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ANOTACE

Diplomové préace se zabyva moduldtory pro dvoudimenzionalni kapalinovou
chromatografii a moznostmi, jak snizit rozmyvani pikt pfi pfevodu frakci z prvni
do druhé dimenze. Bylo vyzkouseno nékolik druhti modulatorti: duo Ctyicestny
dvoupolohovy ventil se zachytdvacimi smyckami nebo kolonkami, modulator
umoznujici fedéni na kolon¢ a tfismyckovy ventil se zachytavacimi smyckami nebo
kolonkami. U téchto modulatorti byl zkouman vliv pocatecni koncentrace silnéjsiho
eluéniho Cinidla v gradientu druhé dimenze na pikovou kapacitu. Ddle byla
testovana proveditelnost izoelektrické fokusace pii pouziti tfismyckového

modulatoru.

KLICOVA SLOVA
Dvourozmérna kapalinovd chromatografie, modulace fedénim na kolong¢,

tiismyckovy moduldtor, pikova kapacita, izoelektrické fokusace

TITLE
Reduction of excessive dilution during fraction transfer in two-dimensional liquid

chromatography

ANNOTATION

The thesis deals with modulators for two-dimensional liquid chromatography
and the possibilities to reduce peak distortion by converting fractions from the first
to the second dimension. Several types of modulators have been tested: a two-
position/four-port duo valve with sampling loops or columns, a modulator allowing
dilution on a column, and a three-loop valve with sampling loops or columns. The
effect of the initial concentration of the stronger eluent in the second dimension
gradient on the peak capacity was investigated for all modulators. Furthermore, the

feasibility of isoelectric focus of fraction using a three-loop valve has been tested.

KEYWORDS
Two-dimensional liquid chromatography, at-column dilution modulator, three-loop

modulator, peak capacity, isoelectric focus
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Seznam zkratek a symboli

ACD....cocvverenen. modulace fedénim na kolon¢ (At-Column Dilution modulator)

ACN ..o, acetonitril

YA\ C T duo cCtyfcestny dvoupolohovy ventil

AG-smycky........ duo ctyfcestny dvoupolohovy ventil se dvéma zachytavacimi
smyCkami

AG-trapC18-5 ....duo Ctyfcestny dvoupolohovy ventil se dvéma trapovacimi kolon-
kami s C18 stacionarni fazi o rozméru 2,1x5 mm

AG-trapC18-20 .. duo ¢tyfeestny dvoupolohovy ventil se dvéma trapovacimi kolon-
kami s C18 stacionarni fazi o rozméru 20x4 mm

AG-trapHILIC ... duo Etyfcestny dvoupolohovy ventil se dvéma trapovacimi kolon-
kami naplnéné silikagelem

Aorg.eeveeeeeeneeneenns pocatecni koncentrace organické slozky v gradientu mobilni faze

Apikeeeeeeeeaenereaennans plocha piku

ASM.....cccoviiens aktivni modulace rozpoustédlem (Active Solvent Modulation)

B, strmost gradientu

CT .o, modulace zachytdvanim za studena (Cold Trapping)

Do, prvni dimenze ve dvourozmérné kapalinové chromatografii

2 D IO druhé dimenze ve dvourozmérné kapalinové chromatografii

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

ID-LC................ jednorozmérna kapalinova chromatografie

2D-LC................ dvourozmérné kapalinova chromatografie

EMM......cccceeuee modulator s odpafovaci membranou (Evaporate Membrane Mo-
dulation)

FIF...oiinne plny gradient (Full In Fraction gradient)

FK oo fenolické kyseliny

Foeeeieiiies prutok mobilni faze

FSM ..o pasivni modulace rozpoustédlem (Fixed Solvent Modulation)

B, vyska piku



vyska Sumu

chromatografie hydrofilnich interakci (Hydrophilic Interaction
Liquid Chromatography)

vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (High Performance
Liquid Chromatography)

,comprehensive” dvourozmérna kapalinova chromatografie
,heart-cutting” dvourozmeérna kapalinova chromatografie

podélna on-column tepelnd modulace (Longitudinal On-Column
Thermal Modulation)

mobilni faze (A) v prvni dimenzi

mobilni faze (B) v prvni dimenzi

mobilni faze (A) ve druhé dimenzi

mobilni faze (B) ve druhé dimenzi

pikova kapacita

chromatografie na norméalni fazi (Normal-Phase)

,comprehensive” dvourozmérnd kapalinova chromatografie
s normalni fazi v prvni dimenzi a reverzni fazi ve druhé dimenzi

pulzni elu¢ni modulace (Pulsed Elution)

deseticestny dvoupolohovy ventil vyrobeny z nevodivého mate-
ridlu polyetheretherketonu

chromatografie na reverzni fazi (Reversed-Phase)

,comprehensive” dvourozmérna kapalinova chromatografie s re-
verzni fazi vprvni dimenzi a chromatografii hydrofilnich
interakci v dimenzi druhé

,comprehensive” dvourozmérnd kapalinova chromatografie
na reverznich fazich

,comprehensive” dvourozmérna kapalinova chromatografie s re-
verzni fazi v prvni dimenzi a chromatografii sterick¢ vyluky
ve druhé dimenzi

chromatografie sterické vyluky (Size Exclusion Chromato-
graphy)



SECxRP............. ,comprehensive” dvourozmérnd kapalinova chromatografie
s chromatografii sterické vyluky v prvni dimenzi a reverzni fazi
ve druhé dimenzi

N | S segmentovy gradient (Segmented In Fraction gradient)

S/Neeoooieiiaeannn odstup signalu od Sumu (Signal to Noise)

SPAM.....cccceueuee. asistovana modulace staciondrni fazi (Stationary-Phase-Assisted
Modulation)

TM i tepelna modulace (Thermal Modulation)

INeeveereeereenieeeaeens ¢as aplikace dusiku

TSM ..o, ttismyckovy modulator

UHPLC .............. ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie (Ultra-High Per-
formance Liquid Chromatography)

VEIL.....cccovveienen. modulator s vakuovym odpafovanim (Vacuum Evaporation
Interface)

VG oo, objem gradientu

Wittt Sitka piku pti zakladné

WI/2R eeeenveerineeennnns Sitka piku v poloving jeho vysky

AMAX cevveeeeieneenne vlnova délka, pii které ma latka nejvétsi absorbanci

Dorg. ceveveeeneeeeeenes konecnd koncentrace organické slozky v gradientu mobilni faze



Uvod

Kapalinova chromatografie v jednokolonovém usporadani Casto nestaci na roz-
separovani vSech latek v komplexnich vzorcich. Z tohoto divodu se v poslednich
letech vénuje znacna pozornost dvourozmérné kapalinové chromatografii. Tato
separacni metoda vyuziva dvé kolony, které rozd¢€luji latky na zaklad¢ odlisnych
fyzikéalné-chemickych vlastnosti. Vzorek je podroben separaci nejprve na jedné
a posléze na druhé koloné. Diky tomu je vétsi Sance, ze se slouceniny rozdéli
do jednotlivych piki.

Dilezitou soucasti dvourozmérné kapalinové chromatografie je modulator,
ktery umoziiuje vznik frakci z eluatu ziskaného po separaci v prvni dimenzi a jejich
prevod na druhou kolonu. Existuje cela fada modulatorti umoziujici pievod frakce
z prvni do druhé dimenze. Modulatory, které se fadi mezi pasivni, naiedi frakci
(slouceniny) pii prevodu mezi dimenzemi. V dusledku toho se zmensi odezva
detektoru a dochdzi ke snizeni mez detekce, ptipadné se analyty o nizké koncentraci
ani nedetekuji. Proto je snaha zvysit vysku piku a odstup signalu od Sumu pomoci
aktivnich modulatort, které¢ umoziuji zakoncentrovani frakce pted dalsi separaci
na druhé koloné.

V této praci byl pro separace vyuzit jeden znejcastéji vyuzivanych typi
rozhrani, a to duo ctyfcestny dvoupolohovy ventil opatfeny zachytavacimi
smyCkami nebo kolonkami, a dale modulace fedénim na koloné. Vliv téchto
modulatori na rozmyvani piki ve druhé dimenzi bude porovnavan s novym
tiismyckovym modulatorem, u kterého je moznost aplikovat izoelektrickou

fokusaci pro zakoncentrovani frakce z prvni dimenze.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokouc¢inna kapalinovd chromatografie (HPLC) se fadi mezi separacni
metody, jejiz principem je rozdéleni smési latek na zdkladé rozdilné distribuce
sloucenin mezi dvé faze, a to stacionarni a mobilni fazi. Jako stacionarni faze,
se pouziva pevna latka nebo i kapalina, ktera se kotvi na pevny nosic. Staciondrni
faze je nejCastéji tvofena malymi, kulatymi a sférickymi ¢éasticemi, které jsou
ulozeny v chromatografické kolon¢. Mobilni fazi je kapalina, vétSinou se jedna
ovodu nebo smés organickych rozpoustédel, a ta je Cerpana ptes kolonu
za konstantniho pratoku.

Vzorek lze davkovat ruéné, ale Castéji je davkovan pomoci automatického
davkovace vzorku ovladanym softwarem. Oba davkovaci zplisoby vyuzivaji Sesti-
cestny dvoupolohovy ventil se smy¢kou o pfesném objemu. Ventil funguje tak, ze
v jedné pozici vzorek protékd smyckou, kterd se jim plni. Po naplnéni smycky
se ventil ptepne do druhé pozice, mobilni faze protékd pies smycku a vymyva
vzorek na chromatografickou kolonu. Pfi ruénim davkovani lze do chromatografu
nadavkovat pouze objem, ktery je dany velikosti smycky, kdezto pouZzitim
automatického davkovace lze nadavkovat i mensi objemy nez objem smycky.

Po nadavkovani vzorku na kolonu dojde k interakci latek ve vzorku se stacio-
narni fazi a jednotlivé latky se zadrzuji na koloné. Latky se vazi rtiznou silou
na sorbent, coz zaru¢i jejich rozdéleni. Tokem mobilni faze jsou jednotlivé
rozdélené slozky postupné vymyvany z kolony na detektor, kterym nejcastéji byva
spektrofotometricky, fluorescencni, vodivostni nebo i hmotnostni spektrometr.
Vysledny zaznam, chromatogram, udava zavislost méfené veli¢iny na reten¢nim
Case, kdy jsou signaly jednotlivych latek zobrazeny ve formé pikd. Piky maji
pfiidedlni separaci symetricky, uzky a vysoky tvar odpovidajici rozdéleni dle
Gaussovy kiivky.

Separace miize probihat za izokratickych podminek, coz znamena, Ze pod-
minky se po celou dobu separace neméni. Je také mozné zvolit gradientovou eluci,

pfi které dochdzi ke zméné jedné nebo vice parametrli separace s Casem.
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Gradientova eluce mlize byt vytvofena pomoci rostouci teploty, zménou pritoku
mobilni faze nebo zménou koncentraci jednotlivych slozek v mobilni fazi. Nejcas-
téji se vyuziva gradient mobilni faze, kdy dochazi ke zvySovani koncentrace
rozpoustédla s vyssi elucni silou. Vyhodou pouziti gradientové eluce je, Ze se ziska
rychlej$i separace s lepSim rozliSenim a pikovou kapacitou, protoze dochazi
ke kompresi pik. Konec piku se eluuje v mobilni fazi s vyssi elu¢ni silou a ma
tendenci dohanét celo piku [1].

Utinnost separace pii pouziti izokratické i gradientové eluce je hodnocena
riznymi parametry. Jednim z nich je pikova kapacita, n,. Veli¢ina udava maximalni
pocet pikt, které se rozdéli na zakladni linii pfi rozliSeni R = 1,5 za urcity casovy
usek. Pikova kapacita pii gradientové eluci se vypocita podle rovnice (1):

np=1+- (1)
kde ¢ je Cas separace a w je prumérnd Sifka piku pii zakladné.

V analytické chemii je trend analyzy zrychlovat, zvySovat jejich ucinnost
a dosahovat lepsiho rozliseni pikli. Vyssi ucinnost separace se dosdhne zmensenim
castic staciondrni faze na méné nez 2 um, ale to zptsobuje zvyseni tlaku na kolong.
Klasickd instrumentace pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii neumoz-
fluje separace na kolondch naplnénych sférickymi ¢asticemi o této velikosti, protoze
neni pfizptisobend separacim za vyssiho tlaku nez 40 MPa. Zrychleni analyz s sebou

pfinesla ultra-vysokou¢innd kapalinova chromatografie (UHPLC), kterd umoZiiuje

separaci za vysSiho tlaku, az 100 MPa [1].
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1.2 Dvourozmérna kapalinova chromatografie

Jednorozmérna vysokoucinna kapalinova chromatografie a ultra-vysokouc¢inna
kapalinova chromatografie dosahuji vysokych separacnich ucinnosti, ale ani to ne-
staci pro separaci vSech slozek komplexnich vzorkd, jako jsou napftiklad potraviny
nebo biologické vzorky. Stovky latek ve vzorku mohou pfi separaci pomoci HPLC
nebo UHPLC koeluovat, a tedy se nerozdéli. Pravdépodobnost koeluce se zvySuje
s po¢tem analyzovanych slozek ve vzorku a s podobnosti fyzikdlné-chemickych
vlastnosti latek [1]. Proto se v 70. letech minulého stoleti zacala rozvijet moderni
kolonova dvourozmérna (dvoudimenzionalni) kapalinova chromatografie (2D-LC),
kterd ma za ukol v idedlnim piipad€ rozdélit vSechny analyty v komplexnich
vzorcich [2].

Dvoudimenzionalni kapalinova chromatografie je separacni metoda, kdy se dveé
jednorozmérné kapalinové chromatografie zapoji za sebe, jak je zndzornéno

na Obrazku 1.

erpadlo pro *D
automaticky Y
cerpa]dlo |yl divkovad | kollona ' »  rozhrani kozllgna | »| detektor
pro D vzorkl D

Obrazek 1: Schéma dvourozmérné kapalinové chromatografie.

Princip separace spocCiva v tom, Ze vzorek je nadavkovéan na kolonu v prvni
dimenzi ('D). Latky ve vzorku interaguji se stacionarni a mobilni fizi a jsou
postupné vymyvany z kolony. Dochézi tak k prvni separaci latek ve vzorku. Eluat
z prvni dimenze pokracuje do rozhrani, kde se rozdéli do frakci. Jednotlive frakce
jsou poté vymyty mobilni fazi do druhé dimenze (°D) a jsou rozdéleny na druhé
koloné. Prvni dimenze rozdéluje latky na zéklad¢ jedné vlastnosti, naptiklad podle
velikosti molekuly, a druhd dimenze rozdéluje slouceniny podle druhé vlastnosti,
naptiklad podle naboje. Kdyz ob& dvé dimenze separuji latky na zaklad¢ jinych
vlastnosti, tak se ve druhé dimenzi odd¢li 1 ty latky, které se po prvni separaci ne-

rozdelily nebo se rozdélily pouze ¢astecné [2].
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Pro prevod eludtu zprvni do druhé dimenze se pouzivd rozhrani neboli
modulator. Nejcastéji to byva osmi- nebo deseticestny dvoupolohovy ventil

se dvéma zachytavacimi smyCkami (Obrazek 2) [1].

'D-Column 2D-Pump
s

Loop
2D-Column

Waste

Loop

Obrazek 2: Osmicestny ventil se dvéma zachytavacimi smyckami [2].

Proces, kdy se prevadi eluat z prvni do druhé dimenze, se nazyva vzorkovani.
Pik ziskany z prvni kolony by se mél rozdélit na vice frakei (€asti), které budou
postupné davkovany do druhé dimenze. Volba poctu frakci na jeden pik je velmi
dilezita, protoze mize dojit k tzv. podvzorkovani. Znamena to, ze se jednotlivé
piky z prvni dimenze rozd¢€li na malo frakci, ¢imZ se ztraci rozd¢€leni latek z prvni
dimenze. Volba spravného vzorkovaciho €asu souvisi se Sitkou piku pfi zakladné,
protoZe je potieba pik z prvni dimenze rozdé€lit alesponl na tii frakce. Pfi volbé
spravného Casu piepnuti se predpokladd, Ze pik ma idealni tvar Gaussovy kiivky
ajeho Sitka pii zdkladné tedy odpovida té teoretické, coz se oznacuje jako 4c.
Hodnota 40 znamena ¢tyinasobek smérodatné odchylky a ziska se jako vzdalenost
dvou te€en na nulové linii, kdy tecny protinaji inflexni body piku, které se nachazi
ve vySce dané soucinem vysky piku s 0,607. Jak je dilezity spravny ¢as vzorkovani
bude ukazano na nasledujicich tfech ptikladech [1, 2].

Prvni ptiklad Spatného nastaveni €asu vzorkovani je zndzornén na Obrazku 3.
Separovany vzorek obsahuje tii slouceniny. Vzorkovani eludtu z prvni dimenze je
nastaveno na 2 minuty, coz je dvojndsobek teoretické siiky piku pii zakladné, tedy

8c. V této separaci se uplné ztraci rozdéleni latek z prvni dimenze a ve vysledném

22



dvourozmérném chromatogramu budou vSechny tii slouceniny pfedstavovat jediny

pik.
Signa Druha dimenze [s]
7_
0.08]
6,
0.057 (
511
0.037 4
8o 4
l—l
000 T T T T T 1 1 3'\'|'|‘|'\'|‘|
2 3 4 5 6 7 8 9 2 3 4 5 6 7 8 9
Cas [min] Prvni dimenze [min]

Obrazek 3: Prvni priklad podvzorkovani eluatu z prvni dimenze [2].

O trochu lepsi nastaveni Casu vzorkovani pro separaci tii latek je vidét
na Obrazku 4. Tady je Cas odbéru frakce nastaven na 1 minutu. Odebere se Cast
eluatu, kterd odpovida teoretické Sitce piku pfti zdkladné 4. To se ve vysledném

2D chromatogramu projevi tak, Ze jsou oddéleny pouze dva piky misto tfi.

Signa Druha dimenze [s]
7_
0.08]
6A
0.057
5_
0.037 ]
8o 4
k—l
.00 T T — T 1 T T 1 3'!‘\‘|'|'|-\-|
2 3 4 5 6 7 8 9 2 3 4 5 6 7 8 9
Cas [min] Prvni dimenze [min]

Obrizek 4: Druhy priklad podvzorkovani. Cas vzorkovani je nastaven na 1 minutu, i kdyZ je to méné nez
dvojndsobna teoreticka Sirka 8o, tak se snizi pikova kapacita z prvni dimenze [2].

Nejlepsi je nastavit Cas vzorkovani tak, aby teoretickd dvojnasobna §itka piku
pii zékladné€ z prvni dimenze (8c) byla rozdélena na tfi aZ Ctyfi frakce (Obrazek 5).
Ve vysledném chromatogramu budou vidét vSechny tii oddélené latky ve formé
skvrn. Cim se pik rozdéli na vice frakci, tim je lepsi celkové rozliseni separace.
Rozd€leni eluatu z prvni dimenze na hodné frakci pfindsi i nevyhody a to, ze

se ziska velké mnozstvi frakei, které je potfeba nasledné podrobit separaci na druhé
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kolon¢, a tim se prodlouzi celkovy ¢as analyzy. Dalsi nevyhodou rychlého
vzorkovani je, ze se snizuje mnozstvi latek v jedné frakci a dochazi tak k velkému
nafedéni frakce mobilni fazi pfi vymyvani do druhé dimenze, ¢imz nastava problém

s citlivosti detektoru [1, 2].

Signa Druha dimenze [s]
7 -
0.08]
6 -
0.057 \
57
0.037] i
8o 4
k—l
.00 T T T T T T 1 B S —
2 3 4 5 6 7 8 9 2 3 4 5 6 7 8 9

Cas [min] Prvni dimenze [min]

Obrazek 5: Idedlni cas vzorkovani, kdy se oddeéli vsechny tri latky [2].

1.3 Detektory a vyhodnoceni signdlu ve 2D-LC

Detektor se zapojuje za kolonu ve druhé dimenzi a zaznamenava jednotlivé
signaly latek z kazdé separace. Podminkou detektoru je, Ze musi snimat signaly
s vysokou skenovaci frekvenci, miniméaln¢ 40 Hz. Jen diky tomu ziskdme dostatek
bodi na vykresleni piku. Idedlni je, aby detektor zaznamenal na vykresleni jednoho
piku minimaln¢ 7 bodti. Nejcastéji pouzivanymi detektory jsou detektor diodového
pole [3, 4, 5], hmotnostni spektrometr [6], elektrochemicky detektor [7], fluorescen-
¢ni detektor [8], detektor rozptylu svétla [9] a vodivostni detektor [10]. Fluorescen-
¢ni detektor ma niz8i mez detekce neZ ostatni detektory a lze pozorovat i latky
o koncentraci v pg/kg [1, 11].
hmotnostni spektrometr s elektrosprejovou ionizaci [12, 13]. Problémem je vysoky
pritok pouzivany ve druhé dimenzi (obvykle vice nez 2 ml/min), ktery zajistuje
rychlou separaci. Optiméalni pratok do iontového zdroje MS je do 1 ml/min. Proto
se musi ¢ast mobilni faze pted vstupem do hmotnostniho spektrometru odstranit,

napf. rozdélit, nebo se musi snizit pritok mobilni faze ve druhé dimenzi (pouziti
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uzsich kolon). Hmotnostni detektor se pouziva hlavné pro studium proteint [2, 11],
napiiklad i v lidské plazmé [14].

Vyhodnoceni a konstrukce dvourozmérného chromatogramu probiha pomoci
specialniho softwaru, ktery data prevede do konturového (2D chromatogram) neboli
vrstevnicového grafu (Obrazek 6A). V ném jsou jednotlivé slozky vzorku znazor-
nény ve form¢& skvrn. Obsah latky ve vzorku je v konturovém grafu znazornén
hustotou vrstevnicovych ¢ar v daném bod¢. Osa X znazorniuje ¢as potiebny pro
separaci v prvni dimenzi a osa Y zobrazuje €as separace pro druhou dimenzi.
Software také umi zkonstruovat izometricky graf ve 3D zobrazeni, kdy je na ose X
vynesen €as separace pro prvni dimenzi, osa Y znazorfiuje ¢as pro separaci ve druhé
dimenzi a osa Z ptedstavuje odezvu detektoru, naptiklad absorbanci nebo cetnost

iontil (Obrazek 6B) [1].

A B oY
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Cas separace v 'D

Obrazek 6: Konturovy dvoudimenzionalni chromatogram (A) a izometricky chromatogram (B) dvourozmérné
kapalinové chromatografie [2].

Kvantitativni vyhodnoceni provadi software, ktery vytvofi z pikl jedné latky
obalovou kiivku a vyhodnoceni provede z jeji plochy. Zjisténa koncentrace neni
tak pfesna jako u jednorozmérné kapalinové chromatografie, protoZze jeden pik
jerozlozen ve vice frakcich. Rozd¢€leni eluatu z prvni dimenze do vice frakci

zpusobi to, ze koncentrace latky v jednotlivych frakcich bude nizsi. V dasledku
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toho se snizi odstup signalu od Sumu a opakovatelnost separaci. Horsi korekce

pozadi zplisobi nizsi presnost urceni spravné koncentrace [1].

1.4 Terminologie dvourozmérné kapalinové chromatografie
S vyvojem techniky se ustalila i terminologie, ktera se v soucasnosti standardné
pouziva ve vSech odbornych textech. Seznam nejcastéji pouzivanych zkratek

a jejich vyznam je uveden v Tabulce 1 [2].

Tabulka 1: Seznam zkratek pouzivanych ve dvourozmérné kapalinové chromatografii [2].

zkratka vyznam

1D-LC Jednorozmérna kapalinova chromatografie

2D-LC Dvourozmérna kapalinovéa chromatografie

D Prvni dimenze

D Druh4 dimenze

LCXLC ,Comprehensive” dvourozmérna kapalinova chromatografie

LC-LC ,Heart-cutting” dvourozmérnd kapalinova chromatografie
,Comprehensive” dvourozmérné kapalinova chromatografie

RPxRP 1 oer
na reverznich fazich

mLC-LC Vicendsobna ,,heart-cutting” dvourozmérna kapalinova
chromatografie

SLCXLC Selektivni ,,comprehensive” dvourozmérna kapalinova
chromatografie

1.5 Druhy dvourozmérné kapalinové chromatografie

Existuji dva typy dvourozmérné kapalinové chromatografie, a to:

e comprehensive (LCXLC) a

e heart-cutting (LC-LC).

,Comprehensive® dvourozmérnd kapalinova chromatografie (komplexni,
uplna 2D-LC) plynule ptevadi vSechny frakce z prvni dimenze ptes rozhrani do ko-
lony ve druhé dimenzi. Pro zachyceni eluatu z prvni kolony se bézn¢ pouzivaji dvé
zachytavaci smycky nebo kolonky, které se pravidelné piepinaji. Do jedné smycky

proudi eludt z prvni dimenze. Po otocCeni ventilu do druhé polohy se ze smycky
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vymyva frakce na druhou kolonu a zaroven se plni druha smycka eluatem z prvni
dimenze. Vystupnim zéznamem je dvourozmérny chromatogram v podobé
konturového grafu, ktery znadzoriiuje zavislost doby separace ve druhé dimenzi
na dob¢ separace v prvni dimenzi.

