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POUZITE ZKRATKY A SYMBOLY

A ¢len van Deemtrovy rovnice (pfispévek turbulentni difuze)
a ptilehla polositka v 10 % vy3ky piku

A asymetricky faktor

AIBN a, o’-azobisisobutyronitril

Arg arginin, aminokyselina

Asn asparagin, aminokyselina

B ¢len van Deemtrovy rovnice (pfispévek molekulové difuze)
b odlehlé polositka v 10 % vysky piku

BMA butyl-methakrylat

C ¢len van Deemtrovy rovnice (odpor proti pfevodu hmoty)
CEC kapilarni elektrochromatografie

CH;CN acetonitril

CLC kapilarni kapalinova chromatografie

Cys cystein, aminokyselina

D-Ala D-alanin, aminokyselina

EDMA ethylenglykoldimethakrylat

ESI-MS hmotnostni detektor s elektrosprejovou ionizaci

GIn glutamin, aminokyselina

Gly glycin, aminokyselina

H vySkovy ekvivalent teoretického patra

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
[P-RP-HPLC lontoveé parova reverzni vysokouéinna chromatografie
Ile isoleucin, aminokyselina

k; retenéni faktor

L délka kolony

LC kapalinovéa chromatografie

LCL dolni kritickd mez

Leu leucin, aminokyselina

LOD mez detekce

LOQ mez stanoveni

LWL dolni varovna mez



y-MAPS

Met
M,
MS

n

p.a.
PEEK
Phe
Pro
RP-HPLC
Rs
RSD
SEC
TFA
Im

IR
Tyr

u
UCL
[SAY
UWL
Win

Wh

3-(trimethoxysilyl)propyl-methakrylat
(y-methakryloyloxypropyl)trimethoxysilan
methionin, aminokyselina

relativni molekulovd hmotnost
hmotnostni spektrometrie

pocet teoretickych pater

pro analyzu

polyetheretherketon

fenylalanin, aminokyselina

prolin, aminokyselina

reverzni vysokoucinna kapalinova chromatografie
rozliSeni vzhledem k pfedchozimu piku
relativni smérodatna odchylka
vylu¢ovaci chromatografie

kyselina trifluoroctova

mrtvy retenéni ¢as

reten¢ni Cas

tyrosin, aminokyselina

linearni pratokova rychlost

horni kritickd mez

ultrafialovy

horni varovna mez

Sitka piku v poloviné jeho vysky

Sitka piku pfi zékladné



1. UVOD

Kapilarni kapalinovd chromatografie (CLC) je miniaturizovana separacni
metoda, ktera se ve srovnani s konvenéni vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
vyznacuje uréitymi vyhodami, jako je naptiklad malé mnozZstvi potiebné stacionarni
faze a nizka spotfeba mobilni faze a vzorku. Monolitické kolony, nékdy nazyvané jako
stacionarni faze ctvrté generace, jsou dalSim vyvojovym stupném, a tedy moderni
alternativou k naplinovym kapilarnim kolondm pro CLC. Polymerizaci vhodného
monomeru uvnitt kapilary vznika monolit s pory slouzici jako stacionarni faze.

V literatufe byla popséna fada tspé$nych separaci na kapildrnich monolitickych
kolonach na bazi styrenu. Monolity pfipravené v kapilafe o vnitinim priméru 320 um
jesteé nebyly pfipraveny ve formatu separa¢ni kolony, byly vyuzZity pouze jako koncové
frity pro naplniové kolony.

Cilem této diplomové prace byla ptiprava kapilarnich monolitickych kolon na
bazi styrenu o vnitinim priméru 320 pum, otestovani téchto kolon pomoci testu pro
reverzni faze a nalezeni optimélnich podminek pro separace biologicky aktivnich

peptidu.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Mikrokapalinova chromatografie

Prvnich Gspéchi v oblasti miniaturizace kolon pro kapalinovou chromatografii
dosahl Horvath a kolektiv v roce 1967 [1, 2], kdy pouzili ¢asticemi plnéné ocelové
kolony o vnitfnim priméru 0,5-1,0 mm na separaci ribonukleotidi. AZ do konce
Sedesatych let minulého stoleti se vyzkumy v oblasti vysokoudinné kapalinové
chromatografie zaméfovaly na ndpliiové kolony s vnitfnim primérem 4,6 mm.
Nicméné, ani ne v poloviné sedmdesatych let Ishii a kolektiv predvedli vyuziti
napliiovych teflonovych kolon o vnitinim priméru 0,5 mm v fadé publikaci [2, 3, 4],
coz vyvolalo prilom v rozvoji mikrokolonové kapilarni chromatografie (mikro-LC). Za
kli¢ové prace tykajici se mikro-LC miiZzeme oznacit publikace Novotného [6, 7], Scotta
[8,9, 10] a Yanga [11], které popisuji dosazeni vysoké ucinnosti a rychlosti separace na
naplnovych mikrokolonach o vnitinim priméru 1 mm. Hlavnim diivodem miniaturizace
vnitinich priméri kolon a ostatnich mimokolonovych ¢asti mikrokapalinového

chromatografu byla snaha o zvySeni separa¢ni u¢innosti a urychleni doby analyzy.

V klasické vysokoucinné chromatografii (HPLC) se setkdvame s kolonami o
vnitinim priméru jednotek milimetr (4-6 mm), v mikro-LC se vnitini priméry kolon
pohybuji v rozmezi 0,5-1,0 mm, v kapilarni kapalinové chromatografii (CLC) v rozmezi
100-500 pm a v nanokapalinové chromatografii (nanoscale-LC) se pouzivaji kolony s
vnitinimi praméry 10-100 nm.

Miniaturizace v kapalinové chromatografii pfind$i ve srovnani s bézné
pouzivanou HPLC fadu vyhod:

1. malé mnozstvi potiebné stacionarni faze,
velmi malou spotifebu mobilni faze,
nizkou spottebu vzorku,
krat$i analyzy s men$im tlakovym spadem,
dosazeni vysokého rozliseni u del$ich kolon,

vzrust citlivosti detekce souvisejici s men$im natedénim vzorku,

NS kN

moznost pfimého zapojeni s hmotnostnim spektrometrem.



Mala spotieba stacionarni faze v mikro-LC umoziuje pouziti netradi¢nich nebo
drahych materiald pii pfipravé kapilarnich kolon. Nizka spotfeba mobilni faze dovoluje
pouziti toxickych nebo méné obvyklych mobilnich fazi jakymi jsou napf. nizsi alkany
nebo oxid uhli¢ity, uZivany téz pti superkritické fluidni chromatografii. Celkovym
snizenim spotieby chemikalii se mikro-LC stava ohleduplnéjsi k Zivotnimu prostiedi.

[ pfes pouziti mensiho mnozZstvi vzorku lze v mikrokapalinové chromatografii
dosahnout stejné koncentracni citlivosti jako u b&Zzné HPLC. Mensi mira nafedéni
vzorku usnadriuje kombinaci se spektralnimi metodami.

V pocatcich mikrokapalinové chromatografie patfila k nejcastéji uzivanym
detekénim technikam UV-spektrometricka detekce, vedle které byly vyuZivany i
detekce fluorescenéni a elektrochemickd. Dnes je publikovano stile vice praci
vyuzivajicich pfimého spojeni s hmotnostnim detektorem [12, 13], coZ je umoZznéno
pouzitim kolon malého vnitiniho priméru a nizkych pratokovych rychlosti.

Mikro-LC naléza Siroké uplatnéni v nejriznéjsich odvétvich. V soucasné dobé je
nejcastéji aplikovana pfi analyzach biologickych vzorkl, vyzkumu proteinii a peptidi
[12, 13, 14, 15, 16]. Dalsimi aplikacemi jsou chiralni separace [12, 17] a analyzy
primyslovych vzorka, jakymi jsou polymery a riizné aditiva.

[ presto, Ze jsou vyhody miniaturizace neoddiskutovatelné, zmenSeni ptinasi i
nékteré nevyhody. Z nich lze napiiklad jmenovat vyssi technické naroky na pfistrojovou

techniku, jakymi jsou mimokolonové ¢ésti a detekéni cely.

2.2 Kapilarni monolitické kolony

Monolity jsou zvlastni separacni média, ktera si lze predstavit jako jednu velikou
¢astici sorbentu zaplnujici zcela vnitiek separaéni kolony. Oproti typickym kolonam
plnénym drobnymi ¢asticemi monolity neobsahuji interpartikularni prostory, kterymi se
v klasickych kolonach uskuteéiiuje valna ¢ast prutoku, jak je znazornéno na obr. 2.1.
Tato absence mezicasticovych prostor donuti veskerou mobilni fazi protékat pory
monolitu.

Monolity obsahuji dva typy pérl. Prvnim typem jsou pory difuzni, analogické
jako u béznych sorbentl. Ty maji za ukol zajistit dostate¢nou sorpéni kapacitu sorbentu.

Druhym typem jsou pory pratoéné, diky kterym dochazi ke konvektivnimu toku
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mobilni faze separaénim médiem [18]. Na rozdil od difuze, ktera je hlavni hnacf silou
pfenosu hmoty z kapaliny proudici podél ¢astic v bézné koloné do jejich pori, konvekce
pory umoziuje znaéné zrychleni separaci predevsim velkych molekul, jako jsou
bilkoviny ¢i nukleové kyseliny, jejichz difuze je pomala. Podrobna teorie popisujici

pienos hmoty v monolitickych médiich byla nedavno vypracovana Liapisem [19].

Obr. 2.1 Struktura stacionarni faze (a) v napliiové a (b) v monolitické koloné [20]

Prvni pokusy o vytvofeni ,,jednokusové® stacionarni faze se datuji na pocatek
sedmdesatych let. Diky velmi malé priichodnosti pouZitého materialu (pouhé 4 ml h™" )
a nizké ucinnosti pfi separacich snahy o praktické vyuziti ztroskotaly. V roce 1989
Hjertén a kolektiv [21] pfedstavili pod ndzvem ,kontinualni polymerni loze“ stlateny
polyakrylamidovy gel, kterého uspésné vyuzili pti chromatografické separaci proteind.
Svec a Fréchet [22] na po&atku devadesatych let popsali pfipravu novych stacionarnich
fazi zaloZzenych na makroporéznim polymeru.

Vzristajici zdjem o monolitickd separa¢ni média vyvolala predevsim jejich
snadna ptfiprava a vysoka ucinnost pfi separacich, srovnatelnd s u¢innosti klasickych
napliiovych kolon. Lze je ptipravit v libovolné dlouhych kapilarach o vnitinim priméru
nékolika desitek mikrometru. Pti pfipravé monolitickych kolon odpadaji obtize spojené
s plnénim klasickych i kapilarnich HPLC kolon chemicky modifikovanymi sorbenty.
Na rozdil od néapliovych kolon pouzivanych v konvenéni HPLC a CLC nemusi byt

monolitické kolony opatfeny na konci fritami, které jsou spojovdny se sniZenim
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separacni u¢innosti a mohou byt zodpovédné za tvorbu vzduchovych bublin béhem
analyzy. Diky absenci frit nachazi monolitické kolony rozsahlé uplatnéni kromé CLC i
v kapilarni elektrochromatografii (CEC) [23, 24, 25, 26, 27, 28].

Polymerizaci vhodnych monomernich jednotek uvnitt kapilary vznikd blok
porézniho polymeru slouZici jako stacionarni faze. Pfi vybéru polymeriza¢ni smési
muzeme volit z rozmanité $kaly monomert, a to hydrofobnich, hydrofilnich, nabitych
nebo ,,8itych na miru® dle zaméfeni ofekavané separace. Tato rozmanitost nabizi Siroky
vybér stacionarni faze, a to podle specifickych interakci mezi staciondrni fazi a
separovanymi latkami. Vhodnou volbou polymerizaéni smési pii pripravé
monolitickych kolon lze ovlivnit intenzitu elektroosmotického toku generovaného
v CEC [29].

