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SAZETAK

Kationi su atomi ili molekule koji su pozitivno nabijeni, a u elektricnom polju putuju prema
negativno nabijenoj elektrodi, katodi. Velika rasprostranjenost anorganskih kationa u vodi,
tjelesnim teku¢inama, eksplozivima 1 mnogim lijekovima, privukla je paznju znanstvenika za

kreiranje precizne, efikasne te lako dostupne metode za njihovu detekciju.

Cilj ovog rada je prikazati mogucnosti primjene elektroforeze na mikrocipu i prikazati rezultate

odredivanja anorganskih kationa pomocu ove metode.

Prilikom izvodenja minijaturizirane kapilarne elektroforeze, analiza se odvija u separacijskom
kanalu mikrocipa, a signal se dobiva uslijed promjene elektricne vodljivosti. Promjenom
vodljivosti nastaje informacija koja se prikazuje u obliku izrazenih pikova koji daju podatak o

koncentracijama nabijenih specija.

Kljucne rije¢i: anorganski kationi, elektroforeza na mikrocipu, C*D detektor, realni uzorak



ABSTRACT

Cations are atoms or molecules that are positively charged and travel in an electric field to a
negatively charged electrode, the cathode. The high prevalence of inorganic cations in water,
body fluids, explosions, and many drugs has attracted the attention of scientists to create

precise, efficient, and readily available methods for their detection.

The goal of this paper is to present the possibilities of applied electrophoresis on a microchip

and to present the results of determination of inorganic cations using these methods.

During miniaturized capillary electrophoresis, the analysis takes place in the separation channel
of the microchip, and the signal is obtained when the electrical conductivity changes. The
change in conductivity produces information that is displayed in the form of pronounced peaks

that give information about the concentration of charged species.

Keywords: inorganic cations, microchip electrophoresis, C*D detector, real sample
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1 UVOD

Elektroforeza je analiticka metoda koja se danas brzo razvija, nadograduje i usavrsava
te zato ima Siroku primjenu u analitickoj kemiji, biokemiji i molekularnoj biologiji. Koristi se
za separaciju nabijenih Cestica i analizu makromolekula poput proteina i nukleinskih kiselina,
te za analizu molekula manje molekulske mase kao $to su Seceri, aminokiseline i druge. Znanost
pa tako i1 kemija, danas tezi razvoju minijaturiziranih, cjenovno dostupnijih i ekoloski
kapilarna elektroforeza, to jest elektroforeza na mikroCipu. Elektroforeza na mikrocCipu je
minijaturizirana verzija kapilarne elektroforeze, gdje se postupak separacije odvija u

minijaturiziranoj kapilari.



2 ANORGANSKI KATIONI

Kationi su pozitivno nabijeni ioni koji u elektri¢cnom polju odlaze ka negativno nabijenoj
elektrodi katodi. Naboj im je pozitivan jer im nedostaje jedan ili vise elektrona. Mogu biti
molekule ili atomi. Prvi koji je proucavao prirodu iona bio je engleski fizi¢ar Michael Faraday.
On nije poznavao njihovu prirodu, ali je uocio da su to Cestice koje prenose materiju s jednog
mjesta na drugo. Kasnije je Svante Arrhenius u svojoj disertaciji iznio ¢injenicu da ¢vrste soli
u vodi disociraju na Faradayeve ione i kako za njihovo formiranje nije potrebna elektri¢na

struja. Arrhenius je za svoje otkri¢e 1903. godine dobio Nobelovu nagradu za kemiju [1].

Slika 1. Disocijacija vode na kation i anion [2].



3 METODE ODREDIVANJA ANORGANSKIH KATIONA

Kako bi se $to bolje odredila koli¢ina kationa ili aniona u sastavu neke smjese potrebno
je provesti odredene analize. Cilj takvih metoda je odredivanje kvalitete, detekcija odredenih

nabijenih vrsta, odjeljivanje ili pro¢is¢avanje smjese.

