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Abstrakt

V této praci byla vyvinuta metoda kapilarni zonové elektroforézy s UV
detekci pro soucasné stanoveni a separaci dvou bioflavonoidi hesperidinu a
diosminu v 1é¢ivém piipravku Detralex potahované tablety. Analyza byla
provedena v kifemenné kapilafe o délce 67,2 cm (efektivni délka 60 cm) a vnitinim
pruméru 50 um. UV detekce byla provedena pii vlnové délce 207 nm. Byly
zjistény optimalni separacni podminky a slozeni pracovniho elektrolytu. Optimalni
sloZeni pufru bylo 10 mM fosfat, 40 mM borat, 10% MeOH, 15 mM B-CD a pH*
8,00. Analyza probihala za konstantni teploty 25 °C a napéti +20 kV. Jako vhodny
vnitini standard byl zvolen methylparaben. Kalibra¢ni zavislost byla linearni v
rozmezi 0,025-0,4 mg/ml (R=0,9973) pro hesperidin a 0,05-0,8 mg/ml pro
diosmin (R=0,9987). LOD byl 30,6 u/ml (hesperidin) a 421,0 w/ml (diosmin).
LOQ byl 92,9 wml (hesperidin) a 127,6 wml (diosmin). Byla zjisténa
opakovatelnost ploch pikti a migra¢nich ¢asi (n=6). RSD (plocha piku) je2,13 %
(hesperidin) a 3,32% (diosmin); RSD (migra¢ni ¢as) je u obou analyti 0,01%.



Abstract

A method based on capilllary zone electrophoresis (CZE) with UV
detection was developed for simultaneous separation and determination of
bioflavonoids hesperidin and diosmin. The analysis was performed in a fused
silica capillary with effective lenght 60 cm and 50 um 1.D. UV detection was used
at 207 nm. The optimum separation conditions were found out in this work.
Samples were loaded hydrodynamically at a pressure of 50 mbar for 20 s. The
background electrolyte consisted of 10 mM phosphate, 40 mM borate buffer with
10% MeOH, 15 mM B-CD (pH* 8,0) at 25 °C. The separation voltage was +20
kV. Methylparaben was chosen as an internal standard. The calibration
dependences were rectilinear in the range from 0,025 to 0,4 mg/ml for hesperidin
(R=0,9973) and from 0,05 to 0,8 mg/ml for diosmin (R=0,9987). The single
analysis took about 15 min. The method was suitable for determining the
bioflavonoids in pharmaceutical preparation Detralex capsules with RSD values
2.4 % (diosmin) and 3.1 % (hesperidin), n=6. The recoveries were from 93,09 to
102,30 % as found by the standard addition technique.



1. UVOD

Flavonoidy jsou polyfenolické slouceniny, které jsou v piirodé Siroce
rozsitené. Jedna se o velice diilezitou skupinu sekundérnich metaboliti, které jsou
syntetizovany rostlinou jako vysledek jejich adaptace na biotické a abiotické
stresové podminky (infekce, zranéni, vodni stres, chladovy stres, svétlo)'. Jsou
klasifikovany podle jejich odlisné chemické struktury na flavonoly, flavony,
flavanony, isoflavony, katechiny, anthokyanidiny a chalkony. Bylo identifikovano
vice nez 6 500 flavonoidi, které se bézné vyskytuji v ovoci, zelenin¢ a népojichz.
Jedna se tedy nejcastéji o derivaty s hydroxylovymi ¢i methoxylovymi skupinami
v polohéch 5 a 7, nebo 3,5 a 7. V rostlinach jsou vazany jako ve vod¢ rozpustné
glykosidy.

V poslednich letech se staly pfedmétem zajmu mnoha védct, a to diky
jejich mnoha biologickym u¢inkiim. Mohou slouzit jako silné antioxidanty, které
mohou chrénit lidské télo pfed volnymi radikdly. Mnoho epidemiologickych studii
také ukézalo, ze spotieba rostlin bohatych na fenolické slouceniny je spojena s
niz§im rizikem degenerativnich onemocnéni jako rakovina, kardiovaskularni
nemoci a dysfunkce imunitniho systému. Nelze také opomenout jejich antivirové,
protizanétlivé & protialergické uinky’.

Pro separaci a stanoveni flavonoidi byly vyvinuty metody jako
spektrofotometre, TLC a HPLC. HPLC je nejvice rozsifena metoda jak pro
kvalitativni, tak 1 pro kvalitativni analyzu fytochemickych latek. Aktudlné je RP-
HPLC/MS analytickd technika bé&zné¢ uzivana  k analyze polyfenolickych
sloucenin jako jsou prave ﬂavonoidyz.

CE je mikroanalytickd metoda, kterd je pouzitelna pro analyzu velkého
mnozstvi slouc¢enin zahrnujici ptirodni produkty jako flavonoidy a metabolity. CE
poskytuje vyhody v rychlosti analyz, vysoké separa¢ni Gc¢innosti, nizké cen¢ a
jednoduchosti®.

V diplomové praci jsme se rozhodli vyuZzit pravé tuto metodu pro

stanoveni dvou bioflavonoidd hesperidinu a diosminu.



2. CIL DIPLOMOVE PRACE

Cilem mé diplomové prace bylo vypracovat metodu vhodnou pro separaci
a stanoveni bioflavonoidt hesperidinu a diosminu pomoci kapilarni elektroforézy.
Dale bylo mym cilem aplikovat tuto metodu na léCivy piipravek Detralex

potahované tablety.



3. TEORETICKA CAST

3.1 KAPILARNI ELEKTROMIGRACNI METODY

Zéakladnim  separacnim  principem kapilarnich  elektromigrac¢nich
separacnich metod je rozdilnd migra¢ni rychlost elektricky nabitych castic
Vv elektrickém poli. Toto elektrické pole se vytvaii vloZzenim pozitivni (anoda) a
negativni (katoda) elektrody do roztoku obsahujiciho ionty. Po vlozeni napéti mezi
tyto elektrody se ionty v roztoku s odliSnym nabojem , tzn. anionty a kationty,
zagnou pohybovat smérem k opacné nabité elektrod&®, a to v zavislosti na jejich
naboji a velikosti. Brzdnou silou ptisobici na pohyb Castic je tfeni v kapalném
prosttedi, které je podminéno jeho viskozitou.

Separace nejcastéji probiha v kapilarach vyrobenych z taveného kiemene,
a to diky jeho chemické a elektrické neutralité, propustnosti UV zafeni, flexibilité
a nizké cen&”’. Vnitini primér kapilar se pohybuje v rozmezi od 25 do 100 um ID?,

Mezi vyhody kapilarni elektroforézy patii jeji vysoka efektivita, velmi
nizkd spotiteba vzorku, moznost automatizace a nizkd spotieba reagencii. Lze ji

také vyuzit ke kvantitativnimu stanoveni”.

