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1. UVOD



1.1. UVOD A CiL PRACE

S vyvojem farmaceutického priimyslu a narGstem mnozstvi 1é¢ivych latek roste
potteba tyto latky spolehlivé analyzovat. Pro =zajisténi kvalitnich, ucinnych a
bezpecnych 1é¢iv  je velmi dulezité mit k dispozici analytické metody, které budou
schopny presné, rychle a levné stanovovat kvantitu i kvalitu latek obsazenych v analytu.

Pro stanoveni septonexu, hlavni uc¢inné latky né€kolika farmaceutickych ptipravkd,
takova vySe zminéna analytickd metoda zatim chybi. Septonex patfi mezi invertni
mydla ze skupiny antiseptickych latek. Jeho charakteristickou soucésti je kvarterni
amoniova skupina, ktera je 1 soucasti nékterych jinych vyznamnych zastupct 1é¢iv ze
skupin perifernich myorelaxancii, cholinolytik a cholinomimetik. U nékterych latek
z téchto skupin se kapilarni elektroforéza (CE), vétSinou ve spojeni s UV a MS detekei,
ukézala byt velmi G€innym néstrojem analyzy a ma piedpoklady konkurovat konvencné
pouzivanym metodam jako jsou HPLC a GC. Mnohé latky s kvarterni amoniovou
skupinou, mezi které patfi i septonex, vsak postradaji chromofor nezbytny pro tradi¢ni
spektrofotometrické metody detekce. Zde se jevi kapilarni elektroforéza s bezkontaktni
vodivostni detekci jako velmi vhodna analytickd metoda. Jeji vyraznou vyhodou je
moznost stanoveni sloucenin postradajicich chromofory bez potieby derivatizace.

Pritomnost kladného néaboje u kvarternich amoniovych slou¢enin muze
pfedstavovat problém pro stanoveni pomoci CE. Je znamo, Ze u sloucenin tohoto typu
muze dochazet k silné adsorpci na vnitini sténu kiemenné kapilary. Tento negativni
fenomén muliZe byt prekondn mimo jiné tvorbou komplext téchto latek s cyklodextriny
(CD).

Cilem prace bylo vyvinout spolehlivou a rychlou metodu pro stanoveni septonexu
v léCivych piipravcich pomoci kapilarni zonové elektroforézy s bezkontaktni vodivostni
detekci. Bylo nutné nalézt vhodny cyklodextrin, ktery by zabranil adsorpci septonexu na
vnitini sténu kapilary. Po optimalizaci a validaci metody bylo cilem aplikovat metodu
na konkrétni 1éCivy piipravek s obsahem septonexu. Byl zvolen piipravek Septonex

sprej, ktery je v této dobé bézné dostupny na trhu.



2. TEORETICKA CAST



2.1. KAPILARNI ZONOVA ELEKTROFOREZA

2.1.1. Uvod a teorie elektromigra¢nich separa¢nich metod
Uvod

Jako elektromigracni separacni metody oznacujeme metody vyuzivajici dvou
elektrokinetickych jevl — elektroforézy a elektroosmoézy. Elektromigracni separacni
metody se provadéji v prostiedi, které obsahuje roztok s nabitymi ¢asticemi (elektrolyt)
a pevné povrchy (stény kapilary), stykajici se stimto roztokem, které mohou nést
elektrické naboje. V takovém systému vznikaji elektrické dvojvrstvy a casem dojde
K uréittmu rovnovaznému rozdéleni naboji. Pii elektromigraénich separaénich
metodich je na toto prostfedi ptipojeno elektrické pole, které porusi rovnovéhu
Vv rozdéleni nébojl a vyvola jejich pohyb. Pii elektroforéze se po aplikaci napéti nabité
¢asteCky pohybuji k opacné nabité elektrod¢. Pti elektroosmoze se po aplikaci napéti
pohybuje voda v kiemenné nebo sklenéné kapilaie k zaporné elektrodé[1].

Principem separace slozek vzorku je rozdilna rychlost jejich migrace, jelikoz
nabité castice riznych slozek se v urcitém prostiedi lisi svou elektroforetickou

pohyblivosti[1].
Historie

V roce 1892 bylo publikovano, ze anorganické ¢astice v koloidnim roztoku pod
vlivem elektrického pole nendhodné putuji. Kratce poté byl tento jev popsan i u proteinti
ve vodnych roztocich. V roce 1948 byl Nobelovou cenou ocenén Svédsky chemik Arne
Tiselius, ktery ve 30. letech 20. stoleti postavil aparaturu separujici proteiny krevniho
séra na zaklad¢ jejich elektroforetickych pohyblivosti[2].

V poloving 60. let 20. stoleti vznikla elektroforetickd metoda kapilarni
izotachoforéza urcend pievazn€ pro analyzu smési malych iontdl, anorganickych i
organickych. V roce 1981 J.W. Jorgenson a K.D. Lukacsova popsali separaci riznych
iontll zénovou elektroforézou ve velmi tenké sklenéné kapilafe s vnitinim primérem
75um. Uginnost separace V porovnani s velmi roz§ifenou kapalinovou chromatografii

byla do té doby nevidana[2].



Elektromigracni separa¢ni metody maji celou fadu modifikaci, v nichz se mtize
pouzivat jak samotné elektroforézy a jeji kombinace s elektroosmozou, tak i1 dalSich
separacnich princip[1l]. Zejména podle prostiedi, ve kterém dochazi k separaci
muzeme elektromigracni separacni metody rozd¢lit nasledovne:

= Kapilarni zénova elektroforéza (CZE)

»  Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie (MECC)
» Kapilarni gelova elektroforéza (CGE)

= Kapilarni isoelektricka fokusace (CIEF)

= Kapilarni elektrochromatografie (CEC)

» Kapilarni izotachoforéza (CITP)

Vsechny vyse zminéné elektromigracni separacni metody lze zafadit do skupiny
kapilarni elektroforézy (CE). Vedle metod zalozenych na kapilarni elektroforéze lze
vSak provadét elektroforézu v plosném uspoiaddni. Zde je plosny nosi¢ (papir ¢i gel)
napustén zékladnim elektrolytem a je umistén v elektroforetické komote nasycené
parami rozpoustédla. Vzorek, ktery chceme analyzovat se nanese zpravidla do stfedu
nosice. Po vloZeni napéti se odd¢€li zony obsahujici jednotlivé slozky. Zony se pohybuji
ruznou rychlosti. Po ukonceni elektroforézy se vyhodnoti polohy zon, které urcuji druh
analytu [1].

Dale se k elektromigra¢nim separacnim metodam fadi jesté elektroforéza v plynné

fazi.

Elektroforéza

Elektroforéza spociva v migraci elektricky nabitych ¢astic ve stejnosmérném
elektrickém poli. Toto elektrické pole se vytvafi vkladdnim konstantniho
stejnosmérného napéti mezi elektrody[1].

Pokud mame smés nabitych latek (kationty a anionty) a vlozime ji mezi nabité
elektrody, kationty budou putovat k zaporné nabité elektrodé (katoda) a anionty budou
putovat ke kladn¢ nabité elektrodé¢ (anoda). Pokud bychom méli ve smési neutralni
molekuly ¢i ¢astice, jejich pohyb by byl nulovy. Dale je ziejmé, ze Castice, které maji
veétsi naboj putuji k elektrodé rychleji nez castice s mensim nabojem. Elektroforeticky
1ze tedy delit latky, které maji razny naboj, nebo latky se stejnym nabojem, avSak
riznou velikosti ¢astic. VEtSi nabité Castice putuji pomaleji nez mensi Castice se stejnym

nabojem, protoze musi piekonavat vétsi odpor prostiedi[3].
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Obrazek 1.: Schematické znazornéni principu elektroforézy

Elektroforetickd pohyblivost

Elektroforeticka pohyblivost (ue) ur¢ité nabité Castice je rychlost jejiho pohybu
Vv elektrickém poli o jednotkové intenzité. Pokud jsou na zacatku separace Castice
V jednom misté, béhem separace se dostavaji dopifedu nabité Castice, které maji veétsi
pohyblivost, a opozd’uji se castice s mensi pohyblivosti. Tim dochazi k jejich
odd¢leni[1].

Na nabitou ¢astici s nabojem Q plsobi v elektrickém poli o intenzité¢ E dvé sily:
elektricka sila Fi, kterd ji uvadi do pohybu a odpor viskozniho prostiedi F,, ktery ji
brzdi.

Plati tedy vztahy: F; = QE 1)
Fo = koe 2
Koeficient k zavisi na tvaru a velikosti Castice a na viskozit¢ prostfedi 7. Je-li
V pocateénim okamziku rychlost ve nulova, ¢astici uvede sila F; do zrychleného pohybu.
Srostouci rychlosti ve se zvétSuje sila Fp, dokud se nevyrovnd sile Fj;. Nastane
staciondarni stav, ve kterém se nabité Castice pohybuji stdlou rychlosti. F1=F; (3)
Pro elektroforetickou pohyblivost Castice plati vztah: ue = ve/E = Q/K 4)

Pokud mame vedle sebe disociované (nabité) a nedisociované (nenabite)
molekuly, napt. v roztocich slabych elektrolytl, podil nabitych ¢astic je uren stupném
disociace a. Efektivni elektroforeticka pohyblivost je pak dana soucinem a. ue[1].  (5)

Dulezitym nastrojem v elektroforéze je volba pH. Nékteré analyty existuji v dané
iontové formé& nezéavisle na pH, slabé kyseliny a zasady vSak nikoli. Volbou pH
prostiedi 1ze ménit disociaci slabych kyselin a zdsad, a tim ovliviiovat separaci téchto
latek[3].

Rychlost elektroforetického pohybu c¢astic bude zéaviset na jejich poméru
naboj/hmotnost. Tato rychlost je pfimo imérna elektroforetické pohyblivosti a intenzité

elektrického pole.



Z vySe uvedenych vztahu lze odvodit:
Ve = tte.E = (Q/K).(VIL) (6)
kde k = 6mnr
Vztah pro vypocet rychlosti elektroforetického pohybu je pak nasledujici:
Ve = (Q/6 mnr).(VIL) (7)
kde Ve je rychlost elektroforetického pohybu, Q je naboj rozpusténé latky, # je
viskozita elektrolytu, r charakterizuje velikost molekuly, V je vlozené napéti a L je

celkova délka kapilary[4].

Elektroosmoticky tok

Na vnitinim povrchu kiemenné kapilary se styka kapalny elektrolyt S pevnou
sténou kapilary. Na velmi tenkém misté styku vznika elektrickd dvojvrstva. Jeji pevna
¢ast je tvorena vnitini sténou kapilary (u kfemenné kapilary skupinami Si-O") a nese
plosny zaporny elektricky naboj[2].

Na tento zaporn€ nabity povrch se vazou kationty z elektrolytu a spole¢né vytvari
fixni vrstvu (Sternovu vrstvu). Dalsi vrstva kationtd ma vétsi vzdalenost od zaporné
nabitého povrchu elektrody a tudiz neni k tomuto povrchu pevné vazana. Tato vrstva se
nazyva mobilni (difuzni) vrstva. Po zavedeni napéti zacnou kationty mobilni vrstvy
putovat ke katod&. Kationty H® byvaji silné hydratovany a jejich pohyb spole¢né
s asociovanymi molekulami vody vyvola tok celého roztoku k detektoru umisténému
pied katodou (Obr.2). Tento jev se nazyva elektroosméza a tok se oznaCuje jako
elektroosmoticky tok (ElectroOsmotic Flow — EOF). Po ustaveni fixni a mobilni vrstvy
vznika mezi témito vrstvami nerovnovaha, kterou lze vyjadfit zeta potencialem { [1].

Rychlost EOF lze na zéklad¢ { vyjadrit takto:

ueor = eCE/4m 8

kde ¢ je dielektricka konstanta elektrolytu, { je zeta potencial, E je intenzita

elektrického pole a 7 je viskozita elektrolytu.
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Obrazek 2.: Znazornéni elektroosmotického toku v kfemenné kapilate

EOF unasi elektrolyt smérem k negativné nabité elektrod¢ (katod¢) spolu se vSemi
latkami rozpusténymi v elektrolytu. Rychlost EOF je obvykle vétsi nez elektroforeticka
pohyblivost negativné nabitych ¢astic rozpusténych v elektrolytu, proto jsou i zaporné
nabité ¢astice unaSeny k detektoru, ktery je umistén pied katodou. Kationty se pohybuji
rychleji nez EOF, neutralni latky stejné rychle jako EOF a anionty pomaleji nez EOF.
V tomto piikladu se vSechny neutrdlni molekuly pohybuji stejnou rychlosti, kterd je
shodna s rychlosti pohybu EOF a nemohou byt od sebe separovany. Neutralni molekuly
v§ak mohou byt od sebe odd€leny pouzitim micelarni elektrokinetické kapilarni
chromatografie (MECC) (viz kapitola 2.1.3.). Dv¢ zakladni vyhody existence EOF jsou
nasledujici : 1) Anionty 1 kationty mohou byt separovany najednou v jedné analyze.

2) Castice s rozdilnymi velikostmi a naboji mohou byt analyzovany V rozumném

casovém useku[4].

Na EOF maji vliv nésledujici faktory (Tab.1), jejichz prostfednictvim lze EOF
regulovat[5].



Tabulka 1.: Faktory, jimiz Ize regulovat EOF

Faktor, ktery 1ze ménit

Vysledek

Poznamka

Aplikované napéti

Zvysenim napéti se zvysuje
rychlost EOF, tedy i rychlost
migrace analytil , ¢imz
dochazi ke zkraceni celkové

doby analyzy.

Plati E=V/L(9); V-napéti,
L-celkova délka kapilary.
Pti zvySeni napéti se imérné
zvysuje i proud 1=U/R(10) a
tim se zvysi 1 Joulovo teplo,
které ma negativni dopad na

vysledky analyzy.

pH elektrolytu

Pti vzristajicim pH roste 1
EOF, naopak pii snizujicim
se pH EOF klesa. Pii pH
okolo 2 jiz v kiemennych
kapilarach nedochazi k EOF,
jelikoz je vnitini povrch
kapilary zcela protonizovan
(-SiOH).

Nejlepsi zptsob, jak ménit
velikost EOF.

