Utvikling av
elektromembranekstraksjon-chip
koblet direkte til kapilleerelektroforese

Marit Li

Masteroppgave i legemiddelanalyse
Master i farmasi
45 studiepoeng

Farmasgytisk institutt
Det matematisk-naturvitenskapelige fakultet

UNIVERSITETET | OSLO

Mai 2019






Utvikling av
elektromembranekstraksjon-chip
koblet direkte til kapilleerelektroforese

Marit Li

Masteroppgave ved Faggruppen for Legemiddelanalyse,
Seksjon for Farmasgytisk Kjemi

Farmasgytisk institutt, Universitetet i Oslo

Det praktiske laboratoriearbeidet ble utfert ved
Institut for Farmaci,

Det Sundhedsvidenskabelige Fakultet, Kgbenhavns Universitet

Veiledere:

Professor Stig Pedersen-Bjergaard
Professor Jorg Kutter

Associate Professor Nickolaj J. Petersen
Assistant Professor Drago Sticker

Doktorgradsstipendiat Frederik André Hansen



© Marit Li
2019

Utvikling av elektromembranekstraksjon-chip koblet direkte til kapilleerelektroforese

Marit Li

http://www.duo.uio.no/

Trykk: Reprosentralen, Universitetet i Oslo

(\Y}


http://www.duo.uio.no/

Sammendrag

| dette arbeidet har det blitt utviklet en thiol-ene basert mikrochip for
elektromembranekstraksjon (EME) koblet direkte til kapilleerelektroforese (CE) og UV-
deteksjon. EME-chipen har potensial for framtidige analyser knyttet til organ-on-a-chip. Det
ble utfert EME av seks modellanalytter: amfetamin, metamfetamin, amitriptylin, petidin,
kokain og metadon. Modellanalyttene ble ekstrahert fra en 50 pl vandig prevelgsning (pH
2,7), gjennom en vaskemembran (SLM) som bestod av 2-nitrofenyloktyleter (NPOE), og
over i en 43 nL vandig akseptorfase (pH 2,7). EME ble utfgrt med 15 V i 60 sekunder.
Akseptorfasen ble sa overfgrt direkte til et kapiller og analysert med CE med

separasjonsspenning 20 kV, separasjonsbuffer pH 2,7 og UV ved 200 nm.

Systemet viste & kunne ekstrahere, separere og detektere alle de seks modellanalyttene.
Utbyttet for modellanalyttene var mellom 0,01-0,23 %, og systemet ga dermed myk
ekstraksjon. Systemet hadde noen utfordringer knyttet til repeterbarhet (RSD 4,1-70,7 %) og
oppkonsentrering (maks. 2,6 ganger). EME-chipen viste & ha potensiale, men det ma gjares

ytterligere arbeid EME-chipen fer organ-on-a-chip forsgk.



\4



Forord

Jeg vil farst og fremst rette en stor takk til min hovedveileder Stig Pedersen-Bjergaard for
super veiledning bade under oppholdet i Kgbenhavn og ved oppgaveskriving i Oslo. Jeg setter
stor pris pa strukturerte og tydelige tilbakemeldinger jeg har fatt fra deg gjennom hele

masterperioden.

Videre vil jeg takke mine veiledere ved Kgbenhavns Universitet: Nickolaj J Petersen, Drago

Sticker og Jorg Kutter. Takk for god veiledning pa laboratoriet og for at dere tok meg sa godt
imot i forskningsgruppa. Jeg vil ogsa takke doktorgradsstipendiat Frederik André Hansen for
introduksjon pa laboratoriet i Kgbenhavn samt god veiledning under laboratoriearbeidet og

skriving av oppgaven.

Takk til alle mine medstudenter pa farmasi for fem fantastiske ar, disse arene hadde vart mye
tyngre uten dere. Takk for mye moro bade innenfor og utenfor Farmasgytisk Institutt! Til slutt
vil jeg takke min familie for stette gjennom disse fem arene, og spesielt takk til mamma for

korrekturlesing av masteroppgaven.

Oslo, mai 2019

Marit Li

VIl



VI



Innholdsfortegnelse

20 10D ] U] ) o XI
B 10 0T LT L0, 1
1.1 Bakgrunn
1.2 Hensikt 2
/2 =0 ) o 3
2.1 Prinsipp for elektromembranekstraksjon
2.2 Betingelser ved elektromembranekstraksjon 4
2.2.1 Valg av organisk vaeskemembran (SLM) ......ccoueeeernesnemneeseesssessesssessssesseesssssesssessssssssees 5
2.2.2 Valg av ekstraksjonstid- 0g SPENNINEG......ccoueermermeesreeseesssessesseesseesssessesssessssessssssesssessssssssssssees 5
2.2.3 Valg av pH i prgve- 0g akseptorl@sning.......ssssssn: 6
2.3 On-chip elektromembranekstraksjon 6
2.4 Kapillzerelektroforese 7
2.4.1 PIINSIPP cortrerrrrersenseressessssessessssessessssessessssessesssessessssessessssessesssssssssssssssesssssssssssssssesssssssesssssssesssesasssssesssssssesasessses 7
2.4.2 EleKtroforetisk MODIlITOt. ... sssssssssssssassees 8
2.4.3 EleKtrooSmMOtiSK flOW ... ssssssssssss s ssssssssssssssssssssssssnsens 9
2.4.4 EffeREVITET VEA CE..oooreeeeeieeseeessessseessseessssssssssssssssessssssssesssssssssssssssssssessssessssesssssssssssssssessssessssssssans 10
2.5 Microfluidics 11
2.5.1 MAtETIALET covirrrreeiesesses s s bR s 12
2.5.2 FabDIiKaS]ONSINELOET .. couieeeeerrersees s seesseesseessees s sess s sssssssssssssess s ssssssess s sssesssss s sseses 14
2.5.3 Plasmaaktivering av OVerflater. ... eeeeseesseesesssesssssssessssesssssssesssessssssssssssesssssssessaseens 15
3 EKRSPerimentelt.......cimmiimmsssssssssssss s s s sasass s s asassnsas 16
3.1 Modellanalytter. 16
3.2 Utstyr. 17
3.3 Programvare 18
3.4 Kjemikalier og materialer 18
3.5 Lgsninger. 19
3.6 Design og fabrikkering av EME-chipen 20
3.6.1 Protokoll for fabrikkering av EME-Chipen ......oeeneeneeeeeeseeeseeseessecseesssssssesssessseessesssseens 21
3.7 Betingelser for ekstraksjon av rhodamine 6G 23
3.8 Oppsett av EME og CE med EME-chipen 23
3.8.1 OPPSELL fOI EME ...oieeeeceeeerersseesseeseeessessse s ssesssesssess s s sssess s ssssss s sssessssssssssssens 23
IR S I 0] o) o XSY=1 o {0 ol 00 PP 24
3.9 Ekstraksjonsbetingelser 25
3.9.1 Optimalisering av ekstraksjonsspenning og ekstraksjonstid ..........cocoremeneenseeseesseeseesserneens 25
3.10 CE-betingelser 26
3.10.1 Optimalisering av SeparasjOnSSPENIIING ... eeeseeeseeserssessseesssesssessssssseessssssssssssesssesssssssseess 26
3.11 Beregning av repeterbarhet, oppkonsentreringsfaktor og utbytte 26



3,111 REPELEIDATRET ..ottt s
3.11.2 OppKONSENtreriNgSTARLOT . ... ieeeeereereeseiseeseetssesssess s sees s ss s sssss s e ss s saseens
3113 ULDY LR ceuieeeeeeeeseeseesssesseessesssessseessess s essss s s s s s s RS R R R

4 ReSultat 0g diSKUSJON ..o ssssssssas s s s s s s ssas s se s s sssssmsmsasasssses
4.1 Teknisk utvikling av mikrochips

4.1.1 KONSePt 0 ULTOTATINZET c.euveereeereereemeeseerssetssessseessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssessssssssssssessssssans
S T2 01 1 ' N
0 T T 08 1 /PPN
S 08 01 PPN
S T 08 01 PPN
4.2 Ekstraksjon av rhodamine 6G under miKroSKOP .....c.ounereeneenrenseneserneeseeseeseesecssesssessessesssenes
4.3 Konvensjonell kapillerelektroforese av modellanalyttene

4.3.1 Separasjonsrekkefglge av modellanalyttene ... eneneenneeseesneeenseesesseesseesssesseesseeseesnns
4.3.2 Tilpassing av kapilleer i deteKSjONSCELLE ......oveeeeeereereemreerrrersreeseesseeseeeseeseessess e seeesseesseesseesans
4.4 Kapillaerelektroforese med injeksjon av prgve utenfor CE-instrumentet

4.4.1 Undersgkelse av separasjonsspenning

4.4.2 Separasjon av modellanalyttene ved injeksjon utenfor CE-instrumentet..........cccoecneeenn.
4.5 EME-chip koblet til CE-instrument

4.5.1 Optimalisering av ekstrakSjonSSPENNING ......cocceeeeemeesrmersmerseesseesseesssessesssessssesssesssessseesessans
4.5.2 Optimalisering av eKstrakSjonstid.......coeeeerneeeesensesseesseessesssessesssessssesssesssesssessessnns

LS 0] 11 € L1 T o)

Lo <) = LoD o ] o




Forkortelser

NPOE

NPPE

EME

EOF

SPE

SPME

CE

CE-MS

kV

MA

ML

um

mm

mM

nL

OSTE

OSTE+

PDMS

PMMA

2-nitrofenyloktyleter

2-nitrofenylpentyleter
Elektromembranekstraksjon

Elektroosmotisk flow

Fast-fase ekstraksjon (Solid phase extraction)
Fast-fase mikroekstraksjon (Solid Phase Microextraction)
Kapillerelektroforese
Kapilleaereletroforese-massespektrometri
Kilovolt

Mikroampere

Mikroliter

Mikrometer

Millimeter

Millimolar

Nanoliter

Off-stoichiometric thiol-ene
Off-stoichiometric thiol-ene epoxy
Polydimetylsiloksan

Polymetylmetakrylat

Xl



SEM

uv

LPME

HPLC

SLM

LLE

Xl

Sekund

Sveipelektronmikroskop (Scanning Electron Microscope)
Ultrafiolett

Volt

Vaeske-fase mikroekstraksjon (Liquid Phase Microextraction)
Vaeskekromatografi (High Performance Liquid Chromatrography)
Vaeskemembran (Supported liquid membrane)

Vaeske-vaeske ekstraksjon (Liquid liquid extraction)



1 Innledning

1.1 Bakgrunn

Analyse av biologiske prgver som blod og urin er i dag helt avgjerende for diagnostisering og
behandling av en rekke sykdommer. De biologiske pravene har en kompleks sammensetning
av blant annet proteiner, lipider, salter og celler. Disse komponentene Kkalles
matrikskomponenter og er en av grunnene til at de biologiske pravene i de aller fleste tilfeller
krever en forbehandling fer analyse. Denne forbehandlingen kalles praveopparbeidelse og har
som formal & isolere analytten(e) som det skal gjgres maling(er) pa. Prgveopparbeidelse
kreves vanligvis fordi 1) de fleste biologiske praver er inkompatible med analyseinstrumenter,
2) matrikskomponenter kan interferere med malingene, og 3) konsentrasjonen av analytten(e)
er ofte veldig lav, og det kreves derfor en oppkonsentrering som kan oppnas ved
preveopparbeidelse [1]. Tradisjonelle metoder for preveopparbeidelse er veaeske-vaeske
ekstraksjon (LLE) og fast-fase ekstraksjon (SPE). | en typisk LLE prosedyre ekstraheres
analytten(e) fra en vandig pregve, og inn i et organisk lgsemiddel som er ikke-blandbart med
vann. Drivkraften til prosessen er fordelingskoeffisienten til analytten(e) mellom de to
vaeskene, og transport drevet av passiv diffusjon [2]. | SPE overfgres analytten(e) til en fast
fase hvor de holdes tilbake. Resten av prevematriksen vaskes sa bort, og til slutt kan

analytten(e) elueres ut fra den faste fasen [3].

