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ABSTRAKT 
Táto bakalárska práca sa zaoberá analýzou bázických liečiv v biologických vzorkách, ktorá 
kombinuje in-line prepojenie extrakcií cez kvapalnú membránu na pevnom nosiči (SLM) 
s kapilárnou elektroforézou (CE). Pre dosiahnutie lepších detekčných limitov bolo použité 
on-line zakoncentrovanie nadávkovaného vzorku pomocí transientnej isotachoforézy (tITP), 
kde bol ako tITP stacker použitý octan amónny a ako základný CE elektrolyt kyselina octová. 
Praktická časť bakalárskej práce sa sústreďuje na optimalizáciu podmienok 
tITP a mikroextrakcie cez SLM pre analýzu bázických liečiv v komplexných biologických 
vzoriek (ľudský moč). Najlepších analytických výsledkov bolo v tITP dosiahnutých pri 
hydrodynamickom dávkovaní octanu amónneho 15 s a bázických liečiv 15 s. Pri SLM extrakcii 
bol donor zalkalizovaný 10mM hydroxidom sodným a akceptor bol okyslený 10mM kyselinou 
chlorovodíkovou. Z výsledkov vyplýva, že in-line prepojenie SLM extrakcie a CE 
v kombinácii s tITP umožňuje priamu analýzu biologických vzoriek a zlepšenie citlivosti 
analytickej metódy.  
 
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. 
 

 
 

KĽUČOVÉ SLOVÁ 
Kapilárna elektroforéza, kvapalná membrána na pevnom nosiči, zaostrenie, bázické liečivá, 
biologické vzorky, mikroextrakcia,  
 
KEY WORDS 
Capillary electrophoresis, supported liquid membrane, stacking, basic drugs, biological 
samples, mikroextraction 
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1 Extrakčné techniky 

Extrakčné techniky patria medzi najznámejšie metódy izolácie analytov. Princíp extrakčných 
techník je založený na využití rozdielnych rozpustností jednotlivých zložiek vzorku 
v rozpúšťadlách. Dochádza k prechodu zložky zmesi fázovým rozhraním jednej fázy (plynnej, 
kvapalnej, pevnej) do druhej fázy (kvapalnej, pevnej) [1–4]. Prakticky sa jedná o absorpciu, 
alebo adsorpciu. Extrakčné techniky sú považované ako kľúčový krok k príprave vzorku 
a k jeho nasledujúcej analýze. Ich použitie nastáva vtedy, keď potrebujeme izolovať potrebný 
analyt, ktorý chceme analyzovať bez prítomnosti rušivých matríc, ktoré by mohli ovplyvniť, 
alebo úplne skresliť výsledky. Využívajú sa aj vtedy, ak koncentrácia analytu vo vzorke 
je nižšia ako je citlivosť daného analytického systému. Ich úlohou je previesť daný analyt 
do extrakčného činidla tak, aby neboli zmenené jeho fyzikálno-chemické vlastnosti. Medzi 
najpoužívanejšie extrakčné techniky, ktoré pre prípravu vzoriek využívajú extrakciu 
rozpúšťadlami patrí napríklad ultrazvuk, extrakcia Soxhletom, extrakcia kvapalina-kvapalinou 
a iné. Doposiaľ bola publikovaná celá rada prác, ktoré sa zaoberajú rôznymi extrakčnými 
technikami[1–4]. Nevýhodou je ich časová náročnosť a predovšetkým použitia veľkého 
množstva organických rozpúšťadiel. V poslednom období je snaha o vytvorenie nových 
extrakčných postupov, ktoré by nepoužívali tak veľké množstvo organických rozpúšťadiel 
a boli by šetrnejšie k životnému prostrediu [1, 5–6].  

2 Mikroextrakčné techniky 

Miniaturizácia extrakčných techník prispieva k zníženiu spotreby organických rozpúšťadiel 
a tým zmierňuje ich dopad na životné prostredie. Miniaturizácia extrakcií zabezpečilo tiež 
menšiu finančnú náročnosť, zlepšenie výkonnosti, ako napríklad vyššie výťažnosti, rýchlejší 
priebeh extrakcie a iné. Vo všeobecnosti sa tieto techniky uplatnili hlavne v príprave 
biologických vzoriek, skoncentrovaniu veľmi malých koncentrácií analytov a k ich následnej 
analýze. Ďalším faktorom poháňajúcim rozvoj týchto techník je snaha o zníženie náročnosti 
analytického a aj extrakčného procesu. Zahrňuje viacero krokov, ako izoláciu a následné 
prečistenie extraktu do jediného kroku. V neposlednej rade k vývoju mikroextrakčných techník 
prispela aj snaha o spojenie extrakcie a prenosného analyzátora, ktorý by previedol izoláciu 
a následnú analýzu daných zlúčenín priamo v teréne [6–7]. 

2.1 Mikroextrakčné techniky založené na sorbente 
2.1.1 Mikroextrakcia v systéme kvapalina-tuhá fáza (SPME) 

Pôvodne bola SPME navrhnutá pre prípravu komplexnejších vzoriek pred analýzou pomocou 
plynovej chromatografie (GC). U SPME techniky je sorbent upevnený na nosiči (nerezový 
piest), ktorý sa spolu s vláknom zatláča do ochranného obalu. Následne sa vlákno vysunie 
z ochranného obalu a vloží sa do vzorky, tak aby sorbent bol v kontakte so vzorkou. Pri sorpcii 
sa vlákno ponára do roztoku s analytmi a prebieha statická alebo dynamická sorpcia analytu 



 

 
 

8 

na povrchu vlákna. Vytiahnuté vlákno sa zasunie po uplynutí expozičného času späť 
do ochranného obalu. Proces SPME rozdeľujeme na dve fázy. Prvá fáza zahrňuje adsorpciu 
analytu na povrchu SPME. Druhá fáza je založená na desorpcii analytu z povrchu vlákna 
do kolóny chromatografu. Využíva sa ako rýchla bezrozpúšťadlová alternatíva namiesto 
extrakcie analytu z kvapalnej vzorky. Ak je vlákno umiestnené nad vzorkou hovoríme o SPME 
v tzv. headspace usporiadaní. Kremenné vlákno býva pokryté filmom z materiálov 
ako sú napríklad polydimetylsiloxán, polyakrylát, alebo kopolymér divinylbenzénu spolu 
s dimetylsiloxánom. Ako nosný materiál sa dajú použiť niektoré kovy, prípadne ich zliatiny, 
čo v konečnom dôsledku zabezpečuje vyššiu stabilitu systému. Ďalšou variantou SPME môže 
byť kapilárna mikroextrakcia (CME). Je to metóda, ktorá sa využíva k zakoncentrovaniu 
analytu. Je vhodná pre analýzu polárnych a nepolárnych organických látok, ktoré sú obsiahnuté 
v rôznych matriciach. Sorpčná kapacita je obmedzená hrúbkou stacionárnej fázy a vrstvy 
vlákna. Čím hrubšia vrstva tým je výťažnosť daného analytu väčšia. Hrubšia vrstva vlákna 
sa uprednostňuje na zadržanie rýchlo prchavých látok a vlákno s tenšou vrstvou zabezpečuje 
rýchlejší priebeh difúzie a následné uvoľnenie látok s vysokým bodom varu počas priebehu 
tepelnej desorpcie. SPME technika dosiahla širokého uplatnenia pri čistení a prekoncentrácií 
vzorku od jej uvedenia Arthurom a Pawliszynem v roku 1990 [7–8]. Je jednoduchá 
na zostrojenie a odber a príprava vzorku je zlúčená do jedného kroku. Výhodou tejto techniky 
je jej rýchli priebeh a jednoduchosť, spotreba minimálneho množstva vzorky a práce bez 
pomoci rozpúšťadla. Nevýhodou metódy je cena kremenných vlákien a obmedzená životnosť 
SPME jednotiek a nižšia sorpčná kapacita vlákna. SPME sa využíva často v praxi na izoláciu 
stopových množstiev analytov z biologických vzoriek, v toxikológii, farmácii, 
kriminalistike [6–7, 9]. 