U typu ,,heart-cutting* dvourozmérné kapalinové chromatografie (frakéni 2D-
LC) se do druhé dimenze pievadi pouze n¢které vybrané frakce. Tento typ je vhodny
pro vzorky s nizSim poc¢tem latek, které maji podobné reten¢ni vlastnosti. Oproti
,comprehensive” dvourozmérné kapalinové chromatografii se snadnéji optimali-
zuje a provozni naklady jsou nizsi. Vyslednym zéznamem jsou jednotlivé chroma-
togramy, stejné jako pfi pouziti jednorozmérné kapalinové chromatografie [2, 15].

Dvourozmérna kapalinovéa chromatografie se rozdéluje dale podle toho, jakym
zpisobem je zajiSténo prevedeni frakci, na [2]:

e online,

e offlinea

e stop-and-go.

Online dvourozmérna kapalinovd chromatografie automaticky prevadi eluat
z prvni dimenze na kolonu ve druhé dimenzi kontinualné v redlném case pomoci
automaticky fizeného modulatoru, nejcastéji pomoci osmi- nebo deseticestného
dvoupolohového ventilu se dvéma zachytavacimi smyckami nebo kolonkami. Cas
prepnuti ventilu je dan asem, ktery je potfebny na separaci jedné frakce ve druhé
dimenzi. Mobilni fdze v obou dimenzich musi byt kompatibilni a misitelné. Online
dvourozmérnd kapalinova chromatografie 1ze snadno automatizovat. Diky tomu
jsou analyzy reprodukovatelné a rychlejsi nez v piipad¢ offline zapojeni. Maximalni
rozliSovaci schopnost je niz§i nez u offline metody, protoze separace ve druhé
dimenzi musi probéhnout rychle, fadové v desitkdch sekund, ale maximalné
v jednotkdch minut [2, 16]. Z tohoto diivodu se do druhé dimenze zapojuji spise
krat§i kolony plnéné monolitickou stacionarni fazi nebo povrchové poréznimi
Casticemi, aby byl zajiS§tén vysoky priatok mobilni faze a tim rychla separace.
V prvni dimenzi se pouzivaji del$i kolony s malym vnitinim primérem, aby
separace probihala del$i dobu a bylo mozné rozdélit jeden pik minimalné do tfech
frakei [1].
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Na rozdil od online konfigurace se u offline typu sbiraji jednotlivé frakce
z prvni dimenze do vialek. Po skonceni separace v prvni dimenzi se jednotlivé
frakce postupné davkuji do druhé dimenze. Vyhodou u tohoto typu je to, ze mobilni
faze pouzivané v obou dimenzich nemusi byt kompatibilni. Z frakci 1ze pied nadéav-
kovanim do druhé dimenze odstranit ¢i vymeénit mobilni fazi, ptipadné 1ze frakce
a slouceniny ve frakcich upravit jinym zptsobem (zakoncentrovani, derivatizace
apod.). Dalsi vyhodou offline separace je to, ze ve druhé dimenzi mize probihat
separace del$i dobu nez u online dvourozmérné kapalinové chromatografie. Delsi
Cas separace ve druhé dimenzi (jednotky az desitky minut) pfinasi vyssi rozliSeni
analyzovanych latek. Mozné je také spojeni s hmotnostnim spektrometrem, protoze
ve druhé dimenzi lze pouzit niz$i pritok mobilni faze. Nevyhodou offline konfigu-
race je pracnost, mnohem del§i ¢asové narocnost nez u online dvourozmérné kapa-
linové chromatografie. Pfi odbéru, upravé a nasledném davkovani jednotlivych
frakci miize dojit k degradaci, ztrat€ nebo jinému znehodnoceni analytd. Separa¢ni
systém nelze zautomatizovat, protoZe se nasbirané frakce ve vialkdch musi
do davkovaciho zatfizeni davkovat ruc¢né. Jelikoz se s frakcemi pracuje manudlné,
ma offline metoda nizkou reprodukovatelnost [16, 17].

Tteti typ dvourozmérné kapalinové chromatografie, stop-and-go, vyuziva
prerusovany tok mobilni fdze v prvni dimenzi. Nejdiive dojde k naplnéni jedné
zachytavaci smycky a nasledné je zastaven prutok mobilni faze v prvni dimenzi.
Poté je obsah smycky vymyvan a separovan na kolon¢ ve druhé dimenzi. Nésledné
se pritok mobilni faze v prvni dimenzi obnovi a opét se smycka plni eluatem z prvni
kolony. Metoda nedosahuje takové ucinnosti, protoze dochazi ke vzniku podélné
difuze v koloné pfi zastaveni toku mobilni faze a rozSifovani eluénich zon,

v disledku toho se snizuje pikova kapacita v prvni dimenzi [2, 3].
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1.6 Vybér a ortogonalita separacnich systémii

Vybér separacnich systémt pro dvourozmérnou kapalinovou chromatografii
je velmi dulezity, protoze pfi spojeni Spatnych separacnich systémi nedochazi
k plnému vyuziti potencidlu dvourozmérnych metod a nartist pikové kapacity
celého systému oproti jednorozmérné separaci je velmi maly.

Separacni systémy, které nelze propojit, maji casto nekompatibilni mobilni faze
nebo dochdzi k velkému nafedéni vzorku davkovaného na druhou kolonu. Dochazi
tim k rozmyvani pikd a ¢asto je problém i s citlivosti detekce. Spatné kombinace
separac¢nich systémt se vyznacuji i nizkou ortogonalitou a vysokou korelaci [1, 18].

Dvojice separacnich systéml musi byt tedy ortogondlni. To znamend, Ze
separace v obou kolonach musi probihat na zdklad¢ odliSnych vlastnosti, naptiklad
naboj molekuly, velikost slouceniny, hydrofilita nebo vazebnd schopnost
k silanovym skupindm na stacionarni fazi. S ortogonalitou se poji i pojem korelace,
ktery urcuje, jak hodné je rozdilny mechanismus separace v prvni a ve druhé
dimenzi [2, 16]. Aby separace sloZitych vzorkd byla co nejlep$i, musi se pfi
navrhovani metody analyzy vybrat takové kolony, které maji vysokou ortogonalitu,
ale co nejnizsi korelaci. Cim jsou separaéni mechanismy podobngji, tim roste
korelace a snizuje se ortogonalita celého systému [1].

Podle ortogonality se separacni systémy rozdéluji na [2]:

e systémy s nizkou ortogonalitou (Obrazek 7A),
e systémy s Castecnou ortogonalitou (Obrazek 7B) a

e systémy s vysokou ortogonalitou (Obrazek 7C).

A B C

2

¢ni ¢as ve ‘D

Reten

Reten¢ni ¢as v 'D
Obrazek 7: Ukazky systémii ortogonalit: A) systém s nizkou ortogonalitou — pro analyzu vzorku nevhodné,

B) systém s castecnou ortogonalitou — ziska se pri realné separaci, C) systém s vysokou ortogona-
litou — idealni separace, ale v praxi casto nedosazitelnd [2].
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V systémech s nizkou ortogonalitou a vysokou korelaci se rozseparované latky
ve 2D chromatogramu nachazi pouze na diagondle a nejsou rozmistény po celém
chromatogramu, jak ukazuje Obrazek 7A. Pficinou nizké ortogonality systému je,
ze latky v prvni 1 ve druhé dimenzi maji téméf totozné poradi retence (respektive
reten¢ni Casy), anebo obé kolony rozdé€luji analyty na zaklad¢ stejné vlastnosti.

Naproti tomu systémy s vysokou ortogonalitou (Obrazek 7C) a nizkou korelaci
maji jednotlivé piky rovnomémé rozlozeny po celé plose 2D chromatogramu.
Rozdilné retencni Casy jednotlivych latek na kolonach v prvni i ve druhé dimenzi
maji lep$i rozlozeni piki a tim je vétsi pravdépodobnost, Ze se latky v komplexnim
vzorku rozdéli. Pro ziskéani tohoto zdznamu je nutné, aby kazda dimenze separovala
latky na zéklad€ rozdilné vlastnosti a zarovent musi mit latky ve vzorku alespoil dvé
tyto vlastnosti, naptiklad proteiny maji tii rozdilné vlastnosti: hydrofobnost,
velikost molekul a naboj. Systémy s vysokou ortogonalitou jsou spiSe teoretické
a v praxi obtizn¢ proveditelné [1, 2, 11].

Pti redlné separaci se musi pii navrhovani separaniho systému brat ohled
na vlastnosti separovanych sloucenin. V disledku toho se ¢asto voli separacni
systémy, které mezi sebou caste¢né koreluji, a proto nedosahuji vysoké ortogonality
separacniho systému, ale pouze ortogonality ¢aste¢né (Obrazek 7B) [16].

Vybér vhodnych separacnich systémli usnadni Tabulka 3, ve které jsou
uvedeny vSechny kombinace separacnich systému. SloZitost zapojeni je rozliSena
barvou — zelené se snadno propoji, Cervené se obtizné zapojuji. V Tabulce 3 jsou
zhodnoceny kombinace separacnich systémi 1 podle ortogonality, pikové kapacity,
Casu piipravy kolon pro dalsi analyzu a kompatibility mobilnich fazi. V Tabulce 2

jsou uvedeny vysvétlivky pouzité v Tabulce 3 [18].
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Tabulka 2: Vyznam jednotlivych symbolii pouzitych v Tabulce 3 [18].

Symbol Vyznam Pouziti pro | Poznamka
2 V disledku injekéniho rozpoustédla se
A Absorpce D prodluzuje eluéni doba. Plati pro SEC.
B Prilom/zkresleni LCXLC V¢asna eluce analyti davkovanych
pikﬁ do druh¢ dimenze.
, Snadny vyvoj systémd s aktivni
E Snadna modulace LCxLC modulach
F Rychla separace D Kratky ¢as separace (pod 1 min).
H Vysoké rozliseni D, ?D Metoda s vysokou pikovou kapacitou.
. 1y 1 2 Moznost izokratické separace,
I Izokraticka eluce D,“D zjednoduseni nastaveni.
i1 s 2 Pridavek tekavych aditiv do mobilni
M Kompatlbllm s MS D faze a mozZnost spojeni s MS.
Udava stupeni nezavislosti dvou
r1. 7 separacnich systém, za predpokladu,
O Ortogonalm LCXLC ze smés analytd ma stejné vlastnosti,
na které je zaméfena separace.
P Pouzitelnost LCxLC Ugzitek z vysledného rozseparovani.
Reekvilibra .
Q K ele brace D Rychlost reekvilibrace kolony.
olony
? Doporuceno otocit LCXLC Doporuéeni obriétit potadi separaénich
pofadi modu mechanism.
Schopnost separa¢ni metody rozdélit
S Selektivni/specifické D, ?D slozky na zéklad& chemické vlastnosti
(napf. polarita, slozeni/sekvence).
X Kompatibilni LCXLC Rozsah kompatibility frakce z prvni
rozpouﬁtédla dimenze a eluentu ve druhé dimenzi.
Vhodné/nevhodné pro separaci
@& | Polymery polymert.
_ ’ﬂ— /’ﬂ' Pro teiny Vhodné/nevhodné pro separaci

proteint.
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1.6.1 Reverzni faze (RP)

Separace analytli na reverzni fazi probihé na zéklad¢ jejich odlisné hydrofob-
nosti. Analyty interaguji se stacionarni fazi svou nepolarni Casti, protoze stacionarni
faze je nepolarni a mobilni faze je polarni. Pouzivaji se chemicky modifikované
stacionarni faze na bazi silikagelu, nejcastéji modifikované alkyly (napf. oktyl-sili-
kagel, oktadecyl-silikagel). Systém umoziuje rychlou a G¢innou separaci. Zlepsit
ucinnost separace je mozné pomoci gradientové eluce mobilni faze anebo zvysenim
teploty na koloné [11].

Ve dvourozmérné kapalinové chromatografii lze vyuzit reverzni faze do obou
dimenzi, nicméné ob¢ stacionarni faze musi poskytovat odlisnou retenci analyti.
Naptiklad se kombinuji oktadecyl-silikagelova stacionarni faze pro prvni dimenzi
a pro druhou dimenzi polyethylenglykolova, zirkoniova, aminova stacionarni faze
nebo kolona plnéna poréznim grafitovym uhlikem. Dvourozmérny separacni
systém slozeny ze dvou reverznich fazi se vyznacuje vyssi korelaci. Na druhou
stranu neni nutné se potykat s kompatibilitou mobilnich fazi a cely systém je snaze
optimalizovatelny. Zvysit ortogonalitu je moZné pouzitim gradientu, zménou
pH v jedné mobilni fazi nebo ptidavkem iont-parového ¢inidla do mobilni faze
[1,4,11,19].

Propojeni normalni faze (NP) v prvni dimenzi s reverzni fazi ve druhé dimenzi
neni jednoduché, protoZze obé mobilni faze nejsou kompatibilni. Pro odstranéni
nekompatibility systémil se Casto pouzivaji aktivni moduldtory (budou popsany
v kapitole 1.8). Kombinace NPxRP se vyznacuje vysokou ortogonalitou a poskytuje
separace s vysokym rozliSenim [20, 21].

Kolona sreverzni fazi zapojend v prvni dimenzi lze propojit s kolonou
pro chromatografii sterické vyluky (RPXSEC). Tento separacni systém se pouziva
pro separaci polymert. Separacni systémy lze 1 obratit, tedy reverzni faze se zapoji
do druhé dimenze (SECXRP). Propojeni téchto modi ma ale horsi kompatibilitu
mobilnich fazi a Casto se pro separace nevyuziva [6, 19].

Kolonu s reverzni fazi je mozné spojit s iontové vyménnou chromatografii.
V prvni dimenzi se analyty separuji na zaklad¢ hydrofobnosti a ve druhé dimenzi

na zaklad¢ iontovych vlastnosti. Spojeni obou separacnich systémui se pouziva
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v biologickych a farmaceutickych aplikacich [11, 22]. Separacni mody lze zapojit
1 v opacném poradi, tedy v prvni dimenzi bude iontové vyménna chromatografie
a ve druh¢é dimenzi se pouzije reverzni faze. Tato kombinace se Casto vyuziva v pro-

teomice k separaci proteinti a peptidu [1, 12].

1.6.2 Chromatografie hydrofilnich interakci (HILIC)

Separacni systém vychéazi z kombinace normalni a reverzni faze. Z normalni
faze chromatografie hydrofilnich interakci pfevzala polarni stacionarni fazi (napft.
silikagel, diol). Ze systému reverzni faze HILIC vyuzivd mobilni fazi, kterd se
skladé z vodné a organické slozky, pfi¢emz organicka slozka ptevazuje. Na polarni
staciondrni fazi se pfednostné sorbuje voda a vytvari tak pseudostacionarni fazi.
Analyty se déli podle hydrofilnosti, tedy jak siln¢ interaguji s vodnou vrstvou
na stacionarni fazi.

Protoze chromatografie hydrofilnich interakci vychdzi zreverzni faze, tak
se prave Casto s reverzni fazi kombinuje. Mobilni faze obou separacnich systému
jsou kompatibilni. Dvoudimenzionalni kapalinovad chromatografie sloZzena z téchto
separa¢nich modua se pouziva pro separaci polarnich latek [1, 11], napt. fosfolipid

[23] a antioxidantt [24].

1.7 Uéinnost separace

Stejn¢ jako u jednorozmérné vysokoucinné kapalinové chromatografie tak
1 u dvourozmérné kapalinové chromatografie se jako parametr u€innosti separace
pouziva pikova kapacita. Celkova pikova kapacita dvourozmérné separace je
v idealnim piipadé¢ dana soucinem pikovych kapacit v obou dimenzich, jak
znazornuje Obrazek 8. Narust pikové kapacity oproti jednorozmérné kapalinové
chromatografii je tedy vyrazny. Nicméné pii realné separaci se této maximalni
teoretické pikové kapacity nedosahuje. Pikova kapacita je zavisla na mnoha sepa-
ra¢nich podminkach v obou dimenzich, naptiklad pritoku mobilni faze, teploté
kolony, elu¢ni sile mobilni faze, ¢asu gradientu rozpoustédla a podobné [1, 11, 16].

Slouc¢eniny také mohou koeluovat, proto se ziska nizsi pocet rozseparovanych latek.
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Mezi dalsi ditvody, pro¢ se nedosahuje teoretické kapacity, se fadi: podvzorkovani
eludtu z prvni dimenze, korelace separacnich systémi a Spatnd kompatibilita

mobilnich fazi pouzivanych v obou dimenzich [1].

DI LT I T 11

-,
o

2. dimenze

v

1. dimenze

Obrazek 8: Znazornéni pikové kapacity pro jednorozmeérnou (D1) a dvourozmérnou (D2) kapalinovou chro-
matografii.

Pro dosazeni co nejvétsi pikové kapacity je nutné splnit urc¢ité podminky [1]:
e rozdilné fyzikalné-chemické vlastnosti, podle kterych se latky rozdéluji
v prvni a ve druhé dimenzi,
e vzorek, cely nebo jeho vybrand ¢ast, musi projit celym separa¢nim systé-
mem, tedy prvni i druhou kolonou,
e separace latek dosazena prvni dimenzi nesmi byt ztracena pii pievodu
do druhé dimenze, napiiklad vlivem Spatného vzorkovani a

e vyuziti gradientll mobilnich fazi v obou dimenzich misto izokratické eluce.

1.8 Modulatory

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 1.2, pro pfevod frakci eluatu z prvni do druhé
dimenze v online zapojeni je potieba rozhrani, které se obecné nazyva modulator.
Je to velmi dulezitd cast instrumentace, protoZe ovliviiuje celkovy vykon 2D
systému [2].

Modulatory se déli do dvou kategorii [25]:

e pasivni modulatory a

e aktivni modulatory.

Mezi pasivni modulétory se fadi multiportové dvoupolohové ventily se dvéma

zachytavacimi smyckami nebo kolonkami a ventil, ktery propojuje prvni dimenzi
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se dvéma nebo i vice paralelnimi kolonami ve druhé dimenzi. Separacni systémy
propojené témito pasivnimi modulatory vyzaduji kompatibilni mobilni faze, jinak
dochazi k deformacim a rozmyvani pikt ve druhé dimenzi [25]. Pasivni modulatory
nejsou schopny odstranit nekompatibilitu mobilnich fazi, kdy mobilni faze z prvni
dimenze ma vétsi elucni silu, nez je pocatecni elucni sila druhé mobilni faze. Dalsi
nevyhodou pouziti pasivni modulace je v tom, ze frakce je pfi vymyvani mobilni
fazi natfedéna. Tak se na druhou dimenzi davkuje velky objem frakce, coz zptisobi
rozmyti pikl a zaroveni to ptinasi problém s detekci [4].

Zminéné nevyhody nelze casto snadno piekonat, a proto se zacaly vyvijet
aktivni modulatory. Ty umoziuji vyménu nebo nafedéni mobilni faze z prvni
dimenze nebo i zakoncentrovani analytu pied separaci ve druhé dimenzi.
Mezi aktivni modulétory se fadi: pasivni modulace rozpoustédlem (FSM), aktivni
modulace rozpoustédlem (ASM), pulzni eluéni modulace (PE), modulator
s vakuovym odpafovanim (VEI), rozhrani s odpafovaci membranou (EMM),
tepelnd modulace (TM), podélna on-column tepelnd modulace (LOCTM),
modulace zachytdvanim za studena (CT), asistovand modulace staciondrni fazi
(SPAM), modulace fedénim na kolon¢ (ACD) [25].

Ve vétsin¢ druhti modulétorid se vyuzivaji zachytavaci smycky nebo kolonky.
Potfebny objem vzorkovacich smycek pro spravné vzorkovani se vypocita
ze soucinu pratoku v prvni dimenzi, F 1,a Casu, ¢, po ktery se eluat z prvni dimenze
vzorkuje (Rovnice 2).

Vinj = Fn1 Xt ()

Pokud se zvoli objem smycky ptesné podle vypoctu, mize to vést k tomu,
ze Cast eluatu odejde do odpadu. Proto se objem smycek voli o 30 % vétsi
nez vypocitany objem podle Rovnice 2. Objemy obou zachytavacich smycek nebo
kolonek musi byt stejné, aby byl zachovan stejny objem mobilni faze potifebny pro

vymyti eludtu na kolonu [2].
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1.8.1 Nejstarsi typy modulatorii

Nejstarsim pouzivanym modulatorem je elektronicky fizeny osmicestny dvou-
polohovy ventil se dvéma zachytavacimi smyckami (Obrazek 9). Ventil, stejné
jako u jednorozmérné kapalinové chromatografie, musi byt odolny vii¢i vysokému

tlaku, ktery je potiebny hlavné ve druhé dimenzi pro rychlou separaci [1, 2].

'D-Column 2D-Pump 'D-Column “D-Pump
4

1. poloha

Loop
2D-Column

Waste

Obrazek 9: Osmicestny dvoupolohovy ventil se dvéma zachytavacimi smyckami a jeho dvé pozice [2].

Princip fungovani osmicestného dvoupolohového ventilu spociva v plnéni
jedné smycky eludtem z prvni dimenze (Obrazek 9 — 1. poloha). Po ptepnuti ventilu
do druhé pozice se smycka vymyva mobilni fazi na druhou kolonu a zaroven je
druhd smycka plnéna eludtem z prvni dimenze (Obrazek 9 — 2. poloha). Ventil
se pravidelné cyklicky pifepind zjedné polohy do druhé béhem celé separace.
Z principu vyplyva, Ze separace ve druhé dimenzi musi prob&éhnout diive nebo
maximalné stejné rychle, jako je ¢as plnéni smycky [1, 18].

Jedna smycka u osmicestného dvoupolohového ventilu se proplachuje mobilni
fazi na druhou kolonu po sméru plnéni eluatem, ale druha smycka je vymyvana
na kolonu v opacném toku, nez byla naplnéna. Rozdilnost ve vymyvani s sebou
pfinasi rozdilnou Sifku pikil a rozdilny reten¢ni Cas stejné latky ve dvou sousednich

frakcich na druhé kolon¢ [2].
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Posuny reten¢niho Casu Ize odstranit pii zapojeni deseticestného dvoupoloho-
vého ventilu se dvéma zachytdvacimi smyckami (Obrazek 10) nebo kolonkami.
Princip plnéni a vymyvani smycek u deseticestného ventilu je stejny jako u osmi-

cestného dvoupolohového ventilu [1].

'D-Column Waste

2D-Pump *D-Column

()

Loop

Obrazek 10: Nakres deseticestného dvoupolohového ventilu se dvéma zachytavacimi smyckami [2].

Deseticestny dvoupolohovy ventil ma vyhodu v oboustranném vymyvani
smycek mobilni fazi, a to jak po sméru plnéni, tak 1 v protisméru plnéni eluatem
[19]. Nevyhodou jeho konstrukce je spojka, ktera slouzi k propojeni dvou porti
ventilu (na Obrazku 10 propojuje porty 1 a 6), aby mohlo dojit k soucasnému
vzorkovani eluadtu a vymyvani frakce na druhou kolonu. V poloze 1 je spojka
umisténa pied prvni smyCkou (Obrazek 10, Cervena smycka). Pti otoceni do druhé
polohy a vymyvani druhé smycky (Obrazek 10, modra smycka) se spojka nachazi
az za touto smyckou. Rozdilné umisténi spojky zptsobuje maly posun reten¢niho
casu ve druhé dimenzi v zdvislosti na tom, zjaké smycky pochazi dana frakce
[1,2].

S inovaci vzorkovacich ventill pfisla firma Agilent Technologies, kterd vyvi-
nula idedlni modulétor, ktery nazvala duo ctyfportovy dvoupolohovy ventil
(Obrazek 11). Tento ventil umoziuje symetrické plnéni i vymyvani obou smycek,
protoZe ventil ma specidlni rotor se dvéma koncentrickymi kruZznicemi, na kterych
jsou umistény vzdy 4 porty. Ventil nepotiebuje pomocnou kapilaru jako deseti-
cestny ventil a zarovenl umoziuje plnéni a vymyvani obou smycek jak ve stejném

sméru, tak i v protisméru [1, 2].
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Obrazek 11: Duo ctyreestny dvoupolohovy ventil se dvéma zachytavacimi smyckami [2].

