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ABSTRAKT

Dizertacni prace se zabyva problematikou vicerozmérnych separaci v kapalné fazi. Tyto
separacni techniky jsou vyvijeny ve snaze splnit soucasné pozadavky kladené na analyzu velmi
slozitych vzorkd, jejichz komponenty jsou teplotné nestalé, maji nizkou tenzi par nebo vysokou
molekulovou hmotnost a nelze je analyzovat s vyuzitim dvourozmérné (2D) plynové
chromatografie. V teoretické casti prace jsou vysvétleny koncepty pikové kapacity a
ortogonality. Vysokouc¢innd kolonova kapalinova chromatografie (HPLC) a vysokoucinna
kapilarni elektroforéza (HPCE) jsou zde chapany jako nejvhodnéjsi jednorozmérné kapalinoveé-
separa¢ni techniky pro realizaci vicerozmérnych separaci v kapalné fazi, jelikoz s nimi lze
realizovat automatizované provedeni vicerozmérné separace navic s moznosti on-line spojeni
S hmotnostni spektrometrii. V experimentalni ¢asti je popsana konstrukce zjednoduseného
miniaturizovaného kapalinového chromatografu. Pivodni koncept byl rozsifen o moznosti
ptipravy gradientli mobilni faze. Funkce systému byla demonstrovana na gradientové separaci
smési alkylfenont, peptida z tryptického digestu BSA a smési nitrolatek. Popsany LC systém
byl pouzit jako zdklad né€kolika dvourozmérnych separacnich platforem. Realizovana byla
HILIC-MALDI-MS analyza glykani, dvourozmérna separace peptidi z tryptického digestu
BSA vyuzivajici off-line spojeni kapilarni izoelektrické fokusace s vyvinutym gradientovym
miniaturizovanym LC systémem a platforma umoziujici realizaci on-line dvourozmérné
kapalinové chromatografie v modech IECxXRPLC, RPLCxRPLC a HILICxXRPLC.
Prezentované vysledky podporuji spravnost uvazovaného konceptu.

KLICOVA SLOVA

Dvourozmérné separace; Separace V kapalnych fézich; Pikovéa kapacita; Ortogonalita;
Vysokoucinna kapalinova chromatografie; Kapilarni elektroforéza; Hmotnostni spektrometrie;
2D instrumentace; Slozité smési



ABSTRACT

This dissertation is dedicated to the topic of multidimensional liquid phase separations. This
separation techniques are developed for analysis of complex samples containing thermally
labile, low volatile or high molecular weight components that can’t be analysed by two-
dimensional (2D) gas chromatography. Concepts of peak capacity and orthogonality are
explained and various methods of their determination are stated in theoretical part of
dissertation. High performance column liquid chromatography (HPLC) and high performance
capillary electrophoresis (HPCE) are suggested as the most suitable methods for automated
multidimensional liquid phase separations on-line coupled to mass spectrometry. Configuration
of simplified miniaturized liquid chromatograph is described in experimental part of this thesis.
Original concept of the system has been extended by simple mobile phase gradient generation
technique. Correct function was demonstrated on repeatable separation of alkylphenones,
peptides, nitroaromatics, and nitroesters. This system has been utilized as a base for a couple of
simple two-dimensional separation platforms for HILIC-MALDI-MS analysis of glycans, for
separation of peptides based on off-line coupling of isoelectric focusing and capillary liquid
chromatography, and finally for on-line IECXRPLC, RPLCxRPLC, and HILICXxRPLC two-
dimensional liquid chromatography. Correct operation of submitted platforms has been proved.

KEY WORDS

Liquid phase separations; Two-dimensional separations; Peak capacity; Orthogonality; High
performance liquid chromatography; Capillary electrophoresis; Mass spectrometry;
2D instrumentation; Complex mixtures
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1 UVOD

S potiebou dé€leni nejriznéjSich smési se Cloveék potkava prakticky od pocatku civilizace.
Procesy, pfi kterych dochdzi k ur¢itému dé€leni neboli separaci, sehravali takika vzdycky
klicovou roli. Nasi pfedci, napiiklad, odd€lovali ve vétru zrni od plev. Vitr odnasel leh¢i plevy
a relativné tézké zrni dopadlo zpatky. Tato na pohled velmi primitivni procedura neni ve
skute¢nosti nic jiného nez separacni proces. Pfi zna¢ném zjednoduseni predstavuje vitr impulz
sily, kterym ¢astice ziskaji piiblizné stejnou hybnost. Leh¢i ¢astice tedy ziskaji vyssi rychlost.

V dne$ni moderni industrializované spole¢nosti maji techniky vyuZzivajici rizné separacni
mechanismy rovnéz nezastupitelné misto. Vyroba prakticky ¢ehokoliv se bez vyuziti urc¢itého
stupn¢ separace neobejde. Napiiklad ropa, ktera je vychozi surovinou pro pohonné hmoty a
plasty, je zpracovana frakcni destilaci. Voda je upravovana filtraci a sedimentaci a to jak pii
Gipravé surové vody na pitnou, tak i pii ¢isténi vody odpadni. Rada procest vyuziva pro svou
kontrolu nejriiznéjsi analytické techniky, z nichz velké mnoZstvi je zaloZeno na jednom i vice
separa¢nich mechanismech.

Separace je tedy jakykoliv proces, jehoZz cilem je rozdéleni smési komponentt, nebo izolace
vybraného komponentu ze smési. Jinymi slovy, cilem je Uprava slozeni smési dle naSich
pozadavki. Ugelem separaénich procesti tak mize byt napiiklad odstranéni neéistot ze
vstupnich surovin ¢i produktl, vyroba Cistych latek nebo také identifikace izolovanych
komponentt ¢i stanoveni jejich obsahu ve smési.

Posledn¢ zminéna oblast je doménou analytické chemie, kde jsou separa¢ni metody vyuzivany
pro ziskani informaci. Soucasny vyznam separac¢nich metod v oboru analytické chemie je
nesmirny. Hlavnim pfinosem separa¢nich metod v analytické chemii je moznost ziskat
informace o vice latkach soucasné v ramci jedné zkousky. V analytickém experimentu jsou tyto
latky separovany na zakladé¢ rozdilu v ur¢ité vlastnosti a poté detekovany vhodnym detekénim
systtmem. Pro ziskdni informaci o sloZeni vzorku vyuZzivd analytickd chemie zejména
chromatografické metody, elektromigra¢ni metody a hmotnostni spektrometrii.

Kazd4 aplikace pozaduje od separa¢ni metody ve vysledku dosazeni urcitého rozliSeni v
piijatelném Case. PoZzadavky kladené na separaci proto byvaji rizné. V ptipad€ jednoduchych
smési vétSinou neni velky problém nalézt rozumné podminky pro rozdéleni a stanoveni
komponent. Pro takové situace zpravidla postauje jeden separacni mechanizmus, ,,jeden
rozmér®, s jehoz pomoci Ize v rozumném case dosdhnout uspokojivé rozliSeni mezi cilovymi
sloZkami smési. S rostouci sloZitosti vzorku roste pravdépodobnost (a riziko chyby), Ze
separovana zona na vystupu separa¢niho procesu neobsahuje pouze jednu komponentu. Jak jiz
bylo zminéno vyse, latky jsou separovany na zakladé rozdilu v uréité vlastnosti. Cim je rozdil
mezi latkami v dané vlastnosti vétsi, tim snaz je Ize od sebe oddélit. Naopak, ¢im jsou si dve
latky v dané vlastnosti podobnéjsi, tim je jejich separace naro¢néjsi. V piipad¢, ze se dvé latky
v rozhodujici vlastnosti shoduji, nelze je danou separacni technikou rozlisit. Pro rozliSeni slozek
takové frakce je nutné vyuzit rozdily v jinych vlastnostech danych latek a pouzit odlisny
separa¢ni mechanizmus jako ,,druhy rozmér*.

Situace, kdy nelze dosdhnout pozadovaného rozliSeni komponentli smési s vyuzitim jedin¢ho
separa¢niho stupné€ nastava zejména v piipadech, kdy vzorek obsahuje velké mnozstvi latek.
Jednotlivé frakce takové smési separované v prvnim rozméru, které jesté stale obsahuji vice
komponent 1ze vétSinou rozdélit s vyuzitim dalSiho rozméru. Pravdépodobnost, Ze se dvé latky
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shoduji ve dvou ruznych vlastnostech, je nizka, ne vSak nulova. Dvourozmérné separace jsou
proto spojovany s dalSim separa¢nim stupném, ktery velmi Casto zastupuje hmotnostni
spektrometrie, ktera pfinasi dalsi moznosti rozliseni komponentli v separované zong, jejich
selektivni detekce a identifikace.

Vyznamny progres na poli hmotnostni spektrometrie v podobé hmotnostnich spektrometri
S ultra vysokym rozliSenim (Orbitrap, Iontova cyklotronova rezonance) a sofistikovaného
softwaru s vykonnymi vyhledavacimi algoritmy zpusobil, ze soucasné $pickové hmotnostni
spektrometry jsou teoreticky schopny rozlisit a identifikovat komponenty komplexnich smési i
bez predifazené¢ho separacniho stupné. V piipad¢ piimé MS analyzy znacné slozitych vzorki
vSak dochazi k tzv. iontové supresi (napft. [1; 2]), zmény ucinnosti ionizace v piipad¢ vétsiho
mnozstvi latek pfitomnych v iontovém zdroji hmotnostniho spektrometru. Diky piediazené
separaci dochazi ke zjednoduSeni smési latek vstupujici do iontového zdroje a tim
k vyznamnému snizeni intenzity tohoto negativniho jevu.

Dle vlastnosti separovanych latek jako tékavost (pfip. moznost derivatizace na t€kavéjsi
produkty), teplotni stabilita ¢i molekulova hmotnost, lze provadét dvou a vicerozmérné
separace V plynné, nebo v kapalné fazi. Oba pfistupy jsou si v teoretické oblasti podobné, kazdy
ma své vyhody a nevyhody. Na zakladé odliSnosti v praktické realizaci a zejména z hlediska
aplikaci se vSak tyto dva piistupy vyvijeji pfevazné samostatné, i kdyz dvourozmérné separace
kombinujici naptiklad plynovou a kapalinovou chromatografii byly také reportovany,
napt. [3-8]. Tato prace bude dale pojednavat o vicerozmérnych separacich ve fazi kapalné.



2 CILE DIZERTACNI PRACE

e Studium relevantni literatury a shrnuti sou¢asného stavu poznani v dané problematice

e Vyvoj konceptu nové konstrukce kapalinového chromatografu s moznosti gradientové
eluce na kapilarnich kolonach bez déleni toku

e Navrh konceptu jednoduché dvourozmérné separacni platformy zalozené na
jednoduchém kapalinovém chromatografu

e Dvourozmérné separace modelovych smési s vyuzitim navrZzenych experimentalnich
konfiguraci; Hodnoceni pikové kapacity.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Pikova kapacita separacnich metod

Pro posouzeni potencialu konkrétni metody separovat velké mnozstvi latek 1ze vyuzit koncept
tzv. pikové kapacity (peak capacity), ktery zavedl Giddings [9]. Pikova kapacita ptedstavuje
teoreticky pocet latek (pika), které pti konstantnim rozliseni Rs=1 vyplni urcity ¢asovy usek
zaznamu separace (chromatogram, elektroforoegram). V situaci, kdy jsou zaznamenany
piiblizné stejné Siroké zény (piky) separovanych latek, 1ze pikovou kapacitu P vypocitat na
zaklad¢ sitky piku odpovidajici 40 (Sitka namétena v 13,4 % vySky piku) dle rovnice (1).
Hodnota 46 se vSak Casto nahrazuje priimérnou Sifkou pikti na nulové linii.

hh—t4

P=1
+ 40

1)

V literatufe bylo popsano nékolik ptistupti k praktickému vypoctu pikové kapacity. Nekteré
pocitaji pikovou kapacitu pro cely zaznam, jiné pro interval mezi prvnim a poslednim pikem,
v gradientové chromatografii pak dle doby trvani gradientu. Piehled nékterych ptistupti
uvazovanych pro chromatografii uvadi Neue [10]. Pro realnou situaci a konkrétni podminky,
kdy jsou piky v ziskaném zaznamu ruzné Siroké, je velmi praktické pouziti vypoctu pikové
kapacity P na zaklad¢ sumy rozliSeni mezi sousednimi piky, rovnice (2).

P =Rs(12)+Rs(23)+ -+ +Rs(n—1,n) (2)

Pikova kapacita je velmi casto diskutovana v souvislosti s gradientovou kapalinovou
chromatografii [11; 12], kde ji lze vyuzit pti optimalizaci separa¢nich podminek [13], ¢i pro
hodnoceni separacnich kolon [14; 15]. Pikovou kapacitu Ize také vyuzit pro hodnoceni separaci
provedenych kapilarni elektroforézou [16].

Pikovéa kapacita se stala dilezitym parametrem pii posuzovani, v poslednim desetileti velmi
intenzivné se rozvijejici oblasti, dvou a vicerozmérnych separaci. Gilar a kol. [17] vyuzil
k predikci pikové kapacity pro separaci peptidi v 1D a 2D-HPLC matematicky model popsany
nasledujici rovnici (3).

VN BAC
14—
4 BAC(to/ty) +1

P = @3)

Pikova kapacita je zde funkci Gi€innosti kolony N (pocet teoretickych pater), rozdilu ve sloZeni
mobilni faze v gradientu AC (%), mrtvého retencniho Casu t, (min) a ¢asu gradientu tg, (Min).

Proménna B reprezentuje vliv velikosti molekuly MW (Da) a lze ji odhadnout s vyuzitim
rovnice (4).

InB = 0,6915 In(MW) — 1,49 (4)

Hodnoty pikové kapacity ziskané z rovnic (1) az (3) jsou charakteristické pro konkrétni
podminky — délku kolony, ¢as gradientu a dobu analyzy. Zejména pro porovnani rtiznych
separacnich technik, instrumentl a jednotlivych metod je vyhodné vztdhnout pikovou kapacitu
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na jednotku ¢asu (doba gradientu nebo doba analyzy). Takto 1ze odhadnout produktivitu (pocet
pikl za minutu) raznych ptistupii k separaci smeési a provést jejich porovnani.

Pro tspéSnou separaci konkrétni smési tedy musi mit dana technika a metoda dostatecnou
pikovou kapacitu. S rostouci slozitosti vzorku proto rostou i pozadavky na vyssi pikovou
kapacitu. Jeden separac¢ni rozmér ma ale pikovou kapacitu prakticky omezenou. Limitujicim
faktorem je zde Cas. Doba, za kterou je v jednom separa¢nim rozméru dosazeno velmi vysoké
pikové kapacity je jiz ptilis dlouha (az desitky hodin). Dalsi zvySeni pikové kapacity s vyuzitim
pouze jednoho separa¢niho rozméru je proto zna¢né omezené. Jak je patrné z rovnice (3), pouze
zvyseni poCtu teoretickych pater (napt. pouziti u¢innéjsi kolony) ma jen maly efekt. Pokud by
byla pouzita dvakrat G¢inn¢jsi separacni kolona, pikova kapacita by se teoreticky zvysila 1,4
krat. Rozsah gradientu mobilni fize AC je omezen na 0-100 % a prodlouZeni doby gradientu t,
adekvatné prodlouzi celou separaci.

3.2 Vysokoucinné jednorozmérné kapalinové separace jako predpoklad
vysoké pikové kapacity vicerozmérnych separaci

Cilem kazdé separace je dosazeni urcitého rozliSeni a pro dosaZeni daného rozliSeni musi byt
separace adekvatnd u¢inna. Uéinnost separace se nejcastdji vyjadiuje jako pocet teoretickych
pater a je charakteristickd pro konkrétni separacni systém a jeho konfiguraci. Koncept
teoretického patra [18; 19] byl pievzat z teorie chemického inZenyrstvi pro frakéni destilaci.
Teoretické patro ptedstavuje hypotetickou zoénu v separacnim prostoru, ve které dojde k uplné
vymeéngé latek a energie. Jak je patrné z rovnice (5) pro odvozeni chromatografického rozliseni
(kde «a je selektivita, k je kapacitni faktor) [20] a z rovnice (6) pro rozliSeni v kapilarni zonové
elektroforéze (kde Au/u je relativni rozdil mobilit dvou analytd) [21], je rozliSeni ptimo
umérné druhé odmocniné poctu teoretickych pater N.

VN k
Ro=—@-D g ©)
=N ©)
4 u

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 3.1, vysoka G¢innost je piedpokladem efektivni separace slozité
smési latek — dosazeni vysoké pikové kapacity. Koncept vicerozmérnych separaci byl sestaven
za UcCelem realizace vysoké pikové kapacity a rozliSeni velkého mnoZstvi komponentl
vV komplexnich smésich. Zakladem pro uspéSnou vicerozmérnou separaci je proto spojeni
vysoce ucinnych jednorozmérnych separa¢nich metod.

Z pohledu souc¢asnych pozadavkii na zpracovani velkého mnozstvi vzorku, roste poptavka po
automatizovanych analytickych metodach, které navic dovoluji pfimé on-line spojeni
s hmotnostni spektrometrii. Tyto pfedpoklady nejlépe splituji separacni metody vyuzivajici
separacni kolony a separa¢ni kapilary, tedy vysokoucinna kapalinova chromatografie a
vysokoucinna kapilarni elektroforéza.

