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Wykaz skrotow i symboli

AARS — syntetaza aminoacylo-tRNA

ACN - acetonitryl

ATP — adenozyno trojfosforan

BGE - elektrolit podstawowy

CBS — psyntaza cystationinowa

CE — kapilarna elektroforeza

CF-SDME — mikroekstrakcja do kropli z probki w ciggtym przeptywie
CPE — ekstrakcja do punktu zmetnienia

Cys — cysteina

CZE - strefowa elektroforeza kapilarna

DI-SDME — mikroekstrakcja do kropli zanurzonej bezposrednio w probce
DLLME — dyspersyjna mikroekstrakcja ciecz — ciecz

DMEM - pozywka Dulbecco — zmodyfikowane podtoze Eagle’a

EDTA — kwas (etylenodiamino)tetraoctowy

EOF — przeptyw elektroosmotyczny

FASI — spigtrzanie na drodze wprowadzania probki ze wzmocnieniem pola
FASS — spietrzanie ze wzmocnieniem pola

Hcy — homocysteina

Hcy-AMP — adenylan homocysteiny

Hep G2 — ludzka linia komérkowa raka watroby

HFBA — bezwodnik heptafluorobutanowy

HF-LPME — mikroekstrakcja do fazy ciektej z wykorzystaniem porowatej rurki
HHcy — hiperhomocysteinemia

HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa

HS-SDME — mikroekstrakcja do kropli z fazy nadpowierzchniowej

HSL — lakton homoseryny

HTL — tiolakton homocysteiny

ICF — chloromrowczan izobutylu

ITP — izotachoforeza

LC-MS/MS — chromatograf cieczowy sprz¢zony z tandemowym spektrometrem mas
LDL — lipoproteiny o matej gestosci

LIF — laserowo indukowana fluorescencja



LPME — mikroekstrakcja do fazy cieklej

LLL-SDME — mikroekstrakcja do pojedynczej kropli w uktadzie ciecz-ciecz-ciecz
LLE — ekstrakcja w uktadzie ciecz-ciecz

LOQ — granica oznaczalnosci

LOD - granica wykrywalno$ci

LVSS — spietrzanie z duzg strefa probki

Met — metionina

MetOH — metanol

MS — spektrometria mas

MSTFA — N-metylo-N-(trimetylosililo)trifluoroacetamid

MTHFR — reduktaza metylenotetrahydrofolianowa

ODTS - oktadecylotrimetoksysilan

OPA — aldehyd ortoftalowy

PBS — roztwor soli fizjologicznej buforowanej fosforanem sodu i potasu

PEEK - polieteroeteroketon

pKa—ujemny logarytm dziesigtny z kwasowej statej dysocjacji

PPi— pirofosforanu

pseudo-tITP — spietrzanie wedlug mechanizmu pseudoprzej$ciowej izotachoforezy
SAH — S-adenozylohomocysteina

SAM - S-adenozylometionina

SEF — wspotczynnik wzmocnienia czutosci

SDME — mikroekstrakcja do pojedynczej kropli

SDS - s6l sodowa kwasu dodecylosiarkowego

SMet — syntaza metioninowa

SPE — ekstrakcja do fazy statej

Sweeping-MEKC — zatezanie przez zmiatanie w micelarnej elektrokinetycznej chromatografii
t-ITP — spietrzanie wedtug mechanizmu przejsciowej izotachoforezy

TMCS — trimetylochlorosilan

WWA — wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne



Wstep

Wsrod technik separacyjnych metody elektromigracyjne moga w wielu przypadkach sta-
nowi¢ $wietng alternatywe dla procedur chromatograficznych. Separacja sktadnikow probki
w obu tych technikach zachodzi w fazie ciektej, a elektroforez¢ kapilarng (CE) czesto nazywa
si¢ technikg siostrzang i komplementarng do chromatografii cieczowej. Jak kazda technike ana-
lityczna, rowniez CE charakteryzuje szereg zalet oraz wad. Niewatpliwymi zaletami CE sg do-
bra rozdzielczo$¢, wysoka sprawnos¢ i selektywnos¢, niskie wymagania co do objeto$ci probki
oraz zuzycia odczynnikow chemicznych, a co za tym idzie niski koszt analizy. Majac na uwa-
dze wyzej wymienione zalety technika CE moze by¢ rowniez rozpatrywana jako bardziej eko-
logiczna w stosunku do HPLC czy GC. Z drugiej jednak strony jedng z najczesciej wymienia-
nych wad CE, ktora w znacznym stopniu ogranicza jej zastosowanie, jest niska, czesto niewy-
starczajaca, czuto$¢ stezeniowa w przypadku stosowania bardzo popularnego detektora UV-
Vis. Wspomniana wada wynika z bardzo malej srednicy wewnetrznej kapilary oraz ograniczo-
nej objetosci probki, ktorg mozna do kapilary wprowadzi¢. Niezbgdne jest wige wykorzystanie
efektywnych metod zat¢zania analitow, ktore w znaczny sposob poprawiaja czuto$¢ stezeniowsg
CE.

Mimo duzego postepu w rozwoju oprzyrzadowania analitycznego, podczas oznaczania ba-
danych zwigzkéw w ptynach biologicznych charakteryzujacych si¢ zlozonoscig matrycy,
w wickszosci przypadkéw wymagane jest odpowiednie przygotowanie probki. Probki biolo-
giczne mogg zawiera¢ kwasy, zasady, biatka, sole 1 inne zwigzki organiczne, ktore moga miec
wlasciwos$ci chemiczne podobne do analitu bedgcego przedmiotem zainteresowania albo prze-
szkadza¢ w prowadzeniu skutecznej separacji. Wiele z badanych zwigzkow jest obecnych
w ptynach biologicznych w bardzo niewielkich badz sladowych stezeniach, ograniczenie moze
takze stanowi¢ mata objetos¢ probki. Dlatego etap przygotowania probki jest wymieniany jako
kluczowa czes¢ analizy decydujaca o jej koncowym powodzeniu. W celu uproszczenia matrycy
probek biologicznych stosuje si¢ rézne metody ekstrakcji, izolacji 1 zaggszczania analitow. Ide-
alna technika przygotowania probki do analizy powinna by¢ tatwa w uzyciu, szybka, niedroga,
ekologiczna oraz kompatybilna z szeregiem narzedzi analitycznych. W celu przezwyciezenia
lub ograniczenia niektorych wad LLE i SPE, siggnig¢to po zminiaturyzowane metody przygoto-
wania probek takie jak np. mikroekstrakcja do fazy ciektej, w tym mikroekstrakcja do pojedyn-
czej kropli (SDME). Ta technika ekstrakcji nalezy w ostatnich latach do jednych z najpopular-
niejszych i najskuteczniejszych metod oczyszczania probki z jednoczesnym zatezaniem analitu.

Charakteryzuje si¢ kilkoma waznymi zaletami, ktore stajg si¢ szczegolnie znaczagce podczas



wykorzystania SDME w potaczeniu z CE. W tym kontekscie mikroekstrakcja pozwala na
uproszczenie matrycy probki i znaczne zmniejszenie zuzycia, czesto toksycznych, rozpuszczal-
nikow organicznych. Proces ekstrakcji moze zostaé¢ w do$¢ tatwy sposob zautomatyzowany bez
koniecznosci modyfikacji posiadanej aparatury, a co najwazniejsze, W przypadku oznaczania
sladowych ilo$ci analitow, SDME pozwala na osigganie wysokich wspotczynnikéw wzboga-
cania.

Prowadzone na przestrzeni wielu lat badania kliniczne dowiodly zwigzku przyczynowo
skutkowego pomiedzy zaburzeniami metabolizmu homocysteiny Hcy a rozwojem w organi-
zmie cztowieka choréb cywilizacyjnych takich jak nowotwory, choroby uktadu krazenia i neu-
rodegeneracyjne. U zdrowego cztowieka stezenie Hcy w osoczu wynosi od 5 do 15 umol/L
osocza, za$ powyzej tej wartosci méwimy o podwyzszonej zawarto$ci homocysteiny, inaczej
hiperhomocysteinemii. Opisane w literaturze badania nad nadmiernym st¢zeniem Hcy w oso-
czu doprowadzity naukowcoéw do wniosku, iz zjawisko hiperhomocysteinemii ma kilka przy-
czyn. Pierwsza dotyczy genetycznie uwarunkowanego niedoboru enzymoéw majacych zdolnosé¢
metabolizowania Hcy, a druga jest nieodpowiedni styl zycia oraz pokarmowy niedostatek od-
powiednich witamin. W przypadku gdy homocysteina nie zostanie przeksztalcona w inne
zwigzki w poszczeg6lnych szlakach metabolicznych, jej nadmiar usuwany jest w przestrzen
pozakomodrkowa, gdzie ulega cyklizacji do tiolaktonu homocysteiny (HTL), ktory wykazuje
negatywny wpltyw na organizm czlowieka, gdyz dzieki swojej wysokiej reaktywnosci tworzy
wigzanie izopeptydowe z grupa aminowsa reszty lizyny biatka na drodze N-homocysteinylacji.
Moze to prowadzi¢ do nieodwracalnych uszkodzen biatka poprzez spowolnienie jego dziatania,
zmiany funkcji biologicznych lub dezaktywacje. Wazne jest zatem posiadanie odpowiednich
narzedzi analitycznych pozwalajacych na monitorowanie poziomu HTL w plynach ustrojo-
wych, w tym w moczu.

Przedmiotem badan wykonanych w ramach przedstawianej dysertacji bylo wykorzystanie
SDME do izolacji i zatezenia HTL w jego wykrywaniu i oznaczaniu w moczu cztowieka tech-
nikg CE. Uzywajac roztwory moczu cztowieka wzbogacone roztworem standardowym HTL,
opracowano optymalne warunki ekstrakcji oraz elektroforetycznej separacji HTL. SDME zre-
alizowano na dwa sposoby, recznie poza ukladem elektroforetycznym albo w sposdb automa-
tyczny w kapilarze bezposrednio przed separacja. W jednej z procedur zastosowano dodatkowo
zatezanie analitu w kapilarze technikg spigtrzania podczas elektrokinetycznego wprowadzania
probki ze wzmocnieniem pola. Opracowane 1 walidowane metody zastosowano nastepnie do

oznaczania HTL w probce biologiczne;.
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1. Chemia i biochemia homocysteiny

Homocysteina (Hcy) jest zwigzkiem chemicznym naturalnie powstajacym w komorkach
u wszystkich organizméw zywych, jako produkt przejsciowy w szlakach metabolicznych
dwoch waznych aminokwasow siarkowych, tj. metioniny (Met) oraz cysteiny (Cys), ktore
uczestnicza w biosyntezie biatek [1]. Odkrycie tego znaczacego niebiatkowego aminokwasu
nastgpito, kiedy to po raz pierwszy Hcy zostata zsyntezowana w warunkach laboratoryjnych
w 1932 r. w reakcji utlenienia disulfidu homocystyny poprzez demetylacj¢ metioniny za po-
mocg kwasu siarkowego (VI) [2]. Natomiast w 1935 r. Hcy zostata otrzymana w wyniku re-
dukcji homocystyny z wykorzystaniem metalicznego sodu w ciektym amoniaku [3].
1.1. Wiasciwosci fizykochemiczne

Hcy jest czterowgglowym niebiatkowym aminokwasem, czyli takim, ktory nie wchodzi
w sktad strukturalny Zadnego bialka, zawierajacym w swojej strukturze atom siarki. W cza-
steczce Hey wyr6zni¢ mozna trzy rozne grupy funkcyjne, mianowicie: karboksylowa, aminowa
i sulthydrylowa. Jej nazwa systematyczna to kwas 2-amino-4-merkaptobutanowy, a wzor struk-

turalny przedstawiony jest na rysunku 1.

NH

OH
HS

O

Rys. 1. Wz6r strukturalny homocysteiny.

Zsyntezowana Hcy wystepuje w postaci biatego krystalicznego proszku. Jej masa molowa
przyjmuje warto$¢ 135,19 g/mol. Temperatura topnienia obejmuje zakres 232 - 233 °C. Roz-
puszczalno$¢ w wodzie, mierzona w temperaturze 25 °C, jest bardzo dobra i wynosi 148 g/L.
Warto$¢ LDso dla Hcy podawanej myszom wynosi: dootrzewnowo — 500 mg/kg, dozylnie —
770 mg/kg [4].
1.2. Wlasciwosci biochemiczne
Szlak metaboliczny

Biochemia homocysteiny zwigzana jest §cisle z biosyntezg metioniny oraz cysteiny. Naj-
lepiej obrazuje to rysunek 2, na ktorym mozna zauwazy¢, ze Hey powstaje jako produkt przej-

sciowy w poszczeg6lnych szlakach metabolicznych Met i Cys.
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Rys. 2. Pogladowy schemat metabolizm homocysteiny u czlowieka.

Ssaki, w odroznieniu od bakterii 1 ro$lin, nie syntezuja w komoérkach aminokwasu Met.
W zwiazku z czym ludzie oraz zwierzgta musza dostarcza¢ ten wazny aminokwas w postaci
biatek z pokarmu. W dalszej kolejnosci dzieki uktadowi pokarmowemu biatka sg hydrolizo-
wane na poszczegdlne aminokwasy. Uwolniona Met jest pobierana przez nabtonek przewodu
pokarmowego 1 transportowana przez uktad krwiono$ny do komorek roznych narzadéw [1].
Nastepnie Met jest przeksztatcana przez kazda komorke organizmu na drodze dwoch gtoéwnych
szlakow metabolicznych:
1. jako budulec do tworzenia nowych aminokwaséw przez rybosomalny biatkowy aparat
biosyntezujacy,
2. jako prekursor S-adenozylometioniny, czyli uniwersalnego dawcy grupy metylowej
do biologicznych reakcji metylacji.
Sciezka metaboliczna Met w punkcie 2 prowadzi do powstania Hcy, tak jak zostato to przed-
stawione na rysunku 2 [5]. Met wchodzac w reakcje z ATP aktywuje atom siarki w swojej
czasteczce, co prowadzi do powstania S-adenozylometioniny (SAM), przy udziale rowniez en-

zymu syntazy S-adenozylometioninowej. W wyniku enzymatycznego przeniesienia grupy
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metylowej do akceptora (RNA, DNA, biatka i lipidy) przez metylotransferaze, SAM jest prze-
ksztatcana do S-adenozylohomocysteiny (SAH) [6, 7]. Nastepnie w wyniku enzymatyczne;j re-
akcji hydrolizy SAH przez enzym hydrolazy S-adenozylohomocysteinowej, powstaje Hcy.
W ten sposob metabolicznie otrzymana Hcy jest przeksztatcana na drodze dwoch szlakow.
Pierwszym z nich jest powrotna remetylacja do metioniny, za$ drugim jest katabolizm Hcy do
Cys na drodze transsulfuracji [8]. Proces remetylacji moze zachodzi¢ na dwa sposoby. Pierw-
szy, gdy czasteczka Hcy otrzymuje grupe metylowa przy udziale enzymu syntazy metioninowej
(SMet), w obecnosci witaminy Bi» jako kofaktora, w wyniku reakcji konwersji
5-metylo-tetrafolianu do tetrafolianu. Natomiast drugi rodzaj remetylacji polega na dotaczeniu
grupy metylowej do Hey katalizowanej przez metylotransferaze homocysteinowa przy udziale
betainy jako donora grupy metylowej [9]. Z kolei w szlaku transsulfuracji, Hcy najpierw ulega
kondensacji z seryng w obecnosci 3-syntazy cystationinowej (CBS), w wyniku czego otrzymy-
wana jest cystationina (potaczenie homocysteiny oraz seryny) jako produkt posredni, a nastgp-
nie przez dziatanie y-liazy cystationinowej zachodzi przeniesienie grupy sulthydrylowej z cze-
$ci homocysteinowe] w cystationinie na cz¢$¢ serynowa, w wyniku czego powstaje w ten spo-
sOb cysteina. Proces transsulfuracji wymaga obecno$ci witaminy Be jako kofaktora reakcji en-
zymatycznych [8, 9].
Homocysteina — prekursor tiolaktonu homocysteiny

W metabolizmie wszystkich organizmow zywych cze¢$¢ Hcey jest przeksztatcana w tiolak-
ton homocysteiny (HTL). Przeksztalcenie to nastgpuje w wyniku tzw. btednej reakcji edycji,
kiedy to niebiatkowa Hcy, strukturalnie bardzo podobna do Met (na rysunku 2 przedstawione
sa wzory strukturalne czasteczek Met i Hcy), jest wylapywana przez syntetazy aminoacylo-
tRNA (AARS) zamiast Met podczas biosyntezy biatek [10, 11]. W zwigzku z tym, Hcy bierze
udziat w pierwszym etapie biosyntezy biatek, kiedy to jej czasteczka taczy sie¢ z adenozynotrdj-
fosforanem (ATP) tworzac adenylan Hey (Hcy-AMP), przy udziale syntetaz metionylo-, leu-
cylo-, lub izolecylo-tRNA, ktore to nalezg do grupy enzymow aktywujacych AARS, z wydzie-

leniem pirofosforanu (PPi), zgodnie z ponizszym rownaniem/schematem.

AARS + Hcy + ATP < AARS - Hcy ~ AMP + PP, 1)

Pomimo tego, btednie zaktywowana czasteczka Hcy nie jest transportowana do tRNA, dzieki
temu nie wchodzi do kodu genetycznego odpowiedzialnego za biosynteze bialek. Zamiast tego

czasteczka Hcy-AMP ulega wewnatrzczasteczkowej reakcji edycji przez AARS w wyniku
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czego Hcy ulega cyklizacji do pierscienia tiolaktonu homocysteiny (HTL) z uwolnieniem

AMP, co schematycznie przedstawiono na rysunku 3 [12].

HS

5
NH; AMP N\
AMP 0 o,

Rys. 3. Reakcja edycji Hcy do HTL.

Biosynteza HTL jest niepozadana, poniewaz HTL wykazuje szkodliwe dzialanie w zywych
organizmach. Mimo wszystko powstawanie tego zwigzku z homocysteiny jest $cisle zwigzane
z nadmiernym spozywaniem Met wraz z pokarmem (gtéwnie migso), niedoborem witamin Be
I B12 oraz folianéw w diecie lub uwarunkowanym mutacjg genetyczng defektem aktywnos$ci
enzymoéw CBS, SMet lub reduktazy metylenotetrahydrofolianowej (MTHFR) [13-15]. Jed-
nakze po wytworzeniu, HTL moze by¢ w dalszej kolejno$ci metabolizowany w celu zneutrali-
zowania jego toksycznego mechanizmu aktywnos$ci jakim jest homocysteinylacja biatek. Po-
niewaz HTL jest wewnatrzczasteczkowym tioestrem, zjawisko to polega na hydrolizie wigzania
wewnatrzestrowego, w wyniku czego zostaje otworzony pierscien HTL otrzymujac w ten spo-
sob czasteczke Hey. Reakcja ta jest katalizowana przez wewnatrzkomorkowa tiolaktonazg ho-
mocysteiny, znang lepiej jako hydrolaze bleomycyny [16], oraz zewnatrzkomorkowa paraok-
sonaze 1 [17].
Homocysteina — choroby cywilizacyjne

Badania kliniczne prowadzone od wielu lat wyraznie wskazuja na zwigzek przyczynowo
skutkowy pomiedzy zaburzeniami metabolizmu Hcy a rozwojem choréb cywilizacyjnych. Po-
wszechnie wiadomo, ze enzymatyczna synteza Hcy 1 jej obecno$¢ w komorkach jest zjawi-
skiem fizjologicznym [1]. Aczkolwiek gdy stezenie Hcy w organizmie cztowieka jest podwyz-
szone, to moze by¢ to zwigzane z niektorymi chorobami i jest znaczacym predyktorem $mier-
telno$ci pacjentow oraz ma szkodliwy wplyw na ludzkie zdrowie [1, 18, 19]. Zaburzenie me-
tabolizmu Hcy jest gléwnie spowodowane genetycznym niedoborem enzymu CBS, a takze
MTHFR oraz SMet, ktoérych niedobdr moze spowodowaé 20-krotny wzrost stezenia Hcy.
Z powodu tych wad genetycznych Hcy nie moze by¢ przeksztalcana w Met czy w Cys lub
przeksztalcanie to jest znaczaco zahamowane [13, 20]. Lecz nie tylko to jest przyczyng zwigk-
szonej ilosci Hcy gromadzonej w organizmie cztowieka. Rowniez styl zycia, starzenie oraz

przyjmowanie niektorych lekéw, takich jak azarybina, metotreksat, podtlenek azotu, leki

12



przeciwdrgawkowe i moczopedne, negatywnie wptywaja na aktywnos$¢ powyzszych enzymow
biorgcych udzial w przemianie Hey. Ponadto palenie tytoniu, picie alkoholu i kawy réwniez
powoduje zwigkszenie poziomu Hcy w organizmie [21-23]. Zgodnie z przedstawionym szla-
kiem metabolicznym Met, witaminy Beg i B12 sg waznymi kofaktorami wspotpracujacymi z en-
zymami metabolizujacymi Hey. Niewtasciwe nawyki zywieniowe oraz niedobor tych witamin
w pozywieniu prowadza do podwyzszenia poziomu Hcy w organizmie cztowieka [14, 24].
Przeprowadzone badania nad przyczyng podwyzszonej zawarto$ci Hcy w organizmie czlo-
wieka sugerujg zwigzek przyczynowo skutkowy z rozwojem nowotwordéw, chorob uktadu kra-
zenia i neurodegeneracyjnych [25-28]. U zdrowego czlowieka stgzenie Hcy powinno miesci¢
si¢ w zakresie 5 - 15 nmol/mL osocza, a przekroczenie dopuszczalnego stezenia tego tiolu w
osoczu okreslane jest hiperhomocysteinemia (HHcy) [15]. Ponadto w zaleznosci od poziomu
przekroczenia dopuszczalnej warto$ci, wyrdznia si¢ umiarkowang, posrednig 1 cigzka HHcy,
gdzie:

e W postaci umiarkowanej — $rednie stezenie Hcy wynosi od 15 do 30 umol/L osocza,

e w postaci posredniej — $rednie stezenie Hcy w osoczu wynosi 31 - 100 umol/L,

e w postaci cigzkiej — $rednie stezenie Hcy w osoczu wynosi powyzej 100 pmol/L.
Ciezka posta¢ HHcy jest nazywana homocystynurig [29]. U pacjentow z chorobg nowotworowa
HHcy spowodowana jest ograniczong zdolno$cig remetylacji Hey, gtownie z powodu diety
ubogiej w foliany oraz witaminy z grupy B. Oznacza to, ze podczas rozwoju choroby nowo-
tworowej stezenie Hcy w osoczu moze wzrasta¢ [30-32]. Podwyzszone stezenie Hcy w osoczu
jest przede wszystkim powiazane z rozwojem chordb uktadu krazenia (choroby niedokrwiennej
serca, chorob naczyn obwodowych, zawalu mig$nia sercowego, chordb zakrzepowo-zatoro-
wych) oraz uktadu nerwowego (choroby Alzheimera, demencji) [33, 34]. Zwiagzek ten powo-
duje dysfunkcje §rodbtonka naczyn krwionos$nych przez obecng w jego czasteczce grupe sul-
thydrylowa, co jest powigzane ze zwickszeniem stresu oksydacyjnego oraz nasileniem si¢ utle-
niania lipoprotein o matej gestosci, w wyniku czego nastgpuje uszkodzenie Scian tetnic i zyt.
W konsekwencji obserwuje si¢ akumulacje cholesterolu na $cianach naczyn i rozwoj miaz-
dzycy [35]. Uszkodzenie $cian naczyn krwiono$nych niesie ze sobg inne ryzyko, ktore polega
na zwigkszonej agregacji i adhezji ptytek krwi do $ciany naczynia, w wyniku czego nastepuje
aktywacja procesu krzepnigcia powodujac zator zyt 1 tetnic [36]. Z kolei zwigzek pomiedzy
nadmiernym stezeniem Hcy a chorobami uktadu nerwowego nie jest do konca poznany.
W wielu badaniach wykazano, ze podwyzszony poziom Hcy w osoczu sprzyja procesom po-

wodujacym uszkodzenie komorek nerwowych poprzez nadmierne pobudzenie komorek
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w wyniku wzrostu wewnatrzkomorkowego stezenia jonow wapnia. Procesy te sg gtéwnie zwig-
zane z takimi uszkodzeniami moézgu, ktore wystepuja w demencji oraz chorobach Parkinson’a
i Alzheimer’a [37, 38].

W Stanach Zjednoczonych $§miertelno$¢ z powodu choroby niedokrwiennej serca osiggneta
szczytowy poziom 560 zgondéw na 100 000 mieszkancéw w 1958 r. Nastepnie $miertelnosé
z powodu choroby niedokrwienne;j serca stale spadata do 180 zgonéw na 100 000 w 2010 ., co
stanowi imponujacy spadek o 68% w ciggu 52 lat. W tym samym okresie, spadek $miertelnosci
z powodu udaru byt jeszcze bardziej znaczny, zmniejszajac si¢ ze 180 zgonow na 100 000
mieszkancow w 1958 r. do 40 zgonéw na 100 000 w 2010 r., co oznacza zmniejszenie Smier-
telnosci z powodu udaru az o 79%. W 1978 r. spadek umieralnosci z powodu choréb wienco-
wych w Stanach Zjednoczonych byl juz ewidentny, a National Institutes of Health zwotaty
ogolnokrajowa konferencje w celu ustalenia przyczyn spadku w ostatnich 20 latach [39]. Panele
ekspertow z danej dziedziny stwierdzity, ze istniejg korzystne trendy w rzucaniu palenia, zwick-
szenia ilo$ci 0s6b wykonujacych ¢wiczenia fizyczne, zwigkszenia ilosci oraz skutecznosci le-
czenia w oddziatach opieki wiencowej poprzez wykonywanie operacji pomostowania tetnic
wiencowych, terapii nadci$nienia tetniczego 1 5% obnizenia poziomu cholesterolu we krwi.
Jednakze wzrosto spozycie tluszczu 1 migsa oraz udokumentowano zwigkszong czgstos¢ wy-
stepowania otytosci. Koncowym wnioskiem konferencji bylo to, ze ,,chociaz panowato ogélne
przekonanie, ze spadek liczby chordéb wieicowych jest rzeczywisty, nie mozna byto okresli¢
prawdopodobnej przyczyny ani przyczyn”. Konferencja zakonczyta si¢, zanim w latach osiem-
dziesigtych zaczgto szeroko stosowac leki obnizajgce poziom cholesterolu. Odpowiedz na py-
tanie, dlaczego $miertelno$¢ z powodu chorob wiencowych spadta w Stanach Zjednoczonych
w latach 1958 - 1978, wiaze si¢ ze wzrostem witaminy B6 (fosforan pirydoksalu) i witaminy
B9 (kwas foliowy) w diecie. Niedobory tych dwoch witamin powoduja podwyzszenie stezenia
Hcy we krwi, z powodu niewystarczajacej konwersji tego produktu przejsciowego do cystatio-
niny, katalizowanej przez fosforan pirydoksalu oraz z powodu niedostatecznej remetylacji Hcy
do Met, katalizowanej przez metylotetrahydrofolian 1 metylokobalaming. R6Zne metody prze-
twarzania zywnosci, takie jak podgrzewanie, dodatki chemiczne, ekstrakcja weglowodanow
1 olejow z catej zywnosci oraz mielenie ziaren, powoduja duze straty wyzej wspomnianych
witamin, a takze znaczne straty mineratow sladowych i1 innych witamin [40]. Zwigkszone spo-
zycie wysoko przetworzonej zywnosci na poczatku XX wieku mogto przyczyni¢ si¢ do gwat-
townego wzrostu $miertelnosci z powodu choroby niedokrwiennej serca w latach czterdzie-
stych i pigédziesigtych XX wieku. W 1993 roku przelomowe badanie uczestnikow Framingham

Heart Study w wieku od 67 do 96 lat wykazato powazne niedobory pirydoksalu i kwasu
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foliowego w diecie oraz zmniejszone wchlanianie witaminy B12 (kobalaminy), co prowadzi do
podwyzszenia poziomu Hey we krwi [41]. Zwickszone spozycie pirydoksalu i kwasu foliowego
w wyniku wzbogacenia pozywienia o te witaminy jest wyja$nieniem spadku $miertelno$ci wy-
wotanej chorobg wiencowg serca w Stanach Zjednoczonych od lat pigédziesigtych XX wieku.
Dzienne spozycie witaminy B6 bylo bardzo niskie przed 1958 r. i wynosito 0,04 mg/dobe
w 1944 r. oraz 0,23 mg/dobe w 1955 r. [42]. Z kolei po 1961 r. nastgpil wzrost dziennego
spozycia witaminy B6 przez ludzi do 0,53 mg/dobe, a w latach 60 1 70 XX wieku jej spozycie
wzrosto odpowiednio do 2,5 i 3,5 mg/dobe, dostarczajac wigksze niz zalecane dzienne dawki
tej witaminy. Kwas foliowy, ktory jest prekursorem witaminy B9, byt rowniez dostarczany
wraz z dieta w formie dobrowolnej suplementacji poczawszy od lat 60 XX wieku. W 1998 roku
Amerykanska Agencja ds. Zywnosci i Lekow zalecita wzbogacanie przetworzonej Zywnosci
zbozowej kwasem foliowym. W 1999 roku na podstawie przeprowadzonych badan uczestni-
kéw Framingham Heart Study stwierdzono, ze poziomy folianéw w osoczu podwoity si¢ po
wzbogaceniu pokarméw zbozowych witaming B9, a poziom Hcy w osoczu spadt o 15% [43].
Srednie stezenie Hcy w osoczu uczestnikow Framingham Heart Study zmniejszyto sig
z 10,1 umol/L przed suplementacjg do 9,4 pmol/L po wprowadzeniu suplementacji, a czgsto-
tliwos$¢ wystepowania wysokiego poziomu Hey, powyzej 13 pumol/L, zmniejszyta si¢ z 18,7%
do 9,8% [44]. Na podstawie powyzszej analizy stwierdzono, ze spadek umieralnosci z powodu
chorob wieficowych od 1958 r. mozna czg§ciowo przypisaé zastosowaniu suplementacji piry-
doksyna i kwasem foliowym [45]. Na poparcie tego wniosku, podczas badan przeprowadzo-
nych w Stanach Zjednoczonych i Kanadzie zaobserwowano przyspieszony spadek $miertelno-
sci wywotanej udarem mozgu, poczawszy od 1998 r., kiedy to w tych krajach obowigzywat
nakaz wzbogacania pokarmu kwasem foliowym. Z kolei w Wielkiej Brytanii, w ktorej brak
bylo suplementacji pokarmdéw, taka zmiana w $miertelnos$ci z powodu udaru nie zostata zau-
wazona [46].

Po odkryciu homocystynurii w 1962 roku, zauwazono, ze wielu dotknietych nig pacjentow
miato wyrazne cechy przyspieszonego starzenia. Choroby uktadu sercowo-naczyniowego, ta-
kie jak choroba wiencowa, udar, zakrzepica gtéwnych tetnic i zyt oraz choroba naczyn obwo-
dowych, sa gléwna przyczyna zgonéw w ogoélnos§wiatowym badaniu przypadkéw homocysty-
nurii [47]. Wraz z opracowaniem metod pozwalajacych na wykrycie oraz oznaczanie Hcy
w osoczu, przeprowadzono badania, ktére ujawnity, ze zawarto$¢ tego aminokwasu stopniowo
ro$nie wraz z wiekiem. Zawarto$¢ Hcy w osoczu noworodkéw i matych dzieci miesci sig
w zakresie od 3 do 6 umol/L, u mtodziezy 5 - 8 umol/L, u 0s6b dorostych w mtodym i §rednim

wieku od 5 do 13 pmol/L, natomiast u oséb powyzej 65 roku zycia zakres ten wynosi od 10 do
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18 umol/L a u stulatkow od 25 do 27 umol/L [48]. Przyczynami postepujacego wzrastu po-
ziomu Hcy we krwi wraz z wiekiem jest niedostateczna ilo$¢ spozywanych witamin B6 i B9
w diecie oraz niewystarczajace wchlanianie witaminy B12 [41], a co za tym idzie wyczerpy-
wanie si¢ tych witamin w organizmie [40].
Toksykologia tiolaktonu homocysteiny

Jak juz wspomniano w podrozdziale 1.2 — Homocysteina — prekursor tiolaktonu homo-
cysteiny, Hcey jest prekursorem innego cytotoksycznego zwigzku chemicznego, ktory ma zna-
czacy wplyw na zdrowie cztowieka. Zwigzek ten to HTL, ktory jest metabolicznie powigzany
z Hey ze wzgledu na jego przemiang enzymatyczng. Na poczatku mechanizm tworzenia HTL
polega na usuwaniu Hecy do przestrzeni zewnatrzkomoérkowej, gtéwnie do osocza, w przy-
padku, gdy zdolno$¢ metaboliczna komorki jest nasycona, tzn. wigcej Hey jest produkowane
niz metabolizowane przez CBS i MTHFR. Nastepnie, czg$¢ Hey ulega konwersji do HTL przez
AARS, ktéra omytkowo wychwytuje Hcy zamiast Met podczas tzw. biednej reakcji edycji
zwykorzystaniem ATP [49]. W zwigzku z powyzszym mozna wykorzysta¢ obecnos¢ HTL jako
pochodnej Hcy, do obserwowania i kontrolowania negatywnego wptywu Hey na zdrowie or-
ganizmu, gdyz stezenie HTL wzrasta wraz ze zwigkszaniem si¢ metabolicznej syntezy Hcy
w organizmie cztowieka [44].
Zanim zostanie omoéwiony wptyw HTL na zdrowie cztowieka, ponizej przedstawione sg jego
wlasciwos$ci fizykochemiczne. Poza organizmem zwigzek ten najczgsciej jest syntezowany
w postaci chlorowodorku, ktory wystgpuje ostatecznie w postaci biatego, bezzapachowego
proszku i jest stabilny w temperaturze pokojowej, natomiast w roztworach wodnych w warun-
kach fizjologicznych, tj. takich, gdzie pH wynosi ok. 7,4 a temperatura 37 °C, okres poitrwania
tego wewnatrzczasteczkowego tioestru wynosi ok. 25 godzin [50]. Zjawisko hydrolizy w wy-
niku ktoérej powstaje Hey, zachodzi znacznie szybciej w bardziej zasadowych roztworach. Pod-
dajac HTL dziataniu silnego kwasu, otrzymuje si¢ stabilng, zjonizowana, rozpuszczalng w wo-
dzie sol. Zauwazono, ze dzialajac na HTL kwasem chlorowym(V) nie ulega on utlenieniu, lecz
tworzy trwalg sol chloranowa, ktora jest rozpuszczalna w mieszaninie chloroform-metanol lub
w etanolu [51, 52]. O niezwyktej reaktywnosci chemicznej HTL §wiadczy analiza produktow
reakcji stabej zasady z jego solg chlorowodorkowa. W tych warunkach utlenianie nie daje ho-
mocystyny, lecz otrzymuje si¢ amorficzng substancje polimerowa o wysokiej temperaturze top-
nienia, ktorej wtasciwos$ci rozpuszczalnosci sg podobne do keratyny [53]. Jesli natomiast chlo-
rowodorek HTL jest poddany ekstrakcji w obecnosci dichlorometanu, niezjonizowana wolna
zasada HTL jest ekstrahowana do warstwy organicznej, ktéra mozna wyizolowaé poprzez wy-

suszenie oraz odparowanie dichlorometanu. W wyniku tej czynnosci otrzymuje si¢ bezbarwny,
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lepki olej, ktory jest dobrze rozpuszczalny zarowno w wodzie, jak i rozpuszczalnikach orga-
nicznych. Olej ma ostry, siarkowy, rybi zapach. Po odstawieniu na godzing w obecnos$ci po-
wietrza w temperaturze pokojowej olej spontanicznie tworzy nierozpuszczalng bialg substancje
stalg [54]. Nalezy rowniez wspomniec€ o jego istotnej wiasciwosci fizykochemicznej, ktérg jest
wartos¢ wspotczynnika ujemnego logarytmu dziesigtnego stalej dysocjacji kwasowej (pKa) wy-
noszaca 6,67 [1], co jest wazne z punktu widzenia zywej komoérki, poniewaz w warunkach
fizjologicznych HTL wystepuje w postaci niezjonizowanej, dzigki czemu zwigzek ten jest ku-
mulowany w przestrzeni pozakomorkowej, czyli przedostaje si¢ do krwi 1 jest selektywnie wy-
chwytywany przez nerki, a nast¢pnie usuwany wraz z moczem [55].

Wplyw HTL na funkcje biologiczne zdrowych komorek i tkanek zbadano analizujagc zmiany
histopatologiczne u zwierzat doswiadczalnych. Wstrzykniecie tej substancji myszom droga
dootrzewnow3a i domig$niowg jest wyjatkowo toksyczne dla tych zwierzat, poniewaz spowo-
dowato szybka i wysoka $Smiertelnos¢ dla dawki od 0,2 do 2,0 mg/g masy ciata. Wolna zasada
HTL powoduje intensywng martwice tkanek w miejscu wstrzyknigcia oraz w obrgbie watroby,
nerek i innych narzadéw, prowadzac do $mierci z powodu zapalenia otrzewnej, krwotoku
1 wewnatrznaczyniowych zakrzepow fibrynowych. U osobnikow, ktore przezyty wstrzyknigcie
domigs$niowe, HTL wytwarza obszary martwicy tkanek otoczone zwldknieniem, ostrym i prze-
wleklym stanem zapalnym angiogenezy, powstawaniem ziarninowania, przerostem nerwow
oraz tworzeniem metaplastycznego nabtonka ptaskiego z hiperkeratoza. Miejscowe stosowanie
wolnej zasady homocysteiny w postaci tiolaktonu na ogolona skore¢ nie jest szczegodlnie tok-
syczne, ale po przeprowadzeniu eksperymentu zaobserwowano owrzodzenie, zwidknienie,
ostre i przewlekle zapalenie, angiogeneze, hiperkeratozg, dysplazje oraz rozwoj mikroinwazyj-
nego raka plaskonabtonkowego. Badanie to pokazuje, ze tiolakton homocysteiny sprzyja two-
rzeniu si¢ keratyny przez nabtonek ptaskonablonkowy, zaburza procesy komorkowe niezbedne
do przezycia, powoduje dysplazje nabtonka, rozrost zregbu, a takze wewnatrznaczyniowe
skrzepy 1 ma dziatanie rakotworcze [56]. Angiogenng, desmoplastyczng reakcj¢ zapalng ota-
czajacg nowotwory ztosliwe oraz zwigkszong sktonno$¢ do powstawania skrzeplin u chorych
na raka mozna ttumaczy¢ wptywem nadmiaru HTL wytwarzanego przez komorki nowotwo-
rowe otaczajace tkanki tgczne oraz agregacje ptytek krwi [56, 57].

Homocysteina jest powszechnie uznawana za czynnik ryzyka rozwoju miazdzycy te¢tnic wien-
cowych, mézgowych 1 obwodowych. Uwaza si¢, ze czynniki etiologiczne wywolujace miaz-
dzyce tetnic, takie jak: palenie papierosow, spozywanie alkoholu, czy nieodpowiednia dieta,
zwigkszajg konwersje Met do Hcey, ktdra jest nastepnie przeksztatcana w HTL, czyli cykliczny

wewnatrzczgsteczkowy tioester. Zwiekszona synteza HTL towarzyszy chorobom zwyrodnie-
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niowymi. Badajac przyczyne rozwoju miazdzycy tetnic stwierdzono wysokie stgzenie tego
zwigzku w plynach ustrojowych, co wigcej w komodrkach nowotworowych zauwazono pod-
wyzszong wewnatrzkomorkowg produkcje HTL. Ta reaktywna forma Hcy reaguje z wolnymi
grupami aminowymi lipoprotein o matej gestosci (LDL), powodujac agregacje i zwickszong
podatno$¢ na wytracanie i wychwytywanie homocysteinylowanego LDL, co wyjasnia odkta-
danie si¢ tych lipidow w blaszkach miazdzycowych [58-60]. W uktadzie krwiono$nym czto-
wieka homocysteinylowane agregaty LDL ulegajg fagocytozie przez makrofagi, w wyniku
czego tworzg si¢ komorki piankowate. Za czynnik inicjujacy powstawanie blaszek miazdzyco-
wych uwaza si¢ wlasnie komorki piankowate. Nastepnie HTL, uwalniany z homocysteinylo-
wanego LDL w $cianie naczyniowej, sprzyja uszkodzeniu btony wewngtrznej, utlenianiu cho-
lesterolu 1 nienasyconych lipidow, agregacji ptytek krwi, czynnikom zakrzepowym, przero-
stowi blony wewnetrznej migs$nia sercowego, zwtoknieniu i zwapnieniu blaszek miazdzyco-
wych [61]. Powigzanie zmian miazdzycowych z HHcy spowodowang réoznymi dziedzicznymi
zaburzeniami metabolizmu homocysteiny jest kluczowym zwigzkiem przyczynowo-skutko-
wym, ktory doprowadzil do powstania homocysteinowej teorii miazdzycy [42, 62, 63]. Od
czasu odkrycia tej teorii, miazdzycowy wptyw akumulacji homocysteiny zostal ustalony na
podstawie kilku badan. U zwierzat poddanych eksperymentom wywotano HHcy, a nastgpnie
po przeprowadzonych obserwacjach stwierdzono u tych zwierzat zmiany miazdzycowe po-
dobne do tych obserwowanych u 0s6b ze zmianami miazdzycowymi naczyn krwionosnych
[42]. Badanie pacjentéw z chorobg miazdzycowa tetnic mézgowych, wiencowych i obwodo-
wych wykazato podwyzszony poziom homocysteiny we krwi w poréwnaniu z grupg kontrolna,
u ktorej nie wystepowata ta choroba [64]. Nieprawidlowos$ci hormonalne wywotane niedoczyn-
noscig tarczycy, czy przyjmowaniem doustnych srodkow antykoncepcyjnych, a takze przewle-
kta niewydolno$¢ nerek, sa rowniez czynnikami podwyzszajacymi poziom Hecy we krwi [65].
W badaniu pacjentow ptci meskiej wykazano, ze HHcy wiaze si¢ ze zwigkszonym ryzykiem
zawatu migs$nia sercowego [66]. Obecnie HHcy jest ogdlnie uznawana jako niezalezny czynnik
ryzyka choroby wiencowej serca i innych postaci choréb naczyn krwionosnych [29, 67].

Po odkryciu waznych aminokwasow siarkowych, tj. Met, Hey 1 jej pochodnej, czyli HTL na
poczatku XX wieku, wykazano, ze Hcey jest kluczowym zwigzkiem posrednim w metabolizmie
Met, reakcjach transmetylacji i konwersji Met do cystationiny i Cys na drodze transsulfuracji
[68]. Niewiele jednak byto wiadomo o znaczeniu Hey w rozwoju chorob cztowieka do 1962 r.,
kiedy to kilku pacjentéw z uposledzeniem umystowym, osteoporoza oraz zakrzepica zylna
1 tetnicza wydalato homocysteing wraz z moczem w duzych st¢zeniach [69]. Stwierdzono, ze

uwarunkowane genetycznie niedobory trzech enzyméw metabolizmu Met i Hey, tj. CBS,

18



MTHEFR i SMet powoduja wydalanie takiej ilosci Hcy wraz z moczem w przypadkach homo-
cystynurii [70-72]. Obserwacja blaszek miazdzycowych u pacjentéw z homocystynurig spowo-
dowang niedoborami ktoregokolwiek z powyzszych trzech enzyméw doprowadzita badaczy do
wniosku, ze Hcy jest czynnikiem powodujacym rozwdj miazdzycy, poprzez bezposredni
wplyw tego aminokwasu na §ciany t¢tnic. Poniewaz podwyzszenie poziomu Hey we krwi byto
czestym czynnikiem rozwoju miazdzycy, wyciagnieto wniosek, ze ten niebiatkowy aminokwas
powoduje powstawanie blaszek tetniczych przez bezposredni wplyw na komorki budujace
$ciany tetnic [62, 72, 73].

W 1974 r. przeprowadzono badanie wpltywu zastgpienia Met przez Hcy na rozwdj komorek
nowotworowych wzgledem normalnych komoérek w hodowli. Eksperyment ten wykazat, ze ko-
moérki nowotworowe wymagaja Met do wzrostu w pozywce hodowlanej zawierajacej Hey, ko-
balaming i kwas foliowy, w przeciwienstwie do normalnych komorek, ktore mogg rosnaé w tej
pozywce bez dodatku Met [74]. W doswiadczeniach z hodowlami komorek ztosliwych HTL
znakowany promieniotworczym izotopem siarki S3°, wnikat w strukture biatek poprzez wytwo-
rzenie wigzania peptydowego z grupami aminowymi biatek, podczas gdy takiego wigzania nie
zaobserwowano w hodowli normalnych komoérek [75]. Okrycie wigzania si¢ HTL z biatkami
komorek ztosliwych przeprowadzono poprzez wykrycie znakowanego HTL dzigki ponizszemu
eksperymentowi. W pierwszej kolejnosci przeprowadzono wytragcenie biatka uzyskanego z ho-
mogenatdéw zlosliwych kultur komérkowych poprzez poddanie dziataniu biatka goracym kwa-
sem trichlorooctowym. Nastgpnie przeprowadzono proteolityczng hydroliz¢ enzymatyczna
1 hydrolize alkaliczng, ktore powodowaty przejscie zwigzanego HTL do roztworu. Nastepnie
przeprowadzono analiz¢ chromatograficzng otrzymanego hydrolizatu kultur komérkowych. Na
podstawie otrzymanych wynikow analizy wykryto HTL znakowany promieniotworcza siarka.
Wyniki te pozwolily ustali¢, ze HTL bierze udziat w reakcji z wolnymi grupami aminowymi
bialek komorek zto§liwych poprzez wigzanie peptydowe w procesie zwanym homocysteinyla-
cja [58]. Na podstawie otrzymanych wynikéw eksperymentow stwierdzono, ze tiolacja makro-
czastek takich jak: biatka, kwasy nukleinowe i glikozaminoglikany przez HTL jest bardziej
preferowana w komorkach ztosliwych, niz w komoérkach prawidlowych [75]. Potwierdzeniem
na gromadzenie si¢ HTL w komorkach nowotworow ztosliwych jest wykazanie niewielkich
ilosci pochodnej Hey w komoérkach nowotwordéw ztosliwych pobranych od pacjentow [76].
Homocysteinylacja biatek bton komoérkowych 1 glikozaminoglikandw poprzez nadmierng aku-
mulacj¢ HTL moze by¢ odpowiedzialna za rozlegle nieprawidtowosci w funkcjonowaniu btony
komorkowej, takie jak zwiekszony tadunek ujemny, reaktywno$¢ immunologiczng z powodu

tiolowanych antygen6éw i zmieniong funkcje mitochondriow [77].
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Homocysteinylacja biatek

We wczesnych badaniach Hcy wykryto w osoczu i moczu pacjentéw z niedoborem CBS
lub MTHFR [78, 79], ale jej obecnos¢ nie byta obserwowana u 0séb zdrowych. Zaskakujaca
w tych badaniach byta niemozno$¢ wykrycia Hey w tkankach pacjentéw z niedoborem CBS
lub MTHFR [73, 80]. N-homocysteinylacja biatka zostata po raz pierwszy odkryta w badaniach
metabolizmu HTL w hodowli komorek cztowieka. Badania te wykazaty, ze fibroblasty pobrane
od pacjentow z niedoborem CBS oraz komorki po transformacji nowotworowej od pacjentek
z rakiem piersi, produkujg wigcej HTL 1 N-homocysteinylowanych biatek niz komorki zdro-
wych os6b [50]. Mechanizm biologiczny N-homocysteinylacji obejmuje dwa etapy. Pierwszy
obejmuje biosyntezg HTL, gdzie czasteczka Hcy zostaje zaktywowana przez syntetazg metio-
nylo-tRNA, ktora nastgpnie taczy si¢ z ATP. Nastepnie dochodzi do cyklizacji Hey do pierscie-
nia HTL poprzez odtaczenie AMP, w wyniku czego powstaje wewnatrzczasteczkowy tioester
HTL (réwnanie 1 i rysunek 3). To wysokoenergetyczne wigzanie tioestrowe jest odpowie-
dzialne za reaktywno$¢ chemiczng HTL wobec grup aminowych w biatkach. W drugim etapie

HTL reaguje z resztami biatkowymi, dajac biatka N-Hcy (rysunek 4) [50, 81, 82].
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Rys. 4. N-homocysteinylacja bialka przez tiolakton homocysteiny.

