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1.Uvod



Analiticka metoda kojom se separiraju komponente iz neke smjese pomocu elektricnog
polja naziva se elektroforeza. Spomenuta elektrokemijska 1 elektroanaliticka metoda danas
je Siroko rasprostranjena, te se kontinuirano razvija i nadograduje, a naj¢esce je koriStena u
istrazivanjima iz podrucja biokemije, molekularne biologije 1 analiticke kemije.
Elektroforeza je primjenjiva za separaciju nabijenih analita, to jest moguce je separirati
komponente smjesa koje sadrze nabijene aminokiseline, proteine, Secere, nukleinske
kiseline, te anorganske katione ili anione. Razlog zasto se ova metoda ¢esto nadograduje, te
zauzima veliki interes znanstvenika, je teznja za otkricem Sto jednostavnijih, ekoloski
mikroCipu. FElektroforeza na mikroCipu je jednostavno, minijaturizirana kapilarna

elektroforeza, koja ispunjava kriterije analitickih metoda danasnjice.

Cilj ovog rada je ispitati primjenjivost elektroforeze na mikro€ipu za anorganske
analite, odnosno ispitati mogucénost separacije kalija u uzorcima dodataka prehrani, to jest u

dijetetskim suplementima.



2. Literaturni
pregled



2.1 Dijetetski suplementi

Dijetetski suplementi su dodaci prehrani koji su spravljeni od koncentriranih izvora
hranjivih tvari ili tvari s fizioloskim djelovanjem u svrhu ocuvanja zdravlja. Mogu biti u
doziranom obliku (kapsule, tablete i sl.) ili u obliku praha, granula ili tekuéine koji se

konzumiraju u odredenim koli¢inama [1].

Dodaci prehrani prvi puta su zakonski regulirani 1994. u SAD—u, kada je Americka
agencija za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration, FDA) definirala dijetetske
suplemente kao nadopunu pravilnoj ishrani, pri ¢emu je posebno istaknuto da je potrebno da
nose oznaku dijetetski suplementi i da ne mogu zamijeniti pojedinacne obroke. Regulativa
u Europskoj Uniji ima nedostataka u pogledu uskladivanja propisa zemalja Clanica u vezi
dijetetskih suplemenata. Naime, maksimalne dozvoljene koli¢ine vitamina i minerala nisu
bile uskladene na razini EU. Zato je donesena direktiva 2002/46/EZ europskog parlamenta 1
vijeca o uskladivanju zakona drzava ¢lanica u odnosu na dodatke prehrani. U toj direktivi,
takoder su navedeni u prilogu I. 1 II. svi vitamini i minerali, te vitaminske 1 mineralne tvari
koje se smiju koristiti u proizvodnji dodataka prehrani. Ipak, zakonske regulative u
Europskoj Uniji, a niti u Republici Hrvatskoj nisu dovoljno precizirane $to navodi Proso u
svom radu iz 2020. godine [2]. Proso ukazuje na problem deklariranja i kontaminacije
dijetetskih suplemenata, $to se ocituje kao problem kod prehrane sportaSa. Naime, u
slobodnoj prodaji mogu se pronac¢i dodaci prehrani koji sadrze anaboliCke steroide,
stimulanse 1 druge tvari karakteristicne za doping [2]. Isto tako valja istaknuti problem lake
dostupnosti suplemenata, jer s obzirom na regulativu koja navodi kako su dijetetski
suplementi namirnice, dodatke prehrane moguée je pronaci osim u specijaliziranim
ljekarnama 1 u drogerijama i samoposlugama. U rezultatima provedenog istraZivanja, iz
2016. godine, Serti¢ i suradnici upozoravaju na izrazito nisku razinu osvijestenosti ispitanika
o dodacima prehrani namijenjenih djeci [3]. Ispitanicima izostaje znanje o mogucéim
nuspojavama dijetetskih suplemenata, a glavni razlog tomu je $to se o dodacima prehrane
informiraju putem reklama, interneta i sli¢nih izvora, a ne u ljekarnama kod farmaceutskih

stru¢njaka [3].



Najcesce koristene analiticke metode za kvantifikaciju dijetetskih suplemenata su:
tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High performance liquid
chromatography, - HPLC), kapilarna elektroforeza i masena spektroskopija. Navedene
metode su izrazito to¢ne i precizne, ali su jednako tako kompleksne, iziskuju puno sredstava
1 veliku potroSnju otrovnih otapala, Sto ih ¢ini ekoloski neprihvatljivim. Zbog navedenih

nedostataka, danas znanstvenici ulazu velike napore u dizajniranje novih, ekonomski i

2.2 Kalij u dijetetskim suplementima

Kalij je kemijski element koji se u periodnom sustavu nalazi u skupini alkalijskih
metala. Otkriven je 1796. godine, uz natrij, a elementarni kalij izolirao je H. Davy po¢etkom
19. stoljeca, elektrolizom taline kalijevog hidroksida [4]. Spojevi kalija poznati su jo§ od
biblijskih vremena, kada su se koristili u izradi sapuna, dok su ih Kinezi koristili za dobivanje

eksploziva, to jest baruta.

Kalijj je vrlo mekan metal, srebrno — bijele boje, stabilan na suhom zraku, ali s
vodom reagira burno, pri ¢emu se razvija vodik. Na zeml;ji je vrlo rasprostranjen te se nalazi
u sastavu mnogih stijena i minerala, a takoder se nalazi u sastavu svih biljnih i Zivotinjskih
organizama. Kalij je vrlo bitan makroelement u organizmu Covjeka, te je po zastupljenosti
elektrolita u ljudskom tijelu, tre¢i po redu [5]. Njegova uloga je aktivacija enzima ATP-aze,
koji regulira prijenos Na* i K" iona kroz membranu stanice. Unutar svih Zivotinjskih stanica,
koncentracija kalija je visoka, dok je ta koncentracija izvan stanice znatno manja. Ovakav
koncentracijski gradijent omogucuje aktivni transport tvari izmedu celularnog 1
ekstracelularnog prostora, te regulaciju koli¢ine vode u stanicama. Kalij je esencijalan
element za normalan rad sréanog misica i cijelog zivéanog sustava jer kao i ostali elektroliti,
omogucuje prijenos ziv€anih impulsa [6]. Kod normalne prehrane, unosi se dnevno priblizno
100 mmola kalijevih iona, pri ¢emu se najveci dio izlucuje putem mokrace, a za normalnu
regulaciju kalija u krvi zaduZena je nadbubrezna Zlijezda. Prema tome, omjer koncentracije

natrijevih i kalijevih iona u mokraci, dobar je pokazatelj, funkcije nadbubrezne Zlijezde [6].



Covjek u svoj organizam unosi kalij uglavnom biljnom hranom, kao §to su banane, zeleno
lisnato povrce i cjelovite zitarice. Kako bi bila odrzana fizioloSka ravnoteza, dnevni unos
kalija treba biti malo iznad ili na istom nivou s njegovim izlu¢ivanjem. Ukoliko, je ta
ravnoteza naruSena, moze doc¢i do hipokalemije, nedostatka kalija ili hiperkalemije,
nakupljanja kalija u organizmu. Hipokalemija se ocituje umorom, slabosti miSica te
zatvorom, dok se hiperkalemija odnosi na sr¢ane probleme i tegobe u miSi¢ima. S obzirom
na danaSnju prehranu 1 uzurbani nacin zZivota, ¢esto se javlja nedostatak kalija u krvi, koji
suvremena populacija pokuSava nadomjestiti unosom dijetetskih suplementa, a neki od njih

prikazani su na slici 1.

i GymBeam
POTASSIUM
. Potassium
R

‘Slika 1. Dijetetski suplementi koji u svom sastavu sadrze kalij.

(71, [81, [9]

2.2.1 Metode odredivanja kalija u dijetetskim suplementima

Vrlo je bitno uspjesno i pouzdano mjeriti 1 analizirati sastav dodataka prehrani i
drugih farmaceutskih pripravaka. Kako bi se detaljno analizirao sastav kationa ili aniona u
nekoj smjesi, to jest u dijetetskom suplementu, potrebno je izvrsiti detekciju i kvantifikaciju

prisutnih analita nekom od primjenjivih analitickih metoda.
Neke od najuspjesnijih metoda za detekciju i1 odjeljivanje nabijenih vrsta u smjesi su:

a. ionska kromatografija
b. spektrometrijska analiza

c. kapilarna elektroforeza [10]



2.2.1.1 lonska kromaografija

Ionska kromatografija je analiticka metoda, koja omogucuje detekciju, separaciju i
kvantifikaciju nabijenih analita. Princip rada zasniva se na razdvajanju smjese izmedu dvije
faze: stacionarne i mobilne. Razdvajanje sastojaka iz smjese ovisi o brzini kojom ih mobilna
faza nosi kroz kolonu stacionarne faze [11]. Na slici 2, shematski je prikazan moderni ionski
kromatografski sustav, gdje je vidljivo kako se kao pokretna faza koristi voda, koja protjece
sustavom uz pomo¢ crpke. Iduéi u nizu je generator eluensa u koji se dodaje pripremljeni
eluens, koji isto kao 1 voda protje¢e dalje u sustav. Kolonsku klopku sadrzi svaki ionski
kromatografski sustav koji sadrzi jedinicu za generiranje eluensa, jer klopka uklanja
smetajuce ionske vrste 1 reducira pozadinske Sumove. Pomocu otplinjivaca se uklanjaju
plinovi iz eluensa koji odlaze u otpad. Injektorska jedinica sluzi kako bi se uzorak uveo u
tok eluensa i dalje bio noSen pokretnom fazom, to jest vodom. Unutar termostatiranog
ku¢ista dolazi do razdvajanja nabijenih vrsta iz uzorka, koje po izlasku iz kolone nailaze na
supresor, zaduzen za jo$ jedno smanjenje pozadinskog Suma i1 kona¢no detektor koji skuplja

signale koji se obraduju u racunalnoj jedinici [11].
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Slika 2. Graficki prikaz modernog ionskog kromatografa [11].