Kdyz nejsou k dispozici predeslé zakladni tii typy dvoupolohovych ventild,
pouzivaji se i rizné kombinace dalSich dvoupolohovych ventild. Snadno dostupny
je Sesticestny dvoupolohovy ventil, ktery se bézn¢ vyuziva pro davkovani vzorki
v jednorozmérné kapalinové chromatografii. V ,,comprehensive” dvourozmérné
kapalinové chromatografii se musi zapojit dva dvoupolohové Sesticestné ventily
se dvéma zachytavacimi smyckami (Obrazek 12), protoze je potieba propojit
celkem 7 pozic. Ventily propojuji pfitok z prvni dimenze, prvni zachytavaci
smycku, odpad, druhou zachytavaci smycku, pfitok mobilni faze pro druhou

dimenzi a odtok na kolonu ve druhé dimenzi.

L{ PDA [~ LCMS-IT-TOF |

Obrazek 12: Dva Sesticestné dvoupolohové ventily se dvéma zachytavacimi smyckami [26].

Nevyhodou pouziti Sesticestnych ventili byvd ndro¢na synchronizace
prepinani obou ventili. Druhou nevyhodou je ptfipojeni pomocnych kapilar na obou
ventilech (na Obrazku 12 oznacené ,,bridge*). Pomocna kapilara se nachazi pti
vymyvani smycky v pozici 1 pred touto smyckou, kdezto v pozici ventilu 2 se
pomocna kapildra nachdzi az za vymyvanou smyckou. Vyhodou konstrukce mtlize
byt moznost proplachovat zachytdvaci smycky po sméru iv protisméru plnéni

smycky. MozZnost oboustranného proplachovani je patrna hlavné pii zapojeni
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zachytavacich kolonek misto smycek, protoze analyty mizeme v zachytavacich
kolonkéach zakoncentrovat. Eludt z prvni dimenze se zachyti na zacatku kolonky
a frakce je pii1 vyplachnuti v opacném sméru davkovana na kolonu v uzké zo6né [19].
Dva Sesticestné dvoupolohové ventily se dvéma zachytavacimi smyckami

se mohou pouZzit pro zapojeni dvou paralelnich kolon ve druhé dimenzi [27].

1.8.2 Paralelni kolony ve druhé dimenzi

Separace na 2D-LC chromatografu vétSinou trvaji dlouho, proto je snaha
separace zrychlit a zaroven zachovat pikovou kapacitu v obou dimenzich. Zrychleni
analyz umoznuje zapojeni dvou nebo i vice kolon ve druhé dimenzi, na kterych
soucasn¢ probiha separace. Touto slozitou konstrukci se dosahne toho, ze se muze
prodlouZit ¢as separace ve druhé dimenzi, zvysi se pikova kapacita a dosdhne se
lepsi separace vSech latek. Zapojeni dvou kolon ve druhé dimenzi umoziuje
dvanacticestny dvoupolohovy ventil se dvéma zachytavacimi smyckami a jednou

pomocnou smyckou (Obrazek 13).

Pozice 2

Pozice 1

Obrazek 13: Dvoupolohovy dvandcticestny ventil se tremi smyckami (L0, L1, L2) a dvéma kolonami ve druhé
dimenzi (SC1 a SC2) [20].

Dvé smycky ve dvoupolohovém dvanacticestném ventilu (na Obrazku 13

smycky L1 a L2) slouzi pro zachyceni eluatu z prvni dimenze. Tteti smycka se
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vyuziva pro udrzeni konstantniho pritoku mobilni faze pro ob€ kolony. Objem
vSech tfi smycek musi byt stejny, aby byl zajistén konstantni prutok ve druhé
dimenzi.

Princip fungovéani dvoupolohového dvanacticestného ventilu je podobny
jako u vyse predstavenych modulatort.. Prvni smycka (L1) se plni eluatem z prvni
dimenze (Obrazek 13 — Pozice 1). Po piepnuti ventilu do druhé pozice
(Obrazek 13 — Pozice 2) je frakce ze smyCky vymyvana mobilni fazi na jednu
z kolon ve druhé dimenzi (SC1). Rozdil fungovéni nastava v tom, Ze tok mobilni
faze se pred vstupem do zachytdvaci smycky rozd€luje na dva toky v déli¢i toku
(na Obrazku 13 znazornéno Ul). Cast mobilni faze prochazi smyc¢kou a vymyva
analyty na kolonu (SC1) ve druhé dimenzi. Druha ¢ast mobilni fadze protéka tieti
smyckou (LO) na kolonu (SC2) ve druhé dimenzi, kde jiz probihd separace.
Dvanacticestny dvoupolohovy ventil neni tak rozSifen jako duo Ctyfcestny
dvoupolohovy ventil, ale nasel uplatnéni pro specialni separace aromatickych latek
aamint [19, 20].

Zapojeni dvou i vice kolon ve druhé dimenzi neumoziiuje pouze dvandacticestny
dvoupolohovy ventil, ale lze pouzit i dva deseticestné dvoupolohové ventily
se dvéma zachytdvacimi smyckami. Schéma propojeni dvou deseticestnych dvou-
polohovych ventili se dvéma zachytdvacimi kolonkami a dvéma paralelnimi

kolonami ve druhé dimenzi je zndzornén na Obrazku 14.

RP pump 2
Loop 2
RP column 2

e

HE purg NP column

Detector 1

RP column 1

RP pump 1
Loop 1 purmp

Obrazek 14: Schéma dvou deseticestnych ventilii se dvéma zachytavacimi smyckami a dvéma kolonami ve druhé
dimenzi [28].

Prvni (V1) deseticestny ventil se dvéma zachytdvacimi smyckami funguje

stejné, jak jiz bylo popséno vyse. Druhy deseticestny ventil (V2) se zatfazuje proto,

41



aby zarovenn mohlo probihat plnéni smycky eludtem, regenerace prvni kolony
ve druhé dimenzi a separace na druhé koloné ve druhé dimenzi [28].

Nevyhodou zapojeni vice kolon ve druhé dimenzi je slozita instrumentace,
pouziti vice Cerpadel mobilni faze pro druhou dimenzi a kazda kolona musi mit svijj
detektor. U detektor se muize stat, ze kazdy bude mit trochu odliSnou odezvu sig-
nalu. Vyhodou je vyssi rozliseni, vyssi pikova kapacita separacniho systému a kratsi
doba separace [19, 28]. Zrychleni separace nastava, pokud doba separace na vSech
kolonach druhé dimenze bude stejnd a ve druhé dimenzi se pouziji stejné kolony
se stejnymi staciondrnimi fazemi, tak mtze separace na kolonach probihat sou-
Casn¢. Ziskat dvé naprosto stejné kolony je vSak problematické, protoze i u ko-
merén¢ dostupnych kolon existuje jista variabilita vlivem vyroby [28].

Stacionarni faze v obou kolonach ve druhé dimenzi nemusi byt stejné, ale
mohou byt rozdilné [27]. Jistou nevyhodou je obtizna realizace, kdy nastava pro-
blém v kompatibilit¢ mobilnich fazich, protoze pro kazdou kolonu ve druhé dimenzi
se muze pouzit mobilni faze o jiném sloZeni [18]. Kombinace dvou odlisnych kolon
ve druhé dimenzi a s detektorem pro kazdou kolonu s sebou piinasi delsi Cas
analyzy, protoZe pro ziskani celych chromatogrami je potieba provést vice analyz.
Naptiklad pokud se pro separaci se ve druhé dimenzi pouziji dvé odlisné kolony,
jedna s oktadecyl-silikagelovou stacionarni fazi a druha s vdzanym fluorovanym
alkylem na silikagelu, je potieba pro ziskani komplexniho 2D chromatogramu
provést dvé analyzy. V prvni separaci se prvni odebrana frakce z prvni dimenze
rozd€luje na koloné s oktadecyl-silikagelovou stacionarni fazi. Pfi druhé separaci
probiha rozdé¢leni latek z prvni frakce nejprve na koloné€ s fluorovanym alkylem
na silikagelu. Takto se ziskaji dva chromatogramy, které poskytnou vice informaci
o délenych latkach, nez kdyz se pouzije jedna kolona ve druhé dimenzi [27].

Vyuziti dvou 1 vice paralelnich kolon [29] ve druhé dimenzi se uplatiiuje hlavné

v biologickych aplikacich pro rozdéleni smési proteint [27].

1.8.3 Modulace rozpoustédlem
Potencial vyrazného navyseni pikové kapacity a Gi¢innosti 2D separace snizuje
z velké miry nekompatibilita mobilnich fazi. Z tohoto divodu se zacaly vyvijet
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metody, jak nekompatibilitu potlacit. Jednou z navrhovanych moznosti je aktivni
modulace. Aktivni modulace umoziiuje natredit nebo i dokonce vymeénit mobilni fazi

z prvni dimenze, a tim se separacni systémy navzajem neovliviiuji.

1.8.3.1 Pasivni modulace rozpoustédlem

Prvni se zacala rozvijet pasivni modulace rozpoustédlem (FSM — Fixed Solvent
Modulation), kterd vyuziva dvoupolohovy deseticestny nebo osmicestny ventil
se dvéma zachytavacimi smyckami a ,,bypass® kapilaru (pfemosténi), ktera ma

pevnou pozici (Obrazek 15).

1Column L1
2Column
< A °
Waste
L2
B
Fixed Bypass Around Loop
2Pump

Obrazek 15: Pasivni modulace rozpoustédlem — duo ctyrcestny dvoupolohovy ventil se dvéma zachytavacimi
smyckami a pevnym ,,bypassem** [5].

Plnéni a vymyvani smycek probiha stejnym zplsobem jako u osmicestného
dvoupolohového ventilu. Za druhou pumpou se nachdzi déli¢ toku, ktery mobilni
fazi rozdéluje na dva toky. Jeden tok jde pres zachytavaci smycku a druhy protéka
,bypassem*. Oba toky se opét spoji pred tim, nez se dostanou na kolonu ve druhé
dimenzi. Rozd¢€lenim toku se dosahne vétsiho nafedéni frakce, tim nebude tak
vyrazn¢ ovliviiovat mobilni faze prvni dimenze separaci ve druhé dimenzi. Pomér
rozdé€leni toku Ize nastavit, a tak je moZnost ovlivnit miru natedéni organického
rozpoustédla ve frakci. Elu¢ni sila v mobilni fazi pro druhou dimenzi musi byt
nizkd, aby doslo k dostate¢nému natedéni frakce ve smycce [5, 30].

Nevyhodou pevného piipojeni ,,bypass* kapilary je, ze frakce ve smycce bude
vymyvana mensim pratokem, nez je celkovy pratok mobilni faze, a tudiz vymyvani
frakce na kolonu bude trvat delsi dobu. Pritok mobilni fdze smyckou je zavisly

na poméru déleni v déli¢i toku. Druhd nevyhoda spociva v tom, Ze mulze dojit
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1 k nadmérnému natedéni eluatu a v disledku toho nastava problém s detekei roz-

separovanych analytt [5].

1.8.3.2  Aktivni modulace rozpoustédlem

Nadmérné nafedéni frakce pfi jejim vymyvani na druhou kolonu u pasivni
modulace rozpoustédlem je znaény problém, protoze se analyty o nizké koncentraci
nemusi vibec detekovat. Proto se nasledny vyvoj modulatorti zaméfil na aktivni
modulaci rozpoustédlem (ASM — Active Solvent Modulation). Aktivni modulace
rozpoustédlem zvySuje mez detekce a zdroven umoznuje natfedéni silného elu¢niho
¢inidla ve frakci slabsim elu¢nim rozpoustédlem ve druhé mobilni fazi. Je podobna
pasivni modulaci rozpoustédlem, ale vyuziva specidlni osmicestny dvoupolohovy
ventil se dvéma zachytdvacimi smyckami. Ventil je specialni v tom, Ze mé navic
dva odtokové porty a Ctyfi rotacni pozice. Jednotlivé pozice ventilu jsou znazornény

na Obrazku 16.

o Column - 9 'Column
L1 L1
2Column 2Column
.e
Waste Waste
L2 L2
Pump 2Pump
' Bypass ‘ Bypass
o 1Column « o 1Column
L L1
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“ <
Waste Waste
L2 L2
2Pump *Pump
Bypass Bypass

Obrazek 16: Aktivni modulace rozpoustédlem — specialni osmicestny dvoupolohovy ventil se dvema odtokovymi
porty, zachytavacimi smyckami, premosténim a jeho jednotlivé pozice pri separaci [5].

V prvni pozici dochazi k plnéni smycky L2 eludtem zprvni dimenze
a ,,bypassem‘ neprotékd zadna mobilni faze. Po oto€eni ventilu do druhé pozice je
pratok mobilni faze pro druhou dimenzi rozd€len na dvé Casti. Prvni ¢ast vymyva

eluat ze smycky L2 a druhy podil mobilni faze protékd bypassem mimo smycku.
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Podily mobilni faze se za smyckou opét spoji a pokracuji na kolonu ve druhé
dimenzi. Po vymyti a natfedéni obsahu smycky L2 (obvykle po n€kolika vtefinach)
se ventil pfepne do tieti polohy, kdy mobilni faze pro druhou dimenzi protéka pouze
smyCkou L2. Soucasné bé¢hem faze fedéni a separace obsahu smycky ve druhé
dimenzi dochdzi k plnéni smycky L1 eludtem z prvni dimenze. V této pozici ventil
zustava, dokud neprobéhne separace frakce ze smycky L2 ve druhé dimenzi. V po-
sledni pozici ventilu je smycka L1 vyplachovéna stejnym zptisobem jako smycka
L2. Pak se ventil opét ptepne do polohy 1 a cely cyklus se opakuje. Pokud se osmi-
cestny ventil pfipoji ke dvéma selekénim ventiliim s vice smyckami, lze aktivni
modulaci pouzit pro vicendsobnou ,heard-cutting” nebo selektivni komplexni
dvourozmérnou kapalinovou chromatografii.

Aktivni modulace rozpoustédlem zvySuje kompatibilitu mobilnich fazi,
rozliSeni separace a zaroven snizuje citlivost detekce ve druhé dimenzi. Porovnanim
pikd v chromatogramech ziskanych pii zapojeni pevné modulace rozpoustédlem
nebo aktivni modulace rozpoustédlem se pii separaci s ASM modulatorem ziska

lepsi rozliSeni a odstup signdlu od Sumu [5].

1.8.3.3  Pulzné-elucni modulace

Dal$im druhem modulace rozpousStédlem je pulzné-eluéni modulace
(PE — Pulsed Elution), ktera vyuZziva k vytvoteni frakci z eluatu pulzné-elu¢ni gra-
dient mobilni fdze v prvni dimenzi. Gradient v prvni dimenzi je sloZen z pulzd,
ve kterych se postupné zvySuje elucni sila rozpoustédla, a tim se vytvoii jednotlivé
frakce. Pii klasickém gradientu mobilni faze se koncentrace rozpoustédla se silngj$i
eluéni silou postupné zvysuje s Casem, ale u pulzné-elu¢ni modulace koncentrace
organického rozpoustédla cyklicky klesd a stoupd a zdrovenl se linedrné v Case

zvySuje eluéni sila (Obrazek 17).

T
200
Retencni ¢as [min]

Obrazek 17: Pritbeh pulzné-elucniho gradientu v prvni dimenzi béhem separace (modra kiivka) [3].
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Gradient v pulzni elu¢ni modulaci se musi optimalizovat, aby pii horni hodnoté
eluéni sily gradientu nedoslo k rychlému pohybu analytli kolonou, a naopak
na spodni hladin¢€ pulzniho intervalu se nesmi neumérné snizit migrace analyti.
Délkou doby pulzu se ovlivituje pikova kapacita, protoze ¢im kratsi doba pulzu
gradientu, tim se ziskd vice frakci z prvni dimenze.

PE modulace vyuziva deseticestny dvoupolohovy ventil se dvéma zachytava-
cimi kolonkami a ,,bypassem* (na Obrazku 18 je v ,,bypassu* zapojena kolonka
col.5) a funguje na principu pasivni modulace rozpoustédlem. ,,Bypass® opét

umoziuje nafedit prvni mobilni fazi se silnou elucni silou.

1tD i Make up
P o] =

Waste pool

—
pump

Obrazek 18: Spojent pulzni elucni modulace a pevné modulace rozpoustédlem [3].

Pomér déleni toku byl vtéto pasivni modulaci rozpoustédlem zajistén
piipojenim kratké délici kolonky (v Obrazku 18 Col.5), ktera byla naplnéna stejnou
staciondrni fazi jako zachytavaci kolonky. Vnitini rozméry délici kolonky ovliviiuji
tlakovy odpor priitoku, tedy i pomér d€leni toktl a stupeit nafedéni frakce. Napiiklad
¢im kratsi kolonka s v&t§im vnitinim primérem, tim vétsi bude priitok pfemosténim
a mens$i pritok zachytavaci kolonkou. Pulzné-elu¢ni modulace vede k vyssi pikové
kapacite, nez pii zapojeni osmicestného dvoupolohového ventilu se zachytavacimi

smyckami [3].
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1.8.3.4 Modulace redénim na koloné

Natedéni frakce pred vstupem do druhé dimenze nemusi byt provedeno jen
mobilni fazi druhé dimenze, ale je mozné vyuzit pomocné rozpoustédlo s nizsi
elucni silou, kterou se obsah smycky vymyje. Tato technika se nazyva modulace
fedénim na kolon¢ (ACD — At-column dilution). ACD vychazi z osmicestného
dvoupolohového ventilu se dvéma zachytavacimi smyckami, ale navic se pfipojuje
dalsi ¢erpadlo, které frakci ze smycky vymyva. Nakres rozhrani fedéni na kolon¢ je
na Obrazku 19. Redéni na koloné poskytuje lepsi separace a tvar pikil neZ pti pouziti

dvoupolohového ventilu se dvéma smyckami.

i 2"D o
! gradient ! abdbal !
! I pump

pump - | 2 O T 1

igndp | Mixer

Obrazek 19: Modulace redénim na koloné [13].

Princip fungovani modulatoru fedéni na kolon€ je velmi jednoduchy. Nejprve
se eluat z prvni kolony zachyti ve smycce. Po otoceni ventilu je frakce ze smycky
vymyvana pomocnym rozpoustédlem s malym pratokem a se slabou elu¢ni silou
do misici cely, kam je dalSim Cerpadlem piivadéna druhd mobilni faze o vysokém
pritoku. Dojde tak k natfedéni mobilni faze se silnou elucni silou a k zakoncentro-
vani analytli na zacatku kolony ve druhé dimenzi. Faktor zfedéni je mozné nastavit
pomoci prittoku pomocného rozpoustédla. Redéni eluatu 1ze nezavisle na podmin-
kach separace v prvni a druhé dimenzi nastavit a optimalizovat.

Porovnanim vyslednych 2D chromatogramii po separacich s dvoupolohovym
ventilem a modulaci fedéni na koloné se pfi pouziti ACD ziska vice piki (sloucenin)

a intenzita pikt je vétsi [13].
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1.8.4 Modulace s vyuzitim teploty
Zvyseni teploty, at’ uz na zachytavacich smyckach nebo specidlni kolonce,
umoziuje odpatit mobilni fazi z prvni dimenze, ¢imz se odstrani vliv rozpoustédla

z prvni dimenze na separaci ve druhé dimenzi.

1.8.4.1 Modulator s vakuovym odparovanim

Odpateni mobilni faze v zachytavacich smyckach umoziiuje rozhrani
s vakuovym odparovanim (VEI — Vacuum Evaporation Interface), které snizi
davkovany objem frakce na druhou kolonu, a analyty se tak zakoncentruji.
Modulator se skldda z dvoupolohového deseticestného ventilu, dvou zachytavacich

smycek, vakuové pumpy a ohievu smycek (Obréazek 20).
Pugpp2
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Obrazek 20: Zapojeni modulatoru s vakuovym odparovanim do dvourozmérné kapalinové chromatografie [21].

Princip fungovani je podobny jako u deseticestného dvoupolohového ventilu.
Rozdil je v tom, Zze misto portu pro odpad u deseticestného ventilu se u vakuove-
odpatovaciho modulatoru zapojuje vakuova pumpa (Obrazek 20, port €. 3).
Rozhrani pracuje tak, Ze eluadt z prvni kolony je zachycen ve vyhtfivané smycce
a za snizen¢ho tlaku dochazi k postupnému odpatovadni mobilni faze. Analyty
se sorbuji na sténu smycky a plynna mobilni faze je odvadéna vakuovou pumpou.
Po ur¢itém case vzorkovani se deseticestny ventil pfepne do druhé polohy.

Zachytavaci smyckou zacne protékat mobilni faze pro druhou dimenzi, v niz se
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rozpusti zachycené analyty a jsou unaseny na druhou kolonu. Béhem vymyvani
jedné smycky na druhou kolonu dochdzi k zachyceni dalSiho eludtu z prvni dimenze
do druhé smycky a odpafeni mobilni faze z prvni dimenze.

Modulétor s vakuovym odpafovanim zajisti odpafeni mobilni faze z prvni
dimenze, ¢imz Ize jednak odstranit nekompatibilitu mobilnich fazi, a také se analyty
zakoncentruji do uzké zony na zacatku kolony ve druhé dimenzi. Diky tomu jsou
piky ve druhé dimenzi uzsi a vyssi.

Pomoci VEI modulatoru lze separovat i t¢kavé a tepelné labilni analyty.
Pti odpafovani mobilni fize se vyuziva vakuum, proto je teplota varu mobilni faze
nizkd a mize se snizit na laboratorni teplotu. Nevyhodou modulatoru s vakuovym
odpafovanim je, ze pii odpafovani mize dojit ke ztraté analytl, protoze pary
mobilni fidze mohou spolu strhnout separované analyty. VytéZnost separace
netékavych analytt se tak pohybuje i pod 60 %. Z tohoto diivodu se pro kvantifikaci

latek ve vzorku musi pridavat vnitini standard [21].

1.8.4.2 Rozhrani s odparovaci membrdanou

Urcitou nastavbou vakuové-odparovaciho modulatoru je modulace s odpato-
vaci membranou (EMM — Evaporate Membrane Modulation). Misto vyhtivanych
smycek pouzivanych u vakuové-odpatovaciho rozhrani 1ze do dvourozmérného
kapalinového chromatografu zapojit odpafovaci membranu, kterou projdou pouze
malé¢ molekuly mobilni faze. Diky tomu se eliminuje nevyhoda vakuové-
odpaiovaciho rozhrani, kde dochazelo ke ztrat¢ analytd v disledku strhavani
molekul s plynou fazi. Schéma zapojeni odpafovaci membrany do dvourozmérného
kapalinového chromatografu je na Obrazku 21.

Mezi vystup z prvni dimenze a ventil se dvéma zachytdvacimi smyckami je
vlozena porézni polytetrafluorethylenova hydrofobni membrana, ktera je zahfivana
infraCervenymi diodami na konstantni teplotu odpafovani pro odpatreni casti
mobilni faze, aby byl zachovan konstantni priitok z prvni dimenze. Plynna faze
nizkovroucich rozpoustédel z prvni dimenze se odvadi pomoci vakuové pumpy

pfes membranu do odpadu. Pies porézni membranu analyty neprojdou a jsou
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odvadény do smycky, kde se zachyti. Ze zachytavaci smycky jsou analyty vymyty

mobilni fazi pro druhou dimenzi.
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Obrazek 21: Zapojeni odparovaci membrany mezi prvni dimenzi a duo Ctyreestny dvoupolohovy ventil.
Chromatogram a) zndzoriuje separaci v prvai dimenzi a chromatogram b) ukazuje analyty
po odpareni mobilni faze [4].

Modulator s odpafovaci membranou umoziuje zvysit pratok v prvni dimenzi,
protoZe piebytek mobilni faze se odpaii a do druhé dimenze se davkuji pouze
analyty. Druhou vyhodou pouZiti je separace i t€kavych a tepelné labilnich latek,

protoze vakuum sniZuje teplotu varu rozpoustédel v mobilni fazi pro prvni dimenzi

[4].

1.8.4.3 Tepelnd modulace

Kromé odpafovaci membrany se pro odstranéni mobilni faze a fokusaci analyti
zprvni dimenze vyuziva speciadlni kolonka pouZivand v tepelné modulaci
(TM — Thermal Modulation). Eluat se zachytava v kapilare z taven¢ho Al,Os, ktera
je obalena hlinikovym pouzdrem a naplnéna oxidem kiemicitym a poréznim

grafitovym uhlikem (PGC). Konstrukce modulétoru je zndzornéna na Obrazku 22.

50



1. kolona SiO, PGC SiOs
o |~ | \ \ 2. kolona
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Obrazek 22: Tepelnd modulace, kterd se sklada z hlinikového ohiivaciho pouzdra a kapilary naplnéné SiO:
a poréznim grafitovym uhlikem [31].

Porézni grafitovy uhlik ma nizs$i molarni entalpii nez napiiklad oktadecylsili-
kagel, a proto jsou interakce analytli s povrchem staciondrni faze citlivéjsi na vyssi
teplotu. Zaroven je grafitovy uhlik staly pti vyssich teplotach, a proto se pouziva
pfi tepelné modulaci. Zachytem neutralnich analytii na poréznim grafitovém uhliku
se analyty zaostii do Uzké zény pted tim, nez jsou davkovany do druhé dimenze.
Misto porézniho grafitového uhliku Ize pouzit i jinou staciondrni fazi a zachytit tak
1 jiné analyty, naptiklad kyselé nebo zasadité. Podminkou je, aby retence latek
na stacionarni fazi byla mnohonasobné vétsi nez na prvni koloné.

