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Uvod

Mezi Skodlivé latky zatézujici pracovni prostredi patii
vinylchlorid (VC), monomer pfi vyrobé polyvinylchloridu.

Akutni intoxikace VC se projevuje narkotickymi ucin-
ky, pfi nichz je potlacena ¢innost dychaciho centra a ovliv-
néna ¢innost srdce. Pii dlouhodobé expozici dochazi k po-
skozeni cév, kosti a kiize'. Na jeho karcinogenni Gi¢inky by-
lo poukézano az v roce 1971 (cit.%), kdy byly pii pokusech
na zvifatech pozorovany angiosarkomy jater a jinych orga-
nt’. U lidi vystavenych VC byly zjistény piiznaky poskoze-
ni jater, funkéni zmény dychaciho ustroji, zvySeny vyskyt
nadorovych onemocnéni a chromosomové aberace. V sou-
Casnosti je proto VC fazen mezi prokazané chemické karci-
nogeny* a mutageny'.

VC se do organismu dostava nejcastéji inhalacni cestou
nebo oraln€. Urcity podil je v nezménéné formé vyloucen
plicemi, ¢ast se postupné odbourava az na oxid uhlicity, kte-
1y se vydechuje. Jeho metabolity se vylutuji moéi a stolici’.
VC vstupuje také do intermedialniho metabolismu a nako-
nec je vyloucen ve formé fyziologickych metabolitl jako je
mocovina, kyselina glutamova, methionin, serin a jiné*. Na
zakladé pokust na zvifatech uvadi vétSina autort tfi hlavni
metabolity VC vylucované moci: S-(karboxymethyl)
cystein, thiodiglykolova kyselina (TDGA) a N-acetyl-S-(2-
-hydroxyethyl)cystein®. Modelové znazornéni mechanismu
vyludovani TDGA moéi bylo zvefejnéno v literatuie’.

VC neni vSak jedinym zdrojem TDGA v moci. TDGA
je metabolitem i nékterych jinych latek, které muzeme roz-
délit do dvou skupin: latky souvisejici s profesionalni expo-
zici, napf. vinylidenchlorid7 nebo 1,2-dichlorethan®, a latky
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obsaZené v normalni stravé, napt. S-(karboxymethyl)cystein
pritomny v cesneku, fedkvickach, cibuli a dalSich druzich
zeleniny. Nalez TDGA u sledovanych osob je proto tfeba
uvazovat v kontextu s témito moznostmi a podle potieby
i stanoveni opakovat’.

Jednou z pouzivanych metod pro stanoveni thiodiglyko-
lové kyseliny v moc¢i je plynovéa chromatografie. Pred vlast-
ni analyzou je ale tieba kyselinu z mo¢i izolovat a nasledné
ji prevést na tékavou sloueninu’. Tento vicestupiiovy pro-
ces je Casove naro¢ny a je zatizen chybami. Dalsi vyuzitel-
nou metodou je adsorpcni voltametrie. Stanoveni TDGA je
mozné az po oddéleni ruSivych slozek na koloné plnéné
praskovym PVC (cit.'”"). Vhodnou metodou je také kapi-
larni izotachoforéza'*'®. Umoziiuje separovat a stanovit ion-
tové latky (bud’ kationty nebo anionty) na zaklad¢ rizné po-
hyblivosti iont v elektrickém poli. Pohyb nabitych ¢astic je
zpusoben napétovym spadem podél drahy jejich pohybu.

Aplikace posledné uvedené metody pro stanoveni
TDGA, popsana v lit.'®, ma udajné pied ostatnimi vyhodu
v tom, ze neni tfeba TDGA pied analyzou izolovat a mo¢
nijak upravovat. Jako vedouci elektrolyt pfitom slouzil
roztok kyseliny chlorovodikové o koncentraci 0,01 mol.1™,
upraveny [-alaninem na pH 3,4 pro predseparacni kolonu
a pH 4,3 pro analytickou kolonu. Koncovym elektrolytem
byla kyselina octova o koncentraci 0,01 mol.I"". Urgité
problémy vsak pfi tomto stanoveni pramenily z charakteru
vzorku. Litr mo¢i obsahuje totiz v pruméru 8 g chloridu,
23 g mocoviny, 2,1 g anorganickych fosfatd, 1,2 g kreati-
nu, 0,7 g kyseliny mocové, 0,08—-0,8 g kyseliny hippurové,
0,05-0,46 g kyseliny citronové'” a mnoho daliich latek.
Koncentrace jednotlivych aniontovych slozek moci prevy-
Suje ovSem nékolikandsobné koncentraci sledované TDGA
a zminéné slozky mohou proto vyrazné ovliviiovat jeji sta-
noveni.

