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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva rozhranimi pouzivanych ve dvoudimenzionalni kapalinové
chromatografii (2D-LC). V ramci teoretické casti byla vypracovana reSerSe na téma
dvoudimenzionalni kapalinové chromatografie se zaméfenim na instrumentaci, gradienty
mobilnich fazi a zejména pak na pouzivana rozhrani. V experimentalni ¢asti pak byla provedena
série 2D analyz s cilem otestovat nové rozhrani S tfemi smyckami, které bude umoziovat
zatazeni izoelektrické fokusace slou¢enin ve frakcich v prib¢hu analyzy mezi prvni a druhou
dimenzi 2D systému. Toto rozhrani bylo porovnavano S bézné pouzivanym rozhranim

Agilent-2-port-8-duo a na ném zalozeného rozhrani s aktivni modulaci rozpoustédla (ASM).

KLICOVA SLOVA

kapalinova chromatografie, Gplna dvoudimenzionalni kapalinova chromatografie, rozhrani,

TITLE

Two-dimensional liquid chromatography with interfaces enabling the focusation of transfered

compounds

ANNOTATION

This thesis focuses on interfaces used in two-dimensional liquid chromatography.
The principle of two-dimensional liquid chromatography, instrumentation, gradient of mobile
phase in the first and in the second dimension, and interface types are described
in the theoretical part of this thesis. In the experimental part, a series of analyses were
performed to test the new interface with three loops which allows the inclusion efficient
focusing of analytes into narrower zones in fractions during the analysis between the first and
second dimensions of the 2D system. This interface was compared to a commonly used

interface Agilent-2-port-8-duo and with active solvent modulation (ASM) interface.

KEYWORDS

liquid chromatography, comprehensive two-dimensional liquid chromatography, interface
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UvVOD

Kapalinova chromatografie je hojné pouzivana separac¢ni technika, ktera se pouziva pro
Siroké spektrum latek. Bézné se vyuziva v potravinaiském, zemédélském, biochemickém
prumyslu, ve farmacii a medicin€. V posledni dobé vzrostl zajem o vicedimenzionalni
chromatografie, kde je vzorek vystaven vice rtiznym separa¢nim procesum. V piipadé
dvoudimenzionalni kapalinové chromatografie (2D-LC) tak, ze vzorek béhem analyzy projde
dvéma riznymi separa¢nimi systémy, tzv. dimenzemi, které¢ jsou ve dvou riznych kolonach.
Analyzované latky se tedy separuji dvakrat, vétSinou na zakladné rozdilnych vlastnosti,
a celkova separace je G¢innéjsi. Tato technika tak umoznuje ziskat vys$si rozliseni, selektivitu
a pikovou kapacitu v jedné separaci nez pfti klasické jednorozmérné kapalinové chromatografii
(1D-LC) s vyuzitim jen jedné chromatografické kolony.

Jednou s kli¢ovou souéasti vicerozmérnych kapalinovych chromatografii je rozhrani, které
umozniuje prenos frakei, ¢asti vzorku, mezi prvni a druhou kolonu. Cilem této prace bylo
vyzkouSet nové tiismyckové rozhrani, umoznujici fokusaci slouc¢enin pred nadavkovanim na

druhou kolonu, a porovnat ho s bézné pouzivanymi rozhranimi.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Chromatografie

Chromatografie je separacni metoda, ktera se vyuziva k déleni smési obsahujicich velké
mnozstvi latek. Technika je zaloZzena na mnohondsobné se opakujicim ustavovani rovnovahy
separované latky mezi dvé vzajemné nemisitelné faze (mobilni a stacionarni fazi). Vzorek se
nadavkuje do mobilni faze, kterou muize tvofit plyn, kapalina ptipadné nadkritickd tekutina
a prochézi stacionarni fazi, které je nepohybliva a tvoii ji pevna latka nebo kapalina upevnéna
na nosic¢i. Vlivem tohoto procesu dochazi k separaci jednotlivych latek, coz se nakonec projevi
rozdilnymi elu¢nimi Casy. Mobilni a stacionarni faze by mély byt zvoleny tak, aby se slozky
vzorku na nich dobfe délily [1-3]. V Tabulce 1 je uvedeno =zakladni rozdéleni

chromatografickych metod podle pouziti mobilni faze, stacionarni faze a dle separacniho

mechanismul.
Tabulka 1 Zakladni rozdéleni chromatografickych metod [3; 4]
Mobilni faze | Stacionarni faze | Separa¢ni mechanismus Chromatograficka metoda
Kapalinova rozdélovaci
Rozdélovani ]
chromatografie (LLC)
Kapalina
Gelova permeacni
Sitovy efekt ]
chromatografie (GPC)
Kapalina
Kapalinovéa adsorp¢ni
Adsorpce )
chromatografie (LSC)
Pevna latka
Iontové vyménna
Iontova vyména .
chromatografie (IEC)
] Plynovéa rozdélovaci
Kapalina Rozde€lovaci rovnovaha .
chromatografie (GLC)
Plynova adsorp¢ni
Plyn Adsorpce .
chromatografie (GSC)
Pevna latka
Plynova chromatografie na
Sitovy efekt
molekulovych sitech (GSC)
Nadkriticka ] Chromatografie s mobilni fazi
) Kapalina .
tekutina v nadkritickém stavu (SFC)
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Vysokou¢inna  kapalinova  chromatografie @~ (HPLC) je v souCasnosti jednou
z nejpouzivanéjsich technik pro analyzu Sirokého spektra latek. Lze ji vyuzit jak pro analyzu
nizkomolekularnich organickych latek, tak i latek vysokomolekularnich, jakymi jsou napf.
bilkoviny. HPLC se Casto pouziva Vv potravinaiském, zemédélském, biochemickém primyslu,
ve farmacii a medicing. V kapalinové chromatografii se jako mobilni faze pouziva kapalina.
Na rozdil od plynové chromatografie vzorek nemusi byt t¢kavy a stabilni pii zvySené teploté,
pouze musi byt rozpustny ve vhodném rozpoustédle ¢i smési rozpoustédel. Ve standartnim, tzv.
jednodimenzionalnim uspotadani se vzorek nadavkuje do proudu mobilni faze, ktera je pomoci
¢erpadel vhanéna do kolony naplnéné stacionarni fazi. Slozky vzorku se na zakladé rozdilnych
afinit ke stacionarni a mobilni faze rozdéli. Na Obrazku 1 je zobrazen prichod vzorku
chromatografickou kolonou. Vzorek se sklada ze dvou slozek, které se béhem pruchodu
kolonou odd¢li. Nakonec mobilni faze se slozkami vzorku putuje do detektoru, ktery sleduje
zménu koncentrace analytu [1; 3; 5]. Schéma klasického HPLC systému, tedy

jednodimenzionalni kapalinové chromatografie, je uvedeno na Obrazku 2.

nastrik vzorku se tas
slozkami A+ B

L lmubilnl’fézel l l

N 8

kolona

Y 8
7] A \\B

| ] | | ]
V7] A \\x B detektro

chromatogram /\ /\_

piklstky A pik létky B

Obrazek 1 Pribéh separaci dvouslozkové smési v chromatografické kolon¢ [6]
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Kolona f

Cerpadlo Autosampler DI —— : , |' I|
||'I |'|| | |

A Il |

|
—J_J_J L

1D Chromatogram

Obrazek 2 Schéma zatizeni jednodimenzionalni kapalinové chromatografie [7]

Na mnoho vzorki ucinnost jednodimenzionalni kapalinové chromatografie nestaci. Vzorky
jsou bud’ ptili§ slozité nebo obsahuji mnoho velmi podobnych slou¢enin, které nejdou dobie
separovat. Na tyto vzorky je vhodné&jsi pouzit dvoudimenzionalni kapalinovou chromatografii
(2D-LC). 2D-LC oznacuje techniku, ve které¢ je vzorek vystaven dvéma riznym separa¢nim
procesum, které jsou v ramci této techniky oznacovany jako prvni a druha dimenze (Obrazek 3).

Druha dimenze

Prvni dimenze

Cerpadlo

Kolona
Cerpadlo Autosampler Rozhrani

Detektor

Aooq I\
— I

2D Chromatogram

Obrazek 3 Schéma dvoudimenzionalni kapalinové chromatografie [7]

V prvni dimenzi je vzorek, obdobné jako u 1D-LC, nadavkovan do proudu mobilni faze,
ktera je pomoci ¢erpadel vhanéna do prvni kolony naplnéné stacionarni fazi. Zde se slozky
vzorku rozdéli a nasledné putuji do detektoru (voliteln€) nebo rovnou do rozhrani. Rozhrani je

systém jednoho nebo nékolika vicecestnych ventilti, které umoznuje pienos frakci z prvni

17



dimenze na kolonu druhé dimenze. Pfenos frakci je nejCastéji zajistén pomoci dvou
davkovacich smycek. Piepinanim mezi t€émito smyckami dochazi k jejich stfidavému plnéni
eluentem z prvni dimenze a vymyvanim mobilni fazi druhé dimenze, ¢imz se slozky vzorku
postupné dostavaji do kolony druhé dimenze. V koloné druhé dimenze dochazi k dalsi separaci,
a nakonec slozky vzorku putuji do detektoru. Cely 2D-LC systém se obecné sklada ze dvou
Cerpadel, dale z davkovace vzorku, dvou kolon, rozhrani a detektoru. Schéma je uvedeno na
Obrazku 3. Tato metoda ma vyssi rozliSeni, selektivitu a pikovou kapacitu oproti

jednodimenzionalni separaci [8-12].

1.1.1  Pikova kapacita

Pikova kapacita, n¢, udava maximalni pocet pika, které lze rozd€lit v rdmci jedné analyzy.

Pikovou kapacitu jedné separace lze vyjadfit pomoci nasledujici rovnice:

t,~t
Neip = ZWa 1)

kde t; je reten¢ni Cas posledniho piku separace, ta je retenéni ¢as prvniho piku separace a W je
prumérna Siika pikt v zakladni linii [13; 14].

Pikova kapacita v prvni dimenzi dosahuje 50-100 piki. Pomoci dvoudimenzionalnich
technik lze zvysit pikovou kapacitu az o n¢kolik fadi. Celkova pikova kapacita 2D-LC (N¢,2p-Lc)

systému je rovna souc¢inu pikovych kapacit prvni (n¢p1) a druhé dimenze (n¢,p2) [15; 16]:

N¢2p-Lc = Np1 " Np2 (2)

1.2 Instrumentace v 2D kapalinové chromatografii

V této kapitole jsou uvedeny jednotlivé soucasti kapalinového chromatografu. Jsou zde
popsany zakladni informace 0 Cerpadlech, davkovani vzorku, kolonach a detektorech. Toto
zatizeni se pouziva jak pro HPLC, tak pro 2D-LC. Dale jsou zde uvedeny informace a typy

rozhrani, které se vyuzivaji ve dvoudimenzionalni kapalinové chromatografii.

1.2.1  Cerpadlo

Cerpadla zajistuji za vysokych tlakt pritok mobilni faze kolonou. Méla by zajistit
konstantni pritok bez pulzi, ktery je dulezity pro spravnou kvantifikaci a reprodukovatelnost.
Casti erpadel, které jsou ve styku s mobilni fazi, by mély byt odolné proti korozi. Nejéastji

se pouzivaji pistova Cerpadla (Obrazek 4). Tato ¢erpadla se skladaji z valce s pistem, ktery se
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periodicky pohybuje a tim nasdva a vypousti mobilni fazi. Mezi nevyhody toho ¢erpadla patii
pulzace, ktera se da zmirnit pouzitim dvoucinnych ¢erpadel nebo nekolika za sebou sériové
zapojenych Cerpadel. Mezi vyhody pistovych Cerpadel patfi snadna zména slozeni mobilnich

fazi [1; 3; 5].

Kolona
ﬁ Otevieny
. ventil
Elektromotor
Uzavieny
zpétny
Tésnéni ﬁ ventil

Zasobnik
mobilni faze

Obrazek 4 Pistové Cerpadlo [17]

1.2.1.1 Isokraticka a gradientova eluce

K eluci slozek z kolony 1ze pouzivat isokratickou nebo gradientovou eluci. Pti isokratické
eluci je slozeni mobilni faze stale stejné. Na rozdil od gradientové eluce, kdy se slozeni mobilni
faze v pribéhu analyzy méni. Ta je vhodna pro separace, kde jsou elu¢ni rozdily latek velké.
Diky tomu lze dosdhnout lepsi a rychlejsi separaci. Mimo to gradientova eluce v urcitych

ptipadech snizuje rozmyvani piki, a tedy zlepsuje rozliseni pika [1].

1.2.1.2 Typy gradientové eluce ve druhé dimenzi

V druhé dimenzi systému uplné kapalinové chromatografii (LCXLC) se vyuZiva n€kolik
typu gradient, konkrétné se jedna o tvz. ,,full in fraction* gradient (FIF), ,,segment in fraction‘
gradient (SIF), paralelni gradient a ,,shifted” gradient (SG) (Obrazek 5). Pii FIF gradientu
(Obrazek 5a) dochazi v ramci kazdého cyklu druhé dimenze k uplné zméné slozeni mobilni
faze a tento proces se opakuje po celou dobu analyzy. Velmi strma zména sloZeni mobilni faze,
ke které¢ dochéazi ve velmi kratkém case, siln€ potlacuje vyskyt rozsitenych pikti. Zaroven ale
zvysuje pravdépodobnost tzv. ,,wrap-around* chovani. Tedy situace, kdy se slozky se silngjsi
afinitou k stacionarni fazi nestihaji vyloucit z kolony druhé dimenze v jednom cyklu a dostavaji

se tak do cykli nasledujicich [18].
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Obrazek 5 Typy gradienttl ve druhé dimenzi LCxLC [18]

SIF gradient (Obrazek 5b) je obdobou FIF gradientu. V tomto pfipad¢ je gradient ve druhé
dimenzi rozdélen na nékolik segmentii (dva a vice) a v kazdém segmentu se pouziva jiny
koncentraéni rozsah. Diky tomu sloZeni mobilni faze 1épe odpovida délenym frakcim. Ackoli
zména koncentrace nebyva tak strma jako u FIF gradientu, i tak velmi dobie potlacuje vznik
rozsifenych piki [18].