3.2.1 Vysokoucdinna kapalinova chromatografie

Ve vysokoucinné kapalinové chromatografii (HPLC) je smés latek rozdélena na zéklad¢ riizné
afinity jednotlivych slozek ke stacionarni a mobilni fazi. Kontinualni tok mobilnich fazi
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zabezpecCuji vysokotlaké pumpy (HPLC — 40 MPa, UPLC/UHPLC — 120 MPa). Vzorek je
standardn¢ davkovan prostiednictvim Sesticestného dvoupolohového davkovaciho ventilu
s interni, nebo externi davkovaci smyckou (Casto plnénou jen c¢aste¢né). Objem vlastni
separacni kolony vyplnuji nejcastéji sférické kulovité ¢astice nebo porézni monolit, jejichz
povrch je ¢asto riizné modifikovan. K detekci separovanych zon bylo vyvinuto Siroké spektrum
detektord. Mezi relativné univerzalni detektory patii fotometrické UV-Vis detektory a
refraktometrické detektory. Nabité latky lze detekovat vodivostnim detektorem. Za selektivni
detektory lze povazovat detektory fluorescencni a chemiluminiscen¢ni. Jasnym trendem
soucasnosti je zejména spojeni HPLC s hmotnostni spektrometrii (MS) kdy Ize dle nastavenych
parametric MS pouzit jako univerzalni i jako selektivni detektor. Novéjsi skupinou
univerzalnich detektort pak jsou detektory zalozené na aerosolové technologii [22; 23]. Patii
sem detektor rozptylu svétla (ELSD) a detektor nabitého aerosolu (CAD).

Zakladnim prvkem HPLC jsou vSak vlastni vysokoucinné separa¢ni kolony. Technologie
vyroby nosi¢li stacionarni faze zaznamenala obrovsky pokrok. V soucasnosti je k dispozici
velmi §iroka skala monolitickych i napliovych kolon. U napliovych kolon je patrny trend
povrchové poréznich ¢astic [24] a posun od 5pum a 3um ¢astic k ¢asticim o praiméru mensim
nez 2 um, navic s velmi uzkou distribuci velikosti. U monolitickych kolon je patrné usili o
optimalizaci polymeriza¢niho procesu tak, aby mély kolony co nejvétsi uc¢innost a zachovali si
nizky hydraulicky odpor. Nejucinnéjsi kolony soucasnosti jsou plnény povrchové poréznim
sorbentem o priméru castic 1,3um a jsou dosahovény hodnoty uc¢innosti az 300 000
teoretickych pater na metr (N/m).

S vyuzitim HPLC lze separovat nejriznéjsi skupiny latek. Toto je mozné diky pestré paleté
moda, které Ize v HPLC realizovat [20]. Mezi nejvyuzivanéj§i patii chromatografie na
obracenych fazich [25], chromatografie na normalnich fazich, iontové-vyménna
chromatografie a gelova permeaéni chromatografie [26]. V soucasné dobé také roste vyznam
chiralni chromatografie [27], chromatografie hydrofilnich (HILIC) [28] a hydrofobnich
interakci a afinitni chromatografie. Velmi u¢innym nastrojem zvySujicim pikovou kapacitu
HPLC separace je vyuziti gradientové eluce [29], viz obrazek 1.

Column peak capacity

Obrazek 1 — Pikova kapacita jako funkce doby gradientu a G¢innosti kolony. Pouzito z Ref.
[17] se souhlasem vydavatele.
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3.2.1.1 Chromatofokusace

Chromatofokusace je separa¢ni technika, ktera se Vyuziva zejména pro separace proteint a
peptidi na zaklad¢ rozdili v izoelektrickém bodu pl. Chromatofokusaci lze dosdhnout
vysokého rozliseni, az 0,05 pl. V principu se jedna o variantu iontové-vyménné chromatografie
[30; 31]. Chromatofokusace nevyuziva putsobeni elektrického pole, nejedna se tedy o
elektromigracni techniku. Slabé iontové-vyménna kolona s vhodnou pufra¢ni kapacitou je
kondicionovana tlumicim roztokem s horni hodnotou intervalu pH, ve kterém maji byt latky
separovany. Do systému je nadavkovan vzorek a pro eluci je pouzit tlumici roztok ohranicujici
spodni hranici intervalu pH (fokusujici pufr). Gradient pH je vytvofen pfimo na koloné pomoci
specidlniho pufrového systému obsahujicitho smés oligopeptidli s velkym poctem amino- a
karboxylovych skupin v postrannich fetézcich, s hodnotami pl, jez pokryvaji urcity interval pH.
Béhem eluce se uplatni tzv. fokusacni efekt. Navzdory vyhodnym vlastnostem, neni pouziti
chromatofokusace pftilis casté (WOS ,,chromatofocus** 5-10 publikaci ro¢ng).

3.2.2 Vysokoucinna kapilarni elektroforéza

Vysokouc¢inna kapilarni elektroforéza (HPCE) je souhrnny nazev pro skupinu kapilarnich
elektromigra¢nich metod zahrnujicich zejména zénovou elektroforézu, izoelektrickou fokusaci,
izotachoforézu, gelovou elektroforézu, micelarni elektrokinetickou chromatografii a
elektrochromatografii. Tyto separa¢ni metody jsou povazovany za nejucinnéjsi a stale vice se
vyuzivaji jako alternativa ¢i dopIn€k riznych variant HPLC separaci [32]. Separaéni ucinnosti
se pohybuji v fadech stovek tisic az milioni N/m [33].

3.2.2.1 Kapilarni zonovd elektroforéza

Kapilarni zonova elektroforéza (CZE) je vysokorozliSovaci kapalinové-separa¢ni metoda
zalozena na separaci latek s rznou rychlosti migrace kapalnym médiem ve stejnosmérném
elektrickém poli orientovaném Vv podélném sméru kiemenné kapilary S moZznym vyuzitim
elektroosmotického toku [34]. Rychlost migrace ¢astice je pfimo umérna celkovému
elektrickému naboji ¢astice, intenzité elektrického pole a neptimo umérna viskozité kapalného
média [21].

Elektroosmoticky tok, pokud neni cilené eliminovan, je v kapilarni elektroforéze vyznamnym
transportnim jevem. Pfi¢inou vzniku elektroosmotického toku v kiemenné kapilare je disociace
silanolovych skupin na povrchu stény a vznik elektrické dvojvrstvy. Disociované skupiny jsou
obklopeny ¢asticemi s opa¢nym elektrickym ndbojem a vytvaii imobilizovanou ¢ast elektrické
dvojvrstvy. V difuzni c¢asti, smérem do roztoku, zlstava piebytek volného naboje.
Elektroosmoticky tok pak vznika ptisobenim stejnosmérného elektrického pole orientovaného
V podélném sméru kapilary na nabité ¢astice v difuzni vrstvé. Kladné ionty migruji ke katod¢ a
prostfednictvim vnitiniho tfeni v kapaliné unasi veskery roztok (véetné elektricky neutralnich
¢astic) ¢imz jsou vyznamné ovlivnény vysledni migra¢ni rychlosti analyti. Elektroosmoticky
tok ma na rozdil od parabolického profilu hydraulicky generovaného toku profil plochy
(linearni rychlost téméf v celém profilu konstantni). Elektroosmoticky tok tedy prakticky
nepfispiva k rozSifovani separovanych zon, ¢ehoz vysledkem je nékolikrat vyss§i Gc¢innost
Vv porovnani s HPLC.

Tradi¢ni provedeni kapilarni zénové elektroforézy vyuziva kiemennou kapilaru o vnitinim
prumé&ru 20 — 200 um a délce 30 — 100 cm, jejiz konce jsou ponoieny do nadobek s elektrolyty
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a elektrodami, na néz je ptivedeno vysoké napéti (10 — 30 kV). Vzorek je davkovan
pneumaticky ¢i elektrokineticky, ponofenim konce kapilary do roztoku vzorku.
Nejvyuzivangjsi je fotometrickd detekce. Absorbance, nebo intenzita fluorescence je méiena
pred vystupnim koncem kapilary. Na vyznamu v soucasnosti nabyva také spojeni kapilarni

elektroforézy s hmotnostni spektrometrii CE-MS [35].

CZE lze vyuzit k vysokoucinné separaci velmi Siroké skaly latek od malych anorganickych
iontl a organickych kyselin pfes aminokyseliny, nukleotidy, vitaminy az po peptidy a proteiny.
Elektroforetickou pohyblivost vykazuji dokonce i viry a bakterie [36; 37].

3.2.2.2 Kapilarni izoelektricka fokusace

Kapilarni izoelektrickd fokusace (cIEF) je povazovana za kapalinové-separacni techniku
s velmi vysokou rozliSovaci schopnosti [38-40]. Amfolyty s molekulovou hmotnosti az
150 000, které pii urcité hodnoté pH maji celkovy elektricky néboj nulovy (maji tzv.
izoelektricky bod pl, typicky bilkoviny, peptidy), jsou v modifikované kapilafe, ve které je
vytvoren gradient pH, po vytvoieni elektrického pole (300-700 V/cm) pomérné rychle (15-20
min) fokusovany do velmi uzkych zon. Pro Gspésné provedeni cIEF je klicové stabilni pokryti
stény kifemenné kapilary, zamezujici vzniku elektrické dvojvrstvy a naslednému
elektroosmotickému toku [41-44], vytvoreni gradientu pH [45-47], jeho kalibrace pomoci pl
markert [48; 49] a ptipadna mobilizace zon k pevnému detekénimu bodu. Mezi vyhody cIEF
patii jiz zminovana vysoka rozliSovaci schopnost, ktera pti optimalnich podminkach [50] ¢ini
az 0,01 pl [51]. Vyznamnym rysem izoelektrické fokusace je zakoncentrovani analyt (200-
300 nasobng). CIEF je pfevazné realizovana na komercnich kapilarnich elektroforeografech,
Cast autort se soustfedi také na provedeni IEF na ¢ipu, napi. [52; 53]. Nizsi opakovatelnost
CIEF separaci byla dlouhodobé povaZovana za hlavni nedostatek metody. Zejména diky novym
typlim pokryti povrchu a novym smésim amfolytl vSak byly nedavno reportovany vysledky
s vyjime¢nou opakovatelnosti (RSD < 0,18 % [54]).

3.2.2.3 Izotachoforéza

Izotachoforéza (ITP) je variantou kapilarni elektroforézy realizované v diskontinudlnim
elektrolytovém systému tvofeném vedoucim a koncovym elektrolytem s riznou
elektroforetickou pohyblivosti iontt [55]. Slozeni elektrolyti se voli tak, aby vedouci a
koncovy elektrolyt s ohledem na pohyblivost iontl ve vzorku, obsahovaly ionty s nejvyssi resp.
nejnizsi pohyblivosti. Experimentalni uspotradani je podobné jako u CZE. Do separacni kapilary
naplnéné vedoucim elektrolytem je nadavkovana tizkd zona roztoku vzorku nasledovana
koncovym elektrolytem. Po vlozeni vysokého stejnosmérného napéti na elektrody se po ur€itém
case vytvofi rovnovaha v podobé na sebe navazujicich zon s ostrym rozhranim, tvotfenych
vedoucim elektrolytem, jednotlivymi kationty nebo anionty vzorku (dle médu ITP) a koncovym
elektrolytem. VSechny zony migruji stejnou rychlosti. Na jednotlivé kationty nebo anionty (dle
modu ITP) v jednotlivych zonach totiz pisobi rizné velka elektrostaticka sila dana skokovou
zménou potencialu na rozhrani zon. K detekci zon je nejcastéji vyuzivan vodivostni detektor.
Zaznam ITP ma stupnovity prabéh, ve kterém vyska a Sifka stupné odpovidéa kvalité resp.
kvantité.

3.2.2.4 Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza [56] je mod elektromigraéni separace, kdy je elektroforéza realizovana
v prostiedich vykazujicich sitovy efekt. V kapilarni gelové elektroforéze se k vytvoreni
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takového prostiedi vyuzivaji roztoky linearnich polymert (polyakrylamid, dextran, derivaty
celulozy atd.). Kapilarni gelova elektroforéza je vhodna pro latky s malym rozdilem v
elektroforetické pohyblivosti ale riznou molekulovou hmotnosti. Sitovy efekt zptisobuje
zpomaleni migrace vétsSich molekul, ¢imz dochazi ke zvétseni rozdilu vyslednych mobilit (a ke
zvyseni rozliseni). Rozliseni velkych molekul DNA a polysacharidi 1ze jesté zvysit pti pouziti
invertujiciho elektrického pole (tzv. pulsed-field capillary electrophoresis [57]) kdy mensi
makromolekuly rychleji reaguji na zmény elektrického pole.

3.2.2.5 Elektrochromatografie

Elektrochromatografie (CEC) je mod provedeni kapilarni elektroforézy v chromatografické
koloné. Diky reten¢nimu mechanismu, ve kterém se miize uplatnit jak rozdélovani mezi
mobilni a stacionarni fazi, tak i elektroforetickd pohyblivost, je mozné vyuzit kapilarni
elektrochromatografii pro simultanni separaci kyselych, bazickych i neutralnich latek [58] a pro
analyzu velmi Siroké Skaly organickych i anorganickych latek [59] z biochemické
(aminokyseliny, peptidy a proteiny [60]), farmaceutické, environmentalni (pesticidy,
polyaromaty) i prumyslové oblasti (polymery).

Diky elektroforetické mobilizaci mobilni faze, kdy se neprojevuje hydraulicky odpor a
plochému profilu elektroosmotického toku, je mozné pouzit dlouhé kolony plnéné mensimi
Casticemi a dosdhnout 5-10 nasobné vysSich ucCinnosti nez ve standardni HPLC.
Realizovatelnym poctem teoretickych pater 150 000 — 700 000 [61-63] se kapilarni
elektrochromatografie dostala na troven kapilarni plynové chromatografie [64].

Pti napéti 10-30 kV, aplikovaném na délku kolony, a vlivem vodivosti elektrolytd, prochazi
systémem elektricky proud, jehoz disledkem vznika nezanedbatelné mnozstvi Joulova tepla.
Pro jeho efektivni odvedeni je kapilarni provedeni separa¢nich kolon (i. d. 50 — 150 pum)
nezbytné. Kromé kapilarnich néapliovych kolon plnénych poréznimi i1 neporéznimi
kfemennymi Casticemi, se hojné vyuzivaji i organopolymerni monolity [65-67]. Pomérné Casté
je také vyuziti open-tube kolon s riznou modifikaci povrchu vnitini stény kapilary [68].

3.2.2.6 Micelarni elektrokinetickda chromatografie

Micelarni elektrokinetickd chromatografie [69] (MEKC) je variantou kapilarni elektroforézy,
kdy je do pracovniho elektrolytu ptidana povrchové aktivni latka (naptiklad dodecyl siran
sodny, SDS). Molekuly tenzidu se shlukuji do specifickych ttvart, tzv. micel [70], které vytvaii
tzv. pseudostacionarni fazi. Timto je do systému vnesen dalsi reten¢ni mechanizmus, kterym je
rozdilna distribuce latek mezi pseudostacionarni fazi a vodnou fazi elektrolytu. Na micely
pusobi elektrostaticka sila v opacném sméru nez je smér elektroosmotického toku proto je
vysledny rozdil v rychlosti migrace micel a rychlosti elektroosmotického toku dostatecné velky.
Vyhoda MEKC podobn¢ jako u elektrochromatografie plyne z kombinace vysoké ucinnosti
kapilarni elektroforézy dané plochym profilem elektroosmotického toku a moznosti souc¢asné
chromatografické separace elektricky neutralnich latek.

3.3 Ortogonalita separa¢nich mechanismi

Ve snaze vyfesit problém s nedostatecnou pikovou kapacitou jednorozmérnych separaci, byl
navrzen koncept vicerozmérné separace, na jehoz zakladé byly vyvinuty dvou a vicerozmérné
separacni techniky, které v piipadé tzv. ortogonality separa¢nich mechanismt poskytuji
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celkovou pikovou kapacitu, kterd je teoreticky ndsobkem pikovych kapacit jednotlivych
separa¢nich rozmérua [71], jak uvadi rovnice (7).

PnD=P1XP2X"'XPn (7)

Za ortogonalni se obecné oznacuje vicerozmérna separace, jejiz rozméry vyuzivaji separacni
mechanizmy, jez jsou na sob¢ zcela nezavislé. To znamend, Ze distribuce separovanych zon
V jednotlivych rozmérech vzajemné nekoreluji. Stupen ortogonality ale ovliviuji 1 dalsi faktory
jako vlastnost separovanych latek a konkrétni podminky vicerozmérné separace.

Dokonala ortogonalita je pozorovana jen vyjime¢né. I ve vysoce ortogonalni vicerozmérné
separaci je prakticky realizovand pikova kapacita oproti teoretické hodnoté vypoctené dle
rovnice (7) nizsi. Tento jev vysvétluje statisticka teorie prekryvu zoén, kterou formuloval
Giddings a Davis [72; 73], a podle které je pravdépodobnost urcitého prekryvu nékterych
separovanych zoén pomérné vysoka.