Princip je nésledujici: ptfi pokojové teploté analyty interaguji s poréznim
grafitovym uhlikem a zachyti se. Po zahtati kapilary na vysokou teplotu (az 160 °C)
dojde k postupnému uvoliiovani analyti na kolonu ve druhé dimenzi. Pro rychly
ohfev kolonky slouzi topna civka, kterd ohtiva hlinikové pouzdro, ve kterém je
umisténa kapildra. Zahtivani porézniho grafitového uhliku probiha v pulzech.
Kapildra musi mit maly vnitini primér, aby ohfev probéhl rychle a v celém jejim
objemu. KdyZz dojde k ohfati mobilni faze uvnitt modulatoru, snizi se jeji viskozita,
tim dochazi ke snizeni tlaku v kapilare. Ten se opét zvysi az pti ochlazeni mobilni
faze v modulédtoru. Pouziti tepelné modulace ve dvourozmérné kapalinové
chromatografii je spiSe vyjimecné, ale Castéji se vyuziva ve dvoudimenzionalni

plynové chromatografii [31].
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1.8.4.4 Podélna on-column tepelna modulace

Kolonka naplnénd poréznim grafitovym uhlikem se vyuziva i pii podélné
on-column tepelné modulaci (LOCTM - Longitudinal On-Column Thermal
Modulation). Modulétor se sklada ze zachytavaci kolonky s poréznim grafitovym
uhlikem, odporové vyhtivaného pouzdra kolony a ptivodu stlaceného chlazené¢ho
vzduchu. Konstrukce je znazornéna na Obrazku 23. Zachytavaci kolonka je podélné

vyhtivana. Ohtivac se pohybuje od jednoho konce kolonky ke druhému a zase zpét.

eluatz 'D > < D pumpa
-
stlaceny chlazeny vzduch _________. ’ podélny ohtivad
200 °C

zachytéavaci kolonka

stlaceny chlazeny vzduch

Kolona ve 2D

Obrazek 23: Konstrukce tepelné on-column podélné modulace [32].

Zachytéavaci kolonka se na zac¢atku a na konci chladi stlatenym vzduchem, aby
se analyty zachytily na stacionarni fazi. Rychlé a velké zmény teploty na zachyta-
vaci kolonce umozni zachyceni a rychlé uvolnéni analytii ze stacionéarni faze. Pokud
se Spatné zvoli teploty chlazeni a zahtivani, mizZe dojit k pfedcasné eluci analytd,
nebo naopak se analyty z kolonky neuvolni a piejdou do nasledujici frakce.

Princip fungovani modulatoru spociva v tom, ze eluét z prvni dimenze proudi
do sméSovaci komurky, kam se ptfivadi mobilni faze pro druhou dimenzi. Smés
je vedena do zachytavaci kolonky, kterd je na pocCatku chlazena stlaCenym
vzduchem. Nésledné se podélné vyhiivani pfesune na za¢atek kolonky, tim prerusi
proud chladiciho vzduchu a kolonka se ohieje. ZvySena teplota uvolni analyty, které

putuji na konec zachytavaci kolonky, kde se opét zachyti, protoze je druhy konec
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kolonky také chlazen proudem stlacené¢ho vzduchu. Pak se podélny ohtivac piesune
na konec zachytavaci kolonky a analyty se v diisledku zvysené teploty uvolni na ko-
lonu ve druhé dimenzi.

Vyhodou podélné on-column tepelné modulace je zvysSeni pikové kapacity
2D separace oproti béznym modulatorim se smyckami. Nevyhodou tepelné
modulace je delsi ¢as potiebny pro prevedeni frakce z prvni do druhé kolony,
omezeny vybeér staciondrnich fazi a pratoku druhé mobilni faze, aby nedoslo

k ptekrocCeni tlaku na druhé koloné [32].

1.8.4.5 Modulace zachytavanim za studena

Modulace s vyuzitim tepla nemusi byt provedena pouze vyssi teplotou, ale lze
pro zachyt analyt vyuzit naopak i nizkou teplotu. Modulace zachytdvanim
za studena (CT — Cold Trapping) umoZiiuje fokusaci analytii ve frakci. Zachytavani
za studena je vhodné pro analyty, které maji urcitou retenci i pti nizkych teplotach.
Konstrukce modulatoru se sklada z deseticestného dvoupolohového ventilu a dvou

zachytavacich kolonek, které jsou chlazeny (Obrazek 24).

B B
Cold Trap Cold Trap
wé mz 3 ‘g‘
J4 8 4 8
56 7t 5¢ 7 /

A A
Cold Trap Cold Trap

Waste

Obrazek 24: Zapojeni modulace zachytavanim za studena do separacniho systému. V pozici A probiha plnéni
zachytavaci kolonky. Pozice B zndzoriuje vymyvani kolonky B na kolonu ve druhé dimenzi [6].

Zachytavaci kolonky musi obsahovat stacionarni fazi, ve které maji analyty
vysokou retenci. Takovou stacionarni fazi je naptiklad porézni grafitovy uhlik nebo
oktadecyl-silikagel. Vybér stacionarni faze zdvisi na separovanych analytech.

Do chlazené zachytavaci kolonky proudi eluat z prvni dimenze, ktery ma vyssi
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teplotu (v Obrazku 24 pozice A). Zménou teploty se analyty zachyti na staciondrni
fazi. Cim je rozdil teplot v&tsi a molekulova hmotnost analytl vétsi, tim se vice
zachyti. Pro zachyceni malych analyti je potfeba pouzit velky teplotni rozdil.
Po zachyceni analytl a otoceni ventilu se kolonka ohfeje a analyty jsou vymyvany
mobilni fazi na kolonu ve druhé dimenzi (pozice B na Obrazku 24).

Modulace zachytavanim za studena ma vyhodu v tom, ze ve druhé dimenzi
je mozné pouzit kratsi kolonu (30 mm misto 60 mm) s malym vnitinim pramérem
(2,1 mm misto 7,5 mm) nez u klasickych kolon pro druhou dimenzi, a tak zrychlit
celkovou analyzu vzorku. Ve druhé dimenzi 1ze zapojenim kratsi kolony také snizit
pratok mobilni faze (0,6 ml/min misto 2,5 ml/min), které usnadiiuje spojeni s hmot-
nostni spektrometrii. Modulator ma ale i nevyhodu, a to ve ztrat¢ analyti béhem
pritoku eludtu zachytavaci kolonkou a pii vymyvani frakce na druhou kolonu.
Ztratu je mozné snizit, pokud se zachytavaci kolonka proplachne druhou mobilni

fazi v opacném sméru, nez probihalo plnéni kolonky [6].

1.8.5 Modulace stacionarni fazi

Aktivni modulace nemusi byt vytvofena jen rozpousStédlem nebo teplotou, ale
lze pouzit i asistovanou modulaci staciondrni fazi (SPAM — Stationary-Phase-
Assisted Modulation). Stacionarni faze v zachytavaci kolonce umoziiuje vymeénu
mobilnich fazi a zakoncentrovani analytti pred separaci ve druhé dimenzi, protoze
mobilni faze z prvni dimenze se v kolonce nezachyti a odchdzi do odpadu.
Zachytavaci kolonky dale umoziiuji odsoleni eluatu z prvni dimenze, coz nasledné
umoznuje spojeni dvourozmérné kapalinové chromatografie s hmotnostnim
spektrometrem, kterd se s vyhodou pouziva v proteomice. Konstrukce asistované

modulace staciondrni fazi je zndzornéna na Obrazku 25 [12, 33].
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Dilution flow

1D-Column

Obrazek 25: Asistovand modulace staciondrni fazi je sloZena z: duo ctyrcestného dvoupolohového ventilu
a dvou kolonek naplnénych stacionarni fazi [12].

Pro zachyceni frakci zprvni dimenze slouzi dvé zachytdvaci kolonky.
Pted kolonku se ¢asto zapojuje ptidavny tok rozpoustédla, ktery upravi podminky
pro zachyceni analytl snizenim elu¢ni sily mobilni faze, a tim se zabrani pred¢asné
eluci analytl z kolonky. Analyty se zachyti na stacionarni fazi, ktera se voli podle
povahy separovanych analyti. Mobilni faze z prvni dimenze je odvadéna do od-
padu. Kdyz se ventil oto¢i, zachycené analyty jsou vymyvany mobilni fazi
pro druhou dimenzi na druhou kolonu. Podminkou pro vybér stacionarni faze
v zachytévaci kolonce je, Ze retence latek v kolonce musi byt vétsi nez retence latek
na koloné v prvni dimenzi, aby se zachycené analyty v kolonce rychle vymyly
na druhou kolonu [12, 33]. Zachytavaci kolonky je mozné vymyvat v obou
smérech. Eluat z prvni dimenze se zachyti na za¢atku kolonky a diky zpétnému
promyti malym objemem mobilni faze dojde k fokusaci analyti a zrychleni
davkovani frakce na druhou kolonu [33].

Pti porovnani asistované modulace staciondrni fazi s dvoupolohovym ventilem
se zachytavacimi smyckami se zvysuje citlivost detekce, snizuje se nekompatibilita
separacnich systémti a mtize dojit ke zrychleni separace. Zkraceni doby separace se
doséhne tim, Ze 1ze zvysit pritok mobilni faze v prvni dimenzi. Zachytavaci ko-
lonky dovoli zachytit vice eluatu, nez je vlastni objem kolonky. Dtlezité je brat
ohled na to, aby nedoslo k podvzorkovani. Dalsi vyhodou je zvySeni pikové kapa-

city a u€innosti separace, protoze se snizi davkovany objem do druh¢ dimenze [12].
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1.8.6 Budoucnost vyvoje modulatori

I kdyz se vyviji stdle nové modulatory pro pienos frakci z prvni do druhé
dimenze, stale nejvice pouzivanymi jsou dvoupolohové ventily se dvéma zachyta-
vacimi smyckami, které nemaji fokusacni efekt a neumoziuji vymeénu mobilnich
fazi. Nove¢ vyvijené modulatory Casto vychdzi zosmi- nebo deseticestného
dvoupolohového ventilu, at’ uz se smyc¢kami nebo zachytdvacimi kolonkami. Lze
predpokladat, ze vbudoucnu bude vénovéna vEtsi pozornost modulatorim
pro dosazeni vétsi separacni ucinnosti, robustnosti a moznosti vyuZziti dvouroz-

meérné kapalinové chromatografie pro separace v praktickych aplikacich [19].

1.9 Gradientova eluce ve dvourozmérné kapalinové chromatografii

Gradientova eluce mobilni fdze se pfi separaci vyuZziva pro zvySeni pikové
kapacity v obou dimenzich. Gradientovou eluci se ziskaji stejné Siroké a vysoké
piky s rovnomérnéjSimi rozestupy [1]. Pfi volbé typu a rozsahu gradientu se musi
brat ohled na pfitomné analyty ve vzorku [2]. Gradient mobilni faze ve druhé
dimenzi se také voli podle pouzitych separacnich systéml, aby se dosédhlo vysSich
ortogonalit [34].

Pokud bude gradient mobilni faze pouzit v prvni dimenzi, ziska se konstantni
pocet pikil za prvni kolonou. Za to gradient mobilni faze ve druhé dimenzi zplsobi
lepsi vyuziti plochy 2D chromatogramu, protoze volbou vhodného gradientu mu-
zeme podpofit eluci silné zadrZzovanych latek, a i naopak zvysit retenci slabé
zadrzovanych sloucenin. Ve druhé dimenzi ma také na starosti vymyti v§ech analytii
z kolony, aby nedochazelo k eluci zbytkovych analyt v nasledujici separaci [1, 2].
Aplikaci gradientu ve druhé dimenzi dochazi také k fokusaci analytl na zacatku
kolony. Analyty unaSené mobilni fazi se slabou elu¢ni silou pii kontaktu
se zaCatkem stacionarni faze ztraci rychlost, a tak je mohou dohnat i analyty, které

se nachazi na konci objemu frakce [2].
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Podle profilu se gradienty déli na Ctyii typy [1]:
e plny gradient (Obrazek 26A),

e segmentovy gradient (Obrazek 26B),

e paralelni gradient (Obrazek 26C) a

e posuvny gradient (Obrazek 26D).

“Parallel” gradient "Shift” gradient
Obrazek 26: Prubéhy jednotlivych typu gradientii v LCXLC: A) plny gradient, B) segmentovy gradient,

C) paralelni gradient, D) posuvny gradient. Modra krivka zndzornuje gradient v prvni dimenzi
a zelend krivka urcuje pribeh gradientu ve druhé dimenzi [2].

U paralelniho gradientu (,,parallel gradient) dochazi k postupnému zvySovani
siln€j$i eluéni slozky v pribéhu gradientu jak v prvni, tak ve druhé dimenzi.
Gradienty v obou dimenzich maji nejcastéji stejny prubéh. Paralelni gradient
se Casto pouziva pro separacni systémy, u nichz dochazi k ¢astecné korelaci,
jako naptiklad u RPxRP [1]. Stejné gradienty v obou dimenzich snizi korelaci
systémt, a tim se jednotlivé piky latek 1épe rozprosttou po prostoru chromatogramu
a zvysi se tak ortogonalita systému [35]. Také se pouzitim mén¢ strmého paralelniho
gradientu ve druhé dimenzi zajisti to, Ze se vSechny latky separované v jedné frakci
na druhé koloné vymyji a nebudou tak prechédzet do nasledujici separace. Nevyhoda
paralelniho gradientu je v rozmyvani nebo deformace pikil ve vysledném chromato-
gramu a v dusledku toho ztizeni identifikace eventudln€ i1 kvantifikace latek.

Problém nastavad hlavné u sloucenin, které se eluuji ve vice frakcich z prvni
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dimenze, protoZze se snizuje retence latek pii pfenosu do druhé dimenze, kde mobilni
faze ma vyssi elucni silu nez v prvni dimenzi [34].

PIny gradient, téZ nazyvany ,,Full In Fraction,* (FIF) vyuziva jeden stejny roz-
sah gradientu na vSechny frakce separované ve druhé dimenzi. Dochazi k narastu
koncentrace siln¢jSiho rozpoustédla (nékdy az na 100 %) a na konci gradientu,
tedy na konci separace jedné frakce, se koncentrace silného elu¢niho ¢inidla snizi
na vychozi slozeni mobilni faze [1]. Aby se ustalily pocate¢ni podminky gradientu,
je potieba kolonu po skonceni kazdé separace (kazdé frakce) ve druhé dimenzi
vyplachnout dvakrat az tiikrat vychozim slozenim mobilni faze [2]. FIF je nejcastéji
vyuzivany gradient pro druhou dimenzi. Gradient ma Siroky rozsah, ktery zaruci
dobrou separaci, ale poskytuje horsi rozliSeni. Piky ve 2D zaznamu nezaujimaji cely
prostor, ale jsou rozloZeny spiSe na ptimce jako u systému s ¢aste€nou ortogonalitou
(Obrazek 7B) [18].

Segmentovy gradient (Segmented In Fraction, SIF) ve druhé dimenzi pouziva
niz8i rozsah koncentrace silnéjSiho rozpoustédla nez plny gradient. Gradient
se sklada z nékolika segmentl s riznym rozsahem, které jsou pouZzity v riznych
¢astech separace ve druhé dimenzi [1].

Pti pouZiti posuvného gradientu neboli ,,shift gradient,” dochazi k postupnému
navySovani poc¢atecni a koncové koncentrace silnéjsi slozky mobilni faze ve druhé
dimenzi pro vSechny analyzované frakce [1].

Nevyhodou plného gradientu je, ze ve vysledném 2D chromatogramu se nevy-
uzije cela jeho plocha. Tedy plny gradient poskytuje hors$i separaci nez segmentovy
gradient, ale u obou typl gradientll se musi na konci kazdé analyzy jednotlivych
frakei kolona promyt pocatecnim sloZzenim mobilni faze [2, 34]. Naproti tomu
posunuty a paralelni gradient ma rozmisténé piky analytii 1 v mistech, kde je plny
gradient nema. Vyhoda plného a segmentového gradientu je v tom, ze dochazi
k vys$si kompresi pikti, protoZe se pouzivaji strméjsi gradienty, a tak se ziskaji vyssi
piky a vétsi odstup signalu od Sumu [1]. Nevyhodou posuvného gradientu je t€zsi
interpretace zaznamil, protoZe béhem separace se méni gradient mobilni faze, a tak
se muze posouvat retencni Cas jedné latky v sousednich frakcich separovanych

ve druhé dimenzi [1, 2].
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Gradient 1ze charakterizovat naptiklad parametrem strmosti. Strmost gradientu
vyjadiuje zménu objemového podilu slozky s vyssi elucni silou v mobilni fazi
b&hem pribéhu gradientu. Cim je niZsi strmost gradientu mobilni faze, tim vice
separace simuluje izokratickou eluci. Ve dvourozmérné kapalinové chromatografii
se vprvni dimenzi voli pozvolngj$i strmost gradientu, ale ve druhé dimenzi
se pouzivaji velmi strmé gradienty pro rychlé separace. Strmost gradientu mobilni
faze, B, 1ze vypocitat podle Rovnice 3:

B = Porg.f.~Aorg.f. (3)
Vg

kde ¢ors ptedstavuje koncentraci organické slozky v mobilni fazi na konci
gradientu, A.¢s je pocatecni koncentrace organické slozky na zacatku gradientu

mobilni faze a V' odpovida objemu mobilni faze v gradientu v ml [2, 35].

1.10 VyuZiti dvourozmérné kapalinové chromatografie

Dvourozmérna kapalinova chromatografie ma vys$i separa¢ni ucinnost
a pikovou kapacitu nez jednorozmérné kapalinova chromatografie, proto vyznam
této techniky stale roste a s tim 1 potencidl vyuziti dvoudimenzionalni kapalinové
chromatografie v praxi. Vyhodou zavedeni separaci na dvourozmérném kapalino-
vém chromatografu je, Ze u nékterych aplikaci odpada slozita pfiprava vzorku [36].
Na druhou stranu délka analyz komplexnich vzorkl ptedstavuje zna¢nou nevyhodu
oproti jednorozmérné kapalinové chromatografii, a zvlasté oproti ultra-vysoko-
ucinné kapalinové chromatografii. Tuto nevyhodu prevazi ziskani vét§iho mnoZzstvi
informaci pifi pouziti dvourozmérné kapalinové chromatografie. V soucasné dobé
je snaha zkracovat €as potfebny pro analyzu, a vyvijet tak rychlejsi metody, které
by bylo mozné pouzit v rutinni analyze [2].

Nejvétsi uplatnéni dvourozmérna kapalinova chromatografie nasla pii analyze
syntetickych polymert a kopolymert [6]. Déle se vyuziva pro analyzu biologickych
materiadll, jako je krev a moc. V této oblasti se hlavné pouziva v proteomice
pro stanoveni riznych biomarkeri a metabolitii signalizujicich poc¢atek onemocnéni

[33]. Metodu je vyhodné pouzit i pro vzorky zZivotniho prostiedi [2, 31, 37].
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Velmi vyznamnou oblasti, kde se pouziva dvourozmérna kapalinova chroma-
tografie, je analyza potravin, protoze se Casto jednd o velmi komplexni vzorky
s fadou analytl s riznymi vlastnostmi. Analyzy mohou byt zaméfeny na hledani
konkrétni skupiny latek ve vzorku z diivodu bezpecnosti potravin (napt. pfitomnost
xenobiotik) nebo na identifikaci vSech nebo pouze Casti piitomnych analyth
ve vzorku (napf. antioxidanty ve vin¢). Pokud nds nezajimad konkrétni slozeni
jednotlivych latek v konkrétni potraving, lze separaci vytvofit charakteristicky
2D chromatogram, tak zvany otisk prstu. Pii porovndni charakteristickych pikt
v konturovych chromatogramech vzorku a standardni potraviny je mozné odhalit
falSovani potravin (napt. s6jové bilkoviny v masnych vyrobcich) nebo geograficky
puvod potraviny (napt. mad’arské vino vydavané za ceské) [36].

Nejcastéji separovanymi skupinami analytii jsou [17, 36]: triacylglyceroly [23],
karoteny [20], fosfolipidy [24], polyfenolické latky [4, 38], glykosidy z rostliny
Stevia rebaudiana [39] a kontaminanty, mezi které se fadi pesticidy [40], antibio-
tika [41] a toxické laky [37].

Mezi nejvice analyzované komodity potravin spada [17]: vino [35], pivo [42],
mléko [24, 41], oleje [23], obiloviny a mouka [37, 40], ovoce a zelenina [26, 40],
ovocné dzusy [43] a voda [8, 10].
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Pristroje a zavizeni
e dvoudimenziondlni kapalinovy chromatograf Agilent 1290 Infinity (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA), slozeny z téchto Casti:

o automaticky davkovac vzorku

o kapilarni ¢erpadlo pro prvni dimenzi

o ultra-vysokotlaké ¢erpadlo pro druhou dimenzi

o termostat kolon

o UV/VIS detektor diodového pole

e chromatografické kolony:

o kapilarni zwitteriontova methakrylatova monolitickd kolona na bazi
N,N-dimethyl-N-methakryloxyethyl-N-(3-sulfopropyl)amonnium
betainu (MEDSA) a bisfenol-A-glycerol dimethakrylatu (BiGMA)
o rozmérech 250x0,53 mm. Kolona ma dualni charakter, coz zna-
mena, Ze ji lze pouzit jak v HILIC systému s vysokou koncentraci
acetonitrilu v mobilni fazi, tak 1 v reverzni fazi s vodnou mobilni fazi
(laboratorné ptipravenad in situ polymerizaci v kapilare, Univerzita
Pardubice) [44]

o kolona Chromolith HighResolution o velikosti 50x4,6 mm (Merck
KGaA, Darmstadt, Némecko)

e rozhrani:

o duo ctyfcestny dvoupolohovy ventil (Agilent Technologies, Santa
Clara, USA) se zachytdvacim zafizenim:

— dveé smycky o objemu 20 ul (Agilent Technologies, Santa
Clara, USA)

— dvé kolonky Kinetex® 5u EVO C18 100 A se staciondrni fazi
C18, 20x4 mm, velikosti ¢astic 5 um a velikosti port 100 A
(Phenomenex, Torrance, USA)

— dvé kolonky EXP® Trap Column Cartridges 15-03973-HG

s C18 stacionarni fazi, 5x2,1 mm, velikosti ¢astic 3 pum
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o

a objemem piedkolonky 20 pl (Optimize Technologies Inc.,
Oregon City, USA)
— dvé kolonky EXP® Trap Column Cartridges 15-03973-HJ
naplnéné silikagelovymi ¢asticemi o velikosti 3 um, 5%2,1 mm
a objemu 20 pl (Optimize Technologies Inc., Oregon City,
USA)
modulace fedénim na koloné¢ se skladala z duo CEtyfcestného dvou-
polohového ventilu, dvou zachytavacich smycek o objemu 20 pl
a sméSovace toku (jednotlivé komponenty od Agilent Technologies,
Santa Clara, USA)
ttismyckovy modulétor sloZzeny z jednoho dvandacticestného dvoupo-
lohového ventilu, dvou deseticestnych dvoupolohovych ventill a tii
smycek o objemu 20 ul s vnitinim primérem 0,2 mm (Valco

Instruments Co. Inc., Houston, USA)

kapilarni elektroforéza Agilent 7100 (Agilent Technologies, Santa Clara,
USA) slozena z:

o

o

o

o

tlakového Cerpadla

dvou platinovych elektrod

kfemenné kapilary potaZené polyimidem o vnitinim priméru 75 pm
a délce 75 a 120 cm

detektoru diodového pole

deseticestny dvoupolohovy ventil vyrobeny z nevodivého materialu PEEK

(polyetheretherketon) pro propojeni kapilarni elektroforézy s tfismyckovym

modulatorem (Valco Instruments Co. Inc., Houston, USA)

syringe (injekéni) pumpa NE-1000X (Labicom s.r.o., Praha, Ceska

republika)

vakuovy odplyniova¢ mobilni faze Esa DG 3014 (ECOM spol. s. r. 0., Praha,
Ceska republika)

cerpadlo Esa 582 Solvent Delivery System (Esa, Chelmsford, Velka

Britanie)
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Hamilton stiikacky 1725 RNR o objemu 250 pl (Chromservis, Praha 10 —
Petrovice, Ceska republika)

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

ultrazvukovd lazent Bandelin Sonorex TK 52 (Bandelin -electronic
GmbH & Co. KG, Berlin, Némecko)

automatické pipety Eppendorf Research (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
IKA® Vortex 1 (VWR International, Stiibrna Skalice, Ceska republika)
zafizeni na vyrobu ultradist¢ vody Milli-Q® Direct (Merck
KGaA, Darmstadt, Némecko)

aparatura na filtraci mobilni faze S&S Duran® (Schott, Mainz, Némecko)
membranova vyvéva (KNF, Freiburg im Breisgau, Némecko)

pH-metr CG 842 (Schott Gerdte GmbH, Hoftheim, Némecko)

filtr o velikosti poru 0,45 pm (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

béZzné laboratorni sklo a pomiicky

2.2 Chemikalie

ultraCista voda

acetonitril o Cistoté >99,9 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

octan amonny o ¢istot¢ >99,99 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
kyselina mravenci o Cistoté >98 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
plynny dusik o &istoté 4.6 (Linde Gas a.s., Praha 9 — Kyje, Ceska republika)
aceton o &istotd >99 % (Penta, Praha 10, Ceska republika)

boratovy pufr o koncentraci 0,01 mol/l (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
kyselina borita o koncentraci 0,075 mol/l, jejiz pH bylo 1 M NaOH upraveno
na hodnotu 9 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

standardy fenolickych kyselin (Tabulka 4) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
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Tabulka 4: Seznam pouZzitych standardii fenolickych kyselin pro separaci a jejich absorpcni maxima Amax.

