Univerzita Karlova

3. lékarska fakulta

Autoreferat dizertacni prace

Vyuziti kapilarni a ¢ipové elektroforézy pro klinicky vyzkum

Mgr. Véclav Pavlicek

Praha, 2016



Obor:

Ptedseda oborové rady:

Skolici pracovisté:

Autor:

Skolitel:

Oponenti:

Doktorské studijni programy v biomediciné

Univerzita Karlova, 3. lékarska fakulta

Biochemie a Patobiochemie

Prof. MUDr. Stanislav Stipek, DrSc.

Ustav 1ékaiské biochemie 1. LF UK

Katetinska 32, 121 08 Praha 2

3. lékarska fakulta Univerzity Karlovy

Ustav biochemie, bun&né a molekularni biologie
Oddéleni biochemie

Ruska 87, Praha 10

Mgr. Vaclav Pavlicek

Doc. RNDr. Ing. Petr Tima, Ph.D.

Autoreferat byl rozeslan dne:

Obhajoba se kond dne

v hod kde

S dizerta¢ni praci je mozno se seznamit na dékanatu

3. lékarské fakulty Univerzity Karlovy.



Obsah

] 1) 911 4
0 1111 11 ) N 6
R 2 L1 1) L1 N 7

1. Uvod - Velmi rychlé stanoveni kyseliny mocové a kreatininu pomoci kapilarni elektroforézy

V HASKE MOCE @ SETU cuuuuveriiriirnnniiniissnniessssssnriesssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssss 8
2.1 HYPOLEZY A CIlE PIaACe...cueeeeeiiiieiisirsssnnrriisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnsss 8
3.1 Material 2 MetOAiKa ....uuueeeeeeiiiieiiniisrsnnnneeiiicissssssssnnnesissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssss 9
311 EXperimentalnd CAST...........ooooiiiiiiiiiiiiiiiiiie e e e e e e e e e et aaaeaeeeas 10
4.1 VYSIedKY a dISKUZE ..ccooevvvrnneneiiicciissssssnnneriiecsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 11
T 7 < N 15
6.1. POUZItA LHEEIATUTA .ccoverrrrrrneeeriieccssssssssnneeesiesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanssssssssssssssne 15

2. Uvod - Stanoveni steviol glykosidii v potravinovych dopliicich a napojich pomoci kapilarni

elektroforézy s bezkontaktni vodivostni deteKCl.....coovvvvrrneerrieccssissssrsnnneriicccsssssssnnnesssscsssssssnsnnens 16
2.2 HYPOLEZY A CIlE PIaCe...cuueeeeeeiieeessssssssrnereieiessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssne 16
3.2 Material @ MetOAiKa ......ccccuueeiiiiiniiiiiiiniiiiiititicinnttccsneeticssseteesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssnane 17
3.2.1 Aparatura a optimalni experimentalni podminky ...................cccccoeiiiiiiiiiiiii 17
322 PRIPIrava VZOTKU .......oooiiiiiiiiiiiiee et e ettt e e e e e e e e et aa e e e e e e e eeessnnssaaeeeaeeeeans 18
3.2.3 Statistické zpracovani VYSIEdKil .............ccoooiiiiiiiiiiiiii e 18
4.2 VYSIEAKY A dISKUZE «.uueeeeuriieiniiiinniiisneicinrinintinssneeisssneessseesssssescsssnsssssnssssssssssssesssssesssssessssssssssanee 18
4.2.1 Analyza napoji a potravinovych dopliiki s obsahem steviol glykosidii.................................. 20
I /N ) 21
6.2 POUZItA HEETATUTA .c.uuuueriiiiineriiiiiiniiiniisntticiisnttiesssnstsesssssstsessssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssnssssss 22

Seznam publikaci dOKEOTaANda .....uueeeeevneieiiiinneeiiiiinneenciinnneencisnneensssssneessssssneesssssssessssssssessssssssessesss 23




1 Shrnuti

Predkladany autoreferat dizertacni prace na téma ,,Vyuziti kapilarni a ¢ipové elektroforézy pro
klinicky vyzkum” je rozdélena na dvé samostatné Casti. Prvni kapitola shrnuje problematiku vyvoje
velmi rychlého stanoveni kyseliny mocové a kreatininu v lidské moci a séru prosttednictvim kapilarni
elektroforézy s UV detekcei, kdy bylo vyvinuto zcela origindlni feSeni pro provadéni desetivtetinové
elektroforetické separace na komerénim elektroforetickém pristroji Agilent HP*® CE. Separace byly
provadény v laboratorné sestavené kapilare vytvorené spojenim 9,7 cm dlouhé analytické kapilary
s  vnitinim  primérem (d) 25 um a 229 cm dlouhé pomocné  kapilary
s d 100 um. Vlastni elektroforeticka separace probihd na kratké separacni draze
o délce 8,3 cm pifi soucasné aplikaci elektrického separaéniho pole o vysoké intenzité
cca 2,3 kV.em' (pfi v&t§ing elektroforetickych separaci nepiekratuje intenzita hodnotu
1,0 kV.em'). Spojeni kapilara byla testovana pii praktickych klinickych —stanovenich:
1) stanoveni kreatininu v lidské moci provadéné v zakladnim elektrolytu — o slozeni 20 mM kyselina
citronova / NaOH, pH 3,0; ii) stanoveni kyseliny mo¢ové v lidské moci v zakladnim elektrolytu, 20 mM
MES / NaOH, pH 6,0. Za téchto experimentalnich podminek bylo dosaZzeno velmi kratkych migracnich
cast, 12,2 s pro kreatinin a 8,6 s pro kyselinu moc¢ovou ve vzorcich moce. Dosazené separa¢ni u€innost
se pohybuje v rozmezi 1660 az 2760 teoretickych pater za sekundu a limity detekce (LOD) dosahuji
mikromolarni az submikromolarni urovné, coz je dostatetné pro provadéni praktickych analyz.
V dizertacni praci je podrobné¢ diskutovana teorie separace pii vysokych intenzitach elektrického pole

a jeji praktické vyuziti pro separaci klinickych vzorki.

