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ANOTACE

Cilem této diplomové prace je snaha optimalizovat mikroCipovy elektroforeticky separacni
systém, vytvofeny pomoci 3D tisku z kyseliny polymlééné s borosilikatovym mikrocipem.
Rozméry separa¢niho kanalu byly 50x65 pum o délce 65 mm. Detekce byla
zprostiedkovdna pomoci laserem indukované fluorescence. Tento separacni systém je
schopny separovat a detekovat vybrané oligosacharidy. S ohledem na chemické vlastnosti
oligosacharidi (elektroneutralni slouceniny, bez chromoforti a fluoroforti), bylo nutné
piipravit vybran¢ derivaty pomoci metody reduktivni aminace. Dale byly porovnany
migracni charakteristiky vybranych derivati oligosacharidli separovanych na mikro¢ipové

a kapilarni zonové elektroforéze.

KLICOVA SLOVA
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aminace, UV/VIS detekce, fluorescenéni detekce, 3D tisk.

TITLE: Electrophoretic analysis of oligosaccharides after derivatization using capillary

and microchip systems

ANNOTATION

The aim of this diploma thesis was the optimization of microchip electrophoretic system,
fabricated by 3D printing from polylactic acid with borosilicate glass microchip. The
dimensions of separation channel were 50x65 pum with lenght 65 mm. The detection was
provided using laser induced fluorescence. This separation system is capable of separation
and detection of selected oligosaccharides. Considering the chemical properties of
oligosaccharides (electroneutral compounds, without chromophores and fluorophores), it
was necessary to prepare selected derivates by reductive amination. The migration
characteristics of selected derivatizated oligosaccharides separated on microchip and

capilary zone electrophoresis were compared.
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UvVoD

Sacharidy jsou po vod¢ druhou nejvétsi skupinou latek vyskytujici se ve vSech zivych
organismech, kde plni mnoho dilezitych funkci, jako zdroj a zasobarna energie, strukturni
funkci, pfenosy informaci a mnoho dalSich. Tyto organické latky je mozné fadit do
nekolika rtiznych skupin, podle poctu uhlikl (tridzy, pentdzy), odlisnych funkénich skupin
(aldozy, ketozy), podle mnozstvi zékladnich stavebnich jednotek ze kterych jsou tvoreny

(monosacharidy, oligosacharidy a polysacharidy) [1].

Vzhledem K jejich rozsahlému zastoupeni, je snaha separovat a detekovat tyto latky
i pomoci elektromigra¢nich separa¢nich metod jelikoz disponuji velkou ucinnosti,
rozliSenim, nizkymi detekcnimi limity a jsou relativn¢ cenové dostupné. V porovnani
S plynovou a vysokoucéinnou kapalinovou chromatografii odpada spotfeba drahych
mobilnich fazi. Ve vétSiné ptipadl se nevyuZziva jen samotné elektromigracni metody, ale
spojeni nékolika analytickych metod za sebou. Piikladem mulze byt spojeni elektroforézy
S hmotnostnim spektrometrem, spojeni elektroforézy s NMR spektrometrem, jenz

umoziuji poskytnuti informaci o struktufe a elementarnim sloZeni latek [2].

V ramci stale stoupajiciho trendu miniaturizace ve vSech oblastech lidské cinnosti se
proces zmenSovani dostavd také do oblasti analytické chemie. Mikro¢ipové separacni
systémy nabizeji fadu velkych vyhod oproti klasickému usporadani. Predevsim je to jejich
velikost, nizkd spotteba vSech reagenci vcetné vzorkl, umoZiujici pouZziti 1 specidlnich
a draz8ich chemikalii, jejichz pouziti by se pii klasické analyze prodrazilo. Daéle toto
uspofadani nabizi vyssi G€innost, lepsi rozliSeni a zkrati celkovy ¢as analyzy na minimum
oproti klasickym metoddm. Mezi nevyhody téchto metod se fadi vyssi potfizovaci naklady
spojené piredevSim s vyrobou miniaturizovanych soucastek systému. Dale pii vyrobé
mikro¢ipi pozadovanych kvalit je nutné dbat na preciznost, Vysokou piesnost a ¢istotu [3,
4].

Cilem této diplomové prace je snaha optimalizovat mikroCipovy elektroforeticky separacni
systém s detektorem pracujicim na principu laserem indukované fluorescence. Dale
porovnat  migraéni  charakteristiky  Ctyf  derivatd  vybranych  oligosacharid
derivatizovanych metodou reduktivni aminace Sriznymi ¢inidly (2-aminobenzoova
kyselina, 2-aminobenzamid, 2-aminopyridin, 8-aminonaftalen-1,3,6-trisulfonova
kyselina), separované kapilarni zénovou elektroforézou s UV/VIS detekci a pomoci

mikro¢ipového separa¢niho systému.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza je metoda spadajici do kategorie elektromigra¢nich separa¢nich
metod zalozenych na dé€leni elektricky nabitych ¢astic ve stejnosmérném elektrickém poli
na zaklad¢ jejich rozdilné mobility. V systému obsahujicim roztok s elektricky nabitymi
¢asticemi a tuhé povrchy schopné nést naboj (stény kapilar) dochazi k tvorbé elektrickych
dvojvrstev. Po uritém cCase dochazi k rovnovazné distribuci naboji mezi elektrickou
dvojvrstvou a roztokem. Po pfipojeni stejnosmérného vysokého napéti dochéazi k poruseni

rovnovahy a tvorbé nuceného pohybu elektricky nabitych ¢astic [5, 6].

1.1.1 Princip metody

V ptipadé kapilarni elektroforézy dochézi k déleni a nasledné detekcei elektricky nabitych
Castic v prostoru kapilary (nejcastéji kiemenné) obsahujici zakladni elektrolyt (zajistujici
dostate¢nou elektrickou vodivost v celém systému), po aplikaci stejnosmérného vysokého

napéti [5, 6].

V elektrickém poli se elektricky nabité Castice zatnou pohybovat smérem k elektrodam
S opa¢nym nabojem, anionty se pohybuji k anod¢, kationty ke katod¢ a neutralni ¢astice se
nepohybuji. Rychlost, kterou se dana castice bude po aplikaci stejnosmérného vysokého

napéti pohybovat, je dana elektroforetickou mobilitou (pohyblivosti) [5, 6]:

e Elektroforeticka mobilita:
Charakteristicka veli¢ina pro elektromigracni metody, popisujici rychlost pohybu
nabité Castice v daném prostfedi po aplikaci stejnosmérného elektrického pole

o jednotkové intenzit¢:

Intenzita elektrického pole E je vyjadiena jako podil vkladan¢ho stejnosmérného

napéti U a celkové délky separacni kapilary I

E=7 2)

Vysledny pohyb castice prostiedim je vysledkem puasobeni dvou sil. Prvni je
elektricka sila Fe elektrického pole pisobici na ¢astici s nabojem (rovnice 3)
a druhd, opa¢ného sméru, sila odporu prostiedi F; dana Stokesovym vztahem

(rovnice 4).
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F,=qXE (3)
Fr=—6XmXnXrxv (4)
Z rovnosti téchto dvou sil v ustaleném stavu Ize odvodit vyslednou rovnici (5) pro
elektroforetickou mobilitu ¢astice. Z rovnice vyplyva, Ze mobilita ¢astice je piimo

umeérnd velikosti naboje a nepiimo umérna poloméru ¢éstice a viskozité prostiedi.

ui:—6><7rq><r><n ®)
Kde:
i elektroforetickd mobilita (m?-V™*-s™)
Vv rychlost pohybu &astice (m-s™)
E intenzita elektrického pole (V-m™)
U vkladané napéti (V)
I celkova délka kapilary (m)
Fe elektricka sila (N)
Fs odporova sila prostiedi (N)
q velikost naboje
n dynamick4 viskozita prostiedi (Pa-s™)
r polomér Castice (m)

1.1.2 Instrumentalni uspotadani

V kapilarni elektroforéze dochazi k migraci a nasledné separaci elektricky nabitych Castic
v prostiedi zékladniho elektrolytu (zajiStujici dostatecnou vodivost v celém systému),
naplnéného v kapilafe. Oba konce separacni kapilary jsou ponofeny v nadobkach
s roztokem zakladniho elektrolytu. V téchto nadobkach jsou také ponoifeny elektrody
zZ inertniho materialu (Pt, Rh, Au a dalsi) na které se vklada vysoké stejnosmérné napéti.
Kapilara je vedena pies detektor a jeho odezva je zaznamendvana V pocitaci (obrazek 1).
Vysledny zaznam je elektroforegram, zavislost intenzity odezvy detektoru na ¢ase, ma tvar
pikd, jejichz poloha charakterizuje kvalitativni slozeni smési a plocha piku charakterizuje

kvantitativni sloZeni [5, 6].

15



Deteltor

Davkovani
vzorkn

Elektrolyt Elektrolyt

Zdroj napéti

Obriazek 1 Schéma kapilarni elektroforézy, pfevzato z [7]

1.1.3 Jevy doprovazejici elektroforézu

Jouleovo teplo:

Pfipojenim systému k vysokému stejnosmérnému napéti zacne elektrolytem proudit
elektricky proud a dochézi k zahfivani, k tvorbé tzv. Jouleova tepla, které negativnim
zpusobem ovlivituje prub&h separace. Teplota elektrolytu se zvySuje smérem do stiedu
kapilary, vznikéa teplotni gradient. S rostouci teplotou klesa viskozita prostiedi a tim se
zvySuje mobilita iontl, tudiz dva stejné ionty budou mit podél prifezu rozdilnou
pohyblivost u kraje kapilary a v jejim stiedu. Dochazi k rozmyvani zon, rozs§itovani pikd
a snizovani celkové ucinnosti separace. Generované teplo muze byt natolik velke,
ze dochazi k lokdlnimu varu elektrolytu, vzniku bublinek a nakonec k pferuSeni
elektrického obvodu. Z téchto divodi je vyhodné vliv Jouleova tepla potlacit. Kapilara
byva chlazena temperovanym vzduchem nebo vhodnou chladici kapalinou. Déle je mozZné
vyuziti elektrolytu s niZsi vodivosti, sniZzeni aplikovaného stejnosmérného napéti, zvyseni
praméru kapilary nebo vyuziti mikro¢ipovych separacnich systémt lépe odvadéjici

Jouleovo teplo [5, 6].
Elektroosmoticky tok (EOF):

Jedna se o transportni jev U elektromigracnich separacnich metod. Vznikd na rozhrani

pevna latka/kapalina na vnitini sténé kapilary po aplikaci stejnosmerného vysokého napéti.

Vlivem selektivni adsorpce jednoho druhu ionti na povrch kapilary, nebo disociaci

povrchovych skupin vznika elektricka dvojvrstva. V ptipad¢é kiemenné kapilary se jedna
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o stiedné kyselé silanolové skupiny, které v bazickém prostfedi disociuji a nabiji se
zaporn¢ (obrazek 2). Kladné ionty vyskytujici se v roztoku jsou adsorbovany na povrch.
V difuzni ¢asti roztoku smérem do stiedu kapilary je prebytek volného néboje, vznika
elektrokineticky potencidl v blizkosti stény — zeta potencial { (velikost je zavisla na
povrchové hustoté naboje na sténé kapilary). Pisobenim stejnosmérného elektrického pole
na difuzni ¢ast elektrické dvojvrstvy dochazi k pohybu a unaseni celého objemu kapilary
(elektricky nabité i neutralni ¢astice) ve sméru elektroosmotického toku (obrazek 3),
vlivem vnitiniho tfeni kapaliny. Jelikoz disociace silanolovych skupin je zavisla na pH
elektrolytu, je také velikost EOF zavisla na pH. EOF ovliviiuje prab¢h separace, ma vliv na
rozmyvani zon, tim deformuje piky a snizuje rozliSeni. Eliminovat jej lze slozenim
zakladniho elektrolytu, zvolenim vhodného materidlu kapilary, popiipadé¢ upravou

vnitiniho povrchu kapilary [5, 6].

| pH>7 ’
~-S1-O-H+H,O—/———- 81— 0+ H;0"
| pH <7 |

Obrazek 2 Disociace silanolovych skupin, pievzato z [8]

J— Zdroj vysokého napéti J.

Obrazek 3 Schéma vzniku elektroosmotického toku v kiemenné kapilafe [8]

17



1.1.4 Metody
Kapilarni elektroforéza méa spoustu dcefinych metod, které jsou zalozeny na stejném

principu lisici se mechanismem separace jednotlivych slozek vzorku.

1.1.4.1 Kapilarni zénova elektroforéza

Kapilarni zénova elektroforéza (CZE) je jednoducha a velmi Casto vyuzivana metoda
kapilarni elektroforézy. Separace probihd nejcastéji v kiemenné kapilaie délky od 20 do
100 cm, o vnitinim praméru 50 — 75 pm. Kapildra je naplnéna zédkladnim elektrolytem
(pufrem), davkovani vzorku se provadi do jednoho konce kapilary vzdalenéjsiho od
detektoru a to zvySenym tlakem, rozdilem vysky hladin nebo elektrokineticky. Po pfipojeni
k vysokému stejnosmérnému napéti dochazi k migraci nabitych ¢astic, jejich déleni do zon
podle rozdilnych mobilit a nasledné detekci. CZE je pouzitelna pro analyzy nabitych cistic
(anionty nebo kationty), neutradlni molekuly nejsou separovany. Detekce je provadéna ve
veétSing piipadiit UV-VIS detektorem (omezeno na latky absorbujici zafeni v této oblasti)

nebo vodivostnim detektorem, mozné je i spojeni s hmotnostnim spektrometrem [6, 9].

