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ABSTRAKT

V této praci je zachycen vyvoj metody pro separaci a stanoveni paracetamolu
(PA), kofeinu (CO), kyseliny askorbové (AA) a fenylefrinu (FE) v léCivém pfipravku
pomoci micelarni elektrokinetické kapilarni chromatografie (MEKC). Separace
probihala v nepotazené kiemenné kapilafe (31,2 cm x 50 um, efektivni délka 21 cm)
pfi 20 kV. Detekce probihala pfi vinovych délkach 190 nm a 265 nm. Optimalni
zakladni elektrolyt mél slozeni: 100 mM kyselina borita s obsahem 100 mM
sodecylsiranu sodného (SDS) v 10 % methanolu. pH* elektrolytu bylo upraveno na
hodnotu 7,8 pomoci 50 mM tetraboritanu sodného. Jako vnitini standard byl pouzit
methylparaben (MP). Validovana metoda byla Uuspé&Sné pouzita pro analyzu |é€ivého
pripravku (Coldrex tbl.).



ABSTRACT

In this study, micellar elektrokinetic chromatography method (MEKC) was
developed for the determination of paracetamol (PA), caffein (CO), ascorbic acid (AA)
and phenylephrine (FE) in a pharmaceutical preparation. Separation was carried out in
a fused silica capillary (31,2 cm x 50 um i.d. effective length 21 cm) at 20 kV with UV
detection at 190 nm and 265 nm. Optimized background electrolyte (BGE) was 100
mM boric acid containing 100 mM sodium dodecyl sulfate (SDS) as a surfactant and 10
% (v/v) of methanol. pH* 7,8 was found to be optimal (modified by 50 mM sodium
tetraborate). Methylparaben (MP) was used as internal standard. This validated
method has been successfully applied for the analysis of commercially available

pharmaceutical product (Coldrex tbl.).



1. UVOD



Kapilarni elektroforéza je uCinna separacni metoda, ktera vyuziva rozdilné
migrace latek iontového charakteru v elektrickém poli vlivem elektrostatického
pfitahovani elektrického naboje k opacné nabité elektrodé. (1) Patfi, spolecné
s vysokoucinnou kapalinovou chromatografii a plynovou chromatografii, k nejvice
pouzivanym separacnim technikam. Toto postaveni ziskala pro své nesporné vyhody,
ke kterym patfi v prvni fadé vysoka rychlost analyzy a separa¢ni ucinnost, minimalni
potfebné mnozstvi vzorku, mala spotfeba roztok( elektrolytt a z toho vyplyvajici nizké
naklady na provoz. (2) K dalSim pfednostem kapilarni elektroforézy se fadi také
moznost automatizace, detekce pfimo na kapilafe a snadna uprava selektivity metody
zménami v chemickém slozeni pracovniho elektrolytu. (3)

Umoznuje separaci i velmi slozitych smési latek. Svoje uplatnéni nachazi pfi
analyzach anorganickych a organickych i biologickych vzorku. (1)

Jednou z metod kapilarni elektroforézy je micelarni elektrokineticka kapilarni
chromatografie. Jde o kombinovanou separacni techniku, ktera vyuziva jevy
elektromigraéni i princip chromatograficky. Je pouzitelna k analyze kationu, anionu a

neutralnich latek v€éetné analyzy 1é€iv. (4,5)



2. TEORETICKA CAST



2.1. KAPILARNI ELEKTROMIGRACNI METODY

Kapilarni elektroforéza je elektromigracni délici metoda zaloZzena na rozdilné
rychlosti putovani jednotlivych sloZek analyzované smési v elektrickém poli. Lze ji
aplikovat na latky povahy elektrolytt tvofené nizkomolekularnimi ionty a na systémy
elektricky nabitych koloidnich ¢astic. Migracnim prostfedim je vodivy roztok elektrolytu,
ktery je v kontaktu s pfivodnimi elektrodami proudového zdroje. Hybnou silou, ktera
uvadi ¢astice do pohybu, je intenzita elektrického pole E, vyjadfena gradientem napéti
v jednotkach V'm™. Silu plsobici pohyb jednotlivé &astice vystihuje soudin intenzity
elektrického pole a velikosti naboje castice. Proti pohybu ¢&astic plsobi tfeni
v kapalném prostfedi podminéné jeho viskozitou. Treci sila pfi pohybu kulovité Eastice
je pfimo umérna jejimu poloméru a viskozité kapaliny (StokeslGv zakon). Skuteé¢na
rychlost migrace je vysledkem interakce téchto protichddnych vlivd. Pokud je u

jednotlivych slozek rozdilna, dojde k jejich separaci. (6)

Mezi zakladni varianty kapilarni elektroforézy patfi:
* zonova elektroforéza

* izotachoforéza

* izoelektricka fokusace

* micelarni elektrokineticka chromatografie

» kapilarni elektrochromatografie

* mikroemulzni elektrokineticka chromatografie

* kapilarni gelova elektroforéza

Separacni principy jsou u jednotlivych variant odliSné. V zénové elektroforéze a
izotachoforéze dochazi k separaci na zakladé rozdild efektivnich pohyblivosti,
v izoelektrické fokusaci na zakladé rozdili v izoelektrickych bodech a v micelarni
elektrokinetické chromatografii, kapilarni elektrochromatografii a mikroemulzni
elektrokinetické chromatografii na zakladé rozdili rozdélovacich koeficientd mezi
mobilni a pseudostacionarni fazi. (7,8) V pfipadé kapilarni gelové elektroforézy jsou
slozky vzorku separovany podle velikosti a tvaru molekuly. (9)

Separace probiha v kapilafe, jejiz konce jsou ponofeny do nadobek
s elektrolytem. K nim jsou pfipojeny elektrody vysokonapétoveého zdroje, které vytvareji
pole nutné pro separaci. Na distalnim konci kapilary je umistén detektor, ktery snima

analyticky signal, ktery je dale zpracovan pocitatem. (7)
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2.1.1. Elektroforeticka pohyblivost

Pfi elektroforéze dochazi k pohybu elektricky nabitych castic v roztoku
pusobenim elektrického pole. Smér pohybu je dan znaménkem jejich naboje a
orientaci elektrického pole. Rychlost tohoto pohybu je Umérna intenzité pouZitého
elektrického pole: (6,7)

v=u'E

V — rychlost elektroforetického pohybu [m.s™]
u — elektroforeticka pohyblivost [m?.V'.s™]
E — intenzita elektrického pole [V.m™]

Elektroforetickd pohyblivost u vyjadfuje rychlost pohybu &astice nebo iontu
v jednotkovém elektrickém poli. Roste umérné s nabojem a klesa s velikosti &astice.

Pohyblivostem byva pfisuzovano znaménko v souladu s nabojem pfislusného iontu. (7)

2.1.2. lontova pohyblivost

Kolem kazdého iontu vroztoku vytvareji ionty opaéného znaménka tzv.
iontovou atmosféru. Interakce mezi ionty ovliviiuje vyslednou pohyblivost sledovaného
iontu — s rostouci koncentraci elektrolytu elektroforeticka pohyblivost iontu klesa. Kdyz
extrapolujeme koncentrac¢ni zavislost elektroforetické pohyblivosti na nulovou iontovou
silu, ziskame pohyblivost iontovou u,. Ta se zvySuje s rostouci teplotou (zvySeni

teploty o 1°C vede ke zvySeni pohyblivosti 0 2%). (7)

2.1.3. Skuteéna pohyblivost
Skutecna pohyblivost je pohyblivost v redlném prostfedi. Je zpravidla niz8i nez
absolutni (u,), coz je dané mimo jiné vzajemnymi interakcemi iontl v konec¢né

zfedénych roztocich. (6)

2.1.4. Efektivni pohyblivost

Latky povahy slabych kyselin a bazi se v roztoku vyskytuji ve dvou formach. Ve
formé iontl s prislusnou elektroforetickou pohyblivosti a ve formé neutralnich molekul,
které nejsou schopny elektroforeticky migrovat. Obé formy jsou ve smési zastoupeny
v urCittm poméru, vyjadieném napf. stupném disociace. (6) Protoze ionizacni
rovnovaha probiha nepomérné rychleji nez elektromigrace, (7) nemulze dojit
k rozdéleni rovnovazné smeési na nepohyblivé molekuly a pohyblivé ionty. Smés putuje

jednotnou rychlosti, ktera je umérna stupni disociace. (6) Vysledna pohyblivost se

nazyva efektivni pohyblivost ua je dana vztahem:
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_ n
u= > u, X
i=1

u; — pohyblivost jednotlivych iontovych forem latky

X; — molarni zlomky

Volbou pH Ize tedy upravit sloZzeni rovnovazné smési a tim regulovat
pohyblivost podle potfeby od nulové az po plnou iontovou. Uprava pH je tedy uginny
prostfedek k dosazeni optimalniho déleni smési kyselych nebo bazickych latek. (6)
Zavislost efektivni pohyblivosti slabych jednosytnych kyselin vyjadfuje vztah:

= u
T Lo

Pro slabé jednosytné baze je Clen (pKa — pH) nahrazen clenem (pH —
pKa). (10)

Podobné Ize popsat i migraéni chovani komplext. Pokud ustaveni
rovnovazného stavu probiha rychlosti srovnatelnou nebo niZ8i nez je rychlost
elektromigrace (pf. keto a enol formy), je mozné jednotlivé formy téZe latky od sebe
oddélit. (7)

2.1.5. Migracéni €as

Elektroforeticka pohyblivost nelze experimentalné pfimo zjistit. Lze ji vSak
vypocitat z migracniho €asu t., tj. Casu ktery je nutny pro migraci latky z mista nastfiku
do detekéni cely. Pokud je elektromigrace provazena hydrodynamickym tokem (napf.
disledkem elektroosmézy), je tfeba znat i migracni €as nenabitych ¢&astic to.

Elektroforeticka pohyblivost se pak vypocte podle vztahu:(7)
g2 W11
U t, t,

ls — efektivni délka kapilary (vzdalenost od nastfiku po detektor) [m]

l; — celkova délka kapilary [m]
U — pracovni napéti [V]

tm — migracni Cas latky [s]

to — migracni ¢as nenabitych Castic [s]
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2.1.6. Elektroosmoticky tok (EOF)

Kromé elektroforetického pohybu je &astym transportnim jevem v kapilarnich
elektromigracnich metodach elektroosmoticky tok. (4) Je to objemovy tok kapaliny
v kapilare. (3) Vznika pusobenim stejnosmérného elektrického pole na difuzni Cast
elektrické dvojvrstvy na rozhrani pevné a kapalné faze u vnitfni stény kapilary (Obr.1).
Vznik elektrické dvojvrstvy je disledkem selektivni adsorpce jednoho druhu iontd na
sténu kapilary a/nebo disociace ionogennich skupin na vnitinim povrchu kapilary (napf.
silanolovych skupin v pfipadé nejCastéji pouzivanych kfemennych Kkapilar).
Adsorbované nebo disociaci vzniklé ionty vytvafi na sténé imobilizovanou c¢ast
elektrické dvojvrstvy, zatimco v jeji difuzni ¢asti smérem do roztoku zUstava prebytek
volného naboje. Tim se v blizkosti stény vytvafi potencialni rozdil, jehoz ¢ast
vyskytujici se v difuzni oblasti elektrické dvojvrstvy se nazyva elektrokineticky potencial
nebo téz zeta potencial {. Plsobenim stejnosmérného pole v podélném sméru kapilary
se uvadi do pohybu nejen difuzni &ast elektrické dvojvrstvy, ale prostfednictvim
vnitFniho tfeni v kapaliné i veSkery roztok pfitomny v kapilare. Elektroosmoticky tok
unasi vSechny pfitomné ionty stejnou rychlosti, tj. z hlediska separace plsobi jako
neselektivni sila, vyznamné vSak ovliviuje vyslednou migracni rychlost pfitomnych

analytd a tim i u€innost separace a dobu analyzy. (4)

=] = =] (=2
EQI I@e
cle | DQ%EB%:@Q
9@:%:_; U= ale
sla 1 =1 0 = =
=1 |- = e ] =
=] 0= el
[=1 =20 [=:] =
ea!%@g 2 | als
=] 20 o -] =
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Obr. 1 Vznik elektroosmotického toku (11)
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Velikost EOF je zavisla na velikosti zeta potencidlu elektrické dvojvrstvy
vytvofené na rozhrani proudici kapaliny a stény kapilary. Rychlost EOF je dana
vztahem: (12)

n

VEOF

&— permitivita roztoku [C2J™*m™]
¢ — elektrokineticky potencial [V]

n — viskozita roztoku [N.s.m]

Zeta potencial je uréen povrchovym nabojem stény kapilary. Jelikoz tento naboj
silné zavisi na pH, méni se velikost EOF s pH. Pfi vysokém pH, kdy jsou silanolové
skupiny pfevazné deprotonizované, je EOF znaéné vétsi nez pfi nizkém pH, kdy jsou
tyto skupiny protonizované. EOF je vyznamny od pH vét3i nez 4. Zeta potencial je také
zavisly na iontové sile pufru. Rostouci iontova sila zplsobuje kompresi dvojvrstvy,
pokles zeta potencialu a redukci EOF. (3)

Z praktického hlediska maze byt pfitomnost EOF vyhodna, protoze zpusobuje
pohyb témér vdech latek stejnym smérem bez ohledu na naboj. Za normalnich
podminek (tj. negativné nabity povrch kapilary) EOF sméfuje od anody ke katodé.
Anionty jsou unaseny smérem ke katodé, jelikoz velikost toku muze byt i vic nez o fad
VeétSi nez jejich elektroforetické mobility. Kationty, neutralni molekuly a anionty mohou
byt tudiz analyzovany zaroven, jelikoZ migruji stejnym smérem. Kationty migruji
nejrychleji, nebot elektroforetické pfitahovani smérem ke katodé a EOF jsou ve
stejném sméru, neutralni latky jsou vSechny neseny rychlosti EOF, ale nejsou od sebe
separovany, anionty migruji nejpomaleji, protoZze jsou sice neseny ke katodé, ale
pfitahovany jsou k anodé (Obr. 2).

