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Abstrakt

Kapildrni zonova elektroforéza je analytickd metoda, kterd je hojné vyuzivana
v laboratofich pfi feSeni fady analytickych problému. Tato diplomova prace popisuje
jedno z mnoha vyuziti kapilarni elektroforézy v unikatni instrumentéalni sestavé tvorené
kratkou kapilarou a dudlnim detektorem kombinujicim bezkontaktni vodivostni
a optickou UV detekci v jednom misté separacni kapilary.

V prvni ¢éasti  byla laboratorni sestava testovdna separaci jednoduchych
anorganickych a organickych iontii. Testovany byly obé casti dudlniho detektoru
pomoci sodnych, draselnych, tyraminovych a histidinovych iontd. Experimentalné
zjiSténé mobility pouzitych ionti byly srovnany s mobilitami vypoctenymi
z tabelovanych hodnot.
matricich, tvofenych lékovymi formami Acylcoffinu a B-komplexu od spole¢nosti
Zentiva, a.s. Z kazdé 1¢kové formy byl vybran jeden analyt, kofein z Acylcoffinu
a thiamin z B-komplexu, u kterého byla n¢kterou z kalibracnich metod stanovena jeho
koncentrace. Koncentrace vybraného analytu byla nasledné srovndna s deklarovanou

hodnotou uvedenou vyrobcem lékové formy.

Klicova slova:

kapilarni elektroforéza; kratka kapilara; bezkontaktni vodivostni detekce;

UV detekce; biologicky aktivni latky.



Abstract

Capillary zone electrophoresis is an analytical method frequently used in many
laboratories for solving various analytical problems. This diploma thesis describes one
of many applications of capillary zone electrophoresis using a unique laboratory
apparatus composed of a short capillary and dual conductivity/UV detector placed
in one detection point of the separation capillary.

In the first part of this thesis, the laboratory apparatus was tested by the separation
of small inorganic and organic ions. Sodium, potassium, tyramine and histidine ions
were used to test the two parts of the dual detector. Experimentally obtained mobilities
of these ions were compared with those calculated from the tabulated values.

In the second part, the apparatus was used for determination of analytes in samples
with more complex matrixces, pharmaceuticals Acylcoffin and B-komplex produced
by Zentiva, a.s. One analyte was chosen from each pharmaceutical preparation
for determination of its concentration in the preparation, caffeine from Acylcoffine
and thiamine from B-komplex. The concentrations were calulated using three different
calibration methods and the experimentally obtained values were compared with those

specified by the pharmaceuticals producer.

Key words:

capillary electrophoresis; short capillary; contactless conductometric detection;

UV detection; biologically active compounds.
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Seznam zkratek a symbolt

A
A(A)
A(K)
A(TH)
A(VS)
BGE

c(A)
c(K)
c(VS)
C'D

EOF

plocha piku [mV s]

plocha piku analytu [mV s]

plocha piku kofeinu [mV s]

plocha piku thiomocoviny [mV s]

plocha piku vnitiniho standardu [mV s]
BackGround Electrolyte — zakladni (separacni) elektrolyt
molarni koncentrace [mol I"']

molarni koncentrace analytu [mol 1]

molarni koncentrace kofeinu [mol ']

molarni koncentrace vnitfniho standardu [mol I'']
Capacitivelly Coupled Contactless Conductometric Detector — vodivostni
¢ast detektoru

difuzni koeficient [cm®s™]

Elektroosmotic Flow — elektroosmoticky tok
Faradayova konstanta [96 485,3 C mol™]
koeficient odezvy detektoru

vyska piku [mV]

vyska piku analytu [mV]

vyska piku kofeinu [mV]

vys$ka piku thiomocoviny [mV]

vyska piku vnitiniho standardu [mV]

vyskovy ekvivalent teoretického patra

smérnice kalibra¢ni pfimky

délka kapilary k detektoru [cm]

celkova délka kapilary [cm]

interval spolehlivosti

Limit of Detection - limit detekce

pocet méteni

pocet teoretickych pater

usek kalibracni ptimky
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U
UV/VIS
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Hefti

Heof

rozpéti experimentalnich hodnot pouZzitych ke statistickému zpracovani
smérodatnd odchylka hodnot pouZitych ke statistickému zpracovani
Studentiv koeficient pro méné nez 30 hodnot

migracni ¢as i-tého iontu [s]

symbol pro Lordav test

symbol pro T-test

vlozené napéti [V]

Ultra Violet/Visible — optické ¢ast detektoru

aritmeticky primér pouZzitych hodnot

sitka piku v poloving vysky pro jednotlivé ionty [s]

limitni molarni vodivost i-tého iontu [S cm” mol™]

prava hodnota pfi pouziti T-testu

aktualni mobilita i-tého jontu [cm® s V]

efektivni mobilita i-t€ho iontu

mobilita latek bez naboje

polosiika zony v inflexnim bod¢ kiivky



1 UVOD

vvvvvv

pravou podstatu véci, na které mizeme narazit témef vSude. DneSni svét je rychlejsi
a tedy 1 naroky na pfistroje, které maji objasnit problémy tykajici se dne$niho Zivota,
jsou mnohem vys§i. Stroje dnes musi pracovat mnohem rychleji a efektivnéji, nejlépe
vSak za polovinu sumy, kterd byla doposud do analyzy vkladana.

Kapiléarni elektroforéza je jedna z metod schopnych napomoci ¢lovéku v jeho lepsim
poznani svéta. Aby v§ak mohla napliiovat i dal$i podminky pro dnesni pfistroje, je nutné
nékde v experimentu udélat zménu oproti stavajicim pravidlim. Ve standardnich
komeréné dostupnych aparaturdch je doba separace zpravidla 5 — 60 minut. V dne$ni
dobé je vsak cilem zkraceni doby analyzy fddové na sekundy. Jednou z moznosti,
jak zkraceni analyzy docilit, je zkraceni délky separacni kapilary z bézn€ pouzivanych
délek 50 az 100 centimetrl na jednotky centimetrii. U komer¢nich aparatur je moZno
pouzit davkovani do krat§tho konce kapildry, tj. konce u detektoru, v laboratofi
je mozno separovat latky ve specializované aparatuie s kratkou kapilarou [1].
Problémem kratSich kapilar, vyraznéjSim neZz pti pouziti kapilar standardni délky,
je vznikajici Joulovo teplo ptfi vySSich hodnotach prochazejiciho proudu. Separaéni
napéti je tedy nutné volit tak, aby nedochézelo k tvorbé vétsiho mnozstvi Joulova tepla
a nedochdzelo k vyraznému ovlivnéni separacni ucinnosti. Dal§im problémem
je skutecnost, ze kratkou kapildrou nelze pohybovat tak, jako kapilarou standardnich
délek, proto musi byt pro davkovani a promyvani kapilary pouZito specidlni aparatury
[2]. Zkraceni doby analyzy je vSak na kratkych kapilarach velice vyrazné, proto se stale
vice védeckych pracovnikll ubird smérem zkracovani kapilar.

Detektory pouzivané v kapilarni elektroforéze jsou srovnatelné s pouzivanymi
detektory v metodach kapalinové chromatografie. Ve snaze o separaci a analyzu stale
komplikovanéjSich vzorkli je nutné, aby pouzité detektory byly schopné detegovat
jak anorganické latky, tak latky organické. PredevS§im anorganické ionty nemaji
potiebny chromofor a nelze je detegovat standardnim spektrofotometrickym
detektorem. Detegovat soucasné oba druhy analytd je mozné za pouziti dualniho
detektoru — detektoru spojujiciho, nejlépe do jednoho detekéniho mista, dva detektory,

kdy kazdy méfi jinou vlastnost analyzované¢ho materialu.
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Duadlni detektor pouzity v této praci je sloZzeny z laboratorni bezkontaktni vodivostni
cely (detegujici predevSim malé anorganické ionty — detektor je Casto popisovan
zkratkou C*D, odvozenou z nazvu Capacitivelly Coupled Contactless Conductometric
Detector) a komeréni spektrofotometrické UV/VIS cely (vhodné predevSim

pro organické latky schopné absorbovat zareni).

1.1 Cile prace

Cilem prvni c¢asti pfedkladané prace je testovani unikatni laboratorni aparatury
kombinujici elektroforetickou separaci v kratké kapilare s dudlnim detektorem pomoci
jednoduchych anorganickych a organickych iontd. Timto testovanim budou ovéfeny
vybrané funkéni parametry predev§im detektoru, ktery byl zkonstruovan ve spolupraci
s firmou ECOM, s.r.o. novym zplsobem s vyuzitim komer¢nich komponent.
Experimentalné zjisténé mobility pouzitych iontd budou srovndny s mobilitami
vypoctenymi z tabelovanych hodnot.

Druhé ¢ast prace ma za cil vyuzit aparaturu pro separaci a analyzu nékterych slozek
vybranych farmaceutickych preparati — thiaminu v B-komplexu a kofeinu v tableté
Acylcoffinu, oba od spolecnosti Zentiva, a.s. U vybranych analyti budou stanoveny
jejich koncentrace v 1é¢ivu jednou z kalibra¢nich metod a porovnany s deklarovanou

hodnotou vyrobcem.
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2 TEORETICKA CAST

Funkce jednotlivych ¢asti laboratorni aparatury byla testovana separaci modelovych
smési analytli a porovnanim vysledkl s tabelovanymi hodnotami, tam, kde to bylo
mozné. Pozornost byla zamétena na proces davkovani do kratké kapilary a na ¢innost
kombinovaného bezkontaktniho vodivostniho a UV/VIS detektoru. Sledovanymi
a vyhodnocovanymi parametry byla, krom¢ separani uc¢innosti, kterda miZze byt

povazovana za méftitko funkce davkovaci ¢asti aparatury, také elektroforeticka mobilita.

2.1 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza patii do rozvétvené rodiny elektromigracnich separacnich
metod provadénych v kapildrnim instrumentalnim formatu.

Do této rodiny patii zoénova elektroforéza (CZE), izoelektrickd fokusace (CIEF),
izotachoforéza (CITP), elektroforézy provadéné v sitovych prostfedich (agarosova
a polyakrylamidovd gelova elektroforéza, SDS elektroforéza) ¢i  bioafinitni
elektroforéza (zaloZzena na interakci biochemicky aktivnich latek napf. antigen —
protilditka) [3, 4]. Poslednim typem jsou metody spojujici -elektroforetické
a chromatografické principy jako micelarni elektrokinetickda chromatografie (MEKC)
a kapilarni elektrochromatografie (CEC).

Pojmem kapilarni elektroforéza nebo také vysokoucinna kapilarni elektroforéza
(High-Performance Capillary Electrophoresis, HPCE) se dnes souhrnné oznacuji
metody dosahujici stovek tisic teoretickych pater [3]. Kapildrni zonova elektroforéza
je experimentalné¢  jednoducha elektroanalytickd metoda vyuzivajici rozdilné
pohyblivosti iontll v roztoku nosného elektrolytu (BGE) v elektrickém poli ptivadéném
z externiho zdroje. Pro separaci latek touto metodou je proto dilezité, aby separovany
analyt byl schopny tvofit v roztoku kationt ¢i aniont. Podobné¢ jako v dalSich
elektroanalytickych metodach se pohybuji kationty k opacné nabité katod€ a anionty
k anodé¢. K pohybu latek v kapilate ptispiva i elektroosmoticky tok (EOF), ktery vznika
v nejcastéji pouzivané kiemenné kapilafe v disledku elektrostatické interakce kationtii

v roztoku s opacné nabitou sténou kapilary. Elektroosmoticky tok ptispiva k transportu
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latek separacni kapilarou a za urcitych okolnosti, pfi dostate¢né velikosti, mlize zménit
smér pohybu latek v kapilate [5].

Ionty jsou béhem pohybu separacni kapildrou rozdéleny na zdklad¢ rozdilné
elektroforetické pohyblivosti, kterd je pfimo umérné naboji a intenzité elektrického pole
v kapilafe a nepfimo umérnd velikosti iontu (v€etné hydrataéniho obalu) a viskozité
nosného elektrolytu [3]. Rozd€lené ionty dorazi k detektoru v uzaviené zoné
vrozdilném case od nastfiku. Kazdy z analytd nesouci naboj, pokud nejsou
elektroforeticky stejné ¢i podobné rychlé, dorazi ve své vlastni zon€. Vyjimku tvoti
latky bez néboje, které dorazi ve spole¢né zoné, jejiz pohyb v kapiléte je tizen EOF [6].

Diky své obrovské uc¢innosti se tyto metody dostavaji na uroven jinych analytickych
a doposud mnohem vice rozsifenych metod jako je naptiklad vysokotc€inna kapalinova
chromatografie (HPLC). Metody HPCE jsou stale vice vyuzivany jako kontrolni
¢isrovnavaci metody k metoddm chromatografickym a v neposledni fadé také
jako samostatné metody, jez jsou vyuZzivany v desitkdch komer¢nich laboratoii

¢1 podnicich po celém svété [3].