V ptipad¢ paralelniho gradientu (Obrazek 5c) je zména slozeni mobilni faze zcela nezavisla
na prabéhu cyklt druhé dimenze. V ramci jednoho cyklu plisobi gradient jako kvazi-izokraticky
a Vv ramci celé analyzy je zména slozZeni veelku pozvolnd. Tento gradient umoziiuje prodlouzeni
Casu separace v druhé dimenzi, jelikoZ neni nutné mezi jednotlivymi cykly ménit sloZeni
mobilni faze, neni nutné podminky na koloné ekvilibrovat pted dal§im gradientem. Pozvolny
charakter gradientu ovSem zptisobuje vznik rozsitenych pikt [18].

SG (Obrazek 5d) je kombinaci FIF a paralelniho gradientu. V ramci kazdého cyklu druhé
dimenze u ng&j dochazi ke strmé zméné slozeni mobilni faze v ur€itém, ne pfili§ Sirokém,
koncentra¢nim rozsahu, ktery se v priub¢éhu analyzy kontinudlné méni v zavislosti na retenci
separovanych latek. Tyto podminky umoziluji soucasné potlacovat ,,wrap-around* chovani

stejné jako vznik rozsitenych piku [18].
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1.2.2  Davkovani vzorku

Déavkovani vzorku do kapalinové chromatografie se provadi pomoci dvoupolohového
Sesticestného ventilu. V prvni poloze se Vzorek pomoci mikrostiikacky nadavkuje do smycky
o urcitém objemu, zatimco mobilni faze ventilem prochazi rovnou do kolony. Diky tomu lze
nadavkovat vzorek za atmosférického tlaku ze stiikacky do smycky. Po prepnuti ventilu
mobilni faze proudi skrz tuto smy¢ku a vymyva vzorek do kolony [1; 5]. U modernich pfistroji
se Casto nachazi automaticky davkovac¢ (autosampler). V tomto pfipadé jsou vzorky
automaticky davkovany do smyc¢ky. Vzorky jsou ulozeny ve vialkach ve stojanu, kde se mtze
dle potieby nastavit teplota vyhiivani nebo chlazeni (440 °C). U nékterych pfistroji se da

naprogramovat i piedkolonova derivatizace [12].

1.2.3 Kolony

Kolona je hlavni ¢asti chromatografu a dochazi v ni k déleni slozek vzorku. V HPLC se
pouzivaji nejcastéji kolony vyrobené z oceli o délce 3-30 cm a Sifce 2-10 mm, které jsou
naplnény stacionarni fazi. Pfed samotnou kolonou se ¢asto pouzivaji predkolonky, které
zachycuji necistoty z mobilni faze a vzorku a tim prodluzuji Zivotnost kolony. Kolony jsou
bézné uzavieny v termostatu, ktery udrzuje konstantni teplotu po celou dobu analyzy. Teploty
se mohou bézné nastavovat od 4-100 °C a nedodrzeni konstantni teploty mtze ovlivnit reten¢ni
chovani [3; 5; 12].

Stacionarni faze v kolonach mutize byt rizna. Chromatografické kolony lze rozdélit podle
toho, na jakém principu dochazi k separaci. Mezi nejbéznéjsi patii systém s normalni fazemi
(NPLC), systém s obracenymi fazemi (RPLC) a chromatografie hydrofilnich interakci (HILIC).
Systém s normalnimi fazemi se sklada z nepolarni mobilni faze a polarni stacionarni faze. Mezi
ptiklady nepolarnich mobilnich fazi patii hexan, cyklohexan, chloroform, benzen a toulen. Jako
polarni stacionarni faze se pouziva bud’ samotny oxid kiemicity nebo oxid kiemicity, na kterém
je navazana dalsi funkéni skupina. Tou byva nejcastéji kyanoskupina (-CN), aminoskupina
(-NH2) nebo diolova skupina (-CHOH-CH20H). U systému S reverznimi fazemi je to piesné
naopak. Jako nepolarni stacionarni faze se bézné pouzivaji dlouhé uhlovodikové fetézce typu
oktyl (C8), oktadecyl (C18) atd. navazané na nosic¢i (silikagel). Kapaliny pouzivané jako polarni
mobilni faze jsou napt. voda, methanol, acetonitril a pufrované roztoky kyseliny octové [1].
Chromatografie hydrofilnich interakci vyuziva kolony s polarni stacionarni fazi a vodné-

organickou mobilni fazi (napft. acetonitril s vodou ¢i pufrem), pii¢emz organicka slozka je v
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nadbytku. Tento systém se vyuziva pro siln¢ polarni latky, jako jsou naptiklad aminokyseliny,
peptidy ¢i sacharidy. [19].

U 2D-LC se pouziva kombinace dvou rtznych chromatografickych systémi s rozdilnou
selektivitou retence. Co se ty¢e rozméru kolon, tak v prvni dimenzi se béZn¢ pouzivaji delsi
kolony s malym vnitfnim primérem a S malymi prutoky v fadech jednotek az desitek mikrolitrti
za minutu. Naproti tomu ve druhé dimenzi se pouzivaji velice kratké kolony s 4-8x vétsim
vnitinim primérem oproti prvni dimenzi, ¢imZ je dosazeno pratoku mobilni faze v fadech
jednotek mililitrii za minutu. Diky tomu lze zajistit vymyti celého obsahu smyc¢ky z kolony,

pied nadavkovanim dalsi frakce [8; 20].

1.2.3.1 Ortogonalita separac¢nich systémi

Ortogonalni 2D systém je systém s naprosto odliSnymi mechanismy zadrzovani latek
poskytujici nekorelovana retencni data. Na Obrazku 6 jsou znadzornény hypotetické systémy
s maximalni celkovou pikovou kapacitou 100 (v kazdé dimenzi je pikova kapacita 10). Na
Obrazku 6A je zobrazen zcela neortogonalni systém, kde jsou latky sefazeny podél thlopiicky
a celkové pokryvaji pouze 10 % plochy chromatorgamu. Retence latek na obou kolonach tohoto
systému je prakticky stejna. Na obrazku 6B je naopak zobrazen zcela ortogonalni systém, kde
latky pokryvaji plochu chromatogramu ze 100 %. Tento systém je idealni, ale zcela nerealny
na rozdil od Obrazku 6C. Zde latky pokryvaji 63 % plochy a tento systém je realn¢ ortogonalni

[16]. Cilem pfi vybéru kolon do 2D-LC systému je dosaZeni realné ortogonality.
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Obrazek 6 Geometrické znazornéni ortogonality, A — zcela neortogonalni systém, B — plné

ortogonalni systém, C — realn¢ ortogonalni systém [16]
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1.2.4 Rozhrani

Rozhrani je velmi podstatnou soucasti Uplného on-line rezimu 2D kapalinové
chromatografie. Ukolem rozhrani je shromazdit eluent z prvni dimenze a ptenést ho na kolonu
do druhé dimenze. Nej¢astéji se pouziva dvoupolohovy osmi nebo deseticestny ventil vybaveny
dvéma smyckami nebo kombinace nékolika Sesticestnych ventila [7; 21; 22]. V této kapitole je
nejprve uveden vyvoj rozhrani, dile smyckové rozhrani s pasivni modulaci, stop-flow rezim a
nasledné rizné typy aktivni modulace jako je aktivni modulace rozpoustédla, modulace za
asistence stacionarni faze, rozhrani s paralelni druhou dimenzi, a nakonec je uvedeno rozhrani

s vakuovym odparenim.

1.2.4.1 Funkce rozhrani

Na Obrazku 7 je znazozornén osmicestny/dvoupolohovy piepinaci ventil, ktery je vybaveny
dvéma vzorkovacimi smyckami. Tyto smycky se stfidavé pouZzivaji pro zachyt a nasledné
davkovani eluentu z prvni dimenze do druhé dimenze [21].

A 1D-Kolona 2D-Cerpadlo B 1D-Kolona 2D-Cerpadlo
4

2D-Kolona

—

2D-Kolona

Odpad

Smy¢ka B Smyéka B

Obrazek 7 Zapojeni dvou poloh osmicestného ventilu (A a B) [7]

Na Obrazku 7A je zobrazena jedna pozice, kdy dochazi k plnéni smycky ,,A“ eluentem
z prvni kolony a vymyvani smycky ,,B“ do druhé kolony. Pfi ptepnuti ventilu do druhé pozice
(Obrazek 7B) se funkce jednotlivych smycek prohodi. Zde je dulezité si povSimnut, ze smycka
»A“ je v uspotadani tzv. , first-in-first-out* (FIFO) (prvni dovnitf, prvni ven), coz znamena, ze
smycka se napousti i vypousti po sméru hodinovych ruci¢ek. Na rozdil od smycky ,,B, ktera
se napousti proti sméru hodinovych rucicek, ale vypousti se po sméru hodinovych rucicek.

Je tedy v uspotadani ,,first-in-last-out* (FILO) (prvni dovnitf, posledni ven). Tato asymetrie
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muze vést k rozdiliim v retencnich Casech, tvarech a §ifce piki, v zavislosti na pouzité smycce
[7].

Tento problém asimetrie byl odstranén pouzitim deseticestného/dvoupolohového
ptepinaciho ventilu, ktery je uveden na Obrazku 8. Tento ventil obsahuje opét dvé smycky, ale
tentokrat jsou obé v usporadani FIFO. Z tohoto pohledu jsou tedy obé smycky symetrické.
Nevyhodou tohoto zapojeni je, Ze pied a za smyckou ,,A* je potieba mustek, ktery pridava malé
mnozstvi objemu na obou stranach smyc¢ky. Tato asymetrie mize vést opét K rozdilnym
reten¢nim ¢astim podle pouzité smycky [7].

Smycka A

2__/1

e——

1D-Kolona

>

2D-Cerpadlo Y : o 2D-Kolona
> Al 4 >
7

Smycka B
Obrazek 8 Zapojeni deseticestného/dvoupolohového ventilu [7]

Vyse zminené problémy s nesymetrickym plnénim a vymyvanim vyteSila firma Agilent,
ktera vyvinula naprosto symetricky ventil. Tento dvoupolohovy/Ctyfcestny duo ventil
(Obrazek 9) opét obsahuje dvé smycky, které mizou byt ob¢ jak v uspotadani FIFO, tak FILO,
a zaroven neni nutné pouziti mistku. Odbouranim mustku a moznosti plnit a promyvat stejnym

smérem poskytuje tento ventil nejlepsi reprodukovatelnost, tvary piku v druhé dimenzi [7].
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Smycka B
Obrazek 9 Zapojeni symetrického dvoupolohového / ¢tyfcestného duo ventilu [7]

1.2.4.2 Pasivni modulace smyckové rozhrani

Smyckové rozhrani (Obrazek 10) je zakladnim typem rozhrani. Nejéastéji se sklada
z dvoupolohového osmi nebo deseticestného ventilu se dvéma smyckami se stejnymi objemy.
Velikost smycky zavisi na délce vzorkovaci periody (tzv. modulace) a rychlosti pratoku
mobilni fdze v prvni dimenzi. Mezi nevyhody smyckového rozhrani patfi mozné problémy
s neslucitelnosti mobilnich fazi, které mohou negativné ovliviiovat separaci ve druhé dimenzi.
Rozdilna sila mobilnich fazi mize také vést k rozd€leni nebo deformaci piku. Pti pouziti silné
mobilni faze v prvni dimenzi mlize zpisobit nezadrzovani analyti na stacionarni fazi druhé
dimenze. Déle mobilni faze z prvni dimenze mize znehodnotit kolonu ve druhé dimenzi nebo

mize zhorSovat detekci analyta [21; 22].

Odpad
1D Kolona . 1D Kolona
Smycka
B (1)1011)
A i 2D Kolona
Smycka
2D Cerpadlo 2D Cerpadlo

Obrazek 10 Obecné schéma pasivni modulace smyckového rozhrani [22]
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1.2.4.3 Rozhrani s pouzitim stop-flow

U rozhrani s metodou stop-flow jsou nejcastéji dimenze spojené pies ventil bez pouziti

smycek (Obrazek 11).

2D Kolona

1D Cerpadlo
1D Kolona

2D Cerpadlo

Odpad
Obrazek 11 Schéma rozhrani stop — flow [21]

Klasické smyc¢kové rozhrani (Obrazek 10) se pii tomto piistupu da také vyuzit, ale muze to
mit negativni vliv na vysledky. Ventil v jedné poloze piesouva eluent z prvni kolony do druhé
a po prenosu frakce dojde k jeho prepnuti, kdy se tok v prvni dimenzi zastavi a do druhé kolony
se ¢erpa mobilni faze. Cas této faze neni nijak omezen a miize dojit ke zlep$eni pikové kapacity.
Zde je velice dulezita spravna volba mobilnich fazi, jejich nekompatibilita miize zhorSovat tvar
piku a pikovou kapacitu. Mezi nevyhody této metody patii délka analyzy, kterd miize byt velice
dlouha, ale pfi pouziti vyssich teplot ve druhé dimenzi 1ze docilit jejiho zrychleni. Naproti tomu

tato metoda umoznuje pouziti delSich kolon ve druhé dimenzi [20; 21; 23].

