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Abstrakt

Predkladana dizertacni prace na téma ,,Vyuziti kapilarni a Cipové elektroforézy pro klinicky
vyzkum” je rozdélena na dvé samostatné Casti. Prvni kapitola shrnuje problematiku vyvoje velmi
rychlého stanoveni kyseliny mocové a kreatininu v lidské moci a séru prostiednictvim kapilarni
elektroforézy s UV detekei, kdy bylo vyvinuto zcela origindlni feSeni pro provadéni
desetivtefinové elektroforetické separace na komerénim elektroforetickém piistroji Agilent HP*"
CE. Separace byly provadény v laboratorné sestavené kapilafe vytvofené spojenim 9,7 cm
dlouhé analytické kapilary s vnitinim primérem (d) 25 um a 22,9 cm dlouhé pomocné kapilary
s d 100 pm. Vlastni elektroforeticka separace probiha na kratké separacni draze
o délce 8,3 cm pii soucasné aplikaci elektrického separacniho pole o vysoké intenzité
cca 2,3 kV.em” (pii vétsing elektroforetickych separaci neptekraduje intenzita hodnotu
1,0 kV.em™). Spojena kapilara byla testovana pfi praktickych klinickych stanovenich:
1) stanoveni kreatininu v lidské moci provadéné v zakladnim elektrolytu — o slozeni 20 mM
kyselina citronova / NaOH, pH 3,0; ii) stanoveni kyseliny mocové v lidské moci v zédkladnim
elektrolytu, 20 mM MES / NaOH, pH 6,0. Za téchto experimentalnich podminek bylo dosazeno
velmi kratkych migracnich casi, 12,2 s pro kreatinin a 8,6 s pro kyselinu mocovou ve vzorcich
moce. Dosazena separacni ucinnost se pohybuje v rozmezi 1660 az 2760 teoretickych pater za
sekundu a limity detekce (LOD) dosahuji mikromolarni az submikromolarni trovné, coz je
dostate¢né pro provadeéni praktickych analyz. V dizertaéni préaci je podrobné diskutovana teorie
separace pi1 vysokych intenzitdch elektrického pole a jeji praktické vyuziti pro separaci

klinickych vzorki.

Druhé c¢ast dizertacni prace je vénovana vyvoji zcela nové metodiky rychlého stanoveni steviol
glykosidli v potravindich a potravinovych dopliicich pomoci kapilarni elektroforézy

s bezkontaktni vodivostni detekci. Stevia rebaudiana Bertoni je bile kvetouci, svétlomilna,
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vytrvala rostlina, kterd je celosvétové péstovana pro sladky extrakt izolovany z jejich listkd.
Listy stévie obsahuji celou tadu diterpenickych glykosidd, jejichz chemickéd struktura
je odvozena ze spolecného aglykonu zvaného steviol. V soucasnosti je znama struktura jedenacti
steviol glykosidl, z nichz majoritni zastoupeni ve stévii zaujima steviosid (cca 300 krat sladsi
nez sachardza) a rebaudiosid A (cca 450krat slad$i nez sachar6za). Steviol glykosidy
se pouzivaji jako nekaloricka, vysoce intenzivni sladidla v potravinovych dopliicich a napojich.
Vyuziti steviol glykosidii se v soucasnosti velmi rozsiiuje, coz s sebou piinasi pozadavek pro
kontrolu jejich obsahu v potravindch z divodii mozné falzifikace. Elektroforetickd separace
steviol glykosidii byla provedena rovnéZ na pfistroji kapilarni elektroforézy Agilent HP*® CE
s vyuzitim bezkontaktni vodivostni detekce, jako alternativni techniky pro detekci latek
neabsorbujicich ve viditelné a ultrafialové oblasti spektra. PouZzita kfemenna kapilara pro vlastni
separace byla 33 cm dlouhé (18 cm k detektoru) s 10 um vnitfnim primérem. Optimalizovany
zakladni elektrolyt byl roztok 170 mM kyseliny borit¢ / LiOH, pH 9,0, s obsahem 0,5 %
v/v INST Coating Solution. Separace byly provedeny za pouziti vysokého napéti +20 kV
a hydrodynamického davkovani vzorku tlakem 50 mbar po dobu 100 s. Vzorky potravin
a napoju jsou pred elektroforetickou analyzou pouze rozpustény ve vode¢, zfiltrovany a finalné
fedény acetonitrilem. Migracni Casy testovanych steviol glykosidii mély hodnoty 5,0 min. pro
rebaudiosid A a 5,1 min. pro steviosid. Dosazena separacni u¢innost byla mezi 305 000 az

347 000 teoretickych pater / m.
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Abstract

Present the dissertation thesis on the topic "The use of a capillary electrophoresis and
electrophoresis on chip for clinical research" is divided into two separate parts. The first chapter
summarizes the problems of development new method of very rapid determination of uric acid
and creatinine using capillary electrophoresis in human urine and serum, when the entirely
original solution has been developed for implementation of very fast electrophoretic separations
in a commercial electrophoretic apparatus. The separations were performed in a laboratory made
capillary formed by connecting a 9.7 cm long separation capillary with inner diameter (d) 25 pm
with an auxiliary 22.9 cm long capillary with d 100 um. The coupled capillary is characterized
by the effective separation path 8.3 cm (short-end injection mode) and the high electric field
intensity around 2.3 kV per cm. The coupled capillary was tested at several high-speed analysis;
1) the determination of creatinine in human urine, background electrolyte - 20 mM citric
acid/NaOH, pH 3.0; ii) the determination of uric acid in human urine, background electrolyte -
20 mM MES/NaOH, pH 6.0. Under these experimental conditions, migration times of 12.2 s for
creatinine and 8.6 s for uric acid were achieved and the attained separation efficiency was
between 1660 to 2760 theoretical plates per second for all analysis. LODs for both analytes were
on submicromolar level. The theory of separation in coupled capillary and its practical
applications for separation of clinical samples is discussed in the thesis. The second chapter
summarizes the problems of development a new method of capillary electrophoresis with
contactless conductivity detection for sensitive determination of stevioside and rebaudioside A in
foods and beverages. The plant Stevia rebaudiana Bertoni has been widely cultivated in the
world for the sweet diterpene glycosides. The leaves contain different diterpene glycosides
arising from the same aglycone, steviol. There are eleven steviol glycosides with stevioside
being the most abundant (about 300 times sweeter than saccharose), followed by rebaudioside A

which is known to be even sweeter (about 450 times sweeter than saccharose). Steviol-glycoside
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sweeteners are commonly used as nonnutritive and high-intensity sweeteners in food
supplements and beverages. In the present time, the use of steviol glycosides is becoming
increasingly widespread, leading to the requirement of controlling the content of steviol
glycosides in foodstuffs to monitor possible falsification. The CE separations were performed by
means of the HP*® CE system with contactless conductivity detection. The fused-silica capillary
was 33 cm long (18 cm to the contactless conductivity detector) with 10 um internal diameter.
The optimized background electrolyte was 170 mM boric acid/LiOH, pH 9.0, containing 0.5 %
v/v INST Coating Solution. Separations were performed by applying high voltage of +20 kV and
samples were injected into the capillary by pressure 50 mbar for 100 s. Samples were directly
dissolved in water and diluted with acetonitrile. The migration times of the tested steviol
glycosides had values 5.0 min. for rebaudioside A and 5.1 min. for stevioside, respectively. The

attained separation efficiency was between 305 000 — 347 000 plates per meter in real samples.
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1 Kapilarni elektroforéza: Obecny prehled a mozZnosti pouziti v klinické

laboratori

1.1 Od minulosti k dnesku

Termin elektroforéza (slovo pochazi z fectiny znamenajici transport pomoci elektiiny) oznacuje
separacni metodu vyuzivajici pohyb nabitych ¢astic v kapalném roztoku vlivem elektrického
pole. Nabitymi ¢asticemi mohou byt malé anorganické ionty, organické molekuly nebo
1 makromolekuly, jako jsou napf. plasmatické proteiny, nukleové kyseliny nebo fosfolipidy [1].
Pohyb anorganickych iontii v elektrickém poli byl nejdiive objeven v koloidnim a pozdéji i ve
vodném roztoku, coz je datovano od roku 1892. V roce 1930 byla popsana a o sedm let pozdéji
Svédskym elektrochemikem Arne Tiseliem i sestavena prvni elektroforetickd aparatura [2]. Jako
separacni kolonu pouzil kfemennou trubici ve tvaru U, ve které provedl uUspéSnou
elektroforetickou separaci proteinti krevniho séra. Za tyto objevy byla A. Tiseliovi v roce 1948
udélena Nobelova cena [3]. Navzdory novému potencidlu zlstala elektroforéza nékolik let bez
povsimnuti. Dalsi vyvoj elektroforézy je spjat se jménem Stellan Hjertén, ktery ke konci 60. let
dvacatého stoleti sestavil prvni variantu kapilarni elektroforézy (CE) sestavajici ze zdroje
vysokého napéti, detektoru a kiemenné separacni trubice o vnitinim priméru 1 — 3 mm zanofené
v externim chladicim kapalném médiu. Tento nadmiru jednoduchy elektroforeticky systém
umoznil zdkladni oddé€leni anorganickych iontl, proteinii a nukleovych kyselin. Navzdory
prikopnické praci ze strany Hjerténa ziistala CE relativné neznamou separacni technikou [4].
Zasadni zlom nastal az pocatkem 80. let minulého stoleti a je spojeny se jmény J. W. Jorgensona
a K. D. Lukacsové [5, 6], ktefi zacali v CE pouzivat tenké kapilary z kiemenného skla s malymi
vnitinimi priméry (d) o velikosti 75 — 100 pm a jako prvni v nich provedli u¢inné separace
smési aminid, dipeptidii a aminokyselin. Kiehkost kfemennych kapilar byla eliminovéana vrstvou

polyimidu nanesenou na vnéjsi povrch kapildry, kterd zajiStuje vysokou mechanickou pevnost.
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Kapilary tohoto typu se pouzivaji dodnes. Provadénim separace v kapildrach s malym vnitinim
pramérem bylo potlac¢eno rozmyvani zon vlivem konvektivniho proudéni kapaliny a zaroven se
v takto tenkych kapilarach zacal projevovat fenomén elektroosmotického toku (EOF).
Vysledkem byla vysoké separa¢ni ucinnost dosahujici stovek tisic teoretickych pater. Kapilary
byly navic technikou on-column spojeny s fotometrickym detektorem, piivodné vyvinutym pro
vysoko-ucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC), a tak nastaly prvni predpoklady pro vyvoj

komer¢nich ptistroji CE [5].

Vysoka separacni ucinnost, jednodussi vyvoj metody vcetné optimalizace separacnich
parametr, nizké provozni naklady, minimalni spotieba vzorku a ¢inidel jsou hlavni diivody pro
Siroké pouZivani elektroforetickych metod. K rozmachu CE a k jejimu Sir§Simu aplikaénimu
vyuzivani doSlo az po uvedeni komercné dostupnych pfiistrojii na trh, které zajistily zvySeni
robustnosti a reprodukovatelnosti elektroforetickych analyz a tim i1 konkurenceschopnost

vzhledem k HPLC. Soucasni vyrobci CE pfistroju jsou;

a) Agilent Technologies  http:/www.agilent.com/

b) Beckman Coulter https://www.beckmancoulter.com/
¢) Dionex http://www.dionex.com/
d) Lumex http://www.lumex.ru/

e) Villa Labeco spol. sr. 0. http:/www.villalabeco.sk/

f) WynSep http://www.wynsep.com/en/

Rodina novych analytickych metod vyuzivajicich elektromigraéni princip se rozriistd a CE se
postupné za¢ina uplatiiovat nejen ve vyzkumném a vyvojovém prostiedi, ale 1 v rutinnim
analytickém provozu ¢i pii feSeni mezioborovych otdzek z oblasti chemie, biochemie,

molekularni biologie, biotechnologie, potravinaiského priimyslu a Zivotniho prostfedi [7-9].
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1.1.2 Zaclenéni kapilarni elektroforézy do klinickych laboratori

Neutuchajici rozvoj v oblasti klinické analyzy sledujeme od zacatku 80. let dvacéatého stoleti
a nezpomaluje ani v dneS$ni dobé. Mifi stale kupfedu v podobé vyuzivani nejmoderné;si
instrumentace. Spokojenost pacienta je dana minimalni dobou hospitalizace, pohodlim
a rychlou diagnostikou jeho obtizi. Pro spInéni téchto ukoli musi byt 1ékaf schopen v realném
Case na zdklad¢ symptomi a klinického obrazu ziskaného na podkladé vysledkt z klinické
laboratofe rozhodnout o optimalnim postupu, ktery povede k pacientovu uzdraveni. Moderni
doba vyviji tlak na klinické laboratofe, aby vyvinuly metody, které budou levné, rychlé,
pristupné automatizaci a soucasn¢ budou poskytovat spravné a piesné¢ vysledky. Dosud se
v klinické analyze s uspéchem uplatiiuje gelova elektroforéza pti vySetfeni plasmatickych
proteint, ale prudky rozvoj technik separa¢né u¢inné;jsi a rychlejsi CE pravdépodobné povede
k jejimu mnohem Sir§imu vyuziti v laboratofich klinické mediciny. Jaké jsou hlavni perspektivy

CE v klinické analyze, se pokusim nastinit v nasledujicich odstavcich.

1.1.3 Naklady CE analyz a uprava klinického materialu

V oblasti separacnich technik je CE soustfedéna zejména na stanoveni disociovatelnych latek
nizkomolekuldrniho 1 vysokomolekularniho charakteru, vhodné¢ tak dopliuje plynovou
chromatografii (GC) zaméfenou na analyzu tékavych latek a vysokoucinnou kapalinovou
techniky z hlediska nékladli na provedeni jedné analyzy, vychazi nejvyhodnéji pravé CE.
Zatimco poftizovaci naklady na zakoupeni moderni instrumentace jsou pro jednotlivé separacni
techniky zhruba stejné, tak v provoznich ndkladech vychéazi CE nejlépe. Aktualni pofizovaci
cena piistroje HPLC a CE u spole¢nosti Agilent je 1 450 000 a 1 500 000 K¢&. Pro ptistroj GC
850 000 K¢&. Hlavni uspory ndkladli u CE vychdzeji z pouzivani kiemennych kapilar, jejichz
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ceny jsou minimalné tfetinové v porovnani s cenami kolon uréenych pro HPLC nebo GC.
Potizovaci cena HPLC kolony CI8 pro testovani klinicky vyznamnych latek se pohybuje
vrozmezi 8 000 — 20 000 K¢. Zatimco desetimetrovy usek kifemenné kapildry vyjde na
cca 3 000 K¢&. Za ptredpokladu, ze CE stanoveni bude probihat v kapilaie dlouhé 60 cm, na které
se analyzuje minimaln¢ 100 klinickych vzorka, tak pii velmi konzervativnim odhadu vydrzi
10 metra dlouhy usek kapilary nejméné 1 800 analyz. HPLC kolona se mize ,,pochlubit* vydrzi
,Jjen® na 800 analyz. Navic laboratorni tiprava klinickych vzorkt pro CE analyzu neni tak pfisna
jako pro HPLC a v mnohych ptipadech postacuje fedéni klinického vzorku v kombinaci s jeho
filtraci, v ptipadé potieby doplnéné o deproteinizaci klinického materialu pridavkem silné
kyseliny nebo organického rozpoustédla. V ptipade, ze dojde k ucpani separacni kapilary, lze ji
jednoduSe vyménit za jinou levnou kapilaru s minimalnimi materidlnimi nasledky ve srovnani se
znicenim drahé HPLC kolony. Také spotieba separacnich elektrolyti a dalSich ¢inidel je v CE
naprosto minimalni a denni mnozZstvi se pohybuje v jednotkach mililitrii, zatimco spotieba
mobilni faze v HPLC je nesrovnateln¢ vyssi. Takové vyhody ¢ini z CE separacni techniku
kompatibilni s ideou zelené chemie. Pouziti jiného druhu kapilar, napt. s inaktivovanym vnitinim
povrchem, které jsou podstatné drazsi, je opét ve srovnani s kolonou v systému reverzni faze
(RP) nebo HPLC ionto-ménic¢ovou kolonou stadle méné¢ nakladné. Pii srovnani vSech vstupnich
a vystupnich ndkladi se CE jevi jako srovnatelna separatni metoda k tradicnim

chromatografickym technikdm.

1.1.4 Rychlost CE analyz

Je znamou skutecnosti, Ze CE separace provadéné v kapilafe jsou mnohem rychlejsi

vvvvvv

méfend jako migracni as tv zavisi na experimentalnich parametrech dle vztahu:
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Ip Ip
ty = = , 1-1
M Vpoz E-(ugi+UEoF) ( )

kde Ip je délka kapilary k detektoru (efektivni délka), vy, je pozorovana rychlost,
uq elektroforeticka mobilita, ugor mobilita elektroosmotického toku, £ intenzita elektrického
pole. Pti srovnani intenzit elektrického pole E pro CE (cca 200 az 800 V/cm) a gelovou plosnou
elektroforézu (cca 15 — 40 V/em) je to vice nez ziejmé. Provadéni separace pii vysokych
hodnotach intenzity elektrického pole s sebou samoziejmé piinasi nezadouci efekt v podobé

zvysené generace Jouleova tepla Q; Q zavisi na geometrickych parametrech dle vztahu:

L_E-I-m-d*/4 (1-2)

kde dO/dt [W.m™] je tepelny vykon na jednotku délky kapilary, I je proudova hustota [A.m™]
a d [m] je vnitini pramér separacni kapilary. Q je produkovano z celého objemu roztoku, kterym
protéka elektricky proud; zatimco k jeho odvodu dochézi z povrchu. Uginnost odvodu tepla je

piimo timérna poméru obvod pti¢ného prifezu separacniho prosttedi/plocha, coz pro kapilaru

d 4 cevo vy ;v g
= - Zajisténi ufinného odvodu
nd%/4 d

s kruhovym  prifezem lze vyjadiit jako

0 je tak jednim z limitujicich faktort pro zdarny pribéh elektroforetické separace a pro dosazeni

vysoké reprodukovatelnosti analyz.

Srovname-li napf. separaci proteinu provadénou i) na standardni agarézové desticce
o rozmérech 14 cm (délka) x 12 cm (Sitka) x 0,15 cm (vySka) a ii) v kiemenné kapilaie
s vnitinim primérem 75 pm, vychdzi pomér obvod/plocha pticného prifezu 40krat vyssi
ve prospéch elektroforetické kapilary. To soucasné znamend, Ze v kapilafe miizeme teoreticky
provadét separace pii 40krat vy$si E a dosahovat 40krat kratSich separacnich cas.
Pravdépodobné jednim z hlavnich divoda, pro¢ CE nenahradila gelovou elektroforézu pro
rutinni analyzy sérovych proteinli, je fakt, ze neni schopna béhem jedné analyzy separovat

soucasné vice vzorku a ziskané vysledky analyzy nelze nasledné vzadjemné porovnat [10].
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1.1.5 Vyvoj elektroforetické metody a automatizace CE

Komer¢né dostupny pfistroj CE je z instrumentalniho hlediska az pozoruhodné jednoduchy,
viz Obr. 1.1. VétSina pristroji je navic vybavena uc¢innou technikou pro regulaci teploty
v kapildfe. A to bud’ za pouziti Peltierova clanku chlazeného proudem vzduchu, nebo
je kapilara uzaviena v kartusi, ktera je naplnéna chladici kapalinou, jejiz teplota je udrzovana na
konstantni hlading. VSechny systémové komponenty CE jsou monitorovany nebo kontrolovany
pomoci pocitacového softwaru [11]. Koncovému uzivateli je tak umoznéno, aby jednoduse
optimalizoval parametry ovliviiujici separaci béhem jejiho vyvoje, vyvinul metodu a poté
analyzoval klinické vzorky. Nicméné, na rozdil od automatizovanych systémt pouzivanych
v klinické laboratofi, vyZaduje ptistroj CE nadpriimérné technické znalosti. Nejednd se o cernou
skiiniku, do které jsou vlozeny vzorky, stisknuto tlacitko a béhem jednotek vtetfin je ocekavan

vysledek bez jiz zavedené metody.

<
b

== termostatované
!}U chlazeni

separacni kapilara

zdroj vysokého napéti

vstupni vialka vystupni vialka

Obr. 1.1. Zjednodusené schéma zakladniho instrumentdlniho uspotadani v CE. Pismeno ,,.D*
oznacuje detektor.
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1.1.6 Detekce v CE

Jednim z limitujicich faktorti pro Siroké vyuziti CE v klinické praxi jsou vysoké koncentracni
limity detekce (LOD). Nejcastéji pouzivanym detekénim systémem v CE je fotometricka detekce
v ultrafialové a viditelné oblasti spektra (UV-VIS detekce). Fotometricka detekce v UV-VIS
oblasti spektra nedosahuje v CE takové citlivosti jako pii pouziti v kapalinové chromatografii.
K absorpci zateni v CE dochazi na velice kratké draze, ktera je ptimo imérna vnitfnimu priiméru
kapilary. Tuto drahu lze pro zvySeni citlivosti vhodnym zpisobem upravit, aby byla opticky
1 mechanicky prodlouzena. Zptisobl se nabizi n¢kolik: i) Z-zalomeni separacni kapilary v misté
detekce tzv. Z-cela, u které je citlivost v porovnani s kapilarou stejného priméru az 10nasobné
vys$i (10krat se prodlouzi optickd draha). Zaroven s tim ovSem vzristd 1 nezddouci Sum zakladni
linie detektoru. i1) Druhym zplisobem je rozSifeni vnitiniho prostoru kapilary v misté detekce,

tzv. bubble cell, ktera zvySuje citlivost detekce az na Snasobek pti zachovani separa¢ni t€innosti.

Fotometrickou detekci lze pouzit jen na latky, které absorbuji v UV oblasti elektromagnetického
spektra. Citliveéjsi detekéni technikou pro CE je fluorescencni detekce, zejména jeji inovovana
varianta, laserem indukovana fluorescence (LIF). Pro jeji pouziti musi byt splnéna podminka
pritomnosti silnych chromofortt nebo fluoroforti v analyzované matrici. LOD této techniky

dosahuje az nanomolarnich hodnot [12, 13].

Hmotnostni detekce (MS) je velmi popularni detekéni technikou ve spojeni s CE, ktera
se vyznacuje vysokou selektivitou a navic podava informace o chemické strukture nezndmych
latek. Z tohoto diivodu je velmi €asto pouZivana pro analyzu biomolekul. Spojeni CE s MS neni
z konstrukéniho hlediska jednoduchou zaleZitosti. Uzemnény konec separacni kapilary neni
v tomto uspotfadani ponofen do separacniho elektrolytu v koncové nadobce, ale je volné zasunut
do vstupu hmotnostniho detektoru. To ve spojeni s malym objemovym pritokem separa¢niho

elektrolytu v kapilafe pfedstavuje problém pro uzavieni elektrického obvodu v CE. K odstranéni
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tohoto problému se nejcastéji pouzivd pomocna kapalina (sheat liquid), kterd je vedena
z externiho cCerpadla na konec separacni kapildry a zajiStuje vodivé spojeni se zemnici
elektrodou a zaroven slouzi i jako stabilizator ioniza¢niho spreje. Dal§i omezeni CE spojené
s MS predstavuje orientace na tékavé separaCni elektrolyty zalozené predevSim na kyseliné
mravenci nebo octové jako kyselé slozce a hydroxidu amonném jako bazické slozce. Pouzivani
v CE béznych pufrt, jako je boratovy, fosfatovy ¢i SDS, neni doporuceno z diivodu nezadouciho

zaneseni hmotnostniho detektoru solemi, které dlouhodobé€ snizuji jeho citlivost.

