliv dodnes $iroce pouzivand, vSechna tato sepa-
ra¢ni media fungovala ve vodou nabotnalém stavu, a tedy
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délila pouze makromolekuly rozpusténé ve vodé. Jak je
vSak znamo, celd spousta dulezitych syntetickych polyme-
ra se ve vodé nerozpouSti. Takze jejich separace
s pouzitim téchto hydrofilnich gelli nebyla mozna a na
metodu umoziiujici rychlé stanoveni jejich distribuce mo-
larnich hmotnosti se stale ¢ekalo.

4. John C. Moore a jeho vynalez

Potfebnd metoda se na
vefejnosti  objevila v roce
1964, kdy pracovnik firmy
Dow Chemical Company
Co. z Midlandu ve staté¢ Mi-
chigan John C. Moore, jehoZ
fotografie je na obr. 3, publi-
koval svlij vyzkum tykajici
se separace velkych molekul
vroztoku'®. Svoji metodu
nazval gelovou permeacni
chromatografii (gel perme-
ation chromatography,
GPC). Titulni stranka této
" publikace je na obr. 4. Jak se
Obr. 3. John C. Moore, otec lze snadno domnivat, Moore
vyluéovaci chromatografie nejprve GPC sdm otestoval

ajak je bézné v prumys-
lovém prostfedi, podal uz v pfedchazejicim roce patento-
vou piihlasku, v niz popsal nékteré detaily. Protoze vsak
patent, jehoz prvni strana je rovnéZz na obr. 4, byl udélen
az v polovingé roku 1967 (cit.?), 8irok4 vefejnost &erpala
znalosti 0 GPC z publikace'?, jejiz $edesatiny jsou oslavo-
vany v tomto ¢lanku. Zde byly detailnéji zkoumany dva
aspekty: a) vliv poméru styrenu, divinylbenzenu a riznych
porogentl v polymeriza¢ni smési na vylucovaci meze pfi-
pravenych poréznich ¢astic a b) méfeni retence polystyre-
novych standard stuzkou distribuci molarni hmotnosti
pfipravenych aniontovou polymerizaci v kolonach plné-
nych témito Casticemi. Z retencnich casi a pritokové
rychlosti pak vytvarel kalibra¢ni kiivky popisujici zavis-
lost reten¢niho objemu na molarni hmotnosti. Jeden pfi-
klad separace dvou smichanych standardii ukézany na
obr. 5 demonstroval schopnost kolon délit polystyreny
podle jejich velikosti. Moore ve své publikaci'® popsal
pouze separace polystyrenu, zatimco v patentu®® popsal
separace i dalSich polymerd véetné poly(vinylchloridu),
polyethylenu, poly(ethylenglykolu), ¢i poly(propylen-
glykolu).

5. Prispévek J. L. Waterse

Nicméné véc, jak by se mohlo zdat, az zase tak jedno-
duché nebyla. Uvazme, Ze na zacatku Sedesatych let minu-
1ého stoleti prakticky neexistovala soucastkova zakladna,
z niz by bylo mozné tézit pro konstrukci zatizeni pro GPC.
V té dobé James L. Waters a jeho pét spolupracovnikil jiz
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nekolik let vyrabé€li rtizna zafizeni v nepouzivané sklepni
zenské vazebni cele policejni stanice ve Framinghamu ve
stat¢ Massachusetts. Mezi jejich  produkty byl
i diferencidlni refraktometr s celou o objemu 1 ml uzivany
pro kontrolu primyslovych procesti. Jednoho dne v roce
1961 mu Moore zavolal a zeptal se, jestli by firma Waters
Associates pro n¢j mohla vyrobit refraktometr s celou o
objemu 0,1 ml pro méfeni vodnych roztokl pti pokojové
teploté. Ackoliv mu netekl, k ¢emu ho potiebuje, Jim
Waters po jistém vahani vyhovél. O devét mésict pozde;ji
pfiSel dal8i pozadavek na vyrobu refraktometru, ktery by
mohl pracovat s 1,2-dichlorbenzenem pfi teploté 135 °C.
Ani tentokrat jeho ucel nebyl objasnén. To se stalo az na
pocatku roku 1963 poté, co byla podana patentova piihlas-
ka. Tehdy manazer prodeje firmy Waters Larry Maley
navstivil Dow a dozvédél se, ze Moore nejprve délil poly
(ethylenglykoly) rozpusténé ve vode a pozdéji i jiné poly-
mery rozpustné za tepla v organickém rozpoustédle. Jim
Waters ve své predvidavosti shledal metodu déleni poly-
merl opravdu zajimavou a zakoupil exkluzivni licenci na
Mooriiv patent. Zaplatil za ni na misté celych 10 000 dola-

