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Zvláštní dík za podporu:



První chromatografický systém s

Michail S. Cvět (1872-1919)

LC, model 1903

Stacionární fáze: CaCO3

Mobilní fáze: CS2

Visualní detekce

Ber. Deut. Botan. Gesell. 24, 316, 1906



Vědecký přístup k chromatografii

Biochem. J. 35, 1358, 1941



Čeho chceme dosáhnout ?

Rychlé separace

Vysokou účinnost a píkovou kapacitu

Významnou selektivitu

Použití malých vzorků

Omezený objem pokud možno

„zelené“ mobilní fáze

Jak na to?



Tok kolonou plněnou částicemi

Adaptováno z materiálů
firmy Phenomenex



Přenos hmoty v plněné koloně

Interaktivní
místo

Stagnantní mobilní fáze

DIFÚZE



Urychlení přenosu hmoty

𝝏φ
𝝏t

= D
𝝏2φ
𝝏x2

Fickův druhý zákon

D =
kBT

6phr

Stokes-Einsteinova rovnice
Adolf Fick
1829-1901

George G. Stokes
1819-1903

Albert Einstein
1879-1955



Urychlení přenosu hmoty

Neporézní částice



Kolony plněné neporézními částicemi

Eichrom Technologies
Micra NPS částice
C18 silica
Kolona: 30x4.6 mm
Velikost částic 1.5 mm
Vnější měrný povrch 2.9 m2/g



Co použít malé porézní částice?

A.J.P. Martin, R.L.M.Synge, Biochem. J. 35, 1358, 1941



Urychlení přenosu hmoty

Neporézní částice
Malé částice



Přenos hmoty v plněné koloně

rL

rSrL rS>



Přenos hmoty v plněné koloně

DP = 
180hLQ

d2

Kozeny-Carmanova
rovnice:

d2
p c

Adaptováno z materiálu 
firmy Phenomenex

Joseph Kozeny
1889-1967

Philip C. Carman



Průlom v použití malých částic

2003 Agilent Technologies 

uvedl na trh kolonu Zorbax

Rapid Resolution plněnou 

1.8-µm porézními částicemi. 

2004 Waters komercializoval 

Acquity UPLC™ (Ultra 

Performance LC) systém 

umožňující separace s 

použitím tlaků až 100 MPa

(15,000 psi).



Problémy malých částic

Frikční teplo:

DT =
DP

r cpp c

DP = 
180hLQ

d2 d2

Tlaková ztráta

Anal. Chem. 92, 554, 2020



Urychlení přenosu hmoty

Neporézní částice
Malé částice

Povrchově porézní částice



Přenos hmoty v plněné koloně

rL

rSrL rS>

L

rL L>

Menší objem, menší povrch

Vysoký tlakový spád



Povrchově porézní částice

J. Chromatogr. A 890, 3, 2000

HALO



Přenos hmoty v plněné koloně

rL

rS

Kinetex 1.3 a 1.7 µm core-shell
Phenomenex 

Vysoký tlakový spád

Vysoký tlakový spád
Menší objem
Obtížné plnění kolon



Urychlení přenosu hmoty

Neporézní částice
Malé částice

Povrchově porézní částice
Monolity



Co jsou monolity?

2 s per hit = 600 days in total



Co jsou monolity?

Z řeckého monolithos, mono (jediný) a lithos (kámen)

Monolit je geologický útvar, jako je hora, 
skládající se z jediného masivního kamene nebo
skály, nebo jednoho kusu skály umístěného jako
monument nebo v něm.

Přeloženo z Wikipedie



Halfdome (Yosemite)
1,444 m nad údolím

Hadjar el Hibla (Baalbek)
Pískovec, 40 m, 1,000 t

Sigiriya (Lion Rock), Sri Lanka
Výška 200 m

Uluru (Ayers Rock), Australia
348 m tall, 9.4 km circumf.

Uluru (Ayers Rock), Australie
Výška 348 m, obvod 9.4 km

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/d/db/Sunset_Half_Dome_Lodge.jpg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/d/db/Sunset_Half_Dome_Lodge.jpg


Monolit je porézní pevná látka sestávající s 
jednoho kusu anorganického materiálu nebo 
organického polymeru připravená 
polymerizačními reakcemi vně či uvnitř 
definované formy, nebo na povrchu pevné 
podložky.

Vlastní definice

Co jsou monolity?



