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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva vyuzitim dvourozmérné kapalinové chromatografie jako pokrocilé
separacni techniky pro analyzu komplexnich smési. Prace se vénuje 2D-LC instrumentaci,
metodam zakoncetrovani frakci a minimalizaci problému pii pfevodu frakci mezi dimenzemi.
Popsana je také fokusace pomoci elektrického proudu jako koncentra¢ni technika pro zvyseni
rozliSeni a meze detekce latek. Experimentalni ¢ast se zaméfuje na optimalizaci podminek
pro pouziti tfismyckového modulatoru pro ptenos a fokusaci frakei z prvni do druhé dimenze

a hodnoti vliv této fokusace na separaci ve druhé dimenzi.
KLICOVA SLOVA

Dvourozmérna kapalinovd chromatografie, tfismyckovy moduldtor, fokusace latek

v elektrickém poli

TITLE
Three loop modulator for transfer fractions in two dimensional liquid chromatography
ANNOTATION

The diploma thesis focuses on the use of two-dimensional liquid chromatography
as an advanced separation technique for the analysis of complex mixtures. The 2D-LC
instrumentation, methods of fraction concentration, and strategies to minimize issues during the
transfer of fractions between dimensions are described in the theoretical part of the thesis.
Additionally, the use of electric current-based focusing is described as a concentration
technique to enhance resolution and detection limits. The experimental part is dedicated
to optimizing the conditions for the use of a three-loop modulator for the transfer and focusing
of fractions from the first to the second dimension and assesses the effect of focusing

on the separation performance in the second dimension.
KEYWORDS

Two dimensional liquid chromatography, three-loop modulator, focusation of analytes
in electric field
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Seznam zkratek a znacek

Do, prvni dimenze

ID-LC........... jednodimenziondlni kapalinova chromatografie (One Dimensional Liquid
Chromatography)

2 D JUR druh4 dimenze

2D-LC........... dvoudimenziondlni kapalinova chromatografie (Two Dimensional Liquid
Chromatography)

AgC..nenne. argentacni chromatografie (Argentation Chromatography)

CE.eeen. kapilarni elektroforéza (Capillary Electrophoresis)

CEC.....cccce... kapilarni elektrochromatografie (Capillary Electrochromatography)

CGE .............. kapilarni gelova elektroforéza (Capillary Gel Electrophoresis)

CIEF.............. kapilarni isoelektricka fokusace (Capillary Isoelectric Focusing)

CITP.............. kapilarni izotachoforéza (Capillary Isotachophoresis)

CZE............... kapilarni zonova elektroforéza (Capillary Zone Electrophoresis)

DAD ............. detektor diodového pole (Diode Array Detector)

EFGF ............ fokusace gradientem elektrického pole (Electric Field Gradient Focusing)

EOF............... elektroosmoticky tok (Electroosmotic Flow)

HIC................ chromatografie = hydrofobnich  interakci  (Hydrophobic  Interaction
Chromatography)

HILIC............ chromatografie hydrofilnich interakci (Hydrophilic Interaction Liquid
Chromatography)

HPLC ............ vysokou¢innd kapalinovad chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography)

Lo, elektricky proud

IEC....ccovene. iontové vyménna chromatografie (Ion Exchange Chromatography

IEF ... isoelektricka fokusace (Isoelectric Focusing)



Kfeoeoereeiaianne, reten¢ni faktor prvniho piku (retention Factor of First peak)

Kieeroooieaaienane, retencni faktor posledniho piku (retention Factor of Last peak)

Do délka

LC-LC........... dvoudimenzionalni kapalinova chromatografie (single heartcutting)
LCxLC.......... dvoudimenzionalni kapalinova chromatografie (comprehensive)

LCCC............ kapalinova chromatografie za kritickych podminek (Liquid Chromatography at

Critical Conditions)

MEKC........... micelarni  elektrokinetickd ~ chromatografie =~ (Micellar  Electrokinetic
Chromatography)

mLC-LC........ dvoudimenzionalni kapalinova chromatografie (multiple heartcutting)

MS...cooin. hmotnostni spektrometr (Mass Spectrometry)

Foeeeeeeiieeeeennns pocet méteni

Nocovvivoiiiniens pocet pater

FIe wevirenereeennnens pikové kapacita

NP .o chromatografie na normalnich fazich (Mass Spectrometry)

P, tlak dusiku

PEEK ............ polyetheretherketon

PEG............... polyethylene glykol

)7 isoelektricky bod

protokat. ........ kyselina protokatechova

(O SRR pratok

RID................ refraktometricky detektor (Refractive Index Detector)

RP..ccvrine chromatografie na reverznich fazich (Reversed Phase Chromatography)

NTA0, aniont-vyménna chromatografie (Strong Anion Exchange)

SCX.oovoveine kationt-vyménna chromatografie (Strong Cation Exchange)



SEC....ccceeueene. velikostné vylucovaci chromatografie (Size Exclusion Chromatography)

sLCxLC ........ dvoudimenzionalni kapalinova chromatografie (selective comprehensive)
syring. ........... kyselina syringova

oo, cas

Hoveeoeeeiieeeens reten¢ni Cas prvniho piku (retention Time of First peak)

ok, oveverenennns cas fokusace

by wrrrnrinininnnns Cas gradientu (gradient time)

Ueveeereeeereeennnns retencni ¢as posledniho piku (retention Time of Last peak)

Ny wovererenenennn, ¢as aplikace dusiku

TSM............. Ttismyckovy modulator

UV-VIS........ detektor ultrafialového a viditelného spektra (Ultraviolet—Visible Detector)
| objem

W oieeeeeeeeenn prumérna Sirku piku

WAX............. slaba aniontova vyména (Weak Anion Exchange)

WCX............. slaba kationtova vyména (Weak Cation Exchange)

AQ oo, rozdil pratokt



UvVOD

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je nepostradatelnou soucasti modernich
analytickych metod. V soucasné dobé se neustdle snizuji meze detekce metod a je proto
nedostacujici k rozdéleni slozitych smési obsahujici stovky sloucenin. Z tohoto diivodu
se dostava do popiedi dvourozmérna kapalinova chromatografie, ktera vyuziva k rozd€leni dva
rozdilné separacni mechanismy. Diky tomuto uspofddani je mozné dosadhnout mnohem vyssi
pikové kapacity nez v jednorozmérné kapalinové chromatografii, coz ndm umoznuje ziskat

komplexnéjsi obraz o sloZeni vzorku.

Ve dvourozmérné kapalinové chromatografii se pouzivaji stejné zékladni prvky jako
v jednorozmérné kapalinové chromatografii, s vyjimkou moduldtoru. Modulator plni funkci
ptevodu frakci z prvni do druhé dimenze. Existuje celd fada modulatort, které se pouzivaji
pouze pro pienos frakci tzv. pasivni modulace. Mimo to jsou zndmé také modulacni techniky,
které umoznuji upravovat frakce béhem prenosu mezi dimenzemi. Tyto modula¢ni techniky
se snazi predevSim vyfesSit problémy spojené spouziti dvou rozdilnych separacnich
mechanismi. Mezi tyto problémy patii naptiklad nekompatibilita mobilnich fazi v prvni
a druhé dimenzi, nadmérné fedéni frakce pii pievodu mezi dimenzemi nebo nedostatecné
vzorkovani frakce druhou dimenzi, coz vede ke ztraté rozliSeni. Tyto problémy lze vétSinou
vyresit pomoci aktivhi modulace. Nadmérné tedéni frakce je mozné vyfesit pomoci
zakoncetrovani frakce pfed nadavkovanim do druhé dimenze. Moznost zakoncetrovani frakce
nabizi tzv. tfismyckovy modulator. Tento typ moduldtoru umoznuje diky tiem smyckam
soucasn¢ plnéni prvni smycky frakci z prvni dimenze, zakoncetrovani frakce v druhé smycce

a davkovani zakoncetrované frakce do druhé dimenze.

Velmi slibny zptsob, jak zakoncetrovat latky nabizi fokusace pomoci elektrického proudu.
Fokusace rozd¢li jednotlivé latky do vysokych a tzkych zon, coz zvrati fedéni frakce a umozni
detekovat i takové latky, které by bez pouZiti fokusace nebylo mozné detekovat. Fokusaci 1ze
provést pomoci metod jako je isoelektrickd fokusace, kapildrni elektroforéza nebo fokusace

gradientem elektrického pole.

Tato préce se zabyva optimalizaci parametrti pro fokusaci frakce a jeji presun do druhé dimenze
pomoci tfismyckového moduldtoru. Déle je zde snaha o porovnani piinosu fokusace

pro analyzu v druhé dimenzi.
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1 Teoreticka Cast

1.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) je nepostradatelnou soucéasti modernich
analytickych metod, a jelikoZ separace latek probihd pouze na jedné chromatografické koloné¢,
bude vtéto praci nazyvadna jako jednodimenziondlni (jednorozmérnd) kapalinova
chromatografie (1D-LC). HPLC je vhodnd pro analyzy léCiv, potravin, latek z tézkého
pramyslu a dalSich [1].

Obrazek 1 znéazoriuje schéma vysokoucinné kapalinové chromatografie. Schéma zacina
u mobilni faze, kterou tvoii dve riizné 1dhve oznacené jako A a B obsahujici rizné rozpoustédla.
Pied vstupem do Cerpadla dochazi k odplynéni mobilni faze v odplyiiovaci, coz zabratuje
tvorb¢ bublinek a zlepSuje piesnost méteni. Rozpoustédla (A, B) se poté smichaji ve sméSovaci
v pozadovaném poméru dle pouzité metody. Tato rozpoustédla jsou pomoci Cerpadel
piecCerpavana do systému pii vysokém tlaku, ktery zajiStuje vysokotlakd pumpa, umoznujici

stabilni a konzistentni tok mobilni faze [2].

pohybliva ¢ast davkovace

—> smér pohybu MF vzorky

davkovac vzorku

Sesticestny ventil

mobilni faze

detektor (UV-VIS)
Cerpadlo A

Cerpadlo B — kolona

sbéra¢ frakci

vialky s frakcemi

Q) z
\ \ smeéSovacd
til
ventt Odplynovac

¢erpadlo

vysokotlaké Cerpadlo

Obrazek 1: Instrumentace HPLC [2]

Dévkovac¢ vzorkl, také zndmy jako ,,autosampler, umoziuje umistit pfesn¢ definovany
objemu vzorku do toku mobilni faze. Vzorek je veden pies Sesticestny ventil, ktery davkuje
vzorek do mobilni fidze a je tak undSen do separacni kolony. V koloné dochazi k separaci
jednotlivych slozek vzorku na zakladé€ jejich rozdilnych interakci se stacionarni fazi. Oddélené

slozky jsou nasledn¢ detekovany detektorem a signal z detektoru je zaznamenan v pocitaci.
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Ze signalu se vytvoii chromatogram, ktery ndm poskytne informace o slozeni vzorku. V ptipadé
preparativni HPLC mohou byt slozky zachyceny pomoci sbérace frakci. Nevyuzité slozky

mobilni faze jsou odvadény do odpadu [2].

1.1.1 Pikova kapacita 1D-LC

Pikova kapacita je parametr pomoci kterého Ize urcit efektivitu separace. Pikovou kapacitu, n,
definujeme jako nejvétsi poCet rovnomérné rozdélenych piki, které je mozné rozd¢lit v pritbé¢hu
jedné chromatografické separace, jez se bere jako ¢asovy rozdil mezi poslednim a prvnim
pikem [3—4]. Pikova kapacita pro izokratickou eluci (analyza béhem které se neméni sloZeni

mobilni faze) lze vypocitat dle rovnice 1 [5].

Rovnice 1: Vypocet pikové kapacity pro izokratickou eluci

\/Nl k41
2 "\l +1

n.=1+

Kde N je pocet pater kolony, kra k; jsou retencni faktory prvniho a posledniho eluujiciho piku.
Izokratickd eluce ma pomérmné nizkou pikovou kapacitu, nebot’ s rostoucim ¢asem separace
dochazi k rozmyvani elucnich zon tedy rozsitovani pika [5]. Z tohoto divodu je vyhodné&jsi
pouzivat gradientovou eluci (zvySovani eluc¢ni sily s Casem), pii které rozsifovani pikli neni tak
markantni. Gradient mize byt teplotni nebo pomoci postupné zmény slozeni mobilni faze.

Pikovou kapacitu pro gradientovou eluci vypocteme dle nasledujicich rovnic 2 a 3 [6].

Rovnice 2: Vypocet pikové kapacity pro gradientovou eluci 1
t—tf

w

n. =

Rovnice 3: Vypocet pikové kapacity pro gradientovou eluci 2

V rovnicich 2 a 3 znamend w pramérnou Sitku piku (definuje se také jako Ctyfnasobek
standardni smérodatné odchylky piku), t, je Cas gradientu, ¢; a t; jsou reten¢ni Casy posledniho
a prvniho piku chromatogramu. Pikovou kapacitu, tedy ovliviiuje hlavné ¢as gradientu a Sitka
piku. Pro zlepSeni pikové kapacity je mozné zvysit ¢as gradientu, zvysit u¢innost kolony nebo

se pokusit zamezit rozmyvani piki pomoci vhodnéjsi kolony a podminek separace [6].

David Giddings v roce 1967 piedstavil statisticky model piekryvani pikl (Statistical Model
of Overlap — SMO), ktery poskytuje teoreticky zdklad pro nedostacujici schopnost rozd¢lit
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viceslozkové smési pii jednorozmérné separaci. Z této teorie vyplyva, Ze jednorozmérna
chromatografie casto neni dostatecné ucinnd krozdéleni vétstho mnozstvi sloucenin,
protoze pikova kapacita byva piili§ nizka. Ze statistického modelu prekryvani vyplyva, ze pii
separaci 100 latek pomoci jednorozmérné separace s pikovou kapacitou 100 a Casem separace
30 minut bude primérné pozorovano pouze 37 pika. Z téchto 37 pozorovanych pika bude

odpovidat jedné latce jen 18 pikli. Ostatni slouceniny budou rtizné koeluovat [7].

Pokud je pocet separovanych slozek vyssi nez 10-20 dochazi cCastéji k prekryvani pikda,
coz zhorsuje schopnost rozlisit a identifikovat slozky smési. Také velké rozdily v koncentracich
jednotlivych slozek smési zhorSuji rozliSeni, ztohoto diivodu je lepsi analyzovat slozky

o podobné koncentraci nebo zvysit pikovou kapacitu analyzy [7].

Teorie SMO ukazuje, Ze k u¢inné separaci slozitych smési je nutna vysokd pikova kapacita.
V jednorozmérné kapalinové chromatografii (1D-LC) s tlakem do 600 bar je obtizné dosdhnout
pikové kapacity vyssi nez 500 u peptidovych smési a 200300 u menSich molekul s béznou

dobou analyzy (30—60 minut) [7].

Statisticky model piekryvani podporuje pouziti dvourozmérnych separaci ke zvySeni pikové
kapacity, protoze umoznuji dosdhnout mnohem vysSich hodnot potfebnych pro efektivni

rozliseni slozitych smési [7].

1.1.2 Typy HPLC

Kapalinovou chromatografii mtizeme rozdé¢lit dle principu separace. Nejcastéji se rozliSuje
chromatografie na normalni fazi a na reverzni fazi, dalsi déleni dle principu separace je popsano
nize. Chromatografie na normalni fazi (NP) pouziva polarni stacionarni faze, nejcastéji silikagel
nebo oxid hlinity, s nepolarni nevodnou mobilni fazi (toluen, hexan). Je vhodna pro latky
nepolarni, a tedy nerozpustné ve vod¢, nejméné polarni latky budou eluovat nejrychleji, zatimco

polarngjsi latky opusti kolonu mnohem pozdéji [7—9].

Chromatografie nareverzni fazi (RP) je pravym opakem normalni faze. Stacionarni faze
je nepolarni (modifikovany silikagel napt. oktadecylem) a mobilni faze je polarni (ultra Cista
voda, acetonitril, metanol). Chromatografie nareverzni fazi se stala velmi pouzivanou
pro schopnost rozdélit slouceniny rozpustné ve vodé a polarnich rozpoustédlech, také

pro dostupnost velkého mnozstvi kolon a mobilnich fazi [7—9].

Dalsi typem HPLC je hydrofobni interakéni chromatografie (HIC). Jedna

se o chromatografickou techniku pouzivanou k purifikaci biomolekul, zejména proteind.
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Funguje na principu snizovani rozpustnosti hydrofobnich oblasti proteinti ve vodném prostiedi
pfi vysoké koncentraci soli, coz vede k jejich vazbé na hydrofobni stacionarni fazi. Eluce
probihéd postupnym snizovanim koncentrace soli, coz umoziuje Setrnou separaci biomolekul
pii zachovani jejich nativni struktury. Jeji selektivita je oproti RP-LC rozdilna, coz Cini tuto
techniku atraktivni pro 2D-LC. Nicméné HIC neni moc vhodna pro 2D-LC, protoze vyzaduje
pomalé gradienty soli [10—11].

HILIC chromatografie neboli chromatografie hydrofilnich interakcich je typ chromatografie,
kde se pouziva polarni stacionarni faze (napft. silikagel) v kombinaci s mobilni fazi obsahujici
organickou slozku (nejcastéji vice nez 50 % acetonitrilu) a vodu. Velmi Casto se vyuziva
gradient, ktery zacind na 95 % acetonitrilu a 5 % vody a postupné se zvySuje obsah vody
v mobilni fazi, coZ umoznuje rozdéleni i silné zadrzovanych latek. HILIC chromatografie
umoziuje vyplnit mezeru mezi nevodnou chromatografii na normalnich fazich a vodnou

chromatografii s reverzni fazi [12].

Iontové-vyménna chromatografie predstavuje separacni techniku vyuzivajici elektrostatické
interakce mezi ionty analyzované latky a nabitymi funkénimi skupinami navézanymi
na stacionarni fazi. Kationt-vyménna chromatografie (SCX) zachytava kationty na negativné
nabitych mistech stacionarni faze, zatimco aniont-vyménna chromatografie (SAX) vaze
anionty na kladné nabité funkéni skupiny. Uginnost separace je ovlivnéna nabojem a velikosti
jontt. Cim vy$§i je naboj a mensi polomér, tim silngjsi je vazba. K uvolnéni zachycenych ionti
dochdzi zménou parametri mobilni faze, napiiklad Gpravou pH, zvySenim koncentrace
konkurenénich ionti nebo zménou teploty. Tato metoda se nejcastéji uplatiiuje v analyze vody,
farmaceutickém prtimyslu, biochemii ¢i potravinarstvi, kde se vyuziva k separaci sacharidi,
proteini a dalSich iontovych slozek, také je vhodna pro analyzu aminokyselin a biologickych

vzorkt [9].

Ve vyluCovaci chromatografii (SEC) je staciondrni faze tvotfena sférickymi, poréznimi
Casticemi, které umoziuji oddélovani molekul dle jejich velikosti. Aby se minimalizovaly
mozné interakce mezi analytem a kolonou, jsou vSechny komponenty inertni.
Casto se pouzivaji povrchové modifikace, naptiklad derivatizace s hydrofilnimi silany nebo
funk¢énimi skupinami (dioly). V bézné SEC se pouzivaji velké kolony (napt. 3008 mm)
naplnéné Casticemi o velikosti 5 pm pfi nizkych pritocich a tlacich, z téchto divodu analyza
trvd 25—40 minut. Jako mobilni faze se pouzivaji pufry s pH mezi 6,2 a 7,5, pti¢emz nejbéznéji

se pouziva fosfatovy pufr (50—200 mM).
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Déle se casto pridava znacné mnozstvi soli, jako KCl nebo NaCl (200—400 mM), aby

se omezily nezadouci elektrostatické interakce mezi analytem a materialem kolony [13].

Chiralni chromatografie se zamétuje na separaci enantiomerti na zakladé jejich odlisné afinity
k chiralni stacionéarni fazi nebo vyuZziva chromatografii na normalni ¢i reverzni fazi s mobilni
fazi obsahujici chirdlné selektivni aditiva. Chromatografie vyuZzivajici stacionarni fazi
obsahujici jeden enantiomer chiralni slouceniny, umoziuje selektivni zachyceni a oddé€leni
enantiomert. Chiralni stacionarni faze je obvykle pfipravena navazanim chiralni slouceniny
na povrch achirélni latky jako silikagel, ¢imz vznika chirdlni stacionarni faze. Tato metoda

je vhodna pro separaci optickych izomera. [8, 14]

Argentacni chromatografie (Ag-LC), pfedstavuje specifickou formu normdlni fazové
chromatografie. Jeji princip spoc¢iva v pouziti silikagelu, ktery slouzi jako stacionarni faze
a je chemicky modifikovana vodnym roztokem dusi¢nanu stfibrného. Pro eluci analyth
se pouziva organickd mobilni faze, obvykle s piidavkem malého mnozstvi polarniho
rozpoustédla. Klicem k selektivni retenci latek je vznik n—m interakci mezi dvojnymi vazbami
v nenasycenych molekulach analyzovanych slou€enin a pfitomnymi ionty stfibra na stacionarni
fazi. Diky této interakci je separace primarn¢ zaloZena na rozdilech v poctu a poloze dvojnych

vazeb v molekulach, coz ¢ini z Ag-LC G¢innou metodu hlavné pro analyzu lipida [10].

Iontova parova chromatografie (IPC) je analytickd metoda, kterd vyuziva lipofilni ionty
(iontova parova ¢inidla) k separaci rozpusténych organickych a anorganickych iontovych latek
na kolonéch s reverzni fazi. Tato metoda funguje na principu dynamické modifikace povrchu
stacionarni faze sreverzni fazi adsorpci hydrofobnich ionti 2z mobilni faze.
Zasadni pro kontrolu naboje analyzovanych latek a selektivity je pH mobilni faze spolu
s koncentraci iontového parového €inidla. IPC se vyuZziva pro mnoho aplikaci s organickymi
a anorganickymi ionty, neutralnimi latkami nebo amfionty. K separaci se pouzivaji rizné typy
stacionarnich fazi v zavislosti na povaze separovanych slozek, pfevazné se jedna o alkyly
navazané na silikagelu (C18, C8), ale i specializované faze jako C30, fenyl-hexyl, C12 s polarni

skupinou nebo grafitizované uhlikové stacionarni faze k analyze aminoalkoholi [15].

Afinitni chromatografie je separacni technika, kterda vyuzivd vysoce specifické chemické
interakce mezi chromatografickym selektorem a slozkami vzorku. Nejcastéji se jako
imobilizované vazebné latky pouZzivaji proteiny, napiiklad protilatky rozpoznévajici specifické
peptidové sekvence nebo receptory v biologickych systémech. Afinitni chromatografie maze

byt zamétena bud’ na izolaci specifickych slozek vzorku (napt. zachyceni protilatek pomoci
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proteinil) nebo na studium sily vazebné interakce mezi imobilizovanym ligandem a analytem.
Tato metoda se bézné¢ provadi v podminkach blizkych fyziologickému prostfedi, avSak
pro hmotnostni spektrometrii (MS) mohou byt pouZity i alternativni pufry. Prestoze afinitni
chromatografie je pomald a nejCastéji se pouziva jako prvni separani rozmér, pokroky
v monolitické afinitni chromatografii naznacuji jeji budouci potencial pro rychlejsi analyzy

1 v ramci dvourozmérné chromatografie (LCxLC) [10].

V nasledujici tabulce 1 jsou shrnuty typy HPLC zminéné v této kapitole. Je zde popsano,

pro jaké latky jsou jednotlivé typy selektivni a jaké se pouzivaji stacionarni faze.
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Tabulka 1: Prehled typit HPLC [10]

specifické afinity

Mechanismus | Zkratka Selektivita Stacionarni faze
Normalni faze NP Polarita, funkcnl oxid kfemicity (s1!1ka), amino propyl,
skupiny dioly
Hydrofobni, alkyl (uhlovodik: C1 az C30; nejcastéji
Reverzni faze RP délka retézce, C18), uhlikem potaZeny zirkon (nebo
uhlikovy Fetézec grafitovany uhlik), PEG.
Hydrofobni . kratké retézce alkylovych uhlovodiki
interakce HIC Hydrofobni (C4 az C8)
, Hydrofilni, zwitteriontové: sulfobetain, fosfokolin;
Hydrofilni . . . . o
. HILIC polarni Zikladni: amino propyl; neutralni:
interakce . .
charakter diol, amid
SCX: sulfonova kyselina; WCX:
Iontové IEC Naboj, iontové karboxylova kyselina; WAX:
vyménna interakce triethylamin; a SAX: kvartérni
amoniova sil
porézni kuli¢ky (styren —
Molekulova divinylbenzen) ¢i metakrylat
Vylucovaci SEC velikost a (organicka rozpoustédla); Polarni
hmotnost porézni oxid kiemicity (vodné
prostredi)
o | Selektivita na polysacha,rldove d,erlvz,lty (chiralni
Chiralni Chiralni | |, X g 1. karbamat/benzoatové polymery
zakladé chirality . .
celulozy a amylozy)
Stupeil nasyeeni IEC kolony (nap¥. sulfonova kyselina)
Argentacni AgL.C tup asyeenl, | - hebo oxid kiremicity (silika) nasyceny
cis-trans izomery . »
ionty stribra
lontova Hydrofobni,
_ IP potlaceni alkyl (uhlovodik)
parova A
ionizace analytu
Selektivita na stacionarni faze s chemicky vazanymi
Afinitni zakladé Y 4

antigeny nebo proteiny

1.1.3 Instrumentace 1D-LC

Instrumentace HPLC obsahuje zakladni prvky, které se objevuji i ve dvourozmérmé kapalinové

chromatografii. Systém se skladd z Cerpadla, automatického davkovace, termostatu, kolony

a detektoru. Pfed pumpou byva jesté zatizeni pro Gpravu mobilni faze (odplyfiova¢ mobilni

faze, toto zafizeni ma za kol zbavit mobilni fazi plyni) [16].

