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ABSTRAKT

Této bakalarska praca sa zaoberd analyzou bazickych lie¢iv v biologickych vzorkach, ktora
kombinuje in-line prepojenie extrakcii cez kvapalnii membranu na pevnom nosic¢i (SLM)
s kapilarnou elektroforézou (CE). Pre dosiahnutie lepSich detekénych limitov bolo pouzité
on-line zakoncentrovanie nadavkovaného vzorku pomoci transientnej isotachoforézy (tITP),
kde bol ako tITP stacker pouzity octan amonny a ako zékladny CE elektrolyt kyselina octova.
Praktickd cCast  bakalarskej prace sa sustreduje na optimalizaciu podmienok
tITP a mikroextrakcie cez SLM pre analyzu bazickych lie¢iv v komplexnych biologickych
vzoriek ('udsky moc€). NajlepSich analytickych vysledkov bolo v tITP dosiahnutych pri
hydrodynamickom davkovani octanu amoénneho 15 s a bazickych lieciv 15 s. Pri SLM extrakcii
bol donor zalkalizovany 10mM hydroxidom sodnym a akceptor bol okysleny 10mM kyselinou
chlorovodikovou. Z vysledkov vyplyva, Ze in-line prepojenie SLM extrakcie a CE
v kombinécii s tITP umoziiuje priamu analyzu biologickych vzoriek a zlepSenie citlivosti

analytickej metddy.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the analysis of basic drugs in biological samples by in-line
coupling of supported liquid membrane (SLM) to capillary electrophoresis (CE). The tITP
method was included as an on-line preconcentration step to achieve better detection limits with
ammonium acetate as the tITP stacker and acetic acid as the CE background electrolyte.
The practical part of the thesis focuses on the optimization of the tITP and the SLM extraction
conditions in the analysis of basic drugs in complex biological samples (human urine). The best
analytical results were achieved with hydrodynamic injection of ammonium acetate
for 15 s and basic drugs for 15 s. The donor was alkalised with 10 mM sodium hydroxide and
acceptor was acidified with 10 mM hydrochloric acid. From the results, the in-line coupling
of SLM extraction to CE and stacking by tITP is an efficient method allowing direct analysis

of complex samples with improved sensitivity of the analytical method.
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1 Extrakcéné techniky

Extrakéné techniky patria medzi najznamejsSie metddy izolacie analytov. Princip extrakénych
technik je zalozeny na vyuziti rozdielnych rozpustnosti jednotlivych zloziek vzorku
v rozpustadlach. Dochadza k prechodu zlozky zmesi fazovym rozhranim jednej fazy (plynnej,
kvapalnej, pevnej) do druhej fazy (kvapalnej, pevnej) [1-4]. Prakticky sa jedna o absorpciu,
alebo adsorpciu. Extrakéné techniky st povazované ako klicovy krok k priprave vzorku
a k jeho nasledujucej analyze. Ich pouzitie nastava vtedy, ked’ potrebujeme izolovat’ potrebny
analyt, ktory chceme analyzovat’ bez pritomnosti rusivych matric, ktoré by mohli ovplyvnit’,
alebo uplne skreslit’ vysledky. Vyuzivaju sa aj vtedy, ak koncentracia analytu vo vzorke
je niz$ia ako je citlivost’ daného analytického systému. Ich ulohou je previest’ dany analyt
do extrakéného cinidla tak, aby neboli zmenené jeho fyzikdlno-chemické vlastnosti. Medzi
najpouzivanejSie extrakéné techniky, ktoré pre pripravu vzoriek vyuzivaji extrakciu
rozpustadlami patri napriklad ultrazvuk, extrakcia Soxhletom, extrakcia kvapalina-kvapalinou
a iné. Doposial’ bola publikovana celd rada prac, ktoré sa zaoberaju réznymi extrakénymi
technikami[1-4]. Nevyhodou jeich cCasovd néarocnost’ a predovSetkym pouzitia velkého
mnozstva organickych rozpustadiel. V poslednom obdobi je snaha o vytvorenie novych
extrakénych postupov, ktoré by nepouzivali tak velké mnozstvo organickych rozpustadiel

a boli by Setrnejsie k Zivotnému prostrediu [1, 5-6].
2 Mikroextrakéné techniky

Miniaturizacia extrakénych technik prispieva k zniZeniu spotreby organickych rozpustadiel
a tym zmiernuje ich dopad na Zivotné prostredie. Miniaturizcia extrakcii zabezpecilo tiez
mensiu finanénll naro¢nost, zlepSenie vykonnosti, ako napriklad vysSie vytaznosti, rychlejsi
priebeh extrakcie a iné. Vo vsSeobecnosti sa tieto techniky uplatnili hlavne v priprave
biologickych vzoriek, skoncentrovaniu vel'mi malych koncentracii analytov a k ich nasledne;j
analyze. Dal§im faktorom pohéfiajucim rozvoj tychto technik je snaha o zniZzenie naro¢nosti
analytického a aj extrakéného procesu. Zahriiuje viacero krokov, ako izolaciu a nasledné
precistenie extraktu do jediného kroku. V neposlednej rade k vyvoju mikroextrakénych technik
prispela aj snaha o spojenie extrakcie a prenosného analyzatora, ktory by previedol izolaciu

a naslednu analyzu danych zlt¢enin priamo v teréne [6—7].

2.1 Mikroextrakéné techniky zaloZené na sorbente

2.1.1 Mikroextrakcia v systéme kvapalina-tuha faza (SPME)

Povodne bola SPME navrhnuta pre pripravu komplexnejsich vzoriek pred analyzou pomocou
plynovej chromatografie (GC). U SPME techniky je sorbent upevneny na nosi¢i (nerezovy
piest), ktory sa spolu s vldknom zatld€a do ochranné¢ho obalu. Nésledne sa vldkno vysunie
z ochranného obalu a vlozi sa do vzorky, tak aby sorbent bol v kontakte so vzorkou. Pri sorpcii

sa vldkno ponara do roztoku s analytmi a prebieha statickd alebo dynamicka sorpcia analytu



na povrchu vldkna. Vytiahnuté vldkno sa zasunie po uplynuti expoziéného casu spit
do ochranného obalu. Proces SPME rozdel'ujeme na dve fazy. Prva faza zahriiuje adsorpciu
analytu na povrchu SPME. Druha faza je zalozena na desorpcii analytu z povrchu vladkna
do koléony chromatografu. VyuZziva sa ako rychla bezrozpustadlova alternativa namiesto
extrakcie analytu z kvapalnej vzorky. Ak je vlakno umiestnené nad vzorkou hovorime o SPME
v tzv. headspace usporiadani. Kremenné vlakno byva pokryt¢ filmom z materidlov
ako st napriklad polydimetylsiloxan, polyakrylat, alebo kopolymér divinylbenzénu spolu
s dimetylsiloxdnom. Ako nosny material sa daju pouzit’ niektoré kovy, pripadne ich zliatiny,
o v koneénom désledku zabezpeuje vyssiu stabilitu systému. Dalou variantou SPME moézZe
byt kapilarna mikroextrakcia (CME). Je to metdda, ktora sa vyuziva k zakoncentrovaniu
analytu. Je vhodna pre analyzu polarnych a nepolarnych organickych latok, ktoré st obsiahnuté
v roznych matriciach. Sorpéna kapacita je obmedzend hrubkou stacionarnej fazy a vrstvy
vlakna. Cim hrubsia vrstva tym je vytaznost daného analytu vadsia. Hrubsia vrstva vlakna
sa uprednostiiuje na zadrzanie rychlo prchavych latok a vlakno s tenSou vrstvou zabezpecuje
rychlejsi priebeh difuzie a nasledné uvolnenie latok s vysokym bodom varu pocas priebehu
tepelnej desorpcie. SPME technika dosiahla Sirokého uplatnenia pri Cisteni a prekoncentracii
vzorku odjej uvedenia Arthurom aPawliszynem v roku 1990 [7-8]. Jejednoducha
na zostrojenie a odber a priprava vzorku je zlucena do jedného kroku. Vyhodou tejto techniky
je jej rychli priebeh a jednoduchost’, spotreba minimdlneho mnozstva vzorky a prace bez
pomoci rozpustadla. Nevyhodou metddy je cena kremennych vlakien a obmedzena Zivotnost’
SPME jednotiek a niz8ia sorpcné kapacita vldkna. SPME sa vyuZziva €asto v praxi na izolaciu
stopovych mnozstiev analytov  z biologickych  vzoriek, v toxikoldgii, farmacii,
kriminalistike [6—7, 9].