Princip ptfipravy kapilarnich monolitickych kolon vychézi z postupu piipravy
monolitickych kolon pro HPLC. Metoda pfipravy ,in situ“ je demonstrovdna
schématem na obr. 2.2. Nejprve dochazi k modifikaci vnitinich povrchi kapilary. Poté
je prazdnid kapilara naplnéna polymerizacni smési, kterd se sklddd z funkéniho
monomeru, situjiciho monomeru, iniciatoru polymerizace a porogenniho rozpoustédla.
Nasleduje iniciace vlastni polymerizace UV zafenim nebo zvySenim teploty. Vysledny
monolit se promyvéa mobilni fazi, ¢imz dochéazi k vymyti porogenniho rozpoustédla a
nezabudovanych monomernich jednotek. Takto ptipravenou kolonu miZeme pouzit pro

separace v mikro-LC ¢i CEC.
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Obr. 2.2 Schéma ptipravy kapilarnich monolitickych kolon

Obecné se monolitické kolony déli do dvou zdkladnich skupin [30, 31, 32]. Do
prvni skupiny spadaji kolony na bazi silikagelu. Tyto monolity byly poprvé
syntetizovany Tanakou [33]. Nej¢astéji je pouzivana sol-gelova technika k vytvofeni
kontinudlni silikagelové sité v celé koloné. Tato technika zahrnuje postupné kroky jako
je hydrolyza a kondenza¢ni reakce s naslednou polykondenzaci kiemenného prekursoru
(napf. tetramethoxysilanu) [34, 35]. Dalsi moznosti je speceni ¢astic oxidu kfemiéitého
za zvySené teploty a néasledna modifikace oktadecylovymi skupinami [36]. Do druhé
skupiny se fadi monolitické kolony na bazi organickych polymerd. Polymerni sit’ je
tvofena postupnou fetézovou polymerizaci uvnitt kapilary. Ve srovnani s kolonami na
bazi oxidu kfemicitého maji zpravidla nizs$i ucinnost. Nekteré¢ druhy vykazuji mensi

odolnost a stabilitu v organickych rozpoustédlech. Zna¢nou vyhodou organickych
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polymerl je moZnost prace v §irokém rozsahu jednotek pH a velice dobra kompatibilita
s biologickymi vzorky.

V literatufe [37] byly popsany ¢tyti hlavni typy monolitickych kapilarnich kolon
na bazi organickych polymerua.

Monolity na bazi akrylamidu [38, 39] se pfipravuji polymerizaci akrylamidu ¢i
jeho derivatl a situjiciho methylenbisakrylamidu.

Monolity na bazi norbornenu [40] se pfipravuji polymerizaci norbornenu a
situjiciho hexahydrodimethanonaftalenu.

Monolity na bazi methakrylatu [41, 42, 43, 44] se ptipravuji polymerizaci butyl-
methakrylatu ¢i jinych derivatd kyseliny methakryldtové a situjiciho ethylen-
dimethakrylatu. Struktura butyl-methakrylatového monolitu je uvedena na obr. 2.3.

Monolity na bazi styrenu [45, 46, 47, 48, 49, 50] se ptipravuji polymerizaci
styrenu nebo jeho derivatil a sit'ujiciho divinylbenzenu. Vysledna struktura kopolymeru
je znazornéna na obr. 2.4.

Monolitické kolony jsou v poslednich letech pfedmétem rozsahlého vyzkumu.
Byla prozkoumana fada aplikaci, kterymi je extrakce na pevné fazi [51], prekoncentrace
vzorkl [51, 52] a separace v takovém odvétvich jako je farmacie a Zivotni prostiedi
[53]. NejcastéjSim uplatnénim monolitli jsou separace aminokyselin a peptidd [27, 54,
55, 56, 57], proteinii [22, 26, 44], oligosacharidi [38] nebo nukleovych kyselin [20, 40].
Lze je ovSem také pouzit pti separaci latek s malou molekulovou hmotnosti [25, 35, 39,

41, 42] jako naptiklad derivatl styrenu.

we] mel
“_CHZ _(Ij__CHz _C “_CHz—C 1

_H9C402C Ja (I)zc _H9C402C _b
CHz_(|:H2
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Obr. 2.3 Struktura kopolymeru butyl-methakrylatu a ethylen-dimethakrylatu
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Obr. 2.4 Struktura kopolymeru styrenu a divinylbenzenu

2.2.1 Monolitické kolony na bazi styrenu

Makroporézni styren-divinylbenzenové kopolymery jsou Siroce vyuZitelné pro
celou fadu aplikaci jako jsou napftiklad polymerni nosi¢e pro katalyzatory, polymerem
imobilizovana extrakéni ¢inidla, vychozi materidly pro syntézu iomtoméni¢ovych
pryskyfic nebo chromatografické naplné pro vylucovaci chromatografii (SEC) [30].

Jejich nespornou vyhodou je jejich stabilita ptes Siroky rozsah pH (1-14), coz
bézné materialy néapliiovych kolon nesnesou. Diky pfirozen¢ vysoké hydrofobnosti lze
polymery pouzit jako reverzni stacionarni faze bez predchozich uprav, a to predevsim
pro separace nepolarnich makromolekul. Pro analyzu men$ich molekul je vhodné
povrch monolitu chemicky modifikovat a zvysit tak mozZnost interakci mezi stacionarni
fazi a analytem. Existuji dvé moznosti jak zabudovat alkylové skupiny do povrchu
polymeru [30]. V prvnim ptfipadé¢ je monomer, napi. alkylstyren, jiz pfitomen
v polymerizaéni smési, v druhém piipadé dochazi k alkylaci az na hotovém monolitu za

pouziti silného Friedel-Craftsova katalyzatoru.

Za prvni, kdo zagali vyuzivat monolity na bazi styrenu, jsou povazovani Svec a
Fréchet [46]. Na pocatku devadesatych let polozila tato skupina zaklady v oblasti, jiz je
dnes rozsahly vyzkum kapilarnich kolon pro HPLC. V prvnich experimentech byly

pfidavany k porogennimu rozpoustédlu dodekanolu monomery styren a divinylbenzen.
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Jako iniciator tepelné iniciované polymerizace byl vybran a,o‘-azobisisobutyronitril
(AIBN). Touto smé&si byla naplnéna kolona z nerezové oceli o vnitinim priméru 8 mm,
ktera byla termostatovana na 70 °C po dobu 24 hodin. Za pouziti RP-HPLC
s gradientovou eluci byly ziskany pozoruhodné vysledky. Separace smési Ctyf proteinl
probéhla s vysokou u¢innosti v ¢ase krat§im nez jedna minuta. Tato nova stacionarni
faze vykazovala také velice slabou zavislost mezi pritokem mobilni faze a rozliSenim
analytu.

V roce 1994 byl pro analyzu malych molekul pfidan do porogenni smési toluen
[47]. Separace alkylbenzeni prob&hla uspé$n€, ucinnost vSak nebyla srovnatelnd
s délenim téchto latek na konvenénich chromatografickych kolonach. O dva roky
pozdé&ji byly tyto kolony pouZzity k separaci polymert [48, 49].

V roce 1998 Moore a kol. z Beckmanova vyzkumného institutu [50] separovali
na monolitickych kolonach obsahujicich jako polymer smés styrenu, divinylbenzenu, 1-
dodekanolu a toluenu smési peptidii a proteind. Kfemenné kapilary mély vnitini pramér
150 um. Separace byla provadéna metodou on-line LC-MS za pouziti gradientové
eluce. Mobilni faze obsahovala acetonitril (CH3CN) a kyselinu trifluoroctovou (TFA).

V roce 1999 Horvéth a kol. [58] predstavili chemicky modifikované monolitické
kolony na bazi styrenu za ucelem vyuziti pro CEC a mikro-HPLC. N-oktylové fetézce a
kvarterni amoniové skupiny byly navdzany na povrch stacionarni faze. Tato procedura
zahrnovala substituci styrenu vinylbenzyl-chloridem. Porogennimi rozpoustédly byly
v tomto ptipad€ n-propanol a formamid.

V roce 2000 skupina Premstallera, Oberachera a Hubera [45] pfedstavila fadu
vynikajicich aplikaci zaloZenych na bazi polystyrenu. Porogenem byla v tomto ptipadé
smés tetrahydrofuranu a dekanolu. Diky této smési vznikly mezopodry pro separaci a
makropory pro rychlou analyzu smési. Separovali oligodeoxynukleotidy a fragmenty
DNA na Kkapilarnich monolitickych kolondch pomoci iontové parové reverzni
vysokou¢inné kapalinové chromatografie (IP-RP-HPLC). Monolitické kolony byly
ptipraveny kopolymerizaci styrenu a divinylbenzenu v kiemenné kapilafe o vnitinim
priméru 200 pm. Byla pouzita gradientova eluce a mobilni faze obsahovala 100 mM
roztok triethyloctanu amonného v acetonitrilu. Detekce byla provedena ,,on line*

zapojenym hmotnostnim detektorem s elektrosprejovou ionizaci (ESI-MS). Separace
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probihala v pomérn¢ kratkém case a s vysokou u€innosti (190 000 teoretickych pater na
metr kolony).

O rok pozdé&ji byly monolitické kolony na stejné bazi pouZity v reverzni
vysokou¢inné kapalinové chromatografii (RP-HPLC) pro separaci peptidi a proteinti
jako jsou enzym Kkataldza, transferrin ¢i membranové proteiny [59]. K detekci zde
slouzil UV detektor, ktery pracoval pfi vinové délce 214 nm a detektor ESI-MS. Byla
pouzita gradientova eluce a mobilni faze obsahovala CH3;CN a 0,05% TFA v H,O.

Ve stejném roce Chirica a kol. [60] separovali na monolitickych kolonach
pfipravenych in situ polymerizaci styrenu a divinylbenzenu proteiny a peptidy. Tyto
kolony byly pouzity pro separace jak v CEC, tak pro CLC. Smés proteind obsahovala
insulin, aprotinin, ribonukledzu A, lysozym, cytochrom ¢ a myoglobin. Smés peptidii
obsahovala Phe-Gly-Phe-Gly, Phe-Leu-Glu-Glu, Angiotensin I a Angiotensin II.
Separace byly provadény gradientovou eluci, kdy mobilni faze A obsahovala 0,1%
vodny roztok TFA a mobilni faze B obsahovala 0,1% roztok TFA v CH;CN. V obou
pfipadech byla pouzita UV detekce pii 210 nm. Monolitické kolony byly pfipravovany
v kapilarach o vnitfnim priméru 250 pm.

V roce 2002 vyvinul Huang a spol. [61] metodu postupné alkylace povrchu
polystyrenovych kolon oktadecylovymi fetézci (C—18). Polymeriza¢ni smés se skladala
z monomer( styrenu a divinylbenzenu a porogenni smési 1-propanolu a formamidu. Za
pouziti silného Friedel-Craftsova katalyzatoru, chloridu hlinitého a alkylhalogenidu
v organickém rozpoustédle bylo dosazeno Uspé$né alkylace monolitu jak v koloné
z oceli, PEEKu (polyetheretherketon), tak i v kiemenné kapilafe o vnittnich primérech
75 a 125 pm. Tim vzniklo kvalitni separa¢ni médium pro chromatografické separace
v obraceném moédu. Z této prace vyplyva, Ze pro separace proteind neni nutné provadét
alkylaci povrchu, nebot vysledky u nemodifikovanych kolon jsou srovnatelné
s kolonami, jejichz ptiprava alkylaci zahrnovala. U separace peptidi na HPLC-ESI-MS

doslo k uplnému rozdéleni smési az za pouziti takto chemicky modifikovanych kolon.

