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1 UVOD

V dnes$ni moderni industrializované spole¢nosti maji techniky vyuZzivajici rizné
separani mechanismy nezastupitelné misto. Vyroba prakticky ¢ehokoliv se bez
vyuziti uréitého stupné separace neobejde. Rada procest navic vyuZziva pro svou
kontrolu nejriiznéj$i analytické techniky, z nichz velké mnozstvi je zalozeno na
jednom 1 vice separacnich mechanismech.

Hlavnim pifinosem separa¢nich metod v analytické chemii je moZnost ziskat
informace o vice latkdch soucasné¢, v ramci jedné zkousky. V analytickém
experimentu jsou tyto latky separovany na zéklade€ rozdilu v urcité vlastnosti a poté
detekovany vhodnym detekénim systémem. Analytickd chemie vyuZziva zejména
chromatografické a elektromigra¢ni metody a hmotnostni spektrometrii.

Kazda aplikace pozaduje od separaéni metody dosazeni urcitého rozliSeni v
piijatelném Case. S rostouct sloZitosti vzorku roste pravdépodobnost, Ze separovana
zona na vystupu separacniho procesu neobsahuje pouze jednu komponentu. Pro
rozliSeni slozek takové frakce je pak nutné pouzit odlisny separa¢ni mechanizmus
jako ,,druhy rozmér*.

Pravdépodobnost, Ze se dvé¢ latky shoduji ve dvou rliznych vlastnostech, je nizka,
ne vSak nulova. Dvourozmérné separace jsou proto spojovany s dal§im separacnim
stupném, ktery velmi Casto zastupuje hmotnostni spektrometrie.

Dle vlastnosti separovanych latek jako tékavost (piip. moznost derivatizace na
tékav¢jsi produkty), teplotni stabilita ¢i molekulova hmotnost, 1ze provadét dvou a
vicerozmérné separace v plynné€, nebo v kapalné fazi. Tato prace bude dale pojednavat
o vicerozmérnych separacich ve fazi kapalné.

2 TEORETICKA CAST
2.1 PIKOVA KAPACITA SEPARACNICH METOD

Pro posouzeni potencialu konkrétni metody separovat velké mnoZzstvi latek lze
vyuzit koncept tzv. pikové kapacity [1]. Pikova kapacita predstavuje teoreticky pocet
latek (pikl), které pii konstantnim rozliSeni R<=1 vyplni urcity ¢asovy usek zaznamu
separace (chromatogram, elektroforoegram). V situaci, kdy jsou zaznamenany
pfiblizné stejné Siroké zény (piky) separovanych latek, lze pikovou kapacitu P
vypocitat na zakladé Sitky piku odpovidajici 46 (Sitka namétena v 13,4 % vysky piku)
dle rovnice (1).

t, —t
P=1+2— (1)
40

Pro redlnou situaci a konkrétni podminky, kdy jsou piky v ziskaném zdznamu rtizné
Siroké, je velmi praktické pouziti vypoctu pikové kapacity P na zikladé¢ sumy
rozliSeni mezi sousednimi piky, rovnice (2).

P=R;(1,2) +Rs(2,3)+--- +R;(n—1,n) (2)



Gilar a kol. [2] vyuzil k predikci pikové kapacity pro separaci peptidii v 1D a 2D-
HPLC matematicky model popsany rovnici (3). Pikova kapacita je zde funkci
ucinnosti kolony N (pocet teoretickych pater), rozdilu ve slozeni mobilni faze
v gradientu AC (%), mrtvého reten¢niho Casu t, (min) a Casu gradientu t, (min).
Proménna B reprezentuje vliv velikosti molekuly MW (Da) a lze ji odhadnout s
vyuzitim rovnice (4).

VN BAC
P=1+ (3)
4 BAC(to/ty) +1

InB = 0,6915 In(MW) — 1,49 (4)

Zejména pro porovnani riznych separacnich technik, instrumenti a jednotlivych
metod je vyhodné vztahnout pikovou kapacitu na jednotku ¢asu (doba gradientu nebo
doba analyzy). Takto 1ze odhadnout produktivitu (pocet pikli za minutu) rliznych
pristuptli k separaci smési a provést jejich porovnani.

2.2 VYSOKOUCINNE JEDNOROZMERNE KAPALINOVE SEPARACE
JAKO PREDPOKLAD VYSOKE PIKOVE KAPACITY
VICEROZMERNYCH SEPARACI

Uginnost separace se nejéastéji vyjadfuje jako pocet teoretickych pater (N) a je
charakteristickd pro konkrétni separacni systém a jeho konfiguraci. Teoretické patro
piedstavuje hypotetickou zonu v separa¢nim prostoru, ve které dojde k uplné vymeéné
latek a energie.

Jak je patrné z rovnice (5) pro odvozeni chromatografického rozliseni (kde « je
selektivita, k je kapacitni faktor) a z rovnice (6) pro rozliSeni v kapilarni zoénové
elektroforéze (kde Au/u je relativni rozdil mobilit dvou analyti), je rozliSeni pfimo
umérné druhé odmocniné poctu teoretickych pater N.

VN k

RS=T'(0(—1)'k—+1 (5)
Szﬂ.AT“ (6)
4 u

Vysoka ucinnost je tedy predpokladem efektivni separace slozité smési latek —
dosazeni vysoké pikové kapacity. Mezi kapalinové-separa¢ni metody s vysokou
ucinnosti, vhodné pro realizaci dvourozmérnych separaci lze zatradit vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii a vysokouc¢innou kapilarni elektroforézu.

Ve vysokotcinné kapalinové chromatografii (HPLC) je smés latek rozdélena na
zéklad¢ razné afinity jednotlivych slozek ke stacionarni a mobilni fazi. Jasnym
trendem soucasnosti je spojeni HPLC s hmotnostni spektrometrii (MS). U néplnovych
kolon je patrny trend povrchové poréznich ¢astic a posun k ¢asticim o priméru
mensim nez 2 um, vykazujicim nejvyssi t€innosti. U monolitickych kolon je patrné
usili o optimalizaci polymerizaéniho procesu tak, aby mély kolony co nejvétsi
ucinnost a zachovali si nizky hydraulicky odpor. Diky pestré paleté¢ dostupnych

6



separacnich modi Ize s HPLC separovat nejriznéjsi skupiny latek. Velmi uc¢innym
nastrojem zvysujicim pikovou kapacitu HPLC separace je vyuziti gradientové eluce.