2.1.2 Mikroextrakcia tuhou fázou s použitím striekačky (MEPS) 

Táto technika bola vyvinutá firmou AstraZeneca vo Švédsku 2004 [10]. MEPS 
je charakteristická používaním malého množstva sorbentu (1–2 mg), ktorý je umiestený 
a utesnený v striekačke o objeme 100–250 μl, následne je do striekačky nasatá vzorka. Vzorka 
spolu so sorbentom prichádza prvýkrát do kontaktu pri nasatí vzorky. Následne prichádza 
vzorka-sorbent do styku druhýkrát pri vytlačení vzorky z priestoru striekačky. Zachytené 
analyty sú vymyté vhodným rozpúšťadlom a aplikujú sa do analytického prístroja, kde 
sa analyzujú. Medzi najbežnejšie používané sorbenty patrí silikagel, uhlík a mnoho ďalších. 
Výhodou tejto techniky je, že sorbent vydrží niekoľko za sebou idúcich extrakcií bez výrazného 
zníženia účinnosti [6, 11]. 

2.2 Mikroextrakcia v systéme kvapalina-kvapalina (LLME) 

LLME metóda vychádza z pôvodnej extrakčnej techniky kvapalina-kvapalina (LLE), ale oproti 
LLE používa výrazne menší objem extrakčného činidla. Výber správneho zloženia kvapalnej 
fázy (napríklad polarita organického rozpúšťadla) a donorovej a akceptorovej fázy (zloženie, 
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iónová sila, hodnota pH) je veľmi dôležitý pri účinnom prenose analytov z donorového 
do akceptorového roztoku. LLME je technika, ktorá je založená na prechode analytu medzi 
dvoma nemiešateľnými kvapalinami. Táto technika má rôzne variácie. Medzi najpoužívanejšie 
patria napríklad mikroextrakcia na jednej kvapke (SDME), mikroextrakcia s využitím dutého 
vlákna (HF-LPME), extrakcia cez kvapalnú membránu na pevnom nosiči (SLM), extrakcia 
s využitím tuhnúcej plávajúcej organickej kvapky (SFOD-ME), alebo disperzná 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]. Táto technika sa využíva hlavne 
pri extrakcií analytov z roztoku vzorky do jedinej kvapky akceptorovej fáze. Po extrakcií 
je kvapka uzavretá a dávkovaná do analytického systému. SDME technika môže byť 
dvojfázová alebo trojfázová, záleží na počte fáz, ktoré sa podieľajú na priebehu extrakcií. 
Dvojfázová SDME je najobvyklejšia. V tomto usporiadaní sú analyty extrahované z vodnej 
vzorky do organickej fázy. V trojfázovej SDME sú analyty distribuované medzi donorovou 
fázou, organickou fázou a akceptorovou fázou [12, 13]. 

2.2.2 Mikroextrakcie s využitím dutého vlákna (HF-LPME)  

HF-LPME je technika, pri ktorej sú stanovované látky extrahované cez kvapalnú membránu 
na pevnom nosiči (SLM), kde je organické rozpúšťadlo naviazané do jej polymérnej štruktúry. 
Do akceptorového roztoku, ktorý sa nachádza v dutom vlákne, prechádzajú už len samotné 
analyty bez nadbytočnej matrice. HF-LPME oproti SPME a SDME má výrazne lepšiu 
prečistovaciu účinnosť, čo rozširuje jej možnosti použitia. HF-LPME delíme na dvojfázové 
a trojfázové usporiadanie podľa počtu použitých fáz. Spoločným znakom pre obidve 
usporiadania je, že kvapalná membrána je umiestnená v póroch steny vlákna. V dvojfázovom 
usporiadaní je vlákno vkladané do roztoku donorovej fázy (donorový roztok obsahuje látky, 
ktoré chceme analyzovať tzv. darca) naplnený organickým roztokom (rovnaká ako v SLM). 
Výhoda tohto usporiadania spočíva v tom, že akceptorová fáza nie je priamo v kontakte 
s roztokom vzorky, čím sa zabráni stratám rozpúšťadla, ktoré boli časté u SDME. Trojfázové 
usporiadanie sa líši v zavedení vodnej akceptorovej fáze do dutého vlákna namiesto 
organického rozpúšťadla. Následne je (vodná) akceptorová fáza aplikovaná do analytického 
systému [14]. 

2.2.3 Extrakcia cez kvapalnú membránu na pevnom nosiči (SLM) 

Termín SLM sa používa pre označenie tenkého, inertného polymerného materiálu membrány 
(zvyčajne z polypropylénu (PP), polytetafluretylénu (PTFE) atď.). Hrúbka pórov 
membrány je od 100–300 μm a pórovitosť dosahuje 30 až 70 %. Materiál membrány 
je naimpregnovaný vhodným organickým rozpúšťadlom, ktoré nie je rozpustné vo vode. 
Organické rozpúšťadlo sa pomocou kapilárnych síl drží v póroch hydrofóbnej membrány. 
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Membrána sa vkladá medzi dva vodné roztoky ako selektívna membrána, ktorá zabraňuje 
vzájomnému premiešaniu akceptorovej a donorovej fázy. Taktiež zabraňuje spätnému 
prechodu iónov z akceptorovej fázy do donorovej fázy, záleží na podmienkach ustanovujúcej 
sa rovnováhy. Donorový roztok obsahuje látky, ktoré chceme analyzovať a je umiestnený 
na jednej strane SLM membrány. Na druhej strane SLM membrány je umiestnený akceptorový 
roztok, do ktorého prechádzajú látky, ktoré chceme analyzovať bez prebytočnej matrice a takto 
extrahovaný roztok je pripravený na ďalšiu analýzu. Extrakcia cez SLM prebieha na základe 
difúzie (viď na obr. 1-A), alebo môže byť prenos analytov vyvolaný aj elektrickým polom     
(obr. 1-B). Pre difúzne procesy platí, že analyty sú vo vodnom donorovom roztoku neutrálne 
a prechádzajú do organickej fázy SLM membrány ako neutrálne častice. Na druhej strane SLM 
membrány sú uvoľňované v iónovom stave do akceptorového roztoku (obr. 1-A). Prestup 
analytov z donorovej fázy do akceptorovej fázy výrazne podporuje pH gradient. V prípade 
elektricky indukovaného prenosu cez SLM sú analyty v akceptore aj donore ionizované. Objem 
donorového roztoku je väčšinou výrazne väčší oproti akceptorovému roztoku, ale nie je to 
podmienka. Akceptorový roztok spolu s analytmi môže byť analyzovaný 
analytickým systémom. Prvé experimenty s SLM membránami začali v 70 rokoch minulého 
storočia, kedy sa využívali v chemickom priemysle hlavne na separáciu malých kovových 
iónov v syntetických zmesiach [15]. Ich potenciál v analytickej chémii nebol vtedy známy. 
Až v 80 rokoch sa začala SLM technika spájať s rôznymi separačnými technikami pre analýzu 
zložitejších vzoriek [16]. Ako organické rozpúšťadla sa vyberajú látky také, aby boli 
hydrofóbne a dostatočne viskózne. Táto podmienka je ľahko dosiahnuteľná pomocou 
nepolárnych látok, ktoré vytvoria membránové rozhranie a môže byť používané priebežne 
aj niekoľko týždňov bez výraznej zmeny fyzikálno-chemických vlastností. Spotreba 
organických rozpúšťadiel pri tejto technike je veľmi malá (zvyčajne do desiatok μL). Táto 
technika je zaraďovaná medzi tzv. zelené extrakčné techniky kvôli jej nízkej spotrebe 
organických rozpúšťadiel a cenovej dostupnosti. Technika je atraktívna kvôli jednoduchej 
úprave biologických vzoriek ako napríklad ľudskej plazmy, alebo moču. Pri pracovaní s touto 
metódou je dôležité dbať na hrúbku použitej membrány, pretože čím je membrána hrubšia, tím 
väčšia je spotreba organického rozpúšťadla umiestneného v póroch membrány a to má za 
následok dlhší extrakční čas. Na druhej strane ani extrémne tenká membrána nie je príliš vhodné 
riešenie, pretože s extrémne tenkými membránami sa obťažne manipuluje a nie sú príliš 
stabilné. V praxi sa väčšinou pracuje so 100 μm hrúbkou, s ktorou sa ľahko manipuluje 
a zabezpečuje vysokú výťažnosť a efektívnosť. SLM extrakcia bola v minulosti veľmi často 
využívaná aj v priemysle pri priemyselných separáciách [16–20]. Napríklad pri extrakcii 
kovových iónov, alebo organických kyselín z odpadných vôd [21–22]. 
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Obr. 2: Nenaimpregnovaná membrána (v ľavo), naimpregnovaná membrána (v pravo)[17]. 