Zména pH mize ménit naboj
¢i strukturu analytd a s tim i
jejich pohyblivost. Casto jde

o slabé kyseliny ¢i zasady.

loniza¢ni sila nebo

koncentrace elektrolytu

Pti stalé teploté v kapilare
rostouci iontova sila nebo
koncentrace elektrolytu
snizuje EOF, protoZe se
snizuje zeta potencial. Pokud
teplota neni kontrolovéna,
rostouci iontova sila nebo
koncentrace elektrolytu
muze zpusobit rist EOF,
protoZe roste proud,
disledkem toho teplota a

snizuje se viskozita.

Vysoka iontova sila vytvari
vétsi proud a Joulovo teplo.
Pti niZSich koncentracich
analyzy, nesmi vSak dojit

k takovému sniZeni, které by
vedlo k asymetrii a rozsifeni
pikt, k adsorpci analytu na
sténu kapilary ¢i

K nestabilitam elektrického
pole v piipadé nizsi
koncentrace elektrolytu nez

analytu.
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Teplota

Se zvySenim teploty dochazi
ke zvySeni EOF, jelikoz
dochazi ke snizeni viskozity

elektrolytu.

Se zvySenim teploty se
zvySuje také dielektricka
konstanta (viz rovnice 8),
zména viskozity je vSak

vyznamnéjsi.

Organicka rozpoustédla

Obvykle snizuji EOF, zalezi
vSak na mnozstvi a druhu

pridavaného rozpoustédla.

Ptedpovédét vysledny efekt
na EOF po ptidani
organického rozpoustédla je
obtizné, jelikoz je
ovliviiovano nékolik veli¢in
najednou, mezi nimi
viskozita, dielektricka
konstanta a zeta potencial.

Muze ménit i selektivitu.

Povrchové¢ aktivni latky

Adsorbuji se na sténu
kapilary pomoci
hydrofobnich nebo
iontovych interakci.
Anionické latky mohou
zvySovat EOF, kationické
latky mohou obracet nebo

snizovat EOF.

Povrchové aktivni latky
mohou ménit také

selektivitu.

Neutralni hydrofobni
polymery

Adsorbuji se na kapilarni
sténu pomoci hydrofobnich
interakci. Snizuji EOF

odstinénim povrchového

naboje a zvysenim viskozity.

Separacni parametry

Separaéni parametry jsou migracni Cas, ucinnost, selektivita a rozliSeni. Kazdy
z téchto separacnich parametrt je ovlivnén jednim ¢i vice elektroforetickymi parametry
zahrnujicimi napéti, elektroforetickou pohyblivost, elektroosmoticky tok a délku

kapilary. Ptehled separa¢nich parametrii je uveden v Tab.2 [4].



Tabulka 2.: Ptehled separa¢nich parametru

Separacni parametr

Rovnice vypoctu

Migraéni ¢as t, je Cas, po ktery analyt tm = /vy (11) | [6]
migruje po draze odpovidajici efektivni V,— skutecna rychlost analytu, ktera
délce kapilary |. Z druhé rovnice uvedené se sklada z rychlosti EOF a z jeho
Vv pravém sloupci vyplyva ze vyssi napéti, vlastni rychlosti. Postupnou
kratsi kapilara a vyssi rychlost EOF upravou rovnice muzeme vyjadfit
znamena krat$i migracni cas. migracni Cas takto:

tm = [L/(ua+tueor).V (12)

L celkova délka kapilary,

a elektroforetickd pohyblivost

analytu,

ueor elektroosmoticka pohyblivost,

V vlozené napéti.
U¢innost N je vyjadiena jako pocet Ucinnost lze vyjadfit pomoci [4]
teoretickych pater. Cim jsou uzsi piky a ¢im | migraéniho &asu piku tna jeho sitky
je vys$si migracéni Cas, tim je vysS$i ucinnost. | W métené u zakladni linie.

N =16 (tn/W?) (13)
Selektivita a je v kapilarni elektroforéze a =ty —tplty - ty (14) | [4]
definovana jako vzdalenost mezi vrcholy a je selektivita, t; a t; jsou migraéni
prilehlych pikt v elektroforeogramu. Casy dvou piki a ty, je Cas
Selektivita se da velmi dobfe ovlivnit neutralniho markeru.
zmeénou pH.
RozliSeni R je nejdilezitéjsi separa¢ni R =2. ((t2 - ty)/(wy + W2)) (15) | [4]

parametr. Rik4 nam, jak dobfe jsou analyty
ve smesi od sebe separovany. Je definovano
pomoci migra¢nich €asti dvou piki a jejich

Sifek pii zékladni linii.

wi a Wy jsou Sitky dvou pftilehlych
piki, t; @ t jsou migracni Casy

dvou pik.
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2.1.2. Princip CZE

Kapilarni zonova elektroforéza je jednou z vyznamnych elektromigra¢nich metod.
Spolu s dalsimi patii do skupiny metod, zaloZenych na principu kapilarni elektroforézy
(rozdéleni viz kapitola 2.1.1.).

V kapilarni elektroforéze (CE) mame kapilaru naplnénou zakladnim
elektrolytem, ktery vede proud. Jeji konce jsou ponofeny do zasobniki s elektrolytem,
spole¢né s elektrodami z inertniho materialu (Pt). Mezi elektrody se aplikuje vysoké
napéti (10 — 30 kV). Maly objem vzorku se davkuje do konce kapilary. Kapilara
prochazi ptes detektor. Zaznam zavislosti odezvy detektoru na case se nazyva
elektroforeogram. Poloha pikt urCuje kvalitu, plocha nebo vySka pikd kvantitu.
Kapilarni elektroforézu muzeme fidit a ziskané informace zpracovavat pomoci pocitace.

Zatizeni pro kapilarni elektroforézu viz Obr.3[1].

=dro) vysolieho
napéti

e
—T1

separacni kapilara
_.r'-.—'-‘-n“‘

o

Obrazek 3.: Zatizeni pro kapilarni elektroforézu [7]

Oproti ploSnému uspofadani je doba analyzy v kapilafe kratS$i a to z nékolika
davodu. Teplo tvorené uvnitt kapilary je uc¢inné odvadéno jejimi sténami, proto lze
pouzit vysokych napéti. Kapilara prochazi detektorem a je provadéna on-line detekce
z6n a pocitatové vyhodnocovani pikt. Elektroforézu doplituje elektroosmdza, snizuji se
analytické ¢asy a k detektoru unasi i ¢astice elektroforeticky migrujici opacnym smérem
(viz kapitola 2.1.1.) elektroosmoticky tok[1].

Kapilarni zénova elektroforéza (CZE) je rovnéz nazyvana kapilarni
elektroforézou ve volném roztoku (FSCE). CZE je nejvice pouzivany typ kapilarni
elektroforézy, v jedné analyze mlze oddélit kationty 1 anionty (nikoliv neutrdlni latky) a

je pomémne¢ jednoduchd. V CZE je kapildra plnéna elektrolytem, ktery ma stalé slozeni a
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je stejny v pocate¢nim 1 koncovém zasobniku. Elektrolyt (volny roztok) neinteraguje se
slozkami analytu, nicmén¢ jsou mozné interakce analytu se sténou kapilary. Vzorek
(analyty ve smési) je nastiiknut do kapilary, ktera je naplnéna elektrolytem. Po vlozeni
napéti zacnou analyty migrovat kapilarou v oddélenych zénach v zavislosti na svych
elektroforetickych pohyblivostech. Elektroosmoticky tok posouva analyty kapilarou od
anody ke katod¢. Poradi analyti prochézejicich detektorem, ktery je umistén pred

katodou je nésledujici: kationty, neutrdlni latky a anionty. Zndzornéni separace pomoci
CZE je na Obr.4[4].

;/;'/,/

ANODA

o

Obrazek 4.: Znazornéni separace pomoci CZE s ,,normalnim“ EOF a polaritou

EOF miize byt u CZE obracen, detektor je umistén pted anodou a poradi prichodu
analytii detektorem je piesné obracené nez pfi ,,normalnim* uspotadani. EOF miize byt
také zcela odstranén, pfi ,,normalnim* uspotfadani dorazi k detektoru pouze Kationty,
anionty putuji k anod¢ a neutralni latky ztstanou v bod¢ nastiiku vzorku do kapilary.
Pomoci CZE mohou byt separovany ionizované slouceniny rozpustné v elektrolytu.
Slouceniny nerozpustné ve vodé¢ mohou byt CZE separovany pomoci nevodnych
elektrolytii[4].

Analyticky systém pro tuto metodu je spole¢ny s micelarni elektrokinetickou
chromatografii. Systém se skladd =z kapilary, kterd je potaZena polymerem jenZ
zabezpecuje jeji pruznost a odolnost, ze zdroje stejnosmérného napéti u n¢hoz lze
ptepinat polaritu. Déle ze dvou zasobnikl pro elektrolyt, které jsou ve stejné vysSce, aby
nedochézelo k efektu spojenych nadob, pfi analyze nezadoucimu. Dalsi ¢asti je detektor
(viz kapitola 2.2.), termostatovany prostor pro kapilaru (teplota ovliviiuje viskozitu a

tudiz EOF) a zapisova¢ (nejcastéji PC)[6].



Roztok vzorku je davkovan do konce kapilary vzdalenéjSiho od detektoru.
Davkovani lze provadét dvéma zpisoby: hydrodynamicky a elektrokineticky.
Hydrodynamické davkovani mizeme dale rozdélit na davkovani tlakem a davkovani
rozdilem hladin (zde se vyuziva princip spojenych nadob). Elektrokinetické davkovani
je méné pouzivané. Konec kapilary je ponofen do nadobky s roztokem vzorku a je

ptivedeno napéti[4].

2.1.3. Dalsi elektromigraéni separacni metody

DalS§imi vyznamnymi elektromigracnimi separa¢nimi metodami jsou micelarni
elektrokineticka kapilarni chromatografie (MECC), kapilarni gelova elektroforéza
(CGE), kapilarni isoelektrickéd fokusace (CIEF), kapilarni elektrochromatografie (CEC)
a kapilarni izotachoforéza (CITP). VSechny zde zminované metody jsou zaloZené na
principu kapildrni elektroforézy (viz kapitola 2.1.2) stejné¢ jako CZE a jsou jejimi

modifikacemi (rozdéleni metod viz kapitola 2.1.1.).

Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie (MECC)

MECC je hybridni metoda vyuzivajici k separaci analyti kombinaci
chromatografickych a elektroforetickych principd. Jeji realizace je velmi jednoduché a
pomoci této metody lze délit 1 neutrdlni latky. Dopliuje tak CZE, kterou se neutralni
latky nedaji délit a je vhodna pro separaci ve vodé nerozpustnych sloucenin napf.
steroidi. Separace se provadi za pouziti zakladniho elektrolytu, ktery obsahuje
povrchové aktivni latky (surfaktanty-latky, které maji dlouhy alifaticky fetézec
zakonceny skupinou zpisobujici jeho snadnou rozpustnost ve vod€) v pravé takové
koncentraci (kritickd micelarni koncentrace), kdy spolu za¢nou molekuly povrchové
aktivni latky agregovat a vytvaret tak micely. V micelach jsou hydrofilni hlavicky
umistény ve vnéjsi vrstvé a hydrofobni fetézce tvoii nepolarni jadro. Jednotlivé analyty
interaguji nevazebnou hydrofobni interakci sjadry micel a jsou tak vice ¢i méné
zadrZzovany pii své cesté¢ k detektoru. Micely mohou mit svlij naboj a pak se téz
pohybuji smérem k detektoru nebo proti nému. Casto uzivané povrchové aktivni latky
jsou napt. SDS (sodna stl dodecylsulfonové kyseliny) a CTAB (cetyltrimethylamonium
bromid). MECC se provadi ve stejném zafizeni jako CZE[1,3].



Kapilarni gelova elektroforéza (CGE)

V CGE je kapilara naplnéna roztokem gelu, uplatituje se zde molekulové sitovy
efekt, ktery rozdéluje molekuly unasené pres gel k detektoru. Tato metoda se pouziva
zejména pro velké biomolekuly (napi.DNA), kter¢é mohou mit velmi podobné

elektroforetické pohyblivosti, jelikoZ maji velmi blizky pomér naboje k hmotnosti[1].

Kapilarni isoelektricka fokusace (CIEF)

CIEF je uzivana pro separaci amfolytd. Pii separaci se uplatiiuje kromé
elektroforetické pohyblivosti iontli 1 gradient pH prostiedi elektrického pole. Amfolyty
obsahuji kladnou i1 zapornou skupinu. Jejich molekula mize existovat ve form¢ kladné,
zaporné 1 neutralni Castice. Na to, Vjaké podob¢ se nachdzi, ma zasadni vliv pH
prostfedi. Pfikladem amfolytl jsou aminokyseliny. Prostfedi, ve kterém je amfolyt
Vv elektricky neutrdlni formé&, mé pravé urcité pH. Toto pH se rovna izoelektrickému
bodu pl pfislusného amfolytu. V CIEF je kapilara naplnéna pufry s pH gradientem,
ktery je staly béhem separace. Vzorek je davkovan na konec kapilary s nizkym pH a na
tento konec je zapojen kladny podl. Kladné¢ nabité ionty putuji podél kapilary
k detektoru. Kdyz slozka dosahne pozice, kde pl = pH , stane se nenabitou a zastavi
svou migraci. Razné slozky si najdou své pozice v kapilafe. Jakmile jsou zony
zaostfeny, je aplikovan do kapilary tlak. Tim je obsah kapilary posouvan pies detektor,

ktery detekuje separované zony.

Kapilarni elektrochromatografie (CEC)

Kapilarni elektrochromatografie kombinuje principy kapilarni elektroforézy a
vysoce uéinné kapalinové chromatografie (HPLC). V této technice jsou pouzivany
naplnové kolony, které jsou rozméry samy o sobé& kapilarami, i1 kapilarni kolony, u nichz
je stacionarni faze na vnitinim povrchu kapilary. Pro posun mobilni faze kolonou neni
pouzivano Cerpadlo jako v HPLC, ale aplikace stejnosmérného napéti a vyvolani EOF.
V koloné nastava separace slozek na stejnych principech jako v HPLC (Separace na
normdlnich fazich, na obracenych fazich, gelovd permeacni chromatografie nebo
iontové vymeénna chromatografie. Vyhodou separace je EOF, ktery zpiisobuje prakticky
stejnou rychlost proudéni elektrolytu v celém prifezu kapilary. Nedochdzi tak

Kk podstatnému rozmyvani zon béhem separace, coz zvysuje jeji ucinnost[1].