LLE og SPE er enkle og effektive metoder for prgveopparbeidelse, men de har ogsa flere
ulemper. Metodene krever et hgyt lgsemiddelforbruk, er tidkrevende, kostbare og vanskelige
a automatisere. Pa grunn av dette har det blitt utviklet miniatyriserte alternativer kalt vaeske-
fase mikroekstraksjon (LPME) og fast-fase mikroekstraksjon (SPME) [1, 4]. SPME krever
lite organisk lasemiddel, men er relativt dyr og gir problemer med carry-over. LPME er billig,
gir hay oppkonsentrering, kan automatiseres og krever lite organisk lgsemiddel [4, 5]. LPME
kan utfgres i to- eller tre-fase system. | et to-fase system ekstraheres analytten(e) fra en vandig
fase og over i en organisk fase gjennom en organisk veskemembran. | et tre-fase system
ekstraheres analytten(e) fra en vandig prgvelgsning, gjennom en organisk vaeskemembran og

over i en vandig akseptorlgsning [6].



| 2006 ble elektromembranekstraksjon (EME), en ny metode for prgveopparbeidelse
introdusert [7]. EME baserer seg pa et tre-fase LPME system, men ekstraksjonen er drevet av
et elektrisk felt i tillegg til diffusjon. For ekstraksjon av basiske analytter plasseres anoden i
pravelgsningen, og katoden i akseptorlgsningen. Paferingen av det elektriske feltet gir raske

og selektive ekstraksjoner [8].

De siste arene har det blitt utviklet flere ulike EME-oppsett med ulike applikasjoner.
Eksempler er ekstraksjon av aminosyrer [9], peptider [10] og legemiddelmetabolitter [11].
Konvensjonell EME utfares vanligvis offline, dvs. at akseptorlgsningen ma overfares manuelt
til analyseinstrumentet etter ekstraksjon. Det manuelle steget kan elimineres ved & inkorporere
EME til en lab-on-a-chip. On-chip EME ble farst introdusert i 2010 [12]. Fordeler med on-
chip EME er at prgve- og akseptorlgsning kan leveres kontinuerlig, online analyse muliggjer
monitorering av legemiddelmetabolisme og andre typer reaksjoner, og den Kkorte
diffusjonsveien gir rask masseoverfgring. 1 2018 ble det utviklet et nytt system for on-chip
elektromembranekstraksjon pa nanoliter-niva. Denne mikrochipen hadde et sveert begrenset
ekstraksjonsomrade og en akseptorfase pa bare 6 nL. Dette fgrte til at EME-chipen ga lave
ekstraksjonsutbytter (< 1%) og hgy oppkonsentrering [13]. On-chip EME systemer forventes
a veere viktige i framtidens utvikling av analysemetoder [14].

1.2 Hensikt

| denne oppgaven var den overordnede hensikten & videreutvikle en tidligere utviklet EME-
chip [13]. Denne EME-chipen var koblet til LC-MS for separasjon og deteksjon. Dette farte
til utfordringer knyttet til fortynning av akseptorfasen (6 nL) da den ved overfgring til HPLC
ble fortynnet omtrent 5000 ganger. Denne fortynningen kan unngas ved a koble et kapilleer
for kapilleerelektroforese (CE) direkte til akseptorkanalen i EME-chipen. En slik EME-chip

har potensiale for anvendelse mot organ-on-a-chip.



2 Teori

2.1 Prinsipp for elektromembranekstraksjon

Elektromembranekstraksjon (EME) er en prgveopparbeidelsesmetode for ekstraksjon av sure
og basiske analytter. EME er et tre-fase system som bestar av en prgvelgsning, en organisk
veeskemembran (SLM) immobilisert i porene til en membran, og en akseptorlgsning.
Elektroder plasseres i prgve- og akseptorlgsningen, og et spenningsfelt driver ekstraksjonen
(Figur 1) [7].

Fower supply

:/ Electrode

Hollow fiber with
immobilized salvent

Electrode

Donor compartment

‘_._____'_,___...--*

T Acceptor solution

Figur 1: Skjematisk illustrasjon av utstyr som brukes ved EME [7].

| EME er provelgsningen og akseptorlgsningen vandig, mens veskemembranen (SLM) som
skiller de to lgsningene er organisk. pH justeres i de to vandige lgsningene slik at analyttene
er pa ionisert form. Ekstraksjonen drives av et elektrisk felt over SLM i tillegg til passiv
diffusjon. Nar spenning pasettes vil negativt ladde analytter (anioner) migrere mot anoden, og

positivt ladde analytter (kationer) vil migrere mot katoden (Figur 2) [14].
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Figur 2: Skjematisk illustrasjon av prinsipp for EME for a) kationer og b) anioner [14].

2.2 Betingelser ved elektromembranekstraksjon

For & muliggjere EME ma hele systemet veere i en elektrisk krets. SLM er ansvarlig for
mesteparten av den elektriske motstanden i systemet fordi det organiske lgsemidlet leder
stram darlig. Motstanden bestemmes av membrantykkelsen og av type organisk
vaeskemembran som benyttes. Dersom SLM og analyttene ikke reagerer med elektroden, vil

elektrolyse ved anoden og katoden forega etter fglgende reaksjoner [7]:

Pragvelgsning: H20 (1) — 2H* + %2 02 (g) + 2e~

Akseptorlgsning: 2H" + 2e” — H (g)

Elektrolyse kan fore til dannelse av bobler, og gir en teoretisk mulighet for endring av pH i
prave- og akseptorlgsningen [7]. Strammen som gar gjennom systemet styrer graden av
elektrolyse, og strammen er avhengig av spenningen og motstanden, forklart av.Ohms lov
[15] ved Ligning 1:

[ = u Ligning 1
"R



der I er stremmen, U er spenningen og R er motstanden. For & begrense elektrolyse og
bobledannelse er det viktig & velge de optimale betingelsene for elektromembranekstraksjon
[7]. Disse betingelsene diskuteres i de falgende avsnitt.

2.2.1 Valg av organisk veeskemembran (SLM)

For & muliggjere EME ma som tidligere nevnt hele systemet veere i en elektrisk krets, og den
starste motstanden i systemet er forbundet med den organiske veeskemembranen (SLM). Det
er derfor viktig & velge en SLM med tilstrekkelig polaritet. Samtidig er det fare for for mye
elektrolyse ved elektrodene dersom den er for polar og leder strem for godt. Denne
elektrolysen kan fare til bobledannelse og pH-endringer i prave- og akseptorlgsningen. For a
fa best mulig ekstraksjon velges det dermed en SLM som gir tilstrekkelig ledningsevne til at
analyttene migrerer gjennom systemet, men samtidig har en motstand som begrenser

ledningsevnen og dermed minimerer graden av elektrolyse [7].

Valg av organisk veeskemembran baserer seg 0ogsa pa analyttene sine hydrofobe egenskaper.
For de fleste EME-systemer for basiske, upolare (log P > 2) analytter har 2-nitrofenyloktyleter
(NPOE) blitt brukt som organisk vaeskemembran [16-18]. NPOE er ikke-flyktig og sa a si
ulgselig i vann. Dette gjar at den er stabil som SLM og fordamper eller diffunderer ikke inn i
preve- og akseptorlgsningen [19]. Andre organiske vaeeskemembraner som har blitt brukt er 2-
nitrofenylpentyleter (NPPE) [20] og 2-oktanon [21]. For sure analytter har organiske
lzsemidler som heptanol og oktanol vist best resultater som SLM [22].

2.2.2 Valg av ekstraksjonstid- og spenning

Den pasatte spenningen over den organiske vaskemembranen er drivkraften for
masseoverfgringen i EME. Studier har vist at ekstraksjonsutbyttet generelt gker med gkt
pasatt spenning, men bare opp til en optimal spenning. Etter denne optimale spenningen, vil
ekstraksjonsutbyttet flate ut eller reduseres. Grunnen til dette er at strammen gjennom



systemet er relativt hgy, og elektrolyse ved elektrodene kan forekomme [7, 22]. Elektrolyse
ved elektrodene kan fare til endring av pH og konsekvensen kan bli at graden av ionisering i
de vandige fasene gar ned, og dermed favoriseres tilbakeekstraksjon ved diffusjon [22].

Ekstraksjonstiden ma ogsa optimaliseres, og den optimale ekstraksjonstiden blir ogsa pavirket
av ekstraksjonsspenningen. Ekstraksjonsutbyttet gker generelt med gkende ekstraksjonstid,
helt til systemet nar en slags steady-state, og ekstraksjonsutbyttet nar sitt maksimum. Dette
maksimumet nads som regel etter ca. 5-10 minutter ekstraksjonstid. Lengere ekstraksjoner
farer ofte til lavere ekstraksjonsutbytter. Dette er sannsynligvis grunnet elektrolyse, som ferer
til endringer i pH, og tilbakeekstraksjon ved diffusjon [22].

2.2.3Valg av pH i prgve- og akseptorlgsning

Elektrokinetisk migrasjon er drivkraften i EME, og det er derfor viktig at analyttene er pa
ionisert form bade i preve- og akseptorlgsningen. Dette gjeres ved & justere pH i begge
Igsningene til en pH der analyttene er pa ionisert form. Ved EME av basiske analytter vil den
elektrokinetiske migrasjonen til akseptorlgsningen reduseres med gkende pH grunnet
deprotonering, og de kan diffundere tilbake til SLM ved passiv diffusjon [7].