2.2 Historie elektromigracnich metod

Zacatky prvni sestrojené aparatury a prvni experimenty elektromigra¢nich metod
se datuji na zacatek 19. stoleti, kdy se nckolika v&dcim po sobé (prvnim byl
F. von Reuss (1808)) podatily experimenty v U-trubici. V roce 1856 byl von Reuss
nasledovan G. Wiedemanem. Roku 1897 odvodil Friedrich Kohlraus rovnici popisujici
migraci iontd v elektrickém poli a elektromigra¢ni metody se dostaly do popiedi zajmu
védct z celého svéta.

Na zacatku 20. stoleti se vétSina experimentdtorti pracujicich na zdokonalovani
elektromigracnich metod zajimala o gelovou elektroforézu a izoelektrickou fokusaci
na gelové matrici. V roce 1937 byla sestrojena Svédskym védcem Arne Tiseliem prvni
elektroforeticka aparatura, vyuzivajici pohybu iontl v elektrickém poli, vice popséna
v [7]. Arne Tiselius zjistil, Ze proteiny vytvofené smési migruji v trubici s pufrem
ur¢itym smérem na zakladé jejich naboje a mobility. Za svoji praci v oblasti separaci

ziskal Tiselius v roce 1948 Nobelovu cenu [4, 8].
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V 2. polovin¢ 20. stoleti navazal na Tiseliusovu praci Svédsky biochemik Stellan
Hjertén, ktery k experimentiim pouzival rotujici 1 - 3 mm trubice. Po Hjerténovi doslo
k dalSimu mohutnému rozvoji, vytvofeni a popsani novych elektromigracnich metod
jako jsou izoelektricka fokusace a izotachoforéza. V roce 1981 byla k separaci poprvé
pouzita kapilara o priméru 75 pm Jamesem W. Jorgensonem a K. D. Lukacsem [9, 10].

Roku 1984 se japonskému védci Shigeru Terabe povedlo separovat neutralni latky
pomoci micelarni elektrokinetické chromatografie (MEKC) vyuzivajici ptidavku
povrchové aktivni latky do roztoku zakladniho elektrolytu [11, 12].

Prvni komeréné dostupny ptistroj pro CZE byl vyvinut firmou Beckman Instruments

v roce 1988 [13].

2.3 Zakladni testované elektroforetické parametry

Prvnim ukolem pfi pouziti laboratorné sestrojeného dualniho detektoru bylo jeho
testovani pomoci jednoduchych anorganickych a organickych iontl. Organicky iont
pouzity v této Casti by mél poskytovat odezvu v obou typech pouzitych detektord,

protoze anorganické ionty poskytuji odezvu pouze na vodivostni ¢asti.

2.3.1 Elektroforeticka mobilita

Aktudlni elektroforetické mobility iontd (u,) byly vypocitdny z parametri

odectenych ze ziskanych elektroferogrami. Pro elektroforetickou mobilitu plati rovnice

(1) [4]:

[-L

H; = (1)

mig, i

Z rovnice (1) plati pro experimentalné¢ méfitelnou veli¢inu (migracni ¢as) vztah (2):

fois = )

14



kde: fmigi - migracni Cas prisluSného iontu odecteny z elektroferogramu [s], u; - aktualni
mobilita iontu [em® s V'], / - délka kapilary k detektoru [cm], L - celkova délka
kapilary [cm] a U - pouzité separacni napéti [V].

Ze vztahu (2) plati pro pfevracenou hodnotu migra¢niho ¢asu rovnice (3):

L o/ Y § (3)

z niz je ziejmé, ze zavislost prevracené hodnoty migra¢niho ¢asu na separa¢nim napé&ti
je linearni. Aktualni elektroforetickd mobilita iontu byla vypocitdna ze smérnice této

zavislosti a ze znamych hodnot délek kapilary (4):
wi=k-1-L (4)

kde: k - smérnice regresni ptimky, zbylé veliiny byly vysvétleny vyse.

Podle stejného postupu byla vypoctena i pohyblivost latek bez naboje nesenych
elektroosmotickym tokem (EOF), kdy experimentalnim tidajem byla doba od nastiiku
vzorku k odezvé detektoru na ndastfikovou zonu (tzv. water gap), feor. Z€ smeérnice
zavislosti pfevracené hodnoty této doby na separacnim napéti byla uréena hodnota ficor.

Efektivni elektroforetickd mobilita ionti ( u.; ) byla vypocitana podle vzorce (5) [4]:

Heri = Hi = Heot (5)
kde: peor- mobilita zony latek bez naboje a u.fri - efektivni mobilita iontu.
Efektivni mobilita testovanych anorganickych iontd mohla byt porovnana

s teoretickou hodnotou efektivni mobility ( fq,;) vypoctenou podle vzorce (6)

z tabelovanych hodnot [14]:

0

Hetrni = Fl (6)

kde: eryy; - teoretickd efektivni mobilita iontu, A! - limitni molarni vodivost

prislugného iontu [S cm” mol™] a F - Faradayova konstanta [96 485,3 C mol™].
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2.3.2 Separacni ucinnost

Podobné jako v chromatografickych metodach i v CZE je separa¢ni ucCinnost
vyjadifovana poctem teoretickych pater () nebo vyskovym ekvivalentem teoretického
patra (H,). VySka patra je pomyslnou délkou separac¢niho prostfedi odpovidajici urcité
Sifce zony analytu. Za ptredpokladu, Ze rozloZeni analytu v zon¢ lze popsat Gaussovo
kiivkou, plati pro vysku patra vztah H, = 6*/L, kde & je pologiika zony v inflexnim bodé
kiivky. Mezi vyskou patra a poctem pater plati vztah N = L/H,[14].

Utinnost je &asto vztazena na jednotkovou délku kapilary (nejéast&ji na 1 metr).
Separa¢ni Uc¢innost kapilary vyjadiend poctem pater byla z experimentalnich udaja
vypoctena podle vzorce (7) a porovnana s teoretickou hodnotou poctu teoretickych pater

vypoctenou podle vzorce (8) [14]:

tmii ’
N =554 ==4 (7)
Wir2
-U-1
N= aueff (8)
2-D-L

kde: wi, - odectena Sitka piku v polovin€ vysky pro jednotlivé ionty [s], D - diftizni
koeficient (pouzita byla hodnota 1.10° cm®s™) a N - poet teoretickych pater. Ostatni
veli¢iny byly popsany vyse.

2.4 Separace latek ve slozité matrici

Dualni detekce je velice vyhodnd pokud se jedna o detekci latek ve slozité matrici.
Jako slozitda matrice byl v této diplomové préaci pouzit multivitaminovy tabletovy
piipravek od spolecnosti Zentiva, a.s., B-komplex. Vitaminy skupiny B jsou rozpustné

ve vodé a nckteré poskytuji odezvu na obou typech detektori. Metodou kapilarni
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elektroforézy popsané v této praci byly separovany vitaminy thiamin, riboflavin, niacin,
kyselina pantotenova a pyridoxin a nasledné stanovovan thiamin. Ptehled zakladnich
vlastnosti téchto vitaminti skupiny B uvadi tabulka 2.1 na nésledujici strané.

Vitaminy jsou latky dualezité pro fungovani enzymi, hormonti nebo k likvidaci
nebezpecnych volnych radikall v lidském téle. Nékteré vitaminy jsou Casto pfijimany
ve form¢ inaktivnich prekurzorti — provitamint, které se teprve ptisobenim specifickych
enzyml méni na U€innou latku [15]. Tyto organické vétSinou exogenni, esencidlni,
nizkomolekularni slouceniny jsou nezbytné pro spravnou ¢innost lidského téla a hraji
dilezitou roli v celé fadé fyziologickych procesti, predev§im v metabolismu tukii, cukrti
a bilkovin [16, 17]. Jsou také schopné zpomalovat nékteré degenerativni procesy
zplisobené starnutim a ptiznive plisobi na na$ imunitni systém [18].

Vyraz vitamin byl poprvé pouzit v prvni ¢tvrtin€ 20. stoleti, kdy polsky biochemik
Kazimierz Funk objevil v otrubach ryze prvni vitamin skupiny B. Funk navrhl pro tuto
nove€ nalezenou slouceninu vyraz vitamin, jako slozeninu latinskych slov vita a amine =
,,pro zivot dilezité aminy*, coz je odborné chemické oznaceni pro velkou rodinu latek
biologického ptivodu obsahujici v molekule aminoskupinu [19]. Ac¢koliv podle dneSnich
poznatkll ne vSechny vitaminy maji v sob&é aminoskupinu, né¢které nemaji v molekule
ani atom dusiku, tento nazev se ujal.

Do komplexu vitaminii B mlzeme zafadit vitaminy B; (thiamin), B, (riboflavin),
Bs (niacin neboli kyselina nikotinova ¢i nikotinamid), B4 (adenin), Bs (kyselina
pantotenova), Bs (pyridoxin), B; (biotin), Bg (inositol), By (kyselina listova),
Bio (kyselina para-aminobenzoovd), B;; bylo pfifazeno cholinu, ktery dnes neni

povazovan za vitamin, a By, (kobalamin) [20, 21].
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Tab. 2.1 - Piehled stanovovanych vitamini v B-komplexu, jejich vzorce, vlastnosti, metody stanoveni a vyznam pro ¢lovéka [22-36].

Vitamin

Nazev

Vzorec

Vyznam pro
Clovéka

Metody stanoveni

Poznamky

B,

Thiamin

Hee” N NHp

2,5-dimethyl-6-aminopyrimidin

na 4-methyl-5-hydroxyethylthiazol

S”  "CH,CH,OH

vazany pies methyl

Podporuje rist,
zlepSuje nervovou
¢innost, pomaha
pfi traveni
sacharidi
a potlacuje bolesti
zubll

Chromatografické
metody (zvlasté
HPLC a GC),
mikrobiologickymi
metodami
a fluorimetrickymi
metodami

Ve vodnych roztocich
malo stabilni,
termolabilni, V kyselém
prostredi (pH<S5)
je relativng stabilni,

v neutralnim
a alkalickém prostiedi
se rozklada
na pyrimidonovou
a thiazolovou slozku
pfi teplotach nad 100 °C
nebo pfi pisobeni UV
zafeni. Vaze se
na bilkoviny za vzniku

vvvvvv

B,

Riboflavin

H3C

CHs

7,8-dimethyl-10-(-1-D-ribityl)-izoalloxazin

Napomaha procesu
vidéni, kdy prevadi
kratkovlnné modré
paprsky
na zlutozelené,
pomaha pii ristu
a dé¢leni bunék,
chrani kazi, nehty
a vlasy, podporuje
traveni bilkovin,
cukri a tukd,
zmirnuje bolesti
hlavy pfi migréné

Chromatografické
metody (zvlasté
HPLC),
fluorimetrickymi
metodami,
mikrobiologickymi
metodami
a pii vyssich
koncentracich
i polarograficky

pfi pusobeni silného UV

se z molekuly odstépuje

Zluta krystalicka latka,
pomeérné stabilni,
v alkalickém
a neutralnim prostiedi
na néj pusobi slunecni
zafeni a dochazi k jeho
Caste¢né degradaci
na lumichrom nebo
lumiflavin v zavislosti
na pH roztoku. Nestaly

zareni, kdy

ribitolovy zbytek.
Ve vod¢ je pomérné
malo rozpustny (85
mg/l), teplotné je vsak
velice staly i v silné
zahtatych roztocich
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o . . Vyznam pro . .
Vitamin Nazev Vzorec yélovékzll) Metody stanoveni Poznamky
Kyselina nikotinova
Napomaha je stabilni v kyselém
odbouravani cukru, i alkalickém prostiedi,
O O tuku, alkoholu, nikotinamid je stabilni
| pachit e | oy bt | IV
X OH X NH YOXYIOVYCR chromatografie, YSee o .
Niacin | 2 kyselin. Nezbytny plynové prostiedi se nlkotlnarpld
B | i _ _ ot | g, | P el
nikotinova N o spektrofotometrie . ’ Jormy
N hormonti, dobrou P a kanilami jsou termostabilni az
funkci centrélniho prar do teploty 120 °C, dobie
X X elektroforéza. e e
nervového systém odolavaji u¢inktim
i perifernich nervu, slune¢niho zafeni.
snizuje hladinu Nepftiznive na niacin
cholesterolu. pusobi silna oxidacni
Kyselin nikotinové (vlevo), nikotinamid (vpravo) ¢inidla a silné kyseliny.
Stabilita kyseliny
V molekule pantoten(?ve ve \foc.in}’/ch
Koenzymu A roztocich je zavisla
CHj R na hodnot¢ pH daného
OH dilezitého . o .
v syntetickych Stanoveni produktu roztoku. V kyselém
HO reakeich mastnvch hydrolytického prostiedi se rozklada
NH | mastny S§tépeni molekuly na alanin a pantoovou
Kyselina CHs o] kyselin. Ucast metodami kapalinové kyseli asadité
y 5 o p Ve yselinu, v zasaditem
B;s , na tvorb¢ enzymu, , .
pantothenova D a plynové pak na alanin a lakton
zlepSeni projevi . . s
akné a alergii c‘hrom.atogr.aﬁe | pantoové kysehny. Jeji
HO o .27 . | amikrobiologickymi | stabilita pfi vysSich nebo
odstranéni zanétl .
dutiny Gstni a dasni metodami. vysokych teplotach
Y je odvisla od hodnoty
pH okolniho roztoku,

nebo odstranéni
poruch pozornosti.