Uzorak koji je najpogodniji za dokazivanje anorganskih kationa je voda. Voda je
najrasprostranjenije otapalo na Zemlji i u sebi sadrzi otopljenje plinove, krutine i tekucine.
Otopljene tvari u vodi mozemo podijeliti u pet skupina: plinovi, ioni, biogene tvari,

mikroelementi i organske tvari.
Neke od metoda za uspjesnu detekciju kationskog i anionskog sastava su:

1. Ionska kromatografija
2. Elektroforetske metode
a. Kapilarna elektroforeza
b. Elektroforeza na mikroc¢ipu

3. Spektroskopija [3].

3.1 Ionska kromatografija

Kromatografija je analiticka metoda razdjeljivanja smjese kod koje se smjesa razdjeli
izmedu stacionarne i mobilne faze. Sam proces razdvajanja zasniva se na adsorpciji, na
razdjeljivanju izmedu dvaju otpala koji se medusobno ne mijesSaju ili izmedu tekuce i plinske
faze, na difuziji u porama odredene veli€ine, te na ionskoj izmjeni. Kromatografija danas ima
veliku vaznost 1 primjenu. Gotovo svaki kemijski, farmaceutski ili drugi prirodoslovni

laboratoriji koriste kromatografiju za separaciju i determinaciju sastava sloZenih smjesa [10].

Ionska kromatografija ili kromatografija ionskim izmjenjivaéima je Siroko
rasprostranjena analiticka metoda za odjeljivanje i odredivanje nabijenih vrsta. Small, Stevens
1 Bauman bili su prvi znanstvenici koji su predstavili ovu metodu. Brzi razvoj ionske
kromatografije, omogucio je da se razvije u suvremenu metodu za odredivanje niza kationa i

aniona [4].



U modernim ionskim kromatografima se koristi voda kao pokretna faza, koja pomocu
crpke protjece kroz sustav. Nakon toga slijedi generator eluensa u koji se dodaje pripremljeni
eluens od kuda nastavlja dalje u sustav. Kolonska klopka i otplinjac sluze za eliminaciju plinova
1 reduciranje pozadinskih Sumova. Pomocu injektorske jedinice uzorak se uvodi u
termostatirano kuciSte koje odjeljuje sastojke uzorka. Supresor omogucava smanjenje
pozadinskog Suma, pojacavanjem signala, a detektor skuplja signale koji se onda obraduju u

racunalnoj jedinici (Slika 2.) [4].
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Slika 2. Shema modernog ionskog kromatografskog sustava [4].



3.2 Elektroforetske metode

Elektroforeza je relativno nova analiticka metoda koja ima Siroku primjenu u svim
podrucjima kemije. Postoji Citav niz elektoforetskih metoda, a u ovom radu biti ¢e opisane
kapilarna elektroforeza odnosno elektroforeza na mikro¢ipu. Gruba podjela elektroforetskih
metoda na zonsku elektoroforezu i elektroforezu pomi¢nih granica prikazana je u tablici 1.
Glavna zadaca ovih metoda je separacija nabijenih specija. Proucavanje ovih metoda te
uocavanje njihovih prednosti dovelo je do velike podjele i1 grananja elektroforetskih metoda 1
do toga da su danas, ove metode jedne od najkoristenijih metoda analiticke separacije.
Elektroforetske metode se temelje na kretanju elektricki nabijenih cestica kroz otopinu u
elektricnom polju koje nastaje izmedu dvije elektrode. Na temelju razdiobe nabijenih Cestica

dobiva se analiticki podatak [5].

Tablica 1. Podjela elektroforetskih metoda [6].

ELEKTROFOREZA
ELEKTROFOREZA POMICNIH
ZONSKA ELEKTROFOREZA
GRANICA
Elektroforeza na papiru Kapilarna elektroforeza
Elektroforeza na gelu Izotahoforeza
Tankoslojna elektroforeza Izoelektri¢no fokusiranje
Elektroforeza na acetat-celulozi Imunoelektroforeza




3.2.1 Kapilarna elektroforeza

Kapilarna elektroforeza je podvrsta elektroforeze koje se primjenjuje prvi put 1981. god.
kod separacije smjese peptida i proteina. Temelji se na kretanju iona kroz elektrolit pod
utjecajem elektricnog polja visokog potencijala u uskoj kapilari prema jednoj od elektroda.
Metoda sluzi za odvajanje ionskih vrsta nekog uzorka prema njihovoj masi i naboju, te se
uspjesno koristi za razdvajanje i odredivanje mnogih molekula poput anorganskih kationa i
aniona, aminokiselina i DNA. Takoder moguce je dodatkom razli¢itih kiralnih selektora

separirati 1 smjese enantiomera.