2.2.2 Priprava monolitickych kolon na bazi styrenu

Jiz n€kolik let se na Katedfe analytické chemie Pfirodovédecké fakulty

Univerzity Karlovy pracuje na vyvoji a optimalizaci monolitickych kolon na bazi butyl-
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methakrylatu. Diky dosaZeni kvalitnich vysledkt pfi separacich na téchto kolonach, se
pfistoupilo k vyvoji dal$ich monolitickych médii, a to monolitickych kolon na bazi
styrenu.

Velkou vyhodou monolitickych kolon obecné je jejich snadnad priiprava.
Kfemennou kapildru lze pouzit ptimo bez predchozi chemické modifikace vnitiniho
povrchu kapilary. Tohoto postupu se pfedevs§im vyuziva pii piipravé kolon pro CEC,
kde neni mobilni faze hnana kapilarou tlakem, ale kde je vyuzivano elektroosmotického
toku. Pfi ptipravé kolon pro kapilarni kapalinovou chromatografii je nutné zajistit pevné
uchyceni stacionarni faze k vnitfnimu povrchu kapilary, aby nedo$lo k jejimu
naslednému vytlaceni tlakem mobilni faze. Toto uchyceni zprostiedkovava kovalentni
vazba mezi vnitini st€énou kapilary a monolitem. Proto se vnitini sténa kapilary nejprve
aktivuje hydroxidem sodnym, jak je zndzornéno na obr. 2.5. Dochazi tak k pfevedeni
siloxanovych skupin povrchu kapilary na skupiny silanolové, které jsou nasledné
silanizovany, jak je vidét na obr. 2.6. Pro silanizaci monolitickych kolon na bazi
styrenu se vyuziva 3-(trimethoxysilyl)propyl-methakrylatu jako silaniza¢niho ¢inidla.
Silanizace napoméaha dokonalej$i pfilnavosti monolitu k povrchu kapilary, a tim

zabranuje vytlaceni monolitu ven z kapilary pfi vy$sich tlacich mobilni faze.

HO

HO:Si:O + NaOH ——

~N (s
_Sic

—0 OH
— ONa

Obr. 2.5 Aktivace vnitiniho povrchu kfemenné kapilary

—O OH

. —0... OH
SSi< + CH;COOH —= Oy, OH
_O/SI\ONa 3 . /SI\OH CH}COON&
OCH, CH,
—0..._OH 0 D
_oSoy ¢ cmosi{c, ~0-C0—C¢ —
OCH, CH,
CH,
|
, —O\Si/O\Si/<CH2>3— O-CO—C . 2CH,OH
—o0""o"*"ocH, CH,
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Obr. 2.6 Silanizace vnitini stény kfemenné kapilary

Kapilara se naplni polymerizaéni smési, kterd se sklddda z monomerni a
porogenni smési. Pripravend polymerizaéni smés obsahuje latku poskytujici volné
radikaly, kterou je a,0‘-azobisisobutyronitril (AIBN) [23]. Tato latka zajiSt'uje stabilitu
polymeriza¢ni smési za laboratorni teploty a umoziluje jednodussi manipulaci, aniz by
doslo k samovolnému spusténi polymerizace [62]. Vlastni radikdlova polymerizace je

spusténa az pusobenim zvysené teploty jak je vidét na obr. 2.7, nebo UV zarenim.

CHy  CHy 4500 ¢H,
H;C-C-N=N-C-CH; — > H;C-C" + N
CN CH, CN

Obr. 2.7 Tvorba radikalli z AIBN za zvySené teploty

2.3  Prehled studovanych peptidu

Stavebnimi jednotkami peptidi a proteint jsou aminokyseliny [63]. Jedna se o
organické latky obsahujici karboxylovou a aminovou skupinu. Pfestoze se v Zivych
organismech vyskytuje pouze dvacet rGznych aminokyselin, znichz nékteré jsou
esencialni, pocet jejich variaci je obrovsky. Reakci dvou aminokyselin, pfi niz reaguje
a-aminoskupina jedné aminokyseliny s a-karboxylovou skupinou druhé, vznika
peptidova vazba. Touto vazbou lze spojit i vice aminokyselinovych zbytka. Jestlize neni
spojeno vice nez deset aminokyselin, mluvime o oligopeptidech, pfi vys$$Sim poctu se
jedna o polypeptidy. Retézce slozené z vice neZ sta aminokyselinovych zbytkd se
nazyvaji proteiny (bilkoviny).

Peptidy jsou pfedmétem vyzkumu piedevsim v bioanalytickém, biochemickém a
lékaiském vyzkumu [64]. Rada znich je biologicky aktivni a nejen v lidském téle
vykonavé specidlni funkce. Peptidy maji vliv na biochemické a fyziologické déje
v organismu a slouZzi jako prenaSece nervového vzruchu, hormony, toxiny ¢i antibiotika.

Tyto biologicky aktivni latky se stale vice stavaji vedle proteinii jednou z nejvice
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studovanych skupin slou¢enin. Mnoho ptipravki na bazi peptidil je klinicky vyuzivano

a nespocet dalsich je studovan pro své potencialni lécebné ucinky.

2.3.1 Enkefaliny a jejich derivaty

Do prvni skupiny studovanych peptid patii derivaty enkefalind. Jsou slozeny
z péti Ci Sesti aminokyselinovych zbytkl. Enkefaliny (pentapeptidy) patii do skupiny
neurotransmitert peptidové povahy. Uplatiiuji se jako pfenaSeci nervového vzruchu
mezi nervovymi buiikami. Mezi neurotrasmitery patéi napf. acetylcholin, serotonin,
dynorfin, endorfin a jiz zmifiovany enkefalin [65].
Enkefaliny jsou znamy jako ,,hormony S§tésti“. Vznikaji v emociondlné¢ vypjatych
situacich a ucastni se pfi vzniku velmi pozitivnich pocitil jako je pocit §tésti, pii fyzické
namaze nebo mlsani. Hraji dualezitou ulohu pfi regulaci pocitu bolesti. Protoze se
vmozku vazi na stejné receptory jako opiaty (morfium), je mozné je vyuZit jako
nahrazky opiatovych drog. Jsou studovany ve spojeni s duSevnimi poruchami jako je

Alzheimerova choroba nebo schizofrenie [64].

Enkefaliny jsou charakterizovany nésledujicim pofadim aminokyselin:

Tyr-Gly-Gly-Phe-Met

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu
Prvni se nazyva methionin-enkefalin ([Met’Jenkefalin), druhym je leucin-
enkefalin ([Leu’]enkefalin), lidici se patym aminokyselinovym zbytkem. Jejich
strukturni vzorce jsou uvedeny na obr. 2.8. Derivaty enkefalinli, studované na
monolitickych kolonach na bazi styrenu, se li§i druhym aminokyselinovym zbytkem,
kdy glycin je nahrazen D-alaninem v molekule [D-Ala®, Leu’Jenkefalinu a [D-Ala?
Met’Jenkefalinu & pfipojenim $esté aminokyseliny u dynorfinu ([Leu’]enkefalin[Arg])

a dalarginu ([D-Ala?, Leu’]enkefalin[Arg)).
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[Leus]enkefalin

Obr. 2.8 Strukturni vzorce [Met’]enkefalinu a [Leu’Jenkefalinu

2.3.2 Nonapeptidy

Studované nonapeptidy, vasopresin a oxytocin, patfi do skupiny neurosekre¢nich
hormoni [63]. Jsou produkovény z peptidovych prekurzor v hypotalamu. Jedna se o
peptidy o deviti aminokyselinovych zbytcich, které obsahuji disulfidicky mistek.
Ackoliv jsou tyto peptidy chemicky velice pfibuzné, maji velmi odlisné fyziologické

vlastnosti.
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Nonapeptidy jsou charakterizovany nasledujicim pofadim aminokyselin:

Cys1 -Tyrz-Phe3-Gln4—Asn5-Cys6-Pro7-Arg8-Gly9

Cysl-Tyrz- Ile3-GIn*- Asn5-Cys6-Pr07-Leu8-G1y9

Prvni se nazyva vasopresin, (pfesnéji feCeno [Arg]vasopresin), druhym je oxytocin. Jak
je patrno z aminokyselinovych sekvenci, li§i se pouze v poloze 3 a 8. Oba maji mezi

Cys v poloze 1 a 6 disulfidicky mustek. Jejich struktury jsou zobrazeny na obr. 2.9.

Vasopresin je znam pod pojmem antidiureticky hormon (ADH) [63]. Podili se na
regulaci krevniho tlaku a hraje dulezitou roli v ledvinach. Brzdi diuresu, tzn. podporuje
zpétnou resorpci vody, a tim zakoncentrovani moc¢i. Porucha tvorby vasopresinu vede
k onemocnéni diabetes insipidus (cukrovky ziznivky), pfi némz se vylu€uje velké

mnozstvi velmi zfedéné moci. Injekci hormonu se daji pfiznaky odstranit.
Oxytocin hraje duleZitou roli pfi porodu (vyvolani porodnich stahi) [63]. Pasobi na
hladké svalstvo délohy a podporuje jeji kontrakci. Dale ma vliv na vylucovani

matefského mléka.

Vasotocin ([Arg]vasotocin) patfi mezi vyvojové piedky vasopresinu a oxytocinu [63].

Vyskytuje se misto vasopresinu a oxytocinu u plazl, obojzivelniki a ryb.
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Obr. 2.9 Strukturni vzorce [Arg]vasopresinu a oxytocinu
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1  Chemikalie

Pti pfipravé monolitickych kolon byly pouzity nasledujici chemikalie o uvedené Cistoté:
hydroxid sodny (p.a.), Lachema (Brno, Ceska republika)
3-(trimethoxysilyl)propyl-methakrylat (y-MAPS) (99%), Fluka (Buchs, Svycarsko)
kyselina octova (99%), Fluka

a,a’-azobisisobutyronitril (AIBN) (98%), Fluka

1,4-butandiol (99%), Fluka

1-propanol (99%), Fluka

ethylenglykoldimethakryldt (EDMA) (98%), Merck (Darmstadt, Némecko)
butyl-methakrylat (99%), Merck

styren (pro syntézu), Merck

divinylbenzen (pro syntézu), Merck

1-dodekanol (pro syntézu), Merck

tetrahydrofuran (99%), Merck

Pfi testovani monolitickych kolon byly pouzity nasledujici chemikalie o uvedené
Cistote:

benzen 99%, Lachema (Brno, Ceska republika)

anthracen (98%), Fluka (Buchs, Svycarsko)

uracil (99%), Sigma (St. Louis, USA)

fenol (p.a.), Sigma

anilin (98%), Sigma

toluen (99%), Sigma

Aminokyseliny, peptidy, proteiny (99%), Sigma (St. Louis, USA):

Leu, Arg, Tyr, D,L-Ala-D,L-Ala; D,L-Ala-D,L-Ser; L-Ala-L-Ala; D-Ala-D-Ala; f-Ala-
L-Ala; Gly-D,L-Ala; Ala-Ala-Ala, [Met’]enkefalin, [Leu’]enkefalin, [D-Ala%
Leu’Jenkefalin, [D-Ala?, Leu’ Jenkefalin[Arg], [Leu’]enkefalin[Arg], [Arg]vasopresin,

[Arg]vasotocin, oxytocin, cytochrom ¢, myoglobin
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Pro pfipravu mobilnich fazi byly pouzity:
acetonitril - Chromasolv® pro HPLC, ¢&istota gradient grade, Sigma

kyselina trifluoroctova (99%), Sigma

deionizovana voda — Milli Q, Millipore (Milford, MA, USA)
3.2  Pristroje a material

Pro ptipravu monolitickych kapilarnich kolon byla pouzita kapildra o vnitinim
priméru 320 pm a vné&jSim priméru 450 pm s vné€j§i vrstvou polyamidu vyrobena
firmou Supelco (Bellefonte, USA).

