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Miniaturizace
vyznamny trend dnesni doby
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Miniaturizace v separacnich metodach

Mikroextrakce  Kapilarni Tisténa Cipy
na tuhé fazi separacni mikropole
techniky

SPME CLC,CZE aCEC Microarrays Lab-on-chip

o
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Pro€ zmensSujeme separacéni prostor?

Vysokoudinna Kapilarni Nano
kapalinova kapalinova kapalinova
chromatografie chromatografie chromatografie
HPLC CLC nanolLC
1 mL/min 3 pL/min 0,3 uL/min

525 L 16L £

-
158 mL-
2
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Pozadavky analytickeé praxe

Tlak analytické praxe na zlepsSeni nékterych parametru
vyvinutych a vyvijenych analytickych metod

1. zvySeni citlivosti

2. zlepseni selektivity

3. zrychleni analyzy

4. zmenseni vzorku

5. pouziti meéné béznych substanci

6. snizeni neurcitosti

7. zajisténi spravnosti a presnosti

8. snizeni nakladu

9. minimalizace vlivu na zivotni prostredi
10. kompatibilita s hmotnostni spektrometrii

miniaturizace
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Kapilarni separacni metody
pouzivane v analyticke chemii

1. Kapilarni zonova elektroforéeza (CZE)

2. Kapilarni kapalinova chromatografie (CLC)
3. Kapilarni elektrochromatografie (CEC)

4. Kapilarni plynova chromatografie (CGC)

5. Nanokapalinové mikrofluidni techniky

realizované na Cipu v ploSném usporadani
(Lab-on-a-chip)
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Problémy miniaturizace

vyplyvaji z principu separacnich metod a
technickych moznosti doposud znamych technologii

1. instrumentalni naro¢nost

2. zmenseni prutoku eluentu a detekéni cely

3. nestabilita elektroosmozy u CZE

4. reprodukovatelnost davkovani malych objemu
5. plnéni kolon pro CLC

6. frity u kolon pro CLC
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Kapilarni zonova elektroforéza

254 nm - g
0 o |«
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Prednosti a nevyhody CZE

vhodna pro latky iontové povahy
(rozdilné elektroforetické pohyblivosti)

. velka separacni ucinnost

. rychly vyvoj metody

. kratka doba analyzy

. malé spotreba vzorku

. snadné odstranéni vSech latek z pfedchozi analyzy
. Shadné a rychlé urCeni pK, analytu

. dobra kompatibilita s MS detekci

. mensi selektivita

. mala robustnost

. hestabllita elektroosmotického toku

. horSi opakovatelnost a reprodukovatelnost
. problémy s validaci

O WDNNEFE OO, WDNPRE
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Kapilarni kapalinova chromatografie
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Prednosti a nevyhody CLC

vhodna pro neutralni latky a ionty
(rozdilna distribuce mezi mobilni a stacionarni fazi)

. velka separacni ucinnost

. velka selektivita

. moznost gradientove eluce

. velka robustnost

. vyborna opakovatelnost a reprodukovatelnost
. moznost validace

. dobra kompatibilita s MS detekci

. komplikovana priprava separacni kolony

. pomalejsi vyvo] metody

. delsi doba analyzy

. VetSi spotreba vzorku

. latky z pfedchozi analyzy mohou zustat v koloné

O, WODNNEFE OO, WDNPRE

© Pavel Coufal, Univerzita Karlova v Praze, Katedra analytické chemie, 4.9.2006

12




Nanokapalinova chromatografie na €ipu

Prekoncentrace

300 - 1800 m/z
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Nanokapalinova chromatografie na €ipu

Separace

300 - 1800 m/z
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Cip a jeho pFislusenstvi
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Prednosti a nevyhody nanoLC na ¢ipu

vhodna pro neutralni latky a ionty
(rozdilna distribuce mezi mobilni a stacionarni fazi)

. vyborna kompatibilita s MS detekci

. dobra selektivita, robustnost a opakovatelnost

. zadna Sroubovaci spojeni

. prekoncentrace vzorku

. moznost vymeény plastového Cipu po nékolika analyzach

. Instrumentalni naro¢nost na pumpy
. Instrumentalni narocnost na davkovaci ventil
. obtizna vyroba Cipu ve vlastni laboratofi

WNEFELE OO WNPE
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ldentifikace bilkovin
pomoci nanoLC-ESI-MS/MS

