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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim kreatininu pomoci kombinace pritokové
injekéni analyzy (FIA) a vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) s pulsni
amperometrii, elektrochemickou technikou zalozenou na vkladani potencialovych pulsi

na zlatou pracovni elektrodu.

Stanoveni probihalo v zésaditém prostiedi boratového pufru sroztokem kreatininu
o koncentraci 1-10* mol-lI"!. Byla optimalizovana délka &isticiho a aktivaéniho pulsu a pH
nosného roztoku. Na elektrodu byl nejprve vklddan Ccistici puls o velikosti +1,8 V
po dobu 100 ms, dale byl vkladan aktivaéni potencial -0,5 V po dobu 150 ms a poté métici
potencial +0,2 V po 300 ms. Z prométenych pH bylo vybrano optimalni pH=9,4.

K boratovému pufru byl pfidan methanol a pozdéji 1 acetonitril, aby bylo vyzkouSeno,
zda je mozné s t€émito organickymi rozpoustédly stanovovat kreatinin a zda bude mozné
pratokovou injekéni analyzu nahradit metodou HPLC. Methanol v systému zpiisoboval
deformaci piki, acetonitril v systému nezpusoboval deformaci pikl, pfi vyS$$im obsahu

dochazelo k destabilizaci zakladni linie.

Déle byla proméfena kalibraéni zavislost v rozsahu koncentraci od 2,5 - 10 molI’!
do 5 - 10° mol-l!' pomoci PAD v kombinaci s FIA. U vysSich koncentraci dochizelo

k rozdvojeni pikd.

Pomoci PAD s HPLC byl proméfen samotny kreatinin o koncentraci 1-10* mol-1"! a kreatinin
ve smési s kyselinou mogovou a kyselinou askorbovou o koncentraci 1:10* mol-I"!. Podminky
méteni byly stejné jako vybrané optimalni podminky u PAD s FIA. Kalibra¢ni zavislost byla
touto metodou také proméfena, a to v koncentraénim rozsahu od 2,5 - 10* mol-1!
do 5 - 10°° mol-I"". Kreatinin byl pomoci PAD s HPLC stanovovan také ve vzorku mo¢i.

Nalezena koncentrace se shodovala s vysledkem referen¢ni metody — Jaffé metoda.



Abstract

This diploma thesis deals with the determination of creatinine using a combination of flow
injection analysis (FIA) or high-performance liquid chromatography (HPLC) with pulse
amperometry, an electrochemical technique based on the application of potential pulses

on a gold working electrode.

The determination was performed in a basic environment of borate buffer with creatinine
concentration of 1-10* mol-I''. The lenght of the cleaning and activation pulse was optimized
as well as the pH of the running buffer. A cleaning pulse of +1.8 V was first applied to
the electrode for 100 ms, then an activation potential of -0.5 V was applied
for 150 ms and then a measuring potential of +0.2 V for 300 ms. The optimal pH was selected
as pH=9.,4.

Methanol and acetonitrile were added to the borate buffer to test whether creatinine could
be determined in presence of these organic solvents and whether flow injection analysis could
be transformed into HPLC. Methanol in the system caused peak deformation, acetonitrile did

not cause the peak deformation in the system, at higher contents the baseline was destabilized.

Furthermore, the calibration dependence in the range of concentrations
from 2.5:10* mol‘l"! to 5:10° mol - I"! was measured using PAD in combination with FIA.

At higher concentrations, peaks splitted.

Creatinine solution of the concentration of 1-10 mol‘l"', alone and in the mixture with uric
acid and ascorbic acid with a concentration of 1-10™* mol-1"! were measured by PAD with HPLC.
The measurement conditions were the same as the selected optimal conditions for the PAD with
FIA. The calibration dependence was also measured by this method, in the concentration range
from 2.5-10* mollI"! to 5:10° mol-1". Creatinine was also determined by PAD with HPLC
in urine sample. The found values coincided with the result of the reference method - the Jaffé

method.



Klicova slova

Kreatinin

Zlata elektroda

Pritokova injek¢ni analyza
Pulsni amperometricka detekce

Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Key words

Creatinine

Gold electrode

Flow injection analysis

Pulsed amperometric detection

High-performance liquid chromatography



Tato prace byla finanéné podpofena Grantovou agenturou CR (projekt ¢. 20-015898S).

Rada bych podekovala své skolitelce RNDr. Hané Dejmkové, Ph.D. za odborné rady a pomoc
pii zpracovani mé diplomové prace. Dale bych chtéla podékovat své rodin€, ktera mi umoznila

studovat a ve studiu mé¢ podporovala.



1 Obsah

| O 1 ) o1 USSP 10
2 TEOTEHICKA CASE ..uviiuiiiiitieieeiteet ettt ettt ettt et sttt et e e sbeetesaeens 11
B B (G < 151111 OSSOSO PRUPORRRPRURO 11
2.1.1  Chemické a fyzikalni vlastnosti Kreatininu ............cccceeveeveeiieniienennenienceienens 11
2.1.2  Stanoveni Kreatininu V MOCI......cc.eeruerierieniieienienieeieeiesieeie sttt 12
2.1.3  Hodnoty koncentraci kreatininu v SEru a v moCi.........ccceerveerieerieenieenveenneennenns 13
2.1.4  Metody stanoveni KreatininU...........cecueereeeriienieeiiiesie e 13

2.2 PulSni amPEIrOMELIIC ...cccuvieieiieeeiiieeiiee ettt e eteeeeieeeeteeeeteeestteeessaeeesaeessraeessseeesaseeennes 15

3 EXPErimentalng CAST.......eeiiuiieiieiieiiiieeiie ettt ettt et e et e e e ta e e eraeeebeeeeabae e aseeennnaeenes 17
3.1 PouZit€ ChemiKAlIC.......cc.eiiiiiieiie e e 17
RIVAR 0101212 oL 1101 v AU 17
3.3 DalSi pOUZItA APATALUTA .....oueieiieiiieiieeiie ettt ettt see et e sae e beeseaeeseesaneens 18
3.4 Priprava ChemiKalil.......ooooiiiiiiiiie e 18
34.1 Priprava z4sobniho 10ZtOKU........c.cooviiiiiiiiieiie e 18
342  Piiprava boratoveho PUITU.......ccooiiiiiiiiiiiecieceeeee e 18
3.4.3  Ptiprava roztoki kyseliny askorbové a kyseliny moCové ..........cccoeeevvvvnvveennnenn. 18