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

zvysit, snizit nebo obratit povrchovy naboj a tim EOF. (3)

14



DETECTOR ‘

+ 4+ ++ + + + + ++ + +
@ e 6 O Heo ® Q
anode @ @ O @ @ @ cathode
+ ++ + + + + + ++ + +
©) O
A F H ©o
IO Tlcatinns T lngumll 'h{ninn\ !illne

Obr. 2 Migrace elektricky nabitych a neutralnich latek v kapilafe pisobenim EOF (12)

2.1.7. Déje ovlivnujici elektroforetickou pohyblivost

Chceme-li separovat vdechny nebo alespor hlavni komponenty vzorku, je tfeba
dosahnout co nejvétSich rozdill v jejich migracnich ¢asech. Nejjednodussi cestou je
pouziti del§i kapilary. Tim se ovS8em vyrazné prodluZuje doba analyzy, a proto se
k tomuto kroku pfistupuje az po vyCerpani daldSich moznosti. Snahou je najit takové
podminky, pfi nichZ jsou rozdily elektroforetickych pohyblivosti mezi sousednimi
z6énami nejvétsi. Toho Ize dosahnout zménou pH pracovniho elektrolytu, pfidavkem
vhodného komplexujiciho €inidla, latek vytvarejicich hostitelské komplexy, detergentd,

pfidavkem nevodného rozpoustédla nebo pouzitim gelu. (7)

2.1.7.1. Vliv pH pracovniho elektrolytu

PFi elektroforéze slabych kyselin a bazi je nejjednodussim krokem vedoucim ke
zmeéné elektroforetické pohyblivosti zména pH pracovniho elektrolytu. Se zménou pH
dochazi ke zméné ionizace a tim i ke zméné efektivni pohyblivosti dané latky. P¥Fi
hledani optimalniho pH pro separaci urCitych latek je tfeba vychazet ze zavislosti
elektromigraénich pohyblivosti téchto latek na pH pracovniho elektrolytu. Vhodné pH je

potom takové, pfi kterém je rozdil pohyblivosti nejvétsi. (7)

2.1.7.2. Tvorba komplext

U analytd, které mohou vytvaret komplexy, muze dojit ke zlepSeni jejich
separace pridavkem iontu kovu ¢&i ligandu k tlumivému roztoku. Elektroforeticka
pohyblivost vzniklych komplext zavisi pfedevsim na druhu kovu a druhu ligandu, coz

vede k vysoce selektivni analyze. (13) Tvorbu komplext Ize vyuzit pro zlepSeni
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separace kov(, kdy se hleda vyhovuijici ligand a jeho koncentrace, nebo analogicky pro

separaci ligandu, kdy se hleda vhodny kov. (7)

2.1.7.3. Tvorba iontovych asociatu

Tvorba iontovych asociatd se vyuziva ke sniZeni rychlosti migrace analytd. (13)
Vyuzivaji se pfedevsim kyseliny a zasady o vys$8im naboji, nebot ¢im vys3i je naboj
interagujicich iontd, tim silngj§i jsou interakce a tim vyraznéjSi je snizeni
pohyblivosti. (7) Pfi analyze aniontll se na tvorbé iontovych asociatl mohou podilet
napf. di- a trialkylaminy, tetraethylamoniové soli, cetyltrimethylamonium bromid, opticky
aktivni aminy jako je chinin a chinidin nebo polymerni kationty jako
diethylaminoethyldextrin. Pfi separaci kationtl tvorbou iontovych asociati se mohou
uplatnit jak anorganické latky, tak i alkylfosfaty, alkylsulfonaty, alkylsulfaty a opticky
aktivni latky jako je napf. dibutyltartarat. (13)

2.1.7.4. Tvorba hostitelskych komplext

Vyuzivany jsou separace v pritomnosti cyklodextrind. Cyklodextriny (a, B, )
jsou cyklické oligosacharidy tvofené 6-8 molekulami glukdzy, které vytvareji duty valec,
na jehoz obvodu jsou hydroxylové skupiny a vnitfni jadro zlstava hydrofobni. Do
tohoto jadra mohou vstupovat hydrofobni skupiny a vznikaji tak rizné pevné
hostitelské komplexy. Ponévadz hydroxylové skupiny na povrchu jsou chiralni, vytvareji
cyklodextriny s chiralnimi separandy komplexy liSici se stabilitou, coZz umoZznuje jejich
separaci. Podobné komplexy mohou vytvaret i dalSi latky, napf. crown ethery, coz jsou

opét cyklické slouceniny. (7)

2.1.7.5. Vliv nevodnych rozpoustédel

Pfidavkem nevodného rozpoustédla k pracovnimu elektrolytu se méni
solvatace separovanych iontl a viskozita elektrolytu. Tim dochazi k ovlivnéni iontové
pohyblivosti, coz muze pfispét ke zlepSeni separace. Nevodné rozpoustédlo ma také
vliv na EOF. Nejc¢astéji se vyuziva methanol, ethanol, propanol, aceton, acetonitril

a dimethylsulfoxid. (7)

2.1.7.6. Vliv situjiciho prostredi

Situjici prostfedi se vyuziva pro separaci polymert, které se li§i molekulovou
hmotnosti, avSak ne hustotou elektrického naboje. Situjicim prostfedim s nejvétsi
tradici je polyakrylamidovy gel. MenS§i molekuly prochazeji gelem snaze, vétsi molekuly

jsou pfi migraci situjicim prostfedim vice zpomalovany. Dnes jsou gelové kapilary
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nahrazovany roztoky linearnich polymeru, které vytvareji sit. NejCastéji pouzivanymi

jsou derivaty celul6zy, polyvinylalkohol, polyethylenglykol a dalSi. (7)

2.1.7.7. Vliv ionogennich smacedel

Pfidavek ionogennich smacedel se vyuziva napf. pfi SDS elektroforéze
bilkovin, kdy je cilem vyrovnani nabojove hustoty mezi jednotlivymi separandy tak, aby
byla separace ovlivnéna pouze molekulovymi hmotnostmi proteina.

Po prekroCeni kritické micelarni koncentrace zacnou ze smacedel vznikat
micely. Hydrofobicita jadra ionogennich micel umozniuje vstup nepolarnich latek a diky
naboji micel i jejich elektroforetickou migraci. To je podstatou micelarni elektrokinetické

chromatografie. (7)
2.1.8. Déje ovliviujici separaci

2.1.8.1. Difuze

Vlivem difuze dochazi krozmyvani elektroforetickych zén, u kterych se
nezachovava puavodni Sitka a ostré ohraniCeni. Koncentrace latek v zénach je
nerovnomérna (koncentraéni profil v zoné nabyva tvaru Gaussovy kfivky — koncentrace
latky je uprostfed zény maximalni a k obvodu klesa). Vzdalenost, kterou urazi difuzi

primérny ion za dobu t, se oznacuje o a vypocte se podle vztahu:

o= 2Dt

D — difuzni koeficient

o” se nazyva rozptyl

Uginnost elektroforetické separace lze vCZE i MEKC vyjadiit po&tem
dosazenych teoretickych pater N:
N = u-u
2-D
u — elektroforeticka pohyblivost

U — napéti
Vzhledem k pfimé uméfe mezi pohyblivosti a difuznim koeficientem bude mensi

disperze (a vétSi pocet teoretickych pater) u vétSich molekul s malym difuznim

koeficientem. (7)
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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 ma analyt vétdi pohyblivost nez
rozhrani opoustéji difuzi zénu, dostavaji se do prostfedi o vysSi intenzité elektrického
pole, dochazi k jejich urychleni a &elni rozhrani je plossi neZ by bylo pfi vlivu prosté
difize. Naopak na zadnim rozhrani se ionty opoustéjici zonu dostavaji do prostredi
o vysSi intenzité elektrického pole, jejich migraéni rychlost se zvySi a jsou vraceny zpét.
Dochazi tak k zaostfovani zadniho rozhrani zény. Analogicky se tvofi asymetricka
zOna pfi migraci analytu o mensi pohyblivosti nez ma spoluion pracovniho elektrolytu
(Celni rozhrani je ostré a zadni je difuzni). Zéna iontu, ktery ma stejnou pohyblivost
jako spoluion pracovniho elektrolytu, nebude elektromigraéni disperzi ovlivnéna. Cim
vétSi je rozdil mezi pohyblivostmi analytu a spoluiontu, tim je zéna vice

deformovana. (7)

2.1.8.3. Jouleouv ohriev

Rychlost separace a separacni ucinnost jsou omezovany Jouleovym teplem,
které se tvofi pfi prichodu elektrického proudu pracovnim elektrolytem. (14) MnozZstvi
tepla vznikajici v kapilare je pfimo umérné vodivosti elektrolytu K, vloZzenému napéti U

a nepfimo umérné délce kapilary L. Tyto zavislosti vyjadfuje vztah: (13)

K-U?
L2

AH =

ZvySenim teploty dochazi ke zvySeni mobility a tim je dosaZeno kratSich
migra¢nich C€asu. (13) Pfi chlazeni dochazi ke vzniku teplotniho gradientu uvnitf
kapilary s nejvysSi teplotou ve stfedu, coZ ma negativni dopad na kvalitu separace.
Vzhledem Kk teplotni zavislosti pohyblivosti se ionty v ose kapilary, kde teplota dosahuje
vy8Sich hodnot, pohybuji nejrychleji, zatimco na okraji nejpomaleji. Tento jev

zaznamenava detektor jako rozSifeni zény. (7)

2.1.8.4. Sorpce

Negativni vliv na kvalitu separace ma i interakce iontu se sténou kapilary.
Pokud jsou tyto interakce dostate¢né silné, maze dojit k upIné sorpci analytu na sténu
kapilary, coz se projevi absenci piku v elektroforeogramu, v lepSim pfipadé asymetrii
piku nebo chvostovanim. Sorpcim se da predchazet tvorbou ochranného filmu na

sténé kapilary. (7)
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2.1.8.5. Délka detekcni cely
Pro zvySeni ucinnosti separace je Zadouci délku detekcéni cely minimalizovat, to
vSak vede ke snizeni detekéni citlivosti. Délka detekéni cely je tedy kompromisem mezi

uCinnosti separace a citlivosti detekce. (7)

2.1.8.6. Délka nastriku

Délku nastfikového pulsu je vhodné minimalizovat. (7)

2.1.9. Instrumentalni usporadani
Experimentalni usporadani v kapilarni elektroforéze je prakticky stale stejné, lisi
se jen v jednotlivostech. Zafizeni (Obr. 3) vzdy obsahuje separacni kapilaru, zdroj

napéti, davkovac vzorku, detektor a zafizeni pro zaznam analytického signalu. (7)

- _ 'whodnoceni
! signalu
cletektor

davkovani vaorku
(zacatek prace)

2

vZiorek
elektrolyt (put)

elektrolt (put

rdrol napet
a0 kN

Obr. 3 Schéma zafizeni pro kapilarni elektroforézu (11)

2.1.9.1. Separacni kapilara

Kapilarni elektroforéza se obvykle provadi v kiemennych kapilarach, které jsou
z dlvodu lepSi mechanické pevnosti pokryty tenkou vrstvou polyimidu. Tato ochranna
vrstva musi byt v misté detekcni cely odstranéna. Vyjime€né jsou uzivany kapilary
teflonové a sklenéné. Vnitini primér kapilary je obvykle 25 — 100 um, avSak je mozné
setkat se i s kapilarami o vnitfnim priméru pod 1 um. Délka kapilary dosahuje obvykle
20 — 100 cm, ale voli se s pfihlédnutim k charakteru analyzovaného vzorku.
RozliSujeme mezi celkovou délkou kapilary |; a uZite€nou (separac¢ni) délkou kapilary Is,
ktera predstavuje vzdalenost od mista nastfiku vzorku po detekéni celu.

