


UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE

Pfirodovédecka fakulta

Studijni program: Chemie
Studijni obor: Analytickd chemie

Bc. Anna Makrlikova

STANOVENI VYBRANYCH KOMPONENT V LIDSKE MOCI
ELEKTROFOREZOU V KRATKE KAPILARE

Determination of selected components in human urine with

electrophoresis in short capillary

Diplomova préce

Vedouci diplomové prace: prof. RNDr. FrantiSek Opekar, CSc.
Konzultant: doc. RNDr. Ing. Petr Tima, Ph.D.

Praha 2015



Prohlaseni

Prohlasuji, ze jsem tuto zavéreCnou praci zpracovala samostatné¢ a Ze jsem
uvedla vSechny pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast
nebyla predlozena k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

Jsem si védoma toho, ze pripadné vyuziti vysledki, ziskanych v této praci, mimo

Univerzitu Karlovu v Praze je mozné pouze po pisemném souhlasu této univerzity.

V Praze dne 27. dubna 2015.
Anna Makrlikova



Abstrakt

Kapilarni zénova elektroforéza ma Siroké uplatnéni V riznych analyzéch.
V této praci byl navrzen hydrodynamicky zpusob zavedeni vzorku do kratké
elektroforetické kapilary fizeny tlakovym pulsem. Separacni pufr promyva davkovaci
smycku Sesticestného ventilu a zona vzorku je nesena k davkovacimu konci kapilary.
V case, kdy se zoéna vzorku nachazi u vstupu do kapilary, je vtoku elektrolytu
generovan kratky tlakovy puls, coz vede k nadavkovani vzorku do kapilary. Nasledné
je tok elektrolytu zastaven a soucasné je zapnuto separacni napéti. Mnozstvi
nadavkovaného vzorku je zavislé na dobé trvani tlakového pulsu.

Tato nové vyvinutd metoda byla testovdna pro stanoveni amonnych ionti,
histidinu, kreatininu, kyseliny mocové a kyseliny hippurové v lidské moci a pro rychlé
sledovani anorganickych iontd v mozkomi$nim moku a krevni plazmé. Stanoveni bylo
provedeno Vv kapilafe o celkové délce 10,5 cm a vyzkouseny byly dva separacni
elektrolyty — 50 mM MES + 5 mM NaOH (pH 5,10) a 1 M kyselina octova + 1,5 mM
crown ether 18-crown-6 (pH 2,40). Pouzitim dualni detekce, bezkontaktni vodivostni
a spektrometrické UV detekce, bylo mozno soucasné detegovat anorganické i organické

latky ve vzorku.

Kli¢ova slova
Kapilarni elektroforéza, kratkd kapilara, hydrodynamické davkovani, dualni
detekce, amonné ionty, histidin, kreatinin, kyselina mocova, kyselina hippurova, moc,

mozkomisni mok, krevni plazma



Abstract

Capillary zone electrophoresis is frequently used in various analyses. In this
diploma thesis a hydrodynamic sample introduction method controlled by pressure
pulse has been proposed for short-capillary electrophoresis. The base electrolyte
flushes sample from the loop of a six-way sampling valve and is carried to the
injection end of the capillary. At the time when the sample zone reached the
capillary, a short pressure impulse is generated in the electrolyte stream, which
provides injection of the sample into the capillary. Then the electrolyte flow is
stopped and the separation voltage is turned on. The amount of sample introduced to
the capillary is controlled by the duration of the pressure pulse.

This new sample introduction method was tested in the determination of
ammonia, histidine, creatinine, uric acid and hippuric acid in human urine and for
rapid screening of the contents of the inorganic ions in cerebrospinal fluid and blood
plasma. The determination was performed in a capillary with an overall length of
10,5 cm and two base electrolytes was tested — 50 mM MES + 5 mM NaOH (pH 5,10)
and 1 M acetic acid + 1,5 mM crown ether 18-crown-6 (pH 2,40). Using dual
detection techniques contactless conductivity and UV spectrometric detection,

anorganic and organic substances in the sample could be detected simultaneously.

Key words

Capillary electrophoresis, Short capillary, Hydrodynamic injection, Dual
detection, Ammonia ions, Histidine, Creatinine, Uric acid, Hippuric acid, Urine,

Cerebrospinal fluid, Blood plasma
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Seznam zkratek

BGE
cD

CEC

CGE
CIEF
CITP
CoA
CZE
EOF
HIS
HPLC

LIF
LOD
MECC

MES
PTFE
RSD
uv
VIS

Background Electrolyte (zakladni separacni elektrolyt)
Capacitively Coupled Contactless Conductometric Detection
(bezkontaktni vodivostni detekce)

Capillary Electrochromatography

(elektrochromatografie v napInénych kapilarach)

Capillary Gel Electrophoresis (kapilarni gelova elektroforéza)
Capillary Isoelectric Focusing (kapilarni izoelektrické fokusovani)
Capillary Isotachophoresis (kapilarni izotachoforéza)
Coenzyme A (koenzym A)

Capillary Zone Electrophoresis (kapilarni zonova elektroforéza)
Electroosmotic Flow (elektroosmoticky tok)

histidin

High Performance Liquid Chromatography

(vysokoucinna kapalinova chromatografie)

Laser-Induced Fluorescence (laserem indukovana fluorescence)
Limit of Detection (limit detekce)

Micellar Electrokinetic Capillary Chromatography

(micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie)

kyselina 2-(N-morpholino)-ethansulfonova
polytetrafluorethylen

Relative Standard Deviation (relativni smérodatna odchylka)
Ultraviolet Light (ultrafialové zateni)

Visible Light (viditeIné zafeni)



Seznam symbolii

A

us)

— m g o

Way2

usek linearni kalibra¢ni zavislosti
smérnice linedrni kalibracni zavislosti
koncentrace analytu

vnitini pramér kapilary

intenzita elektrického pole
celkova délka kapilary

pocet teoretickych pater

tlak v aparatufe

zfed'ovaci koeficient

celkovy naboj

polomér iontu

koeficient determinace

doba davkovani

migracni ¢as

separacni napéti

objem nadavkovaného vzorku

Sitka piku v poloving vysky

viskozita
aktudIni elektroforetickd pohyblivost iontu

rychlost iontu



1 Uvod

V soucasn¢ dobé se kladou velké naroky na rychlost a efektivnost analyz.
Pozadovana je mala spotfeba Cinidel a tedy i nizka cena analyzy, se kterou souvisi
I poCet analyzovanych vzorkl za jednotku ¢asu. V neposledni fadé musi byt analyzy
reprodukovatelné.

Kapilarni elektroforéza je experimentalné jednoduché G¢inné separa¢ni metoda,
jejiz moznosti aplikace jsou velmi rozsdhlé. V komeréné dostupnych aparaturdch je
doba analyzy ptiblizn€ 5 — 30 minut, proto jsou hledany zplisoby zrychleni separaci.

Jednim z moznych zplsobi je provedeni separace ve specializované aparatufe
s kratkou kapildrou. Kapiléra se zkrati z desitek centimetrti na jednotky centimetrd. Tato
aparatura tesi 1 problém kratkych kapilar, a to, Ze se pfi experimentalnich krocich
(davkovani, promyti kapilary) s kapilarou nemtize pohybovat. Pro analyzu je potieba
I méfeni pfi niz§im separa¢nim napéti, aby nedochazelo k tvorbé vétsiho mnozstvi
Jouleova tepla a odvod tepla mohl byt zajistovan pouze vzduchem v okoli kapilary.
Ptiklad jednoho typu takové aparatury byl popsan v praci [1].

Ve zminéné praci byla pouzita bezkontaktni vodivostni detekce (Capacitively
Coupled Contactless Conductometric Detection, C*D). Pfi analyzach slozit&jsich vzorki
je zapotiebi detekce anorganickych i organickych iont. Soucasna detekce obou druhil
iontll je mozna za pouziti dudlniho detektoru, tedy detektoru, ktery do jednoho mista
spojuje dva detektory, kdy kazdy méfi jinou vlastnost analyzovaného roztoku.

V této praci je pro separace modelovych vzorku (moci, mozkomi$niho moku a
plazmy) pouzita aparatura s kratkou kapilarou s detektorem slozenym z laboratorni
bezkontaktni vodivostni cely, c’D, pro detekci anorganickych latek a komeréné

dostupné spektrofotometrické UV/VIS cely pro detekci organickych latek.

1.1 Cil prace

Optimalizovat hydrodynamické davkovani vzorku do kratké kapilary
V laboratorn€¢ sestavené aparatufe pro elektroforézu s bezkontaktni vodivostni
a spektrofotometrickou detekci a pouzit aparaturu pro separaci a stanoveni vybranych

komponent v biologickych tekutinach.
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2 Teoreticka Cast

2.1 Kapilarni elektromigraéni metody

Princip elektroforézy spoc¢iva v oddélovani latek elektrickou migraci. Ionizované
nebo alesponi vysoce polarni latky se pohybuji v roztoku nosného elektrolytu vlivem
elektrického pole privadéného z externiho zdroje. Rychlost pohybu latek zavisi na jejich
molekulové hmotnosti, naboji a na viskéznim odporu nosného elektrolytu.

Velmi casto uzivanou formou elektroforézy je kapilarni zoénova elektroforéza.
Stava se Siroce pouzivanou v analytickych i biologickych laboratofich, ptedevSim pro
malou spotiebu vzork a umoznujici oddéleni latek i ve slozitych matricich [2].

Vlastni separace se provadi v kiemennych kapilarach o vnitinim priméru od
10 do 100 pm.

