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NOVY TYP STACIONARNICH FAZI
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Monolitickd kolona

S
Celkové porozita: 70 %

Mezi édsticemi: 60 %

Uvnitf éastic: 10 %
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PRVNI MONOLITICKA FAZE

Filtraéni papir Separace aminokyselin

Luecine Glycine  Glutmine Tryptophan Proline

a

item shown is representative of range

www.capitalanalytical.com

D.L. Mould, R. Synge 50. Iéta 20. stoleti
J. Knox - late 1960s-1970s

S. Hjertén, F. Svec, J.M.J. Fréchet

N Tcmqkq @ www.ecronicon.com



MONOLITICKE STACIONARNI FAZE
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J. Sep. Sci. 27 (2004) 843.
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| MONOLITICKE STACIONARNI FAZE

Pritocné pory Skeleton

1 — 2 um, 60 %, mechanické stabilita, €,, K¢ ~ 1 um, péry 10 — 25 nm, 20 %,
300 m?/g, fdzovy pomér, k

J. Sep. Sci. 27 (2004) 843.
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PRIPRAVA ANORGANICKYCH MONOLITU
Startinig Sol >
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Tetrametoxysilan Tetraetoxysilan Kyselina octovd
(TMOS) (TEOS) (0.01 M)

Kyseld hydrolyza alkoxysilanG v pFitomnosti interniho polymeru (PEO). Probihd
v ledové ldzni, do zgelovaténi. Alkoxy skupina je nékdy nahrazena silanolovou
skupinou s metanolem nebo etanolem.

YL e

Polyakrylovd kyselina Polyetylen oxid
(PAA) (PEO)
Vliv na velikost a koncentraci pritoénych péri

Mdlo porogenu — pory nejsou spojené. Hodné porogenu — dochdzi ke vzniku ¢dstic



PRIPRAVA ANORGANICKYCH MONOLITU

Pore Volume, Vp / cm3g'1

Pore Diameter, Dp / pm

Vliv na velikost a koncentraci pritoénych péri

Mdlo porogenu — pory nejsou spojené. Hodné porogenu — dochdzi ke vzniku ¢dstic



PRIPRAVA ANORGANICKYCH MONOLITU
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Polyetylen oxid
(PEQO)

Phase Separation

and Gelation
Dochdzi k polykondezaci, fdzové sepraci,
precipitaci a vzniku nerozpustného
produktu.
Fazovd
separace

Dramaticky rost viskozity (,,tuhnuti® skla).

L é r

Cim pozdéjsi ndstup zgelovaténi, tim vétsi se vytvofri

r

protoéné pory. S rostouci dobou polymerace dochdzi
ke zpomaleni jejiho pribéhu.



PRIPRAVA ANORGANICKYCH MONOLITU
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Phase Separation
and Gelation

=

Fazova
separace

Aging and
Solvent Exchange

0.01 M vodny roztok
g hydroxidu amonného

3 = 80 °C—péry 14 nm
Fog R R = 120 °C - pory 25 nm

Zrdni gelu

V pribéhu zrdni gelu (~ nékolik dni) dochdzi k tvorbé
vétsich mesopdru v puvodnim mikroporéznim materidlu
= Malé molekuly ~ 10 nm
" Proteiny 20 — 30 nm

Vliv pH prostredi a teploty zrdni



PRIPRAVA ANORGANICKYCH MONOLITU
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Pore Diameter, D, / nm
Vliv pH prostredi a teploty zrdni

V kyselém prostredi se pdry netvori a vyssi teplota rozsifuje jejich distribuci.



PRIPRAVA ANORGANICKYCH MONOLITU

Vliv teploty zrdni

Temperature [°C] Efficiency [plates/m, RSD%] Total porosity, &7 Permeability, K [x 10~14 m?] Separation impedance
40 5000 [25%] 0.970 10.55 379,000
42 74,000 [12%] 0.957 3.24 5640
43 95,000 [8%] 0.936 3.40 3260
44 86,000 [8%] 0.929 3.25 4160
Chromolith 98,000 0.924 8.66 1200
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h/Am

J. Chromatogr. A1217 (2010) 5737-5740.



PRIPRAVA ANORGANICKYCH MONOLITU
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Phase Separation
and Gelation

Aging and
Solvent Exchange

Evaporation Drying

N
[

Suseni gelu

.;:>

Zrdni gelu

Fazova
separace

Gel musi byt ususen velmi opatrné, aby nedoslo k jeho poruseni.
Cim vice malych pérd, tim pomalej§i a pozvoln&j§i proces
(~ 20 nm).

Je nutné ve vzniklém monolitu eliminovat velmi malé mikropéry.
,okoupd" literatura, néktefi autofi to popisuji jako jeden

r

z nejdulezitéjSich krokg, jini to ani nezminuj

'
l.