Otkri¢e ove metode uvelike je pomoglo u proucavanju genoma, te je vecina sekvenci
genoma odredena kapilarnom elektroforezom. Takoder ova metoda ima veliku primjenu u

biotehnologiji 1 analizi velikih molekula poput lijekova, hormona i1 anorganskih iona [7].

Prednosti ove metode su da se brzo, efikasno, jeftino koriste¢i male koli¢ine uzorka moze
izvr$iti uspjeSno mjerenje. Metoda je i izrazito ekoloski prihvatljiva ¢emu se danas pridodaje

velika paznja [7].

Shema kapilarne elektroforeze prikazana je na slici 3. Elektrode su spojene na izvor
elektriénog napona i uronjene u pufersku otopinu skupa s kapilarom. Na pocetak kapilare nanosi
se mala koli¢ina uzorka nakon Cega nabijene Cestice putuju kroz kapilaru pod utjecajem

elektricnog polja.

kapilara
' ]

detektor

T (ili ) MY - (ili +)

izvor elektri¢nog napona
0 do 30kV

Slika 3. Shema kapilarne elektroforeze [5].

10



3.2.2 Elektroforeza na mikrocCipu

Minijaturizacijom kapilarne elektroforeze predstavljena je elektroforeza na mikrocipu.
Primjenom elektri¢nog polja razdvajaju se nabijene specije na osnovu njihovih elektroforetskih
mobilnosti. Specije s najvecom vrijednosti elektroforetske mobilnosti migrirat ¢e prve, a zatim
ih slijede one s nizom mobilnosti. Metoda je jednostavna za provodenje i ima visoku rezoluciju.
Glavne prednosti elektroforeze na mikro€ipu su: kratko vrijeme mjerenja, mali utroSak otopine
uzorka i pomo¢nog elektrolita, povoljna cijena, male dimenzije uredaja koje omogucuju
terenski rad 1 laku prenosivost. Provodenje mjerenja na elektroforezi na mikrocipu sastoji se od
injektiranja, separacije 1 detekcije. NajCeS¢e se primjenjuje elektrokineticko injektiranje, pri
¢emu je elektricno polje manje nego ono pri separaciji uzorka u separacijskom kanalu.
Detekcija segmenata omogucena je tako Sto separirani segmenti putuju do elektroda gdje se

detektiraju [8].

Detektor

Slika 4. Shematski prikaz elektroforeze na mikroc¢ipu (HV- izvor visokog napona ) [8].
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3.3 Spektroskopija

Spektroskopija je analiticka metoda koja se zasniva na interakciji uzorka s
elektromagnetskim zraCenjem prilikom koje se dobije informacija o analiziranom uzorku. Ova
metoda ima veliku ulogu u identifikaciji organskih i anorganskih molekula. Prilikom analize
uzorka spektroskopijom mjeri se valna duljina i intenzitet elektromagnetskog zracenja koje
uzorak emitira ili apsorbira. Osnovna podjela spektroskopije je na apsorpcijsku, emisijsku i
interferencijsku spektroskopiju. Podrucja spektroskopije dijele se na temelju valne dulje
elektromagnetskog zraCenja, a to su: radiofrekventno podru¢je (NMR), mikrovalno podrucje,
infracrveno podrucje (IR), ultraljubicasto i vidljivo podruc¢je (UV i VIS), x-fotoni i []-fotonil]
Izvori elektromagnetskih zracenja su laser, rendgenska cijev, zivina lampa, volframova lampa
ili crno tijelo, ovisno o podru¢ju i valnoj duljini u kojoj analiziramo uzorak. Spektrofotometar
je uredaj koji mjeri koli¢inu elektromagnetskog zracenja koje uzorak apsorbira. Svaki takav

uredaj sastoji se od izvora zra¢enja, monokromatora, detektorai racunala. [9].