Kapilarni izotachoforéza (CITP)

U této metody se vzorek vnasi mezi dva elektrolyty s odliSnou pohyblivosti iontt.
Separuji se bud’ jenom kationty, nebo jenom anionty. Vzorek se vnasi mezi vedouci
elektrolyt, jehoZ ionty maji vys$i pohyblivost a koncovy elektrolyt, jehoZ ionty maji
niz§i pohyblivost nez kterykoliv iont vzorku. Vedouci elektrolyt je na zacatku
izotachoforézy obsazen v katodovém prostoru a Vkapilafe, koncovy elektrolyt
v anodovém prostoru (¢i naopak). Kromé separovanych iontd jsou vzdy obsazeny i
opa¢né nabité protiionty, aby se zachovala elektroneutralita v zénach. Po pfipojeni
stejnosmérného napéti se udrzuje konstantni proud a vzorek se zacne d¢lit dle
pohyblivosti svych slozek. Po jist¢é dobé se ustavi staciondrni stav. V ném tvofi
jednotlivé ionty zony setazené za sebou podle klesajici elektroforetické pohyblivosti.
Ve stacionarnim stavu se vSechny zony pohybuji stejnou a stalou rychlosti. Koncentrace
iontu uvnitt zony je konstantni. V kazdé zoné€ je jiny gradient potencidlu, to zptsobuje,
ze se mén¢ pohyblivé ionty ve stacionarnim stavu pohybuji stejné rychle jako ionty
pohyblivejsi. Na méné pohyblivé ionty plsobi vétsi hnaci sila. Jednotlivé zony jsou ve

staciondrnim stavu velmi ostré, diky samozaostiujicimu efektu[1].

2.1.4. Cyklodextriny

Cyklodextriny byly poprvé izolovany v roce 1891 jako produkty enzymatické
degradace Skrobu. Od té doby azZ po 45 letech zacaly cyklodextriny pfitahovat pozornost
chemikii svymi neobvyklymi schopnostmi inkludovat jiné molekuly uvnitf svych
chiralnich dutych kavit. Pfirozené (nativni) cyklodextriny byly také chemicky
modifikovany, aby bylo docileno lepSich komplexac¢nich nebo katalytickych vlastnosti a
aby byla zvySena jejich rozpustnost. Cyklodextriny naSly Siroké uplatnéni v primyslu
(kosmetika, farmacie, chemie). Jejich pfednosti je to, Ze jsou vyrabény z obnovitelnych
zdroju (8krob), jejich toxicita je nizka a jsou biologicky degradabilni[8].

Nativni cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy skladajici se z a-1,4 spojenych
D-glukopyranosovych jednotek. Vznikaji enzymatickou degradaci Skrobu (amylosy)
glukosyltransferasami bakterialniho puvodu (Bacilus macerans). Tato biochemicka
transformace poskytuje smés linearnich a cyklickych oligosacharidi, které obsahuji Sest
az ptiblizné sto glukosovych jednotek. Za optimalizovanych podminek jsou nejvice
zastoupeny makrocykly se Sesti, sedmi a osmi jednotkami, které jsou oznacovany a-, -

respektive y-cyklodextriny. Tvarem pfipomina makrocyklus a-, B- a y-cyklodextrind



duty kornout. Vnéjsek kavity je hydrofilni, zatimco vnitick ma lipofilni charakter.

Trubickové znazornéni krystalové struktury a-cyklodextrinu-viz Obr.5[8].
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Obrazek 5.: Trubickové znazornéni krystalové struktury a-cyklodextrinu

Velkou pozornost pfitahuji cyklodextriny diky své schopnosti tvofit inkluzni
komplexy. Do kavity cyklodextrinu (hostitel) mohou byt inkludovany organické nebo
anorganické molekuly (host). Vhodnou modifikaci cyklodextrinu lze vyznamné ovlivnit
vysledné fyzikalné-chemické vlastnosti komplexu, napt. zvysit jeho rozpustnost[8].

V CE se cyklodextriny pouzivaji jako chiralni selektory. Principem separace je
riznd afinita jednotlivych optickych izomerd k vnitinimu prostiedi kavity chiralniho
selektoru, proto je mozné od sebe optické izomery oddélit[3].

Septonex je povrchovée aktivni latka (vice o struktufe a vlastnostech viz kapitola
2.3.1), ktera se sklad4a z hydrofilni kladné nabité ¢asti, kterou tvoii kvarterni amin a
z dlouhého hydrofobniho uhlikatého fetézce. U latek s takovouto strukturou se dlouhé
hydrofobni konce molekul vzajemné ptitahuji a latky vytvareji dvojvrstvu, kde jsou
hydrofilni nabité ¢asti molekuly na povrchu a hydrofobni ¢asti uvnitt dvojvrstvy. Totéz
se d&je i pii dosazeni kritické koncentrace micel. V elektroforetické kapilate se da tento
jev vyuzit k obraceni sméru toku, kdy se kladn¢ nabita dvojvrstva navdze na zaporné
nabitou sténu kapilary a zméni tak naboj kapilarni stény. V této praci je vSak septonex
analyzovanou latkou a tvorba dvojvrstvy i interakce se sténou kapilary jsou zde
nezadouci. Z tohoto diivodu se do elektrolytu ptidava cyklodextrin, ktery se septonexem
vytvaii komplex. V tomto komplexu je dlouhy hydrofobni fetézec septonexu zasunut do
hydrofobni dutiny molekuly cyklodextrinu. Molekula cyklodextrinu tak brani

shlukovéani molekul septonexu, nasledné tvorbé dvojvrstvy a vazbé na kapilarni sténu.



2.2. BEZKONTAKTNI VODIVOSTNI DETEKCE

2.2.1. Zpusoby detekce pouzivané u CZE

Detektory u CZE musi byt velmi citlivé, protoze prumér kapilary je maly.
Nejpouzivangjsi zpisob detekce je zaloZzen na pruchodu ultrafialového nebo
viditelného zareni (UV/VIS) ptes kapilaru a nasledném vyhodnoceni absorbovaného
zéafeni analytem v kapilafe. Drtiva vétSina analyzovanych latek je schopna absorbovat
zéateni v UV nebo viditelné oblasti spektra. Zaznam (elektroforeogram) je tedy zavislost

absorbance pii dané vinové délce na Case. Plati Lambertiv-Beertiv zdkon o absorbanci:
A=c¢cl (16)

kde & je molarni absorpéni koeficient (konstanta pro danou latku za danych
podminek pii uréité vinové délce), ¢ latkova koncentrace, | tloustka absorbujici vrstvy
[1,3].

Pii pouziti UV/VIS detekce u CZE je nevyhodou velmi kratka absorpéni draha,
kterd sniZzuje citlivost detekce. UV detekce mize byt provadéna jako detekce piima
nebo nepiima. Piima detekce se pouziva pro latky, které absorbuji v UV oblasti a do
elektroforeogramu se zapisuje piimo zavislost absorbance na Case pfi ur€ité vinové
délce. Nepiima detekce se pouziva pro latky, které neabsorbuji v UV oblasti. Pfi tomto
zpusobu detekce je v elektrolytu obsazena latka, kterd absorbuje v UV oblasti, pii
prichodu analytu detekénim okénkem dojde k nafedéni absorbujiciho elektrolytu a
absorbance se snizi [6].

DalSim velmi €asto pouzivanym zplsobem detekce u CZE je detekce vodivostni ,
podrobny popis - viz kapitola 2.2.2. V CZE se téz pouziva detekce zaloZzeni na
fluorescenci, laserem indukované fluorescenci a hmotnostni spektrometrii (MS). Da
se zde pouzit 1 detekce amperometricka, piipadn¢ i radiometricka ¢i
refraktometricka[4].

Prehled nejcastéji pouzivanych zptsobu detekce v CZE je shrnut v Tab.3[5].



Tabulka 3.: Ptehled nejcastéji pouzivanych zpusobu detekce v CZE

Druh detekce | Hmotnostni Koncentraéni Vyhody/nevyhody
detekéni limit detekéni limit
(mol) (mol/l)

UV-VIS 10 - 10™ 10°-10° Univerzalni, diode
array nabizi spektralni
informace

Vodivost 10 -107 107-10° Univerzalni, citlivy

Fluorescence 10" -10" 107 -10" Citlivy, obvykle
vyzaduje derivatizaci

Laserem 10 - 107 10 -10™ Extrémné citlivy,

indukovana obvykle vyzaduje

fluorescence derivatizaci, drahy

Amperometrie | 10™° —10™ 10 -10" Citlivy, selektivni ale
hodi se jen pro
elektroaktivni latky

Hmotnostni 10" - 10" 10°-107 Citlivy a nabizi

spektrometrie strukturni informace

Nepitima UV, 10 — 100 krat vyssi koncentrace nez u Univerzalni, nizsi

fluorescence a | pfimé metody citlivost nez u pfimych

amperometrie metod

2.2.2. Bezkontaktni vodivostni detekce

Vodivostni detektory pro kapilarni elektroforézu jsou zaloZzené bud na
galvanickém kontaktu (kontaktni detektory), nebo pracuji v bezkontaktnim reZzimu
(bezkontaktni detektory)[8].

U kontaktniho vodivostniho detektoru jsou elektrody v pifimém kontaktu
s elektrolytem. Nevyhodou je, Ze mize dochazet k elektrochemickym interakcim mezi
elektrodami a elektrolytem, piipadné analytem, cozZ zpiisobuje
nereprodukovatelnosti[6].

Bezkontaktni vodivostni detekce (CCD) je metoda, kdy nejsou elektrody
v piimém kontaktu s elektrolytem. Jde o dvé elektrody mezi nimiz je mezera, ktera

vytvari detekeni celu. Ze vztahu | = G.U (17) vyplyva, ze bude-li vlozené napéti U
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konstantni, tak méfenim proudu | muzeme zjistit zmény vodivosti G. Na excitacni
elektrodu je pfipojen sttidavy proud, ktery protéka detekeni celou a je sniman na druhé
elektrodé. Pak je veden do zesilovace a méfen. Pfi zméné obsahu detekéni cely dochazi
ke zméné jeji vodivosti, coz se projevi zmeénou méfeného proudu. CCD se pouziva Casto
pro latky, které nemaji chromofor a maji vodivost odlisSnou od elektrolytu. Analyzu lze
provést v pfimém (analyt mé vétsi vodivost nez elektrolyt) i nepfimém rezimu[6].
Hlavni vyhodou CCD detekce oproti UV je vyssi citlivost v pfipad¢€, kdy molekula
analytu obsahuje malo absorbujici chromofor. Kapilarni elektroforéza v kombinaci
S CCD detekci nabizi moznost stanoveni slouCenin postradajicich chromofory bez
potieby derivatizace, jako je tomu napf. u stanoveni septonexu, kterym se zabyva tato

prace.
2.3. SEPTONEX

2.3.1. Zakladni udaje

Septonex (carbethopendecinii bromidum) je kvarterni amoniova sul a je fazen
mezi povrchové aktivni latky (Strukturni vzorec viz Obr.6). Jde o bily az slabé nazloutly
krystalicky prasek, jehoz vodny roztok pii tiepani silné péni. Je snadno rozpustny ve

vodg, 96% ethanolu a v chloroformu[9].

Pk

CH,— {CH,),,— CH—N—CH, B
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COO— CH,~— CH,

Obrazek 6.: Septonex (Carbethopendecinii bromidum)

( 1-(ethoxykarbonyl)pentadecyltrimethylamoniumbromid)

Septonex ma antimikrobni, antiseptické a dezinfek¢ni ucinky. Je hlavni Géinnou
latkou ¢i doplnkovou latkou nekolika Iécivych ptipravki dostupnych v této dobé na trhu
v CR a SR. Jako hlavni uginna latka je septonex obsazen V piipravcich: dezinfekéni
sprej Septonex a Septonex plus, mast Septonex, o¢ni kapky a o¢ni mast Ophthalmo-

Septonex, nosni kapky Mukoseptonex a Mukoseptonex E. Ve veterinarnich 1é¢ivych
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ptipravcich je septonex obsazen v piipravcich Septonex sprej ad us. vet. a Otibiovin ad
us. vet. Dale se septonex ptidava do léCivych ptipravki S jinou hlavni G¢innou latkou
jako dezinfekéni a antimikrobni pfisada. Jedna se o ptipravky Mesocain (anestetikum a
antiseptikum) a Triamcinolon-Ivax  (dermakologikum, kortikoidni hormonalni

piipravek)[10].

2.3.2. Farmakologické vlastnosti
Farmakodynamika:

Septonex patii mezi kvarterni amoniové soli s mirnym antiseptickym uc¢inkem. Ma
baktericidni vlastnosti, nebot’ vyvoldva zmény v permeabilit¢ bunétné membrany
bakterii. M4 vyrazngj$i baktericidni Gc¢inek na gram-pozitivni bakterie nez na gram-
negativni bakterie. Né&které druhy bakterii jako Pseudomonas a Mykobakterium
tuberkulosis zlstavaji rezistentni. Neni U¢inny na spdry. Ma variabilni antifungélni
aktivitu a je G¢inny proti nékterym viram. Uginnost kvarternich amoniovych soli je
nejveétsi v neutralnich nebo slabé alkalickych roztocich. Baktericidni Gcinek klesd s
klesajicim pH (kysela média). Jejich Gi¢innost naopak zvysSuje alkohol[10].
Farmakokinetika:

Ophthalmo-Septonex o¢ni mast - septonex pisobi jako povrchové aktivni latka
jen v misté podani. U ostatnich 1ékovych forem ptipravki obsahujicich septonex je
uvedeno, Ze farmakokinetické vlastnosti nejsou znamy[10].

Davkovani:

Riizné, zavisi na 1ékové formé ptipravku, ve kterém je septonex obsazen[10].
Kontraindikace a nezadouci ucinky:

Zejména precitlivélost a alergicka reakce na septonex. Opét zavisi na lékoveé

formé ptipravku[10].

