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Streszczenie

Techniki rozdzielania mieszanin stanowig bez watpienia jedng z najprezniej
rozwijanych dziedzin chemii analitycznej. Przelomowe odkrycia dokonane przez
Michaita Cwieta i Arne Tiseliusa w pierwszej potowie ubiegtego wieku rozpoczety ere
technik chromatograficznych i elektroforetycznych, bedacych obecnie podstawowymi
narzedziami stosowanymi w pracy laboratoryjnej w roznych gateziach przemyshu,
medycyny 1 nauki na catym §wiecie. Analiza pojedynczych komorek, zminiaturyzowane
samodzielne systemy analityczne czy badania kosmosu — to tylko niektére z aktualnych
probleméw naukowych z sukcesem rozwigzywanych przy pomocy technik rozdzielania
mieszanin.

Techniki elektromigracyjne doskonale wpisujg si¢ we wspolczesne trendy z
uwagi na szereg zalet obejmujacych krotki czas analiz, niskie zuzycie odczynnikow,
technologi¢ przyjazng $rodowisku 1 niezwykle wysoka sprawno$¢ rozdzielania.
Stosunkowo niskg czuto$¢ oznaczen z uzyciem detekcji spektrofotometrycznej zalicza
si¢ do najczesciej] wymienianych wad elektroforezy kapilarnej (CE). Przyczyng tej
niedogodnosci jest stosunkowo krétka droga optyczna uzywanego promieniowania
(zazwyczaj 25 — 100 pm), a takze objetos¢ dozowanej probki, standardowo
nieprzekraczajaca kilku nanolitréw. Znaczacy wzrost sily sygnalu mozna jednak
uzyskaé stosujgc techniki wzbogacania analitu w kapilarze, bedacych przedmiotem
przeprowadzonych badan.

W ponizszej pracy przedstawiono wybrane zagadnienia dotyczace wzmacniania
sity sygnalu w CE poprzez wilasciwe wykorzystanie zjawisk fizykochemicznych
zachodzacych w kapilarze pod wplywem przyktadanego napigcia. Za gtowny cel badan
obrano doktadny opis mechanizméw stosowanych technik, wyznaczenie parametrow
krytycznych prowadzenia procesu wzbogacania, a takze poruszanie nowych aspektow
tej dziedziny nauki.

W pierwszym etapie badan oszacowano efekt wzmocnienia sily sygnatu
uzyskiwany przy pomocy techniki spi¢trzania analitéw na drodze przeniesienia z miceli
do rozpuszczalnika organicznego (ang. micelle to solvent stacking, MSS). Opracowana
metoda umozliwila okolo pigcdziesigciokrotng poprawe czutosci detekcji wybranych
substancji farmakologicznie czynnych w stosunku do standardowego dozowania

hydrodynamicznego.



Mniejszy efekt wzbogacenia analitow o zblizonej strukturze chemicznej
uzyskano za sprawg techniki spigtrzania probki we wzmocnionym polu elektrycznym
(ang. field-amplified sample stacking, FASS) z wielokrotnym dozowaniem probki.
Zaproponowany uktad dozowania probki stanowi pierwsze doniesienie naukowe z
uzyciem techniki FASS.

Najnizsze wartosci granic wykrywalnosci (ang. limit of detection, LOD) 1
oznaczalno$ci (ang. limit of quantification, LOQ) dla wybranych substancji aminowych
uzyskano z uzyciem techniki dozowania elektrokinetycznego probki we wzmocnionym
polu elektrycznym (ang. field-amplified sample injection, FASI). Dodatkowe
zastosowanie dyspersyjnej mikroekstrakcji ciecz — ciecz (ang. dispersive liquid — liquid
microextraction, DLLME) umozliwito oznaczanie tych zwiazkéw w préobkach moczu
ludzkiego w stezeniu kilku ng/ml. Przeprowadzone badania wykazaly udzial
przejsciowe] pseudo-izotachoforezy (ang. transient pseudo-isotachophoresis, p-ITP) w
procesie spietrzania probki.

Odrgbnym zagadnieniem poruszanym w dalszym etapie pracy byto jednoczesne
wzbogacanie analitbw o réznym charakterze chemicznym (stabe kwasy i1 zasady
organiczne). W tym celu zastosowano technike zmiatania probki w warunkach
niechomogennego pola elektrycznego (technika FASS). Przeprowadzona optymalizacja
wykazala zréznicowany wplyw poszczegdlnych parametrOw na oznaczane witaminy z
grupy B, a ich znaczenie dla efektywno$ci zachodzacych proceséw zostato doktadnie
omoOwione.

Ostatni aspekt pracy dotyczyl wzbogacania probek poddanych przed analizg
procesowi upochadniania. W badaniu wykorzystano mieszaning 20 aminokwasow
biogennych, ktére sprzegano z 2,4-dinitrofluorobenzenem (DNFB) w obecnosci
tetraboranu disodowego. Z uwagi na obecno$¢ boraksu w probce, w omawianym
przypadku uzyto technik¢ pH-spigtrzania indukowanego kwasem. Wzbogacania
analitéw anionowych za pomoca tej techniki nie zostalo do tej pory opublikowane w
literaturze naukowej. W eksperymentach wykazano takze poprawe skuteczno$ci
zmiatania w stosunku do kwasu asparaginowego, glutaminowego i1 cystyna w obecnosci
jonéw boranowych.

Opracowane metody poddano wstepnej ocenie walidacyjnej, na podstawie ktorej

potwierdzono potencjat aplikacyjny.



Summary

Undoubtedly, separation technology is one of the most intensively developed
issues of analytical chemistry. Breakthroughs made by Michail Cwiet and Arne Tiselius
in the first half of twentieth century have begun the era of chromatographic and
electrophoretic techniques, which are currently considered as basic tools used in
laboratories in various branches of industry, medicine and science, all over the world.
Single cell analysis, micro total analysis systems or space exploration — these are only a
few of actual scientific problems which are successfully solved with a use of separation
techniques.

Electromigration techniques are often utilized in aforementioned cases according
to their advantages like short analysis time, low solvents consumption, environmental
friendliness and extremely high separation efficiency. Relatively low sensitivity with
spectrophotometric detection is one of the main disadvantages of capillary
electrophoresis (CE). The main reason of this inconvenience is a result of a relatively
short optical path length (usually 25 — 100 um) as well as a small injection volume
(typically a few nanoliters). However, considerable sensitivity enhancement can be
obtained when on-line preconcentration techniques are applied, which was the issue of
conducted researches.

In the work, selected aspects of signal amplification in CE have been included.
The main goals of presented researches concerned the investigation and description of
preconcentration mechanisms, determination of parameters critical for sensitivity
enhancement and development of applied techniques.

The first step involved the assessment of preconcentration potential of micelle to
solvent stacking technique (MSS). Elaborated method improved the detection
sensitivity of selected pharmacologically active substances for about 50-fold in
comparison to standard hydrodynamic injection mode.

Lower preconcentration effect of similar compounds was obtained when field-
amplified sample stacking (FASS) technique with repetitive sample injection was
utilized. To the best of authors knowledge the proposed injection method with FASS
technique have never been published before.

The lowest values of limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) for
selected model amines were obtained with field-amplified sample injection (FASI)

technique. Additional implementation of dispersive liquid — liquid microextraction

7



(DLLME) into the analytical procedure resulted in quantification of the analytes on the
level of few ng/ml in human urine samples. The researches have also revealed a
contribution of transient pseudo-isotachophoresis (p-ITP) in stacking mechanism.

Simultaneous preconcentration of weak acids and basis can be considered as a
separate issue of the work. For this purpose sweeping under inhomogeneous electric
field (FASS technique) conditions was proposed. The conducted optimization showed
varied impact of tested parameters on determined vitamins B, which was insightfully
discussed in a view of applied technique.

The last aspect concerned the preconcentration of derivatized samples. In
experiments twenty biogenic amino acids were coupled with 2,4-dinitrofluorobenzene
reagent (DNFB) in a presence of sodium tetraborate salt. According to the relatively
high concentration of borate in a sample zone, acid-induced pH-stacking technique was
proposed for sensitivity enhancement. It was the first report on the use of this technique
for anionic compounds preconcentration in CE. The research has also shown high
sweeping efficiency of cystine as well as aspartic and glutamic acids in the presence of
borate ions.

Elaborated methods were preliminary validated which confirmed the application

potential.
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1. Spietrzanie
1.1. Spietrzanie probki we wzmocnionym polu elektrycznym (FASS)

Spietrzanie (ang. stacking) jest najstarsza technika wzbogacania analitu
w kapilarze. Pierwsze doniesienia na temat tego zjawiska pochodza z roku 1950 [1].
W swojej pracy Haglund i1 Tiselius zwrécili uwage na zawezenie pasm rozdzielanych
substancji przy zastosowaniu probki o nizszej przewodnosci w stosunku do bufory
rozdzielajacego. Podobne spostrzezenia poczynione przez ten sam zespdt naukowy
dotyczyty planarnej elektroforezy zelowej [2]. Jakkolwiek, podstawy teoretyczne tego
zjawiska, w kontekscie elektroforezy kapilarnej, zostaty przedstawione dopiero pod

koniec lat osiemdziesiatych przez Mikkers i wspotpracownikoéw [3].

Probka o niskiej

przewodnosci Detektor
A prose coF v
5>
57 o
& Bufor rozdzielajacy
Sy
G —
+ @ D — Bufor rozdzielajacy L
fH T
c Spietrzenie jonow na granicy osrodkow
—
—
S [
+ ) Bufor rozdzielajacy
—
T o =
b— b—>

Rys. 1. Schemat spietrzania zwiazkoéw kationowych we wzmocnionym polu elektrycznym. (A) Probka zawierajaca
zjonizowane anality zostaje hydrodynamicznie wprowadzona do kapilary uprzednio wypetionej buforem
rozdzielajacym. (B) Po przylozeniu napigcia nastgpuje migracja kationow w kierunku katody. (C) W wyniku roznicy
w przewodnos$ci probki i buforu rozdzielajacego, anality ulegaja spigtrzeniu na granicy osrodkéw o roznej
przewodnosci. (D) W ostatnim etapie anality ulegaja rozdzieleniu i detekcji.

Istota zjawiska spigtrzania jest gwaltowna zmiana szybko$ci migracji
elektroforetycznej czasteczek na granicy dwoch osrodkéw. W przypadku dozowania do
kapilary probki o niskiej przewodnosci w stosunku do buforu rozdzielajacego (FASS),
roznica w szybko$ci migracji jonu pomig¢dzy tymi dwoma osrodkami wynika z réznych

warto$ci przewodnosci probki 1 buforu (Rysunek 1).
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Wzbogacenie analitow jest wprost proporcjonalna do stosunku przewodnosci
elektrycznej buforu rozdzielajacego i probki:

Cstack = Cinj ¥ (1
, gdzie: Cgaek — stezenie analitu w strefie spigtrzenia [mol/L]; Cj, — stezenie analitu
w strefie probki [mol/L]; y — stosunek przewodnos$ci bufor rozdzielajacy/probka [ - ].

W praktyce zalezno$¢ ta zostaje spelniona jedynie dla matych objetosci
dozowanej probki [4]. Wigkszym objetosciom dozowania towarzyszy szereg zjawisk
okreslanych wspolnym mianem ,dyspersji elektroforetycznej”, w wyniku ktorej
uzyskiwany sygnat ulega poszerzeniu [3 - 5]. Co wigcej, niska przewodnos$¢ elektryczna
probki moze prowadzi¢ do zaburzen w przewodzeniu pradu elektrycznego w kapilarze.
Z tego wzgledu technika FASS, mimo prostoty wykonania, posiada znaczne
ograniczenia pod wzgledem objetosci dozowanej probki, co z kolei przektada si¢ na

stosunkowo niewielki wspotczynnik wzmocnienia dla tej techniki (zwykle < 100) [6].
1.2. Spietrzanie duzych objetosci probki (LVSS)

Spigtrzanie duzych objetosci probki (ang. large volume sample stacking)
wymaga wydtuzenia okresu ogniskowania analitu na granicy o$rodkéw probka/bufor
rozdzielajacy przed wlasciwym etapem rozdzielania elektroforetycznego. W technice tej
etap spictrzania prowadzi si¢ przy jednoczesnym usuwaniu matrycy probki w celu
ujednolicenia rozkladu pola elektrycznego wewnatrz kapilary. Usuwanie matrycy
probki z kapilary odbywa si¢ najczesdciej przy uzyciu tzw. ,, pompy elektroosmotycznej”
[7; 8]. Istota procesu jest taki dobor warunkow elektroforetycznych, aby wektor
migracji analitu byl skierowany do detektora, przeciwnie do przeptywu

elektroosmotycznego (ang. electroosmotic flow, EOF).
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Rys. 2. Schemat mechanizmu LVSS bez zmiany polaryzacji elektrod (|V,nal > |[Veor|)- (A) Do kapilary wypelnione;j
buforem rozdzielajacym wprowadza si¢ duza objetos¢ probki zawierajacej anality kationowe. (B) Po przylozeniu
napigcia nastepuje spietrzanie jondw na granicy osrodkdw o roznej przewodnosci. (C, D) Ze wzgledu na wyzsza
warto$¢ szybkosci migracji elektroforetycznej oznaczanych zwiazkoéw od szybkosci przeptywu elektroosmotycznego,

po etapie spi¢trzania nastepuje dalsza migracja analitow w kierunku katody, ich rozdzielenie i detekcja.

W przypadku, gdy bezwzgledna warto$¢ szybko$ci migracji analitu jest wieksza
niz bezwzgledna warto$¢ szybkosci przeptywu elektroosmotycznego (|Vanall > |VEeor),
analiz¢ prowadzi si¢ przy statej polaryzacji elektrod (Rysunek 2) [6]. W przeciwnym
razie (|Vanal < |VEor|), po etapie spigtrzania z jednoczesnym usuwaniem matrycy,
polaryzacja elektrod ulega odwrdceniu (Rysunek 3) [6]. W tym przypadku etap
spigtrzania prowadzi si¢ do momentu uzyskania warto$ci nat¢zenia pradu bliskiej jego
wartosci maksymalnej (kapilara w catoSci wypelniona buforem rozdzielajacym).
Technika LVSS wymaga precyzyjnej kontroli wartosci i kierunku EOF. W tym celu
stosuje si¢ czwartorzedowe sole amoniowe [9], polimery organiczne [10], zewnetrzne
ci$nienie przyktadane do wlotu [11] lub wylotu kapilary [12], roztwory o wysokiej
lepkosci w naczynkach z buforem rozdzielajacym [13], a takze powlekanie kapilar
gotowymi preparatami dostgpnymi komercyjnie [12; 14]. Biorgc pod uwage fakt,
iz efekt wzmocnienia w technikach opartych o dozowanie hydrodynamiczne jest
w przyblizeniu wprost proporcjonalny do objetosci dozowanej probki, obnizenie
granicy wykrywalno$ci w technice LVSS jest limitowane objgtoscig stosowane]

kapilary [8]. Jakkolwiek, wykorzystanie dodatkowych mechanizméw wzbogacania
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analitu w kapilarze (takich, jak zmiatanie), pozwala na wielokrotne dozowanie duzych

objetosci probki do kapilary podczas jednej analizy [15; 16]. Zastosowaniu techniki

LVSS pozwala zwykle na poprawe czutosci o dwa rzedy wielkosci [6].
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Rys. 3. Schemat mechanizmu LVSS z zastosowaniem zmiennej polaryzacji elektrod na przyktadzie analitow
kationowych (|Vanal < |Veor|). (A) Duza objetos¢ probki zawierajacej zjonizowane anality zostaje hydrodynamicznie
wprowadzona do kapilary uprzednio wypetnionej buforem rozdzielajacym. (B) Pod wptywem przylozonego napigcia
anality migruja w kierunku katody i ulegaja spigtrzeniu na granicy o$rodkow o roznej przewodnosci. (B, C)
Odwrocony EOF powoduje usunigcie matrycy probki z kapilary. (C) Proces spigtrzania z jednoczesnym usuwaniem
matrycy prowadzi si¢ do momentu uzyskaniu > 90% warto$ci nat¢zenia pradu w stosunku do kapilary wypetnionej
jedynie buforem rozdzielajacym. (D) Nastgpnie, polaryzacja elektrod ulega odwroceniu. (E) Poniewaz Vo > Vg,
nastgpuje przeptyw analitow w kierunku detektora, ich rozdzielenie i detekcja.

1.3. Dozowanie elektrokinetyczne probki we wzmocnionym polu elektrycznym

(FASI)

Spigtrzanie analitbw we wzmocnionym polu elektrycznym z zastosowanie
dozowania elektrokinetycznego pozwala na przezwyci¢zenie problemu zwigzanego
z ograniczong objetoscig kapilary. Dozowanie analitow w tej technice odbywa si¢
na drodze jednocze$nie zachodzacych zjawisk -elektroosmozy 1 elektroforezy.
To witasnie efekt elektroforetyczny jest odpowiedzialny za nieproporcjonalne
w stosunku do objetosci wprowadzanie analitow do kapilary [17; 18]. Umozliwia to

dozowanie znacznych ilo$ci analitu bez widocznego efektu poszerzenia sygnatu,
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bedacego wynikiem przetadowania objetosciowego kapilary [18]. Przeptyw cieczy
w kapilarze podczas dozowania elektrokinetycznego na skutek elektroosmozy znaczaco
wpltywa zaré6wno na poszerzenie uzyskiwanych sygnatéw, jak 1 spadek ich
intensywnos$ci [18; 19]. Efekt ten jest pomijalnie maly w przypadku stosunkowo
krotkiego czasu dozowania probki [18]. Zastosowanie dluzszego czas dozowania
probki, w celu uzyskania wigkszego efektu wzmocnienia sygnatu, wymaga wdrozenia
réznych modyfikacji, majacych ograniczy¢ niekorzystne zjawisko przeptywu cieczy w
kapilarze. W celu eliminacji lub ograniczenia EOF stosuje si¢ bufor rozdzielajacy o
niskiej wartosci pH (< 3.0) [20], powlekanie
wewnetrznych $Scian  kapilary [21], a takze
przyktadanie zewnetrznego cisnienia w celu
zbalansowania przeptywu [22]. Poniewaz efekt
wzmocnienia w technice FASI jest wprost
proporcjonalny do réznicy w przewodnosci
probki 1 buforu rozdzielajacego, dodatkowy
efekt wzmocnienia sygnalu mozna uzyskad
poprzez dodatek rozpuszczalnikow
organicznych do roztworu probki [23]. Takze
dodatek niewielkiej ilosci kwasu lub zasady do

probki w celu zapewnienia wlasciwej jonizacji

Odpowiedz detektora

analitow moze znaczaco poprawi¢ czulos¢

CZﬂS metody [23]. Bardzo czesto wykorzystuje sig
Rys. 4. Wplyw wiclokrotnego dozowania tej takze dozowanie do kapilary, bezposrednio
T ) T st et sty o i
na krotno&é dozowania. przewodnosci (zazwyczaj wody lub bardzo
rozcienczonego roztworu rozdzielajacego, ang. head-column injection) [23].
Uzyskiwany efekt wzmocnienia w technice FASI wynosi zwykle od dwdch do czterech
rzedow wielkosci [6]. Ze wzgledu na nieproporcjonalny ubytek analitu z probki
w stosunku do jej objetosci oraz efekty elektrolityczne towarzyszace dozowaniu
elektrokinetycznemu zaleca si¢, aby kazdorazowe dozowanie prowadzi¢ przy uzyciu
$wiezego roztworu probki [23; 24]. Na Rysunku 4 przedstawiono sygnaty uzyskiwany
dla danej substancji podczas wielokrotnego dozowania elektrokinetycznego tego

samego roztworu probki. Zaznacza si¢ zardwno mniejsza wysokos¢ jak 1 pole

powierzchni uzyskiwanych pikdéw, co obrazuje zmiany zachodzace w roztworze probki
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po kazdorazowym jej dozowaniu. Takze ksztalt i potozenie elektrody wzgledem wlotu
kapilary ma znaczacy wptyw na ilo$¢ dozowanej substancji [25].

Technika FASI pozwala na poprawe czulo$ci metody analitycznej poprzez
wydtuzanie czasu dozowania probki. Moze to skutkowaé poszerzeniem uzyskiwanego
pasma substancji w kapilarze. Jakkolwiek, ilos¢ wprowadzanego analitu w dalszym
ciggu bedzie wzrasta¢ w miare wydtuzania czasu dozowania probki. Stosowanie bardzo
dlugiego czasu dozowania probki (powyzej 60 - 80 s) z jednoczesnym stosowaniem
stosunkowo wysokiego napigcia (> 10 kV) wymaga zastosowania dodatkowego
mechanizmu wzbogacania analitu w kapilarze takiego, jak zmiatanie [24]
lub przejsciowa izotachoforeza [26]. Szczegdélowy opis tych technik zostat

przedstawiony w dalszych rozdziatach pracy (Rozdzialy 1.2.2. 1 1.3.2.).
1.4. Techniki oparte na destabilizacji miceli

Ogniskowanie analitow poprzez rozpad miceli (ang. analyte focusing by micelle
collapse, AFMC) jest jedng z najmtodszych technik wzbogacania analitu w kapilarze
[27]. W technice tej anality dozowane do kapilary w roztworze surfaktantu (Rys. 5A)
ulegaja spigtrzeniu na granicy stref probka/bufor rozdzielajacy na skutek destabilizacji
miceli (Rys. 5B — D). Efekt ten uzyskuje si¢ poprzez: (i) dobdr surfaktantu w strefie
probki w stezeniu nieznacznie przekraczajacym krytyczne stezenie micelarne
(ang. critical micellar concentration, CMC) danego surfaktantu; (ii) dodatek
rozpuszczalnika organicznego do roztworu rozdzielajacego. Po etapie ogniskowania
anality ulegaja rozdzieleniu przy pomocy MEKC (Rys. 5E). Poczatkowo technika
AFMC w polaczeniu z MEKC byta dedykowana jedynie dla czasteczek neutralnych
elektrycznie [27 - 30]. W pozniejszych latach wprowadzano kolejne modyfikacje
techniki AFMC (technika MSS) umozliwiajace wzbogacanie i rozdzielanie analitow
kationowych 1/lub anionowych za pomoca CZE [31; 32], elektroforezy kapilarnej
w $rodowisku niewodnym [33] lub EKC [34]. Hydrodynamiczne dozowanie probki
w omawianych technikach pozwala na wzmocnienie sygnatu od kilkudziesigciu do
kilkuset razy [31 - 34], podczas gdy najwyzsze wspoOlczynniki wzmocnienia
(ang. enhancement factor, EF) dla tej techniki odnotowano przy jednoczesnym

stosowaniu techniki FASI 1 MSS (ponad tysigckrotne wzmocnienie sygnatu) [35; 36].
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Rys. 5. Schemat mechanizmu techniki AFMC. (A) Do kapilary wypetnionej micelarnym buforem rozdzielajacym,

zawierajagcym dodatek rozpuszczalnika organicznego, wprowadza si¢ duzg objetos¢ probki. Matryca analityczng
probki rowniez zawiera surfaktant, jednakze w st¢zeniu znacznie nizszym niz bufor rozdzielajacy, nieznacznie
przekraczajacym krytyczne st¢zenie micelarne tenzydu w tych warunkach. (B) Anality ulegajace sorpcji przez
micele, pod wplywem przylozonego napigcia migruja w strefie probki w kierunku katody. (B - D) Wigksza predkosé
przeptywu elektroosmotycznego w stosunku do predkosci migracji analitow w strefie probki skutkuje spietrzaniem
analitdéw po stronie anodowej probki. Spigtrzanie jest efektem destabilizacji miceli probki w zetknigciu z buforem
rozdzielajacym o nizszej sile jonowej i zawierajacym rozpuszczalnik organiczny. (E) Ostatecznie anality ulegaja
sorpcji przez micele znajdujace si¢ w buforze rozdzielajacym i rozdzieleniu przy pomocy MEKC. Nalezy zaznaczy¢,
iz technika AFMC jest dedykowana zwigzkom elektrycznie oboj¢tnym.

Liczbowe wartosci wspodlczynnikdOw wzmocnienia uzyskiwane przy pomocy
technik FASS 1 AFMC/MSS nie r6znig si¢ w znaczacy sposob. Jakkolwiek, istnieje
kilka roéznic pomigdzy tymi dwoma podejSciami do omawianego zagadnienia.
(1) Po pierwsze, w technikach MSS i AFMC przewodno$¢ probki jest rowna lub wyzsza
od przewodnosci stosowanego buforu rozdzielajacego, co pozwala na dozowanie
wickszych objetosci probki bez destabilizacji natezenia pradu podczas analiz. W efekcie
uzyskuje si¢ nieznaczng poprawe¢ czutosci na korzys¢ MSS i AFMC. (ii) Po wtore,
w celu destabilizacji miceli obecnych w probce (MSS i AFMC), bufor rozdzielajacy
zawiera stosunkowo duza zawarto$¢ rozpuszczalnika organicznego (np. 60% metanolu

lub 30% acetonitrylu) [31; 32]. Co wigcej, w technikach tych warunki rozdzielania

dobiera si¢ tak, aby efektywny kierunek migracji stosowanego surfaktantu byt
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skierowany do wlotu kapilary. Dzi¢ki temu techniki MSS 1 AFMC sga kompatybilne
z detekcja MS [30; 32]. Poniewaz w technice FASS efekt wzmocnienia jest wprost
proporcjonalnie do réznicy w przewodnos$ci graniczacych ze soba osrodkow, dodatek
rozpuszczalnikow organicznych do buforu rozdzielajacego wptywa niekorzystnie na
uzyskiwang poprawe czutosci. W praktyce brak jest jednoznacznych danych
literaturowych na temat réznicy w uzyskiwanych efektach pomie¢dzy omawianymi
technikami. (iii)) Po trzecie, zastosowanie micelarnej matrycy probki pozwala
na znaczng popraw¢ rozpuszczalno$ci substancji silnie hydrofobowych [27; 28; 37].
Nalezy zaznaczy¢, 1z wyzszy efekt wzmocnienia w technikach AFMC 1 MSS mozna
uzyska¢ przez taczenie ich z innymi mechanizmami akumulacji analitéw takimi, jak

FASI [35] lub zmiatanie [38; 39].
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Rys. 6. Przyktadowy schemat mechanizmu dwuwymiarowego rozdzielania substancji kationowych i obojetnych w
jednej kapilarze przy uzyciu technik CZE i MEKC. (A) Do kapilary wypetnionej buforem CZE o niskiej wartosci pH
probka wprowadzana jest hydrodynamicznie. (B) Pod wplywem przytozonego napigcia kationy ulegaja spietrzeniu na
granicy osrodkow probka/bufor rozdzielajacy, (C) a nast¢pnie ulegajg rozdzieleniu przy pomocy CZE. (B, C) W tym
czasie substancje elektrycznie obojetne, wobec matej wartosci EOF (niskie pH buforu), poruszaja si¢ z niewielka
predkoscia w kierunku detektora. (D) Po zakonczonym etapie rozdzielania z uzyciem CZE nastgpuje zmiana
naczynek z buforem rozdzielajagcym na koncach kapilary na MEKC. (E, F) Odwrocona polaryzacja elektrod skutkuje
penetracja fazy pseudostacjonarng przez probke i sorpcja (zmiataniem) pozostajacych tam analitow, a nastgpnie ich

rozdzieleniem przy pomocy MEKC.
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Interesujagcym wykorzystaniem technik AFMC 1 MSS jest wzbogacanie probki
w dwuwymiarowej analizie elektroforetycznej przy uzyciu MEKC i CZE, prowadzone;j
w tej samej kapilarze (ang. 2D heart-cutting capillary electrophoresis) [37; 40].
Przyktadowy schemat rozdzielania substancji obojetnych elektrycznie 1 kationowych
ilustruje Rysunek 6. Probke wprowadza si¢ hydrodynamicznie do kapilary wypelnione;j
buforem o niskiej wartosci pH (Rysunek 6A). Przylozenie napigcia skutkuje migracja
kationdow w kierunku katody, podczas gdy anality oboj¢tne poruszaja si¢ znacznie
wolniej na skutek niewielkiej wartosci EOF (Rysunek 6B i C). Po detekcji analitow
kationowych nast¢puje zmiana polaryzacji elektrod 1 rozdzielanie analitow neutralnych
na drodze MEKC (Rysunek 6D - F). W prezentowanym przyktadzie anality kationowe
ulegaja wzbogaceniu na drodze spig¢trzania pod wplywem przytozonego napigcia,
natomiast ogniskowanie analitow elektrycznie obojetnych uzyskuje si¢ poprzez
zmiatanie przy pomocy fazy pseudostacjonarnej [37]. Zastosowanie technik AFMC
1 MSS pozwala na odwrocenie uktadu rozdzielajacego (przejscie MEKC do CZE)
[37; 40]. Po umieszczeniu analitdw w buforze zawierajacym micele i1 rozdzieleniu ich
przy pomocy MEKC nastepuje przejscie do CZE z jednoczesnym ogniskowaniem
analitow poprzez rozpad miceli. Moze to nastapi¢ ,,plynnie” (bez konieczno$ci zmiany
fiolek z buforami na koncach kapilary [37]) lub przy zastosowaniu zewng¢trznego
ciSnienia wraz ze zmiang zawarto$ci rezerwuaréw buforowych [40]. Koncepcja
dwuwymiarowego rozdzielania analitow w jednej kapilarze nie jest nowa w technikach
elektromigracyjnych [41], jednakze wykorzystanie technik AFMC 1 MSS
w tej dziedzinie najlepiej §wiadczy o zapotrzebowaniu na tego typu rozwigzania.
Pomimo niewielu doniesien na temat dwuwymiarowej CE, wstgpne wyniki sg bardzo

obiecujace i z pewnos$cig bedg intensywnie rozwijane w najblizszych latach.
1.5. pH-spi¢trzanie

Jak juz wspomniano, gtownym ograniczeniem techniki FASS jest objetosc
probki, jaka mozna wprowadzi¢ do kapilary bez utraty sprawnosci uktadu
rozdzielajacego. Z tego powodu wprowadzono szereg modyfikacji i alternatywnych
rozwigzan jak techniki LVSS, AFMC 1 MSS. Kolejng mozliwoscig jest ,,wytworzenie”
strefy wzmocnionego pola elektrycznego wewnatrz kapilary podczas analizy pod
wpltywem réznicy wartosci pH stosowanych roztwordow. Efekt ten mozna uzyskac
poprzez wprowadzenie probki do kapilary pomigdzy roztwor zasady (przed probka)
1 kwasu (za probka) stosujagc normalng polaryzacje elektrod [42]. Po przytozeniu
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napigcia jony hydroniowe migrujg w kierunku katody, podczas gdy jony hydroksylowe
w kierunku przeciwnym, w wyniku czego (w strefie probki) zachodzi reakcja
zobojetniania i wytworzenie strefy niskiej przewodnosci.

Schwer 1 Lottspeich wykazali skuteczno$¢ hydrodynamicznego dozowania
probki do kapilary pomiedzy roztwor kwasu 1 zasady we wzbogacaniu peptydow w CE
[42]. Podobne rozwigzanie znalazto zastosowanie w wielu badaniach biomedycznych
[43 - 50], szczegblnie w analizie substancji amfifilowych [44; 46; 48 - 50], ale takze
czasteczek o tadunku jednoimiennym [43 - 45]. Duza zaleta tej techniki jest jej
kompatybilnos¢ z detektorem MS [44 - 50], a takze mozliwos¢ analizy probek
biologicznych po uprzednim ich rozcienczeniu w odpowiedniej matrycy analitycznej
[45 - 47], co znaczaco skraca czas catej procedury, a takze pozwala na uniknigcie
btedow i strat w trakcie procesu ekstrakcji. Interesujacy wydaje si¢ by¢ udziat
przejsciowe] izotachoforezy (ang. transient isotachophoresis, tITP) w mechanizmie
wzbogacania analitow [42; 44; 51; 52]. Jakkolwiek, efektywnos¢ tITP w omawianym
procesie nie zostala jak dotad oszacowana.