Klicovym c¢lankem chromatografu je cerpadlo mobilni faze. Pro zajisténi optimalniho vykonu

v kapalinové chromatografii by vhodné ¢erpadlo mélo spliiovat n¢kolik dilezitych parametrt,
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a to stabilni priatok, nizkou troven pulzace, vysokou odolnost vi¢i chemikaliim
(slozeni mobilni faze) a odolnost viici tlaku (az 1300 bar). V soucasnosti se nejcastéji pouzivaji
dvou pistova vysokotlakd cerpadla, kterd mohou byt uspofddana paralelné nebo sériové.
Tato Cerpadla poskytuji konstantni priitok, vysoky tlak a minimalni pulzaci, coz je zasadni
pro dosazeni piesnych a stabilnich vysledkii v  HPLC. Zapojeni cerpadel lze rozd¢lit

na sméSovani za vysokého tlaku (obrazek 2 A) a sméSovani za nizkého tlaku (obrazek 2 B) [17].

A)  smé3ovani za vysokého tlaku B) filtr snimani tlaku
sméSovani za
N .
‘l tok mobilni nizkého tlaku

faze
vysokotlaké cerpadlo

Cerpadlo A ‘ smésovac cerpadlo B 4

P # rozpoustédla :
i | of IA

A, D

davkovaci ventil

Obrazek 2: Vysokotlaké a nizkotlaké smeésovani mobilni faze [17]

DalSim nezbytnym prvkem chromatografu je automaticky davkovac neboli ,,autosampler.
V soucasnosti jsou k dispozici rizné typy, které zajist'uji automatizované a presné davkovani vzorkt
do systému. Mezi nejbéznéjsi patii davkovace s mechanismem ,push-to-fill“ a ,,needle-in-loop*.
Typ ,,push-to-fill*“ se dale d¢€li na ,,pushed-loop* kdy se odebere vzorek pomoci jehly spojené
s kapilarou, poté se naplni vzorkovaci smycka a otoci se ventil ktery umozni nadavkovat vzorek
na kolonu. Druhy typ ,,push-to-fill*“ se konkrétn¢ nazyva ,,pulled-loop* v tomto ptipad¢ jehla
nasaje vzorek piimo do vzorkovaci smycky a poté se prepne ventil a pfenese se vzorek
na kolonu. Naproti tomu typ ,,needle-in-loop* mé jehlu spojenou ptimo se vzorkovaci smyckou
ana jedné strané¢ smycky je jehla a na druhé davkovaci zafizeni pomoci néj je vzorek
nadavkovan na kolonu. Moderni davkovade musi splinovat vcéetné vysoké presnosti
a reprodukovatelnosti objemu davkovaného vzorku, také schopnost davkovat malé objemy
a zajistit minimalizaci kontaminace mezi vzorky. DalSim dulezitym aspektem je kompatibilita
s ruznymi typy vzork, stejné jako schopnost pracovat s velkym poctem vzorki v rdmci jedné

analyzy. Tyto vlastnosti vyznamn¢ zvysuji efektivitu analyz [18].
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Vzorek je nadavkovan na kolonu umisténou v termostatu, jez pomahé udrzovat béhem separace
danou teplotu, piipadné teplotni gradient. Teplota hraje béhem separace velmi dilezitou roli,
nebot’ ovliviiuje rychlost a efektivitu separace a také rozliSeni a tvar pikd. Pouzivani pfili$
vysokych teplot mize vést k rozpadu analytii, kolony a pietéZovani instrumentace, proto je

dualezité volit teplotu v zavislosti na pouzitém vybaveni a analyzovaném vzorku [19].

Hlavnim prvkem chromatografu je kolona, na niz separace vzorkt probiha. Kolony jsou trubice
vétSinou z nerezové oceli s délkou 3—30 cm s vnitinim primérem 2—10 mm. Kolony obsahuji
castice, které jsou vétsSinou velikostné v rozmezi 1,5-5 um, déle se uvadi velikost pori Castic

(100-1000 A).

Eluat z kolony je dale veden do detektoru, ktery zaznamenava zmény signalu. Diky detektoru
jsme schopni urcit o jaké latky se jedna (kvalitu) a jejich obsah ve vzorku (kvantitu).
Detektor by m¢l mit stabilni signal, Siroky linearni rozsah a nemél by reagovat na slozky
mobilni faze Ci jeji gradient. V tabulce 2 je ptehled nejcastéji pouzivanych detektord v HPLC
ajejich linearni rozsah, maximalni citlivost a dal§i. Nckteré¢ detektory jsou selektivni,
coz znamend, ze poskytuji odezvu jen pro specifickou vlastnost analyti. Naptiklad UV-VIS
(detektor pro Ultrafialovou a viditelnou oblast) poskytuje odezvu pro latky, které absorbuji pfi

konkrétni vinové délce [8—9, 14].

Tabulka 2: Prehled detektorit HPLC [14]

Linearni Max. Citlivost
Detektor Typ Gradient citlivost v
rozsah na zmény
[g/ml]
e ~ _ tlak
UV-VIS selektivni ano 10°-10° | 10°-10"
(teplota)
Detektor s diodovou - 3 104 i priitok,
mfizkou (DAD) selektivni ano 10°-10 <2x10 tlak
Refraktometricky . i a2 104 _7 teplota,
detektor (RI) univerzalni ne 10°-10 10 tlak
Fluorescen¢ni a o 2 100 - pritok
fosforescen¢ni detektor selektivni ano 1010 <10 (teplota)
Detektor s
odparovacnvn univerzalni* afno 10>-10* 108 pritok
rozptylem svétla
(ELSD)
Amperometricky . p 2 prutok,
detektor selektivni ne 10 10 teplota
Coulometricky - p 2 priitok,
detektor selektivni ne 10 10 teplota
Hmotnostné selektivni . A 2 104 . o
detektor (MS) univerzalni ano 10%-10 <10 prutok
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*_..univerzalni pouze pro netékavé latky, **...[g/s]

1.2 Dvourozmérna kapalinova chromatografie

Standardné pouzivanéd jednorozmérnéd kapalinova chromatografie (1D-LC) mtze dosahovat
pikové kapacity az 500, ale jedna se o vyjimecné piipady [6]. Nicméné k separaci vzorka
obsahujici stovky slou¢enin je nutna mnohem vyssi pikova kapacita a tedy 1D-LC neni schopna
dostatecn¢ separovat vétSinu téchto latek [6]. Dvourozmérnd kapalinova chromatografie
poskytuje vhodnou alternativu pro vyznamné zvySeni pikové kapacity, a tedy zlepSeni kvality

separace [20].

Princip dvoudimenziondlni kapalinové chromatografie (2D-LC) spociva ve vyuziti dvou
chromatografickych kolon, kdy nejprve dochazi k separaci na jedné kolon¢ a jiz Castecné
separovany vzorek je nasledné pteveden a analyzovan na druh¢é kolon¢. Hlavnim cilem druhé
kolony (druhé dimenze) je efektivné separovat nerozliSené analyty v jednotlivych frakcich
mobilni faze z prvni kolony. Dilezitou podminkou je pouziti odliSné selektivity separace
v obou chromatografickych dimenzich. Schéma zapojeni 2D-LC pomoci osmicestného ventilu

je znazornéno na obrazku 3 [4].

First D|men5|on

; | 1p ipy) Auto- 1D Pum
il Detector Column sampler P

Detector

Second Dimension

Obrazek 3: Schéma zapojeni 2D-LC [4]

Jak bylo popséano v kapitole 1.1.3 Instrumentace 1D-LC, se sklada z Cerpadla, automatického
davkovace, separacni kolony a detektoru. 2D-LC rozsifuje tento systém o modulator, ktery
spojuje prvni a druhou dimenzi. Instrumentace 2D-LC zahrnuje dvé pumpy, dvé separacni
kolony a potencialn¢ dva detektory, pficemz kazdd pumpa fidi pritok mobilni faze v jedné
z kolon. Tato konfigurace umoziuje pouziti odliSnych mobilnich fazi a pratokt pro kazdou

dimenzi [3].
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1.2.1 Typy 2D-LC

Existuji dva typy 2D-LC a to off-line a on-line. Off-line separace jsou jednodussi na provedeni.
Béhem off-line separace se frakce eluatu z prvni dimenze manudlné nebo automaticky sbiraji.
Frakce obsahuji castecné rozdéleny vzorek a obsah vSech nebo pouze vybranych frakci
je nasledné analyzovan na kolon¢ druhé dimenze. Toto uspotadani nam poskytuje fadu vyhod,
protoZe prvni separace neni zavisla na druhé. Frakce je mozné derivatizovat nebo tteba vymeénit
rozpoustédlo z divodu kompatibility obou separacnich mechanismii (odpafeni a opétovné
rozpusténi v jiném rozpoustédle). Frakce z prvni dimenze Ize analyzovat v druhé dimenzi

okamzité nebo je uschovat a provést analyzu pozdéji [6, 21].

Druhym typem 2D-LC je on-line mod. Pfi on-line mddu jsou frakce z prvni dimenze zachyceny
ve smycce, v dal§im kroku jsou nadavkovany do druhé dimenze [5]. Oba rozméry jsou piimo
propojeny a separace pokracuji bez preruSeni. Schéma online zapojeni mizeme vidét nize
na obrazku 4, kde jsou zndzornény dva kroky, a to za A) naplnéni smycky a za B) krok kdy

je smycka nadavkovana do druhé dimenze [6, 21].

A) Loading I

D column

B) Injection

Loop

T\D\\, Loop ‘Dcolgmn
\ »j/! N\

Waste 2D column » Waste

2D Pump ” ' D Pump

Obrazek 4: Online zapojeni osmicestného ventilu u 2D-LC [21]

~

2D column

Online zapojeni miizeme déle délit na tzv. heart cutting méd (LC-LC) a comprehensive mod
(LCxXLC). Hlavnim rozdilem mezi témito typy je mnozstvi eluatu, které je prevedeno z prvni

do druhé dimenze [4, 6, 21].

U Heart cutting médu jsou do druhé dimenze prevedeny jen ¢ésti separace obsahujici piky, jez
chceme v druhé dimenzi analyzovat. Pokud chceme pomoci druhé dimenze rozd€lit jen jednu
frakci obsahujici analyzované slouceniny (napf. metabolit 1éku v séru), jedna se o single
Heartcut (LC-LC) viz obrazek 5 (A). Kdyz slouceniny, které chceme pievést do druhé dimenze
jsou v rozdilnych frakcich odebereme vice frakci (obvykle 3—10), tento typ se nazyva Multiple
Heartcutting (mLC-LC) viz obrazek 5 (B). Odebrané frakce nemusi byt tésn¢ za sebou. Pouziva

se naptiklad pro rozdéleni molekul na zaklad¢ chirality [4, 6, 21].
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Single Heartcut (LC-LC) (A) Multiple Heartcutting (mLC-LC) (8)
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Obrazek 5: Grafické znazorneéni typu 2D-LC [22]

Béhem comprehensive 2D-LC je pfeveden do druhé dimenze cely eluat, tedy vSechny frakce.
Comprehensive I1ze dale rozdélit na selective comprehensive (sSLCxLC) obrazek 5 (C) a full
comprehensive (LCxLC) obrazek 5 (D). Selective comprehensive je typ pii kterém je vybrana
¢ast chromatogramu obsahujici analyty, které chceme rozdélit v druhé dimenzi. Tato Cést
je pomoci naslednych frakci pfevedena do druhé dimenze a frakce jsou ihned analyzovany.
Pii Full comprehensive mddu je cely eluat z prvni dimenze rozdélen na frakce a pfeveden

do druhé dimenze. Pouziva se pro profilovani vzorkl (napt. metabolomika) [4, 6, 21].

Na obrazku 5 jsou ¢erchovanymi ¢arami znazornény jednotlivé frakce eluatu z prvni dimenze,
které mohou byt nasledné prevedeny do druhé dimenze k analyze. U jednotlivych typii separace

je pouzit rozdilny pocet téchto frakci [22].

1.2.2 Pikova kapacita 2D-LC

Jak bylo zminéno v kapitole 1.1.1, pikova kapacita je klicovym ukazatelem schopnosti systému
rozlisit jednotlivé slozky vzorku. V ptipadé¢ dvourozmérmé chromatografie je celkova pikova
kapacita dana sou¢inem pikovych kapacit prvniho n.; a druhého rozméru n.> (rovnice (4))

[20, 23].
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Rovnice 4: Vypocet celkové pikové kapacity pro 2D-LC

nc,ZD = nc,l X nc,Z

Tento vztah ptedpoklada, ze separace v obou rozmérech jsou naprosto ortogonalni (1.2.3).
Naobrazku 6 je znazornén vztah pikové kapacity pro dvourozmérnou kapalinovou
chromatografii. V prvni dimenzi jsou pozorovany dva piky, pokud analyzujeme vzorek v druhé
dimenzi zjistime, ze kazdy pik zprvni dimenze obsahuje celkem dvé slouceniny.
V chromatogramu druhé dimenze tedy vidime Ctyfi piky, coz ukazuje, Ze smés obsahuje Ctyii
razné latky. Je tedy mozné predpokladat, ze za idedlnich podminek se pikova kapacita obou

rozméru nasobi [23].

First Dimension
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-

5 i Second
£ — Dimension = ,
& [ = e Time
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( First Dimension Time ——

Obrazek 6: Grafické zndzornéni pikove kapacity ve 2D-LC (rovnice 4) [23]

1.2.3 Ortogonalita 2D-LC

Uspésnost a Gi¢innost 2D separace zavisi na pikové kapacité v obou dimenzich a na ortogonalité
celého 2D systému. Ortogonalita vyjadiuje odliSnost separaci v prvni a druhé dimenzi.
Pokud separace nejsou zcela ortogonalni pikova kapacita bude nizsi nez lze ocekavat vypoctem
dle rovnice 4. Ortogonalitu si mizeme piedstavit jako pokryti separacniho prostoru, viz obrazek
7, kde jsou razné¢ HPLC mody na ose x a y. Pokud jsou data srovnany v diagonale znamena to,
ze separace v obou dimenzich jsou identické tudiz je ortogonalita nizka (obrazek 7 A), pokud

je zaplnéni separacniho prostoru vysoké (obrazek 7 E, F) separace je ortogonalni[24].

Z obrazku 7 je patrné, ze 2D-LC zalozena na pouziti dvou separaci s reverzni fazi s pouzitim
odliSné¢ho pH v obou rozmérech ma vysoké pokryti separacniho prostoru a je srovnatelna
s kombinaci kationtové vyménna chromatografie a reverzni faze. Dal§i 2D-LC kombinace
HILIC-RP (obrazek 7 E) poskytuje vysS$i stupenn ortogonality v porovnani s ostatnimi
kombinacemi. Jeho vyuziti je vSak vykoupeno Spatnou rozpustnosti peptidi v rozpoustédlech

s vysokym obsahem organickych latek [24].
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Obrdzek 7: Ortogonalita v zdvislosti na typu separace v D' a D? [24]

1.2.4 Kombinace chromatografickych médua v 2D-LC

V 2D-LC se pro analyzu komplexnich vzorkli nejCastéji vyuZzivaji kombinace raznych
separa¢nich mechanismti, coz je dilezit¢é pro dosazeni vysoké rozliSovaci schopnosti.
Ve farmaceutickém odvétvi, zejména pii analyze protilatek a jejich konjugatl, se vyuziva
online metod zaloZenych na vylucovaci chromatografii (SEC) nebo iontové vymeénné
chromatografii (IEC), jako je naptiklad silna kationtova vyménna chromatografie (SCX) nebo
HILIC, s reverzni fazi (RP) v druhé dimenzi. Podobné ortogonalni kombinace, jako je SCX
s RP, jsou ¢asto vyuzivany i pro analyzu peptidd. Pro analyzu metabolitti a lipida se také Casto
kombinuje HILICxRP nebo NPxRP, coz umoziuje efektivni separaci Sirokého spektra

polarnich a nepolarnich sloucenin [22].

Volba separa¢nich mechanismti je kliCovym aspektem pro 2D-LC metody a je siln¢ ovlivnéna
typem analyzovanych latek a kompatibilitou mobilnich fazi. Zatimco kombinace RPxRP se jevi
jako velmi univerzalni, diky Siroké aplikovatelnosti a vysoké pikové kapacité, dosazeni

optimalni ortogonality vyZaduje peclivy vybér kolon a mobilnich fazi. Na druhou stranu,
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kombinace vyuzivajici odliSné mechanismy separace, jako je iontova vymeéna, vylucovaci
chromatografie nebo NPxRP, nabizeji vyhodu vysoké ortogonality, avSak Casto za cenu nizsi

pikové kapacity nebo omezeni spojenych s kompatibilitou rozpoustédel [25].

Z obrazku 8 je patrné, ze ptrevladd kombinace RP v prvni i druhé dimenzi, a to diky Siroké
dostupnosti kolon, kompatibilit¢ s hmotnostni spektrometrii a rychlému ustaleni systému.
Napftiklad pouziti rozdilnych gradientti od vysokého po nizky podil vody umoznuje eluci
analytii s rozlicnou polaritou. NP, HIC, IEC, a HILIC jsou téméi vzdy pouzity pouze v prvni

dimenzi ('D) a to diky pomalému ustaleni rovnovahy systému [25].

FIRST DIMENSION SECOND DIMENSION
NON-COMPREHENSIVE NON-COMPREHENSIVE
ERPLC
\ B lon-Pair

EHILIC
BIEX
EHIC
ENPLC

COMPREHENSIVE COMPREHENSIVE BSEC
oSFC
| Chiral
mVarious

MOST COMBINED  LCxLC: 1. RPLCXRPLC (~35%), 2. HILICXRPLC(~15%), 3. IEXXRPLC (~5%), 4. SECXRPLC (~4%)
LC-LC: 1. RPLC-RPLC (~36%), 2. SEC-RPLC(~11%), 3. IEX-RPLC (~7%), 4. HILIC-RPLC (~7%)

Obrazek 8: Graf kombinaci HPLC modu pro 2D-LC [22]

Tabulka 3 srovnava kombinace separacnich modi v 2D-LC dle ortogonality, pikové kapacity,
efektivity, kompatibility mobilnich fazi a pouzitelnosti (hodnoceno relativné, skore = celkova
vhodnost). Nejvyssi skore dosahuje RPxRP, a to diky velkému mnozstvi dostupnych kolon
a mobilnich fazich, navzdory potencialné¢ nizsi ortogonalité. Naopak kombinace s vysokou
ortogonalitou (IECxRP, SECxRP) jsou narocné na rychlost separace (Cas separace). Nizké
skore u NPxRP, SECxXNP, SECXIEC a LCCCxRP ukazuji na menSi vyuzitelnost v praxi
a nizkou kompatibilitu mobilnich fazi. Tabulka slouzi k posouzeni vhodnosti m6di pro 2D-LC

aplikace.
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Tabulka 3: Srovnani rozdilny modit pro LCXLC [3]

. . Pikova Piko‘ié Kompatibilita v B

Mod Ortogonalita kapacita ka/péa:slta rozpoustédel Pouzitelnost | Skore
IEC*RP ++ + - + 4
SECxRP ++ + - + 3
NPxRP ++ + + - - 1
RPxRP + ++ ++ ot ++ 9
HILICxRP + + + 5
HILICxHILIC - ++ - 2
AgCxRP ++ - - + + 2
SECXNP + - - + - -2
SECXIEC + -- - + - -3
LCCCxRP ++ + + - - 2

1.2.5 Problémy spojené s comprehesive 2D-LC

2D-LC pftinasi oproti 1D-LC fadu komplikaci, které se tykaji instrumentace, vyvoje metod,
analyzy dat a praktické implementace. Mezi hlavni problémy, které je nutné vzit v potaz, patii
nekompatibilita mobilnich fazi, slozita kvantifikace (jedna sloucenina je rozdélena do vice
frakci), nedostatecné vzorkovani druhou dimenzi (tzv. undersampling), velké fedéni analyt
v zavislosti na citlivosti detekce, a v neposledni fad¢ také otazky ndkladl ¢i spolehlivosti

metody jako takové [3, 4, 22].

Pro dosazeni optiméalni separace v 2D-LC je nutné se vyhnout tzv. efektu prekryti (,,wrap-around*).
Ten v 2D-LC separaci nastava, kdyz jsou retenéni ¢asy nékterych slozek ve druhé dimenzi (*D)
delsi nez doba modulace. Aby se tomuto efektu zabranilo je nutné upravit eluci tak, aby vSechny
slouceniny byly eluovany zkolony v druhé dimenzi pfed nadavkovanim dalsi frakce.

Cas na separaci v druhé dimenze je dan ¢asem sbéru frakce z prvni dimenze [25].

1.2.5.1 Nekompatibilita mobilnich fazi

Nekompatibilita mobilnich fazi je jednim nejvice limitujicich problémd, které mohou nastat pti
vyvoji LCXLC metody. Nekompatibilita se tyka pftili§ rozdilnych typti chromatografickych
modil v prvni a druhé dimenzi. Napiiklad HILIC v 'D a RP v 2D nebo NPxRP. Kviili odlisnym
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separacnim mechanismiim a mobilni fazi dochazi k problému pii prevadéni vzorku z prvni
do druhé dimenze [26]. Nekompatibilita mobilnich fazi v disledku rozdilné elucni sily lze
demonstrovat na kombinaci HILICxRP. V HILIC se pouziva mobilni faze s vysokym obsahem
acetonitrilu (70-90 %), coz je ale silné elu¢ni ¢inidlo pro RP. Velké objemy ptrevadénych frakci
z prvni do druhé dimenze obsahujici acetonitril by zpiisobily rozmyvani, Stépeni pikii a Cast
analytu by se eluovala jiz v mrtvém objemu kolony. Tento efekt je patrny na Obrazku 9 B,
vzorek je rozpustény v Cistém acetonitrilu, zatimco na obrazku 9 A je vzorek rozpustén pouze
v 50% acetonitrilu a k rozmyvani a St€peni pikt nedochazi. Objemy od 10 ul a vys§ v piipadé
pouziti ¢istého acetonitrilu zptisobuji vyse zminéné ucinky. Pti spojeni HILICxRP je tedy nutné
prevadét pouze frakce v jednotkach pl, nebo je nutné pouzit pokrofilé modulaéni techniky, které

tyto jevy potlaci. Typy aktivni modulace jsou rozebrany v dalSich kapitolach [27].
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Obrdzek 9: Vliv slozeni mobilni faze a objem frakce z 'D na piky v °D [27]

Dalsi moznosti, jak zabranit zkresleni pikd je zmenSeni davkovaného objemu, ktery omezuje
vliv pfeneseného rozpoustédla z prvni dimenze do druhé. Pokud je davkovany objem dostate¢né
maly, sloZeni rozpoustédla piestava vyznamné ovliviiovat separaci. Tato strategie obvykle
vyzaduje pouziti velmi uzkych kolon v prvnim rozméru nebo vyrazné rozdéleni toku, ptipadné
ob¢é moznosti. Hlavni nevyhodou je sniZeni citlivosti detekce, protoZe mensi kolony umoziiuji
davkovat jen omezené mnozstvi vzorku, a pti rozdéleni toku dochazi ke ztraté ¢asti analytt pred

detekci [3].

Pro zlepSeni separace s nekompatibilnimi mobilnimi fazemi je také mozné pouzit kolony s vyssi
retencni silou ve druhé dimenzi. Diky vyS$si reten¢ni sile kolony v druhé dimenzi lze pouzit

v prvni dimenzi mobilni fazi s nizSim obsahem organického rozpoustédla. Tento pfistup

minimalizuje riziko nadmérné eluc¢ni sily rozpoustédla pti prenosu do druhé dimenze a pomaha
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zachovat u¢innost separace. Vybér vhodného feSeni zavisi na konkrétnich podminkéch analyzy,

vlastnostech vzorku a pozadavcich na citlivost a rozliSeni [3].

Pouziti modulac¢nich technik ptedstavuje jeden ze zplsobl feSeni nekompatibility mobilnich
fazi v 2D separaci. Mezi tyto techniky patii aktivni modulace rozpoustédlem a zachytdvaci
kolony. Aktivni modulace rozpoustédlem umoziuje fizenou Gpravu slozeni mobilni faze, ¢imz
eliminuje negativni vliv rozdilnych rozpoustédel. Zachytavaci kolony naopak docasné zadrzuji
analyty, dokud nejsou pievedeny do druhé dimenze za podminek optimalizovanych pro jejich
separaci [22, 28]. Vice jsou tyto techniky popsany v kapitole 1.2.7 Pokrocilé modulacni
techniky.

1.2.5.2 Redéni analytii a podvzorkovani

V LCXLC muze dochazet k zhorSené detekci latek, tedy snizeni meze detekce oproti
jednorozmérné chromatografii. Pii prichodu vzorku 2D systémem dochézi k ndsobnému fedéni
vzorku, a tedy snizovani koncentrace analytl. Toto se d&je pii pievodu frakci z prvni dimenze
do druhé. V zachytavaci smycce je spolu s analytem také mobilni faze prvni dimenze a celé tato
smés je nadavkovana na kolonu druhé dimenze. Také je jeden pik (sloucenina) rozdélena

do vice frakci, ¢imz se op¢t snizi ptivodni koncentrace analytu [3].

Ke zmenseni fedéni se vyuzivaji rizné metody fokusace nebo koncentrace mezi sbérem
a davkovanim frakci. Vybér vhodné techniky vSak neni jednoduchy. Je nutné zohlednit zmény
ve slozeni vzorki, zejména pokud se v prvni dimenzi pouziva gradient [3]. Pro optimalizaci
separace je vyhodné, aby mobilni faze v prvni dimenzi méla nizsi elucni silu nez v druhé
dimenzi. Tim se umozni re-koncentrace vzorku na zacatku 2D kolony (tzv. zakoncetrovani

na %D koloné), coz zlepsuje citlivost a rozligeni [29].

