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Sissejuhatus

Analtdtilisest keemiast on saanud oluline tdnapéeva tihiskonda toetav teadusvaldkond, mis tegeleb
erinevate proovide keemilise koostise madramisega. Enamasti on keemilise analilisi teostamine
keerukas protsess, milleks on anallilisitav proov vaja viia laborisse ning kasutada kalleid ning
ajakulukaid meetodeid. Potentsiaalselt tiheks lahenduseks on mikrofluiidika seadmete kasutamine,

mis vBimaldavad lihtsustada analuilisi ja seetdttu ka vahendada analtidisi hinda.

Mikrofluiidika seadmetel on hetkel mitmeid puuduseid, millest pohiline on vajaliku
analliusivdimekuse, naiteks selektiivsuse ja tundlikkuse, saavutamine. Kallimate, keerulisema
ehitusega ja véliseid masinaid (nt pumpa ja mikroskoopi) kasutavate mikrofluiidika seadmetega on
vOimalik hea analtitsivbimekus saavutada, kuid sellisel juhul ei saavutata seadme lihtsust ja odavat
hinda.

Varasemas uurimustdds on Tartu Ulikooli Mikrofluiidika uurimisgrupp vélja arendanud uudse
osakestepOhistest materjalidest valmistatud mikrofluiidika tehnoloogia. Mikrofluiidika Kiip
valmistatakse siiditriki meetodiga silikageeli osakesi ja sideainet klaasile trikkides, moodustades
seeldbi soovitud kujuga kiibi.

Selle t66 eesmark on tbestada, et (1) tselluloosi osakesi on v@imalik siiditriki abil triikkida ning
trikitud materjali planaarkromatograafia jaoks kasutada, (2) tugeva anioonvaheti ja silikageeli
osakeste kombineerimise abil on thel kiibil véimalik aineid eelkontsentreerida ja puhastada, (3)
kaks eelnevat trikitud kiibi osa on vdimalik kombineerida tiheks toimivaks kiibiks. T66 kéigus
kasutatakse erinevate etappide toimimise demonstreerimiseks aminohapete analiiiisi. Uhtselt
toimiva kiibi peal toimuks aminohapete eelkontsentreerimine, puhastamine segavatest Gihenditest
ning seejarel aminohapete Uksteisest eraldamine kahemddtmelise dhukese kihi kromatograafia
abil.

Selline kiip oleks rakendatav erinevates valdkondades. Seega luuakse antud t66ga alus jargnevatele
uurimistoéodele, kus arendatakse mikrofluiidika seadmeid mitmete spetsiifiliste rakenduste jaoks:
haiguste diagnoosimine ning ravi jalgimine, toidu ohutuse testimine, narkootiliste ainete
tuvastamine, pestitsiidide ja muude toostuslike jaatmete maaramine keskkonnas jne. Pikemas

perspektiivis on uurimissuuna eesmark saavutada olukord, kus proove ei peaks laborisse saatma.



1.  Kirjanduse llevaade

1.1 Mikrofluiidika

Mikrofluiidika on teadusharu, mis tegeleb vedelike kasitsemisega, kus vedelike kogused jéavad
mdne mikroliitri suurusjarku. Selle jaoks kasutatakse spetsiaalseid kiipe (Joonis 1), mis koosnevad
mone mikromeetrise |&bimddduga kanalitest ning erinevatest vedeliku voolu kontrollivatest
elementidest (naiteks pump) [1]. Mikrofluiidika Kiibid on enamasti valmistatud rénist, klaasist voi

plastikust, kuhu tehakse kanalid erinevate meetoditega nagu naiteks fotolitograafia.

Joonis 1. Ndide mikrofluiidika kiibist, kus on (ks pikk kanal, mida saab kasutada naiteks vedeliku segamiseks v0i reaktsiooni
labiviimiseks. Kiibi kiljepikkus on 810 mm [2]

Uheks oluliseks mikrofluiidika seadmete rakendusalaks on analiiiitiline keemia. Kogu keemilise
analutsi protsess on vdimalik l&bi viia mikrofluiidika kiibil [3]. Véikesed kiibi mddtmed
vBimaldavad kasutada vaikeses koguses proovi, mis annab olulised eelised tavaliste meetodite ees.

See valjendub néiteks rakendustes, kus olemasolev proovi kogus on véga véike.

Sellistel kanalitel pdhinevate mikrofluiidika kiipide pdhiline probleem on madala analtitisihinna ja
kdrge analudtilise vbimekuse samaaegne saavutamine. Kiibiga koos kasutusel olevad valised
seadmed (nt pumbad ja detektorid) tdstavad analliisi vBikemust, kuid tdstavad ka analidisi

labiviimise keerukust ja hinda [4,5].
1.1.1 Paberipdhine mikrofluiidika

Paberipbhine mikrofluiidika leiutati ligikaudu kiimme aastat tagasi ja see tugineb lihtsal ideel:
paber on poorne materjal, milles paberikiudude vaheline tiihi osa moodustab poorid, mis
spontaanselt marguvad ning seetdttu pole vaja mikromeetri modtmetes kanalite valmistamist [6].
Paberipdhiste mikrofluiidika seadmete (ingl microfluidic paper-based analytical devices, uPAD)

valmistamisel kasutatakse enamasti paberit, mis koosneb hudrofiilsetest tselluloosi kiududest,
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nitrotselluloosist vOi klaasfiiber materjalist. Materjali margumine juhib proovi ihest seadme osast
teise, ilma, et oleks vaja valist pumpa. Selleks, et kontrollida vedeliku litkumist seadmes on vajalik
luua kanaleid, mis moodustatakse paberi keemilisel voi mehhaanilisel to6tlemisel [7-9]. Néiteks
saab paberi mdned alad vaha abil hiudrofoobseks teha ning seeldbi juhtida vedelikku vaid 1&bi
hidrofiilsete alade (Joonis 2) [10]. Tulemusena saadakse kanalid, mis jdadvad mdotmetelt
millimeetri suuruseks ja juhivad vedelikke seadme erinevate osade vahel. Tavaliselt kasutatakse
HUPAD-idel kolorimeetrilist detekteerimist: paberile on lisatud reagent, mis analuidiga kokkupuutel
moodustab reaktsiooni kéigus uue thendi, pohjustades varvimuutuse. Saadud véarvimuutuse pohjal

on vdimalik saada ka kvantitatiivseid tulemusi [8].

Joonis 2. Naide pPAD-ist. Must joon paberil on vaha, mis on paberile prinditud ja seejdrel kuumuse abil Ules sulatatud, et vaha
liiguks paberi kiudude vahele. Proov lisatakse Kiibi alumisse osasse, mustade joontega piiratud alasse. Vaha takistab proovil
piirjoontest véljapoole margumast, seetbttu liigub proov modda kiipi detekteerimisalade (A, B ja C) poole [10]

MPAD-ide eelised on odav tootmine ning lihtne transport vaikeste médtmete tottu [11]. Vorreldes
kiirtestidega on véimalik pPAD-idega moodustada keerulisi kanalite kujusid, mis véimaldab l&bi
viia mitmesammulist analtiisi [12]. Selliseid paberipdhiseid diagnoosimiseks mdeldud seadmeid

saab kasutada tervishoius arenevates riikides [13].

