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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim heparinu technikou sekvencni injek¢ni
analyzy s vyuzitim spektrofluorimetrické a spektrofotometrické detekce. Princip stanoveni
je zaloZen na interakci heparinu s fenothiazinovym barvivem. Detekuje se pokles intenzity
fluorescence barviva v jeho emisnim maximu. V piipadé spektrofotometrické detekce pak
pokles absorbance barviva v jeho absorpénim maximu. Z fenothiazinovych barviv byla
pouzita methylenova modf, azur A a azur B. Stanoveni probihala na vlastni sestavené¢ SIA
aparatufe, pro kterou byl vLabView 7.1 vytvofen ovladdaci software. Pro
spektrofluorimetrickou detekci byly realizovany dvé varianty pratokového uspotradani.

Varianta 1: Pro deionizovanou vodu jako nosny roztok s davkovanim zon barviva
aheparinu  byly nalezeny tyto optimalni podminky: cpariva= 110" mol dm™;
Vpritoku = 2500 pl min_l; délka reakéni civky 0 cm; davkovany objem barviva 150 pl
a vzorku 150 pl. Pouzitelny dynamicky rozsah kalibracnich zavislosti s exponencidlnim
pribéhem se pro jednotlivd barviva pohybuje vrozmezi m.s. — 1200, pifipadné az
1500 IU dm . Meze detekce se pohybuji v rozsahu 7,6 — 39,1 a meze stanovitelnosti
58,8 —124,5 U dm™.

Varianta 2: Pfi pouZiti barviva jako nosného roztoku s davkovanim heparinu byly
zjistény nasledujici optimalni podminky: cparviva = 1x107° mol dm™> ; Vpritoku = 3000 pl minﬁl;
délka reakcni civky 50 cm; davkovany objem vzorku 100 pl. Pouzitelny dynamicky rozsah
kalibra¢nich zévislosti je obdobny jako pro prvni variantu. Meze detekce se pohybuji

v rozmezi 20,4 — 62,8 a meze stanovitelnosti v rozsahu 80,1 — 135,8 TU dm .

Klicova slova

Heparin
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Spektrofotometricka detekce



ABSTRACT

This thesis was focused on a determination of heparin using sequential injection
analysis with spectrofluorimetric and spectrophotometric detection. The principle of
determination was based on the interaction of heparin with phenothiazine dye. A decrease
of fluorescence intensity of dye in its emission maximum was detected. In the case of
spectrophotometric detection a decrease of the absorbance of dye was measured. Azure A,
azure B and methylene blue were used as representantive selection of phenothiazine dyes.
The determination was performed on a laboratory made SIA apparatus, for which a control
software in LabVIEW 7.1 graphical programming was created. Two types of flow
configuration for spectrofluorimetric detection were implemented.

Type 1: For deionized water as a carrier stream with a injection of heparin and dye
zones there were found the following optimal conditions: cgye= 1x10° mol dm>;
Viiow = 2500 pl min'; reaction coil length of 0 cm; injected volume of dye 150 pl and
injected volume of sample 150 pl. Dynamic range of calibration curves with an
exponential course for the individual dyes in the range of LOQ — 1200, eventually up
1500 TU dm were detected. Limits of detection between 7.6 —39.1 and the limits of
quantification between 58.8 — 124.5 TU dm ° were found.

Type 2: For use a dye as a carrier stream with an injection of heparin there were
found the following optimal conditions: cgye = 1x10”° mol dm™> 5 Viiow = 3000 pl minﬁl;
reaction coil length of 50 cm; injected volume of sample 150 pl. Dynamic range of
calibration curves is similar to the first type of measurement. Limits of detection between

20.4 — 62.8 and the limits of quantification between 80.1 — 135.8 IU dm > were found.
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SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

CFA kontinuélni pratokova analyza

SFA segmentova pratokova analyza
FIA prutokova injek¢ni analyza

SIA sekvencni injek¢ni analyza

LOV lab-on-valve

BI bead injection

UV-VIS ultrafialov4 a viditelna oblast spektra
IU International Unit (mezindrodni jednotka) - udava aktivitu heparinu
m. s. mez stanovitelnosti

Dr fluorescen¢ni zafivy tok

AP rozdil intenzity fluorescence

c koncentrace [mol dm ], [IU dm ]
U napéti [V]

M molarita [mol dm™’]

Mr relativni molekulova hmotnost

Aex vlnova délka excitace [nm]

Aem vlnova délka emise [nm]

aA azur A

aB azur B

mM methylenova modf

MC misici civka

RC reakéni civka
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1. CiL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo vypracovat metodu stanoveni heparinu technikou
sekvenéni injekéni analyzy za vyuZiti reakce s fenothiazinovymi barvivy. Heparin byl jiz
takto stanoven technikou pritokové injekéni analyzy' se spektrofotometrickou detekci.
Naplni pfedklddané prace bylo proto vyzkouSet detekci spektrofluorimetrickou a pro
porovnani téZ detekci spektrofotometrickou s vyuZzitim spektrometru s optickymi vldkny
a externim zdrojem zéfeni.

Prvnim tkolem diplomové prace byl navrh a sestaveni SIA aparatury s naslednou
tvorbou ovladaciho software pro fizeni celého procesu analyzy od nadavkovani vzorku az
po registraci signalu. Déle bylo zapotiebi nalézt optiméalni podminky jednotlivych variant
pritokového stanoveni a posoudit, které z pouZzitych fenothiazinovych barviv je pro
stanoveni heparinu nejvhodnéj$i. Poslednim ukolem prace byla aplikace stanoveni na

realny vzorek praskového heparinu.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Prutokové metody

Metody prutokové analyzy patifi do skupiny instrumentdlnich technik v analytické
chemii. Spole¢nym znakem vSech priatokovych technik je reakce mezi analytem
obsazenym v roztoku a vhodnym reakénim c¢inidlem v proudu nosné kapaliny, ktery je
realizovadn pomoci pistového ¢i peristaltického Cerpadla. Postupnym unaSenim reakénich
zon dochazi k jejich promiseni a postupné tvorbé reakéniho produktu. Ten je dopraven do
prutokové cely detekEniho systému, kde jeho signéal nabyva tvaru piku.

Oproti klasickym analytickym postupiim pfinaSeji pritokové metody fadu
praktickych vyhod. Patii mezi né napi. vyssi rychlosti stanoveni, diky ¢emu je mozZné
analyzovat velké série vzorka v kratkém case. Z diivodu malych aZ zcela miniaturnich
rozmeéri pritokovych systémi dochéazi k vyrazné nizSim spotiebam vzorkli a reakénich
¢inidel. Objemy vznikajiciho odpadu jsou tak velmi malé a pohybuji se v fadech desitek
mililitrd za cely pracovni den. Tim se pritokové metody stavaji Setrnymi k Zivotnimu
prostiedi a v pfipad¢ drahych cinidel také ekonomictéjsi na provoz. Jejich nespornou
vyhodou je moznost pracovat s ptivodnimi vzorky, které¢ jsou nésledné upravovany az
piimo v uzavieném prutokovém systému, ktery eliminuje kontakt pracovnikli s toxickymi
latkami, jedy arozpoustédly. Hlavni nevyhodou tradi¢nich pritokovych metod je jejich
mala flexibilita.

Prvni pritokové systémy, jako napi. segmentova prutokova analyza (SFA)
¢i pritokova injekéni analyza (FIA), byly ovladany vyhradné ru¢n€. Rozvoj pocitact
v poslednich desetiletich vSak umoznil vznik automatizovanych technik, mezi které patii
sekvenéni injekéni analyza (SIA) a multisyringe injekéni analyza (MSFIA). Tyto
pocitacem fizené techniky pfinesly mnoho vyhod a nové moznosti napt. v podobé¢ ¢isténi
vzorku, jeho zakoncentrovéni, fotooxidaci nebo odstranéni plynt. DalSi miniaturizace
koncepce SIA dala vzniknout technice Lab-On-Valve (SI-LOV). Spojenim vySe
uvedenych pritokovych technik se separacnimi metodami vznikly systémy, kam patii
Lab-On-Valve-HPLC (LOV-HPLC), sekvencni injekéni chromatografie (SIC),
multisyringe chromatografie (MSC) a multisyringe kapilarni elektroforéza (MSCE).

Stale nartstajici potencial metod pritokové analyzy je uplatiiovan vSude tam, kde je
nutné provadét automatizované analyzy velkych sérii vzorkli. Tedy napt. v lékafstvi,

farmacii ¢i environmentalni analyze.
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2.1.1. Segmentova priatokova analyza — SFA

Jednou z prvnich prakticky uplatnénych pritokovych metod se ve druhé poloving
padesatych let stala segmentova pritokova analyza (SFA — Segmented Flow Analysis)’,
ktera vznikla zdokonalenim kontinualni pratokové analyzy (CFA). Zpocatku byla tato
metoda ochotné piijata v pretizenych klinickych laboratofich a pozd&ji i v laboratofich
Zivotniho prostiedi, zem&dglskych, oceanografickych &i primyslovych®.

Princip této pritokové techniky je zalozen na kontinudlnim Cerpani vzork, jejichz
jednotlivé zény jsou od sebe oddéleny vzduchovymi bublinkami, do proudu reakéniho
Cinidla. Segmentorem vhanéné vzduchové bubliny se snazi zamezovat vzajemné
kontaminaci vzorki a soucasné podporuji turbulentni proudéni, které ma za nasledek
rychlej$i promiseni jednotlivych zoén. Z pritokového systému jsou pomoci debubleru
odstranény dfive, neZ se dostanou do priitokové cely detektoru”.

Pfitomnost vzduchovym bublin u SFA zpiisobuje, diky stlacitelnosti plynné faze,
ur¢itou miru pulzace toku ovliviiyjici vysledny profil signdlu. Dalsi nevyhodou je obtizna
kontrola pritokové rychlosti, nutnost udrZzovat konstantni velikost bublin a sloZitost

systému, ktera brani jeho miniaturizaci®.

2.1.2. Pratokova injekéni analyza — FIA

Nevyhody metody SFA daly vzniknout tzv. nesegmentovym pratokovym
technikdm. Prvni z nich byla pritokova injekéni analyza (FIA — Flow Injection Analysis)’,
navrzena v roce 1975 J. Rizickou a E. Hansenem.

Koncepce metody spocivad v postupném davkovani, vzdy piesné¢ definovanych
objemti, vzorki do kontinudlniho proudu nosné kapaliny (¢inidlo, pufr), ktery je realizovan
peristaltickou pumpou. Nadavkovand zéna vzorku je v nosném proudu ¢inidla rozmyvana
a dochazi ke vzniku reakéniho produktu. Ten je néasledné¢ dopraven do priitokové cely
detektoru a poté putuje do odpadu. Zakladni schéma aparatury pro priitokovou injekcni
analyzu je znazornéno na obrazku 1. Vysledkem analyz jsou za sebou jdouci piky, jejichz
vyska je mirou koncentrace analytu. Je-li potfeba vzorek smisit s vétSim poctem reakénich
&inidel, jsou do hlavniho proudu postupnd napojovany kanalky dalsich reagentil®.
V klasické FIA technice byl vzorek davkovan ru¢né napichnutim septa injekéni stiikackou.
Dnes se spiSe vyuziva automatizovaného davkovani prostiednictvim otoceni davkovaciho

ventilu’,
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Peristalticka Davkovani
pumpa vzorku

Detektor

Misici civka
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Lo
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Odpad

Obr. 1: Schéma aparatury pro pritokovou injekcni analyzu

Vyhodou FIA je, Ze na rozdil od SFA jiZ nedochdzi k vzduchovému segmentovani
reakénich zoén, davkované objemy vzorkli jsou mensSi a pocty analyz dosazenych za
jednotku Casu naopak vétsi. Pouzivané hadicky maji mensi primér, coz mé za nasledek
laminarni proudéni toku. Nevyhody FIA technik spocivaji v pouziti peristaltickych pump,
které jednak zplsobuji urcitou miru pulzace toku a jednak postupem casu deformuji
tygonové hadicky, ¢imZ dochazi ke zménam pritokovych parametri. Tygonové hadicky
jsou dale nevhodné pro Cerpani agresivnich reakcnich c¢inidel, kterymi jsou zejména
organicka rozpoustédla®.

Pro svou jednoduchost, spolehlivost, robustnost a reprodukovatelnost ziskanych
vysledki se pratokova injek¢ni analyza stala velmi uc€innou instrumentalni metodou pro

siroké spektrum analytickych aplikaci’.

2.1.3. Sekvenéni injekéni analyza — SIA

Beéhem odstratiovani nevyhod a nedokonalosti techniky FIA'® byla na pocatku
devadesatych let vyvinuta sekvencni injekéni analyza (SIA — Sequential Injection
Analysis)n, oznacovana za druhou generaci FIA technik. U jejiho zrodu stal opét Jaromir
Riizicka z Washingtonské univerzity. Pivodné byla navrZena pouze jako mozna alternativa
k metodé¢ FIA, ale vpraxi se ukédzalo, Ze nabizi velmi odliSné moznosti pouziti
s mnozstvim vyhod i nevyhod’.

Hlavni odliSnost obou technik spocivd predevSim v geometrii nosného toku.
Zakladem pritokové injekEni analyzy je pouze ptimy kontinudlni tok, zatimco sekvencni
injekéni analyza vyuZivd programovatelnou kombinaci zmén pfimého a zpétného sméru

nosného toku (obr. 2), ktery je pfesné fizeny pomoci pocitace'* .

-12-



SELEKCNI
VZOREK REAGENT VENTIL DETEKTOR
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Obr. 2: Princip zmény sméru toku pri sekvencni injekcni analyze

V nejjednodussim uspotradani jsou postupné pies vicecestny selekéni ventil do
zpétn€ se pohybujictho proudu nosného roztoku, realizovaného pistovym cerpadlem
s injekeni stiikackou, postupné davkovany zony vzorku (A, Cervend) a reakéniho ¢inidla
(B, modra). Pohybujici se nadavkované zony se postupné rozmyvaji a na jejich rozhrani
zaCind vznikat reakéni produkt (C, Zlutd). Nasledn¢€ dojde k obraceni sméru nosného toku
(D, E), které dale podpoii promiseni reakénich zén a produkt reakce je dopraven do
priutokové cely detektoru, ¢imz je proces analyzy ukoncen. Diky pocitacovému fizeni
celého procesu je Casovy interval od nadavkovani vzorku (A) az po detekci reakéniho
produktu (E) dokonale reprodukovatelny a vSechny vzorky jsou zpracovany vzdy piesné
stejnym zptisobem .

Zakladni konfigurace systému pro sekvencni injekéni analyzu, schématicky
znazornéna na obrazku 3, je obvykle tvofena jednokanalovym dvousmérnym pistovym
cerpadlem s injek¢éni stiikackou, vicecestnym selekénim ventilem (nejCastéji 6, 8
a 10cestnym), propojovacimi teflonovymi kapildrami, které tvoii pritokovy systém. Dale
pak misici a pfipadné reakéni civkou, vhodnym detektorem s pritokovou detekéni celou

7 Q7o vrl v 12
a fidicim pocitacem °.
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Obr. 3: Schéma zakladni aparatury pro sekvencni injekcni analyzu

Pistové cCerpadlo, definujici tok nosného proudu smérem pohybu pistu injekéni
stiikacky, je pfes misici civku pfipojeno k centralni pozici selekéniho ventilu. Na jeho
dalSich pozicich jsou pfipojeny zasobniky nosného roztoku, reagentti, vzorkli a také
detek¢ni systém, kterému mize byt u pomaleji probihajicich reakci pfediazena reakcni
civka. Pfepinanim selek¢niho ventilu do pfislusnych pozic jsou do misici civky davkovany
reakéni zony, jejichZ objem je pfesné uréen pomoci doby pohybu pistu injekéni stiikacky.
Obsah misici civky, ktera zaroven slouZzi jako pojistka proti kontaminaci nosné¢ho roztoku
v prostoru injekéni stiikacky, je po obraceni sméru nosného toku skrz selekéni ventil
dopraven do detektoru, kde dochdzi k monitorovani koncentra¢niho gradientu vzniklého
reakéniho produktu. Jednotlivé ¢asti aparatury jsou pfipojeny k fidicimu pocitaci
s pfislusSnym softwarovym vybavenim, ktery ovladd kroky celého procesu analyzy
a soucasne¢ sbira, ptipadné vyhodnocuje vystupni data.

