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UN NUOVO
GENERATORE
PER MICRO- E

NANO HPLC

E descritto un huovo sistemu per yeherare gradienti di fuse mobile u micro- e hano-flussi u purtire da un Hule
cohvenhziohdle. Questo sistemau si busu sull’ impiego di uha valvola multiposizione dotatu di sei reservoir, o ghuho

dei qudli viene riempito con uhu specifica composizione di fuse mobile. Comundundo elettronicumente Iu valvolad,
viene tfrusferita in colonha uhu sequenzu di fruziohi a diversu composizione di fuse mobile e si ottfengono gradienti
daccurdti e riproducibili di varia forma (linedre, concuva o convessd), per soddisfare le diverse esigenze di undlisi,

edli ulfimi decenni, si & wassistito ad unu proyressivu

miniaturizzazione dei sistemi Hplc sia nelle dimensioni fisi-

che siu nei flussi di fuse mobile utilizzati. L'abbandono

della cromatoygrafia liguida convenzionale, che comun-
yue muntiene uncoru un ruolo du protugonistu, & motivuto dui
seguenti vantagyi: il minore consumo di solventi; lu riduzione dei
volumi d’iniezione e, quindi, lu possibilitd di lavorare con basse
guuntita di cumpione; il miglioramento dei limiti di rivelabilita in
rivelatori sensibili dlla concentrazione degli undliti, grazie dlla mino-
re diluizione del soluto in colonnu e dll'incremento del rupporto
seghule-fondo dei picchi cromatoygrafici (1, 2). Inoltre, nuove tec-
niche d’interfucciumento LC-MS imponygono |'utilizzo di flussi sem-
pre piu bussi (<1 ul/mMin.) impieguti con colonne dul diumetro inter-
no <150 um: una tale miniaturizzazione del sistema cromutogrufico
viene comuhemente indicata con il termine di “hano-Hplc”. Uno
dei problemi principdli che si incontra lavorando a flussi Molto
ridotti cohsiste nellu muncunza di unu strumentuzione uffidubile in

nell’inserire un dispositivo di splittuygyio tru la pompu e I'iniettore. |
sistemi di splittaggio del flusso sono stuti convenientemente utiliz-
zati dal hostro gruppo di ricercu in molte applicuzioni, anche in
combinuzione con lu spettrometria di massu (3-6), tuttaviu essi pre-
senfuno delle limituzioni: innunzitutto, richiedono flussi superiori u
yuelli hormulmente utilizzati in micro- e huho-Hplc; inoltre, si posso-
no fucilmente verificure delle distorsioni hel gradiente, causute du
cumbiumenti di pressione e conseguente ulteruzione del rupporto
di splittaggio; infine, la variazione della composizione dellu fuse
mobile é trasferita allu colonnu con un certo ritardo, pendlizzando
lu sepuruzione cromutografica, Negdli ultimi anni, sono stute pro-
poste diverse soluzioni sperimentuli (7-15) per superure tali difficol-
T nessun sistema tra quelli presentati si &, perd, rivelato in grado
di esercitare sul gradiente un controllo aftento e preciso yuunto
yuello fornito dui sistemi convenzionuli ad alti flussi. In yuesto luvo-
ro, viene descritto un nuovo sistemu per lu generuzione di yru-
dienti in micro- e nuno-Hplc. Questo sistemu € busuto sull’'uso di

grado di generare gradienti di eluizione ripro-
ducibili, caratterizzati da un riturdo limitato nel
trasporto dei solventi e du unu Mmisceluzione
dppropriuta ed omoyeneu delle fusi mobili.
Attudlmente esistono in commercio (Ayilent
1100; Ultimute LC Puckings; CuplLC Wuters) dei
sistemi Hplc in grado di soddisfare in purte
yueste uspettative. || modo pil economico e
comune di oftenere flussi ridotti, condiviso
dullu muygyior purte di yuesti sistemi, consiste

splitter

valvola

multiposizione

Figura 1 - Schemu del sistemu cromatogrufico

unu vulvolu multiposizione ed & redlizzuto in
modo du poter essere faciimente aduttato a
yudlsiusi Hplc convenzionule, convertendolo
in un efficiente Micro- o huno-Hplc.