Zrcalo
P! Referentna
kiveta
Deuterijev ‘;:::—:l‘:. - =
zarulja j Zrcalo / i Foto dioda O&itavanje
T

podataka

A
ohrada
M
A
%‘ l @ Foto dioda

Razdvajac
Monokromator snopa svjetlosti S

Slika 5. Shema spektrofotometra [2].
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4 PRIMJENA ELEKTROFOREZE NA MIKROCIPU ZA
SEPARACIJU [ KVANTIFIKACIJU ANORGANSKIH
KATIONA

Minijaturizacijom kapilarne elektroforeze 90-ih godina proslog stolje¢a doslo je do
raSirene upotrebe ove metode. Najprije su detektirani bioloski uzorci kao §to su DNA molekule
1 proteini, a kasnije su detektirani analiti Sirokog spektra. U posljednjih pet godina metoda je
uspjesno koristena u medicinskim, farmaceutskim i forenzi¢kim istrazivanjima, te za kontrolu
kvalitete vode i1 hrane. Jednostavnost i efikasnost ove metode omoguéuju njezinu Siroku

primjenu [11].

4.1 Detekcijski sustavi

Izbor vrste detektora ovisi o prirodi uzorka i koncentraciji analita. U elektroforezi na
mikroc¢ipu koriste se opticki i elektrokemijski detektori. Od optickih detektora najcesce se

koriste detektori bazirani na kemiluminiscenciji i laserski induciranoj fluorescenciji.

Od elektrokemijskih detektora najceS¢e se primjenjuju konduktometrijski i
amperometrijski detektori. Poznati su jo§ 1 potenciometrijski i volumetrijski elektrokemijski

detektori. Ovisno o varijabli koja se mjeri, odabire se detekcijski sustav.

Konduktometrijska detekcija temelji se na mjerenju vodljivosti otopine elektrolita koja je
proporcionalna koncentraciji otopljene tvari. Amperometrijska detekcija, zasniva se na
mjerenju elektricne struje koja je uzrokovana oksidacijom ili redukcijom elektrolita na povrSini
elektrode. U praksi je zastupljenija konduktometrijska detekcija jer nije ogranicena samo na
detekciju specija koje se mogu oksidirati/reducirati ve¢ se njome mogu detektirati sve nabijene

specije koje se gibaju u elektricnom polju mikrocipa [12] [13].
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4.1.1 C*D detektor (engl. CCCCD, engl. Capacitively-Coupled Contactless Conductivity
Detection, C4D)

C*D je kapacitivno spregnuti beskontaktni konduktometrijski detektor koji ne zahtjeva
derivatizaciju analita. Stoga je ovaj oblik detekcije idealna zamjena za opticke metode detekcije
kao $to je laserska fluorescencija koje zahtijevaju derivatizaciju analita. Velika prednost C*D
detektora je Sto elektrode nisu u direktnom kontaktu sa otopinom koju mjerimo, zbog ¢ega ne
dolazi do stvaranja mjehuri¢a plinova prilikom mjerenja, te se takoder elektrode ne mogu
onecistiti tvarima iz uzorka. Detektor se sastoji od dvije metalne elektrode koje su osjetljive na
promjenu vodljivosti otopine. Promjena vodljivosti je signal koji detektor ocitava i prosljeduje
ga nama u obliku ¢itljivog podatka, elektroferograma. Zaprimljene signale uredaj pretvara u
Citljivu seriju pikova ¢ija su povrSina i visina proporcionalna koncentraciji nabijenih specija

[14].

Slika 6. C*D detekcijski sustav [15].

4.2 Optimiranje separacije anorganskih kationa

Izbor materijala pri izradi mikro¢ipova vrlo je bitan za ucinkovitost analize na
elektroforezi na mikro€ipu. Ovisno o pH vrijednosti otopine pozadinskog elektrolita te
osobinama analita, izabire se materijal mikrocipa. Danas se prilikom izrade mikroc¢ipova za
analizu koriste razliCiti polimeri, kao Sto su: PET (polietilen-tereftalat), PC (polikarbonat),
PDMS (polidimetilsiloksan) i PMMA (polimetilmetakrilat). Osim mikro¢ipova napravljenih od
polimerskih materijala, koriste se i stakleni mikro¢ipovi koji su znatno skuplji, te podlozni
pucanju, no imaju vecu otpornost prema organskim otapalima i pokazuju bolja opticka svojstva

te se najcesce primjenjuju ako se koriste opticki detekcijski sustavi.
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PVC

Slika 7. Shematski prikaz presjeka mikrokanala mikrocipova za elektroforezu na mikrocipu

[8].