2.1.2 Mikroextrakcia tuhou fazou s pouzitim striekacky (MEPS)
Tato technika bola vyvinutd firmou AstraZeneca vo Svédsku 2004 [10]. MEPS

je charakteristickd pouzivanim malého mnoZzstva sorbentu (1-2 mg), ktory je umiesteny
a utesneny Vv striekacke o objeme 100-250 pl, nasledne je do striekacky nasatd vzorka. Vzorka
spolu so sorbentom prichddza prvykrat do kontaktu pri nasati vzorky. Nésledne prichadza
vzorka-sorbent do styku druhykrat pri vytlaeni vzorky z priestoru striekacky. Zachytené
analyty st vymyté vhodnym rozpuStadlom a aplikujii sa do analytického pristroja, kde
sa analyzuju. Medzi najbeznejSie pouzivané sorbenty patri silikagel, uhlik a mnoho d’alSich.
Vyhodou tejto techniky je, ze sorbent vydrzi niekol’ko za sebou iducich extrakcii bez vyrazného

znizenia uc¢innosti [6, 11].

2.2 Mikroextrakcia v systéme kvapalina-kvapalina (LLME)
LLME metdda vychadza z pdvodnej extrakénej techniky kvapalina-kvapalina (LLE), ale oproti

LLE pouziva vyrazne mensi objem extrakéného ¢inidla. Vyber spravneho zloZenia kvapalne;

fazy (napriklad polarita organického rozpustadla) a donorovej a akceptorovej fazy (zlozenie,



ionova sila, hodnota pH) je vel'mi ddlezity pri G€innom prenose analytov z donorového
do akceptorového roztoku. LLME je technika, ktora je zaloZzena na prechode analytu medzi
dvoma nemieSate'nymi kvapalinami. Tato technika ma rdzne variacie. Medzi najpouzivanejsie
patria napriklad mikroextrakcia na jednej kvapke (SDME), mikroextrakcia s vyuzitim dutého
vldkna (HF-LPME), extrakcia cez kvapalni membranu na pevnom nosi¢i (SLM), extrakcia
s vyuzitim tuhnuicej plavajucej organickej kvapky (SFOD-ME), alebo disperzna mikroextrakcia
v systéme kvapalina-kvapalina (DLLME) [6, 9].

2.2.1 Mikroextrakcia na jednej kvapke (SDME)

SMDE techniku vyvinuli v roku 1996 Jeannot a Cantwell [12]. Tato technika sa vyuziva hlavne
pri extrakcii analytov zroztoku vzorky do jedinej kvapky akceptorovej faze. Po extrakcii
je kvapka uzavretd a davkovand do analytick¢ého systému. SDME technika moze byt
dvojfazova alebo trojfdzova, zalezi na pocte faz, ktoré sa podielajii na priebehu extrakcii.
Dvojfazova SDME je najobvyklejSia. V tomto usporiadani st analyty extrahované z vodnej
vzorky do organickej fazy. V trojfazovej SDME su analyty distribuované medzi donorovou

fazou, organickou fazou a akceptorovou fazou [12, 13].

2.2.2 Mikroextrakcie s vyuzitim dutého vlakna (HF-LPME)

HF-LPME je technika, pri ktorej su stanovované latky extrahované cez kvapalni membranu
na pevnom nosi¢i (SLM), kde je organické rozpustadlo naviazané do jej polymérnej Struktury.
Do akceptorového roztoku, ktory sa nachadza v dutom vlakne, prechiddzaju uz len samotné
analyty bez nadbyto¢nej matrice. HF-LPME oproti SPME a SDME ma vyrazne lepSiu
precistovaciu ucinnost’, ¢o rozsiruje jej moznosti pouzitia. HF-LPME delime na dvojfazové
a trojfdzové usporiadanie podla poctu pouzitych faz. Spoloénym znakom pre obidve
usporiadania je, ze kvapalnd membréana je umiestnend v poroch steny vlakna. V dvojfdzovom
usporiadani je vlakno vkladané do roztoku donorovej fazy (donorovy roztok obsahuje latky,
ktoré chceme analyzovat’ tzv. darca) naplneny organickym roztokom (rovnakéd ako v SLM).
Vyhoda tohto usporiadania spociva v tom, Ze akceptorova faza nie je priamo v kontakte
s roztokom vzorky, ¢im sa zabrani stratdm rozpusStadla, ktoré boli ¢asté u SDME. Trojfazové
usporiadanie saliSi v zavedeni vodnej akceptorovej fdze do dutého vlakna namiesto
organického rozpustadla. Nasledne je (vodnd) akceptorova faza aplikovand do analytického

systéemu [14].

2.2.3 Extrakcia cez kvapalni membranu na pevnom nosic¢i (SLM)

Termin SLM sa pouziva pre oznacenie tenkého, inertného polymerného materialu membrany
(zvyCajne z polypropylénu (PP), polytetafluretylénu (PTFE) atd’.). Hribka poérov
membrany je od 100-300 um a porovitost dosahuje 30 az 70 %. Materidl membrany
je naimpregnovany vhodnym organickym rozpustadlom, ktoré nie je rozpustné vo vode.

Organické rozpustadlo sa pomocou kapilarnych sil drzi v péroch hydroféobnej membrany.



Membréana sa vkladd medzi dva vodné roztoky ako selektivna membrana, ktord zabraiuje
vzdjomnému premieSaniu akceptorovej a donorovej fazy. Taktiez zabrafiuje spdtnému
prechodu i6nov z akceptorovej fazy do donorovej fazy, zélezi na podmienkach ustanovujicej
sa rovnovahy. Donorovy roztok obsahuje latky, ktoré chceme analyzovat’ aje umiestneny
na jednej strane SLM membrany. Na druhej strane SLM membrany je umiestneny akceptorovy
roztok, do ktorého prechadzaja latky, ktoré chceme analyzovat’ bez prebyto¢nej matrice a takto
extrahovany roztok je pripraveny na d’al§iu analyzu. Extrakcia cez SLM prebieha na zaklade
difuzie (vid’ na obr. 1-A), alebo mdze byt prenos analytov vyvolany aj elektrickym polom
(obr. 1-B). Pre diftizne procesy plati, ze analyty su vo vodnom donorovom roztoku neutralne
a prechadzaju do organickej fazy SLM membrany ako neutralne Castice. Na druhej strane SLM
membrany su uvolnované v ibnovom stave do akceptorového roztoku (obr. 1-A). Prestup
analytov z donorovej fazy do akceptorovej fazy vyrazne podporuje pH gradient. V pripade
elektricky indukovaného prenosu cez SLM st analyty v akceptore aj donore ionizované. Objem
donorového roztoku je vacSinou vyrazne vacsi oproti akceptorovému roztoku, ale nie je to
podmienka.  Akceptorovy  roztok spolu sanalytmi moéze byt analyzovany
analytickym systémom. Prvé experimenty s SLM membranami zacali v 70 rokoch minulého
storo¢ia, kedy sa vyuzivali v chemickom priemysle hlavne na separaciu malych kovovych
i6nov v syntetickych zmesiach [15]. Ich potencidl v analytickej chémii nebol vtedy znamy.
Az v 80 rokoch sa zacala SLM technika spajat’ s rdznymi separacnymi technikami pre analyzu
zlozitejSich vzoriek [16]. Ako organické rozpustadla sa vyberaju latky také, aby boli
hydroféobne a dostato¢ne viskozne. Tato podmienka je I'ahko dosiahnutelnd pomocou
nepolarnych latok, ktoré vytvoria membranové rozhranie a mdze byt pouZzivané priebezne
aj niekol'ko tyzdnov bez vyraznej zmeny fyzikdlno-chemickych vlastnosti. Spotreba
organickych rozpustadiel pri tejto technike je velmi malad (zvycajne do desiatok pL). Tato
technika je zaradovana medzi tzv. zelené extrakéné techniky kvoli jej nizkej spotrebe
organickych rozpustadiel a cenovej dostupnosti. Technika je atraktivna kvoli jednoduchej
uprave biologickych vzoriek ako napriklad I'udskej plazmy, alebo mocu. Pri pracovani s touto
metodou je dolezité dbat’ na hrabku pouzitej membrany, pretoze ¢im je membrana hrubsia, tim
vicsia je spotreba organického rozpustadla umiestneného v péroch membrany a to mé za
nasledok dlhsi extrakéni Cas. Na druhej strane ani extrémne tenkd membrana nie je prili§ vhodné
rieSenie, pretoze s extrémne tenkymi membrdnami sa obtazne manipuluje a nie s prili§
stabilné. V praxi sa vidcSinou pracuje so 100 pm hriibkou, s ktorou sa l'ahko manipuluje
a zabezpecuje vysoku vytaznost a efektivnost. SLM extrakcia bola v minulosti vel'mi Casto
vyuzivana aj v priemysle pri priemyselnych separaciach [16-20]. Napriklad pri extrakcii
kovovych i6nov, alebo organickych kyselin z odpadnych vod [21-22].
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Obr. 1 A) Princip difuzneho prenosu latok cez SLM, B) Princip elektricky indukovaného
prenosu latok cez SLM [17].

