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2. UVOD



2.1 Multimedialni separace v analytické chemii

Od konce padesatych let stoupajici naroky na stanoveni latek v komplexni matricich,
zejména pii stanoveni biologicky aktivnich latek, pfedevsim bilkovin, vyvolaly potiebu
a rozvoj multidimenzionalnich separaci. Jedna se v podstaté o pouziti nékolika metod, z
nichz kazd4d vyuziva jiné vlastnosti purifikované ¢i analyzované latky, za tcelem
lepsiho a nezbytného rozliSeni separovanych latek.

Pted vice nez 20 lety, kdy J.C. Giddings uvedl dvé zakladni kriteria pro ideélni
multidimenzionalni separace:

. separacni mechanismy musi byt orthogonalni, mechanismy musi byt uplné
nezavislé v kazdé dimenzi

. zadné rozliSeni separace nesmi byt provedeno v prvni dimenzi tak, aby néktera
slozka tohoto rozliSeni byla nasledné ztracena v nékteré nasledné dimenzi.

Multidimenzionalni separace jsou cenné tehdy,jestlize je potieba vedlejsiho rozliseni
vzorku malych segmentt pikd v chromatografickych technikach. Hlavni znalost sloZeni
vzorku je vzdycky uzite¢na.

V Uplnych multidimenzionalnich separacnich technikach je cely vzorek, ne jenom
¢ast z né¢ho, pfedmétem rozdilnych separaci. Pokud je rozliSeni vzorku vysoké, lze
pouzit pro rychlé zpracovani takového vzorku bud’ HC techniky, neboli hyphenated,
oznacovany pomlckou nebo takzvané uplné multidimenziondlni techniky které jsou
indikovany znaminkem krat.

Multidimenziondlni techniky pro svoji vysokou pikovou kapacitu jsou vyhodné pro
analyzy komplexnich smési 1 pro jednotlivé latky, nebot maji mnohokrat zvySenou
citlivost. Pro vzorek je nejlepsi ptrediprava vzorku s kombinovanim analytickych
metod. On - line spojeni vice ¢i méné orthogonalnich technik, jako jsou extrakce
s chromatografickymi metodami, vede k vysoké citlivosti systému bez vedlejsi
kontaminace a snadné automatizaci.

V tomto systému se neprovadi pribéZzna eluce (vymyvani), nebot’ by doslo k vymyti
pozadovaného analytu béhem prvni dimenze a tuto metodu lze povazovat také za 2D
separacni systém. Spojeni doplikovych, ortogonélnich, separa¢nich zpasobl
predstavuje n - dimenzionalni separace vedouci k dalSimu zvySovani kapacity piku.
Neexistuje zadny teoreticky limit na mnoZstvi nebo typl separaci, které mohou byt
spojeny on - line, coz sebou nese naridst v sile analyzovani slozité matrice. Piedni

uplatnéni nasla tato strategie v analyze a purifikaci bilkovin.



Z metod, jejichz kombinace jsou vyuzivany k izolaci a analytickému stanoveni
bilkovin, jsou nejpopularnéjsi: precipitace dusi¢nanem amonnym nebo organickymi
rozpoustédly spolu s chromatografii na molekuldrnich sitech, iontové vyménnou
chromatografii, chromatografii zaloZenou na hydrofobnich interakcich, chromatografii v
systému obracenych fazi, chromatografii na nosi¢ich se zakotvenym kovem nebo
barvivem, imunoafinitni chromatografii, izoelektrickou fokusaci a elektroforézou v
polyakrylamidovém gelu. VSechny znamé bilkoviny byly ziskany a analyzovany
kombinaci téchto metod.

Charakteristické pro multidimenziondlni uspofddani je, ze poskytuje vice prostoru
pro separaci analyzovanych komponent, tj. celkova kapacita systému se rovna sumé
kapacit jednotlivych separacnich soustav neboli dimenzi. Rovnéz tak, pfi posuzovani
ucinnosti separacni soustavy podle pocétu pater, vykazuji multidimenziondlni systémy
podstatné vétsi pocet teoretickych pater nez systémy jednoduché. Pocet pater v
multidimenzionalnim chromatografickém systému se rovna soucinu poctu teoretickych
pater dosazenych v jednotlivych dimenzich.

Uskalim pii aplikaci multidimenzionalni separace je tzv. dimenzionalita vzorku.
Kazdy typ molekuly ma fadu riznych vlastnosti, které mohou byt vyuzity k separaci.
Pokud se podaii z téchto vlastnosti vytvofit kombinaci, kterou se slozka vyrazné odlisi
od dalSich doprovodnych latek, dosahne se maximdalni separacni G¢innosti soustavy.
Dimenzionalita komplexnich vzorkt je vSak malokdy znama a jedinou cestou, jak urcit
vhodnou kombinaci separacnich postupl, je cesta experimentalni.

Multidimenzionalni separace zahrnuji jednak postupy profilovaci, jednak postupy
cilené. Profilovaci metody slouZzi k rozliSeni vSech komponent v dané sme¢si a jsou to:
dvourozmérnd tenkovrstvd chromatografie, dvourozmérnd elektroforéza a v posledni
dobé kombinace kapilarni elektroforézy s chromatografii v systému obracenych fazi ¢i
iontové vyménna chromatografie na obracenych fazich. Metody cilené
multidimenzionélni separace slouzi k izolaci jediné nebo nékolika malo komponent.
Patfi sem napf. preparativni izolace enzymil z pfirozeného materialu. Ve vSech
pfipadech jsou multidimenzionalni separace slozité, pomalé a obtiZzné

automatizovatelné.



3. VLASTNI RESERSNI
CAST
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3.1 Separacni metody

Separace jsou operace, pii kterych se vzorek dé¢li alespont na dva podily odlisného
slozeni.
V feSeni analytickych problémi pfi praci s odebranym vzorkem je nejdilezitéjsi prave
separace a na jejim uspéSném zvladnuti zavisi spravnost a presnost celé analyzy.
Separac¢ni metody mizeme charakterizovat z nékolika hledisek:

a) selektivita metody
Selektivita vyjadfuje schopnost separovat latky na zaklad¢é jejich jedné nebo vice
specifickych vlastnosti.Mohou se vyuzivat specifické vlastnosti fyzikalni (separace na
zaklad¢ rizné velikosti molekuly, separace na zéklad¢ rtzné teploty varu) nebo
chemické (napiiklad vyuziti odlisné polarity molekul latek pfi extrakci). Selektivnéjsi
metodou lze oddélit i latky, které se od sebe jen malo liSi vlastnostmi (oddé€leni
optickych izomeri na opticky aktivnich stacionarnich fazich v chromatografii).

b) rozsah pouZitelnosti
Charakterizuje, jaké typy vzorkti mohou byt uréitou metodou separovany.Ur¢ité metody
se hodi pro separaci iontil, jiné pro separaci makromolekul, dalsi pro separaci plynt.

c) frakcionaéni kapacita
Frakcionacni kapacita udavd maximalni pocet slozek, které mohou byt separovany
Vv jediné operaci. Metody, jakymi jsou sublimace, jednoducha extrakce a krystalizace,

mohou rozdélit vzorek pouze na dvé ¢asti a maji frakciona¢ni kapacitu az nékolik set.

3.2 Rozdéleni separaé¢nich metod

Metody zaloZzené na rovnovéazné distribuci slozek mezi dvé faze. Slozka ma tendenci

pronikat do faze, ve které dojde ke sniZeni jejiho chemického potencialu.

Faze Metoda
plyn-kapalina plynova chromatografie (GLC)
plyn-pevna latka plynové chromatografie (GSC)

pouziti molekulovych sit
kapalina-kapalina extrakce

kapalinova chromatografie (LLC, GPC)
kapalina-pevna latka kapalinova chromatografie (LSC, IEC)

extrakce pevnou fazi, pouZiti molekulovych sit
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3.3 Druhy separaci

a) Membranové separace

Vyuzivaji rozdilti v rychlosti pohybu jednotlivych slozek. Slozky jsou transportovany
pies omezujici rozhrani, kterym je obvykle selektivné propustna membrana. Hnaci silou
je gradient chemickych nebo elektrochemickych potenciali. Do této skupiny patii
ultrafiltrace, obracena osmoza, dialyza a elektrolyza.

b) Separace polem

Vyuziva rozdilti v pohyblivosti ¢astic v silovém poli. Mezi tyto metody patii:

e elektroforéza

e izotachoforéza

e termodifuze

o frakcionalizace tokem v silovém poli

e hmotnostni spektrometrie

e ultracentrifugace
Mnohé metody se pouZzivaji hojné&ji v preparativni chemii nebo v technologii (destilace,
rektifikace, sublimace). Blize se budeme zabyvat témi metodami, které maji pro
analytickou chemii nejvétsi vyznam, zejména chromatografickymi metodami, riznymi

typy extrakei a elektromigraénimi separacnimi metodami.

3.4 Co je to chromatografie?

Chromatografie je separac¢ni metoda, pii které se oddéluji slozky obsazené ve vzorku.
Svym uréenim je to piedev§im metoda kvalitativni a kvantitativni analyzy
vzorku.V chromatografii se vzorek vnasi mezi dvé vzajemné nemisitelné faze.

Stacionarni faze je nepohybliva, mobilni faze je pohybliva. Vzorek umistime na zacatek
stacionarni faze. Pohybem mobilni faze ptes stacionarni je vzorek touto soustavou
unasen. Slozky vzorku mohou byt stacionarni fazi zachycovany, a proto se pii pohybu

zdrzuji. Vice se zdrZi slozky, které jsou stacionarni fazi poutany silnéji.

12



3.4.1 Rozdéleni chromatografickych metod

e Podle skupenstvi mobilni faze

a) kapalinova chromatografie (Liquid Chromatography - LC) - mobilni fazi je

kapalina

b) plynova chromatografie (Gas Chromatography - GC) - mobilni fazi je plyn
e Podle usporadani stacionarni faze

a) kolonova chromatografie - stacionarni faze je umisténa v trubici (kolon¢)

b) plosné techniky

Separaci

e papirova chromatografie (Paper Chromatography - PC) - stacionarni
faze je soucasti chromatografického papiru

e tenkovrstva chromatografie (Thin Layer Chromatography - TLC) -
stacionarni faze je umiSténa na pevném plochém podkladu (napf.
sklenéné desce nebo hlinikové folii)

Podle povahy déje, ktery prevlada pii separaci rozdélovaci

chromatografie

rozhoduje odlisna rozpustnost slozek vzorku ve stacionarni fazi

(kapalina) a mobilni fazi (kapalina nebo plyn).

a) adsorp¢ni chromatografie - separaci rozhoduje rtzna schopnost
slozek poutat se (adsorbovat se) na povrch stacionarni faze (tuha
latka)

b) iontové-vyménna chromatografie - separaci rozhoduji rizné velké
elektrostatické pfitazlivé sily mezi funkénimi skupinami stacionarni
faze (iontoménic) a ionty vzorku

c) gelova chromatografie - slozky se separuji podle velikosti na
porovité staciondrni fazi (gelu): mensi molekuly vzorku se v pérech
gelu zdrzuji déle (molekulovée sitovy efekt)

d) afinitni chromatografie - stacionarni faze je schopna vazat ze
vzorku pravé urcité slozky, ke kterym ma tzce selektivni vztah

(afinitu).
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3.5 Multidimenzionalni analvza

3.5.1 Kapalinova chromatografie

V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalina. Na rozdil od plynové
chromatografie rozhoduji o separaci slozek vzorku nejen jejich interakce se stacionarni
fazi, ale velmi vyrazn¢ 1 pouzita mobilni faze. Béhem separace se analyt rozdéluje mezi
mobilni a stacionarni fazi.

Cas, ktery stravi v jedné nebo druhé fazi, zavisi na afinit analytu ke kazdé z nich.
Jsou vyuzitelné vSechny mozné mechanismy separace - adsorpce, rozd€lovani na
zéklad¢ rizné rozpustnosti, iontova vymeéna, molekulové sitovy efekt nebo specifické
interakce v afinitni chromatografii.

Podle uspotadani stacionarni faze rozliSujeme kolonovou a tenkovrstvou ¢i papirovou
kapalinovou chromatografii. Protoze je mozno pracovat za laboratorni teploty bez
nutnosti pfevadét vzorek na plyn, je kapalinova chromatografie vhodna i pro separaci
tepelné nestalych a neté¢kavych sloucenin.

Pracujeme obvykle eluéni metodou. Srovname - li kapalinovou a plynovou
chromatografii z hlediska ucinnosti, je v kapalinové chromatografii nizsi piispévek
molekularni diftize slozky, protoze kapalina ma o hodné vyssi viskozitu nez plyn.

3.5.1.1 Adsorp¢ni kapalinova chromatografie

Adsorpéni kapalinova chromatografie LSC vyuziva mezimolekulovych pfitazlivych
sil mezi stacionarni fazi a analytem. Jako adsorbenty v LSC se pouzivaji zrnité
materidly na bazi silikagelu, ktery jevi kyselé vlastnosti, a méné Casto na bazi oxidu
hlinitého, ktery ma zasadité vlastnosti a nékdy uplatituje nevhodné katalytické ucinky.
Pro dobrou adsorpci je nutny velky povrch téchto adsorbentd. Kulovité castice
adsorbentu v sob¢ obsahuji pory.

Caéstici adsorbentu miize byt kuli¢ka zhotovena z toho materialu, kterou prostupuji
péry v celém objemu, nebo miize jit o adsorbent s povrchovou poérovitosti, ktery
obsahuje kulovité inertni jadro, na jehoz povrchu je adsorbent. VyuZivany jsou také jiné
materidly (aktivni uhli, celulosa, uhli¢itan vapenaty). Adsorp¢ni aktivita adsorbentu je
déana jeho polaritou a po¢tem adsorp¢nich mist.

Pritomnost vody v systému sniZuje jeho aktivitu, nebot’ se vaZze na adsorp¢ni mista.
Rozpoustédlo 1 rozpusténé latky soutézi o mista na povrchu stacionarni faze. Proto je
vhodna volba rozpoustédla dtlezita pro eluci analytu.

Adsorp¢ni chromatografie je uZitecna pro separaci nizko a stfedné polarnich vzorka
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relativni molekulové hmotnosti do 1000. Nevyhodou této techniky jsou zkreslené piky.
Obecné plati, ze nepolarni analyty jsou eluovany nepoldrnimi rozpoustédly a polarni
polarnimi. Mobilni faze by neméla mit pfiliS velkou viskozitu, aby nekladla velky odpor
proti pfevodu hmoty a neprotékala kolonou pfi ur¢itém tlaku s nedostate¢nou rychlosti.
Nemeéla by chemicky narusovat nebo vymyvat stacionarni fazi.