Druhé ¢ast autoreferatu a i dizertacni prace je vénovana vyvoji zcela nové metodiky rychlého
stanoveni steviol glykosidi v potravinach a potravinovych dopliicich pomoci kapilarni elektroforézy
s bezkontaktni vodivostni detekci. Stevia rebaudiana Bertoni je bile kvetouci, svétlomilna, vytrvala
rostlina, kterd je celosvétoveé péstovana pro sladky extrakt izolovany z jejich listka. Listy stévie obsahuji
celou fadu diterpenickych glykosidd, jejichz chemicka struktura je odvozena ze spole¢ného aglykonu
zvané¢ho steviol. V soucasnosti je zndma struktura jedendcti steviol glykosidl, z nichZ majoritni
zastoupeni ve stévii zaujima steviosid (cca 300 krat sladSi nez sachar6za) a rebaudiosid A (cca 450krat
slad$i nez sachar6za). Steviol glykosidy se pouZivaji jako nekalorickd, vysoce intenzivni sladidla
v potravinovych doplicich a ndpojich. VyuZiti steviol glykosidli se v soucasnosti velmi rozsituje, coz
s sebou pfinasi pozadavek pro kontrolu jejich obsahu v potravinich z divodli mozné falzifikace.
Elektroforeticka separace steviol glykosidli byla provedena rovnéZ na pfistroji kapilarni elektroforézy

Agilent HP?® CE s vyuzitim bezkontaktni vodivostni detekce, jako alternativni techniky pro detekci



latek neabsorbujicich ve viditelné a ultrafialové oblasti spektra. Pouzitd kiemenna kapilara pro vlastni
separace byla 33 cm dlouha (18 cm k detektoru) s 10 pum vnitinim primérem. Optimalizovany zékladni
elektrolyt byl roztok 170 mM kyseliny borité / LiOH, pH 9,0, s obsahem 0,5 % v/v INST Coating
Solution. Separace byly provedeny za pouziti vysokého napéti +20 kV a hydrodynamického davkovani
vzorku tlakem 50 mbar po dobu 100 s. Vzorky potravin a ndpoju jsou pied elektroforetickou analyzou
pouze rozpustény ve vode, zfiltrovany a finalné fedény acetonitrilem. Migra¢ni ¢asy testovanych steviol
glykosidi mély hodnoty 5,0 min. pro rebaudiosid A a 5,1 min. pro steviosid. Dosazena separacni

uc¢innost byla mezi 305 000 az 347 000 teoretickych pater / m.



2 Summary

Present the self dissertation thesis on the topic "The use of a capillary electrophoresis and
electrophoresis on chip for clinical research" is divided into two separate parts. The first chapter
summarizes the problems of development new method of very rapid determination of uric acid and
creatinine using capillary electrophoresis in human urine and serum, when the entirely original solution
has been developed for implementation of very fast electrophoretic separations in a commercial
electrophoretic apparatus. The separations were performed in a laboratory made capillary formed by
connecting a 9.7 cm long separation capillary with inner diameter (d) 25 um with an auxiliary 22.9 cm
long capillary with d 100 um. The coupled capillary is characterized by the effective separation path
8.3 cm (short-end injection mode) and the high electric field intensity around 2.3 kV per cm. The
coupled capillary was tested at several high-speed analysis; 1) the determination of creatinine in human
urine, background electrolyte - 20 mM citric acid/NaOH, pH 3.0; 1i) the determination of uric acid in
human urine, background electrolyte - 20 mM MES/NaOH, pH 6.0. Under these experimental
conditions, migration times of 12.2 s for creatinine and 8.6 s for uric acid were achieved and the
attained separation efficiency was between 1660 to 2760 theoretical plates per second for all analysis.
LODs for both analytes were on submicromolar level. The theory of separation in coupled capillary and

its practical applications for separation of clinical samples is discussed in the thesis.

The second chapter summarizes the problems of development a new method of capillary
electrophoresis with contactless conductivity detection for sensitive determination of stevioside and
rebaudioside A in foods and beverages. The plant Stevia rebaudiana Bertoni has been widely cultivated
in the world for the sweet diterpene glycosides. The leaves contain different diterpene glycosides arising
from the same aglycone, steviol. There are eleven steviol glycosides with stevioside being the most
abundant (about 300 times sweeter than saccharose), followed by rebaudioside A which is known to be
even sweeter (about 450 times sweeter than saccharose). Steviol-glycoside sweeteners are commonly

used as nonnutritive and high-intensity sweeteners in food supplements and beverages. In the present
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time, the use of steviol glycosides is becoming increasingly widespread, leading to the requirement of
controlling the content of steviol glycosides in foodstuffs to monitor possible falsification. The CE
separations were performed by means of the HP*® CE system with contactless conductivity detection.
The fused-silica capillary was 33 cm long (18 cm to the contactless conductivity detector) with 10 pm
internal diameter. The optimized background electrolyte was 170 mM boric acid/LiOH, pH 9.0,
containing 0.5 % v/v INST Coating Solution. Separations were performed by applying high voltage of
+20 kV and samples were injected into the capillary by pressure 50 mbar for 100 s. Samples were
directly dissolved in water and diluted with acetonitrile. The migration times of the tested steviol
glycosides had values 5.0 min. for rebaudioside A and 5.1 min. for stevioside, respectively. The attained

separation efficiency was between 305 000 — 347 000 plates per meter in real samples.

3 Kapitoly

1. Velmi rychlé stanoveni kyseliny mocové a kreatininu pomoci kapilarni elektroforézy v lidské moci

a séru.