2.3 On-chip elektromembranekstraksjon

On-chip EME ble for ferste gang demonstrert i 2010 [23]. Systemet hadde stillestaende
akseptorlgsning og dynamisk prevelgsning, og viste a gi rask masseoverfgring og hay
ekstraksjonseffektivitet pa kort tid. Dette systemet ble videreutviklet til et system med
dynamisk akseptorlgsning og prgvelgsning som ga utbytter pa opp mot 86% [14, 24]. On-chip
EME har til na fokusert pa ekstraksjon av basiske, ikke-polare analytter samt ekstraksjon av

analytter for online monitorering av legemiddelmetabolisme [13, 23].



| 2018 ble et nytt system for on-chip EME pa nanoliter-niva demonstrert. Denne mikrochipen
hadde fire lag, og et av lagene var en polypropylenmembran (Figur 3). En liten drape NPOE
ble immobilisert i polypropylenmembranen for & muliggjere EME. Omradet for
immobilisering av NPOE var en sirkel med diameter 700 um. Pa grunn av det lille omrade for
EME oppnadde systemet veldig lave ekstraksjonsutbytter (< 1%), sakalt myk ekstraksjon.
Myk ekstraksjon er nyttig ved studier av komplekse biologiske systemer der det ikke er
gnskelig & forstyrre biokjemiske likevekter. Systemet oppnadde ogsa veldig hay
oppkonsentrering pa grunn av lite akseptorvolum (6 nL) i forhold til prgvevolum (70 pL).
Nanoliter-skala EME har potensiale til & kobles til in vitro mikrofysiologiske systemer, lab-

on-a-chip, og point-of-care diagnostisering [13].

wm
20mm -
Acceptor channel
20 mm 1 (100x100 um)

Figur 3: Illustrasjon av mikrochip for nanoliter-skala EME [13].

70 pL sample

6 nlL acceptor solution

2.4 Kapilleerelektroforese

2.4.1 Prinsipp

Kapillzrelektroforese (CE) er en separasjonsmetode som baserer seg pa stoffers forskjellige
vandringshastighet i et elektrisk felt. Vandringshastigheten avhenger i hovedsak av stoffenes
masse og ladning. Separasjonen skjer i smale kapilleer som er fylt med vandig buffer. Et lite
volum av pregvelgsning fares inn i innlgpet til kapilleeret, og deretter fares begge endene av
kapillaeret ned i hvert sitt bufferreservoar. | hvert av bufferreservoarene er det en elektrode, og
nar hgyspenning palegges vil positive ioner (kationer) vandre mot den negative elektroden
(katoden) og negative ioner (anioner) vandre mot den positive elektroden (anoden). |

nerheten av utlgpet av kapilleeret er det en deteksjonscelle (UV-detektor) som detekterer



stoffene nar de passerer den. Deretter plottes detektorsignalet som funksjon av tid, og dette

plottet kalles et elektroferogram [25]. Figur 4 viser prinsippskisse for CE.

H@yspenning

ol e

UV-detektor /

Elektrode

Elektrode

Bufferreservoar
Bufferreservoar

Figur 4: Prinsippskisse for kapilleerelektroforese (CE).

2.4.2 Elektroforetisk mobilitet
Vandringshastigheten, v til et ion ved Kkapillerelektroforese avhenger av ionets
elektroforetiske mobilitet og det palagte elektriske feltet, og gis ved Ligning 2 [26]:

v=y, - E Ligning 2

der pe er elektroforetisk mobilitet, og E er palagt elektrisk felt. Alle ioner har sin egen
elektroforetiske mobilitet. Den elektroforetiske mobiliteten, pe kan beskrives av Ligning 3
[26]:

-4 Ligning 3
6TNr

He



der q er ionets ladning, m er 3,14, n er lesningens viskositet og r er ionets radius. Denne
ligningen viser at sma, sterkt ladede ioner har hay elektroforetisk mobilitet, mens store, svakt

ladede ioner har lavere elektroforetisk mobilitet [26].

2.4.3 Elektroosmotisk flow

Elektroosmotisk flow (EOF) er vaskestrammen inne i kapilleeret, og er en konsekvens av
ladningen pa overflaten av kapilleerveggen [26]. Kapilleerveggen er dekket av silanolgrupper
som er sure. Ved pH hgyere enn 4 blir silanolgruppene negativt ladet, og balanseres av et
motionlag av kationer som er i bufferen. Disse kationene vil veere hydratiserte. Det vil si at de
er bundet til omgivende vannmolekyler, som igjen er bundet til andre vannmolekyler. Nar det
palegges et negativt potensial ved utlgpet til kapilleeret vil de hydratiserte kationene langs
kapillzerveggen migrere mot utlgpet, og dermed fa hele bufferen til & bevege seg mot utlgpet
[25]. Anioner vil i utgangspunktet tiltrekkes den positive elektroden ved innlgpet av
kapilleret, men ofte dytter EOF de kraftigere i retning detektoren enn den elektrostatiske
tiltrekningen drar de mot den negative elektroden ved utlgpet av kapillaeret. Pa grunn av EOF
vil derfor ogsa anioner kunne detekteres med CE. Anioner separeres etter forhold mellom
molekylstagrrelse og ladning, men migrasjonsrekkefglgen vil bli omvendt i forhold til
kationene [25]. Figur 5 viser en illustrasjon av kationers og anioners relative mobilitet i et

system med EOF.

Mobilitet til EOF m————)
Kationets mobilitet =—)

e Anionets mobilitet

Kationets netto mobilitet = —— ——)

Anionets netto mobilitet ——)
Figur 5: Kationers og anioners relative mobilitet i et system med EOF.
Nar det er EOF i kapillaeret gir det en flat flytprofil (Figur 6A). Siden drivkraften til flyten er

distribuert langs kapilleerveggen er det ikke noe trykkfall inne i kapilleret og flyten er sa & si
9



lik gjennom hele kapilleret. Den flate flytprofilen ved CE er forskjellig fra for eksempel
HPLC hvor det brukes eksterne pumper som gir en parabolsk flytprofil (Figur 6B) [26].

A) B)

Figur 6: A) Flat flytprofil (CE), B) parabolsk flytprofil (HPLC).

Den flate flytprofilen ved CE resulterer i lite bandspredning, og er en av grunnene til at man
kan oppna veldig hgy effektivitet ved CE [27]. Andre faktorer som avgjer effektiviteten ved
CE vil beskrives i det falgende.

2.4.4 Effektivitet ved CE

Effektiviteten til separasjonen uttrykkes ved bandbredden, altsa bredden av toppene i
elektroferogrammet. Jo smalere toppene er i forhold til migrasjonstiden, jo bedre effektivitet
og mindre bandspredning er det. Effektiviteten kan uttrykkes av parameteren N som kalles
antall teoretiske plater. Jo flere teoretiske plater, jo mer effektiv er separasjonen. Ved CE er
det vanlig med platetall (N) rundt 50 000-500 000. Platetallet, N kan beregnes med Ligning 4
[25]:

t
W12

N=5,54 - (—)2 Ligning 4

der t er migrasjonstiden og W12 er bredden av toppen ved halvparten av topphgyden.

Ved CE er langsgaende diffusjon det viktigste bidraget til bandspredning. Langsgaende
diffusjon skjer pa grunn av at ioner har en naturlig tendens til a diffundere til omrader som er
mindre konsentrerte enn der de befinner seg. Den langsgaende diffusjonen gker proporsjonalt

med diffusjonskonstanten til ionet [27]. Store molekyler som proteiner og DNA har lave
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diffusjonskoeffisienter sammenlignet med mindre molekyler. Derfor vil store molekyler
generelt ha mindre bidrag fra langsgaende diffusjon til bandspredning enn sma molekyler
[26].

En annen parameter som pavirker effektiviteten er injeksjonsvolumet, eller lengden pa
pluggen som injiseres utgjer i kapilleeret. Lengden pa pluggen som injiseres skal ikke vere
lengre enn bandspredningen som skyldes diffusjon. | praksis sier man at lengden skal vere
mindre enn 1-2 % av den effektive lengden av kapilleret. Den effektive lengden av kapilleret
vil si lengden fra inngangen av kapilleeret der praven blir injisert til deteksjonscellen. Dersom
injeksjonsvolumet er for stort vil det kunne fgre til bandspredning [26].

2.5 Microfluidics

Microfluidics er vitenskapen og teknologien som omhandler systemer som handterer sma
mengder vaske (10°-107% liter), ved bruk av kanaler med sma dimensjoner (mikrometer-
skala). Microfluidics ble farst introdusert i 1990, og har siden da vist et enormt potensial
innenfor miniatyriserte, beaerbare lav-kostnadsprodukter [28]. Disse systemene har flere
nyttige funksjoner: 1) mulighet til & benytte sveert sma volumer av bade prave og reagenser,
2) utfering av analyser med hgy opplasning og sensitivitet, og 3) lave produksjonskostnader
[29]. P& grunn av de sma dimensjonene i systemene er avstanden for masse- og
varmeoverfgring relativt liten, og det muliggjer raskere analyser enn for systemer pa

makroniva [29].

Parallelle stramninger av vaske kan ha laminer flyt eller turbulent flyt. Ved turbulent flyt er
det uregelmessige og tilsynelatende tilfeldige variasjoner i vaeskens bevegelse [30]. Laminer
flyt er uten turbulens, og vasken beveger seg tilneermet langs en rett bane med ingen
forflytning til hgyre eller venstre [31]. Parameteren Reynolds’ tall, Re, avgjer hvilken type
flyt det er, og kan beregnes med Ligning 5 [32]:

vlp Ligning 5

Re = —
1
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der v er vaskens hastighet, | er ragrets diameter, p er veeskens tetthet, og p er veeskens
viskositet. Overgangen fra laminar til turbulent flyt skjer ved en bestemt verdi av Reynolds’
tall [30]. For typiske microfluidics systemer er det sma kanaler og lav flythastighet. Re er
dermed nesten alltid lav (Re < 1), og det er laminer flyt. Disse egenskapene muliggjar

utvikling av en rekke nye teknologier [32].

2.5.1 Materialer

De farste mikrochipene ble laget av glass eller silikon. Disse materialene har en rekke
fordeler som at de leder varme godt, er kompatible med organiske lgsemidler og har stabil
elektroosmotisk mobilitet, og de er derfor fortsatt mye brukt [28]. P4 tross av dette har glass
og silikon som material flere ulemper som hgye fabrikasjonskostnader og at det benyttes
farlige kjemikalier ved fabrikasjon [28]. Senere ble polymerer introdusert som material for
fabrikasjon av mikrochips. De er billige og lett tilgjengelige, og har derfor blitt en av de mest
brukte materialer for fabrikasjon av mikrochips [28]. Polymerer kan deles inn i tre grupper:
termoplastiske polymerer, termoset polymerer og elastomere. Det skilles mellom de tre

typene polymerer pd bakgrunn av deres ulike fysikalske egenskaper.