1.2.4.4 Aktivni modulace rozpoustédlem

Pfi aktivni modulaci rozpoustédlem (ASM) se nepouziva klasicky dvoupolohovy ventil, ale
vyuziva se specialni ¢tyfpolohovy ventil s kapilarou. Na Obrazku 12 jsou znazornény dvé
pozice (A a C), které odpovidaji pasivni modulaci. Zde se do jedné ze smycek vhani eluent
z prvni dimenze a druhou smyc¢kou prochazi mobilni faze, ktera eluent posouva do sekundarni
kolony. Pfi polohach B a D dochazi k rozdé€leni toku mobilni faze (pro druhou dimenzi) na dveé
¢asti. Jedna ¢ast prochazi smyckou a druha smycku obchazi pomoci kapilary a fedi tok pred
vstupem do sekundarni kolony bez potieby dalsiho &erpadla. Redéni toku zptisobi zvétseni
objemu a zaroven snizeni sily mobilni faze z prvni dimenze, coz se projevi na zlepSeni citlivosti
a tvaru piku. Podle pouzité kapilary 1ze ménit poméer mobilni faze, tedy té, kterd prochazi

smyckou a té ktera obsah smycky tedi [22; 24—26].
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Obrazek 12 Schéma principu aktivni modulace rozpoustédlem (ASM). Osmicestny étyfpolohovy

ventil se dvémi smyckami a kapilarou. V pozici A a C je funkce totozna jako v pasivni modulaci
a v pozici B a D je tok sekundarni mobilni faze rozdélen pomoci kapilary a opét spojen za smyc¢kou

[22].

1.2.4.5 Modulace za asistence stacionarni faze

Modulace za asistence stacionarni faze (Obrazek 13) funguje na principu maloobjemovych
pasti neboli smycek se stacionarni fazi, ve kterych je vétSinou podobna stacionarni faze jako
Vv kolon€ druhé dimenze. Rozhrani u této metody je upraveno nahrazenim prazdnych smycek
smyCkami naplnénymi stacionarni fazi nebo se pouzivaji kratké chromatografické kolony a
piedkolonky. Touto smy¢kou prochazi eluent z prvni dimenze a na stacionarni fazi se zadrzuji
analyty, zatimco zbytek eluentu putuje do odpadu. Pied vstupem do smycky byva tok prvni
dimenze ziedén pomoci vlozenych sméSovacl, aby se analyty na stacionarni fazi lépe
zadrzovaly. Po pfepnuti ventilu prochdzi smyckou se stacionarni fdzi mobilni faze druhé

dimenze a eluuje zachycené analyty na kolonu druhé dimenze, kde dojde k separaci [21; 22].
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Obrazek 13 Schéma modulace za asistence stacionarni faze, kde se misto klasickych smycek
pouziva zachytavaci kolonky (past) se stacionarni fazi. Eluent z prvni dimenze lze nejprve ziedit

pomoci fediciho toku a sméSovace, aby doslo k lepsimu zachyceni analytt v pasti [22].

Modulace za asistence stacionarni faze ma nékolik vyhod. Naptiklad se ztraci problém
s nekompatibilitou rozpoustédel, v disledku odstranéni vétSiny mobilni faze z prvni dimenze.
Dale dochazi ke zlepSeni citlivosti detekce, diky zachycovani analytu na stacionarni fazi.
V neposledni fad¢ dochazi ke snizeni objemtl vsttikovanych do druhé dimenze, diky cemuz lze
pouzit i kratké kolony bez ztraty G¢innosti a celkové to vede ke snizeni doby analyzy. Tato
modulace obsahuje i nékolik nevyhod. Napfiiklad je dilezité, aby vSechny analyty z prvni
dimenze byly dostate¢né zachyceny a tim padem se zabranilo jejich ztraté. Toto je obzvlasté
tézké, kdyz maji jednotlivé analyty rizné chemické vlastnosti, protoZe vlastnosti stacionarni
faze ve smyckach jsou zavislé na vlastnostech slozek vzorku a rozpoustédlech pouzitych
Vv jednotlivych dimenzich. Mobilni faze prvni dimenze by méla idealné mit slabou elucni silu
v zachytavacich kolonkach, aby doslo k zachyceni a zaostieni analytd. Naproti tomu mobilni
faze ve druhé dimenzi, by méla byt silnym rozpoustédlem, aby dochazelo k rychlé desorpci.
Dale je nezbytné nutné, aby ob& smycky se stacionarni fazi byly naprosto identické a mély
stejnou historii provedenych analyz, a tim padem nedochazelo k nestejnorodému prubéhu pii
sttidani smycek. Samotné smycky nam mohou snizovat celkovou robustnost systému

a prispivaji k nartstu tlaku na kolonu v druhé dimenzi [21; 22].

1.2.4.6 Rozhrani s paralelni druhou dimenzi

Rozhrani s paralelni druhou dimenzi pouzivd dvé kolony ve druhé dimenzi na rozdil od
klasické LCxXLC, kde pro kazdou dimenzi je pouze jedna kolona. Tyto dvé kolony jsou
pouzivany paraleln€, coz umoznuje zvétSeni separacni plochy ve druhé dimenzi a tim padem
snizeni pozadavki na rychlost toku. Z divodi kombinovani vyslednych chromatografti z obou

sekundarnich kolon za ucelem ziskani celkového chromatografu je velice diilezité, aby obé¢
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kolony poskytovaly stejnou selektivitu, G¢innost i reten¢ni ¢asy. Kolony by mély byt naprosto
totozné a také je dulezité mit stejnou délku kapilar, kterymi eluent prochazi. Tohoto nastaveni
lze dosahnout vyménou smycek na klasickém dvou polohovém deseticetném ventilu za

chromatografické kolony (Obrazek 14).

Detektor Detektor
1D Kolona

1D Kolona

2D Kolona 2D Kolona

Detektor

2D Kolona 2D Kolona

2D Cerpadlo 2D Cerpadlo

Obrazek 14 Schéma modulace s paralelni druhou dimenzi za pouziti dvoupolohového

osmicestného ventilu s vyménénymi smyckami za sekundarni kolony [22]

Cast eluentu z prvni dimenze putuje do prvni sekundarni kolony, kde dochazi k separaci a
po piepnuti ventilu opé€t dalsi ¢ast putuje do druhé sekundarni kolony. Tento krok se neustale
opakuje. Dale tohoto nastaveni Ize taktéz dosahnout za pouziti dvou dvoupolohovych
deseticestnych ventilti (Obrazek 15), kde prvni ventil pfevadi eluent z prvni dimenze do smycek
a druhy ventil rozvadi mobilni fazi druhé dimenze do smy¢ek a do sekundarnich kolon [20; 21].

Mezi nevyhody tohoto rozhrani patii vyssi naro¢nost na vybaveni, z divodu potieby dalSich
pfistrojt jako je detektor, ¢erpadlo, druhd paralelné zapojené kolona a ptipadné druhy ptepinaci
ventil oproti pasivni modulaci. Na druhou stranu diky tomuto rozhrani ziskdme dvakrat delsi
¢as na separaci ve druhé dimenzi oproti klasickému uspotadani s jednou kolonou ve druhé

dimenzi a tim mizeme doséahnout lepsiho rozliSeni a pikovych kapacit [20].

2D Cerpadlo B

Smycka B é
2D Kolona B

[ 1—=— Detektor B

1D Cerpadlo

1D Kolona 2D Kolona A

Detektor A

2D Cerpadlo A

Smycka A

Obrazek 15 Schéma rozhrani s paralelni druhou dimenzi za pouziti dvou dvoupolohovych

deseticestnych ventilti [20]
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1.2.4.7 Rozhrani s vakuovym odpareni

Rozhrani s vakuovym odpatrenim (Obrazek 16) bylo navrzeno specialné kvili problémtm
se slucitelnosti mobilnich fazi, ke kterym dochazelo pfi spojeni chromatografickych systému

s normalnimi (NPLC) a obracenymi fazemi (RPLC).

1D Kolona 1D Kolona

2D Cerpadlo 2D Cerpadlo

Obrazek 16 Schéma rozhrani s vakuovym odpatenim [22]

Eluent z prvni dimenze prochézi zahtfatou smyckou (Obrazek 16A, modra smycka), ktera je
ptipojena k vakuu a diky zvysené teploté a snizenému tlaku se rozpoustédlo snadno a rychle
odpafi, na rozdil od netékavych analytl. Po piepnuti ventili do druhé polohy se do smyc¢ky
(Obrazek 16B, ¢ervena smyc¢ka) pusti mobilni faze druhé dimenze a pti zvysené teploté by mélo
dojit k rychlému rozpusténi analytt a jejich zavedeni do druhé dimenze. Mezi nevyhody této
metody patii pozadavek na t€kavost odpafovaného rozpoustédla a dale i riziko, kdy muze
dochazet k ¢astecné ztraté analytl s nizkym bodem varu. Dalsi potencionalni problém muize

predstavovat nizka rychlost opétovného rozpousténi $patné rozpustnych analyti [21; 22].

1.2.5 Detektor

Detektor ma za tkol sledovat a zapisovat zménu koncentrace analytu. Detektory pouZivané
v 2D-LC jsou stejné jako se pouzivaji v HPLC. Limitaci je pouze velka rychlost pratoku
mobilni faze, ktera byva 2—4 ml/min Jejich volba zavisi na vlastnostech analyzovaném vzorku
[8]. Mezi idealni vlastnosti detektorti patii vysoka citlivost, nedestruktivnost, rychla odezva,
snadné pouZziti, Siroky rozsah linearity, dobra stabilita a nizky Sum [5; 12]. Detektor by mél mit
co nejmensi mérnou celu, aby se zamezilo rozmyvani zon [3]. Mezi nejbéznéjsi detektory patii

spektrofotometricky, fluorescenéni, refraktometricky, elektrochemicky a hmotnostni.
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1.2.5.1 Spektrofotometricky detektor

Spektrofotometricky detektor (UV-VIS) patii mezi nejpouzivanéjsi detektory v kapalinové
chromatografii. Je citlivy, selektivni a nedestruktivni a dokaze analyzovat Sirokou $kalu analytt
obsahujici chromofor [8]. Tento detektor funguje na principu méfeni absorbance latek
vystupujicich z chromatografické kolony. U spektrofotometrickych detektori mobilni faze
prochazi malou kiemennou mérnou celou, kterou zaroven prochazi paprsek s UV-VIS zarenim.
Latka pfi spravné vinové délce toto zafeni absorbuje. Spektrofotometry mohou byt s pevnou
vlnovou délkou, volitelnou vinovou délkou nebo s diodovym polem (DAD). Pfistroje

s diodovym polem proméfuji celé spektrum v urcité oblasti vinovych délek [1].

1.2.5.2 Fluorescen¢ni detektor

Fluorescencni detektor je zalozen na principu fluorescence. Fluorescence je sekundarni
zafeni, které jsou nékteré latky schopny vydavat po absorbovani elektromagnetického zateni,
které trva zhruba 1078 az 10 sekundy. Vyzafované svétlo je detekovano pod pravym uhlem
k ptivodnimu paprsku. Latek, které pfirozené fluoreskuji je pomé&rné malo, a proto se ¢asto musi
provadét derivatizace. Tento detektor je nedestruktivni, velmi selektivni a ma vysokou citlivost

[1;5;12].

1.2.5.3 Elektrochemicky detektor

Elektrochemické detektory jsou v kapalinové chromatografii dobrou alternativou
k optickym metodam detekce. Voltametricky (ampérometricky) detektor se pouziva pro latky
které 1ze oxidovat nebo redukovat na polarizovatelné elektrod€. Konduktrometricky detektor
méii vodivost a nejcastéji se pouziva pii analyze iontll. Tyto detektory maji vysokou citlivost,

jsou selektivni, ale také jsou citlivy na zmény teplot [1; 5; 12].

1.2.5.4 Hmotnosti detektor

Hmotnostni detektor patii mezi ¢im dal obliben¢js$i metodu. Jednotlivé slozky vzorku jsou
nejprve ionizovany a rozstépeny na soubor fragmentl liSicich se dle poméru hmotnosti ku
naboje (M/z). Druhy a zastoupeni vzniklych fragmentt jsou pro danou latku typické a diky tomu
1ze 1atku identifikovat. Mezi nevyhody tohoto detektoru patii vysoké pofizovaci cena a fakt, ze

se jedna o destruktivni metodu [1; 3; 12].
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1.2.6  Vyhodnoceni

Vystupem 2D-LC je chromatogram, jehoz vznik je zobrazena na Obrazku 17. V prvni ¢asti
tohoto schématu je vyobrazen proces vzorkovani. Eluent vystupujici z prvni dimenze, v tomto
pfipadé tii navzdjem se piekryvajici piky, je rozdélen na nékolik ¢asti, které jsou postupné
zachytavany do smycek rozhrani a nasledné€ déleny v druhé dimenzi. Vysledkem tohoto déleni
je surovy chromatograficky zaznam, ktery je nasledné¢ pomoci specialniho programu

transformovan do kone¢ného 2D chromatogramu, ktery mize byt dvou nebo ttirozmérny [7].

