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Die Anwendung mikrofluidischer Systeme in der Chemie
ermoglicht die Miniaturisierung chemischer Prozesse in Chip-
Laboratorien, in denen chemische Vorgidnge in haarfeinen
Kanilen statt in groBen GefdBen ablaufen. Mit derartigen
Lab-on-a-Chip-Systemen lassen sich chemische Reaktionen
und Analysen in bisher ungeahnter Geschwindigkeit ausfiih-
ren.!! Die VerheiBungen solcher Chip-Laboratorien sind
grof3, man verspricht sich z. B. neue analytische Methoden fiir
die Hochdurchsatzanalytik in den Lebenswissenschaften und
der klassischen Chemie.>”!

Die Miniaturisierung chemischer Prozesse ist mit vielen
Vorteilen verbunden, der Nachweis entsprechend winziger
Substanzmengen ist jedoch eine sehr grofle Herausforderung
bei der Realisierung von Chip-Laboratorien. Um geringste
Probenmengen in Chip-Systemen nachzuweisen, wird haufig
die sehr empfindliche Fluoreszenzdetektion eingesetzt,*! die
allerdings eine meist problematische Fluoreszenzmarkierung
voraussetzt (auBer bei der nativen Fluoreszenzdetektion)."

Die Kopplung mikrofluidischer Chips mit der Massen-
spektrometrie ist ein besonders attraktiver Ansatz, da mit den
Massenspektren auch Strukturinformationen zur Identifizie-
rung der Analyte erhalten werden.!! Kopplungen mikroflu-
idischer Chips mit der Elektrospray-Massenspektrometrie
sind bereits in den frithen Jahren der Lab-on-a-Chip-For-
schung beschrieben worden.” In diesem Fall wurde ein sehr
einfacher Ansatz gewdhlt, indem der Elektrospray direkt an
der auBeren Offnung eines mikrofluidischen Chips erzeugt
wurde. Dabei bildet sich jedoch ein relativ gro3er Tropfen an
der Spriihkante, der als Totvolumen wirkt und die Effizienz
vorgeschalteter Trennverfahren nachhaltig stort. Zudem wird
ein stabiler Elektrospray nur durch Anlegen eines externen
Drucks fiir das Fordern der Flissigkeit im Kanal erhalten.

Gemaéf den grundlegenden Arbeiten von Mann und Wilm
zur Nanospray-lonisierung, bei der fein ausgezogene Glas-
kapillaren eingesetzt werden, lidsst sich die Effizienz des
Elektrosprayprozesses durch Verkleinerung der Emitterfla-
che signifikant verbessern.® Im Vergleich zur klassischen
Elektrosprayionisierung zeichnet sich die Nanospray-Ioni-
sierung durch eine sehr hohe Spraystabilitét bei sehr geringen
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Flussgeschwindigkeiten, eine verbesserte lonisierungseffizi-
enz und eine verringerte Ionensuppression aus.”!

Die derzeit am hiufigsten genutzte Methode zur Kopp-
lung mikrofluidischer Chips mit der Massenspektrometrie ist
die Verwendung von manuell eingepassten, externen Kapil-
laremittern."” Mit diesem Ansatz konnte eindrucksvoll das
Potenzial der Chip-MS-Kopplung belegt werden.™! Der
grof3e Nachteil dieser Technik ist jedoch die aufwendige und
fehleranfillige Assemblierung, bei der Totvolumina zwischen
dem Fluidikkanal und dem Kapillaremitter auftreten. Dieses
Problem kann mit mikrofluidischen Chips, bei denen der
Emitter im Chip integriert ist, vermieden werden. Solche
monolithischen Emitter-Chips lassen sich elegant in Kunst-
stoffen herstellen, z.B. durch Anwendung replikativer Ab-
formtechniken wie Mikrospritzguss oder durch Laserabla-
tion.['?

