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4 Komplexni vzorky a jejich Uprava

4 Membranové techniky

¢ Elektricky indukovany prenos iontli pfes membrany

¢ Praktické aplikace

4 Spojeni se soucasnou analytickou instrumentaci

4 Shrnuti a vyhledy

Uprava komplexnich vzorku

N

Precisténi (Clean-up) Prekoncentrace

4 Vliv matrice 4 Nizkeé koncentrace

analyta
4 Vysoké konc. proteint/ Y

anorganickych soli

l Analyty nejsou
detekovany
¢ Zhorseny analyticky vykon .
Spatné kvantitativni
Poskozeni (otrava) vysledky
analytického systému

Lidska plazma 1:1, esencialni amino kyseliny
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Klasické metody pro tpravu komplexnich vzorku

LLE — extrakce v kapalné fazi (extrakce kapalina-kapalina)

SPE - extrakce tuhou fazi
Snadna automatizace

Vysoka spotfeba organickych rozpoustédel a biologickych vzorku
Casova narognost
Finanéni nakladnost

Instrumentalni vybaveni

Membranové techniky pro upravu komplexnich
vzorkt

Dialyza (MWCO membrany, duta vliakna)

Hew 1 Une: DIALYZERS ™

Step 1 3
I




Ultrafiltrace (ploché membrany,
duta vlakna)

Supported liquid membrane (SLM)
Nosi¢ — porézni PP, PTFE (tloustka 25 — 300 pm)

Vyuziti elektrického proudu pro Upravu vzorku

¢ Kratké extrakcni ¢asy
4 Vysoké extrakéni u€innosti
4 Vysoka selektivita

¢ Jednoducha instrumentace

ELEKTROMEMBRANOVE EXTRAKCE — EME

¢ 1996 — LPME (uL mnozZstvi organiky)

Liu and Dasgupta, Anal. Chem. 68 (1996) 1817-1821
Jeannot and Cantwell, Anal. Chem. 68 (1996) 2236-2240

¢ 1999 — HF-LPME (inertni polypropylenové duté vlakno)

Pedersen-Bjergaard and Rasmussen, Anal. Chem. 71 (1999) 2650-2656

4 2006 — EME (zkraceni extrakci pouzitim elektrického napéti)

Pedersen-Bjergaard and Rasmussen, J. Chromatogr. A 1109 (2006) 183-190

ELEKTROMEMBRANOVE EXTRAKCE — EME

Pedersen-Bjergaard and Rasmussen, J. Chromatogr. A 1109 (2006) 183

duté vlakno:

ELENY

proteiny

1-2mm
—

200 - 300 pm

celkova délka: 2 — 5 cm

Duté vlakno impregnované org. rozpoustédlem (~ 10 uL) — SLM

Laciné jednorazoveé extrakéni jednotky (< 10 h/cm), neni carry-over

DC zdroj napéti (0 — 400 V)

Donor (~ mL) a akceptor (~ 20 pL) jsou vodné roztoky

Parametry ovliviujici EME

SloZeni kapalné membrany
pH a sloZeni akceptoru a donoru

Elektrické napéti / proud

4 Doba extrakce

4 Michani/trepani




EME bazickych Iéc¢iv — modelovy priklad

SLM - NPOE

Akceptor — 10 mM HCI

Donor —v 10 mM HCI

Extrakéni doba — 5 min pfi 300 V

Mithacone (=83, kg P2 1) Halopariaol [p%,=8.3, kog P=3.2)

Absoebance units

i

Pedersen-Bjergaard and Rasmussen J.Chromatogr. A 1109 (2006) 183

Srovnani LPME a EME bazickych léciv
1 pg/mL
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Gjelstad et al. J.Chromatogr. A 1157 (2007) 38

EME za pouziti kapesni baterie — prenosny Drop-to-drop EME

extrakéni systém

Platimam electrode
SLM - NPOE
Akceptor — 10 mM HCI

Donor — vzorky zfedéné 10 mM HCI

Hollow fiber
-5M 9V Supponed liquid Extrakéni doba — 5 min pfi 15 V
hattery membrang

\

Sample Alumemum foi

Readlné vzorky —plazma, mo¢

Accepior solution

SLM - ENB
Akceptor — 10 mM HCI
Donor — vzorky zfedéné 10 mM HCI

A-STD
B - mo&
Battery- Extrakéni doba — 5 min pii 9 V C - plazma

Realné vzorky —plazma, krev, mo¢

Onjoff switch Eibak et al. J.Chromatogr. A 1217 (2010) Petersen et al. J.Chromatogr. A 1216 (2009) 1496