Vysokoucinna kapilarni elektroforéza (HPCE) je souhrnny nazev pro $irsi skupinu
vysokoucinnych kapilarnich elektromigra¢nich metod. V Kapilarni izoelektrické
fokusaci (CIEF) Ize napiiklad s velmi vysokou rozliSovaci schopnosti, az 0,01 pl,
separovat amfolyty. V elektrochromatografii (CEC) pak lze dosahnout az 5-10
nasobné¢ vysSich Gc€innosti neZ ve standardni HPLC. Kapilarni gelova elektroforéza,
vyuzivajici sitovy efekt, umoziiuje ucinné separovat latky s malym rozdilem v
elektroforetické pohyblivosti ale riznou velikosti a v micelarni elektrokinetické
chromatografii (MEKC) lze soucasn¢ separovat neutralni latky.

2.3 ORTOGONALITA SEPARACNICH MECHANISMU

Dvou a vicerozmérné separacni techniky poskytuji v piipad€ tzv. ortogonality
separaCnich mechanismi celkovou pikovou kapacitu, ktera je teoreticky nasobkem
pikovych kapacit jednotlivych separacnich rozmérd, viz rovnice (7).

P,p = P; X P, X---X P, (7)

Za ortogonalni se obecné oznacuji separa¢ni mechanizmy, jeZ jsou na sob¢ zcela
nezavislé. Dokonald ortogonalita je vSak pozorovéana jen vyjimecné. I ve vysoce
ortogonalni vicerozmérné separaci je prakticky realizovana pikova kapacita oproti
teoretické hodnoté vypoctené dle rovnice (7) nizsi (< 63 %). Tento jev
vysvétluje statisticka teorie piekryvu zon, kterou formuloval Giddings a Davis [3; 4].

Na zaklad¢ znalosti ortogonality dvou separa¢nich mechanism pak lze pomoci
rovnice (8) odhadnou praktickou pikovou kapacitu dvourozmérné separace P, .

P, =0(P; - P,) (8)

2.4 PROVEDENI VICEROZMERNYCH SEPARACI
2.4.1 Separace Vv prostoru vs. separace Vv ¢ase

Jednorozmérné separace lze realizovat jak v prostoru, tak v case. Prvni
vicerozmérné kapalinové separace vyuzivaly planarni separacni techniky, jako
papirova chromatografie ¢i elektroforéza, které poskytuji moznost provadét separaci
latek v definovaném prostoru postupné ve dvou osach (rozmérech). Po ukonceni
separace je detekovana pozice zo6n v prostoru separaniho loZe.

V pripadé ze jsou latky postupné detekovany na vystupu separac¢ni kolony
(kapalinovd chromatografie), nebo postupné migruji detekénim usekem separacni
kapilary (kapilarni elektroforéza), jedna se o separaci v Case.

2.4.2 Off-line vs. on-line

V off-line spojeni jsou frakce z prvniho separa¢niho rozméru manualn€ nebo
automaticky sbirany, pfipadné uschovény a nasledné individualné davkovany do
dalsiho separacéniho stupné. Off-line spojeni nevyzaduje zadné specializované
rozhrani (interface). Vyhodou je také moznost danou frakci dodate¢né upravit
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(zakoncentrovat, nebo prevést do jiného rozpoustédla). Za nevyhody off-line ptistupu
1ze povazovat horsi opakovatelnost, riziko kontaminace frakce béhem manipulace s ni
a zejména ¢asovou narocnost.

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

Automatizované uspofadani, ve kterém je tok médii prvnim a druhym rozmérem
periodicky stfidavé pferuSovan byva oznacovan jako stop-start, nebo takeé
stop-and-go.

2.4.3 Heart-cut vs. komprehensivni

V heart-cut ptistupu je vzorek prvné separovan jednorozmérné a dle potieby jsou
zvoleny urcité useky v ziskaném zdznamu. Separace je pak zopakovéana a vybrane
frakce jsou zachyceny, nebo pfimo ddvkovany do druhé dimenze. Dané frakce na sebe
nemusi nutné navazovat a mizou obsahovat 1 vice separovanych zon.

Vyssi pikové kapacity 1ze dosahnout v komprehensivni vicerozmérné separaci, kdy
prvni separa¢ni rozmér je rozdélen na navazujici frakce, a do druhého rozméru jsou
pfevedeny vSechny frakce. Objem frakce ddvkované do druhého rozméru je obvykle
mensi nez objem zony vystupujici z prvniho rozméru. Pokud je kazdy pik takto
rozdélen na dostatecné mnozstvi frakci, 1ze pro dvourozmérny systém vyuzit pouze
jeden detektor a zaznam separace v prvnim rozméru zpétné rekonstruovat. Obecné se
uvadi pozadavek na alesponi 4 frakce kazdého piku.

25 KOMPATIBILITA KAPALNYCH FAZI

Pti vyvoji dvourozmérné kapalinové separace je nutno vzit v Givahu vlastnosti
kapalnych médii v uvazovanych separacnich rozmérech. V off-line usporadani mize
byt nekompatibilni mobilni faze dostate¢né zfedéna nebo odpafena a nahrazena jinym
rozpoustédlem. V on-line provedeni je kompatibilita kapalnych fazi velmi dilezita.
V tivahu je nutno brat vzajemnou misitelnost, rozpustnost analytii a ptipadnych aditiv.
Velky rozdil ve viskozité miize také zptisobit anomalni profil toku mobilni faze naplni
kolony (tzv. viscous fingering) vedouci k rozsifeni zony.

2.6 DVOUROZMERNE SEPARACE V KAPALNE FAZI
2.6.1 2D-HPLC

Dvourozmérna  kapalinova  chromatografie = (2D-LC) je  jednoznaéné
nejvyuzivangj§i dvourozmérna kolonova kapalinové-separacni technika. Nejvyssi
stupeni ortogonality vykazuji dvojice HILIC — reverzni faze (HILICxRPLC), iontova
vyména — reverzni faze (IECxRPLC) a gelova permeace — reverzni faze
(GPCxRPLC). V ur¢itych ptipadech lze spojit 1 dveé reverzni faze a vyuzit rozdilnou
selektivitu pti rizném pH ¢i riizném sloZeni mobilni faze. Dvourozmérna kapalinova
chromatografie je realizovana zejména on-line, v heart-cut (LC-LC) i
komprehensivnim médu (LCXLC).

Standardnim rozhranim pro spojeni dvou LC rozmért je 10, ptipadné 8 cestny
dvoupolohovy ventil se dvéma identickymi davkovacimi smyckami. Vystupny tok
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mobilni f4ze z prvniho rozméru plni prvni smycku, zatimco tok mobilni fdze z druhé
pumpy vytlacuje objem druhé smycky na separacni kolonu druhého rozméru.

V prvnim separa¢nim rozméru Se vyuziva prevazné delSich kolon s malym vnitinim
prumérem (< 1 mm) a pomalejsi separace (desitky minut az hodiny). V druhém
rozméru je naopak potteba provadét velmi rychlé analyzy (< 1 min). Proto se pouziva
krat$i kolona s v&tSim vnitinim primérem (napt. 4,6 mm) a jsou voleny kratké casy
gradientd.

