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1. Uvod



1.1. Uvod

Kazdy den se diky farmaceutickému vyzkumu a nasledné primyslu vyviji nové
potencialni 1é¢ivé latky. Soubézné s timto vyzkumem jde i vyvoj analytickych metod,
ktery se snazi zajistit, aby tyto lé¢ivé latky byly kvalitni, a¢inné a bezpecné. Je dilezité,
snazit se tyto metody vyvijet tak, aby se kvalita i kvantita stanovovanych latek urcila co
nejpresnéji, v pokud mozno kratkém case a za pouziti nizkych nakladta. Mezi
instrumentalni metody, které spliuji tyto pozadavky, patii elektromigracni separacni
metody.

Prvni zminky o elektromigracnich metodach jsou z 40. let minulého stoleti.
Komer¢ni vyuziti elektroforézy bylo poprvé piedstaveno o skoro 40 let pozdéji.
Nejvetsi expanze kapilarni elektroforézy zacala v devadesatych letech 20. stoleti, kdy
byl uveden na trh prvni analyzator, fungujici na principu kapilarni elektroforézy. Od té
doby se tato metoda neustale rozviji a uziva v ruznych oblastech nejen védeckého
vyzkumu. Vyvoj elektroforetickych metod je rychly a perspektivni, Vv porovnani
s vysoce-u¢innou kapalinovou chromatografii je v praxi minoritni, pfesto se v nékterych
piipadech jevi jako vyhodnéjsi metoda. Jelikoz pankuronium i vekuronium maji kladny
naboj, bylo vyhodné pro jejich stanoveni pouzit metodu kapilarni elektroforézy.

Stanoveni vybranych myorelaxancii, pomoci kapilarni elektroforézy, je v
zacatcich. Zvlasté u vekuronia doposud nebyla publikovana Zzadna kapilarné
elektroforetickd metoda, ktera by se jeho stanovenim V I€¢ivych piipravcich zabyvala.
Molekuly pankuronia a vekuronia neobsahuji Zadny chromofor (neabsorbuji v UV-VIS
oblasti) a proto nemohou byt detekovany spektrofotometrickymi ¢i luminiscenénimi
metodami. MS detektory jsou zna¢né nakladné a ne kazda laboratof si muze dovolit
jejich pofizeni. Z téchto duvodi se nabizi, jako potencialné vhodna, bezkontakini

vodivostni detekce.

1.2. Cil a popis zadéani prace

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout, optimalizovat a validovat metodu
kapiladrni elektroforézy s bezkontaktni vodivostni detekci pro stanoveni vybranych

analytti (bromidu pankuronia, bromidu vekuronia) v bézné dostupnych farmaceutickych

ptipravcich Pavulon a Norcuron.



2. Teoreticka Cast



2.1. Elektroforetické migra¢ni metody

2.1.1. Uvod a teorie

U elektromigracnich metod dochazi k separaci diky dvéma zakladnim
elektrokinetickym jevim — elektroforézy a elektroosmozy. Separace se uskutecnuje
v prostiedi, které tvoii roztok (elektrolyt) s nabitymi Casticemi a pevny povrch (sténa
kapilary). Pusobenim elektrického pole dojde k poruseni rovnovahy tohoto prostiedi a
posléze k ur¢itému rozdéleni naboji a zaroven jejich pohybu. Kazda nabita castice se
1181 v ur¢itém prostiedi svou elektroforetickou pohyblivosti. Migra¢ni rychlost ¢astic je
rizna a proto dojde k fyzické separaci téchto iontd. Pasobeni elektrického pole vyvola
vySe zminované jevy: elektroforéza — kdy dochazi k pohybu iontii k opa¢né nabité
elektrod¢ a elektroosméza — kdy se molekuly vody zakladniho elektrolytu ptitomného
v kfemenné kapilafe pohybuji k zaporn¢ nabité elektrodé. [1]

Arne Tiselius ziskal v roce 1948 Nobelovu cenu za své experimenty s vyuzitim
metody elektroforézy. Velky prulom v kapilarni elektroforéze udélal Jorgenson a spol.,
kteti zavedli do analytické praxe kiemenné kapilary. [2]

V soucasné dobé existuje ne€kolik typt elektromigracnich separacnich metod.
Funguji na principu elektroforézy ¢i jeji kombinace s elektroosmozou, eventuelné
S jevy, vyuzivanymi v kapalinové chromatografii.

Mezi kapilarni elektromigra¢ni separa¢ni metody patii [1] :

Kapilarni zonova elektroforéza

Kapilarni gelova elektroforéza

Kapilarni izotachoforéza

Micelarni elektrokinetick4 kapilarni chromatografie
Kapilarni isoelektricka fokusace

Kapilarni elektrochromatografie

Elektroforéza v nevodném prostiedi



Elektroforéza

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

Mame-li vtomto elektrickém poli smés iontl, budou kationty (Castice
s kladnym nabojem) piisobenim elektroforézy putovat ke katod¢ (zaporna elektroda) a
anionty (Castice se zapornym nabojem) k anodé (kladna elektroda). Neutralni ¢astice se
vlivem elektrického pole sice pohybovat nebudou, ale budou pohanény
elektroosmotickym tokem. Cim vét§i naboj Gastice bude mit, tim bude jeji
elektroforeticka pohyblivost rychlejsi, ¢im vétsi bude velikost castic, tim jeji

pohyblivost bude mensi, jelikoZ bude muset ptekonavat vétsi odpor prostiedi. [3]

Elektroosmoticky tok

Elektroosmoticky tok neboli elektroosméza (EOF) je jedna z hybnych sil
kapilarni elektroforézy. Pii dostatetné¢ vysokém pH zakladniho elektrolytu dochéazi k
ionizaci silanolovych skupin na vnitini stran¢ kfemenné kapilary. Tim ziskava tato sténa
negativni naboj. [3]

Na negativné nabitou vnitini sténu kapilary se vazou kationty z elektrolytu a
spoleéné vytvari fixni vrstvu. Kationty vyskytujici se ve vét§i vzdalenosti od
silanolovych skupin se na sténu kapilairy nemohou navazat. Vytvareji tzv. mobilni
vrstvu; ta putuje ke katod¢ a vyvola tak tok celého roztoku (EOF) ptitomného v
kapilafe. Mezi fixni a mobilni vrstvou vSak vznikd ¢asem nerovnovaha a ta se vyjadii
jako zeta potencial C. [3]

Rychlost EOF lze pak diky zeta potencidlu vyjadfit takto:

Heor = €CE/4mm

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

elektrického pole a n charakterizuje viskozitu elektrolytu. [1]
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Anoda Katoda
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1. - vnitini sténa Kapiliry
2. - fixni vrstva
3. - mobilni vrstva

Obrazek 1.: Princip elektroosmotického toku

Na EOF maji vliv nasledujici faktory, kterymi mlZeme vlastnosti

elektroosmotického toku upravovat [3,5,6].:

Instrumentalni parametry:

Aplikované napéti

Cim je vyssi napéti, tim je vyssi i rychlost EOF a vlastni migrace analytl, nasledkem
toho se celkova doba analyzy zkracuje. Nevyhodou zvySovani napéti je i pfimo umeérné
zvySovani intenzity proudu. Vznika tak Joulovo teplo, které zhorSuje vysledky analyzy
(moznost tepelného rozkladu vzorku, rozSifeni pikii a Spatna reprodukovatelnost

migracnich Casl).

Teplota

S rastem teploty klesa viskozita elektrolytu, tudiz se ve vysledku zvysi rychlost EOF a
celkové separace. Teplota ma vliv i na dielektrickou konstantu, ale vliv na viskozitu je

mnohem dlileZité&;si.
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Parametry elektrolytu:

pH

S rostoucim pH se zvySuje rychlost EOF a migrace analytt, diky tomu se celkova doba
analyzy zkracuje. Pokud je vSak pH niZ8i nez 2, nedochazi ke vzniku EOF, jelikoz je
vnitini povrch kapilary zcela protonizovan. Zména pH ovliviiuje jak EOF, tak i
pohyblivost iontd, proto je velmi dilezitym parametrem, jenZ je obvykle optimalizovan

pro dosazeni separace analyttl.

Koncentrace elektrolytu a iontova sila

Cim je koncentrace elektrolytu vyssi, tim vice se snizuje zeta potencial a nasledné EOF.
Vysoka iontova sila mize vyvolat zvySeni intenzity proudu a nadmérny rust Joulova
tepla. VyhodnéjSi jsou nizs$i koncentrace elektrolytu, ale nesmi negativné ovlivnit

separaci (hrozi asymetrie a rozsiteni pikti nebo nestabilita elektrického pole).

Organicka rozpoustédla

Organicka rozpoustédla vétSinou snizuji EOF, zalezi ovSem na mnozstvi a typu
pridavaného rozpoustédla. Maji vliv na n¢kolik faktori separace (viskozita, zeta
potencial, rozpustnost a ionizace analytli), proto je obtizné spolehlivé piedpovédét

vysledek separace po pridani téchto rozpoustédel.

Povrchove aktivni latky

Adsorbuji se na sténu kapilary diky existenci hydrofobnich ¢i hydrofilnich interakci.
Anionické tenzidy zrychluji EOF, kationické latky zpomaluji ¢i obraceji EOF.

Neutralni hydrofobni polymery

Adsorbuji se na sténu kapilary pomoci hydrofobnich vazeb, dochazi tak ke zméné

povrchového naboje stény kapilary a zvySeni viskozity. Ve vysledku je zpomalen EOF.
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Elektroforeticka pohyblivost

Elektroforetickd pohyblivost je rychlost pohybu nabité Céstice v elektrickém
poli. Je ziejmé, ze béhem separace rychleji migruji ionty, které maji pohyblivost vétsi.
Castice s mensi pohyblivosti se zpozd'uji a tim dochazi k jejich oddéleni od iontt
S vyssi pohyblivosti. Na ionty pasobi dvé sily a to elektrickd sila a odpor viskézniho
prostiedi, ktery jejich rychlost brzdi. [2]

Pohyblivost se d& ovliviiovat riznymi faktory, z nichz dulezitym je pH. pH
ovlivituje napiiklad iontovou formu slabych kyselin ¢i zasad. Zménou pH mizeme
ovliviiovat jejich migraci a naslednou separaci. [2]

Rychlost tohoto pohybu ¢astic zavisi na jejich poméru ndboj/hmotnost, jak je

nazorné uvedeno na obrazku €. 2.

Anoda Katoda

¥ @@@@@\@@H

I

Obrazek 2.: Princip pohyblivosti nabitych iontt v el. poli

Vztah pro vypocet rychlosti elektroforetického pohybu se da vyjadfit

nasledujicim vzorcem:

Ve = (Q/6 mr).(V/L)

kde Ve je rychlost elektroforetického pohybu, Q je naboj rozpusténé latky, n je
viskozita elektrolytu, r charakterizuje velikost molekuly, V je vlozené napéti a L je
celkova délka kapilary. [6]

Jelikoz elektroforetickou pohyblivost nelze pfimo experimentdlné zjistit, byl
zaveden parametr migracni Cas. Ten lze experimentdlné zjistit piimo a znéj lze
vypocitat elektroforetickou pohyblivost. Mezi dalsi separacni parametry patii uc¢innost,

selektivita a rozliSeni. Tyto parametry jsou ovlivnény riiznymi instrumentalnimi
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parametry, jako napi. délkou kapilary, vloZzenym napénim, EOF a samotnou
elektroforetickou pohyblivosti. Zde je uveden piehled zminénych separacnich

parametru. [2,6]

Migracni cas
Je Cas, ktery latka potiebuje k pohybu z mista nastfiku do mista, kde je vloZena detekéni
cela. Tato vzdalenost se nazyva efektivni délka kapilary. Takze ¢im je EOF rychlejsi a

kapilara krat$i, tim kratSi bude migracni cas.