Organický polymerní monolit



Vlastnosti a výhody polymerních monolitů

 Není třeba plnění kolon.
 Jednoduchá in situ příprava z kapalných prekurzorů.
 Rozmanitost chemií a formátů
 Tolerance vysokých průtoků bez omezení tlakovou 

ztrátou.
 Usnadnění rychlého přenosu hmoty díky konvekci.
 Umožnění rychlých separací i velkých molekul 

(bílkoviny, nukleové kyseliny, polymery)



Bylo nebylo …
Pravěké monolity



Arthur C. Clark, kniha

Homo erectus

Před 1.6 miliony let

Stanley Kubrick, film

2001: Vesmírná odysea



Historie ?



Prehistorické nápady
1952-1954



Analyst 77, 964-969, 1952



Biochemical Journal 58, 571-585, 1954



Ranné přístupy k 
monolitickým materiálům

1967-1974



Polymery

• Zbotnalý poly(2-hydroxyethyl-methakrylát-co-
ethyléndimethakrylátový gel (HEMA-EDMA)
M. Kubín et al., Collect. Czech. Chem. Commun. 32, 3881 (1967).



HEMA-EDMA Gel

100 mL 22% vodný roztok HEMA + 0.2% EDMA byl polymerizován
v  30 cm dlouhé 25 mm i.d. skleněné trubce

M. Kubín et al., Collect. Czech. Chem. Commun. 32, 3881 (1967).

22 cm dlouhý roubík zbotnalého gelu použit k odsolení bílkoviny

Gravitační tok, průtok 5 mL/h



Polymery

• Zbotnalý poly(2-hydroxyethyl-methakrylát-co-
ethyléndimethakrylátový gel (HEMA-EDMA)
M. Kubín et al., Collect. Czech. Chem. Commun. 32, 3881 (1967).

• Polyuretánové pěny s otevřenými póry

T.R. Lyn et al., J. Chromatogr. Sci. 12, 76 (1974).

L.C. Hansen and R.E. Sievers, J. Chromatogr. 99, 123 (1974). 



Polyuretánové pěny

T.R. Lyn et al., J. Chromatogr. Sci. 12, 76 (1974)

L.C. Hansen, R.E. Sievers, J. Chromatogr. 99, 123 (1974) 

Komercializovány v
Analabs Inc. North Haven, CT

Difenylmethandiisokyanát + polyol ve 
směsném isodensitím toluen/CCl4

rozpouštědle



Separace v polyuretánové pěně

GC C6 - C9

alkánů
NP-LC 

dichloroanilinů



Novodobé přístupy k 
monolitickým materiálům

1989-…



Silně stlačené akrylamidové gely

Stellan Hjertén, born 1928



Kolona z komprimovaného akrylamidové gelu

Gelové kousky
(MBA, Am, AAc)

Částečná 
komprese

Úplná 
komprese

6 mm i.d.

4
5

0
 m

m

3
0

 m
m

S. Hjertén, et al. J. Chromatogr. 473 (1989) 273

Hydraulický
tlak

Pufr
0.5 mL/min

Manuální
stlačení

Pohyblivý píst



WCX separace bílkovin

1. Ovalbumin, 2. equine myoglobin, 3. whale myoglobin, 4. cytochrome c, 5. lysozyme

Komprimovaná 
kolona 

6 mm i.d. 



• Stacionární fáze nebyla zcela kontinuální.
• Kolony pouze pro separace s použitím  

iontovýměnného mechanizmu.

• BioRad komercializoval tyto kolony pod 
názvem UNO. Po několika málo letech je 
stáhl z prodeje.



Polymerní monolitické disky



Rychlé WAX separace

Monolitický poly(glycidyl methakrylát

-co-ethylene dimethakrylátový) disk

modifkovaný diethylaminem

2 mm tlouštka, 20 mm průměr 2                         0
Time, min
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Polymerní monolitické kolony

1256 citací



Komerční polymerní monolitická kolona



Morfologie monolitu

Polymerní monolit Rybí exkrementy 
12 000 let starý karbonát

Perry C T et al. PNAS 108, 3865, 2011.



První WAX separace bílkovin
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Monolitická 30 x 8 mm I.D. poly(glycidyl 

methakrylát-co-ethylene dimethakrylátová) 

kolona modifkovaná diethylaminem



První rychlá RP separace bílkovin

0   15   30 
Retention time, s

Q. Wang et al. Anal. Chem. 65 (1993) 2243

Monolitická kolona 50 x 8 mm I.D. 