Spikovana lidska moé

25
time [min]

A - spikované moé bez EME
B — spikovana mo¢ po EME

Mikroc€ipova EME

PMMA — hornf kryt
PP membrana
50 pm kanalek
PMMA — zékladni struktura

Petersen et al. Microfluid Nanofluid 9 (2010) 881

SLM - NPOE

Akceptor — 10 mM HCI

Donor — vzorky zfedéné 10 mM
HCI

Extrakéni doba — 10 min pii 15 V.
Reaélné vzorky — mo¢
Fr d 3 pL/min

A neupravena mo&
B — mog spikovana 68ivy
C — moé spikovand léGivy + EME

EME pfii konstantnim elektrickém proudu

1. Faradaylv zakon m=A-l-t

2. Faradayuv zakon

Ohmuyv zakon

A — electrochemicky ekvivalent

F = 96485 C mol!

z — pocet naboju

= Spatna reprodukovatelnost
EME (RSD az 30%)

EME bazickych léciv SLM - ENB
Akceptor — 10 mM HCI
Donor — STD, moé& v 10 mM HCI
Doba extrakce — 5 min

Konstantni U (5 V)

loperamide

AU "
nortriptyline | RSD=7-15%

extracton tme (min)

Konstantni i (4 pA)

—

CE-UV v 15 mM fosfatovém pufru (pH 2.9)

4.0

EME spikované moci pfi konstantnim pr

10 mAU loperamide
nortriptyline ‘\‘

haloperidol “
0

¢ ZlepsSeni reprodukovatelnosti

Konstantni U (5 V)

onstantni i (4 pA)

4 Podobné vysledky pro ostatni analytické parametry

Linearita

Slampova et al. J. Chromatogr. A 1234 (2012) 32




[A) Donor Phase (B) Acceptor Phase

PIM (polymer inclusion membranes) v EME

octanesulfonate

System Peak
|

CTA (cellulose triacetate) i Glyphosate a
NI?OE (nitrophenyl octyl ether) Viarmbeane| aminomethylfosfonova kyselina
Aliquat 336 cnor. 20 o ve vzorku env. vody

a—bez EME
b — po EME

See and Hauser Anal. Chem. 83 (2011) 7507

EME léciv proti zavislosti na alkoholu a
opiatech v biologickych vzorcich

Praktické aplikace EME v analyze
biologickych, environmentalnich a dalSich
komplexnich vzorkt

eradient of pH ib] with

| diference. (8} EME of (3) nonspiked plaima sam

sacmple spiked 3t 3 concentration bevel of 50 g mL- EME of srine samgte spiled 3 concencration lev
[of e drugs. 1: naltrescrs, 3: nalmefone

Rezazadeh et al. J.Chromatogr. B 879 (2011) 1143

SLM —NPOE/DEHP
Akceptor — 100 mM HCI
Donor — vzorky zfedéné 10 mM HCI

SLM — 1-octanol/DEHP

0. ) Akceptor — 0.1 M HCI
Extrakéni doba — 20 min pfi 100 V. U“L“““———~——n'k—_ LA™ Donor — vzorky zfed&né 0.1 M HCI
— S ————— :

| S .
Realné vzorky — plazma, mo¢ A~ STD pfi 300 V ® Extrakéni doba — 5 min pfi 50 V'

B-STDpii0V

Realné vzorky — plazma

40 60 BO 100 139 140 0 WO 00 O MO MO
Tasantcn Time [me]

Balchen et al. J.Chromatogr. A 1194 (2008) 143




EME amfetaminu v biologickych vzorcich

SLM — NPOE/TEHP

Akceptor — 100 mM HCI

Donor — vzorky zfedéné 1 mM HCI
Extrakéni doba — 7 min pfi 250 V.

Realné vzorky — mo¢

A-mog spikovan amfetaminy
B — moé uzivatele amfetamind

Seidi et al. J. Chromatogr. A 1218 (2011) 3958

EME dekompozi¢nich produktii nervovych
bojovych latek v environmentalnich vzorcich
SLM — 1-oktanol
Akceptor — DI voda
Donor — vzorky zfedéné DI
Extrakéni doba — 30 min pfi 300 V
Realné vzorky — env. vody

(a)-STD

(b) — iéni voda spikovana
fosfonovymi kyselinami

Tirme (s)

Xu et al. J. Chromatogr. A 1214 (2008) 17

EME tézkych kovt ve vzorcich vod a
biologickych vzorcich

SLM — 1-oktanol/DEHP
Akceptor — 100 mM HAc
Donor — vzorky zifedéné DI
Extrakéni doba — 5 min pfi 75 V.