Proces N-homocysteinylowania bialek niesie ze sobg wiele niekorzystnych konsekwencji.
Jedng z nich jest to, ze biatka N-Hcy maja sktonnos¢ do agregacji 1 wytracania z roztworéw
[60, 81-83], co moze indukowac $mier¢ komorek, poniewaz biatka, w tym wazne enzymy bio-
race udzial w procesach zyciowych, zostaja zdezaktywowane [84]. Kolejne badania wykazaty,
ze agregacja bialek wywotana przez N-homocysteinylacje obejmuje amyloidowe przeksztatca-
nie biatek o strukturze gltéwnie helikalnej, takich jak albumina [85].
2. Przeglad metod oznaczania tiolaktonu homocysteiny

Literatura zawierajaca procedury oznaczania HTL jest niezbyt obszerna i liczy 18 publika-
cji naukowych. Opisywane w nich metody dotycza oznaczania tego zwigzku chemicznego

w roznych matrycach:
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e plynach ustrojowych cztowieka, takich jak mocz, osocze, $lina,

e komorkach bakterii, drozdzy, cztowieka,

e mieszaninie reakcyjnej.
Jednak cztery ze wszystkich metod [86-89], nie zawieraly w sobie zadnych danych dotyczacych
wyznaczania ktoregokolwiek parametru walidacyjnego, dlatego ich nie opisano. Natomiast po-
zostate metody przedstawiono w taki sposob, aby scharakteryzowac je pod katem sposobu po-
bierania oraz przygotowania probki do analizy, rodzaju zastosowanej techniki analitycznej
(chromatografia, elektroforeza lub analiza przeplywowa) oraz warunkow prowadzenia analizy
dang technika, a takze zakresu liniowosci, warto$ci precyzji i doktadnosci oraz warto$ci granic
wykrywalnosci i oznaczalnosci.
2.1. Metoda analizy przeplywowej

Pierwsza metoda wykorzystujaca technike analizy przeptywowej byla zaproponowana do
jednoczesnego oznaczania HTL 1 Hey w moczu cztowieka [90]. Oznaczanie HTL polegalo na
rozcienczeniu 50 uL moczu poprzez dodanie 450 uL wody i 500 pL roztworu zawierajacego
zawiesing nanoczastek ztota modyfikowanych fluorowanymi §rodkami powierzchniowoczyn-
nymi. Otrzymang mieszanin¢ pozostawiono na 20 min w temperaturze pokojowej w celu ad-
sorpcji na powierzchni nanoczastek Hey obecnej w moczu. Nastepnie nanoczastki oddzielono
od roztworu poprzez odwirowanie przy 18000 obr./min przez 20 min. Do analizy przeptywowe;j
wykorzystano klarowny roztwoér. Aparatura do wykonania analizy przeptywowej sktadata si¢
z pompy perystaltycznej, 10-kanatowego zaworu, przeplywowego detektora spektrofluoryme-
trycznego pracujacy z wysoka czuto$cig. Teflonowe rurki stanowity przylacza przeptywowe
(Srednica wewnetrzna 0,5 Iub 0,7 mm), z wyjatkiem przylacza zastosowanego w pompie pery-
staltycznej, ktére wykonane bylo z rurek termoplastycznych. Rurke reakcyjng o dlugosci
100 cm 1 0,5 mm $rednicy wewngetrznej) ciasno owini¢to wokot metalowego preta (dtugose:
10 cm, $rednica: 4,6 mm) i termostatowano do zadanej temperatury (z doktadnoscig do 0,1°C),
stosujac termostat kolumny od chromatografu cieczowego. Procedura oznaczania HTL sktadata
si¢ z nastgpujacych krokow: 50 ul OPA o stezeniu 10 mmol/l, 50 pul NaOH o stezeniu 1 mol/l
1 150 ul probki wprowadzono w tej kolejnosci do petli magazynujacej przez odpowiednie porty
zaworu wielokanalowego. W nastepnym kroku przeptyw odwrocono, w wyniku czego poszcze-
golne strefy zostalty wprowadzone do rurki reakcyjnej z szybko$cia przeptywu 0,6 ml/min.
W rurce nastepuje najpierw reakcja hydrolizy HTL do Hcy, a zaraz potem reakcja derywatyza-
cji utworzonej Hcy z OPA. Detekcja utworzonej pochodnej zachodzita przy stosowaniu dtugo-

$ci fali wzbudzenia wynoszacej 370 nm, rejestrujgc emisj¢ promieniowania przy dtugosci fali
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480 nm. Walidacja prezentowanej metody obejmowata kalibracje, wyznaczenie LOD i LOQ
oraz precyzji. Kalibracja obejmowata zakres stgzen HTL od 2 do 30 umol/L moczu. Otrzymana
krzywa kalibracyjna wykazata charakter linowy w badanym zakresie st¢zen, a jej rownanie
miato posta¢ y = 29,12 - X + 1,24, natomiast wspotczynnik korelacji R wynosit 0,998. Wartos¢
LOD dla HTL, obliczona na podstawie odchylenia standardowego nachylenia prostej kalibra-
cyjnej, wyniosta 0,6 umol/L moczu, zas jako LOQ przyjeto stezenie 2 pmol/L moczu (najnizszy
poziom stezenia na krzywej kalibracyjnej). Precyzj¢ wewnatrzdniowa wyznaczono poprzez
przygotowanie dwoch serii 8 probek moczu. Dla pierwszej serii zawarto§¢ HTL wynosita
2 umol/L, za$ dla drugiej 10 umol/L. Wartosci RSD wyrazonego w procentach dla obydwu
serii miescily si¢ w przedziale od 1,1 do 2,4%. Precyzje migedzydniowa wyznaczono poprzez
obliczenie wzglednego odchylenia standardowego dla wartosci wspotczynnika kierunkowego
prostej dla krzywych kalibracyjnych przygotowanych w ciagu szesciu nienastepujacych po so-
bie dni. Na podstawie wynikow eksperymentow warto$¢ precyzji miedzydniowej wyniosta
5,9%.

2.2. Metody chromatograficzne

Chromatografia gazowa:

Jedna z pierwszych metod wykorzystujacych chromatografi¢ gazowa byta przeznaczona
do oznaczania HTL w osoczu [91]. W procedurze oznaczania wykorzystano ekstrakcje do fazy
stalej (SPE) jako element przygotowania probki, derywatyzacj¢ analitu za pomocg bezwodnika
heptaflouorobutanowego (HFBA) oraz separacje¢ za pomocg chromatografii gazowej sprzezo-
nej ze spektrometrem mas. Osocze pozyskiwano z petnej krwi pobranej do probowek zawiera-
jacych EDTA (jako odczynnik antykoagulujacy). Probki osocza przygotowywano w nastgpu-
jacy sposob. Do jednorazowej borokrzemowej probowki dodano 200 uL osocza i 10 uL roz-
tworu deuterowanego HTL (ds-HTL) o stgzeniu 5 pumol/L jako standardu wewnetrznego. Mie-
szaning wymieszano i odwirowano przez 60 s. Nastepnie probke odbiatczano przez dodanie
1 mL acetonitrylu (ACN) po czym ponownie odwirowano przy 1000 x g przez 5 min. Roztwor
supernatantu przeniesiono do nowej probowki borokrzemowej i odparowano rozpuszczalnik
w 40 °C w atmosferze azotu. Pozostato$¢ rozpuszczono w 1 mL ACN i naniesiono na 3 mL
kolumienke¢ SPE. Kolumienke wczesniej kondycjonowano w nastepujacy sposob: 5 mL wody,
2 mL metanolu 1 2 mL heksanu. Po przepuszczeniu roztworu probki przez kolumienke, kolu-
mienki przemywano 1 mL octanu etylu, po czym pozostawiono do wyschnigcia w temperaturze
pokojowej przez 3 min. Na koniec HTL eluowano za pomoca 4 mL metanolu, za$ eluat wysu-

szono w atmosferze azotu w 40 °C. W dalszej kolejnosci przeprowadzono derywatyzacje
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analitu poprzez rozpuszczenie probki w 50 uL ACN i 50 uL HFBA, po czym mieszaning inku-
bowano w 60 °C przez 30 min w suchym bloku grzejacym. Po reakcji derywatyzacji odparo-
wano HFBA strumieniem azotu a pozostato$¢ rozpuszczono w 200 uL heksanu. Rozdzielanie
HTL przeprowadzono stosujac kolumne HP-5ms o wymiarach: dlugo$¢ catkowita — 30 m, sred-
nica wewnetrzna — 0,25 mm, grubos$¢ filmu 0,25 um. Faze ruchoma stanowit hel, ktory prze-
puszczano przez kolumne ze stalg predkoscig przeptywu wynoszaca 1 mL/min. Probki wpro-
wadzano do uktadu chromatograficznego w objetosci 2 puL z wykorzystaniem dozownika typu
split/splitless ktory pracowal w trybie pulsacyjnym bez podziatu strumienia. Podczas analizy
chromatograficznej temperatura dozownika wynosita 250 °C, za$ temperatur¢ kolumny wyno-
szaca 50 °C utrzymywano przez 1 min po czym podwyzszono z predkoscig 15 °C/min do
300 °C i utrzymywano przez 1 min. Pochodng HTL-HFBA analizowano za pomoca spektro-
metru mas z wykorzystaniem trybu jonizacji chemicznej ujemnymi jonami w atmosferze me-
tanu. Monitorowano dwie warto$ci jonow molekularnych (m/z) 293 dla HTL-HFBA oraz 297
dla d4-HTL. Krzywa kalibracyjng sporzadzono w zakresie stezen HTL od 0 do 0,040 umol/L
osocza, przy stalej ilosci standardu wewnetrznego ds-HTL (365 nmol), odczytujac pole po-
wierzchni sygnatu pochodzacego od HTL oraz obliczajac stosunek pol powierzchni sygnatow
HTL wzgledem pola powierzchni sygnatu ds-HTL. Na rysunku 5 przedstawiono sze$ciopunk-

towa krzywg kalibracyjng uzyskang dla HTL w osoczu.
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Rys. 5. Krzywa kalibracyjna HTL w probkach osocza wykonana na podstawie stosunkow
pol powierzchni sygnaléw pochodzacych od HTL i ds-HTL [91].

Powyzsza zalezno$§¢ wykazata charakter liniowy w badanym zakresie stezen, gdzie
R%=0,9949. Wewnatrzdniowa oraz miedzydniowa precyzja przy stalym stezeniu HTL wyno-

szacym 0,0052 pmol/L wyniosta odpowiednio 0,96% i 3,9%. W publikacji nie podano warto$ci
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doktadno$ci metody. Z kolei warto$ci granic wykrywalno$ci (LOD) i oznaczalnosci (LOQ) wy-
znaczono na podstawie nastepujacych wzorow: LOD = 3,3 - SD/S, LOQ = 10 SD/S, gdzie
S oznacza warto$¢ nachylenia krzywej a SD odchylenie standardowe wyrazu wolnego.
W zwigzku z czym otrzymano nastepujace wartosci tych granic: 0,0017 umol/L dla LOD oraz
0,0052 pmol/L dla LOQ. Podj¢to takze probe oznaczenia HTL w probkach osocza, otrzymana
zawartosci tego zwigzku w osoczu wyniosta 0,018 i 0,025 umol/L, ktére byty znacznie wyzsze
od wartosci LOQ. Przyktadowy chromatogram uzyskany po analizie osocza wykorzystujac po-

dane powyzej warunki chromatograficzne przedstawiono na rysunku 6.
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Rys. 6. Przykladowy chromatogram uzyskany po analizie osocza za pomocg techniki
GC-MS. Czarna linia - chromatogram uzyskany podczas monitorowania jonu molekular-
nego 293 m/z dla HTL. Szara linia - chromatogram uzyskany podczas monitorowania
jonu molekularnego 297 m/z dla d4-HTL. Czas retencji HTL wynosi 10,84 min [91].

Druga z opisywanych metod byla pierwszg wykorzystujaca chromatografie gazowa do
oznaczania HTL w moczu cztowieka [92]. Do procedury oznaczania stosowano tradycyjng eks-
trakcje ciecz-ciecz (LLE) podczas etapu przygotowania probki, przeprowadzono derywatyza-
cj¢ analitu za pomocg chloromréwczanu izobutylu (ICF), za§ do analizy moczu stosowano
chromatograf gazowy sprz¢zony z spektrometrem mas. Probki porannego moczu do badan po-

brane od 12 pozornie zdrowych wolontariuszy, 5 me¢zczyzn i 7 kobiet w wieku 25 - 46 lat, byly
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analizowane od razu po ich dostarczeniu do laboratorium albo przechowywane w temperaturze
-80 °C. Procedura przygotowania probki moczu byta nastepujaca: 150 uL moczu wymieszano
z 250 uL 0,05 mol/L buforu fosforanowego o pH = 7. Nastepnie dodano 50 uL ICF, a otrzy-
mang probke wzbogacono 50 pL roztworu laktonu homoseryny (HSL), tak aby jego stezenie
koncowe wynosito 2 nmol/L moczu i mieszano przez 20 s. Do probki dodano 300 pL chloro-
formu, a otrzymang mieszaning energicznie mieszano za pomocg worteksu przez 3 min przy
3000 x g, po czym odwirowano przy 14000 x g przez 3 min. W kolejnym etapie warstwe chlo-
roformowa przeniesiono do polipropylenowych fiolek 1 odparowano do sucha
w temperaturze 60 °C. Otrzymang pozostato$¢ rozpuszczono w 80 uL octanu etylu i wymie-
szano przez 3 min przy 3000 x g. Do uktadu chromatograficznego wprowadzono 1 pL otrzy-
manego roztworu. Podczas analiz chromatograficznych wykorzystywano nastepujgce warunki:
kolumna kwarcowa o dlugosci 60 m i srednicy wewnetrznej 0,25 mm z warstwa filmu
o grubosci 0,25 um, gaz nosny stanowit hel, ktorego predkosé przeptywu wynosita 1 mL/min.
Temperaturg dozownika ustawiono na 270 °C. Kolumng termostatowano w 120 °C przez 2 min
po czym warto$¢ ta zwigkszano do 270 °C z predkoscig 30 °C/min, ktora nastepnie utrzymy-
wano przez 8 min. Probke wprowadzano w trybie podziatu strumienia w stosunku 10:1. Detek-
tor spektrometrii mas pracowal w trybie jonizacji strumieniem elektronow przy energii 70 eV,
gdzie temperatur¢ zrodta jondw ustawiono na 230 °C. Temperatura kwadrupola wynosila
150 °C, za$ temperatura interfejsu z MS byta ustawiona na 250 °C. Detektor ustawiono na
monitorowanie nastepujacych jonow molekularnych 161,1 m/z oraz 189,1 m/z dla pochodne;j
HTL, a 146,1 m/z dla pochodnej HSL. W nastgpnym etapie przeprowadzono kalibracj¢ metody,
podczas ktorej probki moczu byly wzbogacane standardem HTL o wzrastajacych stezeniach
w zakresie od 0,01 do 0,20 umol/L moczu. Krzywa kalibracyjng sporzadzono poprzez wyzna-
czenie zaleznosci stosunku pol powierzchni sygnatéw pochodzacych od HTL 1 HSL od stezenia
HTL w moczu. Zalezno$¢ ta wykazata charakter liniowy w badanym zakresie stezen, otrzy-
mano réwnanie prostej w postaci y = 1,485x, gdzie R? byt rowny 0,999. Doktadnosé¢ metody
miescita si¢ w zakresie od 98% do 103,2%, za$ precyzja metody wewnatrz- oraz miedzydniowa
miescita si¢ w zakresie odpowiednio 6,4 - 9,5% oraz 10,7 - 16,9%. Wartosci LOD i LOQ wy-
znaczono metodg stosunku sygnatu do szumu S/N (S oznacza wysoko$¢ sygnatu dla analitu
a N wysoko$¢ szumu linii podstawowej). W zwigzku z tym eksperymentalnie wyznaczone war-
tosci LOD 1 LOQ byly nastepujace 0,005 oraz 0,010 pmol/L moczu. Powyzsza metoda wyko-
rzystano do analizy probek moczu od 12 ochotnikéw. Wyznaczona zawartos¢ HTL w moczu

byla w zakresie od 0,007 do 0,162 pumol/L moczu. Podczas wyznaczania ste¢zenia HTL
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w probkach moczu okazato si¢, ze w dwoch przypadkach zawarto§¢ HTL byta nizsza od LOQ,
jednakze RSD otrzymanych wynikéw byto mniejsze niz 5%. Reprezentatywny chromatogram

przedstawiono na rysunku 7.
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Rys. 7. Reprezentatywny chromatogram prébki moczu, w ktorej stezenie HTL wynosilo
13,5 pmol/L moczu [92].

Trzecia metoda dotyczyta oznaczania HTL w §linie oraz moczu [93]. W tej procedurze do
przygotowania probki do analizy stosowano tradycyjng LLE, nastgpnie derywatyzacje analitu
za pomocg N-metylo-N-(trimetylosililo)trifluoroacetamidu (MSTFA) z 1% trimetylochlorosi-
lanu (TMCS) dla probek $liny oraz za pomoca MSTFA z 1% bezwodng pirydyna. Do analizy
probek wykorzystywano chromatograf gazowy sprz¢zony z detektorem spektrometrii mas. Wa-
runki pobierania oraz przechowywania probek $liny 1 moczu byly nastepujace: poranng sling
oraz mocz pobierano od pozornie zdrowych ochotnikow, przy czym probki $liny byly odwiro-
wane przy 12 000 x g przez 10 min w temperaturze 4 °C. Analiz¢ obu rodzajow probek prze-
prowadzano zaraz po ich otrzymaniu lub przechowywano w temperaturze -81 °C. Proces przy-
gotowania probki sktadat si¢ z nastgpujacych etapow: pobierano 300 puL moczu lub $liny
I mieszano z 100 uL 0,2 mol/L buforu fosforanowego o pH = 7,8. Nastgpnie mieszanin¢ eks-
trahowano przy pomocy 800 pL mieszaniny CHCIls/MetOH (2:1, v/v) wytrzasajac za pomoca
worteksu przez 3 min. Po odwirowaniu (12 000 x g przez 2 min, 4 °C) pobrano 515 uL fazy
organicznej do probowki polipropylenowej o pojemnosci 1,5 mL i odparowano w prozni w
temperaturze 55 °C przez 15 min. Pozostalo§¢ poddano derywatyzacji za pomocg 25 uL
MSTFA z 1% TMCS lub 50 uL MSTFA z 1% bezwodna pirydyng przez 5 min w temperaturze
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50 °C, odpowiednio dla $liny i moczu. Po ochtodzeniu do temperatury otoczenia mieszaning
reakcyjng przeniesiono do fiolek i roztwor w objetosci 1 L wprowadzono do uktadu GC-MS.
Do analiz chromatograficznych stosowano jako gaz no$ny hel przy statej predkosci przeptywu
wynoszacej 1 mL/min. Do rozdzielania sktadnikow probki stosowano kolumng¢ o wymiarach
30 m (dhugos¢), 0,25 mm ($rednica wewnetrzna) i grubosci filmu 0,25 pum. Temperatura po-
szczegblnych podzespotéw GC byla nastgpujaca: dozownik — 280 °C, termostat piecowy —
146 °C przez 4,2 min, natomiast dla MS, ktéry pracowat w trybie jonizacji strumieniem elek-
tronow przy energii 70 eV, temperatura zrodta jonow detektora — 230 °C, temperatura kwadru-
pola — 150 °C, temperatura interfejsu z MS — 250 °C. Podczas detekcji poszczegdlnych jonow
detektor MS ustawiono na monitorowanie takich jonow molekularnych pochodnej
trimetylosililo-HTL jak 100,1 m/z, 115,1 m/z, 128,1 m/z oraz 161,1 m/z, gdzie warto$¢
128,1 m/z byta wybrana do oznaczen ilosciowych HTL. Podczas kalibracji metody prébki mo-
czu lub Sliny wzbogacono taka iloscig HTL, aby jego stezenia koncowe miescity si¢ w zakresie
od 50 do 1000 nmol/L. Nastepnie wyznaczono zalezno$¢ pola powierzchni piku od st¢zenia
HTL, gdzie otrzymane krzywe wykazaty w badanym zakresie stgzen charakter liniowy dla obu
rodzajow probek biologicznych. Rownanie prostej kalibracyjnej dla $liny mialo postaé
y =739,0x + 40,9 (R = 0,996), a dla moczu y = 761,2x + 46,4 (R = 0,998). Wyznaczone RSD
dla punktéw krzywej kalibracyjnej miescito si¢ w zakresie od 7,06% do 13,54% dla §liny oraz
od 2,23% do 14,47% dla moczu, za$ odzysk byt w zakresie od 98,7% do 112,6 oraz od 91,9%
do 110,9%, odpowiednio dla §liny oraz moczu. Na podstawie przeprowadzonej przez ekspery-
mentatorow walidacji metody wewnatrz- oraz miedzydniowej otrzymano, ze precyzja metody
wewnatrzdniowa nie przekraczata dla obu rodzajéw probek 12%, a dokladno$¢ metody mie-
Scita si¢ w zakresie 103 - 105% ($lina) oraz 103 - 111% (mocz). Z kolei precyzja metody mig-
dzydniowa nie przekraczata 15%, a doktadno$¢ metody byta od 90,2% do 100,5% dla s$liny
oraz od 91,2% do 103,3% dla moczu. Wyznaczono rowniez wartos¢ LOQ metody, ktérej od-
powiadato st¢zenie HTL dla ktorego otrzymywano wysokos¢ sygnatu 10 razy wigksza od wy-
sokosci szumu linii podstawowej, w zwigzku z tym stgzenie to wyniosto 0,05 umol/L §liny oraz
moczu. W kolejnym etapie po walidacji prezentowang metod¢ zastosowano do analizy probek
moczu od 18 ochotnikéw, ktorych stanowito 7 mezczyzn oraz 11 kobiet w wieku od 24 do
65 lat. Zawartos¢ HTL w $linie i moczu wynosita odpowiednio od 0,07 do 0,19 umol/L oraz
od 0,08 do 0,27 umol/L. Reprezentatywne chromatogramy probki sliny oraz moczu przedsta-

wiono na rysunku 8.
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Rys. 8. Reprezentatywne chromatogramy probki §liny (A) oraz moczu (B) — szara linia,
probek doszczepionych, gdzie stezenie HTL wynosito 0,5 umol/L — linia przerywana oraz
probek niezawierajacych analitu - linia czarna [93].

Kolejna metodg oznaczania HTL w obecnosci Met, Cys i Hcy w ludzkiej $linie za pomoca
chromatografii gazowej w potaczeniu z spektrometrig mas byta procedura opracowana przez
Piechocka z zespotem [94]. Procedura ta rozpoczyna si¢ od odwirowania 2 mL pobranej probki
$liny przy 12 000 x g przez 10 min w temperaturze 4 °C. Nastepnie, do 50 uL pobranego po
odwirowaniu roztworu znad osadu dodano 200 puL ACN i 10 pL roztworu 1 mol/L
tris(2-karboksyetylo)fosfiny. Otrzymang mieszaning wytrzasano (nie podano czasu wytrzasa-
nia), a nastepnie odwirowano przy 12 000 x g przez 5 min w temperaturze 10 °C. Po odwiro-
waniu, 200 uL gornej fazy organicznej przeniesiono do probowki polipropylenowej o pojem-
nosci 0,5 mL 1 odparowano rozpuszczalnik pod proznig przez 25 min w temperaturze
100 °C. Otrzymang pozostato§¢ rozpuszczono w 60 puL mieszaniny derywatyzujacej (N-me-
tylo-N-(trimetylosililo)trifluoroacetamid i 1% chlorotrimetylosilanu w pirydynie (1:1, v/v)).
Calos¢ wymieszano 1 inkubowano w temperaturze pokojowej przez 5 min, po czym mieszaning
reakcyjng przeniesiono do fiolki, a do uktadu chromatograficznego niezwtocznie wprowadzono
1 pL roztworu probki. Do przeprowadzania eksperymentéw wykorzystano chromatograf ga-
Zowy wyposazony w automatyczny podajnik probek, spektrometr mas, oraz dozownik typu
split/splitless, Rozdzielanie HTL od Met, Cys i Hcy prowadzono stosujac kolumne HP-5ms
o wymiarach: dlugo$¢ catkowita — 30 m, $rednica wewngtrzna — 0,25 mm, grubo$¢ filmu
0,25 um. Faze ruchomg stanowit hel, ktéry przepuszczano przez kolumne ze statg predkoscia
przeptywu wynoszaca 1 mL/min. W trakcie trwania analiz temperature dozownika ustawiono
na 280 °C. Chromatograficzne rozdzielanie wszystkich analitow prowadzono w warunkach

gradientu temperatury: przez pierwsze 5 min utrzymywano temperature 146 °C, ktora nastgpnie
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zwigkszono do 200 °C z predkoscig 5 °C/min, a potem z predkoscig 20 °C/min temperaturg
kolumny zwigkszono do 300 °C. Na koniec piec chromatografu schtodzono z predkoscia
20 °C/min. Pochodng trimetylosililo-HTL analizowano za pomocg spektrometru mas stosujac
tryb jonizacji elektronami przy energii 70 eV. Temperatura zrodta jonéw detektora wynosita
230 °C, temperatura kwadrupola — 150 °C, a temperatura interfejsu z MS — 250 °C. Podczas
detekcji poszczegolnych jonow pochodzacych od pochodnej HTL detektor MS ustawiono na
monitorowanie jondw 128,1 m/z oraz 161,1 m/z, gdzie warto$¢ 161,1 m/z byta wybrana do
oznaczen ilosciowych. Walidacja obejmowata takie parametry jak: selektywnos¢, liniowos¢,
granica oznaczalnosci (LOQ), doktadno$¢ 1 precyzja. Badanie selektywnosci przeprowadzono
poprzez analize §lepej proby wodnego roztworu i wodnego roztworu standardow zawierajacego
mieszaning HTL, Met, Cys 1 Hey o stezeniu 10 umol/l kazdy. Roztwér kazdego z badanych
zwigzkow przygotowano oddzielnie w celu upewnienia si¢, ze pojedynczy analit nie dal wigcej
niz jednego piku chromatograficznego. Zgodnie z rysunkiem 9A, mozna zauwazy¢ ze profil
elucji jest wolny od jakichkolwiek interferentow w czasie retencji analitow. W taki sam sposob
przeprowadzono sprawdzenie selektywnosci dla probki §liny. Natomiast na rysunku 9B mozna
zauwazy¢, ze na chromatogramie otrzymanym po analizie probki §liny wzbogaconej znanymi
ilo$ciami standardow HTL, Met, Cys i Hcy zaobserwowano przyrost wysokosci sygnatéw po-
chodzacych od analitow wzgledem sygnatow tych zwigzkéw na chromatogramie uzyskanym

po analizie Slepej proby.
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Rys. 9. Reprezentatywne chromatogramy roztworow standardow HTL, Met, Cys i Hey
oraz ludzkiej $liny. A - wodny roztwor Slepej proby (czarna linia) i roztwor wodnych stan-
dardow HTL, Met, Cys i Hcy (szara linia); B - préobka ludzkiej $liny (czarna linia) i ta
sama prébka z dodatkiem docelowych analitéw (10 pmol/L) (szara linia) [94].
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Ponadto badania selektywnosci obejmowaty ocene czystosci piku. W tym celu detektor MS
ustawiono na zbieranie widm w czasie trwania calej analizy chromatograficznej i poréwnywano
widma zarejestrowane podczas elucji kazdego z pikow pochodzacych od analitow. Co wazne,
zaobserwowano te same widma, uzyskane w roznych przekrojach sygnatu danego analitu.
Wskazuje to na brak interferencji ze strony innych zwiazkoéw zawartych w matrycy probki.

Kalibracj¢ metody przeprowadzono poprzez wzbogacanie probki $liny taka iloscig HTL, aby
jego stezenie koncowe miescito si¢ w zakresie od 1 do 20 umol/L $liny. Nastepnie wyznaczono
zalezno$¢ pola powierzchni piku od st¢zenia HTL. Otrzymana zalezno$¢ wykazata charakter
liniowy w badanym zakresie stezen, za$ otrzymane rownanie prostej kalibracyjnej miato postac
y =2,935x + 1,890 (R = 0,997). Wyznaczona precyzja metody wewnatrz- oraz migdzydniowa
miescita si¢ w zakresie odpowiednio 8,5 - 12,8% oraz 11,0 - 12,2%. Zakres wewnatrz- i mig-
dzydniowej doktadnosci metody wynosit odpowiednio 89,5 - 102,2% 1 92,5 - 101,5%. Warto$¢
LOQ wyznaczono eksperymentalnie metoda stosunku sygnatu do szumu. W tym celu probke
matrycy zastepczej, ktora stanowil 0,9% roztwor NaCl w 0,1 mol/l buforu fosforanowego
o pH 7.4, wzbogacono zmniejszajacymi si¢ stezeniami HTL i przygotowano zgodnie z proce-
durg opisang jak dla probki $liny. Na podstawie eksperymentéw jako LOQ przyjeto stezenie,
dla ktorego otrzymano wysokos$¢ sygnatu analitycznego 10 razy wyzsza od wysokosci szumu

linii podstawowe;j. Uzyskana warto§¢ LOQ dla HTL wyniosta 0,05 umol/L $liny.

Chromatografia cieczowa

Jedng z pierwszych metod oznaczania HTL za pomocg wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC) byta procedura przeznaczona do analizy probek ludzkich hodowli komor-
kowych [95]. W metodologii tej wykorzystano ludzka lini¢ komorkowa raka watroby (Hep G2)
oraz do analizy probek chromatograf cieczowy sprzezony z detektorem fluorescencyjnym. Li-
ni¢ komorkowg Hep G2 inkubowano na 60 mm szalkach w pozywce Harry’ego Eagle’a zmo-
dyfikowanej przez Renato Dulbecco (DMEM), ktéra zawierata 10% ptodowej surowicy bydle-
cej oraz penicyliny (100 jednostek/mL) i streptomycyny (100 pg/mL). Nastepnie komorki Hep
G2 hodowano w monowarstwie zmieniajac pozywke na §wieza co 3 dni, az do otrzymania na-
czynia zajetego przez komorki w 85%. Pozywke zamieniono na 4 mL DMEM zawierajaca 10%
dializowanej ptodowej surowicy bydlecej pozbawionej metioniny oraz antybiotykow. Potem
w ten sposob przygotowang hodowle inkubowano w atmosferze 5% CO2 przez 24 godziny.
Ekstrakty komorkowe przygotowywano po 4 oraz 24 godzinach inkubacji w pozywce wolnej

od metioniny. Po oddzieleniu komoérek od pozywki komorki przemyto 1 mL lodowatego
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roztworu soli fizjologicznej buforowanej fosforanem sodu i potasu (PBS), po czym komorki
zeskrobano i ekstrahowano 0,3 mL buforu do lizy komérkowej (10 mmol/L bufor fosforanowy
o pH = 6 zawierajacy 1% niejonowy surfaktant Triton X-100 oraz 0,1% SDS). Po 10 min prze-
trzymywania na lodzie, ekstrakt odwirowano przez 10 min przy 10 000 x g. Otrzymany super-
natant poddano procesowi redukcji i odbiatczania w nastepujacy sposob: 200 pL ekstraktu lub
pozywki hodowlanej rozcienczono dwukrotnie woda destylowang, dodano 200 pnL
2,5 mmol/L tris(2-karboksyetylo)fosfiny w 0,1 mol/L buforze fosforanowym o pH =6 i wy-
mieszano. Mieszaning przykryto i inkubowano w temperaturze 37 °C przez 10 min. Nastepnie
probke odwirowano przy 5 000 x g przez 20 min, a 200 uL supernatantu przenoszono do fiolKki
chromatograficznej, a do uktadu wprowadzano 20 uL probki. Podczas rozdzielania chromato-
graficznego stosowano nastgpujgce warunki: kolumna 0 wymiarach 150 mm x 4,6 mm
z wypetnieniem typu C30, przedkolumna o wymiarach 10 mm x 4 mm zawierajaca ten sam typ
wypelnienia, temperature kolumny ustawiono na 30 °C, faza ruchoma sktadata si¢ z mieszaniny
50 mmol/L kwasu fosforowego/NaOH (pH = 2) z metanolem w stosunku 98:2 (v/v), ktéra za-
wierata 0,5 mmol/L oktanosulfonianu sodu, a jej predkos¢ przeptywu wynosita 1 mL/min. Uzy-
skiwany eluat z kolumny mieszano w trojniku z 6 mmol/L aldehydem ortoftalowym (OPA)
(w 0,5 mol/L NaOH)), ktérego predkos¢ przeptywu wynosita 0,5 mL/min, po czym mieszanina
trafiata do spirali reakcyjnej, ktorg stanowita rurka teflonowa o wymiarach 0,5 mm ($rednica
wewnetrzna) x 10 m (dtugos¢). Dlugosci fal wzbudzenia oraz emis;ji detektora fluorescencyj-
nego wynosilty odpowiednio 370 nm oraz 480 nm. Kalibracj¢ metody przeprowadzono w za-
kresie stgzen HTL od 0,01 do 10 umol/L, a wyznaczona zalezno$¢ wykazata charakter liniowy.
Wyznaczona granica wykrywalno$ci dla HTL wyniosta 0,01 umol/L. Po wykonanej analizie
probki wzbogaconej znang iloscig HTL wyznaczono precyzje wewnatrzdniowa metody wyra-
zong wspotczynnikiem zmiennosci réwng 4,2%, z kolei wartos¢ miedzydniowej precyzji nie
przekraczala 7,7%. Odzysk metody wyznaczono poprzez dodanie znanej ilosci HTL do probki
przed procesem redukcji, a Srednia warto$¢ odzysku wyniosta 95,2 + 3,5%. Na rysunku 10

zostaly przedstawione reprezentatywne chromatogramy.
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Rys. 10. Reprezentatywne chromatogramy ekstraktow komorek Hep G2, gdzie
A — 1 umol/L HTL, B - ekstrakt komoérek Hep G2, C — ekstrakt komorek wzbogacony
1 pmol/L HTL, 1 - Hcy, 2 - HTL, 3 — glutation, 4 — histydyna [95].

Na koniec podjeto probe oznaczenia HTL w komodrkach Hep G2 za pomoca omawianej metody.
Na podstawie wynikéw eksperymentéw zaobserwowano zwigkszajaca si¢ zawartos¢ HTL
w kulturach komorek wraz z wydluzeniem si¢ czasu inkubacji, podczas stosowania pozywki
nie zawierajacej metioniny.

W kolejnej procedurze oznaczania HTL w probkach biologicznych takich jak komorki
bakterii, drozdzy oraz cztowieka, a takze ludzkim osoczu, wykorzystano chromatograf cie-
czowy sprzg¢zonej z detektorem z matrycg diodowa [96]. Podczas przygotowania probek komo-
rek do badan stosowano rozne rodzaje pozywek oraz warunki inkubacji. Komorki bakterii
Escherichia coli oraz Mycobacterium smegmatis inkubowano przez noc w temperaturze 37 °C
na pozywce M9, ktora zawierata mieszaning roznych soli oraz azot, z dodatkiem glukozy, ami-
nokwasow 1 witamin. Nastepnie otrzymang kulture zebrano poprzez odwirowanie przez 5 min
przy 10 000 x g i ponownie umieszczono w dwukrotnie wigkszej objetosci pozywki M9, ktora
dodatkowo zawierata D,L-Hcy. Komorki bakterii inkubowano w warunkach aerobowych na
watku przez 24h w temperaturze 30 °C. Z kolei komorki réznych szczepow drozdzy Saccharo-
myces cerevisiae inkubowano przez noc w temperaturze 30 °C na pozywce SD (Synthetic De-
fined mini medium), na bazie azotu bez aminokwasow, zawierajacej zrodla wegla takie jak glu-
koza, galaktoza, rafinoza, bursztynian lub ich kombinacje. Komorki potem zebrano poprzez
odwirowanie przez 5 min przy 5 000 x g i ponownie umieszczono w dwukrotnie wigkszej ob-

jetosci pozywki SD z dodatkiem D,L-Hcy, po czym komorki inkubowano przez 24 godziny
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w temperaturze 30 °C. Tymczasem, ludzkie komorki diploidalne $rédbtonka inkubowano jako
pojedyncza warstwe kultury komoérek na 10 cm szalkach Petriego z pozywka RPMI 1640, ktora
zawierata glukoze, sole, aminokwasy i witaminy, z dodatkiem 10% ptodowej surowicy bydlg-
cej, 50 ug/mL penicyliny oraz 100 pg/mL streptomycyny, w temperaturze 37 °C w atmosferze
5% CO2, 95% powietrza. W celu oznaczania HTL, na 3,5 cm szalk¢ naniesiono komorki 1 ho-
dowano do catkowitego jej pokrycia. Nastgpnie zuzyta pozywke zastgpiono nowa pozywka
(1,5 mL RPMI 1640 bez metioniny) zawierajaca dodatek 10% dializowanej ptodowej surowicy
bydlecej oraz D,L-Hcy, Met lub obydwa te zwigzki. Tak otrzymang hodowle inkubowano
w temperaturze 37 °C w atmosferze 5% CO., przez 24 godziny. Jednakze z powodu tego, ze
streptomycyna rozktada HTL, przed druga inkubacja komoérki monowarstwy byly doktadnie
przemyte PBS, po czym do rozwijania hodowli uzywano pozywki niezawierajacej streptomy-
cyny. Do oznaczania HTL, wszystkie rodzaje kultur komorkowych, tj. bakterii, drozdzy oraz
cztowieka, odwirowano (10 000 x g, przez 5 min w temperaturze 4 °C), otrzymany roztwor bez
komorek poddano ultrafiltracji na membranach typu cut-off, z kolei 20 uL ulrafiltratu rozcien-
czono do 50 uL woda o czystosci do HPLC i wprowadzono do uktadu chromatograficznego.
Do przeprowadzania analiz na zawarto§¢ HTL w osoczu, krew pobierano od zdrowych wolon-
tariuszy do proboéwek zawierajacych EDTA, ktére przechowywano w lodzie, za§ osocze otrzy-
mywano poprzez odwirowanie w temperaturze 4 °C, przy 2 000 x g przez 15 min. Nastepnie
0,5 - 1 mL osocza odbiatczono poprzez przefiltrowanie przez filtr membranowy typu cut-off.
Do adsorpcji HTL na weglu aktywnym odbiatczony filtrat przepuszczono przez weglowy sor-
bent, ktory zostal wezesniej przemyty roztworem PBS. W kolejnym kroku przeprowadzono
desorpcje¢ HTL poprzez trojkrotne przemycie weglowego sorbentu za pomocag
0,07 mL 20 mmol/L HCI. Otrzymany roztwor liofilizowano, a pozostato§¢ rozpuszczono
w 50 pL 20 mmol/L KoHPO41 wprowadzono do uktadu chromatograficznego. Do oznaczania
HTL w ludzkim osoczu wykorzystywano nastepujace warunki chromatograficzne: chromato-
graf cieczowy z recznym zaworem dozujagcym typu Rheodyne, ktorego petla miata objetose
0,1 mL oraz detektorem spektrofotometrycznym UV-Vis z matryca diodowg. Probki wprowa-
dzano na kolumng typu C18 o wymiarach 2,1 mm x 150 mm, o wielko$ci ziaren wypelnienia
3 um, temperatura kolumny wynosita 25 °C, za$ faze ruchoma stanowit 1% ACN w 10 mmol/L
buforze fosforanowym o pH = 7,4. Predko$¢ przeptywu fazy ruchomej wynosita 0,5 mL/min.
W trakcie analizy stosowano elucje¢ gradientowa, gdzie w pierwszej minucie faza ruchoma za-
wierata 1% ACN, nastepnie przez kolejne 4 minuty stezenie ACN wzrastato z 1% do 5%, po

czym zawartoS¢ ACN w fazie ruchomej znéw malala do 1%. Z kolei podczas analiz
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chromatograficznych probek ekstraktow E. coli, M. smegmatis, S. cerevisiae oraz ludzkich ko-
morek diploidalnych $rodblonka stosowano warunki chromatograficzne takie jak: kolumna ka-
tionitowa o wymiarach 2,1 x 200 mm, $rednica ziaren wypetnienia 5 um, faza ruchoma sktadata
si¢ z dwoch sktadnikow, gdzie sktadnikiem A byt roztwér 10 mmol/L diwodorofosforanu di-
sodu o0 pH = 5,0, za$ sktadnikiem B byl roztwo6r 200 mmol/L NaCl w 10 mmol/L diwodorofos-
foranie sodu. Predko$¢ przeptywu fazy ruchomej wynosita 0,5 mL/min. Po natozeniu probki na
kolumng sktadnik B stanowit 25% sktadu fazy ruchomej przez 0,5 min, po czym przez 5 min
zawarto$¢ sktadnika B wzrastata liniowo z 25% do 80% i przez kolejne 0,5 min utrzymywano
80% zawartosci sktadnika B, a nast¢gpnie w ciggu 3 min zawarto$¢ sktadnika B obnizano
z powrotem do 25% w fazie ruchomej. Sygnat analityczny pochodzacy od HTL rejestrowano
przy dlugosci fali wynoszacej 240 nm. Z poszczegdlnych elementdéw procesu walidacji metody
zostala opisana procedura kalibracji oraz podana warto$¢ precyzji metody i granicy wykrywal-
nos$ci. Krzywa kalibracyjna do oznaczania HTL w prdobkach biologicznych, sporzadzona w za-
kresie stezen od 0,1 do 500 umol/L, wykazata charakter liniowy, a wewnatrzdniowa precyzja

metody nie przekraczata 6,4%. Otrzymang zalezno$¢ przedstawiono na rysunku 11.
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Rys. 11. Zalezno$¢ absorbancji (AHTL = 240 nm) od stezenia HTL w roztworze kalibracyj-
nym [96].

W nastepnej kolejnosci przeprowadzono oznaczanie HTL w ekstraktach komorkowych w celu
wykazania ich zdolno$ci do syntezowania HTL w zalezno$ci rodzaju hodowli komérkowej oraz
dodatku Hcey i/lub Met w pozywce. Na rysunku 12 przedstawiono reprezentatywne chromato-

gramy uzyskane po analizie poszczegdlnych rodzajow ekstraktow komorkowych.
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Rys. 12. Reprezentatywne chromatogramy uzyskane po analizie poszczegolnych rodza-
jach ekstraktéw komorkowych. MetE — szczep E. coli z genetycznie indukowanym niedo-
borem syntazy metioniny; cys2cys4 - szczep S. cerevisiae z genetycznie indukowanym nie-
doborem p-syntazy cystationinowej; w.t. — typ dziki szczepu S. cerevisiae; SLK — linia
komoérek srodblonka czlowieka [96].

Przeprowadzono roéwniez oznaczanie HTL w ludzkim osoczu. W prdobkach osocza trzech wo-

lontariuszy zawarto$¢ HTL miescita si¢ w zakresie 0,07 - 0,2 umol/L, jednakze w probkach
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osocza pobranych od innych trzech wolontariuszy nie zaobserwowano sygnatu od oznaczanego
analitu.

Kolejna metoda, ktorg opracowano do oznaczania HTL, dotyczyta wykorzystania techniki
HPLC do analizy ludzkiego osocza na zawarto$¢ tego analitu [97]. W procedurze oznaczania
HTL wykorzystano odbiatczanie probki, ekstrakcj¢ ciecz-ciecz (LLE), rozdzielanie sktadnikow
ekstraktu za pomoca chromatografii cieczowej, pokolumnowg derywatyzacj¢ analitu za po-
mocg OPA oraz detekcje z wykorzystaniem detektora fluorescencyjnego. Osocze do ekspery-
mentOw otrzymano poprzez pobranie krwi od pozornie zdrowych ochotnikoéw w wieku od 35
do 76 lat, z ktorych 58,3% stanowili m¢zczyzni, bezposrednio do przechowywanych w lodzie
proboéwek zawierajacych EDTA. Nastepnie probki krwi natychmiast poddano wirowaniu
w temperaturze 4 °C, przy 2000 x g przez 15 min. Otrzymane osocze przechowywano
w temperaturze -80 °C. Probki osocza, w objetosci 400 pl, poddano odbialczaniu poprzez fil-
trawanie z wykorzystaniem filtrow membranowych typu cut-off. Do 200 uL bezbiatkowego
osocza dodano 10 uL roztworu 1 M K2HPO4 aby pH probki wynosito 8,0. Nastepnie przepro-
wadzono ekstrakcj¢ LLE za pomoca mieszaniny chloroform:metanol (2:1, v/v) w temperaturze
pokojowej. W celu rozdzielenia faz, mieszaning poddano odwirowaniu przy 15 000 x g przez
0,5 min w temperaturze 4 °C, po czym przeprowadzono reekstrakcj¢ HTL z fazy organicznej
do 200 pL 0,1 mol/L HCI Faze wodng liofilizowano, a pozostato$¢ rozpuszczono
w 20 uL wody dejonizowanej. Z otrzymanego roztworu pobrano 10 uL, dodano 10 uL fazy
ruchomej i cato§¢ wprowadzono do uktadu HPLC. Podczas rozdzielania chromatograficznego
stosowano ponizsze warunki: chromatograf cieczowy z recznym zaworem dozujgcym probki
(typ Rheodyne, objetos¢ petli 100 uL, objetos¢ wprowadzanej probki 10 - 20 uL), kolumna
kationitowa o0 wymiarach 150 x 1 mm, $rednica ziaren wypekienia kolumny 5 um, faza ru-
choma sktadala si¢ z roztworu 10 mmol/L buforu fosforanowego 0 pH = 6,6, ktory zawierat
5 mmol/L NaCl, predkos¢ przeptywu fazy ruchomej wynosita 0,15 mL/min. Pokolumnowa de-
rywatyzacj¢ przed detekcja fluorymetryczng przeprowadzono za pomoca roztworu 2,5 mmol/L
OPA w 0,25 mol/L NaOH. Po separacji na kolumnie chromatograficznej eluat byl mieszany
z roztworem OPA, ktéry do ukltadu chromatograficznego dostarczano za pomocg trdjnika
z predkoscig przeptywu 0,07 mL/min. Mieszanina byta przepuszczana przez teflonowg rurke
reakcyjng o dlugosci 3 m i $rednicy wewnetrznej 300 um, po czym pochodna HTL trafiata do
detektora, ktorego dlugos¢ fali wzbudzenia ustawiono na 370 nm, a dlugo$¢ rejestrowanej fali

emisji na 480 nm. Podczas walidacji metody przeprowadzono jej kalibracje stosujac stezenia
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HTL w osoczu w zakresie 0,001 - 0,04 umol/L, a wyznaczona zalezno$¢ wykazata w tym za-

kresie stezen charakter liniowy. Na rysunku 13 przedstawiono uzyskang krzywa kalibracyjna.
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Rys. 13. Zalezno$¢ fluorescencji od stezenia HTL w osoczu czlowieka [97].

Granica wykrywalno$ci zostala wyznaczona z wykorzystaniem nastepujacego wzoru:
3,3 - SD/S, gdzie S to wspolczynnik nachylenia prostej kalibracyjnej, a SD odchylenie standar-
dowe wyrazu wolnego i wynosita 0,00036 umol/L. Przeprowadzono oznaczanie HTL w ludz-
kim osoczu pobranym od 60 ochotnikow stosujac opracowang procedure, a wyznaczona zawar-
to$¢ HTL w probkach osocza miescita si¢ w zakresie od 0 do 0,0348 umol/L osocza. Reprezen-

tatywne chromatogramy uzyskane po analizie osocza przedstawiono na rysunku 14.

25

55 Hcy HTL
S
E
= 157
g 1
g 10+ 2

ol 3

0 2 4 é 8 1'0

Czas retencji [min]

Rys. 14. Reprezentatywne chromatogramy ludzkiego osocza, gdzie 1 — stezenie HTL
rowne 6,7 nmol/L osocza, 2 — stezenie HTL réwne 2,8 nmol/L osocza, 3 — probka osocza
potraktowana NaOH przed analiza HPLC, 4 — roztwor standardu HTL (100 fmol) [97].
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Nastepna z opisywanych procedur byta pierwsza metoda oznaczania HTL w ludzkim mo-
czu, w ktorej wykorzystano technikg chromatografii cieczowej [55]. W procedurze oznaczania
wykorzystano nastepujgce elementy: pobranie i przechowywanie probki porannego moczu,
przygotowanie probki do badan poprzez ekstrakcje SPE na weglu aktywnym, rozdzielanie
chromatograficzne sktadnikdéw probki, pokolumnowa derywatyzacje¢ analitu za pomoca OPA
oraz detekcje fluorymetryczng. Probki moczu pobrane od zdrowych ochotnikow w wieku
30 - 57 lat przechowywano do badan w 10 mL porcjach w -80 °C. Nastepnie 500 uL moczu
przefiltrowano za pomocg filtrow membranowych typu cut — off w temperaturze 4 °C, po czym
do 250 pL filtratu dodano 20 uL KoHPO4, aby doprowadzi¢ pH probki do wartosci 8,0. Otrzy-
mang mieszaning zmieszano z 10 mg wegla aktywnego. Przed uzyciem wegiel aktywny byt
dwukrotnie przemyty 100 uL 1 mol/L HCI, 100 uL soli fizjologicznej buforowanej fosforanem,
anakoniec 100 uL wody dejonizowanej. Uwolnienie czasteczek HTL z wegla aktywnego prze-
prowadzono poprzez trojkrotne przemycie 100 pL 10 mmol/L HCI. Otrzymany roztwor pod-
dano liofilizacji, a nastgpnie pozostato$¢ rozpuszczono w 100 uL fazy ruchomej, z czego
10 pL zostato pobrane i wprowadzone do uktadu chromatograficznego. Podczas analiz z wy-
korzystaniem aparatu do HPLC stosowano nast¢pujace warunki oraz parametry: chromatograf
cieczowy wyposazony w reczny zawor dozujacy typu Rheodyne (objetos¢ petli 100 uL), katio-
nitowa kolumna o wymiarach 150 x 1 mm, $rednica ziaren wypetnienia Sum, typ elucji izokra-
tyczny, gdzie faza ruchoma sktadata si¢ z roztworu buforu fosforanowego o stezeniu 10 mmol/L
1 pH = 6,6 zawierajagcego 5 mmol/L NaCl, predkos¢ przeptywu ustawiono na 0,15 mL/min. Po
separacji HTL zostal poddany derywatyzacji pokolumnowej z OPA, gdzie roztwor odczynnika
derywatyzujacego o stezeniu 2,5 mmol/L w 0,25 mol/L NaOH dostarczany byt za pomoca tréj-
nika, z predkoscia przeptywu 0,7 mL/min. Nastgpnie mieszanina trafiata do teflonowej rurki
reakcyjnej o dtugos$ci 3 m i Srednicy wewnetrznej 0,3 mm oraz do detektora fluorymetrycznego,
gdzie nastgpowata detekcja wytworzonej pochodnej stosujac wzbudzenie czasteczki przy dtu-
gosci fali 370 nm 1 rejestrujac emisje przy dlugosci fali 480 nm. Prezentowang metode skali-
browano w zakresie st¢zen od 0,1 do 500 nmol/L, otrzymana krzywa kalibracyjna wykazala
charakter liniowy w badanym zakresie. Precyzje wewnatrzdniowa oraz miedzydniowa wynio-
sty odpowiednio 7,1% oraz 12%. Za pomoca prezentowanej metodologii po raz pierwszy wy-
kryto obecno$¢ HTL w ludzkim moczu. Stezenie HTL w badanych probkach moczu miescito
si¢ w zakresie od 0,011 do 0,4737 umol/L, przy czym $rednie stezenie wynosito 0,1448 umol/L.
Na rysunku 15 zaprezentowane zostaly reprezentatywne chromatogramy uzyskane po analizie

moczu cztowieka.
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Rys. 15. Reprezentatywne chromatogramy ludzkiego moczu, gdzie gérny wykres —
probka moczu po 5 min inkubacji roztworem NaOH o stezeniu 0,1 mol/L, Srodkowy wy-
kres — probka moczu zawierajagca HTL o stezeniu 538 nmol/L, dolny wykres — roztwor
standardu (HTL — pik nr 3) [55].

