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1. Cile prace

e Provést literarni reSersi na téma sacharidy, metody stanoveni sacharidu,
HPLC, ELSD a HILIC.

o Nalezeni optimalnich podminek pro HPLC-ELSD detekci vybranych

sacharidu.

e Stanoveni laktosy v redlném vzorku mléka, ktery je vystaven pusobeni

enzymu laktasy.

e Stanoveni operacni stability laktasy (B-galaktosidasy) imobilizované na
mikrocasticich chitosanu se zabudovanym magnetitem pfi Stépeni

substratu ve mléce.



2. Uvod

Sacharidy jsou vyuZivany jako stavebni material a zdroj energie. V posledni dobé
ziskavaji sacharidy vétsi pozornost vzhledem Kk jejich biologickym funkcim. K jejich
stanoveni se vyuziva fada analytickych metod. Jejich analyza neni jednoducha,
nebot sacharidy jsou znacné polarni molekuly a vyskytuji se ve slozitych matricich.
Proto jsou vyvijeny stale nové postupy a metody jejich analyzy (Fu et al., 2010).
Stanoveni sacharidd je omezeno jejich vlastnostmi a strukturou. Navic se
v biologickém materialu vyskytuji ve slozitych smésich spole¢né s velkym pocétem
dalSich nizko- i vysokomolekularnich latek. Proto jsou Kk jejich analyze vhodné
separacni metody, napfiklad kapalinova chromatografie. V posledni dobé se stale
vice kseparaci sacharidil pouziva hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC).
Kapalinova chromatografie je nejCastéji kombinovana refraktometrickym detektorem a
s detektorem rozptylu zareni (ELSD) (Yoshida, 2004). Pfedmétem meého zajmu
nejsou pouze sacharidy, ale také enzymy, které umoznuji jejich Stépeni. Laktasa je
jeden z velice vyznamnych enzym, ktery hydrolyzuje glykosidové vazby v urcitych
disacharidech (Panesar, 2007). S aktivitou laktasy jsou spjaté problémy jako je
laktosova intolerance. Laktosova intolerance zdravotni problém postihujici vétsinu
populace (Swallow, 2011). Enzym laktasa ma vyuZiti i ve svété nanotechnologii, kde
spolu s nanocasticemi nebo mikroCasticemi hraji dulezitou roli v primyslovych
aplikacich (Lu et. al., 2007).



3. Teoreticka ¢ast

3. 1. Monosacharidy

Nejjednodussimi sacharidovymi jednotkami jsou monosacharidy, které se li8i
v poc¢tu uhlikovych atomi a umisténim vodikovych a kyslikovych atom, které jsou
pfipojeny k uhlikovym atomim. Nékteré monosacharidy se mohou spojovat a tvofrit
tim dlouhé fetézce. Tyto slou€eniny délime podle poétu monosacharidovych jednotek
na oligosacharidy a polysacharidy. Monosacharidy jsou jednoduché cukry, které
definujeme jako aldehydové nebo ketonové derivaty polyhydroxy alkoholl, které
obsahuji vice nez tfi uhlikaté atomy (Voet et al., 2005). Monosacharidy klasifikujeme
podle druhu jejich karbonylové skupiny. V pfipadé, Ze je karbonylova skupina
sacharidu tvofena aldehydovou skupinou (CHO), tak fadime tyto sacharidy mezi
aldosy, zatimco sacharidy, které maji ketonovou skupinu, jsou oznafovany jako
ketosy. Nejjednodussi aldosou je tfiuhlikata sloucenina glyceraldehydu, u ketos je to
dihydroxyaceton (McKee & McKee, 1996). DalSi klasifikaci, podle které jsou cukry
rozdélovany, je poCet atoml uhliku, které obsahuji ve své struktufe (Voet et al.,
2005). NejmenSi cukry jsou triosy, které obsahuji tfi atomy uhliku. Cukry s vétSim
poctem uhlikd, napf. Ctyfi, pét a Sest se nazyvaji tetrosy, pentosy a hexosy (McKee &
McKee, 1996). Sacharidy ve své struktufe obsahuji chiralni asymetricky atom uhliku,
ktery je zdrojem optické izomerie (Campbell & Farrell, 2011). Napfiklad D-glukosa
(CeH1206) obsahuje ve své struktufe dvé chiralni centra na svych dvou ze Sesti
uhlikovych atomUl. Jedna se uhlikaté atomy C1 a C6. D-glukosa je jednim z moznych
2* (16) moznych stereoisomer(. Ketosy netvofi tolik stereoisomerd jako aldosy. Je to
dano jejich pozici karbonylové skupiny, kdy ketohexosa ma pouze 2% rdznych

stereoisomerl (Voet et al., 2005).

3. 1. 1. Struktura monosacharidu

K vyjadfeni struktury jednotlivych sacharidd se vyuziva rdznych projekci.
Fisherova slouzi k pro vyjadfeni monosacharidové struktury (Vodrazka, 1996). Ve
Fischerové projekci rozliSujeme konfiguraci podle umisténi hydroxylové skupiny.
V zavislosti na umisténi hydroxylové skupiny rozdélujeme monosacharidy ve

Fisherové projekci na L a D fady. Oznaceni fady L a D je ovlivnéno stranou, na které
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se nachazi hydroxylova skupina na poslednim chiralnim uhliku monosacharidu
(Campbell & Farrell, 2011). D-cukry maji stejnou absolutni konfiguraci na
asymetrickych centrech, ktera jsou nejvzdalenéjsi od jejich karbonylové skupiny jako
D-glyceraldehydu. Pfikladem je glukosa, ktera ma — OH skupinu na C5 uhliku, ktery
je umistén napravo ve Fischerové projekci. Naproti tomu L-cukry jsou zrcadlovymi
obrazy svych D-protéjSkd. L- forma sacharidli je méné Casta, protoze D- forma je
Castéji preferovana. Vlivem adicni reakce se kyslikovy atom stava soucasti cyklické
struktury (Vodrazka, 1996). Ke znazornéni cyklickych forem monosacharidu slouzi
Haworthova projekce, ve které jsou jejich struktury pfevedeny do forem s péti nebo
SestiClennym kruhy. PétiClenny kruh se nazyva furanosa podle jeji podobnosti
s furanem (Campbell & Farrell, 2011). Je méné staly a jeho pétic¢lenny kruh je tvofen
tetrahydrofuranem (Vodrazka, 1996). Cyklicka forma, obsahujici Sest uhlikd, se
nazyva pyranosa. Nazev je odvozen od podobnosti s pyranem (Campbell & Farrell,
2011). Pyranosy jsou poloacetaly obsahujici tetrahydropyranovy kruh. Po uzavfeni
kruhu dochazi ke vzniku nového chiralniho centra na anomernim uhliku (Vodrazka,
1996). Anomerni uhlik se stava centrem chirality a umoznuje vznik dvou moznych
konfiguraci. Jedna-li se o alfa anomer, tak jeho OH substituent na anomerickém
uhliku je umistén na opaéné strané pyranosového nebo furanosového kruhu oproti
CH,OH skupiné na chiralnim centru. Druha forma anomeru je oznacovana jako beta
anomer. Anomery maji ¢aste¢né rozdilné fyzikalné-chemické vlastnosti, mezi které
patfi odliSna opticka otacivost. Cyklické formy podléhaji procesu zvany mutarotace.
Mutarotace je spontanni proces, kdy alfa a beta formy monosacharidu jsou rozpustné
ve vodé a snadno konvertovatelné. Vysledkem mutarotace je rovnovazna smés alfa a
beta forem furanos a pyranos v cyklickych strukturach (McKee & McKee, 1996). Pfi
ustanovani rovnovahy mezi obéma anomernimi formami se méni opticka otacivost
roztoku rozpusténych cukril ve vodé (Vodrazka, 1996). Prikladem je glukosa, ktera
existuje primarné jako smés alfa a beta pyranos. Mutarotace zplsobuje, Ze otevieny
fetézec, ktery se tvofi béhem tohoto procesu, se muze ucastnit oxidaéné redukénich
reakci (McKee & McKee, 1996).

3. 1. 2. Reakce monosacharidu

Monosacharidy hraji dulezitou roli v biochemii, nebot se u€astni mnoha
metabolickych déju a drah v lidském téle. Monosacharidy podléhaji oxidaénim a
reduk&nim reakcim. Oxidaci sacharidu ziskavame energii, kterou organismus vyuziva
pro plnéni svych Zzivotnich procesu. Jejich oxidaci na CO, a H,O za aerobnich

podminek dochazi k nejvy§§im vynosim energie. Na oxidaci sacharidl je zalozen
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proces zvany fotosyntéza (Campbell & Farrell, 2011). Sacharidy obsahuji oxoskupinu,
ktera je velice reaktivni. Typicka reakce pro oxoskupinu je nukleofilni adice. Oxidaci
funk&nich skupin monosacharidd vznikaji rizné derivaty. Oxidaci aldehydové skupiny
dochazi k pfeméné na skupinu karboxylovou. V této souvislosti mluvime o
karboxylovych kyselinach monosacharidi. Podle funkéni skupiny sacharidu, ktera se
oxiduje, rozdélujeme dale sacharidy. Oxidaci primarni alkoholové skupiny nebo
aldehydické ziskavame ruzné druhy monosacharidickych kyselin, které se liSi svoji
nomenklaturou napf. -rova, -onova. Oxidaci aldehydové skupiny na karboxylovou
skupinu vznikaji aldonové kyseliny, zatimco oxidaci CH,OH , tedy oxidaci primarni
alkoholové skupiny vznika uronova kyselina (Vodrazka, 1996). Pfi oxidaci primarni
aldehydové skupiny dochazi ke vzniku aldarové kyseliny (McKee & McKee, 1996).
Prikladem oxidace aldehydové skupiny na D-glukosy je vznik glukorové kyseliny
(Vodrazka, 1996).