2.3.3. Moznosti stanoveni septonexu

V Ceském Iékopisu je metoda pro stanoveni septonexu jako substance uvedena
V narodni ¢ésti. Nejprve se provede zkouska na ztratu suSenim, kdy nejvyse 1,0 %,
1,000 g se susi v susarné pii 100°C az 105°C. VysuSena latka se pouzije ke stanoveni
obsahu. Stanoveni obsahu probiha nasledovné: 0,3000 g vysusené latky ze zkousky
Ztrata suSenim se rozpusti ve 20 ml kyseliny octové bezvodé R, ptida se 6 ml octanu

rtutnatého RS a titruje se kyselinou chloristou 0,1 mol/l VS za pouziti violeti



krystalové RS jako indikatoru do zmény fialového zbarveni na modré. 1 ml kyseliny
chloristé 0,1 mol/l VS odpovida 42,25 mg C,1H44BrNO,[9].

V evropském ani v americkém 1ékopisu neni septonex uveden. Piedpokladam, ze
se nepouziva v 1é¢ivych piipravcich jako Gc¢inna latka a je nahrazen latkami s podobnym
ucinkem.

Spole¢nost RECMAN (laboratorni technika Ostrava) vyrabi a dodavé analyzéator
IONOSEP, ktery pracuje na principu CITP nebo CZE. Na izotachoforetickém
analyzatoru IONOSEP 2001, 2003 je mozné stanovit obsah septonexu v 1é¢ivych
piipravcich. Pfi stanovenich septonexu ve vzorcich Mesosept spray, Septonex spray,
Septonex Colour Spray se do 100 ml banky odvazi 100-250 mg vzorku. Analyzuje se
roztok po doplnéni po znacku methanolem. U vzorkd s vy$sim obsahem sodiku, pfip.
efedrinu (Mukoseptonex, Mukoseptonex E) je vhodna piediprava vzorku metodou
extrakce tuhou fazi (SPE, Solid Phase Extraction).

Podminky analyzy: vedouci elektrolyt: 10 mM octan amonny + 10 mM kyselina
octova v 99% methanolu, koncovy elektrolyt: 10 mM MgCl, v 99% methanolu, hnaci
proud: pocate¢ni 50 pA, koncovy 20 pA, doba analyzy: 15 minut, mod analyzy:
kationtovy[11].

Na stejném analyzatoru (jde opét o izotachoforézu) je mozné stanovit ti¢innou
latku septonex V pfipravcich Septonex spray, Opthalmo-Septonex o¢ni kapky a
Mukoseptonex piipadné Mukoseptonex E nosni kapky. Pro zvySeni pfesnosti stanoveni
Ize pouzit metodu vnitiniho standardu. Jako vnitini standard jsou pouzity ionty Li*
(citronan lithny). Nejprve se pfipravi vnitini standard a upraveny methanol. Poté se
upravi vzorek. U vzorkd s vy$$im obsahem sodiku, ptip. efedrinu (Mukoseptonex,
Mukoseptonex E) je opét vhodna preduprava vzorku metodou extrakce tuhou fazi .
Podminky analyzy: vedouci elektrolyt: 10 mM kyselina octovd + 10 mM octan amonny
v 50% methanolu, koncovy elektrolyt: 10 mM kyselina octova v 50% methanolu, hnaci
proud: pocate¢ni 60 pA, koncovy 20 pA , doba analyzy: 35 minut, mod analyzy:
kationtovy[12].

Koula a kol. pouzil pro stanoveni septonexu metodu zalozenou na extrakci
iontovych part ve spojeni s diferencni pulzni polarografii. Tato metoda je vhodna pro
stanoveni organickych bazi nebo kvarternich amoniovych slou¢enin v koncentracich az
10" mol/l. Jako vhodny polarograficky aktivni parovy iont byl pouzit Orange Il
(4-[2-hydroxy-I-naphthyl]azobenzenesulfonova kyselina). Tato metoda byla pouzita jak



pro stanoveni septonexu, tak pro stanoveni tetrapentylammoniumbromidu a
kodeinu[13].

Kopecky a kol. pouzil potenciometrii ke studiu inkluznich komplexii septonexu
sa- a P-cyklodextriny. Dale pak s modifikovanymi cyklodextriny, jmenovité
hydroxypropyl-a-cyklodextrinem,  methyl-pB-cyklodextrinem a  hydroxypropyl-p-
cyklodextrinem[14].

Septonex patii (jak jiz bylo zminéno vySe) mezi povrchové aktivni latky. V fadé
analytickych metod povrchové aktivni latky ptfiznivé ovliviiuji métené parametry,
¢ehoz se hojné vyuziva[15].

Jednou z hlavnich oblasti aplikace povrchové aktivnich latek je spektrofotometrie.
Némcova a kol. provedla spektrofotometrické stanoveni hlinitych a fluoridovych iontd
s brompyrogallolem v pfitomnosti ~ septonexu[16]. Dakiky a kol. zjistoval
spektrofotometricky vliv septonexu, Tritonu X 100 a SDS na agregaci, acidobazické
vlastnosti a optické vlastnosti 2-hydroxy-5-nitrofenylazo-4-[3-methyl-1-(4*sulfofenyl)-
5-pyrazolonu][17].

Déale se povrchové aktivni latky vyuzivaji ve spektrofluorimetrii, atomové
absorpéni spektrometrii, chromatografii a elektrochemickych metodach. Svancara a kol.
proved] voltmetrické stanoveni chromu na uhlikové pastové elektrodé modifikované
septonexem a dal§imi povrchové aktivnimi latkami[18]. Galik a kol. se zabyval
vyvojem metody pro stanoveni osmia pomoci uhlikové pastové elektrody modifikované

septonexem a cethyltrimethylamoniumbromidem][19].



3. EXPERIMENTALNI CAST
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3.1. CHEMIKALIE A ROZTOKY

3.1.1. Chemikalie

Septonex (Carbethopendecinii bromidum) sarze 3196/1, RNDr. Jan Kulich,
Hradec Kralové/Ri¢any, Ceska republika, Mr = 422,49 g/mol

MES — 2-morpholinoethansulfonova kyselina, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Némecko, Mr = 195,20 g/mol

TRIZMA BASE (TRIS) — Tris[hydroxymethyl]Jaminomethan, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Némecko, Mr = 121,1 g/mol

Kyselina octova, Fluka, USA, Mr = 60,05 g/mol

Kyselina fosfore¢na 85% p.a., MERCK, Némecko, Mr = 97,99 g/mol

HEPES - 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethansulfonova kyselina, Sigma-
Aldrich, USA, Mr = 238,31 g/mol

TAPSO — 3-N-tris-(hydroxymethyl)-methylamino-2-hydroxypropansulfonova
kyselina, Sigma-Aldrich, USA, Mr = 259,28 g/mol

MOPSO - 3-morfolin-2-hydroxypropansulfonova kyselina, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Némecko, Mr = 225,3 g/mol

BES — N,N-bis(2-hydroxyethyl)-2-aminoethansulfonova kyselina, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Némecko, Mr = 213,2 g/mol

a-cyclodextrin, Fluka, Némecko, Mr = 972,86 g/mol

B-cyclodextrin, Fluka, Némecko, Mr = 1135,00 g/mol

y-cyclodextrin hydrat, Fluka, Némecko, Mr = 1297,15 g/mol
(2-hydroxypropyl)-a-cyclodextrin, Fluka Chemie GmbH, Némecko,

Mr = 1180 g/mol

(2-hydroxypropyl)-B-cyclodextrin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko,
Mr =1380,00 g/mol

(2-hydroxypropyl)-y-cyclodextrin, Fluka Chemie GmbH, Némecko,

Mr = 1580 g/mol

2,6-di-0-methyl-B-cyclodextrin, Fluka, Némecko, Mr = 1331,39 g/mol
Sulfat-p-cyclodextrin, Aldrich, USA, Mr = 2816,31 g/mol

Succinyl -B-cyclodextrin, Fluka, Némecko, Mr = 1833,52 g/mol
Cetyltrimethylamoniumbromid, Aldrich, Némecko, Mr = 364,46 g/mol
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e Tetrabutylamoniumjodid, MERCK, Némecko, Mr = 369,38 g/mol

e Tetramethylamoniumjodid, Lachema, Ceska republika, Mr = 201,051 g/mol

e Fenyltrimethylamoniumjodid, Lachema, Ceska republika, Mr = 263,123 g/mol

e Tetraethylamoniumjodid, Lachema, Ceska republika, Mr = 257,17 g/mol

e Siran lithny hydrat, Lachema, Ceska republika, Mr = 127,95 g/mol

e Ethanolamin, Aldrich Chemical Company, USA, Mr = 61,08 g/mol

e N,N-dimethylethanolamin, Aldrich Chemical Company, USA, Mr = 89,14 g/mol

e Hydroxid sodny, Lachema, Ceska republika, Mr = 39,99 g/mol

e Kiyselina fosfore¢na 0,1%, MERCK, Némecko, Mr = 97,99 g/mol

e Chlorid sodny, Penta, Ceska republika, Mr = 58,44 g/mol

e Methanol, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko, Mr = 32,04 g/mol

e Ultracista voda — produkovana systémem Milli-Q-Systém (Millipore, Bedford,
MA, USA)

e Septonex sprej 45ml, IVAX Pharmaceuticals s.r.0., Ceska republika

3.1.2. Priprava roztoki

Piiprava elektrolytu

Elektrolyt byl pfipraven navazenim potiebného mnozstvi MESu, ktery byl
rozpustén v piislusném mnozstvi ultraisté vody. V tomto roztoku bylo upraveno pH
roztokem 20mM TRISu pomoci pH metru. TRIS byl pfipraven navazenim potiebného
mnozstvi chemikalie a rozpusSténim tohoto mnozstvi v pfesném objemu ultracisté vody.
Roztok MESu s upravenym pH byl doplnén v odmérné bance ultradistou vodou na
pozadovany objem. Takto vzniklym roztokem se doplnilo v odmérné baiice piislusné
mnozstvi cyklodextrinu ((2-hydroxypropyl)-p-cyklodextrinu) a vznikly elektrolyt byl
ptefiltrovan 0,45um nylonovym filtrem (Tecknokroma), odplynén na ultrazvukové lazni

(3 min) a pouzit k analyze.

Priprava roztoki standardi

Jako standardni roztok byl pouzit roztok septonexu. Navéazenim potiebného
mnozstvi septonexu a rozpusténim tohoto mnozstvi v daném objemu ultracisté vody byl
pfipraven zasobni roztok o koncentraci 1mg/ml septonexu. Jako vnitini standard byl

pouzit roztok N,N-dimethylethanolaminu. Odpipetovanim potfebného mnozstvi
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N,N-dimethylethanolaminu a doplnénim ultracistou vodou na patficny objem byl
pfipraven zasobni roztok 0 koncentraci 1mg/ml N,N-dimethylethanolaminu. Z téchto
zasobnich roztokii byly vzdy nafedénim pfipraveny potiebné koncentrace roztokil

standardti pouzitych k analyze.

Roztoky pro optimalizaci metody

Pro optimalizaci koncentrace elektrolytu bylo pfipraveno sedm roztoki elektrolytu
s rozdilnou koncentraci MESu nasledujicim zptisobem: bylo vypocteno sedm riznych
navazek MESu a navazend mnozstvi byla rozpusténa v ultracisté vod¢. Po upravé pH
TRISem o koncentraci 20mM byly roztoky doplnény v odmérnych bankach po rysku.
Takto vzniklymi roztoky byly doplnény odmérné banky s roztokem cyklodextrinu
((2-hydroxypropyl)-p-cyklodextrin) o koncentraci 15mg/ml. Koncentra¢ni fada
vzniklych elektrolytd byla: SmM, 10mM, 20mM, 30mM, 40mM, 50mM a 60mM.
Vsechny elektrolyty byly pfed analyzou prefiltrovany 0,45um nylonovym filtrem a
odplynény na ultrazvukové lazni po dobu 3 minut.

Pro optimalizaci pH elektrolytu bylo pfipraveno Sest roztoki MESu o optimalni
koncentraci (viz kapitola 4.2.1). U téchto roztoki bylo upraveno pH 20mM TRISem
v rozmezi 5,0-7,0. Rada zahrnovala tyto hodnoty pH: 5,0; 5,4; 5,8; 6,2; 6,6; 7,0.
Jednotlivymi  roztoky  byly doplnény odmémé banky s cyklodextrinem
((2-hydroxypropyl)-p-cyklodextrinem) o koncentraci 15mg/ml. Pied analyzou byly
vSechny elektrolyty pfefiltrovany 0,45pm nylonovym filtrem a odplynény na
ultrazvukové lazni po dobu 3 minut.

Pro optimalizaci koncentrace cyklodextrinu ((2-hydroxypropyl)-p-cyklodextrinu)
bylo pfipraveno osm roztokl elektrolytli o optimélni koncentraci MESu a optimalnim
pH (viz kapitola 4.2.1.) sriznou koncentraci cyklodextrinu v rozmezi 2,5mg/ml —
20mg/ml po 2,5mg/ml. Pfed analyzou byly vSechny elektrolyty piefiltrovany 0,45um

nylonovym filtrem a odplynény na ultrazvukové lazni po dobu 3 minut.

Roztoky pro stanoveni linearity

Roztoky pro stanoveni linearity byly pfipraveny fedénim ze zasobniho roztoku
septonexu 0 koncentraci 1mg/ml na koncentrace 75-300ug/ml septonexu. IS
(N,N-dimethylethanolamin) byl pfipraven nafedénim zasobniho roztoku o koncentraci
Img/ml na koncentraci 200ug/ml. Jednotlivé objemy pipetované ze zasobnich roztokt

septonexu a IS do 10ml odmérnych banck pro piipravu jednotlivych roztokli pro
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stanoveni linearity jsou uvedeny v Tab.4. Elektrolyty byly pfefiltrovany 0,45um

nylonovy filtrem a odplynény na ultrazvukové 1azni po dobu 3 minut.