¢islo | sloucenina Amax [nm]
1 kyselina gallova 218,272
2 | kyselina protokatechuova 220, 260, 292
3 | kyselina p-hydroxybenzoova 198, 256
4 | kyselina salicylova 203, 235, 300
5 | kyselina vanilova 220, 260, 292
6 | kyselina syringova 220, 274
7 | kyselina 4-hydroxyfenyloctova 196, 224, 275
8 | kyselina kdvova 218, 322
9 | kyselina sinapova 197, 236, 322
10 | kyselina p-kumarova 228,310
11 | kyselina ferulova 218, 323
12 | kyselina chlorogenova 217,325

2.3 Pracovni podminky
2.3.1 Podminky 2D-LC separace

V prvni dimenzi byla pro separaci fenolickych kyselin vyuzita kapilarni
zwitteriontovd methakrylatova monolitickd kolona BIGMA-MEDSA, kterd byla
provozovana v HILIC rezimu. Mobilni faze se sklddala z 10 mM roztoku octanu
amonného ve vodé pufrovaného kyselinou mravenci na pH 3,1 (MF(A)pi1) a 10 mM
roztoku octanu amonného v acetonitrilu (MF(B)p1). Mobilni fize musi byt
pufrovand octanem amonnym z diivodu udrzeni stalé iontové sily pfi separaci. Pro
separaci na prvni kolon¢ byl nastaven gradient organické a vodné faze, ktery je
uveden v Tabulce 6. Tlak na kolon¢ rostl tim, jak se zvySovala koncentrace vodné
faze v gradientu mobilni faze. Pritok mobilni fdze v prvni dimenzi byl nastaven
na 6 pl/min.

Ve druhé dimenzi byla pro separaci v reverzni fazi pouzita monoliticka kolona
Chromolith HighResolution s oktadecyl-silikagelovou staciondrni fazi. Mobilni
faze se skladala z acetonitrilu (MF(B)p2) a 10 mM roztoku octanu amonného

ve vod¢ pufrovaného kyselinou mravenci na pH 3,1 (MF(A)p2). Pro separaci
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na druhé¢ kolon¢ byl nastaven ,,full in fraction* gradient (FIF), ktery je uveden v Ta-
bulce 7.

Pritok mobilni faze pro druhou dimenzi byl pro kazdy pouzity typ modulatoru
s pfipojenym zachytavacim zafizenim odliSny, protoze at’ uz trapovaci kolonky
nebo smycky pfinesly do systému jiny tlakovy odpor, a tedy byl i jiny tlak na druhé
kolon¢. Pritok byl volen na hranici maxima tlaku na koloné (200 bar) tak, aby
nedoslo k jeho piekroceni béhem pribéhu gradientu. Pritoky nastavené u jednotli-
vych modulatori se zachytavacimi smyckami nebo kolonkami jsou uvedeny
v Tabulce 5. Tlak na koloné béhem pribéhu gradientu rostl a klesal se zménou

slozeni mobilni faze a jeji viskozity.

Tabulka 5: Pritoky mobilni faze ve druhé dimenzi pri pouZiti ruznych typii moduldtorii se zachytavacimi
smyckami nebo kolonkami.

Moduldtor zkratka ol
[ml/min]
Duo ¢tyteestny dvoupczlohoyy ventil se dvéma AG-smycky 3.5
smyckami
Duo ¢tyfeestny dvoupolohovy ventil se dvéma
kolonkami HILIC AG-trapHILIC 2,0
Duo ctyfcestny dvoupolohovy ventil se dvéma
kolonkami C18 o délce 5 mm AG-trapC18-5 2,0
Duo ctyfcestny dvoupolohovy ventil se dvéma
kolonkami C18 o délce 20 mm AG-trapC18-20 | 2.4
Ttismyckovy modulator se tftemi smyckami TSM-smycky 2,8
Ttismyckovy modulator se tfemi kolonkami
C18 o délce 20 mm TSM-trapC18-20 24
Modulace fedénim na koloné ACD 3,5

Déavkovany objem pracovniho vzorku fenolickych kyselin byl 0,2 ul. Cas
pfepnuti modulatoru do dal$i pozice byl nastaven na 1 minutu. Kolony pro prvni
i druhou dimenzi, AG-smyc¢ky, AG-trapHILIC, AG-trapC18-5, AG-tarpC18-20
a ACD byly umistény do termostatu vyhiivané¢ho na teplotu 50 °C.

Detektor snimal signal pfi vinové délce 254 a 250 nm rychlosti 40 Hz. Zaroven

zaznamenaval celé spektrum v rozsahu vinovych délek 200600 nm, které bylo
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pouzito pro identifikaci fenolickych kyselin na zaklad¢ vinové délky, kde ma dana
sloucenina nejvétsi absorbanci (Tabulka 4).

UV spektrum zaznamenané pii 254 nm bylo pouzito pro vyhodnoceni Sitky
piku v poloviné jeho vysky, wi2n, protoze tato vinova délka je univerzalngjsi
a absorbuje vice latek. Nasledné byla spocitana Sitka piku pfi zakladné, w, podle

Rovnice 4 [1]:

W= 4-XW1/2h (4)

2,354

Spektrum zmétené pii 280 nm je selektivnéjsi a nekteré latky poskytuji vySsi
signaly, proto byl zdznam pouzit pro vyhodnoceni vysky piku kyseliny sinapové
(v Tabulce 4, cislo 9) a vysky Sumu detektoru. Kyselina sinapova se z prvni
dimenze eluuje jako prvni, a tedy jeji vySka neni ovlivnéna dal§imi koelujicimi ky-
selinami. Hodnoceni Sumu bylo provedeno tak, Ze byl spocitan odstup signalu
od Sumu, S/N, podle Rovnice 5, kdy 4 predstavuje vysku piku kyseliny sinapové

a hs odpovida vysce Sumu.

SIN =+ (5)

S

Experimentalni data byla pomoci programu Eval 2D-verze 2.71Lite pifevedena
na konturové 2D chromatogramy. Ve 2D chromatogramech byly identifikované
piky slou€enin oznaceny ¢islem daného standardu fenolické kyseliny podle Ta-
bulky 4.

Veskerd voda pouzitd pii praktické ¢asti diplomové prace, byla pfipravena

na piistroji Milli-Q® Direct a je oznadena jako ultradista.

2.3.2 Gradienty mobilnich fazi

Gradient mobilni faze pro prvni dimenzi byl pfipraven smichanim roztoku
10 mM octanu amonného ve vodé pufrovaného kyselinou mravenci na pH 3,1
(MF(A)p1) a 10 mM octanu amonného v acetonitrilu (MF(B)p1) pomoci Cerpadla
ve dvourozmérné kapalinové chromatografii. V ovladacim programu byl gradient

pro prvni dimenzi nastaven podle Tabulky 6.
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Tabulka 6: Pribéh gradientu mobilni faze v prvni dimenzi.

Cas separace [min] ¢ ME®B)D1 [%o] ¢ MrA)D1 [Yo]
0,0 98 2
20,0 85 15
60,0 75 25
66,7 55 45
100,0 55 45

Zmeéna koncentrace roztoku acetonitrilu s octanem amonnym b¢éhem celé

separace je zndzornéna na Obrazku 27 (modré kiivka).
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Obrazek 27: Pribeh gradientii mobilnich fazi v prvni (modrd kifivka) a ve druhé (oranzova kiivka) dimenzi.

Ve druhé dimenzi byl pouzit plny gradient mobilni faze MF(A)p2 a MF(B)p2.
Jedna separace (modulac¢ni ¢as) ve druhé dimenzi probihala po dobu 1 minuty.
Gradient byl nastaven od 0 minuty do 0,7 minuty separace. V Case separace
0,72 min byla koncentrace acetonitrilu v mobilni fiazi nastavena na pocatecni
podminky, aby se kolona pted dal§i separaci promyla pocatecni mobilni fazi
(ekvilibrovala). Byly vybrany 4 typy gradientti mobilni faze pro druhou dimenzi
sezachovanim rozsahu, které jsou nasledujici: 040 %, 10-50 %, 20-60 % a 30-70
% acetonitrilu v mobilni fazi. Na Obrazku 27 (oranzova kiivka) je znazornén
pfiklad plného gradientu o koncentraci MF(B)p2 od 10 % v 0 minuté do 50 % v 0,7

minuté separace, ktery je uveden v Tabulce 7.
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Tabulka 7: Zména koncentrace acetonitrilu v mobilni fazi ve druhé dimenzi behem jedné separace.

Cas separace [min] cvrB)p2 [ Y] cymr)p2 [ o]
0,00 10 90
0,70 50 50
0,72 10 90
1,00 10 90

2.3.3 Podminky p¥i zapojeni modulace Fedénim na koloné

Modulace fedénim na kolon¢ byla slozena z duo Ctyfcestného dvoupolohového
ventilu, dvou zachytdvacich smycek a sméSovace toku ve tvaru T. Pro piivod
MF(A)p2 bylo piipojeno dalsi cerpadlo s odplynovacem mobilni faze. Princip je
popsan v kapitole 1.8.3.4.

Do jednotlivych porti duo Etyfecestného dvoupolohového ventilu byly zapo-
jeny: pritok z prvni dimenze, dvé zachytavaci smyc¢ky o objemu 20 pl, odpad, odtok
do druhé dimenze a ptivod MF(A)p2 (Obrazek 28).

Frakce v trapovaci smycce byla na druhou kolonu vymyvdna pomoci
pfidatného toku MF(A)p2, ktery byl cerpan externim cerpadlem o pritoku
0,5 ml/min. Frakce se s mobilni fazi smichala az ve sméSovaci toku S (Obrazek 28)
a sm¢s pokrac¢ovala na druhou kolonu, kde doslo k separaci latek. Pritok ve druhé
dimenzi v fidicim programu byl nastaven na 3,0 ml/min. Celkovy priitok mobilni
faze na kolon€ druhé dimenze byl tedy 3,5 ml/min. Ventil se pfepinal v pravidel-

nych cyklech po 60 sekundach.

1
O
Lhdiad

O 2D-Pump
S —

llD-Cnlumn

Obrazek 28: Modulace redenim na koloné (upraveno z [2]).
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Protoze se zachytavaci smycka vymyvala MF(A)p2, bylo potieba nastavit gra-
dient acetonitrilu ve druhé dimenzi v fidicim programu trochu jinak nez pti pouziti
duo Ctyicestného dvoupolohového ventilu nebo tfismyCkového modulatoru.
Koncentrace acetonitrilu v mobilni fazi ve druhé dimenzi byla nastavena na vyssi
hodnotu, aby byl zachovan rozsah gradientu jako v ptipadé pouziti modulatoru bez
fedéni (040 %, 10-50, 20-60 % a 30-70 % ACN). V Tabulce 8 je uvedeno
nastaveni gradientu v fidicim programu pro vyslednou koncentraci 10-50 %
MF(A)p2. Vypocet téchto vysSich koncentraci acetonitrilu byl proveden podle
Rovnice 6:

i XFp1+tc XF,,=cXE, (6)
kde c; je koncentrace acetonitrilu ve vode [%], Fi 1 znaci prutok MF(A)p2 pted smi-
chanim s mobilni fazi [ml/min], ¢, odpovida koncentraci acetonitrilu v mobilni fazi
[%], Fm 2 je priutok mobilni fdze [ml/min] pfed smichanim s vodou, ¢ znamena
vyslednd koncentrace acetonitrilu [%] v mobilni fazi a F, odpovidad pritoku

[ml/min] po smichani s MF(A)po.

Tabulka 8: Priklad nastaveni gradientu acetonitrilu v rozsahu od 10 do 50 % v mobilni fazi pro druhou dimenzi
pri zapojeni modulace Fedénim na koloné.

Cas separace [min] cmr®)p2 [Yo) cvrp2 [Yo)
0,00 11,7 88,3
0,10 11,7 88,3
0,70 58,3 41,7
0,72 11,7 88,3
1,00 11,7 88,3

Op¢t jedna separace ve druhé dimenzi probihala po dobu 1 minuty. Na poc¢atku
gradientu probihala od 0 do 0,1 minuty izokraticka eluce a od 0,1 do 0,7 minuty
separace ve druhé dimenzi probihala gradientova eluce. Po zbytek ¢asu, nez doslo
k prepnuti duo ¢tyfcestného dvoupolohového ventilu do druhé pozice, byl gradient
nastaven na pocatecni podminky, aby se kolona ve druhé dimenzi ekvilibrovala.

Ptiklad nastaveni gradientu pii separaci ve druhé dimenzi, jehoz koncentrace
v mobilni fazi byla od 10 % v 0,1 minuty do 50 % acetonitrilu v mobilni fazi

v 0,7 minuty separace, je graficky zndzornén na Obrazku 29.
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Obrazek 29: Gradient acetonitrilu v mobilni fazi druhé dimenze pri pouziti modulace Fedénim na koloné.

2.4 Pracovni postupy

2.4.1 Priprava 10 mM roztoku octanu amonného ve vodé

Ptiprava 10 mM octanu amonného ve vod¢ pufrovaného kyselinou mravenci
na pH 3,1 byla provedena tak, Ze na lodi¢ku bylo navazeno 0,7708 g octanu amon-
ného. Do baiiky o objemu 1 1 bylo nalito asi 800 ml ultracisté vody. Octan amonny
byl kvantitativné pfeveden do odmérné baiky. Déle bylo méfeno pH roztoku
pomoci pH-metru a byla pfidavana kyselina mravenci, dokud pH roztoku nemélo
hodnotu 3,1. Hodnota pH 3,1 odpovida pfidavku objemu 2,1 ml kyseliny mravenci.
Proto pti kazdé ptipravé tohoto roztoku uz nebylo méfeno pH, ale rovnou bylo
ptidano 2,1 ml kyseliny mravenci. Banka byla doplnéna po rysku ultracistou vodou.

Roztok byl promichén a zfiltrovan ptes filtr s velikosti port 0,45 pm.

2.4.2 Priprava 10 mM octanu amonného v acetonitrilu

Mobilni faze 10 mM octanu amonného v acetonitrilu byla pfipravena rozpus-
ténim 0,3854 g octanu amonného v 0,5 | acetonitrilu. Latka byla v acetonitrilu velmi
Spatné rozpustna, proto zasobni lahev s roztokem byla umisténa do ultrazvukové
lazné po dobu 1 hodiny, pficemZ bylo roztokem obcas zamichdno. Nésledné byl

roztok prefiltrovan ptes filtr pro organické rozpoustédla o velikosti pord 0,45 pm.
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2.4.3 Priprava standardii fenolickych kyselin

Modelové vzorky byly pfipraveny z fenolickych kyselin (Tabulka 4).
Ze standardnich latek fenolickych kyselin (FK) byla pfipravena zasobni smés, kdy
od kazdé kyseliny bylo navazeno cca 10 mg. Zasobni smés ve vialce byla
zhomogenizovana na Vortexu. Nasledné z této smési byl pfipraven pracovni roztok
tak, Ze bylo navazeno 5 mg smési FK do vialky a tato navdzka byla rozpusténa
v 1 ml methanolu. Pro lepsi rozpusténi byla vialka umisténa na 2 minuty do ultra-
zvukové lazné. Takto pfipravené zasobni i pracovni vzorky byly uchovéavany v led-
nici pfi 5 °C v tmavych vialkach uzavienych septem.

Roztok obsahujici kyselinu protokatechuovou a kyselinu p-kumarovou byl
pfipraven nasledujicim zplisobem. Do vialky bylo navdzeno 10 mg od kazdé
slou€eniny a rozpusténo v 10 ml methanolu. Tento roztok byl 100X natedén, tedy
0,1 ml vzorku byl smichdn s 10 ml methanolu. Roztok byl uchovavan v chladu
v tmavé vialce.

Roztok kyseliny protokatechuové a kyseliny p-kumarové ve 20% methanolu,
byl pfipraven tak, ze bylo navaZeno cca 1 mg od kazdé kyseliny do tmavé vialky.
Navézka byla rozpusténa ve smési 8 ml vody a 2 ml methanolu. Pro lepsi rozpusténi
byl roztok ponofen na 2 minuty do ultrazvukové 1azné. Roztok byl uchovéavan

v chladu.

2.5 Experimentdlni zpracovani dat

Experimentalni data byla ziskdna pomoci programu Agilent OpenLab Chem-
Station od firmy Agilent Technologies (Santa Clara, USA) a nésledn¢ zpracovana
do konturovych chromatogrami, kter¢ byly sestrojeny v programu Eval 2Dverze
2.71Lite (doc. Ing. Petr Cesla, Ph.D., Univerzita Pardubice). Kapilarni elektrofo-
réza byla ovladana pomoci ovladaciho softwaru Agilent OpenLab ChemStation
od firmy Agilent Technologies (Santa Clara, USA). Vypocty byly provedeny
v Microsoft Excel 2016 (Microsoft, Redmond, USA). Diplomova prace byla
sepsana v Microsoft Word 2016 (Microsoft, Redmond, USA).
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3 Vyvsledky a diskuze

Cilem diplomové prace bylo porovnat vliv riznych typi modulatori pro

dvoudimenzionalni kapalinovou chromatografii opatfenych bud zachytdvacimi
smyckami nebo kolonkami, a plnych gradientli s riznymi rozsahy organické faze
na Sitku a vySku piki ve druhé dimenzi. Pro otestovani téchto vlivli byl zvolen
HILICxRP separa¢ni systém, u kterého je ptevod frakci velice nachylny
na rozmyvani a Sté€peni pikd. K separaci v prvni dimenzi byla vyuzita kapildrni
zwitteriontovd methakryldtovd monoliticka kolona [44], kterd umoziiuje separaci
v modu chromatografie hydrofilnich interakci. Pro separaci v reverzni fazi byla
pouzita komer¢né¢ dostupna kolona Chromolith HighResolution s monolitickou
oktadecyl-silikagelovou stacionarni fazi. Separacni systém HILICxRP je vhodny
pro separaci fenolickych kyselin 1 dalSich polyfenolt [45].

Mobilni faze v prvni dimenzi byla sloZzena z 10 mM roztoku octanu amonného
v acetonitrilu a 10 mM roztoku octanu amonného ve vod¢ pufrovaného kyselinou
mravenci na pH 3,1. Pro druhou dimenzi byl vyuzit ¢isty acetonitril a 10 mM octan
amonny ve vodé pufrovany kyselinou mravenc¢i o pH 3,1.

Byly testovany 3 druhy rozhrani: tfismyckovy modulator se tfemi zachytava-
cimi smyckami nebo kolonkami (TSM), modulace fedénim na koloné (ACD)
se dvéma zachytdvacimi smyCkami a duo Ctyfcestny dvoupolohovy ventil (AG).
Duo ¢tyfcestny dvoupolohovy ventil byl opatfen dvéma zachytdvacimi smyckami
nebo kolonkami s riznymi stacionarnimi fazemi a velikostmi. Trapovaci kolonky
byly naplnény oktadecyl-silikagelovou stacionarni fazi (C18) nebo silikagelem,
ktery umoziuje pouzit kolonky v HILIC reZimu. Pro snazsi orientaci jsou dale
pouzivany zkratky modulatorti (AG, TSM, ACD) spolu s typem zapojeni zachyta-
vaciho zafizeni (smycky, trapHILIC, trapC18-5, trapC18-20).

Testovaci smési latek byly standardy fenolickych kyselin. Hodnoceni vlivu
ruznych typti modulétort a plnych gradientli na rozmyvani pikti ve druhé dimenzi
bylo provedeno na zdklad¢ primérné Sitky piku pii zakladné, ze které nésledné byla

spocitana pikova kapacita podle Rovnice 1 (viz kapitola 2.3.1). Primérné Sitky pikt
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byly uréeny zn¢kolika desitek pikti v ramci jedné separace, které mely tvar
Gaussovy kiivky a nebyly rozstépené (primérné 30 pika).

Pro kazdy modulétor byla spocitana zvlast’ strmost gradientu ve druhé dimenzi
podle Rovnice 3, protoze pritoky ve druhé dimenzi nebyly u vSech zapojenych typt
modulatort stejné. Vzdy byl nastaven nejvyssi mozny priitok s ohledem na tlakové
limity samotné chromatografické kolony ve druhé dimenzi (200 bar), nebot’ kazdy
modulator, at’ uz se zachytavacimi smyckami nebo kolonkami, do systému piinesl

odli$ny odpor. Cilem byla vzdy nejrychlejsi separace ve druhé dimenzi.

3.1 Vliv pocatecni koncentrace gradientu ve druhé dimenzi

V systému HILICXRP je mobilni fdze prvni dimenze rozpoustédlem s velmi
silnou elucni silou oproti mobilni fazi ve druhé dimenzi. Je proto dalezité prevadét
pouze frakce o malém objemu, aby nedoslo k pfiliSnému rozmyvéani nebo Stépeni
pika [46]. Vyznamnou ulohu bude mit i po¢atecni koncentrace gradientu ve druhé
dimenzi, nebot’ miize pomoci nafedit silné eluéni ¢inidlo jesté pted vstupem frakce
na kolonu druhé dimenze. Z tohoto divodu byly testovany rGzné pocéatecni
koncentrace acetonitrilu (0, 10, 20 a 30 %) v gradientech druhé dimenze. Aby se
na $ifce piku projevila pouze pocatecni koncentrace, a nikoliv i rozdilnd strmost
gradientu, byl pouzit vzdy rozsah gradientu 40 %, tedy gradienty 0—40 %, 10-50 %,
20-60 %, 30—70 % ACN v mobilni fazi pro druhou dimenzi (MF(B)p>).

3.1.1 Duo ¢tyicestny dvoupolohovy ventil
3.1.1.1 Zachytavaci smycky

Nejvice vyuzivanym a nejjednoduss$im modulatorem ve dvourozmérné kapa-
linové chromatografii je duo Ctyfcestny dvoupolohovy ventil se zachytavacimi
smyckami. Tento ventil byl jiz pfedstaven v kapitole 1.8.1. Pouzité zachytavaci
smyCky mély objem 20 pl. Dvousmyckovy moduldtor umoznil nastavit pratok
ve druhé dimenzi aZ na 3,5 ml/min. Po separaci byla spocitdna pikova kapacita
podle Rovnice 1, jejiz vysledky jsou uvedeny v Tabulce 9. Zaroven byla vyhodno-

cena ivysSka piku kyseliny sinapové a spocitdn odstup signdlu od Sumu podle
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Rovnice 5. Ukézkovy chromatogram je na Obrazek 30 a dalsi jsou uvedeny

v Piiloze 1.
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Obrazek 30: 2D chromatogram fenolickych kyselin s gradientem 0—40 % acetonitrilu v mobilni fazi pro druhou
dimenzi a s moduldatorem AG-smycky. Cisla latek odpovidaji Tabulce 4.

Z konturového chromatogramu (Obrazek 30) bylo patrné, Ze u nékterych pikt
ve druhé dimenzi dochéazelo k rozmyti €ela (frontovani). Nejvice frontujici pik byl
u kyseliny 4-hydroxyfenyloctové (7), kyseliny protokatechuové (2) a kyseliny
vanilové (5). Pfi gradientech 040 % a také pii 10—50 % ACN doslo k separaci
prakticky vSech testovanych latek. Pfi vyS$i pocate¢ni koncentraci acetonitrilu
v mobilni fazi (20 a 30 %) dochézelo ke smyvani pika, které se eluovaly ¢im dal
bliz k mrtvému objemu kolony a identifikace piki tak byla velmi obtizna (Ptiloha 1,

Obrazek P1.2 a P1.3).
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Tabulka 9: Vysledky separace pii pouziti duo ctyrcestného dvoupolohového ventilu se dvéma zachytavacimi

smyckami.
Q . . hkys. sinapové
cACN [%] | w2 [min] w [min] [mAU] S/N ny
040 0,0184 0,0313 135,6 1316,2 233
10-50 0,0199 0,0337 89,1 864,9 24.8
2060 0,0219 0,0372 64,9 629,9 19,8
30-70 0,0204 0,0346 90,8 881,4 21,2

Duo ¢tyfeestny dvoupolohovy ventil se dvéma zachytavacimi smyckami a na-
stavenym gradientem od 10 % do 50 % acetonitrilu v mobilni fazi poskytoval
nejvy$$i pikovou kapacitu (24,8) ze vSech separaci s AG-smycky. Spolu
se zvySujici se pocateéni koncentraci acetonitrilu v mobilni fazi klesala pikova
kapacita. Vyjimku v tomto trendu piedstavovala separace s pocatecni koncentraci
ACN 30 %, kdy doslo ke zvyseni pikové kapacity oproti separaci s 20—60 %
organické faze. Vzrist pikové kapacity byl nejpravdépodobnéji zpiisoben tim, ze
piky se eluovaly v blizkosti mrtvého objemu kolony a byly zna¢né smyté. Plati, Ze
s rostouci koncentraci acetonitrilu na pocatku gradientu se piky vice deformuji.