Obr. 2: Nenaimpregnovana membrana (v lavo), naimpregnovana membrana (v pravo)[17].

3 Elektromigrac¢né separa¢né metody

Elektromigrac¢né separa¢né metddy st uzitocnym nastrojom analytickej chémie, ktoré st uréené
k deleniu nabitych Castic vplyvom elektrického pola. Elektroforéza ako separa¢na metoda bola
zaradena do analytickej praxe v 30. rokoch 20. storogia (Tiselius, 1937) [23]. Castice s kladnym
nabojom (kationy) sa v elektrickom poli pohybujii smerom k negativne nabitej elektrode
(katode) a Castice s negativnym nabojom sa pohybuji opacnym smerom, teda ku kladne nabite;j

elektrode (andde). V sucasnosti tto tému popisuje mnozstvo prac [6, 24-26].

3.1 Kapilarna elektroforéza (CE)

Zékladnou poziadavkou CE je pritomnost’ zdkladného elektrolytu (BGE), alebo gélu
v separacnej kapilare (Hjérten, 1967) [27]. Obidva konce kapilary su ponorené do zdsobného
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roztoku BGE spolo¢ne s elektrodami, ktoré su vyrobené z inertného materialu (Pt, Pt/Ir a iné).
CE systém sa okrem separacnej kapilary sklada taktiez z vysokonapdt'ového napdjacieho zdroja
(bezne pouzivané napitie 0-30 kV), separacnej kapilary (vyrobenej ztaven¢ho kremena,
obvykli vnitorny priemer: 10-100 pm, dizka: 30—-100 cm), dvoch nadob (vialok) s BGE,
detektorom (UV—VIS detektor, vodivostny detektor a iné) a systémom na spracovanie dat, ktory
je spojeny s pocitacom. Rychlost’ migracie jednotlivych Castic v elektrickom poli je dand ich
velkost'ou, elektroforetickou mobilitou a mobilitou elektroosmotického toku, d’alSie detaily
poskytuje rada literatar a knih o CE [24-26].Vyhodou CE je, Ze vzniknuté Joulovo teplo, ktoré
ovplyviiuje elektroforeticki separaciu je ucinne odvadzané vzhladom k uzkemu profilu
kapilary. Nabité Castice migrujii pocas separacie kapildrou rozdielnou rychlost'ou voci sebe
a tym vytvaraji samostatné zony. Tieto zony vykazuji rozdielny analyticky signal nez BGE

a na CE zaznamu su zobrazené ako piky.

Detekcéné okienko

Separacna
kapilara

| PC } :Detektorl

[N
G/

E1l EZ

.7

i

Obr. 3: Schéma CE; El,E2—elektrody, VN—vysoké napdtie, V1, V2—vialky s BGE, PC—pocitac [17].

CE predstavuje vysoko ucinny analyticky separacny systém nielen na separaciu makromolekl,
ako bola najskor vyuzivana, ale aj na analyzu malych i6nov z komplexnejSich vzoriek, ktoré
su pripravené na analyzu pomocou prekoncentra¢nych technik. Vyhodou CE je jej jednoduché
prevedenie, vysoka separacnd ucinnost, minimdlna spotreba ¢inidiel a vzoriek (1-10 pL)
a cenova nenarocnost’ na spotrebny materidl. Nevyhodou tejto techniky je nizSia dlhodoba
stabilita oproti chromatografickym technikam a niZsia citlivost’ detekcie pokial’ je kombinovana

s najpouzivanej$im detektorom (UV-VIS). NiZzsia stabilita kapilarnej elektroforézy moze byt’
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spdsobend zmenami elektroosmotického toku, ktoré moézu byt vyvolané zmenami vo vnutorne;

Casti kremennej kapilary 3, 17, 24-28].

3.1.1 Kapilarna zonova elektroforéza (CZE)

Kapilarna zénova elektroforéza (CZE) patri medzi najpouzivanejsSiu elektromigracntl techniku.
O jej spopularizovanie sa postarali dvaja analyticki chemici Jorgenson a Lukacs 1981 [29].
PresnejSie oznacenie je CZE vo volnom roztoku (FSCE). V tomto usporiadani je mozné
sucasne separovat’ aniony, kationy a elektroneutrdlne Castice. Tto vlastnost’ zabezpecuje
elektroosmoticky tok. Separaciu roznych analytov moéZeme ovplyvnit zlozenim BGE.
V analytickej praxi sa vyuzivaju, okrem inych (polymérne materidly), kapilary vyrobené
z taveného kremena, ktoré su dodato¢ne pokryté vrstvou polyimidu, ktory zvySuje
ich mechanickt odolnost’. Vrstva polyimidu sa odstraniuje v mieste, kde sa nachadza detekéné
okienko. Nasledne je vrstva polyimidu odstranend aj na obidvoch koncoch kremennej kapilary,
aby sa roztoky nedostali medzi polyimid a sklenenti stenu kapilary. Hodnoty aplikovaného
napdtia byvaji v rozsahu 5-30 kV a im odpovedajuce priudy v rozsahu desiatok pA. Objem
vzorky, ktora je davkovand do systému, je vel'mi maly obycajne 10 az 100 nL. Déavkovanie
vzorky prebieha bud’ hydrodynamicky, ¢ize jeden koniec kapilary sa ponori do vialky, ktora
obsahuje roztok vzorky a z nej sa potom pomocou tlaku dadvkuje potrebny objem do kapilary.
Druhé4 menej pouzivana moznost’ davkovania je elektrokineticky. Vzorka v tomto pripade musi
byt ionizovand a po ponoreni konca kapilary do roztoku sa pomocou vhodnej polarity zdroja
napitia zaisti migracia do kapilary. Jednou z moznosti je hydrodynamické déavkovanie
pomocou gravitacie, kedy koniec kapilary je ponoreny do analyzovaného roztoku a druhy
koniec kapildra je ponoreny v BGE a vytvori sa rozdiel poloh kapilér (rozdiel hladin roztokov
s ponorenymi koncami). NajcastejSie vyuzivane detektory byvaju zaloZzené na merani
absorbancie v UV oblasti, fluorescencie, vodivosti. CE poskytuje velké mnozstvo vyhod
ako st napriklad vysokéd analytickd GCinnost’, nizke Casy separdcie a minimdlne mnozstvo
roztokov potrebnych pre analyzu. CZE ma dolezity vyznam v analyze biologickych vzoriek
ako proteinov a peptidov. Vyuziva sa ale aj na separaciu aminokyselin, biopolymérov, rdznych
lieCiv aich metabolitov v komplexnejSich biologickych vzorkach. Charakteristickym
prikladom pre kapilarnu zonovu elektroforézu je separacia nizkomolekularnych idénov
[1, 6,24-26].