1. bilkovina
2. Stépeni trypsinem
3. specifické peptidy
4. separace na cipu
5. elektrosprej
6. hmotnostni spektrometrie
/. sekvence aminokyselin
8. porovnani s databazi
9. identifikace peptidu
10. identifikace bilkoviny

nanolLC

ESI

| MS/MS Ry
proteomika
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Chromatogram

|dentifikovano 10 fmol hovéziho a-S1 kaseinu.
70 ze 214 aminokyselin, 3 peptidy identifikovany, 32% pokryti

MKLLILTCLVAVALARPKHPIKHQGLPQEVLNENLLRFFVAPFPEVFGKEKVNELSKDIGSESTEDQAMEDIKQMEAESI
SSSEEIVPNSVEQKHIQKEDVPSERYLGYLEQLLRLKKYKVPQLEIVPNSAEERLHSMKEGIHAQQKEPMIGVNQELAYF
YPELFRQFYQLDAYPSGAWYYVPLGTQYTDAPSFSDIPNPIGSENSEKTTMPLW
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Stépeni bilkovin trypsinem

Trypsin je bilkovina o Mr = 23300.
Enzym katalyzujici hydrolyzu peptidickych vazeb
za Lys (K) a Arg (R) nenasleduje-li Pro (P).

hovézi a-S1 kasein

MKLLILTCLVAVALARPKHPIKHQGLPQEVLNENLLRFFVAPFPEVFGKEKVNE
LSKDIGSESTEDQAMEDIKQMEAESISSSEEIVPNSVEQKHIQKEDVPSERYLGY
LEQLLRLKKYKVPQLEIVPNSAEERLHSMKEGIHAQQKEPMIGVNQELAYFYPE
LFRQFYQLDAYPSGAWYYVPLGTQYTDAPSFSDIPNPIGSENSEKTTMPLW

YLGYLEQLLR
H;N*-Tyr-Leu-Gly-Tyr-Leu-Glu-GIn-Leu-Leu-Arg-COOH
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Fragmentace peptidu v MS

Kolizi indukovana disociace (CID)

srazkou iontu peptidu s atomem hélia v iontove pasti MS

dochazi k fragmentaci peptidu na peptidické vazbé -CO-NH-

a vznikaji fragmenty b a y.

YLGYLEQLLRY
H;N*-Tyr-Leu-Gly-Tyr-Leu-Glu-GIn-Leu-Leu-Arg-COOH

Y* b, LGYLEQLLR*
YL* b, GYLEQLLR*
YLG* b, YLEQLLR*
YLGY* b, LEQLLR*
YLGYL* be EQLLR*
YLGYLE* b QLLR*
YLGYLEQ* b, LLR*
YLGYLEQL* by LR*
YLGYLEQLL* b, R*

Yo
Ys
Y7
Ye
Ys
Ya
Y3
Yo
Y1
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Experimentalni podminky

kapalinova chromatografie
gradientova eluce: eluent A: voda s 0,1 % HCOOH
Omin 2% B eluent B: acetonitril s 0,1 % HCOOH
40 min 42% B
42 min 85% B
44 min 85% B
45 min 2% B
50min 2% B
prutok nanopumpy: 300 nL/min
prutok kapilarni pumpy: 4 ni/min eluentu A
objem vzorku: 1 nL, prekoncentrace vzorku: 5 minut

hmotnostni spektrometrie
susici plyn: N, prutok: 2,5 L/min, teplota 230 °C
napéti ESI: -2400 V, skenovany rozsah: 300 — 1800 m/z
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NanoLC-ESI-MS/MS

je vynikajicim analytickym nastrojem

pro identifikacl
bilkovin v proteomice
ale I mensSich organickych mo

jako napf. metabolickych proo
|éCiv ve farmacii.

