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'.I‘ Automatizace pripravy vzorku v MS analyze
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Automatizace v pripravé vzorku
Dulezité laboratorni operace
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I‘ Automatizace v pripravé vzork

Rucni pipetovani a prenos vzorku




'.I‘ Automatizace v pripravé vzorku

Automatické Manipulatory Kapalin (pipetory)

SCIENTI b Plpette hOUSIng

Control touchpanel

Front panel hood

6-stage positions for
microplates, tubes, and
vessels

e

Thermo Versette Liquid Handler: 96-384 davkovacich kanal.



'.I‘ Automatizace v pripravé vzorku

Rotacni Mikrofiltrace




Automatizace v pripravé vzork

Mikrocentrifugace




Automatizace v pripravé vzork

D

Vakuova rotacni centrifugace




'.7‘ SPE Priprava Vzork(l - Moderni metody extrakce
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Pippette Tip MSPE-PT

Mixed-sorbent SPE
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..I‘ METABO AUTO® Moderni Metody Extrakce

LLME + Derivatizace

Derivatizace alkyl chlorformiaty (RCF) + LLME

Reakce in situ, vodna matrice

< § sekund, disperze uvolhovanym CO,

Microextrakce metabolitéi do organické faze Phases
BCLAB, databaze > 250 metabolitt

Agueous

Organic
phase



'.Y‘ Pragolab, seminar Automatizace v priprave vzorku, Praha, 23.10.2019
A

Automatizace pripravy vzorku v LC-MS a GC-MS

Automatizace Robotizace
< 80 % doby Vzorkovani
celkoveé analyzy ﬂ

Achilova pata .. _ _
mnoha metod Priprava vzorku Off-line On-line

!

Separace analytu _

!

Detekce (MS)

!

g Zpracovani analytickych dat < N\

Instrumentalni analyza
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.I‘ Automatizace pfipravy vzorka

Historie a terminologie

Mechanizace procesu (X,yz)
® Lidska ¢innost - ruéni manipulace vzorku - injekéni strikaCka, pipeta, ....

Automatizace procesu

Staroreckeé ,,automaton“ = vsSe, co se hybe samo, vykonavajici nékteré lidské
¢innosti

Proces postupného vyrazovani €lovéka z prislusného vyrobniho (mériciho)
procesu

Historie vyvoje v oblasti analyzy latek

® Automaticky davkovac¢ (autosampler)

® Automatizace jednotlivych kroku pristrojové analyzy

® Automatizace pristrojového ¢asti analyzy v€etné zpracovani dat

I:> Robotizace — Primysl 4.0
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..I‘ Automatizace pfipravy vzorku

Historie a terminologie

Robotizace procesu
® Proces pripravy (a méreni vzorku) zcela bez ucasti clovéka
(zadava jen ukol a celkové podminky)

Norma ISO 8373, definice terminu robot:

,automaticky rizeny, opétovné programovatelny, viceucelovy
manipulator pro ¢innost ve tfech nebo vice osach, ktery muize byt bud’
pevné upevnén na miste, nebo mobilni k uziti v prdmyslovych
automatickych aplikacich.”

Robot - autor terminu Josef Capek; Karel Capek, R.U.R)
(terminy robota, roboty, roboti - androidi)

Robot — android (sklonovani podle vzoru pan)

Robot - priimyslovy (sklofiovani podle vzoru les)
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ProC automatizace procesu pripravy vzorku ?
Proc€ celého analytického procesu ?

Automatizace pripravy vzorku v LC-MS a GC-MS

® Minimalizace stereotypni, Casto umorné laboratorni prace
® Minimalizace nahodnych a systematickych chyb

® 24h/7d, produktivita, rychlost analyz

® Lepsireprodukovatelnost, robustnost metody

® Ekonomicky efektivni vyuziti analytickych pristrojt

® Nizké spotreby rozpoustédel, reagencii, vzorku

® Minimalizace kontaktu s nebezpe€nymi materialy
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Vzorek — tuha, kapalna, plynna faze

Automatizace pripravy vzorku v LC-MS a GC-MS

Off-line automatizovana priprava vzorku — neomezeny poéet metod
na principech SPE, LLE, precipitace, QUEChERS atd.