Mitmesammulised analiiisid (proovi eelkontsentreerimine, analliiidi segavatest komponentidest
eraldamine ja detekteerimine) tagavad hea selektiivsuse ja tundlikkuse labori analtiiside juures. Et
need etapid viia UPAD-ile on vaja erineva poorsuse ja pinnakeemiaga materjale kombineerida
samale seadmele. Paberipdhistel seadmetel on aga pinnakeemia ja poorsuse kontroll piiratud, sest

paberi poorsus on piiratud kommertsiaalselt kéttesaadavate paberitega ning paberi pinnal olevad
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hidroksu rihmad vajavad tugevaid kemikaale pinnakeemia muutmiseks. Seetdttu on pPAD-idel

keeruline saavutada mitmesammulist analttsi, mistdttu on analtiutiline véimekus piiratud [14].
1.1.2 Osakestepdhine mikrofluiidika

MPAD-ide puuduseid saab potentsiaalselt kdrvaldada, kui kasutada osakestel pohinevaid materjale.
Vorreldes paberiga on néiteks tselluloosiosakestel pohinev 6hukese kihi kromatograafia (ingl thin-
layer chromatography, TLC) parema eraldusega kui paberip6hine materjal [15]. Paberiphises
materjalis olevate pikkade kiudude tdttu on proovi komponendid rohkem asiimmeetriliste
piikidega, kui tselluloosi osakestel pdhineva materjali puhul. Lisaks on tselluloosi osakestel
pdhinev materjal analtiusi teostamiseks kiirem kui paberipdhine materjal [16].

Mikrofluiidika kiipide valmistamist osakestel pGhinevatest materjalidest on véhe uuritud [17,18].
Varasemalt on naidatud, et 3D-printeriga on vdimalik osakestepdhist mikrofluiidika kiibi materjali

trukkida, kuid selline l1ahenemine ei vBimalda masstootmist [19,20].

Tartu Ulikooli Mikrofluiidika uurimisgrupi varasemalt avaldatud artiklis [21] naidati, et silikageeli
osakestest on voimalik teha erinevate trilkkimismeetodite abil mikrofluiidika Kiipe. Osakestel
baseeruval materjalil on eelised paberi ees, kuna seda on vdimalik lihtsalt kohandada vastavalt
spetsiifilise anallilisi vajadustele: (1) materjali poorsust on vBimalik muuta kasutades erineva
labimdddu ja poori suurusega osakesi, (2) pinnakeemiat saab kontrollida kasutades
kommertsiaalselt olemasolevaid spetsiifilise pinnakeemiaga osakesi ja (3) erinevaid osakesi saab
omavahel kombineerida vG6i lisada muid materjale osakestele. Selle t66 eesmark on tbestada, et
siiditriki abil on véimalik Uhele kiibile kombineerida erinevaid alasid, mis koosnevad erinevatest

osakestest, ja seelébi oleks voimalik saavutad mitmesammuline analtius Ghel kiibil.
1.2 Siiditrikk

Siiditrikk on trukkimise meetod, mis vfimaldab kanda kujutisi erinevatele materjalidele, nagu
paber, kangas, puit, klaas, metall ja plastik. Siiditriki protsess h&lmab triikipasta kandmist
trikitavale pinnale l&bi peene siid- vdi nailonvorgu, mis on paigaldatud trikiraami kilge (Joonis
3). Vorgu avadega alad lasevad trukipasta labi, samas kui Ulejadnud osa vorgust on kaetud
Sablooniga, takistades triikipasta joudmist aladele, kus see pole vajalik. Trikipasta kantakse
ekraanivorgule ning surutakse raakli abil 18bi Sabloonis olevate avade kandes triikipasta

alusmaterjalile. Siiditriki meetodis kasutatava trikipasta viskoossus peab olema sobilik
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trikkimiseks, mis tdhendab, et triikipasta ei voi olla liiga suure ega véikese viskoossusega [22,23].
Siiditruki protsessi saab teostada nii kasitsi kui ka masinaga automatiseeritult [24,25].

TRUKKIMISE SUUND
—_—

RAAM RAAKEL

EKRAANIVORK \

/
/
/

v

TRUKIPASTA
TRUKITUD KUJUND

/ —
\ ~ SABLOONI AVA

~_
ALUS

Joonis 3. Siiditriiki meetod. Triikipasta surutakse raakli abil 1dbi ekraanivdrgus olevate Sablooniavade alusele. Seelébi tekib alusele
trilkipastast Sablooniavadele vastav kujund

Sideaine ei tohi tdsta trikipasta viskoossust nii kdrgeks, et trikkimist ei saaks teostada, kuid peab

andma lahusele piisava viskoossuse, et osakesed ei settiks valja. Trukitud osakesed peavad parast
trikipasta kuivamist olema tugevalt seotud nii aluse kui ka tksteise kilge, et moodustuks poorne
materjal, mis margudes ei laguneks. Samas peab sideainet olema nii véhe, et triikipasta kuivades
oleks osakeste vahel vaba ruumi ja moodustuks poorne materjal. Selleks peab sideaine olema
piisavalt tugevate osakesi siduvate omadustega. TU Mikrofluiidika uurimisgrupis teostatud
eelnevates katsetes on leitud, et sideaineks sobib ksantaankumm (Joonis 4), mis tekitab trikipastale
sobiva viskoossuse ning seob parast materjali kuivamist osakesi ning aluspinda omavahel piisaval
tugevalt kokku. Need vajalikud omadused saavutatakse, kui ksantaankummi mass on alla 1% kogu
tahkest ainest trikipastas.

TU mikrofluiidika uurimisgrupis on eelnevates to6des tdestatud, et siiditriikk on iiks kolmest
voimalikust trikkimise meetodist osakestepdhiste mikrofluiidika kiipide valmistamiseks [21].
Edasises arendustd6s oleme uurimisgrupis siiditriiki tulemusi veelgi parandanud ning see meetod
on parim trikkimismeetod kiipide valmistamiseks (avaldamata andmed). Seetdttu kasutatakse ka

antud toos siiditrikki.
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Joonis 4. Ksantaankummi struktuur

1.3 Analldtilised meetodid

1.3.1 Ohukese kihi kromatograafia

TLC on analtiutilises keemias kasutatav meetod ainete eraldamiseks. Ainete eraldamine toimub
klaasi-, plastiku- v@i alumiiniumlehtedel, mis on kaetud osakestest ja sideainest koosneva
adsorbendi, ehk statsionaarse faasi, dhukese kihiga. Adsorbendina kasutatakse naiteks silikageeli,
alumiiniumoksiidi vdi tselluloosi osakesi ning sideainena naiteks tarklist vdi Kipsi. Sarnaselt
paberile on adsorbendi osakeste vahel vaba ruum ja seega tekivad materjalis justkui kapillaarid,
kuhu eluent, ehk mobiilne faas, saab liikuda ning toimub materjali margumine [26].

TLC plaadi elueerimise kdigus jaotuvad segu komponendid statsionaarse ja mobiilse faasi vahel.
Komponent, millel on statsionaarse faasiga tugevam interaktsioon liigub plaadil aeglasemalt,
vorreldes komponendiga, mis lahustub paremini mobiilses faasis. Proovi komponentide erineva
interaktsiooni tottu kahe faasi vahel toimub nende eraldamine Uksteisest. Eraldunud komponendid

saab tuvastada néiteks visuaalselt kasutades varvilisi ihendeid moodustavaid reagente [16].

TLC-d on kasutatud laialdaselt erinevates uurimisvaldkondades. Naiteks kasutatakse TLC-d
stinteesi protsessi kontrollimiseks [27]. Lisaks on vdimalik eraldada Uksteisest erinevaid lipiide,
mida leidub loomade ja taimede kudedes [28]. Samuti on vdimalik eraldada terpeene, mis on

taimedes olevad lenduvad ja I6hnavad komponendid [29].
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1.3.2 Kahemd@dtmeline 6hukese kihi kromatograafia

Kahemddtmelise 6hukese kihi kromatograafia (ingl two-dimensional thin-layer chromatography,
2D TLC) puhul lisatakse eraldatav proov ruudukujulise TLC plaadi Ghte nurka ning elueeritakse
esimese solvendiga (Joonis 5, TLC1) elueerimisndus. Jargnevalt TLC plaat eemaldatakse
elueerimisndust ja oodatakse, kuni solvent aurustub. TLC plaati keeratakse 90° ja asetatakse uude
solventi, et ained eralduksid teises suunas (Joonis 5, TLC2). Seejarel lastakse solvendil TLC

plaadilt aurustuda ning plaati td6deldakse edasi, et teha analutdid nahtavaks.