2.6.2 HPLC-HPCE

Spojeni vysokoucinnych kapilarnich elektromigracnich technik s vysokot¢innou
kapalinovou chromatografii (HPLC-HPCE nebo HPCE-HPLC) piedstavuje diky
vysokému stupni ortogonality separacnich mechanismii moznost realizace
dvourozmérné separace s extrémné vysokou pikovou kapacitou. Z povahy obou
separacnich technik vSak plynou néktera uskali, zeyména pii realizaci on-line spojeni.
Problémem je napiiklad odvedeni vysokého napéti z elektromigracniho stupné, tzv.
decoupling, a davkovani frakci do druhého rozméru. Univerzalni komeréni feSeni pro
spojeni HPCE-HPLC ¢i HPLC-HPCE Vv soucasnosti neexistuje.

Prvni automatizovanou komprehensivni HPLCxCZE separaci realizoval Bushey a
Jorgenson [5]. On-line spojeni bylo zajisténo pomoci uzemnéného Sesticestného
davkovaciho ventilu umisténého mezi nadobkami s elektrolytem. Velmi efektivni
feSeni predstavuje opticky fizené davkovani (tzv. optically gated electrophoresis) [6].

On-line spojeni cIEF-HPLC je také nejcastéji realizovano prostfednictvim
davkovaciho ventilu. Nevyhodou konfigurace, kdy je davkovaci ventil umistén mezi
elektrodami je u cIEF skuteCnost, Ze Cast analyti muze diky nepfitomnosti
elektroosmotického toku migrovat ptes davkovaci smycku opacnym smérem a nemusi
byt ptenesena do druhého rozméru. Tento problém byl vyfeSen pomoci tzv. dekaplerti
[7-9], ve kterych je obsah separa¢ni kapilary oddélen od elektrolytu a elektrody
mikrodialyzacni membranou.

2.6.3 2D-HPCE

Dvojrozmérné kapalinové separace s velmi vysokou pikovou kapacitou lze
uvazovat pii vhodném spojeni nekterych modi vysokotucinné kapilarni elektroforézy.

2D separaéni systém zaloZeny na spojeni kapilarni izoelektrické fokusace a
tlakované kapilarni elektrochromatografie (cIEF-CEC), popsal Wei a kol. [10]. Autofi
v piipadé¢ komprehensivniho uspotadani uvazuji teoretickou pikovou kapacitu az
24 000.

Ramsey a kol. [11] dale vytvoril na sklenéném ¢ipu kanalovou strukturu dovolujici
komprehensivni MEKCXCZE separaci peptidi. Pikova kapacita 15 minutové
separace peptidd byla témét 4200. Dvourozmérnou CZE-MEKC separaci
kationtovych slouc¢enin s on-line upravou a zakoncentrovanim vzorku pomoci ITP pak
realizoval Zhang a kol. [12].



2.7 TROJROZMERNE SEPARACE V KAPALNE FAZI

V piipad¢ extrémné slozitych smési neposkytuje ani dvojrozmérna komprehensivni
separace dostatek pikové kapacity pro rozliSeni slozek. Moore a Jorgenson [13]
separovali peptidy v komprehensivnim 3D systému spojujicim gelovou permeacni a
reverzné fazovou chromatografii s velmi rychlou (dvouvtefinovou) kapilarni
elektroforetickou separaci. Za jediny pouzitelny pfistup, ktery mize v soucasnosti
poskytnout extrémné vysokou pikovou kapacitu (stovky tisic) v§ak Guiochon oznacil
trojrozmérnou  kapalinovou chromatografii [14], protoZze poskytuje dostatek
kombinaci (alespon ¢astecné) nezavislych separacnich mechanismii (GPC, RPLC,
NPLC, IEC) a jeji automatizace je na velmi vysoké urovni. Optimalni parametry pro
online komprehensivni trojrozmérnou kapalinovou chromatografii (LCxLCxLC)
uvazoval Schoenmakers [15] avS§ak vzhledem k extrémnim naroktim na tieti separacni
rozmér (doby analyzy < 1 s, pritok > 20 ml/min) se pouziti LCXLC-MS Vv soucasnosti
zda byt prijatelnéjSim feSenim.

2.8 HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE JAKO DALSi ROZMER

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analyticka technika zaloZena na separaci a
detekci ionth dle velikosti poméru jejich hmotnosti a naboje (m/z). Latky, které jsou
podrobeny hmotnostné spektrometrické analyze, jsou ionizovany v iontovém zdroji
hmotnostniho spektrometru. Vzniklé ionty o riizném poméru m/z se v jednotlivych
analyzatorech pohybuji po rtiznych trajektoriich (kvadrupo6l, iontové pasti), vykazuji
riznou dobu letu (TOF) nebo odlisnou rezonanéni frekvenci (orbitrap, ICR).

MS analyza tedy vyzaduje ptitomnost studovanych latek ve formé iontd, pfirozené
elektricky neutralni molekuly je nutné ionizovat. Aby ionty nezanikli kolizi s jinymi
molekulami, je vyZadovano vakuum.

V soucasnosti se ve spojeni s kapalinovymi separa¢nimi metodami vyuziva témeét
vyhradné elektrosprej (ESI), pripadné chemicka (APCI) ¢i fotoionizace (APPI) za
atmosférického tlaku. Specifickym ptipadem ionizace je desorpce laserem S asistenci
matrice (MALDI).

Pii vyuziti téchto ionizac¢nich technik je ziskané hmotnostni spektrum obvykle
jednoduché a krom& molekulové hmotnosti vétSinou neposkytuje dostatek informaci
pro ureni struktury (identifikaci). Dale je proto realizovana tzv. tandemova
hmotnostni spektrometrie (MS/MS), kdy je vybran cilovy iont a srazkami
s molekulami plynu v kolizni cele ziskava dodateénou energii, ktera vyvola jeho
fragmentaci.

Obrovsky vyznam MS spoc¢iva v moznostech selektivni detekce latek poskytujicich
ionty o ur¢ittm m/z nebo naopak moznostech identifikace latek na zékladé
detekovanych m/z.

2.9 APLIKACE VICEROZMERNYCH SEPARACI V KAPALNE FAZI

Soucasny rozvoj biochemickych obori, jako proteomika ¢i metabolomika, je
podminén pokroky, které byli zaznamenany pii vyvoji dvourozmérnych kapalinovych
separaci a jejich spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii. NejvyuZzivanéjsi
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technikou pro separaci proteinti a peptidl byla zpo¢atku dvourozmérna elektroforéza
na polyakrylamidovém gelu (2D-PAGE). Stale castéji se vSak pro tyto ucely
V soucasnosti vyuzivd dvourozmérna kapalinova chromatografie s tandemovou
hmotnostni spektrometrii [16-20]. Vyrazny potencial dalSich dvojrozmérnych
kapalinovych separaci, zejména spojeni HPLC-HPCE [16] a clEF-HPLC [7-9] byl
také demonstrovan.