3.5 Podminky METeNI.......ccocuiiiiiiiiiiiii e e e 19

4 VYsledky @ dISKUZE .......oeeeeiiiiiieeee ettt s 20
4.1  Zékladni méfeni pomoci pulsni amperometri€..........cecvveeerveeerveeeiieeeieeeiie e 20
4.2 Zména délek Cisticiho a aktiva€niho pulSu.........ccoecuieriiiiiieniiieiiieeeeeeeeen 22
4.3 Vliv zmény pH boratového pufru na meéreni ..........occeeveeviiieniieiiieniicieeieeeeeeeeen 25
4.4  Boratovy pufr v kombinaci s mobilni fazi (methanol, acetonitril).............cccceeeeenneee. 26
4.5  Kalibracni Zavislost FTA ........cocioiiiiiiiiieeeee et 28
4.6  Pulsni amperometrie kombinovand s HPLC ...........c.ccccooiiiiiiiiiiniiceeeeeeee, 30
4.7  Kalibracni zavislost HPLC ........ccooiiiiiiniiiiiiiicieneece e 31



6

4.8

Stanoveni kreatininu ve vzorku moc¢i pomoci pulsni amperometrie v kombinaci



Seznam zKkratek

FIA
HPLC

pH
PAD
GFR
CZE
MEKC

RZ
RSD

Prttokova injek¢ni analyza (flow injection analysis)
Vysokoucinna kapalinova chromatografie (high-performance liquid
chromatography)

Vodikovy exponent (potential of hydrogen)

Pulsni amperometricka detekce (pulsed amperometric detection)
Rychlost glomerularni filtrace

Kapilarni zénova elektroforéza (capillary zone electrophoresis)
Micelarni elektrokineticka chromatografie (micellar electrokinetic
chromatography)

Redoxni potencial [V]

Elektricky proud [A]

Cas [s]

Molérni koncentrace [mol-17]

Koeficient determinace

Relativni smérodatna odchylka



1 Cil prace

Tato diplomova prace se vénuje stanoveni kreatininu, ktery je odpadnim produktem svalt
a je pfevazn¢ vyluCovan ledvinami, pomoci kombinace pritokové injekéni analyzy (FIA)
a HPLC s pulsni amperometrii. Jejim cilem je optimalizovat jednotlivé parametry méteni —
zmény parametr pulsniho programu, pH pufru ¢i slozeni nosného roztoku — a zjistit robustnost
stanoveni vic¢i témto parametrim. Ovéfeni vyvinuté metody bude provedeno stanovenim
obsahu kreatininu ve vzorku moc¢i a porovnanim vysledku s referencnim meétenim Jaffé

metodou na pfistroji Roche/Hitachi cobas c.
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2 Teoreticka c¢ast
2.1 Kreatinin

Strukturni vzorec:

NH
HN

Sumarni vzorec: C4H7N30
Systematicky nazev: 2-amino-1-methyl-4-imidazolidinon
CAS cislo: 60-27-5 [1]

Jedna se o bilé krystaly. Molekularni hmotnost kreatininu odpovida hodnoté 113,120 g-mol™.
Rozkl4ada se pii 300 °C. Rozpustnost kreatininu ve vodé je 90 g-17\.

2.1.1 Chemické a fyzikalni vlastnosti kreatininu

Kreatinin patii mezi cyklické dusikaté organické latky a vznika ve svalech jako odpadni
produkt spontanni cyklizaci z kreatinu a kreatinfosfatu (po odtrzeni fosfatu) a ireverzibilni
neenzymatickou dehydrataci. Kreatin je pfevazné tvofen v jatrech, a to methylaci
glykocyaminu pomoci S-adenosylmethioninu. Po transportu kreatinu do jinych organii (mozku,
svalil), dochazi k jeho fosforylaci na vysokoenergetickou molekulu fosfokreatin. Kreatin

dokdze v téle uchovavat fosfaty v podob¢ fosfokreatinu a tim slouzit jako zdroj energie
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pro svaly (svalovou kontrakci). Kreatinkinaza katalyzuje pfeménu kreatinu na fosfokreatin

béhem niz dochézi k jiz vyse zminéné spontanni tvorbé kreatininu [2-5].

Hlavni zdroj kreatininu u ¢lovéka je kosterni svalstvo. Kreatinin je z téla vyluCovan prevazné
ledvinami, hlavné glomerularni filtraci, ale i proximalni tubularni sekreci. VéEtSina kreatininu je
vylu¢ovana moci. Hladina kreatininu, jak v krvi, tak v moci, je dobrym ukazatelem selhani
ledvin, svalt, ¢i §titné zlazy. Mnozstvi kreatininu, které se vytvofi, zavisi na velikosti ¢lovéka,
celkové svalové hmoté, ale také na zplisobu stravovani ¢loveka, jelikoz konzumaci ¢erveného
masa se zvySuje piijem kreatinu [3][5-6]. Hladina kreatininu také slouzi jako kalibra¢ni index,
na zdklad¢ konstantni miry vylucovani kreatininu kazdy den, pro hodnoceni markert

onemocnéni [7].

Zakladnim parametrem funkce ledvin je rychlost glomerularni filtrace (GFR). Jedna se
o mnozstvi glomerularniho filtratu (primarni moci) vytvoreného za jednotku ¢asu. GFR lze
relativné pfesné stanovit pomoci clearance urcitych latek, naptiklad praveé kreatininu, kdy
dochézi ke sbéru moci. Tyto latky museji vyhovovat nekterym podminkam. Musi se jednat
o malé molekuly, které jsou volné filtrované do moce. Nedochazi u nich k tubularni sekreci
ani reabsorpci. A v neposledni fadé musi byt jejich koncentrace v glomeruldrnim filtratu
a plazmé stabilni. Dal§i metodou stanoveni je metoda bez sbéru moci, a to stanoveni sérového

kreatininu [2][8-9].

2.1.2 Stanoveni kreatininu v mo¢i

Pro stanoveni kreatininu v mo¢i pro posouzeni funk¢nosti ledvin se pouziva metoda sbirané
moci. NejCastéji se mo¢ sbird po dobu 24 hodin do specialni odbérové naddoby. Po odebrani
a odevzdani sbirané moci do laboratofe musi byt pfesné zaznamendno, jaky objem moci,
za jakou dobu byl odebran. Hladina kreatininu v moci se stanovuje také pro piibliznou
standardizaci sloucenin, které jsou vylucovany moci, a vSe je vztazeno k objemu sbirané moci.
Pted zaCatkem vySetieni (sbirdni moci) neni vhodné ptilis§ sportovat nebo drzet dietu s vysokym
obsahem proteinu, protoze by mohlo dojit ke zkresleni vysledkii. Hodnota kreatininu také zavisi

na veéku pacienta a jeho télesné hmotnosti [2][7][10-11].
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2.1.3 Hodnoty koncentraci kreatininu v séru a v moci

Hodnoty koncentraci v séru/plazmé a v moci jsou ovliviiovany nejen funkci ledvin, Stitné
zlazy, svall a ovlivnitelnymi faktory, napft. fyzicka aktivita, strava, hmotnost pacienta, ale také
neovlivnitelnymi faktory, a to vékem a pohlavim. Hodnoty koncentraci kreatininu jsou uvedeny

v Tab. 1.

Tab. 1 Ocekavané hodnoty koncentraci kreatininu v biologickych materidlech u dospélych

[12-13].