TLC1 TLC2

esimese eluendi front teise eluendi front

@ proov ® O O ¢ @

Joonis 5. 2D TLC skeem. Pdrast proovi lisamist ja kuivatamist voolutatakse plaati esimese eluendiga (TLC1). Seejarel plaat
kuivatatakse, keeratakse 90° ning elueeritakse teise eluendiga (TLC2)

Vorreldes tavalise TLC-ga parandab 2D TLC komponentide eraldust. Selleks kasutatakse kahte
erinevat eluenti, millel on erinevad omadused. See vBimaldab eraldada suurema hulga thendeid

uksteisest, mis thte eluenti kasutades ei eralduks [30].
1.3.3 Tahke faasi ekstraktsioon

Tahke faasi ekstraktsioon (ingl solid phase extraction; SPE) on levinud proovide ettevalmistamise
meetod, mida kasutatakse analliltide eelkontsentreerimiseks ja eraldamiseks teistest proovi
komponentidest enne analiiiisi [31]. Meetod pdhineb analutide selektiivsel adsorptsioonil tahkele
kandjale ja elueerimisel tahkelt kandjalt [32].

Tuupilised SPE sorbendid p&hinevad silikageelil voi polimeeridel. Sorbendid on kommertsiaalselt
saadaval erineva pinnakeemia ja fulsikaliste omadustega (osakeste suurus ja poorsus). Naiteks on
laialt levinud hudrofoobse pinnaga SPE sorbendid ning erinevad ioonvahetuse pinnakeemiaga
sorbendid: tugev katioonvaheti (ingl strong cation exchange, SCX), tugev anioonvaheti (ingl
strong anion exchange; SAX), nork katioonvaheti ja nérk anioonvaheti. Tugevate ioonvahetite

puhul sdilitab sorbendi pind laengu olenemata eluendi pH-st — SCX puhul kasutatakse naiteks
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sulfoonhappe rihmaga pinda ning SAX puhul kasutatakse kvaternaarse amiini riihmaga pinda.
Ndrkade anioonvahetite puhul pinna laeng muutub olenevalt eluendi pH-st — ndrga katioonvaheti
puhul kasutatakse karboksuilhappe rihmaga pinda ning nérga anioonvaheti puhul primaarse v0i

sekundaarse amiini rihmaga pinda [33].

SPE-I pdhinevad meetodid sobivad erinevate proovide eeltddtlemiseks, sealhulgas keskkonna-,
toidu-, bioloogiliste ja farmaatsiaproovide jaoks.

Kéesolevas t00s kasutatakse SAX pinnakeemiaga sorbenti. SAX pdhineb elektrostaatilistel
interaktsioonidel anioonse analiiiidi ja katioonse riihma vahel, mis on kinnitatud tahkele kandjale,
tavaliselt polumeersele vaigule. SAX-i kasutatakse laialdaselt biomolekulide, nagu valkude,
nukleiinhapete ja poliisahhariidide eraldamiseks, puhastamiseks ja analtitisimiseks .

1.4 Aminohapete méaramine

Aminohapete madramine on oluline paljudes valdkondades, naiteks tervishoius ning keskkonna
analutside puhul [34,35]. Selle t60 puhul kasutati aminohapete madramist naitlikustava

rakendusena, et demonstreerida arendatava tehnoloogia toimivust.

Siiditriki meetodil trikitud kiibil kasutatakse SPE materjalina SAX-i, mida on varasemalt

kasutatud aminohapete kontsentreerimiseks [36].
Aminohapete eraldamiseks kasutatakse 2D TLC-d, kus statsionaarseks faasiks on tselluloos [37].

Parast kromatograafilist eraldust on vdimalik aminohappeid tuvastada pihustades materjalile

ninhadriini (Joonis 6), mis reageerib aminohapetega ja moodustab lillat varvi Ghendi [38].

R 0 a o

>_( / /
+ — 0 \ R
o - CO, o\ N + —

H,N OH H
HO OH o

lilla anioon (570 nm)

Joonis 6. Ninhudriini reaktsioon aminohappega
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2. Meetodid

2.1 Reagendid

To0s kasutati jargnevaid reagente: puridiin (> 99,9%, HPLC, Sigma-Aldrich), dioksaan (> 99,9%,
HPLC, Sigma-Aldrich), NH4sOH (kontsentratsioon 25%, Poola), n-butanool (> 99,7%, HPLC,
Sigma-Aldrich), atsetoon (> 99%, Lach:ner), dadikhape (> 99,8%, ACS, Sigma-Aldrich).
Aminohapete vesilahuste jaoks kasutati: DL-seriin (> 99%, NT, Fluka, Prantsusmaa), DL-alaniin
(> 99%, FCC, Sigma-Aldrich, Jaapan), L-metioniin (> 98%, HPLC, Sigma-Aldrich, Jaapan), L-
leutsiin (> 99 %, NT, Fluka, Saksamaa). Katsetes kasutati seadmega Millipore Q-POD puhastatud
MilliQ-vett. Sideainena kasutati ksantaankummi (Sigma-Aldrich, Xanthan gum from Xanthomonas
campestris, LOT #SLCD3849) ja ksantaankummi (OU Piprapood, GE4203/2). Happelise
keskkonna saamiseks kasutati 1%-list aadikhappe vesilahust. Aluselise keskkonna saamiseks
kasutati Tris-puhvrit (pH = 9,5), mille koostises oli NaCl, MgCl> x 6 H;O ja tris. Neutraalse

keskkonna saamiseks kasutati PBS-puhvrit (DPBS, 1X, kaltsiumi-ja magneesiumivaba, Corning).
2.2 Seadmed

Kdik antud t6os olevad pildid on tehtud Fujifilm X-A3 kaameraga. Ainete kaalumiseks kasutati
Oertling’i (YA124-1A0ZM13A-A, 120 g x 0,0001 g) kaalu. Materjalide paksuseid moddeti
kruvikuga (Yato, + 0,002 mm). To6s kasutati kolme erinevat automaatpipetti: 1-10 ml (Eppendorf

Reserach plus), 100-1000 ul (Eppendorf Research plus) ja 0,1-2,5 ul (ErgoOne starlab).
2.3 Siiditruki meetod

Siiditriki vork (Joonis 7) puhastati vdimalikust mustusest, milleks kasutati vérgu hooldusvahendit
(MacDermid Autoprep gel). Alumiiniumraamil olevale 24T siiditriiki vdrgule kanti kleepkilest
(Oracal 641) $abloon. Silikageeli ja tselluloosi materjali trilkkimiseks kasutati 48T (48 niiti cm™,
vorgu Uhe ava suurus on 149 um) vorku ja SAX materjali trikkimiseks kasutati 24T (24 niiti cm”

1 vBrgu tihe ava suurus on 267 um) vorku.
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RAAM -

VORK

KLEEPKILEST _—
SABLOON

TRUKITAV 7

KUJU suurendus

Joonis 7. Siiditriiki raam, vork ja sellele lisatud kleepkilest (punane) tehtud Sabloon 2D TLC plaadi kuju trikkimiseks.