2. Stanoveni steviol glykosidi v potravinovych dopliicich a napojich pomoci kapilarni elektroforézy

s bezkontaktni vodivostni detekci.



1. Uvod - Velmi rychlé stanoveni kyseliny mo&ové a kreatininu pomoci kapilirni elektroforézy

v lidské modi a séru

Kapilarni elektroforéza (CE) je ucinna a instrumentalné jednoducha separacni technika, ktera
pouzivda malé objemy c¢inidel a vzorkd. Pro potieby monitorovani kyseliny mocové a kreatininu
na rozséhlych souborech klinickych vzorki se stavéa standardni doba separace v CE, pohybujici se mezi
5 az 40 min. pfili§ dlouhou. Existuje ovSem n¢kolik ucinnych technik pro jeji efektivni zkraceni.

Migracni ¢as (tv) v CE zavisi na ostatnich experimentélnich parametrech podle vztahu:

tM _ lc'lp (1_1)

 U(2er+uEoF)
kde /c je celkova délka kapilary, /p délka kapilary k detektoru (oznacovand téz jako efektivni délka
kapilary), U je separacni napéti a u,; a ugor jsou elektroforeticka a elektroosmotickd mobilita. Ze vztahu

je patrné, Ze cilené redukce migraéniho ¢asu Ize dosahnout nékolika zptsoby':
(‘a) zkracenim efektivni nebo celkoveé délky kapilary,
(' b) zvySenim separa¢niho napéti,

( ¢ ) zvySenim rychlosti elektroosmotického toku (EOF) pomoci modifikatord EOF nebo

provadénim analyz pii vysokém pH,

(d) provadénim analyz za zvySené teploty; u.i 1 ugor s€ zvySuji s rostouci teplotou.

2.1 Hypotézy a cile prace

Cilem prvni casti dizertacni prace bylo vyvinout kapildrné¢ elektroforetickou metodu pro
sledovani kyseliny moCové a kreatinu v moCi a séru s Casem kratSim nez 30 s, ktera by byla
konkurenceschopnd bézné uzivanym enzymatickym metodam, pouzivanych v klinickych laboratofich.
Hypotéza tohoto prispévku spoc€iva v nove€ navrzeném zplsobu snizeni t\; za pouziti kombinace kratké
separacni drahy a vysoké intenzity separacniho pole, kdy je na kratké separacni draze redukovano
rozmyvani pika vlivem difuze, elektrodisperze i adsorpce, coz v konecném diisledku vede ke snizeni

limitu detekce.



3.1 Material a metodika

Princip nové techniky je zaloZen na spojeni dvou kapilar o rizném vnitinim priméru (d).
Intenzita elektrického pole (£) je v sériovém spojeni dvou kapilar fizena plochou vnitiniho prifezu
kapilary (md”*/4). Pro spojeni separa¢nich kapilar o d 25 pm a 100 pm pak plati, e 25 pm separacni
kapilara klade prichodu elektrického proudu 16krat vyssi odpor na jednotku délky, nez je tomu u
100 pm kapilary. Z toho Ize usoudit, Ze intenzita elektrického pole, E, je v &asti 25 um kapilary * 16krat

vyssi a fidi se vztahem:

P U ~ U (1-2)

d 2 d .
Zzs +1100 /( z/dloo) 125 +(l_125)/( 23 dlooj

kde U je separaéni napéti, s, /100, jsou délky jednotlivych ¢asti kapilary, dss a djgpo jsou jejich vnitini

pruméry a [ je celkova délka spojené kapilary. Ze vztahu je ziejmé, ze intenzita elektrického pole

v separacni Casti kapilary se s rostouci délkou kapilary hyperbolicky snizuje, jak je ukédzano na Obr. 1.1.
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Obr. 1.1. Zavislost intenzity elektrického pole v 25 um ¢asti kapilary na délce této casti, pii celkové
délce kapilary 32,5 cm a vlozeném napéti +30 kV. Grafické znazornéni vztahu (1-2) simulovaného

pomoci programu Mathcad, 13.1.

Pro dosazeni vysoké intenzity elektrického pole je nezbytné pouZivat minimalni celkovou délku
kapilary, ktera u komeréniho ptistroje CE (HP’® CE, Agilent Technologies) &ini 32,5 cm. P¥i pouzivani
techniky davkovani vzorku do kratkého konce kapilary je minimalni délka 25 pm ¢asti kapilary (vlastni
analytickd ¢ast) 9,7 cm. Pfi pouZiti maximalniho separa¢niho napéti 30 kV je za téchto podminek

dosazeno intenzity elektrického pole v analytické casti kapilary 2,9 kV/cm. Tato hodnota je 2,8krat
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vys$$i nez maximalni elektricka intenzita v bézné kapilaie s jednotnym vnitinim pramérem. Spojena
kapilara byla testovana pro stanoveni kreatininu a kyseliny mocové v lidské moci. Kreatinin je vyuzivan
v huméanni mediciné jako indikator spravné funkce ledvin, je vedlejSim produktem energetického
metabolismu svalu a zt&la je vyluSovan ledvinami °. Kyselina mocova je u &lovéka konednym
produktem metabolismu purinti a z téla je vylucovana moci v podob¢ soli uratii, predev§im uratu
sodného a amonného *. Pro stanoveni téchto dvou latek v moéi a krvi jsou pouZivany nejrizngjsi

separacni, spektrofotometrické, elektrochemické a enzymatické techniky.