iniettore
camera di
miscelazione |

o—O
colonna
La metodologia

Il cuore del huovo yenerutore di grudienti € unu
vulvola multiposizione, modello EMTCST6UW
(Vdico Instruments Co. Inc. Houston, TX), dotutu
di 14 porte, due delle yuuli costituiscono rispetti-

v

rivelatore
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vamente I'entratu e I'uscita, mentre le ditre
12 rappresentano i punti di connessione per
6 loop redlizzute con dei tubicini di peek
(Alltech Associutes Inc., Deerfield, IL, USA) del
diumetro interno di 500 um: le prime cinyue
loop hanno un volume di 50 ulL, mentre lu
sestu ha un volume fre volte magyiore., Ogni
loop viehe riempitu con unu specificu com-
posizione di fuse Mobile e dll'ultimu spettu
solitumente lu piu altu concentrazione di sol-
vente orgunico, ovvero lu fuse findle del yru-
diente in cromutoyrafia a fuse inversa: il suo
maugyyiore volume, quindi, € necessurio u
gurantire il completamento dell’andlisi e la
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Figura 2- Gradienti di 12 minuti dal 100% di H,O ol 100%
di CH3CN ottenuti con lu valvolu mulfiposizione i flusso
diu) 2 ul/min., b) 700, ¢) 500 e d) 300 nL/min.

punto lu valvolu viene dtftivata e, uttraverso un
dispositivo elettronico gestito manuulmente o tru-
mite computer, si selezionu lu loop 2, il cui conte-
nufo, u mugyiore forzu eluente, viene introdotto
in colonnu. Questu loop viene Muntenutu on-line
con la colonna per un determinato infervallo di
tempo, in funzione del tipo di grudiente desideru-
to. Lo stesso processo viehe ripetuto successiva-
mente, fino U yuundo si selezionu I'ultimu loop: in
yuesto modo, uttraverso il tfrasferimento in colon-
nu di unu seyuenzu di precise fruzioni di fuse
mobile, si yeneru il gradiente. Una volta riempite,
le loop sono in yrado di soddisfure diverse prove
conhsecutive, u secondu del flusso utilizzato e del

puliziu dellu colonnu. In puarticolare, sono

stute scelte per le sei loop le seguenti composizioni di fusi mobili: loop
1: 100% HyO = 0% CH3CN; loop 2: 80% H,O - 20% CHZCN:; loop 3: 60%
H,O - 40% CH3CN; loop 4: 40% Hy,O - 60% CHZCN: loop 5: 20% H,O -
80% CH3CN; loop 6: 0% H,O - 100% CH,CN.

La valvolu viene inserita, nell’ambito di un sistema cromatografico
tradiziondle, dopo il dispositivo di pompugyio e prima dell‘iniettore,
come illustrato in Figura 1. L'Hplc ufilizzato & costituito da una doppia
pompu Kontron Instruments 422 (Miluno, Italia); i micro- e hano-flussi
sono stuti ricuvati inserendo fra la pompu e lu valvolu un dispositivo
di splittaugyio redlizzato con due cupillari di silice fusu di diumetro
intferno puri a 50 um, colleyuti in serie e seyuiti du unu colonnu di
contropressione delle stesse curutteristiche di yuelle utilizzate per le
sefurazioni cromutografiche. In puarticolare, per le prove u microflus-
si, & stata utilizzata una colonnu di lunghezza di 25 cm e diumetro
inferno di 250 um, impuccutu hel nostro luborutorio con purticelle
C18 du 5 um; per le prove a hanoflussi, inve-