Vysoka separaéni schopnost vicerozmérnych kapalinovych separaci se ukazala byt
vyhodna také pro dal$i oblasti. Komprehensivni 2D-LC naSla uplatnéni v analyze
potravin [21-30]. 2D-LC Ize také pouzit pro velmi selektivni stanoveni necistot
v produktech farmaceutické vyroby [31]. Spojeni reverzni faze s gelovou permeaci
bylo také vyuzito pro analyzu slozité smési kopolymert [32]. Pro aplikace v chiralnich
separacich ma velky potencial achiralni-chiralni 2D-LC [33]. Pii separaci neté¢kavych
pesticidl lze efektivné vyuzit i dvourozmérnou tenkovrstvou chromatografii (2D-
TLC) [34].

3  EXPERIMENTALNI CAST

3.1 MINIATURIZOVANY KAPILARNI KAPALINOVY
CHROMATOGRAF

Zakladnymi stavebnimi prvky navrzeného chromatografického systému jsou
sttikackova pumpa se stfikackou, selek¢ni ventil a kapilarni kolona. Systém pracuje
na principu postupného nasavani roztoki skrze selekéni ventil a jejich nasledném
protlaceni kapilarni kolonou. Vzorek je do systému rovnéz nasat skrze selek¢ni ventil.
Maly objem vzorku (~0,1 pl) miZze byt nasan do vnitiniho objemu ventilu. Vé&tsi
objem vzorku lze nasat do kapilary spojujici stfikacku se selek¢nim ventilem.

Pro pohyb pistu stfikacky byla pouzita zékladni verze programovatelné stiikackove
pumpy NE-500 OEM (New Era Pump Systems, Inc., USA). Pro Ucely této prace byla
tato pumpa konstruk¢né upravena. Hnaci ustroji bylo modifikovano tak, aby hnaci sila
byla prenaSena axialné€ ptfimo na pist stiikacky.

Stiikackova pumpa byla osazena riznym typem stfikacek. Byly testovany
komercni nizkotlaké sklenéné stiikacky (50-250 pl) i specidlni vysokotlaka 250ul
sttikacka FMJ-250 (PennCentury Inc., USA). Byla také navrzena a vyrobena
originalni 100ul PEEKova vysokotlaka sttikacka typu plunzr s kompresnim tésnénim
z UHMWPE.

Vicecestny selek¢ni ventil v uvedeném jednoduchém systému umoznuje smérovat
tok kapalin tak, ze v ur¢ité konfiguraci lze do systému kapaliny nasdvat, zatimco v jiné
konfiguraci lze tyto kapaliny davkovat na kapilarni kolonu. Byla pouzita OEM verze
ventilu C55 s 250um porty (VICI Valco Instruments, USA).

K detekci byl vyuzivan UV/Vis detektor se specializovanou detekéni nanocelou,
piipadné byla vyuzita upravena kfemenna kapilara.

Popsany systém byl ptivodné vyvinut jako izokraticky. Schopnost pracovat v modu
gradientové eluce vSak podstatné rozSifuje aplikacni moZnosti chromatografickych
systémtl.
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Dostatecny pocet volnych portd vicecestného selekéniho ventilu dovoluje
k systému pfipojit nékolik zasobnikil s roztoky o rizném slozeni a nasledné je mozné
jejich postupné nasati do systému. Déle je mozné navazat na nékteré piivodni prace,
a vyuzit michani kapalin vlivem turbulenci v misté skokové zmény priifezu potrubi.
Takovym mistem v popsaném chromatografickém systému je misto vstupu jehly do
téla stiikacky. Z diivodu rozdilné hustoty vody a acetonitrilu a jejich smési byl
udrzovan konstantni sklon stifikacky 20°. Hodnoceny byly profily gradienti
vytvofenych po postupném nasati smési o slozeni acetonitril/voda 80/20, 55/45, 30/70
a 5/95 (v/v). Byly pouzity sklenéné stiikacky raznych objemt a byly zvoleny rtizné
kombinace objemi jednotlivych roztokli nasavanych do systému.

Popsany chromatograficky systém byl také testovan pii realizaci gradientové
separace V rezimu konstantniho tlaku, ktery mize ptispét ke zkraceni doby analyzy o
15-20 %. M¢éteni tlaku bylo realizovano pomoci tenzometrického snimace C9B (HBM
Messtechnik, GmbH, Némecko) umisténého v ose ptsobeni tlaéné sily na pist
stiikacky. Parametry systému byly testovany pii1 rlznych tlacich, pii gradientové
separaci modelové smési nitroesterd.

3.2 JEDNODUCHE DVOUROZMERNE SEPARACNI PLATFORMY
3.2.1 Off-line spojeni kapilarni LC s MALDI-TOF

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

Pro kontaktni depozici frakci na ter¢iky MALDI desky byla vyuZita modifikovana
PE pipetovaci Spicka, ktera byla upravena nasledujicim zptisobem. Pro ptivod toku ze
separaéni kolony byla pouZita kiemenna kapilara o vnitinim priméru 50 um, ktera
byla Spickou protazena az k jejimu Usti. Do Spi¢ky byla navic zavedena kiemenna
kapilara o vnitinim priméru 100 pm, kterou Ize ptivadét pomocny roztok nebo ptimo
roztok obsahujici matrici. VEtsi ¢ast objemu Spicky byla vyplnéna lepidlem na bazi
epoxidové pryskyfice. Pipetovaci §picka byla uchycena kolmo na XY rovinou stolku,
V pohyblivém rameni.

Experimentalni sestava, slozen4 s miniaturizovaného kapalinového chromatografu
a depozi¢ni jednotky, byla vyuZita pro separaci glykanii enzymaticky odstépenych
Z vybranych glykoproteinti (IgG a RNaza B) v modu HILIC, na novém typu kapilarni
kfemenné¢  monolitické  kolony  (0,1x150 mm)  modifikovane¢  [2-
(methacryloyloxy)ethyl]-dimethyl-(3-sulfopropyl)-ammonium hydroxidem
(MEDSA) [35].

Pro separaci byly pouzity roztoky: Roztok A —80/10/10 a roztok B 65/25/10 (v/viv)
acetonitril/voda/100 mM CH3;COO"Na* (pH 5). Gradient mobilni faze byl pfipraven
nasatim 30 pl roztoku A do gradientové smycky (0,45%x500 mm) naplnéné roztokem
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B. Tok mobilni faze, 1 pl/min, byl na konci $picky michan v poméru 1:1 s tokem
roztoku super-DHB o koncentraci 20 g/l ve vodé

3.2.2 Off-line spojeni cIEF s kapilarni LC

Jednoducha polo-automatizovana separaéni platforma pro dvourozmérnou separaci
peptidii byla zalozena na off-line spojeni kapilarni izoelektrické fokusace (cIEF)
S miniaturizovanym kapildrnim kapalinovym chromatografem.