JOURNAL OF POLYMER SCIENCE: PART A VOL. 2, PP, 835-043 (1961)

Gel Permeation Chromatography. I. A New Method
for Molecular Weight Distribution of High Polymers

J. C. MOORE, Texas Bastc Rescarch Department, The Dow
Chemical Company, Freeport, Tesas

Synopsis

Polystyrene gels crosslinked in the presence of diluents have been made in fine-mesh
bead form suitable for packing into chromatographic columns. A series of narrow
malecular weight range polymer fractions was eluted through such columns with aro-
matic and chlorinated solvents. Effluent concentrations were detected and recorded by a
continuous differential refractometer.  The fractions were shown to be efficiently sep-
arated. Columns capable of separating adjacent polymeric samples of high molecular
weight were prepared from gels crosslinked in the presence of large amounts of diluents
having little or no solvent action on polystyrene, Smaller proportions of diluents and
those with more solvent action yielded columns with lower molecular weight permeability
limits. Such studies provided a unique quantitative view of the topology of the gels.
They wlso demonstrated that rapid repetitive molecular weight distribution data can
be obtained in this way on polymers for which solvents compatible with the gels are
available.

3,326,875
Patented June 20, 1967

United States Patent Office

1 2

least about 10 mole percent of difunctional cross linking
agent, if the vinyl type polymers are being employed.
Utilization of sufficient quantity of the cross linking agent
or difunctional monomer results in a polymer that is
mechanically relatively strong, does not crush in use and
the pores or openings within the polymer have little or
no tendency to collapse. The rigid porous polymers may
cxhibit some tendency to swell slightly in certain solvents,
but this is not harmful so long as the gel structure re-
mains rigid enough not to deform under the pressures
used to pack and operate the column and so that a useful
flow of eluting solvent can be maintained. It is generally
desirable to use a finely divided porous resin in order to
assure adequate and intimate contact of the resin solution
Wwith the porous resin. Such polymers should be ground
to a relatively small size for maximom effect. Generally
if the rigid porous polymer is in the form of particles
small to pass a 140 mesh (U.S. Sieve size)
screen, satisfactory separation will take place, Most ad-
vantageously for many applications the ground polymers
should pass through a 325 mesh (U.S. Sieve size) screen.
The particle size of the porous resin and method of pack-
:‘pn will generally determine the head necessary to force

3,326,875
SEPARATION OF LARGE POT Y\! ER MOLECULES

John C. Moore, lal(c I:cll‘sou ﬁﬁgllor to The Dow
Chcmlcll Company, Midland, \fllth a corporation of 5

elaw:
Neo Dm.winr Piltd Jan, 31, 1963, Ser. No. 255,189
Claims. (CL. 260—92.8)

‘This invention relates to the separation of large mole- ;o
cules in solution and more particularly relates to the
separation of high molecular weight materials by means

of polymer gels.