Tabulka 4.: Redéni zasobnich roztoki pro stanoveni linearity

septonex septonex N,N-dimethyleth.amin | N,N-dimethyleth.amin
konc. pg/ml | ml roztoku konc. pg/ml ml roztoku
1 75 0,75 200 2,00
2 100 1,00 200 2,00
3 150 1,50 200 2,00
4 200 2,00 200 2,00
5 300 3,00 200 2,00

3.2. VYBER ELEKTROLYTU, CYKLODEXTRINU A
VNITRNIHO STANDARDU

3.2.1. Vybér elektrolytu

Bylo vyzkouSeno nékolik elektrolyti rtzného sloZeni s cilem najit vhodny

elektrolyt pro metodu stanoveni septonexu. VSechny elektrolyty byly zkouSeny pfi

napéti 30kV, v piipadé obracené polarity -30kV. Byly testovany nasledujici elektrolyty:

Acetat pH = 5,2, C = 30mM, bez piidavku cyklodextrinu

Acetat pH = 5,2, C = 30mM, s ptidavkem B-cyklodextrinu a obracenou
polaritou

Fosfat pH = 2,5, C = 25mM, bez ptidavku cyklodextrinu

Fosfat pH = 7,0, C = 25mM, bez piidavku cyklodextrinu

Fosfat pH = 7,0, C = 25mM, s piidavkem a-cyklodextrinu

MES pH = 7,0, C = 50mM, s ptidavkem a-cyklodextrinu

MES pH = 7,0, C = 50mM, s pridavkem B-cyklodextrinu

MES pH = 7,0, C = 50mM, s pridavkem y-cyklodextrinu

MES pH = 7,0, C = 50mM, s ptidavkem o, B, y —cyklodextrinu (vzdy
ptidavek jen jednoho z cyklodextrinll) a S obracenou polaritou

HEPES pH = 7,0, C = 50mM, s ptidavkem a-cyklodextrinu
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e TAPSO pH =7,0, C =50mM, s ptidavkem a-cyklodextrinu
e MOPSO pH =7,0, C = 50mM, s piidavkem a-cyklodextrinu
e BESpH=7,0,C=50mM, s pifidavkem a-cyklodextrinu

3.2.2. Vybér cyklodextrinu
Cyklodextriny maji cyklicky tvar a do své dutiny mohou vazat molekuly jinych

latek, ¢imz ovliviiuji rychlost migrace danych latek a jejich afinitu ke sténé kapilary. Pti
hledani vhodného cyklodextrinu byl pouzit elektrolyt MES (50mM) pH 7,0 upraveny
TRISem (20mM). Vsechna méteni probéhla pii napéti 30kV. Byly zkouseny nasledujici
cyklodextriny:

e a-cyklodextrin

e (- cyklodextrin

e v- cyklodextrin

e 2,6-di-0-methyl-B-cyklodextrin

e (2-hydroxypropyl)-a-cyklodextrin

e (2-hydroxypropyl)-B-cyklodextrin

e (2-hydroxypropyl)-y-cyklodextrin

e Sulfat-B-cyklodextrin

e Succinyl -B-cyklodextrin

3.2.3. Vybér vnitiniho standardu (IS)

Vnitini standard byl vybiran na zdklad€ podobnych vlastnosti se septonexem. Bylo
potieba, aby vnitini standard pti koncentraci podobné koncentraci analytu vykazoval
piiblizné stejnou odezvu detektoru a aby se jeho migrani Cas dostatecné lisil od
migraéniho ¢asu septonexu. VSechna méfeni byla provadéna s elektrolytem MES
(50mM) pH 7,0 upravené TRISem (20mM) a s (2-hydroxypropyl)-p-cyklodextrinem pfi
napéti 30kV. Byly zkouseny nasledujici latky:

a) Kvarterni amoniové soli

e Cetyltrimethylamoniumbromid
e Tetrabutylamoniumjodid

e Tetramethylamoniumjodid

e Fenyltrimethylamoniumjodid

e Tetraethylamoniumjodid



b) Malé organické slouc¢eniny typu aminu
e Ethanolamin

e N,N-dimethylethanolamin

c) Anorganické slouceniny

e Siran lithny

3.3. PRISTROJE

Vsechny analyzy byly provadény na elektroforetickém systému PrinCE 650
(PrinCE Technologies B.V., Nizozemi) vybavenym Lambda 1010 UV-VIS detektorem
(Leonberg, Némecko) a bezkontaktnim vodivostnim detektorem TraceDec®
(Innovative Sensor Technologies GmbH, Strasshof, Rakousko). Ovladani analyzatoru
bylo zajisténo systémem WinPrinCE, ktery byl integrovan v systému DAx (software pro
ziskdvani a analyzu dat). K méfeni pH elektrolyti byl pouzit pH metr PHM 220
(Radiometer, Francie) skombinovanou sklenénou elektrodou, kalibrovanou na
standardni pufry. K odplynovani roztokti byl pouzit ultrazvuk Sonorex Digitec
(Bandelin, Némecko). K piipravé roztoki byly pouzity automatické pipety (Brand)
s rozsahy 10-100pum, 100-1000um, 1-10ml a 0,5-5ml.

3.4.PRACOVNI A VYPOCETNI POSTUPY

3.4.1. Pracovni postup

Na zacatku méteni byl vzdy nejprve uveden do chodu pocita¢ a elektroforeticky
systém a to v nasledujicim pofadi: pocita¢, UV detektor, analyzator, program DAXx a
bezkontaktni vodivostni detektor. Vzdy po skonceni méteni byl systém vypnut v presné
obraceném potadi.

Pro analyzu byla pouzita kapildra o vnitinim primeéru 50um, celkové délky 75cm
a efektivni délky 45cm. Pfed prvnim pouzitim byla kapildra promyta methanolem 5
minut, vodou 3 minuty, 0,1% roztokem H3PO,4 20 minut, vodou 3 minuty, 1M roztokem
NaOH 30 minut, vodou 30 minut, vSechny kroky pii tlaku 750mbar. Denné byla
kapilara pted prvni analyzou promyta 10 minut 0,1M roztokem NaOH a 10 minut vodou
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pii tlaku 1000mbar a po posledni analyze 10 minut 0,1% roztokem H3zPO,, 10 minut
0,1M roztokem NaOH a 10 minut vodou, vse pfi tlaku 1000mbar. Pfed kazdou analyzou
byla kapilara promyta 0,1% roztokem H3PO4 3 minuty, coz zajistilo vycisténi kapilary
od cyklodextrind, dale byla kondiciovana 0,1M roztokem NaOH po dobu 4 minut a
nakonec promyta elektrolytem 4 minuty, vSe pii tlaku 1000mbar. VSechny roztoky
pouzité¢ k promyvani kapilary byly pfed pouzitim pfefiltrovany 0,45um nylonovym
filtrem do zasobniki a odplynény na ultrazvukové lazni po dobu 5 minut.

Pro kazdou analyzu byly pouzity tfi zasobniky elektrolyt, z nichZ jeden byl ur¢en
na promyvani kapilary, druhy jako vstupni a tfeti jako vystupni zasobnik pro analyzu.
Jedna sada roztoku elektrolytii byla pouzivana na Sest analyz. Nastiik roztoku vzorku
(standardti) probihal hydrodynamicky tlakem 50mbar po dobu 6 sekund (po
optimalizaci doby nastfiku 15 sekund viz kapitola 4.2.2). Kapilara byla uschovana
Vv cele temperované vzduchem na 25°C.

CCD detektor byl nastaven takto: Gain 50%, Voltage -18db, Offset 0.

3.4.2. Linearita a opakovatelnost metody
Linearita byla stanovena v rozsahu koncentraci 75ug/ml — 300ug/ml pro septonex
s obsahem 200pg/ml N,N—dimethylethanolaminu jako IS. Kazdy vzorek byl nastiiknut
dvakrat za optimalnich podminek. Plochy analytu byly korigovany ¢asem a plochou IS
podle nésledujiciho vzorce:
N

U &

kde A je vysledna plocha, A, je plocha analytu, As je plocha vnitiniho standardu,
ta je migracni Cas analytu a tis je migracni Cas vnitiniho standardu. Vysledky byly
zpracovany metodou linearni regrese a byla urCena zavislost plochy piku na
koncentraci septonexu.

Opakovatelnost byla stanovena na dvou rozdilnych koncentracich septonexu:
75ug/ml a 150pg/ml. Kazda koncentrace byla analyzovana Sestkrat. Roztoky vzorku a
IS byly fedény ze zasobnich roztokl. TaktéZz byl pfipraven zasobni roztok elektrolytu,
Z kterého se elektrolyt filtroval do jednotlivych zisobnika. Jedna trojice zasobniku

s elektrolytem byla pouzita maximalné pro Sest analyz.



RSD - relativni smérodatnd odchylka je definovana jako smérodatna odchylka

(SD) délena primérem hodnot. Smérodatnd odchylka se vypocita podle nasledujiciho

SD = 1/2((:%1;0 (19)

kde n je pocet dat v souboru, X je pramérna hodnota a X jsou jednotlivé hodnoty.

vzZorce:

3.4.3. Stanoveni obsahu septonexu v pripravku

Pro stanoveni obsahu septonexu byl vybran pfipravek Septonex sprej od firmy
IVAX. Ze dvou na sobé nezavislych pipetazi stejného objemu roztoku piipravku byly
pfipraveny dva vzorky. Kazdy vzorek byl analyzovan tfikrat. Vzorky ptipravku mély
piibliznou koncentraci 150ug/ml stejné jako vzorek standardu, ktery byl rovnéz
analyzovan tfikrat. Do vSech tfi vzorkd byl pfidan IS o koncentraci 200pg/ml. Prepocet

koncentrace byl provadén podle nasledujiciho vzorce:

VZ
C — * C t 20
vz A . S ( )

kde Ay; je primér ploch vzorku, Ay je prumér ploch standardu, C,; je koncentrace
vzorku a Cg je koncentrace standardu. Po korekci ploch IS byl vypocet proveden podle

nasledujiciho vzorce:

A,

CVZ = ISVZ ’ CS
A T
A

>

(21)

IS

kde Ay; je primér ploch vzorku, Ay je prumér ploch standardu, Ajsy; je pramér
ploch vnitiniho standardu ve vzorku, Ajsst je pramér ploch vnitfniho standardu ve
vzorku standardu, C,; je koncentrace vzorku a Cg je koncentrace standardu.

Vysledek je vyjadien jako procentudlni obsah nalezeného mnozstvi

k deklarovanému mnozstvi.



Elektroforeogramy standardu septonexu + IS a piipravku Septonex sprej + IS,
oboji za optimalnich podminek, jsou pro porovnani uvedeny v kapitole 8.1. Obr.13 a 14.
Spravnost metody byla ovéfena tak, ze byly pfipraveny dva vzorky stejnym
zpusobem jako pro stanoveni obsahu septonexu v pfipravku (viz vyse) a k nim bylo
pfidano piesné mnozstvi standardu septonexu 0 koncentraci 150,405ug/ml. Oba vzorky

byly analyzovany tiikrat. Spravnost byla vypocitana podle vzorce:

R(%) = 2

(22)

st

kde c; je koncentrace vzorku vzniklého piidavkem standardu, ¢y je pramérna

nalezend koncentrace septonexu v ptipravku a cg je koncentrace ptidavku standardu.

3.4.4. Limit detekce a kvantifikace

cvwr

zaznamenana, ale ne nezbytn¢ kvantifikovana. Limit kvantifikace (LOQ) vyjadiuje
nejmensi stanovitelné mnozstvi analytu ve vzorku, je ddn nejmensi plochou piku, ktera
muze byt jesté zméfena s pozadovanou piesnosti. LOD a LOQ byl stanoven na zdkladé
poméru signalu k Sumu S/N, pro LOD S/N = 3 a pro LOQ S/N = 10 a potvrzen

experimentalné.



4. VYSLEDKY A DISKUZE
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4.1. VYBER ELEKTROLYTU, CYKLODEXTRINU A
VNITRNIHO STANDARDU

V této kapitole jsou uvedeny tabulky parametrii pro srovnani jednotlivych
elektrolytd, cyklodextrinti a IS. Jednotlivé parametry byly vypocitany v softwaru DAX a
jsou definovany nasledovné:

e rozliSeni

—t
R=— (23)
p pp

kde R je rozliSeni, top, je migracni ¢as odpovidajici vrcholu sledovaného piku, tiops
je migracni ¢as odpovidajici vrcholu piku, ktery je pfed sledovanym pikem, wp, je Sitka
sledovaného piku pfi zakladni linii a wp, je Sitka pfi zékladni linii u piku, ktery je pred
sledovanym pikem.

e pomgér signdlu k Sumu
S/N = hodnota signélu ve vrcholu piku/ hladina Sumu RMS (24)

kde S/N je pomeér signalu k Sumu, RMS je hladina Sumu [21].

e pocet teoretickych pater

2

t
N =554—"— (25)
W1/2h

kde N je pocet teoretickych pater, typ je migracni ¢as odpovidajici vrcholu piku a
W2 je Sitka piku v poloviné vysky piku.

e asymetrie

Asymetrie piku je definovana jako Sifka pravé strany piku délena Sitkou levé

strany piku v 10% vysky piku.



V elektroforeogramech byl pted analyzovanymi latkami vzdy pfitomen nezndmy

pik. Tento pik byl obsazen i v blanku (viz kapitola 8.1. Obr.15). Bylo zjisténo, ze tento

pik tvofi sodné ionty (viz kapitola 8.1. Obr.16), které jsou ziejmé soucasti pouzivané

vody a nijak nerusi stanoveni septonexu.