Ucinnost
Je podobné jako u chromatografickych metod vyjadiena poétem teoretickych pater. Cim

jsou piky uzsi a migracni ¢as vys$si, tim je 1 vyS$i icinnost.

Rozliseni

Je velmi dulezity separacni parametr. Informuje nas o tom, zdali jsou analyty od sebe
dobfe separovany, ¢i nikoliv. Definuje se pomoci migracnich ¢asti dvou sousednich
analytii a Sifky jejich pikda.

Typy elektroforetickych separa¢nich metod.

e Kapilarni izotachoforéza

Pti izotachoforéze se na rozdil od elektroforézy uzivaji elektrolyty dva.
Elektrolyt vedouci (v katodovém prostoru nebo naopak) a elektrolyt koncovy (v
anodovém prostoru ¢i naopak). Vedouci elektrolyt obsahuje ion, jenz ma vétsi
elektroforetickou pohyblivost, nez vSechny analyty ve vzorku. Koncovy elektrolyt
obsahuje hlavné koncovy ion, ktery ma tuto pohyblivost nejmens$i. Po zavedeni
stejnosmérného proudu, vzristd intenzita elektrického pole od iontu vedouciho az
K iontu koncovému. Jednotlivé zony analytti se dotykaji, rozhrani mezi sousednimi
zOénami je ostré v dasledku existence samozaostiujiciho efektu. Po dosazeni
rovnovazného stavu zony putuji stejnou rychlosti. Dochazi soucasné i
k zakoncentrovani analyti, coz je velmi vyhodné a této vlastnosti izotachoforézy se

V praxi ¢asto vyuziva. Ve vSech zonach jsou obsazZeny i protiionty, z divodu zachovani
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jejich elektroneutrality. Dochazi ale pouze k separaci slozek, které migruji jednim
smérem, nelze tudiz zéroven stanovit anionty a kationty, ale pouze jen jednu skupinu

z nich. [1,2]

o Kapilarni gelova elektroforéza

Princip separace latek je na zakladé jejich pohyblivost v gelu (nejcastéji
polyakrylamidovy a agarosovy), ktery se nachazi v kapilare. Diky vlastnostem gelu zde
nevznika elektroosmoticky tok a proto, podobné jako u izotachoforézy, migruje k
detektoru pouze jeden druh iontti (kationty ¢i anionty). Gel zvySuje rozdily jednotlivych
elektroforetickych pohyblivosti a to hlavné vétSich molekul, které diky svym tvarim a
velikostem razné migruji gelovymi pory. Kapilarni gelova elektroforéza se vyuziva
zejména pro velké ionty, jakymi jsou sacharidy, peptidy, bilkoviny, tseky DNA a RNA.

V soucasné dob¢ je to v praxi nejpouzivanéjsi elektroforeticka metoda. [3,7]

e Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie (MEKC)

Je to metoda, kterd& kombinaci mechanismii elektroforetickych a
chromatografickych metod dovoluje stanovovat i neutralni molekuly. Pracovni
elektrolyt obsahuje ionogenni smacedlo (tenzid) v takové koncentraci, aby mohly
vzniknout micely (koncentrace tenzidu v zakladnim elektrolytu musi byt vys$i, nez
kriticka micelarni koncentrace). Molekuly jsou v micelach uspofadany tak, Ze
hydrofobni ¢ast tvofi jadro a hydrofilni ¢ast je na povrchu micely. Idedlni pH
elektrolytu je v rozmezi neutrdlniho az zasaditého pH. Je to z toho divodu, aby byl EOF
vyrazny. Nejcastéji pouzivanym tenzidem je dodecylsiran sodny (SDS), ktery se fadi
mezi anionogenni tenzidy. Dale do této skupiny patii napt. Zlucové kyseliny a jejich
soli. Jako kationogenni tenzidy se v MEKC pouzivaji kvartérni amoniové soli. Pokud
bychom chtéli snizit migracni rychlost micel, Ize pouzit i neionogenni tenzidy. Zalezi
tedy na lipofilité analytu a z toho plynouci interakci analytu s micelami. Nejcastéji
migrace probihd nasledné. Nejdiive se detekuje EOF, posléze molekuly, které jen
Castecné interaguji s micelami (zéalezi na jejich lipofilit¢ a naboji) a jako posledni
migruji samotné micely. Cas mezi migraci EOF a samotnych micel se nazyva retenéni
okno. Analyticky systém, ktery se u micelarni elektrokinetické kapilarni chromatografie
pouzivé, je shodny se systémem kapildrni zoénové elektroforézy. Tato metoda neni
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vhodna k analyze pfili§ velkych molekul (bilkoviny). Uziva se vSak pro separaci
riznych typt analytti, naptiklad u neionogennich solutli, pesticidl, aminokyselin...
[2,3]

e Kapilarni isoelektricka fokusace

Je to elektroforetickd metoda, kterd se uzivd pro stanoveni molekul
s amfolytickym charakterem (proteinii, aminokyselin), které mohou obsahovat soucasné
jak kladny, tak zaporny naboj. Na migraci téchto sloucenin se podili elektroforeticka
pohyblivost 1 gradient pH prostiedi. Kapildra obsahuje pufr s pH gradientem, ktery se
béhem separace neméni. Jakmile se izoelektricky bod vyrovna pH gradientu pufru,
stane se analyt navenek nenabitou molekulou a pfestane tak migrovat. Pfi této
rovnovaze dochazi i k zakoncentrovani analytu. Po ukonceni separa¢niho procesu se
analyty posunou k detektoru obvykle pusobenim hydrodynamického tlaku. Pro lepsi
pribéh fokusace se upravuje vnitfni sténa kapildry, naptiklad jejim pokrytim
polyakrylamidem ¢i methylceluldzou. Zabrani se naruseni migra¢niho procesu

elektroosmotickym tokem. [2,3]

e Kapilarni elektrochromatografie

Je dalsi nadéjnd a rychle se rozvijejici metoda, kterd kombinuje separacni
mechanismus kapilarni elektroforézy a vysoce u¢inné kapalinové chromatografie. Jsou
zde pouzivany kapilarni kolony naplihové kolony nebo kapilary, ve kterych je
stacionarni faze fixovana na vnitfnim povrchu kapilary. Pohyb elektrolytu v kapilafe je
aktivovan elektrickym polem a néslednym vznikem EOF. Je to vysoce u¢inna a
jednoduchd metoda. Analyty jsou od sebe odd€leny na zdkladé rozdilnych interakci
mezi stacionarni a mobilni fazi. Ionizované latky se pohybuji i na zaklad¢ jejich vlastni
elektroforetické pohyblivosti. Diky konstantni rychlosti pohybu elektrolytu v celém
prufezu kapilary se zony analyti béhem separace prakticky nerozmyvaji a je tak
zajiténa vyssi separacni ucinnost ve srovnani s HPLC. Kapilarni elektrochromatografie
neni vhodn4 pro analyzu vzorkl, které by se mohly adsorbovat na sténu kapilary

(proteiny a jiné makromolekuly). [1,3]
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o FElektroforéza v nevodnem prostredi

Jednd se o typ elektroforetické metody, ktery je podobny kapildrni zénové
elektroforéze. Umoziuje navic separaci obtizné¢ separovatelnych latek, které jsou
nerozpustné ve vodném prostiedi — malo polarnich latek. Patii sem ncktera léciva,
napiiklad beta blokatory ¢i antidiabetika. Béhem poslednich let vyznam této metody
roste, ale nadale je jeji uziti v praxi minoritni. Jako elektrolyt se ¢asto vyuziva kyselina
octova, ¢i mraven¢i a to hlavné pii separaci bazickych analyti. Mezi nejcastéji
pouzivana rozpoustédla patii methanol, ethanol ¢i acetonitril nebo jejich smési.
Rozpoustédla vSak musi byt kompatibilni s materidlem kapilary a detektorem. Tato
rozpousStédla maji vysokou tékavost a nizké povrchové napéti, proto je idedlni
kombinace tohoto typu elektroforézy s MS detekci (snadné odpareni rozpoustédla), lze

ji v8ak vyuzit i ve spojeni s UV detektorem. [8,9]

2.1.2. Princip kapilarni zonové elektroforézy

Tato metoda se fadi mezi vyznamné a v praxi ¢asto aplikované elektromigracni
metody. Diky ni mohou byt analyzovany vzorky rizného ptvodu, napt. aminokyseliny,
peptidy, razné proteiny, nukleotidy, I1é¢iva a slozky télnich tekutin, potravin a jinych
prumyslovych latek. Umoziuje separaci kationtti i anionti béhem jednoho méfeni.
Funguje na principu kapilarni elektroforézy a i zde se uplatiiuji vySe zminéné jevy,
elektroosmoza a elektroforeticka pohyblivost. [2]

Separacni prostfedi tvoii kapilara obsahujici elektrolyt. Kapilara je vlozena
jednim koncem do vstupni vialky (nadobky) s elektrolytem a druhym koncem do
vystupni vialky, obsahujici stejny elektrolyt. V téchto nddobkéch jsou zaroven umistény

i elektrody, které jsou zapojeny ke zdroji vysokého napéti.
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Obrazek 3.: Instrumentélni uspofadani pro CZE

Po néstiiku vzorku a vlozZeni stejnosmérného napéti zacne probihat separace.
Pfi pruchodu zony analytu detekéni celou poskytne detektor signal amérny koncentraci
analytu. Tento signal je zaznamenan a vyhodnocen pocitatem s vyuzitim vhodného
programu. Nejéastéji se provadi on-line detekce tzn., Ze signal je ziskavan pii pruchodu
zony analytu detekénim oknem piimo v kapilafe. Uziti derivatizace je méné Casté. Mezi
nejpouzivanéj$i typy detekce patii spektrofotometricka UV detekce, fluorescence
indukovana  laserem, hmotové spektrometrickd detekce, amperometrie a

konduktometrie. [2]
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Obrazek 4.: Klasicka separace metodou CZE
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Jelikoz samotné kiemenné kapildry jsou velmi kiehké, pro zvySeni jejich
odolnosti a zlepSeni pruznosti Se potahuji polymerem. Separacni kapilara musi byt
umisténa V dostatecné teplotné stabilnim prostedi, jelikoz i mensi vykyvy teploty
mohou nepfiznivé ovlivnit vysledky analyzy. Mezi nejcastéjsi zpisoby davkovani
vzorku patii davkovani elektrokinetické a hydrodynamické. U elektrokinetického
davkovani se potfebné mnozstvi vzorku dostane do kapilary diky vlozeni napéti, které je
vétsinou niz$i, neZ napéti potiebné k separaci. Castdji se vsak uziva davkovani

hydrodynamické, které se uskuteciiuje pomoci tlaku ¢i vakua. [2,3,4]

2.1.3. Uziti cyklodextrinii

Cyklodextriny jsou cyklické dextriny (oligosacharidy), které se skladaji z 6-8
molekul a-1,4-D-glukopyranosovych jednotek. Vznikaji enzymatickou degradaci
Skrobu glukosyltransferasami bakteridlniho pivodu (Bacilus macerans). Poprvé byly
izolovany a popsany v roce 1891 A. Villiersem. Dalsich ptiblizn¢ 40 let trvalo, nez byla
popsana jejich ptfesna struktura. Cyklodextriny tvofi duty valec, jehoZ jadro se sklada
Z hydrofobnich molekul a na jeho obvodu jsou pfitomny hydroxylové skupiny. Maji
nizkou toxicitu a schopnost vytvaret s lipofilnimi molekulami riizné komplexy. Diky
této vlastnosti jsou velmi Casto uzivany v praxi v raznych oblastech (kosmetickém,
farmaceutickém, potravinarském, chemickém primyslu, supramolekuldrni chemii a
Vv oblasti zivotniho prostiedi). Pro zlepSeni komplexotvornych i katalytickych vlastnosti

a jejich rozpustnosti jsou piirodni cyklodextriny rizn¢ chemicky upravovany. [2,10,11]
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Obrazek 5.: Struktura cyklodextrini [10]
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Obrazek 6.: Prostorové uspotadani y-cyklodextrinu [10]