3.1.1 Experimentalni ¢ast

Separace byly provedeny v laboratorné sestavené kapilafe vytvofené spojenim dvou
standardnich kifemennych kapilar o vnéjSim priméru 363 pm (Composite Metal Services, UK).
Separacni kapildra, vnitfni primér 25 pm, délka 9,7 cm, a pomocna kapildra, vnitfni praimér 100 pm,
délka 22,9 cm, byly spojeny pomoci 9 mm dlouhé teflonové kapildry pro HPLC (vn&j$i pramér 1/16°,
vnitini pramér 0,25 mm, Watrex), viz Obr. 1.2. Trubicka byla zahtata pomoci horkovzdusné pistole nad
teplotu tani teflonu, ktera je 330 °C (na horkovzdusné pistoli byla nastavena teplota 420 °C). Ohtata
a zmekla teflonova trubicka byla pretazena pies konce obou rovné zafiznutych kapilar. Po vychladnuti
(cca 60 s) vznikne hydrodynamicky tésné a mechanicky pevné spojeni elektroforetickych kapilar
s minimdlnim mrtvym objemem. V dal$im kroku je 8,3 mm od injekéniho konce 25 um kapilary
vytvoieno detek¢ni okénko a kapilara je pouzitelnd pro CE méfeni. Tento technicky nenaro¢ny postup

spojeni dvou kapildr o riizném d trva cca 15 min °.
1 F3 2
e

Obr. 1.2. Detail spojeni dvou kapilar: (1) 25 um analyticka kapilara, (2) 100 um pomocna kapilara

a (3) teflonova trubicka.

Takto pfipravend kapildra byla vloZzena do kazety elektroforetického pftistroje (HP*" CE, Agilent
Technologies) a separace byly provedeny pii davkovani do kratkého konce kapilary. Vzdalenost
injek¢niho konce kapilary k diode-array detektoru byla 8,3 cm. Pfed pouzitim byla nova kapilara
aktivovana promytim 0,1 M roztokem NaOH po dobu 15 min., poté 10 min. deionizovanou vodou a na
zaveér 10 min. separa¢nim elektrolytem. Mezi jednotlivymi analyzami modelovych vzorki i upravené

moci, byla kapilara promyvana pouze separa¢nim elektrolytem po dobu 2 min. Vzorek byl do vstupu
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25 pwm kapilary davkovan tlakem 50 mbar po dobu 5 s, coz odpovida 4 mm délce zony vzorku. Separace
probihaly v kationtovém mddu pfi napéti +25 kV a odpovidajici intenzité elektrického pole v separacni
¢asti kapilary 2,3 kV/cm. Tlak nutny pro promyti kapilary a pro nadavkovani vzorku je nutné aplikovat
z konce pomocné kapilary (d 100 pum), coz vede k uc¢innému odstranéni vzduchovych bublin, které by

zpusobily pferuseni separace. Separace probihaly pti konstantni teploté 25 °C.

Veskeré pouzit¢ chemikalie mély analyticky stupenn Cistoty. Separaéni pufry (BGE) o slozeni
20 mM MES + 10 mM NaOH, pH 6,0 pro stanoveni kyseliny mocové a 20 mM kyselina citronova
+ 9 mM NaOH, pH 3,0 pro stanoveni kreatininu byly pfipravovany kazdy den Cerstvé. pH bylo méfeno
laboratornim pH metrem pMX 3000 WTW (Némecko).

Vzorky ranni moce ziskané¢ od 7 zdravych dobrovolniki byly filtrovany ptes centrifugacni filtry
(Amicon 0,45 um, Millipore, USA) pii 14 100 otackach/min. po dobu 3 minuty. Prefiltrované vzorky
moce byly uchovavany v plastovych uzaviratelnych zkumavkach pii teploté 4 °C, az do vlastniho
stanoveni, které bylo provedeno tentyz nebo druhy den po odbéru. Pted elektroforetickou separaci byly
vzorky temperovany na laboratorni teplotu, poté zpracovany dle ndsledujici metodiky. 1) Pro stanoveni
kreatininu bylo k 20 pl vzorku mo&e ptidano 20 ul 1 mg.ml" imidazolu (interni standard) a 960 ul
1 mM HCL ii) Pro stanoveni kyseliny mocové v moéi bylo 20 pl vzorku smichano s 20 pl 1 mg.ml™
roztoku kyseliny p-aminosalicylové (PAS, interni standard) a 960 ul 1 mM NaOH. Timto postupem je
ziskan 50krat ztedény vzorek moce. Vysledné koncentrace vnitiniho standardu imidazolu i PAS v obou
vzorcich dosahuji shodn& 20 mg.I". Hladina kreatininu a kyseliny mo&ové byla pro kontrolu ové&fena
pomoci komer¢nich kolorimetrickych kiti bézné pouzivanych v klinickych laboratotich; Bio-test
(Creatinine liquid 500, Lachema, CR) a Bio-test (Uric acid liquid 500, Lachema, CR). Veskera
spektrofotometricka méfeni byla provedena v 1 cm kyveté na spektrofotometrickém pftistroji Boeco
(Model S-22, Némecko). Pro statistické zpracovani dat byl pouzit program Origin 8.0 (OriginLab
Corporation, USA).

4.1 Vysledky a diskuze

Kreatinin je dusikaty heterocyklus s hodnotou pK, 4,8. V kyselém BGE o slozeni 20 mM
kyselina citronovd + 9 mM NaOH, pH 3,0 migruje kreatinin jako kationt. Pfi pH 3,0 je
elektroosmoticky tok v kapilate pokryté INST Coating roztokem potlacen a pozice neutralniho markeru
nebyla registrovana do 60 s. Jako vnitini standard byl pouZzit imidazol, ktery vykazuje obdobnou

kationtovou pohyblivost a pfirozené se nevyskytuje v lidské moci. Za takto nastavenych
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experimentalnich podminek je dosazeno kratkého migra¢niho Casu, 12,2 s pro kreatinin a 8,5 s pro
imidazol, s hodnotou rozliSeni obou latek 8,5. Na elektroferogramu, 50nasobné fedéné lidské moci je
patrny vyrazny dobie kvantifikovatelny pik kreatininu zaznamenany pii vinové délce 214 nm,

viz Obr. 1.3.

kreatinin

Signal (mAU), 214 nm
-
imidazol

T T T T T T VL/\‘/
6 7 8 9 10 11 12 13
¢as (s)

Obr. 1.3. Zaznam elektroforetického stanoveni kyseliny mocové v lidské moci. Experimentdlni
podminky; separa¢ni elektrolyt: 20 mM kyselina citronova + 9 mM NaOH, pH 3,0, hydrodynamickeé
davkovani vzorku tlakem 50 mbar po dobu 5 s, napéti +25 kV, UV detekce pii 214 nm.