3. 2. Oligosacharidy

Pojem oligosacharid se pouZiva pro sacharidy, které obsahuji ve své struktufe
mezi dvéma az deseti monosacharidovymi jednotkami (Campbell & Farrell, 2011).
Oligosacharidy muzeme rozdélit na redukujici a neredukujici cukry. Redukujici cukr
vznikne jen tehdy, kdyz jedna sloZka disacharidu vstoupi do O-glykosidové vazby
hemiacetalového hydroxylu. Pokud se ob& monosacharidové jednotky ucastni tvorby
O-glykosidové vazby hemiacetalovymi hydroxyly vznika neredukujici sacharid. Mezi
nejhojnéjsi sacharidy patfi sacharosa a laktosa. Sacharosa je disacharid tvofeny
monosacharidovymi cukry B-D-galaktopyranosou a a-D-glukopyranosou. Vyuziva se
v potravinairském primyslu jako sladidlo nebo pro vyuziti v fadé biotechnologii.
Sacharosa patfi mezi neredukujici sacharidy. Ddvodem je neschopnost otevieni
kruhU a neschopnost mutarotace. Neschopnost mutarotace je pfi€inou, Zze se nemuze
vyskytovat v anomernich formach (Vodrazka, 1996). DalSim vyznamnym
disacharidem je laktosa (mlécny cukr), ktera vznika kondenzaci hexos a-D-glukosy
s D-galaktosou. Vyskytuje se v mléce v rozmezi koncentraci mezi 0-7 % v zavislosti
na puvodu a druhu miléka (Voet et al., 2005). Na rozdil od sacharosy patfi laktosa
mezi redukujici cukry. Za schopnost redukce je odpovédna volna hemiacetalova

hydroxylova skupina (Vodrazka, 1996).
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3. 3. Polysacharidy

Polysacharidy jsou také oznaCovany pod pojmem glykany. Jsou vyuzivany
organismy k ukladani energii nebo jako stavebni material. Jedna se o vysoko-
molekularni latky skladajici se z velkého po¢tu monosacharidovych jednotek
spojenych glykosidickou vazbou (Campbell & Farrell, 2011). Takto spojenych
jednotek mohou byt desitky az tisice (Vodrazka, 1996). Na rozdil od proteind a
nukleovych kyselin maji polysacharidy jak linearni strukturu, tak rozvétvenou
strukturu. Pfikladem linearni struktury je celulosa a amylosa. Rozvétvena struktura je
typicka pro glykogen. Polysacharidy klasifikujeme jako homo-polysacharidy a
heteropolysacharidy podle toho, zda ve své struktufe obsahuji jeden nebo vice
monosacharidu (Voet et al., 2005). Mezi homopolysacharidy patfi glukany a fruktany
(Vodrazka, 1996). Hetero-polysacharidy na rozdil od homopolysacharidd obsahuji
dva nebo vice ruznych druhG monosacharidd. Polysacharidy, které patfi ke skupiné
homopolysacharidi, jsou zpravidla soucCasti bunécnych struktur. Meazi
homopolysacharidy patfi Skrob, glykogen a celulosa. VSechny tyto latky obsahuji ve
své struktufe D-glukosu. Struktura Skrobu a glykogenu umozniuje skladovani glukosy
v rostlinach a zivocidnych bufkach. Celuléza je zakladni stavebni sloZkou rostlinnych
bunék.

Skrob slouzi jako zdroj energie rostlinnych bunék a je také vyznamnym zdrojem

sacharidu v lidské stravé (Campbell & Farrell, 2011). Neni jednotnou latkou, ale
sklada se ze dvou polysacharidi: amylosy a amylopektinu (Vodrazka, 1996). Amylosy
je tvofena jednotkami D-glukosy, ktera je spojena alfa 1,4 glykosidickou vazbou.
Druhou slozkou je polymer (amylopektin) obsahujici (1,4) a (1,6) glykosidické vazby
(Campbell & Farrell, 2011). Na rozdil od amylosy je ve vodé nerozpustny. V pfipadé
neuplné hydrolyzy Skrobu vznikaji produkty, které nazyvame dextriny (Vodrazka,
1996).
Glykogen a skrob patfi mezi rezervni polysacharidy. V pfipadé glykogenu se jedna o
granule rozptylené v cytoplazmé. (Campbell & Farrell, 2011). Nachazi se pfedevSim v
jatrech a svalovych burikach obratlovcl. Jeho struktura je podobna amylopektinu, v
burikach je glykogen metabolicky degradovan pomoci glykogenfosforylasy, ktera
postupné S&tépi vazbu a-(1,4) od neredukujicich koncu glykogenu. Ma mnoho
neredukujicich koncl, umoznuje rychlou mobilizaci glukosy v dobég, kdy ji organismus
potfebuje (Voet et al., 2005).

Heteropolysacharidy jsou polymery sloZzené z vice riznych monosacharidii nebo
jejich derivatl. Jsou soucasti rlznych pfirodnich materiald. NejdllezitéjSim

heteropolysacharidem je glykosoaminoglykan, ktery se nachazi v Zivocisné tkani.
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Jeho struktura je tvofena dvéma slozkami. Prvni slozkou jsou opakujici se
disacharidovymi jednotkami glukosaminu, ktery je sulfonylovan nebo acetylovan

v poloze 2. Jeho druhou sloZku tvofi uronova kyselina (Vodrazka, 1996).

3. 4. B-D-galaktosidasa

B-D-galaktosidasa (B-D-galaktosid galaktohydrolasa, EC 3.2.1.23) je pfedevsim
znama jako laktasa, kterou zafazujeme pod glykosidasy. Glykosidasy jsou enzymy
patfici mezi hydrolasy (podpodtfida 3.2.1 podle mezinarodni nomenklatury enzym),
coz jsou enzymy katalyzujici Stépeni glykosidickych vazeb (O- a S- glykosidy) nebo
biosyntézu homo- a heteroglykosidi (Kraml & Crkovska, 2010). Podle CAZy (aktivni
sacharidové enzymy), coz je specializovana databaze, ktera se vénuje zobrazeni,
analyze genomu a biochemickych informaci o aktivnich enzymech sacharidd, je

laktasa zafazena pod GH 2 (Mahoney, 1997).

3. 4. 1. Puvod 3-D-galaktosidasa

Tento enzym, ktery se hojné vyskytuje v pfirodé, muze byt izolovan z raznych
prirodnich zdrojli, mezi které patfi ruzné druhy rostlin. PfedevSim se nachazi
v plodech ovoce (broskve, merurnky, jablka), zvifecich organech, kvasinkach,
bakteriich a houbach (Richmond et al.,, 1981). p-D-galaktosidasa neni ve vSech
zivych (mikro)organismech nebo rostlinach stejna. S jejim zdrojem se jeji vlastnosti
meéni. Jeji zdroj pro laboratorni nebo priimyslové aplikace je pfedevSim mikrobialniho
puvodu (Panesar et al., 2007).

Mikroorganismy nabizi fadu vyhod oproti jinym zdrojum. PfedevSim se jedna o
velmi snadnou manipulaci, vysokou vytéZnost a snadnou dostupnost a kultivaci na
pomérné levnych mediich (Mahoney, 1997). S laktasou se setkdame v potravinaiském
primyslu predevsim pfi vyrobé mléka a mléénych vyrobk(l, kde zaujima vyznamnou
roli pfi sniZzeni koncentrace laktosy v mléku a mléCnych vyrobcich. SniZeni
koncentrace laktosy je velice dllezité, nebot znacna cast lidské populace vykazuje
nesnasenlivost vici laktose a ma problémy s jeji konzumaci (Panesar, 2007).
Vyznamné aplikace pro vyuziti v mlékarenském primyslu byly poprvé navrzeny v
roce 1950 (Dam et al., 1950).
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3. 4. 2. Vlastnosti B-D-galaktosidasa

Galaktosidasa jen enzym, ktery katalyzuje hydrolyzu B-galaktosidické vazby na
prislusné monosacharidové jednotky (Voet et al., 2005). Enzym hydrolyzuje nejen
vazby v laktose, ale také (1-3)-p-(1-4) glykosidické vazby v pfislusnych oligo- a
disacharidech. Disponuje také schopnosti katalyzovat reverzni reakci hydrolyzy
z nazvem transglykosylace. Pro hydrolyzu laktosy musi byt spinéno nékolik faktord,
mezi které patfi koncentrace substratu, pH, maximaini teplota, enzymaticka aktivita a
Cas, kdy je laktasa vystavena teploté. Teplotni stabilita a pH optimum je do znaéné
miry ovlivnéno plGvodem enzymu. Tento enzym se nachazi vrazné rfadé
mikroorganismu, ze kterych mudze byt izolovan. Imobilizovana (-galaktosidasa se
vyuziva v pramyslovych aplikacich napfiklad pfi hydrolyze mléka, laktosy nebo i pro
syntézu galaktooligosacharid(l (Pan et al., 2009). Primarnim zdrojem enzymu pro
primyslové aplikace jsou kvasinky, houby a bakterie. Hlavni rozdil mezi kvasinkovymi
a houbovymi enzymy je optimum pH, které je potfebné pro hydrolyzu laktasy.
Houbové enzymy maji pH v kyselé oblasti. Kyselé hodnoty pH jsou vhodné
pro zpracovani  kyselé syrovatky  (Panesar, 2007). Maji relativné vysoké
teplotni optimum. Zatimco [-D-galaktosidasa izolovanad =z kvasinek preferuje
neutralni pH optimum. V zapadnim svété nenachazi vyuziti laktasy pouze pro
hydrolyzu mléka, ale pfedevSim v mlékarenském pramyslu pro potraviny jako je
zmrzlina, syry, jogurt a ostatni produkty, kde enzymaticka hydrolyza laktosy ma
znacny potencial pouziti. Vysoka koncentrace laktosy v syrovatce je jeden z hlavnich
environmentalnich problém0, protoZze jeji unik do vody zvySuju mnohonasobné
biologickou spotfebu kysliku. Hydrolyza syrovatky pomoci B-D-galaktosidasy patfi k
dilezité aplikaci enzymu v primyslu. V potravinarském pramyslu Ize koncentrovanou
hydrolyzovanou syrovatku pouzit jako sladidlo pro produkty, mezi které patfi

nealkoholické napoje a sirupy z koncentrovaného ovoce (Vasiljevic & Jelen, 2002).