Danas je ionska kromatografija cesto koriStena i Siroko rasprostranjena separacijska
metoda. Prvi znanstvenici koji su predstavili ovu metodu bili su Small, Stevens i Bauman
[11], te je ova metoda vrlo brzo postala metoda za odredivanje niza kationa i1 aniona u
uzorcima. lonska kromatografija ima veliku vaznost i primjenjuje se gotovo u svim

prirodoslovnim, kemijskim ili farmaceutskim laboratorijima [11].

2.2.1.2  Spektrometrijska analiza

Spektrometrijska analiza se odnosi na primjenu spektroskopskih tehnika kako bi se
odredili kemijski sastav i struktura neke tvari. Uz pomo¢ spektrometrijskih instrumenata i
polozaja spektralnih linija moguce je odrediti kvalitativni sastav, dok je za kvantitativnu
kemijsku analizu potrebno odrediti intenzitet spektralnih linija. Spektrometrijske analize

dijele se na emisijske i apsorpcijske metode [12].

Sveukupna spektrometrijska analiza svodi se na dobivanje spektra i identifikaciju
promatranih linija. Najprije je potrebno uzorak staviti u izvor za ekscitaciju, gdje se odvija
separacija na atome, a atomi se zatim pobuduju i zrace svijetlost. Emitirana svjetlost, prolazi
kroz spektralni aparat koji separira valne duljine i identificira spektralne linije. Prije same

provedbe metode, potrebno je pripremiti uzorak za analizu i izabrati izvor za ekscitaciju [13].

Posljednjih godina se razli¢ite spektormetrijske tehnike primjenjuju u biokemiji,
medicini, forenzici, fizici i mnogim drugim prirodnim znanostima. U ovom odlomku biti ¢e
istaknuta atomska spektroskopija, jer je to najceSce koriStena metoda prilikom odredivanja
kemijskih elemenata. Svaki atom, odredenog elementa, ima karakteristi¢an polozaj linije u
spektru, to jest vrijednost valne duljine, te intenzitet linije ovisno o njegovoj koncentraciji
[14]. Atomska apsorpcijska spektroskopija, temelji se na apsorpciji zracenja vidljivog ili
ultraljubicastog spektra, koje prolazi kroz sloj atoma u osnovnom stanju. Emitirano zrac¢enje
se djelomi¢no apsorbira prolaskom kroz atomsku paru, $to za rezultat ima karakteristican
spektar nekog elementa. Apsorpcijska atomska spektrometrija naj¢esce je koriStena metoda
za kvantitativno odredivanje metala u uzorcima poput vode, hrane i dodataka prehrani.
Atomska emisijska spektrometrija zasniva se na pobudivanju atoma uz pomo¢ nekog izvora

toplinske energije.

Na taj nacin ¢e se dio pojedinih atoma vratiti u osnovno stanje nakon nekog vremena, te ¢e

pri tome emitirati karakteristi¢no elektromagnetsko zracenje, dok ¢e ostatak izgubiti energiju



pobudenog stanja u sudaru s drugim cesticama. S obzirom na valnu duljinu emitiranog
zracenja, moguce je odrediti i svojstva tih atoma. Ova metoda analize, temeljena na atomskoj
emisiji koristi se za detekciju alkalijskih i zemnoalkalijskih metala kao §to je kalij [15]. Na
slici 3 prikazan je emisijski spektar kalija, Sto je konaCan rezultat atomske emisijske

spektrometrije kalija.
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Slika 3. Emisijski spektar kalija [16]

2.2.1.3 Kapilarna elektroforeza

Izrazito zastupljena elektroforetska metoda, kojom se uz pomo¢ elektri¢nog polja u
uskoj kapilari odvija separacija ionskih vrsta nekog uzorka, naziva se kapilarna
elektroforeza. Ova metoda prvi put je predstavljena 1981. godine, prilikom separacije
peptida i proteina [18]. Kapilarna elektroforeza temelji se na protoku iona kroz elektrolit,
prema jednoj od elektroda, pri ¢emu na ione utjece elektri¢no polje visokog potencijala, te
se separacija odvija u uskoj kapilari [17]. Brzina kojom nabijene specije putuju vep
proporcionalna je elektroforetskoj mobilnosti Cestice ep 1 jakosti elektricnog polja koje se

primjenjuje E, §to je vidljivo iz izraza :
Vo = Mo, ®E (1).

Jakost elektri€énog polja E proporcionalna je primijenjenom naponu » u voltima, a obrnuto

proporcionalna s duljinom kapilare L izrazenom u centimetrima (jednadzba 2).

_r
E== ).



Elektroforetska mobilnost u¢ dana je izrazom:

q
= 3).
My, 6 (3)
gdje je g naboj iona, r polumjer istog, a 77 viskoznost elektrolita.
Spajanjem izraza 1, 2 i 3, dobije se izraz za brzinu kojom ioni putuju prema elektrodi :
=4 L ().
' 6mxnr L

Iz izraza 4 moguce je zakljuciti kako brzina kojom ioni putuju u elektrolitu pod utjecajem

elektricnog polja, ovisi o naboju 1 radijusu iona [18].

S obzirom na nacin razdvajanja analita, razlikuje se nekoliko vrsta kapilarne elektroforeze

prikazanih u tablici 1.

Tablica 1. Vrste kapilarne elektroforeze [18].

VRSTA KAPILARNE
VRSTE ANALITA
ELEKTROFOREZE
Kapilarna zonska elektroforeza (CZE) Nabijeni analiti
Kapilarna gel elektroforeza (CGE) DNA, RNA, proteini

Micelarna elektrokineticka kromatografija S N
Neutralni i nabijeni analiti

(MEKC)
Kapilarno izoelektri¢no fokusiranje (CIEF) Proteini i peptidi
Kapilarna izotahoforeza (CITP) Ioni
Kiralna kapilarna elektroforeza (CCE) Kiralne molekule
Kapilarna elektrokromatografija (CEC) Male molekule

Mikroemulzijska elektrokineticka

. Analiti slabo topljivi u vodi
kromatografija (MEEKC)

Nevodena kapilarna elektroforeza (NACE) Analiti netopljivi u vodi

U usporedbi s tradicionalnim analitickim metodama, kapilarna elektroforeza je brza,
ekonomicnija i ekoloski prihvatljivija. Zbog navedenih prednosti, ova metoda je danas
Siroko rasprostranjena i Cesto koriStena u analizi velikih molekula poput hormona,

anorganskih iona, lijekova ili biomolekula [17].
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2.3 Elektroforeza

Elektroforeza je separacijska metoda koja objedinjuje elektrokemijski 1
elektroanaliticki proces. Naime, rije¢ je o metodi koja se temelji na pokretljivosti nabijenih
specija u pozadinskom elektrolitu, pod utjecajem elektricnog polja. Po¢etkom 19. stoljeca,
ovu pojavu je prvi opazio F. F. Reuss [19], prilikom proucavanja Cestica gline, rasprSenih u
vodi. Reuss je uocio kako se Cestice gline gibaju u vodi pod utjecajem elektricnog polja, te
da su ta gibanja ovisna o naboju, veli¢ini 1 obliku molekule. Osim navedenih parametara,
gibanje nabijenih Cestica ovisi i 0 viskoznosti i temperaturi medija u kojem putuju. 1948.
godine, Arne Tiselius, dobiva Nobelovu nagradu za svoj rad iz podrucja elektroforeze.
Naime, Tiselius je prvi osmislio 1 izradio aparaturu za izvodenje elektroforeze, te razdvojio

serumske albumine i globuline [19].

Danas je elektroforeza Siroko rasprostranjena metoda koju poznaje gotovo svaki
laboratoriji, ali unato¢ tome, elektroforetske metode su joS uvijek neiscrpan izvor mnogim
znanstvenicima i glavna tema mnogih radova i istraZivanja. Rezultat kontinuiranog rada na

unaprjedivanju ove metode, doveo je do raznovrsne podjele elektroforetskih metoda.

2.3.1 Princip rada

Zauspjes$nu primjenu elektroforeze u razli¢itim istraZivanjima, kljucno je poznavati
teorijske osnove elektroforeze kako bi se mogli mijenjati uvjeti i u konac¢nici dobiti valjani i
zeljeni rezultati. Mnogo je faktora koji utjecu na nacin i brzinu kretanja iona u otopini

pozadinskog elektrolita, a to dokazuje izvedeni izraz za elektroforetsku mobinost.

Elektri¢no polje, jakosti E, nastaje spajanjem dviju elektroda, te povezivanjem istih na izvor
struje, pri cemu nastalo elektricno polje djeluje silom F na nabijene specije. Iznos pogonske

sile unutar elektroforetskog procesa, dan je sljede¢im izrazom:

F=Eq (5).

Gibanje Cestica, odnosno sudar Cestica, uzrokuje silu trenja F& , koja je dana Stokesovim

zakonom o utjecaju sile na Cestice sfernog oblika :

Ftr= 6 Tnrv (6).
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Izjednaci li se izraz 5 s izrazom 6, dobiti ¢e se izraz za brzinu gibanja ¢estice u elektrolitu:

__Eq
6nr

v (7).
Iz dobivenog izraza 7, vidljivo je kako je brzina nabijenih Cestica proporcionalna jakosti
elektricnog polja E i koli¢ini naboja ¢, dok je obrnuto proporcionalna viskoznosti elektrolita

77, te veli¢ini, odnosno radijusu Cestice 7.

Nadalje, jakost elektri¢nog polja E dana je izrazom, omjerom napona U i udaljenost medu

elektrodama d :

E=— 8).
J (8)
Kako bi se izvela konacna formula za brzinu kojom se Cestica giba u elektroforetskom

procesu v, potrebno je definirati i elektroforetsku mobilnost x4 koja je dana izrazom:

d

'u:tf

9).