Kolejna metoda oznaczania HTL w moczu czlowieka, byta pierwsza w ktérej wykorzysty-
wano derywatyzacje kolumnowa w trakcie analizy chromatograficznej [98]. W sktad procedury
oznaczania wchodzity przygotowanie probki do badan poprzez ekstrakcje SPE, rozdzielanie
chromatograficzne, kolumnowa derywatyzacja analitu za pomoca OPA oraz detekcja fluory-
metryczna. Probki moczu, ktore do badan pobrano od zdrowych ochotnikow w wieku
30 — 57 lat, przechowywano do czasu analizy w 10 mL porcjach w temperaturze -80 °C. Pro-
cedura przygotowania probki do analizy byta nastepujaca: do 2 mL moczu dodano 200 pL
0,2 mol/L buforu fosforanowego o pH = 7,7 1 wymieszano. Otrzymang mieszaning naniesiono
na kolumienki do SPE z wypetnieniem typu C-18, ktore przed uzyciem kondycjonowano 2 mL
2-propanolu, 1 mL 0,2 mol/L buforu fosforanowego o pH = 7,7. Po naniesieniu probki, w celu
wymycia zanieczyszczen, ztoze kolumienek przemyto 250 uL 0,02 mol/L HCI w 50% wodnym
roztworze metanolu. Elucj¢ HTL przeprowadzono stosujac 250 uL 0,02 mol/L HCI w 70%
wodnym roztworze ACN, po czym pobrano 20 uL otrzymanego roztworu i wprowadzono na
kolumne chromatograficzng. Podczas analiz chromatograficznych stosowano chromatograf
cieczowy z automatycznym dozownikiem probek, kolumn¢ chromatograficzng typu PRP-1
o0 wymiarach 150 x 4,6 mm i $rednicy ziaren wypelnienia 5 um, elucj¢ izokratyczna, gdzie faza
ruchoma sktadata si¢ z 0,01 mol/L OPA w 0,1 mol/L NaOH oraz 30% ACN, a jej predkos¢
przeplywu wynosita 1 mL/min. Podczas separacji chromatograficznej stosowano nastgpujace
parametry detekcji spektrofluorymetrycznej: dtugo$¢ fali wzbudzenia 370 nm, dtugo$¢ fali emi-
sji 480 nm. Przeprowadzono walidacj¢ metody, podczas ktorej wyznaczono linowos¢, precyzje,
doktadnos¢, wartos¢ LOQ oraz specyficzno$¢ metody. Sporzadzono siedmiopunktowg krzywa

kalibracyjng w zakresie stezen HTL 20 - 3000 pumol/L moczu, wykorzystujac zaleznos¢
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wysokosci sygnatu wzgledem stezenia analitu. Wyznaczona zalezno$¢, w badanym zakresie
stezen, wykazata charakter liniowy. Na jej podstawie wyznaczono rownanie prostej w postaci
y=0,0195 - x + 1,3, a warto$¢ kwadratu wspotczynnika korelacji liniowej wyniost R? = 0,9986.
Precyzj¢ oraz doktadnos¢ metody wyznaczono dla trzech stezen reprezentujacych caty zakres
krzywej kalibracyjnej, gdzie warto$¢ pierwszego st¢zenia byta bliska poczatku zakresu zalez-
nosci, drugie w jego polowie, a trzecie blisko konca zakresu. Probki moczu byty przygotowane
pigciokrotnie w ten sam sposob jak opisano powyzej, przy czym do probki moczu dodano od-
powiednig ilo$¢ standardu HTL, aby jego stezenia wynosity 0,025, 1,500, 2,800 umol/L moczu.
Na podstawie uzyskanych wynikdéw precyzja metody nie przekraczata 6,5%, a doktadno$¢ me-
tody mies$cila si¢ w zakresie 96,3 - 106,1%. Wartos¢ LOQ wyznaczono metoda pomiaru sto-
sunku sygnatu do szumu S/N, gdzie S oznacza warto$¢ wysokosci sygnatu, a N warto§¢ wyso-
ko$ci szumu. Specyficzno$¢ metody wyznaczono poprzez doszczepienie probki moczu meta-
bolicznie powigzanymi tiolami, takimi jak: cysteing, cysteinyloglicyna, glutationem, y-gluta-
mylocysteina, lizyna, leucyna, tryptofanem, treoning, kwasem glutaminowym, seryna, alaning
oraz metioning, a uzyskany chromatogram oceniono wizualnie poprzez zidentyfikowanie sy-
gnatow pochodzacych od dodanych sktadnikoéw. Przy zastosowaniu warunkéw kolumnowe;j
derywatyzacji analitow, widoczny byl tylko sygnat pochodzacy od HTL. Opracowang metode
oznaczania HTL w moczu czlowieka zastosowano do analizy probek rzeczywistych. Stezenia
HTL w moczu pobranym od 15 osdb miescily si¢ w zakresie od 0,025 do 0,297 umol/L moczu,
a wartos$¢ srednia wyniosta 0,103 £ 0,089 umol/L moczu. Uzyskane reprezentatywne chroma-

togramy uzyskane po analizie moczu cztowieka przedstawiono na rysunku 16.

Wysokos¢ sygnalu [%F]

Czas retencji [_min]
Rys. 16. Reprezentatywne chromatogramy uzyskane po analizie moczu czlowieka.
1 — mocz doszczepiony 0,4 umol/L HTL, 2 — prébka moczu bez doszczepienia, 3 — probka
moczu inkubowana w roztworze NaOH oraz H,02[98].
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Kolejng znang chromatograficzng metoda oznaczania HTL w ludzkim osoczu byta pierw-
sza, ktora wykorzystywata chromatograf cieczowy sprzezony z tandemowym detektorem spek-
trometrii mas (LC-MS/MS) [99]. W procedurze oznaczania zastosowano nastepujace etapy
przygotowania probki: ekstrakcje mieszaning ACN 1 wody (zawierajacg 1% siarczanu(VI)
cynku) w stosunku 70:30, rozdzielanie chromatograficzne oraz detekcje za pomoca spektrome-
tru mas. Probki osocza uzyskane z lokalnego centrum krwiodawstwa byty przechowywane
w temperaturze -86 °C do czasu prowadzenia eksperymentow. Procedura przygotowania probki
byta nastepujaca: do 20 pL osocza dodano 200 uL roztworu ekstrakcyjnego (ACN:1% wodny
roztwor ZnSQOas, 70:30), a otrzymang mieszaning wytrzasano przez 1 min, po czym odwirowano
przy 7 840 x g przez 10 min. Podczas analiz chromatograficznych korzystano z nastgpujacych
parametrow pomiarowych: chromatograf cieczowy sprzezony z tandemowym detektorem
spektrometrii mas, wyposazony w automatyczny podajnik probek, do rozdzielania chromato-
graficznego stosowano kolumne typu HILIC o wymiarach 50 mm x 4,6 mm, §rednica ziaren
wypehienia 3,5 pm. Temperatura kolumny wynosita 25 °C. Faza ruchoma sktadata si¢ z dwoch
sktadnikéw, gdzie sktadnikiem A byl ACN z 0,1% kwasem mrowkowym, a sktadnikiem B byta
woda z 0,1% kwasem mréwkowym. Podczas separacji stosowano elucje gradientowa w trakcie
ktorej zawartos¢ sktadnika A malata z 70% do 50% przez 5 min, po czym wzrastata z powrotem
do 70% w ciggu 4 min, a na koniec pozostawiono uktad chromatograficzny przy takim sktadzie
fazy na 5 min. Predkos¢ przeptywu fazy ruchomej wynosita 0,5 mL/min, a do analizy pobierano
20 pL supernatantu. Z kolei parametry detektora MS jakie stosowano podczas rozdzielania
chromatograficznego byty nastgpujace: jonizacja poprzez elektrorozpylanie w dodatnim trybie
jonizacji, napigcie jonizacji 5500 V, temperatura 300 °C, podczas oznaczen iloSciowych moni-
torowano dwa rodzaje jonow, tj. molekularny oraz fragmentacyjny dla HTL ktérych m/z wy-
nosity odpowiednio 118 1 56. Walidacj¢ prezentowanej metody przeprowadzono poprzez wy-
znaczenie liniowosci, wartosci LOQ oraz LOD, doktadnosci oraz precyzji metody. Kalibracje
metody przeprowadzono poprzez wzbogacenie osocza znang iloscig HTL, aby uzyska¢ jego
koncowe stezenia W zakresie od 0,5 do 32,5 umol/L osocza. Otrzymana zalezno$¢ wykazata
charakter liniowy, dla ktorej wspotczynnik korelacji R2 wyniost 0,995. Wyznaczona przez eks-
perymentatorow granica oznaczalno$ci wyniosta doktadnie 0,5 umol/L osocza, ktora zdefinio-
wano jako stezenie, ktore wyznaczono z doktadnoscig 80 - 120% i precyzja <20%. Ekspery-
mentalnie wyznaczona warto$¢ LOD wynosita natomiast 0,105 pmol/L. Wewnatrz- oraz mig-
dzydniowa precyzja miescita si¢ w zakresach odpowiednio 6,49 - 13,56 % oraz 6,98 - 13,37%,

za$ wewnatrz- oraz miedzydniowa doktadnos¢ metody wyniosta odpowiednio 96,79 - 106,61%
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oraz 98,84 - 111,54%. Podczas oznaczen HTL w prébkach rzeczywistych krew pobrano od
sze$ciu zdrowych ochotnikéw do probdwek zawierajacych EDTA. Osocze zostato oddzielone
od krwi poprzez odwirowanie przez 10 min przy 1960 x g, po czym przygotowane zgodnie
z powyzej opisang procedurg. Wyznaczona zawartos§¢ HTL w ludzkim osoczu miescita si¢
w zakresie od 0,11 do 0,25 umol/L osocza. Na rysunku 17 przedstawiono reprezentatywny

chromatogram probki osocza zdrowego ochotnika.
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Rys. 17. Reprezentatywny chromatogram probki osocza zdrowego ochotnika [99].

Ostatnig z opisywanych metod jest chromatograficzna metoda oznaczania HTL w moczu
myszy, ktora wykorzystywata kationowymienng odmian¢ chromatografii cieczowej [100]. Pro-
cedura przygotowania probki moczu byla nastgpujaca: w pierwszej kolejnosci w celu zobojet-
nienia dodatnio natadowanej kwasowej postaci czasteczki HTL do 10 pL moczu dodano 10 pL
1 mol/L K2HPO4. Cato$¢ utrzymywano w niskiej temperaturze za pomoca lodu. Nastgpnie do
otrzymanej mieszaniny dodano 100 pL lodowatego roztworu ekstrakcyjnego sktadajacego sig
z chloroformu i metanolu w stosunku 2:1 (v/v), po czym cato$¢ wytrzasano przez 5 min. Dolna
warstwe organiczng (chloroformowa) zebrano do innej proboéwki, do ktorej potem dodano
100 uL 0,1 mol/L HCI i ponownie wytrzasano przez 5 min. W nastepnej kolejnosci odczekano
chwile w celu rozdzielenia fazy wodnej od fazy organicznej. Gorng faz¢ wodng zebrano do
nowej probowki 1 poddano odparowaniu za pomocg koncentratora prézniowego W temperatu-
rze 70 °C przez 40 min. Pozostato$¢ po odparowaniu rozpuszczono w 50 uL wody, z czego
pobrano 5 pL otrzymanego roztworu, ktory wprowadzono do uktadu chromatograficznego.
Podczas analiz chromatograficznych stosowano nastgpujace parametry pomiarowe: chromato-

graf cieczowy wyposazony w automatyczny podajnik probek, zaawansowany modut
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dostarczania fazy ruchomej, spektrofotometryczny detektor UV-Vis z matryca diodowg o wy-
sokiej rozdzielczosci, a takze reczny zawor dozujacy typu Rheodyne, ktorego petla miata obje-
tos¢ 0,1 mL. Do rozdzielania chromatograficznego stosowano kationowymienng kolumne po-
lisulfoetyloaspartamidowa o wymiarach 35 mm x 2 mm, $rednica ziaren wypeltnienia 5 pum,
a wielko$é porow 300 A. Podczas separacji stosowano elucje izokratyczna stosujac faze ru-
choma sktadajacg si¢ z roztworu buforu fosforanowego o stezeniu 10 mmol/L i pH = 6,6, za-
wierajacego 30 mmol/L NaCl, przy czym predkos¢ przeptywu ustawiono na 0,6 mL/min. Po
separacji chromatograficznej HTL zostat poddany derywatyzacji pokolumnowej za pomocg od-
czynnika derywatyzujacego OPA o st¢zeniu 2,5 mmol/L w 0,25 mol/L NaOH. Roztwor OPA
dostarczany byt za pomocg trojnika z predkoscia przeptywu 0,3 mL/min. Nastgpnie mieszanina
trafiata do teflonowej rurki reakcyjnej o dtugosci 3 m i $rednicy wewngtrznej 0,3 mm i kolejno
do detektora fluorymetrycznego, gdzie detekcja wytworzonej pochodnej nastepowata przy za-
stosowaniu dlugosci fali wzbudzenia wynoszacej 370 nm i rejestrujac emisje promieniowania
przy dtugosci fali 480 nm. Kalibracje metody przeprowadzono w zakresie stezen HTL od
0,2 do 20 umol/L moczu myszy. Precyzja metody wewnatrzdniowa miescita si¢ w zakresie
2,7-10,3%, z kolei precyzja metody miedzydniowa w zakresie 9,3-13,9%. Na rysunku 18

przedstawiono uzyskang krzywga kalibracyjna.
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Rys. 18. Zalezno$¢ fluorescencji od stezenia HTL w moczu myszy [100].

Prezentowang metod¢ oznaczania HTL zastosowano do analizy probek moczu, pobranych od
pieciu myszy z genetycznie indukowanym niedoborem enzymu CBS oraz w probkach moczu
pobranych od pigciu zdrowych myszy. Na podstawie uzyskanych wynikow u myszy z niedo-
borem CBS $rednia zawarto§¢ HTL w moczu wyniosta 10,8 + 4,14 umol/L. Z kolei w probkach
moczu zdrowych myszy stezenie HTL bylo ponizej zakresu oznaczalnosci metody
(<0,2 umol/L moczu). Na rysunku 19 przedstawiono reprezentatywny chromatogram po ana-

lizie prébki moczu myszy.
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Rys. 19. Reprezentatywne chromatogramy mysiego moczu, gdzie 1 — prébka moczu po-
brana od myszy z niedoborem CBS, 2 — probka moczu pobrana od myszy z niedoborem
CBS wzbogacona 20 pmol HTL, 3 — prébka moczu potraktowana 0,1 mol/L NaOH przed
analiza HPLC [100].

2.3. Metody elektromigracyjne

Pierwsza elektroforetyczna metoda oznaczania HTL zostata opracowana do wyznaczania
zawartosci tego zwigzku w mieszaninie reakcyjnej [101]. W procedurze oznaczania HTL, ktory
byl jednym z sktadnikow mieszaniny wykorzystano wodne roztwory standardéw, separacj¢ po-
szczegolnych analitow za pomoca strefowej elektroforezy kapilarnej (CZE) oraz detekcje spek-
trofotometryczng. Probke stanowit wodny roztwor standardow, z ktorych jednym ze skladni-
kéw byt HTL. Celem pracy bylo rozdzielenie wszystkich sktadnikow i jednoczesne oznaczanie
poszczeg6lnych zwiazkow tiolowych. Podczas analiz elektroforetycznych stosowano nastgpu-
jace warunki 1 parametry pomiarowe: aparat do elektroforezy kapilarnej wyposazony w auto-
matyczny podajnik probek oraz detektor spektrofotometryczny, kapilara krzemionkowa o wy-
miarach: $rednica wewnetrzna — 75 um, dtugos$¢ catkowita — 40 cm (dlugos¢ efektywna —
30 cm), temperatura kapilary 15 °C, obj¢tos¢ wprowadzanej probki 35 nL (48 mbar przez 7 s).
Separacje sktadnikow prowadzono stosujgc napigcie 15 kV 1 dodatkowe ci$nienie wynoszace
7 mbar. Elektrolit podstawowy (BGE) stanowit 40 mmol/L bufortris (2-amino-2-(hydroksyme-
tylo)propan-1,3-diol), ktéry miareczkowano 1 mol/L kwasem fosforowym(V) do uzyskania pH
= 1,6. Przed kazda analiza kapilara byla ptukana w nastepujacej sekwencji: roztworem
0,1 mmol/L HCI przez 0,5 min, po czym roztworem BGE przez 1 min. Detekcje sygnalow
pochodzacych od HTL rejestrowano stosujac dtugos¢ fali wynoszaca 232 nm. Kalibracje me-
tody przeprowadzono w zakresie stezen HTL od 0,02 do 2 mmol/L. Otrzymana zalezno$¢ pola
powierzchni wzgledem st¢zenia HTL wykazata charakter liniowy, gdzie wspotczynnik korela-
cji linowej R? wynosit 0,999, a réwnanie prostej miato nastepujaca posta¢ y = 21,943 - x — 95,

Sprawdzono réwniez powtarzalno$¢ uzyskiwanych pol powierzchni sygnaléw analitycznych
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pochodzacych od HTL oraz czasow jego migracji przy zastosowaniu dodatkowego ci$nienia
podczas analizy elektroforetycznej oraz bez przyktadania ci$nienia. Otrzymano wigksze pola
powierzchni sygnalow po analizie, podczas ktérej nie przyktadano ci$nienia, lecz czasy migra-
cji analitéw byty dtuzsze. Wyznaczono LOD metodg stosunku sygnatu do szumu, ktory usta-
lono na 3. St¢zenie HTL odpowiadajagce LOD wynosito 1 umol/L. Rysunek 20 przedstawia
reprezentatywny elektroforegram uzyskany po analizie mieszaniny reakcyjnej wszystkich ana-

litow.
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Rys. 20. Reprezentatywny elektroforegram uzyskany po analizie mieszaniny standardow
wszystkich analitow, gdzie 1 - HTL [101].

Druga metoda elektroforetycznego oznaczania HTL dotyczyla wyznaczenia zawartosci
analitu w moczu cztowieka [102]. W procedurze tej wykorzystano ekstrakcje ciecz-ciecz jako
element przygotowania probki do analizy, pierwszy etap zat¢zania z wykorzystaniem spigtrza-
nia na drodze wprowadzania probki ze wzmocnieniem pola (FASI), drugi etap zat¢zania przez
zmiatanie za pomocg micelarnej elektrokinetycznej chromatografii (sweeping-MEKC), roz-
dzielanie elektroforetyczne wg mechanizmu MEKC oraz detekcje spektrofotometryczng UV-
Vis. Probki do badan porannego ludzkiego moczu otrzymano od pozornie zdrowych wolonta-
riuszy i przechowywano w temperaturze -20 °C lub analizowano zaraz po pobraniu. Procedura
przygotowania probki byta nastgpujaca: 300 L moczu przeniesiono do probéwek polipropy-
lenowych o objetosci 1,5 mL, dodano 20 uL 0,1 mol/L Na;HPO4 i dodano 1,5 mL roztworu
ekstrakcyjnego, ktory stanowita mieszanina chloroformu i metanolu w stosunku objetoscio-
wym 2:1 (v/v). Otrzymang mieszaning wytrzasano przez 10 min, ktéra nastepnie odwirowano
przy 12 000 x g przez 1 min. Po czym pobrano 850 puL warstwy chloroformowej, ktorg prze-
niesiono do probowki polipropylenowej o objetosci 1,5 mL i odparowano do sucha, a otrzy-

mang pozostatos¢ rozpuszczono w 0,0075 mol/L HCI. Cze$¢ tak otrzymanego roztworu
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wprowadzono do kapilary. Wszystkie analizy elektroforetyczne przeprowadzono stosujac na-
stepujace warunki i parametry pomiarowe: aparat do elektroforezy kapilarnej wyposazony
w automatyczny podajnik probek oraz detektor spektrofotometryczny, kapilara krzemionkowa
o $rednicy wewnetrznej 50 um 1 dtugosci catkowitej 60 cm (dtugos¢ efektywna 51,5 cm), tem-
perature kapilary ustawiono na 25 °C, pomi¢dzy analizami kapilar¢ przemywano w nastepuja-
cej kolejnosci: woda dejonizowang przez 1 min, 0,1 mol/L NaOH przez 1 min, ponownie woda
dejonizowang przez 1 min oraz 5 min za pomocg BGE. Przed analiza kapilar¢ przemywano
0,1 mol/L buforem fosforanowym o pH = 6,0, nastgpnie probka zostala elektrokinetycznie
wprowadzona do kapilary przyktadajac do elektrod napigcie 15 kV przez 20 s, nastepnie fiolki
z roztworem BGE zostaly zamienione na roztwor fosforanow o stezeniu 0,1 mol/L i pH = 4,75
zawierajacy 15% ACN 1 0,1 mol/L soli sodowej kwasu dodecylosiarkowego (SDS) 1 w celu
separacji przytozono napigcie o wartosci 20 kV. Analityczna dlugos$¢ fali zostala ustawiona na
240 nm. Walidacje metody przeprowadzono poprzez wyznaczenie liniowosci, wartosci LOD
oraz LOQ), a takze precyzji oraz doktadno$ci metody. Kalibracje metody przeprowadzono me-
todg dodatku wzorca w zakresie stezen HTL od 0,1 do 1,0 umol/L moczu, gdzie uzyskana
zalezno$¢ wysokosci sygnatu wzgledem stezenia analitu wykazata charakter liniowy o rowna-
niu prostej w postaci y = 1,971 - x + 0,0147, przy czym wspotczynnik korelacji liniowej miat
posta¢ R? = 0,9968. Na rysunku 21 przedstawiono uzyskang krzywa kalibracyjng do oznacza-

nia HTL w probkach moczu.
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Rys. 21. Krzywa kalibracyjna HTL w prébkach moczu wykonana na podstawie wysokoSci
sygnalow pochodzacych od HTL [102].
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Warto§¢ LOQ zostata wyznaczona eksperymentalnie poprzez przygotowanie serii probek mo-
czu o malejagcym stezeniu HTL. Na podstawie wynikow eksperymentow LOQ odpowiadato
stezeniu HTL, dla ktérego uzyskano wysoko$¢ sygnatu analitycznego dziewigciokrotnie wigk-
szego od wysokos$ci szumu linii podstawowej. Zgodnie z powyzszym, dla LOQ stezenie to wy-
niosto 0,09 umol/L. moczu. Wewnatrz- oraz mi¢dzydniowa precyzja i doktadnos¢ metody mie-
Scity si¢ w zakresie odpowiednio 3,2 - 14,4% ($rednio 5,1% oraz 9,3%) oraz 92,5 - 112,6%
($rednio 99,8% oraz 99,1%). Przeprowadzono oznaczanie HTL za pomocg opracowanej me-
tody w probkach moczu u 15 pozornie zdrowych ochotnikdéw, a probki przygotowano zgodnie
z procedurg opisang powyzej. Zawartos¢ HTL w moczu miescita si¢ w zakresie od 129 do
0,229 umol/L moczu, gdzie warto$¢ $rednia wynosita 0,17 + 0,29 umol/L moczu. Reprezenta-

tywny elektroforegram uzyskany po analizie probki moczu przedstawiono na rysunku 22.
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Rys. 22. Reprezentatywne elektroforegramy probki moczu (linia kropkowana), moczu

wzbogaconego 0,100 pmol/L. HTL (czarna linia) oraz prébki moczu inkubowanego
z 0,1 mol/L NaOH (szara linia) [102].

2.4. Podsumowanie i porownanie metod oznaczania tiolaktonu homocysteiny
Wszystkie opisane wczesniej metody zebrano i przedstawiono w formie tabeli 1. Analizu-

jac dane zebrane w ponizszej tabeli mozna zauwazy¢, ze wickszo$¢ z metod opiera si¢ na
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oznaczaniu HTL w prawdopodobnie najtatwiej dostepnym materiale diagnostycznym tj. w mo-
czu [55, 90, 92, 93, 98, 100, 102]. W czterech procedurach oznaczano HTL w osoczu [91, 96,
97, 99], a w dwodch w $linie [93, 94]. Sposrod opublikowanych metod, az 11 wykorzystuje
w celu separacji techniki chromatografii cieczowej lub gazowej [55, 91-100], tylko dwie bazuja
na elektroforezie kapilarnej z detekcja UV-Vis [101, 102], natomiast jedna opiera si¢ na wstrzy-
kowej analizie przeptywowej [90] Do metod charakteryzujacych si¢ najkrétszymi catkowitymi
czasami analizy (uwzgledniajgcymi etap przygotowania probki), nalezy procedura HPLC [96]
do oznaczania HTL w komorkach bakterii, drozdzy, czy ludzkich liniach komorkowych, oraz
procedura CE [101] stuzaca do oznaczania HTL w mieszaninie reakcyjnej. W praktycznie
wszystkich procedurach uwzgledniono etap przygotowania probki, najczesciej poprzez prze-
prowadzenie ekstrakcji LLE lub SPE oraz reakcji derywatyzacji. Metoda GC-MS [91] charak-
teryzowala si¢ najnizsza wartoscig LOQ wynoszaca 0,0052 umol/L osocza, z kolei najszerszy
zakres liniowosci, wynoszacy od 0,0001 do 0,5 umol/L moczu otrzymano dla procedury ozna-

czania HTL w ludzkim moczu [55].
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3. Elektroforeza kapilarna
3.1. Podstawy teoretyczne

Techniki elektroforetyczne sg znane niemalze na calym $wiecie i znajdujg zastosowanie
w wielu dziedzinach badan naukowych, m. in. biologicznych czy chemicznych, oraz wykorzy-
stywane sg w rutynowych analizach zaréwno klinicznych, farmaceutycznych jak i sSrodowisko-
wych. Ale po raz pierwszy termin ,,elektroforeza” zostal sformutowany w 1909 r., ktéry zdefi-
niowano ruchem natadowanych czastek pod wptywem przytozonego pola elektrycznego. Od-
krywcag tej techniki separacyjnej byt Leonor Michaelis [103]. Z kolei w 1937 r. pierwszym,
ktéry zastosowat elektroforeze do rozdzielenia sktadnikow mieszaniny biatek byt Arne Wil-
helm Kaurin Tiselius. Dzigki swojej pracy 11 lat pdzniej otrzymat Nagrode Nobla za osiggnie-
cia w dziedzinie chemii [104]. Przetomowym momentem w rozwoju elektroforezy kapilarne;j
byt 1967 rok, kiedy to Stellan Hjertén zastosowat szklane kapilary, dodatkowo zmodyfikowane
metyloceluloza, o §rednicy wewngtrznej 3 mm, co pozwolitlo mu na wyeliminowanie przeptywu
elektroosmotycznego i nadmiernego wydzielania ciepta [105, 106]. Dalsze badania potwier-
dzily zasadno$¢ stosowania kapilar o matych srednicach wewnetrznych. W 1983 roku James
Wallace Jorgenson i Krynn DeArman Lukacs wykorzystali kapilary wykonane z krzemionki,
ktorych srednica wewngtrzna wynosita ponizej 100 um. Dzigki zastosowaniu tak niewielkiej
srednicy jak na tamte czasy, osiagneli wysoka wydajno$¢ rozdzielania, a na podstawie uzyska-
nych wynikow eksperymentdw opisali teoretyczne aspekty analizy elektroforetycznej [107].
Kolejny wazny krok w kierunku rozwoju techniki elektroforezy miat miejsce w 1984 r., kiedy
to Shigeru Terabe zastosowat dodatek w postaci srodkow powierzchniowo czynnych do spo-
rzagdzania BGE. Odpowiednie stezenie srodka powierzchniowo czynnego skutkowato tworze-
niem si¢ miceli jonowych w roztworze wodnym, co umozliwialo rozdzielenie analitow obojet-
nych, czyli takich, ktore nie posiadaty tadunku elektrycznego w swojej czasteczce lub ktorych
tadunki dodatnie i ujemne znajdujace si¢ w czasteczce kompensuja si¢ wzajemnie [108].
Za pomocy technik elektromigracyjnych rozdzielanie analizowanych sktadnikow probki moz-
liwe jest dzigki przyktadanemu napigciu, ktore powoduje wystapienie dwoch zjawisk elektro-
kinetycznych — elektroforezy i elektroosmozy. Pierwsze zjawisko dotyczy ruchu jonéow w polu
elektrycznym, kiedy to kationy migruja w stron¢ katody, a aniony w kierunku anody. Dzigki
elektroosmozie nastgpuje natomiast przeplyw catej objetosci cieczy przez kapilare w wyniku
zastosowanego pola elektrycznego. W wigkszosci przyktadow zastosowan elektroforezy kapi-
larnej, rozdzielanie mieszaniny sktadnikow probki odbywa si¢ w roztworze wodnym zwanym
buforem podstawowym - BGE. W kapilarze wypelionej BGE podczas przyktadania napigcia

na jon dziataja dwie silty, z ktorych pierwsza to sila elektrostatyczna, a druga to skierowana
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przeciwnie sila tarcia. W oparciu o prawo Stokesa czasteczki, na ktore dziala sita tarcia, trak-
towane sg jako kula. Podczas elektroforezy sity elektrostatyczne i tarcia sa w rOwnowadze.
Biorgc powyzsze pod uwage, otrzymuje si¢ rownanie 2, gdzie ruchliwos¢ elektroforetyczna jest
proporcjonalna do tadunku czastki i odwrotnie proporcjonalna do jej promienia. Dzigki temu

otrzymujemy réwnanie 3 na predkosc¢ elektroforetyczng poszczegdlnych jonow:

Hep = omrn )

Vep = Lep E (3)

Zgodnie z réwnaniem 2 rozdzielanie natadowanych czastek nastepuje dzigki réznicy w ich
ruchliwosciach elektroforetycznych, czyli stosunkowi tadunku do wielkosci, co jest podstawa
technik elektromigracyjnych. Réwnanie to dowodzi, ze ruchliwo$¢ elektroforetyczna jest wigk-
sza dla matych czgstek o duzym tadunku i mniejsza dla duzych czastek o matym tadunku,
a ruchliwo$¢ czastek nie majacych tadunku jest rowna zeru, poniewaz q = 0. A zatem dla elek-
trolitu podstawowego o danym pH 1 st¢zeniu ruchliwo$¢ elektroforetyczna danego jonu jest
wielko$cig charakterystyczng i niezmienng [109, 110].

Najczgsciej stosowanym rodzajem kapilar sg kapilary wykonane ze stopionej krzemionki,
o niezmodyfikowanej chemicznie §cianie wewnetrznej. W takiej kapilarze, ktora jest wypet-
niona BGE o odpowiednim stezeniu oraz pH zazwyczaj wyzszym niz 7, kierunek przeptywu
elektroosmotycznego (EOF), czyli ruchu catej objetosci cieczy wypelniajacej kapilarg wywo-
fanego réznica potencjatow, odbywa si¢ w kierunku od anody do katody. Zjawisko EOF jest
mozliwe dzigki obecnosci tadunku ujemnego zlokalizowanego na wewnetrznej powierzchni
Sciany kapilary. W zaleznosci od pH elektrolitu wypetniajacego kapilar¢ ujemny tadunek na
wewnegtrznej §ciany kapilary powstaje poprzez oderwanie protonow z grup silanolowych zgod-

nie z ponizszym réwnaniem [111].

—Si-OH =—= —Si—0  + H" (4)

Ujemnie naladowana $ciana kapilary przyciaga kationy roztworu BGE wypelniajacego kapi-
lare. W wyniku tego tworzy si¢ trwata warstwa, zwana warstwg Sterna. Pomimo to nie wszyst-
kie tadunki na powierzchni kapilary sa kompensowane, co prowadzi do powstania drugiej war-
stwy, tzw. dyfuzyjnej, ktora jest stabiej zwigzana z powierzchnig kapilary. Tylko jony z war-
stwy dyfuzyjnej biora udzial w zjawisku elektrokinetycznym, czyli EOF, poniewaz jony te ule-

gaja ciaglej wymianie z jonami BGE z glebi roztworu [112].
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Dzigki istnieniu EOF mozliwe jest jednoczesne rozdzielanie oraz oznaczanie kationéw i anio-
noéw w trakcie trwania jednej analizy. Innymi slowy, jezeli ruchliwo$¢ elektroosmotyczna

(ueor) jest wigksza i w kierunku przeciwnym do ruchliwos$ci elektroforetycznej anionow (Ueor
> ug;)), to wszystkie jony zawarte w probce bedg poruszac¢ si¢ w tym samym kierunku, ale
z 16zng predkoscig [113, 114]. Zgodnie z powyzszym, do detektora bedg najpierw migrowaty
kationy, ktérych ruchliwo$¢ pozorna jest suma ruchliwosci elektroforetycznej kationu i ruchli-
wosci EOF zgodnie z ponizszym rownaniem:

+ +
uSps = 1Sy + tgor (5)

Kolejne do detektora beda migrowaty nierozdzielone czasteczki obojetne, ktérych ruchliwosé

pozorna jest taka sama jak ruchliwo$¢ EOF:

0
/lf, b)s = UEoF (6)

Z kolei aniony migruja na koncu, poniewaz ich ruchliwo$¢ pozorna jest rowna réznicy ruchli-

wosci elektroforetycznej anionu i EOF, zgodnie z ponizszym roéwnaniem:

llg;,i = UgoF — .Uf(g;;) (7)

W przypadku gdy oznaczanymi analitami sg aniony, ktorych czasy migracji moga by¢ bardzo
dtugie ze wzgledu na "normalny" kierunek EOF (od anody do katody), istnieje mozliwo$¢ od-
wrocenie kierunku przeptywu EOF w celu skrocenia czasu analizy anionéw. Odwrocenie EOF
mozna uzyska¢ poprzez chemiczng lub dynamiczng modyfikacje wewnetrznej $ciany kapilary
za pomoca odpowiedniego modyfikatora, ktory oddzialujac z wewnetrzng $ciang kapilary po-
woduje zmiang jej fadunku z ujemnego na dodatni, a zmiana kierunku i predkosci EOF zalezy
od rodzaju 1 stezenia tego modyfikatora. Aby anionowe anality moglty migrowaé¢ od wlotu do
wylotu kapilary, nalezy réwniez zmieni¢ polaryzacje elektrod w ten sposob, aby anoda znajdo-
wala si¢ za detektorem. W takim przypadku, przy dostatecznie duzym i odwroconym EOF,
anality bedg migrowaty do detektora w nastepujacej kolejnosci: pierwsze aniony, drugie czastki
obojetne, a ostatnie kationy [114, 115].
3.2. Metody poprawiania czulosci w elektroforezie kapilarnej

Ogromna zaleta technik CE jest szybki proces rozdzielania, wysoka rozdzielczo$¢ i selek-
tywnos¢, wymaganie matych objetosci probki do analizy, kompatybilno$¢ z takimi samymi de-

tektorami jakie stosowane sg w aparatach do HPLC oraz duza przepustowos¢. Jednakze
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optymalizujac warunki elektroforetyczne w CE, jednym z wielu wyzwan ktéremu nalezy spro-
sta¢, jest obnizenie granicy wykrywalnosci (LOD) wyrazonej w jednostkach stezenia (np.
umol/mL, ng/mL). Wysokie wartosci LOD wynikajg z dwdch czynnikow: ograniczonej dtugo-
$ci drogi optycznej w kapilarze, gdy stosowana jest jedna z najpopularniejszych technik detek-
cji w CE, czyli spektrofotometria UV-Vis, a takze matej objetosci probki wprowadzanej do
kapilary [116]. Optymalna objgtos$¢ zastosowanej probki nie powinna przekracza¢ 1 - 3% po-
jemnosci kapilary, gdyz wprowadzenie wigkszej ilosci probki powoduje tzw. przeladowanie
kapilary, czego objawem jest poszerzenie pasm i w konsekwencji znaczne pogorszenie roz-
dzielczosci. Dodatkowo w celu uzyskania wysokiej wydajnosci i1 krotkiego czasu analizy, nie-
zbedne jest stosowanie kapilar o matych $rednicach wewnetrznych (25 - 100 um). W kapilarze
o przekroju okraglym rzeczywista dtugo$¢ drogi optycznej zmniejsza si¢ do 80% Srednicy we-
wnetrznej [117], dlatego podjeto wiele prob i wykorzystano rézne metody, aby sprostac pro-
blemowi niskiej czuto$ci stgzeniowej. Sg to:

e stosowanie bardzo czutych detektorow, takich jak detektor elektrochemiczny, chemilu-
minescencyjny czy z laserowo indukowang fluorescencja (LIF) oraz spektrometr mas
[118, 119];

e wydluzenie drogi optycznej poprzez zastosowanie kapilary o specjalnej budowie [120,
121] lub zastosowanie tzw. celki wysokiej czutosci [122];

e derywatyzacja chemiczna, stosowana po to, aby w wyniku reakcji chemicznej otrzymac
pochodng analitu o takich wtasciwo$ciach, ktére umozliwiajg i/lub ulepszaja mozliwos¢
jego wykrywania za pomocg danej techniki detekcyjnej. Derywatyzacja moze by¢ row-
niez potaczona z innymi technikami zwigkszajagcymi czulo$¢, np. zatezaniem probki
poprzez ekstrakcje, czy zat¢zaniem w uktadzie pomiarowym CE [123-125].

Duze znaczenie w polepszaniu czulo$ci stezeniowej w CE maja metody zat¢zania analitow we-
wnatrz kapilary. Zjawisko zat¢zania w kapilarze nazywane jest ,,spi¢trzeniem” (z ang. stacking)
1 opiera si¢ na zmianie predkosci migracji analitow wywotanej zmianami nat¢zenia pola elek-
trycznego, a takze zmianie predkosci migracji analitu uzyskanej innymi sposobami [126].
W mechanizmie zat¢zania wewnatrz kapilary kluczowym jest obecno$¢ efektu elektroforetycz-
nego oraz to, aby anality ulegaly zateZzaniu na granicy probka — BGE, poniewaz roznica nate-
zenia pola elektrycznego pomiedzy BGE a probka powoduje gwattowne obnizenie predkosci

migracji analitow [127].
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Derywatyzacja w elektroforezie kapilarnej

Derywatyzacj¢ stosuje si¢ przede wszystkim w celu zmiany wtasciwosci analitu, aby byt
kompatybilny z technikg detekcji przeznaczong do wykrywania danego analitu [128]. Ponadto
derywatyzacja jest rowniez jedng z technik pozwalajaca na osiggni¢cie wyzszej czutosci stgze-
niowej CE, poprzez przeksztatcenie zwigzku wykazujacego staby charakter detekcyjny w pro-
dukt o znacznie lepszych wlasciwosciach wykrywania [129]. W przypadku stosowania jednej
z najpopularniejszych technik detekcji, jaka jest spektrofotometria UV-Vis, derywatyzacja ma
na celu wprowadzenie do czgsteczki analitu ugrupowania absorbujacego promieniowanie, czyli
chromoforu. Czasteczka oznaczanego zwigzku modyfikowana jest w wyniku reakcji chemicz-
nej z odczynnikiem derywatyzujacym, otrzymujac pochodng analitu o ulepszonych wlasciwo-
$ciach absorpcyjnych. Ponadto, w przypadku analizy probki o skomplikowanej matrycy, w kto-
rej analit znajduje si¢ w znacznie mniejszym stezeniu niz pozostate sktadniki probki, opraco-
wanie selektywnej metody derywatyzacji moze zapewni¢ bardzo czula detekcje analitu nie
wplywajac na inne zwigzki zawarte w probee [130]. Do przeprowadzenia reakcji derywatyzacji
wymagane jest, aby w czasteczce wystepowaty grupy funkcyjne, za pomocg ktérych mozliwe
jest zaj$cie reakcji derywatyzacji. Najczesciej sg nimi grupy hydroksylowe, karbonylowe, kar-
boksylowe, aminowe oraz grupy tiolowe. Idealna procedura derywatyzacji powinna charakte-
ryzowac si¢ prostym przygotowaniem probki, mozliwos$cig przeprowadzenia reakcji derywaty-
zacji w srodowisku wodnym, najlepiej w temperaturze pokojowej i przy uzyciu tanich odczyn-
nikow, za$§ sama reakcja powinna zachodzi¢ w bardzo krétkim czasie, ilosciowo oraz jednoeta-
powo [128, 131-133]. W procedurach wykorzystujacych CE, derywatyzacja moze by¢ przepro-
wadzona w trzech trybach, tj.:

e poza uktadem pomiarowym (inaczej w trybie off-line),

e wewnatrz kapilary,

e po rozdzielaniu elektroforetycznym.
Wybor najbardziej odpowiedniego trybu zalezy od celu wprowadzenia derywatyzacji, liczby
probek do analizy oraz whasciwosci analitu i odczynnika [134].
Reakcja derywatyzacji realizowana w trybie off-line, jest niezalezna od rozdzielania, tzn. naj-
pierw przeprowadzana jest derywatyzacja, a nastgpnie do kapilary wprowadza si¢ roztwor
z uzyskang pochodng analitu. Niewatpliwa korzyscig derywatyzacji wykonanej poza uktadem
separacyjnym jest to, ze zapewnia elastyczno$¢ co do wyboru odczynnika oraz warunkow re-
akcji. Przeprowadzenie reakcji mozna wykona¢ w sposob bardziej kontrolowany i w bardziej
rygorystycznych warunkach niz w poréwnaniu z innymi trybami derywatyzacji. Glowne wady

tego podejsécia to natomiast mozliwos¢ powstawania produktow ubocznych, utrata czutosci
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spowodowana rozcienczeniem probki, czasochtonnos$¢ przeprowadzenia procesu derywatyza-
cji, a takze konieczno$¢ uzycia do przeprowadzenia procedury wickszych objetosci probek
1 odczynnikow. Ponadto, nalezy wzig¢ pod uwage, ze przy stosowaniu tego typu derywatyzacji
istnieje ryzyko zmiany ksztattu sygnatow, a takze wydajnosci i1 selektywnos$ci separacji (w spo-
sob pozytywny lub negatywny). Oznacza to, ze w wyniku przeprowadzenia derywatyzacji nie
tylko wykrywalno$¢ analitow, ale takze charakterystyka separacji moze zosta¢ zmieniona
[135].

Podczas przeprowadzania derywatyzacji wewnatrz kapilary, w tzw. trybie on-line, po wprowa-
dzeniu strefy analitu oraz odczynnika derywatyzujacego do kapilary, do ich mieszania wyko-
rzystuje si¢ dwa zjawiska, tj. dyfuzji oraz roznice ruchliwosci elektroforetycznych. Odczynniki
potrzebne do reakcji derywatyzacji sg przygotowywane i dostarczane w fiolkach kompatybil-
nych z CE, a caly proces przebiega w sposdb automatyczny, zgodnie z wykonana przez urza-
dzenie sekwencja czynnosci zaprogramowang przez eksperymentatora. Do zalet derywatyzacji
on-line niewatpliwie nalezy automatyzacja procedury, co minimalizuje prace zwigzane z przy-
gotowaniem probki, a takze niskie zuzycie odczynnikéw i1 probek. Z tego powodu ten tryb jest
odpowiedni dla probek o bardzo matej objetosci, ktdrych rozcienczenie ograniczone musi by¢
do minimum. Ponadto w trybie on-line reakcja derywatyzacji zachodzi w bardzo krotkim czasie
(zwykle kilka sekund) oraz z wysoka wydajno$cia. Jednakze osiggnigcie wysokiej wydajnosci
reakcji derywatyzacji jest jednocze$nie ograniczeniem tej metody, poniewaz wymog aby reak-
cja zachodzita szybko i1 z mozliwie jak najwyzsza wydajnoscia, powoduje ograniczony wybor
odczynnikow derywatyzujacych. Dodatkowo, jesli reakcja nie zachodzi w sposob catkowity, to
nieprzereagowane czasteczki analitu powinny by¢ oddzielone od pochodnych lub nie dawaé
sygnatu analitycznego [136-138]. Aby uzyska¢ maksymalng czuto§¢ metody warunki derywa-
tyzacji muszg zosta¢ odpowiednio zoptymalizowane. Gtéwnymi parametrami podlegajacymi
optymalizacji s3 wlasciwos$ci fizykochemiczne BGE, kolejno$¢ wprowadzania odczynnikow
1 roztworu probki, czas oraz sposdb mieszania substratow reakcji. W literaturze opisane zostaty
trzy strategie przeprowadzania derywatyzacji wewnatrz kapilary. Pierwsze dwie polegaja na
wzajemnym przejsciu (wymieszaniu) stref probki oraz odczynnika derywatyzujacego i obej-
muja wprowadzenie do kapilary tych stref w odpowiedniej kolejnosci przed przylozeniem na-
pigcia. W pierwszym przypadku strefy probki 1 odczynnika po wprowadzeniu do wlotowego
konca kapilary, pozostawia si¢ do przereagowania W wymaganym czasie, w trakcie ich wza-
jemnego mieszania na drodze dyfuzji. W drugim przypadku, reakcja derywatyzacji zachodzi
poprzez wzajemne przenikanie stref analitu i odczynnika pod wplywem pola elektrycznego, za$

mieszanie stref wynika z réznicy ruchliwos$ci elektroforetycznych obydwu sktadnikow. Aby
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przeprowadzi¢ derywatyzacje tym sposobem konieczna jest dobra wydajnos¢ derywatyzacji,
w bardzo krétkim okresie kontaktu analitu z odczynnikiem [139]. Ostatnie podejscie do dery-
watyzacji on-line polega na tym, ze kapilar¢ wypetnia si¢ buforem podstawowym, ktéry za-
wiera dodatek odczynnika derywatyzujacego, po czym bezposrednio do kapilary wprowadza
si¢ probke zawierajaca analit i od tego momentu zachodzi reakcja derywatyzacji wewnatrz ka-
pilary [140].

W trybie derywatyzacji po rozdzielaniu elektroforetycznym, derywatyzacja jest przeprowa-
dzana po opuszczeniu kapilary przez rozdzielone sktadniki probki, ale przed detekcja. Innymi
stowy oznaczane anality sg najpierw rozdzielane w kapilarze, a nastgpnie ulegaja derywatyzacji
w specjalnej komorze reakcyjnej. Objetos¢ komory powinna by¢ mozliwie jak najmniejsza, aby
rozcienczenie analitu bylo zminimalizowane [141]. Ponadto kluczowe znaczenie maja tego
typu reakcje derywatyzacji, ktore zachodzg w bardzo krotkim czasie. Niewatpliwag korzyscia
tego trybu derywatyzacji jest znacznie krotszy czas pomiedzy zakonczeniem reakcji derywaty-
zacji analitéw a detekcja, szczegdlnie wtedy, gdy otrzymana pochodna wykazuje niska stabil-
no$¢. Dodatkowo zmniejsza si¢ ryzyko wystepowania zjawiska niedostatecznie rozdzielonych
sygnatéw, pochodzacych od sktadnikdw probki, jak to moze mie¢ miejsce w derywatyzacji off-
i on-line, gdzie odczynniki do derywatyzacji, po wprowadzeniu do kapilary, moga wptywac na
pogorszenie sprawnosci rozdzielania analitu od sktadnikow matrycy probki [142]. Opréocz zalet
przeprowadzania reakcji derywatyzacji po separacji elektroforetycznej, istnieja rowniez wady
stosowania tego trybu, a sg to:

e utrudniony wybdr warunkéw reakcji derywatyzacji, ktore powinny by¢ zgodne z wa-
runkami elektroforetycznymi,

e czasreakcji jest krotszy w poréwnaniu z innymi trybami derywatyzacji, co prowadzi do
zwigkszenia ryzyka niekompletnego zachodzenia reakcji derywatyzacji i w efekcie gor-
szego efektu polepszania czutoSci stezeniowej,

e wysoki poziom szumu linii podstawowej,

e wlasciwosci detekcyjne pochodnej analitu powinny by¢ inne niz wtasciwosci odczyn-
nika derywatyzujacego,

e zastosowanie komory reakcyjnej jest czgsto nieckompatybilne z komercyjnym oprzyrza-
dowaniem do CE [142].