Vyhoda elektromigracnich metod spociva v malé spotiebé vzorku a cCinidel
nutnych pro separaci, velké separacni Uc€innosti a rychlosti analyzy. Experimentalni
jednoduchost metod umoziuje rychlou optimalizaci separacnich podminek. Nevyhodou
téchto separa¢nich technik je mensi opakovatelnost méfeni, predevsim opakovatelnost
migracnich Cast.

Podle media v separacni kapilafe a podle mechanismu separace lze kapilarni
elektromigra¢ni metody rozdélit do Sesti variant [3]:

- Kapilarni zéonova elektroforéza (CZE, Capillary Zone Electrophoresis)
- Kapilarni gelova elektroforéza (CGE, Capillary Gel Electrophoresis)
- Micelarni  elektrokinetickd kapilarni  chromatografie (MECC, Micellar

Electrokinetic Capillary Chromatography)

- Elektrochromatografie V napInénych kapilarach (CEC, Capillary

Electrochromatography)

- Kapilarni izoelektrické fokusovani (CIEF, Capillary Isoelectric Focusing)
- Kapilarni izotachoforéza (CITP, Capillary Isotachophoresis)

2.2 Kapilarni zonova elektroforéza

Nejpouzivanéjsi a nejjednodussi elektromigraéni technikou z vyse uvedenych je
kapilarni zonova elektroforéza. Separace probihd v kapilafe v prostiedi zakladniho
elektrolytu (BGE, background electrolyte). Kapilarni zonovou elektroforézou lze

stanovit anorganické i organické latky, jejichz molekuly mohou nést zaporny naboj
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v dusledku disociace (napt. chloridy, dusi¢nany, fenoly, sacharidy) nebo kladny naboj
v disledku disociace nebo protonizace (napf. sodné, draselné a véapenaté ionty,
aminokyseliny).

V kapilarnich elektromigracnich metodadch se uplatiuji dva transportni jevy,
elektroforeticka migrace a elektroosmoticky tok (EOF).

Separovat a stanovit 1ze ionty, které se lisi svou molekulovou hmotnosti, tvarem
a nabojem. Molekuly snabojem se déli podle svych rozdilnych elektroforetickych
pohyblivosti (mobilit). Na separaci se podili elektroosmoticky tok separa¢niho pufru
uvniti  kapilary, ktery unasi ionty k detektoru, v piipadé neupraveného povrchu
kiemenné kapilary kladné nabité ionty ke katod¢, a ty migruji svymi rozdilnymi
mobilitami uvnitf separa¢niho pufru. Pokud anionty migruji k anod€ mensi rychlosti nez
EOF, lIze soucasn¢ d¢lit a detegovat anionty i kationty, ale nelze separovat neutralni
molekuly. Elektroosmoticky tok Ize upravovat vhodnymi modifikatory, EOF lze
zastavit nebo dokonce jeho smér obratit. Separace se provadeji v kapilafe z taveného
kemene potazené vrstvou polyimidu, ktery zvySuje pruznost kapilary a brani zlomeni

kapilary pfi manipulaci s ni [3].

2.2.1 Elektroforeticka pohyblivost

Elektroforetickou migraci iontd se rozumi pohyb iontd v elektrickém poli.
Dochazi k elektrostatickému piitahovani elektrického naboje k opa¢né nabité elektrodé.
Kation je obklopeny molekulami vody a pohybuje se konstantni rychlosti ke katodé¢,
anion je ptitahovan k anodé. Nabita Castice je brzdéna frikéni silou prostredi. Tato sila
je v ustaleném stavu rovna hnaci sile a plati rovnice:

QE = 6myrv, (2-1)
kde Q je celkovy naboj iontu [C], E [V'm '] intenzita elektrického pole, 5 viskozita
okolniho prostredi [kg'm *-s'], r polomér iontu [m] @ v [m's ] rychlost iontu.

Podil napéti U [V] vlozeného na elektrody a délky kapilary L [m] se rovna
intenzité elektrického pole E v separacni kapilare:

E=U/L (2-2)

lonty se vhomogennim elektrickém poli pohybuji konstantni rychlosti
k elektrod¢ s opaénym nabojem, ktera je pifimo umeérna intenzité elektrického pole
a pohyblivosti daného iontu  x [m*V 1s]:

v=u-E (2-3)
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Ionty rtizné velkych poloméri a rtiznych naboji vykazuji v homogennim
elektrickém poli rizné elektroforetické pohyblivosti, které se daji vypocitat podle
vzorce:

u=Q/6myr (2-4)

Elektroforetické pohyblivosti a rychlosti iontd zaviseji na charakteru
analyzované latky a jsou tudiz kvalitativni informaci o analytu, u kationtt jsou kladné

a u aniontt zaporné [3, 4].

2.2.2 Elektroosmoticky tok

Druhym transportnim jevem v kapilarnich elektromigracnich metodach je
elektroosmoticky tok. Kdyz se kapilara naplni zdkladnim elektrolytem, na vnitini sténé
kapilary dochazi k hydrolyze siloxanovych skupin (=Si-O-Si=) a vznikaji silanolové
skupiny (=Si—OH). Silanolové skupiny disociuji a vnitini povrch kiemenné kapilary se
pokryje kiemicitanovymi skupinami (=Si-O"). Vnitini povrch kapilary je tak nabity
zaporné a pritahuje z roztoku kationty. Na vnitini sténé kapilary se vytvori elektricka
dvojvrstva. Elektroosmoticky tok vznika pusobenim elektrického pole, kdy se
hydratované kationty V elektrické dvojvrstvé pohybuji smérem ke katodé a s sebou
strhavaji roztok uvnitf kapilary.

Elektroosmoticky tok je zavisly na pH zakladniho elektrolytu uvniti kapilary.
Cim je pH vyssi, tim je v&t$i negativni naboj na vnitini sténé kapilary a EOF rychlejsi.
PouZitim pufru o niz$i koncentraci je mozno elektroosmoticky tok zrychlit.

Plochy profil toku v kapaliné€ tekouci pisobenim EOF (na rozdil od kapalinové
chromatografie s parabolickym profilem toku kapaliny) vede Kk velmi malému
rozmyvani zon separovanych latek a vysledné piky jsou uzsi nez v HPLC a v porovnani
s kapalinovou chromatografii ma kapilarni elektroforéza vétsi separacni ti¢innost.

Ptiznivy vliv plochého profilu toku na separa¢ni ucinnost je ¢astecné narusovan
tepelnymi efekty v kapilafe béhem separace a tim klesé separacni ucinnost. Po vlozeni
elektrického napéti na elektrody vznika tzv. Jouleovo teplo (pfeménény elektricky
vykon), které je nutno odvadét. Kapilara je chlazena pouze okolnim vzduchem nebo je
umisténa v termostatovaném prostiedi. Vice Joulova tepla se generuje pii pouZiti

e

vodivéjsiho separacniho pufru a kapilary s vétsim pramérem [3, 4].
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2.3 Zpusoby davkovani vzorku v kapilarni elektroforéze

Pro spravné provedenou analyzu pomoci kapilarni elektroforézy je tieba
vénovat pozornost davkovani vzorku do kapilary. Aby byla zachovana separacni
ucinnost, je nutno do Kapilary davkovat piesné definované malé objemy vzorku
(jednotky nl) a davkovat co nejreprodukovatelnéji. [5]. Zéna nadavkovaného vzorku

Vv kapilafe by neméla byt del$i nez asi 1 % celkové délky kapilary.

2.3.1 Elektrokinetické davkovani

Elektrokinetické davkovani probiha, pokud je na elektroforetické elektrody
vloZzeno elektrické napéti. Toto davkovani maé diskriminacni charakter, jelikoz
nadavkované mnozstvi vzorku zavisi nejen na velikosti vloZzeného napéti a dobé
davkovani, ale i na elektroforetické pohyblivosti iontt. Proto jsou zvyhodnény ty ionty,
které maji vétsi elektroforetickou pohyblivost. Podle polarity vloZeného napéti 1ze
davkovat kationty nebo anionty. Pfi davkovani kationtl, migruji kationty smérem
do kapilary a anionty migruji z kapilary do nadobky se vzorkem. Pii davkovani anionti
je tomu naopak. Nadavkované mnozstvi anionti a kationtd do Kkapilary proto
neodpovida zcela jejich zastoupeni v nadobce se vzorkem, a proto se dava prednost
hydrodynamickému dévkovani.

Elektrokinetické davkovani se vyuziva v elektrochromatografii v naplnénych
kapilarach a v kapilarni gelové elektroforéze spolu s metodou vnitiniho standardu

[3, 5]. Je rovnéz zakladni davkovaci metodou v elektroforéze na Cipu [6].

2.3.2 Hydrodynamické davkovani

Pti hydrodynamickém davkovani ma nadavkovany vzorek do kapilary stejné
slozeni jako vzorek v nadobce. V laboratornich aparaturach je vzorek davkovan rucné.
Na davkovacim konci kapilary je vialka se separacnim pufrem vymeénéna za vialku
s roztokem. Tato vialka se s ponofenym davkovacim koncem kapilary zvedne do urcité
vysky a na urCitou dobu, poté je davkovaci konec kapilary vracen do ptivodni polohy
a vialka je nahrazena vialkou se separacnim pufrem. V komer¢nich aparaturach je pti
davkovani vzorku tlak pisobici na hladinu roztoku v davkovaci nadobce piesné fizen
po urcitou dobu. Nadavkovany objem vzorku je pfimo umérny velikosti ptetlaku a dobé

davkovani [3, 5].
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2.4 Metody detekce v kapilarni zonové elektroforéze

Vzhledem k malému objemu nadavkovaného vzorku je nutno pouzit citlivé

detektory, které jsou schopny tak malé mnozstvi detegovat.