Kyselina mocova je slaba dvojsytna kyselina s hodnotou prvni disociacni konstanty pK, 5,4. Pro CE
stanoveni kyseliny mocové byl pouzit optimalizovany separani elektrolyt o sloZeni:
20 mM MES + 10 mM NaOH, pH 6,0 a separace byla provedena v kationtovém modu pii napéti
+25 kV. Za téchto podminek migruje kyselina mocova jako aniont proti elektroosmotickému toku, ktery
je pii pH 6,0 rychly a strhava kyselinu mocovou smérem k detektoru. Rychlost EOF je pfi pH 6 vyssi
nez elektroforetickd pohyblivost kyseliny mocové. Proto pik kyseliny mocové (tv 8,5 s) je zaznamenan
pozdéji nez pozice EOF. Jako interni standard byla pouzita PAS (pKa 3,6), ktera vykazuje vyssi
elektroforetickou pohyblivost a pti pohybu proti sméru EOF dosédhne detektoru pozdé€ji (tm pro PAS je
10,5 s, s hodnotou rozliSeni obou latek 9,7). PAS opét nepatii mezi latky piirozené se vyskytujici
v moc¢i. Elektroferogram 50nasobné ftedéné lidské moci s pfidavkem interniho standardu PAS,

registrovany pii vinové délce 292 nm je znazornén na Obr. 1.4.

12



=] 7 T T T T T T

= =

o | \> |

= 54 i

< E

£, :

R z |

5o

& 37 1
24 J
1- LWJ |
O-WM,”‘VJ

T T T T T T T T T T T T v
6 7 8 9 10 11 12 13

¢as (s)

Obr. 1.4. Zaznam elektroforetického stanoveni kyseliny mocové v lidské moci. Experimentdlni
podminky; separacni elektrolyt: 20 mM MES + 10 mM NaOH, pH 6,0, hydrodynamické davkovani
vzorku tlakem 50 mbar po dobu 5 s, napéti +25 kV, UV detekce pii 292 nm.

Stanovené hodnoty kreatininu pomoci CE se v 7 vzorcich lidské moc¢e pohybovaly v koncentranim
rozmezi 221 — 1394 mg.I"" pro kreatinin a 87 — 556 mg.I"" pro kyselinu mo&ovou. Stanoveni kreatininu
1 kyseliny mocové bylo souCasné provedeno pomoci standardnich metod pouZzivanych v klinickych
laboratotich; Jaffého kolorimetrickou metodou pro stanoveni kreatininu a enzymatickou technikou
s enzymem urikdzou pro stanoveni kyseliny mocové. Takto ziskané hodnoty byly ve velmi dobré shodé¢

s CE stanovenim; porovnani metod je shrnuto v Tabulce I.
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Tabulka I. Vysledky stanoveni kreatininu a kyseliny mocové v lidské moc¢i pomoci CE

a referenénich metod.

kreatinin, mg.1" kyselina mo¢ové, mg.1"

K modi I
Vzorek moci enzymaticky test -

CE Jaffého test CE .
1. 1320 1128 556 558
2. 1394 1407 382 339
3. 931 981 269 326
4. 221 272 87 82
5. 1085 1125 501 495
6. 1245 1436 356 305
7. 840 975 278 298

Nové vyvinuta elektroforeticka metodika poskytuje pro oba sledované analyty velmi kratké migracni
tasy kolem 10 s, s limitem detekce 2,4 mg.I" pro kreatinin a 0,9 mg.I"" pro kyselinu mocovou. Pro deset
po sobé se opakujicich CE analyz jednoho vzorku moce jsou hodnoty relativni smérodatné odchylky
(RSD) pro migraéni ¢as a plochu piku kreatininu 0,3 a 4,1 % a 1,8 a 5,7 % pro kyselinu mocovou. Pocet
teoretickych pater (N) se pohybuje kolem 120 tisic na metr délky kapilary pro kreatinin a 345 tisic
pater/m pro kyselinu mocovou. Vyssi hodnota N pro kyselinu mocovou je dana kratSim migracnim
casem a nizSim vlivem elektrodisperze na rozmyti piku. Pro velmi rychlé separace je vhodnéjsi vyjadrit
separacni U¢innost jako N za jednotku Casu (N/#y), kterd Iépe vystihuje rychlost separacniho procesu 6,
Pro kreatinin bylo dosazeno hodnoty 830 pater/s a pro kyselinu mocovou 3400 pater/s. ExperimentaIné
urcend hodnota mobility pro kreatinin (u 35,3- 10° m*s'V™!) za podminek vysoké intenzity elektrického
pole a davkovani do kratkého konce kapilary dobie koresponduje s teoretickou hodnotou mobility
vypoctenou pomoci programu Peak-Master 5.3 (u 33,4-10° m’s'V™!). Tato shoda ukazuje, Ze 1 za
pouziti vysoké intenzity elektrického pole je odvod Jouleova tepla z kapilary dostateCny a separace

probiha obdobné jako pfi nizkych hodnotach E.
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5.1 Zavér

