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ABSTRAKT

Diplomova praca je zamerana na vyvoj inStrumentalneho usporiadania in-line prepojenia
mikroelektromembranovej extrakcie (LEME) s kapilarnou elektroforézou (CE) pre analyzy
vybranych lie¢iv v telovych tekutinach. Doteraz bolo publikované priame spojenie uEME a CE
len pre analyzu rie¢nej vody [1]. Byt publikované spojenie bolo realizované v ramci komerénej
CE, nardaza na niekol'ko uskali, ktoré moézu mat’ negativny dopad na analyzy vzoriek
s komplexnou matricou. Usporiadanie prezentované v tejto diplomovej praci tieto nedostatky
eliminuje aotvara tak moznosti rozsirit aplikacie PEME-CE prepojenia ajna vzorky
s komplexnou biologickou matricou.

Jadrom experimentdlnej Casti je optimalizacia zdkladnych extrakénych a separacnych
podmienok pre stanovenie vybranych modelovych bazickych lie¢iv (nortriptylinu, haloperidolu
a loperamidu) s vyuzitim tranzientnej izotachoforézy (tITP). Extrakéné podmienky boli
optimalizované pre prenos analytov z komplexnej matrice (l'udskd moc) cez vol'ni kvapalnu
membranu (FLM) s priamym davkovanim elektrokinetickym superchargingom (EKS)
do kapilary CE systému. Nasledne optimalizované podmienky boli aplikované na krv vo forme
suchych krvnych bodiek, ktora je z pohl'adu stcasnych analytickych trendov pre sledovanie
koncentracie lie¢iv v krvi zaujimava. Reprodukovatel'nost’ merani bola < 10% RSD pre obidve
matrice. Toto usporiadanie umoznilo prenos, precistenie a zakoncentrovanie analytov
Vv kapilare v ramci jedného kroku s naslednou analyzou pomocou tej istej inStrumentacie. Vyvoj
tohoto nového insStrumentalneho usporiadania otvoril nové moznosti pre rychle analyzy
biologickych vzoriek. Toto prepojenie pontika vyrazne vyssiu ¢asova usporu (az 15 krat) oproti

klasickym EME pristupom.

ABSTRACT

The diploma thesis is focused on the development of in-line micro-electromembrane extraction
(LEME) coupled to capillary electrophoresis (CE) for the analysis of selected drugs in body
fluids. Up to now, direct coupling of uEME to CE has been demonstrated on diluted river
samples only [1]. Although the published set-up has been implemented within a commercial
CE it suffers from several drawbacks that can have a negative impact on the analysis of samples
with higher complexity. The instrumental arrangement presented in this thesis eliminates these
deficiencies.

The experimental part is based on the optimization of fundamental extraction and separation
conditions for the analysis of model basic drugs (nortriptyline, haloperidol, loperamide)
with the use of transient isotachophoresis (tITP) principle. The extraction conditions were
optimized for electro-driven transport of basic analytes from complex matrices (urine) through
free liquid membrane followed by injection step utilized by electrokinetic supercharging (EKS),
which focused target analytes into the CE capillary. Optimized conditions have been applied
on blood in the form of dry blood spots, which are highly attractive samples in the current



clinical analysis. The repeatability of the measurements was < 10% RSD for both matrices.
The developed instrumental set-up allowed the transfer, purification, preconcentration
and injection of analytes into the capillary in single step and the same instrumentation was used
for the subsequent CE. This uEME-CE coupling represents a new approach for the fast analysis
of biological samples and offers a significant reduction of analysis times (up to 15-fold)
in comparison to conventional EME and uEME approaches.
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tranzientna izotachoforéza, elektrokineticky supercharging, komplexné biologické vzorky,
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1 Uvod

Zlozitd inStrumentacia analytickych metod, nizka citlivost’ a selektivita, vysoka spotreba
pracovnych roztokov a S tym spojena financna naro¢nost’, pohanaji vyvoj novych analytickych
postupov, ktoré sa snazia eliminovat’ vyssie spominané nedostatky. Zvlast komplikovana byva
analyza biologickych vzoriek s komplexnou matricou, kde véc¢Sina analytickych technik
vyzaduje navySe precistenie vzorky od balastnych latok ovplyviujicich vlastna analyzu.
V poslednych rokoch sa ¢im d’alej viac rozvija oblast’ tzv. mikroextrak¢nych technik, ktoré
minimalizuji spotrebu vzorky a taktiez pracovnych roztokov a umoziuji prevedenie ucinnych
rychlych extrakcii S minimalnym zasahom operatora [2—3].

Tieto usporiadania su svojim charakterom predur¢ené k vyhodnému prepojeniu
precistovacieho kroku s néslednymi analyzami vzoriek. InStrumentdlne nendro¢nou, lacnou
a z hladiska ucinnosti, citlivosti, rychlosti a malych spotrieb roztokov sa ukazala byt vhodnou
separa¢nou analytickou technikou kapilarna elektroforéza (CE). Ta vynika najma
V moznostiach at-, in- a on-line prepojenia s mikroextrakénymi (najmé extrakcia kvapalina-
kvapalina) a prekoncentraénymi technikami. TaZiskom tejto prace je in-line prepojenie
mikroextrakénej techniky, vyuzivajicu volnti kvapalni membranu (FLM) s naslednym
analytickym stanovenim pomocou CE, ktoré spojuje vyhody obidvoch systémov.

Mikro-elektromembranova  extrakcia (UEME) bola uz mnohokrat uplatnena
pre analyzy biologickych vzoriek, najmé v off-line rezime [4-5]. Mikroextrakcie kvapalina-
kvapalina pracuji s mikroobjemom vsetkych faz a aplikovanie elektrického pola urychl'uje
prenosy latok. Naslednd CE ako analytickd koncovka, naviac umozZiuje separované analyty
zakoncentrovavat’ priamo pocas separaéného kroku [6]. Vdaka podobnosti komponentov
pouzitych technik sa tak unikatne pontka in-line prepojenie obidvoch in§trumentacii.
Prevedenie elektromembranovej extrakcie cez selektivnu vol'nli kvapalni membranu precisti
a zakoncentruje analyty v separa¢nej kapilare, v ktorej budi nasledne analyzované a zaostrené
pomocou tITP. Metoda vyuziva kombinaciu unikatneho pripadu elektrokinetického davkovania
analytov priamo do separacnej kapilary, tzv. elektrokineticky supercharging (EKS)
a prekoncentraciu na pohyblivom rozhrani veduceho elektrolytu tzv. tranzientna izotachoforéza
(tITP) [7]. Toto usporiadanie je finan¢ne nenaro¢né, spotrebovava mikrolitrové mnozstva
organickych rozpustadiel aj vzoriek a zaroven su dosiahnuté nizke extrakéné Casy oproti
off-line systtmom. Vdaka spojeniu extrakéného a davkovacieho kroku je tak dosiahnuta
znacna uspora ¢asu.

Tato praca rozsiruje uplatnenie WEME-CE spojenia o analyzy biologickych vzoriek
s komplexnou matricou, ktoré doteraz nebolo publikované, v obdobnom usporiadani bolo
odskusané zatial’ len na vzorkach riedenej rie¢nej vody [1]. Ako modelové realne matrice boli
zvolené neriedend 'udskd moc¢ a kapilarna krv vo forme rozpustanych suchych krvnych bodiek.

Praca je orientovand na overenie inStrumentalnych moznosti a pozorovania chovania

sa systému pri aplikacii P'udskych telovych tekutin a optimalizacii zakladnych extrakénych



a separacnych podmienok, na ktoré bude mozné naviazat d’alSim vyvojom metody
pre dosiahnutie limitov detekcie na tGrovni terapeutickych koncentracii vybranych analytov
v krvi a inych biologickych tekutinach s budicou moznost'ou automatizacie celej metody. Preto
praca bola zGizena na vybrané modelové analyty — tri bazické lie¢iva (nortriptylin, haloperidol,
loperamid) a dve realne matrice. Na jednej (Pudsky moc¢) prebiehala optimalizacia systému
z dovodu jednoduchej dostupnosti, Pahkosti jej spracovania z hladiska pridavkov lieCiv
do matrice a operécii v ramci extrakénych krokov. Dalsou zvolenou matricou bol eluat z krvnej
bodky, na ktorom bola otestovana kompatibilita vybranych optimalnych podmienok. Tato
matrica je zo stcasnych trendov vysoko sledovana z hl'adiska vyvoja rady inStrumentalnych
usporiadani pre analytické a klinické analyzy pri stanoveni terapeutickych koncentracii

analytov, €o je cielom tejto techniky.



2 Teoreticka ¢ast’

2.1 Mikroextrakéné techniky

Priprava vzorky zahriujica extrakciu je beznym krokom tpravy vzorky eSte pred jej vlastnou
analyzou, napriklad = pomocou  metéd elektroforetickych,  chromatografickych,
alebo hmotnostnej spektrometrie. Hlavnym ciel'om extrakcie je precistenie vzorky odstranenim
matrice interferujiicej S analytmi zadujmu. Nasledne takto upravena vzorka je analyzovana
pomocou vhodného analytického systému bez rusivych vplyvov matrice. VicSina dneSnych
preduprav vzoriek st vykonavané pomocou klasickych technik ako extrakcia tuhou fazou
(SPE) [2], alebo extrakcia kvapalina-kvapalina (LLE) [3]. V poslednych rokoch je vyskum
zamerany na miniaturizaciu klasickych extrakénych technik [8-10].

Mikroextrakcie st zjednodusené azminiaturizované techniky sluziace pre predapravu
vzoriek z dorazom kladenym na minimalne pouzitie rozpustadiel a vzorky. M6zu zahriovat’
viackrokovu predupravu vzorky zosumarizovanua do jedného tikonu, ktory zahriiuje precistenie
a pripadne obohatenie analytov zaujmu vo vyslednom extrakte. V porovnani s pévodnymi
extrakciami, alebo inymi druhmi priprav vzoriek ponukaji mikroextrakéné techniky radu
vyhod. Napriklad efektivne vyuzitie nizSich objemov, eliminaciu pocetnych nedostatkov,
ktoré boli zapri¢inené viacstupiovou predupravou vzorky (rozpustenie analytov v solvente,

centrifugacia, odparenie a in¢) a znizenie prevadzkovych nakladov [11].

2.2 Vyvoj mikroextrakénych technik

V roku 1990 Pawliszyn a kolektiv predstavili prvi techniku, solid-phase microextraction
(SPME) [12], vychadzajiacu z principu SPE. Nasledne sa SPME stala komeréne dostupnou
a umoznila vznik novych mikroextrakénych technik. Ich delenie je zobrazené na obr. 1 [11].

[ ) FSPME
Mikroextrakcia
L SBSE
za mieSania vzorky
TFME

SPME ) . g

Mikroextrakcia
MEPS

FNME

za toku vzorky

- J

Obr. 1: Delenie mikroextrakénych technik, ktoré su zaloZené na extrakcii na tuhych faz [13].
Solid-phase microextraction (SPME) [12], fiber solid-phase microextraction (FSPME) [14],
stir-bar-sorptive extraction (SBSE) [15], thin film solid-phase microextraction (TFME) [16],
solid-phase disk extraction (SPDE) [17], microextraction by packed sorbent (MEPS) [18],
Fiber-packed needle microextraction (FNME) [19].
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Samotné zapocatie miniaturizacie LLE sa datuje od roku 1986 [20]. Nasledne v obdobi od roku
1996 nasledoval vyvoj miniaturizovanej formy LLE ako liquid-phase microextraction
(LPME) [8], ktora je delend nasingle-drop microextraction (SDME) [8], dispersive
liquid-liquid microextraction (DLLME) [10] a hollow-fiber liquid phase microextraction
(HF-LPME) [21]. Technika HF-LPME bola vroku 2006 Pedersen-Bjergaardom
a Rasmussenom modifikovana pridanim elektrického pola, ktory urychlil prenos analytov
a bola nazvana ako elektromembranova extrakcia (EME) [22]. V roku 2014 bola prevedena
miniaturizacia EME vyvinutim tzv. mikro-elektromebranova extrakcia (WLEME) [23]. Prehl'ad
mikroextrakénych technik a ich delenie je znazornené na obr. 2 [11].
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Obr. 2: Mikroextrakcné techniky zaloZené na kvapalnej faze [24]. Liquid-phase microextraction
(LPME) [8], single drop microextraction (SDME) [8], dispersive liquid-liquid microextraction
(DLLME) [10], hollow fiber liquid-phase microextraction (HF-LPME) [21], ultrasound-assisted
emulsification microextraction (USAEME) [25], in-line back-extraction (ILBE) [26], carrier-mediated
single-drop microextraction (CM-SDME) [27], directly suspended droplet microextraction
(DSDME) [28], centrifuge microextraction (CME) [29], on-line back-extraction (OLBE) [30],
headspace single-drop microextraction (HS-SDME) [31], elektromembrdnova extrakcia (EME) [22],
mikro-elektromembrdnova extrakcia (uEME) [23], droplet-membrane-droplet liquid-phase
microextraction (DMD-LPME) [32], phase transfer based liquid-liquid-liquid microextraction
(PT-LLLME) [33], carrier-mediated liquid-phase microextraction (CM-LPME) [34], hollow fiber and
headspace liquid-phase microextraction (HF-HS-LPME) [35], supported liquid membrane (SLM) [36].

2.2.1 Mikro-elektromembranova extrakcia (WEME)

Casto pouzivané usporiadanie EME obsahuje kvapalni membranu umiestnenti na pevnom
nosi¢i (SLM) vyrobeného z polypropylénu (PP), alebo polytetrafltoroetylénu (PTFE). Pory
polyméru su impregnované organickym rozptstadlom nemieSatelnym s vodou.
Naimpregnovana SLM je umiestnena medzi akceptorovym a donorovym roztokom, kde tvori
bariéru, ktora umoznuje selektivny prechod analytov. V akceptorovom a donorovom roztoku
st ponorené elektrody, na ktoré je vkladané napétie. Prenos analytov je sprostredkovany
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cez organicku fazu umiestnenej na polymérnej membrane a je urychleny vkladanym
elektrickym pol'om [37].

Za posledné roky bolo vyvinutych niekol’ko d’al$ich pristupov v oblasti EME [38-42]. Jeden
z nich bol publikovany Kubanom a Bocekom [23], ktori pouzivali namiesto SLM FLM, ktora
tvori iba organické rozptstadlo (napriklad 1-pentanol, 1-hexanol, 1-oktanol,
1-ethyl-2-nitrobenzén (ENB), 2-nitrofenyloctyléter (NPOE) a iné). Vsetky kvapalné fazy
(donor, FLM, akceptor) si umiestnené V transparentnej polymérnej kapilare vyrobenej
napriklad z inertného materialu perfluoralkoxyonatu (PFA). Fazy suv kapilare stabilné
a drzané pomocou kapilarnych sil. U uEME je presne definovany objem a hrubka organickej,
donorovej a akceptorovej fazy. Elektrody s v rovnakom usporiadani ako pri EME. Hnacou
silou hLEME je elektricky potencial vkladany na cely systém (akceptor, FLM, donor). Potencial
Vv systéme je udrzovany pomocou externého zdroja napitia. Podmienkou funkénej extrakcie
elektrickym pol'om je ionizacia analytov. V zavislosti na pKa daného lie¢iva je nutné previest
ionizaciu bazickych lieCiv okyslenim prostredia a pre acidické liecivd je nutné previest
ich ionizaciu alkalizaciou. Jednotka LEME je zobrazena na obr. 3. Vytaznost' a selektivita
mikroextrakcie je priamo zavisla na vlastnostiach FLM (objem, zlozenie), aplikovaného

potencialu, zlozenia a pH hodnoty donorového a akceptorového roztoku [23, 43].