ClEF byla realizovéna jako frakcionac¢ni stupen. Pro separaci byla pouzita kiemenna
kapildra o vnitinim priméru 75 um, s permanentnim pokrytim vnitini stény vrstvou
hydroxymethylpropylcelulozy. Pro splnéni pozadavku na c¢asteCnou automatizaci
sbéru frakci, byly ve dvou mistech separacni kapilary vytvoreny dekaplery. Postup
jejich pfipravy spocival v odstranéni ochranné polyimidové vrstvy a zafixovani
kapilary na pevnou podlozku ve dvou bodech kolem zvolen¢ho mista, jemnym
nafiznutim a opatrnym zlomenim kifemenné kapilary a vytvofenim membrany
z acetatu celulozy na povrchu zlomu. Dekaplery byly vloZzeny do nadobek
obsahujicich anolyt 0,1% kyselinu mravenci, katolyt 0,1% hydroxid ammony a
elektrody. Efektivni délka separacni kapilary ¢inila 570 mm. Konce kapilary byly
pfipojeny k programovatelné stiikatkové pumpé se 100ul stiikackou a k centralnimu
portu 10 cestného selekéniho ventilu. K Sesti obvodovym portlim selekéniho ventilu
byly piipojeny zachytné kapildrni monolitické kolony (0,1x10 mm, kifemenny
monolit, staciondrni faze C18).

Vzorek obsahujici peptidy (1,5 mg/ml) po tryptickém Stépeni albuminu z hovéziho
séra a smeés ampholytl (3,3% Biolyte 3-10, 0,5% TEMED) byl nasan do separa¢ni
kapilary. Na anodu bylo pfivedeno stejnosmérné vysoké napéti + 30 kV (katoda
uzemnéna). Izoelektricka fokusace byla ukonéena po 60 minutach. Obsah separa¢ni
kapilary byl poté pii pratoku 10 pl/h rovnomérné frakcionovan na zachytnych
kolonach.

Monolitické kolony byly poté z ventilu demontovany a jednotlivé zapojeny do
sestavy miniaturizované¢ho kapalinového chromatografu. Peptidy zachycené na
pocatku kolony byly eluovany gradientem o slozeni 20/80 — 40/60 (v/v) acetonitril
(0.1 % v/v TFA)/voda (0.1 % v/v TFA ), vytvoieného a stabilizovaného v naklonéné
100yl stiikacce.

3.2.3 On-line 2D-LC platforma

Konfigurace pro realizaci automatizované on-line dvourozmérné kapalinové
chromatografie byla navrzena tak, Ze separace v prvnim rozméru neni kontinualni, ale
probiha preruSované. Vyuzit byl princip eluce pii konstantnim tlaku. Na pocatku
analyzy je vySe popsanym postupem vytvoien gradient mobilni faze, ktery je
uskladnén v kapilafe spojujici selekéni ventily. Konfigurace ventilii zndzornéna na
obrazku la umoZznuje transport gradientu mobilni faze vytvorené¢ho v D2 smycce do
D1 smycky a rovnéZ zpfistupiiuje vnitini davkovaci smycku ventilu pro vpraveni
vzorku. Po nastaveni konfigurace uvedené na obrazku 1b systém vytvoii tlakovy
pulz, jehoz vlivem je ¢ast objemu uskladnéného gradientu v D1 smycce protlacena
D1 kolonou prvniho rozméru a analyty opoustéjici kolonu jsou zachyceny na zachytné
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kolon¢ druhé dimenze. Poté je v D2 smycce vytvoien gradient mobilni faze a tento je
protlacen zachytni kolonou a kolonou druhého rozméru, jak je patrné z obrazku 1c.
Po skonceni separace je do systému nasana slaba mobilni faze, kterou jsou nasledné
zachytnd kolona a kolona druhého rozméru zregenerovany. Systém vytvoii dalsi
tlakovy pulz a proces se opakuje, az je postupné D1 kolonou protlacen cely objem na
pocatku vytvoreného gradientu.

Bez dalSich uprav lze takto navrzeny systém uvazovat pro realizaci IECXRPLC,
kdy je mobilni faze v IEC slabou mobilni fazi pro RPLC. V piipadé RPLCxRPLC,
nebo HILICXRPLC, kdy ma mobilni faze z prvniho separa¢niho rozméru dostate¢nou
eluéni silu i v podminkach druhého rozmeéru, je mozné za D1 kolonu umistit T-spojku
a nafedit frakci pfidavnym tokem vhodné kapaliny.

V ramci testovani této dvourozmérné konfigurace byla hodnocena schopnost
systemu vytvaret opakovatelné tlakove pulzy. Za D1 kolonu byl zapojen pritokomér
SLG1430-025 (Sensirion AG, Svycarsko) a byl méfen priitok vyvolany tlakovym
pulzem.

Funkce systému v uspotadani, kdy je mobilni faze z prvniho separacniho rozméru
slabou mobilni f4zi pro druhy rozmér, byla testovdna pomoci roztoku nitroglycerinu
0 koncentraci 0,01 g/I rozpusténého ve smesi acetonitril/voda 10/90 (v/v), ktery byl
aplikaci tlakovych pulzii davkovéan z prvniho rozméru na zachytnou kolonu (0,1x10
mm Kinetex EVO C18 5 um). Pro eluci nitroglycerinu byla ve druhém rozméru
pouzita mobilni faze acetonitril/voda 50/50 (v/v). Pouzita byla D2 kolona 0,1x100
mm Kinetex EVO C18 5 um.

Podminky, kdy m4 mobilni faze prvniho rozméru dostate¢nou eluéni silu pro eluci
analyti ve druhé dimenzi a kdy nelze analyty na zichytné koloné& pfirozené
zafokusovat, byly simulovany roztokem nitroglycerinu o koncentraci 0,01 ¢/l
rozpusténého ve smési acetonitril/voda 50/50 (v/v), ktery byl z prvniho rozméru
davkovan tlakovymi pulzy na zachytnou kolonu. Pro nafedéni frakce byla do T-spojky
za D1 kolonu ptivadéna voda o priblizném pritoku 10 pl/min. Tyto podminky byly
nasledné aplikovany pro separaci testovaci smési peptidt, kdy byl na kolonu prvniho
rozmé&ru (0,1x100 mm ZIC-HILIC, 3,5 pm) naddvkovan maly objem testovaci smési.
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Obrazek 1 — Schématické znazornéni navrzeného 2D-LC systému v jednotlivych
konfiguracich; (a) Gradient mobilni faze, vytvoien v D2 smycce po nasati kapalin 1A
a 1B je vpraven do D1 smycky. Nasledné je vnitini smycka ventilu naplnéna vzorkem.
(b) Systém je tlakovan na pozadovany tlak; vzorek je nadavkovan na kolonu,
nasledovan ur¢itym objemem mobilni faze vytlacené z D1 smycky. Tok mobilni faze
Z kolony smétuje na C18 zachytnou kolonu, eluované analyty jsou zde zachyceny. (c)
Z kapalin 2A — 2C je ve smycce D2 vytvofen gradient mobilni faze, kterym jsou
nasledné analyty ze zachytné kolony eluovany a separovany na D2 C18 kolong.