Raami alla igasse nurka asetati 3D-prinditud Kklotsid nii, et trikitava klaasi pinna ja vorgu vahele
jaaks 2,2-2,4 mm ruumi. Raam kinnitati pitskruvidega hingede kilge, mis olid omakorda kinnitatud
lauale. Nii sai vorku tdsta Ules, et vorgu alla asetada klaas, millele hakati trikkima. Samas ei
liikunud vork (ja seega ka Sabloon) raami tdstmisel Gigest asendist dra. VOrgu alla asetati klaas,

mille nihkumise véltimiseks kinnitati see laua kiilge paberteibiga.

Vorgule kanti spaatli abil $ablooni kiiljepikkuse suurune triikipasta kogus. Esiteks kanti raakliga
trikipasta Ule trukkimissablooni selliselt, et trikipasta taidaks vorgu avad, kuid trikkimist ei
toimuks (vorku ei surutud vastu klaasi). Sama tegevust Kkorrati teises suunas. Trikipasta
trikkimiseks suruti raakel vastu vorku ja liiguti Gle trukitava ala samal ajal vorgule joudu
rakendades. Kui triikitavast alast oli tle liigutud, vabastati vork pinge alt, tGsteti raakel vorgu pealt

ules. Vorgu avadest labisurutud trikipasta oli vorgu all olevale klaasile trikitud.

Trikitud TLC plaat asetati ahju kuivama (minimaalselt 8-ks tunniks temperatuuril 80 °C). Enne
kasutamist trikitud plaat eemaldati ahjust ja jahutati toatemperatuurini. Pikemaajaliselt séilitati
trikitud plaate laboritingimustel.

Parast silikageeli ja SAX materjali trikkimist ja ahjus kuivamist asetati plaadid deioniseeritud (DI)
veega tdidetud anumasse ning jaeti minimaalselt 2-ks tunniks orbitaalsele loksutajale (Ohaus).
Seejdrel kuivatati plaadid ahjus uuesti (minimaalselt 8 tundi temperatuuril 80 °C). Eelnevatest
katsetest on nahtud, et antud etapp on vajalik triikipastasse lisatud glutserooli eemaldamiseks
(peatiikk 2.4).
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Trikitud materjali paksust moddeti kruvikuga. Mdotmise teostamiseks asetati trikitud materjali
peale klaasist slaid ning mdddeti alusena kasutatud klaasi, trukitud materjali ja materjalile asetatud

Klaasi paksus. Seejarel mdddeti klaaside paksused eraldi ning arvutati trikitud materjali paksus.
2.4 Ksantaankummi lahus

Sideainena kasutati Sigma Aldrich’i ksantaankummi. Valmistati nelja erineva kontsentratsiooniga
ksantaankummi lahused: 4, 6, 8 ja 10 mg ml™. Ksantaankummi kogus kaaluti ning lisati DI vesi.
Ksantaankumm lahustati magnetsegajal kuni thtlase lahuse moodustumiseni (ligikaudu 12 tundi)

ning séilitati kilmkapis kuni 2 nadalat.

Silikageeli ja SAX osakeste puhul kasutati trikipastas Piprapoe ksantaankummi

kontsentratsiooniga 4 mg ml™ DI vees.
2.5 Trukipasta

Trukkimispasta valmistamisel kaaluti vajalik osakeste hulk. Ksantaankummilahusel, mida sailitati
kilmkapis, lasti soojeneda toatemperatuurini ning seejarel lisati automaatpipetiga osakestele. Kui
kasutati silikageeli vbi SAX osakesi, siis lisati automaatpipetiga glutserool (75 pl ml*
ksantaankummi lahuse kohta) vee aurustumise véltimiseks. Kui trikipasta komponendid olid
kokku lisatud segati trikipastat klaaspulga abil 5 minutit, mille jargselt oli triikipasta trikkimiseks

valmis.
2.6 Aminohapete lahused

Antud t66s kasutati nelja aminohapet: seriin (ingl serine, Ser), leutsiin (ingl leucine, Leu),
metioniin (ingl methionine, Met) ja alaniin (ingl alanine, Ala). lgast aminohappest valmistati DI
veega lahus. To0s kasutati aminohapete lahuseid kahel erineval kontsentratsioonil 0,02 M ja 0,2 M
(vélja arvatud Ser-i puhul, mille lahus on 0,13 M lahustuvuse tdttu). Aminohappeid hoiustati
katsevalisel ajal kiilmkapis kuni 2 kuud. Kui see aeg oli méddunud valmistati varsked lahused.
Katsete juures kasutati aminohapete segu, kus nelja eelmainitud aminohapet lisati samas koguses.

Enne katset segati aminohappe lahuseid p&hjalikult.
2.7 2D TLC

2D TLC jaoks kasutati siiditriki meetodil trikitud tselluloosi osakestest (Macherey-Nagel

Cellulose MN 301) plaati mddtetega 10 x 10 cm ja kommertsiaalset tselluloosi plaati (Macherey-
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Nagel Cellulose MN 300) mddtmetega 11 x 11 cm. Mdlemal puhul koosneb statsionaarne faas

samadest tselluloosi osakestest, mis on périt samalt tootjalt.

2D TLC jaoks kasutati kahte erinevat eluenti. Esimene eluent koostisega paridiin : dioksaan : konts.
NH4OH : DI vesi (35 : 35 : 15 : 15 ruumala jargi) ja teine eluent koostisega n-butanool : atsetoon :
konts. &&dikhape : DI vesi (35 : 35 : 10 : 20 ruumala jargi) [37]. Elueerimisndu (kdrgus 230 mm,
labimd06t 120 mm) asetati tdmbekappi ja taideti 0,5 cm kdrguse vedelikusambaga (esimene eluent)
ning kaeti Petri tassiga. Elueerimisndu aurudega killastumiseks oodati 10 minutit, aeg-ajalt ndud
loksutades (2 korda minutis). TLC plaadi nurgast 1 x 1 cm kaugusele kanti automaatpipetiga 2 pl
nelja aminohappe segu. Oodati tilga kuivamiseni, seejérel asetati plaat elueerimisndusse ja kaeti
nou Petri tassiga. Plaati elueeriti kuni front oli 0,5 cm TLC plaadi Glemisest servast. TLC plaat
vOeti elueerimisndust valja ja kuivatati (Ule Ghe tunni) eluendi aurustumise 18puni tdmbekapi all.
Elueerimisndust eemaldati esimene eluent, mis seejarel pesti seebi ning veega ja loputati

atsetooniga. Seejarel lasti elueerimisndul tdbmbekapis kuivada.

Kambrisse lisati teine eluent ning kaeti Petri tassiga, korrates esimese eluendiga tehtud toiminguid.
Elueerimiskambrisse asetati TLC plaat, seda vorreldes algse asendiga 90-kraadi keerates. Plaati
elueeriti teise solvendiga kuni front oli 0,5 cm TLC plaadi Glemisest servast. Plaat eemaldati

elueerimisndust ja kuivatati tdmbekapi all (tle Ghe tunni).

TLC plaati pihustati 0,3% ninhddriini lahusega butanoolis ja asetati ahju (temperatuuril 80 °C 10-

ks minutiks) kuni ninhldriin reageeris aminohapetega ning moodustus silmaga nahtav lilla vérv.

