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1. UVOD

Kapilarni elektroforéza je ucinna separacni metoda, kterda vyuziva rozdilné
migrace jednotlivych slozek v elektrickém poli.

Pocatky elektroforézy spadaji do 80. let 19. stoleti. Teoretické zaklady polozil
Kohlrausch, jenz v roce 1897 odvodil regulac¢ni funkci, kterd ma zasadni vyznam pro
izotachoforézu.! Elektroforéza jako separacni technika byla predstavena v roce 1937
Tiseliem. Zjistil, ze ve smésich proteinti umisténych mezi roztoky pufrd Vv trubici, na
néz je aplikovéano elektrické pole, migruji slozky vzorku ve sméru a rychlosti uré¢enou
jejich nabojem a mobilitou. Za svou préaci byl Tiselius ocenén Nobelovou cenou.?

V roce 1962 popsali Vesterberg a Svensson izoelektrickou fokusaci bilkovin
v piitomnosti amfolytd.*

Prvni vyznamny krok ke kapilarni elektroforéze ucinil v roce 1967 Hjertén,
ktery provadél elektroforézu v podélné rotujici trubici. Pozdéji Virtanen a pak Mikkers
vykonavali elektroforézu v kapilarach o vnitinim primeéru ptiblizné 200 pm vyrobenych
ze skla nebo teflonu.? Stabilizaci zén vlivem ,.efektu stény* pouzili v izotachoforéze
a elektroforéze v kapilafe Martin a Everaerts.”

Vyznamny pokrok znamenaly pro kapilarni elektroforézu prace Jorgensona
a jeho spolupracovnikil, ktefi na zacatku 80. let 20. stoleti ukézaly praktické moZznosti
kfemenné kapilary. Diky jejich pracim 1 Jorgensonové piinosu pro teorii doslo
k prudkému néristu zajmu o kapilarni elektroforézu.?

Prikopnikem micelarni elektrokinetické chromatografie byl Terabe.!

Kapilérni elektroforéza se vyznacuje vysokou ti¢innosti, v§estrannosti a rychlosti
analyzy s moZnosti automatizace a detekci pfimo v kapilafe. Dalsi vyhodou je
minimalni spotieba vzorku (fddov€ nanolitry) a rozpoustédel (fadové mililitry).
Ptrednosti je také snadnd uprava selektivity metody zménami v chemickém sloZeni
pracovniho elektrolytu.2

Jednou z metod kapilarni elektroforézy je micelarni elektrokineticka kapilarni
chromatografie. Ta zahrnuje 1 principy chromatografické a diky uziti elektricky
nabitych micel v pracovnim elektrolytu puasobicich jako pseudostacionarni faze,
umoziuje nejen separaci iontovych, ale i neiontovych slouenin.’

Rozsah pouziti je velmi Siroky a zahrnuje fadu anorganickych, organickych

I biologicky aktivnich sloucenin, které jsou pfedmétem zajmu v nejriuznéjsich oborech.?



2. TEORETICKA CAST

2.1. KAPILARNi ELEKTROMIGRACNiI METODY

Kapilarni elektroforéza je elektromigracni dé€lici metoda zalozend na rozdilné
rychlosti putovani jednotlivych slozek analyzované smési v elektrickém poli. Lze ji
aplikovat na latky povahy elektrolytii tvofené nizkomolekularnimi ionty a na systémy
elektricky nabitych koloidnich ¢astic. Migra¢nim prostiedim je vodivy roztok
elektrolytd, ktery je v kontaktu s pfivodnimi elektrodami proudového pole E, vyjadiena
gradientem napéti v jednotkach V.m™. Silu ptisobici pohyb jednotlivé &astice vystihuje
soucin intenzity elektrického pole a velikosti naboje Castice. Proti pohybu castic pisobi
tteni v kapalném prostfedi podminéné jeho viskozitou. Tieci sila pti pohybu kulovité
Castice je pfimo Umérnd jejimu poloméru a viskozité¢ kapaliny (Stokestv zakon).
Skute¢na rychlost migrace je vysledkem interakce téchto protichidnych vlivi. Pokud je

u jednotlivych slozek smési rozdilna, dojde k jejich separaci.*

Mezi zakladni varianty kapilarni elektroforézy patii:
e zoOnova elektroforéza

e izotachoforéza

e izoelektricka fokusace

e micelarni elektrokineticka chromatografie

e kapilarni elektrochromatografie

e mikroemulzni elektrokinetickd chromatografie

e kapilarni gelova elektroforéza

Separacni principy jsou u jednotlivych variant odlisné. V zoénové elektroforéze
a izotachoforéze dochazi k separaci na zdklad€é rozdili efektivnich pohyblivosti,
Vv izoelektrické fokusaci na zékladé rozdild v izoelektrickych bodech a v micelarni
elektrokinetické chromatografii na zakladé rozdilli rozdélovacich koeficienti mezi
mobilni a pseudostacionarni fazi.* V pripadé kapilarni gelové elektroforézy jsou slozky
vzorku separovany podle velikosti a tvaru stru ktury.6

Separace probiha v kapilafe, jejiz konce jsou ponofeny do nadobek
s elektrolytem. Knim jsou pfipojeny elektrody vysokonapétového zdroje, které

vytvareji pole nutné pro separaci. Na distalnim konci kapilary je umistén detektor, ktery



snima analyticky signal. Tento signdl je zapsan liniovym zapisovacem nebo déle

r vr v 1
Zpracovan p001tacem.

2.1.1. Elektroforeticka pohyblivost

Pii elektroforéze dochazi k pohybu elektricky nabitych ¢astic v roztoku
pusobenim elektrického pole. Smér pohybu je dan znaménkem jejich naboje a orientaci
elektrického pole.” Rychlost tohoto pohybu je piimo (mérna intenzité pouzitého
elektrického pole:*

v=u-E

v — rychlost elektroforetického pohybu [m.s™]

u — elektroforeticka pohyblivost [mZ.V'l.S'l]

E — intenzita elektrického pole [V.m™]

Elektroforetickd pohyblivost (mobilita) u vyjadiuje rychlost pohybu ¢astice nebo
iontu Vv jednotkovém elektrickém poli. Roste timérné s nabojem a klesa s velikosti
Castice. Pohyblivostem byva piisuzovano znaménko v souladu s nabojem ptislusného

iontu. Pro dvojici iont — prostfedi je pohyblivost charakteristickou konstantou.

2.1.2. lontova pohyblivost

Kolem kazdého iontu v roztoku vytvareji ionty opacného znaménka tzv.
iontovou atmosféru. Interakce mezi ionty ovliviiuje vyslednou pohyblivost sledovaného
iontu — s rostouci koncentraci elektrolytu elektroforeticka pohyblivost iontu klesa. Kdyz
extrapolujeme koncentracni zavislost elektroforetické pohyblivosti na nulovou iontovou
silu, ziskdme pohyblivost iontovou ug. Ta se zvySuje s rostouci teplotou (zvySeni teploty

0 1°C vede ke zvy3eni pohyblivosti 0 2%).!

2.1.3. Skutec¢na pohyblivost

Skutecna pohyblivost je pohyblivost v redlném prostiedi, ktera je zpravidla nizsi
nez up. To je zplisobeno predev§im vzajemnymi interakcemi iontll v kone¢né ziedénych
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2.1.4. Efektivni pohyblivost

Latky povahy slabych kyselin a bazi se v roztoku vyskytuji ve dvou formach. Ve
form¢ iontl s pfisluSnou pohyblivosti a ve formé neutrdlnich molekul, které nejsou
schopny elektroforeticky putovat. Obé formy se vyskytuji ve smeési v pomeéru
vyjadfeném napf. disociaénim stupném.4 Jelikoz 1onizacni rovnovéha probiha
nepomérné rychleji neZ elektromigrace,' nemize dojit k rozd&leni rovnovazné smési na
nepohyblivé molekuly a pohyblivé ionty. Smés putuje jednotnou rychlosti, kterd je
umérnd disociacnimu s‘fupni.4 Vysledna pohyblivost se nazyva efektivni pohyblivost U

a je dana vztahem:!

u= iUiXi
i=1

Ui = pohyblivost jednotlivych iontovych forem latky

Xi = molérni zlomky

Volbou pH Ize nastavit sloZeni rovnovdzné smési a tim ménit jeji pohyblivost
podle potieby od nulové aZ po plnou iontovou. Uprava pH je tedy efektivni prostiedek
k dosaZeni optimalniho d&leni smési kyselych nebo bazickych latek.* Zavislost efektivni
mobility slabych jednosytnych kyselin vyjadiuje vztah:

u

u= 1+10(pKa*PH)

Pro slabé jednosytné baze je ¢len (pK,-pH) nahrazen &lenem (pH-pK,).?

Podobné lze popsat i migracni chovani komplexii. Pokud ustanoveni
rovnovazného stavu probihd rychlosti srovnatelnou nebo niz$i neZ je rychlost

elektromigrace, je mozné od sebe oddélit jednotlivé formy téze lé‘[ky.1

2.1.5. Migracéni €as

Elektroforetickou pohyblivost nelze experimentalné piimo zjistit. Lze ji vSak
vypocitat z migraéniho Casu tm, coz je ¢as potfebny pro migraci latky z mista nastiiku
do detekéni cely. Pokud je elektromigrace provazena hydrodynamickym tokem (napf.
disledkem elektroosmoézy), je tfeba znat 1 migracni Cas nenabitych cCastic to.

Elektroforeticka pohyblivost se vypoéte podle vztahu:*



(1 1
u=-3| —-=
ult, t

I — celkova délka kapilary [m]

Is — efektivni délka kapilary (vzdalenost od nastiiku po detektor) [m]
U — pracovni napéti [V]

tm — migracni Cas latky [s]

to — migracni ¢as nenabitych ¢astic [s]

2.1.6. Elektroosmoticky tok (EOF)

Podstatnou slozkou HPCE operaci je elektroosmoticky tok. EOF je objemovy
tok kapaliny v kapilafe a je dusledkem povrchového naboje na vnitini sténé kapilary.
Povrchy pevnych latek maji ve vodném prostfedi zpravidla piebytek negativnich
naboju. To mize vyplyvat z ionizace povrchu a/nebo z adsorpce iontti na povrch. U
kifemennych kapilar dochéazi pravdépodobné k obéma procesim, ackoliv EOF je
nejsilngji kontrolovan mnoZstvim silanolovych skupin (SiOH), které mohou existovat
Vv aniontové formé (SiO"). Negativni naboje téchto skupin pfitahuji kationty tlumivého
roztoku (protiionty) a dochazi ke vzniku elektrické dvojvrstvy pfilehlé ke sténé kapilary
(Obr. 1). Vytvaii se tak zeta potencial . KdyZ je na kapilaru vlozeno napéti, kationty
tvofici difuzni dvojvrstvu jsou pfitahovany ke katod€. Protoze jsou solvatovany,

strhavaji s sebou roztok v kapiléfez.
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Obr. 1 Uspoiadani iontt v kapilafe’



Velikost EOF je zavisld na velikosti zeta potencidlu elektrické dvojvrstvy
vytvofené na rozhrani proudici kapaliny a stény kapildry. Rychlost EOF je déna
vztahem:’

n

¢ — permitivita roztoku [C?J ™ m™]

VEOF

€ — elektrokineticky potencidl [V]

n — viskozita roztoku [N.s.m]

Zeta potencial je uréen povrchovym nabojem stény kapilary. Jelikoz tento naboj
siln¢ zavisi na pH, méni se velikost EOF s pH. Pfi vysokém pH, kdy jsou silanolové
skupiny pievazné deprotonizované, je EOF zna¢né véEtsi nez pii nizkém pH, kdy jsou
tyto skupiny protonizované. EOF je vyznamny od pH vétsi nez 4. Zeta potencidl je také
zavisly na iontové sile pufru. Rostouci iontova sila zptisobuje kompresi dvojvrstvy,
pokles zeta potencialu a redukci EOF.?

Z praktického hlediska muze byt pfitomnost EOF vyhodna, protoze zptsobuje
pohyb témét vSech latek stejnym smérem bez ohledu na naboj. Za normalnich
podminek (tj. negativné nabity povrch kapilary) EOF sméfuje od anody ke katod¢.
Anionty jsou unaseny smérem ke katod¢, jelikoz velikost toku mtize byt i vic nez o fad
vEtsi nez jejich elektroforetické mobility. Kationty, neutrdlni molekuly a anionty mohou
byt tudiz analyzovany zaroven, jelikoZ migruji stejnym smérem. Kationty migruji
nejrychleji, nebot’ elektroforetické pritahovani smérem ke katod¢ a EOF jsou ve stejném
sméru, neutrdlni latky jsou vSechny neseny rychlosti EOF, ale nejsou od sebe
separovany, anionty migruji nejpomaleji, protoze jsou sice neseny ke katodé, ale
ptitahovany jsou k anodé (Obr. 2).

Nékdy je ovSem nutné EOF eliminovat. Proto se modifikuje vnitini povrch
kapilary, blokuji se volné silanolové skupiny zodpovédné za EOF. PouzZiva se
dynamické pokryvani (aditivy v pufru) nebo kovalentni pokryvani. Toto pokryvani

muze zvysit, sniZit nebo obratit povrchovy néboj a tim EOF 2
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Obr. 2 Migrace elektricky nabitych a neutralnich latek v kapilaie ptisobenim EOF’

2.1.7. Ovlivhovani elektroforetické pohyblivosti

Chceme-li separovat vSechny nebo alespon hlavni komponenty vzorku, je ticba
dosadhnout co nejvétsich rozdild v jejich migracnich Casech. Nejjednodussi cestou je
pouziti del$i kapilary. Tim se ovSem vyrazné prodluZzuje doba analyzy, a proto se
K tomuto kroku pfistupuje az po vyCerpani dal$ich moznosti. Snahou je najit takové
podminky, pfi nichz jsou rozdily elektroforetickych pohyblivosti mezi sousednimi
zonami nejvetsi. Toho lze dosdhnout zménou pH pracovniho elektrolytu, pfidavkem
vhodného komplexujiciho ¢inidla, latek vytvaiejicich hostitelské komplexy, detergentil,

piidavkem nevodného rozpoustédla nebo pouzitim gelu.*

2.1.7.1.  Vliv pH pracovniho elektrolytu

Zména pH pracovniho elektrolytu je nejjednodussim krokem vedoucim ke
zméné elektroforetické pohyblivosti latek povahy slabych kyselin a bazi. Se zménou pH
dochdzi ke zméné ionizace a tim ke zméné efektivni pohyblivosti latky. Pfi hledani
optimalniho pH pro separaci slozek roztoku je potfeba vychazet ze zavislosti
elektromigracnich pohyblivosti téchto slozek na pH pracovniho elektrolytu. Vhodna

hodnota pH je takova, pi které je rozdil pohyblivosti nejvétsi."

2.1.7.2. Tvorba komplexi

Tvorbu komplexti Ize vyuzit pro zlepsSeni separace kovii, kdy se hledd vyhovujici

ligand a jeho koncentrace, nebo analogicky pro separaci ligandii, kdy se hledd vhodny



kov.!