Obr. 1 Schéma zakladniho elektroforetického systému®



Mezi kapilarni elektromigracni separa¢ni metody fadime tyto zakladni
techniky, které se 1i§i mechanismem separace:
¢ kapilarni zénova elektroforéza (CZE)
¢ izotachoforéza (ITP)
¢ micelarni elektrokinetickd chromatografie (MECK)
¢ kapilarni elektrochromatografie (CEC)
L4

izoelektricka fokusace (IEF).

Separa¢ni principy jednotlivych variant jsou odlisné, a proto metody jako
CZE, ITP a IEF lze vyuZit pouze pro separaci iontl, kdezto metody typu MECK a
CEC Ize s vyhodou vyuZit i pro separaci nenabitych Gastic®. Tyto metody se Siroce
uplatiuji v chemickych, farmaceutickych i biologickych anal}'Izéch7’8’9. Daéle se
tyto metody mohou vyuzit ke stanoveni dilezitych fyzikélné-chemickych
konstant, jakymi jsou disocia¢ni konstanty, konstanty stability a nebo limitni

pohyblivosti atd.

3.1.1 Kapilarni zénova elektroforéza (CZE)

3.1.1.1 Elektroforeticka pohyblivost
Separace pomoci kapilarni elektroforézy je zavisla na rozdilném pohybu
elektricky nabitych castic v roztoku prostiednictvim aplikovaného elektrického
pole®. Migragni rychlost iontu Ize vyjadtit jako:
V=U.E
v — rychlost elektroforetického pohybu [m.s™]
Ue — elektroforeticka pohyblivost [m?V's™]

E — intenzita elektrického pole [Vm™].

Elektroforeticka pohyblivost je rychlost, jakou se ¢astice v roztoku vlivem
elektrického pole pohybuje®.

Kazdy ion je charakterizovan svou absolutni pohyblivosti, kterd popisuje
jeho pohyb v nekonetné ziedéném roztoku. V redlném roztoku vSak dochazi k

ovlivnéni pohybu iontu, a to jejich vzdjemnymi interakcemi. Skutecnou



pohyblivost nabité ¢astice v redlném roztoku lze vyjadiit pomoci tzv. efektivni
pohyblivosti uer, ktera vykazuje nizsi hodnoty nez pohyblivost absolutni. Mtiizeme
ji ovlivnit slozenim wvné&jSiho prostiedi, tj. slozenim elektrolyti migra¢niho
prostfedis. Efektivni pohyblivost silnych elektrolytl 1ze povazovat za stalou, ale u
slabych elektrolyti je tomu jinak. Jejich efektivni pohyblivost je zavisla na stupni
disociace o

Uef = UQ (0.8

Elektroosmoticky tok

Pohyb roztoku smérem k detektoru je vyvolan tzv. elektroosmotickym
tokem (EOF). Je také znam pod pojmem elektroosmoéza a vznika diky néaboji na
vnitini strang kapilary®. Stény kapilary z taveného kiemene obsahuji silanolové
skupiny, které v zavislosti na pH pracovniho elektrolytu disociuji. Touto disociaci
se pak na vnitini stran€ kapildry vytvari zaporny naboj. Ke sténé je pak ptitazena
vrstva kovovych iontl zakladniho elektrolytu a tim vznikd stabilni elektricka
dvojvrstva, tzv. Sternova vrstva. U vétSiny elektrolytd je EOF mnohonasobné
vy$s$i nez elektroforetické pohyblivosti iontti. Pohyblivost elektroosmotického

toku lze vyjadiit vztahem'?:

Upop = —2—
EOF 47277I’ kde

Ueor - pohyblivost elektroosmotického toku
€ - permitivita zékladniho elektrolytu

n - viskozita

€ - zeta potencial

I - polomér kapilar .
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Obr. 2 Znazornéni elektrické dvojvrstvy dle Sterna a zeta potencialu™

Dle Sternova modelu se elektricka dvojvrstva sklada z uzké nepohyblivé
Sternovy vrstvy a z pohyblivé difuzni vrstvy (Obr. 2). Na rozhrani téchto ¢asti se
vytvaii tzv. elektrokineticky (zeta) potencidl &. Zeta potencidl je uréovan
povrchovym nabojem kapilarni stény, ktery je silng zavisly na pH>. Vysledkem je
to, Ze velikost EOF je velmi zavisla na pH a je vysoka pii vysokych pH, kdy jsou
silanolové skupiny extrémné& ionizované®. Velikost elektroosmotickoho toku je
vétSinou mnohem vys$i nez pohyblivost analytii. Vysledkem je to, ze vSechny
analyty putuji kapildrou smérem k detektoru, i kdyz jsou pfitahovany k elektrodé
na opa¢ném konci kapilary.

I kdyZz je EOF vyhodny, je ho tfeba casto regulovat. Pfi vysokych
hodnotach pH je tok pfilis velky, coz ma za nasledek kratky Cas pro separaci
analyt. Ur¢ité mody CE vyzaduji jeho redukci ¢i eliminaci. Elektroosmozu lze
tedy ovlivnit Gpravou sloZzeni pouzité¢ho elektrolytu. Dilezitymi faktory jsou
iontova sila a hodnota pH pouzivaného pufru, které plisobi na disociacni
rovnovahy ionogennich latek v roztoku elektrolytu 1 skupin fixovanych na
povrchu stény kapilary, ¢imz ovliviiuji hustotu naboje v elektrické dvojvrstvé a
tim nasledné 1 zeta potenciéllz. Pti nizkych pH se EOF snizuje, pii vysokych
hodnotach naopak roste. Dal§i moZnosti jak EOF ovlivnit je teplota, kterd méni
viskozitu, dale lze pouzit organicky modifikator, ktery méni zeta potencial a

viskozitu, nebo vhodny surfaktant. Ovlivnit ho 1ze také pomoci elektrického poleS.
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3.1.1.2 Instrumentace
Instrumentace pozadovana pro CE je pozoruhodné jednoducha jak ukazuje
Obr.3. Konce kapilary jsou umisténé v oddélenych zasobnicich pufra,
obsahujicich elektrodu piipojenou ke zdroji vysokého napéti. Vzorek je injikovan
do kapilary docasnou zaménou jednoho rezervoaru s pufrem za rezervoar Se
vzorkem a aplikaci bud’ elektrického potencialu a nebo tlaku. Poté je aplikovan el.

potencial a uskutecni se samotna separaces.

Capillary

Anode

— T Buffer reservoirs

High voltage W =]
power supply |

Obr. 3 Schematické znézornéni instrumentalniho uspo¥adani pii CE®

Kapilary

NejbéZnéjSim pouZivanym materidlem pro vyrobu kapilar je taveny
kfemen, a to diky své chemické a elektrické neutralité, propustnosti UV zafeni,
flexibilité a nizké cené. JelikoZ je kapilara z taveného kiemene velmi kiehka, byva
pokryvana vrstvou polyamidu®. Vnitini pramér kapilar se pohybuje v rozmezi 10-
100 pm, obvykle vSak 25-75 pm. Nejcastéjsi vnéjsi prameér je 350-400 um. BéZna
délka kapilar se pohybuje v rozmezi 50-75 cm.