Termoplastiske polymerer er ikke kryss-linkede og kan reformes etter polymerisering. Dette
gjeres ved oppvarming. En typisk termoplastisk polymer er polymetylmetakrylat (PMMA).
Termoset polymerer bestar av kryss-linkede polymerkjeder som danner et rigid nettverk ved
oppvarming eller bestraling. Dette rigide nettverket kan ikke reformeres nar de farst er
polymerisert. Disse materialene er som regel stabile selv ved hgye temperaturer, resistente
mot en del organiske lgsemidler og optisk transparente [28]. Elastomere bestar av kryss-
linkede polymerkjeder som kan strekkes og komprimeres ved pafgring av kraft, men gar
tilbake til sin opprinnelige form nar kraften ikke lenger pafgres. Den mest populaere
elastomeren til fabrikasjon av mikrochips er polydimetylsiloksan (PDMS). PDMS er flytende,
og polymeriseres ved milde temperaturer (40-70°C) til et fast, elastisk materiale. Fordeler
med PDMS som materiale for fabrikkering av mikrochips er at det er billig og enkelt i
fabrikasjon. | tillegg er PDMS gasspermeabel, og er dermed kompatibel med cellekulturer.
Dette gjar at mikrochips laget av PDMS kan brukes til forskning pa celler, celle screening og
biokjemisk analyse [33]. PDMS har ogsa noen begrensinger, som at det ikke er kompatibelt
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med organiske lgsemidler. Det kan ogsa forekomme adsorpsjon av sma hydrofobe molekyler
og biomolekyler til kanalveggene og endringer i konsentrasjon av lgsningen pa grunn av
fordampning av vann gjennom kanalveggen [28].

2.5.1.1 Thiol-ene polymerer

Thiol-ene er en termoset polymer som brukes mye i industrien. Reaksjonen mellom allyl-
grupper og thiol-grupper gir thiol-ene. Thiol-ene polymeriseres raskt og er en sékalt “click”
reaksjon [34]. “Click” reaksjoner karakteriseres ved at de er raske, enkle & bruke og rense

opp, regiospesifikke og gir hgye utbytter [35].

Ved blanding av de to monomerene i et stekiometrisk forhold vil thiol-ene bli fullstendig
polymerisert med UV-lys, og bli et stivt materiale. Dersom det derimot er et ikke-
stokiometrisk forhold vil ikke materialet bli fullstendig polymerisert da det er overskudd av
noen funksjonelle grupper. For ikke-stakiometrisk thiol-ene brukes betegnelsen OSTE, som
star for off-stoichiometric thiol-ene” [34]. Ved 4 tilsette epoksy monomer til OSTE dannes
materialet OSTE+ (off-stoichiometric thiol-ene epoxy). Dette materialet har evnen til a
reagere med nesten hvilken som helst terr overflate, og muliggjer binding til materialer. Figur
7 viser strukturformelen til thiol, allyl og epoksy monomeren.

O
HZCQ/\ /U\ /vCHg o ?
i " HS™ 0= ~07 s
07 >N"So HS _~_O0~ \-O_~_SH S /L> LB s
QCHZ o o

Figur 7: A) Allyl monomer, B) thiol monomer, C) epoksy monomer [34].

Polymeriseringen av OSTE+ foregar i to trinn. | det ferste trinnet polymeriseres materialet
med UV-lys. Her reagerer thiol og allyl monomerene fullstendig og danner et fleksibelt
materiale som er godt egnet for binding til andre materialer (Figur 8A). | det andre steget
reagerer thiol og epoksy monomerene. Reaksjonen skjer ved romtemperatur, men kan
akselereres ved oppvarming til ca. 70°C (Figur 8B). Etter det andre trinnet blir materialet helt
stivt [36].
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Figur 8: Polymerisering av OSTE+. A) Fgrste trinn: UV-lys, B) andre trinn: oppvarming. Modifisert fra [36].

2.5.2 Fabrikasjonsmetoder

En vanlig metode for fabrikasjon av mikrochips er two-step replica molding. Farst fabrikkeres
“master” former, ofte ved hjelp av mikromilling [37]. Mikromilling er en fabrikasjonsmetode
som benytter et roterende verktgy (endmill) som fjerner materiale fra et startmateriale
avhengig av hvilke strukturer man vil lage i startmaterialet. Systemet for mikromilling bestar
av en arbeidsplate hvor startmaterialet plasseres, en endmill som fjerner materiale og en
spindel som sikrer rotasjon av endmill [38]. Fra denne “master” formen lages det en PDMS
form som videre brukes til & fabrikkere mikrochip med thiol-ene/OSTE/OSTE+ (Figur 9A)
[37]. Injection molding er en annen fabrikasjonsmetode hvor polymeren injiseres inn i en

form med et hulrom med det gnskede designet (Figur 9B) [38].
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Micromilling og fabrikkering av PDMS former

Thiol-ene/

OSTE/ Thiol-ene/
OSTE+ OSTE/

- T

Sug

f
PDMS

PDMS |

Polymerisering med Polymerisering med
UV-lys og eventuelt i UV-lys og eventuelt

oppvarming oppvarming

PDMS
|

Fierning

PDMS l av PDMS

formen
Fierning
av PDMS

formen

A) B)

Figur 9: Fabrikasjonsmetoder for mikrochips, A) two-step replica molding, B) injection molding.

2.5.3 Plasmaaktivering av overflater

Plasmaaktivering av  overflater er en kraftfull prosess som  modifiserer
overflatekarakteristikken til materialer. Teknikken kan brukes bade for metalliske overflater
og polymermaterialer [39]. Aktiveringen kan skje med kaldt eller varmt plasma. Aktivering
med plasma gker fukteegenskapene til overflaten av materialet og bedrer materialets
mekaniske styrke [39]. Behandling med plasma har vist & introdusere polare grupper som
C=0, C-O og COH pa polypropylenoverflater [40].
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3 Eksperimentelt

3.1 Modellanalytter

Modellanalytter som ble brukt i dette arbeidet er oppsummert i Tabell 1.

Tabell 1: Molekylstruktur, log P, pKa og molekylvekt for modellanalyttene.

Modellanalytt  Molekylstruktur?) log P2 pKa? Molekylvekt (Da)V
Amitriptylin 4,81 9,76 277,18
|
N/
Amfetamin : 1,80 10,01 135,10
H2N

Kokain p 2,28 8,85 303,15

Q

',,"’N E
Metadon 5,01 9,12 309,21

16



Metamfetamin

2,24

Q.

Petidin N

N

I

2,46

o/

10,21 149,12

8,16 247,16

YMolekylstrukturer og molekylvekt er hentet fra: http://www.chemspider.com/.

2 ]og P og pKa er hentet fra: https://chemicalize.com/#/calculation.

3.2 Utstyr

Tabell 2: Oversikt over utstyr brukt.

utstyr

Micromilling machine

UV-lampe

UV-lampe

Plasma aktivator

Laserkutter

CE-instrument

Stremforsyning

Produktnavn

Minitech 3 CNC micromilling machine
(Minitech Machinery Corp., Norcross,
GA, USA)

Dymax EC 5000 Series UV curing flood
lamp (Dymax Corp, Torrington, CT,
USA)

Collimated UV lamp LS-100-3C2
(Bachur & Associates, Santa Clara, CA,
USA)

Atto plasma chamber (Diener electronic
GmbH + Co. KG, Ebhausen, Germany)

Epilog Minil8 CO2 laser (Epilog laser,
Golden, CO, USA)

Agilent CE. Ser. No. DE01602316 (Santa
Clara, CA, USA)

Programmable power supply ISO-TECH,
IPS-603. Ser. No 703D153G1

Bruk

Mikromilling av PMMA
plater.

Festing av prgvereservoar
og bufferreservoar til EME-
chipene.

Polymerisering av thiol-ene
0og OSTE+ ved fabrikasjon
av EME-chipene.

Plasmabehandling av
polypropylenmembranen.

Laserkutting av PMMA
plater ved fabrikasjon av
PDMS former.

Instrument for
kapillerelektroforese.

Stremforsyning ved EME.
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(Southport, England)

Kapilleerkutter Biccotest cutter. Ser. No 16976 EN. Kutting av kapilleerene.
(Biccotest limited, Cheshunt, England

Sveipelektronmikroskop ~ SEM TM3030 Tabletop Microscope Undersgking av interface pa
(Fuji Electric FA E.L. Breaker, Japan) EME-chipene.

Mikroskop Nikon Eclipse Ti fluorescence Monitorering av ekstraksjon
microscope (Tokyo, Japan) av Rhodamine 6G.

Mikroskop Proscan Microscope (Rockland, MA, Tilpassing av kapilleer ved
USA) fabrikasjon av EME-

chipene.

3.3 Programvare

Tabell 3: Oversikt over programvare brukt.

Programvare Bruk

Autodesk Inventor Professional 2015 (San Rafael, CA,  Tillaging av design for EME-chipene.
USA)

Agilent ChemStation for CE/CE-MS systems (Agilent  Kontrollering av CE-systemet.
technologies, California, USA)

CorelDraw 12 (Corel Corporation, Ottawa, Canada) Tillaging av design for laserkutting.

Graphpad Prism 8.1.1 (GraphPad Software Inc, Tillaging av grafer.
California, USA)

3.4 Kjemikalier og materialer

Tabell 4: Oversikt over kjemikalier og materialer brukt.

Navn Tilvirker/leverandar
Poly(metylmetakrylat) PMMA plater Nordisk plast (Randers, Danmark)

Sylgard 184-PDMS elastomer kit Dow Corning (Midland, MI, USA)

Ostemer 322, Crystal clear, component A Mercene Labs AB (Stockholm, Sverige)
Ostemer 322, Crystal clear, component B Mercene Labs AB (Stockholm, Sverige)
Methadone hydrochloride Nordisk Droge og Kemikalie A/S (Kgbenhavn,
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Cocaine hydrochloride

Amphetamine sulfate

Methamphetamine hydrochloride

Pethidine hydrchloride
Amitriptyline hydrochloride
Rhodamine 6G

Deionisert vann (dH20, 18 MQ cm)
Methanol
Kaliumdihydrogenphosphat
Ortho-phosphoric acid
2-nitrophenyl octyl ether (NPOE)
Porgs polypropylenmembran
Norland blocking adhesive 107

Kapillaer, polymicro technologies

Danmark)

Nordisk Droge og Kemikalie A/S (Kabenhavn,
Danmark)

Nordisk Droge og Kemikalie A/S (Kabenhavn,
Danmark)

Nordisk Droge og Kemikalie A/S (Kgbenhavn,
Danmark)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)

Milli-Q unit (Millipore, Massachusetts, USA)
VWR chemicals (Gliwice, Polen)

Merck KgaA (Darmstadt, Tyskland)

Merck KgaA (Darmstadt, Tyskland)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)

Celgard (Charlotte, NC, USA)

Thorlabs (Newton, NJ, USA)

CM Scientific (Silsden, United Kingdom)

3.5 Lgsninger

Stamlgsninger av amfetamin, amitriptylin, metamfetamin, metadon, kokain og petidin ble

tillaget i konsentrasjon pa 1 mg/mL, lgst i metanol og oppbevart i kjgleskap (4°C). Fra disse

stamlgsningene ble det tillaget opplegsninger i fosfatbuffer av de seks modellanalyttene.