4  VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 GRADIENTQVE SEPARACE S MINIATURIZOVANYM
KAPILARNIM KAPALINOVY CHROMATOGRAFEM

4.1.1 Gradient mobilni faze v naklonéné strikacce

Pozorované profily gradientl voda-acetonitril, vytvofenych nasatim definovanych
objemil smési o sloZeni acetonitril/voda 80/20, 55/45, 30/70 a 5/95 (v/v) do systému,
pii pouziti sttikacek riznych objemti zndzoriiuje obrazek 2.

Je patrné, ze se zvétSujicimi se objemy nasavanych roztokt klesa strmost gradientu,
resp. vzrusta jeho objem. V urcitém bodé¢ jsou jiz nasavané objemy natolik velké, ze
jejich michani neni dostate¢né a v profilu zac¢ina byt patrné zvinéni.

Pti pouziti 50ul sttikacky byly vytvoreny gradienty o objemech v intervalu 5-30 pul
(obrazek 2a). Z pozorovanych profildi, jsou profily gradientd vytvoienych v 50ul
stifkaéce nejvice linearni. Sir§i interval objemt vytvofeného gradientu, 15-70 pl, je
dostupny pti pouziti 100ul stiikacky, pi1 ¢asteném zachovani linearniho profilu
(obrazek 2c). S 250ul sttikackou byly vytvofeny gradienty o objemu do 200 pl.
Zejména vSak gradienty menSich objemi zde vykazuji vyrazné poruSeni linearniho
profilu (obrazek 2e).

Diky malému vnitinimu praméru 50ul stiikacky, byly s touto také pozorovany
nejmensi zmény profilu gradientu v zavislosti na pritoku, kterym je gradient ze
stiikacky vytlacovan (obrazek 2b). U 100ul stiikacky doslo pii pomalejSim
vytlaCovani k mirnému poklesu strmosti gradientu, linearni profil vSak zustal
zachovan (obrazek 2d). Nejvyraznéjsi zmeny jsou patrné pii pouziti 250ul stiikacky
(obrazek 2f).

Opakovatelnost tohoto zpiisobu tvorby gradientu mobilni faze byla demonstrovana
na separaci smesi alkylfenonli (obrazek 3a) a smési peptidl z tryptického Stépeni
albuminu z hovéziho séra (obrazek 3b). Relativni smérodatna odchylka reten¢nich
Casu alkylfenonti separovanych pii prutoku 1ul/min byla mensi nez 0,3 % (n=10).
Relativni smérodatné odchylka reten¢nich ¢ast vybranych pikt peptid separovanych
pii pratoku 0,5 pl/min byla mensi nez 0,4 %.

Zpusob piipravy gradientu nasatim nékolika roztoki do naklonéné sttikacky lze
tedy oznacit za velmi jednoduchy, s moznosti tvorby gradientu v objemech vhodnych
pro nano- a mikrokolonovou kapalinovou chromatografii s vysokou opakovatelnosti.
Nevyhodami tohoto pfistupu jsou nutnost udrZzovat néklon stiikacky (pfi realizaci
HILIC je nutné orientaci stiikacky obratit) a zavislost vysledného profilu gradientu na
prutoku, kterym je ze stiikacky vytlacovan. 50 a 100ul sklenéné stiikacky odolaji
tlakiim 5-6 MPa. Systém vybaveny témito stiikaCkami 1ze nejvhodnéji zkombinovat
s monolitickymi kolonami s vysokou permeabilitou ptipadné s kratkymi naplhovymi
kolonami.
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Obrazek 2 — Profily vizualizovanych gradienti (koncentrace uracilu v acetonitrilu 20
mg/l) vytvofenych postupnym nasatim adekvatnich objem smési o sloZeni
acetonitril/voda 80/20, 55/45, 30/70 a 5/95 (v/v) do (a) 50ul stiikacky, (c) 100ul
stiikacky, (e) 250ul stikacky. Gradient byl ze stfikacek vytlaCovan pii pritoku 1
ul/min (50 a 100ul stiikacky) a 3 pl/min (250ul stiikacka). (b)(d)(f) znazornuji profily
vizualizovanych gradientii vytlacenych ze stiikacky pti riznych pratocich 0,4 — 5
ul/min. Pouzito z Ref. [36] se souhlasem vydavatele.
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Obrazek 3 — Piekryti chromatogrami opakovanych gradientovych separaci; Kolona
— Chromolith CapRod RP-18e 0,1x150 mm. (a) Deset opakovani separace 0,5 ul
smési alkylfenont, 2-10° M v 5/95 acetonitril/voda (v/v); 1 — valerofenon, 2 —
hexanofenon, 3 — heptanofenon, 4 — oktanofenon, 5 — dodekanofenon, g — profil
gradientu. Gradient mobilni fdze vytvoren nasatim 10, 5 a 10 ul smési 80/20, 55/45 a
30/70 — acetonitril/voda (v/v) do 100ul stiikacky. Prutok mobilni faze 1 pl/min.
Teplota 40 °C. (b) Tti opakovani separace 0,5 pul BSA digestu (1 g/l BSA) v 5/95
acetonitril/voda (v/v). Gradient mobilni faze vytvoren nasatim 20, 20,20 a 15 pl smési
80/20, 55/45, 30/70 a 5/95 — acetonitril/voda (v/v) do 100ul stiikacky. Pritok mobilni
faze 0,5 pl/min. Teplota 25 °C. Pouzito z Ref. [36] se souhlasem vydavatele.

a 1 2 3 < 5 b

\ 777

rl"’ //’
I"’ ,“/
'l ",l' ‘ / /
[

i
| /
[ /
[/ /
If /
If /
v

ul ul

Obrazek 4 — (a) Profily vizualizovanych gradientti (koncentrace uracilu v acetonitrilu
20 mg/l) vytvotenych postupnym nasatim adekvatnich objemii smési o sloZeni
acetonitril/voda 80/20, 55/45, 30/70 a 5/95 (v/v) do 0,38x600 mm kapilary. Gradient
byl vytlaovan pii pritoku 1 pl/min. (b) Profily vizualizovanych gradientd
vytlacenych pii riznych pritocich 0,1 — 5 pl/min.
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4.1.1 Tvorba gradientu mobilni faze v kapilare

Aby byly odstranény zavislosti tvorby gradienti na rozmérech a naklonu pouzité
stiikacky, byl navrZzen zplGsob michéani kapalin, kdy tyto jsou misto do sttikacky,
postupné nasavany do horizontaln€ umisténé kapilary spojujici selekéni ventil a
stiikacku. Hlavnim efektem podporujicim rozmyti rozhrani mezi riiznymi kapalinami
je zde tzv. Taylorova disperze [37].