4 Prepojenie CZE s SLM

Spojenie CZE spolu s SLM extrakciou zabezpeCuje vysoku vytaznost pri nizkom objeme
akceptorového roztoku. Tvoria lepSie in-line usporiadanie, ako v pripade kombinécii inych
analytickych technik s SLM extrakciou. Extrakcie, ktoré pracuji s SLM vyuzivaji zvycajne
vyssie objemy donorovych roztokov a naopak menSie mnozstvo akceptorovych roztokov.
Rozdiel medzi objemom akceptorového a donorového roztoku zabezpecuje obohacovanie

akceptorového roztoku analyzovanymi analytmi. Objem akceptora je zvy€ajne v rozmedzi
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5az 50 uL, ¢o koresponduje s viacSinou mnozstiev vzoriek, ktoré su nasledne vyuzivané
pre davkovanie do analytickych systémov. Priame naviazanie SLM extrakcie na CZE
je vyznacné tym, Ze nie je nutné previest’ akceptorovy roztok priamo do injekéného systému
elektroforetického pristroja, pretoze objemy pouzivane pri dadvkovani do CZE systému

su priblizne o dva az tri rady niZSie.

Detekéné okienko

AN Separacna
| PC } B, {Dctcktorl P

kapilara
El
] Vzorka |te====—= -= E2
M .
Al H%Wu 5
V2 VN Vi

. o

Obr. 4: Prepojenie CZE s extrakciou cez SLM [17].

Prvé zmienky o vyuziti CZE s SLM extrakciou popisala Palmarsdottir 1996 [30] pre tubularne
usporiadanie. Prepojenie CZE spolu s SLM zahffia manuélny krok, pretoze kapildra musi byt
umiestnend do elektrodovej nadoby hned’ po nastreknuti analytu [17-18, 31].

5 On-line prekoncentra¢né techniky

On-line prekoncentra¢nimi technikami je myslena sucasné skoncentrovanie a separacia vzorku.
V sucasnej dobe je snaha o mnohonasobné zvysenie citlivosti detekcie CE prioritou. MozZnosti
ako zvysit’ citlivost’ CE je hned niekol’ko. Napriklad pouzitie citlivejSich detektorov (laserom
indukovana fluorescencia (LIF), hmotnostna spektometria (MS), a iné). Samostatnym

spdsobom ako zvysit’ citlivost’ CE je moznost’ pouzit’ on-line prekoncentra¢né techniky.
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Obr. 5: Rozdelenie On-line prekoncentracnych technik [32].

Vyhodou prekoncentraénych technik je rychla a jednoducha analyza, ktord, nie je financne
naro¢na ako v pripade pouzitia niektorych z vyssie spominanych detektorov. Zahriiuje v sebe
minimum operdcii so vzorkou. Principom je skoncentrovanie analytov do uzkej zony
anasledna CE/CZE separacia analytov. Moznosti usporiadania on-line prekoncentracnych
technik je vela. NajCastejSie sa mdzeme stretnut’ so Siestimi zakladnymi typmi, ktoré
su popisané v nasledujucich kapitolach. [32-33]. Pojem zaostrovaci efekt bol po prvykrat
pouzity Tiseliusom (1965) a jeho spolupracovnikmi v polyakrylamidovej gélovej elektroforéze
[34]. Tiselius a kolektiv dokazali, Ze zaostrovanie vzoriek moze poskytnit’ zvySenie citlivosti
detekcie 10 az 1000 krat [34].

5.1 Normal stacking mode (NSM)

Tato technika patri medzi najjednoduchsie zaostrovacie postupy. Principom je rozpustenie
vzorky v matrici o nizSej vodivosti aki ma BGE a nasledne je vysledna vzorka davkovana
hydrodynamicky do separacného systému. Analyty sa zaostruju na rozhrani medzi matricou
o nizkej vodivosti a BGE, kvoli zmenam elektrického pola a vodivosti a tie vyvolaji zmenu
v rychlosti migracie i6nov. Obmedzenim v NSM je kratka optimalna dizka zony, ktora moze
byt vstreknutd do kapilary bez straty ucinnosti separacie, alebo rozliSenia. Ddvodom
jerozsirenie zaostrovanej zony, ktord je vysledkom mieSania nizkej a vysokej vodivosti

na rozhrani koncentracie a laminarny tok vznikajlici vo vnutri kapilary [34].
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5.2 Large volume sample stacking (LVSS)

Davkovanie technikou LVSS je hydrodynamické a trvd vyrazne dlhSie ako pri ddvkovani
vzorky pomocou NSM. Po nadavkovani zony vzorky do kapilary sa aplikuje napitie o opacnej
polarite oproti tomu aka bude pouzitd na vlastnu separaciu. Dosledkom toho migruje matrica
vsmere von z kapildry a na zaCiatku kapilary savytvori mald zoéna, ktora vznikla
skoncentrovanim analytov. Analyzovana vzorka je vo vdcSine pripadov rozpustend v BGE
s nizSou i6novou silou vzhl'adom k separacnému BGE. Metdda je v praxi ve'mi jednoducho
realizovatelna a teda sa stadva najCastejSie pouzivanou metddou zaostrovania. Technika

poskytuje priblizne az desat’ ndsobné skoncentrovanie [34-36].

5.3 Transient isotachophoresis (tI'TP)

Je to forma ITP a jej vyhodou je jednoduchSie prepojenie s CZE. Metdéda modze
skoncentrovavat’ velké aj malé molekuly. Existuju dve mozné prepojenia tITP s CZE. Prva
metdda je zaloZzend na vybere BGE s takymi vlastnostami, aby Castica s ndbojom (ko-i6n BGE)
mala vysSiu efektivnu mobilitu ako analyzované analyty. Principom ITP migracie je vyber
vhodného koncového elektrolytu (mdze byt pouzity ako ndhrada za BGE, alebo je mozné
ho davkovat' ako samostatnii zonu). Davkuje sa spravidla za zénou vzorku. Veduaci i6n
je v tomto pripade ko-i6n (Castica s nabojom) zakladného elektrolytu. Davkovanie vzorky méze
prebiehat’ hydrodynamicky aj elektrokineticky a ndsledne prebehne vymena vialky so vzorkou
za BGE. Po vloZeni elektrického pola vznika prechodny ITP stav. Druha metdda sa vyskytuje
vtedy ak nabitd Castica (ko-i6n) v BGE ma nizsiu efektivnu mobilitu ako je analyzovany ion.
V takomto pripade sa pridava do vzorku vedtci i6n, napriklad NHs*, ktory je uréeny pre
separaciu kationov. Ako koncovy i6n je v tomto pripade ko-ién BGE. To predstavuje obrovsku
vyhodu, pre analyzu biologickych vzoriek, ktoré vdcSinou obsahuju urcité mnozstvo soli
o vysokej efektivnej mobilite vhodné na uskuto¢nenie tITP prekoncentracie. tITP je vel'mi
ucinnd v oblasti prekoncentracie a s vyuzitim v CZE ¢im sa zvySujt jej limity detekcie. Je ovela
narocnejSia na zaostrenie ako klasicka ITP. Citlivost' sa mdze pri tomto postupe zvysit
az 1000krat [32, 36-37].

5.4 Dynamic pH junction
Po prvykrat ju pouzil Britz-McKibbin 2003 [38]. Princip spociva v praci s elektroforetickymi

mobilitami a pH. Metoda je podobnd izoelektrickej fokusacii, len s malym rozdielom,
ze namiesto amfolytov sa vyuziva BGE s rozdielnymi hodnotami pH. VSeobecne plati,
ze vzorka je nastavena na nizSiu pH hodnotu ako je pK. analytu. BGE je nastaveny na vysSiu
hodnotu pH ako je pK. analytu. Preniknutim vzorku do oblasti BGE o ur¢itom pH nastava
neutralizdcia naboja analytu adej sa znovu opakuje, azkym nevznikne tuzka zbna

prekoncentrovanych analytov. Po skonceni sa analyty rozdelia principom CZE [33, 36, 39].
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5.5 Sweeping

Povodne bola tito technika navrhnutd pre neutrdlne analyty v  MEKC. Princip spociva
v interakcii analytov (i6n, alebo neutrdlna molekula) spolu s pseudostacionarnou fazou
(micelotvornd latka), ktora takto migruje zoénou vzorky. Technika pracuje s homogénnym
elektrickym polom, preto je podmienkou, Ze vzorka musi mat’ rovnakt vodivost’ aki ma BGE.
Micelotvorna latka je priddvand do BGE. Obidve latky s spolu umiestnené na davkovace;j
strane kapilary v elektrolytovej nadobke. Aplikdciou napdtia pseudostaciondrnd faza zacne
migrovat’ vzorkou, ktord tvori zonu a hromadi analyt dokym pseudostaciondrna faza
nedomigruje az na koniec zony vzorky. EOF v tejto technike nie je vyznamny, vic¢Sinou byva
potlac¢eny hodnotami pH elektrolytu. Téato technika je vhodna pre nabité ale aj nenabité iony.