3 Elektromigračné separačné metódy 

Elektromigračné separačné metódy sú užitočným nástrojom analytickej chémie, ktoré sú určené 
k deleniu nabitých častíc vplyvom elektrického pola. Elektroforéza ako separačná metóda bola 
zaradená do analytickej praxe v 30. rokoch 20. storočia (Tiselius, 1937) [23]. Častice s kladným 
nábojom (katióny) sa v elektrickom poli pohybujú smerom k negatívne nabitej elektróde 
(katóde) a častice s negatívnym nábojom sa pohybujú opačným smerom, teda ku kladne nabitej 
elektróde (anóde). V súčasnosti  túto tému popisuje množstvo prác [6, 24–26]. 

3.1 Kapilárna elektroforéza (CE) 

Základnou požiadavkou CE je prítomnosť základného elektrolytu (BGE), alebo gélu 
v separačnej kapiláre (Hjérten, 1967) [27]. Obidva konce kapiláry sú ponorené do zásobného 

Obr. 1 A) Princíp difúzneho prenosu látok cez SLM, B) Princíp elektricky indukovaného 
prenosu látok cez SLM [17]. 
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roztoku BGE spoločne s elektródami, ktoré sú vyrobené z inertného materiálu (Pt, Pt/Ir a iné). 
CE systém sa okrem separačnej kapiláry skladá taktiež z vysokonapäťového napájacieho zdroja 
(bežne používané napätie 0–30 kV), separačnej kapiláry (vyrobenej z taveného kremeňa, 
obvyklí vnútorný priemer: 10–100 μm, dĺžka: 30–100 cm), dvoch nádob (vialok) s BGE, 
detektorom (UV–VIS detektor, vodivostný detektor a iné) a systémom na spracovanie dát, ktorý 
je spojený s počítačom. Rýchlosť migrácie jednotlivých častíc v elektrickom poli je daná ich 
velkosťou, elektroforetickou mobilitou a mobilitou elektroosmotického toku, ďalšie detaily 
poskytuje rada literatúr a kníh o CE [24–26].Výhodou CE je, že vzniknuté Joulovo teplo, ktoré 
ovplyvňuje elektroforetickú separáciu je účinne odvádzané vzhľadom k úzkemu profilu 
kapiláry. Nabité častice migrujú počas separácie kapilárou rozdielnou rýchlosťou voči sebe 
a tým vytvárajú samostatné zóny. Tieto zóny vykazujú rozdielny analytický signál než BGE 
a na CE záznamu sú zobrazené ako píky.  

 
Obr. 3: Schéma CE; E1,E2–elektródy, VN–vysoké napätie, V1, V2–vialky s BGE, PC–počítač [17]. 

CE predstavuje vysoko účinný analytický separačný systém nielen na separáciu makromolekúl, 
ako bola najskôr využívaná, ale aj na analýzu malých iónov z komplexnejších vzoriek, ktoré 
sú pripravené na analýzu pomocou prekoncentračných techník. Výhodou CE je jej jednoduché 
prevedenie, vysoká separačná účinnosť, minimálna spotreba činidiel a vzoriek (1–10 μL) 
a cenová nenáročnosť na spotrebný materiál. Nevýhodou tejto techniky je nižšia dlhodobá 
stabilita oproti chromatografickým technikám a nižšia citlivosť detekcie pokiaľ je kombinovaná 
s najpoužívanejším detektorom (UV–VIS). Nižšia stabilita kapilárnej elektroforézy môže byť 
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spôsobená zmenami elektroosmotického toku, ktoré môžu byť vyvolané zmenami vo vnútornej 
časti kremennej kapiláry [3, 17, 24–28]. 

3.1.1 Kapilárna zónová elektroforéza (CZE) 

Kapilárna zónová elektroforéza (CZE) patrí medzi najpoužívanejšiu elektromigračnú techníku. 
O jej spopularizovanie sa postarali dvaja analytickí chemici Jorgenson a Lukács 1981 [29]. 
Presnejšie označenie je CZE vo voľnom roztoku (FSCE). V tomto usporiadaní je možné 
súčasne separovať anióny, katióny a elektroneutrálne častice. Túto vlastnosť zabezpečuje 
elektroosmotický tok. Separáciu rôznych analytov môžeme ovplyvniť zložením BGE. 
V analytickej praxi sa využívajú, okrem iných (polymérne materiály), kapiláry vyrobené 
z taveného kremeňa, ktoré sú dodatočne pokryté vrstvou polyimidu, ktorý zvyšuje 
ich mechanickú odolnosť. Vrstva polyimidu sa odstraňuje v mieste, kde sa nachádza detekčné 
okienko. Následne je vrstva polyimidu odstránená aj na obidvoch koncoch kremennej kapiláry, 
aby sa roztoky nedostali medzi polyimid a sklenenú stenu kapiláry. Hodnoty aplikovaného 
napätia bývajú v rozsahu 5–30 kV a im odpovedajúce prúdy v rozsahu desiatok μA. Objem 
vzorky, ktorá je dávkovaná do systému, je veľmi malý obyčajne 10 až 100 nL. Dávkovanie 
vzorky prebieha buď hydrodynamicky, čiže jeden koniec kapiláry sa ponorí do vialky, ktorá 
obsahuje roztok vzorky a z nej sa potom pomocou tlaku dávkuje potrebný objem do kapiláry. 
Druhá menej používaná možnosť dávkovania je elektrokineticky. Vzorka v tomto prípade musí 
byť ionizovaná a po ponorení konca kapiláry do roztoku sa pomocou vhodnej polarity zdroja 
napätia zaistí migrácia do kapiláry. Jednou z možností je hydrodynamické dávkovanie 
pomocou gravitácie, kedy koniec kapiláry je ponorený do analyzovaného roztoku a druhý 
koniec kapilára je ponorený v BGE a vytvorí sa rozdiel polôh kapilár (rozdiel hladín roztokov 
s ponorenými koncami). Najčastejšie využívane detektory bývajú založené na meraní 
absorbancie v UV oblasti, fluorescencie, vodivosti. CE poskytuje veľké množstvo výhod 
ako sú napríklad vysoká analytická účinnosť, nízke časy separácie a minimálne množstvo 
roztokov potrebných pre analýzu. CZE má dôležitý význam v analýze biologických vzoriek 
ako proteínov a peptidov. Využíva sa ale aj na separáciu aminokyselín, biopolymérov, rôznych 
liečiv a ich metabolitov v komplexnejších biologických vzorkách. Charakteristickým 
príkladom pre kapilárnu zónovú elektroforézu je separácia nízkomolekulárných iónov 
[1, 6, 24–26]. 

4 Prepojenie CZE s SLM 

Spojenie CZE spolu s SLM extrakciou zabezpečuje vysokú výťažnosť pri nízkom objeme 
akceptorového roztoku. Tvoria lepšie in-line usporiadanie, ako v prípade kombinácií iných 
analytických techník s SLM extrakciou. Extrakcie, ktoré pracujú s SLM využívajú zvyčajne 
vyššie objemy donorových roztokov a naopak menšie množstvo akceptorových roztokov. 
Rozdiel medzi objemom akceptorového a donorového roztoku zabezpečuje obohacovanie 
akceptorového roztoku analyzovanými analytmi. Objem akceptora je zvyčajne v rozmedzí 
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5 až 50 μL, čo korešponduje s väčšinou množstiev vzoriek, ktoré sú následne využívané 
pre dávkovanie do analytických systémov. Priame naviazanie SLM extrakcie na CZE 
je význačné tým, že nie je nutné previesť akceptorový roztok priamo do injekčného systému 
elektroforetického prístroja, pretože objemy používane pri dávkovaní do CZE systému 
sú približne o dva až tri rady nižšie.  

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

Prvé zmienky o využití CZE s SLM extrakciou popísala Pálmarsdóttir 1996 [30] pre tubulárne 
usporiadanie. Prepojenie CZE spolu s SLM zahŕňa manuálny krok, pretože kapilára musí byť 
umiestnená do elektródovej nádoby hneď po nastreknutí analytu [17–18, 31]. 