Donor |
1. Elektréda e Elektréda
N

Obr. 3: Schéma (1): Mikroextrakcna jednotka tlEME a princip prenosu analytov cez FLM v polymérnej
kapildre. Nabity analyt (A"), matrica (M). Schéma (2): mozné redlne prevedenie uEME, kapildra z PFA
0 vautornom priemere 1,0 mm a vonkajsom priemere 1,6 mm obsahuje 1,5 1 akceptoru, 1,5 ¢l FLM
a 1,5 4l donoru [23].

LEME vyuziva mens$ie objemy vsetkych troch faz (akceptor, FLM, donor). U EME je mozna

vizualizacia extrakéného procesu v redlnom case (vid® obr.4) vdaka transparentnej PFA
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kapilare. FLM Vv porovnani s SLM maé lepSiu moznost’ optimalizicie hrabky membrény,
ktora je dana priemerom kapilary a objemom FLM. Poskytuje lepSiu stabilitu systému
pri aplikacii elektrického potencialu pri analyze biologickych vzoriek (krvné sérum, l'udsky
moc). Vyhodou je mozna automatizacia celej metddy [44]. InStrumentalne usporiadanie
je oproti difiznym extrakciam komplexnejSie o jeden prvok (externy zdroj napitia),
ktory je avSak cenovo a komerc¢ne dostupny. Problematika tEME s FLM je dnes este stale
aktualnym predmetom vyskumu [23, 43].

Obr. 4: Znazornenie prenosu analytov zaujmu (krystalova violet) vplyvom elektrického pola cez FLM

V zavislosti na case [23].

ULEME systémy st vicSinou realizované vkladanim konStantného napitia na elektrody.
Pri konstantnom napéti sa elektricky prad v systéme meni na zaklade Ohmovo zakona
(vid  rovnica ¢. (1) [45-46].

13



I'=+. 1)

kde | je elektricky prad, U znaci napitie a R je odpor.
Celkovy odpor systému je dany nizkou vodivostou FLM. Aj malé zmeny v extrakénych
podmienkach vyvolaji merateI'né zmeny elektrického pradu. Po aplikacii napétia na elektrody

dochadza k prenosu hmoty cez FLM. Prenos vychadza zo zékladnych principov Fardayovych
zakonov (vid’ rovnice (2) a (3)) [47-48].

m=A-1-t, 2
kde m znac¢i hmotnost’ latky, A je elektrochemicky ekvivalent, | vyjadruje prad a t je Cas.

M,,
A=——
F_Z' (3)

kde F znaci Faradayovu konstantu, Z je nabojové ¢islo a Mm oznacuje atdmovi hmotnost’ latky.

2.3 CE v spojeni s mikroextrakénymi technikami

CE je moderna separacna metoda, pri ktorej nabité analyty migruji pdsobenim elektrického
pola k opacne nabitej elektrode. Elektrické pole je vytvorené vkladanim napétia (typicky
do 30 kV) medzi elektrody, ktoré st ponorené v zakladnom elektrolyte (BGE). Separacia
analytov prebieha v tizkej kremennej kapilare pokrytej polyimidom (o vnutornom priemere 25—
100 um) naplnenej BGE. Delenie i6nov je zalozené na rozdielnych elektroforetickych
mobilitach (x,). Smer Castic je dany znamienkom néaboja a rychlost’ zavisi na vel’kosti Castice
avelkosti naboja separovanej Castice. Vzorka je davkovand (hydrodynamicky,
alebo elektrokineticky (vid' v kapitole 2.3.1)) do kapilary obsahujucej BGE a predstavuje
zvyCajne 1-2% jej objemu. Po aplikacii separatného napitia savzorka rozdeluje
do samostatnych zon. Detekény signal je vyhodnoteny pomocou pocitaca a vysledny zaznam
sa nazyva elektroforegram [49-50].

CE pouzita v tejto praci bola vybrana na zaklade jej jednoduchej inStrumentacie, nizkych
prevadzkovych nakladov na pracovné roztoky a spotrebného materialu a vysokej separacnej
ucinnosti. Vdaka inStrumentalnej jednoduchosti poskytuje moznost’ T'ahkého prepojenia
s mikroextrakénymi technikami ako napriklad nEME (vid’ v kapitole 2.2.1). Dalej dovoluje
pouzit’ jednoduché prekoncentra¢né techniky ako napriklad EKS prebichajtci pred analyzou,
alebo tITP, ktora prebieha priamo v kapilare pocas analyzy. (vid’ v kapitolach 2.4.2 a 2.4.1).
InStrumentacia CE je zobrazena na obr. 5 [49-50].
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‘ Separacna kapilara

O

Elektréda
| Zdroj napatia ‘ {Vzorka|

® 0—
+—

Obr. 5: Schéma instrumentacie CE [50].

‘ Detekéné okienko ‘

N

Elektroforetickd mobilita (u,) charakterizuje pohyblivost' Castic v elektrickom poli.
Predstavuje mieru migracnej rychlosti a je charakteristickym parametrom nabitych castic.

Zavisi na naboji a na vel’kosti molekuly, alebo Castice. Je ovplyvnena typom, koncentraciou,
teplotou, pH hodnotou a zlozenim BGE. Castice s vy$Sou A, sa pohybuju elektrickym polom

rychlejSie ako Castice s nizSou wu,. Na zdklade tohto javu dochadza k rozdeleniu castic
do jednotlivych zon. Pre y, plati vztah vid’ rovnica ¢. (4) [48-51].

v
=E %k e 1 R @

v zna¢i elektroforeticka rychlost’ ionu, E je intenzita elektrického pola, R znaci polomer
analytov, #x oznacuje viskozitu roztoku, zje efektivny naboj analytov, e, predstavuje
elementarny naboj analytov [51].

Z elektroforegramu je mozné vypocitat’ zdanlivia mobilitu (). Moze byt urCend na zéklade
migra¢ného ¢asu analytov. Migracny ¢as je definovany ako cas, ktory je potrebny pre migraciu
rozpustenej latky od doby nastreku az po jej detekciu. M6ze byt’ prakticky vypocitana podla
odvodenej rovnice ¢. (5) [48-51].
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Mo =750 )

| je efektivna dizka kapilary, t znagi migraény ¢as analytov, L je celkova dizka kapilary, U znadi
aplikované napdtie [51].

Vnutorna stena kremennej kapilary je tvorena silanolovymi skupinami (Si-OH),
ktoré sa pri kontakte s BGE disociuju. Zaporny naboj vytvoreny silanolovymi skupinami
vyrovnavany kladnym nabojom z BGE umoziuje vznik elektrickej dvojvrstvy. Kationy,
ktoré sa nachadzaji d’alej od steny kapilary tvoria difiznu vrstvu. Po aplikacii separa¢ného
napitia dochadza k pohybu difuznej vrstvy, vd’aka solvatacii okolitého elektrolytu smerom
ku katode. Tento jav sa nazyva elektroosmoticky tok (EOF) a hra délezitu ulohu v separacii
a migrécii i6nov v kapilare. Elektroforeticka mobilita EOF byva vysSia ako je u, niektorych
organickych anionov, ¢im méze byt’ zabezpecena sti¢asna migracia kationov, neutralnych Castic
a anioénov Vv jednom smere [48-51]. EOF je mozné vypocitat’ podl'a rovnice €. (6).

&
Hgop = ; ’ (6)

kde &znaci dielektricku konstantu, {’je zeta potencial a 7 znaci viskozitu roztoku [50].

2.3.1 Spésoby davkovania vzoriek

Déavkovanie do CE systému je limitované vnatornym priemerom separaénej kapilary. Dizka
zény by v kapilare nemala presahovat’ 2 % z celkovej dizky kapilary (spravidla objem 1-50 nl).
Davkovanie malych objemov predstavuje vyhodu pre viacnasobnu analyzu z tej istej vzorky.
V tejto praci bola vyuzivana kombinacia hydrodynamického (HDI) a elektrokinetického (EKI)
davkovania. Hydrodynamicky bola davkovana zona octanu amoénneho (NH,AC)
a elektrokineticky bola davkovana vzorka [50, 52].

NajpouzivanejSou metédou davkovania je HDI. Kapilara je ponorena do vialky,
ktora obsahuje vzorku a na jej davkovacom konci sa pdsobi tlakom, pripadne na opac¢nej strane
kapilary posobi podtlak. Tretou moznostou je davkovanie vyskovym rozdielom hladin
tzv. sifonovym efektom. HDI zabezpeCuje reprezentativne davkovanie vzorky. Nevyhodou
moze byt obt'aznejSie davkovanie malych objemov. VSetky tri moznosti HDI st zobrazené
na obr. 6 [50-52].

1. Tlak 2. Podtlak 3. —
Sifonovy
— —t efekt
Vzorka
ANy, ]
Vzorka Vzorka

Obr. 6: Hydrodynamické ddvkovanie: 1) tlakom 2) podtlakom 3) sifonovym efektom [50].
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Pri elektrokinetickom davkovani je jeden koniec kapilary ponoreny do vialky so vzorkou
adruhy koniec kapilary je ponoreny do vialky sBGE. V obidvoch vialkidch
st pritomné elektrody, na ktoré je vkladané davkovacie napitie (3-5krat nizSie
ako je separa¢né napitie). Doba davkovania trva typicky 10-300 s. Principom EKI je migracia
nabitych analytov do kapilary posobenim elektrického pola. Analyty migruji do kapilary
postupne na zaklade ich x, a EOF. Schéma EKI je zndzornena na obr. 7. Pri EKI zavisi
nadavkované mnozstvo na g, analytov aEOF. Tato zavislost je diskriminacn,
pretoZe sa prednostne davkuji iony s vySSou x,. Pokial ma vzorka niZsiu vodivost’ neZz BGE,
ktory sa nachadza v kapilare, je mozné EKI vyuzivat’ k zakoncentrovaniu vzorky tzv. stacking.
EKI ma nizsiu reprodukovatel’nost. Vyhodou je mozné prepojenie spolu s tITP v tzv. EKS
vid’ kapitola 2.4.2 [50-52].

Elektrokineticky

—

Obr. 7: Princip elektrokinetického davkovania [50].

2.4 In-line prekoncentra¢né techniky vyuzivané v CE

CE sa stala vyuzivanou technikou v oblasti farmaceutickej a klinickej praxi z dévodu financnej
nenarocnosti, rychlej separacie a moznosti prepojenia s mikroextrakénymi technikami. Malé
vnutorné priemery v kapilare, kratka opticka draha systému CE spdsobuji niZsiu citlivost’
UV-VIS detekcie v porovnani s inymi separaénymi metédami. Riesenim uvedeného problému
je moznost’ prekoncentracie analytov pomocou prekoncentraénych technik. V tejto praci
je pouzité in-line prepojenie prekoncentraénych technik tITP vid v kapitolach 2.4.1
aEKSv24.2[6].

241 tITP
tITP je jednou z prekoncentracnych technik vyuzivajuca pre separaciu iénov ich rozdielne
hodnoty 4. Je to prekoncentracnd technika, ktord moZe (selektivne) zvysit koncentraciu

analytov bez ohl'adu na vodivost’ vzorky. tITP existuje v niekol’kych usporiadaniach. V prvom

usporiadani sa do Kapilary obsahujtiicej BGE davkuje veduci elektrolyt (LE) 0 nizSom objeme
voCi terminacnému elektrolytu (TE). LE je charakteristicky najvy$Sou u, zo vSetkych

zucastnenych faz. Zanim je davkovand zona vzorky anasledne zoéna (TE) 0 najnizSej
1,20 v8etkych zicastnenych faz. Pokial BGE spliiuje podmienku o najnizSej x, moze

Vv kapilare zastupovat’ ulohu TE. Princip je zobrazeny na obr.8 A). Druhou alternativou
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je davkovanie vsetkych troch faz (LE, vzorky a TE) za sebou ako samostatné zony do kapilary
naplnenej BGE vid’ obr. 8 B). Dalsou moznostou je pridanie pozadovaného LE do samotnej
vzorky a davkovat ich spolo¢ne do kapilary ako jednu zonu (vid® obr. 8 C). V niektorych
pripadoch tITP usporiadanie vyuziva idny prirodzene vyskytujuce sa v matrici, ktoré prevezmu
ulohu LE. Takyto jav sa nazyva ako samozaostrovaci efekt a rozlozenie v kapilare je rovnaké
ako v pripade 8 C. [7, 53-54]. Pre G¢innu separaciu je potrebné zaistit’ koncentraciu LE a TE
(minimalne az 50 krat vyssiu) ako je koncentracia analytov zaujmu [7].

Po aplikacii separa¢ného napitia sa analyty docasne zaostria medzi LE a TE na zaklade
ich u, az kym rezim separacie neprejde plynule z tITP do rezimu CZE, kde dochadza k detekcii
zaostrenych a separovanych zon jednotlivych idnov. Tato technika je bezne vyuzivana v in-line
prepojeni s CE na prekoncentraciu vzoriek biologickych a odpadnych vod [7, 53-54].

Smer separacie
I

A BGE (TE)

o BGE ' TE S+LE BGE

Obr. 8: Princip tITP Vkremennej kapilire. TE-terminacny elektrolyt, LE-veduci elektrolyt,
BGE-zdkladny elektrolyt, S-vzorka. A) tITP, kde BGE zastdva rolu TE, B) konvencna tITP, C) tITP

indukovana vlozenim LE do vzorky, [7].

242 EKS

EKS je on-line prekoncentra¢na technika pre CE, ktorda kombinuje EKI atITP. Pri EKS
sa hydrodynamicky davkuje LE do separa¢nej kapilary obsahujucej BGE. Nasledne je za zonu
LE elektrokinetickym davkovanim pridana zéna vzorky. Za zoénu vzorky je hydrodynamicky
davkovana kratka zona TE (BGE). Po aplikacii separaéného napitia sa difuzne pasmo
sledovanych analytov prekoncentruje a migruje medzi LE a TE pomocou tITP. Tento proces
prebicha az dokym tITP plynule neprejde na separaciu analytov pomocou CZE. EKS
je jednoducha, vykonna technika umoziujuca on-line prekoncentraciu stanovovanych ionov,
tym dochadza k zvySeniu citlivosti analytického systému. Princip EKS je zobrazeny
na obr. 9 [54-56].
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Smer separacie
I

A BGE (TE)

o BGE ' TE S+LE BGE

Obr.9: Princip EKS davkovania. A) hydrodynamické davkovanie LE hned za zénou BGE,
B) elektrokinetické davkovanie vzorky (S), C) hydrodynamické davkovanie TE [56].