Mobilni faze v LSC se charakterizuje svou elu¢ni silou. Cim ma rozpoustédlo vétsi
elucni silu, tim vice se adsorbuje na stacionarni fazi, a tim rychleji eluuje slozky, nebot’
pentan, toluen, benzen, etylbromid, propanol, etylacetat, isopropylalkohol, dioxan,
ethanol, aceton. Velikost adsorpce dané slozky roste s klesajici hodnotou elu¢ni sily
rozpoustédla a rostouci polaritou vlastnich funk¢nich skupin.

Nejkratsi retencni Casy proto budou mit nepolarni alifatické uhlovodiky, po nich
nasleduji aromatické uhlovodiky, halogenslouceniny, ethery, tercidlni aminy,
nitroslouceniny, ketony, aldehydy, primarni aminy, fenoly a nejdelsi retencni casy maji
velmi polarni karboxylové a sulfonové kyseliny.

3.5.1.2 Rozdélovaci kapalinova chromatografie

V rozdélovaci kapalinové chromatografii LLC se analyty rozdéluji mezi dvé
nemisitelné kapalné faze. Mobilni fize unaSi analyty, stacionarni fazi je kapalina
zakotvend na pevném nosici. Reten¢ni Cas analytl z&visi na tom, jak jsou rozpustné v
kazdé z obou fazi rozdilné polarity. V pocatcich rozdélovaci chromatografie byla
pouzivana polarni staciondrni faze, zatimco mobilni fdze byla nepolarni. ZvySeni
polarity mobilni faze snizuje retencni ¢as analytii. Jde o chromatografii na normalnich
fazich (normal - Phase Chromatography - NPC). Normalni je proto, Ze byla pouzivana
nejdiive.

Separace v NPC zavisi na interakci slozek s polarni staciondrni fazi. Nejméné
polarni analyt je eluovan jako prvni, protoze je nejmén¢ misitelny se stacionarni fazi.
Stiedné¢ polarni analyt eluuje pozdéji a polarni analyt nakonec. NPC je vhodna
separace polarnich vzorkd, ale interakce polarnich molekul se stacionarni f4zi mohou
byt tak, silné ze v rozumném case neprojde z kolony. Proto byla vyvinuta metoda, ve
které jsou polarity mobilni a stacionarni faze proti NPC naopak. Je to chromatografie na
obracenych fazich (Reversed - Phase Chromatography - RPC).

Stacionarni faze je nepolarni (uhlovodiky nebo alkyly vazané na silikagel) a mobilni

faze polarni (voda, acenonitril).
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Rist polarity mobilni faze v RPC (stavd se méné¢ podobnou stacionarni fazi) vede k
rustu retenCnich Casti analytli. Retence slozek roste s jejich klesajici polaritou a
zvetSujici se nepolarni ¢asti molekul.

Separace na obracenych fazich se hodi pro latky jakékoliv polarity. Je univerzalni
technikou pro separaci nepolarnich, polarnich a disociovatelnych vzorkl. Rozhodujici
podminkou v LLC je vzdjemnd nemisitelnost mobilni a stacionarni faze. Nejéastéji se
pouzivaji jako staciondrni faze kapaliny, které jsou chemicky vdzany na nosi¢. Nosi¢em
je silikagel nebo sklo. Pory prostupuji cely objem kulicky nosi¢e nebo mohou byt
povrchové.

3.5.1.3 Iontové-vvménna chromatografie

Stacionarni fazi v iontové - vyménné chromatografii (Ion Exchange Chromatography
- IEC) je méni€ iontl. Tim je makromolekularni matrice (polystyren, celulosa, dextran)
s vhodnymi funkénimi skupinami kyselé nebo zasadité povahy.
Kazda funkéni skupina je pevné vazanym iontem, na ktery je iontovou vazbou
pfipojen protiion s opaénym nabojem.
Ten je vymeénovdn iontem obsazenym v mobilni fazi. Pii tom se uplatiuji
elektrostatické pritazlivé sily mezi ionty opacného naboje (Coulombovy sily).
Iontoménice (ionexy) se déli na:
a) Anexy, jejichz funkéni skupiny jsou zasadité a slouzi k vymén¢ aniontu.
b) Katexy, jejichz funkéni skupiny jsou kyselé a slouzi k vyméné kationtu.

3.5.1.4 Gelova permeaéni chromatografie

V gelové permeacéni chromatografii (Gel Permeation Chromatography - GPC neboli
Size Exclusion Chromatography - SEC) jsou molekuly separovany podle své velikosti.
Dochézi k rozdélovani latek mezi pohyblivou ¢ast mobilni faze, ktera se nachazi mezi
jednotlivymi zrny gelu a nepohyblivou ¢ast mobilni faze, nachazejici se uvniti port
gelu.

Pti prichodu kolonou jsou molekuly slozek zdrzovany v dusledku svého pronikéani
(permeace) do rozpoustédlem naplnénych port. Malé molekuly pronikaji hloubéji, a

maji tudiz vyssi hodnoty retenc¢nich objemii nez vétsi molekuly (1).

3.5.2 On - line multidimenzionalni kapalinova chromatografie (L.C - LC)

3.5.2.1 Heart - cutting multidimenzionalni kapalinova chromatografie (HC

MDLC)

Jedna z multidimenzionalnich metod, ktera mize byt také vyuzita bézné on — line
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spojeni , je 2D v Case a tato technika je nazyvana heart - cutting (H - C) 2D kapalinova
chromatografie .V této technice je v 1D separaci provadéna jako standardni 1D analyza
na chromatografické kolon¢. Pozadovany segment, ktery protekl pfes prvni kolonu, je
pak typicky pienesen cestou piepinani ventilu do druhé kolony (OBR.1). V druhé
kolon¢ dochazi k dalsi separaci riznymi metodami. Heart - cutting je uzite¢na, pokud
je potieba vétsiho rozliseni k jiz vyzkousenému malému segmentu pikii v komplexnim
chromatogramu, ale pfedem jsou také pozadovany znalosti o slozeni vzorku. Uplna
multidimenzionalni separace jsou vice G¢inné nez heart - cutting separace, protoze
dosahuji vétsiho vrcholu kapacity.

3.5.2.2 Piimo_spojené kolony multidimenziondlni kapalinové chromatografie

(MD LC)

Nejjednodussi myslenka predstavujici zakladni 2D separace je ptimo spojit dvé nebo

vice kolon s orthogonalnimi separaénimi mechanismy do série, jak je ukazano na OBR.
1. Pokud by byl takovy systém aplikovan s vyuzitim izokratické eluce, pak by toto
usporddani mohlo naruSovat Giddingovo druhé kriteritum pro multidimenzionalni
separace, protoze by materialy separované na prvni koloné mohly byt rekombinovéany
na druhé dimenzy (2).

Viceméné je nepravdépodobné, ze by stejna mobilni faze mohla pfipravit vhodné
podminky pro efektivni separace na obou kolondch. Pokud mohou byt uZzitecné 2D
separace provedeny v uréitych uspofadanich napt. pfi pfimo spojenych kolonach, pak
jsou ob¢ dimenze zajiStény pomoci peclivé kontrolovaného gradientového elu¢niho
modu (3). Specificky jsou pak frakce z prvni kolony pievedeny do druhé kolony uzitim
krokové rozumného gradientu pfi vzristajici sile eluentu s ohledem na prvni kolonu. Po
frakci, ktera je eluovana z prvni kolony, dochazi pomoci pokracujiciho gradientu
vhodného 1 pro druhou dimenzy k dalsi separaci a eluci poZzadovanych komponentt
frakce na druhé kolon€. Nasleduje zména stavajiciho gradientu za jiny, krokovy
gradient, a proces je zopakovan. Vétsina novych metod, které nasleduji schéma piimo
spojenych kolon multidimenzionélni kapalinové chromatografie jsou techniky znamé
jako multidimenzionalni protein identifika¢ni technologie (Mud PIT) vyvinuta Yatsem
a kolegy (4, 5, 6, 7, 8, 9, 10). Mud PIT byla vyvinuta pro proteomicky vyzkum jako
alternativni separace k 2D - PAGE.

Tato technika nésleduje obecné schéma 2D analyz pfimym spojenim separacnich
kolon, jak bylo pravé popsano. Ackoliv misto dvou separacnich kolon sefazenych

Vv tandemu je uzivana jednoduchd mikrokapilarni kolona naplnéna dvéma rdznymi
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stacionarnimi fazemi. Mikrokapilarni kolona je naplnéna rozpusténym silikagelem a
konec kapilary slouzi pro pfimé spojeni s instrumentaci hmotnostni spektrometrie.

Konec kapilary je naplnén nckolika centimetry materialu reverzni faze
nasledovaného nékolika centimetry silného kationtového ménice (SCX). Mikrokapilarni
kolona je spojena s tzv. PEEK mikrokross c¢asti, ktera §tépi proud z konvenéni kvarterni
pumpy kapalinové chromatografie, redukuje ho na 0,15-0,25 ul / min a také je
aplikovana pro spojeni s napétim elektrospreje, jak ukazuje OBR.2.

Pribéh 2D separace je zajistén uzitim vicekrokového elucniho gradientového profilu,
jak je ukédzano napt. na OBR.3. Pro eluovani frakce vzorku ziontovyménné Casti
kolony na material reverzni faze je uzivan krokovy gradient pufru se vzrlstajici
iontovou silou. V kazdém z téchto inkriminovanych kroku vzristd linearni gradient
acetonitrilového obsahu a tohoto linedrniho vzriistu je uZzivano k separaci eluované
frakce na segmentu reverzni faze kolony.

Vyvod kolony je spojen s elektrosprejem hmotnostniho spektrometru. Pfi spojeni
hmotnostniho spektrometru s Mud PIT je typicky uzivano tandemového fazeni
hmotnostniho spektrometru. Diky takovémuto spojeni jsme schopni identifikovat
peptidy cestou sekvenéni analyzy.

Pii identifikaci peptidii je uzivana databaze, ktera pomoci vhodného algoritmu urcuje

proteiny pfitomné ve vzorku. UrCeni je zaloZeno na sekvencnich partiich peptida
detekovanych pomoci hmotnostniho spektrometru.
Kapacita piku 2D separace pii provedeni 15-frakéni Mud PIT analyzy byla ohodnocena
ptiblizn¢ 3.200 (6). Pokud je zahrnuta zakladni kapacita piku hmotnostniho
spektrometru, ohodnoceni celé kapacity piku vzrostlo na 23.000, coz lze jiz docela
dobfte porovnat s 2D-PAGE technikami.

V praxi, Mud PIT je schopna identifikovat dobfe pres 1.000 proteini v jednom
vzorku. Washburn a kolegové aplikovali Mud PIT na analyzu chromozomu kvasinky
S.cerevisiae a identifikovali 5.440 peptida s vyuzitim hmotnostniho spektrometru,
peptidy byly stanoveny cestou hledani v databazi s 1 484 unikatnimi proteiny (5).

Mezi témito peptidy bylo podstatné mnozstvi nizkomolekuldrnich a
transmembranovych proteint, které se vyznacuji tim, ze technika, ktera je dokaze
zachytit je vysoce selektivni a dava reprezentativni vzorky (viz. analyza chromozomu

kvasinky S.cerevisiae) .

18



Nedostatek jednostrannosti dané techniky znamena zna¢né nevyhody oproti napt. 2D-
PAGE, které je limitovano dynamickym rozmezim, tento limit typicky pifedstavuji
napf.chudé transmembranové proteiny, které jsou hydrofobni a nejsou snadno
vstupitelné do gelu.

Jiny ¢lanek poukazuje na to, ze mnozstvi identifikovanych proteini mize byt dale
zvyseno uzitim tiifazové Mud PIT kolony, ve které je provadén navic i vybér materialu
na reverzni fazi pii vstupu kolony.

Ttifazové Mud PIT kolony je pouzivano také k on-line piipravé pii odstrainovani soli
ze vzorku. Mud PIT byva také pouzivana ke kvantitativnim studiim proteomickych
vzorkii uzitim znageni izotopu >N (7). Pomoci kvantitativniho odhadu p#i Mud PIT
analyze je navrhnuto, aby technika, obstaravajici uzitecnd data o stupni relativni expresi
proteini, byla zlepSena zvySenim  rozpustnosti z divodli  experimentalni
reprodukovatelnosti v piipadé
napf. zvySeného mnozstvi peptidovych srazek na protein (10). Jedna z nejvétsich vyhod
Mud PIT ve srovnani s 2D technikami je relativni jednoduchost instrumentace potiebné

Kk propojeni s 2D separacemi.

3.5.3 Plynova chromatografie

Vzorek se davkuje do proudu plynu, ktery jej dale unasi kolonou. Proto se mobilni
faze nazyva nosny plyn. Aby vzorek mohl byt transportovan, musi se ihned pfeménit na
plyn.V kolong se slozky separuji na zaklad¢ rizné schopnosti poutat se na stacionarni
fazi. Slozky opoustéjici kolonu indikuje detektor.

Signal z detektoru se vyhodnocuje a z casového pribéhu intenzity signdlu se urci
druh a kvantitativni zastoupeni slozek. Pro nutnost pfemeény analytl v plyny mizeme
separovat takové latky, které maji dostatecny tlak syté pary, jsou tepelné stalé a maji
relativni molekulovou hmotnost mensi nez 1000. Obecné mlze byt plynova
chromatografie pouzita k separaci plynt, vétSiny nedisociovatelnych kapalin a pevnych
organickych molekul a mnoha organokovovych latek. Neni pouzitelnd pro separaci
makromolekul, organickych a anorganickych soli. Castym postupem je chemicka zména
analyti nevyhovujicich vlastnosti na derivaty, které mohou byt v analyze plynovou

chromatografii pouzitelné (11).

3.5.4 NadKkriticka fluidni extrakce

V nadkritické fluidni extrakci (Supercritical Fluid Extraktion — SFE) pouzivame
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k extrakci pevného vzorku nadkritickou (superkritickou) tekutinu, bézné oxid uhlicity.
Oxid uhli¢ity mé kritickou teplotu 31 °C a kriticky tlak 7149 kPa.

Prakticky pracujeme s tlaky 40 az 70 MPa a teplotami 60 az 150 °C. Nadkriticky oxid
uhlic¢ity je idealnim rozpoustédlem pro analyty dale analyzované instrumentalnimi

metodami. Je nepolarni, a proto rozpousti nepolarni a malo polarni slou¢eniny (12).

3.5.5 Perspektivy on - line spojeni kapalinové chromatografie - plynové

chromatografie

Multidimenzionalni separa¢ni techniky poutaji pozornost pro svoji schopnost fesit
mnoho problémi souvisejicich s pfedipravou vzorku, separaci a identifikaci analytii
v komplexnich vzorcich. On - line spojeni kapalinové chromatografie s plynovou
chromatografii (LC - GC) je vybornym piikladem potencionalnich
multidimenzionélnich technik.

Kombinuje nejlepsi znaky kapalinové chromatografie a plynové chromatografie a
také nabizi dalsi vyhody oproti tradi¢nim metodam. Vyhody kapalinové chromatografie
jsou rozsahla kapacita vzorku, flexibilita, selektivita analyz. Podminky mohou byt
snadno upraveny na zakladé typu vzorku. Plynova chromatografie (GC) je vice ucinna
pii separaci nez kapalinova chromatografie a navic ma citlivéjsi detektory.