Problémy pramenici z charakteru moci jako slozitého
biologického vzorku byly popsany i v diplomové praci'®.
Prestoze jeji autorka pouzila elektrolytovy systém doporuce-
ny autory v lit."%, vysoké koncentrace soli (fosfore¢nany,
citraty, chloridy) zptsobily, Zze se TDGA nedostate¢n¢ sepa-
rovala od ostatnich slozek a jeji stanoveni nebylo reprodu-
kovatelné. U vzorkil s mensSim obsahem doprovodnych soli
bylo stanoveni reprodukovatelnéjsi, zatimco u vice zasole-
nych vzorkl poskytla izotachoforéza podstatné hife rozlise-
né zony, takze stanovené hodnoty TDGA byly v pruméru
nizsi kvili nedokonalému odéleni zony TDGA od z6n ostat-
nich soli pfitomnych v moc¢i.

Ukazalo se tak, Ze se pii aplikaci vySe popsaného postu-
pu a pfi vySe uvedenych relativné vysokych koncentracich
soli (fosfore¢nant, citratt, chloridi) Casto ziskavaji nerepro-
dukovatelnd data a pfilisSny pocet odlehlych hodnot. Cilem
této prace bylo proto zdokonalit zpiisob stanoveni tak, aby
opakovatelnost analyz byla lepsi nez + 3—5 %.
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Experimentalni ¢ast

Pftistrojova technika

Izotachoforetické stanoveni TDGA v moci bylo prova-
déno analyzatorem ZKI-01 (URVIJ, Spisska Nova Ves).
Objem pouzitého davkovaciho kohoutu byl 27 pl, vnitini
pramér piedseparacni kapilary 0,8 mm a analytické kapilary
0,3 mm a délka predsepara¢ni kapilary byla 22 cm a analy-
tické kapilary 17 cm. K méfeni pH slouzil pH-metr MV 870
(Monokrystaly, Turnov) se sklenénou elektrodou. Déle byly
pri zpracovani vzorkl pouzity odstiedivka M 52 (Chirana,
Stara Turd) a digitalni vahy 1702 MP8 (Sartorius, Goettin-
gen).

Chemikalie a roztoky

Jako vedouci elektrolyt byl pouzit roztok kyseliny chlo-
rovodikové o koncentraci 0,01 mol.I"', upraveny kyselinou
g-aminokapronovou (6-aminohexanovou) na pH 4,0, obsa-
hujici 0,01 hm.% (hydroxyethyl)celulosy. Koncovym elekt-
rolytem byl 0,01 mol.I"' roztok octové kyseliny.

K odstranéni soli ze vzorku moci byl pouzit 95 0bj.%
ethanol.

Zasobni 0,01 mol.I™" roztok TDGA byl ptipraven roz-
pousténim tuhé TDGA 99 hm.% (Fluka) v destilované vo-
dé. Dalsi pouzivané roztoky TDGA byly piipravovany jeho
fedénim.

Koncentrace dalsich pouzitych zasobnich roztoki soli
gistoty p. a. (Lachema Brno) ¢inila rovnéz 0,01 mol.I™".

Vzorky moci byly zpracovany bezprostfedné po odbé-
ru, popiipad¢ byly uchovavany v lednici po nezbytn€ dlou-
hou dobu.

Vysledky a diskuse

Stanoveni TDGA v moci predstavuje analyzu pomérné
slozité matrice. Separaci stanovované kyseliny mtize ovliv-
nit pfitomnost fady aniontl, a to ¢asto v koncentracich né-
kolikanasobné vyssich, neZ je koncentrace TDGA.

Byl proto vyzkousSen postup, pii kterém byla solnost
vzorkl moce pied jejich analyzou vyrazné snizena. Vzorky
moci byly zbavovéany soli pfidavkem ethanolu (95 obj.%)
v poméru 1:8 nebo 1:10. Poté byla smes chlazena po dobu
jedné hodiny pii teploté¢ 0 °C. Vyloucily se krystaly, které
byly odstfedény. Vysledny ciry roztok byl podroben izota-
choforetické separaci. Predsepara¢ni kolonou prochazel
konstantni proud o velikosti 250 pA, analytickou pak proud
50 pA. Signal konduktometrickych detektorti byl zazname-
navén liniovym zapisovacem pfi rychlosti posunu papiru 0,5
mm.s_'. Vzorky moé&i byly davkovany davkovacim kohou-
tem. Na izotachoforeogramech vzork moci byly identifiko-
vany zony chloridd, fosfore¢nani, citratd, sificitant, sirant
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a Stavelant. Na veétSin€ zdznama byla také zona soli TDGA.
Po provedeném odsoleni bylo tfeba upravit pH prostredi, v
némz probiha separace tak, aby isotachoforetické zony byly
dobfe rozlisitelné a metitelné.