Podobna strategia, jednakze oparta na dozowaniu elektrokinetycznym probki,
zostala opracowana przez zespot profesora Craig’a Lunte [53; 54]. Wzbogacanie analitu
przy pomocy techniki pH-spigtrzania indukowanego kwasem zostalo schematycznie
przedstawione na Rysunku 7. Istota tego procesu jest elektrokinetyczne dozowanie
probki (anality kationowe) do kapilary uprzednio wypetnionej buforem rozdzielajacym,
zawierajacym anion stabego kwasu (A", Rys. 7A 1 B). W trakcie dozowania analit ulega
rozproszeniu w buforze rozdzielajacym (Rys. 7C). Spietrzanie oznaczanych jondw
nastgpuje na skutek elektrokinetycznego dozowania mocnego kwasu (najczesciej
0.1 M HCI). Skutkuje to odwréceniem dysocjacji stabego kwasu, bedacego sktadnikiem
buforu rozdzielajacego, a tym samym utworzeniem strefy o niskiej przewodnosci,
w ktorej anality ulegaja przyspieszeniu, a nast¢pnie spi¢trzeniu na granicy utworzonych
o$rodkow (Rys. 7C i1 D). Rozdzielanie i detekcja oznaczanych zwiazkdéw nastepuje
poprzez umieszczenie obu koncoéw kapilary w buforze rozdzielajacym, a nastepnie
przylozenie wysokiego napiecia (Rys. 7E). Analogiczny schemat stosuje si¢ w
przypadku oznaczania aniondéw, jednakze w tym przypadku bufor rozdzielajacy zawiera
w swoim skladzie kation slabej zasady, a spigtrzanie indukuje elektrokinetyczne
dozowanie mocnej zasady (najczesciej 0.1 M NaOH) [55; 56]. Oznaczanie anionow
wymaga takze ograniczenia, eliminacji lub odwrdcenia przeptywu elektroosmotycznego

[55; 56].
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Rys. 7. Schemat mechanizmu wzbogacania analitow kationowych przy pomocy techniki pH-spigtrzania
indukowanego kwasem. (A, B) Do kapilary wypelionej buforem rozdzielajacym, zawierajacym anion stabego
kwasu, elektrokinetycznie dozuje si¢ probke. (C) Prowadzi to do rozproszenia oznaczanych kationow w buforze
rozdzielajacym. (C, D) Elektrokinetyczne dozowanie mocnego kwasu prowadzi do protonowania anionéw obecnych
w buforze rozdzielajacym z utworzeniem stabo zdysocjowanego kwasu HA. (D) W efekcie powstaje strefa o nizszej
przewodnos$ci w stosunku do buforu rozdzielajacego, w ktorej anality ulegaja przy$pieszeniu, a nast¢pnie spigtrzeniu
na granicy o$rodkéw o réznej przewodnosci. (E) Ostatecznie kationowe sktadniki probki ulegaja rozdzieleniu,
a nastgpnie oznaczeniu przy pomocy detektora. Oznaczenia: A” - anion stabego kwasu HA, sktadnik buforu

rozdzielajacego; zacienione pole symbolizuje bufor rozdzielajacy.

Eksperymentalnie wyznaczono, iz najbardziej optymalnym stosunek czasu
dozowania probki (przy danym napigciu) do czasu dozowania kwasu (lub zasady)
wynosi 1,6 [54; 57]. Jakkolwiek, pdzniejsze badania wykazaty, iz nie jest on staty
i zalezy od ruchliwosci analitu i sktadu stosowanego buforu rozdzielajacego [58].
Czuto$¢ w tej technice mozna dodatkowo zwigkszy¢ poprzez: (i) zastosowanie ci$nienia
bezposrednio po etapie spietrzania, w celu usunigcia strefy o niskiej przewodnosci [58];
(i1) obnizenie przewodnosci probki, co zwieksza ilo§¢ dozowanej substancji w czasie
[59]. Niezwykle wysoka sprawno$¢ rozdzielania (> 10® N/m) mozna uzyskaé poprzez
taczenie technik pH-spigtrzania 1 dynamicznego krzyzowania pH [60]. Jakkolwiek,
eksperymentalnie wykazano skutecznos¢ tego potaczenia jedynie w waskim zakresie

pH stosowanego buforu w stosunku do wartosci pK, oznaczanych substancji [60].
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Ogromng zaleta techniki pH-spigtrzania jest mozliwos¢ jej stosowania
dla probek o wysokiej sile jonowej [54 - 57], co pozwala na bezposrednie uzywanie

pH-spigtrzania w analizie probek biologicznych [59; 61 - 63].
1.6. Dynamiczne krzyzowanie pH

Juz na poczatku lat dziewiecdziesigtych Aebersold i Morrison zaobserwowali
wpltyw pH matrycy prébki na efekt wzmocnienia sygnatu [64]. Dla syntetycznych
peptydow rozdzielanych przy pomocy buforu cytrynianowego (pH 2,5), istotng poprawe
czulo$ci obserwowano przy zastosowaniu roztworu amoniaku jako matrycy analitycznej
probki, podczas gdy rozpuszczenie analitbw w buforze rozdzielajagcym nie dawalo
takiego efektu. Co wigcej, sprawno$¢ uktadu byta stata pomimo zwigkszania objetosci
dozowania amoniakalnego roztworu probki [64]. Autorzy pracy efekt wzmocnienia
sygnalu tlumaczyli zmiang zwrotu wektora migracji elektroforetycznej oznaczanych
peptydow przebiegajacego wraz ze zmiang wartosci pH osrodka (pH matrycy
analitycznej probki > pl analitow, podczas gdy pH buforu rozdzielajacego
< pl analitow). McKibbin 1 wspot. zaobserwowali efekt wzmocnienia sygnalu dla
epinefryny podczas analizy preparatoéw stomatologicznych [65]. Zastosowanie buforu
boranowego (pH 10,1) w przypadku badanych probek (pH 3,0 — 3,5) pozwolito
na popraw¢ parametrow rozdzielania (wysoko$¢ i1 szeroko$¢ sygnatu) w obecnosci
stosunkowo duzego stezenia soli w probce (155 mM NaCl) [65], co wskazywato
na spietrzanie analitu na skutek réznicy w jego jonizacji na granicy dwoch osrodkow,
a nie wzmocnienia pola elektrycznego w strefie probki na skutek reakcji zobojetniania.
Duzy wktad w wyjasnienie samego zjawiska miaty pracy Cao [66 - 68]. Wnikliwa
analiza matematyczna zjawiska krzyzowania pH na skutek przyloZzonego napigcia
zostala poparta serig eksperymentéw z uzyciem zelu agarozowego i1 wskaznikow
lokalnej zmiany pH. Eksperymenty wykazaty wystepowanie dwoch osrodkow
o roznych wartosciach pH z wyraznie zaznaczong granicg mi¢dzy nimi, na ktorej
nastgpowato wzbogacanie analitu.

Termin ,,dynamiczne (przejsciowe) krzyzowanie pH” zostal zaproponowany
przez McKibbina 1 wspot. [69] 1 obejmuje wszystkie techniki wzmacniania sygnatu
w elektroforezie kapilarnej polegajagce na zmianie stopnia jonizacji analitu
1 (w przypadku amfolitdéw) zmiany tadunku na skutek réznicy w warto$ci pH osrodkow.

Nalezy zaznaczy¢, iz réwnolegle stosowany w literaturze termin migrujacej granicy
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reakcji chemicznej (ang. moving chemical reaction boundary, MCRB) jest pojeciem
szerszym, aczkolwiek wykorzystuje si¢ go w odniesieniu do tego samego zjawiska.

Na efektywno$¢ procesu maja wplyw zaréwno rodzaj i stezenie uzytego
elektrolitu, jak 1 pH stosowanych buforéow [66 - 68; 70]. Zaznacza si¢ takze udzial
mechanizmu  izotachoforetycznego [71]. Przykladowy schemat mechanizmu
dynamicznego krzyzowania pH dla substancji amfolitycznych zostat przedstawiony na
Rysunku 8.

Technika dynamicznego krzyzowania pH pozwala na wzbogacanie zwigzkéw o
charakterze stabych kwasow 1 zasad, a takze substancji amfolitycznych [65; 69; 70; 72].
Krotno$¢ wzmocnienia uzyskiwana przy pomocy tej techniki miesci si¢ w granicach od
kilkudziesigciu do kilkuset razy [73], podczas gdy modyfikacje dynamicznego
krzyzowania pH oraz laczenie z innymi technikami wzbogacania analitu w kapilarze

pozwalajg na obnizenie granic wykrywalnosci nawet o cztery rzedy wielkosci [74 - 77].

A Strefa wysokiego pH EOF Detektor
l —

. A 4

= S

Bufor rozdzielajacy

1

Spiet i
pietrzaniena Strefa niskiego pH

B granicy osrodkow

=
+<—9 -
Bl —>
C
+ = -
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Rys. 8. Schemat mechanizmu wzbogacania analitow amfolitycznych na drodze dynamicznego krzyzowania pH.
(A) Do kapilary wypetnionej buforem rozdzielajacym o niskiej wartosci pH cisnieniowo dozowana jest probka o
wysokim pH. Wartos¢ pH probki jest wyzsza od pl analitow, co skutkuje ujemna jonizacja oznaczanych czasteczkach
w strefie probki. (B) Pod wptywem przylozonego napigcia ujemnie natadowane anality migruja w kierunku anody.
W zetknigciu z buforem rozdzielajacym ich jonizacja ulega zmianie (pH buforu < pl analitow). Prowadzi to do
spigtrzania analitow na granicy tych dwu os$rodkow. (C) Po neutralizacji strefy wysokiego pH na skutek migracji

jonow buforu nastepuje rozdzielenie i detekcja analitow.
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2. Zmiatanie

2.1. Podstawy teoretyczne

W roku 1984 Terabe i wspol. opublikowali przetomowa prace dotyczaca
zastosowania miceli jako dodatku do buforu rozdzielajagcego w CE [78]. Umozliwito to
elektrokinetyczne rozdzielanie substancji elektrycznie obojetnych, a tym samym
zapoczatkowato nowy rozdziat w dziedzinie technik elektromigracyjnych — micelarng
elektrokinetyczng chromatografic. Fenomen rozdzielania substancji przy pomocy
MEKC polega na wspotistnieniu dwoch faz wewnatrz kapilary: pseudostacjonarne]
(micele) 1 buforu rozdzielajagcego. Wspotczynnik podziatu (Kp) pomiedzy te dwie fazy,
obok zjawisk elektroforetycznych typowych dla konwencjonalnej CZE, odgrywa
kluczowa role w mechanizmie rozdzielania substancji w MEKC. Stopien
powinowactwa analitu do fazy pseudostacjonarnej zalezy przede wszystkim
od wiasciwosci hydrofilowych/hydrofobowych oraz tadunku zaréwno analitu,
jak 1 rodzaju uzytego surfaktantu. MEKC stanowi obecnie najczesciej stosowany tryb
EKC. Duze znaczenie ma takze zastosowanie cyklodekstryn, mikroemulsji, a takze
roztwordéw polimerdw jako fazy pseudostacjonarnej [79].

Oddziatywanie fazy pseudostacjonarnej z analitem moze zosta¢ wykorzystane
w celu akumulacji (wzbogacenia) oznaczanych zwigzkow do postaci waskiego pasma.
Opis tego procesu i teoretyczne jego podstawy zostaly przedstawione przez Quirino
i Terabe na tamach prestizowego czasopisma Science [80]. Autorzy w swojej pracy, w
celu zobrazowania samego procesu, postuzyli si¢ poréwnaniem do ,,zmiatania ziarenek
ryzu przy pomocy szczotki”. Stad tez pochodzi nazwa omawianej techniki — zmiatanie
(ang. sweeping). Schematycznie mechanizm techniki zmiatania zostal przedstawiony
na Rysunku 9. Podstawag zjawiska jest brak fazy pseudostacjonarnej w probce
(Rys. 9 A). Pod wplywem przylozonego napigcia nastgpuje penetracja fazy
pseudostacjonarnej przez strefe probki (Rys. 9 B - D). Sktadniki probki ulegaja retencji
na micelach, co prowadzi do ich akumulacji 1 wzbogacenia. Koncowy etap polega na
rozdzieleniu analitow na drodze MEKC (Rys. 9 E). W omawianym przykladzie
przedstawiono sytuacje, w ktorej bufor rozdzielajacy sktada si¢ z surfaktantu
anionowego 1 roztworu elektrolitu o niskiej wartosci pH. W efekcie prowadzi to do
znikomej jonizacji grup silanolowych na powierzchni kapilary 1 malej wartosci
przeptywu elektroosmotycznego. W tych warunkach efektywna migracja miceli

obecnych w buforze rozdzielajgcym odbywa si¢ w kierunku anody. W celu detekcji
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analitow w tych warunkach stosuje si¢ odwrocong polaryzacje elektrod. Z tego wzgledu
niektorzy autorzy dodatkowo wyr6zniaja zmiatanie (lub spigtrzanie) przy pomocy fazy
pseudostacjonarnej o odwroconym kierunku migracji miceli (ang. reverse migrating
micelles) [79]. Jakkolwiek, idea samego mechanizmu jest taka sama. W niniejszej pracy

dla uproszczenia stosowany bedzie ujednolicony termin ‘zmiatanie’.

Probka w roztworze elektrolitu €= OF Detektor

A

A

|
Zmiatanie probki Bufor rozdzielajacy o niskim pH zawierajacy micele

Zmiatanie probki

Catkowicie wzbogacona probka

+
+
+
+

. —>
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Rys. 9. Schemat przedstawiajacy proces zmiatania analitdw obojetnych elektrycznie przy uzyciu buforu
rozdzielajacego o niskim pH, zawierajacego micele anionowe. (A) Do kapilary wypelnionej buforem rozdzielajacym
dozowana jest duza objgtos¢ probki niezawierajacej miceli. (B - D) Odwrocona polaryzacja elektrod i kwasne pH
buforu skutkuje niewielkim przeptywem elektroosmotycznym w kierunku katody, podczas gdy wypadkowa predkosc
migracji miceli anionowych w tych warunkach skierowana jest do anody. Przylozenie wysokiego napigcia powoduje
penetracj¢ probki przez faze pseudostacjonarng i akumulacje analitow po stronie katodowej probki. (D, E) Po etapie
wzbogacania nastepuje rozdzielanie analitow przy pomocy MEKC i ich detekcja.

Skutecznos¢ efektu zmiatania zalezy przede wszystkim od powinowactwa

analitu do fazy pseudostacjonarnej. Zaleznos¢ ta obrazuje ponizsze rdwnanie:

1
lsweep = 1inj rkg (2)

, gdzie: lgweep — dlugos¢ strefy probki po procesie zmiatania [cm]; lip; — dlugo$¢ strefy
probki wprowadzonej do kapilary [cm]; ks — wspolczynnik retencji analitu w strefie

probki [ - 1.
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W efekcie wspotczynnik EF w technice zmiatania, wyrazony stosunkiem
dlugos$ci strefy dozowanej do dhugosci strefy po procesie wzbogacania (dla duzych
wartos$ci ks), w przyblizeniu rowny jest wspotczynnikowi retencji analitu.

EF == ] + kg ~ kg 3)

sweep

W praktyce zalezno$¢ ta jest spetniona jedynie dla analitow obojetnych
elektrycznie i w przypadkach, gdy przewodno$¢ probki i buforu rozdzielajacego sa
rowne (y = 1) [81; 82]. Niezgodnosci eksperymentalne dla zaleznosci (3) dla vy # 1
wynikaja ze ztozonos$ci 1 wieloetapowego charakteru procesu zmiatania. W ramach
calego procesu mozna wyr6zni¢ trzy etapy: (i) spigtrzanie lub rozmycie
(ang. destacking) miceli na granicy osrodkow bufor rozdzielajacy/probka; (ii) wiasciwy
etap zmiatania analitow przez spigtrzong lub rozmyta faze pseudostacjonarng;
(ii1)) a takze spietrzanie lub rozmycie zakumulowanej strefy analitow na granicy
probka/bufor rozdzielajacy [81 - 84].

Zmiany zachodzace w poszczegdlnych roztworach w kapilarze w procesie
wzbogacania przy pomocy techniki zmiatania charakteryzuje wspotczynnik zmiany

stosunku faz 0 (ang. phase ratio shift factor):

g=-s — ks (4)

¢BGE kBGE

, gdzie: @s — stosunek objetosci fazy pseudostacjonarnej do wodnej w strefie probki
[ - ]; oBge — stosunek objetosci fazy pseudostacjonarnej do wodnej w strefie buforu
rozdzielajacego [ - |; ksge — wspotczynnik retencji analitu w strefie buforu [ - ].
Wplyw wspolczynnika 6 na efekt zmiatania analitéw przedstawia ponizsze
réwnanie:
lfocus = ;linj ()
v0(1+kpGE)
, gdzie: lgeys — ostateczna dlugosc¢ strefy probki po procesie wzbogacania [cm].
Istnieje kilka zagadnien bedacych konsekwencja Rownania (5):
1. Efekt przewodnosci probki w procesie zmiatania zaznacza si¢ W mniejszym

stopniu dla substancji o duzych wartos$ciach kpgg [82].

2. W przypadku, gdy 6 = )l/, efektywno$¢ procesu zmiatania jest niezalezna od

stosunku przewodnosci probki 1 buforu rozdzielajacego. Doswiadczalnie

wykazano, iz dla matych i1 $rednich wartosci kgge (< 5) zalezno$¢ ta jest
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spetniona, pod warunkiem nie wystepowania dodatkowych efektow takich,
jak na przyklad réznica w wartosciach pH pomiedzy probka i buforem
rozdzielajacym (dynamiczne krzyzowanie pH) [81 - 83].

3. Wystepowanie dodatkowych efektow, zwigzanych z nieproporcjonalng zmiang

wspotczynnika 6 w stosunku do réznicy w przewodnos$ci faz (y) tak, iz 0 # )1/

moze prowadzi¢ do poprawy lub pogorszenia efektywno$ci wzbogacania analitu
[82]. Wykazano, ze dla analitéw o niskiej wartosci kpge zastosowanie matrycy
analitycznej probki o wyzszej przewodnosci w stosunku do buforu
rozdzielajacego pozwala uzyska¢ wigksze wspotczynniki wzmocnienia sygnatu
niz przy zastosowaniu homogennego pola elektrycznego w catej kapilarze
[82; 83]. Zmiana objetosci faz w tych przypadkach wynika z roéznicy w
stabilno$ci miceli w strefie probki i buforu rozdzielajacego, np. wyzsze stezenie
soli w strefie probki w stosunku do BGE obnizy wartos¢ CMC surfaktantu
1 przesunie réwnowage¢ procesu tworzenia miceli na korzy$¢ micelizacji.
Zwigkszy to objetos¢ fazy pseudostacjonarnej w strefie probki, w wyniku czego
nastgpi przyrost wspoOtczynnika 0 [82]. Jakkolwiek, zabieg zwickszania
przewodnosci probki wykazuje skutecznos¢ jedynie w ograniczonym zakresie
(0.3 <y <1) [83]. Dalsze zmiany prowadza do lokalnych réznic w wartosciach
przyptywu elektroosmotycznego, co wptywa na poszerzenie sygnatu.
Jakkolwiek, Réwnanie (5) nie uwzglednia sytuacji, w ktérych ks # kpge
w wyniku réznic w warto$ci wspotczynnika podziatu (Kp) analitu w probee 1 buforze
rozdzielajagcym. W  przypadku wigkszego powinowactwa analitu do fazy
pseudostacjonarnej w strefie probki w stosunku do buforu rozdzielajacego (ks > kpgg)
obserwuje si¢ wyzsze wspoOlczynniki wzmocnienia niz w przypadku, gdy ks = kggg.
Z kolei kg < kpgr skutkuje poszerzeniem pasm analitu w kapilarze. Ttumaczy si¢ to
dodatkowym efektem wystepujacym bezposrednio po procesie penetracji (zmiatania)
strefy probki przez faze¢ pseudostacjonarng. Efekt ten zachodzi na granicy probki
1 roztworu rozdzielajacego i wynika z roéznicy w predkosci migracji analitow (Vapar)
w tych dwoch osrodkach (spigtrzanie). Zjawisko to nosi nazwe ‘efektu roznicy

wspotczynnika retencji’ (ang. retention factor gradient effect, RFGE) [85].
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lgrad — Vanal,BGE

(6)

lsweep Vanals

lgraq - dtugos¢ strefy probki po procesie wzbogacania z uwzglednieniem zjawiska RFGE

[cm].

Po przeksztalceniu Réwnania (6) otrzymujemy:

_kskpgetkpge 1 4 7)
lgrad ks kpggtks 1+ks m

Rownanie (7) uwzglednia modyfikacje w sktadzie matrycy analitycznej probki
1 buforu rozdzielajacego takie, jak dodatek rozpuszczalnika organicznego [86; 87] oraz
roznice w jonizacji analitu pomig¢dzy osrodkami na skutek roznic pH [76; 88]. Zwraca
réwniez uwage fakt, iz efektywno$¢ zmiatania zalezy nie tylko od wspodtczynnika
retencji analitu w strefie probki, ale takze w strefie buforu. W rezultacie, wyzsze
warto$¢ ks 1 nizsze wartosci kpgg beda predysponowac uktad do uzyskiwania wyzszych
liczbowo wartosci EF. Z tego wzgledu optymalizacja metody rozdzielania substancji
przy uzyciu MEKC powinna uwzglednia¢ zaréwno sktad buforu rozdzielajacego
jak 1 (jesli to mozliwe) sktad matrycy analitycznej probki.

Proces zmiatania (podobnie jak spigtrzanie) jest wykorzystywany przede
wszystkim do wzbogacania analitéw (ogniskowania duzych objetosci probki) w celu
poprawy czutosci metody analitycznej. Jednakze nalezy zaznaczy¢, iz zjawisko to ma
rébwniez przetozenie na wyniki uzyskiwane przy zastosowaniu standardowego
dozowania probki (kilka nL). Maksymalizacja efektywnosci zmiatania w tym

przypadku pozwala na poprawe¢ sprawnosci i rozdzielczosci uktadu [89].
2.2. Elektrokinetyczne dozowanie probki polaczone ze zmiataniem

Wiasciwy dobdr parametréow kluczowych dla procesu zmiatania pozwala na
poprawe czuto$ci metody zazwyczaj w zakresie od dwdch do trzech rzedow wielkosci
[90]. Podobnie jak w przypadku pozostatych technik, tak i tu objetos¢ probki poddane;j
procesowi wzbogacenia ogranicza koncowy efekt wzmocnienia sygnatu. Doniesienia
literaturowe w tym wzgledzie obejmuja nie tylko dozowanie duzych objetosci probek
(od kilkunastu do kilkadziesigt procent catkowitej dtugosci kapilary) [90], ale takze
wypetianie catej objetosci kapilary probka, a nastgpnie zmiatanie 1 rozdzielanie
sktadnikow [91]. Ograniczenie zwigzane z pojemnoscig kapilary o matej $rednicy

wewnetrznej moze zosta¢ przezwycigzone poprzez zastosowanie wielokrotnego
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dozowania probki [15; 16]. Moze to jednakze prowadzi¢ do stopniowej utraty
sprawnosci rozdzielania uktadu wraz z kolejnymi etapami ogniskowania [15; 16].

Jak juz wspomniano w Rozdziale 1.1.3., dozowanie elektrokinetyczne probki
pozwala na nieproporcjonalne w stosunku do objetosci wprowadzanie analitow do
kapilary. W praktyce pozwala to na dozowanie znacznie wigkszej ilo$ci substancji niz w
przypadku dozowania ci$nieniowego. Jakkolwiek, zachowanie wysokiej sprawnosci
rozdzielania w potaczeniu z dozowaniem elektrokinetycznym probki wymaga
wykorzystania dodatkowych efektow takich, jak na przyktad spigtrzanie. Wydtuzenie
czasu dozowania probki prowadzi jednak do stopniowego spadku intensywnos$ci
sygnalu 1 poszerzania si¢ uzyskiwanego pasma oznaczanej substancji [23]. Z kolei
zastosowanie dodatkowego mechanizmu wzbogacania analitu w kapilarze takiego,
jak zmiatanie, pozwala na rozwigzanie tego problemu.

Zastosowanie  dozowania elektrokinetycznego probki w  polaczeniu
ze zmiataniem zostalo po raz pierwszy opisane przez Quirino i Terabe [24]. Schemat tej
techniki na przykladzie oznaczania analitow kationowych zostal przedstawiony na
Rysunku 10. Do kapilary wypetnionej roztworem elektrolitu o niskiej wartosci pH
(niezawierajagcym fazy pseudostacjonarnej) wprowadza si¢ roztwor elektrolitu
o wysokiej przewodnosci (Rysunek 10A). Nastepnie elektrokinetycznie dozuje si¢
probke, ktora ulega spigtrzeniu w strefie o wysokiej przewodnosci (Rysunek 10B).
Na skutek ditugiego czasu dozowania probki anality ulegaja rozproszeniu w strefie
o wysokiej przewodnosci (Rysunek 10C). Kolejny etap polega na umieszczeniu koncow
kapilary w micelarnym buforze rozdzielajacym 1 zmianie polaryzacji elektrod
(Rysunek 10D). Prowadzi to do penetracji strefy wysokiej przewodnosci przez faze
pseudostacjonarng i zmiatanie zawartych w niej analitow (Rysunek 10D i E). Po etapie
zmiatania nast¢puje rozdzielenie oznaczanych zwigzkow przy pomocy MEKC

(Rysunek 10F).
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Rys. 10. Schemat mechanizmu techniki SEI w potaczeniu ze zmiataniem w MEKC. (A) Do kapilary wypelnionej
buforem o niskim pH niezawierajagcym surfaktantu wprowadza si¢ elektrolit o wysokiej przewodnosci. (B) Probke o
niskiej przewodnosci, zawierajaca zjonizowane anality, elektrokinetycznie dozuje si¢ do kapilary. (B, C) Skutkuje to
spietrzaniem si¢ analitow w strefie HCB. (D, E) Zmiana polaryzacji elektrod, a takze rezerwuardw na koncach
kapilary na micelarny bufor rozdzielajacy, prowadzi do penetracji strefy HCB przez anionowe micele i akumulacji
analitow. (F) Po procesie zmiatania nastgpuje rozdzielenie analitow przy pomocy MEKC. Ciemna strefa na rysunku
reprezentuje roztwor HCB. Biala strefa symbolizuje kwasny bufor elektrolitu w wodzie. Szara strefa to micelarny
bufor rozdzielajacy.

Bardzo wysokie wspotczynniki wzmocnienia (do szesciu rzedow wielkosci)
uzyskiwane przy pomocy tej techniki wynikaja przede wszystkim z duzej iloSci
analitow wprowadzonej do kapilary poprzez zastosowanie dlugiego (od kilku
do kilkunastu minut) dozowania elektrokinetycznego przy stosunkowo wysokim
napieciu (zwykle > 10 kV) [24; 92]. Prowadzi to do znacznego zubozenia probki
uzywanej podczas analizy (ang. selective exhaustive injection, SEI). Kluczowe czynniki
wptywajace na efekt wzmocnienia sygnalu w tej technice to parametry dozowania
probki, dlugos¢ i przewodnos¢ w strefie buforu o wysokiej przewodno$ci (ang. high
conductivity buffer, HCB), przewodno$¢ probki, a takze stezenie surfaktantu.

Jakkolwiek, analiza chemometryczna wykazata, iz stg¢zenie elektrolitu w strefie HCB

nie wplywa na poprawe czulosci metody pod warunkiem, ze stosunek
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wuce do Hpepki > 30 [93]. Dlugos¢ strefy HCB z kolei bezposrednio zalezny
od parametrow dozowania (czas, napi¢cie/natezenie) i powinna by¢ dostatecznie duza,
aby zapewni¢ spietrzenie wszystkich analitow w jej obrebie [93]. Wykazano takze,
ze zastosowanie krotkiej strefy o niskiej przewodnos$ci bezposrednio przed dozowaniem
probki nie poprawia uzyskiwanych wynikow w przypadku dlugiego dozowania
elektrokinetycznego [23; 24; 92; 93]. Tlumaczy si¢ to stopniowym wzrostem
przewodnosci strefy na skutek migracji jonow w czasie dozowania probki [93; 94].
Dalsze badania wykazaty wzrost powtarzalnosci metody przy zastosowaniu statego
natezenia pragdu zamiast stalego napigcia podczas dozowania probki [95].
Zaobserwowano rowniez poprawe czulosci techniki w przypadku uzycia fosforanu
monosodowego zamiast kwasu fosforowego w roli HCB, co tlumaczy si¢
wystepowaniem dodatkowego efektu izotachoforetycznego [95].

Obecnie SEI w poflaczeniu z technikg zmiatania jest jednym z
najskuteczniejszych sposobow poprawy czutosci w CE. Jej wada jest brak mozliwosci
wzbogacania analitow neutralnych oraz jednoczesnego dozowania jonow
réznoimiennych. Niemniej jednak, omawiang technik¢ z powodzeniem wykorzystuje
si¢ do oznaczania zarowno zwigzkdéw organicznych [24; 92], jak 1 nieorganicznych [96]
oraz przy zastosowaniu MEKC [24; 92], MEEKC [97], a takze zmiatania probki przez
kompleksowanie [96]. Wykazano takze aplikacyjno$¢ tej techniki w analizie

dwuwymiarowej w CE [40; 98].
2.3. Inne mechanizmy wzbogacania z uzyciem fazy pseudostacjonarnej

Pierwsze doniesienia na temat procesu zmiatania dotyczyly zastosowania miceli
anionowych jako fazy pseudostacjonarnej [80]. PdZniejsze prace wykazaty skuteczno$é¢
zmiatania przy pomocy miceli kationowych [99], mikroemulsji [100], cyklodekstryn
[100], a takze niejonowych polimerow organicznych [101]. Zastosowanie tych ostatnich
ogranicza si¢ jedynie do analitow jonowych. Interesujacy jest réwniez fakt,
iz w przypadku standardowego procesu zmiatania, faza pseudostacjonarna penetruje
strefe probki akumulujac zawarte w niej substancje, podczas gdy uzycie niejonowego
surfaktantu prowadzi do akumulacji analitow w roztworze polimeru podczas migracji
elektroforetycznej [90]. Zjawisko to przypomina raczej technike spigtrzania, jednakze
naglta zmiana w ruchliwoséci elektroforetycznej analitu na skutek oddziatywan
analit — polimer zalezy od powinowactwa jonu do fazy pseudostacjonarnej, a proces

wzbogacenia opisuje Réwnanie (2).
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Podobny mechanizm wzmacniania sity sygnatu zostal wykorzystany w technice
przejSciowego pulapkowania (ang. transient trapping) analitow [102]. Dozowanie
elektrokinetyczne analitow poprzedzone jest wprowadzeniem do kapilary krotkiej strefy
zawierajace] faze pseudostacjonarng (micele). Anality dozowane do kapilary ulegaja
przejsciowemu putapkowaniu w strefie micelarnej, co prowadzi do zawezenia pasm
oznaczanych substancji. Po opuszczeniu strefy jonu migruja w kierunku detektora
ulegajac rozdzieleniu. Omawiana technika pozwala na kilkusetkrotng poprawe¢ czutosci
metody. Wykazano takze mozliwo$¢ jej stosowania w uktadach mikroczipowych
[102; 103].

Bardzo wysokie wspolczynniki wzmocnienia (3 - 4 rzgdy wielko$ci) mozna
uzyska¢ przy jednoczesnym stosowaniu dozowania elektrokinetycznego 1 MEKC
z dynamiczng immobilizacjg fazy pseudostacjonarnej (wypadkowa predkos$¢ poruszania
si¢ miceli w kapilarze rowna 0). Efekt ten mozna uzyska¢ poprzez: (i) lokalng roznice
w wartosciach EOF w kapilarze [104; 105] lub (i1) dobdr odpowiedniego pH buforu
[106].

(1) Wzbogacanie analitow anionowych przy uzyciu pierwszej metody polega
na zastosowanie odwrdconego przeptywu elektroosmotycznego (dodatek surfaktantu
kationowego do buforu rozdzielajacego) 1 ujemnej polaryzacji elektrod.
Elektrokinetyczne dozowanie probki w buforze bez dodatku surfaktantu kationowego
prowadzi do destabilizacji dynamicznej powtoki kationowej na powierzchni czesci
kapilary (Rysunek 11A - C). W efekcie obserwuje si¢ niejednorodny rozktad wartosci
EOF w kapilarze, nizszy w stosunku do sytuacji wyjsciowej. W tej sytuacji predkosc
migracji elektroforetycznej miceli jest kompensowana ograniczonym EOF. Akumulacja
analitow w fazie pseudostacjonarnej nastepuje na granicy stref probka/bufor
rozdzielajacy (Rysunek 11A — C). Po zakonczeniu dozowania nast¢puje koncowa
akumulacja analitéw (Rysunek 11D), a nastepnie rozdzielenie przy pomocy MEKC
(Rysunek 11E) [104]. Podobny mechanizm zostal opracowany dla wzbogacania
analitow kationowych. W tym wypadku kapilar¢ wypelnia si¢ roztworem surfaktantu
anionowego, a dozowanie probki i1 rozdzielanie substancji odbywa si¢ przy dodatniej
polaryzacji elektrod. Istota procesu jest niska wartos¢ pH probki. Elektroosmotyczne
wprowadzenie matrycy powoduje miejscowe hamowanie przeplywu wewnatrz kapilary,
co takze prowadzi do obnizenia wypadkowej wartosci EOF w calej kapilarze

1 dynamiczng immobilizacj¢ miceli [105].
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Rys. 11. Schemat techniki wzbogacania analitow na drodze dynamicznej immobilizacji miceli na przykladzie

oznaczania analitow anionowych. (A) Do kapilary wypelionej micelarnym buforem rozdzielajacym
elektrokinetycznie dozuje si¢ probke pozbawiong dodatku surfaktantu, podczas gdy stosowany bufor zawiera micele.
Obecnos¢ surfaktantu kationowego skutkuje odwroconym przeplywem elektroosmotycznym. Z tego wzgledu analize
prowadzi si¢ przy odwrdconej polaryzacji elektrod. (A — C) Wprowadzanie do kapilary probki pozbawionej
surfaktantu destabilizuje powloke surfaktantu na $cianie kapilary, co znacznie zmniejsza wartos¢ EOF w tym
regionie. Prowadzi to do zmniejszenia wypadkowej wartosci EOF w calej kapilarze i niwelowania elektroforetycznej
migracji miceli w kierunku przeciwnym do kierunku EOF. (D) Po dozowania probki nast¢puje zmiana rezerwuaru
katodowego na bufor rozdzielajacy i dalsze ogniskowanie analitow. (E) Koncowy etap polega na wyrdéwnaniu
wartosci EOF w kapilarze i rozdzieleniu substancji przy pomocy MEKC. Rysunek zostal sporzadzony na podstawie
[104]. Zacieniowane pola symbolizuja bufor z dodatkiem kationowej fazy micelarnej, podczas gdy biata strefa
oznacza bufor bez tenzydu. S- kationowy surfaktant na wewnetrznej powierzchni kapilary. Gesto$¢ rozmieszczenia

symbolizuje intensywnos¢ powlekania wewnetrznej $ciany kapilary. € - anionowy sktadnik probki (analit).