Jelikoz hydroxylové skupiny na povrchu jsou chiralni, vytvaii cyklodextriny s
chiralnimi analyty komplexy liSici se stabilitou a to umoziuje jejich separaci. Dulezitou
jejich schopnosti je tvofit inkluzni komplexy — do cyklodextrinové kavity (hostitel) je
okludovana organicka ¢i anorganickd molekula (host). Jejich vhodnou tupravou lze
zlepsit jejich fyzikalné-chemické vlastnosti. Inkluzni komplexy nativnich cyklodextrina
a nepolarnich latek jsou zpravidla ve vodé¢ malo rozpustné, zatimco
hydroxyalkylderivaty cyklodextrinii tvoii ve vod¢ dobfe rozpustné komplexy 1 s
parafiny. V soucasnosti jsou ve farmaceutickém pramyslu bézné vyuzivany inkluzni
komplexy nativnich cyklodextrini s fadou lé¢iv pro zlepSeni jejich biodostupnosti.
[2,11]

2.2. Metody detekce

2.2.1. Detekce uzivané u CZE

Jelikoz primér separaéni kapilary je relativné maly a analyty jsou do ni
nastfikovany ve velmi malém mnoZstvi, je potieba, aby detektory byly velmi citlivé.
Nejbéznéjsi detekce je tzv. on-line (detekuje analyt ptimo v kapilafe). Uziti derivatizace

Nejcastéji uzivanou a univerzalni detekéni metodou v kapilarni elektroforéze je
UV-VIS detekce (absorpce elektromagnetického zafeni v rozmezi od 200-800nm).
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Vétsina stanovovanych latek biologického ptivodu absorbuje UV-VIS zafeni a je proto
touto metodou dobie detekovatelnd. Samotna UV detekce mize byt piima ¢i neptima.
Piima — analyty absorbuji UV zafeni. Nepiima — analyty neabsorbuji UV zafeni a je
tteba, aby pracovni elektrolyt obsahoval ion, ktery v UV oblasti absorbuje. Zaznam
detekce (elektroforegram) vyjadiuje zavislost absorbance pii dané vinové délce na case.
[2,12]

V soucasné dob¢ je jiz vétsSina komeréné dostupnych ptistrojii vybavena diode-
array detekci (DAD). Polychromaticky paprsek svétla je po prichodu kapilarou
rozlozen na jednotlivé pasy. Kazdy tento pads je detekovan jednou fotodiodou.
Vysledkem analyzy je trojrozmérny elektroforegram. [2]

Mezi dal$i casto uzivané detekce patii napt. detekce zalozend na laserem
indukované fluorescenci (LIF), hmotnostni spektrometrii, amperometrii, refraktometrii
¢1 detekce vodivostni, o které bude pojednano v nasledujici kapitole.

LIF patii mezi necitlivéjsi metody detekce v CZE. VétSina stanovovanych latek
vSak neobsahuje fluorofor, proto je potieba je jesté pied analyzou derivatizovat
fluorescen¢nimi ¢inidly (fluoreskamin, dansylchlorid...) Stanovované latky lze stanovit
1 neptimo na podobném principu jako u UV detekce. Nevyhodou této metody je jeji
finan¢ni nakladnost. [2]

Hmotnostni spektrofotometric (MS) studuje ionty v plynném stavu. Vyuziva
separace iontd podle poméru jejich hmotnosti anaboji (m/z) a méfi jednotlivé
separované ionty. Je to metoda destruk¢ni, kterd vSak nabizi strukturni informace.
Nejveétsi vyznam ma ionizace elektrosprayem. Vyhodné je jeji uziti s elektroforézou

V nevodném prostiedi. [2,13]

Tabulka 1.: Pfehled nejéastéjsich detekénich metod v CZE [4]

Druh detekce Hmotnostni det. limit (mol) Koncentraéni det. limit (mol/l)
UV-VIS 10 -10™° 10°-10°
Vodivost 10 -107° 10"-10°
Fluorescence 10" - 10" 107 - 107
LIF 10" -10% 10™ 107
Amperometrie 10%-10" 1010
MS 10" —10™" 10°-10"
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Neptima UV,
fluorescence a potiteba 10 — 100 vyssi koncentrace analytu nez u ptimé metody

amperometrie

2.2.1. Bezkontaktni vodivostni detekce

Prvni zminky o bezkontaktni vodivostni detekci (CCD) jsou znamé od roku
1950, kdy byla pouzita pii titraénich analyzach. Prvni zminky wuziti CCD u
elektromigracnich metod se datuji k roku 1980 a to jako detektor u izotachoforézy. Je to
univerzalni metoda pro CE, atraktivni obzVIast’ pro anorganické a organické ionty, které
jsou Spatné¢ meétitelné optickymi detekénimi metodami. Nabizi tak vhodnéjSi variantu
volby detektoru, oproti uziti rozsahlych neptfimych derivatizaci ¢i pouziti drahé MS
detekce. Vyuziva se napt. pii analyzach potravin, nebo i pii analyzach chiralnich latek,
jelikoz je schopna analyzovat enantiomery. Svou jednoduchosti a malymi rozméry je
idedlIni pro prenosnou polni instrumentaci. Hoffmann a spolecnici pied par lety ohlasili
pouziti miniaturniho nastroje, ktery je zaloZen na principu na lab-on-a-chip zatfizeni. V
CE se tento detektor uziva piiblizn¢ 15let, ale vyuziti tohoto detektoru diky jeho
vyhoddm rok od roku roste. Detektor tvofi dvé za sebou umisténé elektrody, které
obklopuji kapilaru. Tyto elektrody nejsou v piimém kontaktu s elektrolytem. Mezera
mezi nimi vytvaii detekéni celu. St¥idavy proud pifivadény na excitaéni elektrodu
prochdzi detekéni celou a je sniman na sbérné elektrodé. Nasledné je veden do
zesilovace a zméfen. Zmena obsahu cely se projevi zménou vodivosti, ktera se projevi
zménou proudu. Z rovnice I = G.U plyne, Ze pokud bude vlozené napéti konstantni, tak
méfenim proudu I miZeme zjistit zmény vodivosti G. Celkova schopnost analyzy
detektoru zavisi na rozdilnych vodivostech analytu a zdkladniho elektrolytu, jehoz

vybér je pro CE velmi zasadni. Vyhodou je vysoka citlivost detekce a to az 107-10°

mol/l. [14,15,16]
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Obrazek 7.: Schéma uspotadani bezkontaktniho vodivostniho detektoru

Ackoli vyhod k uziti CCD detektoru je jednozna¢né vice neZ nevyhod, nesmi

byt nevyhody opomijeny.

Tabulka 2.: Vyhody a nevyhody bezkontaktni vodivostni detekce [16]

vyhody nevyhody

o teplotni citlivost, kterd mize vést
minimalni udrzba ' o
K nestabilni zakladni linii

nizké naklady prilezitostné artefakty

' nelze pouzit ptisady, které¢ maji vysoky
snadnd a jednoducha obsluha
naboj (sulfatované cyklodextriny)

o absorpce CO; z ovzdusi snizi pH a ovlivni
kompatibilita s CE
zakladni linii

citliva na iontové kontaminace (zmény ve
komer¢né dostupna sloZeni pufru zpiisobené vysokym napétim

elektrod pouzitych pro elektrolyzu)

malé rozméry

piesnost

nizké pozadavky na vykon

vysoce citliva u pfimé detekce

vhodna 1 pro IC, HPLC a FIA

Kapilarni elektroforéza v kombinaci s detektorem CCD nabizi moznost

stanoveni sloucenin, které neobsahuji chromofory a to bez pouziti derivatizace. Mezi
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tyto slouceniny se fadi i analyty pankuronium a vekuronium, kterymi se zabyva tato

diplomova préce.

2.3. Pankuronium a VVekuronium

2.3.1. Zakladni udaje o analytech

Pancuronii bromidum (PMB) — 1,1-/3a,17p-bis(acetoxy)-5a-androstan-24-
16f-diyl]bis(1-methylpiperidin-1-ium)-dibromid — je bily, Zlutobily ¢i svétle rGzovy
krystalicky hygroskopicky prasek. Je velmi snadno rozpustny ¢i snadno rozpustny ve
vodé¢, velmi snadno rozpustny v dichlormethanu a snadno rozpustny v 96 % etanolu.
Patii mezi separanda. [5]

Vecuronii bromidum (VMB) — 1-/3a,17p-diacetoxy-2p-(piperidin-1-yl)-5a-
androstan-/6$-yl]-1-methylpiperidin-1-ium-bromid — jsou bilé, ¢i téméft bilé krystaly ¢i
krystalicky prasek. Je téZce rozpustny ve vod¢, snadno rozpustny v dichlormethanu,
mirné rozpustny v acetonitrilu a v bezvodém etanolu. Patii mezi venena. [5]

Pankuronium a vekuronium jsou kvartérni amoniové soli. LiSi se poctem

kvartérnich dusikli, pankuronium obsahuje 2 kvartérni dusiky, vekuronium pouze jeden,

coz je zakladni pfedpoklad pro jejich separaci.

Obrazek 8.: Struktura pankuronium bromidu (A) a vekuronium bromidu (B)
Radi se mezi nedepolarizujici, kompetitivni, periferni myorelaxancia se

steroidni strukturou (androstanovy skelet). PMB je hlavni G¢innou latkou ptipravku

Pavulon. Pavulon je u nas jediny registrovany ptipravek dostupny na ¢eském trhu.
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VMB je hlavni u¢innou latku piipravku Norcuron, ktery je u nas opét jediny

registrovany ptipravek, ktery je dostupny na c¢eském trhu.

2.3.2. Farmakologické vlastnosti analytl

Mechanismus u¢inku kompetitivnich nedepolarizujicich myorelaxancii je
V obsazovani postsynaptickych nikotinovych receptori. Jsou to kompetitivni
antagonisté acetylcholinu, zabranuji tak jeho ptisobeni na vzniku akéniho potencialu
svalové bunky a jeji nasledné kontrakci. Na hladké svalstvo ovSem nepiisobi. Dale
plsobi na zirné buiiky a proto tak mohou ovliviiovat uvoliiovani histaminu, ktery pak
muze zpusobit bronchospasmus, ¢i pruritus. Prikladem takového myorelaxancia
piirodniho pivodu je tubokurarin (Kurare — Sipovy jed jihoamerickych Indiant
obsahujici alkaloidy zrostlin druhu Strychnos a Chondodendron). Uginky
nedepolarizujcich myorelaxancii mohou byt ukonfeny podanim inhibitori
acetylcholinesterdzy (antidotum — neostigmin, pyridostigmin), kdy nahromadéni
endogenniho acetylcholinu vytésni myorelaxancium z vazby na receptor. Jako
antidotum se nové pouziva i sugammadex (modifikovany cyklodextrin) pod nazvem
Bridion. Tento cyklodextrin tvofi s rokuroniem nejsilnéji vazany komplex, ktery je
Vv souCasnosti znam. Selektivné vyvaze myorelaxancium zvazby na receptor
nervosvalové ploténky a ukonc¢i Gc¢inek aminosteroidnich myorelaxancii rokuronia a
vekuronia. Vznikly neu¢inny hydrofilni komplex je eliminovan ledvinami. [11,17,18]

Pankuronium ma asi 5x silngj$i ucinek nez tubokurarin. Velmi vzacné vSak
snizuje krevni tlak a uvolnuje histamin. Jeho ucinek nastupuje rychleji a trva piiblizné
stejné dlouho, jako u tubokurarinu (40-60 min). VyluCuje se ledvinami a nemél by se
podévat u pacientl, ktefi trpi poruchami srdec¢niho rytmu, nebo ktefi maji rendlni
insuficienci. Podava se intraven6zné. Steroidni skelet nema Zadnou hormonalni aktivitu.
Vekuronium se od pankuronia li§i v poctu kvartérnich dusikd. Tento rozdil ovliviiuje
hlavné farmakokinetiku. Uginek vekuronia nastupuje rychleji, je o n&co silng&jsi a asi o
polovinu doby kratsi. (20-30min). Farmakodynamika vekuronia je stejna. [17,18]

Pavulon a Norcuron jsou indikovany pii celkové anestezii K usnadnéni
trachedlni intubace a k navozeni relaxace kosterniho svalstva v pribéhu chirurgickych
zakrok stfedniho a delSiho trvani. Davkovani Pavulonu a Norcuronu je rizné, zalezi na
typu zakroku a na pacientovi. Musi vsak byt podavan pod dohledem zkuSeného

anesteziologa. Kontraindikace a nezadouci ucinky jsou podobné: alergickd az
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anafylakticka reakce, anafylakticky Sok, myopatie, miéza, hypotenze, tachykardie,

bronchospasmus, atd... [17,18]

2.3.3. Publikované metody stanoveni myorelaxancii

V Ceském I¢kopisu 2009 je metoda pro stanoveni obsahu PMB a VMB
uvedena ve 3. dile. Jedna se o nevodnou acidimetrickou titraci.