3. 4. 3. Laktosova intolerance

Spatné snaseni laktosy se oznaduje jako laktosova intolerance. Laktosa je
hydrolyzovana enzymem [3-D-galaktosidasou na jeji monosacharidové jednotky
galaktosu a glukosu, které jsou v krevnim fecCiSti |épe absorbovany. Galaktosa je
enzymaticky pfeménéna na glukosu. VétSina dospélych savci ma nizkou hladinu -
D-galaktosidasy. Nedostatek tohoto enzymu zpusobi, Ze neni dostate€né mnozstvi
laktosy pfeménéno na metabolicky pfijatelné latky. Tato nemetabolizovana laktosa
se dostava pres travici trakt do tlustého stfeva, kde je bakterialni mikroflérou

fermentovana na velké mnozstvi CO, , H, a fadu kyselin, které zplsobi Casté
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zazivaci problémy spojené s prlijmy a nevolnosti znamé jako laktosova intolerance.
Je to tedy metabolické onemocnéni postihujici pfedevsim dospélou populaci
prevazné Afrického a Asijského puvodu (Voet et al., 2005). Pf¥iblizné 70 % svétove
populace trpi poruchou traveni laktosy nebo jeji intoleranci (Vasiljevic & Jelen, 2002).
Néktefi lidé jsou schopni travit laktosu snadnéji nez ostatni. Nesnasenlivost ovliviiuje
nékolik faktor(, z kterych jsou nejdulezitéjsi nutricni a genetické faktory. Jedna se o
geneticky podminéné rysy, které se ziejmé objevily nékolikrat u &lovéka bé&hem
evoluce, pravdépodobné v disledku pfirozeného vybéru. Zména se tyka genetické

regulace laktasy, ale i jinych faktor ovinujici schopnost travit mléko (Swallow, 2011)

&v Sis |
: ‘\ZZ\Y"/\
allolaktosa _
N "\li'il' woH | [B-gal
ML

laktosa
S 5

galaktosa glukosa

Obr. 1 Obecné schéma pro pusobeni B-galaktosidasy na prirodni substrat
laktosu. Enzym zpUsobi hydrolyzu (dolni draha) za vzniku glukosy a galaktosy
(Matthews, 2005).

3. 4. 4. Imobilizace -D-galaktosidasy

Vyuziti volného enzymu je pomérné drahé. Naopak imobilizace na vhodné matrici
umoznuje jeho opakované vyuziti, coz vede k snizeni nakladu (Panesar, 2007).
Existuje hned nékolik dalSich divodd pro pouziti enzymu v imobilizované formé.
Imobilizace poskytuje nejen pohodInéjSi manipulaci s enzymem, ale i povrchové
oddéleni od produktu, coz vede k minimalizaci jeho kontaminace a odstranéni
bilkovin. Pomérné Casta vyhoda imobilizace je zvySeni teplotni stability enzyma
(Cabral & Kennedy, 1993). Imobilizace je vyhodna, ale zahrnuje nespocet efekt(,
které vedou ke zhorSeni ucinnosti enzym(. Ve srovnani s volnym enzymem se
snizuje aktivita a zvySuje se Michaelisova konstanta. Tyto zmény vyplyvaji ze

strukturnich zmén enzymu, které se uplatiiuji béhem imobilizaéni procedury a z
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tvorby mikroprostfedi ve kterém enzym funguje (Krajewska, 2004). Galaktosidasu Ize
stejné jako celou fadu enzymu imobilizovat pomoci riznych metod, mezi které patfi
napfiklad fyzikalni adsorpce, kovalentni vazba nebo specialni gely pro zachyceni
(Shukla & Wierzbicki, 1975).

3. 4. 4. 1. Fyzikalni adsorpce

Fyzikalni adsorpce je nejjednodussi a nejstarSi metoda pouzivana pro imobilizaci
enzymU. Jedna se o imobilizaci enzymu na nosici ve vodé nerozpustném. Pfi fyzikalni
adsorpci jsou biokatalyzatory drzeny na povrchu nosi¢l pomoci slabych vazebnych
interakci, mezi které patfi Van der Waalsovi sily a doprovazeny jsou i jinymi silami
nebo interakcemi mezi nosiCem a biokatalyzatorem. Jedna se pFedevSiim o
hydrofobni interakce, vodikové mustky a heteropolarni (iontové) vazby (Panesar et
al., 2006). Vyhoda fyzikalni absorpce spoc€iva v jednoduchosti provedeni, které ma
maly vliv na konformaci biokatalyzatoru. Nevyhodou této techniky je relativni slabost
vazebnych sil, které se pfi adsorpci uplatiuji. PFikladem imobilizace (-D-
galaktosidasy pomoci adsorpce je imobilizace na hydrofobni bavinéné tkaniné
(Sharma & Yamazaki, 1984).

3. 4. 4. 2. Zachyceni v gelu

Tato technika zachyceni je velmi popularni pro imobilizaci celych bunék. Hlavni
vyhodou této techniky je jeji jednoduchost, se kterou Ize ziskat kulové Castice pfi
odkopavani suspenze polymeru do média, které obsahuje kladné nabité ionty nebo
prostfednictvim tepelné polymerace. Limitace této techniky pro imobilizaci je mozny
anik molekul pii &astém pouzivani. Unik je zpGsobem malou velikosti molekul

vzhledem k velikosti bunék (Panesar et al., 2006).

3. 4. 4. 3. Imobilizace kovalentni vazbou

Kovalentni vazba je jedna z dalSich technik pouZivanych pro imobilizaci enzymu.
Jedna se o Casto pouzivanou techniku. Av8ak neni vhodna pro imobilizaci bunék.
Princip této metody spociva ve spojeni enzymu kovalentni vazbou prfes funkéni
skupiny v enzymech, které nejsou nezbytné pro katalytickou ¢&innost. Kovalentni
vazba je vhodnéjsi, protoZe je pevnéjSi a odolngjSi ke zmé&nam podminek jako jsou
teplota, pH, iontova sila (Siso & Doval, 1994). Casto je vhodné provést imobilizaci
v pfitomnosti substratu nebo vhodného kompetitivniho inhibitoru tak, aby bylo
ochranéno aktivni misto. Nevyhodou kovalentni imobilizace je vystaveni enzymu

pFiliSnému stresu, kdy muze dojit ke zméné konformacni flexibility vedouci ke ztraté
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aktivity enzymu (Panesar et al., 2006). Nicméné tuto techniku Ize vyuzit pro zménu
provoznich vlastnosti enzymu. Pro kovalentni imobilizaci B-D-galaktosidasy se

vyuzivaji rizné matrice a techniky (Siso & Doval, 1994).

3. 5. Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Kapalinova chromatografie je separaéni metoda slouZici k analytické nebo
preparativni separaci nizko- ale i vysokomolekularnich latek. Béhem posledniho
desetileti se HPLC stala analytickou metodou, ktera je vhodna nejen pro analytickou
separaci latek, ale i pro Cidténi (preparativni ucel). Uplathuje se ve farmaceutickém
primyslu, biotechnologiich, pfi monitorovani slozek zivotniho prostfedi a v
aplikovaném vyzkumu. Rozvoj a dostupnost HPLC kolon rtiznych rozmér(i, druhu
stacionarnich fazi je doprovazen vyvojem robustniho a spolehlivého vybaveni HPLC.
Separacni mechanismy v HPLC jsou zalozeny na fyzikalné chemickych viastnostech
latek. Jinymi slovy, latky je od sebe mozné oddélit jen tehdy, pokud se svymi
vlastnostmi od sebe liSi. Rozdil fyzikalné chemické vlastnosti latek je dan rozdilnou
schopnosti interakce s mobilni a stacionarni fazi. Hlavnimi chromatografickymi
principy déleni jsou: adsorpce, chemisorpce, rozdéleni mezi dvé kapalné faze a
sitovy efekt, hydrofilni €i hydrofobni interakce, iontova vyména atd. (Churacek &
Jandera, 1985).

Chromatograficky systém (chromatograf) se sklada z Cerpadla, nadrze pro
rozpoustédla, davkovaciho zafizeni, kolony a detektoru. Princip operace je
jednoduchy. Pumpy tla¢i eluent kolonou pfi urcitém pritoku. Pfi aplikaci vzorku
davkovatem prochazi eluent skrz davkovac a tlaci vzorek do kolony. V koloné jsou
slozky vzorku separovany. U vétSiny pfistroju je moznost volit a ovladat teplotu
eluentu v koloné pomoci termostatu (Kellner et al., 2004).
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Obr. 2 Schéma chromatografického systému pro HPLC

(http://users.prf.jcu.cz/sima/analyticka_chemie/separa.htm)

HPLC pumy (&erpadla) jsou zafizeni, pracujici za vysokych tlakd. Cerpadlo musi
byt schopno reprodukovatelné pumpovat rozpoustédlo pfi zpétnych tlacich az 400
bar(i (40 MPa) s velkym rozsahem moznych pritoki mobilni faze (0,05-10 ml.min™).
Vnitfni objem Eerpadla musi byt dostateéné maly, aby bylo umoznéno rychlych zmén
pomeéru slozeni eluentu. Nej¢astéji pouzivané jsou pumpy pistove, které se skladaji
ze dvou pistd pohybujicich se v protifazi (Kellner et al., 2004). Material, ze kterého je
pumpa vyrobena, musi byt zna¢né odolny vuci slozkam mobilni faze (Klouda, 2005).

SmésSovaci zafizeni slouzi k miseni jednotlivych sloZzek mobilni faze. Slozeni
mobilni faze muze byt stejné (izokraticka eluce) nebo se v pribéhu analyzy ménit
(gradientova eluce). U gradientové eluce se zménou slozeni mobilni faze dochazi i ke
zmeéneé tlaku (v disledky zmén viskozity mobilni faze.

Davkovaci zafizeni umozfiuje davkovat objemy v rozmezi od 0,5 do 500 ul u
mikro-HPLC jsou tyto objemy mnohem nizsi, rovnéz systém davkovani je odliSny. P¥i
vstfikovani je potfeba, aby byl zachovan konstantni tlak v systému. Vzorek je
vstfikovan do smycky pomoci mikrolitrové stfikacky. Zatimco je smycka plnéna,
eluent proudi pfimo do kolony. Po injekci se ventil pfepne do puvodni polohy (Kellner
et al., 2004).