On-line automatizovana priprava vzorku — kapilarni pratokové
technologie

Davkovani vzorku a reagencii do nosného proudu kapaliny
tekouci do detektoru

Tok kapaliny diskontinualni, usmérnovany podle potreby
Zakladni prednosti:

* Modularita, nevycCerpatelné mnozstvi reseni

« Excelentni nastroj pro manipulace s roztoky kapalin a propojeni
jednotlivych kroku analyzy latek
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..I‘Off-line automatizovana FIA - mikroextrakce kapalina-kapalina

on

off

Acetone
(disperser solvent) ~

Waste
\
\

\

il
\,‘f'(\
[©9

\—

A

|
\ A 6

X 2
SV\

T

G

8

@

Fraction
collector

Gas chromatograph

(FIA-LLME)

H.O
/

/
o Cleaning solution
W/ \ y
I\ _~ (acetone: HO 10:90 viv)
ey
')‘ ]

ey

-, ¥

'1/ ~ Autosampler
\

\ Chloroform
(extractant solvent)

Organic drop :
after DLLME

Gas chromatography

* LLME v injekéni stfikacce s magnetickym michadlem uvnitr

* Rozdéleni dvou fazi, spodni faze kapka, ktera se vytésni do vialky
« Off-line GC-MS nebo LC-MS analyza

- P¥F. analyza estrogenu v odpadnich vodach

Cerda V et al, J Chromatogr A 1413 (2015), 1-8

16



avd .
D A‘ FIA - mikroextrakce kapalina-kapalina (LLME)

Stavebnicové reseni FIA-LLME, komponenty firmy Sciware Systems (ES)
17



..I Pokrocila feSeni pro automatickou pfipravu vzorku
Robotické stanice (sample preparation robotic workstations = rws)
» Pipetovani/davkovani vzorku, reagencii, transport vzorku
 Manipulace se vzorky v 3D prostoru
* 96-400 jamkové desticky, vialky
* Propojeni s riznymi moduly
 Modularita reseni (stavebnice)

- Ridici SW
Technicka reseni (usporadani)
« Paralelni (typicky souéasné zpracovani 96 vzorkii)

off-line s instrumentaci
vysoka porizovaci cena

« Sériové (zpracovani vzorku jeden za druhym)
on-line s instrumentaci, modularita
primérena porizovaci cena
18
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.I Robotické stanice (robotic sample preparation workstations)

A. Paralelni reseni

Liquid Handling Systems EVO Tecan

Liquid Handling Systems Vantage Hamilton

Liquid Handling Workstation Quadra 4 TOMTEC

Liquid Handlers Biomek NX ws Beckman-Coulter

B. Sérioveé reseni
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.I Robotické stanice (robotic sample preparation workstations)

B. Sériové reseni
PAL RTC sample preparation and handling platform CTC Analytics

Sample preparation robot, multipurpose sampler Gerstel
FIA LLME Sciware Systems

aj . 20
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.I Robotické stanice pro sériovou pripravu vzorku
Technologicka zakladna CTC Analytics: Autosampler Fizeny programem
® Prepinaci ventil

® Vymeénitelna injekcni strikacka

® Prenos vzorku v prostoru x,y,z do presné definovanych pozic
® Vybaveni riznymi moduly stavebnicové reseni
® Ridici SW

RTC (robotic tool change) Usporadani: Stand-alone ws
LC-MS autosampler
GC-MS autosampler

21



Pracovni Stanice pro Pripravu Vzorku

-'
.A
Moduly — stavebnicové fe$eni

« CTC
 Jini komercni dodavatelé

* |n-house

Park station (CTC)
 Up to 3 exchangeble syringes

Vortex mixture module (CTC)
« Mixing 2, 10, 20 ml vials
* Mixing up to 2000 rpm

22
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.A‘ Pracovni Stanice pro Pripravu Vzorku

Moduly — stavebnicové fe$eni

Bar code reader module (CTC)

Peltier stack with 6 racks (CTC) [ B,



'V‘ S . :
.A Pracovni Stanice pro Pripravu Vzorku

Moduly — stavebnicové fe$eni

Agitator module (CTC)

. : J
19
« 6 position, 2- 10 ml vials Sl
« 40-200°C | ~
« 250-750 rpm 1
A

Nitrogen needle module

(Pragolab s.r.o0., Prague)
K. Petrus
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Moduly — stavebnicové fe$eni

Pracovni Stanice pro Pripravu Vzorku

Mikrocentrifuga (ProLab)
2 mistna

25



.Y‘ Roboty pro sériovou pripravu vzorku

A
Ucelena platforma pro cilenou metabolomickou analyzu

> 250 metabolitt

MALGAUTO

Pro GC-MS analyzu
« Screening ca 250 protickych metabolitu

Pro LC-MS analyzu
« Screening ca 200 protickych metabolitu

26
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for Automated Metabolite Analysis