Pro zahajeni elektroforetického déje musi byt oba konce kapilary ponofeny do
elektrodovych nadobek naplnénych elektrolytem. K nim jsou pfipojeny elektrody
vysokonapétového zdroje v rozsahu 20 — 30 kV, které vytvafi elektrické pole nutné

k separaci. VysSi vloZzené napéti, které by mélo teoreticky vést ke zkraceni doby

19



analyzy, nema jiz prakticky vyznam — dochazi totiz k ionizaci vzduchu a vzniku

elektrického vyboje v okoli elektrod. (7)

2.1.9.2. Zdroj vysokého napéti

Do zasobnikl  pracovniho  elektrolytu  jsou  umistény elektrody
vysokonapétového zdroje o rozsahu 0 — 30 kV. VySSi napéti se neuziva kvuli
nebezpedi ionizace vzduchu a elektrickych vyboju. (7) Méla by zde byt moznost

prepinani polarity elektrod. (3)

2.1.9.3. Davkovani vzorku

Davkovani vzorku do kapilary ma vliv na kvantitativni vysledky méreni.
Nejbéznéjsi je davkovani hydrodynamické a elektrokinetické (Obr. 4).

Hydrodynamické davkovani spociva ve vtlaCovani uzkého sloupce roztoku
vzorku do kapilary vlivem tlakovych rozdili 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.
PFi hydrodynamickém davkovani je mnozstvi vneseného vzorku téméf nezavislé na
sloZeni vzorku. Objem vneseného vzorku je funkci rozmérd kapilary, viskozity pufru
v kapilafe, aplikovaného tlaku a ¢asu. Obvykle se davkovaci tlak pohybuje v rozmezi
25 — 100 mbar a &as 0,5 — 5 s. U sifonoveho efektu je rezervoar vzorku zdvizen o 5 —
10cmna10-30s. (3)

Elektrokinetické (elektromigraéni) davkovani spociva v tom, Ze vstupni nadobka
s pracovnim elektrolytem je nahrazena nadobkou se vzorkem a po stanovenou dobu
se aplikuje davkovaci napéti, které je nékolikrat niZSi nez pracovni. Vhesené mnozstvi
je zavislé na elektroforetické mobilité jednotlivych solutd. Navic je zavislé na EOF
a koncentraci vzorku. (3) Je to jediny mozny zpUsob aplikace vzorku v kapilarni gelové

elektroforéze. (7)
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Obr. 4 Davkovani vzorku v kapilarni elektroforéze (3)

2.1.9.4. Detekce

Vhodné zvoleny detektor vyrazné pfispiva ke spravné identifikaci, nebot
ziskany signal je zavisly na charakteru analytu. Detektor vhodny pro urCitou analyzu je
volen s ohledem na jeho citlivost, selektivitu, linearitu zaznamu a hladinu Sumu. (15)

U kapilarni elektroforézy je nejbéznéjsi detekce v on-line usporadani.
Separované latky migruji kapilarou az do detekéni cely, postupné ji prochazeji a jejich
prichod je zaznamenan. Zaznam analyzy, tj. elektroforeogram, predstavuje zavislost
odezvy detektoru na Case. (1)

Mezi nejCastéjSi zpusoby detekce se fadi UV absorpce, fluorescence,

elektrochemicka detekce a hmotnostni spektrometrie. (26)
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a) UV absorpce

UV absorpce je nejrozSifenéjSi metodou detekce v kapilarni elektroforéze.
S kiemennymi kapilarami maze byt uzito detekce od 200nm vySe pfes viditelnou
oblast. (3) Ackoli nejde o nejcitlivéjSi detekéni metodu, vétSina analytd obsahuje
chromofory, které umozZriuji absorpci v UV oblasti bez pfedchozi derivatizace.
Vzhledem k velkému poétu slouCenin absorbujicich v této oblasti vSak dochazi
k ¢astym interferencim, coz vede k prekryvani pikG analyzovanych slozek. (13) Pro
identifikaci elektroforetickych pikl je vyhodné pouziti diode-array detektoru, ktery
vyuziva polychromatického paprsku, jenz je po pruchodu kapilarou rozdélen na
jednotlivé pasy, znichz je kazdy detekovan jednou fotodiodou. Vysledkem je
trojrozmérny elektroforeogram zachycujici spektrum pro kazdy pik. (7)

Pro latky, které v UV oblasti neabsorbuji, 1ze pouzit nepfimou UV detekci.
Metoda je zaloZzena na pfitomnosti spoluiontu absorbujiciho v UV oblasti jako hlavni
soucast pracovniho elektrolytu. Potom zdény neabsorbujiciho analytu vyvolaji pokles
absorpce, coz se na elektroforegramu projevi jako negativni pik. Na dosazeni potfebné
citlivosti detekce je nutné zvolit vhodné absorbujici spoluion, ktery ma soucasné
efektivni pohyblivost srovnatelnou s pohyblivosti stanovovaného iontu. Pfiklady Castéji
uzivanych spoluiontl jsou uvedeny v Tab. 1. V takovém pfipadé muze byt koncentrace
analytu vjeho migracni zéné& vysoka, zatimco elektromigracni disperze je
zanedbatelna. (16)

Elektromigracni disperze Uzce souvisi s detekci. Je patrna prfedevsim u analytd,
jejichz efektivni pohyblivost se liSi od pohyblivosti spoluiontu pracovniho elektrolytu,
vy8Si koncentrace analytu v zéné zvyraziuje elektromigracni disperzi. Elektromigracni
disperze je pro rGzné ionty rizna a na jeji potlaCeni je potfeba udrzet koncentraci
analytu na dostate¢né nizké hladiné vzhledem ke koncentraci spoluiontu pracovniho
elektrolytu. Potladeni elektromigracni disperze snizenim koncentrace analytu klade
vy8Si naroky na detekéni limit a citlivost detektoru. Zpravidla Ize povazovat
elektromigraéni disperzi za zanedbatelnou v pfipadé, kdy je koncentrace
stanovovaného iontu o dva fady nizSi nez koncentrace spoluiontu. V pfipadé, ze
zvoleny spoluion ma efektivni pohyblivost srovnatelnou s pohyblivosti analytu, je
rozmyvani zon béhem migrace zanedbatelné, i kdyz koncentrace analytu v zéné
dosahuje velikosti koncentrace spoluiontu. (16)

NejvysSSich citlivosti bylo dosazeno za pouziti nizkych koncentraci spoluiontu

s vysokou absorpci pfi zvolené vinové délce. (16)
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Tab. 1 Pouzivané spoluionty pro nepfimou UV detekci aniontll v CZE (21)

_ Vinova délka Koncentrace
Spoluion pH
detekce (nm) (mmol/)
Benzoat 228; 254 5-20 56-9,1
4-Methoxybenzoat 254 5 6,0; 9,37
Salicylat 220; 254 5; 20 6,0; 8,1
3,5-Dinitrobenzoat 254 1,25-10 35-8
1,2-Dihydroxybenzen-3,5-
293 5 3,5-8,8
disulfonat
1,5-Naftalendisulfonat 214 3 8,1
1-Nitroso-2-naftol-6-sulfonat 254 (260) 0,5 8
Pikrat 357 2-10 25-12,6
Sorbat 254 5-6 6; 7,64; 12,2
Chromat 254; 260 1,8-10 2-12

b) Fluorescence

Fluorescence a pfedevSim laserem indukovana fluorescence je vysoce citliva

metoda. (7)

K detekci Ize vyuzit pfirozenou fluorescenci, nepfimou fluorescenci, nebo

fluorescenci po derivatizaci. Pouze malo sloucenin totiz obsahuje fluorofory, proto je
nutna jejich derivatizace. Pomoci fluorescenénich Cinidel jsou tyto latky pfevadény na
fluoreskujici sloueniny. Mezi fluorescenéni Cinidla patfi napf. dansylchlorid,

fluoresceinisothiokyanat nebo flureskamin. (7, 26)

c) Hmotnostni spektrometrie
Kombinaci kapilarni elektroforézy s hmotnostné spektrometrickou detekci
vznika metoda, ktera vyuziva migrace iontl v roztoku a ve vakuu. Pro kazdou latku Ize

ziskat hmotové spektrum, jez usnadriuje identifikaci pikud. (7)

d) Elektrochemicka detekce

Mezi zplUsoby elektrochemické detekce patfi amperometrie, impulsni
amperometrie, potenciometrie a konduktometrie.

Amperometricka detekce je velice citliva pro analyty, které mohou byt oxidovany
nebo redukovany na povrchu elektrody.

Impulsni amperometricka detekce je pouzivany zplUsob detekce pfi stanoveni

karbohydratu, thioethert a sulfhydrylovych sloucenin.
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V potenciometrické a konduktometrické detekci je jako analytickda odezva

méfen potencial nebo vodivost mezi dvéma elektrodami. (26)

2.1.10. Aplikace kapilarni elektroforézy

Vyuziti kapilarni elektroforézy je rozsahlé a zasahuje do mnoha védeckych i
praktickych oblasti. Lze ji aplikovat na separaci velkého mnoZstvi rozmanitych
chemickych slou€enin — anorganickych iontl, organickych molekul a bioorganickych
makromolekul. Umozriuje uréeni aminokyselinového slozeni hydrolyzatu neznamych
proteinll, stanoveni sekvence aminokyselin v bilkovinach, studium peptidovych map ¢&i
analyzu nukleotidd a nukleovych kyselin (uréovani sekvenci bazi v molekule DNA). P¥i
analyze télnich tekutin se kapilarni elektroforéza uplatiiuje napf. pfi separaci sérovych
bilkovin, studiu lipoproteint, patologickych metabolitd nebo stanoveni toxickych agens
a monitorovani lékovych hladin. Mozna je i analyza léciv, potravin, priimyslovych a

mnoha dalSich vzorka. (7,17)

2.2. MICELARNI ELEKTROKINETICKA CHROMATOGRAFIE

Micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC), nékdy uvadéna téz jako
micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie (MECC), byla pfedstavena v roce
1984 Terabem. (10)

Jedna se o techniku, mezi jejiz vyhodné vlastnosti patfi vysoka délici
schopnost, relativné rychla analyza, snadné ovlivnéni selektivity, malé mnozstvi vzorku
potfebné k analyze a moznost separace nejen nabitych, ale i elektricky neutralnich
solutll. Vyuziva se Casto k analyze I&Civ. (5)

Zakladem této metody je pfidavek povrchové aktivniho Cinidla do zakladniho
elektrolytu o vy$Si koncentraci nez je kriticka micelarni koncentrace. Vytvofi se micely,
ve kterych jsou molekuly surfaktantu orientovany tak, Zze hydrofobni fetézce sméfuji do

stfedu a polarni nabité ¢asti jsou na povrchu micel (Obr. 5). (25)

Obr. 5 Schématické znazornéni struktury micely (52)
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Utvar micely umozfiuje separaci elektricky neutralnich solutd. K separaci
dochazi na zakladé rozdilnych rozdélovacich koeficientl mezi micelarni fazi a okolni
vodnou fazi. Analyt, ktery vstoupil do micel, migruje rychlosti micel, zbyvajici ¢ast
migruje rychlosti EOF. Nabité soluty jsou separovany prostfednictvim iontovych
interakci s micelami. (5)

Separacni princip MEKC je schematicky znazornén na Obr. 6 a Obr. 7.
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Obr. 6 Separacni princip MEKC (5)
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Obr. 7 Separace v MEKC (5)
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2.2.1. Migrace v MEKC

PFi pouziti aniontového surfaktantu jsou micely pfitahovany smérem ke kladné
elektrodé, coz je v nepotazené Kkapilafe proti sméru EOF. PonévadZz EOF je
v neutralnim nebo bazickém prostfedi rychlejSi nez rychlost micel, jejich vysledny
pohyb je ve sméru EOF smérem k zaporné elektrodé. Migracni rychlost v MEKC zavisi
na hydrofobicité solutd. Vice hydrofobni soluty interaguji s micelami silngji a migruji
pomaleji nez hydrofilngjSi soluty. Nejrychleji migruje vodna faze, nejpomaleji
micely. (25)

PFi pouziti kationtovych micel, je sténa kapilary potazena pozitivné nabitymi
surfaktanty. Casto dochazi ke zvratu sméru EOF a je nezbytné obratit polaritu elektrod
k zajisténi migrace kationtovych micel a v disledku toho nenabitych solutli smérem k
detektoru. (10)

Tzv. ,eluéni okno® v MEKC je definovano hrani¢nim chovanim analytd. Analyty,
které neinteraguji s micelami, stravi svlj migraéni ¢as v zakladni vodné fazi a migruji
elektroosmotickou mobilitou. Jsou to typicky nenabité velmi polarni molekuly jako
methanol, aceton, acetonitril nebo formamid, které jsou elektroosmotickymi markery a
eluuji pfi to. Druhy pfipad je charakterizovan eluci analytl, které interaguji tak silné
s micelami, Ze travi vSechen svuj ¢as uvniti micel. Jsou to velmi hydrofobni latky, které
jsou $patné rozpustné ve vodném prosttedi, jako lipofilni barviva Sudan Ill, Sudan IV
nebo hydrofobni kationty jako timepidium nebo halofantrin. Eluéni ¢asy pro tyto analyty
se shoduji s migracnim ¢asem t,.. VSechny nenabité soluty by mély byt separovany
mezi migracnim ¢asem nezadrzovaného solutu t, a pIné zadrzovaného solutu t... (10,
25)

2.2.2. Kapacitni faktor (25)
Kapacitni faktor v MEKC muze byt vyjadfen udaji o migraénim ¢asu:
tr-to

K'=

t, — retencni ¢as solutu
to — retenéni ¢as EOF

tme — migraéni ¢as micely
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2.2.3. Rozliseni (25)

. N2 (a—l)[ K, J
4 a N\1+k,' 1{%}(1‘

N — pocet teoretickych pater

a - separaéni faktor, o = k;'/ky’
ki’, ko’ — kapacitni faktory soluttd
to — retenéni ¢as EOF

tme — migracni ¢as micely

2.2.4. Faktory ovlivihujici separaci

2.2.4.1. Typ a koncentrace surfaktantu

Charakter surfaktantu mUze ovlivnit retenci, selektivitu, velikost eluéniho okna a
ucinnost separace.