ekul,
uktu
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Nanokapalinova nebo

kapilarni kapalinova chromatografie

Pramér kolony

Mikrokapalinova chromatografie 1 mm

Kapilarni kapalinova chromatografie 300 um

Nanokapalinova chromatografie 75 um
Vhodna detekce

CLC UV-VIS, CCD, ED

NanoLC MS, LIF, CCD, ED
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CZE

latky iontové povahy
rozdilné elektroforetické pohyblivosti

vyborna separacni ucinnost
rychly vyvoj metody
kratkad doba analyzy
mala spotreba vzorku
snadné odstranéni vSech latek
z predchozi analyzy

nestabilita elektroosmotického toku
horSi opakovatelnost

a reprodukovatelnost
problemy s validaci

CLC

neutralni latky a ionty

rozdilna distribuce mezi mobilni
a stacionarni fazi

velka separacni ucinnost
vyborna opakovatelnost

a reprodukovatelnost
moznost validace

komplikovana priprava
separacni kolony
pomalejsi vyvoj metody
delSi doba analyzy
VétSi spotfeba vzorku
latky z predchozi analyzy
mohou zustat v koloné
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Ropinirol a jeho necistoty

N(CH,CH,CHg),.HCl  N(CH,CH,CHg),.HC N(CH,CH,CHg),.HCl
o
é wa
Ko N/Jxo N O
H H H
ropinirol 1 2
HCLHN- HNCH,CH,CH3.HCl  N(CH,CH,CHg),.HCl

T
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Experimentalni podminky

Obé analytickeé metody byly optimalizovany pro separaci
a stanoveni ropinirolu v realnych vzorcich ze syntézy.

CZE
kfemenna kapilara
S50 um x40 cm x 47 cm

100 mM boritanovy pufr
30 mM MgSQO,

pH =8,7

20 % acetonitril

2 nl vzorku
+30 kV, 51 uA
detekce pri 254 nm

CLC

Nucleosil 100-5 C18, 5 uym
320 um x 41 cm

8,7 mM pufr MES
pPH=6,0
55 % acetonitril

60 nl vzorku
4 uL/min
detekce pri 254 nm
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Separace a stanoveni pomoci CZE a CLC
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Kvantifikace pomoci CZE a CLC

Korelacni koeficient (r) linearnich kalibra¢nich krivek

a limity stanoveni (LOQ) v pg/mL.

CZE CZE CLC CLC
Analyt r LOQ r LOQ
Ropinirol
0-2,5 mg/mL 0,998 0,995
0-25 ug/mL 0,996 3,6 0,997 5,6
1 0,998 2,3 0,998 3,6
2 0,998 3,0 0,998 4,3
3 0,998 2,0 0,999 6,9
4 0,999 2,6 0,996 6,3
S 0,996 3,3 0,997 7,9
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Porovnani obou kapilarnich metod

Dva ruzné vzorky ropinirolu ze syntézy byly analyzovany
pomoci optimalizovanych metod CZE a CLC.

CZE
Doba analyzy 13 min
Opakovatelnost 0,1-19,7%

Cistota ropinirolu
1.vzorek 98,69 %
2.vzorek 99,65 %

(1.vzorek metodou HPLC: 98,3%)
(2.vzorek metodou HPLC: 99,6%)

CLC

27 min
0,1-29% (n=06)

98,24 %
99,59 %
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Optimalizace pH zakladniho elektrolytu

Optimalizace pH zakladniho elektrolytu v CZE poskytuje
hodnoty pK, separovanych latek.
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Urceni disociacnich konstant

1
= X
m=m, 1+ 10(IOH- PK3)
Analyt pK, (CZE) m; r
Ropinirol 9,79 2,27 0,991
1 9,43 2,26 0,955
2 9,52 2,22 0,989
3 9,95 2,21 0,991
4 10,06 2,47 0,992
5 9,36 2,12 0,986
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Reprodukovatelnost a
opakovatelnost v CZE

Elektroosmoticky tok se ¢asto méni i v prubéhu jedné analyzy.

Nestabilni elektroosmoticky tok vede ke Spatné

a) reprodukovatelnosti a opakovatelnosti migracnich ¢asu
(feSeni: kovalentni ¢i dynamické pokryti vnitfni stény)

b) opakovatelnosti plochy piku
(feSeni: normalizace plochy A/t, vnitfni standard)

Validace analytickych metod v CZE je obtizna.
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Elektroosmoticky tok, EOF
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Cislo analyzy

TRIS pufr
pH = 8,2
m bez promyti

fosforeCnanovy
pufr, pH = 6,8
m promyti NaOH
m promyti HNO,
m bez promyti
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Analyza aminokyselin pomoci CZE

Experimentalni podminky:

kfemenna kapilara 50 ym x 66,5 cm x 80 cm

2,3 M CH;COOH (pH 2,1) s 0,1% hydroxyethylcelulosou
300 mbar.s, 0,1 — 0,5 mM roztok aminokyselin

+30 kV, 15,3 YA, 25 °C

bezkontaktni vodivostni detekce (CCD)

Hydroxyethylcelulosa (HEC) vyznamné zlepSuje
reprodukovatelnost a opakovatelnost pouzité
analytické metody.