Nejveétsi vysky piku kyseliny sinapové bylo dosazeno pii koncentraci acetoni-
trilu v mobilni fazi 040 %, a tudiz odstup signdlu od Sumu je nejvetsi. Hodnoty
poméru S/N by mély korelovat s pikovou kapacitou. V tomto ptipadé tomu tak
nebylo, coz mohlo byt zptisobeno posunem retencniho ¢asu eluce kyseliny sinapové
na kolon¢ v prvni dimenzi a ¢asem vzorkovani. Nejnizsi hodnoty S/N bylo dosaZeno

pfi koncentraci 20—-60 % acetonitrilu.

3.1.1.2 Zachytavaci kolonky

Jak bylo uvedeno v teoretické casti diplomové prace (kapitola 1.8), misto
smycek lze na duo Ctyfcestny dvoupolohovy ventil zapojit kolonky s riznou
staciondrni fazi a s riznymi rozmé&ry. Kolonky umoZiiuji zachyceni analytl na jejim
zacatku, a tim frakci zakoncentruji do uzké zony.

ProtoZe v prvni dimenzi byla separace provedena v HILIC reZimu a ve druhé
dimenzi byla pouzita C18 stacionarni faze, byly obé tyto stacionarni faze

vyzkouSeny 1 v trapovacich kolonkach.
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Zakoncentrovani frakce zavisi na tom, v jakém sméru bude kolonka vymyvana,
proto bylo testovano zapojeni jak po sméru, tak v protisméru plnéni. Kolonky
zapojené po smeéru se vymyvaly mobilni fazi druhé dimenze po sméru plnéni
eluatem z prvni dimenze, kdezto kolonky zapojené do protisméru se vymyvaly
v opac¢ném sméru, nez probihalo plnéni.

Zachyceni frakci bylo provedeno na kolonkach o riznych velikostech:
5%2,1 mm (délkaxvnitini primér) s velikosti ¢astic 3 um a o celkovém vnitinim
objemu 20 pl, které byly naplnény bud’ oktadecyl-silikagelovou stacionarni fazi
(C18), nebo silikagelem, a 20x4 mm naplnéné C18 stacionarni fazi s velikosti ¢astic
5 pm a celkovym vnitinim objemem 251 pl.

Trapovaci kolonky pfinesly do systému vétsi odpor nez zachytavaci smycky,
a tudiz vzrostl i tlak na koloné ve druhé dimenzi. Proto musel byt priitok mobilni
faze ve druhé dimenzi sniZen na 2 ml/min pfi zapojeni kratSich a uzSich kolonek
(AG-trapHILIC a AG-trapC18-5). Vétsi vnitini praméry a délky kolonek C18
o délce 20 mm (AG-trapC18-20) pfinaSely do systému mensi tlakovy odpor
a pratok mobilni faze mohl byt v tomto piipad¢€ nastaven na 2,4 ml/min.

U 2D chromatogrami rozseparovanych fenolickych kyselin pti FIF 0—40 %
ACN a se zapojenymi kolonkami po sméru jsou zndzornéné na Obrazcich 31, 33
a 35. Konturové chromatogramy ziskané pti zapojeni kolonek do protisméru jsou
na Obrazcich 32, 34 a 36. Dalsi 2D chromatogramy jsou umistény v Ptiloze 2
(AG-trapHILIC), Ptiloze 3 (AG-trapC18-5) a Piiloze 4 (AG-trapC18-20).
Vyhodnoceni separaci z pohledu pikovych kapacit a odstupu signélu od Sumu je

uvedeno v Tabulce 10.
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Obrazek 31: 2D chromatogram fenolickych kyselin pri zapojeni AG-trapHILIC po sméru a s gradientem
0-40 % ACN ve druhé dimenzi. Cisla identifikovanych pikii odpovidaji Tabulce 4.
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Obrazek 32: 2D chromatogram fenolickych kyselin pri gradientu 0—40 % ACN a zapojeni AG-trapHILIC
v protisméru. Cisla pikii v zaznamu jsou uvedena v Tabulce 4.

Zapojené HILIC kolonky po sméru (Obrazek 31) pfinesly vice pika, které fron-
tovaly (slouceniny 7, 2, 3, 8 a 5), nez pii separaci s duo Ctyfcestnym dvoupoloho-
vym ventilem se smy€kami. Pti zapojeni HILIC kolonek do protisméru mély piky
ve 2D chromatogramu (Obrazek 32) vyrazné vice rozmyta Cela nez pii zapojeni
HILIC kolonek po sméru. Tento jev byl patrny jiz z UV/VIS zdznamt jesté pred

zpracovanim do konturovych chromatogramii.
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Obrazek 33: Separace fenolickych kyselin pri zapojeni AG-trapCI18-5 po sméru a s gradientem MF(B)p:
0—40 %. Identifikované piky se shoduji s cisly v Tabulce 4.
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Obrazek 34: 2D chromatogram fenolickych kyselin pri zapojeni AG-trapC18-5 v protisméru a s gradientem
acetonitrilu 0—40 % v mobilni fazi. Cisla pikii odpovidaji ¢islim kyselin v Tabulce 4.

Kolonky C18-5 pfipojené k duo ¢tyfcestnému dvoupolohovému ventilu v pro-
tisméru poskytly piky, které byly méné rozmyté (uzsi) oproti separaci s HILIC
kolonkami také zapojené v protisméru. 2D chromatogramy pifi zapojeni
AG-trapHILIC a AG-trapC18-5 po sméru vypadaly velmi podobng. Ani kolonky

C18-5 zapojené po sméru neposkytly mensi rozmyti ¢ela pikd nez zachytavaci
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smycky na AG ventilu. Porovndni 2D chromatogramii ziskanych pfi zapojeni
kolonek C18-5 po sméru nebo v protisméru ukazuje, ze pokud byla frakce
z kolonky vymyvana v opacném smeéru nez probihalo plnéni, tak piky vice

frontovaly oproti pikiim ziskanych pti zapojeni kolonek po sméru.
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Obrazek 35: 2D chromatogram fenolickych kyselin pri zapojeni AG-trapC18-20 po sméru. Nastaveni gradientu
acetonitrilu bylo od 0 do 40 %. Cisla pikit jsou uvedena v Tabulce 4.
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Obrazek 36: 2D chromatogram fenolickych kyselin s nastavenym gradientem 0—40 % ACN a pri zapojeni
AG-trapC18-20 v protisméru. Vyznam cisel u identifikovanych pikii je uveden v Tabulce 4.
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Zachytavaci kolonky C18 s vétsi délkou (20 mm) a vétSim vnitinim primeérem
(4 mm) poskytovaly nejuzsi piky ze vSech testovanych kolonek. Zaznam separace
s C18-20 kolonkami zapojenymi po sméru byl z pohledu rozmyvani cela pika
srovnatelny s AG moduldtorem se smyckami. Naproti tomu kolonky C18-20
v protisméru poskytly piky, které maji vyrazné rozmyté ¢elo (nejvice patrné u piki

kyseliny vanilové (5) a kavové (8)).

Tabulka 10: Vysledky pri zapojeni duo ctyreestného dvoupolohového ventilu se dvéma trapovacimi HILIC
kolonkami, C18-5 kolonkami nebo C18-20 kolonkami.

Druh CACN Wh/2 hkys. sinapové S/N

zapojent [%] [min] e [mAU]

HILIC, 5%2,1 mm (AG-trapHILIC), F;, = 2,0 ml/min

040 | 0,0182 | 0,0309 2044 1984,1 23,6

Zapojenipo | 10-50 | 0,0251 | 0,0427 1509 14648 | 174
sméru 2060 | 0,0304 | 0,0517 1114 1081,3 | 14,5
30-70 | 0,0335 | 0,0569 98 4 9552 | 13,3

0-40 | 0,0229 | 0,0389 159,1 15444 | 189

Zapojeni | 10-50 | 0,0276 | 0,0469 93,8 910,5 | 15,9
v protisméru | 20-60 | 0,0340 | 0,0579 98,4 9552 | 13,1
30-70 | 0,0329 | 0,0559 74,0 7183 | 13,5

C18, 5x2,1 mm (AG-trapC18-5), £, = 2,0 ml/min

040 | 0,0261 0,0445 159,6 1549,2 16,7

Zapojenipo | 10-50 | 0,0315 | 0,0536 1263 12259 | 14,1
sméru 2060 | 0,0319 | 0,0542 132,0 12813 | 13,9
30-70 | 0,0343 | 0,0583 157,8 1531,7 | 13,0

0-40 | 0,0241 | 0,0410 169,1 16414 | 18,1

Zapojeniv | 10-50 | 0,0279 | 0,0475 84,6 8212 | 157
protisméru | 2060 | 0,0346 | 0,0587 96,7 938,7 | 12,9
30-70 | 0,0336 | 0,0571 73,8 7164 | 133

C18, 204 mm (AG-trapC18-20), F;;, = 2,4 ml/min

040 | 0,0191 0,0325 2284 2217,0 22,6

Zapojenipo | 10-50 | 0,0221 0,0375 122,5 1186,1 19,7

sméru 20-60 | 0,0242 | 0,0411 75,3 730,9 18,0

30-70 | 0,0219 | 0,0372 106,2 1030,9 19,8

040 | 0,0219 | 0,0372 171,7 1666,7 19,8

Zapojeni v 10-50 | 0,0251 0,0426 94,5 9173 17,4
protisméru 20-60 | 0,0300 | 0,0510 76,5 742,6 14,7
30-70 | 0,0303 0,0516 97,7 948,4 14,6

80



Pikova kapacita druhé dimenze dosazena modulatory se zachytavacimi kolon-
kami byla obecné mensi nez u duo ¢tyfecestného dvoupolohového ventilu se dvéma
zachytavacimi smycCkami (Tabulka 10), pramérné 15,7 (protismér), respektive
17,2 (po sméru). Nejvyssi pikova kapacita druhé dimenze pro HILIC kolonky byla
pfi zapojeni po sméru vymyvani a pii gradientu 0 az 40 % acetonitrilu v mobilni
fazi abyla to také nejvyssi pikova kapacita ze vSech zapojenych trapovacich
kolonek. Cim vyssi byla pocateéni koncentrace acetonitrilu v mobilni fazi, tim
pikova kapacita u tohoto modulatoru vyrazné klesala. Nejvyssich pikovych kapacit
1 pfi zvySovani pocatecni koncentrace bylo dosazeno pfi zapojeni duo ¢tyicestného
dvoupolohového ventilu s C18 kolonkami o délce 20 mm (AG-trapC18-20)
zapojenymi po sméru, které umoznily zvysit pritok ve druhé dimenzi na 2,4 ml/min.
Pti zapojeni v protisméru poklesly pikové kapacity zhruba o 13 % (3 piky) nez pfi
zapojeni po sméru. U tohoto typu modulatoru a pti koncentraci 0—40 % acetonitrilu
bylo dosazeno také nejvétsiho odstupu signalu od Sumu.

Pii gradientu 040 % ACN bylo nejhorSich pikovych kapacit dosazeno
na kolonkéch s C18 stacionarni fazi o délce 5 mm, a to jak pii zapojeni po sméru
(16,7), tak v protisméru (18,1). Z toho vyplyva, Zze pouzitim delSich a SirSich
C18 kolonek zapojenych po sméru vedlo ke zvySeni pikové kapacity asi o 6 pikt.

Pti porovnéni vlivu velikosti kolonky C18 na vysku piku kyseliny sinapové,
a tedy odstup signalu od Sumu, bylo zifejmé, Ze pouziti delSich kolonek se ziskala
vetsi vyska piku 1 pii vySSich koncentraci acetonitrilu v mobilni fazi. Rozdil mezi
vyskou piku pti zapojeni C18-5 a C18-20 kolonek ¢ini 30 %.

Obecné lze konstatovat, Ze zapojeni kolonek v protismérném uspotfadani pfi-
neslo mensi pikovou kapacitu druhé dimenze a vice frontujicich piki (Obrazek 32,
34 a 36) neZ pti zapojeni kolonek po sméru. Divodem mohlo byt zfedéni az vymyti
rozpoustédla ve frakci pti prichodu zachytavaci kolonkou, a proto se latky dostaly
na kolonu druhé dimenze jiz v po¢ate¢ni koncentraci ACN. Na druhou stranu pii
protismérném usporadani byly latky vymyty v Gzké zoné na zacatku zachytavaci
kolonky tak, jak byly zachyceny.

Z Tabulky 10 dale vyplynulo, ze druh stacionarni faze v zachytévacich

kolonkach zfejmé nema velky vliv na pikovou kapacitu, pokud byly kolonky HILIC
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a C18-5 zapojené v protisméru. Zajimavé ale je, ze kdyz se tyto kolonky zapojily
po sméru a pouzil se gradient 0-40 %, pikova kapacita druhé dimenze u HILIC
kolonek byla 0 29 % vétsi nez u kolonek C18-5. Rozdil je zptisoben tim, ze kolonky
HILIC byly vymyvany silnym elu¢nim rozpoustédlem a zachycené analyty se ihned
eluovaly na druhou kolonu, kdezto ve stacionarni fazi C18 se analyty déle zadrzely.
Pti zvySujici se koncentraci acetonitrilu v mobilni fazi rozdil v pikové kapacité
u kolonek HILIC a C18 klesal (u po¢atecni koncentrace 10 % ACN byl pik vyssi
jiz pouze o 19 %), protoze pii zvySujici se koncentraci acetonitrilu v mobilni fazi
byla frakce méné€ nafedéna vodnou fazi.

Nejvyssi pikova kapacita byla u vétSiny modulatort dosazena pii jejich zapo-
jeni po sméru a pfi pocateéni koncentraci acetonitrilu 0 % v mobilni fazi. Tento
trend nebyl patrny u AG-trap C18-5, kdy bylo dosaZzeno vyssi pikové kapacity
pii zapojeni do protisméru nez po sméru. NejnizSich pikovych kapacit bylo
dosazeno pii pocatecni koncentraci 30 % acetonitrilu v mobilni fazi u v§ech kolonek
at’ uz zapojenych po sméru nebo v protisméru. Pfi této koncentraci se slouceniny
eluovaly na zacatku priibéhu gradientu pomérné blizko mrtvého objemu kolony.

Hodnota S/N klesala s tim, jak klesala pikova kapacita. Opét lze fici, Ze vyjma
kolonek C18-5 se ziskaly vyS$si hodnoty S/N pii zapojeni kolonek po sméru. Kratsi
kolonky C18 zapojené v protisméru poskytly vyssi vysku piku kyseliny sinapové
(169,1 mAU) neZ pii zapojeni po sméru (159,6 mAU). VySka piku mohla byt

ovlivnéna posunem reten¢niho ¢asu na koloné prvni dimenze a vzorkovanim.

3.1.2 Modulace Fedénim na koloné

Zvysit pikovou kapacitu umoziuji aktivni modulétory, které zakoncentrovavaji
frakci pred druhou separaci nebo umoziuji fedéni mobilni faze z prvni dimenze.
Mezi tyto aktivni modulatory se fadi i modulace fedénim na kolong, jejiz vliv
na rozmyvani pikil ve druhé dimenzi byl testovan.

Modulétor byl slozen z duo Ctytfcestného dvoupolohového ventilu, dvou zachy-

tavacich smycek a sméSovace toku, ktery byl mezi ventilem a kolonou ve druhé
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dimenzi. Propojeni jednotlivych ¢asti modulétoru je popsano v experimentalni ¢asti
v kapitole 2.3.3 a princip fungovani je uveden v kapitole 1.8.3.4.

Celkovy prutok ve druhé dimenzi byl nastaven na 3,5 ml/min, ale k ¢erpani
toku mobilni faze slouzily dvé Cerpadla. Jedno Cerpadlo dodavalo staly pratok
mobilni faze MF(A)p2 0,5 ml/min do ventilu a zajistovalo vymyvani smycek. Druhé
¢erpadlo s pritokem 3 ml/min umoznovalo gradient mobilni fdze ve druhé dimenzi.
Oba toky se spojily ve sméSovaci pied kolonou ve druhé dimenzi. Zachytavaci
smycky tak byly vymyvany pufrovanou vodnou fazi s nizkou eluc¢ni silou a natedila
se mobilni faze z prvni dimenze s vysokym obsahem organické faze.

Gradient ve druhé dimenzi musel byt piepocitan, aby byla zachovana poc¢atecni
koncentrace a rozsah gradientu jako u AG modulatoru. Nastaveni gradientu
v fidicim programu je uvedeno v kapitole 2.3.3.

Ze ziskanych dat byly sestrojeny 2D chromatogramy, které jsou znazornény
na Obrazku 37 a v Priloze 5. Vyhodnoceni pikovych kapacit je uvedeno v Ta-
bulce 11.
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Obrazek 37: 2D chromatogram fenolickych kyselin pri zapojeni ACD a pri nastaveném gradientu 0-40 %
acetonitrilu v mobilni fazi pro druhou dimenzi. Cisla pikii se shoduji s cisly sloucenin v Tabulce 4.
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Piky ve 2D chromatografu ziskaného pfi zapojeni modulace fedénim na koloné
nebyly rozmyté, nechvostovaly ani nefrontovaly, coz bylo vyrazné zlepSeni oproti
zapojenému duo ¢tyfcestnému dvoupolohovému ventilu s trapovacimi kolonkami.
Také mély lepsi tvar a nefrontovaly jako pii pouziti zachytavacich smycek

(Obrazek 30).

Tabulka 11: Vysledky separace pri zapojeni modulace redénim na koloné.

cacN[%] | waz [min] w [min] hkf:n X’{ﬁ’ v S/N np
040 0,0147 0,0249 192,1 1864,7 29.0
10-50 0,0185 0,0314 185,1 1796,7 23,3
20-60 0,0308 0,0504 86,4 838.,7 14,9
30-70 0,0269 0,0457 98.3 9542 16,3

Jak je patrné z Obrazku 37 1 z Tabulky 11, modulace fedénim na koloné je
velmi uc¢innou metodou na sniZzeni rozmyti pikli ve druhé dimenzi. Pfi pocatecni
koncentraci acetonitrilu v mobilni fazi 0 % bylo dosazeno nejvyssi pikové kapacity
(29,0) v porovnani s duo Ctyfcestnym dvoupolohovym ventilem se zachytavacimi
smyckami nebo kolonkami. Pikova kapacita se zvysila cca o 14 % oproti pikové
kapacité, kterd byla ziskdna pifi zapojeni AG-smycky. Na druhou stranu
pii zvySovani pocatecni koncentrace acetonitrilu (10 nebo 20 % ACN), pikova
kapacita vyrazné klesala az o 49 % pii koncentraci acetonitrilu 20 %, ato
1 pod hodnoty pikovych kapacit ziskanych pfi pouZiti pouze zachytavacich smycek
nebo kolonek bez ACD modulace. Pikova kapacita pfi gradientu 0—40 % byla sice
nejvyssi, ale odstup signdlu od Sumu uz nejvyssi nebyl, byl mensi o 16 % oproti
nejvyssi hodnoté S/N pii zapojeni AG-trapC18-20 po sméru (2217,0).

Tato hodnota byla nizsi o 16 % oproti hodnot€ S/N, kterd byla dosazena pfi zapojeni

kolonek C18 o délce 20 mm po sméru.
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3.1.3 Trismy¢kovy moduliator
Jednim z nich je novy tfismyCkovy modulator (TSM). Toto rozhrani se sklada
ze dvou deseticestnych dvoupolohovych ventili a jednoho dvanacticestného
dvoupolohového ventilu opatfeného tiemi identickymi zachytavacimi smyckami.
Schéma zapojeni je zobrazeno na Obrazku 39. Tiismyckovy modulator ma
potencial vyuzivat pro zakoncentrovani frakce ve smycce izoelektrickou fokusaci.
3.1.3.1 Princip fungovani trismyckového moduldatoru

Princip fungovani tfismyckového moduléatoru spociva v cyklickém piepinani

ventilu do tfi pozic. Schéma ptepinani modulétoru je uvedeno na Obrazku 38.

smycka 1

|_pinéni e T
vymyvani

fok

<

» @ » @ »
< P < '

cyklus i cyklus (i+1) cyklus (i+2)
P Cas analyzy (min)
Obrazek 38: Znazornéni jednotlivych cyklii trismyckového modulatoru.

V prvni pozici (Obrazek 39A) se plni smycka 1 eludtem z prvni kolony.
Po 60 sekundéch se ventil pootoci do polohy 2 (Obrazek 39B) a frakci ve smycce 1
lze upravit nebo zakoncentrovat do Gzké zony, napi. pomoci elektrického pole.
Ve treti poloze (Obrazek 39C) smyckou 1 protékd mobilni faze pro druhou dimenzi
a unasi analyty na kolonu. U dalSich dvou smycek probihaji stejné d¢je, ale pokazdé
v jiné pozici ventilu (Obrazek 38), tedy v prvni poloze je na druhou smycku
aplikovana fokusace nebo uprava frakce a tfeti smycka je vymyvana mobilni fazi
do druhé dimenze. Po otoceni ventilu do druhé pozice, mobilni faze pro druhou
dimenzi protéka druhou smyckou a tieti smycka se plni eluatem z prvni dimenze.
Ve treti pozici je smycka 2 plnéna a frakce ve smycce 3 bude upravena. Tyto tii

pozice se pravidelné opakuji po celou dobu separace vzorku.
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Obrazek 39: Konstrukce a jednotlivé pozice trismyckového modulatoru.
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3.1.3.2  Trismyckovy modulator se zachytavacimi smyckami

Vlivu plného gradientu ve druhé dimenzi na pikovou kapacitu a vysku piku
kyseliny sinapové bylo testovano pii zapojeni tfismyckového modulatoru se tfemi
zachytdvacimi smyckami do dvourozmérného kapalinového chromatografu.
VSechny tfi zachytavaci smycky byly identické a mély objem 20 pl.

Nejprve bylo nutné ovéfit chod a funkci modulatoru, proto na frakce
ve smyckach nebyla aplikovana izoelektricka fokusace a modulator se choval jako
béZny dvoupolohovy ventil se smyckami. Jedna smycka byla plnéna eludtem
z prvni dimenze, druhd byla vymyvana mobilni fazi na druhou kolonu a frakce
ve tfeti smycce Cekala na prepnuti modulatoru do dalsi pozice.

Prttok mobilni faze ve druhé dimenzi byl nastaven na 2,8 ml/min. Byl niz$i nez
u duo ctyfcestného dvoupolohového ventilu se smyckami, protoze TSM ve své
konstrukci obsahovala vice spojovacich kapilar, které do celého systému ptinesly
vetsi tlakovy odpor. Plny gradient ve druhé dimenzi byl nastaven podle Tabulky 7
v kapitole 2.3.2 a opét byly otestovany gradienty s riznou pocatecni koncentraci
acetonitrilu (0, 10, 20 a 30 %) se zachovanim rozsahu gradientu.

Ze ziskanych dat byla zjiSténa Sitka piku pii zdkladné a nasledné byla spocitana
pikové kapacita. Stejn¢ jako pii ostatnich métenich byla odectena vyska piku
kyseliny sinapové a ztéto hodnoty byl spocitan odstup signalu od Sumu.
Experimentalni data byla vyuZita pro tvorbu 2D chromatogramti (Obrazek 40

a Priloha 6). VSechny vysledky jsou uvedeny v Tabulce 12.
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Obrazek 40: 2D chromatogram fenolickych kyselin pri zapojeni TSM a nastaveném gradientu 0—40 %
acetonitrilu v mobilni fazi druhé dimenze. Cisla piki jednotlivych kyselin jsou uvedena
v Tabulce 4.

Pti srovnani konturovych chromatogrami fenolickych kyselin se zapojenym
duo ctyfcestnym dvoupolohovym ventilem se smyckami, modulaci fedénim
na kolon¢ nebo tfismyCkovym moduldtorem, bylo patrné, Ze piky ziskané pfi
separaci s TSM mély vice rozmytd Cela neZ pii zapojeni modulace fedénim
na kolon¢ (Obrazek 37) nebo AG-smycky (Obrazek 30). Frontovani piki mohlo byt
zptisobeno fadou faktorii. Jednim z nich je nekompatibilita rozpoustédla ve frakci
s mobilni f4zi druhé dimenze nebo elucni sila solventu frakce. Tato sila byla ptilis
silné oproti mobilni fazi, kterou se smycka vymyvala.