Fosfatbuffer ble tillaget ved & blande kaliumdihydrogenfosfat med deionisert vann til

bufferkonsentrasjon 40 mM. Denne lgsningen ble sa pH-justert med ortho-fosforsyre til pH

2,7.
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3.6 Design og fabrikkering av EME-chipen

Den bruksferdige EME-chipen var 35 mm x 20 mm og var sammensatt av tre lag. Det
nederste og gverste laget var laget av materialet OSTE+, mens det midterste laget var en
polypropylenmembran. EME-chipen hadde en akseptorkanal pa 100 pm x 100 pm x 10 mm.
Over akseptorkanalen var det plassert to reservoar som fungerte som prgvereservoar og

bufferreservoar (Figur 10).

A)

« Bufferreservoar Prgvereservoar
2o - /
o Prqz)vereservoar
2 / Injeksjon molded lag

— Polypropylenmembran

¥~ Bunnav EME-chip
Akseptorkanal (100um x 100pum)

Figur 10: A) Prinsippskisse av EME-chip, B) illustrasjon av tverrsnitt av EME-chipen ved ekstraksjonssonen.

Bunnen av EME-chipen var 1 mm tykk, og bestod av et kapilleerspor (som var avgrenset av
sma sgyler), en interface og en akseptorkanal. Kapillersporet var 230 pum bredt, og
akseptorkanalen var 100 um bred. Kapilleret var 245 um ytre diameter og 100 um indre

diameter. Kapilleeret og akseptorkanalen var koblet sammen via en interface (Figur 11).

100 pm akseptorkanal

\

295 pum interface 245 um kapillaer

/ /<230 um kapillaerspor

Seyler

Figur 11: Interface for EME-chipen.

Det neste laget var en polypropylenmembran. Denne polypropylenmembranen ble laminert pa
akseptorkanalsiden av bunnen av EME-chipen. Porene i polypropylenmembranen ble fylt
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med OSTE+ ved injection molding, og dette ble det tredje og gverste laget av EME-chipen.
Porene i hele polypropylenmembranen ble fylt, utenom to sma sirkler pa 700 um og 1000 pm
over akseptorkanalen. Disse sirklene fungerte som henholdsvis ekstraksjonsomrade og som
adgang ned til akseptorkanalen for bufferlgsning. Til slutt ble det limt pa to glassreservoar

over de to sirklene. Et prgvereservoar og et bufferreservoar som begge rommet 70 pl.

3.6.1 Protokoll for fabrikkering av EME-chipen

De to lagene som var fabrikkert med OSTE+ ble laget ved hjelp av former laget av
polydimetylsiloksan (PDMS). Disse formene ble laget ved a farst tegne et design i en
programvare (Autodesk Inventor). Dette designet ble sa freset i PMMA plater som var 5 mm
tykke, og ved hjelp av disse ble det stgpt PDMS former. PDMS formene ble sa brukt til a
stope EME-chipene med OSTE+. Fabrikkeringen av EME-chipen vil i det fglgende beskrives

i detalj. Alle illustrasjonene er illustrert som et tverrsnitt pa langs av EME-chipen.

Bunnen av EME-chipen ble laget ved & finjustere et kapiller i kapilleersporet i PDMS formen
til & passe med interface og akseptorkanalen. Dette ble gjort under mikroskop ved hjelp av en
«micrometre stage» (Se vedlegg 3 og 4 for detaljer). Deretter ble hele PDMS formen fylt med
OSTE+, og polymerisert med UV-lys i 70 sekunder. Den ble sa snudd og polymerisert med
UV-lys i 30 sekunder pa den andre siden (Figur 12).

Akseptorkanal Interface Kapilleer

DN /

A)

UV-lys

B)

Figur 12: A) Finjustering av kapilleer i PDMS form, B) fylling av OSTE+ og polymerisering med UV-lys.
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Det andre laget var en polypropylenmembran som ble laminert pa av bunnen av EME-chipen.
EME-chipen ble tatt ut av PDMS formen, og polypropylenmembranen ble laminert pa
akseptorkanalsiden (Figur 13). Polypropylenmembranen var plasmabehandlet i 60 sekunder
pa den siden som vendte ned mot bunnen for & muliggjere festing til OSTE+ materialet.
EME-chipen ble sa polymerisert under UV-lys i 100 sekunder pa OSTE+ siden, og deretter
ved 100°C i 1-2 timer.

UV-lys

Oppvarming 100 °C i

Kapilleer Interface \ Akseptorkanal

Figur 13: Laminering av polypropylenmembranen pa akseptorkanelsiden av EME-chipen og pafalgende

PP membran

polymerisering med UV-lys og oppvarming.

Det gverste og siste laget ble fabrikkert ved injection molding (Figur 14). Dette laget var 125
pm tykt og bestod av OSTE+. PDMS formen som ble brukt hadde to hull hele veien gjennom
pa 700 um i diameter i begge ender. PDMS formen ble tilpasset over
polypropylenmembransiden av EME-chipen slik at de to sirkuleere omradene pa 700 pm og
1000 um var plassert rett over akseptorkanalen. En liten drape OSTE+ ble sa pafert over det
ene hullet i PDMS formen. Sug ble pafert hullet i den andre enden av PDMS formen ved
hjelp av en vakuumpumpe. OSTE+ fylte sa porene i polypropylenmembranen, utenom de to

sirkulere omradene over akseptorkanalen.
UV-lys

Oppvarming 100 °C i

PP membran

Figur 14: Injection molding med OSTE+ og pafglgende polymerisering med UV-lys og oppvarming.
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Det siste steget i fabrikasjonen var & feste pa to glassreservoar ved hjelp av et lim som stivnet
ved bestraling med UV-lys. Et prevereservoar over sirkelen for ekstraksjon og et
bufferreservoar over sirkelen for adgang ned til akseptorkanalen (Figur 15).

Prgvereservoar Bufferreservoar

“ N\

Figur 15: Festing av prgvereservoar og bufferreservoar pa toppen av EME-chipen.

3.7 Betingelser for ekstraksjon av rhodamine 6G

Rhodamine 6G ble fortynnet med 10 mM maursyre med pH 2,9 til en konsentrasjon pa 0,1
mM. Bufferreservoaret ble fylt med 10 mM maursyre som akseptorfase, og 2-
nitrofenyloktyleter (NPOE) ble immobilisert i porene til polypropylenmembranen. 50 pL
prgvelgsning ble tilsatt pravereservoaret. Negativ elektrode ble plassert i bufferreservoaret, og
positiv elektrode ble plassert i pravereservoaret. Spenning pa 15 V ble pasatt i 60 sekunder.
Etter ekstraksjonen ble provelgsningen fjernet fra pregvereservoaret, og et
fluorescensmikroskop ble bruk til & undersgke om rhodamine 6G hadde blitt ekstrahert over

SLM og til akseptorkanalen.

3.8 Oppsett av EME og CE med EME-chipen

3.8.1 Oppsett for EME

Under EME ble negativ elektrode plassert i bufferreservoaret pa EME-chipen, og positiv

elektrode plassert i prgvereservoaret. P2 den maten ble positivt ladde modellanalytter
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ekstrahert fra prevelgsningen, over SLM og til akseptorkanalen ved hjelp av en

stramforsyning (Figur 16). Betingelsene for EME er oppsummert i Tabell 5.

Strgmforsyning

Utenfor CE-instrument Inne i CE-instrumentet

H@yspenning

Elektrode
T . Bufferreservoar

Elektrode/ "= Prgvereservoar )
Kapilleer

\

UV-detektor /

«—— Kapilleerkobling

Bufferreservoar Elektrode

Figur 16: Oppsett ved elektromembranekstraksjon (EME) med EME-chipen.

3.8.2 Oppsett for CE

Under CE ble positiv elektrode plassert i bufferreservoaret pa EME-chipen, og negativ
elektrode ble plassert i bufferreservoaret inne i CE-instrumentet. De positivt ladde
modellanalyttene vandret mot negativ elektrode, og ble detektert med en UV-detektor (Figur
17). Kapilleeret i EME-chipen og kapillearet inne i CE-instrumentet hadde ulik ytre diameter,
og de ble derfor koblet sammen med en kapilleerkobling. Betingelsene for CE er oppsummert
i Tabell 6.
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Utenfor CE-instrument Inne i CE-instrumentet

Hayspenning

Elektrode ———| »— Bufferreservoar

= Prgvereservoar ,
Kapiller

\

+<—— Kapilleerkobling /'
UV-detektor

Bufferreservoa Elektrode
Figur 17: Oppsett ved kapillzerelektroforese (CE) med EME-chipen.
3.9 Ekstraksjonsbetingelser
Tabell 5: Oppsummering av optimale ekstraksjonsbetingelser for EME.
Pravelgsning Pravelgsning med seks modellanalytter, lgst i

40 mM fosfatbuffer med pH 2,7.
Konsentrasjon: 10 pg/mL.

Akseptorfase 40 mM Fosfatbuffer med pH 2,7
Ekstraksjonsspenning 15V

Ekstraksjonstid 60 sekunder

Organisk veeskemembran (SLM) 2-nitrofenyloktyleter (NPOE)

3.9.1 Optimalisering av ekstraksjonsspenning og ekstraksjonstid

| optimaliseringsforsgkene ble det undersgkt hvilken ekstraksjonsspenning og hvilken
ekstraksjonstid som var optimal for analysen. | alle forsgkene ble det benyttet en
prgveblanding med konsentrasjon 10 pg/mL av de seks modellanalyttene. Modellanalyttene
var lgst i 40 mM fosfatbuffer pH 2,7. Det ble pasatt 50 pl preve i provereservoaret, og
akseptorfasen var 40 mM fosfatbuffer pH 2,7. Ekstraksjonsspenninger mellom 5 og 40 V ble
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undersgkt. Ekstraksjonstidene som ble undersgkt var 30 s, 45 s, 60 s og 90 s. Forsgk med

spenning og tid ble gjort med tre parallelle malinger for hvert datapunkt.

3.10 CE-betingelser

Tabell 6: Oppsummering av CE-betingelsene.