Kyselina pantothenova

na svétle je pomérné
stabilni.
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Vitamin

Vyznam pro

Nazev Vzorec doveka Metody stanoveni Poznamky
CH,0OH
HOH,C OH
X
N e dil
Podili se 1y ,
3 na pfeménach Staly v kyselych
CHO . . roztocich, méné pak
aminokyselin pfi neutralnich
HOH,C OH glykolyze. Mezi a alka:iick;ch roztocich
2 X dalsi pozitivni Spektrofotometrické Na svitle se icho '
vlastnosti patfi a chromatografické stabilita diJ o
_— posileni imunitniho | metody a v posledni okolniho vo dr?ého
B¢ Pyridoxin N CH, systému, usnadnéni dobé stale méné roztoku. v alkalickém
traveni bilkovin vyuzivanymi rost’fe & svétlo
CH,NH a tukd, podpora metodami napomih jeho rychleisi
22 syntézy mastnych | mikrobiologickymi. p JEho rychic)
OH tvselin nebo iak degradaci. Teplotné
H.C yselin nebo jako . ‘o g
3 . je pomérné stabilni,
X prevence proti . -
ledvinovym vl.rozkladrat se zacne0
y _— oH Kamentim. pfi teplotach nad 90°C
3

Pyridoxin (2-methyl-3-oxy-4,5-di(oxymethyl)-
pyridinin) (nahote), pyridoxal (uprostfed),

pyridoxamin (dole)




2.4.1 Elektroforetické metody stanoveni vitaminit skupiny B

Nejcastéji jsou vitaminy jednotlivé stanovovany metodami kapalinové a plynové
chromatografie, spektrofotometrickymi nebo mikrobiologickymi metodami (viz
tabulka 2.1). Ve smési lze vitaminy skupiny B stanovit i metodami kapilarni
elektroforézy. Ke spolecnému stanoveni lze vyuzit kapildrni zénovou elektroforézu,
kde se nejcastéji vyuzivaji dlouhé kolony od 50 do 100 cm, micelarni elektrokinetickou
chromatografii (MEKC) nebo mikroemulzni elektrokinetickou kapildrni chromatografii
(MEEKC). Detekce probihd nejcastéji na UV detektoru s vinovymi délkami od 200
do 250 nm. Jako nosné elektrolyty jsou vyuzivany fosfatové nebo boratové pufry o pH
v rozmezi 5 - 8 s moZznym ptidavkem povrchové aktivni latky (nejcastéji SDS) u metod
MEKC nebo MEEKC [37-43]. Mezi dal§i moznosti stanoveni B vitaminll ve sm¢si patii
metody spektrofotometrické, chromatografické (ptfedevsim HPLC) a elektrochemické
na iontov€ selektivnich elektrodach nebo borem aktivovanych diamantovych
elektrodach. Postupy stanoveni vitaminii ve smésném vzorku jsou popsany napf.

v dilech [44-46].

2.5 Stanoveni kofeinu

Dalsi stanovovanou latkou ve vzorku se slozitou matrici byl kofein ve vzorku
Acylcoffinu. Kofein je latka schopna absorbovat UV zafeni a poskytovat odezvu na UV
Casti detektoru. Jako latka neutrdlni vSak neposkytuje odezvu na vodivostni Casti
dualniho detektoru a je nerozdélitelny od neutrdlnich latek metodou kapilarni

elektroforézy, proto bylo nutné k separaci pouzit metody micelarni elektrokinetické separace.

2.5.1 Charakteristika kofeinu
Kofein byl poprvé v cisté formé izolovan v podobé bilého prasku némeckym

chemikem Friefliebem Friedrichem Rungem papirovou chromatografii v extraktu cerné

kavy roku 1819 [47]. Kofein patii do rodiny purinovych alkaloidii odvozenych
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od xantinu (produkt oxidace purinu), kde je doprovédzen jinymi alkaloidy teobrominem
nebo teofylinem [48].

Kofein (1,3,7-trimethylxanthin, viz obr. 2.1) se vyskytuje ve form¢ hedvabné
lesklych jehlicovitych krystalkti nebo jako bily krystalicky praSek bez zéapachu
s charakteristicky slabé hotkou chuti, diky které je pfidavan jako aditivum

do nejriznéjsich potravin nebo energetickych napoji [49].

Obr. 2.1 - Vzorec kofeinu, podle [49].

Oblibenost potravin s pfidanym kofeinem nebo energetickych néapoji vyplyva
pfedevsim z centralné stimulujicich u€inkid kofeinu. Na organismus piisobi analepticky,
tedy poklesem unavy, zlepSeni koncentrace a vniméani okoli, zlepSenim nalady
a zvySenim pracovni vykonnosti [50]. Kofein plisobi pfednostné na mozkovou kiru
a pii nedostatku muze zptisobovat nezadouci az abstinen¢ni pfiznaky jako unava, bolest

hlavy, uzkost, svalova ztuhlost ¢i kiece [51].

2.5.2 Metody stanoveni kofeinu, popis miceldarni elektrokinetické chromatografie

Kofein jako latku schopnou absorbovat UV zdfeni je mozné stanovit nckolika
analytickymi metodami. Mezi nejrozSifencjSi patii stanoveni chromatografickymi
metodami, pfedev§im vysokoucinnou kapalinovou chromatografii, plynovou
chromatografii a zénovou kapilarni elektroforézou.

Pomoci HPLC ¢i RP-HPLC se kofein stanovuje nejriznéj$imi postupy. Mezi né patii

prazeni vzorki kavy, nasledna extrakce do vrouci vody, nastiiknuti do kolony
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se stacionarni fazi C18 a mobilni fazi sloZenou z fosfatového pufru a methanolu (sloZzeni
85:15, v/v), detekce probiha UV detektorem o vlnové délce 274 nm [52, 53]. Dalsi
postupy stanoveni kofeinu metodou HPLC ¢i RP-HPLC je mozné najit v dilech [54-56].

Kofein je mozné stanovit i chromatografii plynovou. Tato metoda neni pro stanoveni
kofeinu pfilis rozsitena [57].

I kdyZ jsou pfi stanovovani kofeinu standardné pouzivany metody chromatografické,
ukdzalo se, ze kofein je mozné stanovit i metodami elektromigracnimi, predevsim
zonovou kapilarni elektroforézou. Kofein je pomoci CZE nejcastéji stanovovan
na dlouhych kapildrach o délce od 70 do 100 cm, detekce probiha na UV
¢i fluorescencnich detektorech nebo hmotnostnich spektrometrech, nosné elektrolyty
se pouzivaji s pridavkem SDS (poté se mluvi o metodé MEKC) nebo bez SDS
(nejcastéji glycinové pufry) [58]. Dalsi metody stanoveni kofeinu pomoci CZE
a MEKC jsou popsany v dilech [59-64].

Mezi dal$i metody, kterymi je mozné stanovit kofein ve vzorku, se fadi infracervena
spektrometrie, UV/VIS spektrometrie, voltametrie a potenciometrie [65-70]. Tyto
metody vSak dnes ke stanoveni kofeinu ve vzorcich nejsou vyuzivéany.

ProtoZze u kofeinu nedochdzi k vytvofeni naboje na molekule v béZznych
elektroforetickych elektrolytech, neni mozné molekulu kofeinu rozdé¢lit od jinych
neutralnich molekul pouzitim zoénové kapilarni elektroforézy. Z tohoto diivodu byl
kofein stanovovan metodou micelarni elektrokinetické chromatografie.

Micelarni elektrokinetickd chromatografie (MEKC) je elektroanalytickd metoda
vyuzivajici ptidavku povrchoveé aktivni latky (detergentu) do roztoku zdkladniho
elektrolytu [71]. Povrchové aktivni latka napomaha k separaci neutrdlnich molekul,
které by nebylo mozné pouzitim kapildrni zénové elektroforézy rozdélit. Detergent
vytvoii v roztoku zakladniho elektrolytu micely (pseudostaciondrni fazi). MEKC
je z kapilarnich elektromigracnich technik nejmladsi a umoziuje kromé separace iontl
1 separaci neutralnich (hydrofobnich a hydrofilnich) molekul [72].

MEKC byla poprvé pouzita v roce 1982 (Terabe et al) jako kombinace
chromatografickych a elektroforetickych principi a poprvé byla publikovana
vroce 1984 [12]. Metoda v sobé kombinuje jevy elektrokinetické (rozdéleni latek

v elektrickém poli) a chromatografické (rozdé¢leni latek mezi dvé faze).
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Povrchové aktivni latka pfidavand do roztoku zdkladniho elektrolytu obsahuje
hydrofilni a hydrofobni ¢ast [11]. K rozdé¢leni analyti dochazi kombinaci rozdilného
rozdéleni mezi vodnou fdzi a fazi tvofenou povrchové aktivni latkou a vlivem
elektroforetické pohyblivosti [75]. Do vodného pufru je pfidana povrchové aktivni
latka v koncentraci vys$$i nez kritickd micelarni koncentrace, pfi niz se vytvaii v pufru
micely [72].

Povrchové nabité micely migruji uvnitf pufru vlastni elektroforetickou rychlosti
a unasi separované analyty, které jsou vice ¢i méné pritomny uvniti hydrofobnich dutin
micel. VSechny micely migruji stejnou rychlosti, ale stupeni solvatace molekul micelami
udava rychlost unaseni téchto molekul.

Protoze riizné molekuly maji jinou afinitu k pseudofazi vytvotrené detergentem, jsou
irozdiln€ ovlivilovany pohybem micel, coZz se projevi jejich rozdilnou migracni
rychlosti. Molekuly budou separovany v potadi zvysujici se afinity k micelarni fazi [3].

Nejcastéji pouzivanou povrchové aktivni latkou je dodecylsulfat sodny (SDS).
Zakladni informace o MEKC lze nalézt v literatufe, napt. [76]. SDS micely
jsou bezbarvé utvary majici zdporny povrchovy naboj nesené ke katodé
elektroosmotickym tokem. V separacni kapilafe tedy ke katodé nejrychleji putuji
neutralni latky nesené EOF bez interakce s micelami, poté neutrdlni latky tcastnici

se interakce s micelami a nakonec samotné micely (viz obr. 2.2).

Micely Analyty Voda

S I H
/]\ Separatni kapilara /I\

Nastfik Detekce
Voda Analyty

Micely

B

0 t0 tR tmc

Obr. 2.2 - Migracni okno v MEKC. A — Jednotlivé rozseparované zony po nastfiku latek

bez naboje do separacni kapiliry; B — MEKC elektroferogram, podle [72].
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Moznost detekce micel v optické ¢asti detektoru a zmeéteni rychlosti jejich migrace
v kapilafe je mozné pouze piidavkem slouceniny, nejlépe barevné ve viditelné Casti
spektra, kterd se na micely pevné véaze. Takovou latkou mize byt piidavek roztoku
hydrofobniho barviva Sudanu III poskytujici odezvu na optické ¢asti dudlniho
detektoru. Rychlost elektroosmotického toku je mozné zméfit pfidavkem methanolu
nebo roztokem thiomocoviny, coz jsou bézn€ pouzivané tzv. ,,markery EOF*.

Kofein je schopny absorbovat prochazejici zafeni vysilané z vnéjS$iho zdroje
a poskytovat odezvu na optické ¢asti dudlniho detektoru. Ze spektra na obr. 2.3 je videét,
ze kofein ma v UV/VIS oblasti dvé maxima, pficemz v prostfedi separacniho pufru
s SDS (spektrum B) nelze vyuzit vinové délky maxima v nemicelarnim prostiedi
(spektrum A). K detekci byla pouzita vinova délka 216 nm, umoziiujici o néco citlivejsi

detekci nez méfeni pii 273 nm.