Ptiklad zakoncetrovani piku na zacatku kolony v druhé dimenzi je na obrazku 10, na kterém
jsou piky kofeinu rozpusSténého v mobilni fazi acetonitril:voda ato v rizném pomeéru.
Jednd se RP a z obrazku je patrné, Ze ¢im vétSi pomér vody je v mobilni fazi, tim uzsi

je eluovany pik do 2D. [30].
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Obrazek 10: Piky kofeinu v gradientu acetonitril:voda - 1) 5:95; 2) 10:90; 3) 15:85; 4) 25:75; 5) 35:65 [30]

Mimo zakoncentrovani vzorku na koloné v 2D existuje mnoho dalsich feSeni nadmérného
fedéni analytd. Jednou z moznosti je ¢astecné odpareni rozpoustédla, které vyuziva rozdilnou
tékavost mobilni faze a analytli. Odparenim rozpoustédla lze zvysit koncentraci analytl, av§ak

hrozi riziko ztraty analytd, coZ mlze negativné ovlivnit piesnost analyzy [3].

Alternativni metodou pfenosu frakei je pouziti dvou zachytavacich kolonek misto smycek.
Frakce se stfidavé zachytavaji na kolonky a nésledné se zpétnym proplachem uvoliu;ji
na kolonu v druhé dimenzi, ¢imz se minimalizuje rozsifovani pikli a zvysi a¢innost separace
[3], [29]. Aby byla metoda pouziti zachytavacich kolonek ucinna, je nutny spravny vybér

stacionarni faze a zvolit vhodné rozméry kolonek [29].

Pti snaze omezit fedéni pti prevodu frakei tim, Ze se jedna latka (pik) rozdéli do mensiho poctu
frakci, je diillezité zabranit tzv. podvzorkovani. K podvzorkovani ve 2D-LC dochazi tehdy, kdyz
analyty prvni dimenze nejsou dostate¢né Casto vzorkovany druhou dimenzi, coz vede ke ztraté
rozliSeni a pikové kapacity [31]. Tento efekt miize vyrazné snizit celkovy separac¢ni vykon
2D-LC systému [32]. Pro zachovani vysokého dvojrozmérného rozliSeni by mél byt kazdy pik
prvni dimenze vzorkovan alespon ve 3 az 4 frakcich [27, 33]. Ptiklad podvzorkovani je uveden
na obrazku 11, kde je v prvni dimenzi kapalinova chromatografie s reverzni fazi (RP) a v druhé
dimenzi gelova permeacéni chromatografie (GPC). Je zde patrny pokles rozliseni s prodluzujici
se dobou vzorkovani. Prvni tfi doby vzorkovani (0,67, 1,00 a 1,50 minut) vykazuji mirny pokles
rozliSeni s dobou vzorkovani a rozsiteni piki v rozméru s RP. Druha sada tfi cast (2,00, 3,00
a 4,00 min) ukazuje velky ubytek rozliSeni s rostouci dobou vzorkovéni v prvnim rozméru RP

bez zjevného ubytku v druhém rozméru GPC [33].
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Obrazek 11: Rozliseni v zavislosti na Cetnosti vzorkovanif33]

Spravnad volba doby vzorkovéani je klicovd pro minimalizaci podvzorkovani a zachovani

maximalniho rozliSeni v 2D-LC separacich [31, 33].

1.2.6 Instrumentace 2D-LC

V comprehensive 2D-LC je zdsadnim prvkem instrumentace modulator, ktery sbird frakce

z 'D a davkuje je do 2D. Schéma takového piistroje na obrazku 12, kde je jako modulator pouzit

MS detector

deseticestny ventil [29].
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Obrazek 12: Schéma comprehensive 2D-LC [29]
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Konkrétni parametry vhodné pro separaci v prvni a druhé dimenzi jsou pospany v tabulce 4. Jedna
se o doporuc¢ené podminky zvolené tak, aby se predeslo nejcastéjsSim komplikacim v 2D-LC

(dostatecné vzorkovani, zabranéni ,,wrap-around efektu®, ...) [3, 25].

Tabulka 4: Parametry pro separaci v prvni a druhé dimenzi [3]

Prvni dimenze Druha dimenze
Parametr
Obecné Konkrétné Obecné Konkrétné
) Delsi; podobng nebo | 2,1 x 150 Kratsi; 2,1 % 30
Rozméry kolony wr oo podobny nebo
mensi pramér mm ot o mm
VEtSI prumer
Zpozdéni Mgl by byt mensi nez Musi byt mensi
gradientu 200 uL 100 pL nez 200 uL 100 pL
Prttok mobilni Nizky pritok (mensi 20-200 Vyssi prutok 1-3 ml/min
faze objem vzorku ve frakci) ul/min nezv 'D
maximalni tlak . Vyssi tlak nez
cerpadla MF Bezny tlak <600 bar v 1D <1200 bar

Kolona v prvni dimenzi by méla poskytovat dobré rozliSeni a vyssi pikovou kapacitu nez kolona
ve druhé dimenzi. Obvykle se jedna o tzkou, relativné dlouhou kolonu (10-25 cm) s nizkym
priutokem, coz snizi koeluci latek a rozSifovani pikt. Nizky pritok také umoziuje prevadéni

frakci o malém objemu do kolony 2D [25].

Druhd dimenze 2D-LC je klicova z hlediska rychlosti separace a dosazeni celkové pikové
kapacity. Pro efektivni separaci se Casto pouzivaji kratké kolony o délce 3—5 cm naplnéné

¢asticemi o velikosti < 2 um, které¢ vyzaduji pouziti vyssich tlakt [34].

Dulezitym aspektem 2D systému je kompatibilita mobilnich fazi mezi dimenzemi.
Tato kompatibilita je zdsadni pro minimalizaci rozsifeni pikll a zachovani separace dosazené
v prvni dimenzi. Efektivnim feSenim miize byt pouziti kombinace rtiznych typt kolon,
naptiklad nanopritokové kolony v prvni dimenzi a bézné kolony ve druhé dimenzi, spolu
s vhodnymi mobilnimi fazemi [35]. Zvoleni vhodné mobilni fdze 2D-LC, vyznamné pfispiva

ke zlepSeni celkového vykonu separace [34].

Za kolonou druhé dimenze je zapojen detektor, ktery hraje klicovou roli v analyze vzorki.
V ptipadé potfeby muize byt mezi prvni dimenzi a modulétor pfidan druhy detektor, ktery snima
elutdt z prvni dimenze. Kapalinova chromatografie nabizi Siroké spektrum detektorti, jez Ize

rozdé¢lit dle typu analyzovanych vzorkd.
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Nejvice se pro 2D-LC vyuziva hmotnostni spektrometr (MS) poskytujici vysokou citlivost
a selektivitu, ktery se primarné pouziva pro analyzu peptidd, lipidi, povrchové aktivni latek,
polymert nebo 1é¢iv [4]. Pro slouceniny obsahujici chromofory, jako jsou aromatické latky,
jsou vhodné UV-VIS detektor nebo DAD. Fluorescencni detektory najdou uplatnéni pii analyze
piirozené fluorescenc¢nich latek nebo téch, které byly derivatizovany, napiiklad u proteind.
Refraktometrické detektory (RID) jsou naopak vhodné pro latky bez chromoforti, naptiklad
v 2D-LC analyza syntetickych polymert SECxNP. Elektrochemické detektory se pouzivaji
k analyze elektroaktivnich sloucenin, jako jsou neurotransmitery. Spravny vybér detektoru

zajist'uje vhodnou citlivost a selektivitu pro konkrétni typ vzorku [22].

Na obrazku 13 je ptehled pouzivanych detektort pro 2D-LC, je zcela ziejmé, ze nejvice byl
pouzivan hmotnostni spektrometr (MS), na druhém mist¢ je UV-VIS (detektor pro
Ultrafialovou a viditelnou oblast). Mimo to se ve spojeni 2D-LC pouzivaji 1 dalsi typy
detektord, a to detektor nabitych aerosoli (CAD), detektor rozptylu svétla s odpafovanim
mobilni faze (ELSD), fluorescen¢ni detektor (FLD), detektor rozptylu svétla (LS), detektor
indexu lomu (RID) a viskozimetricky detektor (VI) [22].

120 -
100 -
80 -

# of applications
()]
o

20 -

UV-vis MS FLD ELSD CAD LS Vi RID

Obrazek 13: Prehled pouzitych detekcnich technik pro 2D-LC [22]

1.2.6.1 Modulatory

Klicovym prvkem celého 2D systému je modulator, ktery zajistuje propojeni mezi prvni
a druhou kolonou [4]. V 2D-LC se nejcastéji jako modulator pouziva dvoupolohovy osmicestny
nebo deseticestny ventil, 1ze ale pouzit i dvandcticestny ventil nebo 2 Sesticestné ventily.
Modulatory maji obvykle dv¢ identické zachytdvaci smycky, které jsou stiidaveé plnény frakci
z prvni dimenze, zatimco obsah druhé smycky je ddvkovana a analyzovana v druhé dimenzi.

Toto uspotadéani se nazyva comprehensive (neptetrzit¢) 2D-LC [22, 36].
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Velikost smycek, do nichz jsou frakce ddvkovany v modulatorech 2D-LC, ptedstavuje zadsadni
parametr ovliviiujici objem frakci a dobu trvani modulace. Objem vzorkovacich smycek
se v 2D-LC systémech znacné 1i8i v zavislosti na konkrétni metod¢ a instrumentaci. Objem
modulaénich smy¢ek uréuje objem eluentu 1D, ktery bude nasledné davkovan do 2D. Obecné
by davkovany objem nemél prekrocit 15 % mrtvého objemu kolony, aby se omezilo rozsifeni
piku zptisobené davkovanim frakce [10]. V aplikacich vyzadujicich vysokou citlivost, typicky
v proteomice a specializovanych analyzach, se Casto vyuzivaji malé smycky s objemy v rozmezi
1—10 pl. Pro analyzy RP x RP se pouzivaji velikosti smycek 10—100 pl, pokud se jedna
o kombinaci modi, ktera maji méné kompatibilni mobilni faze pouzivaji se vétsi smycky, aby
bylo mozné nekompatibilni mobilni faze upravit. Také pfi analyze vétSich objeml vzorkd,
napiiklad v polymerni chemii, se vyZaduje pouziti smycek o vétSim objemu, a to 250—500 pl.
Vétsinou se v 2D-LC setkdvame se smyckami o objemu do 100 pl, pficemz konkrétni volba

zé&visi na kombinaci modi HPLC, pritoku a rozmérech kolon pouzitého systému [37].

Mimo velikost zachytavaci smycky je také zasadni ¢as modulace neboli ¢as pfepinani ventild.
V tabulce 5 je prehled modulacni ¢ast u riiznych aplikaci, a to jak pro kombinace modii,
tak typy vzorkli. Modulac¢ni ¢as se vétSinou pohybuje okolo 1 minuty nebo méné a pouzité

pritoky mobilni faze v 2D jsou mnohonasobné vétsi nez v 'D [3].

Tabulka 5: Prehled modulacnich ¢asit LCxLC [3]

S Priitok 'D | Priitok 2D | Velikost Cas Y
[nl/min] [ml/min] smycky [pl] | modulace [s]
RPxHILIC 60 4 40 24 Analyza taxani
NPLC*RP 35 2.2 20 30 Analjza citrusovych
olejovych extraktl
Analyza
SCXXRP 60 3,5 40 30 monoklonalnich
protilatek I
Analyza
HILICxRP 50 4 40 27 monoklonalnich
protilatek 11
Stanoveni homolognich
HILICXRP 2 3 40 60 technickych detergentt
RPxRP 100 3 80 39 Polyfenoly v napojich
Kontrola kvality extra
RPxRP 50 3 60 30 panenského olivového
oleje
SECxRP 100 2 40 39 Analyza piva

39



V letech 2006—2016, byly vyuzivany razné typy ventili jako rozhrani mezi dimenzemi.
Nejcastéji pouzivanym feSenim byl deseticestny ventil, ktery se pouzival nejvice ve vétsiné let.
Po roce 2010 vSak doSlo k narGstu vyuziti osmicestnych a Sesticestnych ventild, pficemz
nejvyrazn€j$i vrchol v poctu publikaci s osmicestnym ventilem nastal v roce 2015.
Naopak dvanacticestné ventily byly vyuzivany jen minimalné. Kdyz se podivame na vyuziti
modulatorQ, je patrné postupné rozsifovani alternativnich modulacnich strategii v pribéhu

let [36].

Jak bylo zminéno vyS$e jednim z hojné¢ pouzivanych modulatorti je osmicestny ventil. Schéma
tohoto centilu je na obrazku 14, kde jsou ob¢ polohy a je zde znazornéno, jak se jednotlivé
smycky stfidaji. V levém Casti obrazku je eludtem z prvni dimenze plnéna smycka 2 (plnéni
smycky je zndzornéno modie), zatimco smycka 1 je pomoci pumpy davkovana do druhé

dimenze (znazornéno Cervene). V pravé ¢asti obrazku je to naopak [22].

Waste Waste

D-Column

Obrdzek 14: Osmicestny ventil jako rozhrani v 2D-LC [22]
Na stejném principu funguje i deseticestny ventil se dvéma smyckami. Diky vy$§imu poctu cest
jsou dvé moznosti zapojeni. Smycky mohou byt zapojeny symetricky 15 A a asymetricky 15
B. V ptipadé asymetrického zapojeni byly zjistény rozdily reten¢nich Casti analytd v druhé
dimenzi [38]. Divodem je rozdilné pouziti obou smycek. Behem dévkovani frakce do druhé
kolony se jedna ze smycek vyprazdiuje v rezimu doptfedného proplachu, druhd smycka
v rezimu zpétného proplachu. Aby bylo nedoslo ke ztraté ¢asti frakce, velikost smyc¢ek musi

byt minimalné stejné velka jako objem odebrané frakce [39].

Loop 2 Loop 2

> Waste Detector

Dimension 2
column
» Waste

Dimension 1
pump

Dimension 1 D'm::::n L Dimension 1

column

EERR—» Detector
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—
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Obrazek 15: Deseticestny ventil jako rozhrani v 2D-LC v symetrickém (A) a asymetrickém (B) zapojeni [38]
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Mimo osmicestného a deseticestného ventilu se pouzivaji jako modulator 1 dva Sesticestné

ventily [38].

Modulétor pro heartcutting 2D-LC se miize od comprehensive modulatoru liSit. Pii heartcutting
2D-LC se sbira vétsinou malo frakei, a tyto frakce je mozné pied analyzou ve druhé dimenzi
uchovavat ve zvlastnich tzv. dokovacich smyckach nebo zachytnych kolonkach [37, 40].
Diky tomu je mozné separaci v druhé dimenzi libovolné€ prodlouzit. Na obrazku 16 je zobrazen

osmicestny dvoupolohovy ventil se dvéma Sestipolohovymi ventily s 12 smyckami [41—42].

Obrazek 16: Osmicestny dvoupolohovy ventil se dvéema Sestipolohovymi ventily s 12 smyckami [39]

Mimo klasicky moduléator se smyckami Ize pouzit také zachytné kolonky. Na obrazku 17
je dvanacticestny ventil, ke kterému byly pfipojeny tfi zachytné kolonky. Systém je zaloZzen
na kombinaci LCxLC s reverznimi fazemi. Pro efektivnéjsi vyuziti kapacity kolon jsou zde dvé
paralelni kolony ve druhé dimenzi, coZz umoziuje prodlouZeni ¢asu analyzy v D. Modulace
probihala 30 sekund, aby bylo zajisténo dostatecné vzorkovani z prvni dimenze, pficemz kazda

z paralelnich kolon méla k dispozici 60 sekund na provedeni separace v druhé dimenzi [40].
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Obrazek 17: Instrumentace se zachytnymi kolonami [40]

Vyse zminéné zpiisoby pievodu frakci se oznacuji jako pasivni modulace. Predstavuje
nejjednodussi pristup, pfi némz je frakce z prvni dimenze piesunuta do druhé dimenze
bez jakékoli dalsi modifikace. Pro zvySeni separacni ucinnosti ve druhé dimenzi vSak existuji
pokrocilejsi modulaéni techniky, které umoziluji lepsi rozliSeni analytii nebo zlepSuji mez

detekce metody [38, 43].

1.2.7 Pokrocilé modulacni techniky

Pokrocilé modula¢ni techniky byly vyvinuty s cilem eliminovat nekompatibilitu obou dimenzi

a/nebo zvysit celkovou pikovou kapacitu a tim zlepsit rozliSeni pikt [22].

V soucasnosti jsou nejvice pouzivanymi alternativnimi technikami predev§im aktivni modulace
rozpoustédlem (ASM - active solvent modulation) a modulace pomoci staciondrni faze
(SPAM - stationary phase-assited modulation). Také byla vyvinuta vakuova odpatovaci
modulace (VEM — vacuum evaporation modulation), odpafovaci membranova modulace,
podélnd tepelnd modulace na kolon€, nebo se pouziva Cisté tepelnd modulace. Na obrazku 18
je kolaCovy graf nejvice pouzivanych modulac¢nich technik, a to jak pro comprehensive, tak pro
ostatni typy 2D-LC. Témeéi v 75 % vSech ptipadii se pouziva pasivni modulace a druhou nejvice
pouzivanou technikou je modulace pomoci stacionarni faze. Ostatni typy modulace se pouzivaji
vyrazné¢ meéne [22].
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Obrazek 18: Graf nejvice pouzivanych modulacnich technik pro 2D-LC [22]

1.2.7.1 Aktivni modulace pomoci stacionarni faze

Modulace pomoci stacionarni faze (SPAM) je technika vyuzivand v 2D-LC, kterd nahrazuje
smycky malymi zachytdvacimi kolonkami. Tyto kolonky selektivné zachytivaji analyty
po separaci v 'D. Pro ziskani dostate¢né retence v zachytavaci kolonce miize byt tok z prvni
dimenze zfedén, aby se sniZila eluéni sila eluatu 'D pied vstupem na zachytavaci kolonku.
Ztedéni se provadi zapojenim sméSovace za prvni dimenzi a moduldtor. Na fedéni se pouziva
rozpoustédlo s nizkou elu¢ni silou v druhé dimenzi. Pfi pfepnuti ventilu se analyty uvolni
do druh¢ dimenze ve formé ostrych, koncentrovanych pikii, coz vyrazné zvySuje mez detekce
a umoziuje pouziti kratsich 2D kolon, protoZe analyty jsou jiz rozdéleny z 'D, ¢imZ se zkracuje
celkovy ¢as analyzy [22, 44]. Nicmén¢, dulezité je zajiSténi dostatecného zachyceni vSech

analytli na kolonkéch, jinak mtze dojit k jejich ztrate [44].

Dilution flow Dilution flow

5
F
(7]
-
o

D-Column

1D-Column

Obrazek 19: Schéma modulace pomoci staciondrni faze [22]
Obrazek 19 schematicky znazorniuje techniku SPAM, ilustrujici dva stavy modulatoru 20 A)
a20 B). Na 20 A) je znazornéna 'D kolona, smé&Sovac a zachytavaci kolonka (Trap 1), kde

dochézi k selektivnimu zachyceni analytll ze separace 'D a odvodu zbytkové mobilni faze
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do odpadu. Na 20 B) je zachytavaci kolonka (Trap 1) znazornéna cervené, coz signalizuje

uvoliiovani zachycenych analytii do 2D kolony, kam je mobilni faze dod4vana 2D pumpou [22].

SPAM bylo tspesné vyuzito pro LCXLC-MS separaci peptida, proteint, polyfenoli a steroidd,
kde prokazalo vyssi rozliSovaci schopnost a az sedmindsobné zvyseni poméru signalu k Sumu

oproti pasivni modulaci [22].

1.2.7.2 Modulace rozpoustédlem

Modulace rozpoustédlem umoznuje pouziti vétsich vzorkovacich objemt v poméru k mrtvému
objemu 2D kolony, ¢imz poskytuje vy3si flexibilitu pii vyvoji metod a zlepsuje citlivost detekce

[22].

Nejprve byla vyvinuta pevnd modulace rozpoustédlem (FSM). Tento typ modulace pouziva
osmicestny dvoupolohovy ventil s obtokovou kapilarou na obrazku 20. Frakce z prvni dimenze
jsou plnény do smycek L1 a L2 a objem obtokové kapilary urcuje, do jaké miry jsou frakce

ID zfedény s eluentem 2D v bod& A pred vstupem do kolony 2D [28].

Column L1
2Column ?@
< A r—->
Waste
L2
B
Fixed Bypass Around Loop
2Pump

Obrdzek 20: Pevnd modulace rozpoustédlem [28]

Pevna modulace rozpoustédlem (FSM — fixed solvent modulation) ma nékolik nedostatk.
Mezi tyto nedostatky patii napfiklad, Ze tok pumpy druhé dimenze je délen skrz smycku
a ptitokovou kapilaru. Celkovy pritok z erpadla 2D je tak rozdélen do dvou cest a skuteény
prutok je tedy nizsi. Celkovy pratok zavisi na poméru, ve kterém je rozdélena smycka
a obtokova kapilara. Toto snizeni priitoku ma za nésledek kolisani nulové linie a pomalé
ustaleni toku pted dal§i analyzou. Tyto problémy lze vyfeSit pouZzitim aktivni modulace

rozpoustédlem (ASM) [28].

Aktivni modulace rozpoustédlem je metoda vyuzivajici osmicestny dvoupolohovy ventil, ktery
umoziuje fedit mobilni fazi z prvni dimenze rozpoustédlem jesté pied nadavkovanim do druhé

dimenze. Vysledkem je pfesnéj$i a spolehlivéjsi metoda, kterd pomahd dosahnout lepsi

separace latek [28].
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Obrazek 21 znazornuje ventil pro aktivni modulaci rozpoustédlem v systému 2D-LC, jedna
se o upraveny osmicestny ventil, ktery ma ctyfi polohy. Polohy 1 a 3 jsou funkéné shodné
s polohami bézného osmicestného dvoupolohového ventilu. V polohach 2 a 4 je vSak c¢ast
pritoku z?D ¢&erpadla rozdélena a prochazi obtokovou kapilarou (bypass). Tato &ast toku
se ptipoji k proudu kapaliny vystupujici ze smycky predtim, nez smées opusti ventil a vstoupi
do 2D kolony. Timto zpisobem tato rozdélena &ast 2D toku umoziuje ziedit 'D frakci
davkovanou do D kolony. Poté se modulator piepne do pozice 1 nebo 3, tudiz nedochizi
k déleni pritoku jako u pevné modulace rozpoustédlem. Tento mechanismus umoziuje fedit

pienos frakci mezi dimenzemi a optimalizovat separaci [22, 28].

o ‘Column =4 e Column
L1 L1
2Column iColumn
(_1 Waste Waste
L2 L2
U 2Pump Pump
t Bypass ‘ Bypass
o 'Column & o Column
L
1
2Column 2Column
Waste
L2
Pump

Bypass

Obrazek 21: Aktivni modulace rozpoustédlem [28]

Na obrazku 23 jsou vysledky analyzy vzorku, ktery obsahuje 50 % acetonitrilu, ddvkovany
objem je 80 pl (odpovidajici objemu vzorkovaci smycky) bez pouziti ASM (Cerna kiivka)
s ASM pfi fedéni vzorku v poméru 1:1 (modré kiivka) a fedénim vzorku 1:5 (Cervena kiivka).
Vzorek je fedén mobilni fazi D obsahujici 2 % ACN. Vysledky jasné ukazuji, jak ASM
zlepsuje detekéni citlivost i rozliSovaci schopnost separaci 2D, zejména pokud davkovana
frakce 'D obsahuje vice organické fize nez mobilni fize 2D. Bez ASM jsou piky $iroké a nizké,
zatimco s ASM jsou vice symetrické, uzsi a vyrazné vyssi [28]. Praktickym omezenim ASM
je ¢as potiebny k premisténi frakcei z 'D kolony do 2D kolony, ktery u kratkych 2D ¢asti miize
tvofit vyznamnou ¢ast modulace, zatimco u delSich modulac¢nich Casii to nepiedstavuje
problém. Vyvoj aktivni modulace rozpoustédlem lze povazovat za zasadni pokrok v detekcni

citlivosti pro 2D-LC techniky [22].
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Obrdzek 22: Vyuziti ASM a jeho viiv na analyzu v °D [28]

1.2.8 Vyuziti 2D-LC

Dvourozmérna kapalinovd chromatografie (2D-LC) piedstavuje pokrocilou analytickou
metodu nachdzejici uplatnéni predev§im v analyze vzorkti s velkym poctem analyti
s rozdilnymi vlastnostmi. 2D-LC poskytuje bezkonkuren¢ni pikovou kapacitu, umoznujici

rozliSeni slozek, které by v jednorozmérné analyze nebylo mozné rozd¢lit [45].

2D-LC nabizi Siroké vyuziti v riznych oblastech. V biochemii tato technika umoziuje
charakterizaci proteint, peptidi a dalSich biomolekul s vysokou citlivosti a rozliSenim.
Pti analyze peptidii, proteinii a dalSich latek s podobnymi vlastnosti se nejcastéji pouziva
RPxRP, IECXRP, ptipadné chirdlni chromatografie nebo afinitni chromatografie v kombinaci

s RP [22, 23].