Pro termostatovani kapilar byla pouzita suSarna UL 400 od firmy Memmert
(Schwabach, Némecko). Pfi testovani pfipravenych monolitickych kolon bylo pouzito
¢erpadlo mobilni faze typu ,,syringe pump*“ MHPP 20 od firmy Laboratorni pfistroje
(Praha, Ceskéa republika). Linearni davkovaé mobilni faze byl spojen s ddvkovacim
ventilem Valco C6W od firmy Valco Europe (Schenkon, Svycarsko) s vnitini
davkovaci smyckou o objemu 100 nl. Kapildrni monolitickd kolona byla pfipojena
k davkovacimu ventilu pomoci trubi¢ky a Sroubu s ferulkou, vse z polyetheretherketonu
(PEEK). Pomoci ptevlecné teflonové trubicky byla k separacni kapilafe pfipojena
prazdna kfemenna kapilara o vnitfnim priméru 100 pum, vnéj$im priméru 375 pm a
délce 6,5 cm k vypalenému detekénimu okénku. K detekci byl pouzit UV detektor PU
4225 od firmy Philips (Eindhoven, Nizozemi).

Veskerda méfeni na monolitickych kolonach byla provadéna za laboratorni
teploty. Chromatogramy byly zaznamendny a vyhodnoceny pocitaem pomoci
programu Clarity od firmy DataApex (Praha, Ceska republika). Statistické vyhodnoceni

bylo provedeno pomoci programu Microsoft Excel.

3.3  Priprava vzorku a mobilnich fazi
Testovaci latky byly rozpustény v mobilni fazi o koncentracich uracil

(0,1 mg ml™), fenol (2,0 mg ml™), anilin (1,0 mg ml™), benzen (2,0 mg ml™), toluen

(1,0 mg ml™") a anthracen (1,0 mg ml™).
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Vzorky peptidl, proteinii a aminokyselin byly bez dalSich uprav rozpustény
v deionizované vodé, ¢imz byly ziskany zasobni roztoky o koncentracich 1 mg ml™” a
0,5 mg ml™'. Z téchto zasobnich roztoki byla pfipravena smés k analyze peptidi a také
sada roztokd pro kvantifikaci vybraného peptidu. Vzorky byly skladovéany pfi teploté -
20 °C. Davkovani bylo provadéno 25 pl injekéni stiikackou od firmy Hamilton, USA.

Mobilni faze obsahovala deionizovanou vodu a acetonitril jako organicky
modifikator. V piipad¢ biologicky aktivnich latek byla ptfiddvana jest¢ kyselina
trifluoroctova (TFA) jako iontové parové &inidlo. Uprava pH mobilni fize byla
kontrolovana pH metrem 3510 pH meter, Jenway (Velka Britanie). Pfed pouzitim byla
mobilni faze filtrovana ptes membrany Nylon 66 o velikosti pori 0,45 pm od firmy
Supelco (Bellefonte, PA, USA), a vzdy odplynéna po dobu 15 minut v ultrazvukové
lazni Ultrasonic LC30H, Elma (Ceska republika).

Veskera vazeni se provadéla na analytickych vahach APX-100, Denver

Instrument (USA).
3.4  Pouzité vztahy a vzorce

Zakladni veli¢inou charakterizujici chromatograficky systém a analyzovanou
latku je retencni faktor &, ktery je dan vyrazem:
ko= M (1)
kde 1z je retenéni ¢as [min] , tv je mrtvy ¢as [min].

Selektivitu chromatografického systému udava separacni faktor a dany vztahem:

t/e, —ly _ﬁ
t/e] —ly kl

a =

2)

kde tR2 je reten¢ni Cas latky 2 a tR, je retencni Cas latky 1.

Separa¢ni Uc¢innost kolony je charakterizovana podtem teoretickych pater n a
vySkovym ekvivalentem teoretického patra H [mm]. Tyto veli¢iny umoziuji porovnat

ucinnost kolon riznych délek. Tyto veli¢iny jsou dany vztahy:
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t t
n, = 16-(£] = 5,545 [—“—) 3)
Wy W2

2 2
H = £ = _L_ W | L | Mz 4)
n 16 \ ¢, 5,545 ¢,
kde L je délka separacni kolony.

9

Rozliseni dvou separovanych latek R;, je dano rozdilnou vzdalenosti t&éZiSt
eluénich kfivek, jak udava vztah:

2. R, TR
RI,2 =M ®)

W, +W,

Dulezitou charakteristikou piku je asymetricky faktor A, ktery je definovan:
b,
4, = [—] (©)
a’ 0,1

kde hodnota a; predstavuje vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a
vzestupnou c¢asti piku v jedné desetiné jeho vysky, b, je pak vzdalenosti mezi kolmici
z vrcholu piku a sestupnou ¢asti piku v jedné deseting jeho vysky.

Pfi sestrojovani a vyhodnocovani kalibraénich zavislosti bylo vyuzito
nasledujicich zavislosti a vztah:

Linearni zavislosti dvou ndhodnych proménnych vznikaji kalibra¢ni kfivky,
v tomto pripad¢ jde o zavislost analytického signalu a koncentrace analytu; zévislost je
vyjadfena obecnym vztahem:

y=4,+Ax @)

kde Ay je usek (posunuti), 4, je smérnice kalibra¢ni ktivky.
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Mez detekce (LOD) odpovida koncentraci, pro kterou je analyticky signdl

statisticky vyznamné odlis$ny od Sumu. Pro odezvu meze detekce plati:

yl) = 3 ’ hmax (8)

kde A je maximalni kolisani zakladni linie slepého pokusu v oblasti dané 20-ti

nasobkem polositky piku stanovovaného analytu.

3.5

Pro odezvu meze stanoveni (LOQ) plati:

y.\' = 10 ’ hmax (9)

Postup pripravy styrenovych monolitickych kolon

Pri pripravé kapilarnich monolitickych kolon na béazi styrenu byl zvolen

identicky postup jako u kolon butyl-methakrylatovych.

Ptiprava monolitické kolony o vnitinim priméru 320 pm byla nésledujici:

1.

4
5
6.
7
8
9

aktivace vnitiniho povrchu kapilary-proplachovanim roztokem IM NaOH po
dobu 6 hodin,

promyti kapilary deionizovanou vodou po dobu 1 hodiny,

pokryti povrchu kapilary vinylovymi skupinami pomoci silaniza¢niho roztoku
obsahujictho 40 pl y-MAPS v6 M CH3COOH, konce kapilary ponofeny do
malého mnozstvi tohoto silanizaéniho roztoku v polypropylenovych

mikrozkumavkach,

. termostatovani kapilary na 60°C po dobu 20 hodin,

proplachnuti deionizovanou vodou po dobu 1 hodiny,

pfiprava polymerizacni smési,

ultrazvukovani polymeriza¢ni smési po dobu 10 minut,

profukovéni kapilary a polymeriza¢ni smési dusikem po dobu 5 minut,

naplnéni kapilary polymerizaéni smési,

10. termostatovani kapilary na 60°C po dobu 20 hodin,

11. odfiznuti koncovych ¢asti a zkraceni kapilary na pozadovanou délku.
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V priibéhu polymerizace dochazi ke smrsténi polymeru, proto byla polymerizace
provadéna ve sto¢ené poloze a konce kapilary byly ponofeny do polymeriza¢ni smési v
polypropylenovych mikrozkumavkach [66]. Z mikrozkumavek s polymeriza¢ni smési
muze dojit k vtazeni malého objemu smési do kapildry béhem procesu polymerizace.
Promyvani kapilar bylo provadéno hydrodynamickym zplsobem. Plnéni kapilar bylo
provadéno pouze zpuisobem gravitaénim.

Slozeni polymeriza¢ni smési bylo pievzato z literatury [67]. Polymeriza¢ni smés
se skladala z monomerni smési (43 % hm.) a porogenni smési (57 % hm.). Monomerni
smés byla zastoupena styrenem jako funkénim monomerem a divinylbenzenem jako
situjicim monomerem. Jako primérni zdroj radikald byl pouzit AIBN. SloZeni
monomerni smési odpovidalo 21 % hm. styrenu, 21 % hm. divinylbenzenu a 1,0 % hm.
AIBN. Porogenni smés se sklddala z 49 % hm. 1-dodekanolu a 8 % hm.
tetrahydrofuranu. Sled reakci probihajicich béhem polymerizace je znazornén na obr.

3.1a, b, c.

Iniciace polymerizace:

ik | o
H3C-$. + H2C:(|: - > H3C_(’:_CH2_IC.
CN CeHs CN  CgHs

Propagace polymerizace:

o ]
H3C—C—CH2—(|3' + n H2C=(|I e
CN C()HS C6H5
ST,
—_— H3C_$ CHz‘Clj CHz—'C.

|
CN H5C n C6H5

Obr. 3.1a Iniciace a propagace pii piipravé kopolymeru styrenu a divinylbenzenu
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Sitovani:

|
H,C=C
s P
2 H3C—$ CHZ——(lZ CHQ—?' +
CN HsC Ce¢H
56 nm 6115 HZC:(|J
H
I
H3C—$ CHZ—(’:——CHZ—C'
CN HsCql
el
|
H3C—(|3 CH2~$——CH2~(II°
CN HsCo|me; M

Obr. 3.1b Sitovani pfi ptipravé kopolymeru styrenu a divinylbenzenu

Terminace polymerizace:

A e
H;C—C—CH,-C—+—CH,—C’ + H,C—C’ —_—
CIl\J% HSéﬁ é6H5 (lIN
e H] e
—_— H;C—C—CH,—C C—CH;
CII\J H51C6 CN
n+1

Obr. 3.1¢ Terminace pfi pripravé kopolymeru styrenu a divinylbenzenu
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Priprava monolitickych kolon na bazi styrenu

Pro pfipravu kapilarnich monolitickych kolon na bézi styrenu a divinylbenzenu
byla pouzita kfemenna kapilara o vnitinim priméru 320 pm a délce 25 cm.
Polymeriza¢ni smés se skladala ze 43 % hm. monomerni smési a 57 % hm. porogenni
smési. Monomerni smés obsahovala 21 % hm. styrenu, 21 % hm. divinylbenzenu a
1,0 % hm. AIBN. Porogenni smés obsahovala 49 % hm. 1-dodekanolu a 8 % hm.
tetrahydrofuranu.

Podminky polymerizace byly nejprve voleny identické jako u butyl-
methakrylatovych kolon, které se zaroven shodovaly s postupem pripravy
polystyrenovych frit pro napliiové kolony [67]. Soucasné byla provadéna polymerizace
v polypropylenovych mikrozkumavkach a vkapilafe. Pfi  vizudlni kontrole
polymerizaéni  smési v polypropylenovych  mikrozkumavkach byla zjisténa
nehomogennost, coz bylo potvrzeno i ptfi promyvani kapilary, kdy doslo k vymyti
monolitu. Dale nebylo mozné kolonu testovat a bylo nutné pristoupit k modifikaci
postupu.