0,8
1 205 nm
0,7 -
0,6 -
0,5
0,4 - A

216 nm

0,3

Absorbance, AU

273 nm

0,1+

0,0

T T T 1
200 250 300 350

vinova délka, nm

Obr. 2.3 - Spektrum kofeinu ve vodé (A) a v separaénim pufru 40 mmol I"' CHES + 15 mmol I
NaOH + 50 mmol I'' SDS (pH 9,36) (B). Koncentrace kofeinu 4,96 mg 1.
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2.6 Pouzité kalibra¢ni metody

2.6.1 Metoda vnitiniho standardu

Metoda vnitiniho standardu spocivd v porovnani plochy (vysky) piku analytu
a plochy (vysky) piku vnitfniho standardu o zndmé koncentraci pfidaného k roztoku
vzorku, pfi znalosti koeficientu F, ktery charakterizuje moZnou rozdilnou citlivost
detektoru na analyt a vnitfni standard (koeficient odezvy detektoru). Latka pouzita
jako vnitini standard nesmi byt pfitomna v piivodnim vzorku, nesmi reagovat s zadnou
slozkou vzorku a musi byt dobie oddélena od vSech slozek v pilvodnim vzorku.
Vyhodou metody je to, zZe neni tieba znat piesny objem nastiiku vzorku.

Pii zndmych koncentracich analytu i vnitiniho standardu a znadmych odezvach

na detektoru pro obé slozky je mozné urcit F' koeficient podle vzorce (9) [77]:

ANVS) _ . e(VS)
AA) T (A

)

kde: A(VS) - plocha piku vnitiniho standardu [mV s], ¢(VS) - koncentrace vnitiniho
standardu [mol 1], 4(A) - plocha piku analytu [mV s], c¢(A) - koncentrace analytu
[mol I'']. Obdobné rovnice plati pro vysky pika (10), pouzity H(VS) a H(A) [mV].
V obou piipadech jsou rovnice rovnicemi piimkKy, jejichz smérnice je hledany koeficient

odezvy F.

H(VS) _ . <(VS)
HA)  c(A)

(10)

Po vypocteni F' koeficientu se dosadi do stejné rovnice odectené hodnoty ploch
(vysek) piki zmétenych u roztokl vzorkii s nezndmou koncentraci ¢(A), do nichz byla
pfiddina zndma koncentrace vnitintho standardu c¢(VS). Pro vypocet neznamé
koncentrace analytu c(A) z ploch pikii plati rovnice (11). Obdobna rovnice plati

pro vypocet koncentrace z vySek pikd.
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_ A

“(A) A(VS)

F-c(VS) (11)

Rovnice (11) plati za pfedpokladu, Ze je usek regresni piimky zavislosti popsané
rovnicemi (9) a (10) statisticky nevyznamny, tj. jeho nulovd hodnota lezi uvnitf

intervalu spolehlivosti. Pokud je statisticky vyznamny a nelze ho zanedbat, plati rovnice
(12):

ANVS) _ g cVS)

12
am) T e (2
kde: g — usek. Vysledna koncentrace c(A) se vypocita podle rovnice (13):
F-c(VS)
Ay=— """ 13
A(A)

2.6.2 Metoda kalibracni piimky

Metoda kalibra¢ni piimky spocivd v nalezeni zavislosti odezvy detektoru uvadéné
v plochdch nebo vyskach pikli na zndmé koncentraci analytu. Pii metod¢ kalibracni
pfimky se stanovuje pfesné dany pocet kalibracnich roztokl o rtiznych (ale znamych)
koncentracich analytu ve vzorku a odecitaji se odezvové parametry detektoru.
Po naméfeni a vyhodnoceni vyslednych elektroferogramii kalibracnich roztokt
se z namétenych hodnot vypoctou stiedni hodnoty, které se nasledné pouziji k sestrojeni
grafu zavislosti velikosti odezvy detektoru (vyska, plocha piku) na koncentraci analytu
(c(A)). Body grafu se prolozi regresni piimkou, u které je vypocitana rovnice regrese

(14) [77]:

A(A)=k-c(A)+q (14)

kde: k - smérnice regresni pfimky a g — tisek regresni pfimky.
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Po vypocteni parametrli rovnice regrese se naméfi neznamy vzorek obsahujici
stanovovany analyt. Z elektroferogramu se odecte plocha piku (4(A)) a koncentrace
se vypocitd z rovnice (15). Obdobna rovnice plati pro vypocet koncentrace z vySek

piku.

_AA)—¢

c(A) p

(15)

2.6.3 Metoda standardniho piidavku

Metoda standardniho ptfidavku je dal§i hojné vyuzivajici kalibracni metodou. Jejim
principem je piidani standardniho roztoku o zndmé konentraci pifimo do vzorku,
ve kterém se stanovuje koncentrace analytu, aby se zanedbal vliv matrice na vyslednou
koncentraci. Standardni roztok se z pravidla pfidava ve dvou ptidavcich.

Hodnoty odecitaného parametru (plocha, vyska piku) se pak pievedou do grafu
zavislosti velikosti odecitaného parametru na pfidané koncentraci standardu. Vysledny
graf se prolozi regresni pfimkou a z jeji rovnice je mozné dopocitat hledanou

koncentraci podle rovnice (16) [77]:

_q9. V.
(A= N (16)

kde: k - smérnice regresni ptimky, g — usek regresni piimky, ¥ - celkovy objem roztoku

v odmérné bance [ml] a V(A) - objem roztoku vzorku vzaty k analyze [ml]. Zbylé

pouzité¢ symboly byly popsany vyse.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Dualni detektor

Pouzity dualni C*D/UV detektor pro detekci pii elektroforetické separaci v kratké
kapilafe byl zkonstruovan ve spolupraci s firmou ECOM, s. r. o. (CR). Separaéni
i detek¢ni Cast byla vytvofena jako soucast sériové vyrabéného spektrofotometrického
detektoru Saphire od vyse uvedené firmy. Detektor s krytem je ukdzan na obr. 3.1.
Separacni kapildra, elektronické soucdsti bezkontaktniho vodivostniho detektoru
a svetlovodna vldkna jsou umistény na Celnim panelu detektoru Saphire (2) pod opticky

a elektrostaticky stinicim krytem (1).

Obr. 3.1 - Celkovy pohled na pouZivanou aparaturu se separacni a detek¢ni ¢asti umisténé

pod krytem (1) na ¢elnim panelu spektrofotometrického detektoru Saphire (2).

Vnitini uspofadani separacni a detekéni casti aparatury pod stinicim krytem
jeuvedeno na obr. 3.2. Na spolecné desce jsou umistény soucasti separacni Casti
aparatury — kapilara (1), davkovaci (2) a koncova (3) nadobka a elektronika C*D.
Detek¢énim elementem optického detektoru je velkoplosnd fotodioda (4). Ta je umisténa
na detekéni cele, v niz je zafeni k detekénimu okénku kapilary ptivadéno svétlovodem
od monochromatoru ve spektrofotometrickém detektoru. Zateni je privadéno mezi dvé

semitubularni elektrody bezkontaktniho vodivostniho detektoru (obr. 3.3).
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Elektrody vodivostni ¢asti detektoru byly vystfizeny ze samolepici médéné folie
o tloust’ce 35 um (ELCHEMCo, s.r.0.; CR); §itka elektrod je 1,7 mm, mezera mezi nimi
0,85 mm. Struktura detekéni cely umisténé pod velkoplosnou fotodiodou je vidét
na obr. 3.3.

Princip dudlniho C*D/UV detektoru, popis elektroniky vodivostni &asti detektoru
a vyhody vyuziti jsou blize popsany v préaci [78]. Princip bezkontaktni vodivostni

detekce v separacnich metodach je popsan napft. v praci [79].

SAPPHIRE = ;mmz WAVELENGTH DE

Obr. 3.2 - Separaéni a detekéni &asti aparatury pro separace v kratké kapilafe s dualni C*D/UV
detekci po odstranéni krytu. (1) separacni kapilara, (2) davkovaci nadobka, (3) koncova nadobka,

(4) velkoplosna dioda — opticka ¢ast dualni detekéni cely.

Obr. 3.3 - Detekéni cela po odstranéni velkoplosné fotodiody. (1) privody k elektrodam,
(2) drzak velkoplosné fotodiody, (3) drazka pro vloZeni kapilary.
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3.2 Elektroforeticka sestava

Elektroforeticka aparatura je schematicky naznacena na obr. 3.4. Davkovani vzorku
do kapilary a jeji promyvani bylo uvedeno v praci [2], kde jsou také uvedeny
podrobnosti k jednotlivym castem aparatury. Drobnymi zménami oproti popsané
aparatuie je pouziti Sesticestného elektromagneticky ovladaného davkovaciho ventilu
VALCO (VICI Valco Instruments) misto ventilu C102M (Labio; CR)
a dvoukanalového AD pievodniku ORCA 2000 (ECOM, s.r.o.; CR) misto

jednokanalového ptevodniku Panther od téze firmy.

Obr. 3.4 - Blokové schéma aparatury pro separace v kratké kapilare. (1) zasobnik separacniho
pufru, (2) piezoelektrickd pumpa, (3) Sesticestny davkovaci ventil, (4) davkovaci smy¢ka plnéna
vzorkem pomoci injek¢ni stiikacky (5), (6) davkovaci nadobka, (7) separa¢ni kapilara, (8) dualni
detektor, (9) koncova nadobka, (10) zpracovani a registrace signalu z detektoru,
(11) vysokonapét'ovy zdroj, (12) elektroforetické elektrody, (13) promyvaci membranova pumpa,
podle [78].

Separaéni kapilara, pouzita k dalSim popsanym meéfenim méla tyto charakteristiky:
vnitini primér 50 pm, celkova délka L = 10,5 cm, délka k detektoru / = 8 cm. PouZitym
detektorem by dualni detektor; UV detektor méfil pii vinové délce 210, 212 a 216 nm
(viz dale u popisu pracovniho postupu pii provadéni jednotlivych tloh), vodivostni C*D
detektor méfil vzdy pii sinusovém signalu o frekvenci 450 kHz a amplitudé + 17 V.
Davkovani vzorku probihalo klasickym Sesticestnym ventilem, ddvkovaci smycka méla

vnitini objem 16 pl, vzorek byl do davkovaci smycky plnén injekéni stiikackou
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oobjemu 1 ml. Nosny elektrolyt byl do systému ptfivadén piezopumpou. Separacni

napéti bylo voleno v rozsahu 1 az 6 kV. Aparatura byla ovladdna programem

vytvotenym v prostfedi LabView (National Instruments; USA), elektroferogramy byly

registrovany programem ECOMAC (ECOM, s.r.o.; CR) a vyhodnocovany programem
CSW (Data Apex) a Microsoft Excel.

3.3 Chemikalie a roztoky

Vsechny dale uvedené roztoky byly pfipravovany s pouzitim deionizované vody

(Milli-Q Plus, Millipore; USA) a roztoky analyti byly uchovavany v chladnicce.

3.3.1

Chemikdlie a roztoky pro stanoveni zdakladnich elektroforetickych parametrii

Tyramin hydrochlorid (98%, SIGMA-ALDRICH)

MES (kyselina 2-(N-morpholino)-ethansulfonova, >99%, MERCK)

LiOH.H,O (pro analysi, MERCK)

H3BO; (for electrophoresis, SIGMA-ALDRICH)

L-histidin (>99%, MERCK)

Kyselina octova (¢istd, LACHEMA BRNO)

TRIS (Trizma base, minimum 99,9 %, SIGMA-ALDRICH)

Hydroxid sodny (=98%, SIGMA-ALDRICH)

Roztok tyraminu (pfipraven ze zasobniho 0,1 mol 1" roztoku)

Ekvimolarni smés K', Na' a tyramin (koncentrace vSech slozek 0,1 mol 1‘1,
ptipraveno ze zasobniho 1 mol I"' roztoku)

20 mmol I MES + 5 mmol I LiOH o pH = 5,9

20 mmol 1" H;BO; + 10 mmol "' LiOH o pH = 9,2

0,1 mmol 1" histidin v 50 mmol 1" kyseliny octové + 20 mmol I TRIS o pH = 4,5
0,1 mmol I'" histidin v H,O

1 mmol I histidin v 50 mmol I"' kyseliny octové + 20 mmol I TRIS o pH = 4,5
1 mmol I'" histidin v H,O

50 mmol 1" kyseliny octové + 20 mmol I TRIS o pH = 4,5
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3.3.2 Chemikalie a roztoky pouZivané p¥i separaci vitaminii B

e Kyselina chlorovodikova (35% p.a., LACHNER NERATOVICE)

e Acetonitril (pro HPLC >99, 8%, PENTA)

e Pyridoxin hydrochlorid (SIGMA-ALDRICH)

e  Thiaminiumdichlorid (98,5%, MERCK)

e Kyselina nikotinova (SIGMA-ALDRICH)

e Riboflavin (99,1 %, pracovni standard Zentiva, a.s.)

e Kyselina pantothenova (97,7 %, pracovni standard Zentiva, a.s.)

e Hydroxid sodny (>98%, SIGMA-ALDRICH)

e 20 mmol I" H;BO; + 10 mmol "' LiOH o pH = 9,14

e 0,01 moll"HCI

e tableta B — Komplex Forte (Zentiva, a.s.) slozeni dle vyrobce: sacharosa, laktosa
monohydrat, nikotinamid (50 mg/tab), kukufi¢ny Skrob, talek (protispékava
latka), D-pamtothenan vapenaty, riboflavin (15 mg/tab), thiamin hydrochlorid
(15 mg/tab), pyridoxin hydrochlorid (10 mg/tab), oxid titani¢ity (barvivo),
triglyceridy Zeleza, stearan vapenaty (protispékava latka), vceli vosk (lestici
latka), karboxymethylcelulosa (stabilizator), oxid kiemicity (protispékava latka),
karnaubsky vosk (lestici latka)

3.3.3 Chemikalie a roztoky pouZité pii MEKC stanoveni kofeinu

e CHES (2-(cyklohexylamino)-ethansulfonova kyselina, >99%, ROTH)

e SDS (dodecylsulfat sodny, >99%, SIGMA CHEMICAL CO.)

e Kofein (SANITAS S.P.)

e Sudan III (SOJUZREAKTIV, SSSR)

e Thiomocovina (p.a., LACHEMA)

e Hydroxid sodny (>98%, SIGMA-ALDRICH)

e 40 mmol I'' CHES + 15 mmol I"' NaOH + 50 mmol I"' SDS o pH = 9,30

e Roztok kofeinu (1 mg mI™") v H,O

e 0,1 mmol I NaOH

e Tableta Acylcoffin (Zentiva, a.s.) slozeni dle vyrobce: Acidum acetylsalicilicum

(450 mg/tab.), Coffeinum anhydricum (50 mg/tab.), bramborovy Skrob, mastek
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3.4 Pracovni postupy

3.4.1 Pracovni postup pi¥i stanovovdni elektroforetickych parametri

Testovacim vzorkem byl vodny roztok ekvimolarni smési sodnych, draselnych
a tyraminovych iontt o koncentraci viech slozek 0,1 mmol I'". Draselny a sodny kationt
poskytovaly odezvu na vodivostnim detektoru. Tyramin jako slaba aminokyselina
poskytoval odezvu na obou detektorech.