Dimenzije mikro¢ipova najcesce se protezu od 15 do 50 pm dubine, 50 do 200 um Sirine
11 do 10 cm duzine. Mikrokanali su naj¢esce krizno postavljeni unutar mikrocipa i svaki na
kraju ima rezervoar u koji se dodaje pomoc¢i elektrolit ili uzorak. Unutar mikrocipa obi¢no se
nalaze dva kanala, kraci injekcijski kanal sluzi za injektiranje otopine uzorka. Najduzi
mikrokanal naziva se separacijski kanal te sluzi za separaciju injektiranog uzorka. Pri kraju
separacijskog kanala nalaze se detekcijske elektrode, izradene od plemenitih metala pomocu
kojih se detektira signal. UnoSenje uzorka na mikroc¢ip 1 njegovo detektiranje vrsi se pod

odredenim naponom [16].

Kako bi se dobila Sto preciznija i to¢nija mjerenja vrlo je vazan odabir dobrog
pozadinskog elektrolita. Svaka ionska vrsta pokazat ¢e odredenu vodljivost, te je stoga bitno
izabrati pozadinski elektrolit §to nize vodljivosti. Tako ¢e se izbjeéi pozadinski Sumovi te dobiti
izrazeniji pikovi, pri ¢emu ¢emo dobit Citljiviji signal koji daju nabijene Cestice prilikom
promjene vodljivosti cjelokupnog uzorka.

Za analizu kationa obicno se izabiru niske pH vrijednosti pozadinskog elektrolita, pri
c¢emu se precizno optimizira sastav anorganskih i1 organskih kiselina, te soli i ostalih dodataka
u sastavu pozadinskog elektrolita kako bi se postigla potpuna separacija svih kationa u uzorku.
Zbog vrlo bliskih elektroforetskih mobilnosti pojedinih alkalijskih i zemnoalkalijskih kationa u
uzorcima u kojima je prisutan velik broj razli¢itih kationa tesko je posti¢i potpunu separaciju.
U uzorcima prirodnih voda Cesto je tesko provesti separaciju kalijevog i amonijevog iona, u tu
svrhu se sastav pozadinskog elektrolita optimira dodatkom krunastih etera. Najefikasniji

krunasti eter za separaciju navedena dva kationa je 18-kruna-6.
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Prije svakog mjerenja potrebno je mikrokanale isprati ultracistom vodom, a zatim
puferom to jest izabranim pozadinskim elektrolitom. Elektri¢nu vodljivost pozadinskog
elektrolita, te stabilnost uredaja, takoder je potrebno provjeriti prije svakog mjerenja,

snimanjem bazne linije za zadani sustav.

Prilikom injektiranja uzorka koristi se napon u prosjeku od +0,70 — +1,2 kV, a za
separiranje specija napon od +1,40 — +4 kV. Uzorak je potrebno injektirati u za to predviden
rezervoar na mikroc¢ipu, dok se u ostale rezervoare dodaje pozadinski elektrolit. Mjerenje je

potrebno izvrsiti za pozadinski elektrolit i za odabrani uzorak [3].

4.3 Primjena C*D detekcijskog sustava za detekciju anorganskih kationa

Zahvaljujuci prakti¢nosti, efikasnosti i povoljnoj cijeni elektroforeze na mikrioCipu, ova
metoda ima raznoliku primjenu. Izvrsnom se pokazala i u detekciji anorganskih kationa. Tim
znanstvenika s brazilskog kemijskog instituta Sao Carlos, 1 americkog odjela za kemiju San
Antonio 2005. godine, uspjesno je proveo analizu kationa u pustinjskom tlu pustinje Atacama
(Cile) metodom elektroforeze na mikrodipu C*D detektorom. SaZeti rezultati njihovog

istrazivanja prikazani su u Tablici 2. [8].

Tablica 2. Koncentracije kationa u uzorku tla pustinje Atacama [8].

Kationi tm (min) Koncentracija (umol/L)

NH4* 7,1 7

K* 8,2 53
Ca* 8,9 38
Na* 9,3 57
Mg?* 9,6 45
Li* 11,0 91
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Krasevac u svom diplomskom radu iz 2016. godine prikazuje rezultate ispitivanja sastava
kiSnice, vode iz slavine i vode iz boce. Analiza je provedena za alkalijske i zemnoalkalijske
katione u vodi pomoéu elektroforeze na mikrocipu s C*D detektorom. Dobiveni rezultati
pokazali su najmanju koncentraciju kationa u kisnici jer je to meka voda, dok su u vodi iz
slavine koncentracije bile deset puta vece u odnosu na kisnicu. Voda iz boce bila je najtvrda

odnosno imala je najveéu koncentraciju otopljenih kationa, ¢ak sto puta vise nego kisnica [3].