Priklad: Chromolith (L = 5 cm) schne asi mésic



PRIPRAVA ANORGANICKYCH MONOLITU

Startinig Sol Phase Separation Aging and Evaporation Drying

and Gelation Solvent Exchange
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Vznik bimoddlni porézni struktury



PRIPRAVA ANORGANICKYCH MONOLITU

Startinig Sol Phase Separation Aging and Evaporation Drying

and Gelation Solvent Exchange
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Tepelnd
A Uprava

Polyetylen oxid Volume : <1.5 cm3g-" Volume : 0.2 -2 cm3g-"
(PEO) Diameter : 0.1 -10 ym

Vznik bimoddlni porézni struktury



MONOLITICKE STACIONARNI FAZE
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DISTRIBUCE PORU
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ZAPOUZDRENI (CLADDING)

v/
%

= PTFE (Polytetrafluorethylen)
= PEEK (Polyether ether keton)
= 20 MPq, pozor na THF

= Alternativné pripravit ,radidlni

monolity.

J. Sep. Sci. 27 (2004) 843.



MODIFIKACE POVRCHU

Stejné jako u normdiniho silikagelu.
Monolitickd fdze je ponofend
do reakéniho roztoku

C18
= octadecyldimethyl-N,N-
diethylaminosilan

Endcaping (volné silanolové skupiny)

= Modifikace Hexamethyldisilazanem
a N-(trimethylsilyl)imidazolem pro
bazické latky a latky vytvdreijici
vodikové musky

®= Promyt 2 h s TMSI v suchém ACN pfi
60 °C.

HILIC kolona

2-methacryloyloxyethylphosphorylcholine

8 r

CMP
CTP

CDP

uridine
UTP

toluene
cytidine

umpP

UDP

N L 3

2 4 6 8
t [min]

Separace nukleosidi a nukleotidi

J. Chromatogr. A 1373 (2014) 90-96.
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| UNITRNI STRUKTURA

Spojovani kolon
Dominantni pritoéné pory

Vyuziti nizkého tlakového spdadu
Neuspokojivé vysledky (1 &, ~| k)
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RADIALNI HETEROGENITA, VLIV ID

250 um 100 pum

/75 um 50 um




| RADIALNI HETEROGENITA, UPRAVA SMESI

50 um 50 um

100 um 200 um




(MATEMATICKE) MODELY

Stationary phase skeleton

Through-macropore

l H = Hux + Hy + Hyg

} Unit element "  Podélnd difize
=  Mass transfer

R = Difize v pérech

lal TS

/ "‘\~_'l
/ 2D
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up(l — €e)(Rss/2kp)[€; + (1 — €)K,)?
[ee + (1 — €o)le; + (1 — €0) K11

up“ — €)(R2,/8D)€; + (1 — ) K,1?
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Radius (R,)

Ndhodné uspordddni propojenych vdalcl

Ry — uréeno pomoci SEM o - ] o
porézniho silikagelu obklopené kruhovymi

J. Phys. Chem. B 106 (2002) 8898. pratocnymi pory.



| (MATEMATICKE) MODELY

Sit' vdlcovitého skeletonu. Vsechny domény jsou stejné, skelet

je tvoren kratkymi valcovitymi trubickami umisténymi do tetraedru.
Pritocné pdry jsou vie ostatni.



REKONSTRUKCE STRUKTURY

Konfokdlni mikroskopie a rekonstrukce pomoci zobrazovacich technik

Vliv experimentdlnich podminek

= Rostouci koncentrace katalyzdatoru hydrolyzy (HNO,)
= Jind koncentrace polyethylenoxidu
= Jind aditiva

focal plane o e

J. Chromatogr. A 1119 (2006) 95.




REKONSTRUKCE STRUKTURY
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FLUIDNI DYNAMIKA

Periodic

Symmetry

<J§k>
OO

)

Periodic

Doména _ 7 _
L h=——=0.8

Skeleton + Pritoény pér Aaom

Odpovida velikosti ¢astic v plnénych kolondch (pro vysoce homogenni monolit)

~ 60 % podélna difuze
J. Chromatogr. A 1030 (2004) 177.



PERMEABILITA

Definovdna velikosti, tvarem . o o -
a distribuci protoénych poérd Ekvivalentni velikost cdstic (permeabilita)

3
Us €h Ap

o’ 180m, (1—¢)? L

perm

: [
REM-Team

00019036 — 10um

Ekvivalentni velikost castic (disperze)
Strukturni charakteristika

3 e, + € (1 —€ rer] i e
€0 Ayisp = |30 Des kil )

201 _ 2
(1 _ 80)2 €, (1 — €,)m

| — délkovy parametr odpovidaijici velikosti,
distribuci a zakfiveni protoénych péri

Anal. Chem. 2002, 74, 2470-2477., J. Sep. Sci. 2003, 26, 1005-1016.