Koncentrace zasadnim zpusobem ovliviiuje rozliSeni. MGze pozmeénit velikost

eluéniho okna a uc€innost separace, nicméné ma minimalni vliv na selektivitu. (10)

2.2.4.2. Modifikatory

Modifikatory jako jsou organicka rozpoustédla, cyklodextriny a mo€ovina mohou
byt soucasti vodnych roztokl pufrd. Redukuji retenéni charakteristiky solutd silné
vazanych do micel. Jejich pfitomnost také muze vést k vyssi selektivité.

Modifikatory jako methanol a acetonitril jsou rozsahle vyuzZivany ke zlepSeni
separaci hydrofobnich slou€enin, které interaguji silné s micelami a migruji blizko
migraCniho €asu micel nebo s micelami. Mimo téchto polarnich modifikatoru
vykazujicich malou nebo Zzadnou interakci s micelami, jsou také pouzivany hydrofobni
alkoholy s delSim fetézcem. Jejich interakce s micelami je vétSi a tim ovliviiovani
separace solutd odlisné.

Mocovina redukuje interakce hydrofobnich slou€enin s micelami zvySenim jejich
solubility ve vodnych roztocich.

Cyklodextriny maji hydrofobni kavitu, ktera predstavuje alternativni moznost pro
interakci se solutem, vedle standardni interakce solut — micela. Nenabité cyklodextriny

migruji rychlosti EOF a v opaéném sméru, nez kam jsou pfitahovany aniontové micely.
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,Cisty* retenéni &as solutd se snizuje a hydrofobni soluty, které by jinak eluovaly

s micelami, mohou byt Iépe separovany. (10)

2.2.4.3. Vliv pH a teploty

Uprava pH hraje vyznamnou roli u latek charakteru slabych kyselin nebo bazi,
protoZze pH urCuje stupen acidobazické rovnovahy a tim velikost naboje na molekule
a silu interakce.

Teplota neni Siroce uzivany parametr k ovlivnéni separace, jelikoz jeji efekt na
selektivitu neni vyznamny. Ma ale velky vliv na viskozitu (a proto EOF) a toto mlze byt
signifikantni. (10)

2.2.5. Surfaktanty pouzivané v MEKC

2.2.5.1. Aniontové surfaktanty s dlouhym alkylovym fetézcem

NejrozsSifengji pouzivanym surfaktantem v MEKC je dodecylsiran sodny (SDS).
Vyhodou SDS je jeho vysoka rozpustnost ve vodé, nizka CMC, mala UV molarni
absorpce dokonce i pfi nizkych vinovych délkach, dosaZitelnost a cena. Mezi dalsi
surfaktanty této skupiny patfi napf. tetradecylsiran sodny, N-lauroyl-N-methyltaurat
sodny. (10, 30)

2.2.5.2. Kationtové surfaktanty

VétSina kationtovych surfaktantl obsahuje alkyltrimethylamoniovou skupinu.
NejuzivanéjSim kationtovym surfaktantem je cetyltrimethylamonium bromid. Mezi dalSi
patfi napf. decyltrimethylamonium bromid (chlorid), dodecyltrimethylamonium bromid
(chlorid). (25, 30)

2.2.5.3. Neiontové surfaktanty

Neiontové surfaktanty samy o sobé& neovliviuji elektroforetickou pohyblivost a
nemuzou byt pouzity jako pseudostacionarni faze v tradicni MEKC. S uspéchem jsou
ale pouzivany pro separaci nabitych slou€enin jako nap¥. peptida.

Jako pseudostacionarni faze v MEKC mohou byt vyuzZity neiontové surfaktanty
v kombinaci s iontovym surfaktantem. Tyto smiSené micely vykazuji rozdilné vlastnosti,

napf. odliSnou selektivitu. (30)
2.2.5.4. Zluéové soli

Zludové soli jsou aniontové a chirlni surfaktanty se steroidni strukturou. Ve

srovnani s aniontovymi surfaktanty s dlouhym alkylovym fetézcem maji slabsi
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solubilizaéni schopnost. Jsou proto s Uspéchem vyuzivany pro separaci kortikosteroidu
a benzodiazepinovych analogu, které se nedaji stanovit pomoci MEKC s SDS, protoze
jsou zde téméF kompletné solubilizovany. VyuzZivaji se také k chiralni separaci. Patfi

sem sodna sul cholatu, deoxycholatu, taurocholatu a taurodeoxycholatu. (25, 30)

2.2.5.5. Chiralni surfaktanty

Chiralni surfaktanty jsou vyuzivany k separaci enantiomerll. Kromé jiz
zminénych zlu€ovych soli sem patfi také acylaminokyseliny a alkoxyacylaminokyseliny,
napf. sodna sul N-dodekanoylvalinu a sodna sul N-dodecyloxykarbonylvalinu. Mohou

byt vyuzity i nékteré saponiny, napf. digitonin a kyselina glycyrrhizinova. (30)

2.3. KAPILARNi ZONOVA ELEKTROFOREZA (CZE)

Kapilarni zonova elektroforéza je jednoducha elektromigraéni technika.
Jednotlivé ionogenni latky, které se liSi svymi pohyblivostmi, se oddéluji v prostfedi
zakladniho homogenniho elektrolytu. Slozky vzorku se v kapilafe pohybuji rdznymi
elektroforetickymi rychlostmi smérem k detektoru a na tomto principu se od sebe
oddéluji. Po urcité dobé migrace vznikne fada prostorové oddélenych zén, které patfi

jednotlivym slozkam vzorku. (4, 24)

2.4. KAPILARNI IZOTACHOFOREZA (ITP)

Izotachoforéza je elektroforéza realizovana v diskontinualnim systému
elektrolytd. Vzorek je umistén mezi tzv. vedouci a koncovy elektrolyt. Po vlozeni
stejnosmérného elektrického pole dojde k vytvofeni ustaleného stavu, ve kterém
jednotlivé ionty vzorku putuji stejnou rychlosti v bezprostfedné sousedicich zénach
s velmi ostrymi rozhranimi. Ostrost téchto rozhrani se diky samozaostfujicimu efektu
s ¢asem nemeéni. (4)

Pfi ITP Ize separovat jen slozky migrujici jednim smérem. Béhem jedné analyzy
Ize tak rozdélit pouze kationty nebo jen anionty. ITP se proto déli na kationtovou a

aniontovou. (18)
2.5. IZOELEKTRICKA FOKUSACE
Izoelektricka fokusace umozriuje déleni amfoternich latek (bilkovin, peptid()

podle jejich izoelektrickych bodu. Elektromigrace probiha v prostfedi gradientu pH,

ktery je vytvorfen pusobenim elektrického pole na komplexni smési amfolytl, jez tvofi
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nosny elektrolyt této metody. Délené latky v tomto prostfedi migruji, dokud nedoputuji
do té Casti separaéniho prostfedi, jehoZz pH je rovno jejich izoelektrickému bodu. (4)
V tomto misté se latka stava elektroneutralni a dojde k jejimu zakoncentrovani. Vznika

tak ostra zéna analytu. (6)

2.6. KAPILARNi ELEKTROCHROMATOGRAFIE (CEC)

Kapilarni elektrochromatografie je separacni technika, ktera kombinuje principy
chromatografie a elektroforézy. CEC poskytuje vyhody obou metod, tj. vysokou
separacni ucinnost kapilarni elektroforézy a vysokou selektivitu HPLC. CEC pouziva
kapilary naplnéné stacionarni fazi jako kapalinova chromatografie, avSak pro pohyb
mobilni faze v koloné vyuziva elektroosmoticky tok jako pumpu. Diky pistovému profilu
elektroosmotického toku dosahuje ve velké vétsiné pfipadl lepSi ucinnosti separace

nez klasicka kapalinova chromatografie. (19, 20)

2.7. MIKROEMULZNi ELEKTROKINETICKA CHROMATOGRAFIE (MEEKC)

MEEKC je metoda vyuzivajici podobny separaéni princip jako v micelarni
elektrokinetické chromatografii. Pro neutralni slou€eniny je tento princip
chromatograficky, dochazi k rozdélovani solutu mezi vodnou a olejovou fazi
v mikroemulznim pufru. lonizované analyty jsou separovany elektroforeticky.
Mikroemulze v MEEKC jsou olejové kapiCky dispergované ve vodné fazi. K vytvoreni
olejovych kapitek se pouziva zpravidla oktan nebo heptan. Pfidavkem surfaktantu
(SDS) dochazi ke stabilizaci a nabiti téchto kapiCek. Ko-surfaktant (butan-1-ol) se
pfidava pro podporu stabilizace mikroemulzi.

Metoda je pouzivana pfedevsim pro vysoce hydrofobni soluty. Lze ji vyuzit také
k separaci jak iontovych, tak neutralnich slouenin, ve vodé rozpustnych i

nerozpustnych. (8, 22, 23)

2.8. KAPILARNiI GELOVA ELEKTROFOREZA

V kapilarni gelové elektroforéze se kapilara pfed separaci pini roztokem gelu,
ktery vykazuje molekulové sitovy efekt. Tento efekt zpusobuje zpomaleni rychlosti
migrujicich ¢astic. Slozky vzorku jsou zadrzovany situjicim prostfedim rdznou mérou
podle velikosti a tvaru molekuly. Vysledna elektroforeticka pohyblivost téchto Castic je

nepfimo umeérna jejich velikosti a tyto latky jsou oddélovany v pofadi podle
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vzrlstajicich relativnich molekulovych hmotnosti. Metoda je vyuZivana hlavné pro

analyzu vzorku biopolymert (napf. polynukleotidli, nukleovych kyselin). (4, 11)

2.9. PARACETAMOL

Paracetamolum H CH;
CsHoNO, \H/

M, = 151,16 (33) HO ©

pKa = 9,5 (48)

Paracetamol je vysoce tolerovatelné ucinné analgetikum a antipyretikum. Je
Iékem prvni volby ke snizeni hore¢ky a bolesti u déti do 12 let, ale i u dospélych.

Po béznych terapeutickych davkach je vyskyt nezadoucich uc€inkd maly, nékdy
se objevi alergické kozni reakce. (31)

Lécivych pripravkl obsahujicich paracetamol je na nasem trhu cela fada. Jedna

se pfedevsim o nepotahované bilé tablety, Cipky a suspenze. (32)

2.9.1. Metody stanoveni paracetamolu

* Pro stanoveni paracetamolu bylo navrzeno mnoho metod. Mizeme se setkat
s metodami  optickymi  (  UV/VIS  spektrofotometrie,  pratokova injekeni
spektrofotometrie, IR spektrofotometrie, spektrofluorimetrie, chemiluminiscenéni
metody), elektroanalytickymi, chromatografickymi (HPLC, TLC, MLC) i s kapilarnimi
elektroforetickymi metodami. (42)

+ CD-MEEKC, UV detekce, BGE: 10 mM tetraboritan sodny, SDS, 2-propanol,
1-butanol, pentan, 3 mM 2,6-di-O-methyl- # -CD, kfemenna kapilara: 48,5 cm x 50um,

stanoveni paracetamolu a tfinacti dalSich latek v Iéku na nachlazeni (40)

« MEKC, UV detekce, BGE: 50 mM fosfat, 75 mM SDS, pH 9, nepotazena
kfemenna kapilara: 64,5 cm x 50um, stanoveni paracetamolu a jeho nedistoty 4-
aminofenolu (43)

« HPLC, UV detekce, mobilni faze: acetonitril-chloristan sodny, C 18 kolona
(250 X 4,6 mm), stanoveni paracetamolu, fenylefrinu, chlorfenylaminu a

dextromethorfanu (44)
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2.10. KOFEIN CH3

|
N O
Coffeinum <x ‘ Y
C8H10N402 N N\\
M, = 194,19 (33) / CH;
CH; o

pKa = 14,2 (50)

Kofein je alkaloid, ktery ma centralné stimulaéni aCinky a mirné ucinky
kardiostimulacni a diuretické. ZvySuje stav bdélosti, snizuje Unavu, zvySuje pracovni
aktivitu, zlepSuje naladu a motorické funkce.

Ma fadu kontraindikaci a interakci. Pfi pfedavkovani maze vyvolat nespavost,
bolesti hlavy, nauzeu az zvraceni, tachyarytmie, iritabilitu a svalovy tfes. ZvySuje
ZaludecCni sekreci.