Pro PMB se uvadi: 0,200g se rozpusti, je-li potiecba zahiatim, v 50ml
acetanhydridu R a titruje se kyselinou chloristou 0,1mol/l VS za potenciometrické
indikace bodu ekvivalence. Kdy 1ml kyseliny chloristé 0,1 mol/l VS odpovida 36,63mg
CssHgoBraN2Os. [5]

Pro VMB se uvadi: 0,450g se rozpusti v 50ml kyseliny octové ledové R a
titruje se kyselinou chloristou 0,Imol/l VS za potenciometrické indikace bodu
ekvivalence. Kdy 1ml kyseliny chloristé 0,1mol/l VS odpovida 63,8mg C34Hs7BrN,O,.
[5]

Je jen velmi malo literarnich zdroji, které by se zabyvaly metodami
stanovovani pankuronia, vekuronia ¢i jinych myorelaxancii Vv 1éCivech. Napiiklad
analyticka metoda pro stanoveni vekuronia v lé¢ivech zatim nebyla dosud zvetejnéna.
Co se tyka stanoveni pankuronia v lé¢ivech, byly pouzity metody HPLC s UV detekci.
Dosud publikované prace se zabyvaji spiSe stanovenim definovanych necistot
pankuronia, nez stanovenim pankuronia jako hlavni uc¢inné latky. V Evropském
I€kopisu se nejCastéji pouziva ke zkousce na piibuzné latky budto tenkovrstva
chromatografie (PMB), ¢i HPLC-UV (VMB). [5]
v8ak Casto zneuZity pti sebevrazdach. Proto bylo vyvinuto vice metod pro stanoveni
téchto analytti v plazme, moci a jinych télnich tekutinach. Metodou prvni volby diky
své citlivosti, selektivité a rychlosti je metoda LC-MS. Dalsi praci bylo napf. stanoveni
pankuronia a jeho rozkladného produktu v krvi u mrtvého pacienta opét pomoci LC-
ESI-MS. Zabyva se tak stanovenim pankuronia, vekuronia a né¢kterych jejich metabolitii
Vv lidském séru. [19,20]

Jinou moznosti je vyuziti HPLC s detekci amperometrickou ¢i coulometrickou
pfi stanoveni nedepolarizujiciho myorelaxancia a jeho dvou derivati. Tato metoda je

opét rychla, pfesna a citlivd. Diky elektrochemické detekci bylo mozno stanovit
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necistoty konkrétniho myorelaxancia pfi velmi nizkych koncentracich; ve vysledku byla
detekce coulometricka jesté citlivéjsi, nez amperometricka. [21]

Prace zpocatku 90.tych let se zabyvala stanovenim vekuronia a jeho
metabolitt v lidské plazmé pomoci HPLC a elektrochemické detekce. Diky jeji
citlivosti a reprodukovatelnosti, byla uspésné¢ pouzita ke studiu farmakokinetiky
vekuronia u pacientii. [22]

Starsi zpravy informuji o stanovovani vekuronia v plazmé pomoci HPLC a
flourimetrického detektoru. Tato metoda se da rovnéz pouzit pifi stanovovani hladin
vekuronia a jeho metabolitt v jinych biologickych médiich (jaterni ¢i ledvinové tkani,
moci, zluéi). [23]

Dalsi star$i metoda byla vyvinuta pro kvantifikaci pankuronia, vekuronia a
pipekuronia a jejich urCitych metaboliti v moc¢i, zlu¢i ¢&i plazmé. U studia
farmakokinetiky téchto analytti u zdravych osob a u pacienti s poruchou jaterni ¢i
ledvinové funkce. Uziva se zde plynové chromatografie s detektorem selektivnim na

slou¢eniny, obsahujici dusikovy atom. [24]
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3. Experimentalni ¢ast
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3.1. Pristroje a pomicky

Vsechna méfeni byla provadéna s elektroforetickym systémem PrinCE 650
(PrinCE Technologies B. V., Nizozemsko), ktery byl vybaven bezkontaktnim
vodivostnim detektorem TraceDec® (Innovative Sensor Technologies GmbH,
Strasshof, Rakousko). Ovladani celého elektroforetického systému i analyzatoru bylo
zajisténo programem WinPrinCE, ktery byl integrovan v systému DAx (software pro
ziskavani a analyzu dat). Analyzy probihaly v kifemennych kapilarach o vnitinim
pruméru 50 pm, celkové délky 75 cm a efektivni délky 45 cm, Sarze: AABTO5SA
(Composite Metal Services, Ltd., The Chase, Hallow, Worcester, UK). K méfeni
hodnoty pH elektrolyti a dal$ich roztokt byl pouzit pH metr PHM 220 (Radiometer,
Francie) s PHC 2401-8 kombinovanou sklenénou elektrodou, ktera byla kalibrovana na
standardni Radiometer pufry. K odplynovani roztoki byl pouzit ultrazvuk Sonorex
Digitec (Bandelin, Némecko). K piefiltrovani standardnich roztokd, i1 roztokd
elektrolytu byly pouzity 0,45 um nylonové filtry (Tecknokroma, Barcelona, Spanélsko).
K pfipravé roztoki byly pouzity pipety (Brand) s rozsahy 10-100 ul, 100-1000 pl, 1-10
ml, 0,5-5 ml.

3.2. Chemikalie a roztoky

3.2.1. Chemikalie

e Pankuronium bromid p.a. a vekuronium bromid p.a. - Lunarsun Pharmaceutical
Co., LTD (Bejing, China),

e MES 99% - Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika)

e TRIS 99% - Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika)

e ACES 99% - Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika)

e HEPES 99% - Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika)

e TAPSO 99%- Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika)

e (2-hydroxypropyl)-B-cyclodextrin (HP-B-CD) p.a., Sigma-Aldrich (Praha, Ceska
republika),

e ACN 99,9%- Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika)

e MeOH 99,9%- Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika)

e Imidazol 99,5%- Fluka Chemie GmbH, (Némecko)
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e a- cyklodextrin, (a- CD) 98% - Fluka Chemie GmbH, (Némecko)

e [-, y- cyclodextrin (a-, B-, y-CD) 99% - Fluka Chemie GmbH, (Némecko)

e (2-hydroxypropyl)-y-cyclodextrin (HP-y-CD) p.a— Fluka Chemie GmbH,
(Némecko)

e Chlorid sodny p.a.- Lachema (Brno, Ceské republika)

e Fenyltrimethylamonium jodid 99% - Lachema (Brno, Ceska republika)

e Tetramethylamonium jodid 99% - Lachema (Brno, Ceska republika)

e Tetrabutylamonium jodid 99%- Lachema (Brno, Ceské republika)

e Tetraethylamonium jodid 98%- Lachema (Brno, Ceska republika)

e NaOH p.a.- Lachema (Brno, Ceska republika)

e Pavulon inj. a Norcuron inj. - N. V. Organon, Oss (Nizozemsko)

e Kyselina octova 99%,- Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika)

e Kiyselina borita p.a.- Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika)

e Kyselina fosfore¢na 85% — Merck (Darmstadt, Némecko)

e Kyselina mravenéi p.a.— Penta (Praha, Ceské republika)

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

3.2.2. Ptiprava roztokt

Priprava elektrolytu

Optimalni elektrolyt obsahujici 50 mM boratu a 12,5 mg/ml (2-
hydroxypropyl)-y-cyklodextrinu o pH 9,5 byl ptipraven nasledovné. Navazené potiebné
mnozstvi kyseliny borité se rozpustilo v ultracisté vod¢, nasledné bylo upraveno pH
pomoci 1 M hydroxidu sodného a nakonec bylo ptfidano odpovidajici mnozstvi (2-
hydroxypropyl)-y-cyklodextrinu a doplnéno zbyvajicim mnozstvim ultracisté vody na
pozadovany objem. Vznikly elektrolyt byl odplynén na ultrazvukové lazni (5 min) a

prefiltrovan 0,45 pum nylonovym filtrem. Nésledné mohl byt pouZit k analyze.
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Priprava roztoku standardii

Zasobni standardni roztoky bromidu pankuronia PMB, bromidu vekuronia
VMB a jodidu fenyltrimethylamonia FTMAI (vnitini standard - IS) byly pfipraveny
nasledovné. Navazeni potfebného mnozstvi PMB, VMB a FTMALI bylo rozpusténo ve
fosfat-citrastovém pufru (10 mM kyseliny citronové a 20 mM kyseliny fosfore¢né,
upravené pomoci 1 M hydroxidu sodného na pH 4). Vysledné roztoky analyti (PMB,
VMB) byly o koncentraci 1 mg/ml, vysledny roztok vnitfniho standardu byl o
koncentraci 5 mg/ml. Tyto roztoky byly opét odplynény na ultrazvukové lazni (5 min) a
prefiltrovany 0,45 pum nylonovym filtrem. Tyto zasobni roztoky se dale fedily
ultracistou vodou, aby byla dosazena pozadovana koncentrace k jednotlivym analyzam,

kde finalni koncentrace IS byla 0,5 mg/ml.

Roztoky pro optimalizaci metody

Pro optimalizaci pH elektrolytu bylo pfipraveno 6 roztoki 50 mM boratu. U
téchto roztoki bylo upraveno pH 1M NaOH v rozmezi 8-10,5. Byl pfidan 2-HP-y-CD
tak, aby jeho vysledna koncentrace byla 15mg/ml a roztok byl doplnén ultradistou
vodou v odmérnych barikach po rysku. Nasledné byly roztoky piefiltrovany nylonovym
filtrem a odplynény na ultrazvukové lazni. pH fada zahrnovala konkrétné tyto hodnoty:
8;8,5;9;9,5; 10; 10,5.

Pro optimalizaci koncentrace elektrolytu bylo pfipraveno 5 roztoku elektrolytu
s rozdilnou koncentraci boratu. Vypoctené navazky byly rozpustény v ultracisté vodeé,
po upravé pH 1 M hydroxidem sodnym (NaOH) a po pfidani cyklodextrinu (2-HP-y-
CD) (15mg/ml) byly roztoky doplnény v odmérnych batikach (10 ml) po rysku. Opét
byly vSechny roztoky ptefiltrovany nylonovym filtrem (0,45 pm) a odplynény na
ultrazvukové lazni po dobu 5 min. Vznikla koncentracni fada elektrolyt byla: 20 mM,
30 mM, 40 mM, 50 mM, 60 mM.

