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Miniaturizace separaénich systému

Pro¢ miniaturizace ?

snizeni objemu vzorku — velmi dulezité napf. u klinickych vzorkd (mozkomisni
mok, ¢asté odbéry u diabetik apod.)

zkraceni doby analyzy — velmi rychla diagnostika, vétSi mnozstvi analyz za
c¢asovou jednotku

dalSi davody: zmenSeni instrumentace, snizeni spotfeby Cinidel, rozpoustédel,
shiZzeni spotfeby elektrické energie, vyroba prenosnych pristroju, finanéni divody

Laborator na Cipu (lab on a chip)

zafizeni, kterd integruji rGzné analytické procesy na
jediném &ipu o rozmérech nékolika mm2 az cm2. Cipy
obsahuji mikrofluidni kanaly, sméSovace, ventily, pumpy,
davkovaci zafizeni a pod. Jednim z prvnich zafizeni byl
plynovy chromatograf (Terry, 1975).
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Mikrofluidni €ipy

Mikrofluidika — véda, ktera se
zabyva chovanim a moznostmi
manipulace mikrolitrovych objemu
vzorku. Vznikla pfed cca 20 lety s
vyvojem inkoustovych tiskaren.

externim Cerpadlem

&erpani / nebo tlakem plynu

kapaliny elektrokineticky

(elektroosmédza)

rozméry kanalkd — prameér —
mikrometry, délka - centimetry

materialy — sklo, plasty, kiemik,

diamant apod.
riizné tvary mikrofluidnich kanall, pramér ~ 5 um
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Mikrofabrikace 3

Mikrofabrikace — vyroba struktur s
rozméry v fadech mikrometra.
technologiemi pfevzatymi z
pocitaCoveho pramyslu

Fotolitografie: technika pfenosu
vzoru na povrch substratu,
nejCastéji kifemik (mozno i na
sklo, kov atd)

Kfemikova deska pokryta vrstvou

oxidu kiemicitého se ovrstvi tzv.

fotorezistem. Ten se pUsobenim UV

svétla vytvrdi. Naslednymi

chemickymi procesy se postupné

odmyje nevytvrzeny fotorezist,

odlepta se vrstva SiO, v pfistupnych — m— L etint SI02 vty 3
oblastech (HF), a odstrani se zbytky T foaearanent
fotorezistu (H,SO,)

MC230P14 Vysokoucinna kapalinova chromatografie, 2010/2011

Mikrofabrikace

Struktury na Si desce se mohou pouzit jako vzor pro otisk do plastu a vyrobu
mnoha replik. Lze pouZit lisovani za tepla, pfipadné pfimou polymeraci na
desce.

Uzavieni kanalku

- spojeni Si desky s vyleptanymi nebo
prenesenymi strukturami s planarni
deskou

planarni deska — sklo, polymer apod.

sklo-sklo nebo sklo-kifemik Ize spoijit
postupem zvanym “anodic bonding”
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Chromatoqgrafické mikrofluidni €ipy s MS detekci

Separacni kanal muze byt plnén
sorbentem, pfipadné monolitem.

Mobilni faze je Cerpana externi pumpou

(tlakem). Je mozno vyuzit i
elektrokinetické ¢erpani faze ->
elektrochromatografické Cipy.

Chromatogram tryptického digestu

cytochromu C separovaného na
Cipu s on-line MS detekci.

LC-ESI/MS Cip s integrovanou HPLC
kolonou, fritou a nanoESI sprejovaci
tryskou. Kolona — 65 x 0.1 x 0.025 mm,
plnéna 5 um C18.

http://research.cens.ucla.edu/
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Chromatoqgrafické mikrofluidni €ipy s MS detekci
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Praktické vyuziti ¢ipové technologie

Cip = mikrofabrikovana chromatograficka
kolona

Kanaly pInéné 3-um Casticemi C18;
mikrofabrikované struktury (hraze) na
konci kanalt maji minimalni mrtvy objem

(13 pL) oS

Dokovaci stanice pro 3 Cipy.