2D TLC tulemuste iseloomustamiseks arvutati tekkinud lillade laikude p@hjal ainete suhtelised
retentsioonifaktorid:

_ hay

R, = 22
f ho

kus hax on aminohappe laigu keskkoha kaugus proovi lisamise punktist ning ho on proovi lisamise
punkti kaugus eluendi frondist parast elueerimist. Kuna teostati 2D TLC siis need md6tmised tehti

kahes suunas (Joonis 8).
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Joonis 8. 2D TLC Rs vaartuste arvutamise suuruste skeem
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3. Tulemused ja analiits

Eksperimentaalne t66 teostati kolmes etapis: (1) tselluloosi osakeste triikkimine ja siiditriki
meetodil trikitud TLC plaadi kasutamine, (2) SPE ja silikageeli kiibi trikkimine aminohapete

puhastamiseks ja eelkontsentreerimiseks ning (3) eelnevate etappide hendamine thtseks kiibiks.
3.1 Tselluloosi osakeste trikkimine

3.1.1 Tselluloosi trikipasta optimeerimine

Trikipasta puhul optimeeritakse kahte parameetrit: ksantaankummi vesilahuse kontsentratsiooni
jatselluloosi osakeste kontsentratsiooni ksantaankummi vesilahuses. Esialgsete katsete kaigus leiti
ligikaudsed sobilikud parameetrid ning seejarel optimeeriti trikipasta koostis vastavalt

trikkimistulemustele.

Esmases katses valmistati erinevad Sigma Aldrich-i ksantaankummi lahused kontsentratsioonidega
4, 6, 8 ja 10 mg ml™* ning lisati tselluloosi osakesi nii, et nende kontsentratsioon oleks 250 mg ml-
! Eelneva kogemuse pdhjal oli selgelt aru saadav, et 4, 6 ja 8 mg mI™ puhul oli lahuste viskoossus
liiga madal heade trikkimise tulemuste saavutamiseks. Liiga madala viskoossusega trilkkimispasta
hakkab lusikalt valades tilkuma sarnaselt veega ning hakkab siiditriiki ekraanile asetades ja ekraani
kallutades ise voolama. 10 mg ml? lahuse puhul leiti, et valmistatud trikkimispasta on
trikkimiseks selgelt liiga viskoosne, sest trikipastat ei olnud vdimalik trikkimise kdigus raakliga

labi vBrgu suruda.

Edasisteks katsetusteks valiti vélja ksantaankummi lahuse kontsentratsiooniga 8 mg ml™. Et liiga
madalat trikkimispasta viskoosust kompenseerida, Kkatsetati erinevate tselluloosi osakeste
kontsentratsioonidega. Tselluloosi osakeste kontsentratsiooni varieeriti vahemikus 200-350 mg ml-
1 ning 25 mg mI"t sammuga. Sarnaselt eelneva katsega hinnati esiteks varasema kogemuse ning
Kirjeldatud parameetrite pdhjal, millised triikkimispastad on sobilike triikkimise omadustega.
Katsetest oli naha, et 250 mg ml? ja madalama kontsentratsiooniga trilkkimispastad olid liiga
madala viskoossusega (Joonis 9, pilt A) ning 325 mg ml? ja kdrgema kontsentratsiooniga
trikkimispastad olid liiga kdrge viskoossusega (Joonis 9, pilt B). Saadud tulemuste pd&hjal

kitsendati trikkimiseks sobiva tselluloosi osakeste kontsentratsiooni vahemikku.

18



Joonis 9. Madala viskoossusega triikipastast kiip (A), tselluloosi osakeste kontsentratsioon 200 mg ml. Kdrge viskoossusega
trikipasta kiip (B), tselluloosi osakeste kontsentratsioon 325 mg ml

Et neid esialgseid katsetulemusi kontrollida, Kkatsetati siiditriki meetodil trikkimist
trikkimispastadega, kus tselluloosi osakeste kontsentratsioon jai 250-300 mg ml* vahele. Katsete
kaigus trukiti 10 x 10 cm suuruses 2D TLC plaate.

Tselluloosi 250 mg mlI?* trikkimispasta osutus triikkimiseks liiga vedelaks. Triikiti kahekordne
kiht, kuid TLC plaati jaid sisse tiihimikud ning pinna katvus oli ebatihtlane. Plaadil oli ndha ka
ekraani vorgu mustrit, mis tekitas véikesed vaod materjali pinnale (Joonis 10). Kuna materjali kiht
on ebalhtlane, siis seda plaati TLC-ks ei kasutatud. Selle katse tulemuse pdhjal tuli tselluloosi

osakeste hulka triikipastas suurendada.

3,5x suurendus

Joonis 10. Siiditrikiga valmistatud TLC plaat tselluloosi osakeste sisaldusega 250 mg ml-*

Tselluloosi 275 mg mI trilkkkimispasta oli triikkimiseks sobiva konsistentsiga. Triikiti kahekordne
kiht, mis andis parema pinna katvuse. Ekraani mustrit on TLC plaadi pinnalt endiselt ndha ning

mérgata materjalis véaiksemaid tihimikke (Joonis 11).
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3,5x suurendus

Joonis 11. Siiditriikiga valmistatud TLC plaat tselluloosi osakeste sisaldusega 275 mg ml*

Tselluloosi osakeste 300 mg ml™? triikkimispasta triikkimine osutuks keeruliseks, kuna trikipastat
oli trikkimise kaigus keeruline raakliga l&bi vorgu suruda ning mitme kihi trukkimise jooksul
trikipasta viskoossus veelgi suurenes. Lisaks hakkas triikipasta tugevalt kinni jadma vorgu
avadesse. Ahjus kuivamise jargselt tuli trikitud poorne materjal klaasi kiiljest lahti, mistdttu selline
TLC plaat on anallusikdlbmatu (Joonis 12). Materjali klaasi Kkdiljest lahti tulemist vdib seletada
lilga véhese ksantaankummi sisaldusega tselluloosi osakeste kohta — mida rohkem osakesi
trukkimispastas kasutada seda rohkem on tarvis ksantaankummi, et neid osakesi siduda.

Joonis 12. Siiditriikiga valmistatud TLC plaat tselluloosi osakeste sisaldusega 300 mg ml-*

Eelnevate katsete pOhjal otsustati proovida tselluloosi osakeste sisaldust trikipastas
kontsentratsioonil 290 mg mg ml™* ksantaankummi 8 mg ml* vesilahuse kohta. Triikiti kahekordne
kiht. Tulemustest on nédha, et plaadi materjal on senistest tulemustest Uhtlaseim ja vaikeseid
tihimikke materjalis ei ole (Joonis 13). Seega kdigis jargnevates katsetes kasutati tselluloosi

osakeste trikkimiseks sellise sisaldusega trukipastat.
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3,5x suurendus

Joonis 13. Siiditriikiga valmistatud TLC plaat tselluloosi osakeste sisaldusega 290 mg ml-*

3.1.2 TLC plaatide trikkimise optimeerimine

Jargnevalt optimeeriti TLC plaadi trikkimise kéigus trikitavate kihtide arvu thele plaadile. Sama
plaati mitu korda jérjest trukkides (trikkimiste vahepeal materjali kuivatamata), saab suurendada
saadud plaadi paksust. Selle katse eesmark oli saavutada triikitud plaadi puhul sarnane TLC plaadi

materjali paksus kui kommertsiaalse plaadi puhul.

Katse kaigus trukiti plaate vastavalt 2, 4, 6, 8, 10 ja 12-kihilisena. Seejarel trikitud plaadid kuivatati
ja moddeti kruvikuga nende paksus. Katsetulemused on toodud graafikul (Joonis 14).
Kommertsiaalse tselluloosi plaadi puhul mdodeti materjali paksuseks 0,105 mm.

0,120
0,110 T
0,100 {
0,090

0,080

materjali paksus/[mm]

0,070
0,060
0 2 4 6 8 10 12
kihtide arv/[tk]

trikitud plaatide paksus kommertsiaalse plaadi paksus

Joonis 14. Triikitud materjali paksuse sdltuvus kihtide arvust. 10-kihilise puhul tehti 4 korduskatset ning arvutati standardhélve
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Tulemustest saab jareldada, et TLC plaatide trikkimine lubab kontrollida nende paksust, mis vdib
anda olulise eelise plaatide valmistamiseks rakenduste jaoks, kus oleks plaatide paksust vaja

kontrollida.