(i1) Drugi przypadek dotyczy dozowania elektrokinetycznego substancji
elektrycznie obojetnych. U podstaw tej techniki lezy zerowa wypadkowa predkosé
migracji miceli w obecnosci pola elektrycznego [106]. Stan stacjonarny uzyskuje si¢
poprzez wilasciwy dobor pH buforu, przy ktérym migracja elektroforetyczna fazy
pseudostacjonarnej jest redukowana przez przeptyw elektroosmotyczny [107].
W omawianym przykladzie dozowanie elektrokinetyczne analitow neutralnych (18 kV

przez 70 minut) do kapilary wypelnionej buforem o pH = 5, zawierajacym 50 mM SDS,
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pozwolito na wprowadzenie probki o objetosci rownowaznej pigcdziesieciu jeden
objetosciom stosowanej kapilary (Srednica: 50 pm, catkowita dtugos¢: 30 cm). Po etapie
dozowania rezerwuary na koncach kapilary zostaly wymienione na roztwory
o podobnym sktadzie, jednakze innym pH (8.0), co zaowocowato mobilizacjg miceli,
zmiataniem analitdw 1 obnizeniem granicy wykrywalnosci o ponad 20 000 razy
dla oznaczanych flawonoidow. Ten imponujacy wynik jest jednym z najwyzszych
wspotczynnikéw wzmocnienia uzyskanych dla analitow obojetnych elektrycznie [106].
Jakkolwiek, pomimo bardzo wysokich wspolczynnikow wzmocnienia, stosunkowo
dlugi czas dozowania we wszystkich omawianych przypadkach znacznie ogranicza
praktyczne wykorzystanie tych technik [104 - 106].

Obok faz pseudostacjonarnych typowych dla ECK, zmiatanie moze réwniez
zachodzi¢ w technice CZE za sprawa kompleksowania analitéw przez sktadnik buforu
rozdzielajacego, ktory w tym przypadku peini funkcje czynnika zmiatajacego.
Najczesciej zjawisko to wykorzystywane jest do wzbogacania 1 oznaczania czasteczek,
zawierajacych w swojej strukturze ugrupowanie cis — diolowe, a przeprowadzane jest
z uzyciem buforu boranowego [108]. Aplikacyjno$¢ tego podejscia wykazano
w przypadku analiz zawartosci cukréw [ 108], metabolitow kwasow nukleinowych [109]
1 niektorych alkaloidow [110]. Ostatnie prace zwracajg uwage na wieloetapowych
charakter zmiatania przy uzyciu jonow boranowych [111].

Kompleksowanie jonéw metali przez zwiazki organiczne jest rowniez szeroko
rozwinigtym zagadnieniem w kontek$cie techniki zmiatania. Najczesciej w tym celu
wykorzystuje si¢ jony wersenianowe [96; 112]. Jakkolwiek, proces kompleksowania
znalazt takze wykorzystanie w oznaczaniu zwigzkow organicznych takich,
jak na przyktad aminokwasy, w obecno$ci jonéw metali jako dodatku do buforu
rozdzielajacego [113].

Kompleksowanie analitbw umozliwia rozdzielanie substancji obojetnych
elektrycznie [108], a takze detekcj¢ UV substancji nie posiadajacych ugrupowan
chromoforowych w swojej strukturze [108; 113]. Dodatkowo, zmiatanie jonow metali
przy pomocy organicznych zwigzkow kompleksujacych jest kompatybilne z detekcja
MS [112].
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3. Izotachoforeza (ITP)
3.1. Mechanizm ITP

Termin ,,izotachoforeza” pochodzi z greki i oznacza ,migracje ze stalg
predkoscig”. Podczas gdy rozdzielenie substancji w CZE polega na rdéznicach
w efektywnej predkosci poruszania si¢ jonow, tak w przypadku ITP predkos¢ migracji
czasteczek jest réwna, a rozdzielenie substancji nastepuje na skutek roznicy
w ruchliwosci elektroforetycznej indywiduéw chemicznych. Uktad rozdzielajacy
w typowej ITP skfada si¢ z dwoch roztworéow buforowych, z ktorych jeden zawiera
jony o ruchliwosci wigkszej od oznaczanych sktadnikow, a drugi jony o ruchliwosci
nizszej od analitu. Roztwory te nosza nazwy odpowiednio elektrolitu wiodacego (LE)
1 elektrolitu ograniczajacego (konczacego, terminujacego, TE). Proces izotachoforezy,
w odréznieniu od innych omawianych technik, prowadzony jest w warunkach statego
natezenia pradu elektrycznego, ktérego przeplyw warunkowany jest stalg szybkoscig
poruszania si¢ jonow na calej dlugosci kapilary. Z tego wzgledu nastgpuje
uporzadkowanie jondéw wedlug ich wzrastajacej ruchliwosci elektroforetyczne;j.
Uporzadkowanie stref wzgledem ruchliwo$ci jonow w polu elektrycznym
(przewodnosci roztworéw) prowadzi do niejednorodnego rozkladu (gradientu) pola
elektrycznego wewnatrz kapilary (Erg < Eana < Erg). W konsekwencji jon o danej
ruchliwosci elektroforetycznej bedzie przyspieszany w kontakcie ze strefa o wyzszym
polu elektrycznym, podczas gdy jego predkos¢ poruszania si¢ bedzie male¢ w nizszym
polu elektrycznym (samoorganizacja stref w ITP). Omoéwiony rozktad sit pola
elektrycznego i przewodnosci w kapilarze zostal przedstawiony na Rysunku 12.

Ze wzgledu na mechanizm rozdzielania ITP znalazla zastosowanie w oznaczaniu
nieorganicznych i organicznych jonéw przede wszystkim w analizie wod roéznego
pochodzenia (gléwnie przemyst spozywczy 1 analizy S$rodowiskowe). Proces
rozdzielania w ITP prowadzi si¢ przy uzyciu jednej lub dwoch polaczonych ze sobg
kapilar. Na szczegolng uwage zastuguje drugi z wymienionych uktadéw. Umozliwia on
nie tylko prowadzenie analiz dwuwymiarowych, co zwigksza potencjat aplikacyjny
techniki, ale rowniez pozwala na wykorzystanie ITP do wzbogacania probki
w pierwsze] kapilarze, a nast¢pnie rozdzielenie 1 oznaczenie skitadnikéw w drugim
etapie analizy. Mozliwo$¢ jednoczesnej detekcji analitow w obu kapilarach, a takze
szeroka oferta komercyjnych urzadzen do ITP czyni z niej bardzo atrakcyjne narzedzie

analityczne [114].

36



g TE C

X
Rys. 12. Schemat przedstawiajacy rozktad wartosci pola elektrycznego i przewodnos¢ poszczegélnych stref
roztworé6w w kapilarze podczas izotachoforetycznego rozdzielania kationowych substancji A, B i C. Warunki:

I=const. i pig > Ha > g > He > PrE.

3.2. Przejsciowa izotachoforeza (tI'TP)

Dwuwymiarowe analiza ITP — CZE umozliwia znaczaca poprawe czulosci
oznaczen w stosunku do standardowej CZE. W pionierskiej pracy na ten temat Foret
1 wspot. uzyskali tysiackrotnie nizsze granice wykrywalnos$ci dla uzytych biatek
testowych [115]. W cytowanym artykule autorzy zwrdécili rowniez uwage na mozliwos¢
efektywnego dozowania duzych objetosci probki (do 50% catkowitej objetosci kapilary)
w zaleznosci od skltadu matrycy analitycznej, co zaowocowalo okoto
pig¢dziesigciokrotnym wzmocnieniem sity sygnatu. Obserwowane zjawisko polegato
na wystepowaniu przejsciowego (chwilowego) etapu izotachoforetycznego
(ang. transient isotachophoresis, tITP), w ktorym skladnik probki penit funkcje LE,
a sktadnik buforu rozdzielajacego role¢ TE. Byl to wigec proces analogiczny
do obserwowanego w przypadku dwuwymiarowej analizy ITP — CZE z tg roznica, ze
tITP zachodzita w jednej kapilarze (co stanowi niewatpliwg zalet¢ proponowanego
rozwigzania), a uzyskiwana poprawa sily sygnalu byla zdecydowanie wyzsza
dla techniki dwukolumnowej. Jakkolwiek, roznice w warto$ciach wzbogacenia w tym

przypadku wynikaly z geometrii stosowanych kapilar (znacznie wigksza $rednica
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wewnetrzna pierwszej kapilary w stosunku do drugiej w uktadzie dwuwymiarowym)
[115].

Pozniejsze badania wykazaty, iz tITP nie ogranicza si¢ jedynie do przypadkow,
gdy jeden ze sktadnikéw probki pelni role LE, podczas gdy TE jest sktadnikiem buforu
rozdzielajagcego. Rysunek 13 przedstawia niektére 2z mozliwych ukladow
LE — TE — BGE — probka. Na podanej rycinie na uwage zashuguje duza dowolno$¢
konfiguracji stosowanych elektrolitoéw. Funkcje LE i TE moga petni¢ jony dozowane
bezposrednio przed i za probka w postaci krotkich pasm (Rysunek 13a). W innych
uktadach makrokomponent buforu rozdzielajacego moze przeja¢ funkcje jednego ze
sktadnikow uktadu (LE lub TE), podczas gdy drugi umieszczany jest przed lub za strefg
probki (Rysunek 13b). Dodatkowo, matryca probki moze zawiera¢ jony LE lub TE
(Rysunek 13c, d). Omawiana roéznorodno$¢ uktadu tITP ma przetozenie na czeste
obserwowanie efektow izotachoforetycznych w innych technikach elektroforetycznych.

Zagadnienie to zostato omowiony w dalszej czegsci niniejszego rozdziatu [116; 117].

2 BGE Probka | LE BGE BGE b BGE Probka BGE (LE) BGE
(LE) (LE)

c1 BGE Probka + LE BoE(LE)  [DOF a1 7E|  probkasie BGE(LE) )
(LE) (LE) (LE)

c2 BGE Probka + Bae(e)  |DOF d2 ¢ Probla + LE pae(E)  |DOF
(LE) LE (LE) (LE)
3 BGE prabka | BGE(LE) |POF d3 BGE Probka RGE(LE)  |BOF
(LE) (LE) (LE) (LE)

cd BOE| b rip probka | BGE(LE) |DCE d4 BGE Probka | BGE(LE) |ECE
(LE) (LE) (LE) (LE)

Rys. 13. Rézne konfiguracje uktadu LE — TE — BGE — probka, dla ktorych zachodzi zjawisko tITP: (a) Standardowa
tITP; (b) tITP z buforem rozdzielajacym peligcym funkcje LE; (c) tITP indukowana sktadem probki z regularnym
przejsciem z ITP do CE; (d) tITP indukowana sktadem probki z poczatkowym etapem ITP. Nieoznakowane biale
strefy symbolizuja bufor rozdzielajacy (BGE) pehnigcy funkcje LE. Rysunek i komentarz na podstawie [116].

Istnieja dwa warunki konieczne do zaj$cia izotachoforetycznego spigtrzania
sktadnikow probki. Pierwszy obejmuje réznice w ruchliwosci elektroforetycznej
komponentow uktadu izotachoforetycznego tak, iz pre > Pprsbki > pre. Drugi natomiast,
dotyczy znacznie wyzszego stezenia elektrolitow LE 1 TE w stosunku do sktadnikow
probki. W rezultacie st¢zenie analitu w strefie po procesie tITP przedstawia ponizsze

wyrazenie:
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Hanal (ULET HQ)
Cs ac =K C - C
tack LE ULE (Manalt KQ) LE (8)

, gdzie Q oznacza przeciwjon. Z rownania wynika, iz wigkszy efekt wzmocnienia
bedzie obserwowany w obecnosci wyzszego stezenia jonu wiodgcego. Zalezno$¢ ta nie
uwzglednia wptywu jonu terminujgcego na proces wzbogacania probki. Wykazano,
ze w przypadku, gdy TE jest skladnikiem probki, jego nizsze stezenie poprawia
uzyskiwany efekt wzmocnienia sygnatu na skutek wyzszego pola elektrycznego
w rezerwuarze probki podczas dozowania [118]. Z drugiej jednak strony, wieksza 1los¢
uzytego TE przedtuza czas izotachoforetycznego ogniskowania analitow, przez co
krocej ulegaja one  dyspersji  elektroforetycznej w  czasie rozdzielania
elektroforetycznego [116]. Zbytnie wydluzenie procesu tITP w trakcie catego procesu
analitycznego prowadzi do pogorszenia rozdzielczosci [116; 117]. Z tego wzgledu etap
izotachoforetyczny nalezy indywidualnie optymalizowa¢ w toku opracowywania
metody analitycznej, a czas jego trwania mozna kontrolowaé poprzez stezenie jonu
terminujacego, objetos¢ dozowanej strefy TE (Rysunek 13c) lub czas przyktadanego
napigcia do naczynka wypelionego TE (Rysunek 13d) [116; 117].

Jednoczesne stosowanie roztworow o rdéznym skladzie jakoSciowym, sile
jonowej 1 wartosci pH (BGE, TE, LE) skutkuje r6znicag w lokalnych wartosciach EOF.
Co wigcej, obecnos$¢ hydrodynamicznego przeptywu w kapilarze powoduje poszerzenie
uzyskiwanych sygnatéw. Z tego wzgledu wyzsze wartosci wspdtczynnikow
wzmocnienia obserwowane s3 w uktadach, w ktérych EOF = 0 [118]. W tym celu
stosuje si¢ powlekanie wewnetrznej powierzchni kapilar (lub kanatow mikroczipu)
substancjami eliminujacymi EOF [118] lub stosuje si¢ zewnetrzne ci$nienie w celu
neutralizacji przeptywu [119 - 121].

Zastosowanie tITP umozliwia efektywne wzbogacanie nawet duzych objetosci
probki  [115].  Jakkolwiek, dozowanie elektrokinetyczne probki pozwala
na wprowadzenie znacznie wigkszej ilo$ci substancji w stosunku do dozowania
ci$nieniowego. Zagadnienie to bylo juz omawiane w Rozdzialach (I.1.3. 1 1.2.2.).
Wykazano, iz potaczenie tITP z technika FASI (ang. electrokinetic supercharging, EKS)
pozwala na uzyskanie bardzo wysokich liczbowo wspdiczynnikow wzmocnienia
w stosunku do standardowego dozowania ci$nieniowego [21; 26; 118 - 121].
Dla porownania, zastosowanie techniki FASI pozwolilo na okoto dwustukrotng
poprawe czutosci detekcji wybranych niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych,

podczas gdy rozwini¢cie opracowanej metodologii o proces tITP zaowocowato dalszym
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dwunastokrotnym wzmocnieniem sity sygnatu [21]. Obecnie, obok omawianej
juz techniki SEI w potaczeniu ze zjawiskiem zmiatania (Rozdziat 1.2.2.), EKS stanowi

najefektywniejsza znang metod¢ wzmacniania sity sygnatu w CE.
3.3. Przejsciowa pseudo-izotachoforeza (p-ITP)

Najbardziej kluczowym elementem optymalizacji procesu ITP jest wiasciwy
dobor LE 1 TE. W wigkszo$ci przypadkow jony sodowe (lub potasowe, w analizie
kationow) 1 chlorkowe (w analizie aniond6w) doskonale speiniajg role LE, jako Ze ich
ruchliwo$¢ elektroforetyczna jest wyzsza od wigkszo$ci jondw organicznych
1 nieorganicznych. Z kolei dobdr wlasciwego TE nie zawsze jest tak oczywisty 1 czesto
nastrecza pewnych trudnosci. Zazwyczaj funkcje ta pelnig duze jony organiczne
jak cytrynianowy czy tetrabutyloamoniowy [114].

Alternatywa dla klasycznego podej$cia wykorzystujacego typowe roztwory
buforowe LE 1 TE jest zastosowanie rozpuszczalnika organicznego w funkcji TE
[122 - 124]. Jak juz wspomniano powyzej, mechanizm ITP polega przede wszystkim
na réznicy w wartosciach lokalnego pola elektrycznego w kapilarze (Rysunek 12).
Najwyzszg warto$¢ pola elektrycznego obserwuje si¢ dla strefy TE, w ktorej ruchliwos¢
jondéw ograniczajacych jest najnizsza 1 w ktorej pozostale jony ukladu bede
przys$pieszane (samoorganizacja ITP). W swoich pracach dotyczacych analizy CE
probek biologicznych, poddanych deproteinizacji z uzyciem acetonitrylu (ACN),
Shihabi zaobserwowal wyzsza sprawnos¢ ukladu w stosunku do probek
niezawierajacych rozpuszczalnika organicznego [122]. Omawiany proces zostat
nazwany przejsciowag pseudo-izotachoforeza (ang. transient pseudo-isotachophoresis,
p-1TP) [124], a jej mechanizm zostat przedstawiony na Rysunku 14. Probka zawierajaca
zaréwno anality kationowe, jak 1 anionowe, rozpuszczalnik organiczny oraz stosunkowo
duzg zawarto$¢ jondw o wysokiej ruchliwosci elektroforetycznej (jony sodowe
1 chlorkowe), dozowana jest do kapilary wypelnionej buforem rozdzielajacym
(Rysunek 14A). Po przylozeniu napigcia nastgpuje migracja jonow dodatnich
w kierunku katody i anionéw w kierunku anody Rysunek 14B). Migracja jonow
w kierunku elektrod skutkuje zubozeniem w no$niki tadunku centralnej strefy probki,
w ktorej obserwuje si¢ znacznie wyzsze pole elektryczne na skutek obecnosci
rozpuszczalnika organicznego. W efekcie obserwuje si¢ proces tITP, w ktorym jony

Na' i CI petnig funkcje LE dla (odpowiednio) kationéw i anionéw, a ACN stuzy jako
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TE (pseudo-TE, Rysunek 14C). Po etapie izotachoforetycznego spigtrzania jondw
nastepuje rozdzielenie i1 detekcja sktadnikow na drodze CZE (Rysunek 14D) [123].
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Rys. 14. Schemat mechanizmu p-ITP. (A) Probke zawierajaca znacznag ilos¢ NaCl i rozpuszczalnik organiczny
(np. ACN) dozowana jest do kapilary wypehionej buforem rozdzielajacym do CZE. (B) Po przylozeniu napigcia
nastepuje migracja jonow w kierunku elektrod o przeciwnych znakach. (C) Migracja jonéw skutkuje zubozeniem
w nosniki tadunku elektrycznego centralnej strefy probki, gdzie obserwowane jest wyzsze pole elektryczne
w stosunku do pozostatych czesci kapilary. Prowadzi to do tITP, w ktérej role LE petnig jony Na* (dla kationow)
i CI' (dla anionéw), a rozpuszczalnik organiczny funkcjonuje jako pseudo-TE. (D) Po etapie wzbogacania nastgpuje

rozdzielenie sktadnikoéw probki przy pomocy CZE.

Optymalne warunki do zaj$cia omawianego procesu to zwykle 50 — 70% (v/v)
rozpuszczalnika organicznego 1 1% (w/w) zawarto$ci chlorku sodu w probce
[123; 124]. Ukfad ten umozliwia spietrzanie duzych objetosci probki (20 — 30%
catkowitej objetosci kapilary) i skutkuje zwigkszeniem czuto$ci metody zwykle do 100-
razy [125]. Duza zaleta p-ITP jest mozliwo$¢ jednoczesnego wzbogacania analitow
kationowych i anionowych, a takze uniwersalny charakter pseudo-TE. Technika ta jest
w szczegolnosci przydatna w analizie probek biologicznych, do przygotowania ktérych
stosuje si¢ deproteinizacje przy uzyciu ACN. Dodatek tego rozpuszczalnika do probki
w stosunku objetosciowym 2 do 1 zwykle zapewnia satysfakcjonujace oczyszczenie
probki z makrosktadnikow 1 pozwala na bezposrednig analize¢ z uzyciem CE

[122 - 124].
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3.4. Procesy izotachoforetyczne w technikach elektromigracyjnych

Wystagpienie zjawiska ITP warunkowane jest obecnoscia mediéw pelnigcych
role LE i TE. W przypadku analiz izotachoforetycznych, sktad LE i TE poddawany
jest weryfikacji zardwno jakosciowej, jak 1 ilosciowej] w toku optymalizacji metody
analitycznej. Jakkolwiek, réznorodnos¢ stosowanych odczynnikow w  technikach
elektromigracyjnych i duza dowolno$¢ uktadu LE — TE — BGE — prébka (Rysunek 12)
jest przyczyng stosunkowo czgstego udzialu proceséw izotachoforetycznych w
technikach elektromigracyjnych.

Anres 1 wspol. zwréceili uwage na sktad roztworu HCB w technice SEI taczone;j
ze zmiataniem w kontekscie ITP. Obecno$¢ jonéw sodowych w strefie HCB pozwolita
na poéttora krotny wzrost efektu wzmocnienia sygnatu w stosunku do uzycia roztworu
kwasu fosforowego [95].

W technice pH-spigtrzania Baidoo 1 wspot. zaobserwowali dodatkowy efekt
tITP, w ktérym role LE i TE pehity odpowiednio jony amonowe 1 hydroniowe [44].
Po6zniejsze badania i symulacje komputerowe potwierdzity ich spostrzezenia [51; 52].

Foteeva 1 wspot. wykazali, ze w przypadku analizy MEKC prébek o duzej
zawarto$ci jonow ClI° moze zachodzi¢ zjawisko micelarnej przejsciowej ITP.
(ang. micellar transient isotachophoresis, mtITP) [126]. Duza sila jonowa probki
prowadzi do spigtrzania miceli na granicy o$rodkdw probka/bufor rozdzielajacy [84].
Stosujac bufor rozdzielajacy ztozony z anionowego surfaktantu (SDS) i tetraboranu
disodowego (boraks) w opisywanym przyktadzie zachodzi zalezno$¢ pic; > Hsps > Hborax
[126]. Jakkolwiek, zgodnie z Rownaniem (8) efekt ten jest widocznie jedynie w
przypadku dostatecznie duzego zasolenia probki. Niemniej jednak, moze by¢ przyczyna
odchylen od wynikéw obserwowanych w stosunku do wyliczen teoretycznych [28; 82].
Matczuk 1 wspol. wykazali okoto dziesigciokrotny efekt wzmocnienia sity sygnatu dla
analitow neutralnych w obecnosci 100 mM chlorku sodu w prébce w stosunku do

probki wodnej (brak zjawiska mtITP) [127].

42



4. Podsumowanie

Techniki wzbogacania analitu w kapilarze niewatpliwie pozwalaja
na przezwyci¢zenie najwigkszej niedogodnosci CE — stosunkowo niskiej czutosci analiz
przeprowadzanych przy uzyciu najpopularniejszych detektorow
spektrofotometrycznych. Ich zastosowanie umozliwia wykrycie organicznych
zwigzkoéw drobnoczasteczkowych na poziomie kilku ppt przy uzyciu podstawowego
detektora UV bez konieczno$ci rozbudowy lub modyfikacji standardowej aparatury
do CE [24]. Techniki te oparte sa na podstawowych zjawiskach fizycznych
1 w wigkszosci przypadkow istnieje mozliwos$¢ zastosowania opracowanej metodologii
zarowno w klasycznej CE, jak 1 w ukladach mikroczipowych [128]. Rdéznorodnos¢
technik wzmacniania sygnalu pozwala na doboér odpowiedniego rozwigzania i jego
implementacje do uprzednio opracowanej metody w przypadku, gdy tak wykazata zbyt
niska czutos¢. Poznanie kluczowych parametrow i1 skladowych uzyskiwanego efektu
wzmocnienia sygnatu umozliwia optymalizacje procesu. Z kolei doktadne zrozumienie
mechanizmoéw wzbogacania analitow w kapilarze pozwala na poprawe uzyskiwanych
parametréw rozdzielania substancji przy uzyciu standardowego dozowania probki
do kapilary [89]. Opracowanie nowych sposobOw spietrzania probki nie pozostato
bez znaczenia dla rozwoju dwuwymiarowych technik rozdzielania substancji [40].
Wszystkie te czynniki tlumacza duza intensywno$¢ prowadzonych badan
w tej dziedzinie nauki na przestrzeni ostatnich dwudziestu lat.

W  Tabeli 1 zestawiono opisane techniki wzmacniania sity sygnatlu
wraz z parametrami istotnymi z praktycznego punktu widzenia. Wigkszos$¢ technik
pozwala na wzbogacanie analitow zjonizowanych, podczas gdy anality oboj¢tne
elektrycznie  (poza  nielicznymi  wyjatkami) mozna  wzbogaca¢  jedynie
przy zastosowaniu fazy pseudostacjonarnej (technika zmiatania 1 AFMC). Zastosowanie
np. technik spietrzania do wzbogacania substancji niejonowych mozliwe
jest w przypadku stosowania dodatkowego mechanizmu akumulacji substancji [106]
lub po nadaniu analitom tadunku. Dla przyktadu, dodatek sulfonowanych cyklodekstryn
do roztworu probki umozliwit ponad tysigckrotne obnizenie granicy wykrywalnosci
wybranych zwigzkéw steroidowych przy zastosowaniu techniki pH-spigtrzania
z elektrokinetycznym dozowaniem probki [129]. Najczesciej jednak efekt wzmocnienia
sygnatu dla substancji obojetnych uzyskuje si¢ za pomocg zmiatania fazg

pseudostacjonarng [90]. Jednoczesne wzbogacanie analitow kationowych 1 anionowych
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z kolei mozliwe jest jedynie w przypadku techniki FASS, p-ITP i zmiatania, podczas
gdy jedynie zmiatanie pozwala na jednoczesne wzbogacanie kazdego rodzaju
substancji. Jest to jeden z gtdwnych powodow laczenia techniki zmiatania z innymi
technikami wzbogacania analitow w kapilarze.

Tab. 1. Poréwnanie najcz¢sciej stosowanych technik wzbogacania analitu w kapilarze pod katem wybranych

aspektow praktycznych. * Zacieniowane tlo wskazuje na mozliwosci jednoczesnego wzbogacania podanych

indywiduéw chemicznych. ** Brak danych literaturowych (komentarz w tekscie).

. Odpornos¢  Kompatybilno$¢ ZYozonos¢ EfekF .
. Rodzaj . . wzmocnienia
Technika analitu® na zasolenie  z detektorem opracowania sitv svenal
probki MS techniki y syshatu
[125]
FASS Sl - + + 10' - 10
LVSS bS - + ot 10— 10°
FASI PSS - + ++ 10° - 10°
AFMC O +- +H--- ++ 10' - 10°
MSS SO +/- + ++ 10" - 10
pH- 1 103
spigtrzanie @@ e " o 10°-10
Dynamiczne
krzyzowanie @@ +++ + ++ 10' - 10°
pH
Zmiatanie @eo +/- +/- - - ++ 10' - 10°
SEI- 3 6
zmiatanie ©O - Mk e 10°—10
tITP e ++ + +++ 10' - 10°
EKS be - + A+ 10°—10°
p-ITP BEe +++ + + 10' - 10°

Bardzo istotnym zagadnieniem w praktyce laboratoryjnej jest odpornos¢
techniki na obecno$¢ soli w analizowanych probkach (Tabela 1). Jako ze wspotczynnik
wzmocnienia w technikach FASS, LVSS i1 FASI, a takze w technikach laczonych
opartych na FASI — SEl-zmiatanie 1 EKS, jest wprost proporcjonalny do réznicy
w przewodnosci roztworu probki i buforu rozdzielajgcego (Rownanie (1)), w tych

technikach obserwuje si¢ drastyczne pogorszenie efektu spigtrzenia wraz ze wzrostem

44



stezenia soli w probce. Jedynie w przypadku taczonej techniki SEI-zmiatanie,
ze wzgledu na drugi mechanizm wzbogacania probki, mozliwa jest poprawa sity
sygnalu, chociaz uzyskany efekt bedzie daleki od spodziewanego. W przypadku
zmiatania, wzrost sily jonowej probki moze mie¢ dwojaki wplyw na poprawe
intensywnos$ci sygnatu, co zostat szczegotowo przedyskutowane w Rozdziale 1.2.1.
Procesy MSS i AFMC prowadzi si¢ w warunkach, w ktorych y = 1. Z tego wzgledu
mozliwy jest dobor odpowiednich warunkéw prowadzenia procesu do stezenia soli
w probce. Niemniej jednak, zastosowanie procedury ekstrakcji przed analiza CE
pozwala na przezwycigzenie tej niedogodnosci. Dynamiczne krzyzowanie pH,
pH-spietrzanie 1 p-ITP to techniki dedykowane probkom o wysokim zasoleniu
1 powinny by¢ brane pod uwage w pierwszej kolejnosci w przypadku analizy ptynow
ustrojowych, prébek srodowiskowych, produktéw zywnosciowych
czy farmaceutycznych. Rowniez tITP umozliwia skuteczne wzbogacanie probek
o znacznej sile jonowej, a w niektorych przypadkach zasolenie probki jest czynnikiem
indukujacym ITP [126].

Zastosowanie spektrometru mas jako detektora w technikach rozdzielania
substancji, uwaza si¢ obecnie za jedno z najwigckszych osiggnie¢ chemii analitycznej
dwudziestego wieku. Intensywny rozwo6j technologiczny tego typu urzadzen pozwala
na oznaczanie wyjatkowo niskich stezen substancji (pg/ml). Dodatkowo, uzyskiwane
widmo  umozliwia  jednoczesng  identyfikacje = oznaczanych  zwiazkéw,
przez co tandemowa spektrometria mas uwazana jest obecnie za zloty standard analiz
biomedycznych. Z tego wzgledu kompatybilnos¢ opisywanych technik z detekcjg MS
jest aktualnym problemem, bardzo czgsto poruszanym w literaturze naukowe;.
Zagadnienie to w duzej mierze sprowadza si¢ do rodzaju techniki elektromigracyjnej
uzywane] do rozdzielenia substancji po wlasciwym procesie wzbogacenia.
W przypadku CZE, ktéra mozna zastosowa¢ z wigkszoscig opisywanych technik,
problem kompatybilno$ci z detektorem MS ogranicza si¢ przede wszystkim
do zastosowania dostatecznie lotnych sktadnikow buforu rozdzielajacego (elektrolitu
buforujacego 1/lub dodatku rozpuszczalnikow organicznych). Duzo wigkszg trudnos¢
napotyka natomiast zastosowanie MEKC. W technice tej zazwyczaj stosuje si¢
stosunkowo duze stezenie jonowych surfaktantéw, co prowadzi do nieefektywnej
jonizacji analitéw 1 zapychania kapilar uzywanych w najczesciej stosowanej technice
jonizacji  przez  elektrorozpylanie  (ang.  electrospray  ionization,  ESI).

Dlatego tez technika zmiatania i AFMC nie wykazuja zgodnosci z detekcja MS
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(Tabela 1). Jakkolwiek, istnieje mozliwos$¢ stosowania tych technik z detektorem MS.
Najczesciej wykorzystuje si¢ czesciowe wypehienie kapilary buforem zawierajacym
faze pseudostacjonarng tak, iz stosowany surfaktant nie ma kontaktu ze zrodtem
wzbudzania jonéw (ang. partial filling technique) [30; 130; 131]. Alternatywa jest
zmiatanie przez kompleksowanie analitoéw [96]. Ma to jednakze bardzo ograniczone
zastosowanie praktyczne. Teoretycznie mozliwe wydaje si¢ rowniez uzycie p-1TP,
jednakze brakuje danych literaturowych na ten temat.

Mozliwy do uzyskania efekt wzmocnienia sygnalu stanowi istote omawianego
zagadnienia 1 (w zaleznos$ci od stosowanej techniki) waha si¢ od jednego do szeSciu
rzedow wielkosci (Tabela 1). Wartosci prezentowane w Tabeli 1 nie sg dokladnym
odzwierciedleniem rezultatéw poszczegodlnych prac, jednakze pozwalaja na ogdlng
oceng potencjatu danej techniki, co z kolei umozliwia dobdr techniki wzmacniania sity
sygnalu wspotmierny do oczekiwanej czutlosci metody. Istotnym jest réwniez aspekt
ilosci parametrow wymagajacych optymalizacji. Przektada si¢ to na ztozonos¢ 1 czas
potrzebny na opracowanie metody analityczne;.