1D chromatogram
(vystup z prvni kolony)

2.Transformace

1. Modulace

ey i A

Neupraveny 2D chromatogram
(vystup z druhé kolony)

3. Vizualizace
2D 3D

Obrazek 17 Ukazka vzniku 2D chromatogramu [7]
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1.3 Rezimy 2D-LC

Dvourozmérnou kapalinovou chromatografii 1ze provadét ve dvou uspofadani: on-line nebo
off-line rezimu. V off-line reZimu se frakce eluované z prvni kolony shromazd’uji a nasledné se
vstiikuji do druhé kolony. Pti online modu jsou frakce kontinualné pienaSeny pies rozhrani do
druhé dimenze [7; 10; 27].

Déle jde 2D-LC rozd¢lit na dva hlavni typy, které maji mezi sebou vyznamné rozdily. Prvni
typ je uplna dvourozmérna kapalinova chromatografie, kde dochazi ke kontinualnimu prenaseni
celého eluentu z prvni dimenze do druhé. Naproti tomu je rezim ,,heart-cutting®, kde je druhé

separaci podrobena pouze urcita ¢ast vzorku [7; 9-11].

1.3.1 Off-line rezim

V off-line 2D kapalinové chromatografii se jednotlivé frakce z prvni dimenze jimaji a po
dokonceni separace jsou postupné podrobeny druhé separaci na koloné s rozdilnou selektivitou.
Jimani frakci mize byt provadéno manudlné nebo automaticky s vyuzitim sbérace frakei. Pro
obé& dimenze Ize pouzit stejny piistroj (¢erpadlo, davkovac vzorku a detektor), pouze se zménou
stacionarni a/nebo mobilni faze. Tento rezim je pomémné snadny na provedeni, protoze
jednotlivé dimenze lze povazovat, a tedy i optimalizovat, jako dvé nezavislé metody. Zaroven
je tento reZim pomérn¢ nenaroCny na instrumentaci, jelikoz na rozdil od on-line rezimu
nevyzaduje Za4dné specialni rozhrani, které by umoZznovalo pfenos frakci z prvni dimenze do
druhé. Mezi dalsi vyhody patii moznost upravy analyzovanych latek nebo jejich
zakoncentrovani. Na druhou stranu se off-line reZim vyznacuje vyrazné delSi dobou analyzy
nez on-line rezim, protoze se obvykle druha separace provadi az po dokonceni prvni.
Nevyhodou je, ze muze dochéazet ke ztratam nékterych stopovych latek, pfipadné i1 ke
kontaminaci nebo rozkladu analyzovanych latek. Tato technika se pouziva hlavné v ptipadg,
pokud je sekundarni separace vyZadovana jen u nékterych frakci eluentu z prvni dimenze. Diky
tomu, ze jsou dimenze na sob¢ nezavislé, mize byt Cas druhé separace vyrazn¢ delsi (nezavisi
na rychlosti eluce z prvni dimenze), v disledku ¢ehoz je mozné dosahnout vyssi rozliSovaci
schopnosti v druhé dimenzi, a tedy 1 vyssi rozliSovaci schopnosti celé analyzy [7; 8; 10; 27, 28].

V Tabulce 2 jsou shrnuty vyhody a nevyhody off-line rezimu.
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Tabulka 2 Vyhody a nevyhody off-line rezimu [8; 10; 27]

Vyhody Nevyhody

Snadné provedeni, protoZe neni potieba

o , Casovéa naro¢nost
specialni rozhrani

K provedeni obou separaci mize . . o .
o ) ; Béhem manipulace mtze dojit ke
postacit pouze jeden systém HPLC, a to

. o ztraté ¢i znehodnoceni vzorku
diky zméné€ mobilni faze nebo kolony

Moznost spojit veliké mnozstvi rezimd,
protoze zde nemtze dojit k Obtiznd automatizace
nekompatibilité rozpoustédel

Off-line rezim
Snadno mtizeme regulovat koncentraci

i . Mozna kontaminace vzorku
vzorku v obou dimenzich

Ob¢ separace mohou byt zcela na sob¢
nezavislé, nemusi se piizpusobit pratok Nutnost zapojit sbéra¢ frakci
ani doba analyzy

Lze dosahnout vyssi rozliSovaci
schopnosti celé analyzy

1.3.2 On-line rezim

V on-line 2D kapalinové chromatografii jsou frakce z prvni dimenze kontinualné pfenaseny
ptes rozhrani do druhé dimenze, kde dochazi k jejich dalsimu déleni. Na rozdil od off-line 2D-
pouziti dvou rtiznych chromatografickych systému. Tato forma 2D kapalinové chromatografie
je oproti off-line rezimu vyrazné rychlejsi a zaroven muze byt i pln¢ automatizovana a
nevyzaduje tak zadny zasah operatora po celou dobu analyzy. Nejvétsim omezenim on-line
rezimu je jeho teoretickd maximalni rozliSovaci schopnost, kterd neni tak vysoka, jako v
mnohem pomalej$im off-line rezimu. To je dano tim, Ze doba separace v druhé dimenzi je
omezena, a to v zavislosti na rychlosti vzorkovani eluentu z prvni dimenze. Vzorkovanim
(n¢kdy modulaci) je mySlena rychlost, jakou je smyc¢ka plnéna, respektive ¢asovy usek mezi
pfepnutim pozic ventilu [7; 10; 27]. V Tabulce 3 jsou shrnuty vyhody a nevyhody on-line

rezimu.
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Tabulka 3 Vyhody a nevyhody on-line rezimu [10; 27]

Vyhody

Nevyhody

Plné automatizované

vvvvvv

automatizované systémy

Rychlejsi analyzy

Zapottebi je vice ptistrojového
vybaveni (napt. Pouziti vice
Cerpadel)

On-line rezim

Minimalizovana ztrata vzorku

Je potieba vhodné rozhrani

Minimalizovana kontaminace vzorku

Omezeni pii volbé mobilnich fazi,
kdy musi byt obé¢ faze
kompatibilni. Tedy dobie
misitelné, nesmi se navzajem
srazet a zaroven musi vykazovat
dobrou rozpustnost analytt. Volba
mobilni faze v prvni dimenzi je
zaroven omezena typem
stacionarni faze ve druhé dimenzi.

Reprodukovatelnost

Separace ziskana v prvni koloné
muze byt ¢aste¢né snizena ve
druhé koloné

Kratsi doba zpracovani vzorku (dilezité pti
analyzach nestabilnich slou¢enin)

Separac¢ni rezimy (mody) muize byt
obtizné spojit dohromady
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1.3.3 Heart-cutting rezim

Dvoudimenzionalni kapalinovou chromatografii l1ze v zaklad¢ provést pomoci dvou rezimd.

Prvni reZim se nazyva ,,heart-cutting* (Obrazek 18) a oznacuje se jako LC-LC.

A

LC

L,

Obrazek 18 Znazornéni heart-cutting metody 2D-LC [7]

Tento rezim se zaméfuje na jednu nebo nékolik samostatnych zon prvni dimenze. Tato
vybrana cast se ndsledné odebere a vstiikuje se do druhé kolony. Chromatografické kolony
musi mit rozdilné vlastnosti, aby mohly latky dobte separovat. Pii zaméfeni pouze na jednu
¢ast separace prvni dimenze (jeden pik) se analyza nejcastéji provadi pomoci ventilu, ktery je
vybaveny smyckou o dostatecném objemu pro uloZeni celé této elu¢ni zony z prvni dimenze.

Jednd se o jednoduché a pomémné snadné provedeni 2D-LC. Pti zaméfeni se na vice
samostatnych zon se pouziva nastaveni vicenasobny ,heart-cutting®. V tomto nastaveni byva
do systému zafazeno vice vzorkovacich smycek. Tyto techniky se pouZzivaji nejcastéji pro
kvantifikaci malého poctu cilovych sloucenin v pomérné slozité matrici nebo pro nepfilis
slozité vzorky, které obsahuji slouceniny s velmi podobnymi retenénimi charakteristikami na

jedné koloné. V Tabulce 4 jsou uvedeny vyhody a nevyhody tohoto rezimu [7; 8; 10; 11].
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Tabulka 4 Vyhody a nevyhody heart-cutting rezimu 2D-LC [11; 22]

Vyhody Nevyhody

Jednoduchy

. Jednoduchy Omezeno na jednu cilovou slouc¢eninu
heart-cutting

Slozité&jsi ptistrojové vybaveni oproti singlet heart-
cutting

Vicenasobny Lze pouzit pro vice
heart-cutting cilovych slouéenin Kvantifikace mize byt obtizna

Delsi doba analyzy (podle poc¢tu vybranych ¢asti pro
analyzu ve druhé dimenzi)

1.3.4  Uplny rezim

Druhy rezim se nazyva uplny neboli ,,comprehensive a béZné se oznacuje jako LCXLC
(Obrazek 19). Tento rezim funguje na postupném pienaseni celého eluentu z prvni dimenze do

druhé. Pienos probiha pies rozhrani v kratkych intervalech a po mnoha malych ¢astech.

Comprehensive 2D-LC (LCxLC)

I

[s]

a e, <
Lc, .
Lc,
[min]
Lol e L e e L T A L
1. pik z 2.pik z 3.pikz
1. dimenze 1. dimenze 1. dimenze

Obrazek 19 Znazornéni principu uplné 2D-LC (LCxLC) [7]
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Aby mohlo dojit k separaci, musi se separa¢ni systémy v obou dimenzich dostate¢né lisit [7;
9; 11].
Pravidla pro tplnou kapalinovou chromatografii jsou nasledujici:
- Kazda slozka vzorku je vystavena dvéma separacim S raznou selektivitou.
- Obéma sloupci prochézi stejné procento vSech slozek vzorku (100 %) a nakonec
musi dosdhnout detektoru.
- Separace (rozliSeni) ziskana v prvnim rozméru musi byt zachovana pied vstupem do
druhého rozméru [8; 10; 27].
V Tabulce 5 jsou shrnuty vyhody a nevyhody tGplného rezimu.

Tabulka 5 Vyhody a nevyhody taplného rezimu 2D-LC (LCxLC) [10; 11]

Vyhody Nevyhody

Vyssi rozliseni (z divodu nepravdépodobnosti | Potieba specialnich rozhrani a
dvou slozek se stejnymi reten¢nimi ¢asy softwaru (pro ovladani
V obou rozmerech) pristroje a vizualizaci dat)

Uplny rezim | pomoci jedné analyzy lze ziskat vétsi mnozstvi

informaci o vzorku nez pfi heart-cutting Ob¢ dimenze jsou na sob¢
zavislé, a proto musi byt
LC x LC muze byt vhodna i pro analyzu optimalizovany soucasné.
slozitych vzorki
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1.4 Rostlinné antioxidanty

Antioxidanty jsou latky, které zabranuji oxidaci latek tim, ze se samy oxiduji. Reakci
s reaktivnimi metabolity tvoii relativné stabilni a netoxické produkty, ¢imz chrani buiiky, tkané
a cely organismus pied oxida¢nim poSkozenim volnymi radikaly. Nejuc¢innéjsi antioxidanty
jsou ty, které prerusi fetézovou reakci volnych radikali. Antioxidanty ptsobi preventivné proti
vzniku kardiovaskularnich onemocnéni, neurologickym poruchdm a proti starnuti. Dale jsou
vyznamny v potravinaiském prumyslu, kde zvySuji stabilitu potravin napt. tukt Antioxidanty
je mozné rozdélit do dvou zakladnich skupin podle piivodu na rostlinné a syntetické. Rostliny
predstavuji dillezity zdroj ptirodnich produkti, které jsou biologicky aktivni, jsou klasifikovany
jako sekundarni metabolity a oznacovany jako ptirodni antioxidanty. Rostlinné antioxidanty se
vyskytuji v ovoci, zelening, ¢aji, v obilovinach, v ¢erveném ving atd. Pouzivaji se mnohem vice
na rozdil od syntetickych antioxidantt. Rostlinné antioxidanty se skladaji z Siroké skaly latek.
Mezi tyto latky je mozné zaradit kyselinu askorbovou a tokoferoly, fenolové a polyfenolové
slouceniny nebo terpenoidy. Latky plni u rostlin i lidi n¢kolik dulezitych funkci (napft.
karotenoidy poskytuji rostlinam ochranu a pigmentaci). Fenolové slouceniny jsou jednou

z nejrozsifenéjsich skupin sekundarnich metabolitt [29-31].