5 On-line prekoncentračné techniky 

On-line prekoncentračními technikami je myslená súčasné skoncentrovanie a separácia vzorku. 
V súčasnej dobe je snaha o mnohonásobné zvýšenie citlivosti detekcie CE prioritou. Možnosti 
ako zvýšiť citlivosť CE je hneď niekoľko. Napríklad použitie citlivejších detektorov (laserom 
indukovaná fluorescencia (LIF), hmotnostná spektometria (MS), a iné). Samostatným 
spôsobom ako zvýšiť citlivosť CE je možnosť použiť on-line prekoncentračné techniky. 
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Obr. 5: Rozdelenie On-line prekoncentračných techník [32]. 

Výhodou prekoncentračných techník je rýchla a jednoduchá analýza, ktorá, nie je finančne 
náročná ako v prípade použitia niektorých z vyššie spomínaných detektorov. Zahrňuje v sebe 
minimum operácii so vzorkou. Princípom je skoncentrovanie analytov do úzkej zóny 
a následná CE/CZE separácia analytov. Možností usporiadania on-line prekoncentračných 
techník je veľa. Najčastejšie sa môžeme stretnúť so šiestimi základnými typmi, ktoré 
sú popísané v nasledujúcich kapitolách. [32–33]. Pojem zaostrovací efekt bol po prvýkrát 
použitý Tiseliusom (1965) a jeho spolupracovníkmi v polyakrylamidovej gélovej elektroforéze 
[34]. Tiselius a kolektív dokázali, že zaostrovanie vzoriek môže poskytnúť zvýšenie citlivosti 
detekcie 10 až 1000 krát [34]. 

5.1 Normal stacking mode (NSM) 

Táto technika patrí medzi najjednoduchšie zaostrovacie postupy. Princípom je rozpustenie 
vzorky v matrici o nižšej vodivosti akú má BGE a následne je výsledná vzorka dávkovaná 
hydrodynamicky do separačného systému. Analyty sa zaostrujú na rozhraní medzi matricou 
o nízkej vodivosti a BGE, kvôli zmenám elektrického pola a vodivosti a tie vyvolajú zmenu 
v rýchlosti migrácie iónov. Obmedzením v NSM je krátka optimálna dĺžka zóny, ktorá môže 
byť vstreknutá do kapiláry bez straty účinnosti separácie, alebo rozlíšenia. Dôvodom 
je rozšírenie zaostrovanej zóny, ktorá je výsledkom miešania nízkej a vysokej vodivosti 
na rozhraní koncentrácie a laminárny tok vznikajúci vo vnútri kapiláry [34]. 
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5.2  Large volume sample stacking (LVSS) 

Dávkovanie technikou LVSS je hydrodynamické a trvá výrazne dlhšie ako pri dávkovaní 
vzorky pomocou NSM. Po nadávkovaní zóny vzorky do kapiláry sa aplikuje napätie o opačnej 
polarite oproti tomu aká bude použitá na vlastnú separáciu. Dôsledkom toho migruje matrica 
v smere von z kapiláry a na začiatku kapiláry sa vytvorí malá zóna, ktorá vznikla 
skoncentrovaním analytov. Analyzovaná vzorka je vo väčšine prípadov rozpustená v BGE 
s nižšou iónovou silou vzhľadom k separačnému BGE. Metóda je v praxi veľmi jednoducho 
realizovateľná a teda sa stáva najčastejšie používanou metódou zaostrovania. Technika 
poskytuje približne až desať násobné skoncentrovanie [34–36]. 

5.3 Transient isotachophoresis (tITP) 

Je to forma ITP a jej výhodou je jednoduchšie prepojenie s CZE. Metóda môže 
skoncentrovávať veľké aj malé molekuly. Existujú dve možné prepojenia tITP s CZE. Prvá 
metóda je založená na výbere BGE s takými vlastnosťami, aby častica s nábojom (ko-ión BGE) 
mala vyššiu efektívnu mobilitu ako analyzované analyty. Princípom ITP migrácie je výber 
vhodného koncového elektrolytu (môže byť použitý ako náhrada za BGE, alebo je možné 
ho dávkovať ako samostatnú zónu). Dávkuje sa spravidla za zónou vzorku. Vedúci ión 
je v tomto prípade ko-ión (častica s nábojom) základného elektrolytu. Dávkovanie vzorky môže 
prebiehať hydrodynamicky aj elektrokineticky a následne prebehne výmena vialky so vzorkou 
za BGE. Po vložení elektrického pola vzniká prechodný ITP stav. Druhá metóda sa vyskytuje 
vtedy ak nabitá častica (ko-ión) v BGE má nižšiu efektívnu mobilitu ako je analyzovaný ión. 
V takomto prípade sa pridáva do vzorku vedúci ión, napríklad NH4+, ktorý je určený pre 
separáciu katiónov. Ako koncový ión je v tomto prípade ko-ión BGE. To predstavuje obrovskú 
výhodu, pre analýzu biologických vzoriek, ktoré väčšinou obsahujú určité množstvo solí 
o vysokej efektívnej mobilite vhodné na uskutočnenie tITP prekoncentrácie. tITP je veľmi 
účinná v oblasti prekoncentrácie a s využitím v CZE čím sa zvyšujú jej limity detekcie. Je oveľa 
náročnejšia na zaostrenie ako klasická ITP. Citlivosť sa môže pri tomto postupe zvýšiť 
až 1000krát [32, 36–37]. 

5.4 Dynamic pH junction 

Po prvýkrát ju použil Britz-McKibbin 2003 [38]. Princíp spočíva v práci s elektroforetickými 
mobilitami a pH. Metóda je podobná izoelektrickej fokusácií, len s malým rozdielom, 
že namiesto amfolytov sa využíva BGE s rozdielnymi hodnotami pH. Všeobecne platí, 
že vzorka je nastavená na nižšiu pH hodnotu ako je pKa analytu. BGE je nastavený na vyššiu 
hodnotu pH ako je pKa analytu. Preniknutím vzorku do oblasti BGE o určitom pH nastáva 
neutralizácia náboja analytu a dej sa znovu opakuje, až kým nevznikne úzka zóna 
prekoncentrovaných analytov. Po skončení sa analyty rozdelia princípom CZE [33, 36, 39]. 
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5.5 Sweeping 

Pôvodne bola táto technika navrhnutá pre neutrálne analyty v MEKC. Princíp spočíva 
v interakcií analytov (ión, alebo neutrálna molekula) spolu s pseudostacionárnou fázou 
(micelotvorná látka), ktorá takto migruje zónou vzorky. Technika pracuje s homogénnym 
elektrickým polom, preto je podmienkou, že vzorka musí mať rovnakú vodivosť akú má BGE. 
Micelotvorná látka je pridávaná do BGE. Obidve látky sú spolu umiestnené na dávkovacej 
strane kapiláry v elektrolytovej nádobke. Aplikáciou napätia pseudostacionárná fáza začne 
migrovať vzorkou, ktorá tvorí zónu a hromadí analyt dokým pseudostacionárna fáza 
nedomigruje až na koniec zóny vzorky. EOF v tejto technike nie je významný, väčšinou býva 
potlačený hodnotami pH elektrolytu. Táto technika je vhodná pre nabité ale aj nenabité ióny. 
Hlavnou podmienkou je aby interagovali spolu s pseudostacionárnou fázou [39–40]. 

5.6 Field amplified sample stacking (FASS) 

Prvé zmienky o FASS technike boli publikované v roku 1990. Princípom FASS techniky 
je vzorka rozpustená vo vode, alebo v BGE, o koncentrácií 10 krát nižšej ako je pôvodný BGE. 
Dĺžka dávkovanej zóny vzorky sa pohybuje okolo 10 až 50 % celkovej dĺžky kapiláry. 
Po vložení rovnomerného elektrického pola dôjde k skoncentrovaniu vzorky, vďaka rozdielu 
vodivostí BGE a vzorku (nižšia vodivosť). V každej zóne (BGE, vzorka) je iná intenzita 
elektrického pola. To zapríčiňuje rozdielnu rýchlosť analytov v zónach (analyty v zóne vzorku 
sa pohybujú rýchlejšie ako v BGE zóne). Následne na rozhraní zón nastáva skoncentrovanie 
analytov vplyvom spomalenia iónov tzv. „stacking efekt“. FASS technika patrí medzi 
najpoužívanejšie a najjednoduchšie on-line prekoncentračné techniky nabitých častíc. 
Najčastejšie je spájaná s CZE ako analytickým systémom [33, 41]. 