3.3.1 Hodnoceni ortogonality

Pro posouzeni ortogonality a odhad praktické pikové kapacity byly prezentovany rtzné
ptistupy. Liu a kol. popsal geometricky pfistup pro hodnoceni n-rozmérného systém [74].
Ortogonalitu definuje pomoci korela¢ni matice s korelacnim koeficientem v intervalu 0 az 1
(dokonale ortogonalni systém resp. absolutni korelace). Vypocet je zaloZen na stanoveni pikové
kapacity v jednotlivych rozmérech a na stanoveni uhlu rozevieni, po zaneseni experimentalnich
dat do matice nebo do pravouhlé dvourozmémé soutadné soustavy, kde jednotlivé osy
ptredstavuji pikové kapacity individualnich separa¢nich stupnt. Slonecker [75] vyuzil navic
jesté nastroje teorie informace. K hodnoceni normalizovanych dat vynesenych do 2D mapy
pouzil informacni podobnost [76] a informacni entropii. Oba zminéné pfistupy vyuzivaji
zna¢né mnozstvi parametrii k definici ortogonality a nevyhovuji situacim, kdy separované
analyty tvoii ve 2D grafu klastry. Gilar a kol. proto navrhl novy geometricky pfistup
k charakterizaci ortogonality dvourozmérné kapalinové chromatografie pro separaci peptida
[77]. Normalizovana reten¢ni data jsou zanesena do 2D grafu, ktery je nasledné rozdélen
pravothlou siti na kone¢ny pocet jednotek (,,bini*), jejichZz mnozZstvi odpovida poctu
reten¢nich dat, pficemz osa Y je rozdélena dle pikové kapacity (nebo poctu frakci) v prvnim
separa¢nim rozmeéru, Viz obrazek 2. Kazdy ,,bin“ reprezentuje normalizovanou plochu jednoho
piku. Plochy vSech jednotek obsahujici retencni data jsou néasledné seCteny, pficemz relativni
pokryti plochy indikuje stupen ortogonality (vétsi pokryti => vice ortogonalni systém).
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Obrazek 2 — Geometricky koncept ortogonality; A — 10% pokryti reprezentuje 0%
ortogonalitu, B — 63 % pokryti reprezentuje 100% ortogonalitu. Pouzito z Ref. [77] se
souhlasem vydavatele.

Z teorie piekryvu zon [73] plyne, Ze i pti vysokém poctu latek v separované smési bude plocha
2D zaznamu pokryta nejvice do 63 % (pii ortogonalité 1). Ortogonalitu dvourozmérné separace
pak Ize spocitat dle rovnice (8), kde }; bin je pocet ,,binti* obsahujicich retenéni data a B4, j€
celkova pikova kapacita (suma vsech ,,binti®).

0 :Zbin_\/Pmax (8)

0,63 Py

Watson a Davis [78] identifikovali n¢které nedostatky rovnice (8), projevujici se zejména pii
nizkych hodnotich PB,,, a pro stejnou pikovou kapacitu P Vv jednotlivych separacnich
rozmérech upravili rovnici (8) do podoby rovnice (9).

Y bin—P

~063P2—P ©)

Vyse popsany pfistup je sice jednoduchy, ale nehodnoti distribuci jednotlivych ,.bint“ a
nepopisuje korelaci mezi dvéma separacnimi mechanismy. Pourhaghighi a kol. se proto vratil
k teorii informace [79] a ortogonalitu vyjadiil pomoci rovnice (10) jako pomér entropie z druhé
dimenze podminéné prvni dimenzi H(Y|X) a informa¢ni entropie dat z druhé dimenze H(Y).

_H(Y|X)
0= H(Y)

(10)

Dle teorie informace je entropie mirou nejistoty nahodné proménné [80]. Entropie dat z druhé
dimenze H(Y) [81] je tedy dana vztahem (9), kde p(y) je pravdépodobnost vyskytu hodnoty y
v souboru dat z druhé dimenze Y.

H(Y)=- Z p(y)log, p(y) (11)
yeY

Vztah pro vypocet informacni entropie dvojice proménnych je analogicky

HX,Y) = - Z Z p(x,y)log, p(x,y) =H(Y|X)
XEX YyEY (12)
+ H(X)
V dokonale ortogonalnim systému pak plati H(Y|X) = H(Y) zatimco H(Y|X) = 0 indikuje
totalni korelaci.
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Na zakladé¢ znalosti ortogonality dvou separa¢nich mechanismii pak 1ze pomoci rovnice (13)
odhadnou praktickou pikovou kapacitu dvourozmérné separace P, .

P,p = 0(Py - Py) (13)

3.4 Provedeni vicerozmérnych separaci

3.4.1 Separace v prostoru vs. separace Vv ¢ase

Jednorozmérné separace lze realizovat jak v prostoru, tak i v Case. Ve dvourozmérném
uspotadani Ize tedy uvazovat az ¢tyii kombinace (prostor — prostor, ¢as — ¢as, prostor — ¢as, ¢as
— prostor) [82].

Prvni vicerozmérné kapalinové separace vyuzivaly planarni separaéni techniky, jako papirova
chromatografie [83] ¢i elektroforéza [84], které poskytuji moznost provadét separaci latek
Vv definovaném prostoru postupné ve dvou osach (rozmeérech). Separace latek je zde realizovana
V planarnim lozi. Toto loze pfedstavuje naptiklad porézni tenka vrstva kolonového sorbentu,
monolitu nebo vrstva gelu. VVzorek je nejcastéji nanesen na okraj loze. Poté jsou navozeny
vhodné separacni podminky a analyty zac¢inaji v lozi migrovat. Separace je pierusena diiv, nez
nejrychleji migrujici zona dosahne protéjsiho okraje loze. Po navozeni jinych podminek jsou
latky separovany s jinou selektivitou ve sméru kolmém na smér prvni migrace. Po ukonceni
separace je detekovana pozice zon (Casto vizualizovanych pomoci vhodného ¢inidla) v prostoru
separacniho loze.

V ptipadé ze jsou latky postupné detekovany na vystupu separaéni kolony (kapalinova
chromatografie), nebo postupné migruji detekénim usekem separacni kapilary (kapilarni
elektroforéza), jednd se o separaci v Case.

Vicerozmérné separace v planarnim uspotadani nejsou tak narocné na instrumentalni vybaveni.
Vétsina tkont (piiprava geld, aplikace vzorku, detekce) je realizovana manualné. Toto klade
zvySené pozadavky na zru¢nost operatora a cely proces muze byt ¢asoveé velmi naro¢ny. Lze
ale konstatovat, Ze oba pfistupy maji své vyhody. U separaci provadénych na kolonach ¢i
v separacnich kapilarach se uvadi snadnéjsi automatizace, moznost on-line spojeni dvou
dimenzi a moznost on-line spojeni s hmotnostni spektrometrii. Nespornou vyhodou
dvourozmérné separace v prostoru je ale skute¢nost, ze vSechny zony vzniklé separaci v prvni
dimenzi jsou dale ve druhé dimenzi separovany soubézné a ne postupné jako je tomu u separaci
na kolonach ¢i v separacnich kapildrach. To umoznuje znac¢nou tsporu ¢asu a dle nékterych
odbornikii (napt. P. Schoenmakers a kol. [85]) je toto dokonce jedina realna cesta pro realizaci
vysoko produktivni vicerozmérné separace (napf. trojrozmérné kapalinové chromatografie).

3.4.2 Off-line vs. on-line

Vicerozmérna separace mize byt realizovana off-line nebo on-line. V off-line spojeni jsou

frakce z prvniho rozméru manualn€ nebo automaticky sbirany, pfipadn¢ uschovany a nasledné

individualné davkovany do dal$iho separa¢niho stupné. Off-line uspofadani je instrumentalné

jednodussi. Spojeni totiz nevyzaduje zadné specializované rozhrani (interface). Vyhodou

tohoto pfistupu je moznost danou frakci dodatecné upravit, zakoncentrovat, nebo pievést do

jiného rozpoustédla v piipadé nemisitelnosti ¢i jiné nekompatibility rozpousStédel pouZitych
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vV jednotlivych rozmérech. Rovnéz zde neexistuje teoretické omezeni pro dobu separace
V druhém rozméru. Za nevyhody off-line pfistupu lze povazovat obtiznou automatizaci a horsi
opakovatelnost separacniho procesu, riziko kontaminace frakce béhem manipulace s ni a
zejména ¢asovou narocnost.

V on-line spojeni neni tok média prerusen a frakce jsou z prvniho rozmeéru prostiednictvim
spojovaciho rozhrani okamzit¢ davkovany do rozméru druhého. On-line spojeni je tak rychlejsi
a vysledky vykazuji lepsi opakovatelnost.

Automatizované uspofadani, ve kterém je tok médii prvnim a druhym rozmérem periodicky
stiidavé prerusovan byva oznatovan jako stop-start [86], nebo také stop-and-go [82]. Cast zony
separované v prvnim rozméru je zde transportovana do druhého rozméru. Tok média prvnim
rozmérem je zastaven a je vytvoren tok média druhym rozmérem. Tento proces se pak
periodicky opakuje.

3.4.3 Heart-cut vs. komprehensivni

Podle toho, jaka ¢ast média z prvniho rozméru vstupuje do druhého rozmeéru, se rozlisuji dva
postupy provedeni dvourozmérné separace — heart-cut a komprehensivni.

V heart-cut piistupu pokracuje do druhého rozméru jenom ¢ast rozdéleného vzorku. Vzorek je
zde prvné separovan jednorozmérné a dle potfeby jsou zvoleny urcité tseky Vv ziskaném
zaznamu. Separace je pak zopakovana a vybrané frakce jsou zachyceny, nebo ptimo davkovany
do druhé dimenze. Dané frakce na sebe nemusi nutné navazovat a mizou obsahovat i vice
separovanych zon. Tento ptistup je vyhodny pro jednodussi smési. Lze jej vyuzit naptiklad pro
kontrolu Cistoty piku [86] (ovéfeni, Ze pik reprezentuje pouze jednu komponentu).

V komprehensivni vicerozmérné separaci je prvni separani rozmér rozdélen na navazujici
frakce a do druhého rozméru jsou pievedeny vsechny frakce. Objem frakce davkované do
druhého rozméru je obvykle mensi nez objem zony vystupujici z prvniho rozméru. Pokud je
kazdy pik takto rozd€len na dostate¢né mnozstvi frakci, 1ze pro dvourozmérny systém vyuzit
pouze jeden detektor, a zaznam separace V prvnim rozméru zpétné rekonstruovat. Murphy a
kol. [87] uvadi pozadavek na alespon 4 frakce kazdého piku.

Novy postup provedeni rychlé komprehensivni vicerozmérné kapalinové chromatografie
zaloZeny na dodavani mobilnich fazi v rychlych pulzech (aZ 50 Hz) a zpracovani signalu
Fourierovou transformaci teoreticky popsal Trudgett a Guiochon [88]. Autofi uvazuji dvé
uspotadani. V prvnim jsou latky detekovany pfimo na druhé separa¢ni kolon¢ a mobilni faze je
dodavana v pulzech 30 Hz (stfidaveé). Vlivem retence latky detektor zaznamenava zménu
frekvence, kterd odpovida retenénimu ¢asu ve druhém rozméru. Retencni €as latky z prvniho
rozméru je pak rozdil mezi celkovym zaznamenanym casem a retenénim ¢asem pro druhy
rozmé&r. Druhé uspotfadani predpoklada detekci za druhou kolonou. Mobilni faze je doddvana
Vv pulzech s ménici se frekvenci. Detekovana frekvence pak odpovida retenénimu casu latky
v prvnim rozméru. Dle autort 1ze tuto techniku aplikovat pro n-rozmérné separace a za hlavni
vyhody povazuji potencidlni rychlost a moznost dodatecného rozliSeni latek, které nebyly
separovany, na zaklad¢ studia frekven¢niho vzorce signalu (potencialni zvySeni pikové
kapacity).
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3.5 Kompatibilita kapalnych fazi

Pti vyvoji dvourozmérné kapalinové separace je nutno vzit v ivahu vlastnosti kapalnych médii
vV jednotlivych uvazovanych separa¢nich rozmérech. V off-line uspofadani muze byt
nekompatibilni mobilni faze dostatecn¢ zfedéna nebo odpafena a nahrazena jinym
rozpoustédlem. V on-line provedeni dvourozmérné separace je ale kompatibilita kapalnych fazi
velmi dualezita. V tvahu je nutno brat jejich vzajemnou misitelnost, rozpustnost analyti a
ptipadnych aditiv. Velky rozdil ve viskozité miize také zplisobit anomalni profil toku mobilni
faze naplni kolony, tzv. viscous fingering [89], vedouci k rozsifeni zony. Vybrané vlastnosti
nejbéznéjsich rozpoustédel jsou shrnuty v Tabulce 1.

Tabulka 1 — Vybrané vlastnosti nejbéznéjSich rozpoustédel a jejich vzajemna misitelnost

Rozpouttédio Index Indax UV (am) Bod varu Viskozita Rozpustnost
polarty  lomu Cuteff  ('C) (mPa.s) vevode, 20 °C
n'c (Sawiw)

1.3 o 82 4 )
J 0.65 18
| 254 125 273 343

8 Nemisitaine

Misitelné (Mespon Castednd)

3.6 Dvourozmérné separace v kapalné fazi

3.6.1 2D-HPLC

Dvourozmérna kapalinova chromatografie (2D-LC) [90] je jednoznaéné nejvyuZzivangjsi
dvourozmérnd kolonova kapalinové-separacni technika. Jednim z divodil je robustnost,
relativné snadna automatizace a vysoka uroven soucasné kapalinové-chromatografické
instrumentace. Tato je vyvijena jiz pomémé dlouho a v soucasnosti jsou komeréné dostupné
pumpy schopny dodavat mobilni faze pfi tlacich az 120 MPa a nejucinngjsi separacni kolony
(az 300 000 N/m) jsou plnény celoporéznimi nebo povrchove poréznimi kulovitymi ¢asticemi
o priméru menSim nez 2 pm.

Hlavnim d@vodem pro rozsiteni 2D-LC je vSak skutecnost, Ze kapalinova chromatografie

nabizi hned nékolik mddu, jejichz separacni mechanismy vykazuji ur€ity stupen ortogonality.

Tabulka 2 uvadi ortogonalitu n€kolika parti chromatografickych kolon uvazovanych pro
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separaci peptidd. Je patrné, Ze dokonalou ortogonalitu neposkytuje Zddna kombinace. Nejvyssi
stupen ortogonality vykazuji dvojice HILIC — reverzni faze (HILICXRPLC), iontova vyména —
reverzni faze (IECXRPLC) a gelova permeace — reverzni faze (GPCxRPLC). V urcitych
ptipadech lze spojit i dvé reverzni faze [91] a vyuzit rozdilnou selektivitu pfi rizném pH [92],
riizném sloZeni mobilni faze nebo pfi spojeni dvou rtiznych reverznich fazi [93]. Casteénou
ortogonalitu vykazuje také kombinace polyethylenglykolova — reverzni stacionarni faze
(PEGxRP) [94]. Pii pouziti bezvodé mobilni faze lze pro separaci esteri mastnych kyselin ¢i
triacylglycerold vyuzit ortogonality spojeni tzv. silver-ion a reverzni faze (AgNPxRPLC) [95].
Kapalné faze v téchto kombinacich jsou vzajemné kompatibilni. S vyjimkou HILICxRPLC
(ptip. RPLCXRPLC) maji mobilni faze pouzité v prvnim separa¢nim stupni nizkou eluc¢ni silu
ve druhém rozméru, diky ¢emu je mozné analyty na koloné zakoncentrovat. Pfi spojeni
HILICXRPLC je pak nutné frakce natfedit nebo volit velmi maly objem nasttiku (zfedéni na
kolong).

Tabulka 2 — Ortogonalita riznych fazi (%) pro separaci peptidu [77].

Atlantis XTerra  Fenylova PFP Gel.
HILIC, Katex,
C18, C18, faze, faze, pH permeace
pH 4,5 pH 3,25
pH 2,6 pH 10 pH 2,6 3,25 pH 4,5
Atlantis C18, pH 2,6 0 53 13 31 69 58 54
XTerra C18, pH 10 53 0 56 49 59 60 55
Fenylova faze, pH 2,6 13 56 0 32 69 54 55
PFP faze, pH 3,25 31 49 32 0 65 56 54
HILIC, pH 4,5 69 59 69 65 0 52 54
Gel. permeace, pH 4,5 58 60 54 56 52 0 49
Katex, pH 3,25 54 55 55 54 54 49 0

Dvourozmérna kapalinova chromatografie je realizovana zejména on-line, v heart-cut (LC-LC)
i komprehensivnim modu (LCxLC) [82]. Komprehensivni dvourozmérna kapalinova
chromatografie [96; 97] nabyva diky potencialné nejvyssi pikové kapacité na vyznamu a
2D-LC je v tomto mddu realizovana stale Castéji.

Standardnim rozhranim pro spojeni dvou LC rozméri je 10, ptipadné 8 cestny dvoupolohovy
ventil se dvéma identickymi davkovacimi smyckami. Vystupny tok mobilni faze z prvniho
rozméru plni prvni smycku, zatimco tok mobilni faze z druhé pumpy vytlacuje objem druhé
smycky na separacni kolonu druhého rozmeéru. V piipade¢ 8 cestného ventilu je smér toku plnéni
a vyprazdnéni smycky shodny zatimco u konfigurace s 10 cestnym ventilem jsou smycky
vétsinou plnéné v jednom a vyprazdnéné v opa¢ném sméru. Davkovaci smycky zde miizou byt
nahrazeny také kratkymi zachytnymi kolonami, kde lze za vhodnych podminek odebranou
frakci zakoncentrovat. Pomérné novym pfistupem je realizace prostorové 2D-LC separace na
specializovaném mikrofluidnim ¢ipu [98].