A wide variety of means have been employed to frac-
tionate solutions of polymeric materials, particularly 35
whete it is desired to determine the molecular weight dis-
tribution of the polymer in solution. Methods such as

ion and fractional preci of a poly-
meric material from solution have all been ulﬂlzcd o
determine or approximate the molecular weight distribu- 29
tion of a soluble polymeric material, Many of these tech-
niques are time-consuming, require expensive and intri-
cate equipment and often times the results obtained from

Obr. 4. Titulni strany Moorovy publikace a patentu
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ar- Packing  Gel from (I-Divinylbenzene ) 55%

Eluent Toiuene
Flow Rate. —— 26 4 mi. per hour
-=== 12 4 ml per hour

Refractive Index

(4-Diethylbenzene )

75

100 125
Milleliters

Obr. 5. Separace dvou polystyrenovych standardi metodou SEC (cit."). Polystyreny s molarni hmotnosti 267 000 (pik oznadeny
S108) a 82 000 (pik oznaceny S102), kolona 122 cm dlouha o vnitinim priméru 7,7 mm, stacionarni faze 45-100 um CEastice ptipravené
suspenzni polymerizaci smési obsahujici 1 dil 55% divinylbenzenu a 4 dily diethylbenzenu, mobilni faze toluen, pritokova rychlost 26,4

ml h™' (plna ¢ara) a 12,4 ml h™' (pierusovana ¢ara)

ri a souhlasil s 10% poplatkem ze vSech prodeji. Prvni
GPC prototyp od firmy Waters Associates nazvany GPC-
100 zhlédl svétlo svéta uz v roce 1963 a pét jich bylo zahy
prodano. Obr. 6A ukazuje tento systém ,,odény* jest¢ do
sktin¢ z preklizky. Na vystavé Pittcon se v roce 1964 jiz
prodaval model dalsi generace GPC-200 (obr. 6B)

v

v plechové skfini za tehdy monumentalnich 12 500 dolart.
S bliz§imi podobnosti celého vyvoje GPC pristroji se lze
seznamit v piehledném &lanku Leslieho Ettra®'. Je ziejmé,
ze pocatky dnes jiz chromatografického giganta Waters
Corporation lze hledat praveé v uspésném zavedeni GPC.

Obr. 6. Prototyp gelového permeacniho chromatografu Model GPC-100 vyrobeny v roce 1963 (A) a komer¢ni produkt model
GPC-200 z roku 1964 (B). Vlevo nahofe je modul optiky refraktometru, zatimco mald kovova krabicka vlevo dole obsahuje zafizeni
kontinualné¢ méfici objemovy pritok Cerpadla. Kolonovy ohiiva¢ v zadni ¢asti levého modulu umoznuje instalaci az ¢ty 122 cm dlou-
hych kolon o vnitinim praméru 7,7 mm. Veskera elektronika je v pravém modulu s potenciometrickym zapisovacem nahofte. (Fotografie

byly ziskany diky Martinovi Gilarovi, Waters Corporation)



F. Svec

6. Kolony

Podstatnou soucasti Moorova vynalezu byla i pii-
prava naplné délicich kolon, tedy poréznich zesiténych
poly(styren-co-divinylbenzenovych) ¢astic, které nazyval
gely. Aby svym patentem pokryl vétsi oblast, Moore po-
psal dvoji pfipravu gelll, a to v bloku a v suspenzi. Prvni
proces spocival v polymerizaci smési 45 % ethylstyrenu
a 55 % divinylbenzenu, coz byl ve skute¢nosti bézny ko-
mercni 55% divinylbenzen, v pfitomnosti diethylbenzenu
jako tzv. porogenu. Po Ctyfech dnech polymerizace pii
75 a 120 °C byl blok, vlastné monolit, vyjmut z reaktoru,
desintegrovan, a nepravidelné ¢astice zachycené na sitech
mezi velikostmi 45 a 75 pm byly pouzity k naplnéni ko-
lon. Ve skutecnosti vSak jadrem patentu byla piiprava
sférickych castic o velikosti mezi 45 a 100 um suspenzni
polymerizaci. Moore pouzil celou fadu monomernich smeé-
si obsahujicich styren a divinylbenzen spolu s riznymi
rozpoustédly, porogeny, jimiz fidil vylucovaci limity ko-
lon. Detaily polymeriza¢niho systému, jako byla velikost
zafizeni, polymerizacni teplota a doba, ¢i slozeni vodni
faze, patent neobsahuje, ale odvolava se na jiny patent
jeho zaméstnavatele Dow Chemical®. Jediné, &eho se
nelze dopatrat, je, pro¢ Moore nazyval své polymery gely,
ackoliv jeho castice prakticky nemohly botnat v zadném
rozpoustédle, nebot’ byly silné zesiténé. Z toho pak vyply-
nul pivodni nazev jeho metody, tedy gelova permeacni
chromatografie, ktery pfetrvava. Nekteti staromilci mu
dodnes davaji piednost pred spravnéj$im Ceskym nazvem
vylucovaci chromatografie. Oficialni nazvoslovi TUPAC
(cit.?) rovn&z termin gelova permeaéni chromatografie
nepfipousti a stanovuje jako jediny ndzev size-exclusion
chromatography neboli SEC.