2.5 Spojenie pfEME-EKS-tITP-CE

Dopyt po analytickych metédach s vysokou citlivostou a rozlisenim, ktoré s zaroven vhodné
pre analyzu biologickych vzoriek je vysoky. Komplexna matrica pritomna v biologickej vzorke
spdsobuje problém pri kvalitativnej a kvantitativnej analyze. Idedlna metoda pre predapravu
vzoriek by mala spolahlivo eliminovat’ Castice interferujuce s analytmi zdujmu. Na zadanu
problematiku bolo v poslednych rokoch publikovanych niekol'’ko prac [57]. Vel'mi efektivnou
mikroextrakénou technikou na precistenie vzorky od prebytocnej biologickej matrice sa javi
LEME (vid’ kapitola 2.2.1) [23].

Dalsia poziadavka efektivneho analytického systému je kladena na zvysenie jeho citlivosti.
Zvysenie citlivosti CE mobze byt dosiahnuté pomocou spojenia mikroextrakénych
a prekoncentra¢nych technik ako napriklad EKS (vid’ kapitola 2.4.2) [58]. Porovnanie citlivosti
prekoncentra¢nych technik je zobrazené v tab. 1.

In-line  prepojenie pEME extrakcie za vyuzitia FLM SEKS atlTP sCE
(LEME-EKS-tITP-CE) zabezpeCuje precCistenie a prekoncentraciu vzorky v tej istej kapilare.
Selektivne vybrané iony pochadzajuce z donorového roztoku st pomocou EKS davkované
priamo do separacnej kapilary naplnenej BGE. V kapilare je vzorka docasne zaostrena
a prekoncentrovanad pomocou tITP a nésledne separovana do tizkych zén prostrednictvom
CZE. Prezentovany postup pouzity v tejto diplomovej praci zvySuje citlivost’ metoédy oproti
UEME-CE [23]. PredloZzena metdda ma minimalne naroky na spotrebu vzorky a pracovnych
roztokov aje finan¢ne a inStrumentalne nenaro¢nd. Predstavena metoda je zobrazena
na obr. 10.
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o A
qh BGE (TE) LE

BGE -

Obr. 10: Schéma pEME-EKS-tITP-CE. V casti A je zndzornené in-line prepojenie pEME-CE,
B popisuje EKS v kapildre a C zobrazuje proces tITP prebiehajici v kapilare.

Tab. 1: Porovnanie citlivosti prekoncentracnych technik EKS a tITP [59].

Analyty Matrica LOD [ug/ml] vyzgl;ia Ref.
Dopamin, adrenalin = 112niv0 mozgu 0,42-0,57 2015 [60]
noradrenalin
o0 Krvna plazma
ch Tamoxifén a jeho od pacientov 0.03-0.05 2016 [61]
§ metabolity s rakovinou ' ’
o prsnika
[P}
o Y , ,
7 Melamin Praskové/iekute 0,70 2015 [62]
2 mlieko
Q
g Nitrofenol,
£ metylparabén, Odpadova voda 4,89-5,30 2016 [63]
= chlorofenol
X
m Diklofenak, diflunisal,
fenoprofén, ibuprofén, - 4 4004 voda 0,05-0,18 2008 [64]
indometacin, ketoprofén,
naproxén
Br, NOz, I, oxalst ?gfks,égﬁ 0,09-1,50 2004  [65]
udsky
<
< S Methylpedrin, celiprolol, , C o 8
g é sotalol, indapamid Ludsky mo¢ 0,005-0,00004 2010 [66]
p— o
R = .. ..
S0 Imatinib, lapatinib, .
E g erlotinib. sorafenib Krvna plazma 16-280 2018 [67]
Glutation, oxidovany o 107ma 0,05-0,08 2003 [68]

glutation

20



2.6 LDLudské telové tekutiny

2.6.1 Moc¢

Mo¢ je tvoreny z 95% vody ajeho pH je vrozmedzi 5,5-7 zavislé na strave jedinca.
Z organickych latok obsahuje hlavne ureu, kreatinin, aminokyseliny, kyselinu mo¢ovi a malé
mnozstvo proteinov. Z anorganickych latok s zastipené hlavne chloridové, sodné, draselné
a amoénne iony. ZIté sfarbenie mocu spdsobujii urochrém a urobilinogén. Pri poruche pedeni
sa v moci nachadza bilirubin. Zdravy jedinec vylaéi denne asi 1,51 mocu. Neziaduce latky,
ako napriklad proteiny, st pocas UEME zadrziavané na rozhrani FLM, c¢o je dané
jej selektivitou (vid’ kapitola 2.2.1) [69].

2.6.2 Krv

Pozostava z krvnej plazmy (55 %) a bunkovych elementov (45 %). Majoritné zastiipenie krvnej
plazmy tvori voda (90 %), zvySok st organické a anorganické latky. Najvacsi podiel
organickych latok zastapenych v krvnej plazme tvoria proteiny (albuminy, globuliny
a fibrinogény), enzymy, hormény a iné. Anorganickymi zlozkami mézu byt sodik, draslik,
vapnik, horc¢ik a iné. Medzi bunkové elementy sa radia erytrocyty, leukocyty a trombocyty.
Pritomnost” proteinov a bunkovych elementov v krvi a ich negativny dopad na kvalitativnu

a kvantitativnu analyzu je rieSeny pomocou tEME (vid’ kapitola 2.2.1) [69].

2.6.3 Suché krvné bodky
Suché krvné bodky (DBS) vznikaju odobranim kvapky krvi z prstu (paty, alebo laby) jedinca,

ktora je umiestnena na zbernt kartu. Kvapka sa nadavkuje na celuléozova kartu anecha
sa uschnut’. Na analyzu je potrebny Ciasto¢ny, alebo cely vyrez krvnej bodky, ktory je potom
umiestneny do vialky obsahujucej rozpustadlo (voda, metanol, alebo kombinacia metanolu
s vodou). Nasledne sa analyt eluuje z krvnej bodky a je pripraveny na analyzu pomocou
vhodnej separacnej techniky [70]. Dovodom, pre¢o DBS nabera na popularite su etické,
ekonomické a hlavne praktické vyhody. Odber narozdiel od vendznej krvi je menej invazivny
a legislativou prehlaseny zabezpec¢ny. Priklad DBS karty Whatman 903 je zobrazeny
na obr. 11. Hlavnou nevyhodou DBS je vplyv hematokritu na velkost’ bodky. Hematokrit
je pomer erytrocytov v celom objeme krvi. R6zne hodnoty hematokritu spdsobuju rozdielnu
distribiciu sledovanych analytov na odberovej Kkarte. Sposobuje takzvany ,halo efekt,
ktory negativne posobi na kvantitativnu analyzu. Medzi d’alSie nevyhody patri napriklad nizky
objem kvapky krvi, kde na analyzu tak malého mnoZzstva je potrebnd citlivejSia metoda
a zvyCajne na jednu kvapku je moznd iba jedna analyza . VSetky spomenuté nevyhody

st aktualne predmetom vyzkumu a pretrvava snaha o ich eliminaciu [70-71].
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Obr. 11: Whatman 903 DBS karta [72].

2.7 Vlastnosti modelovych bazickych lieiv

Lipofilita je jednou z najdolezitejSich fyzikalno-chemickych vlastnosti lieCiva. Hra tlohu
Vv rozpustnosti, absorbcii, distribucii, permeabilite, vizbe na plazmatické bielkoviny a iné.
Najbeznejsie pouzivanou mierou lipofilnosti je hodnota log P, ktory je zlozkou Lipinského
pravidla piatich. Tie hovoria o pravdepodobnosti prechodu latky cez bune¢ni membranu [73].
Log P je rozdel'ovacim koeficientom molekuly medzi vodnou a lipofilnou fazou, zvycajne
oktanolom. Dal$ie mozné vyjadrenie lipofility je pomocou log D. Rozdiel oproti log P
je vymena vodnej fazy za pufr o Specifickej pH hodnote. Bazické lieciva pouzité v tejto
diplomovej praci (nortriptylin, haloperidol, loperamid) prechddzaji do organickej fazy (FLM)
bezproblémovo z dovodu vyssich hodndt log P [74]. Vybrané fyzikalno-chemické vlastnosti

bazickych lie¢iv st zobrazené v tab. 2.

Tab. 2. Fyzikalno-chemické a biologické viastnosti modelovych analytov [ 75, 76].

Molekulova A Terapeuticka
Analyt max Log P K
naiyty hmotnost’ [g/mol] [nm] o0 PHa koncentracia [ug/ml]
Nortriptylin 263,4 205,239 4,51 10,47 0,02-0,2
Haloperidol 375,8 200,248 4,30 8,66 0,005-0,017
Loperamid 477,0 200 5,50 9,41 < 0,003

2.8 Valida¢né parametre CE

Validécia znaci stibor procesov, ktoré je potrebné uskuto€nit’ pre overenie ¢i je dand metdda
spravne nastavend aurcuje v akom rozsahu je pouZitel'na. Hlavnou myslienkou validacie
je upresnenie valida¢nych parametrov, ktoré je potom mozné porovnavat’ medzi sebou v ramci

rozdielnych laboratorii (zabezpecenie kvality) [77].

2.8.1 Linearny rozsah

Je taky rozsah koncentracii sledovanych analytov, kde sa zmena analytického signalu meni
linearne (priamoumerne). Linearita je schopnost analytickej metddy poskytovat’ odozvu
v danom rozsahu, ktora je priamo umerna koncentracii analytov vo vzorke. V praxi je linearita
vyjadrena koeficientom spol'ahlivosti R?. Meranie sa povazuje za presnejsie ¢im je R? blizsie
k hodnote rovnej jedna [77].
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2.8.2 Limit detekcie a limit kvantifikacie

Limit detekcie (LOD) je dany najmenSou koncentraciou sledovaného analytu vo vzorke,
ktort je metoda schopna bezpecne detekovat’ ako signal odliSeny od Sumu. Urcuje sa z hodnot
analytického signalu. Pre LOD je analyticky signal (S) trikrat vyssi ako je Sum zakladnej linie
(N). Vzorec na vypocéet LOD je zobrazeny v rovnici €. (7) [77].

LOD—SS 7
_N’ ()

Limit kvantifikacie (LOQ) je najnizSie mozné mnozstvo, ktoré sa da spolahlivo
kvantitativne stanovit’ pomocou analytickej metody. Pre LOQ je Sum zakladnej linie spravidla
desat’krat nizsi ako je analyticky signdl pozorovaného analytu. Vypocet LOQ je zobrazeny
Vv rovnici €. (8) [77].

LOQ = T' (8)

2.8.3 RozliSenie

RozliSenie je vyjadrenie miery kvality separacie dvoch susednych analytov. Vyjadruje
sa ako rozdiel migracnych casov deleny priemernou hodnotou Sirky piku. Patri medzi
bezrozmerné veli¢iny a vo vSeobecnosti plati, ¢im vySSia hodnota tym lepSia separacia.
Hodnota vyssia ako 1,5 je povazovana za dostatoént hodnotu rozliSenia. Vypocet je zobrazeny
v rovnici €. (9) [77].

2(t, —t
g 2=t
W1+W2

©9)

kde t zna¢i migra¢ny Cas a W zastupuje Sirku piku v zakladni.

2.8.4 Pocet teoretickych poschodi

Pocet teoretickych poschodi kapilary vyjadruje uc¢innost’ separacie CE a je definovany podla
rovnice ¢. (10) [48].

¢ 2
N = 5,545< = > , (10)

Wi/2

kde t,, je migrany Cas, wy /, je Sirka piku v polovici jeho vysky.
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3 Experimentalna ¢ast’
3.1 Priprava roztokov
3.1.1 Zasobné roztoky

Zakladny elektrolyt (BGE):

Pre analyzu vybranych bazickych liec¢iv bol zvoleny ako zakladny elektrolyt kyselina octova
(HAC). Zasobny roztok bol pripraveny riedenim HAc (99,8%; Lach-Ner, Ceska republika)
na vyslednu koncentraciu 5 M deionizovanou vodou precistenou ionomenicom G 7749 (Miele,
Nemecko). Vzniknuty BGE bol filtrovany cez jednorazovy striekackovy filter (0,45 pum,
Minisart RC 25, Nemecko). Nasledne bol BGE umiestneny do ultrazvuku po dobu
desiatich minut. Takto pripraveny roztok bol skladovany v chladnicke pri teplote 4 °C.
Vysledné pH pripraveného BGE bolo 2,6.

Bazické lieciva:

Priprava bazickych lie¢iv nortriptylin hydrochloridu, haloperidolu a loperamid hydrochloridu,
(Sigma-Aldrich, Nemecko), spocivala v rozpusteni pevnej navazky v metanole (Lach-Ner).
Vysledna koncentracia lie¢iv bola 1 mg/ml. Takto pripravené roztoky boli suhrnne zmie$ané
v pomere 1:1:1 a vysledna koncentracia kazdého analytu bola 333 pug/ml. Vzniknuty zasobny
roztok bol skladovany v mraznicke pri teplote -20 °C.

Zaostrovacti elektrolyt:

Zaostrovaci elektrolyt NH,Ac (Fluka, Nemecko) bol pripraveny rozpustenim pevnej substancie
Vv deionizovanej vode, tak aby koncentracia vysledného roztoku bola 1 M. Takto pripraveny
roztok bol umiestneny do ultrazvuku po dobu desiatich minuat. Nasledne prebehlo skladovanie
v chladnicke pri teplote 4 °C.

Roztok chloridu sodného

Chlorid sodny (Pliva-Lachema, Ceska republika) bol pripraveny rozpustenim pevnej fazy
Vv deionizovanej vode na vyslednu koncentraciu 1 M. Takto pripraveny roztok bol umiestneny
do ultrazvuku na dobu desat’ minut a uskladnenie prebiehalo v chladnicke pri teplote 4 °C.

3.1.2 Pracovné roztoky

BGE:
Pracovny roztok BGE bol pripraveny riedenim zasobného roztoku (5M HAC) deionizovanou
vodou nakoneéni koncentraciu 300 MM HAc. Po dobu dvoch mintt bol umiestneny

do ultrazvuku. BGE bol vzdy v deit merania Cerstvo pripraveny.
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Bazické lieciva:

Pracovny roztok bazickych lie€iv bol pripraveny riedenim zasobného roztoku o koncentracii
333 nug/ml kazdého analytu matricou na vyslednu koncentraciu 1 pg/ml. Takto zhotoveny
pracovny roztok bol pripravovany vzdy ¢erstvy v dei merania.

Zaostrovact elektrolyt:
Riedenim zasobného roztoku NH,Ac (1 M) deionizovanou vodou vznikol pracovny roztok
0 koncentracii 300 mM. Takto zhotoveny roztok bol pripravovany cerstvo kazdy dei merania.

Roztok chloridu sodného:

Koncentracia NaCl bola 150 mM (w = 0,9 %), ¢o odpoveda koncentracii fyziologického
roztoku a vznikol riedenim zasobného roztoku NaCl (1 M) deionizovanou vodou. NaCl v tejto
diplomovej préci slizi na simulaciu redlnych podmienok. V deii merania bol pripraveny vzdy

novy roztok.
3.1.3 Priprava roztokov pouzivanych pre mikroextrakcie

Donorové roztoky:

Pre prvotné pEME pozostaval donorovy roztok z bazickych lie¢iv o koncentracii 1 ug/ml,
150mM NaCl a bol upraveny okyslenim vodnymi roztokmi kyselin HAc a HCI na vysledna
koncentraciu 0-300 mM (pH hodnoty boli 6-2,5). Vzniknuty donorovy roztok bol davkovany
v objeme 5 pl do extrakénej jednotky. V deit merania bol dany roztok pripraveny vzdy Cerstvy.