1.5 Fenolové slouceniny

Termin fenol nebo polyfenol je -charakterizovan pfitomnosti jednoho nebo vice
aromatickych jader obsahujicich jednu nebo vice funkénich hydroxylovych skupin a/nebo
funk¢ni derivaty, jako jsou estery, ethery a glykosidy. Tyto slouc¢eniny Ize rozdé¢lit podle poctu
a usporadani atomd uhliku pfitomnych v hlavni struktufe molekuly do dvou velkych skupin:

flavonoidy a neflavonoidy, jak je ukazano v Tabulce 6 [29; 30].
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Tabulka 6 Rozdéleni fenolovych slouc¢enin podle poctu a usporadani atomt uhliku [29]

Zakladni struktura Ll felleh.CkyCh Chemicka struktura
sloucenin
Hy
oH
C6-C1 Derivaty ky’sehny
benzoové HO
Ry
2
0
Ry
. . T OH
C6-C3 Derlv%‘Fy ky’sehny
skoficové
C6-C2-C6 Stilbeny
C6-C3-C6 Flavonoidy

1.5.1 Fenolové kyseliny

Fenolové kyseliny jsou fenoly, které obsahuji ve své struktuie karboxylovou skupinu. Tyto
slouceniny se déli podle zakladni struktury na derivaty kyseliny benzoové a derivaty kyseliny
skoficové. Kyselina benzoova se vykytuje v ovoci, zeleniné, a 1 v nékterych potravinarskych
vyrobcich jako je napf. jogurt. Mezi derivaty kyseliny benzoové patii kyselina galova,
gentisova, p-hydroxybenzoova, protokatechova, syringova, salicylovd a vanilova. Tyto
kyseliny se wvyskytuji vétSinou v malych koncentracich s vyjimkou cerveného ovoce

(napf. brusinky), ¢ernych fedkvicek a cibule. V Tabulce 7 jsou uvedené jejich vzorce. Mezi
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derivaty kyseliny skoficové patii kyselina kavova, ferulova, sinapova a rizné izomery kyseliny
kumarové. Tyto kyseliny se vyskytuji téméf ve vSech rostlinach, ale pouze ojedinéle se

vyskytuji ve volné formé [31]. Vzorce téchto kyselin jsou uvedené v Tabulce 8.

Tabulka 7 Derivaty kyseliny benzoové [31]

VSeobecny vzorec R1 R> R3 R4 Kyselina
H H H H benzoova
H OH OH OH galova
Ry o OH H H OH gentisova
R, ,
OH H H OH H p-hydroxybenzoova
H H OH OH protokatechova
R3
R, H OCH3 OH OCH3 syringova
OH H H H salicylova
H OCHs OH H vanilova

Tabulka 8 Derivaty kyseliny skoficové [31]

VSeobecny vzorec R1 R> R3 R4 Kyselina
H H H H skoficova
OH H H H o-kumérova
H OH H H m-kumarova
H H OH H p-kumarova
H OH OH H kavova
H OCHs OH H ferulova
H OCHs OH OCHs sinapova
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1.5.2 Flavonoidy

Flavonoidy jsou nejrozsifenéjsi skupinou fenolickych sloucenin. Obsahuji pies 8 000
slouceniny. Tyto sloueniny maji nizkou molekulovou hmotnost, ktera se skladaji z 15 uhlikt
uspofadanych do konfigurace C6-C3-C6. Mezi flavonoidy se fadi nékolik zakladnich struktur:
flavony, flavonoly, flavonony, flavononoly, katechiny, anthokyanidy, isoflavonoidy,

naoflavonoidy a chalkony [31; 32].

1.6 Stanoveni antioxidanta

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie piredstavuje v soucasnosti nejpouzivané;si
techniku pro bézny screening a identifikaci jednotlivych antioxidantli ve slozitych vzorcich.
Tuto metodu je také mozné vyuZit ve spojeni s testy stanovujicimi antioxidaéni aktivity latek
(DPPH a ABTYS), které¢ usnadnuji identifikaci aktivnich sloucenin ve sloZitych smésich po jejich
chromatografické separaci. Jednorozmérna metoda HPLC ale cCasto poskytuje netplnou
separaci vysoce komplexnich pfirodnich produktd. Z tohoto diivodu se také vyuziva spojeni
vice LC separaci ve dvourozmérnou kapalinovou separaci, pii které kombinace rtiznych
selektivit zvySuje Sance na ziskidni Ccistych sloufenin. Maximalni zvySeni vykonu
jednorozmérné HPLC predstavuje metoda LCxLC, pfi které je vzorek podroben dvéma
odlisnym separacnim mechanismiim. Separace LCXLC kombinujici hydrofilni interakéni
chromatografii (HILIC) a kapalinovou chromatografii v systému s obracenymi fazemi (RPLC)
byla prokézana jako u¢inna metoda k lepSimu rozliSeni fenolickych slou€enin v komplexnich

extraktech ptirodnich produkta [33].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pristroje a zarizeni

2.1.1 Dvoudimenzionalni kapalinovy chromatograf

Mg¢feni byla provedena na dvoudimenzionalnim kapalinovém chromatografu (Obrazek 20)
se systémem Agilent 1290 Infinity (Agilent, Palo Alto, CA, USA). Tento systém se skladal
Z odplynovace mobilni faze, cCerpadel mobilnich fazi, automatického déavkovace vzorki,
termostatu a UV/VIS detektoru s diodovym polem. Na separaci v prvni dimenzi byla pouzita
kapilarni polymethakrylatova (bisfenol-a-dimethakrylat — BiIGDMA) kolona ptipravena in-Situ
ve sklenéné kapilafe se zwitteriontovym fukénim monomere MEDSA (N,N-dimethyl-N-
methacryloxyethyl-N-(3-sulfoproply amonium betain)) BIGDMA-MEDSA 0,53x263 mm
(Univerzita Pardubice) a na separaci v druhé dimenzi byla pouzita kolona Chromolith High
Resolution RP-18e 50x4,6 nm (Merk, Darmstandt, Némecko). Méfeny byly vinové délky 254,
280 a 360 nm. Celkem bylo zkoumany tfi druhy rozhrani:

- Agilent-2-port-8-duo (Rozhrani 1)

- ASM zapojeni, ktery byl vytvoren pomoci ptidavné tieti pumpy a T-spojky (Rozhrani 2)

- Ttismyckovy ventil umoziujici izoelektrickou fokusaci sloucenin (Rozhrani 3)

2.1.2  DalSi pouZzité pristroje a zarizeni

- Analytické vahy Keern ATB 22D-4M (Fischer Scientific)

- Automatické pipety (Biohit, Helsinky, Finsko)

- Filtr mobilni faze 0,45 pm (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

- Ultrazvukova lazen (Bandelin sonorex TK 52)

- Minicentrifuga MiniStar silverline (VWR International)

- Aparatura na vyrobu ultra ¢isté vody Milli-Q (Merck Millipore, Némecko)

- BéZné laboratorni nadobi
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Zasobni lahve s mobilni fazi a
promivacimi roztoky

Cerpadlo D1

1 Automaticky ddvkovat vzorku

Kolony s termostatem

Detektor

Cerpadlo D2

Obrazek 20 Fotografie chromatografické soustavy, na které bylo méteni provadéno

2.2  Chemikalie

- Methanol (Honeywell, Némecko)

- Acetonitril (Honeywell, Némecko)

- Octan amonny (Sigma-Aldrich, Japonsko)

- Kyselina mravenci

- Redestilovana voda piipravend pomoci zatizeni Milli-Q

- Standardy (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) jsou uvedené v Tabulce 9
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Tabulka 9 Piehled pouzitych standartnich latek

Absorpéni
Oznaceni Nazev maxima Chemicka struktura
[nm]
O OH
1 Kyselina galova 218,272
HO OH
OH
0] OH
9 Kyselina 220, 260,
protokatechova 292
OH
OH
@) OH
X
Kyselina
3 p-hydroxybenzoova 198, 256 é
OH
@) OH
) . .| 203, 235, HO
4 Kyselina salicylova 300 \5
0] OH
. - .| 220,260,
5 Kyselina vanilova 292
O—CH,
OH
@]
4
OH
9 Kyselina sinapova | 236, 322
H,C—O O—CH,

OH
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Absorp¢ni
Oznadeni Nazev maxima Chemicka struktura
[nm]
O
727
Kyseli OH
10 ysetina, 228, 310
p-kumarova
OH
(@]
= N
OH
11 Kyselina ferulova 218, 323
7
OH  CH,
HO, LCOOH

NS

K

/
- HO : o)
12 Kyselina 217,325 OH ‘
chlorgenova
OH
OH
HO O O
200, 252,
16 7-hydroxyflavon 310 O |
©)
] OH
212, 267 HO ©
17 Apigenin 330 O |
OH @)
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Absorpcni

Oznadeni Nazev maxima Chemicka struktura
[nm]
OH
203, 256 HO © l (0]
H 1 1 H
19 Quercetin 371 O |
OH
OH (@]
OH
OH
HO @]
. 205, 256 O
] ] O
20 Rutin 354

OH O
(@]
OH o) o
CHj OH
(@)
OH OH
OH

24 Hesperetin 200, 288

HO @]
22 Biochanin A 196, 261
OH @]
T
CHg
OH
O
CH,
(@]
OH O

HO
OH
O S,
25 Hesperidin 200,284 | o r OO ©
Ken, Y (o
o
OH OH OH

OH o]
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Absorp¢ni
Oznadeni Nazev maxima Chemicka struktura
[nm]

HO

o O

28 Esculin 226, 298, OH N
345
© HO X
OH o o
(@)
/ \CH
. 204, 228, 3
30 Scopoletin 207, 344 m
(@] (@] OH

o O
“
31 4-hydroxycoumarin 200, 280, P
302
OH
\
32 7-hydroxycoumarin 199, 324
HO o o

2.3 Pracovni postupy

2.3.1 Priprava mobilnich fazi

Vodny roztok octanu amonného 0 koncentraci 10 mmol/l byl pfipraven rozpusténim
vypocitaného mnozstvi (0,7708 g) octanu amonného v 1000 ml redestilované vody. Do takto
pfipraveného roztoku bylo pfidano 2,1 ml kyseliny mravenéi (pH = 3,1) a cely roztok byl
prefiltrovan ptes membanovy filtr s velikosti port 0,45 pl.

Octanu amonny v acetonitrilu o koncentraci 10 mmol/l byl pfipraven rozpusténim
vypocitaného mnozstvi (0,3854 @) octanu amonného v 500 ml acetonitrilu. Acetonitril
S octanem amonnym byl umistén do ultrazvukové lazné¢ a ponechan v ni az do Uplného

rozpusteni.

2.3.2  Priprava standardu

Smés pouzitych standartnich latek (viz Tabulka 9) byla pfipravena rozpusténim 5 mg smési

v 0,5 ml methanolu. Smés byla vlozena na 5 minut do ultrazvukové lazné a nasledné¢ pomoci
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centrifugy byly odstfedény necistoty. Supernatant byl prepipetovan do vialky, ktera byla

uchovavana v chladu a temnu.

2.4 Podminky méfeni

Pro jednotliva méfeni bylo zvoleno oznaceni skladajici se ze tii ¢asti, kdy prvni ¢ast oznacuje
pouzity gradient (SG - shifted gradient, FIF - full in fraction), druha ¢ast pouzité rozhrani
(AG - Agilent-2-port-8-duo, ASM - ASM zapojeni, TS - Tiismyckovy ventil) a tfeti Cast

oznacuje pouzity prutok v prvni dimenzi (4 pul/min, 6 pul/min nebo 8 ul/min).

Prvni dimenze:

- Mobilni faze A: Octan amonny ve vod¢ (10 mmol/l), pH 3,1
- Mobilni faze B: Octan amonny v acetonitrilu (10 mmol/l)

- Pritok mobilni faze: 4 pl/min, 6 pl/min nebo 8 pl/min

- Davkovani vzorku: 0,2 ul

- Teplota: 50 °C

Druha dimenze:

- Mobilni faze A: Octan amonny ve vodé¢ (10 mmol/l), pH 3,1
- Mobilni faze B: Acetonitril

- Prutok mobilni faze: 2,8 ml/min

- Teplota: 50 °C

Pouzité gradienty:

Pro méteni byly pouzity dva gradienty: shifted gradient a full in fraction. Jejich ukazky jsou
zobrazeny na Obrazku 21 a Obrazku 22. Pfesné hodnoty pouzitych gradientl jsou uvedeny
v Tabulce 10 — Tabulce 13. Cas piepnuti mezi pozicemi ventilu byl u viech analyz nastaven na

60 vtefin.

Zapojeni rozhrani ASM:

ASM zapojeni bylo vytvofeno pomoci rozhrani Agilent-2-port-8-duo, za né&jz byla zapojena
T-spojka, kterou byl p¥ivadén fedici tok mobilni faze. Redicim rozpoustédlem byla mobilni
faze A druhé dimenze a jeji pritok byl nastaven na konstantnich 0,5 ml/min béhem celé
separace. V souvislosti s tim byla sila mobilni faze vedena skrz ventil upravena tak, aby pfi

kazdé analyze byla vysledna elu¢ni sila stejna.
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2.5 Zpracovani namérenych dat

Vsechna data byla naméfend pomoci programu Agilent OpenLab ChemStation (Agilen,
USA), 2D chromatogramy byly vytvofeny za pouZiti programu Eval2D, ktery vytvofil Ing. Petr
Cesla Ph.D. na Univerzité Pardubice. Dale byl pouzit program Microsoft Office 365.