5.7 Vlastnosti vybraných analytov 

Významným faktorom pri výbere vhodných separačných podmienok sú fyzikálno-chemické 
vlastnosti pozorovaného analytu. Jedným z týchto faktorov je disociačná konštanta (pKa), 
Log P a molekulová hmotnosť analytov. Hodnoty pKa, Log P a molekulovej hmotnosti 
analytov bázických liečiv sú uvedené v tab. 1. Rozdeľovací koeficient (Log P) vyjadruje mieru 
lipofility liečiva, respektíve do akej miery dané liečivo preferuje hydrofílne, alebo hydrofóbne 
prostredie. Hodnota pKa hovorí o tom ako je daný vodík v zlúčenine kyslí. Čim vyšší je 
rozdeľovací koeficient tým lepšie organická fáza prijíma analyty bázických liečiv. To sa docieli 
správnym nastavením pH bázických liečiv, ktoré z pravidla by mali mať túto hodnotu vyššiu 
o tri jednotky ako je pKa analytov bázických liečiv [42]. 
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Tab. 1: Hodnoty pKa nortriptylinu, haloperidolu a loperamidu [42]. 

Analyt Molekulová hmotnosť Log P pKa 

Nortriptylin 263,4 4,51 10,47 

Haloperidol 375,8 4,30 8,66 

Loperamid 477,0 5,50 9,41 

5.8 Validačné parametre 

5.8.1 Limit detekcie a limit kvantifikácie  

Limit detekcie (LOD) je definovaný ako  najnižšia koncentrácia analytu vo vzorke ,ktorá 
má tri krát vyšší signál (S) ako jeho základná línia (N) [43]. Bol vypočítaný podľa vzťahu (1): 

 𝐿𝑂𝐷 =
3𝑆
𝑁 	.	

(1) 

Limit kvantifikácie (LOQ) je definovaný ako najnižšia koncentrácia daného analytu, ktorá 
dovoľuje kvantitatívne vyhodnotenie a šum (N) základnej línie je 10 krát menší ako 
je analytický signál (S) sledovaného analytu [43]. LOQ bol počítaný podľa vzťahu (2):  

 𝐿𝑂𝑄 =
10𝑆
𝑁 	.	 (2) 

5.8.2 Rozlíšenie 

Rozlíšenie (RS) medzi dvoma píkmi s podobnými výškami sa vypočíta pomocou vzťahu (3): 

 𝑅𝑆 =
1,18(𝑡23 − 𝑡25)
𝑤85 + 𝑤83

	.	 (3) 

kde tR2>tR1, tR1 a tR2  sú migračné časy alebo vzdialenosti podľa základnej línie medzi bodom 
nástreku a kolmicami spustenými z vrcholov dvoch susedných píkov a wh1 a wh2  sú šírky píkov 
v polovici ich výšky. Rozlíšenie vyššie ako hodnota 1,5 sa považuje sa dostatočnú separáciu 
píkov [43]. 

5.8.3 Signál šum  

Pomer signál šum bol vypočítaný ako pomer signálu sledovaných analytov (S) a šumu 
základnej línie (N) [43]. Výsledná vzťah (4): 

 𝑆𝑁 =
𝑆
𝑁	.	

(4) 
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6 Experimentálna časť 

6.1 Používané prístroje a roztoky 

Analýzy boli prevedené pomocou CE 7100 od firmy Agilent Technologies, Nemecko. Bolo 
aplikované napätie 15–30 kV, detekcia prebiehala pomocou UV-VIS detektora s diódovým 
polom (DAD) pri vlnovej dĺžke 200 nm. Separačná časť bola tvorená kremennou kapilárou 
(Polymicro Technologies, Phoneix, USA) o vnútornom priemere 75 μm a celkovej dĺžke 45 cm 
(efektívna dĺžka kapiláry bola 36,5 cm). Na kapiláre bolo vytvorené detekčné okienko 
vypálením vrstvy polyimidu. Vrstva polyimidu bola vypálená 2 mm na obidvoch koncoch 
kapiláry. Nová kapilára bola premývaná 100mM hydroxidom sodným (10 minút), 
deionizovanou vodou (5 minút) a roztokom BGE (5 minút). Pred každou ďalšou analýzou bola 
kapilára premývaná po dobu 30 sekúnd 50mM hydroxidom sodným, 30 sekúnd deionizovanou 
vodou a nakoniec 30 sekúnd roztokom BGE. Na konci dňa bola kapilára prepláchnutá 
50mM NaOH, deionizovanou vodou a nakoniec vzduchom, všetko po dobu 5 minút. Všetky 
čistiace kroky prebiehali pri konštantnom tlaku 950 mbar. Hydrodynamické dávkovanie 
vzoriek bolo prevádzané pri tlaku 50 mbar po dobu 5–20 s. Separácia analytov prebiehala pri 
konštantnej teplote 25 °C. Analytický signál z CE 7100 bol spracovaný v programe 
ChemStation CE. 

6.1.1 Zásobné roztoky 

Zásobný roztok jednotlivých analytov bázických liečiv o koncentrácií 1000 µg/ml (Sigma, 
Nemecko) bol pripravený rozpustením čistých substancií (nortriptylin a haloperidol), alebo ich 
derivátov (loperamid) v čistom metanole (Sigma) v pomere 1:1:1. Vznikol pracovný roztok 
o koncentrácií 333 µg/ml. Výsledný roztok bol skladovaný v mrazničke pri teplote -20 °C 
a chránený pred svetlom.  

Zásobný roztok octanu amónneho bol pripravený navážením čistej substancie octanu 
amónneho (Fluka, Nemecko) a rozpustením v deionizovanej vode. Výsledná koncentrácia 
roztoku octanu amónneho bola 1 M. Uskladnenie prebiehalo v chladničke pri teplote 4 °C.  

Zásobný roztok kyseliny octovej (99,8%, Fluka,) bol riedený deionizovanou vodou 
na výslednú koncentráciu 1 M. Výsledný roztok bol uchovávaný v chladničke pri teplote 4 °C. 

6.1.2 Príprava základného elektrolytu 

Zásobný roztok základného elektrolytu bol pripravený riedením koncentrovanej kyseliny 
octovej (37%, Fluka) deionizovanou vodou tak aby bola výsledná koncentrácia 1 M. Pracovný 
roztok elektrolytu kyseliny octovej bol riedený deionizovanou vodou na výslednú koncentráciu 
300 mM (pH 2,64). Následne bol roztok prefiltrovaný pomocou jednorazového striekačkového 
filtru (0,45 μm, Minisart RC 25, Nemecko). Takto pripravený roztok BGE bol pripravovaný 
denne.  
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6.1.3 Roztoky používané pre mikroextrakcie 

Ako akceptorový roztok sa používala kyselina chlorovodíková (Pliva-Lachema, Česká 
republika) o koncentrácií 10 mM. Donorovým roztokom bol hydroxid sodný (Lach-Ner, Česká 
republika) o koncentrácií 10 mM. Organickým rozpúšťadlom používaným na impregnáciu 
SLM bol 1-ethyl-2-nitrobenzen (ENB, Fluka). Roztoky boli uchovávané v chladničke 
pri teplote 4 °C. 

6.1.4 Reálne vzorky 

Reálne vzorky boli pripravené riedením pracovného roztoku bázických liečiv o koncentrácií 
333 µg/ml fyziologickým roztokom NaCl (Pliva-Lachema) o koncentrácií 150 mM, alebo 
reálnou matricou, ktorou bol ľudský moč. Výsledná koncentrácia liečiv bola 1 µg/ml. Takto 
pripravený roztok bol zalkalizovaný 10mM NaOH. Analýza reálnych vzoriek prebiehala iba 
v deň odberu.  