© Pavel Coufal, Univerzita Karlova v Praze, Katedra analytické chemie, 4.9.2006
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20 nederivatizovanych aminokyselin
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Migracni ¢as, min

1Lys
2 Arg
3 His
4 Gly
5 Ala
6 Val
7 lle

8Leu 15Glu
9 Ser 16 Phe
10 Thr 17 Pro
11 Asn 18 Tyr
12 Met 19 Cys-Cys
13 GIn 20 Cys
14 Trp 21 Asp

Elektroosmoticka pohyblivost bez HEC

Elektroosmoticka pohyblivost s 0,1% HEC
0,19 % (n = 12)
RSD migracénich ¢asu kys. asparagovée 0,22 % (n=12)

RSD migracnich ¢asu prolinu

0,12:104 cm?/Vs
0,03-104 cm?/Vs
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Efektivni elektroforetické pohyblivosti

-0,220 -0,221

: 10 17 - WM L\/{MUM
020 228 Mig;raénzies;,gs m;n 275 300 R ST N'”grlgni'éazsiom'm 25 30 35
1Lys 2,91-10% 8Leu 1,40-10% 15Glu 1,16-104
2 Arg 2,74-10% 9Ser 1,39-10% 16 Phe 1,13-10%
3 His 2,67:10% 10 Thr 1,26-:104 17 Pro 1,10-104
4 Gly 2,00.104 11Asn 1,24.10% 18 Tyr 1,08-10*%
5Ala 1,77-104 12Met 1,23-10% 19 Cys-Cys 1,02-10*
6val 1,47.104 13GIn 1,19.104 20Cys 1,00-10*
71le 1,44.104 14Trp 1,18.10% 21 Asp 0,96-10*

allo-Thr 1,17-10*cm?/Vs
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CZE a CLC

jsou slibnym konkurentem
konvenéni HPLC.

Vyznacuji se lepSi separacni ucinnosti,
snizenou spotrebou
zakladniho elektrolytu / eluentu,
mensSimi naroky na mnozstvi vzorku

a nizkou cenou kazdodenniho provozu.
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Separac€ni kolony pro CLC

Naplriové kolony s ¢asticemi stacionarni faze

75 um x 280 ym
320 um x 450 um

Monolitické kolony s roubikem monolitu

320 um x 450 um 220 ym X 375 ym
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Charakter monolitickych kolon

. snadna priprava kolony radikalovou polymerizaci
. zadné frity k udrzeni sorbentu

polarita monolitu zavisi na funkénim monomeru

. kolony libovolného pruméru a delky

g~ W N P

. hizka cena kolony
organické polymery

silikagelove monolity
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Polyakrylamidovy monolit

hydrofiln

| sorbent

akrylamid H,C=CH-CONH,
methylenbisakrylamid H,C=CH-CONH-CH,-NHCO-CH=CH,

CH,— C-+CH,— C+

H H H
—+ CH,— <|:—— CH,— C— CH,— c|:—
HNOC | . OC| HNOC
HN—CH,—NH
: H oc |
lew 1l
~ HNOC | H|
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Polystyrenovy monolit

hydrofobni sorbent

styren H,C=CH-C H:

divinylbenzen H,C=CH-C,H,-CH=CH,

CH,— CH—CH,— C+
_ e
+CH,— C|3H CH,— c|:—
| H5C6 B g H

H5C|:6

H:Cs |
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Polybutylmethakrylatovy monolit

stfredné hydrofobni sorbent

butylmethakrylat H,C=C(CH,)-COO-CH,CH,CH,CH,
ethylendimethakrylat H,C=C(CH,)-COO-CH,CH,-OOC-C(CH;)=CH,

ch‘: H3c|: H3(|3
— CH— cls—— CH,— c|:—— CH,— c|:——

| HC,OC |, ?ZC | HCOL |
. HC oc| HC

| | |
—+CH,— c‘:—— CH,— c|:—— CH,— c|:——
H,C,0.C

. HC|HCOLC
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Priprava
polybutylmethakrylatového monolitu