Przez wzglad na wyzej wymienione wady derywatyzacja po rozdzielaniu elektroforetycznym

jest rzadziej uzywana.
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Technologie budowy kapilar w celu polepszania czulosci steieniowej

Ze wzgledu na swoj uniwersalny charakter i tatwo$¢ uzycia, detekcja UV jest jedng z naj-
popularniejszych metod wykrywania sktadnikow probki. Niemniej jednak poprzez stosowanie
kapilar o $rednicy wewnetrznej mniejszej niz 100 um, wystepuje znaczna utrata czutosci, co
jest czesto przytaczane w literaturze naukowej jako najistotniejsze ograniczenie CE [102, 119,
121, 126]. Jest to rezultat matych objetosci probek wprowadzanych do kapilary (zwykle od
1 do 50 nL) oraz krétkiej drogi optycznej, ktorej dlugos¢ jest ograniczona $srednicg wewnetrzng
kapilary. W praktyce jednak dtugos¢ tej drogi jest dodatkowo zmniejszona w wyniku okragtego
przekroju kapilary. Z tego wzgledu rzeczywista dtugo$¢ $ciezki optycznej wynosi okoto 80%
srednicy wewnetrznej [117]. Aby poprawi¢ czuto$¢ analiz CE podjeto kilka prob wydtuzenia
tej Sciezki w przypadku detekcji UV. Sg to: kapilara o prostokatnym przekroju na calej jej dtu-
gosci [143], kapilary z oknem detekcyjnym w ksztalcie litery Z [144] lub pecherzyka [117],
a takze zastosowanie celki wysokiej czutosci [145].
Prostokatny przekroj kapilary niesie ze sobg kilka waznych korzys$ci. Przede wszystkim chodzi
o zwickszenie dtugosci drogi optycznej (rysunek 23), a co za tym idzie znacznego polepszenia
czulo$ci, poniewaz dlugos$¢ drogi optycznej w tego typu kapilarach jest znacznie dtuzsza niz

w standardowych (25 - 100 um) i moze dochodzi¢ do 1 mm.

Rys. 23. Fotografia przedstawiajaca przekrdéj prostokatnej kapilary o wymiarach we-
wnetrznych 50 x 1000 um i grubosci $cian wynoszacej 50 um [143].

Ponadto, ze wzgledu na duzy stosunek wysokosci do szerokosci tego rodzaju kapilary, a co za
tym idzie wyjatkowo wysoki stosunek powierzchni do objetosci, kapilary prostokatne sg nie-
zwykle wydajne w rozpraszaniu ciepta w poréwnaniu z konwencjonalnymi kapilarami okra-
gtymi [143]. Mozliwe jest rOwniez wprowadzanie znacznie wigkszych objetosci probek do ka-

pilary. Dla przyktadu do powszechnie stosowanych okragtych kapilar wprowadza si¢ kilka lub

58



kilkanascie nanolitrow probki, natomiast przy zastosowaniu kapilar o przekroju prostokatnym
objetos¢ ta moze wynosi¢ nawet kilkadziesiat nanolitrow, co rowniez przektada si¢ na zwigk-
szenie czutosci stezeniowej CE [143]. Uzycie tego rodzaju kolumn nie jest jednak w rzeczywi-
stosci czesto stosowane, ze wzgledu na wady jakie majg w poréwnaniu z cylindrycznymi kapi-
larami, tj. problemy techniczne zwigzane z montazem kapilar w wigkszos$ci komercyjnych urza-
dzen [146, 147], konieczno$¢ optymalizacji zaréwno optyki jak i orientacji prostokatnego okna
detekcji kapilary dla uzyskania najefektywniejszej przepustowosci wigzki Swiatta [146].

Kolejnym rozwigzaniem majacym na celu polepszenie czutosci stgzeniowej, jest zastosowanie
kapilar z oknami detekcyjnymi w ksztatcie litery Z. Schemat budowy tego rozwigzania przed-

stawiono na rysunku 24.
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Rys. 24. Schemat budowy kapilary z oknem detekcyjnym w ksztalcie litery Z, ktorego
dhlugos¢ wynosi 3 mm. (A) widok od gory; (B) widok przekroju okna detekcyjnego.
1 — spiek tlenku glinu z przelotem o $rednicy 300 um; 2 — dyski z tworzywa sztucznego;
3 — kapilara o $rednicy wewnetrznej 50 lub 75 um [144].

Zgodnie z powyzszym rysunkiem kapilara oraz jej okno detekcyjne umieszczone jest w spe-
cjalnej okraglej obudowie. W miejscu detekcji znajduje si¢ otwor, ktory umozliwia swobodne
przechodzenie wigzki $wiatla spolaryzowanego wzdhuz osi kapilary. Okno detekcyjne zbudo-
wane w ten sposob ma dlugos¢ 3 mm. Takie rozwigzanie, w porownaniu z konwencjonalng
kapilarg o $rednicy wewnetrznej 50, 75 lub 100 um, znacznie podwyzsza czuto$¢ stezeniowq
techniki CE [144]. Wzrost czulo$ci w tego typu konstrukcjach jest jednak ograniczony przez
stosunkowo wysoki szum tta, spowodowany mniejsza przepuszczalnosciag wigzki $wiatla spo-

laryzowanego przez wygieta cze$¢ kapilary, przez co maksymalny potencjat wzrostu czutosci
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ta metodg nie jest osiggniety. Ze wzgledu na dtuzszg droge optyczng zdolnos$¢ rozdzielcza
uktadu jest zmniejszona, co moze powodowac problemy z prawidtowa separacja migrujacych
blisko siebie zwigzkow. Aby temu zapobiec odlegtos¢ migdzy pikami powinna wynosi¢ co naj-
mniej jednokrotnos¢ dtugosci drogi optycznej. Wadg tej metody jest rowniez koszt, poniewaz
zaleca si¢ dedykowane kapilary do konkretnego typu analizy [144, 148].

Innym rodzajem kapilar o zwigkszonej dtugosci drogi optycznej sa kapilary, w ktérych frag-
ment gdzie zachodzi detekcja, jest w ksztalcie ,,pecherzyka” [117]. Kapilara z pecherzykiem
zostala wprowadzona przez jednego z znanych producentow CE. Zostata ona wykonana po-
przez utworzenie rozszerzonego obszaru, w postaci pecherzyka, bezposrednio wewnatrz kapi-
lary w miejscu gdzie zachodzi detekcja. W tym miejscu Kapilary uzyskuje si¢ wydtuzong droge
optyczng. Nastepuje tutaj plynny przyrost §rednicy kapilary od jej standardowego odcinka do
najszerszej czgsci w miejscu pecherzyka, ktory ma Srednice od trzech do pieciu razy wigksza
od $rednicy kapilary. W obszarze pgcherzyka opdr elektryczny jest zmniejszony, a tym samym
pole elektryczne jest zmniejszone, co powoduje, ze gdy strefa probki wchodzi w obszar peche-
rzyka, jej predkos¢ zmniejsza si¢, w wyniku czego strefa analitu jest §ciskana osiowo, ale po-
szerza si¢ promieniowo (rysunek 25). Pomimo zmiany ksztattu strefy analitu w obszarze pe-

cherzyka stezenie analitu pozostaje takie samo [149, 150].

Uzyskany efekt

BGE Strefy analitow  Szczelina detekji rozdzielania
A L 1
T2 [ : ] I i
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Rys. 25. Kompresja stref probek w detekcyjnej celce pecherzykowej oraz wplyw wymia-
réow szczeliny okna detekcyjnego na rozdzielanie elektroforetyczne: A — standardowa ka-
pilara o standardowych wymiarach szczeliny, B — kapilara z pecherzykiem o standardo-
wych wymiarach szczeliny, C — kapilara z pecherzykiem o zwezonej szczelinie [149].
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Cho¢ objetos¢ pecherzyka jest znacznie wigksza niz miejsce detekcji w standardowej kapilarze,
to rozdzielczo$¢ pozostaje praktycznie niezmieniona, gdyz szczelina okna detekcji jest dosto-
sowana do wielkosci pecherzyka. Co wazne, w obszarze pecherzyka nie wystepuje przeptyw
turbulentny czy laminarny, ani zaden inny mechanizm poszerzania strefy. Jest to spowodowane
przede wszystkim przez charakterystyczny dla CE ptaski profil przeptywu buforu podstawo-
wego wypelniajacego kapilare, czyli przeplywu elektroosmotycznego, ktory powstaje w wy-
niku obecnosci ujemnego tfadunku na $cianach kapilary. Dodatkowo, nie wystepuje negatywny
wplyw ciepta Joule'a w pecherzyku, poniewaz zaréwno nat¢zenie pola elektrycznego, jak 1 ilos¢
wytworzonego ciepta sg pomniejszone [117, 150].

Jednym z ostatnich rozwigzan majacych na celu polepszenie czuto$ci stezeniowej CE jest celka
wysokiej czutosci, w ktorej podobnie jak we wezesniej omawianych kapilarach, miejsce detek-
cji zaprojektowano w ksztalcie litery Z aby wydluzy¢ droge optyczng [145]. Celka wysokiej
czulosci to specjalnie skonstruowany interfejs optyczny, w ktérym powierzchnia okna detekcji,
na ktérg pada $wiatlo jest ptaska i wynosi 100 um? a dtugo$¢ drogi optycznej jest rowne
1,2 mm, natomiast objeto$¢ catkowita celki to 12 nL. Schemat takiej celki przedstawiono na

rysunku 26.

Rys. 26. Schemat budowy celki wysokiej czulo$ci [141].

Kapilara separacyjna jest potagczona z celka za pomocg zakrgcanych ztaczek 1 matych uszcze-
lek, co utatwia rowniez jej tatwa wymiane, ktora zajmuje kilka minut. Celka jest zaprojekto-
wana dla kapilar o §rednicy wewngtrznej 75 um, ktdére sa rozszerzane do 100 pm w miejscu
polaczenia z komorg przeptywowg okna detekcyjnego. Takie rozwigzanie ma na celu wyelimi-
nowanie obecnosci objetosci martwej pomiedzy kapilarg a komorg przeptywowa. Za pomoca

celki wysokiej czuto$ci uzyskiwany jest 20-krotny wzrost sygnalu w pordéwnaniu do
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standardowej kapilary o $rednicy wewngtrznej 75 pum, co przektada si¢ na 10-krotny wzrost
czutosci. Z kolei w poréwnaniu do kapilary w ksztalcie litery Z w miejscu detekcji, wyelimi-
nowany zostat efekt rozpraszania §wiatta w miejscach zgigcia celki detekcyjnej [145, 148].
Elektroforetyczne techniki zateZania

Obecnie stosuje si¢ wiele technik zatezania analitu w uktadzie pomiarowym CE, aby po-
prawi¢ jej czuto$¢ stezeniowa oraz znacznie obnizy¢ LOD. W technikach tych zatezenie zacho-
dzi w miejscu wlotu do kapilary lub w jej wngtrzu, przy czym nalezy mie¢ na uwadze to, ze
etap zatgzania wystepuje bezposrednio przed separacja i detekcja. Zjawisko to mozna uzyskac
poprzez wprowadzenie duzej objetosci roztworu probki, a nastepnie spigtrzenie strefy analitu
w waskie pasmo przy uzyciu efektow chromatograficznych i/lub elektroforetycznych. Elektro-
foretyczne techniki zatgzania petnig szczegdlng rolg w polepszaniu czutoSci stezeniowej CE,
poniewaz dzigki ich zastosowaniu uzyskiwany jest wysoki stopien zat¢zenia analitoéw, charak-
teryzuja si¢ prostota wykonania, a przy tym nie ma koniecznosci modyfikacji posiadanej apa-
ratury. Techniki te obejmuja dwie odmiany, tj. spigtrzanie i zmiatanie. Elektroforetyczne tech-
niki zat¢zania zazwyczaj realizowane sa pojedynczo, ale mozliwe jest rowniez wykorzystanie
kilku z nich w trakcie przeprowadzania jednej analizy [151].
Literatura opisujaca wszystkie mozliwe techniki zatezania w ukladzie pomiarowym CE szcze-
gétowo opisuje sposob ich wykonania oraz zastosowanie [152-154]. Ponizej wymieniono
i krotko scharakteryzowano elektroforetyczne techniki zatezania w kapilarze, ale jedynie te
ktore wykorzystuja mechanizm kapilarnej elektroforezy strefowej, poniewaz ta odmiana elek-
troforezy byla stosowana w ramach badan eksperymentalnych prezentowanej rozprawy dok-

torskiej.

Spietrzanie ze wzmocnieniem pola (FASS)

Technika ta uwazana jest za jedng z najprostszych technik zatezania, gdzie probka jest przygo-
towywana w buforze charakteryzujacym si¢ niska przewodno$cia, znacznie mniejszg od BGE,
ktory posiada wysokie przewodnictwo. Okreslong objetos¢ przygotowanej w ten sposob probki,
wprowadza si¢ hydrodynamicznie do kapilary wypelnionej BGE. Nastepnie przyktadane jest
wysokie napigcie o dodatniej polaryzacji, w wyniku czego w strefie probki pojawia si¢ wysokie
natezenie pola elektrycznego. W konsekwencji obserwuje si¢ szybki wzrost predkosci migracji
jonowych analitéw. Gdy jony te osiggng granice strefa probki-BGE, gwaltownie zmniejsza si¢
predkos¢ jondw, poniewaz w strefie BGE jest nizsze natezenie pola elektrycznego. W wyniku
gwalttownej zmiany predkos$ci poruszania si¢ anality ulegaja utozeniu w waska strefe, czyli ule-

gaja spigtrzeniu [155].
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Spietrzanie na drodze wprowadzania probki ze wzmocnieniem pola (FASI)

W tej technice anality z probki wprowadza si¢ do kapilary sposobem elektrokinetycznym.
Dzi¢ki temu posiada ona wazng zalete — jony analitu wprowadzane sg do kapilary w wyniku
potaczenia dwoéch zjawisk: elektroforezy i elektroosmozy. W zalezno$ci od polaryzacji elektrod
oraz wielkosci 1 kierunku EOF do kapilary beda wprowadzane albo kationy albo aniony.
W przypadku gdy ruchliwosci analitow wystepuja w tym samym kierunku co ruchliwo$¢ prze-
ptywu EOF, podczas elektrokinetycznego wprowadzania probki do kapilary trafi wigksza ilos¢
jonoéw analitow niz w FASS. Gdy ruchliwo$ci analitow sa natomiast skierowane odwrotnie do
EOF, do kapilary wprowadzone bgdzie mniej jonéw analitow niz w dozowaniu hydrodyna-
micznym. Innymi stowy, aby uzyskac jak najwigkszy efekt zatezania technikg FASI, nalezy tak
dobra¢ polaryzacje elektrod oraz kierunek i wielkos$¢ przeptywu EOF, aby ruchliwo$¢ jonow
analitu byta skierowana zgodnie z EOF. Po wprowadzeniu analitbw do kapilary za pomoca
FASI nastepnie przeprowadzana jest separacja elektroforetyczna zgodnie z mechanizmem CZE

[156].

Spietrzanie z duza strefa probki (LVSS)

Jest to technika podobna do FASS, przy czym réznica polega na tym, Ze stosuje si¢ zmiang
polaryzacji elektrod w celu zmiany kierunku przeptywu elektroosmotycznego. Roztwor probki
przygotowywany jest w buforze o nizszym przewodnictwie od BGE. Nastepnie w wyniku przy-
ktadania napigcia przy zastosowaniu odwroconej polaryzacji elektrod, przeplyw elektroosmo-
tyczny skierowany jest do wlotu kapilary wypelnionej BGE. Anionowe anality zaczynaja mi-
growa¢ do wlotowego konca kapilary, gdzie na granicy strefa probki — BGE wyhamowuja
w wyniku réznicy natgzenia pola elektrycznego, dzigki czemu ulegaja one spigtrzeniu w waska
strefe. Konieczne jest przy tym, aby kontrolowaé warto$¢ natezenia pradu, poniewaz gdy osig-
gnie ono 95 - 99 % warto$ci maksymalnej, nalezy zmieni¢ polaryzacje elektrod, co powoduje
odwrdcenie kierunku EOF. Nastepnie rozdzielanie analitow wprowadzonych do kapilary ta
technikg przeprowadzane jest zgodnie z mechanizmem CZE. Czastki naladowane dodatnio oraz
obojetne, poruszajg si¢ w przeciwnym kierunku w wyniku czego nie zostajag wprowadzane do

kapilary przed wlasciwg separacja elektroforetyczng [157].

Spietrzenie ze wzmocnieniem pola na drodze manipulacji pH

Zatezanie analitow w kapilarze tg technika wykorzystuje si¢ w przypadku, gdy probka wyste-
puje w postaci skomplikowanej matrycy, czyli o bardzo wysokim przewodnictwie. W przy-
padku gdy oznaczanymi analitami sg kationy, probka jest wprowadzana do kapilary elektroki-

netycznie, przy czym aniony BGE migruja w przeciwnym kierunku niz dodatnio naladowane
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anality, kierujac si¢ do wlotowego konca kapilary. Po zakonczeniu wprowadzania, strefa probki
sktada si¢ z kationowych analitow oraz anionow BGE. W nastepnej kolejnosci do kapilary
wprowadza si¢ strefe kationow silnego kwasu, w wyniku czego jony H" miareczkujg aniony
buforu do elektroforezy co powoduje, ze w strefie probki nastgpuje znaczny spadek przewod-
nictwa. W dalszym etapie procedura zatezania probki moze nastgpowac jak w przypadku FASS
lub LVSS. W momencie, gdy oznaczanymi zwigzkami sg aniony, do kapilary wprowadza si¢
strefe mocnej zasady, ktorej jony OH™ miareczkujg kationy znajdujace si¢ w BGE, uzyskujac

w ten sposob strefe probki o niskim przewodnictwie [158].

Spietrzanie wedlug mechanizmu przejSciowej izotachoforezy (tITP)

W technice tej wykorzystuje si¢ unikalng ceche izotachoforezy, tzn. analit ulega zat¢zeniu do
warto$ci stezenia jonu wiodacego. W praktyce zat¢zanie analitow technikg tITP przeprowadza
si¢ w nastepujacy sposob: do roztworu probki dodaje si¢ jony o duzej ruchliwosci, czyli jony
petniace role wiodacych. Z kolei jony wchodzace w sktad BGE stanowig jony zakanczajace.
Po hydrodynamicznym wprowadzeniu probki z jonem wiodacym, przyktadane jest napigcie co
powoduje wytworzenie pola elektrycznego, w ktorym anality tworzg waska strefe typowa dla
ITP. Nastepnie, stezenie jonéw wiodacych maleje w wyniku dyfuzji do strefy BGE, w wyniku
czego pole elektryczne staje si¢ jednorodne w catej dtugosci kapilary 1 w rezultacie ITP plynnie

przeksztatca si¢ w CZE [159].

Spietrzanie wedlug mechanizmu pseudo przejsciowej izotachoforezy (pseudo-tl TP)

Technika moze by¢ stosowana, gdy probka zawiera wysokie stezenie soli. Polega ona na tym,
ze do kapilary hydrodynamicznie wprowadza si¢ duzg strefe probki, ktorg weczesniej miesza sig¢
z ACN lub innym rozpuszczalnikiem organicznym, najczesciej w stosunku 1:2. Ilo$¢ wprowa-
dzanej probki moze wynosi¢ nawet ponad 30% pojemnosci kapilary. Po przylozeniu napigcia
jony soli gwaltownie poruszajg si¢ w strefie ACN, za$ po osiagnigciu granicy strefa probki —
BGE gwattownie zwalniaja. To powoduje, ze tworzg si¢ dwa regiony o duzej rd6znicy pola elek-
trycznego, tj. niskim w soli i wysokim w ACN. Poniewaz w strefie ACN panuje wysokie nate-
zenie pola, anality doznajg duzego przyspieszenia i1 ulegaja spigtrzeniu po osiggnieciu strefy
BGE o duzym natezeniu pola. Na koncu, czgsteczki analitow ulegajg wniknieciu do BGE, gdzie
nastepuje ich rozdzielanie na zasadach CZE. Najwazniejsza zasadg tej techniki jest to, Ze anality
po osiagnigciu stanu rownowagi migruja z tg sama predkoscia jaka determinuje strefa jonu wio-
dacego, pochodzacego z soli. Natomiast ACN stanowi pseudo jon zakanczajacy i peini on rolg

utrzymania analitOw w poszczeg6lnych dla siebie strefach oraz zapobieganiu ich dyfuzji [160].
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Spietrzenie na drodze dvnamicznego skrzyzowania pH

W tej technice zatezania analitu wykorzystuje si¢ roznicg¢ pH w strefach BGE 1 probki, co po-
woduje znaczng zmiang predkosci migracji analitow, uzyskujac efekt spietrzania. Dynamiczne
skrzyzowanie pH moze by¢ stosowane do selektywnego zatgzania w kapilarze stabych roztwo-
row elektrolitow, ktorych tadunek i ruchliwo$é¢ zalezy od wartosci pH. W przypadku oznacza-
nia anionow, w pierwszej kolejnosci do kapilary wprowadzana jest sposobem hydrodynamicz-
nym dhuga strefa probki, ktorej pH jest nizsze niz w BGE. Fiolka zawierajaca probke zostaje
wtedy zamieniona na fiolk¢ z BGE i przyktadane jest wysokie napiecie, co powoduje, Ze jony
OH pochodzace z BGE przenikaja do strefy probki. Strefa, gdzie panuje wyzsze pH powoduje
przyspieszenie niezdysocjowanych stabych kwasow w strefie probki, dzigki czemu nastgpuje
ich spietrzenie w waskie pasmo. Réznica pH pomigdzy BGE a strefg probki panuje przez bar-
dzo krotki czas, kiedy to jony OH™ osiagng koniec strefy probki. Anality, ktore poddano spig-
trzaniu, sa nastepnie rozdzielane zgodnie z zasadami CZE. Jesli oznaczanymi zwigzkami sg
kationy, to stosuje si¢ takie same warunki elektroforetyczne, przy czym wykorzystuje si¢ pota-
czenie odwroconej polaryzacji 1 odwroconego EOF. Strefa probki oraz BGE przesuwa si¢ zgod-
nie z EOF w kierunku anody, z kolei kationowe anality migruja w kierunku odwrotnym, czyli
do katody. Na koncu strefy probki wartos¢ pH wzrasta, poniewaz przenikajg do niej jony hy-
droksylowe pochodzace z BGE. Ponadto anality tracg cz¢sciowo tadunek, a ich ruchliwos¢ jest
mniejsza i ulegajg zat¢zeniu na granicy BGE — strefa probki, po czym kationowe anality mi-
gruja wraz z EOF w kierunku anody [161].
Techniki ekstrakcyjne

W analizie chemicznej, aspekt przygotowania probki odgrywa wazng role. Rola ta jest
szczegoblnie istotna w przypadku, gdy podczas prowadzonych analiz stosowane sg techniki se-
paracyjne, takie jak chromatografia lub elektroforeza. Zastosowanie danej metody przygotowa-
nia probki dotyczy wydzielania i zat¢zania analitu oraz oczyszczania probki z niepozadanych
sktadnikow matrycy [162-164]. Pomimo wielu poczynionych rozwigzan technologicznych
w budowie aparatury pomiarowej, przygotowanie probki do analizy jest czgsto wymaganym
etapem przed instrumentalnym wykrywaniem i oznaczaniem analitow. Powodem tego jest
obecno$¢ innych sktadnikéw ztozonej matrycy probki, ktore wykazuja potencjalne nastgpstwa
interferencyjne w oznaczaniu badanych zwiazkow, szczegdlnie tych, ktore wystepuja w slado-
wych ilosciach [165-167]. W celu, wydzielania i zat¢zania analitow z powodzeniem stosuje si¢
klasyczne techniki ekstrakcyjne, np. ekstrakcje ciecz — ciecz (LLE), czy ekstrakcje do fazy sta-
tej (SPE) [165-169]. Techniki te, poza niewatpliwymi zaletami, charakteryzuja si¢ jednak istot-

nymi wadami:
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e zapotrzebowaniem na duze objetosci potencjalnie toksycznych rozpuszczalnikow,

e wytwarzaja duze ilosci odpadow wtornych podczas procesu,

e potrzebg stosowania ztozonej aparatury — w przypadku stosowania SPE,

e wymagaja czasochtonnych, zmudnych 1 wieloetapowych operacji,

e zdarza si¢, ze otrzymywana czulo$¢ metody po zastosowaniu tych technik jest nie wy-

starczajaca do analizy $ladowe;j,

e wykorzystuja duze obj¢tosci rzeczywistych probek [170, 171].
Nowoczesne trendy w przygotowaniu probek do analizy zmierzajg w kierunku szybszych, bar-
dziej ekologicznych, bezrozpuszczalnikowych i niedrogich technik ekstrakcji. W tym celu zo-
staty one opracowane w skali ,,mikro”. Za pomocg mikroekstrakcji zuzycie rozpuszczalnikow
organicznych jest znacznie zredukowane. Ponadto, czasochlonno$¢ oraz manualne wykonanie
ekstrakcji przez laboranta rowniez zostato ograniczone, gdyz do realizacji ekstrakcji w skali
mikro moze zosta¢ wykorzystana aparatura pomiarowa, jaka jest elektroforeza kapilarna [172-
174]. Podatno$¢ CE do przeprowadzania procedur ekstrakcyjnych jest godna uwagi 1 warto
rozwazy¢ jej zastosowanie, gdyz pozwala na catkowitg lub prawie calkowita automatyzacje
procesu ekstrakcji. Dzigki takiemu rozwigzaniu precyzja wykonywanych analiz jest lepsza,
zwigkszona zostata ilo$¢ analizowanych probek w krotszym czasie w poréwnaniu do procedury
ekstrakcji wykonywanej manualnie, ulegta poprawie czuto$¢ stgzeniowa, a takze zostat wyeli-
minowany problem zwigzany z analiza probek o matych objetosciach. Ponadto, aby przepro-
wadzi¢ ekstrakcje za pomocg uktadu pomiarowego CE nie jest wymagana zadna modyfikacja
aparatu, wystarczy jedynie odpowiednio zaprojektowac i zaprogramowac ekstrakcje za pomoca
oprogramowania sterujgcego tym urzadzeniem [116]. W Rozdziale 4 szczegétowo opisano
technike ekstrakcji LLE oraz jej realizacje w mikroskali z uwagi na fakt, ze do zatg¢zania probki
stosowana byta jedna z jej odmian, tj. mikroekstrakcja do pojedynczej kropli.
4. Ekstrakcja ciecz-ciecz jako element przygotowania prébki do analizy
4.1. Podstawy teoretyczne

Termin ekstrakcja odnosi si¢ do podziatu zwigzku chemicznego migedzy dwie nie miesza-
jace si¢ fazy, ktore maja staty kontakt ze sobg. Najbardziej znang technikg ekstrakcji jest eks-
trakcja ciecz-ciecz (LLE), zwana rowniez ekstrakcja rozpuszczalnikiem [175]. Sposob wyko-

nania ekstrakcji LLE ilustruje rysunek 27.
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Faza organiczna
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Rys. 27. Schemat przedstawiajacy uklad ekstrakcji ciecz-ciecz.

W naczyniu (rozdzielacz) znajduja si¢ dwie warstwy cieczy, jedna z nich stanowi zwykle faza
wodna, a druga rozpuszczalnik organiczny. W przedstawionym przyktadzie rozpuszczalnik or-
ganiczny znajduje si¢ nad woda (tj. ma mniejszg gestosc), ale mozliwa jest rowniez sytuacja
odwrotna. Substancja A, ktora poczatkowo jest rozpuszczona tylko w jednej z dwoch cieczy,
ostatecznie rozdziela si¢ migdzy dwie fazy. Gdy ten podziat osiggnie stan rownowagi, substan-
Cja rozpuszczona ma stgzenie [A]ag W warstwie wodnej, a w warstwie organicznej stezenie
[Alorg. Wstawiajac te stezenia do ponizszego rdwnania otrzymuje si¢ wspotczynnik podziatu
k substancji rozpuszczonej w poszczegolnych fazach ekstrakcyjnych:
[Alorg

K = g ®)

Wspotezynnik ten definiuje si¢ jako stosunek catkowitego stezenia substancji w fazie organicz-
nej do catkowitego stezenia tej samej substancji w fazie wodnej (niezaleznie od tego, czy faza
organiczna posiada mniejszg czy wigksza gestos¢ od fazy wodnej). Jesli obecna jest druga sub-
stancja B oraz jej wspotczynnik podziatu ks rozni sie od Ka, to substancje A i B mozna oddzieli¢
od siebie poprzez (jedno lub wielostopniowg) ekstrakcje rozpuszczalnikiem [175]. Powyzsza
zasada tyczy si¢ kazdej odmiany ekstrakcji, przy czym moga si¢ r6zni¢ jedynie uktadem faz,
np. ekstrakcja ciecz — cialo state, ciecz — gaz, cialo stale — ciecz, itp. Ponizej przedstawiono
diagram, na ktérym pokazano jak zostaly podzielone poszczegdlne techniki ekstrakeji
w zalezno$ci od stanu skupienia probki (rysunek 28) — na schemacie nie przedstawiono eks-

trakcji dla probek gazowych.
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m Ekstrakcja cialo stale —ciecz
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Mikroekstrakcja do fazy
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cieklej z wykorzystaniem
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Ekstrakcja z zastosowaniem
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B Ekstrakcja wspomagana
membrang

Rys. 28. Schemat technik ekstrakcji w zaleznos$ci od stanu skupienia probki [176].

Wszystkie te techniki ekstrakcji oraz ich sposob wykonania jest dobrze opisany w literaturze
naukowej [177-182].
Poniewaz jedna z tych technik, tj. mikroekstrakcja do pojedynczej kropli (SDME), byta wyko-
rzystana w badaniach eksperymentalnych w ramach rozprawy doktorskiej, w kolejnym podroz-
dziale opisano ja w sposob bardziej szczegdtowy.
4.2. Mikroekstrakcja do pojedynczej kropli

Aby sprosta¢ oczekiwaniom zasad zielonej chemii poprzez wyeliminowanie wad, ktorymi

charakteryzuje si¢ tradycyjna LLE, postanowiono przeprowadzi¢ modyfikacje sposobu
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realizacji LLE, co zaowocowalo opracowaniem wielu alternatywnych technik, ktore nastgpnie
z powodzeniem zastosowano w procedurach przygotowania probek do analizy. Rezultatem
tych badan jest powstanie nowatorskich technik ekstrakcji w skali ,,mikro”, ktore wyrdzniajg
si¢ skroceniem etapu przygotowania probki do analizy, poprawg czuto$ci metod analitycznych
oraz tym, ze sg one ekologicznymi technikami zgodnymi z 12 zasadami zielonej chemii [183].
Jedna z tych technik jest mikroekstrakcja do fazy cieklej (LPME). Jest ona technika ekstrakcji
rozpuszczalnikiem, ktora zostata opracowana w oparciu o zmniejszenie zuzycia ekstrahenta
z poziomu mililitrow czy setek mikrolitrow, do objetosci mniejszych niz 100 ul lub nawet do
Kilku nanolitrow. Jednoczesnie objetos¢ probki wymaganej do przeprowadzenia ekstrakcji za-
zwyczaj miesci si¢ w zakresie od 0,5 do 5 mL [184-188]. Dzi¢ki temu uzyskuje si¢ wysoki
stopien zatgzenia analitéw ze wzgledu na bardzo wysoki stosunek objetosci probki do objetosci
fazy rozpuszczalnika [186]. Technika ta posiada wiele znaczacych zalet, ktorymi sg szybko$¢
wykonania, wysoka wydajnos$¢ procesu, ograniczenie zuzycia toksycznych rozpuszczalnikow
organicznych, a co za tym idzie niski koszt przeprowadzenia ekstrakcji [189, 190]. LPME do-
skonale sprawdza si¢ w przygotowaniu probek do analiz wykorzystujacych techniki separa-
cyjne takie jak: HPLC, GC, czy CE [191].

W oparciu o gtowne zatozenia LPME, opracowane zostaty jej trzy podstawowe odmiany:

1. mikroekstrakcja do pojedynczej kropli (SDME),

2. dyspersyjna mikroekstrakcja ciecz — ciecz (DLLME),

3. mikroekstrakcja do fazy ciektej z wykorzystaniem porowatej rurki (HF-LPME).
Technika mikroekstrakcji DLLME zostata pierwszy raz wykorzystana w 2006 r. przez Moham-
mada Raza oraz wspolpracownikéw [192] do analizy probek wody na zawarto$¢ wielopierscie-
niowych weglowodoréw aromatycznych (WWA). Podstawg DLLME jest zastosowanie troj-
sktadnikowego uktadu rozpuszczalnikow, tj. fazy wodnej, rozpuszczalnika nie mieszajacego
si¢ z woda oraz polarnego rozpuszczalnika mieszajacego si¢ z woda, zwanego rozpuszczalni-
kiem dyspersyjnym. Jej wykonanie polega na szybkim dodaniu niewielkiej obj¢tosci niepolar-
nego rozpuszczalnika i rozpuszczalnika dyspersyjnego (w postaci mieszaniny) do wodnego
roztworu zawierajgcego anality [193, 194]. Nastepnie otrzymany uktad miesza si¢ w dowolny
sposob, tj. recznie, poprzez wirowanie, mieszanie na mieszadle magnetycznym, wytrzasanie w
gore 1 w dot. Po zakonczeniu mieszania powstaje metny roztwor skladajacy si¢ z drobnych
kropelek rozpuszczalnika ekstrakcyjnego w petni rozproszonego w fazie wodnej. W ten sposob
otrzymuje si¢ wysoki stosunek pola powierzchni fazy rozpuszczalnika do pola powierzchni
fazy wodnej 1 w efekcie wysoka wydajno$¢ procesu ekstrakcji w krotkim czasie [194-197].

Rozproszenie fazy organicznej zawierajacej anality usuwa si¢ przez odwirowanie. Nastepnie
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odwirowang warstwe fazy organicznej zbiera si¢ za pomocg mikropipety lub mikrostrzykawki
1 przeprowadza analiz¢ uzyskanego ekstraktu [193-201]. Pogladowy schemat wykonania
DLLME przedstawiono na rysunku 29.

J f

] (\

Wodny Szybkie Energiczne mieszanie Odwirowanie Zebranie fazy Analiza
roztwor probki wprowadzenie do uzyskania mieszaniny organicznej uzyskanego
rozpuszczalnika metnego roztworu ekstraktu
i dyspergatora

Rys. 29. Schemat realizacji techniki DLLME [202].

W 1999 r. Pedersen-Bjergaard oraz Rasmussen wprowadzili kolejng alternatywng odmiang
LPME opartg na wykorzystaniu tanich, pojedynczych i jednorazowych membran z porowatych
rurek, zwykle wykonanych z polipropylenu [202]. Technika ta polega na tym, ze faza wodna
probki nie styka si¢ bezposrednio z fazg akceptorowa, poniewaz faza akceptorowa znajduje si¢
w $wietle wiokna, ktore stanowi pusta w Srodku porowata rurka [203, 204]. Przed ekstrakcja
porowatg rurke zanurza si¢ na kilka sekund w rozpuszczalniku organicznym, w celu unierucho-
mienia tego rozpuszczalnika w porach rurki. Mozliwe jest rowniez pobranie niewielkiej obje-
tosci rozpuszczalnika do §wiatta wtokna [203]. Rozpuszczalnik organiczny tworzy cienka war-
stwe¢ (mikromembrang) w Sciance rurki, a jego nadmiar na zewnatrz wtdkna usuwany jest za
pomocg ultradzwiekoéw [205]. Nastgpnie wiokno zanurza si¢ w probcee, ktdrg stanowi roztwor
wodny. Dodatkowo, w celu zwigkszenia szybko$ci i wydajnos$ci ekstrakcji mozna zastosowaé
mieszanie [205]. Rozpuszczalniki organiczne stosowane w HF-LPME powinny by¢ niemie-
szalne z woda, wykazywac silne powinowactwo do materiatu porowatego wtokna, zapewniac
odpowiednig selektywnos¢ ekstrakcji i charakteryzowac si¢ niskg lotnoscia, aby podczas eks-
trakcji pozostawaty w porach [205, 206]. Dzi¢ki zastosowaniu materiatu porowatego, mikro-
membrana wtokna wykazuje bardzo wysoki stosunek powierzchni do objetosci, co zapewnia
wysoka wydajnos¢ procesu ekstrakcji. HF-LPME moze by¢ realizowana zarowno w ukladzie
dwufazowym, jak i trdjfazowym [203, 205-207], co schematycznie przedstawiono na rysunku
30.
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mikromembrany\ —T i

a4 Roztwor probki ==t

N Mieszadto ~

magnetyczne
Rys. 30. Schemat realizacji HF-LPME w ukladzie dwu- oraz tréjfazowym [203, 205].

W trybie dwufazowym anality s ekstrahowane z probki wodnej do rozpuszczalnika organicz-
nego unieruchomionego w porach oraz wnetrzu witokna [208, 209]. Z kolei w trojfazowym
uktadzie, analit jest ekstrahowany z probki wodnej jako fazy donorowej, przez mikromem-
brang, ktorg stanowi rozpuszczalnik organiczny unieruchomiony w porach widkna i ostatecznie
do wnetrza tego wtokna wypelnionego fazg wodna (faza akceptorowa). Zastosowalnos¢ tego
trybu HF-LPME jest ograniczone do analitow, ktore w zalezno$ci od wartosci pH beda wyste-
powaly w formie zjonizowanej lub obojetnej [206, 209].

Pierwsza odmiang LPME opisang w literaturze jest technika mikroekstrakcji do pojedynczej
kropli. Zostata ona wprowadzona przez dwa rdzne zespoly badawcze, ktore opublikowaty
swoje wyniki eksperymentdw w tym samym roku, tj. w 1996 r. W sklad pierwszego zespotu
wchodzili Liu oraz Dasgupta [210], natomiast w sktad drugiego wchodzili Jeannot i Cantwell
[211]. Technika SDME jest jedna z najczeSciej stosowanych technik mikroekstrakcyjnych,
ktora w najprostszym wydaniu polega na ekstrakcji analitoéw z fazy wodnej probki do matej
kropli fazy organicznej wiszacej na koncu igly mikrostrzykawki [208]. Po ekstrakcji wzboga-
cong krople z powrotem wprowadza si¢ do mikrostrzykawki do dalszych czynno$ci analitycz-
nych. Dzigki wysokiemu stosunkowi objetosci probki do objetosci fazy organicznej uzyskuje
si¢ wysokie wspotczynniki wzbogacenia, co jest charakterystyczne dla SDME. Ekstrakty uzy-
skane za pomocg techniki SDME sg bogate w anality 1 wolne od zwigzkéw matrycy probki.
Zastosowanie tej techniki znaczaco zmniejsza zuzycie rozpuszczalnikdw organicznych po-
trzebnych do wykonania procesu ekstrakcji w porownaniu z tradycyjna procedurg LLE [213].
W praktyce istniejg trzy gléwne podejscia wykonywania SDME, a mianowicie: mikroekstrak-
cja do kropli zanurzonej bezposrednio w probce (DI-SDME), mikroekstrakcja do kropli z fazy
nadpowierzchniowej (HS-SDME) i mikroekstrakcja do kropli z probki w cigglym przeptywie
(CF-SDME) [212, 214]. Technika HS-SDME z fazy nadpowierzchniowej zostata pierwszy raz
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opisana w 2001 r. przez zespdt Theis’a 1 wspotpracownikow, ktorzy wykorzystali ten rodzaj
LPME do oznaczania lotnych rozpuszczalnikoéw organicznych takich jak benzen, toluen, etylo-
benzen, o-ksylen [215]. Zasada wykonania HS-SDME polega na tym, ze do szczelnie zamknie-
tego naczynia wprowadza si¢ iglte mikrostrzykawki, ktorej koniec nie jest zanurzony w préobcee,
lecz znajduje si¢ nad powierzchnig cieczy probki. Nastepnie generowana jest kropla rozpusz-
czalnika organicznego, po czym nast¢puje ekstrakcja lotnych zwigzkéw probki do wiszacej
kropli. W celu zwigkszenia wydajnosci procesu ekstrakcji mozliwe jest mieszanie roztworu
probki. Uktad ekstrakcyjny moze by¢ dodatkowo termostatowany w celu zwiekszenia lotnosci
analitéw. Po zakonczeniu procesu ekstrakcji wzbogacona kropla z powrotem jest wprowadzana
do mikrostrzykawki i poddawana dalszym czynnos$ciom analitycznym. W procedurze HS-
SDME anality rozktadaja si¢ miedzy trzy fazy: faze cieklej probki, faze nadpowierzchniowa
oraz faz¢ kropli organicznej. Czynnikiem wyznaczajagcym szybko$¢ ekstrakcji jest transfer
masy, co oznacza, ze duza szybko$¢ mieszania roztworu probki pozytywnie wptywa na zwigk-
szenie wydajnosci ekstrakcji [216-219]. Schemat wykonania HS-SDME przedstawiony jest na
rysunku 31.

Faza nadpowierzchniowa N
~—— lgta mikrostrzykawki

Kropla fazy organicznej ——

=—— Roztwor prébki
=/
Mieszadto
magnetyczne

Rys. 31. Schemat ekstrakcji technika HS-SDME [215].

W 2000 r. dwaj naukowcy Liu oraz Lee opisali w literaturze naukowej catkowicie nowa proce-
dure SDME, czyli CF-SDME [220]. W odniesieniu do statycznej oraz dynamicznej odmiany,
CF-SDME jest wylacznie dynamicznym rodzajem ekstrakcji do fazy cieklej, ktora polega na

tym, ze rozpuszczalnik ekstrakcyjny w postaci mikrokropli (o objetosci od 1 do 5 uL)
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wprowadzany jest do szklanej komory przy uzyciu konwencjonalnej mikrostrzykawki, a wy-
tworzona organiczna kropla utrzymywana jest na wylotowym koncu rurki wykonanej z polie-
teroeteroketonu (PEEK) [220]. Wodny roztwor probki (3 ml lub mniej) wprowadzany jest wlo-
towym koncem rurki PEEK do wnetrza komory za pomoca systemu HPLC i przeptywa w spo-
sob ciagly z predkoscig 0,05 ml/min lub wyzszg. Obmywanie kropli roztworem naptywajacej
probki powoduje, ze zachodzi ciggla ekstrakcja analitow z naptywajacej $wiezej probki wodnej
do kropli fazy organicznej. Po zakonczeniu ekstrakcji, wzbogacong krople z powrotem wpro-
wadza si¢ do mikrostrzykawki i wyjmuje z wnetrza komory ekstrakcyjnej [220, 221]. Na ry-

sunku 32 przedstawiono w sposob schematyczny wykonanie CF-SDME.

Kropla fazy organicznej \ Mikrostrzykawka

J DIIII\I‘IHHHHH-'

N A
g0

Szklana komora = | Rurka PEEK

i
t

Roztwor prébki
(wttaczany cisnieniowo za pomocg pompy)

Rys. 32. Schemat realizacji CF-SDME [213].

Ostatnig technika LPME jest mikroekstrakcja do kropli zanurzonej bezposrednio w roztworze
ekstrahowanym, czyli DI-SDME. Zostata ona opracowana i opisana w literaturze doktadnie
w potowie lat dziewigédziesigtych XX w. [222]. Rok pdzniej kolejny zespdt wykorzystat
DI-SDME do ekstrakcji 4-metyloacetofenonu z wodnego roztworu probki, a nastgpnie przepro-
wadzono analize otrzymanego ekstraktu za pomoca chromatografii gazowej z detektorem pto-
mieniowo — jonizacyjnym [211]. Wykonanie ekstrakcji technikg DI-SDME nalezy do prostych
1 jednych z najtanszych, poniewaz polega na zanurzeniu konca iglty mikrostrzykawki w wod-
nym roztworze probki. Nastepnie wytwarza si¢ krople fazy organicznej, w zakresie objgtosci
0d 0,3 do 3 pL. Probka reprezentuje fazg donorowa, z ktorej ekstrahowane sa anality, za$ kropla
stanowi faze akceptorowa. Po wytworzeniu kropli uktad pozostawia si¢ na czas ekstrakcji.
Mozliwe jest rowniez delikatne mieszanie probki w celu zwiekszenia szybkos$ci transferu masy
analitow, czyli zwigkszenia szybkos$ci oraz wydajnosci ekstrakcji. Po zakonczeniu procesu eks-

trahowania analitow do kropli, kroplg wprowadza si¢ do mikrostrzykawki i poddaje kolejnym
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czynno$ciom analitycznym [223]. Jednakze wykonanie DI-SDME mozliwe jest rowniez
w uktadzie trojfazowym (LLL-SDME). Ten rodzaj SDME zostat opracowany w 1999 r. przez
Ma i Cantwell’a [224]. LLL-SDME jest bardziej odpowiednia dla analitéw jonizowalnych.
W tym trybie do rozdzielenia dwoch faz wodnych, fazy donorowej probki i fazy akceptowej
kropli, stosuje si¢ fazg organiczng. Warto$¢ pH roztworu probki i mikrokropli mozna regulowaé
tak, aby uzyskac obojetng forme analitu, ktorg mozna wyekstrahowacé rozpuszczalnikiem orga-
nicznym, a nastepnie zjonizowac. Innymi stowy analit jest ekstrahowany z fazy donorowej do
fazy organicznej, a nast¢pnie reekstrahowany z fazy organicznej do kropli fazy akceptorowe;j,
w ktorej uzyskujac tadunek zostaje zatrzymany, a ekstrakcja odwrotna z kropli do probki jest
uniemozliwiona [225]. Trojfazowa LLL-SDME mozna realizowaé na dwa sposoby. W pierw-
szym z nich na roztwdr probki naktada si¢ cienka warstwe rozpuszczalnika organicznego,
w ktorym zanurza si¢ igle. Drugi sposob jest stosowany do zatezania analitow z probki przy
wykorzystaniu do tego celu aparatu do CE. Polega on na tym, ze do wlotowego konca kapilary
wprowadzana jest pewna objetos¢ fazy akceptorowej, po czym do kapilary zostaje wtloczona
duzo mniejsza objetos¢ rozpuszczalnika organicznego. Nastepnie po podstawieniu pod wlo-
towy koniec kapilary fiolki z roztworem probki, kapilara zostaje w niej zanurzona i nastgpuje
wygenerowanie kropli, ktora sktada si¢ od zewnatrz z cienkiej warstwy fazy organicznej, a we
wnetrzu znajduje si¢ roztwor fazy akceptorowej [226, 227]. Wszystkie tryby realizacji
DI-SDME przedstawione sg na rysunku 33.

1 Kapilara
2a / \ 2b
_| Roztwar wodny r | | _l
I I T

T I kropli fazy I I
akceptorowej
Igta
mikrostrzykawki
Faza
Kropla fazy .
. . organiczna
organicznej
Roztwor Roz'twc?r
W robki probki
Mieszadto P
magnetyczne

Rys. 33. Schemat realizacji DI-SDME: (1) — DI-SDME w ukladzie dwufazowym, (2a) —
DI-SDME w ukladzie tréjfazowym, gdzie faza organiczna oddzielajaca probke od kropli
jest nalozona na powierzchni¢ fazy donorowej, (2b) — DI-SDME w ukladzie tréjfazowym,
gdzie faza organiczna oddzielajaca probke od fazy akceptorowej stanowi cienka warstwe
wokél kropli [222, 227].
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CZESC EKSPERYMENTALNA
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Cel pracy

Jednym z najbardziej popularnych detektoréw wykorzystywanych w aparatach do elektro-
forezy kapilarnej jest detektor spektrofotometryczny. Przez wzglad na jedng z gtéwnych wad
CE (majac na uwadze stosowanie detekcji UV-Vis), ktorg jest niska czulo$¢ stezeniowa, stosuje
si¢ rozne rozwigzania pozwalajagce obnizy¢ granice oznaczalnosci, w tym techniki zatezania
analitu. Zatgzanie analitu moze by¢ realizowane zarowno w uktadzie pomiarowym CE, jak
i poza jej uktadem. Do technik zat¢zania analitu nalezg spictrzanic w Kapilarze separacyjnej
w CE oraz ekstrakcja. Ekstrakcja, ktora znajduje szerokie zastosowanie w chemii analitycznej
jest jedna z podstawowych i najbardziej popularnych technik przygotowania probki do analizy.
Jest fatwa w realizacji, pozwala na oczyszczenie probki poprzez oddzielenie analitow od ma-
trycy oraz umozliwia zatezanie analitu.