Detekce'***
Pro detekci analyti v CE lze vyuzit mnoho metod. Nejrozsitengjsi

metodou je spektrofotometrie v ultrafialové a viditelné (UV/VIS) oblasti. Takové
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detektory zpravidla meéfi absorbanci pii nckolika fixnich ¢i nastavitelnych
vlnovych délkach, popt. lze vyuzit detektor s diodovym polem (DAD), diky
kterému lze ziskat absorpcni spektrum roztoku. UV/VIS detekci lze uspésné
vyuzit v mddech piimé i nepiimé detekce. Dalsi moznosti je vyuziti fluorescencni
detekce. Tato metoda je velice senzitivni. Déle lze vyuzit méfeni elektrické
vodivosti. Vyhodou této detekce je jeji univerzalnost. V neposledni fad¢ je velmi
citlivou metodou hmotnostni spektrometrie, LIF (laser induced fluorescence) ¢i

amperometricka detekce.

Zdroj napéti

Na elektrody se vklada napéti z vysokonapétového stejnosmerného zdroje.
Kapilara ma velky elektricky odpor a umoziluje U¢inny odvod tepla sténou
kapilary, coz dovoluje aplikovat napéti v fadech desitek kV. Pouzivané zdroje

napéti také umoziuji ménit polaritu elektrod.

Davkovani vzorku
Davkovani vzorku se nejcastéji provadi dvéma zplsoby, a to

hydrodynamicky nebo elektrokineticky®, jak ukazuje Obr.4.

Hydrodynamicky

Pressure

Siphaning

=

Vacuum
i

—_—

Elektrokineticky

Obr.4 Zptisoby davkovani vzorku v CZE™

13



Hydrodynamické davkovani je obecné nevice pouzivand technika. Neni
ovlivnéno vodivosti pufru ani pohyblivosti analytu®. Provadi se n&kolika zpiisoby:
a) utésnénim prostoru nad davkovacim koncem kapilary a aplikaci
tlaku,
b) rozdilnou vyskou hladiny v nddobce se vzorkem, do které je ponotfen
vstupni konec kapiléry, a hladiny ve vystupni nadobce,

¢) aplikaci vakua na vystupni konec kapiléryls.

Elektrokinetické davkovani je pouzivané mén¢. Konec kapilary je ponotfen
do nadobky s roztokem vzorku a je pfivedeno napéti. Nevyhodou je nepomér mezi

pivodnim slozenim vzorku a slozenim po davkovani, protoze pohyblivéjSich

¢astic migruje do kapiléary vice nez méné pohybliV)'Ichlo.

3.1.1.3 Déje ovliviiujici separaci®™™

Disperze, kterd rozsifuje zény analytl a zplsobuje tim rozSifovani a
deformaci pikt, vyplyva z rozdilti v rychlostech analytu uvniti zony. Je to dulezity
faktor, ktery ovliviiuje citlivost a také ucinnost kapilarnich elektromigracnich

e podélna molekularni difuze
e Jouleovo teplo
e adsorpce na sténu kapilary

e clektromigracni disperze.

Podélna molekularni difuze

Molekularni diftize rozpuSténych slozek pii postupu kapildrou je hlavni
pfi€inou rozSifovani, tedy rozmyvani, zoén. Podélnd molekularni difize je
prirozenou soucasti CZE a nelze ji odstranit. Je zpilisobena koncentracnim
gradientem analytu v kapilafe. Projevuje se tim vice, ¢im del§i dobu pusobi.
Obecné lze tedy fici, ze velké Castice (molekuly) maji nizké diftizni koeficienty a z
tohoto diivodu vykazuji niz8i disperzi neZ je tomu u malych ¢astic. Pro tyto latky
je mozné dosahovat poctu teoretickych pater (N) v fadu milionli, pro mensi

molekuly pak v fadu set tisic. Pocet teoretickych pater 1ze vypocitat podle vztahu:
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kde D je diftizni koeficient slozky.

Jouleovo teplo

Hlavni vyhoda elektroforézy provadéné v tzkych kapilarach je redukce
efekti zahtivani. Zahiivani je velice problematicky jev, protoze zpusobuje
nejednotné teplotni gradienty, lokalni zmény viskozity a nasledné rozmyvani zon.
Zatimco absolutni vzestup teploty neméd na separaci Skodlivy vliv, teplotni
gradienty ale ano. Odvadéni tepla kapilarni sténou vede k tomu, Ze v centru
kapilary je teplota vys$si. Tyto teplotni gradienty zpiisobuji rozdily ve viskozité
pracovniho elektrolytu a zptisobuji deformaci zon.

Teplotni rozdily jsou zavislé na vnitinim primeéru kapilary, na tloust’ce
jejich stén a tlouStce polyimidového obalu. Nejacinngj§im zpiisobem jak
redukovat efekt Jouleova tepla je pouziti kapilar s malym vnitinim a velkym

vnéj$im primérem.

Adsorpce na sténu kapilary

Kapilara predstavuje skvélé prostiedi pro elektroforetickou separaci. Ale
interakce mezi analytem a sténou kapilary nejsou Zadouci. Mohou vést ke ztraté
rozliSeni separace. V zavislosti na rozsahu téchto interakci muze dojit k
chvostovani pikli nebo se miiZze analyt kompletné naadsorbovat na sténu kapilary.
Nejcastéjsi pficinou tohoto jevu jsou v piipad€ nepokryté kapilary interakce mezi
kationty v roztoku a negativné nabitou sténou kapilary.

Existuje né€kolik mozZnosti pro redukci téchto interakci. Nejjednodussi
moznosti je modifikace pracovniho elektrolytu (napf. zvySeni koncentrace sniZuje
interakce analytd s kapilarni sténou). Dalsi jednoduchou mozZnosti je pouZiti
extrémnich pH. Pfi nizkych pH jsou vSechny silanolové skupiny protonizované a
nenabité, coz vede k prevenci iontovych interakci. Naopak pti vysokych pH jsou
stény extrémné negativni a nabité analyty budou mit sklon byt také negativni.

Budou se tedy navzajem odpuzovat.
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Elektromigracni disperze

Elektromigra¢ni disperze je dalSim jevem, ktery mulze snizit ucinnost
separace. Zpusobuje deformaci piki z Gaussovského tvaru do charakteristického
trojuhelnikovitého tvaru. PfiCinou elektromigracni disperze je zavislost migracni
rychlosti analytu na koncentraci analytu v jeho zoné.Vznikd v ptipadé, kdy je
analyt davkovan v koncentraci, kterd podstatné ovlivni vodivost a pH zakladniho

elektrolytu v misté zony.

