MONOLITICKE KAPILARNj KOLONY PRO SEPARACE
BIOLOGICKYCH VZORKU




1. Teorie k cviéeni

Kapalinova chromatografie na reverzni fazi

V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalina. Stacionarni faze je vazana na povrchu
poréznich ¢astic nebo monolitd, kterymi jsou plnény kolony. Monolity jsou separacni média,
tvofena jedinym kusem porovitého materidlu (mé odpovidajici chemické, fyzikdlni a
mechanické vlastnosti), ktera zcela svym tvarem a objemem zapliuji vnitiek separaéni
kolony. Monolity neobsahuji mezicasticové prostory, proto veskera mobilni faze protéka pory
monolitu [1-4]. Chromatografie na reverznich fazich vyuziva nepolarni stacionarni faze a
polarni mobilni faze. Jednotlivé slozky vzorku (analytu) se déli mezi tyto dvé faze na zakladé
odli$né rozpustnosti (rozdélovaci chromatografie). Dal§Sim mechanismem, ktery se uplatiiuje
v kapalinové chromatografii je adsorpce [5,6]. Princip chromatografie je znazornén na
obrazku 1. Dnes se pii separacich nejvice vyuziva vysoce u¢inna kapalinova chromatografie

(HPLC = High Performance Liquid Chromatography).
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Obrazek 1 Schéma principu chromatografie

Zakladni ¢asti aparatury pro kapalinovou chromatografii:
e cCerpadlo (pistové, membranove)
e sméSovaci zafizeni — zajiStuje slozeni mobilni faze
e davkovaci zatizeni (injek¢ni stiikacka, davkovaci ventil)
e kolona — riiznd délka, vnitini pramér, naplné

e detektor (UV-VIS, fluorescencni)



Uspotadani je znazornéno na obrazku 2.
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Obrazek 2 Schéma zatizeni pro vysoce ucinnou kapildrni chromatografii

2. Zadani ulohy

Vzhledem k vysoké pofizovaci cené¢ komercnich kolon a HPLC systémil je pro manipulaci a
analyzu biologickych vzorkii, napt. bakteridlnich lyzatd, ekonomicky vyhodnéjsi pouzit
laboratorné ptipravené monolitické kapilarni kolony. Ty jsou zapojené do jednoduchého
experimentalniho usporadani (viz. obr. 3), jehoz soucasti je mikrostfikacka slouzici jako
generator gradientu. Dalsi vyhodou tohoto uspoiddani je nizsi spotfeba mobilni faze, nez je
tomu u komercnich systémt (70 pl na analyzu). To je ddno mensim objemem vyrobené
kolony a pouzitim mikrosttikacky. Délka, priimér i napli kolon jsou znaéné€ variabilni. Kazdy
pracovnik si je voli podle svého uvadzeni. Pokud je nami pfipravend kolona nevratné
poskozena nebo je-li kolona pfili§ zneciSténa, mize byt bez velké ekonomické ztraty

vyhozena a vyrobena nova. To je vyhodné pro separace komplexnich biologickych vzorki.



Cilem tulohy je separace tryptického digestu hovéziho sérového albuminu (bovine serum

albumin BSA) na koloné C;; (délka 30 mm, pramér 0,32 mm). BSA je jeden z mnoha

albumind, proteind krevného séra. Je jednim ze zakladnich proteinli pouZivanych pii mnoha

experimentech. Pouzitim BSA se zjisti, zda je spravné namichan gradient v mikrostiikacce a

zda kolona spravné separuje.

2.1. Pristrojova technika

stiikackova infuzni pumpa (linearni davkovac) od firmy Cole-Parmer; Vernon
Hills, Illinois USA

UV/VIS detektor UV-790 od firmy Jasco; Hachioji, Tokio, Japonsko

ultrazvuk Bandelin SONOREX® Digital 10 P Ultrasonic baths od firmy
BANDELIN electronic; Berlin, Némecko

trepacka TTS 3 digital yellow line od firmy IMLAB; Boutersem, Belgie

2.2. Experimentalni uspovadani

stiikackova infuzni pumpa (linearni davkovac)

mikrostiikacka (objem mikrostiikacky 100 pl)

teflonové spojky 1/16° (1 palec = 25,4 mm) x 0,25 mm; spojovaci kousky
kiemenna kapilarni davkovaci smycka; délka koresponduje s objemem
davkované¢ho vzorku 2 upl + 0,5 cm kiemenné kapilary navic, abychom m¢li
jistotu, Ze se vzorek nedostane do stiikacky

kifemennd kapilara plnénd monolitem pro odsoleni, zakoncentrovani a separaci
biologickych vzorki

UV detektor

Experimentalni uspotfadani je na obrazku 3.
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Obrazek 3 Experimentalni sestava pro analyzu