Celem pracy byto opracowanie doktadnych, czutych, ekonomicznych i ekologicznych
procedur analitycznych oznaczania tiolaktonu homocysteiny w moczu cztowieka, wykorzystu-
jacych aparatur¢ do elektroforezy kapilarnej oraz mikroekstrakcje ciecz-ciecz podczas etapu
przygotowania probki. W procedurze przygotowania probki wykorzystano ekstrakcje do poje-
dynczej kropli, ktora zostata realizowana bezposrednio w uktadzie oraz poza uktadem pomia-
rowym CE. Zastosowano takze jedng z popularnych technik zatezania analitu bezposrednio
w kapilarze, tj. spi¢trzanie na drodze wprowadzania probki ze wzmocnieniem pola.

Realizacja wspomnianego celu prowadzila poprzez szereg etapow, z ktdrych najwazniejsze
to:

e opracowanie procedury przygotowania probki do przeprowadzenia mikroekstrakcji do
pojedynczej kropli w uktadzie tréjfazowym,
e dobor odpowiednich warunkow ekstrakceji tiolaktonu homocysteiny z moczu,

e opracowanie warunkow mikroekstrakcji do pojedynczej kropli realizowanej automa-

tycznie w uktadzie CE (on-line) oraz recznie poza uktadem CE (off-line),

e optymalizacja warunkéw zat¢zania analitu poprzez wprowadzanie probki ze wzmoc-

nieniem pola w procedurze z mikroekstrakcjg do pojedynczej kropli w trybie off-line,

e dostosowanie warunkéw separacji elektroforetycznej tiolaktonu homocysteiny w mo-

Czu,
e wykorzystanie opracowanych metod do oznaczania tiolaktonu homocysteiny w probce

rzeczywistej o wysokim stopniu skomplikowania matrycy, tj. w moczu cztowieka.
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Odczynniki, roztwory i aparatura
1) Odczynniki:

2-propanol (izopropanol), (CH3).CHOH, M = 60,1 g/mol, 99,5%, Sigma-Aldrich
(Darmstadt, Niemcy)

Chloroform, CHCl3, M = 119,39 g/mol, 98,5%, CHEMPUR (Piekary Slaskie, Polska)
Chlorowodorek D,L- tiolaktonu homocysteiny, C4H7NOS x HCI, M = 153,63 g/mol,
99,0%, Sigma-Aldrich (Darmstadt, Niemcy)

Dichlorometan, CH2Cl2, M = 84,93 g/mol, 99,8%, J.T. Baker (Deventer, Holandia)
Etanol, CH3CH20H, M = 46,07 g/mol, 99,9%, CHEMPUR (Pickary Slaskie, Polska)
Octan etylu, C4HgO2, M = 88,11 g/mol, 99,8%, POCH (Gliwice, Polska)

Kwas borowy, H:BOs, M = 61,83 g/mol, J.T. Baker (Deventer, Holandia)

Kwas cytrynowy jednowodny, CeHgO7 x H.O, M = 210,14 g/mol, 99,0%, Acros
Organics (Geel, Belgia)

Kwas fosforowy(V), HsPOs, M = 98,9 g/mol, 85%, J.T. Baker (Deventer, Holandia)
Kwas mrowkowy, HCOOH, M = 46,03 g/mol, 99%, Fluka AG, (Buchs, Szwajcaria)
Kwas octowy, CH3COOH, M = 60,05 g/mol, 99,5%, POCH (Gliwice, Polska)

Kwas solny, HCI, M = 34,46 g/mol, 35-38%, POCH (Gliwice, Polska)

Metanol, CH3OH, M = 32,04 g/mol, czystos¢ do HPLC, J.T. Baker (Deventer, Holan-
dia)

Oktadecylotrimetoksysilan, CHs(CH2)17Si(OCHs)s, M = 374,67 g/mol, 90%,
Sigma-Aldrich (Darmstadt, Niemcy)

Toluen, CsHsCHs, M = 92,14 g/mol, 99,5%, CHEMPUR (Piekary Slaskie, Polska)
Wodorofosforan(V) disodu dwunastowodny, NazHPOg4, x 12 H>0, M = 358,14 g/mol,
99,5%, POCH (Gliwice, Polska)

Wodorotlenek sodu, NaOH, M = 39,997 g/mol, 98,8%, POCH (Gliwice, Polska)

2) Roztwory:

Roztwér tiolaktonu homocysteiny o stezeniu 0,1 mol/L przygotowano odwazajac do
probowki Eppendorfa o pojemnosci 1,5 mL 0,015363 g odczynnika i dodajgc 1 mL
wody dejonizowane;j.

Roztwoér kwasu solnego o stezeniu 0,1 mol/L przygotowano odmierzajac 16,67 pL ste-
zonego kwasu (35-38%) do probowki Eppendorfa i uzupetniajagc woda dejonizowang

do objetosci 2 mL.

77



Roztwory kwasu solnego o stg¢zeniach 0,0005 oraz 0,002 mol/L przygotowano odmie-
rzajac odpowiednio 10 uL i 40 uL 0,1 mol/L kwasu solnego do probowek Eppendorfa
1 uzupehiajgc woda dejonizowang do objetosci 2 mL.

Roztwor kwasu fosforowego(V) o stezeniu 0,2 mol/L przygotowano odmierzajac
687 uL 85% kwasu fosforowego(V) do kolby miarowej 0 pojemnos$ci 50 mL i uzupet-
niajgc woda dejonizowang do kreski.

Roztwor kwasu fosforowego(V) o stezeniu 0,1 mol/L przygotowano odmierzajac
87 uL 85% kwasu fosforowego(V) do kolby miarowej o pojemnosci 100 mL i uzupel-
niajac woda dejonizowang do kreski.

Roztwory kwasu fosforowego(V) o stezeniu 0,01; 0,05; 0,075; 0,1; 0,125; 0,15; 0,5;
1,0; 1,5; 2,0 mol/L przygotowano odmierzajac odpowiednio 17; 86; 129; 172; 215; 258;
859; 1718; 2577; 3435 uL 85% kwasu fosforowego(V) do 10 kolb miarowych o pojem-
no$ci 25 mL i uzupetiajac woda dejonizowang do kreski.

Roztwory kwasu fosforowego(V) o stezeniach 0,0005; 0,001; 0,002; 0,0025; 0,003;
0,0035; 0,004; 0,0045; 0,005 mol/L przygotowano wprowadzajac do probéwek Eppen-
dorfa odpowiednio 10, 20, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 uL 0,1 mol/L roztworu kwasu
fosforowego(V) 1 uzupetniajagc woda dejonizowang do objetosci 2 mL.

Roztwo6r wodorofosforanu(V) disodu o stgzeniu 0,2 mol/L przygotowano poprzez od-
wazenie 7,1648 g NapHPO4 do kolby miarowej o pojemno$ci 50 mL i uzupelnienie
woda dejonizowang do kreski.

Roztwor wodorofosforanu(V) disodu o stezeniu 0,1 mol/L przygotowano poprzez od-
wazenie 7,1648 g Na;HPO4 do kolby miarowej o pojemnosci 100 mL i uzupelnienie
woda dejonizowang do kreski.

Roztwor wodorofosforanu(V) disodu o stezeniu 0,06 mol/L przygotowano rozpuszcza-
jac 2,1488 g NapHPO4 w kolbie miarowej o pojemnosci 100 mL i uzupetniajac woda
dejonizowang do kreski.

Roztwory wodorofosforanu(V) disodu o stezeniach 0,01; 0,05; 0,07; 0,075; 0,08; 0,09;
0,125; 0,15 mol/L przygotowano rozpuszczajac odpowiednio 0,179; 0,895; 1,254
1,343; 1,433; 1,612; 2,238; 2,686 g NaHPO4 w kolbach miarowych o pojemnosci
50 mL i uzupehiajac woda dejonizowang do kreski.

Bufory fosforanowe o stezeniu 0,2 mol/L i pH = 6,4; 7,2; 7,4; 7,6; 7,8; 8,0; 8,2 przygo-
towano miareczkujac metoda potencjometryczng roztwoér 0,2 mol/L NaHPO4 roztwo-

rem 0,2 mol/L H3zPOs w celu doprowadzenia do zgdanego pH.
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Roztwory elektrolitu podstawowego (roztwor NaoHPO4/H3PO4) do analiz elektrofore-
tycznych o st¢zeniu 0,1 mol/L 1 pH = 4,75; 5,00; 5,25; 5,50; 5,75; 6,00 przygotowano
poprzez potencjometryczne miareczkowanie roztworu 0,1 mol/L Na2HPO4 roztworem
0,1 mol/L H3PO4 w celu doprowadzenia do zagdanego pH.

Roztwory elektrolitu podstawowego (roztwor NaoHPO4/H3PO4) do analiz elektrofore-
tycznych o st¢zeniu 0,06 mol/L i pH = 4,75 sporzadzono poprzez miareczkowanie me-
todag potencjometryczng roztworu 0,06 mol/L Na;HPO4 roztworem 1,5 mol/L H3PO4
w celu doprowadzenia do zagdanego pH.

Roztwoér kwasu octowego o stezeniu 0,1 mol/L przygotowano poprzez odmierzenie
5,7 uL 99,5% kwasu octowego do 1,5 mL proboéwki Eppendorfa i uzupetniajac do ob-
jetosci 1 mL woda dejonizowang.

Roztwory kwasu octowego o st¢zeniach 0,0005 i 0,002 mol/L przygotowano poprzez
odpipetowanie odpowiednio 10 i 40 uL 0,1 mol/L CH3COOH do probéwek Eppendorfa
1 uzupeknienie woda dejonizowang do objetosci 2 mL.

Roztwor kwasu mrowkowego o stezeniu 0,1 mol/L przygotowano pipetujac 3,8 uL
99,0% HCOOH do probéwki Eppendorfa o pojemnosci 1,5 mL i uzupetniajac woda
dejonizowang do objetosci 1 mL.

Roztwory kwasu mrowkowego o stezeniach 0,0005 i 0,002 mol/L sporzadzono odmie-
rzajac odpowiednio 10140 pL 0,1 mol/L kwasu mrowkowego do probéwek Eppendorfa
1 uzupehiajac woda dejonizowang do objetosci 2 mL.

Roztwor kwasu borowego o stezeniu 0,1 mol/L przygotowano poprzez odwazenie
0,0124 g kwasu borowego w probéwce Eppendorfa i rozpuszczenie w 1 mL wody de-
jonizowane;j.

Roztwory kwasu borowego o stezeniach 0,0001, 0,0002, 0,0003, 0,0004, 0,0005,
0,0006, 0,002 mol/L przygotowano odmierzajac do probéwek Eppendorfa odpowiednio
2,4,6,8,10, 12, 40 uL 0,1 mol/L kwasu borowego 1 uzupetniajac woda dejonizowang
do objetosci 2 mL.

Roztwoér 5% oktadecylotrimetoksysilanu (ODTS) przygotowano na podstawie proce-
dury opisanej w literaturze [227] odmierzajac do probowki Eppendorfa o pojemnosci
1,5mL 50 uL ODTS, nastepnie dodajac 1 pL stezonego kwasu octowego i uzupetniajac
bezwodnym etanolem do pojemnosci 1 mL. Przed uzyciem roztwor pozostawiono na

24 godziny w ciemnym miejscu w temperaturze pokojowej.
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Roztwor wodorotlenku sodu o stezeniu 1 mol/L przygotowano poprzez odwazenie 2 g
NaOH do kolby miarowej o pojemnosci 50 mL i uzupetnienie wodg dejonizowang do
kreski.

Roztwér wodorotlenku sodu o stezeniu 0,1 mol/L przygotowano poprzez odmierzenie
100 pL roztworu 1 mol/L NaOH do szklanej fiolki do CE i uzupetnienie woda dejoni-

zowang do objetosci 1 mL.

Przed uzyciem wszystkie roztwory stosowane do analizy przefiltrowano przez filtr strzykaw-

kowy, w ktorym S$rednica porow wynosita 0,2 um.

3) Aparatura:

Aparat do elektroforezy kapilarnej Agilent Technologies 7100 (Waldbronn, Niemcy),
ktorego poszczegdlne podzespoty byly sterowane za pomocg komputera z oprogramo-
waniem Agilent Technologies ChemStation Rev. B.04.02. SP1.

Aparat do wysokosprawnej elektroforezy kapilarnej firmy Hawlett Packard, HP3PCE
(Waldbronn, Niemcy), ktorego poszczegolne podzespoly byly sterowane za pomoca

komputera z oprogramowaniem Hawlett Packard ChemStation, Rev. A.04.02.

Obydwa aparaty do elektroforezy kapilarnej sktadaty si¢ z nastepujacych podzespotow:

o termostatowana kaseta z umieszczong w niej kapilarg krzemionkowa,

o termostatowany automatyczny podajnik probek — system do termostatowania
oraz automatycznego dozowania roztworow probek do kapilary (metoda hydro-
dynamiczng lub elektrokinetyczng), a takze kondycjonowania kapilar,

o detektor spektrofotometryczny UV-Vis wyposazony w matryce diodowa,

o system do automatycznej wymiany elektrolitu podstawowego,

o zrédlo wysokiego napigcia (0 - 30 kV), wytwarzajace pole elektryczne w kapi-
larze w zakresie 0 - 500 V/cm.

Kapilary separacyjne

o kapilary krzemionkowe niepowlekane o roznej dtugosci i srednicy wewnetrznej

50 um i 75 um Polymicro Technologies (Phoenix, USA).
Spektrofotometr UV-Vis Hewlett Packard HP 8453 (Waldbronn, Niemcy)
Waga laboratoryjna OHAUS, PX224M/1 (Greifensee, Szwajcaria).
Dejonizator wody MILLIPORE, MILLI-Q-RG (Watford, Irlandia).

Suchy blok grzejacy (termostat) Grant, QBD2 (Cambridge, Wielka Brytania).
Wiréwka Mikro 220R, Hettich Zentrifuhen (Tuttlingen, Niemcy).
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e pH-metr METTLER TOLEDO, FiveEasy F20 (Geifensee, Szwajcaria).

e Mieszadlo magnetyczne VARIOMAG, MONO DIRECT, Thermo Scientific
(Langenselbold, Niemcy).

e Mieszadto magnetyczne SHOTT, TM 125 (Mainz, Niemcy).

e Mikropipety automatyczne o pojemnosciach 10, 20, 200, 1000 pL GILSON
(Villiers-le-Bel, Francja).

4) Kondycjonowanie kapilar
Nowe kapilary przeznaczone do analiz elektroforetycznych przygotowywano samodziel-

nie poprzez uciecie ich do zadanej dtugosci i sporzadzenie okienka detekcyjnego. Przed pierw-
szym uzyciem kazda nowg kapilare poddawano kondycjonowaniu zgodnie z nastgpujaca pro-
cedura:

1. 20 min 1 mol/L NaOH,

2. 20 min 0,1 mol/L NaOH,

3. 2min H20,

4. 30 min elektrolit podstawowym do analiz.
Kolejnego dnia pracy na tej samej kapilarze przemywano ja natomiast wedtug ponizszej se-
kwenciji:

1. 20 min 0,1 mol/L NaOH,

2. 2 min H20,

3. 30 min elektrolit podstawowy do analiz.
Na koniec kazdego dnia pracy eksperymentalnej kapilare przemywano woda dejonizowang
przez 15 min, jej konce zanurzano w fiolkach zawierajacych wod¢ dejonizowana, pozostawia-
jac do kolejnego uzycia.
Z uwagi na fakt, ze do kapilary wprowadzana byta bardzo mata objeto$¢ probki oraz dla jedne;j
z metod przeprowadzano procedur¢ mikroekstrakcji w uktadzie pomiarowym CE, wszystkie
etapy wprowadzania odczynnikow i roztworu probki do kapilary odbywaty sie automatycznie,
w zaleznos$ci od potrzeby sposobem hydrodynamicznym lub elektrokinetycznym. Wszelkie pa-
rametry, dziatanie i obsluga poszczegdlnych podzespotow aparatury do CE, byly ustawiane
1 kontrolowane z wykorzystaniem komputera zintegrowanego ze sprzg¢tem oraz oprogramowa-

nia dostarczonego przez producenta.
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Opracowanie elektroforetycznych  procedur oznaczania tiolaktonu
homocysteiny w moczu czlowieka

Podczas optymalizacji warunkow separacji elektroforetycznej, ekstrakcji SDME dla oby-
dwu trybow oraz zatezania analitu wewnatrz kapilary, pomiary dla kazdego parametru powta-
rzano trzykrotnie (n = 3), wyznaczano warto$¢ $rednig, odchylenie standardowe oraz wspot-
czynnik zmiennosci (wyrazony jako wzgledne odchylenie standardowe w procentach).
1. Wyznaczenie analitycznej dlugosci fali

Przed przystapieniem do wiasciwych eksperymentdw majacych na celu opracowanie pro-
cedur oznaczania tiolaktonu homocysteiny (HTL) w ludzkim moczu w pierwszej kolejnosci
przeprowadzono dobranie odpowiedniej analitycznej dlugosci fali detekcji. Polegalto to na za-
rejestrowaniu widma absorpcji HTL wykorzystujac do tego celu spektrofotometr UV-Vis.
Zgodnie z zaprezentowanym widmem na rysunku 34, HTL wykazywat pasmo absorpcji przy

dtugosci fali 240 nm.
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Rys. 34. Widmo absorpcji UV-Vis HTL.

2. Parametry walidacyjne podczas opracowywania procedur analitycznych
W celu walidacji opisanych nizej metod wyznaczono nastepujace parametry:
e granice wykrywalnosci (LOD) oraz granice oznaczalno$ci (LOQ),
e zakres liniowosci,
e wewnatrz- oraz mi¢dzydniowg precyzje¢ i doktadnos¢.
Kazdy z tych parametréw powinien spetnia¢ odpowiednie kryteria przyjete dla metod oznacza-
nia probek biologicznych [228]:
1. Kryterium akceptacji podczas wyznaczania wartosci LOQ to: precyzja uzyskanych wy-
nikow pomiaréw podczas wyznaczenia LOQ nie powinna przekracza¢ 20%.
2. Podczas wyznaczania zakresu liniowosci metody kryterium akceptacji wskazuje, aby do-

ktadnos¢, wyrazona odzyskiem, punktow krzywej kalibracyjnej miescita si¢ w zakresie

82



85 - 115%, przy czym doktadno$¢ punktu reprezentujacego najnizsze st¢zenie krzywej
kalibracyjnej powinno miesci¢ si¢ w zakresie 80 - 120%.

3. Z kolei do wyznaczenia precyzji i doktadnosci metody nalezy wybrac trzy stg¢zenia repre-
zentujace caty zakres krzywej kalibracyjnej, gdzie pierwsze stezenie powinno by¢ zbli-
zone do poczatku jej zakresu, drugie reprezentowato §rodek zakresu krzywej, za$ trzecie
bylo zblizone do jej konca. Kryteria akceptacji tych parametréw sg nastgpujace:

I.  precyzja nie powinna przekracza¢ 15%, przy czym precyzja dla najnizszego
z trzech stgzen nie powinna by¢ wieksza niz 20%,
Il.  doktadno$¢ powinna miesci¢ si¢ w zakresie 85 - 115%, przy czym dla najniz-
szego z trzech stezen zakres doktadnosci wynosi 80 - 120%.
3. Opracowanie metody oznaczania tiolaktonu homocysteiny za pomocg kapilarnej
elektroforezy strefowej oraz mikroekstrakcji do pojedynczej kropli realizowanej w ukla-
dzie pomiarowym elektroforezy kapilarnej
3.1. Dobér warunkow elektroforetycznego rozdzielania.

Jednym z najwazniejszych etapow opracowywania nowych procedur analitycznych wyko-
rzystujacych techniki separacyjne jest ustalenie optymalnych warunkéw rozdzielania, aby za-
pewni¢ jak najlepsza separacje sktadnikdéw probki w stosunkowo krotkim czasie oraz uzyskac
wysoka doktadnosé, precyzje 1 mozliwie jak najwyzsza czuto$¢. Opracowanie metody ozna-
czania HTL w moczu cztowieka za pomoca strefowe;j elektroforezy kapilarnej (CZE) oraz mi-
kroekstrakcji do pojedynczej kropli (SDME), rozpoczeto od doboru odpowiednich parametrow
elektroforetycznych:

1. pH BGE,

2. stezenia BGE,

3. wartosci przykladanego napigcia,

4. temperatury kapilary.

Podczas oceny jakos$ci uzyskanych zaleznos$ci optymalizowanych parametrow elektroforetycz-
nych przyjeto nastgpujace kryteria: otrzymanie jak najwyzszych wartosci wysokosci oraz pola
powierzchni sygnatow analitycznych pochodzacych od HTL przy jednoczesnym osiagnigciu
jak najwyzszej precyzji analiz elektroforetycznych. Dobor warunkow rozdzielania prowadzono
stosujac nastepujgce wstepne parametry pomiarowe:

e kapilara: dlugo$¢ catkowita: 64 cm (dtugos¢ efektywna 55,5 cm), srednica wewngtrzna:

75 um,
e temperatura kapilary: 21 °C,
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e napiecie 24 kV,

e analityczna dlugos¢ fali 240 nm

e hydrodynamiczne wprowadzenie probki do kapilary: 50 mbar przez 20 s (co odpowiada

obj¢tosci wprowadzonej probki rownej 121 nL).
Optymalizacja parametrow CZE zostata wykonana przed opracowaniem procedury SDME re-
alizowanej czy to w ukladzie pomiarowym czy poza uktadem CE. Podczas eksperymentow
majacych na celu opracowanie odpowiednich warunkéw separacyjnych jako probke stosowano
wodny roztwor standardu HTL o stezeniu 100 nmol/mL.
Wartos¢ pH BGE
Pierwszym etapem doboru warunkéw rozdzielania elektroforetycznego bylo zbadanie

wptywu pH roztworu elektrolitu do analizy na wysoko$¢ i1 pole powierzchni sygnatu HTL.
Z powodu tego, ze warto$¢ pKa dla HTL wynosi 6,67 [1] oraz dlatego, ze stosowano technike
CZE, ktoéra stuzy do rozdzielania czastek obdarzonych tadunkiem elektrycznym, to zakres ba-
danego pH byt nizszy. W elektrolicie o pH nizszym od pKa, czasteczka HTL zyskuje tadunek
dodatni i mozliwa jest jej separacja. W zwigzku z tym przygotowano seri¢ 0,1 mol/L roztworow
elektrolitu podstawowego o pH z zakresu 4,75 - 6,00. Na podstawie uzyskanych wynikéw ana-
liz elektroforetycznych roztworéw standardowych HTL, zaleznos$ci wysokos$ci 1 pola po-
wierzchni sygnatu HTL od pH elektrolitu podstawowego przedstawiono na rysunkach 34 i 35.
Sprawdzono roéwniez wpltyw pH roztworu elektrolitu do analizy ponizej 4,75, jednakze ponie-
waz uzyskiwano zbyt dlugie czasy migracji (im mniejsze pH tym mniejszy EOF) oraz gorsze
parametry sygnatow, tj. wysokos$¢ i pole powierzchni piku, dlatego tych wynikéw nie uwzgled-

niono na rysunkach 35 i 36.
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Rys. 35. Zaleznos¢ wysokosci sygnalu HTL od pH roztworu elektrolitu podstawowego.
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Na powyzszym rysunku mozna zaobserwowac, ze wraz ze wzrostem wartosci pH, maleje wy-
sokos¢ sygnalu HTL. Wysoko$¢ piku przyjmuje wartos¢ maksymalng zar6wno przy pH 4,75
jak i 5,00.

Pole powierzchni sygnalu [mAU:-s]

O — T T T T T
4,75 5,00 5,25 5,50 5,75 6,00

pH

Rys. 36. Zaleznos¢ pola powierzchni sygnalu HTL od pH roztworu elektrolitu podstawo-
wego.

Podobny przebieg zaleznosci jak na rysunku 35 mozna zauwazy¢ na wykresie powyzej (rysu-
nek 36). Wraz ze wzrostem pH zmniejsza si¢ pole powierzchni sygnatu HTL. Najwieksza war-
tos$¢ pola powierzchni uzyskano stosujac 0,1 mol/L BGE o pH =4,75.

Spadek czy to wysokosci piku, czy pola powierzchni sygnalu HTL w BGE o pH powyzej 4,75
jest prawdopodobnie spowodowane tym, ze warto$¢ pH elektrolitu zbliza si¢ do wartosci pKa
dla HTL. Powoduje to spadek fadunku dodatniego zlokalizowanego na grupie aminowej w cza-
steczce HTL, zgodnie z ponizszym schematem przedstawionym na rysunku 37. W konsekwen-

cji ruchliwo$¢ analitu maleje, a na skutek elektrodyspersji dochodzi do cze$ciowej dyfuzji

strefy.

+

NH3 NH,
H> pK
_ pH > pKy _o
S pH<pKa S

Rys. 37. Wplyw pH Srodowiska na ladunek czgsteczki HTL.

Stezenie BGE
W kolejnym etapie doboru optymalnych warunkow rozdzielania elektroforetycznego ba-

dany byl wptyw stezenia elektrolitu podstawowego na wysoko$¢ i pole powierzchni sygnatu
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HTL. W tym celu przygotowano seri¢ roztwordw elektrolitu podstawowego (roztwor
NaxHPO4/H3PO4) o pH = 4,75 i stgzeniach w zakresie od 0,05 do 0,15 mol/L i przeprowadzono
analizy elektroforetyczne probek standardowych HTL. Z uzyskanych wynikow sporzadzono
zaleznos$ci wysokosci 1 pola powierzchni piku HTL od st¢zenia roztworu elektrolitu wzigtego

do analizy (rysunki 38 i 39).
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Rys. 38. Zalezno$¢ wysokosci sygnalu HTL od stezenia roztworu elektrolitu podstawo-
wego.

Na powyzszym rysunku mozna zauwazy¢, ze wraz ze wzrostem stezenia BGE nieznacznie ro-
$nie wysokos¢ sygnatu HTL do warto$ci maksymalnej dla stezenia 0,1 mol/L. Dalszy wzrost

stezenia BGE powoduje nieznaczny spadek wysokosci piku.
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Rys. 39. Zalezno$¢ pola powierzchni sygnalu HTL od stezenia roztworu elektrolitu pod-
stawowego.
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Na rysunku 39 przebieg zalezno$ci pola powierzchni sygnatu od stezenia elektrolitu podsta-
wowego jest podobny jak na rysunku 38. Najwigksze pole powierzchni piku otrzymano dla
BGE o stezeniu 0,1 mol/L, przy czym dla wartosci st¢zenia wynoszacego 0,125 mol/L nastgpit
duzy spadek pola powierzchni sygnatu.
Biorgc pod uwage powyzsze do dalszych badan wybrano BGE o warto$ci st¢zenia rdwnej
0,1 mol/L.
Temperatura kapilary

Ostatnim etapem optymalizacji warunkow rozdzielania elektroforetycznego, byto zbadanie
wptywu temperatury kapilary na wysoko$¢ i pole powierzchni sygnatu HTL. Wykres zalezno-
$ci wysokosci/pola powierzchni sygnatu od temperatury kapilary przedstawiono w zakresie od
20 do 25 °C (zmieniajgc temperaturg co 1 °C), gdyz dla temperatur nizszych niz 20 °C czas
migracji HTL by¢ coraz dluzszy, co przektada si¢ na niepozadane wydluzenie czasu analizy
(im nizsza temperatura tym wigksza lepkos$¢ roztworu 1 mniejszy przeptyw EOF). Z kolei gdy
kapilar¢ termostatowano w temperaturach przekraczajacych 25 °C uzyskiwano coraz bardziej
niepowtarzalne wyniki analiz. Na podstawie uzyskanych danych wykre§lono zalezno$ci wyso-

kosci i pola powierzchni sygnatu HTL od temperatury kapilary, co przedstawiono na rysun-
kach 40 i 41.

Wysokos¢ sygnatu [mAU]
w

O T T T T T
20 21 22 23 24 25

Temperatura [°C]

Rys. 40. Zaleznos¢ wysokosci sygnalu HTL od temperatury kapilary.

Na wykresie zalezno$ci wysokosci sygnatu HTL od temperatury, zauwazy¢ mozna, ze wraz ze
wzrostem temperatury wysoko$¢ piku poczatkowo rosnie do warto$ci maksymalnej dla 23 °C,

za$ dalszy wzrost badanego parametru powoduje niewielki spadek wysokosci piku.
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Rys. 41. Zalezno$¢ pola powierzchni sygnalu HTL od temperatury kapilary.

Na wykresie zalezno$ci pola powierzchni sygnatu HTL od temperatury, mozna z kolei zaob-
serwowac poczatkowy lekki spadek wartosci pola powierzchni wraz ze wzrostem temperatury.
Jednakze dla temperatur wyzszych niz 21 °C nastgpowato zwigkszanie si¢ pola powierzchni.
Dla temperatur powyzej 23 °C nie obserwuje si¢ znaczacych zmian pola powierzchni piku,
natomiast powtarzalno$¢ wynikow analiz pogarsza si¢, zwlaszcza w temperaturze 25 °C. Prze-
bieg powyzszych zaleznosci (rysunki 40 i 41) mozna wytlumaczy¢ tym, ze wzrost temperatury
powoduje zmniejszenie lepkosci roztworu elektrolitu do analizy, a w rezultacie poszerzenie
strefy analitu, co skutkuje spadkiem wysokosci, ale wzrostem pola powierzchni [229]. Ponadto
w temperaturach powyzej 23 °C zaobserwowano komigracj¢ nieznanego piku z pikiem analitu,
co uniemozliwito doktadne odczytanie wysokosci i powierzchni piku. Dlatego biorac pod
uwage przedstawione wyzej zaleznos$ci jako optymalng temperature kapilary wybrano warto§¢
réwng 23 °C.
Wartos¢ przytoZonego napigcia

Obecnie wyznacznikami potencjatu danej metody analitycznej jest mozliwos¢ poddania
analizie jak najwigkszej iloSci prob w jak najkrotszym przedziale czasu przy jak najnizszym
naktadzie finansowym. W zwigzku z tym dazy si¢ do uzyskania jak najkrotszych analiz, ponie-
waz czas i koszt analizy to parametry, ktore sa niezwykle znaczace w chemii analitycznej. Wia-
domym jest, ze jedng z zalet CE jest krotki czas analizy w poréwnaniu do technik HPLC czy
GC [230]. Parametrem, ktory ma znaczacy wplyw na czas analizy jest warto$¢ przylozonego
napigcia (U), tzn. im wyzsza warto$¢ napigcia tym krotszy czas analizy oraz wyzsza sprawno$¢
uktadu 1 lepsza separacja. Jednakze przy zbyt duzym napieciu wydzielana jest duza ilo$¢ ciepta

(ciepto Joul’a). W celu wyboru maksymalnego napigcia przylozonego podczas rozdzielania
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elektroforetycznego, ktore nie bedzie powodowato nadmiernego wydzielania ciepta, przepro-
wadzono badanie zalezno$ci nat¢zenia pradu (I) od przytozonego napigcia. W pierwszym kroku
przyktadano napigcie rosngce w zakresie od 1 do 30 kV odczytujac odpowiadajgce im wartosci
natezenia pradu ptyngcego w uktadzie. Kolejnym krokiem byto wykreslenie na podstawie uzy-
skanych danych z eksperymentu zaleznos$ci I = f(U). Nastepnie metoda graficzng wyznaczono
warto$¢ maksymalnego napiecia, tak jak to zostato przedstawione na ponizszym wykresie (ry-

sunek 42).
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Rys. 42. Zaleznos¢ natezenia pradu od przylozonego napi¢cia. Wyznaczenie maksymal-
nego napiecia (U).

Na podstawie powyzszego wykresu mozna zauwazy¢, ze w danych warunkach pomiarowych
maksymalne napiecie, ktore mozna zastosowa¢ do analiz elektroforetycznych wynosi okoto
21 kV.
3.2. Dobér warunkow ekstrakcji do pojedynczej kropli

Mikroekstrakcja do pojedynczej kropli (SDME) w niniejszej metodzie byta realizowana
w uktadzie trojfazowym, z ang. liquid-liquid-liquid single drop microextraction, oraz zostata
zautomatyzowana w uktadzie pomiarowym elektroforezy kapilarnej (CE). Oznaczanie tiolak-
tonu homocysteiny (HTL) przeprowadzono w probkach moczu pozornie zdrowych wolontariu-
szy roznej pici. Wszystkie probki zostaty przygotowane poprzez zmieszanie jej z buforem
o odpowiednim pH 1 stezeniu. Bufor pelni wazng role podczas procesu ekstrakcji, poniewaz
dobrze dostosowane stezenie obejmuje funkcje utrzymywania niezmienionego pH probki.
Z kolei odpowiednio dobrana warto$¢ pH probki wptywa na zwigkszenie wydajnosci ekstrakcji,

poniewaz w warunkach prowadzenia ekstrakcji czasteczka analitu nie powinna posiadaé
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fadunku, gdyz w takim przypadku analit chetniej bedzie dyfundowal z fazy wodnej do fazy
organicznej. Procedura ekstrakcji SDME sktadata si¢ z nast¢pujacych etapow:

1. Nalozenie warstwy fazy organicznej na powierzchni¢ probki

2. Wstawienie przygotowanej probki moczu z natozong warstwa organiczng do karuzeli
automatycznego podajnika probek w aparacie do CE
Pobranie do wlotowego konca kapilary roztworu fazy akceptorowe;j
Podstawienie probki moczu pod wlotowy koniec kapilary
Wygenerowanie kropli fazy akceptorowej w warstwie organicznej

Pozostawienie uktadu na czas ekstrakcji do kropli

N o g ~ w

Po zakonczeniu ekstrakcji pobranie do kapilary wzbogaconego roztworu kropli fazy ak-
ceptorowej.

Po wprowadzeniu do kapilary kropli ekstraktu, nastepuje podstawienie pod wlotowy koniec
kapilary fiolki z roztworem elektrolitu podstawowego w celu przeprowadzenia analizy elektro-

foretycznej. Powyzsze punkty przedstawiono schematycznie na rysunku 43 ponize;.

1.Hydrodynamiczne 2.Hydrodynamiczne generowanie
wprowadzenie fazy akceptorowej kropli fazy akceptorowej

L & &
u B oE

3.Ekstrakcja ’_“_‘
Faza akceptorowa Probka BGE

4.Hydrodynamiczne wprowadzenie
wzbogaconej kropli

ASg-

| |
Rys. 43. Schemat procedury SDME realizowanej w ukladzie pomiarowym CE.

Probka

Kolejnym etapem opracowania metody oznaczania HTL w moczu cztowieka za pomoca
CZE z wykorzystaniem SDME realizowanej w uktadzie pomiarowym CE, byt dobor odpowied-
nich warunkow ekstrakcji, ktory miat decydujace znaczenie dla wydajnosci wydzielenia analitu
z probki, stopnia zat¢zania analitu, a takze jako$ci oraz powtarzalnosci procesu ekstrakcji. Zba-

dano nastepujace parametry:
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e pH probki,

e sposob przygotowania probki do ekstrakeji,

e rodzaj rozpuszczalnika organicznego,

e rodzaj fazy akceptorowej oraz jej st¢zenie,

e czas ekstrakcji z fazy donorowej (probki) do fazy organicznej,

e czas ekstrakcji z fazy organicznej do fazy akceptorowej (kropli).
Przy ocenie jako$ci otrzymanego sygnatu HTL, przyjeto nastgpujace kryteria: symetria, wyso-
ko$¢ 1 pole powierzchni otrzymanego sygnatu analitycznych oraz precyzja i doktadno$¢ me-
tody.
W poczatkowej fazie eksperymentéw zwigzanych z opracowaniem procedury SDME w trybie
on-line okazalo si¢, ze podczas analiz elektroforetycznych z wykorzystaniem zoptymalizowa-
nych wczesniej warunkéw dochodzito do niecatkowitego rozdzielania si¢ sktadnikow kropli
wprowadzonej do kapilary. W zwiazku z tym przeprowadzono ponowny dobor warunkow se-
paracyjnych CE, w wyniku ktérego zmianie ulegly warto$¢ zastosowanego napigcia i tempera-
tura kapilary. Napiecie przykladane w momencie rozpoczecia analizy elektroforetycznej wy-
nosito 24 kV, za$ temperatur¢ obnizono z 23 °C do 21 °C. Pozostate parametry, tj. stezenie
1 pH BGE, nie ulegly zmianie.
Dobor pH probki

Podczas przygotowania probki do ekstrakcji, odpowiedni dobor pH peini bardzo wazna
role. Wiadomym jest, ze do tego procesu uzywane sa w wiekszosci przypadkdéw niepolarne
rozpuszczalniki organiczne niemieszajace si¢ z woda (ktdra zazwyczaj stanowi rozpuszczalnik
probki). Dlatego waznym jest, aby czasteczka ekstrahowanego analitu nie posiadata fadunku,
aby umozliwi¢ tatwiejszy transport czasteczek analitu z probki do fazy organicznej, a w efekcie
uzyska¢ jak najwyzsze wydajnosci ekstrakcji [231]. W zwigzku z powyzszym, znajomos$¢
ujemnego logarytmu dziesietnego ze statej dysocjacji kwasowej — pKa dla analitu/6w wydaje
si¢ kluczowa. Z kolei w przypadku analitow, ktore nie posiadajg tadunku bez wzgledu na pH,
etap przygotowania probki jest krotszy i prostszy, gdyz nie wymaga dobrania odpowiedniego
pH s$rodowiska. Czasteczka HTL, ktorej wartos¢ pKa wynosi 6,67 [1], posiada w swojej struk-
turze grupe aminowa. Z tego powodu w zasadowym pH nie begdzie obdarzona tadunkiem do-
datnim. Z kolei obnizenie pH $rodowiska ponizej pKa poskutkuje pojawieniem si¢ tadunku do-
datniego w wyniku przytaczenia protonu do grupy aminowej, co obrazuje rysunek 37. Mocz
posiada wlasne charakterystyczne pH, mieszczacego si¢ w zakresie od 4,5 do 7,8 [232]. Z tego

powodu dobrano optymalne stezenie oraz pH buforu fosforanowego, ktéry wykorzystywano do
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przygotowania probki moczu do procedury ekstrakcji, poniewaz stg¢zenie buforu powinno by¢
odpowiednie 1 wystarczajaco duze, aby nadmiernie nie rozcienczaé probki moczu oraz utrzy-
mac¢ pH na statym poziomie powyzej pKa dla HTL.
Przed przystgpieniem do pomiaru pH, probk¢ moczu odwirowano przy 13700 x g. Nastepnie
pobrano 200 uL supernatantu, dodano 400 uL buforu fosforanowego i doktadnie wymieszano.
Stezenia oraz pH buforu fosforanowego wzigtego do przygotowania probki moczu byty naste-
pujace:

e 0,01 mol/L, pH=28,0

e 0,01 mol/L,pH=11,4

e 0,01 mol/L,pH=115

e 0,01 mol/L, pH=12,0

e 0,02mol/L, pH=28,0

e 0,05 mol/L, pH=28,0

e 0,2mol/L,pH=28,0

e 0,2mol/L, pH=38,2.
Pomiary pH probek moczu wzietych od 3 réznych wolontariuszy wykonano za pomoca pH-
metru w celu sprawdzenia czy wartosci pH przygotowanych probek w wyzej wymieniony spo-
sob beda do siebie zblizone, bez wzgledu na fizjologiczne wiasciwosci osobnicze wolontariu-
szy. Po wykonaniu pomiaré6w pH probek moczu, do ktérych dodano bufor fosforanowy o ste-
zeniu 0,01 mol/L oraz pH 8,0; 11,5; 12, okazalo sig¢, ze konhcowy odczyn probki byt nizszy niz
pKa dla HTL. W dalszej kolejnosci zmierzono pH mieszaniny moczu oraz buforu fosforano-
wego o pH = 8,0 1 stezeniu 0,02; 0,05; 0,2 mol/L w stosunku objetosciowym 1:2. Na podstawie
uzyskanych pomiardw zauwazono, ze wraz ze wzrostem stezenia buforu ro$nie koncowe pH
probki. Dopiero zastosowanie buforu o stezeniu 0,2 mol/L pozwolito na uzyskanie koncowego
pH nieznacznie wyzszego niz pKa dla HTL (> 7,0). Nastepnie uzyto buforu fosforanowego
o stezeniu 0,2 mol/L 1 pH = 8,2. Dzigki zastosowaniu buforu, ktérego pH bylo wieksze
0 0,2 jednostki, rowniez otrzymano zblizone wartosci pH dla roznych probek moczu, jednak
koncowy odczyn wyraznie przekraczat pKa dla HTL (pH > 7,5). Ostatecznie do przygotowania
probki moczu do procedury SDME wybrano bufor fosforanowy o stezeniu 0,2 mol/L
i pH =8,2.
Przygotowanie prébki do procedury ekstrakcji

Wiasciwe przygotowanie probki do procesu ekstrakeji stanowi kluczowy element, gdyz

umozliwia ono poprawne jej wykonanie oraz ekstrahowanie analitu z mozliwie jak najwyzsza
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wydajnoscig. W prezentowanej metodzie przygotowanie probki polegato na dodaniu do probki
moczu 0,2 mol/L roztworu buforu fosforanowego o pH = 8,2, w takim stosunku obj¢tosciowym,
aby mozliwe byto nalozenie warstwy organicznej oraz aby nadmiernie nie rozcienczac probke,
co w konsekwencji pozwolilo na uzyskanie niskich warto$ci granic wykrywalnosci (LOD)
i oznaczalnosci (LOQ). Warstwe organiczng stanowito 100 uL. mieszaniny chloroform:metanol

(2:1, v/v). Ogolny schemat przygotowania probki do ekstrakcji przedstawia rysunek 44.

mieszanina

AN + mocz moczu i buf01u naloZenie rozpuszczalnika
+ 0,2 mol/L bufor organicznego na
fosforanowy pH = 8,2 powierzchnie prébki

Rys. 44. Schemat przygotowania prébki moczu do procedury SDME.

Majac na uwadze to, ze gesto$¢ chloroformu jest znacznie wyzsza od gestosci wody (oraz jej
roztwordéw) [233], wiadomym jest, ze dodanie chloroformu do wody spowoduje jego opadnie-
cie na dno naczynka. Jednak w wyniku istnieniu dwoch sit: sity wyporu i napiecia powierzch-
niowego mozliwe jest nalozenie waskiej warstwy chloroformu na roztwér wodny w taki spo-
sOb, aby utrzymywala si¢ na powierzchni tego roztworu [234]. Przeprowadzenie eksperymentu
polegato na dodaniu do moczu takich objetosci buforu, aby stosunek mocz:bufor (v/v) wynosit:
2:1, 1:1, 1:2, 1:3, nastepnie natozeniu rozpuszczalnika organicznego na powierzchni¢ probki
1 obserwacji zachowania si¢ warstwy organicznej. Eksperyment powtdrzono dla trzech nieza-
leznych probek moczu otrzymanych od réznych wolontariuszy. Na podstawie przeprowadzo-
nych eksperymentéw zaobserwowano, ze im wigksze rozcienczanie moczu przez bufor, tym
faza organiczna na powierzchni probki byla stabilniejsza, tzn. czas po ktérym warstwa chloro-
formowa opadata na dno byt coraz dluzszy, oraz latwiej bylo nalozy¢ warstweg organiczng na
powierzchni¢ probki. Z drugiej strony zastosowanie wiekszej objetosci buforu powodowato
jednak coraz wigksze rozcienczenie probki moczu. W zwigzku z powyzszym postanowiono
zredukowac objetos¢ naktadanej warstwy organicznej na powierzchnig¢ probki ze 100 pL do
60 uL. Mniejsze objgtosci warstwy organicznej byty nie wystarczajace do wytworzenia w nich
kropli akceptora. Redukcja objetosci pozwolita na tatwiejsze naktadanie warstwy mieszaniny
chloroformu i metanolu na powierzchni¢ probki, warstwa organiczna wykazywala jeszcze
wiekszg stabilno$¢, jednak nadal opadata ona na dno naczynka po kilkudziesigciu sekundach,

czego skutek pokazano na rysunku 45.
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Rys. 45. Probka moczu z warstwa organiczng, ktora opadla na dno fiolki.

Z powodu niepowodzenia powyzej opisanych eksperymentéw postanowiono zmodyfikowac

procedure przygotowania probki. Zrezygnowano z nakladania na powierzchni¢ probki miesza-

niny chloroformu i metanolu na rzecz dodania 20 uL metanolu bezposrednio do probki, zaraz

przed nalozeniem na jej powierzchni¢ warstwy chloroformu. W trakcie kolejnego ekspery-

mentu zauwazono, ze dla prébki mieszaniny moczu 1 buforu w stosunku 1:1 (v/v) nie zaobser-

wowano zjawiska opadania warstwy organicznej na dno fiolki, co pokazano na rysunku 46.

Rys. 46. Probka moczu z nalozona warstwa organiczna.

Na podstawie opisanych powyzej obserwacji w dalszych badaniach przygotowywano probke

moczu w nastepujacy sposob:

1
2
3.
4

Dodano 200 uL moczu do probowki Eppendorfa o objetosci 1,5 mL,
Dodano 200 uL 0,2 mol/L buforu fosforanowego o pH = 8,2,
Przeniesiono 275 uL mieszaniny mocz:bufor (1:1, v/v) do szklanej fiolki,

Dodano 20 uL metanolu do mieszaniny,

94



5. Nalozono warstwe fazy organicznej na powierzchni¢ probki moczu przygotowanej
zgodnie z punktami 1 - 4.
Dobor rozpuszczalnika organicznego
Rozpuszczalnik organiczny stosowany do ekstrakcji powinien posiada¢ odpowiednie wia-
sciwosci. Po pierwsze nie powinien mieszac si¢ z roztworami wodnymi, po drugie wykazywac
dobra selektywnos¢ w stosunku do analitu [235] a takze zapewni¢ zadowalajaca odtwarzalno$é
oraz wydajno$¢ procesu ekstrakcji [236]. W tym celu zbadano wplyw nastepujacych rozpusz-
czalnikéw na wydajnos¢ ekstrakcji: chloroform, dichlorometan, octan etylu, toluen oraz ich
mieszaniny. Zbadano réwniez wptyw dodatku metanolu bezposrednio do probki na wydajnosé
ekstrakcji, podczas stosowania badanych rozpuszczalnikéw organicznych nakladanych na
probke. Probke moczu do analizy przygotowano zgodnie z opisem w podrozdziale 3.2 —
Przygotowanie probki do procedury ekstrakcji. Nastepnie dla przygotowanej probki przepro-
wadzono procedur¢ SDME w uktadzie pomiarowym CE, za$§ po jej zakonczeniu kropl¢ fazy
akceptorowej poddano analizie elektroforetycznej. Wstepna procedura mikroekstrakeji byta na-
stepujaca:
1. Hydrodynamiczne wprowadzenie do wlotowego konca kapilary, pod ci$nieniem
50 mbar przez 20 s (co odpowiada objetosci rownej ~121 nL), roztworu fazy akcepto-
rowej, ktorg stanowit 0,0075 mol/L roztwdr kwasu solnego,
2. Podstawienie pod wlotowy koniec kapilary fiolki zawierajacej probke z natozong war-
stwa organiczna,
3. Zanurzenie kapilary w warstwie organicznej,
4. Hydrodynamiczne wygenerowanie kropli fazy akceptorowej stosujac cisnienie
-50 mbar przez 20 s,
5. Pozostawienie uktadu na czas ekstrakcji — 5 min,
6. Po zakonczeniu ekstrakcji hydrodynamiczne wprowadzenie wzbogaconego roztworu
kropli do kapilary (8 mbar przez 8 s — co odpowiada objetosci rownej ~8 nL),
W przypadku chloroformu, dodatek metanolu do probki spowodowat, ze pola powierzchni pi-
koéw byly nieco nizsze niz dla wariantu bez dodatku metanolu, jednak powtarzalnos$¢ otrzymy-
wanych wynikow byta zdecydowanie lepsza. Z kolei dla innych rozpuszczalnikow dodatek me-
tanolu do probki rowniez powodowat uzyskiwanie nizszych sygnatow, ale dodatkowo skutko-
wal tym, ze powtarzalno$¢ wynikow analiz byty pogorszone w poréwnaniu do braku zastoso-

wania dodatku metanolu.
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Rys. 47. Wplyw rodzaju rozpuszczalnika lub mieszaniny rozpuszczalnikow na wydajnosé
ekstrakcji.