3.1.2. Izotachoforéza (ITP)**

Na rozdil od zonové elektroforézy, kterd probihd v jediném zékladnim
elektrolytu, probihd izotachoforéza v nespojité soustavé dvou elektrolytd (tj.
operacni systém), ktery je tvoren vedoucim (leeding, LE) a koncovym (terminator,
TE) elektrolytem. LE obsahuje ionty, jejichz efektivni pohyblivost je vyssi nez
pohyblivost iontd vzorku a naproti tomu ionty TE maji efektivni pohyblivost
tuto metodu je charakteristickd diskontinualita fady parametrd jako je napf.
intenzita elektrického pole, koncentrace zon, elektricky odpor, teplota atd. Zény
na sebe tésn¢ navazuji a rozhrani mezi nimi jsou ostrd (samozaostiujici efekt).
Béhem jedné analyzy lze separovat bud’ anionty nebo kationty. Poté hovofime

bud’ o0 aniontové ¢i kationtové izotachoforéze.

3.1.3 Micelarni elektrokineticka chromatografie (MECK)

Micelarni elektrokinetickd chromatografie byla vyvinuta pro separaci
nenabitych gastic'®. Pracovni elektrolyt obsahuje ionogenni smacedlo v takové
koncentraci (kritickd micelarni koncentrace), pii které dojde k vytvoieni micel. Na
povrchu maji zaporny elektricky naboj (jsou hydrofilni) a uvnitf jsou naopak
hydrofobni ¢asti, které tvofi tzv. pseudostaciondrni fazi. Mezi nejcastéji pouzivana
smacedla patfi SDS (dodecylsulfat sodny) a cetyltrimethylamonium-bromid®.

SloZky smési se separuji mezi pseudostaciondrni fazi v micelach a vodny pufr.
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3.1.4 Kapilarni elektrochromatografie (CEC)™

CEC je hybridni technologie kombinujici principy kapildrni elektroforézy
a HPLC. Jako kolony jsou pouzivany kapilary (50-100 um 1.D), které jsou plnény
mikro¢asticemi stacionarni faze o rozmérech 1,5-5 pum. Pro posun mobilni faze
kolonou neni pouzivano &erpadlo, jako je tomu u HPLC, ale aplikace
stejnosmérného napéti, které vyvola EOF. V koloné probihd separace na stejnych
principech jako v HPLC. CEC je separaéni metoda vhodna pro separaci

neutralnich Castic, ale i pro separaci nabitych ¢astic rizné chemické povahy.

3.1.5 Izoelektricka fokusace (IEF)

IEF je metoda, ktera slouzi pro separaci amfolyti (aminokyseliny, peptidy,
proteiny), které existuji ve form¢ kationtli, aniontli nebo elektroneutralnich latek v
zavislosti na pH prostieni. Pii izoelektrické fokusaci dochazi k oddéleni latek v
migraénim prostteni s pH gradientem na zékladé rozdilnych hodnot
isoelektrickych boda. V misté, kde je pH prostiedi rovno pl analytu se latka stane
elektroneutralni, dal se v elektrickém poli nepohybuje. Tvoii zakoncentrované

zony, fokusuje6.
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3.2 HESPERIDIN®

Hesperidinum
C2gH34015

M, = 610,57
pK.=7,15

Hesperidin je flavonoid, ktery se hojné nachazi v citrusovém ovoci. Jeho
aglykon se nazyva hesperetin. Hraje dilezitou roli pfi obran€ rostliny, kde
uplatiiuje svoji antioxidaéni aktivitu, jak ukazaly nékteré in vitro studie?. V
lidském organismu pfispiva ke zlepSeni integrity cév.

Provedené studie odhalily jeho farmakologické vlastnosti. Hesperidin
redukuje hladinu celkového cholesterolu, LDL cholesterolu a triacylglycerolt a
naopak zvysuje hladinu HDL cholesterolu®. Dale také miZe zlepsit krevni tlak,
zvysit mikrocirkulaci, asistuje pfi hojeni viedi a také se pouziva pii 1écbé
chronické Zilni insuficience. Diky témto svym pozitivnim U¢inkiim na lidsky

organismus se stal soucasti nékterych lécivych ptipravkd, jako je napt. Detralex.
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3.3 DIOSMIN?®

OH

Diosminum
C28H32015
M, = 608,55

pK, = nenalezeno

Diosmin se stejné jako hesperidin fadi mezi bioflavonoidni latky. Vyuziva
se k 1é¢bé Zilnich onemocnéni jako je chronicka zilni insuficience a k 1écbé
hemeroidi.

Prodluzuje vazokonstrikéni u€inek noradrenalinu na zilni sténu, zvySuje
zilni tlak a tim redukuje zilni odpor, roztazitelnost a méstnani. Timto zplisobem
pak zvysuje zilni navrat, redukuje vysoky zilni tlak u pacientd trpicich chronickou
zilni insuficienci.

Diosmin dale zlepSuje odtok lymfy zvySenim frekvence a intenzity stahti
lymfatickych cév. Dale redukuje expresi n¢kterych adhezivnich proteinti (VCAM-
1, ICAM-1) a tim inhibuje adhezi, migraci a aktivaci leukocytl. To vede ke
snizenému uvoliiovani mediatorti zanctu, hlavné volnych kyslikovych radilali a

prostaglandin.
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3.4 METODY STANOVENI HESPERIDINU DIOSMINU

Existuje hned nékolik metod, které¢ byly pouzity pro separaci a stanoveni
hesperidinu a diosminu. Tyto analyty jsou nejCastéji stanovovany v ruznych
druzich citrusovych plodii a §tav.

HPLC je hojné pouzivand metoda. Provadi se v riznych modech s
vyuzitim rtiznych zpasobt detekce. Pro HPLC s UV detekci byla vyuzita kolona
LiChrospher®100 RP 18 e, Sum, 4,00 mm I.D. Jako mobilni faze byla pouZzita 2%
octova kyselina a 0,5% octova kyselina-ACN (50:50 v/v). Eluce byla
gradientova®??. Jako mobilni faze byly také pouzity ACN-1% octova kyselina
(35/65 v/v) a methanol-ACN-1% octova kyselina (17/26/57)%. Dalsi pouzitou
kolonou byla Zorbax SB C18, 5 pum, 250x4,6 mm s izokratickou eluci. Jako
mobilni faze byla vyuZzita kombinace methanol-voda (0,2% mravenci kyselina),
60:40 v/V*" a nebo ACN a 0,05% mravenéi kyselina upravend triethylaminem na
pH 5,0%,

Pro RP-HPLC byla pouzita kolona LiChrosorb RP-18 a jako MF
methanol-voda (60:40, v/v) s UV detekci pfi 345 nm®. Jinym zptisobem detekce
je pouziti hmotnostni spektormetrie, ktera vyuziva rtiznych zpisobu ionizace.
Mezi né patti napt. ESI (ionizace elektrosprayem)®.