2.3. Pomiicky a chemikalie

acetonitril

e trypticky digest BSA

e redestilovana voda

e isopropanol

e trifluoroctova kyselina

e Spicky, pipety, vialky eppendorf, vialky, mikrostfikacky, teflonové spojky,

kifemenné kapilary potazené polyimidem

2.4. Priprava roztoki

Pfiprava mobilnich fazi

Pro eluci je nutné piipravit mobilni faze, ze kterych se bude tvofit gradient. Slozeni mobilnich
fazi je uvedeno v tabulce 2. Soucasti mobilnich fazi je i kys. trifluorocotva. Jeji pfitomnost je
potiebna pro dobrou eluci, protoze:
e zlepSuje tvar pikll a rozliSeni separovanych latek (potlacuje ionizaci karboxyl.
skupin)

e ma nizkou absorpci pii pouzitych vinovych délkach



Kazdy roztok pfipravte do samostatné vialky. Nezapomerite si vialky fadn¢ oznacit.
Ptipravte roztoky podle tabulky 2, ktera je uvedena nize. Roztoky kratce protiepte na tfepacce
nebo dobfe promichejte. Z kazdého roztoku odpipetujte 3 pl a pridejte zpét stejné mnozstvi

kys. trifluoroctové. Vznikly roztok nechte 10 minut odvzdusnovat v ultrazvuku.

acetonitril | voda | TFA
(ml) (ml) | (u)
0% |--- 3 3
10% | 0,3 2,7
20% | 0,6 24 |3
40% | 1,2 1,8 |3
60 % | 1,8 1,2 |3

Tabulka 2 Slozeni mobilnich fazi
2.5. Piiprava vzorki
Trypsinem naStipané BSA rozpusténé ve vodé s pifidavkem TFA dostanete od vedouciho

cviCeni. Nechejte jej rozmrazit a ihned poté jej pouzijte k davkovani

2.6. Vlastni analyza

K eluci pouzijte gradient acetonitrilu (A) ve vodé (B) s0,1 v/v % kys. trifluoroctové.
Ptipravte si smycku a teflonové spojky. Objem smycky musi byt nejméné 2 pl, aby se
davkovany vzorek analytu nedostal do stfikacky. Kolonu potfebnou pro analyzu dostanete od

vedouciho cviceni. Zkrat'te ji na délku maximalné 40 mm. Sestavte aparaturu podle obrazku

W.L
1

3. Na detektoru nastavte vlnovou délku 214 nm, zmacknéte tlacitko , navolte hodnotu a

poté zmacknéte enter (viz obrazek 4). Na pumpé zvolte program pro stiikacku, kterou budete

select
pouzivat (SGE nebo Hamilton), zmacknéte tlacitko select , pohybem Sipky zvolte napis

TABLE a vyberte ptislusny druh stiikacky (viz. obrazek 5a). Opét zmacknéte tlacitko select a
tentokrat vyberte ndpis VOL pro nastaveni objemu a RATE pro nastaveni pritoku (viz.
obrazek 5b). Do sttikaCky naberte vodu s0,1% v/v TFA. Stiikacku umistéte do pumpy.
Spust'te program Clarity. Z nabidky si zvolte instrument 1. Kliknéte na ikonu stfikacky (viz.
obrazek 6a) a pojmenujte analyzu (viz. obrazek 6b). Poté kliknéte na ikonu obrazovky (viz

obrazek 6a). Otevie se okno se zdznamem analyzy. Zapojte piipravenou kolonu do aparatury



mmn
stop

a zapnéte pumpu tlacitkem . Nechte aparaturu promyvat (cca 3x objem kolony), dokud

na obrazovce pocitace neuvidite rovnou ¢aru. Pokud neni odezva signalu na nule, vynulujte
detektor (viz. obrazek 4). Zastavte pumpu a do stfikacky ptes kapilaru naberte gradient: 40 pl
60% A, 10 ul 40% A, 10ul 20%, 10ul 0% a nakonec 2 pul A v B. V dialogovém okné
pojmenujte analyzu. Zapojte aparaturu a spust’te analyzu kliknutim na pfislusnou ikonu (viz.
obrazek7a). Po skonceni gradientu analyzu stopnéte (viz. obrazek 7b), tim dojde k jejimu
uloZeni.
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Obrazek 4 Detail detektoru
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Obrazek 5a Nastaveni druhu stiikacky



nastaveni pritoku nastaveni objmu

Obrazek5Sb Nastaveni pritoku a objemu
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Obrazek 6a Pojmenovani analyzy a spusténi zaznamu
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Obrézek 6b Pojmenovani analyzy

zapnuti analyzy

Obrazek 7a Ikona pro zapnuti analyzy
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Obrazek 7b Ikony pro zruSeni a ukonéeni analyzy

3. Zavér
Pozadovana vysledna separace je na obrazku 8. Zda je gradient sprdvné namichan poznate
podle toho, ze nulova linie klesd. Zda kolona spravné separuje poznate podle tvaru, mnozstvi

pikli a jejich rozliSeni.

Analyza BSA na kolné C12

10 -

cas (min)

Obrazek 8 Separace BSA na koloné C,,
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