Ze ziskanych zaznamu vyplyvalo, Ze nejvyznamnéjSimi
doprovodnymi anionty ovliviiujicimi zénu TDGA byly fos-
fore¢nany, protoze jich ve vzorku po odsoleni zustalo rela-
tivné nejvice. Rozdéleni téchto dvou zoén v zavislosti na pH
vedouciho elektrolytu bylo sledovano na modelovych vod-
nych roztocich. Roztok o koncentraci 1.10™* mol.I"' TDGA
a 1.107* mol.I"! hydrogenfosfore¢nanu draselného byl izota-
choforeticky promeéfovan v operacnim systému vedouciho
elektrolytu 0,01 mol.I”" HCI a koncového elektrolytu 0,01
mol.I"" CH;COOH za stejnych podminek, lisicich se pouze
hodnotou pH vedouciho elektrolytu. Ta byla upravovana
pridavkem B-alaninu nebo g-aminokapronové kyseliny tak,
aby se nachazela mezi 3,3 az 4,8.

Bylo zjisténo, ze probiha-li separace pfi pH 3.4, jsou
rozdily v pohyblivostech sledovanych iontovych latek vel-
mi malé a hrozi nebezpeci, Ze pfi malé odchylce v nasta-
veni pracovni hodnoty pH (naptiklad na 3,3) se tyto latky
nerozdéli a splynou v jednu zonu. Odectené a tedy i vyhod-
nocené mnozstvi TDGA je pak vyrazné vyssi, nez jeji sku-
te¢nd koncentrace. Pfi vysSich hodnotach pH, a to v roz-
mezi 4,0-4,8, se relativni vyska zon ((hy — k) / (hr — hy),
kde hy je vyska zony sledovanych iontl, 4 je vyska zony
vedouciho elektrolytu a hy vyska zony koncového elektroly-
tu) u TDGA zvySuje jen nepatrné, a to v rozmezi 0,37-0,47,
kdezto u fosforecnanovych iontti jsou zmény vyznamngéjsi, a
to od 0,58 do 1 (kdy fosfore¢nanové ionty splynuly
s koncovym elektrolytem). Vyssi hodnoty pH ze sledované-
ho intervalu jsou tedy pro analyzu TDGA ve vztahu
k rusivym fosfore¢nantim vhodnéjsi.

Pii analyze moci bylo tfeba pocitat s mnozstvim latek
acidobazického charakteru o vysokych koncentracich ovliv-
fiujicich chovani této matrice. Dosazeni vyssich hodnot pH
bylo vSak mimo pufracni oblast B-alaninu a ten byl proto na
rozdil od prace'® ve vedoucim elektrolytu nahrazen e-ami-
nokapronovou kyselinou (e-AMK), jejiz pKy je 4,43, coz
vysvétluje lepsi pufracni kapacitu e-AMK pti danych pod-
minkach.

Obdobna studie vlivu pH na stanoveni TDGA byla pro-
vedena i u vzorkii moci, nebot’ vedle fosfore¢nant zde hrala
zna¢nou roli i pfitomnost sifiitanti s pohyblivosti blizkou
TDGA. Vzorek moc¢i byl pfitom analyzovan stejnym zptiso-
bem jako modelovy roztok. Ze ziskanych izotachoforeogra-
mil bylo patrné, ze hodnota pH vyrazn¢ ovliviiuje separaci
jednotlivych slozek, celkovy vzhled, piehlednost a vyhod-
notitelnost zdznamu. Probihala-1i separace pii pH 3,840,
byly jednotlivé sousedici zony pritomnych slozek dostatec-
n¢ oddéleny a méfeni byla dobie opakovatelna. Se zvysujici
se hodnotou pH se zacinala zona TDGA ptiblizovat pred-
chozi zon€ (patfici zfejmé sificitantim), pii pH 4,6 se tyto
z6ny Uplné€ neseparovaly, coz se projevilo vznikem smésné
z6ny. Nalezené mmnozstvi TDGA se proto snizilo. Vyssi
hodnoty pH pak zpusobily splynuti zéon vyse uvedenych
iontl a vedly tedy k podstatné vyssim vysledkiim, nez byla
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Tabulka I
Srovnani vysledkd izotachoforetického a voltametrického
stanoveni TDGA v deseti riiznych vzorcich moci