Meéteni elektroforetické mobility sodnych, draselnych a tyraminovych ionth
probihalo v boratovém pufru (20 mmol 1" kyselina borita + 10 mmol 1" hydroxid lithny
o pH = 92). Analyzy byly provadény pii vlozeném napéti od 2000 V
do 5000 V po kroku 1000 V. Prochazejici proud byl od 5 do 8 pA. Pred zacatkem
méteni byla kapilara proplachnuta deionizovanou vodou po dobu 2 minut a roztokem
zakladniho elektrolytu po dobu 2 minut. Po kazdém méfeni byla kapilara proplachnuta
roztokem zakladniho elektrolytu po dobu 20 vtefin.

Pii kazdé hodnoté napéti byly proméfeny tii elektroferogamy zaznamenavajici
odezvu obou detektort, které¢ byly ukonceny po odeznéni odezvy na nasttikovou zonu.
Béhem méfeni se ukdzala nutnost provedeni minimalné¢ dvou analyz testovaci smési
po kazdé zméné napéti k ustdleni podminek v kapilafe, teprve poté byly ziskany
opakovatelné vysledky. UV detekce probihala pfi 210 nm.

Z jednotlivych elektroferogramii byly odecteny hodnoty migracnich casi
testovanych iontd a néstfikové zony, vysky piki, plochy pikl a $itka v poloviné vysky
piku. Vypocty elektroforetickych mobilit analyzovanych iontli a separacni u¢innost
kapilary probihaly v programu Microsoft Excel.

Aktualni mobility byly vypocitany odectenim smérnic z grafii zavislosti prevracené
hodnoty migra¢niho €asu iontu na vloZeném napéti, kdy hodnota u; je rovna smérnici
piislusné pfimky vyndsobené soucinem efektivni a celkové délky kapilary,
viz rovnice (4). Pro kazdy iont byly zméteny tfi smérnice ze tif po sobé jdoucich méfeni.
Stejnym zplsobem byla ziskdna mobilita latek bez nédboje, charakterizujici EOF.

Z téchto hodnot byly pocitany efektivni mobility dle vztahu (5).
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Teoretické hodnoty efektivni mobility draselného a sodného iontu byly pocitany
dle vztahu (6) s pouzitim hodnot limitnich iontovych vodivosti, kdy pro draselny iont
byla pouzita hodnota 73,5 a pro sodny iont 50,1 S cm® mol'[14].

Podle vzorce (7) byly vypocitany separacni uc¢innosti vyjadiené poctem teoretickych
pater, pro kazdy jednotlivy iont zvlast’ pti kazdém vlozeném napéti.

Separa¢ni Uc€innosti pocitané z odezev obou detektori byly rovnéZz porovnany
méfenim roztoku histidinu o koncentracich 0,1 a 1 mmol I'. Vzorec histidinu
je znazornén na obrazku 3.5. Nosnym elektrolytem byl roztok 50 mmol I" kyseliny
octové (HAc) a 20 mmol I'' TRIS o pH = 4,5. UV ¢ast dualniho detektoru méfila

pfi212 nm, kdy histidin absorbuje nejvice prochéazejiciho zareni. Prochazejici proud

m¢él hodnotu 14 - 18 pA.
N
(/ ) NH,
N
H  HO \O

Obr. 3.5 — Vzorec histidinu, podle [80].

Vysledné hodnoty separacnich G¢innosti pro jednotlivé druhy roztoka byly vztazeny

na 1 m kapilary.

3.4.2 Pracovni postup p¥i separaci vitaminit B

Vitaminy byly stanovovany v tablet¢ B-komplex od spolecnosti Zentiva, a.s.
Kapilara byla aktivovana pfed méfenim kazdy méfici den 10 minut 0,1 mol I'
hydroxidem sodnym, 3 minuty deionizovanou vodou a 2 minuty roztokem pufru pti
vloZeném napéti 5 nebo 6 kV. Po aktivaci elektrody byly provedeny tfi nastiiky

kontrolniho roztoku ekvimolarni smési sodnych a draselnych iontii o koncentraci obou
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slozek 0,1 mmol I''. Po kazdém méfeni byla kapilara proplachnuta 40 vtefin roztokem
pufru. Detekce probihala na obou typech detektorl, protoze nekteré ze stanovovanych
vitamini skupiny B maji v molekule chromofory a jsou schopny absorbovat
prochazejici zafeni. VInova délka byla na UV detektoru nastavena na 216 nm, protoze
pii této vinové délce je absorbance UV zafeni vSech stanovovanych vitaminii vhodna
ke spole€nému stanoveni (viz obr. 3.6). Zakladnim elektrolytem pouzitém pii vSech
méfenich byla smés 20 mmol 1" kyseliny borit¢ s 10 mmol I'' hydroxidem lithnym

o pH = 9,14. Méfeni probihala pii 5 a 6 kV, protékajici proud byl v rozmezi 3 — 5 pA.

1.0

absorbance (AU)

200 250 300 350 400

vinova délka (nm)

Obr. 3.6 - Absorp¢ni spektrum thiaminu (modra), riboflavinu (fialova), niacinu (zelena)

a pyridoxinu (¢ervena), podle [81].

K ptipravé vzorku bylo pouzito 5 tablet, které byly rozetfeny v tfeci misce pomoci
tloucku a rozpuitény v 50ml odmérné bafice v roztoku 0,01 mol 1" kyseliny
chlorovodikové a 20% (v/v) acetonitrilu a doplnény po rysku timto roztokem. Doplnény
roztok obsahujici tablety byl 5 minut sonifikovan v ultrazvukové 1azni. Néasledné byly

odebrany 3 ml pomoci injek¢ni stiikacky s nasazenym membranovym filtrem s 0,45 um
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pory do kadinky. Z ptefiltrovaného roztoku byly odebrany 2 ml automatickou pipetou
do 10ml odmérné baiiky a doplnény po rysku roztokem pufru.

K identifikaci jednotlivych vitaminii obsaZenych v tablet¢ B-komlexu byly pouzity
modelové roztoky obsahujici vzdy jen jeden vitamin nebo smésny roztok obsahujici
vSechny vitaminy, které jsou v B-komplexu. Standardni roztoky vitaminli byly
pfipraveny navazenim 250 mg standardu kazdého vitaminu na analytickych vahach
arozpusténim v 50ml odmérné bance v deionizované vodé. Z takto pfipraveného
zasobniho roztoku byl odebran 1 ml automatickou pipetou do 10ml odmérné banky
a doplnén po rysku roztokem pufru. Koncentrace vitamini v téchto roztocich byla
500 pg ml™.

Z vitaminl v tablet¢ B-komplexu bylo mozno jednoduSe stanovit pouze thiamin,
viz déle. K jeho stanoveni byla pouzita metoda standardniho ptidavku.

Z roztoku rozpusténych tablet B-komplexu byly odpipetovany tfikrat 2 ml do tii
10ml odmérnych bangk, pfi¢emz do prvni nebyl pfidan standardni roztok thiaminu,
do druhé byl ptidan 1 ml standardniho roztoku thiaminu a do tfeti 2 ml roztoku thiaminu
o koncentraci 500 pg ml”'. Nasledné bylo promé&feno 5 elektroferogrami kazdého
ptipraveného roztoku. Z vyslednych elektroferogramt byla programem CSW odectena
plocha pikti thiaminu na obou typech detektorii. Z hodnot ploch pikli byly sestrojeny
zavislosti plochy piku thiaminu na koncentraci pfidaného standardniho roztoku
thiaminu k roztoku B-komplexu. Vysledné grafy byly prolozeny regresni pfimkou
a z jejich rovnic byla vypoctena koncentrace thiaminu ve vzorku B-komplexu podle
vzorce (16). Z vypoctenych koncentraci byly vypocitany priméry a intervaly

spolehlivosti.

3.4.3 Pracovni postup pii MEKC stanovovani kofeinu

Koncentrace kofeinu v 1ékové formé Acylcoffin byla zméfena metodou micelarni
elektrokinetické chromatografie (MEKC). Zakladnim elektrolytem pouzitym
pti kalibraénich méfenich i pfi méfeni analytu ve vzorku byl roztok 40 mmol I'' CHES +
15 mmol I'" NaOH + 50 mmol 1" SDS o pH = 9,30. Kapilara byla aktivovana pied
kazdou sérii méfeni roztokem 0,1 mol I" hydroxidu sodného po dobu 10 minut.

Nasledné byla vyplachovana po dobu 5 minut deionizovanou vodou a 10 minut
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roztokem zakladniho elektrolytu pfi pfivadéném napéti 6 kV z vnéjsiho zdroje.
Poté byly provedeny tii nastiiky roztoku kofeinu o libovolné koncentraci do systému
na ustaleni podminek v kapilare.

Pted méfenim koncentrace kofeinu byla zméfena rychlost pohybu micel a rychlost
elektroosmotického toku. Pohyb micel byl uren pouzitim pfidavku barevné latky
(Sudan III) do roztoku zédkladniho elektrolytu. Jako markery elektroosmotického toku
byly pouzity roztoky thiomocoviny a methanolu. Roztok Sudanu III o koncentraci
2mgml' byl piipraven rozpuiténim navazky pevného Sudanu III v methanolu.
K méfenim byl z tohoto zdsobniho roztoku odpipetovan 1 ml automatickou pipetou
do 10ml odmérné banky, ktera byla doplnéna po rysku roztokem zakladniho elektrolytu.

Zasobni roztok thiomooviny o koncentraci 2 mg ml™' byl pfipraven rozpusténim
navazky pevné thiomoCoviny v deionizované vodé. Z takto pfipraven¢ho zésobniho
roztoku thiomocoviny bylo odpipetovano 0,1 ml do 10ml odmérné baiiky, kterd byla
nasledné doplnéna po rysku roztokem zakladniho elektrolytu.

Nejprve byly prométeny pouze Cisté roztoky Sudanu III a thiomocoviny o koncentraci
0,2 respektive 0,02 mg ml', nasledné byl vytvofen smésny vzorek Sudanu III
a thiomocoviny o totoZznych koncentracich jako u Cistych roztokl. Jako posledni byly
k roztoku Sudanu IIT piidany 2 ml roztoku kofeinu o koncentraci 2 mg ml'. Vechny
popsané roztoky byly pfipraveny v 10ml odmérnych bankach a doplnény po rysku
roztokem zakladniho elektrolytu.

Vsechny roztoky byly opakované prométeny 7x pfi piivadéném napéti 5 a 6 kV.
Pouzivéana byla pouze UV detekce pii vinové délce 216 nm. Z jednotlivych
elektroferogramti métfeni byly odecteny migracni Casy jednotlivych analytli. Stanoveni
koncentrace kofeinu v tableté bylo provadéno metodou kalibra¢ni pfimky a metodou
vnitiniho standardu.