Dalsi vyhoda pfti spojeni LC - GC je, Ze pii LC je G€inné ¢isténi pii kterém jedna
frakce obsahuje pouze vybrané analyty, které mohou byt ptevedeny do GC. Pokud je
ucelné vyuzit material vzorku a rozloZeni slou€enin je efektivni, je citlivost této metody
vysoka.On - line LC - GC systémy jsou vice komplikované nez samotné
chromatografické metody, coz vede k tivaze, ze by tyto systémy nemély byt vyuzivany
pro jednotlivé analytické problémy (viz OBR.4), jez se daji vyfesit jednoduseji pomoci
tradi¢nich metod.

Vzorky, které jsou slozité nebo nemozné analyzovat jednoduchymi technikami, lze
analyzovat pomoci LC - GC technik pfedevsim jejich on - line spojenim.

Vhodny vybér on - line techniky se poji s mnozstvim vzorku, které ma byt analyzovano.
Pti nékterych studiich je mnozstvi vzorku siln€é omezeno jako napft. pfi studiich expozici
lidi riznymi vlivy, pfi kterych je poZadovéana velka senzitivita metody.

LC - GC je vhodnou metodou k analyzovani slouc¢enin, pokud ma byt analyzovana

jedna nebo nékolik frakci ve velmi komplexni matrici, nebo je také mozné provést

analyzu celého vzorku uzitého pii LC X GC technice.
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Cilové analyty vhodné pro GC analyzu by mé&ly byt dostatecné t€kavé, nepolarni nebo
schopné derivatizace pied analyzou. Hlavni vyhodou LC - GC pted GC - GC je to, ze
toleruje 1 velmi Spinavou matrici vzorku, coz jsou vzorky obsahujici polarni, neprchavé
soucasti jako necistoty. Kapalné vzorky mohou byt ¢asto uvedeny do LC - GC systému
prakticky bez ptfedchoziho ptedbézného zpracovani pomoci nékteré z metod, zatimco
pevné vzorky budou vyzadovat extrakci k uvolnéni analyti z matrice.

3.5.5.1 Jak spojit LC a GC

Ukolem LC ve spojeni LC - GC je selektivni zadi§téni a zkoncentrovani nebo

frakcionalizace vzorku. Eluent pouzity pro LC analyzu by mél byt zaroven vhodny i pro
GC analyzu. Elu¢ni ¢inidla musi byt peclivé vybirdna s ohledem na organicka
rozpoustédla uzivana v systému normalnich fazi (NP) LC. Promyvaci roztoky reverzni
faze (RP), na druhé stran¢ vyzaduji komplexnéjsi rozpoustédla.

Z ¢asti je to proto, ze organické promyvaci roztoky uzivané v NPLC jsou typicky
slucitelna s GC a ¢ini sluovani jednodussim. Dals§i divod je, ze mnoho vzorka
analyzovanych pomoci GC vyZzaduje vétSinou extrakci do organického rozpoustédla
pted vlastni analyzou ¢i separaci v systému. Specialni rozhrani je nutné ke spojeni LC a
GC z dtvodu relativné velkého objemu LC frakce (stovky mikrolitrit) na rozdil od
konvenc¢niho GC systému, do kterého se ptenese pouze n€kolik mikrolitri na rozdil od
predevsim z diivodi kompatibility tj. lepsi slucitelnosti organickych rozpoustédel bézné
pouzivanych v GC.

Bylo vyvinuto né€kolik typl rozhrani rozhrani:

e ,.0on column® rozhrani — pifimé vedeni vzorku

e smyckovy typ rozhrani

e odparovaci rozhrani

V prvnich dvou rozhranich se vyuziva techniky ,,retenéniho gapu“ a detailniho
popisu charakteristik a ucinnosti rozhranni ¢i adsorp¢nich technik viz (13, 14, 15, 16,
17, 18). Tyto rozhrani jsou obvykle aplikovany s odpafovacimi technikami, které jsou
vyuzivany ptedevsim pro odpatfeni rozpoustédla.

Pocet rozhrani se projevi pti (NP) LC — GC spojeni, toto spojeni je uskute¢néno
pomoci smycky a odparky. Vybér rozhrani a odpafovacich technik zévisi na aplikaci,
hlavnich pozadovanych parametrech tékavosti analyti a objemu vzorku (3). Technika
wreten¢niho gapu“ je nejcastéji doporucovana pro analyty ve spojeni s technikou ,,on

column® rozhranim.
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Pro tékavé analyty v pfipadé¢ ,,on column® rozhrani je zfejmé vyuziti technik
pracujicich na jednoduchém principu pievedenim do nosného plynu. Pro méné t€kavé
analyty je aplikovano smyckové rozhrani ¢i vypafovaci interakce a lze také uzit i
dale zalezi 1 na pouzitém eluentu. Vodné eluenty RPLC jsou nevhodné pro piimy
transfer do GC a techniky rozhrani pouzivané v NPLC - GC nepracuji dobie pro
RPLC - GC. Existuji dva zpisoby, jak fesit problém spjaty s RPLC - GC spojenim
(16, 18). Nejpouzivanéjsim je pievod do organického rozpoustédla pied vlastnim
uvedenim do GC systému. Za zminku stoji, ze on-line spojeni LC a GC neni
jednoduchym spojenim dvou dobfe fungujicich technik, jsou obecné pozadovany
nekteré upravy a optimalizace stejn¢ jako znalosti zakladnich principi. Pfi vyvoji LC -
GC metody se vyskytlo nékolik rozdilnych ndzorti na to, jak spojit tento systém, jez je
potieba optimalizovat, ackoliv optimalizace neni vzdy jednoduchym ukolem.

Pokud analyty naseho zajmu jsou velmi prchavé, coz znamenaé elu¢ni teplotu do 120
oC, optimalizace musi byt provadéna opatrné, 1ze nalézt obecné doporuceni pro vybér
vhodnych podminek pro adekvatni LC - GC metody (13,15).
3.5.5.2 Aplikace spojeni LC - GC

Vétsina LC - GC aplikaci zahrnuje klicové analyty, skupiny sloucenin v celkové
matrici vzorku, kterymi mohou byt potraviny, fosilni palivo, zemédélské, biologické
materidly, matrice z Zivotniho prostfedi. Prehledy pokryvajici odlisné typy LC - GC
spojeni a jednotlivych aplikaci mohou byt nalezeny (viz. 13, 14, 15, 16, 17, 18) a jsou
Siroce aplikovany napf. pii analyze potravin.

Matrice potravin obsahujiciho tuky bézné vyzaduji dlouhou saponifikaci a ptecisténi
pted tradi¢ni (GC) analyzou. Provedeni metody je velmi obtizné a Casové naroéné.
Hlavni ¢asti upravy vzorku mutze byt nahrazena NPLC - GC tam, kde je LC uzivana
pro separaci triacylglycerida - hlavnich analytt z4jmu.

Piikladem separac¢ni sily NPLC - GC je analyza panenského olivového oleje (19). V
tomto piipad¢ zanalyzované mnoZstvi vzorki je vysoké ve srovnani pii pouziti tradicni
metody, kde je analyza velmi pracnd a mnozstvi vzorku musi byt mnohem vétsi.

Tato metoda dovoluje analyzu steroll, triterpenickych alkoholi a voskii v rdmci
kontinualni ,,on - line* analyzy pfi vyuziti tradi¢nich metod. LC - GC metoda
eliminuje vétsinu manualnich pfipravovanych praci a pfindsi vice informaci o vzorku
a excelentni pfesnost a spravnost metody spolecné s podstatné mensi spotiebou casu pro

analyzu.
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LC - GC je velmi uzite¢na, nebot’ i omezené mnoZzstvi vzorku je dostatecné pro
analyzu. Jak bylo zminéno, tato technika je velmi pouzivana, jestlize omezené mnozstvi
vzorku je dostupné u biologického materialu, napf. vzorky z tkani, kde mnozstvi analytu
je vysoce omezené a citlivost metody by méla byt extrémné vysoka. Metoda by méla
byt automatizovatelna.

Dalsi z moznosti tohoto systému je on - line spojeni SFE — NPLC — GC - MS, které
bylo vyvinuto pro analyzu napf. organickych sloucenin v Casticich aerosolu
zachycenych na filtrech (OBR.5). V tomto piipadé systém nebyl zamyslen pro rutinni
analyzu, ale pro detailni charakterizaci organickych sloucenin Vv ¢asticich. Aerosoli
obsahuji velmi komplexni smés slouc¢enin s velmi nizkou koncentraci a obsahuji také
velké mnozstvi analytl, které je t€zké nebo témef nemozné separovat samostatné
V jednoduchém analytickém systému.

Myslenka SFE — LC — GC — MS systému byla vyuzita pro extrakci organickych
sloucenin z filtrt metodou SFE, frakcionalizaci extraktl pomoci NPLC a analyzovanim
frakci v systému GC - MS. Lze sem zahrnout i derivatiza¢ni krok s extrakci, a to
extrakci dovolujici pozdé€jsi analyzu vice polarnich analytd jako jsou karboxylové
kyseliny. Vyhodou on - line syst¢ému oproti tradicnimu GC - MS je ucinna

frakcionalizace a vysoka citlivost on - line systému.

3.5.6 Hmotnostni spektrometry TOF MS (Time of flight)

Jsou nejjednodussi a nejrychlejsi hmotnostni spektrometry. Cely vzorek iontl je
akcelerovan najednou. VSem iontim se dodavéa stejnd energie. lonty vstupuji do
evakuované letové trubice 1 — 2 metry dlouhé. M4 — li ion s niz8i hmotnosti stejnou
kinetickou energii (W = 0,5 mv?) jako ion s vyssi hmotnosti, musi mit vy3§i rychlost.
Na konci letové trubice je detektor. Na detektor dopadaji postupné ionty od nejleh¢ich

A4

okamzik zméfi ionty vS§ech hmotnosti (20).

3.5.7 Upln4 2D LC X GC - TOF MS pro analyzu komplexnich vzorki

V ramci kombinovani vyhod LC a GC ve spojeném systému, 1ze uskutecnit podle
konceptu tzv. uplnou 2D chromatografii (21). Prvni tplna chromatografie byla
provedena Jorgensonem a spol. v LC - LC modu (22), dale pak Phillipsem v GC - GC
(23) modu.

Oba, jak Jorgenson tak Phillips dospé€li k zaveru, ze zdvaznou délku retencniho ¢asu
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pfi 1D separaci lze premistit do druhé kolony s rozdilnou separacni charakteristikou,
¢imz ziskame 3D chromatogram, ktery ma na jedné ose (x) separaci vzorku na 1D
koloné, na druhé ose (y), ktera ptedstavuje druhou kolonu hodnoty z této druhé kolony a
na tieti ose (z) je analyticky signal vztazeny ke koncentraci vzorku.

Signal na ose z je kalibrovan. Pii uplné LC X GC dojde k vytvoreni frakci, tvorba
téchto frakci je pomérné rychld a na ¢asové ose zabere pouze uzkou ¢ast, frakce jsou
pievedeny pies 1D LC systému do druhé GC kolony. Na rozdil od uplné¢ LC X GC,
kterou znamendme pomoci znaménka krat nebo hvézdicky kvili rozliSeni metod
obsahujicich poml¢ku. Ptikladem muze byt srovnani LC - GCaLC X GC. LC - GC je
obecné predstavovana jako metoda schopna detekce cilovych analytli, frakei naSeho
zdjmu v komplexnim vzorku. LC X GC ovSem fes§i dany problém vice komplexné,
proto je aplikovéana k charakterizovani celého komplexniho vzorku.

Vybaveni pozadované pro uplnou LC X GC je standardni LC a GC instrumentace.
Automatizované rozhrani je mozné uzitim bud’ v tadé spojenych rozhrani nebo
aplikovanim plné on-line spojenim (23,24) . Automatizace plného LC X GC je mozna
ve spojeni napi.s TOF MS. Toto spojeni je mozné diky pouZiti standardnich rozhrani,
ktera jsou komercné dostupna. Spojeni dvou rozhrani je velmi cennym prvkem pfi
analyze vzorku, tohoto spojeni lze dosdhnout pomoci Sesticestného ventilu nebo
tzv.“right — dual port ventilem*. Oba zpiisoby jsou pln¢ akceptovatelné, standardni
odchylka absolutni plochy piku je pod 7 %.

Tyto systémy je mozno zavadét i do rutinni praxe, jejich aplikace je predevSim
v oblasti vysoce detailni separace oleju, vzorkd tuku ve kterych je potieba zjistit tri-
(acyl)glyceroly (TAGs) a methylester mastnych kyselin (FAMES) .V piirodé se
vyskytujici mastné kyseliny a methylester mastnych kyselin existuji pouze ve formé
sloZitych komplexnich smési liSicich se pouze v n€kolika ohledech jako jsou napt. délka
fetézce, mnozstvi a pozice dvojnych vazeb, cis-trans orientace dvojné vazby. Uplna LC
X GC je idedlni pro separace sloucenin podle dvou rozdilnych vlastnosti, kombinaci
s TOF MS dovoluje pouziti i tfeti veli¢iny.

Jednoduchym piikladem miize byt separace stolniho oleje na dva nezavislé
parametry s vyuzitim FID detekce (OBR.6). Stiibrna faze LC uzZivana k separovani
TAGs ve vzorku se opird o mnozstvi dvojnych vazeb ve vzorku a na zakladé poctu
téchto vazeb probiha separace. Pfi 2D GC separaci je nutné zndt pocet uhlikovych
atoml ve vzorku, nebot princip 2D GC separace je zaloZzen na této znalosti. V

chromatogramu tedy velikost tecky reprezentuje hmotnost analytu.
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Pii pouziti jednoduchych chromatografickych metod je nemozné ziskat informace
obsazené v 3D chromatogramu.
3.5.7.1 Otisk palce

Zakladni spojeni LC X LC mitize byt uzivano k ziskani rychlého a vysoce detailniho

pohledu na cely vzorek, napt. olivového oleje. Uzitim normalni faze LC mulze byt
vzorek separovan do skupin slou¢enin. Dalsi moznosti je vyuziti 2D GC pfti které dojde
k nezavislé piidatné separaci na zakladé bodu varu, velikosti molekuly. Vysledkem
spravného rozvrzeni separacniho planu je identifikace velkého mnozstvi sloucenin,
skupin sloucenin a také detailni informace o slozeni kazdé skupiny.

LC X GC lze rozlozit na horni a dolni ¢ast, horni rozliSeni je ziejmé ze zdkladniho
1D LC nebo GC chromatogramu piedevs§im na osach x a y. Hydroxy-TAGs (OH —
TAGS), diglyceridi (DAGS), desmetylsterolt, naptiklad mize byt velmi obtizné rozlisit
pti LC separaci. Estery steroli, vosky a TAGs mohou tvofit rozsahlé kontinuum pii LC
separaci.