Pomoci 2D-LC Ize analyzovat tada latek, které¢ spadaji do tradi¢ni Cinské mediciny,
a to konkrétné¢ Ginkgo biloba nebo bufadienolidy v kizi ropuchy, které maji puisobit
protinadorové [46—47]. V environmentalni analyze se vyuzivd vyhod této metody k detekci
stopovych koncentraci polutanti v environmentalnich matricich. V potravinarstvi slouzi 2D-LC
k podrobnému profilovani slozek potravin (napft. karotenoidy a flavonoidy), identifikaci
alergenii ¢i detekci kontaminantli [22, 48]. V oblasti farmacie slouzi k analyze 1é¢iv, jejich
necistot a metabolith [45]. U vSech téchto aplikacich se vyuzivd nejcastéji RPxXRP nebo
RPxHILIC (HILICxRP), a to diky vysoké pikové kapacité, kompatibilit¢ mobilnich fazi

a Sirokému vybéru aplikaci [23].
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V neposledni fad¢ nachazi 2D-LC uplatnéni v analyze polymeri, kde se vyuziva SEC
v kombinaci s RP i NP. Kombinace téchto separacnich mechanismli poskytuje velkou
ortogonalitu 2D systému, vykoupeno nizsi pikovou kapacitou [22—23]. Diky své vSestrannosti
a separacni sile se 2D-LC stala nepostradatelnym nastrojem moderni analytické chemie naptic

obory [45].

Graf na obrazku 23 zndzornuje vyuziti dvourozmérné kapalinové chromatografie. Svétle modra
barva oznacuje uspotradani, kde jsou do druhé dimenze pievedeny pouze ¢asti prvni dimenze,
zatimco tmavé modra barva reprezentuje comprehensive 2D-LC. Comprehensive
chromatografie nachdzi nejveétsi uplatnéni v oblastech, jako je tradi¢ni ¢inskd medicina (TCM),
analyza potravin ¢i polymerti. Mensi zastoupeni ma analyza lé¢iv (biofarmacie a farmacie)

a vyzkum bilkovin a peptida (proteomika) [45].

40 1 @ non-comprehensive

35 1 mcomprehensive
§30 -
525 1
EZO .
5 15 A
<10 -
5

0

Food
TCM

Forensics
Lipids

Biopharma
Metabolomics
Peptides
Pharmaceuticals
Polymers
Proteins

Energy carriers
Miscellaneous

Environmental

Obrazek 23: Vyuziti 2D-LC [45]

1.3 Separacni techniky v kapilarni elektroforéze

Kapilarni elektroforéza (CE) zahrnuje nékolik analytickych metod vyuZzivajicich razné
fyzikalné-chemické principy k separaci latek pii pouziti stejného zafizeni s modifikaci

separacniho pufru ¢i parametrt kapilary [49].
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Mezi zakladni pojmy, které souvisi s elektromigracnimi metodami patii elektroforeticka
mobilita a elektroosmoticky tok. K separaci latek bé¢hem elektroforézy dochazi diky rtzné
rychlosti pohybu iontil v elektrickém poli. Tato rychlost zavisi na elektroforetické mobilité
ionti a sile elektrického pole. Rychlost migrace analytu pii kapilarni elektroforéze zavisi také

na rychlosti elektroosmotického toku (EOF) [50—53].

Elektroosmoticky tok je klicovym jevem v kapilarni elektroforéze, pti kterém dochazi k pohybu
celého roztoku kapilarou smérem ke katodé. EOF vzniké diky interakci mezi vnitini st€énou
kifemenné kapilary a roztokem s vhodnym pH. Pfi pH vy$$im nez 3 dochézi k ionizaci
silanolovych skupin (—SiOH) na stén¢ kapilary na negativné nabité silanoatové skupiny (=SiO")
(obrazek 24). Tyto zaporné ndboje pfitahuji kationty z pufru, které vytvareji tzv. elektrickou
dvojvrstvu. Po aplikaci elektrického pole se mobilni vrstva téchto kationtli za¢ne pohybovat
smérem ke katod¢ a strhava s sebou cely roztok. Tomuto jevu se fikéa elektroosmoticky tok.
Rychlost EOF je ovlivnéna intenzitou elektrického pole, zeta potencidlem stény kapilary,

viskozitou a permitivitou pufru [5S0—53].
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Obrdzek 24: Elektroosmoticky proud v kapildre

EOF vyznamné ovliviluje migraci analyti. Kationty se pohybuji rychleji, protoze EOF
podporuje jejich pohyb, zatimco anionty EOF zpomaluje, a Casto je stale unasi ke katode¢.
V ptipadech, kdy je nezddouci silny EOF (napf. pii separaci aniontd nebo citlivych
biomolekul), 1ze EOF potlacit pomoci uprav vnitiniho povrchu kapilary. Toho 1ze dosahnout
chemickou modifikaci stény, naptiklad vytvoienim vrstvy polyakrylamidu, nebo dynamickymi
potahy pomoci polymert ¢i detergentl, které snizuji nebo uplné eliminuji tok pufru [S0—53].
Na obrazku 25 je zndzornén velmi jednoduchy ndkres kapilarni elektroforézy, tento obrazek

slouzi pro lepsi pfedstavu o tom, jaky je princip elektroforézy a jak tento pfistroj funguje.
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PIné ¢ary vyjadiuji separacni podminky, zatimco Cerchované znazornuji davkovani vzorku.
Tuto instrumentaci 1ze s mirnou obménou (zména pufru nebo kapilary) pouzit i pro dalsi
techniky vyuZzivajici elektromigraci. Konkrétné lze na kapilarnim elektroforetickém pfistroji
provadét kapilarni zonovou elektroforézu (CZE), micelarni elektrokinetickou chromatografii
(MEKC), kapilarni elektrochromatografii (CEC), kapilarni isoelektrické fokusovani (CIEF),
kapilarni gelovou elektroforézu (CGE) a kapilarni izotachoforézu (CITP) [49].
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Obrazek 25: Nakres kapilarni elektroforézy [49]

Kapilarni zénova elektroforéza (CZE) je zakladni technikou, kde separace probihd diky
rozdilné elektroforetické mobilit¢ analytii v elektrolytu za vysokého napéti, piicemz efektivni
odvod tepla umoziuje vysokou separacni ucinnost. Micelarni elektrokineticka chromatografie
(MEKC) umoznuje separaci i neutralnich latek pomoci micelarniho Cinidla, které vytvari
pseudostacionarni  fazi kombinujici elektroforetickou mobilitu s chromatografickym
rozdélovanim.  Kapilarni  elektrochromatogratie (CEC) kombinuje principy CE
a chromatografie pouzitim stacionarni faze v kapilafe s pohybem mobilni faze zajiSténym
elektroosmotickym tokem. Kapilarni izotachoforéza (CITP) vyuziva dva elektrolyty s odliSnou
mobilitou, mezi nimiz analyty migruji v diskrétnich zonéch, a slouzi také jako prekoncentracni

metoda [49].

Kapiléarni gelova elektroforéza (CGE) se zaméfuje na separaci molekul dle velikosti vyuzitim
polymeru v kapilafe, coZ je vhodné pro analyzu biopolymeri. Kapilarni izoelektrickd fokusace

(CIEF) separuje amfoterni latky podle izoelektrického bodu pomoci pH gradientu vytvoieného
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v kapilare[49]. Pfi pouzivani dvou dimenzi se pouziti gelu vétSinou nekombinuje s jinymi
separacnimi technikami, na rozdil od pouziti kapilar, kde je mozné vyuzit kapalinovou

chromatografii v prvni dimenzi a kapilarni elektroforézu v dimenzi druhé [54].

1.3.1 Izoelektricka fokusace

Izoelektrickd fokusace (IEF) je pokrocila technika v biochemii, kterda umoznuje separaci
biomolekul na zakladé jejich izoelektrického bodu (p/). Tato metoda je zaloZena na rozdilném
izoelektrickém bodu latek. Nabité latky migruji v pH gradientu skrz kapilaru, dokud
nedosahnou svého isolelektrického bodu, pii kterém je jejich celkovy naboj nulovy. IEF Ize
provadét v gelové matrici nebo kapilare. Kapilarni izoelektricka fokusace (CIEF) je vhodnéjsi
pro kvantitativni analyzu diky automatizaci a citlivosti, zatimco gelova metoda se vice vyuziva
pro vizualizaci a ptipravu vzorkid pro dalsi analyzy. Tato technika se bézné€ pouziva k analyze
proteinil, peptidi a nukleovych kyselin, ¢imz pfispivda k porozuméni jejich strukturnim
a funk¢énim vlastnostem. Tato metoda se nepouziva pouze k separaci, ale také k fokusaci,

pouziva se napiiklad v klinické diagnostice, proteomice ¢i vyvoji biofarmak [55—56].

Izoelektrické fokusace je mozné dosahnout pomoci gelové matrice nebo kapilary, jak uz bylo
zminéno vyse. V minulosti se pomérn¢ hodné pouzivala gelova matrice pro separaci proteind,
ale najdeme jeji vyuziti i v soucasnosti. Nejcastéji se vyuziva polyakrylamidovy gel nebo
agarosové gely s pfidavkem povrchové aktivniho dodecylsiranu sodného [57—59]. Gelova
elektroforéza se pouziva jak v jednorozmérné separaci, tak ve dvoudimenziondlnim
uspotradani, coz poskytuje velmi dobré rozliSeni. Migrace proteinii poskytuje informaci
o molekulové hmotnosti a izoelektrické bodu latky. Dalsi vyhodou gelu je, Ze latky 1ze vyjmout
a pouzit k dalsi analyze, pfipadné je skladovat. Pouziti gelu ma ovSem i fadu nevyhod jako je
dlouha doba separace a ptiprava gelu, také je pomérné narocnd izolace a detekce jednotlivych

analyti [57, 59—61].

1.3.1.1 Kapilarni izoelektricka fokusace

Kapilarni izoelektricka fokusace je technika s velmi vysokou rozliSovaci schopnosti,
jak uz bylo zminéno a pouziva se predevSim pro separaci proteinl, peptidi a dalSich latek

na zékladé isoelektrickych bodi.

V této technice se vyuziva gradient pH, ktery je vytvoren v kapilafe pomoci pufrti za aplikace

elektrického potencidlu. Jako pufry se ¢asto pouzivaji amfolyty [62—63].
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Amfolyty jsou molekuly, které obsahuji jak kyselou i zdsaditou ¢ast a mohou mit hodnoty p/ v
pozadovaném rozmezi pH (napiiklad pH 3—9). Poté co je kapildra naplnéna smési vzorku
a pufru se vytvoii pH gradient. Zasadity roztok na katod¢ a kysely roztok na anod¢ zpiisobi, Ze
po aplikaci elektrického pole za¢nou latky migrovat skrz kapilaru, dokud nedosdhnou svého
isoelektrick¢ého bodu, kde je jejich naboj nulovy. Tomuto procesu se fika fokusace (latky

se rozdeli do uzkych zon), ktery miizeme vidét na obrazku 26 [56].

IEF Capillary filled with mixture of sample and ampholytes
Ce D F G  Bega Cog Fu H o G 4 e G C® Hg
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Obrazek 26: Isoelektrickd fokusace v kapilare[56]

Po dokonceni fokusace je nutné piesunout rozdélené zony analyzovanych latek smérem
k detektoru, tento proces se nazyva mobilizace. K mobilizaci lze vyuzit tfi rizné pfistupy:
elektroforetickou (chemickou) mobilizaci, mobilizaci zalozenou na elektroosmotickém jevu
a mobilizaci pomoci tlaku [62—63]. Jednotlivé zplisoby presunuti analytii vyznamné ovliviiuji

separacni u¢innost a kvalitu ziskanych vysledkd.

Chemicka mobilizace se osvédc¢ila jako UCinnd metoda zvySujici separa¢ni vykonnost
piedevsim diky své schopnosti udrzovat stabilni chemické prosttedi, coz je zasadni pii analyze
proteint a podobnych latek. Funguje na principu zmény slozeni elektrolytd, coz narusi piivodni
pH gradient a zpUsobi elektroforeticky pohyb proteinii smérem k jedné elektrodé. Pro vétSinu
béznych aplikaci postaci katodickd mobilizace pomoci NaCl, ale pro pfesné analyzy nebo

kyselé proteiny se pouziva zwitterionova mobilizace [64].

Alternativni pfistup predstavuje hydrodynamickd mobilizace zalozend na pisobeni tlaku.
Ackoliv Ize parametry této metody upravovat pomoci zmén tlaku, vyzaduje peclivou kontrolu,
nebot’ nedostate¢nd regulace muze vést k nezadoucimu rozsifovani piki [55]. Dalsi moznosti
mobilizace je vyuziti elektroforetického toku k pohybu analytd. Tato technika vykazuje
vysokou ucinnost zejména v kombinaci s chemickou mobilizaci, coz vede k minimalizaci

nezadouci disperze vzorku [65].
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Kapilarni izoelektrickou fokusaci miizeme rozdé¢lit na dva zakladni typy, a to jednokrokovou
CIEF a dvou krokovou CIEF. Jednokrokova CIEF kombinuje fokusaci i mobilizaci do jednoho
kroku. Vzorek se zavede do kapilary, kde se pod elektrickym polem slozky soustiedi do izkych
zon dle jejich izoelektrického bodu. Poté jsou mobilizovany k detektoru pomoci
elektroosmotického toku. Vyhodou je rychlost a jednoduchost, nevyhodou mozné rozsiteni

piki vlivem difuze, coz snizuje rozliSeni [62—63].

Pti pouziti dvou krokové CIEF je fokusace a mobilizace oddé¢lena. Nejprve probiha fokusace,

kdy se slozky ustali na svych pl. Nasledn¢ je vzorek mobilizovan (napft. tlakem ¢i chemicky)

vvvvvv

o 24

Pouziti jednotlivych metod zavisi na pozadavcich analyzy, pficemz dvou krokova CIEF

je preferovana v pripadech, kdy je zasadni vysoka separacni u€innost a presnost vysledkt [62—63].

Béhem analyz je mozné vyuzit vysokého napéti, které¢ byva 10—30 kV, tedy hodnota
elektrického pole v kapilafe je 100—700 V/em [56, 62]. Cas migrace analytil je povétsinou
v fadu desitek minut. Na obrazku 27 je ptiklad analyzy, mlizeme vidét rozdéleni 4 typt

hemoglobinu, byla pouzita jednokrokova CIEF, napéti 15 kV a separace trvala 240 sekund [62].
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Obrazek 27: Kapilarni isoelektricka fokusace hemoglobinu [62]
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Pufry

Pro ucinnou separaci a vysoké rozliSeni je volba pufru v kapilarni isoelektrické fokusaci
naprosto zasadni. Bez pufru by nebylo mozné dosahnout izoelektrické fokusace. Casto
se pouzivaji amfolytické pufry a tzv. Goodovy pufry, poté pufry s nizkym pH, syntetické pufry
a makromolekularni pufry. Mezi spole¢né vlastnosti téchto latek patii schopnost ovliviiovat

pH gradient a zlepSeni celkového rozliSeni proteinti a peptidi béhem separace [66—70].

Amfolytické pufry se bézn¢ pouzivaji v CIEF diky své schopnosti udrzovat stabilni pH gradient.
Piikladem je mravencan amonny, hydroxid amonny, histidin a arginin, které se pouzivaji pro

své iontové a amfoterni vlastnosti [68].

Goodovy pufry, mezi které patiti CAPS (3-(cyklohexylamino)-1-propansulfonova kyselina),
predstavuji skupinu latek cenénych pro jejich schopnost rozpoustét biomolekuly, podporovat

enzymovou aktivitu a zachovavat stabilitu bilkovin [67, 70—71].

Dalsi skupinou jsou pufry s nizkym pH pievazné kyseliny, které poltacuji silanolovou ionizace
a snizuji interakci makromolekul se sténami kapildr, coz umoziuje gradienty vysokého napéti
pro rychlou analyzu. Mezi tyto pufry patii kyselina cysteova, kyselina iminodioctova, kyselina

asparagova a kyselina glutamova [66].

1.4 Fokusace pomoci gradientu elektrického pole

Fokusace gradientem elektrického pole (EFGF) je G€inna analytickd technika pro separaci
a koncentraci nabitych analytli, zejména proteini. Na obrazku 28 je princip metody, ktery
vyuziva gradient elektrického pole. Nabité latky migruji proti hydrodynamickému toku pufru.
Pokud elektroforetickd pohyblivost latek ma stejnou silu jako proud pufru dojde
k zakoncetrovani analyti do tzkych past. Pomoci této metody lze nabité latky zakoncertovat

a rozdelit dle jejich elektroforetické mobility [72].
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Obrazek 28: Princip fokusace gradientem elektrického pole

EFGF nabizi né¢kolik potencidlnich vyhod oproti tradicnim separa¢nim technikam. Hlavnim
piinosem je schopnost simultanni separace a koncentrace analytd, piicemz byly experimentalné
dosazeny koncentrac¢ni faktory az 14 000 [73]. EFGF lze pouzit na jakékoliv nabité molekuly,
nikoliv pouze na amfoterni, jak je tomu u izoelektrické fokusace (IEF). Umoziuje tak analyzu
proteinit s vysokymi hodnotami izoelektrického bodu, které jsou pro IEF obtizné

separovatelné [72].

Dalsi vyhodou je, Ze objem vzorku neni limitovan vnitinim objemem zafizeni, protoze je mozné

kontinualni zavadéni vzorku, coz zplisobuje vyssi zakoncentrovani latek [72].

Nevyhody EFGF souviseji predevsim instrumentaci pfistroje. Jednou z hlavnich komplikaci
je dosazeni stabilniho a linearniho gradientu elektrického pole, které je pro u¢innou fokusaci
zcela zasadni. Bylo zjiSténo, ze nahrazeni Tris-HCI pufru fosfatovym pufrem obsahujicim KCl
v hydrogelu vedlo ke zlepSeni stability proudu a tvaru gradientu [73]. DalSim omezenim
je slozita konstrukce zafizeni, zejména pokud je nutné ptidat iontoveé propustné membrany nebo

hydrogelové vrstvy, coz ztézuje reprodukovatelnost vyroby [72].

Na obrazku 29 je schéma pfistroje pro fokusaci pomoci gradientu elektrického pole [73].
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Obrazek 29: Schéma pristroje pro fokusaci gradientu elektrického proudu [73]

Gradient elektrického pole Ize vytvaret nékolika zplisoby. Nejstar§i metodou je zméena prifezu
separac¢niho kanalu, ¢asto kombinovana s polopropustnou membranou, ktera zajist'uje iontovou
vymeénu, ale omezuje pohyb proteint [72]. Alternativné lze vyuzit gradient vodivosti vytvoreny
difuzi mezi pufry s riiznou iontovou silou. Dale je mozné vytvofit gradient pomoci elektrod
umoziujici digitalni fizeni gradientu. Elektrody jsou umisténé podél kanalu a vytvareji
kontrolované elektrické pole. Kazda elektroda je individualné fizena pocitacem, coz umoziuje
vytvaret specifické gradienty napéti, které ovliviiuji separaci analyti. Elektrody nejsou
v pfimém kontaktu s analyty, coz =zajiStuje pouzitim membrany, ktera je oddéluje
od separacniho prostoru. Tato metoda je flexibilni, protoze umoziuje dynamicky meénit
gradient béhem analyzy, coz zlepSuje rozliSeni mezi zonami analytl. Posledni zpisob vytvoreni
gradientu je pomoci teploty, ktery vyuziva zavislost vodivosti pufru na teploté k vytvoreni

elektrického gradientu bez potteby membran [72—73].

Vyuziti EFGF je pomérné Siroké, zejména v oblasti bioanalytické chemie. Kromé extrémniho
obohacovani proteinovych vzorkl 1ze touto metodou efektivné separovat druhy latek s velmi
podobnou elektroforetickou pohyblivosti. EFGF, piedev§im s pouzitim gradientu vytvorené¢ho
pomoci teploty, byla uspé$né pouzita pfi DNA hybridizacnich testech, kde umoznila detekci
hybridizace DNA i peptidové nukleové kyseliny a identifikaci jednobazovych zamén.
Zajimavou aplikaci je také separace enantiomerd, coz naznacuje potencidl této metody

pro chiralni analyzu [72].

EFGF predstavuje perspektivni separacni a koncentracni techniku s potencidlem pro Sirokou
aplikaci. Dals§i vyvoj by mél sméfovat k zjednoduSeni konstrukce a zlepSeni
reprodukovatelnosti, aby bylo mozné pIné€ vyuzit teoreticky potencial této metody v chemické

a bioanalytické praxi [72—73].
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Pristroje a zarizeni
Béhem experimentu byly pouzivany tyto pomiicky a zatizeni:

e dvoudimenzionalni kapalinovy chromatograf Agilent 1290 Infinity (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA), casti pristroje: automaticky davkovac¢ vzorku,
kapilarni cerpadlo pro prvni dimenzi, ultra-vysokotlaké cerpadlo pro druhou dimenzi,
termostat kolon, UV/VIS detektor diodového pole, osmicestny dvoupolohovy ventil

e kolona: Chromolith High Resolution, RP 18e (50x4,6 mm); U18438/107, (Merck
KGaA, Darmstadt, Némecko)

o Kkapilarni elektroforéza Agilent 7100 (Agilent Technologies, Santa Clara, USA), ¢asti
pfistroje: tlakové cerpadlo, 2 platinové elektrody, kifemenné kapilary potazené
polyimidem o vnitinim priméru 75 pm a délce 120 cm (25 cm k detekénimu okénku),
detektor diodového pole

e trismyckovy modulator obsahujici jeden dvandcticestny dvoupolohovy ventil, dva
deseticestné dvoupolohové ventily a ti1 smycky o objemu 4,5 pl s vnitinim praimérem
0,12 mm (Valco Instruments Co. Inc., Houston, USA)

e pocitac s programem Python na pfepinani ventild

e osmicestny dvoupolohovy ventil vyrobeny z nevodivého materidlu PEEK
(polyetheretherketon) pro propojeni kapilarni elektroforézy s tfismyckovym
modulatorem (Valco Instruments Co. Inc., Houston, USA)

o 2xInjekéni pumpa NE-1000X (Labicom s.r.o., Praha, Ceska republika)

e Hamilton stfikacky 1725 RNR o objemu 250 pl, 100 pl a 25 pl (Chromservis, Praha
10 — Petrovice, Ceska republika)

o analytické vahy Kern ABT 220-4M (Fisher Scientific, Pardubice, Ceské republika)

e ultrazvukova lazen Bandelin Sonorex TK 52 (Bandelin electronic GmbH & Co. KG,
Berlin, Némecko)

e automatické pipety Eppendorf Research (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

e IKA® Vortex 1 (VWR International, Stifbrna Skalice, Ceské republika)

e zaFizeni na vyrobu ultradisté vody Milli-Q® Direct (Merck KGaA, Darmstadt,
Némecko)

e pH-metr CG 842 (Schott Gerdte GmbH, Hofheim, Némecko)
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e magnetické michadlo IKA Big Squid White (IKA-Werke GmbH & Co.KG,
Némecko)

e laboratorni nddobi a pomticky

2.2 Chemikalie

e ultracistd voda pro HPLC pfipravend zatfizenim Milli-Q® Direct

e acetonitril o ¢istot€ >99,9 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e kyselina mravenci o Cistot¢ >98 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e plynny dusik o &istoté 4.6 (Linde Gas a.s., Praha 9 — Kyje, Ceska republika)

e kyselina borita o koncentraci 0,075 mol/l jejiz pH bylo 1 M NaOH upraveno na hodnotu
pH 9 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e standardy fenolickych kyselin: kyselina protokatechova, kyselina syringova,

kyselina p-kumarova (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

2.3 Software

Experimentalni data z kapalinového chromatografu byla ziskdna za pouziti softwaru Agilent
OpenLab ChemStation od spolecnosti Agilent Technologies (Santa Clara, USA). Ovladani
kapilarni elektroforézy bylo realizovano prostiednictvim stejného softwaru Agilent.
Ovléadani kapiléarni elektroforézy bylo realizovano prostiednictvim softwaru Agilent OpenLab
ChemStation. Ttismyckovy modulator byl fizen pomoci kddu napsaného v jazyce Python, jehoz
autorem je doc. Cesla (Python Software Foundation License). Vypoéty byly provedeny
v programu Microsoft Excel 365 (Microsoft, Redmond, USA). Text diplomové prace byl
sepsan v aplikaci Microsoft Word 365 (Microsoft, Redmond, USA).

2.4 Podminky ?D separace

Béhem analyzy v °D byla pouZita mobilni faze, ktera obsahovala 15 % acetonitrilu a 85 %
ultracisté vody. Nejprve byla analyza v druhé dimenzi testovana za pouziti kolony (Chromolith
High Resolution) pfi pratoku 1,6 ml/min, nasledné bez kolony za prtatoku 0,2 ml/min. Vlnové
délky pro DAD (256, 280, 300 nm) byly vybrany dle absorpcnich spekter analyzovanych
fenolickych kyselin v pfiloze 1 (kyselina protokatechova, kyselina syringovd, kyselina

p-kumarova).
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2.5 Podminky fokusace pomoci kapilarni elektroforézy

Fokusace v kapilare elektroforézy probihala v n€kolika krocich. Prvnim krokem bylo piesunuti
frakce do kapilary. Nasledné byl otocen deseticestny dvoupolohovy ventil z nevodivého
materidlu PEEK do polohy 1-8, aby mohlo dojit k propojeni systému. V plastové vialce
s pufrem byla umisténa kfemenna kapildra a platinovy dratek, aby mohl byt spojen obvod. Kdyz
byla kapildra naplnéna pufrem a obsahovala frakci, mohla byt provedena fokusace. Fokusace
byla provadéna za podminek popsanych v tabulce 7. Celkova délka pouzité kapilary byla 120
cm a délka kapilary k okénku detektoru byla 25 cm.

Tabulka 6: Podminky p¥i fokusaci v kapilarni elektroforéze

Sledované vinové délky DAD detektoru [nm] 254, 280
Napéti [kV] -20
Cas aplikace napéti [s] 240
Pufr H:BO3 [mM] 75
Max. Proud [pA] 50
Max.Vykon [W] 6

2.6 Pracovni postupy

2.6.1 Priprava vzorku

Béhem celého méfeni byl pouzivan roztok standardiit fenolickych  kyselin
(kyselina protokatechova, kyselina syringova, kyselina p-kumarovd) o rtizné koncentraci.
Nejprve byla pouzita kyselina protokatechovéd a kyselina p-kumarova, ale bylo zjisténo, ze
kyselina p-kumarova se rozklada (vyskyt dvou pikli v chromatorgamu misto jednoho), tudiz

tato kyselina byla nahrazena standardem kyseliny syringové.