Separasjonsbuffer 40 mM fosfatbuffer, pH 2.7
Separasjonsspenning 20 kV

Modus Positiv

Temperatur 25°C

Pre-kondisjonering 3 minutter skylling med buffer
Deteksjon UV, 200 nm

3.10.1 Optimalisering av separasjonsspenning

Fer EME-chipen ble koblet til CE ble det undersgkt hvilken separasjonsspenning som var
optimal for analysen. Spenninger mellom 5-30 kV ble undersgkt. Forsgkene ble gjort med tre

parallelle malinger for hvert datapunkt.

3.11 Beregning av repeterbarhet,
oppkonsentreringsfaktor og utbytte

3.11.1 Repeterbarhet

Repeterbarhet ble beregnet ved relativt standardavvik (RSD) av gjentatte analyser (n=3). RSD
ble beregnet med Ligning 6 [25]:

RSD:x£~ 100 % Ligning 6
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Hvor s er standardavviket og x er gjennomsnittet. RSD ble utregnet for de ulike

ekstraksjonsspenningene og ekstraksjonstidene.

3.11.2 Oppkonsentreringsfaktor

Oppkonsentreringsfaktor (EF) etter EME av de seks modellanalyttene ved ulike

ekstraksjonsspenninger og ekstraksjonstider ble beregnet med Ligning 7 [25]:

EF=te Ligning 7

Der Ce er konsentrasjon av analytt i ekstraktet, og Cp er opprinnelig konsentrasjon av analytt i

praven.

3.11.3 Utbytte

Utbytte (R) etter EME og CE av de seks modellanalyttene ved ulike ekstraksjonsspenninger
og ekstraksjonstider ble beregnet med Ligning 8 [25]:

CeVe

R=722-100% = £ EF - 100% Ligning 8

CpVp P

Der Veer volumet av ekstrakt og Vp er volum av prgven.

27



4 Resultat og diskusjon

4.1 Teknisk utvikling av mikrochips

4.1.1 Konsept og utfordringer

| dette masterprosjektet ble en mikrochip for elektromembranekstraksjon (EME) og
pafelgende kapilleerelektroforese (CE) og UV-deteksjon utviklet. En prevelgsning med
positivt ladde modellanalytter ble ekstrahert gjennom en SLM fra en prgvelgsning og over i
en akseptorkanal som inneholdt sur bufferlgsning. Selve ekstraksjonen ble drevet av et
elektrisk felt over SLM. Etter ekstraksjonen vandret de positivt ladde modellanalyttene fra
akseptorkanalen, gjennom en interface og inn i kapilleeret hvor de ble separert ved CE og
detektert ved UV-deteksjon (Figur 18).

Stremforsyning / Positiv elektrode

Negativ elektrode

Kapillzerkobling

—

Interface Kapilleer UV-detektor

Prgvelgsning

Bufferlmsningj‘

Akseptorkanal

Figur 18: Prinsipp for EME pa chip med pafglgende CE-separasjon og UV-deteksjon.

Elektromembranekstraksjon (EME) pa chip har den fordelen at man kan oppna en veldig hay
oppkonsentrering pa grunn av sma akseptorvolum i forhold til pravevolum. Typisk har man et
prgvevolum pa 10-100 mikroliter, og akseptorvolum pa 5-10 nanoliter. En utfordring er a
handtere sa sma akseptorvolum. Ved overfaring til for eksempel vaeskekromatografi (HPLC)
vil prgven i stor grad fortynnes pa grunn av den parabolske flytprofilen, og en far ikke
utnyttet den hgye oppkonsentreringen som oppnas under EME. Ved a utvikle en EME-chip
koblet direkte til kapillerelektroforese (CE) og UV-deteksjon kan denne fortynningen unngas.

Pa grunn av at veeskemembranens areal er sveert begrenset ved EME pa chip kan man oppna
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myk ekstraksjon. Ved myk ekstraksjon er ekstraksjonsutbyttet lavere enn 1-2 %. Nar
ekstraksjonsuthyttet er sa lavt pavirker ekstraksjonen ikke likevektene i systemet, og dette kan
veere til stor nytte ved for eksempel maling av legemiddelmetabolisme med ulike organ-on-a-

chip system.

Ved utvikling av en slik EME-chip faglger det med noen utfordringer. Det er svert krevende
teknisk & koble akseptorkanalen med kapillaret uten at det farer til problemer. Problemene er
knyttet til dgdvolum, lekkasje i EME-chipen og blokkering av kapilleeret, og dette ble en stor
del av oppgaven a lgse. Det er ogsa teknisk krevende a koble to kapilleer av ulik ytre diameter,
og dette ble gjort ved hjelp av en kommersiell lgsning. Det falger ogsa med utfordringer med

a unnga strembrudd ved CE.

Utviklingen av EME-chipen involverte fire ulike design. De fire designene hadde bade
likheter og ulikheter. Alle chipene var sammensatt av tre lag, som beskrevet i kapittel 3.6.
Ulikhetene mellom de fire chipene var koblingen mellom akseptorkanalen og kapilleeret
(interface). Denne var forskjellig for alle de fire chipene. Interface er den delen av EME-
chipen som er ringet rundt med red sirkel i Figur 18. | tillegg ble materialet for fabrikasjon
endret fra thiol-ene til OSTE+ fra chip 2 til chip 3. En annen ulikhet var at chip 4 (den
bruksferdige EME-chipen) hadde tre sma sgyler i midten av kapillersporet som var
ngdvendige for & unnga lekkasje i EME-chipen. Utviklingen av den bruksferdig EME-chipen

vil i det fglgende beskrives i detalj.

29



4.1.2 Chip 1

Figur 19: A) Prinsippskisse av chip 1, B) foto av delvis ferdig chip 1. Merk at de to reservoarene og
polypropylenmembranen ikke er festet pa fordi bare bunnen av chip 1 ble fabrikkert.

Chip 1 var laget av materialet thiol-ene og var 35 mm x 20 mm. Chipen hadde to reservoar
som fungerte som prgvereservoar og bufferreservoar. Begge reservoarene hadde adgang ned
til en akseptorkanal (Figur 19). | prevereservoaret ble prgvelgsningen pasatt og
elektromembranekstraksjon (EME) ble utfgrt fra prevelgsningen til akseptorfasen.
Bufferreservoaret ble fylt med en bufferlgsning som fungerte bade som akseptorfase i EME

og som separasjonsbuffer i CE.

Chip 1 bestod av tre lag, som beskrevet i kapittel 3.6. Den porgse polypropylenmembranen,
som var det midterste laget av chipen fungerte som barer for den organiske vaeeskemembranen
(SLM). Polypropylenmembranen var hydrofob sammenlignet med thiol-ene, og den matte
dermed plasmabehandles pa den ene siden (den siden som vendte ned mot thiol-ene) for &
bindes fast til thiol-ene [40]. Uten denne plasmabehandlingen kunne membranen lett rives av.
Porene til polypropylenmembranen ble fylt med thiol-ene, bortsett fra en sirkel under
pravereservoaret og en sirkel under bufferreservoaret. Sirkelen under prgvereservoaret var
700 um i diameter og denne sirkelen definerte arealet og volumet av SLM. | dette omradet ble
polypropylenmembranen holdt porgs slik at NPOE kunne immobiliseres i porene. Sirkelen
under bufferreservoaret var 1000 pm i diameter og her ble det laget et hull i
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polypropylenmembranen slik at det var adgang fra bufferreservoaret og ned til

akseptorkanalen.

Akseptorkanalen var 100 pm x 100 pm x 10 mm. Den var koblet til kapilleeret som ble bruk
til kapillerelektroforese via en interface. Kapillaeret 13 i et kapilleerspor som var 150 um bredt

og ble holdt i korrekt posisjon av sma sgyler (Figur 20).

100 pm akseptorkanal

100-150 pm

150 pm interface kapillaer

/ /<150 um kapillaerspor
Seyler

Utfordringen med denne chipen var & lage en kobling mellom akseptorkanalen og kapillzeret

Figur 20: Illustrasjon av interface for chip 1.

som ikke ga dgdvolum. Lasningen pa dette var a redusere den ytre diameteren til kapillaret
som 1& i kapillaersporet. Kapilleret var i utgangspunktet 375 pm ytre diameter. For at
kapillzeret skulle passe best mulig med akseptorkanalen som var 100 um matte den ytre
diameteren reduseres ned mot 100 um. Dette ble gjort ved a etse kapilleeret med flussyre ned
til en ytre diameter mellom 100-150 um. Ved etsning med flussyre ble polyimidlaget og
delvis kvartsmaterialet pa kapilleeret fjernet. Denne lgsningen viste & gi utfordringer ved
fabrikasjon av chipen. For det farste ble kapillerene veldig skjgre og dermed vanskelige a
arbeide med fordi de lett kunne brekke. For det andre var det vanskelig a kutte enden av
kapilleeret i rett vinkel. Tilnermet rett vinkel var viktig for a ha en tett kobling mellom
akseptorkanalen og kapilleeret. Denne maten a fabrikkere chipen pa viste seg dermed a ikke
vaere en robust Igsning. Det ble ikke laget en komplett EME-chip, men bare bunnen av

chipen, som vist pa foto i Figur 19B.
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4.1.3 Chip 2

For chip 2 ble det besluttet & benytte et ikke-etset kapilleer for & unnga utfordringene fra chip
1, og dermed gjere fabrikasjonen enklere. Chip 2 hadde et bredere kapillaerspor slik at et ikke-
etset kapilleer kunne benyttes. Det ble benyttet et kapilleer med ytre diameter 245 um, og
kapillzersporet hadde derfor en bredde pa 245 pm slik at kapilleeret kunne holdes i riktig
posisjon. Dette krevde en liten endring av interface (Figur 21). Denne endringen ville fare til

et starre dgdvolum, men gjorde fabrikasjonen mye enklere.

100 um akseptorkanal

\

245 pum interface 245 um kapillzer

/ /<'245 pm kapillearspor

Seyler

Figur 21: Illustrasjon av interface for chip 2.

Utfordringer ved fabrikasjon av chip 2 var at thiol-ene lakk inn i kapilleeret, og dermed
blokkerte det. Grunnen til dette var at kapillaersporet var litt for bredt sammenlignet med
kapilleret, og dermed ble det ikke holdt i korrekt posisjon i kapillersporet ved fylling av
thiol-ene. I tillegg var interface litt for smal, og det var dermed vanskelig a tilpasse kapillaeret
i korrekt posisjon uten at det farte til lekkasje inn i kapilleeret. Pa grunn av utfordringene med
lekkasje inn i kapilleret, og dermed blokkering av kapilleret ble det ikke laget en bruksferdig
EME-chip av chip 2.
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4.1.4 Chip 3

Chip 3 hadde et kapillerspor som var 230 um bredt. Det var altsa smalere enn for chip 2.
Dette var for a serge for at kapilleret ble holdt i korrekt posisjon mellom sgylene i
kapilleersporet. Pa denne maten kunne kapilleeret justeres perfekt til & passe med interface, og
lekkasje inn i kapilleer ble unngatt. Interface ble ogsa laget litt bredere for & unnga lekkasje av

thiol-ene inn i kapillaeret (Figur 22).