Pohlavi
Druh biologického materialu Zeny Muzi
Sérum/plazma 44 — 80 umol-I'! 62 — 106 umol-I"!
Ranni mo¢ 2470 —19 200 pmol-I! 3450 — 22 900 pmol-1!
Sbirana moc¢ (24 h.) 7 000 — 14 000 pmol-(24h)! 9 000 — 21 000 pmol-(24h)!

2.1.4 Metody stanoveni kreatininu

Jednoduchou metodou pro stanoveni kreatininu je kolorimetrickd Jaffé reakce. Jedna se
o spektrofotometricky test, ktery spoc¢iva v reakci kreatininu s kyselinou pikrovou v zasaditém
prostiedi, pfi které vznika barevny komplex. Jaffé metoda je Casto vyuzivanou metodou

pro stanoveni kreatininu v laboratotich [14-16].

Pomoci chromatografickych metod lze kreatinin stanovovat vysoce selektivné a rychle
v biologickych vzorcich, ale ndkladnost ndstrojti a ¢asova naroCnost ptipravy vzorkd jsou
nevyhodami téchto metod pro rutinni analyzy [17]. BéZnou metodou pro stanoveni kreatininu
simultanné s dal$imi latkami (napf. kyselina mocova, kreatin, tryptofan) je vysokoucinna
kapalinova chromatografie (HPLC). Kreatinin je stanovovan ve vzorcich moci a krve. Je
pouzivana ultrafialovd a fluorimetricka detekce [18-22]. Metoda HPLC je odrazovym miistkem
pro rtizna stanoveni kreatininu. Pomoci hydrofilni interakéni kapalinové chromatografie je
mozné stanovovat kreatinin v mléce a pomerancovém dzusu s fotometrickou detekci, pfi¢emz

mez detekce dosahuje hodnoty 3,9-10° mol-1"'[23]. Pro stanoveni kreatininu ve vzorcich moci
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lze pouzit HPLC s kationtoméni¢ovou kolonou s absorp¢ni fotometrickou detekci. Touto
metodou byla ziskdna mez detekce 3,4:10° mol-l"! [24]. Tyto metody potiebuji casové

naro¢néjsi ptipravu vzorku [23-24].

Koncentrace latek, které jsou vylucovany moci, se Casto standardizuji na kreatinin. Pomoci
pratokové injekéni analyzy s tandemovou hmotnostni spektrometrii je mozné stanovovat

kreatinin v butylované moci. Butylace ma zlepsit citlivost méteni [25].

Jednou z dalSich metod stanoveni kreatininu je kapilarni zonova elektroforéza (CZE). Pomér
kyseliny octové a kreatininu lze pouzit pro rychlou diagnostiku infekce mocovych cest. Pomoci
CZE lze v moci soucasn¢ stanovovat kreatinin a acetat za pouziti bezkontaktniho vodivostniho
detektoru [26]. Kapilarni zénova elektroforéza se Casto pouzivd pro svou jednoduchost,

rychlost, citlivost a nizké naklady [27-28].

Kvili vyvoji citlivéjSich, selektivnéjSich metod méteni kreatininu dochazi k porovnavani
jednoduché klinické metody — Jaffé reakce s dalSimi metodami. Metoda micelarni
chromatografie (MEKC) je rychld separacni metoda, kterda vykazuje vysoké rozliSeni a je
zapotiebi malych objemt vzorki. Je vhodna pro stanoveni kreatininu v séru, protoze vétSina

sérovych proteinl eluuje az po kreatininu [14].

Dalsi metoda s elektrochemickou pritokovou kyvetou na bazi biosenzoru je vhodna
pro stanoveni kreatininu v moci. Enzymatické biosenzory umoziuji méfeni kreatininu jen
s malou pfedupravou vzorku. Tato metoda je vhodnéjsi pro stanoventi €istSich vzorki — ziedéné

moci. Ve srovnani s Jaffé reakci byly tyto metody rychlé a presné [16].

Pro stanoveni kreatininu v moci Ize také vyuzit voltametrické metody. Konkrétn€ metodu se
¢tvercovymi vlnami za pouziti zlaté elektrody s modifikovanym filmem. Oxidace médi,
ktera je ptitomnd na povrchu zlaté elektrody, zpiisobi interakci iontd médi (Cu®*) s kreatininem.
Touto metodou byl ziskan linearni rozsah od 4,5-10* mol-1"! do 1:10° mol-1"! [29]. Cyklickou
voltametrii lze také vyuzit v kombinaci s amperometrickym kreatininovym biosenzorem
na bazi kovalentné¢ imobilizovanych enzymt a karboxylovych uhlikovych trubi¢ek. Byla

ziskana mez detekce 1-107 mol-I"' [30].

Pro stanoveni kreatininu bylo vyvinuto velké mnozstvi rlznych biosenzort,
napf. potenciometrické, amperometrické, konduktometrické, z nanomaterialt a dalsi. Vyvoj
téchto biosenzori ma za cil snizeni nakladu, slozitosti rutinnich analyz biologickych vzorkd,

casoveé narocnosti [31-32]. Elektrochemicky biosenzor je pfistroj, ktery poskytuje selektivni

14



kvantitativni analytickou informaci. Biomolekula je imobilizovana na chemicky modifikované
elektrodé, ktera je zvodivych, polovodivych nebo iontové vodivych materiali.
Potenciometrické¢ biosenzory méfi nabijeci potencial na pracovni elektrodé¢ ve srovnani
s referencni elektrodou ve chvili, kdy mezi nimi protéka nulovy nebo nevyznamny proud,
takze vlastné poskytuje informace o iontové aktivite¢ pii elektrochemické reakci.
V amperometrickych biosenzorech je proud zaloZen na heterogenni reakci prenosu elektronu

(oxidace nebo redukce elektroaktivnich latek) a je tmérny jejich koncentraci [31-32].

2.2 Pulsni amperometrie

Klasicka amperometrickd detekce je elektrochemicka technika vyuZzivana v kombinaci
s prutokovou analyzou, kapilarni elektroforézou a vysokotc€innou kapalinovou chromatografii.
Konstantni potencidl je vkladan na pracovni elektrodu a je méten proud jako funkce casu.
Vybrany vlozeny potencial urychluje redoxni reakce na povrchu pracovni elektrody, pfi¢emz
naméteni proud je imérny koncentraci analytu. Selektivita méfeni pomoci amperometrické
detekce spocivd ve spravném vybéru potencidlu méfeni a vhodného materidlu pracovni
elektrody. Nevyhodou této metody je, ze dochéazi k znecistovani povrchu elektrody vedlejSimi

produkty reakce nebo necistotami z roztoktll, coz zpusobuje ztratu aktivity elektrody [33-35].