4.1.1. Vybér elektrolytu
Vysledky zkouSenych elektrolyti uvedenych v kapitole 3.2.1. jsou nasledujici:

Acetat pH = 5,2, C = 30mM, bez pridavku cyklodextrinu — bez separace
Acetat pH = 5,2, C = 30mM, s piidavkem B-cyklodextrinu a obracenou
polaritou — nedochazelo k separaci

Fosfat pH = 2,5, C = 25mM, bez piidavku cyklodextrinu — nedochéazelo
k separaci, potlacen EOF

Fosfat pH = 7,0, C = 25mM, bez piidavku cyklodextrinu — nedochéazelo
k separaci, avsak EOF byl pifitomen

Fosfat pH = 7,0, C = 25mM, s piidavkem a-cyklodextrinu — separace
probéhla, velk4 asymetrie piku, elektrolyt byl posouzen jako nevhodny a
nebyl jiz zkouSen v koncentraci 50mM, proto neni zahrnut do nize uvedené
tabulky 5

MES pH = 7,0, C = 50mM, s piidavkem a-cyklodextrinu — separace
probéhla dobte, lehka asymetrie piku

MES pH = 7,0, C = 50mM, s piidavkem B-cyklodextrinu — separace
prob¢hla dobte, lepsi symetrie piku nezli s a-cyklodextrinem, dobré
rozliSeni od EOF

MES pH = 7,0, C = 50mM, s ptidavkem vy-cyklodextrinu, separace
prob&hla dobte, mala citlivost oproti ptidavku a a B cyklodextrinu

MES pH = 7,0, C = 50mM, s pfidavkem a, B, y —cyklodextrinu (vzdy
pfidavek jen jednoho z cyklodextrinil) a s obracenou polaritou — separace
probéhla, 1épe rozseparovano oproti normalni polarité, avSak delsi Cas
analyzy

HEPES pH = 7,0, C = 50mM, s pfidavkem a-cyklodextrinu — separace

probéhla, malé rozliseni od EOF
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e TAPSO pH = 7,0, C = 50mM, s pridavkem a-cyklodextrinu — separace
probéhla, malé rozliSeni od EOF, asymetrie piku, konec piku nedoseda na
zékladni linii

e MOPSO pH = 7,0, C = 50mM, s piidavkem a-cyklodextrinu — separace
probéhla, velmi malé rozliSeni od EOF, asymetrie piku

e BES pH = 7,00 C = 50mM, s piidavkem a-cyklodextrinu — separace
probéhla, velmi malé rozliSeni od EOF

Srovnani jednotlivych parametrti elektrolytl, u kterych dochazelo k separaci pii
nize uvedenych podminkach, je uvedeno v Tab.5. Vsechny elektrolyty uvedené
Vv tabulce mély koncentraci 50mM a pH 7,0, ke vSem byl ptidan a-cyklodextrin o

koncentraci 20mg/ml, napéti bylo 30k V.

Tabulka 5.: Parametry zkouSenych elektrolytt, u kterych dochazelo k separaci

rozliSeni od SIN N asymetrie
EOF
MES 1,78 90,0 62881 2,99
HEPES 1,09 1240 28940 10,90
MOPSO 1,03 222,9 29438 5,28
BES 1,06 458,9 32536 6,08

Na zdklad¢ vySe uvedenych parametrii byl jako vhodny elektrolyt pro metodu
stanoveni septonexu vybran MES (50mM) o pH = 7,0, které¢ bylo upraveno 20mM
TRISem. Optimalizace elektrolytu je popsana v kapitole 4.2.1.

4.1.2. Vybér cyklodextrinu
Vysledky zkouSenych cyklodextrinti uvedenych v kapitole 3.2.2. jsou nasledujici:

e o-cyklodextrin - dobry, lehka asymetrie piku

e (- cyklodextrin — dobry, o néco horsi symetrie piku a mensi rozliSeni od
EOF nez u a-cyklodextrinu

e v- cyklodextrin — mala separacni ucinnost, mala citlivost v porovnani
S ostatnimi cyklodextriny a vyrazna asymetrie piku

e 2,6-di-o-methyl-B-cyklodextrin — vyrazna asymetrie piku

e (2-hydroxypropyl)-a-cyklodextrin - dobry
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e (2-hydroxypropyl)-B-cyklodextrin — dobry, o néco lepsi symetrie piku nez

u (2-hydroxypropyl)-a-cyklodextrinu

e (2-hydroxypropyl)-y-cyklodextrin

mala

s (2-hydroxypropyl)-a a B-cyklodextrinem

e Sulfat-B-cyklodextrin — nedoslo k separaci

e Succinyl -B-cyklodextrin — nedoslo k separaci

citlivost

v

porovnani

Srovnani jednotlivych parametri cyklodextrint, u kterych dochazelo k separaci, je

uvedeno v Tab.6. Hodnoty uvedené v tabulce jsou primérné hodnoty ze dvou méfeni.

Tabulka 6.: Parametry zkouSenych cyklodextrind, u kterych dochazelo k separaci

rozliSeni SIN N asymetrie

a-cyklodextrin 3,39 72,15 52292 2,76
B- cyklodextrin 2,46 80,00 47116 3,61
v- cyklodextrin 2,75 26,10 9422 7,17

2,6-di-o-methyl-B- 1,37 154,85 41151 5,30

cyklodextrin

(2-hydroxypropyl) 2,35 55,45 60935 1,99
-a-cyklodextrin

(2-hydroxypropyl) 1,74 96,30 58649 1,53
-B-cyklodextrin

(2-hydroxypropyl) 2,59 46,35 17205 4,34

-y-cyklodextrin

Z vyzkousenych cyklodextrini byl vybran na zakladé vySe uvedenych vysledki

jako  nejvhodnéjsi

zkouSenymi cyklodextriny je po pfidani

(2-hydroxypropyl)-B-cyklodextrin.

Ve srovnani

s ostatnimi

(2-hydroxypropyl)-p-cyklodextrinu  do

elektrolytu nejlepsi symetrie piku septonexu a to pii vysoké citlivosti a dostacujicim

rozlisSeni od EOF. Zavislost migracniho Casu na koncentraci (2-hydroxypropyl)-p-

cyklodextrinu je uvedena v kapitole 4.2.1.
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4.1.3. Vybér vnitiniho standardu (IS)

Vysledky zkouSenych vnitinich standardi uvedenych v kapitole 3.2.3. jsou

nasledujici:

a) Kvarterni amoniové soli

Cetyltrimethylamoniumbromid — migroval ve stejny Cas jako septonex
Tetrabutylamoniumjodid — byl $patné rozliSitelny od septonexu, mala
citlivost a znacna asymetrie piku

Tetramethylamoniumjodid — dobie rozliSitelny od septonexu, ¢as
migrace blizky ¢asu migrace sodnych iontd, asymetrie piku
Fenyltrimethylamoniumjodid — dobré rozliSeni od septonexu i piku
sodnych iontd, avSak velmi mala citlivost

Tetraethylamoniumjodid - mala citlivost a malé rozliSeni od septonexu

Kvarterni amoniové soli s krat$im fetézcem byly dobfe rozliSitelné od septonexu,

zatimco kvarterni amoniové soli s delSim fetézcem, blizké struktuie septonexu

migrovaly ve stejny ¢as jako septonex, nebo ve velmi podobny ¢as. Z tohoto divodu

neni v tabulce 7 uvedeno rozliSeni IS vuci septonexu - u nékterych latek se nedalo

rozlieni vypocitat.

Ctyii IS (vSechny o koncentraci 1mg/ml) ze skupiny kvarternich amoniovych soli

byly analyzovany spole¢né nastfikem smésného vzorku. VSechny ¢tyfti IS se povedlo od

sebe rozseparovat . Elektroforeogram této analyzy je uveden V ptiloze (kapitola 8.1.

Obr.17).

Po pfidani kvarternich amoniovych soli k roztoku septonexu byla po del§im stani

vidét ztetelna precipitace v roztoku.

b) Malé organické slouceniny typu aminu

Ethanolamin — dobré rozliSeni i symetrie piku
N,N-dimethylethanolamin - dobré rozliSeni a velmi dobra symetrie
piku, del$i migra¢ni Cas neZ ethanolamin, lep$i rozliSeni od piku

sodnych iontl nez u ethanolaminu

C) Anorganické slouceniny

Siran lithny — dobré rozliSeni, av§ak asymetrie piku
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Srovnani jednotlivych parametri IS je uvedeno v Tab.7. Hodnoty uvedené

Vv tabulce jsou primérné hodnoty ze dvou méfeni.

Tabulka 7.: Parametry zkouSenych IS

S/N N asymetrie
Tetrabutylamoniumjodid 20,50 84134 5,45
Tetraethylamoniumjodid 34,55 10028 4,62
Tetramethylamoniumjodid 43,95 62264 3,13
Fenyltrimethylamoniumjodid 12,55 91337 5,52
Cetyltrimethylamoniumbromid 113,35 55881 2,09
Ethanolamin 30,45 47583 2,03
N,N-dimethylethanolamin 57,55 49150 0,65
Siran lithny 20,20 44798 3,60

Na zékladé vyse uvedenych vysledk byl jako vhodny vnitini standard vybran
N,N-dimethylethanolamin, je zde vyborna symetrie piku, dobra citlivost a dobré

rozliSeni jak od septonexu, tak od sodnych ionti.

4.2. OPTIMALIZACE METODY

4.2.1. Optimalizace elektrolytu
Jednotlivé kroky optimalizace elektrolytu byly provadény s roztokem obsahujicim
septonex o koncentraci 0,2mg/ml a IS (N,N-dimethylethanolamin) o koncentraci

0,2mg/ml. Déle byl pouZit slepy roztok — ultracistd voda bez vySe uvedenych latek.

Koncentrace elektrolytu

Jako optimalni elektrolyt byl vybran MES (viz kapitola 4.1.1.), jehoz pH bylo
upraveno 20mM TRISem a ptidan (2-hydroxypropyl)-B-cyklodextrin o koncentraci
15mg/ml. Koncentrace elektrolytu byla optimalizovana v rozsahu koncentraci SmM az
60mM. Rada obsahovala tyto koncentrace elektrolytu: 5mM, 10mM, 20mM, 30mM,
40mM, 50mM a 60mM. S kazdou koncentraci elektrolytu byly provedeny dvé analyzy




pii napéti 30kV. Hodnota pH byla u vSech elektrolyti upravena na hodnotu 7,0.

Primérné migracni Casy jsou uvedeny v Tab.8 a v grafu Obr.7.

Tabulka 8.: Zavislost migra¢nich ¢ast na koncentraci elektrolytu

koncentrace MES (mmol/l)
5 10 20 30 40 50 60

migraéni 1S 1,972 2,095 2265 2,388 2502 2575 2,622
as (min) Septonex 2504 2,779 3,182 3,487 3,772 3,987 4,137
EOF 2,818 3,157 3,652 4,032 4,389 4,66 4,845
proud (nA) 43 85 161 240 323 384 465
6
E 5 —— S
E 4
[72)
©
0 34 —a— septonex
c
>§ 2_
2
€ 1 —— EOF
O I I I I I T

0 10 20 30 40 50 60 70

koncentrace MES (mmol/l)

Obrazek 7.: Graf zavislosti migracnich €asii na koncentraci elektrolytu

Srostouci koncentraci elektrolytu rostou migracni ¢asy. Pro dal$i méfeni byla
zvolena jako optimalni koncentrace elektrolytu 30mmol/l. Diivodem bylo dostate¢né
rozliSeni od ostatnich pikid, dobra symetrie pikli a krat$i migracni ¢as oproti vysSim

koncentracim.

pH elektrolytu

pH bylo optimalizovano pro 30mM elektrolyt vrozsahu 5,0 az 7,0 po 0,4
jednotkach pH. Rada obsahovala tyto hodnoty pH: 5,0; 5,4; 5,8; 6,2; 6,6; 7,0. K upravé
pH byl pouzit TRIS o koncentraci 20mM. K roztokidm byl ptidan (2-hydroxypropyl)-p-
cyklodextrin o koncentraci 15mg/ml. S kazdym elektrolytem byly provedeny dvé

analyzy pii napéti 30kV. Primérné migracni ¢asy jsou uvedeny v Tab.9 a v grafu Obr.8.
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Tabulka 9.: Zavislost migra¢nich ¢ast na pH elektrolytu
pH elektrolytu

7 6,6 6,2 58 54 )
IS 2,348 2,302 2,24 2184 2,19 2,395
migraéni ¢as (min)  Septonex 3,392 3,295 3,147 2989 294 3,235
EOF 3,898 3,78 3,607 3,423 3,395 3,89
proud (nA) 24,3 21,1 16,1 8,7 5,0 2,3
5
—— |S

v

(min)
N

migracni ¢as
N
1

—=— septonex

—— EOF

O T T T
4,6 5 54 5,8

6,2
pH elektrolytu

6,6

7,4

Obrazek 8.: Graf zavislosti migracnich casti na pH elektrolytu

Na zékladé€ rozliSeni a symetrie pikll bylo vybrano optimalni pH elektrolytu 7,0.

Koncentrace cyklodextrinu

Jako optimalni cyklodextrin byl vybran (2-hydroxypropyl)-p-cyklodextrin (viz

kapitola 4.1.2.). Koncentrace cyklodextrinu byla optimalizovana v rozsahu koncentraci

2,5 az 20mg/ml po 2,5mg/ml. Rada obsahovala tyto koncentrace cyklodextrinu:

2,5mg/ml; 5,0mg/ml; 7,5mg/ml; 10,0mg/ml; 12,5mg/ml; 15mg/ml; 17,5mg/ml a

20,0mg/ml. S kazdou koncentraci cyklodextrinu v30mM MESu o pH 7,0 byly

provedeny dv¢ analyzy pti napéti 30kV. Primérné migrac¢ni ¢asy jsou uvedeny v Tab.10

a v grafu Obr.9.
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Tabulka 10.: Zavislost migrac¢nich ¢ast na koncentraci cyklodextrinu

koncentrace cyklodextrinu (mg/ml)
2,5 5 75 10 125 15 175 20

migratni IS 2,203 2,215 2,223 2,255 2,539 2,585 2,647 2,584

gas (min)  septonex 3,145 3,15 3,162 3,244 3,664 3,753 3,832 3,759

EOF 3,592 3,605 3,615 3,714 4,2 4,173 4,171 4,181

proud (nLA) 250 252 260 285 285 250 249 248
5

—— IS

|

v

migracni ¢as
N
1

M —=— septonex

1 —— EOF

0 T T T T T T T T
0 25 5 75 10 12,5 15 17,5 20 22,5

koncentrace cyklodextrinu (mg/ml)

Obrazek 9.: Graf zavislosti migracnich ¢asti na koncentraci cyklodextrinu

Po ptihlédnuti k rozliSeni, symetrii pikti a k migra¢nim ¢astim byla jako optimalni

koncentrace cyklodextrinu zvolena koncentrace 12,5mg/ml.

Zavér
Na zéklad€ optimalizace bylo rozhodnuto, Ze optimalni elektrolyt je 30mM MES
upraveny 20mM TRISem na pH 7,0 s piidavkem (2-hydroxypropyl)-B-cyklodextrinu o

koncentraci 12,5mg/ml.

4.2.2. Optimalizace dalSich podminek
Dalsi optimalizované parametry byly velikost vkladaného napéti a doba nastiiku

vzorku (standardii). Pro vSechna méfeni byl pouzit optimalni elektrolyt (viz kapitola
4.2.1).