Detektory nejsou v SIA nijak systémové omezeny a jejich volba zaleZi pouze na
typu pouzité chemické reakce. Nejcastéji byvaji vyuzivany detektory spektrofoto-
metrické'®, spektrofluorimetrické'® a elektrochemické'®. Detekovany signdl ma podobné
jako v pripad& FIA tvar piku'?.

Ve srovnani s pritokovou injekéni analyzou jsou u obou technik pouZivany
piiblizng stejné pritokové rychlosti pohybujici se v fadech jednotek ml min™'. Davkovany

objem vzorku lze u SIA cilené ménit pro kazdou analyzu, zatimco u FIA zistava objem
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vzorku konstantni pro celou sérii analyz'?. Nevyhody SIA spogivaji oproti FIA piedeviim
Hlavni vyhodou SIA je jeji flexibilita, zaloZena na programovatelném toku. V jedné
konfiguraci je mozné provadét celou fadu analytickych stanoveni, nebot veSkeré
experimentalni parametry (pouzitd ¢inidla, jejich objemy a reakéni Casy) lze snadno
upravovat prostfednictvim klavesnice pocitace, aniz by bylo zapotiebi ménit fyzické
uspotadani SIA systému'®. Dalsi vyhodou této techniky je jeji robustnost, spolehlivost a na
rozdil od FIA pouze jednokandlové uspotadani pritokového systému s jednim ventilem
a jednim cerpadlem. Spotieby reakénich ¢inidel a vzorki jsou diky kombinaci zmén sméru
toku podstatn& mensi neZ u FIA, kde je Gerpani kontinualni'?.

Vyse popsany klasicky model SIA naSel Siroké uplatnéni v primyslovych,
environmentalnich, potravinafskych, imunologickych, biologickych a farmaceutickych
analyzach. To ve svém rozséhlém review z roku 2002 doklada Barnet'® na 300 pracich.
Pouzitelnosti SIA v analyze potravin se zabyva review od Pérez-Olmos'® (rok 2005), kde
je popsano vice nez 100 praci. Na aplikace SIA pro potieby farmaceutické analyzy se dale
soustfed’uje review, které publikoval Pimenta®® (rok 2006), obsahujici pres 150 praci.
Review od Mesquita'® (rok 2009) podrobn& mapuje velké mnozstvi praci poukazujicich na
vyuziti technik sekvenc¢ni injekce v analyzach vod. Vyuziti SIA jako G¢inného néstroje pro
nejruznéjsi predupravy vzorkll v on-line uspotddani pred vlastni analyzou je shrnuto

v review od Economou?®' (rok 2005), které podava vycet témét 40 praci.

2.1.4. Sekvencni injekce v Lab-on-valve formatu — uSI-LOV

V poslednich letech se do popiedi zajmu dostava technika mikrosekvencni injekéni
analyzy v uspofadani lab-on-valve (uSI-LOV)?, jenZ je popisovéna jako univerzalni
mikro-prittokovy analyzéator zaloZeny na principu sekvenéni injekéni analyzy'. Technika
uSI-LOV, povazovana za tieti generaci pritokové injekéni analyzy™, vznikla s cilem
klasicky koncept SIA dale miniaturizovat a zaclenit do néj vSechny nezbytné prvky
s moznostmi vyuZiti pro nejrizn&jsi analytické aplikace™”.

Miniaturizace bylo dosazeno zaclenénim viceucelové prutokové detekéni mikrocely
s optickymi vldkny do kompaktni struktury umisténé na selekéni ventil (odtud nézev lab-
on-valve, laboratof na ventilu)**. Opticka vlakna jsou na jedné strand piipojena
k externimu zdroji svétla a na druhé k detekénimu zatizeni, coZ umoznuje sledovat reakce
probihajici uvniti cely v realném &ase™. Uspoiadanim optickych vldken Ize detekéni celu

konfigurovat® pro méfeni absorbance (vlikna jsou proti sobg), fluorescence ({thel vlaken
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90°) nebo absorbance a fluorescence zaroven (pfiddnim ttetitho vlakna). Tzv. LOV
jednotka, vyrabénd z perspexu, dale obsahuje kanalky pro manipulaci se vSemi reakénimi
¢inidly a vzorky, které¢ se do pratokového systému davkuji pfimo, sepnutim peristaltické
pumpy. Typické uspotfddani aparatury pro puSI-LOV je schematicky znazornéno na
obrazku 4. Umisténi detekéni cely na selekéni ventil ma za ndsledek zna¢né zkraceni
analytické cesty a spotfeby reak¢nich Cinidel a vzorkl jsou diky préaci s mikrolitrovymi
objemy vyznamné niz§i, nez u klasické SIA". To d&l4 z techniky SI-LOV idealni nastroj

£25,26

pro biochemicka stanoveni s moznosti vyuziti kulickové injekce (BI — Bead Injection).

Zdroj svétla
SelekEni ventil \ LoV

jednotka

Prepinaci
venF:iI Misici civka _

TO-

Peristalticka

1| Qf

&

UV/VIS Detektor

Odpad

Pistova {
umpa
Nosny L

roztok Odpad

Vzorek Reagent1 - —

Ridici poéitaé

Obr. 4: Schématické zndzornéni aparatury pro techniku uSI-LOV

Pfi spojeni technik SI-LOV a bead injection (uSI-BI-LOV systém) je suspenze
vhodnych kulicek, jejichz zasobarna je umisténa na pozici selekéniho ventilu, injektovana
do pritokové detekéni mikrocely, kde dojde k jejich zachyceni. Ty pak poskytuji pevny
povrch vyuzitelny pro chemickou reakci analytu. Na jejich povrch je moZzné navazat
reak¢ni ¢inidla nebo ptimo slouzi jako jejich nahrada. Pomalym promyvanim analytu pies
sloupec kuli¢ek v detekéni cele s optickym vldknem se monitoruje barevna zmeéna pii
vzniku reakéniho produktu. Detekéni cela byva konstruovana jako tzv. ,jet-ring-cela“
s principem obnovitelného povrchu, kdy pro kazdou analyzu jsou pouZity vzdy zcela nové
kulicky™. Technika je vyuZivana pfevazné v imunoanalytickych a bun&&nych stanovenich,

kdy jsou na povrchu kuli¢ek naneseny protilatky'’.
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Tab. 1: Srovnani vyse uvedenych priitokovych metod véetné hodnot obvyklych parametrii

parametr CFA FIA SIA uSI-LOV
objem vzorku 200-2000 ul 50 —500 pl 50-200 pl 10— 30 ul
davkovani kontinudlni rucni/auto. automaticka automaticka
vzorku cerpani vstiiknuti injekce injekce
prumér vedeni 1 -2 mm 0,8 mm 0,5-0,8 mm 0,5-0,8 mm
prittokova <1 mlmin™ O’,S B L0 m171 tadové ml min~' 1 ml min™’
rychlost min  kanal
segmentace ANO NE NE NE
vzduchem
pocetanalyzza | _ g, <120 <60 <60
hodinu

Y e , L az 10x mensi e,
spotieba ¢inidel | vysoka nizka minimalni

geometrie toku

cerpani ¢inidel

detekce

uspotadani

pouze primy

kontinualni

Vv rovhovazném
stavu

pouze piimy

kontinualni

jedno 1 vicekanalové

oproti FIA

programovatelna programovatelna
kombinace zmén kombinace zmén

pferuSované

pferuSované

v konstantnim ¢ase

pouze jednokanalové
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2.2. Heparin, jeho charakteristiky a stanoveni

Heparin (CAS: 9041-08-1) je sodna sal heteropolysacharidi obsahujici
glukosamin-N-sulfat auronové kyseliny s proménlivym zastoupenim acetatovych
a sulfatovych funk¢nich skupin (obr. 5). Jeho tUplnou hydrolyzou dochazi k uvolnéni
D-glukosaminu, kyseliny D-glukuronové, kyseliny L-iduronové, kyseliny octové
a sirové?’. Relativni molekulova hmotnost se pohybuje v rozmezi 12 000 — 15 000.

Heparin se ziskava z plic hovéziho dobytka nebo ze stfevnich sliznic hovéziho
dobytka, prasat ¢i ovei’’. Ve znaéném mnozstvi je pritomen také v jatrech®®. Jedna se
o ptirozenou latku zpomalujici krevni srazlivost, kdy blokuje nékolik stupni procesu
srazeni krve a zaroveti ovliviiuje funkei krevnich desti¢ek?’. Heparin a jeho derivaty jsou
proto uinné pii prevenci proti tromboze a dale pii 1écbé akutni zilni trombozy. Jeho
hladina v krvi pacienta musi byt peclivé a prfesn¢ sledovdna jak béhem operace, tak
i nasledné rekonvalescence”. Patfi do farmakologické skupiny oznaované jako
antikoagulancia, kdy oproti druhé a treti skupiné vykazuje antikoagulacni ucinek jak in
vivo, tak in vitro®®. Heparin byl objeven jiz v roce 1916 ve Spojenych statech a stal se
jednim z nejstarsich klinicky vyuZivanych 1é¢iv*’. Vlastnostmi jde o mirn& hygroskopicky,
bily az slab& nazloutly prasek, ktery se snadno rozpousti ve vod&®’.

Antikoagulacni ucinnost heparinu je vyjadfovdna v mezindrodnich jednotkach
(IU — International Unit). Stanovuje se in vitro porovnanim schopnosti heparinu
zpomalovat za danych podminek srdzeni citronanové ovc¢i plazmy se stejnou schopnosti
referencniho pfipravku heparinu. Mezinarodni jednotka odpovida ucinnosti, kterd je
obsazena v deklarovaném mnozstvi mezindrodniho standardu. Tim je lyofilizovana sodna
stil heparinu p¥ipravena z vepfové stievni mukoézy’’. Hodnota G&innosti mezinarodniho

standardu®’, vyhlasena Svétovou zdravotnickou organizaci, je 130 IU mg .

CH,OR CH,OR
0, 0,

OR ﬁ OH J Q |< OH a
NH R IjJH
b 3

R=Hnebo SO R'=505 nebo COCH5

OR

OR

Obr. 5: Zakladni strukturni jednotka heparinu
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Stanoveni heparinu je velmi dileZitou ulohou v oblasti chemie a mediciny a proto
na toto téma byla vypracovana jiz celd fada technik. K nejvyznamnéj$im patii metody

biologické®!

, které jsou mnohdy Casové narocné a obtizn€ reprodukovatelné. Z dalSich
metod to je napi. vysoce ucinna kapalinova chromatografie se spektrofluorimetrickou
detekci®?, micelarni elektrokinetick4 kapilarni chromatografie s UV detekei®®, rezonanéni
Reyleightiv rozptyl zateni®®, iontova chromatografie s pulzni amperometrickou detekci™,
cyklicka voltametrie s vyuzitim iontové-kanalkového snimace®®, cyklicka voltametrie
zalozena na interakci heparinu s methylenovou modi®’ a potenciometrie s rotujici
polyiontové-citlivou membranovou elektrodou®.  Stanoveni pritokovou injeké&ni
analyzou', zaloZené na reakci s fenothiazinovymi barvivy s vyuzitim spektrofotometrické
detekce, je zminéno jiz v ivodu. Dalsi spektrofotometricka stanoveni spocivaji v navazani
heparinu na vysoce selektivni receptor obsahujici amonné ionty a novou aminokyselinu
s kyselinou boritou® nebo v interakci heparinu se safraninem T*°. Popsana jsou také
stanoveni spektrofluorimetricka, kdy heparin zvySuje intenzitu fluorescence doxycyklin-
europitého komplexu‘”, ptipadné lomefloxacin-terbititého* nebo norfloxacin-ceritého
komplexu®. Existuje i metoda zhaSeni fluorescence fluorescein-isothiokyanat-protaminu
reakci s heparinem™. V krvi lze heparin stanovit uréenim aktivovaného parcialniho

tromboplastinového asu pomoci piezoelektrického kiemenného krystalu®.

2.3. Fenothiazin a jeho derivaty

Fenothiazin (CAS: 92-84-2), téZ nazyvany dibenzothiazin (C;,HoNS) je zlutd nebo
zelend krystalickd sloucenina odvozend od thiazinu. Latka neni rozpustnd ve vode¢,
rozpousti se vSak v horké kyseliné octové, benzenu a etheru. Pomalu se rozkladd na
slunecnim svétle ajeji relativni molekulovd hmotnost je 199,27. Strukturné se jedna
o tricyklickou aromatickou slouceninu tvofenou dvéma benzenovymi kruhy, které jsou

spojeny atomy dusiku a siry (obr. 6).

i
9 10\ 1
8 2
7 s 3
6 5 4

Obr. 6: Strukturni vzorec fenothiazinu
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Fenothiazin je zdkladni molekulou velkého mnoZstvi 1éCiv s Sirokym vyuZitim
v klinické a veterinarni praxi. Samotna sloucenina je biologicky aktivni, coz se projevuje
jejimi insekticidnimi, fungicidnimi, antibakterialnimi a anthelmintickymi uginky™,

Velmi vyznamné jsou fenothiazinové derivaty, které obsahuji substituenty
v polohach 2 a 10 nebo 3 a 7. Fenothiazinové derivaty substituované na pozici 2 a 10 jsou
znamé svou pusobnosti na psychickou aktivitu a ve farmakologii tvoii dulezitou skupinu
neuroleptik, hypnotik a antialergetik’’. Dale jsou vyuzivany také v anesteziologii &
dermatologii, kde se uplatiuje jejich fotochemoterapeuticka ucinnost proti rakovinnym
nadorim. Mnoho fenothiazinovych derivatl je pouzivano také v analytické chemii napf.
jako redoxnich indikatori pfi bichromatometrickych, cerimetrickych, bromatometrickych,
iodometrickych, vanadometrickych a komplexometrickych titracich. Jsou to piedevsSim
derivaty substituované v polohadch 3 a 7, kam patti fenothiazinova barviva a stejné tak
i derivaty substituované na pozicich 2 a 10 (cit.*’). Aplikace zaloZené na redoxnich
vlastnostech fenothiazinovych barviv jsou ¢asto komplikovany dimerizaci molekul barviva
ve vodnych prostiedich®®. Tvorba dimeri, p¥ipadné aZ polymert, nastavd ve vods pii
koncentracich barviv vétsich jak 10° mol dm™ a zpiisobuje odchylky od Lambertova-
Beerova zékona™’.

Vsechny fenothiazinové derivaty maji v UV oblasti podobné spektralni vlastnosti,
projevujici se v absorpcnich spektrech vyskytem dvou hlavnich past v rozmezi
210 — 280 nm a 300 — 317 nm. Hodnota molarniho absorp¢niho koeficientu zavisi na typu
rozpoustédla, pfi¢emz jeho nejvyssi hodnoty je dosazeno v roztoku ethanolu. Naopak tvar
a poloha absorp&nich pasiti neni volbou rozpoustédla nijak ovlivnéna®’.

Po ozateni UV svétlem vykazuji fenothiazinové derivaty fluorescencni vlastnosti,
které byly zkouméany vzhledem k jejich chemické struktute, oxidacnim stavliim, teploté
apH pro moznost aplikace pfi chemickych stanovenich®. Intenzita fluorescence
fenothiazinovych derivati je silng zavisla na pH a dob& ozafeni’'. Clanek, publikovany od
Laassisa’’, obsahuje vy&et 35 metod pro jejich stanoveni (napf. TLC, GC, HPLC, FIA,
UV-VIS spektrofotometrie, spektrofluorimetrie).