fipo di yraudiente scelto: infutti, I'ucquu in arrivo
ddllo splitter spinge sul liquido conftenuto dl loro interno senza creare
mescolumento, u causu del busso flusso utilizzato e del ridotto diu-
metro delle loop. In Figura 2 vengono riportati i gradienti di 12 minuti
dul 100% di H,O dl 100% di CH;CN ottenuti con lu valvola mulfiposi-
zione u diversi flussi. Lu variazione dellu composizione dellu fuse
mobile & stutu monitorutu ud unu lunghezza d’ondu di 260 nm, uti-
lizzando un rivelatore UV Spectra 100 (Spectra-Physics, Sun Jose, CA):
per evidenziure lu differenza di ussorbunzu tra i due solventi, & stato
uygyiunto dll’'ucyuu dell’'ucetone in quuntitd dello 0,5%. Lu curva ()
€ relutiva ud un flusso di 2 uL/min. ed & evidente un curutteristico
andumento u scdlini: yuesto rivela delle improvvise variuzioni nella
composizione dellu fuse mobile e, yuindi, nellu polaritd dei solventi,
che possono influenzare lu sepuruzione cromautoyraficy, sia in fermi-
ni di risoluzione che di riproducibilita. Le curve (b) e (c) si riferiscono u
flussi rispettivamente di 700 e 500 nL/Mmin. dove, seblbene molto utte-

nudto, € uncoru presente un undumento u sculi-

ce, e statu utilizzata una colonnu Zorbux 300 | a) 4 - & e ni. La curva (d) mostra il profilo offenuto ad un
SB, di lunghezzu di 15 cm e diumetro internho 3o— 'x___‘x \ flusso di 300 nL/min.: < flussi cosi ridotti, il mescolu-
di 100 um, contenente purticelle C18 du 3 2'_"'~—x\ e LT mento dei solventi dll'interno delle connessioni
um (Agilent Technologies, Pulo Alto, CA). e \\L’ - del sistemu & sufficiente u garantire una variazio-
Durante lu fuse di riempimento delle loop, tre N T ne Meno bruscu dellu fuse Mobile.

I"'uscitu dellu valvola viene collegutu ad uno N Per favorire ad oyni flusso una miscelazione
scarico, mentre la suu entratu viene collegu- 5 " ;0 3 i completu dei solventi in arrivo dulle loop, €
ta direffumente dlla pompa, attraverso una statu infrodotta unu camera di miscelazione tra
valvola a due posizioni: in yuesto modo, &€ | b) 4 > ~ la valvola e [liniettore. Il volume di questu
possibile utilizzare un flusso pit dlto (~1 2TF_\\<\\ cumeru deve essere scelto in funzione del flus-
mL/min.) e velocizzare cosi la procedura. - ‘\\ e . SO operutivo e deve essere tule du conftenere
Terminato il iempimento delle loop, la valvo- \_;\\ T al suo inferno simultuneumente tre diverse
la viene ricollegata dllo splitter e dll’inieftore \\Q:‘- — composizioni di solventi: studi di fluidodinumica
e, du yuesto momento in poi, rimune in fun- : - - _;D b hanno, infutti, riveluto che solo in yuesto modo

[iatii}

zione uhicumente lu pompu dell’'acyua, i
busso flusso di ucyua in arrivo dullo splitter

Figura 3 - Gradienti di 18 minuti dul 100% H,O

e possibile arrivare ud una completa eliminu-
zione deyli sculini. Per mettere u punto unu

ricuricu confinuumente la loop 1 per il con-
dizionumento della colonnu, fino a yuundo
hud inizio la corsu cromutograficu: u yuesto

ANNO 86 - n.3

ul 100% CHZCN ottenuti con ) il sistemu
cohvenzionule e con b) lu vulvolu multiposizione,
dl flusso di 1) 2 uL/min., 2) 700, 3) 500 e 4) 300 nL/min.
Le frecce indicuno I'inizio del yrudiente

cumeru di misceluzione opportunu, sono stati
effettuati diversi tentativi (16); i risultati migliori si
sonho ottenuti utilizzando una connessione
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VALORI DI DEVIAZIONE STANDARD RELATIVA DEI TEMPI DI RITENZIONE