Vizualizované profily gradientu, vytvofené nasavanim riznych objemi smési
80/20, 55/45, 30/70 a 5/95 — acetonitril/voda (v/v) do kapilary 0,38x600 mm pii
pratoku 50 pul/min jsou vyobrazeny na obrazku 4a. Obrazek 4b znazormuje vysledek
experimentu, kdy gradient, ktery byl pfipravovan za stejnych podminek byl nasledné
vytlaCovan pfi rizném pratoku v intervalu 0,1-5 pl/min. Téméi dokonalé piekryti
vizualizovanych profili indikuje dlouhodobou stabilitu piipraveného gradientu a
nezavislost profilu na rychlosti, kterou je gradient vytlacovan. Popsanym zplisobem
bylo mozné vytvorit téméf linearni gradienty o objemu v intervalu 4-45 pl.

Opakovatelnost tohoto zpisobu tvorby gradientu mobilni faze byla demonstrovana
na separaci smesi nitrolatek kdy relativni smérodatna odchylka reten¢nich cast pfi
prutoku 0,5 pl/min byla mensi nez 0,3 %.

V porovnani s pripravou gradientu v naklonéné sttikatce ma michani gradientu
V horizontadln¢ umisténé kapilafe nékolik nespornych vyhod. PouZita kapilara ma
mensi vnitini primér a vétsi délku nez télo stiikacky. Gradient je tak skladovan na
delSi draze a vliv difuze na profil gradientu je zanedbatelny. Pfi malém prifezu
kapilary a pfi jejim umisténim v horizontalni roving také ztraci na vyznamu rozdil
hustoty nasavanych kapalin.

4.1.2 Gradientova separace v rezimu konstantniho tlaku

Schopnost navrzeného chromatografického systému realizovat gradientové
separace pii konstantnim tlaku byla demonstrovana na gradientové separaci modelové
smési nitroesterd. Smés byla separovana gradientem aceton-voda, vytvoieného
postupnym nasatim 30, 5 a 15 ul smési o slozeni 60/40, 35/65 a 10/90 aceton/voda
(v/v) do 0,45x400 mm kapilary pii pratoku 50 pl/min.

Separace byla zaznamenana v objemovych jednotkach misto jednotek ¢asovych.
Reten¢ni objem byl odvozen od pohybu pistu a relativni smérodatna odchylka byla
mensinez 0,8 %. Dobrou opakovatelnost separace v médu konstantniho tlaku ilustruje
obrazek 5. Mal¢ zmény permeability kolony nemaji na opakovatelnost vysledk vliv,
jak demonstruje obrazek 6, zobrazujici separaci pii riznych hodnotach konstantniho
tlaku. Uvedené vysledky jednoznacné potvrzuji schopnost navrzeného
chromatografického systému spravné a opakovatelné pracovat v rezimu dodavani
mobilni faze pti konstantnim tlaku.
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Obrazek 5 — Gradientova separace 0,3 pul smési nitroestertt (EGDN, DEGDN, NG —
5 mg/l, PETN — 50 mg/l) rozpusténych ve smési aceton/voda 10/90 (v/v); Kolona:
Kinetex PFP 5 um 0,1x120 mm, Gradient mobilni faze vytvofen nasatim 30,5 a 15 pl
smési o slozeni 60/40, 35/65 a 10/90 aceton/voda (v/v) do 0,45x400 mm kapilary,
10ul izokraticky usek odstranén. Tlak 20 MPa, teplota 27 °C. Pouzito z Ref. [38] se
souhlasem vydavatele.
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Obrazek 6 — Gradientova separace nitroesterd; Porovnani chromatogramt v (a)
Casovém a (b) objemovém méfitku. Pouzito z Ref. [38] se souhlasem vydavatele.
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4.2 MINIATURIZOVANY KAPILARNI KAPALINOVY
CHROMATOGRAF JAKO ZAKLAD JEDNODUCHYCH
DVOUROZMERNYCH SEPARCNICH SYSTEMU

4.2.1 HILIC-MALDI-MS — nastroj pro analyzu glykanu

V ramci dizertacni prace byla testovana metoda pro HILIC-MALDI-MS analyzu
glykanli enzymaticky odStépenych z hovézi ribonukledzy B (RNéaza B) a lidského
imunoglobulinu G (hlgG) vyuZivajici miniaturizovany kapalinovy chromatograf ve
spojeni s nizkondkladovou automatizovanou depozi¢ni jednotkou.

Obrazek 7 znazoriiuje hmotnostni spektra neseparovanych smési glykanti z RNazy
B (obrazek 7a) respektive z higG (obrazek 7b) a hmotnostni spektra ziskana po
analyze spotti deponovanych po HILIC separaci (obrazek 7c,d). Chromatografické
rozliSeni mezi jednotlivymi glykany bylo dostatecné (3-10 spotil) a jednotlive glykany
byly detekovany ve 3-5 frakcich. Lze tedy konstatovat, Ze testovana kapilarni kolona
na bazi kifemenného monolitu modifikovaného
[2-(methacryloyloxy)ethyl]-dimethyl-(3-sulfopropyl)-ammonium  hydroxidem, je
Vvhodna pro vysokouc¢innou HILIC separaci glykanti.
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Obrazek 7 — MALDI-MS spektra glykant odstépenych z (a) RNazy B a (b) higG a
hmotnostni spektra jednotlivych frakci HILIC separaci glykani odstépenych z (c)
RNazy B a (d) hIgG; Gradient mobilni faze byl pfipraven nasatim 30 pl roztoku A do
gradientové smycky (0,45x500 mm) naplnéné roztokem B. Tok mobilni faze, 1
ul/min, michan v poméru 1:1 s tokem roztoku super-DHB 20 g/I.
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4.2.2 Dvourozmérna off-line ClEF-cLC separace peptidu

Smeés peptidu ziskanych tryptickym St€penim BSA byla separovana s vyuzitim
polo-automatizovaného  off-line  spojeni  experimentalni cIEF  platformy
S miniaturizovanym kapalinovym chromatografem. Po 60 minutich fokusace byl
obsah separa¢ni kapilary mobilizovan pfi priatoku 10 pl/h a jednotlivé frakce byly
davkovany na monolitické kolony pies selekéni ventil. Poté byly tyto kolony postupné
cluovany gradientem mobilni faze voda-acetonitril. Chromatograficka separace
peptidl obsazenych v jednotlivych frakcich je zndzornéna na obrazku 8.