Pfi procesu optimalizace pfipravy styrenovych monolitd byla nejdfive zvySena
teplota z 60 na 70 °C. Po této modifikaci byla smés stale nehomogenni. V dalSim kroku
byla prodlouzena doba polymerizace z 20 na 24 hodin. Kolony pfipravené dle
modifikovaného postupu byly nejméné po dobu 24 hodin promyvany mobilni fazi za
pritoku 1 pl min™'. Ani za postupného zvyseni priitoku mobilni fize na 4 pl min™
nedoslo k vymyti monolitu. Bylo mozné pfistoupit k testovani takto pripravenych

monolitickych polystyrenovych kolon.
4.2  Chovani nizkomolekularnich latek na pripravenych kolonach

Pro testovani syntetizovanych monolitickych styrenovych kolon byl zvolen
jeden z chromatografickych testl, Walterstv test, ktery byl jiz Uspé$n¢€ pouzit pro

testovani kolon butyl-methakrylatovych. Tento test se béZné¢ pouziva pro urceni

zakladnich charakteristik reverznich stacionarnich fazi. Jeho pomoci lze zjistit
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hydrofobnost stacionarni faze, aktivitu silanolovych skupin a u¢innost kolony.
V ptipadé styrenovych monolitickych kolon bylo hlavnim pfedmétem testovani zjisténi,
zda se malé organické molekuly v pfipraveném monolitu zadrzuji a jaka je tedy mira
hydrofobnich interakci tohoto materialu. Aktivita silanolovych skupin nebyla u
polystyrenového materidlu samoziejm¢ urCovana, nebot polystyrenovy monolit
silanolové skupiny neobsahuje.

Pro zjisténi miry hydrofobnich interakci byly pouzity testovaci latky, kterymi
byl uracil, benzen, toluen a anthracen. Uracil se na kolonach s reverzni fazi nezadrzuje,
proto se pouziva k ureni mrtvého Casu. Z reten¢nich faktori benzenu a anthracenu se
vypodita index hydrofobnosti. Reten¢ni Cas a Sitka piku toluenu slouzi k vypoctu
uc¢innosti kolony.

Walterstv test byl provadén s mobilni fazi o sloZeni 65:35 % obj. CH;CN:H,O
pii pritokové rychlosti 4 ul min~'a s detekci 214 nm. Postupng byly davkovany viechny
latky testovaci smési. Pro jednotlivé latky byl vypoclten asymetricky faktor Ar a
vySkovy ekvivalent teoretického patra H, které jsou shrnuty v tab. 4.1. U anthracenu
byla dokonce afinita ke stacionarni fazi natolik vysoka, ze v prib&hu 50 minut nebylo

mozno v disledku silného rozmyti zaznamenat maximum nadavkované latky.

Tab. 4.1 Hodnoty reten¢nich casl #z, vySkovych ekvivalentli teoretického patra H a
asymetrickych faktorti Ar pro latky z Waltersova testu; monoliticka kolona o délce 21
cm; slozeni mobilni faze 65:35 % obj. CH3CN:H,O; pritokova rychlost 4 pl min~";
davkovaci smycka 100 nl; UV detekce pti 214 nm

testovana latka t’f H Ar
Min pm
uracil 3,26 206 1,31
benzen 10,54 5000 1,31
toluen 13,61 9090 1,38
anthracen - - -

Z Waltersova testu vyplyva, Ze hydrofobnost pripravenych kapilarnich

monolitickych kolon nelze pfirovnat ke konvenénim néapliiovym reverznim kolonam.
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Ve smési bylo mozné rozdélit pouze polarni (nezadrzovanou) latku od zna¢né rozmyté
nepolarni, jak je patrné z obr. 4.1. Proto nebylo mozné vypocitat index hydrofobnosti, a
tim kolonu z hlediska hydrofobnosti charakterizovat. Vysledkem je, Zze na zhotovené
kolony na bazi styrenu neni mozné jednoduSe aplikovat Waltersliv test pro reverzni

stacionarni faze.

> 12 T T T T T T T T
E -
=] ~
e} L
% 10 ; ..‘ uracil+benzen
ol - e toluen
© / \
T 8 -
[
R
(7] r ;
6 -
4 .
\_\\\\N |
1 1 1 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

t, min

Obr. 4.1 Chromatogramy smeési uracilu s benzenem a toluenu; monolitickd kolona o
délce 21 cm; sloZzeni mobilni faze 65:35 % obj. CH3CN:H,O; pritokovéa rychlost
4 pl min™"; davkovaci smyéka 100 nl; UV detekce pfi 214 nm

Z divodu silné afinity nepolarnich latek k pripravenému monolitu a silnému
rozmyti jejich pikli bylo také sledovano retenéni chovani polarnich latek.

Polarnimi latkami, jejichZ chovani bylo sledovano na syntetizované monolitické
kolon¢ na bazi styrenu, byly thiomocovina, fenol a anilin. Thiomocovina je
reprezentantem latek, které se na reverzni koloné nezadrzuji. Slouzi tedy jako
znaCkova¢ mrtvého Casu. Fenol byl vybran jako zéstupce polarnich latek kyselého a
anilin bazického charakteru.

Nejprve byly testované latky jednotlivé davkovany za pouziti stejné mobilni faze

jako u Waltersova testu, ktera se skladala z 65 % obj. acetonitrilu a 35 % obj. vody. Pti
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této mobilni fazi nedochazelo k zadrZovani latek, reten¢ni ¢asy fenolu a anilinu byly
srovnatelné s mrtvym retenénim Casem, charakterizovanym retenénim Casem
thiomocoviny. U fenolu a anilinu dochézelo k vyraznému rozmyvani piku, jak je vidét
na obr. 4.2. Snizovani eluéni sily mobilni faze z 65 % CH3;CN obj. na 30 % ob;j.
CH;CN nevedlo k vyraznému posunu v retenci zkoumanych latek, ale mélo rozhodujici
vliv na zhorSeni symetrie piki jak je vidét v tab. 4.2. U anilinu byla jiz pti 65% obj.
CH;CN hodnota asymetrického faktoru vyssi nez deset, proto u této latky jiz dale vliv
sloZzeni mobilni faze nebyl sledovan. Pti 10 % obj. CH3CN jiz nebylo mozné vyhodnotit
sledované parametry ani u fenolu. Vyssi zastoupeni CH3;CN v mobilni fazi nebylo
sledovano, protoze snahou bylo zvysit zadrzeni analytd na monolitu a byl ptedpokladan

reverzni mod separace, kdy retence stoupa s klesajicim obsahem CH3CN v mobilni fazi.

50 T T T T T T T T T T T T
> . . - .
£ 3% 1 —— thiomocovina
3 x 2---- anilin
O anl
£ 40t 3 fenol _
g
0]
o
g
S5 30
n
20 |-
10 -
0
1 1 1 1 " 1 1
0 1 2 3 4 5 6 7

Obr. 4.2 Chromatogramy thiomocoviny, anilinu a fenolu; monoliticka kolona o délce
21 cm; sloZeni mobilni faze 65:35 % obj. CH;CN:H,0; pritokova rychlost 4 pl min™';
davkovaci smyc¢ka 100 nl; UV detekce pii 214 nm
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Tab. 4.2 Piehled reten¢nich Casii g, vySkovych ekvivalentd teoretickych pater H a
asymetrickych faktorit Ar pro thiomocovinu a fenol v zavislosti na obj. % CH3;CN
v mobilni fazi; pratokova rychlost 4 pl min™, davkovaci smyc¢ka 100 nl; UV detekce pii
214 nm.

thiomocovina fenol
CH;CN H,O IR H IR H
. . ) Ar ) Ar
~ % obj. % obj. min Mm min um
65 35 3,35 179 1,33 3,26 242 2,38
55 45 3,15 190 1,21 3,44 212 5,10
50 50 3,14 180 1,22 3,40 223 6,38
40 60 3,27 216 1,19 3,33 292 11,57
30 70 3,37 215 1,25 3,71 292 21,55
10 90 3,40 231 1,27 - - -

4.3  Vliv sloZeni polymeriza¢ni smési na retenci nizkomolekularnich liatek na

styrenovém monolitu

Zastoupenim jednotlivych sloZek v porogenni smési a obsahem porogenni smési
v celkové polymeriza¢ni smési je mozné ovlivnit velikost pord monolitu, a tim ménit
separacni vlastnosti pfipravované stacionarni faze. Nejen porogenni smés je vSak
odpovédnd za porozitu vysledného monolitu. Mezi dal$i vyznamné parametry, kterymi
miZeme porozitu ovlivnit, patfi teplota polymerizace a obsah sitovaciho monomeru.
V dalsi fazi procesu optimalizace byl tedy zkouman vliv zastoupeni jednotlivych slozek
polymeriza¢ni smési na chromatografické chovani nizkomolekularnich latek.

Byly pripraveny kolony A, B, C, D o délce 21 cm, jejichZ sloZeni polymerizaéni
smési je uvedeno v tab. 4.3. Pii ptipravé kolony A se vychazelo z publikovaného
slozeni polymeriza¢ni smési, ktera byla pouZita pro vyrobu koncovych frit pro napliové
kolony [67]. Tato smés byla jiz pouZita pfi pripravé kolon pro pfedchozi experimenty. U

kolon B, C a D se ménilo procentualni zastoupeni jednotlivych sloZzek monomerni ¢i
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porogenni smési. Procentudlni zastoupeni AIBN v monomerni smési bylo u vSech

ptipravovanych kolon rovno 1 % hm.

Tab 4.3 Prehled sloZeni polymeriza¢nich smési u jednotlivych ptipravenych kolon

' kolona styren divinylbenzen dodekanol tetrahydrofuran
% obj. % obj. % obj. % obj.
A 21 21 49 8
B 16 26 49 8
C 21 21 51 6
D 21 21 47 10

Testovacimi latkami byly vtomto pfipadé¢ thiomocovina jako znackovac
mrtvého Casu, fenol jako zastupce poldrnich a toluen jako zéastupce nepolarnich latek.

Nejprve byla testovana kolona A. Tato kolona poskytovala relativné symetrické
piky u thiomocoviny a toluenu (Ay = 1,3). Pik toluenu byl sice symetricky, ale velmi
Siroky, Sitka piku pifi zakladn€¢ byla rovna 15 minutdm. U fenolu dochézelo k
rozmyvani, coz potvrzuje hodnota asymetrického faktoru 2,4. Dalsi kolony byly vzdy
porovnavany s parametry vychozi kolony A.

Se zvySenim procentudlniho zastoupeni sit'ujiciho monomeru, divinylbenzenu,
ve smési (kolona B) doslo ke zlepSeni symetrie piku u thiomocoviny a fenolu, u toluenu
ovSem dochazelo jest¢ k vyraznéj$imu rozmyti piku a zaroven ke zvySeni hodnoty
asymetrického faktoru. Pfi zvySeni procentudlniho zastoupeni jednoho z porogennich
rozpoustédel, 1-dodekanolu, ve smési (kolona C) bylo mozné pozorovat stejné zmény
jako u kolony B. U kolony D, kde byl sniZzen procentudlni obsah 1-dodekanolu za
souCasného zvySeni obsahu tetrahydrofuranu, bylo pozorovano zhorSeni symetrie a
rozmyti nejen u zastupcu poldrnich a nepolarnich latek, ale také u thiomocoviny, ktera
charakterizovala mrtvy ¢as kolony. Chromatogramy fenolu a toluenu na kolonach A, B,
C a D jsou uvedeny na obr. 4.3a, b.

Zmény v procentudlnim zastoupeni sloZzek monomerni ¢i porogenni smési
nemely vyrazny vliv na retenci jednotlivych analyti. Ani u jedné z kolon nedoslo
k zadrzeni fenolu, jeho retencni cas se prakticky shodoval sretenénim casem
thiomo€oviny. U toluenu nelze mluvit o prodlouzeni ¢i zkraceni retence, nebot

maximum piku neni ostré a §itka piku pti zakladn€ se pohybovala v desitkach minut.
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Obr. 4.3a Chromatogramy fenolu na monolitickych kolonidch A, B, C a D o délce
21 cm; sloZeni mobilni faze 65:35 % obj. CH3;CN:H,O; pritokova rychlost 4 pl min™,
davkovaci smycka 100 nl; UV detekce pfi 214 nm

10 . ,
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Obr. 4.3b Chromatogramy toluenu na monolitickych kolonach A, B, C a D o délce

21 cm; sloZeni mobilni faze 65:35 % obj. CH;CN:H,0; pritokova rychlost 4 pl min™";
davkovaci smycka 100 nl; UV detekce pti 214 nm
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Nami pfipravené kapilarni monolitické kolony na bazi styrenu nejsou pouZitelné
pro separace nizkomolekularnich latek. Vzhledem k tomu, Ze nizkomolekularni latky
mély byt nastrojem pro alespoii ¢asteéné objasnéni mechanismu separace na téchto
kolonach a nikoliv zkoumanym analytem, nepfistoupilo se k upravdm povrchu
monolitu. Chemické modifikace pomoci alkylace by pravdépodobné kladné ovlivnily
separace v dusledku zvySeni moznosti interakce mezi separacnim médiem a zkoumanou

latkou [61].