Alternativou pro odstranéni nedostatkli amperometrické detekce je pulsni amperometrie.
Jedna se o kvantitativni elektrochemickou metodu, kterd zvySuje vykon pracovnich elektrod
pii amperometrické detekci. Tato metoda je zalozend na vklddani vice po sob¢ jdoucich
katodickych a anodickych potencialli na pracovni elektrodu. Pfi téchto potencidlech dochazi
k amperometrickému meéteni v kombinaci s potenciostatickym c¢iSténim pracovni elektrody
a k reaktivaci jejiho povrchu po kazdém cyklu vkladani téchto pulst. Bez vkladani vhodnych
pulst, které zplsobuji zvySeni reprodukovatelnosti a citlivosti signalu, by dochazelo k adsorpci

analytd na povrch pracovni elektrody, a tudiz k deaktivaci povrchu elektrody [33][36].

Pro udrzeni cistého a reaktivniho povrchu pracovni elektrody je potfeba nastavit vhodné
potencialy, které by umoznily kontinualni méfeni bez zneciStovani elektrod. Dulezitym
potencialem je detek¢éni (méfici) potencial, pii kterém dochazi k detekci analytu. Velky
pozitivni anodicky potencidl zpusobi oxidaci povrchu pracovni elektrody, a tudiz tvorbu

povrchového oxidu. Tfetim vkladanym potencidlem je negativni katodicky potencial, ktery je
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redukéni a slouzi k reaktivaci povrchu pracovni elektrody. K obnoveni aktivity povrchu

elektrody dochdzi odstranénim povrchového oxidu [36-38].

wrwe

elektrochemickou reakci na pracovni elektrod¢. Pokud by se na elektrodu vkladal pouze méfici
potencial, na elektrodé by se po néjaké dobé vytvotil povrch z produktii reakce, blokujici jeji
dalsi prabéh. Pro odstranéni produktt reakce se na elektrodu vlozi kladny anodicky potencial,
kterym se povrch elektrody zoxiduje a odstrani produkty. Pro reaktivaci povrchu se na elektrodu
vklada jesté zaporny katodicky potencial, ktery elektrodu zredukuje. Existuji i mody urcené
pro analyty, které vyzaduji k reakci oxidovany povrch elektrody a maji poradi pulsti prevracené.
Analyty se vazi na zoxidovany povrch ptes vazbu na kyslik, ktery je bud’ na elektrod¢, nebo ho

maji analyty ve své struktute [36][37][39-42].

Pulsni amperometricka detekce s vyhodou vyuziva jako pracovni elektrody mikroelektrody.
Mikroelektrody umoziuji lepsi pfenos hmoty (analytu) na povrch elektrody, schopnost 1épe
reagovat na zménu vlozeného potencidlu [40][43-44], umoZiuji vylepSeni poméru signal/Sum
a dochazi k minimalnimu ovliviiovani méteni zménami pritoku [44]. Vysledkem je zvySeni

citlivosti, vyssi i€innost chromatografie i mensi spotfeba rozpoustédel.

Pomoci pulsni amperometrie, prevazné ve spojeni s pritokovou injekéni analyzou, kapilarni
elektroforézou nebo kapalinovou chromatografii, 1ze stanovovat mnoho organickych latek.
Ke zvySeni citlivosti detekce dochézi u latek, které jsou pro detekci za konstantniho potencialu
brany jako elektricky neaktivni, vcetné latek, které nemaji dobré optické vlastnosti
pro spektrofotometrickou detekci. Takovymi latkami jsou polarni alifatické slou€eniny,
napf. sacharidy ¢i aminy, a makromolekuly, napf. peptidy a proteiny. Jako pracovni elektrodu
lze pouzit zlatou (Au) elektrodu v zdsaditém prostfedi, nebo platinovou (Pt) elektrodu
v kyselém prostiedi [33][36][39]. V kombinaci s vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii
byla pouzita pro detekci paracetamolu a kyseliny askorbové [45], stanoveni
nizkomolekulérnich alifatickych aldehydii [46] nebo stanoveni sacharidii v népojich ¢i v séru
[47]. Pratokovd injek¢ni analyza s pulsni amperometrickou detekci byla vyuzita
pro stanoveni antibiotik — tetracyklinii [48] a doxocyklina [49]. Pulsni amperometrické detekce
byla také zkombinovéana s mikrocipovou kapilarni elektroforézou. Touto metodou dochazelo
ke snizeni mnozstvi potfebného vzorku i reagencii, ndkladi na vybaveni a potfebny material

a také Casu analyzy. Byly stanovovany aminy, antibiotika [50] a markery renalnich funkci [51].
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Pouzité chemikalie

Kreatinin (> 99%, Sigma-Aldrich)

Destilovana voda (Millipore, USA)

Kyselina chlorovodikova (0,5 M, Penta, Praha)

Hydroxid sodny (8 M, Fluka Analytica, Némecko)

Kyselina askorbova (Sigma-Aldrich)

Kyselina mocova (Sigma-Aldrich)

Tetraboritan disodny (Lachema, Brno)

Acetonitril (Honeywell — Riedel-de Haén, gradient grade > 99,9%)

Methanol (Honeywell — Riedel-de Haén, gradient grade > 99,9%)

3.2 Pouzita aparatura

Pro méfeni pomoci pritokové injekéni analyzy (FIA) byla pouzita pumpa Beta Gradient
Pump. Smycka o objemu 20 pl byla upevnéna na davkovac typu Sampler Injector D (ECOM,
spol. s.r.o., Ceska republika). Autolab PGSTAT204 fizeny softwarem NOVA verze 2.1
(Metrohm Autolab B.V., Utrecht, Nizozemsko) byl pouzit jako detektor, pracujici
v tiielektrodovém zapojeni v cele typu wall-jet s pracovni zlatou elektrodou (primeér 3 mm,
Metrohm), referentni argentchloridovou elektrodou (Eco-Tribo Polarograph, R 008-05, Ceska
republika) a s pomocnou platinovou elektrodou (Eco-Tribo Polarograph, P 016-06, Ceska
republika).

Pro méteni pomoci HPLC byla pouzita stejna aparatura jako u FIA, navic byla do systému
zapojena chromatografickd kolona Gemini C18 (LC Column: 150x4,6 mm; 5 pm; 110 A)

(Phenomenex).
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3.3 DalSi pouzita aparatura

pH metr (digitalni méfici pfistroj Conductivity and pH meter 3510 (Jenway, UK))

s kombinovanou sklenénou elektrodou
Magneticka michacka (Microstirrer Magnetic Stirrer, VELP Scientifica, Europe)

Ultrazvukova cisticka (PSO2000A, Powersonic, USA)

3.4 Priprava chemikalii

3.4.1 Priprava zasobniho roztoku

Zasobni roztok kreatininu o koncentraci 1:107 mol-1"! byl pfipraven rozpusténim piesné
odvazeného mnozstvi latky v pufru. Pro rychlejsi rozpusténi kreatininu byl pouzit ultrazvuk.
Pro méfeni byl pouzit 10x =zfedény roztok kreatininu, koncentrace roztoku byla

1-10* mol-17.