Kombinaci popsanych podminek byla realizovana off-line 2D separace peptidl s
pikovou kapacitou 6x55 =330, v ¢ase 7,4 hodin (v¢etné 60 minut fokusace a 5 minut
regenerace kolony ptfed kazdou analyzou). Produktivita metody tedy byla 45 piki za
hodinu.
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Obrazek 8 — Separace peptidi frakcionovanych v CIEF v podminkach RPLC.
Separace na kapilarni monolitické koloné€ 0,1x10 mm, 0,2 pl/min gradient mobilni
faze (20-40 % v/v voda/acetonitril + 0.1 % v/v TFA) vytvofeného a uchovaného
v naklonéné 100ul stiikacce.
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4.2.3 2D-LC platforma

Navrzeny systém opakovateln¢ vytvari tlakové pulzy a davkuje tak frakce z prvniho
do druhého separac¢niho rozméru. Relativni smérodatna odchylka takto davkovaného
objemu byla stanovena na 3,3 % (n=10).

Na obrazku 9a je zobrazena situace kdy nitroglycerin byl z prvni dimenze eluovan
roztokem acetonitril/voda 50/50 (v/v) a je patrné, ze tento analyt nebyl na zachytné
kolon¢ u¢inné zakoncentrovan.

Pro zvySeni retence nitroglycerinu na pfedkolonce, byl tok mobilni faze z prvni
dimenze nafedén tokem vody v poméru pfiblizné 1:10. Uzké piky na obrazku 9b
indikuji dostateCni nardst retence nitroglycerinu, ktery tak byl z davkované frakce
efektivné zafokusovan na zachytné kolon¢ druhé dimenze.

Spravnost funkce uvazovaného konceptu 2D-LC systému byla jeSté potvrzena
dvourozmérnou separaci testovaci smesi péti peptidt v systému HILIC-RPLC, ktera
je znazornéna na obrazku 10.
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Obrazek 9 — (a) Opakované davkovani roztoku acetonitril/voda 50/50 (v/v)
s obsahem NG 0,01 g/l z prvni do druhé dimenze; (b) On-line fedéni frakce vodou v
pfiblizném poméru 1:10; Aplikace minutovych tlakovych pulzi 20 MPa. Zachytna
kolona 0,1x10 mm, Kinetex C18 EVO 5 um, D2 kolona 0,1x100 mm, Kinetex C18
EVO 5 um. Eluce ve druhé dimenzi roztokem acetonitril/voda 50/50 (v/v), 1 ul/min.
Teplota 27 °C. Detekce 210 nm.
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Obrazek 10 — (a) HILIC separace smési peptidii a znazornéni frakce davkované do
druhé dimenze; Kolona 0,1x100 mm ZIC-HILIC 3,5 um, mobilni faze
acetonitril/voda/100 mM CH3COO"NH4" 60/35/5 (v/v/v), eluce pii konstantnim tlaku
20 MPa. (b) RPLC separace frakce nadadvkované z prvni dimenze dvouminutovym
tlakovym pulzem 20 MPa; on-line nafedéni frakce vodou v poméru 1:10, fokusace na
ptedkoloné 0,110 mm Kinetex EVO C18 5 um, separace na kolon¢ 0,1x100 mm
Kinetex EVO C18 5 um gradientem 5/95 — 40/60 acetonitril/voda (v/v), 1 pl/min,
teplota 28 °C, detekce 220 nm; 1 — GLY-TYR, 2 - VAL-TYR-VAL, 3 — Methionin-
enkefalin acetat, 4 — Leucin-enkefalin, 5 — Angiotenzin II acetat.

Pikovou kapacitu popsaného 2D-LC systému lze odhadnout jako ndsobek poctu
frakci ptevedenych z prvni dimenze a pikové kapacity separace ve druhé dimenzi.
Rozd¢leni separace prvni dimenze na vysoky pocet frakci neni ptilis vyhodné, jelikoz
se tim zna¢né prodlouzi celkova doba 2D-LC analyzy. Pokud budeme pro separaci
v prvni dimenzi uvazovat 15ul gradient, systém je schopen vytvofit napt. 10
individualnich 1,5ul frakci. V realizovaném experimentu (obrazek 26b) byla pikova
kapacita separace v ~15min gradientu ve druhé dimenzi piiblizné 33. Za téchto
podminek by teoretickd pikova kapacita 2D-LC separace dosahla hodnoty 10x33 =
330 v case piiblizné 3,3 hodiny, tedy 100 pikd za hodinu. Pti realizaci hodinové
analyzy ve druhém rozméru s pikovou kapacitou 360, lze pro ortogonalni separaci
uvazovat teoretickou pikovou kapacitu 10x360 = 3600, v ¢ase 10,9 hodiny (330 pikl
za hodinu).
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5 ZAVER

V dizertaéni préci byla studovana problematika vicerozmérnych separaci v kapalné
fazi. Na zaklad¢ studia relevantnich ptivodnich praci, byl v teoretické Casti prace
shrnut sou¢asny stav poznani v této problematice.

V experimentalni Casti prace byla feSena konstrukce zjednoduSeného
miniaturizovaného kapalinového chromatografu. Tento koncept byl rozSifen o
moznosti pfipravy gradientil mobilni faze. Sprdvna a opakovatelna funkce systému
byla demonstrovana na gradientové separaci smési alkylfenonti a peptida
z tryptického digestu BSA a smési nitrolatek v rezimech konstantniho prutoku i
konstantniho tlaku.

Vyvinuty miniaturizovany LC systém byl pouzit jako zéklad nckolika
dvourozmérnych separac¢nich platforem. V kombinaci s nizkonakladovou jednotkou
pro depozici na MALDI desky byl systém vyzit pii ovérovani HILIC-MALDI-MS
metody pro analyzu glykani enzymaticky uvolnénych z glykoproteinii. Dale byla
provedena dvourozmérna separace peptidl z tryptického digestu BSA na jednoduché
platformé vyuZzivajici off-line spojeni kapilarni izoelektrické fokusace s vyvinutym
gradientovym miniaturizovanym LC systémem. Na zdklad¢ popsanych vlastnosti
miniaturizovaného LC systému byla navrZzena a sestavena 2D-LC platforma
umoziujici realizaci dvourozmémé kapalinové chromatografie v modech
[ECxRPLC, RPLCxRPLC a HILICxXRPLC. Byla demonstrovana spravna funkce
systemu pi1 prevodu frakci z prvniho separaniho rozméru do druhé dimenze,
efektivni zachyt analytl na zachytné koloné a Ui€inna separace ve druhé dimenzi.

Vsechny demonstrované jednoduché separacni platformy lze oznacit za funkéni a
relativné levné alternativy k tradicnim systémim. Navrzené platformy jsou relativné
snadno proveditelné a pfedstavuji vyznamné zjednoduSeni kapalinové-
chromatografické instrumentace pti zachovani vSech zakladnich funkci.
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ABSTRACT

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