V tradi¢ni 2D-LC se v prvnim separa¢nim rozméru Vyuziva pievazné delSich kolon s malym
vnitfnim primérem (< 1 mm) a nizkym pritokem mobilni faze (<0,1 ml/min). Separace
V prvnim rozmeéru je spise pomalejsi (desitky minut az hodiny). V ptipadé gradientové eluce se
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pro maximalni pikovou kapacitu voli pozvolny gradient mobilni faze. V druhém rozméru je
naopak potteba provadét velmi rychlé analyzy (< 1 min). Separa¢ni kolona ma zde proto vétsi
vnitini primér (napt. 4,6 mm), vyrazné krat$i délku, mobilni faze kolonou protéka pii znacné
vy$8im pratoku a jsou voleny kratké ¢asy gradientu.

3.6.2 HPLC-HPCE

Spojeni vysokoucinnych kapilarnich elektromigracnich technik s vysokouc¢innou kapalinovou
chromatografii (HPLC-HPCE nebo HPCE-HPLC) piedstavuje moznost realizace
dvourozmérné separace s extrémné vysokou pikovou kapacitou, diky vysokému stupni
ortogonality separacnich mechanismu. Z povahy obou separacnich technik vSak plynou néktera
uskali, zejména pfii realizaci on-line spojeni. Problémem je napiiklad odvedeni vysokého napéti
z elektromigraéniho stupné, tzv. decoupling, a davkovani vzorku do druhého rozméru.
Univerzalni komercni feSeni pro spojeni HPCE-HPLC &1 HPLC-HPCE v soucasnosti
neexistuje. Tyto dvourozmérné separace jsou tedy realizovany prevazné off-line (napt. [99]),
pfipadné s vyuzitim on-line experimentilnich konfiguraci uzplsobenych ke konkrétnim
uceltim.

Prvni automatizovanou komprehensivni HPLCxCZE separaci realizoval Bushey a Jorgenson
[100]. On-line spojeni bylo zajisténo pomoci uzemnéného Sesticestného davkovaciho ventilu
umisténého mezi nadobkami s elektrolytem. Vyuziti davkovaciho ventilu jako spojovaciho
rozhrani pro HPLC-CZE vs$ak neni zejména z divodu dodateéného rozmyvani zoén a potieby
davkovani velmi malych objemt do CZE nejvyhodnéjsi. Velmi efektivni feSeni zde predstavuje
opticky tizené davkovani (tzv. optically gated electrophoresis [101]), kdy SirSi zoéna vzorku
obsahujici fluorescenéné znacené analyty je elektrokineticky davkovana do separacni kapilary
a v malém bod¢€ ozafovana laserem. Energie laseru rozkladé fluorofor a fluorescen¢ni detektor
nic nezaznamenava. Kratkym vypnutim ¢i zastinénim laseru je pak vytvorena velmi Gzka zoéna
obsahujici analyty s aktivnim fluoroforem. JelikoZ s vyuZitim standardnich analytickych kolon
jsou objemy separovanych zon relativné velké, je pro on-line spojeni s CZE vyhodné pouZiti
kapilarnich HPLC kolon [102].

On-line spojeni cIEF-HPLC je také nejcastéji realizovano prostfednictvim davkovaciho ventilu
[103]. Izoelektricka fokusace probiha ve dvou castech kapilary spojenych davkovacim
ventilem. Po zafokusovani jsou separované zony mobilizovany vytvorenim rozdilu tlaku,
naptiklad rozdilem ve vysce hladin elektrolytli v rezervoarech. Jednotlivé frakce jsou skrze
davkovaci ventil postupné zafazovany do toku mobilni fize a separovany na kapilarni
mikrokolong. V pozdéjsi praci [104] byl mezi davkovaci ventil a kapilarni nanokolonu zafazen
systém zachytnych kolon na kterych byl po ukonceni fokusace obsah kapilary rovnomeérné
rozdélen a zakoncentrovan do 12 frakci. Konfigurace byla pouzita pro separaci rozpustné frakce
lyzatu kvasinek a s pomoci hmotnostniho spektrometru bylo identifikovano téméf 1200
proteinti. Nevyhodou konfigurace, kdy je davkovaci ventil umistén mezi elektrodami je u clEF
skutecnost, ze Cast analytli mize diky nepfitomnosti elektroosmotického toku migrovat pies
davkovaci smycku opaénym smérem a nemusi byt pfenesena do druhého rozméru. Zhou a
Johnston proto zkonstruovali celu, ve které je obsah separacni kapilary oddélen od katolytu a
katody mikrodialyzaéni membranou [105]. Jedna se o tzv. dekapler, prvek slouzici pro
odvedeni elektrického proudu mimo kapilaru, pficemz analyty nemtzou skrze membranu
proniknout. Cela byla instalovana do T-spojky spojujici separaéni kapilaru a kratkou kapilaru
vedouci k davkovacimu ventilu. Davkovaci ventil byl jiz tedy umistén mimo migra¢ni drahu a
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izolovan od vysokého napéti. Mikrodialyzacni membranu ve formé trubicky pouzil také Sun a
Wang [106; 107]. Jejich jednoduchy dekapler vznikl naleptanim konct kiemennych kapilar
40% kyselinou fluorovodikovou na pozadovany primér, a jejich vsunutim do membranové
trubicky. Spojeni bylo zajisténo lepidlem na bazi epoxydové pryskyfice a celek byl mechanicky
zafixovan v upravené centrifugacni vialce, ktera plni také funkci rezervoaru elektrolytu.
Zajimavou realizaci dekapleru déale popsal Li a kol. [108]. Z ktemenné kapilary byla odstranéna
ochranna polyimidova vrstva a obnazené sténa byla jemn¢ nafiznuta. Obnazené misto bylo
nasledn¢ z obou konct piilepeno k podlozce. Takto fixovana cast kapilary byla vhodnym
nastrojem mirn¢ ohnuta, ¢im vznikla v misté zafezu nepatrna prasklina. Dialyza¢ni membrana
pak byla v tomto bod¢ vytvotena aplikaci malého mnozstvi 12 % acetonového roztoku acetatu
celulozy.

3.6.3 2D-HPCE

Dvojrozmérné kapalinové separace s velmi vysokou pikovou kapacitou lze uvazovat pfi
vhodném spojeni nékterych modia vysokotuc¢inné kapilarni elektroforézy. Jako vyhodu takového
spojeni lze kromé vysoké pikové kapacity a rychlych separaci uvazovat i potencial pro levnou
a miniaturni instrumentaci, jelikoZz prakticky veSkerou manipulaci s kapalnymi fazemi lze
realizovat elektrokineticky, bez nutnosti pouziti hydraulickych pump.

2D separacni systém zalozeny na spojeni dvou nejucinnéjsich kapalinové-separacnich technik,
kapilarni izoelektrické fokusace a tlakované kapilarni elektrochromatografie (CIEF-CEC),
popsal Wei a kol. [109]. Separa¢ni kapilara je zde spojena s kapilarni chromatografickou
kolonou prostrednictvim Sesticestného davkovaciho ventilu a déli¢e toku. Autofi vV piipadé
komprehensivniho uspotadani uvazuji teoretickou pikovou kapacitu az 24 000.

Ramsey a kol. [110] dale vytvofil na sklenéném Ccipu kanalovou strukturu dovolujici
komprehensivni separaci vzorku na principu micelarni elektrokinetické chromatografie
V prvnim rozméru a pomoci kapilarni zonové elektroforézy v rozméru druhém (MEKCxCZE).
Pikové kapacita 15 minutové separace peptidil byla témét 4200. Dvourozmérnou CZE-MEKC
separaci kationtovych sloucenin S on-line Upravou a zakoncentrovanim vzorku pomoci ITP
[111; 112] pak realizoval Zhang a kol. [113].

Off-line spojeni preparativni izoelektrické fokusace (Off-gel IEF) a elektroforézy na ¢ipu bylo
nedavno pouzito i k posouzeni obsahu peptidi v moiské vode [114].

Dvourozmérnd kapilarni  elektroforéza (2D-HPCE) neni ve srovnani napftiklad
s dvourozmérnou elektroforézou na polyakrylamidovych gelech (2D-PAGE) realizovéna Casto.
V budoucnu vSak Ize ptedpokladat nartst relevantnich aplikaci, zejména z diivodu snahy o
automatizaci a vytvotreni on-line spojeni s hmotnostni spektrometrii.

3.7 Trojrozmérné separace v kapalné fazi

Zejména pii zkoumani biochemickych pochodli a molekularni biologie jsou analyzované
vzorky nesmirné slozité. V piipad¢ takto slozitych smési, neposkytuje ani dvourozmérna
komprehensivni separace dostatek pikové kapacity pro rozliSeni slozek. Moore a Jorgenson
[115] separovali peptidy v komprehensivnim 3D systému spojujicim gelovou permeacni a
reverzné fazovou chromatografii s velmi rychlou (2 vtefinovou) kapilarni elektroforetickou
separaci. Za jediny pouZitelny ptistup, ktery miiZze v soucasnosti poskytnout extrémné vysokou
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pikovou kapacitu (stovky tisic) vSak Guiochon oznacil trojrozmérnou kapalinovou
chromatografii [82], protoze poskytuje dostatek kombinaci (alesponi ¢aste¢né) nezavislych
separac¢nich mechanismt (GPC, RPLC, NPLC, IEC) a jeji automatizace je na velmi vysoké
urovni. Optimalni parametry pro online Komprehensivni trojrozmérnou kapalinovou
chromatografii (LCxLCxLC) uvazoval Schoenmakers [116]. Z tabulky 3 je patrné, Ze splnéni
pozadavku kladenych na separaci ve tfetim rozméru (velmi rychlé separace, extrémni spotieba
mobilni faze) je velkou vyzvou i kdyZz vysoka spotfeba mobilni faze by mohla byt ¢astecné
snizena S vyuzitim kapilarnich nano a mikrokolon.

Realizace komprehensivni trojrozmérné separace tedy neni jednoducha. Separace ve tretim
rozméru musi byt extrémné rychla. S pfidanym rozmérem navic roste nafedéni vzorku. Moore
uvadi, ze vysoka pikova kapacita v jeho GPCXRPLCXCZE systému je podminéna vysokou
koncentraci latek v analytickém vzorku, co v piipadé nedostatku vzorku ¢ini problém.
Schoenmakers dale konstatuje, ze pouziti LCXLC-MS se v soucasnosti zda byt piijatelngjsim
feSenim v porovnani s vynaloZzenym uUsilim nutnym pro realizaci LCxLCxXLC. V pftipadé
potfeby je navic mozné dvourozmérnou separaci podpofit piediazenim frakcionace pied
LCxLC-MS analyzou.

Tabulka 3 — Optimalni parametry LCXLCxLC dle [116].

Prvni dimenze Druha dimenze  Tieti dimenze

Doba analyzy 540 min 29s 0,5s

Vnitini pramér kolony (mm) 1 4,6 7,8

Objem nastiiku (ul) 5 25 35

Pratok (ml/min) 0,015 1,33 29,15
Velikost ¢astic (um) 5 2 2

Délka kolony (mm) 1200 15 2

Pocet teoretickych pater 116 000 2 500 170

Pikova kapacita 213 (gradient) 18 (izokratika) 6 (izokratika)
Zied'ovaci faktor (k=3) 45 15 15

3.8 Hmotnostni spektrometrie jako dalSi rozmér

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analyticka technika zalozena na separaci a detekci iontt dle
velikosti poméru jejich hmotnosti a naboje (m/z). Latky, které jsou podrobeny hmotnostné
spektrometrické analyze, jsou ionizovany V iontovém zdroji hmotnostniho spektrometru.
Vznikl¢é ionty jsou V hmotnostnich analyzatorech rizné konstrukce (kvadrupol, sférickd ¢i
linearni iontova past, orbitrap, cyklotron ¢i sektorové analyzatory) nasledné vystaveny Gé¢inkum
elektrického, ¢i magnetického pole nebo je iontim dodéna stejnd kinetickd energie a je
sledovéana doba jejich letu (TOF). lonty 0 rizném poméru m/z se v jednotlivych analyzatorech
pohybuji po riznych trajektoriich (kvadrupo6l, iontové pasti), vykazuji riiznou dobu letu (TOF)
nebo odliSnou rezonanéni frekvenci (orbitrap, ICR). Vysledkem analyzy je tedy hmotnostni
spektrum, které znazoriiuje intenzitu signalu detektoru v zavislosti na m/z.

Obrovsky vyznam MS spociva v moznostech selektivni detekce latek poskytujicich ionty o
ur¢itém m/z nebo naopak moznostech identifikace latek na zéklad¢ detekovanych m/z.
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MS analyza tedy vyzaduje pfitomnost studovanych latek ve formé iont, pfirozené elektricky
neutralni molekuly je nutné ionizovat. Aby ionty nezanikli kolizi s jinymi molekulami, je
vyzadovano vakuum.

Ve snaze spojit kapalinové-separacnich techniky s MS museli byt vyfeSeny dva zakladni
problémy; Nekompatibilita mobilnich fazi s MS a nekompatibilita nékterych analytt
s tradicnimi ionizacnimi technikami MS. On-line spojeni muselo byt realizovano
prosttednictvim vhodného rozhrani a/mebo s vyuzitim novych typl iontovych zdroja.
V prub¢hu vyvoje bylo navrZzeno znaéné mnozstvi feSeni [117]. VétSiho rozsifeni vSak
zaznamenaly pouze nékteré z nich a v soucasnosti se ve spojeni s kapalinovymi separaénimi
metodami vyuziva témér vyhradné elektrosprej, pfipadné chemicka ¢i fotoionizace za
atmosférického tlaku [118].

3.8.1 Ionizaéni techniky pro spojeni s kapalinovymi separacemi

Elektrosprej [119] (ESI) je rozhrani, ve kterém je tok kapalné faze obsahujici ionty za
atmosférického tlaku zmlZzovan v elektrickém poli, generovaném vysokym napétim mezi
ptivodnou kapilarou a vstupem do hmotnostniho analyzatoru. V kapilafe dochazi k redistribuci
naboje a vlivem elektrostatické sily jsou z kapilary emitovany malé nabité kapky. Dale dochézi
k odpatrovani kapalné faze, desolvataci molekul a zahustovani naboje v kapickach. Kdyz
odpudivée elektrostatické sily piekonaji sily soudrzné, dochdzi k tzv. coulombické explozi, za
vzniku velkého mnozstvi mensich kapek. Proces se opakuje, az dojde k uvolnéni molekulovych
iontd nebo iontl molekulovych adukti (s ionty H", Na*, K" apod.). ESI je vhodny pro polarn&jsi
latky v intervalu molekulovych hmotnosti ptiblizn¢ 100 — 100 000 (biopolymery, syntetické
polymery, iontové organické a organokovové slouceniny).

Pfi chemické ionizaci za atmosférického tlaku [120] (APCI) je kapalna faze pomoci proudu
plynu zmlZovéana ve vyhiivané ¢asti zdroje. Ve zdroji se nachazi jehlova elektroda, na kterou
je vloZeno vysoké napéti a dochazi ke koronovému vyboji. Ve vyboji dochazi k ionizaci
molekul zmlZovaciho a suSiciho plynu a molekul kapalné faze. Vznika tak na ionty bohaté
prostiedi, kde je velka pravdépodobnost srazky neutralni molekuly analytu s nékterou nabitou
¢astici, pfi niZ dojde k vzniku aduktového molekulového iontu. APCI je vhodna pro méné
polarni latky s molekulovou hmotnosti ptiblizné 30 — 1000. Fotoionizace za atmosférického
tlaku [121] (APPI) vyuziva obdobné uspoiadani jako APCI, misto koronového vyboje je
k ionizaci vyuzito UV zafeni. Vyuziti je obdobné jako u APCI. S APPI lze navic ionizovat i
nepolarni slou€eniny.

Specifickym pfipadem ionizace je desorpce laserem s asistenci matrice, tzv. MALDI [122]. Tok
kapalné faze je deponovan na vhodny terc¢ik bud’ kontinualné (prouzek) nebo v diskrétnich
mikro-frakcich (spoty). Vrstvicka matrice (pfevazné jednodu$$i nenasycené organické
kyseliny) je na ter¢iku vytvoiena nanesenim jejiho roztoku, nebo je roztok matrice michan
pfimo s tokem kapalné faze. Kapalna faze je odpafena a Casti ter¢iku jsou ve vakuové komoie
postupné ozafovany laserem. Dochazi k laserové ablaci (uvolnéni malého mnoZzstvi materialu
z povrchu) a k dal§im procesem spojenych s pfenosem naboje a Vedoucim k ionizaci analyt
[123]. MALDI je ptevazné kombinovana s TOF analyzatorem a spojeni s kapalinovou separaci
je realizovano nejcastéji off-line. Vyhodami jsou nizké detekéni limity a moznost archivace
ter¢ikll a opakovani MS analyzy. MALDI je také méné citliva na sloZeni mobilni fdze (dobra
tolerance vic¢i solim). Nevyhodami pouziti MALDI jsou rozsifeni separovanych zoén pii
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matrici, nej¢astéji se vyuziva pro analyzu peptidi a proteinti. Matrice pro nizkomolekulové
latky (oligosacharidy, nukleotidy, aminokyseliny) jsou ale rovnéz dostupné.