Dal$im moznou metodou pro analyzu HE a DI je kapilarni elektroforéza,
kterd nejCastéji vyuziva elektrochemickou detekci. Provadi se v kapilarach
dosahujici délky 40 - 75 cm s vnitfnim primérem 25 pm a vnéjSim priimeérem 360
um1’2'31'32. Elektrochemicka cela je tvotfena tiemi elektrodami: pracovni (uhlikovy
disk o priméru 300 um), pomocna (platinova) a referencni (srovnavaci, nasycena
kalomelovd) v kombinaci s BAS LC-4C amperometrickym detektorem®"%,

Jako pracovni elektrolyt se nejcastéji pouziva boratovy pufr o rizné sile, a
to bud’ 50 mM* nebo 60 a 80 mM**!. Nebo lze vyuzit zcela jiny pufr, napf.
chromatovy 1,0 a 5,0 mM?>. Nejbéznéjsi hodnotou pH je 9,0 popt.8,45.

Jinou, ale mén¢ pouzivanou metodou je TLC s UV detekci (286 nebo 344

nm), provadénou na silikagelu s MF chloroform-methanol-voda (23/12/2 viv)®34
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 ROZTOKY A CHEMIKALIE

4.1.1 CHEMIKALIE

tetraboritan sodny p.a., Sigma-Aldrich Praha, s.r.0., (Mr=381,7)
dihydrogen-fosfore¢nan sodny p.a., Dr. Kulich Pharma, s.r.o., (Mr=156,008)
a-cyklodextrin p.a., Sigma-Aldrich Praha, s.r.o. (  Mr=972,86)
B-cykloextrin p.a., Sigma-Aldrich Praha s.r.o (Mr=1137,01)
v-cyklodextrin p.a., Sigma-Aldrich Praha s.r.o. (Mr=1297,1)
methanol p.a., Sigma-Aldrich Praha s.r.0. (Mr=32,04)

ethanol p.a., Sigma-Aldrich Praha s.r.o (Mr=46,07)
dimethylsulfoxid p.a., Sigma-Aldrich Praha s.r.0.(Mr=78,13)
methylparaben p.a., Dr. Kulich Pharma s.r.o.

sodium dodecyl sulfat p.a., Sigma-Aldrich Praha s.r.o (Mr=288,38)
diosmin p.a., Sigma-Aldrich Praha s.r.o (Mr=608,56)

hesperidin p.a., Fluka (Mr=610,57)

hydroxid sodny p.a., Penta a.s., Praha (58,44)

kyselina borita p.a., Sigma-Aldrich Praha s.r.o (Mr=61,83)
sulfatovany B-cykloextrin p.a., Sigma-Aldrich Praha s.r.o
(2-hydroxypropyl)- B-cykloextrin p.a., Fluka (Mr=1380,0)
2,6-Di-O-methyl- B-cykloextrin p.a., Fluka (Mr=1331,39)

apigenin p.a., Sigma-Aldrich Praha s.r.o (Mr=270,24)
1-nitroso-2-naftol p.a., Chemapol (Mr=173,17)

kyselina ferulova p.a., Sigma-Aldrich Praha s.r.o (Mr=194,18)
Kyselina naftylodctova p.a., Sigma-Aldrich Praha s.r.o (Mr=186,21)
kyselina tolfenamova p.a., Sigma-Aldrich Praha s.r.o (Mr=261,7)
tricin p.a., Sigma-Aldrich Praha s.r.o (Mr=79,17)
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4.1.2 PRIPRAVA ROZTOKU

Na pfipravu pracovnich roztokli jsem pouzila vodu pfipravenou

zaiizenim Millipore MileQRG.

4.1.2.1 Priprava pracovnich elektrolyti
Pro piipravu zékladniho elektrolytu jsem podle pozadované koncentrace
nejdiive navézila odpovidajici mnozstvi tetraboritanu sodného, ktery jsem
rozpustila v redestilované vodé na ultrazvukové lazni, pfidala jsem odpovidajici
mnoZstvi methanolu a upravila jsem pH kyselinou boritou na pozadovanou
hodnotu.
Podobnym zplisobem jsem pfipravovala i dalsi roztoky elektrolyti, které

jsem vyzkousela pii hledani vhodného pracovniho elektrolytu.

4.1.2.2 Roztoky standardii pro optimalizaci metody

Do 50 ml odmérné banky jsem navazila ptesné asi 50 mg diosminu,
ktery jsem na ultrazvukové lazni rozpustila ve 25 ml DMSO a nésledné doplnila
vodou po rysku. Do dalsi 50 ml odmérné barnky jsem navazila presné asi 50 mg
hesperidinu, ktery jsem na ultrazvukové 1azni rozpustila v 5 ml DMSO a nésledné
doplnila vodou po rysku.

Dale jsem oba roztoky smichala v poméru 1:1. Zasobni roztok tedy
obsahoval 30% DMSO, 25% EtOH a 45% MeOH. Koncentrace analyti

v méfeném roztoku byla 0,5 mg/ml.

4.1.2.3 Hledani vhodného vnitiniho standardu
Navazila jsem odpovidajici mnozstvi zkouSenych wvnitinich standardi
(apigenin, 1-nitroso-2-naftol, kyselina ferulova, kyselina naftyloctova, kyselina
tolfenamova, methylparaben, propylparaben, tricin) a rozpustila je ve 2 ml

zasobniho roztoku standard. Koncentrace 1S méteného roztoku byla 0,5 mg/ml.
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4.1.2.4 Kalibraéni roztoky

Do 25 ml odmérné banky jsem navézila pfesné asi 20 mg diosminu a
ptresn¢ asi 10 mg hesperidinu, které jsem na ultrazvukové lazni rozpustila v 7,5 ml
DMSO. Nasledn¢ jsem pridala 6,25 ml EtOH a doplnila po rysku MeOH (11,25
ml).

Dale jsem si do dalsi 25 ml odmémé baiky pfipravila fedici roztok
smichanim 7,5 ml DMSO, 6,25 ml EtOH a 11,25 ml MeOH. Redici roztok tedy
obsahoval 30 % DMSO, 25 % EtOH a 45 % MeOH.

Smichanim téchto dvou roztokl v pfislusném poméru (viz.Tab.1) jsem
ziskala sérii péti kalibra¢nich roztokii v koncentra¢nim rozmezi 0,05-0,8 mg/ml
pro diosmin a 0,025-0,4 mg/ml pro hesperidin. Koncentrace vnitiniho standardu

byla ve vSech roztocich shodn4, tedy 0,5 mg/ml.

Tab. 1 Redéni kalibragnich roztokd (ml ZR + doplnéni po rysku fedicim roztokem)

bod Cislo 1 3 2 4 5
ZR (ml) 0,3125 0,625 1,25 3,125 1
RR (ml) 4,6875 4,375 3,75 1,875 0
¢ DI (mg/ml) 0,05 0,1 0,2 0,5 0,8
¢ HE (mg/ml) 0,025 0,05 0,1 0,25 0,4
c IS (mg/ml) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

4.1.2.5 Priprava vzorku z tablety

P&t tablet Detralexu jsem rozetiela Vv tfeci misce. Poté jsem do 50 ml
odmérné banky navézila primérnou hmotnost jedné tablety, tedy pfesné¢ asi 0,700
g prasku z tablet, ktery jsem rozpustila asi ve 40 ml DMSO. Toto jsem nechala 30
min na ultrazvukové 1azni, zchladila na laboratorni teplotu a poté doplnila DMSO
po rysku. Takto ziskany roztok jsem prefiltrovala pies bézny papirovy filtr.