Elektroforetickd pohyblivost vzniklych komplexii se podstatné odliSuje od
pohyblivosti samotného analytu. Konstanta stability komplexu zavisi na druhu kovu

a druhu ligandu, coz vede k vysoce selektivni amal}'lze.7

2.1.7.3.  Tvorba iontovych asociatu

Tvorba iontovych asociatii se vyuziva ke sniZeni rychlosti migrace analytd.’
lonty svySSim ndbojem vytvareji diky silnym coulombickym interakcim iontové
asociaty s ionty opa¢ného znaménka. Cim vétsi je naboj interagujicich iontd, tim silngjsi
jsou interakce a tim vyraznéjSi je snizeni pohyblivosti. Nejcastéji jsou pouzivany
kyseliny a baze o vyS$im naboji jako napf. kyselina citronova, kyselina fytova,

spermin.}

2.1.7.4.  Tvorba hostitelskych komplexii

Vyuzivany jsou separace v pritomnosti cyklodextrint. Cyklodextriny (o, B, y)
jsou cyklické oligosacharidy tvofené 6-8 molekulami glukdzy, které vytvareji duty
valec, na jehoZ obvodu jsou hydroxylové skupiny a vnitini jadro zlstava hydrofobni.
Do tohoto jadra mohou vstupovat hydrofobni skupiny a vznikaji tak rtizné pevné
hostitelské komplexy. Ponévadz hydroxylové skupiny na povrchu jsou chiralni,
vytvafeji cyklodextriny s chiralnimi separandy komplexy liSici se stabilitou, coz
umoziuje jejich separaci. Podobné komplexy mohou vytvaret i dal$i latky, napf. crown

ethery, coz jsou opét cyklické slou(:eniny.l

2.1.7.5.  Vliv nevodnych rozpoustédel

Ptidavkem nevodného rozpoustédla k pracovnimu elektrolytu se méni solvatace
separovanych ionti a viskozita elektrolytu. Tim dochazi k ovlivnéni iontové
pohyblivosti, coz mize ptispét ke zlepSeni separace. Nevodné rozpoustédlo ma také vliv
na EOF. Nejcastéji se vyuziva methanol, ethanol, propanol, aceton, acetonitril

a dimethylsulfoxid.

2.1.7.6.  Vliv sit’ujiciho prostredi

Sit'ujici prostiedi se vyuziva pro separaci polymera, které se 1isi molekulovou
hmotnosti, avSak ne hustotou elektrického naboje. Situjicim prostfedim s nejvétsi

tradici je polyakrylamidovy gel. Mensi molekuly prochazeji gelem snaze, vétsi
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molekuly jsou pifi migraci situjicim prostiedim vice zpomalovany. Dnes jsou gelové
kapilary nahrazovany roztoky linearnich polymert, které vytvaieji sit. Nejcastéji

pouzivanymi jsou derivaty celuldzy, polyvinylalkohol, polyethylenglykol a dalsi.!

2.1.7.7.  Vliv ionogennich smacedel

Pridavek ionogennich smacedel se vyuziva napt. pii SDS elektroforéze bilkovin,
kdy je cilem vyrovnani nabojové hustoty mezi jednotlivymi separandy tak, aby byla
separace ovlivnéna pouze molekulovymi hmotnostmi proteind.

Po piekroceni kritické micelarni koncentrace zacnou ze smacedel vznikat
micely. Hydrofobicita jaddra ionogennich micel umoziuje vstup nepolarnich latek a diky
naboji micel 1ijejich elektroforetickou migraci. To je podstatou micelarni

elektrokinetické chromatografie.’

2.1.8. Déje ovlivnujici separaci

2.1.8.1. Difuze

Vlivem difuze dochdzi k rozmyvani elektroforetickych zon, u kterych se
nezachovava ptuvodni Sitka a ostré ohraniceni. Vzdalenost, kterou urazi diftizi primérny
iont za dobu t, se oznacuje ¢ a vypocéte se podle vztahu:

o =+/2Dt

D — diftizni koeficient

o se nazyva rozptyl

Utinnost elektroforetické separace lze v CZE i MEKC vyjadiit poétem
dosazenych teoretickych pater N:
N=UY
2-D
u — elektroforeticka pohyblivost
U — napéti

Mensi rozptyl (a vétsi pocet teoretickych pater) bude u vétsich molekul, které

maji maly difuzni koeficient."
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2.1.8.2.  Elektromigracni disperze

Rozdil v pohyblivostech mezi analytem a spoluiontem pracovniho elektrolytu se
projevuje asymetrii elektroforetického piku. Pokud mé analyt vétsi pohyblivost nez
rozhrani opoustéji difuzi zoénu, dostavaji se do prostiedi o vyssi intenzité elektrického
pole, dochazi k jejich urychleni a ¢elni rozhrani je plo$si nez by bylo pii vlivu prosté
difize. Naopak na zadnim rozhrani se ionty opoustéjici zonu dostavaji do prostredi
0 vyssi intenzité elektrického pole, jejich migracni rychlost se zvysi a jsou vraceny zp¢t.
Dochézi tak k zaostiovani zadniho rozrani zoény. Analogicky se tvofi asymetrickd zona
pfi migraci analytu o mensi pohyblivosti nez mé spoluion pracovniho elektrolytu — ¢elni
rozhrani je ostré a zadni je difuzni. Zoéna iontu, ktery ma stejnou pohyblivost jako
spoluion pracovniho elektrolytu, nebude elektromigraéni disperzi ovlivnéna. Cim vétsi

. , . . . . , ., , , 1
je rozdil mezi pohyblivostmi analytu a spoluiontu, tim je zona vice deformovana.

2.1.8.3. Jouleouv ohrev

Prichod elektrického proudu pracovnim elektrolytem zptisobuje tvorbu Jouleova
tepla. ZvySeni teploty vede ke zvySeni pohyblivosti iontd a je dosazeno kratSich
migraénich &asi.' Produkce tepla je zavisla na rozmérech kapilary, vodivosti elektrolytu
a vlozeném napéti.” P¥i chlazeni dochézi ke vzniku teplotniho gradientu uvnité kapilary
S nejvyssi teplotou ve stiedu. Ionty pohybujici se v ose kapilary se pohybuji nejrychleji,
ionty na obvodu naopak nejpomaleji. Detektor zaznamenava tento jev jako rozsifeni

zény.l

2.1.8.4. Sorpce

Negativni vliv na kvalitu separace ma i interakce solutu se sténou kapilary.
Pokud jsou jeji podstatou silné coulombické interakce, muze dojit k Gplné sorpci
analytu na sténu kapilary, coz se projevi absenci piku v elektroforeogramu. V lepsim
ptipad€ vede sorpce k asymetrii a chvostovani piku. Sorpcim se da piedchéazet tvorbou

ochranného filmu na sténé kapileiry.1
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2.1.8.5. Délka detekcni cely

Pro zvySeni uc¢innosti separace je zadouci délku detekéni cely minimalizovat, to
vsak vede ke snizeni detekcni citlivosti. Délka detekéni cely je tedy kompromisem mezi

ucinnosti separace a citlivosti detekce.

2.1.8.6. Délka nastriku

Délku nastfikového pulsu je vhodné minimalizovat.*

2.1.9. Instrumentalni usporadani

Zatizeni pro kapilarni elektroforézu (Obr. 3) vzdy obsahuje separa¢ni kapilaru,
zdroj napé&ti, davkova¢ vzorku, detektor a zafizeni na zpracovani analytického signalu.

Interface

Amplifier

Capillary 00 o

|
ANODE (+) ‘\t Detector | CATHODE: )

Sample/Buffer

High voltage supplier

Obr. 3 Schéma instrumentéalniho uspotadani pro kapilarni elektroforézu’

2.1.9.1.  Separacni kapilara

Nejcastéji pouzivané jsou kiemenné kapilary, které jsou z divodu Ilepsi
mechanické pevnosti pokryty ochrannou vrstvou polyimidu. Tato ochranné vrstva musi
byt v misté¢ detekéni cely odstranéna. Vyjimecn& jsou uZivany kapilary teflonové
a sklenéné. Vnitini primér kapilary je obvykle 50 — 75 um. Celkova délka kapilary
byva 20 — 100 cm.*
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2.1.9.2.  Zdroj vysokého napéti

Do  zasobnikii  pracovniho  elektrolytu  jsou umistény elektrody
vysokonapétového zdroje o rozsahu 0 — 30 kV. Vyssi napéti se neuziva kvili nebezpeci
ionizace vzduchu a elektrickych vyboji.t Méla by zde byt moznost prepinani polarity

elektrod.?

2.1.9.3. Davkovani vzorku

Déavkovani vzorku do kapilary ma vliv na kvantitativni vysledky méieni.
Nejbéznéjsi je davkovani hydrodynamické a elektrokinetické.

Hydrodynamické davkovani spociva ve vtlatovani tzkého sloupce roztoku
vzorku do kapilary vlivem tlakovych rozdilti podél kapilary. Existuji rizné mechanismy
pro dosazeni tlakového spadu. Jedna se o aplikaci tlaku na ,,davkovaci* konec kapilary,
pouziti vakua na distalnim konci kapilary nebo vyuziti tzv. sifonového efektu, kdy je
rezervoar se vzorkem na urcitou dobu umistén do vétsi vysky nez vystupni zasobnik. Pti
hydrodynamickém davkovani je mnozstvi vneseného vzorku téméi nezavislé na slozeni
vzorku. Objem vnesen¢ho vzorku je funkci rozmérG kapildry, viskozity pufru
Vv kapiléfe, aplikovaného tlaku a ¢asu. Obvykle se davkovaci tlak pohybuje v rozmezi 25
— 100 mbar a cas 0,5 — 5 s. U sifonového efektu je rezervoar vzorku zdvizen o 5 — 10
cmnal0-30s.?

Elektrokinetické (elektromigracni) davkovani spociva v tom, Ze vstupni nddobka
s pracovnim elektrolytem je nahrazena nadobkou se vzorkem a po stanovenou dobu se
aplikuje davkovaci napéti, které je nékolikrat nizs$i nezZ pracovni. Vnesené mnoZstvi je
zavislé na elektroforetické mobilit¢ jednotlivych soluti. Navic je zavislé na EOF
a koncentraci vzorku.? Je to jeding mozny zpiisob aplikace vzorku v kapilarni gelové

elektroforéze.’

2.19.4. Detekce

Vhodny detektor je volen s ohledem na jeho citlivost, selektivitu, linearitu
zdaznamu a hladinu Sumu. Vhodné zvoleny detektor pfispivd ke spravné identifikaci,
nebot’ ziskany signal je zdvisly na charakteru analytu.9 U kapilarni elektroforézy je

nejb&zn&jsi on-line detekce, kdy je analyticky signal ziskavan primo na kapilafe.
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UV absorpce

UV (- VIS) absorpce je nejrozsifenéjsi metodou detekce v kapilarni
elektroforéze, predevsim kvuli své téméf univerzalni povaze. S kiemennymi kapilarami
muze byt uzito detekce od 200 nm nahoru ptes viditelnou oblast.? V&tsina analytil totiz
obsahuje chromofory, které umoziuji absorpci v UV oblasti bez predchozi derivatizace.
Vzhledem k velkému poctu sloucenin absorbujicich v UV oblasti v§ak dochazi k ¢astym
interferencim, coZ vede k pekryvani pikd analyzovanych slozek.” Pro identifikaci
elektroforetickych piki je uzite¢ny diode-array detektor. Polychromaticky paprsek
svétla je po prichodu kapildrou rozlozen na jednotlivé pasy, z nichz kazdy je detekovan
jednou fotodiodou. Vysledkem je trojrozmérny elektroforeogram zachycujici spektrum
pro kazdy pik.!

Pro latky, které v UV oblasti neabsorbuji, 1ze pouzit nepfimou UV detekci.
Vyuzivé se absorbujiciho iontu, ktery je piitomen v pracovnim elektrolytu.*

Laserem indukovana fluorescence

Fluorescence a predev$sim laserem indukovand fluorescence je vysoce citliva
metoda. ProtoZe je jen maélo sloucenin, které obsahuji fluorofory, je vétSinou nutna
jejich derivatizace. Pomoci fluorescencnich c¢inidel jsou tyto latky prevadény na
fluoreskujici slouCeniny. Mezi fluorescencni Cinidla patii napf. dansylchlorid,
fluoresceinisothiokyanat nebo flureskamin. Je také mozno vyuzit nepiimé fluorescenéni
detekce.’

Hmotnostni spektrometrie

Spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnostné spektrometrickou detekci (CE-MS)
je kombinace metod vyuZzivajici migrace iontl v roztoku a ve vakuu. Pro kazdou latku
Ize ziskat hmotové spektrum, jeZ usnadituje identifikaci piki.*

Amperometrie

Timto zplisobem lze snadno detekovat oxidovatelné ionty. Citlivost detekce neni
zavisla na primeéru kapilairy.l

Konduktometrie

Jde o univerzalni zplsob detekce, kde je vyuZito rozdilné vodivosti zon analytu

a pracovniho elektrolytu.*
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2.1.10. Aplikace kapilarni elektroforézy

Vyuziti kapilarni elektroforézy je rozsahlé a zasahuje do mnoha védeckych
I praktickych oblasti. Lze ji pouzit pro ureni aminokyselinového slozeni hydrolyzatu
neznamych proteinli, stanoveni sekvence aminokyselin v bilkovinach, studium
peptidovych map ¢i k analyze nukleotidi a nukleovych kyselin (urCovani sekvenci bazi
v molekule DNA). Pti analyze télnich tekutin se kapilarni elektroforéza uplatiiuje napft.
pii separaci sérovych bilkovin, studiu lipoproteind, patologickych metabolitd nebo
stanoveni toxickych agens a monitorovani lékovych hladin. Mozna je i analyza 1éCiv,

potravin, primyslovych a mnoha dalsich vzorka.!

2.2. MICELARNI ELEKTROKINETICKA
CHROMATOGRAFIE

Micelarni  elektrokinetickd chromatografie (MEKC), jez je v literatufe
zminovana téz jako micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie (MECC), byla
piedstavena v roce 1984 Terabem.’ Jeji hlavni ptfednosti oproti jinym technikdm
kapilarni elektroforézy je moznost separace nejen nabitych, ale i nenabitych soluti.
Separace neutralnich latek je dosazeno pouzitim surfaktantu v pufru. Pii koncentraci
nad kritickou micelarni koncentraci (CMC) jsou tvoieny micely, ve kterych jsou
molekuly surfaktantu orientovany tak, ze hydrofobni fetézce sméfuji do stfedu, aby se
vyhnuly interakci s hydrofilnim pufrem a polarni nabité &sti jsou na povrchu micely.?
Analyt vstupuje do micely v mnozstvi, které lze vyjadfit rozdélovacim koeficientem
micela — voda Prw.® Surfaktant a tudiZ micely jsou obvykle nabité a migruji bud’ s EOF
nebo proti nému v zavislosti na naboji. Rychlost migrace nabitych micel v elektrickém
poli je imérna hustoté jejich naboje.