Nalezy zaznaczy¢, iz poréwnanie uzyskiwanych efektow wzmocnienia sygnatu
pomiedzy opublikowanymi pracami réznych (a nawet tych samych) zespolow
badawczych wydaje si¢ by¢ skomplikowane, a nawet kontrowersyjne. Istnieje duza
rozbiezno$¢ w sposobie szacowania otrzymanego efektu. Wiekszo$¢ autoréw stosuje
poréwnanie wartosci LOD badanych zwigzkéw uzyskane opracowang technikg
wzbogacania analitu w kapilarze w stosunku do wartosci LOD otrzymywanych przy
zastosowaniu standardowego dozowania hydrodynamicznego (najczg¢sciej najmniejsza
mozliwa objeto$§¢ dozowania probki). Ze wzgledu na rdéznorodnos$¢ stosowanych
parametréw dozowania takich, jak czas, wielko§¢ przykladanego cisnienia,
typ dozowania — hydrodynamiczny lub grawitacyjny, stosowane jednostki ci$nienia,
ilos¢ dozowanej probki do kapilary moze si¢ znaczaco rozni¢, wptywajac na wielkos$¢
wyliczonego efektu wzmocnienia. Stosunkowo czgsto stosuje si¢ rOwniez porownanie
wysokosci lub (rzadziej) pola powierzchni pikéw dla techniki wzmacniania sygnatlu
1 techniki referencyjnej, uwzgledniajac przy tym roznice stezen analitow w badanych
probkach. Mylace moze by¢ takze poréwnywanie efektow wzmocnienia pomigdzy
réznymi rodzajami detekcji. Sposrod wymienionych mozliwo$ci najbardziej
wiarygodne wydaje si¢ by¢ poréwnanie wartosci LOD pomigdzy ré6znymi metodami.
Jednakze w tym przypadku problematyczne moze okazac si¢ porownanie uzyskanych

wynikéw z pracami innych autorow, jako ze wymaga to zastosowania tych samych
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substancji wzorcowych. Z tego wzgledu wigkszo$¢ autoréw postuguje si¢ ogolnym
pojeciem wspotczynnika wzmocnienia sygnalu najczes$ciej wyrazanym w postaci:

_Hi G

EF =t 7 )

, gdzie: H; 1 C; — wysoko$¢ sygnatu 1 stezenie substancji dla techniki wzbogacania

analitu; H, 1 C, — wysoko$¢ sygnatu i stezenie substancji dla metody referencyjne;j.
Bioragc pod uwage powyzsze rozwazania, prace w dziedzinie techniki

wzbogacania analitu powinny zawsze obejmowacé podanie uzyskanych wartosci LOD,

a takze doktadny opis sposobu obliczenia efektu wzmocnienia sity sygnatu.
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II. Cel pracy

48



Wzbogacania analitow w kapilarze stanowi obecnie jedno z najbardziej

rozwijanych zagadnien dotyczacych technik elektromigracyjnych. Intensywne prace

w tej tematyce pozwolity na przelamanie dotychczasowych stereotypoéw dotyczacych

niskiej czutosci CE w stosunku do technik chromatograficznych [132]. Doktadne

poznanie zjawisk zachodzacych podczas procesu wzbogacania probki w kapilarze,

w tym wyznaczenie parametrow krytycznych i odkrycie wzajemnych zaleznosci migdzy

nimi, wydaje si¢ by¢ kluczowe dla wtasciwego wykorzystania opisywanych technik

1 maksymalizacji uzyskiwanego efektu.

Celem niniejszej pracy bylo opracowanie metod oznaczania wybranych

substancji testowych z wykorzystaniem technik wzbogacania analitu w kapilarze.

Przeprowadzone badania mialy na celu:

1.

Poznanie i opis mechanizmu wzmocnienia sily sygnalu poprzez modyfikacje
wybranych parametréw metody.

Opracowanie nowych technik spietrzania analitow lub modyfikacje
juz istniejacych.

Zwrdcenie uwagi na zjawiska towarzyszace technikom, ktérych mechanizmy
zostaty juz opisane w literaturze naukowej.

Konstruktywng dyskusje na temat praktycznego wykorzystania obecnego stanu

wiedzy na temat wzbogacania probki w kapilarze.
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III. Czes¢ doswiadczalna
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1. Aparatura, odczynniki, materialy

1.1. Aparatura naukowa

Urzadzenia do CE:

e Beckman P/ACE 2100 wyposazony w detektor UV (Beckman Coulter,
Fullerton, CA, USA).

e Beckman P/ACE 5000 wyposazony w detektor UV (Beckman Coulter).

e PA 800 Plus wyposazony w detektor fotodiodowy z detekcja UV (Beckman
Coulter).

pH-metry:
e Beckman pH-meter (Beckman Coulter).
e (Cerko Lab System (Gdansk, Polska).
e Crison GLP-21 (Barcelona, Hiszpania).

Systemy uzdatniania wody:
e Basic 5 (Hydrolab, Wislina, Polska).
e Mili Q Direct (Merck Millipore, Billerica, MA, USA).
e Redestylator wody (GFL 2104, Burgwedel, Niemcy).

Pozostala aparatura i sprzet laboratoryjny:

e Chromatograf gazowy Gas Chromatograph System wyposazony w detektor
ptomieniowo-jonizacyjny (Shimadzu, Kyoto, Japonia).

e Termostat: Eppendorf Termomixer (Eppendorf, Hamburg, Niemcy).

e Kapilary krzemionkowe niemodyfikowane r6znej dlugosci (Srednica
wewnetrzna: 50 pm; Srednica zewnetrzna: 375 pm; Beckman Coulter).

e Krzemionkowa kolumna kapilarna do chromatografii gazowej o dtugosci 30 m,
$rednicy 0,5 mm 1 grubosciag filmu fazy stacjonarnej (5%-fenylo-95%-
dimetylopolysiloksan) wynoszacej 0,25 mm.

e Konduktometr Conductibility Meter Lab 970 (SCHOTT Instruments, Mainz,
Germany).

e Spektrofotometr UV/VIS PU 8750 (Philips, UK).
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1.2. Odczynniki i rozpuszczalniki

Substancje wzorcowe:
e Amitryptylina chlorowodorek (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
e Baklofen (Sigma-Aldrich).
e Chloropromazyny chlorowodorek (Sigma-Aldrich).
e Chlorprotiksenu chlorowodorek (Sigma-Aldrich).
e Fluoksetyny chlorowodorek (Sigma-Aldrich).
e Glicyna (Merck, Darmstadt, Niemcy).
e Hydroksyzyny dichlorowodorek (Sigma-Aldrich).
e Klomipraminy chlorowodorek (Sigma-Aldrich).
e Kwas foliowy (Sigma-Aldrich).
e Kwas L-asparaginowy (Merck).
e Kwas L-glutaminowy (Merck).
e L-alanina (Merck).
e [-asparagina bezwodna (Merck).
e L-argininy chlorowodorek (Merck).
e L-cysteina (Merck).
e L-cystyna (Merck).
e L-fenyloalanina (Merck).
e [-glutamina (Merck).
e L-histydyny chlorowodorek jednowodny (Merck).
e L-izoleucyna (Merck).
e [-leucyna (Merck).
e L-lizyny chlorowodorek (Merck).
e L-metionina (Merck).
e L-prolina (Merck).
e [-seryna (Merck).
e [-treonina (Merck).
e L-tryptofan (Merck).
e L-tyrozyna (Merck).
e L-walina (Merck).
e Nikotynamid (Sigma-Aldrich).
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Oksazepam (Sigma-Aldrich).

Olanzapina (Sigma-Aldrich).

Opipramolu dichlorowodorek (Sigma-Aldrich).
Perfenazyna (Sigma-Aldrich).

Pirydoksyna (Sigma-Aldrich).
Prochloroperazyny dimaleinian (Sigma-Aldrich).
Promazyny chlorowodorek (Sigma-Aldrich).
Ryboflawina (Sigma-Aldrich).

Tiaminy chlorowodorek (Sigma-Aldrich).
Tiorydazyny chlorowodorek (Sigma-Aldrich).
Trifluperazyny di chlorowodorek (Sigma-Aldrich).

Elektrolity i skltadniki buforu rozdzielajgcego:

0.1 M roztwoér wodorotleneku sodu (Beckman Coulter).
2-amino-2-hydroksymetylopropano-1,3-diol ~ (Tris, Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA).

85% roztwor kwasu fosforowego (POCH, Gliwice, Polska).

Chlorek sodu (POCH).

Czteroboran disodowy dziesigciowodny (Merck).

Diwodorofosforan sodu (Merck).

Laurylosiarczan sodu (Merck).

Wodorotlenek sodu (POCH).

Rozpuszczalniki organiczne:

Aceton (HPLC grade, VWR, Radnor, PA, USA).
Acetonitryl (ACN, HPLC grade, Merck Millipore).
Dichlorometan (Sigma-Aldrich).

Metanol (HPLC grade, Merck).

Methanol (LC-MS grade, Baker, NJ, USA).
Propan-2-ol (iPrOH, HPLC grade, VWR).
Tetrachlorek wegla (Sigma-Aldrich).
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Pozostale:
e 2 4-dinitrofluorobenzen (Sigma-Aldrich).
e Pozywka dla wzrostu bakterii BD Mueller Hinton II Broth.
e Roztwor Ringera (Baxter, Deerfield, IL, USA).
e Szczep Staphylococcus aureus (ATCC6538).
e Szczep Escherichia coli (ATCC8739).

1.3. Oprogramowanie

e 32 Karat (wersja 8.0; Beckman Coulter).

ACS/ChemSketch (wersja 12.01; Advanced Chemistry Development, Inc.,
Toronto, ON, Kanada).

e Beckman Gold Software (Beckman Coulter).

e CE Expert (Beckman Coulter).

e Peak Master 5.3 Complex (www.natur.cuni.cz/gas).
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2. Spietrzanie analitow na drodze przeniesienia z miceli do rozpuszczalnika
organicznego

2.1. Wstep

Wzbogacanie analitu na skutek rdéznicy przewodnosci dwoch roztworow
wprowadzonych do kapilary stanowi podstawe wigkszosci technik spietrzania
oméwionych w Rozdziale 1. O ile tatwo$¢ opracowania techniki FASS poczytuje si¢
za jej wielka zaletg, o tyle uzyskiwany efekt wzmocnienia jest znacznie ograniczony
[6]. Roznice w przewodnosci roztworu probki 1 stosowanego BGE, wraz ze wzrostem
objetosci dozowania probki, prowadza do znacznego poszerzenia uzyskiwanych
sygnalow na skutek zjawiska elektrodyspersji [18]. W celu przezwyci¢zenia tej
niedogodnosci Chien 1 Burgi zaproponowali technike spigtrzania analitow
z jednoczesnym (lub kolejno nastepujacym po sobie) procesem usuwania matrycy
probki (LVSS) [7; 8; 18]. Pomimo licznych strategii opracowanych dla techniki LVSS,
optymalizacja metody analitycznej z jej wykorzystaniem wymaga uwzglednienia duzej
liczby parametréw (Tabela 1). Co wiecej, w przypadku starszych urzadzen do CE,
uzycie niektorych jej wariantow moze by¢ wrgcz niemozliwe ze wzgledu
na ograniczenie technologiczne tych aparatow [6]. Alternatywe stanowig techniki,
w ktorych proces wzbogacania zachodzi z uzyciem dwoch roztworéw o takiej samej
przewodnosci, co ogranicza elektrodyspersj¢ analitow przy duzych objetosci dozowania
probki.

Technika MSS jest stosunkowo nowa technika, w ktorej gwattowng zmiang
predkosci analitu uzyskuje si¢ na drodze destabilizacji micelarnej matrycy probki
[31; 32]. Schemat spigtrzania analitéw kationowych z uzyciem techniki MSS zostat
przedstawiony na Rysunku 15. Duza objeto$¢ probki, zawierajacej surfaktant anionowy
W stezeniu nieznacznie przekraczajagcym wartos¢ CMC uzytego tenzydu, dozowana
jest do kapilary uprzednio wypetlionej BGE o stosunkowo duzej zawartosci
rozpuszczalnika organicznego (Rysunek 15A). Po przylozeniu napigcia nastgpuje
elektroforetyczna migracja miceli wraz z inkorporowanymi analitami kationowymi
w kierunku anody. Skutkuje to destabilizacjg miceli na granicy stref probka — BGE,
co z kolei powoduje zmiang¢ kierunku migracji elektroforetycznej oznaczanych
substancji (Rysunek 15B i C). Po catkowitym spigtrzeniu probki (Rysunek 15D) anality
ulegaja rozdzieleniu zgodnie z regutami techniki CZE (Rysunek 15E).
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Probka w roztworze micelarnym Detektor
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Rys. 15. Schemat mechanizmu techniki MSS na przyktadzie oznaczania substancji kationowych. (A) Do kapilary

M

wypelionej buforem rozdzielajacym, zawierajacym stosunkowo duza zawartos¢ rozpuszczalnika organicznego,
hydrodynamicznie wprowadza si¢ probke¢. Matryca analityczna probki sktada si¢ z elektrolitu i surfaktantu
anionowego w stgzeniu nieznacznie przekraczajacym CMC. (B, C) Przytozenie wysokiego napigcia skutkuje
migracja oznaczanych zwiazkow inkorporowanych przez ujemnie natadowane micele w kierunku anody. W
kontakcie z o$rodkiem o duzej zawartosci rozpuszczalnika organicznego nastgpuje destabilizacja miceli probki i
spigtrzanie analitow na granicy stref probka — BGE. (D, E) Po catkowitym spietrzeniu probki, anality ulegaja
rozdzieleniu przy pomocy CZE. Oznaczenia: ¥ micele anionowe; .~ - monomeryczne czgsteczki surfaktantu.
Wektory na rysunku symbolizuja predkosé elektroforetyczng poszczegdlnych sktadnikow.

Zastosowanie techniki MSS pozwala na wzbogacania analitow kationowych
lub anionowych w zalezno$ci od uzytego rodzaju surfaktantu (odpowiednio anionowy
lub kationowy) 1 polaryzacji elektrod (odpowiednio normalna lub odwrocona) [31; 32].
Wykazano takze dodatkowy efekt wzbogacenia analitow poprzez laczenie z innymi
technikami takimi, jak na przyktad zmiatanie [38]. Efekt ten uzyskuje si¢ poprzez
dodatkowe dozowanie przed probka roztworu o takim samym skladzie jak matryca
analityczna probki, jednakze pozbawionego oznaczanych sktadnikéw. Prowadzi to
do wydhluzenia czasu oddziatywania analitow z fazg pseudostacjonarng przed
wlasciwym etapem rozdzielania elektroforetycznego 1 wyzszych liczbowo

wspotczynnikow wzbogacenia analitow [38]. Rozdzielanie w technice MSS prowadzi

si¢ najczescie] przy pomocy CZE [31; 32; 38]. Jakkolwiek, istnieje rowniez mozliwos¢
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wykorzystania w tym celu elektroforezy w §rodowisku niewodnym [33], MEKC [34]
1 cieczy jonowych [133]. Najwyzsze wspotczynniki wzmocnienia sygnalu w omawianej
technice uzyskano poprzez dodatkowe zastosowanie metody FASI [35; 36]. Uwage
zwraca rowniez mozliwo$¢ wykorzystania mikroemulsji jako matrycy analitycznej
probki [134].

Duza dowolno$¢ modyfikacji techniki MSS, kompatybilnos$¢ z detekcja MS
[32], mozliwos¢ taczenia tej techniki z innymi metodami wzmacniania sity sygnalu
oraz technikami rozdzielania elektroforetycznego, czyni z niej interesujaca alternatywe
dla spigtrzania na skutek roznicy przewodnosci osrodkéw (FASS 1 LVSS).
Z tego wzgledu podjeto probe opracowania metody elektroforetycznego oznaczania
wybranych $rodkéw farmakologicznych stosowanych gltoéwnie w lecznictwie
psychiatrycznym z uzyciem techniki MSS. Wybdr substancji modelowych uzasadnia si¢
przede wszystkim spodziewanymi niskimi stezeniami tych zwigzkéw w plynach
ustrojowych, bedacych konsekwencja stosunkowo matych dawek stosowanych
preparatéw (dawka jednorazowa rzedu kliku do kilkudziesigciu miligramow) [135].
Budowa pier§cieniowa tych zwigzkow umozliwia zastosowanie detekcji UV,
a charakter stabych zasad organicznych pozwala na nadanie tym czasteczkom tadunku
dodatniego poprzez dobor odpowiedniej wartosci pH roztworu. Opracowana metoda
zostala zastosowana do oznaczania wybranych substancji czynnych w moczu ludzkim

po uprzedniej ekstrakcji ciecz-ciecz (ang. liquid-liquid extraction, LLE).
2.2. Cz¢$¢ eksperymentalna
2.2.1. Przygotowanie roztworow

Roztwory wzorcowe analitow (olanzapina, promazyna, chloropromazyna,
opipramol, prochlorperazyna) i wzorca wewngtrznego (ang. internal standard, I.S.,
tiorydazyna) zostaly przygotowane poprzez odwazenie odpowiedniej ilosci substancji
stalej 1 rozpuszczenie w MeOH (1 mg/ml). Roztwory pomocnicze diwodorofosforanu
sodu 1 laurylosiarczanu sodu przygotowano w stezeniu 200 mM (fosforan)
1 50 mM (SDS) przez rozpuszczenie odwazonej iloSci poszczegdlnych substancji
w wodzie redestylowanej. Pozadane pH roztworow uzyskano przy pomocy
85% roztworu kwasu fosforowego lub 1 M roztworu NaOH.

Po procesie optymalizacji BGE zawieral: 40 mM NaH,PO4, 60% (v/v) MeOH,
pH 3.7, podczas gdy matryca analityczna probki sktadata si¢ z 10 mM NaH,PO4 1 8 mM
SDS, pH 3,6.
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2.2.2. Stosowane procedury elektroforetyczne

Podczas eksperymentow stosowano niemodyfikowane kapilary krzemionkowe
o $rednicy wewnetrznej 50 um i catkowitej dtugosci 57 cm (efektywna dlugos¢: 50 cm).
Procedura kondycjonowania nowych kapilar obejmowala ptukanie (przy cisnieniu
20 psi = 138 kPa) kolejno: MeOH (10 min), 0,1 M roztworem NaOH (10 min), wodg
redestylowang (10 min) i BGE (20 min). Na poczatku kazdego dnia pracy kapilara byta
przemywana: MeOH (10 min), woda redestylowang (10 min), 0,1 M roztworem NaOH
(20 min), woda redestylowang (10 min) i BGE (5 min).

Opracowana procedura elektroforetyczna obejmowala kondycjonowanie
kapilary z uzyciem BGE (1 min), dozowanie probki przez 90 sekund przy cisnieniu
0,5 psi (3.45 kPa), przytozenie wysokiego napigcia przez 15 min (25 kV, 22 °C)
oraz koncowe ptukanie kapilary 0,1 M roztworem NaOH i woda redestylowang
(po 2 min). Wszystkie procedury przemywania kapilary prowadzono przy ci$nieniu

138 kPa.
2.2.3. Procedura przygotowania probki do analizy

Aplikacyjno$¢ opracowanej metody analitycznej wykazano na przykladzie
oznaczania wybranej grupy substancji biologicznie czynnych w moczu ludzkim.
W tym celu probki moczu pobrane od sze$ciu zdrowych ochotnikéw 1 odwirowano
stosujac 4000 obr./min przez 10 min. Nastepnie, do 2 ml supernatantu dodawano
10 pl roztworu wzorcow, 10 pl roztworu wzorca wewngtrznego w stezeniu 20 pg/ml
1 50 ul 1T M roztworu NaOH w celu alkalizacji probki. Po wymieszaniu catosci
prowadzono ekstrakcje typu LLE z uzyciem 2 ml dichlorometanu (10 min
przy 300 obr./min). Koficowy etap procedury polegal na odwirowaniu probki, zebraniu
1 odparowaniu fazy organicznej w temp. 45 °C pod strumieniem powietrza. Suchg
pozostatos¢ rozpuszczono w 100 pl zoptymalizowane] matrycy analitycznej probki

1 poddano analizie z uzyciem CE.
2.3. Wyniki i dyskusja

Optymalizacja procesu spictrzania analitow 2z uzyciem techniki MSS
obejmowata nastgpujace parametry: warto§¢ pH probki 1 BGE, stezenie surfaktantu
w probee, zawartos¢ MeOH w BGE, a takze czas dozowania probki.

Bioragc pod uwage mechanizm techniki, stezenie surfaktantu w strefie probki

to pierwszy z kluczowych parametrow majacych bezposredni wptyw na uzyskiwany
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efekt wzmocnienia sity sygnatu. Poniewaz podawana przez producenta warto§¢ CMC
wodnego roztworu SDS wynosi 8,1 mM, a teoretyczne optymalne stezenie tenzydu
powinno nieznacznie przekracza¢ CMC, testowane st¢zenia wynosity 6, 8 i 10 mM.
Uzyskane wyniki przedstawia Rysunek 16. Sygnaly o najwyzszej intensywnosci
uzyskano dla stezenia 8 mM, co z uwagi na niewielka site jonowa probki, wykazuje
dobra zgodnos$¢ z wartoscig deklarowana przez producenta dla roztworéw wodnych.
Obok rdéznej intensywnos$ci zaznacza si¢ roOwniez wigksza powierzchnia uzyskanych
sygnatow. W przypadku wyzszego stgzenia SDS (Rysunek 16A) efekt ten mozna
tlumaczy¢ nieefektywnym procesem destabilizacji miceli w kontakcie z BGE
1 czesciowg stratg analitow na skutek sorpcji przez migrujace w kierunku anody micele.
Z kolei 6 mM roztwor SDS mogt skutkowaé nieefektywnym procesem transportu
analitow w strefie probki przez faze micelarng i niejednorodng migracja czesci
oznaczanych substancji w kapilarze (Rysunek 16C). Zatozenie to ttumaczy rowniez
niestabilng lini¢ bazowa oraz obecnos¢ dodatkowych sygnatéw o niskiej intensywnosci
mie¢dzy dziesigta a dwunasta minutg. Niemniej jednak, obecnos¢ 8 mM roztworu SDS

w probce wykazata najlepszy rezultat w badanym zakresie stezen.
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Rys. 16. Wptyw stezenia SDS w probce na intensywno$¢ sygnatéw [136]. (A) 10 mM SDS; (B) 8 mM SDS;
(C) 6 mM SDS. Sktad BGE: 40 mM NaH,PO,, 60% (v/v) MeOH, pH 3,7; sktad matrycy analitycznej probki:
10 mM NaH,PO,, pH 3.6, (A) 10 mM SDS, (B) 8 mM SDS, (C) 6 mM SDS; parametry dozowania probki:
90 s (3,45 kPa); stosowane napigcie: 25 kV; temperatura: 22 °C; kapilara krzemionkowa niemodyfikowana:
50 um x 57 cm (50 cm do detektora); detekcja UV (254 nm); wzorce w stezeniu 1 pg/ml. Oznaczenia: (a) olanzapina,

(b) promazyna, (c) chlorpromazyna, (d) opipramol, (e) prochlorperazyna.
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Drugim parametrem istotnie wptywajacym na uzyskiwany efekt wzmocnienia
w technice MSS jest dodatek rozpuszczalnika organicznego. W tym celu do BGE
dodawano rdézna objetos¢ MeOH, a uzyskane -elektroferogramy przedstawiono
na Rysunku 17. Wzrost zawartosci MeOH w zakresie od 40 do 60% (v/v) skutkowat
znaczng poprawg efektu spietrzania i wzrostem sity sygnalu (Rysunek 17B — D).
Dalsze zwickszanie stezenia MeOH (do 70% v/v) spowodowato spadek sprawno$ci
rozdzielania (Rysunek 17A). Z tego wzgledu dodatek 60% MeOH do BGE uznano

za optymalny.
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Rys. 17. Wplyw dodatku MeOH do BGE na uzyskiwane wyniki [136]. Sktad BGE: 40 mM NaH,PO,, (A) 70%,
(B) 60%, (C) 50%, (D) 40% MeOH, pH 3,6. W eksperymencie uzyto dodatkowo tiorydazyny (I.S.). Pozostale
parametry takie same, jak na Rys. 16B.



Warto§¢ pH roztworu rozdzielajacego w przypadku niektorych technik
elektroforetycznych moze istotnie wptywa¢ na efekt wzmocnienia sily sygnatu [65].
Jakkolwiek, przeprowadzone doswiadczenia w zakresie pH od 2,5 do 6,0 wykazaty brak
wplywu tego parametru na proces wzbogacania probki. W badanym zakresie pH
obserwowane roznice dotyczyly przede wszystkim rozdzielczosci uktadu. Jedynie
zastosowanie buforu o pH > 5,0 skutkowato detekcja pojedynczego sygnatu o bardzo
wysokiej intensywnosci w miejscu spodziewanych analitéw. Sygnat ten pochodzit
od stosowanego surfaktantu, ktorego predkos¢ migracji elektroforetycznej
w tych warunkach jest mniejsza od predkosci EOF [107]. Z tego wzgledu podczas
analizy substancji kationowych z uzyciem SDS w roli tenzydu, proces rozdzielania
nalezy prowadzi¢ przy pH < 5. Przeprowadzone eksperymenty wykazaty,
iz zastosowanie roztworu BGE o pH 3,7 pozwala na calkowite rozdzielenie
stosowanych substancji w mozliwie jak najkrotszym czasie.

Ze wzgledu na omawiany efekt zmiany kierunku efektywnej migracji miceli
w polu elektrycznym, a takze uwzgledniajac wahania sity jonowej roztwordéw, badane
pH probki znajdowato si¢ w zakresie od 3 do 4,5. Nie zaobserwowano znaczacego
wpltywu testowanego zakresu pH na parametry rozdzielania. Z tego wzgledu, w celu
eliminacji roznicy w lokalnych warto$ciach predkosci EOF, stosowano pH probki
zblizone do pH roztworu BGE.

Ostatnim parametrem uwzglednionym w ramach optymalizacji metody byt czas
dozowania probki. Poniewaz objetos¢ probki poddanej procesowi wzbogacenia
ma bezposrednie przetozenie na intensywnos¢ uzyskiwanych sygnatow, czas dozowania
ma kluczowe znaczenie dla czuto$ci opracowanej metody. Zoptymalizowane parametry
techniki MSS umozliwity skuteczne spigtrzanie okoto 87 nl probki (90 s przy ci$nieniu
3.45 kPa), co stanowito 8.9% efektywnej objetosci kapilary.

W celu oszacowania efektu wzmocnienia sity sygnatu analizowano mieszaning
badanych zwigzkow w dwoch roznych stezeniach: dla techniki MSS uzyto stezen
w zakresie od 20 (olanzapina) do 40 ng/ml (pozostate anality), a dla metody
wykorzystujacej standardowe dozowanie hydrodynamiczne (5 s, 3.45 kPa) stezenie
uzytych analitow wynosito 1 pg/ml poza olanzaping, ktérej stezenie rowne byto
2 pg/ml. W przypadku matej objetosci dozowanej probki, by wyeliminowa¢ dodatkowe
efekty spigtrzania probki, anality byly rozpuszczone w BGE. Elektroferogramy
uzyskane w wyniki przeprowadzonych eksperymentow zostaty przedstawione

na Rysunku 18. Poréwnujagc wysokosci sygnatow 1 uwzgledniajac uzyte
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w doswiadczeniu stezenia analitow (Rownanie 9), stwierdzono okoto 50-krotng
poprawe czuto$ci metody. Na Rysunku 18A mozna takze zaobserwowac naktadajace sig¢
sygnaly promazyny i chloropromazyny, podczas gdy technika MSS umozliwita
catkowite rozdzielenie tych dwoch zwigzkow (Rysunek 18B). Wskazuje to
na dodatkowy proces rozdzielania zachodzacy w strefie probki z uzyciem miceli.
Zagadnienie to zostalo omowione w Rozdziale 1.1.4.

Opracowana metoda zostala poddana cze$ciowej walidacji, a jej aplikacyjnosé

wykazana na przykladzie analizy moczu ludzkiego.

9 . 11 13
Czas (min)
Rys. 18. Oszacowanie efektu wzmocnienia sity sygnatu dla opracowanej techniki MSS [136]. (A) Anality
rozpuszczone w BGE w stezeniu 2 pg/ml (a) 1 pg/ml (b — e); dozowanie probki prowadzono przez 5 s przy ci$nieniu
3.45 kPa. (B) Anality rozpuszczone w zoptymalizowanej matrycy analitycznej probki (8§ mM SDS, 10 mM NaH,PO,,
pH 3.,6) w stezeniu 0,02 pg/ml (a) i 0,04 pg/ml (b — e); dozowanie prowadzono przez okres 90 s przy ci$nieniu
3.45 kPa. Pozostale parametry takie same, jak na Rys. 16B.

2.4. Walidacja i zastosowanie opracowanej metody

Metoda zostata poddana czesciowej walidacji obejmujacej okreslenie
selektywnosci, liniowo$ci metody, wyznaczenia granic wykrywalnosci i oznaczalnosci,
a takze oceng precyzji i doktadnosci metody. Uzyskane wyniki zestawiono w Tabeli 2.

Selektywno$¢ metody zostata potwierdzona na podstawie analizy probek moczu
pochodzacych od szeSciu zdrowych mezczyzn w  wieku od 23 do 45 lat.
Na elektroferogramach nie zaobserwowano interferencji o intensywnosci
przekraczajacej 10 % warto$ci pola powierzchni pikow oznaczanych substancji

(dla stgzen analitéw wynoszacych 20 ng/ml).
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Liniowo$¢ metody badano w zakresie od 20 — 400 ng/ml poprzez analizg sze$ciu
niezaleznie przygotowanych probek o sze$ciu réznych stezeniach wzorcow (20, 50,
100, 200, 250 i 400 ng/ml). Krzywe kalibracyjne sporzadzone w oparciu o zalezno$¢
wartosci skorygowanego pola powierzchni pikow (iloraz pola powierzchni 1 czasu
migracji analitu) i1 skorygowanego pola powierzchni wzorca wewnetrznego. Uzyskane
wyniki wykazywaty zgodno$é z wybranym modelem liniowym (R* > 0.994).

Tab. 2. Zestawienie wyznaczonych parametréw walidacyjnych dla metody oznaczania wybranych pigciu substancji

czynnych w moczu ludzkim przy uzyciu techniki MSS-CZE.

Olanzapina  Promazyna Chlorpromazyna  Opipramol  Prochlorperazyna

Zakres liniowosci 20— 400 ng/ml
metody
Wspotczynnik
kierunkowy 0,0174 0,0150 0,0155 0,0126 0,0071
prostej (a)
Wspotczynnik
przesuniecia 0,1372 0,1349 0,0513 -0,0464 0,0827
prostej (b)
Wsplezynnik 0,9968 0,9941 0,9980 0,9993 0,9973
korelacji (R%)
LOD (ng/mL) 6
LOQ (ng/mL) 20
Powtarzalno$¢ metody (n = 6)
Precyzja (% RSD)

50 ng/mL 8,4 9,0 5,0 7,5 11,0
200 ng/mL 5,2 6,0 4,3 5,0 52
400 ng/mL 3,3 2,9 3,2 3,2 4,7

Doktadnos¢ (%)

50 ng/mL 82,6 81,2 86,1 93,0 81,5
200 ng/mL 106,8 99,5 100,7 97,6 102,3
400 ng/mL 99,4 97,4 100,4 100,4 97,7

Odtwarzalno$¢ metody (n =9)
Precyzja (% RSD)

50 ng/mL 8,9 9,3 8,4 7,6 11,2
200 ng/mL 5,7 6,5 4,5 5,2 5,5
400 ng/mL 3,5 4,0 3,7 3,6 4,9

Doktadnos¢ (%)

50 ng/mL 82,8 80,7 85,9 91,3 81,3
200 ng/mL 106,9 101,9 97,8 98,1 102,7
400 ng/mL 98,4 96,0 101,2 102,2 96,9

Wartosci LOD 1 granic oznaczalno$ci (ang. limit of quantification, LOQ)

dla analitow wyznaczono na podstawie stosunku sygnatu do szumu (ang. signal to noise
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ratio, S/N). Stezenie substancji réwne 6 ng/ml przyjeto za LOD (S/N = 3),
podczas gdy LOQ (S/N = 10) wyznaczono na poziomie 20 ng/ml.

Precyzje i dokladno$§¢ metody w jednym dniu (powtarzalno$¢ metody)
weryfikowano poprzez analize¢ szesciu niezaleznie przygotowanych probek w trzech
roznych stezeniach (50, 100 1 400 ng/ml). Uzyskane warto$ci precyzji, wyrazonej jako
wzgledne odchylenie standardowe (ang. relative standard deviation, RSD), mie$cily si¢
w zakresie od 2,9 do 11,0%, podczas gdy doktadno$¢ oznaczen wynosita od 81,2
do 106,8%.

Precyzje 1 doktadno$¢ metody pomiedzy dniami (odtwarzalno$¢ metody) badano
poprzez analize¢ trzech niezaleznie przygotowanych probek w trzech roznych st¢zeniach
(50, 100 1 400 ng/ml) przez trzy kolejne dni. W tym przypadku precyzj¢ oznaczen
oszacowano na poziomie od 3,5 do 11,2%. Wyznaczona doktadno$¢ miescita si¢
w granicach od 80.7 do 106,9%.

Przyktadowy elektroferogramy z oznaczenia probki moczu wzbogaconej
badanymi substancjami zostat przedstawiony na Rysunku 19.
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Rys. 19. Przyktadowy elektroferogramy probki moczu wzbogaconej analitami w stezeniu 250 ng/ml [136].
Warunki analizy takie same, jak na Rys. 16B.