Hlavnou podmienkou je aby interagovali spolu s pseudostacionarnou fazou [39-40].

5.6 Field amplified sample stacking (FASS)
Prvé zmienky o FASS technike boli publikované v roku 1990. Principom FASS techniky

je vzorka rozpustend vo vode, alebo v BGE, o koncentracii 10 krat nizsej ako je pdvodny BGE.
Dizka davkovanej zény vzorky sa pohybuje okolo 10 az50 % celkovej dizky kapilary.
Po vlozeni rovnomerného elektrického pola ddjde k skoncentrovaniu vzorky, vdaka rozdielu
vodivosti BGE a vzorku (nizsia vodivost). V kazdej zone (BGE, vzorka) je ina intenzita
sa pohybuju rychlejSie ako v BGE zo6ne). Nasledne na rozhrani zo6n nastava skoncentrovanie
analytov vplyvom spomalenia i6nov tzv. ,stacking efekt”. FASS technika patri medzi
najpouzivanejSie a najjednoduchsie on-line prekoncentraéné techniky nabitych Ccastic.

Najcastejsie je spajana s CZE ako analytickym systémom [33, 41].

5.7 Vlastnosti vybranych analytov

Vyznamnym faktorom pri vybere vhodnych separaénych podmienok su fyzikélno-chemické
vlastnosti pozorovaného analytu. Jednym z tychto faktorov je disociacna konStanta (pKa),
Log P amolekulovd hmotnost’ analytov. Hodnoty pK. Log P amolekulovej hmotnosti
analytov bazickych lieciv su uvedené v tab. 1. Rozdel'ovaci koeficient (Log P) vyjadruje mieru
lipofility lieCiva, respektive do akej miery dané liecivo preferuje hydrofilne, alebo hydrofébne
prostredie. Hodnota pKa. hovori o tom ako je dany vodik v zlu¢enine kysli. Cim vyssi je
rozdelovaci koeficient tym lepSie organické faza prijima analyty bazickych lieciv. To sa docieli
spravnym nastavenim pH bazickych lie€iv, ktoré z pravidla by mali mat’ tto hodnotu vyssiu

o tri jednotky ako je pKaanalytov bazickych lieciv [42].
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Tab. 1: Hodnoty pK, nortriptylinu, haloperidolu a loperamidu [42].

Analyt Molekulova hmotnost’ Log P pKa
Nortriptylin 263,4 4,51 10,47
Haloperidol 375,8 4,30 8,60
Loperamid 477,0 5,50 9,41

5.8 Valida¢né parametre

5.8.1 Limit detekcie a limit kvantifikacie

v

ma tri krat vyssi signal (S) ako jeho zdkladna linia (N) [43]. Bol vypocitany podl'a vzt'ahu (1):

3S 1
LOD = —. (1)
N

v

dovoluje kvantitativne vyhodnotenie a Sum (N) zakladnej linie je 10 krat mensi ako

je analyticky signal (S) sledovaného analytu [43]. LOQ bol pocitany podl'a vztahu (2):

L0Q = 1NE @)

5.8.2 RozliSenie

Rozlisenie (RS) medzi dvoma pikmi s podobnymi vySkami sa vypocita pomocou vzt'ahu (3):

= 1,18(t2 — tr1) _ 3)
Whi + Wha

kde tr2>tr1, tr1 a tr2 sU migracné Casy alebo vzdialenosti podl'a zdkladnej linie medzi bodom
nastreku a kolmicami spustenymi z vrcholov dvoch susednych pikov a wy; a wyz st Sirky pikov
v polovici ich vysky. RozliSenie vysSie ako hodnota 1,5 sa povazuje sa dostato¢nti separaciu
pikov [43].

5.8.3 Signal Sum

Pomer signal Sum bol vypocitany ako pomer signilu sledovanych analytov (S) a Sumu
zakladnej linie (N) [43]. Vyslednd vzt'ah (4):

SN = 4

S
N
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6 Experimentalna Cast

6.1 Pouzivané pristroje a roztoky

Analyzy boli prevedené pomocou CE 7100 od firmy Agilent Technologies, Nemecko. Bolo
aplikované napitie 15-30 kV, detekcia prebiehala pomocou UV-VIS detektora s diodovym
polom (DAD) pri vlnovej dizke 200 nm. Separa¢na &ast’ bola tvorena kremennou kapilarou
(Polymicro Technologies, Phoneix, USA) o vnutornom priemere 75 pum a celkovej dizke 45 cm
(efektivna dizka kapilary bola 36,5 cm). Na kapildre bolo vytvorené detekéné okienko
vypalenim vrstvy polyimidu. Vrstva polyimidu bola vypalend 2 mm na obidvoch koncoch
kapilary. Nova kapildra bola premyvand 100mM hydroxidom sodnym (10 minut),
deionizovanou vodou (5 minut) a roztokom BGE (5 minut). Pred kazdou d’alSou analyzou bola
kapilara premyvana po dobu 30 sekiind 50mM hydroxidom sodnym, 30 sekind deionizovanou
vodou a nakoniec 30 sekiind roztokom BGE. Na konci dia bola kapilara preplachnuta
50mM NaOH, deionizovanou vodou a nakoniec vzduchom, vSetko po dobu 5 mintt. Vsetky
Cistiace kroky prebiehali pri konstantnom tlaku 950 mbar. Hydrodynamické dévkovanie
vzoriek bolo prevadzané pri tlaku 50 mbar po dobu 5-20 s. Separacia analytov prebiehala pri
konStantnej teplote 25 °C. Analyticky signdl z CE 7100 bol spracovany v programe
ChemStation CE.

6.1.1 Zasobné roztoky

Zasobny roztok jednotlivych analytov bazickych lieciv o koncentracii 1000 pg/ml (Sigma,
Nemecko) bol pripraveny rozpustenim ¢istych substancii (nortriptylin a haloperidol), alebo ich
derivatov (loperamid) v ¢istom metanole (Sigma) v pomere 1:1:1. Vznikol pracovny roztok
o koncentracii 333 pg/ml. Vysledny roztok bol skladovany v mraznic¢ke pri teplote -20 °C
a chraneny pred svetlom.

Zasobny roztok octanu aménneho bol pripraveny navazenim Ccistej substancie octanu
amonneho (Fluka, Nemecko) a rozpustenim v deionizovanej vode. Vysledna koncentracia
roztoku octanu aménneho bola 1 M. Uskladnenie prebiehalo v chladnicke pri teplote 4 °C.

Zasobny roztok kyseliny octovej (99,8%, Fluka,) bol riedeny deionizovanou vodou

na vyslednt koncentraciu 1 M. Vysledny roztok bol uchovavany v chladnicke pri teplote 4 °C.

6.1.2 Priprava zakladného elektrolytu

Zasobny roztok zakladného elektrolytu bol pripraveny riedenim koncentrovanej kyseliny
octovej (37%, Fluka) deionizovanou vodou tak aby bola vysledna koncentracia 1 M. Pracovny
roztok elektrolytu kyseliny octovej bol riedeny deionizovanou vodou na vyslednu koncentraciu
300 mM (pH 2,64). Nasledne bol roztok prefiltrovany pomocou jednorazového striekackového
filtru (0,45 um, Minisart RC 25, Nemecko). Takto pripraveny roztok BGE bol pripravovany

denne.
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6.1.3 Roztoky pouzZivané pre mikroextrakcie

Ako akceptorovy roztok sa pouzivala kyselina chlorovodikova (Pliva-Lachema, Ceska
republika) o koncentracii 10 mM. Donorovym roztokom bol hydroxid sodny (Lach-Ner, Cesk
republika) o koncentracii 10 mM. Organickym rozpuStadlom pouzivanym na impregnaciu
SLM bol I-ethyl-2-nitrobenzen (ENB, Fluka). Roztoky boli uchovavané v chladnicke
pri teplote 4 °C.