Diilezitou detekéni technikou pro CE piedstavuji elektrochemické detektory, které 1ze na rozdil
od MS snadno miniaturizovat. Klasickd elektrochemicka detekce zalozend na oxidaci nebo
redukci analytu na elektrodé bohuZel nenachdzi v elektromigracnich technikach tak Siroké
uplatnéni jako v kapalinové chromatografii. Tento fakt je zplisoben ruSivym vlivem
vysokonapétového separacniho pole CE na elektricky signal v nizkonapétovém poli
elektrochemického detektoru. To je také hlavnim divodem, pro¢ nejsou citlivé elektrochemické
detektory béznou vybavou komercnich elektroforetickych sestav

a jednotlivé vyzkumné laboratoie si je vyrab¢ji sami.

Takové tvrzeni oviem neplati pro bezkontaktni vodivostni detekci (C*D), ktera se za poslednich
15 let rozsitila do podoby Siroce pouzivané detekéni techniky pro CE. Bezkontaktni vodivostni
detektory dodava nékolik firem a postupné se tak stavaji béznou soucasti elektroforetickych
sestav. Princip C*D spogiva v bezkontaktnim méFeni vodivosti roztoku uvniti separaéni kapilary
pomoci dvou tubuldrnich elektrod, které jsou umisténé kolem vnéjsiho povrchu kapilary. Métici
elektrody nejsou v pfimém, feknéme galvanickém kontaktu s méfenym roztokem a nedochazi
zde k interferenci se separacnim stejnosmérnym polem. Na excita¢ni elektrodu je z generatoru
ptiveden stiidavy budici signal o vysoké frekvenci (desitky kHz az jednotky MHz) a amplitudé
(jednotky az desitky voltl), zpravidla sinusového pribchu. Stiidavy signal prochézi pres sténu
separacni kapilary a je ovlivnén vodivosti roztoku uvnitt kapildry a ndsledné je pomoci snimaci
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elektrody sbiran a elektronicky zpracovan. Valnd vétSina konstrukci detekénich cel pro
bezkontaktni vodivostni detekci v CE vyuzivd tubularnich elektrod o délce vtadu jednotek

milimetrd, vzajemné od sebe oddélenych detekéni mezerou v rozmezi 1 az 3 mm, viz Obr. 1.2.

separacni

detek¢éni mezera

mezi
elektrodami | ——
J , 7elektronicky
generator obvod

Obr. 1.2. Schema bezkontaktniho vodivostniho detektoru s tubularnimi elektrodami pro

kapilarni elektroforézu.

C'D je univerzalni detek&ni technikou, ktera se pouZiva nejen k detekci malych anorganickych
iontll v redlnych matricich, jako je deStova, pitnd nebo odpadni voda, lidské sérum nebo moc¢
a jiné, ale 1 pro citlivé CE stanoveni malych organickych latek, které neabsorbuji v UV oblasti
spektra. V literatufe je popsana fada CE/C'D aplikaci pro stanoveni biochemicky vyznamnych
molekul, jako jsou aminokyseliny, nizkomolekularni organické kyseliny, biogenni aminy,
mastné kyseliny, mono- a disacharidy, peptidy, proteiny nebo polysacharidy [14-19].
Interpretace odezvy C*D na jednotlivé analyty neni tak jednoducha jako v piipadé fotometrické
detekce, nebot’ analyty se ve vodivostnim detektoru mohou zobrazovat jako pozitivni i1 jako
negativni piky v zavislosti na sloZeni zékladniho elektrolytu. To klade vy$si naroky na vyvoj
elektroforetické metody a zejména na optimalizaci separacniho elektrolytu. Dtlezitym

pomocnikem pro tyto ucely jsou simulacni programy PeakMaster a Simul vytvotené pracovni

30



skupinou profesora B. GaSe, http://echmet.natur.cuni.cz/. Pomoci zminénych programi lze

simulovat CE separaci s vodivostni detekci a optimalizovat odezvu C*D. Uréitym omezenim pfi
pouzivani C*D predstavuje zvInéni zakladni linie detektoru vyvolané fluktuaci teploty v priib&hu
separace a zménami ve slozeni dvojvrstvy na vnitinim povrchu kapilary spojené s pouzivanim

povrchové aktivnich latek.

1.1.7 Uplatnéni kapilarni elektroforézy v dneSni dobé

V soucasné dob¢ nachazi CE praktické vyuziti nejen na poli komplexniho studia metabolického
slozeni  Zivych  organismi. Vc¢asné odhalovani zavaznych chorob je jednim
z hlavnich zajmid moderniho fyziologického, biochemického a farmakologického vyzkumu.
Slibnym smérem badani je sledovani metabolického profilu biologickych systémui. Jde
o velmi rychle se rozvijejici védni obor pouzivajici modernich instrumentalnich technik [20, 21].
Vyuziti kapilarni elektroforézy v metabolomice zaujiméd rozsédhlou oblast. Naprosta vétSina
metabolitii jsou nizkomolekularni ve vodé rozpustné latky, které jsou piimo separovany na
zéklad¢ rozdilné elektroforetické pohyblivosti ve volném roztoku bez pouziti stacionarni faze
[22]. Navic pro vétsinu  CE  stanoveni neni nutné vzorek  derivatizovat
a metabolity lze stanovit v nativnim stavu, ve kterém se vyskytuji v zivé tkani. Uprava vzorku
pro CE analyzu je vyrazné jednodus$si v porovnani s vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
[23]. V mnoha aplikacich posta¢i pouze provést filtraci a fedéni vzorku [24]. Dalsi vyhodou jsou
minimalni naroky na mnozstvi vzorku potiebného k analyze, coz umoziuje provadéni
metabolomickych studii na malych laboratornich organismech, nebo dokonce je mozné
monitorovat slozeni jediné bunky [25]. Spojeni jednoduché upravy biologického materidlu
s velmi rychlou elektroforetickou separaci predstavuje ti€inny analyticky néstroj pro provadéni

klinickych studii na velkych souborech vzorkii [26]. Limitaci elektroforetické analyzy metabolitii
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je pouze pouzivani spektrofotometrické¢ detekce v UV/VIS oblasti spektra, kterd je standardni
soucasti komerc¢nich elektroforetickych ptistroji. Pouze baze nukleovych kyselin a od nich
odvozené latky, nckolik malo vybranych aminokyselin a nizkomolekularnich organickych
kyselin, poskytuje silnou odezvu pii UV detekci a ptimé pouziti fluorescencni detekce bez
predrazené derivatizace vzorku, ma jest¢ mnohem uzsi uplatnéni [27]. Nad€jnym feSenim tohoto
problému je vyuzivani i dalSich detek¢nich technik pracujicich na jinych fyzikalné-chemickych
principech, jako je i) univerzalni C*D vhodna pro detekci velmi Sirokého spektra
nizkomolekuldrnich latek [28]; ii) laserem indukovana fluorescence umoziujici vysoce citlivou
detekci na urovni 10 mol.I"' po piedchozi derivatizaci [29]; iii) hmotnostni detekce pro citlivou

detekci spojenou se strukturni charakterizaci neznamych metabolitti [30].

1.2 Princip kapilarni elektroforézy

Kapilarni elektroforéza je jednou z nejjednodusSich separacnich metod. Je to predevSim diky
nesporné¢ vyhod¢ v podobé relativné jednoduché instrumentace, vysoké separacni uCinnosti
a rychlosti separace, malé spotiebé vzorku, zdkladniho elektrolytu i ostatnich chemikalii.
Elementarnim mechanismem kapilarni elektroforézy je separace jednotlivych analyzovanych
iontd, které vykazuji rozdilnou pohyblivost v homogennim prostiedi zékladniho elektrolytu
(BGE). Ionty jsou oddé¢leny dle naboje, velikosti a tvaru. Elektroforeticka rychlost iontu vg je
pfimo umérnd elektroforetické pohyblivosti u. a intenzité elektrického pole E, respektive

poméru vlozeného napéti U a celkové délky kapilary /¢, pak plati:

Vel = Ue] .E: Uel U/lc (1—3)

Elektroforetickd pohyblivost plné disociovaného iontu i, nebo téz iontova pohyblivost, zavisi na

zakladnich fyzikaIn¢ chemickych vlastnostech separa¢niho prostiedi podle vztahu:
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Ugp = —° (1-4)

- 61T T

kde gi je ndboj iontu, # je dynamicka viskozita prostfedi a 7; je polomér velikosti iontu. Tento
jednoduchy vztah plati pouze pro malé ionty o tvaru koule a pro slozitéj$i molekuly typu
proteinii nebo nukleovych kyselin se nahrazuje komplexnéjSimi vztahy. Z tohoto vzorce je
zaroven patrné, Ze rychle budou migrovat malé ionty s velkym elektrickym nabojem. Je-li analyt
slabym caste¢né disociovanym elektrolytem, charakterizuje se pomoci efektivni elektroforetické
pohyblivosti u., kterd je soucinem iontové pohyblivosti pfisluSného analytu a stupné jeho
disociace a. V piipad¢, Ze se jedna o slabou kyselinu s hodnotou disociacni konstanty Ka, je

efektivni mobilita zavisla na pH separacniho elektrolytu dle vzorce:

= = : 1-5
Uerr = Uep " O = Uy 1+10PKa—PH ( - )

Jde-1i o slabou zdsadu, potom plati:

1
1+10PH-PK4

Uerf = Ueg " A = Uy (1-6)
Z téchto vzorcu vyplyva silné zavislost efektivni elektroforetické pohyblivosti na pH separa¢niho

elektrolytu, ktera patii mezi hlavni parametry pro optimalizaci separacnich podminek.

1.2.1 Kapilara

Separace analytd v CE jsou provadény v silnosténnych kapilarach nejcastéji vyrobenych
z taven¢ho kiemene (fused sillica), které jsou na povrchu potazeny tenkou vrstvou polyimidu.
Vrstva polyimidu dodéava kapilafe pevnost a pruznost, coz umoziuje snadnou manipulaci s jinak
kfehkym kifemennym materidlem. Kapilary se vyrdb&ji o riznych wvnitinich primérech
(d) nejcastéji mezi 5 - 150 um, vn&j$i primér se pohybuje kolem 360 pum, ale existuji
i slabosténné kapilary 0 vnéjS$im priméru 150 pm,

http://www.cmscientific.com/glass_capillaries.php. Celkovad délka kapilary se pohybuje
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v rozmezi od cca cca 31,5 cm (minimalni délka kapilary pro na trhu nejbéznéjsi elektroforeticky
ptistroj od firmy Agilent) po cca 100 cm. Pfi pouzivani laboratornich home-made elektroforéz
lze celkovou délku kapilary snizit az na cca 10 cm [26, 31, 32]. Pfed instalaci do pfistroje je
kapilara nejprve  zkracena na pozadovanou délku pomoci keramického noze
a precizné jsou setiznuty oba jeji konce do kolmych hran, coz je nezbytné pro dosazeni vysoké
reprodukovatelnosti hydrodynamického davkovani. Pro pouziti spektrofotometrické detekce je
jesté potieba v pozici detektoru na nékolika milimetrech délky kapilary odstranit vnéjsi

polyimidovou vrstvu z diivodu optické nepropustnosti tohoto materialu.

Vnitini povrch kiemenné kapilary velmi Casto podléha chemicko-fyzikalnim zméndm a mezi
nejCast¢jsi patii adsorpce celé fady latek na tento vnitini povrch, ndchylné jsou zejména proteiny.
Takto vyvolané zmény ve sloZeni vnitiniho povrchu vedou k nestabilit¢ elektroosmotického
toku, k rozmyvani piku v disledku adsorpce, coz ve findle snizi reprodukovatelnost migracnich
Casli a zaroven snizi separacni u¢innost. Z téchto divodi se pro fadu aplikaci vnitini povrch
kapilary pokryva latkami typu polyakrylamid, polyvinylalkohol, polyethylenglykol a jinymi
[11, 33]. Vnitini povrch kiemenné kapilary ovSem také disociuje, coz je pfi¢inou vzniku
dalezit¢ho transportniho jevu bézné pozorovaného v kapilarach a oznacovaného jako
elektroosmoticky tok (EOF) [34]. Silanolové skupiny Si-OH na vnitinim povrchu disociuji na
Si-O’, ¢imZ na povrchu kapilary vznikd permanentni negativni naboj. Tento naboj je pouze
castecné odstinén pevné adsorbovanou vrstvou kationtl ze separacniho elektrolytu [35]. Zbytek
kationtli odstifiujicich povrchovy ndboj se jiz nachazi dale od povrchu kapilary v tzv. pohyblivé
difizni z6né, kterd se po aplikaci separa¢niho napé€ti zacne pohybovat ve sméru migrace kationta
a hydratované ionty s sebou strhdvaji i cely roztok nachazejici se uvnitt kapilary. Timto
procesem je cely roztok uvnitt kapildry o malém vnitinim priméru transportovan ve sméru
pohybu kationtll a tento fyzikalni jev je oznacovan jako EOF. Dusledkem existence EOF je:

1) pohyb kationtli souctem elektroforetické rychlosti a rychlosti EOF; ii) elektroneutralni latky se
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elektroforetickou rychlosti a rychlosti EOF; z toho zaroven vyplyva, Ze do detektoru domigruji

pouze anionty, jejichz elektroforeticka rychlost je mensi nez rychlost EOF.

EOF tak nepfispiva k separaci analytti, ale pouze urychluje jejich pohyb. Rychlostni profil EOF
je navic kolmy v porovnani s parabolickym tlakovym profilem a nezplsobuje rozmyvani
elektroforetickych zon. Hodnota pKa silanolovych skupin je kolem 5,5 a rychly EOF je

pozorovan v bazickych separacnich elektrolytech, zatimco v kyselych je pomaly [33, 36, 37].

1.2.2 Negativni jevy uplatiujici se pii CE separaci

Na CE separace negativné¢ pusobi Jouleovo teplo, difuze a elektrodisperze. Uvedené vlivy
mohou byt potlateny optimalné¢ zvolenymi experimentdlnimi podminkami. Jouleovo teplo
vznikd pisobenim elektrického proudu prochazejiciho vodivym BGE uvnitt kapilary, které je
zaroven jejim povrchem odvadéno. Mnozstvi produkovaného tepla je tmérné druhé mocniné
poloméru kapilary, vodivosti BGE a intenzité elektrického pole. Teplotni gradient mezi stfedem
a sténou kapilary zpiisobuje rozdily ve viskozité BGE a vede k deformaci rovného rychlostniho
profilu EOF, coz ma za nasledek nezadouci rozmyvani zon analytu. Odvod Jouleova tepla miize
byt afinné regulovan za pouziti kapilar s malym vnitinim pramérem, sniZenim intenzity
elektrického pole, snizenim vodivosti BGE a u¢inngj$im odvodem Jouleova tepla. Obecné plati,
7ze nejméné tepla je generovano v kapildrdch s malymi vnitinimi priméry, jimiz te¢e maly

elektricky proud dany vysokym odporem elektrolytu v téchto kapilarach.

Analyty pifi CE separaci migruji kapilarou v zonach, na jejichZ rozhrani je ostry koncentracni

spad zptisobujici rozmyti zony analytu vlivem diftize. Diftize vede ke sniZeni separa¢ni ti¢innosti
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a vzniku Gaussovskych piki. Vliv difuze lze G¢inné potlacit zkradcenim migra¢niho casu

a snizenim teploty uvnitf kapilary prostfednictvim uc¢inného odvodu Jouleova tepla.

Vlivem elektrodisperze dochdzi k nerovnomérnému rozmyvani zén s nasledkem vzniku
trojuhelnikovitych pikti. Diference mezi vodivosti zony vzorku a okolniho separa¢niho
elektrolytu vede k rozdilnému rozlozeni elektrického separa¢niho pole v obou zonach. Ma-li
zona vzorku vysSi vodivost (elektroforetickd pohyblivost iontd analytu je vys$$i nez pohyblivost
iontl stejného znaménka pochazejicich ze separacniho elektrolytu, tzv. co-ionty), ustanovi se
s okolnim BGE; v diisledku toho ionty analytu pronikajici ve sméru migrace do zony BGE
o vysSi intenzit¢ elektrického pole, kde jsou nasledn¢ v BGE urychleny a toto rozhrani se
rozmyva. Naopak ionty difundujici do zony BGE v protisméru migrace jsou vlivem vetsi
intenzity elektrického pole taZeny zpét, ¢im vnikd ostré rozhrani. Koneénym disledkem je
trojuhelnikovity frontujici pik. Pro ionty analytu s nizsi pohyblivosti, nez je pohyblivost co-iontl
BGE, dochéazi k opacnému efektu a na elektroferogramu se zobrazuji jako trojuhelnikovité

chvostujici piky.
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2 Vyvoj elektroforetickych postupii pro rychlé monitorovani kyseliny mocové

a kreatininu pro klinické ucely
2.1 Chemické vlastnosti kyseliny mocové

Systematickym ndzvem 2,6,8-trioxypurin je trivialné a bézné oznaCovana kyselina mocova.
Strukturné je odvozena od dusikatého heterocyklu purinu, jehoz primarni skelet je tvofen
SestiClennym pyrimidinovym a péticlennym imidazolovym kruhem. Heterocyklickd kyselina
mo&ova s molarni hmotnosti 168,11 g.mol™ se vyskytuje ve dvou izomernich formach — keto-

a enol-formé, které jsou za fyziologickych podminek v rovnovaze, viz Obr. 2.1.

OH (0]
N H N
N \\ / pH 7.4 NH
/k ‘ / (@] _— 0:< ‘ /J\
0 \N N T N N o
T pKa; 5.4
pK 5, 10,3

Obr. 2.1 Izomerni formy kyseliny mocové pii fyziologickém pH.

Z acidobazického hlediska je kyselina mocova slabou dvojsytnou kyselinou s hodnotami
disocia¢nich konstant, pKa; = 5,4 a pKa> = 10,3; Obr. 2.2. Kyselina mocova je malo rozpustna
ve vode (s hodnotou rozpustnosti 0,064 g.l'l) a témer nerozpustna v éteru, methanolu a ethanolu.
Dobrou rozpustnost naopak vykazuje v glycerolu a vodnych alkalickych roztocich hydroxida,

uhlicitand, octant a fosfore¢nant [38].
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Obr. 2.2. Disociace dvojsytné kyseliny mocové pii pKa; = 5,4 a pKar = 10,3.

2.2 Biochemické a fyziologické vlastnosti kyseliny mocové

Kyselina mocova (obr. 2.3A) je u ¢lovéka a primati kone€nym metabolitem purinti, které jsou
soucasti nukleovych kyselin a fady koenzymti (ATP, NAD" aj.). Ostatni savci ji dale pfeménuji
na alantoin (obr. 2.3B). Malé¢ mnoZstvi alantoinu 1ze prokazat i v krvi ¢lovéka, kde je ukazatelem
zatéze organismu volnymi radikdly, jejichz ucinkem na kyselinu mocovou vznikd alantoin.
Celkovy pool kyseliny mocové ¢&ini kolem 1 g a denni obrat tvoii asi 60 %.
V lidském organismu se kyselina mocova nachdzi v krvi (ve volné i1 véazané formé na
plasmatické proteiny jako je albumin nebo specificky globulin), moc¢i, synovidlni tekuting,

sekretu dychacich cest a v kolostru [39, 40].

X=X
A

B

NH,

Obr. 2.3. Pieména kyseliny mocové (A) na alantoin (B) s oznacenim §tépeni imidazolového

kruhu.
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Pii fyziologickém pH krve 7,4 je nedisociovana kyselina mocCova pfitomna pouze v malém
mnozstvi, prevlada ionizovana forma v podobé monosodné soli, neboli mononatrium-urat.
Pomér mezi nedisociovanou formou a disociovanym uratem je v télnich tekutindch zavisly na
pH. Rozpustnost volné kyseliny mo&ové pti 37 °C je 64 mg.I" (381 pmol.I"), rozpustnost urati
je 84 mgl' (500 pumoll"). Pokud je hladina kyseliny mocové v séru vyssi, nez je jeji
rozpustnost, stava se sérum piesycenym roztokem kyseliny mocové, coz za ur¢itych podminek
vede ke krystalizaci mononatrium-uratu. Referenéni rozmezi kyseliny mocové
v séru je u dospélych lidi zavislé na pohlavi a véku [40-42]. U muzi se pohybuje v rozmezi
180 — 420 pmol.I" a u Zen mezi 120 — 350 umol.I". V mo¢i je celkova koncentrace kyseliny

mocové podstatné vyssi, a to 1,5 — 4,8 mmol.I".

2.3 Metabolismus Kyseliny moc¢ové v lidském téle

Syntéza kyseliny moc¢ové je potazmo katabolickou drahou metabolismu purinovych nukleotida
(nukleotid = nukleosid + fosfat; nukleosid = baze + monosacharid): adeninové nukleotidy jsou
metabolizovany ptes nukleosidy adenosin a inosin az na hypoxanthin. Guaninové nukleotidy se
odbouravaji  pfes guanosin a guanin za  vzniku  xanthinu.  Hypoxanthin
a xanthin jsou heterocyklick¢ dusikaté baze odvozené od struktury purinu. Enzym
xanthinoxidaza katalyzuje ob¢€ posledni reakce syntézy kyseliny mo€ové, tj. oxiduje hypoxanthin

na xanthin a nasledné€ xanthin na kyselinu moc¢ovou, viz Obr. 2.4.
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Obr. 2.4. Schematické znazornéni metabolismu kyseliny mo¢ové v lidském téle.
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Pfi této reakci mohou vznikat i reaktivni superoxidové radikaly a peroxid vodiku. Kyselina
mocova nevznika pouze z de novo syntetizovanych purinovych bazi, ale rovnéz nukleotidii
ziskanych z potravy a z rozpadu tkanovych nukleoproteini [41, 43]. Jatra, stievni sliznice
a mlécna zlaza jsou tkan¢, které vykazuji vysokou aktivitu xanthinoxiddzy a jsou primarnim
mistem degradace purinl a vzniku kyseliny mocové. Naopak syntéza purini probiha i ve vSech
ostatnich tkanich. Primérnd denni exkrece kyseliny mocové se u zdravého jedince pohybuje
mezi 0,4 — 0,8 g/24 hodin a vice jak 50 % ztéto hodnoty pochazi z degradace endogennich
purini. Exogenné pfijimané puriny (pfitomny hlavné v bunécnych jadrech, v potravé tedy
nejvice v mase) jsou metabolizovany zejména ve stfevni sliznici. Resorpce do enterocytd je
pomérné snadnd za kompletni oxidace na kyselinu mocovou, kterd je katalyzovana enzymem
xanthindehydrogenazou. Xanthinoxidaza 1 xanthindehydrogenédza jsou dvé formy téhoZ enzymu
odliSujici se konecnym akceptorem elektronti. Xanthindehydrogenaza ptfeddva po oxidaci
elektrony na NAD", xanthinoxid4za na O,. Kyselina mo¢ové piechazi z jater, stievni sliznice
a mlécné zlazy do krve, kde je ptitomna ptfedevsim jako sodna sil mononatrium-urat. Exkrece
kyseliny mocCové z organismu probiha ze tii ¢tvrtin ledvinami a ptiblizné€ z jedné ttetiny travicim
traktem. Kyselina mocova ze slin, zalude¢ni sekrece, zIuci a pankreatickych §tav je v tlustém

sttevu degradovana bakteridlni intestindlni urikolyzou az na amoniak a oxid uhliCity [44, 45].