1.1.4.2 Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie

Micelarni elektrokinetickd kapilarni chromatografie (MEKC) je metoda vyvinuta
pfedev§im pro separace elektroneutralnich sloucenin jenz nebylo mozné délit metodou
CZE. Jako homogenni separacni prostfedi se vyuziva vodivy roztok pufru o vysokém pH
s pfidavkem povrchové aktivnich latek (dodecyl siran sodny, cetyltrimethylamonium-
bromid nebo zlu¢ové soli). Aby dochazelo k tvorbé micel a nasledné separaci, je nutné
ptidavat povrchové aktivni latky nad hodnotou kritické micelarni koncentrace (ccmc). Pii
této koncentraci zacne dochéazet k agregaci povrchové aktivnich latek, nepolarni cast
molekuly je koordinovdna do stfedu micely (tvofi tzv. pseudostacionarni fazi) a polarni
¢ast smérem ven. Neutralni latka se rozdéluje mezi pufrem a pseudostaciondrni fazi. Po
pfipojeni vysokého napéti dochazi k unaseni elektricky nabitych micel 1 s neutralnimi

slozkami vzorku smérem k detektoru. Detekce je obdobna jako u CZE [6, 10].

1.1.4.3 Kapilarni gelova chromatografie

Kapilarni gelovad chromatografie (CGE) je metoda vyvinutd pro velké biomolekuly, pro
které¢ se mobilita jednotlivych nabitych ¢astic pfiliS nelisi (kviili podobnému poméru mezi
nabojem a hmotnosti) a nedochazi k dokonalé separaci. Do kapilary se ptidava roztok gelu,
ktery je zesitovany a vykonava zde funkci molekulového sita. Nabité castice jsou unaseny

smérem k elektrod¢ a déli se na zakladeé rozdilné velikosti [3, 6].
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1.1.4.4 Kapilarni izoelektricka fokusace

Kapilarni izoelektricka fokusace (CIEF) je metoda vyvinuta pro separace amfolyti, tedy
latek, které obsahuji jak zapornou skupinu tak kladnou a mohou proto existovat jako
aniont, kationt ¢i neutrdlni Castice v zavislosti na pH prostfedi ve kterém se vyskytuji.
Mohou to byt aminokyseliny, proteiny nebo peptidy. Zakladni elektrolyt je tvofen smési
komplexnich amfolyti. Po pfipojeni k elektrickému poli dochazi ke vzniku gradientu pH
a migraci elektricky nabitych ¢astic do prostoru kde se pH rovna jejich izoelektrickému
bodu, pl, pH pfi kterém je Gastice neutralni. Castice se rozdéli do zon a zastavi, poté je
aplikovan tlak a dojde k posunu celého objemu kapilary smérem k detektoru (posun

mize byt také zprostiedkovan elektroosmotickym tokem) [11, 12].

1.1.4.5 Kapilarni elektrochromatografie

Kapilarni elektrochromatografie (CEC) je metoda vyuZzivajici vyhody elektroforézy
a vysokoucinné kapalinové chromatografie. Jako separacni prostiedi je zde uzito kapilary
plnéné mikrocasticemi staciondrni faze, monolitické kapilary, nebo mlze byt stacionarni
faze umisténa na vnitinim povrchu kapildry. K vyvolani toku mobilni faze je zde vyuzito
elektroosmotického toku vznikajiciho po pripojeni vysokého stejnosmérného napéti.
Velkou vyhodou je pistovy profil EOF a dale nevznika zpétny tlak. Vyhodou této metody
je dosazeni lepSiho rozliSeni, vyssi u€innosti a moznost pouziti malych mnozstvi vzorki

[13].

1.1.5 Detekce v elektromigra¢nich technikach

Pro kapilarni elektroforézu se vyuziva celd fada detek¢nich systéml. Vybér takového
detek¢niho systému zavisi pfevazné na struktufe a povaze separovanych sloucenin, déle
jsou kladeny naroky na citlivost, pozadovanou informaci, ktera se z detektoru ziska, a na
cenu detektoru. NejpouzivanéjSimi typy detektorti v kapilarni elektroforéze jsou
spektrofotometricky v UV a viditelné oblasti, pro latky absorbujici zafeni v této oblasti,
vodivostni detektory, detektor slaserem indukovanou fluorescenci a hmotnostni

spektrometr [5, 6].

1.1.5.1 UV-VIS detekce

Spektrofotometricky detektor, ktery je zaloZzen na méfeni absorbance, pracuje Vv oblasti
vinovych délek 190 — 800 nm a zaznamenava absorbanci analytu prochazejiciho kapilarou.
Detektor je slozen ze zdroje zafeni, kterym je wolframova zarovka pro viditelnou oblast,

deuteriova nebo vodikova vybojka pro UV oblast, vstupni a vystupni Stérbiny, detekéni
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cely (detekéni okénko na kapilafe), disperzniho prvku pro izolaci vinové délky (opticky

hranol, mfizka) a zatizeni pro detekci zafeni — fotodiody, fotonasobice [13, 14].

1.1.5.2 Vodivostni detekce

Vodivostni detektor je univerzalni detektor méfici vodivost roztoku prochazejiciho
detekéni celou. Dvé elektrody z inertniho materialu (Pt) jsou umistény naproti sob&, na
elektrody je vlozeno stfidavé napéti, aby se zabranilo polarizaci elektrod. Je mozné také
pouzivat bezkontaktni uspofadani (nejCastéji pouzivany pro CE) kde se vyuziva
vysokofrekven¢niho signalu prochazejiciho i nevodivym materidlem. Na prvni (pracovni)
elektrodu je vlozen vysokofrekvencni stiidavy signal, ktery je registrovan pracovni

elektrodou jako stfidavy proud imérny vodivosti roztoku v detekéni cele [15, 16].

1.1.5.3 Fluorescen¢ni detekce

Jedna se o vysoce selektivni a citlivy detektor pro latky schopné fotoluminiscence.
Fotoluminiscence je jev, kdy latka absorbuje primarni, budici zafeni, dojde k excitaci
valen¢nich elektronli na vyssi energetické hladiny a pii navratu elektronti do zdkladniho
stavu je pfebytecnd energie vyzarena. Existuji dva typy fotoluminiscence, fluorescence
a fosforescence, ligici se dobou dosvitu sekundarniho zéafeni (fluorescence 10° — 10°
sekund a fosforescence 10° — 107 sekund). Pro elektromigratni separaéni metody se
nejcastéji pouziva laserem indukovana fluorescence, kde je jako zdroj budiciho zafeni
vyuzit laser o vhodné vlnové délce v tzv. konfokdlnim uspofadani. Svazek zéateni vychazi
Z laseru, prochdzi excitacnim filtrem na dichroické zrcadlo, odrdzi se a prochazi
objektivem, fokusuje se na kapilaru. Fluorescencni zafeni prochézi objektivem, pies emisni

filtr a dopada na detektor [14, 17].

1.2 Mikrocipové usporadani elektroforetické separace

Trend miniaturizace se objevuje ve vSech odvétvich lidské ¢innosti. ZmenSovat celkové
rozméry zatizeni, snizovat naklady na provoz, uspofit ¢as, zvysit vykon a u¢innost, to jsou
predpoklady, které je vhodné aplikovat i v analytické chemii [18]. Miniaturizace se
Vv analytické chemii objevila vice nez pied 40 lety, kdy byl sestaven prvni miniaturizovany
plynovy chromatograf z kiemiku, schopny separovat jednoduché smési sloucenin fadové
Vv desitkach sekund. 1,5 metru dlouha kolona i s vstfikovacim ventilem byly umistény na
jedné kiemikové desce, na druhé desce byl umistén teplotné vodivostni detektor [19].

Zatizeni nezpusobilo veliky ohlas i pfes zkraceny Cas a G¢innost separace, pravdépodobné
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kvuli chybé&jicim technologickym znalostem prace s témito miniaturizovanymi systémy [4,
19].

Roku 1990 byl vytvotfen dalsi chromatograficky systém na kiemikové bazi. Tentokrat se
jednalo o kapalinovy chromatograf s vysokotlakym cerpadlem. Oteviena kapilarni kolona
byla vytvotfena v kfemikovém cCipu o rozmérech 5x5 mm s vodivostni detekci. Tento
separacni systém byl sestaven a pojmenovan Andreasem Manzem jako "lab on chip" nebo

také u-TAS (micro total analytic system) [19, 20].

1.2.1 Vyhody separaci na mikroCipech

Miniaturizované separacni systémy disponuji hned nékolika vyhodami oproti klasickému
konven¢nimu uspotadani, jako jsou usporné rozméry, relativné jednoduchéd konstrukce,
niz8i spotieba chemikalii véetné vzorku, moznost vyuziti specidlnich cinidel, jejichz
spotieba by byla pfi klasickych analytickych metodach finanéné naro¢na. Diky celkovému
uspotfadani a lokalizaci vSech operaci na jednom misté, ¢ipu, dochazi k minimalizaci
pravdépodobnosti kontaminace vzorku vnéj$imi vlivy. K jejich hlavnim pfednostem patii
pfedev§im vysokd ucinnost, rychlost separaci, nizké detek¢ni limity a moZnost plné
automatizace. Déle odpadd problematika tykajici se vyuziti vysokotlakych cerpadel
a ventill, jelikoz je mozné generovat elektroosmoticky tok, jedna-li se o materidly

mikro¢ipa schopné tvorit elektrické dvojvrstvy [4, 18].

1.2.2 Nevyhody separaci na mikro¢ipech
Prevazna ¢ast problému tykajici se mikrofluidnich separac¢nich systémti byva spojovana
s vyrobou mikrocipti, kde je kladen diiraz na vysokou pfesnost geometrie kanala a Cistotu

celého procesu vyroby [18, 21].

U vyroby mikro€ipu z polymernich materialti se ¢asto objevuji komplikace s poskozenim
kanalu pti vytahovani vyrobku z formy, dale se u téchto materialii vyskytuje problém se
s nizenou odolnosti vic¢i nékterym agresivnéj$Sim chemikaliim, je nutné tedy vhodné volit

material pro konkrétni typy pouziti [21].

U sklenénych mikro€ipti vyrobenych metodou mokrého leptani nastava problém pfi
kontrole geometrie vznikajiciho kanalu. Je nutnosti aby leptani probihalo na vS§ech mistech

stejnou rychlosti. Tento proces je také ¢asové velmi naro¢ny [21].

U mikrocipti pro elektroforetické separace podobné jako u kapilarnich systému ovliviiuje

negativné celkovy proces separace generovani Jouleova tepla. Pti Spatnému odvodu tepla
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dochazi ke kolisani napéti, proudu, snizovani G¢innosti a niz§imu rozliSeni separace [13,

21].

1.2.3 Aplikace mikrocipovych separaci

Prevazna ¢ast publikaci tykajici se problematiky mikrofludnich systému je orientovéna do
oblasti biologickych véd. V tomto odvétvi byla vypracovana celd fada metodologii
zabyvajici se manipulaci, separaci a detekci sloucenin biologického ptivodu na ¢ipu. Pri
vyvoji aplikaci mikroCipovych separacnich systémi byly nejvice analyzovanymi
slouceninami drogy, zbytky vybusnin, enzymy, protilatky, peptidy, peptidy, DNA,
oligosacharidy a dalsi [2].

Imunologické testy:

Yang a kolektiv piedstavili imunologicky test na mikro¢ipech. Kanaly mikrocipu byly
potazeny lipidovymi dvojvrstvami. Tyto vrstvy obsahovaly dinitrofenyl (DNF)
konjugovany s bivalentni anti-DNP protilatkou. Nésledny postup biopasivace umoznil

imobilizaci protilatky a studovanou imunoreakci [22].
Studium bunéénych kultur:

Na mikrocipovém zafizeni vyrobeného z PDMS (polydimethylsiloxan) bylo inkubovano
nékolik kolonii bakterii Escherichia coli (E. coli) za pfesné definovanych podminek. E.
coli produkuji zeleny fluorescentni protein, umoznujici monitorovani pomoci

fluorescenéniho detektoru kazdych 5 hodin [23].
Separace proteinii:

Mikrocipove systémy se diky svym rozmérim skvéle hodi pro analyzu potenciondlniho
mimozemského zivota na vesmirnych sondach. Jako piiklad byly provadény chirélni
separace aminokyselin extrahované z Murchisonova meteoritu. Dale byly separovany
modelové proteiny (a-lactalbumin, B-lactoglobulin A, B-lactoglobulin B), jako detekce byl

vyuzit fluorescencni detektor s postkolonovym znacenim separovanych latek [2, 24].
Separace DNA:

Prvni separace DNA byla provedena v 90. letech 20. stoleti, kdy roku 1994 Wooley
a Mathies pfipravili €ip s rovnym separacnim kandlem, ve kterém béhem 10 minut
separovali a sekvenovali fetézec DNA, obsahujici 150 parti bazi. Cip mél jeden separaéni

kanal a k nému kolmy davkovaci kanal [2, 25, 26].
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Separace oligosacharidi:

Jakozto velmi rozsifenou skupinu organickych latek, které se vyskytuji ve vSech zivych
organismech a maji nepostradatelnou funkci pro Zzivot téchto organismil, byla snaha
separovat a detekovat tyto latky i pomoci mikro¢ipovych systémi. Problém nastava pii
detekci téchto sloucenin, jelikoz jsou bez naboje a neabsorbuji zafeni ve viditelné ani UV

oblasti elektromagnetického zafeni. Tento problém fesi derivatizace [2, 26, 27].

1.2.4 Vyroba mikroCipu
Vsechna zafizeni urcend pro analytické procesy musi spliiovat urcité parametry, jako jsou
selektivita, reprodukovatelnost, uc¢innost, co nejkratsi ¢as analyzy a dalsi. Hodnoty téchto

parametrti zavisi mimo jiné i na volb¢ ptislusného materialu [4].