6.1.4 Realne vzorky

Reélne vzorky boli pripravené riedenim pracovného roztoku bazickych lieciv o koncentracii
333 pg/ml fyziologickym roztokom NaCl (Pliva-Lachema) o koncentracii 150 mM, alebo
realnou matricou, ktorou bol 'udsky moc. Vysledna koncentracia lieCiv bola 1 pg/ml. Takto
pripraveny roztok bol zalkalizovany 10mM NaOH. Analyza redlnych vzoriek prebichala iba

v den odberu.

6.2 Priprava mikroextrakénej jednotky

Priprava mikroextrakénej jednotky pozostavala z vyrezu plastovej Spicky, ktord sa vyuziva pri
pipetovani. Postup zostrojenia mikroextrakénej jednotky bol prevzaty z prace [17]. Medzi dva
vybrané diely Spicky sa vlozila polypropylénovd membrana (Membrana GmbH, Nemecko)
s priemerom pérov 0,1 um a hrabkou 100 um (vid’ obr. 6). Polypropylénova membrana bola
vyrezana pomocou korkovrtu o priemere 11 mm. Nasledne bola membrana naimpregnovana
organickym rozpustadlom (ENB) o objeme 5 ul a stlacend medzi dva vyrezy Spicky a tym
doSlo k vytvoreniu mikroextrakénej jednotky s oddelenymi priestormi pre akceptorovy
a donorovy roztok. Do spodnej ¢asti mikroextrakénej jednotky bol ddvkovany donorovy roztok
o objeme 20 pl. Do vrchnej casti mikroextrakénej jednotky bol davkovany akceptorovy roztok
o objeme 10 pl. Po nadavkovani akceptorového roztoku zacala prebiehat mikroextrakcia.
Takto pripravend mikroextrakénd jednotka bola umiestnend do PP vialky Agilent
(obj. &. 51820567), na ocel'ovt pruzinku (Pruziny Cermak, Ceska republika) o vyske 7 mm.
Pruzinka uvoliovala tlak, ktory vznikd pri priamom kontakte kapildra—membrana a tym
zabrafiuje mechanickému pretrhnutiu membrany. Vialka spolu s mikroextrakénou jednotkou
bola umiestnenda do systému CE. Nasledne po nadavkovani bola akceptorova cast
mikroextrakénej jednotky analyzovand. Pre kazdé nové meranie bola vyhotovena nova

mikroextrakénd jednotka.
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Obr. 6: Zostrojenie mikroextrakcnej jednotky. Vlavo: Spicka z pipety, v strede: vyrezané casti pipety
spolu s PP membranou nenaimpregnovanou, vpravo mikroextrakcna jednotka [17-37].

6.3 Nastavenie tITP

Zobna octanu amoénneho o koncentracii 200 mM bola hydrodynamicky davkovana pri tlaku
50 mbar po dobu 5-20s. Davkovanie zony octanu amoénneho prebichalo eSte pred

naddvkovanim analytov bazickych lieciv.
7 Vysledky a diskusia

7.1 Optimalizacia separacie
7.1.1 VoIba BGE
BGE bol voleny pre zaistenie kyslych podmienok v CE systéme. Tym sa zabezpecili vhodné

podmienky pre ionizaciu vSetkych pouzitych analytov. Tieto podmienky spliuje kyselina
octova ako BGE. Jej tabelovand hodnota pKa je 4,76 pri 25°C [43—44].

7.1.2 Optimalizacia separaéného napitia (bez zaostrovacej zény octanu amonneho)

Na optimalizaciu separacného napitia boli pouzité podmienky (vid v kapitole 6.1). Boli
testované napéitia o hodnotach 15, 20, 25 a 30 kV. Vysledky st zndzornené na obr. 7, z ktorého
vyplyva, Ze pri napdti +15 kV a +20 kV je migracny Cas analytov bazickych lie€iv prili§ dlhy.
Pri hodnote +30 kV je migracny Cas molekul najkratsi, ale vyska a rozliSenie su najnizsie.
Najvhodnejsia optimalna hodnota vkladaného napétia je +25 kV. Migraény cas analytov
je uspokojivo kratky. Piky analytov su dostatocne zaostrené a analyty su od seba optimalne

rozseparovane.
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Obr. 7: Porovnanie rozdielnych hodnot vkladaného napdtia na CE systém. Podmienky: BGE bola
300mM kyselina octova, hydrodynamické davkovanie bazickych lieciv (1 ug/ml) po dobu 35 s.
I-nortriptylin, 2-haloperidol, 3-loperamid.

7.1.3 Optimalizicia separa¢ného napiitia (so zaostrovacou zénou octanom amonnym)

V dalSom kroku experimentu bola implementovand na nestrekovy koniec zoéna octanu
amonneho pre zaostrenie analytov. Podmienky analytického systému boli zachované (vid’
v kapitole 6.1). Bolo vkladané separa¢né napitie s hodnotami +20, +25 az +30 kV. Hodnota
napitia +15 kV nebola aplikovand na zéklade vysledkov z predchadzajiuceho experimentu (vid’
v kapitole 7.1.2). Vysledky st zobrazené na obr. 8. Pri separatnom napiti +25 a +30 kV
su migraéné Casy analytov bazickych lieCiv dostato¢ne kratke. Rozlisenie pikov separovanych
analytov je horSie. V pripade +25 kV je rozliSenie 5,45 a pri 30 kV je rozliSenie 4,72. Pomer
signal/Sum je priblizne rovnaky pri obidvoch hodnotach napidtia 25 a 30 kV. Najlepsie
rozliSenie (5,79) analytov je pri separacnom napdti +20 kV. Signél/Sum je najvyssi a preto bola

pre d’alSie experimenty zvolena tato hodnota napétia ako konStantna.
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Obr. 8: Porovnanie rozdielnych hodnét vkladaného napdtia na CE. Podmienky: BGE bola 300 mM
kyselina octova, hydrodynamické davkovanie bazickych lieciv (1 ug/ml) po dobu 5 s, hydrodynamicke
davkovanie octanu amonneho (200 mM) po dobu 15s. 1-zona octanu amonneho, 2-nortriptylin,
3-haloperidol, 4-loperamid.

7.1.4 Optimalizacia koncentracie zony octanu amonneho

Na optimalizadciu boli vybrané konstantné podmienky doby déavkovania lieiv a doby
davkovania zény octanu amoénneho na 15s. Pre optimalizidcie bola zvolend stupajuca
koncentra¢na rada octanu aménneho (50, 100, 200 mM). Podmienky analytického systému boli
zachované (vid’ v kapitole 6.1). Vysledky optimalizicie su zobrazené na obr. 9. Pri aplikovani
50mM octanu amonneho (obr. 9-A) pik haloperidolu (3) vykazuje dostato¢né rozliSenie 3,99.
Pomer signalu k Sumu je najnizsi. Pri 100mM zdne octanu amonneho (obr. 9-B) je rozliSenie
pikov 4,14 a pomer signal/Sum je nizsi ako v pripade 200mM koncentracie octanu aménneho
(obr. 9-C). Zéna octanu aménneho o koncentracii 200 mM poskytuje najlepsie rozliSenie pikov
4,61. Pomer signal/Sum je najvyssi a preto bola zvolena koncentracia octanu amoéonneho na

200 mM, pri ktorej dochadza k dostatocnej separacii a zaostreniu sledovanych analytov.
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Obr. 9: Optimalizacia koncentracie zony octanu amonneho. Podmienky: BGE bola 300 mM kyselina
octova, hydrodynamické davkovanie bazickych lieciv (1 pug/ml) po dobu 15s, hydrodynamicke
davkovanie octanu amonneho 15 s, koncentrdcia octanu amonneho (A-50mM, B-100mM, C-200mM).
1-zona octanu amonneho, 2-nortriptylin, 3-haloperidol, 4-loperamid.