3.8.2 Tandemova hmotnostni spektrometrie

Pti vyuziti ESI, APCI, APPI nebo MALDI vznikaji pfevazné stabilni molekulové ionty nebo
adukty a nedochazi k vyznamné fragmentaci. Ziskané hmotnostni spektrum latky je obvykle
jednoduché a krom¢ molekulové hmotnosti vétSinou neposkytuje dostatek informaci pro urcent
struktury (identifikaci). V tandemové hmotnostni spektrometrii [124] (MS/MS) je vybran
néktery iont a srazkami s molekulami plynu v kolizni cele ziskava dodate¢nou energii, ktera
vyvola jeho fragmentaci. Nasledné je zaznamenano hmotnostni spektrum fragmenti (jedna se
o tzv. sken produktovych iontt). MS/MS lze realizovat s vyuzitim trojitého kvadrupodlu, kdy
prostfedni kvadrupdl propousti ionty a slouzi jako kolizni cela, nebo S vyuzitim jednoho
analyzatorti schopného uchovavat ionty (typicky ICR, IT).

3.9 Aplikace vicerozmérnych separaci v kapalné fazi

Vicerozmémné kapalinové separace nalezli uplatnéni v rdznych oblastech. Bezpochyby

v

nejvyznamnéjsi je jejich aplikace v oboru biochemickych studii.

Biochemické obory, jako proteomika [125] ¢i metabolomika [126], se v soucasnosti rozvijeji
velmi rychle. Divodem je snaha o detailni popis mechanismii probihajicich v butikach, tkanich
i celych organizmech, protoze jejich pochopeni je kli¢ové pro objasnéni nejriznéjSich nemoci
vcetné rakoviny. Rozvoj téchto oborii je ovSem podminén pravé pokroky, které byli
zaznamenany pii1 vyvoji dvourozmérnych kapalinovych separaci. Dvourozmérné kapalinové
separace ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii, pfedstavuji pro biochemiky velmi
ucinny nastroj pro separaci extrémné komplexnich smési biomolekul v Sirokém spektru
molekulovych hmotnosti a v §irokém intervalu koncentraci. Nejvyuzivangjsi technikou pro
separaci proteini a peptida byla zpocatku dvourozmérna elektroforéza na polyakrylamidovém
gelu (2D-PAGE). Soucasna praxe ale zvySuje naroky na pocet analyzovanych vzorkid a na
automatizaci procesu. Robustni spojeni separace s hmotnostni spektrometrii je pro identifikaci
biomolekul rovnéz nezbytné. S vyuzitim 2D-PAGE jiz nelze uplné splnit vSechny tyto
pozadavky a proto byly hledany alternativni postupy. Vyznamnym analytickym néstrojem
Vv proteomickych studiich se tak v soucasnosti stdva dvourozmérna kapalinova chromatografie
s tandemovou hmotnostni spektrometrii [127-131]. Vyrazny potencial dalSich dvojrozmérnych
kapalinovych separaci, zejména spojeni HPLC-HPCE [127] a clEF-HPLC [106-108] byl také
demonstrovan.

Vysoka separacni schopnost vicerozmérnych kapalinovych separaci se ukazala byt vyhodna
také pro dalSi oblasti jako farmacie, analyza smési polymerl, potravin a analyza slozek
zivotniho prostiedi. V téchto oblastech je vyuZivana zejména dvourozmérnd kapalinova
chromatografie. Komprehensivni 2D-LC nasla své uplatnéni naptiklad v analyze potravin [8].
Analyzovany jsou zejména fenoly, flavonoidy a fenolické antioxidanty v pivé a ving [132-136],
triacylglyceroly v rostlinnych olejich [95; 137; 138], ¢i karotenoidy v esencialnich olejich a
ovocnych stavach [139; 140].

Ve farmaceutické vyrobé [96] 1ze dvourozmérnou kapalinovou chromatografii vyuzit naptiklad
k hodnoceni pfitomnosti koeluujicich latek v piku [86], jako alternativu k snimani UV-Vis ¢i
27



hmotnostnich spekter. 2D-LC lze také pouzit pro velmi selektivni stanoveni necistot
v produktech farmaceutické vyroby [141]. Spojeni reverzni faze s gelovou permeaci bylo také
vyuzito pro analyzu slozité smési kopolymert [142]. Pro aplikace v chiralnich separacich ma
velky potencial achiralni-chiralni 2D-LC [143].

Kvantitativni stanoveni velké c¢asti polutantti (polyaromatickych uhlovodiki (PAHS),
polychlorovanych bifenylt (PCBs), polychlorovanych dioxini (PCDD), polychlorovanych
dibenzofurani (PCDF), chlorovanych a organofosforovych pesticidi, toxafenti atd.) ve
slozkach zivotniho prostiedi je doménou zejména jednorozmérné a dvourozmérné plynové
chromatografie spojené s hmotnosti spektrometrii [144]. V piipadé vyuziti kapalinovych
separaci pro stanoveni teplotné labilnich a malo tékavych polutanti jako jsou hormony,
endokrinni disruptory ¢i rezidua 1éCiv je nejéastéji reportovano zejména vyuziti spojeni LC-MS
a LC-MS/MS [145-148]. Pro cilenou analyzu je toto spojeni Casto dostaCujici, oproti

v

Diky jednoduchému provedeni, je jeSté stidle hojné vyuzivdna dvourozmérnd tenkovrstva
chromatografie (2D-TLC). Ptehled jejiho vyuziti pii separaci netékavych pesticidi uvadi
Tuzimsky [149]. Motivace k vyuziti dvourozmérné kapalinové separace mize plynout
napiiklad i z pozadavku pfimého stanoveni v ptipad¢, Zze GCxGC analyza vyzaduje derivatizaci
analytl. Toto byl divod, pro¢ Mas a kol. vyuzil k pfimému stanoveni 8 metaboliti
polybromovanych difenyléteri (hydroxylované PBDE) v (istirenském kalu, pid¢ a rybi
svalovin€ metodu zalozenou na LCxLC-MS [150].

Diky neustalému vyvoji Ize v oblasti vicerozmérnych kapalinovych separaci v budoucnu
ocekavat prichod cenové piijatelné instrumentace, kterd bude rozsifena i do dalSich oblasti za
ucelem zvyseni spolehlivosti a vykonnosti analytickych postupii zalozenych na kapalinové-
separa¢nich metodach.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Miniaturizovany kapilarni kapalinovy chromatograf

Konstrukce miniaturizovaného kapalinového chromatografu uvazovaného v této dizertaéni
praci navazuje na diplomovou praci [151], kde byl navrzen koncept jednoduchého kapalinové-
chromatografického systému, ktery byl v kombinaci s inovativni chemiluminiscen¢ni detekci
pouzit pro konstrukci pfenosného analyzatoru vybusnin [152]. Zakladnymi stavebnimi prvky
tohoto chromatografického systému jsou stiikatkova pumpa se stiikackou, selekéni ventil a
kapilarni kolona. Schéma systému je znazornéno na obrazku 3. Systém pracuje na principu
postupného nasavani roztokti skrze selekéni ventil a jejich nasledném protlaceni kapilarni
kolonou. Vzorek je do systému rovnéz nasat skrze selekéni ventil. Maly objem vzorku (~0,1 ul)
muze byt nasan do vnitiniho objemu ventilu. VEtsi objem vzorku lze nasat do kapilary spojujici
stiikacku se selek¢nim ventilem (davkovany objem dle rozmért kapilary). Uvazovat
samoziejmeé lze i doplnéni konfigurace o samostatny davkovaci ventil.

Pro pohyb pistu pouzité stfikacky byla pouzita zdkladni verze programovatelné stiikackové
pumpy NE-500 OEM (New Era Pump Systems, Inc., USA). Pro komunikaci s pocitatem je
pumpa vybavena sériovym portem s rozhranim RS-232. Pro tcely této prace byla tato pumpa
konstrukéné upravena. Originalni plastové dily (drzak téla stiikacky a drzak pistu) byly
nahrazeny dily vyrobenymi z hlinikové slitiny. Tyto dily, spolecné s pivodnim uspofddanim
hnaciho Ustroji nebyly vhodné pro ptenos vétsich sil, jelikoz dochazelo k deformaci tla¢né Casti
pumpy Vv disledku umisténi hnaciho Sroubu mimo osu pistu stfikacky. Pro praci pii vysokych
tlacich bylo nutné hnaci ustroji modifikovat tak, aby hnaci sila byla pfendSena axialné€ ptimo na
pist stfikacky, viz obrazek 4.

h

Obrazek 3 — Schéma jednoduchého kapalinového chromatografu; 1 — snimaé sily, 2 —
stiikacka, 3 — selek¢ni ventil, 4 — roztoky pro pfipravu mobilni faze, 5 — vzorek, 6 — kapilarni
chromatograficka kolona, 7 — detekce.
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Obrazek 4 — Mechanicka Cast stiikackové pumpy po Upravé na axialni prenos hnaci sily; 1 —
pist stiikacky, 2 — pohybliva tla¢na ¢ast se zabudovanym snimacem sily, 3 — brouSeny Sroub, 4
— pohanéné matice.

Stiikackova pumpa byla osazena riznym typem stfikacek. Byly testovany komercni nizkotlaké
sklenéné stiikacky (50-250 pl) i specialni vysokotlaka 250ul stiikacka FMJ-250 (PennCentury
Inc., USA). Byla také navrzena a vyrobena originalni 100pul PEEKové vysokotlaka stiikacka
typu plunZr s kompresnim tésnénim z UHMWPE. T¢€lo stfikacky tvoii PEEKovy vélec o
praméru 8 mm. Vrtani pro pist je vedeno osou valce. Na strané vstupu pistu do véalce je vrtani
roz§ifeno a je zde umisténa série kruhovych UHMWPE tésnéni. Strana vstupu pistu do valce je
vybavena vné¢jSim zavitem, na ktery je nasroubovana matice zajist'ujici kompresi tésnéni. Pist
je tvoren lesténou ocelovou tyckou, kterd se zasouva do vrtani valce.

Vicecestny selekéni ventil v uvedeném jednoduchém systému umoziuje smérovat tok kapalin
tak, Ze v ur€ité konfiguraci lze do systému kapaliny nasavat, zatimco v jiné konfiguraci lze tyto
kapaliny davkovat na kapilarni kolonu. Byla pouzita OEM verze ventilu C55 s 250pum porty
(VICI Valco Instruments, USA), ktera obsahuje integrovanou fidici jednotku. Ventil je ovladan
sepnutim a rozepnutim dvou obvodt — pro krok do dalsi pozice a pro navrat do vychozi pozice.
Pro spindni obvodi byly vyuzity 5V relé, které byly spinany pomoci digitalnich vystupt
jednotky NI USB-6009 (National Instruments, USA).

K detekci byl vyuzivan UV/Vis detektor se specializovanou detekéni nanocelou, piipadné byla
vyuzita upravena kiemenna kapilara v kombinaci se svétlovodnymi vldkny pro ptivod svétla
do kapilary a pro jeho sbér po prichodu kapilarou.

Popsany systém byl ptivodné vyvinut jako izokraticky. Schopnost pracovat v médu gradientové
eluce vSak podstatné rozsifuje aplika¢ni moznosti chromatografickych systému. Z tohoto
divodu byly studovany moznosti tvorby gradientu mobilni faze v navrzeném jednoduchém
kapilarnim kapalinovém chromatografu. Diky jednoduchosti systému lze uplatnit n€kolik
puvodnich postupti pii pripravé nizko-objemovych gradienti mobilni faze pro kapilarni
kapalinovou chromatografii, napt. [153; 154].
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Dostate¢ny pocet volnych portl vicecestného selekéniho ventilu dovoluje k systému pfipojit
nékolik zasobniku s roztoky o rizném slozeni a nasledn¢ je mozné jejich postupné nasati do
systému. Aby timto zpisobem vznikl kontinualni gradient sloZeni, je nutné rozhrani vzniklé
mezi vpravenymi roztoky efektivné rozmyt. Zde bylo mozné navazat na nékteré pavodni prace,
kdy byly kapaliny zamichany vlivem turbulenci v misté¢ skokové zmény prufezu potrubi.
Takovym mistem v popsaném chromatografickém systému je misto vstupu jehly do téla
stiikacky (obrazek 5). Uvazovany byly gradienty pro chromatografii na reverznich fazich,
zejména gradient voda-acetonitril. Z divodu rozdilné hustoty vody a acetonitrilu a jejich smési
bylo nutné stiikacku udrzovat v naklonéné poloze, aby leh¢i ¢asti sloupce kapaliny s vySSim
obsahem acetonitrilu byly ve vyssi poloze nez na vodu bohat$i Casti s vyS$i hustotou.
V opacném piipad¢ by dochéazelo k pielévani vrstev s rozdilnou hustotou, majici za nasledek
vznik nahodné deformovanych profilti gradientu mobilni faze. Proto byl udrzovan konstantni
sklon stfikacky 20°. Hodnoceny byly profily gradienti vytvotfenych po postupném nasati smési
o sloZeni acetonitril/voda 80/20, 55/45, 30/70 a 5/95 (v/v). Byly pouzity sklenéné stiikacky
riznych objemt a byly zvoleny riizné kombinace objemu jednotlivych roztoki nasdvanych do
systému.

Popsany chromatograficky systém byl také testovan pfi realizaci gradientové separace v rezimu
konstantniho tlaku, kdy je umoznéno plného vyuziti maximélniho tlaku, pfi kterém je
chromatograficky systém schopen pracovat. Pokud pii gradientové separaci dochazi k vyrazné
zmeéné viskozity mobilni faze, miiZe reZim konstantniho tlaku pfispét ke zkraceni doby analyzy
0 15-20 % [155; 156]. Mé&feni tlaku v miniaturizovaném chromatografickém systému bylo
realizovano pomoci tenzometrického snimace C9B (HBM Messtechnik, GmbH, Némecko)
umisténého v ose plisobeni tlacné sily na pist stiikacky. Tato sila je tak na pist pfendSena prave
pfes snimac a po pfepoctu na plochu pistu stiikatky umozZiiuje presné méfeni tlaku v systému
bez nutnosti zasahu do hydraulické ¢asti. Ve vyvojovém prosttedi LabVIEW byl zkompilovan
program, ktery je schopen automaticky fidit pohyb stiikackové pumpy na zéklad€ rychlého
porovnavani hodnoty aktualniho a pozadovaného tlaku. Parametry systému byly testovany pii
ruznych tlacich, pfi gradientové separaci modelové smési nitroesterd.

80 % v/v MeCN /
55 % v/v MeCN \
o

30 % v/v MeCN /0 o°

S % v/v MeCN

Obrazek 5 — Ilustrace turbulentniho michani roztoki po jejich postupném nasati do stiikacky.
Pouzito z Ref. [157] se souhlasem vydavatele.
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4.2 Jednoduché dvourozmérné separacni platformy

4.2.1 Off-line spojeni kapilarni LC s MALDI-TOF

Pro off-line spojeni miniaturizovaného kapilarniho kapalinového chromatografu s MALDI-MS
byla zkonstruovana nizkonakladova depozi¢ni jednotka. Zakladem jednotky je XY pohyblivy
stolek, ktery byl sestaven ze stavebnicového systému C-12 (SinterMask Gmbh, Némecko).
Pohyb stolku v osach X a Y je realizovan pomoci sady krokovych motori. Pohyblivy stolek je
vybaven plastovou patici pro umisténi MALDI desky (obrazek 6).

Pro ftizeni krokovych motori byl sestaven jednoduchy -elektronicky obvod na bazi
integrovaného obvodu L293D. Pro fizeni vystupti obvodu byla vyuzita jednotka NI USB-6009
a softwarova aplikace zkompilovana ve vyvojovém prostfedi LabVIEW (National Instruments,
USA).

Obrazek 6 — Zkonstruovana depozi¢ni jednotka; 1 — krokovy motor pro pohyb v ose X, 2 —
krokové motory pro pohyb v 0se Y, 3 — krokovy motor pro pohyb $picky v 0se Z, 4 — pipetovaci
Spicka upravena pro depozici frakci, 5 — MALDI deska, 6 — fidici a napajeci jednotka.

Pro kontaktni depozici frakei na ter¢iky MALDI desky byla vyuZita modifikovana PE
pipetovaci Spicka (obrazek 7), ktera byla upravena nasledujicim zpisobem. Pro ptivod toku ze
separacni kolony byla pouzita kiemenna kapildra o vnitinim priméru 50 um, ktera byla Spickou
protaZzena az k jejimu usti. Do Spi¢ky byla navic zavedena kiemennd kapilara o vnitinim
priméru 100 um, kterou Ize ptivadét pomocny roztok nebo piimo roztok obsahujici matrici.
VEtsi ¢ast objemu Spicky byla vyplnéna lepidlem na béazi epoxidové pryskyftice. Pipetovaci
Spicka byla uchycena kolmo na XY rovinou stolku, v pohyblivém rameni. Pro linearni pohyb
ramene s pipetovaci Spickou ve sméru osy Z byl vyuzit hybridni krokovy motor s posunovacim
Sroubem (SX16-0402LA-120, Microcon, Ceska republika).
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Obrazek 7 — Detail pipetovaci Spicky upravené pro depozici Ssub-mikrolitrovych a
mikrolitrovych frakci na MALDI desku; 1 — 10ul PE pipetovaci $picka, 2 — kiemenna kapilara
privadéjici tok mobilni faze z kapildrni LC, 3 — kifemenna kapiléra ptivadéjici roztok matrice,
ptipadné podplrny roztok pro tvorbu kapicek vhodné velikosti.