2.4.1 Fluorescenéni detekce

Nejcitlivéjsim detektorem ve spojeni s kapilarni elektroforézou je laserem
indukovana fluorescence (LIF). Analyty jsou budicim zéfenim (laserem o vhodné
vlnové délce prochdzejiciho kapilarou) uvedeny do vzbuzeného (excitaéniho) stavu
a nasledné za uvolnéni energie prechazeji do klidového stavu. Energie ve form¢ fotoni
je méfena. UrCitou experimentalni nevyhodou LIF je, Ze vétSinou je nutno analyty
derivatizovat, tj. zaclenit do jejich struktury fluorofor. K tomuto ucelu se pouzivaji

rizna derivatiza¢ni ¢inidla [7].

2.4.2 Spektrofotometricka detekce

Pro analyty obsahujici chromofory je nejpouzivanéj$i detekci v kapilarni
elektroforéze spektrofotometrickd UV/VIS detekce. Principem metody je nalezeni
vhodné vinové délky svételného paprsku, pfi niz analyzované latky absorbuji zafeni
mnohem vice nez separacni elektrolyt. Svételny paprsek prochazi optickym okénkem
kapilary a méfi se absorbance roztoku v separa¢ni kapilafe. Vysoka absorbance analytu
proti absorbanci zakladniho elektrolytu se v elektroferogramu projevi jako kladny pik.
Fotometrickéd detekce je bézna u komeréné dostupnych zatizeni, jeji citlivost je ale

mens$i neZ u bezkontaktni vodivostni detekce [3, 8].

2.4.3 Neprima fotometricka detekce

Pro ziskani signalu UV/VIS detektorem analyt, které v této oblasti neabsorbuyji,
je zapotiebi do zakladniho elektrolytu pfidani siln€¢ absorbujiciho iontu se stejnym
nabojem, jako ma separovany analyt. Dochazi k vytésnéni silné absorbujicich ko-iontl
neabsorbujicimi analyty. Priichod této zoény detektorem zapfiCini snizeni odezvy
detektoru a projevi se tzv. dipem (zapornym pikem). Pro neptimou fotometrickou
detekci se pouziva malo koncentrovany zakladni separa¢ni elektrolyt, proto je tato
detekce nevhodna pro stanoveni analyti v biologickych tekutinach, které obsahuji velké

mnozstvi anorganickych soli [8, 9].
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2.4.4 Bezkontaktni vodivostni detekce

Vodivostni detekci je méfena elektrickd vodivost roztoku. Bezkontaktni
vodivostni elektrody jsou umistény na vné&jSim povrchu kapilary a nejsou v kontaktu
s roztokem pfitomnym v kapilafe. Na jednu elektrodu (vysilaci elektroda) je ptivadén
stiidavy signal z generatoru a prochazi ptes sténu kapilary, ktera slouzi jako izolant.
Signal je v detekéni mezefe mezi elektrodami ovlivnén vodivosti roztoku a sniméan
druhou pfijimaci elektrodou. U bezkontaktni vodivostni detekce elektrody nejsou
v kontaktu s analyzovanym roztokem, proto na nich nedochdzi k nezadoucim
interakcim mezi roztokem a elektrodou (napft. adsorpci latek na elektrodu) [3, 10].

Bezkontaktni vodivostni detekci se stanovuji malé anorganické ionty a organické
latky, které neabsorbuji UV zafeni, sacharidy, aminokyseliny [3, 8], biologicky
vyznamné latky jako kreatin a fosfokreatin [11] a naptiklad i sacharidy v energetickych
napojich [12].

Vyznam bezkontaktni vodivostni detekce v kapilarni elektroforéze je znacny,
elektroforetické stanoveni analyti stouto detekei je diskutovano V nckolika

ptehledovych ¢lancich, napt. [13-15].

2.45 Dualni detekce

Kapilarni elektroforéza se uplatiiuje i v medicinskych oborech, kde je zapotiebi
analyzovat latky ve slozité matrici (t€Ini tekutiny). Pro zrychleni a zlevnéni analyz je
vyhodné detekce jak anorganickych, tak i organickych ionti zaroven pfi jedné separaci,
coz je umoznéno dudlnim detektorem. Vyhodna je kombinace C'D s UV/VIS detekei,
protoze kazdy z detekCnich systémi vyuziva jiné vlastnosti detegovanych latek
a k optické detekci dochazi mezi elektrodami vodivostniho detektoru. Latky jsou tak
detegovany v jednom misté kapilary [16]. Spojeni kapilarni elektroforézy
s bezkontaktni vodivostni detekci a UV spektrofotometrickou detekci bylo napt. v praci

[17] pouZito na analyzu smési 29 organickych kyselin v moci.

2.5 Stanoveni metabolitii v moci

Pro méteni fyziologickych a patofyziologickych podminek v lidském téle se,
mimo jiné, stanovuji metabolity vmoci. Vyluéovani moci ledvinami slouzi
K odstraniovani  odpadnich molekul z krve a kudrzeni homeostazy v téle.
Z anorganickych latek jsou v mocCi nejvice zastoupeny kationty amonné, sodné,

draselné, vapenaté, hofecnaté a anionty chloridové, hydrogenuhli¢itanové, fosfatové
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a sulfatové. Z dusikatych latek pak mocovina a jeji soli, kreatinin, kreatin, amoniak
a nékteré aminokyseliny. Pfi patologickych zménach se v mo¢i miZou vyskytovat
proteiny, sacharidy a lipidy. Dale jsou v moc¢i morfologické soucasti (bunécné
elementy, mikroby, krystaly) [18].

Komplexni informace o chemickém slozeni mo¢i Ize nalézt v praci [19].

Komponenty moc¢i lze stanovit kolorimetrickymi, enzymatickymi,
chromatografickymi (napt. kapalinovd chromatografie) a elektroforetickymi
(napf. jednorozmérnd gelova elektroforéza) technikami. Tyto metody jsou jednoduché,
ale ve srovnani s kapilarni elektroforézou maji ur¢ité nevyhody. Kapilarni elektroforéza
ma vetsi citlivost, je zapotiebi mensi mnozstvi vzorku a v mnoha piipadech ho neni
tieba ptfed vlastni analyzou nijak upravovat, pouze piefiltrovat a dle potfeby natredit.
Kapilarni elektroforéza se tak stava dilezitym diagnostickym nastrojem pro identifikaci
a kvantifikaci metabolitli v moci, pro objevovani markert riiznych nemoci i pro klinické
vyzkumy [20, 21].

Latky v moci stanovované v této praci jsou histidin, kreatinin, kyselina mocova

a hippurova. Z anorganickych latek jsou to amonné ionty.

2.5.1 Histidin

Histidin je esencidlni proteinogenni aminokyselina. Je hlavni bazickou
aminokyselinou v mo¢i. Diky heterocyklickému dusiku v imidazolové postranni
skupin€ hraje diileZitou roli v mnoha biologickych systémech, naptiklad pii kontrole
transportu kovl v biologicky vyznamnych bazich. Pretrvavajici nedostatek histidinu
mize zplsobit Friedreichovu ataxii, epilepsii, Parkinsonovu chorobu a nedostate¢nou
tvorbu krvinek. Zvysena hladina histidinu ve fyziologickych tekutinach (sérum, moc)
zpusobuje metabolické poruchy. Rychla a selektivni detekce histidinu je ve
farmaceutickém vyzkumu a klinické 1é€bé€ nezbytnd. Kromé kapilarni elektroforézy lze
histidin detegovat kapalinovou chromatografii, elektrochemicky, kolorimetricky,
spektrofluorimetricky a pomoci fluorescen¢nich biosenzort [22].

V moci se vyskytuji i dva derivaty histidinu neméné dilezité pro klinickou
praxi, 1-methylhistidin a 3-methylhistidin. DileZitost stanoveni a vyznam téchto

derivath lze nalézt v pracich [23, 24].

2.5.2 Kreatinin
Kreatinin je produkt rozpadu kreatinfosfatu ve svalech, z krve je odstraiiovan
ledvinami a vylu¢ovan moc¢i. Za normalnich podminek je pomér produkce a exkrece
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kreatininu konstantni a je tak zachovan rovnovazny stav. Pokud dojde Kk poruse ledvin,
schopnost ledvin vylucovat odpadni latky se snizi, a tim se snizi i glomeruldrni filtrace
a plazmaticka koncentrace kreatininu se tim zvysi. VysSi koncentrace kreatininu
Vv plazmé je i po urazech svali, pfi vysokém piijmu proteinii v potravé apod. Nizsi
koncentrace kreatininu v plazmé¢ je napf. pii svalovych atrofiich a dystrofiich. Stanoveni
kreatininu v mo¢i (napt. pomoci HPLC) se vyuziva pro posouzeni stavu vyZzivy,
spravnosti renalni funkce a jako standard latek vylu¢ovanych moc¢i vzhledem k objemu

moci [18, 25].

2.5.3 Kyselina mocova

Kone¢nym produktem metabolismu purint je kyselina mocova, je vylucovana
predevS§im ledvinami. Vysoké sérové a plazmatické koncentrace piedstavuji silny
rizikovy faktor pro rozvoj dny. Stanoveni koncentraci kyseliny mo€ové je dulezité pro
odhad rizika rozvoje dnové artritidy, pro sledovani pacientii lécenych Iéky snizujici
hladinu kyseliny mocové v séru a také pro urceni piesného divodu hyperurikémie.
Pro stanoveni koncentrace kyseliny mocové v biologickych vzorcich se vyuziva
hmotnostni spektrometrie, HPLC, kolorimetrie, dale enzymatickych,
amperometrickych a voltametrickych metod a vneposledni fadé¢ kapilarni

elektroforézy s UV detekci [26].