Dalej boli testované roztoky realnej matrice 'udského moéu a kapilarnej krvi vo forme DBS.
LCudsky moc¢ obsahoval pridané bazické lie¢iva o vyslednej koncentracii 1 pg/ml a bol okysleny
vodnymi roztokmi kyselin (HCI a HAc) na vysledna koncentraciu 0-300 mM. Hodnota pH
po okysleni sa pohybovala 5-3. Objem donorového roztoku pre pEME bol 2,5-10 pl. V den
merania bol donorovy roztok pripravovany vzdy z Cerstvej rannej neriedenej moci.

Odber kapilarnej krvi pre tvorbu DBS bol uskuto¢neny po vpichu perom s bodcom do bruska
prstu. Miesto vpichu bolo najskor etanolom vydezinfikované a osusené. Prva kvapka krvi bola
zotreta sterilnou gazou z dovodu vysokého obsahu kozného tkaniva, ktoré tam po vpichu
bodcom ostalo. Krvné kvapky o objeme 20 ul boli nadavkované mikropipetou z miesta vpichu
do PCR mikrovialky (250 pl, Fisher scientific, USA) s predchystanym objemom 5 pl vodného
roztoku bazickych lieCiv. Krv sroztokom lieCiv bola premiesana a 20 ul tohto roztoku
bolo odpipetovaného na vzorkovacie karty (Whatman 903, Velka Britania vid’ obr. 11)
a nechala sa uschniit’ na okolitom vzduchu pri laboratornej teplote po dobu Siestich hodin.
Po ususeni krvnej bodky bola pomocou korkovrtu (@ 9,5cm) vyrezana cela bodka
a umiestnena do vialky (obj. ¢. 5182-0567, Agilent, Nemecko). Po vlozeni krvnej bodky
do vialky bolo pridanych 100 pul metanolu (100%, Sigma-Aldrich) a takto rozpustena vzorka
bola trepana na trepacke (Vibramax 100, Heidolph, Nemecko) po dobu jednej minaty. Potom
k tomuto roztoku bolo pridanych 93,3 ul deionizovanej vody. Takto pripraveny roztok
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sa nechal trepat’ d’alSich 10 min a na zaver bol roztok okysleny 6,7 ul 300mM HACc, tak aby
dosiahnuta vysledna koncentracia HAc bola 10 mM. Vzniknuty roztok bol ¢iry a bol
aplikovany do pEME.

Vzorky (mo¢ a kapilarna krv) pochadzali od dobrovolnikov z Ustavu analytickej chémie
AV CR, V. V.i., ktori podpisali informovany suhlas o spracovanim vzoriek.

Akceptorovy roztok:
Ako akceptorové roztoky boli testované deionizovana voda a vodné roztoky HAc, HCl a NaOH
0 konecnej koncentracii (0-300 mM). Objem akceptorového roztoku bol 1-4 pl.

FLM:
Boli testované organické fazy 1-ethyl-2-nitrobenzen (ENB, Fluka) a 1-oktanol (Fluka). Objem
davkovania FLM sa pohyboval v rozmedzi 1-4 ul. Vzorky organickych faz boli uchovavané

v uzatvaratelnych vialkdch bez pristupu slne¢ného Ziarenia. Uskladnenie prebichalo
Vv chladnicke pri 4 °C.

3.2 Priprava mikroextrakénej jednotky

Mikroextrakéna jednotka pozostavala z vyrezu PP pipetovacej $picky (0,5-10 ul, typ 959,
Kartell, Taliansko). Nasledne pomocou mikropipét (1-10 ul, Eppendorf, Nemecko) boli
do dutej casti vyrezu davkované mikrolitrové objemy jednotlivych faz. Ako prvy
bol davkovany donorovy roztok (2,5-10 ul), potom FLM (1-4 ul) a nakoniec akceptorovy
roztok (14 ul). Do donorového roztoku bola umiestnena platinova elektroda (andda) a inletova
Cast’ kremennej kapilary bola umiestnena do akceptorového roztoku. Druhy koniec kapilary bol
vloZzeny dovialky sBGE adruhou platinovou elektrodou (katodou). Na elektrody
bolo vkladané napitie (5—20 KV). Z takto pripravenej jednotky sa elektrokineticky davkovali
(30-120 s) analyty do kapilary CE systému, kde boli neskor analyzované. Spravne a jednotné
navedenie kremennej kapilary do vyrezu PP $picky a zaistenie opakovaného dosiahnutia fixne;j
polohy kapilary vo¢i FLM zabezpeCoval 3D vytlateny navadza€. Mikroextrakénd jednotka
a navadzac st zobrazené na obr. 12.

3.3 Metoda CE-UV

Analyzy boli prevadzané pomocou laboratornej zostavy CE-UV pozostavajiucej zo zdroja
napitia Spellman CZE1000R (Spellman High Voltage, USA) a detektora Spectra Focus
(Spectra-Physics, USA). Detekcia prebiehala pri vinovej dizke 200 nm. Separaénu &ast’ tvorila
kremenna kapilara (Polymicro Technologies, Phoneix, USA) zvonku pokryta vrstvou
polyimidového filmu. Vnutorny priemer kapilary bol 75 pum (vonkaj$i priemer kapilary
bol 375 um) a celkova dizka kapilary bola 54,5 cm (efektivna dizka kapilary ¢inila 43,5 cm).
Obidva konce kapilary boli zbavené polyimidového filmu opalenim. Rovnakym spésobom bolo
vytvorené detekéné okienko. Na inletovy koniec kapilary bolo aplikované separané napitie
0 hodnote +20 kV. Napitie bolo sprostredkované pomocou dvoch 5 cm platinovych elektrod
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(@ 0,5 mm, Advent Technologies, Velka Britania), ktoré boli ponorené do vialky s BGE spolu
S0 separacnou kapilérou.

Nova kapilara bola pred separaciou premyvana po dobu 5 minit 1M NaOH, 5 minut
deionizovanou vodou anasledne 5 minat roztokom BGE manudlne pomocou injekénej
strickacky (5 ml, Braun, Nemecko). Na zaciatku dna bola kapilara premyvana po dobu 1 minuty
100mM NaOH, 1 minuty deionizovanou vodou anasledne 1 minatou roztokom BGE.
Po premyti kapilary prebiehalo HDI NH,Ac, dané vyskovym rozdielom BGE a vzorky (30 cm),
nasledne bola kapilara premiestnena do akceptorového roztoku uEME a prebiehalo EKS.
Po jeho skonceni bola kapildra premiestnena spat’ do vialky s BGE. Na konci pracovného dna
bola kapilara vzdy premyta po dobu 1 mintity 100mM NaOH, 1 mintty deionizovanou vodou
a nasledne bola vzduchom vysusena. Separacia prebiehala pri konstantnej laboratornej teplote
(25 °C). Bola zaznamenavana zmena absorbancie atento analyticky signal bol prevedeny
pomocou digitdlneho prevodnika ORCA 2800 (ECOM spol. s.r.o., Ceska republika) a nasledne
spracovany pomocou programu ECOMAC (ECOM spol. s.r.0.). Ziskané data boli vyhodnotené
za pomoci programu Clarity (DataApex, Ceska republika). Cela zostava je zobrazena
na obr. 12.

Elektréda Kapilara =

D

Obr. 12: Laboratorna zostava CE s UV-VIS detektorom a mikroextrakcnou jednotkou. A: zobrazuje CE
zostavu prepojenu spolu s uEME. B: zobrazuje nastavenie 4EME jednotky spolu s 3D vytlacenym
navadzacom kapilary. Pre lepsiu viditelnost uEME jednotky bola oddelend od navadzaca. C: zobrazeny
detail LEME jednotky naplnenymi fazami a s viozenou elektrédou a kapildrou.

3.4 In-line usporiadanie upEME v spojeni s CE systémom

Na zaciatku analyzy po preplachu (NaOH a deionizovanou vodou) ostala kapilara naplnena
BGE. Nasledne bola zona zaostrovacieho elektrolytu NH,Ac davkovana (HDI) do kremennej
kapilary po dobu 5-80s. HDI bolo zabezpefené vySkovym rozdielom hladin 30 cm.
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Po nadavkovani NH,Ac bola kremenna kapilara vlozena do akceptorového roztoku predom
naplnenej extrakénej jednotky pre uEME a dokladne navedena pomocou 3D vytlaceného
navadzaca (vid. obr. 12) krozhraniu FLM. Pozitivna platinova elektroda bola umiestena
v donorovom roztoku uEME jednotky a zaporna vo vialke s BGE a vloZzenym outletovym
koncom kapilary. Na elektrody bolo vloZzené extrakéné napitie (1-20 KV), ¢im prebehlo EKS
(30-120 s) bazickych analytov priamo z donorového roztoku cez FLM do kremennej kapilary.
Po ukon¢eni EKS boli kapilara a pozitivna elektroda osusené a vlozené do vialky s obsahom

BGE a nasledovala separacia pomocou CE.
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4 Vysledky a diskusia
4.1 Optimalizacia separa¢nych podmienok

4.1.1 Vyber BGE a modelovych analytov

Modelové analyty bazickych lieCiv boli vybrané na zaklade ich pouzivani v medicine,
a pretoze ich terapeutické hladiny sa vyskytuju vo vel'mi nizkych koncentraciach (vid’ tab. 2)
a preto sa hl'ada technika, ktord je schopna zakoncentrovat' tento typ lieciv. Ako modelové
analyty boli vybrané nortriptylin, haloperidol a loperamid, ktoré maji podobné hodnoty pKa
alog P. Tym bol zaisteny porovnatel'ny transport cez FLM. S ohl'adom na nich bol vybrany
elektrolytovy systém, ktory je schopny ich rozseparovat’.

Ako BGE bol zvoleny vodny roztok HAC. Jej koncentracia bola 300 mM. Vyber BGE
bol voleny na zaklade predchadzajucej publikacie [58] a predchadzajicej bakalarskej prace
[78]. HAC (pKa =4,5[79]) okysl'uje systém atym zaistuje ionizaciu bazickych lieCiv.
Zaroven slazi aj ako terminacny elektrolyt pre tITP po prevedenom EKS (vid’ kapitoly 2.4.1 a
2.4.2).

4.1.2 Optimalizacia separa¢ného napiitia

Vkladané napitie bolo testované Vv rozmedzi od +15 kV do +30 kV. Migracia sledovanych
analytov a zaostrovacej zony pri +15 kV prebichala najpomal$ie. Rozlisenie pikov (medzi
prvym a druhym 3,6; druhym a tretim 3,9) a zaostrenie, vyjadrené ako pomer signal/sum (S/N)
nortriptylin 48,8; haloperidol 14,5; loperamid 31,8 boli dostacujuce. Pri aplikovani +20 kV
migracia analytov prebichala rychlejsie, rozlisenie pikov (2,7 a2,9) a S/N (50,2; 15,1; 20,3)
bazickych analytov boli dostato¢né a pri pouzitom napéti dochadzalo k najva¢siemu zaostreniu
bazickych lie¢iv vplyvom NH,Ac. Medzi zénou NH,Ac abazickymi analytmi je priestor
pre pripadni migraciu balastnych komponent pochadzajucich z realnej matrice. Pri napati
+25 kV bolo dosiahnuté dostacujuce rozliSenie pikov (2,0 a 2,3), ale potrebny priestor medzi
zoénou NH,Ac a bazickymi analytmi bol vyrazne mensi. Pomer S/N bol nizsi (44,3; 13,6; 18,1),
nez pri separacii prebichajicej za napdtia +15 kV a +20 kV. Separacia prebiehajlica pri napéti
+30 KV je nevyhovujuca z dovodu nizkeho rozlisenia bazickych analytov (1,4 al,6),
aj ked’ separacia prebiechala najrychlejsie. S/IN pomer bazickych analytov bol najmensi (39,3;
11,6; 15,5). Dalsim negativom je, ze nedochadza pri aplikovanom napiti k vytvoreniu
dostatocného priestoru medzi zéonou NH,Ac a pikmi bazickych lie¢iv pre pripadny vyskyt
balastnych latok. Pre d’alSie experimenty bolo pouzité separatné napitie o hodnote +20 kV.
Vysledky experimentu su zobrazené na obr. 13.
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Obr. 13: Optimalizdcia separacného napdtia. Podmienky.: vkladané separacné napdtie 15-30 kV;
(1) NH, Ac 0 koncentracii 300 mM, HDI 40s; bdzické lieciva ((2) nortriptylin, (3) haloperidol,
(4) loperamid) 0 koncentracii 1 pug/ml rozpustené vo vodnom roztoku HAc (100 mM), HDI 10s,
separacné napdtie 15-30 kV.

4.1.3 Optimalizacia koncentracie zaostrovacieho elektrolytu

V nadchadzajiicom experimente bola optimalizovana koncentracia zaostrovacieho elektrolytu
NH,Ac. Merané boli koncentracie vrozmedzi 50-400 mM. Cas HDI zény NH,Ac
bol zachovany pri vSetkych koncentraciach rovnaky (40 s). NH,Ac 0 koncentracii 50 mM tvoril
najkratsiu zoénu. Pomer S/N bazickych lie¢iv bol nizky (41,4; 12,7; 17,0). Rozlisenie pikov
bazickych lie¢iv bolo najvyssie (4,0 a4,9). 100mM NH,Ac nespdsoboval vyraznejsie
zaostrenie bazickych lie¢iv (40,8; 11,7; 15,3) a vysledky nie st prili§ odlisné od 50mM NH,Ac,
ale rozlisenie pikov bazickych lie¢iv sa znizilo (3,7 a4,4). Potrebné zaostrenie NH,Ac
nastavalo aZ pri navySeni koncentracie NH,Ac na 200 mM. Pomer S/N (46,1; 14,1; 17,0) bol
zvySeny oproti meraniam s50 a100mM NH,Ac, naopak rozliSenie bazickych analytov
sa znizilo, ale stale bolo postacujuce (3,1 a 3,5). Pri aplikovani 300mM zény NH,Ac doslo
k vyssiemu zaostreniu (50,2; 15,1; 20,3) analytov bazickych lie¢iv oproti testovanym 50—
200mM zénam NH,Ac. RozliSenie bazickych analytov sa znizovalo, ale bolo stale dostacujice
(2,7 a2,9). Pri aplikacii vSetkych tychto podmienok bol zachovany priestor medzi zoénou
NH,Ac a bazickymi analytmi potrebny pre pripadny vyskyt balastnych latok z realnej matrice.
400mM zona NH,Ac sposobovala najvyssie zaostrenie (55,3; 16,1; 22,7) a rozlisenie bazickych
neposkytuje potrebny priestor medzi zénou NHyAc aanalytmi bazickych lieciv.
Preto najlepsim vysledkom tejto optimalizacie je 300mM NH,Ac, ktory bol na zéklade
vysledkov vybrany a pouzivany pre d’alSie experimenty. Vysledky experimentu su zobrazené
na obr. 14.
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Obr. 14: Optimalizacia koncentrdcie zaostrovacieho elektrolytu NH,Ac. Podmienky: koncentrdcia
(1) NH, Ac (50-400 mM), HDI 40 s; bdzické lieciva ((2) nortriptylin, (3) haloperidol, (4) loperamid)
0 koncentrdcii 1 ug/ml vo vodnom roztoku HAc (100 mM), HDI 10 s; separacné napditie +20 kV.