Experimentalni sestava, sloZzena s miniaturizovaného kapalinového chromatografu a depozi¢ni
jednotky, byla vyuzita pro separaci glykanu enzymaticky odstépenych [158] z vybranych
glykoproteint (IgG a RN4za B) v médu HILIC, na novém typu kapilarni kiemenné monolitické
kolony (0,1x150 mm) modifikované [2-(methacryloyloxy)ethyl]-dimethyl-(3-sulfopropyl)-
ammonium hydroxidem (MEDSA) [159]. Pro separaci byly pouzity roztoky o nasledujicim
sloZeni acetonitril/voda/100 mM CHsCOO'Na® (pH 5): Roztok A — 80/10/10 a roztok B
65/25/10 (v/viv). Gradient mobilni faze byl ptipraven nasatim 30 pl roztoku A do gradientové
smycky (0,45%500 mm) naplnéné roztokem B.

Jelikoz molarni absorpéni koeficient glykanti v UV-Vis oblasti je velmi nizky, nelze tyto
detekovat fotometricky. V uvedené konfiguraci byl proto vystup separa¢ni kolony piimo
ptipojen ke kapilaie vedouci do depozi¢ni Spicky. Tok mobilni faze, 1 ul/min, byl na konci
$picky michan v poméru 1:1 s tokem roztoku super-DHB (smés 2,5-dihydroxybenzoové a
2-hydroxy-5-methoxybenzoové kyseliny v poméru 9:1, Sigma-Aldrich, Némecko) 0
koncentraci 20 g/l ve vodé. Na MALDI desku byly deponovany 30 vtefinové frakce.

MALDI-MS analyza deponovanych spotii byla provedena na ptistroji AB SCIEX TOF/TOF
5800 (SCIEX, USA) v pozitivnim reflektronovém modu s intenzitou laseru nastavenou na
hodnotu 5500.

4.2.2 Off-line spojeni cIEF s kapilarni LC

Soucasti experimentalni ¢asti dizertacni prace byla také realizace jednoduché polo-
automatizované separa¢ni platformy pro dvourozmérnou separaci peptidi vyuzivajici off-line
spojeni kapilarni izoelektrické fokusace (cIEF) s miniaturizovanym kapilarnim kapalinovym
chromatografem (obrazek 8).

Prvni separacni rozmér, kapilarni izoelektrickd fokusace, byla realizovéna jako frakcionacni
stupent. Pro separaci byla pouzita kiemennd kapildra o vnitfnim praméru 75 pm,
s permanentnim pokrytim vnitini stény vrstvou hydroxymethylpropylcelul6zy [44]. Pro splnéni
pozadavku na ¢aste€nou automatizaci sbéru frakci, byly ve dvou mistech separacni kapilary
vytvoteny dekaplery. Postup jejich ptipravy spocival v odstranéni ochranné polyimidové vrstvy
a zafixovani kapilary na pevnou podlozku ve dvou bodech kolem zvolené¢ho mista, jemnym
nafiznutim a opatrnym zlomenim kiemenné kapildry a vytvofenim membrany z acetatu
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celulozy na povrchu zlomu [108]. Takto ptipravené dekaplery byly vlozeny do nadobek
obsahujicich anolyt 0,1% kyselinu mraven¢i, katolyt 0,1% hydroxid ammony a elektrody (Pt
dratky), viz obrazek. 9b. Efektivni délka separacni kapilary (vzdalenost mezi dekaplery) Cinila
570 mm. Konce kapilary byly pfipojeny k programovatelné stiikackové pumpé se 100ul
stiikackou a k centralnimu portu 10 cestného selekéniho ventilu. K Sesti obvodovym portiim
selekéniho ventilu byly pfipojeny kapilarni monolitické¢ kolony (0,1x10 mm, kiemenny
monolit, stacionarni faze C18), slouzici pro zachyceni peptidli zafokusovanych v objemu dané
frakce. Jeden port slouZil pro nadavkovani vzorku. Pro rychly odvod tepla generovaného
Vv separacni kapilate byla tato umisténa ve vétraném plastovém pouzdie, viz obrazek 9a.

*30 kV

A "t
Vzornek
Stfikatkova pumpa =k Separs?n kapilara = o e
—_— il e
| Dateltor | [ O e
Nadcbhka Nadobka L

o
$ elektrodou s elektradou ' T — :
a dekaplerem a dekaplerem e :

6 « Monoliticka C18 zachytna
kolona 0,110 mm

StHkatkova pumpa

Obrazek 8 — Schématické znazornéni off-line dvourozmémé cIEF — RPLC separacni
platformy; (a) Uspofadani kapildrni izoelektrické fokusace s automatizovanym sbérem frakci a
frakcionaci na monolitickych kolonach. (b) Zapojeni monolitické kolony do miniaturizovaného
kapilarniho kapalinového chromatografu.

Obrazek 9 — (a) Vizualizace sestavy pro ClEF; 1 — separac¢ni kapilara, 2 — nadobky s elektrolyty,
3 — elektrody, 4 — sklopny plastovy kryt s ventilatorem; (b) Detail rezervoaru s elektrodou a
5 — dekapler;
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Vzorek obsahujici peptidy (1,5 mg/ml) po tryptickém Stépeni albuminu z hovéziho séra a smés
ampholytt (3,3% Biolyte 3-10, 0,5% TEMED) byl nasan do separaéni kapilary. Na anodu bylo
ze zdroje (Spellman CZE1000R) pfivedeno stejnosmérné vysoké napéti + 30 kV (katoda a
ventil uzemnény, sklenéna stiikacka elektricky izolovana od konstrukce stiikackové pumpy).
Izoelektricka fokusace byla ukoncena po 60 minutdch. Obsah separacni kapilary byl poté
mobilizovan pomoci stiikackové pumpy a pii pratoku 10 pl/h rovhomérné frakcionovan a
davkovan na zachytné monolitické kolony postupni zménou konfigurace selekéniho ventilu.

Monolitické kolony byly poté z ventilu demontovany a jednotlivé zapojeny do sestavy
miniaturizovaného kapalinového chromatografu (obrazek 8b). Peptidy zachycené na pocatku
kolony byly eluovany gradientem 0 sloZzeni 20/80 — 40/60 (v/v) acetonitril (0.1 % v/v
TFA)/voda (0.1 % v/iv TFA ), vytvoieného a stabilizovaného v naklonéné 100ul stiikacce.
Absorbance pfi vlnové délce 214 nm byla méfena fotometrickym detektorem Agilent VWD
1200 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) vybavenym detekéni U-celou (SunChrom,
Wissenschaftliche Gerdte, GmbH, Némecko).

4.2.3 On-line 2D-LC platforma

Na zdkladé¢ miniaturizovaného kapildrniho kapalinového chromatografu byla navrZena
konfigurace, kterd umoznuje realizaci automatizované on-line dvourozmérné kapalinové
chromatografie. Zakladnim prvkem navrzené 2D-LC platformy je miniaturizovany kapalinovy
chromatograf, jehoz konfigurace byla popsana vyse. Sestava byla doplnéna o dalsi selekéni
ventil, ktery byl pro tyto Uéely specialné upraven. Obrazek 10 schematicky znéazoriuje
uvazovanou 2D-LC sestavu Vv jednotlivych fazich operace. Systém byl navrzen tak, ze separace
V prvnim rozméru neni kontinudlni, ale probiha pferuSované. Vyuzit byl princip eluce pii
konstantnim tlaku. Na poc¢atku analyzy je vySe popsanym postupem vytvoien gradient mobilni
faze, ktery je uskladnén v kapilate spojujici selek¢ni ventily. Konfigurace ventilli znazornéna
na obrazku 10a umoznuje transport gradientu mobilni faze vytvofeného v D2 smyc¢ce do D1
smycky a rovné€z zpfistupniuje vnitini davkovaci smycku ventilu pro vpraveni vzorku. Po
nastaveni konfigurace uvedené na obrazku 10b systém vytvofi tlakovy pulz, jehoz vlivem je
¢ast objemu uskladnéného gradientu v D1 smyéce protlacena D1 kolonou prvniho rozméru a
analyty opoustéjici kolonu jsou zachyceny na zachytné koloné druhé dimenze. Po skonceni
tlakového pulzu, je v D2 smycce vytvoren gradient mobilni faze a tento je protlaen zachytni
kolonou a kolonou druhého rozméru, jak je patrné z obrazku 10c. Po skonéeni separace je do
systému nasana slaba mobilni faze, kterou jsou nasledné zachytna kolona a kolona druhého
rozmeéru zregenerovany. Systém vytvoii dalsi tlakovy pulz a proces se opakuje, az je postupné
D1 kolonou protlacen cely objem na pocatku vytvoreného gradientu.

Bez dalSich tprav 1ze takto navrZeny systém uvazovat pro realizaci IECXRPLC, kdy je mobilni
faze v IEC slabou mobilni fazi pro RPLC. Analyty zde maji pfirozené¢ vysokou retenci na
staciondrni fazi C18 a miZzou byt efektivné zachyceny na zachytné kolong.

V piipad¢ dvourozmérné separace RPLCXRPLC, nebo HILICXRPLC, mé4 mobilni faze eluujici
analyty z prvniho separa¢niho rozméru vétSinou jiz dostate¢nou elu¢ni silu i v podminkach
separace ve druhém rozméru. Pro efektivni zachyceni analytii z takové frakce, je mozné za D1
kolonu umistit T-spojku a nafedit frakci pfidavnym tokem vhodné kapaliny, viz obrazek 11.
V testované konfiguraci byl tok pfidavné kapaliny realizovan pomoci 250ul vysokotlaké
sttikacky, kterd byla naplnéna vodou, umisténa v horizontalni poloze a zatizena 3,5kg zdvazim.
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Obrazek 10 — Schématické zndzornéni navrzeného 2D-LC systému v jednotlivych
konfiguracich; (a) Gradient mobilni faze, vytvofen v D2 smyc¢ce po nasati kapalin 1A a 1B je
vpraven do D1 smy¢ky. Nasledn¢ je vnitini smyc¢ka ventilu naplnéna vzorkem. (b) Systém je
tlakovan na pozadovany tlak; vzorek je nadavkovan na kolonu, nasledovan uréitym objemem
mobilni faze vytlacené z D1 smycky. Tok mobilni faze z kolony sméiuje na C18 zachytnou
kolonu, eluované analyty jsou zde zachyceny. (c) Z kapalin 2A — 2C je ve smy¢ce D2 vytvoten
gradient mobilni faze, kterym jsou nésledné analyty ze zachytné kolony eluovany a separovany

na D2 C18 koloné.
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Obrazek 11 — Navrzeny 2D-LC systém v konfiguraci pro realizaci RPLCxRPLC a
HILICXRPLC; Systém je natlakovan na pozadovany tlak. Vzorek je nadavkovan na kolonu,
nasledovan uréitym objemem mobilni faze vytlacené z D1 smycky. Tok mobilni faze z kolony,
obsahujici relativné vysoky podil organické slozky, je né€kolikandsobné ziedén piidavnym
tokem vody. Eluované analyty jsou poté zachyceny na C18 ptedkolong.

V ramci testovani této dvourozmémé konfigurace byla hodnocena schopnost systému vytvaret
opakovatelné tlakové pulzy. Za D1 kolonu byl zapojen pratokomér SLG1430-025 (Sensirion
AG, Svycarsko) a byl méfen pritok vyvolany tlakovym pulzem.

Funkce systému v uspofadani, kdy je mobilni faze z prvniho separa¢niho rozméru slabou
mobilni fazi pro druhy rozmér (napt. 2D-LC spojeni IEC-RPLC), byla testovdna pomoci
roztoku nitroglycerinu o koncentraci 0,01 g/l rozpusténého ve smési acetonitril/voda 10/90
(v/v). D1 kolona byla nahrazena kapilarou 0,02x500 mm. Misto mobilni faze byl v prvnim
rozméru pouzit roztok nitroglycerinu. Aplikaci tlakovych pulzi byl pokazdé nadavkovan maly
objem kapaliny z prvniho rozméru na zachytnou kolonu (0,1x10 mm Kinetex EVO C18 5 um).
Pro eluci nitroglycerinu byla ve druhém rozméru pouZzita mobilni faze o sloZeni acetonitril/voda
50/50 (v/v). D2 kolona 0,1x100 mm obsahovala stejnou stacionarni fazi jako zachytni kolona.
Nitroglycerin byl detekovan pfi vinové délce 210 nm.

Podminky, kdy ma mobilni faze prvniho rozméru dostatecnou eluéni silu pro eluci analytl ve
druhé dimenzi a kdy nelze analyty na zachytné kolon¢ ptirozené zafokusovat (bézné 2D-LC
spojeni RPLC-RPLC a HILIC-RPLC), byly simulovany roztokem nitroglycerinu o koncentraci
0,01 g/l rozpusténého ve smési acetonitril/voda 50/50 (v/v), ktery byl z prvniho rozméru
davkovan tlakovymi pulzy na zachytnou kolonu. Pro nafedéni frakce byla do T-spojky za D1
kolonu pfivadéna voda o pfiblizném prutoku 10 pl/min. Tyto podminky byly nasledné
aplikovany pro separaci testovaci smési peptidii, kdy byl na kolonu prvniho rozméru (0,1x100
mm ZIC-HILIC, 3,5 um) nadavkovan maly objem testovaci smési. Po regeneraci zachytné
kolony a D2 kolony slabou mobilni fazi byly peptidy z prvniho rozméru eluovany mobilni fazi
acetonitril/'voda (10 mM CH3COO'NH4") 60/40 (v/v). Ve druhém rozméru byl aplikovan
gradient voda-acetonitril, vytvofeny postupnym nasatim 30, 10 a 10 ul roztokd o slozeni
acetonitril (0,3 % TFA)/voda (0,3 % TFA) 40/60, 45/155 a 5/95 (v/v) do kapilary 0,45x300 mm.
10 pul z objemu kapilary bylo nasledné vytlaceno do odpadu.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Gradientové separace s miniaturizovanym kapilarnim kapalinovy
chromatografem

5.1.1 Vizualizace profilu gradientu mobilni faze

Pro vizualizaci profilu vytvofeného gradientu voda-acetonitril byl acetonitril oznac¢en uracilem
(vysledna koncentrace 0,02 g/l). Jak je patrné z obrazku 12, v absorpénim spektru uracilu
nejsou v zavislosti na objemovém poméru voda/acetonitril pozorovany zadné vyznamné
posuny. Pro dal$i méfeni absorbance uracilu ve smési voda/acetonitril byla zvolena vlnova
délka 254 nm. Pii této vinové délce roste absorbance kalibra¢ni série roztokt voda/acetonitril
(0,2 g/l uracil) linedrné s rostoucim objemovym procentem acetonitrilu ve smési. Za téchto
podminek tedy bylo mozné vizualizovat profily gradienti voda-acetonitril, pfipravenych
V experimentalnim systému.
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Obrazek 12 — Absorpéni spektra uracilu ve smésich acetonitril/voda (% v/v); Koncentrace
uracilu 1 mg/l, métfeno pfistrojem Agilent DAD 1200 series, délka optické drahy pritocné
kyvety 6 mm, prutok kyvetou 10 ul/min. Pouzito z Ref. [157] se souhlasem vydavatele.

38



5.1.2 Gradient mobilni faze v naklonéné strikacce

Obrazek 13 znazoriiuje pozorované profily gradientli voda-acetonitril, vytvofenych nasatim
definovanych objemli smési o slozeni acetonitril/voda 80/20, 55/45, 30/70 a 5/95 (v/v) do
systému, pii pouziti stfikacek riznych objemi. Odpovidajici objemy jednotlivych roztokt
nasatych do systému jsou prehledné uvedeny v tabulce 4.

[ & 4

[
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Obrazek 13 — Profily vizualizovanych gradientt (koncentrace uracilu v acetonitrilu 20 mg/l)
vytvofenych postupnym nasatim adekvatnich objemti smési o sloZeni acetonitril/voda 80/20,
55/45, 30/70 a 5/95 (v/v) do (a) 50ul stiikacky, (c) 100ul stiikacky, (e) 250ul stiikacky.
Gradient byl ze stfikacek vytlacovan pii prutoku 1 pl/min (50 a 100ul stiikacky) a 3 pl/min
(250ul sttikacka). (b)(d)(f) znazornuji profily vizualizovanych gradientli vytlaCenych ze
stiikacky pfi riznych prutocich 0,4 — 5 ul/min. Pouzito z Ref. [157] se souhlasem vydavatele.
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Tabulka 4 — Objemy roztokd postupné nasavanych do stfikacky (25 ul/min) odpovidajici
gradientiim prezentovanym na Obrazku 13.

50pl stiikacka (Fig. 13a)

% 1 2 3 4 5 6 7 8 9

viv

80 15 15 15 15 15 15 15 15 15

55 0 1 2 3 4 5 6 8 10

30 0 1 2 3 4 5 6 8 10

5 10 11 12 13 14 15 16 18 20

100pl strikacka (Fig. 13c)

% 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
viv

80 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20
55 3 4 5 6 8 10 12 14 16 18 20
30 3 4 5 6 8 10 12 14 16 18 20
5 13 14 15 16 18 20 22 24 26 28 30
250ul strikacka (Fig. 13e)

% 1 2 3 4 5 6 7 8 9

viv

80 50 50 50 50 50 50 50 50 50
55 10 15 20 25 30 35 40 45 50
30 10 15 20 25 30 35 40 45 50
5 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Je patrné, ze se zvétSujicimi se objemy nasavanych roztokl klesa strmost gradientu, resp.
vzrista jeho objem. V urcitém bod¢€ jsou jiz nasdvané objemy natolik velké, Ze jejich michéni
neni dostatecné a v profilu zacina byt patrné zvinéni.