Béhem migrace mohou micely interagovat se soluty v urcitém
chromatografickém smyslu prostfednictvim hydrofobnich a elektrostatickych interakci.
Pro neutrdlni latky je to jen rozdélovani do vnitiku a vnéjsku micely, co zpisobuje
separaci. Cim vic solut interaguje s anionaktivni micelou, tim del3i je jeho migrac¢ni ¢as,
ponévadz micela ho nese proti EOF. Kdyz solut neni v kontaktu s micelou, je jednoduse
nesen EOF (Obr. 4). Vice hydrofobni slouceniny interaguji silnéji s micelou a jsou
»Zadrzovany déle.? Nenabité soluty potom mohou byt separovany diky rozdilnym

rozdé€lovacim koeficientim me.3
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anode cathode

Time h tPS tnI tco 0

Obr. 4 Separace pfi micelarni elektrokinetické chromatografii’ O — nezadrzované
Castice, A - zadrzované Castice, PS — latky migrujici v micelach, pe, — pohyblivost toku,

Ups — pohyblivost micel

Vedle primarniho rozdélovaciho mechanismu do micel se ve vodném roztoku
uplatiiuji dalsi chemické rovnovéhy jako acidobazicka, iontové parovani nebo tvorba
komplexit kovii sligandy. Uplatnéni acidobazické rovnovahy je zvlast¢ dilezité,
protoze fada farmaceuticky vyznamnych sloucenin je povahy slabych bazi nebo kyselin.
Retenéni chovani ionizovatelnych sloucenin je mnohem vice komplikované nez
nenabitych solutd. Ob¢, nabité 1 nenabité, formy solutli mohou interagovat a migrovat
Smicelami. Nabity solut migruje ve vodném prosttedi také svou vlastni
elektroforetickou mobilitou.

Jelikoz separani proces v MEKC spojuje hydrofobni a polarni interakce,
rozdélovaci mechanismus a elektromigraci, mize byt na MEKC nahlizeno jako na
hybrid RP-LC a CZE. Migrujici micely, nebo jiny typ organizovaného média, byvaji

povazovany za pseudostaciondrni fazi.

2.2.1. Pseudostacionarni faze

Pseudostacionarni faze mohou byt kategorizovany do dvou hlavnich skupin.
Prvni anejroz$ifenéj$i uzivanou skupinou jsou micely, druhd skupina se sklada

z kovalentné vazanych nebo polymerizovanych nabitych utvarg.?
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2.2.1.1.  Micely

Jak jiz bylo feceno, micely jsou vytvareny molekulami surfaktant. Surfaktanty
jsou amfifilni molekuly, které obsahuji hydrofobni a polarni ¢ast. Mohou byt rozdéleny
podle naboje polarni skupiny (neionogenni, aniontové, kationtové a amfoterni
surfaktanty) nebo podle povahy hydrofobni ¢asti (uhlovodiky, zlu¢ové soli a fluorované
surfaktanty).

Nad kritickou micelarni koncentraci surfaktanty zaCinaji tvofit agregaty, které
jsou Vv dynamické rovnovaze s monomery Vroztoku. Nejen hodnota CMC, ale
I mnozstvi monomeru surfaktantu v agregované formé (agregacni Cislo) a velikost micel
se mezi surfaktanty lisi. Napf. surfaktanty s alkylovymi fetézci tvoii ,,jezaté* micely
S primérem mezi 3 a 6 nm a agregacnim c¢islem mezi 30 a 100. Na druhou stranu
micely zlucovych soli maji mnohem mensi agregacni ¢islo (typicky 2-10 pro primarni
micely) pravdépodobné se Sroubovicovou strukturou. Pro MEKC separaci nenabitych
solutt musi byt pseudostacionarni faze nabita, tedy neiontové a amfoterni surfaktanty

mohou byt uzity jen ve smiSenych micelach s nabitymi surfaktanty.3

2.2.1.2. Polymerni faze

Tato skupina zahrnuje pseudostacionarni faze, které maji rozdilné strukturalni
vlastnosti, ale sdileji jeden spole¢ny rys: obsahuji kovalentni vazby. Ptiklady tii typu,
které byly pouzity v MEKC, jsou polymerni micely (monomerni surfaktanty jsou
kovalentné vazany polymerizatnim procesem), kaskadovité makromolekuly
(dendritickd struktura) a iontové blokové kopolymery. Tyto struktury poskytuji mista

pro interakce a mohou hréat efektivné roli pseudostacionarni faze v MEKC.?

2.2.2. Migrace v MEKC

Aniontové micely jsou pfitahovany smérem k anod€, coZ je v nepotaZené
kapilafe proti smé€ru EOF. PonévadZ EOF je v neutrdlnim nebo bazickém prostredi
siln€j$i nez migracni rychlost micel, jejich vysledny pohyb je ve sméru EOF, jsou tedy
neseny ke katod¢. Jestlize jsou uzity kationtové micely, je sténa kapilary potazena
pozitivné nabitymi surfaktanty, které castokrat vedou ke zvratu sméru EOF. Je proto
nezbytné obratit polaritu elektrod k zajisténi migrace kationtovych micel a v disledku

toho nenabitych solutl skrz detekéni okno.
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Tzv. ,eluéni okno®“ v MEKC je definovano hrani¢nim chovanim analyta.
Analyty, které neinteraguji s micelami (Pmw ~ 0), stravi vSechen svij migracni Cas
v zakladni vodné fazi a migruji elektroosmotickou mobilitou. Jsou to typicky nenabité
polarni molekuly jako methanol nebo acetonitril, které jsou elektroosmotickymi
markery a eluuji pfi te,. Druhy pfipad je charakterizovan eluci analytii, které interaguji
tak siln¢ s micelami (Pmy ~ ), Ze travi vSechen sviij migra¢ni ¢as uvnité micel. tmc
markery jsou typicky velmi hydrofobni slouceniny, které jsou Spatné rozpustné ve
vodném prostiedi — uvadéné piiklady jsou Sudan III a dodekanofenon. Elu¢ni ¢asy pro
tyto analyty se shoduji s micelarnim migra¢nim ¢asem, tyc. VSechny nenabité soluty by
mély byt separovany mezi migracnim casem nezadrzovaného solutu, te, a plné
zadrzovaného solutu, tme. Separovatelnost analytli mize byt zvysena uzitim organickych

modifikatorii nebo smienych micel nebo modifikaci stén kapilary.®

2.2.3. Kapacitni faktor

Jako v chromatografii, kapacitni faktor v MEKC k’ je definovan jako pomér
latkového mnozstvi solutu v micelarni pseudostacionarni fazi npyc a latkového mnozstvi
v zékladni vodné f4zi naq. Kapacitni faktor je pfimo umérny rozdélovacimu koeficientu
Pmw @ fazovému poméru @.

n
k'=—1 =P ®

Naq

Kapacitni faktor v MEKC muze byt uréen uzitim udajii o migraénim Gasu:

tr _teo

t; — retenéni ¢as solutu

kI:

teo — retencni Cas neinteragujiciho solutu (mrtvy cas)

tmc — retencni Cas micely

2.2.4. Rozliseni

Zakladni rovnice rozliSeni Rs pro nenabité soluty v MEKC ma stejny tvar jako

v chromatografii. Ukazuje, Ze rozliSeni zavisi na tfech c¢lenech vztahujicich se
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k G¢innosti, selektivité a retenci, ¢tvrty ¢len je jedineény v MEKC a reprezentuje

th
tEO 1
+ [tmcjkz

o — separacéni faktor: o = ky’/ky’

fenomén eluéniho okna.’

o [N (a—lj K,
° 4 N a A1vk')

N — pocet teoretickych pater

ki’, ko’ — kapacitni faktory soluti
teo — retenéni Cas neinteragujiciho solutu (mrtvy cas)

tmc — retencni Cas micely

2.2.5. Faktory ovliviujici separaci

V MEKC je rozliseni funkci retence (k’), selektivity (a), ucinnosti (N)
avelikosti eluéniho okna (tme/ teo). Tyto jsou ovlivnény chemickym slozenim
micelarnich roztoki jako je druh a koncentrace surfaktantu, typ a mnozstvi
modifikatort, pH a iontova sila. Dale se uplatiiuje vliv experimentalnich podminek jako

je teplota a velikost aplikovaného napéti.3

2.25.1. Koncentrace surfaktantu

Koncentrace surfaktantu zasadnim zpisobem ovliviluje rozliSeni. MiZe

pozménit velikost eluéniho okna a G&innost, nicméng ma minimalni vliv na selektivitu.?

2.25.2.  Typy pseudostacionarni faze

Charakter hydrofobni ¢asti molekuly surfaktantu nebo typ jeho proti iontu mize
ovlivnit retenci, selektivitu, velikost elu¢niho okna a uc¢innost v MEKC.?

Aniontové surfaktanty s alkylovym ietézcem

Aniontové surfaktanty s alkylovym fetézcem, predevS§im dodecylsiran sodny
(SDS), jsou nejrozsifengji uzivanym typem surfaktantu. Vyhodou SDS je jeho vysoka
rozpustnost ve vodé, nizkd CMC, mald UV moléarni absorpce dokonce i pii nizkych
vlnovych délkach, dosazZitelnost a cena. Dal§im surfaktantem této skupiny je napf.

tetradecylsiran sodn}’/.3
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Kationtové surfaktanty

Z kationtovych surfaktanti je pouzivan napt. dodecyltrimethylamoniumbromid,
cetyltrimethylamoniumbromid, cetylmethylamoniumchlorid.®

Neiontové a amfoterni surfaktanty

Surfaktanty s nulovym nabojem jako jsou neiontové a amfoterni surfaktanty
mohou byt samostatn¢ pouzity pro separace nabitych slouc¢enin jako napt. aminokyselin
a polypeptidii. Protoze tyto surfaktanty nezvysuji vodivost pufru, mohou byt uzity ve
vysokych koncentracich, mize byt vloZzeno vysoké napéti a pouzity kapilary o vysokém
vnitinim priméru.®

Zlucové soli

Soli Zlu€ovych kyselin jsou uZivany napi. pro separace kortikosteroidll. Ve
srovnani s SDS vykazuji vétsi selektivitu. Mohou byt pouZzity vySs$i koncentrace
organickych modifikatort (30 % organického rozpoustédla) bez poruseni struktury
t&chto micel.®

Dalsi typy surfaktanti

Méné rozsifené je uziti fluorovanych surfaktantii. ZkouSeny byly také boratové
komplexni surfaktanty, u kterych mutze byt hustota naboje na micelach ovlivnéna
upravou pH a koncentraci boratu. Nékteré obsahuji chirdlni funkéni skupiny a mohou
proto byt pouzity pro chiralni separace stejné jako nové, mnohdy syntetické chirdlni
aniontové surfaktanty ¢i polymerizované chiralni micely.3

SmiSené micely

Nekdy nelze najit surfaktant, ktery by umoznoval dostatecné rozliSeni. ZlepSeni
lze dosahnout wuzitim smiSenych micel. Kombinovani rozmanitych surfaktanti
S rozdilnymi interaktivnimi vlastnostmi miiZze vést k znacnym zménam v selektivité pro
danou smés.?

Polymerni pseudostacionarni faze

Zakladni vyhodou uziti polymernich fazi je jejich stabilita v pfitomnosti vysSich
koncentraci organickych modifikatort. Ty jsou pfitom nezbytné pro separaci vysoce
hydrofobnich solutti, které siln¢ interaguji s micelami. Polymerni micely s chiralnimi

skupinami jsou vyuzitelné pro separaci optickych isomerd.?
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2.25.3. Modifikatory

Modifikatory jako organickd rozpoustédla, cyklodextriny a mocovina jsou
soucasti vodnych roztokii pufrii, aby redukovaly reten¢ni faktory solutt siln¢ vazanych
do micel. Jejich pritomnost také muize vést k vyssi selektivits.?

Organické modifikatory jako methanol a acetonitril jsou rozsahle vyuzivany ke
zdokonaleni separaci hydrofobnich sloucenin, které interaguji siln€ s micelami a migruji
blizko migra¢niho ¢asu micel nebo s micelami. Zatimco tyto polarni modifikatory
vykazuji malou nebo Zadnou interakci s micelami, jsou také pouzivany hydrofobni
alkoholy s delsim fetézcem, jejichz interakce s micelami je vétsi a tim ovliviiovani
separace solutil odli§né.>

Mocovina redukuje interakce hydrofobnich sloucenin s micelami zvySenim
jejich solubility ve vodnych roztocich.?

Cyklodextriny maji hydrofobni kavitu, kterd pfedstavuje alternativni moznost
pro interakci se solutem vedle standardni interakce solut — micela. Ponévadz nenabité
cyklodextriny migruji s EOF rychlosti a v opa¢ném sméru nez kam jsou pfitahovany
aniontové micely, ,,Cisty* retencni ¢as solutil se snizuje. Vysledkem je, ze hydrofobni

soluty, které by jinak eluovaly s micelami, mohou byt 1épe separovany.®

2.2.5.4. Vliv pH ateploty

Uprava pH hraje vyznamnou roli u latek charakteru slabych kyselin nebo bazi,
protoze pH urcuje stupeni acidobazické rovnovahy a tim velikost ndboje na molekule
a silu interakce.’

Teplota neni Siroce uzivany parametr k ovlivnéni separace, jelikoZ jeji efekt na
selektivitu neni vyznamny. M4 ale velky vliv na viskozitu (a proto EOF) a toto muize

byt signifikantni.?

2.3. KAPILARNIi ZONOVA ELEKTROFOREZA (CZE)

Migrac¢nim prostfedim je pfi CZE jediny pracovni elektrolyt, ktery zaujima cely
migracni prostor. Jeho slozeni je vSude stejné, v dusledku cehoz je v celé kapilare
konstantni elektrické pole. Jednotlivé slozky smési putuji rozdilnymi rychlostmi

umérnymi jejich pohyblivostem.
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Po urcité dobé migrace vznikne fada prostorové oddélenych zon, které patii
. L Vi 1 o ’ v o 7 . O r r ’ v
jednotlivym slozkdm plvodni smési.’ Vlivem difuze se zoénova rozhrani s casem

rozmyvaji. !

2.4. KAPILARNI IZOTACHOFOREZA (ITP)

Specifikem této metody je pfitomnost ostrych zonovych rozhrani oddélujicich
odseparované zony jednotlivych slozek vzorku, které migruji za sebou stejnou rychlosti.

Vzorek je umistén mezi dva rizné elektrolyty — vedouci a koncovy.

Pti ITP lze separovat jen slozky migrujici jednim smérem, béhem jedné analyzy
lze tak rozdélit pouze kationty nebo je anionty. ITP se proto déli na kationtovou

a aniontovou.°

2.5. IZOELEKTRICKA FOKUSACE

Jedna se o metodu, kterou Ize pouzit pro déleni amfolytd. Pfi IEF dochazi
k oddéleni latek v migra¢nim prostiedi s pH gradientem na zakladé rozdilnych hodnot
izoelektrickych bodl. V misté, kde je pH prostfedi rovno pl analytu, se latka stava
elektroneutralni a dojde k jejimu zakoncentrovani v tomto misté. Vznika tak ostra zéna

analytu.’

2.6. KAPILARNi ELEKTROCHROMATOGRAFIE (CEC)

Kapilarni elektrochromatografie je analyticka separacni technika kombinujici
Vv principu vyhody vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (vysoka selektivita)
a kapilarni elektroforézy (vysoka ucinnost). Tok mobilni f4ze kolonou je udrZzovan spise
Vv rozdélovani mezi kapalnou a pevnou fazi, ackoliv pfi pouZziti pro nabité analyty lze
ocekavat rozdilné elektromigrace.'* CEC vyuziva metod elektrického pole pii pouziti
mikro-HPLC kolon. Jeji pfednosti je také vysoka rychlost separace. Vyhodou CEC
oproti vét§iné metod CE je schopnost separovat molekuly, které maji stejny pomeér

naboj/hmota & jsou nenabité."?
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2.7. MIKROEMULZNi ELEKTROKINETICKA
CHROMATOGRAFIE (MEEKC)

MEEKC je dalsi variantou CE, ve které je separac¢ni princip obdobny jako
V micelarni elektrické chromatografii. Pro neutrdlni slouceniny je chromatograficky
a zahrnuje rozdélovani solutu mezi vodnou a olejovou fazi v mikroemulznim pufru.
lonizované analyty jsou separovany elektroforeticky.