Spojenim dvou kapilar o riznych vnitinich primérech se podatfilo zvysit hodnotu intenzity
elektrického pole v kapilate na 2,3 kV/em. Za téchto podminek jsou dosazené migracni Casy pro
kreatinin a kyselinu mocovou cca 10 s. Nova metodika velmi rychlého stanoveni obou analytl je
dostatecné citlivd pro jejich monitorovani v lidské moci. Moc¢ je pied analyzou pouze filtrovana
a fedéna. Takto validovana -elektroforetickd metoda je vhodnou alternativou ke standardnim
kolorimetrickym a enzymatickym stanovenim rutinn€¢ pouzivanych v klinickych laboratotich
a umoziuje provadéni rychlého screeningu kreatininu a kyseliny mocové na rozsahlych souborech

vzorku.
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2. Uvod - Stanoveni steviol glykosidii v potravinovych dopliicich a napojich pomoci kapilarni

elektroforézy s bezkontaktni vodivostni detekci

Stévie rebaudiana Bertoni je bile kvetouci svétlomilna subtropicka rostlina z celedi
hvézdicovitych, znama jako stévie sladka, cukrova ¢i medova trava a v soucasné dob¢ se stava jednou
z nejrozitendjiich ptirodnich néhrazek sacharézy' >. Az roku 1905 byla rostlina spravné taxonomicky
zafazena a pojmenovana po svém objeviteli Stevia Rebaudiana var. Bertoni. M. S. Bertoni v roce 1918
charakterizoval zakladni ptednosti stévie, které prameni z jeji extrémni sladivosti, netoxi¢nosti, cenové
nenaro¢nosti a moznosti konzumace rostliny v pfirozeném ¢i suchém stavu bez negativnich vlivi.
Analyzou struktury steviosidu roku 1952 byla zjiSténa jeho glykosidova povaha, jez je sloZena ze tfi
molekul glukézy pfipojenych na aglykonovou - steviolovou kostru, kterd tvofi zakladni skelet vSech
steviol glykosidl. V nasledujicich letech byly postupné objeveny dalsi sladké molekuly az na sou€asny
stav jedenacti steviol glykosida ***. Sladké steviol glykosidy se izoluji z listii stévie extrakei, purifikaci
a naslednou separaci jednotlivych glykosidi. Nejvyssi podil na sladké chuti extraktu je dan pfitomnosti
steviosidu (Stev) a rebaudiosidu A (Reb A). Mezi steviol glykosidy Ize ovSem zatadit celou skupinu
téchto latek; rebaudiosidy A, B, C, D a E, steviosid, steviobiosid a dulcosid A a B, a dalsi >, Jednotlivé
latky disponuji rozliénym senzorickym profilem. U vSech glykosidl pretrvava sladkd chut’ liSici se
pouze intenzitou. Zatimco rebaudiosidy A a D vykazuji Cisté sladkou chut' s minimdlnim nadechem
hotkosti a se sladivosti cca 300 — 450nasobn¢ vyssi nez u sacharozy; dulcosidy poskytuji sladkost pouze
100nasobné¢ vyssi, ale jiz se znacné¢ vyvinutou hotkou az metalickou ptichuti. Hotka chut je u steviol
glykosida intenzivnéjsi, pokud je na uhliku C;3 molekuly steviolu pfitomna sophorosylova jednotka,
glukosa-A (1-2)-glukosa a dojde-li k zdmén& methylenové skupiny na uhliku C;; za ketonovou °®.
Steviol glykosidy pouzivané v potravinach a potravinovych dopliicich by mély obsahovat minimalné 95
% rebaudiosidu A nebo steviosidu s nepatrnym zastoupenim ostatnich steviol glykosida tak, aby bylo

dosazeno cisté sladké chuti a senzorického pozitku srovnatelného se sachar6zou.

2.2 Hypotézy a cile prace

Cilem této ¢asti prace byl vyvoj a vyuziti vysokoucinné elektroforetické separace v kombinaci
scitlivou  bezkontaktni  vodivostni detekci (C'D) ° pro stanoveni rebaudiosidu A
a steviosidu v potravinovych dopliicich a napojich b&Zn& dostupnych v obchodni siti v Ceské republice.
Ptedpokladem nové vyvinuté metody bude, Ze CE nabidne v porovnani s HPLC fadu ptednosti, jako je

kratka doba analyzy, snadnd uprava vzorku zalozend pouze na fedéni a v neposledni fad¢é takeé
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miniaturizaci celého procesu analyzy vcetné minimalni spotteby ¢inidel, coz je ve shod¢ s ideou zelené

chemie.

3.2 Material a metodika

Veskeré pouzité chemikalie vykazovaly analyticky stupen Ccistoty. Steviosid (Sigma),
rebaudiosid A (Sigma), rebaudiosid B (Sigma), hydroxid lithny (Fluka), kyselina boritd (Sigma),
polyethylenglykol (PEG M, 8.000), polyvinylalkohol (PVA; Fluka), INST coating solution (INST;
Biotaq, USA). Zasobni roztoky jednotlivych analytii steviosidu, rebaudiosidu A, rebaudiosidu B byly
ptipraveny o koncentraci 1 mg.ml". Deionizovana voda (DEI) Milli-Q (18,2 MQ.cm, Millipore) byla
pouzita k ptipravé BGE a zasobnich roztoki standardi, které byly uchovany v ledniéce pii 4 °C az do
vlastniho stanoveni. Zasobni roztoky 20 % m/v PEG 8.000 a 5 % m/v PVA byly ptfipraveny rozpusténim
pevnych latek ve vodé (PEG 8.000 ve studené¢ vod¢€) a poté pouzity jako hydrofilni polymery pro
potlaceni EOF. BGE byl ptipraven rozpusténim pozadovaného mnozstvi kyseliny borité v deionizované
vod¢ s naslednym ptidavkem pevného LiOH k dosaZeni pozadovaného pH. Titrace pevnym LiOH je
pouzita z dlivodu omezeni sorpce CO, do roztoku. pH bylo méteno laboratornim pH metrem pMX 3000

WTW (Némecko).