4.4  Chovani vysokomolekularnich latek na pripravenych monolitickych

kolonach

Na monolitickych kolonach na bazi styrenu byly po ukonceni experimentl
s nizkomolekularnimi latkami uskute¢nény pokusy o déleni vysokomolekuléarnich latek.
Byly vybrany peptidy s rizné¢ dlouhym peptidovym fetézcem, tj. dipeptidy, tripeptidy,
pentapeptidy a hexapeptidy. Seznam studovanych peptidli je uveden v experimentalni
¢asti na str. 24.

Veskera méteni probihala pfi vinové délce 214 nm. Byly vyzkouSeny také
vinové délky 214, 254 a 280 nm, ale latky byly detegovatelné pouze pii vinové délce
214 nm.

Pti hledani vhodné mobilni faze pro separace peptidi se vychazelo z publikaci,
kde byla pro separace proteinli a peptidil na styren-divinylbenzenovém monolitu pouZita
mobilni faze skladajici se zacetonitrilu (CH3CN) a vodného roztoku kyseliny
trifluoroctové (TFA) [60, 50, 59]. Z technickych divodi nebylo mozné pracovat
s gradientovou eluci, proto byly pouzivany jednotlivé mobilni faze se sniZujici se eluéni
silou. Pfehled mobilnich fazi na koloné A je uveden v tab 4.4.

Nejprve byla na monolitické koloné¢ A (délka 21 cm) pouzita mobilni faze
skladajici se z CH3;CN a 0,05 % obj. TFA. Zastoupeni CH3CN se ménilo v rozmezi 50
az 20 % obj. Pii pouziti t€chto podminek veskeré studované peptidy eluovaly v mrtvém
Case, jelikoz eluéni sila mobilnich fazi byla ptili§ velka. Pfi pouziti mobilni faze o
slozeni 10:89,95:0,05 % obj. CH3CN:H,O:TFA doSlo k zadrzeni pentapeptidd i

hexapeptidt. Zadny z dipeptida ani tripeptid se na koloné zadrzet nepodafilo.
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Dale byla vyzkou$ena mobilni faze o nasledujicim slozeni: 5:94,95:0,05 % ob;.
CH;CN:H,O:TFA. Pti pouziti této mobilni faze doslo k prodlouZeni retence a zaroven
k vyraznému rozmyti pentapeptidi a hexapeptidi.. Ani pfi takto nizkém procentudlnim
obsahu organického modifikatoru nedoslo k zadrZeni zadného z dipeptidli ani tripeptidu
na kolon€. Vzhledem k tomu, Ze se v Zddné doposud testované mobilni fazi nepodarilo
na koloné zadrzet dipeptidy ani tripeptid, nebyly tyto latky jiz dale studovany a
pozornost se zaméfila na optimalizaci podminek separace pentapeptidli a hexapeptidi.

Jako nejvhodnéjsi se jevila posledni testovand mobilni faze o ndsledujicim
slozeni: 10:89,90:0,10 % obj. CH;CN:H,O:TFA. V této mobilni fazi se prodlouzila
retence pentapeptidii a hexapeptidii a zaroveni byla zachovéna dostate¢nd ucinnost

separace zkoumanych peptidu.

Tab. 4.4 Piehled mobilnich fazi pouZzitych pro separace derivati enkefalini; pritokova
rychlost 4 ul min™', davkovaci smy¢ka 100 nl; UV detekce pfi 214 nm

CH;CN H,O TFA

obj. % obj. % obj. % chromatografické chovéni peptidi

50 49,95 0,05 eluce latek v mrtvém case
40 59,95 0,05 eluce latek v mrtvém case

- 30 69,95 0,05 eluce latek v mrtvém case
20 79,95 0,05 eluce latek v mrtvém Case
10 89,95 0,05 zadrZeni enkefalina

prodlouZeni retence a sniZeni u¢innosti

5 94,95 0,05
separace

prodlouZeni retence za souc¢asného zachovani
dostatecné ucinnosti separace

10 89,90 0,10
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4.4.1 Uré¢eni optimalni pritokové rychlosti pro separace derivati enkefalini

Pred dal$imi experimenty, tykajicimi se separace peptidli, byla zjistovana
optimalni pratokova rychlost mobilni faze pro kolonu A. Pti manipulaci s kolonou doslo
k jejimu ulomeni a kolona byla z ptivodni délky 21 cm zkracena na 19,5 cm. Analyty
byly zastoupeny uracilem, [D-Ala®, Leu’Jenkefalinem (pentapeptid) a [D-Ala?,
Leu’Jenkefalin[Arg] (hexapeptid), coZ jsou zaroveri jednotlivé slozky smési, jejiz
separace byla pozdé€ji optimalizovana. Pfi proméfovani van Deemterovy krivky byla
ménéna pritokova rychlost mobilni faze vrozmezi 1 — 5 pl min™'. M&feni kazdé
pratokové rychlosti bylo provedeno alespon tiikrat za nasledujicich experimentalnich
podminek. SloZzeni mobilni faze bylo nasledyjici: 10:89,90:0,10 % ob;.
CH3;CN:H,O:TFA, UV detekce pti vinové délce 214 nm, davkovano 100 nl vzorku

v deionizované vodé.

Pro sestrojeni van Deemterovy kiivky bylo nutno vypocitat vyskovy ekvivalent
teoretického patra pro jednotlivé pritokové rychlosti. Vyskovy ekvivalent teoretického
patra H byl pocitan z hodnoty poctu teoretickych pater, »n, vypocitané z hodnoty $itky

piku v poloviné jeho vysky, jak je patrné ze vzorce (4) na str. 27.

Pti chromatografickém procesu maji nezavisle na sobé na rozsiteni zony analytu
vliv ti faktory: 4 — vitiva (turbulentni) difize, B — podélna (molekulova) difize a C -
odpor proti pfevodu hmoty. Odpor proti ptevodu hmoty C je vhodnéjsi vyjadtit jako
soucet dvou prispévkl: Cs — odpor proti pfevodu hmoty ve stacionarni fazi a Cy, — odpor
proti pfevodu hmoty ve fazi mobilni.

Rozsiteni zény vlivem vifivé difuze je zpuisobeno odlisnymi vzdalenostmi, které
rizné molekuly urazi ve stacionarni. Je tedy umérné pobytu latky v koloné a zavislé na
velikosti ¢astic naplné kolony.

Vliv podélné molekulové difuze je zptisoben pohybem molekul z mista o vy3$si
koncentraci do mista o niz§i koncentraci, ktery ma za nasledek rozmyvani pikd
separovanych latek.

Odpor proti pfevodu hmoty zahrnuje transportni déje solutu v mobilni Cy a

stacionarni Cyg fazi.
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Vliv vSech t&chto faktori na roz$ifeni zény se odrazi v hodnoté vyskového
ekvivalentu teoretického patra a tato zavislost je vyjadfena van Deemterovou rovnici

(10):
B
H=A+—+(Cu+Cs)-u (10)
u
kde u je linearni pritokova rychlost mobilni faze a je charakterizovana vzorcem (11):

wel (11)

kde L je délka kolony a ), je mrtvy reten¢ni Cas.

V piipadé kapilarnich kolon, které nejsou plnény casticemi stacionarni faze,
odpadaji problémy s nepravidelnym naplnénim kolony a s nestejnorodosti ¢astic
stacionarni faze. Proto je v jejich ptipad¢ popis turbulentni difize a odporu proti
ptevodu hmoty jednodussi a jejich ptispévek k rozmyti zény analytu niZs§i nez u kolon
napliovych.

Z obr. 4.4, znazoriujiciho naméfené van Deemterovy kiivky, byla jako
nejvhodngjsi pritokova rychlost pro separaci enkefalinii vybrana rychlost 4 pl min™
odpovidajici linearni rychlosti 6,2 cm min™". Tato pritokova rychlost byla zvolena jako
kompromis mezi snahou o co nejkratsi dobu analyzy a co nejvétsi ucinnost kolony, tzn.

cNvNvr

o co nejnizsi vySkovy ekvivalent teoretického patra.
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Obr. 4.4 Zavislost vyskového ekvivalentu teoretického patra H na pratokové rychlosti
mobilni faze u vynesena pro uracil, [D-Ala’®, Leu’lenkefalin a [D-Ala%
Leu’Jenkefalin[Arg], kolona A o délce 19,5 cm, sloZeni mobilni faze 10:89,90:0,10 %
obj. CH3CN:H,O:TFA; davkovaci smycka 100 nl; UV detekce pti 214 nm

Pti zvolené pritokové rychlosti 4 pul min™1 byl vyskovy ekvivalent teoretického
patra pro uracil roven 271 pm, pro [D-Ala’, Leu’]enkefalin 354 um a pro [D-Ala?,
Leu’Jenkefalin[Arg] 465 pm.

Snizenim pritokové rychlosti na hodnotu 3 pl min~'doslo k prodlouZeni &ast o
zhruba 30% a sniZeni vyskového ekvivalentu teoretického patra o 75 pm pro uracil, o
8 um pro [D-Ala%, Leu’]enkefalin a 44 pwm pro [D-Ala?, Leu5]enkefalin[Arg]. ZlepSeni

vySkového ekvivalentu teoretického pro nejdéle eluujici analyt bylo pouze 2 %.

4.4.2 Zavislost separace derivati enkefalinu na pH vodné slozky mobilni faze

U smési skladajici se z uracilu, [D-Ala®, Leu’]enkefalinu a [D-Ala%
Leu’]enkefalin[Arg] byl sledovan vliv pH vodné slozky mobilni faze na jejich separaci.

Mobilni faze byla vzdy tvofena smésnym roztokem acetonitrilu a vody a jeji pH se
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ménilo v zavislosti na mnoZstvi ptfidaného iontové parového ¢inidla, v tomto ptipadé
kyseliny trifluoroctové (TFA).

Nejprve byla testovana mobilni faze o pH rovném 2,4, coz odpovidalo sloZeni
10:89,95:0,05 % obj. CH3CN:H,O:TFA. Uracil, znadici mrtvy retenéni cas, byl
vymyvan v &ase 3,24 min, [D-Ala’, Leu’Jenkefalin[Arg] v &ase 3,93 min [D-Ala?,
Leu’]enkefalin v retenénim &ase 4,77 min.

Jako dalsi byla zkoumana mobilni faze o pH rovném 2,0, coZ odpovidalo sloZeni
10:89,90:0,1 % obj. CH;CN:H,O:TFA. Uracil, znacici mrtvy reten¢ni ¢as, byl vymyvan
véase 3,21 min, [D-Ala’, Leu’]enkefalin[Arg] v&ase 4,24 min a [D-Ala?,
Leu’]enkefalin v retenénim &ase 5,13 min. SniZzenim hodnoty pH mobilni faze, ktera
obsahovala vys$i procento iontové parového cinidla, doslo k prodlouzeni retencnich
casu.

Jako posledni byla testovana mobilni faze o pH rovném 1,7, coz odpovidalo
slozeni 10:89,80:0,2 % obj.CH3CN:H,O:TFA. Uracil, znadici mrtvy retencni cas, byl
vymyvan v &ase 3,16 min, [D-Ala%, Leu’]enkefalin[Arg] v &ase 5,03 min a [D-Ala%,
Leu’]enkefalin v retenénim &ase 6,12 min.