Vzniklé kontinuum pikd, které nemize byt vyfeseno pii samotné GC separaci, byva
feSeno aplikaci LC-GC, kterd je nasledovana detailni analyzou d€lenych skupin analytl
v zakladnim modu operace (41), coz ovSem probiha pravé v jediném kroku. V zakladni
LC X GC maji komplexni smési sklon davat stupniovité skupiny piki spi§ nez nahodné
rozdéleni pikt. K identifikaci téchto skupin, eluovanych struktur je naprosto nezbytné
pouziti hmotnostni spektrometrie, nebot’ cilem je ziskat jednoduché piky jednotlivych

latek ve smési.

3.5.8 Elektromigracni separacni metody

Elektromigra¢ni separa¢ni metody vyuZivaji dvou elektrokinetickych jevl -
elektroforézy a elektroosmoézy. V prostedi obsahujicim roztok s nabitymi Casticemi a
pevné povrchy stykajici se s roztokem, které mohou nést elektrické naboje (stény
kapilary, povrchy piitomnych &astic) se vytvaieji elektrické dvojvrstvy. Casem vznika
urcité rovnovazné rozdéleni naboju.

V elektromigra¢nich separa¢nich metodach je na toto prostfedi pfipojeno
stejnosmérné¢ elektrické pole, které porusi rovnovahu v rozlozeni naboji a vyvola jejich

pohyb.
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a) elektroforéza - po aplikaci napéti se nabité castecky pohybuji k opacné nabité
elektrod¢
b) elektroosmoza - po aplikaci napéti se v kiemenné nebo sklenéné kapilare
pohybuje voda k zaporné elektrodé.

Principem separace slozek vzorku je rozdilna rychlost jejich migrace, nebot’ nabité

¢astice ruznych slozek se v urcitém prostredi li§i svou elektroforetickou pohyblivosti.

3.5.8.1 Princip elektroforézy

Elektroforéza spo¢ivd v migraci elektricky nabitych ¢astic ve stejnosmeérném
elektrickém poli. Toto elektrické pole se vytvaii vkladanim konstantniho
stejnosmérného napéti mezi elektrody. V zoénové elektroforéze je prosttedi mezi
elektrodami tvotfeno zékladnim elektrolytem, ktery zajistuje dostate¢nou elektrickou
vodivost v celém systému.

Vzorek je davkovan do wur€itétho mista tohoto systému. Kationty migruji k
zapornému polu, anionty ke kladnému a neutrdlni molekuly ¢i Castice se nepohybuji.
Vlivem odlisné rychlosti migrace slozek vzorku se v pribéhu separace vytvareji
odd¢lené zony jednotlivych slozek

3.5.8.2 Kapilarni elektroforéza

Kapilara je naplnéna zékladnim elektrolytem, ktery vede proud. Jeji konce jsou
ponoieny do zasobnikl s elektrolytem, spolecné s elektrodami z inertniho materialu
(Pt). Mezi elektrody se aplikuje vysoké napéti. Maly objem vzorku se davkuje do konce
kapilary. Kapilara prochéazi ptes detektor, obvykle fotometricky. Zaznam
zavislosti odezvy detektoru na Case se nazyva elektroforegram. Poloha pikd urcuje
kvalitu, plocha nebo vyska pika kvantitu.

Druhy kapilarni elektroforézy jsou:

e Kapilarni zénova elektroforéza (Capillary Zone Electrophoresis - CZE) neboli
kapilarni elektroforéza ve volném roztoku (Free Solution Capillary Electrophoresis -
FSCE) je separace zaloZena na rozdilech v naboji analytu a provadi se jako volna
elektroforéza bez nosice v tenké kapilare.

e Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie (Micellar Electrokinetic
Capillary Chromatography - MECC) se pouziva k separaci neutralnich sloucenin a

vyuziva povrchové aktivity micel.
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e Kapilarni gelova elektroforéza (Capillary Gel Electrophoresis - CGE) vyuziva
molekulové sitového efektu rozpusténych latek v prostredi gelu.

e Kapilarni isoelektricka fokusace (Capillary IsoElectric Focusing - CIEF) slouzi k
separaci amfolytli v gradientu pH.

e Kapilarni elektrochromatografie (Capillary ElectroChromatography - CEC)
vyuziva k pohybu mobilni fiaze elektroosmotického toku a separace nastava na
silikagelu jako stacionarni fazi. Separacni selektivita v CEC je kombinaci
elektroforetického a chromatografického procesu.

3.5.8.3 Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie

Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie MECC byla piivodné vyvinuta
pro separaci nenabitych sloucenin, které se nedéli uzitim kapilarni elektroforézy ve
volném roztoku. Separace se provadi za pouziti zdkladniho elektrolytu s vysokym pH,
ktery obsahuje relativné vysokou hladinu povrchové aktivnich latek (surfaktantil)
napft.dodecylsiranu sodného (Sodium Dodecyl Sulphate - SDS).

Nad ur¢itou mezni koncentraci povrchové aktivni latky (tzv. kriticka micelarni
koncentrace) zacnou spolu molekuly povrchové aktivni latky agregovat a vytvareji
micely. V micelach jsou hydrofilni hlavicky umistény ve vngj$i vrstvé a hydrofobni
fetézce tvoii nepolarni jadro, které mize rozpoustét slozky vzorku. Nepolarni jadra
vytvareji tzv. pseudostacionarni fazi.

3.5.8.4 Kapilarni gelova elektroforéza

Velké biomolekuly mohou mit podobné elektroforetické pohyblivosti, protoze maji
velmi blizky pomér naboje k hmotnosti. Elektroforéza ve volné kapilate casto pro dobré
rozliSeni nedostacuje. V tomto piipad¢ se separace provadi v kapilarach naplnénych
roztokem gelu. V kapilarni gelové elektroforéze CGE se uplatituje molekulové sitovy
efekt, ktery rozdéluje molekuly unasené pres gel k detektoru podobné jako v gelové
permeacni chromatografii.

Aplikuji se roztoky s gelem, kterymi se plni kapildra az pted separaci. Tyto plnitelné
gely pouzivaji derivatizovatelné celulosy rozpusténé v pufru. Uziti kapalnych gela
dovoluyje jejich vyménu v kapilate mezi jednotlivymi davkovanimi vzorkda.

3.5.8.5 Kapilarni izoelektricka fokusace

Kapilarni izoelektricka fokusace CIEF je uzivana pro separaci amfolytii. Pfi separaci
se uplatiiuje kromé elektrické pohyblivosti iontii 1 gradient pH prostiedi elektrického

pole.
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Amfolyty obsahuji kladnou i zépornou skupinu. Jejich molekula miiZze existovat ve
formé kladné, zaporné i neutralni ¢astice.

Na to, v jaké podobé¢ se nachazi, ma zasadni vliv pH prostfedi. Typickymi amfolyty
jsou aminokyseliny, peptidy, proteiny. Prostfedi, ve kterém je amfolyt v elektricky
neutrdlni form¢, ma pravé uréit¢ pH. Toto pH se rovna izoelektrickému bodu pl
ptislusného amfolytu. Jestlize je pH prostiedi vyssi nez izoelektricky bod, prevlada
zaporna forma amfolytu, jestlize je nizsi, prevlada jeho kladné forma.

3.5.8.6 Kapilarni elektrochromatografie

Kapilarni eletrochromatografie (Capillary ElectroChromatography - CEC) je rychle
se rozvijejici technika, ktera kombinuje principy kapilarni elektroforézy a HPLC. Jako
kolony jsou pouzivany kapilary plnéné mikro¢asticemi stacionarni faze.

K plnéni kolon se pouzivéa rozlicnych technik. Jsou pouzivany napliiové kolony,
které jsou rozméry samy o sob¢ kapildrami, i kapilarni kolony, u nichz je stacionarni
faze na vnitfnim povrchu kapilary.

Pro posun mobilni fidze kolonou je pouzivéna aplikace stejnosmérného napécti a
vyvolani elektroosmotického toku. V koloné nastdva separace slozek na stejnych
principech jako v HPLC. CEC je nova separacni metoda vyuzitelna pro neutralni, ale i
nabité latky nejriznéjsi chemické povahy od jednoduchych molekul po makromolekuly
(25).

3.5.9 Multidimenzionalni L.C - LC a LC - CE pro reSitelnou separaci biologickvch

molekul

V multidimenzionalnich separacich jsou dvé nebo 1 vice nezavislych separacnich
metod spojeno ve snaze feSit analyzu komplexnich smési. Predstaveni mechanisml
kazdé metody by mélo byt orthogonélni také proto, Ze existuji malé korelace mezi
retenci sloucenin v kazdé dimenzi. Jestlize mnohondsobné orthogonalni, separa¢ni
metody jsou spojovany tak, pak proto, ze vSechny komponenty ve vzorku jsou
vystaveny kompletnim analyzdm ve vSech dimenzich, metoda je povaZovana za
»uplnou*.

Primarni vyhoda Uplnych multidimenzionéalnich separaci v porovnanim s jejich 1D
protéjSky spociva v potencialu pro dramatické zlepSeni v rozliSeni slozek.Vysoka sila
rozliSeni miZe byt dosaZena tehdy, jestlize kapacita pikd uplnych multidimenzionilnich

separaci je zhruba rovna vysledku individudlni kapacity pik kazdé dimenze.
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V tomto ohledu jsou diskutovany teorie a instrumentace 2D separace pomoci 2D
kapalinové chromatografie (LC-LC) a kapalinové chromatografie s kapilarni
elektroforézou (LC-CE).

3.5.9.1 Uvod do problematiky multidimenzionalni LC-1L.CaLC - CE

Multidimenzionalni separace zahrnuji spojeni dvou nebo vice separac¢nich
mechanismu pii provedeni jednoduché analyzy. Potfeba multidimenzionalnich separaci
vzrista s neschopnosti 1D separa¢nich metod adekvatné fesit vysoce komplexni smési.
Na poli vyzkumu téchto metod zabyvajicich se feSenim komplexnich smési je potieba
pro zvyseni separacni sily vyuzit multidimenzionalnich technik v oblastech jako je
proteomika, nebot’ tato disciplina zahrnuje kromé jiného také charakterizaci vSech
proteind exprimovanych organismem.

Napf. jednoduchy, jednobunéény organismus E.coli produkuje celkové pies 4.000
proteinti (26). I ta nejsilnéjsi 1D kolona u chromatografickych technik ma typicky
kapacitni vrchol jenom v nékolika stovkach (27), kde pikova kapacita je definovana
jako maximalni pocet pikli, které je mozno rozdé€lit v daném separacnim prostoru s
rozliSenim 1,0 od kazdého sousediciho piku (28).

Mimoto, obvykle diky nahodnému vybéru distribuce pikGi a statistické
pravdépodobnosti prekryvu pikil je mozno povazovat analyzu za pln¢ vyfesenou. Stejna
kritéria lze uplatiovat i pro aktualni mnozstvi detekovatelnych sloucenin, které muze
byt povazovano za plné vyfesené, pokud jsou hodnoty podstatné mensi nezZ je kapacita
piku (29,30,31). Multidimenzionalni separace nabizi diky obrovsky zvySujici se
rozliSovaci sile mozZnost feSit komplexni realné vzorky, jeZ pomoci 1D tradi¢nich
separaci nelze.

3.5.9.2 Multidimenzionalni separacni teorie

V multidimenzionalnich separacich je vzorek nejprve podiizen separaci cestou jedné
metody a potom jsou separované komponenty dale separovany nejméné jednou
dopliikkovou nezéavislou metodou. Ackoliv neexistuje podstatnd limitace mnozZstvi
nezavislych separanich metod, které mohou byt spojeny, praktické zabrany limituji
Sirokou vétSinou multidimenzionalnich separaci vydanych k datu 2D. 2D separace
poskytuji zvySeni vysledku a vrchol kapacity v porovnanim s 1D systémy. V idealnim
ptipadé celkovy vrchol kapacity 2D separac¢niho systému je pfiblizné roven produktu
piku kapacit obou dimenzi (29). Hypoteticky, kdyz dvé techniky s vrcholem kapacity
100 kazdého piku bylo kombinovano, vysledny 2D systém by mél mit maximum

kapacity teoretického piku 10.000.
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Vytvorit spojeni metod tak, aby piky dosahovaly kapacity této vysky v 2D
separacich, neni obyc¢ejnym ukolem diky zakladnim obtizim pifi spojovani dvou
nestejnych technik. Diky velkému mnozstvi riznych typi 2D separaci uvadénych
V literatufe je dulezité vytvofit jasné rozliSeni mezi riznymi tiidami 2D separaci.

Zajimavym konceptem jasného rozliSeni je napf. rozdil mezi separacemi, které jsou
2D separacemi v prostoru, vysledky analytt separace ziskame pies 2D planarni povrch
jako je napt. gel. Techniky, které jsou 2D Vv Case jsou provedeny jako prvni 1D
separace, Casto na kapalinové chromatografické kolon¢ a Castecné jsou podiizeny
individualnim frakcim z této 1D separace do druhé 1D separace. Techniky, které jsou
2D v case, lze rozlisit podle zpusobu provedeni na off - line nebo on — line
multidimenzionalni separace. Off - line metody zahrnuji sbirani frakci z prvni dimenze.
Frakce z prvni dimenze jsou pozdéji podfizené separacim probihajicim v druhé dimenzi.
Pti spojeni on -line techniky dochdzi k zaméstndvani ventild nebo jinych instrumentt
k pfevadéni frakci prvni dimenze.

Diky témto ventilim nebo jinym instrumentim je umoznéno frakcim z prvni
dimenze pfemistit se pfimo do druhé dimenze za podminek, ze 1D separace pokracuje
simultanné. Oboji off - line a on - line metody maji pozoruhodné vyhody ale i
nevyhody. Off - line soubor frakci dovoluje snaz$i optimalizaci separace v obou
dimenzich a dovoli manipulaci se vzorkem jako je Giprava koncentrace nebo prestavéni
mezi dimenzemi. Schopnost optimalizace kazdého kroku separace je nezbytna pokud
poZadujeme nezavislost kazdého kroku separace. Takové optimalizace 1ze dosdhnout,
jestlize v priibéhu celé analyzy dochazi ke zkracovani podstatnych period dasu. Casové
periody se mohou stat prohibi¢nimi, pokud béhem analyzy dochazi ke sbirdni
obrovskych mnozstvi frakci.

Ke sbirani obrovského mnoZzstvi frakei dochazi, jestlize nejsou uzivany automatické
metody pro zachazeni se vzorkem. On - line techniky maji sklon byt podstatné rychlejsi,
protoze viechny 2D separace probihaji v ¢ase, ktery kompletuje 1D separaci. Cas
separace utikd a slozeni mobilni faze ma sklon byt vice limitovano nez off - line 2D
separace a kompromisy vznikajici spojenim obou dimenzi musi byt spjaty s uspéSnym
on-line spojenim.