Chromatografické kolony pro HPLC jsou vyrobeny z chemicky inertniho
obalového materialu. NejCastéji pouzivany material je z nerezové oceli. Pouzivané
kolony dosahuji délek od 10 mm do 300 mm, pfi€emz jejich vnitini prGmér se
pohybuje vrozmezi 1,0-7,6 mm. LC kolony jsou vybaveny pevnym materidlem
s Casticemi o velikosti 2,6-10 ym. Standardni kolony jsou dlouhé 250 mm s vnitfnim
primérem 4,6 mm a jsou plnény ¢asticemi o velikosti 5 ym (Kellner et al., 2004). Pro
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pozadavek snhiZzeni mnoZstvi rozpousStédel, ktera musi byt velice Ccista, bez
chemickych a mechanickych necistot, se pouzivaji kolony s vnitfnim pramérem
mensim jak 1 mm a délkou 30-75 mm. Kolony s mensim vnitfnim primérem a délek
disponuji vysokou ucinnosti a nizkou spotfebou rozpoustédla (Klouda, 2005). Tvar,

materialu pouzitého pro stacionarni fazi kolony (Kellner et al., 2004). Nejcastéji
pouzivani stacionarni faze jsou silikagel nebo oxid hlinity a rizné druhy gell. Jedna
se o faze, které jsou vazané silikagelem nebo oxidem hlinitym, nebo materialy s pory
o kontrolované velikosti (Holzbecher & Churacek, 1987)

3. 6. Uvod do hydrofilni interakéni chromatografie

V minulosti byly k analyze sacharidd pouzivany rizné analytické metody.
Napfiklad HPLC v kombinaci s diferenénim refraktometrem (Charlesworth, 1978).
V poslednich letech se kanalyze sacharidi pouziva hydrofilni interakéni
chromatografie. Poskytuje oproti dfive vyuzivané chromatografii v systému reverznich
fazi (RP-LC) lepSi selektivitu, nebot dfive pouzivana RP byla limitovana
nedostateénou retenci polarnich molekul. HILIC je chromatografie podobna
chromatografii v systému normalnich fazi (NP-LC), avSak s pomérné vysokym
obsahem vody, zajiStujicim uréité vyhody zvlasté u latek ve vodé rozpustnych
(Yoshida, 2004). HILIC selektivné udrzi sacharidy a cukerné alkoholy, zatimco
vétSina latek s nizkou polaritou je eluovana v blizkosti mrtvého objemu kolony (Linden
& Lawhead 1975). Vyznacuje se pouzitim hydrofilni stacionarni faze a hydrofobni
organické faze. HILIC byla puvodné popsana v 70. letech 20. stoleti. Na rozdil od RP
jsou hydrofilni latky zadrzovany déle. Z tohoto hlediska se zda byt stejna jako NP.
Nicméné zkratka HILIC napovida, Ze je zde urdity rozdil oproti NP. NP chromatografie
vyuziva nevodnych nebo s vodou nemisitelnych roztok( pufrl. Zatimco HILIC se
provadi s vodou misitelnymi rozpoustédly a eluce je umoznéna gradientem vody
(Boersema, 2008). Slouzi k separaci malych polarnich slou¢enin na polarni
stacionarni fazi. Uginnost separace HILIC Ize ovlivnit v nékterych pfipadech volbou
mobilni faze o urcitém slozeni latek, iontovou silou nebo pH pfitomného pufru (Linden
& Lawhead 1975).

ZvySenim koncentrace vody v mobilni fazi dochazi ke sniZeni vodné retence.
Naopak pfi zvySeni koncentrace organické slozky v ¢astecné vodné mobilni fazi se
snizi relativni permitivita smiSené mobilni faze. Retence se méni v zavislosti na
pouzitém rozpoustédle. Rozpoustédla pro mobilni fazi mizeme sumarizovat podle

jejich eluéni sily v nasledujicim pofadi: aceton < isopropanol = propanol < acetonitrilu
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< ethanol < dioxan < DMF = methanol < voda (Buszewski & Noga, 2012). Kde
nejmensi eluéni schopnost ma aceton, naopak voda disponuje nejvétsi eluéni silou
(Alpert, 1990). Mechanismus HILIC separace je zaloZzen na rozdilném rozdéleni
molekul rozpusténé latky (analytu) mezi mobilni fazi, ktera je bohata na organickou
slozku a polarni stacionarni fazi. V pfipadé, Ze se jedna o sacharidy, je zde
nejpouzivanéjSim rozpoustédlem mobilni faze acetonitril. Molekuly analytu jsou
adsorbovany hydrofilni stacionarni fazi. Se zvysujici koncentraci acetonitrilu nebo
jiného organického rozpoustédla voda mnohem silnéji interaguje s povrchem polarni
stacionarni faze, coz vede ke snizeni koncentrace vody v mobilni fazi a tim i ztraté jeji
elucni sily. Mobilni faze HILIC hraji dalezitou roli pro separaci latek a pH mobilnich
sloZek je obecné Fizeno tlumivymi roztoky o uréitych koncentracich. NejCastéji se
pouzivaji roztoky pufri s koncentraci 5-20 mM soli (Kawachi et al., 2011)

Témér kazdy polarni povrch mize byt pouzit jako stacionarni faze pro HILIC pro
HILIC chromatografii. Mezi typické HILIC stacionarni faze patfi silikagel nebo jeho
modifikace. Jedna se o Diol, aminové, amidové &i jiné lepené faze. Jsou obvykle
pfipraveny chemickou uUpravou silikagelového povrchu, ktery je obohacen o ligandy
rdznych skupin -NH,, -CN, které jsou vhodné nejen pro analyzu sacharidl (Buszewski
& Noga, 2012). Jedna zprvnich HILIC separaci sacharidd byla provedena
prostfednictvim amino-kiemicité faze Bondapak (Waters, Milford, MA, USA) ve smési
acetonitril a vody (75:25 v/v) (Linden & Lawhead 1975). Pro dalsi generaci
stacionarnich fazi pro analyzu cukrd byla pouzita DIOL a amido-oxid kifemicita faze,
které prokazuje lepsi vysledky nez pfedchozi prvni generace HILIC fazi (Regnier &
Noel, 1976).
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Obr. 3. Stacionarni faze pouzivané pro HILIC separaci sacharidi (Buszewski &
Noga, 2012).
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3. 6. 1. Kolony s nemodifikovanym silikagelem

Cisty nemodifikovany silikagel (oxid kfemigity) je b&Zné& pouzivanou stacionarni
fazi v NPLC a HILIC. Obzvlasté je vyuzivan v kombinaci HILIC-MS. Mobilni fazi zde
tvofi pfevazné smés acetonitrilu a vodného pufru, ktery kompatibilni s ionizaci
elektrosprejem (Naidong, 2003). Mame dva typy gelu, které se lisi svoji pfipravou.
Typ A se pfipravuje srazenim roztoku kfemicitana, které jsou kyselé. Kyselost je
zplUsobena znecisténim povrchu ur€itymi kovy, které aktivuji povrchové skupiny.
Aktivace povrchovych skupin vede ktvorbé komplext s nékterymi chelatacnimi
roztoky, coz zpusobuje silnou retenci nebo asymetrické piky. Typ B silikagell
obsahuje velmi nizké mnozstvi kovl a jsou stabilngjsi pfi vysSich hodnotach pH (vice
jak 9 pH). Obecné typ B poskytuje lepsi separaci u zakladnich vzork(, které jsou
vysoce Cisté (McCalley, 2007) Nemodifikovany silikagel je vyuzivan pro separaci
malych polarnich molekul. Pfevazné je vyuzivan farmaceutika nebo pro separaci
cukru, peptidd a proteinG. AvSak i tyto separace maji sva omezeni (lkegami et al.,
2008).

3. 6. 2. Amino-modifikované kolony

Vazané amino-silikagelové kolony se velmi €asto pouzivaji v HILIC rezimu.
Zakladni analyty jsou vSeobecné silné vazany k silikagelu pomoci vodikovych vazeb
a interakci zpusobujici iontovou vyménu se silanolovymi skupinami. U kyselych
slozek byla pozorovana vys$Si afinita vic¢i amino-silikagelovym kolonam, kdy za
urcitych podminek muize dojit k nevratné adsorpci. Mnoho amino-silikagelovych kolon
je vyuzivano nejen pro HILIC, ale také pro NPLC (lkegami et al., 2008). Pfikladem
kolon uzivanych pro HILIC jsou Bondapak AX (Waters), Bondapak Carbohydrate
(Waters), Spherisorb NH, (Waters), které slouzi pfedevSim pro separaci sacharid
(Risley, 2006).

3. 6. 3. Amido-modifikované kolony

Dal$im druhem kolony typu HILIC je silikagel obsahujici amidové funkéni
skupiny. Kolony TSKgel Amide-80 (Tosoh, Japonsko) jsou Siroce pouzivané kolony
pro separaci sacharidi (Risley, 2006). Tento druh kolony nebyl vzdy uspokojivy
vzhledem k jeho chemické a fyzikalni stabilité. Stacionarni faze TSKgel Amidu 80 se
sklada z neiontovych karbamoylovych skupin, které jsou vazané na €astice silikagelu.
TKSgel poskytuje vybornou chemickou stabilitu. H-atom skupiny N-NH stacionarni

faze mlze tvofit vazbu s atomy kysliku v hydroxylovych nebo karbonylovych skupin,
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ale také znacné zadrzuji vodu. Dochazi ke vzniku faze bohaté na vodu, ve smési
vody a ve vodé, rozpustném rozpoustédle, které udrzi sacharidy a jiné polyoly (Tosoh
Bioscience).

Amido-silikagelové kolony nejsou omezeny na vybér analytu, nebot’ poskytuji
dobrou retenci pro velké spektrum latek. Klasické HILIC kolony jsou omezeny
vybérem analytd vzhledem pusobeni silnych adsorpénich sil slouenin se
specifickymi funk&nimi skupinami (lkegami et al., 2008). Vzhledem k odliSné retencni
sile na stacionarni fazi by se kolony mohli délit do dvou skupin: silné a slabé
stacionarni faze. Retencéni faktor se zde liSi podle pouziti dané kolony a zkoumaného
analytu. Slabé retencni stacionarni faze vSeobecné& vykazuji nizSi selektivitu s

¢asteCnymi strukturalnimi rozdily (Kawachi et al., 2011).

4. 6. 4. Podminky pro HILIC separaci

Pro HILIC sacharidi je vhodna mobilni faze acetonitril/voda. Pro separaci
sacharidli neni potfeba pfidavat dal§i aditiva nebo jakkoliv upravovat pH nebo ho
drzet na urcité hodnoté pfidavkem pufru k mobilni fazi. HILIC separace se provadi,
bud v rezimu izokratické eluce s vysokym podilem organického rozpoustédla nebo
gradientova eluce, ktera pracuje na zacCatku analyzy s vysokym procentem
organického rozpoustédla a konCi s vysokym podilem vodného rozpoustédla
(Buszewski & Noga, 2012). Pfi vysoké koncentraci organického rozpoustédla
(acetonitrilu) molekuly vody vice interaguji s povrchem stacionarni faze napf.
nemodifikovanou stacionarni fazi tvofenou pouze silikagelem (SiO,). V tomto pfipadé
nedochazi k témér zadnym interakcim mezi acetonitriiem s volnym povrchem
stacionarni faze, a tak jsou na tento volny povrch adsorbovany molekuly vody (Alpert,
1990).