Pii metod¢ kalibracni pfimky byly ke kalibraénim méfenim pouZzity roztoky kofeinu
o koncentracich 0,02; 0,05; 0,1; 0,15 a 0,2 mg ml ™. Byly pfipraveny fedénim
vypoéteného objemu zasobniho roztoku kofeinu o koncentraci 1 mg ml"' zakladnim
elektrolytem v odmérnych baiikach o objemu 10 ml. Ke kazdému kalibra¢nimu roztoku
kofeinu bylo ptidano 0,05 ml roztoku thiomo€oviny ze zasobniho roztoku o koncentraci

2 mg ml™". Bylo tak mozno kontrolovat EOF a z piisluinych elektroferogrami mohl byt
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uren koeficient odezvy detektoru F pro kalibra¢ni metodu vnitiniho standardu,
viz déle.

Tableta Acylcoffinu obsahujici dle vyrobce 50 mg kofeinu byla rozpusténa v 50ml
odmérné bance v deionizované vodé. Odmeérna baika byla doplnéna po rysku, ¢imz
se ziskala piedpokladana koncentrace kofeinu 1 mg ml". Roztok vzorku byl filtrovan
membranovym filtrem o velikosti pord 0,45 pum nasazenym na injekéni stiikacku
pro odstranéni nezadoucich slozek tablety. Z takto pfipraveného zéasobniho roztoku
vzorku byl odpipetovan 1 ml do 10ml odmérné banky, do niz bylo dale ptidano 0,05 ml
roztoku thiomo¢oviny o koncentraci 2 mg ml" jako vnitiniho standardu. Poté byla
baitka doplnéna po rysku roztokem zakladniho elektrolytu. Takto pfipravenym
roztokem byla pomoci injekéni stiikacky plnéna davkovaci smycka davkovaciho
Sesticestného ventilu a vzorek davkovén do kapilary.

Me¢éfeni probihala pii pfivadéném napéti 6 kV a pii vlnové délce 216 nm. Proud
prochazejici kapildrou byl vrozmezi 36 — 41 pA. Kazdy kalibraéni roztok byl
proméien 7x. Z elektroferogramti byly odecteny migracni ¢asy kofeinu a thiomocoviny,
plochy a vysky piki a Sitka piku v poloviné vysky piku pro analyt i vnitini standard.
Z odectenych dat bylo mozné vypocitat stfedni hodnoty plochy a vySky piku
u jednotlivych kalibracnich roztokl a sestrojit kalibracni grafy zavislosti vysky piku
respektive plochy piku na koncentraci kofeinu. Body v grafech byly proloZeny
regresnimi pfimkami, z nichZ byly vypocitany rovnice regrese a korela¢ni koeficienty.
Rovnice kalibra¢nich regresnich pfimek byly pouzity pro vypocet koncentrace kofeinu
v tableté dle rovnice (15).

Metoda vnitiniho standardu vyuzila ptidavku stejné koncentrace thiomocoviny
do kalibracnich roztokii. K vypoctu F koeficientu (popsén blize v kapitole 2.6.1) byly
pouZity stejné elektroferogramy jako u metody kalibracni ptimky. Z elektroferogramii
byly odecteny vysky a plochy pikd, vypocteny stiedni hodnoty pro jednotlivé
koncentrace a dosazeny do rovnice (9). Podle rovnice (9) a (10) byly sestrojeny grafy
zavislosti A(TH)/A(K), respektive H(TH)/H(K) na c(TH)/c(K). Body grafu byly
prolozeny regresni pfimkou, u niz byla vypoctena rovnice regrese. Z parametrll regresni
rovnice a odeCtenych hodnot ploch ¢i vySek pika z elektroferogram vzorku byla
vypoctena koncentrace kofeinu v tableté. Jelikoz nebylo mozné statisticky zanedbat

usek, byla koncentrace kofeinu vypocitana podle rovnice (12), respektive (13).
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3.5 Statistické hodnoceni vysledki

Z vysledkl jednotlivych méfeni byl ur¢en medidn a pro statistické vyhodnoceni
a vypocitani intervalu spolehlivosti (L;2) byly pouZity nasledujici vztahy (17) a (18)
[82, 83]:

R = xi,max - xi, min (17)

(18)

L,=x%s-

-

kde: R - rozpéti, x - aritmeticky prumér z pouZzitych hodnot, ¢ - Studentliv koeficient
pro méné nez 30 hodnot pro piislusny pocet méteni a stupent volnosti, n - poc¢et méfeni
a s — smérodatnd odchylka pouzitych hodnot.

Vysledné koncentrace stanovované latky v tablet¢ ziskané z dat z obou detektorii
a za pouziti riznych kalibra¢nich metod byly statisticky porovnany za pomoci Lordova

testu, rovnice (19) [82]:

|x1-x2|
= (19)
R1+R2

kde: x1 a x2 - stfedni hodnoty (priméry) koncentraci ziskanych dvéma metodami
stanoveni a R1 a R2 - rozpéti jednotlivych koncentraci.

Lordtv test mél ukazat, zda dosazené vysledné koncentrace pomoci riznych metod
jsou statisticky shodné nebo se od sebe statisticky lisi.

Shodnost dosazenych vyslednych koncentraci byly déale porovnany s pravou

hodnotou koncentrace metodou T-testu podle vzorce (20) [82]:

-
Ly

R (20)

kde: x - stfedni hodnota vypoctenych koncentraci stanovované latky v tableté, u -
prava hodnota koncentrace v tableté (zde deklarovana hodnota vyrobcem), R - rozpéti

dosazenych koncentraci.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Testovani vlastnosti systému

Prvnim sledovanym parametrem je elektroforetickd mobilita testovanych ionti.
Elektroferogram je na obr. 4.1. Obr. 4.2 ukazuje zavislost pifevracené hodnoty
migrac¢niho ¢asu na separacnim napéti pro vSechny testované ionty. Aktudlni mobility
iontli a mobilita latek bez naboje nesenych EOF, které byly vypocitdny ze smérnic
pfimek téchto zavislosti a délky kapilary v€etné intervali spolehlivosti, jsou uvedeny

v tabulce 4.1.
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Obr. 4.1 - Elektroferogram testované smési draselného, sodného a tyraminové iontu

o koncentraci viech sloZek 0,1 mmol 1" BGE: 20 mmol I H;BO; + 10 mmol 1" LiOH (pH = 9,2).
Separac¢ni napéti SkV, prochazeji proud 8 pA, UV detekce pfi 210 nm. Piky identifikovany
jako draselny iont (1), sodny iont (2) a tyraminovy iont (3).
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Jednotlivé piky na obrazku 4.1 byly identifikovany jako: draselny iont (1), sodny
iont (2) a tyraminovy iont (3). Tyraminovy iont podle predpokladii poskytoval odezvu
na obou typech detektorti.

0,08 . . . .

006 1
2004 ¢ 1
: 002 1

0 t ' ' ' |
1000 2000 3000 4000 5000 6000

Napéti (V)

Obr. 4.2 - Graf zavislosti prevracené hodnoty migra¢niho c¢asu na vloZzeném napéti
pro jednotlivé testované ionty. Draselny iont (¢ervena), sodny iont (zelens), tyraminovy iont C*D
(modra), EOF (¢ern4). BGE: 20 mmol I H;BO; + 10 mmol I'' LiOH (pH = 9,2). Separa¢ni napéti
5kV, prochazeji proud 8 pA, UV detekce pii 210 nm.

Tab. 4.1- Experimentilni hodnoty aktuilni mobility (u;) testovanych ionti vypocitané
dle vztahu (4). Vypoctené teoretické (u.srr;) a naméiené hodnoty efektivni elektroforetické mobility
(tesr;) jednotlivych iontl doplnéné o intervaly spolehlivosti. BGE: 20 mmol I H;BO; + 10 mmol I'!
LiOH (pH = 9,2). Separacni napéti SkV, prochazeji proud 8 pA, UV detekce pri 210 nm.

jont ,ui2 . 1_9_3_1 ,uefg,i 110-?1 ﬂeff(zt),i_ilo__:
[cm™s V7] [cm™s V7] [cm™s V7]
K* 1,4140,21 7,01+1,81 7,62
Na" 1,2140,16 4,99+1,33 5,19
Tyramin (C*D) 0,89+0,07 1,88+0,44 -
Tyramin (UV) 0,87+0,05 1,63+0,22 -
EOF 0,71+0,03 0 -
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Z aktudlni mobility iontl byla vypocitana efektivni mobilita analyzovanych ionti
podle vzorce (5). Vysledky jsou uvedeny v tabulce 4.1 spolecné s hodnotami
teoretickych mobilit draselného a sodného iontu vypocitanych z limitnich iontovych
vodivosti dle vztahu (6). Pro tyraminovy iont nebylo mozné vypocitat teoretickou
mobilitu z divodu neznalosti limitni iontové vodivosti.

Porovnanim vypocitanych a naméfenych hodnot efektivnich mobilit analyzovanych
iontl (tab. 4.1) je patrna dobra shoda mezi obéma skupinami téchto hodnot. Efektivni
mobility tyraminu stanovené méfenim s obéma detektory jsou v mezich intervalu
spolehlivosti stejné.

DalS§im sledovanym parametrem je separacni U€innost. Z odectenych hodnot
migracnich Cast a Sifek piku v poloviéni vySce pfi riznych separacnich napétich byly
vypocitany pocty teoretickych pater podle vzorce (7) a v hodnotach vztazenych na 1 m
kapilary jsou uvedeny v tabulce 4.2 pro jednotlivé testované ionty. Pro draselny iont
byla vypocitana hodnota teoretického poctu pater i podle vzorce (8), vysledky jsou

v tabulce 4.3.

Tab. 4.2 - Experimentilné zjisténé pocty teoretickych pater (vztazené na 1 m kapilary)
pro jednotlivé ionty v zavislosti na vloZzeném napéti. BGE: 20 mmol 1" H;BO; + 10 mmol I LiOH

(pH =9,2). Separa¢ni napéti SkV, prochazeji proud 8 pA, UV detekce pii 210 nm.

[\’f] Nk +10* Nya+-10* M ‘y”“‘?‘l“OSC4D) M ‘y’“f“l“;,fUV)
5000 6,079+0,001 4,410+0,001 3,622:£0,003 1,890+0,003
4000 6,281+0,001 4,969+0,001 3,072+0,007 1,989+0,012
3000 6,344+0,003 4,453+0,011 2,129+0,075 1,66620,157
2000 5,182:0,034 3,234+0,018 2,09840,459 2,225+1,070
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Tab. 4.3 - Porovnani separacni ucinnosti experimentalné zjisténé a teoretické pro draselny iont
vztaZené na 1 m kapiliry doplnéné o intervaly spolehlivosti. BGE: 20 mmol I"' H;BO; + 10 mmol I

LiOH (pH = 9,2). Méteno pii napéti SkV, prochazeji proud 8 pA, UV detekce pri 210 nm.

U

[V] vapoétenzi' 104 Nieoreticka® 107
5000 6,079+0,001 1,682
4000 6,281+0,001 1,334
3000 6,344+0,003 1,012
2000 5,182+0,034 0,692

Z vypoctenych hodnot uvedenych v tabulce 4.3 byl sestrojen graf zavislosti poctu
teoretickych pater na vloZzeném napéti pro draselny kationt (obr. 4.3). Z grafu je patrné,
7e hodnota separacni ucinnosti v souladu s rovnici (8) s rostoucim vlozenym napétim
rostla az do hodnoty 3000 V. Po dosaZeni této hodnoty proudu zacala separacni
ucinnost klesat nejspiSe vlivem vznikajicitho Joulova tepla. Pokles vSak nebyl piili§
markantni, proto byla rychlost separace nadfazena separa¢ni Gc¢innosti a vSechny dalsi

separace se provadely pti napéti 5000 V.

65000 E

60000 |- E

55000 |- E

50000 - -

45000 E

pocet teoreickych pater

40000 -

35000 1 L 1 L
2000 3000 4000 5000

vioZené napéti (V)

Obr. 4.3 - Zavislost poctu teoretickych pater (vztaZené na 1 m kapilary) na vloZeném napéti
pro draselny iont. BGE: 20 mmol 1" H;BO; + 10 mmol I'' LiOH (pH = 9,2). MéFeno p¥i napéti 2 —
5 kV, prochazeji proud 5 - 8 pA, UV detekce p¥i 210 nm.
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Z tabulky 4.3 je patrné, ze teoretickd hodnota separacni ucinnosti je fadoveé vétsi,
nez byla dosazena pifi méfeni redlnych vzorkli. SniZeni redlné hodnoty separacni
ucinnosti mize byt zplisobeno neidealitami systému pfedev§im vznikajicim Joulovym
teplem.

Separaéni G¢innost z obou odezev dudlniho detektoru byla zjiStovana i pomoci dalsi
organické latky poskytujici odezvu na obou typech detektord, histidinem. Histidin byl
davkovan v rozdilnych matricich, podle ¢ehoz také poskytoval odezvy. Nejvyhodnégjsi
se ukazaly roztoky ve vod¢. Roztoky histidinu rozpusténého v pufru neposkytovaly
vysoké odezvy na detektoru, i separacni ucinnost byla nizsi. Nejhor$i vysledky byly
dosazeny u roztoku pufru obsahujiciho histidin o koncentraci 0,1 mmol I, kde odezva
byla minimalni a proto nebyly elektroferogramy pouzity k dal§imu zpracovani.