Dnes se u nas pouziva jako adjuvans v analgeticko-antipyretickych a dalSich
kombinacich. (31)

2.10.1. Metody stanoveni kofeinu

+ CD-MEEKC, UV detekce, BGE: 10 mM tetraboritan sodny, SDS, 2-propanol,
1-butanol, pentan, 3 mM 2,6-di-O-methyl- 5 -CD, kiemenna kapilara: 48,5 cm x 50um,
stanoveni kofeinu a tfinacti dal3ich latek v Ieku na nachlazeni (40)

* MEKC, UV detekce, BGE: 0,2 M kyselina borita, 50 mM tetraboritan sodny, pH
8, 135 mM SDS, kiemenna kapilara: 48,5 cm x 50um, stanoveni kofeinu a dalSich latek
ve vitaminovém napoji (41)

* HPLC, mobilni faze: voda-acetonitril-kyselina fosfore¢na, ODS kolona (150 x

4,6 mm), stanoveni kofeinu s katechiny v zeleném &aji (44)

2.11. KYSELINA ASKORBOVA

HO
Acidum ascorbicum
CsHsOs HO
M, = 176,13 (33) 0O 0
pKa = 4,04 (49) HO — OH

Kyselina askorbova — vitamin C je antioxida¢ni latka, v organismu se ucastni

fady oxidoredukénich metabolickych reakci. Ma velky vyznam predevS§im pro rist a
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udrzovani zdravych kosti, zub(, dasni, vazl a krevnich cév, dale pro tvorbu nékterych
pfenasecU nervovych vzruchl, hormontd nadledvin, pro reakci imunitniho systému na
infekce, pro hojeni ran a pro absorpci Zzeleza z potravy.

Terapeuticky se uziva pfi hypovitamindbze a pfi zvySenych narocich na

organismus. (31)

2.11.1. Metody stanoveni kyseliny askorbové
» CD-MEEKC, UV detekce, BGE: 10 mM tetraboritan sodny, SDS, 2-propanol,
1-butanol, pentan, 3 mM 2,6-di-O-methyl- § -CD, kfemenna kapilara: 48,5 cm x 50um,

stanoveni fenylefrinu a tfinacti dalSich latek v Iéku na nachlazeni (40)

* Elektrochemiluminiscence, stanoveni kyseliny askorbové, dehydroaskorbové a
celkového vitaminu C (45)

* Voltametrie, stanoveni kyseliny askorbové a dopaminu (46)

* Cyklicka voltametrie, stanoveni kyselinv askorbové a kvselinv mocové (47)

2.12. FENYLEFRIN
H _OH

. . HO A NHCH,
Phenylephrini hydrochloridum

CgH14CINO;, HCI
M, = 203,67 (33)

pKa = 8,9 a 10,1 (48)

Fenylefrin hydrochlorid je dekongestant z fady sympatomimetik, ktery plasobi
pfimo hlavné na alfa-adrenergni receptory. Pouziva se lokalné k dekongesci sliznic a

jako mydriatikum, resp. i celkové jako periferni analeptikum. (31, 32)

2.12.1. Metody stanoveni fenylefrinu

* MEKC, UV detekce, BGE: 10 mM dihydrogenfosfat sodny - tetraborat sodny,
10 mM SDS, pH 9, kfemenna kapilara: 67 cm x 75um, sou¢asné stanoveni fenylefrinu,
dextromethorfanu a difenhydraminu v sirupu na kasel (34)

+ MEKC, UV detekce, BGE: 5 mM fosfat — 5 mM borat, 40 mM SDS, pH 8,2,
kfemenna kapilara: 57cm x 75um, soucasné stanoveni fenylefrinu, sufacetamidu a
acetatu prednisolonu v lokalnim Ié€ivém pfipravku (35)

* CZE, UV detekce, fosfatovy pufr 0,063 mol/l, pH 3,72, kiemenna kapilara: 70 x
75um, soucasné stanoveni fenylefrinu, nafazolinu a difenhydraminu v nosnich

kapkach (36)
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« HPLC, elektrochemicka detekce, stanoveni fenylefrinu a jeho konjugatd
v lidské plazmé (37)

* HPLC, nepfima konduktometricka detekce, stanoveni fenylefrinu a dalSich 7
latek v sirupech na nachlazeni (38)

* HPLC, UV detekce, mobilni faze: acetonitril-chloristan sodny, C 18 kolona
(2560 X 4,6 mm), stanoveni paracetamolu, fenylefrinu, chlorfenylaminu a
dextromethorfanu (44)

* HPTLC, mobilni faze: ethylacetat-methanol-amoniak, stanoveni fenylefrinu a
lignokainu (39)

2.13. TERPIN HO, CHsj

Trans-Terpin
C10H2OO2 -
Mr = 172,26 (51) ;{:DH
HsC~ ~CHs
Monohydrat terpinu zvySuje pfimym ucCinkem bronchialni sekreci, je proto
pouZzivan jako expektorans. (32)

2.13.1. Metody stanoveni terpinu
* GC, plamenové-ionizac¢ni detekce, stanoveni terpinu a kodeinu (27)

* GC, plamenové-ioniza¢ni detekce, stanoveni terpinu (28)
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3. CiL PRACE
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Cilem mé diplomové prace bylo vypracovat elektroforetickou metodu pro
separaci a stanoveni vybranych protichfipkovych lé&iv (paracetamol, kofein, kyselina
askorbova, terpin a fenylefrin). Vypracovanou a validovanou metodu aplikovat na 1é€ivy

pfipravek (Coldrex tablety).
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1. CHEMIKALIE

* Kyselina borita pro elektroforézu, p.a., Sigma

* Dodecylsiran sodny, p.a., Sigma-Aldrich

* Tetraboritan sodny, dekahydrat, A.C.S. reagent, 99 %, Aldrich
* Methanol Cromasolv® pro HPLC, = 99,9 %, Sigma-Aldrich

* Acetonitril Cromasolv® pro HPLC, = 99,9 %, Sigma-Aldrich

* Amoniak vodny roztok 25 — 27 %, p.a., Ing. Petr Svec, PENTA
» Paracetamol, 98 %, Aldrich

 Kofein, 2 99,9 %, Fluka

* Kyselina askorbova, > 99,0 %, Sigma

* Fenylefrin hydrochlorid, p.a., Sigma-Aldrich

* trans-Terpin, p.a., Sigma-Aldrich

* Methylparaben, p.a., RNDr. Jan Kulich

* Kyselina 3-nitrobenzoova, 99,0 %, Aldrich

* Ketoprofen, p.a., Sigma-Aldrich

» Ambroxol hydrochlorid, p.a., Fluka

* Dihydrogenfosfore€nan draselny, p.a., Merck

* Kyselina sorbova, = 99,0 %, Sigma

* Kyselina benzoova, = 99,5 %, Sigma-Aldrich

* Kyselina 4-methoxybenzoova, 99,0 %, Aldrich

* Fenobarbital, p.a., Sigma

* Kyselina 2,6-pyridindikarboxylova, 99,0 %, Aldrich

* Deoxycholat sodny, = 97,0 %, Sigma-Aldrich

* 5,5-diethylbarbiturat sodny, = 99,5 %, Fluka

* TRIS, Trisma base — tris(hydroxymethyl)-aminomethan, A.C.S. reagent, = 99,8
%, Sigma-Aldrich

* Sudan Il pro mikroskopii, Balex, Ing. Jaroslav Kroupa, CSc.

* TAPSO, = 99,0 %, Sigma

* a-Cyklodextrin hydrat, p.a., Aldrich

* B-Cyklodextrin, sulfatovana sodna sul, p.a., Aldrich

* Coldrex tablety, GlaxoSmithKline Consumer Healthcare GlaxoSmithKline
Export Ltd., Brentford, Velka Britanie

38



4.2. PRIiPRAVA ROZTOKU

Na pfipravu roztoku byla pouzita voda pfipravena zafizenim Millipore MilliQRG.
Vsechny roztoky byly pfed davkovanim do pfistroje odplynény 15 minut na

ultrazvukové lazni.

4.2.1. Roztoky pracovnich elektrolytt

Podle pozadované koncentrace jsem navazila odpovidajici mnozstvi kyseliny
borité a SDS a na ultrazvukové lazni jsem je v 10 % methanolu rozpustila. Poté jsem
upravila pH* na hodnotu 7,8 tetraboritanem sodnym o koncentraci 50 mM a v odmérné
barnce doplnila po rysku. Obdobné jsem pfipravovala i dal$i roztoky elektrolytl, které

jsem zkousSela pfi hledani vhodného druhu elektrolytu.

4.2.2. Roztok standard pro optimalizaci metody

Do 50 ml odmérné barky jsem navazila pfesné asi 25 mg paracetamolu, 50 mg
kyseliny askorbové, 50 mg kofeinu, 50 mg terpinu, 25 mg fenylefrinu a 25 mg
methylparabenu (IS). Latky jsem rozpustila v 50 % methanolu a doplnila po rysku.

Roztok jsem nechala 15 minut odplynit na ultrazvukové lazni.

V dalSi ¢asti prace byla pfipravovana standardni smés bez terpinu.

4.2.3. Hledani vnitiniho standardu

Do 50 ml odmérné barnky jsem navazila pfesné asi 25 mg paracetamolu, 50 mg
kyseliny askorboveé, 50 mg kofeinu a 25 mg fenylefrinu a rozpustila v 50 % methanolu a
doplnila po rysku. Dale jsem pfipravila jednotlivé roztoky IS ( methylparaben, ambroxol,
ketoprofen, kyselina 3-nitrobenzoovd). Jednotlivé latky jsem navazila do 5 ml
odmérnych banék, rozpustila v 50 % methanolu a doplnila po rysku. Koncentrace
roztok( byla 1,0 mg/ml. Roztoky jsem nechala 15 minut odplynit na ultrazvukové lazni.

Pfed analyzou jsem roztoky IS misila s roztokem zkou$enych latek v poméru 1:1.

4.2.4. Kalibraéni roztoky

Navazila jsem do 50 ml odmérné bariky pfesné asi 200 mg methylparabenu (ZR
IS), rozpustila v 50 % methanolu a doplnila po rysku. Roztok jsem nechala 15 minut
odplynit na ultrazvukové lazni.

Dale jsem pfipravila roztok zkou$enych latek (ZR ST). Do 50 ml odmérné banky

jsem navazila pfesné asi 2 g paracetamolu, 100 mg kofeinu, 120 mg kyseliny
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askorbové a 20 mg fenylefrinu. Latky jsem rozpustila v 50 % methanolu a doplnila po
rysku. Roztok jsem nechala 15 minut odplynit na ultrazvukové lazni.

Z téchto dvou roztokd jsem pak fedénim do 10 ml odmérnych banék podle
schématu (Tab. 2) ziskala sérii roztokt s koncentraci paracetamolu od 0,1 mg/ml do 30
mg/ml, kofeinu od 0,25 mg/ml do 1,8 mg/ml, kyseliny askorbové od 0,3 mg/ml do 2,16
mg/ml a fenylefrinu od 0,05 mg/ml do 0,36 mg/ml. K fedéni jsem pouzivala 50 %

methanol. Koncentrace IS byla ve vSech roztocich 0,2 mg/ml.

Tab. 2 Redéni kalibraénich roztoki (ml ZR ST + 0,5 ml ZR IS ad 10 ml methanol 50 %)

Paracetamol
ZR ST [ml] 0,025 0,25 1,25 25 5,0 7,5
¢ [mg/ml] 0,1 1 5 10 20 30

Kofein, Kyselina askorbova, Fenylefrin

ZR ST [ml] 1,25 2,5 5 7.5 9
c CO [mg/ml] 0,25 05 1,0 15 1,8
c AA [mg/ml] 0,3 0,6 1,2 1,8 2,16
¢ FE [mg/ml] 0,05 0,1 0,2 0,3 0,36

4.2.5. Priprava vzorku HVLP (Coldrex tablety)

V achatové misce jsem dukladné rozetfela nékolik tablet. Z tabletoviny jsem
navazila presné asi 0,7494 g, mnozstvi odpovidajici hmotnosti jedné tablety a
kvantitativné premistila do 50 ml odmérné bariky. Obsah bariky jsem rozpustila asi ve
30 ml 50 % methanolu a nechala 15 minut extrahovat na ultrazvukové lazni. Pak jsem
pfidala 5 ml zasobniho roztoku vnitfniho standardu o koncentraci 2 mg/ml a doplnila 50
% methanolem po znacku.

Vzorky jsem pfed méfenim filtrovala pfimo do vialky pfes membranovy filtr.

4.2.6. Priprava vzorkt pro ovéreni spravnosti metody

Nejprve jsem si pfipravila zasobni roztok standardi. Do 10 ml odmérné banky
jsem navazila pfesné asi 10 mg paracetamolu, 5 mg kofeinu, 6 mg kyseliny askorbové
a 1 mg fenylefrinu. Latky jsem rozpustila v 50 % methanolu a doplnila po rysku.

Dale jsem z rozdrcené tabletoviny navazila pfesné asi 0,3747 mg, mnoZstvi
odpovidajici poloviné hmotnosti jedné tablety a kvantitativné prfemistila do 25 ml
odmérné barnky. Obsah jsem rozpustila asi v 10 ml 50 % methanolu a nechala 10 minut

extrahovat na ultrazvukové lazni. Pak jsem pfidala 2,5 ml zasobniho roztoku vnitfniho
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standardu o koncentraci 2 mg/ml, 1 ml zasobniho roztoku standard( a doplnila 50 %
methanolem po znacku.
Vlozené koncentrace byly: paracetamol 10,04 mg/ml, kofein 0,52 mg/ml,

kyselina askorbova 0,624 mg/ml, fenylefrin 0,104 mg/ml.