4.1.4 Optimalizacia doby HDI zaostrovacieho elektrolytu

V tejto Casti experimentu bol meneny ¢as HDI zaostrovacieho elektrolytu NH,Ac (0-80 s).
Bez aplikacie zony nebolo dosiahnuté Ziadne zaostrenie analytov bazickych lie¢iv. Medzi
dobami davkovania zony NH,Ac v casoch 5-40 s nedochddzalo k vyraznym rozdielom
v pomere S/N (55,8-57,5; 15,28-13,3; 16,05-21,13). Rozlisenia pikov bazickych lieciv
S0 zvysujicou sa dobou davkovania klesali (3,5-2,9 a 2,9-2,3). Priestor pre pripadny vyskyt
nechcenych balastnych latok sa zniZoval, ale stile bol postacujtci (12060 s). VyraznejSie
zaostrenie (S/N 84,3; 25,7, 31,1) nastalo az pri davkovani NH,Ac po dobu 50 s. Rozlisenie
pikov bazickych lieCiv sa vyrazne neznizilo (2,8 a2,9). Priestor pre pripadni migraciu
balastnych komponent bol znizeny, ale stale dostacujuci (30 s). Davkovanim zény NH,Ac
po dobu 60 s bol dosiahnuty vyssi pomer S/N (86,3; 27,5; 37,0) a bolo zaznamenané zuZenie
priestoru medzi zonou NH,Ac a prvym analytom (24 s) pre vyskyt balastnych komponent
vplyvom vyssej doby davkovania zony NH,Ac. RozliSenie pikov bazickych lie¢iv sa v prvom
pripade mierne zvysilo (3,0 a 2,7). Posledny experiment prebiehal ddvkovanim zény po dobu
80 s. Rozlisenie analytov bazickych lie¢iv sa znizilo na hodnoty (1,7 a 2,0). Vplyvom NH,Ac
bol vysledny pomer S/N najvyssi (98,8; 29,7; 40,6). Cas pre vyskyt nechcenych migraénych
komponent bol kratky (3 s). Optimalizovana doba davkovania zony NH,Ac bola 50 s. Vysledky
experimentu su zobrazené na obr. 15.
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Obr. 15: Optimalizdacia doby HDI zaostrovacieho elektrolytu. Podmienky: koncentracia (1) NH,Ac bola
300 mM, HDI (0-80 s); bdzicke lieciva ((2) nortriptylin, (3) haloperidol, (4) loperamid) o koncentracii
1 pg/ml vo vodnom roztoku HAc (100 mM), HDI 10 s; separacné napditie +20 kV.

4.2 Optimalizacia extrakénych podmienok vo fyziologickom roztoku

4.2.1 Vyber zloZenia organickej fazy pouZzivanej pre pEME

Na zaciatku bolo optimalizované zloZenie organickej fazy pre pnEME s cielom zabezpecit’
najvyssiu selektivitu a prenos analytov bazickych lieciv. Pre prvotné merania bol donorovy
roztok tvoreny fyziologickym roztokom (150mM NaCl) v 100mM HAc bez pritomnosti
bazickych lie€iv. Tento donor bol pouzity ako slepa vzorka (blank). Fyziologicky roztok
simuloval prostredie realnej matrice. Akceptorom bola 100mM HAc. Ako FLM bol vybrany
ENB, oktanol a zmes ENB/oktanol v pomere 1:1. Oktanol a ENB boli vybrané na zaklade prace
[23]. Pomer ENB/oktanol 1:1 bol nasledne voleny pre zistenie pévodu neziaducich balastnych
latok. Pripouziti ENB dochadzalo pocas WEME Kk prenosu neziadicich balastnych latok
z donorového roztoku a FLM prenasanych pomocou EKS do kapilary umiestnenej
v akceptorovom roztoku. Tieto latky pochadzajice z roztoku donoru, alebo priamo z ENB maju
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rovnaky migra¢ny ¢as ako prvé dva analyty bazickych liec¢iv (nortriptylin, haloperidol).
Pouzitim zmesi oktanolu/ENB v pomere 1:1 boli ziskané vysledky obdobné s ¢istym ENB,
koreluju migraéné asy balastnych latok, ale ich ziskané mnoZstvo bolo znizené. Cisty oktanol
neprepustal pocas UEME Ziadne nadbytocné balastné latky ovplyviiujice meranie.
Preto pre dalsie uEME experimenty bol ako FLM vybrany ¢isty oktanol. Vysledky
experimentu su zobrazené na obr. 16.

V druhej casti experimentu bola overena selektivita a priepustnost’ organickej fazy
pre uEME vybranych modelovych analytov. Donor obsahoval 150mM NaCl okysleny 100mM
HAc a 1 pg/ml bazickych lie¢iv. Plochy analytov, ziskané z elektroforetického zaznamu boli
upravené odpocitanim ploch pikov balastnych latok v predchddzajicom pripade (blank)
a vysledky su zhrnuté na obr. 17. Bolo overené, Zze ENB ako organicka faza uEME uvoliuje
mnozstvo latok s rovnakym migraénym ¢asom ako nortriptylin a haloperidol. Riedenim ENB
oktanolom v pomere 1:1 bola zistena nizSia plocha pikov bazickych lie¢iv na zaklade ¢oho
je mozné tvrdit’, Ze neziaduce latky pochadzali z ENB, alebo z NaCl, kde ENB nedokazal
potla¢it’ prenos tychto latok. V detailnom elektroforetickom zazname blanku pri pouziti
oktanolu ako FLM neboli pritomné Ziadne ko-migrujuce latky a plochu pikov bazickych lie¢iv
v tomto experimente je mozné pokladat’ za odpovedajicu len analytom bazickych lieciv.
Pre d’alSie merania bol oktanol zvoleny ako FLM z dovodu nepritomnosti balastnych latok

a vyssich dosiahnutych prenosov oproti ENB.

——Oktanol Oktanol/ENB ——ENB

\S mAU

110 1'1 12
t [min]
Obr. 16: Detail zdznamu porovnania uvoliiovania a prenosu balastnych latok cez FLM pri pouzitom
blanku. Podmienky: FLM (2 ) bol oktanol, zmes oktanol/ENB v pomere 1:1 a ENB; donor (5 z)
obsahoval 150mM NaCl, 100mM HAc bez pritomnosti bazickych lieciv; akceptorom (2 wl) bola 100mM
HAc; EKS (2 min, 10 kV); zéna NH,Ac bola 300 mM, HDI (50 s); separacné napdtie +20 kV.

33



60 -

50 A I

40 -

Plocha piku [mV:s]

10 A .
0 |
ENB ENB/oktanol Oktanol
B Nortriptylin ® Haloperidol Loperamid
Obr. 17: Porovnanie priepustnosti FLM pre sledované analyty. Podmienky: FLM (2 ) bol ENB,
oktanol a ENB/oktanol v pomere 1:1; donor (5) obsahoval 150mM NaCl, 100mM HAc
a1l ug/ml bazickych lieciv; akceptorom (2 wl) bola 100mM HAc; EKS (2 min, 10 kV), zéna NH,Ac bola

300 mM, HDI (50 s); separacné napdtie +20 kV.

4.2.2 Vplyv zloZenia akceptorového roztoku na pEME

Donor obsahoval 150mM NaCl, bazické liec¢iva o koncentracii 1 pg/ml, a bol okysleny HAc
na 100 mM. Akceptorovy roztok bol okysleny 0-300mM vodnymi roztokmi kyselin (HCI
a HAc), alebo alkalizovany vodnymi roztokmi NaOH (10-50 mM). Bolo predpokladané,
ze ¢im bude prostredie akceptorového roztoku menej vodivé, tym budu ionizované analyty
bazickych lie€iv zacentralizované priamo do kremennej kapilary, kde uz nastava vodivé
prostredie. Naopak okyslenim ¢i alkalizaciou akceptora by bola spésobena vyssia vodivost
systému a analyty bazickych lieciv by nemali tendenciu migrovat’ priamo do kremennej
kapilary. Alkalizaciou akceptorového roztoku by naviac bola sposobena deionizacia bazickych
analytov a prenos by bol zniZzeny. Vypocitané teoretické hodnoty vodivosti a hodnoty pH
st zobrazené v tab.3. Vysledky experimentu s zobrazené naobr.18. Na zaklade
nich je mozné tvrdit, Ze pri silnejSich (L0mM HCI) a koncentrovanejsich kyselinach (300mM
HAC) bola vodivost’ systému najvyssia (0,401 S/m pre 10mM HCI a 0,093 S/m pre 300mM
HAC) za kyslych podmienok, plochy pikov boli najnizsie (pre L0mM HCI 1,0; 0,36; 0,94 mV-s
(pre ostatné plochy jednotky nebudu v texte znacené) a4,0; 0,96; 6,0 pre 300mM HAC).
Znizenim koncentracie HAc na 100 mM sa vodivost’ systému znizovala a dochadzalo K narastu
ploch pikov bazickych lieciv (17,2; 5,8; 22,9). Najlepsi vysledok z kyslych podmienok
bol dosiahnuty pri okysleni akceptorového roztoku HAC na vysledni koncentraciu 10 mM,
kedy plocha pikov bazickych lie¢iv bola najvyssia (23,3; 7,6; 24,2) v dosledku najnizsej
vodivosti (0,016 S/m). Alkalizaciou akceptorového roztoku NaOH na vyslednt koncentraciu
10 mM bola dosiahnuta vyssia vodivost systému (0,234 S/m) aj ako v pripade HAc,
ale prekvapivo plochy pikov boli vyssie (45,9; 17,1; 25,0) ako v pripade pouzitych kyslych
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podmienok. Zvysenim koncentracie NaOH na 25 mM vodivost systému narastla, prenos
bazickych lie¢iv bol nizsi a plocha pikov bola z alkalickych podmienok najnizsia (25,7; 4,3;
5,4) ¢o suhlasi s predpokladom. Pri vyssich koncentraciach NaOH boli znizené plochy pikov
bazickych lie¢iv na minimum (v grafe nie sa zobrazené). Prenos analytov z alkalického
prostredia akceptora do prostredia kapilary je mozny z dovodu jej umiestnenia blizko k FLM.
Hodnota pH zaostrovacieho elektrolytu je voci alkalickému akceptoru nizsia ¢o opat’ podpori
ionizaciu analytov. Vzhl'adom k minimalnemu priestoru medzi FLM a hranou kapilary moze
pravdepodobne dochadzat’ k difiznym procesom medzi prostredim akceptoru a vnitornym
prostredim kapilary. Vobec najvyssia plocha pikov bazickych analytov bola dosiahnuta
Podrobnejsi rozsah podmienok optimalizacie akceptorového roztoku bol skiiSany na redlnej
matrici (Pudsky moc¢) vid’ kapitola 4.3.8. Z vysledkov vyplyva, ze ¢im bola vodivost
akceptorového roztoku nizsia a pH akceptorového roztoku sa blizilo k hodnote 6, tak prenos
analytov cez FLM bol najvyssi. Preto ako akceptorovy roztok bola vybrana deionizovana voda.

Tab. 3: Vypocitané hodnoty vodivosti a pH kyselin V prostredi bezIv 150mM NaCl, pomocou programu
PeakMaster.

Vodivost’ (S/m) pH
ZloZenie
H20 + 150mM NacCl H20 + 150mM NacCl

10mM HAc 0,016 1,419 3,387 3,390
100mM HAc 0,053 1,457 2,881 2,882
300mM HAc 0,093 1,498 2,641 2,642

10mM HCI 0,401 1,752 2,043 2,111
10mM NaOH 0,234 1,576 11,950 11,814
25mM NaOH 0,536 1,832 12,321 12,205
150 mM NaCl 1,402 6,964
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Obr. 18: Vplyv pH akceptorového roztoku na pEME. Podmienky: akceptor (2 z1) obsahoval roztoky
0 koncentracii 0-300mM HCI, NaOH a HAc; donor (5 ) obsahoval 150mM NaCl, 1 ug/ml bazickych
lieciv @ 100mM HAc; FLM (2 4l) bol oktanol; EKS (2 min, 10 kV); zéona NH,Ac bola 300 mM, HDI
(50 s); separacné napdtie +20 kV.

4.2.3 Vplyv zloZenia donorového roztoku na pEME

V priebehu experimentu bolo menené zlozenie donorového roztoku pre puEME. Donor tvoril
fyziologicky roztok (150mM NacCl), bazické lie¢iva (1 pg/ml) v kyslom prostredi. Na okyslenie
systtmu a zabezpelenie ionizacie bazickych lie¢iv boli pouzité vodné roztoky 10mM
HCl a 10mM, 100mM, a 300mM HAc a donorovy roztok s neokyslenou matricou. Bolo
predpokladané, ze ¢im silnejSia a koncentrovanej$ia kyselina bude pouzita, vodivost’
donorového roztoku bude vyssia a prenos bazickych lie¢iv bude nizsi, vid’ teoretické hodnoty
vodivosti a hodnoty pH v tab. 3. Vysledky experimentu su zobrazené na obr. 19. Vysledky
potvrdili predpoklad, ze ¢im je kyselina silnejSia, alebo koncentrovanejsia, vodivost’ roztoku
vzrastala, a prenos bazickych analytov klesal, zaroven plati podmienka, ze donorovy roztok
musi byt okysleny a vodivost’ vzorku je tak Vyééia ako u neokyslenej matrice. Pri pouziti
testovanych donorovych roztokov) a boli dosiahnuté plochy pikov prenesenych analytov (37,2;
7,2; 11,0). Okyslenim donorového roztoku 10mM HCIl bol sposobeny narast vodivosti
(1,752 S/m) a plochy pikov boli navysené (37,6; 12,6; 24,3). Pre 300mM HAc bola znizena
vodivost’ vzorky (1,498 S/m), bol pozorovany nizsi prenos nortriptylinu (29,0), haloperidolu
(10,0), ale loperamid bol prenasany ochotnejsie (31,5). Znizenim koncentracie HAc na 100 mM
bola vodivost’ systému (1,457 S/m) znizena a plochy pikov bazickych lieciv (38,4; 17,4; 48,2)
boli navysené. Najvyééia plocha pikov (49,0; 19,6; 51 7) bola ziskana okyslenim akceptorového

v

(1,419 S/m), ale vyssia ako v pripade neokyslenej matrice. Pre d’alSie experimenty
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bol donorovy roztok vzdy okysleny navyslednti koncentraciu 10mM HAc, ¢o odpoveda
pH hodnote 3,5, kedy st sledované analyty ionizované, ale vodivost’ systému je spolahlivo

nizko, takze ich prenos v ramci extrakcie je dostato¢ne Géinny.
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Obr. 19: Vplyv pH donorového roztoku na yEME. Podmienky: donor (5 z) obsahoval 150mM NacCl,
1 pug/ml bazickych lieciv a HAc 0-300mM, alebo 10mM HCI; FLM (2 ) bol oktanol; akceptor
bola deionizovand voda; EKS (2 min, 10 V), zéna NH,Ac bola 300 mM, HDI (505); separacné
napdtie +20 kV.