Separacni ucinnost byla pocitana podle vzorct (7) a (8), odecitano bylo z vyslednych
elektroferogrami uvedenych na obrazku 4.4. Vypoctené separa¢ni ucinnosti

pro jednotlivé roztoky histidinu ve vodé nebo v pufru jsou uvedeny v tabulce 4.4.

Tab. 4.4 — Experimentalni pocty teoretickych pater urcené z odezev obou detektori vztazené
na 1 m kapilary pro jednotlivé koncentrace histidinu davkovaného v riiznych matricich doplnéné
o intervaly spolehlivosti. BGE: 50 mmol I"' TRIS + 20 mmol I'' HAc (pH = 4,5). MéFeno pii napéti
5 kV, prochazejici proud 14 pA, UV detekce p¥i 212 nm.

Detektor 0,1 mmol ! 1 mmol I'! 1 mmol I''
v H,O v H,O v BGE

uv 7962+328 7507+325 5177+432

C'D 8049+946 8152+438 57494455
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Obr. 4.4 — Elektroferogram vzorku histidinu pro oba typy detektorii. BGE: 50 mmol I'' TRIS +
20 mmol I" HAc (pH = 4,5). Mé&Feno pii napéti 5 kV, prochazejici proud 14 pA, UV detekce
pFi 212 nm.

Separacni ucinnosti vypocitané z odezev vodivostniho detektoru jsou ve vsech
ptipadech u vzorkl histidinu vyS$§i nez G€innost vypocitand z odezev UV detektoru.
Vysvétleni miZe byt v nedokonalé fokusaci svételného zateni vychazejiciho ze zdroje
svétla. Opticka detekeni cela je tak vétsi nez vodivostni cela, jejiz velikost je piesné
definovéna elektrodami. Svétlo tedy mize mit vétsi rozptyl, a proto jsou zméfené $irky
pikt vétsi nez u vodivostni detekce.

Z vysledkli méfeni byla dokazana pouzitelnost systému pro separace v kratké
kapilafe v kombinaci s dualnim C*D/UV detektorem. Dualni detektor ukazal schopnost
detekce malych anorganickych iontd, stejné jako organickych iontl soucasné v jednom

analyzovaném vzorku.

4.2 Separace vitamini skupiny B

Vysledné elektroferogramy B-komplexu a modelového vzorku piipraveného
ze zéasobnich roztokll jednotlivych vitamini véetné identifikace vitaminii jsou uvedeny

na obrazcich 4.5 a 4.6.
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Obr. 4.5 - Elektroferogram modelové smési vzorku vitaminid. Identifikace pika: vapenaty
iont (3), thiamin (4), kyselina pantothenova (5), riboflavin (6), pyridoxin (7) a niacin (8).
Pod symbolem X jsou pravdépodobné chloridové ionty. BGE: 20 mmol 1" H;BO; + 10 mmol 1
LiOH (pH = 9,14). Méfeno pri napéti 6 kV, prochazejici proud 4 pA, UV detekce pri 216 nm.

Jednotlivé piky na obrazku 4.5 byly identifikovany jako: vapenaty iont (3), thiamin
(4), kyselina pantothenové (5), riboflavin (6), pyridoxin (7) a niacin (8). Pod symbolem
X by se mohly vyskytovat chloridové ionty doprovazejici thiamin (thiamin se nejcastéji
vyskytuje ve formé thiamin hydrochloridu). Neoznageny negativni pik detegovany C*D
za kyselinou pantothenovou (pik 5) odpovidd pohybu neutralnich molekul, v naSem
ptipadé¢ molekulam vody pouzitych k rozpusténi jednotlivych vitamini, tzv. water gap.
Vapenaté ionty se do roztoku dostaly spolecné s kyselinou pantothenovou, kterd se v B-
komplexu vyskytuje ve formé véapenaté soli. Z elektroforegramu je patrné, ze nckteré
vitaminy poskytuji odezvu na obou typech detektorl, maji tedy v molekule obsazeny

chromofor schopny absorbovat prochazejici UV zéteni.
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Obr. 4.6 - Elektroferogram roztoku pripraveného z tablety B-komplexu. Identifikace pikiu:
draselny iont (1), sodny iont (2), vapenaty iont (3), thiamin (4), kyselina pantothenova (5),
pyridoxin (7) a niacin (8). BGE: 20 mmol I H3;BO; + 10 mmol I'' LiOH (pH = 9,14). Méfeno
pri napéti 6 kV, prochazejici proud 4 pA, UV detekce p¥i 216 nm.

Jednotlivé piky vzorku tablety B-komplexu na obr. 4.6 byly identifikovany jako:
draselny iont (1), sodny iont (2), vapenaty iont (3), thiamin (4), kyselina pantothenova
(5), pyridoxin (7) a niacin (8). Dal$i vitaminy obsazené v tabletach B-komplexu nebyly
rozdéleny nejspiSe z diivodu interference ¢i adsorpce nékteré z pomocnych latek
na sténu kapilary. Sodné a draselné ionty se do roztoku dostaly nejspiSe
jako doprovodné latky v tableté, vapenaty iont se do roztoku dostal jako soucést
kyseliny pantothenové. Negativni pik na vodivostni ¢asti detektoru za pikem kyseliny
pantothenové (5) odpovidd z6né nenabitych molekul, v nasem ptipadé rovnéz zéné
molekul vody pouzité k rozpusténi tablety B-komplexu. Pozitivni UV odezva (u piku 5)
odpovida zén¢€ acetonitrilu, ktery byl pouzit pfi rozpousténi tablety. V disledku slozité
matrice tablety B-komplexu, viz jeho sloZzeni uvedené v experimentalni ¢asti, kap. 3.3.2,
byla fada pikd deformovana natolik, ze je nebylo moZno kvantitativné vyhodnotit.

K jejich stanoveni by bylo zfejmé nutno pouzit slozitéjs$i predupravu vzorku. Pouze
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thiamin (pik 4) byl diky svym dobfe odecitatelnym pikiim na obou typech detektorti
pouzit k dal§imu stanoveni; pouzita byla metoda standardniho ptidavku.

Deklarovana koncentrace thiaminu v jedné tablet¢ B-komplexu je podle vyrobce
15 mg/tab. S touto hodnotou také byly srovnavany vysledky dosaZzené metodou
standardniho pfidavku pomoci T-testu. Ilustracni graf zavislosti plochy piku thiaminu
na pridané koncentraci thiaminu pro UV detektor, vCetné regresni piimky, slouzici
k vypocteni thiaminu ve vzorku B-komplexu je ukdzdn na obr. 4.7. Stejny graf

byl zkonstruovan i pro vodivostni ¢ast detektoru.
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Obr. 4.7 - Tlustracni graf zavislosti plochy piku na pridané koncentraci thiaminu pro UV ¢&ast
detektoru. BGE: 20 mmol I'' H;BO; + 10 mmol I LiOH (pH = 9,14). MéFeno pii napéti 6 kV,
prochazejici proud 4 - 5 pA, UV detekce pri 216 nm.

Koncentrace thiaminu (c(TH) v [mg/tab]) byly pocitdny z rovnice (16), kterad

po dosazeni zjiSténych regresnich parametri kalibra¢ni pfimky a zfed’'ovaciho faktoru
méla tvar (21) a (22):

a) pro odezvu UV detektoru

11,658

¢(TH)[mg/tab] = 5 (21)
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b) pro odezvu z vodivostniho detektoru

139,602
146

¢(TH)[mg/tab] =5 (22)

Ciselna hodnota 5 zohlediiuje fedéni vzorku.

Vysledné koncentrace thiaminu vcetné intervali spolehlivosti vypoctené metodou
standardniho ptidavku pro oba typy detektorii jsou uvedeny v tabulce 4.5. Vysledné
hodnoty koncentrace thiaminu v tableté¢ byly porovndny mezi sebou pomoci Lordova
testu, ktery by m¢l odhalit, zda jsou dosazené vysledky odectené z obou detektorti
od sebe statisticky rozliSitelné ¢i nikoliv, rov. (19), a s pravou hodnotou (15 mg/tab)
metodou T-testu, rov. (20). Vysledky Lordova i T-testu vcetné kritickych hodnot jsou
uvedeny v tabulkach 4.6.

Tab. 4.5 - Vysledné koncentrace thiaminu ve vzorku B-komplexu (v mg ml"') doplnéné
o intervaly spolehlivosti pro oba typy detektori. BGE: 20 mmol 1" H;BO; + 10 mmol I LiOH
(pH =9,14). Méreno pii napéti 6 kV, prochazejici proud 4 - 5 pA, UV detekce pii 216 nm.

Detektor Koncentrace thiaminu

(mg mI')
UV 15,142,2
C'D 13,8+1,2

Tab. 4.6 — Vypoctené hodnoty T-testu a Lordova testu pro oba typy detektori véetné Kkritické
hodnoty pro 5 opakovanych méreni. Hodnoty vychazi z tabulky 4.5.

T-test o Lordiyv test
Detektor T-test, uy uo(krit..5) Lorduv test, u u(krit.,5)
uv 0,025
‘D 0.454 0,507 0,199 0,306

Z tabulky 4.5 je patrné, Ze vysledna koncentrace vypoctena z odezvy UV detektoru
se vice pfiblizila deklarované koncentraci vyrobce Iékové formy B-komplexu

(15 mg/tab), prestoze presnéjsi podle intervalu spolehlivosti je koncentrace vypoctena
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z odezvy vodivostni casti detektoru. Lordlv test ukazal, Ze vysledné koncentrace
ziskané z odezev obou detektorti jsou statisticky nerozliSitelné. T-test ukazal, ze pres
urCité odchyleni vysledné koncentrace urené z odezvy vodivostniho detektoru
od deklarované hodnoty vyrobcem, poskytuji obé detekéni metody statisticky shodné

vysledky.

4.3 MEKC separace a stanoveni kofeinu v tableté Acylcoffinu

4.3.1 Rychlost pohybu micel a elektroosmotického toku

Pohyb micel a EOF byl méfen pifi vloZeném napéti 5 a 6 kV z vnéjsiho zdroje.
Z vyslednych elektrogferogramii (ilustra¢ni elektroferogram je na obr. 4.8) byly
odecitdny hodnoty migracniho casu. Vysledné hodnoty migracniho ¢asu markert

1 analytu v¢etn¢ intervalu spolehlivosti jsou uvedeny v tabulce 4.7.

1 mAU

UV odezva

20 30 40 50 60

Migraéni éas (s)

Obr. 4.8 — MEKC elektroferogram pro urceni rychlosti pohybu micel a EOF. Idetifikace piki:
thiomo&ovina (1), kofein (2). BGE: 40 mmol 1" CHES + 15 mmol I NaOH + 50 mmol 1" SDS
(pH =9,3). Méfeno pri napéti 6 kV, prochazejici proud 39 pA, UV detekce p¥i 216 nm.
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Tab. 4.7 — Doby priichodu testovanych molekul kapilirou v sekundiach doplnéné o intervaly
spolehlivosti v zavislosti na vloZeném napéti. BGE: 40 mmol I' CHES + 15 mmol I'' NaOH +

50 mmol I'' SDS (pH = 9,3). Mé&Feno p¥i napéti 5 a 6 kV, prochazejici proud 31 - 39 A, UV detekce

PFi 216 nm.
U Kofein Sudan III Thiomocovina Methanol
[Vl [s] [s] [s] [s]
5000 76,213,7 103,248,5 49,1+1,6 51,1£2,6
6000 41,1+1,2 83,9+1,3 31,3+1,1 33,2451

Tabulka 4.7 ukazuje vhodnost thiomoc€oviny a methanolu jako markert pohybu EOF,
protoZze jejich migracni Casy se od sebe pfili§ neliSily. Rozdilné vysledky
v pohyblivostech kofeinu a Sudanu III jsou zpiisobeny rozdilnou velikosti molekul
arozdilnou afinitou latky k miceldm. Rychlost pohybu molekul jednotlivych latek
kapilarou je dana podilem délky kapilary k detektoru (zde 8 cm) a pfislusné doby

prichodu.

4.3.2 Stanoveni obsahu kofeinu

Stanoveni koncentrace kofeinu v 1ékové formé Acylcoffinu bylo zaloZzeno na metodé
kalibra¢ni pfimky a metod¢ vnitiniho standardu. Thiomocovina byla v koncentraci
0,01 mg/l ptiddvana do vSech kalibra¢nich roztokl 1 do roztoku vzorku. Byla vyuZita
jednak jako indik4dtor EOF a jednak jako wvnitini standard. Elektroferogram vzorku

s thiomoc€ovinou se nelisil od elektroferogramu umélé smési na obr. 4.8.