2.5.4 Kyselina hippurova

V moé¢i se vyskytuje i dalsi organickd kyselina, kyselina hippurova. Je
biosyntetizovana z glycinu, kyseliny benzoové a CoA enzymy lokalizovanymi
V mitochondridlnim matrixu jaternich a ledvinovych bun¢k. Tato metabolickd drdha
poskytuje alternativni tok dusiku od obvyklych prekurzori mocoviny na glycin a je
vyuzivana pro detoxikaci aromatickych slou€enin, napfiklad toluenu. Kromé kapilarni
elektroforézy ji lze stanovit pomoci HPLC, plynovou chromatografii, vodikovou
nukledrni  magnetickou  rezonanci a micelarni  elektrokinetickou  kapilarni

chromatografii [27].

2.55 Amoniak

Amoniak spolu s kreatininem a mocovinou jsou hlavnimi odpadnimi latkami
lidského metabolismu proteinti a jsou z téla vyluCovany moci. Amoniak je slaba
baze a jeho soli, amonné ionty, lze kapilarni elektroforézou stanovit, ale ve smési

s draselnymi ionty je od nich nelze rozd¢lit, jelikoz migruji stejnou rychlosti. Pokud se
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do zakladniho elektrolytu pfidd crown ether (18-crown-6), vytvoii s draselnymi ionty
komplex a tim je umoznéno oddéleni iontd amonnych od iontl draselnych. Nejcastéji je

stanoveni amoniaku provadéno enzymatickymi metodami [28].

2.6 MozkomiSni mok a krevni plazma

Kromé separace latek v moc¢i byly orientacné separovany latky v dalSich
biologickych tekutinach, v mozkomi$nim moku a krevnim plazmé.

Mozkomisniho moku télo vyprodukuje asi 500 ml denné. Obsahuje fadu
anorganickych iontd, Na‘, K', CI, Ca*, Mg* a HCOs; [18]. Monitorovanim
mozkomiSniho moku lze odhalit nékteré neurodegenerativni choroby, Alzheimerovu
a Parkinsonovu chorobu [29].

Plazma a sérum jsou nejcastéji vySetfované tekutiny v klinické biochemii
a laboratorni medicin€. Pro vySetieni plazmy je nutné do krve piidat protisrazlivé
¢inidlo, pro vySetfeni séra nikoliv. Plazma je nekorpuskularni Zzluta tekutina,
extracelularni a intravaskularni. Krev tvoti 8 % z celkové hmotnosti ¢lovéka, z toho je
plazma 5 %. Sérum je bez fibrinogenu a pevnych pfirozenych soucésti po procesu
srazeni in vitro. lonty se vyskytuji ve vodné fazi plazmy, ktera obsahuje i proteiny

a lipidy [18].

2.7 Vyhodnoceni vysledku

Ke stanoveni sledovanych komponent byla pouzita metoda standardniho
pfidavku. Méfeni bylo provedeno vzdy nckolikrat a za vysledek byla povazovéna
sttedni hodnota (median). Piesnost byla vyjadiena relativni smérodatnou odchylkou
a intervalem spolehlivosti [5].

Vysledky byly vyhodnoceny a koncentrace jednotlivych komponent byla
pocitana ze vztahu:

c(x)=(A/B)-q, (2-5)
kde c(x) je koncentrace komponenty, A je tsek a B smérnice linearni kalibra¢ni

zavislosti a g je zied'ovaci koeficient.
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3 Experimentalni ¢ast
Elektroforetickd aparatura je slozena z davkovaci ¢asti, kiemenné kapilary,

dualniho C'D/UV detektoru a koncové nadobky s vysokonap&tovou elektrodou;
celkovy pohled na aparaturu je na obr. 1.

Obr. 1: Celkovy pohled na pouzivanou aparaturu s kratkou separac¢ni kapilarou

a dualnim detektorem. 1 — zdroj vysokého napéti, 2 — linearni pumpa, 3 — Sesticestny
davkovaci ventil, 4 — separacni a detekéni ¢ast pod krytem (viz obr. 3),

5 — spektrofotometricky detektor, 6 — odpadni nadobka.

3.1 Elektroforeticka aparatura

Experimenty byly provadény na laboratorné sestavené elektroforetické aparatuie
blize popsané v praci [1]. Oproti popsané aparatuie byly provedeny nékteré upravy.
Dévkovaci ¢ast byla zménéna (detaily popsany nize). Namisto davkovaciho ventilu
C102M (Labio, CR) byl pouzit elektromagneticky ovladany davkovaci ventil VALCO
(VICI Valco Instruments). Dale byl pouzit dvoukandlovy AD pievodnik ORCA 2000
(Ecom, CR) misto jednokanalového pfevodniku Panther 1000 (Ecom, CR).
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Obr. 2: A) Schéma davkovaci ¢asti elektroforetické aparatury a za B) schéma ¢asového
programu davkovaci sekvence.

(A): 1,2 — davkovaci nadobka slozena z plastovych T a L dili pouzivanych pro
spojovani hadi¢ek malych priiméri, 3 — zemnici elektroda vysokonapétového zdroje,
4 — separacni kapilara tésné zasunuta do 1/16” od x 0,01” id PTFE trubicky, 5 - PTFE
trubicka 1/16” od x 0,031” id, 6 — Sesticestny davkovaci ventil, 7 — davkovaci smycka
0 objemu 43 pl, 8 — plnéni smycky pomoci injekéni stiikacky, 9 — linedrni pumpa
pumpujici po dobu davkovani zakladni elektrolyt, 10 — uzaviraci ventil, 11 — odpad,
12 — pokracovani kapilary k detektoru a koncové nadobce.

(B): a — iniciace davkovani, b — doba zapnuti linearni pumpy, ¢ — zpozdéni aktivace
uzaviraciho ventilu, d — doba uzavieni uzaviraciho ventilu, tj. doba davkovani vzorku

do kapilary, e — zapnuti vysokonapétového zdroje a zahajeni separace.

Schéma davkovaci ¢asti aparatury je na obr. 2. Na jeji sestaveni byly pouzity
komer¢né dostupné plastové dily pro spojovani hadi¢ek malych praméra (1, 2). Jako
elektroforetickd zemnici elektroda byla pouzita nerezova trubicka dlouha 10 mm (3).
Plastové dily (1, 2) jsou ve stabilni poloze fixovany tavnym lepidlem, které slouzi
rovnéz jako izolace elektrody. Tuto cast davkovaci aparatury lze povazovat za
davkovaci nadobku. Separacni kapildra (4) je tésn¢ vsunuta do pomocné PTFE trubicky,

ktera zajistuje jeji pevnou polohu v davkovaci aparatuie. Davkovaci konec separacni
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kapilary je voln¢ vsunut do hloubky asi 1 mm do piivodni PTFE trubicky (5).
Trubickou (5) protékd nosny elektrolyt se zonou vzorku z davkovaciho Sesticestného
ventilu (6). Roztok protéka kolem davkovaciho konce kapilary a dale protéka
aparaturou k vystupu (11) a pfed vystupem prochazi uzaviracim ventilem (10).
Uzavienim tohoto ventilu se v aparatufe vytvari tlakovy puls, jimZz je vzorek
nadadvkovan do separacni kapilary. Vystupni konec kapilary je umistén v plastové
koncové nadobce, v niz je vysokonapétova elektroda zdroje (na obr. 2 tato Cast
aparatury neni zakreslena).

Postup davkovani je nasledujici, viz obr. 2B. Zapnutim linearni pumpy (9)
(Labio, CR) pumpujici nosny elektrolyt ze zasobniku a soudasnym piepnutim
davkovaciho ventilu (6) z polohy ,,load* (plnéni davkovaci smycky) do polohy ,,inject*
(nadavkovani vzorku) je zahajeno ddvkovani, bod (a) na obr. 2B. Po urcité¢ dobé se zéna
vzorku dostane nosnym elektrolytem k davkovacimu konci kapilary, Cas (¢). Jakmile se
tak stane, je na urcitou dobu, cas (d), aktivovan uzaviraci ventil a vzorek je nadavkovan
do kapilary. Linedrni pumpa je aktivni tak dlouho, ¢as (b), aby se zoéna vzorku dostala
dostatecné daleko od davkovaciho konce kapilary. Poté je tok nosného elektrolytu
zastaven a zapnutim vysokého napéti, bod (e), je zahajena separace. Separacni napé&ti
bylo 5 kV.

K méfeni byla pouzita separacni kapilara potazena polyimidem o vnitfnim
priméru 50 pum, vn&jSim praméru 363 um, celkové délce 10,5 cm a délce k detektoru
8 cm.

Cinnost jednotlivych &asti aparatury byla fizena programem vytvofenym
v prostitedi LabView (National Instruments, USA), registrace -elektroferogrami
probihala v programu ECOMAC (Ecom, CR) a jejich vyhodnoceni v programu CSW
1.7 (Data Apex), Microsoft Excel a Origin 6.0.

3.2 Dualni detekce

Pro detekci pti elektroforetické separaci v kratké kapilare byl pouzit upraveny
komeréné dostupny spektrofotometricky detektor Saphire (Ecom, CR). Zafeni od
monochromatoru ve spektrofotometrickém detektoru je vedeno svétlovodnym vldknem
ke kapilafe mezi dv€é semitubuldrni elektrody bezkontaktniho vodivostniho detektoru
vystiizené ze samolepici médéné folie o tloustce 35 um (ELCHEMCo, CR). Elektrody
jsou Siroké 1,7 mm a vzdaleny od sebe 0,85 mm. Vytvofené prihledné okénko

Vv separacni kapildfe je umistétno mezi témito dvéma elektrodami. Kapilara je
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k elektrodam a svétlovodnému vlaknu pfitlacovana plexisklovou destiCkou. Otvorem
v pfitlaéné plexisklové desticce o priméru 2 mm dopadad zafeni pro$lé kapilarou na
velkoploSnou fotodiodu, z ni je signil veden kabelem ke zpracovéni do komeréniho
detektoru. Separacni kapilara, davkovaci a koncovd nadobka, elektronické soucasti
bezkontaktniho vodivostniho detektoru a svétlovodna vlakna jsou umistény pod opticky
a elektrostaticky stinicim krytem, viz obr. 3. UV detektor méfil pfi vinové délce
214 nm, vodivostni C*D detektor méfil pii sinusovém signalu o frekvenci 450 kHz
a amplitud€ £ 17 V.