Ze ziskanych chromatograma byly pro jednotlivé analyty vypocteny hodnoty
retenCnich faktorQ 4, rozliSeni R a asymetrickych faktor Ag, jejichZz hodnoty jsou
uvedeny v tab. 4.5. Ztéto tabulky je zifejmé, Ze se zvySujicim se obsahem TFA
v mobilni fazi dochazi k prodluzovani retence hexa- i pentapeptidu. Vyrazna pozitivni
vliv rostouciho mnozstvi TFA byl zaznamenan u rozliSeni hexapeptidu. Naopak nebylo
pozorovano vyrazné ovlivnéni rozliSeni pentapeptidu a asymetrickych faktorli penta- a

hexapeptidu ménicim se s obsahem TFA v mobilni fazi.

Tab. 4.5 Hodnoty retenénich faktoril, rozlideni a asymetrickych faktord pro [D-Ala?,
Leu’]-enkefalin-Arg a [D-Ala?, Leu’]-enkefalin v zavislosti na obj. % TFA; pratokova
rychlost 4 pl min™', davkovaci smycka 100 nl; UV detekce pfi 214 nm

[D-Ala?, Leu’]-enkefalin-Arg [D-Ala%, Leu’]-enkefalin
~ Obj. % TFA

k R Ar k R Ay

0,05 0,22 1,18 1,21 0,47 1,14 1,29

0,10 0,32 1,65 1,36 0,60 1,16 1,19

0,20 0,58 2,01 1,34 0,89 1,18 1,27
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Pfi pouziti mobilni faze o pH rovném 2,00 (0,10 % obj. TFA v mobilni fazi)
bylo dosazeno uspokojivych vysledkl separace. RozliSeni [D-Ala%, Leu’]enkefalin[Arg]
od uracilu bylo 1,65, coz je dostacujici rozliSeni zaru€ujici oddéleni az na zékladni linii.
Mezi hexapeptidem a pentapeptidem bylo vypocitano rozliSeni rovné 1,16.

Jako optimalizovana byla pro separaci derivatii enkefalinii zvolena mobilni faze
o nasledujicim slozeni 10:89,90:0,1 % obj. CH3;CN:H,O:TFA, ktera odpovidala pH 2.

Separaci za téchto podminek ilustruje obr. 4.5.

> 20 T T T T T T T T T T
E_ 3 1 uracil
2 2 5 .
S 2 2 [D-Ala“,Leu’lenkefalin[Arg]
$ 15 3 [D-Ala’ Leu’Jenkefalin -
S
‘©
c
Re
»w 10 —
0,5 —
0,0 -
-0,5 " 1 . 1 . 1 . 1 . 1
0 2 4 6 8 10
t, min

Obr. 4.5 Separace smési uracilu, [D-Alaz, Leus]enkefalinu a [D-Alaz,
Leus]enkefalin[Arg] na koloné€ A o délce 19,5 cm; sloZeni mobilni faze 10:89,90:0,10 %
obj. CH3;CN:H,0:TFA; pritokova rychlost 4 pl min™'; davkovaci smycka 100 nl; UV
detekce pti 214 nm

Dalsi smés, ktera byla separovéana, obsahovala uracil, [D-Ala?, Leu’]enkefalin a
[Leus]enkefalin[Arg]. Narozdil od ptedeslé smési bylo dosazeno separace na zakladni
linii jak mezi uracilem a [Leus]enkefalin[Arg], tak mezi [Leus]enkefalin[Arg] a [D-
Ala?, Leu’]enkefalinem, jak je vidét na obr. 4.6. Pro lepsi vyhodnoceni parametrt piku

[Leu’Jenkefalin[Arg] byla tato smés pouzita pro proméfeni opakovatelnosti separace.
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Obr. 4.6 Separace smési uracilu, [D-Ala’, Leu’Jenkefalinu a [Leu’]enkefalin[Arg] na
kolon¢ A o délce 19,5 cm; slozeni mobilni faze 10:89,90:0,10 % ob;j.
CH;CN:H,O:TFA; pritokova rychlost 4 pl min™'; davkovaci smycka 100 nl; UV
detekce pfi 214 nm

Opakovatelnost separace byla vyhodnocovéna pro Leu-enkefalin-Arg. Z adajt
ziskanych pro 11 analyz byly vypocteny primérné relativni smérodatné odchylky
plochy pikt, vysky pikd, retenénich faktori a retencénich Casd, které jsou uvedeny

v tab. 4.6.

Tab. 4.6 Hodnoty primérné relativni smérodatné odchylky pro plochu piku,
vysku piku, reten¢ni faktor a reten¢ni ¢as na monolitické koloné¢ A o délce 19,5 cm;
slozeni mobilni faze 10:89,90:0,10 % obj. CH3CN:H,O:TFA; pritokova rychlost
4 pl min™"; davkovaci smycka 100 nl; UV detekce pti 214 nm

plocha piku vyska piku k IR
mV s mV min
RSD, % 2,45 2,04 1,84 0,94
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Z tab. 4.6 vyplyva, ze pro vSechny sledované parametry relativni smérodatna
odchylka (RSD) nizsi nez 3 %. To znamena velmi dobrou opakovatelnost separace na

ptipravenych monolitickych kolonéach.

Jako nastroj grafického zndzornéni opakovatelnosti byl vybran regula¢ni
diagram, pouzivany pro sbér dat vurcitém casové useku. Z tohoto grafického
znazornéni je mozné posoudit, zda je variabilita parametru zpisobena nahodnym
kolisdnim, ¢i ma specidlni pti¢inu (napf. vzrist teploty v prib€hu dne). V dopolednich
hodinach bylo zméfeno 5 po sobé jdoucich analyz, mezi kterymi byly desetiminutové
intervaly. V odpolednich hodindch bylo provedeno dalSich 6 analyz za stejnych
podminek. Analyzy byly provddény v pribéhu dne, protoze kapilaru nebylo mozno
termostatovat a bylo nutné vyloudit vliv teploty na separaci béhem dne. Data z analyz
byla vyhodnocena a zpracovana do regula¢nich diagrami. Jako zastupce grafického
znazornéni opakovatelnosti byl zvolen regula¢ni diagram, jehoz sledovanou hodnotou
byla plocha piku jak je vidét na obr. 4.7. Tento parametr byl zvolen pravé proto, ze
vykazoval nejvétsi variabilitu hodnot (nejvétsi relativni smérodatnou odchylku).

Horni a dolni varovné a kritické meze (UWL/LWL a UCL/LCL) se piedevsim
vyuzivaji pfi vyhodnocovani postupné ziskavanych informaci o jakosti velkého
mnozstvi po sobé€ jdoucich analyz. V tomto ptipadé byla pozornost zamétena piedevs§im
na rozlozeni hodnot okolo priméru s tim, zda jednotlivé hodnoty nevytvaii néjaky

trend.
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Obr. 4.7 Opakovatelnost plochy piku [Leu’]enkefalin[Arg] znazornéna pomoci
regulacniho diagramu

m = vynesena hodnota ¢ = primér vynesenych hodnot
a=UCL horni kritickd mez d=LWL dolni varovna mez
b=UWL horni varovna mez e=LCL dolni kriticka mez

Z regulac¢nich diagrami sestavenych z hodnot ploch piku, vysek pika, retenéniho
faktoru a retenéniho &asu [Leu’Jenkefalin[Arg] nebyl patrny Zadny pozorovatelny trend.

Rozdily pfi jednotlivych méfenich jsou pravdépodobné zplisobeny ndhodnymi chybami.
4.5 Kvantifikace pentapeptidu a hexapeptidu

V optimalizované mobilni fazi o slozeni 10:89,90:0,1 % obj. CH3;CN:H,O:TFA
byla na koloné A studovana kvantifikace vybranych peptida.

Prvnim peptidem, u kterého byla kvantifikace provadéna, byl [D-Ala’,
Leu’Jenkefalin. Kalibradni zavislost [D-Ala’, Leu’]enkefalinu byla proméfena
v koncentraénim rozmezi 3,906 — 1000 pg:ml™, coz odpovidd molarni koncentraci
6,856 — 1755 pmol-dm™. Na obr. 4.8 je zndzornén pribéh kalibra¢ni zavislosti plochy

piku [D-Ala®, Leu’Jenkefalinu na koncentraci analytu. Obr. 4.9 piedstavuje linearni
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usek kalibraéni zavislosti (vyfez z obr. 4.8). Parametry normalni i logaritmické formy

kalibraéni kiivky vyhodnocené z ploch pikt jsou uvedeny v tab. 4.7

500 | I I A I A B B

400 | .

plocha, mV's

300 i

200 | 4

100 |- i

| N 1 2 | n 1 " 1 2 1

0 200 400 600 800 1000 1200
¢, ug ml™’

Obr. 4.8 Kalibra¢ni zavislost [D-Alaz, Leus]enkefalinu; kolona A o délce 19,5 cm;
slozeni mobilni faze 10:89,90:0,10 % obj. CH3CN:H,O:TFA; pratokova rychlost
4 pl min™'; davkovaci smycka 100 nl; UV detekce pti 214 nm
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Obr. 4.9 Kalibra¢ni zavislost [D-Alaz, Leus]enkefalinu; kolona A o délce 19,5 cm;
slozeni mobilni faze 10:89,90:0,10 % obj. CH3CN:H,O:TFA; pratokovéa rychlost
4 pl min™'; davkovaci smyéka 100 nl; UV detekce pfi 214 nm

Tab. 4.7 Parametry normalni a logaritmické formy kalibraéni k¥ivky z plochy [D-Ala?,
Leu’Jenkefalinu separovaného na kolon& A; mobilni faze 10:89,90:0,10 % obj.
CH;CN:H,0:TFA; priitokova rychlost 4 pl min™'; davkovaci smycka 100 nl; UV
detekce pti 214 nm

forma kalibra¢ni smérnice ptimky  prisecik na ose y korela¢ni

ktivky Ay (mV-ssml-pg™) Ag (mV:s) koeficient
normalni 0,72 1,64 0,9998
logaritmicka 0,86 0,10 0,9986

Na obr. 4.10 je zobrazena kalibra¢ni zavislost vysky piku na koncentraci analytu.
Obr. 4.11 predstavuje linearni Gsek kalibraéni zavislosti (vyfez z obr. 4.10). Parametry
normalni 1 logaritmické formy kalibra¢ni kfivky vyhodnocené z vySek pikd jsou
uvedeny v tab. 4.8. V tab. 4.9 jsou hodnoty meze detekce (LOD) a meze stanoveni
(LOQ) vypoctené pomoci parametrii kalibra¢ni kiivky (tab. 4.8) a vzorci (8) a (9), které

vyuzivaji zavislosti vysky piku na koncentraci analytu.
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Obr. 4.10 Kalibra¢ni zavislost [D-Ala®, Leu’Jenkefalinu; kolona A o délce 19,5 cm;
slozeni mobilni faze 10:89,90:0,10 % obj. CH3CN:H,O:TFA; pritokova rychlost
4 pl min™'; davkovaci smy¢ka 100 nl; UV detekce pfi 214 nm
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Obr. 4.11 Kalibra¢ni zavislost [D-Ala?, Leu’]enkefalinu; kolona A o délce 19,5 cm;
sloZzeni mobilni faze 10:89,90:0,10 % obj. CH3;CN:H,O:TFA; pritokova rychlost
4 pl min™"; davkovaci smy&ka 100 nl; UV detekce pti 214 nm
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Tab. 4.8 Parametry normalni a logaritmické formy kalibra¢ni kfivky z vySky [D-Ala?,
Leus]enkefalinu separovaného na koloné¢ A; mobilni faze 10:89,90:0,10 % obj.
CH;CN:H,0:TFA; pritokova rychlost 4 pl min™'; davkovaci smy¢ka 100 nl; UV
detekce pii 214 nm

forma kalibra¢ni smérnice ptimky  prisecik na ose y korelaéni

ktivky A, (mV-mlpg™) Ao (mV) koeficient
normalni 0,02 0,09 0,9971
logaritmicka 0,81 -1,34 0,9982