Pro stanoveni heparinu byla vtéto diplomové praci pouzita nasledujici
fenothiazinova barviva: methylenova modf, azur A a azur B. VSechny tyto fenothiazinové
derivaty maji v poloze 7 navazan dimethylamin a 1i$i se pouze funk¢ni skupinou na pozici

3, kde je navazan bud’ dimethylamin (MM), amin (azur A) ¢i methylamin (azur B).
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2.3.1. Methylenova modr

Methylenova modi (CAS: 61-73-4) je latka se systematickym nazvem
3,7-bis(dimethylamino)-fenothiazin chlorid (C;¢HsN3SCl). Jeji strukturni vzorec je
znazornén na obrazku 7. Jednd se o tmavé zelenou az namodralou krystalickou latku,
pfipadné krystalicky prasek bronzového lesku. Rozpousti se ve vodé nebo alkoholu a
ziskany roztok ma temné modrou barvu. Bezvodd methylenovd modi maé relativni
molekulovou hmotnost 319.85; jeji trihydrat (CAS: 7220-79-3) pak 373,90 (cit.>).
Absorp¢ni maximum vykazuje pii vinové délce 664 nm.

Stejné tak jako ostatni latky této skupiny je methylenova modf Siroce pouzivana
jako biologické barvivo pro barveni mikroorganizmi pod mikroskopem a diky svym
redoxnim vlastnostem jako indikator. Jeji dal$i vyuziti je napt. jako desinfekéni prostiedek,
barvivo pro barveni textilu, kiize, papiru, pfipadné 1ékli. S organickymi nebo komplexnimi
anorganickymi ionty vytvaii iontové asocidty, které lze extrahovat do organickych

rozpoustédel. Této vlastnosti se vyuziva v extrakéni spektrofotometrii®.

N
AN
HsC +Z CH
3 \’T S ’l\l/ 3
CH3 C|- CH3

Obr. 7: Strukturni vzorec methylenové modri

2.3.2. Azur A

Azur A (CAS: 531-53-3) ma systematicky nazev 3-amino-7-dimethylamino-
fenothiazin chlorid (C;4H4N3SCI). Vlastnostmi jde o zeleny az tmavé hnédy prasek, ktery
je stfedné rozpustny ve vode¢. Latka ma relativni molekulovou hmotnost 291,80. Maximum

absorpce ma pii vinové délce 633 nm™. Struktura této slouteniny je zndzornéna na obr. 8.

AN
H3C\T s+/ | _H
CHs cr

Obr. 8: Strukturni vzorec azur A
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Azur A se uplatiiuje napf. pfi titraénim stanoveni anionogennich tenzida’*, dale pak
pii stanoveni glykosaminglykani gelovou elektroforézou® a spektrofotometricky™.

Publikovano bylo také rychlé kolorimetrické stanoveni heparinu v krevni plazmé&’’.

2.3.3. AzurB

Azur B (CAS: 531-55-5) je sloucenina systematického ndzvu 3-methylamino-7-
dimethylamino-fenothiazin chlorid (C;sH;¢N3SCl). Strukturni vzorec této latky, jejiz
relativni molekulova hmotnost je 305,83, je zobrazen na obrazku 9. Jedna se
o hygroskopicky, tmavé zeleny krystalicky prasek rozpustny ve vodé a mirné rozpustny
v alkoholu, ktery nevykazuje zapach®®. Uvedena latka ma absorpéni maximum pii vinové

délce 645 nm.

N
AN
H4C Z CH
3 \IT] S+ T/ 3

Obr. 9: Strukturni vzorec Azur B

Azur B vytvaii, podobné jako ostatni latky z jeji skupiny, iontové pary s riznymi
anionty, ¢ehoz se vyuziva pfi extrakéné spektrofotometrickych stanovenich komplext
nékterych kovil, napt. uranu™. Znamé jsou také metody, kde je Azur B pouZit pfi stanoveni
penicilinu® a sacharinu®  spektrofotometricky, aminokyselin kapilarni zénovou
elektroforézou se spektrofluorimetrickou detekci® ¢&i jodidovych ionti fotochemickou

redukei Azur B®.
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2.4. Statistické zpracovani vysledkii méreni

2.4.1. Bodové odhady

Bodové odhady jsou typem statistickych odhadi, ve kterych je piibliznd hodnota
neznamého parametru, vyjadfovana pomoci jediného &isla®. Pro statistické zpracovani

namétfenych dat byly v této diplomové praci pouzity nasledujici typy bodovych odhadi.

2.4.1.1. Aritmeticky pramér

Aritmeticky pramér® je nejb&znéji pouzivanym, nestrannym, velmi vydatnym
odhadem ocekavané hodnoty, ktery témét uplné odstraniuje vliv ndhodnych chyb. Pro
mensi soubory dat v§ak neni pfili§ robustni. Urcuje se jako soucet vSech vysledka (x; — x,)

ze série paralelnich stanoveni, déleny poctem provedenych méteni .

1
XZ—ZXZ. Q2.1
n i

2.4.1.2. Median

Pro malé soubory analytickych vysledkli je, namisto aritmetického praméru,
vhodnéjsi o&ekavanou hodnotu odhadnout pomoci medianu®. Median je stiedni hodnota
z vybéru sefazeného podle velikosti (x; <x; < ... <x,). U souboru s lichym po¢tem hodnot
se median T uréi jako prostiedni hodnota. Pro soubor se sudym poétem hodnot se median
T vypoéte jako aritmeticky primér dvou prostiednich hodnot. Jedna se o nestranny

a robustni odhad, ktery vSak neni ptili§ vydatny.

2.4.1.3. Smérodatna odchylka

Smérodatna odchylka® je konzistentnim, nestrannym a velmi vydatnym odhadem
vyjadfujici miru presnosti série n paralelnich métfeni. Jeji hodnota se urcuje podle
nasledujiciho vztahu jako odmocnina sumy ¢tvercii odchylek jednotlivych méfeni délena

poctem méfeni zmensenym o jednu (n—1).

1 & _
s = Z(xl. - x)2 2.2)

n—143
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2.4.1.4. Relativni smérodatna odchylka

Smeérodatna odchylka je metrologickou charakteristikou pifesnosti vysledkil,
charakterizuje tedy ndhodné chyby. Charakteristikou relativni hodnoty ndhodné chyby je
relativni smérodatna odchylka®, kterd se vyjadiuje jako pomér odhadu smérodatné

odchylky a aritmetického priméru. Casto byva udavana v procentech.

s (%) = 100% (2.3)
X

2.4.2. Deanuv a Dixonuyv test

Na ojedinélé vysledky v daném souboru analytickych vysledkd byl aplikovan
Deaniiv a Dixoniv test” pro odlehlé vysledky. Na zakladé tohoto testu lze ojedinglé
vysledky, které jsou zatizené hrubou chybou, z daného souboru vysledkt vyloucit, jsou-li
shledany jako odlehlé. Za pouziti vzestupné setazenych vysledkt (x; <x, < ... x,; < xp)
se podle nésledujiciho vztahu 2.4 uréuje parametr Q, ktery se porovnava

s tabelovanymi kritickymi hodnotami Deanova a Dixonova rozdéleni.

B ‘x@ - x(f—l)‘

'xn _'xl

0

(i)=1,n 2.4)

2.4.3. Mez detekce a mez stanovitelnosti

cvwr

danou analytickou metodou detekovano. IUPAC definuje mez detekce jako koncentraci
analytu, které odpovidd signal rovny trojndsobku smérodatné odchylky (3c) signalu
nulového vzorku. Mez stanovitelnosti je nejniz§i mnozstvi stanovované latky ve vzorku,
které mize byt danou analytickou metodou kvantitativné stanoveno s pfijatelnym stupném
ptesnosti. Podle IUPAC je mez stanovitelnosti definovana jako koncentrace analytu, které

odpovida signél rovny desetinasobku smérodatné odchylky (10c) signalu nulového vzorku.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pristrojové vybaveni a instrumentace

e Spektrofluorimetr Aminco Bowman Series 2 (Aminco, USA) pro snimani spekter,
vybaveny kifemennou kyvetou tloustky 1 cm

e Spektrofluorimetr Hitachi F-1050 (Hitachi, Japonsko) jako detektor pro méfeni
fluorescence, vybaveny pritokovou kiemennou kyvetou o objemu 10 pl

e Spektrometr HR4000 se svételnym zdrojem USB-DT a DT-MINI-2-GS
a optickymi vlakny QP600-2-SR o priméru 600 pm jako detektor pro méteni
absorbance, vyuzivany s pritokovou ,,Z* celou tloustky 1 cm nakonfigurovanou
pro méteni absorbance (v§e Ocean Optics, USA)

e Programovatelna pistova pumpa 74901-05 (Cole Parmer, USA) s injekcni
stiikackou o objemu 2,5 ml (Sulpeco, USA) pro realizaci nosného toku

e Osmicestny selekéni ventil (VICI Valco, USA) pro fazeni reakénich zon

e Dvoucestny ptepinaci ventil (Cole Parmer, USA)

e Ridici karta 6036E (National Instuments, USA) s externim panelem BNC-2110
(National Instuments, USA) pro analogovy sbér dat a ovladani selekéniho ventilu

e Teflonové spojovaci kapilary o vnitinim praméru 0,5 a 0,8 mm (VICI Valco, USA)
prislusnych délek

e Misici a reak¢ni civky o objemech 100, 150 a 300 ul (vlastni vyroba), tvofené
teflonovymi kapilarami (vnitini pramér 0,5 mm; délek ptiblizné 50, 75 a 150 cm)
sto¢enymi do spiral

e Pogitad s procesorem Pentium 4 (Autocont, CR) vybaveny softwarem
LabView 7.1. (National Instruments, USA) pro ovladani SIA aparatury, Origin 6.0
(OriginLab, USA) pro vyhodnocovani a vizualizaci dat, SpectraSuite (Ocean

Optics, USA) pro ovladani spektrometru HR4000

3.2. Pouzité chemikalie

e Heparin Sandoz, heparin sodny, injekéni roztok o aktivité 25 000 IU 5 ml™
(Sandoz GmbH, Rakousko). Zasobni roztok o koncentraci 50 000 IU dm™ byl
piipraven pouzitim 1 ml injekéniho roztoku heparinu, ktery byl deionizovanou

vodou doplnén na objem 100 ml.
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e Heparin sodny, prasek o aktivitdé 110 TU mg'. Zasobni roztok o koncentraci
100 mgdm™ (11 000 IU dm™) byl pfipraven rozpu§ténim 50 mg praskového

heparinu v deionizované vodé a doplnénim na objem 500 ml.

e Methylenovda modi, 3,7-bis(dimethylamino)-fenothiazin chlorid, C;sH;sN3SCl
(Mr = 319,85), (Lachema, Brno). Zasobni roztok o koncentraci 5x10~* mol dm™
byl pfipraven rozpusténim 0,0160 g methylenové modii v deionizované vodé
a doplnénim na objem 100 ml.

e Azur A, 3-amino-7-dimethylaminofenothiazin chlorid, C;4H4sN3;SCl (Mr = 291,8),
(Sigma Aldrich, USA). Zasobni roztok o koncentraci 5x10* mol dm™ byl
pfipraven rozpusténim 0,0146 g azuru A v deionizované vod¢ a doplnénim na
objem 100 ml.

e AzurB, 3-methylamino-7-dimethylaminofenothiazin  chlorid, C;sH;cN3SCl
(Mr =305,83), (Loba-Chemie, Wein). Zasobni roztok o koncentraci
5x10~* mol dm™ byl pfipraven rozpusténim 0,0153 g azuru B v deionizované vodd

a doplnénim na objem 100 ml.

e Hydrogenfosfore¢nan sodny — heptahydrat, Na,HPO, - 7TH,O (Mr = 268,07),
(Merck, SRN).
e Dihydrogenfosforecnan draselny, KH, PO4 (Mr = 136,09), (Merck, SRN).

Zasobni roztoky byly uchovavany v dobfe uzavienych baikach, chranénych pied

svétlem a v chladu. Pracovni roztoky pozadovanych koncentraci byly piipravovany

fedénim zasobnich roztoku deionizovanou vodou.
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3.3. Aparatura pouzita pro SIA stanoveni heparinu

Pro spektrofluorimetrické (dale i spektrofotometrické) stanoveni heparinu reakci
s fenothiazinovymi barvivy byla sestavena aparatura pro sekvencni injek¢ni analyzu, jenz
se sklada z pistové pumpy, injekcni stiikacky o objemu 2,5 ml, dvoucestného ptepinaciho
ventilu, misici civky, osmicestného selekéniho ventilu, spektrofluorimetru Hitachi F-1050
s prutokovou kyvetou, (spektrofotometru HR4000), ftidiciho pocitace s ovladacim
softwarem a pfipadné reakcni civky. Jeji jednotlivé ¢asti jsou pospojovany teflonovymi
kapilarami o vnitfnim primeéru 0,5 mm potiebnych délek tvoftici vlastni priitokovy systém.

V této diplomové préci jsou uvazovany dvé varianty pratokového uspotradani. Prvni
varianta po€itd s pouzitim deionizované vody jako nosného roztoku, do kterého je nejprve
nadavkovana zona barviva a poté heparinu. Ve druhé variant€ je jako nosny roztok pouzito

fenothiazinové barvivo, do kterého se davkuje pouze zona heparinu.

3.3.1. Spektrofluorimetricka detekce — nosny roztok voda

Konfigurace SIA aparatury, pfi niZ je jako nosny roztok pouzita deionizovana voda,
je schematicky znazornéna na nasledujicim obrazku 10, kde Cerné piimky piedstavuji

pritokové vedeni a modré spojnice nastifiuji propojeni jednotlivych komponent s fidicim

pocitacem.
Spektro-
(RC) fluorimetr
Selekéni ventil Reakéni civka
—
Prepinaci (Mc)
ventil Misici civka

Digitalni vystup

5 | Analogovy

/N/ sbér dat
Pistova H,0 Odpad
pumpa (Blank)
Fenothiazin.  Heparin
H,0 barvivo (Vzorek)

(Nosny COM 2
roztok) | COM 1 \

Ridici poéitaé

Obr. 10: Schéma aparatury pro spektrofluorimetrické SIA stanoveni heparinu — nosny
roztok voda
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Pii zahdjeni procesu analyzy je celé pritokové vedeni SIA aparatury naplnéno
pouze nosnym roztokem, coZ je stav po skonceni piedchozi analyzy. Na zacatku kazdé
analyzy dojde k naplnéni injekéni stfikacky, umisténé v téle pistové pumpy, piisluSnym
objemem deionizované vody ze zasobni lahvicky (pfepinaci ventil v poloze 1), ktera slouzi
jako nosny roztok. Ve druhém kroku dojde k pfepnuti ventilu do polohy 2, selekéni ventil
se oto¢i do pozice s fenothiazinovym barvivem a dal§im pohybem pistu injekéni stiikacky
dojde k nadavkovani této zony do prostoru misici civky.

Stejnym zplsobem je nasledné nadavkovéana bud’ zéna deionizované vody (blank)
nebo zoéna analyzovaného roztoku heparinu (vzorek), pfepnutim selekéniho ventilu do
ptislusné pozice. Davkované objemy lze definovat pomoci doby pohybu pistu injekéni
stiikacky pfi konstantni rychlosti. Misici civka v této aparatufe slouzi jednak jako
zasobarna pro nadavkované zony a jednak jako pojistka proti jejich vniknuti do prostoru
injekéni stiikacky. Celkova suma davkovanych objemui je proto limitovana objemem
pouzité misici civky. V dalsi fazi analytického procesu dojde k pfepnuti selekéniho ventilu
do pozice detektor a obracenim sméru pohybu pistu injekéni stiikacky je obsah misici
civky dopraven do pritokové cely spektrofluorimetrického detektoru, kde je sledovan
pokles intenzity fluorescence fenothiazinového barviva po interakci s heparinem.