64



3. Spietrzanie  analitbw we  wzmocnionym polu elektrycznym
z zastosowaniem wielokrotnego dozowania probki

3.1. Wstep

Standardowa dlugo$¢ dozowania probki w CE zwykle nie przekracza
1% efektywnej dtugosci kapilary. Wprowadzanie wigkszych objetosci probki wymaga
wykorzystania technik wzbogacania analitow w kapilarze w celu uzyskania pozadane;,
wysokiej sprawnos$ci uktadu. Spietrzanie duzej objetosci probki mozna w prosty sposob
uzyska¢ poprzez zastosowanie matrycy probki o nizszej przewodnosci w stosunku
do uzywanego BGE [137]. Jednakze w celu przeciwdziatania elektrodyspersji analitow
na skutek istotnych réznic w sktadzie stosowanego BGE i1 matrycy analitycznej probki,
wymagane jest ujednolicenie rozktadu wielkosci pola elektrycznego wewnatrz kapilary.
Mozna to uzyska¢ poprzez usunigcie matrycy probki w trakcie lub po procesie
spietrzania (LVSS). W tym celu czesto wykorzystuje si¢ EOF [7; 10; 11], jednakze
ze wzgledu na konieczno$¢ Scistej kontroli jego wartosci, rozwigzanie to mozna
zastapi¢ zewngetrznym ci$nieniem hydrodynamicznym [12].

Opisane metody pozwalajg na efektywne spietrzanie duzych objetosci probki.
Jakkolwiek, ze wzgledu na znacznie wigkszg wartos¢ EOF od predkos¢ migracji
elektroforetycznej zdecydowanej wiekszosci jonow w polu elektrycznym, podczas
procesu spigtrzania nastgpuje utrata czesci analitow. Z jednej strony stosowanie
mniejszych warto$ci przeptywu przeciwdziala wypychaniu oznaczanych substancji
z kapilary wraz z analityczng matrycg probki. Z drugiej jednak strony wydtuzenie czasu
trwania etapu spigtrzania i usuwania matrycy prowadzi do poszerzenia pikow w wyniku
dyfuzji analitow. Z tego wzgledu ograniczenia dotyczace objetosci dozowania probki
obejmujg takze technik¢ LVSS, a celem jej optymalizacji jest znalezienie kompromisu
pomiedzy predkoscia uzytego przeptywu (EOF Ilub wywotanego zewnetrznym
ci$nieniem), a predkoscig poruszania si¢ analitu w strefie probki.

Zastosowanie taczonych technik takich, jak LVSS-zmiatanie, pozwala
na zapobieganie utracie analitdw w trakcie procesu usuwania matrycy. Urban i wspot.
wykazali mozliwo$¢ wielokrotnego dozowania probki do catej objetosci kapilary [15].
Mieszanina  anionowych 1 niemodyfikowanych cyklodekstryn jako fazy
pseudostacjonarnej umozliwila zmiatanie probki po kazdorazowym jej dozowaniu.
Podczas stosowania dwukrotnego dozowania 1 spigtrzania probki, uzyskany efekt
wzmocnienia dla oznaczanych sterydéw miescil si¢ w granicach od 138 do 185.

Implementacja kolejnego dozowania probki powodowata jednak znaczacy spadek
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sprawno$ci uktadu [15]. Takze Wang 1 wspol. opracowali metode wielokrotnego
dozowania duzej objetosci probki i jej wzbogacenia z uzyciem technik LVSS
1 zmiatania [16]. Uzycie pompy elektroosmotycznej w celu usunigcia matryc
analitycznej probki nie powodowato strat w ilosci analitow ze wzgledu na niskie pH
probki 1 odwrocony kierunek migracji analitow. Stosujac pigciokrotne dozowanie
probki do kapilary wykazano 2500-krotng poprawe czulosci metody w stosunku
do MEKC z uzyciem standardowego dozowania probki (5 s, 3.45 kPa).

W celu poprawy czulosci standardowej techniki LVSS opracowano metode
wielokrotnego dozowania probki, poddawanej procedurze spigtrzania z jednoczesnym
usuwaniem matrycy analitycznej probki poprzez przyktadanie zewnetrznego ci$nienia.
W badaniu uzyto sze$ciu zwigzkéw farmakologicznie czynnych o budowie aminowe;j,
jako substancji modelowych. Opracowang metode poddano cze$ciowej walidacii,
a jej wykorzystanie przedstawiono na przyktadzie oznaczania wybranych substancji

w moczu ludzkim.
3.2. Cze$¢ eksperymentalna
3.2.1. Przygotowanie roztworow

Roztwory substancji wzorcowych (opipramol, hydroksyzyna, promazyna,
amitryptylina, fluoksetyna, tiorydazyna) w stezeniu 1 mg/ml przygotowano przez
rozpuszczenie odpowiedniej ilosci wzorca w czystym metanolu. 200 mM roztwor
kwasu fosforowego przygotowano przez rozcienczenie doktadnie odmierzonej objgtosci
85% roztworu kwasu fosforowego.

Optymalizacja wykazata najkorzystniejsze rezultaty przy zastosowaniu BGE
ztozonego z 80 mM roztworu kwasu fosforowego, podczas gdy matryca analityczna

probki zawierata 1 mM H;PO4 1 30% (v/v) MeOH.
3.2.2. Stosowane procedury elektroforetyczne

Podczas eksperymentow stosowana niemodyfikowane kapilary krzemionkowe o
srednicy wewngetrznej 50 um i catkowitej dlugosci 60 cm (efektywna dlugosé: 50 cm)
termostatowane w temperaturze 25 °C.

Procedure przygotowania nowych kapilar 1 wstgpne kondycjonowanie
przeprowadzane na poczatku kazdego dnia zostato opisane w Rozdziale 111.2.2.2.

Procedura analityczna obejmowata przemycie kapilary 0,1 M roztworem NaOH

(0,5 min), woda dejonizowana (1 min) i BGE (1,5 min). Po etapie kondycjonowania
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do kapilary dozowano kolejno probke (53 s) 1 BGE (12 s), stosujac ci$nienie 3,45 kPa.
Nastepnie prowadzono proces spigtrzania i usuwania matrycy (2 kV, - 6,9 kPa,
0,65 min). Dozowania i spietrzanie probki obejmowalo tacznie cztery powtorzenia.
Ostatni etap polegat na przylozeniu napiecia 30 kV 1 rozdzieleniu stosowanych
substancji. W doswiadczeniach wszystkie procedury przemywania kapilary prowadzono

z uzyciem cis$nienia 138 kPa.
3.2.3. Procedura przygotowania probki do analizy

Probki moczu, pobrane od szesciu zdrowych mezczyzn w wieku od 24 do 46 lat,
zostaly zamrozone w temperaturze -20 °C. Przed przystgpieniem do analizy, probki
rozmrazano w temperaturze pokojowej, a nastepnie wirowano przy 10000 obr./min
przez 10 min. 3 ml supernatantu wzbogacano przez dodanie 15 pl mieszaniny wzorcow
w odpowiednim st¢zeniu 1 10 pl LS. (roztwdr oksazepamu) o st¢zeniu 200 pg/ml.
Tak przygotowang probke moczu alkalizowano doprowadzajac do pH 12 przy uzyciu
2 M NaOH. Ekstrakcje prowadzono przez trzykrotny dodatek 1 ml dichlorometanu,
wytrzasanie przez 5 min na wytrzasarce laboratoryjnej (200 obr./min), wirowanie
(3000 obr./min przez 15 min) i zbieranie 0,4 ml fazy organicznej. Potagczony ekstrakt
o objetosci 1,2 ml odparowywano do sucha w obecnosci azotu w temp. 25 °C. Koncowy
etap polegal na rozpuszczeniu suchej pozostatosci w matrycy analitycznej probki

(1,2 ml), nastepnie wirowaniu i analizie elektroforetyczne;.
3.3. Wyniki i dyskusja

W celu maksymalizacji roznicy w przewodnosci roztworéw, na granicy ktorych
prowadzono proces spigtrzania analitow, jako BGE uzyto 80 mM H3;PO,. Stosunkowo
wysokie stezenie kwasu gwarantuje efektywny proces spigtrzania analitow. Co wigcej,
niskie pH hamuje EOF, co ogranicza zjawisko dyspersji substancji [20]. Wybrany BGE
zapewnit takze pozadang jonizacj¢ oznaczanych zwigzkow 1 umozliwit ich catkowite
rozdzielenie.

Zastosowana poczatkowo matryca o niskiej przewodnosci (anality w wodzie)
pozwalala jedynie na efektywne spietrzanie probki dozowanej przez 30 s (3.45 kPa).
Dtuzszy czas dozowania, po przylozeniu wysokiego napiecia, prowadzit do zaburzen
w przewodzeniu pragdu w kapilarze. Z tego wzgledu konieczne byto usuni¢cie matrycy
o niskiej przewodnosci przed etapem rozdzielania, natomiast dodatkowy efekt

wzmocnienia sity sygnatu uzyskano poprzez opracowanie techniki wielokrotnego
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dozowania probki. Schemat mechanizmu wzbogacania probki zostat przedstawiony
na Rysunku 20. Do kapilary wypelnionej BGE wprowadzano hydrodynamicznie duza
objetos¢ probki, ktorej matryca analityczna wykazywala znacznie nizsza przewodno$é
niz BGE (Rysunek 20A). Za probka dozowana byla mata objetos¢ BGE w celu
uniknigcia strat analitow podczas usuwania matrycy probki. Spietrzanie analitow
z jednoczesnym usuwaniem probki prowadzono przez jednoczesne przytozenie
zewngtrznego ci$nienia do naczynka od strony katodowej (wektor ci$nienia o zwrocie
skierowanym do anody) i wysokiego napigcia. Stosowana warto$¢ napigcia na tym
etapie byla znacznie nizsza, niz potencjat uzywany do rozdzielenia substancji. Pod
wplywem pola elektrycznego anality ulegaly spietrzaniu na granicy os$rodkow
probka — BGE, podczas gdy przeciwnie skierowane ci$nienie hydrodynamiczne
usuwato matryce analityczng probki o niskiej przewodnosci (Rysunek 20B). Etap
spigtrzania 1 usuwania matrycy prowadzono do momentu uzyskania okoto 95% wartos$ci
natezenia pradu dla kapilary w catosci wypetionej BGE (Rysunek 20C). Proces
dozowania 1 spigtrzania probki powtarzano w celu maksymalizacji efektu wzbogacenia
analitow (Rysunek 20D — F). Ostatni etap polegal na przylozeniu wysokiego napiecia
1 rozdzieleniu oznaczanych jondéw przy pomocy CZE (Rysunek 20G).

Optymalizacja techniki wzbogacania probki obejmowala sktad matrycy
analitycznej probki, stosowane napigcie podczas etapu spigtrzania, a takze mozliwa
ilos¢ efektywnego dozowania probki.

Poniewaz wzmocnienie sity sygnalu w technice FASS jest wprost
proporcjonalne do roznicy przewodnosci osrodkow na granicy ktorych zachodzi
zjawisko spietrzania, obecno$¢ rozpuszczalnika organicznego w strefie probki promuje
ten proces (Rysunek 21). Dodatkowo, w roztworze o nizszej przewodnosci predkosc
migracji jondw jest wyzsza, co jest korzystne z uwagi na ryzyko utraty analitow pod
wplywem przytozonego cisnienia. Zatozenie to jest zgodne z uzyskanymi wynikami
(Rysunku 21). Intensywno$¢ wiekszo$ci sygnatoéw wzrasta wraz z zawarto$cia MeOH
w probee. Dla 30% (v/v) MeOH mozna bylo zaobserwowac jedynie nieznaczny spadek
wysokosci sygnatu dla opipramolu w stosunku do sygnaléw uzyskanych dla probki w
wodzie. Dalszy dodatek rozpuszczalnika skutkowat niestabilno$cig natezenia pradu
podczas analizy. Z tego wzgledu trzydziestoprocentowe (v/v) stezenie MeOH przyjeto

za optymalne.
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Rys. 20. Schemat mechanizmu opracowanej techniki FASS z zastosowaniem wielokrotnego dozowania probki [138].
(A) Probka o niskiej przewodnosci dozowana jest do kapilary wypetnionej BGE. Za probka wprowadzana jest
niewielka objetos¢ BGE. (B) Jednoczesne przylozenie napigcia i zewngtrznego cisnienia skutkuje spigtrzaniem
oznaczanych jonéw na granicy osrodkow probka — BGE i1 usuwaniem matrycy analitycznej probki. Wprowadzona
mata objetos¢ BGE na etapie (A) zabezpiecza uktad przed usuwaniem analitow w poczatkowym etapie tego procesu.
(C) Spigtrzanie prowadzi si¢ do momentu uzyskania okoto 95% wartosci nat¢zenia pradu charakterystycznego dla
kapilary wypetnionej jedynie BGE. (D — F) Dozowanie probki i BGE, a naste¢pnie spi¢trzanie analitdow 1 usuwanie
matrycy probki powtarza si¢ w celu uzyskania wigkszego efektu wzbogacenia probki. (G) W ostatnim etapie anality
ulegaja rozdzieleniu w wysokim polu elektrycznym.

Kolejnym parametrem poddanym weryfikacji byt dodatek kwasu do dozowane;j
probki (Rysunek 22). Obecno$¢ elektrolitu w probce pozwala takze na dozowanie
do kapilary stosunkowo duzych objetosci probki o niskiej przewodnos$ci z uniknigciem
zjawiska niestabilnos$ci natezenia pradu podczas etapu rozdzielania. Przeprowadzone
badania wykazaty dwojaki wptyw dodatku kwasu na parametry uzyskanych sygnatow.
W przypadku opipramolu zaobserwowano istotny (> 25%) wzrost sity sygnatu

dla 1 mM H3;PO4 w stosunku do 0,5 mM H3PO,. Jednoczesnie intensywnos¢ sygnatow
pochodzacych od hydroksyzyny, amitryptyliny i fluoksetyny zmalata o okoto 10%.
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Rys. 21. Wplyw dodatku MeOH do matrycy analitycznej probki na wysoko$¢ uzyskiwanych sygnatow [138].

Warunki: BGE, 80 mM H;PO,4; probka, 0.5 mM H;PO, w wodzie (czarny), 15% (v/v) MeOH (czerwony) lub 30%
(v/v) MeOH (niebieski); kapilara, $rednica wewnetrzna 50 pm x catkowita dlugo$¢ 60 cm; napigcie, 30 kV;
parametry dozowania, 3 razy 53 s (3,45 kPa) probka i BGE (12 s, 3,45 kPa); etap spi¢trzania, 2 kV, - 6,9 kPa, 0,65
min; detekcja UV (200 nm). Sygnaty (od lewej): opipramol, hydroksyzyna, promazyna, amitryptylina, fluoksetyna i
tiorydazyna. Wysokosci poszczegdlnych sygnatéw przedstawiono oznaczono na rysunku nad kazdym pikiem.

Z jednej strony, ze wzgledu na obecnos¢ grup aminowych w strukturze oznaczanych
zwigzkow, dodatek kwasu umozliwil jonizacje analitow 1 wydajniejsze spi¢trzanie
analitow. Z drugiej jednak strony wraz z ilo$cig kwasu wzrastala sita jonowa probki, a
tym samym malata réznica w przewodnosci osrodkow. Efekt ten byl szczegdlnie
widoczny w obecno$ci 2 mM kwasu, gdzie obserwowano znacznie nizsze wysokosci
sygnalow niz w pozostatych przypadkach. Biorgc pod uwage istotng poprawe czutosci
dla  opipramolu 1  jedynie  nieznaczny  spadek  wysokosci  pikow
dla hydroksyzyny, amitryptyliny i fluoksetyny, jako optymalny w omawianym
przypadku wybrany zostal 1 mM kwas fosforowy.
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Rys. 22. Wplyw stezenia H;PO, w matrycy analitycznej probki na wysokosé uzyskiwanych sygnatow [138]. Sktad
dozowanej probki: 30% (v/v) MeOH i 0,5, 1 lub 2 mM H;PO,. Pozostale warunki i oznaczenia jak na Rysunku 21.
Wykazano, ze przyktadane napigcie podczas procesu spietrzania miato rowniez
znaczacy wplyw na uzyskane wyniki (Rysunek 23). Zastosowanie zbyt niskiego
napigcia (1,5 kV) skutkowato niska predkoscig migracji analitow w kierunku katody
1 stratami zwigzanymi ze stosowanym ci$nieniem przeciwpragdowym. Podczas gdy
najwyzsze sygnaty uzyskano dla 2 kV, spadek sprawnos$ci rozdzielania byt widoczny
juz przy 2,5 kV. Co ciekawe, skrdcenie czasu prowadzenia spigtrzania przy 2,5 kV dato
podobny rezultat do obserwowanego na Rysunku 23. Poszerzenie sygnalow
w obecnosci wyzszego pola elektrycznego moze tlumaczy¢ elektrostatyczne
oddzialywanie analitow z anionami obecnymi w BGE, co ograniczylo dyfuzje
oznaczanych amin [20; 22; 139]. Przekroczenie granicznego napigcia w tym przypadku
skutkowato wzrostem udziatu procesow dyfuzyjnych 1 poszerzeniem sygnatow. Z tego

wzgledu napigcie 2 kV zostalo uznane za optymalne.
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Rys. 23. Wplyw stosowanego napigcia podczas etapu spietrzania na uzyskiwane wyniki [138]. Warunki: sktad
matrycy analitycznej probki, 0,5 mM H;PO,, 30% MeOH; etap spigtrzania, 1,5, 2 lub 2,5 kV, - 6,9 kPa, 0,65 min.
Pozostate warunki i oznaczenia jak na Rys. 21. Oznaczenia: a - opipramol, b - hydroksyzyna, ¢ - promazyna,
d - amitryptylina, e — fluoksetyna, f — tiorydazyna.

Usuwanie matrycy dozowanej probki stanowito jeden z kluczowych elementow
optymalizowanej metody. W tym celu podczas etapu spigtrzania probki, rownoczesnie
przyktadano zewnetrzne ci$nienie. Zaréwno czas jak i jego wartos¢ mialy znaczacy
wplyw na uzyskiwane wyniki. Badania wykazaty, Zze zbyt szybkie prowadzenie procesu
przy wyzszych warto$ciach cis$nienia niz zoptymalizowane prowadzitlo do usuwania
cze¢$ci analitdw wraz z matryca, podczas gdy wydluzenie tego etapu z zastosowaniem
nizszego cisnienia skutkowato poszerzaniem pikéw. Najkorzystniejsze parametry
rozdzielania uzyskano przy zastosowaniu cisnienia — 6,9 kPa przy czasie spi¢trzania

rownym 0,65 min.
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Wspodlczynnik wzmocnienia sity sygnalu z uzyciem dozowania ci§nieniowego
w CE wrzrasta wraz z obje¢toscia dozowania probki. Jakkolwiek, kazda technika
wykazuje pewna graniczng zdolno$¢ do efektywnego spigtrzania danej objetosci probki.
Na Rysunku 24 przedstawiono elektroferogramy uzyskiwane przy uzyciu roznych
trybéw dozowania probki. Zastosowanie techniki FASS pozwala na znaczng poprawe
czuto$ci metody w stosunku do standardowego dozowania ci$nieniowego probki
(5 s, 3,45 kPa). Trzykrotne powtorzenie procedury dozowania i spigtrzania probki
zaowocowalo dalszym wzrostem sity sygnalu z zachowaniem wysokiej sprawnosci
ukladu. Widoczne poszerzenie sygnalow zostalo zaobserwowane dopiero przy
czterokrotnym dozowaniu probki. Niemniej jednak, i w tym przypadku odnotowano
wysoka sprawno$¢ ukladu (137,4 - 274,4 tysigecy potek teoretycznych na metr)
i catkowite rozdzielenie oznaczanych zwigzkow. Ze wzgledu na istotng poprawe
czutosci dla hydroksyzyny, amitryptyliny 1 fluoksetyny, czterokrotne dozowanie probki

zostalo wykorzystane w dalszych etapach pracy.
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Rys. 24. Wptyw trybu dozowania probki na parametry uzyskiwanych sygnatow [138]. Sktad dozowanej probki: 30%
(v/v) MeOH, 1 mM H;PO,. Pozostate warunki i oznaczenia jak na Rysunku 21.

3.4. Walidacja i zastosowanie opracowanej metody
Opracowana technika FASS z wielokrotnym dozowaniem probki zostata
zastosowana do oznaczania wybranych lekow psychiatrycznych w préobkach moczu

ludzkiego. W tym celu przeprowadzono cze$ciowa walidacje metody obejmujaca

selektywnos$¢, zakres liniowosci metody, wyznaczenie granic wykrywalnosci
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1 oznaczalnosci, a takze oszacowanie precyzji i doktadnosci oznaczen. Uzyskane wyniki

zestawiono w Tabeli 3.

Tab. 3. Wyznaczone parametry walidacyjne dla opracowanej metody oznaczania wybranych lekéw psychiatrycznych
w probkach moczu ludzkiego po ekstrakcji ciecz-ciecz z uzyciem techniki FASS z wielokrotnym dozowaniem
probki. * Sprawno$¢ rozdzielania wyliczono dla trzech analiz probki o stezeniu 80 ng/ml ze wzoru:

N = 5,54 (tn/W1)*, gdzie t,, — czas migracji analitu [s]; wy, — szerokosé piku w potowie wysokosci [s].

Opipramol ~ Hydroksyzyna  Promazyna  Amitryptylina  Fluoksetyna  Tiorydazyna

Zakres
liniowosci 30-1000 ng/ml
metody
Wspodtczynnik
kierunkowy 1.7656 3.6891 2.597 5.3255 5.6061 1.0937
prostej (a)
Wspodtczynnik
przesuniecia 0.0045 0.0003 0.0173 0.0154 0.0109 0.0032
prostej (b)
Wspdlezynnik — 599, 0.9996 0.9988 0.9995 0.9996 0.9989
korelacji (R”)
LOD (ng/mL) 3.92 2.23 5.04 2.77 2.74 6.21
LOQ (ng/mL) 11.76 6.69 15.12 8.31 8.22 18.63
EF 12 27 29 36 35 32
N/m (x1000)* 144.7 222.3 274.7 256.4 247.4 137.4
Powtarzalno$¢ metody (n = 6)
Precyzja (% RSD)
30 ng/mL 4.36 2.48 5.60 3.08 3.05 6.90
900 ng/mL 0.82 0.86 1.35 0.98 0.75 1.37
Doktadnosé (%)
30 ng/mL 101.5 99.3 98.7 99.7 99.7 102.7
900 ng/mL 99.9 99.9 100.0 100.1 100.1 100.4
Odtwarzalno$¢ metody (n =9)
Precyzja (% RSD)
30 ng/mL 5.11 2.54 5.74 3.22 3.49 6.73
900 ng/mL 1.05 1.14 1.39 1.13 0.88 1.51
Doktadnosé (%)
30 ng/mL 102.1 100.1 99.2 99.8 99.7 101.5
900 ng/mL 99.9 99.8 100.6 100.3 100.2 100.3

Selektywno$¢ metody badano na podstawie analizy probek moczu
pochodzacych od szesciu roznych osob. Na elektroferogramach nie stwierdzono
interferencji pochodzacych od matrycy probki.

Krzywe kalibracyjne sporzadzono przez analiz¢ szeSciu niezaleznie
przygotowanych probek w dziesieciu réznych stezeniach (30, 40, 50, 80, 100, 300, 500,
700, 900 and 1000 ng/ml). W badanym zakresie st¢zen obserwowano dobra zgodno$¢ z
przyjetym modelem liniowym (R* > 0,9988).

Granice wykrywalnosci 1 oznaczalno$ci wyznaczono w zakresie od 2,23

do 6,21 ng/ml (LOD) oraz od 6,69 do 18,63 ng/ml (LOQ).
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Precyzje metody dla dwoch réznych stezen (30 1 900 ng/ml) wyznaczono
ponizej 6,90% (dla 6 analiz w obrebie jednego dnia) i 6,73% (pomiedzy dniami,
po 3 oznaczenia na dzien). Dokladno§¢ metody wahata si¢ w granicach od 98,7
do 102,7% (dla analiz wykonanych podczas jednego dnia) i w zakresie od 99,2
do 102,1% (pomiedzy dniami).

Oceng efektu wzmocnienia sygnalu przeprowadzono przez poroéwnanie
wysokosci pikéw uzyskiwanych z uzyciem opracowanej metody (dla stezenia analitow
roéwnego 1 pg/ml) i metody opartej o standardowe dozowanie hydrodynamiczne probki
(5 s, 3,45 kPa), dla ktérego anality oznaczano na poziomie 10 pg/ml. Nalezy zaznaczy¢,
iz w celu eliminacji efektow spigtrzania probki, w metodzie z wykorzystaniem matej
objetosci dozowania probki, matryc¢ analityczng stanowit BGE. Uzyskane warto$ci
EF miescity si¢ w granicy od 12 do 36 (Tabela 4).

Przyktadowy elektroferogramy uzyskany w wyniku analizy probki moczu

ludzkiego ~ wzbogacone]  oznaczanymi  substancjami  zostal  przedstawiony

na Rysunku 25.
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Rys. 25. Przyktadowy elektroferogramy uzyskany w wyniku analizy probki moczu ludzkiego wzbogaconej
wybranymi substancjami o aktywno$ci farmakologicznej [138]. Warunki analizy jak na Rysunku 21. Oznaczenia:

a - opipramol, b - hydroksyzyna, ¢ - promazyna, d - amitryptylina, e — fluoksetyna, f — tiorydazyna, I.S. — oksazepam.
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4. Dozowanie elektrokinetyczne probki we wzmocnionym polu
elektrycznym w kontekscie zjawiska pseudo-izotachoforezy

4.1. Wstep

Zastosowanie dozowania elektrokinetycznego probki pozwala na wprowadzenie
znacznie wigkszej ilosci analitow niz uzycie dozowania cisnieniowego, w przypadku
ktérego 1ilos¢ dozowanej substancji jest bezposrednio zalezna od objetosci
wprowadzonej probki [17; 18]. Z tego wzgledu dozowanie elektrokinetyczne umozliwia
obnizenie granic wykrywalnos$ci substancji nawet o sze$¢ rzgdow wielkosci [24; 118].

Jakkolwiek, wprowadzanie duzej liczby jonéw do kapilary na drodze
elektrokinetycznej wigze si¢ ze stosunkowo dlugim czasem prowadzenia tego procesu
(od kilku do nawet kilkudziesieciu minut), podczas ktoérego pojawia si¢ konieczno$¢
ogniskowania wprowadzonych do kapilary jonoéw.

Zhang 1 Thormann jako pierwsi wykazali, iz dodatek do probki rozpuszczalnika
organicznego takiego, jak propan-1-ol umozliwia uzyskanie znacznie wyzszych
wspotczynnikow wzbogacenia analitu w stosunku do roztworow wodnych [23].
Réwniez Shihabi uzyskat podobny efekt poprzez dodatek acetonu 1 acetonitrylu
do matrycy analitycznej probki [140]. Zwrdcit on takze uwage na wyzszos¢ dodatku
rozpuszczalnika w stosunku do probek wodnych podczas analizy substancji,
wykazujacych zréznicowang rozpuszczalno$¢ w wodzie [140]. Ten sam autor w innej
swojej pracy podkresla znaczenie stosowanego BGE wraz z dozowaniem
elektrokinetycznym préobki [124]. Wprowadzenie analitow pomiedzy roztwor boraksu
(po stronie katodowej probki) i trietanoloaminy (po stronie anodowej) pozwolito
na efektywne spigtrzenie analitow na drodze tITP [124]. Technika ta zostata pdzniej
szczegdtowo opisana przez Hirokawe 1 wspot. [26]. Niemniej jednak, Shihabi w swojej
pracy wykazatl skuteczno$¢ techniki FASI w obecnosci elektrolitu wiodacego
1 terminujgcego [124].

Ze wzgledu na uzyskiwang wysoka czuto$¢ metod opartych o dozowanie
elektrokinetyczne probki, podjeto probe opracowania procedury oznaczania wybranych
substancji farmakologicznie czynnych. Celem doswiadczen byto wyznaczenie
parametrow krytycznych dla procesu spigtrzania analitow, ktére poddano optymalizacji
1 ewaluacji. Dodatkowy efekt wzbogacenia analitow uzyskano poprzez zastosowanie
techniki DLLME, jako metody przygotowania probki do analizy elektroforetyczne;j.

Opracowang metode poddano cze$ciowej walidacji, a jej aplikacyjnos¢ wykazano
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na przykladzie oznaczania wybranych substancji modelowych w probkach moczu

ludzkiego.
4.2. Cze$¢ eksperymentalna
4.2.1. Przygotowanie roztworow

Roztwory wzorcowe analitéw (olanzapina, prochlorperazyna, trifluoperazyna,
perfenazyna, chlorprotiksen, klomipramina) przygotowano w MeOH w stezeniu
I mg/ml. 0,2 M roztwory Tris i1 chlorku sodu przygotowano w kolbkach miarowych
rozpuszczajac odwazone substancje w wodzie dejonizowanej. Pozadane pH roztworow
uzyskano poprzez doprowadzanie za pomocg 1 M roztworu kwasu solnego. Mieszaning
ekstrakcyjng przygotowano przez umieszczenie 2,5 ml CCly w kolbie miarowe;j

o pojemnosci 25 ml i rozcienczenie ACN do kreski.
4.2.2. Stosowane procedury elektroforetyczne

Wszystkie eksperymenty w ramach opracowania metody byly prowadzone przy
uzyciu niemodyfikowanej kapilary krzemionkowej o $rednicy wewnetrznej 50 pum
1 catkowitej dlugosci 57 cm (efektywna dlugos¢: 50 cm) termostatowanej w
temperaturze 22 °C.

Kazda nowa kapilar¢ kondycjonowano kolejno: MeOH (20 min), 1 M NaOH
(60 min), 0,1 M NaOH (30 min), woda (30 min) i roztworem BGE (20 min).

Na poczatku kazdego dnia uzywana kapilara przeplukiwana byla: MeOH
(10 min), 0,1 M NaOH (20 min), woda dejonizowang (10 min) i roztworem BGE
(15 min). Koncowy etap polegal na zanurzeniu obroncow kapilary w roztworze BGE
1 przytozeniu wysokiego napiecia (22 kV) przez 15 min.

Zoptymalizowana procedura stosowana podczas analiz elektroforetycznych
obejmowata: (i) przemycie kapilary roztworem BGE (2 min) ztozonym z 45 mM Tris
(pH 2,20); (i1) dozowanie 0,25 mM roztworu HCOOH (3 s, 3,45 kPa);
(ii1) elektrokinetyczne dozowanie probki (70 s, 5 kV), ktorej matryca analityczna
sktadata si¢ z 90% MeOH i 0,25 mM HCOOH; (iv) dozowanie BGE (3 s, 3,45 kPa);
(v) elektroforetyczne rozdzielanie skladnikéw probki (22 kV przez 10 min);
(vi) plukanie koncowe kapilary (MeOH — 1 min, 0,1 M NaOH — 3 min, BGE — 1 min).
Podczas etapu optymalizacji metody elektroforetycznej stosowano detekcje analitow

przy A = 200 nm, podczas gdy detekcj¢ w czasie optymalizacji ekstrakcji i czgsciowej
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walidacj¢ metody prowadzono przy A = 254 nm. Wszystkie procedury przemywania

kapilary w eksperymentach prowadzono przy ci$nieniu 138 kPa.
4.2.3. Procedura przygotowania probki do analizy

Zebrane probki moczu ludzkiego pobrane od zdrowych ochotnikow
przechowywano w temperaturze -20 °C przez okres przynajmniej 24 godzin
przed uzyciem, jednak nie dluzej niz siedem dni. Po rozmroZeniu w temperaturze
pokojowej, probki moczu wirowano przez 5 min przy 3000 obr./min. Do 995 pnl
supernatantu dodawano 5 pl mieszaniny wzorcow i 10 pl LS. (wodny roztwor
promazyny o stezeniu 1 pg/ml). Po doktadnym wymieszaniu zawarto$ci fiolki catosé
alkalizowano przez dodanie 100 ul 1 M NaOH, po czym zawarto$¢ naczynka mieszano
1 wirowano przez 2 min przy 8000 obr./min. Nastgpnie, 1 ml tak przygotowanego
supernatantu umieszczano w probowce typu eppendorf o pojemnosci 1,5 ml
1 poddawano procedurze DLLME.

300 pl mieszaniny ekstrakcyjnej ,, blyskawicznie” wprowadzano do uprzednio
przygotowanej probki moczu przy pomocy mikrostrzykawki o pojemnosci 500 pl
(Hamilton, Reno, NA, USA). Probéwke zamykano na czas 14 min, po czym wirowano
przez 2 min przy 8000 obr./min. 20 ul dolnej fazy organicznej zbierano przy pomocy
mikrostrzykawki o pojemnosci 100 ul (Hamilton) i przenoszono do kolejnej probdéwki
typu eppendorf o pojemnosci 0,5 ml. Rozpuszczalnik organiczny odparowywano
w temp. 50 °C pod zmniejszonym ci$nieniem przez 25 min, a suchg pozostalosé
rozpuszczano w 30 pl matrycy analitycznej probki (0,25 mM HCOOH w 90% MeOH),

ktora nastepnie analizowang z uzyciem CE.
4.3. Wyniki i dyskusja
4.3.1. Spietrzanie

Optymalizacja metody obejmowata zbadanie wplywu takich czynnikow,
jak sktad matrycy analitycznej probki, sktad stosowanego BGE, czas i napigcie
dozowania probki, a takze sktad i parametry dozowania roztworu wprowadzanego
do kapilary bezposrednio przed probka.