4.3. PRISTROJE

PFi praci jsem pouzivala tyto pfistroje:

e Laboratorni digitalni pH metr PHM 220, Radiometer Copenhagen, Francie
(pFistroj byl kalibrovan pomoci technickych pufrit WTW)

e Ultrazvukova lazen Bandelin Sonorex RK 31, Bandelin Electronic, Némecko

¢ Automatické analytické vahy Sartorius 2004 MP, Némecko

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

4.3.1. Kapilarni elektroforeticky systém Beckman

Pristroj byl vybaven UV detektorem (PDA — photo diode-array).
Separace probihala v nepotazené kiemenné kapilafe o vnitfnim prdméru 50 um o
celkové délce 31,2 cm. Efektivni délka kapilary €inila 21 cm. Komunikaci s po€itaem a

fizeni analyzy zajiStoval software Karat 32, ktery zpracovava a vyhodnocuje data.

4.4. PRACOVNI A VYPOCETNI POSTUPY

4.4.1. Pracovni postup

Pfed zaCatkem analyzy jsem uvedla do chodu pocita¢ a elektroforeticky systém.
Pfed vlastnim méfenim jsem kazdy den kapilaru proplachovala 10 minut 1,0 M
hydroxidem sodnym, poté 10 minut 0,1 M hydroxidem sodnym a 10 minut vodou.
K docileni lepSi separacni ucinnosti a reprodukovatelnosti jsem kapilaru pfed kazdou
analyzou proplachovala 2 minuty 0,1 M hydroxidem sodnym, 2 minuty vodou a 2
minuty elektrolytem, aby se odstranily absorbované latky. Po ukon&eni viech méfeni
v daném dni jsem kapilaru proplachovala po 10 minutach 1,0 M hydroxidem sodnym,
0,1 M hydroxidem sodnym a vodou. Promyvani probihalo vZzdy pod tlakem 1379 mBar.

V programu jsem nastavila parametry méfeni. Vzorek byl davkovan
hydrodynamickym tlakem 34,5 mBar po dobu 5 sekund. Elektroforeticka separace
probihala pfi vlozeném napéti 20,0 kV, teplota kapilary byla udrzovana na 20°C.
Detekce probihala pfi 190 a pfi 265 nm.

Kazdy vzorek jsem pfed analyzou odplynila 15 minut v ultrazvukoveé lazni.
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4.4.1.1. Méfeni kalibracni zavislosti
Kazdy kalibraCni roztok jsem zméfila tfikrat. Kalibracni zavislost byla
hodnocena pomoci programu linearni regrese na PC jako zavislost poméru plochy piku

analytu k ploSe piku vnitfniho standardu na koncentraci stanovované latky v mg/ml.

4.4.2. Opakovatelnhost metody

Pro zjisténi opakovatelnosti metody jsem pouzila roztok o koncentraci PA 5
mg/ml, CO 1 mg/ ml, AA 1,2 mg/ml, FE 0,2 mg/ml. Obsah methylparabenu (IS) byl 0,2
mg/ml. Provedla jsem Sest méfeni. Hodnoty priméru, smérodatné odchylky a relativni

smeérodatné odchylky jsem vypocitala podle nasledujicich vztahu.

Prdmér hodnot vysledkd méfeni X :

n — pocet méreni

X; — jednotlivy vysledek méfeni

Smérodatna odchylka s:

s, = \/ni_li(xi _x)

i=1

Relativni smérodatna odchylka:

4.4.3. Rozliseni
RozliSeni Rs mezi piky Ize spocitat podle obecného vzorce: (7)
R, - 2t, -t,)
W, + W,
t;, to - migraéni Casy latek [s]
Wi, W, - Sifky pika pfi zakladni linii [s]

Hodnota Rs vétsi nez 1,5 odpovida rozdéleni pikl az na zakladni linii.
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4.4.4. Uginnost separace
Uginnost elektroforetického systému se vyjadiuje podtem dosazenych
teoretickych pater N, pfipadné vySkovym ekvivalentem teoretického patra H. Pocet

teoretickych pater se pocita podle vztahu: (7)
2 2
t t
o 43
o w

o - vzdalenost, kterou urazi difuzi primérny ion za dobu t [s]

tm - migraéni ¢as [s]

w - 8ifka piku pfi zakladni linii [s]
Vy8kovy ekvivalent teoretického patra se pocita podle vztahu: (7)
|
H=—
N

li — celkova délka kapilary (efektivni délka kapilary) [m]

4.4.5. Spravnost metody

Spravnosti metody se rozumi co nejvétsi shoda vysledki méfeni s absolutni
spravnou hodnotou. Spravnost metody jsem ovéfila analyzou vzorku s pfidavkem
standardnich latek. Vyjadfuje se jako rozdil hodnot nebo jako vytéZnost (recovery)
R (53) v %.
hodnota nalezena
hodnota viozena

100

R (%) =
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5. VYSLEDKY A DISKUSE
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5.1. OPTIMALIZACE METODY PRO SEPARACI A SOUCASNE STANOVENI
PARACETAMOLU, KOFEINU, KYSELINY ASKORBOVE, FENYLEFRINU A
TERPINU

Terpin je chemicky 4-(2-hydroxyisopropyl)-1-methylcyklohexanol. Je neutralni a
neabsorbuje v UV oblasti. Proto strategie vybéru CE metody, resp. BGE spocivala:

1. Zvoleni MEKC z existujicich CE metod

2. Pracovat v médu nepfimé UV detekce

Jak vyplyva z literatury, terpin dosud nebyl analyzovan elektroforetickymi
metodami. Byly publikovany analyzy pomoci GC s plamenoveé-ioniza¢ni detekci. (27,
28)

Byly vyzkouSeny ruzné pufry na zakladé zkuSenosti z vyvoje CE metod na
katedre i prevzatych z literatury. Byly zkouSeny BGE s rliznymi anionaktivnimi tenzidy,
UV absorbujicimi speciés, BGE s riznymi hodnotami pH a pfidavkd rdznych
organickych rozpoustédel a selektort na bazi CD.

Nezaznamenali jsme kombinaci MEKC + nepfima UV detekce v experimentalni
praci v literatufe, pouze nékteré obecné postiehy a obtize této kombinace byly
uvedeny v obecné roviné tykajici se CZE a velmi malo MEKC v monografické
literatufe. (10, 29)

PFi nepfimé UV detekci (vztazeno zejména na CZE) je doporu€ovano pracovat
s pufrem s nizkou vodivosti a co nejjednodussiho sloZeni, pouZivat pouze jeden UV
absorbujici ion, mensi ID kapilary a vénovat péci chlazeni systému. Dochazi k fluktuaci
zakladni linie (detektor méfi aktualni zmény koncentrace absorbujiciho iontu), coz se
zvySuje se stoupajicim napétim a vodivosti elektrolytu. Teplotni zmény generuji
neoCekavané koncentracni disturbance a objevuji se systémové piky (kriticka mista
jsou vialky s pufrem, pozice detektoru a misto upevnéni kapilary). (10) V souvislosti
s MEKC v monografii 15 je struéné konstatovano, Zze nepfimou UV detekci nelze
uc¢inné pouzit v MEKC. Pfitomnost nabitych molekul surfaktantu v BGE redukuje
rychlost migrace analytu bud na zakladé iontoparové interakce s analytem nebo
interakce surfaktantu s UV absorbujicim iontem.

Konkrétné byly testovany MEKC pufry: boratovy, borat-fosfatovy, glycinovy,
TRIS s UV absorbujicimi slou€eninami jako je kyselina benzoova, sorbova, p-
methoxybenzoova, 2,6-pyridindikarboxylova, pufry fenobarbitalovy, veronalovy
s detergenty SDS nebo deoxycholatem (méné pokusu).

Byly testovany rGzné koncentrace detergentu i pufru a UV absorbujiciho
speciés, vliv pH, pfidavek napf. MeOH nebo ACN nebo CD. | kdyZ bylo provedeno

pomeérné velké mnozstvi pokusu, bohuzel se nepodafilo zajistit separaci a detekci
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terpinu, zaznamy jevily ve vétSiné pfipadd nestabilitu nulové linie a byla patrna
pfitomnost neoCekavanych pikd, velmi ¢asto deformovanych. Proto byla dale vyvijena
CE metoda s pfimou UV detekci pro zbyvajici analyty, které vdechny absorbuji v UV
oblasti.

5.1.1. Detekce

Kapilarni elektroforeticky systém Beckman Coulter je vybaven UV (DAD)
detektorem. Pro stanoveni optimalni vinové délky jsem nejprve zméfila spektra latek
v boratovém pufru s 20 % methanolu od 190 nm do 300 nm. UV spektra PA, CO a AA
vykazuji dvé maxima, jedno v okoli 200 nm (206, 208, 196 nm), druhé u PA a AA 248
nm a u CO 273 nm. FE vykazuje tfi maxima, pfi 204, 217 a 276 nm. Pro detekci vSech
analytd jsem zvolila vinovou délku 190 nm, pro paracetamol, kofein a kyselinu

askorbovou jesté kompromisni vinovou délku 265 nm (FE neabsorbuje).

5.1.2. Volba pracovniho elektrolytu

Cilem bylo najit takové sloZeni pracovniho elektrolytu a podminky separace, pfi
nichz by doslo k uplné separaci jednotlivych sloZek tak, aby mohly byt stanoveny.
Vychazela jsem z vysledkd ziskanych pfi snaze najit vhodny pufr pro analyzu terpinu,
kde separace ostatnich slozek byla relativné uspésna. V uvodnich pokusech jsem tedy
zkousSela tyto dva boratové elektrolytové systémy:

1) kyselina boritd 40 mM, SDS 70 mM, pH* 8,1 upraveno amoniakem, 10 %
methanol

2) kyselina borita 200 mM, SDS 100 mM, pH* 7,8 upravené tetraboritanem
sodnym 50 mM, 10 % methanol.

ZkouSené latky v téchto elektrolytovych systémech migrovaly v poradi:
paracetamol, kofein, kyselina askorbova a fenylefrin.

Za pouziti prvniho elektrolytového systému nedochazelo k uplnému oddéleni
paracetamolu od kofeinu, piky se prekryvaly.

Za pouziti druhého elektrolytu (kyselina boritéa + tetraboritan) doSlo k oddéleni
prvnich dvou analytd skoro az na zakladni linii, separace ostatnich slozek byla dobra.
Pro dalSi praci jsem tedy zvolila tento elektrolytovy systém.

Dale byly zkouSeny rizné koncentrace kyseliny borité, SDS, methanolu.
Zjistovala jsem také vliv pH pracovniho elektrolytu, teploty a vlozeného napéti na
separaci. Kromé& kvality separace jsem hodnotila i citlivost analyzy a jeji trvani.

Identifikace pikd byla provedena pomoci pfidavkl standardd.
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5.1.3. Vnitini standard

Jako vnitini standard jsem zkouSela methylparaben, ketoprofen, ambroxol a
kyselinu 3-nitrobenzoovou. Zvolila jsem methylparaben. Ddvodem bylo zejména
vhodné rozliSeni, citlivost a také tvar a symetrie piku. Ostatni zkouSené latky

nevyhovovaly migraénim ¢asem, citlivosti, rozliSenim nebo tvarem pika.

5.1.4. Optimalizace zakladniho elektrolytu

Zjistovala jsem vliv koncentrace kyseliny borité v pracovnim elektrolytu na délku
a citlivost analyzy. Pouzila jsem elektrolytové systémy o koncentracich kyseliny borité
100 mM a 200 mM. Elektrolytovy systém obsahoval 100 mM SDS, 10 % methanol a
pH* bylo 7,8. P¥i vy§Si koncentraci kyseliny borité se doba analyzy nepatrné prodlouzila

a separace se zhorsila. Pro dalSi méfeni jsem zvolila koncentraci 100 mM.

Tab. 3 Vliv koncentrace kyseliny borité (KB) na migracni ¢asy analytll (100 mM SDS,
10 % methanol, pH* 7,8 = konst., 15 kV, 190 nm)

Analyt PA CO AA MP (IS) FE
tm [mMin]
3,500 3,846 4,904 6,638 11,833
pfi 100 mM KB
tm [mMin]
) 3,629 3,962 5,475 7,496 12,663
pfi 200 mM KB

5.1.5. Vliv koncentrace SDS

PFi zjiStovani vlivu koncentrace SDS na analyzu jsem pouzila elektrolytovy
systém obsahujici SDS v koncentraci 80 mM, 100 mM a 120 mM. Elektrolytovy systém
obsahoval 100 mM kyselinou boritou, 10 % methanol a pH* bylo 7,8. Pfi koncentraci 80
mM bylo zhorSené oddéleni 1. a 2. piku, ale s rostouci koncentraci se oddélovani PA a
CO zlepSovalo. Nejvyrazngjsi vliv na rychlost migrace byl zjistén u FE. S ohledem na
kvalitu separace a trvani analyzy jsem pro dal$i méfeni vybrala koncentraci SDS 100
mM.
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Tab. 4 Vliv koncentrace SDS na migrac¢ni ¢asy analytd (100 mM KB, 10 % methanol,
pH* 7,8 = konst., 15 kV, 190 nm)

Analyt PA CO AA MP (IS) FE
tm [mMin]
3,652 4,946 5,164 6,275 10,757
pfi 80 mM SDS
tm [mMin]
3,500 3,846 4,904 6,638 11,833
pfi 100 mM SDS
tm [mMin]
_ 3,348 3,745 4,644 7,001 12,909
pfi 120 mM SDS

5.1.6. Optimalizace hodnoty pH

Pfi rdzném pH dochazi ke zménam disociace molekul a tim k rdznym
interakcim latek s micelami. Podle velikosti interakce latek s micelami se méni jejich
elektroforeticka pohyblivost. Optimalizace hodnoty pH probihala v elektrolytovém
systému, ktery obsahoval 100 mM kyselinu boritou, 100 mM SDS, 10 % methanol. pH*
bylo upravovano 50 mM tetraboritanem sodnym na hodnoty 7,5; 7,8 a 8,1. V tomto
pomérné uzkém rozmezi pH byly téméf v8echny piky jiz rozdéleny na zakladni linii
(nejmensi rozliseni vykazuji PA a CO) a ve vSech pfipadech nastalo prodlouzeni
analyzy s vys$Sim pH. Nejméné vyrazny byl tento vliv u PA a CO. Pfi pH* 8,1 se
vyrazné prodlouzil migracni ¢as MP a FE. Pfi pH* 7,5 byla zhorSena zakladni linie.