Wie in der makroskopischen Laborwelt ist Glas, wegen
der chemischen Resistenz und optischen Transparenz, auch
fiir viele Chip-Laboratorien das bevorzugte Material. Jedoch
sind Glas-Chips mit feinen Elektrospray-Emittern deutlich
schwieriger zu fertigen als Kunststoff-Chips."*! Wir haben nun
ein Verfahren entwickelt, mit dem sich iibliche mikrofluidi-
sche Glas-Chips mit einem Nanospray-Emitter versehen
lassen. Als Ausgangspunkt wurden kommerziell verfiigbare
mikrofluidische Chips, mit einfacher Kreuzstruktur aus
Borofloat-Glas fiir die Elektrophorese, verwendet.! Mit
einer CNC-Maschine wird aus den Chips zunichst ein Mi-
krozapfen von 0.3 mm Durchmesser gefrést, der das Kanal-
ende zentrisch umschlieft. Dies ist ein automatisierter Pro-
zess, der nur ca. 10 min benétigt. Der vorstehende Mikro-
zapfen mit dem konzentrischen Kanal wird dann mit einer
Platinwendel erhitzt und mit einem selbstgebauten Ziehgerét
zu einer feinen Spitze ausgezogen.” Schematisch ist ein
solcher Chip in Abbildung 1 dargestellt.

Nach diesem Verfahren lassen sich in einfacher und re-
produzierbarer Weise sehr feine, sich verjiingende Spitzen mit
schmalen Emitter6ffnungen von wenigen Mikrometern fer-
tigen, die dhnliche Abmessungen wie iibliche Nanospray-
Spitzen aufweisen. In Abbildung 2 sind die Spitze eines mi-
krofluidischen Chips im Grofenvergleich zu einem Streich-

Abbildung 1. Mikrofluidischer Glas-Chip mit integriertem Nanospray-
Emitter. SO: Probenausgangsgefif3, SI: ProbeneinlassgefiR, Bl: Puffer-
einlassgefif}, MS: Einlass des Massenspektrometers.
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Abbildung 2. Emitter-Spitze des mikrofluidischen Chips im GréRenver-
gleich mit einem Streichholzkopf sowie lichtmikroskopische Aufnahme
mit Angabe der Spitzenabmessungen (d,: AuRendurchmesser, d;: In-
nendurchmesser).

holzkopf und die mikroskopisch vergréerte Emitter-Spitze
gezeigt.

Diese Nanospray-Glas-Chips wurden nun in einem
Elektrospray-MS-Experiment eingesetzt. Hierzu wurden die
Mikrokanédle mit einer angesduerten Methanol/Wasser-
Losung gefiillt und unter Verwendung einer im Eigenbau
gefertigten Chip-MS-Quelle vor dem Eingang eines Elek-
trospray-Massenspektrometers positioniert." In Abbil-
dung 3 ist eine mikroskopische Aufnahme des Sprayprozesses
gezeigt. Die Nanospray-Spitze des Chips ist in einem Abstand
von 1.5 mm vor dem MS-Eingang positioniert.
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Abbildung 3. Visualisierung des Elektrosprayprozesses bei einer Span-
nung von 4 kV und einem externen Fluss von 0.5 uLmin~' (MeOH/
H,0 50:50 (v/v), 0.001% HOAG).

Ein groBer Vorteil der sehr feinen Spitzen ist, dass, wie bei
der Verwendung iiblicher Nanospray-Spitzen, ein stabiler
Elektrospray auch ohne externen Druck erhalten wird. Die
enge Verwandtschaft dieser Chip-MS-Kopplung zur Nano-
spray-Massenspektrometrie wird auflerdem aus der ermit-
telten sehr geringen Flussgeschwindigkeit von nur
25nLmin~" deutlich."” Auch die Massenspektren sind mit
denen kommerzieller Nanospray-Spitzen vergleichbar, wie
Abbildung 4 zeigt. In diesem Testexperiment wurden jeweils
1 ugmL™" Ephedrin in einer angesiduerten MeOH/Wasser-
Losung im elektrischen Feld verspriiht, ohne Applizierung
eines externen Drucks.

Angew. Chem. 2007, 119, 5000 —5003

© 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte
Chemie

31165.95 165.95
7
] HO, H
©>'\/CH3
2] :
HN - 5
CH,
34
1
1
0 0
250 500 750 miz 250 500 750 miz
Glas-Chip kommerzielle

Nanospray-Spitze (Proxeon)

Abbildung 4. Signalintensititen (x10° von 1 pgmL™" Ephedrin in
MeOH/H,0 50:50 (v/v) und 0.001% HOAC.