2.4 Antioxida¢ni vlastnosti kyseliny mocové

Kyselina mocova neni pouze odpadnim metabolitem, ale zastdvd 1 vyznamnou funkci
v organismu pfi antioxidacni ochrané biomolekul proti nepfiznivym U¢inkiim volnych radikala
a oxidantl, a jeji podil na celkové antioxidaéni kapacit¢ krevni plazmy dosahuje
az 65 %. Je to zplsobeno tim, Ze plasmatické koncentrace kyseliny mocové jsou vysoké

a ne¢kolikandsobné prfevysuji koncentrace ostatnich extracelularnich antioxidantd. Plazmatické
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proteiny predstavuji 10 - 50 % a kyselina askorbovd maximalné 24 % z celkové antioxidacni
kapacity. Mechanismus antioxida¢niho plsobeni kyseliny mocové je zaloZzen na schopnosti
kyseliny mocové vytvaret stabilni koordinaéni komplexy s dvojmocnymi ionty Zeleza
a jednomocnymi ionty meédi, ¢imz zabranuje priabéhu Fentonovy reakce a vzniku
hyper-reaktivniho  hydroxylového radikdlu. Hydroxylovy radikal pfedstavuje velmi
reaktivni Castici, kterd v zivé hmoté okamzité reaguje s okolnimi biomolekulami (nenasycenymi
mastnymi kyselinami, aminokyselinami a bazemi nukleovych kyselin), které po oxidaci ztraci
svoji biogenni funkci. Kyselina mocova dale pfimo reaguje s volnym hydroxylovym ¢i
peroxidovym radikalem nebo oxidem dusnatym, pfijima od nich neparovy elektron, ¢imz je
eliminuje, a sama se tim méni na urdtovy aniontovy radikal, ktery je pro organismus mnohem
méné nebezpecny a nakonec je ucinné vychytavan kyselinou askorbovou. Pfi téchto oxidacnich
pochodech se ¢ast kyseliny mocové neenzymaticky pfeméinuje na alantoin. Nekteré studie vSak
naznacuji, ze kyselina mocova pii vysokych intraceluldrnich koncentracich naopak pusobi
prozanétlivé a prooxidacné. Pii syntéze kyseliny mocové se jako vedlejsi produkt uvolnuje velmi
reaktivni superoxid a dale za jejich zvySenych koncentraci dochazi pii reakcich s oxidanty ke
vzniku naslednych radikalt, které poskozuji predevsim lipidy (LDL a biologické membrany)

[44, 46, 47].

2.5 Hladina kyseliny moc¢ové v séru a moci

Hladina kyseliny mocové v séru (urikémie) je zavisla na pohlavi i na v€ku jedince. Rozdily mezi
pohlavimi jsou zietelné od pubertdlniho veku, ale ani u déti nejsou zcela vyrovnané,
viz Tabulka 2.1. V puberté dochazi u muzi k vzestupu urikémie, kterd jiz béhem dalsiho Zivota
témét nekolisa a pohybuje se v intervalu 190 — 440 pmol.I". U Zen je zména urikémie béhem

puberty minimdlni a zac¢ind se zvySovat az kolem 20. roku a poté je az do menopauzy
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(kolem 45. roku) konstantni a zaroveti o 30 — 60 umol.I" niZ§i neZ u muZi. V menopauze se
urikémie zvySuje a dosahuje muzskych hodnot. Toto zvySeni lze vysvétlit jako kompenzaci
ubytku estrogenti a jejich antioxida¢nich ucinkti. Vedle toho vykazuje urikémie i fluktuace
v pribé¢hu dne a u vétSiny zdravych osob je obvykle vys$si rdno a niz§i vecer; mezidenni
fluktuace dosahuji az 10 %. Naopak koncentrace kyseliny mocové v moci je silné zavisla na
stravé [48, 49]. Pfi normalni dieté dosahuje hodnot < 4,76 mmol.I"', zatimco pfi redukované diet&

je jeji hladina < 3,46 mmol.I".

Tabulka 2.1. Referen¢ni hodnoty kyseliny mocové u déti a dospélych v séru a plazmé.

Sérum / plazma Koncentrace pmol.I"

Dospéli Zeny Muzi
137 -363 214 - 488

Déti

0—5dnt 113 -470 113 -470

1—4let 101 - 303 131 - 340

5—-11let 178 — 381 178 - 381

12 — 14 let 190 — 363 190 - 440

1517 let 180 — 381 268 - 482

2.6 Patobiochemie kyseliny mocové

Porucha metabolismu kyseliny mocové souvisi se vznikem fady onemocnéni, piedevSim se
vnikem mocovych ¢i ledvinovych kamenli nebo s onemocnénim zvaném dna, Lesch-Nyhantiv
syndrom aj. Jeji zvySend koncentrace v organismu (hyperurikémie) mize indikovat hypertenzi,

kardiovaskuldrni a ledvinné onemocnéni. Mezi zavazné poruchy patfi:
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2.6.1 Hyperurikémie a jeji pri¢iny

Hyperurikémie je diagnostikovana jako zvySend hladina kyseliny mocCové v séru.
Je dusledkem disbalance mezi vznikem z endo- i exogennich purint, aktualni plasmatickou
koncentraci a jeji exkreci. Biochemicky nalez hyperurikémie je diagnostikovan az u 30 % muzi
a zhruba u 3 % zen ve stfednim veku, u déti je vzacny. Za hrani¢ni koncentraci kyseliny mocové
je povazovana hladina vy3$3i nez 420 pmoll’ u muzd a 350 pmoll’ u Zen. K hyperurikémii
dochazi na  podkladé ziskanych dédicné  podminénych  onemocnéni, ale
i dietnich stereotypti. Velmi Casto se jednd o souhru vice Cinitel. VEasné odhaleni zvySené
hladiny kyseliny mocové v séru je dulezité u mnoha patologickych stavii, jako je poskozeni
ledvin a vyvodnych cest mocovych, dédiné metabolické poruchy, kardiovaskularniho

onemocnéni véetné hypertenze a také diabetes mellitus II. typu.

Hyperurikémie mutze byt primarnim i sekundarnim faktorem poskozeni ledvin. Vysrazeni
kyseliny mocové v ledvinach a vyvodnych cestach mocovych je spojeno se vznikem nefropatie
doprovazené urolitidzou a uratovou nefropatii. Pii nefropatii doprovazené urolitidzou dochazi
k vysrazeni uratu ve sbérnych kandlcich, ledvinné panvi¢ce a moc¢ovodu. Nasledkem je snizena
reabsorpce doprovazena zvysenou exkreci kyseliny moc¢ové moci. Pti chronické hyperurikémii
dochazi ke vzniku urdtové urolitiazy, tj. ke vzniku konkrementl z kyseliny mocové a jejich soli
ve vyvodnych cestich mocCovych a ledvinach. Uratové kameny jsou sloZeny
z drobnych krystalki kyseliny mocové, jenz jsou zabarveny mocovymi pigmenty od Zluto-
oranzové¢ aZ do hnédé. Vyznacuji se skelnym leskem. Vznik urdtovych kamend je kromé
hyperurikémie podminén predev§im nizkym pH moci. Krystaly kyseliny mocové a uréti lze
nalézt asi u 10 % pacientli s mocovymi kameny. U uratové nefropatie dochédzi k precipitaci
mononatrium-uratu v intersticiu ledvin a je spojeno se zanétem
a poskozenim glomerularni filtrace s castym doprovodem hyperurikémie, hypertenze
a proteinurie [50, 51].
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2.6.2 Lesch-Nyhanuv syndrom

Lesch-Nyhantv syndrom je dédicné metabolické onemocnéni zpiisobené kompletnim deficitem
enzymu hypoxanthin-guaninfosforibosyltransferazy (HPRT), které je X-recesivné vazané
s vyskytem pouze u chlapct. Ztratou aktivity hypoxanthin-guaninfosforibosyltransferazy dochazi
k poruse recyklacni drahy v metabolismu purini a zaroven ke zvySeni koncentrace
intracelularniho intermediatu; 5-fosforibosyl-1-difosfatu, ktery je ndsledné béhem recyklacni
drahy spotfebovavan. Vysledkem je nadmérné odbouravani 1 nadmérna tvorba purinovych latek.
Klinicky je syndrom manifestovan hyperurikémii spojenou se zavaznymi neurologickymi
projevy. ZvysSené vyluCovani kyseliny mocové Ize prokdzat bezprostiedné po narozeni erveno-
oranzovym zbarvenim moci, jehoZz ptiCinou jsou vysrazené krystaly kyseliny mocové. Kolem 3.
az 4. mésice zivota chlapcti dochéazi k prvnim neurologickym projeviim, zejména k retardaci

v celkovém psychomotorickém vyvoji [50, 52].

2.6.3 Dnava artritida

Dnavou artritidou neboli dnou je oznacovano chronické metabolické onemocnéni zplisobené
ukladanim mononatrium-uratu do synovialni kloubni tkan¢ (dnava artritida) anebo ledvinného
parenchymu (dnava nefropatie) [53]. Dnava artritida je poruchou metabolismu purint. Hladina
kyseliny mo&ové v séru je u dny zvysena (nad 400 pmol.1") a jeji krystalky se ukladaji v rdznych
mékkych, zejména kloubnich tkénich s nasledkem pohybovych obtizi. ZvySena koncentrace
uratl v moc¢i mize vést k rozvoji uratové urolitidzy. Klinicky obraz akutni dny je
charakteristicky a znamy byl jiz starovékym lékafiim. Jedna se o prvni popsanou revmatickou
chorobu spojenou se zvySenym piisunem masa a nadmérnym pitim alkoholu. Dna byla

sttedoveékymi lékafi a kronikafi ¢asto nazyvana ,,nemoci krala*.
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2.6.4 Vliv kyseliny moc¢ové na hypertenzi a diabetes mellitus II. typu

Ptima souvislost mezi zvysenou hladinou kyseliny mocové a hypertenzi u pacientd trpicich dnou
je velmi dobfe zndma. Nové byl sledovan vztah mezi hladinou kyseliny mocové, insulinovou
resistenci a hypertenzi u mladych zen. Ukézalo se, ze hyperurikémie miize souviset s rozvojem
insulinové rezistence spojené s rozvojem diabetes mellitus II. typu. Kyselina mocova se ptimo
podili na vzniku insulinové rezistence potlacenim syntézy endotelidlniho oxidu dusnatého (NO-),
jehoz nedostatek nasledné blokuje plsobeni inzulinu [54]. Inzulinova rezistence v dal§im kroku

navozuje hypertenzi.

2.6.5 Metody stanoveni kyseliny mocové

V klinické praxi se stanoveni kyseliny mocové v moci a séru rutinn¢ provadi enzymatickymi
metodami. Stanoveni v krevni plazmé se provadi pouze omezené. Jako antikoagulacni latka
nesmi byt pouzita kyselina ethylendiamintetraoctovda (EDTA), kterd inhibuje enzym urikazu,
¢imz dochazi k falesn¢ nizkym hodnotam. Nejbéznéjsi z enzymatickych metod vyuziva oxidace
kyseliny mocové molekularnim kyslikem za katalyzy enzymem urikazou. Vyuzit 1ze vsak i fadu
dalSich metod: a) voltametrick¢é stanoveni na uhlikové pastové elektrodé¢ modifikované
nanocasticemi palladia ulozenymi v nanovlaknech uhliku [55], b) ampérometrické stanoveni na
zlaté pracovni elektrodé pokryté membranou z polystyrenu s ukotvenou urikazou pro meéteni
kyseliny moCové 1 za ptitomnosti kyseliny askorbové, kterd je interferujicim cinitelem [56],
c¢) vysoce ucinnd kapalinova chromatografie [57], d) kapilarni elektroforéza a elektroforéza na

mikroc€ipu [38, 58, 59].
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2.7 Stanoveni Kyseliny mocové pomoci urikazového testu

Enzymatické metody pro stanoveni kyseliny mocové jsou vysoce specifické a v klinické praxi
hojn¢ vyuzivané jako rychld, levna a pomérné presnd stanoveni, ktera nevyzaduji narocné
instrumentalni vybaveni a vysoce specializovanou obsluhu. Principidlné jsou zalozeny na oxidaci
kyseliny mocCové za katalyzy enzymem urikdzou za vzniku alantoinu, oxidu uhli¢itého
a peroxidu vodiku. Pro urCeni koncentrace kyseliny mocové ve vzorku je mozné vyuzit dvou

rozdilnych ptistupt:

a) Primé méteni poklesu absorbance kyseliny mocové pti vinoveé délce 293 nm,

b) Meéteni vzniklého peroxidu vodiku, ktery reaguje v prostiedi fosfatového pufru
obsahujiciho 2,4,6-tribrom-3-hydroxybenzoovou kyselinu (TBHBA)
a 4-aminoantipyrin (AAP) za vzniku Cervené zabarveného chinoniminového komplexu,
ktery se stanovuje fotometricky a intenzita zabarveni je umérnd koncentraci kyseliny
mocové. Metfeni probiha spektrofotometricky pifi vinové délce 550 nm po

5 minutové inkubaci pii teploté 37 °C a pH = 7,0 [38, 48].

urikaza
kyselina moc¢ova + H,0 + 0, —— alantion + CO, + H,0,

peroxidaza

TBHBA + AAP + H,0, —— chinonimin + HCl + 3H,0

2.8 Chemické vlastnosti kreatininu a jeho klinicky vyznam

Kreatinin je cyklickym imidem kreatinu a vznik4 ve svalech vnitini ireverzibilni neenzymovou
dehydrataci a odsStépenim fosfatu z kreatinfosfatu, ktery slouzi ve svalu jako zdroj energie pro
svalovou kontrakci. V systematickém nazvoslovi je kreatinin oznacovan jako 2-amino-1-
methyl-2-imidazolin-4-on s molekulovou hmotnosti 113,12 g.mol’ a kyselou disociaéni

konstantou pKx 4,8. Kreatinin ve vodnych substancich disociuje dle Obr. 2.5.
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Obr. 2.5. Disociace kreatininu.

2.8.1 Syntéza a exkrece kreatininu

Kreatinin je heterocyklickym imidem dualezité biogenni molekuly kreatinu. Kreatin je ve
svaloving fosforylovan enzymem kreatinkinazou na kreatinfosfat a tento systém funguje jako
pufr hladiny ATP pro svalovy stah a pfi namahavé fyzické praci je schopen udrzet konstantni
hladinu ATP po né€kolik sekund. Kreatin 1 kreatinfosfat jsou nestabilni molekuly a jejich
samovolnym neenzymatickym rozpadem vznik4d odpadni kreatinin, viz Obr. 2.6. Tato latka jiz

nema biologickou funkci a je vylucovéna z téla moci.

1
H,;C NH
C L N - 2
H,;C N N—
TN Sy |
| R S
H2C\ /O CH,
I H
|
O
Kreatin Kreatinin

Obr. 2.6. Neenzymaticka pfeména kreatinu na kreatinin.

Syntéza kreatinu za€ind v ledvinach, kde je na aminokyselinu glycin pfenesena guanidova
skupina z argininu za vzniku guanidinacetatu. Guanidinacetat je transportovan krvi do jater, kde

dochdzi k methylaci amidinové skupiny za vzniku kreatinu; donorem methylu je

48



S-adenosylmethionin. Ve vod¢ dobte rozpustny kreatin je nasledné transportovan do svalu, kde

je opakovang fosforylovan na kreatinfosfat, viz Obr. 2.7.

L-Arginin Guanidinoacetat
COOH Ornithin
Glycin H,N—CH—COOH
H—CH—COOH H—CH H;N—CH—COOH
+ (CHy); G' LEDVINY
NH, NH L-arginin:glycin NH + (CHy);
amidotransferaza
_ HN—C NH,
C—NH ‘
NH, NH,
JATRA
S-adenosylmethionin N-guamdmoace,t at
methyltransferaza
COOH
CH, .
| Kreatin
N
-
H;C \H—NHZ
NH ATP
Kreatinfosfokinaza
ADP
COOH SVAL COOH
| Kreatinfosfat
CH
| ? ATP  ADP CH,
' I
N N
/ M
H;C NH, HJC/ NH—P—OH
Kreatinkinaza ‘
Kreatin NH HN OH

0
H,0 I
HO—]|>—OH
H
N

OH
H;C Kreatinin

Obr. 2.7. Schematické znazornéni syntézy kreatininu v lidském téle.
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Zhruba 2 % kreatinfosfatu je denné cyklizovano na kreatinin, ktery je z téla vyloucen jako
odpadni latka. Produkce a vyluCovani kreatininu jsou za normdalnich okolnosti rovnocenné.
Veskery kreatinin ptefiltrovany glomeruldrni filtraci v ledvinach je z téla vylou¢en moci, protoze
nedochazi k jeho zpétné resorpci v tubulech. Mnozstvi vylou¢eného kreatininu je zavislé na
mnozstvi svalové hmoty, spravné funkci ledvin a jeho exogennim piijmu potravou v podobé
masa a mastnych vyrobki [60-62]. Biologicky poloc¢as plasmatického kreatininu je velmi kratky,

cca 2,5 hodiny.

2.8.2 Variabilita kreatininu

Cirkadialni rytmus vyrazné ovliviiuje plasmatickou hladinu kreatininu. Nejvys$si koncentracni
hodnoty jsou nalezeny vecer, nizké rdno s rozdilem az 50 % v zavislosti na fyzické aktivité.
U Zen jsou koncentrace kreatininu v séru (50 - 90 umolLl") cca o 15 % nizsi nez u muzd
(62 - 115 umol.I""). Rozdil je dan konstitu&né a zavisi na objemu svalové hmoty. O poznani nizsi
koncentrace kreatininu se nachdzeji u dé&ti ve véku od 1 do 15 let: 27 — 62 pmoll”.
Z mezidenniho hlediska kolisa hladina kreatininu v rozmezi az 10 %. Patologické koncentrace
kreatininu maji celou fadu pfi¢in. Nizké hladiny plasmatického kreatininu jsou v disledku
zvySené rychlosti glomerularni filtrace pozorovany v prabéhu téhotenstvi a pii 1éCbé
glukokortikoidy. Odrazem nizkych hladin je i dlouhodoba imobilizace pacienta spojenad se
svalovou atrofii a také vyziva chudd na proteiny. Vys$i hodnoty kreatininu jsou naopak
zpusobeny snizenou exkreci ledvinami, ktera je vyvoldna z celé fady pficin jako je nefroza,
vrozené anomalie ledvin, sniZené mnozstvi fungujicich nefronti, infekce, ledvinové kameny,
snizené prokrveni ledvinnych tepen a Zil nasledkem uZzivani 1€kt omezujici glomerularni filtraci.

Zvysené koncentrace kreatininu v disledku zvySené endogenni syntézy jsou nalezeny piedevsim
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u polytraumat a pooperacné, kdy doslo k rozsdhlému poskozeni svalové hmoty. Nejvyssich

hladin kreatininu je dosazeno pfi chronickém poskozeni ledvin [63-65].

2.8.3 Klinicky vyznam stanoveni kreatininu

Stanoveni hladiny kreatininu v krvi a moc¢i slouzi k monitorovani intenzity glomerularni filtrace,
jez ptimo zrcadli funkci ledvin. Métfeni glomerularni filtrace, tedy mnozstvi krve profiltrované
v ledvinnych glomerulech za urcity casovy usek, je bézné¢ pouzivanou metodou, kterd ma
stézejni vyznam pro sledovani stavu funkce ledvin. Nedostate¢nost nebo selhani ledvin je urcena
predevSim poklesem glomerularni filtrace, ktera se projevuje zvysSenou plasmatickou a naopak
snizenou hladinou kreatininu v moci. Glomerularni filtrace je nejsnaze stanovena pomoci latek,
které se vylucuji pouze glomeruldrni filtraci a nejsou zpétné resorbovany. Proto lze snadno
provést odhad glomerularni filtrace, ktery je zalozen na méfeni hodnot kreatininu. Zména
rozpadu svalové hmoty. Pro sledovani spravné funkce ledvin a svalli slouzi monitorovani

clearance endogenniho kreatininu, frak¢ni exkrece, tubularni resorpce a glomerularni filtrace.

Clearance endogenniho kreatininu je objem plasmy v mililitrech (V})), ktery je za Casovou
jednotku (sekunda) ocisténa ledvinami od kreatininu. Toto funkcni vySetieni ledvin informuje
o rychlosti glomerularni filtrace v jednotkach ml.s™. Stanoveni kreatininové clearance vychazi
z hypotézy, ze v ptipadé kreatininu dochézi k jeho uplné glomeruldrni filtraci a zarovenn neni
zpétn€ resorbovan v tubulech. K vypoctu kreatininové clearance je nutno zndt koncentraci
kreatininu v plasmeé (c,) a v mo¢i (cm) a objem moci (V) vyprodukované v ¢asovém intervalu
(tx); obvykle se sbird mo¢ po dobu 24 hodin, ale je mozné provadét i frakcionované sbéry po
3, 4 nebo 5 hodindch. Mnozstvi vylouceného kreatininu odpovidd mnoZstvi profiltrované
plazmy, dle rovnice 2-1.

51



Vo=cm/ Cp. Vil (2-1)

Role kreatininu v diagnostice dédi¢nych metabolickych poruch je vyznamna, a to predevSim
z divodu korelace vétSiny stanovovanych analytti v moc¢i (organické kyseliny, aminokyseliny,

puriny a pirimidiny aj.) na jednotkovou koncentraci kreatininu.

Dalsi vyznamny kalkulovany parametr, Kaufmaniv koeficient (pomér kyseliny mocové
vztazeny na mnozstvi kreatininu v moc€i) je v dneSni dobé nezbytny pifi stanoveni
hyper/hypourikosurii souvisejicich s dédiénymi poruchami purinového a pyrimidinového
metabolismu a stfddavymi onemocnénimi. ZvySeny Kaufmanlv koeficient je nalézan
u castetného 1 kompletniho deficitu hypoxanthin-guanin fosforibosyltransferazy souvisejici
s Lesch-Nyhanivym syndromem. Dale pii zvySené aktivité fosforibosylpyrofosfat syntetazy,
jaterni a svalové glykogenazy I. a VII. typu (intolerance k fruktdze) a také pti deficitu
uridinmonofosfatsyntazy. Naopak c¢iselné¢ niz§i Kaufmaniav koeficient je patrny u deficitu
purinnukleosidfosforylazy, = xanthindehydrogendzy, = kombinované¢ho  deficitu = xanthin
dehydrogendzy a sulfitoxidazy a pti zvySené aktivité bunécné nukleotidazy. V piipadé dédicnych
metabolickych onemocnéni metabolismu kreatinu se jako majoritni diagnosticky nastroj vyuziva
magnetické rezonance, a to diky specifickému spektru, které jasn¢ zachycuje deficit kreatinu
a kreatinfosfatu ve svalech a mozku. Toto naro¢né stanoveni enzymové aktivity nebo mutacnich

screeningll je mozno vyuzit i pro stanoveni kreatininu v télnich tekutinach [65-67].