Nejvhodnéjsi se ukazalo byt pH* 7,8.

Tab.5 Vliv pH na migracni ¢asy analytd (100 mM KB, 100 mM SDS,10 % methanol =
konst., 15 kV, 190 nm)

Analyt PA CO AA MP (1S) FE
tm [mMin]

3,468 3,769 4,534 4,168 9,680
pH* 7,5
tm [mMin]

3,500 3,846 4,904 6,638 11,833
pH* 7.8
tm [Min]

3,532 3,923 5,274 9,108 13,983
pH* 8,1

5.1.7. Vliv koncentrace methanolu
Pfi zjiStovani vlivu pfidavku methanolu byl pouzit elektrolytovy systém
obsahujici 100 mM kyselinu boritou a 100 mM SDS o pH* 7,8. ZkouSela jsem pracovni

elektrolyt, ktery obsahoval 10 % a 20 % methanolu (V/V). Pfidavek methanolu mél vliv
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na rychlost migrace analytl. PFi vy38i koncentraci methanolu se podle prfedpokladu
prodlouzil i migrani €as jednotlivych analytd. Pro dalSi analyzy jsem zvolila systém
s 10 % methanolu.

Tab. 6 Vliv koncentrace methanolu (MeOH) na migra¢ni ¢asy analytd (100 mM KB, 100
mM SDS, pH * 7,8 = konst., 15 kV, 190 nm)

Analyt PA CoO AA MP (IS) FE
tm [mMin]
) 3,500 3,846 4,904 6,638 11,833
pfi 10 % MeOH
tm [mMin]
) 4,908 5,225 9,117 11,592 23,683
pfi 20 % MeOH

Az dosud byly v8echny pokusy pfi optimalizaci elektrolytového systému
provadény pfi U = 15 kV. Proto byl dale sledovan vliv napéti na ¢as analyzy za ucelem

jejiho zkraceni.

5.1.8. Vliv napéti

Vliv napéti jsem provadéla v elektrolytovém systému, ktery obsahoval 100 mM
kyselinu boritou, 100 mM SDS a 10 % methanol, pH* elektrolytu bylo 7,8. Analyzu jsem
postupné provadéla s 15 kV, 20 kV, 25 kV a 30 kV. Dle ofekavani se doba analyzy

s rostoucim napétim zkracovala.

Tab. 7 Vliv napéti na migracni €asy analytd (100 mM KB, 100 mM SDS,10 %
methanol, pH* 7,8 = konst., 190 nm)

Analyt PA co AA MP (IS) FE
tm [mMin]
3,500 3,846 4,904 6,638 11,833
pFi 15 kV
tm [mMin]
) 2,632 2,839 3,507 4,894 8,337
pfi 20 kV
tm [mMin]
1,679 1,854 2,404 3,192 5,629
pFi 25 kV
tm [Min]
1,298 1,462 1,921 2,483 4,232
pFi 30 kV
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5.1.9. Vliv teploty

S rostouci teplotou se zvySuje pohyblivost iontd a analyza byva rychlejsi.
Zména teploty také ovliviiuje rozdélovaci koeficient latky mezi tlumivym roztokem a
micelami, kritickou micelarni koncentraci a viskozitu. Systém Beckman Coulter
obsahuje kapalinové chlazeni kapilary a umozrniuje tak prubéh analyzy za dané
konstantni teploty. Zkou3ela jsem teplotu 20 a 25 °C. Pfi 25°C se zhorSila se kvalita

separace. Proto jsem pro dalSi praci zvolila teplotu 20 °C.
5.1.10. Optimalni slozeni pracovniho elektrolytu a podminky méreni
Optimalni slozeni pracovniho elektrolytu a podminky méfeni jsou shrnuty

v Tab. 8.

Tab. 8 Optimalni slozeni pracovniho elektrolytu a podminky méfeni

Rozpoustédlo 10 % methanol

Slozky pufru, ¢ Kyselina borita, 100 mM/tetraboritan sodny
Surfaktant, c SDS, 100 mM

pH* 7,8 (upraveno tetraboritanem)

Teplota 20 °C

Napéti 20 kv

Detekce 190 nm, 265 nm

Davkovani Hydrodynamickym tlakem 34,5 mBar, 5s

Elektroforeogram standardl ziskany pfi méfeni s pouzitim optimalniho

elektrolytu za uvedenych podminek je na Obr. 8, Obr. 9, Obr. 10.
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Obr. 8 Elektroforeogram standardd, PA 0,5 mg/ml, CO 1,0 mg/ml, AA 1,0 mg/ml, MP
(1S) 0,5 mg/ml, FE 0,5 mg/ml. BGE: 100 mM kyselina borita, 100 mM SDS, 10 %
methanol, pH* 7,8; teplota 20 °C, A = 265 nm

] CO| |AA | IMP(IS) :
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Obr. 9 Elektroforeogram standarda, PA 0,5 mg/ml, CO 1,0 mg/ml, AA 1,0 mg/ml, MP
(IS) 0,5 mg/ml, FE 0,5 mg/ml. BGE: 100 mM kyselina boritad, 100 mM SDS, 10 %
methanol, pH* 7,8; teplota 20 °C, A = 265 nm (zvétSeno)
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Obr. 10 Elektroforeogram standardu, PA 0,5 mg/ml, CO 1,0 mg/ml, AA 1,0 mg/ml, MP
(1S) 0,5 mg/ml, FE 0,5 mg/ml. BGE: 100 mM kyselina borita, 100 mM SDS, 10 %

methanol, pH* 7,8; teplota 20 °C, A = 190 nm

Pfi vinové délce méfeni 190 nm byla nejvyssi citlivost zjisténa pro FE, nasleduji

ve sméru klesani citlivosti PA, CO a AA. Pii 265 nm ve srovnani se 190 nm stoupa

citlivost v pofadi FE, PA, CO, AA. FE skoro neabsorbuje.

5.1.11. Rozliseni

Pro vypocet rozliSeni jsem pouzila vzorec, uvedeny na str. 42. Vysledky vypoctu

jsou uvedeny v Tab. 9.

Tab. 9 RozliSeni mezi jednotlivymi piky

2
<

Dvojice analytu Rozliseni Rq
paracetamol — kofein 1,75
kofein — kyselina askorbova 5,67
kyselina askorbova — methylparaben 8,26
methylparaben - fenylefrin 8,10

5.1.12. Uginnost separace

Uginnost separace se vyjadfuje pomoci poétu dosazenych teoretickych pater N,
pfipadné ekvivalentem teoretického patra H. Vypocty jsem provedla pomoci vzorcl na

str. 43. Hodnoty poctu teoretickych pater a hodnoty H jsou uvedeny v Tab. 10.
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Tab. 10 Parametry charakterizujici u€innost elektroforetické separace

Analyt N H [um]
Paracetamol 3781 82,52 (55,54)
Kofein 6 885 45,32 (30,50)
Kyselina askorbova 13 294 23,47 (15,80)
fenylefrin 2503 124,65 (83,90)

Hodnoty poctu teoretickych pater se pohybuji od 2 503 (fenylefrin) az do 13 294
(kyselina askorbova). Hodnota H je pocitana pro celkovou délku kapilary, pro efektivni

deélku kapilary jsou vysledky uvedeny v zavorce.

53




5.2. KVANTITATIVNI ANALYZA

Kalibra¢ni zavislost jsem proméfila za pouziti optimalniho pracovniho
elektrolytu. Jako kvantitativni parametr jsem pouzila pomér plochy piku analytu k plose
piku vnitfniho standardu. Velikosti ploch pik(l jsem ziskala ze zaznamu automaticky
vyhodnoceného pocitaovym programem. Pro kazdou koncentraci jsem provedla tfi
méreni. Kalibracni zavislost jsem zpracovala metodou linearni regrese.

Obecny tvar rovnice pfimky:

y=kx+q

X — koncentrace latky [mg/ml]

y — plocha piku analytu / plocha piku vnitfniho standardu

k — smérnice pfimky

g — absolutni ¢len
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5.2.1. Kalibraéni zavislost pro paracetamol

Méfeni byla provadéna pro tyto koncentrace: 0,1 mg/ml, 1 mg/ml, 5 mg/ml, 10
mg/ml, 20 mg/ml, 30 mg/ml.

Pocet bodu: 6

Pocet stupnu volnosti: 4

Parametry regresni pfimky a odhady jejich smérodatnych odchylek:

k =2,9809 + 0,0561

g=-0,145+ 0,864

Koeficient korelace: 0,9993

Rezidualni odchylka: 1,4810

Hodnota F-statistiky: 2,83.10°

Zavislost y na x byla prokazana se spolehlivosti 99,9%

100 -
90 A
80 A
70 A
60
50 A
40 A
30 4
20 A
10 A

0 . . . . . . |
0 5 10 15 20 25 30 35

c PA [mg/ml]

loch

pomér p

Obr. 11 Kalibraéni zavislost pro paracetamol; BGE: 100 mM kyselina borita, 100 mM
SDS, 10 % methanol, pH* 7,8

V sledovaném rozmezi koncentraci paracetamolu je zavislost linearni (korelaéni
koeficient 0,9993)
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5.2.2. Kalibraéni zavislost pro kofein

Mé&feni byla provadéna pro tyto koncentrace: 0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml, 1 mg/ml,
1,5 mg/ml, 1,8 mg/ml.

Pocet bodu: 5

Pocet stupnu volnosti: 3

Parametry regresni pfimky a odhady jejich smérodatnych odchylek:

k=1,3818 + 0,0585

g=-0,038 £ 0,068

Koeficient korelace: 0,9973

Rezidualni odchylka: 0,0762

Hodnota F-statistiky: 559

Zavislost y na x byla prokazana se spolehlivosti 99,9%

loch

pomér p
.

O 1 1 1 1
0 0,5 1 1,5 2

¢ CO [mg/ml]

Obr. 12 Kalibragni zavislost pro kofein; BGE: 100 mM kyselina borita, 100 mM SDS, 10
% methanol, pH* 7,8

V sledovaném rozmezi koncentraci kofeinu je zavislost linearni (korelaéni
koeficient 0,9973)
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5.2.3. Kalibraéni zavislost pro kyselinu askorbovou

Méreni byla provadéna pro nasledujici koncentrace: 0,3 mg/ml, 0,6 mg/ml, 1,2
mg/ml, 1,8 mg/ml, 2,16 mg/ml.

Pocet bodu: 5

Pocet stupnu volnosti: 3

Parametry regresni pfimky a odhady jejich smérodatnych odchylek:

k =0,6082 + 0,0256

g=-0,036 £ 0,036

Koeficient korelace: 0,9974

Rezidualni odchylka: 0,0048

Hodnota F-statistiky: 565

Zavislost y na x byla prokazana se spolehlivosti 99,9%

Lol
N &
1 |

loch
o
(00} =
1 1

pomér p
o
(o)}
1

O 1 1 1 1 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5

c AA [mg/ml]

Obr. 13 Kalibrani zavislost pro kyselinu askorbovou; BGE: 100 mM kyselina borita,
100 mM SDS, 10 % methanol, pH* 7,8

V sledovaném rozmezi koncentraci kyseliny askorbové je zavislost linearni
(korelaéni koeficient 0,9974)
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5.2.4. Kalibraéni zavislost pro fenylefrin

Mé&reni byla provadéna pro nasledujici koncentrace: 0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,2
mg/ml, 0,3 mg/ml, 0,36 mg/ml.