Velikost napéti
Napéti bylo optimalizovano v rozsahu 20-30kV. Rada obsahovala tyto hodnoty
napéti: 20kV, 25kV a 30kV. Kazdy krok byl proveden dvakrat a primérné hodnoty byly

zaznamenany do Tab.11 a vyneseny do grafu Obr.10.

Tabulka 11.: Zavislost migra¢nich ¢asti na napéti

napéti (kV)
20 25 30
IS 4,168 3,165 2,199
migracni ¢as septonex 6,107 4,628 3,197
(min) EOF 7 5,329 3,675
proud (nA) 16,3 21,2 28,0
8 -
77 —+— IS
T 6]
E ]
n
©
0 4 —=— septonex
c
>§ 3 ]
E’ 2
1. —— EOF
0 T T T T T T
18 20 22 24 26 28 30 32
vlozené napéti (kV)

Obrazek 10.: Graf zavislosti migracnich Casli na napéti

Jako optimdlni napéti byla vybrana hodnota 25kV, rozliSeni a symetrie pikl jsou

pii tomto napéti dostate¢né a niz8i hodnota napéti pouze prodluzuje dobu analyzy.

Doba nastriku

Analyzator je vybaven hydrodynamickym nastfikem vzorku a lze ménit dobu
nastiiku a tlak nastfiku. Doba nastiiku byla optimalizovana v rozmezi 6-15 sekund.
Rada obsahovala tyto hodnoty doby nastiiku vzorku: 6s, 9s, 12s, 15s. Viechna méfeni
byla provedena dvakrat pfi napéti 25kV a tlaku nastfiku 50mbar. Vysledné migracni
Casy-viz Tab.12 a graf Obr.11.



Tabulka 12.: Zavislost migrac¢nich ¢ast na dob¢ nastiiku

doba nastiiku (s)

6 9 12 15

migraéni 1S 3,43 3,364 3,572 3,327
as (min) Septonex 5,172 5,642 5,877 5,447
EOF 5,997 7,062 7,365 6,803

proud (nA) 21,1 21,2 21,7 21,5

. A/‘/‘\A —e—1IS
6_.

<
= .//I\.
PO
(]
Q0 4 —8— septonex
5 ¢ o DO
g 37
()]
g 27
—a— EOF
1 -
O T T T T T
5 7 9 11 13 15

doba nastriku (s)

Obrazek 11.: Graf zavislosti migrac¢nich ¢asti na dob¢ nastiiku

Jako optimalni byl vybran nastiik po dobu 15 sekund z divodu nizkého

migracniho ¢asu a nejlepsi symetrie piku.

Promyvani kapilary
Bylo zjisténo, Ze promyvani kapilary pfed kazdou analyzou ma vyznamny vliv na
opakovatelnost analyz a zivotnost kapilary. Jako optimalni bylo vybrano nasledujici
promyvani v§e pti tlaku 1000mbar:
1) 0,1% roztokem H3PO,4 3 minuty — vymyti cyklodextrinti
2) 0,1M roztokem NaOH 4 minuty — kondicionace kapilary
3) elektrolytem 4 minuty



4.2.3. Zavér optimalizace metody
Podminky separace, které se jevi vyvojem metody jako optimalni jsou nasledujici:

e clektrolyt: 30mM MES upraveny 20mM TRISem na pH = 7,0 obsahujici
(2-hydroxypropyl)-B-cyklodextrin o koncentraci 12,5 mg/ml

e napéti: 25kV

e nastiik vzorku: 15 sekund pfi tlaku SOmbar

e promyti kapilary: pifed kazdou analyzou pii 1000mbar 0,1% roztokem
H3PO,4 3 minuty, 0,1M roztokem NaOH 4 minuty a elektrolytem 4 minuty

4.3. STANOVENI LINEARITY A OPAKOVATELNOSTI

4.3.1. Linearita

Linearita byla stanovena pro septonex a bylo zvoleno rozpéti koncentraci 75ug/ml
az 300ug/ml. Byl pfipraven zasobni roztok septonexu o piesné koncentraci
1,0027mg/ml odvazenim 0,10027g septonexu do 100ml odmérné baiky. Zasobni roztok
IS byl pfipraven nafedénim 112,3ul N,N-dimethylethanolaminu ve 100ml odmérné
banice. Jednotlivé vzorky byly pfipraveny fedénim dvou vySe uvedenych roztokd do

10ml odmérnych bangk, jejichz koncentrace jsou uvedené v nésledujici tabulce 13.

Tabulka 13.: Koncentrace vzorki pro stanoveni linearity

septonex N,N-dimethylethanolamin
pg/ml ug/ml
1 75,20 200
2 100,27 200
3 150,41 200
4 200,54 200
5 300,81 200

Kazdy vzorek byl analyzovan dvakrat za optimdlnich podminek (viz kapitola
4.2.3)).
Elektrolyt pro vsechny analyzy byl pouzit zjedné zasobni banky, avsak elektrolyt

umistény do trojice zasobnikd byl pouzit maximalné na Sest analyz. Vysledné plochy
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septonexu byly zkorigovany Casem a IS dle vzorce 18 uvedeného v kapitole 3.4.2.
Hodnoty byly vyneseny do grafu (Obr.12) a byla urena zavislost korigované plochy na

koncentraci a korelaéni koeficient.

(1]
% —
o y = 0,0041x + 0,0065
2 0,6 R? = 0,9953

0 T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

koncentrace (pg/ml)

Obrazek 12.: Zavislost plochy piku na koncentraci septonexu

Korelaéni koeficient kiivky pro septonex je r = 0,9976.

4.3.2. Opakovatelnost

Opakovatelnost byla stanovena pro dvé koncentrace septonexu - 75ug/ml a
150pg/ml (v kalibracni kiivee body 1 a 3) a pro kaZzdou koncentraci byla analyza
provedena Sestkrat zjednoho vzorku. Pfiprava vzorkli a elektrolytu je uvedena
Vv kapitole 3.4.2, stejn¢ jako postup vypoctu RSD. Z naméfenych vysledki byly ureny
RSD c¢asii a ploch jak vzorku, tak IS. Vysledky jsou uvedeny v Tab.14. JelikoZ zjisténé
RSD ploch byly vysoké, bylo pro kontrolu provedeno 2. méfeni se vzorkem septonexu o
koncentraci 75pg/ml. Druhé méfeni bylo provadéno jiny den nez prvni méfeni a byla
pouzita nova kapilara stejné celkové a efektivni délky a stejného priméru jako kapilara
prvni. Analyza byla provedena opét Sestkrat z jednoho vzorku. Vzorek a IS byly nové
nafedény ze stejnych zasobnich roztokli jako pro prvni méteni. Elektrolyt byl novée
prefiltrovan do zasobnikli ze stejného zasobniho roztoku jako elektrolyt pro prvni

méfeni. Vysledky druhého méfeni jsou taktéz uvedeny v Tab.14.




Tabulka 14.: Opakovatelnost metody pro 75ug/ml a 150ug/ml septonexu

RSD ¢asu RSD ploch RSD ¢asu RSD ploch
septonexu septonexu IS IS
1.méfeni 1,45% 26,57% 0,99% 2,32%
C=75pg/ml
1.méfeni 1,22% 4,75% 1,08% 11,54%
C=150pg/ml
2. méfeni 0,14% 14,35% 0,63% 9,86%
C=75pg/ml

Z vysledkti 1. méfeni je patrné, ze metoda ma velmi vysokou opakovatelnost
migra¢nich Casii, kterd se po zavedeni nové kapilary pii 2. méfeni jeSté podstatné
zvysila, zejména u septonexu. K dobré opakovatelnosti migracnich ¢asti velmi ptispélo
pravidelné promyvani kapilary pied kazdou analyzou-viz Kapitola 4.2.2. Spatna
opakovatelnost ploch se po vyméné kapilary zlepsila u septonexu, avSak zhorsila u IS.
Lze konstatovat, ze z hlediska ploch neposkytuje tato metoda zatim dostatecné
opakovatelné vysledky. Pficiny Spatné opakovatelnosti a navrhované postupy jejiho

odstranéni jsou diskutovany v kapitole 4.4.

4.4, STANOVENI OBSAHU SEPTONEXU V PRIPRAVKU

Obsah septonexu byl stanovovan v piipravku Septonex sprej od firmy IVAX.
Deklarovany obsah septonexu v tomto piipravku byl 8,3mg/ml. Odpipetovanim 0,18 1ml
pfipravku do 10ml odmérné banky vznikl roztok o pfiblizné koncentraci 150pg/ml.

Jako standard pro porovnani ploch pro tato méfeni byl pouzit zasobni roztok
septonexu, ktery vznikl rozpusténim 0,10027g ve 100ml vody. Vznikly roztok mél
koncentraci 1,0027mg/ml septonexu. Ze zasobniho roztoku byl odpipetovan objem
1,5ml do 10ml odmérné banky a doplnén vodou. Koncentrace standardu byla
150,405pug/ml. Ke vSem roztoktim byl pfidan vnitini standard o koncentraci 200pug/ml.

Nejprve byl analyzovan smésny roztok piipravku Septonex sprej a IS o vySe
uvedenych koncentracich. Roztok byl pfipraven paralelné¢ dvakrat do dvou 10ml

odmérnych banék. Z kazdé banky byly provedeny tfi analyzy. Stejnym zplsobem byl
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piipraven roztok standardu septonexu s IS, ktery byl opét analyzovan tiikrat. Vysledky

téchto méfeni ziskané dle postupu uvedeného v kapitole 3.4.3. jsou uvedeny v Tab.15.

Tabulka 15.: Stanoveni obsahu septonexu v ptipravku Septonex sprej (vypocet z ploch)

pipetaz Cgex(mg/ml) Chralezena(mg/ml) Obsah septonexu
1 8,3 8,80 106,08%
2 8,3 8,73 105,21%
prumér 8,3 8,77 105,65%

V piipravku Septonex sprej bylo nalezeno 105,65% deklarovaného obsahu

septonexu (smérodatna odchylka 0,62), coz odpovida 8,77mg/ml septonexu v roztoku
(smérodatna odchylka 0,05).

Dale byl proveden stejny vypocet obsahu septonexu v ptipravku Septonex sprej s

korekei ploch IS. Vysledky tohoto vypoctu jsou uvedeny v tabulce 16.

Tabulka 16.: Stanoveni obsahu septonexu v ptipravku Septonex sprej (vypocet z ploch

korigovanych IS)
pipetaz Caex(mg/ml) Chralezena(mg/ml) Obsah septonexu
1 8,3 8,06 97,20%
2 8,3 9,54 114,95%
primér 8,3 8,80 106,08%

Po korekci ploch septonexu plochami IS byly vysledky nasledujici: nalezené
mnozstvi septonexu 106,08% (smérodatna odchylka 12,55), coZ odpovida 8,80mg/ml
septonexu V roztoku (smérodatna odchylka 0,52).

Ptesto, ze se konecné vysledky v tabulkach 15 a 16 od sebe pfili§ nelisi, z dil¢ich
vysledku v tabulce 16 je ziejmé, ze vysledky jednotlivych stanoveni maji Spatnou
opakovatelnost. Korekce ploch IS zde nebyla piinosem. V piiloze v kapitole 8.2. jsou
v tabulce 20 uvedeny naméfené hodnoty migracnich Castt a ploch obou vzorkl a
standardu a k nim odpovidajici hodnoty migra¢nich ¢asi a ploch IS. Tyto hodnoty byly
pouzity pro vypocty obsahu septonexu v piipravku a vysledné hodnoty téchto vypocta
jsou uvedeny v tabulkach 15 a 16. Z dat uvedenych v tabulce 20 je ziejmé, Ze se opét

jedna (viz kapitola 4.3.2.) o Spatnou opakovatelnost ploch septonexu a IS.



Pro ovéteni spravnosti metody byly pfipraveny dva nové vzorky fedénim ze
zasobnich roztokl, do 10ml odmérnych ban¢k. Tyto roztoky obsahovaly septonex o
pfiblizné koncentraci 150pg/ml a IS o koncentraci 200pug/ml. K obéma vzorkim byl
pfidan standard septonexu o objemu 1,5ml a pfesné¢ koncentraci 150,405ug/ml.

Spravnost byla vypocitana dle postupu uvedeného v kapitole 3.4.3. a vysledky jsou

uvedeny v tabulce 17.

Tabulka 17.: Ovéfeni spravnosti metody (vypocet z ploch)

pipetaz Cz.+1s+pridavek Crozdil Chiidavek nalezeno
pg/ml pg/ml ng/ml

1 320,33 161,62 150,405 107,46%

2 253,49 94,78 150,405 63,01%

priamér 286,91 128,20 150,405 85,24%

Vypoétem ziskanym z naméfenych ploch vzorkd a standardu bylo nalezeno

85,24% piidavku standardu (smérodatna odchylka 31,43).

Po korekci ploch vzorkii a standardu plochami IS byly vysledky nésledujici

-viz tabulka 18.

Tabulka 18.: Ovéfeni spravnosti metody ( vypocet z ploch korigovanych IS)

pipetaz Cuz+1S+piidavek Crozdil Chridavek nalezeno
pg/ml pg/ml pg/ml
1 307,44 148,08 150,405 98,46%
2 295,57 136,22 150,405 90,57%
priumér 301,51 142,15 150,405 94,51%
Vypoctem ziskanym z naméfenych ploch vzorkd a standardu korigovanych

plochami IS bylo nalezeno 94,51% piidavku standardu (smérodatna odchylka 5,58).

Dil¢i vysledky v tabulkach 17 a 18 opét poukazuji na Spatnou opakovatelnost

jednotlivych méfeni. Jedna se opét o Spatnou opakovatelnost ploch, jak je ziejmé
z tabulky 20 v kapitole 8.2, kde jsou uvedena data pro vypoCet spravnosti metody.

Korekce ploch vzorki plochami IS zde byla prospésna oproti stanoveni obsahu
septonexu Vv ptipravku.



Z vysledku uvedenych v kapitole 4.3. a 4.4. a z dat uvedenych v kapitole 8.2.
v tabulce 20 vyplyva, Ze metoda pro stanoveni septonexu ve farmaceutickych
pfipravcich byla vyvinuta, UspéSné optimalizovdna a uspé$né¢ byla urcena linearita
metody.