Metoda je pouzivana piedevs§im pro vysoce hydrofobni soluty, Ize ji vSak pouzit
I k separaci jak iontovych, tak neutralnich sloucenin, ve vodé rozpustnych

i nerozpustnych.’

2.8. KAPILARNI GELOVA ELEKTROFOREZA

Kapilarni gelova elektroforéza neboli elektroforéza v sit'ujicim prostredi vyuziva
pro separaci kapilaru naplnénou gelem nebo roztokem polymeru, které ptsobi jako
molekulové sito. Slozky vzorku migruji v kapilaie podle vlozeného elektrického pole
a jsou zadrZovany situjicim prostfedim riznou mérou podle velikosti a tvaru struktury.
Metoda je vyuzivana ptedevSim pro analyzu vzorkl biopolymert jako napf. proteinti
a nukleovych kyselin. Separuje molekuly na zéklad¢ rozdilti jak naboje tak velikosti
a umoznuje tedy i separaci polymeri, které maji stejny pomér naboje k hmoté¢, ale lisi se
molekulovou hmotnosti. Nékdy je téz pouZivdna pro méfeni molekulové hmotnosti

biopolymerd.°

2.9. KETOPROFEN

Ketoprofenum

C16H1403

Mr = 254,28"

pKa ketoprofenu = 4,23+0,10*

~~~~~

kyseliny propionové. Vyznacuje se tfemi hlavnimi G¢inky, které jsou spolecné vsem
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NSAID: protizanétlivy, analgeticky a antipyreticky. Jeho pouziti je Siroké, jak celkové
i lokalni.”

Systémoveé se podava pii 1écbé artrozy perifernich kloubli a patefe, pfi
revmatoidni artritid¢, u projevu revmatismu mékkych tkani nebo pti pooperacnich nebo
pourazovych bolestivych stavech.

Tolerance pfi systémovém podani je dobrd, vzidcné se mize objevit
gastrointestindlni intolerance, bolesti hlavy a zavraté. U citlivych jedinci se miize
projevit dermatitida.

Lokaln¢ je ketoprofen indikovan pii symptomatické 1é€bé bolesti svalti a kloubt
revmatického nebo traumatického plivodu: zhmozdéni, podvrtnuti, natazeni svalu, pii
lumbagu.

Lécivych piipravki obsahujicich ketoprofen jsou na nasem trhu desitky. Jedna
se predevSim o peroralni lékové formy jako jsou tablety ¢i tobolky, i tablety
S pozvolnym uvoliovanim. Alternativou tablet jsou rektalni Cipky, u kterych je snizeni
drézdivosti zaludku oproti perordlnim formam. K dispozici jsou také injekéni nebo

infuzni roztoky. K lokalni aplikaci jsou uréeny gely.16

2.9.1. Metody stanoveni ketoprofenu

Metody stanoveni ketoprofenu jsou velmi rozmanité. Ketoprofen je stanovovan
ve farmaceutickych piipraveich — v tabletach®, gelu®®, &ipkach®, ale i v krevni
plazm&®, nebo v odpadnich vodach®!,

Pii analyze léCivych piipravkll obsahujicich ketoprofen byla ¢asto pouzita
metoda RP-HPLC a to jak UV tak s MS detekci®®. P¥i stanoveni kofeinu, ketoprofenu
a dalSich nesteroidnich analgetik byla pouzita kolona 150 x 4 mm Spherisorb ODS2
5 um. Eluce mobilni fazi byla gradientova, byla tvofena dvéma roztoky, prvni pufr
mravencan/Kyselina mravenc¢i a druhy methanol. UV detekce byla pti 254 nm.”?

HPLC - MS byla pouzita k analyze homeopatickych piipravkli s moZznym
obsahem uc¢inné protizanétlivé latky. Separace probihala na koloné¢ Cig
(150mmx4.6mm, 5um). Eluce byla kombinovana zizokratické, gradientové a opét
izokratické. Mobilni faze se skladala z roztoku kyseliny octové a acetonitrilu v rizném

poméru. Hmotnostné spektrometrickou detekci byla zaruCena vysoka citlivost této

metody.?
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Alternativou k RP-HPLC je micelarni kapalinova chromatografie. Tato metoda
vyuziva tvorby micel SDS ke stanoveni ketoprofenu a dalSich nesteroidnich
protizanétlivych latek. Jako mobilni faze byl pouzit roztok 0,15 M SDS v 10 %
1-propanolu. Detekce byla UV pfi vinové délce 250 nm.Tato metoda byla aplikovana na
analyzu gelu a &ipka.™

K analyze topického gelu, obsahujici kromé ketoprofenu také methylparaben
a propylparaben byla pouzita také RP-HPLC. Pii analyze je mozné stanovit i dva
degradac¢ni produkty ketoprofenu a to 3-acetylbenzophenon
a 2-(3-carboxyfenyl)propionovou kyselinu. Separace probihala v Cyg kapilafe (125mm
X 4mm, 5 wm). Mobilni fazi byla smés acetonitrilu, vody a fosfatového pufru pH 3.5
(40:58:2, vIviv). Detekce byla spektrofotometrické pii 233nm.*

Dalsi metodou vyvinutou pro stanoveni ketoprofenu v tabletdch je prutokova
injekéni analyza se spektrofotometrickou detekci. Vzorky byly pfipraveny extrakci
ucinné latky z tablet ethanolem. Po alkalizaci hydroxidem sodnym byly vlozeny do
ultrazvuku a nasledné¢ centrifugovany. Supernatant byl nafedén 10% ethanolem
adavkovan do systému. Roztoky byly zméteny a ketoprofen spektrofotometricky
detekovan pii 260 nm.*’
byla vypracovana téz metoda CZE, ktera pouziva boratovy pufr o koncentraci 60 mM
pii pH* 8,5 a 15% methanolu. Separace probihala v kapilaie o celkové délce 70 cm,
efektivni 44,5 cm a vnitinim priméru 50 um. Pracovni napéti je 20 kV a detekce
probihala pii 200 nm.?

V dalSi praci byla porovndvina CZE a MEKC kanalyze rlUznych
farmaceutickych piipravkil obsahujicich nesteroidni protizanétlivé latky. Obsah
ketoprofenu byl stanovovan v kapslich. K CZE je pouzit fosfatovy pufr 30 mM, pH 8,0,
pfi MEKC se pouziva boratovy pufr 50 mM, SDS 40 mM, pii pH 9,0. Separace obou
metod probihd v kapilaie o celkové délce 60 cm, efektivni délce 52,5 cm a vnitfnim

pruméru 75 um. Separace probiha pii 15 kV. Detekce je spektrofotometricka pii 214

-----

2.10.METHYLPARBEN A PROPYLPARABEN

Methylparabenum (Methylparaben)
Synonymum: Methylis parahydroxybenzoas
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CgHgO3 _CH
methyl-4-hydxoxybenzoat

Mr = 152,15% HO

pK, = 8,30+0,20™

Propylparabenum (Propylparaben)

synonymum: propylis parahydroxybenzoas o
C10H1203

propyl-4-hydroxybenzoas

Mr = 180,20" HO

pK, = 8,23+0,20"

Methylparaben a propylparaben byly zavedeny do praxe jako konzervanty ve
30. letech 20. stoleti.? Methylparaben plisobi pfedevs§im proti bakteriim, propylparaben
proti kvasinkam.?” Svou u&innosti se rovnaji priblizn€ kyseliné¢ benzoové, pusobi vSak
nejen v kyselém, ale i neutralnim a zasaditém prostfedi a jsou méné toxické. Jejich
inhibi¢ni U¢inek vi¢i mikroorganismim roste s velikosti alkylu. Stejnym smérem klesa
rozpustnost ve vodé a stoupd rozpustnost V lipofilnich rozpoustédlech. Pouzivaji se ke
konzervaci cetnych farmaceutickych produkti. Nehodi se ke konzervaci potravin,
protoZe maji mirny anesteticky ucinek, ktery by se pfi trvalém pouZivani mohl projevit
utlumem sekrece travicich §t4v.”® Vodny roztok 0,1% obsahujici methylparaben
a propylparaben v poméru 2:1, se oznacuje jako aqua conservans.

Jako konzervacni latky jsou oba parabeny ve farmacii uzivany témét ve vSech
Iékovych formach at’ uz pevnych, kapalnych, ¢i polotuhych a vyskytuji se i v mnoha
lé¢ivych piipraveich registrovanych v Ceské republice. Z HVLP, v nichz je uéinnou
latkou ketoprofen, obsahuje parabeny pouze Ketonal 5% krém od firmy Lek

Pharmaceutical and Chemical Company d.d.*®

2.10.1. Metody stanoveni methylparabenu

a propylparabenu

Metodou nejcasteji uzivanou pro stanoveni methylparabenu a propylparabenu je

RP-HPLC, zpravidla bylo vyuzito UV detekce. Pouzivany jsou Cg® nebo Cig
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kolony. Elektrochemicka detekce byla uZzita pfi stanoveni obsahu parabenli v o¢nim
roztoku po separaci za eluce mobilni faze sloZzenou z methanolu a 0,2 M kyseliny
fosfore¢né pri pH* 2,5.%

Pii HPLC analyze oralni suspenze obsahujici domperidon, methylparaben
a propylparaben byla pouzita kolona Cg a jako mobilni faze smés 0.5% w/v acetatového
pufru a methanolu 40:60 (v/v). Vlnova délka detektoru byla nastavena na 280 nm.?® Pi
stanoveni parabenti ve vodnych suspenzich pro oralni pouziti pomoci HPLC
s gradientovou eluci probihala detekce pii 260 nm. ¥ V piipadé stanoveni parabenil
Vv sirupu byla pouzita jako mobilni faze smés octanovy pufr s triethylaminem-methanol-
acetonitril. Detekce probihala pfi 254 nm.** Dale byla HPLC vyuzita pro analyzu
a stabilitni studie sirupu s obsahem haloperidolu jako u¢inné latky a obou parabent jako
konzervaénich piisad. Mobilni faze byla tvofena smési methanol-fosfatovy pufr (pH 2)-
triethanolamin. K detekci slouzilo opdt UV zafeni o vlnové délce 254nm.*
V mikroemulsi o/v uréené pro transdermalni aplikaci nortriptylinu byly parabeny
stanovovany pii 258 nm. Jako mobilni faze byla pouzita smés vody a acetonitrilu
(75:25).33 HPLC se uplatnila téz ve stabilitnich studiich injekéniho roztoku, kde byl
stanovovan soucasn¢ nalbufin a oba parabeny pti 280 nm. Mobilni faze byla slozena
2 0,05 % trifluoroctové kyseliny, acetonitrilu a tetrahydrofuranu.®*

Spolu s klotrimazolem byly parabeny pomoci RP — HPLC stanoveny v krému.
Pouzitd mobilni faze tvofena smési acetonitrilu s vodou (70 : 30). Vinova délka pro
detekci byla 210 nm.®

Sirup obsahujici methylparaben a propylparaben byl analyzovan za pouziti
mobilni faze tvotené acetonitrilem a 6,5 mM NaH,PO4 o pH 5,5 (4:6 v/v). Vlnova délka
detektoru byla nastavena na 250 nm. Touto metodou muiZe byt stanovena také kyselina
p-hydroxybenzoova, hlavni degradaéni produkt parabeni.*

Pfi analyze krému obsahujiciho kortikosteroid piedchazela vlastni RP-HPLC
izolace 1écivé latky a obou parabenii pomoci extrakéni kolony. Vzorky byly
chromatografovany na Cig naplni. Mobilni fazi byla smé&s methanolu a vody (60 : 40).
Detekce byla opét spektrofotometrické p¥i 240 nm.*’

Pti RP-HPLC analyze injek¢nich ptipravka bylo vyuzito tvorby iontovych para
s dioktylsulfosukcinatem sodnym obsazenym v mobilni fazi. Pouzit byl detektor
S nastavitelnou vlnovou délkou. Piky byly detekovany pii 254 nm.*

V kosmetickych pfipravcich byly oba parabeny stanoveny pomoci HPLC.
K analyze byla pouzita kolona C;g a mobilni faze methanol-voda. K detekci byl vyuzit
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MS detektor. Tim bylo dosazeno vysoké citlivosti metody. Citlivost dosahovala
4.7-142 nglg.*

V jedné z praci byly parabeny v lé¢ivém piipravku testovany jednak pomoci
HPLC s UV detekci pfi 230 nm a jednak mikrobiologicky. Pro mikrobiologické
hodnoceni byl pouzit agar na Petriho miskach se standardizovanymi roztoky s Bacillus
subtilis.*

Dalsi pouzitou chromatografickou metodou byla miceldrni kapalinova
chromatografie, a to pro analyzu kosmetickych ptipravkii s obsahem parabenti jako
konzervacnich latek. Mobilni faze obsahovala 0,1 M SDS; 2,5 % (v/v) n-propanolu
a 10 mM vodny roztok NaH,PO4 (pH 3), pouzita byla Cig kolona. Detekce probihala pii
280 nm.*

Rizné kombinace parabeni byly stanovovany HPTLC s denzitometrickou
detekci. V ptipadé methylparabenu a propylparabenu se jednalo o analyzu v masti.
Separace byla provedena na deskach silikagelu s fluorescenénim indikatorem v soustaveé
n-pentan — bezvoda kyselina octova (88:12, v/v), detekce pii vinové délce 256nm.*

Zvetejnéna byla také prace zabyvajici se stanovenim parabend v pénovém
Samponu pomoci HPLC i CZE s UV detekei. Pti chromatografické metod¢ byla pouzita
Cis kolona a gradientova eluce smési methanol-1 % vodny roztok kyseliny octové
vV rizném poméru, k detekci zateni o vlnové délce 260 nm. Pii aplikaci CZE byla
separace provedena v 15 mM tetraboratovém pufru o pH* 9,2 sobsahem 15 %
methanolu v nepotazené kiemenné kapilafe o vnitinim praméru 75 um, délce 70 cm
a efektivni délce 63 cm. Vkladano bylo napéti 20 kV, teplota 40°C. UV detektor byl
nastaven na 295 nm.*

Parabeny v riznych produktech byly stanovovany také kapilarni zoénovou
elektroforézou s UV detekei pii 294 nm. Smés methylparabenu a propylparabenu byla
stanovena V pletovém toniku. Nepotazend kfemennd kapilara, ve které probihala
separace, byla dlouhd 57 cm pii efektivni délce 50 cm a vnitfnim priméru 75 pm.
Pracovnim elektrolytem byl 35 mM NayB407 o pH 10, separacni napéti 25 kV a teplota
20°C.*

V dalsi publikované praci byly parabeny v kosmetickych krémech analyzovany
pomoci CZE po superkritické fluidni extrakci. K CZE analyze nafedéného extraktu byla
pouzita kiemenné kapilara o celkové délce 96 cm, efektivni délce 60 cm a vnitinim

priméru 75 pum. Pracovnim elektrolytem byl 30 mM tetraboritan sodny v 5 %
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acetonitrilu. Vkladano bylo napéti 25 kV, teplota byla 30°C. Detekce probihala pfi
255 nm. Extrakty byly analyzovany také LC, vysledky byly srovnatelné.*®

Pro stanoveni parabent je mozné pouzit i MEKC. Tato metoda byla pouzita pro