Obr. 3: Separacni a detekéni cast aparatury s dudlni detekci po odstranéni krytu

(oznacen ¢islem 4 na obr. 1). 1 — davkovaci nadobka, 2 — separa¢ni kapilara, 3 — opticka

¢ast — velkoplo$na dioda, 4 — koncova nadobka s vysokonapét'ovou elektrodou.

3.3 Chemikalie a roztoky
VSechny méfené roztoky byly pfipravovany s pouzitim deionizované vody
(Milli-Q Plus, Millipore, USA) a uchovavany v chladnicce.
KCI, NaCl, BaCl,, CaCl,, MgCl,, LiCl,, NH4CI (Merck)
MES (kyselina 2-(N-morpholino)-ethansulfonova), (>99%, Merck)
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Kyselina octova (>99,0%, Fluka)

NaOH (>98%, Sigma-Aldrich)

18-crown-6 (>99%, Sigma-Aldrich)

L-histidin (>99%, MERCK)

Kreatinin (>98%, Sigma-Aldrich)

Kyselina mocova (>99%, Sigma-Aldrich)

Kyselina hippurova (>99%, Sigma-Aldrich)

Acetonitril (Sigma-Aldrich)

Zakladni separacni pufry: 20 mM MES + 5 mM NaOH, pH 5,80
50 mM MES + 5 mM NaOH, pH 5,10
1 M kyselina octova + 1,5 mM crown ether 18-crown-6, pH 2,40

Biologické vzorky: ranni mo¢, mozkomisni mok, plazma (vzorky moku a plazmy byly

ziskany z III. 1ékatské fakulty).
3.4 Pracovni postupy

3.4.1 Optimalizace hydrodynamického davkovani

Optimalizace parametri hydrodynamického davkovani probihala s modelovym
roztokem K a histidinu o koncentraci 50 pM obou slozek (smés malého anorganického
iontu a velkého organického iontu). Pro separaci byl pouzit pufr 20 mM MES + 5 mM
NaOH o pH 5,80. Separa¢ni napéti bylo 5 kV, proud byl 3 pA. Vsechna méfeni
probihala za laboratorni teploty. Pfi téchto meéfenich byl k detekci pouzit jen
bezkontaktni vodivostni detektor.

Pted zacatkem méfeni byla kiemennd kapilara aktivovana po dobu 10 min
0,1 M NaOH, poté promyta vodou (10 min) a nakonec pufrem (5 min). Pufrem
napInéna kapildra zlstala pro ustaleni odezvy detektoru pii spusténém vysokém napéti
10 min v klidu.

Testovany byly jednotlivé doby davkovaci sekvence, viz obr. 2B, tj. doba
odkladu aktivace uzaviraciho ventilu, ¢as (c), doba trvani aktivacniho pulsu, ¢as (d)
a celkova doba zapnuti linearni pumpy, €as (b). Méfeni byla provadéna za konstantni
rychlosti toku separa¢niho pufru, 170 pl min™. Kazdé m&keni bylo provedeno pétkrat
a vysledné mediany byly zpracovany graficky. Vzhledem k nesymetrickym pikiim byla

vyhodnocena pouze plocha piku.
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V zavérecné casti zkoumani hydrodynamického davkovani byla zjiStovana
hodnota tlaku v davkovaci ¢asti pii riznych dobach aktivace uzaviraciho ventilu. Kazdé
méfeni bylo provedeno tfikrat a mediany byly vyneseny do grafu. Tlak v kapilaie byl
méfen kalibrovanym polovodi¢ovym snimacem tlaku TM510/01 (Tesla, CR).

3.4.2 Aplikace hydrodynamického davkovani na modelové vzorky

Pted stanovenim vybranych komponent v mo¢i bylo hydrodynamické davkovani
vzorku do kratké kapilary v laboratorné sestavené aparature vyzkouseno na modelovych
roztocich. Separace smési histidinu a kreatininu (o koncentraci 50 pM) prob¢hla
v separa¢nim pufru 20 mM MES + 5 mM NaOH (pH 5,80) a pouzita byla dualni
detekce. UV detektor méfil pfi vinové délce 214 nm, ktera je dle obr. 4 nejvhodnéjsi
I pro dalsi stanovované komponenty moci. Dale byl promé&fen za stejnych podminek
modelovy roztok kyseliny mocové a hippurové (o koncentraci 50 pM) v separa¢nim
pufru 50 mM MES + 5 mM NaOH (pH 5,10). Separa¢ni napéti bylo v obou ptipadech
5 kV a prochazejici proud 3 pA.

Posledni méfeni modelovych roztokli bylo provedeno se smési anorganickych
kationtd (K*, Ba**, Ca?*, Na*, NH*", Li") v separa¢nim pufru 1 M kyselina octové
+ 1,5 mM crown ether 18-crown-6 (pH 2,40), aby dos$lo k rozdé€leni iont. Separacni

napéti bylo 5 kV a prochazejici proud 13 pA.
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Obr. 4: Zavislost absorbance na vlnové délce pro kyselinu hippurovou, mocovou
a histidin. Jako optimalni se jevi vlnova délka 214 nm, pfi které vS§echny komponenty

maji absorbanci dostate¢né vysokou pro citlivou detekci.

3.4.3 Stanoveni vybranych komponent v moci

Analyza moci byla provedena ve dvou vzorcich moci ziskanych od zdravého
dobrovolnika v den analyzy. Moc¢ byla vZdy nejprve prefiltrovana pifes injekéni
stiika¢ku s nasazenym filtrem o velikosti poérd 0,45 pum (Fisher Scientific, CR)
a nafedéna vodou. Prvni vzorek byl 50x natfedén a byly k nému ptidany tfi standardni
ptidavky 25, 50 a 100 uM kazdého z analytl. Separace probihala v separa¢nim pufru
50 mM MES + 5 mM NaOH (pH 5,10), separa¢nim napéti 5 kV a proudu 3 pA. Nizsi
pH je voleno z divodu lepsiho oddéleni kreatininu od elektroosmotického toku. Druhy
vzorek byl nafedén 100x a probihala v separa¢nim pufru 1 M kyselina octova + 1,5 mM
crown ether 18-crown-6 (pH 2,40) pii separacnim napéti 5 kV a proudu 13 pA.
Ptidavek crown etheru umoznuje separaci draselnych a amonnych iontl, které
v nemodifikovaném separacnim pufru migruji spolu. Crown ether tvofi s draselnymi
ionty komplex a snizuje tak jeho mobilitu. Pouzita byla dudlni detekce. Kazdé stanoveni
bylo opakovano 3x, z iseku a smérnice regresni pitimky, byla pocitana koncentrace

pfislusného analytu.
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3.4.4 Analyza dalSich biologickych tekutin

Také pro analyzu mozkomisniho moku i plazmy byl pouzit separa¢ni pufr
1 M kyselina octova + 1,5 mM crown ether 18-crown-6 o pH 2,40. Separa¢ni napéti
bylo 5 kV a prochazejici proud 13 pA.

Vzorky mozkomisniho moku od 2 pacientl byly desetkrat zfedény, prefiltrovany
a davkovany do kapilary.

Pro analyzu plazmy bylo potieba nejprve vzorek smichat s acetonitrilem
vpoméru 1:3 a protiepat tak, aby se vyloucily proteiny, které byly odd€leny na
centrifuze (Denver Instrument, USA) po dobu 4 minut pti 10 000 otac¢kach za minutu.

Celkem byly prométeny 4 vzorky plazmy od riznych pacientd. Byla provedena

identifikace pikt stejné jako u mozkomisniho moku.

27



4 Vysledky a diskuze

4.1 Vysledky optimalizace hydrodynamického davkovani

Nejprve byl proveden test doby odkladu davkovaciho pulsu (¢as ¢ na obr. 2B)
pfi konstantni dob¢ aktivace linearni pumpy (10 s) a trvani pulsu (0,5 s). Zkousené doby
davkovaciho pulsu byly od 0 do 8 s. Méteni bylo provedeno vzdy pétkrat a vysledné
mediany byly graficky zpracovany (viz obr. 5).
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Obr. 5: Zavislost plochy piku histidinu (HIS) a K* iontu na dobé odkladu davkovaciho
pulsu. Separa¢ni pufr 20 mM MES + 5 mM NaOH (pH 5,80), prtitokova rychlost pufru
170 ul-minfl, doba trvani davkovaciho pulsu 0,5 s, separa¢ni napéti/proud 5 kV/3 pA,

bezkontaktni vodivostni detekce.

Jako optimalni se doba odkladu pulsu jevi v rozmezi 4 — 5 S. Pro dals§i méteni
byla zvolena doba 5 s jako optimalni a pouzita k dal§imu testovani.
Dale byla pfi testovani tlakového davkovani ménéna délka trvani davkovaciho

pulsu (¢as d na obr. 2B) od 0 do 0,8 s pii konstantni dob¢ aktivace linearni pumpy (10 s)
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a dobé odkladu davkovaciho pulsu (5 s). Vhodna délka trvani davkovaciho pulsu zajisti
spravné nadavkovani vzorku do kapilary.