Opakovatelnost migra¢nich ¢asi je velmi vysoka, nikoliv vSak opakovatelnost
ploch. Kontrola potvrdila, Ze Spatna opakovatelnost ploch neni dana nastfikem ani
chybnou integraci pikti. Vzhledem k tomu, ze opakovatelnost ploch IS je o néco lepsi
nez ploch septonexu je zfejmé, Ze je chyba patrné€ dana strukturou septonexu.

Septonex ma diky své struktuie (viz kapitola 2.3.1.) tendenci adsorbovat se na
vnitini sténé kapildry. Byla snaha zabrénit tomuto efektu pfidanim vhodného
cyklodextrinu, ktery specificky interaguje se septonexem (viz kapitola 2.1.4.) a brani
jeho adsorpci na vnitini sténu kapilary. VySe uvedené vysledky vsak ukazuji, ze i po
pfidavku vhodného cyklodextrinu (viz kapitola 4.1.2.) dochéazelo k ¢aste¢né adsorpci
septonexu na vnitini sténu kapilary a tento jev vedl ke Spatné opakovatelnosti ploch
septonexu. Diky své struktute ma IS nizsi afinitu k vnitini sténé kapilary nez septonex a
proto byla jeho opakovatelnost o néco lepsi. Pokud jsou $patné opakovatelné plochy, je
korekce ploch vzorkd plochami IS zbyte¢nd a nevede K vérohodnosti vysledki

stanoveni septonexu.

Aby byla metoda pro stanoveni septonexu spolehliva, piesnd a vyuZzitelnd i pro
kvantitativni analyzu, je nutné vyfesit problém $patné opakovatelnosti ploch septonexu.
V soucasné dob¢ se nabizeji k feSeni tohoto problému dvé mozZnosti.

Prvni z nich je pouziti organického rozpoustédla, které se ptida do elektrolytu.
Takovym rozpoustédlem miZe byt napf. methanol, ethanol, propanol, acetonitril nebo
tetrahydrofuran. Pfidavek organického rozpoustédla meéni viskozitu elektrolytu,
rozpustnost latek a ma vliv na symetrii piku. Neddvno byl popsan kladny vliv pfidavku
acetonitrilu do elektrolytu na symetrii piku suxamethonia, coz je latka strukturné
podobna septonexu [22].

Druhou moznosti v odstranéni Spatné opakovatelnosti ploch septonexu je pouziti
modifikovanych kapilar. Jde o kapilary potahované polyvinylalkoholem ¢i
polyakrylamidem. Vnitini povrch takto modifikovanych kapilar neni negativné nabity a
kvarterni amoniova baze s kladnym nabojem jakou je septonex by Ssnim neméla

interagovat.



4.5. STANOVENI LIMITU DETEKCE A KVANTIFIKACE

Limit detekce a limit kvantifikace byl stanoven na zakladé poméru signalu k Sumu

S/N a ovéten métenim. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 19.

Tabulka 19.: LOD a LOQ

Septonex
ug/ml mol/Il
LOD 9 2,13x10°
LOQ 30 7,10x10°

Limit detekce byl stanoven na 9ug/ml a limit kvantifikace na 30pg/ml.




5. ZAVER
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Z vysledkt této prace vyplyvaji nasledujici zavery:

Byla vyvinuta metoda kapilarni zonové elektroforézy s bezkontaktni vodivostni
detekci pro stanoveni septonexu ve farmaceutickych piipravcich.

Kapilara méla primér 50um, celkovou délku 75cm a efektivni délku 45¢cm.
Optimalni podminky pro stanoveni jsou 30mM MES upraveny 20mM TRISem
na pH = 7,0 obsahujici (2-hydroxypropyl)-B-cyklodextrin o koncentraci 12,5
mg/ml, 25kV, 25°C, nasttik 15 sekund pii tlaku SOmbar.

Pii optimalnich podminkach trvéa analyza méné€ nez 4 minuty, v¢etné¢ promyvani
kapilary a nastfiku vzorku méné nez 16 minut.

Jako wvnitini standard byl pouzit N,N-dimethylethanolamin, byla ovéiena
linearita metody na péti raznych koncentra¢nich turovnich, kazdy vzorek
stanoven 2x, rovnice kalibra¢ni pfimky byla y = 0,0041x + 0,0065 s korela¢nim
koeficientem r = 0,9976.

Migraéni ¢as vnitiniho standardu N,N-dimethylethanolaminu byl 2,6 minuty a u
septonexu byl 3,8 minuty.

Migracni Casy byly vysoce reprodukovatelné (RSD vzdy niz§i nez 1,6%),
zejména diky promyvani kapilary ptfed kazdou analyzou pfi 1000mbar 0,1%
roztokem H3PO, 3 minuty, 0,1M roztokem NaOH 4 minuty a elektrolytem
4 minuty.

Metoda stanoveni septonexu je zatim pouzitelnd pouze pro kvalitativni analyzu,
diky Spatné opakovatelnosti ploch septonexu, které vznikaji pravdépodobné
adsorpci septonexu na vnitini sténu kapildry. Metodou Ize zatim bezpecné od
sebe rozseparovat jednotlivé latky, nelze vSak spolehlivé stanovit obsah
septonexul.

K omezeni adsorpce septonexu na vnitini sténu kapilary byl pouZit
(2-hydroxypropyl)-B-cyklodextrin, avsak uplného odstranéni adsorpce septonexu
nebylo dosazeno. V budoucnu se bude tento problém feSit piidavkem
organického rozpoustédla do elektrolytu ¢i pouzitim potahované kapilary.
Metodu bude nutné znovu validovat.

V ptipravku Septonex sprej bylo nalezeno piiblizné 106% deklarovaného
obsahu septonexu. Vzhledem k vyse uvedené Spatné opakovatelnosti ploch
septonexu je tento udaj pouze orienta¢ni a na zaklad¢é spolehlivé pouzitelnosti

metody pro kvalitativni analyzu Ize konstatovat, ze v ptipravku Septonex sprej
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byl septonex skute¢né¢ obsazen VvV mnozstvi velmi blizkém deklarovanému
obsahu.
Piestoze cil této prace nebyl zcela naplnén, obsahuje prace mnoho informaci,

cennych pro dalsi zdokonalovani této metody.
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6. SEZNAMY
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SEZNAM ZKRATEK

BES
CCD
CD
CE
CEC
CGE
CIEF
CITP
CZE
EOF
FSCE
GC
HEPES
HPLC

MECC
MES
MOPSO
MS
RSD

SD
TAPSO

TRIS
uv
VIS

N,N-bis(2-hydroxyethyl)-2-aminoethansulfonova kyselina
bezkontaktni vodivostni detekce

cyklodextrin

kapilarni elektroforéza

kapilarni elektrochromatografie

kapilarni gelova elektroforéza

kapilarni isoelektricka fokusace

kapilarni izotachoforéza

kapilarni zonova elektroforéza

elektroosmoticky tok

kapilarni elektroforéza ve volném roztoku

plynova chromatografie
2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethansulfonova kyselina
vysoce u¢inna kapalinova chromatografie

vnitini standard

micelarni elektrokinetick4 kapilarni chromatografie
2-morpholinoethansulfonova kyselina
3-morfolin-2-hydroxypropansulfonova kyselina
hmotnostni spektrometrie

relativni smérodatna odchylka

smérodatna odchylka
3-N-tris-(hydroxymethyl)-methylamino-2-
hydroxypropansulfonova kyselina
tris[hydroxymethyl]Jaminomethan

ultrafialova oblast spektra, detekce

viditelna oblast spektra
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8.1. ELEKTROFOREOGRAMY
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Obrazek 13.: Elektroforeogram standardu za optimalnich podminek

Legenda: 1-sodné ionty, 2-N,N-dimethylethanolamin (1S), 3-septonex, 4-EOF
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Obrazek 14.: Elektroforeogram ptipravku Septonex sprej
Legenda: 1-sodné ionty, 2-1S, 3-septonex, 4-EOF
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Obrazek 15.: Elektroforeogram slepého vzorku za optimalnich podminek

Legenda: 1-sodné ionty, 2-EOF
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Obrazek 16.: Elektroforeogram sodnych iontt

Legenda: 1-sodné ionty, 2-EOF
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Obrazek 17.: Elektroforeogram ¢ty vnitinich standardi

Legenda: 1-sodné ionty, 2-fenyltrimethylamoniumjodid, 3-tetramethylamoniumjodid,

4-tetraethylamoniumjodid, 5-tetrabutylamoniumjodid, 6-EOF



8.2. DATA PRO STANOVENI OBSAHU SEPTONEXU
V PRIPRAVKU A OVERENI SPRAVNOSTI METODY

Tabulka 20.: Data pro stanoveni obsahu septonexu v piipravku a ovéteni spravnosti

metody

Pfipravek vz.1 vz.1 plocha vz.1 ¢as(min) IS.1 plocha IS.1 ¢as(min)
0,00016203 4,153 0,00018331 2,717
0,00016294 4,093 0,00018434 2,69
0,00016874 4,04 0,00016335 2,663

pramér 0,00016457 4,095333333 0,000177 2,69

sm.odch 3,63988E-06 0,056536124 1,18325E-05 0,027

RSD 2,211749633 1,380501159 6,685005419 1,003717472

PFipravek vz.2 vz.2 plocha vz.2 ¢as(min) IS.2 plocha IS.2 ¢as(min)
0,00016947 3,963 0,00015653 2,623
0,00015142 3,897 0,00014023 2,593
0,00016881 3,84 0,00014858 2,57
pramér 0,000163233 3.9 0,000148447 2,595333333
sm odch 1,0236E-05 0,061554854 8,15082E-06 0,026576932
RSD 6,270758197 1,578329579 5,490738282 1,024027704
.
Standard st.plocha st.Cas(min) IS.plocha IS.Cas(min)
0,00013357 3,76 0,00015699 2,533
0,00018283 3,773 0,00016503 2,547
0,00014957 3,78 0,00016454 2,547
pramér 0,000155323 3,771 0,000162187 2,542333333
sm odch 2,51289E-05 0,010148892 4,50711E-06 0,008082904
RSD 16,17845673 0,269129981 2,778964074 0,317932494

Vz.1 spravnost vz+st.1plocha vz+st.1 €as(min) 1S.1 plocha IS.1 €as(min)

0,000347 3,82 0,00016713 2,583

0,00036342 3,817 0,00017234 2,58

0,000282 3,827 0,00016749 2,583

prameér 0,000330807 3,821333333 0,000168987 2,582
sm odch. 4,30578E-05 0,005131601 2,90964E-06 0,001732051
RSD 13,01599424 0,134288244 1,721819205 0,067081751

Vz.2 spravnost vz+st.2plocha vz+st.2 as(min) 1S.2 plocha IS.2 €as(min)

0,00031875 3,747 0,0001354 2,537
0,00022639 3,677 0,00013686 2,503
0,00024019 3,63 0,00014502 2,487
pramér 0,000261777 3,684666667 0,000139093 2,509
sm odch 4,98205E-05 0,058875575 5,1843E-06 0,025534291
RSD 19,03167448 1,597853492 3,727207249 1,017707878



ABSTRAKT

STANOVENI SEPTONEXU VE FARMACEUTICKYCH PRIPRAVCICH
METODOU KAPILARNI ZONOVE ELEKTROFOREZY S VODIVOSTNI DETEKCi

Byla vyvinuta nova metoda kapilarni zonové elektroforézy s bezkontaktni
vodivostni detekci pro stanoveni septonexu ve farmaceutickych piipravcich. Optimalni
podminky pro separaci a stanoveni septonexu byly nésledujici: zakladni elektrolyt
30mM MES upraveny 20mM TRISem na pH = 7,0, ktery obsahuje (2-hydroxypropyl)-
B-cyklodextrin o koncentraci 12,5mg/ml, 25kV, 25°C, nastiik 15 sekund pii tlaku
50mbar. Jako vnitini standard byl pouzit N,N-dimethylethanolamin (200pg/ml). Pik
septonexu byl dostate¢né separovan od piku vnitiniho standardu i od EOF. Analyza byla
provedena Vv kiemenné kapilafe (vnitini pramér 50pum, celkova délka 75cm a délka
k detektoru 45cm). Analyza trvala méné nez 4 minuty, s promyvanim kapilary méné nez
16 minut. Kalibracni zéavislost byla pro septonex linedrni 75pg/ml - 300pg/ml,
korela¢ni koeficient r = 0,9976. LOD byl 9ug/ml a LOQ byl 30ug/ml. Pfi stanoveni
septonexu v realném farmaceutickém piipravku byla pozorovana $patna opakovatelnost
ploch analytu, zptsobena patrné nedokonalym potlacenim adsorpce septonexu na
vnitini sténu kifemenné kapilary. Tento problém bude moci byt pravdépodobné vyiesen
pfidavkem organickych rozpoustédel do elektrolytu nebo pouzitim modifikovanych

separacnich kapilar.



ABSTRACT

DETERMINATION OF SEPTONEX IN PHARMACEUTICAL PREPARATIONS
USING CAPILLARY ZONE ELECTROPHORESIS WITH CONTACTLESS
CONDUCTIVITY DETECTION

A new method of capillary zone electrophoresis with contactless conductivity
detection for the determination of septonex in pharmaceutical preparations was devised.
Optimal conditions for the separation and determination of septonex were: background
electrolyte 30mM MES of pH 7.0 (adjusted with 20mM TRIS) containing 12.5mg/ml of
(2-hydroxypropyl)-p-cyclodextrin, voltage 25kV, temperature 25°C and sample
injection for 15 seconds under the pressure of 50mbar. N,N-dimethylethanolamine
(200pg/ml) was used as internal standard. The peak of septonex was satisfactorily
separated from the peak of internal standard as well as from the EOF. The analysis was
carried out in a fused-silica capillary (internal diameter 50pm, total length 75cm and the
length to the detector 45cm). The separation took less than 4 minutes and the overall
analysis time involving appropriate rinsing of the capillary was less than 16
minutes. The calibration curve was linear in the range 75ug/ml - 300ug/ml of septonex,
correlation coefficient r = 0.9976. The LOD was 9ug/ml and LOQ was 30ug/ml of
septonex. Unsuitable repeatability of peak areas of septonex (caused probably by
insufficient elimination of the adsorption of the analyte on the inner walls of the fused-
silica capillary) was observed when determining septonex in a real pharmaceutical
preparation. This problem will be presumably solved by adding an organic solvent into
the electrolyte or by using modified separation capillaries.