Ackoliv oboji on - line i off - line techniky jsou velmi cenné, vétSina dalSiho usili na
vyvoj 2D separaci byva zaostiena na on - line metody. Existuje jisté teoretické
presvédceni aplikovat vsechny multidimenzionalni separace bez ohledu na to, zda - li

technika je 2D v prostoru, ¢ase, off - line nebo on - line.
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Giddings uvedl dva zakladni pozadavky pro idealni multidimenzionalni separace (29,
32). Prvni znich je, Ze separa¢ni mechanismus musi byt orthogonalni. Pozadavek
orthogonality lze zjistit na zdklad¢ chemickych a fyzikalnich vlastnosti.

Diky témto vlastnostem jsou analyty separovany a je zajiSténa jejich rtiznost pro

kazdou dimenzi. Napt. RPLC (kapalinova chromatografie na reverzni fazi) separuje na
zaklad¢ hydrofobicity, je orthogonalni k IEC (iontové vyménné chromatografii).
IEC separuje na zadklad¢ coulombovych interakci. Pokud 2D systém je opravdu
orthogonalni, rozliSeni komponent (pikii) v jedné dimenzi nemusi korelovat s distribuci
komponent v jiné dimenzi (33). Hypoteticky ptiklad ortogonalni a neortogonalni 2D
separace je ukdzan na OBR.7. Giddingovo druhé kriterium je takové, ze vysledek
ziskany v 1D separaci nesmi byt ztracen v jiné pododdilové dimenzy. Pro on-line
techniky zahrnujici 2D separace v Case je tento pozadavek uspokojen navrzenim vhodné
instrumentace, ktera pfenese frakce z 1D do 2D v poméru uspokojivém k zajisténi
vysledku z prvni dimenze.

Druhd dimenze musi byt schopnd kompletovani, velmi rychlého porovnavani s prvni
dimenzi. V ptipad€ dosazeni optimélniho vysledku mtze byt kazdy pik v prvni dimenzi
rozdélen nejméné do tiech dalsich pikli (vzorki) v druhé dimenzy (34).

Vysledek z prvni dimenze potfebujeme znat pro vysokorychlostni analyzu, ktera
probéhne v druhé dimenzy a je pfedstavovdna experimentdlni vyzvou k provedeni
téchto 2D separaci. Problémem ziistdvaji vysledky z prvni dimenze, ale jsou zde i jiné
obtize pii 2D separaci. Pokud dojde k pieklenuti téchto obtizi a vysledky ziistanou
v souladu s Giddingovymi kriterii, 2D separace zUstavaji nadale dobrymi separacemi
komplexnich smési.
3.5.9.3 Multidimenzionalni kapalinova chromatografie - kapilarni elektroforéza
(LC-CE)

Jako jiz bylo zdaraziovadno, nejlepsi multidimenzionalni separace jsou dosaZeny,

jestlize jsou spojovany techniky s velmi rozdilnymi separacnimi mechanismy. Spojeni
kapalinové chromatografie s kapilarni elektroforézou (LC - CE) je proto logickym
kandidatem na 2D separacni metodu, pokud jsou separace probihajici v kapilarni
elektroforéze zalozeny na elektroforetické pohyblivosti, mechanismus téchto technik je
témef ortogonalni, jejich spojeni pomoci rozhrani je ponékud komplikované,nebot’ je
potieba zajistit, aby toto rozhrani spojilo systém s vysokym napétim se systémem bez

vysokého napéti.
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Ackoliv kapalinovd chromatografie a kapilarni elektroforéza jsou srovnatelnymi
separacnimi technikami, jejich rozdilnost se projevi pii jejich spojovani, které lze
povazovat za komplikované.

Elu¢ni objemy konvencnich kolon kapalinové chromatografie jsou mnohem vétsi
nez objemy vzorku kapilar pti kapilarni elektroforéze. Proto jenom malé frakce odpadu
kapalinové chromatografie mohou byt pfeneseny do dimenze kapilarni elektroforézy.
Alternativné pak 1 prutok z dimenze kapalinové chromatografie mize byt redukovan
uzitim kapilarnich kolon kapalinové chromatografie.

Ptenos frakce z kolony kapalinové chromatografie do kapilary  kapilarni
metody. Jak v LC - LC, off - line spojeni je i u této metody jednoduché, proto byva
casto uzivano.

Je ale pomalejsi nez on-line metody a obvykle je obétovan vysledek z prvni dimenze.
V pfipad¢ spojeni vSech vyhod obou dimenzi, musi byt vyuzity on-line rozliSovaci
techniky. Pfesto obtize pfi on-line LC - CE separaci byvaji uspé$né zdolany a technika
je publikovana pak jako silnd multidimenzionalni separa¢ni metoda. LC - CE neni jesté
bézné uzivana, mnozstvi variant pomoci rtiznych technik a rozhrani pfi jejich aplikacich
jsou n€kdy limitovany ve srovnani s LC - LC. V soucasnosti vétSina praci se
zakladnimi vyuzivajicimi LC - CE systémy je zaméfena na separaci komplexnich
biologickych smési, pfedevs§im peptidi a proteint, ackoliv nékteré prace s mensimi
neutralnimi molekulami jsou také publikovany (35).

Nejcastéji dva mody kapalinové chromatografie, které byvaji spojeny nejcastéji
s kapilarni elektroforézou, jsou chromatografie na reverzni fazi a gelové chromatografie
(36,37,38). Néekteré dalsi varianty kapilarni elektroforézy byvaji také uzity v 2D LC -
CE separacich, jako je napt. tlakova kapilarni elektrochromatografie (pCEC). Diky
rychlosti a vysokému vysledku kapilarni elektroforézy spojeni LC - CE nabizi
vyznamny piislib ve smyslu zvyseni separacni sily. Kapacita piku jedné RPLC - CE
byla ustanovena na 20.000 pro pétihodinovou separaci (39).
3.5.9.4 LC - CE instrumentace

Prvni automatizovany zakladni LC - CE systém byl vyvinut Busheyem a

Jorgensonem v 1990 (40). Tento systém byl zaloZzen na spojeni komeréni ,,mikrobore*
kolony s reverzni fazi spojenou s kiemicitou kapilarou systému kapilarni elektroforézy,

ktera je spojena Sesticestnym ventilem s externi smyckou.
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Tento systém byl vyuzit k separaci smési standardi peptidu a trypsinu z vajecného
albuminu s fluorescen¢ni detekci. Kapacita piku tohoto systému byla kolem 420.
Mnoho zlepSeni v LC - CE instrumentaci bylo vytvoieno béhem 90. let (41). ZlepSeni
separacni uc¢innosti bylo dosazeno pouzitim plnénych kapilar, tyto kapilary jsou jiz v 1.
dimenzi kapalinového systému na rozdil od konvencnich kolon kapalinové
chromatografie (38).

Toto uspofadani také usnadiuje spojeni téchto dvou dimenzi, protoze prutoky
v kapilarach u kapalinové chromatografie jsou si vice bliz§i nez pratoky typicky
pouzivané v kapildrni elektroforéze.

Jind zlepSeni v instrumentaci se soustied’uji napf. na spojeni kolon kapalinové
chromatografie s kapilarou kapilarni elektroforézy. Tzv. “transverse flow - gated“
rozhrani, prvni zminka v 1993 (37) a vylepseni v 1997 (42), eliminuje potiebu externich
smycek, které se podileji na ,,extra column broadening* neboli rozsiteni zén. V LC -
CE systému pouzitim tohoto rozhrani je vystup kolony kapalinové chromatografie a
vstup do kapilary kapilarni elektroforézy poziéné piimo proti sobé a jsou oddéleny
uzkym kandlem jak ukazuje OBR. 8.

Béhem vétSiny Casu analyzy je elektroforeticky pufr vymyvan proudem skrz kanal,
ktery odnési kolonové elucni Cinidlo z kapalinové chromatografie. K davkovani je
potfeba zastavit pritok a tedy vymyvéani pufru a pozadovanou frakci kapalinové
chromatografie prevést do kapilary kapilarni elektroforézy elektromigraci. Rychlé a
reprodukovatelné nastfiky na kolonu mohou byt vyuZity pro prepinaci ventily, které
pro zaostieni zon v ¢asti kapalinové chromatografie pouZzivaji vzduch, ktery slouzi
zaroven 1 ke kontrole pratoku pufru.

2D chromatoelektroforeogram s fluorescen¢né znacenou lidskou moci, ktera byla
separovana pouZitim vySe zminéného rozhrani LC - CE instrumentace, je ukdzdno na
OBR.9. V tomto CEPG (chromatoelektroforeogram) je rozliSemo vice jak 400 pik,
coz jasné ukazuje na vyhodnost orthogonalniho zapojeni dvou dimenzi a jejich citlivost.
Tento systém ma pak celkovou vysokou kapacitu piku. Podobnou, ale pon¢kud rychlejsi
metodou je pouZiti pfevodu z kolony kapalinové chromatografie na kapilaru kapilarni
elektroforézy, coz je provadéno technikou ,,optical gating®, v této tzv. inverzni injek¢ni
technice se kolona kapilarni kapalinové chromatografie a kapilara kapilarni
elektroforézy spojuje jednoduchym spojovacim T rozhranim, jak ukazuje OBR.10.
Diky tomuto T rozhrani kazdéa ¢ast z prvni dimenze je prevedena do kapilary kapilarni

elektroforézy elektromigraci (43).
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On - line parovani LC - CE s hmotnostni spektrometrii pfedstavuje nové zlepSeni
v LC - CE instrumentaci (44,45). Jedna z vyzev pro dal$i rozvoj a vyvoj je vybér pufru
pro kapilarni elektroforézu, ktery by udaval vhodné separacni podminky a také by mé¢l
byt vhodny ke spojeni s ionizacnim elektrosprejem. Jednou z dalSich téZkosti spojeni
rozhrani kapilarni elektroforézy s hmotnostni spektrometrii spo¢iva v tom, ze vétSina
hmotnostnich spektrometrii neni schopna rozdé€leni vzorku do mensich ¢asti (44). Aby
tento problém mohl byt zlepSen, je zapotiebi rychlejSich hmotnostnich spektrometra,
které jsou uz v soucasnosti vyrabény. Pres tézkosti pii pouziti on-line spojeni
hmotnostni spektrometrie s LC - CE je stale poskytovano mnoho pomocnych informaci

V porovndni s ostatnimi detekénimi metodami.

3.6 _Uplnia 2D plynovd chromatografie - silnd _a Siroce

aplikovatelna technika

V roce 2003 Ryan a Marriot piedstavili aplnou 2D plynovou chromatografii a
ptedstavili principy techniky zalozené na uméni instrumentace a perspektiv (11). S
technikou GC X GC bylo mozné se seznamit v 90. letech a uz pfi zevrubném
seznameni bylo zfejmé, Ze se jedna o vSestrannou techniku, ktera mize byt aplikovana
na vSech komplexnich vzorcich a analytech, které Ize analyzovat GC.

Hlavni vyhody spojeni GC X GC jsou:
e velmi vysoka separa¢ni kapacita
e vylepSena detekce analytu
e generace chromatografickych struktur.

3.6.1 Separace uplné 2D plynové chromatografie

Jako vysledek orthogonality (napf. nezavislé separaéni mechanismy - viz (46)) dvou
separacnich dimenzi - obvykle 20 - 30 metri dlouhé nepolarni prvni kolony a kratké 0,5
- 1 m polarni, selektivni druhé kolony, které jsou vSechny komponenty vzorku
podfizeny, je separaéni sila syst¢tmu GC X GC, kterd je zhruba rovna vysledku
separacnich sil individuélnich kolon.

Jinymi slovy, v 2D separacni rovin¢ miize byt vétSina komponent vyfesena diiv nez
v konvenéni 1D chromatografické stopové analyze. Toto je presveédCive
dokumentovano v literatuie zabyvajici se riznymi druhy komplexnich vzorki. Jinou
hlavni vyhodou pfi separaci analytll z odstanéni velké Césti interferovand prostredim.

Tyto hlavni vyhody GC X GC jsou diskutovany v vySe zminénych odkazech (46).
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V odkazu (46) jsou také zminovany oblasti aplikace, jako je napt. ropny prumysl
(47,48), potravinaiském prumyslu (49,50), zjistovani polyhalogenovych mikro -
kontaminant v rybach (51), urCeni mnozstvi pesticidi v ovoci a zeleniné (52), pii
vyzkumu geochemickych vzorkl, vzorkti vzduchu, primyslovych vzorkl, vzorka
biologického materialu. Vybrana ¢isla piikladd jsou prezentovana v Tab. 1.
Nejzajimavéjsim prikladem muze byt napiiklad analyza cigaretového koute (53), ktera
vykazuje 30 i vice piku.

3.6.2 Detekce v systému uplné 2D plynové chromatografie

Druhéd vyhoda, zlepSeni analytické detekovatelnosti, je diky zaostfovacimu efektu
(kryogenetického) modulatoru. Pokud separace kazdé modulované frakce v druhé
kratké kolon¢ byla dokoncena pied vstiiknutim nasledujici frakce, 2D separace zabere
jen n€kolik malo sekund. Pfedejit rozsifeni piku lze pouzitim modulatoru se zaostfenim
na eluovanou frakci z prvni kolony ve velmi tizkych pulsech (typicka Sifka zhruba 10
ms) predeslym vstiiknutim na druhou kolonu.

3.6.3 Struktura spojeni uplné 2D plynové chromatografie

Tvorba tzv. stupniovitych nebo strukturovanych separaci je skute¢né orthogonalni
GC X GC a napomocna pti identifikaci cilenych analytd, obzvlasté u komplexnich
vzorku ve spojeni s GC X GC technikou.

Latky stejné chemické tfidy, napt. majici stejnou zakladni strukturu nebo obsahuji
stejné funkéni skupiny, projevuji ptibuznost 2D retencnich cCast. Takova tfida sloucenin
vykazuje pruhy nebo klastry, které mohou byt snadno identifikovany za 2D GC X GC.
3.6.4 Priklady GC X GC separaci

Mezi aplikacemi, které byly zdokumentovany diive, byly vybrany tii typické
GC analyz, protoze obsahuji velké mnoZstvi jednotlivych sloucenin, jez jsou ovSem
Cleny jedné chemické rodiny. Tato chemickd rodina je relativné mala, proto tyto
produkty byly vybrany pro prvni demonstraci sily techniky. Pro nazornost a pochopeni
problematiky GC X GC separaci byla vzdy ukazovana separace a formace klastrl
ruznych alifatickych a aromatickych tfid uhlovodik v nafté s plaménové iontovou
detekci (FID) (OBR. 11). Postupem dal se ukazalo (OBR. 12) vyuziti kyseliny sirové
pii chemiluminiscen¢ni detekci, kterd se pouzivd pro selektivni monitorovani vsech
podtiid sloucenin obsahujicich siru v nafté (54).