stanoveni parabenti spolecné s clotrimazolem. Stanoveni probihalo Vv kapilare (75um X
60 cm). Jako pufr byl pouzit 15 mM fosfatovy pufr o pH 7,2. Jako surfaktant byl pouzit
SDS. Separacni napéti bylo 25 kV a detektor méfil pii 212 nm. Celkovy ¢as analyzy byl
men§i n&Z 12 minut.*®

Parabeny byly stanoveny MEKC V dal$i praci popisujici elektroforetickou
analyzu skupiny parabenti byly tyto separovany jednak jako neutralni latky ve
fosfatovém pufru o pH 7,1 s obsahem 50 mM SDS (MEKC) a jednak ionizované
Vv boratovém pufru o pH 10 (CZE). Separace probihala v nepotazené kiemenné kapilate
o délce 55 cm a efektivni délce 50 cm a vnitinim praméru 50 um. K detekci byla
pouzita vlnova délka 250 nebo 260 nm. Na analyzu make-upu a mléka na ruce
obsahujicich methylparaben a propylparaben pak byla aplikovéna CZE."

Pro separaci skupiny konzervacnich latek byla vypracovana MEKC metoda
pouzivajici 50 mM boratovy pufr s ptidavkem 20 mM SDS o pH 9,0. Analyza probihala
v 60 cm kapildte o efektivni délce 52 cm a vnitfnim priméru 50 pum pii 20°C
a separacnim napéti 25 kV. Detekce byla spektrofotometrickd pti 214 nm. Protoze
migracni ¢asy methylparabenu a propylparabenu byly nejdelsi (do 7 minut) byla pro oba
parabeny a jejich degradac¢ni produkt kyselinu p-hydroxybenzoovou vypracovana CZE
metoda nasledné pouZita pro analyzu napiiklad masti ¢i gelu. Pro CZE metodu byla
pouzita kapilara o Sir§im vnitinim praméru (75 pm) a jako elektrolytovy systém
100 mM boratovy pufr o pH 8,4.%

Pro separaci a stanoveni parabentl, haloperidolu a nékolika dalSich latek byla
vypracovana MEKC metoda vyuzivajici 10 mM fosfatovy elektrolytovy systém (pH* 7)
s obsahem SDS a ethanolu. Optimalniho rozliSeni a pfijatelnych migracnich ¢ast bylo
dosaZeno pfi pouziti 10 mM SDS a 15 % ethanolu v pracovnim elektrolytu, vloZeném
napéti 30 kV a teploté¢ 45°C. Kapilara méla celkovou délku 72 cm, efektivni délku
50 cm a vnitini primér 50 um. K detekcei bylo pouzito zafeni o vinové délce 200 nm.*

Pro kvantifikaci v masti byla vyuzita rovnéz MEKC s UV detekci pii 200 nm,
tentokrat za pouziti elektrolytového systému o pH 6,1 obsahujiciho 10 mM NA,;HPO,
a 40 mM SDS. Separace probihala v kiemenné kapilare o délce 31,2 cm, efektivni délce

21 cm a priméru 50 um pii teplots 25°C.*°
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Dalsi elektromigraéni metodou pouzitou k analyze 1é¢ivych piipravki je
mikroemulzni elektrokinetickd chromatografie (MEEKC). Pro separaci parabent,
kyseliny 4-hydroxybenzoové a jejich neéistot byl pfipraven elektrolytovy systém
obsahujici oktan, butanol, SDS a 50 mM fosfatovy pufr o pH* 2,1. Kapildra byla dlouha
32 cm, pii efektivni délce 21 cm a vnitinim praméru 50 um. K detekci bylo pouzito
UV zafeni o vinové délce 200 nm.>*

V dalsi publikované praci byly parabeny a dalsi konzervanty stanovovany
v 1écivych a kosmetickych piipravcich jak pomoci MEKC tak MEEKC. Byl sledovan
vliv slozeni elektrolytového systému, pH a teploty na separaci. Pro MEKC byla pouzita
nepotazend kiemennd kapildra o délce 50,2 cm, pfi efektivni délce 40 cm a vnitinim
priméru 50 um. Boratovy pufr o pH 9 obsahoval 20 mM SDS. Separace probihala pfi
teploté¢ 20°C a vlozeném napéti 25 kV. Pti MEEKC byla pouzita kapilara o délce
31,2cm aefektivni 21 cm. Vnitini primér byl opét 50 pum. Elektrolytovy systém
obsahoval boratovy pufr o pH* 9,5, SDS, 1-butanol a oktan. Vkladano bylo napéti 25
kV teplota udrzovéana na 34°C. Pro ob& metody byla vyuzita UV detekee p¥i 200 nm.*

V Ceském Iékopise se pro stanoveni parabeni pouziva zpétna neutralizacni

titrace s potenciometrickou indikaci bodu ekvivalence.™

K souc¢asnému stanoveni methylparabenu, propylparabenu a ketoprofenu byla
pouzita HPLC s UV detekci pii 233 nm, ktera byla vypracovéana a validovdna na nasem
pracovisti. Byla pouzita kolona Cig (délka 125 mm, primér 4mm, velikost Castic 5 um)
kondiciovana mobilni fazi s predkolonou (20 x 4 mm, 5 um). Keluci byla pouzita
mobilni faze acetonitril-voda-fosforecnanovy pufr o pH 3,5 (40:58:2). Tato metoda byla
aplikovana na analyzu 1é¢ivého piipravku Ketoprofen gel 2,5 %, Herbacos-bofarma,
Pardubice.>®

Jak bylo zminéno vySe, elektromigraéni metody, vcetné MEKC, byly pro
stanoveni parabent i ketoprofenu pouzity, ale v zadné z publikovanych praci nebyly

tyto latky stanoveny soucasné.
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3. CiL PRACE

Cilem mé diplomové prace bylo vypracovat metodu pro separaci a stanoveni

ketoprofenu, methylparabenu a propylparabenu pomoci micelarni elektrokinetické
kapilarni chromatografie a jeji aplikace na konkrétni 1é¢ivy pripravek (Ketoprofen gel

2,5 %, Herbacos-bofarma, Pardubice).

32



4. EXPERIMENTALNIi CAST

4.1. CHEMIKALIE A ROZTOKY

4.1.1. Chemikalie

e a-Cyklodextrin p. a., Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko

e [-Cyklodextrin p. a., Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko

e ACES - N-(2-acetamido)-2-aminoethansulfonova kyselina, p. a., Aldrich
Chemical Company,

e BES - N,N-bis[2-hydroxyethyl]2-aminoethansulfonova kyselina, p. a.,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko

e Butylparaben p. a., Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko

e Dihydrogenfosforecnan draselny p. a., E. Merck, Darmstadt, Némecko,
Mr = 136,09

e Diklofenak sodny, p. a., Amoli Organics Ltd., Bombaj, Indie

e Dodecylsiran sodny, p. a., Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Némecko

e Ethylparaben, p. a., Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko

e Glycyl-glycin, p. a., Sigma-Aldrich Company

e Hydrogenfosfore¢nan sodny bezvody p. a., Merck KGa, Darmstadt,
Némecko

e Hydroxid sodny pelety p. a. ISO, E. Merck, Darmstadt, Némecko

e |buprofen, p. a., Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko

e Ketoprofen, p. a., Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko

e Kyselina borita, p. a., Ing. Petr Svec — Penta, Praha, Ceska republika

e MES — 2-Morpholino-ethansulfonova kyselina, p. a., Fluka Chemie AG

e Methanol Cromasolv® pro HPLC, Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Seelze, Némecko

e Methylparaben, p. a., Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko

e Propylparaben, p. a., Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko
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e Sudan Il pro mikroskopii, Balex, Ing. Jaroslav Kroupa, CSc., Pardubice-
Rosice n. L., Ceska republika

e TAPS — N-[tris(hydroxymethyl)methyl]-3-aminopropansulfonova kyselina,
p. a., Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko

e Tricin — N-[tris(hydroxymethyl)methyl]glycin, p. a., Aldrich Chemical
Company

e TRIS — Trisma base — tris(hydroxymethyl)-aminomethan, Sigma-Aldrich
Co, St. Louis, USA, Mr =121,1

4.1.2. Priprava roztoku

Na pfipravu roztoki byla pouzita voda pfipravend zafizenim Millipore
MilliQRG. Vsechny roztoky byly pied davkovanim do pfistroje odplynény 15 minut na

ultrazvukové lazni.

41.2.1. Roztoky pracovnich elektrolyti

Podle pozadované koncentrace jsem navazil odpovidajici mnozstvi SDS, tricinu
a B-cyklodextrinu a na ultrazvukové lazni jsem je v 15% MetOH rozpustil. Poté jsem
upravil pH* hydroxidem sodnym na hodnotu 8,3 a v odmérné baince doplnil po rysku.

Obdobné¢ jsem pfipravoval i dalsi roztoky elektrolyti, které jsem zkousSel pfi

hledani vhodného druhu elektrolytu.

4.1.2.2.  Hledani vnitiniho standardu (IS)

Navazil jsem presné asi 62,5 mg ketoprofenu, 2,5 mg methylparabenu a 1,25 mg
propylparabenu do 50 ml odmérné banky a rozpustil v 15% MetOH a doplnil po rysku.
Dale jsem si piipravil jednotlivé roztoky IS (Ethylparaben, butylparaben, ibuprofen,
diklofenak). Jednotlivé latky jsem navazil do 10 ml odmérné banky, rozpustil v 15%
methanolu a doplnil po rysku. Koncentrace roztokt byla 125 mg/100ml. Roztoky jsem
nechal 10 minut na ultrazvukové ldzni odplynit. Pfed analyzou se roztoky IS misily

s roztokem zkouSenych latek v poméru 1:1.
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4.1.23. Roztok standardii pro optimalizaci metody

Do 100 ml odmérné banky jsem navazil piesné asi 62,5 mg ketoprofenu, 2,5 mg
methylparabenu, 1,25 mg propylparabenu a 62,5 mg diklofenaku sodného. Latky jsem

rozpustil v 15% methanolu a doplnil po rysku.

4.1.2.4. Kalibraéni roztoky

Navazil jsem do 100 ml odmérné baiky piesné asi 30 mg diklofenaku sodného
(IS), rozpustil v 15% methanolu a doplnil po rysku. Roztok jsem nechal 15 minut
odplynit na ultrazvukové lazni.

Dale jsem pfipravil roztok zkousenych latek (ZR). Do 100 ml odmérné banky
jsem navazil ptesné¢ asi 400 mg ketoprofenu, 8§ mg methylparabenu a 4 mg
propylparabenu. Latky jsem rozpustil v 15 % methanolu a doplInil po rysku.

Z téchto dvou roztoku jsem pak fedénim do 10 ml odmérné banky podle
schématu (Tab. 1) ziskal sérii péti roztokl s koncentraci ketoprofenu od 10 do 200
mg/100ml. K fedéni jsem pouzival 15 % methanol. Koncentrace IS byla ve vsech

roztocich 3 mg/100 ml.

Tab. 1 Redéni kalibragnich roztoki (ml ZR + ml IS ad 10,00 ml methanol 15 %)

Bod ¢. 1 2 3 4 5
ml ZR 0,25 15 2,5 3,75 5,0
ml IS 1 1 1 1 1
¢ (ketoprofen) mg/100ml 10 60 100 150 200
¢ (methylparaben) mg/100ml 0,2 1,2 2 3 4
¢ (propylparaben) mg/100mi 0,1 0,6 1 1,5 2

41.2.5. Priprava vzorku gelu

Pomoci injekéni stiikacky s jehlou jsem do 25 ml odmérné baiky odvazil presné
asi 2 g gelu a doplnil 30 % methanolem. 5 minut jsem tiepal. Potom jsem umistil baiku
na 15 minut do ultrazvukové 1azné€ termostatované na 40 °C. Obsah baiiky jsem ptevedl
do centrifugacni zkumavky a nechal rychlosti 3000 ot/min 15 minut odstfedit. Ze
supernatantu jsem odpipetoval 5ml do 10 ml odmérmné banky, ptidal 1 ml roztoku IS

a doplnil vodou po rysku.
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4.2.

PRISTROJE

Pfi praci jsem pouzival tyto pfistroje:

Laboratorni digitalni pH metr PHM 220, Radiometer Copenhagen, Francie
(ptistroj byl kalibrovan pomoci technickych pufra WTW)

Elektroda kombinovana pH elektroda Red Rod, typ pHC2401-8,
Radiometer, Francie

Ultrazvukova lazen Bandelin Sonorex RK 31, Bandelin Electronic,
Némecko

Automatické analytické vahy Sartorius 2004 MP, Némecko

Kapilarni elektroforeticky systém P/ACE™ MDQ Capillary Electrophoresis
System od firmy Beckman Coulter, USA, software Karat 32

Centrifuga EBA 21, Hettech Zentrifugen Tuttlingen, Némecko

4.2.1. Kapilarni elektroforeticky systém Beckman

Pfistroj byl vybaven UV detektorem (PDA — photo diode-array). Separace

probihala v nepotazené kiemenné kapilafe o vnitinim praméru 75 um a celkové délce

60,2 cm. Efektivni délka kapildry cinila 50 cm. Komunikaci s pocitacem a fizeni

analyzy zajist'oval software Karat 32, ktery zpracovava a vyhodnocuje data.

4.3.

PRACOVNI A VYPOCETNI POSTUPY

4.3.1. Pracovni postup

Pted zacatkem analyzy jsem uvedl do chodu pocita¢ a elektroforeticky systém.

Pted vlastnim métenim jsem kazdy den kapilaru proplachoval 10 minut 0,1 M kyselinou

chlorovodikovou, poté 10 minut methanolem a 10 minut vodou. K docileni lepsi

separacni uc¢innosti a reprodukovatelnosti jsem kapilaru pied kazdou analyzou

proplachoval 0,1 M NaOH, vodou a elektrolytem, aby se odstranily adsorbované latky.

Po ukonceni vSech méfeni v daném dni jsem kapilaru proplachoval po 10 minutach

HCI, methanolem, 0,1 M NaOH a vodou. Promyvani probihalo vzdy pod tlakem 100

kPa.
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V programu jsem nastavil parametry méfeni. Vzorek byl davkovan
hydrodynamicky tlakem 48,3 mBar po dobu 5 sekund. Elektroforeticka separace
probihala pfi vlozeném napéti 30 kV, teplota kapilary byla udrzovéna na 25°C. Detekce
probihala pii 200 nm.

Kazdy vzorek jsem pted analyzou odplynil 15 minut v ultrazvukové lazni.

43.1.1. Meéreni kalibraé¢ni zavislosti

Pro méfeni kalibrac¢ni zavislosti jsem pouzil pét kalibracnich roztoka o téchto
koncentracich:

KP 10 mg/100ml; MP 0,2 mg/100ml; PP 0,1 mg/100ml

KP 60 mg/100ml; MP 1,2 mg/100ml; PP 0,6 mg/100ml

KP 100 mg/100ml; MP 2 mg/100ml; PP 1 mg/100ml

KP 150 mg/100ml; MP 3 mg/100ml; PP 1,5 mg/100ml

KP 200 mg/100ml; MP 4 mg/100ml; PP 2 mg/100ml

Vsechny kalibra¢ni roztoky obsahovaly 3 mg/100ml diklofenaku jako vnitiniho
