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ANALYTICAL & TESTING INSTRUMENTS

Aplikacni list pristroje Lumex CAPEL 205

Stanoveni oxalatu a citratl v moci technikou vysokoucinné kapilarni
elektroforézy (HPCE) s neprimou UV detekci

Uvodem

Vedle mnoha jinych obor( je kapilarni elektroforéza (CE) stale ¢astéji vyuzivana také v klinické analytické
chemii. A to jak ve spojeni s detekci spektrometrickou - nej¢astéji UV/VIS - tak v posledni dobé téZ s detekci
hmotnostni (MS). Porovnava-li se CE s kapalinovou chromatografii (LC), ktera je zde alternativnim separacnim
postupem, v mnoha pripadech padne volba na CE. Dlivody jsou zfejmé: CE je v laboratornim provozu oproti
LC velmi nenaroc¢na ohledné naklad( a poskytuje casto i lepsi a rychlejsi separaci. Kapilaru Ize u aplikaci CE s
neplnénou kapilarou snadno a rychle tlakové proplachovat, po prichodu stanovovanych analyt(i detektorem
je mozino zbylé komponenty vzorku rychle vymyt. UZivatel CE neriskuje ztrdtu drahé LC kolony ani ¢astou
vyménu chranicich predkolonek! Zpracovani biologickych vzorkd muze tak byt jednodussi a rychlejsi. A jak
spotifeba tak i cena pouzivanych chemikalii pfi provozu CE je oproti LC fadové nizsi, predevsim u spojeni CE-
uv/Vvis.

Citace: Vdvrovd J., Friedecky B., Kovarik J., Palicka V.: Stanoveni koncentrace oxaldtu a citrati v moci
metodou vysokoucinné kapildrni elektroforézy, Klin. Biochem. Metab, 7 (28), 1999, No.1. p. 18-22

“Vzhledem k tomu, Ze HPCE technika je automatizovatelnd, velmi citliva a vysoce ucinnd, je schopna
spolehlivé odlisit a kvantifikovat majoritni a minoritni piky. To je jedna z dileZitych prednosti pro stanoveni
oxaldtlii v moci, kde ostatni anionty (chloridy, sulfdty a fosfdaty) jsou zastoupeny v koncentracich vyssSich o
jeden a vice rada."

S ohledem na nizké koncentrace oxaldtl v modi, je jejich detekcni limit kritickym mistem vSech metodik
a zdsadnim pozadavkem na pouZitou instrumentaci. Zde je nutno zdlraznit, jak vyrazné negativni vliv mize
mit pfi UV detekci photobleaching. V ptipadé analyzy oxalat( a citrat se vyuziva nepfima UV detekce, kdy je
pouzit chromatovy elektrolyt s tetradecyltrimethylammonium bromidem — TTAB. Vzhledem ktomu, Ze
separace v tomto pfipadé trva déle jak 5 minut, mGzZe dochazet k rozkladu elektrolytu vlivem plsobeni UV
zareni (photobleachingu) a tim k vyznamnému zhorSeni detekcnich limitl a fluktuaci nulové linie. Tento
negativni efekt se v podstatné vétsi mife uplatniuje u detektorli s diodovym polem (DAD), kde je veskeré
zareni deuteriové vybojky nejprve fokusovano na kapilaru a az nasledné vedeno do spektrometru s diodovym
polem. Elektrolyt nebo vlastni vzorek je tak zatizen vysokym zafivym tokem a snadno muize dojit k jeho
degradaci. Podstatné vyhodnéjsi situace je u rychle skenujicich UV detektor(l, kde zareni z vybojky nejprve
vstupuje do mrizkového spektrometru a z jeho vystupni Stérbiny je teprve pfivadéno na kapilaru. Vzorek je
tak ozarovan pouze velmi uUzkym spektralnim oknem (dano Sitkou Stérbiny monochromatoru), zareni
dopadajici na kapilaru tak ma radové nizsi intenzitu neZz v pfipadé diode array detektorl. U kvalitnich
skenujicich detektor( je tak prakticky zcela eliminovano riziko photobleachingu. V pfipadé analyzy oxalatd
byly ¢asto reportovany zasadni problémy pfi pouZiti diode array detektord, pri¢inou je vtomto pfipadé pravé
photobleaching pouzivaného pufru, ten ve vétsiné pripadl zcela znemoznuje validaci metody a dosaZeni
dlouhodobé stabilnich vysledk(. V niZze uvedené metodice je pouzit pristroj CAPEL 205, ktery pouZiva
skenujici UV detektor s patentovanou optikou pro méreni absorpce svétla ve vlastni kapildre. Pfistroj tak
dosahuje cca 10x lepSich mezi detekce neZ béziné komercéni CE systémy s diode array detekci, soucasné je