Poly(styren-co-divinylbenzen)

Mobilní fáze: gradient acetonitrilu

Průtok: 25 mL/min

Píky:

1 Ribonucleasa A

2 Cytochrome c

3 Myoglobin

4 Ovalbumin



První rychlá RP separace bílkovin

0   15   30 
Retention time, s

Q. Wang et al. Anal. Chem. 65 (1993) 2243

Monolitická kolona 50 x 8 mm I.D. 

Poly(styren – divinylbenzen)

Mobilní fáze: gradient acetonitrilu

Průtok: 25 mL/min

Píky:

1 Ribonucleasa A

2 Cytochrome c

3 Myoglobin

4 Ovalbumin

= 1.5 L/h = 36 L/den
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ST-DVB monolit

Kolona: 50 x 4.6 mm

Průtok: 10 mL/min (14.6 L/den)

42-90% ACN v H2O za 0.35 min

1- Ribonucleáza

2- Cytochrome C

3- BSA

4- Carbonic anhydráza

5- Ovalbumin

Tlaková ztráta 4 MPa !

S. Xie 1996

Ještě rychlejší RP separace bílkovin



Přenos hmoty v koloně

Plněná Monolitická

Adapted from Phenomenex

KONVEKCEDIFÚZE



Kapilární polymerní monolitická kolona
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Rychlá separace bílkovin

min

Monolit: BuMA-EDMA

Kapilární kolona: 75 x 0.2 mm

Průtok: 95 mL/min (85 mm/s) = 5.7 mL/h

Mobilní fáze: 

Inject.  10 % ACN v 0.1% aq.TFA

Eluce 50 % ACN v 0.1% aq.TFA

Píky:

ribonucleasa A

cytochrome c

myoglobin

ovalbumin 

J. Chromatogr. A 1051, 53, 2004



Silikové monolitické kolony



Siliková monolitická kolona



Silikové monolitické kolony

0     6      12    18     24    30 

Retention time, s

Kolona 83 x 7 mm I.D. 

C18 silika

Mobilní fáze: 80% methanol

Průtok: 5 mm/min

Píky:

Alkylbenzény C6H6CnH2n+1



Srovnání morfologií monolitů

Polymerní monolit
15 m2/g

Silikový monolit
300 m2/g



Polymerní monolitické trubice



Separační zařízení s radiálním průtokem 



Příklady komerčních monolitických produktů 

Disky Disky

Trubice

Thermo Fisher Scientific
Sartorius BIA Separations

Merck
Phenomenex

Kolony

Kapiláry

SPE

SPE

GL Sciences
Agilent
Protea Biosciences



Inovativní přístupy k 
monolitickým materiálům

???



Mikroobráběné „monolitické kolony“

Anal. Chem. 87, 7382, 2015

Separace 4 kumarinů

LIF detekce

Délka systému: 4 cm

Poměr rozměrů: 20:1

Účinnost: 4,150,000 pater/m



Mikroobráběná separační zařízení

5 μm 18 μm

50-200 cm

315 μm

Max pressure: 

3 MPa (435 psi)



Aditivní výroba (3D tisk)

Poly(akrylonitril-butadien-styren) 
objem monolitů 1, 1.5, a 2 mL , stěny 2 
mm, průměr kolon 16 mm.

Jednoduché krychle

Přímé kanály

Rybí kost

Rozmývání NaCl píku

J. Chromatogr. A, 1333, 18, 2014



1.6 mL monolit, 500 mm stěny, 
50% porozita, 3 mL objem kolony

Aditivní výroba stereolitografií (3-D tisk)

J. Sep. Sci. 44, 1078, 2021

3-(acryloyloxy)ethyl] trimethylammonium chloride
BSA

Myoglobin

3D tiskárna



Závěrem …

Ačkoliv první nápady pocházejí z počátku padesátých let minulého 

století, široce použitelné porézní monolitické materiály a produkty se 

objevily až na konci let osmdesátých.

Monolity mohou být připraveny z anorganických i organických 

polymerů v nejrůznějších formátech (kolony, disky, kapiláry, tenké 

vrstvy, …) a velikostech s použitím  řady technik včetně polymerizace, 

sol-gel přeměny, 3D tisku či mikroobrábění.

Rozsah jejich aplikací se neustále zvětšuje.

Budoucí chromatografické kolony se budou produkovat aditivním 

způsobem, tedy 3-D tiskem, jako monolity.



A to je konec