Spojme, co vime o vyrobcich firmy Dow Chemical
Company a o Moorovych objednavkach u firmy Waters
Associates s piiklady v jeho patentu. Pocatecni motivaci
pro vyvoj GPC byla potieba Dow Chemical pribézné
kontrolovat distribuci molarni hmotnosti jejich masové
produkovanych polymeri. Tak asi znélo zadani k vyvoji
metody toto umoziujici. Moore se mohl zpocatku nechat
inspirovat vysledky gelové filtrace publikovanymi Po-
rathem a Flodinem, které se ovSem pro pozadované sepa-
race syntetickych polymert piili§ nehodily. Z pozadavku
na vyrobu detektoru pro vodné roztoky pii normalni teplo-
t& 20 °C jasné vyplyva, ze Moore nejprve piipravil porézni
zesitény polymer v bloku, ktery rozdrtil, své kolony napl-
nil nepravidelnymi pevnymi ¢asticemi a pouzil je pro se-
parace poly(ethylenglykoltr). Uginnost téchto kolon byla
jisté nevalna a musely byt dlouhé n€kolik metrti, aby mohl
doséhnout rozumnou separaci. Béhem nasledujicich deviti
meésicli a s pouzitim suspenzniho procesu propracovaného
kolegy ve firm&”* Moore piipravil porézni sférické Gastice.
Ty slibovaly snazsi plnéni kolon, které pak mohly byt
i kratsi. Rovnéz upravil své zafizeni tak, aby umoznovalo
meéfeni pii vysSich teplotach a v ném separoval polyethy-
leny, které se v pouzitém 1,2-dichlorbenzenu rozpoustéji
az pfi teploté 100 °C.

187

Chem. Listy /18, 182—189 (2024)

H101266

T$12141001 UIStyragel"B#099

Obr. 7. Skenovaci elektronova mikrofotografie 20 pm porézni
tastice 10° Styragelu. (Snimek byl ziskén diky Martinovi Gilarovi,
Waters Corporation)

Watersova licence Moorova patentu zahrnovala
i vyrobu ,,geli“, v nichz separace probihaly. Zatimco
Moore polymeroval své suspenze v laboratornim méfitku,
Waterstv podnik potieboval zavést vyrobu poréznich po-
lymernich ¢astic, které nazvali Styragel, ve vEétSim méfit-
ku. Vzpomenme, Ze prvni modely pfistroji pro GPC zahr-
novaly az ¢tyfi 122 cm dlouhé kolony o vnitinim primeéru
7,7 mm. Tato délka byla nutnd s ohledem na z dnesniho
pohledu znac¢nou velikost pouzivanych ¢astic jejich napl-
né&. Uginnost takovych kolon byla nizk4 a musely byt pro-
to dlouhé, aby se docililo potiebného rozliseni. Do nich se
veslo 375 ml stacionarni faze. Vyroba tedy byla pfenesena
do 2001 velkych sudd, a ta pak pokryla potiebu prodeje.
Obr. 7. prestavuje skenovaci elektronovou mikrofotografii
jedné porézni Castice o pruméru 20 pm slouzici jako sepa-
raéni faze s magickym nazvem ,,10° Styragel* patrn& zna-
menajicim, ze mohou délit polymerni molekuly s molarni
hmotnosti az 10°,