Ukoliko se uzme u obzir da je omjer prijedenog put d i nekog vremena ¢, jednak brzini koju

Cestica prijede, iz toga slijedi:

H= 4 10
i (10).
Izvodenjem formule 10, dobiva se konacan izraz za brzinu Cestice [19].
v=uk (11).
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2.3.2 Vrste elektroforeze

Elektroforezu je moguce podijeliti na osnovi mnogih kriterija. S obzirom na napon
dijeli se na standardnu i visokonaponsku, ukoliko postoji nosa¢ onda je to zonska
elektroforeza, a ako ne postoji nosa¢ onda je to slobodna elektroforeza. Elektroforetske
metode moguce je podijeliti 1 s obzirom na dimenzije, pa se razlikuju jednodimenzionalna
ili dvodimenzionalna, dok se obzirom na polozaj komore, dijele na horizontalnu i1 vertikalnu
[20]. Gruba podjela elektroforetski metoda prikazana je u tablici 2. Bez obzira na Saroliku
raspodjelu i mnogobrojne podvrste elektroforetskih metoda, glavni cilj svih ovih metoda je
razdijeliti uzorak, to jest nabijene vrste unutar uzorka, na temelju kojih se dobiva analiticki

podatak [19].

Tablica 2. Gruba podjela elektroforetskih metoda.

ELEKTROFOREZA
ZONSKA ELEKTROFOREZA EEKTROFOREZA POMICNIH
GRANICA
Elektroforeza na papiru Kapilarna elektroforeza
Elektroforeza na gelu Izotahoforeza
Tankoslojna elektroforeza Izoelektricno fokusiranje
Elektroforeza na acetat-celulozi Imunoelektroforeza

2.3.3 Elektroforeza na mikroc¢ipu

Elektroforeza na mikrocipu je jedna od najranijih primjera minijaturizacije neke
analiticke metode. Naime krajem 20. stoljeca, predstavljena je minijaturizirana, kapilarna
elektroforeza na mikrocipu [22]. Ciljevi minijaturizacije ove analiticke metode, bili su
smanyjiti vrijeme analize, koli¢inu utroSenog reagensa i1 uzorka, te uSteda vremena i novca.
Najprije se ova tehnika koristila za separaciju biomolekula kao $to je DNA, no danas je ova
metoda postigla odredeni uspjeh te je koriStena i za mnoge druge analite [21]. Separacija
injektiranog uzorka se odvija u separacijskom kanalu koji se nalazi na mikroc¢ipu, dok
detekciju mogu vrsiti razlicite vrste detektora. Separacija i injektiranje se odvijaju uz tocno
odredeni napon, pri ¢emu se najcesce primjenjuje elektrokineticko injektiranje, na nacin da
je elektri¢no polje prilikom injektiranja manje nego kod separacije. Potrebno je obratiti

paznju i na odabir dobrog pozadinskog elektrolita, ovisno o ispitivanom uzorku.
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Kako bi se izbjegli pozadinski Sumovi, odabiru se puferi $to nize vodljivosti. Na taj

nacin dobit ¢e se intenzivniji pikovi te Citljiviji signali koje ¢e dati nabijene vrste [22].

Detekcija nabijenih vrsta moguca je putem elektroda ako se koristi elektrokemijska
detekcija, do kojih razdijeljeni segmenti putuju prilikom mjerenja [22]. Ovisno od pH
vrijednosti pozadinskog elektrolita te prirodi analita, potrebno je izabrati materijal za izradu

mikroc€ipa, jer ¢e o tome ovisiti uspjeSnost analize.

Dimenzije mikrokanala su u rasponu od 1 do 10 centimetara duZine, 30 do 200
mikrometara Sirine 1 15 do 100 mikrometara dubine. Shematski prikaz jednog takvog
mikro€ipa vidljiv je na slici 4. Na slici 4 su vidljiva dva kanala, duzi separacijski 1 kraci

injekcijski kanal.

Slika 4. Shematski prikaz mikrocipa [23]

Vrouwe 1 suradnici u svom istrazivanju provedenom 2006. godine isti¢u vaznost
razvijanja elektroforeze na mikrocipu, te navode kako je ova metoda vrijedan dodatak vec
uvrijezenim metodama ionskih analiza [24]. Autori su uspjesno proveli ionsku separaciju u
uzorcima pitke vode u vremenu od 15 sekundi. Prilikom mjerenja uocili su poteskoce kod
ponovljivosti mjerenja za anione 1 interakcije kationskih vrsta sa staklenom povrSinom
mikro€ipa. Uo€ili su i neSto loSiju razlu¢ivost izmedu iona kalija i natrija, Sto je moguce
poboljsati modifikacijom pozadinskog elektrolita. Na slici 5 prikazani su dobiveni

elektroferogrami za anorganske katione [24].
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Slika 5. Elektroferogram A — kalibracijske otopine, elektrofoerogram B — metoda
poznatog dodatka, KCl, elektroferogram C — uzorak vode iz slavine [24].

Pocetkom 2018. godine Huang i suradnici u svom radu prikazali su analizu kationa i aniona
elektroforezom na mikro€ipu, ali su dizajnirali dva mikroCipa za istovremeno odvajanje
nabijenih vrsta [25]. Naime, prvi mikroCip imao je zavijeni separacijski kanal, a drugi
mikro€ip imao je kanal za odvajanje oblika Y. Oba mikrocipa bila su napravljena od
poli(metilmetakrilata) (PMMA) i sastojala su se od jednog kanala za injektiranje i jednog za
separaciju. Separacijski mikrokanal, prvog Cipa bio je dug 88 mm, 150 um Sirok 1 100 um
dubok. Sirina i dubina Y mikrokanala bila je ista kao kod mikrocipa sa savijenim kanalom.

Rezultati elektroforeze na mikro€ipu s dva razli¢ita mikrocipa, prikazani su u tablici 3 [25].
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Tablica 3. Vremena migracije i povrSine pikova za odredivanje razli¢itih anorganskih

tonskih vrsta [25].

Mikroc€ip sa savijenim separacijskim
canalom Mikrocip sa separacijskim kanalom Y
Relativna | Relativna Relativna | Relativna
standardna | standardna | Granica standardna | standardna | Granica
Ion devijacija | devijacija | detekcije devijacija | devijacija | detekcije
vremena povrsine | (umol/dm®) | vremena povrsine | (umol/dm?®)
migracije pika migracije pika
K* 1,8 6,8 20 1,6 6,4 20
Na® 1,9 7,5 25 1,8 7,2 25
Li" 2,6 7,1 40 2,4 7,0 40
Cr 0,6 3,5 50 0,6 3,4 50
F 4,8 9,1 20 4,6 8,9 20
PO4* 3.4 7,2 40 33 7,0 40

2.3.4 Odredivanje anorganskih analita kapilarnom i elektroforezom na mikrocipu

Kapilarna elektroforeza je metoda separacije koja se odvija u uskoj kapilari, pri
¢emu kroz istu, ionske vrste putuju pozadinskim elektrolitom. Ioni tako putuju prema jednoj
od elektroda, pod utjecajem elektri¢nog polja. Kapilarna elekroforeza je prvi puta prikazana
kao prikladna metoda za analizu anorganskih analita 1990. godine [26]. Tih godina kapilarna
elektroforeza bila je vrlo Cesto usporedivana s metodama koje su predstavljene godinama
prije, kao Sto su ionska kromatografija i tekucinska kromatografija. Kontinuirani rad
znanstvenika na unaprjedenju ovog oblika elektroforeze, rezultirao je pove¢anom upotrebom
kapilarne elektroforeze za detekciju ionskih vrsta male mase. Ova metoda jo$ uvijek je
aktivno podrucje istrazivanja te se znacajno razvija i unapreduje. Kapilarna elektroforeza
ima primjenu u brojnim podrucjima istrazivanja, te je priznata od strane mnogih

medunarodnih agencija [26].

S vremenom je pokazano da je moguca i minijaturizacija kapilarne elektroforeze,
te je osmisljena elektroforeza na mikro¢ipu. Nova minijaturizirana metoda pokazala je

prednosti u vidu jeftinije aparature, ekoloSke prihvatljivosti i smanjenja vremena analize.
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Vrouwe i suradnici su 2004. godine osmislili metodu za odredivanje litija u uzorcima krvi,
pomocu elektroforeze na mikro¢ipu [27]. Prilikom analize, kap krvi pomijesana je s
antikoagulansom 1 prenesena na mikroCip bez uklanjanja komponenti iz krvi. Granica

detekcije za litiji bila je 0,4 mmol/dm?> [27].

Kapilarna elektroforeza se ¢esto koristi u forenzicke svrhe, prilikom analize sastava
eksploziva, koji su najc¢eS¢e safinjeni od anorganskih soli. Minijaturizacijom kapilarne
elektroforeze omogucéena je istovremena analiza eksploziva na terenu. To pokazuje i
Kobrinovo istrazivanje iz 2014. godine kada su uspjesno analizirali ostatke eksplozije za

Cetirl minute [28].

Unato¢ svim prednostima elektroforeze na mikro€ipu u odnosu na kapilarnu
elektroforezu, valja istaknuti 1 nedostatke. Separacijska ucinkovitost i nereproducibilno
injektiranje uvelike ogranic¢avaju preciznost mjerenja. Naime, prema teoriji, kraci putevi bi
trebali biti u€inkovitiji jer ¢e nabijena vrsta prije do¢i do detektora, ali u praksi, prisutni su i
drugi izvori smetnji. Osim toga, potrebno je poboljsati i kvalitetu izrade mikroc¢ipova.
Usprkos nedostatcima minijaturizacije kapilarne elektroforeze, ova analiticka metoda ima

veliki potencijal u buduénosti.

2.4 Primjena elektroforeze na mikrocipu za separaciju i kvantifikaciju kalija

U posljednje vrijeme elektroforeza na mikroc¢ipu je pobudila veliko zanimanje
mnogih znanstvenika. UobicCajena elektroforetska analiza na mikro¢ipu obuhvaca
injektiranje, separaciju i detekciju. NajceS¢e se primjenjuje elektrokineticko injektiranje,
zbog svoje jednostavnosti i ekonomicnosti, budu¢i da ne zahtijeva dodatne mehanicke
dijelove. Kada se uzorak unosi u separacijski kanal, koristi se istosmjerni napon, pri cemu
je taj napon veéi nego prilikom injektiranja uzorka. Razdvojene specije zatim putuju do
radnih elektroda gdje ¢e biti detektirane. Razlikuje se nekoliko vrsta detekcije, a to su:
amperometrijska, konduktometrijska i1 potenciometrijska. Ipak, najéesce koriStene metode

detekcije u elektroforezi na mikroCipu su amperometrijska i konduktometrijska [29].