Mezi prvnimi materialy pouzivanymi pro vyrobu mikrofluidnich zatizeni byl kfemik, je
vhodny pro vyrobu optickych i polovodicovych soucéastek a byl zné& vyroben prvni
mikroCipovy chromatograf. Dale se zaCalo vyuzivat skla a kfemene pro jejich vyhodné
chemické a fyzikélni vlastnosti. Tyto materidly disponuji velkou chemickou odolnosti vici
fad€¢ chemikalii, tim je moZné pouzit rozmanité moznosti mobilnich fazi a zakladnich
elektrolyti. Je také odolné vici relativné vysokym teplotdm. Své zastoupeni tu maji
1 polymerni materialy, které je mozné velmi dobie tvarovat, ovSem nedisponuji tak dobrou

chemickou odolnosti jako sklo a kiemen [21, 28].
Mikro€ipy z polymernich materiali:

V dnesni dobé je dostupné Siroké spektrum nejriznéjSich polymernich materialt
o ruznych vlastnostech, vhodnych pro vyrobu mikroCipovych separa¢nich systém.
Chemicka odolnost je u polymernich materialti obecné horsi nez u sklenénych mikrocipd,
ovSem daji se najit vyjimKy. Proto je nutné se pfedem zamyslet, pro jaky typ latek bude
mikro€ip pouzit a dle toho nasledné volit vhodny material. K vyhodam téchto material
patii predev§im nizké cena, rychla a relativné jednoduchd vyroba v porovnani s vyrobou

sklenénych mikrocipu [20].

Polymery patii do skupiny makromolekularnich latek, které se déli na tfi zakladni

podskupiny, t€émi jsou elastomery, termoplasty a termosety [20, 29].

U elastomert je struktura tvofena prevazné dlouhymi linedrnimi fetézci, které jsou mezi
sebou slabé zesitovany, daleko méné nez u termosetil, tim tvofi struktury, které jsou
ohebné¢ a pruzné. Jako piiklad je mozné wuvést polydimethylsiloxan (PDMS),
nejpouzivanéj$i materidl pro vyrobu polymernich mikro€ipovych systému k elektroforéze.
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Vyhodami jsou zde vyrobni cena, vyrobni ¢as (cca 20 hodin), mechanickd odolnost,

propustnost UV/VIS zateni, hydrofobni vlastnosti [20, 29, 30].

Struktura termoplastli je opét tvofena dlouhymi pievazné linearnimi fetézci, v tomto
piipadé nejsou mezi sebou zesitovany. JSOu-li vystaveny zvysSené teploté, méknou, jsou
tvarné a po vychladnuti ztuhnou a zachovaji si novy tvar. Nejpouzivangj$Simi materidly
tohoto typu jsou polymetylmetakrylat (PMMA), polyethylentereftalat (PET)
a polykarbonat (PC) [20, 29].

Termosety tvoii pevné zesitovanou strukturu, kterd je ¢ini velmi chemicky odolnymi,

ovsem pro mikro¢ipové systémy nenasel tento typ materialu uplatnéni [20, 29].
Sklenéné mikroCipy:

Ptesto, Ze je mozné pro vyrobu vyuzivat celou fadu rozmanitych materialt, sklo se jevi
stale jako neptiznivéjsi varianta. V porovnani s ostatnimi ma relativné velkou mechanickou
odolnost, je schopné odolavat vyssim teplotam nez polymery, chemicka odolnost a stalost
je velmi vysokd. Diky své tepelné vodivosti odvadi v mikro¢ipovém uspotadani dobie
vznikajici teplo a je mozné aplikovat vys$i hodnoty napéti v porovnani s kapilarni
elektroforézou. Sklo ma také velmi dobré optické vlastnosti, ovSem zaleZi jakou metodu je

zpracovavano a poté je nutné dle vlastnosti volit vhodnou detekci. Sklenéné mikrocipy

jsou nejcastéji vyrabény metodou fotolitografie a mokrym leptanim (obrazek 4) [20, 21].
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Technologicky postup vyroby mikrocipu procesem fotolitografie a mokrého leptani:

< Zdroj UV ziFeni

Fotosablona - ﬂ' ﬂ ﬂ

Fotorezis ~.

Chrom —~
Sklo

l Zména fotorezistu

Sklo

l Tvrdé peceni,
odstranéni chromu

Sklo

| Leptini HF

Sklo

Odstranéni
vsech vrstev

Nz, Nz,
Sklo

l Lepeni

Obrazek 4 Schéma vyroby sklenéného mikro¢ipu metodou UV fotolitografie a mokrého leptani, obrazek pievzat z [20]

Cely proces vyroby mikrocipu je velmi naro¢ny ukol. Aby vznikl dokonaly separa¢ni

kanal, ptesné¢ definovanych parametrii schopny separovat vybrané typy latek v rozumném

Case s prijatelnou ucinnosti, je nutné pii vyrob¢ dbat na celkovou preciznost prace [20, 31].

Na pocatku vyroby je nutné se zamyslet, k jakému ucelu bude mikrocip slouzit. Dle této

mysSlenky se vytvoii navrh celého mikro€ipu véetné separaéniho kanalu, davkovacich

komor a zasobnikli na elektrolyt, pomoci grafického editoru jako je napiiklad AutoCad,

Google SketchUp a dalsi [20, 31].
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Z ptislusného navrhu vznikne Sablona, tim Ze se pomoci tiskarny s vysokym rozliSenim
pfenese predloha na sklenény substrat. Nanasend vrstva musi byt z materialu odolného
vuci UV zéafeni. Tiskarny poskytuji kvalitni, levné a rychle dostupné Sablony, piesné
definovanych rozmérti, nevyhoda mize byt v poskytovani kanalt minimalni Sitky 20 um.
Sablony je také moZné vytvofit z kovu, ktery je velmi odolny a umoznuje opakované

pouziti Sablony, nicméné¢ naklady na vyrobu jsou o poznani vyssi [20].

Sklenéna desticka, do které se bude leptat ptisluSny navrh kanalu, se musi nejprve zbavit
vSech mechanickych necisto a odmastit. Nasledné se na ni nanaseji ochranné vrstvy, které
chrani sklo pfed nepfiznivymi vlivy béhem celého procesu vyroby a také umoznuji
vytvoreni kandlu pfesné¢ definovanych rozméri a tvarti. Prvni vrstva o tloustce mensi nez
1 um je z chromu. Druhou vrstvu tvoti fotorezist umoziujici preneseni navrhu kanalu [20,

32].

Po ptedchozich ukonech pfichdzi na fadu UV fotolitografie. Na sklenénou desticku
opatienou ochrannymi vrstvami se pfilozi vytvofend Sablona nesouci navrh ptislusného
kanalu a je vystavena po urcitou dobu piisobeni UV zafeni. Béhem této doby je odhalena
c¢ast fotocitlivé latky (fotorezistu) vystavena UV zéfeni. Dochéazi k chemické zméné a to
bud’ vytvrzeni fotorezistu, tim se stane odolny vici rozpoustédlim, vznikne negativni
fotorezist. Ve druhém ptipadé se po vystaveni UV zafeni odolnost vici rozpoustédlim

vyrazné snizi a vznikne pozitivni fotorezist (obrazek 5) [20, 33].
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— Sablona
- Fotorezist
Substrat

(a) Pozitivni fotorezist (b) Negativni fotorezist

Sablona vystavena Sablona vystavena
UV zaieni

UV zareni

Zména l Zména
fotorezistu

fotorezistu

Obrazek 5 Zobrazeni rozdilu pozitivniho (a) a negativniho (b) fotorezistu, ptevzato z [20]

Pro zrychleni celkového procesu, jsou komeréné dostupné sklenéné desticky s jiz
nanesenymi ochrannymi vrstvami kovu a fotorezistu. Kvuli pfesnosti je nutné, aby Sablona
byla v pfimém kontaktu se sklenénou desti¢kou. Sablonu je mozné pouzivat tak dlouho,
dokud neni vzor deformovany. Délka expozice a vykon UV zéfeni musi byt volen tak aby
dochdzelo k dostatecné zméné fotorezistu, zdvisi tedy na typu a tlouStce naneseného

fotorezistu [20].

Jakmile je vzor pfenesen, nastupuje takzvané tvrdé peceni. Opét dochazi k urcitym
chemickym zménam fotorezistu vedoucim ke zvySeni odolnosti vic¢i rozpoustédlim.

Priimérna doba peceni se pohybuje okolo 30 minut pfi prumérné teploté 110 °C [20].

Dalsi v poradi je vytvofeni samotného kanalu leptinim pomoci rtiznych rozpoustédel
(Jedna-li se o proces mokrého leptani). Nej€astéji pouzivané jsou kyselina fluorovodikova
(HF) nebo smés kyseliny fluorovodikové a fluoridu amonného. Pifi pusobeni téchto
sloucenin je nutné kontrolovat dobu, po kterou je leptani provadéno, z divodu izotropniho

leptani (leptani probiha ve vSech smérech) [20, 34].

Sklenéna desticka je ponoiena do roztoku HF. Okamzit¢ zacne dochdzet k naruSovani
struktury skla a leptani kandlu. Rychlost jakou bude probihat leptani, zavisi na mnoha
faktorech, pfedevsim to je na typu materidlu, z néhoz je sklo vyrobeno a na koncentraci

kyseliny fluorovodikové. Pro piiklad, rychlost leptani borosilikdtového skla je o poznani
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niz8i nez u sodnovapenatého skla a je zapotiebi pouzit koncentrovanéjsich roztokl kyselin.
Celkova doba leptani zavisi na pozadovanych parametrech (hloubce) tvofeného kanalu. Pii
delsi expozici ¢ipu nepiiznivym vlivim koncentrovanych kyselin muze dochazet
k poskozovani ochrannych vrstev, to by zapfiCinilo leptani v nezadoucich lokalitach
a poskozeni geometrie a celkovych vlastnosti kanalu. Na dalSim misté je velmi dilezité
aby nevznikal nepravidelny povrch kandlu, jenz by vyrazné snizil kvalitu mikrocCipu.
Nepravidelny povrch muze vznikat, je-li leptani piili§ rychlé, tomu se zamezi ptidanim
10% (v/v) kyseliny dusi¢né, nebo nejsou-li dostate¢né rychle odvadény produkty leptani.
Z tohoto diivodu je nutné, aby po celou dobu leptaciho procesu byl povrch Cisty. Leptani
muze probihat ve specidlnich acidorezistentnich nadobach, poptipad¢ v levnéjsich verzich
vyrobenych z polypropylenu. Jelikoz dochazi k leptani ve vSech smérech, ziskaji se kanaly,

jejichz profil pfipomina pismeno ,U* [20, 30, 34].

Proces leptani je nutné sledovat a kontrolovat geometrii vznikajictho kanalu. Toto
sledovani je provadéno néckolika moznymi metodami, znichz nejvice se vyuzivaji
mikroskopy a profilometry. Profilometr je zafizeni slouzici k mapovani povrcht tuhych
latek. Starsi pfistroje pracovaly na principu pohybu velmi ostrého hrotu jehly po povrchu
zkoumaného materialu a zobrazovani jeho struktury s citlivosti fadové nanometrii. Dnesni

profilometry pracuji bezkontaktné a profiluji povrch pomoci optickych metod [20].

Po vyleptani kandlu pozadovanych rozmérii, je mikro€ip vyjmut z kyselinové lazné,
ponoten do Cisté vody, kde se zbavi vSech necistot a kyselin. Dojde k proméfeni pomoci

profilometrti a jsou-li rozméry vyhovujici, ¢ip putuje na dalsi operaci [20].

Nasleduji mechanické operace upravujici jejich vysledny tvar a rozméry. Pro mikroCipy
jenZ maji zasobniky pfimo na Cipech, se musi vyvrtat vstupni a vystupni otvory jako
zasobniky zakladnich elektrolytti, zasobniky na vzorek a podobné (obrazek 6) [20]. Vrtani
otvorli miiZze opé€t probihat nékolika moznymi zpiisoby avSak v praxi nejpouzivanéjsi je
pomoci diamantovych a karbidovych vrtakl. Pfi vrtani se uvoliiuje velké mnozZstvi tepla,
které je nutné odvadét pomoci chladici vody. Cely proces vrtani je pocitaCové fizen pro
dosazeni vysoké presnosti vrti [20, 32]. Jako alternativni zplsob vrtani mtize byt pouzit
vykonny laser, schopny tvofit velmi malé otvory s vysokou pifesnosti na mistech
a materialech kde nemize byt vyuzito klasického vrtaku, ovSem cenové je pon¢kud méné
dostupny. Vysledny tvar je mozné upravit na pozadované rozmeéry, nebo rozde€lit vice
mikroCipli vyrabénych soucasné z jedné sklenéné desky pomoci ryhovani a ldmani, nebo

diamantovou kotoucovou fezackou. V prvnim piipadé se diamantovym fezdkem utvori
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ryha a za pomoci tlaku se provede lom v misté ryhy. Jedna se o rychlou variantu s malou
presnosti. Nedostatky vypliluje diamantova kotoucova pila, provadéjici velmi piesné fezy,

cenové ovSem naro¢néjsi [20, 21, 32].