Piky ve 2D chromatogramech ziskané pti separacich s TSM byly mén¢ rozmyté
nez piky ziskané pii zapojeni AG ventilu s trapovacimi kolonkami zapojenymi
v protisméru. Na druhou stanu kolonky C18-20 zapojené po sméru poskytly méné

rozmyté piky neZ TSM modulator.
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Tabulka 12: Vysledky separace s vyuzitim trismyckového moduldatoru se tFemi zachytavacimi smyckami bez
aplikované izoelektrické fokusace na jednotlivé frakce.

. o h s. sinapovd
cacn [%)] | wiz [min] | w [min] "[ym AG’] S/N ny
0-40 0,0161 0,0274 144,8 1405,6 26,6
10-50 0,0195 0,0331 175,9 1707,4 22,2
20-60 0,0273 0,0463 79,7 773,6 16,1
30-70 0,0226 0,0384 63,1 661,0 19,2

Pikova kapacita ziskana pfi gradientu 0—40 % a s tfismyckovym modulatorem
byla vyssi nez u ventilu AG se smyc¢kami, a to o 12 %. Tato skute¢nost je zajimava
a rozhodné neocekavand. Naopak se ptredpokladalo, Ze diky vlivu spojovacich
kapilar a tii ventilti bude pikova kapacita u TSM nizsi nez u bézného modulatoru
se smycCkami.

Nejvyssi pik kyseliny sinapové poskytla separace s koncentraci MF(A)p2
v mobilni fazi od 10 do 50 %. Pfi této koncentraci acetonitrilu bylo dosazeno také
nejvyssi hodnoty odstupu signalu od Sumu, a to 1707,4, stejn¢ jako u duo Ctyicest-
ného dvoupolohového ventilu se smyckami. Odstup signdlu od Sumu byl
u TSM-smycky vyssi o 23 % neZ u AG ventilu se smyckami. Odstup signalu
od Sumu nekoreluje s pikovou kapacitou. Opét to miiZze byt zpisobeno vzorkovanim
eluatu z prvni dimenze.
3.1.3.3  Trismyckovy modulator se zachytavacimi kolonkami

Zvyseni pikové kapacity by mohly pfinést trapovaci kolonky, které se ptipojily
ke tfismyc¢kovému modulatoru misto smycek. Na ttismyckovy modulétor byly tedy
pfipojeny ti1 trapovaci kolonky s oktadecyl-silikagelovou stacionarni fazi o veli-
kosti 20x4 mm. Kolonky pfinesly do systému vétsi tlakovy odpor, a proto musel
byt sniZen pritok na 2,4 ml/min oproti priitoku pii zapojeni smycek.

Konstrukce ttismyckového modulatoru umoziiovala zapojit trapovaci kolonky
pouze tak, ze se dvé kolonky vymyvaly po sméru (Obrazek 39, kolonky v pozici
smycek 1 a 2). Kdezto tfeti kolonka (Obrazek 39, kolonka zapojend misto
smycky 3) se vymyvala mobilni fazi pro druhou dimenzi v protisméru.

Nejvyssi pikova kapacita byla vzdy dosazena pfti separaci s AG ventilem s tra-

povacimi kolonkami a tfismyCkovym modulatorem se smyckami u poc¢atecni kon-
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centrace acetonitrilu v mobilni fazi 0 %. Proto byla testovana poc¢ate¢ni koncentrace
pfi zapojeni TSM s trapovacimi kolonkami pouze s gradientem 0—40 % acetonitrilu

v mobilni fazi. Vysledny 2D chromatogram je znazornén na Obrazku 41.

VIV

..........

.....

¢as v 2D [min]

€as v 1D [min]

Obrazek 41: 2D chromatogram fenolickych kyselin ziskany po separaci se zapojenym TSM se tremi
zachytavacimi kolonkami C18-20 a gradientem acetonitrilu 0—40 % v mobilni fazi. Cisla pikii jsou
vysvetlena v Tabulce 4.

Ve 2D chromatogramu (Obrazek 41) se projevilo to, Ze dvé smycky byly
vymyvany po sméru a tieti v protisméru. Diky posunu reten¢niho ¢asu ve druhé
dimenzi pro frakci, kterd byla vymyvana v protisméru, je jedna latka rozd¢lena
do vice pikti ve 2D chromatogramu. Patrné je to asi nejvice u kyseliny p-kumarové
(10). I ptes tuto skutecnost byla Sitka pikli a pikova kapacita vyhodnocena a je

uvedena v Tabulce 13. Zvlast byla vyhodnocena separace po sméru a protisméru.
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Tabulka 13: Vysledky separace se zapojenym trismyckovym moduldatorem a tiemi trapovacimi kolonkami C18
o délce 20 mm.

Druh CACN Wh/2 . hkys sinapoveé.

zapojeni [%] i AR o ] A "y

Zapojenipo | 49 | 00206 | 0,0350 144.9 1406,8 | 21,0
sSmeru

Zapojeniv | 49| 00192 | 0,0327 ] | 224
protismeru

Pikova kapacita po separaci s tfismyckovym moduldtorem s trapovacimi
kolonkami C18-20 byla nizsi o0 21 % (po sméru) respektive asi o 16 % (protismer)
nez pii zapojeni smycek na tfismyckovy modulator. Kolonka zapojend v protisméru
poskytla nepatrné vétsi pikovou kapacitu (22,4 oproti 21,0) nez kolonky zapojené
po sméru. Kyselina sinapova se eluovala v kolonkach, které¢ byly vymyvany
po sméru, proto neni v Tabulce 13 uvedena vyska kyseliny sinapové pfi zapojeni
v protisméru. Hodnota odstupu signdlu od Sumu byla stejnd jako pii separaci
s TSM-smycky (S/N=1405,6) a gradientu 040 %. Nicméné je ziejmé, Ze
zachytavaci kolonky nelze z diivodu rozdilného plnéni a vymyvani pro tiismyckovy

modulétor pouzit.

3.2 Porovnani moduldtorit podle pikovych kapacit

Pikova kapacita se pouziva pro hodnoceni u¢innosti separace. Cim se ziska
vys$i pikova kapacita, tim jsou piky uzsi a vys$$i. KdyZ se ziskaji vysoké piky
pii separaci, dosédhne se 1 vysSiho odstupu signalu od Sumu a snizi se mez detekce.

Vsechny vyse uvedené typy modulatort, at’ uz se zapojenymi zachytavacimi
smyckami nebo kolonkami, byly porovnany z hlediska dosazenych pikovych kapa-
cit a strmosti gradientu, B. Byla sestrojena zavislost pikové kapacity na pocatecni
koncentraci acetonitrilu v mobilni fazi ve druhé dimenzi, které jsou znazornény

na Obrazku 42.
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Obrazek 42: Zavislost pikové kapacity ve druhé dimenzi na pocatecni koncentraci acetonitrilu v mobilni fazi
pro vSechny testované modulatory a zachytavaci zarizent.

Nejvyssi pikové kapacity bylo dosazeno pii zapojeni modulace fedénim
na kolon¢ (ACD), ale se zvySujici se pocatecni koncentraci organické slozky
v mobilni fazi pikova kapacita vyrazné klesala. Stejné tak pikova kapacita klesala
1 u ttismyckového modulatoru se zachytavacimi smyckami (TSM-smycky).

Naopak pikova kapacita pii pouZiti duo Ctyfcestného dvoupolohového ventilu
se smyckami (AG-smycky) klesala se zvySujici se koncentraci ACN na pocatku
gradientu nejméng. U tohoto moduléatoru byla pouzita nejnizsi strmost gradientu,
tudiZ nejvySsi pritok mobilni faze. Z toho vyplyva, ze 1 pritok mobilni faze
ovliviiyje Sifku piku ve druhé dimenzi.

a zachytavacich zafizeni u kolonek s C18 stacionarni fazi o délce 5 mm zapojenymi

po sméru (AG-trapC18-5 po). U tohoto moduléatoru byla také strmost gradientu

nejvyssi. Z pouzitych kolonek poskytly nejlepsi pikovou kapacitu i pfi zvySovani
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pocateCni koncentrace acetonitrilu trapovaci kolonky C18 o délce 20 mm

U vétSiny pouzitych modulétort se zachytavacimi smyckami nebo kolonkami
dochazelo ke zvySeni pikové kapacity pii pocatecni koncentraci acetonitrilu
v mobilni fazi 40 % oproti 30 %. S nejvétsi pravdépodobnosti to bylo zptisobeno
tim, Ze piky byly smyté a zaroveil se eluovaly v blizkosti mrtvého objemu kolony
druhé dimenze.

Obecné 1ze z Obrazku 42 konstatovat, Ze pro separaci fenolickych kyselin byly
lepsi z pohledu pikové kapacity zachytavaci smycky nez kolonky a nejlepsi nasta-

veni gradientu bylo od 0 do 40 % acetonitrilu v mobilni f4zi pro druhou dimenzi.

3.3 Vliv gradientu mobilni faze ve druhé dimenzi na vysku piku

Vyska piku souvisi se Sitkou piku, kterd se vyuziva pro vypocet pikové kapa-
city. Cim je pik nizsi, tim bude mit i v&t3i §itku. ProtoZe vyska piku je kritickym
faktorem pfi integraci piku a z vysky piku a Sumu detektoru se velmi Casto urcuje
mez detekce a mez stanovitelnosti metody, je velice nezbytné, aby byl pik o stejné
plose, pokud mozno co nejvyssi a co nejuzsi. Kvalitu signalu miizeme hodnotit jako
pom¢ér signalu (praveé vysky piku) k Sumu detektoru (Rovnice 5).

V jednorozmérné chromatografii je vyska piku ovlivnéna pouze vlastnimi pod-
minkami separace (gradient, ¢innost kolony, objem davkovaného vzorku apod.),
nicméné ve dvourozmérné chromatografii je ovlivnéna i vzorkovanim. Staci, aby
doslo k menSimu posunu v retencnim ¢ase v prvni dimenzi a pfi stejné rychlosti
vzorkovani miize dojit k posunu frakci. Tedy kdyZ se pik z prvni dimenze rozd¢li
pfi vzorkovani presné uprostied na dvé frakce, tak v obou frakcich bude stejna
koncentrace latky. Po separaci frakci na kolon€ ve druhé dimenzi se ziskaji piky,
které budou mit stejnou vysku. Ale vyska téchto pikli bude nizsi, nez kdyz se
pfi rozdéleni piku z prvni dimenze ziskaji tfi frakce. V prostfedni frakci se bude

nachazet nejveétsi koncentrace analytu, a tim bude hodnota vysky piku ve druhé

dimenzi nejvetsi.
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Pro vyhodnoceni vysky piku byla zvolena kyselina sinapova (ve 2D chromato-
gramech ¢islo 9), protoze se eluovala jako prvni z prvni dimenze a nebyla ovlivnéna
dal$imi koelujicimi slou¢eninami. Ze zaznamu snimanych pfti vlnové délce 280 nm
byla vyhodnocena vyska Sumu, kterd byla pro vSechny separace stejnd a mcla
hodnotu 0,1030 mAU. Odstup signalu od Sumu je uveden ve vysledcich separaci
pro jednotlivé modulatory (Tabulka 9, 10, 11 a 12). Zavislost odstupu signalu
od Sumu na pocéateni koncentraci acetonitrilu v mobilni fazi druhé dimenze je

uvedena na Obrazku 43.
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Obrazek 43: Zavislost poméru odstupu signalu od Sumu na pocatecni koncentraci acetonitrilu v mobilni fazi
pro druhou dimenzi.

Nejvyssi hodnoty S/N bylo dosaZeno pfi gradientu od 0 do 40 % acetonitrilu
v mobilni fazi pro vSechny modulédtory. Z Obrazku 43 vyplyva, ze nejvyssiho
pomeéru odstupu signalu od Sumu pfi stale stejném rozsahu gradientu bylo dosazeno
s duo cCtyfcestnym dvoupolohovym ventilem se dvéma zachytdvacimi kolon-
kami C18 o délce 20 mm (AG-trapC18-20), které¢ byly vymyvany mobilni fazi

po sméru plnéni eluatem. Zajimavé ale je, Ze druhd nejvyssi hodnota poméru S/N

pii gradientu 0—40 % ACN byla dosazena pfi zapojeni trapovacich kolonek HILIC
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(AG-trapHILIC po) po sméru, i kdyz pfi separaci dosdhly pii tomto gradientu
nejvyssi pikové kapacity.

Lze konstatovat, ze pfi vyuziti poc¢ate¢ni koncentrace MF(B)p2 10 %, 20 %
a 30 % a pti zapojeni duo Ctyfcestného dvoupolohového ventilu se zachytavacimi
smyckami nebo kolonkami po sméru se ziskal vyssi pik nez pii zapojeni zachytava-
cich kolonek do protisméru.

Vyuziti modulace fedénim na koloné (ACD) a gradientu 040 % a 10-50 %

poskytla vyrazné vyssi odstup signdlu od Sumu nez vétSina pouzitych rozhrani.

3.4 Uprava frakce mezi prvni a druhou dimenzi pomoci TSM

Jak jiz bylo uvedeno vyse, jednim ze zpusobt, jak zvysit pikovou kapacitu
ve druhé dimenzi a snizit mez detekce analytl, je zakoncentrovani frakce
pted separaci na druhé kolon¢. Fokusaci nebo 1 jind Uprava frakce pted dalsi
analyzou umoziuje tfismyckovy modulator. Jednou z pouzitelnych metod, jak
frakci upravit do uzsi zony, je izoelektricka fokusace.

Izoelektrickd fokusace se pouziva pro déleni a zakoncentrovavani vicekrat
nabitych sloufenin. Molekula s povrchovym nabojem se pii vkladaném napéti
pohybuje elektrolytem a zastavi se v misté, kde se stane neutralni latkou [47].

Ovéfeni, zda viibec bude mozné zapojit kapilarni elektroforézu k tfismycko-
vému modulatoru, zda pajde frakci ze zachytavaci smycky vytlacit do kapilary
v kapilarni elektroforéze, provést fokusaci a nasledné frakci vytlacit zpét
do zachytavaci smycky, bylo provedeno pouze na jedné smycce (frakci)

(Obrazek 39, smycka 2).

3.4.1 Zapojeni kapilarni elektroforézy k TSM

Jeste, nez byla k tfismyckovému modulatoru pfipojena kapilarni elektroforéza,
bylo potieba ¢astecné upravit konstrukci TSM, a tim co nejvice zkratit spojovaci
kapilary. Zkraceni kapilar bylo dtlezité z toho divodu, ze ve 2D chromatogramech
(Obrazek 40 a 41) bylo patrné, ze mrtvy objem kolony ve druhé dimenzi nebyl

konstantni, ale béhem separace se ménil (skékal) podle toho, jaka smycka byla

95



zrovna analyzovana ve druhé dimenzi. Bylo to zptisobené tim, Ze spojovaci kapilary
mély rozdilnou délku, a tedy i vnitini objem (vnitini pramér 0,13 mm). Redlna
konstrukce upraveného ttismyckového modulatoru a propojeni s kapilarni elektro-

forézou a injekEni pumpou je znazornéno na Obrazku 44.

i

Obrazek 44: Konstrukce TSM modulatoru po zkrdaceni spojovacich kapilar a redlné zapojeni trismyckového
modulatoru, injekcni pumpy a kapilarni elektroforézy.

Propojeni tfismyckového modulatoru a kapilarni elektroforézy bylo provedeno
ptes dvoupolohovy deseticestny ventil, ktery byl vyrobeny z nevodivého materialu
polyetheretherketon (zkracené PEEK ventil). Ventil musel byt nevodivy, aby nedo-
Slo k poSkozeni elektrickych zafizeni vlivem vysokého napéti vkladaného
na kapilaru v elektroforéze. K PEEK ventilu byla do portu 2 pfipojena kapilara
z elektroforézy (Obrazek 45, ventil 4) a do portu 1 spojovaci kapiléra z tfismycko-
vého modulatoru (Obrazek 45, ventil 1).

Déle byla k PEEK ventilu pfipojena kratka kifemennd kapildra o vnitinim
pruméru 75 um, ktera se ponoftila do vialky s elektrolytem a platinovou elektrodou
(Obrazek 45, ventil 4 — port 3). Platinova elektroda se ptipojila ke zdroji napéti vy-
vedeného z elektroforézy. Druha vialka s elektrolytem se umistila na konec kapilary

v elektroforéze. Kapilara v elektroforéze mé¢la délku 75 cm nebo 120 cm. Okénko
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na kapilédfe pro DAD detektor bylo umisténo 25 cm od konce. Detektor diodového

pole v kapilarni elektroforéze snimal signal pfi vinovych délkach 254 a 280 nm.

/ infuzni pumpa
Djpumpa ( Inéni smyéek
o

9 detektor

g (. katoda

Obrazek 45: Propojent trismyckového modulatoru (poloha 3), injekcni pumpy, dvoupolohového deseticestného
ventilu z PEEK materidlu a kapilarni elektroforézy.

Na dvanacticestny dvoupolohovy ventil byly ptfipojeny tfi zachytavaci smycky
o objemu 4,5 ul (Obrazek 45, ventil 2). Dale byla k tfismy¢kovému modulétoru pfi-
pojena injekéni pumpa s Hamilton stiikackou o objemu 250 pl, kterd byla naplnéna
elektrolytem nebo vodou (na Obrazku45 ventil 3 — port 1), kterd slouzila
pro vytlaceni vzorku ze zachytdvaci smycky do kiemenné kapilary v elektroforéze.
Prvni dimenzi, kterou by se smycky plnily, ptedstavovala stiikacka Hamilton
o objemu 250 pl a slouzila k ddvkovani vzorku do zachytavaci smycky 2 (ventil 1 —

port 1).
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3.4.2 Vytladeni frakce ze smycky do kapilary elektroforézy

V prvnim kroku bylo potieba piemistit zachycenou frakci ve smycce 2
(Obrazek 45) do kapilary elektroforézy. K tomuto ucelu poslouzila infuzni
(injek¢ni) pumpa se stiikackou naplnénou elektrolytem. Na injekéni pumpé bylo
mozné nastavit jak rychlost pratoku, tak vytlateny objem. Idedlni podminky
nastaveni prutoku a objemu na injekéni pumpé pro vytlaceni frakce ze smycky
do kapilary elektroforézy musely byt optimalizovany. Kapildra pro elektroforézu
m¢ela délku 75 cm a vnitini pramér 75 pm.

Postup byl nésledujici: roztok dvou fenolickych kyselin v methanolu byl
do smyc¢ky nadavkovan ruéné pomoci Hamilton stfikacky (poloha modulétoru 2).
Po ptfepnuti modulatoru do polohy 3 a zpusSténi injekéni pumpy s Hamilton
sttikackou naplnénou vodou se frakce ze zachytivaci smycky vytlacila ptes
spojovaci kapilary a ventily €. 1 a 4 do kapilary elektroforézy. Zaroven byl méten
¢as do té doby, nez se v detektoru diodového pole v elektroforéze neobjevil zac¢atek
signalu. Testovany pritok byl postupné zvySovan od 10 do 500 pul/min.

Ze ziskanych udajl byl spoc€itan objem, ktery byl potieba nastavit na injek¢ni
pumpé, aby se frakce ze smycCky 2 dostala do cely detektoru v kapilarni
elektroforéze. Vypocitany objem byl pfiblizné konstantni pfi nastaveném priatoku
od 50 do 100 pul/min. Na injekéni pumpé byl tedy pro dalsi pokusy pritok nastaven
na 50 ul/min. Primémy cas potfebny k tomu, aby se frakce ze smycky dostala
do cely detektoru, byl 14,9 s, proto objem davkovany injekéni pumpou mél hodnotu
12 ul. Pti tomto objemu je po zatlaeni roztoku kyseliny protokatechuové a kyseliny
p-kumarové v methanolu do kapilary elektroforézy vidét v cele DAD detektoru
zacatek zony téchto latek.

Stejnym postupem se optimalizovaly parametry pro injekéni pumpu pii vymeéné
75cm kapilary za delsi 120cm. Vysledky byly nasledujici: £ = 50 pl/min,
t=16,2s, V=13,5ul
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3.4.3 Vytladeni roztoku z kapilary elektroforézy do zachytavaci smycky

Dale bylo potieba zjistit, jak nejrychleji vytlacit roztok z kapildry elektroforézy
zpét do zachytdvaci smycky. Vytlaceni roztoku se provedlo pomoci tlaku
dodavanym tlakovym Cerpadlem v kapilarni elektroforéze nebo diky tlaku dusiku
ptivedeného do elektroforézy z centralniho rozvodu.

Byl stanoven ¢as od vialky v kapildrni elektroforéze k okénku detektoru.
Kapiléra v elektroforéze méla délku 75 cm. Pokus byl proveden tak, ze se vialka
naplnila roztokem dvou fenolickych kyselin rozpusténych v methanolu. Spustil
se program aplikace tlaku pomoci tlakového ¢erpadla (,,flush®) nebo aplikace tlaku
dusiku v elektroforéze a zaroven byl méfen Cas. Zaroven stejnym zplisobem bylo
uréeno vhodné nastaveni tlaku dusiku. Tlak dusiku byl postupné¢ meénén: 2, 3, 4,
nebo 5 bar. Vysledky casu pfi riizném tlaku dusiku jsou uvedeny v Piiloze 7 —
Tabulka P7.1. Roztok se z vialky do cely detektoru dostal nejrychleji pfi tlaku
dusiku 5 bar.

Ziskané primérné Casy jak pti aplikaci programu ,,flush®, tak tlaku dusiku byly
pouzity pro vypocet rychlosti pritoku, ze které¢ho byl nasledné zjiStén Cas, za jak
dlouho se roztok od cely detektoru v elektroforéze dostal zpét do zachytavaci
smycky 2. Vysledky jsou uvedeny v Ptiloze 7 v Tabulce P7.2.

Ze ziskanych dat bylo zifejmé, Ze pumpa v programu ,,flush® pro vytlac¢eni roz-
toku z kapilary zpét do smycky nelze pouzit, protoZze vytlaceni roztoku z kapilary
elektroforézy do zachytavaci smycky trvalo velmi dlouho (3,3 min) a neposkytovala
stabilni rychlost pratoku. Aplikace tlaku dusiku méla ptiznivéjsi vysledek, a to 18 s.

Poté byla kapilara v elektroforéze vyménéna za delsi kapilaru o délce 120 cm,
aby se cely objem frakce v zachytdvaci smycce vesel do kapilary v elektroforéze.
Cely postup stanoveni ¢asu potiebného na vytlaceni roztoku z kapilary elektrofo-
rézy zpét do zachytavaci smycky byl zopakovan i pro delsi kapilaru. Prodlouzenim
kapilary se prodlouzil i as pottebny pro vytlac¢eni vzorku z kapilary zpét do smycky
na 24 s, coz odpovidalo objemu 8,8 pl (Pfiloha 7, Tabulka P7.2).

Ovéfeni vypocitaného ¢asu potfebného na vytlaceni roztoku z kapilary zpét

do smycky bylo provedeno tak, ze za zachytavaci smycku byl ptipojen detektor
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diodového pole ze dvourozmérného kapalinového chromatografu. Vinova délka,
pfi které detektor snimal signal byla nastavena na 254 nm a 280 nm.

Nejprve se pomoci Hamilton jehly naplnila zachytavaci smycka roztokem
kyseliny protokatechuové a kyseliny p-kumarové v methanolu, kdyz se modulator
nachazel v poloze 2. Modulétor se otoc¢il do polohy 3 a pomoci injekéni pumpy
(Fm= 50 pl/min, ¥ = 13,5 pl) se frakce ze smycky vytlacila do kapilary
v elektroforéze. Pak byla odpojena kapilara vedouci k injekéni pumpé (Obrazek 45,
ventil 2 — port 3) a misto ni byla pfipojena spojovaci kapildra do DAD detektoru.
Nasledné byl aplikovan tlak dusiku (p = 5 bar) azaroven méfen c¢as, dokud
se v DAD detektoru neobjevil signal. Postup byl nékolikrat zopakovan. Primémy
¢as od cely detektoru v elektroforéze po detektor ve 2D-LC byl stanoven na 36 s.
Z této hodnoty byl spocitan objem (13,2 pl). Nasledn€é se musel odecist objem
spojovaci kapilary (5 pl) mezi zachytavaci smyckou a detektorem diodového pole
ve 2D-LC. Vysledny objem potiebny na vytlaceni roztoku z kapilarni elektroforézy
zpét do smycky mél hodnotu 8,2 pl. Hodnota objemu zjisténého experimentalni

cestou byla velmi podobné objemu ziskaného vypoctem (Ptiloha 7, Tabulka P7.2).