Pfi pouziti 50ul stiikacky byly vytvofeny gradienty o objemech v intervalu 5-30 pl
(obrazek 13a). Z pozorovanych profilt, jsou profily gradienti vytvorenych v 50ul stiikacce
nejvice linearni. Sirsi interval objemii vytvofeného gradientu, 15-70 pl, je dostupny pii pouziti
100ul sttikacky, pti Caste¢ném zachovani linearniho profilu (obrazek 13c). S 250ul stiikackou
byly vytvofeny gradienty o objemu do 200 pl, zejména vSak gradienty menSich objemil zde
vykazuji vyrazné poruseni linearniho profilu (obrazek 13e).

Diky malému vnitinimu praméru 50ul stiikacky, byly s touto pozorovany nejmensi zmény
profilu gradientu v zavislosti na prutoku, kterym je gradient ze stiikacky vytlaCovan
(obrazek 13b). U 100ul strikacky doslo pfi pomalejsim vytlacovani k mirnému poklesu
strmosti gradientu, linearni profil vSak zustal zachovan (obrazek 13d). Nejvyraznéjsi zmény
jsou patrné pii pouziti 250ul stiikacky (obrazek 13f).

Opakovatelnost tohoto zplisobu tvorby gradientu mobilni faze byla demonstrovana na separaci
smési alkylfenoni (obrazek 14a) a smési peptidt z tryptického $tépeni albuminu z hovéziho
séra (obrazek 14b). Relativni smérodatna odchylka retenénich ¢asti (n=10) alkylfenont
separovanych pfi pritoku 1pul/min byla mensi nez 0,3 %.

40



Relativni smérodatna odchylka retencnich casti vybranych pikti peptidii separovanych pfi
pritoku 0,5 pl/min byla mensi nez 0,4 %.
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Obrazek 14 — Piekryti chromatogramti opakovanych gradientovych separaci; Kolona —
Chromolith CapRod RP-18¢ 0,1x150 mm. (a) Deset opakovani separace 0,5 pl smési
alkylfenoni, 2-10° M v 5/95 acetonitril/voda (v/v); 1 — valerofenon, 2 — hexanofenon, 3 —
heptanofenon, 4 — oktanofenon, 5 — dodekanofenon, g — profil gradientu. Gradient mobilni faze
vytvofen nasatim 10, 5 a 10 pl smési 80/20, 55/45 a 30/70 — acetonitril/voda (v/v) do 100pul
stiikac¢ky. Pritok mobilni faze 1 ul/min. Teplota 40 °C. (b) Tii opakovani separace 0,5 ul BSA
digestu (1 g/l BSA) v 5/95 acetonitril/voda (v/v). Gradient mobilni faze vytvofen nasatim 20,
20, 20 a 15 ul smesi 80/20, 55/45, 30/70 a 5/95 — acetonitril/voda (v/v) do 100ul stiikacky.
Pritok mobilni faze 0,5 pl/min. Teplota 25 °C. Pouzito z Ref. [157] se souhlasem vydavatele.

Zpisob pripravy gradientu nasatim nékolika roztoki do naklonéné stiikacky lze tedy oznacit
za velmi jednoduchy, s moznosti tvorby gradientu v objemech vhodnych pro nano- a
mikrokolonovou kapalinovou chromatografii s vysokou opakovatelnosti. Nevyhodami tohoto
pristupu jsou nutnost udrzovat néklon sttikacky (pfi realizaci HILIC je nutné orientaci stiikacky
obratit) a zavislost vysledného profilu gradientu na pritoku, kterym je ze sttikacky vytlacovan.
50 a 100ul sklenéné stiikacky odolaji tlakiim 5-6 MPa. Systém vybaveny témito stiikackami
lze nejvhodnéji zkombinovat s monolitickymi kolonami s vysokou permeabilitou piipadné
s kratkymi naplnovymi kolonami. Vysokotlaka 250ul stfikacka, kterd je komeréné dostupna
(FMJ-250, Penn-Century, Inc., USA) neni pro tento zpusob piipravy gradientu piili§ vhodna,
jelikoz ve 250yl stiikacce byly pozorovany vyrazné deformace profilti gradientu mobilni faze.

5.1.3 Tvorba gradientu mobilni faze v kapilaie

Aby byly odstranény zavislosti tvorby gradienti na rozmeérech a naklonu pouzité stiikacky a
aby bylo mozno pouzit vysokotlakou 250ul stéikacku, ptipadné jinou vysokotlakou pumpu, byl
navrzen zpusob michani kapalin, kdy tyto jsou misto do stiikacky, postupné nasavany do
horizontdln¢ umisténé kapilary spojujici selekéni ventil a stfikaCku. Hlavnim efektem
podporujicim rozmyti rozhrani mezi riznymi kapalinami je zde kombinace difuze a
parabolického profilu proudéni v kapilafe, tzv. Taylorova disperze [160].
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Vizualizované profily gradientu, vytvofené nasdvanim rtiznych objemt smési 80/20, 55/45,
30/70 a 5/95 — acetonitril/voda (v/v) do kapilary 0,38x600 mm pii pratoku 50 pl/min jsou
vyobrazeny na obrazku 15a. Pro dostate¢né michani je nutné, aby vytvorené rozhrani urazilo
Vv kapilafe dostate¢né dlouhou drahu. Za timto ucelem byl posledni roztok nasavan do systému
v prebytku. Prebytecny izokraticky tisek pred vlastnim gradientem byl nésledné vytlacen do
odpadu. Odpovidajici objemy jednotlivych roztokii nasatych do systému jsou piehledné
uvedeny v tabulce 5. Popsanym zplsobem bylo mozné vytvofit téméf linearni gradienty o
objemu v intervalu 4-45 ul, coz je pro vétsinu kapilarnich nano- a mikrokolon dostacujici.
Obrazek 15b znazornuje vysledek experimentu, kdy gradient, ktery byl pfipravovan za
stejnych podminek byl nasledné vytlatovan pii rizném pratoku v intervalu 0,1-5 pl/min. Téméf
dokonalé ptekryti vizualizovanych profili indikuje dlouhodobou stabilitu pfipraveného
gradientu a nezavislost profilu na rychlosti, kterou je gradient vytlacovan.

Opakovatelnost tohoto zptisobu tvorby gradientu mobilni faze byla demonstrovana na separaci
smé&si nitrolatek (obrazek 16). Relativni smérodatna odchylka retenénich ¢ast pfi prutoku

0,5 pl/min byla mensi nez 0,3 %.

pl ul

Obrazek 15 — (a) Profily vizualizovanych gradientii (koncentrace uracilu v acetonitrilu 20
mg/l) vytvofenych postupnym nasatim adekvatnich objemti smési o sloZeni acetonitril/voda
80/20, 55/45, 30/70 a 5/95 (v/v) do 0,38x600 mm kapilary. Gradient byl vytlacovan pfi prutoku
1 pl/min. (b) Profily vizualizovanych gradientd vytlacenych pii riznych prutocich 0,1 —
5 ul/min.

Tabulka 5 — Objemy roztokt postupné nasavanych do 0,38x600 mm kapilary odpovidajici
gradientiim prezentovanych na Obrazku 15a.

1 2 3 4 5
% viv ul
80 10 10 15 20 25
55 1 2,5 4,5 8 12
30 1 2,5 45 8 12
5 1 2,5 10 20 25
Izokrat. usek 1 2,5 9 17 20
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Obrazek 16 — Gradientova separace 0,1 pl smési nitrolatek (0,01 g/1); Kolona: Kinetex 2.6 pm
C18 0,1x150 mm, Gradient mobilni faze vytvofen postupnym nasatim 20, 8 a 20 ul smeési
80/20, 55/45 a 30/70 — acetonitril/voda (v/v) do 0,38x600 mm kapilary, 15ul izokraticky tsek
odstranén. Pritok mobilni faze 0,5 pl/min, teplota 25 °C, UV detekce 230 nm.

V porovnani s pfipravou gradientu v naklonéné stfika¢ce ma michani gradientu v horizontalné
umisténé kapildie nékolik nespornych vyhod. Pouzita kapilara ma mensi vnitini pramér a vétsi
délku nez télo stiikacky. Gradient je tak skladovan na delsi draze a vliv difuze na profil
gradientu je zanedbatelny. Pii malém prifezu kapilary a pfi jejim umisténim v horizontalni
roviné také ztraci na vyznamu rozdil hustoty nasavanych kapalin. Lze tedy snadno pfipravit
gradienty voda-acetonitril nebo acetonitril-voda bez zmény konfigurace systému. Na trhu je
navic dostupna Siroka Skala kapilar nejriiznéjSich rozméra.

V kombinaci s touto ptipravou gradientu bylo mozné pouzit dostupnou komer¢ni vysokotlakou
stiikacku FMJ-250 (Penn-Century, Inc, USA). Vyrobce udava jeji tlakovou odolnost az
40 MPa. Pii dlouhodobém testovani vSak byla pozorovana rychld degradace PTFE t&snéni
pistu. Toto té€snéni bylo proto nahrazeno té€snénim z materialu UHMWPE, se kterym bylo
mozné dlouhodobé pracovat pfi tlacich do pfiblizn€ 25 MPa. Vyssi tlakové odolnosti, pfiblizné
35 MPa, bylo dosazeno s pouzitim originadlni PEEKové¢ stiikacky s plunzrovou konstrukei
(UHMWPE tésnéni na vstupu plunzru do valce).

5.1.4 Gradientova separace V rezimu konstantniho tlaku

Schopnost navrzeného chromatografického systému realizovat gradientové separace pfi
konstantnim tlaku byla demonstrovana na gradientové separaci modelové smési nitroesterd.
Smés byla separovana gradientem aceton-voda, vytvoteného postupnym nasatim 30, 5 a 15 pl
smési o slozeni 60/40, 35/65 a 10/90 aceton/voda (v/v) do 0,45%400 mm kapilary pii pritoku
50 pl/min. Zkraceni doby analyzy v porovnani s rezimem konstantniho priitoku dobte ilustruje
obrazek 17. Cas separace byl v tomto piipadé zkracen o 7 %.
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Obrazek 17 — Gradientova separace smési nitroestert pii (a) konstantnim pratoku 0,7 pl/min
a pti (b) konstantnim tlaku 23 MPa; Znazornény jsou (a) zmény tlaku v rezimu konstantniho
prutoku a (b) zmény pritoku v rezimu konstantniho tlaku. Profil gradientu aceton-voda byl
zaznamenan pii vinové délce 230 nm. Pouzito z Ref. [161] se souhlasem vydavatele.
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Obrazek 18 — Gradientova separace 0,3 ul smési nitroesterd (EGDN, DEGDN, NG — 5 mg/I,
PETN — 50 mg/l) rozpusténych ve smési aceton/voda 10/90 (v/v); Kolona: Kinetex PFP 5 pm
0,1x120 mm, Gradient mobilni fdze vytvofen nasatim 30, 5 a 15 pl smési o slozeni 60/40, 35/65
a 10/90 aceton/voda (v/v) do 0,45x400 mm kapilary, 10ul izokraticky usek odstranén. Tlak
20 MPa, teplota 27 °C. Pouzito z Ref. [161] se souhlasem vydavatele.

Dobrou opakovatelnost této separace v médu konstantniho tlaku ilustruje obrazek 18. Retenéni
objem byl odvozen od pohybu pistu a relativni smérodatna odchylka byla mensi nez 0,8 %.
Jelikoz je v modu konstantniho tlaku separace zaznamenana v objemovych jednotkdch misto
jednotek ¢asovych, malé zmény permeability kolony nemaji na opakovatelnost vysledka vliv,
jak demonstruje obrazek 19, zobrazujici separaci pii riznych hodnotach konstantniho tlaku.
Uvedené vysledky jednoznacné potvrzuji schopnost navrzeného chromatografického systému
spravné a opakovatelné pracovat v rezZimu dodavani mobilni faze pfi konstantnim tlaku.
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Obrazek 19 — Gradientova separace nitroesterti; Porovnani chromatogramt v (a) ¢asovém a
(b) objemovém méfitku. Pouzito z Ref. [161] se souhlasem vydavatele.

3 a
© ! 1
25000 1 3 $ a) 000 8 [ b)
g0y @ g 2 2000 o % 8
" 15000 o ?} ;‘ 2 § §
& 10000 ~
£ * 3 S g £ 1000 - l 2
0 - - L — 0 - — - : .
1200 1400 1600 1800 2000 1200 1400 1600 1800 2000 2200
m/z m/z
3500 - c) 1600 - d)
3000 spot no. 69 1400 -
- = l spot no. 64
2500 1 1200 ’
l spot no. 65
1000
& 200 1 £
c € 800 ¢
i 1500 " ol ziod i . spot no. 53
600
1000 1 spot no. 38 800 -
500 200 -
spot no. 29 spot no. 40
0 - v v J 0 - - ’ 2 \
1200 1400 1600 1800 2000 1200 1400 1600 1800 2000 2200
m/z m/z

Obrazek 20 — MALDI-MS spektra glykani odstépenych z (a) RNazy B a (b) higG a
hmotnostni spektra jednotlivych frakei HILIC separaci glykanti odstépenych z (¢) RNazy B a
(d) hlgG.
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5.2 Miniaturizovany kapilarni kapalinovy chromatograf jako zaklad
jednoduchych dvourozmérnych separénich systémui

5.2.1 HILIC-MALDI-MS - nastroj pro analyzu glykant

Glykoproteiny hraji vyznamnou roli v riznych biologickych funkcich, a proto reprezentuji
zajimavou skupinu latek pro farmaceuticky pramysl. Jejich terapeuticka aktivita vSak zavisi na
specifické glykoformé. Monitorovani glykosylace pii produkci relevantnich 1éCiv je proto
nezbytnou soucasti vyrobniho procesu a jsou zde vyzadovany efektivni analytické postupy.

V ramci dizertaéni prace byla testovana metoda pro HILIC-MALDI-MS analyzu glykant
enzymaticky odstépenych z hovézi ribonukleazy B (RNaza B) a lidského imunoglobulinu G
(hIgG) vyuzivajici miniaturizovany kapalinovy chromatograf ve spojeni s nizkonakladovou
automatizovanou depozi¢ni jednotkou. Pro eluci glykant byl ptipraven gradient 80/20-60/40
acetonitril/voda (v/v) s ptidavkem octanu amonného a pro MALDI-MS analyzu byla pouzita
matrice super-DHB, jak bylo popséano v ¢asti 4.2.1.

Obrazek 20 znazoriiuje hmotnostni spektra neseparovanych smési glykanti z RNazy B
(obrazek 20a) respektive z hlgG (obrazek 20b) a hmotnostni spektra ziskana po analyze spoti
deponovanych po HILIC separaci (obrazek 20c,d). Chromatografické rozliSeni mezi
jednotlivymi glykany bylo dostate¢né (3-10 spotii) a jednotlivé glykany byly detekovany ve 3-
5 frakcich. Lze tedy konstatovat, ze testovana kapilarni kolona na bazi kiemenného monolitu
modifikovaného [2-(methacryloyloxy)ethyl]-dimethyl-(3-sulfopropyl)-ammonium
hydroxidem, je vhodna pro vysokoucinnou HILIC separaci glykant.

Popularita HILIC chromatografie v poslednich letech vyznamné vzrista a spojeni HILIC
s MALDI-MS analyzou pifedstavuje novy smér pro studium glykosylace proteint. Metoda
vyuZivajici kapilarni monolitickou kolonu spojenou s automatizovanym sbérem frakci na
MALDI desku se jevi jako vhodny nastroj pro tuto oblast. Hlavnim nedostatkem zde testované
metody byl pomérné vysoky detek¢ni limit pro studované glykany, ktery odpovidal ptivodni
koncentraci glykoproteinu ptiblizné 0,1 g/l. Jako duvod lze uvazovat nizkou rozpustnost
glykant v roztoku s vysokym podilem acetonitrilu a obecné znamou nizkou u¢innost ionizace
téchto latek. V koneéném dusledku vsak toto nemusi byt vyznamnou piekazkou pro vyuziti
navrhované metody ve farmaceutické vyrobé, kde lze predpokladat vysoké koncentrace
glykoproteinu v monitorovaném vzorku.

5.2.2 Dvourozmérna off-line CIEF-cLC separace peptidi

Smés peptidi ziskanych tryptickym Stépenim BSA byla separovdana s vyuzitim
poloautomatizovaného off-line spojeni experimentalni cIEF platformy s miniaturizovanym
kapalinovym chromatografem. Separace peptidl dle rozdilnych izoelektrickych bodt v prvnim
separa¢nim rozméru, cIEF, je znazornéna na obrazku 21. Po 60 minutach fokusace byl obsah
separacni kapilary mobilizovan pfi pratoku 10 pl/h a jednotlivé frakce byly davkovany na
monolitické kolony pies selekéni ventil. Po ukonceni frakcionace byly kolony postupné
zapojeny do miniaturizovaného kapalinové-chromatografického systému a byl aplikovan
gradient mobilni faze voda-acetonitril. Chromatograficka separace peptidii obsazenych
Vv jednotlivych frakcich je znazornéna na obrazku 22.
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Obrazek 21 — cIEF tryptického digestu BSA; 60 minutova fokusace, 30 kV, separa¢ni kapilara
— 0.075%570 mm, pokryti vnitini stény hydroxymethylpropylcelulozou; mobilizace 10 pl/h,
frakce davkovany na zachytné C18 kapilarni monolitické kolony 0,1x10 mm.