Roztok kyseliny protokatechové a kyseliny syringové byl pfipraven navazenim cca 5 mg
od kazdé kyseliny do tmavé vialky. Navazka byla rozpusténa ve smési 6 ml vody a 4 ml
methanolu. Pro lepsi rozpusténi byl roztok ponofen na 2 minuty do ultrazvukové lazné€. Roztok

byl poté uchovavan v chladnicce.

Pro méfeni, ktera byla provadéna pomoci kapilarni elektroforézy byl pouzit nefedény roztok,

pro méfeni na kapalinovém chromatografu byl tento roztok 10x zfedén.
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2.6.2 Priprava pufri

Pro fokusaci frakce v kapilarni elektroforéze bylo nutné pfipravit pufr kyseliny borité

o koncetraci 75 mM o pH 9 [74].

Na piipravu 100 ml roztoku 75 mM kyseliny borité bylo navazeno 0,4637 g kyseliny borité.
Poté byla kyselina kvantitativné pievedena do 100 ml odmérmné banky a doplnéna vodou
po rysku. Nasledn¢ byla odmérna banka umisténa na 2 minuty do ultrazvuku. Roztok kyseliny
borité byl pfelit do kddinky s magnetickym michadlem a pomoci pH metru bylo méfeno pH
roztoku. Do roztoku byl pomoci pipety pfidavan 1M hydroxid sodny az do dosazeni pH 9.

Roztok byl ptfelit do odmérné nadoby a uzavieny uchovavan v chladnicce.

Fokusace byla provadéna 1 v silnéjSim pufru a to konkrétné 175 mM roztoku kyseliny borité
o pH 9. Na ptipravu 100 ml roztoku 175 mM kyseliny borité bylo navaZeno 1,0820 g kyseliny
borité. Zbytek pracovniho postupu je totozny jako pfti pfipravé 100 ml 75 mM roztoku kyseliny
borité o pH 9.
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3 Vysledky a diskuse

Celéd experimentalni ¢ast byla provadéna pomoci tfismyckového moduldtoru (TSM). Tento
modulator byl vyvinut pro dvoudimenzionalni kapalinovou chromatografii s cilem zlepSeni

procesu pievodu frakci z prvni do druhé dimenze.

3.1 Trismyckovy modulator

Tiismyckovy modulator je rozhrani mezi prvni a druhou dimenzi, které se sklada z jednoho
dvanacticestného dvoupolohového ventilu a dvou deseticestnych dvoupolohovych ventili
se tfemi identickymi zachytdvacimi smyckami. Modulator Ize piepinat mezi tfemi polohami,
kde postupné dochazi k plnéni, fokusaci a vymyvani do 2D kazdé ze smycek. St¥idani smycek
je zobrazeno na obrazku 30, kde jednotlivé sloupce odpovidaji pozicim TSM. Prvni sloupec
(obrazek 30) odpovida pozici 1 (obrazek 31). V pozici 1 TSM je tedy smycka 1 plnéna frakci

z 'D, smy¢ka 2 vymyvéna do °D a smycka 3 fokusovana v kapildrni elektroforéze.

|
n— m

fokusace
\

> >
L L

cyklus i cyklus (+1)  cyklus (i+2)
$ cas analyzy (min)

P \
myvani
siiiycka 3 fokusace

>

Obrazek 30: Stridani jednotlivych cyklu trismyckového modulatoru [74]

Vzhledem ke konstrukci TSM je mozné vyuzit jednu ze smycek k fokusaci frakce. Tato uprava
frakce (fokusace) ma potencial zlepsit analyzu v 2D. B&hem fokusace se latky zakoncentruji
do izké zony a je mozné ocekavat toto zizeni i v 2D. Fokusace funguje na principu pohybu

nabitych analyti migrujicich vlivem elektrického pole a elektroosmézy.

Funkci TSM Iépe popisuje obrazek 31 na kterém je schematicky znazornéno, které spojovaci
kapilary se pouzivaji, vjaké pozici. Pismeny A, B je naznaceno stfiddni poloh ventild.
V pozici 1 (Obrazek 31) je plnéna smycka 1 eludtem z prvni dimenze, zatimco smycka 2
je vymyvana do druhé dimenze a smycka 3 je presunuta do kapilarni elektroforézy, kde probiha
fokusace a nasledné¢ je premisténa zpét do smycky 3. Poté je modulator otocen do pozice 2
(Obrazek 31), kde dochazi k plnéni smycky 2 eludtem z prvni dimenze, zatimco je smycka 3

fokusovana a smycka 1 je analyzovana v druhé dimenzi.
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Poté je modulator otoéen do pozice 3 (Obrazek 31). V této pozici je pInéna eluatem 'D smycka
3, smyc¢ka 1 je analyzovana v 2D a smy¢ka 2 je fokusovana. Tyto 3 pozice se stiidaji po celou

dobu analyzy za ptedpokladu, Ze se jedna o comprehensive 2D-LC.

pozice 1 a-A-a = loop 1 - fill; loop 2 - flush; loop 3 - focus
2.14 pl (161x0.13mm)

D2 pump D1 column eluate BGE D2 column

1.30 pl (98x0.13mm)

1.33 pl (100x0.13mm)

1.59 pl (120x0.13mm)
BGE

1.37 pl (103x0.13mm)

pozice 2 b-A-b = loop 1 - focus; loop 2 - fill; loop 3 - flush

2.14 pl (181x0.13mm)

D2 pump D1 column eluate BGE D2 column
0.90 1

1.30 pl (98x0.13mm) (68x0.13mm)

(87x0.13mm)
1.16 pl

452
(400x0.12mm)

1.33 pl (100x0.13mm)

1.59 pl (120x0.13mm)
BGE

Waste

1.37 pl (103x0.13mm)

pozice 3 a-B-a = loop 1 - flush; loop 2 - focus; loop 3 - fill

2.14 Pl (161x0.13mm)

D2 pump D1 column eluate BGE D2 column

0.90 1

1.30 pl (98x0.13mm) (68x0.13mm)

1.33 pl (100x0.13mm)

1.59 pl (120x0.13mm)
BGE

1.37 pl (103x0.13mm)

Obrazek 31: Schéma TSM v pozicich 1, 2 a 3 s rozméry jednotlivych kapilar
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V experimentalni ¢asti prace byl optimalizovan pienos frakce z prvni dimenze kapalinové
chromatografie do kapilarni elektroforézy, poté provedeni fokusace, pfeneseni frakce zpét
do smycky modulédtoru a analyzovéni frakce v druhé dimenzi. Konkrétné se jednalo o tyto

kroky:

1. Nalézt vhodny objem a prutok pro presunuti frakce ze smycky modulatoru do kapilary
elektroforézy, aby mohlo probéhnout zafokusovani celé frakce.

2. Provedeni fokusace v kapilaie elektroforézy.

3. Nalézt vhodny zplsob ptesunuti zafokusované frakce zpét do smycky modulatoru.
Velmi dilezité je vybrat stabilni opakovatelny a reprodukovatelny zptsob s optimalnim
casem piesunu frakce. Také je zdsadni pokusit se zpét do smycky presunout co nejveétsi
cast frakce a proveiit mnozstvi frakce ve smycce.

Poslednim krokem je nadavkovat zafokusovanou frakci pomoci nalezenych parametra

do druh¢ dimenze a pokusit se zhodnotit ptinos fokusace pro analyzu v druhé dimenzi.

3.2 Zapojeni TSM a kapilarni elektroforézy

Nejprve bylo nutné optimalizovat jednotlivé kroky, které se budou v budoucnu provadét
automaticky. K testovani jednoho cyklu modulatoru byla vybrana smycka 2, na simulaci plnéni
smy¢ky z 'D byla pouzita stfikacka se vzorkem standardd fenolickych kyselin viz kapitola
2.6.1. Po naplnéni smycky 2 vzorkem byl modulator oto¢en do pozice 3, kdy pomoci injekéni
pumpy byla frakce pfesunuta do kapilarni elektroforézy. Poté byl otocen osmicestny
dvoupolohovy ventil z nevodivého materidlu PEEK, aby vzniklo vodivé propojenim mezi
elektrodami. Ty jsou napéjené pomoci zdroje vysokého napéti v kapilarni elektroforéze. DalSim
krokem byla samotné fokusace. Podminky fokusace jsou sepsany v kapitole 2.5. Po provedeni
fokusace byla frakce prevedena zpét do smy¢ky 2 a nadavkovéna do 2D. Podminky analyzy
v 2D jsou uvedeny v kapitole 2.4. V 2D byla vracend frakce rozdélena pomoci kolony piipadné
pouze piesunuta k detektoru. Jednotlivé kroky bylo nutné optimalizovat postupné a budou

vysvétleny v nasledujicich kapitolach.

Usporadani celkového zapojeni je na obrazku 32, modulator je v pozici 3, tudiz frakce
ze smycky 2 je fokusovéna v kapilarni elektroforéze. Na obrazku 33 je fotografie realného

zapojeni TSM s popisky ventill stejnymi jako na obrazku 32.
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infuzni pumpa

2.14 pl (161x0.13mm)

D2 pumpa pE—
pInéni smycek 0.90 pl

1.30 pl (98x0.13mm) (68x0.13mm)

>

1.59 pl
(120x0.13mm)

4 detektor

. o o ~" 5.30 pl (1200x0.075mm)
kfemenna kapilara detektoru 4.20 pl ( 950x0.075mm)

Obrazek 32: Schéma TSM se zapojenim kapilarni elektroforézy a ventilem 4 (PEEK), 1: deseticticestny
dvoupolohovy ventil, 2: dvandacticestny dvoupolohovy ventil, 3: deseticestny dvoupolohovy ventil, 4: osmicestny
dvoupolohovy ventil z nevodivého materialu (PEEK) D2: druhd dimenze

Obrazek 33: Fotografie redlného zapojent trismyckového modulatoru, 1: deseticestny dvoupolohovy ventil, 2:
dvanacticestny dvoupolohovy ventil, 3: deseticestny dvoupolohovy ventil, 4: osmicestny dvoupolohovy ventil
z nevodivého materialu (PEEK)
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3.3 Presun frakce ze smycky do kapilary elektroforézy

Prvnim krokem bylo najit vhodnou metodu a podminky pro pfesun frakce ze smycky 2
do kapilary elektroforézy. K vytlaceni frakce ze smycky 2 do kapilary elektroforézy byla
pouzita injek¢éni pumpa, na které¢ lze nastavit libovolny pritok a objem, ktery bude timto
prutokem a objemem vytlacen. Presunuti frakce by nemélo trvat ptili§ dlouho, aby bylo mozné
frakci zafokusovat nez dojde k piepnuti pozice TSM. Nejprve byl hledan vhodny priatok
pro vytlaceni frakce ze smycky 2 do kapilary elektroforézy. Pro spravnou fokusaci je zésadni,
aby v kapilatre elektroforézy byla ptfesunuta celd frakce. Proto dal§im krokem bylo nalézt
vhodny objem, ktery presune frakci, a to pomoci detektoru kapilarni elektroforézy. Celkova

délka kiemenné kapilary byla 115,4 cm, délka kapilary k okénku detektoru CE byla 24 cm.

Meéfteni probihalo tak, ze TSM byl ptepnut do pozice 2, kde byla smycka 2 naplnéna nefedénym
vzorkem standardl fenolickych kyselin. Dalsim krokem bylo pfepnuti TSM do pozice 3, tedy
stejné jako na obrazku 32. Nasledné byl zapnut prutok injek¢éni pumpy a stopky. Vzdy, kdyz
se v detektoru kapilarni elektroforézy (CE) objevil signdl, byly stopky zastaveny. Namétené
casy byly piepoCteny na objemy kviili nastaveni spravného objemu na injekéni pumpé
pro piesun frakce ze smycCky 2 do kapilary elektroforézy. Na obrazku 34 je graf, kde byl
sledovan signal v detektoru CE pfi pouziti riiznych priatoki (Q). Na ose y jsou objemy spoctené
z naméteného casu. Tyto objemy bylo pouzity pro presun frakce k okénku detektoru. VSechna

naméfena data pro tuto kapitolu jsou v piiloze 2.

14,0
11,779
120 10,444
9764 10,073 :
10,0
=80
2
s 6,0
4,0
2.0
0,0
10 25 . 50 100
Q [ul/min]
n=4

Obrazek 34: Zavislost pouzitého priitoku na objemu, ktery presunul frakci k okénku detektoru CE
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Objem potiebny pro presunuti vzorku k detektoru kapilarni elektroforézy se pohyboval okolo
hodnoty 9,764 ul, protoze pii vyssich pritocich byl do kapilary za krat$i cas natlacen vétsi
objem, nez je nutné k zobrazeni signalu v detektoru. U kazdého primeéru je chybovou tuseckou
vyjadiena smérodatna odchylka, s vy$$im pritokem se zvySovala i smérodatnd odchylka.
Nestabilita byla vyraznd hlavné u pratokt 50 a 100 pl/min. Pro dal$i méfeni byl vybran priitok
25 pl/min, protoze Cas presunuti frakce se pohybuje okolo 30 s. Pti priitoku 10 pl/min ptesunuti

frakce do kapilary elektroforézy trvalo skoro minutu.

Dalsim krokem bylo nalézt vhodny objem, ktery by piesunul frakci ze smycky 2 do kapilary
elektroforézy. Frakce musi byt v kapilaie celd a nesmi dojit k vytlaeni frakce do odpadu, proto
byl opét pouzit detektor CE pro urceni spravného objemu. Za okénkem detektoru je jesté 24 cm
(1,06 pl), nez je vzorek vytlacen do odpadu. Pii pratoku 25 pl/min byly na injekéni pumpé
nastaveny rizné objemy k vytlaceni (8,25-10 ul). Objem byl snizovan, dokud byl detekovan
signal v okénku detektoru. Odezva detektoru se neobjevila az pii objemu 8,25 ul, protoze frakce
nebyla premisténa az k okénku detektoru CE. Pro vytlaceni frakce do kapilary elektroforézy
byl vybran objem 8,5 ul. Tento objem byl nejvhodnéjsi, protoze v detektoru byl vidét signal
frakce, tedy zde bylo potvrzeni, ze frakce byla presunuta celd do kapilary elektroforézy.

Vysledky tohoto méteni jsou shrnuty v ptiloze 2.

3.4 Vraceni frakce z kapilary elektroforézy zpét do smycky

Po tpravé (fokusaci) frakce musi byt vracena zpét do smycky 2, a to pokud mozno tak, aby
se celd nachazela opét ve smycce 2. Frakce musi byt vracena do smycky 2, aby mohla byt
nadévkovana do 2D. Pro vraceni frakce z kapilary elektroforézy byla pouzita vzduchova pumpa,
kterd je soucasti kapilarni elektroforézy a tlak dusiku ptipojeny k elektroforéze. Obé moznosti
generuji tlak na vialku v CE, ve které je umistén jeden konec kapilary. Diky aplikaci tlaku

dochazi k posunu kapaliny kapilarou.

Netedény vzorek fenolickych kyselin byl umistén do plastové vialky a pomoci kapilarni
elektroforézy byl davkovan do kiemenné kapilary. Nasledné byl stopkami méfen Cas, dokud
se signdl vzorku neobjevil v detektoru CE. Tento ¢as byl pfepocten na pritok pro lepsi
pfedstavu o rychlosti pritoku, ktery je vzduchova pumpa schopna generovat. Délka kapilary
k detektoru byla v tomto ptipadé 91,4 cm (4,04 pul) a celkova délka kapilary byla 115,4 cm
(5,1 pl). Standardni délka kapilary k okénku detektoru byla 24 cm pro toto méteni byla kapilara

otocena.
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Nejprve byla pro vraceni vzorku pouzita vzduchovéa pumpa. Maximalni tlak pro pumpu bylo
mozné nastavit na 100 mbar. Pomoci tohoto tlaku byl vzorek tla¢en kiemennou kapildrou
a méfen Cas presunuti vzorku k okénku detektoru. Tento Cas byl ndsledné prepocten na priitok.

Pritoky vzduchové pumpy jsou na obrazku 35.
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Obrazek 35: Pritok ¢erpadla kapilarni elektroforézy pri tlaku 100mbar

U vzduchové pumpy trva i pfes minutu, nez se vzorek dostane do detektoru. Pratok generovany
vzduchovou pumpou je velmi nestabilni a nelze jej pouzit pro vytla¢eni vzorku z kapilary,
protoZze tento proces trva pokazdé jinak dlouho. Pravdépodobné je tlak vytvaireny pumpou CE
pokazdé jiny. Dals$i moznosti bylo pfipojit ke kapilarni elektroforéze externi tlak dusiku, ktery
kapilarni elektroforéza aplikuje na vialku. Tlak dusiku lze nastavit v rozmezi 2—5 bar. Méteni
bylo stejné jako pfi pouziti vzduchové pumpy. Na obrazku 36 je graf priitoka pti tlaku 2 bar.
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Obrazek 36: Graf prutokii pri tlaku 2 bar a délce kapilary 91,04 cm (4,02 ul)
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Je patrné, ze piti pouziti tlaku dusiku je méfeni opakovatelné, tudiz pro piesunuti frakce
z kapilary elektroforézy zpét do smycky TSM bude nadale pouzivan tlak dusiku. Dal$im
krokem bylo najit optimalni tlak dusiku. Vzhledem k malym rozdiliim mezi pratoky pii stejném
tlaku dusiku byly pouzity priiméry pro graf na obrazku 37. U kazdého priméru byla také
spoctena smérodatna odchylka, ktera je na grafu patrna v podobé chybovych tsecek. Hodnoty

dalsich statistickych parametrti a data pro grafy v této kapitole jsou v ptiloze 3.
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Obrazek 37: Priméry pritokii pii pouzitém tlaku 2; 3,5 a 5 bar

Se vzristajicim tlakem dusiku roste rychlost pratoku. Také to vypada, ze tato rychlost pratoku
roste linedrn¢. Pro dal$i méfeni byla otocena kapildra a tim zménéna délka kapilary k detektoru.
Délka kapilary k detektoru byla nyni 24 cm (1,06 pl). Tato Uprava délky kapilary byla
provedena za ucelem ovéfeni pratoku pifi stejném tlaku dusiku. Na obrazku 38 je graf
prumérnych prutokt pii tlaku 2 a 5 bar a objemu 1,06 a 4,04 ul, chybovymi tuseckami
je vyznacena smérodatna odchylka. Tlak 2 a 5 bar, byl vybran jako minimalni a maximalni tlak
dusiku, ktery lze pouzit. V obou piipadech je pouzita stejnd kapilara pouze okénko detektoru
na kapilafe je pfi objemu 1,06 pl umisténo 24 cm od zdroje tlaku dusiku a pfi objemu 4,04 pl

91,4 cm od zdroje tlaku dusiku.
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Obrazek 38: Priumeérny pritok pri tlaku 2 a 5 bar a objemu 1,06 a 4,04 ul

Kdyz porovname priitoky pii objemu kapilary 1,06 a 4,02 pl, a to jak pfi tlaku 2 bar tak tlaku
5 bar, rychlost priitoku v kapildfe se méni se vzdalenosti od zdroje tlaku dusiku. Protoze
se prutoky méni a nejsou konstantni, je tlak dusiku je nestabilni. Pro pfesunuti frakce z kapilary
do smycky je nejvhodnéjsi vybrat, prutok, ktery se bude se vzdalenosti od zdroje tlaku dusiku
nejméné menit. Je to z diitvodli odhadu ptsobeni tlaku dusiku. Pokud by byl zménén objem
kapilar, bude nutné opét vybrat takovy tlak, pfi kterém se pratok méni co nejméné

a je co nejstabilnéjsi.

3.4.1 Ovéreni priitoku dle pouzZitého tlaku dusiku

Diky zjisténi, ze pratok neni stabilni, bylo nutné ovéfit pritok jinym zpiisobem nez pomoci
detektoru CE. Celkova délka kapilary byla nyni 120 cm, kapildra musela byt vyménéna, protoze
béhem ptedchoziho méteni doslo pifi pfi manipulaci ke zlomeni v misté okénka (Cast bez

polyimidu). Délka nové kapilary k okénku detektoru byla 95 cm.

Pritok byl méfen pomoci Hamiltonovy stiikacky o objemu 25 pl pfipojené na konci kapilary.
Na stopkach byl méten Cas, za ktery na pfitee objem 2,5 nebo 5 pl. Nejprve byl pritok méfen
pfimo za ventilem 4 (PEEK) u kapilarni elektroforézy (schéma zapojeni TSM: obrazek 35).
Na obrazku 39 jsou priimérné prutoky namétené pii tlaku 2 a 5 bar, a to jak hned pfi spusténi
tlaku dusiku, tak pfi ustaleni tlaku (2 minuty po spusténi). U primérnych hodnot pritok jsou
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také chybovymi tseckami vyjadieny smérodatné odchylky, ty jsou nejvétsi u tlaku 5 bar.

Ostatni statistické parametry a namétend data jsou sepsany v ptiloze 4.
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Obrazek 39: Priumérné prutoky za ventilem 4 pri tlaku 2 a 5 bar

S vyssim tlakem dusiku byl mnohem vétsi rozdil pratoku ihned po spusténi tlaku a pfi ustaleni

tlaku. Tlak 5 bar je nestabilni, velmi se méni prutok. Tlak dusiku 2 bar je stabilnéjs$i a mezi

pratokem namétfenym ihned po spusténim tlaku a pii ustaleni tlaku dusiku je mensi rozdil

nez pii tlaku 5 bar.

3.4.1.1 Cas potiebny k vraceni frakce zpét do smy¢ky

Diilezitym parametrem pro piesun frakce z CE zpét do smycky je také Cas pottebny k vraceni

frakce zpét do smycky 2. Zpusob vraceni frakce musi byt rychly, reprodukovatelny a stabilni.

Pro zjisténi Casu potiebného k vraceni frakce zpét do smycky 2 byl pouzit HPLC detektor, ktery

byl zapojen ptimo za smycku 2. Méteni bylo provadéno nasledovné:

(1)
2
3)

(4)

V plastové vialce byl umistén 10x zfedény vzorek fenolickych kyselin ve vodé.

Byla zapnuta analyza na HPLC detektoru.

Byl aplikovan tlak dusiku na vialku se vzorkem, a vzorek byl pfesunut z kiemenné
kapilary do detektoru HPLC.

Byl méten cas, za ktery se vzorek presune do detektoru CE a Cas za ktery dorazi

do HPLC detektoru.

Vysledky tohoto méteni jsou shrnuty na obrazku 40, kde je sloupcovy graf primérnych cast

pti riiznych tlacich dusiku. Oranzové sloupce zndzornuji ¢as presunu frakce k CE detektoru
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a modré sloupce znazornuji Cas piesunu frakce k detektoru HPLC. Smérodatné odchylky jsou

vyjadiena chybovymi tseckami.
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Obrazek 40: Graf zavislosti priimérného ¢asu na tlaku dusiku a vzdalenosti od zdroje tlaku dusiku

Z grafu je patrny sestupny trend hodnot ¢asu v zavislosti na pouzitém tlaku. S vzristajicim
tlakem se zvySuje pritok kapilarou a klesa as potiebny k piesunu frakce. Casy potiebné

k ptesunu frakce byly piepocteny na pritoky a graf t€chto pritokd je na obrazku 41.
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Obrazek 41: Graf zavislosti prumérného pritoku na tlaku dusiku a vzdalenosti od zdroje tlaku dusiku
Pti tlaku 2 bar trva pfesun frakce téméf minutu, ale pratok pii tomto tlaku je nejstabilnéjsi
(rozdil prutoku v detektoru CE a HPLC je nejmensi). S vyssim tlakem se mnohem vice méni

prutok v systému.
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Naptiklad uz pti tlaku 3 bar je pratok v detektoru HPLC témét dvojndsobny nez v detektoru CE.
Pti tlaku 5 bar je tento rozdil pritoku nejvice zfetelny, kdy v detektoru CE je pritok 8,17 pl/min
a v detektoru HPLC 17,27 pl/min.

Rozdily mezi pritoky byly pomérné vysoké, proto byla ovéfena spravnost pritoki opét pomoci
Hamiltonovy stiikacky. Ta byla zapojena misto HPLC detektoru byl zméfen pritok pfi tlaku
2 a 5 bar. Vysledky tohoto méteni jsou zobrazeny na obrazku 42, kde modré sloupce znazoriiuji

tlak 2 bar a oranzov¢ sloupce tlak 5 bar.
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Obrazek 42: Mereni pritoku pomoci Hamiltonovy strikacky pred detektorem HPLC
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Z naméfenych dat je patrné, Ze prutoky spoctené z odezvy detektorti jsou velmi podobné jako
naméfené pomoci Hamiltonovy stiikacky. Kdyz se porovname, jak se ménil priitok v systému
pii jednotlivych tlacich, nestabilnéjsi pritok byl pii tlaku 2 bar. Z tohoto divodu byl
pro nasledujici méfeni vybran tento tlak pro vraceni frakce zkapilary -elektroforézy

do smycky 2.