100 pm akseptorkanal

295 pm interface 245 um kapilleer

/ /<'230 um kapillaerspor

Seyler

Figur 22: Illustrasjon av interface for chip 3.

For chip 3 ble materialet thiol-ene byttet ut med OSTE+. OSTE+ skiller seg fra thiol-ene ved
at materialet inneholder en epoksy monomer i tillegg til allyl og thiol monomerene. Dette
farer til at OSTE+ polymeriseres i to steg (UV-lys og temperatur) og det muliggjer andre
egenskaper ved fabrikasjon [34]. Thiol-ene og OSTE+ er beskrevet i detalj i kapittel 2.5.1.
Ved & bruke OSTE+ i stedet for thiol-ene kan lekkasje i den bruksferdige EME-chipen
unngas. Det ble laget en EME-chip, og problemene fra chip 1 og chip 2 var eliminert. Chip 3
viste imidlertid & gi lekkasje i kapilleersporet til den bruksferdige EME-chipen. For a
identifisere problemet ble det tatt bilder av bunnen av chipen med sveipelektronmikroskop
(SEM). Bildene viste at OSTE+ ikke tettet koblingen mellom akseptorkanalen og kapillaeret
godt nok, og dette farte til lekkasje i kapilleersporet til EME-chipen (Figur 23).
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Figur 23: Bilder tatt med SEM av chip 3. A) Akseptorkanalen, B) interface, C) ikke-polymerisert OSTE+ som farte til
lekkasje i kapilleersporet til EME-chipen.

4.1.5 Chip 4

Figur 24: Foto av chip 4.

Chip 4 ble laget med OSTE+, og hadde en liten endring fra chip 3 (Figur 24). | bunnen av
kapillzersporet ble det laget tre sma sgyler som var 20 pm hgye. Dette farte til at kapilleret
ble lgftet litt opp under fabrikasjonen og problemet med lekkasje i kapilleersporet ble
eliminert (Figur 25). Det ble laget en bruksferdig EME-chip som ble brukt videre til EME og
CE.
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Figur 25: Bilder tatt med SEM av chip 4. A) Akseptorkanalen, B) interface, C) fullstendig polymerisert OSTE+ som
farte til at lekkasje i kapilleersporet til EME-chipen ble unngatt.

4.2 Ekstraksjon av rhodamine 6G under mikroskop

Nar EME-chipen var ferdigstilt ble ekstraksjonen visualisert under mikroskop med rhodamine
6G som analytt. Betingelsene for ekstraksjon er oppsummert i kapittel 3.7. Hensikten med
dette var & verifisere at EME-chipen fungerte. Rhodamine 6G ble benyttet fordi det
fluorescerer og kan dermed visualiseres under mikroskop. Rhodamine 6G er en velegnet
modellsubstans fordi den er basisk, og har molekylstarrelse og log P av samme
starrelsesorden som modellanalyttene. Figur 26 viser et bilde tatt med mikroskop etter
ekstraksjon av rhodamine 6G. Av bildet kan man se at rhodamin 6G har blitt ekstrahert over i

akseptorkanalen, og det ble konkludert med at EME-chipen fungerte til ekstraksjon.

Figur 26: Bilde tatt av EME-chip etter ekstraksjon av rhodamine 6G i 60 s med ekstraksjonsspenning 15 V. A) Det
sirkuleere ekstraksjonsomradet, B) akseptorkanalen, C) koblingen mellom akseptorkanalen og kapilleret (interface).

35



4.3 Konvensjonell kapilleerelektroforese av
modellanalyttene

Modellanalyttene ble farst analysert med konvensjonell kapilleerelektroforese (CE). Her var
EME-chipen ikke tilkoblet systemet. Formalet med dette var a undersgke hvilke betingelser
som var optimale for separasjon av modellanalyttene. Det ble utfgrt analyse av de seks
modellanalyttene med 20 mM fosfatbuffer pH 3,0 som separasjonsbuffer. Hver av
modellanalyttene var i konsentrasjon pa 50 pg/mL og separasjonsspenningen var 30 kV. Figur

27 viser et elektroferogram av separasjonen.

mAl

A—, C\k

T T T T T T T T
2 4 i 1 1 # 1

Figur 27: Elektroferogram av separasjon av de seks modellanalyttene ved konvensjonell CE. A) Amfetamin, B)
metamfetamin, C) amitriptylin, D) petidin, E) kokain, F) metadon.

Forsgket viste god separasjon av modellanalyttene, utenom kokain og metadon som ikke var
fullstendig separert. Det ble besluttet & gke bufferkonsentrasjonen fra 20 til 40 mM og
samtidig minke pH fra 3,0 til 2,7. Ved gking av bufferkonsentrasjonen fra 20 til 40 mM gker
strammen gjennom systemet, og det ble dermed besluttet & redusere separasjonsspenningen
fra 30 til 20 kV for & unnga gkt stram. Reduksjon i pH, gkning i bufferkonsentrasjon og
reduksjon i separasjonsspenning farer til redusert elektroosmotisk flow (EOF), og redusert

EOF farer til bedre separasjon (se side 41).

36



4.3.1 Separasjonsrekkefglge av modellanalyttene

Som tidligere beskrevet er vandringshastigheten til modellanalytter ved CE avhengig av deres
elektroforetiske mobilitet, pe og det palagte elektriske feltet. Hvert molekyl har sin egen
elektroforetiske mobilitet som er avhengig av molekylets ladning og radius samt
separasjonsbufferens viskositet. De seks modellanalyttene er alle baser, med ett amin som blir
positivt ladet sur i lgsning. Modellanalyttenes molekylstruktur, log P, pKa og molekylvekt er
beskrevet i Tabell 1. Det er rimelig & anta at de seks modellanalyttene vil separeres etter
gkende molekylvekt. For & undersgke separasjonsrekkefglgen ble de seks modellanalyttene
injisert enkeltvis. Separasjonsrekkefglgen ble amfetamin (Mw=135,1), metamfetamin
(Mw=149,1), amitriptylin (Mw=277,2), petidin (Mw=247,2), kokain (Mw=303,2) og
metadon (Mw=309,2). De ble separert i rekkefalge etter stigende molekylvekt, bortsett fra
amitriptylin og petidin. Amitriptylin viste a ha kortere migrasjonstid enn petidin. Dette kan
skyldes at ionets radius (som egentlig er bestemmende for elektroforetisk mobilitet), ikke

alltid kan vurderes direkte fra molekylvekt.

4.3.2 Tilpassing av kapilleer i deteksjonscelle

Kapilleeret som ble integrert i EME-chipene ved fabrikasjon var 245 um ytre diameter, mens
deteksjonscellen som ble benyttet ved CE var tilpasset kapilleer som er 375 um ytre diameter.
For at kapilleeret skulle passe i deteksjonscellen matte dermed den ytre diameteren gkes. Dette
ble forsgkt gjort ved hjelp av teflonslanger (se vedlegg 1 for detaljer). For & muliggjere UV-
deteksjon ved CE ma det tillages et lite deteksjonsvindu i kapilleeret. Deteksjonsvinduet
tillages normalt ved & brenne bort polyimidlaget som omslutter kapilleret. Det ble farst
forsgkt med teflonslange langs hele omradet der kapilleret var i deteksjonscellen. Her var
altsa kapillzeret dekket av teflonslange ogsa over deteksjonsvinduet (Figur 28A). Denne
lgsningen viste a ikke gi repeterbart UV-signal, sannsynligvis fordi teflonslangen ikke slapp
gjennom tilstrekkelig UV-lys. Videre ble det forsgkt & brenne bort teflonslangen i det omradet
der deteksjonsvinduet var (Figur 28B).

37



Kapillzer Kapillzaer

A) Teflonslange B) Teflonslange

Deteksjonsvindu Deteksjonsvindu
Lys Lys

Teflonslange

Figur 28: Kapilleret i deteksjonscellen ved A) bruk av teflonslange langs hele deteksjonsvinduet, og B) ved
teflonslangen brent bort i deteksjonsvinduet.

Denne lgsningen viste a heller ikke gi repeterbart detektorsignal, i tillegg til at det var
utfordringer med strgmbrudd under analysen. Det ble dermed besluttet & koble sammen 245
um og 375 um kapiller som begge hadde indre diameter 100 pm. Pa den maten kunne
kapilleeret med 245 pum ytre diameter veere integrert i EME-chipen, og kapilleeret med 375 um
ytre diameter ga inn i CE-instrumentet. Kapilleerkoblingen ble gjort med en kommersiell
lgsning ved hjelp av tubing sleeves. Tubing sleeves ble tredd pa kapillerene, og tilpasset slik
at kapilleerenes indre diameter passet med hverandre (Figur 29). Fer kapilleerene ble koblet

sammen var det viktig a sgrge for at endene var kuttet i tilnsermet 90° vinkel.

A) B)

Kapillaer 245 pum
ytre diameter

Tubing sleeves

N\

Tubing sleeves Kapillaer 375 Kapillzer 245
um ytre L | veweweeweeSSSS | |\ ire
; L
diameter | MMMMMRRANNNNS - - diameter

Kapillerkobling Kapillaerkobling

Kapillaer 375 pum
ytre diameter

Figur 29: A) Bilde av kapilleerkoblingen, B) tverrsnitt av kapilleer ved kapillerkobling.
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4.4 Kapilleerelektroforese med injeksjon av prgve
utenfor CE-instrumentet

| kapittel 4.3 ble alle analyser utfgrt ved konvensjonell CE, med injeksjon inne i CE-
instrumentet. Fer EME-chipen kunne kobles til CE-instrumentet matte det undersgkes om
separasjonen av modellanalyttene kunne opprettholdes ved injeksjon av preve utenfor CE-
instrumentet. Dette ble gjort ved & sette CE- instrumentet i "CE-MS” modus som muliggjar
injeksjon av preve utenfor CE-instrumentet. For & gjere dette ble det brukt en spesialkassett
som kapilleeret monteres i, der den ene enden av kapilleret gar ut av CE-instrumentet (Se
vedlegg 2). Figur 30 viser forskjellen pa en vanlig CE kassett og en spesialkassett som
benyttes ved «CE-MS».

Inne i CE-instrumentet Inne i CE-instrumentet Utenfor CE-instrumentet

A) B)

Deteksjonscelle\
Deteksjonscelle N

Buffer — @ v m Buffer — m

Buffer

Buffer —_

Figur 30: A) Vanlig CE kassett, B) «<CE-MS» kassett.