Sktad matrycy analitycznej probki ma istotne znaczenie dla procesu spi¢trzania
[23; 124; 140]. Poniewaz wigksza roznica przewodnosci pomie¢dzy probka i BGE
pozwala na uzyskanie wyzszych liczbowo wspolczynnikow wzmocnienia sygnatu,

badano wpltyw rodzaju rozpuszczalnika organicznego w matrycy analitycznej probki
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(Rysunek 26). Najnizsze sygnaty uzyskano przy uzyciu wody jako matrycy analitycznej
probki, podczas gdy dodatek rozpuszczalnika organicznego znacznie poprawil czuto$é
metody. Mniejsza czutos¢ w przypadku uzycia iPrOH w stosunku do pozostalych
rozpuszczalnikow organicznych moze tlumaczy¢é wyzsza lepkos¢ tego alkoholu.
Dodatek acetonu, ACN 1 MeOH miat z kolei réznorodny wplyw na uzyskiwang
wysoko$¢ poszczegdlnych analitoéw. Oprocz sygnatu pochodzacego od klomipraminy,
dla ktérej najlepszym rozpuszczalnikiem okazat si¢ ACN, najwyzsze sygnaly

obserwowano w obecnosci MeOH 1 z tego wzgledu 90% dodatek tego rozpuszczalnika

zostat uzyty do dalszych eksperymentow.
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Rys. 26. Wplyw rodzaju rozpuszczalnika w matrycy analitycznej probki na wysoko$¢ uzyskiwanych sygnatow [141].
Warunki: BGE, 45 mM Tris, pH 2,20; probka, 0.25 mM HCOOH w wodzie lub 90% (v/v) roztworze iPrOH, acetonu,
ACN lub MeOH; kapilara, $rednica wewnetrzna 50 um x catkowita dtugo$¢ 57 cm; napiegcie, 22 kV; parametry
dozowania, 3 s (3,45 kPa) 0,25 mM HCOOH, nastepnie 70 s (5 kV) probka, nastepnie 3 s (3,45 kPa) BGE; detekcja

UV (200 nm). Oznaczenia: Ola — olanzapine, Pro — prochlorperazyna, Tri — trifluoperazyna, Per — perfenazyna, Prm —

promazyna, Chl — chlorprotiksen, Clo — klomipramina.

Dozowanie elektrokinetyczne substancji o charakterze stabych zasad
organicznych umozliwia wprowadzanie duzej ich ilosci do kapilary, gléwnie za sprawag
elektroforetycznej migracji oznaczanych zwigzkéw. W tej sytuacji stopien jonizacji
analitow odgrywa kluczowa role w procesie dozowania elektrokinetycznego.
Z tego wzgledu testowano wptyw dodatku rodzaju i ilo$ci kwasu na efekt wzmocnienia
sity sygnatu (Rysunek 27). Dodanie kazdego sposrod testowanych kwasow (HCI,
HCOOH 1 H3;PO4) moze skutkowaé przyrostem lub spadkiem sity sygnatu analitow
(Rysunek 27A — C), co znajduje potwierdzenie w literaturze naukowej [23; 140].
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W przypadku kwasu solnego znaczna poprawa czutosci byla obserwowana przy
stezeniu 50 uM, podczas gdy dalsze zwigkszenie stezenia powodowato odwrotny efekt.
Stezenia przebadanych kwasoéw wykazujace najwigksza poprawe czutosci metody
zestawiono na Rysunku 27D. Uzyskane wyniki wskazuja na podobny efekt
wzmocnienia w przypadku stosowania 50 puM HCl1 i 100 uM H3POy, a takze wyzszos¢
250 uM HCOOH nad pozostatymi kwasami.
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Rys. 27. Wplyw rodzaju i stezenia (A) HCI, (B) H3PO,, (C) HCOOH na wysoko$¢ uzyskiwanych sygnatow [141].
Na rysunku (D) zestawiono optymalne stgzenia poszczegolnych kwasoéw. Przed probka dozowano woda (3 s, 3,45

kPa). Pozostate warunki dozowania takie same jak na Rysunku 26 z 90% dodatkiem MeOH.

Claude 1 wspot. wykazali, iz dodatek kwasu do matrycy analitycznej probki,
a takze do roztworu dozowanego bezposrednio przed probka (ang. head-column
injection) wptywa na powtarzalno$¢ uzyskiwanych wynikow [142]. Majac na uwadze
wspomniane doniesienie oszacowano wptyw poszczegdlnych kwasow jako dodatkow
do matrycy analitycznej probki na precyzje wynikoéw (Tabela 4). W tym zestawieniu
to 50 uM HCl umozliwit bardziej precyzyjne dozowanie wickszosci analitow
do kapilary. Takze zastosowanie 100 uM H;PO, skutkowalo mniejszym rozrzutem
wynikow anizeli 250 uM HCOOH. Niemniej jednak, w przypadku kwasu mrowkowego

uzyskany efekt wzmocnienia byt zdecydowanie wyzszy (Rysunek 27D). Co wigcej,
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dozowanie 0,25 mM roztworu HCOOH przed probka zamiast wody pozwolito
na poprawe precyzji uzyskiwanych wynikow (Tabela 4). Z uwagi na satysfakcjonujaca
precyzje w omawianym przypadku (RSD < 1,80%) 0,25 mM roztwor HCOOH zostat
wybrany jako optymalny zarowno w matrycy analitycznej probki, jak 1 w roli roztworu

dozowanego bezposrednio przed nig do kapilary.

Tab. 4. Wplyw rodzaju i stezenia kwasu w matrycy analitycznej probki na wzgledne odchylenie standardowe
uzyskiwane dla poszczegbélnych substancji. Przed probka dozowano wode (3 s, 3,45 kPa). Pozostate warunki
dozowania takie same jak na Rysunku 26 z 90% dodatkiem MeOH. * Przed probka, zamiast wody, dozowano

250 puM roztwor HCOOH (3 s, 3,45 kPa).

. Bez dodatku 50 nM 250 uM 250 uM
Analit ) s Hzl 100 uM H,PO, Hcolz)H HCO?)H*
RSD (Ara) % (n=3)

Ola 4.03 0.80 1.93 235 1.38
Pro 7.09 2.86 3.15 0.50 0.46
Tri 3.31 0.68 3.90 3.66 0.36
Per 7.16 1.87 439 412 1.56
Chl 426 1.29 0.63 3.87 1.06
Clo 3.42 2.89 0.81 425 1.80

Poprawa czulo$ci metody przy dodatku niewielkiej ilosci kwaséw jest wynikiem
uzyskiwania wigkszego tadunku poszczegdlnych substancji. Dalszy wzrost sily jonowe;j
roztworu dziala niekorzystnie na efekt spigtrzania probki poprzez zmniejszenie rdznicy
w przewodnos$ci probki i roztworu BGE. Poniewaz stopien dysocjacji kwasow uzytych
w badaniu rosnie w nastepujacej kolejnosci HCOOH < H3;PO, < HCI, dlatego tez
optymalne stezenia byly najnizsze dla kwasu najlepiej zdysocjowanego. Stopien
dysocjacji kwasow tlumaczy réwniez precyzje uzyskiwanych wynikow. Najlepsza
stabilizacj¢ natezenia pradu podczas dozowania probki uzyskiwano z uzyciem
najbardziej zdysocjowanego elektrolitu. W swojej pracy Anres i wspot. zwrocili uwage
na ten fakt zalecajac dozowanie elektrokinetyczne probki prowadzone przy statym
natezeniu prad zamiast stalego napiecia [95]. Niestety, ze wzgledu na ograniczenia
technologiczne stosowanego urzadzenia (aparat P/ACE 5000) w prezentowanej pracy
dozowanie probki prowadzono przy statej roznicy potencjatdéw. Niemniej jednak,
dodatek niewielkiej ilosci elektrolitu do roztworu dozowanego bezposrednio przed

probka zapewnit satysfakcjonujaca powtarzalnos¢ wynikow.
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Rys. 28. Elektroferogramy uzyskane przy uzyciu BGE o réznym sktadzie: (A) 45 mM Tris/HCL, pH 2,20; (B) 40 mM
H;PO,, pH 2,20; (C) NaCI/HCI, pH 2,20 [141]. Pozostale warunki i oznaczenia takie same jak na Rysunku 26
z 90% dodatkiem MeOH.

Roéwniez sktad uzytego BGE poddano procesowi optymalizacji. W celu
eliminacji efektu poszerzenia uzyskiwanych sygnaléw na skutek obecnosci EOF
testowano roztwory o niskiej wartosci pH (pH 2,20 — 2,30) [118]. Rysunek 28
przedstawia wpltyw sktadu BGE na uzyskiwane elektroferogramy. Poczatkowo uzyty
roztwor Tris o stezeniu 45 mM z dodatkiem HCI o pH 2,20 zapewnitl wysoka
sprawnoscig uktadu i rozdzielenie analitow do linii podstawowej (Rysunek 28A).
Znaczacy spadek sprawno$ci rozdzielania odnotowano przy zastosowaniu 40 mM
H;PO4 (Rysunek 28B). Z uwagi na podobne wartosci pH elektrolitow, réznice
w badanych roztworach BGE dotyczyty uzytych przeciwjonow (fosforan i chlorek)
1 kojonéw. Weryfikacje¢ tych czynnikow przeprowadzono przy uzyciu trzeciego BGE,
ztozonego z roztworu chlorku sodu i kwasu solnego o przewodnosci 1 pH zblizonej
do pozostalych dwoch testowanych roztworow (Rysunek 28C). W przedstawionym
trzecim przypadku obserwowano poprawe¢ symetrii sygnatdw w porOwnaniu
z 40 mM H;3PO., jednakze sprawnos¢ rozdzielania byla nadal znacznie nizsza niz dla

pierwszego z testowanych BGE. O ile korzystniejsze parametry rozdzielania mozna
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thumaczy¢ zmiang uzytego przeciwjonu, co znajduje potwierdzenie w literaturze
naukowej [143], o tyle ciekawszy byt fakt wyzszo$ci BGE zawierajacego Tris nad
elektrolitem sodowo — chlorkowym. Wytlumaczeniem tego zjawiska moze by¢
dynamiczne powlekanie jonami Tris' ujemnie natadowanej $ciany kapilary,
co przeciwdziatalo adsorpcji oznaczanych zwigzkow do Sciany kapilary [123]. Jednakze
niskie pH uzywanych roztworéw BGE w znaczacy sposdb ograniczato dysocjacje grup
silanolowych na wewngtrznej powierzchni kapilary, co w znacznym stopniu
ograniczalo poszerzenie sygnatow w wyniku procesOw adsorpcyjnych [20].
Z tego wzgledu wyjasnieniem uzyskanych wynikdw jest obecno$¢ procesu
izotachoforetycznego, a doktadniej p-ITP [144]. Rozpuszczalnik organiczny w matrycy
analitycznej probki petni w tym uktadzie rol¢ TE, podczas gdy LE stanowi stosowany
kojon w BGE. Poréwnujac ruchliwosci elektroforetyczne jonu Tris™ (29,5 cm* V''s ') i
Na" (51,9 cm® V' s ), a takze uwzlgedniajac stosowany przeciwjon CI” (-79,1 cm? V™!
s ™), po podstawieniu do Réwnania 8 uzyskujemy wyzsza warto$é wspotczynnika K dla
BGE zawierajacego jony Tris' anizeli Na', a tym samym silniejszy efekt spietrzenia
analitow dla elektrolitu o sktadzie 45 mM Tris/HCI (pH 2,20).

Na Rysunku 29 przedstawiono zalezno$¢ stezenia uzytego BGE od wysokosci
otrzymanych  sygnaléw. Obserwowany efekt wzmocnienia sity  sygnatu
wraz ze wzrostem stezenia elektrolitu jest wypadkowa wyzszego natezenia pradu
podczas dozowania probki w warunkach stalego napiecia 5 kV w obecnosci BGE
o wyzszej przewodnosci 1 procesdw wzbogacania analitéw. Ze wzgledu na ograniczenia
aparaturowe zastosowanie wyzszych stezen niz 45 mM Tris skutkowatlo niestabilno$cia
przewodzenia pradu w trakcie rozdzielania elektroforetycznego.

Rysunek 29 przedstawia takze wptyw czasu dozowania matej objetosci roztworu
0,25 mM HCOOH przy cisnieniu 3,45 kPa. Znacznie nizsze sygnaly obserwowane
w przypadku eliminacja tej procedury w stosunku do jej stosowania (3 lub 6 s) byly
najprawdopodobniej wynikiem dyfundowania analitow z powrotem do naczynka
anodowego po etapie dozowania probki. Nieznacznie wyzsze piki uzyskano
przy zastosowaniu 45 mM roztworu Tris 1 trzysekundowego czasu dozowania
0,25 mM HCOOH bezposrednio przed probka i te parametry uzyto w dalszych etapach
badan.
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Rys. 29. Wplyw stezenia elektrolitu w BGE i czasu dozowania 0,25 mM HCOOH (0, 3 lub 6 s) na wysokos¢
uzyskiwanych pikow [141]. Pozostate warunki i oznaczenia takie same jak na Rysunku 26 z 90% dodatkiem MeOH.

Warunki dozowania probki maja bezposredni wplyw na ilo§¢ czasteczek
analitow wprowadzanych do kapilary. Na Rysunku 30 przedstawiono zalezno$¢
stosowanego napigcia 1 czasu od wysokosci uzyskiwanych pikéw. Podczas gdy
zwigkszenie napiecia z 2,5 kV do 5 kV skutkowato znaczaca poprawa czulos$ci metody,
wyzsze potencjaty wykazywaly niewielki wptyw na uzyskiwang wysoko$¢ sygnatow
jednoczesnie powodujac poszerzenie pikow (Rysunek 30A). W przypadku czasu
dozowania probki obserwowano liniowy wzrost sity sygnatéw w zakresie od 30 do 70 s
(Rysunek 30B). Przedtuzenie tego etapu prowadzilo do spadku intensywnosci pikow
1 utraty sprawnos$ci uktadu. Uwzgledniajac wyniki uzyskane w testowanym zakresie
przyktadanego napigcia i czasu dozowania probki, za optymalne warunki przyjeto 5 kV

170 s.
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Rys. 30. Wplyw (A) napigcia i (B) czasu dozowania probki na wysokos$¢ uzyskiwanych sygnatow [141]. Pozostate

warunki i oznaczenia takie same jak na Rysunku 26 z 90% dodatkiem MeOH.

4.3.2. Dyspersyjna mikroekstrakcja ciecz-ciecz

Technika DLLME jest jedng z najwazniejszych technik mikroekstrakcyjnych.
Jej duza popularnos¢ wynika przede wszystkim z ekstremalnie krotkiego czasu
prowadzenia procesu (nawet kilka sekund), duzego wspoétczynnika wzbogacenia probki
(nierzadko  tysigckrotnego), prostoty  wykonania 1 niewielkiego  zuzycia
rozpuszczalnikéw organicznych [145; 146]. Ze wzgledu na wymienione zalety, technika
DLLME zostata uzyta w celu ekstrakeji 1 dodatkowego wzbogacenia analitow z probek
biologicznych na przyktadzie moczu ludzkiego.

Podstawowym parametrem wplywajacym na wydajnos$¢ ekstrakcji w technice
DLLME jest rodzaj uzytego uktadu ekstrakcyjnego. Jako czynnik ekstrahujacy
standardowo stosuje si¢ rozpuszczalniki organiczne o gestosci wigkszej od gestosci
wody [146]. W ramach przeprowadzonych doswiadczen testowano uzycie di-, tri-
i tetrachlorometanu. Stosunkowo wysoka rozpuszczalno$§¢ pierwszych dwoéch
rozpuszczalnikéw w wodzie wymagata zastosowania tych odczynnikéw w objgtosci
> 100 pl podczas kazdorazowej ekstrakcji. Z tego wzgledu w eksperymentach uzywano
CCly.

Sposrod badanych rozpuszczalnikow dyspergujacych najwyzsza wydajnosé
wykazato uzycie ACN (Rysunek 31A). Zapewnit on nie tylko najlepsza dyspersje CCly
w probce, ale takze najwigksza objetos¢ kropli ekstrahenta po procesie wirowania.
Nieznacznie wyzszy sygnal dla perfenazyny uzyskano z uzyciem iPrOH. Jakkolwiek,
réznica ta byla niewielka 1 w dalszym etapie badan stosowano ACN,
jako rozpuszczalnik dyspergujacy.

Badano takze wpltyw objeto$¢ stosowanych faz na proces ekstrakcji analitow
(Rysunek 31B 1 C). Najwyzsze sygnaly uzyskano przy uzyciu 30 pl CCly
w 270 ul ACN. W technice DLLME objeto$¢ stosowanego ekstrahenta zwykle nie
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przekracza 10 pl [146 - 148]. Jakkolwiek, wigkszos¢ z publikowanych prac dotyczy
zastosowania techniki DLLME do ekstrakcji probek o niskiej zawartosci soli.
Jednoczesnie efekt wysalania probki mial negatywny wplyw na proces wymiany masy.
Z tego wzgledu wigksza objetos¢ CCly prawdopodobnie pozwolita na przezwyciezenie
stosunkowo duzej sity jonowej badanych probek.

Ze wzgledu na charakter chemiczny oznaczanych substancji, kluczowa
dla procesu ekstrakcji byta alkalizacja moczu. Wpltyw dodatku réznej objetosci
(60 — 140 pl) 1 M NaOH do probki na wysokos¢ pikow przedstawiono na Rysunku
30D. 100 pl roztworu zasady wykazato najkorzystniejszy wptyw na uzyskiwane wyniki.
Objetos¢ ta odpowiada koncowej wartosci pH probki réwnej 12, co zapewnito
catkowite przejscie analitow w posta¢ wolnych zasad. Dalszy zwigkszanie ilosci NaOH
skutkowato jedynie zwigkszaniem sity jonowej probki wptywajac niekorzystnie na

wydajnos¢ procesu.
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Rys. 31. Wplyw (A) rodzaju rozpuszczalnika dyspergujacego, (B) objetosci rozpuszczalnika ekstrahujacego,
(C) objetosci rozpuszczalnika dyspergujacego, (D) objetosci dodatku 1 M roztworu NaOH, na wysokosé
uzyskiwanych sygnatow [141]. Warunki: czas ekstrakcji: 2 min; rozpuszczalnik organiczny: CCly; rozpuszczalnik
dyspergujacy: ACN; objeto$¢ rozpuszczalnika organicznego: (A) 20 pl, (C, D) 30 ul; objetos¢ dodanego 1 M
roztworu NaOH: 100 pl; catkowita objgtos¢ mieszaniny ekstrahujacej: 300 pl; detekcja UV (254 nm). Pozostate

warunki elektroforetyczne i oznaczenia takie same jak na Rysunku 26 z 90% dodatkiem MeOH.
Ostatni etap optymalizacji techniki DLLME dotyczyl czasu prowadzenia
ekstrakcji. Na Rysunku 31 przedstawiono wplyw tego parametru na wysoko$¢
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sygnalow. Zaskakujacy byt fakt liniowej zaleznos$ci ilosci wyekstrahowanych substancji
od czasu, charakterystyczny dla klasycznej LLE, podczas gdy jedng z zalet techniki
DLLME jest szybko$¢ procesu i brak wspomianej zaleznosci [145]. Co wigcej,
zastosowanie mieszania przy pomocy wirdwki punktowej lub ultradzwickow nie
wpltywato w istotny sposob na szybko$¢ ekstrakcji. Uzyskane wyniki moze thumaczy¢
fakt stosunkowo duzej sity jonowej probki i objetosci rozpuszczalnika ekstrahujacego,
a takze obecno$cia substancji matrycowych w probce utrudniajagcych proces wymiany
masy. Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, iz prowadzenie ekstrakcji przez

14 min pozwala na uzyskanie satysfakcjonujacej wydajnosci w stosunkowo kréotkim

czasie.
3000
2500 -+
3 2000
= -m-0la
&
= ——Pro
[%2]
.E 1500 | —==Tri
= ’
r —+—Per
%]
> e —— —==Prm
= 1000
—— =o~Chl
i - Clo
500 -+
0 T 1
2 min 6 min 14 min
Czas ekstrakgji

Rys. 32. Wplyw czasu prowadzenia procesu ekstrakcji na wysokos¢ uzyskiwanych sygnatow [141]. Warunki
ekstrakeji takie same jak na Rysunku 31D przy uzyciu 100 ul 1 M NaOH. Warunki elektroforetyczne i oznaczenia
takie same jak na Rysunku 26 z 90% dodatkiem MeOH.

4.4. Walidacja i zastosowanie opracowanej metody

Zoptymalizowana technika DLLME wraz z opracowang metoda
elektroforetyczng poddano czegsciowej walidacji na przykladzie oznaczania wybranych
substancji czynnych w moczu ludzkim. Wyznaczone parametry walidacyjne zestawiono
w Tabeli 5.

Selektywno$¢ metody zostala oceniona na podstawie analizy szeSciu probek
moczu pochodzacych od 6 zdrowych ochotnikéw. W przeprowadzonym badaniu nie

stwierdzono interferencji pochodzacych z matrycy probki z oznaczanymi substancjami.
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Tab. 5. Zestawienie wybranych parametréw walidacyjnych wyznaczonych dla opracowanej metody DLLME-FASI.

Ola Pro Tri Per Chl Clo

Zakres liniowosci LOQ — 100 ng/ml

metody
Wspodtczynnik
Kicrunkowy prostej (1) 00639 0.0332 0.0451 0.0605 0.0294 0.0204
przegjfgi‘fgg‘s‘;j b 00438 00518 -0.0099 -0.0396 0.0092 -0.0226
WSpéka&‘%‘ korelacii ) 9943 09982 0.9986 0.9994 09982  0.9992
LOD (ng/mL) 0,30 0,50 0,50 0,30 0,75 0,60
LOQ (ng/mL) 1,0 1,5 1,5 1,0 2,5 2,0
EF (FASI) 850 889 481 594 976 1127
EF (DLLME) 14 15 18 19 8 10
EF (DLLME - FASI) 11910 13410 8760 11550 8 080 11200
Powtarzalno$¢ metody (n = 6)
Precyzja (% RSD)
LOQ 10,2 9,7 10,5 9,6 8,5 93
4xLOQ 72 6,8 8,8 7.6 6,8 9,1
50 ng/ml 52 4.6 3.4 2,8 43 42
80 ng/ml 4,1 3,9 4,0 3,1 3,5 3.8
Doktadno$¢ (%)
LOQ 87,3 91,2 89,5 11,1 90,2 91,7
4xLOQ 104,7 94,1 91,1 105,9 108,4 108,8
50 ng/ml 96,6 97,2 94,0 103,7 97,5 102,8
80 ng/ml 95,1 94,7 97,6 98,2 96,8 101,3
Odtwarzalno$¢ metody (n = 9)
Precyzja (% RSD)
LOQ 12,1 9,3 11,2 9,9 9,0 9,5
4xLOQ 8,6 7.8 9,8 8,9 8,1 10,0
50 ng/ml 55 6,1 5,0 4,7 5.8 51
80 ng/ml 53 4,9 6,2 3,0 4,5 52
Doktadno$¢ (%)
LOQ 85,8 86,6 88,4 109,4 90,3 89,7
4xLOQ 106,8 91,3 88,9 112,3 110,0 1112
50 ng/ml 96,8 94,1 92,5 104,6 93,3 98,1
80 ng/ml 97,4 96,2 99,1 95,9 97,7 98,6

Liniowo$¢ metody oceniano w zakresie od LOQ wyznaczonego dla danego
analitu do 100 ng/ml. Testowany zakres st¢zen wykazywat dobra zgodnos$¢ z
zatozonym modelem liniowym (R2 >0,994).

Wartosci LOD 1 LOQ wyznaczono dla poszczegdlnych analitdéw na podstawie

S/N =3 (dla LOD) 1 S/N = 10 (dla LOQ). Wyznaczony wspotczynnik LOD wahat si¢ w
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zakresie od 0,30 do 0,75 ng/ml, podczas gdy LOQ oznaczono w przedziale
od 1,0 do 2,5 ng/ml.

Powtarzalno$¢ metody oceniona na podstawie analizy sze$ciu niezaleznie
przygotowanych probek moczu wzbogaconych mieszaning oznaczanych substancji
czynnych w czterech réznych stezeniach (LOQ, 4 x LOQ, 50 1 80 ng/ml) w ciggu
jednego dnia. Wyznaczone wartosci precyzji miescity si¢ w zakresie od 3,1 do 10,5%
RSD, a doktadno$¢ wynikéw wynosita od 87,3 do 108,8%.

Podobng procedure stosowano w przypadku oceny odtwarzalno$ci metody.
W tym celu analizowano po trzy probki na dzien przez trzy kolejne dni w czterech
roznych stezeniach (LOQ, 4 x LOQ, 50 i 80 ng/ml). Uzyskane odchylenia miescity si¢
w zakresie od 3,0 do 12,1 % RSD, podczas gdy doktadno$¢ wynosita od 85,8
do 112,3%.
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Rys. 33. Porownanie elektroferograméw uzyskanych z uzyciem: (A) standardowego dozowania probki (5 s, 3,45
kPa), anality w BGE w stezeniu 10 pg/ml; (B) techniki FASI, anality w stezeniu 40 ng/ml;
(C) techniki DLLME — FASI, prébka moczu bez dodatku wzorcow; (D) techniki DLLME — FASI, anality w moczu w
stezeniu 10 ng/ml [141]. Detekcja UV (254 nm). Pozostate warunki: (A, B) takie same jak na Rysunku 26
z 90% dodatkiem MeOH; (C, D) same jak na Rysunku 32 z czternastominutowym czasem ekstrakcji.

Efekt wzmocnienia sygnalu oszacowano w odniesieniu do techniki CZE
z uzyciem standardowego dozowania probki (5 s, 3,45 kPa) przez porOwnanie

wysokosci sygnatow uzyskiwanych dla poszczegdlnych metod z uwzglednieniem

roznicy stezen (Rownanie 9). W celu niwelacji efektu spigtrzania probki, w metodzie
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referencyjnej matryce analityczng stanowil BGE, a anality oznaczano w st¢zeniu
10 pg/ml. Efekt wzmocnienia dla techniki FASI oceniano przy stezeniu wzorcow
réwnym 40 ng/ml. Laczny efekt techniki FASI i DLLME oceniano po ekstrakcji
oznaczanych substancji z probek moczu uprzednio wzbogaconych analitami do st¢zenia
10 ng/ml. Przeprowadzone doswiadczenia wykazaly, iz uzycie opracowanej techniki
FASI umozliwia poprawg czutosci metody w zakresie od 481 do 1127 razy w stosunku
do standardowego dozowania probki (Tabela 5). Wzbogacanie analitéw przed analizg
elektroforetyczng z uzyciem opracowanej techniki DLLME umozliwia wzrost sity
sygnalu o kolejny rzad wielkosci (8 — 19-krotny efekt wzmocnienia), co w rezultacie
daje sumaryczny EF w przedziale od 8 080 — 11 910. Przyktadowe elektroferogramy
uzyskane przy uzyciu technik CZE ze standardowym dozowaniem probki, techniki

FASI oraz DLLME — FASI probek moczu przedstawiono na Rysunku 33.
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5. Spietrzanie analitow we wzmocnionym polu elektrycznym, a efekt
zmiatania probki w micelarnej elektrokinetycznej chromatografii

5.1. Wstep

Jednym z najbardziej przelomowych osiggnie¢ technik elektromigracyjnych byto
opracowanie metody jednoczesnego rozdzielania sktadnikow jonowych i oboj¢tnych
elektrycznie [78]. Wydarzenie to w znacznym stopniu przyczynito si¢ do dynamicznego
rozwoju CE, a technika MEKC jest obecnie jedna z najczgsciej wykorzystywanych
technik elektromigracyjnych [149]. Wykorzystanie fazy pseudostacjonarnej w procesie
wzbogacania analitow na drodze akumulacji (zmiatanie) postrzegane jest jako nastepny
milowy krok w krotkiej historii CE [80]. Jakkolwiek, dopiero dalsze badania i analiza
mechanizmu wymienionych zjawisk pozwolity na wyznaczenie zakresu praktycznego
wykorzystania tych przetomowych odkry¢.

Sposrdd poruszanych zagadnien na przestrzeni ostatnich pi¢tnastu lat, dyskusja
nad doborem matrycy analitycznej probki, najkorzystniejszej dla efektu zmiatania,
odznacza si¢ szczegdlnie mocno [82 - 85; 150]. Dopiero badania zespolu naukowego
profesor Pyell wyjasnity ztozony 1 wieloetapowy mechanizm procesu zmiatania probki
w warunkach niehomogennego pola elektrycznego [82; 85], co zostato opisane w
Rozdziale 1.2.1. Niemniej jednak, eksperymenty przeprowadzone w celu wyjasnienia
zalezno$ci pomi¢dzy skladem probki i oddzialywan analitu z faza pseudostacjonarng
zaktadaly zerowy ladunek elektryczny oznaczanych substancji, niwelujac tym samym
udzial spigtrzania probki w procesie wzmacniania sity sygnatu [82; 85]. Zalozenie to,
jakkolwiek stuszne na etapie badania mechanizmu zmiatania probki, w praktyce jest
rzadko spotykane.

Dodatkowym zagadnieniem dotyczacym technik wzbogacania analitow
w kapilarze w CE, istotnym z praktycznego punktu widzenia, jest jednoczesne
wzbogacania analitow o fadunku réznoimiennym i/lub substancji neutralnych. Podczas
gdy zastosowanie wigkszo$ci technik spietrzania umozliwia w stosunkowo
nieskomplikowany sposob oznaczanie substancji drobnoczasteczkowych na poziomie
ng/ml (Tabela 1), wzmacnianie sily sygnalu dla czasteczek o roznej strukturze
chemiczne] ogranicza si¢ do techniki zmiatania 1 stanowi niemate wyzwanie
analityczne.

Biorac pod uwage powyzsze rozwazania, podjeto probe opracowania metody

jednoczesnego wzbogacania i rozdzielania substancji o roéznej strukturze chemicznej
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1 tadunku elektrycznym (kationy, aniony 1 substancje obojetne). Celem
przeprowadzonych doswiadczen byla ocena efektow spigtrzania 1 zmiatania
w kontek$cie skuteczno$ci poprawy czuto$ci detekcji wybranych zwigzkow
chemicznych. Jako substancje modelowe wykorzystano pig¢ witamin z grupy B
(tiamina, pirydoksyna, ryboflawina, nikotynamid i kwas foliowy). Opracowang metod¢
poddano czgsciowej walidacji, a jej zastosowanie wykazano na przyktadzie oznaczania
wybranych witamin w pozywkach mikrobiologicznych i ekstraktach roslinnych (Z/ex

paraguariensis, yerba mate).
5.2. Cze$¢ eksperymentalna
5.2.1. Przygotowanie rogtworow

Roztwory elektrolitow przygotowano przez odwazenie, a nastgpnie
rozpuszczenie w odpowiedniej objetosci wody redestylowang do uzyskania stezenia
0,2 M (SDS) lub 0,1 M (NaH;PO4). Wodne roztwory wzorcowe witamin (tiamina,
ryboflawina, nikotynamid, pirydoksyna, kwas foliowy) przygotowano w stezeniu
I mg/ml. W celu zwigkszenia rozpuszczalno$ci ryboflawiny i kwasu foliowego,
jej roztwér wzorcowy zawieral dodatkowo tetraboran disodowy w stezeniu 10 mM.
Ze wzgledu na niestabilnos¢ ryboflawiny, roztwor wzorcowy przygotowywano kazdego
dnia przed przystapieniem do eksperymentow. Pozadang warto$¢ pH uzyskano przy
pomocy 1 M roztworu NaOH 1 85% kwasu fosforowego.

Hodowle bakteryjne prowadzono na podlozu BD Mueller Hinton II Broth
o nastepujacym sktadzie: ekstrakt wotowy (3,0 g/l), kwasny hydrolizat kazeiny
(17,5 g/l) 1 skrobia (1,5 g/1). Wymienione sktadniki w odpowiedniej ilosci rozpuszczano
w goracej wodzie, roztwor doprowadzano do wrzenia, a nast¢pnie wyjatawiano
w autoklawie.

Yerba mate zakupiono w lokalnym sklepie spozywczym.

Po procesie optymalizacji BGE skfadat si¢ z 80 mM SDS i 10 mM NaH,PO4
(pH 7,25), a matryca analityczna probki zawierata 10 mM NaH,PO, (pH 4,60).

5.2.2. Stosowane procedury elektroforetyczne

Wszystkie eksperymenty elektroforetyczne przeprowadzono przy uzyciu
krzemionkowych kapilar niemodyfikowanych o $rednicy wewnetrznej 50 pm
1 catkowitej dlugosci 67 cm (60 cm efektywnej dtugosci kapilary), termostatowanych

w temperaturze 22 °C.
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Kazda nowa kapilare i na poczatku kazdego dnia roboczego Kkapilare
kondycjonowano przez przeptukanie kolejno MeOH (20 min), 0,1 M NaOH (10 min),
woda redestylowang (10 min) i BGE (5 min).