Obrazek 6 Ilustraéni obrazek mikro¢ipu se zasobniky umisténymi p¥imo na ipu, pievzato z [35]

Jako ptedposledni operace v tomto procesu piichazi na fadu lepeni dvou protilehlych
sklenénych kusti dohromady. Zde se vyuziva tepelné¢ho lepeni, jehoz nejvétsi vyhodou je
spojovani bez pouziti lepidel, kterd by mohla vtéct do kanalu a negativné ovlivnit
vlastnosti ¢ipu. Proces lepeni probiha v programovatelné vysokoteplotni peci a ma né€kolik
po sob¢ jdoucich kroki. Oba lepené kusy, predem ocisténé, odmasténé a presné vyrovnané
se vlozi do vysokoteplotni pece mezi dvé vyhiivané grafitové nebo keramické desky
schopné vyvinout dostate¢ny tlak [4, 20]. V prvni fazi dochazi k rychlému zahiati na
teplotu 550 °C, od tohoto bodu dochazi k pomalému ohfevu na teplotu lepeni, ktera se
pohybuje v rozmezi 640 — 690 °C v zavislosti na druhu skla. Pfi této teploté zistava
mikro€ip za plsobeni tlaku né€kolik hodin, pfi kterych dojde k vytvofeni spoje. Nakonec
dochazi k pomalému ochlazovani na pokojovou teplotu, nenucené aby se zabranilo vzniku
prasklin a vnitinimu pnuti. Cely proces lepeni je velmi ¢asové a technologicky nérocny a je
zde kladen velky diraz na cCistotu [20]. Dalsi vyuzivanou metodou je takzvané anodické
lepeni. Dvé sloZené oc€isténé destiCky se vloZi mezi dv€ elektrody, na které je vkladano
vysoké napéti v fadech kilovolth. Pii teploté cca 400 °C dochézi k reakci mezi sodikovymi
atomy jedné desky a kifemikovymi atomy desky druhé za vzniku pevné vazby.
V neposledni fadé je mozné pouziti epoxidovych lepidel, aplikovanych do extra leptanych
kanalt po obvodu mikroc¢ipu, nasledné expozici UV zéfeni, pii kterém dojde k vytvrzeni

lepidla a vzniku pevného spoje [20, 32].
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Nyni je mikro€ip jiz téméf pfipraven pro planované vyuziti, nicméné pokud byl mikrocip
béhem lepeni vystaven vysoké teploté, dochazelo k dehydrataci sklenéného povrchu stén
mikrokanalu. To mtze ve vysledku negativné ovlivnit vlastnosti planovanych separaci.
Z tohoto divodu se provadi rehydratace povrchu pomoci smési etanolu s kyselinou
chlorovodikovou v poméru 1:1 (v/v). Smés se necha pusobit po dobu 30 minut, po kterych
nasleduje proplach vodou a kyselinou sirovou. Tato operace se opakuje nékolikrat po sob¢.

Na zavér se mikroc€ip proplachne ¢istou vodou, osusi a je ptipraven k pouziti [20, 32].
Davkovani vzorku:

Pouziti miniaturizovanych systémut snizuje celkové objemy pouzitych reagenci vcetné
mnozstvi vzorku potiebnou pro analyzu. Volba ddvkovaciho mechanismu siln¢ zavisi na
konstrukci a celkové uspofddani mikro¢ipového separacniho systému. Nejcastéji se
vyuziva davkovani tlakem nebo elektrokineticky [20, 28]. U mikrocCipt kde davkovaci
kanal protina separani kanal je elektrokineticky nastfik tou nejlepsi volbou. Na
ilustraénim obrazku 7 je mozné vidét dva typy mikroCipi s rozdilnym davkovacim
objemem vzorku. Pro davkovéni se aplikuje napéti na elektrody ponotfené do zasobnikli
2 a 3. Objem, ktery je pii nastiiku davkovan zavisi na parametrech kanalu. Pro separaci se
aplikuje napéti na elektrody v zasobnicich 4 a 5. Velkou vyhodou tohoto zptisobu

davkovani je vyborna reprodukovatelnost [28, 36, 37].
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Obrazek 7 Schéma elektrokinetického nastfiku vzorku na mikro€ipech a) standardni T-tvar, b) posunuty T-tvar. 1)
sklenény mikrocip, 2) zasobnik na vzorek - vstup, 3) zasobnik na vzorek - vystup, 4) zasobnik na zakladni elektrolyt -
vstup, 5) zasobnik na zékladni elektrolyt — vystup. D) davkovani vzorku, S) separace, pfevzato z [7]
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Detekce pii pouziti mikro¢ipovych systémi:

Pti volbé detekce vznikd hlavni problém s velikosti mikroc¢ipi. Moznosti detekce jsou
obdobné jako pro klasické usporadani, nicméné prvky detektoru musi byt miniaturizovany
pro dané potteby. U UV/VIS detektori miize nastat komplikace v nepropustnosti zaieni
mikroCipem napiiklad pro CcCipy z borosilikatového skla. Pfi pouziti hmotnostniho
spektrometru je nejvétsi problém technologické zvladnuti propojeni téchto dvou technik

[20, 38].

1.3 Oligosacharidy

Sacharidy jsou skupinou organickych latek vyskytujicich se vSech Zivych organismech,
jsou slozeny z atomt uhliku, vodiku a kysliku. Tyto latky zastdvaji mnoho funkci, na
prvnim misté slouzi jako zdroj energie, zdroj uhliku pro biosyntézu, u rostlinnych
organismi zastavaji funkci strukturni (celulosa, chitin) a v neposledni fadé maji taky
funkei signéalnich molekul. Podle po¢tu cukernych jednotek mizeme sacharidy délit do tii
skupin, na monosacharidy (jedna cukerna jednotka, glukdza), oligosacharidy (dvé az deset

cukernych jednotek, maltéza) a polysacharidy (deset a vice cukernych jednotek, celuldza)
[1].
Oligosacharidy

U oligosacharidi (glykanl) stoji za zminku jejich Uc€ast v postranslacni syntéze
glykoproteind - glykosylaci. Glykoproteiny slouzi jako signalni molekuly pro pienos
jako priklad 1ze uvést zménu glykosylace proteini spojena s cirhdzou jater. Glykoproteiny
je mozné rozdélit do nékolika skupin a to naptiklad podle typu vazby, kterou je
oligosacharid vazan na protein, na O-glykoproteiny, N-glykoproteiny, C-glykoproteiny,
fosfo-glykoproteiny. Pii syntéze vétSiny glykoproteinti jsou zapotiebi specifické enzymy,
sacharidové pienasece, glykosyltransferazy (pfi tvorbé O-glykoproteinli, neni zapotiebi

specifické transferazy) [26, 39].

Analyza oligosacharidl a jejich derivata je relativné komplikovany proces a to vzhledem
K jejich strukturni rozmanitosti jako je izomerie a rozvétvené struktury, dale jsou to
elektroneutralni slouceniny, bez fluoroforti a chromofori znemoznujici UV/VIS detekci
[40]. Vlivem téchto problému se pfed samotné analyzy zatazuji derivatizace, kdy dojde
Kk navazani ¢inidla na oligosacharid, tim se zvysi rozliSeni separaci, snizi se meze detekce

a stanoveni. Pouzitim laserem indukované fluorescence je mozné tyto meze jeste snizit.
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Jako ucinné separacni metody, vhodné pro analyzy oligosacharidli, se Vv praxi osvédcily
vysokouc¢inna kapalinova chromatografie, kapilarni zonovéa elektroforéza. Princip detekce
oligosacharidii spo¢ivd ve srovnavani retencnich casti slozek ve vzorku se standardy.
Pokud se spoji nektera separa¢ni metoda a hmotnostni spektrometrie je mozné ziskat velmi

kvalitni informace o struktufe latky, molekulové hmotnosti a dalsi [41-43].
1.4 Derivatizace

1.4.1 Princip

Dle definice je derivatizace proces, kdy se cilené méni chemicka struktura analytu
chemickou reakci funk¢éni skupiny s derivatizaénim ¢inidlem. Produktem této chemické
pfemény je derivat, tedy latka definovaného sloZeni S pozadovanymi fyzikalné
chemickymi vlastnostmi [44]. Derivatizace se provadi za ucelem lepSiho rozdéleni
separovanych sloucenin, poptipadé aby byla separace viibec proveditelnd, dale za tcelem
zlepseni detekce (vyssi citlivost, specificka, selektivni). Pfipravované derivaty by mély byt
snadno a rychle pfipravitelné, reakce by méla probihat kvantitativné bez vedlejsich reakei,
¢inidla by méla byt bézné dostupna v pozadované Cistoté, levna a stabilni [44]. I pies fadu
vyhod derivatizacnich reakci neni mozné opomenout fakt, ze mize vlivem derivatizacnich
¢inidel dochazet ke kontaminaci vzorku coz mize zvysit cenu a Cas celkové analyzy [43,
45]. Pti derivatizacich je nutné vhodné volit optimalni podminky reakce pro ziskani
kvalitniho derivatu pozadovanych vlastnosti. Obecné lze fict, Ze zvySena teplota a delsi ¢as
derivatizace ma pozitivni vliv, nicmén¢ je nutné davat pozor, aby nedochazelo k degradaci

samotného analytu [44].

1.4.2 Derivatizace oligosacharidli

Jak jiz bylo zminéno v Gvodu této prace, oligosacharidy jsou elektroneutralni slouceniny,
bez fluorofort a chromoforii. Vlivem téchto vlastnosti se komplikuje vlastni
elektroforeticka separace a nasledné detekce. Pomoci derivatizace se na oligosacharid vaze
sloucenina pozadovanych vlastnosti (derivatizaéni ¢inidlo), umozilujici elektroforetickou
analyzu a naslednou spektralni detekci [41]. Pro derivatizace oligosacharidi je mozné
vyuzit tfi zadkladni typy derivatiza¢nich reakci s Sirokym spektrem nejriznégjSich
derivatizacnich Cinidel [44]. Jsou to reduktivni aminace, kondenzace s 1-fenyl-3-metyl-5-

pyrazolonem (PMP) a kondenzace karboxylovanych (kyselych) sacharidii s aminy [46-48].

V praxi se pro kapilarni zonovou elektroforézu nejcastéji vyuziva derivatizace reduktivni

aminaci s derivatizaénimi ¢inidly: 2-aminobenzoova kyselina (2-AA), 2-aminobenzamid
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(2-AB), 2-aminopyridin (2-AP) a 8-aminonaftalen-1,3,6-trisulfonova kyselina (ANTS)
[49]. Vlastnosti téchto ¢inidel jsou shrnuty v tabulce 1. Tuto reakci lze provést dvéma

zpusoby.

Prvni moZznosti je derivatizace redukujicich sacharidii ¢inidlem s naslednou reduktivni
aminaci (obrazek 8). V prvnim kroku reaguje redukujici konec sacharidu s primarni
aminoskupinou ¢inidla za vzniku Schiffovy baze. Ve druhém kroku je Schiffova baze
redukovéana kyanoborohydridem sodnym. Reakce probiha kvantitativné, bez vedlejSich

produktt. Derivaty jsou stabilni v Sirokém rozmezi pH [50].

Druhou moznosti je derivatizace redukujicich sacharidt po reduktivni aminaci [50].
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Obrazek 8 Reak¢ni schéma derivatizace redukujicich sacharidu ¢inidlem s naslednou reduktivni aminaci [49]



Tabulka 1 Optické vlastnosti vybranych derivatiza¢nich ¢inidel

Derivatiza¢ni ¢inidlo Aabs (nm) Aexcitazni (NM) | Acmisni (NM) Zdroje

2-AA

COOH

NH, 214 230 425 [51-53]

NH,
@i/ 254 330 419 [54, 55]
NH,

Ny -NH2 240 315 375 [56]

214 353 535 [57, 58]
HO4S : ‘ SO3H

1.5 Kapilarni zonova elektroforéza derivatizovanych oligosacharidt

Chiesa a Horvath pouzili kapilarni zoénovou elektroforézu pro separaci derivatizovanych
malto-oligosacharidi reduktivni aminaci s ¢inidlem 8-aminonaftalen-1,3,6-trisulfonovou
kyselinou. Znacené oligosacharidy byly sledovany pomoci UV a fluorescen¢niho
detektoru. Pomoci této fady oligosacharidii zkoumali vlivy pracovnich podminek na
separaci a vztah mezi efektivni pohyblivosti derivati a molekulovymi hmotnostmi. Bylo
zjisténo, ze elektroforetickd pohyblivost derivati oligosacharidi je zavisla na molekulové
hmotnosti mocninou funkci s exponentem -2/3. Dale ANTS derivaty obsahuji tii negativni

naboje v dasledku disociace tfi sulfonovych skupin v silné kyselém prostiedi (pH 2,5).
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Diky témto vlastnostem je derivat schopen pohybu v elektrickém poli bez jakékoli
interakce s elektroosmotickym tokem nebo adsorpce na stény kapilary. Separace byla tedy
provadéna v silné kyselém prostiedi zakladniho elektrolytu, trietylamonium fosfatového
pufru o pH 2,5. Tento elektrolyt poskytoval vysokou reprodukovatelnost a dostate¢nou

rychlost separaci [57].

He a kolektiv kvantitativné derivatizovali metodou reduktivni aminace dvé skupiny
sacharidii o stejné molekulové hmotnosti, aldohex6zy (manoza, glukéza) a aldopentdzy
(riboza, xyldza). Jejich derivaty byly separovany pomoci kapilarni zénové elektroforézy
sroztokem 50 mM fosfatového pufru jako zakladniho elektrolytu. Separace byla
provedena za u¢elem studia a potvrzeni strukturnich dat ziskanych pomoci *H a *C NMR.
Byla pftipravena derivatizacni smés, 0,35 M 2-AA ¢inidla a 0,1 M kyanoborohydridu
sodného bylo smichéno s roztokem kyseliny octové a sulfoxidu v poméru 3:7 (v/v). Smés
byla v nadbytku pipetovana k sacharidu a inkubovana po dobu 2 hodin pfi teploté 65 °C.
Vzniklé derivaty byly separovany v prostiedi zakladniho elektrolytu 50 mM
dihydrogefosfore¢nanu sodné¢ho (pH od 4,5 do 7,0) s vkladanym napéti 20 kV pii teplote
25 °C. Po separaci byla méfena 'H a 13C NMR spektra. Ze ziskanych dat bylo zjiSténo, ze
rozdilnd konfigurace hydroxylovych skupin na druhém a tfetim uhliku (manéza, glukéza a
ribdza, xyléza) zplsobuje rozdil ve Stokesové poloméru jejich molekul, ktery vede

k rozdilné elektroforetické mobilité a naslednému dé¢leni v elektrickém poli [59, 60].