Lisaks on tulemustest ndha, et 10-kihiline trikitud TLC plaat on materjali paksuselt kdige sarnasem
kommertsiaalse plaadi materjali paksusele. Trikitud 10-kihilise plaadi materjali keskmine paksus
on 0,104 mm suhtelise standardhdlbega 6,1% (n=4). Seega on kdigis jargnevates katsetes kasutatud

10-kihiliselt triikitud tselluloosi plaate.

3,5x suurendus

Joonis 15. Siiditrikiga valmistatud 10-kihiline TLC plaat tselluloosi osakeste sisaldusega 290 mg ml!

3,5x suurendus

Joonis 16. Kommertsiaalne tselluloosi TLC plaat, milles on kasutatud samu osakesi, mis siiditriiki meetodil tehtud plaatide puhul
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Siiditriki  meetodil trikitud 10-kihiline TLC plaat on (htlane (Joonis 15), sarnaselt
kommertsiaalsele TLC plaadile (Joonis 16), mis on tehtud samast materjalist. Siiditriikiga tehtud
plaadi puhul on materjalil ndha mustrit, mis on tingitud siiditriiki ekraanist endast. Kogu plaadi
ulatuses on néha, et mdned kohad plaadist paistavad rohkem labi kui teised, mis vdib-olla
pohjustatud trikkimise ajal ebathtlasest triikipasta jaotusest ekraanil, kui on trikipastat 1&bi
ekraani vajutatud.

3.1.3 TLC plaadi eraldusvdime hindamine

TLC eksperimendi labi viimiseks kantakse 10-kihiliselt trikitud plaadile aminohapete segu (iga
aminohappe kontsentratsioon on 0,02 M) ning teostatakse 2D TLC. Siiditruki meetodil trukitud

plaati vorreldi kommertsiaalse plaadiga (Joonis 17).

(A ©)

Joonis 17. Siiditriki meetodil tehtud TLC plaat (A) ja kommertsiaalne TLC plaat (B). Sinise ringiga on tahistatud ligikaudne proovi
lisamise punkt ning proovi laigu suurus pdrast laiali valgumist. Nooltega on téistatud esimese elueerimise (TLC1) ja teise
elueerimise (TLC2) suunad. Proovis olevad komponendid, mis ninhlidriiniga reageerides nahtava varvuse annavad, on téhistatud
numbritega 1-5 (sama tahistust on kasutatud ka edaspidi)

Katse tulemustest on naha, et eraldatakse viis komponenti, millest neli on aminohapped: Ser, Ala,
Leu ja Met ning viies komponent on identifitseerimata. Tundmatu komponent tuleb eeldatavasti
proovist, sest seda on naha nii kommertsiaalse kui ka prinditud plaadi puhul ning see ei sega
trikitud TLC plaatide karakteriseerimist. Kuna t66 eesmérk oli demonstreerida hetkel vaid
tehnoloogia toimivust, siis ei teostatud aminohapete asukoha ega lisalihendi identifitseerimist.

Tulemustest on nadha, et aminohapped on (ksteisest eraldatud nii trikitud plaadi kui ka
kommertsiaalse plaadi puhul. Tulemuste vordlemiseks mdddeti suhtelised retentsiooni vaartused
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esimese ja teise elueerimise suunas ning tekkinud aminohapete laikude kdrgused ja laiused.
Tulemused on Tabelis 1 ja 2.

Tabel 1. M6ddetud komponentide suhtelised retentsioonide vaartused

Trikitud Kommertsiaalne
Komponent TLC1 TLC2 TLC1 TLC2
1 0,25 0,18 0,32 0,19

0,33 0,29 0,40 0,30
0,55 0,20 0,61 0,21
0,55 0,50 0,61 0,50
0,62 0,63 0,65 0,62

a b~ wnN

Tulemustest on naha, et suhtelised retentsiooni véaartused on mdlema plaadi puhul (ksteisele
sarnased — maksimaalne erinevus Rr vaartustes on 0,06, mis on 10% vastavast R¢ vaartusest. Sellest
vOib jareldada, et siiditriki meetodil trikitud TLC plaadi Rf véartused ei erine praktiliselt

kommertsiaalsest plaadist, kui plaatide materjalis on kasutatud samu tselluloosi osakesi.

Tabel 2. M6ddetud komponentide laikude kdrgused ning laiused. Md6tmistulemused on antud sentimeetrites

Trikitud Kommertsiaalne
Komponent Korgus Laius Korgus  Laius
1 1,71 0,40 0,73 0,46

1,64 0,41 1,12 0,46
2,03 0,34 1,77 0,37
0,41 0,41 1,58 0,37
0,66 0,98 191 0,37

g b WN

Tulemustest on néha, et enamasti tekib piikide asimmeetria. Piikide asimmeetriat pole niha vaid
komponendil 4 trukitud plaadil. See komponent vdib-olla plaadil asimmeetrilise kujuga, kuid
ndrga varvi intensiivsuse tottu ei ole vBimalik asiimmeetriat tuvastada. Tabelist 2 on néaha, et
trikitud plaadi puhul on piikide asimmeetria suurem, kui kommertsiaalse plaadi puhul. Vastavalt
kromatograafia teooriale [39] v6ib see antud olukorras olla pdhjustatud erinevatest asjaoludest: (1)
ksantaankummi kasutamine trikitud plaadi materjalis pdhjustab sekundaarseid interaktsioone
analuldiga, mida kommertsiaalse plaadi puhul ei ole, (2) siiditriki meetodil valmistatud plaatide
puhul vdivad olla osakeste vahel suuremad tuhimikud, (3) pérast proovi lisamist plaadile valgub
see trukitud plaadi puhul rohkem laiali (4-5 mm) vorreldes kommertsiaalse plaadiga (2,5 mm), (4)
trikitud plaadi mahtuvus on vaiksem kui kommertsiaalse plaadi mahtuvus ning katsed on tehtud
plaatide mahtuvuse l&hedal ja (5) trikitud plaadi kiirem elueerumine (arutatud allpool) voib viia
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tugevama astimmeetriani, kuna statsionaarse faasiga tugevamini interakteeruvad molekulid voi

poorides olevad molekulid jadvad analliidi pohiosast ronkem maha.

Oluline erinevus trikitud ning kommertsiaalse plaadi vahel oli ka eluentide litkumise Kiirused.
Trikitud plaadi puhul olid elueerimiste ajad keskmiselt 39 (TLC1) ja 23 minutit (TLC2).
Kommertsiaalse plaadi puhul olid elueerimiste ajad keskmiselt 97 (TLC1) ja 64 minutit (TLC2).
Selle ning proovi suurem laiali valgumine trikitud plaadil viitab, et trukitud materjal margub
paremini kui kommertsiaalne plaat. Seda vdib pdhjustada ksantaankummi juuresolek, mis
suurendab statsionaarse faasi polaarsust. Kiirem analiiiisi tulemuste saavutamine on oluline eelis
trikitud plaatide puhul, kuid see voib olla péhjustanud ka tugevama piikide asiimmeetria ja seega
kehvema eralduse.

3.2 SAX ja silikageeli osakeste kombineerimine

Mikrofluiidika uurimisgrupis on eelnevates t66des SAX ja silikageeli osakeste trukkimispasta
komponentide kontsentratsioonid optimeeritud, kuid ei ole katsetatud nende kasutamist
aminohapete kontsentreerimiseks ja puhastamiseks ning spetsiifilist disaini nende kahe materjali

Uhendamiseks.