Pro optimalizaci koncentrace cyklodextrinu (2-HP-y-CD) bylo pfipraveno 6
roztokl elektrolyti o optimalni koncentraci a optimdlnim pH elektrolytu s rGznou
koncentraci cyklodextrinu vrozmezi 5-15 mg/ml. Pfed analyzou byly vSechny
elektrolyty prefiltrovany a odplynény. Konkrétni koncentrace cyklodextrinu méla tyto
hodnoty 2,5 mg/ml, 5 mg/ml, 7,5 mg/ml, 10 mg/ml, 12,5 mg/ml, 15 mg/ml.
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Roztoky pro stanoveni linearity

Roztoky pro stanoveni linearity byly pfipraveny fedénim ze zasobnich roztokt
o0 koncentraci 1mg/ml (VMB, PMB) na vysledné koncentrace 25, 50, 100, 150, 200, 250
pug/ml. IS (FTMAI) byl natedén ze zasobniho roztoku o koncentraci 5 mg/ml na
koncentraci 500 pg/ml. Jednotlivé objemy byly pipetou odméteny do odmérnych 10 mli
banck. Elektrolyty byly prefiltrovany 0,45 um nylonovym filtrem a odplynény na

ultrazvukové lazni po dobu 5 min.

Priprava roztoku Norcuronu a Pavulonu

Zasobni roztok Pavulonu byl pfipraven nasledovné. Bylo smichano 5 ampulek
obsahujici 2ml roztoku PMB o koncentraci 2 mg/ml v acetatovém pufru (stabilizator).
Zasobni roztok Norcuronu byl pfipraven smichanim 5 ampulek Norcuronu. Kazda
ampulka obsahujici 4 mg lyofilizatu (VMB ve fosfat-citratovém pufiu (stabilizator))
byla kvantitativn€ rozpuSténa v 1 ml ultracisté vody. Zasobni roztoky byly odplynény
na ultrazvukové 1azni (5 min) a prefiltrovany 0,45 um nylonovym filtrem. Tyto z&sobni
roztoky se dale fedily ultraCistou vodou a bylo pfidano potfebné mnozstvi IS ze
zasobniho roztoku, aby byla dosaZena poZadovana koncentrace bromidu pankuronia a

bromidu vekuronia (75 ng/ml) a koncentrace IS (500 pg/ml) k jednotlivym analyzam.

3.3. Elektrolyty, vnitini standardy a cyklodextriny

3.3.1. Elektrolyty

Bylo vyzkouseno né¢kolik elektrolyti odlisSného slozeni s cilem najit vhodny
elektrolyt pro metodu stanoveni pankuronia a vekuronia. VloZené napéti pii téchto
analyzach bylo 30 kV, v piipradé obracené polarity bylo -30 kV, teplota 25°C. Byly
testovany nasledné elektrolyty a to v rozmezi pH 3-10,5:

. octanovy

. citratovy

J boratovy

. mravenénanovy
. HEPES
. ACES
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° MES
° TAPSO
° MOPSO

o imidazolovy

3.3.2. Vnitini standardy

Vnitni standard (IS) byl vybiran ze skupiny kvartérnich amoniovych
sloucenin, jejichz molekuly nesou permanentni kladny naboj podobné jako bromid
pankuronia a bromid vekuronia. Zasadni pro vybér byl pozadavek, aby IS vykazoval
piiblizné stejnou odezvu detektoru jako analyty a aby se jeho migracni Cas dostate¢né
liSil od migraéniho c¢asu analyt. VSechna méfeni byla provadéna v boratovém
elektrolytu (50 mM; pH 9, upravené 1 M NaOH) pii napéti 30 kV, teplota 25°C. Byly
vyzkouSeny nésledujici latky:

o fenyltrimethylamonium jodid (FTMAI)

J tetrabutylamonium jodid (TBAI)

o tetraethylamonium jodid (TEAI)

o tetramethylamonium jodid (TMAI)

3.3.3. Cyklodextriny

Diky pfiznivému vlivu cyklodextrini na separaci (ovliviiuji rychlost migrace
analytii, jejich absorpci na sténu kapilary a nasledny tvar piku) jsme hledali vhodny
cyklodextrin pro vyvoj této konkrétni analytické metody. Pti analyzach byl pouzit
boratovy elektrolyt (50 mM, pH 9 upraven 1 M NaOH) a bylo vloZeno napéti 30 kV,
teplota 25°C. Byly testovany nasledujici cyklodextriny:

o a-cyklodextrin

o B-cyklodextrin

o v-cyklodextrin

o (2-hydroxypropyl)-p-cyklodextrin

o (2-hydroxypropyl)-y-cyklodextrin
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3.3.4. Organicka rozpoustédla

Jak jiz bylo zminéno v teoretické ¢asti, organicka rozpoustédla, maji vliv na
nékolik faktort separace (viskozita zakladniho elektrolytu, zeta potencial). V ramci
optimalizace metody byla testovana nasledujici organicka rozpoustédla:

. acetonitril

. methanol

o 2-propanol

. DMSO

o tetrahydrofuran

3.4. Pracovni a vypocetni postupy

3.4.1. Pracovni postup

Byla pouZita kfemenna separacni kapilara o vnitfnim priméru 50 pm, celkove
délce 75 cm a efektivni délce 45 cm. Separacni kapildra a detekéni cela byly
temperovany vzduchem na 25 £ 0,1°C. Pied prvnim pouzitim byla kapildra promyta
methanolem 5 minut, ultracistou vodou 3 minuty, 0,1 M kyselinou chlorovodikovou 20
minut, opét ultracistou vodou 3 minuty, 1 M roztokem NaOH 30 minut a nakonec
ultradistou vodou 30 minut. Ve pii tlaku 750 mbar.

Denné byla kapilara pied prvni analyzou promyta 10 minut 0,1 M roztokem
NaOH a 10 minut ultracistou vodou pfi tlaku 1000 mbar. VSechny roztoky pouzité
k promyvani kapilary byly pfed pouzitim piefiltrovany 0,45 pm nylonovym filtrem do
zasobnikd a odplynény na ultrazvukové lazni po dobu 5 minut.

Pied jednotlivymi nastiiky vzorku byla kapilara promyta 1 M NaOH (2min) a
ultracistou vodou (2 min) pii tlaku 1000 mbar. Nasttik vzorku (standardi) byl
realizovan pomoci hydrodynamického tlaku 1000 mbar po dobu 3 sekund. Pro kazdou
analyzu byly pouzity tfi zasobniky elektrolyti. Prvni slouzil k promyvéni kapilary,
druhy a treti jako vstupni a vystupni zasobnik pro analyzu. Jedna sada roztokl
elektrolytll byla pouzivana maximalné na $est analyz. Po poslednim méfeni se kapilara
promyje a stabilizuje 0,1% kyselinou fosforecnou (vyc€isténi kapilary od cyklodextrint),
poté 0,1 M NaOH a ultradistou vodou. Kazdy krok trval 10 minut.

Nastaveni CCD detektoru bylo nasledujici: Gain 50%, Voltage -18db, Offset 0.
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3.4.2. Validace

Ukolem validace je dokéazat vhodnost vyvinuté metody pro jeji dal§i pouziti
v praxi. Mezi zakladni parametry validace, které se pfi vyvoji metody testuji, patii:
Selektivita, linearita, rozsah, pfesnost, spravnost, limit detekce (LOD), limit

kvantifikace (LOQ), robustnost a test vhodnosti systému. [5, 25]
Dalsi parametry byly vypocitany softwarem DAX.

e pocet teoretickych pater [5]

tr\°
N =554 X (—)

Wh

N....... pocet teoretickych pater
tR..o..o migracni ¢as odpovidajici vrcholu piku
W ...... je Sitka piku v poloviné jeho vysky

e rozliSeni [5]

_ 1,18 X{tﬂz_ tHl:I

Rs =
Why + Wha
triatr2 ...o.... migracni ¢asy odpovidajici vrcholu piku
Wh1 @ Wh2 ....... Stitky pikil v poloving jejich vysky

e faktor symetrie piku [5]

Wo.os
Ag= 2=

2d
W005 ...... Sitka piku v jedné dvaceting jeho vysky
d.ooooa vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku v

jedné dvaceting jeho vysky

3.4.2.1. Linearita
Linearita vyjadfuje zavislost odezvy detektoru (plocha pod pikem, resp. ¢asté;ji
korigovand plocha, coz je pomér plochy piku a migra¢niho Casu stejného piku, tento

udaj je i mnohem piesnéjsi) na stoupajici koncentraci roztokd. VéEtsinou se testuje aspoil
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pét riznych koncentraci v pozadovaném rozsahu. Tato zavislost by méla byt, jak uz
vyplyva z nazvu, linearni. V této metod¢ byla stanovena v rozsahu Sesti koncentraci 25
pug/ml - 250 pg/ml pro pankuronium a vekuronium s obsahem vnitiniho standardu
jodidu fenyltrimethylamonia 500 pg/ml. Kazdy vzorek byl nastiiknut tiikrat za
optimalnich podminek. [5, 25]

3.4.2.2. Rozsah
Metoda by méla byt linearni, spravna a pfesnd v celém rozsahu, vcetné jeho
hrani¢nich hodnot. Rozsah stanoveni by mél byt aspon 80 — 120% testované

koncentrace. [5, 25]

3.4.2.3. LOD a LOQ

které miZzeme danou analytickou metodou zaznamenat. Limit kvantifikace (LOQ) je
nejmensi mnozstvi analytu ve vzorku, které mizeme danou analytickou metodou
spravné a presn¢ kvantitativné stanovit. Nejcastéji byva 3,3 ndsobkem limitu detekce.

LOD a LOQ byly stanoveny na zakladé poméru signalu k Sumu (S/N). [5, 25]

S 2H
" h
H ... vyska piku odpovidajici dané slozce na elektroforegramu piedepsaného
porovnavaciho roztoku
ho....... rozsah Sumu na elektroforegramu ziskaném ze slepého vzorku

3.4.2.4. Ptesnost

Ptesnost vyjadiuje shodu v fadé méfeni provedenych za uvedenych podminek.
Lze ji testovat na tfech urovnich: opakovatelnost, intermediarni pfesnost a
reprodukovatelnost. Opakovatelnost vyjadiuje proménlivost vysledku ziskanych jednim
analytikem na stejném pfistroji v kratkém casovém tUseku. Nejcastéji se hodnoti
opakovanym nastfikem vzorku (Sest nastfikll) ¢i na tfech koncentracnich urovnich
(kazda aroven se ovSem nastiikuje tiikrat). Opakovatelnost byla stanovena na dvou

riznych koncentracich pankuronia a vekuronia: 25 pg/ml a 100 pg/ml. Kazda
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koncentrace byla testovana Sestkrat v prubéhu tii dni, kdy jedna sada vialek

s elektrolytem byla pouzita maximalné pro Sest analyz. [5, 25]

_ 2

;S pramér jednotlivych hodnot
b........ jednotlivé hodnoty vyjadiené jako plocha piku, vyska piku ¢i pomér ploch u
metody vnitiniho standardu

X ........ je poCet jednotlivych hodnot

Intermediarni ptfesnost vyjadiuje miru shody vysledki v laboratofi pii zméné
jednoho ¢i vice faktori (zména napt. SarZe separacni kapilary, den analyzy, analytik) a
reprodukovatelnost je nejvysSsi stupen piesnosti vyvijené metody, ktery se provadi
Vv interlaboratornim métitku — stejny vzorek se analyzuje v riznych laboratofich a

vysledky se pak porovnaji.

3.4.2.5. Spravnost

Spravnost vyjadiuje shodu mezi testovanou hodnotou a hodnotou, kterou lze
povazovat jako vychozi. Casto se stanovuje pomoci vytéznosti R (%), ktera se testuje
pomoci piidanim zndmého mnoZzstvi analytu k placebu a jeho naslednym stanovenim.
Vysledek se porovna s hodnotou znamého pridavku. Spravnost by méla byt testovana
aspon na tfech koncentrac¢nich hladinach za optimalnich podminek. Spravnost byla
testovana u pankuronia i vekuronia, kdy bylo ke vzorku o koncentraci 75 pg/ml piidan
porovnavaci roztok (na tfech koncentrac¢nich hladinach 50 pg/ml, 75 pg/ml a 100 ug/ml.