Kratschmar a kolektiv provadéli vyzkum tykajici separace a detekce derivatizovanych
oligosacharidi pomoci micelarni elektrokinetické kapilarni chromatografie. Oligomery
glukozy a oligosacharidy ziskané hydrolyzou glykoproteint byly fluorescencné znaceny
pomoci 2-AB ¢inidla. Byla pfipravena derivatiza¢ni smés, 0,25 M 2-AB ¢inidla, 0,1 M
kyanoborohydridu, bylo rozpuSténo v roztoku kyseliny octové a dimethylsulfoxidu
(DMSO) v poméru 3:7 (v/v). Derivatizaéni smés byla v nadbytku pipetovana ke vzorku
oligosacharidi a inkubovana pii 65 °C po dobu 2 hodin. Separace probihala v kiemenné
nepokryté kapilare efektivni délky 80 cm s vkladanym napétim 20 kV pfi teploté 25 °C.
Detekce probihala v UV oblasti pti 254 nm. Jako zékladni elektrolyt byl pouzit 50 mM
fosfatovy pufr s 150 mM SDS [55].

Sato a kolektiv provadeli vyzkum pro nalezeni optimalnich podminek vyuzivanych pro
elektroforetickou separaci derivatizovanych monosacharidi. Smés oligosacharidi byla
derivatizovana metodou reduktivni aminace s cCinidlem 2-AA. Byla pfipravena

derivatizacni smés, 0,35 mol 2-AA c¢inidla, 0,1 mol kyanoborohydridu sodného bylo
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rozpusténo ve smési kyseliny octové a dimethylsulfoxidu v poméru 3:7 (v/v). Nadbytek
derivatiza¢niho ¢inidla byl pipetovan ke vzorku oligosacharidi a inkubovan pfti 65 °C po
dobu 2 hodin. Pro separaci byla pouzita kiemenna kapilara o vnitinim priiméru 75 um,
celkové délky 60 cm. Jako zakladni elektrolyt byl pouzit borat v 50 mM fosfatovém pufru.
Koncentrace kyseliny borité byla ménéna od 100 do 400 mM s pouzitym pH od 5,5 do 9,5.
Separace probihala s aplikovanym napétim 20 kV pti 25 °C s UV detekci pti 214 nm.
Z vysledk bylo zjisténo, ze nejlepSich vysledkli separaci bylo dosazeno za pouziti

150 mM kyseliny borité v 50 mM fosfatovém pufru [53].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Chemikalie

2-aminobenzamid (2-AB) — Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)

2-aminopyridin (2-AP) — Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)

8-aminonaftalen-1,3,6-trisulfonova kyselina (ANTS) — Sigma Aldrich (St. Louis, MO,
USA)

2-amonobenzoova kyselina (2-AA) — Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)

deionizovana voda, pfipravena na zatizeni Milli-Q Reference Water Purification

Systém Millipore SAS (Molsheim, Francie)

dihydrogenfosforecnan sodny - J. T. Baker (Deventer, Nizozemi)

dimethylsulfoxid — Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)

kyanoborohydrid sodny — Sigma - Aldrich (St. Louis, MO, USA)

kyselina borita — Fluka (Buchs, Svycarsko)

kyselina chlorovodikova, 37-38 % — J. T. Baker (Deventer, Nizozemi)

kyselina octova, Cistota pro HPLC, >99,7% - Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

kyselina trihydrogenfosforeéna 85% - Lachner, Brno, CR

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

methylenova modf — Lachema N. P. (Brno, CR)

hydroxid sodny p. a. — Penta (Praha, CR)

maltoza hydrat — Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)

maltotridza hydrat — Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)

2.2 Pouzita instrumentace

3D tiskarna - K8200, Velleman, Gavere, Belgie

Zdroj vysokého stejnosmérného napéti - Spellman, Hhauppauge, NY, USA
Zdroj stejnosmérného napéti — Power Supply EA-PS 2384-03 B

LabJack U12 kontroler - Lakewood, CA, USA

Metalograficky mikroskop MTM-407 - Intraco Micro, CR

Stolni pocitac — Dell optiplex 300MT

Opticky detektor — Flash U 06 Single, ECOMAC v. 0.271

Kapilarni elektroforéza — Agilent technologies, Capillary Electrophoresis 7100
Trepacka na zkumavky — Yellowline TTS2
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SuSarna — Memmert UFE 400

Koncentrator — Visible Sample LebEva

Analytické vahy — ED 1245

pH metr - Metrohm 827, Metrohm, Herisau, Svycarsko

2.3 Instrumentace mikro¢ipového elektroforetického systému
Instrumentace mikro¢ipového separa¢niho systému vychazi z prace [7]. Tento separa¢ni
systém je nyni navic opatfen detekénim systémem pro detekci barviva a laserem

idukovanym fluorescen¢nim detektorem.

2.3.1 Rémecek mikroCipu

Jako zakladni kostra, ktera drzi pohromadé vSechny soucasti separac¢niho systému
(mikro€ip, zéasobniky elektrolytu, elektrody, vstupni a vystupni $térbina, zdroj zareni,
detektor) byl navrhnut v programu Google Sketchup ramecek na mikrocip (obrazek 9).
Tento rdmecek byl ndsledné vytisknut pomoci 3D tiskarny z kyseliny polymlécné
(obrazek 10). Je mozné jej umistit pod metalograficky mikroskop a vizualné kontrolovat

migraci barviva.

Obrazek 9 3D navrh ramecku
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Obrazek 10 Vytistény navrh ramecku z kyseliny polymlééné

2.3.2 Mikrocip

Mikro€ip byl vyrobeny ve spolupraci s Akademii véd v Brn€ z borosilikatového skla
metodou fotolitografie a mokrého leptani. Rozméry mikro€ipu byly 19 x 65 x 3,5 mm.
Prtfez separacni kandlu byl eliptického tvaru s rozméry 65 X 50 pm. Davkovaci kanal
protina separacni kanal v kolmém smeéru, prava a leva vétev jsou vzajemné posunuty pro
zvySeni davkovaného objemu vzorku. Plnéni mikrocipu probihd v axidlnim sméru

a nema zadné interni zasobniky na elektrolyt viz. obrazek 11, 12 a 13.

> <
65 um

19 mm
VAR

65 mm

Obriazek 11 Schéma borosilikatového mikrocipu
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Obrazek 12 Schématické vyobrazeni borosilikatové mikro¢ipu

Obrazek 13 Pouzity borosilikatovy mikroCip

2.3.3 Zasobniky na elektrolyt

Jelikoz je separacni a davkovaci kanal realizovan v axialnim sméru mikroc€ipu, bylo nutné
vytvofit externi zasobniky na elektrolyt a vzorky. Pozadavky jsou inertni material,
jednoduchéd konstrukce umoznujici snadné plnéni, CiSténi, rychlou vymeénu elektrolyti,
dostate¢nou t€snost v kontaktu s mikroc¢ipem. Byly navrhnuty zasobniky pozadovanych
rozméra V grafickém editoru Google Sketchup (obrazek 14). Podle navrhu byly
vysoustruzeny z teflonovych ty¢i Ctyfi zasobniky vélcového tvaru, vysky 15,6 mm,
vnéjsiho priméru 11,4 mm a vnitiniho priméru 5,1 mm. Objem zasobniku je 0,5 ml. Pro
pozadovanou tésnost byly zasobniky opatfeny instalatérskou teflonovou paskou viz.

obrazek 15.
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Obrazek 14 Navrh zasobniku elektrolytu

Obrazek 15 Zasobniky elektrolytii opattené teflonovu paskou

2.3.4 Detekeni systém pro test s methylenovou modii

Pro zakladni test separa¢niho systému pomoci metylénové modii byl vytvoten drzak
,detek¢niho hiibu® (obrazek 16 - 18). Tento drzak byl umistén v jedné ose nad zdrojem
zafeni. Emitované zareni tedy prochéazelo kandlem mikrocipu a bylo zachyceno detekénim
hiibem, ktery poskytoval piislusny signal. Detek¢ni hiib byl pfipojen k fidici zékladni
desce detektoru a napojen k pocitaci (obrazek 19). Je mozné tedy zaznamenavat absorbanci

Vv zavislosti na Case, poptipadé pfimo napéti na detekénim hiibu v zavislosti na case.
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Obrazek 16 3D navrh drzaku detektoru

Obrazek 17 A - drzak detekéniho hiibu, B - detekéni hiib
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Obrazek 18 Sestaveny detektor

Obrazek 19 Ptipojeni detekéniho hiibu k zakladni desce detektoru

2.3.5 Zdroj zéteni

Pro test separacniho systému byla jako zdroj zafeni pouzita rudd LED dioda, o priméru
5 mm, kterd poskytovala monochromatické zafeni o vlnové délce 640 nm (obrazek 20).

LED dioda byla pfipojena k laboratornimu zdroji stejnosmérného napéti (obrazek 21).
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Obrazek 20 Zdroj monochromatického zateni

- S

Obrazek 21 Zdroj stejnosmeérného napéti pro napajeni LED diody

2.3.6 Vstupni Stérbina

Pro usmérnéni a fokusaci svételného toku na kanal mikro¢ipu byla vytvofena vstupni
Stérbina o rozmérech 50x50 um (obrazek 22). Byly slepeny dva pary Zziletek ostiim k sobé
(obrazek 23), aby mezera mezi nimi byla vzdalena 50 pm (obrazek 24). Jeden par byl
pevné uchycen na mikroCipu, Stérbina orientovana vodorovné se separa¢nim kanalem
(obrazek 25). Druhy par byl pevné uchycen na rdmecku mikroCipu otoceny o 90° vici

separacnimu kanalu (obrazek 26).

44



Obrazek 22 Finalni $térbina 50x50um pfi zapnutém zdroji, zvétSeno 10x

IPERIOR STAINLE!

Obrazek 23 Ptiprava vstupni §térbiny z ziletek

Obriazek 24 1. Cast §térbiny na mikroéipu ve stfedu se separaénim kanalem, zvétseno 10x
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Obrazek 26 2. ¢ast vstupni §térbiny umisténd na ramecku

2.3.7 Elektrody

Jako elektrody byl pouzit platinovy drat, uchyceny na ramecku mikrocipu a vlozeny do
zasobniktl elektrolytu (obrazek 27). Elektrody byly napojeny na zdroj vysokého
stejnosmérného napéti (obrazek 28). Velikost vkladaného napéti byla korigovana pomoci

rozhrani LabJack.
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Obrazek 27 Platinova elektroda v zasobniku elektrolytu

L e

Obrazek 28 Zdroj vysokého stejnosmérného napéti
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2.3.8 Fluorescenéni detekce

Navrh fluorescen¢niho detektoru vychazi z ¢lanku [17] a byl upraven pro mikroCipovy
separacni systém (obrazek 29). Cely detekcni systém se skladd z n€kolika casti (télo
detektoru, zdroj excitaéniho zafeni, objektiv, dichroické zrcadlo, excita¢ni a emisni filtr,
detek¢ni hiib). Tyto ¢asti jsou uchyceny na X-Y-Z pojezdu s mikrometrickymi stavécimi
Srouby pro piesnou fokusaci laserového paprsku na separacni kanal. Laserovy paprsek je

fokusovan na separa¢ni kanal ve vzdalenosti 50 mm od zacatku mikrocipu.

T¢lo detektoru je navrzeno za pomoci grafického softwaru Google Sketchup (obrazek 30) a
vytisténo na 3D tiskarné z ABS (akrylonitrilbutadienstyren). T¢lo detektoru slouzi pro
uchyceni dichroického zrcadla (tabulka 2), excitacniho (tabulka 3) a emisniho (tabulka 4)
filtru. Déale umoziuje propojeni laserového modulu (tabulka 5), jako zdroje excitacniho
zateni s objektivem (tabulka 6) a detekénim hiibem. Jednotlivé komponenty a celkové

usporadani detek¢niho systému je mozné vidét na obrazcich 31 — 33.

Tabulka 2 Technické specifikace dichroického zrcadla

Pramér (mm) 12,5
Tloustka (mm) 1,05
Uhel dopadu (°) 45
Rozmezi odrazu (nm) 350 - 480
Propustnost (nm) 520 - 1600

Tabulka 3 Technické specifikace excita¢niho filtru

Primér (mm) 12,5
Tloustka (mm) 15
Rozmezi odrazu (nm) 512 - 715
Propustnost (nm) 300 - 490

Tabulka 4 Technické specifikace emisniho filtru

Primér (mm) 12,5
Tloustka (mm) 2
Rozmezi odrazu (nm) 200 - 490
Propustnost (hm) 508 - 1650
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Tabulka 5 Technické specifikace laserového modulu

Vinova délka (hm) 405
Vystupni vykon (mW) 80
Pramér paprsku (mm) 5
Divergence (mrad) <25
Zahtivaci doba (min) <5
Provozni teplota (°) 10~ 35
Napajeni (V) AC/DC 12
Modulace TTL

Tabulka 6 Technické specifikace objektivu

Efektivni ohniskova vzdalenost (mm) 4,35
ZvétSeni 40x
Pracovni vzdéalenost (mm) 0,6
Zorné pole (mm) 0,45

Typ Achromaticky
Délka (mm) 48,8
Primér (mm) 24

Detekce
emitovaného
zareni

emisni filtr

Excitacéni
zareni

dichroické zrcadlo
excitaéni filtr

Obrazek 29 Schéma fluorescenéniho detektoru, ptevzato z [17]
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Obrazek 30 Navrh téla detektoru. (A) samotné télo detektoru pro uchyceni optickych filtr a excita¢niho zdroje. (B)
uchyt pro objektiv, prevzato z [7]

Télo
detektoru

Laserovy
modul

Obiektiv

‘‘‘‘‘‘

Obriazek 31C4sti fluorescenéniho detektoru
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Detekéni - !

htib

Laserovy
. modul
-
Optické
prvky

X-Y-Z pojezd
s mikrometrickymi
stavécimi Srouby ’

=4

Objektiv

Mikrogip

Obrazek 33 Realné usporadani mikrocipové elektroforézy s laserem indukovanou fluorescenc¢ni detekci
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2.4 Pracovni postup

2.4.1 Ptiprava roztoku methylenové modfi
Pro charakterizaci a test mikroc¢ipového elektroforetického systému byl pfipraven 50 mM

roztok methylenové modii ve vodném roztoku metanolu (1:1, v/v).