The Manual Sample Preparation Workflow

GC-MS metabolite profiling
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GC-MS analysis

Precipitation (Husek P, Simek P et al, JPBA 2012)

Reducing the disulfide bonds (release of thiols, Svagera Z et al, ABC 2012)

Derivatization conditions (Husek P, Simek P et al, JCA 2011)
Extraction (Rimnadova L, Simek P et al, JCA 2014, JCA 2016)

TIC Chromatogram
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>pd [[BIYNAUTO

Dalsi Inovace

Nahrada Phenomenex EZ-Faast™ Kitu

Pouziti novych typu derivatizacnich ¢inidel
Fluoroalkyl chlorformiaty
« Chiralni analytika

Chlorformiaty znacené stabilnimi izotopy

+ ldentifikace, kvantitativni analytika

28



..I METABO AUTO® Hlavni principy pripravy vzorku

Derivatizace alkyl chlorformiaty (RCF) + LLME

« Reakce in situ, vodna matrice

Phases

5 sekund, disperze uvoliiovanym CO, Isooctane

* Microextrakce metaboliti do organické faze

« BCLAB, databaze > 250 metabolitu
Agueous

Heptafluorobutylchloroformiat (HFBCF)

F F F
OH o | | | . Izooktan
m + O/ | | ] —>
N O >— F F F
0

H Pyridin

Analyt HFBCF . Produkt
Prolin

" MM = 523.046453

29



30

Time (min)

& -
L
=
-
; Ty
TR 4 E—
rag) P
qgel ‘eggl P —
2 vl
m ZEL .::.\\u
08} —_
Y4} 20 !
N Y —
ry SLL 8LL ‘ZLL 0—‘—‘QN—. eglLl ==
— epll—= AL lu
m 0Ll ‘601 ‘201 ‘a6LL ‘vl Zi
© qg) 2SI =€0L~ 0
zoL3|
‘© 01—
|nKu 86 ‘L6 ge— B
e 8 06 16—£6—3
£ o gg — I¥8 >
(o) € cg s 98 =
[o) S egl—yy . 18 SIM o
0 D g 99 SL V.- Q09 ¢Z
.m W. egg 39 79 "TST=¢€9 7089
() 95 —
m m GS ¥S 209”7 ZS ‘1S«
_ op. Az 05
7)) VAR 44
= ‘0 . ov ‘8¢
_ o 9¢ ‘S - =
@) £ 0€
O S €z
= 61 81 "Z1 91
e vl —
o
@
i
o)
£ I ————
‘ N : ¥ L T T T
' A o aouepunqy

Husek P et al, J. Chromatogr. A 2016



5E5 —

Ve
D,

Z6.41

Chiralni Analytika Metabolitu

Kolona Chirasil-D-Val

(A)

Human serum spiked with D-amino acids

11.86

21.93
122.26

36.40

28.59 28.96 31.56 31.82

T N i G A L R R A T N G L O A i I W e i B L
8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44
6.58 Time [min]
- 8.26
- 6.41

(B)

Human serum without spiking

bt 11.86 24.17 38.32
38.19
22.38
22.26
1517 16.64 212‘11.180\ 31.82 36.74
\ 10,19 = 23.15 28.96 J\
A M 5 A
| I P : 1 1 Rt ey i T R e i T T R i o 1 3 | I ' T a1 R |
8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44

Time [min]

Added D-amino acids:
RT (min) - Name

6.15 - D-Ala

7.08 - D-Val

9.36 - D-lle
11.20 - D-Leu
14.62 - D-Thr
16.41 - D-Asp
18.82 - D-Ser
20.84 - D-Met
21.02 - D-GIn
22.26 - D-Glu
22.38 - D-Phe
23.07 - D-Asn
23.89 - D-Cys
28.59 - D-HCy
31.56 - D-His
36.40 - D-Orn
37.97 - D-Lys
46.85 - D-Trp

Simek P et al, Methods in Molecular Biology, Amino Acid Analysis, Springer 2019
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lonizace a detekce analyt
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Elektronova ionizace (El)

Prolin- (N-heptafluorbutoxycarbonyl-O-heptafluorobutylester
MM = 523.046453
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'.I‘ lonizace a detekce analyt

Chemicka ionizace (PICI), reakéni plyn isobutan
Prolin- (N-heptafluorbutoxycarbonyl-O-heptafluorobutylester