3.4.1.2 Vliv pouzitého rozpoustédla ve vzorku na pritok pri pouziti tlaku dusiku

Ve dvourozmérné kapalinové chromatografii se pouzivaji rizné rozpoustédla, ktera mohou mit
vliv na pritok. U méfeni pratoku dle pouzitého tlaku dusiku byl pouzit 10x fedény vzorek
fenolickych kyselin ve vodé. DalSim testovanym rozpoustédlem byl metanol, vzorek
fenolickych kyselin byl také 10x natedén v €istém metanolu a byl aplikovén tlak 2 bar a méten
¢as. Cas presunu frakce k detektoru byl nasledné piepoéten na pritok. Méfeni probihalo totozné
jako v kapitole 3.4.1.1. Na obrazku 43 jsou prutoky méfeny pii tlaku 2 bar a vzorek je 10x fedén

ve vode.
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Obrazek 43: Pritok v detektoru CE a HPLC pri tlaku 2 bar vzorek 10x fedeny ve vodé

Z grafu je patrné, ze prutok na zacatku systému v detektoru CE je mnohem niz$i nez pratok
v detektoru HPLC. Tento rozdil je zptisoben nestabilitou tlaku dusiku nebo tim, Ze ustaleni

prutoku trva néjaky ¢as. Na obrazku 44 je prutok v detektoru CE a HPLC pfi tlaku 2 bar, vzorek

byl tentokrat zfedén 10x fedén v metanolu.
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Obrazek 44: Pritok v detektoru CE a HPLC pri tlaku 2 bar vzorek 10 rFedény v metanolu

V piipadé vzorku ziedéného 10x v metanolu jsou velikosti pratoku na zacatku systému
mnohem vys§i (modry sloupec) nez prutok v detektoru HPLC (oranzovy sloupec).
To zplisobuje, smés metanolu s vodou, kterd méa vétsi hustotu nez voda a zpomaluje priatok
frakce kapilarou. Nadale byl vzorek fedén pouze ve vodé, protoze by presunuti vzorku trvalo
piili§ dlouho kvili zpomalovani pritoku. Také rozdily mezi prutoky v detektoru CE a HPLC
pii pouziti vzorku fedéné¢ho ve vod¢ jsou mensi nez v piipadé vzorku fedéného v metanolu.
Primérny rozdil mezi prutoky v CE a HPLC detektoru v ptipadé fedéni vzorku ve vodé

je 0,358 ul/min a v piipade fedéni v metanolu 0,784 pl/min.
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3.4.2 Propojeni TSM, kapilarni elektroforézy a kolony druhé dimenze

Kdyz byl vybran vhodny tlak dusiku (2 bar) pro vraceni frakce z kapilary elektroforézy
do smycky 2, dalsim krokem bylo optimalizovat ¢as ptsobeni tlaku dusiku. Pro toto méteni
byla ptipojena kolona v druhé dimenzi. Prvnim krokem bylo zjistit jakou plochu, vysku a Sitku
méli piky standardii fenolicky kyselin, kdyz smycka 2 byla naplnéna ze 100 %. Z tohoto diivodu
bylo nejprve provedeno méteni bez piesunu frakce do kapilary elektroforézy a zpét. Byl pouZzit

vzorek fenolickych kyselin, ktery byl 10 zfedén ve vodé. Postup byl nésledujici:

1) TSM byl ptepnut do polohy 2 a v této poloze byl naddvkovan pomoci Hamiltonovy stiikacky

10x ziedény vzorek fenolickych kyselin ve vode¢.
2) Byla zapnuta analyza HPLC v druhé dimenzi a zapnut pratok 1,6 ml/min (viz 2.4).
3) TSM modulator byl ptepnut do polohy 3.
4) TSM byl ptepnut do polohy 1 a v analyze HPLC byl vidét signal vzorku fenolickych kyselin.
5) TSM byl ptepnut do polohy 2 a v analyze HPLC nebyl vidét témét zadny signal.

Chromatogram signalu vzorku fenolickych kyselin je na obrazku 45. Postupné jsou zde
zaznamenany vSechny pozice TSM: poloha 3, kdy je do druhé dimenze pienesen zbytek vzorku
ze spojovacich kapilar mezi ventily, poté poloha 1, kdy je do 2D nadavkovéan obsah smycky 2
a nasledn¢ poloha 2, kde by v tomto pfipadé nemél byt témét zadny signal, protoze se frakce
nepiesouva. Pii pfesunu frakce do kapilary elektroforézy a zpét je v poloze 2 signal, protoze
se do 2D dostava vzorek ze spojovacich kapilar mezi ventily, jedna se o zbytek vzorku, ktery

se nepodafilo vratit zpét do smycky 2.
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Obrazek 45: Chromatogram signalu fenolickych kyselin v poloze TSM 3, 1 a 2, A: kyselina protokatechovd,
B: kyselina syringova

Na obrazku 46 je graf zobrazujici métfeni bez presunu frakce. Teckované linky znaci priméry
namétenych hodnot, tyto priméry byly pouZity jako 100 % frakce (takové hodnoty by mél
vzorek v poloze 1, pokud by zpét do smycky 2 bylo pfesunuto 100 % frakce). Primér ploch
kyseliny protokatechové byl 331,42 mAUxs s relativni smérodatnou odchylkou 1,48 %
a prumér ploch kyseliny syringové byl 492,25 mAUxs s relativni smérodatnou odchylkou

1,1 %.
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Obrazek 46: Plochy fenolickych kyselin v poloze 1 TSM bez presunu frakce
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Nasledovala optimalizace ¢asu plsobeni dusiku na vialku v CE. Cilem je najit takovy cas,

aby doslo k vraceni frakce do smycky 2 v plné vysi.
Meéfeni probihalo nasledujicim zpiisobem:

1) TSM byl ptepnut do polohy 2 a v této poloze byl naddvkovan pomoci Hamiltonovy stiikacky
10x zfedény vzorek fenolickych kyselin ve vodé.

2) Byla zapnuta analyza HPLC v druhé dimenzi a zapnut pritok 1,6 ml/min (viz 2.4).

3) TSM modulétor byl piepnut do polohy 3. V této poloze se do HPLC analyzy vymyva c¢ast
kapildr, spojujici ventily a ve kterych ziistava ¢ast vzorku z 'D.

4) Pomoci injekéni pumpy byla frakce ze smycky 2 piesunuta objemem 8,5 pl pii pratoku
25 ul/min do kapilary elektroforézy.

5) Nasledovalo odpojeni injekéni pumpy, aby pii spusténi tlaku dusiku bylo mozné frakci
vytlacit z kapilary elektroforézy.

6) Frakce byla vracena z kapilary elektroforézy zpét do smycky 2 pomoci tlaku dusiku 2 bar
za ruznych Casovych intervalll 55-105 s.

7) TSM byl piepnut do polohy 1 a v analyze HPLC byl vidét signél vzorku fenolickych kyselin
ve smycce 2.

8) TSM byl ptepnut do polohy 2 a v analyze HPLC byl vidét signal zbytku vzorku fenolickych
kyselin, ktery se nepovedlo vratit do smycky 2, ale zistal v kapilarach pted a za smyckou 2.

Vysledky tohoto méteni jsou shrnuty na obrazcich 47—49. Na obrazku 47 jsou plochy fenolic-

kych kyselin pfepocteny na procentualni obsah vzorku ve smycce 2, 100 % kazdé latky vychazi

z praméru ploch fenolickych kyselin bez piesunu frakce viz teCkované ¢ary na obrazku 46.

Z grafu s procenty jasn€ vyplyva, Ze nejvétsi obsah, ktery je mozny vratit do smycky 2 pomoci

tlaku dusiku je pfi ase pisobeni tlaku dusiku 75 s. Konkrétné se jednéd o 65,72 % pro kyselinu

protokatechovou a 67,32 % pro kyselinu syringovou. Do smycky 2 se nepodatilo piesunout

vetsi ¢ast vzorku pravdépodobné kvili rozmyvani vzorku v kapilarach modulatoru.
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Obrazek 47: Procentualni obsah analytii v zavislosti na case piisobeni tlaku dusiku (2 bar) v poloze 1 TSM

Pro potvrzeni této teorie je zde graf na obrazku 48, kde je procentualni obsah ploch fenolickych
kyselin v poloze 2 TSM (zbytek vzorku ze spojovacich kapilar pred a za smyckou 2). Z dat
vyplyva, Ze nejmensi obsah frakce vzorku fenolickych kyselin v poloze 2 je pfi ¢ase ptisobeni

dusiku 85 s. Data a grafy ploch jsou v pfiloze 5.
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Obrazek 48: Procentualni obsah analytii v zavislosti na case piisobeni tlaku dusiku (2 bar) v poloze 2 TSM

Kdyz zanedbame zménu pritoku v zavislosti na objemu neboli ménici se pritok pfi pohybu
TSM, lze pomoci primérné hodnoty priatoku vypocitat vhodny ¢as pisobeni dusiku. V kapitole
3.4.1.1 byl zméfen pritok pii tlaku dusiku 2 bar pted detektorem HPLC. Pro vypocet bude
pouzita pramérnd hodnota zméteného pritoku pfi tlaku 2 bar 6,23 pl/min (Ptiloha 4, tabulka
P4.10). V kapitole 3.3 byl nalezen objem 8,5 ul, kterym byla frakce natlacena do kapilary
elektroforézy. Pokud budeme predpokladat, ze stejnym objem je potieba pouZzit pro natlaceni

frakce zpét do smycky 2. Lze vypocitat Cas piisobeni dusiku pfi tlaku 2 bar dle rovnice 5:

76



Rovnice 5: Vypocet ¢asu piisobeni dusiku pii tlaku 2 bar

|4 8,5
thzax 60 =mx 60 = 81,86 s

Kde Vje objem a Q je priutok. Jak jsme se presvédCili na obrazcich 47 a 48 je mozné
pro nalezeni optimélniho ¢asu ptisobeni dusiku pouzit i tento vypocet. Pro dal§i méteni tedy
bude pouzivan tlak 2 bar a ¢as ptisobeni dusiku bude 80 s, protoze se jedna o hodnotu mezi
75—85 s, kdy pii pouziti 75 s jako Cas plisobeni laku dusiku 2 bar byla nejvétsi ¢ast frakce zpét
ve smycce, ale v Case 85 s byla nejmensi ¢ast frakce v kapilarach spojujici ventily. Vypoctem
vysel Cas plisobeni tlaku dusiku 2 bar 80 s, proto bude nadale pouzivan tento ¢as pro plisobeni

tlaku dusiku.

3.5 Fokusace frakce pomoci kapilarni elektroforézy

Po nalezeni vhodnych parametrii pro pfesunuti frakce pomoci injekéni pumpy do kapilary
elektroforézy (8,5 ul pii pritoku 25 pl/min) a vraceni zpét do smycky 2 (tlak dusiku 2 bar, ¢as
80 s) bylo dal$im krokem ovéfit funkénost fokusace. Aby bylo mozné provést fokusaci musel
byt vyroben osmicestny ventil znevodivého materidlu (PEEK) a zapojen mezi TSM
a elektroforézu. Ventily TSM jsou kovové a dochazelo by k pienosu proudu na ventily. PEEK
ventil slouzi k propojeni obou elektrod. V CE je umisténa vialka s pufrem a katodou
a na opacném konci kiemenné kapilary je ventil (PEEK) a za nim je vyvedena kifemenna

kapilara s anodou do vialky s pufrem.

Kyselina protokatechova a kyselina syringova byly rozpustény ve 4 ml ¢istého metanolu a 6 ml
vody, ¢imz doslo k jejich disociaci a vytvoteni zaporn¢ nabitych molekul. Na katodu v kapilarni
elektroforéze bylo pfivadéno napéti -20kV. Vzorek fenolickych kyselin migroval kapilarou ke
kladn€ nabité elektrodé, a tim doSlo k jeho fokusaci neboli zakoncetrovani do uzké zony.

Podminky pro fokusaci jsou sepsany v kapitole 2.5. Ovéteni fokusace probihalo nasledovné:

1) Kapilara v elektroforéze byla pomoci tlaku dusiku 5 bar a ¢asem ptisobeni 60 s naplnéna
pufrem kyselin borité o koncentraci 75 mM a pH 9.

2) TSM byl otocen do polohy 2 a smycka 2 byla naplnéna nefedénym vzorkem fenolickych
kyselin.

3) Byla zapnuta analyza HPLC v druhé dimenzi a zapnut pritok 1,6 ml/min (viz 2.4).

4) TSM byl otocen do polohy 3 a pomoci objemu 8,5 ul a pratoku 25 pl/min byla frakce
ze smycky 2 piesunuta do kapilary elektroforézy.
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5) Ventil 4 (PEEK) byl oto¢en, aby vzniklo vodivé propojenim mezi elektrodami.
Nasledné se aplikovalo napéti -20 kV a ¢as piisobeni byl 240 s vice viz kapitola 2.5.
6) Po fokusaci byl ventil 4 otocen, aby vzniklo propojenim s TSM. Pomoci pritoku

2 ul/min byla fokusovana frakce protlacena do detektoru CE.

Na obrazku 50 je zdznam fenolickych kyselin z detektoru CE. Pro porovnani vliv fokusace
na vzorek fenolickych kyselin bylo také provadéno méteni bez aplikace napéti. I bez aplikace
napéti se vzorek ponechal v kiemenné kapilate 240 s, aby byly dodrzeny stejné podminky.
Zaznam s fokusaci se pfiliS nelisi od zaznamu bez fokusace. Z tohoto zdznamu vyplyva,
ze fokusace neprobihd. Nasledné¢ byl piezkoumédn postup fokusace a vymyvani kapilar
v disledku zmén pozic (obrazek 31), z ¢ehoz jsme usoudili, Ze pfi¢ina nedostatecné fokusace
by mohla byt v zapnutém pritoku v 2D.

Bez Fokusace Fokusace Bez

fokusace fokusace

h )

Obrazek 49: Zaznam signdlu kyseliny protokatechuové a kyseliny syringové pri aplikaci napéti -20 kV v case
240 s, se zapnutym priitokem v °D

Pro ovéfeni této teorie, byl vypnut pritok druhé dimenze, ktery mél za néasledek nedostatecné
mnozstvi pufru v kapilatre elektroforézy. Z tohoto divodu v kiemenné kapilare nebylo plné
vodivé prostiedi a frakce nemohla byt zcela zafokusovana. Experiment byl znovu proveden bez
pritoku v 2D. Vysledky fokusace jsou na obrazku 50, ze zdznamu je jasné patrné, Ze pii
naplnéni spojovacich kapilar pufrem probé¢hla fokusace a je patrny rozdil mezi odezvy bez

fokusace a s fokusaci analyta.

78



Bez

Fokusace

fokusace

Obrazek 50: Zaznam signdlu kyseliny protokatechuové a kyseliny syringové pri aplikaci napéti -20 kV v ¢ase
240 s

Déle bylo testovano, zda delSi ¢as fokusace zlepsi zakoncentrovani fenolickych kyselin
aovlivni vysku signalu v detektoru CE. Fokusace byla provedena pii case 180,
240 a 360 s (obrazek 51). Delsim ¢asem nedojde jiz ke zvySeni odezvy ani se signal vice nezuZzi.
Cas fokusace 240 s je dostadujici pro zafokusovani frakce.

i

Bez

Fokusace

240 s

Fokusace Fokusace

360 s fokusace, 180 s

j 180 s

Obrazek 51: Zaznam signalu kyseliny protokatechuové a kyseliny syringové pri aplikaci napeti -20 kV v riznych
Casech

Fokusaci by také mohlo potencialné zlepsit pouziti pufru o silnéjsi koncentraci kyseliny borité
175 mM a pH 9. Na obrdzku 52 je zdznam signalu pii fokusaci vzorku fenolickych kyselin pfi

napéti -20kV, Case 240 s a pouziti silnéjsiho pufru kyseliny borité 175 mM a pH 9.

79



Fokusace Fokusace

Bez Bez

fokusace fokusace

150 200 210 20

Obrazek 52: Zaznam signdlu kyseliny protokatechuové a kyseliny syringové pri aplikaci napéeti -20 kV a case
240 s, fokusace byla provedena v pufiru o koncentraci kyseliny borité 175 mM a pH 9

Pouziti silnéjsiho pufru nemda na fokusaci velky vliv. Pokud porovname vySku zdznamu
pfi fokusaci s pufrem o koncentraci kyseliny borité 75 mM s vySkou zdznamu pfi pouziti pufru
o koncetraci kyseliny borit¢ 175 mM. Pfi pouziti pufru s koncetraci 75 mM dosahuje
fokusovana frakce asi 300 mAU, zatimco pii koncetraci 175 mM dosahuje fokusovana frakce
pouze 200 mAU. Z tohoto diivodu byl nadale pouzivan pufr o koncetraci kyseliny borité o

koncetraci 75 mM.

Zlepseni fokusace by se také potencialné dalo dosahnout vétSim mnoZzstvim pufru v kapilare,
proto bylo testovano, zda by mohlo zlepsit fokusaci ziedéni vzorku v pufru. Vzorek byl

2x zfedén v 75 mM pufru kyseliny borité o pH 9. Méteni probihalo stale stejné.

B
Bez Fokusace °z

fokusace fokusace

Fokusace

Obrazek 53: Zaznam signdlu kyseliny protokatechuové a kyseliny syringoveé 2 x ziedené v pufru kyseliny borité o
koncetraci 75 mM a pH 9, pri aplikaci napéti -20 kV a case 240 s
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Ziedéni vzorku v pufru kyseliny borité zhorsilo fokusaci (obrazek 53), prestoze proud béhem
fokusace dosahoval az 13 pA. Pro dalSi métfeni byl pouzit vzorek fedény pouze ve vodé,

pouzivany pufr kyseliny borité mél koncentraci 75 Mm a pH 9 a ¢as aplikace napéti byl 240 s.

3.6 Presunuti frakce do druhé dimenze

Kdyz doslo k optimalizaci vSech parametrti pro pfesun frakce do kapilary elektroforézy,
zafokusovani frakce a jeji nasledné nadavkovani do 2D, byl testovan vliv fokusace na analyzu
v 2D. Postup méfeni byl nasledujici: Frakce byla naddvkovana do smycky 2 v pozici 2 TSM,
nasledn¢ byla piesunuta do kiemenné kapilary elektroforézy (8,5 ul, prutok 25 pl/min)
a po otoceni ventilu 4 provedena fokusace (75 mM kys. Borita, -20 kV, 240 s). Poté byla
zafokusovana frakce vracena zpét do smycky 2 TSM (tlak dusiku 2 bar, ¢as 80 s) a nadavkovana
do druh¢ dimenze. Nejprve byla v druhé dimenzi ptipojena kolona a byl testovan vliv fokusace

se zapnutym pritokem v 2D.

Vysledky méteni shrnuje obrazek 54, ktery srovnava plochy a vysky pikt fenolickych kyselin
s fokusaci a bez fokusace v poloze 1. Pfi méfeni bez fokusace nebylo v kapilarni elektroforéze
dodavané napéti, ale frakce byla v kapilafe elektroforézy ponechana stejny cas jako kdyby
fokusace probihala (240 s). Sitky piki byly téméf totozné, a to jak pii méfenim s provedenim

fokusace tak bez fokusace, konkrétné hodnoty Sitky pikii byly v rozmezi 0,0289—-0,0296 min.

400 ® Plocha kys. protokatechova u Plocha kys. syringova
= Vyska kys. protokatechova Vyska Kkys. syringova
350
300
5|250
H
o 200
)
S150
~
100
50
0
Ne Ne Ne Ano Ano

Provedeni fokusace

Obrdzek 54: Presunuti fokusované frakce do °D, zapnuty priitok v °D
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Fokusace neméla na zlepseni separace v D zadny vliv. Téméf minimalni rozdil mezi méfenim
s pouzitim fokusace a bez zplisobil zapnuty pritok pii davkovani frakce do kapilary
elektroforézy. Z tohoto diivodu nebylo v kapilatfe vodivé prostiedi a frakce nemohla byt zcela

zafokusovana. Vysledky fokusace se zapnutym priitokem jsou na obrazku 48 v kapitole 3.5.

Dalsi méfeni bylo provddéno bez kolony, aby byl 1épe viditelny vliv fokusace na analyty v D
neovlivnény chromatografickou kolonou, a také pro krat$i ¢as analyzy. Dale byl pritok v 2D
spustén az po fokusaci. Pro dostatecné mnozstvi pufru v kapilare byla kapilara a cely systém
pied kazdym métenim proplachnut pufrem. Zaznam bez kolony mél pouze jeden signal, protoze
fokusace nerozdé¢lila fenolické kyseliny. Chromatogram zdznamu odezvy detektoru bez kolony
je na obrazku 55, vpoloze 1 je do detektoru davkovan obsah smycky 2, a v poloze 2
je do detektoru presunut obsah spojovacich kapildr mezi ventily, jedna se o zbytek frakce,
kterou se nepodatilo vratit do smycky 2 kvili rozmyvani vzorku ve spojovacich kapilarach

pfi pusobeni tlaku dusiku 2 bar a ¢ase 80 s.

Poloha 1

1

900

700 -

Poloha 2
500

1

300

1

Signal detektoru [mAU]

100

1

-100 T T T ; ;
0 0.5 1 t[min] 1.5 2.5

(§9]

Obrazek 55: Chromatogram odezvy detektoru pro vzorek fenolickych kyselin bez kolony a bez fokusace
v polohach TSM 1 a 2

Nejprve bylo provedeno méteni bez fokusace, aby bylo mozné zhodnotit piinos fokusace (slepy
pokus) a nasledné bylo provedeno méfeni s fokusaci. Byla sledovéana vyska a plocha odezvy
detektoru v poloze 1 (obsah smycky 2 TSM) a v poloze 2 (obsah spojovacich kapilar ptred
a za smy¢kou 2). Sitka piku v tomto ptipadé nebyla sledovéna, protoZe ziistavala téméf stejna,
a to jak s fokusaci, tak bez. Na obrazku 56 jsou plochy odezvy detektoru fenolickych kyselin
v poloze 1 av poloze 2 TSM, vysky odezvy detektoru fenolickych kyselin v poloze 1 a v poloze
2 TSM jsou v piiloze 6. Relativni smérodatna odchylka mezi jednotlivymi métenimi pro plochy

v poloze 1 byla 10,3 %, v ptipadé vysky 9,47 %. V poloze 2 byla relativni smérodatna odchylka
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mezi méfenimi pro plochy 7,86 % a v ptipadé vysky 7,85 %. Ostatni statistické parametry

vcetné dat jsou uvedeny v piiloze 6.
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Obrdzek 56: Plochy odezvy fenolickych kyselin v ?D v poloze 1 a 2 TSM bez provedeni fokusace

Nasledné byla provedena fokusace a frakce byla naddvkovana do 2D. Vysledky méieni
s fokusaci jsou na obrazku 57 pro plochy odezvy detektoru fenolickych kyselin a v ptiloze 6

pro vysky odezvy detektoru fenolickych kyselin.
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Obrdzek 57: Plochy odezvy fenolickych kyselin v ?D v poloze 1 a 2 TSM s fokusaci
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Relativni smérodatné odchylka pro plochy odezvy fenolickych kyselin byla 37,52 % pro polohu
1 a 53,79 % pro polohu 2. Takto vysoké relativni smérodatna odchylka neni pfijatelna.
V ptipadé vysky odezvy fenolickych kyselin byla relativni smérodatna odchylka v poloze 1
37,22 % a v poloze 2 61,40 %. Z obrazki je patrné, Ze neni mozné méteni zopakovat alespoil
s podobnymi vysledky. Vzhledem k tomu, Ze bez fokusace je mozné dosdhnout podobnych
vysledk méfeni, rozdilné vysledky pravdépodobné zpiisobuje fokusace. Béhem fokusace byl
sledovan proud, ktery je uveden na ose x na obrazku 57. Proud béhem fokusace pfi jednotlivych
meéfeni se vyrazné meénil. Je mozné, Ze rozdilné vysledky zpiisobil prave rozdilny proud béhem
fokusace. Zlepsit opakovatelnost metody by mohlo dosazeni stejného proudu béhem fokusace.
Kdyz bude béhem fokusace -elektricky proud stabilni dojde pokazdé ke stejnému

zakoncetrovani, a také analyty budou migrovat pokazdé do stejného mista v kiemenné kapilate.

Aby se vyloucil vliv ndhodné zmény pritokt pti ptesunu frakce (naptiklad ucpani kapilar) bylo
provedeno opétovné méteni rychlosti pritokt injekéni pumpy a aplikace tlaku dusiku. Oba tyto
parametry byly ovéfeny méfenim pritoku pomoci Hamiltonovy stiikacky. V piipadé€ injek¢ni
pumpy byla ovéfena spravnost prutoku s maximalni relativni smérodatnou odchylkou mezi
métenimi 1,24 % pfi pratoku 5 pl/min. V ptipadé pratoku pfi tlaku dusiku 2 bar byla relativni
smérodatnd odchylka méfteni 1,18 %, primérna hodnota pritoku byla 7,2 pl/min. Tato hodnota
pritoku je vyssi nez pii pfechozim méteni, kdy primérny pritok pii tlaku 2 bar byl 6,34 pl/min.
Vzhledem k podobny vysledkim méfeni je tlak dusiku opakovatelny ve stejny den, ale zifejmée
neni reprodukovatelny. Pritok injekéni pumpy je opakovatelny. Chyba méieni
je pravdépodobné v nespravné fokusaci frakce. Data pro kontrolu pratoku injekéni pumpy

a prutoku pfi tlaku dusiku 2 bar jsou uvedeny v ptiloze 6.

3.7 Zména velikosti smycky 2

Za predpokladu, ze za nizkou opakovatelnosti stoji nespravna fokusace frakce, mohlo by zlepsit
opakovatelnost dosazeni stabilniho proudu béhem fokusace. K stabilnimu proudu by mohlo
prispét zlepSeni prichodu proudu, a to diky zvétSeni objemu pufru na obou koncich kiemenné
kapilary. Maly obsah pufru v kapilafe zptisobuje velky objem frakce ve smycce 2 (4,52 ul)
celkovy objem kapilary je 5,3 pl a v kapilate zbyva pouze 0,78 ul pro pufr. Resenim by bylo
pouzit kiemennou kapilaru s vétSim vnitinim primérem, a tedy s vétSim vnitinim objemem
(pti zachovani délky), ale bohuzel nebyla v dobé méfeni k dispozici. Misto toho jsme

se rozhodli zmensit smycku 2. Diky tomu bude na koncich kapilary CE vice elektrolytu
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a analyty by mohly lépe migrovat, ¢imz potencialn¢ bude mozné fokusaci a cely proces

zakoncentrovani frakce opakovat se stejnym vysledkem.