Pocet bodu: 5

Pocet stupnu volnosti: 3

Parametry regresni pfimky a odhady jejich smérodatnych odchylek:

k=11,1349 £ 0,5221

g=-0,078 £ 0,122

Koeficient korelace: 0,9967

Rezidualni odchylka: 0,1362

Hodnota F-statistiky: 455

Zavislost y na x byla prokazana se spolehlivosti 99,9%

loch
N

=
o 01, O N O
1 1 1 1 1

pomér p

o

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4
¢ FE [mg/ml]

Obr. 14 Kalibraéni zavislost pro fenylefrin; BGE: 100 mM kyselina borita, 100 mM SDS,
10 % methanol, pH* 7,8

V sledovaném rozmezi koncentraci fenylefrinu je zavislost linearni (korelani
koeficient 0,9967)
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5.3. OPAKOVATELNOST METODY

Pro ovéfeni opakovatelnosti pomeérd ploch pikd a migracnich €ast jsem
provedla Sest méfeni pro danou koncentraci. Smérodatnou odchylku jsem vypocitala
podle vztah( na str. 42.

Vysledky jsou zaznamenany v Tab. 11 a Tab. 12.

Tab. 11 Opakovatelnost poméru plochy piku analytu k plose piku vnitiniho standardu
(n=6)

Plocha piku/
Analyt ¢ [mg/ml] ) S Sy [%0]
plocha piku IS
PA 5 13,1677 0,0810 0,62
CO 1 1,2209 0,0108 0,89
AA 1,2 0,6355 0,0070 1,10
FE 0,2 1,9365 0,0380 1,96

Relativni smérodatna odchylka velikosti poméru plochy piku analytu k ploSe
piku vnitfniho standardu se pohybuje v rozmezi 0,69 — 1,96 %. Nejvétsi hodnota byla

zjisténa pro fenylefrin, ktery migruje v nejdelSim Case.

Tab. 12 Opakovatelnost migracnich ¢asu (n=6)

Analyt ¢ [mg/ml] tm [mMin] S s [%0]
PA 5 2,5652 0,0080 0,31
CO 1 2,8328 0,0113 0,40
AA 1,2 3,5762 0,0152 0,42
FE 0,2 8,7487 0,0306 0,35

Relativni smérodatna odchylka migracnich ¢asl se pohybuje v rozmezi 0,31-

0,42 % a prakticky u vSech analytl je podobna a velmi dobra.
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5.4. ANALYZA HVLP

Vypracovanou metodu jsem pouzila pro analyzu lécivého pfFipravku Coldrex
tablety metodou vnitfniho standardu.
Lécivy pfipravek obsahuje paracetamol 500 mg, fenylefrin 5 mg, kofein 25 mg,

terpin 20 mg, kyselinu askorbovou 30 mg v 1 tableté.

Pfi kontrole obsahu ucinnych latek v pfipravku Coldrex tabl. byla smés
standardu pfipravena tak, Zze kopirovala vzajemny pomér, v jakém jsou obsazeny
v tableté, tj. PA: CO : AA: FE =100 : 5: 6 :1 (pouze konc. PA byla 10 x snizena).
Méreni byla provadéna pfi A = 190 nm, 214 nm a 265 nm.

Pfi 190 nm absorbuji vSechny analyty, pficemz citlivost stoupa v fadé AA - CO -
PA - FE.

Pfi 265 nm ve srovnani se 190 nm citlivost stoupa opac¢né od FE - PA - CO -
AA, FE skoro neabsorbuje. Citlivost pro PA klesa mnohem vice nez u CO, podobné je

trend absorpce pro tyto dva analyty pfi A = 214 nm.

Z vySe uvedeného plyne strategie pro stanoveni u€innych latek v Coldrexu:

1. pfi 190 nm -stanoveni vSech analyt(
PA stanovit jesté pro ovéfeni po nafedéni 1 : 10 (v jedné tablet

je 500 mg PA a piky PA a CO vykazuji nejmenSi rozliSeni)

2. pfi 214 nm a 265 nm - alternativni stanoveni CO pro zvy3eni selektivity a
pfesnosti - (malé rozliseni PA a CO, PA absorbuje
mnohem méné nez pfi 190 nm). Pfi 265 nm lze také

stanovit PA a zejména AA (vySsi citlivost)

Elektroforeogramy jsou zachyceny na Obr. 15, Obr. 16, Obr. 17, Obr. 18 a Obr.
19.
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Obr. 15 Elektroforeogram pfipravku Coldrex tbl., BGE: 100 mM kyselina borita,
100 mM SDS, 10 % methanol, pH* 7,8; teplota 20 °C, A = 190 nm
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Obr. 16 Elektroforeogram pfipravku Coldrex tbl., BGE: 100 mM kyselina borita,
100 mM SDS, 10 % methanol, pH* 7,8; teplota 20 °C, A = 190 nm (zvétSeno)
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Obr. 17 Elektroforeogram pfipravku Coldrex tbl., BGE: 100 mM kyselina borita,
100 mM SDS, 10 % methanol, pH* 7,8; teplota 20 °C, A = 214 nm
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Obr. 18 Elektroforeogram pfipravku Coldrex tbl., BGE: 100 mM kyselina borita,
100 mM SDS, 10 % methanol, pH* 7,8; teplota 20 °C, A = 265 nm
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Obr. 19 Elektroforeogram pfipravku Coldrex tbl., snizena koncentrace PA 10krat, BGE:
100 mM kyselina borita, 100 mM SDS, 10 % methanol, pH* 7,8; teplota 20 °C, A = 190

nm

Oproti analyze standardd se na zaznamu vyskytuje jesSté navic pik mezi
kyselinou askorbovou a methylparabenem (IS), ktery nebyl identifikovan.

Méfeni HVLP tablet jsem provedla pro dvé navazky po Sesti méfenich, pro
navazku standard( tfi méfeni (standardy namichany v poméru, v jakém jsou v HVLP,
jen PA 10krat nizsi). VSechny latky jsem stanovila pfi 190 nm, PA navic pfi této vinové
délce po dalSim nafedéni 10krat (Obr. 19). CO byl stanoven jesté pfi 214 nm a PA, CO
i AA |ze pohodiné stanovit pfi 265 nm.

Mnozstvi stanovovanych latek jsem vypoditala podle vzorce:

m — obsah latky v tableté [mg]

Cst — koncentrace standardu [mg/ml]

P.; — pomér plochy piky analytu k ploSe piku vnitfniho standardu ve vzorku
tablety

Pst — pomér plochy piku analytu k ploSe piku vnitfniho standardu ve vzorku
standardu

m,— pramérna hmotnost tablety [g]

V — objem méfeného roztoku vzorku [ml]

n — navazka tabletoviny [g]
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Vysledky analyzy pfipravku Coldrex tabl. jsou uvedeny v Tab. 13 a Tab. 14.

Neni zasadni rozdil ve vysledcich pfi stanoveni pfi obou vinovych délkach.

Tab. 13 Analyza pfipravku Coldrex tablety metodou MEKC pfi 190 nm (n=6)

Obsah [mg/tabl] Deklarovany obsah
Analyt S, [%0]
MEKC [mg/tabl]
PA 488,5 2,30 500
CO 24,2 2,25 25
AA 28,9 1,56 30
FE 4,8 3,81 5

Tab. 14 Analyza pfipravku Coldrex tablety metodou MEKC pfi 265 nm (n=6)

Obsah [mg/tabl] Deklarovany obsah
Analyt st [%0]
MEKC [mg/tabl]
PA 487,7 1,84 500
CO 24,6 1,44 25
AA 29,3 1,24 30

5.5. OVERENi SPRAVNOSTI METODY

Spravnost

standardnich latek.

Vysledky jsou uvedeny v Tab. 15.

metody byla ovéfena metodou analyzy vzorku pFidavkem

Tab. 15 Recovery zjis§téné metodou pfidavku standardt k HVLP pfi 190 nm

Analyt Vlozena [mg/ml] Nalezena [mg/ml] Recovery [%]
PA 10,04 9,849 98,10
(6{0) 0,52 0,509 97,88
AA 0,624 0,610 97,76
FE 0,104 0,100 96,15

Na zakladé dosazenych vysledkl Ize fici, Ze byla vypracovana metoda MEKC,

kterou lze stanovit ucinnd protichfipkova IéCiva v pfipravku Coldrex tabl., tj.

paracetamol, kofein, kyselina askorbova a fenylefrin, a tim proveést kontrolu jakosti
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pFipravku. Bohuzel se nepodafilo stanovit obsah terpinu, ktery byl v pfedlozeném BGE

elektroforeticky inaktivni.
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6. ZAVERY
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Z vysledku prace vyplyvaji zavéry:

« Pomoci micelarni elektrokinetické kapilarni chromatografie (MEKC) byly
analyzovany paracetamol, kofein, kyselina askorbova a fenylefrin.

* Bylo vyzkouSeno nékolik elektrolytovych systéma, jako nejvhodnéjsi se ukazal
elektrolytovy systém kyselina borita/tetraboritan sodny. PouZitym surfaktantem byl
dodecylsiran sodny. V daném systému se nepodafilo analyzovat terpin.

* Byly hledany optimalni podminky pro separaci — pH, koncentrace kyseliny
borité, SDS a pfidavek methanolu, velikost pracovniho napéti a teplota.

» Optimalni zakladni elektrolyt mél slozeni: 100 mM kyselina borita s obsahem
100 mM SDS v 10 % methanolu, pH* elektrolytu bylo upraveno na hodnotu 7,8 pomoci
50 mM tetraboritanu sodného.

» Separace probihala v nepotazené kfemenné kapilafe o vnitfnim praméru 50
um, celkové délce 31,2 cm a efektivni délce 21 cm. Bylo vkladano napéti 20 kV, teplota
kapilary byla udrZzovana na 20 °C. Detekce probihala pfi vinovych délkach 190 nm, 214
nm a 265 nm.

+ Jako vnitfni standard pro kvantitativni analyzu byl pouzit methylparaben.

* Byly méfeny kalibracni zavislosti analytd metodou s vnitinim standardem.
Kalibraéni zavislosti byly méfeny pro koncentrace c(PA) 0,1 — 30 mg/ml, ¢c(CO) 0,25 —
1,8 mg/ml, c(AA) 0,3 — 2,16 mg/ml, c(FE) 0,05 — 0,36 mg/ml. Korela¢ni koeficient vySel
pro PA 0,9993, CO 0,9973, AA 0,9974 a pro FE 0,9967.

» Byla ovéfena opakovatelnost metody. Pro ovéfeni bylo provedeno Sest po
sobé jdoucich méfeni pro koncentraci PA 5 mg/ml, CO 1 mg/ml, AA 1,2 mg/ml, FE 0,2
mg/ml. Obsah MP (IS) byl 0,2 mg/ml. Relativnhi smérodatna odchylka poméru plochy
analytu a IS se pohybovala v rozmezi 0,62 — 1,96 %, relativni smérodatna odchylka
migracCnich ¢asu byla 0,31 — 0,42 %.

* Migraéni Cas paracetamolu byl 2,57 minut, kofeinu 2,83 minut, kyseliny
askorbové 3,58 minut a fenylefrinu 8,74 minut. Methylparaben (IS) migroval jako Ctvrty
v ¢ase 5,02 minut.

 Bylo vypocitano rozliseni mezi jednotlivymi piky. Hodnoty Rs byly v rozmezi
1,75 - 8,26.

* Bylo vypocditano mnozZstvi teoretickych pater N a vySkovy ekvivalent
teoretického patra H. Hodnota N se pohybuje v rozmezi 2 503 — 13 294 a hodnota H
pro celkovou délku kapilary 23,47 — 124,65, pro efektivni délku 15,80 — 83,90.

» Vypracovana metoda byla aplikovana na stanoveni paracetamolu, kofeinu,
kyseliny askorbové a fenylefrin v primyslové vyrabéném pfipravku Coldrex tablety,
vnémz jsou vSechny tyto latky obsazeny. Nemohl byt stanoven obsah terpinu

v tabletach, protoZe vypracovana metoda MEKC neni vhodna pro jeho separaci a
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detekci. Zjistény obsah ucinnych latek v pfipravku odpovida obsahu deklarovanému
vyrobcem. Relativnhi smérodatna odchylka obsahu se pohybovala v rozmezi 1,56 —
3,81 % pfi 190 nm, pfi 265 nm byla v rozmezi 1,24 — 1,84 %.

» Spravnost metody byla ovéfena metodou analyzy vzorku s pfidavkem
standardnich latek. Zjisténé recovery bylo pro PA 98,10 %, CO 97,88 %, AA 97,76 % a
pro FE 96,15 %.
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7. SEZNAM ZKRATEK
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EOF
MEKC
MECC
CZE
ITP
CEC
MEEKC
HPLC
HPTLC
TLC
GC
MLC
PA

(6{0)

FE

TE
MP
SDS
MeOH
ACN

CMC
CD
ZR ST
ZR IS
DNA
HVLP

elektroosmoticky tok

micelarni elektrokineticka chromatografie
micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie
kapilarni zénova elektroforéza

kapilarni izotachoforéza

kapilarni elektrochromatografie
mikroemulzni elektrokineticka chromatografie
vysokoucinna kapalinova chromatografie
vysokoucinna tenkovrstva chromatografie
tenkovrstva chromatografie

plynova chromatografie

micelarni kapalinova chromatografie
paracetamol

kofein

kyselina askorbova

fenylefrin

terpin

methylparaben

dodecylsiran sodny

methanol

acetonitril

vnitfni standard

kriticka micelarni koncentrace
cyklodextrin

zasobni roztok standard

zasobni roztok vnitfniho standardu
deoxyribonukleova kyselina

hromadné vyrabény IéCivy pfipravek
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