V konecné fazi méticiho cyklu reakéni zony doputuji do odpadu, ¢imz se prutokovy
systém soucasné¢ promyje nosnym roztokem (deionizovand voda). Toho se na pocatku
analyzy musi davkovat dostatecné mnozstvi, tak aby doSlo k eluci celého piku, tedy
piiblizn¢ 1100 pl. Pistovd pumpa je naprogramovana tak, aby pist injek¢ni stiikacky

zastavila ve stejné poloze, v jaké byl na samém zacatku analyzy (vychozi poloha).

3.3.1.1. Misici a reakéni civky

Misici a reakéni civky, slouzici k rychlému promiseni reakénich zoén, byly
vyrobeny spiralovitym sto¢enim teflonové kapilary (vnitini pramér 0,5 mm; délek 50, 100

a 150 cm) okolo plastové trubicky (prumér piiblizné¢ 1 cm, vhodna délka). Civka je

schematicky zndzornéna na nasledujicim obr. 11:

M

11
Obr. 11: Schéma misici a reakcni civky

Teflonova
kapilara

I
|

Plastova trubicka
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3.3.2. Spektrofluorimetricka detekce — nosny roztok barvivo

V alternativni konfiguraci SIA stanoveni heparinu je jako nosného roztoku
vyuzivano fenothiazinové barvivo. Pro toto uspofadani je pouzita stejnd aparatura jako
v pfedchozim piipad¢ a plati zde 1 vySe popsany postup procesu analyzy. Jediny rozdil
spoc¢ivd v odlisné manipulaci s ¢inidly, kdy namisto deionizované vody je nosnym
roztokem barvivo, do kterého se davkuje bud’ zéna analyzovaného roztoku heparinu
(analyza) nebo deionizované vody (blank). Davkovani barviva pies selek¢ni ventil v tomto
pripadé odpada. Konfigurace SIA aparatury pro toto pratokové usporadani je schematicky

znazornéna na dale uvedeném obrazku 12.

Spektro-
(RC) fluorimetr
Selekéni ventil Reakéni civka

Pfepinaci (MC)
ventil Misici civka

N

3
1
Digitalni vystup
T \'/ N | Analogovy
T\L sbér dat
Pistova Heparin Hzo Odpad
. pumpa (Vzorek) (Blank)
Fenothiazin.“
barvivo
(Nosny COM 1 LCOM 2
roztok) “

Ridici poé¢itaé

Obr. 12: Schéma aparatury pro spektrofluorimetrické SIA stanoveni heparinu — nosny
roztok barvivo

3.3.3. Spektrofotometricka detekce

Pro SIA stanoveni heparinu byla uvazovana také moznost spektrofotometrické
detekce spolu s vyuzitim pritokové detekeni ,,Z* cely a optickych vldken pro ptenos zafeni
mezi externim svételnym zdrojem a externim UV-VIS spektrofotometrickym detektorem
(HR4000). Pratokova cela byla umisténa piimo za selek¢ni ventil bez pouziti reakcni
civky. Uspotfadani SIA aparatury s uvedenou spektrofotometrickou detekei je pro piipad,
kdy je nosnym roztokem deionizovana voda, zndzornéno na obrazku 13. Jestlize je nosnym

roztokem barvivo je, az na zptisob detekce, konfigurace stejna jako na obrazku 12.
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| Zdroj svétla
—>

Selekéni ventil
"le
Prepinaci (MC) cela Spektrofotometr

ventil Misici civka

Pistova USB Odpad
pumpa
Fenothiazin. Heparin |
Hy0 barvivo (Vzorek) |
(Nosny COM 2 e
roztok) | COM 1 \ .
—_—
Ridici poéitaé

Obr. 13: Schéma aparatury pro spektrofotometrické SIA stanoveni heparinu — nosny roztok
voda

Jako zdroje zafeni byly testovany svételné zdroje od firmy Ocean Optics: USB-DT
Deuterium Tungsten Halogen (5 V; 1,5 A) a DT-MINI-2-GS Mini Deuterium Tungsten
Halogen (12 V; 0,35 A). Dale pak svételné zdroje vlastni vyroby s pouzitim laserovych
diod (650 nm, 1 mW a 5 mW) a ervenych LED diod (1 W). VSechny testované diody byly
upevnény piimo na detekéni ,,Z* celu. Ve snaze o maximalni stabilizaci zafivého toku diod
bylo sestrojeno podpurné zatfizeni (obr. 14), které obsahovalo stabilizator L-4941 (+5 V;
2%; 0,45V; 1A) s chladicem, dva kondenzatory E100M/16VT (100 uF, 16V),
potenciometr PC4WKO10 (10 kOhm, linearni, 5 W) a paCkovy vypinac. VSechny tyto
komponenty byly pfipdjeny na nakresleny ploSny spoj, ze kterého byla chloridem

zelezitym odleptana nekrytd vrstva médi. Zatizeni bylo napdjeno zdrojem o napéti 12 V.

Obr. 14: Stabilizacni zarizeni s LED diodou pripevnénou k detekcni cele s opt. vidknem
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3.4. Ovladaci software

Sestavenou SIA aparaturu je nutné pies fidici pocita¢ softwarove ovladat. K tomuto
ucelu bylo zvoleno grafické programovaci prostiedi LabView 7.1. (National Instruments,
USA). Zékladem LabView je, na rozdil od vétSiny ostatnich programovacich jazyka, tzv.
G programovani. Jednd se o proces, kdy jsou propojovanim nejriznéjSich grafickych
prvki, z nichz kazdy predstavuje urcitou funkci, vytvaiena blokova schémata, kterd jsou
nasledn¢ kompilaci pfevadéna na spustitelny pocitacovy kéd. LabView obsahuje mnozstvi
knihoven s velkym poc¢tem funkci naptiklad pro sbér a zpracovani dat, generovani signald,
automatizaci procest, provadéni matematickych a statistickych operaci. Dalsi velkou
vyhodu oproti jinym vyvojovym prostfedim predstavuje rozsahla podpora pro pfistup
k mnoha riiznym typtm zafizeni®®.

Vytvoteny ovladaci software umoznuje ftizeni celého procesu analyzy od
nadavkovani vzorku az po zaznam detekovaného signalu. Tento proces se skladd z mnoha
dil¢ich ukont, které jsou diky pocitatovému fizeni provadény stéle stejné a maji tak velkou
reprodukovatelnost. Naprogramovany software zajiStuje dokonale synchronizované
ovladani (obr. 10, 12 a 13) pistové pumpy (COM 2), dvoucestného ptepinaciho ventilu
(COM 1) a osmicestného selek¢éniho ventilu (digitalni vystup z fidici karty). Dale pak sbér,
zpracovani a ulozeni detekovaného signdlu ze spektrofluorimetrického detektoru

(analogovy vstup do fidici karty). Schéma tohoto procesu je znazornéno na obrazku 15.

Ridici karta
LabVieW PCI sbérnice
DAQ !
Vystupni Analogovy
IntSorace format vstup Spektrofluorimetr
&
Analogovy
Filtrace UlozZeni vystup
Upraveny signal —> \ |
D —
Neupraveny digitalizovany signal ' -

Ridici poéitaé

Obr. 15 : Schéma zpracovani vystupnich dat ze spektrofluorimetru ovidadacim softwarem
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Ptimo z kontrolniho panelu ovladdaciho software, ktery vznikl pospojovanim
pottebnych grafickych prvki (pro ilustraci znadzornéno na obrazku 16), lze jednoduse volit
parametry prutokového stanoveni, zaddnim hodnot do pfislusnych policek. Okno
ovladaciho software pro variantu, kdy je nosnym roztokem deionizovana voda, je uvedeno
na obrazku 17. Takto je moZné nadefinovat rychlost ¢erpani deionizované vody (nosny
roztok), jeji objem, rychlost ddvkovani reakénich ¢inidel, pritokovou rychlost pro
transport reakénich zon do detektoru, davkované objemy piislusného fenothiazinového
barviva a analyzovaného roztoku heparinu (vzorek). Kontrolni panel dale obsahuje
ptepinaci tlacitko pro volbu pozadovaného méteni (blank, analyza). Kliknutim na tlacitko
START dojde k vyvolani dialogového okna pro ndzev a umisténi souboru dat méfeni za
danych parametrii a nésledné k zahdjeni procesu analyzy. Po ukonceni analyzy (zastaveni
pistu injekéni stiikaCky ve vychozi poloze) je sbér dat ukoncen kliknutim na tlacitko
STOP. Analogovy signal, ziskavany ze spektrofluorimetrického detektoru, mé rozmér
napéti a je registrovan v jednotkach voltt.

Ve druhé¢ variant€ stanoveni, kdy je nosnym roztokem fenothiazinové barvivo, je
z panelu ovladaciho software pouze odebrana moznost volby davkovaného objemu barviva
a jsou upraveny popisky parametrii tykajici se nosného roztoku (rychlost cerpani a objem).
Ostatni prvky ovlddaciho software zlstdvaji nezménény a plati pro n¢j vySe uvedené
charakteristiky.

V ptipadé meéfeni se spektrofotometrickou detekci byl pro sbér, zpracovani
a uklddani detekovaného signdlu vyuzivan software SpectraSuite (Ocean Optics, USA)
dodany ke spektrometru. Tyto kroky proto byly z vytvorené¢ho ovlddaciho software

odstranény.
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Obr. 16: Ukazka blokového schématu oviadaciho software (grafické prvky v LabView)
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Obr. 17: Kontrolni panel vytvoreného ovladaciho software pro SIA aparaturu, nosny

roztok voda
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4. VYSLEDKY MERENI A DISKUSE

Spektrofluorimetrické stanoveni heparinu je v této diplomové praci zaloZzeno na
faktu, Ze pfi interakci roztoku heparinu a fenothiazinového barviva (azur A, azur B,
methylenova modf) ve vodném prostiedi dochazi k tvorbé iontového asociatu®, jehoz
vznik se vemisnich spektrech fenothiazinovych barviv projevuje poklesem intenzity
fluorescence, ktery je nejvice patrny v maximech emise jednotlivych barviv.

Spektrofotometrické stanoveni heparinu funguje na stejném principu vzniku
iontového asocidtu. Pfitomnost roztoku heparinu se v absorpénich spektrech jednotlivych
barviv projevuje poklesem absorbance v absorpénich maximech, jak je popsdno v praci
zabyvajici se spektrofotometrickym FIA stanovenim®. Tedy pfi vlnové délce 630 nm pro

azur A, 644 nm pro azur B a 664 nm pro methylenovou modt.

4.1. Staticka meéreni

4.1.1. Excitacni spektra fenothiazinovych barviv

V ramci statickych métfeni byly nejprve nalezeny vlnové délky excitacnich
a emisnich maxim jednotlivych barviv. Excita¢ni spektrum pro kazdé barvivo bylo
proméieno v rozsahu 200 — 400 nm v jeho emisnim maximu. Profily ziskanych excita¢nich

spekter pro azur A, azur B a methylenovou modr jsou uvedeny na obrazku 18.

3,500

3,000 -

2,500 -

intenzita fluorescence

2,000 -

1,500

1,000

0,500 -

0,000 -

200 250 300 350 400

excitacni vinova délka [nm]

Obr. 18: Excitacni spektra pouzitych fenothiazinovych barviv

1 —azur A; 2 — azur B; 3 — methylenovda modr; Cpgri, = 1 <107 mol dm™; Jpm ad = 670 nm; JppmaB = 675 nm;
AemmM = 690 nm; Ugeserioru = 850 V; Vseany = 1,5 nim s
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Z prométenych excitacnich spekter je patrné, Ze polohy excitacnich maxim
jednotlivych barviv se vzajemné 1i8i jen velmi malo a odpovidaji hodnotam: 293 nm pro

azur A, 295 nm pro azur B a 297 nm pro methylenovou modt.

4.1.2. Emisni spektra fenothiazinovych barviv

Pro sledovana barviva byla nésledné, pfi vinovych délkach nalezenych excitacnich
maxim, proméfena také emisni spektra a to jednak pro Cisté roztoky barviv a jednak pro
roztoky barviv se zvysujicim se obsahem heparinu (aktivita 0 — 1500 IU dm™). Zaznamy
emisnich spekter v rozsahu vlnovych délek 600 — 750 nm jsou pro kazdé barvivo a ménici

se obsah ptidaného heparinu uvedeny na nésledujicich obr. 19, 20 a 21.
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Obr. 19: Azur A — emisni spektra pro riizné koncentrace heparinu

1- 01U dm™ (blank); 2 — 50 IU dm™; 3 — 100 IU dm™>; 4 — 200 [U dm™>; 5 — 500 IU dm™; 6 — 1000 IU dm™;
7= 1500 IU dm™; oy 4 = 1 <107 mol dm™; doe = 293 nm; Uerorioru = 850 V; Veeara = 1,5 nm s
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Obr. 20: Azur B — emisni spektra pro riizné koncentrace heparinu

1- 01U dm™ (blank); 2 — 50 IU dm™; 3 — 100 IU dm™>; 4 — 200 IU dm™; 5 — 500 IU dm™; 6 — 1000 [U dm™;
7= 1500 IU dm>; Comrp = 1107 mol dm™>; Joe = 295 nm; Ugieriors = 850 V; Voeanu = 1,5 nm s
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Obr. 21: Methylenova modri — emisni spektra pro riizné koncentrace heparinu

1- 01U dm™ (blank); 2 — 50 IU dm™: 3 = 100 IU dm™>: 4 = 200 IU dm™; 5 — 500 IU dm™>; 6 — 1000 IU dm™>;
7-15001U0 dmij; Cmethylenové modri = 1 X1075 mol dmd; /lex =297 nm; Udetektoru =850 V: Vscanu = 1:5 nm S71

Z vyse uvedenych emisnich spekter je dobfe patrny zvysujici se pokles intenzity
fluorescence fenothiazinovych barviv srostouci aktivitou (koncentraci) heparinu,
v disledku vzniku iontového asociatu. Pokles fluorescence se nejvice projevuje v maximu
emise jednotlivych barviv, tedy pti vinové délce 670 nm pro azur A (obr. 19); 675 nm pro

azur B (obr. 20) a 687 nm pro methylenovou modf (obr. 21).
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S rostouci aktivitou heparinu je dale patrny mirny posun fluorescen¢nich maxim ke
krat§$im vlnovym délkam. Tento jev nabyvad na sile se zvySujici se koncentraci
fenothiazinovych barviv. Pouzita koncentrace barviv 1x10~ mol dm™ je kompromisem
mezi jesté¢ dostacujici intenzitou fluorescence a relativn€ malym posunem maxim. Ze

-----

a zéroven vykazuje nejvyssi intenzitu fluorescence.

4.1.3. Vliv pH na spektrofluorimetrické stanoveni heparinu

Na zéklad€ skutecCnosti, ze v piipadé spektrofotometrického FIA stanoveni
heparinu49 je zména absorbance, pti vzniku iontového asociatu fenothiazinové barvivo-
heparin, zavisla na hodnoté pH, byla v ptipad¢ spektrofluorimetrické detekce posuzovana
1 tato moZnost. Stejné jako v uvedeném spektrofotometrickém stanoveni byl pro upravu pH
pouzit fosfatovy pufr. Pro zvolené barvivo azur A (koncentrace 1,5x10 mol dm™) byla
proméfenim emisnich spekter pii pH 5,6; 5,9; 7,0; 8,0 a 9,1 sledovana mira poklesu
fluorescence roztokl barviva s riznou aktivitou heparinu proti slepému pokusu.

Bylo zjisténo, Ze prostiedi fostatového pufru ma pii vSech sledovanych hodnotach
pH potlacujici efekt na pokles fluorescence barviva vlivem interakce s heparinem. Vliv
pfitomnosti fosfatového pufru je pro ilustraci zndzornén na obrdzku 22, kde jsou

porovnana emisni spektra roztoki bez piitomnosti pufru a v pufru o pH 5,9.