2005. godine Segato je sa suradnicima odredio koncentraciju anorganskih kationa u
uzorcima pustinjskog tla iz Cilea, Atacama, primjenjujuéi elektroforezu na mikro&ipu i C*D

detektor. Rezultati tog istrazivanja prikazani su u tablici 4 [30].
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Tablica 4. Ispitivani kationi i njihove koncentracije u tlu pustinje Atacama [30].

VRSTA KATIONA KONCENTRACIA (umol/L)
NH4" 7
K* 53
Ca" 38
Na® 57
Mg 45
Li 91

Nadalje, Mu X. i suradnici su 2012. godine uspjeSno odredili kinetiku alanin
aminotransferaze elektroforezom na mikro€ipu, na nacin da se mjerila koncentracija L-
alanina i L-glutamina [31]. U istrazivanju su kori$teni stakleni mikroCipovi ¢iji su injekcijski
kanali bili dugi 5 mm, a separacijski 40 mm, dok se za pozadinski elektrolit koristila 80 mM
borna kiselina (pH 10,0). U radu Mu-a i suradnika, pokazano je kako je elektroforezom na
mikroCipu, mogucée mjeriti aktivnost ovog vrlo vaznog jetrenog enzima, alanin

aminotransferaze u realnim uzorcima. Osim valjanih rezultata ovo istrazivanje pruza znanje

za ubrzanje istraZivanja bolesti jetre [31].

Novije istrazivanje, iz 2018. godine, predstavili su Huang i suradnici, gdje opisuju
istovremeno odredivanje kationa i aniona elektroforezom na mikro¢ipu s C*D detektorom
[32]. Unutar 140 sekundi, s jednom separacijskom kapilarom i jednim C*D detektorom,
znanstvenici su uspjeli izvrsiti separaciju smjese koja sadrzi K*, Na*, Li*, CI', F i PO+’ . Na

slici 6 prikazani su rezultati njihova istrazivanja [32].
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Slika 6. Istovremeno odredivanje (I) K, (II) Na*, (III) Li*, (IV) CI;, (V) F-, (VI) PO4*".
Uvijeti detekcije: 800 kHz, 20 Vpp. Pozadinski elektrolit je 20 mmol/dm® His/MES i 0,01
mmol/dm?® CTAB [32] .

2.4.1 Detekcijski sustavi

S obzirom na prirodu ispitivanog uzorka i koncentraciju analita odabire se i vrsta
detektora. Prilikom elektroforeze na mikroCipu koriste se elektrokemijski detektori ili
opticki. Elektrokemijski detektori su konduktometrijski, amperometrijski i potenciometrijski

detektori, dok su opticki najéesce laserski detektori.

Najcesce koriSteni detekcijski sustavi u procesu elektroforetske analize na
mikroCipu su konduktometrijski i amperometrijski. Konduktometrijski detektori mjere
vodljivost elektrolita koja je proporcionalna koncentraciji otopljene tvari. Amperometrijski
detektori, mjere jakost struje koja nastaje uslijed oksidacije, odnosno redukcije elektrolita,
na povrSini radnih elektroda. Ipak, u praksi je ucestalije koriSten konduktometrijski
detekcijsku sustav jer je moguce detektirati sve nabijene vrste koje se gibaju unutar
elektri¢nog polja mikrocCipa, a ne samo one koje su podlozne oksidacijsko — redukcijskim

procesima [33].

Nadalje Kowalski i suradnici su u svom radu iz 2017. godine predstavili metodu
neizravne UV detekcije na kapilarnoj elektroforezi, pri ¢emu su analizirali razli¢ite uzorke
vode [34]. Uspjesno su identificirali dvanaest metalnih kationa u vremenu od osam minuta.
Prilikom mjerenja koristili su novi elektrolitski sustav ¢ija je pH vrijednost iznosila 4, 22, a

sadrzavao je benzimidazole, octenu kiselinu i 18—kruna—6 eter. Autori su u istrazivanju

19



koristili uzorke vode iz slavine, mineralne vode i uzorke medicinskih otopina za injekcije.
Analize su uspjesno provedene te autori zaklju¢uju kako bi se metoda mogla uspjesno

koristiti i u analizi okolisa [34].

Vodeni idejama zelene kemije, brzim 1 efikasnim otkrivanjem mnogih zagadivaca
prirode, mnogi drugi znanstvenici svoj rad su usmjerili ka razvoju metode koja ce
zadovoljavati navedene uvjete. Tako je Wang sa suradnicima razvio metodu za istovremenu
UV detekciju kalcija i nekih aniona u rije¢noj vodi, koji tamo dospijevaju iz umjetnih gnojiva

[35].

Osim UV detekcije, u mnogim drugim radovima navodi se koristenje C*D
detektora. C*D je beskontaktni konduktometrijski detektor, koji se posljednjih nekoliko
godina sve ucestalije koristi u kapilarnoj i elektroforezi na mikro¢ipu. Mai i Hauser u svom
radu izvrsili su istovremenu separaciju kationa i aniona u vodi iz slavine, a pri tome su
primijenili dvostruko injektiranje u svrhu dobivanja zasebnih elektroferograma, dok su za

detekciju upotrijebili C*D detektor [36].

Osim u svrhu analize kvalitete vode, koristenje C*D detektora moguce je i u
medicinskoj dijagnostici. Naime, znanstvenik Kuban razvio je metodu za neinvazivno
prikupljanje i analizu znoja, pri ¢emu je koristen C*D detekcijski sustav za odredivanje
koncentracije natrijevih 1 kalijevih iona, te klorida [37]. Kod oboljelih od cisti¢ne fibroze je
vrlo bitno pratiti koncentraciju navedenih iona, jer je to indikator bolesti. U praksi se cisti¢na
fibroza dijagnosticira pomoc¢u standardizirane metode pilokarpinske iontoforeze, pri cemu
se prikuplja znoj za analizu klorida. Kubai navodi kako je mogu¢e minijaturizirati uredaj za
kapilarnu elektroforezu, te tako dobiti uredaj za mjerenje koncentracije spomenutih iona 1

uciniti proces dijagnosticiranja jednostavnijim [37].

2.4.2 Optimiranje separacije kalija u realnim uzorcima

Cimbenici koji najvise utjecu na uspjesnost analize su izbor pozadinskog elektrolita
1 materijal od kojeg je izraden mikrocip. Prilikom odabira pozadinskog elektrolita potrebno
je obratiti pozornost da odabrana vrsta ima Sto nizu vodljivost, kako bi se maksimalno
smanjio pozadinski Sum. Neki od najceSce korisStenih pozadinskih elektrolita, prilikom
separacije alkalijskih ili zemnoalkalijskih metala, te u konacnici i kalija, su octena i borna
kiselina, pri ¢emu je potrebo pripaziti i na njihovu pH vrijednost.
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Cesto se moze dogoditi da se ne postigne potpuna separacija, prilikom analize uzoraka s
velikim brojem kationa, zbog njihovih bliskih elektroforetskih mobilnosti. Jedan od takvih
uzoraka je uzorak prirodne vode, gdje je teSko provesti separaciju kalijevog 1 amonijevog
iona. U takvim slucajevima se koristi krunski eter kako bi se optimirao sustav pozadinskog
elektrolita, a najefikasniji za separaciju upravo spomenutih kationa je 18—kruna-6 eter.
Primjer takvog optimiranja objavljen je u istrazivanju Kubana i Hausera iz 2005. godine,
kada su odredivali ukupnu, kvantitativnu, ionsku analizu alkoholnih i bezalkoholnih pi¢a
[38]. Analiza je provedena elektroforezom na mikroCipu, a kao pozadinski elektrolit
koristena je smjesa 10,5 mmol/dm? histidina, 50 mmol/dm? octene kiseline i 2 mmol/dm?
18—kruna—6 etera dok je pH vrijednost iznosila 4,1. Znanstvenici Kuban 1 Hauser uspjeli su
za manje od 40 sekundi separirati i identificirati glavne anorganske katione NH4", K*, Ca?",

Na'i Mg®" u pi¢ima. Rezultati njihova istrazivanja prikazani su u tablici 5 [38].

Tablica 5. Vrijeme migracije (RSD(tm), %), visina pika (RSD(PH), %), povrsina pika
(RSD(PA),%), koeficijent korelacije (r ?) i granica detekcije (LOD, pg/L) za elektroforezu

na mikro¢ipu s C*D detektorom za anorganske katione [38].

RSD(tm), % | RSD(PH), % | RSD(PA),% | R 2 LOD, pg/L
NH4" 0,12 0,53 1,87 0,9991 150
K 0,23 1,11 2,06 0,9981 200
Ca®" 0,08 1,20 2049 0,9973 150
Na' 0,11 1,00 2,53 0,9977 150
Mg?* 0,14 1,70 2,59 0,9981 90

Vrlo je bitno odabrati i valjani napon injektiranja i separacije. Prilikom injektiranja
uzorka koristi se napon u rasponu od + 0,70 do + 1,2 kV, dok se separacija odvija pod
naponom od +1,40 do +4 kV. Uzorak se injektira u samo jedan rezervoar mikrocipa, a u
ostale se dodaje pozadinski elektrolit. Prije samog mjerenja, potrebno je sve kanale isprati
ultra ¢istom vodom, zatim odabranim pozadinskim elektrolitom. Nakon ispiranja, snima se
bazna linija za zadani sustav. Osim toga, svi reagensi trebaju biti analiticke Cistoce 1 proci

obradu u ultrazvucnoj kupelji.

Izrazito je vazan i odabir mikroc¢ipa, odnosno materijala od kojeg se napravljen.