7. Princip vylucovaci chromatografie

Jak tedy dochézi k pozorovanému SEC déleni? Prin-
cip je veelku jednoduchy. Roztok molekul velikostné po-
lydisperzniho vzorku je ¢erpan kolonou obsahujici porézni
stacionarni fazi. Tato faze je dnes k dispozici vyluéné ve
formé sférickych Castic a sestava z pevné matrice obsahu-
jici sit’ port rizné velikosti. Molekuly tak mohou difundo-
vat pouze do pérd, které jsou veétsi, nez je velikost jich
samych. Ztoho plyne, ze mens$i molekuly mohou
,,navstivit™ vétsi pocet/objem porl nez molekuly velké. To
ovSem vede k tomu, ze mens$i molekuly se v koloné zdrzi
déle a naopak. Makroskopicky se to pak projevi tim, ze
velké molekuly jsou z kolony eluovany nejdiive, nebot
pronikaly pouze do omezené frakce vSech port, zatimco
nejmensi molekuly vychazi z kolony az nakonec. Moleku-
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ly, jejichz velikost pfesahuje velikost i téch nejvétsich
port, pak do ¢astic nevstupuji vibec a volné prochazeji
kolonou volnymi prostory mezi ¢asticemi a opousti kolonu
jako prvni. Polymeriza¢ni metody produkujici porézni
Castice umoznuji fizeni distribuce velikosti porfl, a tak
definuji jejich separacni schopnost.

Vysledkem SEC separace je pak chromatogram re-
prezentujici signal produkovany pouzitym detektorem.
Tento chromatogram znazornuje tvar distribuce, le¢ sam
o sob¢ nefikd nic o velikostech molarnich hmotnosti. Proto
musi byt kolona kalibrovana s pouzitim polymernich mo-
lekul s velice Uzkou distribuci a tento udaj byva jako
»piibalovy letdk* soucasti kazdého baleni kolony. Nyni se
kombinaci chromatogramu a kalibra¢ni ktivky konecné
daji vypocitat absolutni hodnoty molarnich hmotnosti, coz
v dnesni dobé hbité vykona ptislusny software piipojené-
ho pocitace.

8. Detekce

Jak bylo feceno, prvnim detektorem v GPC pfistroji
byl jednoduchy refraktometr s objemem cely 0,1 ml, ktery
méfil rozdil v indexu lomu cistého rozpoustédla a eluentu
opoustéjiciho separacni kolonu. Jeho citlivost vSak byla
nevalna. V prubéhu let pozvolna doslo ke splynuti pfistro-
jové techniky pro SEC a HPLC, kolony se zkratily
z puvodnich témétf 5 m na desitky cm a rovnéz nastiiky
roztoku polymeru se zmensily. To logicky vyzadovalo
pouziti citlivéjsich detektori. Napt. bézny UV detektor se
hodi pro detekci polymerti obsahujicich UV chromofor,
jako je bézny polystyren. Jiné polymery, napt. polyethylen
nebo polypropylen UV chromofory nemaji a je tfeba pou-
zit jiné detektory. Ty Spickové nejenom, ze ,,vidi“ v§echny
polymery, ale umoziuji pfimou cestu k absolutni molarni
hmotnosti ¢i k velikosti polymernich klubek. Sem patii
dnes pokrocilé detektory vyuzivajici rozptyl svétla pod
mnoha uhly (multi-angle light scattering, MALS), rozptyl
svétla pod malym thlem (low-angle light scattering,
LALS), viskozimetricky detektor, hmotnostni spektrome-
try pfipadné jesté v kombinaci napt. s indukéné vazanym
plazmatem (inductively coupled plasma-mass spectrome-
try, ICP-MS), a dalsi.