Absorbance 214 nm [mAU|

600 -

500 +

2

S

2

100

Frakce 6
Frakce 4
Frakce 3 h
w
Frakee 1 ‘Jn\-\\_ M
T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

Retenéni £as (min)

Obrazek 22 — Separace peptidu frakcionovanych v CIEF v podminkach RPLC. Separace na
kapilarni monolitické koloné¢ 0,110 mm, 0,2 pl/min gradient mobilni faze (20-40 % v/v
voda/acetonitril + 0.1 % v/v TFA) vytvofeného a uchovaného v naklonéné 100ul stiikacce.
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Pikovéa kapacita prvniho rozméru je v uvedené konfiguraci ddna poctem nasbiranych frakei,
tedy 6. Pikova kapacita gradientové RPLC separace ve druhém rozméru byla ptiblizné 55.
Kombinaci popsanych podminek byla realizovana off-line 2D separace peptidii s pikovou
kapacitou 6x55 =330, v ¢ase 7,4 hodin (v¢etn¢ 60 minut fokusace a 5 minut regenerace kolony
pred kazdou analyzou). Produktivita metody tedy byla 45 pika za hodinu.

Je mozné uvazovat nékolik ptistupt k dosazeni vyssi hodnoty pikové kapacity v popsaném
systému. Prvni moznosti je vyuziti vSech 10 porti selekéniho ventilu a zvyseni poctu frakei na
10. Pikova kapacita by tedy vzrostla na 10x55 = 550. Vyznamné by ale také vzrostl cas analyzy,
na 11,4 hodin. Produktivita by vSak ziistala prakticky nezménéna, 48 pikii za hodinu.
Vhodnéj$im zpiisobem je proto zvySeni pikové kapacity separace ve druhé dimenzi pii
zachovani doby separace, naptiklad pouzitim G¢inné&jsi kolony v kombinaci s vyssim tlakem a
teplotou. Pokud budeme uvazovat vysokou€innou cLC separaci, kdy pozorujeme piky o
priamérné Sifce 10 vtetin, bude pikova kapacita hodinové analyzy ve druhém rozméru ptiblizné
360. Celkova pikova kapacita by tedy vzrostla na 6x360 = 2160, tedy 6,5 krat vyssi hodnotu
dosazenou v nezménéném Case. Pti vyuziti kombinace obou pfistuptl, bude teoretickd pikova
kapacita, dosazitelnd v daném off-line spojeni cIEF a cLC 10x360 = 3600, v ¢ase 12,25 hodin
(~300 pikt za hodinu).
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Obrazek 23 — Reakce prutoku méfeného za D1 kolonou 0,1x100 mm, 3,5 um ZIC-HILIC na
1,5-minutové tlakové pulzy 15 MPa; RSD objemu pifevedeného do druhé dimenze (n=10)
3,3 %.
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5.2.3 2D-LC platforma

V této praci byl pro realizaci jednoduché 2D-LC platformy uplatnén pfistup, kdy je
prostfednictvim tlakového pulzu vytlacen diskrétni objem kapaliny z prvniho separa¢niho
rozméru. Tento je davkovan do druhé dimenze na zachytnou kolonu a zachycené analyty jsou
posléze eluovany a separovany ve druhé dimenzi v gradientovém maodu.

Schopnost navrzeného systému opakovatelné vytvaiet tlakové pulzy a davkovat tak frakce
z prvniho do druhého separacniho rozméru je demonstrovana na obrazku 23, na kterém je
zobrazena reakce prutoku roztoku acetonitril/voda 90/10 (v/v) na tlakové pulzy 15 MPa o Sifce
1,5 min. Prutok byl méfen za kapilarni kolonou (0,1x100 mm, ZIC-HILIC 3,5 um). Relativni
smérodatnd odchylka plochy pulzu (davkovaného objemu) po integraci zaznamu byla
stanovena na 3,3 %.

Obrazek 24 znazoriuje situaci, kdy ma mobilni faze z prvni dimenze nizkou elu¢ni silu ve
druhé dimenzi. Nitroglycerin byl z prvni dimenze eluovan roztokem acetonitril/voda 10/90
(v/v) a je patrné, Ze byl efektivné zakoncentrovan (frakce ~1pul) na C18 zachytné koloné
(0,1x10 mm, Kinetex EVO 5 um) vlivem nizké eluéni sily roztoku acetonitril/voda 10/90 (v/v)
ve druhé dimenzi. V piipadé, Ze je mobilni faze z prvni dimenze schopna eluovat analyt i ve
druhé dimenzi, nastava situace zobrazena na obrazku 25a. Nitroglycerin zde byl z prvni
dimenze eluovan roztokem acetonitril/voda 50/50 (v/v). Je patrné, ze tento analyt nebyl na
zachytné kolon¢ zakoncentrovan, ale vznikla relativné Sirokd zona majici za nasledek nizkou
uc¢innost ve druhé dimenzi.

Pro zvyseni retence nitroglycerinu na ptfedkolonce, byl tok mobilni fize z prvni dimenze
nafedén tokem vody v poméru pfiblizné 1:10. Uzké piky na obrazku 25b indikuji dostate¢ni
narust retence nitroglycerinu, ktery tak byl z davkované frakce efektivné zafokusovan na
zachytné koloné druhé dimenze. Z obrazku je ¢aste¢né patrné, Ze plocha piki po nafedéni frakce
poklesla. Tento pokles indikuje, Ze na zachytnou kolonu byla z prvni dimenze nadavkovana
frakce o mens$im objemu. Vysvétleni je jednoduché. Vlivem piidavného toku vody totiz
Castecné vzrostl hydraulicky odpor, a jelikoz je prvni dimenze realizovana v podminkach
konstantniho tlaku, umémé zde poklesl prutok mobilni faze. Z celkového pohledu toto
nepiedstavuje prekazku, jelikoz v uvedeném systému je kliCovad zejména opakovatelnost
frakcionace a skutecny objem frakce mize byt doladén zménou §itky tlakového pulzu, ptipadné
zménou tlaku.

Spravnost funkce uvazovaného konceptu 2D-LC systému byla jesté potvrzena dvourozmérnou
separaci testovaci smeési péti peptidi v systému HILIC-RPLC, kterd je znazornéna na
obrazku 26. Davkovani roztoku vzorku peptidi do 2D-LC systému bylo realizovano manualné,
naplnénim vnitiniho objemu selekéniho ventilu, spojujiciho sousedni porty. Davkovany objem
¢inil pfiblizné 60 nl (RSD plochy piku pii davkovani acetonu byla stanovena na 3 %).

Peptidy byly z DI kolony (0,1x100 mm ZIC-HILIC 3,5 pm) eluovany roztokem
acetonitril/'voda/100 mM CH3COO'NH4" 60/45/5 (v/v/v). Pro davkovani frakci do druhé
dimenze byly aplikovany dvouminutové 20MPa tlakové pulzy.
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Obrazek 24 — Opakované davkovani roztoku acetonitril/voda 10/90 (v/v) s obsahem NG
0,01 g/l z prvni do druhé dimenze; Aplikace minutovych tlakovych pulzt 20 MPa. Eluce
ve druhé dimenzi roztokem acetonitril/voda 50/50 (v/v), 1 pl/min. Teplota 27 °C. Detekce 210
nm. RSD plochy pikt (n=10) 4 %.
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Obrazek 25 — (a) Opakované davkovani roztoku acetonitril/voda 50/50 (v/v) s obsahem NG
0,01 g/l z prvni do druhé dimenze; (b) On-line fedéni frakce vodou v piiblizném poméru 1:10;
Aplikace minutovych tlakovych pulzi 20 MPa. Eluce ve druhé dimenzi roztokem
acetonitril/voda 50/50 (v/v), 1 ul/min. Teplota 27 °C. Detekce 210 nm.
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Obrazek 26 — (a) HILIC separace smési peptidi a znazornéni frakce davkované do druhé
dimenze; Kolona 0,1x100 mm ZIC-HILIC 3,5 um, mobilni faze acetonitril/voda/100 mM
CH3COO'NH4" 60/35/5 (v/v/v), eluce pii konstantnim tlaku 20 MPa. (b) RPLC separace frakce
nadavkované z prvni dimenze dvouminutovym tlakovym pulzem 20 MPa; on-line natedéni
frakce vodou v poméru 1:10, fokusace na predkoloné 0,1x10 mm Kinetex EVO C18 5 um,
separace na koloné¢ 0,1x100 mm Kinetex EVO C18 5 um gradientem 5/95 — 40/60
acetonitril/voda (v/v), 1 ul/min, teplota 28 °C, detekce 220 nm; 1 - GLY-TYR, 2—-VAL-TYR-
VAL, 3 — Methionin-enkefalin acetat, 4 — Leucin-enkefalin, 5 — Angiotenzin II acetat.

Pikovou kapacitu popsaného 2D-LC systému lze odhadnout jako nasobek poctu frakei
pievedenych z prvni dimenze a pikové kapacity separace ve druhé dimenzi. Rozdéleni separace
prvni dimenze na vysoky pocet frakci neni pfili§ vyhodné, jelikoZ se tim znacné prodlouzi
celkovd doba 2D-LC analyzy. Pokud budeme pro separaci v prvni dimenzi uvazovat 15ul
gradient, systém je schopen vytvofit napf. 10 individudlnich 1,5pl frakci. V realizovaném
experimentu (obrazek 26b) byla pikova kapacita separace v ~15min gradientu ve druhé
dimenzi piiblizné 33. Za téchto podminek by teoreticka pikova kapacita 2D-LC separace
dosahla hodnoty 10x33 = 330 v ¢ase priblizné 3,3 hodiny, tedy 100 pika za hodinu. Pfi realizaci
hodinové analyzy ve druhém rozméru s pikovou kapacitou 360, Ize pro ortogonalni separace
uvazovat teoretickou pikovou kapacitu 10x360 = 3600, v ¢ase 10,9 hodiny (330 pikd za
hodinu).

Nevyhodou frakcionace aplikované v prvni dimenzi, kdy objem frakce je vétsi nez objem piku,
je skutecnost, ze dochazi ke ztraté¢ chromatografického rozliseni dosazeného v prvni dimenzi a
bez vyuziti druhého detektoru, nelze ziskat zaznam separace v prvnim rozméru. V porovnani s
nékolikandsobnym vzorkovanim piku, kdy zaznam separace v prvnim rozméru lze zpétné
zrekonstruovat, je zde pouzity pfistup vyhodné€jsi z hlediska nizSich limitd detekce.
V navrzeném systému je totiz pik rozdélen nanejvys do dvou frakci, z nichz jedna vzdy zahrnuje
minimalné 50 % objemu piku. Nedochazi tedy k tak vyznamnému ztedéni piku pfi pfenosu
mezi dimenzemi.
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6 ZAVER

V dizertacni praci byla studovana problematika vicerozmérnych separaci v kapalné fazi. Na
zakladé studia relevantnich ptivodnich praci, byl v teoretické ¢asti prace shrnut soucasny stav
poznani v této problematice. Uvedeny byly zpisoby hodnoceni pikové kapacity a ortogonality
separacnich systému. Diskutovany byly rtizné pfistupy k realizaci dvourozmérnych separaci
zalozené na kombinaci riznych separa¢nich mechanismi a rovnéz vyznam hmotnostni
spektrometrie jako dalsi dimenze.

V experimentdlni ¢asti prace byla feSena konstrukce zjednodusené¢ho miniaturizovaného
kapalinového chromatografu. Tento koncept, vyvinuty ptivodné jako izoktraticky systém, byl
roz$ifen o moznosti pfipravy gradientl mobilni fdze. Spravna a opakovatelna funkce systému
byla demonstrovana na gradientové separaci smési alkylfenont a peptidu z tryptického digestu
BSA a smési nitrolatek v rezimech konstantniho prutoku i konstantniho tlaku.

Vyvinuty miniaturizovany LC systém byl pouzit jako zdklad nékolika dvourozmérnych
separacnich platforem. V kombinaci s nizkonékladovou jednotkou pro depozici na MALDI
desky byl systém vyzit pii ovéfovani HILIC-MALDI-MS metody pro analyzu glykani
enzymaticky uvolnénych z hovézi RNézy B ¢i lidského imunoglobulinu G. Dale byla
provedena dvourozmérna separace peptidi z tryptického digestu BSA na jednoduché platformé
vyuzivajici off-line spojeni kapilarni izoelektrické fokusace s vyvinutym gradientovym
miniaturizovanym LC systémem. Na zakladé¢ popsanych vlastnosti miniaturizovaného LC
systému byla navrzena a sestavena 2D-LC platforma umoziujici realizaci dvourozmérné
kapalinové chromatografie v modech IECXRPLC, RPLCxXRPLC a HILICxRPLC. Byla
demonstrovana spravna funkce systému pti pievodu frakci z prvniho separa¢niho rozméru do
druhé dimenze, efektivni zachyt analytl na zachytné koloné a ucinna separace ve druhé
dimenzi.

Vsechny demonstrované jednoduché separacni platformy lze oznadit za funk¢ni a relativné
levné alternativy k tradiénim systémiam. Navrzené platformy jsou relativné snadno proveditelné
a miZou byt uzitecné vSude tam, kde je poZadavek na realizaci dvourozmérné separace a kde
chybi odpovidajici specializovand instrumentace (napi. studenti vysokych Skol). Na druhé
stran¢ je nutno uvést, Ze prezentované konfigurace nejsou bez nedostatkli. NavrZeny
miniaturizovany kapalinové-chromatograficky systém naptiklad neni pfili§ vhodny na
davkovani nanolitrovych objemi vzorku. Fyzicky je moZzné takto malé objemy do systému
davkovat, dochazi ale k zna¢nému nafedéni ve vnitinim objemu pouzitého selek¢éniho ventilu.
Je proto lepsi davkovat Vvétsi objemy vzorku a vyuzit vyhod fokusac¢niho efektu. Jednoduchy
princip funkce systému rovnéZ nedovoluje ptipravu jakéhokoliv profilu gradientu mobilni faze,
i kdyz toto je ¢aste¢n¢ mozné vhodnou volbou slozeni vstupnich roztokd. Z principu funkce
také vyplyva omezeni pro objem gradientu, ktery lze pfipravit. [ navzdory témto nedostatkiim,
pfedstavuji popsané konfigurace vyznamné zjednoduSeni kapalinové-chromatografické
instrumentace pii zachovani vSech zékladnich funkci.
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9 SEZNAM ZKRATEK

APCI

APPI

BSA

CAD

CEC

clEF

cLC

CZE

ELSD

GPC

HILIC

HPCE

HPLC

ICR

atmospheric pressure chemical ionization

chemicka ionizace za atmosférického tlaku

atmospheric pressure photo ionization

foto ionizace pii atmosférickém tlaku

bovine serum albumine

hovézi sérovy albumin

charged aerosol detector

detektor nabitého aerosolu

capillary electrochromatography

kapilarni elektrochromatografie

capilary isoelectric focusing

kapilarni izoelektricka fokusace

capillary liquid chromatography

kapilarni kapalinovéa chromatografie

capillary zone electrophoresis

kapilarni zonova elektroforéza

evaporative light scattering detector

detektor rozptylu svétla
gelova permeacéni chromatografie

hydrophilic interaction chromatography

hydrofilni interakéni chromatografie

high performance capillary electrophoresis

vysokoucinna kapilarni elektroforéza

high performance liquid chromatography

vysokoucinna kapalinova chromatografie

ion cyclotron resonance

iontova cyklotronova rezonance
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IEC

19G

ITP

LC

MALDI

MEKC

MS

MW

NPLC

PAGE

PAHs

PCBs

PCDDs

PCDFs

ion-exchange chromatography

iontoveé-vymeénna chromatografie
imunoglobulin G

ion trap

iontova past

isotachophoresis

izotachoforéza

liquid chromatography

kapalinova chromatografie

matrix assisted laser desorption ionization

matrici asistovana desorpce a ionizace laserem

micellar electrokinetic chromatography

micelarni elektrokineticka chromatografie

mass spectrometry

hmotnostni spektrometrie

molecular weight

molekulova hmotnost

normal-phase liquid chromatography

kapalinova chromatografie na normdlnich fazich

polyacrylamide gel electrophoresis

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Polycyclic aromatic hydrocarbons

polycyklické aromatické uhlovodiky

Polychlorinated biphenyl
polychlorované bifenyly

Polychlorinated dibenzodioxins

polychlorované dibenzodioxiny

Polychlorinated dibenzofurans
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PEEK

PEG

PTFE

RPLC

RSD

TOF

UHMWPE

UHPLC

UPLC

WQOS

polychlorované dibenzofurany
polyether ether keton
polyethylenglykol
polytetrafluoroethylen

reversed-phase liquid chromatography

kapalinova chromatografie na obracenych fazich

relative standard deviation

relativni smérodatna odchylka

time of flight

doba letu

ultrahigh molecular weight polyethylene
ultrahigh-pressure liquid chromatography
ultra performance liquid chromatography
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