Materijal za mikroCip potrebno je odabrati s obzirom na pH koriStenog pozadinskog
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elektrolita. Danas su na trziStu dostupni mikrocipovi izradeni od stakla ili polimerskih
materijala. lako stakleni mikroCipovi imaju visu cijenu 1 skloni su pucanju, najcesce se

koriste radi dobrih optickih svojstava i bolje otpornosti na organska otapala.

Unutar mikroc¢ipa razlikuju se dva krizno postavljena kanala, kra¢i injekcijski 1 duzi
separacijski kanal, te Cetiri rezervoara, od toga jedan za uzorak i ostala tri za pozadinski
elektrolit. Kako bi se omogucila detekcija nabijenih vrsta, u rezervoare se uranjaju

ekscitacijske elektrode izradene od plemenitih metala.

2.4.3 Primjena C*D detekcijskog sustava za detekciju kalija

Posljednjih godina najéedée je koristen C*D detektor, koji pripada skupini
beskontaktnih konduktometrijskih detektora. Ovaj detekcijski sustav za razliku od optickih
metoda ne zahtijeva kompleksnu derivatizaciju analita. Beskontaktna detekcija sprjecava
nepozeljne pojave kao §to su oneciséenja i stvaranje mjehuriéa na elektrodama. C*D detektor
se sastoji od dvije elektrode koje su osjetljive na promjenu vodljivosti 1 na taj nacin nastaje

signal, koji se prikazuje kao serija pikova na racunalu [39].

Mariana C. Marra 1 suradnici u svom radu iz 2017. godine izvjeStavaju o novoj i
brzoj metodi za istovremeno odredivanje amoksicilina, klavulanata i kalija kapilarnom
elektroforezom s kapacitivno spregnutim beskontaktnim konduktometrijskim detektorom,
odnosno C*D detektorom [40]. Prilikom mjerenja koristena je ekvimolarna smjesa
TRIS/TAPS kao pozadinski elektrolit, te su za mjerenja koristeni farmaceutski preparati. U
tablici 6. prikazani su rezultati dobiveni pomodéu kapilarne elektroforeze — C*D te su
statisticki usporedeni s onima dobivenim HPLC—om i plamenom fotometrijom koriStenjem
nesparenog Studentovog t-testa. Iz navedene tablice 6, vidljivo je kako rezultati dobiveni

novom metodom ne odstupaju puno od onih dobivenih ve¢ provjerenim metodama [40].
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formulacijama pomoc¢u kapilarne elektroforeze-C*D, HPLC i plamene fotometrije

Tablica 6. Odredivanje amoksicilina, klavulata i kalija u farmaceutskim

(vrijednost + SD; n = 3) [40].

Kapilarna
Naznacena Plamena
Nabijena HPLC elektroforeza
Uzorak koli¢ina | fotometrija
vrsta | (mg/tableti) _ C‘D
(mg/tableti) (mg/tableti) _
(mg/tableti)
Al K 20,5 - 20,3£1,5 20,5+0,7
A2 K 20,5 - 20,2 +1,7 19,8+ 0,8
Al Amoksicilin 500 462 + 14 - 462 +23
A2 Amoksicilin 500 476 £ 10 - 466 £ 19
Al Klavulanat 105 103 £2 - 103 £3
A2 Klavulanat 105 107 +4 - 100 =4

Istom metodom su Guimaraes I. C. i suradnici 2009. godine odredivali koli¢inu kalija 1
natrija u dijetetskim i nedijetetskim bezalkoholnim pi¢ima. Slika 7 prikazuje dobivene
elektroferograme, pri ¢emu se elektroferogram A odnosi na dijetetsko pice, a
elektroferogram B na nedijetetsko pice. Iz dobivenih elektrofoerograma vidljivo je kako
dijetetska pic¢a sadrze vece koli¢ine kalija i natrija, te je potvrdeno kako se kapilarna
elektroforeza s C*D detektorom moze koristiti u prehrambenoj industriji i zdravstvenim
regulatornim agencijama za pracenje koncentracije kalija 1 natrija u prehrambenim

proizvodima [41].
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Slika 7. Elektroferogrami za dijetetsko (A) 1 nedijetetsko pice (B).
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3. Eksperimentalni
dio



3.1 Uredaji i pribor

Uredaji koriSteni za odredivanje anorganskih analita elektroforezom na mikro¢ipu

(Slika 6):

e C*D detektor (ER225)

e HYV Sekvencercer (ER230)

e Platforma mikroc¢ipa (ET121)
e Mikrocip (02-0750-0082-01)

3.1.1 C*D detektor ( engl. Capacitively-Coupled Contactless Conductivity Detection,
CCCCD, C‘D)

Kapacitivno spregnuti beskontaktni konduktometrijski detektor, kra¢eg naziva
C*D, je sustav za konduktometrijsku detekciju i najéesée se koristi prilikom izvodenja
kapilarne elektroforeze. Prednost ove metode u odnosu na opticke nacine detekcije je Sto
nije potrebna derivatizacija analita. Osim toga valja istaknuti kako elektrode uredaja nisu u
dodiru s otopinom koja se mjeri, te zbog toga ne dolazi do stvaranja mjehurica plina prilikom
mjerenja. Uredaj se sastoji od dvije elektrode koje detektiraju promjenu vodljivosti pri cemu
nastaje signal koji se dalje u uredaju oblikuje u Ccitljiv podatak koji se naziva
elektrofoerogram. Elektroferogram se sastoji od pikova ¢ije su visina i povr$ina razmjerne
koncentraciji ispitivane tvari. Kako bi se dobio $to to¢niji rezultat potrebno je odabrati
pozadinski elektrolit niske vodljivosti [42]. Na slici 8 prikazan je kapacitivno spregnuti

beskontaktni konduktometrijski detektor.
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Slika 8. C*D detekcijski sustav [43].
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Dani izraz 12 opisuje na koji nacin elektroda mjeri vodljivost uzorka:
ngz&a (12).

pri ¢emu je:

L - vodljivost,

A - povrsina elektrode,

d - relativna udaljenost izmedu elektroda,

c¢i - koncentracija svih spojeva koji prenose naboj,

Ai - ukupna molarna vodljivost
Ukoliko se promjeni povrsSina elektrode moguce je mijenjati i granicu detekcije, a to je

vidljivo iz jednadzbe 12 [44].

3.1.2 HYV Sekvencer

HV Sekvencer je uredaj koji sluzi za visokonaponsku opskrbu, posebno dizajniran
za elektroforezu na mikro¢ipu. Mogucée ga je koristiti i za izvodenje elektrokineticke
kromatografije 1 za mikro reaktore bazirane na Sekvencer elektro—osmotskom protoku.
Uredaj omogucuje kontinuirano pracenje i mjerenje napona i elektri¢ne struje, $to doprinosi
lakSem uklanjanju mogucih smetnji. HV Sekvencer osim hardvera, ukljucuje i programsku
podrsku QuadSequencer™, pomocu kojeg je na raCunalu moguée zadavati Zeljeni napon za

primjenu na mikro€ipu. Na slici 9 prikazan je koriSteni HV Sekvencer.

|

Slika 9. HV Sequencer [45].
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3.1.3 Platforma mikrocipa (ET121)

Platforma mikro¢ipa dizajnirana je za C*D detektor, te se koristi prilikom izvodenja
elektroforeze na mikroCipu. Na gornju stranu platforme postavlja se mikroCip, te se
ucvrséuje pomocu dva vijka. MikroCip je prilikom postavljanja potrebno precizno
pozicionirati na platformu tako da separacijska kapilara lezi to€no na detekcijskim
elektrodama. VeliCina platforme je 50 mm x 165 mm x 30 mm. Slika 10 prikazuje platformu

mikro¢ipa ET121.

Slika 10. ET121 mikro¢ip platforma za C*D detektor [46].

3.1.4 Mikrocip (02-0750-0082-01)

Mikroc€ipovi koji se koriste za elektroforezu na mikrocipu sastoje se od dva kanala,
sepracijskog i mikrokanala za injekciju. Uobic¢ajene dimenzije mikrokanala su: 15 — 50
mikrometara dubine, 50 — 200 mikrometara Sirine, dok je duljina separacijskog mikrokanala
1 — 10 centimetara. Na krajevima svakog od kanala se nalaze spremnici za uzorak i
pozadinski elektrolit. Prije mjerenja u spremnike s teku¢inom, uranjaju se visokonaponske

elektrode od plemenitih metala pomocu kojih se odvija separacija.

Vrlo je bitno obratiti pozornost na odabir materijala od kojih je mikro€ip napravljen
jer to utjeCe na separaciju prilikom analize. Prvi mikrocipovi izradivali su se od stakla,
silicija ili kvarca, dok se danas u izradi ¢esto koriste razni polimeri. U odnosu na staklo,
polimeri su ekonomski prihvatljiviji 1 lakSe se oblikuju tijekom izrade mikrocipova. Neki od
polimera koji se koriste su: polidimetilsiloksan (PDMS), polikarbonat (PC), poli(etilen-
tetraftalat) (PET) 1 polimetil-metakrilat (PMMA) (Slika 11).
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Slika 11. Shematski prikaz presjeka mikrokanala mikrocipova za elektroforezu na
mikrocipu [30].

Prilikom mjerenja koriSteni su mikro€ipovi nafinjene od PMMA, ¢ije su dimenzije
mikrokanala bile 50 um Sirine, 50 um dubine i 87 um duzine. Koristeni mikro€ip prikazan

jenaslici 12.

Slika 12. Mikrocip koristen u elektroforetskim mjerenjima.

3.1.5 Ostali pribor

Za pripremu standardnih otopina kalija i pripremu otopine pozadinskog elektrolita

koristeno je :

3.1.5.1 Aparat za ultra ¢istu vodu

Prilikom pripreme standardnih otopina kalija, pozadinskog elektrolita i uzorka
dijetetskog suplementa koriStena je ultra Cista voda. Uredaj procis¢ava vodovodnu vodu i na

taj nacin se dobiva ultra Cista voda.
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3.1.5.2  Ultrazvucna kupelj

Kako bi se uklonili mjehuri¢i plinova iz pripremljenih otopina, koriStena je UZV
kupelj (Badelin RK-100, Njemacka) prikazana na slici 13. Uredaj uz pomo¢ ultrazvu¢nih

vibracija prenosi velike koli¢ine energije i na taj nacin se uklanjaju mjehuri¢i iz otopine.