3,500 | =
1 bez pufru 1 pufr pH 5,9

3,000

2,500

intenzita fluorescence

2,000

1,500

1,000

0,500

0,000 F

620 640 660 680 700 720 740 620 640 660 680 700 720 740

emisni vinova délka [nm]

Obr. 22: Azur A — porovnani emisnich spekter pro riizné koncentrace heparinu v prostredi
bez stabilizace pH a v prostredi fosfatového pufru o pH 5,9

1- 01U dm™ (blank); 2= 100 IU dm™; 3 = 500 IU dm™; 4 — 1000 IU dm™; 5 — 1500 IU dm™;
Camra = 1,5%107 mol dm ™ Jox = 293 nm; Uygeresoru = 850 Vi Vyeana = 1,5 nm s™*
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Z uvedenych spekter je déale patrné, ze fluorescence azur A neni pfitomnosti pufru
nijak ovlivnéna a je stejna pro vSechna sledovana pH. Pokles fluorescence barviva vlivem
interakce s heparinem je blokovan tim vice, ¢im se se zvySuje jeho aktivita. Stejné chovani
nastavd 1 v pfipadé Britton-Robinsonova pufru. Ze spekter bez ptitomnosti pufru je
s rostouci aktivitou heparinu vidét vyrazngj$i posun emisnich maxim oproti nizsi

koncentraci azur A (obr. 19). Pro dalsi fluorescenéni méteni neni pouziti pufru uvazovano.

4.1.4. Statické kalibracni zavislosti spektrofluorimetrického
stanoveni heparinu

Vyhodnocenim fluorescencnich spekter roztokli barviv, s ménicim se obsahem
heparinu z ptedchozi kapitoly 4.1.2., byly ziskany statické kalibracni zavislosti pro
spektrofluorimetrické stanoveni heparinu.

Pti vlnovych délkdch maxim emise pouzitych barviv byly od intenzity fluorescence
blanku odecteny signaly roztokd barviv s riznym obsahem heparinu. Rozdilové signaly
odpovidajici aktivité heparinu v roztoku byly vyneseny do grafu kalibra¢ni zavislosti, ktera
je pro azur A, azur B a methylenovou modf v rozsahu 0 — 1000 ITU dm™ znazornéna na
obrazku 23. Z divodu nelinearity jsou kalibra¢ni zévislosti proloZzeny exponencialnimi
kfivkami, jejichz parametry vcetné¢ hodnot korelacnich koeficientd a pouzitelnych

dynamickych rozsaht jsou uvedeny v tabulce 2.

3,000 | 1

2,500 - —

A fluorescence

2,000 -

1,500 |-

1,000

0,500

0,000 s 1 s 1 s 1 s 1 s 1
0 200 400 600 800 1000

aktivita heparinu [IU dm's]

Obr. 23: Statické kalibracni zavislosti pro stanoveni heparinu s jednotlivymi barvivy

1 — azur A; 2 — methylenova modi; 3 — azur B, Cpopiv = 1 %1 07 mol dm™; Cheparinu = 0 — 1000 1U dm>;
Aex @A = 293 nm; Agy aAd = 670 nm; Lo, mM = 297 nm; Ay mM = 687 nm; A, aB = 295 nm; A, aB = 675 nm
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Tab. 2: Parametry kalibracnich zavislosti jednotlivych barviv — staticka méreni

barvivo rovnice fitu  podnota chyba korelaéni  pouZitelny
y=y,+4exp(R,X) parametru  parametru koeficient  rozsah [IU dm]
Yo 3,0173 +0,08225
azur A A -3,06568  +0,08928  0,99614 0— 500
R, ~0,00389  +3.24x107*
Yo 2,24584 +0,04934
azur B A ~2,6369 +0,08538  0,99677 50 — 500
R, -0,00498  +422x107*
Yo 2,67313 +0,08335
methylenova A 3,03457  £0,09669 099603 50— 500
modf
R, -0,00369  +3.83x107*

Z parametrii regresnich kiivek statickych kalibra¢nich zavislosti je patrné, Ze
s pouzitim azuru B je stanoveni nejméné citlivé. Naopak nejvyssi citlivosti stanoveni
a nejvétSitho pouzitelného dynamického rozsahu je dosaZzeno pro azur A. Hodnoty
korelacnich koeficientli exponencialnich funkci jsou pro vSechny kalibracni zavislosti

srovnatelné.
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4.2. Spektrofluorimetrické SIA stanoveni heparinu, nosny
roztok voda

Pro pritokové stanoveni heparinu se spektrofluorimetrickou detekci byla pouzita
aparatura pro sekvencni injek¢éni analyzu, jejiz schéma je uvedeno na obrazku 10.
Do nosného roztoku, kterym je deionizovand voda, se nejprve davkuje fenothiazinové
barvivo a dale analyzovany roztok heparinu (proces analyzy je podrobné popsan v kapitole
3.3.1.). Detekuje se pokles intenzity fluorescence reakéni zony barviva po interakci se
zonou heparinu oproti fluorescenci samotného fenothiazinového barviva (obr. 24). Kazdé
stanoveni tedy probihd ve dvou fazich, pfi¢emz nejprve je zméfen signal slepého pokusu
(blank), kdy je namisto heparinu davkovan stejny objem deionizované vody (rozpoustédlo)
a nasledné je provedeno méfeni s analyzovanym roztokem heparinu (analyza). Blank neni
nutno proméfovat vzdy znovu, ale pouze pro kazdou zménu parametrii pritokového
systému. Signal rozdilu vysek detekovanych pikl, odpovidajici poklesu fluorescence
barviva v disledku vzniku iontového asociatu s heparinem, je imérny mnozstvi heparinu

v analyzovaném roztoku A®Pr = Pr varvivo+rozpoustedio (blank) — PF, barvivotheparin v rozpoustédie (analyza)-

0,140

blank

0,120 -

AD F

signal heparin

0,100 -

intenzita fluorescence

0,080

analyza

0,060

0,040

0,020

0,000 s 1 s 1 s 1 s 1

relativni ¢as

Obr. 24: Princip stanoveni heparinu — nosny roztok voda

4.2.1. Optimalizace spektrofluorimetrického stanoveni heparinu

Fluorescen¢ni signal, tedy vysky a tvary detekovanych pikil a ¢as potiebny pro
jejich dosazeni je pfi SIA stanoveni obecné ovlivnén nékolika parametry priatokového
systétmu. Da se predpokladat, Zze je to predevSim pratokova rychlost nosného roztoku,

délka a praimér misici a reakéni civky (vedeni), ddvkovany objem barviva, heparinu a déle
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koncentrace pouzitého barviva. Naplni optimaliza¢nich méfeni bylo proto najit
nejvyhodnéjsi hodnoty vyse uvedenych parametrii, za kterych by pii pritokovém SIA
stanoveni heparinu bylo dosaZeno maximalni citlivosti, minimalniho rozmyti pikd,
co nejmensi spotieby reakénich Cinidel a nejkrat$i casové narocnosti analyz.

Pro nalezeni optimalni hodnoty kazdého parametru byly v zavislosti na riznych
hodnotéch jednoho parametru sledovany vysky a dale i tvary ziskanych SIA pikd, jak pro
blank, tak pro analyzu, pfi konstantnich hodnotdch vSech ostatnich parametra.
Optimaliza¢ni métfeni byla provadéna zvlast’ pro kazdé ze sledovanych barviv.

Do grafi byly pro kazdy parametr vZdy vyneseny signaly pro blank (Cernd),
analyzu (modra) a predevsim jejich rozdilovy signél (Cervend), ktery odpovida signalu
samotného heparinu. K vyhodnocovani pikli a nasledné tvorbé grafi byl pouZit program

Origin 6.0. Pod kaZzdym grafem jsou kurzivou uvedeny experimentalni podminky.

Vprvni fazi optimalizatnich méfeni byla posuzovdna vhodnost priméru
pratokového vedeni na SIA stanoveni heparinu. Testovany byly teflonové kapilary
o vnitinich primérech 0,5 a 0,8 mm. Jako vhodnéjsi se ukazal byt praimér 0,5 mm, kdy na
promyvani aparatury bylo zapotiebi podstatné mensSiho objemu deionizované vody
a ziskané piky byly méné rozmyté v case. Na druhou stranu bylo, i pro relativné¢ malou
sumu davkovanych objemu ¢inidel, nutno pouzit misici civku o velké délce (150 cm pro
ptiblizng 300 pl) a pii vyssich pritokovych rychlostech (od 2000 pl min') dochazelo ke
zhorSovani opakovatelnosti davkovanych objeml a obfasnému vniknuti vzduchovych
bublinek do misici civky a injekéni stiikacky. Z toho diivodu byla do ovladaciho software
pfidana volba umoznujici nastavit odlisné pritokové rychlosti pro davkovani ¢inidel a pro
transport reak¢nich zoén do detektoru; tedy opacny smér. Pro maximélni opakovatelnost
davkovanych objemtl byla v celé praci pouzita davkovaci rychlost 1000 ul min .

V ramci casové Uspory byla do fidicitho software zakomponovana také volba
pocatecni rychlosti nasavani deionizované vody (slouzi jako nosny roztok). Bylo zjisténo,
ze maximalni rychlost, kterou dana konfigurace SIA aparatury a predevSim pouzita

injekéni stifkacka zvladne (bez vnikani vzduchovych bublinek), je 4500 — 5000 pl min .

Vsechna optimalizacni métfeni probihala pfi nalezenych vlnovych délkach maxim
emise a excitace jednotlivych barviv a roztokem heparinu o aktivité 500 IU dm. Vychozi
hodnoty ostatnich parametri stanoveni byly zvoleny nasledovné: objem misici civky
300 ul (délka ptiblizné¢ 150 cm), délka reakéni civky 75 cm, davkovany objem barviva

150 pl, davkovany objem vzorku 150 pl, koncentrace barviva 1x10~° mol dm .
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4.2.1.1. Vliv prutokové rychlosti

Vliv pritokové rychlosti nosného proudu pii transportu reakénich zon do detektoru

! s velikosti kroku 500 pl min~'. Nalezené

byl sledovan v rozmezi 500 — 4000 pl min-
zavislosti jsou pro jednotliva barviva uvedeny na obr. 25, 27 a 28. Pro azur A jsou dale

zobrazeny zaznamenané piky pro analyzu (obr. 26).

0,160
0,140
signal blank

0,120 - =

0,100 -

0,080 | \ rozdilovy signal
L - r 2
- - =
T l\i\.\»\—-——'\\-
| signal analyza

0,040 -

intenzita fluorescence

0,020

0,000 1 s 1 s 1 s 1 s 1 s 1 s 1 s 1
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

priitokova rychlost [ul min™]

Obr. 25: Azur A — viiv prutokové rychlosti nosného proudu

Cazur 4 = 13107 mol dm™; Chopariny = 500 IU dm; Doy = 293 nm; Aoy = 670 nm; Iye = 150 em (= 300 ul);
Ipe =75 em (=150 ul); Vs a = 150 pl; Vicorpy = 150 pl, Vprisory = 500 — 4000 ul min”!
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Obr. 26: Azur A — viiv priitokové rychlosti nosného proudu (piky pro analyzu)
1-500; 2 —1000; 3 - 1500; 4 —2000; 5 — 2500; 6 — 3000; 7 — 3500; 8 — 4000 ul min”’
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Obr. 27: Azur B — vliv priitokové rychlosti nosného proudu

Camr 8 = 1107 mol dm™; Choparing = 500 IU dm™; Aoy = 295 nm; doy = 675 nm; lye = 150 cm (= 300 ul);
Inc =75 em (= 150 ul); Vur g = 150 pl; Vi = 150 p1; Viprigora = 500 — 4000 ul min™’
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Obr. 28: Methylenova modr — vliv priitokové rychlosti nosného proudu

Conetiytenové moari = 1X107° mol dm™; Choparin = 500 IU dm™>; doy = 297 nm; Ay = 687 nm; lyc = 150 cm
(Z 300 lLtl)’ ZRC =75cm (2 150 Iul): Vmethylenové modii — 150 ,ulr szorku =150 1“1: Voritoku = 5004000 lul min_l

Z grafl je patrné, ze v zavislosti na pritokoveé rychlosti se fluorescen¢ni signaly
méni velmi malo (azur A) nebo jsou v podstaté konstantni (azur B a methylenova modf).
Nejvyssich hodnot rozdilového signalu A®Pp (tedy citlivosti stanoveni) a zaroven
nejvyssich signala blanku je dosazeno pro barvivo azur A, kde velikost vSech signala klesa

v rozmezi pritokovych rychlosti 500 az 2000 ul min™' a déle se jiz témé&F neméni. Jako

-43-



optimélni hodnota byla pro viechna barviva vybrana pritokovéa rychlost 2500 pl min ',

kterd je kompromisem mezi co nejkrat$i dobou analyzy a malym rozmytim ziskanych pikda.

Od hodnoty pritokové rychlosti 3000 pl min '

sice rozmyti pikid dale mirné klesa, ale
naopak vyraznéji stoupa objem deionizované vody, ktera je nutna k proplachnuti aparatury.
Pii malych rychlostech jsou piky velmi rozmyté v case z divodu pomalé rychlosti,
potfebny objem deionizované vody se ale naopak zmenSuje. Nalezena optimalni hodnota

pritokové rychlosti 2500 pl min~' byla pouzita pro viechna dali méfeni.

4.2.1.2. Vliv délky (objemu) reakéni civky

Dalsim optimalizovanym parametrem byla délka a tedy i objem reakéni civky. Za
timto ucelem byly z teflonovych kapildr zhotoveny civky o délkadch 50, 75 a 150 cm
(s primérem 0,5 mm piiblizn¢ odpovidaji objemim 100, 150 a 300 pul). Nasledujici obr.
29, 30 a 31 ukazuji vliv délky reakéni civky na signaly dosazené pro zkoumana barviva.