4.2.4 Zhrnutie optimalizovanych podmienok pre fyziologicky roztok

V prvom rade boli optimalizované podmienky pre fyziologicky roztok, ktory sluzil
ako simulacia realnych matric, pre vyber zakladnych podmienok. Ako FLM bol vybrany
oktanol, ktory neprepustal ziadne ko-migrujuce latky a bol najlepSou vol'bou zo skuSanych
organickych ¢inidiel (vysledky vid’ 4.2.1). Podmienka pre akceptorovy roztok bolo dosiahnutie
o najniziej vodivosti a zaroveii ionizacie bazickych analytov. Tuto podmienku spinala
deionizovana voda (vysledky vid’ 4.2.2). Donorovy roztok tEME bol okysleny na vyslednu
koncentraciu HAc 10 mM, pri ktorych boli splnené podmienky dostato¢ne kyslého prostredia
pre ionizéciu bazickych analytov, nizka vodivost’ a zaroven toto okyslenie poskytovalo najvyssi
prenos bazickych lie¢iv (vysledky vid’ 4.2.3).

4.3 Aplikacia pEME na realnu matricu — Pudsky moé

Podmienky optimalizované vo fyziologickom roztoku boli vzaté a odskuSané na realnej vzorke
I'udského mocu bez obsahu bazickych lieciv pre overenie zadrzania nechcenych matriénych
komponent aj pre tito realnu matricu. Elektroforegram blanku vid’ obr. 28.

4.3.1 Vplyv zloZenia realnej matrice na upEME

Dalsie experimenty boli prevadzané s 'udskym mocom s obsahom bazickych lie¢iv (1 pug/ml),
okysleny pomocou vodného roztoku HAc na vyslednt koncentraciu 0-300 mM (pH hodnoty
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okysleného moc¢u boli 5-3). Akceptorovym roztokom bola deionizovana voda. HDI zony
NH,Ac bolo znizené na 40 s z dovodu zabezpecenia priestoru medzi zénou NH,Ac a pikmi
bazickych analytov. Vysledky su zobrazené na obr. 20. Na zaklade predchadzajuceho merania
(vid’ kapitola 4.2.3) bolo predpokladané podobné spravanie sa systému. Koncentrovanejsou
kyselinou (300mM HAC) je spdsobena vysSia vodivost systému, V dosledku ¢oho prenos
analytov cez FLM bol najmensi (plocha pikov 29,1; 6,5; 19,1). ZniZenim koncentracie HAc
na 100 mM sa zvysila hodnota pH a vodivost' prostredia sa znizovala, plochy pikov boli
navySené (43,5; 12,7, 27,5). Najvyssie plochy pikov bazickych lie¢iv (54,1; 21,9; 54,7)
vychéadzali pri okysleni donorového roztoku na vysledni koncentraciu HAcC 10 mM,
kedy vodivost’ systému bola najnizsia. Pri neokysleni donorového roztoku s obsahom realnej
ionizéaciou bazickych analytov z dévodu prirodzeného pH mocu. Vysledky potvrdili tvodny
predpoklad, ktory bol vytvoreny nazéklade vysledkov optimalizacie prebiehajicej
vo fyziologickom roztoku (vid’ kapitola 4.2.3), Ze menej vodivé prostredia poskytuju najvyssie
prenosy bazickych lieCiv, ale zaroven musi byt zachovana podmienka pre minimalne okyslenie
donorového roztoku (10mM HAC). Pre d’alSie optimalizacie bol donorovy roztok okysleny
na finalnu koncentraciu HAc 10 mM a jeho pH bolo 4.
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Obr. 20: Vplyv pH donorového roztoku s obsahom redlnej matrice (ludsky moc) na gEME. Podmienky:
donor (5 ) obsahoval ludsky moc, 1 ug/ml bazickych lieciv a 0-300mM HAc; FLM (2 ul) bol oktanol;
akceptor (2 pl) bola deionizovana voda; EKS (2 min, 10 kV); zéna NH,Ac bola 300 mM, HDI (40 s);

separacné napiitie +20 kV.

4.3.2 Vplyv zloZenia akceptorového roztoku na pEME

Donor bol tvoreny neriedenym l'udskym moc¢om obsahujtci 1 pg/ml béazickych lie¢iv a HAC
o vyslednej koncentracii 10 mM. Akceptor bol zloZzeny zvodnych roztokov HAc

0 koncentracidch 0-300 mM. HCl nebola zaradena do experimentu z dévodu nizkych prenosov
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bazickych analytov (vid’ kapitola 4.2.2). Vysledky st zobrazené na obr.21. Vysledky
odpovedaju trendu, ktory bol zaznamenany v predchadzajicej optimalizacii vo fyziologickom
roztoku. S vyssou kyslostou (300mM HAC) prostredia akceptorového roztoku vzrastla
pre 300mM HACc. Pri nizsich koncentraciach HAc boli ziskané lepSie prenosy bazickych lie¢iv
cez FLM v dosledku nizsej vodivosti akceptorového roztoku, aj napriek tomu, ze pH tohto
roztoku mierne vzrastlo. Prenos bazickych lieciv za tychto podmienok sa zvysil (plochy pikov
24,3; 10,3; 25,1). Aplikaciou deionizovanej vody, Kktora ma najnizSiu vodivost
bolo dosiahnutych najvyssich prenosov (plochy pikov 47,3; 22,1; 52,0) cez FLM do kremennej
kapilary. Hodnota pH decionizovanej vody bolaokolo 6. Pre d’alSie optimalizacie bol
ako akceptorovy roztok zapouzitia realnych matric zvolena deionizovana voda.
Pre pokracovanie a hladanie podmienok boli odskiSané tieto zdkladné podmienky,

ktoré boli d’alej doplnené o alkalické prostredie akceptorového roztoku (vid’ kapitola 4.3.8).
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Obr. 21: Vplyv okyslenia akceptorového roztoku na pEME s obsahom redlnej matrice (ludsky moc)
Podmienky: donor (5 ) obsahoval ludsky moc, 1 ug/ml bazickych lieciv a 10mM HAc; FLM (2 ) bol
oktanol; akceptor (2 ul) vodné roztoky HAc (0-300 mM); EKS (2 min, 10 kV); zéna NH,Ac bola
300 mM, HDI (40 s); separacné napdtie +20 kV.

4.3.3 Optimalizacia doby EKS davkovania

Cas davkovania bol skusany v rozmedzi 30-120 s. Experiment prebiehal za pouZitia realnej
matrice (Pudsky moc), upravenej podl'a podmienok (vid’ kapitola 3.1.3). Akceptorom bola
deionizovana voda. So zvySujucim ¢asom EKS davkovania bol oCakavany vyssi prechod
analytov bazickych lieCiv (vysSie plochy a vysky pikov). Pri EKS davkovani pocas
30 s bol transport bazickych analytov cez FLM najmensi, plocha pikov bola (39,6; 7,2; 14,0)
avyska pikov bola najmensia (12,1; 3,4; 54). ZvySenim casu EKS davkovania (60 S)
bol pozorovany narast plochy pikov (56,7; 15,8; 31,2) aj vysky pikov (15,2; 4,0; 6,8). Najvyssi
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prenos bazickych analytov bol zaznamenany pri EKS davkovani 120 s. Plocha pikov bola
najvyssia (62,8; 27,6; 52,5) a vySka pikov bola mierne zvysena (15,8; 5,6; 8,5) oproti 60 s.
Dévkovanie 2 minut zabezpecilo najvyssiu vysku pikov, kde dlhsi ¢as EKS davkovania
uz nemal zmysel, pretoze vyska pikov nebola navysend, ale dochadzalo k rozsirovaniu pikov

a ich prekryvu (ko-migracii). Vysledky a podmienky experimentu s zobrazené na obr. 22.
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Obr. 22: Optimalizdacia doby EKS davkovania. Podmienky: cas EKS davkovania (30-120 s); donor
(5 gd) obsahoval moc, 1 ug/ml bazickych lieciv a 10mM HAc; FLM (2 ¢) bol oktanol; akceptor
bola deionizovand voda; EKS 10 kV,; zéona NH,Ac bola 300 mM, HDI (40 s); separacné napditie
+20 kV.

4.3.4 Optimalizacia objemu FLM pre pEME

Optimalizovany bol objem FLM v rozsahu 1-4 ul. Meranie prebiehalo s realnou matricou
(Pudsky  moc¢) upravenou podla podmienok (vid’ kapitola 3.1.3).  Akceptorom
bola deionizovana voda. Oc¢akavalo sa, ze ¢im bude aplikovany objem FLM niZ§i, tym bude
migracia bazickych analytov prebiehat ochotnejSie aza vysSich prenosov. Extrakcia
prebiehajica s FLM o objeme 1 ul tento predpoklad nepotvrdila. Plocha pikov bazickych lie¢iv
Vv tenkej zone FLM nepatrny vir, ktory umozioval prechod balastnych latok do akceptorového
roztoku. Zvysujicim sa objemom (2 pul) FLM bola zabezpecena stabilita phEME a transport
bazickych analytov bol najvyssi (46,5; 16,2; 41,7). Dalim navysenim aplikovaného objemu
na4 ul bol sposobeny mensi narast nortriptylinu (47,7) aplochy pikov haloperidolu
a loperamidu boli znizené (14,9 a 33,4). Loperamid a jeho rozdielny transport cez FLM moéze
byt spdsobeny rozdielnou hrubkou FLM, kde pri vysSich objemoch bol prenos tohto lieciva
niz§i. Pre d’alSie merania bol vysledny objem FLM zvoleny na 2 pl. Pri tejto hodnote je zaistena
stabilita pri prenosoch a dosiahnuté plochy pikov su najvyssie. Vysledky experimentu

su zobrazené na obr. 23
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Obr. 23: Optimalizdcia objemu FLM. Podmienky: FLM (1-4 ) bol oktanol; donor (5 z) obsahoval
ludsky mo¢, 1 ug/ml bazickych lieciv a 10mM HAc; akceptorom (2 ) bola deionizovand voda; EKS
(2 min, 10 k¥); zona NH,Ac bola 300 mM, HDI (40 s); separacné napdtie +20 kV.

4.3.5 Optimalizicia objemu akceptorového roztoku

Akceptorovy roztok bol davkovany do nEME jednotky v rozsahu objemov 1-4 ul. Donorovy
roztok pozostaval z 'udskej moci obsahujtcej bazické lieCiva o koneénej koncentracii 1 pug/mi
a 10mM HAc. Bolo predpokladané, ze ¢im mensi objem akceptorového roztoku bude, tym bude
kapilara blizSie k rozhraniu s FLM, tym bude zaisteny mens$i priestor na diftizne procesy
a to zaisti leps$i prenos bazickych analytov. Experimentalne vysledky st zobrazené na obr. 24.
Najmensie hodnoty plochy pikov bazickych lieciv (54,7; 8,4; 27,9) boli ziskané pri davkovani
akceptorového roztoku o objeme 4 pl. ZniZzenim objemu akceptorového roztoku (1-2 pl)
bol pozorovany mierny narast plochy pikov bazickych lieciv (68,9 a 66,8; 18,0 a 17,4; 50,1
a 49,8), kde najvyssi rozdiel plochy medzi tymito experimentmi dosahoval 3%. Na zaklade
experimentadlnych dat je mozné konStatovat, ze objem akceptorového roztoku pEME
je dostato¢ne nizky uz pri 2 ul a plocha pikov sa S0 znizujucim objemom vyrazne nemenila.
Pre d’alsie experimenty bol objem akceptora optimalizovany na 2 pl. Objem 1 pl nebol zvoleny
z dovodu obt'azného zaistenia potrebnej pozicie kapilary v tak malom objeme ¢o nebol problém
pri vys$ich objemoch (2 a 4 ul).
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Obr. 24:  Optimalizacia objemu  akceptorového  roztoku. Podmienky: Akceptor (1-4 ul)
bola deionizovand voda, donor (5 ul) obsahoval moc, 1 ug/ml bdzickych lieciv a 10mM HAc; FLM
(2 yd) bol oktanol; EKS (2 min, 10 kV), zéna NH,Ac bola 300 mM, HDI (405s); separacné
napdtie +20 kV.

4.3.6 Optimalizacia objemu donorového roztoku pEME

Experimentalne skG$any rozsah objemu donorového roztoku bol vrozmedzi 2-10 pl.
Bol ofakavany narast transportu bazickych lieCiv so zvySujicim sa objemom donorového
roztoku. Tento predpoklad bol experimentalne overeny. Pri davkovani 2,5 ul donorového
roztoku do tEME bolo dosiahnutych najnizsich prenosov (plochy pikov 56,1; 18,6; 34,5).
Davkovanim objemu 5 ul do pEME bolo dosiahnutych podobnych hodnét plochy pikov (60,8;
18,8; 44,0) ako v pripade 2,5 ul. Najvyssie plochy pikov (97,4; 22,0; 74,4) boli dosiahnuté
davkovanim donorového roztoku o objeme 10 ul. Pre d’alsie experimenty bol objem
donorového roztoku stanoveny na 10 ul abola potvrdena prvotna tvaha o zvaéSujicom
sa prenesenom mnozstve bazickych lieCiv so zvySujucim sa objemom donorového roztoku.
V sticasnom experimentdlnom usporiadani nebolo mozné pouzit vicsi objem donorového
roztoku, ale oCakava sa, ze d’alSim navySenim objemu by mohli plochy pikov narastat’.

Vysledky experimentu su zobrazené na obr. 25.
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Obr. 25: Optimalizdcia objemu donorového roztoku pfEME. Podmienky: donor (2,5-10 ul) obsahoval
udsky moc, 1 ug/ml bazickych lieciv a 10mM HAc; FLM (2 wd) bol pouzity oktanol; akceptorom (2 gd)
bola deionizovana voda; EKS (2 min, 10 kV); zéna NH,Ac bola 300 mM, HDI (405s); separacné
napdtie +20 kV.

4.3.7 Optimalizacia extrakéného napéitia pEME

Bolo optimalizované napétie v rozsahu 1-20 KV. Donorovy roztok obsahoval 'udsky mog,
bazické analyty o koncentracii 1 ug/ml a 10mM HAc. Akceptorom bola deionizovana voda.
Bolo predpokladané, Ze ¢im vicSie extrakéné napétie bude na elektrody aplikované, tym bude
transport bazickych lie¢iv prebiehat’ rychlejsie a v kone¢nom dosledku sa prenesie vyssie
mnozstvo bazickych analytov za rovnaky ¢as. Vysledky st zobrazené na obr. 26. Napitie
0 hodnote +1 kV sposobovalo najpomal$iu migraciu ionizovanych bazickych liec¢iv. Tym bola
napitia bolo zaistené postupné navySovanie ploch pikov bazickych lieciv vplyvom rychlejSej
migracie bazickych lie¢iv. Najvyssie plochy pikov boli ziskané pri extrakénom napéti +10 kV
(89,1; 21.,4; 69.,8). Dalsie zvySovanie napétia +15 kV (89,3; 23,8; 59,1) a +20 kV (93,4; 23,9;
41,0) nemalo zmysel. Tieto hodnoty napitia sa ukazali ako nestabilné ato z dévodu
vznikajuceho viru v zone FLM zapri¢ineného rychlou migraciou analytov cez FLM a spolu
snimi boli vtahované aj niektoré balastné komponenty. V tomto rozmedzi napiti stabilita
a opakovatelnost’ systému klesala. Preto ako najstabilnejSie extrakéné napitie pre d’alSie
experimenty bola vybrana hodnota +10 kV. Pri tomto napati bola zaistena opakovatel'nost
merani aj ich stabilita (RSD < 8%).
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Obr. 26: Optimalizacia extrakcéného napdtia. Podmienky: donor (10 ul) obsahoval moc¢, 1 pg/ml
bazickych lieciv a 10mM HAc; FLM (2 ) bol oktanol; akceptor bola deionizovand voda; EKS (2 min,
10 kV), zona NH,4Ac bola 300 mM, HDI (40 s); separacné napdtie +20 kV.