2.8.4 Metody stanoveni kreatininu

Stanoveni koncentrace kreatininu ma vyznam pii sledovani poruch funkce ledvin a je nejCastéji
provadéno Jaffého kolorimetrickou metodou. Kromé ni Ize kreatinin stanovit pomoci

enzymatické metody a dale celou fadou dalsich chromatografickych technik, jako je kapalinova
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chromatografie s UV detekci (HPLC-UV) [68], vysokoucinna papirovd chromatografie
(HPTLC) [69], plynovd chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MS) [70] a kapilarni

elektroforéza (CE) [71-73].

2.8.4.1 Stanoveni kreatininu Jaffého kolorimetrickou metodou

Jaffého metoda predstavuje pravé synonymum kolorimetrického stanoveni kreatininu v télnich
tekutinach, které¢ je rutinné vyuzivané v klinickych laboratofich. Historicky je metoda
zakotenéna do roku 1875 a krom nepatrnych vyvojovych zmén zlstala jeji podstata nezménéna
az do soucasnosti. Jejim principem je reakce mezi nasycenym roztokem kyseliny pikroveé
a kreatininem v alkalickém prostfedi za soucasného zabarveni roztoku do erveno-oranzové
barvy, které¢ je pfimo umérné koncentraci kreatininu v biologickém médiu viz Obr. 2.8.
Absorbance je méfena spektrofotometricky pii vinové délce 505 nm po 10 — 15ti minutach
inkubace pii1 pokojové teploté, kdy je docileno rovnovazného stavu. Méfeni je mozné provést
1 kineticky. Jaffého reakce neni selektivni pouze pro kreatinin. Barevny adukt vytvaii 1 dalsi
tzv. Jaffého pozitivnimi chromogeny, jako jsou a-ketokyseliny, ketolatky, kyselina askorbova,
glukéza, aj. Za normalniho stavu jsou hodnoty kreatininu v dasledku interferenci
0 8 - 20 pmol.I" niz&i oproti skuteénym. Pokles analytické specifiénosti Jaffého metody pro
méfeni kreatininu v séru nebo plazmé je pfi¢inou pozitivni systematické chyby pro diagnostiku
koncentraci niz§ich nez cca 130 umol.l'l. U koncentraci nad 150 pmol.I" neni pozitivni

systematicka chyba jiz pozorovéana [74].
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Obr. 2.8. Stanoveni kreatininu Jaffého metodou

2.8.4.2 Simultanni stanoveni kyseliny mocové a kreatininu pomoci metody HPLC

Velmi Casté a vyznamné simultdnni stanoveni kyseliny mocCové a kreatininu vedle sebe

v moci lze provést pomoci celé fady metod HPLC, viz nize. V tabulce 2.2 jsou shrnuty limity

detekce a registrované Casy pro jednotlivé metody a analyty.

i)

V prvém piipadé muize byt pracovano na kolonach reverzni faze CI8 Phenomenex
(250 mm x 4,6 mm s velikosti pouzitych ¢astic 5 um). Jednoducha tprava vzorkt
moci, které byly po odbéru filtrovany pies centrifugacni filtry Millipore 0,45 pum,
fedény deionizovanou vodou a jejich pH bylo upraveno 0,01 M NaOH nebo
0,01 M roztokem sulfonové kyseliny na hodnotu pH 7. Pouzitd mobilni faze byla
10 mM KH,POj4 o pH 4,7. Priitokova rychlost mobilni faze Cinila 1 ml.min'. Sbér dat
pii vlnové délce 220 nm a isokratické eluci obstaraval UV detektor. Zaznamenané
casy kyseliny mocové byly 10,2 min. a kreatininu 4,2 min. s LOD pro kyselinu
mocovou 0,13 pg.ml™ a 0,11 pg.ml” pro kreatinin [75].

Druhy velmi casty zplsob simultanniho stanoveni je velice obdobny. Vzorky moci
byly po odebrani az 200nasobné fedény mobilni fazi a okyseleny H;PO4 na pH 2,24

k precipitaci  proteinii, nasledné¢ filtrovany pifes 0,22 pum PVDF filtry
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iii)

a analyzovany. Pouzit4 kolona byla shodna, C/8-RP (250 mm x 4,6 mm s poréznosti
castic 5 um). Mobilni fazi byl filtrovany 50 mM NH4H,PO4 o pH 7,4, opét se
pracovalo systémem isokratické eluce. S pritokovou rychlosti 1 ml.min™
a UV detekei pfi vinové délce 235 nm. Registrovany reten¢ni €as pro kyselinu
mocovou ¢&inil 3,56 minuty s LOD 0,13 pg.ml™” a pro kreatinin 4,82 minuty s LOD
0,16 pg.ml" [76].

Dal$im piikladem mutze byt vyuziti kolon HILIC. V této préaci byl vzorek moci
100nasobné zfedén mobilni fazi a bylo pouzito acetonitrilu k precipitaci proteinti. Po
filtraci pies centrifugacni filtry bylo ptistoupeno k tpravé pH pomoci 0,01 M NaOH
a nasledné k vlastni analyze. PouZita byla kolona S3;-NH» o shodnych rozmérech jako
v predchozich ptipadech (250 mm x 4,6 mm), s velikosti ¢astic stacionarni faize 5 um
a spredfazenou kolonou Adsorbal NH, s geometrickymi parametry:
7,5 mm x 4,6 mm; velikost Castic 5 um. Mobilni faze byla tvofena smési 50 % ACN
a 50 % 10 mM NaH,PO4 o pH 4,75. Pii vysoké pritokové rychlosti mobilni faze
4,75 ml.min™ a za pouziti UV detekce pti vinové délce 205 nm, byl registrovan pik
kyseliny mocové v ¢ase 5,1 min. a pik kreatininu v Case 3,08 min. s limity detekce
0,06 pg.ml" pro kyselinu moc¢ovou a 0,04 pg.ml™ pro kreatinin [77].

Stanoveni kyseliny mocové a kreatininu nemusi vzdy byt pouze simultanni. Rychlé
stanoveni kyseliny moc¢ové v moc¢i pomoci spojeni HPLC s hmotnostni detekci
sregistrovanym  pikem kyseliny mocové vcase 3,01 min. a LOD
0,21 pg.ml'. Uprava vzorku mole je zaloZena na jeho 100nasobném ziedéni
deionizovanou vodou a na nasledné filtraci pfes 0,45 um filtry. K separaci byla
pouZzita kratka aniontova kolona o rozmérech 150 mm x 4,6 mm s poréznosti Castic

5 pwm opatiend piedkolonou o velikosti 12,5 mm x 4,6 mm. Mobilni faze o sloZeni;
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50 % ACN a 50 % 1 mM vodného roztoku kyseliny citronové o pH 6,5. Pritok

mobilni faze byl nastaven na 1 ml.min™" [78].

Tabulka 2.2. Limity detekce a migra¢ni ¢asy kyseliny mocové a kreatininu pfi stanoveni

metodou HPLC, oznaceni metod v tabulce se shoduje s doprovodnym textem.

Metoda HPLC Parametr Analyt

Kyselina mocova  Kreatinin

I, S 612 252
i)
LOD, pg.ml” 0,13 0,11
Im, S 213 289
ii)
LOD, pg.ml” 0,13 0,16
Im, S 306 185
iii)
LOD, pg.ml” 0,06 0,04
In, S 180 -
iv)
LOD, pg.ml” 0,21 -

Obdobnych praci vyuzivajicich kolon C/8-RP je mnoho, odliSuji se pouze v postupu zpracovani
vzorku, pouzité hodnoté pH mobilni fdze a v registrované vinové délce UV detektoru. Limity

detekce jsou ale velmi podobné [79].

2.8.4.3 Stanoveni kyseliny mocové a kreatininu pomoci kapilarni elektroforézy

Elektroforetické stanoveni kyseliny mocové a kreatininu Ize provést mnoha zpiisoby s vyuZzitim
jak optickych detek¢énich systémi, bezkontaktni vodivostni detekce, tak prostfednictvim
elektrochemické detekce zalozené na oxidaci nebo redukci analytu. Na rozdil od metod

kapalinové chromatografie postaci pro upravu biologického materialu ve vétSin€ piipadi CE
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stanoveni pouhé fedéni vzorku deionizovanou vodou a nésledna filtrace. Valna vétSina CE metod

ma spole¢nou proceduru pro aktivaci separacni kapilary pied samotnou analyzou, kterd spociva

v aktivaci silanolovych skupin na vnitfni stran¢ kiemenné kapilary 1 M roztokem NaOH po dobu

20 - 30 min. a naslednou reaktivaci 0,1 M NaOH mezi jednotlivymi analyzami. B&hem

promyvani kapilary roztokem NaOH dochazi k G¢innému odstranéni naadsorbovanych latek

pochézejicich z biologického materidlu z povrchu vnitini stény kapilary, a tim ke zvySeni

reprodukovatelnosti CE stanoveni. Limity detekce CE metod pro stanoveni kyseliny mocové

a kreatininu v moci se pohybuji na submikromolarni koncentracni hladin€. Rtzné CE pfistupy ke

stanoveni kyseliny mocCové a kreatininu jsou uvedené v nasledujicich bodech; limity detekce

a registrované migracni ¢asy jsou shrnuty v piislusné Tabulce 2.3:

i)

Stanoveni kyseliny mocové v moci v kifemenné kapilafe o vnitinim praméru
d 75 pum a celkové délce Ic 50 cm, v optimalizovaném separa¢nim elektrolytu
30 mM Na;B407.10 H,O o pH 9,2 s ptidavkem 1.10* M luminolu. Vzorek byl
davkovan hydrodynamicky a separace probihaly pii napéti +18 kV. Pied prvnim
pouzitim separacni kapilary doSlo k jeji aktivaci, promyvanim 1 M NaOH po dobu
30 min. a mezi jednotlivymi analyzami 0,1 M NaOH po dobu 3 min. Celkova doba
separace kyseliny mocové za takovychto podminek ¢inila cca 6 min. s dosazenym
limitem detekce 0,35 uM. [80]

Jiny pfistup stanoveni kyseliny mocové vyuziva kiemennou kapilaru o d 50 pm
a celkové délce 60 cm, efektivni délka kapilary k detektoru byla 8 cm. Pfi tomto
stanoveni byla aplikovana bezkontaktni vodivostni detekce za pouziti dvou
tubularnich elektrod dlouhych 4 mm umisténych ve vzdalenosti 1 mm od sebe.
Detektor pracoval pfi frekvenci 300 kHz a amplitudé 300 Vpp. Separace probihala pti
vloZzeném napéti +25 kV; v optimalizovaném separa¢nim elektrolytu o sloZeni

10 mM MES + 10 mM His + 0,1 mM CTAB, pH 6,0, byl migracni ¢as stanoveni
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iii)

kyseliny mocové 410 s. Uréeny limit detekce se pohyboval na mikromolarni Grovni,
3,3 uM. Vlastni analyze predchazela aktivace kiemenné kapilary v sekvenci: 0,1 M
HCI po dobu 5 min., deionizovana voda rovnéz po 5 min., 0,1 M NaOH po 5 min.
a nakonec vlastni separacni elektrolyt po dobu 15 min. [58].

Dalsi pristup ke stanoveni kyseliny mocové v mocCi spociva v pouziti kapilary
o malém vnitfnim praméru d 25 pum a celkové délce 75 cm pii elektrokinetickém
davkovani vzorku pomoci napéti 14 kV po dobu 6 s. Detekci obstaraval
elektrochemicky detektor sestavajici ze tfi uhlikovych diskovych elektrod, se kterym
se autorim podafilo stanovit kyselinu moc¢ovou za 20 s, s nizkym LOD 0,66 uM, a to
v zakladnim elektrolytu 80 mM boratovém pufru o pH 9,2 pfi vlozeném separacnim
napéti 30 kV [81].

Jingy pfistup CE stanoveni vyuziva techniku micelarni -elektrokinetické
chromatografie (MEKC) k soucasnému stanoveni kyseliny mocové i kreatininu ve
vzorku moci. Délka kapilary pro tento experiment byla 67 cm s vnitinim primérem
d 75 pm za pouziti hydrodynamického davkovani vzorku tlakem 3500 Pa po dobu
5 s. UV detekce pii vlnové délce 245 nm registrovala kyselinu mocovou za 13 s
a kreatinin za 7 s. S limity detekce pro kyselinu mocovou 5,9 uM a pro kreatinin
44 uM. A to vse ve 30 mM fosfatovém separacnim elektrolytu

o pH 7 s ptfidavkem 150 mM SDS. [82]
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Tabulka 2.3. Limity detekce a migracni Casy kyseliny mocové a kreatininu pii stanoveni

metodou CE, podrobnosti k jednotlivym metoddm v textu pod tabulkou.

Metoda CE Parametr Analyt
Kyselina mocova Kreatinin
M, S 180 22
0
LOD, uM 0,35 0,44
M, S 410 60
ii)
LOD, uM 3,3 5,0
tM) S 20 -
iii)
LOD, uM 0,66 -
M, S 13 7
iv)
LOD, uM 5,9 4.4

Pro CE stanoveni samotného kreatininu bylo pouzito nékolik dalSich metod:

V zékladnim separacnim elektrolytu o slozeni 10 mM TRIS + 20 mM HIBA
o pH 3,93, kdy separace probihala v kapilafe o vnitinim praméru 50 um a celkové
délce 32 cm. Dale bylo pouzito hydrodynamické dédvkovani vzorku tlakem 50 mbar
po dobu 9 sdo kritkého konce kapilary. Separacni drdha k UV detektoru
zaznamenavajiciho pfi vlnové délce 215 nm byla 8,5 cm. Pii aplikovaném separa¢nim
napéti 30 kV byl registrovan pik kreatininu za 22 s. LOD této metody je 0,44 uM.
Vlastnimu stanoveni predchazela aktivace separacni kapilary a uprava vzorku dle
nasledujici metodiky: vzorek moci byl deproteinovan smési 1:3 v/v deionizovana
voda/ACN; nasledné centrifugovan, filtrovan a zfedén 12,5 mM roztokem HIBA v

pomeru 1:4 v/v. [83]

59



i) Obdobné rychlého stanoveni kreatininu ve vzorku moci bylo dosazeno v 0,2 mM
fosfatovém + 0,2 mM citratovém separacnim elektrolytu o pH 3,8, v kapilate
o efektivni délce 10 cm a vnitinim pruméru 50 um. Pouzité separacni napéti bylo
25 kV. Kreatinin byl registrovan UV detektorem pti vinové délce 200 nm v Case 22 s.

[84]

2.9 Cil prace

Cilem prvni Casti dizertatni prace bylo vyvinout jednoduchou, kapildrné elektroforetickou
metodu pro sledovani kyseliny mocové a kreatininu v moc¢i a séru s ¢asem krat§im nez 30 s,
ktera by byla konkurenceschopna bézné¢ uzivanym enzymatickym metodam. Hypotéza tohoto
ptispévku spociva v noveé navrzeném zplsobu sniZeni #y za pouziti kombinace kratké separacni
dréhy a vysoké intenzity separacniho pole, kdy je na kratké separacni draze redukovano
rozmyvani piki vlivem diftze, elektrodisperze i1 adsorpce, coz v kone¢ném disledku vede ke

snizeni limitu detekce.
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3 Uvod do problematiky rychlého elektroforetického stanoveni kyseliny

modové a Kreatininu'

Pro potfeby monitorovani kyseliny mocové a kreatininu na rozsédhlych souborech klinickych
vzorkil se stava standardni doba separace v CE, pohybujici se mezi 5 az 40 min., pfili§ dlouhou.
Existuje ovSem nékolik ucinnych technik pro jeji efektivni zkraceni. Migracni Cas (tm) v CE

z4visi na ostatnich experimentalnich parametrech podle vztahu:

tM _ lc'lp (3_1)

U-(Uer+UEOF)

kde /¢ je celkova délka kapilary, /p délka kapilary k detektoru (oznaCovana téz jako efektivni
délka kapilary), U je separacni napéti a u.; a ugor jsou elektroforeticka a elektroosmoticka
mobilita. Ze vztahu je patrné, Ze cilené redukce migracniho ¢asu lze dosdhnout nékolika zptsoby

[85]:
(‘a) zkracenim efektivni nebo celkové délky kapilary,
(' b) zvySenim separa¢niho napéti,

( ¢ ) zvySenim rychlosti elektroosmotického toku (EOF) pomoci modifikatora EOF nebo

provadénim analyz pii vysokém pH,

(d) provadénim analyz za zvySené teploty; u.i 1 ugor se zvySuji s rostouci teplotou.

1

Vysledky, které jsou shrnuty v této Casti prace, byly publikovany v ptivodnim c¢lanku: Pavlicek V., Ttima P.,
Matejckova J., Samcova E.: Very fast electrophoretic determination of creatinine and uric acid in human urine using
a combination of two capillaries with different internal diameters, Electrophoresis 2014, 35, 956-961. IF 2014

3,028; http://dx.doi.org/10.1002/elps.201300293
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3.1 Elektroforéza v kratkych kapilarach

Dobu samotné elektroforetické separace lze vyznamné zkratit snizenim délky separacni
dréhy. Separaéni drahy o délce cca 4 az 8 cm jsou pouzivany v elektroforéze na ¢ipu a doba
separace na mikrocipech nebyva vétsi nez 1 min [86]. Pro elektroforézu v kratkych cca 10 cm
dlouhych kapilarach byly sestaveny specializované laboratorni pfistroje, na kterych bylo
provedeno stanoveni kofeinu a taurinu s dobou separace 60 s a 43 s [87], stanoveni amoniaku za
34 s a kreatininu za 36 s [88], kyseliny moCové za 54 s a kyseliny hippurové v moci za 69 s [31].
Podrobny pifehled o rychlych separacich na kratké separacni draze lze nalézt v rozsahlém
piehledovém c¢lanku [26]. Zatizeni pro cCipovou elektroforézu ¢i elektroforézu v kratkych
kapilarach nejsou dosud Siroce rozsifeny do laboratofi provade¢jicich praktické elektroforetické
analyzy. To ale nebrani témto laboratoifim provadét rychlé rutinni separace i za pouziti
komer¢nich elektroforetickych sestav. U komercniho ptistroje CE firmy Agilent 1ze snizit délku
separacni kapilary az na cca 31,5 cm a pfi aplikaci maximalniho napéti ptistroje 30 kV [11] Ize
provadet separace pii maximalni intenzité elektrického pole cca 1 kV/em (30 kV/31,5 cm).
Vyssich hodnot intenzit jiz nelze za béznych podminek dosahnout. Dalsi snizeni #y 1ze zajistit
zkracenim /p a tato technika se oznacuje jako davkovani vzorku do kratkého konce kapilary.
U elektroforetickych pfistroji je detektor umistén asymetricky vzhledem k poloze konct
separacni kapilary. Vzorek je obvykle davkovan do delSiho konce kapilary a krat$i konec se
oznacCuje jako konec detekéni. VétSina CE piistroji umoziuje davkovat vzorek do detekéniho
konce kapilary, ¢imZz se pro separaci vyuzije pouze Useku kapildry mezi kratkym koncem
a detektorem a délka tohoto useku je u piistroje HP*® CE od firmy Agilent 8,3 cm [89].
Schematicky je rozdil mezi standardnim zpisobem davkovani do dlouhé¢ho konce kapilary

a mén¢ béZnym davkovanim do kratkého konce kapilary zndzornén na Obr. 3.1.
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Obr. 3.1. Schematické znazornéni standardniho typu davkovani v CE do dlouhé¢ho konce
kapilary (A) a davkovani do kratkého konce kapilary (B); 1 — separacni kapilara s plné cernym
usekem vyuzitym k separaci; 2 — pozice detektoru; 3 — vstupni nddobka s BGE; 4 — vystupni

nadobka s BGE; 5 — nadobka se vzorkem.

V praci Tama at al. bylo provedeno srovnani mezi davkovanim do kratkého a do dlouhého konce
kapilary pti praktickém CE stanoveni kyseliny mocové v allantoické tekutin€, kde bylo jasné
ukazano, ze citlivost stanoveni uréend z plochy piku je stejnd pro oba zplisoby davkovani a velmi
dobfie koresponduje se stejnym mnoZzstvim nadavkovaného vzorku do kapilary [89]. Diametralni
rozdil mezi obéma typy davkovani je v citlivosti urCené¢ z vysSky piku, kterd pfimo souvisi
s limitem detekce. Citlivost stanoveni byla pro davkovani do kratkého konce 3krat vyssi
a dosazeny LOD 3ndsobn¢ nizs§i v porovnani s normalnim zptisobem davkovani. Vyska piku
odpovidd koncentraci analytu v zong, ktera kontinualné klesd v pribéhu separace vlivem
elektroforetické disperze zony analytu a dale vlivem difiize a adsorpce analytu na sténu kapilary.
Vsechny zminéné efekty zapfiCinily rozmyvani zény analytu a byly daleko mensi na kratkeé
separacni drdze. Z porovnani migracnich €asti pro davkovani do dlouhého (71,8 cm) a kratkého
(8,2 cm) konce vyplynulo vyrazné zkraceni migraéniho casu na kratké separacni draze.

Pozorovany migrac¢ni ¢as v kratké kapilafe se pohybuje kolem 1 min. a je 10krat kratsi
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v porovnani s davkovanim do dlouhého konce kapilary, pro néjz ¢inila doba separace 10 min.
Pozorovéna $itka piku v poloviné vysky, byla 3krat mensi a pfesné souvisi s 3ndsobné vyssi
vySkou piku. DalSim kritickym parametrem je pocet teoretickych pater (&), ktery mél
10tinasobn¢ nizs§i hodnotu pro davkovani do kratkého konce kapilary a opét souvisi s kratkou
dréhou, na které probihd separace. Srovnatelngj§im parametrem charakterizujicim separaéni
ucinnost je pocet teoretickych pater prepocitany na jeden metr kapilary, jehoz hodnota je pro
davkovani z obou koncii kapilary ptiblizné shodnd. RozliSeni piku (R;2) na kratké draze bylo
pozorovano mensi, ale zaroven jeho hodnota 3,9 pro kritkou kapildru je pIné dostacujici
a vyrazn¢ prevysuje kritickou hodnotu 1,5; jejiz dosazeni je povazovano za Uplné rozdéleni dvou
piki. V literatuie 1ze dohledat nespocet aplikaci ddvkovani do kratkého konce kapilary, ktery byl

vyuzit pro rychlé stanoveni celé fady rozmanitych smési analyti.