Kdy jedna trojice vialek s elektrolytem byla pouzita maximalné pro Sest analyz. [5, 25]

hodnota nalezena
R (%) = = X 100

hodnota vioZena

3.4.2.6. Stanoveni obsahu
Pro stanoveni obsahu pankuronia a vekuronia byly vybrany ptipravky Pavulon
a Norcuron od firmy N. V. Organon, Oss (Nizozemsko). Byly pfipraveny dva vzorky od

kazdého ptipravku (rlizné pipetaZe stejného objemu) o koncentraci 75 pg/ml, vzorky
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byly analyzovany Sestkrat. Vzorek standardu pankuronia a vekuronia o koncentraci 75
pg/ml, byl také analyzovan Sestkrat. V kazdém vzorku byl wvnitini standard o

koncentraci 500 pg/ml. Pfepocet koncentrace byl realizovan dle vzorce: [26]

— Ayz
Cvz =—X Cst
Agr

Ay; ..... primér ploch vzorku
At ...... primér ploch standardu
Cyz ...... koncentrace vzorku
Cst...... koncentrace standardu

Po korekei ploch IS byl vypocet realizovan dle vzorce: [27]

_Apz

Cvz = ‘jﬂ.?;f X Cst

Age,

Ay; ..... prumér ploch vzorku
Ag...... prumér ploch standardu
Ais,; ..... prumér ploch vnitiniho standardu ve vzorku
Ais ...... prumér ploch vnitiniho standardu ve vzorku standardu
Cuz...... koncentrace vzorku
Cstovnnnn. koncentrace standardu

Vysledek je upfesnén jako procentudlni obsah nalezeného mnozstvi k

deklarovanému mnozstvi.
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4. Vysledky a diskuse
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4.1. Vybér elektrolytu, cyklodextrinu a vnitiniho standardu

V této Casti jsou doloZeny elektroforegramy a tabulky parametri pro srovnani
jednotlivych elektrolytti, cyklodextrinti a vnitfnich standardd. Tyto parametry byly

vypocitany softwarem DAX.

4.1.1. Elektrolyty

Vysledky testovanych elektrolytti uvedenych v kapitole 3.3.1. jsou tyto:

e 20 mM citrat o pH 2,9 a 4,6 — Spatnd separace, asymetrické¢ piky,
systémové piky, dlouhd doba separace

e 10 mM acetat o pH 5 — Spatna separace, systémové piky, asymetrické piky,
krat$i doba separace

e 30 mM ACES o pH 6,9 — mala citlivost

e 30 mM imidazol o pH 7 — mala citlivost, asymetrické piky, dlouha doba
separace

e 30 mM HEPES o pH 7,55 — mala citlivost, Spatna separace, systémovy pik

e 30 mM TAPSO o pH 7,4 — mala citlivost, Spatna symetrie piku

e 30 mM MOPSO o pH 6,9 — mala citlivost, Spatna symetrie piku

e 50 mM borat o pH 9 — kratka doba analyzy, dobra separace, vysoka

citlivost a dobra symetrie piku analytu

CCD signal (V)
: EOF
0.382 —
] PMB
0.380 —
0.378 —
0.376 —
\ \
1 «
Cas (min)

Obrazek 9.: Elektroforegram bromidu pankuronia (PMB) v boratovém pufru (50 mM) o
pH 9
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CCD signal (V)

0.290
0.288 — J
i PMB EO
0.286 —
0.284 —
| | |
2 4 ) 6
Cas (min)

Obrazek 10.: Elektroforegram bromidu pankuronia (PMB) v citratovém pufru (20 mM)
opH29

CCD signal (V)
0.268 — EOF
| PMB
0.266 —
0.264 —
‘ ‘ T T
1 2 Cas (min)

Obrazek 11.: Elektroforegram bromidu pankuronia (PMB) v pufru HEPES (30 mM) o
pH 7,55

Na zékladé¢ uvedenych informaci byl jako vhodny elektrolyt pro metodu
stanoveni vybranych myorelaxancii vybran boratovy pufr (50 mM) o pH 9, které bylo
nastaveno pfidavkem 1 M NaOH.
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4.1.2. Vnitini standard (IS)
Vysledky testovanych vnitinich standardii uvedenych v ¢asti 3.3.2. jsou tyto:
e jodid fenyltrimethylamonia (FTMAI) — dobra separace, nejcitlivéjsi
e jodid tetrabutylamonia (TBAI) — migrac¢ni Cas stejny jako pankuronium
e jodid tetramethylamonia (TMAI) — dobra separace, systémovy pik
e jodid tetraethylamonia (TEAI) — dobra separace, ale méné citlivy nez
FTMAI

CCD signal (V)

] EOF
0.360 TMAl  PMB
0.355
0.350 — ‘ ‘ -
1 2 Cas (min)

Obrazek 12.. Elektroforegram bromidu pankuronia (PMB) s vnitfnim standardem
(TMAI)

CCD signal (V)
EOF

0.360 7 FTMAI PMB

‘ ‘ I I
1 2 Cas (min)

Obrazek 13.: Elektroforegram bromidu pankuronia (PMB) s vnitinim standardem
(FTMAI)
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CCD signal (V)
EOF

0.36 TBAI + PMB

‘ ‘ T T
1 2 Cas (min)

Obrazek 14.. Elektroforegram bromidu pankuronia (PMB) s vnitinim standardem
(TBAI)

Z testovanych vnitinich standardd byl na zaklad¢é vysledkt jako nejvhodnéjsi

vybran jodid fenyltrimethylamonia (FTMAI).

4.1.3. Cyklodextrin

Pankuronium i vekuronium maji hydrofilni kladné nabitou ¢ast (kvartérni
amin/y) a lipofilni ¢ast, kterou tvoii steroidni skelet. Pfi reakci s cyklodextrinem
dochazi ke vzniku inkluzniho komplexu vsunutim steroidniho skeletu do kavity
cyklodextrinu. (viz. Obrazek 15). Kladny naboj pankuronia a vekuronia muze
interagovat se sténou kapilary (negativni naboj). Tyto zmény jsou nezadouci. Rozhodli
jsme se pro piidani cyklodextrinu, ktery minimalizoval toto shlukovani a vazbé na
kapilarni sténu a zaroven pozitivné ovlivnil celkovou separaci. Nejdiive byl testovan
vliv zékladnich cyklodextrini na parametry piku PMB (viz tab. 3). Pozdé&ji byly
testovany separacni schopnosti jednotlivych CD béhem testovani PMB a VMB.

Vysledky testovanych cyklodextrini uvedenych v ¢asti 3.3.3. jsou tyto:
e o-cyklodextrin — netiplna separace
e [B-cyklodextrin — dobra separace, mensi citlivost s porovnanim s 2HP-y-
cyklodextrinem
e y-cyklodextrin — dobra separace, asymetrické piky
e (2-hydroxypropyl)- B-cyklodextrin — dobra separace, Spatna symetrie pikt
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e (2-hydroxypropyl)- y-cyklodextrin — dobra separace, dobra citlivost

1L CH
3 Ii_ - N+
! : 7
Hch LS o ] ?
o)

Obrazek 15.: Inkluzni komplex dextrinu (hostitel) s pankuroniem (host)

CCD signal (V)
EOF
FTMAI
0.410 —
0.408 —
. PMB+VMB
0.406 —
\ \ \
1 2 3
Cas (min)

Obrazek 16.: Elektroforegram bromidu pankuronia (PMB) a bromidu vekuronia (VMB)

s vnitinim standardem (FTMALI) s pouzitim a-cyklodextrinu
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CCD signal (V)

EOF
_ FTMAI VMB
0.410 —
B PMB
0.408 —
0.406 —
\ \ \
1 2 3

Cas (min)

Obrazek 17.: Elektroforeogram bromidu pankuronia (PMB) a bromidu vekuronia

(VMB) s vnitinim standardem (FTMAI) s pouzitim (2-hydroxypropyl)-p-cyklodextrinu

CCD signal (V)
0.410 — FTMAI VMB EOF
0.408 — PMB
0.406 —
\ \ \
1 2 3
Cas (min)

Obrazek 18.: Elektroforeogram bromidu pankuronia (PMB) a bromidu vekuronia

(VMB) s vnitinim standardem (FTMAI) s pouzitim (2-hydroxypropyl)-y-cyklodextrinu
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Tabulka 3.: Hodnoty parametrti piku PMB u zékladnich CD

CcDh plocha asymetrie S/N N
bez CD 12,11 2,6 55,2 11514
alfaCD 13,06 2,8 36,3 11675
beta CD 13,7 3,2 49,6 12432

gama CD 24,5 2,2 72 11654

Tabulka 4.: Hodnoty rozliseni Rs a asymetrie pikil analyti u jednotlivych CD

CD RsIS/PMB | Rs PMB/VMB |Rs VMB/EOF | Asymetrie PMB | Asymetrie VMB
alfa 2,92 0,65 6,93 1,7 2,78
beta 2,19 2,68 1,91 2,5 2,05
gama 6,12 2,69 2,94 2,2 2,1
HP-beta 1,38 2,44 0,42 2,6 3,1
HP-gama 3,53 2,86 2,36 2,2 1,9

Citlivost separace PMB se zvysila o 100% pfi pouziti gama-CD. Z dalsiho
testovani cyklodextrini byl na zakladé wvysledkli vybran jako nejvhodnéjsi (2-

hydroxypropyl)-y-cyklodextrin.

4.1.4. Organicka rozpoustédla

Z testovanych organickych rozpoustédel byly testovany vzdy 5% koncentrace
rozpoustédel uvedenych v ¢asti 3.3.4. JelikoZ neméla pozitivni vliv na separaci, citlivost
a symetrii pikd, tak jsme od jejich pouziti upustili. Navic ¢isté vodny zakladni elektrolyt

je ekologiCtéjsi a méné zatézuje Zivotni prostiedi.

4.2. Optimalizace metody

4.2.1. Optimalizace elektrolytu

pH elektrolytu
Jako optimalni elektrolyt byl zvolen borat, ptidan (2-hydroxypropyl)-y-
cyklodextrin o koncentraci 15 mg/ml. pH bylo testovano v rozsahu 8,5- 10,5. Kazdé pH

bylo prométeno dvakrat, pii napéti 30 kV. Optimalizace byla testovana s roztokem
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obsahujicim bromid pankuronia a bromid vekuronia o koncentraci 0,1 mg/ml a IS (jodid
fenyltrimethylamonia) o koncentraci 0,5 mg/ml.

Tabulka 5.: Zavislost migra¢nich ¢ast na pH elektrolytu

migracni ¢as (min)
pH IS PMB VMB EOF
8,5 1,71 1,89 1,99 2,38
9 1,79 1,99 2,16 2,55
9,5 1,88 2,10 2,34 2,70
10 1,93 2,17 2,50 2,80
10,5 1,94 2,20 2,55 2,84
3
2,5
2
= W
‘E 15 g S
2 =m=p B
1 /1B
0.5 el EOF
0]
8 8,5 9 9,5 10 10,5 11
pH

Obrazek 19.: Graf zavislosti migrac¢nich Casti na pH elektrolytu
S rostoucim pH elektrolytu rostou migracni ¢asy. Na zéklad¢ vysledkl bylo
vybréano jako optimalni pH 9,5, pro dostate¢né rozliSeni jednotlivych piki, jejich dobré

symetrie a pfijatelné hodnot¢ jejich migraé¢niho ¢asu.

Koncentrace elektrolytu

Jako optimalni elektrolyt byl zvolen borat, jehoZ pH bylo upraveno 1 M NaOH
na 9,5 a ptidan (2-hydroxypropyl)-y-cyklodextrin o koncentraci 15 mg/ml. Optimalizace
byla provadéna vrozsahu 20 mM — 60 mM. Kazda koncentrace byla proméfena

dvakrat, pfi napéti 30 kV. Optimalizace byla provadéna s roztokem obsahujicim bromid
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pankuronia a bromid vekuronia o koncentraci 0,1 mg/ml a IS (jodid
fenyltrimethylamonia) o koncentraci 0,5 mg/ml.