M¢éfeni bylo provedeno pétkrat a mediany byly vyneseny do grafu spolu
S vypoctenou ucinnosti separace (poctem teoretickych pater). Pocet teoretickych pater
byl poéitan ze vztahu n = 5,54-(tM/W1/2)2, kde ty je migraéni Cas a Wy, je Sifka piku

Vv polovi¢ni vysce.
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Obr. 6: Zavislost plochy piku na dobé¢ trvani pulsu pro draslik (pro histidin obdobné),
véetné zobrazeni UCinnosti separace (N — pocet teoretickych pater). Separac¢ni pufr
20mM MES + 5 mM NaOH (pH 5,80), priitokova rychlost pufru 170 pl'min™,
separa¢ni napéti/proud 5 kV/3 pA, bezkontaktni vodivostni detekce.

Z obr. 6 je patrné, ze srostouci dobou trvani davkovaciho pulsu se zvétSuje
plocha piku (vyssi analyticky signal), avSak klesd separa¢ni Gc¢innost. Je nutné zvolit
optimdlni dobu trvani pulsu, pfi které je jeSt€ vysokd ucinnost, ale plocha piku

dostatecné velka. Za optimalni dobu trvani pulsu bylo zvoleno 0,5 s.
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Pti uzavieni ventilu byl méfen tlak v aparature, z néhoz byl urcen objem
nadavkovaného vzorku do kapilary dle vztahu:
UMAWQ%
nL
kde AP (mbar) je tlak, D (50 pum) vnitini primér kapilary, t (s) doba davkovani,

V=7811 , (4-1)

n (0,001 Pa-s) viskozita roztoku a L (10,5 cm) celkova délka kapilary. Vysledkem je
nadavkované mnozstvi vzorku v nl (V).

Nadavkovany objem, délka zony vzorku a nadavkované mnozstvi analytu pro
riizné doby trvani pulsu jsou uvedeny v tabulce 1. Casovy priibéh tlaku v aparatuie pfi

délce trvani davkovaciho pulsu 0,5 s je pro ilustraci ukazan na obr. 7.

Tabulka 1: Nadavkovany objem vzorku do kapilary, délka zony vzorku a nadavkované
mnozstvi vzorku analytu (pro koncentraci 50 pM K*) pro rizné doby trvani

davkovaciho pulsu. Tlak je stifedni hodnotou ze tfi méteni.

Délka Objem
Délka zony, Mnozstvi
davkovaciho Tlak, mbar nadavkovaného
mm analytu, pmol
pulsu, s vzorku, nl
0,3 45,70 2,00 1,0 0,10
0,4 57,70 3,40 1,7 0,17
0,5 80,40 5,90 3,0 0,29
0,6 103,4 9,00 4,6 0,45
0,7 128,6 13,2 6,7 0,66
0,8 149,5 17,5 8,9 0,87

Dobou uzavieni ventilu lze jednoduSe kontrolovat mnozstvi analytu, které se
nadavkuje do kapilary. Pro vyssi separacni ucinnost je zapotiebi uZziti kratSi doby trvani
pulsu, pokud tento pozadavek neni pfili§ vyznamny (zony analyti jsou dostate¢né
oddéleny), lze wvelikost analytického signalu zvySit prodlouzenim doby trvani

davkovaciho pulsu.

30



175 F T T 1 ]
||
180 i
128 L i
[ |
100 i
|-
[+
i
E =L i
¥
R n
= e} i
28 | i
] | |
I rE—N—NE—N—N—N_pn / \I—l—l—l—l—l—
m
1 1 1
2.0 2.5 4.0 4.5 5.0
Cas, s

Obr. 7: Casova zavislost tlaku v davkovaci ¢asti aparatury pii aktivaci uzaviraciho

ventilu na dobu 0,5 s pii prittokové rychlosti pufru 170 pl-min .
Pro méfeni opakovatelnosti a pro vSechna dal§i métfeni byly nastaveny optimalni

davkovaci podminky: doba odkladu davkovaciho pulsu 5 s, doba trvani pulsu 0,5 s a doba

aktivace linearni pumpy 10s.
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Obr. 8: Grafické vyjadfeni opakovatelnosti plochy piku histidinu davkovaného pfi
optimalizovanych davkovacich podminkach (doba odkladu davkovaciho pulsu 5 s, doba
trvani pulsu 0,5 s, doba aktivace linearni pumpy 10 s). Koncentrace histidinu 50 uM,
separacni pufr 20 mM MES + 5 mM NaOH (pH 5,80), pritokova rychlost pufru
170 pl'min ", separaéni napéti/proud 5 KV/3 pA, bezkontaktni vodivostni detekee.

Pii zkouSeni opakovatelnosti hydrodynamického davkovani byla v roztoku
0 koncentraci 50 pM pro K" relativni smérodatna odchylka 3,05 % a pro histidin
1,70 %. Pro porovnani byla opakovatelnost vyzkousena na roztoku drasliku a histidinu
o koncentraci 10 uM. Zde byla relativni smérodatnd odchylka pro histidin srovnatelna,
ale pro draslik vyssi, 7,40 %. Opakovatelnost pro manudlni davkovani v laboratornich
systtmech je vrozmezi relativni smérodatné odchylky 5 — 10 %, pro automatické
davkovani v komer¢nich systémech je relativni smérodatnd odchylka uvadéna
vrozmezi 1 — 3 % [30]. Grafické znazornéni opakovatelnosti ploch pika histidinu je
na obr. 8 a ilustracni elektroferogram separace modelové smési histidinu a draselného

iontu vyuzivané pti optimalizaci davkovacich parametrti je na obr. 9.
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Obr. 9: Ilustracni elektroferogram modelového roztoku draselnych kationtl a histidinu
(HIS) o koncentraci 50 uM ziskany pii optimalizovanych davkovacich podminkéach;
Separa¢ni pufr 20 mM MES + 5 mM NaOH (pH 5,80), prttokova rychlost pufru
170 pl'min *, separaéni napéti/proud 5 KV/3 pA, bezkontaktni vodivostni detekee.

Zavislost ploch pikli na koncentraci byla pro testovany koncentracni interval
10 — 150 uM linearni pro draslik i histidin. Parametry linearni regresni rovnice jSou
uvedeny vtabulce 2. Z parametrii rovnice byl spocten limit detekce (LOD),
LOD = 3-Standardni chyba/Smérnice. Pro draslik je limit detekce vysoky kvili
pfitomnosti sodného iontu v zdkladnim separa¢nim pufru, protoZe rozdil ve vodivostech
analytu a ko-iontu v separa¢nim pufru je mala. Detekce v tomto pufru je mnohem

citlivéjsi pro histidin.
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Tabulka 2: Parametry linearni regresni pifimky kalibra¢ni zavislosti ploch pika drasliku
a histidinu v koncentra¢nim rozmezi 10 — 150 uM. Separacni pufr 20 mM MES + 5 mM
NaOH (pH 5,80), separa¢ni napéti/proud 5 kV/3 pA. Davkovaci parametry: doba
aktivace linearni pumpy 10 s, doba odkladu aktivace uzaviraciho ventilu 5 s a doba
trvani aktiva¢niho pulsu 0,5 s, pratokova rychlost pufru 170 ul-min_l. V zavorkach jsou

ptislusné intervaly spolehlivosti.

Koeficient Limit
, Smérnice, ] Standardni
Analyt Usek, mV determinace, detekce,
(mV-s)/ uM ) chyba, mV-s
R uM
. -0,011 0,073
K 0,993 0,350 14
(£ 0,249)* (+0,003)
o 0,728 0,358
histidin 0,999 0,511 4

(£0,363) (+0,004)

*) Nulova hodnota tseku lezi uvnitt intervalu spolehlivosti.

Za obdobnych podminek jako hydrodynamické bylo pro srovnani provedeno
I elektrokinetické davkovani. Separa¢ni napéti bylo 5 kV, prochazejici proud 3 pA.
Aby pii kinetickém davkovani nebyl nadavkovany objem vzorku piilis velky, byla
pouzita krat$i ddvkovaci smycka, 7,6 ul. Elektroferogram ziskany za téchto podminek

je naobr. 10.
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Obr. 10: Elektroferogram modelové smési draselnych iontd a histidinu (HIS) pii
elektrokinetickém davkovani. Separa¢ni pufr 20 mM MES + 5 mM NaOH (pH 5,80),
prittokova rychlost pufru 170 pl'min, separadni napéti/proud 5 kV/3 pA, bezkontaktni

vodivostni detekce.

Elektrokinetické¢ davkovani bylo provedeno v jiny den nez hydrodynamické
davkovani. I pfi zachovani separa¢nich podminek se V dusledku nestability EOF
migracni Casy v fadu jednotek sekund liSily v rizné dny a meénily se i1 s rostoucim
poctem separaci v ramci jednoho dne. Proto se na obr. 9 a na obr. 10 migra¢ni Casy
analytt lisi.

Z obou zpusob davkovani byly uréeny poméry ploch pikd histidin/draslik.
U hydrodynamického davkovani je pomér ploch 4,90 a pro elektrokinetické 1,90.

Po srovnani obou zplisobti davkovani Ize fici, Ze elektrokinetické davkovani

muze byt pii nékterych analyzdch méné vhodné pro jeho diskriminacni charakter.
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4.2 Aplikace optimalizovaného hydrodynamického davkovani na

separaci modelovych vzorku
Hydrodynamické davkovani bylo nejprve vyzkouseno na modelovych vzorcich
analytt, které byly nasledné stanovovany v mo¢i. Elektroferogram separace histidinu

a kreatininu je na obr. 11; vyuzity jsou oba detekéni systémy, C*D i UV/VIS.
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Obr. 11: Vzorovy elektroferogram modelového roztoku histidinu a kreatininu
0 koncentraci 50 pM obou analytd, 1 — histidin, 2 — kreatinin. Optimalizované
davkovaci podminky, separaéni pufr 20 MM MES + 5 mM NaOH (pH 5,80), prutokova
rychlost pufru 170 pl'min™, separaéni napéti/proud 5 kV/3 pA, dualni detekce, plna
ara C*D, te¢kovana ara UV/VIS pii 214 nm.