Puhast SAX materjali kasutades sooviti uurida, kas aminohapped elueeruvad materjalil vGi mitte.
Saadud tulemuse pdhjal polnud véimalik jéreldusi teha, kuna ninhldriini abil pole materjali peal
vBimalik aminohapete asukohta nahtavalt tuvastada (Joonis 18). Selle probleemi v@imalik seletus
on, et SAX pinna peal on ka primaarsed amiinid, mitte ainult tertsiaalsed nagu tootjapoolne

kirjeldus lubab (vastavat hiipoteesi kinnitas ka tootja kirjavahetuse teel).

(®) )

A () ©
. ' l |

Joonis 18. Trukitud SAX plaadid, (A) plaadile on lisatud aminohapped, kuivamise jérgselt ninhtdriiniga pihustatud. (B) plaadile
on lisatud aminohapped, elueeritud &adikhappe lahusega ning pihustatud ninhidriiniga. (C) plaadile on lisatud aminohapped,
elueeritud DI veega ning pihustatud ninhidriiniga. (D) plaadile on lisatud aminohapped ja elueeritud Tris-puhvriga, pihustatud
ninhldriiniga. (E) plaadil on puhas SAX materjal, millele pole midagi lisatud, pihustatud ninhidriiniga
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3.2.1 Aminohapete elueerimine SAX-ilt

Kuna varasemates katsetes ei olnud SAX materjalilt véimalik aminohappeid silmaga nédhtavalt
tuvastada, kasutati SAX materjali SPE-na ning elueeriti aminohapped filterpaberile (390, Filtrak).
Selle jaoks trikiti 1,5 x 1 cm SAX materjali riba, mille kohale asetati filterpaber modtmetega 1,5
x 4 cm selliselt, et filterpaberi ja SAX materjali kattuvus oleks 1 mm. Filterpaber pressiti kahe

klaasslaidi vahele kinni ja kinnitati paberiklambritega (Joonis 19).

A ©)]

Joonis 19. Siiditriikiga trikitud SAX materjal (A). Kokkupandud katseseade, kus on filterpaber surutud kahe klaasslaidi vahele
selliselt, et SAX materjal ja filterpaber kattuksid (B). Klaasslaidide kinnitamiseks on kasutatud paberiklambreid

SAX materjalile pipeteeriti 2 pl igat aminohapet eraldi, lasti 6hu kdes kuivada. Katseseade asetati
eluneti ning elueeriti kuni paberi tdies ulatuses margumiseni. Katseseade Uhendati lahti ning
filterpaber kuivatati Ohu kaes. Filterpaberile pihustati ninhidriini aminohapete n&htavale

toomiseks.

(A1) (A2) (B1) (B2) (C1) (C2)

oL

Joonis 20. Filterpaberid, millele on elueeritud SPE materjalilt aminohapped. (A1) filterpaberile on elueeritud Ser ja Ala dadikhappe
vesilahuses. (A2) filterpaberile on elueeritud Met ja Leu &adikhappe vesilahuses. (B1) filterpaberile on elueeritud Ser ja Ala DI
veega. (B2) filterpaberile on elueeritud Met ja Leu DI veega. (C1) filterpaberile on elueeritud Ser ja Ala Tris-puhvriga. (C2)
filterpaberile on elueeritud Met ja Leu Tris-puhvriga

Tulemusest (Joonis 20) on néha, et aminohapped elueeruvad SAX materjalilt filterpaberile vaid
happelist eluenti kasutades.
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3.2.2 SAX ja silikageeli materjali kokku triikkimine

Siiditraki abil valmistati kiip, kus elueerimisala on silikageelist ning SPE ala on SAX materjalist.
Esialgu trikiti silikageeli materjal, jattes Kiibi sisse 0,9 x 0,9 cm ava (Joonis 21, pilt A) ja hiljem
trikiti avale 1 x 1 cm SAX materjali kiht (Joonis 21, pilt B). Katse tulemustest on néha, et
materjalide kokku trikkimisel ei esinenud probleeme — trikitud materjalid on séilitanud oma

disainitud kuju.

(A (B)

Joonis 21. Esmalt triikiti silikageeli materjal (A). Materjal kuivatati ning seejérel triikiti SAX materjal (B)

Lisaks katsetati, kas kiibi materjalid on omavahel kontaktis ning marguvad DI veega. Tulemustest
on naha, et DI vesi médrgab mdlemat materjali ning liigub thtlaselt Ghelt materjalilt teisele (Joonis
22). SAX materjali monevdrra aeglasem méargumine voib olla pdhjustatud sellest, et see on oluliselt
paksem ja seega mahutab oluliselt rohkem vedelikku kui silikageel. Erinev materjalide paksus on

tingitud erineva koetihedusega vorgu kasutamisest materjalide triikkimisel.

0 sekundit 1 sekund 5 sekundit 15 sekundit 40 sekundit

Joonis 22. Silikageelist ja SAX materjalist kombineeritud kiibi margumine DI veega.
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3.2.3 SAX ja silikageeli materjali toimimine aminohapete eelkontsentreerimiseks
ja puhastamiseks

Jargnevalt kontrolliti, kas SAX ja silikageeli kombineeritud kiibi osa t66tab aminohapete
eelkonstentreerimiseks ja puhastamiseks. Lisaks uuriti, kas saadakse sarnased tulemused, mis
filterpaberiga tehtud katses, kus aminohapped elueerusid SAX materjali pealt maha vaid happelises

keskkonnas. Selle jaoks kasutati peatkis 3.2.2 trikitud kiipe.

Aminohapete segu lahust, kus iga aminohappe kontsentratsioon on 0,2 M, pipeteeritakse 2 pl SAX
materjalile ning lastakse 6hu kées kuivada. VVordluskatse jaoks kasutatakse sama protseduuri, kuid
aminohapete asemel pipeteeriti MilliQ vett. Kiip asetatakse ndusse nii, et kiibi alumine serv ulatub
eluendi nivooni. Kiip eemaldati eluendist, kui eluendi front Kiibil oli Kkiibi Glemisest servast
ligikaudu 0,5 cm kaugusel. Kiibil lasti kuivada tdmbekapi all, kuni eluendi aurustumiseni. Kiibile

pihustati ninhudriini lahust ja lasti tdmbekapi all kuivada.

(AL) (A2) (B1) (B2) (C1) (C2)

[ .
| 1 |
|
' i l
| 'n
| i
| | |
' | }‘ 1

- I ' .

| . Bl 0 B A W

Joonis 23. Aminohapete elueerimine SAX materjalilt silikageelile. Tehti ka vGrdluskatse, kus aminohapete segu asemel lisati SAX
materjalile DI vett. Erinevad katsed: (Al) vordluskatse &idikhappe lahusega, (A2) aminohapped ja d4dikhappe lahus, (Bl)
vordluskatse PBS-puhvriga, (B2) aminohapped ja PBS-puhver, (C1) vordluskatse Tris-puhvriga, (C2) aminohapped ja Tris-puhver

R TR T

T SIS R

Tulemustest (Joonis 23) on naha, et aminohapped elueeruvad SAX materjalilt silikageelile
sOltumata eluendi pH-st. Samade tulemusteni jouti ka teostatud korduskatsetes. Nende tulemuste

selgitamiseks kontrolliti Gle aminohapete pKa vaartused, mis on toodud tabelis 3.

Tabel 3. Aminohapete pKa vaartused [40]

Aminohape pK, pKy
Seriin 2,21 9,15
Alaniin 2,34 9,69
Leutsiin 2,36 9,60
Metioniin 2,28 9,21
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Nendest andmetest saab jareldada, et kasutatud aminohapped on antud eluentide puhul, kas
positiivselt laetud voOi tsvitterioonina (Uldlaeng on 0). Seetdttu elueeruvad aminohapped SAX

materjalilt maha, kuna SAX materjali pind on positiivse laenguga.