4.3.1 Analiza kvalitete vode

Mnogi antropoloski utjecaji mogu biti ozbiljni zagadivaci vode na Zemlji te je stoga
vrlo vazno efikasno, precizno i ucestalo analizirati sastav vode. Grupe znanstvenika posljednjih
godina usmjeravaju svoj rad ka unaprjedivanju metoda za istovremenu detekciju kationa i

aniona iz vode.

Wang je razvio metodu za analizu rije€ne vode pri ¢emu su odredivane koncentracije
kalcija 1 nekih aniona kao S$to su fosfati koji se nalaze u gnojivima koji izravno utjecu na

kvalitetu vode i Zivot u vodi, analiti su detektirani pomo¢u C*D detektora.

Mai i Hauser su proucavali istovremenu separaciju anorganskih kationa i aniona u vodi
iz slavine, koriste¢i dvostruko injektiranje za dobivanje zasebnih elektroferograma za negativno

1 pozitivno nabijene vrste koriste¢i prethodno spomenuti detekcijski sustav.

Gaudry je analizirao uzorak vode iz pogona za preradu cinka pri ¢emu su uzeti uzorci iz
razlicitih faza proizvodnje. Takoder, je dizajnirao 1 uredaj za simultano odredivanje aniona 1
kationa pomoc¢u dvokanalne elektroforeze (DCE). Na taj nacin, znanstvenici su mogli
analizirati 1 sakupljati uzorke vode iz slavine tijekom Cetrdeset i osam sati bez nadzora. Autori
ovog rada analizirali su i1 druge uzorke kao §to su rije¢na i jezerska voda, gdje su uspjesno

detektirali do dvadeset 1 tri kationa 1 aniona [11].

Zbog velike onecis¢enosti podzemne vode koja se u Vijetnamu koristila kao izvor pitke
vode, javila se potreba za brzim, povoljnim i efikasnim nacinom kontrole kakvoce vode. Pham
1 skupina znanstvenika provela je analizu kontaminirane vode iz podzemlja pomocu sustava
koji se temelji na kapilarnoj elektroforezi s kapacitivno spergnutim beskontaktnim detekcijskim
sustavom C*D. Dobiveni rezultati pokazali su uspje$nu detekciju nitrata i nitrita u vodi koji su
indikacija za prisutnost amonijaka, dok je pri ispitivanju koncentracije arsenovih iona uoceno

otezano ocitavanje podataka zbog prisutnosti zeljezovih kationa [17].
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Mnogobrojna su istrazivanja koja obuhvacaju istovremenu separaciju kationa i aniona
u prirodnim uzorcima, a jedan od razloga je S$to te uzorke nije potrebno obradivati prije
injektiranja. Obrada se sastoji samo od jednostavnog razrjedivanja ili filtracije te je stoga

kapilarna elektroforeza posebno pogodna za analizu vodenih uzoraka [11].

4.3.2 Medicinska dijagnostika

Istovremeno odvajanje kationa i aniona kapilarnom elektroforezom pokazalo se
korisnim i u medicinskoj dijagnostici. Naime, dokazano je kako je metoda prikladna u
testovima za dokazivanje pojedinih bolesti. Minijaturiziranje uredaja uvelike bi pomoglo
oboljelima za njegu kod kuce. Uredaji za elektroforezu na mikroc¢ipu se mogu lako uklopiti u

kompaktan oblik, male snage i proizvoditi kao jeftini instrumenti koji ¢e oboljelima omoguciti

.....

Kuban i suradnici osmislili su uredaj male veli¢ine koji je u stanju prikupiti 100 — 200
mililitara kondenzata daha za manje od dvije minute i uz pomoé C*D detekcijskog sustava
separirati 15 anorganskih kationa 1 aniona u manje od tri minute. UoCene su promjene
koncentracija nitrita i ostalih iona kod oboljelih od kroni¢ne opstruktivne bolesti pluca i osoba
oboljelih od akutne prehlade, a kao simptom osobe su imale akutni kasalj. Autori navode kako

bi metoda bila ucinkovita 1 kod nadgledanja brzih metabolickih procesa.