Vsechny slouceniny stejné chemické rodiny - merkaptaty, sulfidy, thiofeny,

benzothiofeny, dibenzothiofeny tvoii klastry nebo pruhy v 2D barevném plotu.
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Benzothiofeny by mély vykazovat oddélené klastry, pokud jsou ve vzorku pfitomny.
Kazda skupina, sloucenina je distribuovana, jak podle mnozstvi uhlikovych atomd, tak i
mnozstvi a délky alkylového fetézce piivazaného k funkénim skupinam.

Slouceniny a podskupiny sloucenin s vy$$§im bodem varu maji odpovidajici vyssi 1D
retencni Cas, vice polarni, polarizovatelné slouceniny vykazuji vyssi 2D retencni Cas.
Tato informace je zasadni pro prozatimni identifikaci neznamych sloucenin. Zajimavym
prikladem také mize byt sledovat strukturu metylesteru mastnych kyselin (FAMES)
Vv rybim oleji (OBR.13).

Aplikace takového vzorku se skladd ze separace rozd€lené do dvou Casti - parni
tlakova 1D separace, rychld a selektivné interakéni 2D separace. Takovouto separaci
ziskdme homolog FAMEs, ktery pfevedeme z nasycené formy do nenasycené, coz se
projevi v obrysovém
GC X GC plotu prechodem do paralelni linie. Druha, polarni kolona dlouhd 30 cm
ukdze, ze doSlo kucinné separaci na zakladé mnozstvi nasobnych vazeb. Mezi
skupinami FAMEs majicimi stejné mnozstvi uhlikovych atomd (polygony) patii i
FAMEs s lichym poctem uhlikd, kterych ovSem ve vzorku byvad pouze stopové
mnoZzstvi.

Priklady ukazuji, ze i problémové mnozstvi vzorku pro identifikaci mize byt feseno
zkombinovanim retencniho ¢asu a FID, ECD signélu v ptipadé polyhalogenovanych
aromatli. VétSina redlnych probléml vyZaduje rychlé a pfesné meéteni, cehoZ lze
dosdhnout pouzitim hmotnostniho spektrometru (MS). Identifikace konformace,
prozatimni identifikace neznamého vzorku jsou dal$i zpiisoby vyuziti MS. Nevyhodou
GC X GC analyzy jsou pomérné¢ Siroké piky, jez lze odstranit vyuZzitim TOF MS -
hmotnostniho spektrometru méficiho Cas letu Castice.

Piikladem takovéhoto spojeni miiZze byt rozlusténi slozeni cigaretového koufe, urceni
klicovych chuti, viini v jidle (50, 53).
3.6.5 Provedeni GC X GC separace

Za data tykajici se analytického provedeni jsou povaZovéna ta, jez byla ukazana
v nékolika studiich a ktera dokazuji, ze opakovatelnost retencnich Cast je v obou
dimenzich. Vzorek je potfeba nejprve profilovat v oblasti opakovatelnosti reten¢nich
Casit a dokézat, ze opakovatelnost je pIlné uspéSnd Vv obou dimenzich, coz bylo
prokdzano v né€kolika studiich operujicich s analytickymi daty, nebot’ pouze na
profilovém vzorku Ize porovnavat vzajemné rozdily a podobnosti s ostatnimi vzorky a

pfipadné shody indikovat s velkou spolehlivosti.
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Diive nebylo GC X GC separaci vénovana takova pozornost z divodu zdanlivé
komplikovanosti metody a byla dana prfednost metoddm zaméfenym spiSe na
jednoduché pouziti v praxi. Pii GC X GC systému bylo potieba zlepSit modulatory a
dokazat uziteCnost a prakti¢nost této metody. Hlavnim problémem je, ze se stale velmi
mnoho casu stravi manipulaci a pribéhem velmi rozsdhlych souborti dat. Ta jsou
produkovana GC X GC softwarem hlavné pouzitim TOF MS detekce. Pti pohledu
instrumentace na GC X GC je situace upln¢ jasna.

Pii spojeni GC X GC se vyuziva né€kolik typu detektora: FID, mikro-ECD, AED,
TOF MS. Vsechny tyto typy byvaji vyuzivany pro realné aplikace. Dal§i moznost je
pouziti modulatord, jak komercné dostupnych, tak i ,,podomacku‘ vyrobenych. Kromé
GC X GC existuji 1 jiné moznosti separace, pti kterych lze vyuzit i konvenéni 1D GC
separace, tyto ovSem vétSinou slouzi pouze k predbéZznému urceni vzorku. Separace
provadéné s pouzitim vySe jmenovanych detektord nejsou tolik zavislé na polarité,
prchavosti vzorku, ¢imz se vyznamné lis§i od obdobnych separaci provadénych v 1D
GC.

Instrumentaci pouzivanou pii GC X GC lze vyuzit také pii 1D GC separaci. Tyka se
to predevsim modulatoru, protoze neni - li uzit, je vliv 1D GC separace na plast’ kratké

a rychlé kolony zanedbatelny.

3.7 Trendy Vv chemometrické analvze zakladnich 2D

separacich

Skoro pted dvéma desetiletimi Giddings vyloZil zakladni koncepty a teorii
zakladnich 2D separaci (55, 56). Vzorek, ktery nas zajima lze separovat nejenom
chemickou 2D cestou, ale je mozno vyuzit také dvou separac¢nich mechanismu jez se
vzajemné dopliuji.

2D separace maji rizné obmény, které zahrnuji spojeni TLC X TLC (57) (spojeni
dvou tenkovrstvych kapalinovych chromatografii) ; LC X LC (58) (spojeni dvou
kapalinovych chromatografii); LC X CE (59) (spojeni kapalinové chromatografiec a
kapilarni elektroforézy); CE X CE (60) (spojeni dvou kapilarnich elektroforéz); LC X
GC (61); GC X GC (62, 63) a 2D PAGE (64) (elektroforéza probihajici
V polyakrylamidovém gelu).
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Termin ,,zakladni* je uzivan ve spojeni s 2D separacemi, pokud kazda komponenta
vzorku je typicky pfistupna k obojim separaénim mechanismim, diky nimz je ziskané
rozliSeni v prvni dimenzi udrzeno i v druhé dimenzy (65). Separovani ve dvou
dimenzich soucasné¢ miize vyznamné zkratit Casovy prubéh v porovnanim s 1D
separacemi a poskytnout selektivitu, kterou 1D separace neposkytuje. Pti 2D separacich
muze byt pikova kapacita stejné vysoka jako pikova kapacita v kazdé dimenzy. Tyto
techniky nalézaji misto v analyze komplexnich smési.

Kombinaci 2D separaci a chemometrie muze byt Cas potfebny pro analyzu
redukovan, chemickd selektivita muze byt 1épe vyuzita. Chemometrie podstatné
obohacuje analyzu o informace a data spojené s 2D separaci.

3.7.1 Chemometrie

Chemometrie byva popisovana jako uméni vytahovat chemicky relevantni informace
z dat produkovanych chemickymi experimenty (66). Chemometrie je pomé&mné novou
védni disciplinou, existuje od roku 1972 a seznameni této védy s dostupnymi a rychlymi
pocitaci umoznilo jeji mohutny rozmach v oblasti zpracovani analytickych dat.

Diulezitym napomocnym faktorem pro rozsifeni chemometrie byla jeji aplikace pii
rutinni praxi. Chemometrie 2D separaci ma tfi zakladni kategorie: dekonvulace piku,
multivariacni kalibrace, rozpoznani vzorku. Chemometrie je aplikovana na data 2D
separace, pokud dojde k realizovani sbéru a shromazdéni vice dat. Ziskani zakladu je
dilezité pro lepSi porozumnéni situace a potencidlni zlepSeni. Je dileZité porozumnét
kombinovani 2D separaci s chemometrickymi metodami, umét aplikovat uzite¢né
vzorce, aby mohly byt ocenény 2D separace, které jsou pozd€ji predmétem
chemometrickych analyz. Métitko miiZe také slouZit k ocenéni ziskanych dat, které byly
ziskany z chemometrické analyzy, které predchazela 2D separace.

Chromatografické rozliseni (RS) je dobré pro posouzeni separace dvou piki, ¢asto
ale tento zplsob feSeni nepostacuje v pfipadé¢ 2D separaci s nizkym rozliSenim.
RozliSeni popisuje separaci piku prekryvajiciho se s jednim interferujicim pikem, avsak
u mnohonésobnych interferujicich pikl rozliSeni nemize pln€ popsat danou situaci.
Parametr Rs je schopen davat smysluplné vysledky pouze tehdy mize - li danou
informaci plné€ popsat. Neschopnost RS popsat a vysvétlit je dale komplikovana separaci
v mnoha dimenzich, kde vysledné rozliSeni piku je spojenim rozliSeni v kazdé dimenzi.
Uzite¢né mefitko adresované nedostatkim chromatografickych rozliseni je tzv.
“multivariantni selektivita“ (67, 68, 69). Multivariantni selektivita méfi stupen

piekryti signalt riznych chemickych komponent.
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Pro 2D separacni analyzu muze byt multivariantni selektivita popsdna informaci o
danych latkach, které se ptekryvaji a muize byt rozSifen popisem dat 2D separaci
spojenych se spektrometrickou instrumentaci.

Vysledky a data modernich, experimentdlnich metod ukazuji, Zze multivariantni
selektivita je silné korelovana kvalitativnimi, kvalitativni vysledky, jestlize
chemometrické dekonvulacni techniky jsou pouzivané ke kvantifikaci pika, které
spadaji do skupiny tzv. mnohondsobnych interferujicich piku.

Vztah mezi 2D chromatografickym rozliSenim (2D - RS) a multivariantni
selektivitou je ukdzédn na OBR. 14. 2D - Rs byva definovano jako druhd odmocnina
sumy druhé mocniny RS (58). Napf. mame - 1i rozliSeni v kazdé dimenzy (Rs - 0,7), je
vysledné rozliseni ve 2D systému (RS - 1,0).

Multivariantni selektivita ma rozmezi mezi 0 az 1,0, kde 0 znamena kompletni
prekryti a 1 znamend, ze k prekryti nedoslo. Multivariantni selektivita vzrasta rychle
s rozliSenim, jestlize 2D - Rs je pfiblizné 0,75 a dané dva piky jsou skoro rozliSeny
(OBR. 14). Multivariantni selektivita se pfiblizuje optimalnimu hodnoté, jestlize dalsi
analyticka informace o vzorku jsou pfipojeny K feSeni dané problematiky.

Pokud tomu tak je, lze této informace vyuzit ve prospéch feseni dalSich problému a
uziti rozsahlejsiho 2D - Rs by bylo nadbyte¢né. Realizace 2D separace s vhodnou
detekci spolu s chemometrickymi metodami pro dekonvulaci a kvantifikaci piku nam
poskytuji dobré vysledky u pikt s 2D - Rs piiblizné€ 0,3, tyto hodnoty koresponduji s
multivariantni selektivitou okolo 0,35 (70).

3.7.2 Techniky dekonvulace pika

Jednou z aplikaci chemometrickych metod je dekonvulace matematické rozliSeni
prekryvajicich se piki. Vyhlazovaci metoda (GRAM) je chemometricka technika, ktera
se pouziva k 2D separaci pifi vyskytu dvou piekryvajicich se pikli a pfi srovnani
magnitudy piki, ktera byva pouzita jako standard pro kvantifikaci.

GRAM byva uspésné aplikovan na spojeni GC X GC ke kvantifikaci ¢astecné
rozliSenych  pik, napf. u analyzy vybranych ptekryvajicich komponent
v modifikovaném benzinu (60) a tryskovém pohonu (71). Aplikovatelnost metody
GRAM je ziejma u zakladnich 2D metod predevsim pii pouziti simulace Monte Carlo.
Tato simulace byva aplikovana k ur¢eni podminek tam, kde spole¢né s uzitim metody

GRAM lze poskytnout Gspésnou analyzu a to i u nerozlisenych pikut (70).
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Siroké rozmezi experimentalnich podminek a kritéria Gi¢innosti typickych pro 2D
separacni metody jsou modelovany: pomérem vysky piku analytu ku interferenci,
rozliSenim v prvni a druhé dimenzi RS, pomérem signalu k Sumu, reprodukovatelnosti
nastfikového objemu, a reprodukovatelnosti retencniho casu v jednotlivych analyzéch.

Podle vysledkt téchto simulaci techniky dekonvulace piku jako GRAM by mély
velkolepé rozsifit mnozstvi analyzovatelnych pikd pro vSechny typy zékladnich 2D
separaci (70). Pro aplikaci chemometrie je rozhodujici dostate¢na reprodukovatelnost
reten¢nich ¢asu V jednotlivych analyzach. V tomto ohledu, objektivni retenéni cCas
standardizované techniky u 2D separace vyznamné zlepSuje kvantitu pii GRAM
analyze (72).

3.7.3 Multivariantni kalibrace

Tri-PLS je rozsifena popularni chemometricka technika, kterd vyuziva ¢asteénou
nejmens$i druhou mocninu (PLS) k 2D datim.Tri - PLS i jiné multivariantni kalibra¢ni
techniky nepozaduji identifikaci piku, coz je samoziejm¢ zna¢na vyhoda. Diky této
vyhod¢ 1ze odbourat nadbyteéna méfeni kazdého analytu a to predevsim pii 2D separaci
(73).

Kombinaci vysokorychlostni GC X GC s kratkou kolonou a tri - PLS analyzou byly
demonstrovany vyhody spojeni 2D technik s chemometrickymi metodami a byly také
nazorné piedvedeny na vzorcich nafty, jejichz ¢aste¢nym chromatografickym fesenim
spole¢né s tri - PLS analyzou miZzeme separovat vzorek nafty az Sestnactkrat rychleji
nez pii tradiéni 1D GC metod€. Tri - PLS byla uzita k pfedpovézeni aromatickych,
naftalenovych a cykloalkanovych ¢asti ve vzorkach nafty a bylo dosazeno ptijatelné
kvantitativni pfesnosti, coZ je ditkkaz, Ze obrovsky narust v analytické rychlosti mize byt
realizovan v kombinaci s2D chromatografickymi metodami ve spolupraci
s chemometrii, kterd miiZze zvysit vykonnost i produktivitu.

3.7.4 Rozpoznavani vzorka

Trojcestnd principialni komponentova analyza (PCA) byla uzita k analyze 2D
PAGE datiim z proteomickych vzorku k identifikaci tfid pfitomnych ve vzorku (3).

Byly identifikovany dvé rizné sady vzorkl: sada krysiho séra, kde §lo o rozliSeni
vzorku s nikotinem a vzorku bez nikotinu, sada lidského séra, kde Slo o rozliSeni
zdravych a patologicky zménénych lymfatickych uzliki. U patologicky zménénych
lymfatickych uzlikii bylo podezifeni na non - Hodgkiniv lymfom. Trojcestna PCA
uspésné rozlisila mezi dvéma tfidami v kazdém piipadu a byla schopna objasnit mista

v 2D mapéch zodpoveédné za rozdéleni tiidy.
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Schopnost rozpoznani vzorku byla také demonstrovana pomoci GC X GC dat.
ANOVA, zaloZena na znaku selektivity, byla uzivana predné¢ pfed PCA K objasnéni a
vybrani znaku tykajicich se tfidniho rozliSeni pro smési tryskovych pohoni (75).