3.2 Experimentalni podminky

Elektroforeticka mé&feni byla provedena na pristroji kapilarni elektroforézy HP*°CE (Agilent
Technologies, Némecko) s integrovanym detektorem diodového pole (diode-array detector -
DAD) a kontrolovanym softwarem ChemStation. Elektroferogramy byly zaznamendvany
a vyhodnocovany pii vinové délce 191 nm (kreatinin, alantoin), 214 nm (kreatinin) a 292 nm
(kyselina mocova). K analyze byla pouZita kiemenna kapildra (Composite Metal Services, Velka
Britanie) s vnéjS$i ochrannou vrstvou polyimidu, o celkové délce 32,5 cm, vnitinim priméru
50 um a vnéj$im praméru 363 um. Vzdalenost k detektoru od kratkého konce kapildry Cinila
8,3 cm. Pred pouzitim byla nova kapilara aktivovana promytim 0,1 M NaOH po dobu 10 min.,
poté byla 10 min. promyvana deionizovanou vodou a na zavér 10 min. separacnim elektrolytem.
Vybrand méfeni byla provadéna v kapilafe pokryté pomoci INST Coating solution (Biotaq,

USA), ktery zastavuje EOF. Pied kazdou separaci modelového vzorku i biologického materialu
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byla INST-pokryta kapilara promyta v sekvenci: 2 min. deionizovand voda a 2 min. separacni
elektrolyt. Nepokryt4 kapilara byla promyta v sekvenci: 30 s 0,1 M NaOH, 30 s deionizovana
voda a 30 s separacni elektrolyt. Vzorek byl davkovan hydrodynamicky do kratkého konce
kapilary tlakem 50 mbar po dobu 4 s. Separace probihaly pfi napéti +25 kV a konstantni teploté

25 °C.

3.3 Statistické zpracovani vysledki

Namétena data CE analyz jsou uvedena jako primérna hodnota + standardni odchylka, kazdé
meéfeni bylo provedeno tiikrat, pokud neni uvedeno jinak. Pro statistické zpracovani dat byl
pouzit program Origin 8.0 (OriginLab Corporation, USA). Pocet teoretickych pater (N) byl urcen
ze vztahu N = 5,54 (tw/wi12)’, kde ty je migraéni Gas analytu a wys; je §iika piku v poloving jeho
vysky. RozliSeni pikli bylo ur¢eno ze vztahu R = 2-(tmz - tv1)/(wi+w,), kde w a wy jsou Sitky

pikt pfi jejich zakladné.

3.4 Chemikalie

Veskeré pouzité chemikalie vykazovaly analyticky stupenn Cistoty: kyselina mocova (Fluka),
kyselina citronova (Fluka), hydroxid sodny (Fluka), kyselina 4-aminosalicylova (PAS, Sigma -
Aldrich), 2-(N-morfolin)ethansulfonova kyselina (MES hydrat, Sigma — Aldrich), alantoin
(Fluka), 2-(cyklohexylamino)ethansulfonovd kyselina (CHES, Sigma - Aldrich). K ptipravé
separaCnich elektrolyti a zasobnich roztok standardi byla pouZita deionizovand voda
(Millipore, Bedford, USA). Standardni roztok kyseliny mo¢ové (1 mg.ml™") a 4-aminosalicylové
kyseliny (I mg.ml', PAS) byl ziskin rozpusténim pevnych litek v deionizované vodé

s ptidavkem NaOH do Uplného rozpusténi. Separacni pufry o sloZzeni i) 60 mM MES + 30 mM
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NaOH pH 6,0; ii) 20 mM MES + 10 mM NaOH pH 6,0; iii) 80 mM CHES + 30 mM NaOH pH
9,6, a iv) 20 mM kyselina citronovd + 9 mM NaOH pH 3,0 byly pfipravovany k analyze vzdy

cerstvé. pH bylo méfeno laboratornim pH metrem pMX 3000 WTW (Némecko).

3.5 Odbér a uprava vzorki

Vzorky krve byly odebrany nalacno. Krevni plazma byla ziskana odebranim nesrazlivé krve do
vakuovych zkumavek s antikoagulantem EDTA, centrifugovana pii 4 000 ot. min" po dobu
15 minut. Vzorky krevni plazmy byly dlouhodob¢ uchovany v 0,5 ml nddobkach Eppendorf pii
teploté -20 °C. Pied elektroforetickou separaci byly vzorky temperovany na laboratorni teplotu,
poté zpracovany dle nasledujictho schématu: 50 ul vzorku bylo smichano s 10 ul 10 mg.I" PAS,
10 pl 1 mol.I" NaOH a 930 pl deionizované vody. Timto postupem je ziskan 20x ziedény
vzorek. Vysledna koncentrace PAS je 10 mg.I" a koncentrace NaOH 0,01 mol.I". Vzorky ranni
moci od 7 zdravych dobrovolnikii byly filtrovany ptes centrifugacni filtry (Amicon 0,45 pum,
Millipore, USA) pii 14 100 ot. min"' po 3 minuty a uchovavany v plastovych uzaviratelnych
zkumavkach piti teploté 4 °C az do vlastniho stanoveni, které bylo provedeno tentyz nebo druhy
den po odbéru. Pred elektroforetickou separaci byly vzorky temperovany na laboratorni teplotu,
poté zpracovany dle nasledujici metodiky: pro stanoveni kreatininu v moc¢i bylo 20 ul vzorku
smichano s 979 pl deionizované vody s piidavkem 1 ul 1 mol.I" HCL Pro stanoveni kyseliny
mocové v moéi bylo 20 pl vzorku smichano s 20 pl 1 mg.ml™" PAS a 959 ul deionizované vody
s pidavkem 1 pl 1 moll’ NaOH. Timto postupem je ziskian 50nasobné ziedény vzorek.
Vysledna koncentrace PAS je 20 mg.I", jeZ je v obou ptipadech pouZita jako vnitini standard pro
zvySeni presnosti elektroforetického stanoveni a NaOH je pfidavan z dlivodu malé rozpustnosti

kyseliny mo¢ové v neutralnim roztoku.
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3.6 Rychlé elektroforetické stanoveni Kyseliny mocové pri davkovani do kratkého konce

kapilary

Kyselina mocova je slaba dvojsytna kyselina s hodnotou pKa; pro prvni disociacni stupen 5,4.
Pro jeji elektroforetické stanoveni byly testovany dva separaéni elektrolyty o slozeni: 60 mM
MES + 30 mM NaOH, pH 6,0 a 80 mM CHES + 40 mM NaOH, pH 9,6. Anionty organickych
kyselin MES a CHES vykazuji nizkou specifickou vodivost, a mohou byt tedy pouzity i ve
vyssich koncentracich pii ptipraveé separacnich elektrolytti. V koncentrovanéjSich zakladnich
elektrolytech dochézi k zaostieni zon analyzovanych latek, které se od sebe 1épe oddéli, coz ma
zdsadni vyznam pii separaci biologickych vzorki. Vysoké koncentrace slozek separacniho
elektrolytu mohou téz branit adsorpci proteinii ptitomnych v biologickém vzorku na vnitini sténu
separacni kapilary. Separace v BGE 60 mM MES + 30 mM NaOH, pH 6,0 byla provadéna
v pokryté kapilate se zastavenym elektroosmotickym tokem pti pouziti negativniho separa¢niho
napéti -30 kV. Naopak separace v BGE 80 mM CHES + 40 mM NaOH, pH 9,6 byla provadéna
v nepokryté kapilaie pti pozitivni polarité¢ +30 kV. Za téchto podminek migruje kyselina mocova
jako aniont proti elektroosmotickému toku, ktery byl zaznamenan v Case cca 12 s. Parametry
kalibra¢nich zavislosti pro obé metody jsou shrnuty do Tabulky 3.1. V alkalickém separacnim
elektrolytu CHES/NaOH bylo soubézné provedeno stanoveni alantoinu (pKa 8,5) v moci psa.

Registrované elektroferogramy pro sledované analyty jsou zaznamenany na Obr. 3.2 a 3.3.
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Obr. 3.2. Ziznam elektroforetického stanoveni kyseliny mocové v lidské moci
(A, 541 mg.l") a vkrevni plasmé (B, 49,8 mg.I") v kapilafe s potlatenym EOF pomoci
INST Coating solution. Experimentalni podminky: separac¢ni elektrolyt, 60 mM MES + 30 mM
NaOH, pH 6,0, hydrodynamické davkovani 200 mbar.s, napéti +30 kV, UV detekce pti 292 nm,

identifikace pikli, PAS (1) a kyselina mocova (2).
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Obr. 3.3. Zaznam elektroforetického stanoveni kyseliny mo¢ové v psi moéi (A, 11,2 mg.1")
a v lidské mo¢i (B, 322 mg.l'l) v kapilate s rychlym EOF. Experimentdlni podminky: separacni
elektrolyt, 80 mM CHES + 40 mM NaOH, pH 9,6, hydrodynamické davkovani 100 mbar.s,
napéti -30 kV, UV detekce pfi 191 nm, identifikace pikd, PAS (1), kyselina mocova (2)

a alantoin (3).
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3.6.1 Kalibraé¢ni zavislosti

Obé metody poskytuji linedrni kalibracni zavislosti v testovaném koncentracnim rozsahu
2,5 — 10 mg.I" shodnotou korelaéniho koeficientu (R) v&tsi nez 0,999 a s limitem detekce
cca 5 uM. Hodnoty RSD pro 10 po sobé jdoucich opakovanych stanoveni kyseliny mocové
v lidské moci se neliSily o vice jak 3 % pro plochu piku a o 2 % pro migracni ¢as. Pro kontrolu
bylo stanoveni kyseliny mo¢ové provedeno 1 standardni enzymatickou metodou (KM, Urikéza —
PAP (146200), Greiner Diagnostic GmbH, Némecko) pouZivanou v klinickych laboratotich,

ktera poskytla hodnoty liSici se 0 7 % pro krevni sérum a o 4 % pro moc.

Tabulka 3.1. Parametry linearnich regresnich zavislosti vySky piku na koncentraci kyseliny

mocové. Parametry byly ziskany ze étyf riiznych koncentraci v rozmezi 2,5 az 10 mg.1".

Citlivost Usek LOD LOD
Separacni elektrolyt R
[mAU.mg".I] [mAU] [mg.l']  [umolLl']
60 mM MES + 30 mM
NaOH, pH 6,0 0,318 -0,135 0,9991 0.8 4,8
+
80 mM CHES + 40 mM 1,071 -0,048 0,9997 0.8 4,7

NaOH, pH 9,6

Hodnoty separa¢ni ucinnosti vyjadiené jako pocet teoretickych pater a hodnoty rozliSeni pikl
kyseliny mocové a interniho standardu (PAS) jsou shrnuty v Tabulce 3.2. Ziskané separacni
parametry pro davkovani z kratkého konce kapilary byly déle porovndny s parametry pro
davkovani z dlouhého konce kapilary uvedenymi v praci: Matéjckova J., Tima P., Samcova E.,
Zemanova Z. [90], rovnéz viz Tabulka 3.2. Zkraceni separacni drahy vede k vyrazné casové
uspote analyzy. Zaroven vSak dochdzi k sniZeni separacni ucinnosti charakterizované poctem

teoretickych pater (). Vhodng&j$im parametrem pro srovnani separac¢ni U¢innosti je pocet
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teoretickych pater prepocitany na jeden metr kapilary. Rozdily separacnich ucinnosti pro oba

typy davkovani se poté minimalizuji.

Tabulka 3.2. Separacni parametry pro kyselinu mocovou, migra¢ni ¢as, separa¢ni U¢innost,

rozliSeni (kyselina mocova/PAS) a LOD.

Efektivni
« . délka M N LOD . Vlnova
Separacni - R Upoy délka
lektrol apilary ] AV
elektrolyt (5] [m] [M] [m™V7s™] (]
[cm]
MES/NaOH 83 38,0 320000 12,1 47  284.10° 292
CHES/NaOH 8,3 225 209000 12 48  54,0.10° 191
MES/Tris  +
69,0 588,0 229000 56 12 364 107 292
polybren

a . , bl _ +
Upo, j€ pozorovand mobilita, up,, = e+ Ugor

Vyse uvedeny text shrnuje pouziti metody umoznujici jednoduché a velmi rychlé stanoveni
kyseliny mocové v biologickém materidlu. Pouziti vhodného separacniho elektrolytu
a davkovani z kratkého konce kapilary lze dosdhnout vyznamné casové uspory potiebné

k provedeni jedné analyzy. Migracni casy sledovanych analyt se pohybuji okolo 30 s.
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3.7 Vyuziti spojenych kapilar o rizném vnitinim primeéru pro rychlé

separace kyseliny mocové a kreatininu

K dalSimu snizeni migra¢niho ¢asu u komer¢nich CE pfistrojii, u kterych jiz nelze zkratit
celkovou ani efektivni délku kapilary a ani zvysit separacni napéti, je mozné dospét provadénim
separace ve spojené kapilate [91]. Princip této nové vyvinuté techniky je zaloZzen na sériovém
spojeni dvou kapildr o riznych vnittnich primérech (d). V tomto ptipadé 25 um kapilary (das),
ve které probiha vlastni elektroforetickd  separace, tzv. kapilara  analyticka;
a pomocné¢ 100 um kapilary (dio0), ktera vytvaii vodivé spojeni pro uzavieni elektrického
separacniho obvodu. Pfipojenim elektrického napéti mezi konce takto vytvofené spojené
kapilary se intenzita elektrického pole rozlozi tak, aby byl splnén Ohmuv zdkon a obéma ¢astmi
kapilary protékal stejny elektricky proud I; I = E.x.d”, kde E je intenzita elektrického pole v dané
casti kapilary (spad separacniho napéti na jeden centimetr jeji délky), x specificka vodivost
roztoku v kapilafe (pro ob¢ casti kapilary naplnéné totoznym separatnim elektrolytem ma
stejnou hodnotu). Pro spojeni separacnich kapildr o 4 25 a 100 um pak plati:
E»s = 100%/25%E1q0 = 16°E\q , neboli intenzita v 25 pm kapilafe (E,s) je 16krat vyssi nez
intenzita ve 100 um casti kapilary (£,00), protoze 25 um kapilara klade prichodu elektrického
proudu 16krat vyssi odpor na jednotku délky. Pro vypocet skutecné hodnoty intenzity
elektrického pole v separacni c¢asti kapilary (E»s) v zavislosti na ostatnich separacnich

parametrech plati vztah:

U _ U (3-2)

" lastlioo(d2s/d100)?  las+(lc—las)(d2s/d100)?

E3s

kde U je separacni napéti vloZzené mezi oba konce spojené kapilary, ls, o0, jsou délky

jednotlivych ¢asti kapilary, d»s a d;go jsou jejich vnitini priméry a /¢ je celkova délka spojené
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kapilary. Ze vztahu je zfejmé, ze intenzita elektrického pole v separacni Casti kapilary se

s jeji rostouci délkou hyperbolicky snizuje, jak je ukazano na Obr. 3.4.

332 T T T T T T T T T T
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5 10 15 20 25 30 35
l25 [cm]
Obr. 3.4. Zavislost intenzity elektrického pole v 25 um casti kapilary na délce této Casti pii

celkové délce kapilary 32,5 cm a vloZzeném napéti +30 kV. Grafické zndzornéni vztahu (3-2)

simulované¢ho pomoci programu Mathcad, 13.1.

Pro dosazeni vysoké intenzity elektrického pole je nezbytné pouzivat minimalni délku separacni
casti kapilary, coz je spojeno s pouzitim techniky davkovani vzorku do kratkého konce kapilary.
Za téchto podminek lze zkratit separacni ¢ast kapilary az na 9,7 cm a pii pouziti maximalniho
separacniho napéti 30 kV je za téchto podminek dosazeno intenzity elektrického pole
v analytické ¢asti kapilary 2,9 kV/ecm. Tato hodnota je 2,8krat vys$i nez maximalni elektricka
intenzita v béZzné kapilafe s jednotnym vnitinim primérem, kterd ¢ini necely 1 kV/em. Po
potifeby naseho experimentu bylo pouzito separacni napéti +25 kV, coz odpovidd intenzité
elektrického pole o 0,5 kV/cm niz8i, neZ pii aplikaci maximalniho napéti. Velice obdobnym

zpiisobem lze urcit hodnotu efektivniho napéti, které se podili na vlastni pozorované separaci:
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Upp = U - ——L— (3-3)

ls+(lc—1z5)/16

kde /s je efektivni délka spojené separacni kapilary 8,3 cm. Vysledna hodnota efektivniho napéti

UerCinila 21,2 kV a odpovida cca 3nasobné hodnoté bézné pouzivaného napéti [92].

3.7.1 Laboratorni vyroba spojené kapilary

Spojena kapilara byla vyrobena v laboratofi spojenim dvou standardnich kifemennych kapilar
o vnéj$im pruméru 363 pum (Composite Metal Services, UK) viz Obr. 3.5 a 3.6. Separaéni
kapilara, vnitini primér 25 pum, délka 9,7 cm, a pomocna kapilara, vnitini pramér 100 um, délka
22,9 cm, byly spojeny pomoci 9 mm dlouhé PTFE trubicky pro HPLC (vnéjsi pramér 1/16°,
vnitini pramér 0,25 mm, Watrex). PTFE trubic¢ka byla zahtata pomoci horkovzdusné pistole nad
teplotu tani PTFE; 330 °C (na horkovzdu$né pistoli byla nastavena teplota 420 °C). Ohrata
a zm¢kla PTFE trubicka byla ptetazena pies konce obou rovné zatiznutych kapilar. Po

vychladnuti (cca 60 s) vznikne hydrodynamicky tésné a mechanicky pevné spojeni

elektroforetickych kapilar s minimalnim mrtvym objemem.

Obr. 3.5. Detail spojeni 25 um analytické kapilary (1) a 100 um pomocné kapilary (2) pomoci

9 mm dlouh¢ PTFE trubicky (3).
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Obr. 3.6 Fotografickd dokumentace spojené kapilary umisténé v elektroforetické kazeté.

V nasledném kroku bylo 8,3 cm od injek¢niho konce 25 um kapilary vytvoieno detekcni okénko
a kapilara je pouzitelnd pro CE méfeni. Tento technicky nenaro¢ny postup spojeni dvou kapilar
o rizném d, trva cca 15 min. [93]. Spojend kapilara byla vlozena do kazety elektroforetického
pristroje HP*® CE, Agilent Technologies a separace byly provadény pti davkovani do kratkého
konce kapilary. Vzdalenost injekéniho konce kapilary k diode-array detektoru byla 8,3 cm. Pred
pouzitim byla nova kapildra aktivovana obvyklym zplGsobem. Mezi jednotlivymi analyzami
modelovych vzorki i upravené moce byla kapilara promyvana pouze separa¢nim elektrolytem
po 2 min. U vybranych stanoveni byl elektroosmoticky tok v kapilafe potlacen pokrytim kapilary
komerénim roztokem INST Coating solution, Biotaq, USA, po dobu 2 min. Vzorek byl
davkovan hydrodynamicky tlakem 50 mbar po dobu 5 s, coz odpovidd 4 mm délce zony

nadavkované v 25 um separacni kapiléfe, viz Tabulka 3.3.
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Tabulka 3.3. Piehled davkovaného objemu a délky zony do separacni kapilary v zavislosti na

davkovacim tlaku a ¢ase [11].

Prumér

kapilary (d) 10 pm 25 um 50 pm 75 pm 100 pm
Divkovaci Ve lnll/ v, [nl] / v, [n] / v, [nl] / v, [nl] /
Eﬁaﬁ; s, [mm) I, [mm)] I, [mm)] I, [mm)] I, [mm)]
25 0,0008 /0,01 0,03/0,06 0,5/0,25 2,6 /0,59 8,2/1,04
50 0,0016/0,02 0,06/0,12 1,0/0,50 5,2/1,18 16,4 /2,08
75 0,0024 /0,03 0,09/0,18 1,5/0,75 7,8 /1,77 24,6 /3,13
100 0,0032/0,04 0,12/0,24 2,0/1,00 10,4 /2,26 32,8/4,16
150 0,0048 /0,06 0,18/0,36 2,5/1,50 15,6 /3,54 49,2 /6,26

V, [nl] - davkovany objem do kapilary; /, [mm] — délka davkované zony analytu.

Separace probihaly v kationtovém modu pii napéti +25 kV a odpovidajici intenzité elektrického
pole v separacni Casti kapilary 2,3 kV/cm. Tlak nutny pro promyti kapilary a pro nadavkovani
vzorku byl aplikovin z konce pomocné kapilary (d 100 pm), ¢imz doslo
k potlaceni tvorby vzduchovych bublin, v konstruk¢nim spojeni kapilar, které mohou vést az

k pferuSeni separace. Separace probihaly pfi konstantni teploté 25 °C.

3.7.2 Stanoveni kyseliny mocové a kreatininu v moci za pomoci spojené kapilary

Moc¢ jako komplexni vzorek obsahuje znaéné mnozZstvi ionizovatelnych latek, které mohou
potencidlné ovlivnit elektroforetické stanoveni. Z tohoto divodu je dulezitd spravna volba
separacniho pufru (BGE), ve kterém dochazi k tplnému oddéleni analytu od ostatnich sloZek

moce. Kreatinin je dusikaty heterocyklus s hodnotou pKa 4,8. V kyselém BGE o slozeni 20 mM
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kyselina citronovd + 9 mM NaOH, pH 3,0 migruje jako kationt pfi soucasném potlaceni
elektroosmotického toku (pozice EOF nebyla registrovana do 60 s). Jako vnitini standard byl
pouzit imidazol, ktery vykazuje obdobnou kationtovou pohyblivost
a ptirozen¢ se nevyskytuje v lidské moci. Za takto nastavenych experimentalnich podminek bylo
dosazeno kratkého migrac¢niho casu, 12,2 s pro kreatinin a 8,5 spro imidazol, s hodnotou
rozliSeni obou latek 8,5, kterd je pro spojenou kapilaru dostacujici a dostatecné prevysuje
kritickou hodnotu 1,5; jejiz dosazeni je povazovano za uplné rozdéleni dvou pikd. Na
elektroferogramu 50ndsobné fedéné lidské moci je patrny vyrazny, dobie kvantifikovatelny pik
kreatininu, viz Obr. 3.7. Z uvedenych zdznami je patrné, Ze separace kreatininu provedena za
stejnych separacnich podminek je v nepokryté kapiléafe o cca 1,6 s pomalejsi Obr. 3.7B. Pro dalsi

experimentalni méteni byla pouZita nepokryta kapilara.
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Obr. 3.7. Zaznam elektroforetického stanoveni kreatininu v lidské moci snimany pii dvou
vlnovych délkach (A) 191 nm v pokryté kapilafe roztokem INST Coating solution a (B) 214 nm
v kapilate bez INST média. Experimentalni podminky: BGE 20 mM kyselina citronova + 9 mM

NaOH pH 3,0, hydrodynamické davkovani 250 mbar.s, napéti +25 kV.