Z obr. 11 je patrné, ze za pikem kreatininu je pik nastiikové zony (water-gap)
nesené elektroosmotickym tokem. Pik kreatininu je tedy $patné vyhodnotitelny, zvlaste
v UV detekci. Pro stanoveni kreatininu v moci (a dalSich stanovovanych komponent)
byl proto pouzit zakladni separa¢ni pufr o niz§im pH, 50 mM MES + 5 mM NaOH
(pH 5,10), v némz je kreatinin Iépe oddélen od piku nastiikové zony.
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Byla provedena kalibra¢ni zavislost pro histidin a kreatinin pro C*D i UV/VIS
detekci, viz obr. 12 a 13. V rozsahu testovanych koncentraci 25 — 150 pM je kalibra¢ni
zavislost pro histidin 1 kreatinin v obou detektorech linearni. Parametry regresnich

kalibraénich rovnic v¢etné vypoctenych limitt detekce jsou uvedeny v tabulce 3.

kreatinin

histidin

Flocha piku, mALl's
[

20 40 &0 a0 100 120 140 180
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Obr. 12: Zavislost plochy piku histidinu a kreatininu na koncentraci. Modelovy vodny
roztok, optimalizované davkovaci podminky, separa¢ni pufr 50 mM MES + 5 mM
NaOH (pH 5,10), pritokova rychlost pufru 170 ul-minfl, Separac¢ni napéti/proud
5 kV/3 pA, bezkontaktni vodivostni detekce.
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Obr. 13: Zavislost plochy piku histidinu a kreatininu na koncentraci. Modelovy
vodny roztok, optimalizované davkovaci podminky, separacni pufr 50 mM MES
+5mM NaOH (pH 5,10), pritokova rychlost pufru 170 ul-minfl, Separacni
napéti/proud 5 kV/3 pA, UV/VIS detekce pii 214 nm.
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Tabulka 3: Parametry linearnich regresnich pfimek kalibracni zavislosti ploch piku

histidinu a kreatininu v koncentraénim rozmezi 25 — 150 pM detegovanych v obou

detektorech. Optimalizované davkovaci podminky, separa¢ni pufr 50 mM MES + 5 mM

NaOH (pH 5,10), prutokova rychlost pufru 170 pl-minfl, separacni napéti/proud

5 kV/3 pA. V zavorkach jsou ptislusné intervaly spolehlivosti.

_ Koeficient Limit
, Smérnice, ) Standardni
Analyt Usek, mV determinace, detekce,
(mV-s)/ uM ) chyba, mV-s
R uM
Histidin -0,006 0,156
4 1,000 0,199 4
(C'D) (+0,188)* (£ 0,002)
Kreatinin -0,218 0,317
4 1,000 0,494 5
(C'D) (£ 0,467)* (£ 0,005)
Histidin 0,144 0,023
0,999 0,045 6
(UV) (£ 0,042) (+0,001)
Kreatinin -0,008 0,029
0,997 0,118 12
(UV) (£0,111)* (£0,001)

*) Nulova hodnota useku lezi uvnitt intervalu spolehlivosti.
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Obr. 14: Vzorovy elektroferogram modelového roztoku kyseliny mocové a hippurové
0 koncentraci 50 uM obou analytd, 1 — kyselina mocova, 2 — kyselina hippurova.
Optimalizované davkovaci podminky, separa¢ni pufr 50 mM MES + 5 mM NaOH
(pH 5,10), priitokovéa rychlost pufru 170 pl'min ", separa¢ni napé&ti/proud 5 KV/3 pA.
UVI/VIS detekce pii 214 nm.

Na obr. 14 je elektroferogram separace modelové smési kyselin mocové
a hippurové registrované pouze UV/VIS detektorem. V bezkontaktnim detektoru je pik
kyseliny mocové Spatn¢ vyhodnotitelny a pik kyseliny hippurové neni wviibec
detekovatelny. Sledovana byla koncentra¢ni zavislost. V testovaném koncentra¢nim
oboru 25 — 150 uM byla tato zavislost pro oba analyty linearni, jak je vidét na obr. 15.

V tabulce 4 jsou uvedeny parametry regresnich kalibra¢nich rovnic.
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Obr. 15: Zavislost plochy piku kyseliny mocové a hippurové na koncentraci. Modelovy
vodny roztok, optimalizované¢ davkovaci podminky, separa¢ni pufr 20 mM MES
+5mM NaOH (pH 5,80), pritokova rychlost pufru 170 pl'min', separa¢ni
napéti/proud 5 kV/3 pA. UV/VIS detekce pii 214 nm.

Tabulka 4: Parametry regresnich kalibra¢nich rovnic z obr. 15. V zavorkach jsou

ptislusné intervaly spolehlivosti.

Koeficient Limit
, Smeérnice, ] Standardni
Analyt Usek, mV determinace, detekce,
(mV-s)/ uM 5 chyba, mV-s
R uM
0,021 0,016
K. mocova 0,999 0,043 8
(£0,068)* (+0,001)
. -0,037 0,025
K. hippurova 1,000 0,046 6

(£0,071)*  (£0,001)

*) Nulova hodnota useku lezi uvnitt intervalu spolehlivosti.

Pro testovani anorganickych slozek moc¢i byl piipraven modelovy roztok Sesti

anorganickych iontii o koncentraci 50 uM kazdého z analyti: K*, Ba*, Ca®*, Na,
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NH,*, Li*. Separace probéhla vpufru 1 M kyseliny octové s ptidavkem 1,5 mM
crown etheru 18-crown-6 (pH 2,40). Vsechny kationty byly od sebe oddéleny. Stejné
davkovaci podminky jako na obr. 16 tedy mohou slouzit k rychlému monitorovani

anorganickych iontl a dalSich latek v biologickych tekutinach.
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Obr. 16: Modelovy roztok anorganickych ionti. Optimalizované davkovaci podminky,
separacni pufr 1 M kyselina octova + 1,5 mM crown ether 18-crown-6, priutokova
rychlost pufru 170 pl'min™', separatni napéti/proud 5 kV/13 pA, bezkontaktni
vodivostni detekce. Identifikace pikia: 1 — NH,", 2 — K*, 3 — Ba®*, 4 — Ca®", 5 — Na",
6— Li".

4.3 Stanoveni vybranych analyta v lidské moci

Optimalizované davkovani do kratké kapilary pro kapilarni elektroforézu
s bezkontaktni vodivostni detekci bylo pouzito pro stanoveni nékterych dilezitych
biochemickych analytii v lidské moci, amonnych iontd, histidinu, kreatininu, mocové
a hippurové kyseliny.

Vzorky moce ziskané od zdravého dobrovolnika byly analyzovany vzdy v den

odbéru.
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Separace komponent byla nejprve provedena v v separa¢nim pufru 50 mM MES
+ 5 mM NaOH o pH 5,10. Niz8§i hodnota pH separaniho pufru nez pii separaci
modelové smési drasliku a histidinu byla volena kvuli protonaci kreatininu, a tim k jeho
lepSimu oddéleni od EOF. Latky byly detegovany obéma detekénimi systémy,
viz obr. 17A. V tomto pufru je EOF v Gase 40 s. Na zdznamu z C'D byl registrovan pik
nerozdélenych anorganickych iontl, pik histidinu a kreatininu. Na zaznamu z UV
detektoru jsou za pikem nenabitych latek nesenych elektroosmotickym tokem dobie
oddélené piky kyseliny mocové a hippurové, které jako anionty migruji opaénym
smérem nez EOF.

Stanoveni histidinu, kreatininu a kyseliny mocové a hippurové metodou
standardniho pfidavku bylo opakovano 3x a z parametrt regresnich kalibracnich pfimek
byly vypocteny koncentrace jednotlivych analyti. V tabulce 5 jsou uvedeny vysledky
pro vSechny stanovované komponenty v moci. V tabulce 5 je rovnéz uveden
koncentra¢ni rozsah analyti bézné€ se vyskytujicich v moc¢i [19], vSechny zjisténé
koncentrace spadaji do téchto limitt.

Pro stanoveni amonnych iontil je tieba oddélit ostatni anorganické ionty, amonné
a draselné ionty od sebe. Amonné a draselné ionty migruji stejnou rychlosti, v kratké
kapilate a s rychlym EOF je nelze jednotlivé stanovit. Pfidanim crown etheru
18-crown-6 do zékladniho separa¢niho pufru se vytvoii komplexy s draselnymi ionty,
tudiz se jejich migrace zpomali oproti rychlosti amonnych iontd, a tak dojde k jejich
vzajemnému oddéleni, viz obr. 17B.

Analyza tak byla provedena v prostiedi zdkladniho separacniho elektrolytu
1 M kyseliny octové s ptidavkem 1,5 mM crown etheru 18-crown-6 o pH 2,40. Na
zaznamu z vodivostniho detektoru jsou dobie oddélené anorganické ionty a kreatinin,
které se projevi jako zaporné piky. Na zdznamu ze spektrofotometrického detektoru je
dobfe vyhodnotitelny pouze pik kreatininu. V tomto Kyselém pufru nelze stanovit
kyseliny. Pik histidinu je rovnéz nevyhodnotitelny, je Spatné¢ oddélen od jiné slozky
moci, pravdépodobné od svych methyl-derivatd, jejichz detekce je v kyselém prostiedi
citlivéj$i nez v prostiedi neutralnim. Z téchto elektroferogrami byly stanovovany
amonné ionty a kreatinin a vysledky uvedeny v tabulce 6. Vysledky jsou medianem ze

tfi méfeni, vyhodnoceny byly plochy piki.
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Obr. 17: Casti elektroferogrami vzorku mogi registrované C*D a UV detektorem.