9. Vylucovaci chromatografie je vécna

Je zfejmé, Ze pokrok se nezastavil ani v oblasti méfe-
ni distribuce molarnich hmotnosti polymert. Neni divu,
vezmeme-li v ivahu obrovskd mnozstvi polymert, ktera
se globalné vyrabéji a bez jejichz piitomnosti v§ude kolem
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nas, kterou si vétSinou ani neuvédomujeme, bychom dnes
asi nemohli viibec existovat. Nicmén¢, vSechna zlepseni,
ktera pfinesl Cas, nic neméni na skutecnosti, ze zakladni
princip vylucovaci chromatografie vynalezené Moorem
a publikované prave pred Sedesati lety zlistdva zachovan.

LITERATURA

1. Graham T.: Philosoph. Trans. Royal Soc. London
151,183 (1861).

2. Staudinger H.: Ber. Dtsch. Chem. Ges. 53, 1073
(1920).

3. Staudinger H.: Kolloid-Z. 51, 71 (1930).

4. Mark H., Wierl R.: Naturwissenschaften /8, 778

(1930).

5. Miilhaupt R.: Angew. Chem., Int. Ed. 43, 1054
(2004).

6. Staudinger H.: Trans. Faraday Soc. 29, 18 (1933).

7. Schulz G. V.: Z. Phys. Chem. 1794, 321 (1937).

8. Morey D. R., Tamblyn J. W.: J. Phys. Coll. Chem. 51,
721 (1947).

9. Baker C. A., Williams R. J. P.: J. Chem Soc 2352
(1956).

10. Polacek J., Schulz L., Késsler 1.: J. Polym. Sci., Pt. C
16,1327 (1967).

11. Kalal J., Marousek V., Svec F.: Angew. Makromol.
Chem. 38, 45 (1974).

12. Glockner G.: Gradient HPLC of copolymers and
chromatographic  cross-fractionation. — Springer-
Verlag, Berlin 1991.

13. Janco M., Sykora D., Svec F., Fréchet J. M. J.,
Schweer J., Holm R.: J. Polym. Sci., Part A: Polym.
Chem. 38, 2767 (2000).

14. Deuel H., Neukom H.: Some properties of Locust
bean gum. American Chemical Society, Washington,
D.C. 1954.

15. Flodin P., Porath J.: US patent 3002823 (1961).

16. Porath J., Flodin P.: Nature /83, 1657 (1959).

17. Polson A.: Biochim. Biophys. Acta 50, 565 (1961).

18. Hjertén S., Mosbach R.: Anal. Biochem. 3, 109
(1962).

19. Moore J. C.: J. Polym. Sci., Pt .A. 2, 835 (1964).

20. Moore J. C.: US patent 3326875 (1967).

21. Ettre L. S.: LCGC North America 23, 752 (2005).

22. Alfrey T., Lloyd W. G.: US patent 3322695 (1967).

23. Ettre, L. S.: Pure Appl. Chem. 65, 819 (1993).



F. Svec Chem. Listy 718, 182189 (2024)

F. Svec (Department of Analytical Chemistry,
Faculty of Pharmacy, Charles University, Hradec Kralové,
Czech Republic): Size Exclusion Chromatography Has
Been Around for Sixty Years

Molar mass distribution is one of the most important
properties of polymers that has been determined since
Staudinger introduced the concept of macromolecules.
However, the first methods used to determine this distribu-
tion were tedious and difficult to use. This changed in
1964 when J. C. Moore of the Dow Chemical Company
published a method he called gel permeation chromatog-
raphy, now better known as size exclusion chromatog-
raphy (SEC). The principle was to separate macromole-
cules by size based on their permeation through a solid
stationary phase containing a network of pores of different
sizes. The separated molecules diffused only into pores
larger than their size. As a result, the smaller molecules
permeated into a greater number of pores than the larger
molecules and therefore remained in the column longer.
The individual polymer molecules then left the column in
order from largest to smallest. To scale up this technique,
it was necessary to find a manufacturer of a suitable in-
strument, which was a company owned by J. L. Waters.
This was a major achievement for his company, which,
thanks to SEC, is now one of the world's largest manufac-
turers of equipment for liquid chromatography, of which
SEC is a part.

Keywords: gel permeation chromatography, size exclusion
chromatography, polymers, molar mass distribution
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