Wihrend in einfachen ESI-Experimenten durchaus ver-
gleichbare Daten wie mit kommerziellen Nanospray-Spitzen
erhalten werden, erschlieBt sich das volle Potenzial mikro-
fluidischer Chips erst durch den Gebrauch der Mikroflui-
dikstruktur fiir chemische Prozesse. So konnen chemische
Reaktionen in den Kanilen direkt massenspektrometrisch
verfolgt werden. Als Modellsystem aus dem Bereich der
Bioanalytik haben wir den tryptischen Verdau des Proteins
Rinderserumalbumin (BSA) ausgewihlt. Das Experiment ist
in Abbildung 5 dargestellt. Das zu bestimmende Protein und
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Abbildung 5. Verdau von 1 mgmL™' BSA mit 1 mgmL™" Trypsin in
2 mM NH,HCO; und 25 % Methanol (v/v): experimenteller Aufbau
und datenbankgestiitzte Zuordnung dominanter Signale zu entspre-
chenden Peptiden. TIC = Gesamtionenstrom.

Trypsin werden in gegeniiberliegende Mikrogefédf3e pipettiert,
durch Anlegen von jeweils 1.2 kV zur Chip-Spitze transpor-
tiert und dort als Elektrospray verspriiht. Der Fliissigkeits-
transport erfolgt allein durch Elektroosmose und Elektro-
phorese. Trotz der gewohnlich schlechten Durchmischung in
geraden Mikrofluidikkanélen wird bereits nach ca. 3 Minuten
ein Anstieg des Gesamtionenstroms beobachtet. Hieraus
konnen Massenspektren mit charakteristischen Peptidfrag-
menten extrahiert werden, die eine datenbankgestiitzte
Identifizierung des BSA ermoglichen."®! Mit einem komple-
xeren mikrofluidischen System mit mehreren Kanélen be-
stiinde die Moglichkeit, viele Proteine in kurzer Zeit zu
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Abbildung 6. Totvolumenfreie MCE/MS. Darstellung des Gesamtionenstroms und der extrahierten Massenspektren.

identifizieren. Da sich die Reaktanten allein durch Spannung
dosieren lassen, kann auf externe Pumpen verzichtet werden.

Eine wichtige Perspektive bei der Entwicklung eines
Glas-Chips mit integriertem Nanospray-Emitter war die ex-
perimentelle Kopplung der Mikrochip-Elektrophorese
(MCE) mit der Massenspektrometrie (MS).['”) Die MCE, die
eine Weiterentwicklung der Kapillarelektrophorese ist, ist
derzeit eine der erfolgreichsten Chip-basierten Analysetech-
niken.”™ Wir konnten nun erstmals einen Elektrophorese-
Chip aus Glas totvolumenfrei und ohne Applizierung eines
externen Drucks mit der Massenspektrometrie koppeln.
Abbildung 6 zeigt die Trennung und Detektion eines Ge-
mischs von vier Pharmazeutika. Als Elektrolytsystem wurde
eine wissrige 0.1-proz. Essigsdurelosung mit 25% Metha-
nolanteil verwendet. Aus dem in Abbildung 6 gezeigten Ge-
samtionenstrom und den entsprechenden Massenspektren
wird das Potenzial fiir die schnelle Analytik deutlich. Die
elektrophoretische Trennung mit MS-Detektion ist in etwa
100 s beendet, und durch Anwendung hoherer Feldstirken
lieBe sich die Analysengeschwindigkeit noch erhohen.

Wir haben hier erstmals die Kopplung eines mikrofluidi-
schen Glas-Chips mit monolithisch integrierter Nanospray-
Spitze mit einer massenspektrometrischen Detektion be-
schrieben. Das gekoppelte System konnte zur Verfolgung
einer einfachen biochemischen Reaktion eingesetzt werden.
Mit dem gleichen Ansatz gelang es aulerdem, die Mikrochip-
Elektrophorese mit der Massenspektrometrie zu koppeln.
Die Nanospray-Chips sollen in Zukunft zur massenspektro-
metrischen Kopplung komplexerer Lab-on-a-Chip-Systeme
eingesetzt werden, insbesondere fiir chemische Synthesen mit
nachfolgender Analyse der Produkte auf einem Chip.*
Mithilfe dieser Systeme konnte es gelingen, auch geringste
Probenmengen zu analysieren. Fiihrt man sich die enormen
Fortschritte in der Mikrosystemtechnik vor Augen, mit der
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Moglichkeit, selbst Massenspektrometer auf Chipgroie zu
schrumpfen,®! ergeben sich faszinierende Perspektiven fiir
die Entwicklung von Chip-Laboratorien.

Eingegangen am 20. Dezember 2006
Online veroffentlicht am 22. Mai 2007
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