100
% ACN
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0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Cas [min]

Obrazek 21 Ukazka SG (SG-AG-4)

- T .Dl
100
% ACN

80

60
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20

0 20 40 60 80 . .. 100
Cas [min]

Obrazek 22 Ukazka FIF gradientu (SG-TS-4)
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Tabulka 10 Podminky méteni pii SG a pouziti Agilent-2-port-8-duo ventilu a tiismyckového ventilu umoznujici izoelektrickou fokusaci slou¢enin

Agilent ventil / Trismyckovy ventil

Shifted gradient

SG-AG-4 / SG-TS-4

SG-AG-6 / SG-TS-6

SG-AG-8/SG-TS-8

D1 D2 D1 D2 D1 D2
wmin | 4| [ miimin | 28 amin | © | | mimin | 28 amin | 8| | miimin | 2
Cas min| %B Cas min %B Cas min| %B Cas min %B Casmin| %B Casmin| %B
0 98 0 30 0 98 0 30 0 98 0 30
30 85 Shifted gradient 20 85 Shifted gradient 15 85 Shifted gradient
90 75 Casmin| %B 60 75 Casmin| %B 45 75 Casmin| %B
100 55 0 30 67 55 0 30 50 55 0 30
40 2 27 2 20 2
0,7 80 0,7 80 0,7 80
Casmin| %B Casmin| %B Casmin| %B
0 80 0 80 0 80
80 35 53 35 40 35
0,72 2 0,72 2 0,72 2
Casmin| %B Casmin| %B Casmin| %B
0 20 0 20 0 20
30 2 20 2 15 2
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Tabulka 11 Podminky méfeni pii SG a pouziti aktivni modulace rozpoustédlem

ASM
Shifted gradient
SG-ASM-4 SG-ASM-6 SG-ASM-8
D1 D2 D1 D2 D1 D2
wmn || | mimin |23+ 05 wmin | & | | mimin |23+05 wmn | 8| | miimin 23+05
Cas min| %B Cas min %8B Cas min| %B Cas min %B Casmin| %B Cas min %8B
0 98 0 37 0 98 0 37 0 98 0 37
30 85 Shifted gradient 20 85 Shifted gradient 15 85 Shifted gradient
90 75 Cas %B 60 75 Cas %B 45 75 Cas %B
100 55 0 37 67 55 0 37 50 55 0 37
40 2 27 2 20 2
0,08 37 0,08 37 0,08 37
Cas min %B Casmin| %B Casmin| %B
0 37 0 37 0 37
40 2 27 2 20 2
| 07 97 | o7 97 | 07 97
Casmin| %B Casmin| %B Casmin| %B
0 97 0 97 0 97
80 43 53 43 40 43
| 072 2 | 072 2 | 072 2
Cas min %B Casmin| %B Casmin| %B
0 24 0 24 0 24
30 2 20 2 15 2
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Tabulka 12 Podminky méteni pii FIF gradientu a pouziti Agilent-2-port-8-duo ventilu a tfismyckového ventilu umoznujici izoelektrickou fokusaci

sloucenin
[ L3 A4 4 I 4 L]
Agilent ventil / TrismyCkovy ventil
Full in fraction gradient
FIF-AG-4 / FIF-TS-4 FIF-AG-6 / FIF-TS-6 FIF-AG-8 / FIF-TS-8
D1 D2 D1 D2 D1 D2
Prutqk 4 Pruto_k 28 Prutgk 6 Pruto_k 28 Prutqk 8 Pruto_k 28
ul/min ml/min ul/min ml/min ul/min ml/min
Cas min %B Cas min %B Cas min %B Cas min %B Cas min %B Casmin | %B
0 98 0 2 0 98 0 2 0 98 0 2
30 85 0,7 65 20 85 0,7 65 15 85 0,7 65
90 75 0,72 2 60 75 0,72 2 45 75 0,72 2
100 55 67 55 50 55
Tabulka 13 Podminky méteni pii FIF gradientu a pouziti aktivni modulace rozpoustédlem
Full in fraction gradient
FIF-ASM-4 FIF-ASM-6 FIF-ASM-8
D1 D2 D1 D2 D1 D2
Pritok Pritok | 5 54 g5 [ Pratok | g Pritok | 5 5, g5 [ Pratok | g Pritok 1 5 54 0,5
pl/min ml/min ul/min ml/min pl/min ml/min
Cas min %B Cas min %B Cas min %B Cas min %B Cas min %B Cas min %B
0 98 0 2 0 98 0 2 0 98 0 2
30 85 0,7 73 20 85 0,7 73 15 85 0,7 73
90 75 0,72 2 60 75 0,72 2 45 75 0,72 2
100 55 67 55 50 55




3 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem této prace bylo otestovat nové tfismyckové rozhrani, které by mélo umoziovat
zatazeni fokusace latek v elektrickém poli mezi prvni a druhou dimenzi. Toto nové rozhrani se
skladd ze dvou deseticestnych dvoupolohovych ventili a jednoho dvanacticestného
dvoupolohového ventilu opatieného tfemi identickymi zachytdvacimi smyckami. Schéma

zapojeni je zobrazeno na Obrazku 23 a realné provedeni na Obrazku 24.

a-A-a = loop 1 - fill; loop 2 - flush; loop 3 - focus

D2 pump D1 column eluate a BGE D2 column
\

Waste

D2 pump D1 column eluate BGE D2 column
\

YVY

Waste

D2 pump D1 column eluate BGE D2 column

\

Waste

Obrazek 23 Schéma tfismyckové rozhrani umoznujici elektrickou fokusaci slouc¢enin
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Obrazek 24 Nové tiismyckové rozhrani umoziujici elektrickou fokusaci sloucenin

Cervené je ve schématu oznatena smy¢ka, u které pravé dochazi k jejimu plnéni eluentem
z kolony prvni dimenze. Cerné je oznadena smycka, ktera je v dany okamzik odpojena od obou
dimenzi a v budoucnu by jeji soucasti mélo byt zafizeni pro izoelektrickou fokusaci. A nakonec
zelené je oznacena smycka, kterd je pravé pfipojena k Cerpadlu, které vhani mobilni fazi
s eluentem do kolony druhé dimenzi.

Celé rozhrani ma tfi faze a funguje nasledovné: v prvni fazi jsou vSechny ventily otoceny do
polohy A (respektive a) a dochazi Kk plnéni smycky 1 (Loop 1) eluatem z prvni dimenze.
Nasledné¢ se prepnou oba deseticestné ventily do polohy b a nasbirany eluat zistava ve smycce
po dobu piepnuti ventilu. Pravé tento ¢as je vhodny na provedeni izoelektrické focusace.
Ve tieti fazi se oba deseticestné ventily pfepnou zpét do polohy a a dvanacticestny ventil se
ptepne do polohy B. V tento okamzik eluent smycku 1 opousti a je mobilni fazi druhé dimenze
vymyvan do kolony v druhé dimenzi. K témto fazim dochazi i v ostatnich dvou smyckach, jen

vzdy o jeden krok pozdéji (Obrazek 25).
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smycka 1 fokusace _

------------------------------------------------------------

------------------------------------------------------------

fokusace
smycka 3
y [ —

«  re >
cyklus i cyklus (i+1) cyklus (i+2)
P Cas analyzy (min)

Obrazek 25 Casové schéma pievodu frakce pomoci ventilu se tfemi smyc¢kami

Ukolem méfeni bylo porovnat, zda bude tfismy&kové rozhrani v Giplné dvoudimenzionalni
kapalinové chromatografii plnit stejnou funkci jako béZn¢ pouzivané rozhrani. Bylo testovéano,
jestli nebude dochazek k rozmyvani pika pti prevodu frakci z prvni do druhé dimenze a tim i ke
snizovani pikové kapacity separace. K tomuto ucelu bylo pro porovnani vybrano rozhrani
Agilent-2-port-8-duo, které je zobrazeno na Obrazku 9 (kapitola 1.2.4.1) a rozhrani umoznujici
aktivni modulaci rozpoustédlem (ASM), jehoZ princip je uveden v kapitole 1.2.4.4.

Na testovani byla pouZzita smés standardll fenolickych a flavonovych antioxidantl v Cele
s derivaty kyseliny benzoové a skoticové. VSechny analyzy byly provadény v tplném 2D-LC
systému HILICxRP. Jako vhodné4 kolona do prvni dimenze byla vybrana kapilarni kolona
polymethakrylatového typu (Bisfenol a dimethakrylat — BIGDMA) se zwitteriontovym fukénim
monomere MEDSA (N,N-dimethyl-N-methacryloxyethyl-N-(3-sulfoproply amonium betain))
(BIGDMA-MEDSA) o rozmérech 0,53%263 mm. Tato kolona u¢inné zadrzuje testované latky
v moédu chromatografie hydrofilnich interakcei (HILIC). Do druhé dimenze byla zvolena kolona
Chromolith High Resolution RP-18e 0 rozmérech 50x4,6 mm, Vv niz dochazi k separaci
slou¢eniny v modu obracenych fazi (RP). Jako mobilni faze pro prvni dimenzi byla pouzita
kombinace 0,01M roztokl octanu amonného ve vodé a v acetonitrilu. Pro duhou dimenzi pak
byla zvolena kombinace 0,01 M roztoku octanu amonného ve vode¢ a Cistého acetonitrilu.

Pted samotnym testovanim jednotlivych rozhrani byly hledany optimalni parametry pro
meéfeni ve zvoleném systému, a to zejména z hlediska pritoki mobilni faze v druhé dimenzi
a vhodného nastaveni gradientd. Pratok mobilni faze v druhé dimenzi byl pouzZit maximalné
mozny a byl zvolen tak, aby nedochazelo béhem analyzy k pfekroceni tlakového limitu kolony

(200 bar) nebo ¢erpadla mobilni faze (1 200 bar). U kazdého z testovanych rozhrani byl zjistén
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jiny mozny maximalni priutok. Nejnizsi pritok (2,8 ml/min) byl zjistén u tfismyckového
rozhrani, jelikoZ mobilni fdze musi prochazet pies tii ventily a né€kolik kapilar. Tento pritok
byl nésledné pouzit u vSech dalSich méteni, aby nebyly vysledky zkresleny pouzitim jiného
pratoku mobilni faze.

Na tomto zdklad¢ bylo pro kazdé rozhrani provedeno Sest analyz pii dvou rtiznych
gradientech (,,full in fraction” FIF a shifted SG gradient) a tfech odliSnych pratocich v prvni
dimenzi (4, 6 a 8 ul/min). Diky zméné prutokd mobilni faze v prvni dimenzi a zachovani ¢asu
modulace (pfepnuti ventilu) dochdzelo ke zmén¢ pouze velikosti frakci pfevadéné do druhé
dimenze. Jelikoz byl ¢as modulace 1 minutu, tak ptevadéné frakce odpovidaly objemtim 4, 6
a 8 ul. Pro porovnani jednotlivych ventili bylo tedy celkové zméieno 18 analyz.

Na zaklad¢ namétenych dat bylo testované tfismyckové rozhrani porovnavano se zbylymi
dvéma rozhranimi. Za timto ucelem byly pro jednotliva rozhrani zjistény pramérné Sitky piki
a vypocitany pikové kapacity v prvni a druhé dimenzi n¢p1 a Nep2, celkova teoretickd pikova
kapacita 2D systému Nc2p-ic, realnd pikova kapacita N'copic a parametry popisujici
ortogonalitu systému, korelaéni faktor R? a koeficient selektivity (ortogonality) s?. Pikové

kapacity pro jednotlivé dimenze byly pocitana podle nasledujiciho vzorce:

n=— (3)

w

kde t je posledni casovy bod v gradientu u prvni dimenze (50, 67 nebo 100 min) ¢i doba
gradientu jednoho separacniho cyklu pro druhou dimenzi (0,7 min) a W je prumérna Sitka pikt
pti zakladné. Celkova pikova kapacita 2D-LC (Nnc,2p-Lc) systému byla pocitana podle rovnice
(2) v kapitole Chyba! Nenalezen zdroj odkazi..

Korela¢ni faktor R? byl ziskan tak, Ze byla vyhodnocena zavislost retenéniho &asu latek
V prvni dimenzi na reten¢nim ¢asu vV druhé dimenzi. Nasledné byla proloZena linedrni spojnice
trendu, u niz byl tento korela¢ni faktor odecten (Obrazek 26). Z takto ziskaného korelaéniho

faktoru byl poté dle nasledujiciho vzorce vypogitan koeficient selektivity s? [34]:

s?2=1—R? 4)
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Obrazek 26 Ukazka ortogonality a korela¢niho faktoru

Realna pikova kapacita predstavuje celkovou pikovou kapacitu pifi zohlednéni parametrii

ortogonality systému. Znaéi se N "2p-Lc a byla vypocitana dle nasledujiciho vzorce [34]:

. _ ] 2 / 2 2 1 o2
Neo2p—Lc = Nep1 " Nep2 " S™+ [Ngpr +Nepy - (1 —59)

kde ncp1 je pikovéa kapacita prvni dimenze, nepz je pikovéa kapacita druhé dimenze a s2

koeficient selektivity.

3.1 2D chromatogramy

Vsechny 2D chromatogramy byly vytvofeny v programu Eval2D. Na ose x je uvedeny
retenéni ¢as vV prvni dimenzi, na ose y reten¢ni ¢as ve druhé dimenzi. Skupina vrstevnic
predstavuje vétsinou jeden pik, ktery je oznaGen barevné na $kale od modré do zluté. Cim je
pik vice zabarveny do Zluta, tim mé vyssi intenzitu.

Na Obrazku 27 a 28 jsou zobrazeny chromatogramy separovanych standardi fenolickych
kyselin a flavoni za pouziti stejnych podminek analyzy pouze se zménou gradientu. Konkrétni
podminky analyz FIF-AG-4 a SH-AG-4 jsou uvedené v Tabulce 10 a 12. Seznam latek
s Ciselnym oznacenim je uvedeny v Tabulce 9.