7.1.5 Optimalizacia hydrodynamického davkovania zony octanu amonneho

Optimalizécia davkovania zony octanu amoénneho prebiehala v ¢asovych intervaloch 0, 5, 8,
10, 12, 15 a 20 s a jeho koncentracia bola 200 mM. Analyty bazickych lieciv (1 pg/ml) boli
rozpustené v 10mM kyseline chlorovodikovej. Davkovanie bazickych lieCiv prebiehalo
po dobu 15s. Podmienky analytického systému boli zachované z kapitoly 6.1. Vysledky
optimalizacie st zobrazené na obr. 10. Hydrodynamické davkovania v ¢asoch 5, 8, 10
a 12 s poskytuju dostatocné rozliSenie, ale nizky pomer signal/Sum analytov. Pri 20s
hydrodynamického déavkovania zény octanu aménneho dochadza k najlepSiemu pomeru
signalu k Sumu a rozlisenie pikov bazickych lieciv je dostacujuce (2,57). Najlepsim vysledkom
je ale hydrodynamické davkovanie zony octanu amoénneho v ¢ase 15 s. V tomto ¢ase su analyty
bazickych lieCiv dostatocne rozsliSené (3,96) a hodnoty pomeru signal/Sum st dostatocne
vysoké. Pre d’alSie merania boli preto zvolené Casy davkovania zaostrovacej zény octanu

amonneho na 15 s.
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Obr. 10: Optimalizacia doby davkovania zony octanu amonneho. Podmienky: BGE bola 300 mM
kyselina octova, hydrodynamické davkovanie bazickych lieciv (1 ug/ml) po dobu 15 s, hydrodynamickée
davkovanie octanu amonneho (200mM) v casoch 0, 5, 8, 10, 12, 15, 20 s. 1-zona octanu amonneho
2-nortriptylin, 3-haloperidol, 4-loperamid.

7.1.6 Optimalizacia hydrodynamického davkovania vzoriek

Optimalizacia ddvkovania analytov o koncentrécii 1 pg/ml v prostredi 10mM HCI prebiehala
v ¢asovych intervaloch 5, 10, 15 a 20 s. Davkovanie octanu aménneho o koncentracii 200 mM
bolo nastavené na konStantnych 15 s. Vysledky st vyobrazené na obr. 11. Hydrodynamické
davkovanie bazickych lieCiv v ¢ase 5 a 10s st nevyhovujuce z dovodu nizkeho pomeru
signal/Sum. Davkovanie v ¢ase 20 s vykazuje najvyssi pomer signal/Sum, ale rozliSenie
nortriptylinu (2,21) a haloperidolu (1,86) je niZ§ie ako v pripade 15 s. Dalej je vidiet, Ze medzi
zoénou octanu amoénneho a pikmi nie je priestor pre pripadni migraciu matri¢nych latok
z redlnych matric. Najlepsim vysledkom optimalizacie je preto 15 s davkovania, kde rozliSenie
pikov pre nortriptylin (3,96) a haloperidol (3,44) je dostato¢né a pomer signal/Sum je taktiez
dostacujtci. V d’alsich meraniach bolo hodnota davkovania lieciv zvolend na 15 s a ddvkovanie

zony octanu amoénneho na 15 s (vid’ v predchadzajucej kapitole 7.1.5)
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Obr. 11: Optimalizacia doby davkovania bazickych lieciv v 10mM HCI (nortriptylin, haloperidol,
loperamid). Podmienky: BGE bola 300mM kyselina octova, hydrodynamické davkovanie
octanu amonneho (200mM) po dobu 15 s, hydrodynamické davkovanie bazickych lieciv (1 ug/ml)
v casoch 5, 10, 15, 20 s. 1-zona octanu amonneho, 2-nortriptylin, 3-haloperidol, 4-loperamid.

7.2 Stanovenie kalibrac¢nej zavislosti a medze detekcie CE metédy

Bola pripravend kalibra¢na rada o koncentraciach 0,1; 0,5; 1; 5; 10 pg/ml vid’ obr. 12. Detekcia
bola prevedena pri vlnovej dizke 200 nm. Vlnova dizka bola vybrana na ziklade
predchadzajticich meraniach [45].

nortriptylin

400 - y =34,952x - 1,268
R2=1

300 4 .
haloperidol

y =33,765x - 2,8978
R*=0,9996
200

plocha piku [mV.s]

100
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Obr. 12: Kalibracna krivka bazickych lieciv. Podmienky: BGE bola kyselina octova o koncentracii
300mM, hydrodynamicke davkovanie octanu amonneho (200mM) po dobu 15 s, hydrodynamické
davkovanie bazickych lieciv (1 pg/ml) po dobu 15 s.
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Nasledne bol vypocitany limit detekcie (LOD) a medze stanovitelnosti (LOQ). LOD
zakladnej linie [45]. LOQ odpoveda najnizsej koncentracii analytov, pri ktorej je presnost
stanovenia taka, ze dovol'uje kvantitativne vyhodnotenie a Sum zékladnej linie je desat’ krat
mensi ako je dany analyticky signdl [45]. Hodnota relativnej smerodajnej odchylky (RSD)
pre plochy analytov bazickych lieciv bola vzatd z piatich merani a jej hodnoty nie st vicsie
ako 2,9%. Vypocitané hodnoty LOQ, LOD, relativnej smerodajnej odchylky a korelaéného

koeficientu st zobrazené v tab. 2.

Tab. 2: Vypocitané limity detekcie, medze stanovitelnosti, relativnej smerodajnej odchylky
a korelacného koeficientu pre Standardy bazickych lieciv (1 pg/ml). Kalibracny rozsah 0,1-10 ug/ml,
n=35.

Nortriptylin Haloperidol Loperamid
LOQ [pgmy 0,0170 0,0220 0,0220
LOD [pg/mi 0,0050 0,0070 0,0070
RSD [ 2.9 2,7 2,8
R? 1,0000 0,9996 1,0000

7.3 Casové priebehy mikroextrakcie cez SLM
Priebeh mikroextrakcie v spojeni s CE bol merany za podmienok, kde BGE bola 300mM

kyselina octova, pri hydrodynamickom davkovani bazickych lie¢iv o koncentracii 1 pg/ml
podobu 15s. Koncentracia zaostrovacej zony octanu amoéonneho bola 200 mM a bola
davkovand po dobu 15 s. Analyza bola prevedend pri teplote 25°C a separa¢né napdtie bolo
20 kV. Tieto podmienky boli optimalizované v kapitole 7.1. Meranie prebiehalo za podmienok,
kedy donor o objeme 20 pl obsahoval 1pug/ml Standardnych bazickych lieciv v 150mM NaCl
s 10mM NaOH. Objem 10 pul 10mM HCl bol davkovany z akceptorovej strany mikroextrakéne;
jednotky ktora bola oddelend 100um PP membranou impregnovanou ENB o objeme 5 pl. CE
systém bol nastaveny tak, aby bol akceptor ddvkovany priamo z povrchu SLM (vid
kapitola 6.2). Tym sa zaistilo ddvkovanie analytov, ktoré sa vyskytovali iba v oblasti diftizne;j
vrstvy SLM. Davkovanie prebiehalo v jednotlivych ¢asovych intervaloch a to v ¢ase 0, 2, 11,
20, 29 a 38 minut. V ¢ase 0 minut sa v difiznej vrstve medzi SLM a akceptorom nenachddzali
ziadne analyty bazickych lie¢iv. V ¢ase 0—29 mintt extrakcia pozvolna narasta. Od 29 mintty
bola vytaznost’ extrakcie konStantna a hodnoty prenosu cez SLM sa nemenia viac ako o 10 %.
Vysledna extrak¢na krivka je od tohto ¢asu konStantna a jej vytaznost sa so vzrastajicim

¢asom nemeni. Vysledky s zobrazené na obr. 13.
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Obr. 13: Casovy priebeh mikroextrakcie cez SLM. Podmienky: D-150mM NaCl, 10 mM NaOH, 1 ug/ml
bazickych lieciv, A-10 mM HCI. Podmienky: tlak 50 mbar, davkovanie lieciv (15 s), BGE bola kys.
octova o koncentracii 300 mM, koncentracia zony bola 200mM a davkovanie 15 s.