Kyselina mocova je slaba dvojsytna kyselina s hodnotou pKja; 5,4. Pro CE stanoveni kyseliny
mocove byl pouZit zakladni separacni elektrolyt o slozeni: 20 mM MES + 10 mM NaOH, pH 6,0

a separace byla provedena v kationtovém moédu pii napéti +25 kV. Za téchto podminek migruje
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kyselina mocova jako aniont proti elektroosmotickému toku, ktery je pii pH 6,0 velmi rychly
(pozice EOF  byla registrovana vc¢ase cca 6 s, odpovidajici  hodnota
ugor je 70,8-10° m’*s'V™) a strhava kyselinu mocovou (uy 25,6:10° m’s'V™") s sebou smérem
k detektoru. Rychlost EOF je pti pH 6 vyssi, nez elektroforeticka pohyblivost kyseliny mocové.
Proto je pik kyseliny mocové, f 8,5 s, zaznamenan pozdéji nez pozice EOF. Jako interni
standard byla pouzita PAS, pKa 3,6, kterda vykazuje vyssi elektroforetickou pohyblivost
(uq 31,4-10° m*s'V™') a pti pohybu proti sméru EOF dosahne detektoru pozd&ji (u pro PAS je
13,7 s, s rozliSenim obou latek 10,5). PAS nepatii mezi latky ptirozené se vyskytujici v moci.
Elektroferogram 50nasobné fedéné lidské moci s pridavkem interniho standardu PAS je

znazornén na Obr. 3.8.
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Obr. 3.8. Zaznam elektroforetického stanoveni kyseliny mocové v lidské moci. Experimentalni
podminky: separacni elektrolyt 20 mM MES + 10 mM NaOH, pH 6,0, hydrodynamické

davkovani 250 mbar.s, napéti +25 kV, UV detekce pii 292 nm.
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Ostatni latky pfitomné v moc¢i nejsou na elektroferogramech zaznamenany z diivodu jejich nizké
koncentrace v mo¢i nebo proto, ze absorbuji pii jinych vinovych délkach. Ze ziskanych
elektroferogramti a separac¢nich parametri (Tabulka 3.4.) je patrné, Ze pfi zvySené intenzité
elektrického pole 2,3 kV/cm a efektivni separacni draze 8,3 cm lze dosdhnout velmi kratkych

migracnich Casi kolem 10 s.

Tabulka 3.4. Migracni Cas (i), poCet teoretickych pater (N), limity detekce (LOD), citlivost a
korela¢ni koeficient (R) v 50krat fedéné moci. Hodnoty RSD byly urceny pro 3 analyzy jednoho

vzorku moce.

Parametr Analyt

kreatinin kyselina mocova
Im, S 12,2 8,5
N, m" 120000 345000
N,s” 830 3400
R;> 8,5 10,5
LOD, mg.I" 2,4 0,9
LOD, uM 21,2 5,4
Citlivost, mAU.s.l. mg ! 0,0558 0,0417
R 0,9998 0,9994
RSD pro tum, % 0,3 1,8
RSD pro plochu piku, % 4,1 5,7
Fyziologické hodnoty v mo¢i, mM 5,7—14,7 1,5-4,5
Stanovené koncentrace v mo&i, mg.I" 221 -139%4 87 — 556
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\Y literatute popsaném rychlém CE stanoveni kreatininu v kapilare
o efektivni délce kapilary 10 cm [71] pii pouzitém napéti 15 kV ¢ini doba separace necelych
60 s a v kapilafe o efektivni délce 8,5 cm a pii napéti 30 kV je doba separace dokonce 22 s [94];
kyselina mocova byla stanovena i na 8,2 cm dlouhé separacni draze pii napéti 20 kV za cca 50 s

[89].

3.7.3 Kalibra¢ni zavislosti pro kreatinin a kyselinu mocovou

Kalibrace kreatininu 1 kyseliny mocové byly provedeny v koncentratnim rozsahu
5 — 70 mg.I". Testované koncentraéni rozmezi dobie pokryva rozsah fyziologickych hodnot
obou latek v moc¢i pifi pouziti 50nasobn¢ho fedéni moce pied CE analyzou (kreatinin
370 — 2200 mg.I'" a kyselina mocova 85 — 970 mg.1"). Kalibradni zavislosti jsou v méfeném
intervalu pro ob¢ latky linearni s hodnotami korela¢niho koeficientti R > 0,999. Ziskané relativni
smérodatné¢ odchylky (RSD) pro migracni c¢as 1 plochu piku byly urceny

z 10 naslednych analyz jednoho vzorku moce a odpovidaji béznym hodnotdm pro CE analyzu.

Hodnoty LOD byly urceny jako vyska piku odpovidajici trojndsobku primérné hodnoty Sumu.
Pro zvysSeni ptesnosti kvantifikace v moci a pro odstranéni fluktuaci pii davkovani vzorku byly
plochy pika normalizovany na plochu interniho standardu. Ziskané hodnoty citlivosti pro plochu
piku se nachazeji v koncentraénim rozmezi 0 az 70 mg.I". Ukézalo se, 7e 50nasobné fedéni
moce je dostate¢né pro odstranéni nezadouciho vlivu matrice na CE separaci. Stanovené hodnoty
kreatininu v 7 vzorcich lidské moce se pohybovaly v koncentraénim rozmezi 221 — 1394 mg.I”

pro kreatinin a 87 — 556 mg.1"" pro kyselinu mo&ovou.
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3.7.4 Stanoveni Kreatininu a Kyseliny mocové referen¢ni metodou

Stanoveni kreatininu i kyseliny mocové bylo soucasné provedeno pomoci standardnich metod
pouzivanych v klinickych laboratofich. Bio-test (Creatinine liquid 500, Lachema, CR) zaloZeny
na Jaffého reakci a nasledném fotometrickém stanoveni pii 505 nm a bio-test (Uric acid liquid
500, Lachema, CR) zaloZeny na enzymatické reakci s urikdzou a nasledném fotometrickém
stanoveni pfi 550 nm. Veskera spektrofotometrickdi méfeni byla provedena

v 1 cm kyveté na spektrofotometrickém ptistroji Boeco (Model S-22, Némecko).

Parovy t-test neprokézal statisticky vyznamny rozdil na hladin€ vyznamnosti 0,05 mezi obéma
zpusoby stanoveni kreatininu a kyseliny mocové v sedmi vzorcich lidské moci. Ob¢ detekéni

techniky poskytuji velmi podobné vysledky, viz Tabulka 3.5.

Tabulka. 3.5. Vysledky stanoveni kreatininu a kyseliny mocové v lidské moc¢i pomoci CE

a referenénich metod.

kreatinin, mg.I"' kyselina mo¢ova, mg.I'"
Vzorek moci
CE Jaffého test ~ CE f:szty'?li::fz‘
1. 1320 1128 556 558
2. 1394 1407 382 339
3. 931 981 269 326
4. 221 272 87 82
5. 1085 1125 501 495
6. 1245 1436 356 305
7. 840 975 278 298
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3.8 Vysledky a diskuze

Technika spojenych kapilar poskytuje v CE stanoveni pro oba sledované analyty velmi kratké
migracni Casy. Pocet teoretickych pater (N) se pohybuje kolem 120 tisic na metr délky kapilary
pro kreatinin a 345 tisic pater na metr délky kapilary pro kyselinu mocovou. Vyssi hodnota N pro
kyselinu mocovou je dana krat§Sim migracnim ¢asem a niz§im vlivem rozmyvacich efektt,
zejména elektrodisperze, na asymetrické rozmyti piku. Pro velmi rychlé separace je vyhodné;si
vyjadiit separacni uc¢innost jako N za jednotku Casu (N/tv), kterd lépe vystihuje rychlost
separa¢niho procesu [91]; 830 pater.s” pro kreatinin a 3400 pater.s” pro kyselinu mocovou.
Dosazené limity detekce jsou o néco horsi v porovnani s limitem detekce jinych CE stanoveni
téchto analytii na kratké separacni draze: a) kreatinin, 0,5 mg.I" v 50 um kapilate s efektivni
délkou 8,5 cm nebo 0,7 mg.l" v 75 pm kapilafe s efektivni délkou 10 cm [71, 83]; b) kyselina
mocova, 0,1 mg.I" v 75 um kapilafe s efektivni délkou 8,5 cm [89]. ZhorSeny limit detekce pfi
pouziti kombinace dvou kapilar je dan kratsi absorp¢ni drahou
v 25 um kapilafe a také malym naddvkovanym objemem vzorku do tenké kapilary. Ziskané
LOD v mo¢i jsou ovSem dostatecné pro kvantifikaci kreatininu 1 kyseliny mocové v 50nasobné
fedénych vzorcich moce. Experimentalné ur¢ena hodnota elektroforetické mobility pro kreatinin
za podminek vysoké intenzity elektrického pole (uq 35,1-10° m?s' V™) pti davkovani z kratkého
konce kapilary dobie koresponduje s teoretickou hodnotou mobility ur¢enou pomoci programu
Peak-Master 5.3 (uq 33,2-10° m’s™' V7). Z téméf totoznych elektroforetickych mobilit vyplyva,
7e 1 za pouziti vysoké intenzity elektrického pole je odvod Jouleova tepla z kapilary postacujici.
Separace probiha standardnim zplsobem, s obdobnou separacni ucinnosti a limitem detekce,

jako pfti nizkych hodnotéach E, viz Tabulka 3.6.
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Tabulka 3.6. Srovnani vyvinutych metod pro kyselinu mocovou v separa¢nim elektrolytu

MES/NaOH, pH 6,0, pti davkovani z kratkého konce kapildry v jednokandlové a spojené

kapilare.
Parametr Analyt — kyselina mocova
Jednokanalova Spoiens kapildra

kapilara S .

M, S 38,2 8,5

N, m’ 320000 345000

LOD, uM 4,8 5,4

E, kV.cm’ 0,8 2,3

3.9 Zavér

Tato studie jasn¢ ukazuje, Ze kapilarni elektroforéza nema v soucasnosti ve srovnani s ostatnimi
vysokou¢innymi separa¢nimi technikami konkurenci, co se tyka rychlosti analyzy. Obé¢
vypracované¢ metody pro stanoveni kreatininu a kyseliny mocové se vyznacuji dobou separace
kolem 10 s. Moc je pted analyzou pouze filtrovdna a fedéna. Takto vypracovana elektroforeticka
metodika je vhodnou alternativou ke standardnim kolorimetrickym
a enzymatickym stanovenim rutinné pouzivanych v klinickych laboratofich a umoziuje

provadéni rychlého screeningu kreatininu a kyseliny mo¢ové na rozsahlych souborech vzorkd.
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4 Stanoveni steviol - glykosidii v potravinovych dopliicich a napojich pomoci

kapilarni elektroforézy s bezkontaktni vodivostni detekei’

4.1 Steviol glykosidy z rostliny Stévie

Stévie rebaudiana Bertoni je bile kvetouci svétlomilnd subtropickd rostlina z eledi
hvézdicovitych, znama jako stévie sladka, cukrova ¢i medova trava a v soucasné dobé se stava
jednou z nejrozsifenéjsich prirodnich ndhrazek sachardzy [95, 96]. Pivodni teritorium rostliny je
lokalizovano od severovychodni Paraquaye zapadné od And v povodi feky Ypame az do oblasti
jizni Brazilie, odkud se velmi rychle rozsitila diky dobyti Jizni Ameriky Spanélskymi
a portugalskymi namoiniky. O zhruba dvé stoleni pozdéji roku 1887 jihoamericky ptirodovédec
Dr. Moisés Santiago Bertoni pojmenoval tuto sladkou rostlinu Eupatorium Rebaudianum, nebot’
se mylné¢ domnival, Ze jde o rostlinu pfibuznou Sadci konopadci. Az roku 1905 byla rostlina
spravné taxonomicky zafazena a pojmenovdna po svém objeviteli Stevia Rebaudiana var.
Bertoni. M. S. Bertoni v roce 1918 charakterizoval zakladni pfednosti stévie, které prameni z jeji
ohromné sladivosti, netoxiCnosti, cenové nenarocnosti a moznosti konzumace rostliny
v piirozeném ¢i suchém stavu bez negativnich vlivli. Francouzsti chemici ptfispéli k odhaleni
sladkého tajemstvi jiz v roce 1931, kdy z listku stévie izolovali sladkou slou¢eninu steviosid,
ktery ziistal poté témet dvacet let bez povSimnuti. Analyzou struktury steviosidu roku 1952 byla
zjisténa jeho glykosidova povaha, jez je slozena ze tfi molekul glukézy piipojenych na
aglykonovou - steviolovou kostru, kterd tvoii zdkladni skelet vSech steviol glykosidu.

V nésledujicich letech byly postupné objeveny dalsi sladké molekuly az na soucasny stav 11ti

steviol glykosida [97, 98].

* Vysledky, které jsou shrnuty v této Gasti prace, byly publikovany v ptivodnim ¢lanku: Pavliéek V., Tima P.: The
use of capillary electrophoresis with contactless conductivity detection for sensitive determination of stevioside and
rebaudioside A in foods and beverages, Food Chemistry 2017, 219, 193-198. IF*" 4,052
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2016.09.135
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4.2 Senzoricky profil steviol glykosidi

Sladkost listki stévie je dana pritomnosti steviol glykosidii. Tyto sladké slouceniny se ziskavaji
z listd stévie extrakci, purifikaci a naslednou separaci jednotlivych glykosidi. Nejvyssi podil na
sladké chuti extraktu je dan pfitomnosti steviosidu (Stev) a rebaudiosidu A (Reb A). Mezi steviol
glykosidy lze zaradit celou skupinu téchto latek; rebaudiosidy A, B, C, D, E a F, steviosid,
steviobiosid a dulcosid A a B [99]. Jednotlivé latky disponuji rozlicnym senzorickym profilem.
U vSech glykosidi ptetrvava sladka chut liSici se pouze intenzitou. Sladka chut je dana
chemickou strukturou, jejimz zakladem je steviol, 13-hydroxykaur-16-en-18-onova kyselina, na
kterou  jsou Vv pozici Cis a Cio navazany sladke molekuly, jako
D-glukopyranosylove, L-rhamnopyranosylové (Rebaudiosid C, Dulkosid A),
D-xylopyranosylové (Rebaudiosid F) nebo f-D-glukopyranosyl-f-D-glukopyranosylové
jednotky viz Obr 4.1. Zatimco rebaudiosidy A a D vykazuji Cisté sladkou chut’ s minimalnim
nadechem hotkosti se sladivosti cca 300 — 450nasobné vysS$i nez u sachardzy, dulkosidy
poskytuji sladkost pouze 100ndsobné vyssi, ale jiz se zna¢né vyvinutou hotkou az metalickou
prichuti. Hotkd chut’ je u steviol glykosidli intenzivnéjsi, pokud je na uhliku C;3 molekuly
steviolu pfitomna sophorosylova jednotka, glukosa-f(1-2)-glukosa a dojde-li k zaméné
methylenové skupiny na uhliku C;7; za ketonovou [100-103]. Steviol glykosidy pouzivané
v potravindch a potravinovych dopliicich by mély obsahovat minimalné 95 % rebaudiosidu A
nebo steviosidu s nepatrnym zastoupenim ostatnich steviol glykosidi tak, aby bylo dosazeno

cisté sladké chuti a senzorického pozitku srovnatelného se sachar6zou.
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HOlIme

Rebaudiosid A

HO

Obr. 4.1 Molekulova struktura majoritnich steviol glykosidii obsazenych v rostliné Stévie;
Steviosidu (B-D-glukopyranosyl  ester, 13-[(2-O-B-D-glukopyranosyl-B-D-glukopyra-
nosyl)oxy]kaur-16-en-18-ové kyseliny) a Rebaudiosidu A (B-D-glukopyranosyl ester 13-[(2-O-
B -D-glukopyranosyl-3-O-3-D-glukopyranosyl-p-D-glukopyranosyl)oxy] kaur-16-en-18-ové

kyseliny).

4.3 Nutric¢ni aspekty Stévie rebaudiana Bertoni

Vysoce sladivé listky stévie maji v suchém stavu energetickou hodnotu 2,7 kcal.g”, kterd ji
pravem fadi do skupiny nizkokalorickych sladidel [104]; pro srovnani sachar6za ma
energetickou hodnotu 4,2 kcal.g”. Vyznam steviol glykosidii v potravinafstvi souvisi pravé
s jejich témét nulovou energetickou hodnotou, coz pfindsi vyhodu zejména oproti jinym
ptirodnim sladidlim (fruktéza, glukéza a gluk6zo-fruktézovy sirup), kterd maji znacnou
energetickou hodnotu. Z tohoto diivodu jsou steviol glykosidy pfednostné pouzivany ke slazeni
napoji u jedinci trpicich nadvéhou, ktefi nejsou schopni naplnit svilj pitny rezim pouze ¢istou

vodou. Steviol glykosidy mohou byt efektivné vyuzivany pfti regulaci pfijmu potravy a dosaZeni
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pocitu sladkého nasyceni [105]. V porovnani sumélymi sladidly typu aspartamu, steviol
glykosidy nevyvolavaji sekreci inzulinu a navic je 1ze pouzivat u jedinct trpicich fenylketonurii

[106].

4.4 Biochemicky vyznamné latky obsaZené v rostliné Stevia rebaudiana Bertoni

Listky rostliny stévie, at’ uz v suSené Ci ptirozené¢ form¢, jsou kvalitnim, byt omezenym zdrojem
sacharidii, aminokyselin a nativni vladkniny. Svym charakterem a rozmanitosti obsazenych latek
jsou vhodné k podpote zdravého Zivotniho stylu, nebot’ kromé glykosidi obsahuji 1 celou fadu

dalsich dalezitych latek:

a) spektrum 17-t1 aminokyselin [107]: argininu, lysinu, histidinu, fenylalaninu, leucinu,
methioninu, valinu, threoninu, isoleucinu, asparaginu, serinu, glutaminu, prolinu, glycinu,

alaninu, cysteinu a tyrosinu,

b) 6 mastnych kyselin [108]: palmitové (C16), palmito-olejové (C16-1), stearové (C18), olejové

(C18-1), linolové (C18-2) a linolenové (C18-3),

¢) vitaminy rozpustné ve vod¢ [109], vitamin C, B2 a B6,

d) a mineralni latky [110], majici v lidském organismu mnoho dulezitych funkci.

Nékteré z nich jsou potiebné pouze ve stopovém mnozstvi, ale Zivotni pochody jsou na nich
zavislé daleko vice, neZ samotny Uidaj naznacuje. Celd fada anorganickych prvki hraje velmi
dilleZitou roli v mnoha biochemickych procesech. Hlavnimi minerdlnimi slozkami listdi stévie
jsou sodik, hoic¢ik, fosfor, sira, chlor, draslik a vapnik, které jsou klasifikovany jako
makroelementy. Z mikroelementli je zastoupen chrom, mangan, Zelezo, kobalt, méd’, zinek,

selen, molybden a jod. Pfitomnost makro- a mikroelementt je v potravinach dilezita pro rozvoj
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a udrzovani zivotn¢ dilezitych télesnych funkci [111]. Mineralni latky jsou zapojeny ve vSech
aspektech ristu, zdravi a reprodukce, UucCastni také pfi procesu tvorby bunék, tkani

a organt, reguluji a udrzuji rozmanité metabolické pochody.

4.5 Benefity rostliny stévie prospésné pro zdravi

Mnoho rostlinnych glykosidii ma prokazatelnou aktivitu v prevenci proti rakoving, stejné tak
projevy antidiabetické, antiobezitni, antibakterialni nebo antineoplastické ucinky. Listky stévie
obsahuji nekariogenni a nekalorické substance, jejichz uzivani by mohlo mit hodnotné u¢inky na
lidsky organismus. Steviol glykosidy maji cenné biologické vlastnosti a jejich pravidelna
konzumace snizuje obsah cukru, radionuklidi a cholesterolu v krevnim ftecisti, zlepSuje
regeneraci bun¢k a posiluje krevni cévy. Jsou prokdzany i protizadnétlivé a diuretické (zabraiuji
ulceraci v gastrointestindlnim traktu), antihypertensivni a antihyperglykemické vlastnosti [112].
Krom¢ zminénych mize byt vyuzito extrakth ze stévie klécbé rakoviny
a jako nahrada sacharozy v I€¢bé diabetu, obezity a hypertenze. Rovnéz mohou pisobit pred
zubnim kazem a zanétem dasni. Toxikologické vlastnosti jsou u steviol glykosidi stéle
predmétem rozsdhlych studii. Bylo prokazano, ze molekula steviosidu nevykazuje toxickeé,
mutagenni a karcinogenni vlastnosti [113, 114]. I znané¢ vysoké koncentrace sladidla
rebaudiosidu A nebyly spojeny se znamkami toxicity ¢i alergickymi reakcemi, pokud jej bylo
pouzivano jako sladidla. Rovnéz fada studii prokézala zanedbatelny vliv na sniZeni plodnosti. Ke
komercionalizaci steviol glykosidl jako potraviny neni pfili§ viele pfistupovano. Pfedpokladaji
se alergické reakce u osob citlivych na rostliny z ¢eledi Asteraceae, proto se také doporucuje,

aby téhotné Zeny nekonzumovaly vyrobky obsahujici steviol glykosidy [115, 116].
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4.6 Komer¢ni vyuZiti steviol glykosidi

Steviol glykosidy jsou velmi stabilni pii skladovani v praskové formé. Pokud jsou ulozeny
v uzaviratelnych polyethylenovych saccich, jejich degradace je velmi pomald a pohybuje se
vrozmezi 1 az 2 % hm. za jeden rok. Také jejich tepelna stabilita je znacna, bez meétitelné
degradace za podminek pasterizace mlénych vyrobktl, a daji se proto s vyhodou pouzit k peceni
az na hranici 200 °C. Steviol glykosidy jsou tézZ stabilni v Sirokém rozmezi pH. Ve vodnych
roztocich s hodnotu pH mensi nez 3,0 a soucasn¢ za pusobeni teploty nad 40 °C klesa jejich
stabilita a rozkladné procesy jsou na stejné Grovni jako v ptipade praSkové substance [117, 118].
Takové vlastnosti steviol glykosidii rozsifuji potencial jejich pouziti. Jsou komeréné dostupné
nejen v Japonsku, Koreji, Cing, jihovychodni Asii a Jizni Americe, kde jsou hojné pouzivany ke
slazeni potravin a napoji. V USA je extrakt z listh stévie vyuzivan nejen ke slazeni pozivatin
a pochutin, ale je jej ptfiddvano i1 do dermatologickych ptipravkii. FDA (Food and Drug
Administration) v roce 2008 uvedla, ze rebaudiosid A lze povazovat za bezpecny, pokud neni
uzivan v nadlimitni denni davce vyssi nez 400 mg. Pii rozkladu takového mnozstvi steviol
glykosida v tlustém stievu by doslo k uvolnéni cca 80 mg glukozy, kterd by byla resorbovana
zpét. Listy stévie piirozené obsahuji komplexni smés sladkych diterpenickych glykosida, véetné
steviosidu, steviolbiosidu, rebaudiosidu (A, B, C, D, E) a dulkosidu A a B. Steviol glykosidy
jsou v soucasné dob¢ celosvétoveé pouzivany jako sladidlo v fad¢ primyslovych potravin, jako
jsou nealkoholické 1 alkoholické nebo ovocné néapoje, dezerty, studené cukrovinky, omacky,

lahtidky, kukufi¢né vyrobky, pe€ivo, suSenky a stolni sladidla [119].
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4.7 Metabolismus steviol glykosidi

Metabolické studie provedené na zvitatech i lidech ukézaly, Ze steviol glykosidy jsou po ordlni
aplikaci absorbovany a hydrolyzovany stfevni mikroflérou na steviol, viz Obr. 4.2. Steviol se ve
znaéné mife resorbuje a pouze v malé mife je pfimo vyloucen z téla stolici [120]. V jatrech
steviol podléha konjugaci s glukuronovou kyselinou za vzniku steviol glukuronidatu, ktery je
u lidi vylu€ovan moci a u krys pievazné Zluc¢i [121]. V organismu nedochézi k Zadné retenci
derivatt steviol glykosidu. Podezieni na pfitomnost steroidnich hormonti, které mohou byt

rozkladnymi produkty steviol glykosidii, se v moci nepodatilo prokéazat [122].