6.2 Príprava mikroextrakčnej jednotky 

Príprava mikroextrakčnej jednotky pozostávala z výrezu plastovej špičky, ktorá sa využíva pri 
pipetovaní. Postup zostrojenia mikroextrakčnej jednotky bol prevzatý z práce [17]. Medzi dva 
vybrané diely špičky sa vložila polypropylénová membrána (Membrana GmbH, Nemecko) 
s priemerom pórov 0,1 µm a hrúbkou 100 µm (viď obr. 6). Polypropylénová membrána bola 
vyrezaná pomocou korkovrtu o priemere 11 mm. Následne bola membrána naimpregnovaná 
organickým rozpúšťadlom (ENB) o objeme 5 µl a stlačená medzi dva výrezy špičky a tým 
došlo k vytvoreniu mikroextrakčnej jednotky s oddelenými priestormi pre akceptorový 
a donorový roztok. Do spodnej časti mikroextrakčnej jednotky bol dávkovaný donorový roztok 
o objeme 20 µl. Do vrchnej časti mikroextrakčnej jednotky bol dávkovaný akceptorový roztok 
o objeme 10 µl. Po nadávkovaní akceptorového roztoku začala prebiehať mikroextrakcia. 
Takto pripravená mikroextrakčná jednotka bola umiestnená do PP vialky Agilent 
(obj. č. 51820567), na oceľovú pružinku (Pružiny Čermák, Česká republika) o výške 7 mm. 
Pružinka uvoľňovala tlak, ktorý vzniká pri priamom kontakte kapilára–membrána a tým 
zabraňuje mechanickému pretrhnutiu membrány. Vialka spolu s mikroextrakčnou jednotkou 
bola umiestnená do systému CE. Následne po nadávkovaní bola akceptorová časť 
mikroextrakčnej jednotky analyzovaná. Pre každé nové meranie bola vyhotovená nová 
mikroextrakčná jednotka. 
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Obr. 6: Zostrojenie mikroextrakčnej jednotky. Vľavo: špička z pipety, v strede: vyrezané časti pipety 
spolu s PP membránou nenaimpregnovanou, vpravo mikroextrakčná jednotka [17–37]. 

6.3 Nastavenie tITP 

Zóna octanu amónneho o koncentrácii 200 mM bola hydrodynamicky dávkovaná pri tlaku 
50 mbar po dobu 5–20 s. Dávkovanie zóny octanu amónneho prebiehalo ešte pred 
nadávkovaním analytov bázických liečiv.    

7 Výsledky a diskusia 

7.1 Optimalizácia separácie 
7.1.1 Voľba BGE  

BGE bol volený pre zaistenie kyslých podmienok v CE systéme. Tým sa zabezpečili vhodné 
podmienky pre ionizáciu všetkých použitých analytov. Tieto podmienky splňuje kyselina 
octová ako BGE. Jej tabelovaná hodnota pKa je 4,76 pri 25°C [43–44].  

7.1.2 Optimalizácia separačného napätia (bez zaostrovacej zóny octanu amónneho)  

Na optimalizáciu separačného napätia boli použité podmienky (viď v kapitole 6.1). Boli 
testované napätia o hodnotách 15, 20, 25 a 30 kV. Výsledky sú znázornené na obr. 7, z ktorého 
vyplýva, že pri napätí +15 kV a +20 kV je migračný čas analytov bázických liečiv príliš dlhý. 
Pri hodnote +30 kV je migračný čas molekúl najkratší, ale výška a rozlíšenie sú najnižšie. 
Najvhodnejšia optimálna hodnota vkladaného napätia je +25 kV. Migračný čas analytov 
je uspokojivo krátky. Píky analytov sú dostatočne zaostrené a analyty sú od seba optimálne 
rozseparované. 

Mikroextrakčná 
jednotka  
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Obr. 7: Porovnanie rozdielnych hodnôt vkladaného napätia na CE systém. Podmienky: BGE bola 
300mM kyselina octová, hydrodynamické dávkovanie bázických liečiv (1 µg/ml) po dobu 5 s. 
1-nortriptylin, 2-haloperidol, 3-loperamid. 

7.1.3 Optimalizácia separačného napätia (so zaostrovacou zónou octanom amónnym)  

V ďalšom kroku experimentu bola implementovaná na nestrekový koniec zóna octanu 
amónneho pre zaostrenie analytov. Podmienky analytického systému boli zachované (viď 
v kapitole 6.1). Bolo vkladané separačné napätie s hodnotami +20, +25 až +30 kV. Hodnota 
napätia +15 kV nebola aplikovaná na základe výsledkov z predchádzajúceho experimentu (viď 
v kapitole 7.1.2). Výsledky sú zobrazené na obr. 8. Pri separačnom napätí +25 a +30 kV 
sú migračné časy analytov bázických liečiv dostatočne krátke. Rozlíšenie píkov separovaných 
analytov je horšie. V prípade +25 kV je rozlíšenie 5,45 a pri 30 kV je rozlíšenie 4,72. Pomer 
signál/šum je približne rovnaký pri obidvoch hodnotách napätia 25 a 30 kV. Najlepšie 
rozlíšenie (5,79) analytov je pri separačnom napätí +20 kV. Signál/šum je najvyšší a preto bola 
pre ďalšie experimenty zvolená táto hodnota napätia ako konštantná.  
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Obr. 8: Porovnanie rozdielnych hodnôt vkladaného napätia na CE. Podmienky: BGE bola 300 mM 
kyselina octová, hydrodynamické dávkovanie bázických liečiv (1 µg/ml) po dobu 5 s, hydrodynamické 
dávkovanie octanu amónneho (200 mM) po dobu 15 s. 1-zóna octanu amónneho, 2-nortriptylin, 
3-haloperidol, 4-loperamid.  

7.1.4 Optimalizácia koncentrácie zóny octanu amónneho 

Na optimalizáciu boli vybrané konštantné podmienky doby dávkovania liečiv a doby 
dávkovania zóny octanu amónneho na 15 s. Pre optimalizácie bola zvolená stúpajúca 
koncentračná rada octanu amónneho (50, 100, 200 mM). Podmienky analytického systému boli 
zachované (viď v kapitole 6.1). Výsledky optimalizácie sú zobrazené na obr. 9. Pri aplikovaní 
50mM octanu amónneho (obr. 9-A) pík haloperidolu (3) vykazuje dostatočné rozlíšenie 3,99. 
Pomer signálu k šumu je najnižší. Pri 100mM zóne octanu amónneho (obr. 9-B) je rozlíšenie 
píkov 4,14 a pomer signál/šum je nižší ako v prípade 200mM koncentrácie octanu amónneho 
(obr. 9-C). Zóna octanu amónneho o koncentrácii 200 mM poskytuje najlepšie rozlíšenie píkov 
4,61. Pomer signál/šum je najvyšší a preto bola zvolená koncentrácia octanu amónneho na 
200 mM, pri ktorej dochádza k dostatočnej separácií a zaostreniu sledovaných analytov. 
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Obr. 9: Optimalizácia koncentrácie zóny octanu amónneho. Podmienky: BGE bola 300 mM kyselina 
octová, hydrodynamické dávkovanie bázických liečiv (1 µg/ml) po dobu 15 s, hydrodynamické 
dávkovanie octanu amónneho 15 s, koncentrácia octanu amónneho (A-50mM, B-100mM, C-200mM). 
1-zóna octanu amónneho, 2-nortriptylin, 3-haloperidol, 4-loperamid. 

7.1.5 Optimalizácia hydrodynamického dávkovania zóny octanu amónneho  

Optimalizácia dávkovania zóny octanu amónneho prebiehala v časových intervaloch 0, 5, 8, 
10, 12, 15 a 20 s a jeho koncentrácia bola 200 mM. Analyty bázických liečiv (1 µg/ml) boli 
rozpustené v 10mM kyseline chlorovodíkovej. Dávkovanie bázických liečiv prebiehalo 
po dobu 15 s. Podmienky analytického systému boli zachované z kapitoly 6.1. Výsledky 
optimalizácie sú zobrazené na obr. 10. Hydrodynamické dávkovania v časoch 5, 8, 10 
a 12 s poskytujú dostatočné rozlíšenie, ale nízky pomer signál/šum analytov. Pri 20 s 
hydrodynamického dávkovania zóny octanu amónneho dochádza k najlepšiemu pomeru 
signálu k šumu a rozlíšenie píkov bázických liečiv je dostačujúce (2,57). Najlepším výsledkom 
je ale hydrodynamické dávkovanie zóny octanu amónneho v čase 15 s. V tomto čase sú analyty 
bázických liečiv dostatočne rozslíšené (3,96) a hodnoty pomeru signál/šum sú dostatočne 
vysoké. Pre ďalšie merania boli preto zvolené časy dávkovania zaostrovacej zóny octanu 
amónneho na 15 s.  
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Obr. 10: Optimalizácia doby dávkovania zóny octanu amónneho. Podmienky: BGE bola 300 mM 
kyselina octová, hydrodynamické dávkovanie bázických liečiv (1 µg/ml) po dobu 15 s, hydrodynamické 
dávkovanie octanu amónneho (200mM) v časoch 0, 5, 8, 10, 12, 15, 20 s. 1-zóna octanu amónneho 
2-nortriptylin, 3-haloperidol, 4-loperamid. 