Na Obrazku 27 je zobrazen chromatogram, ktery byl méten za podminek FIF gradientu. Piky
na tomto chromatogramu jsou vice celistvé a oproti SG (Obrazek 28) jsou vice rozprostieny po

celém separac¢nim prostoru. U SG jsou piky vétSinou vétsi a piky jsou umistény Sikmo k osam.
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Tento jev je zptisoben SG gradientem, kdy na kazdou frakci je ve druhé dimenzi pouzit jiny
gradient s mirn¢ odliSnym rozsahem acetonitrilu (viz Obrazek 21). Diky rozdilnému gradientu
dochazi k posunu retencnich Cast jedné a té¢ samé latky, kterd se vyskytuje ve vice frakcich.

Rozdily mezi FIF a SG gradienty jsou uvedeny v kapitole 1.2.1.2.

Line contour plot - created by Eval2D

0.8

1st dimension time [min]

Obrazek 27 2D chromatogram FIF-AG-4

Line contour plot - created by Eval2D

sion time [min]

2nd dimen:

1st dirnension time [min]

Obrazek 28 2D chromatogram SH-AG-4
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Na Obrazku 28, 29 a 30 jsou zobrazeny chromatogramy pro jednotliva rozhrani, které byly
méfeny pii stejném prutoku (4 pl/min) a stejném gradientu (SG). Konkrétni podminky analyz
SG-AG-4, SG-ASM-4 a SG-TS-4 jsou uvedené v Tabulce 10 a 11. Seznam latek s Ciselnym
oznacenim je uvedeny v Tabulce 9. Na Obrazku 28 je zobrazeno chromatogram pro rozhrani
Agilent-2-port-8-duo (AG) a na Obrazku 29 je zobrazen chromatogram pro ASM zapojeni.

Chromatogramy obou rozhrani jsou si v celku podobné, coz se dé vysvétlit tim, ze zapojeni
ASM je v zakladé zaloZeno na Agilent ventilu. V piipadé Agilent rozhrani jsou piky obecné
vetsi a v centrdlni oblasti chromatogramu jsou piky 1épe odd€leny. Latka s oznaCenim 28
U chromatogramu s Agilent rozhrani chvostuje v D1 na rozdil od chromatogramu s ASM
zapojeni. Cas separace je pii pouziti ASM zapojeni kratsi, coz miizeme pozorovat napf. na piku
s oznacenim 20 (rutin), ktery ma v ptipadé ASM zapojeni reten¢ni Cas pouze 76 min ve
srovnani s Agilent rozhranim, kde je retenéni ¢as 87 min. Na Obrazku 30 je zobrazen
chromatogram pro tfismyckovy ventil umoziujici izoelektrickou fokusaci sloucenin. Ten se
oproti dvéma ptedchozim rozhranim pomérné 1isi. Veliky rozdil je v retenénich Casech, které
jsou s vyjimkou prvnich péti latek v prvni dimenzi mnohem vys$si. Na rozdil od ostatnich
rozhrani, kde jsou chromatogramy vice ucelené, je v tomto piipad¢ prvnich pét latek oddéleno
od zbytku a v oblasti ptiblizn¢ 35—45 minuty analyzy se nenachazeji zadné piky. Tento jev lze
pozorovat u tohoto rozhrani i pii vys$Sim prutoku mobilni faze v prvni dimenzi. Nicméné
S rostoucim priitokem se tato mezera zmensuje viz. Pfiloha 19 a 20. Na rozdil od ostatnich
rozhrani, kde jsou piky latek 30 a 32 dobie oddélené, jsou v pii pouziti tiismyckového rozhrani
tyto piky slit¢ a tvofi pomérné Siroky pas. Ve vSech ptipadech je nejvyraznéj$Sim pikem

Vv chromatogramu pik latky 10 (kyselina p-kumarova).
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Line contour plot - created by Eval2zD
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Obrazek 30 2D chromatogram SH-TS-4

61



3.1 Pikova kapacita v prvni dimenzi

Pikova kapacita je vyznamnym parametrem pro porovndvani kvality separace rtznych
chromatografickych analyz a je casto vyuzivana pii optimalizaci méficich podminek.
Reprezentuje mnozstvi slozek vzorku, které je mozné pii konkrétnim nastaveni separacnich
podminek rozd¢lit tak, aby bylo rozliSeni vysledného chromatogramu R = 1. RozliSeni je
parametr popisuji kvalitu separace na zakladé porovnavani retencnich cast s Sirkami
sousedicich pikt.

Pii vyhodnocovéani naméfenych chromatogramii byla z celkové smési vybrana vzdy série
zhruba dvaceti piki (latek), u které byla zjisténa pikova kapacita. Siiky pikii byly za timto
ucelem odecitany z vyslednych 2D chromatogramt pomoci programu Eval2D, nebot” detektor
za prvni dimenzi nebyl pouzit. Pikové kapacity v prvni dimenzi pii pouziti SG a FIF gradientii
jsou pro jednotliva rozhrani a rozdilné pritoky v prvni dimenzi uvedena v Tabulce 14 a pro
lepsi piehlednost vyobrazeny na Obrazku 31. Casy trvani gradientu v prvni dimenzi byly
prepocitany imérné k pouzitym pratokiim mobilni faze tak, aby byl pribéh analyzy v prvni

dimenzi zachovan.

Tabulka 14 Ptehled vypocitanych pikovych kapacit pro prvni dimenzi

Gradient Prﬁtok.v 1D Rozhrani Oznacdeni Pikova kapacita
[ul/min]
Agilent SG-AG-4 17
4 ASM SG-ASM-4 19
T¥i smycky SG-TS-4 18
Agilent SG-AG-6 16
Shifted gradient 6 ASM SG-ASM-6 17
Tti smycky SG-TS-6 14
Agilent SG-AG-8 13
8 ASM SG-ASM-8 16
Tti smycky SG-TS-8 15
Agilent FIF-AG-4 17
4 ASM FIF-ASM-4 17
Tti smycky FIF-TS-4 18
) ) Agilent FIF-AG-6 16
FEL el 6 ASM FIF-ASM-6 14
gradient
Tti smycky FIF-TS-6 14
Agilent FIF-AG-8 14
8 ASM FIF-ASM-8 14
Tti smycky FIF-TS-8 13
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Pikova kapacita v prvni dimenzi
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Obrazek 31 Graficka vizualizace pikovych kapacit v prvni dimenzi uvedeny v Tabulce 14
a— Agilent, b — ASM, ¢ — Tti smyckovy ventil

Naméiené pikové kapacity jsou obecné v celku malé a pohybuji se v rozmezi od 12,7 do
18,2. U vSech rozhrani pikové kapacity klesaji v zavislosti na zvySujicim se pritoku mobilni
faze. Pro SG vykazuje nejvyssi pikové kapacity rozhrani ASM, a to nezavisle na rychlosti
pritoku mobilni faze. Pikové kapacity pro testované tfismyckové rozhrani se pohybuji
v rozmezi 13,8 az 17,9 a jsou v pruméru vyssi, nez je tomu u rozhrani Agilent. Rozdily mezi
jednotlivymi rozhranimi jsou vSak pomérné malé a pro jednotlivé prutoky se pikové kapacity
nelisi o vice nez 3,2. V ptipad¢ FIF gradientu se pikové kapacity pohybuji v uz§im rozmezi
hodnot, nez je tomu u SG a jsou obecné o néco malo niZsi. Rozhrani ASM vykazuje pii tomto
gradientu nizsi pikové kapacity nez rozhrani Agilent a na rozdil od ostatnich rozhrani u néj
pikova kapacita nenasleduje jednoznacny trend souvisejici s priitokem mobilni faze a jeji
hodnota dosahuje minima pii pritoku 6 pl/min, kdy je dokonce niz$i nez u tfismyckového
rozhrani. S vyjimkou pritoku 4 pl/min, kde dosahuje nejvysSich pikovych kapacity
tiismyCkové rozhrani byla nejvyssi pikova kapacita pti FIF gradientu naméfena u rozhrani
Agilent. Rozdil pikovych kapacit v zavislosti na velikosti prutoku je pfi pouziti FIF gradientu
o néco vyssi a v pripade tirismyckového rozhrani se pikova kapacita lisi az 0 5,5. I pfes zminéné
rozdily jsou vSak pikové kapacity pro oba gradientech velmi podobné a ani mezi jednotlivymi

rozhranimi se pftilis nelisi.
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3.2 Pikova kapacita ve druhé dimenze

Druha dimenze je z hlediska celkové separace latek v 2D-LC nejvyznamnéjsi a nejvetsi
mérou prispiva do celkové pikové kapacity 2D separace, nebot’ v prvni dimenzi dochézi jen
k zdkladnimu rozdéleni slozek vzorku. Druh a pribéh modulace, stejné jako typ pouzitého
rozhrani, ma klicovy vliv na tvar a $itky pikti v druhé dimenzi, a tedy i ve vysledném 2D
chromatogramu. Mimoto je Siika pika také ovlivnéna pouzitym gradientem.

Stejné jako v pfipad¢ pikové kapacity pro prvni dimenzi byla i zde pro kazdou analyzu
zvolena stejna série pikil, pro kterou byla pikova kapacita v druhé dimenzi vypoéitana. Sitky
pikti byly v tomto ptipad¢ odecitany za pomoci programu Agilent OpenLab ChemStation.
V Tabulce 15 a na Obrazku 32 jsou uvedeny a znazornény vypocitané pikové kapacit pro

druhou dimenzi pti pouziti SG a FIF gradientu.

Tabulka 15 Ptehled vypocitanych pikovych kapacit pro druhou dimenzi

Gradient Pr[l;ll tlt/)ll:n‘;l]l D Rozhrani Oznaceni Pikova kapacita
Agilent SG-AG-4 75
4 ASM SG-ASM-4 85
Tti smycky SG-TS-4 71
Agilent SG-AG-6 60
Shifted gradient 6 ASM SG-ASM-6 72
Tii smycky SG-TS-6 62
Agilent SG-AG-8 58
8 ASM SG-ASM-8 50
Tti smycky SG-TS-8 56
Agilent FIF-AG-4 83
4 ASM FIF-ASM-4 89
Tt smycky FIF-TS-4 79
Agilent FIF-AG-6 70
e G 6 ASM FIF-ASM-6 84
gradient
Tt smycky FIF-TS-6 83
Agilent FIF-AG-8 60
8 ASM FIF-ASM-8 73
Tti smycky FIF-TS-8 70

64




Pikova kapacita ve druhé dimenzi
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Obrazek 32 Graficka vizualizace pikovych kapacit ve druhé dimenzi uvedeny v Tabulce 15
a— Agilent, b — ASM, ¢ — Tti smyckovy ventil

Pikové kapacity ve druhé dimenzi jsou oproti prvni dimenzi vyrazné vyssi a pohybuji se v
rozmezi od 50 do 89. Pikové kapacity pro FIF gradient jsou jednoznaéné vyssi oproti SG.
Pti pouziti SG dosahuje nejvyssi pikové kapacity rozhrani ASM pfi pritoku 4 a 6 pl/min. Pfi
pritoku 8 pl/min je ovSem jeho hodnota nejnizsi, coz miize byt zptisobeno chvostujicimi piky.
Naopak nejvyssi pikové kapacity v tomto ptipad¢ dosahuje rozhrani Agilent. Trismyckové
rozhrani se ve vSech tiech piipadech drzi mezi hodnotami zbylych dvou rozhrani. Pfi pouziti
FIF gradientu dosahuje nejvysSich pikovych kapacit rozhrani ASM. Tiismyckové rozhrani ma
nejvyssi pikovou kapacitu pii pritoku 6 pl/min a velmi podobné hodnoty nabyva také pii
pratoku 4 pl/min. Pfi pratoku 8 pl/min nabyva toto rozhrani nizsi pikové kapacity, ato az o 13.
Obecné jsou pikové kapacity pro FIF vyssi a pohybuji se v rozmezi od 60 do 89. Tato skutecnost
je pravdépodobné zplisobena vyssim rozsahem koncentrace acetonitrilu (silné elu¢ni ¢inidlo)
v kazdé frakci nez v pfipadé SG gradientu. Pfi pouziti vétSi strmost gradientu dochazi

k zaostieni elu¢nich zon latek v kolong, a tedy zuzeni pikd.
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3.3 Teoreticka celkova pikova kapacita

Pro porovnani separaci v systému 2D-LC je vyznamnym parametrem celkova pikova
kapacita, ktera charakterizuje celkovou kapacitu separace za pouziti konkrétnich podminek,
jelikoZ v sobé zahrnuje informaci o Sifce pikd v prvni i druhé dimenzi. Teoretické celkové
pikové kapacity byly vypocitany na zaklad€ zjisténych pikovych kapacit pro prvni a druhou
dimenzi.

Teoreticka celkova pikova kapacita se napti¢ méfenimi pohybovala v rozmezi od 749 do

1628 a pro tfismyc¢kovy ventil nabyvala od 824 do 1446. V Tabulce 16 a na Obrazku 33 jsou

uvedeny vysledné celkové pikové kapacity pro 2D separace s pouzitim SG a FIF gradientu.