3. 6. 5. Porovnani HILIC s NP-LC a RP-LC

V porovnani s jinymi druhy kapalinovych chromatografii HILIC disponuje fadou
vyhod. Jednou z nich je dobra rozpustnost polarnich vzorkl ve vodné slozce mobilni
faze. V dnedni dobé HILIC separace je uzite€na pro analyzu obtizné oddélitelnych
slozek jako jsou malé organické kyseliny nebo Iéky. HILIC je uspé&sné pouzivana pro
analyzu sacharidu, peptidi nebo polarnich 1éka. HILIC separace sacharidu Ize velmi
snadno kombinovat s detekéni technikou napfiklad index lomu (RI), odpafovaci

rozptyl svétla (Boersema et al., 2008)
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3. 7. Detektor ELSD

Odparovaci detektor pracujici na principu rozptylu svétla (ELSD) je Siroce
vyuzivan jako univerzalni pfistroj pro detekci latek separovanych HPLC (Young &
Dolan, 2003). Tato technika detekce je plné kompatibilni s kontinualnim pratokem.
ELSD nabizi jednoduchy a spolehlivy systému pro ziskavani kvalitativnich informaci.
Jedna se o moderni metodu detekce, ackoli ELSD detektory byly vyvinuty uz v 1966 v
Australii v Union Carbide, ale nebyly bézné pouzivany. ELSD byl padvodné vyvinut
jako alternativni detektor pro chromatografii, ktera v druhé poloviné 20. stoleti
spoléhala na fotometrické (UV-VIS) detektory  neboindex lomu (RD. 1
pres jeho vysoky potencial zalal byt Siroce pouzivan az koncem 70. let
(Charlesworth, 1978). Rozvoj nastal b&éhem poslednich 20 let, kdy se ELS detektory
dostaly do popfedi zajmu, zejména jako preferovany detektor v oblasti kapalinové
chromatografie pro analyzu sacharidd, lipidd nebo polymert (Young & Dolan, 2003).
ELSD méfi mnozstvi svétla rozptyleného Casticemi analytu. Poskytuje signal pro
vSechny slouceniny, které se nevypafi nebo nerozlozi béhem odpafovani mobilni
faze (Parriot, 1993). Pfi analyze pomoci HPLC-ELSD zalezi na volb& mobilni faze,
druhu zvolené eluce a mnoha dalSich podminek, které ovliviiuji retenéni casy,
stabilitu zakladni linie, pomér signalu/Sum. lzokraticka eluce je pro ELSD vyuzivana
necCastéji, nebot' vykazuje lepsSi reprodukovatelnost retencnich ¢asu. Retencni Casy

jsou urcujici faktor pro identifikaci latek (Lapkin et al., 2009).

3. 7. 1. Mechanismus ELSD

Mechanismus je spole¢ny pro v8echny ELS detektory a sklada se ze tfi fazi.
V podstaté se jedna o tfi po sobé jdouci pfesné definované kroky, které na sebe
plynule navazuji. Jedna se o zmlzovani (nebulizace), odpafovani a detekce.
Ve zmlzovacim kroku dochazi k smichani plynu o urcitém pratoku s mobilni fazi za
vzniku aerosolovych kapi¢ek. Pouzitym plynem byva dusik nebo vzduch (Young &
Dolan, 2003). Pritok plynu ovliviuje do urcité miry velikost kapic¢ek vytvorenych
béhem procesu zmlzovani (nebulizace). Vys$Si pratok plynu umozni produkci mensich
kapiCek, které se vyparuji snadnéji nez vétsSi kapky. MenS8i kapky jsou ale méné
ucinné pfi rozptylu svétla, a proto poskytuji mensi signal, nez kapky vétSich rozmeérd
(Beilmann et al., 2006). Kapi¢ky ve formé aerosolu jsou pak fizeny proudem plynu do
odparovaci komory, kde dojde k vypaFeni rozpoustédla nebo mobilni faze, naopak
Castice analytu jsou zde zachovany. Pro stanoveni musime volit vhodnou teplotu,

aby nedochazelo k zbyteCnym ztratdm nebo k samotnému vypafeni analytu.
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Nastaveni rozpraSovace ma znaény vliv na flexibilitu ELSD (Young & Dolan, 2003). V
soucasné dobé jsou k dispozici pFistroje, které pracuji nezavisle na teploté podle
volitelného reZimu, ktery nastavime pro odpafovani zénu tak pro nebulizaéni komory.
Teplota v odpafovaci zéné dosahuje hodnoty az 120° C v nebulizaénich komorach je
teplota nizsi (mensi jak 70° C). Selektivita teploty umozZnuje zvySenou navratnost
tékavych slozek beze zmény jejich zakladni linie. Tato konfigurace je velmi uZiteCna
pro kombinaci chromatografie s ELSD detektorem (HPLC-ELSD),
protoze odtlakovani vede k ochlazeni proudu plynu, ktery mize byt pro nékteré
aplikace Skodlivy (Lucena et al., 2007). Pro ELS detektory se vyuzZivaji dvé
rizné konfigurace odpafovaci komory (typy A a B). Detektory majici odpafovaci
komory typu A funguji bez rozdéleni aerosolu. Cely aerosol prochazi skrz “drift tube”
do optické cely, ktera je prutoéna. Zde dochazi k detekci. V konfiguracich typu B na
rozdil od typu A dochazi krozdéleni kapek aerosolu. Nerozdéleny
aerosol prochazi pfes zakfivenou komoru, kde vétsi kapky interaguji se sténami
trubice a jsou odesilany do odpadu, zatimco ty mensi jsou vedeny do stoené “drift
tube” k odpafovani. Spravné nastaveni teploty pro odpafeni zavisi na tékavosti
eluentu, rychlosti pratoku mobilni faze, rychlosti pritoku nebulizovaného plynu a
tékavosti analytu (Beilmann et al., 2006). Detektory typu A vyzaduji vy$Si teploty,
které mohou zpUsobit, ¢aste€né odpareni nékterych analyti odpafujici se spoleéné
s rozpoustédlem. Na druhou stranu jsou citlivéjSi, nebot vSechny slou€eniny
mohou dosahnout optické cely. Detektory typu B jsou vyhodné&jsi pro praci pfi vysoké
rychlosti pratoku mobilni faze nebo pokud mobilni faze ma vysoky obsah vody, coz

zajistuje odpovidajici odpafovani a stabilitu zakladni linie.

Obr €. 4: Nebulizace:
Uvnitf nebulizatoru je eluent z kolony veden skrz jehlu, kde dojde k smiSeni s

dusikem a tvorbé kapicek (Beilmann et al., 2006).
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Obr €. 5: Vyparovani mobilni faze:
Kapicky prochazi vyhfatou drift tube, kde dochazi k odpafeni mobilni faze a

zachovani €astic vzorku (Beilmann et al., 2006).

Obr ¢&. 6: Detekce:
Castice vzorku prochazi detekéni celou, kde jsou zasaZeny laserovym paprskem.
Mnozstvi svétla rozptyleného &asticemi vzorku je zjisténo pomoci generovaného

elektrického signalu (Beilmann et al., 2006).

Rozpusténé Castice vstupuji do optické cely, kde prochazi skrz paprsek svétla.
Mnozstvi svétla, které je rozptyleno Casticemi, je méfeno fotonasobi¢em nebo
fotodiodou. Svételny paprsek vstupuje do optické cely pfes kolimaéni ¢ocky, které
usmériuji svételnou energii do centra cely a tim maximalizuji odezvu detektoru.
Svételny paprsek je produkovan bud z polychromatického zdroje ve viditelné Casti
spektra jako je halogenova lampa nebo laser-emitujici diodou s monochromatickym
zdrojem. Existuji tfi typy rozptylu svétla, které mohou nastat pfi kontaktu svétla s
Casticemi. Jedna se na Rayleigho rozptyl, Mieho rozptyl a lom vinéni. Rayleightv
rozptyl nastava, pokud pomér nejmensi ¢astice o priméru D a dopadajiciho svétlo o
vinové délce A je menSi nez 0,1. Jestlize je mezi 0,1<D/ A <1 dochazi k Mieho
rozptylu. Posledni ze tfi jmenovanych nastane pfi hodnotach D/A> 1 (Dreux et al.,
Richard Scientific).
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3. 7. 2. Srovnani ELSD s jinymi detektory

Pouziti ELS detektorll je pfevazné zaméfeno na analyzu sloucenin, které jsou
netékavé a nejsou schopny absorbovat nad 200 nm (napf. nasycené uhlovodiky,
steroidy, tenzidy, cukry). Na rozdil od optickych absorpénich detektorll je citlivost
detekce v ELSD nezavisla na spektralnich viastnostech latek (Man et al., 2010). U
ELSD vychazime z absolutniho mnozstvi latky. Ve srovnani s tradiénimi Rl (index
lomu) detektory ELSD poskytuji mnoho vyhod. Jednou zvyhod je, ze vlivem
gradientu rozpoustédla nedochazi k ovlivnéni ELSD signalu (Lucena et al., 2007). S
ohledem na optické vlastnosti neni potfeba, aby analyzované slouceniny obsahovaly
chromofory v jejich molekularni struktufe. Naopak chromofory jsou nezbytnou
podminkou pro fotometrickou a fluorimetrickou detekci (Man et al., 2010). ELSD je
kompatibilni s mnohem S§ir§im rozsahem rozpoustédel a modifikatord, protoze
produkuje stabilni zakladni linie v gradientové eluCni chromatografii. Z téchto
dlvodu jsou ELSD navrzeny jako screeningové detektory v kapalinové
chromatografii, protoZze kombinace chromatografie a MS je pfili§ draha a vyhrazena
pouze pro urcité analyzy (Meehan et al., 2003). Na strané druhé, maji ELS detektory

obecné nizsi citlivost a mensi linearni dynamicky rozsah.