Dale jsem do 25 ml odmérné banky pomoci automatické pipety prenesla
1 ml filtratu, ke kterému jsem pfidala 5 ml DMSO, 5 ml EtOH a doplnila MeOH
po rysku (9 ml). Filtrat jsem tedy zfedila 20x. Koncentrace diosminu, resp.

hesperidinu byla 0,45 mg/ml, resp. 0,05 mg/ml.
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4.2 PRISTROJE

Pfi praci na této diplomové praci jsem pouzivala tyto pfistroje:

= Kapilarni elektroforeticky systém Prince CEC 750, Holandsko

= Automatické analytické vahy Sartorius 2004 MP, Némecko

= Ultrazvukova lazen Bandelin Sonorex RK 31, Némecko

= Digitalni pH metr PHM 220, Francie (kalibrace piistroje pomoci
technickych pufra WTW)

= Kombinovana pH elektroda Red Rod

= Magnetickd michacka

Kapilarni elektroforeticky systém Prince

Tento pfistroj je vybaven PDA (photo diode-array) detektorem (UV
detektor). Separace probihala v kiemenné kapilare, potazené vrstvou polyimidu o
celkové délce 67,2 cm a efektivni délce 60 cm. Vnitini primér kapilary byl 50 pm.
Ovladani a komunikace s pfistrojem byla zajisténa pomoci pocitacového softwaru

DAX 3D.

4.3 PRACOVNI POSTUP

Na pocatku kazdého dne jsem nejdiive spustila pocitaC a poté samotny
elektroforeticky systém. Déle jsem nastavila promyvani kapilary na 10 min 1 M
NaOH, 10 min 0,1 M NaOH a 10 min vodou, a to vSe pfi tlaku 2000 mbar. Pro
zajiSténi lepSi reprodukovatelnosti a lepSi separani Uc€innosti jsem systém
promyvala mezi kazdou analyzou 2 min 0,1 M NaOH, 2 min vodou a 3 min
pracovnim elektrolytem, a to pfi tlaku 1500 mbar.

Po promyti jsem nastavila parametry méfeni a méfici sekvenci a spustila
jsem analyzu. Vzorek byl davkovan hydrodynamicky tlakem 50 mbar po dobu 20
s. Pristroj byl temperovan na 25 °C. Samotna separace probihala pfi napéti 20 kV.

Detekce probihala pfti tiech vinovych délkach 207, 270 a 284 nm.
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Pted kazdou analyzou jsem pracovni elektrolyt a vzorek odplynila na 5
min na ultrazvukové lazni.
Na konci dne po ukonceni vSech meéieni jsem spustila promyvaci

sekvenci stejnou jako na zacatku dne.

4.4 VYPOCTY

4.4.1 Kalibra¢ni zavislost

Na zméfeni kalibra¢ni zavislosti jsem pouzila celkem pét kalibracnich

roztokd. Jejich koncentrace popisuje tabulka ¢.2:

Tab. 2 Koncentrace jednotlivych kalibra¢nich roztokt (mg/ml)

bod €. | ¢ (DI) mg/ml | ¢ (HE) mg/ml | ¢ (IS) mg/ml
1 0,05 0,025 0,5
2 0,1 0,05 0,5
3 0,2 0,1 0,5
4 0,5 0,25 0,5
5 0,8 0,4 0,5

Provedla jsem celkem tfi méfeni s kazdym kalibracnim roztokem. Kazdy
znich obsahoval stejnou koncentraci vnitiniho standardu methylparabenu.
Kalibraéni zévislost byla zhodnocena metodou linearni regrese pomoci PC,
v programu Excel. Jako vstupni parametry jsem zadavala pomér plochy piku

K plose piku vnitiniho standardu a odpovidajici koncentraci analytu v mg/ml.

4.4.2 Limit detekce a limit kvantifikace®

cvwr

Ize detekovat, ale ne kvantifikovat. Jedna se o test limitu, ktery specifikuje, zda
analyt je ¢i neni nad nebo pod urcitou hodnotou. Vyjadiuje se jako koncentrace

analytu pti daném poméru signalu k Sumu, vétsinou 3:1.
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cvwr

ve vzorku, kterd muze byt stanovena s piijatelnou pfesnosti a spravnosti pfi

stanovenych provoznich podminkéach dané metody.

Pro vlastni vypocet limiti detekce a limitl kvantifikace jsem vyuzila
nasledujici vztahy:
LOD =3,3. (SD/S)
LOQ =10. (SD/S),
kde SD oznacuje smérodatnou odchylku useku na ose Y a S smérnici

rovnice regresni pfimky.
4.4.3 Opakovatelnost metody

Pro zjisténi opakovatelnosti metody jsem pouzila roztoky standardii o
koncentracich 0,1 mg/ml HE a 0,2 mg/ml DI. Koncentrace vnitiniho standardu ve
vzorku byla 0,5 mg/ml. Celkem jsem provedla Sest métfeni. Z vyslednych hodnot
jsem vypocitala jejich primér, smérodatnou a relativni smérodatnou odchylku

(RSD). Vypocty jsem provedla podle nésledujicich vztaht:

Priimérna hodnota vysledkii X

x|
1
S|
>S

Smérodatna odchylka
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Relativni smérodatna odchylka

RSD (%)= >-100
X

Pro vSechny uvedené vzorce plati, ze n je poCet meieni a hodnota x;

oznacuje jednotlivé vysledky méteni.
4.4.4 RozliSeni®

Rozliseni (Rs) mezi piky dvou sloZzek s podobnymi vySkami se vypocita

pomoci vztahu:

- 1’18(tR2 _tRi)
Why + Wh

Rs

kde tro>try,

Vv némz znaci tr; a try migracni ¢asy nebo vzdalenosti podél zakladni
linie mezi bodem néstfiku a kolmicemi spusténymi z vrcholi dvou sousednich
pikd a why @ Wiy Sitky pikti v poloving jejich vysky.