Tabulka 6.: Zavislost migra¢nich ¢ast na koncentraci elektrolytu

migracni ¢as (min)
koncentrace (mM) IS PMB VMB EOF
20 1,85 2,03 2,25 2,52
30 1,81 2,01 2,23 2,59
40 1,84 2,05 2,30 2,64
50 1,89 2,19 2,44 2,83
60 1,94 2,18 2,45 2,81

2,5 M

=
E— 15 e S
& e=l=P\IB
! /1B
0,5 M= EOF
0
0 10 20 30 40 50 60 70

koncentrace (mM)

Obrazek 20.: Graf zavislosti migra¢nich ¢ast na koncentraci elektrolytu
S rostouci koncentraci elektrolytu rostou migracni ¢asy. Na zakladé vysledka
byla vybrana optimalni koncentrace boratu 50 mmol/l pro dostate¢né rozliSeni

jednotlivych piki, jejich dobrou symetrii a pfijatelné migracni ¢asy IS a analytd.

Koncentrace cyklodextrinu

Jako optimalni elektrolyt byl zvolen 50 mM borat o pH 9,5 (upraveno 1 M
NaOH). Koncentrace (2-hydroxypropyl)-y-cyklodextrinu byla testovana v rozmezi 2,5
mg/ml — 15 mg/ml. Pro kazdou koncentraci byly zméfeny dva elektroforegramy pii
napéti 30 kV. Optimalizace byla testovana s roztokem obsahujicim bromid pankuronia a
bromid vekuronia o koncentraci 0,1 mg/ml a IS (jodid fenyltrimethylamonia) o

koncentraci 0,2 mg/ml.
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Tabulka 7.: Zavislost migracnich ¢asl na koncentraci cyklodextrinu

migracni ¢as (min)

koncentrace CD IS PMB VMB EOF
2,5 1,89 2,04 2,28 2,75

5 1,91 2,08 2,35 2,76

7,5 1,92 2,12 2,40 2,78

10 1,92 2,13 2,41 2,80

12,5 1,86 2,05 2,29 2,64

15 1,88 2,09 2,32 2,67

3
& m
c
§ 15 L M)
E alimP\]B
1 amime\/VIB
e £ OF
0,5
0
0 2 4 6 8 10 12 14 16
koncentrace CD (mg/ml)

Obrazek 21.: Graf zavislosti migra¢nich ¢ast na koncentraci cyklodextrinu

Tabulka 8.: Zavislost parametrt pikit PMB na koncentraci CD

PMB
koncentrace CD (mg/ml) rozliseni asymetrie S/N N

2,5 2,32 1,86 7,1 20339
5 2,36 1,91 4,8 19047
7,5 2,42 2,02 6 18654
10 2,61 2,07 7,2 18929
12,5 2,88 1,99 28,7 | 19747
15 3,6 2,12 30,9 | 18672
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Tabulka 9.: Zavislost parametrt pikii VMB na koncentraci CD

VMB
koncentrace CD (mg/ml) rozliseni asymetrie S/N N
2,5 2,57 2,45 11,4 | 17456
5 2,72 2,12 8,5 18629
7,5 2,54 1,98 10,9 | 18874
10 3,04 2,07 13,2 | 20019
12,5 2,19 2,02 54,3 | 21140
15 2,84 2,23 56,8 | 20938

Na zaklad¢ vysledkt byla vybrana jako optimalni koncentrace 12,5 mg/ml (2-
hydroxypropyl)-y-cyklodextrinu. Pro dostatecné rozliSeni jednotlivych piku, jejich

dobré symetrie a vhodné délce jejich migracniho Casu.

Jako optimalni zdkladni elektrolyt byl na zakladé¢ vysSe uvedenych vysledkt
vybran 50 mM borat o pH 9,5 (upraveno pomoci 1 M NaOH) s ptidavkem 12,5 mg/ml
(2-hydroxypropyl)-y-cyklodextrinu.

4.2.2. Optimalizace dalsich podminek

Déle byly optimalizovany nasledujici podminky: velikost vkladaného napéti,

tlak a doba nastfiku vzorku a standardu.

Doba a tlak nasttriku

Analyzator umoznuje hydrodynamicky nastiik vzorku a lze ménit dobu jeho
nastiiku a jeho tlak. Optimalizace doby a tlaku nastfiku byla provadéna mezi prvnimi
méfenimi, tudiz vliv tohoto parametru byl testovan jen u PMB. Doba nastiiku byla
testovana vV rozmezi 0,05 min — 1 min. VSechna méteni byla provedena tiikrat pii napéti
30 kV a tlaku nastiiku 100mbar. Tlak nastfiku byl optimalizovan v rozmezi 100 mbar —
1000 mbar. VSechna méteni byla analyzovana tfikrat pti napéti 30 kV a dobé nastiiku
0,05 min. Optimalizace byla provadéna s roztokem obsahujici pankuronium bromid o
koncentraci 0,1 mg/ml a IS (fenyltrimethylamonium jodid) o koncentraci 0,2 mg/ml.
Jako optimdlni elektrolyt byl testovan 50 mM borat o pH 9 (upraveno pomoci 1 M
NaOH), bez pridavku cyklodextrinu.
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Tabulka 10.: Zavislost parametrii piku PMB na dob¢ nasttiku

Doba nastriku (min) | rozliseni | asymetrie S/N N
0,05 3,94 2,78 18,4 29606
0,1 3,74 3,67 15,4 13794
0,2 2,22 5,47 13,5 16873
0,4 1,4 4,85 23,1 9617
0,6 1 4,56 14,7 5429
0,8 0,97 6,08 4,9 3217
1 splynuti s EOF

Tabulka 11.: Zavislost parametri piku PMB na tlaku nasttiku

Tlak nastfiku (mbar) | rozliSeni | asymetrie S/N N
100 3,94 2,78 8,4 29582
150 3,55 3,16 8,6 26864
300 2,83 4,34 13,5 27306
500 2,67 3,37 13,4 19763
750 2,62 2,93 13,8 15192
1000 2,96 2,22 25,7 11182
CCD signal (V) EOF
. FTMAI
0.317 —
0.316 —
7 PMB
\ \
1 % )
Cas (min)

Obrazek 22.: Elektroforegram bromidu pankuronia (PMB) a wvnitiniho standardu
(FTMAI) pfi tlaku nasttiku 100mb a ¢asu nastiiku 0,4min
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CCD signal (V)

0.3165 —
EOF
0.3160 —
0.3155 —
0.3150 — ‘ ‘
1 2 ;
Cas (min)

Obrazek 23.: Elektroforegram bromidu pankuronia (PMB) a wvnitiniho standardu
(FTMAI) pfi tlaku nasttiku 100mb a ¢asu nastiiku 0,8min

CCD signal (V)
= EOF
0.320 —
i FTMAI
0.318 — PMB
0.316 —
\ \
1 2 .
Cas (min)

Obrazek 24.: Elektroforegram bromidu pankuronia PMB a wvnitiniho standardu
(FTMAI) pfi tlaku nasttiku 300mb a dobé¢ néstiiku 0,05min
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CCD signal (V)

0.322 — EOF
0.320 —
| FTMAI
0.318 —
0.316 — PMB
0.314 —
1 2 Cas (min)

Obrazek 25.: Elektroforegram bromidu pankuronia PMB a wvnitiniho standardu
(FTMAI) pii tlaku nasttiku 1000mb a dobé nasttiku 0,05min

Jako optimalni davkovani vzorku byl vybran nastiik o dob¢ trvani 0,05 min pii
tlaku 1000 mbar. Tlak nastiiku je v nasem piipadé neobvykly (vétsSinou byva 100mbar),
avsak m¢l priznivy vliv na symetrii piku a redukoval sum zakladni linie. ZlepSeni téchto
parametrt bylo upfednostnéno na tkor ucinnosti separace (snizen pocet pater), kterd je

pro ucel pouziti metody dostatecna.

VlozZené napéti

Vliv napéti byl testovan v rozsahu 15 kV- 30 kV s optimalnim elektrolytem (50
mM borat o pH 9,5 spiidavkem 12,5 mg/ml (2-hydroxypropyl)-y-cyklodextrinu).
Optimalizace byla testovana s roztokem obsahujicim bromid pankuronia a bromid
vekuronia o koncentraci 0,1 mg/ml a IS (jodid fenyltrimethylamonia) o koncentraci 0,5

mg/ml.

Tabulka 12.: Zavislost migra¢nich ¢asti na vlozeném napéti

migracni ¢as (min)
napéti (kV) IS PMB VMB EOF
15 3,84 4,26 4,71 5,47
20 2,87 3,19 3,54 4,11
25 2,27 2,52 2,81 3,25
30 1,85 2,06 2,30 2,66
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Obrazek 26.: Graf zavislosti migracnich ¢asti na vlozeném napéti

Cim vys§i bylo vlozené napéti, tim krat$i byla doba analyzy. Jako optimalni
napéti byla vybrana hodnota 30 kV. VloZené napéti nemélo vliv na rozliSeni a asymetrii

pikda.

Jako findIni optimalni podminky byly vybrany tyto:
- elektrolyt: 50 mM borat o pH 9,5 (upraveno 1 M NaOH) s piidavkem 12,5
mg/ml (2-hydroxypropyl)-y-cyklodextrinu
- napéti: 30 kV a nasttik: 0,05 min pti tlaku 1000 mbar

CCD signal (V)

0.400 —
FTMAI PMB VMB  EOF
0.395 —

0.390 —

0.385 —

| | |
1 2 3 Gas (min)

Obrazek 27.: Elektroforeogram bromidu pankuronia (PMB) a bromidu vekuronia

(VMB) s vnittnim standardem (FTMALI) za vySe zminénych optimalnich podminek
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4.3. Validace

4.3.1. Linearita

Linearita byla stanovena v rozsahu $esti koncentraci 25 pg/ml - 250 pug/ml pro
bromid pankuronia a bromid vekuronia sobsahem vnitiniho standardu jodidu
fenyltrimethylamonia 500 pg/ml. Byl pouzit optimalni pracovni elektrolyt. Kazdy
vzorek byl nastiiknut tfikrdt za optimalnich podminek. Vysledné plochy byly
korigovany migratnim c¢asem a plochou piku IS. Plochy byly vyhodnoceny

pocitacovym programem.

Tabulka 13.: Koncentrace kalibracnich standardd PMB pro vyhodnoceni kalibra¢ni

kiivky
koncentrace PMB (ug/ml) fenyltrimethylamonium jodid (pug/ml)
24,95 500
49,9 500
99,8 500
149,7 500
199,6 500
249,5 500
PANKURONIUM - kalibrace
0,8

0,7 /‘
0,6 9/

0.5
/0/ y = 0,003x+ 0,005
0,4

' RZ=0,9936
0,3
0,2

/

0 50 100 150 200 250 300

plocha

0,1 ’/

koncentrace (ug/ml)

Obrazek 28.: Zavislost korigované plochy piku na koncentraci bromidu pankuronia
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Tabulka 14.: Koncentrace kalibra¢nich standardi VMB pro vyhodnoceni kalibra¢ni
kiivky

koncentrace VMB (ug/ml) fenyltrimethylamonium jodid (ug/ml)
25,875 500
51,75 500
103,5 500
155,25 500
207 500
258,75 500

VEKURONIUM - kalibrace

1,6

1,4 /
1,2 /

£
g os v-=0.0055%—0,033
=1 RZ=0,9985

e /./

0,4 /

0,2 -«

o}
(0] 50 100 150 200 250 300

koncentrace (ug/ml)

Obrazek 29.: Zavislost korigované plochy piku na koncentraci bromidu vekuronia

Vysledny korela¢ni koeficient byl pro PMB je r = 0,9968 a pro VMB r =

0,9992. Pro oba analyty je zavislost linearni.