2.4.2 Ptiprava zakladnich elektrolytt

Pro separace ANTS derivati byl ptipraven 50 mM fosfatovy elektrolyt o pH 2,5.
Vypoctené mnozstvi NaH;PO4-2H,0 bylo navdzeno a poté rozpusténo v redestilované
vodé na celkovy objem 250 ml. pH bylo pomoci roztoku H3PO,4 (85%; v/v) upraveno na
hodnotu 2,5. Roztok byl pted pievedenim do elektroforetickych nadobek filtrovan pomoci
mikrofiltri (velikost port 0,22 um).

Pro separace 2-AA, 2-AB, 2-AP derivati byl ptipraven 150 mM roztok H3BO3; v 50 mM
roztoku NaH,PO,; o celkovém pH 7,5. Do 100 ml odmérné banky bylo navazeno
pozadované mnozstvi H3BO3 a NaH,PO4-H,0 a doplnéno redestilovanou vodou po rysku.

pH roztoku bylo upraveno pomoci roztoku NaOH (1 M) na hodnotu 7,5.

2.4.3 Piiprava kalibra¢ni fady

Nejprve byly pfipraveny zasobni roztoky maltézy a maltotridozy o koncentraci 200 mg/I,
rozpusténim pozadovaného mnozstvi sacharidu v redestilované vodé. Z téchto zasobnich
roztokll bylo pipetovano pozadované mnozstvi do sklenénych elektroforetickych nadobek
dle tabulky 7. Nadobky byly vloZzeny do koncentratoru, kde bylo odpaieno rozpoustédlo

odfoukavanim dusikem pfi teploté 40 °C.

Tabulka 7 Pipetované objemy zasobnich roztoka sacharidi

Msacharid (1g) | Vzr (ul)
1 5
15 7,5
2,5 12,5
5 25
7,5 37,5
10 50
25 125
50 250
75 375
100 500
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2.4.4 Derivatizace

Byly pfipraveny 24 mM roztoky derivatizacnich ¢inidel (ANTS, 2-AB, 2-AP, 2-AA)
rozpu$ténim pozadovaného mnozstvi derivatizaéniho ¢inidla v roztoku kyseliny octové
(3:17; voda:kyselina; v/v). Dale byl ptipraven 30 mM roztok redukéniho cinidla
(kyanoborohydridu sodného) rozpusténim pozadovaného mnozstvi v 0,8 M roztoku
dimethylsulfoxidu (DMSO).

K odparku sacharidu bylo postupné pipetovano 25 ul derivatizaéniho roztoku a 25 pul
roztoku redukéniho cinidla.

Vzhledem K nerozpustnosti ¢inidla 2-AA Vv roztoku kyseliny octové, bylo k této smési
pipetovano reduk¢ni ¢inidlo v poméru 1:1 (v/v) a vysledny roztok byl pipetovan v objemu
50 ul k odparku sacharidu .

Dale byla pfipravena smés oligosacharidi (maltéza — hex6za) navdzenim cca 1 mg od
kazdého sacharidu do mikrozkumavky. K této smési bylo pipetovano 25 ul derivatiza¢niho
roztoku a 25 pl roztoku redukéniho ¢inidla.

Derivatizace probihala 20 hodin pfi teploté¢ 40 °C. Pied dalSim pouzitim byly derivaty

uchovavany v lednici pfi teploté 4 °C.

2.4.5 Uprava vzorkt pied elektroforetickou analyzou
Do elektroforetickych nadobek bylo pipetovano 15 pl roztoku derivatu s15 pl

redestilované vody (fedéni 1:1, v/v), promichano a vloZeno do autosampleru.

2.4.6 Charakterizace elektroforetickych systému
Pro separované slozky byly vypocteny migra¢ni charakteristiky. Z primérnych migra¢nich
Casu ty, ze tfi analyz byly vypoéteny efektivni mobility « dle rovnice:

_dddex(l>< 1) ©)
PR G T tor

kde d, je délka separa¢ni kapilary po detektor, d; je celkova délka kapilary, U je vkladané
napéti, teor je migracni ¢as elektroosmotického toku. Clen elektroosmotického toku je
mozné zanedbat pii podminkach kdy je elektroosmoticky tok redukovan, tedy pii kyselém
pH pro ANTS derivaty. Pro derivaty 2-AA, 2-AB, 2-AP tento ¢len neni mozné zanedbat.
Jako marker elektroosmotického toku byla zvolena thiomocovina o koncentraci 0,05 M

a méfena za stejnych podminek jako derivaty.

Pro smés oligosacharidii byla vypocitana G¢innost separace:
£\2
n =554 x (Wm) (7)
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kde t, je migracni Cas slozky a w je Sitka piku v polovin¢ jeho vysky.

Dale byla vypocitana vyska teoretického patra podle rovnice:

H_l 8
= (8)

kde | je délka separaéni kapilary nebo mikrocipu.
Z naméfenych dat byly sestrojeny kalibracni grafy. Grafy zavislosti koncentrace na
prumérné vysce piku ze tii méfeni. Ze smérnice ptimek Kk, byly vypocteny meze detekce

dle rovnice:

3Xh,
—  ©

LOD =

a mez stanoveni dle rovnice:

n

10 X h
LOQ = - (10)

kde hp je vyska Sumu nulové linie.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Separace za pomoci kapilarniho systému

Meéieni probihalo na elektroforéze Agilent pii teploté 25 °C, kiemenna kapilara pokryta
polyamidem, celkova délka 60 cm, délka k detekénimu okénku 52 cm, pramér kapilary
50 um, UV detekce. Slozeni zékladniho elektrolytu, vinova délka detekce a aplikované
napéti viz tabulka 8.

Pted métfenim byla kapilara proplachovéna 5 min 0,1 M roztokem NaOH, nasledn¢ byla
proplachovdna 5 min redestilovanou vodou. Pied samotnou analyzou je kapildra 120 s
promyvana zakladnim elektrolytem. Davkovani probiha tlakem 25 mbar po dobu 5 s. doba

analyzy 12 min.

Tabulka 8 Podminky pro elektroforetické méfeni kalibraénich fad

Sacharid | Derivat Zakladni elektrolyt Napéti (kV) | Adetekce (NM)
2-AA ;Sa %TP'\SAH;E%;’ZSO mM +20 214
Maltéza A8 ;2?'|TPI\(/3|4H;E|O=3;7,250 ™ +20 2>4
Maltotrioza 5 AP ;2?_|TP“34H;EC13;7’2£mM +20 240
ANTS za T';’"SNaHZPO“ -20 214

3.1.1 Elektroosmoticky tok
Derivaty 2-AA, 2-AB, 2-AP jsou analyzovany v prostfedi mirné zasaditého pufru o pH 7,5.
Pti této hodnoté pH neni moZzné zanedbat piispévek elektroosmotického toku. Migracni

charakteristiky EOF byly proméfeny za pomoci thiomocoviny a jsou uvedeny v tabulce 9.

Tabulka 9 Migraéni charakteristiky pro thiomocovinu

Analyt tm (MIN) | 6ty (Min) | p (M?V7sY)
6,243
6,256
Thiomoc€ovina| 6,343 6,292 4,132E-08
6,331
6,286
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3.1.2 Kalibracni grafy derivati maltézy a maltotriozy

Z naméfenych dat (piiloha A — H) byly vytvofeny kalibra¢ni grafy (obrazky 34 — 41), grafy

zavislosti vysky piku analytu na hmotnostni koncentraci derivatizovaného sacharidu.
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Obriazek 34 Kalibraéni graf pro 2-AA derivat maltozy
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Obrazek 35 Kalibrac¢ni graf pro 2-AB derivat maltozy
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Obrazek 36 Kalibracni graf pro 2-AP derivat maltozy
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Obrazek 37 Kalibra¢ni graf pro ANTS derivat maltozy
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Obrazek 38 Kalibra¢ni graf pro 2-AA derivat maltotridzy
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Obrazek 39 Kalibraéni graf pro 2-AB derivat maltotridzy
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Obrazek 40 Kalibracni graf pro 2-AP derivat maltotriozy
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Obrazek 41 Kalibra¢ni graf pro ANTS derivat maltotriozy

3.1.3 Mez detekce, mez stanovitelnosti

Meze detekce a stanoveni jsou pro vSechny typy derivatd relativné srovnatelné.

59

Z kalibra¢nich zavislosti jednotlivych derivath maltéozy a maltotridzy byly odecteny
smérnice piimek pomoci kterych byly vypocitdny pfislusné meze detekce a meze
stanovitelnosti z rovnice 9 a 10 (tabulka 10 a 11). Z experimentalnich dat vyplyva, Ze

nejcitlivéjsi metodu poskytuje derivatizace ANTS pro maltotriodzu a 2-AB pro maltozu.



Vyska Sumu nulové linie kapilarni elektroforézy (hy) je 0,225 mAU.

Tabulka 10 Meze detekce a meze stanoveni pro maltozu

Derivat | Smérnice | Mez detekce (ug/ul) | Mez stanoveni (ug/pl)
2-AA 69,638 9,69E-03 3,23E-02
2-AB 97,905 6,89E-03 2,30E-02
2-AP 90,481 7,46E-03 2,49E-02
ANTS | 86,011 7,85E-03 2,62E-02
Tabulka 11 Meze detekce a meze stanoveni pro maltotridzu
Derivat | Smérnice | Mez detekce (ug/ul) | Mez stanoveni (ug/pl)
2-AA 30,163 2,24E-02 7,46E-02
2-AB 66,716 1,01E-02 3,37E-02
2-AP 83,462 8,09E-03 2,70E-02
ANTS | 95,247 7,09E-03 2,36E-02

3.1.4 Separace vybrané smési oligosacharida

Pro porovnani separace mezi kapilarnim a mikro¢ipovym systémem byla smés separovana

na kapilarni elektroforéze Agilent s UV detekci (214 nm), vysledny elektroforegram je

mozné vidét na obrazku 42.
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Obrazek 42 Elektroforegram seprace smési derivatizovanych oligosacharida kapilarni elektroforézou, UV detekce
(214 nm), 1 — ANTS, 2 — maltoza, 3 — maltotriéza, 4 — maltotetroza, 5 — maltopentdza, 6- maltohexdza
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Pro separovanou smés byly dopocitdny migracni charakteristiky jednotlivych slozek
vzorku (rovnice 6), G¢innost separace n (rovnice 7) a vyska teoretického patra H (rovnice
8) viz. tabulka 12.

Tabulka 12 Migraéni charakteristiky, u¢innost a vyska teoretického patra pro separaci smési oligosacharidii na kapilarni
elektroforéze

Analyt t'," ¢t,m 2|V!1 1 W ¢Yv n H

(min) (min) (m“V7s™) | (min) (min) (um)
6,414 0,0455

ANTS 6,152 6,274 | -4,144E-08 | 0,0435 | 0,0445 | 109947 | 5,5
6,255 0,0446
9,620 0,0482

Maltotridza 9,123 9,350 | -2,781E-08 | 0,0398 | 0,0434 | 256718 | 2,3
9,306 0,0423
10,849 0,0574

Maltotetréza | 10,229 | 10,501 | -2,476E-08 | 0,0425 | 0,0498 | 246013 | 2,4
10,426 0,0496
12,054 0,0666

Maltopentéza| 11,285 | 11,664 | -2,229E-08 | 0,0515 | 0,0583 | 221739 | 2,7
11,652 0,0568
13,133 0,0781

Maltohexdza 12,227 12,693 | -2,048E-08 | 0,0571 | 0,0661 | 204284 | 2,9
12,719 0,0631
14,294 0,0832

Maltoheptéza| 13,193 13,662 | -1,903E-08 | 0,0631 | 0,0754 | 181884 | 3,3
13,499 0,0799

o - - - - - 203431 | 3,2

3.2 Separace za pomoci mikro¢ipového systému

3.2.1 Test separacniho systému za pomoci methylenové modfi

Prvni test separa¢niho systému byl proveden za pouziti ethanolického roztoku
methylenové modti jako vzorku. Jako zakladni elektrolyt byl pouzit roztok 150 mM
kyseliny borité a 50 mM dihydrogenfosfore¢nanu sodného v pH 7,5. Zakladni elektrolyt
byl volen tak aby se podminky bliZili podminkdm pro separace derivatl. Davkovani bylo
provedeno elektrokinetickym nastiikem pfi aplikovaném stejnosmérném napéti 3 kV po
dobu 10 s. Nasledna separace byla provadéna pii vlozeném napéti 3 kV. Usporadani

mikroc¢ipového elektroforetického systému je mozné vidét na obrazku 43.
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Zasobnik pro vzorek

—

Uzemnéni

Obrazek 43 Uspoiadani separa¢niho systému pro test s methylenovou modfi
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Obrazek 44 Davkovaci kanal pod mikroskopem, zvétseni 10x, davkovani methylenové modti po dobu 10 s pfi napéti
3kv

Po spusténi detektoru byla méfena vyska Sumu nulové linie (obrazek 45), ktera Cinila
0,1355, tato hodnota byla nepfijatelnd a nebylo by mozné rozeznat pik analytu od Sumu.
Proto byla provedena optimalizace elektrickych spoji zakladni desky s detektorem a

s pocitatem. Po optimalizaci byla vyska Sumu snizena pfiblizné o dva fady (obrazek 46).
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Obrazek 45 Sum nulové linie ped optimalizaci
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Obrizek 46 Sum nulové linie po optimalizaci

Byla méfena absorbance v zavislosti na Case. Pii vkladani vysokého napéti vznikd mezi
protilehlymi elektrodami stejnosmérné elektrické pole, které ovliviiuje detektor. Tato
interakce je vidét na vysledném zaznamu (obrazek 47), jsou to piky oznacené jako start a
konec separace, start a konec davkovani. Tato interakce je nezadouci a v budoucnu by
mohla mit vliv na vlastnosti detekce, jako je zvySeni vysky Sumu a tim snizeni citlivosti.