4.4.1 Undersgkelse av separasjonsspenning

Vandringshastigheten til et ion ved CE avhenger som tidligere beskrevet av ionets
elektroforetiske mobilitet og det palagte elektriske feltet. Ved hgyere pasatt spenning vil
modellanalyttene vandre raskere og dermed gi raskere analysetider. CE-instrumentet som ble
brukt kunne maksimalt gi 30 kV som separasjonsspenning, og det var dermed gnskelig a
bruke 30 kV for raskest mulig analyse. Det ble testet hvor hgy separasjonsspenningen kunne
veere uten a fare til for hgy stram og pafelgende bobledannelse og strembrudd. Det ble kjart
analyser med ulike separasjonsspenninger mellom 5 og 25 kV. Alle forsgkene ble utfgrt med
injeksjon av bufferlgsning utenfor CE-instrumentet. Tabell 7 viser hvilken strsm de ulike

separasjonsspenningene forte til.

39



Tabell 7: Oversikt over strammen de ulike separasjonsspenningene farte til.

Separasjonsspenning® Stram

5 kV 16,5 pA
10 kv 34,5 pA
15 kV 55,0 A
20 kV 79,0 pA
22,5 kV 92,0 HA
25 kV 107,5 pA

DFelles betingelser: Separasjonsbuffer: 40 mM fosfatbuffer pH 2,7, temperatur: 25 °C, total kapillaerlengde: 80 cm.

Hayere separasjonsspenning enn 20 kV viste a gi for hgy stram gjennom systemet, og dette
farte til bobledannelse og strembrudd under analysen. Det ble dermed konkludert med at den

hgyeste separasjonsspenningen som kunne brukes var 20 kV.

4.4.2 Separasjon av modellanalyttene ved injeksjon utenfor CE-
instrumentet

Modellanalyttene ble videre analysert ved injeksjon utenfor CE-instrumentet. Figur 31 viser et
elektroferogram av separasjonen. Prgvekonsentrasjonen var 10 pg/mL, separasjonsbufferen
var 40 mM fosfatbuffer, pH 2,7 og separasjonsspenningen var 20 kV. Separasjonsrekkefaglgen

var som diskutert i kapittel 4.3.1
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Figur 31: Separasjon av de seks modellanalyttene ved injeksjon utenfor CE-instrumentet. A) Amfetamin, B)
metamfetamin, C) amitriptylin, D) petidin, E) kokain, F) metadon.

4.5 EME-chip koblet til CE-instrument

EME-chipen ble koblet til CE-instrumentet og det ble utfart elektromembranekstraksjon
(EME) med pafglgende CE-separasjon av de seks modellanalyttene. Figur 32 viser et
elektroferogram av separasjonen etter EME. Oppsett av EME og CE er beskrevet i kapittel
3.8. Konsentrasjonen pa prevelgsningen som ble ekstrahert var 10 ug/mL,
separasjonsbufferen var 40 mM fosfatbuffer, pH 2,7 og separasjonsspenningen var 20 kV.

Separasjonsrekkefglgen var som diskutert i kapittel 4.3.1.

41



/F

A

el

\/B}}M

T
10 1 ]

Figur 32: Elektroferogram av EME i 60 s med 15 V av de seks modellanalyttene. A) Amfetamin, B) metamfetamin, C)
amitriptylin, D) petidin, E) kokain, F) metadon.

4.5.1 Optimalisering av ekstraksjonsspenning

For & bestemme den optimale ekstraksjonsspenningen ble det utfert analyser med ulike
ekstraksjonsspenninger mellom 5 og 40 V. | alle forsgkene ble det brukt en prgvelgsning med
konsentrasjon 10 pg/mL av hver modellanalytt lgst i 40 mM fosfatbuffer pH 2,7. Denne
fosfatbufferen ble ogsa brukt som separasjonsbuffer. Separasjonsspenningen var 20 kV. Figur

33 viser utbytte som funksjon av ekstraksjonsspenning.

0.25+ 0.25+

-s- Amfetamin
0.20- 0.20- - Metamfetamin
Y
o o N
E\ 0.154 E- 0.154 —&—  Amitriptylin
) a -©- Petidin
> = .
B’E 0.104 ;?. 0.104 -8 Kokain
0.05- 0.05- -A- Metadon
/‘/.—\ﬁ\ﬂ—O
0.00 ./ T 1 1 1 1 0.00 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Ekstraksjonsspenning (V) Ekstraksjonsspenning (V)

Figur 33: Utbytte som funksjon av ekstraksjonsspenning. n=3. Standardavvikene var mellom 4,6-70,7%.
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Alle modellanalyttene hadde et utbytte under 1 % ved spenninger mellom 5 og 40 V, og
systemet viste dermed a gi myk ekstraksjon av modellanalyttene. Grafen viser at de fleste av
modellanalyttene har hgyest utbytte ved 15 V. Den pasatte spenningen over SLM er
drivkraften for masseoverferingen i EME, og studier har vist at utbyttet gker generelt med gkt
pasatt spenning, men bare opp til en optimal spenning. Etter den optimale spenningen vil
utbyttet flate ut eller reduseres pa grunn av at strammen gjennom systemet er relativt hgy, og
elektrolyse ved elektrodene kan forekomme [7, 22]. Denne elektrolysen kan fare til endringer
av pH og konsekvensen kan bli at graden av ionisering i de vandige fasene gar ned, og
dermed favoriseres tilbakeekstraksjon ved diffusjon [22]. Resultatene med EME-chipen viser
at utbyttet for de fleste modellanalyttene gker opp mot 15 V, for sa a reduseres ved hgyere
ekstraksjonsspenning.

Amfetamin ble ikke detektert ved 5 V og 10 V, og metamfetamin ble ikke detektert ved 5 V.
Amfetamin og metamfetamin har lavest log P og molekylvekt av modellanalyttene, og de har
i tidligere studier vist at de ekstraheres med lavest utbytte av de seks modellanalyttene med
NPOE som SLM [13]. Det kan dermed antas at amfetamin og metamfetamin ikke ble

ekstrahert tilstrekkelig til & bli detektert ved lav ekstraksjonsspenning.

4.5.2 Optimalisering av ekstraksjonstid

Ulike ekstraksjonstider ble undersgkt for a bestemme den optimale ekstraksjonstiden.
Ekstraksjonene ble utfart med 15V 130 s, 45 s, 60 s og 90 s. | alle forsgkene ble det brukt en
prevelgsning med konsentrasjon 10 pg/mL av hver modellanalytt lgst i 40 mM fosfatbuffer
pH 2,7. Denne fosfatbufferen ble ogsa brukt som separasjonsbuffer. Separasjonsspenningen

var 20 kV. Figur 34 viser utbytte som funksjon av tid.
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Figur 34: Utbytte som funksjon av ekstraksjonstid. n=3. Standardavvikene var mellom 4,1-48,3 %.

Amfetamin ble ikke detektert ved 30 s og 45 s. Grunnen til dette kan antas a veere den samme
som diskutert i kapittel 4.5.1. Alle modellanalyttene hadde utbytte under 1 %, og systemet gir
dermed myk ekstraksjon. Typisk for EME er at utbyttet gker med gkende ekstraksjonstid, helt
til systemet nar en slags steady-state. Lengere ekstraksjonstider farer ofte til lavere utbytter.
Dette er sannsynligvis pa grunn av elektrolyse, som kan fegre til pH endringer, og
tilbakeekstraksjon ved diffusjon [22]. Forsgkene viste at de flest modellanalyttene har hgyeste
utbytte ved 60 s, mens metadon og kokain har optimum ved 45 s. Utbyttet stiger opp mot 60 s
ekstraksjonstid for de flest modellanalyttene, og reduseres ved 90 sekunder.
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5 Konklusjon

| denne oppgaven har det blitt utviklet en mikrochip for elektromembranekstraksjon (EME)
og pafelgende kapillerelektroforese (CE). Prgvelgsningen ble ekstrahert ned i en
akseptorkanal som var koblet direkte til et kapiller for kapillerelektroforese (CE). EME-
chipen muliggjorde ekstraksjon av legemiddelstoffer fra sma prevevolum, etterfulgt av

elektroforetisk separasjon og UV-deteksjon.

Det fulgte med flere utfordringer ved fabrikkering av EME-chipen. Utfordringene var knyttet
til koblingen mellom akseptorkanalen og kapillaret, og denne var teknisk utfordrende a fa til
a fungere. Utfordringene besto i a 1) fabrikkere koblingen uten dgdvolum, 2) unnga
blokkering av kapillaeret, og 3) unnga lekkasjer i EME-chipen. Nar denne koblingen fungerte
ble det gjennomfert test av hele EME-systemet (EME, elektroforetisk separasjon og UV-

deteksjon) med vandige pragvelgsninger som inneholdt seks legemiddelstoffer.

Systemet viste & kunne ekstrahere, separere og detektere de seks legemiddelstoffene med
utbytter < 1%, og systemet ga dermed myk ekstraksjon. Myk ekstraksjon er viktig for a ikke
forstyrre biokjemiske likevekter i mikrofysiologiske systemer. Systemet har fortsatt noen
utfordringer som star igjen med tanke pa oppkonsentrering og repeterbarhet. Nar disse
utforingene er lgst vil systemet kunne brukes til malinger med organ-on-a-chip hvor den

myke ekstraksjonen kan utnyttes.
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Vedlegg
Vedlegg 1: Arbeid med teflon tubes

For & forsgke & fa 245 um kapilleer til a passe i deteksjonscellen ble det forsgkt & bruke
teflonslager rundt kapilleret for 4 gke den ytre diameteren. Pa den maten ville kapillaeret sitte
fast i deteksjonscellen. Teflonslangene var transparente, og kunne Kklippes til gnsket lengde og
tres pa kapillzeret. Deretter ble det tilfert varme som farte til at de smeltet og satt godt fast

rundt kapilleret. A) viser Kkapillzeret med deteksjonsvindu og teflonslangen. B) viser

kapilleeret med deteksjonsvindu, og med teflonslangen festet rundt.
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Vedlegg 2: Bilde av «CE-MS» kassett

Bildet viser en «CE-MS» kassett der utgangen av kapilleret er plassert inne i CE-
instrumentet, og inngangen til kapilleret gar ut av CE-instrumentet. Det er ved inngangen av
kapilleret det gjgres prgveinjeksjon, og bruk av denne kassetten muliggjer dermed injeksjon

fra utsiden av CE-instrumentet.

Ende av kapillaer
utenfor CE-
instrumentet

Ende av kapilleer inne

/ i CE-instrumentet

Vedlegg 3: Tilpassing av kapilleer under mikroskop

Bildet viser et bilde av monitoren til mikroskopet ved tilpassing av kapilleret under

mikroskop ved fabrikasjon av bunnen av EME-chipen.

B

Akseptorkanal Interface
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Vedlegg 4: «<Micrometre stage» for finjustering av kapillaer

Bilde av «micrometre stage» som ble brukt til finjustering av kapilleeret ved fabrikasjon av

bunnen av EME-chipen. «Micrometre stage» ble festet fast pa en PMMA plate.
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