standardu. S kazdym roztokem jsem provedl tfi méfeni. Kalibra¢ni zavislost byla
hodnocena pomoci programu linearni regrese na PC jako zavislost poméru plochy piku

analytu k plose piku vnitiniho standardu na koncentraci stanovované latky v mg/100 ml.

4.3.1.2. Limit detekce a kvantifikace

v

zaznamenana, ale ne nezbytné kvantifikovana. Limit kvantifikace LOQ je mnoZzstvi
latky, kterému odpovidaji reprodukovatelné¢ plochy pikli ekvivalentni nejmensimu
kvantifikovatelnému mnozstvi.*® Hodnoty jsem vypocital podle vzorci:

LOD =3 . primérna plocha Sumu

LOQ =10 . priimérna plocha Sumu

4.3.1.3. Opakovatelnost metody

Pro zjisténi opakovatelnosti metody jsem pouzil roztok o koncentraci MP
1,9975 mg/100ml; PP 1,0075 mg/100ml; KP 100,115 mg/100ml. Obsah diklofenaku
(IS) byl 3,003 mg/100ml. Provedl jsem Sest méfeni. Hodnoty priméru, smérodatné

odchylky a relativni smérodatné odchylky jsem vypocital podle nasledujicich vztahd.

37



Primér hodnot vysledki méteni X :

n
D%
i=1

)_(:*_

n
n — pocet méfeni
Xi — jednotlivy vysledek méteni
Smérodatna odchylka s:

e e

i=1

Relativni smérodatna odchylka:

4.3.1.4. RozliSeni

Rozliseni Rs je kvantitativni parametr pro ur€eni separacni ucinnosti. Rozliseni

Ize spotitat podle obecného vzorce:*

R. = 2(t2 _tl)
g = —2—1z
W, + W,

t1, t2 - migraéni Casy latek [s]
W1, W, — §itky pikdl pti zakladni linii [s]

Hodnota Rs vétsi nez 1,5 odpovida rozdé€leni piki az na zakladni linii.

43.15. Utinnost separace

Utinnost  chromatografické metody se vyjadiuje podtem dosaZenych
teoretickych pater N, ptfipadn¢ vyskovym ekvivalentem teoretického patra H. Pocet

teoretickych pater se po¢ita podle vztahu:*

ofs] 4]

tm — migracni Cas [s]
o - vzdalenost, kterou urazi difizi primérny ion za dobu t [s]

w — §itka piku pfi zékladni linii [s]
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Vyskovy ekvivalent teoretického patra se pocita podle vztahu:*

H=—
N

l; — celkova délka kapilary (efektivni délka kapilary) [m]

4.3.1.6. Spravnost metody

Spravnosti metody se rozumi co nejvétsi shoda vysledkli méteni s absolutni
spravnou hodnotou. Spravnost vypracované metody byla ovéfena dvéma zpisoby.

Porovnanim s vysledky HPLC metody a metodou ptidavku standardu.

Ovéreni spravnosti metodou pridavku

Stanoveni jsem provedl tak, ze jsem pfipravil roztok standarda a roztok vzorku
HVLP. Roztok standardii jsem pfipravil do 25 ml odmérné baiiky a po doplnéni po
znacku byly koncentrace ¢c(MP) = 20,24 mg/100ml, ¢(KP) = 1000,16 mg/100ml a c(PP)
= 9,84 mg/100ml.

Do druhé 25 ml odmérné banky jsem navazi 2,00033 g vzorku a doplnil po
znacku 30 % methanolem. Dale jsem postupoval stejné jako pfi ptipravé vzorku gelu.
Z centrifugaci ziskaného supernatantu jsem odpipetoval 5 ml do 10 ml odmérné banky,
pfidal 1 ml roztoku IS a doplnil vodou po rysku. Do druhé 10 ml odmérné banky jsem
také odpipetoval 5 ml supernatantu, pfidal roztok IS a pak ptfidal 0,5 ml pfipraveného
roztoku standardd a doplnil vodou po rysku. Dale jsem si pripravil roztok standardi tak,
aby odpovidal koncentraci standardl pfidanych ke vzorku gelu. Do 10 ml odmérné
baiiky jsem napipetoval 0,5 ml pfipraveného roztoku, ptidal roztok IS a doplnil po rysku
15 % methanolem. Koncentrace daného roztoku byla ¢c(MP) = 1,012 mg/100ml, c(KP) =
50,008 mg/100ml a c(PP) = 0,492 mg/100ml.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

5.1. OPTIMALIZACE METODY PRO SEPARACI A
SOUCASNE STANOVENi KETOPROFENU,
METHYLPARABENU A PROPYLPARABENU

5.1.1. Detekce

Kapilarni elektroforeticky systém Beckman Coulter je vybaven UV (DAD)
detektorem. Pro stanoveni optimalni vinové délky jsem nejprve zméiil UV spektra latek
V boratovém pufru, pti pH* 8,5, s 20 % methanolu od 190 do 300 nm. UV spektra v§ech
latek vykazuji dvé maxima. Jedno v tésném okoli 200 nm, druhé je u tfi z méfenych
latek v okoli 260 nm, u diklofenaku ale az pti 280 nm. V této vyssi vinové délce se
predpokladd mensi vliv rusivych faktorii. Protoze absorpce vSech méfenych latek je pti
200 nm zhruba dvojndsobn¢ vyssi a s pfihlédnutim, ze méfend matrice neni slozita
aneoCekava se velky vliv matrice, byla vybrana vinova délka 200 nm. Protoze
methylparaben a probylparaben jsou v ptipravku absazeny jako konzervancia a tedy
V podstatné niz$i koncentraci, bylo tfeba upfednostnit méfeni pii vinové délce, pfi které

je citlivost vetsi.

5.1.2. Volba pracovniho elektrolytu

Cilem bylo najit takové slozeni pracovniho elektrolytu a podminky separace, pti
nichz by doslo k Giplné separaci jednotlivych sloZek tak, aby mohly byt stanoveny. Pro
separaci byly vyzkouseny nasledujici elektrolytové systémy:

e Boratovy pufr

e Fosfatovy pufr

e Kombinace boratového a fosfatového pufru

e TRIS v kombinaci s MOPSO, HEPES, MES, BES, ACES a TAPS

e Tricin

e BICIN

e GLYCYLGLYCIN
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Ve vSech téchto elektrolytovych systémech byl jako surfaktant pouzit
dodecylsiran sodny o koncentraci 40 mmol/l a zvolené pH* bylo 8,5. U systémul
s tricinem a TRIS+MES byl jako surfaktant zkouSen i cholat v koncentraci 30 mmol/I
au systému obsahujici tricin téZ smésné micely SDS o koncentraci 20 mmol/l a cholat
30mmol/l.

ZkousSené latky ve vétSin€ zkouSenych elektrolytovych systémech migrovaly
V tomto potadi: methylparaben, ketoprofen a propylparaben.

Za pouziti boratového pufru dochdzelo k nedokonalému oddé¢leni
methylparabenu od ketoprofenu. Naopak propylparaben migroval pomaleji
a pravdépodobné z tohoto diivodu byl jeho pik nesymetricky. U fosfatového pufru byla
migrace propylparabenu jesté pomalejsi, ptiblizné 25 minut a doslo ke zhorSeni kvality
zakladni linie. U kombinace boratového a fosfatového pufru se délka analyzy jesté
prodlouzila. Prochazejici proud se zvysil na 100 pA a to by mohlo zptsobit prehiivani
kapilary.

Za pouziti organickych pufrii se délka analyzy zkratila asi na zhruba 15 minut.
Pii pouziti TRIS v kombinaci s dal$imi latkami nedochazelo k dokonalému rozliseni
methylparabenu a ketoprofenu, v nékterych piipadech (TRIS+ACES, TRIS+TABS)
doslo k prekryti. Pouziti systémi obsahujici tricin a BICIN pfineslo vyrazné zlepseni.
Analyza trvala sice 17 minut, ale symetrie pikll vSech latek a kvalita zdkladni linie byly
nejlepsi. V pufru s tricinem oproti pufru BICIN byla lepsi separace methylparabenu
a ketoprofenu. Zkousel jsem také systém tricin a surfaktant cholat, coz se ukazalo jako
nevhodné, protoZze propylparaben migroval rychleji, velmi tésné za methylparabenem.
Testoval jsem také ptidavek acetonitrilu v koncentraci 20% k pufru obsahujici tricin
a SDS. Doslo ke zkraceni migra¢nich ¢asti methylparabenu a ketoprofenu, ale nebyl
ziskan pik propylparabenu. Prochazejici proud se blizil 100 pA, coz se projevilo
zhorSenim zékladni linie.

Pro dalsi praci jsem zvolil elektrolytovy systém tricin se surfaktantem SDS
a rozpoustédlo methanol. Symetrie byla velmi dobra, rozliSeni uplné.

Dale byly zkouSené rizné koncentrace tricinu, SDS, methanolu, a-cyklodextrinu
a PB-cyklodextrinu. Zjistoval jsem také vliv pH pracovniho -elektrolytu, teploty
a vloZené¢ho napéti na separaci. Kromé kvality separace (tvar, symetrie, oddéleni piki)
jsem hodnotil citlivost analyzy (plochy piki) a jeji trvani. Identifikace pikt byla

provedena pomoci pfidavkil standardi.
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5.1.3. Vnitrni standard

Jako wvnitini standard jsem zkouSel ethylparaben, butylparaben, diklofenak
a ibuprofen. Pik ethylparabenu a ibuprofenu nebyl dostate¢né rozlisen od ketoprofenu.
Migracni Cas propylparabenu byl oproti ostatnim analytim vyrazné delsi. Zkousené IS
migrovali mezi ketoprofenem a propylparabenem. Jako optimalni vnitini standard jsem
zvolil diklofenak. Migroval sice jako tieti, tedy mezi ketoprofenem a propylparabenem,

ale jeho pik byl symetricky, dobte oddéleny (zhruba 2 minuty) od okolnich latek.

5.1.4. Vliv pH*

Pii sledovani vlivu pH* pracovniho elektrolytu jsem zkousel pH* od 7,7 do 8,9.
(Tricin pufruje v rozmezi pH 7.4 — 9,0.) Pfi rizném pH dochazi ke zménam disociace
molekul a tim k riznym interakcim latek s micelami. Podle velikosti interakce latek
s micelami se méni jejich elektroforetickd pohyblivost. Pii pH* niz8im se zkratila doba
analyzy methylparabenu, ketoprofenu a diklofenaku, se zvysujicim se prodluzovala
apti pH* 8,9 doslo kpfiblizeni methylparabenu a ketoprofenu. VIiv pH* na
propylparaben nebyl velky (Obr. 5). Pfi studiu vlivu pH* na velikost ploch piku, jsem
zjistil, ze se zvySujicim se pH*, zvysSuje se plocha jednotlivych pikd. Pii porovnani
relativni plochy piki, tj. pomér analyt/IS, byla témét konstantni. Pro dalsi analyzy jsem
zvolil pH* 8,3, protoze kvalita separace latek byla nejlepsi, baseline odrazela nejméné
rusivych vlivii, symetrie pikti byla velmi dobra. Pro pH* 8,3 ukazovalo i to, ze pH* 8,3

je blizsi hodnoté pKa tricinu (8,15) nez pH* 8,5.
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Obr. 5 Vliv pH* na migraéni ¢as analyti; BGE: 50mM tricin, 30 mM SDS,
20 % methanol

5.1.5. Vliv koncentrace SDS

Typ a koncentrace tenzidu ovliviluje rozd€lovaci koeficient micelarni faze /
vodna faze, rozliSeni a selektivitu separace. Pro SDS je V literatufe uvadéna CMC
=81 mm? a pouzivané koncentrace jsou fadové desitky mM. Pfi zjiStovani vlivu
koncentrace SDS na analyzu jsem pouzil elektrolytovy systém obsahujici SDS
v koncentraci 10 mmol/l, 20 mmol/l, 30 mmol/l, 40 mmol/l, 50 mmol/l a 60 mmol/l.
Koncentrace SDS m¢la vliv hlavné na rychlost migrace jednotlivych analyti. Se
zvysujici koncentraci SDS se prodluZzoval migracni €as jednotlivych analytli, a tim se
meénila kvalita separace jednotlivych latek. Nejvétsi vliv na rychlost migrace byla
u propylparabenu, u kterého v systému s 10 mmol SDS doslo k ptedbéhnuti diklofenaku
a ketoprofenu. Tim se dostal diklofenak, jako vnitfni standard na posledni misto
v analyze. Toto potadi latek je pro vysledek analyzy vyhodné. Migracni casy
ketoprofenu a diklofenaku se se zvySujici koncentraci také prodluzovaly, u diklofenaku
vice nez u ketoprofenu. V systému s SDS o ¢ = 10 mmol/l se diklofenak velice piiblizil
ke ketoprofenu a tim se zhorsilo rozliSeni jednotlivych latek. Proto jsem usoudil, Ze pufr

s 10 mmol/l SDS neni vhodny. U systému s 20 mmol/l SDS bylo rozliseni ketoprofenu,
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diklofenaku a propylparabenu velice Spatné. V systtmu s 30 mmol/l SDS doslo
k mirnému oddaleni diklofenaku od ketoprofenu a také propylparabenu od diklofenaku.
S dalsim zvySenim koncentrace SDS v systému doslo k vyraznému zpomaleni rychlosti
migrace diklofenaku a hlavné propylparabenu a zbyte¢nému prodluzovani analyzy.
V systému s 60 mmol/ SDS dokonce nebylo mozné detegovat propylparaben do 45
minut analyzy (Obr. 6).

S ohledem na kvalitu separace, symetrii pikii a trvani analyzy jsem pro dalsi

méfeni zvolil tricinovy pufr s 30 mM SDS (Obr. 6).
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Obr. 6 Zavislost migracnich c¢asi na koncentraci SDS. BGE: 50mM tricin,
20 % methanol, pH* = 8,3

5.1.6. Vliv koncentrace zakladniho elektrolytu

Zjistoval jsem vliv koncentrace tricinu Vv pracovnim elektrolytu na délku
a citlivost analyzy. Pouzil jsem elektrolytové systémy o koncentracich tricin 20, 30, 40,
50 a 60 mmol/l. Se zvySujici se koncentraci elektrolytu dochazi ke zpomalovani EOF
a podle predpokladu se prodluzovala doba analyzy a tim 1 kvalita separace jednotlivych
latek. Koncentrace tricinuu neméla velky vliv na poméry ploch pikd analytu k plose

vnitiniho standardu. Pro dalsi analyzy jsem zvolil systém tricin 50 mmol/l. Analyza
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trvala sice déle, nez u pufri sniz8i koncentraci tricinu, byla zde jiz ale dokonala

separace jednotlivych latek (Obr. 7).
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Obr. 7 Vliv koncentrace tricinu na migra¢ni ¢as analytd; BGE: 30 mM SDS,
20 % methanol, pH* = 8,3

5.1.7. Vliv pridavku methanolu

Ptidavek organického rozpoustédla je nastrojem k fizeni separace v MEKC.
Vétsinou se jako modifikatory pouzivaji organické hydroxyslouceniny (napt. 1-hexanol,
cyklohexanol), jejichz pfidavek k miceldrni fazi specificky snizuje kapacitni faktor (t;.