Vyhody: jednoducha obsluha, minimalni
mrtvé objemy

Vyuziti: analyza peptidu
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Praktické vyuziti ¢ipové technologie L —

Cip = mikrofabrikované chromatograficka
kolona, spojovaci kapilara a
nanoelektrosprejer

Cipy rtiznych provedeni pro danou aplikaci; _

Cipy na zakazku

Aplikace:
Analyza peptidu a fosfopeptidu
Analyza malych molekul
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APLIKACE HILIC CHROMATOGRAFIE

HILIC

Aplikaéni oblast HILIC
Retencni poradi v HILIC
HILIC aplikace
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HILIC - Hydrophilic Interaction Chromatography

HILIC je druh chromatografie s normalnimi fazemi, vyuzivajici mobilni faze
misitelné s vodou (aqueous normal phase chromatography)

Stacionarni faze je polarni (silikagel, kyano, amino, diol, polarni polymerni faze)

Mobilni faze obsahuje vysoké procento organické slozky, typicky ACN (> 80%) a
malé mnoZstvi vody nebo roztoku pufru. Voda je silnym, eluénim solventem.

Na povrchu polarni stacionarni faze se
adsorbuje vrstva bohata na vodu. Analyt
se rozdéli (LL extrakce) mezi vodnou
vrstvu na povrchu stacionarni faze a
mobilni fazi s nizkym obsahem vody.
Polarnéjsi slou¢eniny maji vyssi afinitu ke
stacionarni fazi.

Latky se separuji na zakladé polarity.
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Aplikaéni oblast HILIC

v

roste lipofilita
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Retencni poradi v HILIC

Eluéni pofadi v HILIC je opa¢né
nez u RPLC. Latky, které v RPLC
eluuji v mrtvém ¢ase maji v HILIC
vysokou retenci (a naopak).
Slouceniny obtizné separovatelné
v RPLC — kyseliny, baze,
organické ionty, cukry se snaze
déli v HILIC.

Aplika¢ni oblast HILIC se pro
nékteré slouceniny prekryva s
RPLC, NPLC a IC (lontova
chromatografie).

{u—e
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Figure 2: Separation of peptides under HILIC and RPLC
conditions. Eluents; (HILIC) 60:40 acetonitrile / 10 mM
ammonium acetate, pH 7, (RPLC) 5:95 acetonitrie / 10 mM
ammonium acetate, pH 7. Legend; (1) Phe-Gly-Gly-Phe, (2)

Leu-Gly-Gly, (3) Gly-Gly-Gly.
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Retencni poradi v HILIC

Retention behavior of HILIC mode

Tinna {rman)

N 4

Voda je silnym, elué¢nim solventem. VySSi mnozstvi organiky vede k prodlouzeni

retenc¢nich ¢asu.
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Obelisc R Obelisc N

HILIC aplikace - nukleové baze .
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HILIC aplikace - methakrylamid, akrylamid, kyselina

methakrylova

Chromatographic Conditions

Column: ZIC®-HILIC, PEEK 150 x 4.6 mm, 5 pm, 200 A (P/N 2712-155)
Injection: 5.0 pL
Detection: UV @ 210 nm (UFS 1.0 V)
Pressure Drop: 8.0 MPa
How Rate: 1.0 mL/min

Mobile Phase (v/v):

95%, Acetonitrile

5%, Acetic Acid 50 mM

(8] 1 2 3 4
Retention Time (min)
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HILIC aplikace - Chlormeguat a Mepiquat

Chromabographic Conditions

Column: ZIC®-HILIC, PEEK 100 x 2.1 mm, 3.5 um, (P/N 2702-102)

Injection: 20 pylL in mobile phase
Detection: Electrospray-MS in postive mode (ESI+)
Single ion monitoring (SIM) at myfz 114 and 122
Aow Rate: 0.2 mbL/min
Maobile Phase (v/v): 80%, Acetonitrile
20%, Armmonium Acetate 25 mM
Temperature: Ambient
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STACIONARNI FAZE S PEVNYM JADREM

Vlastnosti stacionarnich fazi s pevnym jadrem
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Vlastnosti faze KINETEX™

Pravidelné kuloveé Castice (2 ¢i 3 um)
tvofené pevnym jadrem a poréznim
obalem (oboji silikagel)

Vysoka uéinnost diky rychlejSimu
pfenosu hmoty:
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Vlastnosti faze KINETEX™

Vyrazneé nizSi zpétny tlak:
Vysoka u€innost diky velmi uzke
distribuci velikosti €astic
(minimalizace virivé difaze):
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Vlastnosti faze KINETEX™

Srovnani ucinnosti klasickych ¢astic a ¢astic s pevnym jadrem:

1. uracil
2. acetofenon
3. toluen

acetonitril/voda 70:30, 1,8 ml/min., kolona 150 x 4,6 mm
4, naftalen
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Aplikaéni vyuziti fazi KINETEX™
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