Sellele probleemile on lahenduseks, kas (1) veelgi aluselisema puhvi kasutamine vdi (2) SCX
materjali kasutamine SAX asemel. Kuna silikageel ei ole enamasti aluselises keskkonnas stabiilne,
siis eeldatavalt on parem lahendus SAX-i véljavahetamine SCX materjaliga.

3.3 Kolme erineva materjali kokku trikkkimine Ghtseks kiibiks

Jargmise katsena demonstreeriti kogu Kiibi kokku trikkimist, kus kombineeritakse kolm materjali:
silikageel, SAX ja tselluloos (Joonis 24).

(B) ©
.
lcm

Joonis 24. Siiditriki meetodil kiibi kokkutriikkimise etapid. (A) silikageelist trikitud osa, (B) tselluloosist juurde triikitud osa
silikageelile, (C) SAX materjali juurde trikitud osa silikageelile ja tselluloosile.

(A

Joonisel 25 on vélja toodud kiibi disain ning toimimise pdhimdte.
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90° SAX
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oo silikageel
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(©) (D) (E)

I

TLC1

90 TLC2

Ly

Joonis 25. Kiibi disain ja toimimise pShiméte. (A) proovi eelkontsentreerimine, (B) anallilitide eraldamine proovimaatriksist, (C)
analltide elueerimine TLC osa algusesse, (D) 1D TLC esimese eluendiga, (E) 2D TLC teise eluendiga

Tulemustest on naha, et kiibi trikkimine dnnestus. Kuna eelnevas katses demonstreeriti, et SAX

materjal ei t66ta aminohapete jaoks SPE materjalina (peatikk 3.2.3), siis seet6ttu kogu Kiibi
toimimist ei olnud hetkel véimalik katsetada.
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Kokkuvote

Selle t60 eesmérk oli tdestada, et siiditruki meetodil on vdimalik valmistada kiipe, mis koosnevad
erinevat tulpi osakestest. T60 kaigus uuriti tdpsemalt: (1) tselluloosi osakeste trikkimist ja saadud
plaadi kasutamist 2D TLC analulsiks aminohapete eraldamisel, (2) SAX-i ja silikageeli
kombineerimist Kiibiks, et eelkontsentreerida aminohappeid ja neid segavatest Uhenditest

puhastada, ning (3) eelnevates etappides arendatud osade kombineerimist tiheks kiibiks.

T60 kéaigus demonstreeriti, et siiditriiki meetodit kasutades on vdimalik trikkida tselluloosi osakesi
ning et trikitud materjalist on v@imalik valmistada poorsete omadustega materjali mikrofluiidika
seadmete jaoks vOi TLC plaatide valmistamiseks. Leiti, et sobivaimad trikkimispasta parameetrid
on 290 mg ml* tselluloosi osakesi ja 8 mg mlI** ksantaankummi. Lisaks taheldati, et TLC plaati 10
korda trikkides saavutatakse plaadi paksus, mis on lahedane kommertsiaalse plaadi paksusele.

Siiditriki - meetodil trikitud TLC plaadi suhtelised retentsioonifaktorid on sarnased
kommertsiaalsele plaadile, kuigi eraldus on ménevdrra halvem piikide suurema asimmeetria tottu.
Siiski sobivad trikitud plaadid 2D TLC jaoks.

Silikageeli ja SAX osakeste kiibi trikkimine onnestus. Ilmnesid probleemid aminohapete
eelkontsentreerimisel SAX materjaliga, kuid selle lahendamiseks saab SAX osakesed asendada

sarnase suurusega silikageeli baasil olevate SCX osakestega.

Lisaks demonstreeriti, et siiditriki abil on véimalik valmistada Ghtne kiip, mis koosneb erinevat

tlupi osakestest (silikageel, SAX ja tselluloos).

Seega vOib kokkuvotvalt 6elda, et t66 eesmargid on saavutatud ning edaspidi saab t66 kéigus leitud

puudused parandada ja kogu Kiibi toimivust tGestada.
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Summary

The objective of this study was to demonstrate the feasibility of fabricating a chip composed of
several distinct particle types using screen printing. This study specifically investigated the
following: (1) printing cellulose particles and utilizing the resulting plate for two dimensional thin-
layer chromatography to separate amino acids, (2) merging strong anion exchange and silica gel
into a chip that could pre-concentrate amino acids and cleanse them of interfering compounds, (3)
integrating the components developed in the earlier steps into a single unified chip.

This research illustrated the viability of printing cellulose particles using screen printing, which
then could be transformed into porous materials suitable for microfluidic devices or the creation of
thin-layer chromatography plates. Optimal parameters for the printing paste were established at
290 mg ml for cellulose particles and 8 mg ml for xanthan gum. Additionally, it was found that
printing the thin-layer chromatography plate ten times yielded a thickness approximating that of a

commercial plate.

The thin-layer chromatography plate, manufactured using the screen-printing method,
demonstrated relative retention factors akin to commercial plates. However, due to increased
asymmetry, the separation was slightly less effective. Despite this, they proved suitable for two-

dimensional thin-layer chromatography printing.

The printing of a chip integrating silica gel and strong anion exchange particles was successful.
Some issues arose concerning the pre-concentration of amino acids with strong anion exchange
material, but these can be remedied by substituting the strong anion exchange particles with strong

cation exchange particles, which are of a similar size and silica gel based.

Moreover, it was shown that a cohesive chip comprising all three types of particles - silica gel,
strong anion exchange, and cellulose - could be fabricated using screen printing.

In conclusion, the goals of this study were successfully met. Future work will focus on addressing

the identified shortcomings and confirming the entire chip's functionality.
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Infoleht

Luhikokkuvote: Kéesolevas t60s demonstreeriti, et uudne osakestepdhine mikrofluiidika
vOimaldab uhele kiibile kombineerida erinevaid materjale. See voimekus lubab ihel kiibil teostada
mitu erinevat analliisi sammu: analliitide eelkontsentreerimine, puhastamine ja kromatograafiline
eraldus. Kiibi valmistamiseks kasutati siiditrikki. Tapsemalt demonstreeriti, et siiditriki abil (1)
on voimalik valmistada tselluloosiosakestest koosnev dhukese kihi kromatograafia plaat, mille
toimimine tdestati aminohapete eraldamise abil, (2) saab trukkida silikageelist ja tugeva
anioonvaheti osakestest koosneva kiibi aminohapete eelkontsentreerimiseks ja puhastamiseks, (3)

on vdimalik kaks eelnevat etappi lhendada, et valmistada kolmest eri materjalist koosnev Kiip.
Marksonad:

Osakestepohine mikrofluiidika, siiditrikk, kahemd6tmeline 6hukese kihi kromatograafia,

tahkefaasi ekstraktsioon, aminohapete analts, analtdtiline keemia
CERCS kood: P300 Analiiutiline keemia

Short summary: In this work, it was demonstrated that novel particle-based microfluidics enables
the combination of different materials onto a single chip. This capability allows multiple analysis
steps to be performed on one chip: pre-concentration, purification, and chromatographic separation
of analytes. Silk screen printing was used for chip fabrication. More specifically, it was
demonstrated that with silk screen printing: (1) it is possible to fabricate a thin-layer
chromatography plates composed of cellulose particles, which was proven to function through the
separation of amino acids, (2) it is possible to print a chip consisting of silica gel and strong anion
exchange particles for pre-concentration and purification of amino acids, (3) it is possible to

combine the two previous stages to fabricate a chip composed of three different materials.

Keywords: Particle-based microfluidics, Silk screen printing, Two-dimensional thin-layer

chromatography, Solid-phase extraction, Amino acid analysis, Analytical chemistry

CERCS code: P300 Analytical chemistry
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