molarni pomér analytu v micelarni fazi a vodné fazi) n€kterych aromatickych analytt
S hydrofilnimi funkénimi skupinami. Vliv téchto modifikatort je vétSinou vysvétlovan
jako dusledek nasyceni micelarni palisadové vrstvy modifikatorem a analytem
V micelarni fazi. Tyto zasahy zlepSuji separace v MEKC.

Dale jsou MEKC procedury modifikovany pfidavkem aditiv jako jsou hydrofilni
organickd rozpoustédla — methanol, dimethylformamid nebo hydrofilni soluty
(mocovina). Tato aditiva vétSinou zvysuji solubilizaci hydrofilnich analyti ve vodné

fazi a obvykle neselektivné snizuji rozdélovaci koeficienty analy‘[ﬁ.3



Ptidavek organického rozpoustédla téz zplisobuje zmény viskozity i EOF.!
Ovlivituje téz kritickou micelarni koncentraci. Pfi vysokém obsahu organického
rozpoustédla mize dojit k rozpadu micel. Dochazi ke zménam selektivity i migracniho
casu.

Kromé vodného pracovniho elektrolytu jsem pouzil i systém s obsahem 5, 10,
15, 20, 25 a 30% (V/V) methanolu. Podobné jako koncentrace SDS m¢él ptidavek
methanolu vliv na rychlost migrace analyt. S rostouci koncentraci methanolu se
prodluzoval migracni ¢as jednotlivych analytii (viz také vliv organického rozpoustédla
na zpomaleni EOT), u parabenii méné, nez u ketoprofenu a diklofenaku. V systému
$30% methanolem doslo pravdépodobné ke spolecné migraci diklofenaku
a propylparabenu (Obr. 8).

Pomeéry ploch pikli analytu k ploSe piku vnitiniho standardu se se zvySujicim se
obsahem methanolu snizovaly. Jako optimalni jsem zvolil systém s15 % (V/V)
methanolu. Bylo zde docileno dostate¢né separace pikii, poméry ploch se zvysily,

v porovnani s 20 % (V/V) methanolu a zkratila se doby analyzy na 14 minut.

25 ~
20 ~
— 157 ——MP
= —=—KP
= —a—DLC (IS)
= 10 - —e—PP
5
O T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

c [% (v/V)]

Obr. 8 Vliv koncentrace methanolu na migracni ¢as analytt; BGE: 50 mM tricin,
30 mM SDS, pH* = 8,3
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5.1.8. Vliv cyklodextrin

Cyklodextriny jsou latky, které maji specialni tvar. Jsou cyklické a do své kavity
mohou vazat molekuly jinych latek a tim selektivné ovlivnit rychlost migrace dané
latky. Zkousel jsem pouziti a-cyklodextrinl a B-cyklodextrint. Pouziti a-cyklodextrinu
nepiineslo zadné zlepSeni. Systém s B-cyklodextrinem vykazoval nékteré zmény.
Ptipravil jsem sérii pufri obsahujici 3-cyklodextrin v koncentraci 0, 5, 10 a 15 mmol/l.
U systému s 5 mmol/l B-cyklodextrinu se vyrazngji projevil vliv na propylparaben,
jehoz migracni Cas se zkratil o jednu minutu a mirn¢ se prodlouzily migracni Casy
ostatnich analytd (Tab. 2, Obr. 9). U systému, ktery obsahoval 15 mmol/l
B-cyklodextrinu, doslo k vyraznému zrychleni migrace propylparabenu tak, Ze migroval
mezi ketoprofenem a diklofenakem, ktery se tim dostal na posledni misto v analyze.
Toto potadi je vyhodné. Reprodukovatelnost tohoto systému byla ale velmi mala
avelmi se zhorSila symetrie diklofenaku. Pro dalsi praci jsem zvolil systém, ktery

obsahoval 5 mmol/ 3-cyklodextrinu.

Tab. 2 Vliv koncentrace B-cyklodextrinu na migrac¢ni ¢as elektrolyti; BGE: 50 mM
tricin, 30 mM SDS, 15 % methanol, pH* = 8,3

c(B-CD) tm MP tm KP tm DF (IS) tm PP
0 8,70 9,60 10,48 13,20
5 8,73 9,97 10,87 12,53
10 9,25 10,98 12,00 12,67
15 8,07 9,64 10,34 9,92
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Obr. 9 Vliv koncentrace B-cyklodextrinu na migracni ¢as elektrolyti; BGE: 50 mM
tricin, 30 mM SDS, 15 % methanol, pH* = 8,3

5.1.9. VIliv napéti

Analyzu jsem postupné provadél s napétim 20 kV, 25 kV a 30 kV a sledoval
jsem vzhled pikd, plochu piki a migracni ¢as. Vliv byl naprosto podle ocekavani.
S rostoucim napétim se doba analyzy zkracovala (Tab. 3, Obr. 10), poméry ploch piku
analytu k plose piku vnitiniho standardu se neménily. Pofadi pikti napétim ovlivnéno

nebylo. Z divodu rychlosti jsem pro dalsi praci zvolil napéti 30 kV.

Tab. 3 Vliv napéti na migracni Cas analyta; BGE: 50 mM tricin, 30 mM SDS, 5 mM
B-cyklodextrin, 15 % methanol, pH* = 8,3

napéti [kV] tm MP [min] tm KP [min] tm DCL [min] tm PP [min]

20 8,73 9,97 10,87 12,53
25 10,31 11,68 12,69 14,69
30 13,10 14,85 16,15 18,96
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Obr. 10 Vliv napéti na migracni ¢as analytd; BGE: 50 mM tricin, 30 mM SDS, 5 mM
B-cyklodextrin, 15 % methanol, pH* = 8,3

5.1.10. Vliv teploty

S rostouci teplotou se zvySuje pohyblivost iontli a analyza byva rychlejsi. Zméena
teploty také ovlivituje rozd€lovaci koeficient latky mezi tlumivym roztokem a micelami,
kritickou micelarni koncentraci a viskozitu. Systém Beckman Coulter obsahuje
kapalinové chlazeni kapilary a umoZznuje tak prib¢h analyzy za dané konstantni teploty.
Zkousel jsem teplotu 20 a 25 °C. Pti 25°C se projevily n¢které rusivé vlivy a zhorsila se

kvalita analyzy. Pro dalsi praci jsem zvolil teplotu 20 °C.

5.1.11. Optimalni slozeni pracovniho elektrolytu

a podminky méreni

Optimalni sloZeni pracovniho elektrolytu a podminky méfeni jsou shrnuty
v Tab. 4.
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Tab. 4 Optimalni slozeni pracovniho elektrolytu a podminky méteni

Rozpoustédlo 15 % methanol

Slozky pufru, ¢ Tricin, 50 mM

Surfaktant, c SDS, 30 mM

pH 8,3

Teplota 20 °C

Napéti 30 kV

Detekce 200 nm

Davkovani hydrodynamickym tlakem 48,3 mbar, 5s

Elektroforeogram standardti ziskany pii méfeni s pouzitim optimalniho

elektrolytu za uvedenych podminek je na Obr. 11 a Obr. 12.

0.4 - -0.4
] MP KP DCL (1S) PP
! ozi -02 2
0.0 - A 0.0
[T I I T T T T T I I T
7 8 9 10 11
Minutes

Obr. 11 Elektroforeogram standardt methylparabenu, ketoprofenu, diklofenaku (1S),
propylparabenu. BGE: 50 mM tricin, 30 mM SDS, 5 mM p-cyklodextrin, 15 %
methanol, pH* = 8,3; teplota 20 °C, A = 200 nm
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Obr. 12 Elektroforeogram standardi methylparabenu, ketoprofenu, diklofenaku (IS),
propylparabenu. BGE: 50 mM tricin, 30 mM SDS, 5 mM B-cyklodextrin, 15 %
methanol, pH* = 8,3; teplota 20 °C, A = 200 nm

5.1.12. Rozliseni

Pro vypocet rozliseni jsem pouzil vzorec uvedeny na str. 38 a pouzil jsem
prumémé hodnoty kalibratniho méfeni s roztokem obsahujicim ketoprofen
100 mg/100ml, methylparaben 2 mg/100ml a propylparaben 1 mg/100ml. Vysledky

vypoétu jsou uvedeny v Tab. 5.

Tab. 5 Rozliseni mezi jednotlivymi piky

Dvojice analyti Rozliseni Rg
Methylparaben — ketoprofen 4,84
Ketoprofen — diklofenak sodny 2,28
Diklofenak sodny - propylparaben 9,89

5.1.13. Uginnost separace

Utinnost separace se vyjadfuje pomoci poétu dosazenych teoretickych pater N,

pfipadné ekvivalentem teoretického patra H. Vypocty jsem provedl pomoci vzorcu
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uvedenych na str. 38. Hodnoty poctu teoretickych pater a hodnoty H jsou uvedeny
v Tab. 6.

Tab. 6 Parametry charakterizujici G¢innost elektroforetické separace (v zavorce uvedeny

hodnoty H vzhledem k efektivni délce kapilary)

Analyt N H [um]
Methylparaben 48971 12,66 (10,21)
Propylparaben 49064 12,64 (10,19)
Ketoprofen 8772 70,68 (56,99)

Hodnoty poétu teoretickych pater se pohybuji od 8772 (ketoprofen) az 49064
(propylparaben). Hodnota H je pro celkovou délku kapilary pro analyty 12,64 um (PP),

v

resp. 70,68 (KP), pro efektivni délku kapilary jsou hodnoty H jesté piiznivéjsi.

5.2. KVANTITATIVNi ANALYZA

Kalibra¢ni zavislost jsem prométil za pouziti optimalniho pracovniho
elektrolytu. Jako kvantitativni parametr jsem pouzil pomér plochy piku analytu k plose
piku vnitfniho standardu. Velikosti ploch pikli jsem ziskal ze zdznamu automaticky
vyhodnoceného pocitacovym programem. Pro kaZzdou koncentraci jsem provedl tfi
méteni. Kalibra¢ni zavislost jsem zpracoval metodou linedrni regrese.

Obecny tvar rovnice piimky:

y=kx+q

X — koncentrace latky (v g/100ml)

y — plocha piku analytu / plocha piku vnitiniho standardu

k — smérnice pfimky

g — absolutni ¢len

5.2.1. Kalibraéni zavislost pro methylparaben

Mg¢fteni byla provadéna pro tyto koncentrace: 0,2 mg/100ml, 1,2 mg/100ml,
2,0 mg/100ml, 3,0 mg/100ml, 4,0 mg/100ml.
Pocet bodi: 5

Pocet stupna volnosti: 3
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Parametry regresni pfimky a odhady jejich smérodatnych odchylek:
k=0,2712

q =0,0032

Koeficient korelace: 0,9999

Rezidualni odchylka: 0,00642

Hodnota F-statistiky: 1,57.10"

Zavislost y na x byla prokazana se spolehlivosti 99,9%.
1,2
1 4

0,8

loch

0,6

v

pomér p
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Obr. 13 Kalibra¢ni zavislost pro methylparaben; BGE: 50 mM tricin, 30 mM SDS,
5 mM B-cyklodextrin, 15 % methanol, pH* = 8,3

V sledovaném rozmezi koncentraci methylparabenu je zavislost linedrni

(korela¢ni koeficient 0,9999) (Obr. 13)

5.2.2. Kalibraéni zavislost pro propylparaben

Méfeni byla provaddéna pro nasledujici koncentrace: 0,1 mg/100ml, 0,6
mg/100ml, 1,0 mg/100ml, 1,5 mg/100ml, 2,0 mg/100ml.
Pocet bod: 5

Pocet stupnu volnosti: 3
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Parametry regresni ptimky a odhady jejich smérodatnych odchylek:
k=0,330

q=0,011

Koeficient korelace: 0,9944

Rezidualni odchylka: 0,0302

Hodnota F-statistiky: 267

Zavislost y na x byla prokazana se spolehlivosti 99,9%
0,7 ~
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Obr. 14 Kalibra¢ni zavislost pro propylparaben; BGE: 50 mM tricin, 30 mM SDS,
5 mM B-cyklodextrin, 15 % methanol, pH* = 8,3

V sledovaném rozmezi koncentraci propylparabenu je zavislost linedrni

(korela¢ni koeficient 0,9944) (Obr. 14)

5.2.3. Kalibraéni zavislost pro ketoprofen

Méfeni byla provadéna pro nésledujici koncentrace: 10 mg/100ml, 60
mg/100ml, 100 mg/100ml, 150 mg/100ml, 200 mg/100ml.
Pocet bod: 5

Pocet stupnu volnosti: 3
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Parametry regresni pfimky a odhady jejich smérodatnych odchylek:
k =0,309

g=3,3

Koeficient korelace: 0,9969

Rezidualni odchylka: 2,08

Hodnota F-statistiky: 487

Zavislost y na x byla prokazana se spolehlivosti 99,9%
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Obr. 15 Kalibra¢ni zavislost pro ketoprofen; BGE: 50 mM tricin, 30 mM SDS, 5 mM
B-cyklodextrin, 15 % methanol, pH* = 8,3

V sledovaném rozmezi koncentraci ketoprofenu je zavislost linearni (korelacni

koeficient 0,9969) (Obr. 15)

5.2.4. Limit Detekce a limit kvantifikace

Limit detekce a limit kvantifikace jsou parametry, jejichz dolozeni vyzaduje
Statni Ustav pro kontrolu 1é&iv u metod pro stanoveni neéistot. Vsechny tfi
stanovované latky nejsou necistotami, ale latkami u¢innymi ¢i konzervacnimi. Pfesto
jsem u vSech tii latek tyto hodnoty zjistil vyuzitim vztahu ze str. 37. Vysledky jsou
uvedeny v Tab. 7.
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Tab. 7 Limit detekce a limit kvantifikace

Analyt LOD [ug/ml] LOQ [ug/ml]
Methylparaben 0,38 1,28
Propylparaben 0,53 1,78
Ketoprofen 0,82 2,74

U propylparabenu vySel limit kvantifikace 1,78 pg/ml a pti kalibra¢ni zavislosti

pod vypoctenym limitem kvantifikace. Pfesto vysla kalibracni zavislost linearni.

5.3. OPAKOVATELNOST METODY

Pro ovéteni opakovatelnosti ploch pikd a migracnich Casti jsem provedl Sest
meéfeni pro danou koncentraci. Smérodatnou odchylku a relativni smérodatnou
odchylku jsem vypocital podle vztahd na stran¢ 37.

Vysledky jsou zaznamenany v Tab. 8 a Tab. 9.

Tab. 8 Opakovatelnost poméru plochy piku analytu k plose vnitiniho standardu (n=6)

Plocha piku/
Analyt ¢ [mg /100ml] S sy [%0]
plocha piku DF
Methylparaben 1,9975 0,54857 0,00419 0,76
Propylparaben 1,0075 0,35918 0,00774 2,15
Ketoprofen 100,115 35,9228 0,27863 0,77

Relativni smérodatnd odchylka velikosti poméru plochy piku analytu k plose
piku vnitfniho standardu se pohybuje v rozmezi 0,76 — 2,15. Nejvétsi hodnota byla

zjisSténa pro propylparaben.

Tab. 9 Opakovatelnost migra¢nich ¢asti (n = 6)

Analyt ¢ [mg /100ml] tm [mMin] s [min] sy [%0]
Methylparaben 1,9975 7,38 0,05369 0,73
Propylparaben 1,0075 10,80 0,07816 0,72
Ketoprofen 100,115 8,59 0,04431 0,52

56




Relativni smérodatnd odchylka migra¢nich casti se pohybuje v rozmezi

0,52 - 0,73 % a prakticky u vSech analytl je podobna a velmi dobra.

5.4. ANALYZA HVLP