(A): mo¢ nafedéna vodou 1:50, separacni pufr 50 mM MES + 5 mM NaOH (pH 5,10),
prittokova rychlost pufru 170 pl'min ™, separacni napé&ti/proud 5 KV/3 pA. Identifikace
pikli: 1 — nerozdélené anorganické ionty, 2 — histidin, 3 — kreatinin, 4 — neutralni latky
absorbujici UV zéfeni, 5 — Kyselina moc¢ova, 6 — kyselina hippurova.

(B): mo¢ nafedéné vodou 1:100, separac¢ni pufr 1 M kyselina octova + crown ether
18-crown-6 (pH 2,40), pritokova rychlost pufru 170 plmin ', separaéni napé&ti/proud
5 kV/13 pA. Identifikace pikii: 1 — NH,", 2 — K*, 3— Ca®", 4—Na", 5 kreatinin, 6 — histidin.

Tabulka 5: Stanoveni kreatininu, histidinu, kyseliny mocové a hippurové (v zavorce je
uvedena detekéni metoda). Lidskd mo¢ nafedéna vodou 1:50, separa¢ni pufr 50 mM
MES + 5 mM NaOH (pH 5,10), pritokova rychlost pufru 170 pl'min*, separadni
napéti/proud 5 kV/3 pA.

Analyt Migracni Koncentrlace, D. % Rozsahl*, B
cas, S mg-1 mg-1

Histidin (C*D) 32+1 677 5,10 40 - 330 136200

Histidin (UV) 61+6 4,60 -
Kreatinin (C*D) 36+1 1031 + 233 10,2 670 -2150 52300
Kreatinin (UV) 1209 + 364 13,7 24900
K. mocova (UV) 54 +3 392 £20 2,30 40 - 670 118000
K. hippurova (UV) 69 +5 539 + 33 2,70  50-1670 150000

*) Hodnoty Vv této kolonce jsou pievzaty z prace [19].
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Tabulka 6: Stanoveni amonnych ionti a kreatininu (v zavorce je uvedena detekéni
metoda). Lidskd mo¢ nafedénd vodou 1:100, separacni pufr 1 M kyselina octova
+1,5mM crown ether 18-crown-6 (pH 2,40), priitokova rychlost pufru 170 pl'min™,
separacni napéti/proud 5 kV/13 pA.

Migracni Koncentrace,

Analyt ) B RSD, % n,mt
éas, S mg-|

NH," 34+0 515 + 95 8,3 132000

Kreatinin (C*D) 68+0 1666 + 75 2,0 95600

Kreatinin (UV) 1717 + 159 4,2 62700

V tabulkdch 5 a 6 jsou uvadény i separatni u&innosti. Uginnost separace
vyjadifena poctem teoretickych pater je V kapilarni elektroforéze bézné 100 000 m™.
Ziskané hodnoty jsou v souladu sucinnosti separace pro klasické hydrodynamické
davkovani vzorkl zalozené na vyméné vialek. Toto ukazuje, Ze nové vyvinuta metoda
davkovani zarucuje dostatecné kratkou nadavkovanou zonu vzorku na zacatku kapilary.

Ztabulky 5 a 6 vyplyva, 7¢ C'D a UV detekce poskytuje (v intervalu
spolehlivosti) stejné vysledky a analyty mohou byt stanoveny obéma metodami.
Kreatinin miize byt detegovan v obou pouzitych separacnich pufrech. Jeho stanoveni je
piesnéjsi v pufru 1 M kyseliny octové s piidavkem crown etheru nez v pufru MES
+ NaOH, kde je jeho pik blizko EOF, a tudiz je jeho vyhodnoceni slozitéj$i. Naopak
histidin je v kyselém pufru nevyhodnotitelny v dusledku interference jeho zony se
zOénou methyl-derivata.

Jak vyplyva z dosazenych vysledki, aparatura stimto davkovanim muze byt
pouzita pro rychlé monitorovani iontd v moéi. Rozlieni pikii je pro NH; — K* 1,3;

pro K" —Ca?* 3,4 apro Ca®* —Na' 1,3.

4.4 Analyza mozkomisniho moku a krevni plazmy

Pro ukazku dalsi aplikace vyvinutého davkovani pro kapilarni elektroforézu
v kratké kapilafe byly proméieny 2 vzorky mozkomiSniho moku a 4 vzorky krevni
plazmy. Pro analyzu byl pouzit separa¢ni pufr 1 M Kkyselina octova + 1,5 mM
crown ether 18-crown-6 o pH 2,40, separacni napéti bylo 5 kV a prochazejici proud

13 pA. Pouzitd detekce byla vodivostni.
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Vzorky mozkomiSniho moku byly desetkrat zifedény, pfefiltrovany
a davkovany do kapilary.

[lustracni elektroferogram je na obr. 18.
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Obr. 18: Tlustra¢ni elektroferogramy vzorku mozkomisniho moku od dvou riznych
pacientl. Optimalizované davkovaci podminky, separacni pufr 1 M kyselina
octova + 1,5 mM crown ether 18-crown-6 (pH 2,40), prutokova rychlost pufru
170 pl'min?, separa&ni napéti/proud 5 kV/13 pA, bezkontaktni vodivostni detekce.
Identifikace pika: 1 — NH4*, 2 — K*, 3 - Ca**, 4 — Na* + Mg*".

Pro analyzu plazmy bylo zapotiebi nejprve vzorky smisit s acetonitrilem
Vv poméru 1:3 (vzorek/acetonitril). Vzorky byly protfepany, aby se podpofilo vylu¢ovani
proteint, které byly nasledné oddéleny na centrifuze (Denver Instrument, USA) po dobu

4 minut pii 10 000 otackach za minutu.

Jednotlivé elektroferogramy pro 4 vzorky plazmy byly téméf identické, pro

ukazku byly vybrany 2, viz obr. 19.
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Obr. 19: Vybrané elektroferogramy krevni plazmy dvou riznych pacientu.
Optimalizované davkovaci podminky, separac¢ni pufr 1 M kyselina octova + 1,5 mM

crown ether 18-crown-6 (pH 2,40), prittokovéa rychlost pufru 170 pl'min™, separaéni
napéti/proud 5 kV/13 pA, bezkontaktni vodivostni detekce. Identifikace pikd: 1 — NH,",
2 - K* 3-Ca®* 4—Na"+ Mg*.
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S5 Zavér

Jako alternativa k elektrokinetickému davkovani do kratké elektroforetické
kapilary bylo vyzkouseno hydrodynamické davkovani a po optimalizaci n¢kterych jeho
parametri bylo zhodnoceno jako vhodny davkovaci systém a tento ptredpoklad byl
potvrzen pti analyze biologickych tekutin.

Takto navrzené zatizeni pro dadvkovani pod tlakem umozituje snadnou zménu
davkovacich podminek zménou jediného parametru - doby trvani tlakového pulsu.
Nejprve bylo hydrodynamické davkovani vyzkouseno na modelovych roztocich ve
dvou riznych pufrech a poté v moc¢i, mozkomisnim moku a krevni plazmé. Pouzita byla
dudlni detekce, bezkontaktni vodivostni a spektrofotometricka, aby bylo mozné
detegovat anorganické kationty 1 organické latky zaroven pfi jedné analyze.

Stanoveni kreatininu, histidinu, moc¢ové a hippurové kyseliny bylo provedeno
v 50x zfedéné moci, v separa¢nim pufru 50 mM MES + 5 mM NaOH (pH 5,10). Tento
pufr je vhodny zvlast¢ pro stanoveni kreatininu. Na modelovych roztocich byl
vyzkousen pufr 20 mM MES + 5 mM NaOH (pH 5,80), ale pik kreatininu byl obtizné
vyhodnotitelny, jelikoz ho nasledoval elektroosmoticky tok. Nizsi pH vede k protonaci
kreatininu, a tim k oddé¢leni jeho piku od piku elektroosmotického toku. Vysledky byly
porovnany s rozsahem koncentraci analytll, které se v moci vyskytuji [19]. VSechny
ziskané koncentrace spadaji do uvedenych rozsaht a relativni smérodatna odchylka se
pohybovala u obou detektorti fadové v jednotkach procent a neptesahla 14 %.

Pro stanoveni amonnych iontidl bylo zapotiebi pouzit separacni pufr, ktery oddéli
amonné ionty od draselnych. Pfidanim crown etheru dojde ke komplexaci s draselnymi
ionty a k oddéleni pikd. Stanoveni amonnych iontl bylo provedeno v separacnim pufru
1 M kyselina octova s piidavkem 1,5 mM 18-crown-6 (pH 2,40). Kreatinin lze
vyhodnotit i ze separace V kyselém prosttedi, nelze vSak detegovat mocovou
a hippurovou kyselinu. Stanoveni vSech komponent bylo provedeno metodou
standardniho ptidavku.

Navrzené zatfizeni je vhodné pro rychlé vySetieni biologickych tekutin,
pfedevsim moci, a odhaleni n¢kterych odchylek a nemoci.

Z vyse uvedenych skute¢nosti vyplyva, ze cil prace byl beze zbytku splnén.
Podstatnd ¢ast vysledkti diplomové prace jiz byla prijata k publikovani v Casopise

Electrophoresis.
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