Silanizace kapilary
silanizaCni €inidlo: 3-(trimethoxysilyl)propylmethakrylat

Polymerizacni smés (40:60)

funkéni monomer: butylmethakrylat
sitovaci monomer: ethylendimethakrylat
iniciator polymerizace: a,a’-azobisisobutyronitril

porogenni rozpoustédlo: 1-propanol
1,4-butandiol
voda

© Pavel Coufal, Univerzita Karlova v Praze, Katedra analytické chemie, 4.9.2006
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Slozeni polymeriza€ni smesi

funkéni monomer: butylmethakrylat 17,8 %
sitovaci monomer: ethylendimethakrylat 21,8 %
Iniciator polymerizace: a,a’-azobisisobutyronitril 0,4 %
porogenni rozpoustédlo: 1-propanol 36,0 %

1,4-butandiol 18,0 %

voda 6,0 %

© Pavel Coufal, Univerzita Karlova v Praze, Katedra analytické chemie, 4.9.2006

44




V0iv sitovaciho monomeru

Polymerizacni smés

butylmethakrylat
ethylendimethakrylat

a,a’-azobisisobutyronitril

1-propanol
1,4-butandiol
voda
5
i _ 2 nL./min
2 4F ¢ 65:35 (V/V)
E acetonitril-voda
2 3F
g2l E 3
.(zn_m 1 JV\A_\
o

0 5 10 15
Retenéni ¢as, min

20

Signal detektoru, mAU

Hmotnostni %

23,8 19,8 17,8
15,8 19,8 21,8
0,4 0,4 0,4
36,0 36,0 36,0
18,0 18,0 18,0
6,0 6,0 6,0
i 2 mL/min
= 65:35 (V/v)
al = & acetonitril-voda
| [S
o 5 10 15

Retenéni ¢as, min

20
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Separace malych organickych molekul

20 — = 12 -
 1nl/min 2 N ol 3 38 4 mL/min
15 | g & =% 65:35 (VIV)
£ 8l E’ acetonitril-voda
(O]

uracil
()]
T
uracil

AN
—T—

ol
T

Signal detektoru, mAU
B
Signal detektoru, mAU

0 5 10 15 20 25 30 35 40 0 5 10 15 20 25 30 35 40

g benzen
i Q toluen
o N

Retencni ¢as, min Retencni ¢as, min
HETP v um: Analyt 1 yl/min 4 pyL/min
uracil 52 134
fenol 44 132
benzen 27 57
toluen 26 63
ethylbenzen 30 77
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Separaéni u€innost kolony

20
1 m_/min O Q Q

5 | S\Q’Q o\\\’e Q/\’QI B
215 S A\QQ’ HETP=A+—+Cx
5 | & u
g &
210+ >
2 R 150
= Q
\(5 QI
S 5 & 125
m sy

O n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n g 100 B

0 5 10 15 20 25 30 35 40 : ethylbenzen
Retenéni ¢as, min (al 75
12 E | * toluen
-4 mL/min > B T I .

10 N O A 50 L uracil . benzen
2 W S
g ol fenol
=8
5 | 25+
% 6
6 L
% 4 O | | ! | ! | ! |
S | 0 1 2 3 4
o 20 Pritok eluentu, nl./min

0

0 2 4 6 8 10 12
Retendni ¢as, min
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Kapilarni monolitické kolony

Jsou slibnou alternativou
ke kapilarnim naplnovym kolonam.
Vyznacuji se srovnatelnou
separaéni ucinnosti a jejich prednosti

je jejich cena a jednoduchost pripravy.
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Budoucnost
kapilarnich separacnich technik

Problem reprodukovatelnosti CZE je feSitelny pouzitim
kapilarnich kolon s pokrytym vnitrnim povrchem.

Problém pfipravy kapilarnich kolon pro CLC je reSitelny
vyuzitim monolitickych kolon.

Domnivam se, ze CLC a CZE budou postupné nahrazovat
HPLC i v komercni sféfe chemicke analyzy.

CZE se bude vice vyuzivat k rychle kontrole vzorku
z vyrobniho procesu a CLC bude slouzit predevsim
ke kontrole kvality kone¢nych produktu.
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Dékuji Vam za pozornost.

Chemicky
ustav

Prirodovédecka
fakulta

Univerzita Karlova
Vv Praze
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