Procedura analityczna obejmowata wstgpne kondycjonowanie kapilary kolejno
0,1 M roztworem NaOH (2 min), woda redestylowang (2 min) i BGE (1,5 min),
a nastgpnie dozowanie probki i rozdzielanie elektroforetyczne (22 kV przez 15 min).
Koncowa procedura obejmowata przemycie kapilary roztworem BGE (2 min).
Standardowe dozowanie probki prowadzono przy ci$nieniu 3,45 kPa przez 2 s, podczas
gdy duza objetos¢ probki wprowadzano przez 10 lub 30 s (3,45 kPa). Wszystkie

procedury przemywania kapilary przeprowadzano z uzyciem cis$nienia 138 kPa.
5.2.3. Procedura przygotowania probki do analizy

Dwa szczepy bakterii — Staphylococcus ureus (ATCC6538) 1 Escherichia coli
(ATCC8739) — inkubowano na podtozach ptynnych przez 24 h (inokulum o stezeniu
okoto 10° CFU/ml). Rownolegle podtoza bez dodatku inokulum inkubowano w tych
samych warunkach. Po 24 h hodowle poddawano filtracji ($rednica poréw 0,22 pum),
supernatant zbierano do probowek typu eppendorf i zamrazano w temperaturze -20 °C.
Przed analizg probki rozmrazano w temperaturze pokojowej, wirowano (14 000
obr./min przez 5 min) i trzydziestokrotnie rozcienczano woda i roztworem NaH,POj4
do koncowego st¢zenia fosforanu réwnego 10 mM. Do 100 ul tak przygotowanej probki
dodawano 1 pl LS. (baklofen w stezeniu 100 pg/ml) i poddawano analizie
elektroforetyczne;.

Ekstrakt lisci Ilex paraguariensis (yerba mate) przygotowywano przez
zawieszenie 0,1 g suszonych lisci w 50 ml wody redestylowanej i mieszanie na
mieszadle magnetycznym przy 1000 obr./min przez 45 min. Ekstrakt wirowano przy
14000 obr./min przez 5 min, a supernatant rozcienczano 2,5-krotnie roztworem
NaH,PO, do koncowego stezenia fosforanu 10 mM. 100 pl ekstraktu mieszano z 1 pl

roztworu L.S. 1 poddawano analizie z uzyciem CE.
5.3. Wyniki i dyskusja

Struktury  chemiczne oznaczanych substancji  zostaly przedstawione
na Rysunku 34. Zwigzki te wykazuja charakter stabych zasad lub kwasow
organicznych. Biorgc pod uwage podane warto$ci pK, niemozliwa jest jednoczesna

jonizacja wszystkich wymienionych witamin, co pozwolitoby na rozdzielenie tych
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substancji przy pomocy CZE. Jedynie w przypadku uzycia BGE o wysokim pH (> 9,0)
cztery sposrod pigciu substancji uzyskatyby fadunek pozwalajacy na elektroforetyczne
rozdzielanie z uzyciem techniki CZE, podczas gdy predkos¢ migracji witaminy B;
bylaby roéwna wartoSci EOF, co stwarza znaczne ryzyko interferencji z innymi
niezjonizowanymi sktadnikami matrycy probki. Z tego wzgledu MEKC wydaje si¢ by¢
technikg z wyboru dla elektroforetycznego rozdzielania tej grupy zwigzkow.
Optymalizacja buforu rozdzielajacego z dodatkiem surfaktantu anionowego
(SDS) wykazata, iz rozdzielenie wszystkich pigciu substancji mozliwe jest przy uzyciu
BGE o nastgpujacym skladzie: 80 mM SDS, 10 mM NaH,POs (pH 7,25).
W tych warunkach obserwuje si¢ dodatnig jonizacje witaminy Bj, oboj¢tng elektrycznie
czasteczke witamin Bs i Bg, a takze anionowa posta¢ ryboflawiny i kwasu foliowego.
Z uwagi na réznice w stopniu jonizacji, wzbogacenie w kapilarze tych zwigzkow

wymagato zastosowania zmiatania przy uzyciu miceli obecnych w buforze

Tiamina |:E31:|
pk,=4.8
E‘j)l\ Ryboflawina (B,)°H
pk,= 8,0

Miketynamid (B;) P|r':,rd0|<s'rrna {Bg)
pK,=3,5 pK,, =50 pK, =9.6

oy @/@v\m

Mas foliowy (Bg)
pka1 =35 pKy; =43 pK;3=7.8

Rys. 34. Struktury chemiczne wraz z obliczonymi warto$ciami pK, oznaczanych witamin.

rozdzielajgcym.

Wplyw stezenia surfaktantu w BGE na rozdzielenie elektroforetyczne zostat
przedstawiony na Rysunku 35. Poczatkowe uzycie 20 mM roztworu SDS nie tylko nie
umozliwito rozdzielenia witamin B; 1 Bg, ale takze skutkowalo stosunkowo niska

sprawnoscig ukladu 1 niesymetrycznym ksztaltem piku tiaminy prawdopodobnie
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na skutek adsorpcji analitu na wewngtrznej Sciany kapilary (Rysunek 35A). Dwukrotny
wzrost stezenia SDS pozwolil na rozdzielenie nikotynamidu 1 pirydoksyny
(Rysunek 35B), podczas gdy dalszy dodatek surfaktantu znacznie usprawnil proces
rozdzielania, poprawit symetri¢ pikdw 1 znaczaco zredukowal adsorpcje witaminy B,
(Rysunki 35C — E). Zawartos¢ SDS w BGE na poziomie 80 mM wybrano jako
optymalne st¢zenie =z uwagi na najkorzystniejsze parametry rozdzielania,
a takze niestabilno$¢ linii podstawowej w przypadku 100 mM SDS (prawdopodobnie
na skutek zbyt wysokiego natezenia pradu elektrycznego 1 nieefektywnego
odprowadzania ciepta z kapilary), dla ktorego uzyskano zblizone wyniki
(Rysunki 35D i E).

A B C

0.004 - 0.004 4 0.004 -
E
0.002 - 0.002 0.002 -
0 T T a 0 T T
5 10 5 10
E
D . . E
0.004 0.004 -
B,
E;
E
0.002 A 0.002 -
a T T 0 T T
5 10 5 10

Rys. 35. Wplyw stezenia SDS w buforze rozdzielajacym na efekt zmiatania probki [151]. Warunki: BGE,
(A) 20 mM SDS, (B) 40 mM SDS, (C) 60 mM SDS, (D) 80 mM SDS, (E) 100 mM SDS, 10 mM NaH,PO,, pH 7,25;
matryca analityczna probki, 10 mM NaH,PO,, pH 4,60; kapilara, srednica wewnetrzna 50 pm x catkowita dtugos¢ 67
cm; napiecie, 22 kV; parametry dozowania, 30 s (3,45 kPa); detekcja UV (200 nm), temp. 22 °C. Pozioma 0$
na elektroferogramach to czas analizy wyrazony w minutach, podczas gdy o$ pionowa przedstawia absorbancje

wyrazong w jednostkach bezwymiarowych.

Jak juz wspomniano w Rozdziale 1.2.1, optymalizacja procesu zmiatania
powinna obejmowac¢ rowniez sktad matrycy analitycznej probki. W tym celu badano
wplyw stezenia NaH,PO, w matrycy analitycznej probki na parametry uzyskiwanych
sygnalow (Rysunek 36). Na przedstawionych elektroferogramach szczegdlnie mocno
zaznacza si¢ poszerzenie sygnalu witaminy By wraz ze wzrostem sity jonowej, podczas
gdy dodatek soli nie wykazywat tak silnego wptywu na pozostale sygnaly. Anionowy

charakter kwasu foliowego w warunkach prowadzenia analizy sugeruje istotny udziat
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spietrzania w procesie wzbogacania tej substancji. Przy uzyciu wody jako matrycy
analitycznej probki obserwowano rowniez nizszy 1 mniej symetryczny sygnat dla
tiaminy (Rysunek 36A), niz w pozostatych przypadkach (Rysunki 36B — E).
Z tego wzgledu jako optymalny sktad matrycy analitycznej probki wybrano
10 mM NaH,PO,.
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Rys. 36. Wptyw dodatku NaH,PO, do matrycy analitycznej probki na efekt wzmocnienia sity sygnatu [151].
Warunki: probka, (A) woda, (B) 10 mM NaH,PO,, (C) 20 mM NaH,PO,, (D) 40 mM NaH,PO,,
(E) 60 mM NaH,PO,. Pozostate warunki takie same jak na Rysunku 35D.

Wspoélczynnik opisujagcy powinowactwo analitéw do fazy pseudostacjonarnej
w strefie probki (ks) nie jest zalezny jedynie od przewodnosci matrycy analitycznej
probki, ale takze od stopnia i tadunku jonizacji, co ma bezposrednie przelozenie na

efektywnos¢ zmiatania [85; 89]. Na Rysunku 37 przedstawiono wptyw wartosci pH
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dozowanej probki na wysokos$¢ uzyskiwanych sygnatow. W testowanym zakresie pH
(3,00 — 9,20) nie zaobserwowano istotnych réznic w wysokosci pikow pochodzacych
od witamin B3, Bg i B;. W przypadku dwoch pierwszych zwiazkoéw obserwacje
wynikaja z obojetnego charakteru tych czasteczek. Z uwagi na podane wartosci pK,
nikotynamidu i pirydoksyny (Rysunek 34), mozliwa jest jedynie nieznaczna jonizacja
tych zwigzkéw w skrajnych (sposrod testowanych) warunkach. Brak rdéznicy
w parametrach sygnalu tiaminy mozna z kolei thumaczy¢ stalym fadunkiem dodatnim
tej czasteczki 1 silng retencja tego zwiazku w catym zakresie pH. Istotng redukcj¢ piku
ryboflawiny obserwowano natomiast w wyniku alkalizacji matrycy analitycznej probki.
Podwyzszenie wartosci pH osrodka spowodowato przejscie tej substancji z formy
obojetnej do anionowej, obnizajagc tym samym powinowactwo witaminy Bj
do anionowych miceli buforu rozdzielajacego. Odwrotng zalezno$¢ odnotowano
w przypadku kwasu foliowego. Nizsze wartosci pH roztworu prébki zredukowaly
stopien dysocjacji witaminy By, co w przypadku zmiatania powinno skutkowac
wzmocnieniem sity sygnatu. Jakkolwiek, wynik ten potwierdza wcze$niejsze zatozenia,
iz wzbogacanie tego zwigzku w opracowanej metodzie zachodzi na drodze spigtrzania
we wzmocnionym polu elektrycznym, przez co mniejszy tadunek jonu nie pozwalat
na uzyskanie efektu wzmocnienia sity sygnatu.

Ostatnim parametrem testowanym w ramach optymalizacji metody byt czas
dozowania probki do kapilary. Jako ze ilo$¢ analitéw dozowanych do kapilary ma
bezposrednie przetozenie na wysoko$¢ uzyskiwanych sygnaléw, parametr ten ma
najwiekszy wplyw na czuto$¢ opracowywanej metody analitycznej. Elektroferogramy
uzyskiwane z analizy probek przy réznym czasie dozowania (10 — 40 s) zostaly
przedstawione na Rysunku 38. Wydtuzenie czasu dozowania od 10 do 20 s skutkowato
wprost proporcjonalnym wzrostem sily sygnatow (Rysunki 38A 1 B), jednakze juz przy
30 s obserwowano zaburzenie symetrii sygnatu pochodzacego od pirydoksyny
(Rysunek 38C). Dalsze przedtuzanie czasu wprowadzania probki skutkowalo znacznym
poszerzeniem 1 zaburzeniem symetrii sygnatéw witamin Bg 1 By, podczas gdy w
przypadku pozostalych analitéw nadal obserwowano wzrost intensywnosci pikéw przy
ich zachowanej szerokosci (Rysunek 38D). Ze wzgledu na réznice w sprawnosci
rozdzielania 1 uzyskiwany efekt wzmocnienia sity sygnatu, czeSciowej walidacji

poddano dwie metody: z uzyciem czasu dozowania rownego 101 30 s.
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Rys. 37. Wplyw wartosci pH matrycy analitycznej probki na uzyskiwane elektroferogramy [151]. Warunki: probka,
10 mM NaH,PO,, pH 3,00 — 9,20. Pozostale warunki takie same jak na Rysunku 35D. Pozioma o$§ na

elektroferogramach to czas analizy wyrazony w minutach, podczas gdy o$§ pionowa przedstawia absorbancje

wyrazong w jednostkach bezwymiarowych.
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Rys. 38. Wplyw czasu dozowania probki na uzyskiwane elektroferogramy [151]. Warunki: dozowanie probki, 3,45
kPa, (A) 10 s, (B) 20 s, (C) 30 s, (D) 40 s. Pozostale warunki takie same jak na Rysunku 35D. Pozioma o$ na

elektroferogramach to czas analizy wyrazony w minutach, podczas gdy o$ pionowa przedstawia absorbancje

wyrazong w jednostkach bezwymiarowych.
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5.4. Walidacja i zastosowanie opracowanej metody

Hydrodynamiczne dozowanie probki przez 30 s pozwala na uzyskanie
od 1,5- do 3-razy wyzszej czulo$ci metody niz w przypadku 10 s. Jakkolwiek, z uwagi
na wyzszg sprawno$¢ rozdzielania przy uzyciu mniejszej objetosci dozowania probki,
metode ta stosowano w przypadku oznaczania witamin w pozywkach bakteryjnych
(bardziej ztozona matryca probki). Z kolei fakt uzyskiwania nizszych granic
wykrywalnosci 1 oznaczalno$ci dla czasu dozowania 30 s wykorzystano dla oznaczania
wybranych witamin z grupy B w wodnym ekstrakcie lisci llex paraguariensis (yerba
mate).

Ze wzgledu na brak matrycy probki pozbawionej oznaczanych sktadnikow,
walidacje metody prowadzono dla roztworow wodnych, a identyfikacje analitow
przeprowadzano na podstawie wzglednych czasow migracji witamin (stosunek
tm analitu do t,, wzorca wewnetrznego). Do raz analizowanych probek dodawano takze
wzorcOw witamin w celu potwierdzenia tozsamosci sygnatow w badanych probkach.

Dla obydwu metod liniowo$¢ metody badano w zakresie od LOQ do 10 pg/ml,
dla ktorej uzyskane wyniki wykazywaty dobra zgodno$¢ z zatozonym modelem
liniowym (dla obu metod R*> 0,9990).

Granice wykrywalnosci (S/N = 3) dla metody opartej o dozowanie prébki przez
10 s wyznaczono w zakresie od 0,1 do 0,3 pg/ml. Nizsze liczbowo wartosci LOD
uzyskano z uzyciem 30 s czasu dozowania i wynosity od 0,05 do 0,10 pg/ml.

Wartosci LOQ wyznaczono na postawie S/N = 10 w zaleznos$ci od czasu
dozowania probki miescity si¢ w zakresie (10 s) od 0,3 do 0,9 pg/ml i (30 s) od 0,25 do
0,35 pg/ml.

Powtarzalno§¢ metod badano poprzez analiz¢ szeSciu niezaleznie
przygotowanych probek w trzech réznych stezeniach (0,5, 1 1 2 pg/ml). Odtwarzalnos¢
metod oszacowano dla tych samych stezen, analizujac po 3 niezaleznie przygotowane
probki dla kazdego z wymienionych stezen, przez trzy nastepujace po sobie dni. Jedynie
w przypadku metody z 10 s czasem dozowania dla ryboflawiny powtarzalno$¢ i
odtwarzalno$¢ wyznaczono dla nastepujacych stezen: 0,9, 1 1 2 ug/ml. Wszystkie
uzyskane wyniki wzglednych odchylen standardowych wynosity < 9,1 %, podczas gdy

wyznaczono doktadno$¢ metod miescita si¢ w przedziale od 88,6 — 105,6 %.
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Tab. 6. Zestawienie parametrow walidacyjnych dla opracowanej metody FASS-zmiatanie z uzyciem 10 s czasu
dozowania probki. * Wspotczynnik wzmocnienia wyznaczono na podstawie roznicy stosunku LOD opracowanej
metody do LOD metody opartej o standardowe dozowanie probki (2 s, 3,45 kPa). ** Podane warto$ci wyznaczono
dla stezenia 0,9 pg/ml.

Bl B2 B3 B6 B‘)

Zakres liniowo$ci LOQ - 10 pg/ml

metody
Wspotczynnik
kierunkowy 0,334 0,148 0,247 0,183 0,334
prostej (a)
Wspotczynnik
przesunigcia 0,047 0,025 0,052 0,060 0,016
prostej (b)
Wepolorymmik 0,9999 0.9997 0,990 0,9998 0,996
orelacji (R”)
LOD (ng/mL) 0,10 0,30 0,15 0,15 0,12
LOQ (ng/mL) 0,3 0,9 0,5 0,4 0,4
EF* 20 6 6 6 8
Powtarzalno$¢ metody (n = 6)
Precyzja (% RSD)
0,5 pg/mL 491 7,44%* 5,26 4,88 6,61
1 pg/mL 3,88 4,31 3,81 3,13 2,47
2 ug/mL 3,19 4,14 2,78 2,58 5,31
Doktadnosé (%)
0,5 pg/mL 92,7 101,7%** 91,5 89,2 98,0
1 pg/mL 104,3 96,3 97,4 103,1 98,6
2 pg/mL 99,9 103,5 103,4 104,9 99,9
Odtwarzalno$¢ metody (n =9)
Precyzja (% RSD)
0,5 pg/mL 7,60 8,98%* 7,15 6,90 8,00
1 pg/mL 5,12 6,52 5,02 5,54 7,36
2 pg/mL 4,63 5,90 4,63 4,09 6,12
Doktadnos¢ (%)
0,5 pg/mL 93,2 103,6%** 89,2 88,8 95,7
1 pg/mL 104,8 95,2 94,2 103,9 94,3
2 pg/mL 97,6 104,9 105,0 105,6 92,9
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Tab. 7. Zestawienie parametrow walidacyjnych dla opracowanej metody FASS-zmiatanie z uzyciem 30 s czasu

dozowania probki. * Wspotczynnik wzmocnienia wyznaczono na podstawie roznicy stosunku LOD opracowanej

metody do LOD metody opartej o standardowe dozowanie probki (2 s, 3,45 kPa).

B, B, B; Bs By
Zakre:1 éir;g);vosm LOQ - 10 ug/ml
Wspotczynnik
kierunkowy 0,425 0,193 0,209 0,225 0,364
prostej (a)
Wspotczynnik
przesunigcia 0,078 0,015 0,022 0,052 0,036
prostej (b)
Y:;Srlz‘l’;zjzly?}‘g%‘ 0,9993 0,9997 0,9998 0,9996 0,9994
LOD (ng/mL) 0,05 0,10 0,08 0,08 0,07
LOQ (ng/mL) 0,25 0,35 0,25 0,25 0,25
EF* 40 20 12 12 14
Powtarzalno$¢ metody (n = 6)
Precyzja (% RSD)
0,5 pg/mL 5,26 5,66 8,13 3,94 6,89
1 pg/mL 4,58 5,65 4,80 3,06 5,92
2 pg/mL 5,05 3,22 5,14 3,22 5,90
Doktadnos¢ (%)
0,5 pg/mL 89,1 103,6 96,0 97,7 103,7
1 pg/mL 97,4 101,4 94,3 103,3 93,7
2 pg/mL 104,0 94,4 104,5 104,6 94,8
Odtwarzalno$é metody (n =9)
Precyzja (% RSD)
0,5 pg/mL 8,18 8,50 8,65 5,18 8,08
1 pg/mL 7,53 7,85 6,40 4,96 7,37
2 pg/mL 6,98 6,02 5,95 3,60 6,45
Doktadnosé (%)
0,5 pg/mL 88,6 103,9 95,2 95,8 104,9
1 pg/mL 96,1 103,1 93,8 104,4 92,1
2 pg/mL 104,5 95,5 105,2 104,8 93,8
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Rys. 39. Przykladowe elektroferogramy uzyskane w wyniku analizy elektroforetycznej podiozy ptynnych BD
Mueller Hinton II Broth. (A) Elektroferogram pozywki po 24 godzinnej hodowli szczepu E. coli. (B, C)
Elektroferogramy uzyskane w wyniku analizy pozywki przed i po hodowli wybranych szczepow bakterii [151].
Warunki analizy takie same jak na Rysunku 35D. Pozioma o$ na elektroferogramach to czas analizy wyrazony

w minutach, podczas gdy o$ pionowa przedstawia absorbancj¢ wyrazong w jednostkach bezwymiarowych.

Opracowang metode z uzyciem 10 s czasu dozowania probki zastosowano
do oznaczania wybranych witamin z grupy B w podlozach ptynnych do hodowli
bakterii po inkubacji ze szczepami S. aureus 1 E. coli, a takze w pozywkach
nieszczepionych tymi bakteriami. Na Rysunku 39A przedstawiono przykladowy
elektroferogram uzyskany w wyniku analizy ptynu pohodowlanego. Pomimo
rozcienczenia probki pierwotnej na zalgczonej rycinie widoczna jest duza ilos¢
substancji matrycowych. Z kolei na Rysunku 39B i C zestawiono przyktadowe
elektroferogramy z oznaczania wybranych witamin w pozywce przed hodowla
mikroorganizméw, a takze po hodowli szczepow S. aureus 1 E. coli.

Zastosowanie metody opartej o 30 s dozowanie probki wykazano na przyktadzie
oznaczania zawarto$ci witamin w wodnym ekstrakcie liSci I paraguariensis,

powszechnie stosowanych w celach konsumpcyjnych pod nazwa yerba mate.
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Przyktadowy elektroferogram uzyskany w wyniku analizy wymienionego ekstraktu

zostal przedstawiony na Rysunku 40.
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Rys. 40. Elektroferogram uzyskane z analizy wodnego ekstraktu lisci 1. paraguariensis [151]. Warunki analizy takie

same jak na Rysunku 35D.

W Tabeli 8 zestawiono wyniki uzyskane w toku analiz. W przypadku analizy
pozywek bakteryjnych odnotowano znaczace zmniejszenie st¢zenia witaminy Bj
po hodowli bakterii w stosunku do pozywki wyj$ciowej, co jest zrozumiate ze wzgledu
na intensywny okres wzrostu mikroorganizméw. Pomimo wykrycia witamin B;, B,
1 Bg, stezenia tych substancji bylo ponizej granicy oznaczalno$ci metody. Analiza
ekstraktu roslinnego wykazata obecnos$¢ jedynie witaminy Bg na poziomie 429 ppm
w przeliczeniu na suchg mase. W Zadnej probce nie wykryto witaminy By,

prawdopodobnie ze wzglgedu na zbyt niskie stezenie tego sktadnika.
Tab. 8. Zestawienie wynikow uzyskanych w analizie elektroforetycznej podlozy pltynnych przed i po hodowli

wybranych szczepow bakterii (ng/ml) oraz wodnych ekstraktow yerba mate (ug/g).

Probka B, B, B; Bs By
Przed hodowlg <LOQ <LOQ 51,1 <LOQ -
S. aureus <LOQ <LOQ 41,9 <LOQ -
E. coli <LOQ <LOQ 33,6 <LOQ -
Yerba mate - - - 429 -
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6. Indukowane kwasem pH-spietrzanie probki poddanej reakcji
upochadniania w micelarnej elektrokinetycznej chromatografii

6.1. Wstep

Problem zbyt niskiej czulosci detekecji, w  przypadku  technik
elektromigracyjnych, dotyczy przede wszystkim analizy probek biologicznych,
w ktorych spodziewane stgzenie oznaczanych substancji jest bardzo czgsto nizsze
od wartosci LOD uzyskiwanych przy pomocy podstawowego detektora UV
1 standardowych objetosci dozowania probki do kapilary. Z tego wzgledu zastosowanie
technik wzbogacania analitow w kapilarze jest szeroko wykorzystywane w badaniach
ptynéw ustrojowych, zywnosci, analizach toksykologicznych i wielu innych [125].

Zastosowanie uniwersalnej detekcji UV do oznaczania substancji
nieposiadajacych w swojej strukturze silnych podstawnikéw chromoforowych, mozliwe
jest poprzez detekcje posrednig analitéw, dynamiczne kompleksowanie zwigzkow
w kapilarze lub chemiczne taczenie czasteczek z podstawnikami wykazujacymi silng
absorpcje promieniowania UV [114]. Reakcja upochadniania analitow jest jedng
z najczescie] stosowanych metod takze w przypadku detektora fluorescencyjnego,
pozwalajacg na czute i selektywne oznaczanie wybranych substancji w nawet bardzo
ztozonych matrycach [152]. Proces kowalencyjnego taczenia analitu 1 odczynnika
upochadniajacego wymaga z reguly wlasciwego srodowiska reakcji, ktore uzyskuje si¢
poprzez dodatek buforu do mieszaniny reakcyjnej. Wzrost sity jonowej probki jest
zjawiskiem niekorzystnym z punktu widzenia technik wzbogacania analitu w kapilarze
1 jedynie kilka z nich cechuje si¢ dobrg odpornoscig na zasolenie probki (Tabela 1).

Z tego wzgledu podjeto probe opracowania techniki wzmacniania sity sygnatu
czasteczek poddanych procesowi upochadniania. Jako substancji modelowych
w eksperymentach wykorzystano mieszaning 20 aminokwaséw biogennych poddanych
sprzgganiu z DNFB w obecnosci roztworu tetraboranu disodowego. W ramach
przeprowadzonych badan wyznaczono kluczowe parametry dla procesu wzbogacania
oznaczanych zwiazkoéw, ktore nastepnie poddano optymalizacji, a zastosowanie metody

wykazano na przyktadzie analizy probek moczu ludzkiego.
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6.2. Cze$¢ eksperymentalna
6.2.1. Przygotowanie roztworow

0,2 M roztwory SDS i Tris, a takze 0,1 M roztwor boraksu, sporzadzono przez
rozpuszczenie odpowiedniej ilo$ci substancji w wodzie dejonizowanej. Roztwor DNFB,
stosowany podczas upochadniania probki, przygotowano w MeOH w stezeniu
25 mg/ml. Roztwory wzorcowe aminokwasow sporzadzono w wodzie dejonizowanej
w stezeniu 50 mM. Jedynie kwas asparaginowy i tyrozyna, z uwagi na niedostateczng
rozpuszczalnos¢ w wodzie w tym stgzeniu, rozpuszczono w mieszaninie odpowiednio
I M roztworu NaOH 1 wody (1:5, v/v) oraz 1 M roztworu NaOH, wody 1 MeOH
(1:3:2, v/v/v).

Zoptymalizowany bufor rozdzielajacy skladal si¢ z 140 mM SDS, 20 mM Tris
1 10 mM HCI (pH 8,20). Optymalne stezenie boraksu w prébce wynosito 10 mM.

6.2.2. Stosowane procedury elektroforetyczne

Eksperymenty elektroforetyczne prowadzono z uzyciem krzemionkowych
kapilar niemodyfikowanych o $rednicy wewngtrznej 50 um i catkowitej dtugosci 80 cm
(70 cm dlugosci efektywnej) termostatowanej w temperaturze 25 °C.

Kazda nowg kapilare przeptukiwano 0,1 M NaOH (30 min), wodg dejonizowang
(30 min) 1 BGE (10 min), podczas gdy kazdy dzien roboczy rozpoczynano
od kondycjonowania obejmujacego ptukanie kapilary 0,1 M NaOH (10 min), woda
dejonizowang (10 min) i BGE (10 min), a nastgpnie kondycjonowanie pradem
(30 kV przez 10 min).

Procedura analityczna obejmowata: (i) przeptukanie kapilary BGE (2 min);
(i1) dozowanie probki (40 s przy cisnieniu 13,8 kPa); (iii) elektrokinetyczne dozowanie
0,1 M HCI (20 s przy napieciu 10 kV); (iv) rozdzielanie elektroforetyczne (25 min
stosujac napiecie 30 kV); (v) koncowe ptukanie kapilary (BGE przez 2 min). Pomiedzy
poszczegbdlnymi etapami dozowania probki, konce kapilary zanurzano we fiolce z wodg
w celu przemycia zewngtrznych §cianek kapilary. Procedury ptukania prowadzono przy

ci$nieniu 482,6 kPa (70 psi).

6.2.3. Oznaczanie zawartosci ACN przy uZyciu chromatografii gazowej z detektorem

plomieniowo-jonizacyjnym (GC — FID)

Program temperaturowy obejmowal zastosowanie izotermy poczatkowe;j

na poziomie 40 °C przez 5 minut, nastgpnie wzrostu temperatury do 260 °C
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z predkoscig 20 °C/min 1 izotermy koncowej przez 5 minut. Zastosowano dozowanie
w trybie z dzieleniem strumienia gazu (split) 1:100. Temperatura detektora i dozownika
wynosita 280 °C. Jako gazu nosnego uzyto helu (1,1 ml/min). Objetos¢ dozowane;j

probki wynosita 1 pl.
6.2.4. Procedura przygotowania probek do analizy

Probki moczu pobrane od zdrowych ochotnikéw przechowywano
w temperaturze -17 °C. Przed analiza probki rozmrazano w temperaturze pokojowe;j
1 wirowano przez 5 min przy 10000 obr./min. 200 pl supernatantu mieszano z 2 pl
roztworu L.S. (homoarginina w stezeniu 500 uM), a nastepnie dodawano 600 pul ACN.
Po wymieszaniu 1 ponownym wirowaniu (5 min, 10000 obr./min) roztwoér schtadzano
w zamrazarce laboratoryjnej (-17 °C przez co najmniej 20 min). Po schtodzeniu probki
wyjmowano, gorng faze usuwano przy uzyciu pipety automatycznej, a dolng

poddawano procedurze upochadniania.
6.2.5. Procedura upochadniania probek

Zastosowana procedura z niewielkimi modyfikacjami zostala zaczerpnigta
z publikacji naukowych [153; 154]. 10 pl mieszaniny wzorcow lub odpowiednio
przygotowanej probki moczu, 10 pl roztworu boraksu o stezeniu 100 mM, 78 ul wody
dejonizowanej 1 2 pl roztworu DNFB o stezeniu 25 mg/ml doktadnie mieszano,
a nastgpnie inkubowano w temperaturze 60 °C przez okres 40 min. Po reakcji roztwor
mieszano, odwirowywano 1 przechowywano w temperaturze 4 °C w lodowce
przez co najmniej 15 min w celu zahamowania reakcji. Probke poddawano analizie

elektroforetycznej po uprzednim ogrzaniu w temperaturze pokojowe;j.
6.3. Wyniki i dyskusja

Obecnos¢ silnego elektrolitu  w matrycy analitycznej probki wykazuje
niekorzystny wptyw na proces spigtrzania analitow [6]. Przy standardowym dozowania
hydrodynamicznym (3,45 kPa przez 5 s; = 3,7 nl) wplyw sity jonowej probki na ksztatt
uzyskiwanych sygnatow jest stosunkowo niewielki 1 w tych warunkach obserwowano
wysoka sprawnos$¢ rozdzielania (Rysunek 41A). Zwigkszenie objetosci dozowanej
probki (40 s przy cisnieniu 13,8 kPa; = 117 nl) skutkowato jednakze drastyczng utratg
symetrii sygnatow 1 rozdzielczosci wigkszosci substancji (Rysunek 41B). Efektu tego
nie odnotowano dla substancji o najwyzszym wspotczynniku retencji (lizyna, arginina,

tyrozyna i homoarginina), co mozna thumaczy¢ efektem ich zmiatania przez faze
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pseudostacjonarng. Takze w przypadku cystyny oraz kwaséw asparaginowego
1 glutaminowego nie obserwowano pogorszenia parametréw rozdzielania, pomimo
zblizonej retencji tych zwigzkéw do innych aminokwasow takich, jak tryptofan,
fenyloalanina czy leucyna. Dla tych substancji, posiadajacych w swojej strukturze dwie
grupy karboksylowe, na skutek oddzialywania tych podstawnikow z jonami
boranowymi obecnymi w matrycy analitycznej probki, obserwowano wzrost
wspotczynnika ks 1 wyzsza skuteczno$¢ zjawiska zmiatania niz w przypadku
aminokwasow obojetnych. Spigtrzanie oznaczanych zwigzkéw indukowano poprzez
elektrokinetyczne dozowanie 0,1 M roztworu HCI (Rysuenk 41C). W tym przypadku

wysoka sprawnos$¢ rozdzielania uzyskano dla wszystkich badanych substancji.
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Rys. 41. Poréwnanie elektroferograméw uzyskanych przy uzyciu: (A) standardowego dozowania

hydrodynamicznego (5 s, 3,45 kPa); (B) dozowania duzej objetosci probki (40 s, 13,8 kPa); (C) duzej objetosci
probki (40 s, 13,8 kPa), a nastepnie elektrokinetycznego dozowania 0,1 M roztworu HCI (20 s, 10 kV) [155].
Pozostate warunki: BGE, 140 mM SDS, 20 mM Tris, 10 mM HCI; kapilara, srednica wewngtrzna 50 um x catkowita
dhugos¢ 80 cm; napiecie, 30 kV; detekcja UV (A=360 nm); temperatura, 25 °C. Dwa sygnaly o duzej intensywnosci
o czasach migracji okoto 10,5 min i 14,5 min pochodzity od DNFB. Oznaczenia: Q — glutamina, N — asparagina,
T — treonina, H — histydyna, S — seryna, P — prolina, A — alanina, G — glicyna, V — walina, M — metionina,
I — izoleucyna, L — leucyna, Cst — cystyna, F — fenyloalanina, E — kwas asparaginowy, D — kwas glutaminowy,

W —tryptofan, K — lizyna, R — arginina, Y — tyrozyna, 1.S. — wzorzec wewngtrzny (homoarginina).