Slika 13. KoriStena ultrazvucna kupel;.

3.1.5.3  Analiticka vaga

Za pripremu otopina uzorka, standarda i pozadinskog elektrolita koriStena je

analiticka vaga Kern, ABT 120 4M prikazana na slici 13.

Slika 14. Analiticka vaga Kern, ABT 120 4M.

3.1.5.4 Pipete

Prilikom izvodenja mjerenja koriStene su pipete Hirschmann, Labopette, volumena

10-100 pL te volumena 100-1000 pL.
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3.2 Popis koriStenih kemikalija

Za pripremanje otopina uzorka pozadinskog elektrolita i standardnih otopina:

e Octena kiselina (konc.)

e KCI

Kao pozadinski elektrolit koristena je otopina 0,5 mol/dm? octena kiselina, a za pripremu
standardnih otopina koristena je sol KCl. Koristene kemikalije su analiticke Cistoce. Sve
otopine su filtrirane kroz filtere za Spricu od celuloze s dijametrom pora 0,22 um (Macherey-
Nagel GmbH & Co, Njemacka) i stavljene u ultrazvuc¢nu kupelj (5 min). Prije analize uzorak

je razrijeden u omjeru 1:1000.

3.3 Priprema otopina
3.3.1 Priprema otopine octene kiseline koncentracije 0,5 mol/dm?3

U volumetrijsku tikvicu od 100 mL otpipetirano je 2,87 mL koncentrirane octene
kiseline. Prije dodatka kiseline, u tikvicu je potrebno uliti malo ultra Ciste vode. Nakon

dodatka kiseline, tikvicu se nadopuni do oznake ultra ¢istom vodom.

3.3.2 Priprema otopine KCI koncentracije 1 x 102 mol/dm3

Na analitickoj vagi odvagati 0,0746 g KCI, te kvantitativno prenijeti u
volumetrijsku tikvicu od 100 mL, otopiti u malom volumenu ultra ¢iste vode i nadopuniti do

oznake vodom.

3.3.3 Priprema otopine KCI koncentracije 5 x 10 mol/dm?

Otpipetirati 0,5 mL pripremljene otopine KCI koncentracije 102 mol/dm® u
volumetrijsku tikvicu od 10 mL u koju je dodana mala koli¢ina ultra ¢iste vode i potom

nadopuniti ultra ¢istom vodom do oznake.
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3.3.4 Priprema otopine KCI koncentracije 1 x 10 mol/dm?

Otpipetirati 0,1 mL pripremljene otopine KCl koncentracije 102 mol/dm® u
volumetrijsku tikvicu od 10 mL u koju je dodana mala koli¢ina ultra ¢iste vode i potom

nadopuniti ultra ¢istom vodom do oznake.

3.3.5 Priprema otopine KCI koncentracije 7,5 x 105 mol/dm?

Otpipetirati 0,075 mL pripremljene otopine KCI koncentracije 102 mol/dm® u
volumetrijsku tikvicu od 10 mL u koju je dodana mala koli¢ina ultra ¢iste vode 1 potom

nadopuniti ultra ¢istom vodom do oznake.

3.3.6 Priprema otopine KCI koncentracije 5 x 105 mol/dm?

Otpipetirati 0,05 mL pripremljene otopine KCIl koncentracije 10 mol/dm* u
volumetrijsku tikvicu od 10 mL u koju je dodana mala koli¢ina ultra ¢iste vode 1 potom

nadopuniti ultra ¢istom vodom do oznake.

3.3.7 Priprema otopine KCI koncentracije 1 x 105 mol/dm?

Otpipetirati 0,01 mL pripremljene otopine KCl koncentracije 10 mol/dm? u
volumetrijsku tikvicu od 10 mL u koju je dodana mala koli¢ina ultra ¢iste vode 1 potom

nadopuniti ultra ¢istom vodom do oznake.

3.3.8 Priprema otopine realnog uzorka

Odvagati 100 mg uzorka dijetetskog suplementa i otopiti u 10 mL ultra ¢iste vode.
Zatim pripremljenu otopinu profiltrirati kroz filtere za Spricu od regenerirane celuloze sa

dijametrom pora 0,22 um.
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3.4 Postupak mjerenja

Mikrokanale mikrocipa je potrebno najprije isprati ultra ¢istom vodom. Nakon toga
kapilare se ispiru otopinom pozadinskog elektrolita, u ovom slucaju otopinom octene
kiseline (c = 0,5 mol/dm®). Nakon S$to se ¢ip ispere otopinom pozadinskog elektrolita,
potrebno je u spremnike ponovno dodati otopinu pozadinskog elektrolita 1 ukljuciti uredaj
kako bi se izmjerila vodljivost pozadinskog elektrolita. Mikrocip je potrebno ispirati dok se
ne stabilizira bazna linija. Kada se bazna linija stabilizirala, iz spremnika za uzorak, pomoc¢u
mikropipete, izvlac¢i se otopina pozadinskog elektrolita i dodaje uzorak. Prije svake serije
mjerenja, mikroCip je potrebno isprati ultra Cistom vodom 1 otopinom pozadinskog
elektrolita. Prilikom mjerenja koriSten je napon injektiranja od 1000 V i napon separacije od

2750 V. U spremnike je dodavano 40 pL otopine.

Najprije se provodi mjerenje otopine pozadinskog elektrolita, zatim otopina
poznatih koncentracija, te naposljetku realnog uzorka. Ukoliko je potrebno moze se

primijeniti 1 metoda poznatog dodatka.

Po zavrsetku dnevnog mjerenja mikrokanale je potrebno isprati ultra ¢istom vodom.
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4. Rezultati i
rasprava



4.1 Bazna linija

Prije pocetka svake serije mjerenja potrebno je utvrditi stabilnost mjernog uredaja,
1 propusnost mikrokanala, te napraviti baznu liniju i testirati vodljivost pozadinskog
elektrolita. Na slici 15 prikazan je elektroferogram pozadinskog elektrolita, odnosno bazna

linija mjerenja.
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Slika 15. Elektroferogram otopine pozadinskog elektrolita,
0,5 mol/dm? octena kiselina, pH = 2,5.

Bazna linija elektroferograma ciste otopine pozadinskog elektrolita bez prisutnih
interferirajucih pikova, ukazuje na njegovu podobnost za analiti¢ka ispitivanja. Nestabilnost
signala koja se o€ituje u blago dijagonalnom porastu napona s vremenom, je posljedica
postupnog zagrijavanja pozadinskog elektrolita, Sto uzrokuje promjene njegovih elektricnih
i reoloskih osobina. Opazeni pomak signala (Slika 15) prihvatljiv je s obzirom da

mikrofluidicki sustav za mjerenje nije termostatiran.
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4.2 Bazdarni pravac za kalij

Linearnost je utvrdena izradom kalibracijskog pravca koji se sastoji od pet
koncentracijskih razina standardnih otopina, s najmanje deset mjerenja po koncentracijskoj
razini. Prilikom izrade bazdarnog pravca za kalij, koriStene su otopine kalijevog klorida u
rasponu koncentracija od 5 x 10*mol/dm® do 1 x 10~ mol/dm>. Bazdarni pravac za kalij
prikazan je na slici 15. Iz dobivenih podataka izracunati su ovisnost odziva (visine i povrSine
pika) o koncentraciji analita 1 koeficijenti kalibracijske krivulje (a, b). U ovom radu
linearnost je izracunata preko kalibracijske krivulje za visinu pika koja je pokazala analitic¢ki
prihvatljivije rezultate. Iz baZzdarnog dijagrama odredena je jednadzba pravcay = 4161,3 x
+ 0,8783 iz koje je odreden nagib pravca, a = 4161,3 i odsjeCak b = 0,8783. Rezultati
linearnosti metode za visinu pika su zadovoljavaju¢i na Sirokom podrucju ve¢em od jednog
reda veli¢ine uz dobiveni koeficijent korelacije (R) od 0,9764, te koeficijent determinacije

(R?) 0,9534.

Uzorak slijepe probe izmjeri se deset puta 1 izra¢una se standardna devijacija, te se

granica detekcije (LOD) zatim izracuna prema sljede¢oj formuli:
LOD =3,30/a (12)
gdje je :
o - standardna devijacija mjerenja slijepe probe
a — nagib kalibracijskog pravca.
Granica kvantifikacije (LOQ) se izracuna na jednaki na¢in primjenom jednadzbe 13;
LOQ = 100/a. (13)

Granica detekcije za kalij iznosi 2,98 x 10 mol/L, a granica kvantifikacije (LOQ) iznosi
8,95 x 10° mol/dm>. S obzirom na visoku koncentraciju kalija u dijetetskim suplementima
nize granice detekcije nisu bile potrebne, te se moze zakljuciti da su mikrofluidicke metode
zadovoljavajuce za kvantifikaciju aktivnih komponenti dijetetskih suplementa koji sadrze

alkalijske metale.
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Slika 16. Bazdarni pravac za kalij u 0,5 mol/dm® octenoj

kiselini.