3.2.1 Aparatura a optimalni experimentalni podminky

Elektroforetické separace byly provedeny pfi laboratorni teploté 25 °C na ptistroji HP*® CE
(Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) s bezkontaktnim vodivostnim detektorem (C*D).
Bezkontaktni vodivostni detektor byl konstruovan z 2,5 mm dlouhych tubularnich elektrod vzajemné
odd&lenych 1,0 mm mezerou s vloZenym stindnim. C*D pouZiva stiidavy sinusovy signal o frekvenci
1,0 MHz a efektivni hodnotu napéti 50 V (peak to peak)'’. Separa¢ni kiemenna kapilara byla 31,5 cm
dlouha (18 cm k C*D) o vnitfnim praméru 10 um. Optimalizovany separacni elektrolyt o sloZeni:
170 mM kyselina boritd/LiOH, pH 9,0 s pfidavkem 0,5 % v/v INST Coating solution pfimo do
zakladniho elektrolytu pro potlaceni EOF. Elektroforetické separace byly provedeny v kationtovém
modu pfi napéti +20 kV, ptislusny elektricky proud byl 2,3 pA; pfi hydrodynamickém davkovani
vzorku do kapilary plsobenim tlaku 50 mbar po dobu 100 s. Separaéni kapildra byla vloZena do
elektroforetické kazety a termostatovana na teplotu 25 °C. Nova kapilara byla pfed vlastni separaci
aktivovana v sekvenci: 0,1 M NaOH (10 min.), voda (10 min.) a BGE (10 min.); mezi jednotlivymi
analyzami byl pouzit 3 min. proplach BGE.
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3.2.2 Priprava vzorku

Vzorky sladidel a ndpoji pochazely z produkti bézné dostupnych na ¢eském trhu. Jednalo se
o tekuté stolni sladidlo na bazi steviol glykosidii s nazvem Stevia (F&N dodavatelg, CR, 2,5% obsah
steviol glykosidil), sypké sladidlo z ptirodnich zdroji s nazvem Stevia (F&N dodavatelé, CR, fruktéza,
rebaudiosid A o distot¢ 97 %; obsah steviol glykosidu neuveden); sladidlo STEVIA v tabletach
(ARIKA s.r.0., SR, s obsahem steviol glykosidi 16,8 mg v jedné tableté); ovocny napoj Jupik Funny
Fruit Cherry Cola (Kofola a.s., CR, obsah steviol glykosidi neuveden); ovocné pivo Staropramen Cool
Lemon (Pivovary Staropramen, CR, obsah steviol glykosidii neuveden). Pevné vzorky byly nejprve
rozpustény v poméru 1 mg pevného vzorku na 1 ml deionizované vody za pomoci ultrazvuku. Nasledné
byly vSechny vzorky filtrovany ptes centrifugacni filtry Durapore (velikost poru 0,45 pm, Millipore) po
dobu 2 min. pii 14.100 ot.min™ v centrifuze. Finaln& byly vzorky pied vlastni CE analyzou fedény dle
potieby 5 — 100nasobné smési acetonitrilu/deionizovana voda tak, Ze vysledny obsah ACN ve vzorku

dosahoval 80% v/v.

3.2.3 Statistické zpracovani vvsledku

Naméiena data CE analyz jsou uvedena jako primérna hodnota + standardni odchylka z 10ti po
sob¢ jdoucich méfeni. Pro statistické zpracovani dat byl pouzit program Origin 8.0 (OriginLab
Corporation, USA). Pocet teoretickych pater byl vypo¢itan jako N = 5,54 (tm/w12)*, kde fy je migraéni
cas, wyp je Sitka piku v poloviné jeho vysky. RozliSeni analyti R bylo ureno ze vztahu
R = 2(tmz2 — tm1)/(w1 + w2), kde w,and w, jsou Sifky pika v pfi zakladni linii. Elektroforeticka mobilita ()

byla vypocitana dle vztahu:

gl (1 2D

u teor tm

kde Ic je celkovad délka separacni kapilary, Ip je délka kapilary k detektoru (18 cm), U je separacni

napéti, fgor je migracni ¢as elektroosmotického toku a # je migraéni ¢as sledovaného analytu.

4.2 Vvsledky a diskuze

Sacharidové jednotky védzané na jadro steviolu neobsahuji Zadnou snadno ionizovatelnou
funkéni skupinu. Pro deprotonizaci molekuly steviol glykosidu je potieba siln€ alkalického prostiedi,
podobné jako je tomu pii elektroforetickém stanoveni mono- ¢i disacharidovych jednotek. Steviol
glykosidy jsou latky komplexni povahy se zna¢nou molekulovou hmotnosti M(Reb A) 967 a M,(Stev)

857, které by bylo nutné separovat az pii znacné vysokych hodnotich pH separa¢niho elektrolytu,
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pH > 13 """ Takové podminky jsou oviem nevhodné pro provadéni elektroforetické separace.
Z praktického hlediska je mnohem piivétivéjsi separovat takové latky ve formé nabitych komplext
s H3BO;, a vyuzit tak schopnosti kyseliny borité vytvaiet chemické vazby s molekulami s vicinalnim
1,2 nebo prilezitostné 1,3 diolovym uskupenim. V disledku toho vytvaii kyselina boritd kovalentni,
reversibilni komplexy se sacharidy. Tyto komplexy vykazuji aniontickou pohyblivost a pfi pH blizkém
9,0 se pohybuji proti sméru elektroosmotického toku. Vysokd hodnota pH separacniho elektrolytu
podporuje vznik silného elektroosmotického toku v separacni kapilafe, ktery je nutné redukovat.
Rychlost elektroosmotického toku byla redukovana ptidavkem hydrofilniho polymeru komeréni vyroby

INST Coating Solution ptimo do zékladniho elektrolytu.