4.3.8 Optimalizacia finalnych podmienok pre aplikiacie p(EME na Pudsky mo¢

Na zaver boli vSetky vybrané optimdlne podmienky aplikované do jedného experimentu,
na otestovanie chovania realnej matrice pri uLEME a najdeni optimalnych podmienok a zloZenia
akceptorovej faze, ako jeden z kl'icovych parametrov k dosiahnutiu vysokotéinnej extrakcie.
Tu bol podrobnejsie odskusany alkalizovany akceptorovy roztok. Obsah donoru tvoril I'udsky
mo¢, bazické lie¢iva o koncentracii 1 ug/ml a 10mM HAc. Akceptorovy roztok obsahoval
vodné roztoky HAc, alebo NaOH o vyslednych koncentracii 0-300 mM. HCI nebola do tohto
experimentu zahrnuta z dovodu vysSej vodivosti spdsobujucej nizs$iu Ucinnost HUEME
(vid’ kapitola 4.2.2). Na zaklade tychto vysledkov merania bolo predpokladané podobné
spravanie sa systému. Vysledky st zobrazené na obr. 27. Vysledky potvrdili podobné spravanie
systému, aké bolo pozorované pri optimalizacii akceptorového roztoku so 150mM NaCl
(vid’ obr. 18). Vseobecne pri znizovani koncentracie pridanych latok dochadzalo k navySovaniu
prenosu analytov. Pri zvySovani koncentracie Kyseliny a hydroxidu v akceptorovom roztoku
dochadzalo k zhorSeniu prenosu z dovodu vysSej vodivosti. NajlepSie vysledky experimentu
ImM HACc a deionizovana voda a medzi jednotlivymi meraniami nie je podstatny rozdiel.
Prenos bazickych analytov v alkalickom prostredi je vysvetlitelny obdobne ako v kapitole
4.2.2, difiznymi procesmi na rozhrani kapilara-FLM, kde pre nizko koncentrované roztoky
akceptoru sa tento efekt prejavil eSte viac, Co spdsobilo zanedbatel'né rozdiely medzi 1mM
HAc, NaOH adeionizovanou vodou. Ako findlny akceptorovy roztok bola zvolena
deionizovana voda, ktora poskytla plochy pikov 94,4; 22,8; 68,2 z dovodu zachovania
¢o najjednoduchsieho zlozenia akceptorového roztoku bez obsahu sodikovych iénov,

ktoré by mohli ovplyvnit’ priebeh analyzy.
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Obr. 27: Vplyv pH akceptorového roztoku na uEME obsahujicu redlnu matricu. Podmienky: donor
(10 wd) obsahoval ludsky moc¢, 1 ug/ml bazickych lieciv a 10mM HAc; FLM (2 gl) bol oktanol;
Akceptorom (2 wl) boli vodné roztoky 0-300mM NaOH a HAc; EKS (2 min, 10 V), zéna NH,Ac
bola 300 mM, HDI (40 s); separacné napdtie +20 kV.

4.3.9 Zhrnutie optimalnych podmienok pre Pudsky moc¢

Realnou biologickou vzorkou sluziacou pre obsirnejSie optimalizacie bol Tudsky mo¢
S pridanym obsahom 1 pg/ml bazickych lieciv. Donorovy roztok poskytoval najvécsie vytazky
prenosu, ked’ bol okysleny HAc na findlnu koncentraciu 10 mM. Ako najvyhodnejSie
akceptorové prostredie sa osvedcilo pouZitie deionizovanej vody. EKS davkovanie prebiehalo
najefektivnejSie po dobu 2 minat. Objemy jednotlivych faz pEME boli optimalizované
nasledovne: donor 10 ul, FLM 2 ul a akceptor 2 pl. Extrakéné napétie bolo z hl'adiska stability,
extrakéného Casu a intenzity prenosu najlepsie pri 10 KV. Tieto optimalizacie zabezpecili
najvyssie prenosy bazickych lieCiv pocas pEME. Na obrazku obr. 28 je mozné vidiet
elektroforegramy zobrazujuce porovnanie (pri optimalizovanych podmienkach) HDI vodného
roztoku Standardu a EKS blank mocu a vzorky mocu s pridanym obsahom lie¢iv. Oproti HDI
Standardu doslo pri uLEME a naslednom EKS k zakoncentrovaniu analytov (7-25 krat). Zaroven
oproti klasickym EME a pnEME bola dosiahnuté4 ¢asova Uspora, kde extrakcia bazickych lieciv
v spojeni s davkovanim do kapilary trvala len 2 mintty, pricom klasické extrakcie zvycajne
trvaji okolo 5-30 minut. Tieto optimalizované podmienky boli vzaté a aplikované na iny druh
komplexnej matrice — kapilarnu krv vo forme suchych krvnych bodiek.
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Obr. 28: Elektroforegram neriedeného ludského mocu (EKS) a Standardu (HDI). Podmienky: donor
(10 wd) obsahoval neriedeny ludsky moc s/bez 1 ug/ml bazickych lieciv a 10mM HAc; FLM (2 ul)
bol oktanol; akceptorom (2 ul) bola deionizovand voda; EKS (2 min, 10kV); zéna NH,Ac
bola 300 mM, HDI (40 s); separacné napdtie +20 kV. Podmienky pre Standard: zéna NH,Ac
bola 300 mM, HDI (40 s); 1 ug/ml bazickych lieciv v deionizovanej vode (10 s, vyskovy rozdiel 30 cm).
A - neriedeny ludsky moc s 1 ug/ml bazickych lieciv a 10mM HAc, B - blank neriedeny ludsky moc¢
a 10mM HAc, C - standard bazickych lieciv 1 pg/ml v deionizovanej vode. 1 - NH,Ac, 2 - nortriptylin,
3 - haloperidol, 4 - loperamid.

4.3.10 Pracovny rozsah a linearita metody

Donor nEME obsahoval mo¢, bazické lie¢iva o koncentracii (0,1-4 ng/ml) a 10mM HAc. FLM
bol oktanol a akceptorom bola deionizovana voda. Boli vypocitané LOD a LOQ (vid’ kapitola
2.8.1). RSD pre plochu pikov bola vzata z piatich merani pre koncentraciu bazickych lie¢iv
1 ug/ml. Jej hodnoty nie su vaésie ako 10%. Vypocitané hodnoty LOD, LOQ, RSD a koeficient
spol'ahlivosti st zobrazené v tab. 4.
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Tab. 4: Vypocitané validacné parametre yfEME-CE. Podmienky: donor (10 wl) obsahoval moé, bazické
lieciva o koncentracii (0,1-4 pug/ml) v 10mM HAc. FLM (2 @) bol oktanol a akceptorom (2 yl)
bola deionizovand voda; EKS (2 min, 10 kV); zéna NH,Ac bola 300 mM, HDI (40 s); separacné napditie
+20 kV.

Nortriptylin Haloperidol Loperamid
LOD [ug/ml] 0,006 0,024 0,041
LOQ [ug/ml] 0,022 0,081 0,136
RSD [pg/ml] 3,7 8,3 10,0
R? 0,9976 0,9961 0,9924

4.4  Aplikacia pEME na analyzu suchych krvnych bodiek

4.4.1 Aplikacia optimalizovanych podmienok na suché krvné bodky

Dal3ou skuisanou matricou bola kapildrna krv vo forme DBS. T4 je z pohl'adu analyz bazickych
(aj inych) lie¢iv touto technikou zaujimava a tato forma krvi je v popredi zaujmu sucasnych
vyvojov analytickych technik. Pridanim lieCiv do krvi bola zaistena ich potrebna koncentracia
v donorovom roztoku. Cela bodka DBS s obsahom bazickych lie¢iv bola vyrezana pomocou
kruhového vrtaku o priemere 9,5 cm a bola umiestnena na dno vialky pomocou pinzety.
Velkost' vyrezavanej karty Whatman 903 bola zvolena tak, aby vyrez bodky presne zapadol
do vialky. Vyrez celej bodky zaistil potladenie vplyvu hematokritu majuceho vplyv
na nehomogénnu distribuciu analytov a mnozZstvo matrice. Koncentrécia lie€iv pridana do DBS
bola volena tak, aby po elucii DBS v kone¢nom objeme 200 pl (pri predpokladanej uplnej eltcii
z DBS) bola 1 pg/ml. K DBS umiestnenej na dne vialky bolo pridanych 100 pl 100% metanolu
a roztok sa pretrepaval po dobu 1 minuty. Tato uprava zaistila, ze eluat bol Ciry a bez krvnych
proteinov a krvnych farbiv, ktoré zostali zachytené v celulézovej Struktire vzorkovacej karty.
Deproteinacia vzorku 100% metanolom po dobu 1 mintty je nutny krok predupravy
komplexnej matrice, aby nedochadzalo pri pEME ku znizeniu reprodukovatelnosti
a destabilizacie extrakcie. Tie vznikaju v dosledku vytvorenia z(zeného virového kanalu
vo FLM, ktory by potom umoznil prienik nepredistenej matrice do akceptorovej fazy
anasledne do separacnej kapilary. Po elucii metanolom bola pridand deionizovanid voda
aroztok bol pretrepavany po dobu 10 minit a nazaver bol eluat okysleny na vyslednt
koncentraciu HAc 10 mM (pH vysledného eluatu bolo 4). Pridavkom vodnej fazy boli zaistené
podmienky, pri ktorych nedochadzalo k destabilizacii FLM v dosledku prili§ vysokej
koncentracie metanolu. Zavereéné okyslenie HAC zaistilo ionizaciu analytov. Tento postup
pripravy vzorky bol prevzaty a upraveny na zaklade prace [80].

Vzorky l'udskej kapilarnej krvi bez pridavku lieciv (vo forme DBS) boli pouzité ako slepa
vzorka. V migra¢nych ¢asoch analytov neboli detekované ziadne analytické signaly, ktoré by
preukazovali ko-migraciu dalSich latok. Vysledné elektroforegramy analytov DBS
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st zobrazené na obr.30. Zaznam demonstruje eluciu slepej vzorky avzorky DBS
s pridavkom 1 pg/ml bazickych lie¢iv a HDI Standardu bazickych lie¢iv 0 koncentracii 1 pug/ml
v deionizovanej vode. Cudska krv vo forme DBS poskytovala najvyssie plochy pikov (97,4;
35,8; 28,3) oproti HDI standardu (3,7; 2,9; 3,2), ¢o mohlo byt zapric¢inené prostredim metanolu,

ktory znizoval vodivost” donorového roztoku.

4.4.2 \plyv zloZenia realnej matrice na upEME

Krvna bodka bola eluovana v 100% metanole s naslednym pridavkom vody (finalne 50% obj.
metanolu), ¢im sa odstranil neziadici vplyv velkého mnozstva matricnych zloziek.
Koncentracia bazickych lie¢iv vo vyslednom donorovom roztoku bola 1 pg/ml (pévodna
koncentracia bazickych analytov v DBS bola 10 ug/ml) atato matrica bola okyslena HAc.
Koncentracie HAc v donorovom roztoku boli testované 1 mM, 10 mM, 100 mM a 300 mM
aktomu bola odskaSand neokyslena matrica. Bol ocakavany podobny trend,
aky bol pozorovany pri optimalizacii donorového roztoku s obsahom mocu (vid kapitola
4.3.1). Bolo predpokladané aj na zéklade predchadzajiceho merania s 'udskym mocom, ze ¢im
bude vodivost’ donorového roztoku vysSia, tak prenosy bazickych analytov budi niZSie.
S klesajicou vodivostou je mozné obecne ocakavat vysSsSie prenosy, ale vodivost’ vzorky
by mala byt vysSia nez je hodnota vodivosti neokyslenej matrice. Vysledky zobrazené
(plochy pikov 12,6; 2,7; 1,2) bazickych lie¢iv v dosledku vacSieho pH voci okyslenym
donorovym matriciam. Viac okyslené roztoky (300 a 100mM HACc), kde vodivosti vzoriek
st najvyssie spomedzi merané¢ho rozsahu, poskytuju vyssi prenos bazickych analytov (12,0;
5,7; 5,2 a34,1; 17,0; 11,1) ako v pripade neokyslenej rozpustenej krvi. Donorovy roztok
okysleny na finalnu koncentraciu 1 mM HAc vykazoval vyssie prenosy bazickych lieciv
(plochy pikov 31,5; 10,6; 8,5) z dovodu zvySenej ionizacie analytov vd’aka znizovaniu pH.
Najvyssie prenosy bazickych lie¢iv (plochy pikov 85,1; 29,6; 27,7) boli dosiahnuté pri okysleni
donorového roztoku na findlnu koncentraciu 10 mM. Pri tejto koncentracii je splnena
podmienka minimalneho okyslenia potrebného pre ionizaciu bazickych analytov a optimalnu

vodivost’ prostredia.
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Obr. 29: Vplyv pH donorového roztoku s obsahom redlnej matrice (kapilarna krv) na pEME.
Podmienky: donor (10 ) obsahoval kapilarnu krv, 1 ug/ml bazickych lie¢iv a 0-300mM HAc, 50%
metanol; FLM (2 g) bol oktanol; akceptor (2 wl) bola deionizovand voda; EKS (2 min, 10 kV); zéna
NH,Ac bola 300 mM, HDI (40 s), separacné napctie +20 kV.