Na slici 17 prikazan je elektroferogram standardne otopine kalija u 0,5 mol/dm?
octenoj kiselini za koncentraciju kalija 7,5 x 107> mol/dm>. Na elektroferogramu je vidljiv
istaknut, pravilan 1 simetrican pik koji izlazi na retencijskom vremenu od 17+1 s, te je

karakteristi¢an za otopine koje sadrze kalij.
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Slika 17. Elektroferogram otopine kalija (c = 7,5 x 10> mol/dm?) u 0,5 mol/dm? octenoj

kiselini.
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4.3 Odredivanje sadrzaja kalija u suplementima elektroforezom na
mikrocipu

Separacija kalija u uzorcima dijetetskih suplemenata, ¢esto puta nije lak posao.
Razlog tomu je Sto kalij najceS¢e dolazi u kombinaciji s drugim alkalijskim 1
zemnoalkalijskim kationima kao $to su natrij, magnezij i/ili kalcij. Naime alkalijski 1
zemnoalkalijski metali imaju vrlo bliske vrijednosti elektroforetskih mobilnosti, pa ih je
stoga vrlo zahtjevno separirati i u konacnici dobiti potpuno separirane pikove na
elektroferogramu. Osim toga u dijetetskim suplementima nalaze se 1 druge aktivne tvari kao
Sto su vitamini, aminokiseline i dr., kao i pomo¢ne tvari, punila i arome koji takoder mogu
ometati uspjeSnu analizu. Na slici 18 prikazan je elektroferogram uzorka dijetetskog

suplementa koji sadrzi kaliji, magneziji i vitamin C kao aktivne komponente.

0 : : : : : |
0 20 40 60 80 100 120
t(s)

Slika 18. MCE elektroferogram dijetetskog suplementa dobiven u pozadinskom

elektrolitu 0,5 mol/dm? octene kiseline uz primjenu C*D detekcije. Identifikacija

pikova: 1, kalij; 2, neidentificiran; 3, neidentificiran.
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Kationi poredani prema porastu elektroforetske mobilnosti

Slika 19. Elektroforetske mobilnosti izabranih alkalijskih i zemnoalkalijskih kationa u

rastu¢em redoslijedu u odnosu na njihovu elektroforetsku mobilnost.

Elektroforeza na mikro€ipu je jednostavna tehnika visoke razlucivosti koja odvaja nabijene
specije na temelju njihove relativne pokretljivosti. Pod utjecajem primijenjenog elektricnog
polja. Za odredivanje kationa, ekscitacijska elektroda s pozitivnim polaritetom postavlja se
na stranu ubrizgavanja uzorka, pod ovim uvjetima redoslijed migracije je takav da kation s
najve¢om pozitivnom elektroforetskom mobilno$¢u migrira prvi, a analit s najmanjom
pozitivnom mobilno§éu migrira posljednji (Slika 19). Sto je medusobna elektroforetska

mobilnost razli¢itih kationa bliZa, to je njihovo separiranje u smjesi zahtjevnije.

Analit kalij je od ostalih sastojaka matrice odvojen elektroforezom na mikroCipu te
detektiran beskontaktnim konduktometrijskim detektorom. Specificnost metode potvrdena
je snimanjem elektroferograma analita u otopini standarda i otopinama uzoraka. Potvrdeno
je da se radi o kationu s istim retencijskim vremenima. Na retencijskom vremenu kalija (Rt
= 1741 s) nisu uoceni pikovi koji bi ometali odredivanje analita (Slika 17). Elektroferogram
dijetetskog suplementa prikazan na slici 17 pokazuje jasno izraZen pik kalija na retencijskom
vremenu od 17,6 s 1 preostale pikove koji nisu identificirani. No, s obzirom na vrijednosti
elektroforetskih mobilnosti na slici 18, moze se pretpostaviti da pikovi 2 1 3 pripadaju
magneziju i vitaminu C. Sastav analiziranog dijetetskog suplementa je vrlo slozen te osim
500 mg kalija sadrzi 1 400 mg magnezija 1 60 mg vitamina C. Uzorak sadrzi i limunsku
kiselinu, natrijev hidrogenkarbonat, magnezijev karbonat, kalijev hidrogenkarbonat, inulin,
aromu grejpa (sadrzi sojin lecitin), Skrob, aspartam, acesulfam kalij, riboflavin-5'-fosfat i

fenilalanin. Vazno je za istaknuti da opisana metoda moze simultano u jednom mjerenju
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odredivati analite vrlo razlicite strukture kao $to su kalij i vitamin C $to je osobito vazno s

obzirom na raznolik sastav dijetetskih suplementa.

U tablici 7 prikazani su podaci, dobiveni prilikom izrade kalibracijskog pravca. 1z
tablice je vidljivo kako porastom koncentracije, standardne otopine kalijevog klorida, raste
vrijednost visine pika, a i1 vrijednost povrSine pika. Iz toga se moze zakljuciti da su
koncentracija i visina pika proporcionalne vrijednosti. Prikazani podaci za visinu 1 povrSinu

pika dobiveni su kao srednja vrijednost deset mjerenja.

Tablica 7. Prikaz izmjerenih vrijednosti visine 1 povrSine pika za kalij, (srednje vrijednosti,

N=10).
¢ (KCI) Visina If)zlll(z (mV), P?;lj;?fl =plil(;a
1 x 10 mol/dm? 0,77 0,63
5 x 107 mol/dm? 0,93 0,89
7,5 x 10° mol/dm? 1,26 1,20
1 x 10* mol/dm? 1,58 1,62
5 x 10* mol/dm? 2,91 2,84

U tablici 8 prikazani su analiti¢ki parametri, odredeni prilikom izrade kalibracijskog pravca.
Po zavrSetku mjerenja odabrane su vrijednosti visine pikova za daljnju analizu, jer su te
vrijednosti pokazale bolju linearnu zavisnost u odnosu na koncentraciju. Standardna
devijacija (SD) visine pika za koncentracije od 1 x 10— 5 x 10 mol/dm? iznosila je od 0,04
do 0,19, dok je relativna standardna devijacija (RSD) iznosila od 0,05 do 0,18. Nadalje,
koeficijent varijacije (CV) je u rasponu od 4,98 do 12,29 %, a interval pouzdanosti (CL) je
u rasponu od 0,03 do 0,15.

39



Tablica 8. Prikaz analitickih parametara za standardne otopine kalijevog klorida, (srednje
vrijednosti, N = 10).

¢ (KCI) SD RSD CV (%) p=C()L,65
)
1 x 105 mol/dm® 0,04 0,05 5,39 0,03
5x 10”° mol/dm’ 0,13 0,14 13,53 0,08
7,5 x 10-° mol/dm’ 0,06 0,05 4,98 0,04
1 x 10* mol/dm® 0,16 0,10 10,43 0,10
5x 10 mol/dm’ 0,19 0,18 12,29 0,15

Rezultati dobiveni na visokom koncentracijskom podrucju su manje zadovoljavajuci od

rezultata dobivenih na srednjem i niskom koncentracijskom podrucju.

Iz dobivenih podataka izraunata je ovisnost odziva (visine pika) o koncentraciji analita.
Koncentracija kalija u realnom uzorku razrijedenom 100 puta izraCunata je pomocu
jednadzbe pravcay = 4161,3 x + 0,8783. Nepoznata koncentracija iz visine pika izraCunata

je iz izraza:
x=(y-0,8783)/4161,3

Za izraCunavanje koncentracije kalija u dijetetskom suplementu uzeta je srednja vrijednost

deset uzastopnih mjerenja visine pika koja je iznosila 1,68.
x = (1,68 -0,8783)/4161,3 = 1,74 x 10-4 mol/dm?*

Izradunata koncentracija kalija u realnom uzorku iznosila je 1,74 x 10* mol/dm?.
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5. Metodicka obrada
nastavne jedinice
.Elektroforeza i

hemodijaliza®



5.1 Priprema za nastavni sat

Datum: ...

Razred: 4.r gimnazije

Ime i prezime ucitelja/nastavnika kemije: Marija Jaki¢

Tematska cjelina: Kemija koloida

Nastavna jedinica: Elektroforeza i hemodijaliza

Tip sata: Obrada novoga gradiva i ponavljanje

Cilj: Objasniti procese dijalize i elektroforeze

POSTIGNUCA ISHODI UCENJA 1 RAZINA PLANIRANI OSTVARENOST
1Z PIP-A POUCAVANIJA ISHODA ZADACI/AKTIVN PLANIRANIH
(prema OSTI ZA ZADATAKA/A
Crooksu, PROVIJERU KTIVNOSTI ZA
1988): USVOJENOSTI PROVIJERU
ISHODA UCENJA1 | USVOJENOSTI
POUCAVANJA ISHODA
UCENJA I
POUCAVANJA
KEM SS D.4.28. - objasniti R2 Sto je dijaliza? Na
Povezuje procese dijalize c¢emu se temelji?
rezultate pokusa s 1 elektroforeze
konceptualnim Sto je elektroforeza?
spoznajama. Na ¢emu se temelji?
KEM SS D.4.29. - izradunati R2 Kuglica zlata
Primjenjuje oplosje i promjera 1,25 cm
matematicka brojevnu dispergirana je
znanja i vjestine. koncentraciju fizikalno — kemijskim
koloidnih procesom do veli¢ine
Cestica kuglica koloidnih
- interpretirati dimenzija promjera
rezultate. 312 nanometara.
Izracunajte ukupno
oplosje dobivenih
kuglica 1 usporedite
ga s oplo§jem pocetne
kuglice.
KEM SS D.4.30. - izraCunati R2 Na nalazu krvne slike
Uocava oplosje i izrazena je referentna
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zakonitosti brojevnu vrijednost leukocita u

uopcavanjem koncentraciju krvi4—10 - 10° po
podataka koloidnih litri. IzraCunajte broj
prikazanih Cestica leukocita u krvi osobe
tekstom, crtezom, - interpretirati ako mi je prema
modelima, rezultate. nalazu analize broj
tablicama 1 leukocita u krvi 8,2 -
grafovima 10° uz pretpostavku

da je u ljudskom
organizmu 5,5 L krvi.
Na §to upucuje
povecan broj
leukocita u krvi ?