Smycka 2 (4,52 pl) byla nahrazena mensi smyckou o objemu 3,85 ul. Kviili zmenseni objemu
smycky 2 bylo nutné znovu optimalizovat parametry pro piesunuti frakce do kapilary
elektroforézy a vraceni zpét do smycky 2. Objem pro ptresunuti frakce do kapilary elektroforézy
byl zmenSen na 8 pl, pratok byl ponechan na 25 ul/min. Pomoci detektoru CE bylo ovéfeno,
ze pti objemu 8 ul je frakce presunuta do kiremenné kapilary a v detektoru CE je vidét signal
vzorku. Také bylo nutné znovu optimalizovat ¢as ptisobeni dusiku pfi tlaku 2 bar, optimalizace
byla provedena stejnym zptisobem jako v kapitole 3.4.2. Cas pasobeni dusiku pii tlaku 2 bar
vychazi z obrazku 58, kde je zavislost ¢asu piisobeni tlaku dusiku na obsahu frakce ve smycce

2 (poloha 1) a obsahu frakce ve spojovacich kapilarach (poloha 2).

80
mPolohal ®Poloha?2

70
6
5
4
3
2
1
50 55 60 65 70 75

Cas piisobeni dusiku [s]

Obsah frakce [%]
(e} (=} Lo = Lo (=]

o

Obrazek 58: Procentualni obsah fenolickych kyselin v zavislosti na case puisobeni tlaku dusiku (2 bar) v poloze 1
a2 TSM

Vhodny ¢as ptisobeni dusiku pii tlaku 2 bar byl 60 s. Pi pouziti tohoto ¢asu by mélo ve smycce
2 TSM v poloze 1 byt 74 % frakce, coz je dokonce vice nez pti pouziti vétsi smycky (4,52 ul)
kdy bylo maximaln¢ ve smycce 65,72 % pro kyselinu protokatechovou a 67,32 % pro kyselinu
syringovou. Naopak v poloze 2 je v &ase 60 s nejmensi procento (28,95 %) frakce. Cas ptisobeni
dusiku je mozné urcit 1 vypoctem viz rovnice 5, za Q byla dosazena posledni méfena primérna
hodnota prutoku. Vysledky méteni kontroly pritoku pfti tlaku 2 bar na konci systému za HPLC

detektorem jsou uvedené v ptiloze 6 v tabulce P6.10.

85



Rovnice 6: Vypocet ¢asu piisobeni tlaku dusiku pro mensi smycku o objemu 3,85 ul

8
tNZ = ﬁx 60 = 66,67 s

Také bylo nutné ovéiit fokusaci frakce pomoci detektoru CE. Vysledky méfeni jsou

na obrazku 59.

mu

Fokusace Fokusace

Bez
Bez
fokusace
fokusace

Obrazek 59: Fokusace frakce pri pouziti mensi smycky 2 (3,85 ul), cas fokusace 240 s. napéti -20 Kv

Proud béhem fokusace byl 4-5 pA, coz naznacuje, ze by se proud diky zmenseni smycky 2
mohl ustalit. Po optimalizaci vSech parametra byla frakce nadavkovana do smycky v poloze 2,
TSM piepnut do polohy 3 a frakce natlacena do kapilary elektroforézy objemem 8 pl pfi
pritoku 25 pl/min. Nésledné probéhla fokusace, poté byla frakce pfesunuta zpét do smycky 2
tlakem 2 bar a ¢asem piisobenim tlaku 60 s. Pro porovnani vlivu fokusace na frakci v 2D bylo
nejprve provedeno méefeni bez aplikace napéti pii fokusaci. Vysledky méteni bez fokusace jsou
na obrazku 60. Jedna se o plochu odezvy detektoru v poloze 1 a 2 TSM. Grafy vySek odezev

frakce jsou v ptiloze 7.
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Obrdzek 60: Plocha odezvy frakce v °D bez aplikace napéti, objem pro presunuti frakce do kapilary 8 ul, cas
60 s aplikace tlaku dusiku 2 bar

Data maji relativni smérodatnou odchylku pro polohu 1 je 4,25 % a pro polohu 2 je to 11,81 %.
Tyto odchylky jsou velmi podobné jako pii méfeni s vEétsi smyckou. Na obrazku 61 jsou data
ploch pii provedeni fokusace, na ose x je proud béhem fokusace, grafy s vySkou odezev

detektoru pii provedeni fokusace jsou v piiloze 7.

9800

8788.3
8300 8428.9

— N\ 78483
7800 \ /5\7320.1
&
4882
6800 .
Ka/

=)
<
E ———Polohal —®—Poloha2
3 5800
~
4800 4240.4 4261.3 4267.6 4236.1
3915.1 - o —e
3800
2800
3 4 6 10 11

I [nA]

Obrdzek 61: Plocha odezvy frakce v °D s fokusaci na ose x je proud béhem fokusace, objem pro presunuti frakce
do kapilary 8 ul, cas 60 s aplikace tlaku dusiku 2 bar

Meéfeni bylo provedeno 5x z grafu je patrné, Ze pokud proud béhem fokusace je podobny mezi
jednotlivymi métenimi, tak jsou podobné i plochy v poloze 1 a 2. V poloze 1 je relativni

smérodatnd odchylka pouze 3,61 %, ale v poloze 2 uz je 11,76 %. M¢teni bylo opakovano
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s krat§im ¢asem ptisobeni tlaku dusiku (50 s) pro piesun zafokusované frakce zpét do smycky
2. Cas tlaku dusiku byl zkracen protoZze, nabité kyseliny migruji skrz kapilaru k anodé
a pfesunuji se blize k ventilu 4, tudiz pro ptesun zafokusované frakce byl m¢l stalit kratsi Cas

pusobeni tlaku dusiku. Vysledky tohoto méfeni jsou na obrazku 62.
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Obrézek 62: Plocha odezvy frakce v °D s fokusaci na ose x je proud béhem fokusace, objem pro piesunuti frakce

do kapilary 8 ul, cas 50 s aplikace tlaku dusiku 2 bar

Z dat je jasn€ patrné, ze méfeni ma velmi nizkou opakovatelnost, v poloze 1 je relativni
smérodatnd odchylka 11,62 %, coz je podobna hodnota jako pfi métenim bez fokusace, ale pro
polohu 2 je relativni smérodatna odchylka 40,87 %. Tato hodnota znac¢i problém v samotném
mefeni. Z téchto dat neni patrné, ze by hodnota elektrického proudu ovlivitiovala plochu
¢i mnozstvi frakce v poloze 1 nebo 2 TSM. Hodnoty ploch v poloze 2 jsou velmi rozdilné.
Pro zlepSeni opakovatelnosti by mohlo pomoct nahrazeni tlaku dusiku pro vytlaceni frakce zpét

do smycky druhou injekéni pumpou, ktera by méla mit stabilnéjsi pratok nez tlak dusiku.

3.8 Nahrazeni tlaku dusiku injekéni pumpou

Vzhledem k problémtim s opakovatelnosti méteni byl nahrazen tlak dusiku pro vytlaceni frakce
zpét do smycky dalsi injekéni pumpou. Tlak dusiku pouzivany pro navrat frakce vykazoval
nestabilitu, protoze tlak kolisal mezi dvéma hodnotami, coz vedlo ke stfidavému spinani
a vypinani ptivodu dusiku. Proto byla pro natlaceni 1 vytlac¢eni frakce pouzivéana stejna injekcni
pumpa se stejnym objemem a pritokem. Toto usporddani by mohlo pomoct dosdhnout
podobnych vysledkli mezi meétenimi. Také kiemennd kapildra byla nahrazena smyckou
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o objemu 4,52 ul, aby mohlo byt ovéfena reprodukovatelnost bez fokusace. Na obrazku 63

je schéma aktualniho zapojeni TSM s dvéma injekénimi pumpami.

infuzni pumpa

. 2.14 pl (161x0.13mm)

D2 pumpa
A

= pinéni smyéek

0.90 pl
(68x0.13mm)
v .

y

. 1.30 pl (98x0.13mm)
'

(87x0.13mm)
1.16 pl

3.85
{340x0.12mm} odpad

' detektor

infuzni pumpa
——— 1

(1200x0.075mm)

Obrazek 63: Schéma zapojeni TSM s dvéma injek¢énimi pumpami

Fotografie readln¢ho zapojeni s dvéma injek¢nimi pumpami je na obrazku 64.

Obrazek 64: Redlné zapojeni TSM s dvéma injekcnimi pumpami, 1 : deseticestny dvoupolohovy ventil, 2:

dvanacticestny dvoupolohovy ventil, 3: deseticestny dvoupolohovy ventil, 4: osmicestny dvoupolohovy ventil
z nevodivého materialu (PEEK)
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Méfeni probihalo nasledovné:

1) V poloze 2 TSM byla naplnéna smycka 2 (3,85 pl) 10x fedénym vzorkem fenolickych
kyselin.

2) TSM byl otocen do polohy 3 a frakce byla presunuta do smycky pomoci 8 pl pfi priitoku
25 pl/min prvni injekéni pumpou.

3) Pomoci druhé injekéni pumpy byla frakce natla¢ena zpét do smycky 2 a to za stejnych
podminek jako v bodé 2).

4) Byl zapnut pratok HPLC (0,2 ml/min) a TSM byl pfepnut do polohy 1.

5) Po zachyceni signélu detektorem byl TSM piepnut do polohy 2. Mezi kazdym métenim
byl cely systém proplachnut.

Vysledky méfeni pro pouzity objem 8 ul na presunuti a vraceni frakce jsou na obrazku 65, kde
jsou znazornény plochy odezvy vzorku fenolickych kyselin v poloze 1 a v poloze 2 TSM, také
byly sledovany vysky odezvy detektoru, graf vysek odezev fenolickych kyselin v poloze 1 a 2
TSM je v ptiloze 8.
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Obrazek 65: Plocha odezvy fenolicky kyselin pri pouZiti dvou injekcnich pump a objemu na presun frakce 8 ul

Meéteni bylo opakovano desetkrat a bylo dosazeno pouze ¢tyt podobnych vysledkl v poloze 1
1 v poloze 2, a to méfeni Cislo 3, 5, 7 a 10. Méfeni bylo provadéno stéle stejné, ale nepodafilo
se do zpét do smycky vratit stejné mnozstvi vzorku. Relativni smérodatnd odchylka mezi

métenimi v poloze 1 je 49,27 % a v poloze 2 30,52 %. Z toho 1ze usuzovat, ze méteni neni
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opakovatelné a injekéni pumpa pro vraceni frakce do smycky nepomohla zlepsit

opakovatelnost.

Meéfeni bylo vyzkouseno i s mensim objemem pro pfesun a vraceni frakce a to 7,5 ul. Vysledky
méteni pro plochy odezvy fenolickych kyselin jsou na obrazku 65. Také byly sledovany vysky
pikd odezvy fenolickych kyselin graf pro vysky piki je v ptiloze 8.
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Obrazek 66: Plocha odezvy fenolicky kyselin pri pouziti dvou injekcénich pump a objemu na presun frakce 7,5 ul

Na obrazku 66 jsou podobné pouze méieni 3 a 4, relativni smérodatna odchylka pro polohu 1
je 55,42 % a pro polohu 2 je dokonce 73,12 %. Z téchto dat vyplyva, ze méteni je prakticky
nemozné reprodukovat. Problém s opakovatelnosti je pravdépodobné zplsoben rozmyvani
vzorku v kapilarach systému, bohuzel zkraceni kapilar jiz neni mozné, protoze by nebylo
mozné ventily spojit. Pro vylouc¢eni chyby v injekéni pumpé byla provedena kontrola pritoku
nové injekéni pumpy. Kontrola byla provedena méfenim pratoku pomoci Hamiltonovy
stiikacky. Data z méfeni jsou v ptiloze 8. Relativni smérodatna odchylka pratoku pii méfeni
byla 2,38 %. Z toho lze usoudit, Ze chyba métfeni nespociva v nereprodukovatelném pritoku

injekéni pumpy.

Dalsi testovani jiz nebylo mozné z ¢asovych divodi provést. Bude kazdopadné nutné zjistit,
pro¢ nedochazi ke stabilnimu prichodu proudu pifi opakovatelnych méfeni a v jakém misté

kapilary k fokusaci dochazi.
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4 Zavér

Prace se zabyvala pfenosem frakci pomoci tfismyckového moduldtoru ve dvourozmérné
kapalinové  chromatografii. Konstrukce moduldtoru umozfiuje upravu  smycky
pied davkovanim do druhé dimenze, konkrétné pomoci fokusace v elektrickém poli. Fokusace

zakoncentruje analyty do tzkych zon, coz by mohlo pozitivné ovlivnit separaci v druhé

dimenzi, pfedevs§im zuZenim pikii a zlepSeni meze detekce celé dvourozmérné metody.

V experimentalni Casti se podafilo optimalizovat podminky pfenosu frakce ze smycky
moduladtoru do kapilary elektroforézy a zpét. Byl stanoven vhodny pratok injekéni pumpy
25 ul/min, pficemz k pfesunu frakce se pouzily objemy 8,5 ul (vétsi smycka o objemu 4,52 ul)
nebo 8 pl (mensi smycka o objemu 3,85 pl). Déle byl vyvinut efektivni zplisob navratu
fokusované frakce zpét do smycky, nejprve pomoci tlaku dusiku (2 bar, 80 s pro vétsi smycku
a 60 s pro mensi smycku), pozdéji kviili nestabilité tlaku dusiku byla pouzita injek¢éni pumpa.
Fokusace byla ovétena za podminek —20 kV, 240 s, pufr 75 mM HsBOs, pH 9, coz vedlo

k nejlepSimu ztZeni zon latek.

Vysledky potvrdily, ze ptenos, fokusace i navrat vzorku jsou technicky mozné, ale kvili nizké
opakovatelnosti je nutné zohlednit vétsi mnoZzstvi faktor a optimalizace systému zabere vice
casu nez se pocitalo. Opakovatelnost snizovala zejména technicka omezeni tfismyckového
modulatoru, predev§im nereprodukovatelné nadavkovani fokusované frakce do druhé dimenze,
nezlepSené ani pii vynechani fokusace a pouziti dvou injekénich pump. Také pomérné velky
objem spojovacich kapildr mezi tfemi ventily modulatoru zplsoboval rozmyvéani frakce
a zustava v nich piiliz velké mnozstvi vzorku a rozpoustédel. Jejich délku jiz nebylo mozné
zkratit. Tento problem by vyfiesilo, kdyby misto tfi dvoupolohovych ventila byl pouzit jeden
vicepolohovy specidlni ventil. Dochazelo také ke ztratdm vzorku pii plnéni smycky. Tlak
dusiku pouzivany pro navrat frakce vykazoval nestabilitu, tlak kolisal mezi dvéma hodnotami,
coz vedlo ke stfidavému spinani a vypindni pfivodu dusiku. V neposledni fad¢ zapnuty pratok
v druhé dimenzi odplavoval pufr ze spojovacich kapilar, coz narusovalo obsah pufru

v kifemenné kapilafe a stabilitu elektrického proudu béhem fokusace.

Tyto problémy omezily spolehlivost systému a znemoznily jednozna¢né vyhodnotit piinos
fokusace pro separaci v druhé dimenzi. Otazka, zda fokusace frakce ve vhodnéjSim usporadani
zlepsi kvalitu separace, ziistava oteviena pro dal$i vyzkum. Uprava frakce pomoci fokusace ma
vSak potencial pro praktické vyuziti pii zpracovani komplexnich vzorkl a detailni profilovani
vzorkll. Dvourozmérna chromatografie s upravou frakce fokusaci by mohla vyrazné pfispét

ke zvySeni rozliSovaci schopnosti a meze detekce slozek.
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Ptiloha 1: Absorpcni spektra fenolickych kyselin

P1. 1: Absorpcni spektrum kyseliny protokatechové
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P1. 2: Absorpcni spektrum kyseliny syringové
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P1. 3: Absorpcni spektrum kyseliny p-kumarové

250 1

310

200 A

—
°d
(=]

228

Absorbance [mAU]
S
S

93
o
L

200 250 300 350

400
Vlnova délka [nm]

103



Ptiloha 2: Pfesun frakce ze smycky do kapilary elektroforézy

P2. 1: Overeni pratoku pumpy pomoci detektoru CE

n | Q [w/min] | t1[s] | Ikap.celkem [cm] | V [ul]
1 10 | 57,49 120 | 9,582
2 10 | 58,61 120 | 9,768
3 10 | 58,53 120 | 9,755
4 10 | 59,71 120 | 9,952
pramér: 9,764

smérodatna odchylka: 0,151
relativni smérodatna odchylka [%]: 1,548

P2. 2: Overeni pratoku pumpy pomoci detektoru CE

n | Q [w/min] | t1[s] | Ikap.celkem [cm] | V [ul]
1 25 | 24,68 120 | 10,283
2 25 | 24,09 120 | 10,038
3 25 | 23,66 120 | 9,858
4 25 | 24,27 120 | 10,113
pramér: 10,073

smérodatna odchylka: 0,176
relativni smérodatna odchylka [%]: 1,749

P2. 3: Overeni priitoku pumpy pomoci detektoru CE

n | Q [w/min] | t1[s] | Ixap.celkem [cm] | V [pl]
1 50 | 13,24 120 | 11,033
2 50 | 12,07 120 | 10,058
3 50 | 12,51 120 | 10,425
4 50 | 12,31 120 | 10,258
pramér: 10,444

smérodatna odchylka: 0,421

relativni smérodatna odchylka [%]: 4,028

P2. 4: Overeni pratoku pumpy pomoci detektoru CE

n | Q [w/min] | ti1[s] | Ikap.cekem [cm] | V [ul]
1 100 | 6,87 120 | 11,450
2 100 | 7,19 120 | 11,983
3 100 | 6,44 120 | 10,733
4 100 | 7,77 120 | 12,950
pramér: 11,779

smérodatna odchylka: 0,934
relativni smérodatna odchylka [%]: 7,926
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P2.5: Vytlaceny objem v zavislosti na zobrazeni signalu v detektoru CE

Q [pl/min] | V [pl] | Signal detektoru CE

25 10 ANO
25 9,75 ANO
25 9,5 ANO
25 9,25 ANO
25 9 ANO
25 8,75 ANO
25 8,5 ANO
25 8,25 NE

mall -

P2. 6: Neredeény vzorek fenolickych kyselin, signal pri objemu 9 ul;8,75 ul; 8,5 ul a 8,25 ul a pritoku 25 ul/min

Ptiloha 3: Vraceni frakce z kapilary elektroforézy zpét do smycky

P3. 1: Priitoky merené v detektoru CE pomoci cerpadla CE a tlaku 100 mbar
n | P[bar] | t]s] Zdroj tlaku: | lkap. k detektoru [mm] | lkap.ceikem [mm] | V [pl] | Q [ul/s] | Q [pl/min]
1 100 | 36,5 | pumpa 914 1154 | 4,038 0,110 6,609
2 100 | 75,89 | pumpa 914 1154 | 4,038 0,053 3,179
3 100 | 45,15 | pumpa 914 1154 | 4,038 0,089 5,343
4 100 | 51,17 | pumpa 914 1154 | 4,038 0,079 4,714
5 100 | 72,01 | pumpa 914 1154 | 4,038 0,056 3,350
pramér: 4,639
smérodatna odchylka: 1,430
relativni smérodatna odchylka [%]: 30,820

P3. 2: Priitoky mérené v detektoru CE pomoci tlaku dusiku 2 bar

n | P [bar] | t|[s] Zdroj tlaku: | lkap. k detektoru [mm] | lkap.celkem [mm] | V [ul] | Q [ul/s] | Q [pl/min]
1 213471 | N 914 1154 | 4,038 0,116 6,980
2 23458 | N2 914 1154 | 4,038 0,117 7,006
3 23437 | N2 914 1154 | 4,038 0,117 7,049
4 23418 | N2 914 1154 | 4,038 0,118 7,088
5 232,75 | N\e 914 1154 | 4,038 0,123 7,398
6 213518 | N2 914 1154 | 4,038 0,115 6,887
pramér: 7,068
smérodatna odchylka: 0,175
relativni smérodatna odchylka [%]: 2,482

105




P3

. 3: Pritoky mérené v detektoru CE pomoci tlaku dusiku 3,5 bar

n | P [bar] | t|[s] Zdroj tlaku: | lkap. k detektoru [mm] | lkap.cekem [mm] | V [ul] | Q [pl/s] | Q [pl/min]
1 3,5] 18,86 | N 914 1150,4 | 4,038 0,214 12,846
2 3501793 | N 914 1150,4 | 4,038 0,225 13,512
3 3,5 (18,00 | N2 914 1150,4 | 4,038 0,224 13,460
4 3,5]1825 | N2 914 1150,4 | 4,038 0,221 13,275
pramér: 13,273
smérodatna odchylka: 0,302
relativni smérodatna odchylka [%]: 2,279
P3. 4: Pritoky mérené v detektoru CE pomoci tlaku dusiku 5 bar
n | P[bar] | t[s] typ | | k detektoru [mm] | 1 kap.ceikem [mm] | V [ul] | Q [pl/s] | Q [nl/min]
1 511459 | N2 914 1154 | 4,038 0,277 16,606
2 511447 | N2 914 1154 | 4,038 0,279 16,743
3 511451 | N2 914 1154 | 4,038 0,278 16,697
4 511345 | N2 914 1154 | 4,038 0,300 18,013
5 501382 | N 914 1154 | 4,038 0,292 17,531
pramér: 17,118
smérodatna odchylka: 0,623
relativni smérodatna odchylka [%]: 3,638
P3. 5: Priitoky merené v detektoru CE pomoci tlaku dusiku 2 bar, otoceni kapilary (V=1,06 ul)
n | P[bar] | t]s] typ | | k detektoru [mm] | 1 kap.ceikem [mm] | V [pul] | Q [pl/s] | Q [nl/min]
1 211344 | N2 240 1154 | 1,060 0,079 4,733
2 2] 1246 | N2 240 1154 | 1,060 0,085 5,106
3 211,77 | N2 240 1154 | 1,060 0,090 5,405
4 2] 11,7 | N\ 240 1154 | 1,060 0,091 5,437
5 211,65 | N2 240 1154 | 1,060 0,091 5,461
6 212,67 | N2 240 1154 | 1,060 0,084 5,021
7 212,77 | N2 240 1154 | 1,060 0,083 4,982
pramér: 5,164
smérodatna odchylka: 0,278
relativni smérodatna odchylka [%]: 5,381
P3. 6: Priitoky mérené v detektoru CE pomoci tlaku dusiku 5 bar, otoceni kapilary (V=1,06 ul)
n | P[bar] | t[s] | typ | I kdetektoru [mm] | 1 kap.celkem [mm] | V [pl] | Q [uwl/s] | Q [pl/min]
1 51987 | N2 240 1150,4 | 1,060 0,107 6,444
2 50911 | N 240 1150,4 | 1,060 0,116 6,981
3 51934 | N2 240 1150,4 | 1,060 0,113 6,809
4 51959 | Ne 240 1150,4 | 1,060 0,111 6,632
5 519,10 N2 240 1150,4 | 1,060 0,116 6,989
pramer: 6,771
smérodatné odchylka: 0,234
relativni smerodatna odchylka [%]: 3,461
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Ptiloha 4: Mé&feni pritoku dle pouzitého tlaku dusiku

P4. 1: Priitok méreny za ventilem 4 (PEEK) ihned po spustéeni tlaku 5 bar

V [ul] | P[bar] | t]s] Q [w/s] | Q [ul/min]
2,5 51 7,61 0,329 19,711
2,5 5 7,3 0,342 20,548
2,5 5] 823 0,304 18,226

5 5 115,73 0,318 19,072

7,5 5121,98 0,341 20,473
pramer: 19,606

smérodatné odchylka: 0,980
relativni smerodatna odchylka [%]: 4,997

P4. 2: Prutok méfeny za ventilem 4 (PEEK) p7i ustaleni tlaku 5 bar

Vipl] | Pbar] | t[s] | Q[ul/s] | Q [nl/min]
2,5 5] 6,89 0,363 21,771

5 511336 0,374 22,455

7,5 5 120,36 0,368 22,102
2,5 5] 6,86 0,364 21,866

5 511391 0,359 21,567

7,5 521,38 0,351 21,048

10 5| 28,49 0,351 21,060
pramér: 21,696

smérodatna odchylka: 0,519
relativni smérodatna odchylka [%]: 2,393

P4. 3: Priitok méreny za ventilem 4 (PEEK) ihned po spusteni tlaku 2 bar

V [ul] | P [bar] | t]s] Q [w/s] | Q [ul/min]
10 217595 0,132 7,900

2,5 2 | 18,28 0,137 8,206

5 2 |37,62 0,133 7,974

7,5 2 | 55,17 0,136 8,157

10 2 73,79 0,136 8,131

2,5 2 | 18,88 0,132 7,945

5 2 | 36,69 0,136 8,177

7,5 2 | 55,25 0,136 8,145

10 2 172,69 0,138 8,254
pramer: 8,099

smérodatné odchylka: 0,126
relativni smeérodatna odchylka [%]: 1,555
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P4. 4: Priitok méreny za ventilem 4 (PEEK) pri ustalent tlaku 2 bar

V [ul] | P[bar] | t]s] Q [w/s] | Q [ul/min]
2,5 2 | 18,46 0,135 8,126

5 2 | 38,89 0,129 7,714

7,5 2 156,21 0,133 8,006

10 2 172,41 0,138 8,286

2,5 2 119,98 0,125 7,508

5 2 137,48 0,133 8,004

7,5 2 | 5524 0,136 8,146

10 2| 73,75 0,136 8,136
pramér: 7,991

smérodatna odchylka: 0,257
relativni smérodatna odchylka [%]: 3,212

P4. 5: Casy mérené v detektoru CE a HPLC pomoci tlaku dusiku 2 bar, vzorek 10% Fedény metanolem