7.4 Casovy priebeh mikroextrakcie realnych vzoriek (mo¢)

Priebeh extrakcie bol v in-line usporiadani davkovany akceptor z povrchu SLM v pravidelnych
¢asovych intervaloch 0, 2, 11, 20, 29 minut. Casovy priebeh bol stanoveny za nasledujucich
podmienok. Do extrakénej jednotky bolo pipetované 20 pul donorového roztoku, ktory
obsahoval Standardny roztok troch bazickych lie€iv v 'udskom moci o koncentracii 1 pg/ml
s 10mM NaOH. 10mM HCI o objeme 10 pl tvorila akceptorova fazu systému. 100 um PP
membrana bola impregnovana organickou fazou a oddel'ovala spominané vodne fazy systému.
Davkované su len analyty, ktoré boli transportované cez membranu do akceptora. Systém CE
bol nastaveny tak, aby bol akceptor davkovany priamo z povrchu SLM (vid’ kapitola 6.2). Tym
bolo zaistené davkovanie analytov, ktoré sa vyskytovali iba v oblasti difiznej vrstvy SLM.
V case 0 minat sa v difiznej vrstve nenachadzali Ziadne analyty bazickych lieCiv. Obr. 14
znazoriuje mnozstvo prenosu analytu z donorového roztoku do fazového rozhrania medzi SLM
a akceptorom. Od 20 minity sa vytaznost' extrakcie nemeni a dochadzalo k ustéleniu

rovnovahy. Krivka je konstantna aj pre dlhsie extrakéné Casy.
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Obr. 14: Casovy priebeh mikroextrakcie cez SLM. Podmienky: D-neriedend moc, 10 mM NaOH,
1 ug/ml bazickych lieciv, A-10 mM HCI. Podmienky: tlak 50 mbar, davkovanie analytov (15 s), BGE
bola kys. octova o koncentracii 300 mM, koncentracia zony bola 200mM a davkovanie 15 s.

7.5 Validacia parametrov optimalizovanych podmienok mikroextrakcie

Vybrané¢ optimdlne podmienky mikroextrakcie z predchadzajucej optimalizacie 7.1 boli
validované. Prva extrakcia bola prevedena bez pridavku zény octanu aménneho (obr. 15-A).
Ako je zo zdznamu vidiet,, bez pritomnosti octanu amoénneho nedochédza k Ziadnej separacii
jednotlivych analytov. Co vyplyva z nizkych hodnét rozlisenia (0,42) a hodnét signal/Sum.
Po pridani zony octanu aménneho o predom optimalizovanu koncentraciu (vid kapitola 7.1.4)
a doby davkovania (vid kapitola 7.1.5), st jednotlivé piky analytov bazickych lieciv
z 10mM HCI davkovanych po dobu 15 s dostatocne rozliSené a separované (obr. 15-B), comu
odpovedaju vysSie hodnoty rozliSenia (2,68) a signal/Sum. Pre porovnanie valida¢nych
parametrov bol pre extrakcie cez SLM ako donor pouzity fyziologicky roztok s pridavkom
bazickych lieciv (1 pg/ml) a 10mM NaOH. Akceptorom bola 10mM HCI, ktora bola od donoru
oddelend 100 um PP impregnovanou Sul ENB. Mikroextrakcia bola prevedena po dobu
29 minat a extrahovane analyty boli ddvkované do kapilary priamo z povrchu SLM. Vysledny
elektroforeticky zdznam merania je zobrazeny na obr. 15-C. Ako redlna matrica bol pouzity
Pudsky mo¢ ziskany od dobrovolnikov z Ustavu analytickej chémie AV CR, v. v. i. Podmienky
extrakcie pre redlnu matricu (l'udsky moc) boli totozné ako pri extrakcii z fyziologického

roztoku. Vysledny elektroforeogram je zobrazeny na obr. 15-D.
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Obr. 15: Analyza vzoriek: Podmienky: A-10mM HCIl s 1ug/ml bazickych lieciv bez zomy octanu
amonneho, B-10mM HCI s 1ug/ml bazickych lieciv so zonou octanu amonneho, C-extrakcia
akceptor-10mM HCI, donor-1ug/ml bazickych lieciv v 150 mM NaCl s 10mM NaOH, D-extrakcia
akceptor-10mM HCI, donor-1ug/ml bazickych lieciv v ludskej moci s 10mM NaOH. Podmienky: tlak
S0mbar, davkovanie bazickych lieciv (15s), BGE kys. octova 300 mM, koncentrdcia zony octanu
amonneho bola 200 mM. 1-zona octanu amonneho, 2-nortriptylin, 3-haloperidol, 4-loperamid.

Za vybranych extrakénych podmienok je pre nortriptylin extrakéna vytaznost’ najvyssia ako
vo fyziologickom roztoku tak aj vmoci cca 75 %. Zatial' ¢o pre loperamid vzhl'adom
k extrakénej vytaznosti pod 10 % st zvolené extrakéné podmienky nevyhovujice, o moze byt
sposobené vyssou molekulovou hmotnost'ou a odliSnou hodnotou Log P. Prenos analytov

z donorového roztoku do akceptorového bol vypocitany podla rovnice (5):

C
T =-2.100. (5)
Ca

kde ¢, znac¢i koncentraciu analytov bazickych lieciv obsiahnutych v akceptore, cs definuje
koncentraciu analytov bazickych lie€iv obsiahnutych v donore. Vysledky vytaznosti extrakcii

st uvedené v tab. 3.

Tab. 3: Porovnanie prenosu bazickych lieciv cez 100um PP SLM.

Fyziologicky roztok Mo¢
Nortriptylin 77,8% 73,0%
Haloperidol 66,1% 70,5%
Loperamid 2,6% 9,4%
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8 Zaver

Cielom prace bola priama analyza biologickych vzoriek v spojeni s SLM extrakciou a CE.
Zvysenie citlivosti on-line prekocentracii pomocou tITP. Optimalizacie prebiehali spociatku
v 10mM HCI. Neskor optimalizacia mikroextrakcie prebiehala vo fyziologickom roztoku, ktory
simuloval podmienky redlnej matrice. Po overeni stability predchadzajtcich systémov bol ako
matrica pouzity neriedeny l'udsky mo€. Pre dosiahnutie ¢o najvys$Sieho zakoncentrovania
analytov bazickych lieciv bol experimentidlne nastaveny najlep$i cas hydrodynamického
davkovania zony octanu amoénneho a to na 15 s adévkovanie analytov bazickych lieCiv
prebichalo pri 15s. ZvySenie aurychlenie extrakénej vytaznosti mikroextrakcie bolo
zabezpeCené zalkalizovanim donoru pomocou 10mM hydroxidu sodného a okyslenim
akceptora 10mM kyselinou chlorovodikovou. Cas, kedy sa vytaznost’ mikroextrakcie nemenila
bol stanoveny na 29 minut. Toto prepojenie zabezpecuje jednoduchu a lacnt alternativu
k drah§im analytickym systémom. Mikroextrakéna jednotka nepresahuje cenu jednej koruny
Ceskej za jeden kus. Vd’aka automatizacii celého systému sa tato kombinécia technik da vyuzit
pri analyze jednotlivych lieCiv z nerieden¢ho mocu. Optimalizdcia by mohla byt rozsirena
na analyzu krvi, alebo odpadovej vody. Citlivost' celej metdédy SLM-CE nemusi byt
pri niektorych aplikdciach dostato¢nd. Pre takéto pripady je mozZnost’ vyuzit kombinacie
technik (SLM-CE-MS), alebo pouzit' jednu z dalSich on-line prekoncentraénych technik

ako napriklad izotachoforézu.
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10 Zoznam pouzitych symbolov a skratiek

BGE
CE
CZE
DAD
ENB
EOF
LIF
LLE
LOD
LOQ
MEKC
MS

PP
PTFE
RSD
SLM
{ITP
uv
VIS

zakladny elektrolyt

kapilarna elektroforéza

kapilarna zonova elektroforéza
detektor s diddovym polom
1-ethyl-2-nitrobenzen
elektroosmoticky tok

laserom indukovana fluorescencia
extrakcia kvapalina-kvapalina
limit detekcie

medz stanovitel'nosti

micelarna elektrokinetickd chromatografia
hmotnostné spektrometria
polypropylén
polytetraflourethylen

relativne smerodajnéa odchylka
kvapalna faza na pevnom nosici
transientnd isotachoforéza
ultrafialové ziarenie

viditeI'né ziarenie
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