3. 8. Nanodastice a mikrocCastice

Oblast nanotechnologii, nanocastic, mikro¢astic, nanomateriall aj. je pomérné
mlada oblast poskytujici fadu moznosti. Objev nanoCastic se datuje mezi 50-60. léty
20. stoleti. V tomto obdobi Paul Ehrich pracoval na konceptu doruéeni pfisludnych
latek do cilovych oblasti, které by znacné zlepSily latkovou terapii. Tato myslenka
vedla ke zrozeni nanocastic, jako moznych nosi¢l. Koncem 60. let 20. stoleti byly
vynalezeny prvni nanoc¢astice slouzici pro podavani 1€kt a oCkovacich latek (Kreuter,
1997). Nanocastice jsou pevné Castice, které dosahuji rozmértd od 10 nm do 1000 nm
(1 pm). Skladaji se z makromolekularnich latek, v nichZ je ucinna slozka (lék/IéCivo
nebo biologicky aktivni latka) rozpusténa, uchycena nebo zapouzdfena. Tento druh
Castic se pouziva jako nosi¢ IéCiv, do kterého mohou byt Iéky nebo antigeny
zaclenény ve formé tuhych roztokd nebo ve formé pevnych disperzi. Mohou se vazat
na rizné materialy pomoci absorpce, kdy je aktivni slozka absorbovana nebo se
k nim chemicky vazat pomoci vazebnich sil (Kreuter, 1996). Nanocastice jsou
soucasti nanotechnologii. Pojem nanotechnologie oznacuje technologii, ktera se
zabyva nanoobjekty, materialy, zafizenimi a procesy s nimi spjaté, které probihaji
v rozsahu nanometrd. Nanomaterialy jsou takové materialy, jejich fyzikalni vlastnosti

jsou dany nanoobjekty, které obsahuji. Nanomaterialy jsou razeny do kompaktnich
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materialll a nanodisperzi (Gubin et al.,, 2005). Nanocastice maji vysoky potencial
nejen kvuli své velikosti, ale také diky jejich tvaru, ktery ma zna¢né vyhody napf.
velka plocha, ultra-jemny povrch. Jsou rozsahle vyuzivany jako kliCové slozky
v oblasti elektroniky, optickych vyrobku, barev, lakl, supravodicu, polovodiu aj.
(Hota et al., 2004). Mezi magnetické nanocastice a mikroastice patii magnetit, Fe;04
a maghemit, y-Fe,0s. Jedna se oxidy Zeleza, které Ize vyuzit pro rizné biochemické a

biotechnologické aplikace (PeCova et al., 2011).

3. 8. 1. Vlastnosti magnetickych nanocastic

Magnetické vlastnosti nanoc€astic jsou urCeny mnoha faktory, mezi které patfi
chemické slozZeni, typ krystalové mfizky, velikosti a tvarem ¢&astic, morfologie,
interakci s okolni hmotou a sousednimi ¢asticemi. Zménou téchto faktort dochazi do
urcité miry k ovlivnéni magnetickych vlastnosti materialt (Gubin et al., 2005). Velikost
povrchu je jedna zkliCovych vlastnosti nanocastic, kterd umoZzZhuje navazani
specifickych ligandd. Povrch nano&astic dosahuje fadové hodnot 100 m?/g.
Efektivnimu navazani ligandd usnadfiuje nanocasticim jejich pfenos. Nanocastice
slouzi jako jejich nosiCe. Ty jsou vyuzity nejen pro u€inné a rychlé imobilizace
biologicky aktivnich latek, ale také pro jejich separaci (PeCova et. al., 2010). Nelze
docilit, Ze tyto faktory budou zachovany b&hem syntézy nanoé&astic. Casto vznikaji
nanocastice odlisnych rozmérd a chemického slozeni, proto vlastnosti stejného druhu
nanocastic se do urcité miry mohou jevit odliSné (Gubin et al., 2005). Magnetické
Castice jsou snadno manipulovatelné ucCinkem vnéjSiho magnetického pole.
Magnetické vlastnosti nanoc¢astic umoznuji navazat velké mnozstvi specifickych
ligandd na svij povrch. Povrch nanoéastic dosahuje Fadové hodnot 100 m®.g™.
Efektivnimu navazani umozni nanoc¢asticim pfenaset tyto specifické ligandy ve formé
nosi¢u. Ty jsou vyuzity nejen pro ucinné a rychlé imobilizace biologicky aktivnich

latek, ale také pro jejich separaci (PeCova et al., 2010).

3. 8. 2. Priprava magnetickych nanocastic

Existuje fada metod, které slouzi k pfipravé magnetickych nanocastic nebo
mikroCastic. Jejich syntéza zahrnuje fadu chemickych reakci, ve kterych je zelezo
zastoupeno ve formé soli nebo prekurzorl napf. srazeci reakce soli, termicky rozklad
pouzitych prekurzor, mikroemulzni techniky. Casto pouZivana a G&inna metoda
pFipravy nanocastic je mikroemulzni technika. Jeji princip je zaloZen na tvorbé micel,
které jsou obklopeny magnetickymi nanoCasticemi. Micely vznikaji z termodynamicky

stalé disperze dvou nemisitelnych fazi. Velikost vzniklych micel ma vliv na velikost
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nanocastic. Nitra micel Ize kontrolovat a tim ménit i velikost nanocastic. DalSi
metodou je pfiprava nanocastic oxidu Zeleza pomoci rozkladu Zeleza za zvySené

teploty nebo pusobenim ultrazvuku (Pecova et al., 2011)

3. 8. 3. Vyuziti nanocastic a mikrocCastic

S rozvojem nanotechnologii se magnetické nanocastice a mikro€astice dostaly
do popredi zajmu. Jsou vhodné pro imobilizaci enzymu, protoze poskytuji velkou
plochu a jednoduché odstranéni z reakéni smési pomoci magnetického pole.
Magnetické nanocastice byly pouzity k imobilizaci mnoha enzym( jako lipasa,
proteasa, glukoamylasa atd. Rozhodujici vlastnosti magnetickych nanocastic je
tendence se shlukovat Shlukované magnetické Fe;O, nanolastice tvofi silnou
magnetickou interakci dipél-dipdl mezi Casticemi (Pan et al., 2009). Vzhledem ke
svym vlastnostem pfedstavuji nanoc€astice slibné nosice IéCiv. Maji potencial pfenaset

antivirové latky do HIV infikovanych a neinfikovanych makrofagt (Kumar, 2000).
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4. Experimentalni Cast

5. 1. Material a chemikalie

- a-laktosa monohydrat (Sigma Aldrich, USA)

- a-D-glukosa (Sigma Aldrich, USA)

- a-D-galaktosa (Sigma Aldrich, USA)

- Laktozyme (Sigma Aldrich, USA)

- Chlorid hofeénaty (Lachema Brno, Ceska Republika)

- Kyselina trifluoroctova (Sigma Aldrich, USA)

- Hydrogenfosforeénan draselny (Merck, Némecko)

- Trihydrat hexakyanoZeleznatanu draselného (Signa Aldrich, USA)
- Heptahydrat siranu zine¢natého (Signa Aldrich, USA)

- NaOH (Lachema Brno, Ceska Republika)

- Trvanlivé mléko plnotuéné (0,5%), UHT (Pilos, Ceska republika)

- Trvanlivé mléko plnotuéné (1,5%), UHT (Pilos, Ceska republika)

- Trvanlivé mléko plnotuéné (3,5%), UHT (Pilos, Ceska republika)

- Magnetické mikrogastice (Fe;O,) obalené chitosanem (lvo Safafik, Ceské

Budéjovice)

4. 2. Pfistroje

- Analytické vahy (Sartorius, Némecko)

- Pipety 1 pl — 5 ml (Eppendorf , Némecko)

- Digitalni pfedvazky (Kern, Némecko)

- Centrifuga 5415R (Eppendrorf, Némecko)

- HPLC vialky (National Scientific, Velka Britanie)
- Rotator PRS- 26 (Biosan, Némecko)

Chromatograficky systém:
- HPLC (KNAUER Smartline Praha, Némecko)
- Termostat kolony CROCO-CIL (Ercatech AG, Bern, Svycarsko)
- PDA detektor Smartline 2800 (Knauer, Némecko)
- Davkovaci ventil (davkovaci smycka o objemu 100 pl)
- Chromatograficka kolona - Zorbax NH, (250 x 4,6 mm; 5 um, Waters, USA)

30



Chromatograficka kolona — Luna Silica (250 x 2,0 mm; 5 ym, Phenomex,
USA)

Detektor ELSD 3300 (Alltech, USA)

PC s vyhodnocovacim programem Clarity (DATA APEX, Ceska Republika)

4. 3. Metody

4. 3. 1. Pfiprava standardnich roztokd sacharidu

Zakladni roztoky sacharidi o koncentraci 1mg/ml byly pfipraveny rozpusténim

pevnych sacharidd (laktosy, glukosy, galaktosy) v destilované vodé.

4. 3. 2. Srazeni tuku a proteint z mléka

Bylo odebrano 0,5 ml miéka (3,5% obsahu tuku) a pfeneseno do odmérné bariky
0 objemu 25 ml. K mléku bylo pfidano 10 ml destilované vody, aby se zabranilo
rozkladu mléka. Po pfidavku vody a promichani bariky byla do roztoku pipetovana
srazeci Cinidla pro vysrazeni proteinu a tukd. Jako srazeci Cinidlo byl pouzit Carrezlv
roztok | (K4Fe(CN)s. 3 H,0) o koncentraci 3,6.10° mol/l a roztok I ( ZnS0O,. 7 H,0),
ktery mél koncentraci 0,01 mol/l. Srazeci €inidla se postupné pipetovala po kapkach
pomoci dvou pipet, nebot pfi sebemensim kontaktu téchto dvou c&inidel dochazi
k okamzitému srazeni. Po pfidavku 1 ml Carrezova roztoku | a Il byl roztok promichan
krouzivym pohybem bariky a nechan 10 minut sedimentovat. Po 10 minutach bylo
odebrano mnozstvi 6 ml vysrazeného mléka a preneseno do tfi centrifugacnich
zkumavek (ependorfky) o objemu 2 ml. Centrifugacni zkumavky obsahujici roztok
mléka zbaveného proteint a tuku byly pfeneseny do centrifugy a centrifugovany pfi
5°C po dobu 5 minut pfi 13600 rfc. Po centrifugaci byly vzorky pipetovany do novych
centrifugaénich zkumavek s mikrospiny a znovu centrifugovany za stejnych podminek
jako pfi prvni centrifugaci. Purifikovany vzorek zbaveny mechanickych necistot o

objemu 2 ml byl pipetovan do HPLC vialek a pouzit pro HPLC-ELSD analyzu.

4. 3. 3. Vyvoj HPLC-ELSD metody

Separace na koloné Zorbax NH, a koloné Luné Silice. Pro separace smési
sacharidu (laktosy, glukosy a galaktosy) na koloné Zorbax NH; (250 x 4,6 mm; 5 ym,
Waters, USA) byla pfipravena mobilni fdze A a B o sloZeni acetonitril/voda (80:20,
v/v) s ménicim se gradientem v 15 minuté (70:30, v/v). Kazda analyza trvala 26

minut. Pritok mobilni faze byl 1 ml/min a objem nastfiku 20 pl.
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Pro separace smési sacharidd (laktosy, glukosy a galaktosy) na koloné Luna
Silica (250 x 2,0 mm; 5 ym, Phenomex, USA) byla pfipravena mobilni faze A a B
o sloZeni acetonitril/voda (95:5, v/v). Kazda probihajici analyza trvala 12 minut.