3.4.2 Priprava boratového pufru

Boratovy pufr byl pfipraven z tetraboritanu disodného a destilované vody na vyslednou
koncentraci 30 mmol-l1!. Vypodtené mnoZstvi tetraboritanu disodného bylo zvéaZzeno
a kvantitativné prevedeno do odmérné bainky a doplnéno destilovanou vodou po rysku.
Potfebné pH boratového pufru bylo ziskano pfidavanim 8 M hydroxidu sodného, nebo 0,5 M

kyseliny chlorovodikové.

3.4.3 Priprava roztoku Kyseliny askorbové a kyseliny moc¢ové

Roztoky kyseliny moc¢ové a kyseliny askorbové o koncentraci 1:10 molI"'! byly piipraveny
rozpuSténim pfesné¢ odvazené¢ho mnozstvi kazdé kyseliny zvlast v pufru o vybraném pH

v odmérnych bankdch. K méteni byly pouzity 10x zfedéné roztoky.
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3.5 Podminky méreni

Optimalizace podminek byla provadéna s roztokem kreatininu o koncentraci 1-10* mol-1™.
Zékladni nastaveni, pievzaté z literatury [40], zahrnovalo méfeni v boratovém pufru o pH 9,4
a potencialovy program, vkladajici na zlatou elektrodu tfi potencidly, potencidl Cistici, aktivacni
a méfici. Potencidl Cistici mél velikost +1,8V a byl vkladan na zlatou elektrodu po dobu
100 ms, potencial aktivacni mél velikost -0,5V a byl vkladan na elektrodu po dobu 150 ms
a méfici potencidl mél velikost +0,2V a na elektrodu byl vkladan po dobu 300 ms. Zmény,

provadéné oproti tomuto zakladnimu nastaveni, jsou popsany v jednotlivych kapitolach prace.

Kazdé méfeni bylo provedeno minimalné ve tfech sériich po péti nastficich. Povrch pracovni

zlaté elektrody byl pfed kazdym novym méfenim vyleStén na aluming.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Zakladni méreni pomoci pulsni amperometrie

V prvni ¢asti prace byla pulsni amperometrie kombinovana s priitokovou injekéni analyzou
(FIA) a bylo sledovano elektrochemické chovani kreatininu v roztoku o koncentraci
1-10* mol-I"!. Vychozi podminky méfeni byly zvoleny na zakladg diive publikované prace [40],
ktera kombinovala pulsni amperometrii s kapilarni elektroforézou: pH pufru 9.4, Cistici
potencial o velikosti +1,8 V a délce trvani 100 ms, aktiva¢ni potencial o velikosti -0,5 V a délce
trvani 150 ms a dale méfici potencial o velikosti +0,2 V a délce trvani 300 ms. Podle Obr. 1 je
ziejmé, ze kreatinin lze pomoci kombinace FIA a pulsni amperometrie za téchto podminek

stanovovat.

S ohledem na nejasnou specifikaci, jakym zplisobem pouzitd instrumentace zaznamenava
proud pii pulsnim méfeni, byla pti dalSim méfeni rozdélena doba vkladani méticiho potencialu
na zlatou elektrodu mezi ¢ekaci a méfici cast. Nejprve byl na elektrodu vkladan méfici potenciél
po dobu 300 ms, jak bylo délano béhem méfeni za vychozich podminek. Poté byla méfici Cast
zkracena na 100 ms a pfed méfenim bylo ¢ekano 200 ms; v dal$i sérii méfeni bylo ¢ekano
po dobu 290 ms a méfeno 10 ms. VSechna tfi méfeni jsou vyobrazena na Obr. 1. Mé&feni
nevykazovalo signifikantni rozdil od méfeni za vychozich podminek, coZ je mozné vy¢ist
z Tab. 2. Z toho lze usoudit, ze méteni je provadéno jednorazové na konci vkladaného pulsu

a trva kratsi dobu nez 10 ms.
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Obr. 1 Amperogramy kreatininu (koncentrace 1:10* mol-1"") v zavislosti na zméné ¢ekaci doby
pfed vlozenim a doby vkladani méticiho potencidlu +0,2 V na zlatou pracovni elektrodu:
(¢ekaci doba 0 ms, métici puls 300 ms, (A)); (Cekaci doba 200 ms, métici puls 100 ms, (B));
(¢ekaci doba 290 ms, métici puls 10 ms, (C)). PAD s FIA, nosny roztok pH 9,4; Cistici potencial
+1,8 V (100 ms), aktivaéni potencial -0,5 V (150 ms.

Tab. 2 Parametry méfeni za rizné doby vkladani méticiho potencialu (+0,2 V) na elektrodu.

Délka meéficiho pulsu [ms] Vyska prvniho piku [A]
300 4,55 - 107
100 4,07 - 107
10 4,29 - 107
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4.2 Zména délek cCisticiho a aktivacniho pulsu

V dalsi sérii méfeni bylo sledovano, zda zména délky trvani Cisticiho, nebo aktiva¢niho
potencialu, nebo obou zaroven bude mit vliv na velikosti signélu, stabilitu zakladni linie nebo
stabilitu celkového méfeni, ¢imz je mysleno, zda se piky v pribéhu méfeni nezmensuji

v diisledku znecisténi zlaté elektrody nebo se nedeformuyji.

Obr. 2(B) znazornuje méieni za ptivodnich podminek. S témito vysledky byly porovnavany

meéieni s modifikacemi parametri pulsu.

Nejprve byla ménéna délka pulsu cisticiho potencialu; oproti pivodnim 100 ms — byla
snizena na 50 ms a zvySena na 150 ms (Obr. 2). Po sniZeni doby vkladani Cisticiho potencidlu
na zlatou elektrodu dochazelo ke znecistovani elektrody, zhorSeni stability zdkladni linie

a k deformaci pikt. Pii zvySeni délky pulsu dochéazelo ke snizeni velikosti signalu.

Aktivaéni potencidl byl také vkladan na elektrodu oproti ptivodnim 150 ms ve snizené délce
75 ms, a ve zvySené délce 300 ms (Obr. 3). Pfi porovnani piivodnich podminek se snizenou
délkou aktivacniho potencialu bylo zjisténo sniZeni signdlu. Proud méfeni byl v zapornych
hodnotach, a to se da vysvétlit tak, ze pomoci aktivacniho potencialu dochézi k odstraiiovani
oxidl ze zlaté pracovni elektrody, které vznikaji vkladanim cisticiho potencidlu na elektrodu.
Jelikoz Cas k odstraniovani oxidl byl sniZen mohlo dochézet k redukci nezredukovanych oxidl
1 u méficiho potencialu. Béhem méfeni se zvySenou délkou aktivaéniho potencidlu, ktery byl

vkladéan na zlatou elektrodu dochéazelo ke sniZeni stability zakladni linie.