Na podstawie powyzszego wykresu (rysunek 47) mozna zauwazy¢, ze najwyzsze pole po-
wierzchni sygnatu pochodzacego od wyekstrahowanego HTL otrzymano stosujgc dichlorome-
tan jako rozpuszczalnik organiczny. Mniejsze pole powierzchni sygnatu uzyskano dla warstwy
chloroformowej. Po analizie probki, do ktérej dodano metanol przed natozeniem warstwy chlo-
roformowej, pole powierzchni bylo podobne jak dla mieszaniny chloroform:dichlorometan
(1:1), jednakze powtarzalnos¢ wynikow analiz byta zdecydowanie lepsza. Mimo iz najlepsze
parametry sygnatu HTL otrzymano dla dichlorometanu, to szybko$¢ parowania tego rozpusz-
czalnika byta bardzo duza, co nie pozwalato na wydtuzenie czasu ekstrakcji ponad 5 min, po-
niewaz warstwa robita si¢ na tyle waska, ze kropla fazy akceptorowej si¢ w niej nie miescita.
Dla chloroformu pola powierzchni byty mniejsze niz dla dichlorometanu, jednak szybko$¢ pa-
rowania tego rozpuszczalnika byla na tyle mala, iz pozwalala na zbadanie wptywu czasu eks-
trakcji na jej wydajnos$¢. Powtarzalnos¢ wynikdw analiz w tym przypadku, wyrazona jako
wzgledne odchylenie standardowe (RSD) w procentach byta jednak niezadowalajgca
(RSD > 15%). Na podstawie powyzszych obserwacji 1 wyciagnigtych wnioskow zdecydowano
o wyborze wariantu, w ktérym najpierw dodano metanol bezposrednio do probki, a potem na-
tozono warstwe chloroformowa. W tym przypadku pola powierzchni sygnatu byly wzglednie
wysokie oraz powtarzalno$¢ wynikéw byta dobra (RSD ok. 4,5%).
Dobor objetosci probki (glebokos¢ zanurzenia kropli w warstwie fazy organicznej)

Celem tego eksperymentu bylto uzyskanie jak najlepszej wydajnosci ekstrakcji poprzez
zbadanie glebokosci zanurzenia kropli w warstwie chloroformowej. Z powodu ograniczenia

aparaturowej mozliwosci regulacji zanurzenia kapilary w fiolce, eksperyment wykonano
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poprzez przygotowanie probek o wzrastajacych objetosciach od 100 do 300 uL, przy statej
objetosci fazy organicznej wynoszacej 40 puL. Przy czym do kazdej z tych probek przed nato-
zeniem fazy organicznej dodawano statg obj¢to$¢ metanolu wynoszaca 20 uL — czyli zgodnie
z procedurg ekstrakcji opisang w podrozdziale 3.2 — Dobor rozpuszczalnika organicznego.

W tabeli 2 przedstawiono natomiast uzyskane wyniki analiz.

Tabela 2. Wplyw objetosci probki w fiolce na wydajnos¢ ekstrakeji.

micssaniny | metanolu | orgamiczme; | Srednia wyse- Srednie pole
mocz:bufor | dodanego | (chloroformo- ko$é¢sygnatu+ | RSD | powierzchni RSD
} 0 . SD [%%6] prébki + SD [%6]
(1:1, viv) do probki wej) [MAU] [MAU-]
[pL] [uL] [mL]
100 20 40 Brak sygnalu
150 20 40 Brak sygnatu
200 20 40 Brak sygnalu
250 20 40 76,4+89 11,7 228,0+ 43,6 19,1
275 20 40 83,7+24 2,9 278,7+25 0,9
300 20 40 76,9+5,2 6,8 247,7+ 26,0 10,5
n=3

Zgodnie z danymi w tabeli 2 dla pierwszych trzech objgtosci fazy donorowej probki
(100 - 200 puL) nie uzyskano sygnatu analitycznego, co oznaczato, ze kropla fazy akceptorowe;
nie byla zanurzona w warstwie chloroformowej. Natomiast, dla probek o objetosciach 250 pL
oraz 300 pL sygnaty HTL byly mniejsze niz dla probki o objetosci 275 pL. Mozna to wythu-
maczy¢ w ten sposob, ze albo kropla byta zbyt ptytko zanurzona i ledwie siggata warstwy or-
ganicznej, albo zbyt gleboko przez co kropla mogta stykac si¢ z granicag miedzyfazowa probka
— rozpuszczalnik organiczny. Co wigcej, najlepsze parametry sygnaldw oraz warto$ci precyzji
uzyskano réwniez dla objetosci probki wynoszacej 275 pL. Taka objetos¢ probki w fiolce zo-
stata dlatego wybrana jako optymalna do kolejnych eksperymentow.
Dobor rodzaju fazy akceptorowej oraz jej stezenia.

Faza akceptorowa w trojfazowej mikroekstrakeji petni dwie wazne role. Pierwsza dotyczy
samego procesu SDME, a doktadniej dyfuzji ekstrahowanego analitu do kropli fazy akceptoro-
wej, kiedy to pH fazy akceptorowej odgrywa kluczowa rolg. W klasycznej ekstrakcji ciecz-

ciecz pH probki jest dobrane w taki sposdb, aby czasteczki analitu nie posiadaty tadunku, co
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ulatwia i zwigksza wydajno$¢ ekstrakcji z probki do fazy organicznej [235]. Natomiast pH roz-
tworu kropli fazy akceptorowej powinno by¢ tak dobrane, aby reekstrahowana do niej cza-
steczka analitu zyskata tadunek. Nie zachodzi wtedy powrotny transport analitu z kropli fazy
akceptorowej do fazy organicznej, co skutkuje wzrostem wydajnosci ekstrakcji [235]. Drugim
waznym powodem odpowiedniego wyboru fazy akceptorowej do SDME realizowanej w ukta-
dzie pomiarowym CE, jest zastosowanie strefowej elektroforezy kapilarnej (CZE) do rozdzie-
lania sktadnikow probki. Dla tej techniki koniecznym jest, aby czasteczka analitu wystepowata
w formie jonu, tj. kationu lub anionu [227, 237].

W pierwszym etapie eksperymentu sprawdzono wptyw rodzaju fazy akceptorowej na wydaj-
no$¢ ekstrakcji. W tym celu jako faz¢ akceptorowa zastosowano 0,002 mol/L roztwory naste-
pujacych kwasoéw: solnego, octowego, mrowkowego, fosforowego(V) i borowego. Procedura
SDME byta zgodna z opisem w podrozdziale 3.2 — Dobor rozpuszczalnika organicznego.
Wyniki analiz przedstawiono w formie wykresu zalezno$ci pola powierzchni piku od rodzaju

kwasu jako fazy akceptorowej (rysunek 48).
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Rys. 48. Wplyw rodzaju kwasu na wydajnos¢ ekstrakcji.

Na rysunku 48 mozna zauwazy¢, ze najwigksze pole powierzchni sygnatu otrzymano dla roz-
tworu kwasu fosforowego(V). Roztwor tego kwasu wybrano do dalszego etapu badan, czyli
optymalizacji stezenia kwasu, w celu dalszego zwigkszenia wydajnos$ci ekstrakcji. W zwigzku
z powyzszym, optymalizacje stezenia HsPOs przeprowadzono stosujac zakres stezen od
0,001 do 0,005 mol/L. Otrzymang zalezno$¢ pola powierzchni sygnatlu od stezenia kwasu fos-

forowego(V) przedstawiono w postaci wykresu na rysunku 49.
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Rys. 49. Wplyw stezenia kwasu fosforowego(V) na wydajnos¢ ekstrakcji.

Na przedstawionej zaleznosci tatwo jest zauwazy¢, ze najwigksze pole powierzchni piku uzy-
skano dla stezenia Hs3PO4 wynoszacego 0,004 mol/L. Jednakze powtarzalnos$¢ analiz dla kwasu
o tym stgzeniu nie byla zadowalajaca. Ostatecznie wybrano st¢zenie kwasu rowne
0,0045 mol/L, gdyz pole powierzchni sygnatu byto wzglednie duze, a precyzja duzo lepsza.
Dobdr czasu ekstrakcji 7 probki do fazy organicznej

Wiedzac, ze SDME polega na ekstrakcji analitu z probki jako fazy donorowej, przez faze
organiczng, do kropli fazy akceptorowej, wyrdzni¢ mozna dwa etapy ekstrakcji. Pierwszym
etapem jest ekstrakcja analitu z probki do fazy organicznej, za$ drugim etapem jest reekstrakcja
z fazy organicznej do kropli fazy akceptorowej, co schematycznie przedstawiono na rysunku
50.

=

I etap ekstrakeji IT etap ekstrakeji

Rys. 50. Schemat przedstawiajacy dwuetapowg ekstrakcje SDME.

W tym podrozdziale opisano badanie wptywu czasu ekstrakcji z probki do fazy akceptorowe;,
a doktadnie wptywu czasu jaki uptynal pomig¢dzy przygotowaniem probki moczu a wygenero-

waniem kropli na wydajno$¢ SDME. Procedura ekstrakcji byta nastgpujaca:
1. Hydrodynamiczne wprowadzenie do wlotowego konca kapilary, pod ci$nieniem
50 mbar przez 20 s, roztworu fazy akceptorowej, ktorg stanowit 0,0045 mol/L roztwoér

kwasu fosforowego(V),
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2. Podstawienie fiolki z natozong warstwa organiczng pod wlotowy koniec kapilary,
3. Zanurzenie kapilary w warstwie organicznej,
4. Hydrodynamiczne wygenerowanie kropli fazy akceptorowej stosujgc cisnienie wsteczne
50 mbar przez 20 s,
5. Pozostawienie uktadu na czas ekstrakcji — 5 min,
6. Po zakonczeniu ekstrakcji hydrodynamiczne wprowadzenie wzbogaconego roztworu
kropli do kapilary (8 mbar przez 8 s).
Po zakonczeniu ekstrakcji i wprowadzeniu do kapilary kropli ekstraktu, pod wlotowy koniec
kapilary podstawiono fiolke z roztworem elektrolitu podstawowego i przeprowadzono analizg
elektroforetyczna.
Wystarczajaco dtugi czas pierwszego etapu ekstrakcji pozwala na ustalenie stanu rownowagi
pomiedzy faza donorowa probki (mocz) a faza organiczng (warstwa chloroformowa), co
w efekcie poprawia powtarzalno$é procesu ekstrakcji z probki do kropli fazy akceptorowe;.
Czas pierwszego etapu SDME badano w zakresie od 1 do 5 min, stosujac jednominutowe od-

stepy. Wyniki analiz przedstawiono na ponizszym wykresie (rysunek 51).
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Rys. 51. Wplyw czasu pomiedzy przygotowaniem probki a wytworzeniem kropli na pole
powierzchni sygnatlu HTL.

Na podstawie wynikoéw eksperymentu wyciggnigto nastgpujace wnioski, otdz czas od natozenia
warstwy chloroformowej na powierzchni¢ probki do wygenerowania kropli fazy akceptorowe;
dtuzszy niz 3 min pozwala na ustalenie si¢ rownowagi I etapu ekstrakcji. Jak mozna zauwazy¢
na rysunku 51, powtarzalno$¢ procesu ekstrakcji polepsza si¢ sukcesywnie wraz z wydtuza-
niem tego czasu i jest najlepsza dla 5 min. Wydtuzenie czasu I etapu ekstrakcji ponad 5 min ani

nie powodowalo wzrostu pola powierzchni ani zwigkszenia powtarzalnos$ci procesu ekstrakcji.
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W zwiazku z tym proébka moczu powinna by¢ przygotowana co najmniej 5 min przed wygene-
rowaniem kropli, aby otrzymaé zadowalajaca wydajnos¢ ekstrakcji oraz odpowiednig precyzje
oznaczen.
Dobor czasu ekstrakcji fazy organicznej do kropli
Jak juz wspomniano w podrozdziale 3.2 — Dobor czasu ekstrakcji z probki do fazy orga-
nicznej ekstrakcja analitu z warstwy chloroformowej do kropli, w tym wypadku roztwor
0,0045 mol/L H3POs, jest drugim etapem ekstrakcji. W trakcie eksperymentu zbadano wptyw
czasu ekstrakcji analitu z fazy organicznej do kropli w zakresie od 1 do 25 min na wydajnos¢
ekstrakcji. Procedura ekstrakcji byta nastepujaca:
1. Hydrodynamiczne wprowadzenie do wlotowego konca kapilary, pod ci$nieniem
50 mbar przez 20 s, roztworu fazy akceptorowej, ktorg stanowit 0,0045 mol/L roztwor
kwasu fosforowego(V),
2. Podstawienie fiolki z nalozong warstwa organiczng pod wlotowy koniec kapilary,
3. Zanurzenie kapilary w warstwie organicznej,
4. Hydrodynamiczne wygenerowanie kropli fazy akceptorowej stosujac ci$nienie
wsteczne 50 mbar przez 20 s (po 5 minutach od przygotowania probki),
5. Pozostawienie uktadu na badany czas ekstrakcji — 1 - 25 min,
6. Po zakonczeniu ekstrakcji hydrodynamiczne wprowadzenie wzbogaconego roztworu
kropli do kapilary (8 mbar przez 8 s),
Po zakonczonej ekstrakcji nastapito podstawienie pod wlotowy koniec kapilary fiolki z roztwo-
rem elektrolitu w celu przeprowadzenia analizy elektroforetycznej.

Wyniki przeprowadzonego eksperymentu przedstawiono w formie wykresu na rysunku 52.
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Rys. 52. Zalezno$¢ wydajnosci ekstrakcji do kropli fazy akceptorowej od czasu.

101



Zgodnie z oczekiwaniem, wraz ze wzrostem czasu Il etapu SDME ro$nie wydajnos¢ procesu
ekstrakcji. Zauwazy¢ mozna rowniez, ze wydajnos¢ ekstrakcji dtuzsza niz 15 min nie zmienia
si¢, co moze $wiadczy¢ o tym, ze po 15 minutach ustala si¢ stan rownowagi pomiedzy fazg
donorowg probki, fazg organiczng i kropla fazy akceptorowe;j. Jednakze podczas prowadzenia
eksperymentu zauwazono, ze w trakcie ekstrakcji trwajgcej 15 min, wytworzona kropla samo-
istnie ,,chowatla si¢”” do kapilary. W celu wyeliminowania tego zjawiska postanowiono zasto-
sowac ci$nienie wsteczne poprzez cykliczne przyktadanie niskiego cisnienia w krotkim czasie
do wylotowego konca kapilary. Ponadto wlotowy koniec kapilary byt czyszczony izopropano-
lem codziennie przed rozpocz¢ciem eksperymentow. Niestety zabiegi te nie wptynely pozy-
tywnie na stabilizowanie kropli fazy akceptorowej. Zastosowanie ci$nienia wstecznego skut-
kowato wrecz pogorszeniem parametrow sygnatéw, tj. znacznym zmniejszeniem wysokosci
oraz pola powierzchni uzyskiwanych pikéw oraz spadkiem powtarzalnosci wynikow.
W zwigzku z powyzszym postanowiono zrezygnowac z cisnieniowego stabilizowania kropli na
rzecz wysunigcia wlotowego konca kapilary wzgledem wylotu kapilary, tak aby efekt chowania
si¢ kropli byt zminimalizowany. Dzi¢ki takiemu zabiegowi udato si¢ zahamowac¢ efekt chowa-
nia kropli w trakcie ekstrakcji trwajacej 10 min. Zgodnie z powyzszym do dalszych badan wy-
brano czas II etapu ekstrakcji wynoszacy 10 min.
3.3. Wyznaczenie stopnia zatezania analitu — wspolczynnik wzmocnienia czulo$ci metody
Jedng z najpopularniejszych metod wyznaczania wydajnoS$ci zat¢zania analitu jest wyzna-
czenie tzw. wspotczynnika wzmocnienia czuto$ci (SEF) metody. Metoda ta polega na wyzna-
czeniu wzmocnienia czutosci poprzez porownanie wysokosci lub pola powierzchni sygnatu
analitu, otrzymanego po analizie metodg zawierajaca etap zat¢zania analitu z parametrami sy-
gnatu otrzymanymi po analizie metoda, ktéra tego etapu nie zawiera. W prezentowanej pracy,
do obliczenia SEF wykorzystano warto$¢ pola powierzchni sygnatu otrzymanego po analizie

moczu doszczepionego znang iloscig standardu HTL, zgodnie z ponizszym réwnaniem:

SEF — ASDME . C
A A CspME

(9)

gdzie: Aspme — pole powierzchni piku otrzymanego po analizie moczu metoda wykorzystujaca
procedur¢ SDME, A — pole powierzchni piku otrzymanego po analizie moczu metoda bez
SDME, Cspme — stezenie analitu w probce poddanej analizie z etapem SDME, C — stezenie

analitu w probce poddanej analizie bez etapu SDME.
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W celu wyznaczenia SEF prezentowanej metody SDME-CZE, przygotowano dwie probki mo-

czu zgodnie z procedurg opisang w podrozdziale 3.2 — Przygotowanie probki do procedury
ekstrakcji, nastepnie jedng poddano analizie technikg kapilarnej elektroforezy strefowej (CZE)
z zastosowaniem SDME jako metody zat¢zania, za$ druga probke poddano analizie za pomoca
CZE bez SDME, przy czym:

e w obu metodach probke moczu doszczepiono znang iloscig standardu HTL, tak aby jego
stezenie wynosito 50 umol/L moczu;

e probke moczu, ktorg analizowano bez uzycia SDME, przygotowano poprzez rozcien-
czenie jej wodg dejonizowang w stosunku objetosciowym 1:1 (v/v). Ten zabieg mial na
celu dostosowanie przewodnictwa probki do przewodnictwa BGE, dzigki czemu uzy-
skano bardziej symetryczny sygnat HTL.

W celu wyznaczenia SEFa analizie poddano probki moczu przygotowane w trzech powtorze-
niach zgodnie z powyzsza procedurg. Warto$¢ SEFa obliczona z rownania (9) wyniosta okoto
340. Ponizej przedstawiono reprezentatywne elektroforegramy uzyskane po analizie moczu
metoda z wykorzystaniem SDME oraz po analizie moczu zgodnie z procedurg bez zatezania

(rysunek 53).
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Rys. 53. Reprezentatywne elektroforegramy uzyskane po analizie probki moczu zawiera-
jacej HTL o stezeniu 50 umol/L metoda wykorzystujaca SDME (zielona linia) oraz me-
toda bez stosowania SDME (szara linia).
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3.4. Walidacja opracowanej metody

Walidacje opisanej metody wykonano zgodnie z kryteriami przyjetymi dla probek biolo-
gicznych [228], stosujac zoptymalizowane parametry elektroforetyczne oraz warunki ekstrakcji
SDME. Podczas walidacji metody wyznaczono: granic¢ wykrywalnosci (LOD) oraz granice
oznaczalnos$ci (LOQ), zakres liniowosci, wewnatrz- oraz migdzydniowg precyzje i doktadnosé.
Ponadto przeprowadzono poréwnanie opracowanej metody z innymi, opisanymi w literaturze
naukowej, procedurami oznaczania HTL w moczu [55, 90, 92, 93, 98, 100-102].
Wyznaczenie warto$ci LOD 1 LOQ przeprowadzono poprzez przygotowanie i analize serii pro-
bek 0 malejacym stezeniu HTL i poréwnanie otrzymanego stosunku wysokos$ci sygnatu anali-
tycznego do szumu linii podstawowej S/N, gdzie S oznacza wysoko$¢ sygnatu, a N wysoko$¢
szumu linii podstawowej [238]. Wobec tego przyjeto, ze dla LOD wysoko$¢ sygnatu HTL byta
3 razy wigksza od wysokosci szumu linii podstawowej, natomiast dla LOQ wysokos$¢ sygnatu
w stosunku do szumu linii podstawowej byta 6 razy wicksza. Eksperymentalnie wyznaczone
LOD i LOQ dla HTL w moczu wyniosty odpowiednio 0,025 umol/L i 0,05 umol/L. Poréwnu-
jac otrzymang LOQ, z uzyskanymi w innych opisanych w literaturze metodach, jest ona po-
dobna jak w procedurze wykorzystujacej GC-MS [93] do oznaczania HTL w moczu, czyli
0,05 pmol/L. Otrzymana LOQ byla natomiast nizsza od tej w procedurze oznaczania HTL
w moczu za pomocg MEKC-FASI [102], gdzie wynosita 0,09 umol/L. Wartos¢ LOQ dla pre-
zentowanej metody byla z kolei wyzsza niz dla procedur HPLC-FLD [98] oraz GC-MS [92],
za pomocg ktorych HTL oznaczano w moczu (odpowiednio 0,02 umol/L i 0,01 umol/L). Jedna
z przyczyn dla ktorych LOQ prezentowanej metody jest wyzsze niz dla procedur GC [92]
i HPLC [98], jest zastosowanie w tych procedurach znacznie czulszych detektorow, tj. MS
i FLD. Kolejng przyczyng jest rowniez mozliwos¢ wprowadzania do uktadu pomiarowego CE
znacznie mniejszych objetosci probki (rzedu nanolitréw), niz do uktadow chromatograficznych
(od kilku do kilkudziesieciu mikrolitrow).
W kolejnym kroku wykonano kalibracj¢ metody SDME-CZE. W tym celu sporzadzono pigcio-
punktowa krzywa kalibracyjna, ktérg wykonano przygotowujac w trzech powtorzeniach probki
moczu doszczepione HTL w nastepujacych stezeniach: 0,05; 0,075; 0,1; 0,15; 0,2 umol/L.
Otrzymane wyniki zestawiono w postaci tabeli 3 oraz wykresu na rysunku 54. W obliczeniach

wykorzystano pola powierzchni sygnatow HTL.
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Tabela 3. Wyniki kalibracji metody SDME-CZE do oznaczania HTL w moczu czlowieka.

Dodano Znaleziono £ SD RSD Odzysk
[wmol/L] [umol/L] [90] [96]
0,050 0,048 + 0,005 10,4 96,4
0,075 0,076 £ 0,011 14,5 101,9
0,100 0,101 £ 0,010 9,9 100,5
0,150 0,151 + 0,021 13,9 100,6
0,200 0,199 £ 0,018 9,0 99,5
n=3
3,0 -

&
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Rys. 54. Krzywa kalibracyjna dla HTL w moczu.

Otrzymana krzywa kalibracyjna wykazata charakter liniowy w badanym zakresie st¢zen. Celem
wyznaczenia rOwnania prostej kalibracyjnej wykorzystano funkcje Reglinp w arkuszu kalkula-
cyjnym MS Excel. Otrzymano nastepujace rownanie: y = (10,7513 + 0,1363) x + (0,4887
+0,0173), dla ktérego wspotczynnik korelacji (pierwiastek kwadratowy wspotczynnika R?)
wyniost 0,9997. Otrzymanie liniowe] zaleznos$ci pola powierzchni sygnatu analitycznego od
wzrastajgcych stezen HTL, $wiadczy o mozliwo$ci zastosowania opracowanej metody do ilo-
sciowego oznaczania badanego zwigzku. Precyzja, wyrazona jako wzgledne odchylenie stan-
dardowe, dla punktow na krzywej kalibracyjnej miescita si¢ w zakresie 9,0 - 14,5%, podczas
gdy doktadnos$¢, wyrazona odzyskiem, byla w zakresie od 96,4 do 101,9%.

W dalszej kolejnosci przeprowadzono nastepny etap walidacji opracowanej metody, majacy na
celu wyznaczenie wewnatrz- oraz mi¢dzydniowej precyzji i doktadnosci. W zwigzku z tym

wybrano trzy stezenia HTL reprezentujace caly zakres sporzadzonej wczesniej krzywej
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kalibracyjnej, gdzie pierwsze st¢zenie bylo zblizone do LOQ, drugie reprezentowato $rodek
zakresu krzywej, za$ trzecie bylo zblizone do jej konca. W tym celu przygotowano w trzech
powtorzeniach probki moczu, wzbogacajac je roztworem standardu HTL w taki sposob, aby
koncowe stezenia analitu w moczu wynosity odpowiednio 0,06; 0,12; 0,19 umol/L, po czym
przeprowadzono ekstrakcje SDME, a nastepnie analiz¢ za pomocg techniki CZE. Dane uzy-

skane podczas eksperymentu przedstawiono w tabeli 4.

Tabela 4. Dane walidacyjne dla metody SDME-CZE.

Wewnatrzdniowa Mie¢dzydniowa
Dodano
[umol/L]
Znaleziono £ SD | Precyzja | Dokladno$é | Znaleziono+ SD | Precyzja | Dokladnosé
[pmol/L] [%0] [%0] [pmol/L] [%0] [%0]
0,060 0,066 + 0,009 13,6 110,0 0,069 + 0,010 14,5 115,0
0,120 0,115+ 0,010 8,7 95,8 0,111 + 0,010 9,0 92,5
0,190 0,199 + 0,008 4,0 104,7 0,202 £+ 0,009 4,5 106,3
n=3

Zgodnie z powyzsza tabelka precyzja wewnatrzdniowa prezentowanej metody byla mniejsza
niz 14%, a doktadnos$¢ miescita si¢ w zakresie od 95,8% do 110,0%. Dla precyzji migdzydnio-
wej wartosci byly mniejsze niz 14,5%, a doktadno$¢ miescita si¢ w przedziale od 92,5 do
115,0%. Wartos$ci tych parametréw sg zgodne z kryteriami stawianymi metodom opracowanym
do analizy probek biologicznych [228].

Prezentowana analityczna procedura oznaczania HTL za pomoca SDME-CZE, charakteryzuje
si¢ prostym przygotowaniem probki, zautomatyzowanym procesem ekstrakcji oraz znacznie
zredukowanym zuzyciem odczynnikéw chemicznych, w tym toksycznych rozpuszczalnikow
organicznych. W tabeli 5 porownano jg z innymi opisanymi w literaturze metodami oznaczania

HTL w moczu oraz wykorzystujagcymi technike CE.
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3.5. Oznaczanie tiolaktonu homocysteiny w moczu czlowieka

Ostatnim etapem badan byto oznaczanie tiolaktonu homocysteiny w moczu czlowieka za
pomocg opracowanej i zwalidowanej metody kapilarnej elektroforezy strefowej z wykorzysta-
niem trdjfazowej mikroekstrakcji do pojedynczej kropli realizowanej w uktadzie pomiarowym
elektroforezy kapilarnej. Probki moczu zostaly pobrane od sze$ciu pozornie zdrowych wolon-
tariuszy w wieku od 26 do 55 lat oraz od jednego pacjenta z hiperhomocysteinemia. Przed
analiza probki moczu byly przechowywane w zamrazarce niskotemperaturowej w temp.
-80 °C. Po rozmrozeniu i doprowadzeniu do temperatury pokojowej probki moczu zostaty od-
wirowane przy 13700 x g przez 5 minut, a nast¢pnie przygotowane zgodnie z procedurg opisang
w podrozdziale 3.2 — Przygotowanie probki do procedury ekstrakcji. Analizy moczu na za-
warto§¢ HTL przeprowadzono w trzech powtdrzeniach, przy czym probki moczu zdrowych
ochotnikéw zostaty wzbogacone znang ilo$cig standardu HTL, aby jego koncowe stezenie wy-
nosito 0,05 umol/L moczu (~LOQ). Wszystkie dane uzyskane po elektroforetycznej analizie

probek moczu zebrano w tabeli 6.

Tabela 6. Stezenie HTL w moczu czlowieka.

Numer probki Dodano Znaleziono £ SD RSD
[umol/L moczu] [wmol/L moczu] [%0]

1 - 0,028 + 0,004 14,3

2 0,05 0,059 + 0,005 8,5

3 0,05 0,070 + 0,008 11,4

4 0,05 0,055 + 0,004 7,3

5 0,05 0,056 + 0,003 54

6 0,05 0,042 + 0,005 11,9

7 0,05 0,052 + 0,006 11,5

n=3

Zgodnie z powyzszymi danymi S$rednia zawarto§¢ HTL w wzbogaconych probkach moczu
zdrowych ochotnikow wynosi 0,056 pmol/L, za$ wartos¢ RSD wyrazonego w procentach mie-
$ci si¢ w granicach od 5,4% do 14,3%. Stezenie HTL wykryte w moczu pacjenta jest rowne
0,028 mol/L i jest na poziomie LOD opracowanej metody. Na rysunku 55 przedstawiono re-
prezentatywne elektroforegramy probki moczu pozornie zdrowego wolontariusza oraz tej sa-

mej probki moczu doszczepionej znang iloscig standardu HTL.
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Rys. 55. Reprezentatywne elektroforegramy uzyskane podczas analizy probki moczu
(szara linia) oraz probki moczu wzbogaconej standardem HTL, tak aby jego koncowa
zawarto$¢ w plynie ustrojowym wynosita 0,05 umol/L moczu (zielona linia).

Zoptymalizowane warunki analizy moczu na zawartos$¢ tiolaktonu homocysteiny:

W toku opracowywania prezentowanej w rozdziale 3 analitycznej procedury oznaczania
HTL, zoptymalizowano zaréwno parametry rozdzielania CZE oraz warunki SDME w trybie
on-line. Dla separacji technikag CZE dobrano nastepujace parametry:

e kapilara: dlugos¢ catkowita 64 cm (efektywna dlugosé: 55,5 cm);
e BGE: roztwor NaHPO4/H3PO4 0 pH = 4,75 i stgzeniu 0,1 mol/L;
e napigcie: 24 kV;
e temperatura kapilary: 21 °C;
Z kolei dla procedury ekstrakcji SDME realizowanej w uktadzie pomiarowym CE dobrano po-
nizsze warunki:
e przygotowanie probki: wymieszanie moczu z buforem fosforanowym o st¢zeniu
0,2 mol/L i pH = 8,2 w stosunku 1:1, nastepnie dodanie do mieszaniny 20 uL meta-
nolu;

e rozpuszczalnik organiczny oraz jego obje¢tos$c: chloroform o objetosci 40 ulL;
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e rodzaj fazy akceptorowej oraz jej stezenie: kwas ortofosforowy(V) o stezeniu
0,0045 mol/L;

e czas ekstrakcji z probki do fazy organicznej (I etap): 5 min;

e czas ekstrakcji z fazy organicznej do kropli fazy akceptorowej (11 etap): 10 min.

4. Opracowanie procedury mikroekstrakcji do pojedynczej kropli realizowanej poza
ukladem elektroforezy kapilarnej

4.1. Warunki elektroforetycznego rozdzielania

Podczas przeprowadzania wstepnych analiz elektroforetycznych roztworu kropli fazy ak-
ceptorowej po przeprowadzeniu procedury SDME realizowanej poza ukladem pomiarowym
CE (tryb off-line) okazato si¢, ze warunki elektroforetyczne opisane w rozdziale 3 (tryb on-
line) nie wymagaly modyfikacji, gdyz sygnat analityczny HTL ulegal catkowitej separacji od
innych sktadnikéw ekstrahowanych do kropli. W zwiazku z powyzszym podczas opracowania
procedury SDME w trybie off-line stosowano nastgpujace parametry elektroforetyczne:

o dhlugosc¢ kapilary: 64 cm (efektywna dlugos$¢ 55,5 cm),

e drednica kapilary: 75 um,

e stezenie BGE: 0,1 mol/L roztwor elektrolitu podstawowego (roztwor NazHPO4/H3PO4),

e pH BGE: 4,75,

e przyktadane napigcie: 21 kV,

e temperatura kapilary: 23 °C,

¢ hydrodynamiczne wprowadzenie probki do kapilary: 50 mbar przez 20 s (co odpowiada

objetosci wprowadzonej probki wynoszacej ~121 nL).
4.2. Dobér warunkow mikroekstrakceji do pojedynczej kropli.

Dobor warunkéw mikroekstrakeji do pojedynczej kropli realizowanej w trybie off-line roz-
poczeto od wyboru techniki wykonania ekstrakeji. Klasyczng SDME wykonuje si¢ w uktadzie
ztozonym z dwoch faz, gdzie jedng faze stanowi zazwyczaj wodny roztwor probki, tzw. faza
donorowa, a druga, czyli fazg akceptorowa, nie mieszajacy si¢ z woda rozpuszczalnik orga-
niczny w postaci kropli. Kropla fazy akceptorowej zanurzona jest bezposrednio w probece. Dwu-
fazowg ekstrakcje SDME wykonano w ten sposob, ze faze donorowa stanowil roztwor stan-
dardu HTL o st¢zeniu 10 nmol/mL w buforze fosforanowym o pH = 8,0, za$ fazg akceptorowa
byt chloroform. Do wytworzenia kropli fazy akceptorowej zastosowano mikrostrzykawke
o pojemnosci 25 uL. Po kilkukrotnym przemyciu 1 napetieniu strzykawki chloroformem, za-
nurzono jej koniec w roztworze probki i wytworzono krople o objetosci 1 uL. Uktad pozosta-

wiono na czas ekstrakcji, podczas ktorej probka byla mieszana za pomoca mieszadla
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magnetycznego. Po 10 minutach prowadzenia ekstrakcji zatrzymano mieszanie, krople chloro-
formowga pobrano z powrotem do igly strzykawki, a nastepnie przeniesiono do fiolki stozkowej
i odparowano do sucha w temperaturze w 50 °C. Pozostato$¢ rozpuszczono w 10 puL 0,1 mol/L
H3PO4 i poddano analizie elektroforetycznej. Na uzyskanym elektroforegramie nie zaobserwo-
wano jednak sygnatu pochodzacego od HTL.
W zwigzku z powyzszym postanowiono tym razem wykona¢ SDME w uktadzie trojfazowym,
gdzie faze donorowg stanowit roztwor standardu HTL o stezeniu 10 nmol/mL w buforze fosfo-
ranowym o pH = 8,0, fazg organiczng byta cienka warstwa chloroformu natozona na powierzch-
ni¢ fazy donorowej, natomiast fazg akceptorowa stanowil 0,1 mol/L roztwor kwasu fosforo-
wego(V). Podsumowujac, sposob realizacji trojfazowej SDME byt bardzo podobny jak w przy-
padku SDME realizowanej w uktadzie pomiarowym CE, poza tym ze krople (1 uL) wytwa-
rzano za pomocg mikrostrzykawki. Ekstrakcj¢ do kropli prowadzono przez 10 minut jednocze-
$nie mieszajac roztwor probki za pomocg mieszadta magnetycznego. Po zakonczeniu ekstrakcji
zatrzymano mieszanie, a wzbogacony roztwor kropli pobrano do igty strzykawki i przeniesiono
do fiolki stozkowej, odparowano do sucha w temperaturze 50 °C, a pozostatos¢ rozpuszczono
w 10 pL 0,001 mol/L H3POs. Tak przygotowang probke poddano analizie z wykorzystaniem
CZE. Na uzyskanym elektroforegramie otrzymano wysoki sygnat pochodzacy od analitu.
W zwiazku z powyzszym postanowiono opracowa¢ metod¢ mikroekstrakcji HTL z moczu
w uktadzie trojfazowym, realizowanej z wykorzystaniem mikrostrzykawki, czyli SDME w try-
bie off-line. W trakcie rozwijania procedury sprawdzono nastgpujace parametry:

e pH probki,

e stezenie kwasu fosforowego(V) stosowanego jako fazg akceptorowa,

e rodzaj fazy organicznej 1 jej objetosc,

e czas | etapu ekstrakcji — czyli czas ekstrakcji z roztworu probki do fazy organicznej

nalozonej na powierzchni¢ probki,

e czas Il etapu ekstrakcji — czyli czas ekstrakcji z fazy organicznej do kropli.

Procedura SDME sktadata si¢ z nastepujacych etapow:
1. Przygotowanie probki moczu poprzez zmieszanie jej z buforem o odpowiednim pH
1 stezeniu,
2. Natozenie warstwy fazy organicznej na powierzchni¢ probki,
3. Co najmniej pigciokrotne przemycie mikrostrzykawki metanolem,

4. Zanurzenie konca igly mikrostrzykawki w 5% roztworze ODTS na okoto 3 sekundy,
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5. Po okoto 2 minutach, co najmniej pigciokrotne przemycie mikrostrzykawki roztworem
fazy akceptorowej, a nastgpnie pobranie ok. 1 uL tego roztworu,

Zanurzenie konca igly mikrostrzykawki w fazie organicznej,

Wygenerowanie kropli fazy akceptorowej o objgtosci 1 uL,

Pozostawienie uktadu na czas ekstrakcji HTL do kropli,

© 0o N o

Po zakonczeniu ekstrakcji pobranie wzbogaconego roztworu kropli fazy akceptorowej
do mikrostrzykawki,

Nastepnie przeniesiono roztwor kropli do fiolki stozkowej o pojemnosci 0,3 mL i jej zawarto$¢
odparowano do sucha. Pozostato$¢ rozpuszczono w 10 pL 0,001 mol/L roztworu HsPOg,
a fiolke z probka wstawiono do aparatu CE w celu przeprowadzenia analizy elektroforetycznej
zgodnie z mechanizmem CZE.

Powyzsze punkty przedstawiono schematycznie na rysunku 56 ponizej. W punkcie 1 proce-
dury SDME (rysunku 56), zostato podane, ze koniec igly mikrostrzykawki byt zanurzony w
5% roztworze ODTS. Jest to roztwoér o silnych witasciwosciach hydrofobowych. Zanurzenie
igly w 5% ODTS na kilka sekund i pozostawienie do wyschni¢cia powodowalo wytworzenie
warstwy hydrofobowej, ktora usprawniata wytwarzanie kropli fazy akceptorowej oraz zwigk-

szala jej stabilno$¢ podczas ekstrakcji.
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Przygotowanie probki do procedury ekstrakcji.

Przygotowanie probki do procedury SDME w trybie off-line jest podobne do procedury
SDME realizowanej w uktadzie pomiarowym CE, jednakze r6zni si¢ pewnymi elementami.
Jednym z nich jest naczynie, w ktérym wykonywana byta procedura SDME. W tym celu byta
wykorzystywana kolba miarowa o pojemnosci 5 mL. Kolejnym elementem réznigcym SDME
off-line i on-line byto rozcienczenie probki moczu za pomocg buforu fosforanowego. Ten
ostatni elementem byl bardzo wazny, poniewaz probka moczu powinna by¢ w taki sposob roz-
cienczona, aby mozliwe bylo natozenie warstwy organicznej na powierzchni¢ probki bez efektu
opadania tej warstwy na dno naczynia, za pomocg ktérego prowadzono ekstrakcje, oraz aby
nadmiernie nie rozcienczac probki, by moc uzyska¢ koncowe niskie stezenia LOD oraz LOQ),
tak jak to zostato opisane w podrozdziale 3.2 — Przygotowanie probki do procedury ekstrakcji.
Dlatego sprawdzono wptyw rozcienczenia probki moczu za pomocg buforu fosforanowego, na
wystapienie efektu opadania warstwy organicznej na dno naczynia. W tym celu zbadano naste-
pujace stosunki objetosciowe mocz:bufor (v/v): 1:1 oraz 1:2.

Ogolny schemat przygotowania probki do ekstrakcji przedstawia rysunek 57.

1. Mocz 3. Mieszanie na mieszadle 4. Rozpuszczalnik organiczny
2. 0,2 mol/L bufor fosforanowy magnetycznym (na powierzchni prébki)

1 1
7

)
o> C )

Rys. 57. Schemat przygotowania probki moczu do procedury SDME.

Na podstawie badan dotyczacych przygotowania probki moczu do SDME realizowanej w ukta-
dzie pomiarowym CE (podrozdzial 3.2 — Dobor pH prébki oraz 3.2 — Przygotowanie probki
do procedury ekstrakcji), opracowano ponizszg procedure. Do badan uzyto bufor fosforanowy
o stezeniu 0,2 mol/L i pH = 8,0, za§ prébke moczu przygotowano w nastgpujacy sposob: kolby
miarowej o pojemnosci 5 mL dodano mocz, a nastgpnie uzupetniono do kreski za pomoca bu-

foru przeznaczonego do przygotowania probki, przy czym mocz i bufor dodano do kolbki
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w takich objetosciach, aby ich koncowy stosunek wynosit 1:1 lub 1:2 (v/v). W nastepnej kolej-
nosci przez kilka sekund zawarto$¢ kolbki wymieszano recznie w taki sposob, aby nie doszio
do spienienia probki, po czym wtozono mieszadetko magnetyczne do kolby i natozono faze
organiczng na powierzchni¢ probki. Na podstawie obserwacji probek przygotowanych w sto-
sunku mocz:bufor réwnym 1:1 oraz 1:2 stwierdzono, ze dla stosunku mocz:bufor wynoszacym
1:1 warstwa organiczna opadata na dno, z kolei dla stosunku objetosciowego 1:2 warstwa 0r-
ganiczna utrzymywata si¢ na powierzchni probki. W zwigzku z powyzszym do dalszych badan
mocz rozcienczano buforem fosforanowym w takim sposéb, aby ich koncowy stosunek obje-
toSciowy wynosit zawsze 1:2.
Dobor pH probki

Kolejnym etapem optymalizacji warunkoéw ekstrakeji byto zbadanie wptywu pH probki na
wydajnos¢ SDME, poprzez wykonanie analizy elektroforetycznej wyekstrahowanych sktadni-
koéw probki do kropli. Zgodnie z rozwazaniami w podrozdziale 3.2 — Dobor pH probki, pH
probki powinno byc¢ takie, aby czasteczka ekstrahowanego analitu nie posiadata tadunku, dzigki
czemu wydajnos¢ ekstrakcji do fazy organicznej jest wysoka. Na podstawie znajomosci pKa
czasteczki HTL, ktorego warto§¢ wynosi 6,67 [1], pH probki powinno by¢ wyzsze od wartosci
pKa dla HTL. Wobec tego przygotowano seri¢ roztworow buforu fosforanowego o stezeniu
0,2 mol/L w zakresie pH od 6,4 do 8,2. Nastepnie probke moczu przygotowano zgodnie z kon-
cowym opisem w podrozdziale 3.2 — Przygotowanie prébki do procedury ekstrakcji, wzbo-
gacajac ja dodatkowo znang iloscig HTL. Na podstawie uzyskanych wynikow sporzadzono wy-
kres zaleznos$ci pola powierzchni sygnatu badanego analitu od pH 0,2 mol/L buforu fosforano-

wego stosowanego do przygotowania probki (rysunek 58).
80 -
70 1 I

60 A I I

50 A
40 ~

30 A
20 A

Pole powierzchni sygnalu [mAU-s]

10 -

0 T T T T T T
6,4 7,2 7,4 7,6 78 8,0 8,2

pH probki

Rys. 58. Wpltyw pH 0,2 mol/L buforu fosforanowego na wydajnos¢ ekstrakcji.
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Zgodnie z powyzszym rysunkiem mozna zaobserwowac, ze im wyzsze pH buforu tym wigkszy
sygnat HTL. pH buforu wyzsze niz 6,67 powoduje znaczny wzrost wydajnosci ekstrakcji, co
jest zgodne z wczesniejszymi rozwazaniami. Najwigksze pole powierzchni piku HTL uzyskano
stosujac bufory fosforanowe o pH 8,0 1 8,2. Jednak zastosowanie buforu fosforanowego o ste-
zeniu 0,2 mol/L i pH = 8,2 (taki jak do przygotowania probki do procedury SDME w trybie on-
line) poskutkowato otrzymaniem podobnych sygnatow jak w przypadku buforu o pH = 8§,0.
Uzyskano jednak bardziej powtarzalne wyniki analiz, czyli lepsza precyzje¢, dlatego w dalszych
eksperymentach, jako bufor do przygotowania probki do procedury SDME w trybie off-line,
byt stosowany 0,2 mol/L bufor fosforanowy o pH 8,2.
Dobor rozpuszczalnika organicznego oraz jego objetosci

Nastgpnym etapem opracowania procedury ekstrakcji byt wybor odpowiedniego rozpusz-
czalnika organicznego naktadanego na powierzchni¢ probki. Na podstawie wynikow badan opi-
sanych w podrozdziale 3.2 — Dobor rozpuszczalnika organicznego, najwigksze pole po-
wierzchni sygnatu HTL uzyskano dla dichlorometanu, chloroformu oraz dla chloroformu na-
ktadanego na powierzchni¢ probki zawierajacej dodatek metanolu. W tym badaniu wyprobo-
wano wszystkie te rozpuszczalniki jako fazy organiczne i wyciagni¢to ponizsze wnioski. Dzieki
zastosowaniu dichlorometanu jako fazy organicznej, otrzymano najwyzszy sygnat HTL, jed-
nakze przez to, ze dichlorometan jest bardzo lotny, warstwa organiczna unoszaca si¢ na po-
wierzchni probki szybko zwezata si¢ 1 istniato ryzyko, ze w pewnym momencie ekstrakcji war-
stwa ta bedzie na tyle waska, Ze kropla nie begdzie si¢ w niej mie$ci¢, wigc ekstrakcja zostanie
zaktocona, lub spowoduje pekniecie kropli 1 zakonczy ekstrakcje niepowodzeniem. Z kolei
uzycie chloroformu jako warstwy organicznej 1 zastosowanie metanolu jako dodatku do probki,
poskutkowato otrzymaniem sygnatéw nizszych niz dla dichlorometanu. Nie zaobserwowano
réwniez lepszej powtarzalnosci sygnalow. W zwigzku z powyzszym jako fazg¢ organiczng za-
stosowano chloroform. Jego lotnos¢ jest mniejsza niz dichlorometanu, a otrzymane sygnaly
HTL byty wyzsze niz dla chloroformu (z dodatkiem metanolu do probki), natomiast powtarzal-
nos¢ analiz byta porownywalna.
W kolejnym kroku sprawdzono wptyw objetosci warstwy chloroformowej na wydajnosé¢ eks-
trakcji. W tym celu przygotowano seri¢ probek moczu, na ktérych powierzchni¢ naktadano
rosngce objetosci chloroformu w zakresie od 35 do 55 uL i przeprowadzono kolejne etapy eks-
trakcji zgodnie z procedurg opisang w podrozdziale 4.2 — Przygotowanie prébki do procedury
ekstrakcji. Nastepnie przeprowadzono analizg elektroforetyczng wzbogaconego roztworu kro-
pli. Z uzyskanych wynikoéw analiz sporzadzono zaleznos$¢ pola powierzchni sygnatu HTL od

objetosci warstwy chloroformowej, co przedstawiono na rysunku 59.
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Na powyzszym wykresie mozna zaobserwowac, ze wraz ze wzrostem objetosci chloroformu
naktadanego na powierzchni¢ probki moczu ros$nie pole powierzchni sygnatu HTL. Warto$¢
minimalng pole powierzchni osigga, gdy naktadana obj¢tos¢ chloroformu wynosi 40 pL, za$
maksymalng gdy objetos¢ warstwy chloroformowej jest rowna 55 pL. Gdy stosowane byly
wieksze objetosci obserwowano opadanie fazy organicznej na dno, z kolei nie mozliwym byto
zbadanie objetosci mniejszych niz 35 pL, poniewaz warstwa organiczna byla zbyt cienka 1 kro-
pla fazy akceptorowej si¢ w niej nie miescita. Ponadto, im mniejsza objetos¢ chloroformu tym
czas jego catkowitego odparowania z powierzchni probki jest krotszy. Dlatego do dalszych
badan zostala wybrana objeto$¢ chloroformu wynoszaca 55 plL.
Dobor rodzaju fazy akceptorowej oraz jej steienia

Wyekstrahowane do fazy akceptorowej czasteczki analitu uzyskuja tfadunek. Wynika to
z odpowiednio dobranego pH fazy akceptorowej, dzigki czemu czasteczki sg w niej uwigzione
1 nie ulegaja reekstracji do fazy organicznej. Funkcje fazy akceptorowej oraz jej wptyw na wy-
dajnos¢ ekstrakcji opisano doktadnie w podrozdziale 3.2. — Dobor rodzaju fazy akceptorowej
orazg jej steZenia. Na podstawie uzyskanych wynikéw eksperymentéw przedstawionych w wy-
zej wymienionym podrozdziale podjeto decyzje o wybraniu roztworu kwasu fosforowego(V)
jako fazy akceptorowe;j. Jednakze ze wzgledu na to, ze sposob wykonania SDME w trybie off-
line jest inny, postanowiono ponownie sprawdzi¢ wptyw stezenia H3PO4 na wydajnos¢ eks-
trakcji. W tym celu przygotowano szereg roztworéw tego kwasu w zakresie od 0,001 do
0,1 mol/L 1 za pomocg mikrostrzykawki formowano kroplg fazy akceptorowe;j, ktorg stanowity

roztwory kwasu fosforowego(V) o poszczegolnych stezeniach z badanego zakresu. Na
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podstawie uzyskanych wynikéw analiz elektroforetycznych sporzadzono wykres zaleznos$ci
pola powierzchni sygnalu HTL od stgzenia kwasu uzytego jako faza akceptorowa, co przedsta-

wiono na rysunku 60.
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Rys. 60. Zalezno$¢ pola powierzchni sygnalu HTL od stezenia kwasu fosforowego(V).

Powyzszy rysunek jasno pokazuje, ze wraz ze wzrostem stezenia kwasu ro$nie wydajnos¢ eks-
trakcji do warto$ci maksymalnej dla st¢zenia H3PO4 rownego 0,004 mol/L. Dalszy wzrost stg-
zenia tego kwasu powoduje powolny spadek wydajnosci ekstrakcji. W zwigzku z powyzszym
roztwor kwasu fosforowego (V) o stezeniu 0,004 mol/L zostal wybrany jako faza akceptorowa
podczas ekstrakcji SDME w trybie off-line.
Dobor czasu ekstrakcji 7 probki do fazy organicznej

Ekstrakcja analitu z fazy donorowej do fazy organicznej (rysunek 50), czyli z probki do
warstwy rozpuszczalnika organicznego, jest pierwszym z dwoch etapow ekstrakcji w trojfazo-
wej SDME. Etap ten jest kluczowy ze wzgledu na fakt, ze dzigki ustaleniu si¢ rownowagi po-
miegdzy tymi fazami wydajno$¢ ekstrakcji do kropli wzrasta, a takze powtarzalno$¢ procesu
ekstrakcji jest lepsza. W zwigzku z powyzszym zbadano wplyw czasu I etapu ekstrakcji na jej
wydajnos$¢, przy zachowaniu stalego czasu Il etapu ekstrakcji. Czas ekstrakcji zbadano w za-
kresie od 0,2 do 5 minut, przy czym dla czasu 0,2 min etap zanurzenia konca iglty mikrostrzy-
kawki oraz wytworzenia kropli wykonano natychmiast po nalozeniu warstwy chloroformowej.
Na podstawie uzyskanych wynikéw sporzadzono wykres zaleznosci pola powierzchni sygnatu

HTL od czasu | etapu ekstrakcji (rysunek 61).
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Rys. 61. Zaleznos$¢ pola powierzchni sygnalu HTL od czasu I etapu ekstrakcji.