Potrebna predznanja i vjeStine: Znati vrste koloidnih Cestica

Kljuéni pojmovi: elektroforeza, dijaliza, hemodijaliza, polupropusna membrana
Povezanost s nastavnim predmetima:

- Biologija, Fizika

Razrada postignucéa (ishoda) i zadaci/aktivnosti za provjeru njihove usvojenosti

5.2 Struktura nastavnog sata

ETAPE AKTIVNOSTI AKTIVNOSTI SOCIOLOSKI
NASTAVNOG UCITELJA/NASTAVNIKA UCENIKA OBLICI
SATA RADA
UVODNI DIO Rjesavanjem radnog listi¢a Prema uputama Prema uputama
(10 min) ucenici ¢e ponoviti gradivo nastavnice nastavnice
proslog sata, odnosno vrste ispunjavati radni ispunjavati radni
koloidnih sustava. listi¢ za listi¢ za
ponavljanje. ponavljanje.
SREDISNJI DIO Napisati na ploc¢u naslov Aktivno Frontalni
Elektroforeza i dijaliza . sudjelovanje u - razgovor
(10 min) Porazgovarati s razgovoru.
ucenicima gdje su se veé Frontalni,
upoznali s pojmovima Pisanje zapisa s individualni
elektroforeza i dijaliza. ploce u - razgovor
Napisati na plocu definicije 1 biljeznicu prema - pisanje
princip rada elektroforeze i uputama
dijalize. nastavnice.
Aktivno slusati.
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Podijeliti ucenike u parove 1
zadati im da, sluzeci se

Postavljati pitanja

(15 min) udzbenikom i mreznim
stranicama, istraze primjenu Pisanje biljeski u
elektroforeze i dijalize u biljeznicu tijekom Rad u paru.
znanosti 1 medicini. Uputiti provodenja
ucenike kako napraviti istrazivanja. Frontalni,
zabiljeske tijekom istrazivanja. individualni
U konacnici njihovo Aktivno - razgovor
istrazivanje provjeriti kroz sudjelovanje u - pisanje
razgovor s ucenicima. razgovoru.
Aktivno slusanje.
ZAVRSNI DIO U paru ponoviti nau¢eno uz Aktivno Rad u paru
pomoc¢ radnog listi¢a sa sudjelovati u
(10 min) zadacima za provjeru rjeSavanju
ostvarenosti ishoda ucenja 1 zadataka

zadati domacu zadacu.

5.3 Plan udenickog zapisa

Elektroforeza i dijaliza

istosmjerne struje, to jest uz pomo¢ elektricnog polja

=>» Naboj Cestice — temelj metode
=>» Brzina kretanja ovisi o: masi i veli¢ini Cestice, gusto¢i naboja, jakosti
elektricnog polja, pH - vrijednosti, temperaturi otopine

ELEKTROFOREZA = postupak razdvajanja i identifikacije Cestica djelovanjem

DIJALIZA - razdvajanje otopljenih tvari na temelju razlika u sposobnosti difuzije

njihovih ¢estica kroz polupropusnu membranu

=>» hemodijaliza
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5.4 Radni listici

5.4.1 Radni listi¢ 1. - Vrste koloidnih sustava

(1.)_Prazna polja u tablici ispravno popuni ponudenima pojmovima.

Pojmovi : biseri, tekucina, ¢vrsta tvar, magla, mlijeko, polistiren, teku¢ina, ¢vrsta tvar,

aerosol, sol

VRSTA DISPERZNO DISPERGIRANA PRIMJER
KOLOIDA SREDSTVO FAZA
aerosol plin tekucina
plin cvrsta tvar dim
pjena plin tuceno vrhnje
emulzija tekucina tekucina
tekucina cvrsta tvar pasta za zube
¢vrsta pjena ¢vrsta tvar plin
¢vrsta emulzija cvrsta tvar maslac
gel tekucina gel za kosu

¢vrsta sol

cvrsta tvar

cvrsta tvar

5.4.2 Radni listi¢ 2. Pitanja za ponavljanje i domacu zadacu

(1.)Sto je dijaliza? Na ¢emu se temelji?

(2.)Sto je elektroforeza? Na ¢emu se temelji?
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(3.) Kuglica zlata promjera 1,25 cm dispergirana je fizikalno — kemijskim procesom do
veli¢ine kuglica koloidnih dimenzija promjera 312 nanometara. [zracunajte ukupno
oplosje dobivenih kuglica i usporedite ga s oplosjem pocetne kuglice.

Racun:

Odgovor:

(4.) Na nalazu krvne slike izraZena je referentna vrijednost leukocita u krvi 4 — 10 - 10° po
litri. Izracunajte broj leukocita u krvi osobe ako mi je prema nalazu analize broj
leukocita u krvi 7,8 - 10° uz pretpostavku da je u ljudskom organizmu 5,0 L krvi. Na
S$to upucuje povecan broj leukocita u krvi ?

Racun:

Odgovor:
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5.4.3 Ocekivani odgovori na pitanja za ponavljanje na pocetku sata

(1.)Prazna polja u tablici ispravno popuni ponudenima pojmovima.

Pojmovi : biseri, teku€ina, ¢vrsta tvar, magla, mlijeko, polistiren, tekucina, ¢vrsta tvar,

aerosol, sol

VRSTA DISPERZNO DISPERGIRANA PRIMJER
KOLOIDA SREDSTVO FAZA
aerosol plin tekucina magla
aerosol plin Cvrsta tvar dim
pjena tekucina plin tu¢eno vrhnje
emulzija tekucina tekucina mlijeko
sol tekucina Cvrsta tvar pasta za zube
évrsta pjena cvrsta tvar plin polistiren
¢vrsta emulzija cvrsta tvar tekucina maslac
gel cvrsta tvar tekucina gel za kosu
évrsta sol cvrsta tvar Cvrsta tvar biseri

5.4.4 Ocekivani odgovori na pitanja za ponavljanje i domacu zadacu.

(1.) Sto je dijaliza? Na ¢emu se temelji?

Dijaliza je pojava, razdvajanje otopljenih tvari na temelju razlika u sposobnosti difuzije

njihovih Cestica kroz polupropusnu membranu.

(2.) Sto je elektroforeza? Na &emu se temelji?

Elektroforeza je postupak razdvajanja i identifikacije Cestica djelovanjem istosmjerne

struje, to jest uz pomo¢ elektriénog polja. Elektroforeza se temelji na naboju Cestica
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(3.) Kuglica zlata promjera 1,25 cm dispergirana je fizikalno — kemijskim procesom do
veli¢ine kuglica koloidnih dimenzija promjera 312 nanometara. Izracunajte ukupno

oplosje dobivenih kuglica i usporedite ga s oplosjem pocetne kuglice.

Racun:

Zadano je : Trazi se :

2r(kuglica) = 1,25 cm O (koloidne kuglice, ukupno) = ?

r(kuglica) = 0,625 cm O(koloidne kuglice,ukupno) _ 9
O(kuglica)

2r(koloidna kuglica) =312 nm
R(koloidna kuglica) = 156 nm
=1,65-10"cm

V(kuglica)=4/3 -’ - =
=4/3-(0,625cm)’ '
=1,02 cm?

V(koloidna kuglica)=4/3 - r* - &
=4/3 - (1,65 - 10 Scm)’ - n

= 1’59 . 10—14 Cm3
N (koloidnih kuglica) = — Auglica)
V(koloidnih  kuglica)
1,02ecm’

- 1,59¢10 ™ em’

=6,42-10"
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O (koloidne kuglica)=4 - 1*-
=4-(1,56-10°cm )’ - &
=3,06 * 10° cm?
O (koloidne kuglice, ukupno) = N (koloidnih kuglica) - O (koloidnih kuglica)
=6,42 103,06 - 10° cm?
=1,96 - 10° cm?
O (kuglica)=4 -1’ =
=4-(0,624cm)’ - ¢

=491 cm®
O(koloidne  kuglice) 1,96 e10°cm’
O(kuglica) 4,91cm’
=3,99 - 10*
Odgovor:

Ukupno oplosje dobivenih kuglica iznosi 1,96 - 10* cm?, $to je 40 000 puta vece od oplogja

pocetne kuglice zlata.
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(4.) Na nalazu krvne slike pie da je referentna vrijednost leukocita u krvi 4 — 10 - 10° po
litri. Izracunajte broj leukocita u krvi osobe ako mi je prema nalazu analize broj leukocita
u krvi 7,8 - 10° uz pretpostavku da je u ljudskom organizmu 5,0 L krvi. Na $to upuéuje

povecan broj leukocita u krvi?

Racun:

. Trazi se :
Zadano je :

o
C ( leukociti )=7,8 - 10°L"! N (leukociti) ="

V (krvi)= 50L
N(X
co= T

N (leukociti) = C (leukociti) - V
N (leukociti)=7,8 -10°L'- 50L=3,9 - 10"

Odgovor :
Broj leukocita u krvi osobe iznosi 3,9 - 10'°. Poveéan broj leukocita u krvi upuéuje na upalne

procese u organizmu.
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6. Zakljucak



Prisutnost kalija u dijetetskim suplementima i pripremljenim standardnim otopinama,
uspjesno je dokazana pomocu elektroforeze na mikro¢ipu sa C*D detektorom. Odabrana
metoda pokazala se kao brza, efikasna i ekoloski prihvatljiva za separaciju anorganskih
analita, te je postignuta analiza u vremenu kra¢em od jedne minute. S obzirom da je
koncentracija kalija proporcionalna visini dobivenog pika na elektroferogramu, za
izraCunavanje Zeljenih podataka koriStena je visina pika. Koriste¢i regresijsku analizu
utvrdeno je podrucje linearnog odziva za kalij u standardnim otopinama. Dobiveni rezultati

su zadovoljavajuce to¢ni i precizni.

lako su wvidljivi odredeni tehnicki nedostatci tijekom izvodenja metode,
unaprjedenjem kvalitete mikroc¢ipova i detekcijskog sustava, te moguce i odabira drugog

pozadinskog elektrolita, ova metoda daje zadovoljavajuce rezultate.

Brojni literaturni izvori navedeni u ovom radu, pokazuju uspjeSnost i mogucu
upotrebu u razne svrhe, kao na primjer u farmaciji, prehrambenoj industriji i mnogim drugim
industrijama i1 znanstvenim poljima. U bliskoj buduénosti, radi lake prenosivosti i male
veli¢ine, metoda elektroforeze na mikro¢ipu sa C*D detektorom, mogla bi se koristiti na

terenu ili cak komercijalizirati 1 na¢i na trzistu.
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8. Zivotopis
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