Znanstvenik Kuban nedavno je razvio i pristup za neinvazivno prikupljanje uzoraka
znoja koji su analizirani istim detekcijskim sustavom. Uzorci su analizirani za kloridne,
natrijeve i kalijeve ione, ¢ije koncentracije je potrebno pratiti kod oboljelih od cisti¢ne fibroze.
Metoda se pokazala ucinkovita 1 bile su vidljive razlike u koncentracijama kod oboljelih 1
zdravih pojedinaca. Razvoj manjih 1 povoljnijih instrumenata i novih metoda kroz kratko
vrijeme moze biti od velike vaznosti medicinskoj dijagnostici u bliskoj buduénosti. Velika
prednost elektroforeze na mikrocipu je i mogucénost jeftine individalizacije instrumenata prema

potrebama bolesnika [11].
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4.3.3 Farmaceutska primjena

Analiticke metode imaju veliku vaznost u farmaceutskoj industriji jer istrazivanja
zahtijevaju brojne analize sastava lijeka. Farmaceutska istrazivanja ve¢inom su usmjerena ka
djelotvornosti nekog lijeka. Polovicu sastojaka lijeka Cine anorganske soli. Ucinkovitost,
fizikalno-kemijska svojstva i stabilnost lijeka ovise o prirodi i izboru ispravne soli. Dostupnost
brojnih aniona i kationa ¢ine izbor soli sloZenim, a kako bi se izbor smanjio potrebno je provesti
analizu lijeka. Uobicajena kapilarna elektroforeza zahtijeva dvije zasebne analize, po jednu za
katione 1 anione. No posljednjih godina unaprjedivanjem metodologije dokazalo se kako je
moguca 1 istovremena separacija. Lopez posljednjih godina razvija metodu za efikasnu analizu
lijekova i njihovih odgovarajuéi iona uz pomoé C*D detektora. Na taj nadin znanstvenici su
uspjeli analizirati pet razli¢itih lijekova u svega deset minuta. Ovakvi radovi pokazuju
potencijalnu primjenjivost elektroforeze na mikrogipu s C*D detektorom u kontroli

farmaceutskih pripravaka [11].

4.3.4 Forenzicke aplikacije

Istrazivanje eksploziva, posljednjih godina posebno je privuklo zanimanje
znanstvenika. Identifikacija eksplozivnih naprava moguca je iz analize ostataka nakon
eksplozije. Improvizirani eksplozivi naje$¢e se sastoje od anorganskih soli koje sadrze
perklorate, klorate ili nitrate, a mogu se identificirati kapilarnom elektroforezom.
Minijjaturiziranjem instrumenta kapilarne elektroforeze bila bi moguca jeftina, efikasna 1
istovremena analiza kationa i aniona na terenu u slucaju kada su potrebne brze informacije o

eksplozivu.

Kobrin 1 suradnici su uzorkovali 1 analizirali ostatke eksplozije na razliitim
materijalima. Uzorkovanje i analiza eksploziva s C*D detektorom trajala je Cetiri minute i
uspjeli su identificirati vrstu svakog detoniranog eksploziva. Metoda se pokazala korisnom i u

kontroli sastava eksplozivnih naprava kao S$to je vatromet [11].
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5 MINIJATURIZACIJA KAPILARNE ELEKTROFOREZE

Kapilarna elektroforeza na mikroCipu je tehnologija buduénosti u analiti¢koj kemiji jer ima
nekoliko prednosti u odnosu na kapilarnu elektroforezu. Prednosti koje pruza minijaturizacija
su skrac¢eno vrijeme analize, ekoloski prihvatljivija metoda, ekonomi¢nost i moguénost rada na
terenu. UnatoC svim prednostima koje su navedene, ne treba zanemariti i nedostatke koji
ogranicavaju sposobnost detekcije i provedbe separacije, te tako onemogucavaju pravilno

injektiranje i separaciju uzorka, koji su vrlo bitni za preciznost ove metode [18].