Riproducibilita

Composto Tempo di ritenzione RSD L.u nproo\lumbﬂﬂo del
(min.) ) sistemu & stutu valu-

i1 inj2 inj3 inj4 [inj5 inj6 inj7 inj8 [inj9 inj10 % futa effeftuundo 10

19-Nortestosferone 2515 2494 2500 2508 2502 2502 2518 2540 2508 2499 2508 050 | nedoni consecufive
Testosterone 2623 2612 2640 2663 2620 2610 2657 2764 2620 2642 2645 163 | S un< misceld d
17-Meittestosterone 27,07 27.85 2741 27.88 2738 2732 27.87 2804 2742 2774 2760 100 | Cmmeniudunilussod
Diefilstiloesfrolo 2840 2858 2848 2857 2853 2868 2865 2877 2857 2863 2859 035 | 200 nb/min. e ufiliz
Medrossiprogesterone 30,34 3127 31,31 31,15 3104 3128 3145 3160 3136 3125 3120 103 | 2undocomeriveluto-
ucetuto re uno spettrometro

(Alltech Associutes Inc., Deerfield, IL, USA), la cui upertura internu
€ stutu aumentutu e modificuty, ricavando tre volumi, rispettiva-
mente di 1, 3 e 5 ul, da utilizzare in funzione del flusso selezionato.
Questo sistemu, provuto u micro- e u hunoflussi, si é riveluto purti-
colarmente efficace e, dal confronto con i gradienti ricavati con
un sisfema cohvenziohdle nelle stesse condizioni sperimentdali,
emerge che i grudienti che si oftengono con il huovo dispositivo
sono curutterizzati du unu Mugygiore accuratezza, du un ritardo
inizidle limitato e du un andumento che rispecchiu piu fedelmen-
te yuello previsto dulla teoria. In Figura 3, vengono raffrontati i
grudienti di 18 minuti dul 100% di H,O dl 100% di CH,CN ottenuti
con i due sistemi a flussi di 2 ulL/min., 700, 500 e 300 nL/min. Di con-
seyuenzd, le undlisi di miscele complesse effettuute utilizzando la
nuovu vulvolu mostrano sempre, indipendentemente dullu duru-
tu del yradiente e dul flusso impostuti, unu muyyiore risoluzione
ed unu migliore distribuzione e sepuruzione dei picchi rispetto u
yuelle ricavute con il sistema tradizionale. In Figura 4, viene ripor-
tato il confronto dellu sepurazione di unu Miscelu di ormoni effet-
fuata ad un flusso di 500 nL/mMin. con un ygrudiente di 18 minuti dal
100% di H,O ul 100% di CH;CN, utilizzundo siu il sistemu convenzio-
nale che il huovo dispositivo.

di mussu yuudrupo-
lare con interfuccia Direct-El (17-19): & stutu calcolata, per i vari
composti, lu deviuzione stundurd relutiva dei tempi di ritenzione e i
vdlori frovdti, riportati nella Tabella, si Muhtengono sempre inferiori
dl 2%, indicundo un’ottimu riproducibilitd,