P [bar] | Vzorek Vi) | Va[ul] | ta[s] | tz[s] | Q1 [p/min] | Q2 [ul/min] | AQ [ul/min]
2 | metanol 10x F. 1,10 5,30 | 12,27 | 68,0 5,401 4,678 0,723

2 | metanol 10x . 1,10 5,30 | 12,78 | 69,0 5,185 4,610 0,575

2 | metanol 10x F. 1,10 5,30 ] 12,25 | 74,0 5,410 4,298 1,111

2 | metanol 10x . 1,10 530 ] 14,42 | 822 4,596 3,870 0,726
prameér: 12,93 | 73,3 5,148 4,364 0,784

smérodatna odchylka: 1,02 | 6,49 0,383 0,369 0,229

relativni smérodatna odchylka [%]: 791 | 8,85 7,431 8,446 29,246

P4. 6: Casy mérené v detektoru CE a HPLC pomoci tlaku dusiku 2 bar, vzorek 10% Fedény vodou

P [bar] | Vzorek Vilupl] | Vaul] | ti[s] | tz[s] | Q1 [u/min] | Q: [ul/min] | AQ [ul/min]
2 | voda 10x f. 1,10 5,30 ] 11,34 | 49,2 5,844 6,465 0,621

2 | voda 10x F. 1,10 530 | 11,58 | 474 5,723 6,711 0,988

2 | voda 10x f. 1,10 530 ] 11,63 | 504 5,698 6,311 0,613

2 | voda 10x {. 1,10 5,30 | 11,96 | 60,0 5,541 5,301 -0,239

2 | voda 10x f. 1,10 5,30 | 10,89 | 54,0 6,085 5,890 -0,195
pramér: 11,48 | 52,2 5,778 6,136 0,358

smérodatna odchylka: 0,40 | 4,98 0,203 0,554 0,546

relativni smérodatna odchylka [%]: 3,46 | 9,55 3,509 9,023 152,721

P4. 7: Casy mérené v detektoru CE a HPLC pomoci tlaku dusiku 3 bar, vzorek 10% Fedény vodou

P [bar] Vi [nl] V2 [nl] ti[s] | t2[s] | Q1 [ulV/min] | Q2 [ul/min] | AQ [nl/min]
3 1,10 5301( 9,51 | 30,0 6,968 10,603 3,635

3 1,10 5,30 | 8,94 | 29,4 7,413 10,819 3,407

3 1,10 530 | 8,53 | 288 7,769 11,045 3,276

3 1,10 5,30 | 8,40 | 29,7 7,889 10,710 2,821

3 1,10 530 | 845 | 294 7,842 10,819 2,977

prumeér: 8,77 | 29,46 7,576 10,799 3,223

smérodatné odchylka: 0,47 | 0,44 0,388 0,164 0,327
relativni smérodatna odchylka [%]: | 5,33 1,51 5,121 1,518 10,152
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P4. 8: Casy mérené v detektoru CE a HPLC pomoci tlaku dusiku 4 bar, vzorek 10% Fedény vodou

P [bar] Vi [nl] V2 [nl] ti[s] | t2[s] | Q1 [uV/min] | Q2 [uV/min] | AQ [nl/min]
4 1,10 5,30 | 8,12 | 19,8 8,161 16,065 -7,904

4 1,10 5,30 | 8,10 | 22,8 8,181 13,951 -5,770

4 1,10 5,30 | 9,32 | 21,9 7,110 14,524 -7,414

4 1,10 530 | 9,11 | 23,7 7,274 13,421 -6,147

4 1,10 5,30 | 8,27 | 21,6 8,013 14,726 -6,713

pramér: 8,58 | 22,0 7,748 14,538 -6,790

smérodatna odchylka: 0,58 | 1,46 0,515 0,995 0,879
relativni smérodatna odchylka [%]: | 6,81 | 6,65 6,643 6,843 -12,945

P4. 9: Casy mérené v detektoru CE a HPLC pomoci tlaku dusiku 5 bar, vzorek 10% Fedény vodou

P [bar] Vi [ul] V2 [ul] ti[s] | t2[s] | Qi1 [p/min] | Q2 [nl/min]
5 1,104 5,301 8,0 | 18,0 8,283 17,671

5 1,104 5,301 8,7 | 18,0 7,617 17,671

5 1,104 5,301 8,6 | 19,8 7,706 16,065

5 1,104 5,301 7,3 | 18,0 9,078 17,671

pramér: 82| 18,5 8,171 17,270

smérodatna odchylka: 0,6 0,9 0,673 0,803
relativni smérodatna odchylka [%]: 7,9 49 8,236 4,651

P4. 10: Pritok mereny pred detektorem HPLC pomoci Hamiltonovy strikacky pri tlaku 2 bar

V[pl] | P[bar] | t[s] | Q[pls] | Q [nl/min]
2,5 2 | 24,27 0,103 6,180

5 2 | 48,56 0,103 6,178

2,5 2| 2421 0,103 6,196

5 2 | 47,12 0,106 6,367
pramér: 6,230

smérodatna odchylka: 0,091
relativni smérodatna odchylka [%]: 1,466

P4. 11: Pritok mereny pred detektorem HPLC pomoci Hamiltonovy strikacky pri tlaku 5 bar

V[pl] | Pbar] | t[s] | Q[pls] | Q [pl/min]
2,5 5] 8,57 0,292 17,503

5 5 116,83 0,297 17,825

2,5 5] 9,18 0,272 16,340

5 511781 0,281 16,844
prameér: 17,128

smérodatna odchylka: 0,665
relativni smérodatna odchylka [%]: 3,885

109




Ptiloha 5: Propojeni TSM, kapilarni elektroforézy a kolony druhé dimenze

P5. 1: Plochy kyseliny protokatechové pro optimalizaci c¢asu dusiku pri tlaku 2 bar pro vytlaceni frakce
z kapilary elektroforézy do smycky 2 v poloze 1 TSM

Kyselina protokatechova Plocha [mAUXs] | vinova délka [nm] | poloha TSM
1 331,2 280 1
2 337,0 280 1
3 337,5 280 1
4 3252 280 1
5 3293 280 1
6 3283 280 1
prumér 331,42 100%
smérodatna odchylka 4,921
relativni smérodatna odchylka [%]: 1,48

P5. 2: elektroforPlochy kyseliny syringové pro optimalizaci casu dusiku pri tlaku 2 bar pro vytlaceni frakce
z kapilary ézy do smycky 2 v poloze 1 TSM

Kyselina syringova Plocha [mAUXs] | vinova délka [nm] | poloha TSM
1 4922 280 1
2 4972 280 1
3 500,3 280 1
4 488.,6 280 1
5 487,5 280 1
6 487,7 280 1
primér 492,25 100%
smérodatna odchylka 5,402
relativni smérodatna odchylka [%]: 1,10

P5. 3: Optimalizace casu dusiku pro vytlaceni frakce z kapilary elektroforézy zpet do smycky 2 v poloze 1 TSM

t [s] | @ plocha kys. protokatechova [mAUxs| | % 2 plocha Kys. syringova [mAUxs] | %
55 145,35 | 43,86 210,80 | 42,82
65 189,03 | 57,04 272,03 | 55,26
75 226,63 | 65,72 331,37 | 67,32
85 208,13 | 62,80 303,23 | 61,60
90 206,33 | 60,74 301,20 | 61,19
95 169,55 | 51,16 246,05 | 49,98

105 48,15 | 14,529 69,45 | 14,11
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P5. 4: Optimalizace casu dusiku pro vytlaceni frakce z kapilary elektroforézy zpet do smycky 2 v poloze 2 TSM

t [s] plocha kys. protokatechova [mAUxs] | % plocha kys. syringova [mAUXs] | %
55 136,55 | 27,74 195,65 | 39,75
65 132,50 | 26,92 192,43 | 39,09
75 103,37 | 21,00 154,43 | 31,37
85 85,70 | 17,41 117,13 | 23,80
90 101,00 | 20,60 146,70 | 29,80
95 104,70 | 21,27 148,00 | 30,07

105 113,70 | 23,10 162,05 | 32,92

P5. 5: Plocha fenolickych kyselin v zavislosti na case piisobent tlaku dusiku 2 bar v poloze 1 TSM

mKys. syringova  mKys. protokatechova

53 65 75 85 90 95 105

Cas plisobeni dusiku [s]

250

200

Plocha [mAU]
S &
[« o

N
o

o

P5. 6: Plocha fenolickych kyselin v zavislosti na piisobeni tlaku dusiku 2 bar v poloze 2 TSM

® kys. syringova m kys. protokatechova

55 65 75 85 90 95 105

Cas ptisobeni dusiku [s]

350

300

(o]
Lh
<o

Plocha [mAU]
w o @ 8
(e (e [e=] [e=]
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P5. 7: Optimalizace casu dusiku pri tlaku 2 bar pro vytla
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Priloha 6: Presunuti frakce do druhé dimenze

P6. 1: Presunuti fokusované frakce do °D, zapnuty pritok v °D

Plocha [mAUxs] Vyska [mAU] Sifka piku [min]
fokusace ty, ISl | Kkys. Kys. Kys. Kys. Kys. Kys.
protokat. * | syring. * | protokat. * | syring. * | protokat. * | syring. *
Ne 80 249,0 3433 153,7 173.,8 0,0234 0,0290
Ne 80 257,5 3449 159,1 174,1 0,0234 0,0296
Ne 80 225,1 306,3 138,4 153.9 0,0240 0,0292
Ano 80 2233 300,1 139.,8 152.8 0,0231 0,0289
Ano 80 235,1 3272 148,1 165,4 0,0235 0,0296
prumer: 238,0 3244 147.8 164,0 0,0235 0,0293
smérodatné odchylka: 14,93 20,64 8,87 10,34 0,0003 0,0003
relativni smérodatna

odchylka [%]: 6,28 6,36 6,00 6,30 1,39 1,1231

P6. 2: Plochy a v¥sky odezvy fenolickych kyselin v °D v poloze 1 a 2 TSM bez provedeni fokusace

poloha 1* poloha 2*

fokusace | tr[s] | Ey, [s] | V [ul] — i~
vySka [mAU] | plocha [mAUXs] | vySka [mAU] | plocha [mAUXs]
ne 240 80 8,5 924.6 4397,7 390,6 2020,3
ne 240 80 8,5 736,1 3470,0 420,6 2013,7
ne 240 80 8,5 858,6 42832 4423 2257,0
ne 240 80 8,5 877,9 4221,1 370,2 1869,7
prameér 849.,3 4093,0 405,9 2040,2
smérodatnéd odchylka 80,39 421,73 31,88 160,39
relativni smérodatna odchylka [%]: 9,47 10,30 7,85 7,86

P6. 3: Plochy a v¥s$ky odezvy fenolickych kyselin v °D v poloze 1 a 2 TSM s provedeni fokusace

poloha 1 poloha 2
fokusace | ti[s] | tn, [s] | V[l | T[pA] | vyska plocha vyska | plocha
[mAU] [mAUXs] [mAU] | [mAUXxs]

ano 240 80 8,5 1 360,3 1717,6 | 1402,1 6445,0
ano 240 80 8,5 4 731,9 35273 570,6 28429
ano 240 80 8,5 4 9778 4700,7 6723 3403,6
ano 240 80 8,5 6 916,1 4451,2 3414 1907,2
ano 240 80 8,5 7 642,5 3072,6 573,7 2698,5
ano 240 80 8,5 7 705,0 3560,5 908,0 4323,3
ano 240 80 8,5 7 816,7 39453 3929 1940,1
ano 240 80 8,5 16 320,6 1645,7 613,0 2954,6
prumér 746,5 3599,2 746,6 3649,7
smérodatna odchylka 277,87 1352,13 | 458,39 1963,12
relativni smérodatna odchylka [%]: 37,22 37,57 61,40 53,79
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P6. 4: Vysky odezvy fenolickych kyselin v 2D v poloze 1 a 2 TSM bez provedeni fokusace (bez kolony)
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700
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390.6
400 /‘\37’0.2
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P6. 5: Vysky odezvy fenolickych kyselin v 2D v poloze 1 a 2 TSM s fokusaci (bez kolony)

1402.1

—o—Poloha 1 —o—Poloha 2

Vyska piku [mAU]

16 4 7 7 1 4 7 6
I[nA]

P6. 6: Overeni pritoku injekcni pumpy pri priitoku 5 ul/min

n_ | Q[pl/min] V [l t [s] Q [uls] | Q [pl/min]
1 5 51 60,00 | 0,0833 5,00

2 5 5] 60,21 | 0,0830 4,98

3 5 51 59,42 | 0,0841 5,05

4 5 5] 59,64 | 0,0838 5,03
pramér 59,82 | 0,0836 5,02

smérodatnd odchylka 0,7550 | 0,0010 0,0620
relativni smérodatna odchylka [%]: 1,26 1,24 1,24
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P6. 7: Overeni pritoku injekcni pumpy pri pritoku 10 pul/min

n_ | Q [u/min] Vipl t [s] Q [pls] | Q [pl/min]
1 10 10 | 58,92 | 0,1697 10,18
2 10 10 | 58,01 | 0,1724 10,34
3 10 10 59,6 | 0,1678 10,07
4 10 51 29,34 | 0,1704 10,22

prumér 51,47 0,17 10,20
smérodatna odchylka 14,766 0,002 0,114
relativni smérodatna odchylka [%]: | 28,69 1,12 1,12

P6. 8: Overeni pritoku injekcni pumpy pri pritoku 25 pul/min

n_ | Q [u/min] Vipl ts] | Q[pls] | Q [pl/min]
1 25 20 | 48,03 | 04164 24,98
2 25 20 | 48,18 | 0,4151 24,91
3 25 20 | 47,13 | 0,4244 25,46
4 25 20 | 47,96 | 0,4170 25,02

pramér 47,83 0,42 25,09
smérodatnd odchylka 0,472 0,004 0,250
relativni smérodatna odchylka [%]: | 0,99 1,00 1,00

P6. 9: Oveéreni pritoku injekcni pumpy pri prutoku 50 ul/min

n_ | Q[p/min] V [l t [s] Q [nls] | Q [pl/min]
1 50 20 | 24,29 | 0,8234 49,40

2 50 20| 2444 0,8183 49,10
3 50 20 | 23,84 | 0,8389 50,34
4 50 20 | 24,08 | 0,8306 49,83
pramér 24,16 0,83 49,67

smérodatnéd odchylka 0,2608 | 0,0090 0,5373
relativni smérodatna odchylka [%]: 1,08 1,08 1,08

P6. 10: Overeni pritoku dusikii tlaku 2 bar na konci systéemu za detektorem HPLC

n | Vul] P[bar] t [s] Q [w/s] | Q [W/min]
1 5 2 42,32 0,1181 7,089
2 5 2 41,61 0,1202 7,210
3 5 2 41,9 0,1193 7,160
4 5 2 41,55 0,1203 7,220

primér 0,120 7,2
smérodatna odchylka 1,02E-03 5,99E-02

relativni smérodatna odchylka [%]: 1,18 1,18
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P6. 11: Overeni priitoku dusikii tlaku 2 bar za ventilem 4 PEEK

n | Vipl] | Plbar] | t[s] | Q[ul/s] | Q [ul/min]
1 2,5 2] 1846 | 0,1354 8,126
2 7,5 2| 5621 | 0,1334 8,006
3 5 213748 | 0,1334 8,004
4 7,5 2| 5524 | 0,1358 8,146
5 10 2] 73,75 | 0,1356 8,136
prameér 0,13 8,08
smérodatnd odchylka 0,00120 0,07205

34 smérodatna odchylka [%]: 0,89 0,89

Ptiloha 7: Zména velikosti smycky 2

P7. 1: Optimalizace objemu pro presunuti frakci ze smycky 2 do kapilary elektroforézy, mensi smycka (3,85 ul)

Vytlaceni zbylé frakce pres detektor CE

8 ul, pratok 25 pl/min i

+

P7. 2: Odezva fenolickych kyselin pro optimalizaci c¢asu dusiku pri tlaku 2 bar pro vytlaceni frakce z kapilary
elektroforézy do smycky 2 v poloze 1 TSM, mensi smycka (3,85 ul)

n vySka [mAU] | plocha [mAUXs] | vinova délka [nm] | poloha
1 1339,6 6541,0 280 1
2 1263,1 6371,3 280 1
3 1347,3 6502,0 280 1
4 1349,8 6505,1 280 1
5 1339,6 6484.,6 280 1
prumér 13279 6480,8 100%
smérodatna odchylka 36,50 64,55
relativni smérodatna odchylka [%]: 2,7 1,0
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P7. 3: Optimalizace casu puisobeni dusiku pri tlaku 2 bar, mensi smycka (3,85 ul)

poloha 1 poloha 2 celkem

n | t[s] | P[bar] | Plocha [mAUxs] | % Plocha [mAUXxs] | % Plocha [mAUXs] | %
1 75 2 3957,5 | 61,06 2324,0 | 35,86 6281,5 | 96,92
21 75 2 4227,1 | 65,22 2168,3 | 33,46 63954 | 98,68
31 75 2 4071,9 | 62,83 2089,9 | 32,25 6161,8 | 95,08
prumér: 4085,50 | 63,04 2194,07 | 33,85 6279,57 | 96,89
1 70 2 4193,5 | 64,71 2217,8 | 34,22 6411,3 | 98,93
21 70 2 3898,6 | 60,16 2289,4 | 35,33 6188,0 | 95,48
31 70 2 4060,4 | 62,65 22932 | 35,38 6353,6 | 98,04
prumér: 4050,83 | 62,51 2266,80 | 34,98 6317,63 | 97,48
65 2 4535,4 | 69,98 1975,1 | 30,48 6510,5 | 100,46
2| 65 2 4532,6 | 69,94 1837,1 | 28,35 6369,7 | 98,29
prumeér: 4534,00 | 69,96 1906,10 | 29,41 6440,10 | 99,37
60 2 4766,3 | 73,54 1885,4 | 29,09 6651,7 | 102,64
2] 60 2 4825,0 | 74,45 1867,4 | 28,81 66924 | 103,27
prumér: 4795,65 | 74,00 1876,40 | 28,95 6672,05 | 102,95
55 2 4793,5 | 73,96 2606,5 | 40,22 7400,0 | 114,18
55 2 4708,3 | 72,65 2900,0 | 44,75 7608,3 | 117,40
55 4793,5 | 73,96 27844 | 42,96 7577,9 | 116,93
prumér: 4765,10 | 73,53 2763,63 | 42,64 7528,73 | 116,17
50 2 4185,9 | 64,59 2202,9 | 33,99 6388,8 | 98,58
2| 50 2 4132,6 | 63,77 2207,0 | 34,05 6339,6 | 97,82
prumeér: 4159,25 | 64,18 2204,95 | 34,02 6364,20 | 98,20

P7. 4: Piesunuti frakce do ’D bez fokusace, mensi smycka (3,85 ul)

poloha 1 poloha 2 [mAU]|

trok. [S] | Eny[sl | VIull | Plocha Vyska Sifka piku | Plocha Vyska

[mAUxs] [mAU] [min] [mAUxs] [mAU]
240 60 8 3777,7 7974 0,0703 2514,8 619,5
240 60 8 41913 868.5 0,0723 25493 521,1
240 60 8 4577,7 952,5 0,0726 2259 4343
240 60 8 4589.9 959.,5 0,0718 2945.6 570,8
240 60 8 4541,1 938,6 0,0724 2381 453,5
primér 4475.,00 929,78 0,0723 2533,73 519,84
smérodatna odchylka 190,267 41,763 0,00093 299,267 77,860
rela;ii"cfyslkmaéf%fmé 425 4,49 1,29 11,81 14,98
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P7. 5: Vy$ka odezvy frakce v °D bez aplikace napéti, objem pro presunuti frakce do kapilary 8 ul, éas 60 s

aplikace tlaku dusiku 2 bar

1200
1000 228 2995 9386
868.5 - —
797,4//
800 #—
=
6195
é 570,8
. 600 2 521.1 ~
:,é‘ 4343 3 453.,5
400
—8—DPoloha 1 —Poloha 2
200
0
1 2 4 5
P7. 6: Presunuti frakce do ’D s fokusaci (240 s), mensi smycka (3,85 ul)
poloha 1 poloha 2
ty(sl | Vul] | T[pA] | Plocha | Vyika s'lfll(‘: Plocha | Vyska s‘ir]l::
[mAUxs] | [mAU] P . [mAUX%s] | [mAU] P .
[min] [min]
60 8 3 3915,1 808,9 0,0730 8428,9 | 1695,7 0,0745
60 8 4 42404 882,1 0,0731 8788,3 | 1743,5 0,0768
60 8 6 4261,3 885,0 0,0732 6488,2 | 1299,7 0,0762
60 8 10 4267,6 839,0 0,0763 7848,3 | 15153 0,0779
60 8 11 4236,1 898,5 0,0705 7300,1 1498 0,0709
prumer 4184,1 862,7 0,0732 7770,8 | 15504 0,0753
smérodatné odchylka 150,97 37,45 0,0021 913,9 176,9 0,0027
relativni smérodatna
odchylka [%] 3,61 4,34 2,81 11,76 11,41 3,63
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P7. 7: Vy§ka odezvy frakce v °D s fokusaci, objem pro presunuti frakce do kapildry 8 ul, ¢as 60 s aplikace tlaku
dusiku 2 bar
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P7. 8: Presunuti frakce do *D s fokusaci (240 s), mensi smycka (3,85 ul), mensi éas piisobeni dusiku

poloha 1 poloha 2

tn, [sI | VIu] | T[eA] | Plocha Vyska Sirka piku | Plocha Vyika Sirka piku

[mAUXs] [mAU] [min] [mAUXs] [mAU] [min]
50 8 5 3970,9 817,9 0,0736 2594,4 497,2 0,0770
50 8 6 3974,3 817,2 0,0712 4131,2 906,6 0,0680
50 8 8 4265,1 880,1 0,0730 2263,9 4224 0,0810
50 8 11 3148,4 663,8 0,0708 6185,1 1309,6 0,0710
50 8 16 4379 898,3 0,0734 2156,8 421,2 0,0770
50 8 21 3558,7 726,5 0,0736 3781,6 735,6 0,0730
50 8 20 3487,6 726,2 0,0725 3096,7 657,8 0,0700
primér 3826,29 790,00 0,0726 3458,53 707,20 0,0739
smérodatna odchylka 444,73 86,98 0,0012 1413,64 319,61 0,0046
relaf)l(‘i’:}‘;yslrgaér[‘j/‘j?mé 11,62 11,01 1,59 40,87 45,19 6,27
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P7. 9: Vy§ka odezvy frakce v °D s fokusaci, objem pro presunuti frakce do kapilary 8 ul, ¢as 50 s aplikace tlaku
dusiku 2 bar

1400 1309.6
1200
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% o0e 657.8
400
200
0
5 6 8 11 16 21 20
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Ptiloha 8: Nahrazeni tlaku dusiku injekéni pumpou

P8. 1: Plocha a vyska fenolicky kyselin pri pouZiti dvou injekcénich pump a objemu na presun frakce 8 ul

n Vi [ul] Va [ul] poloha 1 poloha 2
Plocha [mAUxs] | Vyska [mAU] | Plocha [mAUxs] | VySka [mAU]
1 8 8 938,5 200,5 2927,6 578,7
2 8 8 503,3 101,5 2491,3 486,0
3 8 8 3660,7 758,3 3536,6 729,6
4 8 8 3378.,9 7049 5998,4 1220,1
5 8 8 3406,4 709,2 3359,1 680,1
6 8 8 2271,1 475,1 33722 670,2
7 8 8 32534 665,8 3206,9 622,8
8 8 8 1893,7 390,6 55742 1120,9
9 8 8 1281,8 2554 3989,6 783,5
10 8 8 3427,5 706,2 3069,0 622,6
prameér 2401,53 496,75 3752,49 751,45
smérodatna odchylka 1183,27 245,69 1145,08 236,36
relativni smérodatna odchylka [%] 49,27 49,46 30,52 31,45
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P8. 2: Vyska odezvy fenolicky kyselin pri pouziti dvou injekcnich pump a objemu na presun frakce 8 ul
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P8. 3: Vyska odezvy fenolicky kyselin pri pouziti dvou injekcnich pump a objemu na presun frakce 7,5 ul
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P8. 4: Plocha a vyska fenolicky kyselin pri pouziti dvou injekénich pump a objemu na presun frakce 7,5 ul

n Vi (] Va [ul] poloha 1 _ poloha 2 _

Plocha [mAUXs] | VySka [mAU] | Plocha [mAUxs] | VySka [mAU]

1 7,5 7,5 4097 839.,3 4586 918,2

2 7,5 7,5 2952,4 540,4 6495,2 1327,2

3 7,5 7,5 3463,4 726,1 2647,6 524,7

4 7,5 7,5 3575 748,5 27554 546,8

5 7,5 7,5 34523 724.9 6570,8 1308,3

primér 2681,8 553,5 3461,5 699,0

smérodatna odchylka 1486,28 296,61 2530,94 504,50

relativni smérodatna odchylka [%] 55,42 53,59 73,12 72,17

P8. 5: Overeni pratoku druhé injekcéni pumpy

n_ | Q [n/min] Vipl t [s] Q [pls] | Q [pl/min]
1 25 5] 11,82 | 0,4230 25,38
2 25 5] 11,85 | 0,4219 25,32
3 25 5] 12,14 | 04119 24,71
4 25 51 12,43 | 0,4023 24,14
5 25 5] 12,22 | 0,4092 24,55
6 25 5] 11,67 | 0,4284 25,71
prumér 12,06 | 0,4189 25,14
smérodatna odchylka 0,2877 | 0,0099 0,5953
relativni smérodatna odchylka [%]: 2,39 2,37 2,37
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