V dalSich méfenich byly délky obou potencialt (aktivac¢niho 1 €isticiho) nejprve sniZzeny
a v dalsim méfeni byly zvySeny (Obr. 4). Béhem snizeni délek téchto potenciali doslo
ke snizeni signalu a ke zneciStovani elektrody. Po zvySeni délek aktiva¢niho a Cisticiho
potencialu zaroven dochdzelo ke sniZeni stability zakladni linie. Parametry délek aktiva¢niho

a Cisticiho pulsu a vysky pikl jsou v Tab. 3.
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Obr. 2 Amperogramy kreatininu (koncentrace 110 mol-I'") v zavislosti na sniZeni doby,
puvodnich podminkéch a zvyseni doby vkladani ¢isticiho potencialu +1,8 V na zlatou pracovni
elektrodu: (+1,8 V, 50 ms, (A)); (+1,8 V, 100 ms, (B)); (+1,8 V, 150 ms, (C)). PAD s FIA,
nosny roztok pH 9,4; méfici potencial +0,2 V (300 ms), aktivacni potencial -0,5 V (150 ms).
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Obr. 3 Amperogramy kreatininu (koncentrace 1-10* mol-I'!) v zavislosti na sniZeni doby,
puvodnich podminkach a zvySeni doby vkladani aktiva¢niho potenciadlu -0,5 V na zlatou
pracovni elektrodu: (-0,5 V, 75 ms, (A)); (-0,5 V, 150 ms, (B)); (-0,5 V, 300 ms, (C)).
PAD s FIA, nosny roztok pH 9,4; méfici potencial +0,2 V (300 ms), Cistici potencial +1,8 V

(100 ms).
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Obr. 4 Amperogramy kreatininu (koncentrace 1-10* molI") v zavislosti na sniZeni doby,
puvodnich podminkéach a zvySeni doby vkladani Cisticiho a aktivaéniho potencidlu na zlatou
pracovni elektrodu: (+1,8 V, 50 ms; -0,5 V, 75 ms (A)); (+1,8 V, 100 ms; -0,5 V, 150 ms (B));
(+1,8 V, 150 ms; -0,5 V, 300 ms (C)). PAD s FIA, nosny roztok pH 9,4; méfici potencial

+0,2 V (300 ms).

Tab. 3 Parametry méfeni pfi zméndch délek pulsu aktivaéniho a €isticiho potencidlu.

Délka Cisticiho pulsu Délka aktivacniho pulsu Vyska piku [A] RSD [%]

[ms] [ms]

50 150 2,82 -107 20,3
100 150 4,49 - 107 5,7
150 150 1,80-107 18,0
100 75 1,84 -107 14,3
100 300 4,5-107 16,9
50 75 3,51-107 3,8
150 300 4,3-107 6,9
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4.3 Vliv zmény pH boratového pufru na méreni

Ve vychozich podminkach pro stanovovani kreatininu mél boratovy pufr pH 9,4. Byly
sledovéany jesté hodnoty pH 8, 9 a 10. Grafy jednotlivych pH jsou zobrazeny na Obr. 5.
Pti snizovani pH na hodnotu 9 dochézelo ke snizeni signalu a u pH 8 a 10 dochazelo ke zvySeni
signalu. Hodnoty vysek piki u jednotlivych pH a hodnoty znecist'ovani elektrody v procentech
jsou uvedeny v Tab. 4. pH 8 nebylo vybrano, protoze u né¢ho dochazelo k nepatrné vétSimu
znecisténi elektrody a opakovatelnost méfeni pti tomto pH nebyla dobra, u pH 9 dochazelo
k velkému snizeni signalu a u pH 10 dochézelo ke znecisténi elektrody. Pro dal$i méfeni tudiz

bylo ponechano ptivodni pH nosného elektrolytu.
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Obr. 5 Amperogramy kreatininu (koncentrace 1:10# molI'") v zavislosti na zméné& pH nosného
roztoku: pH 8 (A); pH 9 (B); pH 9,4 (C); pH 10 (D). PAD s FIA, pulsni program: cistici
potencial (+1,8 V, 100 ms), aktivacni potencial (-0,5 V, 150 ms), méfici potencial (0,2 V, 300
ms).
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Tab. 4 Parametry vysek a snizeni velikosti pikti pfi riznych pH nosného roztoku.

pH boratového pufru Vyska prvniho piku [A] SniZeni pikl [%]
8 5,37 - 107 11,5
9 2,84 107 0,4
9,4 4,71 - 107 8,3
10 5,20 - 107 20,7

4.4 Boratovy pufr v kombinaci s mobilni fazi (methanol,
acetonitril)

Pii stanoveni kreatininu pomoci HPLC se d& ofekéavat pouZziti mobilni faze s obsahem
methanolu a acetonitrilu, proto bylo testovano, jak pfitomnost téchto rozpoustédel ovlivni

amperometrickou detekci.

K boratovému pufru bylo pfidano 10 %, 20 % a 50 % methanolu (Obr. 6). Pfi zvySovani
obsahu methanolu v systétmu dochazelo k postupnému sniZzovani velikosti signalu,
ke znecistovani elektrody a k destabilizaci zakladni linie, vys§i obsah methanolu zpisobil

1 naméfeni reverznich pikd.

Podobné méteni bylo provedeno s acetonitrilem, kdy bylo k boratovému pufru piidano
10 % a 50 % acetonitrilu (Obr. 7). Pii nizkém obsahu acetonitrilu nedochazelo k velkym rozdilt
oproti méteni za ptivodnich podminek. Vys$si obsah acetonitrilu zptsobil destabilizaci zékladni

linie, deformaci pikil i znecistovani zlaté elektrody.
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Obr. 6 Amperogramy kreatininu (koncentrace 1-10% moll!) v zavislosti na mnoZstvi
methanolu v nosném roztoku: 0 %, 10 %, 20 % a 50 %. PAD s FIA, (+1,8 V, 100 ms),
(-0,5 V, 150 ms), (0,2 V, 300 ms).
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Obr. 7 Amperogramy kreatininu (koncentrace 1-10% moll!) v zavislosti na mnoZstvi
acetonitrilu v nosném roztoku: 0 %, 10 % a 50 %. PAD s FIA, (+1,8 V, 100 ms),
(-0,5 'V, 150 ms), (0,2 V, 300 ms).
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4.5 Kalibrac¢ni zavislost FIA

Koncentra¢ni zavislost byla proméfena pomoci pulsni amperometrie s priutokovou injekéni
analyzou (FIA) za optimalnich podminek, tj. Cistici potencial o velikosti +1,8 V vkladan
na pracovni elektrodu po dobu 100 ms, aktivac¢ni potencial -0,5 V vkladan po dobu 150 ms
a méfici potencial +0,2 V vkladan po dobu 300 ms. Nosny roztok mél pH 9,4. Byly zméteny
koncentrace roztoku kreatininu od 2,5-10* mol-1"! do 5:10° mol'lI"!. U vyssich koncentraci

kreatininu dochazelo k rozdvojeni pikd.