Z prométenych zavislosti je pro kazdé z barviv dobie patrny trend poklesu vySek
dosazenych pikii pro blank i pro analyzu s rostouci délkou (objemem) reakéni civky.
Vysledny rozdilovy signal je pro vSechna barviva nejvyssi v ptipad¢ nulové délky reakcni
civky a s rostouci délkou dochazi k jeho mirnému poklesu. Reakce vzniku iontového
asociatu tedy probihd velmi rychle a reakcni civku, kterd v tomto ptipadé€ piispiva pouze
k vétSimu rozmyvani pikli, neni zapottebi pouzivat a pro dalS$i meéfeni jiz byla

z priutokového systému odstranéna.
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Obr. 29: Azur A — vliv délky reakcni civky

Camur 4 = 1X107 mol dm™; Choparing = 500 IU dm™; Aoy = 293 nm; Loy = 670 nm; lye = 150 cm (= 300 ul);
Ire=0—-150cm (= 0—300 u); Vaura = 150 ul; Vioriw = 150 s Vprigor = 2500 ul min”!
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Obr. 30: Azur B —vliv délky reakcni civky

Cazur 8 = 1%107 mol dm™; Chopariny = 500 IU dm>; Doy = 295 nm; Aoy = 675 nm; Iye = 150 em (= 300 ul);
lre=0—-150cm (= 0—300 ul); Vaur 5 = 150 ul; Vizoriy = 150 pl; Vprirorn = 2500 pl min”!
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Obr. 31: Methylenova modr — vliv délky reakcni civky

Conethyienove moari = 1 X107 mol dm™; Chepariny = S00IU dm™; Apw = 297 nim; Aoy = 687 nm; Lye = 150 cm
(: 300 /ul)’ ZRC =0-150cm (: 0-300 ﬂl): Vmethylenové modii — 150 :ul’ szorku =150 /UI) Vpriitoku =2500 /uz mil’lil
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4.2.1.3. Vliv davkovaného objemu fenothiazinového barviva a vzorku

Cilem dalSich optimaliza¢nich méfeni bylo nalézt optimalni poméry davkovanych
objemu reakénich €inidel. Diky velikosti pouZivané misici civky mohla byt maximalni
mozné suma davkovanych objemi 300 pl. Vliv ddvkovaného objemu barviva byl sledovan
v rozmezi 50 — 250 pl pfi nasledném nadavkovani roztoku heparinu (nebo deionizované

vody pro blank), tak aby celkova suma byla 300 pl.
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Obr. 32: Azur A — vliv davkovaného objemu barviva a vzorku

Cazur 4 = 13107 mol dm™; Chopariny = 500 IU dm>; Doy = 293 1m; oy = 670 nm; ye = 150 em (= 300 ul);
Iec = 0 cm (bez RC); Vi s = 50 = 250 pl; Vyorias = 50— 250 s Vprigoru = 2500 ul min™
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Obr. 33: Azur A — vliv davkovaného objemu barviva a vzorku (piky pro blank a analyzu)
1-50/250; 2 - 100/200; 3 —150/150; 4 — 200/100; 5 — 250/50 pl azur A/vzorku
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Obr. 34: Azur B — vliv davkovaného objemu barviva a vzorku

Camr 8 = 1107 mol dm™; Choparing = 500 IU dm™; Aoy = 295 nm; Joy = 675 nm; lye = 150 cm (= 300 pl);

Ic = 0 cm (bez RC); Vi = 50 = 250 ul; Viopioy = 50 — 250 pl; Vprigogs = 2500 ul min™

objem vzorku [ul]

50 100 150 200 250

objem methylenové modfi [ul]

Obr. 35: Methylenova modr — vliv davkovaného objemu barviva a vzorku

250 200 150 100 50
o 0070 T . T . T . T , —1 0250 g
(8] (]
[ c
© @
2 g
g 000 rozdilovy signal 8
ot
o o —40200 &
=} _— =}
T 0050 - =
z S
= =
[ c
ko) 40150 Q@
£ 0040 signal blank £
<
0,030
- 0,100
0,020
signal analyza - 0,050
0,010
01000 1 N 1 N 1 N 1 N 1 0,000

250 200 150 100 50
3 T T T T T j ' ' ! 8
- 0,200
8 ,
S 0070 @
8 [&]
2 (%]
8 o
S 0,060 ilovy signa
S rozdilovy signal 3
=
< - Ho150 g
N 0,050 E// [z
N ) c
g 2
= ) C
2 0,040 rd B
_ - 0,100
[} signal blank ~
0,030 — }
0,020 signal analyza -{ 0,050
0,010
0,000 1 . | . 1 . L . L 0,000

Conetyienove moari = 1X107° mol dm™; Chopariny = 500 IU dm™>; Ao = 297 nm; dpy = 687 nm; Lyc = 150 cm
(: 300 /,tl), ZRC =0cm (bez RC), Vmethylenové modii — 50-250 ,ul, szorku =50-250 ,ul, Vpriitoku = 2500 ,ul mlvl’lil
Z vySe uvedenych zavislosti vlivu davkovanych pomért barviva a vzorku na
velikost dosazenych fluorescencnich signald (obr. 32, 34 a 35) je ziejmé, Ze nejvyssiho
rozdilového signalu je pro vSechna barviva dosazeno pii davkovaném pomeéru 1:1, tedy pii

150 pl barviva a 150 pl vzorku. Tyto hodnoty byly pro vSechna dal§i méfeni vybrany jako
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optimélni. Pro kazdé barvivo je déle patrny linedrni narGst vySek pikQi pro blank
s rostoucim davkovanym objemem barviva. Nejvyssi hodnoty vSech signdlli poskytuje
barvivo azur A, pro které jsou na obr. 33 pro ilustraci ukdzany piky naméfené, jak pro

blank, tak pro analyzu.

4.2.1.4. Vliv koncentrace fenothiazinového barviva

Poslednim optimalizovanym parametrem byl vliv koncentrace barviva na ziskany
fluorescenéni signal, ktery byl sledovéan v rozsahu (0,1 — 4,0)x10~> mol dm™. Méfeni byla
provedena opét pro kazdé ze sledovanych barviv, pficemz prub¢hy nalezenych zéavislosti

jsou znazornény na nasledujicich obr. 36, 37 a 38.
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Obr. 36: Viiv koncentrace azur A na intenzitu fluorescence

Cozur 4 = (0,1 — 4,0)x107 mol dm™; Cheparin = 001U dm™: Ao = 293 nm; Aoy = 670 nm; Lyc = 150 cm
(=300 ul); lgc = 0 cm (bez RC); Viyryr s = 150 ul; Viortu = 150 pal; Vyprigoru = 2500 ul min”!

Na vSech optimalizacnich grafech jednotlivych barviv 1ze pozorovat spole¢ny trend
linedrniho nartistu signalu blanku s rostouci koncentraci barviva v celém sledovaném
rozsahu. Se zvySujici se koncentraci barviva roste také signdl vysledného rozdilového
signalu, kdy nejvysSich narGstd je pro azur A a azur B dosazeno do hodnoty
1,5%x107° mol dm™, pro methylenovou modi pak do hodnoty 2x10™> mol dm .

Vzhledem k posuniim maxim emise ve fluorescen¢nich spektrech barviv (kapitola
4.1.2), které se zvétSuji s rostouci koncentraci heparinu a pfedev§im barviva, lze jako

nejvyssi moznou koncentraci barviva pouzit hodnotu 1x10~> mol dm.
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Obr. 37: Vliv koncentrace azur B na intenzitu fluorescence

Cazur 8 = (0,1 — 4,0)<107° mol dm™; Chopariny = 500 IU dm™>; Ao = 295 nm; Ay = 675 nm; lyc = 150 cm
(=300 ul); lgc = 0 cm (bez RC); Viryp g = 150 ul; Viory = 150 pal; Vypior = 2500 ul min”!
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Obr. 38: Vliiv koncentrace methylenové modri na intenzitu fluorescence

Cmethylenové modri = (0;] - 4; 0) X]()d mol dmd; Cheparinu = 5001U dmij; /16)( =297 nm; /lem =687 nm; lMC =150 cm
(: 300 /ul); lRC =0cm (bEZ RC): Vmethylenové modri = 150 :ul: szorku =150 /ul’ Vopritoku = 2500 /ul minil
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4.2.1.5. Optimalni podminky stanoveni heparinu — nosny roztok voda

Pro dosaZzeni maximalni citlivosti a zdroven co nejmensi ¢asové naro¢nosti analyz
je, pii spektrofluorimetrickém SIA stanoveni heparinu, reakci s fenothiazinovym barvivem
a pouzitim deionizované vody jako nosného roztoku, vhodné volit nalezené optimalni

hodnoty sledovanych parametri, které jsou souhrnné uvedené v nasledujici tabulce 3.

Tab. 3: Optimalni podminky spektrofluorimetrického SIA stanoveni heparinu — nosny

roztok voda

parametr SIA stanoveni: vybrana hodnota
délka misici civky [cm] (= pl) 150 (300)
délka reak¢ni civky [cm] 0
koncentrace barviva [mol dm ] 1x107
davkovany objem barviva [pl] 150
davkovany objem vzorku [pl] 150
pritokova rychlost detektor [l min '] 2500
rychlost nasavani nosného roztoku [ul min '] 4500 — 5000
rychlost davkovani &inidel [l min '] 1000
azur A azur B methyl. modr
excitaéni vinova délka [nm] 293 295 297
emisni vlnova délka [nm] 670 675 687

Z vysledkii optimalizaénich méfeni vyplyvd, Ze vybrané optimalni hodnoty
sledovanych parametri se pro vSechna barviva vzdjemné shoduji a 1i§i se pouze ve
vlnovych délkach excitace a emise. Dlivodem je velmi obdobné spektrofluorimetrické
chovani studovanych barviv, v zavislosti na zménach parametrii stanoveni, at’ uz se jedna
o ptipad interakce s heparinem nebo mimo n¢j. Odli$nosti se v§ak projevuji ve velikostech

dosazenych signald, kdy barvivo azur A poskytuje nejvyssi hodnoty.
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4.2.2. Kalibraéni zavislosti heparinu — nosny roztok voda

Za nalezenych optimalnich podminek (tab.3) byly pro stanoveni heparinu
proméfeny kalibratni zavislosti v rozsahu 10 — 3000 IU dm™ pro viechna sledovana
barviva. Méfeni kazdé koncentrace heparinu bylo provadéno vzdy 5x a vysky ziskanych
kalibra¢nich pikt byly odecteny od 5x zméfené hodnoty blanku. Statisticky vyhodnocené
rozdilové signaly byly vrozmezi 10 — 2000 IU dm™ vyneseny do grafi kalibra¢nich
zavislosti jednotlivych barviv, které jsou znazornény na obrazcich 39 (azur A), 40 (azur B)
a 41 (methylenovd modi). Pro vzajemné porovnani jsou navic kalibracni zavislosti
vyneseny do jednoho grafu (obr. 42).

Ziskané kalibracni zavislosti maji v celém sledovaném rozsahu exponencidlni
prabéh. Z tohoto diivodu nebylo mozné, k prolozeni experimentéalnich bodt, pouzit linearni
regresi a namisto toho bylo zvoleno prolozeni exponenciélni kiivkou. Parametry regresnich
kiivek jednotlivych barviv, vcetn€ hodnot korelacnich koeficientli a pouzitelného

dynamického rozsahu, jsou uvedeny v tabulce 4.
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Obr. 39: Azur A — kalibracni zavislost

Cazura = 1107 mol dm™>; Chopariny = 10 — 2000 IU dm>; Doy = 293 1t; Ly = 670 nm; Lyc = 150 cm
(= 300 ul); Igc = 0 cm (bez RC); Ve s = 150 1l Voo = 150 1l Vprivopey = 2500 pul min™
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Obr. 40: Azur B — kalibracni zavislost

Cazur 8 = 1X107° mol dm™; Chopariu = 10 — 2000 IU dm>; Aoy = 295 nm; Aoy = 675 nm; Lye = 150 cm
(= 300 ul); Igc = 0 cm (bez RC); Ve s = 150 1y Voo = 150 1 Vprivorey = 2500 pul min™
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Obr. 41: Methylenova modr — kalibracni zavislost

Conetyienové moari = 1 X107 mol Am™; Choparing = 10 — 2000 ITU dm>; Ao = 297 nm; Aoy = 687 nm; Lyc = 150 cm
(:j 300 /ul)’ lRC =0cm (beZ RC)’ Vmethylenové modii — 150 ,Lll, szorku =150 /ul’ Voritoku = 2500 /ul ml’n7]
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Obr. 42: Kalibracni zavislosti pro jednotliva barviva — nosny roztok voda

1 — azur A; 2 — azur B; 3 — methylenova modr; cpgriy = 1%1 07 mol dm>; Cheparins = 10 — 2000 IU dm>;
Aoy @A = 293 nm; Apyyad = 670 nm; Ao aB = 295 nm; A, aB = 675 nm; AyemM = 297 nm; A, mM = 687 nm;
Iyc =150 cm (= 300 ul); Irc = 0 cm (bez RC); Vysoreu = 150 pal; Vigrviva = 150 il Vyprigoru = 2500 ul min”!

Tab. 4: Parametry kalibracnich zavislosti jednotlivych barviv — nosny roztok voda

barvivo rovnice fitu  podnota chyba korelaéni  pouZitelny
y=y,+Adexp(R,X) parametru  parametru koeficient  rozsah [IU dm ]

Yo 0,16502  +0,00157

azur A A —0,16044  +£0,00171  0,99919  m.s.— 1200
Ro -0,00221  +7,6x107°
Yo 0,09616  +0,00134

azur B A —0,0969  +£0,00125 099921  m.s.— 1500
Ry -0,0014  +£59x10°
Yo 0,08451  +8,66x10°"

thylenové

methylenova A 0,08586  +£8,97x10*  0,9993 m. s. — 1500

modf
R, -0,00183  +£6,23x10°7°

Z ptedchazejiciho je patrné, Ze barvivo azur A poskytuje nejvétsi smérnici. S jeho
pouzitim tak bude stanoveni heparinu nejcitlivéjsi. Naopak nejméné citlivé bude stanoveni
s methylenovou modii. Hodnoty korelacnich koeficientl jsou pro vSechna barviva
srovnatelné. Ze sledovanych barviv je vSak pro azur A dosazeno nejmensiho pouzitelného

rozsahu, ktery je pfiblizng o 300 IU dm™ mensi neZ s pouzitim barviva azur B nebo
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methylenovou modii. Horni mez pouZitelného rozsahu je koncentrace heparinu, do které

dochazi jesteé k relativné velkému naristu signalu. Dolni odpovida mezi stanovitelnosti.

4.2.3. Charakteristiky SIA stanoveni heparinu

Po proméfeni kalibranich zavislosti byly ur¢eny zdkladni charakteristiky
spektrofluorimetrického SIA stanoveni heparinu s jednotlivymi barvivy (varianta nosny
roztok voda). Byla zjisténa opakovatelnost, mez detekce a mez stanovitelnosti.

Pro zjisténi hodnot opakovatelnosti (tab. 5) byl za optimalnich podminek 10x za
sebou promeéfen signal slepého pokusu (blank) a 10x roztoku heparinu o aktivité
500 TU dm ™ (analyza). Dil&i opakovatelnosti jsou vyjadieny jako relativni smérodatné
odchylky vysek ziskanych pika. V piipade opakovatelnosti vysledného rozdilového signalu
jsou dil¢i smérodatné odchylky zkombinovany a vztazeny k jeho velikosti.

Mez detekce a stanovitelnosti heparinu (tab. 6) byla urcena z 10x po sobé
proméfené¢ho signalu blanku za optimélnich podminek. Trojnasobek (3c) a desetindsobek
(100) hodnoty smérodatné odchylky, urené¢ zvysSek pikli, byl dosazen do rovnice
piislusné kalibraéni zavislosti a prepoéten na aktivitu heparinu v IU dm™. Pro vyjadieni
meze detekce a stanovitelnosti heparinu v mg dm™ byl zvolen prepoget, kdy 130 TU

odpovida 1 mg (standard definovany WHO).

Tab. 5: Opakovatelnost stanoveni pro jednotliva barviva — nosny roztok voda

barvivo opakovatelnost [% RSD]

blank analyza rozdilovy signal
azur A 1,22 1,90 4,86
azur B 1,10 1,72 4,30
methylenova modf 1,07 1,10 3,07

Tab. 6: Mez detekce a stanovitelnosti pro jednotliva barviva — nosny roztok voda

barvivo mez detekce mez stanovitelnosti

[[Udm>] [mgdm™] [[Udm”] [mgdm™]

azur A 7,6 0,058 58,8 0,452
azur B 39,1 0,301 124,5 0,958
methylenova modf 32,3 0,248 91,8 0,706
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Stanoveni s barvivem azur A je sice nejcitlivéj$i, ale zdroven také nejméné
opakovatelné, jak vyplyva z tabulky 5. Nejvyssi opakovatelnosti vSech signald je dosazeno

pro methylenovou modf, pro kterou je naopak stanoveni nejméné citlivé. S pouzitim

Cvwr

Doba jednoho meéfeni, tedy cas, ktery uplyne od zmdacknuti tlacitka start
v ovladacim software do detekce piku, v tomto pritokovém uspofaddni za optimalnich

podminek, trva 1 minutu a 50 vtefin. Objem odpadu pro jedno méteni ¢ini 1400 pl.