také eliminovano riziko spojené s photobleachingem. Pfistroj navic pouzivd kapalinové termostatovani
kapilary a dosahuje tak i vynikajici reprodukovatelnosti elektromigracnich ¢ast i reprodukovatelnosti
kvantitativni analyzy, a to i bez pouZiti metody vnitifniho standardu. Vice podrobnosti o pfistroji CAPEL 205 a
jeho wyuziti pfi klasické aniontové analyze bylo uvedeno v naSich Analytickych novinkach €. 50 (jsou ke
stazeni v nasem archivu zde: http://www.rmi.cz/download.php?group=stranky3 soubory&id=2329)

Instrumentace - CE Lumex model CAPEL-205

Detekce skenujici UV-VIS s rozsahem 190 — 400 nm, svételny zdroj:
deuteriova lampa.

Rozsah napéti od -30 kV do +30 kV s krokem 1 kV a elektronickym
prepinanim polarity, rozsah proudu 0 az 300 A

Programovatelné zmény vinové délky, tlaku a napéti béhem analyz,
moznost skenu spektra.

Rozsah tlaku pro vnaseni vzorku a analyzu od -100 do +100 mbar,
programovatelné s krokem 1 mbar.

Rozsah tlaku pro vyplach a plnéni kapilary 500 az 2000 mbar s krokem 1 mbar.
Délka kapilar od 30 do 120 cm, vnitfni prdmér standardné 50 nebo 75 um.

Termostatovani kapilary integrovanym kapalinovym termostatem plnénym destilovanou vodou od -10 do
+30 °C od okolni teploty s presnosti +0,1°C.

Autosampler pro 59 vialek (standard Eppendorf® - typ 1.5 ml), vialky lze vkladat uzaviené - pfistroj je otevira
az pred mérenim - ochrana pred kontaminaci i odparovanim vzorku.

Ovladaci a vyhodnocovaci software ELFORUN™

Experimentalni cast
Pfiprava vzorku

Okyseleni vzorku moci ptidavkem HsPO4 na hodnotu pH 2 az 2,5, vzorek byl pfed analyzou zahfivan 30 minut
na 55 °C pro rozpusténi pripadné srazeniny. Pro analyzu byl nasledné 50x nafedén deionizovanou vodou.

Podminky a vysledky méreni

Kapildra 75 um/60 cm, zakladni elektrolyt chromatovy s tetradecyltrimethylammonium bromidem - TTAB,
teplota termostatovani kapilary 20 °C, konstantni napéti - 14kV, detekce UV 375 nm, doba analyzy 7 min.

Kalibrace oxalaty:

0x
o Concentration,
0.8 N Area
' mmol/L
0.6 = 1 81.95 0.8470
2 42.30 0.4240
0.4 /o/
Calibration type: Absolute calibration
0,2 Function type : y=k1-x
kO =0.0000 k1=0.0103 KK=0.9999
D SD : 0.0000
0 20 40 60 80

Response function : Area
Area
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Kalibrace citraty:

cit
N Area Concentration,
mmol/L
1 572.9 2.915
2 288.8 1.457

SD : 0.0000

Calibration type: Absolute calibration
Function type : y=k1-x
kO=0.0000 k1=0.0051 KK=1.0000

Response function : Area
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Elektroforegram moci — koncentrace oxalatd 0,28 mmol/I, citratd 1,97 mmol/I

Specialni podékovani:

Dékujeme pracovnikdim Useku specialnich analyz UKBD FN v Hradci Kralové za spolupraci pfi

odlad'ovani uvedené aplikace.
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