5.1 Prednosti elektroforeze na mikroc¢ipu

Prednosti koje proizlaze iz same minijaturizacije su skraceno vrijeme analize i reducirana
potro$nja uzoraka i reagenasa. Separacija traje svega nekoliko minuta, $to povecava njezinu
efikasnost i funkcionalnost u odnosu na kapilarnu elektroforezu. Brza analiza omoguéava laku
uocljivost promjene uvjeta koja je odmah vidljiva. Mikro¢ipovi koriSteni za ovu vrstu
elektroforeze zahtijevaju koli¢ine u pikolitrima za uzorak i mikrolitrama za ostale reagense $to
omogucuje koristenje skupih reagenasa i koristenje uzoraka kojih je moguce dobiti u vrlo malim
koli¢inama. U budu¢nosti se predvida integracija vise razlicitih procesa u jednom uredaju, §to
podrazumijeva ekstrakciju ili prociS¢avanje uzorka, mijeSanje te reagiranje s ostalim
reagensima, separaciju, te kona¢no detekciju. Do danas se elektroforeza na mikrocipu pokazala
najprakti¢nijom separacijskom metodom za razvoj prijenosnog sustava za separacijsku analizu

jer ne zahtijeva koristenje crpki 1 sli¢nih dijelova za poticanje toka fluida [18].
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5.2 Nedostatci elektroforeze na mikroc¢ipu

Poteskoce na koje se nailazi tijekom izvodenja elektroforeze na mikrocipu su ograni¢ena
separacijska ucinkovitost i nereproducibilno injektiranje. Prema teoriji, kra¢i putovi separacije
su povoljniji, jer nabijena vrsta dolazi do detektora u kra¢em vremenskom periodu i prema tome
ima manje vrijeme difuzije. Medutim, u praksi su prisutni i drugi izvori rasprsivanja , te ukoliko

doprinos jednog od njih bude znacajan, mjerenje necée biti precizno.

Elektrokineticko injektiranje je najzastupljeniji naCin nanoSenja uzorka na mikrocip,
buduéi da nije potrebno koriStenje dodatnih mehanickih uredaja. Uzorak se injektira u kanal za
uzorak primjenom elektricnog polja pod odredenim naponom. Nakon dodatka uzorka, slijedi
separacija nabijenih vrsta isto tako pod utjecajem elektri¢énog polja odredene jakosti. Duljina
puta injektiranja ovisna je o vremenu injektiranja. Zatim, koli¢inu injektiranog uzorka ne
mozemo sa sigurnos¢u odrediti, bududi da dio uzorka tijekom nanoSenja, iscuri u injekcijski
kanal, a dio tijekom separacije. Moguée je napraviti usporedbu na temelju dobivenog
elektroferograma, integriranjem povrSina dobivenih pikova. Radom na unaprjedenju ove

metode, razvijaju se razliCite strategije za usavrSavanje reproducibilnosti injektiranja [18].
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6 ZAKLJUCAK

Elektroforeza na mikrocCipu je jednostavna metoda visoke rezolucije, kojom je omogucena
separacija nabijenih vrsta na osnovu njihove elektricne vodljivosti. Analizom kationa
zabiljezeno je kako su kationi s najviSom pozitivnom vodljivosti migrirali prvi, pri ¢emu ih
slijede kationi sa nizim pozitivnim nabojem. Uoceno je kako je teze posti¢i Citljiv rezultat
prilikom separacije kationa sli¢nih vrijednosti separacije. Podaci o koncentraciji kationa u
uzorku dobiveni su Citanjem serije pikova, koje biljezi detektor nakon primanja signala

uzrokovanog promjenom elektriéne vodljivosti u analitu.

Razvojem i minijaturizacijom kapilarne elektroforeze razvijena je precizna, to¢na 1
efikasna metoda koja se pokazala ucinkovitom, prilikom analize uzoraka s anorganskim
kationima. Prednosti koje pruza ova metoda ispitane su tijekom analize vode, u medicinskoj
dijagnostici, farmaceutskoj industriji 1 forenzici. Za oc¢ekivati je kako ¢e u bliskoj buduénosti
biti omogucena komercijalizacija uredaja za elektroforezu na mikro€ipu, koja ¢e uvelike

poboljsati kvalitetu Zivota oboljelih pojedinaca.

Poboljsanjem kvalitete mikro¢ipova, njihove geometrije, pronalaskom adekvatnog
materijala za izradu, te unaprjedenjem detekcijskih sustava, moci ¢e se detektirati vrlo niske
koncentracije tvari. Unato¢ odredenim tehnickim nedostatcima koje su prisutne tijekom analize

1 koje ostavljaju prostor za napredak, ova metoda ima ogromni potencijal u analitickoj kemiji.
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