Metoda kalibra¢ni primky

Metodou kalibraéni pfimky byly nejprve prométfeny kalibracni roztoky, z jejich
elektroferogramti byly odecteny plochy a vysky pikd, ze kterych byly nésledné
sestrojeny grafy zavislosti plochy nebo vysky piku kofeinu na koncentraci kofeinu
(viz obr. 4.9). Kalibracni zavislost byla linearni, parametry rovnic regresnich pfimek

pro oba odecitané parametry jsou uvedeny v tabulce 4.8.
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Obr. 4.9 — Graf zavislosti plochy piku na koncentraci kalibra¢niho roztoku kofeinu. BGE:

40 mmol I'' CHES + 15 mmol 1" NaOH + 50 mmol 1" SDS (pH = 9,3). Mé&Feno p¥i napéti 6 kV,

prochazejici proud 37 — 41 pA, UV detekce pii 216 nm.

Tab. 4.8 - Parametry lineirni kalibra¢ni zavislosti pfi kalibraci metodou kalibra¢ni primky.

Koncentrace kofeinu ¢(K) v intervalu 0,02 a%Z 2 mg ml”. V zavorkach jsou hodnoty smérodatnych
odchylek. BGE: 40 mmol I'' CHES + 15 mmol I'' NaOH + 50 mmol 1" SDS (pH = 9,3). Mé&feno
pri napéti 6 kV, prochazejici proud 37 — 41 pA, UV detekce pfi 216 nm. Limit detekce (LOD) byl

uréen ze vztahu LOD = 3sd/k.

Parametr Z plochy piku Z. vySky piku
Rozsah koncentraci, [mg ml'l] 0,02-0,2 0,02-0,2
Usek (g), [mV s] -0,724 (0,095) -0,502 (0,067)
Smérnice (k), [mV s];[ mg ml™] 101,84 (1,087) 46,69 (0,265)
Korelaéni koeficient 0,996 0,995
Standardni chyba (sd), [mAU] 1,160 0,584
Pocet kalibra¢nich bodt 5 5
Limit detekce, [mg ml'] 3,42.10° 3,75.10°
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S pouzitim parametrii kalibracni zavislosti byly pro koncentraci kofeinu (c(K))
v tableté Acylcoffinu uréeny rovnice (23) a (24), ¢iselny koeficient 500 v rovnicich je
faktor zohlednujici fedéni vzorku:

a) pro stanoveni z ploch pikti analytu, A(A) [mAU]

A(A)+0,724
c(K)[mg/tab] =500 - —F———2— 23
(K)[mg/tab] 10184 (23)
b) pro stanoveni z vysek pikd analytu, H(A) [mAU]
H(A)+0,502
c(K)[mg/tab] =500 . —————— 24
(K)[mg/tab] 4669 (24)

Za pouziti uvedenych rovnic byly vypocteny koncentrace kofeinu z jednotlivych
meéteni, z nich ureny stfedni hodnoty doplnéné o intervaly spolehlivosti. Vysledky
koncentraci kofeinu (v mg/tab) v 1ékové formé stanovené touto kalibracni metodou jsou

uvedeny v tabulce 4.10.

Metoda vnitiniho standardu

Z elektroferogramii zmétenych metodou kalibracni pfimky byly odecteny nejen
plochy a vysky pikd kofeinu, ale 1 plochy a vysky pikti thiomo€oviny. Experimentalni
data byla zpracovéana dle rovnic (9) a (10) do grafu (obr. 4.10) pro urceni koeficientu
odezvy detektoru, F. Parametry pfislusnych regresnich rovnic jsou v tabulce 4.9.
Koncentrace kofeinu v tablet¢ byla vypocitana podle rovnice (25) a (26), které jsou
odvozeny s pouzitim téchto parametrii. Ciselna hodnota 500 je do rovnice piifazena
z dlivodu zohlednéni fedéni vzorku. Koncentrace thiomoc€oviny je dosazena do rovnic

(25) a (26) jako ¢iselnd hodnota 0,01.
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Tab. 4.9 - Parametry regresnich pfimek pro urceni koncentrace kofeinu metodou vnitiniho
standardu. V zivorkach jsou hodnoty smérodatnych odchylek. Koncentrace thiomocoviny
¢(TH) = 0,01 mg ml”, koncentrace kofeinu ¢(K) v intervalu 0,02 az 2 mg mI'. BGE: 40 mmol 1"
CHES + 15 mmol I'' NaOH + 50 mmol 1" SDS (pH = 9,3). Mé&Feno p¥i napéti 6 kV, prochazejici
proud 37 — 41 pA, UV detekce pii 216 nm. Limit detekce (LOD) byl urcen ze vztahu LOD = 3sd/k.

Parametr Z plochy piku Z vySky piku
Rozsah koncentraci, [mg ml"] 0,02 -2 0,02 -2
Usek (¢), [mAU] -0,007 (5,94.10™) -0,033 (0,067)
Smérnice (k), [mAU; mg ml"] 0,994 (0,0022) 1,567 (0,027)
Korelaéni koeficient 0,999 0,999
Standardni chyba (sd), [mAU] 0,0014 0,0099
Pocet kalibra¢nich bodl 5 5
Limit detekce, [mg ml'] 4,22.10° 1.89.107
1,0
0.8
0.6
< 3
g £
? 0t E
I T
0.2
00" 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 o0
¢(TH) ¢(K)

Obr. 4.10 - Zavislost A(TH)/A(K) a H(TH)/H(K) na ¢(TH)/c(K) dle rovnice (9) a (10) pro urceni
koeficientu F. Koncentrace thiomocoviny c¢(TH) = 0,01 mg ml”’, koncentrace kofeinu c(K)

vintervalu 0,02 a7 2 mg mlI'. BGE: 40 mmol I' CHES + 15 mmol I NaOH + 50 mmol I"
SDS(pH = 9,3). Méfeno pri napéti 6 kV, prochazejici proud 37 — 41 pA, UV detekce p¥i 216 nm.
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a) pro stanoveni z ploch pikt

0,994 -500- 0,01
A(TH)
A(K)

¢(K)[mg/tab] = (24)

—-0,007

kde: ¢(K) - hledand koncentrace kofeinu v jedné tablet¢ vzorku [mg/tab], A(TH) -
plocha piku thiomocoviny [mAU] a A4(K) - plocha piku kofeinu [mAU].

b) pro stanoveni z vysek piki

1,567-500-0,01
H(TH)
H(K)

¢(K)[mg/tab] =

(25)

-0,033

kde: H(TH) - vyska piku thiomocoviny [mAU], H(K) - vyska piku kofeinu [mAU].

4.3.3 Vysledky stanoveni kofeinu a jejich hodnoceni

Vysledky stanoveni koncentrace kofeinu ¢(K) v tableté Acylcoffinu v mg/tab obéma

kalibra¢nimi metodami jsou v tabulce 4.10.

Tab. 4.10 — Vysledné koncentrace (v mg/tab) kofeinu v tableté Acylcoffinu doplnéné o intervaly
spolehlivosti rozdélené do skupin podle pouzité kalibra¢ni metody a odecitaného experimentalniho
parametru. BGE: 40 mmol I CHES + 15 mmol I'' NaOH + 50 mmol I SDS (pH = 9,3). Mé&feno
pFi napéti 6 kV, prochazejici proud 37 — 41 pA, UV detekce p¥i 216 nm.

. ¢(K), z ploch piku c¢(K), z vySek piki
Kalibracni metoda [mg/tab] [mg/tab]
Kalibraéni piimka 49,019 46,2+1,6
Vnitini standard 49,6+2,7 48,2+1.1
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Vyrobce 1ékové formy Acylcoffin deklaruje mnozstvi kofeinu 50 mg na 1 tabletu.
Této koncentraci se vice piiblizily vysledky vypoctené zploch pikii odectenych
z jednotlivych elektroferogramili nezévisle na pouZzité metod¢ kalibrace.

Vysledné koncentrace kofeinu zjisténé obéma kalibracnimi metodami byly
statisticky srovnany mezi sebou i spravou (deklarovanou) hodnotou koncentrace
kofeinu za pouziti Lordova testu, rovnice (19), a T-testu, rovnice (20). Vysledné
hodnoty T-testu, uy, vcetn¢ kritickych hodnot pro pfislusSny pocet méfeni jsou

v tabulce 4.11.

Tab. 4.11 - Vypoftené hodnoty T-testu pro obé kalibraéni metody a oba odecitané
experimentalni parametry véetné Kkritické hodnoty pro prislu$ny pocet méreni. Hodnoty vychazi
z tabulky 4.10.

Kalibra¢ni metoda  u, - plochy piki uy - vysky piki uo(krit,9)
Kalibrac¢ni piimka 0,139 0,609 0.255
Vnitini standard 0,007 0,468 ’

T-test (tabulka 4.11) ukazuje, ze statisticky nerozliSitelné¢ vysledné hodnoty
koncentrace od deklarované koncentrace byly vypocitany pii pouziti obou kalibra¢nich
metod z ploch piktl, uo<uo(krit). Koncentrace uréené z vysek piki jsou pii pouziti obou
kalibracnich metod podle T-testu statisticky odlisSné od deklarované hodnoty
koncentrace, up>uo(krit), a proto ke stanoveni koncentrace kofeinu ve vzorku neni
v pouzitém uspofadani metoda kalibraéni ptfimky vhodna.

Vysledky koncentraci zjisténych obéma kalibraénimi metodami pii pouziti ploch
piki jako analytického signalu byly testovany Lordovym testem, kdy vypocitana
hodnota u = 0,034 je mensi nez hodnota kritickd, u(krit,9) = 0,17. Z toho plyne, Ze ob¢&
kalibra¢ni metody poskytuji statisticky shodné vysledky.
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5 ZAVER

Cile vytycené v Uvodu diplomové prace byly dva. Prvnim cilem bylo testovani
vhodnosti nové sestrojen¢ho pristroje s dudlnim detektorem k detegovani malych
anorganickych a organickych molekul, méfeni jejich mobilit a porovnani s teoretickymi
hodnotami vypoctenymi z tabelovanych hodnot. Druhym cilem bylo vyuziti pfistroje
a dualniho detektoru k méfeni analyti ve slozité matrici tvofené v obou piipadech
Iékovou formou od spole¢nosti Zentiva, a.s.

Prvni cil byl splnén a pifi porovnani vypoctenych mobilit testovanych ionti
s teoretickymi hodnotami je patrnd shoda mezi obéma hodnotami. Dudlni detektor
se ukézal jako vhodny pro méteni malych anorganickych iontii (méfenych na vodivostni
Casti) a organickych molekul (optickéd ¢ast). U pouzité organické molekuly (tyramin)
nebylo mozné porovnat vypoctenou mobilitu s teoretickou z divodu chybégjicich
tabelovanych hodnot. Separa¢ni u€innost pfistroje byla testovana pomoci histidinu
v riznych matricich..

Druhym cilem bylo stanoveni kofeinu a vitamint skupiny B ve slozitych matricich.
Vitaminy skupiny B byly stanovovany v lékovém preparatu B-komplex. U roztoku
pfipravené¢ho rozpusténim tablet se ukazala jako problém absorpce nékteré pomocné
latky na sténu kapilary, diky ¢emuz bylo mozné detegovat pouze nékteré z vitaminl
obsazenych v tableté. Tento problém by se dal vyfesSit ptipadnou predupravou tablety.
Nejlépe vyhodnotitelné piky poskytovat vitamin thiamin, ktery byl nasledné pouzit
k dalSimu stanoveni. Koncentrace thiaminu v tableté se stanovila metodou standardniho
pridavku a vyslednad koncentrace vypoctend z odezev obou detektori byla porovnana
s deklarovanou koncentraci od vyrobce. Jako blizsi deklarované hodnoté (15 mg/tab)
se ukazaly hodnoty z odezev UV casti dudlniho detektoru (15,1+2,2 mg/tab), nicméné
ihodnoty z odezev vodivostni ¢asti (13,8+1,2 mg/tab) se v rozsahu intervalu
spolehlivosti dostaly na troven deklarované koncentrace.

Kofein byl stanoven micelarni elektrokinetickou chromatografii z divodu
neschopnosti molekuly kofeinu vytvofit si v méficim pufru naboj. Vypoctena hodnota
koncentrace (byly pouzity dvé kalibraéni metody kalibracni pfimky a wvnitiniho
standardu a odecitany dva parametry z elektroferogramil) kofeinu v I¢kové formé byla

porovnana s deklarovanou hodnotou od vyrobce. K malému odchyleni od deklarované
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hodnoty doSlo u koncentrace kofeinu vypoctené z vysek pikd (46,2+1,6
a 48,2+1,1 mg/tab), pfi odecitani ploch pikli nastala shoda mezi vypoctenou (49,0+1,9
a 49,6+2,7 mg/tab) a deklarovanou hodnotou koncentrace kofeinu v tableté (50 mg/tab).
Pfi porovnani kalibratnich metod byla pfesn€j$i metoda vnitiniho standardu

pii odecitani obou paramert oproti metod¢ kalibraéni pfimky.
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