Realné vzorky — kohoutkova voda,

kojenecka strava Iz mv 1 uM HMs po EME

Mgt Mnt Canzne  Pb

Kuba et al. Electrophoresis 32 (2011) 1025

Analyza zinku pomoci EME a CE-C“D

Kohoutkova
voda

+10 uM Zn2*

Ca?*Na*/Mg2*

+5pM Zn2*

CE-C*D podminky:
20 mM His, 30 mM
MIéko v HAc, pH 4.95
prasku
(kojenecka
strava)

Ca?*/Na*/Mg?*

migration time (min

EME lithia v télnich tekutinach

¢ Endogenni Li* (sérum 0.2 — 2 pM, mo¢ 0.5 — 20 uM)
¢ Terapeutické Li* (sérum 0.5 — 1.5 mM)

SLM — 1-oktanol

Akceptor — 100 mM kys. octova
Donor — vzorky ziedéné 0.5 mM Tris
Extrakéni doba — 10 min pfi 75 V

Realné vzorky — sérum, plazma, krev, mo¢

EME lithia v télnich tekutinach

CE-C*D v 18 mM L-His/40 mM kys. octova

Endogenni Li*

whole blood

Terapeutické Li*

Strieglerova et al. Electrophoresis 32 (2011) 1182




EME amino kyselin v télnich tekutinach

¢ Endogenni koncentrace ~ 100 uM
4 Koncentrace pfi metabolickych poruchach ~ (MSUD ~ 500 uM)
(PKU ~ 350 — 1500 pM)

SLM — ENB/DEHP

Akceptor — 2.5 M kys.octova

Donor — vzorky ziedéné 2.5 M kys. octovou
Extrakéni doba — 10 min pfi 50 V

Realné vzorky — sérum, plazma, krev, mo¢

EME amino kyselin v télnich tekutinach

10 1112

CE-C*D v 2.5 M kys. octové

migration time (min,

MSUD - rozvétvené amino
kyseliny (Val, Leu, lle)

PKU — fenylalanin (Phe) migration time (min’

Strieglerova et al. J. Chromatogr. A 1218 (2011) 6248

EME shrnuti

« Clean-up a prekoncentrace v jednom kroku
» ~ 10 pL organického rozpoustédla/analyza
 Jednorazové extrakéni jednotky

« Kratké extrakéni ¢asy

» VVysoka selektivita SLM

* Vhodné pro biologické vzorky

Spojeni membranovych predseparacnich technik
se soucasnou analytickou instrumentaci

Extrakce a nasledna analyza off-line

1. On-line spojeni SLM s HPLC

Objem akceptorovaho kanalku ~ 10 pL

Lindegaard et al. Anal. Chem. 66 (1994) 4490

Stanoveni bazickych IéCiv v plazmé

4 pg'ml is plasma b 4 aml in ageesus buffen
| - Amperozide

11 — metabolit Amperozidu
1Il - neznama latka pfibuzna Amperozidu




2. On-line spojeni SLM s GC 3. On-line spojeni SLM s CE

(a)- STD
(b) - plasma
A-IS

B — bambuterol

Shen et al. Anal. Chem. 70 (1998) 946 Palmarsdottir et al. Anal. Chem. 69 (1997) 1732

4. On-line spojeni ED s CE

A-bez ED
B-po ED

LY —— |

[Ep——

Buscher et al. J. Chromatogr. A 788 (1997) 165

5. On-line spojeni SLM s komeréni CE — Beckman Stanoveni nitroimidazoll v jatrech

1 — metronidazole

A —vzorek
2 - ronidazole

B — spikovany vzorek
3 — dimetridazole

Nozal et al. Electrophoresis 27 (2006) 3075




6. On-line mikroc¢ipova EME

SLM - 0.2 uyL NPOE

Akceptor — 100 mM HCOOH
Donor — vzorky ziedéné 10 mM HCI
Extrakéni doba — 10 min pfi 15 V.
Realné vzorky — mo¢

Fg donor =9 pL/min

Fg akceptor = 0 - 3 uL/min

Petersen et al. Anal. Chem. (2011) 44

On-line monitorovani metabolismu amitriptylinu

—EIC 278
-=--EIC 284

MS intensity

T T
10
Time {min)