Forma del gradiente

Il funzionumento del huovo dispositivo consente di oftenere gradienti di
diversu formu, du audatture dlle varie esigenze di sepurazione. Infutti,
usseynundo dlle singole loop intervdlli di tempo differenti e considerun-
do che intervdlli di tempo brevi corrispondono u rapide variuzioni hellu
composiziohe dellu fuse mobile mentre intervdlli di fempo lunghi corri-
spondono u variuzioni pit lente, & possibile ricavare gradienti concavi e
convessi (16). In Figuru 5 viene riportatu [a sepurazione di una miscelu di
nitro-IPA, effetfuutu ad un flusso di 250 nL/min. utilizzundo un gradiente
di 30 minuti dul 100% di H,O dl 100% di CH3CN rispettivamente lineure,
concuvo e convesso: il grudiente lineure comportu lu sovrupposizione
yuusi completa del secondo e del terzo picco con uha durata di ana-
lisi di circa 30 minuti; i gradienti concuvo e convesso, invece, consento-
no di ottenere unu sepuruzione soddisfucente, unche se hon comple-
tu, dei due picchi in questione con unh tempo di undilisi rispettivamente
pil breve e piu lungo. Quindi, con la valvola é possibile esercitare un

Figuru 4 - Sepurazione di unu
miscelu di ormoni ud un flusso di :
500 nL/min., utilizzundo un
gradiente di 18 minuti dul 100% di
H,O ul 100% di CH;CN con ) il
n | sistemu convenzionule e con b) lu
| vulvolu multiposizione. In ordine di
UJ. eluizione: 19-nortestosterone,
| testosterone, metiltestosterone,
dietilstilbestrolo, |
medroxiproyesterone ucetuto.
Volume di iniezione 60 nL. Rivelutore
UV, A=254 nm

a) L\\ b)
Ji

1
2 2

N
R
8
g

Figuru 5 - Sepuruzione di unu
miscelu di 100 ny-uL-! di nitro-IPA

=z effettuatu ad un flusso di 250 nL/min.
utilizzundo un yrudiente

di 30 minuti dul 100%

di H,O dl 100% di CH,CN

u) lineure, b) concuvo e ¢) convesso.
1=1.8 dinitronuftulene, 2=2,2°
dinitrobifenile, 3=1,5 dinifronuftulene,
4=13 dinitronuftulene.

Volume di iniezione 60 nL. Rivelutore:
spettrometro di mussu quudrupolure
con interfucciu Direct-El

A New Gradient Generator for Micro- and Nano-Hplc

N L
= IS

We describe a new, simple device, based on the use of a 14-port switching valve, for the generation of accurate micro- and nanoflow gradients
from any conventional Hplc system. The valve hosts six loops, each one filled with a selected mixture of eluents. A specific solvent gradient

is generated through a sequence of controlled segments of a precise mobile-phase compositions, producing different gradient shapes for
different separation needs. The new device has proven to be reliable and reproducible even at the lowest flow rate tested (200 nL-min.-1).
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attento controllo sullu formau del gradiente ed offimizzare yuest’ultimain
funzione dellu yudlitd dellu sepurazione e dei tempi di ritenzione.

Conclusioni

Le moderhe inferfucce cromatogrdfia liquida-spettrometria di massa
(Hplc/MS) richiedono gradienti di eluizione d flussi di fase mobile partico-
l[armente ridotti (<1 ul/min.), per offenere unu sempre Mayyiore sensibi-
lit<a e ridurre i rischi di contaminazione. A uesto proposito, i risultati espo-
sti in questo lavoro evidenziuno che lu huova valvola multiposizione rap-
presenta un dispositivo efficuce e conveniente per lu yeneruzione di
micro- e huno-gradienti, offrendo, inoltre, il vantuggio di poter essere
faciimente adattuta ud Hplc convenziondli. Con yuesto huovo sistemu
& possibile ottenere gradienti di diverso tipo caratterizzati da un’alta ripro-
ducibilitd e rapidita unche u flussi di poche centindiu di hunolitri/minuto,
yruzie dl fine controllo che esercitu sullu distribuzione dellu fuse mobile
durante ['intera andlisi cromatografica. Esso si pone, yuindi, come valida
ed economicu dlfernativa di sistemi attualmente presenti in commercio,
creundo le condizioni oftimali per I'accoppiumento con lu spettrometria
di mussu e lo sviluppo di metodi per lu determinazione di composti di
inferesse aumbientule e biologico in varie matrici.
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