UCINNOST

Monolitické (silikagelové) faze

Uginnost: 3 — 5 um &astice
Permeabilita: 5 — 10 um cdstice

Rychld analyza?
Kratkda kolona, malé &astice /doména

Ucinnda separace?
Vétsi doména, vétsi Eastice

Jak zlepsit UCinnost

(monolitickych) kolon?
1)
2)
3)

lepsi radidlni hustota (homogenita)

snizit rozptyl ve velikostech skeletu

Plate Height, H/um

10—

monolit

~

1 2 3 4
Linear Velocity, u/ mm s-1

snizit promér péru a skeletonu (nevyhoda nizsi Ki)



VNITRNi STRUKTURA

Prvni generace

Druhd generace

J. Chromatogr. A1325 (2014) 72-82.



DRUHA GENERACE

1% generation

2" generation

1" generation

2" generation

M(pm)| K pum)| kK

488 | 261 3.33 | 290
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476 | 273 335 | 292
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J. Chromatogr. A1303 (201 3) 28-38.



DRUHA GENERACE

Inverzni chromatografie stérické vyluky

Monolithic column

1G 2G
Vo (cm?) 1.225 + 0.011 1.160 + 0.007
ro (wm) ] Prétoéné péry 0.280 0.075
V, (cm?) , 0.265 + 0.007 0.343 + 0.008
7 (nm) | MesoPory G 440+ 0.326 @297k 0318
o Rozptyl 0.093 0369+ 0.120
X2 3.465 x 105 6.659 x 10>
f1,r, (NM) 8.810 8.882

f(r,

rg (nm) pore diameter [A]

J. Chromatogr. A 1359(2014)112-116.



DRUHA GENERACE

Snizeni velikosti domény & zmenseni pritocénych poért & zlepseni homogenity

® 100 x 4.6 mm 1" Generation o
® 100 x 4.6 mm new research sample /

:

7

P

Column pressure drop [bar]
5

:

~ 2 um

0 Y T Y T ¥ T
0.0 04 0.8 1.2
u, [mm/s]

www.americanpharmaceuticalreview.com



DRUHA GENERACE

— 30 - m 100 x 4.6 mm 1™ Generation
E ® 100 x 4.6 mm new research sample
e ~
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www.americanpharmaceuticalreview.com



VLIV PODELNE DIFUZE

® 100 x 4.6 mm 1" Generation
® 100 x 4.6 mm new research sample

u, [mm/s]

www.americanpharmaceuticalreview.com



KINETIC PLOT
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DRUHA GENERACE

10° 10* 10° 1
10—+ 10
Core-shell technology 2006
1074 (400 bar) 5 10*
2z ;-:New Monolithic célumns 2011
e | (200 bar)
3 _| Monolit ~ Sub-2 um 1 an3
— ~=1o‘3¢')6""~ g :
E *eu, 1 3 "y, B
| n=0.72cP . , IN=16000 -'.9_?
10" az T 10
10° 10* N 10°

www.americanpharmaceuticalreview.com



IMPEDANCE KOLONY

" Plnéné kolony 3000
" Monolity 250 — 800
= OTC 32 (maximum)

E_tMAp_HZET
~ N? n B Kr

Vztah mezi rychlosti analyzy (ty), Ucinnosti (N), pracovnim
tlakem (Ap) a viskozitou mobilni faze (n)

Zvyseni impedance kolony

1) nizsi viskozita mobilni faze (zvyseni pracovni teploty)

2) vyssi tlak (spojeni kolon)

3) redukce heterogenity staciondrni faze (radidlni i domény) a velikosti domény

4) nizsi K¢ (zvyseni objemu pritoénych pérd, pozor na mechanickou stabilitu)



UV Absorbance (mAu)

CYTOCHROM C, DIGEST

Retention Factor

Retention Factor

3 um Porézni 2.7 um Core-shell Monolit
A e E
a}. F + C
B O
15. g 9 3 :f o 2 i H . 10
RT3 2, ¥ = n 7 3 % 0.25 pl/min
Y / 1 N7 / ' b
\" [ i i ' 1‘”‘1 EI
d a a
q ' I I 0.50 pl/min
' b b b
R
LLM 1.00 pl/min
.__-—-,j‘u c c c
2.00 pl/min
e d W q d
4.00 pl/min
e e
0 2 < 6 8 10 0 2 4 6 10 O 2 4 6 8 10

Retention Factor

J. Chromatogr. A 1228 (2012) 270-275.
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Immanuel Kant

IMMANUEL KANT
Frem a painting