Po vybéru znakt uptesnujicich tfidni rozdily ve smési tryskovych pohonti byla PCA
schopna rozlisit 1 % objemového rozdilu z této smési a urcit slozeni ve smési dvou typil

tryskovych pohond.
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4. ZAVERY
A CIL PRACE
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4.1 Zavér pro on - line multidimenzionalni kapalinovou chromatografii (L.C - LC)

Na rozdil od piimo spojenych LC - LC systéml kolon, kolonova ptepinaci
multidimenzionalni kapalinova chromatografie vyuziva ventily ke spojeni prvni kolony
s druhou, jinou pododdilovou kolonou. Toto uspotfadani dovoluje vétsi flexibilitu nez
pfimo spojené 2D systémy, protoze mohou byt kombinovany v principu dva libovolné
separacni mody. S vétsi flexibilitou je spojena i vétsi instrumentalni narocnost (76).
Zakladni 2D techniky vyzaduji pouziti nékolika pump kapalinové chromatografie,
automatické prepinaci ventily a instrumentaci kontrolovanou pocitac¢em. Hlavni podil
vSech praci dosud publikovanych vyuziva prepinacich ventili.

Pti kolonové ptepinaci 2D LC separacich je vyuzivano Siroké rozmanitosti moédu

LC a jejich moznosti navzdjem tyto mdédy kombinovat jako jsou kombinace napf.
iontové vyménného moédu s moédem reverzni fazi (IEC - RPLC) (77, 78, 79, 80, 81, 82,
83), modu gelové chromatografie s modem reverzni faze (SEC - RPLC) (84, 85, 86,
87, 88), mod reverzni faze s gelovou chromatografii, iontové vyménnou (RPLC —
SEC), (IEC - SEC)
a normalniho médu s reverzni fazi (NPC - RPLC) (102). Ac¢koliv bylo navrZzeno mnoho
riznych instrumentdlnich sestav pro 2D kapalinovou chromatografii, vétSina z
pouzitych komponent jsou podobné, zahrnuji davkovac (injector), dvé isokratické nebo
gradientové pumpy kapalinové chromatografie, jedna kolona pro prvni dimenzi, jedna
nebo vice kolon pro druhou dimenzy, jeden nebo vice piepinacich ventilt
kontrolovanych pocitacem a vhodny detekéni systém.

Prvni ¢lanek o 2D separaci provedené uzitim uvedené metody pomoci kolonove
prepinaciho systému byl publikovan v 1978 Ernim a Freiem (84). Navrzeny systém, byl
pouzit k separaci rostlinnych extraktt, skladal se z gelové kolony v prvni dimenzy
spojené s reverzni fazi kolony druhé dimenze. Osmicestny pfepinaci ventil byl pouZzit
Kk propojeni téchto dvou dimenzi. Tato konfigurace je velmi podobna tém nynéjSim
V soucasnosti pouzivanych 2D separacnich systémd.

Prvni systém pro 2D separace kapalinové chromatografie byl publikovan v 1990
Busheyem a Jorgensonem (89). Tento systém byl vyuzit k analyze smési proteinovych
standardi a vzorku lidského séra. Kationtové vymeénna kolona, operujici
v gradientovém elu¢nim modu pro prvni dimenzi, byla spojena s kolonou separujici
podle velikosti molekul (velikostné separac¢ni kolona) druhé dimenze. Jak jiz bylo
uvedeno ve ¢lanku od Erniho a Freie, k spojeni dvou kolon je pouzivan piepinaci

osmicestny ventil, ktery dovoluje on - line ptenos frakce z prvni kolony do druhé.
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Diagram instrumentalniho souboru tohoto 2D kapalinové chromatografického
systému je uveden na OBR. 15. Odpad z kationtové vyménné kolony je usmérnén do
skladovaci smycky. Po pfepnuti ventilu isokratickd pumpa kapalinové chromatografie
vymyje obsah smycky na velikostné vyménnou kolonu, kde jsou analyty dale
separovany. Mezitim je odpad z prvni dimenze sméfovano do druhé skladovaci smycky.

Poméry toku na obou kolonach jsou vybrany tak, aby se doba analyzy druhé dimenze
piesné rovnala mnozstvi ¢asu potfebného k naplnéni skladovaci smycky prvni dimenze.
Ke kontrole pfepinani ventily, je pouzit pocitac stejné tak i pro ziskavani dat z UV
absorp¢niho detektoru na konci druhé kolony. Pfi tomto zptisobu uspofadani mize SEC
kolona analyzovat velké mnoZstvi frakci z iontové vyménné kolony. Chromatograficka
data jsou prezentovana jako 3D pohled 2D chromatogramu jak ukazuje OBR. 16.
Systém byl vyvinut pro celkovou kapacitu piku ptiblizné 130. Pro kazdou dimenzi je
kapacita piku vyvinuta tak, aby byl produkt jasné viditelny. Jiné piiklady separaci
pomoci kolonové ptrepinaci 2D kapalinové chromatografie uzivaji dvojité skladovaci
smyc¢ky, jak je bylo v literatufe publikovano.

Celkova pikovéa kapacita téchto systému byla vyvinuta na hodnotu okolo 500. Jiné
2D LC - LC techniky uzivajici paralelnich kolon v druhé dimenzi a mnohé z nich
nahrazuji dva Ctyfcestné piepinaci ventily jednim deseticestnym ventilem, tim se
dosahlo stejného ucelu (79, 80, 83, 87, 90). Wagner a kolegové publikovali novy 2D
aniontové vyménny moéd s mdédem reverzni faze zaméfenym na analyzu peptida a
proteind s molekulovou hmotnosti pod 20 kDa (82).

Nejvyznamnéj$im novym rysem jejich systému je uziti Ctyf paralelnich kolon s
reverzni fazi v druhé dimenzi.V piipadé rozhrani vSech ¢tyt 2D kolon od jedné 1D
kolony je vyuzito sady tfech deseticestnych ventilid.V case béhem jakékoliv analyzy je
odpad z prvni dimenze pieveden Vv jedné z kolon kapalinové chromatografie s reverzni
fazi, dvé€ kolony kapalinové chromatografie s reverzni fazi jsou eluovany a jedna kolona
je regenerovana.

Tento systém také vyuZzivd nové materidly s omezenym pfistupem RAM umisténé
pfednostné v prvni dimenzi. Systém je vyhodny pro on - line zafazeni vzorku a
velikostné selektivni frakcionalizaci. Teoreticka pikova kapacita celého systému je

zhruba okolo 3.000.
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Tato metoda je jasnym piikladem, Ze 1ze pln€¢ automatizovat techniky pro proteomické
separace, ackoliv musime brat na zfetel, ze zahrnuje i komplexni instrumentaci s mnoha
piepinacimi ventily a pumpami kapalinové chromatografie. Nevyhodou je, Ze parovani
on - line 2D kolon kapalinové chromatografie s reverzni fazi s jednim hmotnostnim
detektorem neni mozné, pokud odpad ze dvou kolon musi byt monitorovan simultanné.

4.2 Zavér vyplyvajici ze spojeni LC - GC

On - line LC - GC je velmi G¢inna technika, kterd béhem nékolika let byla Gispésné
uzivana s mnoha komplexnimi vzorky matrice. Citlivost této aplikace je mnohokrat
vys$si nez u tradi¢nich metod, LC - GC metody jsou proto dobfe vyuzivany k aplikacim,
které vyzaduji malé mnozstvi vzorkli. Pfed vlastni analyzou je pozadovano predbézné
urceni vzorku.

On - line LC - GC je stale povazovana za naroénou metodu pro rutinni uziti, avSak
po optimalizaci mize byt systém automatizovan a Cas investovany do optimalizace
podminek se rychle vrati v podobé krat§iho casu analyzy, lepsi opakovatelnosti a
zlepseni detek¢nich limit.

4.3 Zavér uplné LC X GC
LC X GC je logické navyseni LC-GC. LC-GC dovoluje jenom detailni analyzu

jedné skupiny analyti z komplexniho vzorku,kdezto LC X GC je schopno detailné
mapovat cely vzorek.

Vysoky stupeii orthogonality poskytuje velmi vysokou rozliSovaci schopnost. LC X
GC chromatogramy ¢asto ukazuji stupnovité struktury, dovoluji detailni cilenu analyzu
slou€enin. Spojeni s hmotnostni spektrometrii je snadné a rozSifuje aplikaéni moZznosti
techniky.

4.4 2D gelova elektroforéza versus LC-LCal C -CE
2D LC - LC a LC - CE jsou techniky 2D v case a stoji za to uvazovat také o

technice 2D v prostoru. Z 2D technik v prostoru je znama napi. 2D polyakrylamidova
elektroforéza (2D-PAGE). V soucasnosti, vétSina separaci komplexnich smési proteinti
byva provedena uzitim 2D - PAGE, kterd byla jako prvni uvefejnéna v roce 1975
O’Farrelem (91).

Pti 2D - PAGE jsou proteiny rozliseny do jednotlivych bodt na gelovém sorbentu,
tuto metodu lze také vyuzit pfi dvou riznych separacnich mechanismech. Zptisob
separace je takovy, Ze proteiny jsou separovany nejprve podle naboje cestou
isoelektrické fokusace (IEF) a pak podle molekulové hmotnosti cestou dodecylsulfatu

polyakrilamidové gelové elektroforézy (SDS - PAGE).
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Diky vysokému rozliSeni a orthogonalni pfirozenosti obou separacnich mechanisml
muize byt rozliSeno nejméné 2.000 proteind v jednom vzorku (92). 2D - PAGE
uspokojuje kriteria pro multidimenzionalni separace. Pies tuto separa¢ni silu ma 2D -
PAGE urcira zékladni omezeni. Je pouzitecna jenom pro proteiny a je laboratorné
velmi intenzivné vyuzivanou analyzou, ale obvykle pozaduje alespoii dva dny na
dokonceni. Systémy nemusi byt spojeny in nebo on-line moédem k hmotnostnimu
spektrometru (MS), ale je nutny dal$i manualni zdsah nebo komplexni robotické
systémy v piipadé instrumentace MS analyzy.

Nevyhodou 2D - PAGE je, Ze nemlze separovat vSechny komponenty piitomné
v daném vzorku napf.proteiny, které jsou extrémné velké nebo hydrofobni nemusi
vstupovat do gelu a také velmi kyselé nebo zasadité proteiny, které mohou byt slabé
rozpustény mohou délat problémy pii separaci a V neposledni fadé¢ nedostatecné
mnozstvi proteint (analytl) naseho zdjmu, zptisobuje problémy pii detekci. Pokud jsou
proteiny pod detek¢énim limitem, uziva se techniky stfibrného barveni v 2D-PAGE (76).
Mnoho z omezeni 2D - PAGE nejsou sdileny 2D separa¢nimi metodami zalozenymi na
kapalinové chromatografii (LC) nebo kapilarni elektroforéze (CE). Pokud je vybran
pfiméfeny separacni mod, kapalinova chromatografie a kapilarni elektroforéza mohou
separovat Sirs§i rozmezi biomolekul nez 2D - PAGE a zahrnuji i biomolekuly velké,
hydrofobni, kyselé nebo zasadité. V zavislosti na uzité detek¢ni technice, kapalinova
chromatografie a kapilarni elektroforéza miiZze mit vétsi citlivost k analytim pfitomnym
v malém mnozstvi nez 2D - PAGE.

Snad nejdulezitéjsi je, Ze separa¢ni metody jako jsou kapalinova chromatografie a
kapilarni elektroforéza jsou instrumentdlnimi technikami, které jsou schopné plné
automatizace uz pti davkovani vzorku a rozliSeni mezi dimenzemi, mohou byt spojeny
Sriznymi detekénimi metodami jako s UV absorbanci, laserov€ indukovanou
fluorescenci nebo hmotnostni spektrometrii (MS) (76).

Na zaklad¢ téchto vyhod neni ptekvapujici, ze se vSeobecné pohlizi na 2D kapalinovou
chromatografii a ptibuzné techniky jako na vysoce vhodnou alternativu k 2D - PAGE.
Vychozi vyzvou pro separaci ziistava navrhnout 2D separacni metody a instrumentaci
takovou, ktera miize byt srovnatelna ¢i prevysujici nevyhody 2D - PAGE v rozliSovaci

sile, rychlosti a spolehlivosti.
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4.5 Budouci rozvoj multidimenzionalnich separaci

Nejen pro oblast vyzkumu, ale i pro rozmanité a Sirokosahlé multidimenzionalni

separace, je té¢zké predpoveédet budouci rozvoj v této oblasti pro del§i obdobi. Piesto
jsou urcité trendy evidentni a to i bez novych publikaci. VétSina novych publikaci se
totiz zaméfuje na otazku, kam bude hlavni usili vyzkumu v tomto oboru soustiedéno v
bezprostifedni budoucnosti.
Jednou z moznosti je vyvoj separacnich metod, které spojuji vice nez dvé dimenze.
Ackoliv vyzkum v této oblasti byva velmi omezen diky komplexnosti pozadované
instrumentace, 3D separace uzivajici SEC — RPLC - CZE systém jiz byl publikovan
(93).

Diky tomu, zZe jsou 2D separace rychlejsi a instrumentace vice robustni, tak i spojeni
pfidavnych orthogondlnich separanich metod méa své vyhody. Jejich spojenim lze
dosadhnout n -dimenzionalnich separaci a vysledkem n - dimenzionalnich separaci je
dalsi zvySeni pikové kapacity.

Spojeni multidimenziondlnich separaci on - line s hmotnostni spektrometrii bude
pravdépodobné v budoucnu samoziejmosti.

Hmotnostni spektrometrie poskytuje vice informaci nez jakédkoliv jind detekéni
metoda schopna LC - LC nebo LC - CE separaci. Schopnost realné ziskat hmotnostni
spektra separovanych ¢asti je predpoklad hlavné pro kazdy 2D systém, ktery je urceny
pro proteomicky vyzkum. Pokud je uzito tandemového zapojeni hmotnostniho
spektrometru (MS - MS), peptidy mohou byt fragmentovany a informace o jejich
sekvencich lze ziskat. Spojeni LC - LC dava vyhodu ve smyslu dramatického zrychleni
oproti technikam jako je 2D — PAGE.