Pratok mobilni faze byl 0,2 ml/min a objem nastfiku 2 pl.

4. 3. 4. Optimalizace odezvy detektoru

Pro dosazeni nejlepSich vysledkl bylo potfeba optimalizovat parametry
detektoru. Jednalo se o teplotu detektoru a pratok plynu (dusiku).

Pro optimalizaci teploty detektoru byla pouzita laktosa (1mg/ml) a kolona Luna
Silica (250 x 2,0 mm; 5 ym, Phenomenex, USA), kterou protékala mobilni faze
ACN/voda (95:5, v/v) o pratoku 0,2 ml/min a objem nastfiku 2 pl. Detektor byl
equilibrovan na startovaci teplotu 35°C. Pro kazdou dal$i analyzu byla teplota
zvysena o 10°C nez predesla (35°C, 45°C, 55°C, 65°C, 75°C). Timto zplsobem byla
teplota postupné zvySovana az po teplotu 75 °C.

Optimalizace prutoku plynu v detektoru byla provedena se stejnou kolonou a
podminek jako u teplotni optimalizace detektoru. Pro optimalizaci byla zvolena teplota
35°C. Po ustaleni rovnovahy a podminek vhodnych pro separaci byla provedena

analyza plynu o rdzném pratoku (1 .min™,1,2 .min, 2 I.min™, 3 Lmin™).

4. 3. 5. Ur€eni analytickych parametri metody

Mezi stanovené analytické parametry metody patfil limit detekce a linearni
dynamicky rozsah. Pro stanoveni LOD a linearniho dynamického rozsahu bylo
potfeba sestavit kalibracni fadu roztoku laktosy o riznych koncentracich (0,01 mg.ml
10,02 mg.ml*, 0,05 mg.ml*, 0,1 mg.ml*, 1 mg.mI*,10 mg.mlI*, 12,5 mg.ml*, 25
laktosy po nejvysSi koncentraci. Analyza probéhla na optimalizovaném HPLC-ELSD.
Pouzita byla kolona Luna Silica (250 x 2,0 mm; 5 um) pfi pritoku MF ACN/voda (95:5
v/v). Objem nastfiku byl 2 pl a doba analyzy 12 minut.

4. 3. 6. Stanoveni operacni stability enzymu

100 mg magnetického nosie s imobilizovanym enzymem bylo pfidano do 10 ml
mléka obohaceného o 5 mM MgCl, ve zkumavce. Nasledné byl umistén na rotator a
20 minut protfepavan pfi 20 rpm. Po protfepani byl vzorek opakované pouzit. Mezi

jednotlivymi reakcemi byl 2 krat promyt pufrem. Z reakéni smési bylo odebirano
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mnozstvi 500 pl v ur€itych &asovych intervalech (10 minut, 20 minut, 30 minut). Po
odebrani se do vzorku pipetovalo 10krat zfedéna TFA (5 pl). Po pfidani TFA byl
roztok neutralizovan 1M NaOH (6,5 pl). Takto upraveny vzorek byl pfipraven
k srazeni Carrezovymi roztoky. Po vysrazeni a centrifugaci byl pfipraven pro HPLC

analyzu.

4. 4. Vysledky a diskuze

4. 4. 1. Vyvoj HPLC-ELSD metody analyzy jednoduché smési

sacharidu

Dfive pouzivana metoda stanoveni aktivity laktasy byla zaloZzena na
fotometrickém méfeni produktu vzniklého pfes nékolik spfazenych enzymovych
reakci. Tato metoda byla nepfesna a cCasové naroCna. Diléim ukolem v této
bakalafské praci byl vyvoj pfimé HPLC-ELSD metody. Pro uUspéSnou separaci
sacharidu je zapotfebi nejprve nalézt vhodny chromatograficky systém. Pro HILIC
byla pouZita kolona Zorbax NH, a Luna Silica a mobilni faze acetonitril/voda. Obé
kolony separovaly za ur€itych podminek substrat a produkty (teplota kolony, sloZeni a
pratok MF).

Pro kolonu Zorbax NH, se ukazala vhodna gradientova eluce s vy$Sim obsahem
vody (20-30%) obr. 7., protoze pfi izokratické eluci nedochazelo k separaci piku
sacharidll, nestalosti zakladni linie a velké Casové prodlevé mezi jednotlivymi piky
smeési sacharidu. Vzhledem k jejimu vétSimu vnitfnimu priméru (4,6 mm) byl zvolen
pratok 1 ml/min.

Kolona Luna Silica (250 x 2,0 mm; 5 ym, Phenomenex, USA) rovnéz separovala
smeés testovanych sacharidl obr. 8. a to pfi slozeni mobilni faze acetonitril/'voda (95:5
v/v) a pratoku MF (0,2 ml/min). Z chromatogramu je patrné, Ze hodnoty Sumu jsou
minimalni a dosahuji hodnot koem 0,4 mV. Nevyhodou Luny Silica je ¢as (nékolik
hodin-den) potfebny pro jeji ekvilibraci. Pfi pfili§ kratké ekvilibraci poskytovala
nereprodukovatelné vysledky.

Zorbax NH; (amino-modifikovana kolona) a Luna Silica (nhemodifikovany silikagel)
byly pouzity pro porovnani vysledku, obé kolony maji odliSné stacionarni faze, a proto
nebyly predpokladany podobné vysledky a stejna UspéSnost separace smési
sacharidl. Obé analyzy byly provedeny za optimalizovanych podminek pro pfislusné
kolony. Na obr. 7 pozorujeme stabilni zakladni linii s minimalnimi hodnotami Sumu

(0,2-0,4 mV). Na rozdil od obr. 8, kde velikost Sumu je znateln&jSi a dosahujicich
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hodnot 10 mV s ménicim pomérem acetonitril/voda a tlakem. Rozdilna velikost piku je
zplUsobena mnozstvim nastfiku. U Zorbax NH; byl injektovan objem 20 pl, zatimco
pro separaci na Luné Silica pouze objem 2 ul. U Luny bylo dosazeno chromatografie
bez pozadi, na rozdil od kolony Zorbax NH,. PouZiti Luny Silica vedlo k podstatnému

zkraceni analyzy z doby 26 minut na 12 minut.

400 laktosa

glukosa + galaktosa

/

mrtvy ohjem

/

Odezva detektoru (mV)

Retenéni ¢as (min)

Obr. 7: Chromatogram HILIC separace smési sacharidii za optimalizovanych
podminek ELSD detektoru. Mobilni faze (ACN/voda (80:20 v/v)), kolona Zorbax NH,
(250 x 4,6 mm; 5 ym). Smés laktosy, glukosy a galaktosy (1 mg/ml).

34

30



120 glukosa + galaktosa

200 | / / laktosa

a0 |
&0 |
a0 | mrtvy objem
00 | O |
— -
04

T T T T T T 1
] 2 4 g g 10 12 14

Odezva detektoru (mV)

Retenéni ¢as (min)

Obr. 8: Chromatogram HILIC separace smési sacharidii za optimalizovanych
podminek ELSD detektoru. Mobilni faze (ACN/voda (95:5 v/v)), kolona Luna Silica
(250 x 2,0 mm; 5 um). Smés laktosy, glukosy a galaktosy (1 mg/ml).

4. 4. 2. Teplotni optimalizace ELS detektoru
Jednim zcild bakalafské prace bylo najit vhodné podminky pro HPLC-ELSD

detekci. Pro teplotni optimalizaci byla pouzita kolona Luna Silica (250 x 2,0 mm; 5
pgm) o rozmérech, ktera byla temperovana na 35 °C. Kolonou protékala mobilni faze
ACN/vody (95:5 % V/V) o pratoku 0,2 ml/min. Vzhledem k vysokému obsahu ACN
byla pouzita pouzitd izokratickd eluce o délce 12 minut. Mé&Fili jsme v teplotnim
rozsahu 35-75°C. Vysledné hodnoty integrovanych ploch chromatografickych pika
byly zaneseny do tabulky €. 1. Z tabulky je patrny trend poklesu hodnot ploch se
zvysujici se teplotou. Pro vSechny testované teploty se hodnota Sumu prakticky
neménila a nabyvala hodnot 0,4 mV. Teplota 35°C se ukazala jako nejvhodnéjsi pro

méreni. Pomér signal/Sum dosahoval nejvy3Sich hodnot pravé pfi této teploté.
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Tab. 1: Teplotni optimalizace ELSD

Teplota Plocha

(°C) (mV.s)

35 3 643,77
45 2 952,17
55 2 795,84
65 2 762,37
75 2 701,34

4. 4. 3. Optimalizace pratoku plynu ELSD

Pro optimalizaci pratoku plynu v ELSD byla zvolena teplota 35°C, ktera se
ukazala jako nejvhodnéjSi v pfedchozim experimentu. Optimalizace probihala na
koloné Luna Silica (250 x 2,0 mm; 5 ym) a za stejnych podminek nastaveni, které
byly pouzity u teplotni optimalizace. Byl testovan plyn (dusik) o pritoku (1 I.min™?,1,2
l.min®, 2 Lmin®, 3 L.min?). Pfi pratoku 1 L.min® a teplot&¢ 35°C nebylo mozné
dosahnout méfitelnych vysledkl. Naméfené hodnoty jsou zdokumentovany v tabulce
¢. 2. Do tabulky byly kromé& hodnoty ploch zahrnuty vySka signalu, Sum a jejich
pomér. Velikost plochy pikl a vySka signalu dosahovaly nejvyssich hodnot (3598,14
mV.s, 224,5 mV) pro pratoku 2 ml.min™, ale pomér signal/Sum byl mensi. Pomér
signal/Sum dosahoval nejvysSich hodnot u pritoku 3 mlmin®. Na zakladé
dosazenych vysledki byl pritok 2 ml.min™ zvolen jako nejvhodnéj$i, nebot rozdily
mezi pomé&rem signal/Sum jsou minimalni mezi 2 a 3 mlmim®, ale rozdil

velikosti plochy chromatografickych pikd je vyznamny.