Vypracovanou metodu jsem pouzil pro analyzu l1éc¢ivého piipravku Ketoprofen

gel 2,5% metodou vnitiniho standardu. Elektroforeogram je zachycen na Obr. 16 a

Obr. 17.
0.4 - -0.4
. MP  KP DCL (1S) PP -

, i : )
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Obr. 16 Elektroforeogram piipravku Ketoprofen gel 2,5%, BGE: 50 mM tricin, 30 mM
SDS, 5 mM B-cyklodextrin, 15 % methanol, pH* = 8,3; napéti 30 kV, teplota 20 °C,
A =200 nm
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Obr. 17 Elektroforeogram ptipravku Ketoprofen gel 2,5%, BGE: 50 mM tricin, 30 mM
SDS, 5 mM B-cyklodextrin, 15 % methanol, pH* = 8,3; napéti 30 kV, teplota 20 °C,
A =200 nm

Oproti analyze standardi se na zdznamu vyskytuji navic 3 piky. Piky patii
nckteré ze slozek levandulové silice, kterd je téz v gelu obsazena. V analyzovaném gelu
jsou obsazeny jeSt¢ dalsi pomocné latky (Carbopol 980NF, Propylenglykol
a Triethanolamin), které¢ UV zafeni neabsorbuyji.

Meéteni HVLP gelu jsem provedl pro dvé navazky po Sesti méfenich. Pro
navazku standardl tfi meéteni. Mnozstvi stanovovanych latek jsem vypocital podle
vzorce:

%% — c, P, -100

P, -2000-n

% — obsah latky v gelu v procentech

Cst — koncentrace standardu [mg/100ml]

Pyv; — pomér plochy piky analytu k ploSe piku vnitiniho standardu ve vzorku gelu

Pst — pomér plochy piku analytu k ploSe piku vnitiniho standardu ve vzorku
standardi

n —navazka gelu [g]

Vysledky jsou uvedeny v (Tab. 10).
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Tab. 10 Analyza pripravku Ketoprofen gel 2,5% metodou MEKC (n=6)

Deklarovany
Analyt Obsah [%] S Sr [%0]
obsah [%]
Methylparaben 0,049 0,008847947 1,70 0,05
Propylparaben 0,027 0,006227507 1,87 0,025
Ketoprofen 2,49 0,200651928 0,52 2,5

5.5. OVERENi SPRAVNOSTI METODY

5.5.1. Srovnani s validovanou metodou, tj. HPLC

Spravnost metody byla ovéfena s vyuzitim srovndvaci metody. Tou byla
vysokoucinna chromatografie s UV detekei.”® V roce 2002 byla v kontrolni laboratofi
katedry analytické chemie vypracovana a validovana metoda pro stanoveni obsahu
ketoprofenu, methylparabenu a propylparabenu v piipravku Ketoprofen gel 2,5%. Ja
jsem vyvijel metodu MEKC pro stejnou $arzi gelu, ktery byl v dobé konani diplomové
prace analyzovan HPLC Vv ramci vystupni kontroly ptipravku. Vysledky ziskané HPLC,
uvedené v (Tab. 11) jsem pievzal a pouzil pro statistické hodnoceni shodnosti vysledkt

ziskanych dvéma riznymi analytickymi metodami.

Tab. 11 Analyza ptipravku Ketoprofen gel 2,5% srovnavaci metodou (vysokoucinna

kapalinova chromatografie) (n = 6) (ptevzaté vysledky)

Deklarovany
Analyt Obsah [%] S Sr [%]
obsah [%]
Methylparaben 0,0495 0,00095 1,92 0,05
Propylparaben 0,026 0,0005 1,92 0,025
Ketoprofen 2,452 0,0463 1,90 2,5

Pro zjisténi, zda existuje statisticky vyznamny rozdil mezi vysledky obou metod,
jsem zvolil Studentlv test pro stejny pocet vysledki ziskanych metodami, které chci
porovnavat.

Dtlezitym parametrem je studentovo kritérium t, které se vypocita podle vzorce:
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N T

X a X g — pramérné hodnoty ziskané jednotlivymi metodami

Sa, Sg — smérodatné odchylky pramért

N = na = ng — pocet stanoveni jednotlivymi metodami

Pro vypocet jsem pouzil hodnoty uvedené v Tab. 10 a Tab.11l. Vysledné

hodnoty Studentova kritéria jsou uvedeny v Tab. 12.

Tab. 12 Studentovo kritérium pro srovnavané metody

Analyt t
Methylparaben 0,1235
Propylparaben 0,3900
Ketoprofen 0,4126

Nasledn¢ se porovna studentovo kritérium s kritickou hodnotou t,. Pro pocet
stupnit volnosti v = 2(n-1) a zvolenou hladinu vyznamnosti o = 0,050 je t, = 2,571.
Rozdil mezi metodami je statisticky vyznamny, pokud je t > t,.

Z vysledku Tab. 12 Studentovo kritérium pro srovnavané metody vyplyva, ze pii
stanoveni ketoprofenu, methylparabenu a propylparabenu je rozdil mezi metodami
nevyznamny. t stanovovanych latek se pohybuje od 0,12 do 0,41 a to je mensSi nez
2,571.

5.5.2. Analyza vzorku s pfidavkem standardnich
latek

Spravnost metody byla ovéfena jest¢ metodou analyzy vzorku piidavkem

standardnich latek (Experimentalni ¢ast str. 39). Vysledky jsou v Tab. 13.
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Tab. 13 Recovery zjisténé metodou piidavku standardi k HVLP

Vlozena Nalezena MEKC
Analyt (mg/100ml) (mg/100ml) Recovery (%)
Methylparaben 1,012 1,051 103,86
Propylparaben 0,492 0,504 102,35
Ketoprofen 50,01 48,29 96,56
o hodnota nalezena 54
Recovery se vypocita podle vzorce R (%) = -100.
hodnota vlozena

Jestlize bylo testovani spravnosti provedeno bez IS, hodnoty recovery byly podstatné
horsi (R (MP) = 116,83 R(PP) = 115,23 a R(KP) = 106,49.

Na zaklad¢ dosazenych vysledku lze tedy fici, Ze byla vypracovdna metoda
vhodnd pro separaci a souCasné stanoveni ketoprofenu, methylparabenu
a propylparabenu, ktera je dostatecné citliva a selektivni. Pouzity elektrolyt obsahuje
pouze 15% methanolu. Pfi ptipravé vzorku je pouZit téZ pouze roztok methanolu, Zadna
dalsi rozpoustédla nejsou potteba. V MEKC je spotieba vzorku 1 pufri velmi mala, to
¢ini metodu ekonomicky i ekologicky Setrnou. To je vyhoda proti HPLC.

Metoda byla aplikovana na analyzu primyslové vyrabéného gelu, ptficemz
citlivost metody umoznila v tomto gelu soucasné stanovit vedle ketoprofenu téz oba
parabeny, které jsou jako konzervacni latky obsazeny v 1é¢ivém ptipravku v mnohem
niz$i koncentraci nez 1éciva latka.

Doba samotné analyzy byla kratS$i neZ 13 minut, celkova doba prace se vSak
prodluzuje o promyvani kapilary, které je u MEKC zvlast’ dilezité, protoZe absorpce na
stény kapilary je Casta.

V ptipad¢ HPLC metodiky pouzité pro stanoveni methylparabenu,
propylparabenu a ketoprofenu v gelu trvala vlastni analyza méné nez 7 minut. To je
krat§i nez v MEKC. Pii srovnani citlivosti obou metod vychézi ptiznivéjsi hodnoty pro
HPLC. Autofi stanovili limity LOD a LOQ pouze pro G¢innou latku ketoprofen, které
jsou: LOD = 0,014 ug/ml a LOQ = 0,046 ug/ml. Hodnoty téchto limiti metodou MEKC
jsou asi 60krat Vyééi.23 Metoda HPLC umoznuje téZ stanoveni degradacnich produktt
a necistot. Naopak opakovatelnost pti MEKC je lepsi. s; (KP) 0 72,6 %, (MP) o 11,5 %,
(PP) 0 1,6 %.
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6. ZAVERY

Z vysledku této prace vyplyvaji nasledujici zavery:

Pomoci micelarni elektrokinetické kapilarni chromatografie byly soucasné
analyzovany ketoprofen, methylparaben a propylparaben.

Bylo vyzkouseno né¢kolik elektrolytovych systémt, jako nejvhodnéjsi se
ukazal tricin. Pouzitym surfaktantem byl dodecylsiran sodny.

Byly hledany optimalni podminky pro analyzu — pH, koncentrace tricinu,
SDS a ptidavek methanolu, velikost pracovniho napéti a teplota.

Jako optimalni elektrolyt byl zvolen 50 mM tricin s obsahem 30 mM SDS
v 15 % methanolu. pH* elektrolytu bylo upraveno na hodnotu 8,3 pomoci
roztoku hydroxidu sodného.

Separace probihala v nepotazené kiemenné kapilafe o vnitinim praméru
75 um, celkové délce 60,2 cm a efektivni délce 50 cm. Bylo vkladano napéti
o velikosti 30 kV, teplota kapilary byla udrzovana na 25°C. Detekce
probihala pti vinové délce 200 nm.

Jako vnitini standard pro kvantitativni analyzu byl pouzit diklofenak sodny.
Byly méfeny kalibracni zavislosti analyti metodou s vnitinim standardem.
Kalibra¢ni zavislosti byly méfeny pro koncentrace ¢(MP) 0,2 — 4 mg/100ml,
¢ (PP) 0,1 — 2 mg/100ml a c(KP) 10 — 200 mg/100ml. Korela¢ni koeficient
vySel pro MP 0,9999, PP 0,9944 a pro KP 0,9969.

Byla ovétfena opakovatelnost metody. Pro ovétfeni bylo provedeno Sest po
sobé jdoucich méfeni pro koncentraci MP 1,9975 mg/100ml; PP 1,0075
mg/100ml; KP 100,115 mg/100ml. Obsah diklofenaku (IS) byl 3,003
mg/100ml. Relativni smérodatna odchylka Ax/As se pohybovala v rozmezi
0,77 -2,15 %, relativni smérodatnd odchylka migra¢nich casii byla
0,52 - 0,73 %.

Migraéni ¢as methylparabenu byl 7,41 minut, ketoprofenu 8,55 minut
a propylparabenu 11,68 minut. IS migroval jako tieti v ¢ase 9,1 minut.

Byly stanoveny limity detekce a kvantifikace. Limit detekce je v rozmezi
0,38 pg/ml (MP) - 0,82 ug/ml (KP) a kvantifikace 1,28 pg/ml (MP)
- 2,74 pg/ml (KP).
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Bylo vypocitano rozliSeni mezi jednotlivymi piky. Hodnoty Rs byly
Vv rozmezi 2,28 — 9,89. Je zifejmé, ze analyty jsou dokonale separovany az na
zakladni linii.

Bylo vypocitano mmnozstvi teoretickych pater N a vyskovy ekvivalent
teoretického patra H. Hodnota N se pohybuje v rozmezi 8872 — 49064
a hodnota H pro celkovou délku kapilary 12,64 az 70,68, pro efektivni 10,19
az 56,99.

Vypracovana metoda byla aplikovdana na stanoveni ketoprofenu,
methylparabenu a propylparabenu v primyslové vyrabéném piipravku
Ketoprofen gel 2,5 %, v némz jsou vSechny tyto tii latky obsazeny. Zjistény
obsah latek v tomto gelu odpovida obsahu deklarovanému vyrobcem.™
Spravnost metody byla ovéfena statistickym porovnanim vysledki MEKC
asrovnavaci HPLC metody a metodou analyzy vzorku s ptidavkem

standardnich latek.
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8. SEZNAM ZKRATEK

ACES — N-(acetamido)-2-aminoethan sulfonova kyselina

CMC — kriticka micelarni koncentrace

CZE — kapilarni zoénova elektroforéza

DLC — diklofenak sodny

DNA — deoxyribonukleova kyselina

EP — ethylparaben

EOF — elektroosmoticky tok

HEPES — 4-(2-hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonova kyselina
HPCE — vysokotcinna kapilarni elektroforéza

HPLC — vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

HVLP — hromadné vyrabény 1éCivy piipravek

IS — vnitini standard

KP — ketoprofen

LOD — limit detekce

LOQ — limit kvantifikace

MEEKC — mikroemulzni elektrokinetickd chromatografie

MEKC — miceléarni elektrokinetickd chromatografie

MES — 2-morpholinoethansulfonova kyselina

MOPSO — 3-(N-morpholino)-2-hydroxypropansulfonova kyselina
MP — methylparaben

MS — hmotnostni spektrometrie

PP — propylparaben

RP-LC — kapalinova chromatografie s obracenymi fazemi
RP-HPLC — vysokou¢inna kapalinovéa chromatografie s obracenymi fazemi
SDS — dodecylsiran sodny

TAPS — N-[tris(hydroxymethyl)methyl]-3-aminopropansulfonova kyselina
TRIS — tris(hydroxymethyl)-aminomethan
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9. ABSTRACT

9.1. ANALYSIS OF KETOPROFEN,
METHYLPARABEN AND PROPYLPARABEN BY
MICELLAR ELECTROKINETIC
CHROMATOGRAPHY

Josef Balcar

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové,

Department of Analytical Chemistry, Heyrovského 1203, Hradec Kralové

In this study, a new micellar electrokinetic chromatography (MEKC) has been
developed for the simultaneous analysis of ketoprofen, methylparaben and
propylparaben. Separations were carried out in a fused silica capillary (50 cm x 75 pm
i.d.) at 30 kV with UV detection at 200 nm. The optimal background electrolyte was 50
mM tricine buffer (pH” 8.3) containing 30 mM sodium dodecyl sulfate as a surfactant
and 15 % (V/V) methanol. Rectilinear calibration ranges were 10.0 — 200 mg/100ml for
ketoprofen, 0.2 — 4.0 mg/100ml for methylparaben and 0.1 — 2.0 mg/100ml for
propylparaben. The MEKC method was applied to the determination of the analytes in

pharmaceutical preparation. The total analysis time was <13 min.
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10. ABSTRAKT

10.1.ANALYZA KETOPROFENU, METHYLPARABENU
A PROPYLPARABENU POMOCI MICELARNI
ELEKTROKINETICKE CHROMATOGRAFIE

Josef Balcar

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Katedra

analytické chemie, Heyrovského 1203, Hradec Kréalové

Cilem mé diplomové prace bylo vypracovat metodu pro separaci a stanoveni
ketoprofenu, methylparabenu a propylparabenu pomoci micelarni elektrokinetické
kapilarni chromatografie a jeji aplikace na konkrétni 1éCivy ptipravek. Separace
probihala v nepotazené kiemenné kapilaie (50 cm x 75 um i.d.) pti 30 kV s UV detekci
pii 200 nm. Zékladnim elektrolytem byl 50 mM tricin (pH* 8,3), ktery obsahoval
30 mM dodecylsiran sodny jako surfaktant a 15 % (V/V) methanolu. Kalibracni
zavislost byla méfena v rozmezi koncentraci 10,0 — 200 mg/100ml pro ketoprofen,
0,2-4,0 mg/100ml pro methylparaben a 0,1 — 2,0 mg/100ml pro propylparaben.
Celkovy ¢as analyzy byl pfiblizné 13 min.
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