Nic méné€ vlivem této interakce je mozné odecist pfesny migracni ¢as analytu.
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Obrazek 47 Elektroforegram pro test separace methylenové modii
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3.2.2 Test separacniho systému za pomoci ANTS ¢inidla

Po uspésné detekci methylenové modii byl proveden test pomoci samotného
derivatiza¢niho cinidla rozpusténého Vv zékladnim elektrolytu (fosfatovy pufr, pH = 2,5,
¢ = 1 mM). Tento test byl proveden s fluorescencnim detektorem (obrazek 32). Davkovani
vzorku probihalo po dobu 15 s pfi vlozeném napéti 3 kV. Separace byla provedena pfi
vlozeném napéti 6 kV. Jak je patrné z elektroforegramu, opét dochazi k ovliviiovani

detektoru elektrostatickym polem.
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Obrazek 48 Elektroforegram ANTS ¢inidla pti testu mikroc¢ipového systému

Pii stejnych podminkach separace nebylo dosaZeno opakovatelnych vysledkl, vysky
a plochy pikt se znaéné lisily, poptipadée pik v elektroforegramu zcela chyb¢l. Byla snaha
postupné fedit koncentraci derivatiza¢niho ¢inidla za ucelem stabilizace kvantitativnich
hodnot, nicméné tento postup byl neuspéSny a pii vice jak stondsobném fedéni nebyl

Vv elektroforegramu pozorovan jiz zadny pik.

3.2.3 Separace jednoduché smési derivatizovanych oligosacharida

Separace byla uskutecnéna v 50 mM fosfatovém pufru (pH = 2,5). Davkovani probihalo
elektrokineticky ptfi vlozeném napéti 3 kV po dobu 10 sekund. Separace nésledné
probihala pii vkladaném napéti 6 kV. Detekce byla zprostfedkovana laserem indukovanou
fluorescenci, jejiz intenzita byla zaznamenavana jako velikost napéti na detektoru
Vv zavislosti na ¢ase. Vysledny zadznam je mozné vidét na obrazku 49, ze kterého je mozné

vidét, ze nedochdzi k dokonalé separaci slozek analytu.
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Obrazek 49 Elektroforegram ¢. 1 mikro¢ipové separace smési derivatizovanych oligosacharidtl, laserem indukovana
fluorescenéni detekce, 1 — ANTS, 2 — maltdza, 3 — maltotridza, 4 — maltotetroza, 5 — maltopentoza, 6- maltohex6za

Separace byla uskute¢néna nékolikrat za sebou za stejnych podminek (doba a velikost
napéti pii davkovani, velikost napéti pii separaci, slozeni zakladniho elektrolytu).

Vysledné zaznamy je mozné videt na obrazcich 50 a 51.
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Obrazek 50 Elektroforegram ¢. 2 mikro¢ipové separace smési derivatizovanych oligosacharidd, laserem indukovana
fluorescenéni detekce, 1 — ANTS, 2 — malt6za, 3 — maltotridza, 4 — maltotetroza, 5 — maltopentdza, 6- maltohex6za
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Obrazek 51 Elektroforegram ¢. 3 mikro¢ipové separace smési derivatizovanych oligosacharidd, laserem indukovana
fluorescenéni detekce, 1 — ANTS, 2 — malt6za, 3 — maltotridza, 4 — maltotetroza, 5 — maltopentdza, 6- maltohex6za

Z uvedenych elektroforegrami je patrné, Ze nebylo dosazeno stejnych vysledkt separaci za
stejnych podminek. Opakovatelnost separaci je velmi nizka, neni mozné ovéfeni, zda
dochazi k reprezentativnimu davkovani slozek analytu. Pfi vice jak sto nasobném zfedéni
vzorku jiz neni mozné v elektroforegramu pozorovat zadné piky. Nic méné celkova doba

analyzy je cca 1,5 min.

Pro elektroforegram ¢. 3 byly dopocitany migracni charakteristiky jednotlivych slozek
vzorku, ucinnost separace n podle rovnice 7 a vySka teoretického patra H dle rovnice 8
viz. tabulka ¢. 13.

Tabulka 13 Migraéni charakteristiky, i¢innost separace, vyska teoretického patra pro elektroforegram ¢&. 3

Latka tm(s) | p(m*V'ist) | wgs (s) n H (um)
ANTS 16,20 | -3,344E-08 1,60 567 114,74
Maltoza 28,44 | -1,905E-08 1,80 1383 47,00
Maltotridza 35,64 | -1,520E-08 2,20 1451 44,79
Maltotetroza 43,80 | -1,237E-08 2,80 1354 48,02
Maltopentéza | 53,64 | -1,010E-08 3,80 1105 58,82
Maltohex6za 67,44 | -8,032E-09 4,40 1303 49,90
) - - - 1194 60,54
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4 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo porovnani separaci a detek¢nich limiti vybranych
derivatizovanych oligosacharidi za pomoci klasické kapildrni elektroforézy s UV detekci
a za pomoci mikro¢ipového elektroforetického systému s laserem indukovanou

fluorescenci.

Byly pfipraveny cCtyfi derivaty (2-AA, 2-AB, 2-AP, ANTS) maltézy a maltotridzy
reduktivni aminaci. Dale byla pfipravena smés jednoduchych oligosacharidi (maltéza az

maltohexdza), kterd byla derivatizovana pouze ANTS cCinidlem.

Ty derivaty byly proméfovany na kapilarni elektroforéze s UV detekci. Z naméfenych
hodnot byly dopocitany migrani charakteristiky a vytvofeny kalibracni grafy. Ze
ziskanych smérnic kalibracnich grafi byly vypocitany detekéni limity pro jednotlivé
derivaty maltdozy a maltotridozy. Pro smés ANTS derivati byly dopocitany migracni

charakteristiky jednotlivych slozek, Gi¢innost separace a vyska teoretického patra.

Mikroc€ipovy elektroforeticky systém s laserem indukovanou fluorescenci byl vytvotren
technologii 3D tisku se separa¢nim borosilikatovym mikroc¢ipem. Tento systém byl nejprve
uspésné testovan za pomoci roztoku methylenové modii, kdy bylo davkovano barvivo pfti
vlozeném napéti 3 kV a nasledné migraci pii napéti 3 kV. Pohybujici se zona byla
detekovana métenim absorbance. Dale byl tento systém testovan pomoci ANTS c¢inidla
rozpusténého ve fosfatovém pufru (¢ = 1 mM). Davkovani probihalo pti vlozeném napéti
3 kV a naslednd migrace pii napéti 6 kV. Migrujici analyt byl detekovan za pomoci

fluorescence.

Dalsim krokem byla snaha proméfit zavislost intenzity fluorescence na koncentraci
derivatizacniho ¢inidla ANTS. Tento krok byl netispéSny, nepodatilo se ziskat kalibracni
zévislost. Jako hlavni divod se jevi velmi vysokd koncentrace derivatiza¢niho ¢inidla, pfi
které intenzita fluorescence neni pfimo umérnd koncentraci. Pfi sniZovani koncentrace
¢inidla (<0,01 mM) je intenzita fluorescence natolik nizkd, Ze neni zaznamenana
fotodiodou na detektoru, bylo by nutné pouzit detektor s vétSi citlivosti, ktery nebyl

k dispozici.

Nasledné byla na tomto mikroCipovém elektroforetickém systému provedena separace
jednoduché smési ANTS derivati. Davkovani bylo pfi vloZeném napéti 3 kV a nésledna
separace pii vlozeném napéti 6 kV. Stejné jako pfi testu s Cistym derivatizacnim Cinidlem

nebylo dosazeno reprodukovatelnych vysledki, vlivem vysoké koncentrace slozek. Pfi
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niz8i koncentraci jiz nebylo mozné v zaznamu pozorovat zadné piky, kvili nizké citlivosti

fotodiody na detektoru.

Nicméné 1 pfes tyto problémy byla separace na mikroCipovém separacnim systému
vytvofeného za pomoci 3D tisku uspésna, latky bylo mozné délit a detekovat. Celkova
doba analyzy byla zkrdcena na 1,5 minuty za vyrazné nizS$iho vkladaného separacniho
napéti. Dosazend u¢innost separace je nizsi nez pro kapilarni systém. Vyska teoretického
patra je v porovnani s kapilarnim systém cca 20x vys$i. Tento rozdil je pravdépodobné
zpusoben vysokou koncentraci latek detekovanych pomoci fluorescenc¢niho detektoru.
Pokud by bylo mozné detekovat intenzitu fluorescence pro koncentrace o nckolik fada

nizsi, vysledkem by byly uzsi, dobfe separované piky a tim i vyS$$i ucinnost.

I pfes uvedend tuskali prokazuje testovany mikro¢ipovy systém vhodnou alternativu pro

komer¢ni kapilarni elektroforézu.
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Ptiloha A Data pro kalibracni graf 2-AA derivatu maltozy

Podminky separace: BGE — 150 mM H3BO; + 20 mM NaH,PO,; pH = 7,5; kifemenna kapilara pokryta
polyamidem (I = 60 cm, lq =52 cm, vnitini praimér = 50 pm); davkovani tlakem 25 mbar po dobu 5 s; napéti
+20 kV, UV detekce (214 nm), doba analyzy 12 minut, teplota 25 °C

c(ug/ul) | ty (Min) | @ty (Min) | (M?Vv7's™) | h (mAU) | h, (MAU)
9,596 4,0

0,010 9,639 9,592 | -1,422E-08 3,6 3,3
9,540 2,4
9,605 3,2

0,015 9,637 9,643 | -1,436E-08 4,2 3,6
9,688 33
9,617 4,5

0,025 9,674 9,669 | -1,443E-08 5,7 4,9
9,717 4,6
9,624 5,7

0,050 9,629 9,621 | -1,430E-08 7,1 5,9
9,610 4,9
9,763 8,2

0,075 9,672 9,682 | -1,447E-08 8,3 7,7
9,610 6,7
9,687 10,5

0,100 9,678 9,691 | -1,449E-08 7,4 8,9
9,707 8,9
9,923 22,8

0,250 9,731 9,885 | -1,502E-08 | 21,6 22,6
10,000 23,5
9,419 39,8

0,500 9,937 9,595 | -1,423E-08 | 40,5 40,4
9,430 40,8
9,847 49,6

0,750 9,823 9,716 | -1,456E-08 | 55,3 56,2
9,477 63,8
9,892 70,9

1,000 9,480 9,759 | -1,468E-08 | 70,5 70,5
9,905 70,0
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Ptiloha B Data pro kalibracni graf 2-AB derivatu maltozy
Podminky separace: BGE — 150 mM H3BO; + 20 mM NaH,PO,; pH = 7,5; kifemenna kapilara pokryta
polyamidem (I = 60 cm, lq =52 cm, vnitini praimér = 50 pm); davkovani tlakem 25 mbar po dobu 5 s; napéti
+20 kV, UV detekce (254 nm), doba analyzy 12 minut, teplota 25 °C

¢ (ng/p)) | tm (Min) | otm (Min) | pm*v7s?) | h (MAU) | h, (MAU)
6,835 4,5

0,010 | 6,864 6,872 -3,486E-09 48 4,7
6,916 4,7
6,743 7.7

0,015 | 6,736 6,734 -2,714E-09 6,2 6,0
6,724 4,2
6,745 4,2

0,025 | 6,714 6,728 -2,676E-09 7,0 5,1
6,724 4,1
6,702 9,0

0,050 | 6,732 6,717 -2,615E-09 9,5 9,1
6,717 8,8
6,732 10,7

0,075 | 6,747 6,735 -2,718E-09 10,8 12,2
6,726 15,0
6,727 15,0

0,100 | 6,746 6,738 -2,737E-09 15,1 15,5
6,742 16,3
6,724 32,1

0,250 | 6,745 6,728 -2,676E-09 31,3 31,3
6,714 30,5
6,917 59,1

0,500 | 6,866 6,822 -3,212E-09 59,7 59,0
6,684 58,2
6,748 79,5

0,750 | 6,812 6,764 -2,884E-09 80,5 80,5
6,732 81,5
6,914 97,5

1,000 | 6,727 6,818 -3,186E-09 99,3 98,5
6,812 98,6
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Ptiloha C Data pro kalibracni graf 2-AP derivatu maltozy
Podminky separace: BGE — 150 mM H3BO; + 20 mM NaH,PO,; pH = 7,5; kifemenna kapilara pokryta
polyamidem (I = 60 cm, lq =52 cm, vnitini praimér = 50 pm); davkovani tlakem 25 mbar po dobu 5 s; napéti
+20 kV, UV detekce (240 nm), doba analyzy 12 minut, teplota 25 °C

¢ (ug/p)) |tm (Min) | etm (Min) | p (m?Vv7's™) | h (MAU) | h, (MAU)
5,138 2,0

0,010 | 5,114 5,128 9,380E-09 1,8 1,9
5,132 2,0
5,139 31

0,015 | 5,130 5,134 9,317E-09 3,3 3,1
5,134 2,8
5,142 3,6

0,025 | 5,127 5,135 9,314E-09 3,5 3,5
5,135 3,4
5,135 4,9

0,050 | 5,140 5,134 9,320E-09 48 48
5,127 4,7
5,131 6,8

0,075 | 5,132 5,136 9,297E-09 7,0 6,6
5,146 6,1
5,124 8,8

0,100 | 5,140 5,135 9,307E-09 7.8 8,5
5,142 8,9
5,145 22,7

0,250 | 5,069 5,119 9,469E-09 231 22,7
5,143 22,3
5,147 455

0,500 | 5,141 5,153 9,134E-09 45,0 433
5,171 39,4
5,135 71,2

0,750 | 5,134 5,159 9,078E-09 72,3 715
5,207 70,9
5,147 92,1

1,000 | 5,149 5,160 9,065E-09 91,9 90,1
5,184 86,2
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Ptiloha D Data pro kalibracni graf ANTS derivatu maltozy