3.4.4 Propojeni TSM, kapilarni elektroforézy a kolony druhé dimenze

Kdyz byly zjistény vSechny parametry uvedené vyse, k tfismyckovému modu-
latoru byla ptipojena kolona pro druhou dimenzi (Obréazek 45, ventil 3 — port 1).
Ukolem bylo ovéfit a piipadné upravit nalezené optimalni nastaveni injekéni
pumpy, ¢as pro aplikaci dusiku pfti tlaku 5 bar a zda se tspésné povede premistit
frakci do a z kapilary elektroforézy. Pfi nastaveni Spatnych parametri totiz dojde
k tomu, ze analyty zlistanou ve spojovaci kapilafe, ktera se nachazi pted zachytavaci
smyckou nebo naopak za zachytavaci smyckou. Kapilara v elektroforéze méla
délku 120 cm.

Zachytavaci smycka o objemu 4,5 pl byla plnéna roztokem kyseliny protoka-
techuové a kyseliny p-kumarové v methanolu v poloze modulétoru 2. Pak byl mo-
dulator otocen do polohy 3 a byla spusténa injek¢éni pumpa s Hamilton stiikackou
naplnénou vodou, kterd méla nastaveny pratok na 50 pl/min a objem vytlatované

vody na 13,5 pl. Po vypnuti byla injekéni pumpa odpojena od modulatoru
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a v fidicim programu kapiladrni elektroforézy byla spusténa aplikace dusiku
za podminek: tlak 5 bar a cas ptisobeni 22 s (#v). Nasledn¢ byla spusténa analyza
v fidicim programu UHPLC (pro separaci se vyuzila druhd dimenze dvourozmér-
ného kapalinového chromatogramu) a modulétor byl otocen do polohy 1. Separace
probihala za isokratickych podminek (15 % acetonitrilu a 85 % vodné faze)
na koloné¢ C18, kterd byla pouzita i pro druhou dimenzi 2D-LC separaci. Pritok
mobilni faze byl nastaven na 1,6 ml/min. Separace kyselin probihala po dobu
3 minut. Jak bylo jiz zminéno vyse, bylo také potieba ovéfit, jaké mnoZstvi analyt
zustalo ve spojovacich kapilarach, at’ uz pred zachytavaci smyckou nebo za ni.
Proto po skonceni separace frakce byl modulator otocen do polohy 2 a analyza
probihala dal$i 3 minuty. Timto zpiisobem se na kolonu dostal a zjistil obsah kapilar
pted a za smy¢kou 2. Cas aplikace tlaku dusiku, v, se ménil a byly sledovany plochy
jednotlivych fenolickych kyselin (Ptiloha 7 — Tabulka P7.3).

Mimoto bylo nutné zjistit, jaka byla plocha pikii, pokud se frakce nevytlacovala
ze smycky do kapilarni elektroforézy, a tedy jaké plochy by mélo byt idealné
dosazeno pfi pokusech s vytlac¢enim frakce ze smycky do kapilarni elektroforézy
anasledné zpét do zachytavaci smycky na tfismyckovém moduldtoru. Roztok
fenolickych kyselin byl opét nadavkovan do smycky ¢. 2 v poloze modulatoru 2.
Poté byl modulator otocen do polohy 3 a mobilni fazi se promyly spojovaci kapilary
v modulatoru, aby nasledné mohl byt separovan pouze obsah smy¢ky. V fidicim
programu byla spuSténa analyza a modulator byl oto¢en do polohy 1. Analyza
probihala po dobu 3 minut.

Z chromatogramu snimaného pfti vinové délce 280 nm byly vyhodnoceny plo-
chy pikt kyseliny protokatechuové a kyseliny p-kumarové. Plochy piki ziskané
pfirizné dlouhém pulsobeni tlaku dusiku o 5 bar v kapilarni elektroforéze jsou
uvedeny v Ptiloze 7, v Tabulce P7.3. Do grafi byly vyneseny zévislosti ploch piki
kyseliny protokatechuové (Obrazek 46) akyseliny p-kumarové (Obrazek 47)
ziskané separaci frakce ve smycce (modulator v poloze 1) na Case pisobeni tlaku

dusiku, #.
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Obrazek 46: Zavislost ploch pikit kyseliny protokatechuové na case piisobeni tlaku dusiku 5 bar.

12 17 22 27 32 32 32 35 35 35 35 37 37 37 42
by [s]

Obrdzek 47: Zavislost ploch pikii kyseliny p-kumarové na case piisobeni tlaku dusiku 5 bar.

Z Obrazkl 46 a 47 je patrné, ze nejvetsi plochy pikt fenolickych kyselin bylo
dosazeno pii aplikaci tlaku dusiku v kapilarni elektroforéze po dobu 32, 35
a 37 sekund. Plochy piki se pfi téchto ¢asech mezi s sebou moc nelisi. Nizsi hod-
noty ploch pikit mohou byt zplisobeny nestabilnim tlakem dusiku a nestabilni
rychlosti ustaleni tlaku v kapilate. Pro dalsi pokusy byla pouzivéna aplikace tlaku

dusiku po dobu 35 s.
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3.4.5 Izoelektricka fokusace

Aplikace stejnosmérného elektrického napéti na kiemennou kapilaru v elektro-
foréze zplsobi to, ze se nabité analyty vlivem elektrického pole a elektroosmozy
zanou pohybovat smérem ke katodé. Kyselina protokatechuova a kyselina
p-kumarova byly rozpustény ve 20% methanolu, takze molekuly jsou disociované
ana povrchu maji ndboj. Na elektrodu blize k detektoru (vystupni elektroda) se
vklada vysoké zaporné napéti.

Frakce ze smycky 2 byla vytla¢ena pomoci injekéni pumpy do kapilary
elektroforézy, na kterou se aplikovalo zaporné vysoké napéti. Zda probéhlo
zakoncentrovani nebo ne, bylo zjisténo tak, ze se roztok z kapilary nésledné vytlacil
pomoci injekéni pumpy do cely detektoru, kde byl hodnocen tvar signalu.

Nejprve bylo potteba nalézt idedlni podminky pro fokusaci v kapilarni elektro-
foréze. Muselo se stanovit idedlni napéti a jeho doba plisobeni pro co nejvetsi
fokusaci analytt. Vodivé spojeni v kapilafe bylo ziskano propojenim vialek
naplnénych boratovym pufrem o koncentraci 0,01 mol/l ptes PEEK ventil.

Roztok kyseliny protokatechuové a kyseliny p-kumarové ve 20% methanolu
byl pomoci sttikacky naddvkovan do smycky v poloze modulatoru 2. V poloze mo-
dulatoru 3 se frakce pomoci injek¢éni pumpy a stiikacky naplnéné boratovym pufrem
(Fm =50 pl/min, V"= 13,5 ul) posunula do kapilary elektroforézy. Pak byl otocen
PEEK ventil do druhé pozice, aby se propojily vialky s boratovym pufrem. V ovla-
dacim programu kapilarni elektroforézy byla spusténa aplikace napéti pii-20 kV
po dobu 120 s. Po skonceni aplikace napéti na kapilaru, byl PEEK ventil oto¢en
do prvni pozice a pomoci injekéni pumpy s £y, = 50 pl/min se obsah kapilary vytla-
¢il pres celu detektoru do odpadové vialky. Detektor snimal signal pfi vlnovych
délkach 254 a 280 nm. Stejny postup byl zopakovan i pro ¢as aplikace napéti 180 s.

Zaroven bylo vzdy provedeno méfeni bez fokusace. Postup byl stejny, jen misto
aplikace napéti byl roztok v kapilafe ponechdn v klidu po dany ¢as a nasledné byl
vytlacen ptes detektor do odpadu. Signaly sledované na detektoru jsou ukazané
na Obrazku 48. Casteéné fokusace bylo dosazeno. Signal se pii vytladeni zvysil
a zuzil. Zda ke zuzeni piku nedoslo pouze vlivem rychlého vytlaceni do cely

detektoru bylo ovéfeno pfi snizeni pritoku na injekéni pumpé.
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Obrazek 48: Zaznam signalu kyseliny protokatechuové a kyseliny p-kumarové pii aplikaci napéti -20 kV
v ruzném case, kdy na injekcni pumpé byl pritok pri vytlacovani kapaliny z kapilary do cely
detektoru nastaven na 50 ul/min. Zkratka s fok. znaci signal po vioZeném napéti, bez fok. znamend,
ze na kapilaru nebylo vlozeno napéti.

Pti dalS$im pokusu bylo pfistoupeno k tomu, Ze frakce ze smycky se pomoci
injekéni pumpy vytlacila do kapilary, ale v cele detektoru nesmél byt vidét zadny
signal (V =5 ul) a pii vytlaceni roztoku kyseliny protokatechuové a p-kumaroveé
z kapilary do cely DAD detektoru byl snizen priatok nastaveny na injekéni pumpé
na 2 pl/min. Napéti na kapilafe bylo zvySeno v fidicim programu na -25 kV a opét
byly testovany riizné casy fokusace: 180 s a 240 s. Zaznam z detektoru je uveden
v Ptiloze 8 — Obrazek P8.1. Z tohoto zdznamu nebyla patrna Zadna fokusace.

Pti fokusaci za pouziti boratového pufru nedochézelo k vyraznému zakoncen-
trovani signalu, nejpravdépodobnéji to bylo zplisobeno nevhodnym elektrolytem.
Musel byt otestovan i jiny elektrolyt nez boratovy puft.

Postup prace byl zopakovan s jinym elektrolytem, a to 75 mM kyselinou
boritou o pH 9, s cilem dosahnout zakoncentrovani roztoku kyseliny protokatechu-
ov¢ a kyseliny p-kumarové ve 20% methanolu. Objem nastaveny na injekéni pumpé
byl 10 anebo 12 pl, aby se do kapilary dostalo vice frakce ze zachytavaci smycky.
Pti téchto objemech se v cele detektoru vzdy objevil zacatek signdlu. Vlozené napéti
na kapilaru bylo snizeno na -20 kV (béhem fokusace bylo stabilni) z davodu
nestabilniho napéti pii -25 kV (-25 kV bylo dosazeno pouze ihned po spusténi, ale

po zbytek casu fokusace se napéti snizilo na -18 kV). Pritok na injekéni pumpé

104



pfi vytlaCovani roztoku po fokusaci pies celu detektoru do odpadu byl nastaven
na 2 ul/min. Opét byla testovana rizna délka casu fokusace: 180 a 240 s. Vysledny

zaznam z DAD detektoru je znazornén na Obrazku 49.

s Cas aplikace napéti: 180 s Cas aplikace napéti: 240 s

T v=12pl V=10ul

h ImATU1

t [min]

Obrazek 49: Zaznam z DAD detektoru v kapilarni elektroforéze bez a po izoelektrické fokusaci vzorku kyseliny
protokatechuové a p-kumarové. Znacka V znaci objem, ktery byl nastaveny na injekcéni pumpé
privytlaceni frakce ze smycky do kapilary elektroforézy.

Na Obrazku 49 byl jasné patrny rozdil mezi postupem, pii kterém bylo apliko-
vano vysoké napéti a pii kterém aplikovano nebylo (uprostied). Nejdiive po apli-
kaci zaporného vysokého napéti zacal signal v detektoru mirné rist a nasledné
klesal. Pii nastaveni Casu aplikace napéti 240 s a objemu na injek¢éni pumpé 12 pl
zacal signal po poklesu vyrazné stoupat jiz béhem fokusace (rozstépeni piku bylo
zptiisobeno koncem aplikace napéti). Po vytlaceni zafokusovaného roztoku se
na detektoru objevil uzky a vysoky pik. Vyména elektrolytu boratového pufru
za 75 mM roztok kyseliny borité pfinesla vyssi a uzsi signél a doSlo k zakoncentro-
vani kyseliny protokatechuové a p-kumarové do uzsi zony o vétsi intenzité signalu,
nez poskytovala samotna frakce. BohuZel pro nedostatek casu nemohl byt

(%

vyzkouSen piinos izoelektrické fokusace na §itku piku ve druhé dimenzi.
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4 Zavér

Vliv pocatecni koncentrace silngjsi elucni slozky v gradientu v mobilni faze ve
druhé dimenzi pro rizné druhy modulatort a zachytavacich zafizeni na rozmyvani
pikii ve druhé dimenzi byl hodnocen podle pikové kapacity. Nejvyssi pikova
kapacita o hodnoté 29,0 byla dosazena pii zapojeni modulace fedénim na koloné
a nastaveném gradientu ve druhé dimenzi na 0—40 % acetonitrilu v mobilni fazi. Pti
zvySovani pocatecni koncentrace acetonitrilu pikova kapacita vyrazné klesala.

Z trapovacich kolonek poskytly nejvyssi pikovou kapacitu (23,6) trapovaci
kolonky HILIC se silikagelovou stacionarni fazi a pfi nastaveném gradientu 0—40 %
acetonitrilu. Pikova kapacita pti vyssich poc¢atecnich koncentracich vyrazné klesala.
Kolonky C18 o velikosti 20x4 mm zapojené po sméru poskytly pfi téchto vysich
pocatecnich koncentracich vyssi pikovou kapacitu. U tohoto modulatoru bylo také
dosazeno nejvyssi hodnoty odstupu signdlu od Sumu.

Ttismyckovy modulator se tfemi zachytavacimi smyckami poskytoval
pii gradientu acetonitrilu 0—40 % vyssi pikovou kapacitu (26,6) nez duo ¢tyfcestny
dvoupolohovy ventil se zachytdvacimi smyckami (23,3).

Nejvyssich pikovych kapacit bylo ve vétSin€ separaci dosazeno pii pocatecni
koncentraci acetonitrilu 0 %. Naopak pii koncentraci 20-60 % acetonitrilu
v mobilni fazi byly pikové kapacity nejnizsi. Gradient 30—70 % neni vhodny pro
separaci fenolickych kyselin, protoZe se piky eluuji v blizkosti mrtvého objemu
kolony ve druhé dimenzi a navzajem koeluuji.

Tteti smycka ve tfismyckovém modulatoru ma potencidlni vyuZiti na izoelek-
trickou fokusaci. Podafilo se frakci ze zachytdvaci smycky vytlacit do kapilary
v elektroforéze pomoci injekéni pumpy (£ = 50 pl/min, V = 13,5 ul), roztok
z kapilary vytlacit zpét do zachytavaci smycky pomoci aplikace tlaku dusiku 5 bar
pfi délce trvani 35 s a nasledné provést separaci na kolon¢ druhé dimenze. Bylo
prokazano zlepSeni (zvySeni) signdlu po aplikaci zadporného vysokého napéti -20 kV
po dobu 180 sekund s elektrolytem roztoku 75 mM kyseliny borité o pH 9. Pozitivni
vliv izoelektrické fokusace na Sitku piku po separaci na kolon¢ druhé dimenze nebyl

z diivodu nedostatku ¢asu pti vypracovani diplomové prace stanoven.
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Priloha 1 — Duo Ztyicestny dvoupolohovy ventil se smyckami

¢as v 2D [min]

¢as v 1D [min]

Obrazek Pl.1: 2D chromatogram fenolickych kyselin s nastavenym gradientem ve druhé dimenzi 10—50 %
acetonitrilu a se zapojenym AG-smycky.
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Obrazek P1.2: 2D chromatogram fenolickych kyselin pii zapojeni AG ventilu se smyckami a s gradientem
20—60 % acetonitrilu v mobilni fazi.
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¢as v 2D [min]

¢as v 1D [min]

Obrazek P1.3: 2D chromatogram fenolickych kyselin pii zapojeni duo ctyrcestného dvoupolohového ventilu
se zachytavacimi smyckami a pri nastaveném gradientu acetonitrilu 30—70 %.
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Priloha 2 — Duo Ztyicestny dvoupolohovy ventil s kolonkami HILIC

¢as v 2D [min]

Cas v 1D [min]

Obrazek P2.1: 2D chromatogram fenolickych kyselin pii zapojeni duo ctyrcestného dvoupolohového ventilu
s trapovacimi kolonkami HILIC po sméru. Gradient byl nastaven od 10—-50 % acetonitrilu v mo-
bilni fazi.
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Obrazek P2.2: 2D chromatogram fenolickych kyselin pri zapojeni HILIC kolonek na AG a s koncentraci
acetonitrilu 20-60 %.
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Obrazek P2.3: 2D chromatogram fenolickych kyselin pvi zapojeni AG-trapHILIC po sméru a pri koncentraci
MF(B)p2 30-70 %.
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Obrazek P2.4: 2D chromatogram fenolickych kyselin pri gradientu 10-50 % acetonitrilu v mobilni fazi a zapo-
Jjeni zachytavacich kolonek HILIC na AG ventil v protisméru.
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Obrazek P2.5: 2D chromatogram fenolickych kyselin pii gradientu 20—60 % acetonitrilu a zapojeni kolonek
HILIC na AG do protismeéru.
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Obrazek P2.6: 2D chromatogram fenolickych kyselin pri zapojeni HILIC kolonek do protisméru na duo
Ctyrcestny dvoupolohovy ventil a nastaveném gradientu MF(B)p2 30-70 %.
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Priloha 3 — Duo ctyrcestny dvoupolohovy ventil s kolonkami C18 5%2,1 mm
e
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Obrazek P3.1: 2D chromatogram fenolickych kyselin s gradientem 10-50 % acetonitrilu v mobilni fazi
a zapojenim AG-trapC18-5 po sméru.
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Obrazek P3.2: 2D chromatogram fenolickych kyselin pri zapojeni kolonek C18-5 po sméru a s gradientem 20—
60 % acetonitrilu v mobilni fazi.
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Obrazek P3.3: 2D chromatogram fenolickych kyselin ziskany pri gradientu 30—70 % acetonitrilu v mobilni fazi
a zapojeni AG-trapC18-5 modulatoru po smeéru.
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Obrazek P3.4: 2Dchromatogram fenolickych kyselin pri nastaveném gradientu 10-50 % MF(B)p2 a zapojeni
trapovacich kolonek C18-5 na AG ventil do protisméru.
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Obrazek P3.5: 2D chromatogram fenolickych kyselin pii zapojeni duo ctyrcestného dvoupolohového ventilu
s trapovacimi kolonkami C18-5 v protisméru s nastavenym gradientem acetonitrilu 20—60 %
v mobilni fazi.
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Obrazek P3.6: 2D chromatogram fenolickych kyselin pri zapojent zachytavacich kolonek C18-5 na AG ventil
v protisméru a pii nastaveni gradientu 30—70 % acetonitrilu v mobilni fazi MF(A4)p:.
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Priloha 4 — Duo Ztyicestny dvoupolohovy ventil s kolonkami C18 20x4 mm
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Obrazek P4.1: 2D chromatogram fenolickych kyselin se zapojenim trapovacich kolonek C18 o délce 20 mm
na AG ventil po sméru pri nastaveném gradientu 10-50 % acetonitrilu.
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Obrazek P4.2: 2D chromatogram fenolickych kyselin pri zapojeni AG-trapC18-20 po sméru a s nastavenym
gradientem od 20 do 60 % acetonitrilu v mobilni fazi.
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Obrazek P4.3: 2D chromatogram fenolickych kyselin ziskany pri separaci se zachytavacimi kolonkami CI18
o délce 20 mm zapojenych na AG ventil po smeru a s nastavenym gradientem od 30 do 70 %
acetonitrilu v mobilni fazi.
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Obrazek P4.4: 2D chromatogram fenolickych kyselin pri pouzitéem gradientu 10-50 % a zapojeni
AG-trapC18-20 do protismeéru.
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Obrazek P4.5: 2D chromatogram pri zapojent kolonek C18-20 do protisméru na duo ctyrcestném dvoupoloho-
vém ventilu a pri gradientu 20—60 % acetonitrilu v mobilni fazi.
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Obrazek P4.6: 2D chromatogram fenolickych kyselin pri zapojeni AG-trapC18-20 modulatoru v protisméru
a s gradientem 30-70 % MF(B)p>.
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Priloha 5 — Modulace redénim na koloné
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Obrazek P5.1: 2D chromatogram fenolickych kyselin pri pouziti modulace redénim na koloné a pri gradientu
10-50 % acetonitrilu v mobilni fazi.
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Obrazek P5.2: 2D chromatogram fenolickych kyselin pFi gradientu acetonitrilu od 20 do 60 % a zapojeni ACD.
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Obrazek P5.3: 2D chromatogram separace fenolickych kyselin pri zapojeni modulace redénim na koloné
a nastaveném gradientu 30-70 % acetonitrilu v mobilni fazi.
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Priloha 6 — Trismyckovy moduldtor
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Obrazek P6.1: 2D chromatogram fenolickych kyselin pri separaci s koncentraci acetonitrilu od 10 % do 50 %
a se zapojenym trismyckovym modulatorem se tremi zachytdvacimi smyckami.
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Obrazek P6.2: 2D chromatogram fenolickych kyselin pri zapojeni trismyckového modulatoru se smyckami
a nastaveném gradientu acetonitrilu ve druhé dimenzi 20-60 %.
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Obrazek P6.3: 2D chromatogram separace fenolickych kyselin pri zapojeni trismyckového modulatoru
se smycCkami a nastaveném gradientu 30-70 % acetonitrilu v mobilni fazi.
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Priloha 7 — Hledani idedlnich podminek pro aplikaci izoelektrické fokusace

Tabulka P7.1: Optimalizace tlaku dusiku.

Pdusik [bar] tod vialky k cele detektoru [S]
2 5,7
3 3.8
4 3,2
5 3,0

Tabulka P7.2: Stanovené a dopocitané parametry pro optimalni nastaveni injekcni pumpy a vytlaceni frakce
z kapilary elektroforézy zpét do smycky.

Tlak dusiku

parametr s | RO vem
t od vialky k okénku [S] 14,0 3,0 3,0
dkapildry [um] 75,0 75,0 75,0
! kapitary [cm] 75,0 75,0 120,0
V kapitary [ Q1] 3,3 33 5,3
! od vialky k detektoru [cT] 25,0 25,0 25,0
V kapitéry od detektoru k viatce [ 1] 1,1 1,1 1,1
V smyerw [11] 4.5 4.5 4,5
! kapiliry od smycky k detektoru [C] 50,0 50,0 95,0
V kapiléry od PEEK ventilu k detektoru [[M1] 2,2 2,2 4,2
V kapitary + smyciy [M] 6,7 6,7 8,7
Fon od vialky k detekioru [1]1/min] 4,7 22,0 22,0
V od smycky po viatku [ 1] 7,8 7,8 9,8
t od smycky po vialku [mln] 1,7 0,4 0,4
t od smycky po vialku [S] 99,3 21,3 26,7
t od smycky pred detekior [MIN] 1,4 0,3 0,4
t od smycky pred detektor [S] 85,3 18,3 23,7
V' potiebny pro vytlaceni frakce z kapildry ELFO 6.7 6.7 8.8
do smycky [11]
p [bar] 0,9 5,0 5,0
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Tabulka P7.3: Ziskané plochy pikii kyseliny protokatechuové a kyseliny p-kumarové p¥i riizné dlouhé aplikaci
dusiku v kapilarni elektroforéze.

Akyselina protokatechuovd [mAU'S] Akyselina p-kumarova [IIIAU'S]
tv [s] Y mimo Y y mimo Y
ve smycce o soucet ve smycce > soucet
smycku smycku

112,1 112,1 4370,6 4370,6
0 105,9 105,9 4268,0 4268,0
112,1 112,1 4205,5 4205,5
12 1,7 2,4 4,1 63,8 98,9 162,7
17 2,8 3,8 6,6 107,3 166,9 274,2
22 10,4 15 25,4 397.9 554,6 952,5
27 30,9 28,7 59,6 1116,1 858,6 1974,7
45,9 16,7 62,6 1470,7 581,8 2052,5
32 45,7 18,6 64,3 1670,9 648.,9 2319,8
36,4 14,7 51,1 1401,4 567,7 1969,1
45,4 15,8 61,2 1609,1 605,1 22142
35 443 14,8 59,1 1559,8 576,5 2136,3
37,5 10,5 48,0 1295,8 400,3 1696,1
36,5 9,5 46,0 1350,4 419,7 1770,1
44,9 14,8 59,7 1587,1 670,9 2258.,0
37 44,1 18,6 62,7 1566,9 765,8 23327
38,4 11,38 50,2 1374,7 468,6 1843,3
42 29,6 27,1 56,7 1034,9 975,1 2010,0
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Priloha 8 — Izoelektricka fokusace

180 s 240 s
s fok. bez fok. s fok. bez fok.

h [mAU]

t [min]

Obrazek PS8.1: Zaznamy signalii kyseliny protokatechuové a kyseliny p-kumarové pri aplikaci napéti -25 kV
po dobu 180 nebo 240 s. Na injekcni pumpé byl priitok pri vytlacovani frakce z kapilary do cely
detektoru nastaven na 2 ul/min. Zkratka s fok. znamena, Ze na kapilaru bylo aplikovano napéti
na kapilaru. Zkratka bez fok. znamend, Ze na kapildru nebylo vloZeno napéti, ale roztok setrval
v kapilare po dany cas.
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