S pridavkem INST Coating Solution do roztoku 170 mM H3;BOs/LiOH (pH 9,0) se podafilo dosdhnout
uplné separace rebaudiosidu A a steviosidu aZ na zakladni linii, viz Obr. 2.1. Tento polymer se velmi
pevné vaze na vnitini sténu kapilary a jeho postupné vymyvani projevujici se zvySovanim rychlosti
EOF je velmi pomalé. V optimalizovanych BGE o vysledném slozeni 170 mM H;BO;/LiOH + 0,5 %
v/v INST, pH 9,0 je migrac¢ni ¢as pro rebaudiosid A cca 6,3 min a pro steviosid cca 6,4 min, s hodnotou
rozliSeni Ry, = 2. Migracni Casy obou steviol glykosidli se mohou dle zplsobu pokryti kapilary
a celkové doby jejiho pouzivani posouvat v §ir§Sim rozmezi cca 3 az 7 min v rdmci jednoho dne ovSem

zustavaji stabilni.

438,2 4

Signal C4D [mV]

438,0 +

437,8

437,6
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5,0 5,5 6,0 6,5 70 7,5
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Obr. 2.1. CE separace smési rebaudiosidu A a steviosidu rozpusSténych ve vod€ pii koncentraci
100 mg.l'l. Experimentdlni podminky: BGE, 170 mM H;BOs/LiOH, + 0,5 % v/~ INST, pH 9,0;
separacni napéti/proud, +20 kV/2,3 pA; hydrodynamické davkovani tlakem 50 mbar po dobu 100 s.
Identifikace pikt: (1) rebaudiosid A, (2) steviosid.
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Limit detekce dosahuje pro oba steviol glykosidy hodnoty 0,1 mg.l' a LOQ hodnoty 0,3 mg.l™".
Po pfepocteni na molarni koncentraci ma LOD pro rebaudiosid A a steviosid shodnou hodnotu
0,1 pmol.I". Takto nizké LOD umoziuji pouzit 5 az 100nasobné ziedéni vzorkil napoji a stolnich
sladidel, ¢imz se ucinné redukuje nezddouci vliv matrice. Dulezitou podminkou pro dosazeni vysoké
reprodukovatelnosti stanoveni je Casta vyména separacni kapilary, kterd vS§ak samotnou analyzu vyrazné
neprodrazuje. Cena 31,5 centimetrového tiseku kapilary je cca 100 K¢ (50 m kapilary o d 10 um stoji

v prepoctu 15000 K¢).

4.2.1 Analvza napoju a potravinovych dopliiki s obsahem steviol glykosida

Stanovené hodnoty obsahu rebaudiosidu A a steviosidu jsou shrnuty v Tabulce 2.1.; ptislusny
ukazkovy elektroferogram je demonstrovan na Obr. 2.2. Obsahy steviol glykosidi byly v jednotlivych
vzorcich zna¢né rozdilné a pohybuji se ve velmi Sirokém rozmezi. Stanoveny obsah steviol glykosida
v tableté sladidla Stevia odpovidal mnozstvi 7,0 mg rebaudiosidu A a 2,6 mg steviosidu. Ze srovnani
stanovené¢ho obsahu rebaudiosidu A a steviosidu s celkovym mnoZstvim vSech steviol glykosida
uvadénych vyrobcem (16,8 mg na tabletu) lze usoudit, ze rebaudiosid A a steviosid maji ve
sladivé tableté¢ majoritni zastoupeni, stejné tak i v pfirodnich produktech izolovanych z rostliny Stevia

rebaudiana Bertoni.
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Obr. 2.2. CE/C'D stanoveni rebaudiosidu A a steviosidu ve stolnim sladidle za optimalizovanych
experimentalnich podminek. (A) stolni sladidlo v tabletach. Experimentalni podminky: BGE, 170 mM
H;BOs/LiOH, + 0,5 % v/ INST, pH 9,0; separa¢ni napéti/proud, +20 kV/2,6 pA; hydrodynamické
davkovani tlakem 50 mbar po dobu 100 s. Identifikace piki: (1) rebaudiosid A, (2) steviosid.
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Tabulka 2.1. Stanovené obsahy rebaudiosidu A a steviosidu ve vzorcich potravin a napojii z obchodni

sité b&zné dostupné v CR.

Rebaudiosid A, mg.l’1 Steviosid, mg.l'1
Sladidlo v prasku 1850 = 30 620 + 30
Sladidlo v tabletach 6960 + 310 2520+ 90
Tekuté sladidlo 10800 £ 400 3630 + 120
Ovocny napoj Jupik 130+ 4 40+2
Ovocné pivo Staropramen 5ST+2 29+ 1

5.2 Zavér

Obsahy steviol glykosidi Ize ve sladidlech a napojich jednoduse stanovit pomoci kapilarni
elektroforézy ve spojeni s C'D. CE separaci je potieba provadét v roztocich H;BO; o vysoké
koncentraci, v nichz se tvofi stabilni komplexy mezi steviol glykosidem a H3;BOs3, které se nasledné
oddé&luji od zony elektroneutralnich latek. Vysoka citlivost C'D ve spojeni s on-line prekoncentraci
vzorku zajistila dosaZeni nizkych LOD celého CE stanoveni. Vyuzitim jednoduché CE/C*D
instrumentace lze dosahovat limiti detekce na submikromoldrni koncentracni hladin€ a to bez naro¢né
derivatizace vzorku. Vzorky sladidel a napoji postacuje dostatecné fedit a tim eliminovat nezadouci

vliv matrice na CE separaci.
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