Tabulka 16 Prehled vypocitanych teoretickych celkovych pikovych kapacit 2D-LC

Gradient Pr[l;ll tl(/)ll:ll‘;lll D Rozhrani Oznaceni Pikova kapacita
Agilent SG-AG-4 1277
4 ASM SG-ASM-4 1628
Tti smycky SG-TS-4 1261
Agilent SG-AG-6 941
Shifted gradient 6 ASM SG-ASM-6 1232
Tii smycky SG-TS-6 858
Agilent SG-AG-8 749
8 ASM SG-ASM-8 816
Tt smycky SG-TS-8 824
Agilent FIF-AG-4 1384
4 ASM FIF-ASM-4 1481
Tti smycky FIF-TS-4 1446
Agilent FIF-AG-6 1153
Full in f_raction 6 ASM FIF-ASM-6 1139
gradient
Tti smycky FIF-TS-6 1167
Agilent FIF-AG-8 858
8 ASM FIF-ASM-8 1023
Tti smycky FIF-TS-8 893

Vyssi celkové pikové kapacity dosahovala v priméru méfeni, u nichz byl pouzit FIF
gradient. Mezi témito daty zlehka vy¢nivaji celkové pikové kapacity pro rozhrani ASM, ktera
Jsou Vv pfi prutoku 4 a 6 ul/min zhruba o 360 vyssi nez u zbylych rozhrani. Teoreticka celkova
pikova kapacita se snizuje se zvySujicim se pratokem mobilni faze v prvni dimenzi a rozdily
mezi jednotlivymi pritoky se pohybuji v fadu stovek jednotek. K ur¢ité odchylce z tohoto

trendu dochazi v ptipadé tfismyckového rozhrani pfi zméné priitoku mobilni faze z 6 na
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8 ul/min. Dochézi zde totiz k poklesu celkové pikové kapacity pouze o 34, coz je oproti zbytku
pomérné mald zména. V piripad¢ FIF gradientu se celkové pikové kapacity pro jednotliva
rozhrani pfi stejnych pritocich pfiliS nelisi a nejvyssich hodnot dosahuje ve vétSin€ ptipada

rozhrani ASM.

Teoreticka celkova pikova kapacita

1600 n
Ne2p-Lc a 7]
1200 3
800
400 I
“abc a bc abec a bc abe a b ¢ Rozhrani
4 ul/min 6 ul/min 8 ul/min 4 ul/min 6 ul/min 8 pl/min Pritok v D1
SG FIE Gradient

Obrazek 33 Graficka vizualizace teoretickych celkovych pikovych kapacit uvedeny v Tabulce 16
a— Agilent, b — ASM, ¢ — Tti smy¢kovy ventil

3.4 Ortogonalita

Ackoli je celkova pikova kapacita vyznamnym parametrem pro nalezeni vhodnych
podminek déleni latek v 2D-LC, neposkytuje ndm Zadnou informaci o vhodnosti zvolené
kombinace technik D1 a D2. Za timto tc¢elem byla pro jednotlivé chromatogramy uréovana
ortogonalita, kterd popisuje kvalitu vysledného chromatogramu na zakladé¢ rozlozeni pikli na
jeho plose. Mira ortogonality je vyjadfovana pomoci korela¢niho faktoru a koeficientu
selektivity.

Nameétené a vypoctené korelaéni faktory (Pfiloha 1-18) a koeficienty selektivity jsou
vypsany v Tabulce 17 a pro srovnani jsou koeficienty selektivity vyobrazeny v Obrazku 34.
Z namé&fenych dat vyplyva, Ze systémy, u niz byl pouzit SG vykazuji vyrazné vétsi ortogonalitu
nez systémy, u nichz byl pouzit FIF. To se dalo ocekavat, jelikoz SG byl optimalizovan na
danou testovaci smés s cilem maximalizovat pokryti separa¢ni plochy. HILIC a RP zéaroven

vykazuji obracenou selektivitu retence, tedy chovani, kdy se latky silné zadrzované v HILIC
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VRP téméf nezadrzuji. Z toho divodu nemuize FIF gradient vtomto uspoiadani nikdy
dosdhnout tak vysoké ortogonality jako SG. VSechny analyzy provedené v rezimu SG vykazuji
podobné hodnoty parametra ortogonality, kdy se koeficient selektivity pohybuje v rozmezi od
0,97 do 1,00. VSechny systémy naméiené pii SG jsou tedy téméf pln€ ortogonalni. Pii FIF se
koeficient selektivity pohybuje v rozmezi od 0,49 do 0,73, a nejvyssi hodnoty nabyva u
ttismyckového rozhrani pfi pritoku 6 pl/min. Nejnizsi hodnoty naopak dosahuje u rozhrani

ASM pii pratoku 4 ul/min. Ve vétSiné ostatnich piipadu osciluje koeficient selektivity okolo

0,61.

Tabulka 17 Pfehled namétenych a vypocitanych hodnot korela¢niho faktoru a koeficientu

ortogonality

Gradient Priitok V b1 Rozhrani Oznadeni R2 S?
[ul/min]
Agilent SG-AG-4 0,0076 0,924
4 ASM SG-ASM-4 0,0000 1,0000
TH smycky SG-TS-4 0,0223 0,9777
_ Agilent SG-AG-6 0,0274 0,9726
;r';'d‘:tggt 6 ASM SG-ASM-6 0,0061 0,9939
Ti smyeky SG-TS-6 0,0001 0,9999
Agilent SG-AG-8 0,0260 0,9740
8 ASM SG-ASM-8 0,0005 0,9995
TH smycky SG-TS-8 0,0048 0,9952
Agilent FIF-AG-4 0,4114 0,5886
4 ASM FIF-ASM-4 0,5075 0,4925
Ti smyeky FIF-TS-4 0,3877 0,6123
- Agilent FIF-AG-6 0,3738 0,6262
) 'rgglr:rft“o” 6 ASM FIF-ASM-6 0,3620 0,6380
: Tii smycky | FIF-TS-6 02736 07264
Agilent FIF-AG-8 0,3874 0,6126
8 ASM FIF-ASM-8 0,3537 0,6463
Ti smyeky FIF-TS-8 0,3853 0,6147
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Obrazek 34 Graficka vizualizace korela¢niho faktoru uvedeny v Tabulce 17

a— Agilent, b — ASM, ¢ — Tiismyc¢kovy ventil

3.5 Realna pikova kapacita

Pro ptesnéjsi popis 2D chromatorgamt byla pouzita redlna pikova kapacita. Ta na rozdil od
celkové pikové kapacity zohlediiuje také parametry ortogonality a 1épe tak vypovida o kvalité
separace v obou dimenzich a vzajemné kompatibilit€ pouzitych separaénich technik.

Vypoctené realné pikové kapacity jsou uvedené v Tabulce 18 a znazornéné na Obrazku 35.
Analyzy provadéné pii SG dosahuji vyrazné vyssich pikovych kapacit, az 1 200-1 600. To je
dano zejména jejich ortogonalitou, jelikoz se jejich koeficient selektivity pohybuje okolo
hodnoty 1,0. Oproti tomu separace s pouzitim FIF gradientu mély koeficienty selektivity téméf
polovi¢ni a redlna pikova kapacita je tedy o cca 300400 mensi. Pfi porovnani celkovych
pikovych kapacit a realnych pikovych kapacit tak miizeme vidét vyrazny vliv, ktery ma na
realnou pikovou kapacitu ortogonalita systému. V ptipadé SG redlné pikové kapacity vyrazné
klesaji se vzrlstajicim pritokem mobilni faze, a to az v rozsahu 812 piki, coZ je dano ptivodni
celkovou pikovou kapacitou. U FIF gradientu je tento trend rovnéz klesajici, ale rozdily mezi
jednotlivymi pratoky nejsou ani z daleka tak velké. Zpisob, jakym se od sebe lisi realné pikové
kapacity jednotlivych rozhrani vychézi z jejich celkovych pikovych kapacit a vzhled
vysledného grafu pfti jejich vyobrazeni je tak velmi podobny. Pro SG opét dosahuje nejvyssich

hodnot rozhrani ASM a pro FIF gradient tfismyckové rozhrani.
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Tabulka 18 Prehled vypocitanych realnych pikovych kapacit 2D-LC

Gradient Pr[i; tl(/)ll:n‘;]il 2 Rozhrani Oznaceni Pikova kapacita
Agilent SG-AG-4 1268
4 ASM SG-ASM-4 1628
Tti smycky SG-TS-4 1237
Agilent SG-AG-6 919
Shifted gradient 6 ASM SG-ASM-6 1226
Tti smycky SG-TS-6 858
Agilent SG-AG-8 732
8 ASM SG-ASM-8 816
Tti smycky SG-TS-8 821
Agilent FIF-AG-4 870
4 ASM FIF-ASM-4 798
Tti smycky FIF-TS-4 936
Agilent FIF-AG-6 766
FETE ] 6 ASM FIF-ASM-6 777
gradient
Tti smycky FIF-TS-6 888
Agilent FIF-AG-8 564
8 ASM FIF-ASM-8 704
Tti smycky FIF-TS-8 593
Realna pikova kapacita
1600 ]
N"c2o-Lc
1200 I
800 i,
0
a b c a b c a b c a b c a b c a b ¢ Rozhrani
4 pl/min 6 pl/min 8 ul/min 4 ul/min 6 ul/min 8 ul/min Priitok v D1
SG FIF Gradient

Obrazek 35 Graficka vizualizace realnych pikovych kapacit uvedeny v Tabulce 18
a— Agilent, b — ASM, ¢ — Tii smyckovy ventil
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4 ZAVER

Prvni ¢ast diplomové prace je vénovana chromatografii, kde je nejprve vysvétlen rozdil mezi
jednorozmérnou a dvourozmérnou kapalinovou chromatografii. Nasleduje popis instrumentace
pouzité¢ pro dvoudimenziondlni kapalinovou chromatografii, kde nejvétsi cast je vénovana
popisu riznych druhti rozhrani. Dale jsou popisovany druhy rezimii, které se mohou pouzivat
pfi mefeni v 2D-LC. Dalsi ¢ast diplomové prace se zabyva pfirodnimi antioxidanty, konkrétng;ji
fenolovymi slou¢eniny a jejich moznosti stanoveni.

Cilem této diplomové prace bylo otestovat a optimalizovat méfici podminky pro pouziti
nového tfismyckového rozhrani, které by v budoucnu mohlo umoznovat zatazeni izoelektrické
fokusace mezi separace v D1 a D2 a porovnat ho s bézn€ pouzivanymi rozhranimi pro 2D-LC.
Porovnani bylo provadéno na smési standardu fenolickych kyselin a flavont a jako referencni
rozhrani byl zvolen ventil Agilent-2-port-8-duo a rozhrani ASM, umoziujici aktivni modulaci
mobilni faze. Do prvni dimenze byla pouzita kapildrni monolitickd kolona separujici latky
vV HILIC mddu a do druhé dimenze komercni monolitickd kolona s C18 stacionarni fazi (RP
podminky). Cely 2D-LC HILICxRP systém byl v tplném (comprehensive) zapojeni, kdy byl
veskery eluent z prvni dimenze pfevadén na kolonu v druhé dimenzi. Pro hlubsi porovnani
chovani tfismyckového rozhrani pfi riznych podminkach byly analyzy provadény pro dva
ruzné gradienty druhé dimenze: FIF a SG.

Pfi srovnani na zakladé namétenych pikovych kapacit a ortogonality separace vykazovalo
tiismyckové rozhrani spiSe primémé vysledky a oproti referenénim rozhranim nijak
nevyénivalo. Na druhou stranu ale vykazovalo velmi podobné hodnoty jako tyto dvé v praxi
pouzivana rozhrani a lze tedy predpokladat, ze by za téchto podminek mohlo byt rovnéz
pouzito. Nejvyssi redlné pikové kapacity 1 237 dosahoval tfismyckové rozhrani pii gradientu
SG za pratoku 4 pl/min. Celkové nejvyssi realné pikové kapacity 1 628 dosahovalo zapojeni
ASM pfi SG za pritoku 4 ul/min. Ve vétsing piipadi se s rostoucim priitokem snizovala pikova
kapacita. Ortogonalita pfi SG byla u vSech rozhrani podobna a koeficient selektivity se
pohyboval v rozmezi od 0,97 do 1,00. Pfi pouziti gradientu FIF se koeficient selektivity
pohyboval od 0,49 do 0,73 a nejvyssi hodnoty dosahoval u tfismyckového rozhrani pii pritoku
6 pl/min. Obdobné jak ASM a Agilent vykazovalo tfismyckové rozhrani lepsi vlastnosti pfi
meéfeni v rezimu SG, ackoli z hlediska realné pikové kapacity dosahovalo 1 v reZimu FIF

obdobnych hodnot jako pfi vysSich priitocich v rezimu SG.
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Z chromatogrami pro tfismyckové rozhrani bylo evidentni, Ze jeho pouziti vede u
separovanych latek K prodlouZeni jejich reten¢nich Cast Vv prvni dimenzi. Tento parametr by
vsak ventil nemél néjak ovlivnit. Potenciondlnim divodem mtize byt delSim zadrzovanim frakci
ve smyckach rozhrani, béhem kterého by po sléze mélo dochazek k izoelektrické fokusaci.
Tento Cas by tak mél byt do budoucna kompenzovan lepsim rozliSenim diky zavedeni tohoto
kroku. Piky v chromatogramech s tfismyckovym rozhranim vykazuji vétsi tendenci tvorit
Siroké piky, zejména u latek s niz§imi reten¢nimi Casy v D1, coz také mtize byt dano delSim
zadrzovanim frakci ve smyckach rozhrani, kde mutze dochazet k vétSimu rozmyvani.
Odstranéni téchto vad bude do budoucna vyzadovat dalsi optimalizaci, a to zejména po zatazeni

izoelektrické fokusace.
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Line contour plot - created by Eval2D
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Pfiloha 19 Ukazka 2D chromatogramu SG-TS-6

Line contour plot - created by EvalzD

1st dimension time [min]

Ptiloha 20 Ukazka 2D chromatogramu SG-TS-8
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