Podminky separace: BGE — 50 mM NaH,PO,4; pH = 2,5; kifemenna kapilara pokryta polyamidem (1 = 60 cm,
Iy = 52 cm, vnitini primér = 50 pum); davkovani tlakem 25 mbar po dobu 5 s; napéti -20 kV, UV detekce
(214 nm), doba analyzy 12 minut, teplota 25 °C

¢ (ng/p)) | tm (Min) | otm (Min) | p m?V's?) [ h (MAU) | h, (MAU)
9,475 4,1

0,010 | 8,990 9,122 | -2,850E-08 3,8 3,8
8,900 3,5
8,834 4,8

0,015 | 8,727 8,752 | -2,971E-08 5,9 5,3
8,695 5,2
8,647 6,7

0,025 | 8,607 8,601 | -3,023E-08 6,8 6,9
8,550 7,3
8,571 8,6

0,050 | 8,548 8,548 | -3,042E-08 | 105 9,6
8,525 9,8
8,501 12,7

0,075 | 8,484 8,479 | -3,066E-08 | 137 13,1
8,453 12,9
8,411 15,4

0,100 | 8,439 8,381 | -3,102E-08 | 14,6 15,0
8,293 14,9
8,361 315

0,250 | 8,416 8,392 | -3,098E-08 | 298 29,6
8,398 27,6
8,424 53,2

0,500 | 8421 8,411 | -3,091E-08 | 554 54,2
8,388 53,9
9,344 69,0

0,750 | 9,826 9,662 | -2,691E-08 | 65,1 67,9
9,817 69,7
9,191 89,5

1,000 | 9,630 9,387 | -2,770E-08 | 918 90,0
9,341 88,6
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Ptiloha E Data pro kalibracni graf 2-AA4 derivatu maltotriozy

Podminky separace: BGE — 150 mM H3BO; + 20 mM NaH,PO,; pH = 7,5; kifemenna kapilara pokryta
polyamidem (I = 60 cm, lq =52 cm, vnitini praimér = 50 pm); davkovani tlakem 25 mbar po dobu 5 s; napéti
+20 kV, UV detekce (214 nm), doba analyzy 12 minut, teplota 25 °C

¢ (ug/pl) | tm (mMin) | gty (Min) | p (m?V7's™?) | h (MAU) | h, (MAU)
11,282 0,5

0,010 11,735 | 11,553 |-1,882E-08 | 0,8 0,6
11,641 0,4
11,715 0,8

0,015 11,669 | 11,561 |-1,883E-08 | 0,7 0,8
11,298 0,9
11,278 1,0

0,025 11,185 | 11,202 |-1,811E-08 | 0,9 1,0
11,144 1,0
11,009 1,9

0,050 11,049 | 10,983 |-1,765E-08 | 1,5 1,7
10,890 1,7
10,940 2,5

0,075 10,892 | 10,848 |-1,736E-08 | 3,0 2,9
10,713 31
10,785 2,5

0,100 10,670 | 10,709 | -1,704E-08 | 3,6 3,9
10,673 5,7
10,599 8,1

0,250 10,656 | 10,516 | -1,660E-08 | 9,9 8,8
10,293 8,3
10,704 14,3

0,500 10,273 | 10,396 | -1,631E-08 | 15,2 14,8
10,210 14,8
10,210 22,5

0,750 10,181 | 10,172 | -1,576E-08 | 22,2 22,8
10,125 23,6
10,150 30,2

1,000 10,120 | 10,197 | -1,583E-08 | 24,2 30,9
10,322 38,4
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Ptiloha F Data pro kalibracni graf 2-AB derivatu maltotriozy

Podminky separace: BGE — 150 mM H3;BO; + 20 mM NaH,PO,; pH = 7,5; kifemenna kapilara pokryta
polyamidem (I = 60 cm, lq =52 cm, vnitini praimér = 50 pm); davkovani tlakem 25 mbar po dobu 5 s; napéti
+20 kV, UV detekce (254 nm), doba analyzy 12 minut, teplota 25 °C

c(ug/pl) | tm (mMin) | gty (Min) | p (m?v7s?) | h (MAU) | h, (MAU)
7,322 0,4

0,010 7,313 7,312 | -5,763E-09 0,3 0,4
7,300 0,4
7,296 1.0

0,015 7,282 7,287 | -5,641E-09 1,7 11
7,282 0,7
7,275 2,8

0,025 7,271 7,269 | -5,552E-09 1,8 2,4
7,260 2,7
7,262 3,8

0,050 7,244 7,256 | -5,490E-09 48 4,2
7,262 4,1
7,255 5,7

0,075 7,258 7,255 | -5,485E-09 6,2 5,9
7,252 5.9
7,233 9,8

0,100 7,249 7,239 | -5,407E-09 6,5 8,9
7,236 10,3
7,260 20,7

0,250 7,259 7,255 | -5,487E-09 | 20,6 20,4
7,247 19,8
7,288 34,2

0,500 7,286 7,281 | -5,611E-09 | 35,8 35,5
7,268 36,5
7,302 48,9

0,750 7,293 7,293 | -5,670E-09 | 51,2 52,0
7,283 55,9
7,306 67,9

1,000 7,300 7,299 | -5,703E-09 | 63,5 66,2
7,292 67,2
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Ptiloha G Data pro kalibracni graf 2-AP derivatu maltotriozy

Podminky separace: BGE — 150 mM H3;BO; + 20 mM NaH,PO,; pH = 7,5; kifemenna kapilara pokryta
polyamidem (I =60 cm, lq = 52 cm, vniténi pramér = 50 pm); davkovani tlakem 25 mbar po dobu 5 s; napéti
+20 kV, UV detekce (240 nm), doba analyzy 12 minut, teplota 25 °C

c(ug/pl) | tm (mMin) | gty (Min) [ p m?V7's?) | h (MAU) | h, (MAU)
5,622 0,5

0,010 5,607 5,603 | 5,084E-09 0,4 0,5
5,579 0,5
5,585 0,7

0,015 5,586 5,589 | 5,200E-09 0,7 0,7
5,595 0,8
5,592 1,6

0,025 5,589 5592 | 5,175E-09 1,6 1,6
5,594 1,7
5,599 34

0,050 5,592 5590 | 5,187E-09 3,3 3,3
5,580 33
5,578 5,7

0,075 5,589 5586 | 5,225E-09 5,3 5,6
5,590 57
5,586 7.8

0,100 5,580 5581 | 5,262E-09 7.6 7,6
5,578 7,5
5,590 19,6

0,250 5,593 5588 | 5,203E-09 19,9 19,8
5,582 19,9
5,501 33,0

0,500 5,588 5591 | 5,178E-09 41,3 37,7
5,595 38,7
5,594 60,5

0,750 5,586 5589 | 5,200E-09 62,7 61,5
5,586 61,3
5,646 84,4

1,000 5,998 6,211 | 5,389E-10 84,2 84,3
6,989 84,2
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Ptiloha H Data pro kalibracni graf ANTS derivatu maltotriozy

Podminky separace: BGE — 50 mM NaH,PO,4; pH = 2,5; kifemenna kapilara pokryta polyamidem (1 = 60 cm,
Iy = 52 cm, vnitini primér = 50 pum); davkovani tlakem 25 mbar po dobu 5 s; napéti -20 kV, UV detekce
(214 nm), doba analyzy 12 minut, teplota 25 °C

¢ (ug/p)) | tm (Min) | gty (Min) | p m*Vis?) | h (MAU) | h, (MAU)
11,545 3,0

0,010 11,937 | 11,722 | -2,218E-08 | 3,2 3,0
11,685 2,9
11,456 3,9

0,015 11,189 | 11,201 |-2,321E-08 | 5,0 4,5
10,959 4,5
11,050 4,6

0,025 10,970 | 10,965 |-2,371E-08 | 5,2 4,9
10,874 5,0
10,789 8,9

0,050 10,415 | 10,609 |-2,451E-08 | 9,4 9,2
10,624 9,2
10,581 12,4

0,075 10,560 | 10,581 | -2,457E-08 | 11,8 12,0
10,601 11,7
10,480 16,3

0,100 10,433 | 10,436 | -2,491E-08 | 15,6 16,1
10,394 16,5
10,392 30,5

0,250 10,396 | 10,378 | -2,505E-08 | 32,1 31,8
10,347 32,9
10,381 54,9

0,500 10,302 | 10,330 |-2,517E-08 | 56,3 55,6
10,307 55,6
10,437 76,6

0,750 10,476 | 10,458 | -2,486E-08 | 75,8 75,6
10,462 74,4
9,995 98,9

1,000 10,029 9,996 | -2,601E-08 | 95,6 97,5
9,965 98,0
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Ptiloha | Zaznam separace pri promérovani kalibracniho bodu (c = 0,5 uglul) pro 2-AA
derivat maltozy

Podminky separace: BGE — 150 mM H3BO; + 20 mM NaH,PO,; pH = 7,5; kifemenna kapilara pokryta
polyamidem (I = 60 cm, lg = 52 cm, vnitini pramér = 50 pm); davkovani tlakem 25 mbar po dobu 5 s; napéti
+20 kV, UV detekce (214 nm), doba analyzy 12 minut, teplota 25 °C

135 4 2-AA

115 4

95 -

75 A

h (mAU)

55 -
Maltoza
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Ptiloha J Zdaznam separace pri promérovani kalibracniho bodu (c = 0,5 uglul) pro 2-AA
derivat maltotriozy

Podminky separace: BGE — 150 mM H3BO; + 20 mM NaH,PO,; pH = 7,5; kifemenna kapilara pokryta
polyamidem (I = 60 cm, lg = 52 cm, vniténi pramér = 50 pm); davkovani tlakem 25 mbar po dobu 5 s; napéti
+20 kV, UV detekce (214 nm), doba analyzy 12 minut, teplota 25 °C

49 -
2-AA

9 - Maltotrioza
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Ptiloha K Zdznam separace pri promérovani kalibracniho bodu (c = 0,5 uglul) pro 2-AB
derivat maltozy

Podminky separace: BGE — 150 mM H3BO; + 20 mM NaH,PO,; pH = 7,5; kifemenna kapilara pokryta
polyamidem (I = 60 cm, lg = 52 cm, vnitini pramér = 50 pm); davkovani tlakem 25 mbar po dobu 5 s; napéti
+20 kV, UV detekce (254 nm), doba analyzy 12 minut, teplota 25 °C

195 +
175 A
155 -
135 A
115 4
95 -
75 1 Maltdza
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15 A
-5 T T T T T T T T T T T )

2-AB
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Ptiloha L Zdaznam separace pri promérovani kalibracniho bodu (c = 0,5 uglul) pro 2-AB
derivat maltotriozy

Podminky separace: BGE — 150 mM H3BO; + 20 mM NaH,PO,; pH = 7,5; kifemenna kapilara pokryta
polyamidem (I = 60 cm, lq = 52 cm, vniténi pramér = 50 pm); davkovani tlakem 25 mbar po dobu 5 s; napéti
+20 kV, UV detekce (254 nm), doba analyzy 12 minut, teplota 25 °C

135 4
115 - 2-AB
95 -

75 -

h (mAU)

55 -
Maltotrioza

35 -

85



Ptiloha M Zdaznam separace pri promérovani kalibracniho bodu (c = 0,5 uglul) pro 2-AP
derivat maltozy

Podminky separace: BGE — 150 mM H3BO; + 20 mM NaH,PO,; pH = 7,5; kifemenna kapilara pokryta
polyamidem (I = 60 cm, lg = 52 cm, vnitini pramér = 50 pm); davkovani tlakem 25 mbar po dobu 5 s; napéti
+20 kV, UV detekce (240 nm), doba analyzy 12 minut, teplota 25 °C
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Ptiloha N Zdznam separace pri promerovani kalibracniho bodu (c = 0,5 uglul) pro 2-AP
derivat maltotriozy

Podminky separace: BGE — 150 mM H3BO; + 20 mM NaH,PO,; pH = 7,5; kifemenna kapilara pokryta
polyamidem (I = 60 cm, lq = 52 cm, vniténi pramér = 50 pm); davkovani tlakem 25 mbar po dobu 5 s; napéti
+20 kV, UV detekce (240 nm), doba analyzy 12 minut, teplota 25 °C
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Ptiloha O Zdznam separace pri promérovani kalibracniho bodu (c = 0,5 uglul) pro ANTS
derivat maltozy

Podminky separace: BGE — 50 mM NaH,PQO,; pH = 2,5; kiemenna kapilara pokryta polyamidem (I = 60 cm,
Iy = 52 cm, vnitini primér = 50 um); davkovani tlakem 25 mbar po dobu 5 s; napéti -20 kV, UV detekce
(214 nm), doba analyzy 12 minut, teplota 25 °C
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Ptiloha P Zdznam separace pri promérovani kalibracniho bodu (¢ = 0,5 uglul) pro ANTS
derivat maltotriozy

Podminky separace: BGE — 50 mM NaH,PQO,; pH = 2,5; kifemenna kapilara pokryta polyamidem (1 = 60 cm,
Iy = 52 cm, vnitini primér = 50 um); davkovani tlakem 25 mbar po dobu 5 s; napéti -20 kV, UV detekce
(214 nm), doba analyzy 12 minut, teplota 25 °C
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