¢ :
rebaudiosid A

/ glukuronid /
bakterialni glukosidaza
v tlustém stievu

b\. systémova cirkulace

steviosid ‘

jatra

postupné odstranéni glukézy

v tlustém stifevu bakterialni
glukosidézou l o
exkrece moci
@ glukuronat /
vstifebani jaternim
portilnim systémem

@ = glukoza

Obr. 4.2 Schematické znazornéni metabolismu rebaudiosidu A v lidském organismu.
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4.8 Piisobeni steviol glykosidii na homeostazu glukézy

V samostatné klinické studii byly podrobeny randomizované subjekty s diabetem mellitu II. typu
denni davce 1000 mg rebaudiosidu A nebo placeba podavanou po dobu 16 tydni [123]
a byl sledovan glykosylovany hemoglobin (HbA). Doplinkovymi ukazateli byly kontroly;
glykémie nala¢no, inzulinu a C-peptidu. Vysledky ukazaly, ze denni davka 1000 mg
rebaudiosidu A substituovana po dobu 16 tydnii nema vliv na homeostazu glukdzy; rovnéz
nebyly prokazany neZddouci uc¢inky na krevni tlak nebo lipidovy profil [124]. Vysledky této
studie jsou v dobré¢ shodé¢ s praci Jeppesen a kol. [125], ktera uvadi, Ze 3mési¢ni denni spotieba
steviosidu o davce 1500 mg, neovlivnila krevni tlak nebo krevni profil lipida

u pacienti s diabetem II. typu.

4.9 Pusobeni steviol glykosidii na tvrdé zubni tkané

Rostlina Stevia rebaudiana Bertoni byla vyuzivana v prevenci zubnimu plaku a kazu, stejné tak
proti krvaceni dasni a jejich zanétu jiz po staleti Indiany z Jizni Ameriky. Jeji antibakterialni
a antivirovy ucinek tkvi ve strukture, chlorofylové aktivité a pfitomnosti vitamini a mineralt
[126, 127]. V praxi bylo ovéteno, Ze jiz 0,5 % roztok steviosidu dokaze G¢inné potlacit bujent
hlavnich kariogennich mikroorganismi Streptococcus mutants [128] i Lactobacillus plantarum
[98]. Produkty metabolismu bakterie Streptococcus mutans v roztocich glukézy, fruktdzy c¢i
snadno fermentujicich sacharidii jsou organické kyseliny jako: mlé¢nd, propionova, mdselna,
octova, které maji za nésledek snizeni pH v dutin¢ Ustni na hodnotu kolem 4, a tim pusobi
zvySenou mérou na degradaci tvrdych zubnich tkani, zejména hydroxyapatitovych struktur. Pti
pH 4 aZz 5 se jiz zalind utvaret zubni plak, ktery pokryva povrch zubi i sliznic. V roztocich
steviol glykosidl ziistala hodnota pH nad hranici 5, ¢imZ byla potlacena tvorba tohoto bio-filmu,

respektive 1 pocatek kariogenni 1éze na povrchu zubu. Ceskd legislativa udava ptisny zékaz
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pouziti fermentujicich sacharidi v dopliicich pro Gstni hygienu. Otdzkou jen zlstava, zda-li
steviol glykosidy mohou nahradit stavajici nefermentujici sladidla v zubnich pastach a vodach.

vvvvv

pozadavek pro kontrolu jejich obsahu v potravinach z divodi mozné falzifikace.

4.10 Analytické metody pro stanoveni steviol glykosidi

Z dosud znamych analytickych metod byla pro stanoveni steviol glykosidi v listech stévie
pouzita ionizace desorpci elektrosprejem [129], blizka infradervena spektroskopie [130]
a vysokoucinna tenkovrstva chromatografie s denzitometrickou kvantifikaci [131] nebo
hmotnostni spektrometrii [101]. V analyze potravin maji ovSem zcela dominantni postaveni
techniky HPLC za pouziti NH, kolon [132, 133], RP-18C kolon [134, 135] a nov¢ také kolon
HILIC [136, 137]. HPLC byla v roce 2010 doporucena Svétovou zdravotnickou organizaci jako
referenéni metoda pro stanoveni steviol glykosidi v potravindch [137, 138]. Hlavnim
nedostatkem HPLC analyzy slabé absorbujicich glykosidii se stdva nalezeni citlivé detekéni
techniky. Pti pouziti UV detekce se pracuje pii kratkych vinovych délkach kolem 190 nm [139]
nebo se citlivost zvySuje derivatizaci glykosidii pomoci p-bromophenacyl bromidu [132].
Z tohoto divodu se HPLC kombinuje se vSemi typy hmotnostnich analyzatori, které soucasné
zajisti selektivitu stanoveni [112, 140, 141]. Prvni pokusy s analyzou steviol glykosidi byly
provedeny i1 pomoci kapilarni elektroforézy [142]. Zakladem separacniho elektrolytu byl
tetraboritan sodny s pfidavkem organického rozpoustédla a pracovalo se technikou CZE;
v jednom ptipadé byl k tetraboritanu sodnému ptidavan SDS a separovalo se technikou MECK
[143, 144]. Vnejnovejsi  CE  studii byl pro  oddéleni  rebaudiosidu A
a steviosidu pouzit pfidavek modifikovaného S-cyclodextrinu piimo do fosfatového pufru.

V této metod¢ bylo detekovano pomoci malo citlivé UV detekce bez derivatizace steviol

91



glykosidti [143-146]; pti CZE analyze extraktu z listku stévie byla pouzita selektivni MS detekce
[147]. Citlivost dosud popsanych CE stanoveni je nizkd a lze ji pouZzit pro stanoveni steviol
glykosidt v koncentrovanych extraktech ze stévie. Na druhou stranu analyza potravin s obsahem

steviol glykosidl nebyla v literatuie doposud popsana.

4.11 Cil prace

Cilem této kapitoly byl vyvoj a vyuziti vysokoucinné elektroforetick¢ separace v kombinaci
s citlivou bezkontaktni vodivostni detekei (C*D) [28, 145, 148] pro stanoveni rebaudiosidu A
a steviosidu v potravinovych dopliicich a napojich b&zné dostupnych v obchodni siti v Ceské
republice. Pfedpokladem nové vyvinuté metody bude, ze CE nabidne v porovnani s HPLC tadu
prednosti, jako je kratkd doba analyzy, snadné Uprava vzorku zalozend pouze na fedéni
a v neposledni fad¢ také miniaturizaci celého procesu analyzy véetné minimalni spotfeby Cinidel

[149], coz je opét ve shodé s ideou zelené chemie.

4.12 Material a metody

Veskeré pouzité chemikalie vykazovaly analyticky stupen CdCistoty. Steviosid (Sigma),
rebaudiosid A (Sigma), rebaudiosid B (Sigma), hydroxid lithny (Fluka), kyselina borit4 (Sigma),
polyethylenglykol (PEG M; 8.000), polyvinylalkohol (PVA; Fluka), INST Coating solution
(INST; Biotaq, USA). Zasobni roztoky jednotlivych analytli steviosidu, rebaudiosidu A,
rebaudiosidu B, byly piipraveny o koncentraci 1 mg.ml"'. Deionizovand voda (DEI) Milli-Q
(18,2 MQ.cm, Millipore) byla pouzita k ptipravé BGE a zasobnich roztoki standardi, které byly
uchovény v lednicce pii teploté 4 °C az do vlastniho stanoveni. Zasobni roztoky 20 % m/v PEG

8.000 a 5 % m/v PVA byly ptfipraveny rozpusténim pevnych latek ve vodé (PEG 8.000 v ledové
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vod¢€) a poté pouzity jako hydrofilni médium k CE separaci. BGE byl ptipraven rozpusténim
pozadovaného mnozstvi kyseliny borité v deionizované vodé¢, ke kterému byl pfidan pevny
LiOH k dosazeni pozadovaného pH. Titrace pevnym LiOH je zvolena z diivodu omezeni sorpce
CO; do roztoku, a tim potlac¢eni vzniku nezaddoucich systémovych pikli béhem samotné CE

analyzy. pH bylo méteno laboratornim pH metrem pMX 3000 WTW (Némecko).

4.13 Aparatura a optimalni experimentalni podminky

Elektroforetické separace byly provedeny pii laboratorni teploté 25 °C na piistroji HP*® CE
(Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) s bezkontaktnim vodivostnim detektorem (C*D).
Bezkontaktni vodivostni detektor byl konstruovan z 2,5 mm dlouhych tubularnich elektrod
vzajemn& oddélenych 1,0 mm mezerou s vlozenym stinénim. C*D pracujici pfi st¥idavém signalu
o vhodné frekvenci 1,0 MHz a efektivnim napéti 50 V,, (peak to peak) [150], viz Obr 4.3.
Separaéni kiemennd kapilara byla 31,5 cm dlouhé (18 cm k C*D) o vnitinim priiméru 10 pm.
Optimalizovany separacni elektrolyt o slozeni: a) 170 mM kyselina boritd/LiOH, pH 9,0;
b) identicky BGE s ptidavkem 2 % m/v polyethylenglykolu (8000) nebo c) ptidavkem 0,5 % v/v
INST Coating solution pfimo do zékladniho -elektrolytu. Elektroforetické separace byly
provedeny v kationtovém modu pii napéti +20 kV, pfislusny elektricky proud byl 2,3 pnA; pti
hydrodynamickém déavkovéani vzorku do kapilary plsobenim tlaku 50 mbar po dobu 100 s.
Separacni kapilara byla vloZena do elektroforetické kazety a termostatovana na teplotu 25 °C.
Nova kapilara byla pfed vlastni separaci aktivovana v sekvenci: 0,1 M NaOH (10 min.), voda

(10 min.) a BGE (10 min.); mezi jednotlivymi analyzami byl pouZit 3 min. proplach BGE.
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4.14 Priprava vzorki

Vzorky sladidel a ndpoji pochazely z produktti bézn¢ dostupnych na ¢eském trhu. Jednalo se
o tekuté stolni sladidlo na bazi steviol glykosidil s nazvem Stevia (F&N dodavatelé, CR, 2,5%
obsah steviol glykosidil), sypké sladidlo z pfirodnich zdroji s nazvem Stevia (F&N dodavatelé,
CR, fruktoza, rebaudiosid A o Cistoté 97 %; obsah steviol glykosidu neuveden); sladidlo
STEVIA v tabletaich (ARIKA s.r.0., SR, s obsahem steviol glykosidi 16,8 mg v jedné tableté);
ovocny napoj Jupik Funny Fruit Cherry Cola (Kofola a.s., CR, obsah steviol glykosidi
neuveden); ovocné pivo Staropramen Cool Lemon (Pivovary Staropramen, CR, obsah steviol
glykosidi neuveden). Pevné vzorky byly nejprve rozpustény v poméru 1 mg pevného vzorku na
1 ml deionizované vody za pomoci ultrazvuku. Nasledné byly vSechny vzorky filtrovany pies
centrifugacni filtry Durapore (velikost poru 0,45 pum, Millipore) po dobu 2 min. pii 14,100
ot.min” v centrifuze. Finaln& byly vzorky pted vlastni CE analyzou fedény dle potieby
5 — 100nasobné smési acetonitrilu/deionizovand voda tak, ze vysledny obsah ACN ve vzorku

dosahoval 80 % v/A.

4.15 Statistické zpracovani vysledki

Naméiena data CE analyz jsou uvedeny jako primérna hodnota + standardni odchylka z 10ti po
sobé jdoucich méteni. Pro statistické zpracovani dat byl pouzit program Origin 8.0 (OriginLab
Corporation, USA). Pocet teoretickych pater byl vypocitan jako N = 5,54 (tM/wl/z)z, kde tv je
migracni €as, wy., je Sitka piku v poloving jeho vysky. RozliSeni analytii R bylo uréeno ze vztahu
R = 2(tm2 — tm1)/(w1 + w2), kde w,and w, jsou Siiky piki pfi zékladni linii. Elektroforeticka

mobilita (1) byla vypocitana dle vztahu;

u="ee. -2y (4-1)
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kde Ic je celkova délka separacni kapilary, Ip je délka kapilary k detektoru (18 cm), U je
separacni napéti, fgor je migracni ¢as elektroosmotického toku a £y je migracni ¢as sledovaného

analytu.

5 Stanoveni steviol glykosidi pomoci kapilarni elektroforézy s C*D

Sacharidové jednotky vazané na jadro steviolu neobsahuji zddnou snadno ionizovatelnou funkéni
skupinu. Pro ziskdni zaporného naboje na molekule je potieba siln€ alkalického prostiedi,
podobné jako je tomu pii elektroforetickém stanoveni mono- ¢i disacharidovych jednotek.
Steviol glykosidy jsou latky komplexni povahy se zna¢nou molekulovou hmotnosti M(Reb A)
967 a M(Stev) 857, které by bylo nutné separovat az pii znacné¢ vysokych hodnotach pH
separac¢niho elektrolytu, pH > 13 [151-153]. Takové podminky jsou ovSem nevhodné pro
provadéni elektroforetické separace. Z praktického hlediska je mnohem ptivétivéjsi separovat
takové latky ve formé nabitych komplexi s H3BO; a vyuZzit tak schopnosti kyseliny borité
vytvaiet chemické vazby s molekulami s vicindlnim 1,2 nebo pfilezitostné 1,3 diolovym
uskupenim. V dutsledku toho vytvari kyselina boritd kovalentni, reversibilni komplexy se
sacharidy. Tyto komplexy vykazuji aniontickou pohyblivost a pti pH blizkém 9,0 se pohybuji
proti sméru elektroosmotického toku. Vysoka hodnota pH separacniho elektrolytu podporuje
vznik silného elektroosmotického toku v separacni kapilate, ktery je nutné redukovat. Rychlost
elektroosmotického toku mulze byt fizena pridavky hydrofilnich polymerd, jako

polyethylenglykol, polyvinylalkohol ¢1 INST, do zékladniho elektrolytu.
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5.1 Optimalizace separac¢nich podminek pro stanoveni steviol glykosidii v modelovych

vzorcich

Optimalizace separacnich podminek je multifaktorialni proces, v némz mohou hrat vyznamnou
roli rizné parametry. Hlavni faktory, které je tieba brat v vahu pii vyvoji nové CE metodiky,
jsou vnitini primér separacni kapilary, intenzita separacniho elektrického pole a predevsSim
sloZzeni zékladniho elektrolytu, jeho koncentrace a pH. Pro zvySeni citlivosti CE stanoveni je
potieba také optimalizovat slozeni vzorku volbou vhodného rozpoustédla, aby mohlo byt do
kapilary nadavkovano velké mnozstvi vzorku, ktery je nasledné pod vlivem elektrického pole
zaostten do Uzké zoény, tzv. zaostieni nebo stacking. Jednou z metod stackingu je ptidavek

organického rozpoustédla do vzorku, ktery byl testovan i v této praci [24, 154].

5.1.2 Vliv acetonitrilu na zaostieni zony analytu

Jako organické rozpoustédlo pro ptipravu vzorki steviol glykosidi byl testovan ACN. ACN je
misitelny s vodou a zaroven jsou v ném steviol glykosidy rozpustné. Tato studie byla provedena
se standardnim roztokem steviosidu o koncentraci 0,4 mg.ml”, ktery byl rozpuitén i) ve vodg,
i1) v 50% v/v smési ACN/H,0 a 1ii) v 80% v/ smé&si ACN/H,0O. Bylo zjisténo, Ze migraéni Cas je
pro vSechna tfi testovand média v separacnim elektrolytu 30 mM kyselina borita/LiOH, pH 9,0
obdobny, odchylujici se od primérného ¢asu 1,17 + 0,01 min., ne o vice nez 2 %. Plocha a vyska
registrované zony umeérné naristd se zvysSujicim se procentem ACN ve vzorku. Pro vodnou fazi
byla registrovana plocha 1197 + 40 mV.s a vyska 350 = 10 mV, pro smés 50% ACN/H,O byla
plocha 1276 + 189 mV.s a vyska 443 + 20 mV a pro 80% ACN/H,O plocha 1588 + 95 mV.s
a vySka 499 + 6 mV. Pro dal§i experimentalni méfeni bylo vybrano separacni prostredi
s nejvhodnéjSimi separaénimi parametry; smés 80% ACN/H,O. Elektroferogramy separace
modelového vzorku steviosidu v zavislosti na obsahu ACN ve vzorku jsou zndzornény na
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Obr. 5.1, ve kterém je zarovenn vynesena linearni zavislost vysky piku steviosidu na obsahu

ACN.
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Obr. 5.1. Elektroferogramy modelového vzorku steviosidu o koncentraci 0,4 mg.ml™, ktery byl
rozpustén: 1) ve vodé — Cernd, i) v 50% v/v ACN/H,O — €ervena, ii1) v 80% v/v ACN/H,O —
zelena. Separacni elektrolyt 30 mM kyselina boritd/LiOH, pH 9,0, napéti +20 kV,

hydrodynamické davkovani 50 mbar . 20 s.

5.1.3 Vliv pH zikladniho elektrolytu na separa¢ni podminky

Hodnota pH separa¢niho elektrolytu hraje vyznamnou roli béhem celého separacniho procesu,
nebot’” pfimo umérné ovliviluje elektroosmoticky tok, ale i disocia¢ni stupen analytu, jehoz
komplex s H3;BO; je slabym elektrolytem. V této Casti prace byl testovan vliv pH v uzkém

rozmezi hodnot 8,05 — 9,25 pro BGE tvoteny 30 mM H3;BOs/LiOH; analyzovéan byl standard
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steviosidu o koncentraci 0,4 mg.ml' rozpustény v 80% v/ ACN. Sledovany byly tyto parametry:
migracni ¢as, plocha piku a vyska piku. Z registrovanych dat je patrné, Ze migracni ¢as pozvolna
vzrustd od 1,0 £ 0,02 min., pfi pH 9,0 dosahuje maxima 2,0 + 0,04 min., ndsledn¢ klesa na
1,6 £ 0,02 min. pfi pH 9,25. Maximalni plocha piku byla pozorovéana pti pH separa¢niho
elektrolytu 9,0; stejné jako vyska piku. Ze ziskanych dat lze dovodit, ze optimalni separacni

podminky pro kvantitativni i kvalitativni analyzu se nachazeji v uzkém rozpéti pH 8,75 — 9,0,

viz Obr. 5.2.
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Obr. 5.2. Vliv pH BGE na separacni parametry: A — ¢as [min], m — vySka piku [mV], @ —plocha
piku [mV.s]. Experimentalni podminky: BGE 30 mM H3;BO;/LiOH; vzorek standard steviosidu
o koncentraci 0,4 mg.ml'1 rozpusStény v 80% v/v ACN; hydrodynamické davkovani tlakem

50 mbar po dobu 20 s; napéti +20 kV.
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5.1.4 Vliv koncentrace separa¢niho pufru

Koncentrace separac¢niho elektrolytu ovlivni migraéni cas, ale i rozliSeni sledovanych analytt.
Separacni elektrolyt o slozeni kyselina boritd/LiOH byl testovan v §irokém rozmezi koncentraci
10 — 200 mM. Experimenty ukazaly, Zze Reb A a Stev se za¢inaji separovat od koncentrace
100 mM H3;BOs3/LiOH, s rozlisenim R;, = 1,3; ve 170 mM H3BO;/LiOH je dosazeno rozliSeni
Ry, = 1,7, které je dostacujici pro uplné oddéleni obou latek a prevySuje kritickou hodnotu 1,5.
Pti dalsim zvySovanim koncentrace nad hodnotu 180 mM H;BO;/LiOH jiz dochazelo

k zna¢nému rozmyvani sledovanych z6n vlivem nadbyte¢ného uvoliiovani Jouleova tepla.

5.1.5 Vliv hydrofilnich polymerii na oddéleni smésného piku steviosidu a rebaudiosidu A

od zony neutralnich latek

Pro vzdjemné oddé¢leni pomalu migrujicich steviol glykosidl; rebaudiosidu A a steviosidu je
potieba snizit rychlost EOF tak, aby byl dan dostatek Casu na separaci latek s blizkymi
hodnotami elektroforetickych mobilit. Celkovy obsah steviol glykosida lze stanovit od
koncentrace separacniho elektrolytu 25 mM kyselina borita/LiOH, pH 9,0 jako spolecny pik,
nebot’ rebaudiosid A a steviosid migruji v téméft totozny Cas. Za téchto podminek nelze ob¢ latky
stanovit vedle sebe a je potieba snizit rychlost EOF, napt. dynamickym pokrytim vnitinich stén
kapildry hydrofilnim polymerem piidavanym do separacniho elektrolytu. Pro tento ucel byly
testovany ti1 hydrofilni polymery i) polyethylenglykol M; 8.000 o koncentraci 2 % m/v,
i) polyvinylalkohol o koncentraci 0,5 % m/v a iii) 0,5 % v/v komer¢ni produkt INST Coating
Solution. Tyto polymery dokézi Gi¢inné snizit rychlost EOF z 53,6 m’V's” na ptijatelnou mez

10 - 20:10° m’V's' a vysledkem je vzijemné oddéleni rebaudiosidu A

a steviosidu aZz na zékladni linii. Ze zdznamu, viz Obr. 5.3, je patrné, Ze pokud jsou steviol
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glykosidy separovany bez hydrofilniho polymeru, jejich detekce je mozna jako smésny pik

v Case 72 + 0,6 s pro 100 mM kyselina borita/LiOH o pH 9,0.
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Obr. 5.3. Zaznam separace rebaudiosidu A a steviosidu v BGE 100 mM kyselina borita/LiOH
bez pridavku hydrofilntho polymeru, pH 9,0, +20 kV, hydrodynamické davkovani
50 mbar. 20 s. Identifikace pika: 1. EOF, 2. smésny pik rebaudiosidu A a steviosidu o celkové

koncentraci 0,1 mg.ml™" v 80% v/ ACN.

Pouziti polyvinylalkoholu nema na separaci zasadni vliv, protoze nevede k Uplnému oddé€leni
obou analytli a pouze mirn€¢ prodluzuje migracni ¢as smésného piku Reb A a Stev o zhruba
6 s na celkovy ¢as 78 + 0,4 s. Celou situaci méni ptidavek PEG 8.000, ktery G¢innéji zpomaluje
silny EOF. Diky tomu je moZné dosdhnout Ccastecného oddéleni rebaudiosidu A
a steviosidu, které je spojeno s prodlouZzenim migracniho €asu na 2,57 + 0,2 min. pro Reb A

a2,59 = 0,1 min. pro Stev, s rozliSenim obou latek R;,= 0,7, viz Obr. 5.4A.