AFBWHFB_PICIHFB-C101 10022008 12:31:25 PM Ar-HFB, A1-A510nmaol
5,20,170,30,300,inj240,51s/0.8,pw0.9 TL250,1 4mim,is1 80,3251, 1B1.4

001 #5E2-886 RT: B.27-6.28 AV 5 5B 15 6.20-6.22, B.32-6.33 ML 1.14E6
Full s [90.00-800.00]
5240 [M+H]*

Prolin - HFBCF
MH+ 524.0537

2959

522.0

236.8 503.8

985 1408 2009 2524 291.9 A 3138 4071 4705 903 , G140 5492 760.2 790.9 876.3
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lonizace a detekce analytu H.0"+M — H,O+MH"
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GC-APCI-MS Ny*+M — M-N, ™
Intensé i urine 1u|_3_01_7160.dij:MS, 7.78min #1828
101 Prolin = HFBCF
5] MH+ 524.0537 o052t
4—: o
] #Q
2 Q
] F
. F
— 1+
] : i 325.0320
. F 470.0001
o'..,...F.,..F..*,h.whl.“: ~~.r~,~*..h..~,..~..k~,.!.*.m, S NV G—
150 200 250 300 350 400 450 500 550 m'z
19F m/z 18.9984
7*FA m/z=-11.2 mDa
GC-EI-HRMS
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ML AUTO

Souhrnné charakteristiky
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* Cely proces je automatizovan (priprava vzorku, méreni, zpracovani
dat)

 LLME + derivatizace
* Minimalizace lidskych chyb, lepsi RDS o ca 2 % mensi

* Priprava vzorku pro jakoukoli GC technologii
EI-MS, APCI-MS, FID atd.
 24h/7d

* On deck, on-line na jakykoli komercni LC-MS (GC-MS) spektrometr

* Pokryti metabolomu moci > 200 protickych metabolitu

35



.I‘ Postup Automatizace Sériové pripravy Vzorku

Pomoci Robotické Stanice

Modularni stavebnicovy system

Nutno vypracovat chemickou-analytickou metodu
Napsat protokol metody pripravy vzorku

Rozepsat jednotlivé kroky pripravu vzorku pro rws
Sestavit pro analyzu potrebné moduly
Naprogramovat rws

Odladit postup analyzy a program rizeni rws

Validovat cely postup analyzy

36
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.A‘ Postup Automatizace Sériove Pripravy Vzorku

Pomoci Robotické Stanice

Prednosti modularniho reseni

Moduly Ize nakoupit od riznych dodavatelu

Moduly Ize upravit, konstruovat a pripojit

Budoucnost ma dalsi prohloubeni délby prace:

Koupit reseni na klic¢
pri porizovani pristrojového vybaveni soucasné
planovat automatizaci metod pripravy vzorku a celé
analyzy pro pofizované zarizeni

Uspora nakladu, éasu, které Ize vénovat realizaci

vlastniho pracovniho zameéru a nikoli zdlouhavému

vyvoji metod pro porizovane zarizeni -



.I‘ Postup Automatizace Sériové Pripravy Vzorku
Pomoci Robotické Stanice

Prednosti modularniho reseni
* Reseni stand-on (on-deck)
« ResSeni stand-alone

« Rozsifujici se mnozstvi modulu pro automatizaci
pripravy vzorku:

- transfer kapalin, michani, tfrepani, redéni, ohreyv,
chlazeni

- vymeéna strikacek pro rtizna pouziti

- centrifugace

- odparovani vzorku

- a dalsi

38
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Automatizace pripravy vzorku predstavuje dalsi
nezvratny krok vyvoje v oblasti analyzy latek

Souhrn

Aneb smérujeme od zdlouhavych, manualnich laboratorni
c¢innosti k zadavani ukolu, kontrole jejich plnéni,

a zejména ke zhodnoceni ziskanych vysledkl méreni

Dilema:

Vlastni intelektualni investice nebo reseni na klic¢ ?

39



Automatizovana GC-MS a LC-MS metabolomika protickych metabolitu

Podékovani

M. Moos P. Vodrazka S. Opekar H. Zahradnickova
MetaboAuto® GC-MS Nova Dabaze
ToxiAuto ® metabolomika éinidla metabolitu
Chiralni
separace

Dékuji za pozornost !

L. Rimnacova l. Karlinova L. Maresova
GC-MS Znaceni LC-MS / . .
metabolomika stabilnimi metabolomika |
izotopy xu;
~ x
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