7. In-line spojeni jednorazové open-tubular kapilarni
predkolonky s CE

75pmiDsample P72 Unon  Femue 50 pm D
cleanup pracolume analytical capillary

Poly(butadienemaleic acid), ik -

MW 10.000-15.000 1

e

Kiplagat et al. J. Chromatogr. A 1218 (2011) 858

Stanoveni hlavnich

K’ o precolumn
= Mg® - no precolumn
© K’ - PBMA precolumn

o Mg”" - PBMA precolumn

relative migration time

plazma
CE-C*D v 15 mM L-Arg/12 mM maleic acid, 3 mM 18-crown-6

8. In-line spojeni jednorazové SLM s lab-made CE

Donor Akceptor

SLM — 2.5 uL ENB/DEHP
Akceptor — DI voda

Donor — plazma, sérum, mo¢
Objem — 50 pL

Extrakéni doba — 5 min

Kuban and Bocek J. Chromatogr. A 1234 (2012) 2

Stanoveni rychle migrujicich amino kyselin v séru a
plazmé

°

F3 ] 1)
© = o2

© ¢ I EZZT
o & O

sérum

Io.z mv

T T T
34 36 38 40 42 mw
migration time (mi
plazma

CE-C*D v 0.5 M acetic acid

Chol
Crea

His

Orn
Lys
Arg

T T T T T 1
3.4 3.6 3.8 4.0 4.2 4.4
migration time (min




9a. In-line spojeni jed zové SLM s komeréni CE — 9b. In-line spojeni jednorazoveé SLM s kom
Beckman Agilent

Electrode
Electrode| [Capillary
Capillary

Spring
Sample vial — : c Lf,“:;pﬁge thin =
Spring PU foam

Sample vial
SLM: 1 — 10 pL organického rozpoustédia SLM: 1 — 10 pL organického rozpoustédia
Donor: surové biologické vzorky Donor: surové biologické vzorky

Akceptor: DI voda Akceptor: DI voda

Objem: 20 — 40 pL Objem: 10 pL

Jednorazové extrakéni jednotky!!! Jednorazové extrakéni jednotky!!!

Stanoveni formatu v lidském séru a pIné krvi

nefedéné sérum — zdravy jedinec

10. Volné kapalné membrany

Normalni hodnoty: 0 — 0.4 mM  donor LM acceptor
Otrava metanolem: 1 — 35 mM

> 10 mM vazné zdravotni nasledky
Support: PP félie (100 um)

SLM: 10 uL MeOH

Donor: surové sérum, plna krev
Akceptor: DI voda

Objem: 10 pL.

Doba extrakce: 60 s !!!

format
10404 mM

: 30 pM nefedéné sérum,

35 pM nefedéna pina krev Extrakéni jednotky — PFA, PTFE, FEP hadicky (ID 0.5 — 1.0 mm)

Minimalni spotfeba rozpoustédel/vzorku (350 nL — 1.5 plL/extrakce)
Celkova doba analyzy: ~ 4 min!!! Laciné, jednorazové extrakéni jednotky (~ 1 ké/cm), eliminace sample carry-over
Stabilni a precizné definované fazové rozhrani

Panttékova et al. J. Chromatogr. A 1299 (2013) 33

H-EME pres volné kapalné membra Pribéh y-EME — zaznam proudovych hodnot

Anionty Kationty
—&— 1mM SPADNS
o= 100 4M SPADNS

LM: 1.5 pL 1-pentanol
Donor: SPADNS a
crystal violet - 50 100 150 200 250 300
Akceptor: DI voda .
Objem: 1.5 uL
Extrakéni napéti: 100 V/

Extracni ¢as: 5 min —a— 1 mM crystal violet
—— 100 uM crystal violet
—e— 10 uM crystal viole
—e— Dl water

electric current (uA)

100 150 200 250 300




H-EME bazickych léciv pres volné kapalné membrany

nortiptyine

loperamide
haloperidol

Standard
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migration time (min

LM: 1.5 uL ENB

Donor: surova mo¢ a
sérum + 20 ug/mL léciv

Akceptor: DI voda
Objem: 1.5 L

Extrakéni napéti: 100 V
Extracni ¢as: 5 min

SHRNUTIi A VYHLEDY

Membranové techniky jsou ekologicke, laciné, rychlé a
efektivni

Elektricky proud je vhodny pro Upravu komplexnich
vzork(

Vysledny akceptor je mozno davkovat do raznych
analytickych systému

On-line a in-line spojeni je velice atraktivni