4.4.5 Potet teoretickych pater (a¢innost separace)®

Pocet teoretickych pater (N) se vypocita pomoci vztahu:

2
N =554 (t_}
Wi

VvV némz znaci t, migracni ¢as nebo vzdalenost pod¢l zdkladni linie mezi
bodem nastiiku a kolmici spusténou z vrcholu sledovaného piku a wy 0znacuje

Sitku piku v poloviné jeho vysky.
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VySkovy ekvivalent teoretického patra (HETP)
Hodnotu vyskového ekvivalentu teoretického patra lze vypocitat ze
vztahu:

HETP =
N

v némz | znaci efektivni délku kapilary.
4.4.6 Ovéreni spravnosti metody

Pro ovéfeni spravnosti metody jsem vyuzila metodu standardniho
pridavku. Nejdiive jsem do 50 ml odmérné banky navazila presné asi 680,4 mg
prasku ziskaného rozdrcenim péti tablet Detralexu a nasledné jsem k tomuto
mnozstvi jeSté navazila presné asi 303,9 mg diosminu a 33,3 mg hesperidinu. Toto
jsem rozpustila asi ve 40 ml DMSO a nechala 30 min na ultrazvukové lazni. Poté
jsem tento roztok ochladila na laboratorni teplotu a doplnila DMSO po rysku. Dale
jsem tento roztok prefiltrovala. Odebrala jsem 1 ml filtratu do 20 ml odmérné
baiiky a pfidala jsem dalSich 5 ml DMSO, 5 ml EtOH a doplnila MeOH po rysku
(filtrat jsem nafedila 20x). Vysledna métfena koncentrace byla teoreticky 0,75
mg/ml diosminu (vloZzeno 0,304 mg/ml) a 0,083 mg/ml hesperidinu (vloZeno
0,0333 mg/ml).
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 OPTIMALIZACE SEPARACNICH PODMINEK A
STANOVENI DIOSMINU A HESPERIDINU

5.1.1 Volba vhodné vinové délky pro detekci

Nejdiive bylo tfeba zjistit optimalni vlnovou délku pro detekci, a to
promé&ienim UV spekter standardti DI a HE. Pro méfeni jsem standardy rozpustila
V pracovnim elektrolytu (50 mM borat, pH 9) s piidavkem 25 % MeOH. Jako
blank jsem pouzila BGE s 25% MeOH. M¢éfeni jsem provadéla v rozmezi 200 az
400 nm. Ob¢ latky vykazovaly tfi absorpéni maxima. Diosmin vykazoval maxima
v okoli 207, 261 a 350 nm, hesperidin nejvice absorboval pii 201, 284 a 332 nm.
Po zhodnoceni téchto tdaji jsem pro detekci vybrala tfi vinové délky, a to 207,
270 a 284 nm. Vysledky jednotlivych analyz jsem pak hodnotila pfi vinové délce
207 nm.

5.1.2 Volba vhodného pracovniho elektrolytu

[ 24

ten, ve kterém dojde za stanovenych podminek k rozdéleni vSech latek, které se

mohou nésledné stanovit. Vyzkousela jsem tyto nasledujici elektrolytové systémy:

e boratovy pufr
o fosfatovy pufr
e kombinace fosfatového a boratového pufru

e tricinovy pufr.

Témér ve vSech pripadech doslo k separaci jednotlivych slozek. Nejdiive
putoval hesperidin a poté diosmin.
V piipadé boratového pufru doSlo k uplnému oddéleni obou analyti,

symetrie piklil nebyla zcela optimalni, rozliseni bylo ale dobré. Délka analyzy se
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V jednotlivych pokusech pohybovala v rozmezi 10 az 15 min, coz svédcilo o ne
pfilis stabilnim elektroosmotickém toku.

Fosfatovy pufr se projevil jako ne pfili§ optimalni. Nedoslo k tplnému
rozdéleni obou latek. Tvar a rozliSeni pikti bylo nedostate¢né. Délka analyzy byla
delsi nez 15 min.

V ptipadé tricinového pufru se analyty od sebe neodd¢lily viibec. Nebylo
mozné od sebe jednotlivé piky rozeznat. Tento pufr jsem tedy vyloucila.

Jako optimalni jsem zvolila kombinaci boratového a fosfatového pufru.
Jednotlivé piky se od sebe rozdélily, jejich symetrie a rozliSeni bylo dobré. Proto
jsem si ho také vybrala pro dalsi praci. Pro ilustraci zde uvadim piiklad

elektroforeogramu standardi.

LIk B
Al
itz
o HE DI
am—] | Jl.A_,__
T T T T T I J
o 3 0

1%"&] [

Obr.5 Elektroforeogram standardit HE a DI, 10 mM fosfat, 40 mM borat, 10% MeOH, 15
mM B-CD, pH* 8,00, .= 207 nm

Dale jsem vyzkousSela vliv organického rozpoustédla MeOH na separaci,
vliv riznych druhti cyklodextrinlt (a-, -, y-CD, sulfatovany B-CD, (2-
hydroxypropyl)- B-CD, 2,6-Di-O-methyl-B-CD) v koncentracich 5 al0 mM.
ZkousSela jsem také vliv surfaktantu SDS. Také jsem zjiStovala vliv pH* a
koncentrace pracovniho elektrolytu a v neposledni fadé bylo mym cilem nalézt

také vhodny vnitini standard.
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5.1.3 Vliv organického rozpoustédla

Velmi dilezitym jevem pii elektroforetické separaci je elektroosmoticky
tok. Mnohdy ale dochézi k potizim pii snaze EOF udrzet a kontrolovat ho. Tyto
problémy se daji fesit napt. potazenim nebo derivatizovanim kapilar, ptidavkem
riznych surfaktantd & organickych rozpoustédel® . Organicka rozpoustédla méni
zeta potencial a viskozitu. Obvykle EOF sniZujiS.

Rozhodla jsem se tedy zjistit, jaky vliv ma na elektroforetickou separaci
MeOH. Ptipravila jsem si sérii ¢tyf pufrd stejného slozeni, ke kterym jsem
postupné ptidavala methanol tak, ze prvni pufr obsahoval 10 % MeOH, druhy 20
%, tieti 30 % a Ctvrty 40 % MeOH. Pii hodnoceni vysledkil jsem se zaméfila na
sledovani délky analyzy a na kvalitu samotné separace. Na nasledujicim obrazku

jsem zobrazila vliv koncentrace MeOH na délku analyzy.

25 +
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Obr.6 Vliv koncentrace methanolu na migraéni ¢asy HE a DI; BGE: 50 mM borat, pH* 8,00,
Napéti 20 kV

Z vyse uvedeného grafu je zfejmé, Ze nejrychleji analyza probihala pii
ptidavku 20 % methanolu, migracni ¢as analytd se pohyboval v okoli 10 min.
Migracni Cas vSak pfi vybéru vhodného mnoZstvi methanolu nebyl rozhodujicim
parametrem, protoze rychlost analyzy méla také velky vliv na kvalitu separace.
V ptipadé 20,30 a 40 % MeOH nebyly tvary (symetrie) pikl a ani jejich rozliSeni
dostate¢né. Rozhodla jsem se tedy zvolit variantu s obsahem 10 % MeOH v BGE.

Tvar, symetrie i rozliSeni pikti byly velmi dobré.
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5.1.4 Ovlivnéni separace pomoci cyklodextrini

Cyklodextriny jsou cyklické oligsacharidy skladajici se z nékolika a-1,4-
D-glukopyranosovych jednotek, vznikajici enzymatickou degradaci Skrobu. Takto
vznika smés cyklickych a linearnich oligosacharidi, které nejcastéji obsahuji Sest
az osm glukézovych jednotek. Podle jejich poétu jednotek rozliSujeme a-, B-, v-
CD a mnoh¢ dalsi. Cyklodextriny maji schopnost tvofit inkluzivni komplexy, a to
diky svému specialnimu tvaru (tvoii dutinky neboli kavity). Do téchto kavit
mohou byt inkludovany organické nebo anorganické molekuly®. Timto jevem
mohou selektivné ovlivnit rychlost migrace dané latky.