Cislo vzorku TDGA [mg.l’l]
izotachoforeticky voltametricky
1 79,1 88,2
2 29,4 24,1
3 7,3 5,2
4 54,7 45,2
5 39,5 35,8
6 26,4 26,5
7 113,7 95,6
8 125,2 124,0
9 116,0 117,0
10 89,3 75,4
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Obr. 1. Ziaznam izotachoforetické analyzy vzorku moci
po odsoleni v prostfedi 86,4 obj.% ethylalkoholu
(vedouci elektrolyt 0,01 mol.I"" HCI, pH 4,0 (kyselina &-
aminokapronova), 0,01 hm.% (hydroxyethyl)celulosa; kon-
covy elektrolyt 0,01 mol.I"" CH;COOH; proud pro piedsepa-
racni kolonu 250 pA, proud pro analytickou kolonu 50 pA)

262

Laboratorni pfistroje a postupy

skutecna koncentrace TDGA. Z vySe uvedenych vysledka
vyplynulo, ze pro stanoveni TDGA v moci je vhodné pH
v rozmezi 3,8 az 4,0.

Priklad izotachoforeogramu odsoleného vzorku modi,
ziskaného za popsanych optimalnich podminek v analytické
kolong, je uveden na obr. 1 a ilustruje zietelné oddéleni
zony TDGA od okolnich z6n a jeji dobrou vyhodnotitel-
nost. Velmi dobrou linearni zavislost délky zony TDGA na
jejim zvysujicim se obsahu ve vzorku moci, zpracované
navrzenym postupem, dokumentuje rovnice kalibra¢ni kiiv-
ky: [ = 0,2788¢ + 8,5541, kdy R* = 0,9987 (kde [ je délka
zény [mm], ¢ je koncentrace TDGA [mg.1™'] a R? je koefici-
ent determinance). Relativné vyznamna nenulova délka
z6ny pii nulové koncentraci TDGA je dana tim, Ze kalibrac-
ni pfimka byla méfena pfimo ve vzorku moci, ktery obsaho-
val nizkou koncentraci TDGA, a ne v zakladnim elektrolytu.
Proto i pfi nulovém objemu ptidavaného standardniho roz-
toku byla zaznamenana zéna TDGA. Zjisténa opakovatel-
nost stanoveni TDGA testovana ve vzorcich moci byla velice
dobra, ctpga = 90,3 £ 1,4 mg.1™" (n=5).

Vzhledem k tomu, Ze analyzované moci se znacn¢ lisi
jak kvalitativng, tak obsahem ptitomnych soli, mize u kon-
centrovanéjSich vzorkd nastat situace, ze zvoleny operacni
systém vykazuje nedostate¢nou pufracni kapacitu. To se
projevi tak, Ze zony analyzovanych iontli nemaji konstantni
vodivost (vodivost zony klesa ¢i stoupa). V tomto piipadé je
titeba zvysit koncentraci vedoucich ionti (C17) na hodnotu
0,02 mol.I"". Tato zména vede zaroveii ke zvyseni koncent-
race pufrujiciho protiiontu, kterym je upravovano pH ve-
douciho elektrolytu.

Vysledky izotachoforetického stanoveni TDGA byly
porovnavany s vysledky ziskanymi voltametrickou meto-
dou". Bylo proméfeno 10 riznych vzorkih mod&i s riznym
obsahem TDGA. Stanovené koncentrace jsou uvedeny
v tabulce I, z niz je vidét pomérné dobra shoda mezi obéma
metodami v Sirokém koncentracnim rozsahu. V souladu
s literaturou Ize pak eventuelné prepocitat obsah TDGA na
obsah kreatininu. Kazdy vzorek mo¢i v zavislosti napf. na
denni dob¢ odbéru, zdravotnim stavu atd. ma riznou husto-
tu, ktera je charakterizovana pravé obsahem kreatininu.
Proto se casto uvadi v biochemické literatuie hodnoty mg
TDGA na g kreatininu'® a nikoli mg TDGA na litr mogi.

Navrzeny postup méfeni se ukazal vhodnym pro stano-
veni TDGA jako produktu metabolismu VC v mo¢i.
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A procedure for the isotachophoretic determination
of thiodiglycolic acid (TDGA) in urine after desalination
and pH adjustment of analyzed samples was elaborated. The
salts present in urine were precipitated by addition of etha-
nol. TDGA was determined in anionic isotachophoretic
mode in 0.01 M HCI as a leading electrolyte containing
0.01 % (2-hydroxyethyl)cellulose at pH 4.0 (adjusted with
6-aminohexanoic acid). 0.01 M acetic acid was used as a
terminating electrolyte. The reproducibility of TDGA deter-
mination was very good, the relative standard deviation was
less than 1.5 % for a concentration of TDGA 90 mg.1".