Kalibra¢ni zavislost neni v celém koncentraénim rozmezi linearni, coz je patrné z Obr. 8.
Linearni je v rozsahu koncentraci 5-10°° mol-1"! az 7,5-10°> mol-1"!, tato &4st kalibraéni zavislosti
je zobrazena na Obr. 9. Linearitu zavislosti potvrzuje koeficient determinace, piesahujici
hodnotu 0,99. Usek na ose y miize byt zplisoben vys§im $umem b&hem méfeni. Viechny

parametry kalibracni zdvislosti jsou v Tab. 5.
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Obr. 8 Kalibra¢ni zavislost kreatininu pro koncentrace 2,5-10* mol-I"" do 5:10°° mol-1"!. Nosny
roztok o pH 9.4; (+1,8 V, 100 ms), (-0,5 V, 150 ms), (+0,2 V, 300 ms).
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Obr. 9 Kalibra¢ni zavislost kreatininu pro koncentrace 7,5:-10° moll1"! do 5:10"° mol-I'!. Nosny
roztok o pH 9,4; (+1,8 V, 100 ms), (-0,5 V, 150 ms), (+0,2 V, 300 ms).

Tab. 5 Parametry kalibra¢ni zavislosti méteni kreatininu.

Koncentra¢ni Smérnice [A-mol 1] Usek [A] R?
rozmezi [mol-17']

7,5:10°-5-10° 0,0047 4,23-10° 0,995
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4.6 Pulsni amperometrie kombinovana s HPLC

Ve druhé ¢asti prace byla pulsni amperometrie kombinovana s vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii. Jako vychozi podminky byly vybrany ty, které se projevovaly jako optimalni
béhem méfeni pomoci pulsni amperometrie v kombinaci s FIA. Cistici potencial o velikosti
+1,8 V byl vkladan na pracovni zlatou elektrodu po dobu 100 ms, aktiva¢ni potencial o velikosti
-0,5 V byl na elektrodu vkladan po dobu 150 ms a méfici potencial o velikosti +0,2 V byl
na zlatou elektrodu vkladan po dobu 300 ms. Jako mobilni faze byl zvolen samotny boratovy
pufr o pH 9,4. Kolona byla vybrana Gemini C18 (LC Column: 150x4,6 mm; 5 um; 110 A).

Kolona a mobilni faze byly vybrany na zaklad¢ literarni reSerse [52-53].

V prvni fazi méfeni byl prométen roztok samotného kreatininu a smési kreatininu, kyseliny
askorbové a kyseliny mocové. Tyto dv€é latky byly skreatininem proméfeny
kvuli predpokladané moznosti interferenci jejich signalti. Obr. 10 znézoriiuje chromatogram

téchto tfi latek.

Pfi méfeni samotného kreatininu se jeho pik objevoval pfiblizné ve 300. vtefin€. Po zméteni
smési kreatininu, kyseliny mocové a kyseliny askorbové a porovnani chromatogramt téchto

dvou méfteni je mozZné urcit, Ze kreatininu odpovida pik 3.
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Obr. 10 Chromatogram kreatininu (koncentrace 1-10* mol-1"") a smési kreatininu, kyseliny
askorbové a kyseliny mocové (koncentrace 1-10* mol-1!). PAD s HPLC; pulsni program:
Cistici potencial (1,8 V, 100 ms); aktivacni potencial (-0,5 V, 150 ms); méfici potencial (+0,2
V, 300 ms); Pik: 1 — kyselina askorbova; 2 — kyselina moc¢ové; 3 — kreatinin.
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4.7 Kalibrac¢ni zavislost HPLC

Koncentraéni zavislost byla také proméfena pomoci pulsni amperometrie kombinované
s vysokoucinnou kapalinovou chromatografii za stejnych podminek jako byla promeéiena
kalibra¢ni zavislost s pritokovou injek¢ni analyzou. Byly zméfeny koncentrace roztoku

kreatininu od 2,5:10* mol-1"! do 5:10° mol‘l-'.

Kalibrac¢ni zavislost neni v celém koncentraCnim rozmezi linearni. Pfi porovnani parametr
kalibracni zévislosti (Tab. 6), celého rozsahu koncentraci (Obr. 11) a vybrané linearni ¢asti,
ktera je v rozsahu koncentraci 5-10° mol-I'' az 7,5:10° mol-1"! (Obr. 12), je patrny rozdil
v koeficientu determinace, ktery se u rozsahu koncentraci 5-10° mol-I'" az 7,5-10> mol-I'! vice

blizi jedné a usek ma také niz$i hodnotu nez u celého rozsahu koncentraci.
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0,0005 —

0,0004 | E
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0,0003 |
0,0002 [
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0,0000

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25

¢ [mmol 1]

Obr. 11 Kalibra¢ni zavislost kreatininu pro koncentrace 2,5-10% az 5:10° moll™.
Mobilni faze: boratovy pufr o pH 9,4; (+1,8 V, 100 ms), (-0,5 V, 150 ms), (+0,2 V, 300 ms).
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Obr. 12 Kalibraéni zavislost kreatininu pro koncentrace 1-:10*az 5-10"° mol-1"\.
Mobilni faze: boratovy pufr o pH 9,4; (+1,8 V, 100 ms), (-0,5 V, 150 ms), (+0,2 V, 300 ms).

Tab. 6 Parametry kalibra¢ni zavislosti méteni kreatininu.

Koncentra¢ni Smérnice [A-mol 1] Usek [A] R?
rozmezi [mol-1"!]
2,5:10%-5-10° 0,0027 5,05-1078 0,965
1-10*-5-10° 0,0044 1,11-10° 0,994
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4.8 Stanoveni kreatininu ve vzorku moci pomoci pulsni
amperometrie v kombinaci s HPLC

Pro ovéfeni funkcénosti metody byl stanoven kreatinin ve vzorku moc¢i pomoci pulsni
amperometrické detekce v kombinaci s HPLC. Mo¢ musela byt ziedéna pomoci boratového
pufru, jelikoz koncentrace kreatininu v moci je zhruba o dva fady vyssi, nez je mozné touto
metodou za téchto podminek stanovit. Pfi meéfeni kalibrani zavislosti bylo zjiSténo, ze
pii vyssSich koncentracich kreatininu dochazi k rozdvojeni piku, a tudiz by nebylo mozné piky
kvalitné kvantifikovat. Moc¢ byla nafedéna 10x, 100x a 300x a byla porovndna mira rozliSeni
piku. Chromatogramy natedénych moci jsou na Obr. 13. Pfi jejich porovnani je zitejmy rozdil
v rozliSeni jednotlivych pikd. U 10 nafedéné moci je pik kreatininu malo odseparovany
od zbytku latek, tudiz Spatné odecitatelny. Ptfi zvySovani fedéni vzorku moc¢i dochdzelo
ke zvySovani rozliSeni jednotlivych piki. Redéni 300x bylo vybrano jako optimélni, jelikoz
dalsi fedéni nebylo mozné, protoze by bylo dosazeno nizké koncentrace kreatininu ve vzorku

moci, kterd by uz nebyla v linedrnim rozsahu kalibraéni zavislosti.