100



5.1.6 Vliv separac¢niho napéti

Vlozené napéti v podobé intenzity elektrického pole ma na separaci zasadni vliv, nebot’ uc¢innost
separatnitho procesu Vv CE se fidi vztahem pro pocet teoretickych pater N,
N =uq.E/2D, kde uq a D jsou elektroforetickd mobilita a difizni koeficient sledovaného analytu,
E intenzita elektrického pole [5]. Ze vztahu vyplyva, Zze vysoké separacni ti¢innosti je docileno
pi1 vysokych hodnotach E. To ma ovSem své limity. Pfi praci v koncentrovanych separacnich
elektrolytech, jako je tento ptfipad, s rostoucim E roste mnoZstvi Jouleova tepla vznikajiciho
priachodem proudu roztokem, které zptsobuje nezaddouci rozmyvani separovanych zon. V této
studii bylo testovano separacni napéti v rozmezi 10 — 30 kV. Pfi napéti vysSim nez +20 kV bylo
dosaZeno kratSitho migracniho ¢asu, avSak s nerozdélenym smésnym pikem sledovanych steviol
glykosidli. Navic byl pozorovan zvySeny Sum zékladni linie detektoru, ktery pfimo souvisi
s vy$§i mérou uvoliiovani Jouleova tepla. Pti vlozeném napéti +10 kV dochazi k mirné lepSimu
déleni sledovanych analytti, avSak na ukor del§iho migracniho €asu, viz Obr 5.4. Jako optimalni

separacni napéti pro analyzu steviol glykosidi bylo zvoleno napéti +20 kV.
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Obr. 5.4. Ziaznam elektroforetického stanoveni standardu rebaudiosidu A a steviosidu
o koncentraci 10 mg.I". Experimentalni podminky: 100 mM kyselina boritd/LiOH, pH 9,0,
2 % m/v PEG 8.000, hydrodynamické davkovani 50 mbar po 100 s, napéti +20 kV (A), +10 kV

(B). Identifikace pikl; 1. rebaudiosid A, 2. steviosid.
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5.1.7 Vyuziti kapilary o malém vnitinim priméru pri CE separaci steviol glykosidi

V kapilarni elektroforéze se separace standardné provadi v jednokanalovych kapilarach
o vnitfnim praméru (d) 5 az 100 um. Vnéjsi pramér kapilary (od) je v porovnani
s d n€kolikandsobné¢ vétsi, pohybuje se kolem 363 pum. Pro u¢inny odvod tepla z kapilary
je zadouci, aby pomér povrch/vnitini objem kapilary byl co mozna nejvétsi. Proto je vyhodné
pouzivani kapilar s malym d a z tohoto ditvodu byly testovany 10 um kapilary [28]. Provadéni
separace v kapilarach o malém d je nevyhodné v kombinaci s optickou detekci, kde se snizuje
optickd draha pro absorpci elektromagnetického zatreni, a tim i citlivost detekce. Na druhou
stranu pii pouzivani C*D, kterd je univerzalni detekéni technikou v CE a lze pomoci ni detekovat
analyty nezavisle na jejich absorpcnich vlastnostech [155-157], to neplati. Pfenos signdlu mezi
vysilaci a piijimaci elektrodou je v C*D piedev§im fizen odporem roztoku v detekéni cele. To
Znamena, 7e stejné citlivosti lze doséhnout v kapilarach s velkym
d a nizkou specifickou vodivosti BGE jako v kapilarach s malym d pii vysokych specifickych
vodivostech BGE. To je pravé tento pfipad, kdy jsou separace provadény ve vysoce vodivém
BGE za pouziti 10 um kapilary, jejimz kone¢nym vysledkem jsou LOD na submikromolarni

arovni.

5.2 CE/CD stanoveni steviol glykosidii v napojich a potravinach

Vyse uvedeny text shrnuje zdkladni poznatky o vyvoji a optimalizaci CE metody umoziujici
jednoduché a efektivni stanoveni steviol glykosidii, na které navédzala analyza realnych vzorka
potravin a  stolnich  sladidel. = Pouzitim  vhodného separa¢niho elektrolytu
obsahujiciho modifikator EOF a kapilary o malém vnitinim priméru v kombinaci
s bezkontaktnim vodivostnim detektorem lze vyuzit pro stanoveni steviol glykosidl v redlnych

vzorcich potravinovych doplikl a népoji.
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5.2.1 Stanoveni celkové koncentrace steviol glykosidi v napojich a potravinach

v separa¢nim elektrolytu bez pridavku modifikatoru EOF

K CE separacim steviol glykosidi byl pouzit zakladni roztok H;BOs/LiOH v koncentra¢nim
rozmezi 25 — 200 mM o pH 9,0. Za téchto podminek tece kapilarou rychly kationticky EOF
a za nim je zaznamenan smesny pik rebaudiosidu A a steviosidu. Experimentalni data ukazala,
ze smésny pik steviol glykosidi se zacind od EOF oddé¢lovat pocinaje od koncentrace
75 mM H3BO3/LiOH a hodnota rozliSeni postupné roste v celém testovaném rozsahu koncentraci
separacniho elektrolytu az do 200 mM H3BOs/LiOH, kde dosahuje hodnoty R;, 7,0. S rostouci
koncentraci H;BO3 nartista podil steviol glykosidu vazaného do nabitého komplexu, a tim i jeho
elektroforetickd mobilita. Citlivost stanoveni zaznamenana jako vyska piku dosahuje svého
maxima kolem hodnoty 170 mM H;BO3/LiOH. AV kratkych kapilarach
o malém vnitinim priméru lze pracovat pii vysokych intenzitach elektrického pole, které
je nezbytné pro oddéleni komplexu steviol-glykosid-H;BO3; s malou hodnotou elektroforetické
mobility, cca 4-10” m’V's? od rychlého EOF s mobilitou
cca 54-10° m’V's'. Za optimalnich podminek (170 mM H;BOs/LiOH, pH 9,0) je na
elektroferogramu realnych vzorka v ¢ase 51,8 + 0,4 s pozorovan smésny pik rebaudiosidu A
a steviosidu, ktery je oddé€len od zony elektroneutralnich latek a také od dalSich moZznych
interferujicich sacharidi, jako je fruktéza a glukdza s Casovym odstupem minimalné 10 vtefin,

viz Obr. 5.5.

103



;‘ 536 T T T T T T
E
£ 5321
) ]
E
| 528 -
7]
524 |
520 - 1 \
' 2
516 - ]
512 +—— —

40 45 50 55 60 65 70 75 80

cas [s]

Obr. 5.5. CE separace sladidla Stevia v tabletové formé. Experimentdlni podminky: BGE,
170 mM H3BOs/LiOH, pH 9,0; separacni napéti/proud, +20 kV/2,3 pA; hydrodynamické
davkovani tlakem 50 mbar po 100 s. Identifikace pika: 1. EOF, 2. smésny pik rebaudiosidu A

a steviosidu, 3. fruktoza, 4. glukoza.

Kalibragni zavislost pro plochu piku lze v koncentraénim rozmezi 10 az 100 mg.I" popsat

line4rni regresni rovnici pro;
rebaudiosid A: y[mV.s] = 0,035 (0,002) c[mg.I"'] + 0,026 (0,095), R* 0,999;
steviosid: y[mV.s] = 0,034 (0,000) c[mg.I"'] + 0,043 (0,022), R* 0,999.

LOD vypocteny ze zavislosti vySky piku na koncentraci dosahuje pro obé& latky hodnoty
0,04 mg.I'. Stanoveny celkovy obsah rebaudiosidu A a steviosidu ve sladidle Stevia
v tabletach je 10,1 mg. Opakovatelnost migra¢niho ¢asu pro 10 po sobé nasledujicich analyz
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smésného vzorku rebaudiosidu A a steviosidu o koncentraci 50 mg.1" je 0,6 % RSD a pro plochu
piku 1,9 %; mezidenni reprodukovatelnost métena po tii nasledujici dny (kazdy den 10 analyz)

dosahuje hodnot 1,3 % pro migracni ¢as a 3,5 % pro plochu piku.

5.2.2 Separace jednotlivych steviol glykosidu v realnych vzorcich v separa¢nim elektrolytu

s PEG 8.000

Pro CE stanoveni steviol glykosidi byl pouzit optimalizovany separacni elektrolyt o slozeni:
170 mM kyselina borita/LiOH, pH 9,0 s ptidavkem 2% m/v PEG 8.000. Hydroxid lithny byl
zvolen z praktického divodu nizké vodivosti lithnych iontli. Separace byly provedeny
v kationtovém modu pfi napéti +20 kV. Za takovych podminek migruji steviol glykosidy jako
aniontové komplexy proti elektroosmotickému toku, ktery je pii pH blizkém 9,0 rychlejsi
(watergap byl registrovan v Case cca 3 min) a tdhne steviol glykosidové komplexy s sebou
smérem k detektoru. Rychlost EOF je pti pH 9,0 vyssi nez elektroforeticka pohyblivost steviol
glykosidovych komplexti, a proto jsou jejich piky Reb A a Stev, tv 5,7 a 5,9 min., zaznamenany

pozdéji nez pozice EOF.

Kalibrace rebaudiosidu A 1 steviosidu byla provedena v koncentratnim rozmezi
10 — 200 mg.I"", které zaroven dobie pokryva rozsah steviol glykosidi v realnych vzorcich, pfi
pouziti 5 - 100ndsobného fedéni vzorku pied CE analyzou. Kalibra¢ni zavislosti byly
v méfeném intervalu pro ob¢ latky linearni s hodnotami korela¢niho koeficienti R > 0,99.
Ziskané relativni smérodatné odchylky (RSD) pro migracni ¢as i1 plochu piku byly urceny
z 10ti po sobé nasledujicich analyz jednoho vzorku a odpovidaji hodnotdm bézné dosahovanych

pii CE analyzach, viz Tabulka 5.1.
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Tabulka 5.1. Migraéni ¢as (#v), pocet teoretickych pater (N), limity detekce (LOD), citlivost

a korelacni koeficient (R) v redlnych potravinovych vzorcich a napojich. Hodnoty RSD byly

urc¢eny pro 10 analyz jednoho vzorku.

Parametr

Rebaudiosid A Steviosid
tm, min (intra day) 5,7 5,9
tm, min (inter day) 5,8 6,1
N, m’ 347000 305000
LOD, mg.I" 0,8 0,8
LOD, uM 3,7 4,6
Citlivost, mAU.s.1. mg ™ 0,9554 1,0796
R 0,9979 0,9935
RSD pro twm, % (intra day) 12,6 13,1
RSD pro twm, % (inter day) 6,1 6,2
RSD pro plochu piku, % (intra day) 9,4 12,5
RSD pro plochu piku, % (inter day) 9,1 11,0

Hodnoty LOD byly uréeny jako vyska piku odpovidajici trojnasobku primérné hodnoty Sumu.

Pocet teoretickych pater (V) se pohybuje kolem 347 tisic na metr délky kapilary pro rebaudiosid

A a 305 tisic pater na metr délky kapilary pro steviosid. Vyssi hodnota N pro rebaudiosid A je

déna krat$im migra¢nim Casem a niz§im vlivem neZddoucich rozmyvacich efektli, zejména

elektrodisperze, na asymetrické rozmyti piku. Ziskané LOD v redlnych vzorcich jsou dostatecné

pro kvantifikaci rebaudiosidu A i steviosidu v 5 - 100nasobné zfedénych vzorcich potravinovych

sladidel a napoji. Stanovené hodnoty steviol glykosidl ve 3 potravinovych vzorcich a 2 napojich
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se pohybovaly v koncentraénim rozmezi 70 — 11090 mg.I"" pro rebaudiosid A a 20 — 3500 mg.I"

pro steviosid. Registrované zdznamy realnych vzorki jsou uvedeny na Obr. 5.6 A — D.
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Obr. 5.6. Zaznam CE separace rebaudiosidu A a steviosidu v: A) stolni sladidlo v praskové
form¢; B) stolni sladidlo v tekuté forme¢; C) stolni sladidlo v tabletové forme; D) ovocny napoj
Jupik. Experimentdlni podminky: separacni elektrolyt 170 mM kyselina borita/LiOH 2% m/v
PEG 8.000, pH 9,0; hydrodynamické davkovani tlakem 50 mbar po dobu 100 s, separacni napéti

+20 kV, identifikace piki: rebaudiosid A (1) a steviosid (2).

Ziskané hodnoty obsahu sledovanych steviol glykosidii (Tabulka 5.2.) byly porovnany s idaji
uvedenymi na zadni strané etikety stolniho sladidla nebo napoje. U sladidla v tabletové formé
uvadi vyrobece celkovy obsah steviol glykosidi: 16,8 mg na 1 tabletu (0,0575g), ktera byla pro
ucel experimentu rozpusSténa v 1 ml deionizované vody. U praSkové formy sladidla vyrobce

uvadi pouze obsazenou sladivou latku, 97 % frukt6zy a rebaudiosid A. U sladidla v tekuté forme
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neni specifikovan obsah jednotlivych steviol glykosidl, pouze jejich suma a to v mnozstvi 2,5 %
na 200 ml. Vyrobce ovocného napoje Jupik a ovocného piva Staropramen Cool Lemon udava

vyskyt steviol glykosidl, avSak nespecifikuje jejich mnozstvi a druh.

Tabulka 5.2. Stanovené obsahy rebaudiosidu A a steviosidu v realnych potravinovych vzorcich

a napojich z 10 méteni.

Rebaudiosid A, mg.I" Steviosid, mg.I"
Sladidlo v prasku 2330 £40 210£5
Sladidlo v tabletach 7320 £210 2130 + 60
Tekuté sladidlo 11090 + 300 3500+ 100
Ovocny napoj Jupik 130 +4 40+2
Ovocné pivo Staropramen 70 £3 20+ 1

Z Tabulky 5.1 je rovnéz patrné, ze hodnoty RSD pro migracni ¢as i plochu piku jsou vysoké. Je
to zplsobeno postupnym zvySovanim rychlosti EOF analyza od analyzy. V alkalickém
separa¢nim elektrolytu dochéazi k postupnému vymyvani polymeru PEG 8.000 z aktivnich center
povrchu kapilary. Proto bylo od hydrofilntho polymeru PEG 8.000 upusténo
a experiment byl zaméfen na vyuziti komercné dostupného polymeru INST Coating solution od

firmy Biotaq USA.

5.2.3 Stanoveni rebaudiosidu A a steviosidusteviol glykosidii v napojich a potravinach za

pouziti INST modifikatoru EOF

Nejlepsich vysledkil z testovanych hydrofilnich polymert bylo dosaZeno s 0,5% v/v pfidavkem

INST piimo do 170 mM H3BOs/LiOH, pH 9,0, a tim dosazeni separace rebaudiosidu A
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a steviosidu az po zékladni linii, viz Obr. 5.7. Tento polymer se v porovnani s PVA a PEG
nejpevngji vaze na vnitini sténu kapilary a jeho postupné vymyvani projevujici se zvySovanim
rychlosti EOF je zna¢né¢ pomalejsi nez v ptipadé 2% m/v PEG a 0,5% m/v PVA.
V optimalizovanych BGE o vysledném slozeni 170 mM H3;BO;/LiOH + 0,5 % v/v INST (pH
9.0) je migracni cas pro rebaudiosid A cca 6,3 min a pro steviosid cca 6,4 min, s hodnotou
rozliSeni R, = 2. Migracni ¢asy obou steviol glykosidii se mohou dle zptisobu pokryti kapilary
a celkové doby jejiho pouzivani posouvat v $ir§im rozmezi cca 3 az 7 min v ramci jednoho dne

ovSem zlstavaji stabilni.
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Obr. 5.7. CE separace smési rebaudiosidu A a steviosidu rozpusténych ve vod¢ pti koncentraci
100 mg.l'l. Experimentalni podminky: BGE, 170 mM H3;BO;/LiOH, + 0,5 % v/ INST, pH 9,0;
separacni napéti/proud, +20 kV/2,3 pA; hydrodynamické davkovani tlakem 50 mbar po dobu

100 s. Identifikace pika: (1) rebaudiosid A, (2) steviosid.
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Zavislost plochy piku na koncentraci sledovanych steviol glykosidli lze vrozmezi 10 az

200 mg.I" popsat linearnimi regresnimi rovnicemi ve tvaru:
rebaudiosid A: y[mV.s] = 0,143 (0,003) c[mg.l'l] — 0,183 (0,341), R? 0,999;
steviosid: y[mV.s] = 0,145 (0,011) c[mg.I"] - 0,120 (0,687), R* 0,989.

Limit detekce (LOD), vypocteny jako 3 x vyska sumu/smérnice (smérnice pro zavislost vysky
piku na koncentraci), dosahuje pro oba steviol glykosidy hodnoty 0,1 mg.1"
a LOQ - 10 x wka Sumu/smérnice hodnoty 0,3 mg.I". Po pfepoéteni na molarni koncentraci je
LOD pro rebaudiosid A a steviosid shodny s hodnotou 0,1 umol.I"". Takto nizké LOD umoziiuji
pouzit 5 az 100nasobné ziedéni vzorkil napoji a stolnich sladidel, a tim u¢inné redukovat vliv

matrice.

Opakovatelnost migraéniho &asu pro deset po sob& nasledujicich analyz 100 mg.I" smési obou
steviol glykosidli dosahuje hodnoty RSD 1,8 % pro rebaudiosid A a i steviosid; opakovatelnost
plochy piku ¢inila 4,4 % pro rebaudiosid A a 4,5 % pro steviosid. Opakovatelnost migra¢niho
Casu po tfi nasledujici dny dosahovala hodnot RSD 4,6 % pro rebaudiosid A a 4,7 % pro
steviosid. Obdobné urcené hodnoty RSD pro plochu piku jsou
4,8 % pro rebaudiosid A a 3,4 % pro steviosid. Dilezitou podminkou pro dosazeni dobré
reprodukovatelnosti je nutnd casta vyména separacni kapilary. Po aktivaci nové separacni
kapilary, ktera byla provedena rano, byla kapilara pouzivana po cely den a pokles migracniho
casu EOF predstavoval cca 2 %. Postupny pokles migra¢niho ¢asu je zpiisoben desorpci
povrchové aktivni latky INST z vnitiniho povrchu kapilary vyménou za Li'. Opétovnou aktivaci
jednou pouzité kapildry se nepodafilo zpomalit EOF tak, aby dosdhl piivodni hodnoty. A to ani
v piipadé, kdy separa¢ni kapilara byla promyvana 0,1 mol.I" NaOH po dobu 60 min. Z tohoto

diivodu byla kapilara ménéna kazdy druhy den. Castd vyména kapilary analyzu vyrazné
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neprodrazuje. Cena 31,5 centimetrového kusu kapilary je cca 100 K¢ (50 m kapilary o d 10 pm

stoji v pfepoctu 15000 K¢).

5.2.4 Analyza napoji a potravinovych dopliiki s obsahem steviol glykosidu

Uprava vzorkd steviol glykosidd byla provedena dle jednoduchého postupu, viz kap 4.14.
Stanovené hodnoty obsahu rebaudiosidu A a steviosidu jsou shrnuty v Tabulce 5.3.; ptisluSné
elektroferogramy jsou demonstrovany na Obr. 5.8A - B. Obsahy steviol glykosidi byly
v jednotlivych vzorcich zna¢né rozdilné a pohybuji se ve velmi Sirokém rozmezi. Rebaudiosid B,
ktery se za zvolenych experimentalnich podminek dobie odd€luje od obou sledovanych steviol
glykosidi s casovym zpozdénim cca 40 s, nebyl v zddném z analyzovanych potravinovych
vzorkli registrovan. Stanoveny obsah steviol glykosidii v tablet¢ sladidla Stevia odpovidal
mnozstvi 7,0 mg rebaudiosidu A a 2,6 mg steviosidu. Pii vzdjemném srovnani ziskanych hodnot
je patrné, ze vyvinuté CE metody poskytuji relativné shodné vysledky a lze je pouzit pro
stanoveni jak rebaudiosidu A, tak i steviosidu ve sladidlech a ndpojich. Ze srovnani stanoveného
obsahu rebaudiosidu A a steviosidu s celkovym mnozstvim vSech steviol glykosidi uvadénych
vyrobcem (16,8 mg na tabletu) lze konstatovat, Ze rebaudiosid A a steviosid maji ve
sladivé tableté¢ majoritni zastoupeni, stejné tak i v piirodnich produktech izolovanych z rostliny

Stevia rebaudiana Bertoni.
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Obr. 5.8. CE/C'D stanoveni rebaudiosidu A a steviosidu ve stolnim sladidle a napoji za

optimalizovanych experimentalnich podminek. (A) stolni sladidlo v tabletové form¢; (B) ovocné

pivo Staropramen. Experimentalni podminky: BGE, 170 mM H;BOs/LiOH, + 0,5 % v/v INST,

pH 9,0; separacni napéti/proud, +20 kV/2,6 nA; hydrodynamické davkovani tlakem 50 mbar po

dobu 100 s.

Tabulka 5.3. Stanovené obsahy rebaudiosidu A a steviosidu ve vzorcich potravin a napoji

Vv v

z obchodni sité bézné dostupné v CR.

Rebaudiosid A, mg.I” Steviosid, mg.I"
Sladidlo v prasku 1850 + 30 620 + 30
Sladidlo v tabletach 6960 + 310 2520 +£ 90
Tekuté sladidlo 10800 + 400 3630 + 120
Ovocny napoj Jupik 130 + 4 40+2
Ovocné pivo Staropramen 57T+2 20+ 1
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5.3 Zavér

Obsahy steviol glykosidii 1ze ve sladidlech a napojich jednoduSe stanovit pomoci kapilarni
elektroforézy ve spojeni s C*D. CE separaci je potieba provadét v roztocich H;BO; o vysoké
koncentraci, v nichz se tvofi stabilni komplexy mezi steviol glykosidem a H3;BOs;, které se
nasledné oddéluji od zdény elektroneutralnich latek. Provadéni CE separaci v koncentrovanych
roztocich BGE je nutné spojeno s pouzitim tenkych kapildr o vnitfnim priiméru cca 10 um. Pro
zvySeni citlivosti CE stanoveni v UV-VIS oblasti spektra neabsorbujicich steviol glykosidi byla
pouzita C*D, jejiz citlivost je Fizena vodivosti roztoku v kapilate, a nikoliv délkou optické drahy.
Vysoka citlivost C*D ve spojeni s on-line prekoncentraci vzorku zajistila dosaZeni nizkych LOD
celého CE stanoveni. Vyuzitim jednoduché CE/C*D instrumentace lze dosahovat limiti detekce
na submikromolarni koncentra¢ni hladin€, a to bez naro¢né derivatizace vzorku. Z uvedenych
davodu lze vzorky sladidel a napoj jen dostatecné fedit, a tim eliminovat vliv matrice na CE

separaci.
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