4.4.3 Zhrnutie optimalnych podmienok pre suché krvné bodky

Sucha krvna bodka bola eluovana v metanole a nasledne vodou a okyslena vodnym roztokom
HAc na vysledni koncentraciu 10 mM. Obsah bazickych lie¢iv v takto pripravenom
donorovom roztoku bol 1 pg/ml. Ostatné extrakéné podmienky boli prevzaté
z optimalizovanych podmienok pre I'udsky mo¢ a ich aplikovatel'nost’ bola overena na tejto
matrici. Objem donoru pre extrakcie bol 10 ul. FLM (2 ul) bol oktanol. Akceptorom (2 ul) bola
deionizovana voda. EKS prebiehalo najefektivnejSie po dobu 2 minut pri extrakénom napéti
10 kV. Tieto podmienky nEME zaistili najvyssi prenos bazickych lie¢iv cez FLM. Porovnanie
HDI standardu, EKS okysleného blanku krvi bez bazickych lieciv a EKS krvi s bazickymi
lieCivami st zobrazené na obr. 30. Oproti HDI $tandardu bolo dosiahnuté zakoncentrovanie
v rozmedzi 13-33 krat. Optimalizované podmienky zarucuju rychly (do 2 mintt) extrakény
proces spolu s priamym davkovanim do kapilary pre naslednt analyzu. Tato metoda pontka
vysoku usporu Casu (2—15 krat) aj na tejto matrici.
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Obr. 30 Elektroforeogram DBS (EKS) a standardu (HDI). Podmienky: EKS davkovany donor (10 zd)
obsahoval DBS s/bez 1 ug/ml bazickych lieciva 10mM HAc; FLM (2 ¢d) bol oktanol; akceptorom (2 zd)
bola deionizovana voda; EKS (2 min, 10 kV); zéna NH,Ac bola 300 mM, HDI (40 5s); separacné
napdtie +20 kV. Podmienky pre Standard: zona NH,Ac bola 300 mM, HDI (40 s); 1 ug/ml bazickych
lieciv v deionizovanej vode (10 s, vyskovy rozdiel 30 cm). A - DBS s 1 ug/ml bazickych lieciv a 10mM
HAc, B-blank DBS a10mM HAc, C - standard bazickych lieciv 1 ug/ml v deionizovanej vode.
1-NH,Ac, 2 - nortriptylin, 3 - haloperidol, 4 - loperamid.

4.4.4 Pracovny rozsah a linearita metédy

Donorovy roztok po eltcii krvnej bodky obsahoval bazické lie¢iva o koncentracii 0,052 ug/ml
a 10mM HACc v prostredi 50% metanolu. FLM bol oktanol a akceptorom bola deionizovana
voda. Boli vypocitané LOD a LOQ (vid’ v kapitole 2.8.1). RSD pre plochy pikov bazickych
lie¢iv bola vypocitana z piatich merani 0 koncentracii bazickych lieciv 1 pg/ml. Hodnoty RSD
nepresahuju 9%. Vypocitané hodnoty LOD, LOQ, RSD a koeficient spol’'ahlivosti st zobrazené
v tab. 5.

Tab. 5: Vypocitané validacné parametre uEME-CE. Podmienky: donor (10 i) obsahoval DBS, bazické
lieciva o koncentracii (0,05-2 pg/ml) a10mM HAc. FLM (2 wl) bol oktanol a akceptorom (2 zd)
bola deionizovand voda; EKS (2 min, 10 kV); zéna NH,Ac bola 300 mM, HDI (40 s); separacné napdtie
+20 kV.

Nortriptylin Haloperidol Loperamid
LOD [ug/ml] 0,004 0,015 0,019
LOQ [ug/ml] 0,013 0,049 0,062
RSD [pg/mi] 2.8 8,7 7,5
R? 0,9970 0,9938 0,9962
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4.5 Porovnanie navrhnutej inStrumentacie s ostatnymi pEME

Tato kapitola zhrnuje prednosti a dosiahnuté vyhody tejto prace oproti predchadzajicim
publikovanym pracam, ktoré sa zaoberali tLEME Vv spojeni s CE a boli zamerané na dosiahnutie
zakoncentrovania analytov, alebo na automatizaciu celého procesu.

Jedna znedavnych prac posuva vyvoj v oblasti zakoncentrovania analytov priamo
do organickej fazy, ktora je nasledne analyzovana [4]. Tato praca vyuziva minimalne mnozstvo
FLM, vol'ne umiestnenej na vd¢Som objeme roztoku donoru a do obidvoch faz su vlozené
elektrédy pre prenos. Znacnou nevyhodou tejto prace bolo, ze kvapka organického solventu
bola nestabilna, musela byt pre analyzu nasledne odobrana ru¢ne pipetou a dopravena
do systtmu CE manualne. Nekompatibilita niektorych organickych solventov naviac
sposobovala problémy pri separatnom kroku a museli byt’ riedené metanolom (¢im sa opat’
znizila citlivost’ metddy) a kapilara musela byt’ dokladne premyvané organickym solventom.
Tieto kroky boli vyvazené dosiahnutim nizsich detekénych limitov (LOD: nortriptylin 5 ng/ml,
haloperidol 8 ng/ml a loperamid 5 ng/ml). Vyhoda systému navrhnutého v tejto diplomovej
praci je, ze odbtrala oproti zmietiovanej praci niekol’ko krokov: manudlne prendsanie
organickej fazy a jeho riedenie pre moznost’ analyzy, manipulaciu s kvapkou organického
solventu (FLM) na povrchu roztoku donoru pre moznost’ analyzy a obnovenie povrchu kapilary
organickym solventom a vyrazne znizila objem vzorky.

Druha praca pracovala v obdobnom usporiadani a bola taktiez prepojend s CE, avSak
v off-line rezime [5]. Tato praca bola zamerana na automatizaciu a manipulaciu s roztokmi
pre prevedenie extrakéného kroku akompletné prenosy analytov z donorovej fazy
do akceptorovej s cielom dosiahnutia o najvyssej extrakénej Géinnosti. AvSak tato praca
poskytovala len poloautomatické prevedenie UEME aopdt’ bol nutny manudlny prenos
akceptorovej fazy do CE systému. Oproti predchadzajiicej prace tu dochadzalo k takmer
kompletnému prenosu vybranych lie¢iv (LOD pre nortriptylin 0,1 ug/ml, haloperidol 0,1 pg/ml
a loperamid 0,15 pg/ml), do CE systému sa prenasala len Cistd vodna faza s bazickymi
analytmi, ale v ramci tejto separacie neprebiehalo ziadne d’alSie zakoncentrovanie.

Prezentovanému usporiadaniu sa najviac priblizovala praca vyuZivajica komeré¢nu CE
zostavu, kde vsetky kroky boli automatizované [1]. Tato praca uskutoéfiovala operacie
so vSetkymi roztokmi pre WEME aj nasledny CE separa¢ny krok automaticky v ramci
nastavenej sekvencie. Bolo dosiahnutych pomerne nizkych detekénych limitov (LOD
pre paraquat 4 ng/ml a diquat 5 ng/ml). Avsak tato praca poukazovala iba na vyuzitie principu
a zlepSenie oproti ostatnym pracam vyuzivajuce len EKS a tITP, pripadne d’alsie zaostrovacie
a prekoncentraéné techniky popisované v Uvodnych castiach tejto diplomovej praci,
ale publikovana praca sa nezaoberala analyzami zlozitejSich matric, ani ich nijakym spésobom
nekomentovala. K analyzam slazili len vzorky rie¢nej vody s obsahom herbicidu. Dalsou
nevyhodou tejto publikovanej techniky bola nutnost’ preciznej manipulacie s kapildrou

a malymi objemami roztokov, ¢o predovsetkym u viskoznejSich organickych solventov moze
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byt problém. Dalej to bola samotna nutnost manipulacie a interakcie kvapky organickej
membrany s povrchom kapilary, ¢o méze pri nutnosti vol'by odlisnych kvapalnych membran
(ENB, NPOE) ¢init’ zna¢né problémy pri CE analyze, takZe tato technika je vyrazne limitovana
pouzitim organického solventu, ktory neinteraguje s vnutornym povrchom kapilary. Ako d’alSia
vel’ka nevyhoda je, Ze pre elektrokinetické nadavkovanie vzorku sa musela kapilara
a aj elektrédy ponorit’ do roztoku donoru, takze pri pouziti komplexnej$ej matrice, by doslo
k nachytaniu  matricnych komponent na elektrody avonkaj$i povrch Kkapilary,
¢o by ovplyviiovalo nasledné analyzy. Aj naprick pouzitiu komerénej inStrumentacie
a automatizovatelnosti celého procesu ma tato technika radu nevyhod a limitov,
ktoré obmedzuju toto usporiadanie na celkom uzky rozsah pouzitia len kompatibilnych
organickych membran a zloZenim matrice jednoduchych vzoriek. Usporiadanie prezentované
v tejto diplomovej praci méa oproti tejto technike vyhodu, Ze organickd membrina ani
akakol'vek vzorka so zlozitou matricou nepride do kontaktu s kapilarou a analyty st davkované
taktiez priamo do kapilary, kde st nasledné zaostrené a zakoncentrované behom CE analyzy.
Dalsie publikované prace sice vyuzivajii principy EKS, online zakoncentrovanie behom
separa¢ného kroku, alebo behom davkovania vzorky, ale je tu vynechand faza precistenia
analytov cez selektivnu organicki membranu tak, ze kapilara s elektrodou je ponorena
do roztoku vzorku a pouzitel'nost’ na telové tekutiny sa tak znizuje.

InStrumentalne prevedenie systému popisované v tejto diplomovej praci zjednodusuje pracu
so vzorkami o niekolko krokov. Prvym zjednodusenim bolo pouzitie jednej inStrumentacie
pre obidva kroky (LEME a CE). Za druhé bolo zabezpetené davkovanie sledovanych analytov
z donorového roztoku priamo do kremennej kapilary CE, ktora sa nachadza v Cistej Casti
(v akceptorovom roztoku), takze nie je mozné aby sa ¢ast’ matrice a analytov uchytila na tychto
komponentoch a skresl'ovala tak analyzy. Dalej je to odbuiravanie krokov, kedy akceptorovy
roztok musel byt manudlne prenaSany, eventudlne upraveny pre nasledné CE stanovenie
a davkovanie analytov prebiehalo uz stbezne s extrakciou. Naviac tato praca zabezpecuje
d’alsie zaostrenie a zakoncentrovanie analytov, ¢i uz v ramci prenosu z donorového roztoku,
alebo behom separacie vd’aka pouzitiu zaostrovacieho elektrolytu.

Napriek vSetkym spomenutym vyhodam tato metdda v tomto inStrumentalnom usporiadani
zatial neumoziiuje automatizaciu celého procesu. Umiestnenie kapilary do akceptorového
roztoku vyzaduje manualnu a preciznu pracu vzdy, tak aby bola kapilara umiestnena v rovnakej
polohe od FLM. Pre niektoré bazické lie¢iva LOD tejto metddy nemusi dostacovat
pre spol’ahliva detekciu sledovanych analytov na Grovni ich terapeutickych hladin. Vetky tieto
nedostatky su v sucasnej dobe predmetom dalSieho vyskumu, ktory povedie k d’alSiemu

zlepseniu navrhovaného analytického postupu.
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5 Zaver

Ciel'om tejto diplomovej prace bol vyvoj in-line inStrumentacie prepojujicej uEME s CE spolu
s prekoncentratnymi technikami EKS atlTP a experimentidlne otestovanie navrhnutého
inStrumentalneho prepojenia pre priamu analyzu realnych komplexnych biologickych vzoriek.
Pre moznost’ plnej kontroly a presnej manipulacie s jednotlivymi komponentami (kapilara,
elektrody) systému bola zvolena praca na laboratornej CE ststave, kde bolo mozné pozorovat
prebiehajuce procesy v uEME Vredlnom ¢ase. Vyvinuty systém poskytuje precistenie
modelovych analytov Vv komplexnych biologickych vzorkach, zakoncentrovanie analytov
Vv separacnej kapilare a nasledne ich analyzu. Oproti predchadzajucim publikovanym systémom
vyuzivajuce LEME v ramci komercénej CE zostavy bol v tejto praci zamedzeny kontakt kapilary
s prostredim vzorky a vylu¢uje manipulaciu s organickou fazou vo vnutri kapilary. Dalej tato
metoda pontka vysokt usporu ¢asu pocas WEME, kde ¢as extrakcie spolu s davkovanim
bol vyrazne znizeny (2 min) oproti klasickym off-line EME a uEME systémom (5-30 min).

V ramci tejto prace boli optimalizované extrakéné a separaéné podmienky, prevedené
na realnej matrici (I'udsky moc€) s pridavkom modelovych analytov. Optimalizécia zahriiovala
v prvej rade odladenie samotného separaéného kroku a zaostrenie analytov v ramci tITP.
Nasledovala optimalizacia extrakénych podmienok, predovsetkym zlozenie a objemy
jednotlivych faz, doby a velkosti vlozeného napédtia. Na zaver boli vybrané podmienky
aplikované na d’al$iu realnu matricu — eluované suché krvné bodky s pridanymi lie¢ivami,
ktoré potvrdili robustnost’ optimalnych podmienok z hladiska moznosti pouzitia réznych
matric.

Perspektivou do budicna vzhl'adom k dosiahnutym niz$im limitom detekcie predstavenej
techniky, ktoré boli zrovnatel'né, alebo vysSie ako terapeutické hodnoty modelovych lie€iv,
by mohla byt aplikacia citlivejSicho detekéného systému (hmotnostna sepktrometricka
detekcia), alebo d’alsie upravy, extrakénych a separaénych podmienok (napriklad zmena
zékladného  elektrolytu, doplnenie  termina¢ného  elektrolytu s optimalizovanou
elektroforetickou mobilitou a iné), ¢o je predmetom d’alSicho skumania.

Predlozena diplomova praca otvorila nové moznosti pre vyuzitie in-line nEME-CE
usporiadania pre analyzu komplexnych vzoriek biologického pdvodu s komplexnej$im
zlozenim. Bola tak nacrtnutd cesta k zjednoduSeniu a moznej automatizacie tejto metody
a aplikécii na roznu Skélu telovych tekutin. Atraktivnost’ tejto metddy modze naviac zvysit
nasledny vyvoj, ktory zaisti dosiahnutie potrebnych detekénych limitov analytov v rozsahu
terapeutickych koncentracii (ug/ml) vybranych analytov.
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7 Zoznam pouzitych skratiek a symbolov

BGE
CE

CME
CM-LPME
CM-SDME
CZE

DBS
DLLME
DMD-LPME
DSDME
EME
UEME
EKS

ENB

FLM
FNME
FSPME
HF-LPME
HS-SDME
HF-HS-LPME
ILBE

LE

LPME
MEPS
NPOE
OLBE
PFA

PP

PTFE
PT-LLLME
SBSE
SDME
SLM
SPDE
SPME

TE

TFME

zékladny elektrolyt

kapilarna elektroforéza

centrifuge microextraction

carrier-mediated liquid-phase microextraction
carrier-mediated single-drop microextraction
kapilarna zonova elektroforéza

sucha krvna bodka

dispersive liquid-liquid microextraction
droplet-membrane-droplet liquid-phase microextraction
directly suspended droplet microextraction
elektromembranova extrakcia
mikro-elektromembranova extrakcia
elektrokineticky supercharging
1-ethyl-2-nitrobenzén

vol'na kvapalnd membréana

Fiber-packed needle microextraction

fiber solid-phase microextraction

hollow fiber liquid-phase microextraction
headspace single-drop microextraction
hollow fiber and headspace liquid-phase microextraction
in-line back-extraction

veduci elektrolyt

liquid-phase microextraction

microextraction by packed sorbent
2-nitrofenyloctyléter

on-line back-extraction

perfludralkoxyonat

polypropylén

polytetraflioroetylén

phase transfer based liquid-liquid-liquid microextraction
stir-bar-sorptive extraction

single drop microextraction

kvapalnd membrana na pevnom nosici

solid phase disk extraction

solid-phase microextraction

terminacny elektrolyt

thin film solid-phase microextraction
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tITP
USA-EME

tranzientna izotachoforéza
ultrasound-assisted emulsification microextraction
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