Schemat mechanizmu tej techniki zostat przedstawiony na Rysunku 42. Anality
w buforze boranowym dozowane do kapilary wypetnionej micelarnym roztworem BGE
(Rysunek 42A) ulegaty spietrzaniu na granicy stref probka — BGE w efekcie
elektrokinetycznego dozowania mocnego kwasu solnego (Rysunki 42B i C). Migracja

jondéw hydroniowych przez strefe probki na skutek réznicy potencjaléw prowadzita do
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titrowania jonoOw boranowych 1 lokalnego wzrostu sity pola elektrycznego (Rysunki
42B 1 C). Ostatecznie anality ulegaty rozdzielaniu przy pomocy MEKC.

Istnieje takze alternatywna dla zaproponowanego mechanizmu opracowanej
techniki. Elektrokinetyczne dozowanie kwasu, oprdcz zmniejszania przewodnosci
dozowanej probki, skutkowato cofaniem dysocjacji oznaczanych substancji. Z uwagi
na fakt, iz zwigzki chemiczne w formie obojetnej wykazuja wieksze powinowactwo
do anionowych miceli niz ich posta¢ anionowa [85], zmiatanie probki przez faze
pseudostacjonarng mogto odgrywac¢ decydujaca rolg w procesie wzbogacania analitow.
Jakkolwiek, wyzszg sprawno$¢ 1 wigksza intensywnos¢ pikow obserwowano
dla nizszego stezenia boranu w préobce. Zastosowanie 1 mM boraksu jako matrycy
analitycznej probki umozliwito uzyskanie efektu spigtrzania bez koniecznoS$ci

dozowania kwasu. Fakt ten potwierdza zaproponowanym mechanizm techniki.

Anality w buforlze boranowym Detektor
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Rys. 42. Schemat mechanizmu pH-spigtrzania probki indukowanego kwasem [155]. (A) Do kapilary wypetnionej

micelarnym roztworem BGE dozowano duza obj¢tos¢ probki. Matryca analityczna probki zawierata stosunkowo
duze stgzenie tetraboranu disodowego. (B) Nastgpnie do kapilary elektrokinetycznie dozowano mocny kwas HCI,
co skutkowato titrowniem boranu w strefie probki. (C) W efekcie uzyskano lokalny wzrost sity pola elektrycznego
i spietrzanie analitow na granicy o$rodkow o réznej przewodnosci elektrycznej. (D) Po etapie spigtrzania anality

ulegaty rozdzieleniu przy uzyciu MEKC.
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Protokoty upochadniania probki z uzyciem DNFB obejmuja dodatek ACN
do mieszaniny reakcyjnej w celu zwigkszenia rozpuszczalno$ci tego odczynnika
w roztworze wodnym [153; 154]. Na Rysunku 43 przedstawiono warto$¢ nat¢zenia
pradu elektrycznego przeptywajacego przez kapilare w czasie analizy. Wzrost
zawartosci ACN w probce skutkowat stopniowym spadkiem wartosci pradu
elektrycznego w poczatkowym etapie analiz, co sugerowato udzial procesu p-ITP.
w mechanizmie wzbogacania analitow [122; 123; 156]. Jednakze w ramach
przeprowadzonych eksperymentéw stwierdzono niekorzystny wplyw stezenia tego
rozpuszczalnika w probce powyzej 5% objetosciowych nie tylko na przyrost silty
sygnalow, ale takze powtarzalno$¢ wynikow 1 sprawno$¢ rozdzielania. Bylo to
prawdopodobnie efektem destabilizacji miceli w buforze rozdzielajacym w kontakcie z
osrodkiem o wzglednie duzej zawarto$ci rozpuszczalnika organicznego. Z tego wzgledu
zrezygnowano z dodatku ACN do mieszaniny reakcyjnej podczas upochadniania
probki. Nalezy zaznaczy¢, iz nie zaobserwowano negatywnego wptywu tego parametru

na proces sprz¢gania aminokwasow z DNFB.
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Rys. 43. Wplyw zawartosci ACN (v/v) w matrycy analitycznej probki na natg¢zenie pradu elektrycznego w czasie

analizy. Pozostale warunki takie same jak na Rysunku 41C.

Jak juz wspomniano, jednym z kluczowych parametrem uzyskiwanego efektu
wzbogacania analitow byto stezenie soli boranowej w probce. Jego zawarto$¢ byta
dedykowana skutecznoscig procesu upochadniania probki, jako ze substancja ta miata
zapewni¢ optymalne pH $rodowiska prowadzonej reakcji. Przeprowadzone badania
wykazaty, iz minimalne st¢zenie boranu zapewniajace stabilne warunki procesu

sprzggania analitow 1 DNFB wynosilo 5 mM. W celu zwigkszenia pojemnosci
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buforowej oraz z uwagi na fakt, iz skuteczno$¢ spietrzania rosta wraz ze spadkiem
stezenia boranu w probce, 10 mM stezenie boraksu zostalo wybrane jako optymalne.

Elektrokinetyczne dozowanie mocnego kwasu w opracowanej metodzie byto
czynnikiem indukujacym proces spigtrzania. Przeprowadzone eksperymenty wykazaty,
iz 1lo§¢ dozowanego kwasu byta zalezna od objetosci wprowadzanej do kapilary probki
1 stezenia zawartego w niej buforu boranowego. Z tego wzgledu czas i napigcie
dozowania zoptymalizowano wzgledem wymienionych parametrow. Ostatecznie
0,1 M HCI dozowano przez 20 s przy napigciu 10 kV. Nalezy jednak zaznaczy¢, iz zbyt
krotkie lub zbyt dlugie dozowanie kwasu skutkowato nieefektywnym procesem
spietrzania analitow, poszerzeniem uzyskiwanych sygnaldw i spadkiem sprawnosci
rozdzielania.

Ze wzgledu na udzial efektu zmiatania we wzbogacaniu niektoérych z uzytych
substancji, stezenie SDS w roztworze BGE rowniez uznano za czynnik podlegajacy
optymalizacji. Poniewaz ilo$¢ uzytego surfaktantu ma bezposredni wplyw na
rozdzielczo§¢ w MEKC, nie przeprowadzono badania wptywu tego parametru na efekt
zmiatania probki. Niemniej jednak, optymalne dla procesu rozdzielania sktadnikow
stezenie byto stosunkowo wysokie (140 mM SDS), prawdopodobnie dostateczne
dla efektywnego zmiatania oznaczanych zwigzkow.

Opracowane warunki umozliwity efektywne spigtrzanie okoto 118 nl probki
(dozowanie przez 40 s przy cisnieniu 13,8 kPa), co odpowiadato 60,4 mm dlugosci
dozowanej strefy. Wydtuzenie czasu wprowadzania probki skutkowato niestabilnoscia
natezenia pradu podczas analizy w zwigzku z obecnoscig zbyt dhugiego odcinka

kapilary wypelnionego roztworem o niskiej przewodnosci.
6.4. Walidacja i zastosowanie opracowanej metody

Zoptymalizowang metode poddano cze¢sciowej walidacji, a jej zastosowanie
wykazano na przykladzie oznaczania aminokwasow biogennych w probkach moczu
ludzkiego. Probki moczu przed analiza poddawano procedurze oczyszczania,
a nastgpnie upochadniania wedlug procedur opisanych w Rozdziatach 111.6.2.4
1111.6.2.5.

Zastosowana procedura przygotowania probki do analizy, z uwagi na brak
skutecznych metod ekstrakcji aminokwasow z probek biologicznych, obejmowala
dodanie do probek moczu ACN w celu wytracenia substancji balastowych. Jednakze

z uwagi na niekorzystny wplyw tego rozpuszczalnika na efekt wzbogacania probki
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w opracowanej metodzie elektroforetycznej, dalsze etapy przygotowania probki mialy
na celu zredukowanie zawartosci ACN. Zabieg ten zostal przedstawiony
na Rysunku 44. Probke moczu o objetosci 200 ul (Rysunek 44A) mieszano
z 600 ul ACN, wirowano i przechowywano w temperaturze -17 °C, co skutkowato
rozwarstwieniem si¢ roztworu (Rysunek 44B). Goérng warstwe, o duzej zawartosé
rozpuszczalnika organicznego, usuwano przy pomocy pipety automatycznej
(Rysunek 44C). Dolng warstwe roztworu, zawierajacej okoto 30% (v/v) ACN,
poddawano dalszej analizie. Poniewaz w ramach procedury upochadniania, probka
ulega dziesieciokrotnemu rozcienczeniu, koncowe stgzenie ACN nie przekraczato 3%
objetosciowych, co umozliwialo skuteczng analiz¢ -elektroforetyczng z uzyciem

opracowanej metodologii.

£ B Clo

Rys. 44. Procedura przygotowania probki moczu do analizy elektroforetycznej [155]. (A) 200 pl moczu z dodatkiem

wzorca wewngtrznego umieszczono w probowce z tworzywa sztucznego. (B) Po wymieszaniu probki z 600 pl ACN
i wirowaniu, probowke schladzano do temperatury -17 °C w celu rozwarstwienia roztworu. (C) Gorna warstwe
mieszaniny, bogata w rozpuszczalnik organiczny, usuwano pipeta automatyczng, podczas gdy pozostato$é

wykorzystywano w dalszych etapach procedury analityczne;.

Z uwagi na brak mozliwosci pozyskania probek moczu pozbawionych
aminokwasow, ocen¢ walidacyjng metody prowadzono poprzez oznaczanie tych

zwigzkoéw w plynie Ringera (147,2 mM Na', 1557 mM CI, 4 mM K" i 2,2 mM Ca2+).
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Z uwagi na fakt, iz CE jest technika analityczng, w ktorej sita jonowa probki ma duzy
wplyw na parametry rozdzielania, a roztwor Ringera wykazuje stosunkowo duzg site
jonowa, jego uzycie jako zastgpczej matrycy probki umozliwito uwzglednienie wptywu
tego parametru na uzyskiwane wyniki.

Walidacji poddano 15 z 20 testowanych aminokwasow, poniewaz nie wszystkie
substancje ulegaly rozdzieleniu w opracowanych warunkach -elektroforetycznych,
a w przypadku cysteiny stwierdzono czg¢sciowe utlenianie do cystyny. Poniewaz celem
prowadzonych do$wiadczen byto opracowanie techniki umozliwiajacej wzbogacanie
probek uprzednio poddanych procesowi upochadniania, a oznaczane substancje byly
jedynie zwigzkami modelowymi w tym doswiadczeniu, uzyskane rozdzielenie

sktadnikéw byto satysfakcjonujace.

Tab. 9. Zestawienie wybranych parametrow walidacyjnych. Liczbg potek teoretycznych wyznaczono ze $redniej dla

trzech pomiardw wykonanych dla st¢zenia wzorcéw rownego 100 pM.

Zakres Wspotczynnik  Wspolezynnik Wspolezynnik  Sprawnogé

llr;:ggsy“ k;;‘;?;o(gy ey Korelacji () (N/m x1000) EF
Gln (Q) 474,35 0,0055 0,9994 274,1 25
Ser (S) 540,74 41,0807 0,9989 172,1 2
Pro (P) 425,45 2,9922 0,9998 158,2 27
Ala (A) 627,02 13,0044 0,9985 186,5 24
Gly (G) 432,20 0,4238 0,995 174,7 24
Val (V) 421,67 1,0987 0,9998 193, 24
Met (M) = 476,38 3,0066 0,9999 198,2 24
Leu (L) g 446,65 2,6677 0,9998 2022 23
Phe (F) o 46191 49675 0,9993 17,4 2
Glu (D) 492,15 1,914 0,9991 2196 31
Asp (E) 507,18 11,7482 0,9997 2366 3
Trp (W) 558,78 1,756 0,9989 129.9 21
Lys (K) 25571 0,3797 0,9999 137,1 20
Arg (R) 491,92 0,2299 0,9996 1158 21
Tyr (Y) 487,68 23525 0,9996 97,6 24

W badaniu walidacyjnym wykazano dobra zgodno$¢ wynikow z zaloZzonym
modelem liniowym odpowiedzi do stezenia (R* > 0,998) w zakresie od 10 do 200 puM
(Tabela 9). Kalibracje prowadzono przez szeSciokrotng analize¢ niezaleznie
przygotowanych probek dla szesciu roznych stezen (10, 20, 50, 100, 150 1 200 uM)

aminokwasow.
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Wartosci LOD 1 LOQ, wyznaczone na podstawie stosunku S/N réwnego
odpowiednio 3 i 10, wyznaczono na poziomie odpowiednio 3 i 10 uM dla wszystkich
substancji oprocz lizyny, ktora ulegala podwdjnemu sprzgganiu z DNFB.
Dla tego aminokwasu wartosci LOD 1 LOQ wynosity odpowiednio 1,5 1 10 uM
(S/N =20).

Powtarzalno$¢ metody sprawdzano na podstawie analizy sze$ciu niezaleznie
przygotowanych probek w czterech réznych stezeniach: 10, 40, 80 1 160 uM (Tabela
10). Wzgledne odchylenie standardowe uzyskanych wynikow miescito si¢ w zakresie
od 0,54 do 11,47%, podczas gdy dokladno$¢ uzyskanych wynikdéw oszacowano
w granicach od 84,9 do 116,0%.
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Tab. 10. Zestawienie wynikow uzyskanych w wyniku oceny powtarzalnosci i odtwarzalnosci metody dla

poszczegblnych stezen wzorcow aminokwasow (10, 40, 80 1 160 uM).

[p(lz/l] Gln Ser Pro Ala Gly Val Met Leu Phe Glu Trp Asp Lys Arg Tyr
Powtarzalno$¢ metod: precyzja (% RSD, n=6)
160 2,05 2,29 2,26 3,99 2,20 3,14 4,36 2,24 0,54 5,21 2,42 4,86 0,84 0,67 1,70
80 3,45 2,05 1,03 2,87 3,12 5,10 1,93 2,29 1,19 2,70 3,03 6,48 2,49 3,31 2,07
40 7,42 5,43 4,81 3,15 3,57 5,47 7,50 1,88 2,88 1,58 4,51 4,51 0,85 2,67 2,13
10 1147 2,89 6,00 8,59 4,03 6,83 9,90 4,10 5,67 5,90 7,26 8,42 5,13 4,70 5,23
Odtwarzalno$¢é metody: precyzja (% RSD, n=9)
160 3,92 1,54 3,12 4,11 2,13 2,59 391 1,59 1,37 3,67 3,44 4,48 2,79 2,96 2,03
80 5,89 6,47 5,22 7,04 3,25 4,59 6,99 2,41 3,50 6,46 6,56 7,45 5,09 3,86 4,89
40 5,57 5,24 4,59 7,33 421 6,22 8,20 7,47 3,90 3,78 3,72 5,26 2,15 3,34 3,04
10 9,91 5,38 11,07 8,85 9,65 6,15 9,90 8,50 5,15 9,31 4,96 9,87 4,15 4,54 5,03
Powtarzalno$¢ metod: dokladnos$¢ ( n=6)
160 93,0 93,0 93,3 96,3 97.4 95,0 93,8 90,4 89,6 96,9 92,5 96,8 98,1 97,5 93,3
80 96,2 98,4 1003 101,3 107,0 100,6 96,5 95,8 96,9 100,2 96,7 94,7 100,1  100,0 978
40 99,1 96,5 106,3 98,5 110,8 1084 974 104,7 1054 918 88,8 1082 93,8 96,2 103,5
10 95,4 108,1  111,1 88,8 94,0 101,2  116,0 102,5 1149 84,9 90,4 1077 923 92,3 114,1
Odtwarzalno$¢ metody: dokladnos¢ (n=9)
160 94,0 92,7 94,7 95,0 96,5 95,5 92,2 90,4 88,8 95,6 93,8 87,3 95,0 94,2 92,3
80 92,1 97,5 1054 945 1103 1055 102,9 96,8 100,2 93,7 90,4 95,9 95,2 97,6 102,8
40 100,8 96,6 109,6 92,2 112,6 1090 96,7 103,5 1084 89,0 86,8 110,3 92,0 95,5 105,7
10 95,9 112,1  114,1 86,7 96,8 1022 1160 102,5 1169 84,2 90,1 1172 92,0 91,6 115,6

Odtwarzalno$§¢ metody badano poprzez oznaczanie dziewigciu niezaleznie
przygotowanych probek w czterech roznych stezeniach: 10, 40, 80 i1 160 uM
(Tabela 10), oznaczajac ich zawarto$¢ przez trzy kolejne dni (po 3 probki z kazdego
stezenia na dzien). Precyzja tych oznaczen zawierata si¢ w granicach od 1,54
do 11,07%, podczas gdy doktadno$¢ wynosita od 84,2 do 117,2%.

Efektu wzmocnienia sily sygnalu obliczono na podstawie wynikow analizy
mieszaniny wzorcoOw o stezeniu 500 uM z uzyciem standardowego dozowania probki
(5 s, 3,45 kPa) 1 oznaczenia probki o zawartosci aminokwasoOw na poziomie 100 uM
z wykorzystaniem opracowanej metody. Porownujac wysokos$¢ sygnaldéw w obu
metodach 1 uwzgledniajac rdznice stezen, na podstawie Rownania (9) wartos$¢
EF wyznaczono w zakresie od 20 do 32 (Tabela 9). Poprawa czulo$ci metody
wickszos$ci substancji miescita si¢ miedzy 20 a 27, podczas gdy dla kwasow
asparaginowego 1 glutaminowego uzyskano wyzszy efekt wzbogacenia (odpowiednio
32 1 31). Wynik ten przemawia za shuszno$cig zalozenia, iz te dwa zwigzki ulegaja

dodatkowemu procesowi zmiatania.



Na Rysunku 45 przedstawiono przykladowe elektroferogramy probki moczu
ludzkiego. Zbyt wysokie stezenie czgsci oznaczanych skladnikow, a takze substancji
matrycowych, wymagalo zastosowania dalszego rozcienczenia probki. Widoczne na
Rysunku 45 przesunigcie w czasach migracji kompensowano poprzez zastosowanie

wzorca wewngtrznego 1 wyznaczanie wzglednych czasoOw migracji dla kazdego analitu.
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Rys. 45. Elektroferogramy uzyskane w wyniku analizy: (A) probek moczu ludzkiego; (B) probek moczu ludzkiego
po czterokrotnym rozcieniczeniu; (C) probek moczu ludzkiego po o$miokrotnym rozcienczeniu [155]. Warunki analiz

takie same jak na Rysunku 41C. Oznaczone sygnaly uzyto w analizie ilo$ciowe;.

Uzyskane wyniki analiz

w Tabeli 11.

Tab. 11. Zestawienie uzyskanych wynikéw probek moczu ludzkiego (n = 6).

szesciu probek moczu ludzkiego zestawiono

Aminokwas Oznaczony zakres stezen [pM]
Gln 272 -619
Ser 156 — 404
Pro 70 — 148
Ala 156 —293
Gly 430-990
Val 12-53
Met Nie wykryto
Leu 23-59
Phe 57-99
Glu <LOQ -46
Trp 39-161
Asp Nie wykryto
Lys 34128
Arg 37-246
Tyr 101 -197
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7. Podsumowanie

W ramach pracy eksperymentalnej opracowano pi¢¢ metod analitycznych,
w ktorych wykorzystano techniki wzbogacania analitu w kapilarze w celu wzmocnienia
sily sygnalu oznaczanych substancji modelowych. Optymalizacja metod umozliwilta
poprawe czutosci detekcji wszystkich substancji o co najmniej rzad wielkosci.
Uzyskany wspotczynnik EF zalezat nie tylko od zastosowanej techniki, ale takze od
wlasciwosci fizyko-chemicznych oznaczanych substancji, podczas gdy na wyznaczone
warto$ci LOD miata takze wpltyw uzyta metoda przygotowania probki i parametry
detekcji (analityczna dlugos$¢ fali).

W Rozdziale II1.2 przedstawiono zastosowanie techniki MSS. W ramach
optymalizacji metody analitycznej uwzgledniono wpltyw zawartosci rozpuszczalnika
organicznego w roztworze BGE, st¢zenia SDS w matrycy analitycznej probki
oraz czasu dozowania probki. Uzyskane wyniki potwierdzity istotno$¢ tych
parametréw, a optymalne wartosci poszczegolnych sktadnikow byly zblizone
do rezultatow badan innych zespotéw naukowych [32; 157; 158]. W przypadku techniki
MSS na szczego6lng uwage zastuguje fakt, iz matryca analityczna probki wykazuje
zblizong przewodno$¢ do buforu rozdzielajacego, co pozwala na dozowanie wigkszych
objetosci probki niz w przypadku techniki FASS [18]. Obecno$¢ surfaktantu w strefie
probki dodatkowo zwigksza rozpuszczalno$¢ analitow slabo rozpuszczalnych
w roztworach wodnych, a takze =zapobiega adsorpcji oznaczanych zwigzkow
do wewnetrznej $ciany kapilary. Jakkolwiek, ograniczenia dotyczace objetosci
dozowania probki w tej technice skutkowaty okoto 50-krotng poprawg sity sygnatow w
stosunku do standardowego dozowania hydrodynamicznego (5 s, 3,45 kPa).
Niemniej jednak, mozliwo$¢ spigtrzania analitbw w  obecnosci  miceli
jest niekwestionowang zaleta techniki MSS 1 pozwala na jej wykorzystanie w analizie
dwuwymiarowej [37].

Technika MSS umozliwia efektywne spigtrzanie wigkszych objgtosci probki
w stosunku do techniki FASS z uwagi na wielokrotnie omawiany juz problem
niechomogennosci roztworoOw wprowadzanych do kapilary 1 zjawiska elektrodyspersji.
Problem ten zostal poruszony w Rozdziale III.3. Z jednej strony przeprowadzone
badania wykazaty, iz zastosowanie wielokrotnego dozowania probki w technice FASS
pozwala na uzyskanie podobnych wartosci LOD podczas oznaczania wybranych

substancji  biologicznie czynnych w moczu ludzkim (2,23 - 6,21 ng/ml),
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co w przypadku techniki MSS (6 ng/ml). Z drugiej jednak strony, wyzsze liczbowo
warto$ci EF otrzymano w przypadku techniki MSS. Jednakze rozbiezno$¢ ta jest
uzasadniona z uwagi na roéznice w sposobie ekstrakcji analitow (trojstopniowa
dla techniki FASS, jednostopniowa dla techniki MSS) i stosowang analityczng dtugo$¢
fali (FASS — 200 nm, MSS — 254 nm). Warty nadmienienia jest rOwniez fakt, ze istniejg
jedynie dwa doniesienia dotyczace wielokrotnego dozowania probki i wzbogacania
analitow obojetnych elektrycznie przy pomocy techniki LVSS w potaczeniu
ze zmiataniem probki [15; 16]. Z tego wzgledu opracowana technika FASS z uzyciem
wielokrotnego dozowania probki jest podejsciem innowacyjnym, a jej zastosowanie
nie zostalo wczesniej opublikowane w literaturze naukowej. Sposrod parametrow
poddanych optymalizacji interesujace wyniki uzyskano podczas badania wpltywu
napigcia przyktadanego w czasie procesu spigtrzania probki (Rysunek 23). Stosowanie
stosunkowo niskiego napigcia (2 kV) na tym etapie analizy utrzymywato oznaczane
substancje na granicy roztworéw probka — BGE 1 zapobiegato ich migracji w giab
buforu rozdzielajacego. Z uwagi na rezultat tego eksperymentu i wcze$niejsze
doniesienia literaturowe [22; 139], wielce prawdopodobnym wydaje si¢ by¢ udzial
oddziatywan elektrostatycznych pomiedzy kationowymi analitami 1 anionowymi
sktadnikami buforu w procesie spietrzania sktadnikow probki. Zagadnienie to wymaga
jednak dalszych badan.

Najwyzszg czuto$¢ detekcji dla substancji o charakterze stabych zasad
organicznych uzyskano poprzez zastosowanie dozowania elektrokinetycznego
(Rozdziat II1.4). Przeprowadzona optymalizacja metody analitycznej w polaczeniu
z DLLME umozliwita wykrywanie wybranych zwigzkow w probkach moczu ludzkiego
w stezeniu ponizej wartosci 1 ng/ml. Kluczowym dla efektu wzmocnienia sity sygnatu
okazal si¢ rodzaj i ilo$¢ dodanego rozpuszczalnika organicznego do matrycy
analitycznej probki (Rysunek 26), co znalazto potwierdzenie w literaturze naukowe;j
[23; 140]. Najwyzsze sygnaty uzyskano w przypadku 90% MeOH, w obecnosci ktorego
obserwowano nieliniowy przyrost wysokosci pikow w miar¢ zwigkszania st¢zenia BGE
(Rysunek 29). Poczynione obserwacje pozwolity na wyodrgbnienie dodatkowego
mechanizmu spigtrzania (p-ITP), ktérego obecnos¢ potwierdzono w kolejnym
eksperymencie (Rysunek 28). Uzyskane wyniki zwracaja uwage na istotny aspekt
optymalizacji sktadu BGE stosowanego w przypadku technik wzbogacania analitu

w kapilarze. Nalezy réwniez zaznaczy¢, iz uzyta technika mikroekstrakcyjna nie data
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spodziewanego blyskawicznego efektu wymiany masy, a jej zastosowanie w przypadku
probek moczu nastrgczyto wielu trudnosci zwigzanych z obecno$cig skladnikow
pochodzacych z matrycy probki. Technika DLLME pozwolifa jednak na stosunkowo
szybkie (< 14 min) i skuteczne (EF = 8 — 19) wzbogacenie oznaczanych zwigzkow
przed analiza elektroforetyczng. Jednoczesne stosowanie techniki DLLME 1 FASI
umozliwito uzyskanie wspotczynnikow EF w zakresie od 8080 do 13410.

Przeprowadzone badania wykazaty, iz zastosowanie technik spi¢trzania pozwala
na bardzo skuteczne wzbogacanie analitow jednoimiennych. Jednoczesne wzmacnianie
sity sygnatlu dla czasteczek o charakterze stabych zasad 1 kwasow organicznych jest
zagadnieniem rzadko poruszanym. Takim przykladem zwigzkéw moga by¢ witaminy
z grupy B, do oznaczania ktérych zaproponowano metod¢ oparta o technike FASS
i zmiatanie w MEKC (Rozdziat IIL.5). Opracowana metodologia odznaczata si¢
najnizszymi wartosciami EF, ktore dla wigkszo$ci substancji miescity si¢ w zakresie
od 12 do 20. Wyjatek stanowita tiamina, dla ktorej odnotowano 40-krotng poprawe
czutosci metody. Jakkolwiek, zwazywszy na fakt, iz metoda referencyjna
wykorzystywata krotszy czas dozowania probki (2 s, 3,45 kPa) w pordéwnaniu
do pozostalych metod opisanych w Rozdziale III (5 s, 3,45 kPa), wynik ten jest daleki
od satysfakcjonujacego. Powodem tego stanu rzeczy byly réznice we witasciwosciach
fizykochemicznych oznaczanych zwiazkéw. W efekcie wielokrotnie odnotowywano
wzrost sity sygnatu dla kilku substancji z jednoczesnym spadkiem intensywnosci
pozostatych przy zmianie danego parametru (Rysunki 36 — 38), co narzucato
koniecznos¢ wyboru rozwigzan kompromisowych. Jak juz wspomniano, najwyzsza
warto$¢ wspodtczynnika EF uzyskiwano dla witaminy B, ktorej wysoka retencja tego
zwigzku w istotny sposob zniwelowata wptyw pozostatych wspotczynnikow na efekt
wzmocnienia sygnatu. Przeprowadzone badanie pokazalo, iz zmiatanie substancji
o zréznicowanym tadunku i powinowactwie do fazy pseudostacjonarne; wykazuje
niewielka skuteczno$¢, a dodatkowe zastosowanie techniki FASS nie stanowi
rozwigzania tego problemu. Nalezy zaznaczy¢, iz uzyskane wyniki wykazaty dobra
zgodnos¢ teoretyczng z modelem zmiatania zaproponowanym pédzniej przez El-Awady
1 wspot. [82; 85].

Przewazajaca wiekszo$¢ technik wzbogacania analitu w kapilarze jest wysoce
podatna na zmiany sity jonowej probki (Tabela 1). Z tego wzgledu procedury

analityczne z wuzyciem tych technik obejmuja zazwyczaj ekstrakcje analitow
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z jednoczesnym procesem odsalania probek biologicznych [125]. Podobny zabieg
zastosowano w przypadku metod opisanych w Rozdziatach 111.2 - 4,
podczas gdy oznaczanie witamin w podlozach plynnych stosowanych do hodowli
bakterii wymagato rozcienczenia probki z uwagi na wysokie stezenie dodatkowych
substancji obecnych w matrycy probki (Rozdziat 111.5). Jakkolwiek 1 w tym przypadku
wysokie zasolenie byto czynnikiem niekorzystnym. Z kolei rozcienczanie probki woda,
a nastepnie wzbogacanie analitow w kapilarze jest zabiegiem sprzecznym. Problem ten
jest spotykany w przypadku braku ugruntowanej i rzetelnej metody ekstrakcji analitow
takich, jak na przyktad aminokwasy biogenne. Studium szczegotowej pracy
przegladowej poswieconej tematyce wzbogacania w kapilarze tej grupy zwigzkow [159]
wskazuje jedynie na dwie prace dotyczace oznaczania duzej liczby aminokwasow
(> 13) przy uzyciu detekcji spektrofotometrycznej [160; 161]. W obu przypadkach
spietrzanie duzej objetosci probki bylo mozliwe jedynie po jej uprzednim rozcienczeniu
z uwagi na stosunkowo duze stezenie elektrolitu dodawanego w procesie upochadniania
analitow. Rozwigzanie tego problemu zostalo zaproponowane w Rozdziale III.6,
w ktorym wykazano uzyteczno$¢ opracowanej techniki do wzbogacania analitow
w obecnosci soli boranowej. Wartym nadmienienia jest fakt, iz jest to pierwsze
doniesienie na temat skuteczno$ci pH-spigtrzania indukowanego kwasem
we wzbogacania analitow anionowych. Dodatkowo, w doswiadczeniach odnotowano
wyzszg skuteczno$¢ zmiatania analitow o strukturze kwasoéw di karboksylowych
w obecnosci boraksu (Rysunek 41B), co rowniez nie zostalo odnotowane w literaturze
naukowej. Z uwagi na brak sprawdzonych metod ekstrakcji aminokwasow biogennych
zaproponowano metode oczyszczania probki poprzez dodatek ACN, a nastgpnie jego
efektywne 1 proste usunigcie na drodze dekantacji po uprzednim ochtodzeniu roztworu.
Umozliwito to oznaczenie fizjologicznych stgzen aminokwasow biogennych
w probkach moczu ludzkiego z uzyciem opracowanej metodologii.

Wyniki pracy wskazuja na duzy potencjal technik wzbogacania analitu
w kapilarze, ktore umozliwiaja oznaczenie niskich stezen (nawet kilku ng/ml) substancji
drobnoczasteczkowych w szybki 1 stosunkowo prosty sposdb. Stanowig tez nieodtagczny
element technik elektromigracyjnych, pozwalajagcy na lepsze zrozumienie natury

procesOw elektroforetycznych.
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Whioski

1.

Uzycie techniki MSS z hydrodynamicznym dozowaniem probki umozliwia
okoto pigcdziesigciokrotng poprawe czulosci metody analitycznej w stosunku
do drobnoczasteczkowych substancji o charakterze stabych zasad organicznych.
Metoda wielokrotnego dozowania 1 spig¢trzania probki z uzyciem techniki FASS
pozwala na wuzyskanie nizszych wartosci LOD 1 LOQ w stosunku
do jednokrotnego dozowania probki.

Spietrzanie probki w warunkach homogennego rozkladu pola elektrycznego
w kapilarze (technika MSS) wykazuje wigkszg skuteczno$¢ w stosunku do
techniki FASS w przypadku dozowania hydrodynamicznego.

Najwigkszy efekt wzmocnienia sily sygnatow uzyskano przez zastosowanie
techniki FASI, dla ktorej wartos¢ EF miescila si¢ w zakresie od 481 do 1127.
Uzycie techniki DLLME na etapie przygotowania probki pozwala na dodatkowe
wzbogacenie analitow przed analiza elektroforetyczna, jednakze metoda
ta odznacza si¢ znacznie nizszym potencjatem wdrozeniowym w przypadku
probek biologicznych w stosunku do szeroko opisanych w literaturze naukowe;j
przyktadow uzycia techniki DLLME w analizie probek wody.

Dozowanie elektrokinetyczne substancji jednoimiennych w obecno$ci dodatku
rozpuszczalnika organicznego znaczaco poprawia czuto$¢ metody nie tylko
z uwagi na wyzszg roznice przewodnosci osrodkéw probka — BGE, ale takze
udziat mechanizmu p-ITP. Z tego wzgledu istotny jest wiasciwy dobor
stosowanego kojonu w BGE.

Podczas gdy proces spigtrzanie substancji jednoimiennych wykazywal wysoka
efektywnos¢, zaproponowana metoda wzbogacania substancji o charakterze
stabych kwasow 1 zasad organicznych, oparta o technik¢ FASS w polaczeniu
ze zmiataniem w MEKC, odznaczata si¢ stosunkowo niska skutecznos¢.
pH-spietrzanie indukowane kwasem z MEKC pozwala na wzbogacanie analitow
anionowych w obecnosci jonow boranowych w matrycy analitycznej probki.
Zmiatanie aminokwasow dikarboksylowych przy uzyciu miceli anionowych

jest procesem wysoce efektywnym w obecnosci tetraboranu disodowego.
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