4.2.4. Stanoveni vzorku praskového heparinu

Vypracované stanoveni heparinu bylo s pouzitim barviva azur A otestovano na
realném vzorku praskového heparinu o aktivité 110 TUmg'. Ze zasobniho roztoku
o koncentraci 100 mg dm > byl pfipraven zkusebni roztok vzorku o koncentraci 5 mg dm™
(aktivita 550 TU dm™). Signal tohoto roztoku byl proméfen 5x a ziskané hodnoty byly pies
kalibracni zavislost pfepocteny na aktivitu heparinu. Z vysledkit méfeni byla urcena stiedni
hodnota aktivity vzorku praskového heparinu, kterd byla porovnana s ocekdvanou

hodnotou. Relativni smérodatna odchylka vztazend k o¢ekavané hodnoté byla 5,37 %.
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4.3. Spektrofluorimetrické SIA stanoveni heparinu, nosny
roztok barvivo

V tomto pritokovém uspofadani byla deionizovand voda, kterd byla nosnym
roztokem v pfedchozi variant¢ stanoveni, nahrazena roztokem fenothiazinového barviva
(obr. 12). Fyzicka konfigurace SIA aparatury tedy zistala oproti pfedchozim méfenim
nezménéna. Jak jiz bylo zminéno, odliSnost spociva v tom, Ze do nosného roztoku barviva
je davkovana pouze reakéni zona heparinu (analyza) nebo deionizované vody (blank). Za
timto Ucelem byly provedeny i zmény v ovladacim software, kde byl vynechan krok
davkovani barviva. Pfi prichodu nadavkované reakéni zony heparinu (deionizované vody)
detektorem, jsou v této variant€¢ SIA stanoveni ziskavany negativni piky, u kterych je
vyhodnocovana jejich vyska.

Pokles fluorescence oproti zakladni linii barviva je zpisoben dvéma faktory; jednak
samotnym nafedénim barviva vodou (rozpoustédlem) z analyzovaného roztoku heparinu
a jednak vznikem iontového asociatu heparin-barvivo. Pro ur€eni signdlu, ktery ptislusi
pouze mnozstvi heparinu, obsazeném ve vzorku 4®p, je tedy opét nutné provadét dve
meéfeni. Jedno s deionizovanou vodou pro odecteni blanku a druhé s analyzovanym
roztokem hepal’inu AP = Pr; , barvivo+heparin v rozpoustédle (analyza) — gDF, barvivo+rozpoustédlo (blank)s Jak je

pro nazornost ukazano na obrazku 43.
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Obr. 43: Princip stanoveni heparinu — nosny roztok barvivo
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4.3.1. Optimalizace spektrofluorimetrického stanoveni heparinu

Stejné tak jako v pfedchozim zpusobu stanoveni, byly jako signal vyhodnocovéany
vysky a dale tvary ziskanych pikd v zavislosti na ménicich se hodnotidch sledovanych
parametrl. Posuzovéana byla také ¢asova naro¢nost analyz a spotieba reagentii. Vzhledem
k takika identickému chovani jednotlivych barviv v pfedchozich méfenich bylo pro tento
zpusob stanoveni zvoleno azur A jako modelové barvivo.

Optimalizovan byl vliv davkovaného objemu vzorku, délky reakéni civky,
pritokové rychlosti a koncentrace barviva. Méfeni opét probihala pfi vlnovych délkach
maxima emise a excitace barviva azur A a koncentraci heparinu 500 IU dm. Vychozi
parametry experimentalnich podminek pro optimalizacni métfeni byly zvoleny stejné jako
v pfipad¢, kdy byla nosnym roztokem deionizovana voda (kapitola 4.2.1). Prométené
zavislosti byly pro kazdy parametr vyneseny do grafi, znazornujicich fluorescencni
signaly odpovidajici vyskam detekovanych pikti pro analyzu a blank a dale jejich rozdilu.

Pod grafem kazdé zavislosti jsou uvadény pfisluSné experimentalni podminky.

4.3.1.1. Vliv davkovaného objemu vzorku

Jako prvni byl v tomto modifikovaném uspotfadéani optimalizovan davkovany objem
heparinu, ktery byl sledovan v rozmezi 50 — 150 pl s krokem 25 pl. Graf znazormujici

signaly, dosaZené v zavislosti na ddvkovaném objemu vzorku, je uveden na obrazku 44.
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Obr. 44: Azur A — vliv davkovaného objemu vzorku

Cazur 4 = 1%107 mol dm™; Chopariny = 500 IU dmi; Aoy = 293 1m; Aoy = 670 nm; lye = 150 em (= 300 ul);
Iec =75 em (= 150 p); Vizors = 50 = 150 wl; Vprigor, = 2500 pl min™
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Obr. 45: Azur A — vliv davkovaného objemu vzorku (piky pro analyzu a blank)
Vicortu 1 =50, 2—75;3—-100; 4 —125; 5 - 150 ul

Z prométfenych zavislosti (obr. 44) a tvara ziskanych pika (obr. 45) je patrné, ze
rostouci objem davkovaného roztoku heparinu (signal analyza) ma za nasledek zvySujici se
pokles intenzity fluorescence oproti zékladni linii. Vlivem pouze zvySujiciho se natfedéni
nosného roztoku barviva deionizovanou vodou, s jejim rostoucim davkovanym objemem,
dochazi k nardstu signdlu blanku, ktery je linearni v rozsahu 75 — 150 pl. Vysledny
rozdilovy signal, ptislusejici pouze heparinu, se zvySuje do hodnoty davkovaného objemu
100 pl, projde maximem a potom se opét nepatrné sniZuje.

S ptihlédnutim ke tvaru dosazenych pika (obr. 45) byl jako optimdlni zvolen
davkovany objem 100 pl, ktery je kompromisem mezi vySkou piku a jeho rozmytim
v Case. Z divodu lepsi prachodnosti pratokového SIA systému byl dosud pouzivany objem

misici civky 300 pl pro vSechna dals$i métfeni nahrazen civkou o objemu 100 pl.

4.3.1.2. Vliv délky (objemu) reakéni civky

Pro posouzeni vlivu tohoto parametru byly pouzity stejné reakéni civky jako
v ptedchozich métenich, tedy délek 50, 75 a 150 cm (odpovidajici objemy jsou piiblizné
100, 150 a 300 pl).

Z optimaliza¢niho grafu (obr. 46), 1ze pozorovat, ze s rostouci délkou reakéni civky
dochazi jen k nepatrnému poklesu vysek pikii pro piipad interakce s heparinem (signal
analyza). Signal blanku je nejvys$si pro pritokovy systém bez pouziti reakéni civky. S jeji

rostouci délkou nastava vyraznéj$i rozmyvani zony deionizované vody (blanku) a vysky
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detekovanych pikt klesaji. Z toho ditvodu velikost rozdilového signalu, odpovidajici pouze
mnozstvi heparinu, roste se zvySujici se délkou reakéni civky. Na zakladé kompromisu,
mezi co nejvetsi hodnotou rozdilového signdlu a co nejmensim rozmytim pikd, byla jako

optimalni vybrana reakcni civka o délce 50 cm, ktera byla pouzita pro dal$i méfenti.
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Obr. 46: Azur A — vliv délky reakcni civky

Camur 4 = 1X107 mol dm™; Chepariny = 500 IU dm>; Joe = 293 1im; Aoy = 670 nm; Iye = 50 em (= 100 ul);
Ie =0~ 150 cm (= 0= 300 ub); Vit = 100 pil, Vprivope, = 2500 ul min™

4.3.1.3. Vliv prutokové rychlosti

Vliv pritokové rychlosti transportu reakénich zon do detektoru byl sledovan
v rozmezi 500 — 4000 pl min~' pii velikosti kroku 500 pl min'. M&feni byla provadéna za
experimentalnich podminek uvedenych pod grafem nalezené zavislosti (obr. 47).
Sledovany byly opét vysky pikii dosazené, jak pro méteni s heparinem (signal analyza), tak
s deionizovanou vodou (signal blank).

Z optimaliza¢niho grafu, ktery je zndzornén na nasledujicim obrazku 47, je patrny
pfiblizné linearni pokles vySek pikli dosazenych pro analyzu s rostouci pritokovou
rychlosti. Se stejnou smérnici klesaji 1 piky zméfené pro blank. Vysledny rozdilovy signél

se proto s rostouci pratokovou rychlosti v podstaté neméni.
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Obr. 47: Azur A — viiv prutokové rychlosti nosného proudu

Cazur 4 = 1X107° mol dm™; Choparing = 500 IU dm™; Joy = 293 1im; doyy = 670 nm; Ly = 50 cm (= 100 ul);
Iec =50 em (= 100 p); Vo = 100UL; Vprisoru = 500 — 4000 pl min™
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Obr. 48: Azur A — viiv prutokové rychlosti nosného proudu (piky pro analyzu)

Vpriots 1 — 500; 2 — 1000; 3 — 1500; 4 — 2000; 5 — 2500; 6 — 3000; 7 — 3500; 8 — 4000 ul min”';
Cazura = 1X107° mol dm™>; Chepariy = 500 IU dm>; Joy = 293 1, Aoy = 670 nm; lyc = 50 em (= 100 ul);
Inc =50 cm (= 100 ul); Vo = 100 ul;

Po posouzeni tvarti detekovanych pikt, ziskanych pro métfeni s roztokem heparinu
(analyza), uvedenych na obrazku 48, byla jako optimalni pritokova rychlost zvolena
hodnota 3000 pl min', ktera je kompromisem mezi co nejmensi &asovou naro¢nosti jedné
analyzy, dosazenou vySkou piku a jeho rozmytim. Hodnota nalezené optiméalni rychlosti
byla pouzita pro vSechna dal$i méfeni.
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4.3.1.4. Vliv koncentrace fenothiazinového barviva

Poslednim optimalizovanym parametrem byl pro tento zplsob stanoveni vliv
koncentrace fenothiazinového barviva na velikost dosazenych signalli. Koncentrace
pouzitého modelového barviva (azur A) byla ménéna v rozmezi (0,2 — 2,0)x10 > mol dm™.
Pribéh zavislosti nalezenych pro analyzu, blank a jejich rozdilovy signal je zndzornén na

nasledujicim obrazku 49.
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Obr. 49: Azur A — vliv koncentrace barviva na intenzitu fluorescence

Camur 4 = (0,2 = 2,0)x107° mol dm™; Chopariny = 500 IU dm>; dpe = 293 nm; dy = 670 nm; Lyc = 50 cm
(= 100 ul); Igc = 50 cm (= 100 ul); Vizor = 1000l Vprivor, = 3000 pul min™

Z optimaliza¢niho grafu je patrné, ze s rostouci koncentraci azur A hodnoty vSech
signall stoupaji. Narist vySek pikl jak pro analyzu, tak pro blank je linearni v rozmezi
(0,2 — 1,0)x10™° mol dm>. Velikost rozdilového signalu roste linedrné v celém sledovaném
rozsahu. Z divodu posunu emisnich maxim ve fluorescencnich spektrech barviv (viz
kapitola 4.1.2) lze jako nejvy$§i moznou koncentraci barviva pouzit hodnotu

1,0x107° mol dm™, ktera byla zarovei zvolena jako optimalni.
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4.3.1.5. Optimalni podminky stanoveni heparinu — nosny roztok barvivo

Pro dosaZeni maximalni citlivosti a frekvence analyz spektrofluorimetrick¢ého SIA
stanoveni heparinu reakci s fenothiazinovym barvivem, které je vtomto pritokovém
uspofadani zvoleno jako nosny roztok, je vhodné volit nalezené optimalni podminky,

souhrnné uvedené v nasledujici tabulce 7.

Tab. 7: Optimalni podminky spektrofluorimetrického SIA stanoveni heparinu — nosny
roztok barvivo

parametr SIA stanoveni: vybrana hodnota
délka (objem) misici civky [cm] (= pl) 50 (100)
délka (objem) reakéni civky [cm] (= pl) 50 (100)
koncentrace barviva [mol dm ] 1x107
davkovany objem vzorku [ul] 100
prittokova rychlost detektor [pl min '] 3000
rychlost nasavani nosného roztoku [ul min '] 4500 — 5000
rychlost davkovani &inidel [l min '] 1000
azur A azur B methyl. modf
excitacni vinova délka [nm] 293 295 297
emisni vinova délka [nm] 670 675 687
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4.3.2. Kalibracni zavislosti — nosny roztok barvivo

Za nalezenych optimalnich podminek (tabulka 7) byly, i pro toto modifikované
stanoveni heparinu se spektrofluorimetrickou detekci, prométfeny kalibraéni zavislosti pro
vSechna sledovand barviva. Kalibraéni zavislosti byly proméfovany v koncentracnim
rozsahu heparinu 20 — 2000 TU dm >, pii vinovych délkach excitaénich a emisnich maxim
jednotlivych barviv.

Pro kazdy bod kalibra¢ni zavislosti bylo stejné¢ jako v predchozim stanoveni
provedeno vzdy 5 méfeni. Od stiedni hodnoty vysek pika, dosazenych pro jednotlivé
koncentrace heparinu, byla vzdy odetena stfedni hodnota signdlu blanku, ktery byl
proméfen také 5x. Takto ziskané hodnoty rozdilovych signali byly statisticky
vyhodnoceny a vyneseny do grafi kalibra¢nich zavislosti stanoveni heparinu
s jednotlivymi barvivy, jejichz pribéh je zndzornén na nasledujicich obr. 50 (azur A),
51 (azur B) a 52 (methylenova modf). Pro moZznost vzdjemného porovnani jsou navic
kalibra¢ni zavislosti vyneseny spole¢né do jednoho grafu (obr. 53).

I vtomto piipadé maji kalibracni zavislosti v celém sledovaném rozsahu
exponencialni prabéh. Z toho diivodu bylo stejné¢ jako v minulém stanoveni pouzito
proloZzeni exponencialni funkci. Parametry regresnich kiivek vcetné hodnot jejich

korela¢nich koeficientd a pouZitelnych dynamickych rozsahil jsou uvedeny v tabulce 8.
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Obr. 50: Azur A — kalibracni zavislost

Camura = 1107 mol dm™; Chaparimy = 20 — 2000 IU dm>; Jpy = 293 nitt; Doy = 670 nm; Lyc = 50 cm (= 100 pl);
lee =50 cm (=100 ul); Vysortu = 100 ul; Voritoku = 3000 ul min”!
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Obr. 51: Azur B — kalibracni zavislost

Cazurp = 1107 mol dm™; Cheparim = 50 — 2000 IU dm™>; o = 295 n; Joy = 675 nm; Lye = 50 cm (= 100 ul);
Iec = 50 cm (= 100 ), Vo = 100 1l Vprizor, = 3000 gl min™
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Obr. 52: Methylenova modr — kalibracni zavislost

Conetiytenové modri = 1107 m0l dM>; Chopariny = 50 — 2000 IU dm; Aoy = 297 1, doyy = 687 nm; Lyc = 50 cm
(=100 ul); lpe = 50 cm (= 100 pd); Vizortw = 100 pl; Vo = 3000 ul min”!
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Obr. 53: Kalibracni zavislosti pro jednotliva barviva — nosny roztok barvivo

1 — azur A; 2 — azur B; 3 — methylenovd modri; Cpaiy = 1x107 mol dm™; Cheparins = 20 — 2000 IU dm™;
Aex @A = 293 nm; Agy aAd = 670 nm; A, aB = 295 nm; A, aB= 675 nm; A, mM = 297 nm; L., mM = 687 nm;
Iuc =50 cm (= 100 ul); Igc =50 cm (= 100 pd); Vi = 100 pl; Vypigor = 3000 ul min”!