4.3.2. Rozsah
Rozsah byl testovan v rozmezi 25 pg/ml - 250 pg/ml pro oba analyty.

4.3.3.LOD a LOQ

Byly stanoveny na zéklad€ poméru signalu k Sumu a ovéfeny experimentalné.
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Tabulka 15.: LOD a LOQ bromidu pankuronia

PMB
ug/mil mol/I
LOD 7 3,183 x 10°®
LOQ 21 9,55x 10°
Tabulka 16.: LOD a LOQ bromidu vekuronia
VMB
ug/mi mol/I
LOD 6 3,137 x10°®
LOQ 18 9,41x10°

Vysledny limit detekce ¢ini u PMB 7 pg/ml a 6 pg/ml u VMB, limit
kvantifikace ¢ini u PMB 21 pg/ml a 18 pg/ml u VMB.

4.3.4. Piesnost

Opakovatelnost byla stanovena pro dvé rizné koncentrace bromidu pankuronia a
bromidu vekuronia: 25 pg/ml a 100 pg/ml. Kazda koncentrace byla testovana Sestkrat za
optimalnich podminek, kdy jedna sada vialek s elektrolytem byla pouzita maximalné
pro Sest analyz. Byl pouzit optimalni pracovni elektrolyt. Plochy byly vyhodnoceny

pocitacovym programem. Vysledné plochy byly korigovany migra¢nim ¢asem a IS.

Tabulka 17.: Opakovatelnost migra¢nich ¢asti a poméri ploch pikti bromidu pankuronia

a bromidu vekuronia vzhledem k plose piku IS (Av/Ais)

25 pg/ml 100 pg/ml

¢as (min) / RSD (%)

plocha / RSD (%)

Cas (min) / RSD (%)

plocha / RSD (%)

pankuronium

2,09/0,37

0,07/1,83

2,07/0,20

0,28/2,03

vekuronium

3,10/1,88

0,14/1,88

3,08/0,48

0,64/0,90

Smérodatné odchylky migra¢nich ¢ast analytd i pomérti ploch Av/Ais jsou u

obou analytli podobna a vyhovujici.

57




4.3.5. Spravnost

Spravnost byla ovéfena pomoci vytéznosti, kterd se testuje pomoci pridani
znamého mnozstvi standardu ke vzorku (HVLP) a jeho naslednym stanovenim.
Vysledek se porovnad s hodnotou znamého pfidavku. Byl pouzit optimalni pracovni
elektrolyt. Kazdy vzorek byl davkovan tiikrat na tfech koncentracnich hladinach za
optimalnich podminek, kdy jedna sada vialek s elektrolytem byla pouzita maximalné
pro Sest analyz. Vysledné plochy byly korigovany migra¢nim ¢asem a plochou piku IS.

Plochy byly vyhodnoceny pocitacovym programem.

Tabulka 18: Vytéznost u bromidu pankuronia

PMB
pridano (ug/ml) nalezeno (ug/ml) vytéznost (%) RSD (%)
49,90 49,50 99,20 2,56
74,90 75,20 100,40 2,61
99,80 96,60 96,70 0,66

Tabulka 19.: Vytéznost u bromidu vekuronia

VMB
pridano (ug/ml) nalezeno (ug/ml) vytéznost (%) RSD (%)
50,40 51,40 101,90 1,30
75,60 72,30 95,70 1,27
100,80 103,50 102,70 2,20

Diky vysledkiim vytéznosti lze fici, Ze vyvinuta metoda CZE je spravna, tudiz
Ize ji aplikovat na stanoveni u¢innych latek bromidu pankuronia a bromidu vekuronia

v 1é¢ivych ptipravcich.

4.3.6. Stanoveni obsahu

Obsah a¢innych latek bromidu pankuronia a bromidu vekuronia byl stanoven v
ptipravcich Pavulon a Norcuron od firmy N. V. Organon, Oss (Nizozemsko). Byly
pfipraveny dva vzorky od kazdého piipravku (rlizné pipetdze stejného objemu) o
koncentraci 75 pg/ml, vzorky byly analyzovany Sestkrat za optimdlnich podminek
v pribehu tii dnd, kdy jedna sada vialek s elektrolytem byla pouZzita maximalng pro Sest

analyz. Vzorek standardu bromidu pankuronia a bromidu vekuronia o koncentraci 75
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pg/ml, byl také analyzovan Sestkrat v prubéhu tii dnd. V kazdém vzorku byl vnitini

standard o koncentraci 500 pg/ml. Byl pouzit optimalni pracovni elektrolyt. Plochy byly

vyhodnoceny pocitacovym programem. Vysledné plochy byly korigovany migracnim

¢asem a plochou piku IS.

Tabulka 20.: Vysledky stanoveni obsahu bromidu pankuronia a bromidu vekuronia v

ptipravcich Pavulon a Norcuron

Pavulon (2 mg/ml)

deklarovany obsah (mg) | nalezeny obsah (mg) | nalezeny obsah (%) | RSD (%)
1.den 2,00 2,04 101,80 1,65
2.den 2,00 1,94 97,00 3,52
3.den 2,00 1,94 97,10 2,70
pramér 2,00 1,97 98,63
Norcuron (4 mg/ml)
deklarovany obsah (mg) | nalezeny obsah (mg) | nalezeny obsah (%) | RSD (%)
1.den 4,00 4,04 101,00 0,73
2.den 4,00 4,13 103,30 1,89
3.den 4,00 3,87 96,80 2,50
pramér 4,00 4,01 100,37

Zjistény obsah odpovidal obsahu deklarovanému vyrobcem.

59



5. Zaveér
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5.1. Shrnuti zavéri prace

Z vysledkt této diplomové prace plynou tyto zavéry:

Byla vyvinuta kapilarni zonova elektroforetickh metoda s bezkontaktni
vodivostni detekci pro stanoveni bromidu pankuronia a bromidu vekuronia ve
farmaceutickych ptipravcich.

Po testovani n€kolika elektrolytovych systému se jako nejvhodnéjsi jevil systém
boratovy.

Byly hledany optimalni podminky pro separaci — pH, koncentrace elektrolytu,
cyklodextrin, koncentrace cyklodextrinu, organicka rozpoustédla, napéti, doba a
tlak nasttfiku. Optimalni zakladni elektrolyt mél sloZeni: 50 mM borat upraveny
1 M NaOH na pH 9,5, spfidavkem 12,5 mg/ml (2-hydroxypropyl)-y-
cyklodextrinu, tlak nasttiku byl 1000 mbar a doba nasttiku 0,05 min.

Separacni kfemennd kapilara méla primér 50 pm, celkovou délku 75 cm a
efektivni délku 45 cm, bylo vkladano napéti 30 kV pii teploté 25°C.

Jako vnitini standard byl zvolen jodid fenyltrimethylamonia.

Migraéni ¢as vnitiniho standardu byl 2.0 min, PMB 2,5 min a VMB 3,0 min.
Kalibracni zavislost byla testovana na Sesti koncentra¢nich trovnich (25-250
pg/ml) vzdy s koncentraci vnitiniho standardu 500 pg/ml. Kalibra¢ni kiivky jsou
charakterizovany rovnicemi pfimky: y = 0,003x + 0,005 pro PMB (r = 0,9968) a
y = 0,0055x + 0,033 pro VMB (r = 0,9992).

Opakovatelnost metody byla ovéfena Sesti nastiiky roztokd analytd pfi dvou
koncentrac¢nich hladinach (25 a 100pg/ml) s koncentraci vnitiniho standardu 500
pg/ml. Relativni smérodatna odchylka migracnich ¢ast analytti byla v rozmezi
0,20 — 1,88 % a RSD jejich korigované plochy byla v rozmezi 0,90 — 2,03 %.
Vypracovand metoda byla aplikovdna na stanoveni obsahu pankuronia a
vekuronia ve farmaceutickych ptipravcich Pavulon a Norcuron. Zjistény obsah
ucinnych latek odpovidal obsahu, ktery byl vyrobcem deklarovan. RSD se
pohybovala v rozmezi 0,73 — 3,52 %.

Spravnost byla ovéfena pomoci metody vytéznosti na tiech hladinach. Hodnota

vytéznosti byla pro PMB 98,77 % a pro VMB 100,1 %.
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5.2. Abstrakt

Byla vyvinuta novd metoda kapilarni zonové elektroforézy s bezkontaktni
vodivostni detekci pro stanoveni pankuronia (PM) a vekuronia (VM) ve
farmaceutickych ptipravcich. Separace probihala v kiemenné kapilafe (vnitfni pramér
50 um, celkova délka 75 cm a efektivni délka 45 cm) pii 25 °C. Optimalni zakladni
elektrolyt byl 50 mM borat o pH 9,5 s pfidavkem 12,5 mg/ml 2HP-y-CD. Jako vnitini
standard byl pouzit jodid fenyltrimethylamonia. Bylo pouzito hydrodynamické
davkovani vzorku (tlak 1000 mbar a doba nasttiku 3s). Vlozené napéti bylo +30 kV. Za
téchto podminek byly piky PM a VM rozdé€leny az na zakladni linii a analyza trvala
méné nez 4 minuty. Kalibra¢ni zavislost byla pro PM bromid i VM bromid linearni
v rozsahu 25 — 250 ug/ml, s korela¢nim koeficientem r > 0.9968. LOD pro PM bromid
byl 7 pug/ml a pro VM bromid 6 pg/ml. Spravnost byla testovana na tiech
koncentra¢nich hladinach a vysledky byly uspokojivé (Vytéznost 95.7-102.7 %, n=3,
RSD < 2.61 %). Metoda byla uspésné aplikovana pii stanoveni PM bromidu a VM

bromidu v komer¢nich farmaceutickych ptipravcich.

A novel capillary electrophoretic method for the separation of pancuronium
(PM) and vecuronium (VM) ions utilizing capacitively coupled contactless conductivity
detection (C*D) was devised and validated. The separation was carried out in bare
fused-silica capillaries (50 um i.d., 75/45 cm) at 25 °C. Optimal background electrolyte
was 50 mM borate buffer of pH 9.5 containing 12.5 mg/ml of hydoxypropyl-y-
cyclodextrine; (phenyltrimethylammonium iodide was used as internal standard). The
samples were injected hydrodynamically at 1000 mbar for 3s. The separation was
performed at +30 kV. Under such conditions the PM and VM were base-line resolved
and the separation took < 4 min. Calibration curves were linear for both PM bromide
and VM bromide in the range 25-250 ug/ml with r > 0.9968. The limits of detection
were 7 and 6 pg/ml for PM bromide and VM bromide, respectively. The accuracy tested
by recovery experiment at three concentration levels of added PM bromide and VM
bromide was satisfactory (95.7-102.7 %, n=3, with RSD < 2.61 %). The method was
successfully applied to the assay of PM bromide and VM bromide in commercial

injection solutions.
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6. Seznam zkratek
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ACES
ACN
CCD
CD

CE
CZE
EOF
FTMAI
HEPES
HPLC

MEKC
MES
MOPSO
MS
NaOH
PMB
RSD
SDS
TAPSO

TBAI
TEAI
TMAI
TRIS
uv
VIS
VMB

N-(2-acetamido)-2-aminoethansulfonova kyselina
acetonitril

bezkontaktni vodivostni detekce

cyklodextrin

kapilarni elektroforéza

kapilarni zonova elektroforéza

elektroosmoticky tok

fenyltrimethylamonium jodid
2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl]ethansulfonova kyselina
vysoce uc¢inna kapalinova chromatografie

vnitini standard

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

hydroxid sodny

pankuronium bromid

relativni smérodatna odchylka

dodecylsiran sodny
3-N-tris-(hydroxymethyl)-methylamino-2-
hydroxypropansulfonova kyselina
tributylamonium jodid

triethylamonium jodid

trimethylamonium jodid
tris[hydroxymethyl]Jaminomethan

ultrafialova oblast spektra

viditelna oblast spektra

vekuronium bromid
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literatury a v préci fadné citovany.
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