Powyzsza zalezno$¢ wskazuje, ze wraz z wydtuzaniem czasu I etapu ekstrakcji do 2 minut ro-
$nie warto$¢ pola powierzchni sygnatu HTL, po czym dla czaséw dtuzszych ustala si¢ rowno-
waga. Mozna rowniez zauwazy¢, ze powyzej 4 minut pole powierzchni zmniejsza si¢ nieznacz-
nie, co jest spowodowane odparowaniem warstwy chloroformowej i zmniejszeniem jej objeto-
$ci, co jak opisano w podrozdziale 4.2. — Dobor rozpuszczalnika organicznego oraz jego ob-
Jjetosci ma wptyw na wydajnos¢ ekstrakcji do kropli. Zatem czas potrzebny do ustalenia si¢
rownowagi pomiedzy faza donorowa probki a warstwa chloroformowa, przy zachowaniu od-
powiedniej wydajnosci ekstrakceji, powinien wynosi¢ 2 minuty.

Dobor czasu ekstrakcji 7 fazy organicznej do kropli

Kolejnym etapem opracowania metody oznaczania HTL za pomocg CZE z wykorzystaniem
SDME w trybie off-line, bylo zbadanie wptywu czasu II etapu ekstrakcji na jej wydajnosé.
Podczas II etapu ekstrakcji czasteczki HTL sg ekstrahowane z fazy organicznej do kropli fazy
akceptorowej, czyli z warstwy chloroformowej natozonej na powierzchni¢ probki moczu do
roztworu kwasu fosforowego (V) o stezeniu 0,004 mol/L. W zwigzku z tym zbadano czas
IT etapu ekstrakcji w zakresie od 1 do 25 minut. Z uzyskanych wynikéw analiz elektroforetycz-
nych sporzadzono wykres zaleznosci pola powierzchni sygnalu HTL od czasu II etapu ekstrak-
cji, ktory przedstawiono na rysunku 62. Na ponizszym rysunku mozna zauwazy¢, ze wraz
z wydtuzeniem czasu Il etapu ekstrakcji ros$nie jej wydajnos¢ az do wartosci maksymalnej osia-
ganej przy 15 minutach. Dalsze wydtuzanie czasu tego etapu nie powoduje przyrostu pola po-
wierzchni sygnalu, co §wiadczy o ustaleniu si¢ stanu réwnowagi II etapu ekstrakcji. Dlatego

czas II etapu ekstrakcji rowny 15 minut byt stosowany w nastgpnych etapach badan.
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Rys. 62. Zaleznos$¢ pola powierzchni sygnalu HTL od czasu II etapu ekstrakcji.

4.3. Walidacja opracowanej metody

Nastepnym krokiem opracowania metody bylo przeprowadzenie walidacji zgodnie z kry-
teriami dla probek biologicznych [228]. Podczas eksperymentow stosowano dobrane wczesniej
parametry elektroforetyczne oraz warunki ekstrakcji SDME. Wyznaczono takie parametry wa-
lidacyjne jak: wartos$ci granic LOD oraz LOQ, zakres liniowo$ci, wewnatrz- oraz mi¢dzy-
dniowg precyzje 1 doktadno$¢. Poréwnano rowniez przedstawiong metode z innymi, opisanymi
w literaturze naukowej procedurami oznaczania HTL [55, 90, 92, 93, 98, 100-102].
Wartosci LOD 1 LOQ zostaty wyznaczone eksperymentalnie wykorzystujac metod¢ pomiaru
stosunku sygnatu do szumu S/N (gdzie S oznacza warto$¢ wysokosci sygnatu, a N wysokos¢
szumu linii podstawowej), zgodnie z opisem w podrozdziale 3.4 [238].
Wartosci LOD i LOQ wynosily odpowiednio 0,5 pmol/L i 1 umol/L, czyli byly zbyt wysokie
niz spodziewane stezenia HTL w moczu zdrowego cztowieka. W zwigzku z tym postanowiono
zmodyfikowaé etap przygotowania wzbogaconego roztworu kropli po ekstrakcji do analizy
elektroforetycznej. Po zakonczonej ekstrakcji kroplg przeniesiono do fiolki stozkowej, przy
czym nie odparowywano jej do sucha, lecz dodano 1 uL wody dejonizowanej, nastepnie roz-
twor wymieszano 1 wlozono do automatycznego podajnika probek w celu przeprowadzenia
analizy technikg CZE. Pomini¢to etap odparowania roztworu kropli, przez co skrocono catko-
wity czas analizy o 20 minut, a takze uniknigto nadmiernego rozcienczenia roztworu kropli,
gdyz koncowg objetos¢ roztworu probki zredukowano z 10 uL do 2 uL. Dzigki temu uzyskano
znacznie nizsze wartosci LOD 1 LOQ dla HTL w moczu, ktére wyniosty odpowiednio

0,12 pumol/L i 0,22 pumol/L. Poréwnujac otrzymang warto§¢ LOQ z innymi opisanymi
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w literaturze procedurami, jest ona nizsza niz dla metody oznaczania HTL w moczu za pomocg
FIA [90]. Natomiast byta ona wyzsza niz w procedurach wykorzystujacych GC-MS [92, 93],
HPLC-FLD [98] oraz FASI-MEKC [102] do oznaczania HTL w moczu, dla ktorych wartos$¢
LOQ wynosita odpowiednio 0,01 umol/L, 0,05 umol/L, 0,02 umol/L oraz 0,09 umol/L.

W ramach walidacji metody przeprowadzono jej kalibracj¢, wyznaczajac pigciopunktowy za-
leznos$¢ pola powierzchni sygnatu od wzrastajacego stezenia HTL w moczu. W tym celu spo-
rzadzono w trzech powtdrzeniach roztwory standardowe HTL o nastepujacych stezeniach:
0,22; 0,25; 0,30; 0,40; 0,50 umol/L. W tabeli 7 oraz na rysunku 63 zestawiono otrzymane

wyniki analiz elektroforetycznych.

Tabela 7. Wyniki kalibracji metody SDME-CZE do oznaczania HTL w moczu czlowieka.

Dodano Znaleziono £ SD RSD Odzysk
[umol/L] [MAU-s] [90] [90]
0,22 0,22 + 0,02 9,1 99,8
0,25 0,25+ 0,01 4,0 99,8
0,30 0,30+ 0,03 10,0 101,1
0,40 0,40 + 0,04 10,0 99,0
0,50 0,50+ 0,01 2,0 100,4
n=3
3,5 -
%’ 3,0 - o
Z 25 A
= ’
—gr 9
%n 2,0 ~
= )
£ 157 ° y = 6,6198x - 0,3112
5 [ R>=0,9994
2 1,0 1
2
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Rys. 63. Krzywa kalibracyjna HTL w moczu wykonana na podstawie pdl powierzchni
sygnaléw pochodzacych od HTL.
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Jak mozna zauwazy¢ na rysunku 63 krzywa kalibracyjna wykazata charakter liniowy w bada-
nym zakresie stezen, a wyliczony dla niej wspotczynnik korelacji liniowej (pierwiastek kwa-
dratowy wspotczynnika R?) wyniost 0,9997. Réwnanie prostej wyznaczone z wykorzystaniem
funkcji Reglinp w arkuszu kalkulacyjnym MS Excel byto nast¢pujace: y = (6,6198 +0,0951)-x
- (0,3112 + 0,0332). Zalezno$¢ liniowa pola powierzchni sygnatu analitycznego HTL wzgle-
dem wzrastajacych stezen, stwarza mozliwos$¢ zastosowania prezentowanej metody do ozna-
czania analitu w moczu. Precyzja wyrazona przez wzgledne odchylenie standardowe dla punk-
tow krzywej kalibracyjnej w moczu miescito si¢ w zakresie od 2,0 do 10,0%, natomiast warto-
$ci doktadnos$ci wyrazone jako odzysk, byly w zakresie od 99,8 do 101,1%.

Nastepnym krokiem przeprowadzonej walidacji opracowanej metody byto wyznaczenie we-
wnatrz- oraz mi¢dzydniowej precyzji oraz dokladnosci. W tym celu wybrano trzy stezenia
HTL, ktore reprezentowaly caty zakres sporzadzonej krzywej kalibracyjnej. Pierwsze stezenie
bylo zblizone do wartosci LOQ, drugie za$ reprezentowato srodek zakresu krzywej, a trzecie
bylo bliskie jej konca. Probki moczu przygotowano w trzech powtdrzeniach, wzbogacajac je
roztworem standardowym HTL w taki sposob, aby koncowe stezenie analitu wynosito odpo-
wiednio 0,24; 0,35; 0,47 umol/L moczu. Dla tak przygotowanych probek przeprowadzono eks-
trakcje SDME, a nastepnie analiz¢ za pomoca techniki CZE. Uzyskane w tym eksperymencie

dane przedstawiono w tabeli 8.

Tabela 8. Dane walidacyjne dla metody SDME-CZE.

Wewnatrzdniowa Mie¢dzydniowa
Dodano
[umol/L] | Znaleziono+SD | Precyzja | Dokladnosé | Znaleziono+SD | Precyzja | Dokladnosé
[umol/L] [%] [%] [umol/L] [%] [%]
0,24 0,24 £ 0,02 8,3 100,0 0,23+0,02 8,7 95,8
0,35 0,32+0,02 6,3 91,4 0,32+0,02 6,3 91,4
0,47 0,46 + 0,03 6,5 97,9 0,45+ 0,03 6,7 95,7
n=3

Zgodnie z powyzszg tabelka precyzja wewnatrzdniowa dla prezentowanej metody okazata si¢
mniejsza niz 8,3%, a doktadno$¢ miescita si¢ w zakresie 91,4 - 100,0%. Z kolei warto$ci pre-

cyzji miedzydniowej byty mniejsze niz 8,7%, a zakres doktadnosci miescit si¢ od 91,4 - 95,8%.
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Na podstawie wartosci tych parametréw mozna stwierdzi¢, iz sa one zadowalajace 1 zgodne
z kryteriami analizy probek biologicznych [228].

Prezentowana analityczna procedura oznaczania HTL za pomoca CZE ma w sobie element
nowosci, ktorym jest SDME w trybie off-line. Charakteryzuje si¢ takze prostym przygotowa-
niem probki, niskim zuzyciem odczynnikdéw chemicznych (w tym toksycznego dla srodowiska
I ludzi chloroformu), a proces ekstrakcji nie wymaga wyspecjalizowanej aparatury tylko zwy-
ktej mikrostrzykawki. Przedstawiong metod¢ pordwnano z innymi opublikowanymi w literatu-
rze naukowej procedurami oznaczania HTL w moczu z wykorzystaniem CE jako techniki se-

paracyjnej (tabela 9).
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4.4. Wyznaczenie stopnia zat¢zania analitu — wspolczynnik wzmocnienia czulosci metody

Wydajno$¢ zatezania analitu mozna wyrazi¢ za pomocg SEF. Sposob jego wyznaczania
doktadnie opisano w podrozdziale 3.3. W celu wyznaczenia tego wspotczynnika przygoto-
wano dwie probki w trzech powtorzeniach. Pierwsza probke przygotowang w sposob jaki opi-
sano w podrozdziale 4.2. — Przygotowanie probki do procedury ekstrakcji wzbogacono znang
iloscig HTL, tak aby jego koncowe stezenie wynosito 50 pmol/L moczu. Nastepnie, z tak przy-
gotowanej probki przeprowadzono mikroekstrakcje do kropli w zoptymalizowanych warun-
kach w trybie off-line. Wzbogacony roztwor kropli przeniesiono do fiolki CE, dodano 1 uL
wody dejonizowanej, wymieszano, po czym roztwor poddano analizie stosujac wczesniej do-
brane warunki rozdzielania elektroforetycznego opisane w podrozdziale 4.1. Drugg probke
przygotowano w ten sposob, ze do probéwki Eppendorfa dodano mocz, ktéry rowniez dosz-
czepiono roztworem standardowym HTL, tak aby jego koncowe st¢zenie wynosito 50 umol/L
moczu. Nastepnie, dodano takg objetos¢ wody dejonizowanej aby stosunek mocz:woda dejoni-
zowana wynosit 1:2 (v/v). Tak przygotowang prébke moczu poddano analizie elektroforetycz-
nej. Wartos¢ wspotczynnika SEFa obliczona z réwnania (9) wyniosta okoto 100. Na rysunku
64 przedstawiono dwa reprezentatywne elektroforegramy, ktore uzyskano po analizie moczu
metoda z wykorzystaniem SDME oraz po analizie moczu w procedurze bez stosowania proce-

dury zat¢zania.
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Rys. 64. Reprezentatywne elektroforegramy uzyskane po analizie probki moczu zawiera-
jacej HTL o stezeniu 50 umol/L metoda wykorzystujaca SDME (zielona linia) oraz me-
toda bez stosowania SDME (szara linia).
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4.5. Oznaczanie tiolaktonu homocysteiny w moczu czlowieka
Pomimo kilkukrotnego zredukowania koncowej objetosci probki otrzymanej po wykona-
niu ekstrakcji, tj. z 10 uL do 2 uL (zgodnie z opisem w podrozdziale 4.4) oraz przeprowadzenia
optymalizacji warunkow procedury SDME realizowanej za pomocg strzykawki (zgodnie z opi-
sem w podrozdziale 4.2) w celu polepszenia czutosci stezeniowej CE, niestety uzyskano wy-
soka warto$¢ LOQ (0,22 umol/L moczu). Z tego powodu, zastosowanie opracowanej procedury
do oznaczania HTL w moczu jest ograniczone, poniewaz metoda nadaje si¢ jedynie do badania
zawarto$ci analitu w moczu pacjentow, u ktorych stwierdzono hiperhomocysteinemig. U 0sob,
u ktorych metabolizm homocysteiny zachodzi prawidlowo, ilo§¢ wydalanego z moczem HTL
bedzie niewielka, wigc monitorowanie jego zawarto$ci z wykorzystaniem prezentowanej me-
tody SDME-CZE nie jest mozliwe. Z tego powodu postanowiono, aby w dalszym etapie badan
zastosowa¢ w procedurze dodatkowe zatgzanie analitu wewnatrz kapilary. Szczegdélowo zo-
stato to opisane w kolejnym rozdziale.
Zoptymalizowane warunki analizy moczu na zawarto$¢ tiolaktonu homocysteiny
Podczas opracowania prezentowanej w rozdziale 4 procedury analitycznej oznaczania
HTL zoptymalizowano warunki SDME w trybie on-line. Parametry separacji CZE byly nato-
miast takie jak opisano w podrozdziale 4.1:
e Kapilara: dtugos¢ catkowita 64 cm (efektywna dtugos¢: 55,5 cm), srednica wewngtrzna
75 um;
e BGE: roztwor NaoHPO4/H3PO4 o pH = 4,75 i stgzeniu 0,1 mol/L;
e napigcie: 21 kV;
e temperatura kapilary: 23 °C;
e hydrodynamiczne wprowadzenie probki do kapilary: 50 mbar x 20 s (co odpowiada
objetosci rownej ~121 nL).
W trakcie optymalizacji procedury ekstrakcji SDME realizowanej poza uktadem pomiarowym
CE dobrano nastepujace warunki:
e przygotowanie probki: wymieszanie moczu z buforem fosforanowym o st¢zeniu
0,2 mol/L i pH = 8,2 w stosunku 1:2;
e rozpuszczalnik organiczny oraz jego objetos¢: chloroform o objetosci 55 uL;
e rodzaj fazy akceptorowe] oraz jej stezenie: kwas ortofosforowy(V) o stezeniu
0,004 mol/L;
e czas ekstrakceji z probki do fazy organicznej (I etap): 2 min;

e czas ekstrakcji z fazy organicznej do kropli fazy akceptorowej (11 etap): 15 min.
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5. Opracowanie metody oznaczania tiolaktonu homocysteiny za pomocg
elektroforezy strefowej z wykorzystaniem mikroekstrakcji do pojedynczej
kropli oraz wprowadzania probki ze wzmocnieniem pola elektrycznego
5.1. Dobér warunkow elektroforetycznego rozdzielania

Jednym z etapow opracowywania analitycznej procedury oznaczania HTL w moczu czlo-
wieka za pomocg CZE-SDME oraz wprowadzaniem probki do kapilary ze wzmocnieniem pola
(FASI), byt ponowny dobdr warunkoéw rozdzielania. Byto to spowodowane potrzebg dostoso-
wania BGE do techniki zatezania za pomocg FASI, ktora realizowano w kapilarze, bezposred-
nio przed separacjg elektroforetyczng, poniewaz w trakcie stosowania warunkow pomiarowych
CZE opisanych w podrozdziale 4.1 dochodzito czgsto do spadku nat¢zenia pradu co prowa-
dzito do przerwania analizy. Modyfikacja warunkoéw separacji pozwolita rowniez uzyskac lep-
sze rozdzielenie sktadnikow probki w krétkim czasie, z wysoka precyzja i czutosciag. W trakcie
eksperymentow przeprowadzono dobor stezenia sktadnikoéw elektrolitu podstawowego:

e stezenie NaoHPOg,

e stezenie H3POa.
Przy ocenie jakosci analiz elektroforetycznych przyjeto nastepujace kryteria: wysokos¢ i pole
powierzchni sygnatu analitycznego pochodzacego od HTL oraz precyzje 1 doktadno$¢ metody.
Doboér wyzej wymienionych warunkéw rozdzielania prowadzono wykorzystujac wstepne po-
nizsze parametry pomiarowe:

e kapilara: dlugo$¢ catkowita — 60 cm (dtugos$¢ efektywna 51,5 cm), Srednica wewngtrzna

— 75 um,

e temperatura kapilary: 23 °C,

e przyktadane napigcie: 21 kV,

e pH elektrolitu podstawowego: 4,75,

analityczna dtugos$¢ fali: 240 nm.

Optymalizacja parametrow CZE zostata wykonana przed opracowaniem procedury FASI rea-
lizowanej w uktadzie pomiarowym CE. W trakcie doboru warunkéw rozdzielania probke sta-
nowit roztwor wzorcowy HTL o stezeniu 2,5 umol/L w 0,005 mol/L kwasie fosforowym(V),
ktora przygotowano poprzez odpowiednie rozcienczenie roztworu standardu HTL o stezeniu
0,1 mol/L. Roztwor probki wprowadzano do kapilary sposobem elektrokinetycznym przykta-

dajac napiecie 15 kV przez 20 s.

127



Steienie NaoHPO4

Roztwor wodorofosforanu(V) disodu jest jednym ze sktadnikéow, z ktérego przygotowy-
wany byt BGE do analiz elektroforetycznych. Drugim sktadnikiem tego elektrolitu byt roztwoér
HsPOs, ktorego stezenie wynosito 1 mol/L. Badanie wptywu stezenia Na,HPO4 w BGE na wy-
sokos¢ 1 pole powierzchni sygnalu HTL przeprowadzono przygotowujac seri¢ roztworow tego
sktadnika w zakresie st¢zen od 0,05 do 0,09 mol/L. Nastepnie sporzadzono roztwory BGE
o pH 4,75, kondycjonowano nimi kapilar¢ stosujac nastepujgca sekwencje: 5 min — 0,1 mol/L
NaOH, 1 min — H20, 20 min — BGE o konkretnym stezeniu wodorofosforanu(V) disodu. Po
kondycjonowaniu kapilary trojkrotnie przeprowadzano analizy elektroforetyczne, wprowadza-
jac probke do kapilary sposobem elektrokinetycznym. Na podstawie uzyskanych wynikow spo-
rzadzono zalezno$ci wysoko$ci oraz pola powierzchni sygnalu HTL od stezenia NaHPOq
w roztworze BGE, ktore przedstawiono na rysunkach 65 i 66. Na powyzszych rysunkach
mozna zauwazy¢ réznigcy si¢ przebieg zaleznosci wysokosci oraz pola powierzchni piku od
stezenia NaoHPO4. Na rysunku 65 wysoko$¢ sygnatu osigga maksimum przy wartosci stgzenia
0,06 mol/L, przy czym dla wartosci kolejnych wartosci stezen wigkszych od 0,06 mol/L nasta-
pit spadek wysokosci piku. Zgodnie z rysunkiem 66, wraz ze wzrostem st¢zenia NaoHPO4

nastepuje ciagte zwigkszanie si¢ pola powierzchni sygnatu HTL.
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Rys. 65. Zalezno$¢ wysokosci sygnalu HTL od stezenia Na2HPO4 w roztworze elektrolitu
podstawowego.
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Rys. 66. Zalezno$¢ pola powierzchni sygnalu HTL od stezenia Na2HPO4 w roztworze elek-
trolitu podstawowego.

Prawdopodobng przyczyna przebiegu takiej zaleznosci jest to, ze wraz ze wzrostem st¢zenia
NaxHPO4 maleje EOF. Spadek ruchliwosci elektroosmotycznej powoduje wydtuzanie si¢ czasu
migracji analitu, co w konsekwencji powoduje dyfuzje¢ strefy analitu wzdtuz kapilary (tzw. dy-
fuzja wzdtuzna), czyli spadek wysokosci sygnatu kosztem wzrostu pola powierzchni. Ponadto,
dalszy wzrost stezenia BGE powyzej 0,09 mol/L powodowat znaczne podwyzszenie nat¢zenia
pradu (~300 pA), czego efektem bylo wydzielanie duzej ilosci ciepta Joule’a 1 czeste przery-
wanie analizy elektroforetycznej. W zwigzku z tym do dalszej optymalizacji warunkow roz-
dzielania elektroforetycznego zostalo wybrane stezenie Na2HPO4 wynoszace 0,06 mol/L.
Steienie H3POy

Badanie wptywu stezenia kwasu fosforowego(V), stanowigcego drugi sktadnik roztworu
BGE, na wysokos$¢ i pole powierzchni sygnatu HTL, prowadzono sprawdzajac rozne stezenia
roztworu H3POas. Sporzadzono roztwory elektrolitu podstawowego o pH 4,75, wykorzystujac
roztwor NaxPOs o stezeniu 0,06 mol/L oraz roztwory H3POs w zakresie stezen od 0,5 do
1,5 mol/L. Kapilar¢ do analiz elektroforetycznych kondycjonowano w ten sam sposob jak opi-
sano w podrozdziale 4.1. Wykonano trojkrotnie analizy elektroforetyczne roztworu probki,
wprowadzajac ja do kapilary sposobem elektrokinetycznym. Na podstawie uzyskanych elek-
troforegramow wyznaczono wysokosci i pola powierzchni sygnalow HTL, ktore wykorzystano
do sporzadzenia zaleznosci tych parametréw od stezenia roztworu HaPOs. Uzyskane wyniki

zaprezentowano na rysunkach 67 i 68.
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Rys. 67. Zaleznos¢ wysokosci sygnalu HTL od stezenia H3POs w roztworze elektrolitu
podstawowego.
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Rys. 68. Zalezno$¢ pola powierzchni sygnalu HTL od stezenia HsPOs w roztworze elek-
trolitu podstawowego.

PowyzZsze zalezno$ci jasno wskazuja na praktycznie brak wplywu stezenia roztworu H3POs na
wysokos¢ oraz pole powierzchni sygnalu HTL. Jednakze najwyzsza wysokos$¢ 1 pole po-
wierzchni piku uzyskano dla roztworu kwasu fosforowego(V) o stezeniu 1,5 mol/L. Stosowanie
takiego stgzenia nie powodowato problemow ze zbyt wysokim natezeniem pradu przeptywaja-
cego przez kapilare i wydzielaniem nadmiernego ciepta Joul’a. W zwigzku z powyzszym op-
tymalne stezenia wodorofosforanu(V) disodu oraz kwasu fosforowego(V), za ktérych pomoca
sporzadzano roztwor elektrolitu podstawowego do analiz elektroforetycznych, wynosza odpo-

wiednio 0,06 mol/L i 1,5 mol/L.
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5.2. Dobér warunkow elektrokinetycznego wprowadzania analitu do kapilary

Zatgzanie poprzez spigtrzanie na drodze wprowadzania probki ze wzmocnieniem pola
(FASI), to jedna z wielu technik zatezania analitu realizowanych wewnatrz uktadu separacyj-
nego CE. FASI wykorzystuje elektrokinetyczne wprowadzanie do kapilary odpowiednio przy-
gotowanej probki. Probka powinna charakteryzowac si¢ duzo nizszym przewodnictwem od
przewodnictwa roztworu BGE uzywanego do analiz elektroforetycznych. W tym celu probke
przygotowuje si¢ w rozcienczonym roztworze BGE albo w innym roztworze o duzo nizszym
przewodnictwie. Po podstawieniu fiolki z probkg pod wlotowy koniec kapilary przyktadane
jest napigcie (gwarantem elektrokinetycznego spigtrzania musi by¢ zanurzenie elektrod w roz-
tworze probki), w wyniku czego czasteczki analitu w probee o niskim przewodnictwie szybko
migruja do wnetrza kapilary, po czym gwattownie hamuja na granicy probka/BGE, poniewaz
wnikaja do roztworu BGE o wigkszym przewodnictwie. W efekcie uzyskuje si¢ znaczace spie-
trzanie strefy oznaczanego zwiazku chemicznego. W celu uzyskania duzej wydajnos$ci zateza-
nia technikg FASI, zbadano wptyw nastepujacych warunkoéw i parametrow elektrokinetycz-
nego wprowadzania probki do kapilary:

e rodzaj kwasu uzytego do przygotowania probki,

e stezenie roztworu kwasu uzytego do przygotowania probki,

e dobodr wartosci napiecia podczas wprowadzania probki do kapilary,

e dobor czasu wprowadzania probki do kapilary.
Dodatkowo sprawdzono potencjalny wplyw na wydajnos¢ FASI matej objetosci strefy wody
wprowadzanej sposobem hydrodynamicznym bezposrednio przed oraz za strefg probki. Strefa
wody byla juz wczedniej, z powodzeniem stosowana w wielu opublikowanych metodach do
zwigkszenia wydajnosci FASI [156, 239-243]. Wszystkie eksperymenty byty prowadzone wy-
korzystujac do analiz elektroforetycznych wodny roztwor standardu HTL o stezeniu
2,5 nmol/mL, przygotowany poprzez odpowiednie rozcienczenie standardowego roztworu
HTL o stezeniu 0,1 mol/L. W poczatkowych etapach opracowania warunkow zatezania tech-
nika FASI, stosowano nastgpujace parametry elektrokinetycznego wprowadzania probki: na-
pigcie wprowadzania 5 kV, czas wprowadzania 30 s.
Dobor rodzaju kwasu do przygotowania probki w zateZaniu technikqg FASI

Jednym z pierwszych etapéw opracowania zatezania HTL za pomoca techniki FASI byto
zbadanie wplywu rodzaju kwasu stosowanego do przygotowania probki na wysoko$¢ oraz pole
powierzchni sygnatow HTL. Przyczyna stosowania roztworow kwasow jest to, ze w roztworze

o pH ponizej warto$ci pKa dla HTL nastepuje zjonizowanie czgsteczki poprzez przylaczenie
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protonu do grupy aminowej. Umozliwia to migracj¢ czasteczki HTL do wnetrza kapilary po
przytozeniu napigcia do elektrod (wplyw pH na jonizacje czasteczki HTL zostat przedstawiony
na rysunku 37). W tym celu przygotowano serig¢ roztworow kwasow: fosforowego(V), octo-
wego, solnego, mrowkowego, cytrynowego 1 borowego, o takim samym st¢zeniu wynoszacym
0,0005 mol/L. Z uzyskanych danych eksperymentalnych wyznaczono zalezno$ci wysokos$ci
oraz pola powierzchni sygnatu HTL od rodzaju kwasu uzytego do przygotowania probki do

analizy, ktore przedstawiono w postaci wykresow na rysunkach 69 oraz 70.

30 A

25 A

20 A
15 -
10
i |
0 -

H,,0, HCOOH CH3COOH CHsO,  HyBO;

Wysoko$¢ piku [mAU]

Rys. 69. Zalezno$¢ wysokosci sygnalu HTL od rodzaju kwasu stosowanego do przygoto-
wania probki do analizy.
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Rys. 70. Zalezno$¢ pola powierzchni sygnalu HTL od rodzaju kwasu stosowanych do
przygotowania probki do analizy.

Na powyzszych rysunkach zauwazy¢ mozna zrdéznicowany wptyw odczynnika stosowanego do

przygotowania probki na wydajno$¢ zatezania HTL technika FASI. Najwyzsze parametry
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sygnatéw uzyskano dla kwaséw octowego oraz borowego. Stosowanie kwasu octowego skut-
kowato jednak uzyskaniem wynikow o duzo gorszej precyzji niz w przypadku stosowania
HsBOs. Dlatego do dalszych eksperymentow wybrano kwas borowy, ktory byt wykorzysty-
wany do sporzadzenia roztworéw probek.

Dobor stezenia kwasu do przygotowania probki w zateZaniu technikqg FASI

Po dobraniu rodzaju kwasu do przygotowania probki, kolejnym etapem byta optymalizacja steg-
zenia kwasu borowego. Odpowiednie stezenie jest niezbedne, aby pH roztworu probki byto
takie by czasteczka HTL byta zjonizowana. Zeby osiagna¢ maksymalny efekt zatezania wyni-
kajacy z réznicy przewodnictwa probki i roztworu BGE, wazne jest by przewodnictwo probki
nie byto zbyt wysokie. Wptyw stezenia H3BO3 na wydajno$¢ zatgzania zbadano przygotowujac
roztwory tego kwasu w zakresie stezen od 0,0001 do 0,0006 mol/L. Na podstawie uzyskanych
sygnatéw analitycznych sporzadzono zalezno$ci wysokos$ci oraz pola powierzchni sygnatu od
stezenia kwasu borowego. Zaleznosci przedstawiono w postaci wykreséw na rysunkach 71
I 72. Z ponizszych wykresow zalezno$ci wysokosci oraz pola powierzchni sygnatu od st¢zenia
kwasu borowego wynika, ze najkorzystniejsze stezenie wynosi 0,0004 mol/L. Wraz ze wzro-
stem stezenia nieznacznie ro$nie wysokos¢ oraz pole powierzchni sygnatu HTL. Dla warto$ci
0,0004 mol/L nastepuje natomiast dos¢ gwaltowny wzrost obu parametrow sygnatu osiggajac
maksimum. Kolejne zwigkszanie stgzenia Hs3BOs powoduje jednak spadek wysoko$ci oraz pola

powierzchni. Dlatego do dalszych badan wybrano stezenie Hs3BO3z wynoszace 0,0004 mol/L.
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Rys. 71. Zalezno$¢ wysokosci sygnalu HTL od stezenia kwasu borowego stosowanego do
przygotowania probki do analizy.
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Rys. 72. Zaleznos¢ pola powierzchni sygnalu HTL od stezenia kwasu borowego stosowa-
nego do przygotowania prébki do analizy.

Dobor napiecia wprowadzania probki do kapilary technikg FASI

Nastepnym etapem opracowania metody zatgzania HTL technikg FASI byt dobor odpo-
wiedniego napiecia przykladanego do elektrod, podczas elektrokinetycznego wprowadzania
probki do kapilary. Wlotowy koniec kapilary zanurzony byl w roztworze HTL o stezeniu
2,5 nmol/mL przygotowanym w 0,0004 mol/L H3sBOz. Wptyw przyktadanego napigcia podczas
elektrokinetycznego wprowadzania probki na wydajnos¢ zatezania HTL badano zmieniajac na-
piecie w zakresie od 2 kV do 6 kV. Z uzyskanych wynikéw sporzadzono zaleznosci wysokos$ci
oraz pola powierzchni sygnatu HTL od przyktadanego napigcia podczas elektrokinetycznego
wprowadzania probki do kapilary, ktore w postaci wykresow przedstawiono na rysunkach 73
I 74.

[EY
o
)

Wysoko$¢ sygnatu [mAU]
o P N W b 01 O N 00 ©

4 5
Napiecie [kV]

Rys. 73. Zalezno$¢ wysokosci sygnalu HTL od przykladanego napiecia podczas elektroki-
netycznego wprowadzania probki do kapilary.
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Rys. 74. Zalezno$¢ pola powierzchni sygnalu HTL od przykladanego napiecia podczas
elektrokinetycznego wprowadzania probki do kapilary.

Na podstawie powyzszych zaleznosci mozna zauwazy¢, ze wraz ze wzrostem przykltadanego
napigcia podczas elektrokinetycznego wprowadzania probki rosnie wysoko$¢ i pole po-
wierzchni sygnalu HTL. Przy czym powyzej wartosci 5 kV przyrost wysokosci jest mniej wy-
razny, natomiast pole powierzchni stale wzrasta. Mimo, ze dla 6 kV uzyskano nieznacznie wyz-
szy sygnat HTL, to jednak jego ksztalt byl niesymetryczny a wierzcholek piku nie byt ostry.
Przy stosowaniu napigcia wynoszacego 5 kV uzyskiwano natomiast symetryczne i ostre sy-
gnaty, dlatego do dalszych badan wybrano ta warto$¢ napigcia.
Dobor czasu wprowadzania probki do kapilary technikg FASIT

Kolejnym etapem badan byt dobor czasu elektrokinetycznego wprowadzania probki do
kapilary. Wplyw czasu wprowadzania probki do kapilary na wysoko$¢ oraz pole powierzchni
sygnatu HTL zbadano zmieniajac czas w zakresie od 10 s do 60 s, przy stalym napieciu wpro-
wadzania wynoszacym 5 kV. Po uzyskaniu elektroforegraméw odczytano poszczeg6lne para-
metry sygnatow HTL i sporzadzono wykresy zalezno$ci wysoko$ci oraz pola powierzchni od
czasu wprowadzania probki do kapilary, ktore zaprezentowano w postaci rysunkow 75 i 76.
Z ponizszych zalezno$ci wynika, ze dla poczatkowych czasow wprowadzania probki 10 — 30 s
ro$nie zarowno wysoko$¢ jak 1 pole powierzchni sygnatlu HTL. Jednakze w przypadku wyso-
kos$ci sygnatu nie obserwowano dalszego jej wzrostu wraz z wydluzaniem czasu wprowadzania

probki ponad 30 s, dodatkowo powtarzalnos$¢ analiz nie byta satysfakcjonujaca.
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Rys. 75. Zaleznos$¢ wysokosci sygnalu HTL od czasu elektrokinetycznego wprowadzania
probki do kapilary.
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Rys. 76. Zalezno$¢ pola powierzchni sygnalu HTL od czasu elektrokinetycznego wprowa-
dzania probki do kapilary.

Wydtuzenie czasu wprowadzania probki powodowato zwigkszanie pola powierzchni piku, lecz
ksztalt otrzymywanych sygnaldw nie byt symetryczny, a wierzcholek piku nie byt ostry. Do
dalszych badan jako czas elektrokinetycznego wprowadzania probki do kapilary wybrano 30 s.
Dobor objetosci strefy wody wprowadzonej do kapilary przed strefg probki

Jednym z ostatnich etapéw opracowania zatezania HTL w uktadzie pomiarowym CE tech-
nika FASI byto zbadanie wptywu obecnosci strefy wody wprowadzonej do kapilary przed strefa
proébki oraz wplywu jej objetosci na zwigkszenie wydajnosci zatezania. Po przylozeniu napigcia
w strefie wody o bardzo niskim przewodnictwie jest wysokie pole elektryczne, dzigki ktoremu

czasteczki analitu wnikajace w ta strefe osiagaja jeszcze wigksza predkosé, co skutkuje
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zwigkszeniem efektu zatezania. W zwiazku z powyzszym bezposrednio przed elektrokinetycz-
nym wprowadzeniem probki do kapilary, w kolejnych analizach wprowadzano strefe wody
o zwigkszajacej si¢ objetosci. Strefe wody wprowadzano sposobem hydrodynamicznym o na-
stepujacych parametrach: 5 mbar przez 5 s, 10 mbar przez 5 s, 10 mbar przez 10 s, 15 mbar
przez 10 s, 15 mbar przez 15 s, co odpowiada objetosciom wody 3, 6, 12, 18, 27 nL. Na pod-
stawie uzyskanych elektroforegraméw odczytano wartosci wysokosci oraz pola powierzchni
sygnatu HTL 1 sporzadzono wykresy ich zaleznosci od objetosci strefy wody wprowadzone;j
przed strefg probki. Zalezno$ci przedstawiono na rysunkach 77 i 78.
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Rys. 77. Zalezno$¢ wysokosci sygnalu HTL od objetosci strefy wody wprowadzonej do
kapilary przed strefa probki.
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Rys. 78. Zalezno$¢ pola powierzchni sygnalu HTL od objetos$ci strefy wody wprowadzonej
do kapilary przed strefa probki.

| 137




Zaleznosci przedstawione na powyzszych rysunkach jasno wskazuja, ze najkorzystniejsza ob-
jetos¢ strefy wody, wprowadzanej przed strefg probki, wynosi 12 nL, co odpowiada warto§ciom
ci$nienia i czasu 10 mbar przez 10 s. Poréwnujac wielkos$¢ sygnaldéw analitycznych otrzyma-
nych podczas analizy w ktorej wprowadzano strefe wody do kapilary przed strefg probki z sy-
gnatami w analizie bez stosowania strefy wody, otrzymano okoto 4 krotne zwigkszenie wydaj-
nos$ci zat¢zania probki. Wprowadzenie do kapilary wigkszej objetosci strefy wody przed probka
powodowato jednak zmniejszenie dodatkowego efektu spietrzania analitu. Moze to by¢ spowo-
dowane miejscowym przegrzaniem kapilary w wyniku zbyt duzego pola elektrycznego w stre-
fie wody, co w konsekwencji doprowadzito do zwigkszenia objgtosci tej strefy 1 czgsciowego
wypchniecia probki z kapilary. Biorac pod uwage otrzymane wyniki eksperymentéow do dal-
szych badan wybrano objetos¢ strefy wody rowng 12 nL, ktéra odpowiadata parametrom wpro-
wadzania probki pod ci$nieniem 10 mbar przez 10 s.
Dobdr objetosci strefy wody wprowadzonej do kapilary za strefg probki

Ostatnim etapem opracowania zatezania HTL w kapilarze poprzez spigtrzenie technika
FASI, bylo zbadanie wplywu objetosci strefy wody wprowadzonej do kapilary po strefie probki
na zwigkszenie wydajnos$ci zat¢zania. Podobnie jak w przypadku strefy wody wprowadzone;j
do kapilary przed strefa probki, strefa wody hydrodynamicznie wprowadzona za strefg probki
roOwniez moze spotggowac wydajnos$¢ zatgzania. Polega to na tym, ze po wprowadzeniu strefy
wody za strefa probki, przyktadane jest napigcie w celu przeprowadzenia elektroforetycznej
separacji. Prowadzi to do tego, ze w strefie wody za probka panuje wysokie pole elektryczne,
ktore powoduje, ze czasteczki analitu ulegajg dalszemu przyspieszaniu, za§ na granicy probka
— BGE ulegajac gwaltownemu wyhamowaniu kationy analitu doznaja spi¢trzenia w jeszcze
wezsza strefe. Ponadto strefa wody wprowadzona za probka wydtuza czas mieszania si¢ probki
z BGE wewnatrz kapilary w trakcie trwania analizy elektroforetycznej, co dodatkowo wptywa
pozytywnie na efekt zat¢zania technikg FASI.
W celu zbadania zaleznosci, bezposrednio po elektrokinetycznym wprowadzeniu probki do ka-
pilary, hydrodynamicznie wprowadzano strefe¢ wody o zwigkszajacej si¢ objetosci tj. 3, 6, 12
1 18 nL, co odpowiada nastgpujacym wartosciom ci$nienia i czasu: 5 mbar przez 5 s, 10 mbar
przez 5 s, 10 mbar przez 10 s oraz 15 mbar przez 10 s. Nastepnie przeprowadzono analizg
elektroforetyczng, a z uzyskanych elektroforegramow odczytano wartosci wysokos$ci oraz pola
powierzchni sygnatu HTL i na ich podstawie sporzadzono odpowiednie wykresy (rysunek 79
i 80).

138



N w
(6;] o
1 )

N
o
1

Wysokos¢ sygnatu [mAU]
= =
o (6;]

(6]
1

0 3 6 12 18

Objetosé strefy wody [nL]
Rys. 79. Zalezno$¢ wysokosci sygnalu HTL od objetosci strefy wody wprowadzanej za
strefa probki.
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za strefg probki.
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Z powyzszych zaleznosci mozna zauwazy¢, ze obecno$¢ strefy wody wprowadzanej po strefie
probki rowniez zwicksza wydajnosé zatgzania w kapilarze. Najlepsze wyniki uzyskano dla ob-
jetosci wynoszacej 6 nL (co odpowiada parametrom 10 mbar przez 5 s). Wprowadzanie strefy
wody o wiekszej objetosci nie powodowalo juz znacznej zmiany wartosci wysokosci i1 pola
powierzchni sygnatu. Zauwazono natomiast pogorszenie powtarzalno$ci wynikow analiz, co
obrazujg zaprezentowane na wykresach stupki btedow. W zwigzku z tym, w dalszych ekspery-
mentach, do kapilary za strefg probki hydrodynamicznie wprowadzano strefe wody, przykta-
dajac ci$nienie 10 mbar przez 5 s.

Podsumowujac obydwa etapy optymalizacji hydrodynamicznego wprowadzania strefy wody

przed i za strefg probki, polepszenie efektu zatezania analitu uzyskano poprzez wprowadzenie
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strefy wody pod cisnieniem 10 mbar przez 10 s przed strefg probki oraz wprowadzenie strefy
wody za strefg probki stosujac cisnienie 10 mbar przez 5 s.
5.3. Mikroekstrakcja do pojedynczej kropli jako element przygotowania proébki oraz
pierwszy etap zatezania analitu

Po zakonczeniu optymalizacji zatezania HTL w uktadzie pomiarowym CE technikg FASI,
kolejnym etapem opracowania przedstawianej metody oznaczania HTL w moczu cztowieka
byto podjecie proby potaczenia opisanej w podrozdziale 4.2 procedury SDME realizowanej
w trybie off-line z zoptymalizowang procedurg elektrokinetycznego wprowadzaniem probki do
kapilary, po ktorej nastegpowata analiza elektroforetyczna. Probka, ktorg wykorzystywano pod-
czas etapu przeprowadzania procedury SDME, byl mocz cztowieka uzyskany od pozornie zdro-
wego wolontariusza. Procedura SDME byta podobna do procedury opisanej w podrozdziale
4.2, przy czym zmodyfikowano krok postepowania z kropla po zakonczeniu procesu ekstrakcji,
podczas ktorego krople ekstraktu przeniesiono do specjalnego inserta umieszczanego W na-
czynku do CE. W dalszej kolejnosci roztwér kropli zostal odparowany do sucha
w termostacie blokowym w temperaturze 70 °C. Nastgpnie, aby osiagnac jak najwyzsza czutosé
metody, pozostato$¢ po odparowaniu rozpuszczano w malejacych objetosciach roztworu kwasu
borowego o stgzeniu 0,0004 mol/L, tj. 30, 20, 10 i 5 uL. Z poczynionych obserwacji na pod-
stawie uzyskanych elektroforegraméw zauwazono, ze wraz ze zmniejszaniem objgtosci roz-
tworu kwasu otrzymywano coraz wyzsze sygnaty analityczne pochodzace od analitu, gdzie naj-
wyzsze otrzymano dla objetosci kwasu rownej 10 pL. Przy stosowaniu objetosci 5 uL sygnaly
HTL byly mniejsze, co byto prawdopodobnie spowodowane tym, Ze jest to zbyt mata objgtosc,
aby efektywnie rozpusci¢ pozostatos¢ na §ciankach po odparowaniu probki. W zwigzku z po-
wyzszym, w dalszych etapach podczas procedury przygotowania probki do analizy otrzymany
wzbogacony roztwor kropli przenoszono do inserta, nastgpnie odparowywano do sucha
w 70 °C, a pozostato$¢ rozpuszczano w 10 uL kwasu borowego o stezeniu 0,0004 mol/L.
5.4. Wyznaczenie stopnia zatezania analitu — wspolczynnik wzmocnienia czulo$ci metody

W kolejnym etapie badan przeprowadzono ocen¢ wplywu zastosowanych technik SDME
oraz FASI na wydajnos¢ zat¢zania analitu, poprzez wyznaczenie wspoiczynnika wzmocnienia
czuto$ci metody (SEF). Doktadny sposoéb wyznaczania SEF opisano w podrozdziale 3.3.
W tym celu przygotowano dwie probki. Pierwsza z nich byta probka trzykrotnie przygotowana
w niezaleznych powtorzeniach w sposob jaki opisano w podrozdziale 4.2. — Przygotowanie
probki do procedury ekstrakcji, do ktérej dodano znang ilos¢ HTL, aby koncowe stezenie ana-

litu wynosito 0,1 pmol/L moczu. Nastepnie przeprowadzono SDME w trybie off-line
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w zoptymalizowanych warunkach opisanych w podrozdziale 5.3, po czym roztwor probki
wprowadzono elektrokinetycznie w celu zat¢zania oznaczanego analitu poprzez spigtrzenie
technikg FASI, wykorzystujgc wczesniej dobrane parametry opisane w podrozdziale 5.2.
W kolejnym kroku przeprowadzono analizg elektroforetyczng stosujagc wczesniej dobrane wa-
runki rozdzielania opisane w podrozdziale 5.1. Druga probke przygotowano rowniez trzykrot-
nie w nastepujacy sposob: do proboéwki Eppendorfa dodano mocz, ktéry wzbogacono znang
iloscig standardu, aby koncowe stezenie HTL wynosito 8 umol/L moczu, po czym dodano taka
objetos¢ wody dejonizowanej, aby stosunek mocz:woda wynosit 1:2 (v/v). Tak przygotowang
probke moczu wprowadzono hydrodynamicznie do kapilary pod ci$nieniem 25 mbar przez
20 s (co odpowiada objgtosci wprowadzanej probki rownej 61 nL oraz ok. 2% catkowitej obje-
tosci kapilary), a nastgpnie poddano analizie elektroforetycznej. Na podstawie uzyskanych
elektroforegramow odczytano wartosci pola powierzchni sygnatu HTL dla obydwu rodzajow
probek, nastgpnie wstawiajac do rownania (9) wyznaczone pole powierzchni oraz odpowiednie
warto$ci stezen HTL, warto§¢ wspotczynnika SEFaA wyniosta okoto 212. Na ponizszym ry-
sunku 81 przedstawiono dwa reprezentatywne elektroforegramy, ktore uzyskano po analizie
moczu metodg z wykorzystaniem zatezania, tj. SDME i FASI, oraz po analizie moczu w pro-

cedurze bez stosowania zadnej procedury zat¢zania.
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Rys. 81. Reprezentatywne elektroforegramy uzyskane po analizie prébki moczu zawiera-
jacej HTL o stezeniu 0,1 pmol/L metoda wykorzystujaca SDME-FASI (zielona linia) oraz
po analizie probki moczu zawierajacej HTL o stezeniu 8 umol/L metoda bez stosowania
SDME-FASI (szara linia).
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5.5. Walidacja opracowanej metody

W kolejnym etapie opracowania prezentowanej metody przeprowadzono jej walidacje
zgodnie z kryteriami dla probek biologicznych [228], przy wykorzystaniu SDME w trybie off-
line jako techniki przygotowania probki do analizy, dobranych warunkéw oraz parametrow za-
tezania HTL poprzez spietrzanie technika FASI oraz warunkow elektroforetycznych. Podczas
walidowania metody wyznaczono nastepujace parametry: LOD oraz LOQ, zakres liniowosci,
wewnatrz- oraz migdzydniowg precyzje i doktadnos¢. Ponadto przedstawiong metod¢ porow-
nano z innymi opisanymi w literaturze naukowej procedurami oznaczania HTL [55, 90, 92, 93,
98, 100-102].
Wykorzystujac metode stosunku wielkosci sygnatu do szumu (S/N) zgodnie z opisem w pod-
rozdziale 3.4, wyznaczone eksperymentalnie wartosci LOD i LOQ dla HTL w moczu wyniosty
odpowiednio 0,04 umol/L i 0,1 umol/L. W poréwnaniu z innymi procedurami, otrzymana war-
to$¢ LOQ jest podobna dla metody oznaczania HTL w moczu za pomocg MEKC-FASI [102],
ktoéra w tym przypadku wynosita 0,09 umol/L. Wartos¢ LOQ prezentowanej metody byta na-
tomiast nizsza niz dla procedury FIA do oznaczania HTL w moczu (2 umol/L) [90], z kolei
byta ona wyzsza w porownaniu z procedurami wykorzystujacymi GC-MS [92, 93] HPLC-FLD
[98] do oznaczania HTL w moczu (odpowiednio 0,01 umol/L, 0,05 umol/L oraz 0,02 umol/L).
W nastepnej kolejnosci, dla opracowanej metody przeprowadzono kalibracj¢ poprzez wyzna-
czenie zaleznosci pola powierzchni sygnatu od rosnacego stezenia HTL w moczu, stosujac roz-
twory o nastepujacych stezeniach: 0,100, 0,175 0,250, 0,350, 0,500 umol/L. Otrzymane wyniki

analiz elektroforetycznych zestawiono w tabeli 10 oraz na rysunku 82.