Tab. 8: Parametry kalibracnich zavislosti jednotlivych barviv — nosny roztok barvivo

barvivo rovnice fitu podnota chyba korelaéni  pouZitelny
y=y,+Aexp(R,X) parametru  parametru koeficient  rozsah [IU dm™]

Yo 0,34338 +0,0045

azur A A -0,34121  +0,00469 0,9984 m. s. — 1200
Ry -0,00206  +8,3x107
Yo 0,18785 +0,00257

azur B A ~0,18449  +£0,00229  0,99899  m.s.— 1500
Ry -0,00138  +£5,2x107
Yo 0,14983 +0,00186

thyl ¢

foet tylenova A 01578 +0,00166 099932  m.s.— 1200

modf
Ro —0,00153  £4,8x10°

Z parametri kalibra¢nich zavislosti stanoveni heparinu s jednotlivymi barvivy je
vidét, ze s azur A je 1 v této varianté prutokového usporadani dosazeno nejvetsi smeérnice.
Stejné¢ jako v pfedchozich kalibranich zavislostech poskytuje nejmen$i smérnici

methylenovd modi. Hodnoty korelacnich koeficientl naopak s klesajicim poskytovanym
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signdlem rostou. Horni mez pouzitelného dynamického rozsahu stanoveni heparinu
s azur A a azur B je pfi tomto uspofadani stejna jako v piipade, kdy je nosnym roztokem

deionizovana voda. Pro methylenovou modi je tato hodnota niZzsi.

4.3.3. Charakteristiky SIA stanoveni heparinu

Po proméfeni kalibrac¢nich zavislosti byly uréeny zakladni charakteristiky SIA
stanoveni heparinu s jednotlivymi barvivy (varianta nosny roztok barvivo). Stejnym
zpusobem jako v predchozi varianté stanoveni byla za optimdlnich podminek uvedenych
v kapitole 4.3.1.5 zjisténa opakovatelnost (tabulka 9), mez detekce a mez stanovitelnosti

(tabulka 10).

Tab. 9: Opakovatelnost stanoveni pro jednotliva barviva — nosny roztok barvivo

barvivo opakovatelnost [% RSD]

blank analyza rozdilovy signal
azur A 2,06 1,56 4,63
azur B 2,44 1,91 5,66
methylenova modf 2,14 1,22 4,51

Tab. 10: Mez detekce a stanovitelnosti pro jednotliva barviva — nosny roztok barvivo

barvivo mez detekce mez stanovitelnosti

[[Udm>] [mgdm™] [[Udm”] [mgdm™]

azur A 20,4 0,157 80,1 0,616
azur B 21,3 0,164 108,3 0,833
methylenova modé 62,8 0,483 135,8 1,045

Z vyse uvedeného je patrné, ze hodnoty opakovatelnosti pro stanoveni heparinu
s jednotlivymi barvivy jsou si vzdjemné velmi podobné. Horsi opakovatelnosti (tedy vétsi
RSD) oproti zbyvajicim dvou barviviim je dosaZeno s barvivem azur B.
S pouzitim methylenové modfi jsou hodnoty meze detekce a stanovitelnosti nejvyssi, tedy
nejméné vhodné. Z divodu nelinedrniho prib&hu kalibra¢nich zéavislosti zde neplati

pravidlo, Ze mez detekce piiblizn€ odpovida jedné tfetiné meze stanovitelnosti.
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Cas potiebny k provedeni jednoho méfeni je v tomto ,,pfevraceném® pritokovém
uspofadani 1 minuta a 25 vtefin (za nastavenych optimalnich podminek). Objem odpadu

pro jedno méfeni ¢ini 1200 pl.

4.3.4. Stanoveni vzorku praskového heparinu

I pro toto vypracované stanoveni heparinu bylo s pouzitim barviva azur A,
za kter¢ho je dosazeno nejvysSsi citlivosti, provedeno otestovani na redlném vzorku
praskového heparinu o aktivité 110 TUmg'. Ze zasobniho roztoku o koncentraci
100 mgdm™ byl opét pripraven roztok vzorku o koncentraci 5 mgdm™ (aktivitd
550 IU dm™), jehoZ signal byl promdfen 5x. Vyiky detekovanych piki byly dosazeny do
kalibra¢ni zavislosti pro azur A apifepocCteny na aktivitu heparinu. Nalezend stfedni

hodnota aktivity byla porovnana s ocekavanou hodnotou a vysledna odchylka byla 6,23 %.
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4.4. Porovnani prutokovych stanoveni heparinu

Parametry vypracovanych SIA stanoveni heparinu reakci s fenothiazinovymi
barvivy a spektrofluorimetrickou detekci byly porovnany s vysledky dosazenymi
v dizertatni praci M. Havelcové®, kde byl heparin stanovovan stejnou reakci, ale za
vyuziti techniky FIA a spektrofotometrické detekce. Nasledujici tabulka 11 porovnava
meze detekce, stanovitelnosti a pouzitelny dynamicky rozsah pro jednotlivé metody

a pouzitd barviva.

Tab. 11: Srovnani parametrii dvou variant spektrofluorimetrického SIA stanoveni heparinu
s vychozim spektrofotometrickym FIA stanovenim

barvivo mez detekce mez stanovitelnosti pouzitelny rozsah

[[Udm?] [mgdm®] [[Udm”] [mgdm™] [IUdm"]

Spektrofluorimetrické SIA stanoveni — nosny roztok voda

azur A 7,6 0,058 58,8 0,452 m. s. — 1200
azur B 39,1 0,301 124,5 0,958 m. s. — 1500
methylen. modt 32,3 0,248 91,8 0,706 m. s. — 1500

Spektrofluorimetrické SIA stanoveni — nosny roztok barvivo

azur A 20,4 0,157 80,1 0,616 m. s. — 1200
azur B 21,3 0,164 108,3 0,833 m. s. — 1500
methylen. modf 62,8 0,483 135,8 1,045 m. s. — 1200

Spektrofotometrické FIA stanoveni® — nosny roztok barvivo

azur A 47,0 0,362 135 1,038 0—5000
azur B 46,5 0,358 145 1,115 0—-5000
methylen. modt 49,5 0,381 150 1,154 0-6250

Z vyse uvedené tabulky vyplyva, ze pii obou variantach spektrofluorimetrického
SIA stanoveni je oproti stanoveni FIA se spektrofotometrickou detekci ve vétSing piipadi
dosazeno nizSich hodnot meze detekce a stanovitelnosti. Pfi spektrofotometrickém
stanoveni jsou pro vSechna barviva meze detekce a stanovitelnosti srovnatelné.

Pouzitelny dynamicky rozsah kalibrace pro jednotliva barviva je naopak u SIA
stanoveni vyuzivajicich spektrofluorimetrickou detekci vyrazné mensi nez linearni

dynamicky rozsah kalibrace pfi spektrofotometrickém FIA stanoveni, pravdépodobné diky
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exponencialnimu tvaru kalibra¢nich zavislosti. DalSim porovnavanim bylo zjisténo, Ze
stejn€ jako pfi spektrofluorimetrické detekci je, i v pfipad€ FIA se spektrofotometrickou

detekei, nejvyssi citlivosti stanoveni heparinu dosaZeno pro barvivo azur A.

4.5. Spektrofotometrické SIA stanoveni heparinu

Pro ptipad spektrofotometrického SIA stanoveni heparinu byla realizovdna moznost
vyuziti kompaktniho spektrometru HR4000 s externim svételnym zdrojem a optickymi
vldkny jako detektoru pro pratokové monitorovani tvorby iontovych asociati
fenothiazinovych barviv s heparinem. VIdkno, vedouci od zdroje zafeni, bylo pfipojeno
k detekéni ,,Z“ cele a druhé vldkno spojovalo celu a spektrometr, jak je ukdzdno na
obrazku 13 v experimentalni Casti.

Béhem experimentti byly vyzkouseny dva dostupné UV-VIS zdroje zafeni od
spole¢nosti Ocean Optics. Jednak to byl zdroj USB-DT Deuterium Tungsten Halogen
(5V; 1,5 A) ajednak zdroj DT-MINI-2-GS Mini Deuterium Tungsten Halogen (12 V;
0,35 A). U obou téchto zdroji se ukazalo, Ze jejich vykon je pfili§ slaby na to, aby
generované zafeni proSlo detekénim prostorem cely (tloustka 1 cm) s dostatecnou
intenzitou. Nepomohlo ani zvySeni citlivosti spektrometru nastavenim vyssi hodnoty
integracniho Casu. Pii velkych hodnotéch integracnich ¢asti (od 200 ms) nastalo mirné
zlepSeni ve velikosti intenzity detekovaného zafeni. Pfesto vSak bylo toto nastaveni pro
pratokova méfeni zmén absorbance nevhodné z diivodu nedostatecné ¢asové odezvy.

Z diivodu nemoznosti pouziti dostupnych zdroji zéteni bylo ptistoupeno k pokusu
o vytvoreni vlastniho svételného zdroje o potfebné intenzité a dostatecné stabilité. Nejprve
byly testovany laserové diody (650 nm s optikou) s vystupnim vykonem ImW a 5 mW,
piipojené ke zkonstruovanému stabilizacnimu zatfizeni (kapitola 3.3.3). Vysledkem
experimentu vSak bylo zjisténi, Ze spektralni interval laserové diody je pfili§ uzky a diky
velké intenzité zareni neni pfislusna vinova délka stabilni pro detekci. Dale na fadu pfiSly
cervené LED diody s vykonem 1 W. Testované kusy po fixaci v detekéni cele, jiz
poskytovaly dostatecnou intenzitu zafeni a Siroky spektralni interval zahrnujici maxima
absorbance vSech pouzivanych barviv. Detekované piky vSak byly velmi ,,zaSuméné*
a zaroven dochazelo ke zna¢né dlouhodobé nereprodukovatelnosti dosazenych vysledkl
meéteni vySek pikd, pfi zachovani stejnych parametri pritokového stanoveni. Dalsi
komplikaci bylo velké zahtivani diod. Z ¢asovych divoda bylo od dalSich experiment
v ramci pokusu o vytvofeni svételného zdroje upusSténo a spektrofotometricka detekce

v SIA stanoveni heparinu nebyla realizovana.
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5. ZAVER

Cilem predkladané diplomové prace bylo vypracovat stanoveni heparinu technikou
sekvenéni injekéni analyzy s vyuzitim spektrofluorimetrické a spektrofotometrické detekce
a dosazené vysledky porovnat se spektrofotometrickym FIA stanovenim®. Principem obou
stanoveni je interakce heparinu s fenothiazinovym barvivem, pii které dochazi ke vzniku
iontového asocidtu heparin-barvivo. V piipad¢ spektrofluorimetrické detekce heparin
potlacuje fluorescenci fenothiazinového barviva, kdy nejvétSiho poklesu je dosaZeno pfi
vlnové délce maxima emise. Pro ptipad spektrofotometrické detekce klesa vlivem vzniku
iontového asociatu absorbance barviva v jeho absorpénim maximu. Jako uvazovana
fenothiazinova barviva byla pro stanoveni heparinu vybrdna methylenovd modf, azur A
a azur B.

V prvni cCasti diplomové prace byly v ramci statickych méfeni nalezeny vinové
délky excita¢nich a emisnich maxim jednotlivych barviv. Déle byl studovan vliv pH na
velikost poklesu fluorescence barviva pfi interakci s heparinem, pfic¢emz se ukazalo, Ze
jakakoliv stabilizace pH mé negativni dopad na dosazeny analyticky signal (pokles
fluorescence). Z fluorescen¢nich spekter roztokil barviv s riznym obsahem heparinu byly
ziskany statické kalibracni zavislosti majici exponencialni pribéh. Nejvyssi citlivosti
stanoveni a pouzitelného dynamického rozsahu kalibrace bylo dosazeno pro azur A.

Predmétem dalsi ¢asti prace bylo navrhnout a nasledné sestavit pfislusnou SIA
aparaturu, kterd byla tvofena pistovym Cerpadlem s injekéni stiikaCkou, osmicestnym
selekénim ventilem, dvoucestnym piepinacim ventilem, misici a reakéni civkou,
spektrofluorimetrem a piipadné spektrofotometrem. Realizovany byly dvé odliSné
koncepce pritokového usporddani. V prvni varianté byla jako nosny roztok pouZzita
deionizovand voda, do které se prostiednictvim selekéniho ventilu nejprve davkovala zona
barviva a poté analyzovaného roztoku heparinu. Ve druhé varianté¢ bylo jako nosného
roztoku pouzito fenothiazinového barviva, do které¢ho se davkovala pouze zona heparinu.
Pro sestavenou SIA aparaturu byl v grafickém programovacim prostiedi LabView 7.1.
vytvofen ovladaci software, umoziujici fidit cely proces analyzy, snadno volit parametry
stanoveni a zaroven sbirat a ukladat naméfena data.

Béhem pratokovych méfeni byly nejprve hleddny optimalni podminky SIA
stanoveni heparinu v uspotfadani s vodou jako nosnym roztokem a spektrofluorimetrickou
detekci. Optimalizovan byl vliv nésledujicich parametri: primér priatokového vedeni,

rychlost ¢erpani nosného roztoku a rychlost davkovani ¢inidel. Pro kazdé barvivo dale
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pratokova rychlost transportu reakénich zon do detektoru, délka (objem) reakéni civky,
davkovany pomér objemi reak¢nich cCinidel a koncentrace barviva. Z vysledkl téchto
méfeni byly navrzeny optimalni podminky, za kterych byly pro jednotliva barviva
prométfeny kalibrani zavislosti pro stanoveni heparinu. Pro kazdé barvivo byla dale
zjiSténa opakovatelnost, mez detekce a stanovitelnosti a provedena aplikace stanoveni na
realny vzorek praskového heparinu.

Dale byly pro spektrofluorimetrickou detekci optimalizovany podminky
pratokového uspotfadani, kdy bylo nosnym roztokem barvivo. Vzhledem k témér
identickému chovani barviv v pfedchozich métfenich bylo azur A zvoleno jako modelové
barvivo, pro které¢ byla optimalizovéna pritokova rychlost transportu do detektoru, délka
(objem) reakéni civky, davkovany pomér objemt reakénich Cinidel a koncentrace barviva.
Stejn¢ jako v predeslém uspotfadani byly za nalezenych optimdlnich podminek ziskany
kalibra¢ni zavislosti pro stanoveni se vSemi barvivy a zjiStény zakladni charakteristiky této
varianty stanoveni spole¢né s otestovanim na redlném vzorku.

Srovnanim dosazenych vysledki nelze jednoznacné urcit, které z testovanych
barviv a ktery typ stanoveni je pro SIA stanoveni heparinu nejvyhodnéjsi. Pro oba zptisoby
spektrofluorimetrického stanoveni se jako nejvhodnéj$i jevi pouziti barviva azur A,
se kterym je dosazeno nejvyssi citlivosti. Zaroveni ale u obou variant poskytuje mensi
dynamicky rozsah exponencidlnich kalibra¢nich zavislosti, ktery je nejvyssi pro azur B,
pfipadné methylenovou modf. Varianta, kdy je nosnym roztokem deionizovana voda ma
obecné lepsi opakovatelnost a je dosazeno nizSich hodnot meze detekce a ve vétSing
naopak vétsi pro stanoveni vyuzivajici jako nosny roztok barvivo.

Porovnanim vysledkii vypracovanych spektrofluorimetrickych SIA stanoveni
heparinu s vysledky dosazenymi v praci zabyvajici se spektrofotometrickym FIA
stanovenim bylo zjiSténo, Ze spektrofotometrickd detekce poskytuje hor§i meze detekce
a stanovitelnosti, které jsou pro vSechna barviva srovnatelné. Naopak linearni dynamicky
rozsah je pro spektrofotometrickou detekci a kazdé z barviv podstatné vétsi, nez pouzitelny
dynamicky rozsah v ptipad¢ detekce spektrofluorimetrické. Nejvyssi citlivosti stanoventi je
stejné jako pfi spektrofluorimetrické detekci dosaZeno pro barvivo azur A.

Spektrofotometrické SIA stanoveni heparinu s vyuzitim spektrometru HR4000
s optickymi vlakny pfipojenymi k pritokové detekéni ,,Z* cele a externim zdrojem zatfeni
se realizovat nepodatilo. Diivodem byla nedostatecnd intenzita zafeni dostupnych zdroja

a nevysel ani pokus o zkonstruovani zdroje vlastni vyroby.
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