0,0016

0,0012

I[mA]

0,0008 H

0,0004

0,0000

Obr. 13 Chromatogram zndzoriujici méteni rizné fedéného vzorku moci. PAD s HPLC: pulsni
program: Cistici potencial (1,8 V, 100 ms); aktivacni potencial (-0,5 V, 150 ms); méfici

potencial (+0,2 V, 300 ms).
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Kurceni koncentrace byla pouzita jednak metoda kalibracni piimky, jednak metoda
standardniho pfidavku. Diky proméfeni riznych moznosti fedéni kvuli rozliseni pikt
a referen¢ni hodnoté bylo mozné ptiblizné urcit, jakou koncentraci bude 300x zfedéna moc¢ mit.
Do celkového objemu 10 ml bylo pfidano 0,5 ml 1:10~ mol-1" roztoku kreatininu, 1 ml 30x
nafedéné moci a 8,5 ml boratového pufru pH 9,4. Tim bylo dosazeno piidavku kreatininu
o koncentraci 5-10”° mol-I"' a mo¢ byla ziedéna 300x. Jako referenéni hodnota bylo pouZito
stanoveni metodou Jaffé, provedenou laboratofi nemocnice ve Slaném. Hodnota koncentrace
kreatininu zméiena touto metodou je uvedena v Tab. 7. Na Obr. 14 je mozné vidét porovnani
300x nafedéné moci a roztoku se standardnim piidavkem. V Tab. 7 jsou zndzornény tdaje
o koncentraci kreatininu, vySce piku kreatininu a vypoctené koncentrace kreatininu
dle kalibrac¢ni zévislosti u 300x nafedéné moc¢i a u moci se standardnim ptidavkem. Po
dopocitani vypocitané koncentrace kreatininu podle kalibra¢ni zavislosti (Tab. 7) na nezfedény
vzorek moéi je hodnota 15,03 mmol-1"! + 1,49 mmol-1"\. Pomoci metody standardniho ptidavku
vysla koncentrace kreatininu 15,31 mmol-1"" + 0,98 mmol-1"' (Tab. 7). Chyba méfeni je zapsana
jako smérodatnd odchylka. Vypocitané hodnoty koncentrace pomoci kalibracni zavislosti
a standardniho pfidavku jsou si hodné podobné. Od hodnoty ziskané Jaffé metodou se
koncentrace trochu li§i, coz miize byt zplsobeno fedénim. Pfihlédnutim ke smérodatné
odchylce se koncentrace stanovena PAD s HPLC a metodou standardniho pfidavku blizi

k hodnoté stanovené Jaffé metodou.
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Obr. 14 Chromatogram porovnani 300x nafedéné moci s roztokem moci se standardnim

pridavkem. PAD s HPLC: pulsni program: Cistici potencial (1,8 V, 100 ms); aktivacni potencial

(-0,5 V, 150 ms); méfici potencial (+0,2 V, 300 ms).

Tab. 7 Porovnani namétenych a vypocitanych hodnot koncentraci a vysek pika kreatininu;

koncentrace kreatininu bez fedéni zapsana s chybou méfeni - smérodatné odchylka.

Jaffé metoda

300x nafedéna moc

Metoda standardniho

ptidavku
Koncentrace kreatininu 16,46 mmol-1"! 0,055 mmol-I"! 300x nafedéna mo¢
+ 0,05 mmol-l"!

Vyska piku - 2,44-107 A 4.83-107 A

Vypoé&itana - 0,050 mmol-1"! 0,051 mmol-1'!
koncentrace kreatininu

podle kalibra¢ni
zavislosti

Koncentrace kreatininu 16,46 mmol-1"! 15,03 mmol-1"! + 1,49 15,31 mmol-1"' + 0,98

bez fedéni

mmol-1’!

mmol-I’!
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5 Zavér

Jako optimalni podminky pro stanoveni kreatininu byl vybran pufr o pH 9,4, Cistici potencial
m¢él velikost +1,8 V a byl na zlatou pracovni elektrodu vkladan po dobu 100 ms, aktivacni
potencial o velikosti -0,5 V, ktery byl na pracovni elektrodu vkladan po dobu 150 ms a méfici
potencial o velikosti +0,2 V a byl vkladan na elektrodu po dobu 300 ms. Tyto podminky platily
pro pulsni amperometrii v kombinaci s FIA i HPLC. Za téchto podminek byly prométeny dveé
kalibracni zavislosti. Ob¢ kalibracni zavislosti byly proméfeny v rozmezi koncentraci
od 2,5:10% mollI! do 5:10-6 mol-I"!. Vyssi koncentrace kreatininu nebylo mozné kvalitné
kvantifikovat, protoze dochézelo k rozdvojeni piku. U pulsni amperometrie v kombinaci s FIA
byla dosazena mez detekce 6,05:10° mol-1"! a mez stanovitelnosti 2,02:10> mol-1-1. U pulsni
amperometrie v kombinaci s HPLC byla dosazenid mez detekce 1,75:10° moll' a mez
stanovitelnosti 5,82:10° mol-I"". U obou metod neni mez stanovitelnosti, ani mez detekce
v fadech pro stanoveni stopovych prvkl. Pro stanoveni kreatininu v moc¢i tyto hodnoty staci,

jelikoz se v moci kreatinin vyskytuje ve vysoké koncentraci.

Pro méfeni vzorku moc¢i pomoci pulsni amperometrie vkombinaci sHPLC
musela byt mo¢ nejprve ziedéna, a to 300x. Po stanoveni moci a piepocitani
vysky piku pomoci kalibra¢ni zavislosti na koncentraci kreatininu, byla zji§t€éna hodnota
0,050 mmol-l"". Koncentrace kreatininu v mo¢i stanovend pomoci PAD s HPLC byla
15,03 mmol-l! £ 1,49 mmolI"'. Koncentrace kreatininu stanovend pomoci standardniho
piidavku byla 14,43 mmol-1" + 0,92 mmol-1"!. Referen¢ni Jaffé metoda poskytla vyslednou
hodnotu koncentrace kreatininu 16,46 mmol-1"'. V rozmezi smérodatné odchylky u stanoveni
pomoci PAD s HPLC 1 u metody standardniho ptidavku je 1 vysledna hodnota koncentrace
kreatininu stanovena pomoci Jaffé metody. Mirn€¢ rozdilné hodnoty koncentraci kreatininu
ve vzorku moci stanovené pomoci metod PAD s HPLC a standardniho ptidavku oproti Jaffé

metody mohou byt zplisobené fedénim ptivodniho vzorku moci.
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