Tabela 10. Wyniki kalibracji metody SDME-FASI-CZE do oznaczania HTL w moczu
czlowieka.

Dodano Znaleziono £ SD RSD Odzysk
[umol/L moczu] [emol/L moczu] [%%6] [9%6]
0,100 0,103 + 0,012 11,7 103,0
0,175 0,167 + 0,005 3,0 95,4
0,250 0,254 + 0,013 51 101,6
0,350 0,352 + 0,028 8,0 100,6
0,500 0,498 + 0,011 2,2 99,6

n=3
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Rys. 82. Krzywa kalibracyjna HTL w prébkach moczu wykonana na podstawie pél powierzchni
sygnalow HTL.

Na przedstawionym rysunku 81 mozna zauwazy¢, ze sporzadzona krzywa kalibracyjna w ba-
danym zakresie st¢zen wykazala charakter liniowy, a wspotczynnik korelacji liniowej byt bliski
1. Stosujac funkcje¢ Reglinp w arkuszu kalkulacyjnym Ms Excel, wyznaczone réwnanie prostej
byto nastgpujace: y = (12,9949 + 0,2282)x - (0,3051 + 0,0704). Precyzja metody, wyrazona
wzglednym odchyleniem standardowym, dla punktow krzywej kalibracyjnej w moczu nie prze-
kraczata 12% 1 miescita si¢ w przedziale od 2,2 do 11,7%, podczas gdy warto$ci doktadnos¢
metody, wyrazona odzyskiem, byta w zakresie 95,4 - 103,0%. Liniowa zalezno$¢ pola po-
wierzchni sygnatu analitycznego wzgledem wzrastajacych stgzeh HTL pozwala na wykorzy-
stanie przedstawionej metody do ilo§ciowego oznaczania badanego analitu w moczu.

W kolejnym etapie walidacji opracowanej metody wyznaczono jej wewnatrz- oraz miedzy-
dniowg precyzj¢ i doktadnos$¢ metody. Stad wybrano trzy st¢zenia HTL, ktore reprezentujg caty
zakres krzywej kalibracyjnej, gdzie pierwszym byto st¢zenie zblizone do wartosci LOQ, drugie
reprezentowato Srodek zakresu krzywej, a trzecie bylo blisko konca krzywej kalibracyjne;.
W tym celu sporzadzono trzy probki moczu zgodnie z procedurg opisang w podrozdziale 4.2,
— Przygotowanie probki do procedury ekstrakcji wzbogacajac je znang iloscig standardu HTL
w ten sposob, aby koncowe stezenia analitu wynosity odpowiednio 0,15, 0,30 i 0,45 umol/L
moczu. Nastepnie wykonano ekstrakcje SDME, po ktérym elektrokinetycznie wprowadzono
probke do kapilary, korzystajac z techniki FASI oraz przeprowadzono separacje za pomoca

CZE. W tabeli 11 przedstawiono uzyskane dane z przeprowadzonego eksperymentu.
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Tabela 11. Dane walidacyjne dla metody SDME-FASI-CZE.

Wewnatrzdniowa Miedzydniowa
Dodano
[umol/L]
Znaleziono£SD | Precyzja | Dokladno$¢ | Znaleziono £ SD | Precyzja | Dokladnos$é¢
[umol/L] [%0] [%6] [umol/L] [%] [%]
0,15 0,15+0,01 6,6 102,7 0,15+0,01 8,3 98,2
0,30 0,28 + 0,03 10,2 94,9 0,29 +0,03 9,5 97,6
0,45 0,46 + 0,03 7,3 101,5 0,44 + 0,03 6,4 102,7
n=3

Zgodnie z powyzsza tabelka wartosci precyzji wewnatrzdniowej byly mniejsze niz 11%, a do-
ktadno$¢ miescita si¢ w przedziale od 94,9% do 102,7%. Z kolei warto$ci precyzji miedzydnio-
wej byty za$ mniejsze niz 10,0%, a doktadno$¢ miescita si¢ w zakresie 97,6 - 102,7%. Zgodnie
Z powyzszym warto$ci parametrow, tj. precyzji oraz doktadnosci, byly zadowalajace i zgodne
z kryteriami dla analizy probek biologicznych [228].

Poniewaz elementem nowosci prezentowanej procedury analitycznej oznaczania HTL za po-
mocg CZE jest wykorzystanie dwoch odmiennych technik zat¢zania analitu, tj. spietrzania tech-
nikg FASI oraz SDME w trybie off-line, to porownujac z innymi opisanymi w literaturze pro-
cedurami (tabela 12), technika ta charakteryzuje si¢ duzo nizszym zuzyciem odczynnikow che-
micznych oraz uproszczong procedurg przygotowania probki do analizy. Ponadto przeprowa-
dzenie procesu zatezania analitu nie wymaga uzycia wyspecjalizowanej aparatury (wystarczy
do tego mikrostrzykawka), dzieki czemu metoda jest prosta i tania, a catkowity czas potrzebny

na wykonanie analizy zostat znacznie skrocony.
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5.6. Oznaczanie tiolaktonu homocysteiny w moczu czlowieka

Ostatnim etapem badan po przeprowadzeniu optymalizacji metody, jej kalibracji oraz wa-

lidacji, bylo oznaczanie tiolaktonu homocysteiny w moczu cztowieka za pomoca kapilarnej

elektroforezy strefowej z wykorzystaniem mikroekstrakcji do pojedynczej kropli realizowanej

w trybie off-line oraz spigtrzania analitu na drodze wprowadzania probki ze wzmocnieniem

pola elektrycznego. W tym celu prébki moczu pobrano od grupy 12 pozornie zdrowych ochot-

nikéw, ktorg stanowito 9 kobiet 1 3 mezczyzn. Probki zostaty przygotowane zgodnie z proce-

durg opisang w podrozdziale 4.2. — Przygotowanie prébki do procedury ekstrakcji oraz wzbo-

gacone znang iloscig standardu HTL, tak aby jego st¢zenie koncowe wynosito 0,100 umol/L

moczu (~LOQ). Nastgpnie przeprowadzono zat¢zanie probki w kapilarze z wykorzystaniem

FASI oraz analizg elektroforetyczng za pomocag CZE, a uzyskane dane zebrano w tabeli 13.

Tabela 13. Stezenie HTL w moczu czlowieka.

Numer probki Dodano Znaleziono £ SD RSD
[wmol/L moczu] [wmol/L moczu] [%0]

1(m) 0,100 0,091 + 0,002 2,2
2 (m) 0,100 0,110 + 0,002 1,8
3 (m) 0,100 0,134 +0,011 8,2
4 (K) 0,100 0,102 + 0,007 6,9
5 (k) 0,100 0,149 + 0,002 1,3
6 (K) 0,100 0,121 + 0,015 124
7 (k) 0,100 0,112 + 0,008 7.1
8 (K) 0,100 0,098 + 0,001 1,0
9 (K) 0,100 0,115 + 0,007 6,1
10 () 0,100 0,103 + 0,006 58
11 (k) 0,100 0,161 + 0,006 37
12 (K) 0,100 0,137 + 0,004 2.9

m — mezczyzna,; k — kobieta;

n=3

Na podstawie powyzszych danych srednia zawarto§¢ HTL w doszczepionym moczu zdrowych

ochotnikow wynosi 0,119 pumol/L, a §rednia warto$¢ RSD z oznaczen wynosi 5,0%. W oparciu

o uzyskane dane mozna zauwazy¢, ze w przypadku niektorych probek doktadnos$¢ oznaczen
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nie spetnia przyjetych kryteriow dla oznaczen probek biologicznych [228]. Dla probki nr 1
wyznaczone st¢zenie HTL bylo nizsze od LOQ, aczkolwiek warto$¢ ta miescila si¢ w zakresie
kryterium doktadnosci, tj. 80 - 120%. Natomiast dla prébek o numerach 3, 5, 11, 12 wartos¢
stezenia byta wyzsza niz LOQ, lecz w ich przypadku dokladno$¢ oznaczen znacznie przekra-
czata 120%. Sytuacja opisana powyzej moze by¢ prawdopodobnie spowodowana btgdami po-
pelnionymi podczas przygotowania probki do SDME, np. zle ustawienie predkosci mieszania,
wygenerowanie innej objetosci kropli niz 1 uL, blad popetiony podczas pipetowania. Ponadto
podwyzszone wartosci HTL w stosunku do wzbogacenia, moga wynika¢ z endogennej zawar-
tosci HTL w tych probkach. Reprezentatywne elektroforegramy probki moczu pozornie zdro-
wego wolontariusza oraz doszczepionej probki moczu znang iloscig standardu HTL przedsta-

wiono na rysunku 83.

0,8 -
HTL

0,6 - ;

04 A

0,2 A

et

-0,4 . .
4,5 5,0 55 6,0 6,5

Czas [min]

Absorbancja [mAU]

Rys. 83. Reprezentatywne elektroforegramy uzyskane podczas analizy probki moczu
(szara linia) oraz probki moczu wzbogaconej standardem HTL, tak aby jego koncowa
zawarto$¢ w plynie ustrojowym wynosita 0,1 pmol/L (zielona linia).

Zoptymalizowane warunki analizy moczu na zawartos¢ tiolaktonu homocysteiny:

Opracowujac prezentowang w rozdziale 5 procedure analityczng oznaczania HTL zopty-
malizowano parametry dla zat¢zania technika FASI oraz ponownie dobrano sktad BGE zgodnie

z opisem w podrozdziale 5.1. W zwigzku z powyzszym parametry separacji CZE byly naste-

pujace:

147



e Kapilara: dlugos¢ catkowita 64 cm (efektywna dlugosé: 55,5 cm), $rednica we-
wnetrzna 75 um;
e BGE: mieszanina 0,06 mol/L roztworu Na;HPOs i 1 mol/L roztworu H3POs,
pH = 4,75;
e napigcie: 21 kV;
e temperatura kapilary: 23 °C;
Podczas opracowania prezentowanej metody korzystano z procedury ekstrakcji SDME realizo-
wanej poza uktadem pomiarowym CE (zgodnie z opisem w podrozdziale 5.3), ktora sktadata
si¢ z nastepujacych etapow:
e przygotowanie probki: wymieszanie moczu z buforem fosforanowym o stezeniu
0,2 mol/L i pH = 8,2 w stosunku 1:2;
e rozpuszczalnik organiczny oraz jego obj¢tos$¢: chloroform o objgtosci 55 pl;
e rodzaj fazy akceptorowej oraz jej stezenie: kwas ortofosforowy(V) o stgzeniu
0,004 mol/L;
e czas ekstrakcji z probki do fazy organicznej (I etap): 2 min;
e czas ekstrakcji z fazy organicznej do kropli fazy akceptorowej (11 etap): 15 min.
Po zakonczeniu procesu ekstrakcji krople ekstraktu przeniesiono do inserta w celu odparowania
do sucha roztworu wzbogaconej kropli i rozpuszczenia pozostatosci w odpowiednio dobranym
rozpuszczalniku, ktory stanowit roztwoér wodny kwasu.
W wyniku optymalizacji warunkow zatg¢zania technikg FASI okreslono dla niej ponizsze para-
metry:
e rodzaj oraz st¢zenie kwasu uzytego do rozpuszczania pozostato$ci po odparowaniu
ekstraktu: 0,0004 mol/L H3BOs;
e napigcie wprowadzania probki do kapilary: 5 kV;
e czas wprowadzania probki do kapilary: 30 s;
e czas i cisnienie podczas wprowadzana strefy wody przed strefg probki: 10 mbar
przez 10 s (co odpowiada objetosci réwnej 12 nL);
e czas 1 ci$nienie podczas wprowadzana strefy wody za strefg probki: 10 mbar przez

5 s (co odpowiada objetosci rownej 6 nL).
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Podsumowanie i wnioski koncowe

Literatura naukowa wskazuje na szczeg6lng rol¢ HTL w rozwoju chorob cywilizacyjnych
oraz zawiera matg liczbe skutecznych metod pozwalajacych na potwierdzenie obecnosci i mo-
nitorowanie jego stezenia w organizmie czlowieka. W zwigzku z powyzszym, przedmiotem
badan podjetych w ramach prezentowanej rozprawy byto sprawdzenie przydatnosci techniki
CE z detekcja UV-Vis, w wykrywaniu i oznaczaniu HTL w probce rzeczywistej o duzym skom-
plikowaniu matrycy. Praktycznym rezultatem moich badan jest opracowanie analitycznych
procedur oznaczania HTL w moczu czltowieka, ktory jest powszechnie wykorzystywanym
w diagnostyce materialem biologicznym. W badaniach wykorzystano technike CE, ktora jest
czgsto stosowana w rdznych galeziach nauki 1 przemystu. Dzisiejsza CE to nowoczesna tech-
nika analityczna pozwalajaca na wzglednie szybkie oraz efektywne rozdzielanie czastek, ktore
znajduja si¢ w probce o bardzo matej objetosci. CE charakteryzuje si¢ ponadto wysoka selek-
tywnoscia, duza rozdzielczoscia oraz podatnos$cig na miniaturyzacje. Technika ta oprocz wy-
mienionych powyzej zalet, posiada réwniez pewne niedogodnos$ci. Niewatpliwie jej gtownym
ograniczeniem, porownujac do chromatografii cieczowe;j, jest niska czuto$¢ stezeniowa w przy-
padku stosowania detektora spektrofotometrycznego UV-Vis. Dostepnych jest kilka rozwigzan
tego problemu poczawszy od aparaturowych, np. zastosowanie duzo czulszych detektorow
(LIF, MS), wykorzystanie specjalnych kapilar, czy wyrafinowanych celek detekcyjnych, po-
przez rozwiazania procedurowe na etapie przygotowania probki, np. zastosowanie technik mi-
kroekstrakcyjnych, czy tez reakcji derywatyzacji, a skonczywszy na zatgzaniu (wzbogacaniu)
analitow bezposrednio w uktadzie analitycznym CE. Wykorzystanie czulszych detektoréw co
prawda pozwala na znaczace obnizenie granic wykrywalnosci 1 oznaczalno$ci, ale jest jednak
najczesciej zwigzane z konieczno$cig przeprowadzenia kosztownych inwestycji aparaturo-
wych. Rozszerzenie procedury przygotowania probki o etap derywatyzacji niestety wydtuza
czas analizy oraz moze przyczyni¢ si¢ do pogorszenia precyzji oraz zdolnosci rozdzielczej CE.
Duzym zainteresowaniem cieszy si¢ natomiast wykorzystanie metod mikroekstrakcyjnych oraz
zat¢zania analitow w kapilarze. W tych pierwszych, do niewatpliwych zalet zaliczy¢ mozna
m.in. stosunkowo krétki czas procesu, niskie zuzycie toksycznych rozpuszczalnikéw, przydat-
nos¢ do analizy probek o bardzo skomplikowanej matrycy, czy tez mozliwos$¢ automatyzacji
1 zastosowania wraz z innymi technikami analitycznymi. W przypadku zat¢zania analitoéw, ma-
nipulacja przewodnictwem probki i/lub rodzajem BGE w celu skupienia analitu w bardzo wa-
skiej strefie, nie wymaga wprowadzenia zadnych modyfikacji w aparaturze, a sam proces ma

miejsce we wnetrzu kapilary separacyjnej, co niweluje ryzyko straty analitu. Majgc powyzsze
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na uwadze, w celu uproszczenia skomplikowanej matrycy probki oraz polepszenia czutosci CE,
planujac badania w ramach niniejszej rozprawy postanowiono wykorzysta¢ jedng z najpopu-
larniejszych technik mikroekstrakcyjnych, jaka jest mikroekstrakcja do pojedynczej kropli
(SDME). Dodatkowo w badaniach zastosowano zat¢zanie analitu w kapilarze technikg spig-
trzania podczas elektrokinetycznego wprowadzania probki ze wzmocnieniem pola (FASI). Wy-
miernym rezultatem badan byto opracowanie trzech nowych procedur analitycznych i ich prak-

tyczne zastosowanie do oznaczania HTL w ludzkim moczu.

Opracowanie i optymalizacja warunkow separacji elektroforetycznej

Pierwszym etapem badan byto opracowanie oraz optymalizacja warunkow separacji elek-
troforetycznej. Zbadano szereg czynnikow wptywajacych na jakos$¢ rozdzielania i czas analizy,
m.in. dtugos¢ 1 §rednice wewnetrzng kapilary, stezenie i pH elektrolitu podstawowego, napiecie
podczas separacji, czy tez temperature kapilary. Na podstawie otrzymanych wynikdéw sporza-
dzono odpowiednie zaleznosci przedstawione na rysunkach 35, 36, 38, 39, 40, 41 i 42 i wy-
brano najlepsze parametry. Zoptymalizowane warunki separacji zastosowano zarOwno w me-
todzie wykorzystujacej SDME, ktora byta realizowana w uktadzie CE, jak 1 w metodach z eks-
trakcja poza uktadem. Na otrzymanych elektroforegramach moczu cztowieka (rysunki 55 i 81)
mozna zauwazy¢ dobrze wyksztatcony 1 catkowicie rozdzielony sygnat HTL, ktory pojawiat
si¢, w zaleznosci od zastosowanej procedury, pomig¢dzy 6 a 7 minutg analizy. Za pomocg opra-
cowanych metod przeanalizowano wiele probek moczu od r6éznych dawcow i nie zauwazono
praktycznie zadnego wplywu matrycy probki na otrzymywane wyniki analiz, w tym ich do-

ktadnos$¢ oraz precyzje.

Opracowanie procedury wykonania SDME

Drugi etap obejmowat opracowanie procedury wykonania SDME i dobranie takich warun-
kow procesu ekstrakeji, aby odpowiednio oczy$ci¢ matryce probki oraz uzyskac jak najwiekszy
stopien zatezenia analitu. W toku prowadzonych badan zoptymalizowano dwa sposoby reali-
zacji SDME, tj. poza ukladem elektroforetycznym (off-line) oraz bezposrednio w aparacie do
CE (on-line). Odpowiednie schematy wykonania obu procedur przedstawiono na rysunkach
43 i 56. Parametrami, ktore sprawdzono podczas optymalizacji procedur byty: pH probki (ry-
sunek 58), sposob jej przygotowania (rysunki 44 i 57), dobor rodzaju oraz objetosci rozpusz-
czalnika organicznego (rysunki 47 i 59), rodzaj oraz stezenie fazy akceptorowej (rysunki 48,
49 i 60) oraz czasy poszczegdlnych etapow ekstrakcji (rysunki 51, 52, 61 1 62). W przypadku

procedury SDME realizowanej on-line napotkano na niespodziewane niedogodnosci
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aparaturowe, uniemozliwiajace regulacje z poziomu oprogramowania aparatu, glebokosci za-
nurzenia kapilary w warstwie organicznej i wytworzenia kropli fazy akceptorowej w odpowied-
nim jej miejscu. W celu regulacji zanurzenia kapilary, konieczne wigc byto dobranie wiasciwej
objetosci probki w naczynku (tabela 2). Konieczne byto rowniez opracowanie i skuteczne za-
stosowanie sposobu pozwalajacego na stabilizacje¢ kropli fazy akceptorowej na koncu kapilary
lub igly, co miato bezposredni wptyw na powtarzalnos¢ procesu ekstrakcji. W metodzie SDME-
FASI-CZE po raz pierwszy w jednej elektroforetycznej procedurze zastosowanej do oznaczania
HTL w moczu, wykorzystano jednocze$nie dwie rdzne techniki zatezania analitu. Najpierw
przeprowadzono SDME poza uktadem pomiarowym CE, a nastepnie analit dodatkowo zate-

zono w kapilarze technikg FASI.

Opracowanie procedury zate¢zania analitu technika FASI

Kolejny etap badan dotyczyt doboru warunkéw wprowadzania probki do kapilary, w celu
jej dodatkowego zatezenia wewnatrz uktadu elektroforezy kapilarnej. Postanowiono zastoso-
wac opracowane wczesniej warunki separacji, z wyjatkiem stezenia elektrolitu podstawowego,
ktore zostato ponownie poddane optymalizacji (rysunki 65, 66, 67 i 68). Byto to spowodowane
potrzeba dostosowania BGE do techniki zat¢zania za pomocg FASI, ktorg realizowano w kapi-
larze, bezposrednio przed separacjg elektroforetyczng. W trakcie stosowania warunkow pomia-
rowych CZE opracowanych we wcze$niejszych procedurach, dochodzito do gwattownych
spadkow natezenia pradu, co prowadzilo do przerwania analizy. Nast¢pnie sprawdzono rodzaj
oraz st¢zenie kwasu uzytego do przygotowania probki (rysunki 69, 70, 71 i 72). Waznymi
parametrami w kontekscie zat¢zenia analitu technika FASI sg czas (rysunki 73 i 74) oraz na-
piecie zastosowane podczas wprowadzenia probki do kapilary (rysunki 76 i1 77). W celu zwigk-
szenia efektu zatezenia postanowiono takze sprawdzi¢ skuteczno$¢ wprowadzenia niewielkiej
strefy wody przed oraz po strefie probki. Takie postgpowanie odniosto oczekiwany skutek, kto-
rego wymiernym efektem bylo uzyskanie okoto 8-krotnie wigkszych sygnatow analitycznych,
co przelozylo si¢ na obnizenie granicy oznaczalnosci. Uzyskane wyniki przedstawiono na ry-
sunkach 77, 78, 79 i 80.

Poréownujac opracowane metody pod wzgledem uzyskanych wspotczynnikéw wzmocnie-
nia czuto$ci mozna zauwazy¢, ze najlepszy wspotczynnik uzyskano dla metody on-line SDME-
CZE (SEFa= 340), natomiast duzo nizszy dla metody off-line SDME-CZE (SEFa = 100). Za-
stosowanie w drugiej z tych procedur dodatkowego zat¢zania analitu technikg FASI, pozwolito
uzyska¢ w metodzie oft-line SDME-FASI-CZE wspoétczynnik wzmocnienia czutosci na pozio-

mie SEFa = 212.
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Aplikacja opracowanych metod do oznaczania HTL w moczu czlowieka

W czwartym etapie zastosowano opracowane metody do oznaczania HTL w moczu czto-
wieka (tabele 6 i 13). Proponowana procedura oznaczania HTL w moczu czlowieka z wyko-
rzystaniem CE w potaczeniu z realizowanym on-line SDME, jest pierwszym opublikowanym
tego typu doniesieniem. Opracowane przeze mnie elektroforetyczne metody oznaczania HTL,
w porownaniu z dostepnymi w literaturze procedurami (tabele 2, 5, 9 i 12), charakteryzuja si¢
stosunkowo prostym przygotowaniem probki, niskim kosztem i krétkim czasem analizy, znacz-
nie zredukowanym zuzyciem toksycznych odczynnikéw chemicznych oraz wzglednie wysoka
czulo$cig stgzeniowa. Cechy te sprawiaja, ze metody mogg stanowié w przysztosci przydatne
narzedzia analityczne w diagnostyce laboratoryjne;.

Poniewaz procedura przygotowania probki jest bardzo prosta, a dodatkowo proces ekstrak-
cji jest zautomatyzowany, catkowity czas analizy dla metody on-line SDME-CZE (~21 min)
byt krotszy niz poprzednio podawany dla MEKC-FASI w moczu (~42 min) [102], HPLC-FLD
w moczu (~96 min) [98], GC-MS w moczu (~120 min) [92], GC-MS w osoczu (~55 min) [91]
i podobny do podawanego dla HPLC-FLD w osoczu (~24 min) [97] i dla LC-MS/MS w osoczu
(~14 min) [99]. Catkowite czasy analizy dla metody off-line SDME-CZE (~29 min) i dla me-
tody off-line SDME-FASI-CZE (~30 min) byty krotsze niz w przypadku wczesniej zgloszo-
nych procedur dla MEKC-FASI w moczu (~42 min) [102], HPLC-FLD w moczu (~96 min)
[98], GC-MS w moczu (~120 min) [93], GC-MS w §linie (~60 min) [94] i GC-MS w osoczu
(~55 min) [91], natomiast byly one zblizone do podawanych dla HPLC-FLD w osoczu
(~24 min) [97] oraz dtuzsze od podawanych dla LC-MS/MS w osoczu (~13,6 min) [99].

W literaturze niektore z opisanych metod oznaczania HTL wymagaja uzycia kilku lub kil-
kudziesigciu mililitrow rozpuszczalnikow organicznych do procesu ekstrakcji. Moja metoda
charakteryzuje si¢ matym zuzyciem odczynnikow chemicznych, a zwlaszcza toksycznych roz-
puszczalnikéw organicznych, co jest zgodne z filozofig zielonej chemii. Zuzycie rozpuszczal-
nikow organicznych w naszej metodzie (on-line SDME-CZE) wynosi 60 puL (20 pL metanolu
i 40 pL chloroformu), co jest znacznie mniejsza objetoscig niz podawana dla MEKC-FASI
w moczu (LLE - 1,5 mL chloroformu) [102], GC-MS w osoczu (SPE - 2 mL acetonitrylu, ok.
6 mL metanolu i 2,2 mL heksanu) [91], HPLC-FLD w osoczu (LLE - 1 mL mieszaniny chlo-
roformu i metanolu) [55], HPLC-FLD w moczu (SPE - 2 mL propanolu, 0,25 mL 70% roztworu
acetonitrylu) [98] i HPLC-FLD w osoczu (LLE - 1 mL mieszaniny chloroformu i metanolu)
[97] oraz podobne jak w metodzie GC-MS w moczu (0,3 mL chloroformu) [93].

W przeciwienstwie do innych metod, w celu identyfikacji HTL zastosowano prostg detek-

cje UV (znang ze swojej stabilnosci 1 niewielkich wymagan w zakresie obstugi). Warto
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podkresli¢, ze nie byla potrzebna czasochlonna reakcja derywatyzacji. Z drugiej strony, etap
mikroekstrakcji nie jest w przypadku opracowanych metod ograniczeniem, poniewaz mozna
przygotowac¢ duzy zestaw probek w tym samym czasie. Wykazano we wczesniejszych bada-
niach, ze stezenie HTL w moczu jest ~100-krotnie wyzsze niz w osoczu 1 wynosi od 0,01 do
0,5 umol/L [55, 98]. Granice oznaczalnosci osiggniete w opracowanych w ramach tej dysertacji
metodach (0,1 umol/L dla SDME-FASI-CZE oraz 0,05 umol/L dla on-line SDME-CZE) po-
zwalajg zatem na oznaczanie HTL w moczu ludzi z podwyzszonym 1 wysokim poziomem HTL.
LOQ opracowanej przeze mnie metody (on-line SDME-CZE) jest podobne do procedury
HPLC-FLD [98] i GC-MS [93] dla oznaczania HTL w moczu (odpowiednio 0,02
i 0,01 umol/L), nizsze niz dla MEKC-FASI w moczu (0,1 umol/L) [102] i LC-MS/MS w o0so-
czu (0,5 umol/L) [99], ale wyzsze niz dla HPLC-FLD w osoczu (0,001 umol/L) [97] czy GC-
MS w osoczu (0,0052 pmol/L) [91].

Zastosowanie stosunkowo taniej aparatury jaka jest CE oraz niskie koszty analizy moga
umozliwi¢, zwlaszcza w krajach mniej rozwinigtych, rozszerzenie badan nad wptywem pod-

wyzszonego st¢zenia HTL w organizmie czlowieka na rozwdj chorob sercowo-naczyniowych.
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Nowe metody analizy bedace rezultatem badan przeprowadzonych
w ramach rozprawy doktorskiej

Wykorzystanie techniki elektroforezy kapilarnej oraz mikroekstrakcji do pojedynczej kro-
pli w celu polepszenia czutosci stezeniowej CE, realizacja SDME w dwéch trybach, tj. w ukta-
dzie pomiarowym CE oraz poza uktadem, potaczenie techniki SDME 1 FASI, a takze separacja
elektroforetyczna z detekcja w zakresie nadfioletu, pozwolily na opracowanie nowych, pro-

stych i doktadnych metod oznaczania HTL w moczu cztowieka:

1. Oznaczanie HTL w moczu czlowieka za pomoca elektroforezy kapilarnej z wykorzystaniem

mikroekstrakcii do pojedynczej kropli realizowanej poza uktadem pomiarowym CE

Glowne etapy procedury to: rozcienczenie moczu buforem fosforanowym o stezeniu
0,2 mol/L 1 pH = 8,2 (1:2, v/v), natozenie warstwy chloroformu na powierzchni¢ probki,
przeprowadzenie ekstrakcji SDME, odparowanie do sucha przeniesionej do fiolki kropli
ekstraktu i rozpuszczenie pozostatosci, wprowadzenie probki sposobem hydrodynamicz-
nym: 50 mbar przez 20 s (~121 nL), separacja w kapilarze ($rednica 75 um, dlugosé
L = 64 cm, | = 55,5 cm, temperatura 23 °C, BGE: roztwor NaoHPO4/H3PO4 o stezeniu
0,1 mol/L i pH =4,75, napigcie 21 kV) wedtug mechanizmu CZE z detekcja przy analitycz-
nej dhugosci fali 240 nm 1 odczytanie wyniku z krzywej kalibracyjne;.

2. Oznaczanie HTL w moczu cztowieka za pomoca elektroforezy kapilarnej z wykorzystaniem

mikroekstrakcji do pojedynczej kropli realizowanej poza ukladem pomiarowym CE oraz

wprowadzania probki ze wzmocnieniem pola elektrycznego

Opracowana procedura analityczna sktadata si¢ nastepujacych etapdw: rozcienczenie moczu
buforem fosforanowym o stezeniu 0,2 mol/L 1 pH = 8,2 (1:2, v/v), nalozenie warstwy chlo-
roformu na powierzchni¢ probki, przeprowadzenie ekstrakcji SDME, odparowanie do sucha
przeniesionej do fiolki kropli ekstraktu i rozpuszczenie pozostatosci, wprowadzenie sposo-
bem hydrodynamicznym matej strefy H20 przed i za strefa probki, wprowadzenie probki do
kapilary sposobem elektrokinetycznym: 5 kV przez 30 s, separacja w kapilarze (Srednica
75 pm, dlugo$¢ L = 64 cm, 1 = 55,5 cm, temperatura 23 °C, BGE: mieszanina 0,06 mol/L
roztworu NazHPO4 i 1 mol/L roztworu H3POs, pH = 4,75, napigcie 21 kV) wedtug mecha-
nizmu CZE z detekcja przy analitycznej dtugosci fali 240 nm 1 odczytanie wyniku z krzywej
kalibracyjnej.
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3. Oznaczanie HTL w moczu czlowieka za pomoca elektroforezy kapilarnej z wykorzystaniem

mikroekstrakcii do pojedynczej kropli realizowanej w ukladzie pomiarowym CE

Procedura sktadata si¢ z nastepujacych czynnosci: rozcienczenie moczu buforem fosforano-
wym o stezeniu 0,2 mol/L 1 pH = 8,2 (1:1, v/v), dodanie metanolu do mieszaniny, natozenie
warstwy chloroformu na powierzchni¢ probki, przeprowadzenie ekstrakcji SDME w ukta-
dzie pomiarowym CE, wprowadzenie kropli ekstraktu do kapilary sposobem hydrodyna-
micznym: 8 mbar przez 8 s (~8 nL), separacja w kapilarze ($rednica 75 um, dhugosé
L =64 cm, 1 = 55,5 cm, temperatura 23 °C, BGE: roztwor NaHPO4/H3PO4 o st¢zeniu
0,1 mol/L i pH =4,75, napigcie 21 kV) wedlug mechanizmu CZE z detekcja przy analitycz-
nej dlugosci fali 240 nm i odczytanie wyniku z krzywej kalibracyjnej.

155



Whioski

W oparciu o otrzymane w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej wyniki eksperymentow
wyszczegolniono nastgpujace wnioski:

1. Mikroekstrakcja do pojedynczej kropli (SDME) jest stosunkowo prosta i tanig technika,
ktora moze z powodzeniem zosta¢ zastosowana do wydzielenia i zatezenia tiolaktonu ho-
mocysteiny (HTL) w moczu czlowieka,

2. SDME moze by¢ zrealizowana albo w sposob reczny poza uktadem elektroforetycznym,
albo w sposob automatyczny w kapilarze bezposrednio przed separacja,

3. Dzigki automatyzacji procedury SDME w uktadzie pomiarowym CE, znacznie ograniczono
los¢ etapow przygotowania probki do analizy realizowanych bezposrednio przez ekspery-
mentatora, co przetozylo si¢ na uzyskanie wigkszej precyzji wynikdw analiz,

4. W jednej z opracowanych procedur wykorzystano zatezanie HTL w sposob automatyczny,
wewnatrz urzadzenia do CE, bez koniecznosci jakiejkolwiek modyfikacji posiadanej apa-
ratury. Zastosowano zatezanie analitu w kapilarze technikg spietrzania podczas elektroki-
netycznego wprowadzania probki ze wzmocnieniem pola (FASI),

5. Zastosowanie SDME oraz FASI w opracowanych metodach oznaczania HTL w moczu,
pozwolito na duze zwigkszenie czutoSci CE wyrazone wspodiczynnikami wzmocnienia
(SEFA) wynoszacymi dla metody on-line SDME-CZE (SEFa=340), dla metody off-line
SDME-CZE (SEFA=100) oraz dla metody off-line SDME-FASI-CZE (SEFa=212),

6. W elektroforetycznym oznaczaniu HTL w moczu czlowieka z wykorzystaniem detekcji
UV-Vis, po zastosowaniu SDME w trybie on-line lub SDME w trybie off-line wraz z FASI,
nie jest konieczne stosowanie czasochtonnej derywatyzacji analitu,

7. Istotng zaleta opisywanych procedur jest ich niski koszt i niewielkie zuzycie toksycznych
odczynnikow, co czyni je ekonomicznymi jak roOwniez przyjaznymi dla srodowiska,

8. Opracowane i opublikowane procedury oznaczania HTL w moczu cztowieka sg pierw-
szymi, ktore bazuja na wykorzystaniu SDME oraz CE. Pomimo swoich ograniczen moga
stanowi¢ realng alternatywe dla metod wykorzystujacych techniki HPLC oraz GC,

9. Wypracowane na podstawie badan procedury analityczne oznaczania HTL, z uwagi na duzg
precyzje 1 doktadno$¢, moga by¢ stosowane do rutynowej analizy moczu. Umiarkowana
czuto$¢ opracowanych metod moze, w niektorych przypadkach, nie pozwoli¢ na okreslenie

zawartosci HTL w moczu u 0s6b z jego poziomem ponizej 0,05 umol/L.
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Streszczenie

Trwajace do dzi§ badania nad zaburzeniami metabolizmu tiolaktonu homocysteiny (HTL)
wskazuja, ze obecno$¢ HTL w organizmie cztowieka w duzych stezeniach moze sygnalizowac
wysokie ryzyko wystapienia chorob uktadu krazenia oraz nerwowego. Wysoka ilos¢ HTL
w organizmie czlowieka moze mie¢ kilka przyczyn. Pierwsza z nich jest genetycznie uwarun-
kowany niedobdr enzymow majacych zdolnos¢ metabolizowania prekursora HTL, ktorym jest
homocysteina. Kolejnymi przyczynami sg prowadzenie nieodpowiedniego stylu zycia oraz
btedy w zywieniu poprzez niedostateczne dostarczanie odpowiednich witamin do organizmu.

Glownym materiatem diagnostycznym, wykorzystywanym do §ledzenia zawarto$ci HTL
w organizmie czlowieka jest mocz. W moczu st¢zenie tego zwigzku moze wahaé si¢ od
10 - 500 nmol/L, dlatego wazne jest, aby opracowywac¢ metody analityczne zdolne do badania
poziomu tego zwigzku w szerokim zakresie. Wigkszo$¢ znanych procedur wykorzystuje tech-
niki chromatograficzne, czgsto w potaczeniu z wyrafinowanymi sposobami detekcji. W litera-
turze opisana jest tylko jedna metoda, ktéra wykorzystuje technike elektroforezy kapilarnej
(CE) do oznaczania HTL w moczu. Mate zainteresowanie technikg CE wynika zapewne z ni-
skiej czutosci stezeniowej w przypadku detekcji UV-Vis. W celu polepszenia czutosci przepro-
wadza si¢ zatezanie analitu technikami elektroforetycznymi realizowanymi w uktadzie pomia-
rowym CE lub wykorzystuje techniki mikroekstrakcyjne, w tym mikroekstrakcje do pojedyn-
czej kropli (SDME). Wyro6znia si¢ ona duza wydajnoscia 1 stosunkowo prostym wykonaniem,
jest tatwa w automatyzacji oraz charakteryzuje si¢ wysokim wspotczynnikiem wzbogacenia.

Rozprawa doktorska podzielona zostata na dwie czgs$ci, zatytulowane: cze$¢ teoretyczna
oraz czg$¢ eksperymentalna. Czg$¢ teoretyczna sktada si¢ z czterech rozdziatow 1 przygoto-
wano j3 na podstawie przegladu najnowszej literatury.

W rozdziale pierwszym opisano chemig¢ i biochemi¢ homocysteiny (Hcy), ktora jest bezpo-
srednim substratem syntezy HTL. Przedstawiono szlak metaboliczny powstawania Hcy oraz jej
wplyw na organizm czlowieka. Opisano sposob w jaki z Hey powstaje HTL, skierowano row-
niez uwage na negatywny wplyw HTL na organizm cztowieka.

Drugi rozdziat dotyczy dostepnych w literaturze metod oznaczania HTL w r6znych rodza-
jach probek. Opis tych metod przeprowadzono skupiajgc si¢ na sposobie przygotowania probki
do analizy oraz zastosowanych warunkach pomiarowych. Wyszczego6lniono rowniez parametry
walidacyjne, ktorymi charakteryzowala si¢ dana procedura analityczna.

Rozdziat trzeci obejmuje teori¢ oraz praktyke techniki CE. Uwage poswigcono réwniez spo-

sobom polepszania czutosci stezeniowej CE, z uwzglgdnieniem derywatyzacji chemicznej,
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technologii budowy specjalistycznych kapilar oraz sposobow zatezania analitu bezposrednio
w kapilarze.

Rozdziat czwarty zostatl po§wigcony technice ekstrakcji, ktora jest powszechnie stosowana
na etapie przygotowania probki do analizy. Przedstawiono podstawy teoretyczne i sposob wy-
konania klasycznej ekstrakcji, a w dalszej czesci rozdziatu sposdb wykonania ekstrakcji w skali
mikro. Szczegdlng uwage poswiecono mikroekstrakcji do fazy ciektej, ktora scharakteryzo-
wano 1 opisano praktyczng stron¢ niektorych odmian tej techniki.

Czes¢ eksperymentalng podzielono na 5 rozdziatow, w ktérych szczegdtowo opisano etapy
opracowywania i optymalizacji zaprezentowanych procedur oznaczania HTL w moczu czlo-
wieka.

W rozdziale pierwszym w sposob bardzo zwigzty opisano wyznaczanie analitycznej dtugo-
$ci fali wykorzystywanego do eksperymentow detektora spektrofotometrycznego.

Rozdzial drugi obejmuje opis parametréw walidacyjnych jakie wyznaczano podczas opra-
cowania metod oraz opis kryteriow akceptacji jakimi kierowano si¢ przy ocenie tych parame-
trow.

W trzecim rozdziale przedstawiono opracowanie metody oznaczania HTL w moczu z wy-
korzystaniem techniki CE oraz SDME realizowanej w uktadzie pomiarowym CE. Opisano do-
bor warunkow elektroforetycznych, skupiono si¢ réwniez na optymalizacji parametrow proce-
dury SDME. Przeprowadzono walidacj¢ metody wykorzystujac zoptymalizowane warunki
elektroforetyczne 1 mikroekstrakcji oraz zastosowano procedur¢ do oznaczania HTL w moczu.

Rozdzial czwarty obejmuje opis opracowania metody oznaczania HTL w moczu cztowieka
za pomocg CE z wykorzystaniem SDME realizowanej poza uktadem pomiarowym CE. W tym
rozdziale przedstawiono sposob optymalizacji parametréw ekstrakcji SDME. Po zakonczeniu
etapu optymalizacji metode poddano walidacji zgodnie z wytycznymi dla analizy probek bio-
logicznych.

W piatym rozdziale opisano optymalizacj¢ metody oznaczania HTL, w ktérej w celu zate-
zania analitu wykorzystano SDME oraz zate¢zanie poprzez wprowadzanie probki ze wzmocnie-
niem pola (FASI). Procedurg ekstrakcji, z pewnymi modyfikacjami, zaimplementowano z me-
tody opisanej w rozdziale czwartym, przeprowadzono dobor warunkow elektroforetycznych
1 skupiono si¢ na optymalizacji parametréw techniki FASI. Przeprowadzono walidacj¢ metody
oraz zastosowano ja do oznaczania HTL w moczu.

Praca zawiera ponadto wykaz skrotow, uzywanych odczynnikow i aparatury oraz cytowane;j

literatury.
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Summary

The ongoing studies on disorders of homocysteine thiolactone (HTL) metabolism indicate
that the presence of HTL in the human body in high concentrations may signal a high risk of
cardiovascular and nervous system diseases. The high amounts of HTL in the human body may
have several causes. The first reason is a genetically determined deficiency of enzymes that
have the ability to metabolize the precursor of the HTL, which is homocysteine (Hcy). Further
reasons are inappropriate lifestyle and nutritional errors through insufficient supplementation
of adequate vitamins to the body.

The main diagnostic material utilized to test the HTL content in the human body is urine. In
urine, concentrations of this compound can range from 10 - 500 nmol/L. Therefore, it is impor-
tant to develop analytical methods capable of testing levels of this compound over a wide range.
Most known procedures use chromatographic techniques, often in combination with sophisti-
cated detection methods. Only one method is described in the literature, which uses capillary
electrophoresis (CE) technique to determine HTL in urine. The low interest in this technique is
probably due to the low concentration sensitivity for UV-Vis detection. In order to improve
sensitivity, analyte concentration is carried out by electrophoretic techniques implemented in
the CE measurement system or microextraction techniques, including single drop microextrac-
tion (SDME). SDME is characterized by high efficiency of the extraction process and relatively
simple execution, is easy to automate and has a high enrichment factor.

The dissertation is divided into two parts, entitled: the theoretical part and the experimental
part. The theoretical part consists of four chapters and was prepared on the basis of a review of
recent literature.

Chapter one describes the chemistry and biochemistry of Hcy, which is the direct substrate
for HTL synthesis. The metabolic pathway of Hcy formation and its effect on the human orga-
nism are presented. The way how HTL is formed from Hcy is also described, and attention is
also directed to the negative effects of HTL on the human organism.

The second chapter deals with the methods available in the literature for the determination
of HTL in different types of samples. The description of these methods was carried out focusing
on how the sample was prepared for analysis and what measurement conditions were used. The
validation parameters with which the analytical procedure was characterized are also listed.

The third chapter covers the theory and practice of CE technique. Attention is also given to

ways of improving the concentration sensitivity of CE, including chemical derivatization,
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specialized capillaries construction technology, and techniques of analyte concentration di-
rectly in the capillary.

The fourth chapter was devoted to the extraction technique that is commonly used in the step
of sample preparation for analysis. The theoretical basis and method of conducting of classical
extraction are presented. In the rest of the chapter, how to perform microextraction is presented.
Particular attention is given to liquid phase microextraction which is characterized and the prac-
ticalities of some variations of this technique are described.

The experimental part is divided into 5 chapters which detail the developement and optimi-
zation steps of the presented procedures for the determination of HTL in human urine.

Chapter one describes very briefly the determination of analytical wavelength of the spec-
trophotometric detector used for the experiments.

The second chapter includes a description of the validation parameters that were determined
during the development of the methods and the acceptance criteria used to assess these para-
meters.

The third chapter describes the development of a method for the determination of HTL in
urine with the use of the CZE technique and SDME realized in a CE measuring system. It
describes the selection of electrophoretic conditions and focuses on the optimization of para-
meters for the SDME procedure. Validation of the method using optimized electrophoretic and
microextraction conditions was carried out. The procedure was applied for the determination
of HTL in urine.

Chapter four covers the description of the development of a method for the determination of
HTL in human urine by CZE using SDME realized outside the CE measurement system. This
chapter presents how the SDME extraction parameters were optimised. After the optimisation
step, the method was validated according to the guidelines for the analysis of biological sam-
ples.

The fifth chapter describes the optimization of the HTL determination method, which used
SDME and field amplified sample injection (FASI) to concentrate the analyte. The extraction
procedure, with some modifications, was implemented from the method described in chapter
four, the selection of electrophoretic conditions was carried out and the focus was on optimizing
the parameters of the FASI technique. Validation of the method was performed and the proce-
dure was applied to the determination of HTL in urine.

The work also contains a list of abbreviations, reagents and apparatus used, and literature

cited.
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Abstract

Clinical trials clearly indicate a cause-and-effect relationship between metabolism disor-
ders of sulfur compounds, such as homocysteine (Hcy), and progression of cancer, neurodege-
nerative and cardiovascular diseases. The presence of Hcy in the human organism in high levels
can indicate a high risk of disease. Homocysteine thiolactone (HTL) is metabolically linked to
Hcy and is formed by so-called error-editing reaction due to the capture of Hcy instead of
methionine by methionyl-tRNA synthetase. HTL has a negative impact on human health, due
to its high reactivity it forms isopeptide bonds with the amino groups of lysine in a process
called N-homocysteinylation. In humans with a properly functioning excretory system, most of
the toxic HTL is excreted with urine. Therefore, urine is the most commonly used matrix for
HTL determination.

Taking into account above mentioned reasons, the main aim of the study was to develop
new analytical methods for the determination of HTL in human urine using efficient and cheap
tools. As a result of the research, three new methods were developed, that are based on a com-
bination of two techniques, i.e. capillary electrophoresis (CE) and single drop microextraction
(SDME). The CE is characterized by high resolution and separation efficiency, as well as very
short analysis time and low sample and chemicals consumption. However, CE has one signifi-
cant drawback, i.e. low concentration sensitivity. To improve CE sensitivity, SDME technique
was utilized. SDME is a powerful tool characterized by several advantages that are crucial for
CE determinations. It allows sample cleanup, significantly reduces the use of toxic organic
solvents, the extraction process can also be easily automated and, most importantly, it has
a high enrichment factor. During the experiments, the main focus was on three aspects: the
selection of sample preparation conditions prior to the SDME procedure, the selection of opti-
mal SDME conditions to obtain the highest yield, and the use of a method that allows drop
stabilization, which has a direct impact on the repeatability of the extraction process. Owing to
the automation of the SDME procedure in CE system, the number of steps in the procedure
performed directly by the experimenter is reduced. It is also possible to combine in one proce-
dure two techniques to improve CE concentration sensitivity, i.e. SDME in off-line mode and
sample stacking by field amplified sample injection.

Elaborated procedures are characterized by a simple sample preparation by SDME extrac-
tion followed by CE analysis. Each of developed methodologies is characterized by satisfactory
validation parameters, such as linearity, precision, accuracy and limit of quantification. These
methods can be used in the future as analytical tools to help find evidence to support thesis of

an association between elevated HTL levels and cardiovascular diseases. To the best of my
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knowledge, the developed procedures for HTL determination in human urine are the first that
are based on the usage of SDME and CE.
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SHIMADZU, 15 wrzesnia 2019
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4. Szkolenie pt. ,,LC-MS Method Development for Analysis of Extractable Compounds in
Plastic Containers” zorganizowane przez firm¢ Waters, 21 maja 2020.

5. Szkolenie pt. ,,HPLC System Optimization — EMEA”, zorganizowane przez firme
Phenomenex, 24 wrzes$nia 2020

6. Szkolenie pt. ,,Techniki statystyczne w praktyce laboratoryjnej — szacowanie niepewnosci
pomiaru, stwierdzanie niezgodnosci Z wymaganiami, walidacja metod badawczych. Warsz-

taty komputerowe” zorganizowane przez CE2 Centrum Nauki, 8 pazdziernika 2020.

Nagrody i stypendia:

1. Nagroda od Komitetu Organizacyjnego X Polskiej Konferencji Chemii Analitycznej w Lu-
blinie za najlepsza prezentacje ustng w SESJI MLODYCH: K. Purgat, P. Kubalczyk,
R. Zakrzewski, R. Gtowacki, Oznaczanie tiolaktonu homocysteiny w moczu
z wykorzystaniem mikroekstrakcji do pojedynczej kropli w elektroforezie kapilarnej,
X Polska Konferencja Chemii Analitycznej, Lublin, Polska, 1-5 lipca 2018.

2. Stypendium doktoranckie z dotacji projakosciowej na rok akademicki 2016/2017,
2019/2020.

3. Stypendium Rektora Uniwersytetu L.odzkiego dla najlepszych doktorantow na rok akade-
micki 2019/2020.

Staze:
1. Udzial w zagranicznym stazu naukowym w ramach programu CEEPUS organizowanego

przez Transilvania University of Brasov, Brasov, Rumunia, 24 sierpnia - 9 wrze$nia 2018.

Inne:

1. Uczestnictwo w Szkole Letniej ”Food Safety And Healthy Living” organizowang przez
Transilvania University of Brasov, Brasov, Rumunia, 26-30 sierpnia 2018.

2. Udzial w organizowaniu konferencji VII Lodzkiego Sympozjum Doktorantéow Chemii,
9-10 maja 2019.

3. Udziatl w organizowaniu konferencji 25th International Symposium on Separation Sciences,
15-18 wrzesnia 2019.
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