7.1.6 Optimalizácia hydrodynamického dávkovania vzoriek  

Optimalizácia dávkovania analytov o koncentrácií 1 µg/ml v prostredí 10mM HCl prebiehala 
v časových intervaloch 5, 10, 15 a 20 s. Dávkovanie octanu amónneho o koncentrácií 200 mM 
bolo nastavené na konštantných 15 s. Výsledky sú vyobrazené na obr. 11. Hydrodynamické 
dávkovanie bázických liečiv v čase 5 a 10 s sú nevyhovujúce z dôvodu nízkeho pomeru 
signál/šum. Dávkovanie v čase 20 s vykazuje najvyšší pomer signál/šum, ale rozlíšenie 
nortriptylinu (2,21) a haloperidolu (1,86) je nižšie ako v prípade 15 s. Ďalej je vidieť, že medzi 
zónou octanu amónneho a píkmi nie je priestor pre prípadnú migráciu matričných látok 
z reálnych matríc. Najlepším výsledkom optimalizácie je preto 15 s dávkovania, kde rozlíšenie 
píkov pre nortriptylin (3,96) a haloperidol (3,44) je dostatočné a pomer signál/šum je taktiež 
dostačujúci. V ďalších meraniach bolo hodnota dávkovania liečiv zvolená na 15 s a dávkovanie 
zóny octanu amónneho na 15 s (viď v predchádzajúcej kapitole 7.1.5) 

1 2 3 4 5 6

t [min]

20 s 15 s 12 s 10 s 8 s 5 s štandard bez zóny

1

2

3 4

10 mAU



 

 
 

26 

Obr. 11: Optimalizácia doby dávkovania bázických liečiv v 10mM HCl (nortriptylin, haloperidol, 
loperamid). Podmienky: BGE bola 300mM kyselina octová, hydrodynamické dávkovanie 
octanu amónneho (200mM) po dobu 15 s, hydrodynamické dávkovanie bázických liečiv (1 µg/ml) 
v časoch 5, 10, 15, 20 s. 1-zóna octanu amónneho, 2-nortriptylin, 3-haloperidol, 4-loperamid. 

7.2 Stanovenie kalibračnej závislosti a medze detekcie CE metódy  

Bola pripravená kalibračná rada o koncentráciách 0,1; 0,5; 1; 5; 10 µg/ml viď obr. 12. Detekcia 
bola prevedená pri vlnovej dĺžke 200 nm. Vlnová dĺžka bola vybraná na základe 
predchádzajúcich meraniach [45]. 

 

Obr. 12: Kalibračná krivka bázických liečiv. Podmienky: BGE bola kyselina octová o koncentrácii 
300mM, hydrodynamické dávkovanie octanu amónneho (200mM) po dobu 15 s, hydrodynamické 
dávkovanie bázických liečiv (1 µg/ml) po dobu 15 s.  

1 2 3 4 5 6
t [min]

20 s 15 s 10 s 5 s

5 1

2
3 4

10 mAU

y = 33,765x - 2,8978
R² = 0,9996

y = 19,533x - 0,3624
R² = 1

y = 34,952x - 1,268
R² = 1

0

100

200

300

400

0 2 4 6 8 10

pl
oc

ha
 p

ík
u 

[m
V.

s]

c [ug/ml] 

nortriptylin

haloperidol

loperamid



 

 
 

27 

Následne bol vypočítaný limit detekcie (LOD) a medze stanoviteľnosti (LOQ). LOD 
je definovaný ako najnižšia koncentrácia analytov, ktorá má trikrát vyšší signál, ako je šum 
základnej línie [45]. LOQ odpovedá najnižšej koncentrácií analytov, pri ktorej je presnosť 
stanovenia taká, že dovoľuje kvantitatívne vyhodnotenie a šum základnej línie je desať krát 
menší ako je daný analytický signál [45]. Hodnota relatívnej smerodajnej odchýlky (RSD) 
pre plochy analytov bázických liečiv bola vzatá z piatich meraní a jej hodnoty nie sú väčšie 
ako 2,9%. Vypočítané hodnoty LOQ, LOD, relatívnej smerodajnej odchýlky a korelačného 
koeficientu sú zobrazené v tab. 2. 

Tab. 2: Vypočítané limity detekcie, medze stanoviteľnosti, relatívnej smerodajnej odchýlky 
a korelačného koeficientu pre štandardy bázických liečiv (1 µg/ml). Kalibračný rozsah 0,1–10 µg/ml, 
n=5. 

 Nortriptylin Haloperidol Loperamid 

LOQ [µg/ml] 0,0170 0,0220 0,0220 
LOD [µg/ml] 0,0050 0,0070 0,0070 

RSD [%] 2,9 2,7 2,8 

R2 1,0000 0,9996 1,0000 

7.3 Časové priebehy mikroextrakcie cez SLM 

Priebeh mikroextrakcie v spojení s CE bol meraný za podmienok, kde BGE bola 300mM 
kyselina octová, pri hydrodynamickom dávkovaní bázických liečiv o koncentrácií 1 µg/ml 
po dobu 15 s. Koncentrácia zaostrovacej zóny octanu amónneho bola 200 mM a bola 
dávkovaná po dobu 15 s. Analýza bola prevedená pri teplote 25°C a separačné napätie bolo 
20 kV. Tieto podmienky boli optimalizované v kapitole 7.1. Meranie prebiehalo za podmienok, 
kedy donor o objeme 20 µl obsahoval 1µg/ml štandardných bázických liečiv v 150mM NaCl 
s 10mM NaOH. Objem 10 µl 10mM HCl bol dávkovaný z akceptorovej strany mikroextrakčnej 
jednotky ktorá bola oddelená 100µm PP membránou impregnovanou ENB o objeme 5 µl. CE 
systém bol nastavený tak, aby bol akceptor dávkovaný priamo z povrchu SLM (viď 
kapitola 6.2). Tým sa zaistilo dávkovanie analytov, ktoré sa vyskytovali iba v oblasti difúznej 
vrstvy SLM. Dávkovanie prebiehalo v jednotlivých časových intervaloch a to v čase 0, 2, 11, 
20, 29 a 38 minút. V čase 0 minút sa v difúznej vrstve medzi SLM a akceptorom nenachádzali 
žiadne analyty bázických liečiv. V čase 0–29 minút extrakcia pozvoľna narastá. Od 29 minúty 
bola výťažnosť extrakcie konštantná a hodnoty prenosu cez SLM sa nemenia viac ako o 10 %. 
Výsledná extrakčná krivka je od tohto času konštantná a jej výťažnosť sa so vzrastajúcim 
časom nemení. Výsledky sú zobrazené na obr. 13.  
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Obr. 13: Časový priebeh mikroextrakcie cez SLM. Podmienky: D-150mM NaCl, 10 mM NaOH, 1 µg/ml 
bázických liečiv, A-10 mM HCl. Podmienky: tlak 50 mbar, dávkovanie liečiv (15 s), BGE bola kys. 
octová o koncentrácii 300 mM, koncentrácia zóny bola 200mM a dávkovanie 15 s. 