Tab. 2: Optimalizace nastaveni pritoku plynu detektoru

Pritok Plocha Vyska signalu Sum Pomér
(ml.min™") (mV.s) (mV) (mV) S/N
1,0 - - - -

1,2 3 715,96 219,3 1,5 146,2
2,0 3 598,14 224,5 0,4 561,3
3,0 2 688,83 177,5 0,3 591,7

4. 4. 4. UrCeni analytickych parametri metody

Ur€eni linearniho dynamického rozsahu a limity detekce (LOD). Pro ur€eni
linearniho dynamického rozsahu slouzila kalibra¢ni fada roztoku laktosy (obr. 9) o

koncentracich (0,01 mg.ml*, 0,02 mg.ml™; 0,05 mg.mI*, 0,1 mg.mI™*; 1 mg.ml™*; 10

36



mg.ml?, 12,5 mg.ml*, 25 mg.ml*, 50 mg.ml*, 100 mg.mI™). Na chromatografickou
kolonu byly davkovany 2 pl. Nejnizsi méfitelna koncentrace byla 0,01 mg.ml* a
nejvy8si 12,5 mg.ml* (obr. 9.), pfi které nedochazelo k saturaci signalu ELS
detektoru. Linearni dynamicky rozsah je tedy vétSi nez 3 rady.

LOD byl uréen jako pomér signal:5um=3:1 pro koncentraci laktosy o 0,01 mg.ml™.
Pro tuto koncentraci dosahoval hodnotu poméru signal:Sum = 3,67. MnoZstvi laktosy
v tomto nastfiku bylo stanoveno pomoci obr. 9. a odpovidalo hodnoté 0,02 ug laktosy

(davkovany objem 2 pl).

4. 4. 5. Stanoveni mnozstvi laktosy v realném vzorku mléka

Pro ur€eni obsahu laktosy v realném vzorku mléka byla sestavena kalibraéni fada
roztoktl o rdznych koncentracich (0,01 mg.ml™, 0,02 mg.ml™; 0,05 mg.ml™, 0,1 mg.ml’
L1 mg.ml™; 10 mg.ml*, 12,5 mg.mI™*). Davkovany byly 2 pl. Ze ziskanych hodnot
ploch pikl (tab. 3) byla ziskana rovnice pfimky (graf . 1), ze které bylo vypoditano
mnozstvi disacharidu. Obsah laktosy v mléku byl stanoven na 31,66 g v 1 litru mléka.
Toto mnozstvi laktosy bylo porovnano s udaji, které byly uvedeny v odborné
literatufe. Obsah laktosy v trvanlivém mléku je vrozmezi 3,7-5,1%. Primérna

hodnota laktosy odpovida 48 g.I" (Scrimshaw & Murray, 1988).
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Obr. 9. Graf zobrazujici kalibraéni Fadu roztokii laktosy o rdaznych
koncentracich. Mobilni faze (ACN/voda (95:5 v/v)), kolona Luna Silica (250 x 2,0
mm; 5 pym). Laktosa (0,01 mg.mI*, 0,02 mg.ml™; 0,05 mg.ml™*, 0,1 mg.ml*; 1 mg.ml™;
10 mg.ml™*, 12,5 mg.ml™); objem nastfiku 2 pl.
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4. 4. 6. HILIC separace substratu a produktl enzymové reakce

Vv realném vzorku mléka

Sacharidy v mléce oSetfeném enzymem byly méfeny za optimalizovanych
podminek, ke kterym jsem dospél pfi optimalizaci nastaveni HPLC a detektoru ELSD.
Pro separaci byla pouzita kolona Luna Silica (250 x 2,0 mm; 5 ym). Substrat -
laktosa - byl vystaven 2 dennimu pusobeni enzymu laktasy. Po zastaveni enzymové
reakce byly vysrazeny proteiny a tuky a vzorek analyzovan HPLC. Z chromatogramu
(obr. 10) je viditelny rozklad laktosy na své monosacharidové slozky (glukosu a
galaktosu). Rozklad laktosy byl pozorovatelny pouze tehdy, pokud byl k vzorku
mléku pfidan 2-5 mM roztok MgCl,. Bez jeho pfitomnosti nedochazelo k rozkladu

substratu na jednotlivé produkty enzymatickée reakce.

400 glukosa + galaktosa
350 q
300 4

laktosa
250 4

200 4 ) /
mrtvy objem

150 4

100 4 /

Odezva detektoru(mV)

i 2 4 5 - g
Retencni ¢as (min)
Obr. 10. HILIC separace substratu a produktli enzymové reakce. Mobilni faze

(ACN/voda (95:5 v/v)), kolona Luna Silica (250 x 2,0 mm; 5 ym). Chromatogram po 2

dnech plsobeni enzymu na substrat - laktosu - za vzniku glukosy a galaktosy.

4. 4.7. Porovnani obsahu laktosy v mléku o rozdilné koncentraci
tukd
Byly analyzovany 3 druhy miéka (Pilos, Ceska Republika obr. 12) o rozdilnych

koncentracich tukd (0,5 %, 1,5 %, 3,5 %). Z chromatogramu (obr. 11) je patrné, Ze
mléko 0.5 % (modra barva) obsahuje vice laktosy (62,6 g.I") nez miéka o obsahu

tuku 1,5 % a 3,5 % (56 g.I" a 54 g.I'"), coz zhruba odpovida literarnim Gdajim
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(Scrimshaw & Murray, 1988). Dale je z chromatogramu zifejmé, Zze pouzita metoda

srazeni tukd a proteint pravdépodobné vyZaduje optimalizaci. S rostoucim obsahem

tuku totiz roste Uroven zakladni linie pfisluSnych chromatogram.
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Obr, 11. Chromatogram HILIC porovnani mnozstvi laktosy v mléku o odliSnych
koncentracich tuku. Mobilni faze (ACN/voda (95:5 v/v)), kolona Luna Silica (250 x

2,0 mm; 5 ym). Laktosa s rozdilnym pozadim podle mnozZstvi tuku obsazeného v
mléku.

MLEKOI| 1 VILEKQ

trvanlivé trvanlivé trvanlivé

Obr. 12: Pouzité druhy trvanlivého mléka o rozdilnych koncentracich tuku.
Trvanlivé mléko UHT (Pilos, Ceska Republika).
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4. 4. 8. Operacni stability enzymu

Ke stanoveni operacni stability laktasy imobilizované na chitosanovych &asticich
s magnetitovym jadrem byla pouzita HPLC-ELSD metoda. Nejprve byl sledovan
Ubytek obsahu laktosy v €¢ase v prostfedi pufru (100 mM K-Pi pH 7 s pfidavkem 5 mM
MgCl,). Roztok substratu byl vystaven puasobeni imobilizovaného enzymu po dobu 30
minut. Jak vyplyva z hodnot shrnutych v tabulce 3, po 20 minutach ptsobeni enzymu,
kdy doSlo k témér 50% ubytku laktosy.

Tab. 3: Ubytek obsahu substratu v dase

Cas Plocha piku Obsah
(min) (mV.s) laktosy[%]
0 66 672 100
10 45 742 69
20 33 906 51
30 27 787 42

Tab. 4: Operacni stabilita enzymu

Cislo Plocha piku Zbytkova
cyklu (mV.s) aktivital[%]

1. cyklus 33 906 100

2. cyklus 34 730 102

3. cyklus 33 598 100

4. cyklus 32 132 95

5. cyklus 33 906 100

6. cyklus 30 966 91

Pro stanoveni operacni stability bylo tedy urfeno, ze 1 cyklus predstavuje
dvacetiminutové plisobeni enzymu na substrat v redlném vzorku. Castice s enzymem
byly po kazdém cyklu promyty a znovu pouzity. Procentova zména aktivity laktasy
byla zaznamenana v tabulce €. 4., ze které je patrna vysoka operacni stabilita.
Béhem 6 cykl( doSlo pouze k 9 % poklesu aktivity laktasy. Tyto vysledky umoznuji

opakované pouziti enzymu a tim snizuji naklady pro pouzité reakce.
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5. Zavér

e Byla provedena literarni reSerSe na téma sacharidy, metody stanoveni
sacharidu, HPLC, ELSD, HILIC a nanocastic. Informace byly roztfizeny a

zpracovany v teoretické ¢asti predkladané prace.

e Byly nalezeny optimalni podminky pro HPLC-ELSD detekci vybranych
sacharidu za pouziti nemodifikované silikagelové kolony Luny Silica (250 x 2,0
mm; 5 um), ktera se ukazala jako nejvhodnéjSi pro separaci dané smési
sacharidl. Byl nalezen vhodny pritok plynu detektoru o rychlosti 2 ml/min a
teplota detektoru 35°C. HPLC-ELSD nahradila dfive vyuzivanou fotometrickou
metodu stanoveni aktivity laktasy. Je dostateéné rychla, selektivni a vyhodna
zejména diky moznosti stanoveni aktivity enzymu v mléce. Citlivost ELSD
detekce byla upravena metodou pfipravy vzorku tak, aby byl pomér
signal:Sum > 10.

e Byl stanoven obsah laktosy v redlném vzorku mléka a porovnan s mnozstvim
uvadénym v odborné literatufe. Kromé absolutni hodnoty obsahu laktosy byla
testovana robustnost metody ve vztahu k obsahu tuku v mléce. Z vysledku
vyplyva, ze pouzity postup srazeni proteint a tukl vyzaduje dalSi optimalizaci
— uroven zakladni linie chromatogramu je pfiliS vysoka. Substrat laktosa byl
vystaven pusobeni enzymu za vzniku pfislusnych monosacharidi glukosy a

galaktosy. Bez pfidavku 5 mM MgCl, enzymaticka reakce neprobihala.
e U imobilizované laktasy (B-galaktosidasy), u které byla testovana operacni

stabilita, bylo zjisténo, Ze opakovatelné pouziti je mozné. Po 6 cyklech doslo

pouze k 9 % poklesu operacni stability enzymu.
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7. Seznam pouzitych zkratek

ACN
DMF
ELSD
GH
HILIC
HIV
HPLC
LC
LOD
NL
NP-LC
RI
RP-LC
RP

acetonitril

dimetylformamid

odparovaci detektor rozptylu svétla

glykosid hydrolysa

hydrofilni interakéni chromatografie

virus lidské imunitni nedostatecnosti

vysokoucinna kapalinova chromatografie

kapalinova chromatografie

limita (mez) detekce

chromatografie v systému normalnich fazi
kapalinova chromatografie v systému normalnich fazi
index lomu

kapalinova chromatografie v systému reverznich fazi

chromatografie v systému reverznich fazi

46