Byl navrZen i jiny trend, a to miniaturizace multidimenzionélnich separa¢nich metod.
Nedavno, mnoho pozornosti bylo déavano konceptu, ktery navrhoval pievedeni
chemickych analyz na velmi malé plochy uZivané pro mikrofluidni zafizeni tzv.
laboratofe na Cipu (94). Byly publikovany rtzné separacni metody, které uzivaji
mikroCipy v€etné kapilarni electrochromatografie (CEC) (95, 96, 97), gelové
elektroforézy (98, 99, 100) a micelarni eletrokinetické chromatografie (MEKC)

2D separace uzivajici mikroCipy jsou také znadmy. V jednom systému byla spojena
kolona s reverzni fazi kapilarni kapalinové chromatografie s kapilarni elektroforézou na
¢ipu.Vysledkem tohoto spojeni byla produkce hybridniho off —Cip / on - ¢ip 2D
Separac¢ni metody. Ramsey a kolegové publikovali jiny systém, ve kterém MEKC byla

spojena s elektroforézou na jednom mikrofluidnim zatizeni pro 2D separace na Cipu.
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Tyto laboratofe na Cipu maji jednozna¢né vyhody ve srovnani s konvencnimi 2D
metodami.Vyhody jsou vmalych rozmérech a také v rychlosti analyz.
Multidimenzionalni separace na Cipu budou zifejmé hrat vyznamnou roli v urcitych
separacnich otazkéach. Bez ohledu na specificky vyvoj, ktery klade jasné pozadavky na
multidimenzionalni separace, vyzkum na poli multidimenzionalnich zabira znaény
prostor a separace jsou pripraveny na podstatny dalsi rozvoj. Nejsou zatim znama Zadna
zékladni omezeni tykajici se mnozstvi nebo typu separacnich metod, které by nemohly
byt spojeny.

Stejn¢ tak je mozny i podstatny narGst v separacni sile. Ackoliv mnoho 2D
separacnich technik byva vyvijeno, v soucasnosti jsou tyto separa¢ni 2D techniky
zaméfeny na vyuziti na poli proteomiky, nebot’ tento obor poskytuje mnoho riznych
typtt vzork.

V praxi je znamo mnoho oblasti ve kterych je potieba zlepSeni instrumentace a tedy
multidimenzionalni separace se mohou stat rutinni spolehlivou technikou pro analyzu
realného vzorku.

4.6 Zavéry pro spojeni GC X GC

Dnes jsou principy a strategie GC X GC dobie srozumitelné. Vlastni instrumentace
je komerc¢né dostupnd, i kdyz vétSinou vyzaduje zahrnuti hmotnostniho spektrometru
jako jednu ze zdkladnich soucésti.

Vyuziti je nesmirné Siroké, aplikace této metody je vyjadiena ve stovkach clankd.
Jasnym zavérem je, ze metoda GC X GC je hojné vyuzivana piredevsim ve vyzkumu

4.7 Rozsah a budoucnost sméru

Existuje stale vice vyzkumi zabyvajicich se pfemosténim mezer mezi 2D
separacemi a chemometrii. Hlavni oblasti zajmu takovych pfemosténi byva vétSinou
potencidlni setkani nékterych téchto vyzev s posuny na chemometrickém poli.
Vysledkem téchto spojeni je vyvoj novych algoritmi. Nejnovéjsi, nejzajimaveéjsi novy
vyvoj dokézal, Ze Ize dosdhnout vyznamného kvalitativniho 1 kvantitativniho poznani
vzorku pomoci 2D separaci S MS detekci. Mnozstvi informaci vychazejicich z téchto
2D separaci je obrovské a realizovani téchto analyz ve spojeni s chemometrickymi
metodami bude pfinaset komplexni informace s zadouci efektivitou.

4.8 Cil prace
Cilem bakalarské prace bylo na =zakladé¢ studia literatury vytvofit piehled
multidimenzionalnich metod pouzivanych v analyzach biologicky aktivnich latek

obsazenych v komplexnich matricich.
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5.SEZNAM POUZITYCH
ZKRATEK
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(NP) LC — GC - spojeni kapalinové chromatografie snormalni fazi s plynovou
chromatografii

(NP)LC — kapalinova chromatografie s normalni fazi

»,0ff — line* — nepiimé spojeni

,»on — line* — piimé spojeni

N — izotop dusiku

1D — jednodimenzionalni — reprezentovana pouze jednou veli¢inou

1D GC - jednodimenzionalni plynova chromatografie

1D LC - jednodimenzionalni kapalinova chromatografie

2D — dvoudimenzionalni — reprezentované dvéma veli¢inami

2D — PAGE — dvojdimenziondlni polyakrylamidové gelova elektroforéza

2D GC X GC - dvojdimenzionalni metoda spojujici dvé plynové chromatografie
2D-PAGE - dvoudimenzionalni polyakrylamidova gelova elektroforéza

2D-Rs — dvojdimenziondlni chromatografické feseni

AED - atomic emission detection — atomove emisni detekce

ANOVA - analyza rozptylu

CEC - Capillary ElectroChromatography - kapilarni elektrochromatografie
CEPG - chromatoelektroforeogram

CGE - Capillary Gel Electrophoresis - kapilarni gelova elektroforéza

CIEF - Capillary IsoElectric Focusing - kapilarni isoelektricka fokusace

CZE - Capillary Zone Electrophoresis - kapilarni zonova elektroforéza

CZE - Capillary Zone Electrophoresis — kapilarni zonova elektroforéza

DAGs — diglyceridy

E.coli — Escherichia coli

ECD - elektron — capture detection — detektor elektronového zachytu

FAMESs — methylester mastnych kyselin

FID — flame ion detection — plamenové iontova detekce

FSCE - Free Solution Capillary Electrophoresis - kapilarni elektroforéza ve volném
roztoku

GC - Gas Chromatography - plynova chromatografie

GC — MS - spojeni plynové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem

GC X GC - multidimenzionalni metoda spojujici dvé plynové chromatografie
GLC — Gas- Liquid Chromatography — chromatografie, ve které jsou dvé faze: plynna,

kapalna
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GPC — Gel Permeation Chromatography — gelové permeacni chromatografie

GRAM - vyhlazovaci metoda

GSC - Gas — Solid Chromatography — chromatografie, ve které jsou dvé faze: plynna,
pevna

H — C - heart — cutting -multidimenzionalni metoda, ve které dochazi k vybéru riznych
frakei z ptivodniho vzorku

HC techniky — Hyphenated — odd¢lené, zkracené pomlckou

HPLC - High Pressure Liquid Chromatography — vysokotlaka kapalinova
chromatografie

IEC — lon — Exchange Chromatography — iontové vyménna chromatografie

IEC-RPLC - iontové vyménny mdd s modem reverzni faze

LC - CE - spojeni kapalinové chromatografie a kapilarni elektroforézy

LC - GC - spojeni kapalinové chromatografie s plynovou chromatografii

LC - LC —spojeni dvou kapalinovych chromatografii

LC - Liquid Chromatography - kapalinova chromatografie

LC X CE - Uplna (multidimenzionélni) metoda spojujici kapalinovou chromatografii a
kapilarni elektroforézu

LC X GC — tiplnad (multidimenzionalni) metoda spojujici kapalinovou chromatografii a
plynovou chromatografii

LLC - Liquid — Liquid Chromatography — rozdélovaci kapalinova chromatografie
LODs — limit of detection - zlepSeni mezi detekce

LSC — Liquid — Solid Chromatography — adsorp¢ni kapalinova chromatografie

MECC - Micellar Electrokinetic Capillary Chromatography - micelarni
elektrokinetickd kapilarni chromatografie

Mikro - ECD — mikro — elektron — capture detection — mikrodektor elektronového
zachytu

MS — MS — spojeni dvou hmotnostnich spektrometrt

Mud PIT - multidimenzionalni protein identifika¢ni technologie

NPC - Normal - Phase Chromatography - chromatografii na normalnich fazich
NPC-RPLC - normalniho médu s reverzni fazi

OCEC - open chanel electrochromatografy — otevieni elektrochromatografického
kanalu

OH - TAGs — hydroxytri — (acyl) glyceroly

PAHSs — polyaromatické hydroxy kyseliny
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PC - Paper Chromatography - papirova chromatografie
PCA - trojcestnd principialni komponentova analyza
PCBs — polychlorované bifenyly

pH — zédporny log koncentrace vodikovych iontl

pl — izoelektricky bod

PLS — metoda vyuzivajici nejmensi druhou mocninu
RAM — material s omezenym piistupem

RPC - chromatografie na obracenych fazich - Reversed - Phase Chromatography

RPLC - CE - spojeni kapalinové chromatografie sreverzni fazi a kapildrni
elektroforézy
RPLC - GC - spojeni kapalinové chromatografie sreverzni fazi a plynové

chromatografie

RPLC — SEC - mod reverzni faze s gelovou chromatografii, iontové vyménnou

Rs - chromatografické rozliSeni

S. cerevisiae — Saccharomyeces cerevisiae — kvasinka pivni

SCX - silny kationtovy ménic

SDS - Sodium Dodecyl Sulphate - dodecylsiranu sodného

SEC - RPLC - CZE - spojeni gelové chromatografie, kapalinové chromatografie
s reverzni fazi a kapilarni zonovou elektroforézou

SEC - Size Exclusion Chromatography — gelova chromatografie

SEC - RPLC - mdéd gelové chromatografie s médem reverzni faze

SFE - LC - GC - MS - spojeni nadkritické fluidni extrakce, kapalinové
chromatografie, plynové chromatografie a hmotnostniho spektrometru

SFE - NPLC - GC - MS - spojeni nadkritické fluidni extrakce, kapalinové
chromatografie s normalni fazi, plynové chromatografie a hmotnostniho spektrometru
TAGs —tri - (acyl) glyceroly

TLC - Thin Layer Chromatography - tenkovrstva chromatografie

TLC X TLC - aplnd (multidimenzionalni) metoda spojujici dvé kapalinové
chromatografie na tenké vrstvé

TOF MS - Time of flight — MS detektor

UV — ultra violet - ultrafialovy
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6. OBRAZKOVA
PRILOHA
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OBR. 1 Schématické znazornéni ptimo spojenych kolon 2D — LC zapojeni. Kolona 1 a

2 predstavuji dvé rozdilné, orthogonalni separa¢ni mody.
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Isocratic LOC Pump

CGradient 1 £ Pump

[
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Injectaor

RFPLC column alpha

SEC columues

— Pt IV delecior J

Moy splitter

mass speclromocter

OBR. 2 Schematické znazornéni 2D SEC — RPLC zaZizeni s on — line MS detekci.

Dva ¢tyfcestné ventily jsou soubézné prepindny.
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OBR. 3 Schématické znazornéni LC — CE zafizeni zalozené na ,transverse flow —

gated* rozhrani.
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OBR. 4 Typické LC — GC zapojeni
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OBR. 5 On — line spojeni SFE — LC — GC — MS analyzujici ¢éstice aerosolu.
Vlevo, SFE extrakce a LC rozdéleni extraktl. Vpravo, GC — MS separace Ctyt

LC frakci. Pozn. GC — MS chromatogramy nejsou ve stejném métitku, méfitko v

chromatogramu n — alkani je desetkrat mensi nez v ostatnich chromatogramech.
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OBR. 6 Off — line uplna stibrna faze LC X GC — FID separace smési stolniho oleje.
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OBR. 7 Hypoteticka orthogonalni (A) a neorhtogonalni (B) 2D separace
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OBR. 8 2D chromatoelektroforeogram z mikro — RPLC — CZE separace FITC -
znacené lidské moce.

Crpticaliy gated CF flush -
interface walve Il'l_'lei: or
{see Insct)

: [ Columnn

shul-off . s
valve ~. |, tiaing bearn -
= - T e i T e R o B e —
.. (high intensity) | From 1.0 I
5 | soluinn I
CFE Capillary B | |
s g . ! |
~
) s
~

Frobe beam -

Clow intensity)

- High
Aoltage

OBR. 9 Schématické znazornéni ,,optical gated* 2D — RPLC — rychlého CZE systému.
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OBR. 10 Aktudlni tiplny iontovy plot GC X GC — TOF MS extraktu.
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OBR.11 Barevny plot GC X GCTI S'E[;seepeara::e‘esiglzgenm obsahujicich siru ve
vzorku nafty. Skupiny obsahujici polygony jsou: merkaptany (1), sulfidy, thiofeny (2),
benzothiofeny (3), dibenzothiofeny (4). Podminky pro GC: prvni kolona: 30 cm, 0,25
mm |. D.,1 um SBP5, druhd kolona: 3m, 0,25 mm I. D., 0,25 pum BPX 50. Teplotni
program: 60 °C, 3 °C / min do 300 °C. Davkovani 0,2 pL pi 300 °C, rozdéleni 1:100.
Modulator: dudlni - kryogeneticky, dualni — vstfikovéani za horka, modula¢ni ¢as 10 s.

SCD detekce. Rozliseni dat pii 100 Hz.
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OBR. 12 Barevny plot GC X GC — FID separace tuku ze sled’e. Plot jasné ukazuje
klastry sloucenin se stejnym poctem atomu uhliku (Cervené polygony) — Ci6 aZ Cp a
sefazeni klastrii slouCenin se stejnym poctem dvojnych vazeb (bilé polygony) od
nasycenych sloucenin po slouceniny, které¢ maji Sest dvojnych vazeb. Podminky pro
GC: prvni kolona:9,0 m, 0,2 mm I. D., 0,33 pum HP — 1, druhéd kolona: 0,3 m, 0,1 mm
I.D., 0,2 mm CP - WAX - 52 (polyethylenglycol), modulace kapilary 8,2 cm, 0,1 mm,
0,5 um dimethylpolysiloxan. Teplota: hlavni pec, 100 °C, 2 min., 30 °C / min po 160 °C,
0,5 °C / min po 250 °C, druha pec, 180 °C, 2 min. 0,75 °C / min po 280 °C. Davkovani:
1,0 uL pti 300 %C, rozdgleni 1:50. »Sweeper® modulator, teplota pece +100 oC, rychlost

0,15 rev /s, 0,5 s pauza na konci, modulaéni ¢as 5,0 s.Rychlost ptenosu dat 100 Hz.
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OBR. 13 Schématické znazornéni 2D IEC — SEC zafizeni.

Analyte Sample

Petrochemical products

Hydrocarbon (group) type Gasoline. kerosene, diesel, fire debris, C, olefins
Biomarkers Crude oil
Oxygenates Gasoline
S-containing compounds Diesel, gas oil, kerosene
Alkylphenols Industrial phenol additive
Flavours and fragrances Tea, lavender, oregano, bergamot, ginger, ginseng, tea tree,
peppermint, brunch extract, sour creams, garlic
PCBs, toxaphene Standards, enantiomers, cod liver, technical mixtures
Pesticides Surface water, fruits and vegetables
FAMEs Fish, vegetable oils, mussels
PAHs Soil, sediment. fly ash
VOCs. aromatics, oxygenates Air

Biological samples

Racing drugs Horse/dog urine
Sterols Faeces

PCBs, dioxins, pesticides Serum, urine
Wound-induced plant volatiles Leaves
Constituents Cigarette smoke
Polyphenols Wine

Tab. 1 Vybrané aplikace GC X GC
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