7.4 Časový priebeh mikroextrakcie reálnych vzoriek (moč) 

Priebeh extrakcie bol v in-line usporiadaní dávkovaný akceptor z povrchu SLM v pravidelných 
časových intervaloch 0, 2, 11, 20, 29 minút. Časový priebeh bol stanovený za nasledujúcich 
podmienok. Do extrakčnej jednotky bolo pipetované 20 µl donorového roztoku, ktorý 
obsahoval štandardný roztok troch bázických liečiv v ľudskom moči o koncentrácií 1 µg/ml 
s 10mM NaOH. 10mM HCl o objeme 10 µl tvorila akceptorovú fázu systému. 100 µm PP 
membrána bola impregnovaná organickou fázou a oddeľovala spomínané vodne fázy systému. 
Dávkované sú len analyty, ktoré boli transportované cez membránu do akceptora. Systém CE 
bol nastavený tak, aby bol akceptor dávkovaný priamo z povrchu SLM (viď kapitola 6.2). Tým 
bolo zaistené dávkovanie analytov, ktoré sa vyskytovali iba v oblasti difúznej vrstvy SLM. 
V čase 0 minút sa v difúznej vrstve nenachádzali žiadne analyty bázických liečiv. Obr. 14 
znázorňuje množstvo prenosu analytu z donorového roztoku do fázového rozhrania medzi SLM 
a akceptorom. Od 20 minúty sa výťažnosť extrakcie nemení a dochádzalo k ustáleniu 
rovnováhy. Krivka je konštantná aj pre dlhšie extrakčné časy. 
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Obr. 14: Časový priebeh mikroextrakcie cez SLM. Podmienky: D-neriedená moč, 10 mM NaOH, 
1 µg/ml bázických liečiv, A-10 mM HCl. Podmienky: tlak 50 mbar, dávkovanie analytov (15 s), BGE 
bola kys. octová o koncentrácii 300 mM, koncentrácia zóny bola 200mM a dávkovanie 15 s. 

7.5 Validácia parametrov optimalizovaných podmienok mikroextrakcie  

Vybrané optimálne podmienky mikroextrakcie z predchádzajúcej optimalizácie 7.1 boli 
validované. Prvá extrakcia bola prevedená bez prídavku zóny octanu amónneho (obr. 15-A). 
Ako je zo záznamu vidieť, bez prítomnosti octanu amónneho nedochádza k žiadnej separácii 
jednotlivých analytov. Čo vyplýva z nízkych hodnôt rozlíšenia (0,42) a hodnôt signál/šum. 
Po pridaní zóny octanu amónneho o predom optimalizovanú koncentráciu (viď kapitola 7.1.4) 
a doby dávkovania (viď kapitola 7.1.5), sú jednotlivé píky analytov bázických liečiv 
z 10mM HCl dávkovaných po dobu 15 s dostatočne rozlíšené a separované (obr. 15-B), čomu 
odpovedajú vyššie hodnoty rozlíšenia (2,68) a signál/šum. Pre porovnanie validačných 
parametrov bol pre extrakcie cez SLM ako donor použitý fyziologicky roztok s prídavkom 
bázických liečiv (1 µg/ml) a 10mM NaOH. Akceptorom bola 10mM HCl, ktorá bola od donoru 
oddelená 100 µm PP impregnovanou 5µl ENB. Mikroextrakcia bola prevedená po dobu 
29 minút a extrahovane analyty boli dávkované do kapiláry priamo z povrchu SLM. Výsledný 
elektroforetický záznam merania je zobrazený na obr. 15-C. Ako reálna matrica bol použitý 
ľudský moč získaný od dobrovoľníkov z Ústavu analytickej chémie AV ČR, v. v. i. Podmienky 
extrakcie pre reálnu matricu (ľudský moč) boli totožné ako pri extrakcii z fyziologického 
roztoku. Výsledný elektroforeogram je zobrazený na obr. 15-D.  
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Obr. 15: Analýza vzoriek: Podmienky: A-10mM HCl s 1µg/ml bázických liečiv bez zóny octanu 
amónneho, B-10mM HCl s 1µg/ml bázických liečiv so zónou octanu amónneho, C-extrakcia 
akceptor-10mM HCl, donor-1µg/ml bázických liečiv v 150 mM NaCl s 10mM NaOH, D-extrakcia 
akceptor-10mM HCl, donor-1µg/ml bázických liečiv v ľudskej moči s 10mM NaOH. Podmienky: tlak 
50mbar, dávkovanie bázických liečiv (15 s), BGE kys. octová 300 mM, koncentrácia zóny octanu 
amónneho bola 200 mM. 1-zóna octanu amónneho, 2-nortriptylin, 3-haloperidol, 4-loperamid. 

 Za vybraných extrakčných podmienok je pre nortriptylin extrakčná výťažnosť najvyššia ako 
vo fyziologickom roztoku tak aj v moči cca 75 %. Zatiaľ čo pre loperamid vzhľadom 
k extrakčnej výťažnosti pod 10 % sú zvolené extrakčné podmienky nevyhovujúce, čo môže byť 
spôsobené vyššou molekulovou hmotnosťou a odlišnou hodnotou Log P. Prenos analytov 
z donorového roztoku do akceptorového bol vypočítaný podľa rovnice (5): 

	 T =
𝑐<
𝑐=
	×	100.	 (5)	

kde ca značí koncentráciu analytov bázických liečiv obsiahnutých v akceptore, cd definuje 
koncentráciu analytov bázických liečiv obsiahnutých v donore. Výsledky výťažností extrakcií 
sú uvedené v tab. 3. 

Tab. 3: Porovnanie prenosu bázických liečiv cez 100µm PP SLM.  

 Fyziologický roztok Moč 

Nortriptylin 77,8% 73,0% 
Haloperidol 66,1% 70,5% 

Loperamid 2,6% 9,4% 

1 2 3 4 5 6 7
t [min]

10 mAU

A
B

C

D

1 
2 

3 

4 
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8 Záver  

Cieľom práce bola priama analýza biologických vzoriek v spojení s SLM extrakciou a CE. 
Zvýšenie citlivosti on-line prekocentrácii pomocou tITP. Optimalizácie prebiehali spočiatku 
v 10mM HCl. Neskôr optimalizácia mikroextrakcie prebiehala vo fyziologickom roztoku, ktorý 
simuloval podmienky reálnej matrice. Po overení stability predchádzajúcich systémov bol ako 
matrica použitý neriedený ľudský moč. Pre dosiahnutie čo najvyššieho zakoncentrovania 
analytov bázických liečiv bol experimentálne nastavený najlepší čas hydrodynamického 
dávkovania zóny octanu amónneho a to na 15 s a dávkovanie analytov bázických liečiv 
prebiehalo pri 15 s. Zvýšenie a urýchlenie extrakčnej výťažnosti mikroextrakcie bolo 
zabezpečené zalkalizovaním donoru pomocou 10mM hydroxidu sodného a okyslením 
akceptora 10mM kyselinou chlorovodíkovou. Čas, kedy sa výťažnosť mikroextrakcie nemenila 
bol stanovený na 29 minút. Toto prepojenie zabezpečuje jednoduchú a lacnú alternatívu 
k drahším analytickým systémom. Mikroextrakčná jednotka nepresahuje cenu jednej koruny 
českej za jeden kus. Vďaka automatizácií celého systému sa táto kombinácia techník dá využiť 
pri analýze jednotlivých liečiv z neriedeného moču. Optimalizácia by mohla byť rozšírená 
na analýzu krvi, alebo odpadovej vody. Citlivosť celej metódy SLM-CE nemusí byť 
pri niektorých aplikáciách dostatočná. Pre takéto prípady je možnosť využiť kombinácie 
techník (SLM-CE-MS), alebo použiť jednu z ďalších on-line prekoncentračných techník 
ako napríklad izotachoforézu. 
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10 Zoznam použitých symbolov a skratiek 

BGE základný elektrolyt 
CE  kapilárna elektroforéza 
CZE kapilárna zónová elektroforéza  
DAD detektor s diódovým polom 
ENB  1-ethyl-2-nitrobenzen 
EOF  elektroosmotický tok 
LIF  laserom indukovaná fluorescencia  
LLE  extrakcia kvapalina-kvapalina  
LOD  limit detekcie  
LOQ medz stanoviteľnosti  
MEKC  micelárna elektrokinetická chromatografia  
MS  hmotnostná spektrometria 
PP  polypropylén  
PTFE polytetraflourethylen 
RSD  relatívne smerodajná odchýlka  
SLM  kvapalná fáza na pevnom nosiči 
tITP transientná isotachoforéza 
UV  ultrafialové žiarenie 
VIS  viditeľné žiarenie  
 