Tab. 4.9 Mez detekce (LOD) a mez stanoveni (LOQ) [D-Alaz, Leu’]-enkefalinu
vypoctené pomoci parametra kalibra¢ni kiivky (tab. 4.8) a vzorct (8) a (9)

analyt LOD (pgml™) LOQ (ug'ml™)

pentapeptid 1,47 15,40

Druhym peptidem, u kterého byla kvantifikace provadéna byl [D-Ala?,
Leu’Jenkefalin[Arg]. Kalibragni zavislost [D-Ala?, Leu’Jenkefalin[Arg] byla proméiena
v koncentraénim rozmezi 16 — 1000 pg ml™', coZ odpovida molarni koncentraci 22 —
1377 umol dm™. Na obr. 4.12 je zndzornén pribéh kalibracni zavislosti plochy piku
[D-Ala?, Leu’ Jenkefalin[Arg] na koncentraci analytu. Obr. 4.13 pfedstavuje linearni
usek kalibra¢ni zavislosti (vyfez z obr. 4.12). Parametry normalni i logaritmické formy

kalibraéni kfivky vyhodnocené z ploch piki jsou uvedeny v tab. 4.10.
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Obr. 4.12 Kalibragni zavislost [D-Ala?, Leu’]Jenkefalin[Arg]; kolona A o délce 19,5 cm;
sloZzeni mobilni faze 10:89,90:0,10 % obj. CH3CN:H,O:TFA; pritokova rychlost
4 ul min™"; davkovaci smy&ka 100 nl; UV detekce pfi 214 nm
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Obr. 4.13 Kalibraéni zavislost [D-Ala?, Leu’]enkefalin[Arg]; kolona A o délce 19,5 cm;

slozeni mobilni faze 10:89,90:0,10 % obj. CH3CN:H,O:TFA; pritokova rychlost
4 pl min™"; davkovaci smy¢ka 100 nl; UV detekce pfi 214 nm
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Tab. 4.10 Parametry normalni a logaritmické formy kalibra¢ni ktivky z plochy [D-Ala?,
Leu’Jenkefalin[Arg] separovaného na kolon& A; mobilni faze 10:89,90:0,10 % obj.
CH3CN:H,0:TFA; pritokova rychlost 4 pl min™; davkovaci smy&ka 100 nl; UV
detekce pti 214 nm

forma kalibracni ~ smérnice piimky  prase¢ik na ose y korela¢ni

ktivky A, (mV-smlpg™) Ao (mV-s) koeficient
Normalni 0,34 5,32 0,9911
Logaritmicka 0,80 0,01 0,9977

Na obr. 4.14 je zobrazena zavislost vysky piku na koncentraci analytu.
Obr. 4.15 predstavuje linearni usek kalibra¢ni zavislosti (vyfez z obr. 4.14). Parametry
normalni i logaritmické formy kalibra¢ni k¥ivky vyhodnocené z vySek pikl jsou
uvedeny v tab. 4.11. V tab. 4.12 jsou hodnoty meze detekce (LOD) a meze stanoveni
(LOQ) vypoctené pomoci parametrii kalibraéni kiivky (tab. 4.11.) a vzorcu (8) a (9),

které vyuzivaji zavislosti vysky piku na koncentraci analytu.

N7
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1 s 1 s 1 " 1
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Obr. 4.14 Kalibra¢ni zavislost [D-Ala?, Leus]enkefalin[Arg]; kolona A o délce 19,5 cm;
slozeni mobilni faze 10:89,90:0,10 % obj. CH3CN:H,O:TFA; pratokova rychlost
4 ul min™"; davkovaci smycka 100 nl; UV detekce pti 214 nm
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Obr. 4.15 Kalibra¢ni zavislost [D-Ala?, Leu’]enkefalin[Arg]; kolona A o délce 19,5 cm;
slozeni mobilni faze 10:89,90:0,10 % obj. CH3CN:H,O:TFA; pritokova rychlost

4 pl min™'; davkovaci smy¢ka 100 nl; UV detekce pfi 214 nm

Tab. 4.11 Parametry normalni a logaritmické formy kalibraéni kiivky z vysky [D-Ala?,
Leu’Jenkefalin[Arg] separovaného na koloné A; mobilni faze 10:89,90:0,10 % obj.
CH3;CN:H,O:TFA; pritokova rychlost 4 pul min™'; davkovaci smycka 100 nl; UV

detekce pti 214 nm

forma kalibra¢ni smérnice pfimky  prisecik na ose y korela¢ni

ktivky A, (mV-ml-pg™) Ay (mV) koeficient
Normalni 0,01 0,25 0,9935
Logaritmicka 0,73 -1,26 0,9969

Tab. 4.12 Mez detekce (LOD) a mez stanoveni (LOQ) [D-Ala®, Leu’Jenkefalin[Arg]
vypoc¢tené pomoci parametra kalibra¢ni kiivky (tab. 4.11) a vzorcii (8) a (9)

analyt

LOD (pgml™)

LOQ (ugml™")

hexapeptid

10,80

36,00
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4.6  Objasnéni separa¢niho mechanismu monolitickych kolon na bazi styrenu

Monolitické kolony vyuzivajici styren-divinylbenzenového kopolymeru mohou
teoreticky zahrnovat dva zplisoby separace. Prvnim z nich je chovani jako reverzni faze
za vyuziti hydrofobnich interakci mezi stacionarni fazi a analytem. Druhym zpiisobem
je model molekulového sita, projevujici se u vétSich molekul. Poslednim bodem této
diplomové prace byl pokus o poodhaleni ptevladajictho mechanismu separace na
ptipravenych kolonach. Pfi separaci peptidi byla totiz pozorovana niZ$i retence
hexapeptidu oproti pentapeptidu.

Na pripravenych styrenovych monolitech tedy bylo provddéno testovani pomoci
jesté veétSich molekul, a to nonapeptidi, aby byl potvrzen ¢i vyloucen model
molekulového sita. Smés nonapeptidt se skladala z [Arg]vasotocinu, [Arg]vasopresinu
a oxytocinu. Bylo vyzkouseno né€kolik mobilnich fazi o snizujicim se pH. NejlepSich
vysledki bylo dosazeno s mobilni fazi o nasledujicim slozeni: 10:89,70:0,30 % obj.

CH3;CN:H,0:TFA. Zaznam této separace je uveden na obr. 4.16.

E 3,5 T T T T T T T T T T T T T T
g 1 [Arg]vasotocin 7
% 2 [Arg]vasopresin
g 3 oxytocin 7]
© -
C
R
(2]
N 1 " | a 1 n 1 1 1 n 1 n 1 j
0 2 4 6 8 10 12 14

t, min

Obr. 4.16 Separace sméesi [Arg]vasotocinu, [Arg]vasopresinu a oxytocinu na kolon¢ A
o délce 19,5 cm; slozeni mobilni faze 10:89,70:0,30 % obj. CH3;CN:H,O:TFA;
pritokova rychlost 4 pl min™'; davkovaci smycka 100 nl; UV detekce pii 214 nm
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Bylo porovnano retenéni chovani penta-, hexa- a nonapeptidii za stejnych
podminek: sloZeni mobilni faze 10:89,90:0,10 % obj. CH3CN:H,O:TFA; pritokova
rychlost 4 pl min™'; davkovaci smy¢ka 100 nl; UV detekce pfi 214 nm. Retence
oxytocinu (nonapeptid) byla delsi neZ retence [D-Ala?, Leu’]enkefalin[Arg]
(hexapeptid) 1 [D-Ala?, Leu’]enkefalinu (pentapeptid). Retenéni &as dalsiho
nonapeptidu, [Arg]vasopresinu, byl srovnatelny srete¢nim c¢asem hexapeptidu.
[Arg]vasotocin eluoval v krat$im retenénim Case nez pentapeptid i hexapeptid.

Protoze vysledky separace nonapeptidi nepomohly k objasnéni mechanismu
separace na polystyrenovych monolitech, byly dale analyzovany latky o vyrazné odlisné
velikosti molekul, tj. vybrané aminokyseliny a proteiny.

Jako aminokyseliny byly vybrany arginin a leucin, které byly soucasti
zkoumanych penta a hexa-peptidu, a tyrosin jako zastupce aminokyselin s aromatickym
jadrem. Chovani latek bylo sledovano pfi nasledujicich vinovych délkach: 210, 214,
254, 280 a 400 nm. Ani jedna zuvedenych aminokyselin se prakticky na koloné
nezadrzovala. Arginin a leucin opoustély kolonu ve formé dvojitych pikd, u tyrosinu
dochézelo k vyraznému rozmyvani, retenéni ¢asy byly opét prakticky totoZzné s mrtvym
casem kolony, ktery byl ur€ovan uracilem.

Jako zéstupce proteinli byl testovan cytochrom c¢. Dale byly pouzity trypsinem
natravené bilkoviny, myoglobin a biologicky vzorek rohoviny (trypsinem natraveny

lidsky nehet). Ani v pfipadé proteinli nedoslo k zadrzeni analytii na koloné¢.
Z veskerych provedenych méfeni vyplyva, Ze piipravené kolony se chovaji spise

jako bézné reverzni faze, zplsob déleni zaloZeny na modelu molekulového sita nebyl

jednoznaéné prokazan.

56



ZAVER

Cilem této diplomové prace byla pfiprava kapildrnich monolitickych kolon na
bazi styrenu a moznost jejich vyuziti pro separaci biologicky aktivnich latek. Pfipravené
monolitické kolony byly nejdfive charakterizovany pomoci nizkomolekularnich latek.
Byly vybrany latky nepolarni povahy, které jsou soucasti tzv. Waltersova testu.

Z vysledkli provedenych experimentll vyplyvd, Ze piipravené monolitické
kolony nelze z hlediska hydrofobnosti ptirovnat ke konven¢nim kolondm. Pro vysokou
afinitu nepolarnich latek ke stacionarni fdzi nebylo mozZné vypocitat index
hydrofobnosti. Kromé& nepolarnich latek bylo studovano chovani i latek polarniho
charakteru. U nizkomolekularnich latek byl sledovan vliv sloZeni polymeriza¢ni smési
na jejich reten¢ni chovani.

V dalSi ¢asti této diplomové prace byly piipravené monolitické kolony pouzity
pro separace biologicky aktivnich latek, a to peptidi. Nejdtive byla uréena optimalni
pritokova rychlost proméfenim van Deemterovych kfivek. Dale byl sledovan vliv pH
vodné slozky mobilni faze na separaci vysokomolekularnich latek. V optimalizované
mobilni fazi byla provedena kvantifikace vybraného pentapeptidu a hexapeptidu a
uréeny meze detekce a stanovitelnosti. Meze detekce (LOD) dosahovaly 1,47pg'ml ™' pro
[D-Ala®, Leu’]enkefalin a 10,80 pgml™ pro [D-Ala®, Leu’Jenkefalin[Arg]. Meze
stanovitelnosti (LOQ) dosahovaly 15,40 pgml'pro [D-Ala’, Leu’]enkefalin a
36,00 pg'ml™" pro [D-Ala?, Leu’]enkefalin[Arg].

Ze ziskanych vysledkl je vidét, ze pfipravené monolitické kolony na bazi
styrenu neni mozné pouzit bez piedchozi chemické modifikace pro separace
nizkomolekularnich latek, ale je mozné je Usp€S$né pouzit pro isokratickou separaci

biologicky aktivnich latek, konkrétné analogti enkefaling.
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