Vyzkousela jsem nasledujici typy cyklodextrind:

e a-CD
e B-CD
e y-CD

e sulfatovany 3-CD
e (2-hydroxypropyl)- B-CD
e 2,6-Di-O-methyl-B-CD

Vsechny tyto typy cyklodextrini jsem vyzkouSela v koncentraci 5 a 10
mM. V pfipadé¢ pouziti o-CD nedoslo k zddnému zlepSeni oproti klasickému
pufru, stejné jako u hydroxypropyl B-CD a methyl-B-CD. Piky byly neostré a
nesymetrické, migracni casy se pohybovaly kolem 16 min. Pfi pouziti y-CD se
piky od sebe viibec neoddélily. Jako nejoptimalngjsi jsem zvolila samotny B-CD,
pii jehoz pouziti kvalita separace nabyla vyrazného zlepsSeni. Tvar i symetrie pika
byly mnohem lepsi, nez pii pouZiti elektrolytového systému bez ptidani CD. Jen
migracni ¢asy se asi o minutu prodlouzily.

Déle bylo mym cilem zjistit nejvhodnéjsi koncentraci B-CD. Ptipravila
jsem si tedy sérii pufri o koncentracich B-CD 5, 10, 15 a 20 mM. S rostouci
koncentraci tohoto CD se kvalita separace zvySovala. Piky byly ¢im dal vic
symetrictéjsi, vyssi 1 ostrej$i. Doslo 1 ke zkraceni analyzy, a to pfiblizné na 15
min. Tento trend ale platil pouze do koncentrace 15 mM. Koncentrace 20 mM uz
nepiinesla Zadné dalsi zlepSeni, spiSe se kvalita separace zacala zhorSovat. Proto
jsem vyssi koncentrace B-CD netestovala. Jako optimalni jsem tedy zvolila

koncentraci 15 mM.
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Obr. 7 Vliv koncentrace B-CD na migraéni ¢asy analytt DI a HE; BGE: 50 mM
borat, 10% MeOH, pH” 8,00

5.1.5 Optimalizace pH*

Velmi dilezitym parametrem pii optimalizaci slozeni pracovniho
elektrolytu je spravna volba pH*. pH* kontroluje jak pocet negativné nabitych
silanolovych skupin na vnitini stran¢ kapilary, ale také urCuje stupen disociace
analytt. V pfipad¢ flavonoidit HE i DI se jednd o slabé kyseliny, a to diky
pfitomnosti fenyl-hydroxylové skupiny. Jejich zdanlivy naboj tedy zavisi na jejich
pKaa pH* elektrolytu (pK, HE = 7,15 a pK, DI nebylo v literatufe nalezeno) 2.

Sledovala jsem vliv pH pracovniho elektrolytu v rozmezi pH od 7,5 do
8,5. Pii nizsich hodnotach pH* nebyla kvalita separace uspokojujici, migracni
casy obou analytl se sice zkratily, ale nedoslo k dokonalému rozdéleni obou piki
(analytli). Stejn€ tomu bylo 1 pfi vysSich hodnotdch pH*. Jako nejoptimalné;si
hodnotu jsem si vybrala pH” 8,00. Délka analyzy byla 15 min a kvalita piki byla

také uspokojiva.
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5.1.6 VIliv koncentrace zakladniho elektrolytu

Mym cilem bylo zjistit vliv koncentrace tetraboritanu v zakladnim
elektrolytu na délku a kvalitu analyzy. Testovala jsem nasledujici elektrolytové
systémy o koncentraci tetraboritanu 50, 60, 70 a 80 mM.

Z dostupné literatury jsem zjistila, Ze nejvhodnéjsi koncentrace
tetraboritanu by meéla byt 50 mM. Tento piedpoklad se mi pfi testovani
jednotlivych systéma potvrdil. Pii zvySujici se koncentraci se doba analyzy
prodluzovala a presahla hodnotu 20 min. Vysoké koncentrace mély také negativni
vliv na samotnou separaci. Piky se od sebe vzdalovaly, jejich symetrie se
zhorSovala. Pro dalsi analyzy jsem tedy zvolila systém 50 mM borét.

Déle m¢ zajimalo, jaky vliv na analyzu ma pouziti elektrolytového
systému fostat-borat v koncentraci 40 mM borat a 10 mM fosfat. Zjistila jsem, ze
jeho pouziti prineslo jesté dalsi zlepSeni kvality analyzy (obr.8). Pro dalsi analyzu

jsem se tedy rozhodla vyuzit tento systém.
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Obr. 8 Elektroforeogram standardtt HE a DI; BGE: 40 mM borat, 10 mM fosfat,
15 mM B-CD, pH* 8,00, 10 % MeOH, A= 207 nm, teplota 25°C, napéti 20 kV

5.1.7 Volba vnitiniho standardu

Pti hledani vhodného vnitiniho standardu jsem vyzkousela tyto latky:
e apigenin
e 1-nitroso-2-naftol
e kyselina ferulova
e kyselina naftyloctova
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e kyselina tolfenamova
e methylparaben

e propylparaben

VSechny zkousené latky jsem pouzila v koncentraci 0,5 mg/ml.
Zkousené IS migrovaly az na konci, tedy az za obéma analyty. Vétsina z nich byla
dobfe oddélena, ale zpozdéna za piky analytl zhruba o 5 min. Jejich piky byly
zdeformované, nesymetrické. Jako optimalni vnitini standard jsem si vybrala
methylparaben (¢ = 0,5 mg/ml). Jeho pik migroval jako posledni, ale byl dobie
oddé¢len (cca 0,5 min), byl ostry a symetricky a o jeho plocha i1 vyska byly o néco
vy$si nezli piky analytd.

5.1.8 Vliv SDS

Jako dal$i moznost jsem vyzkousela do uz optimalizované¢ho systému
ptidat detergent SDS, a to v koncentracich 10, 20 a 30 mM. Jak se ukdzalo, tento
krok nebyl spravny. Jeho ptfidani do systému velice negativné ovlivnilo vysledek
celé analyzy (v pfipad¢ vSech tii koncentraci). Doba analyzy se prodlouzila (cca
na 20 min a vice), piky nebyly rozliSeny. Rozhodla jsem se tedy od této varianty

ustoupit.

35



5.1.9 Optimalni sloZeni pracovniho elektrolytu a podminky

Separace

Po vyhodnoceni vSech naméfenych udaji jsem zjistila optimalni sloZeni

pracovniho elektrolytu. To je uvedeno v Tab.3.

Tab.3 Optiméalni podminky separace a sloZeni pracovniho elektrolytu

1. slozka pufru 40 mM borat
2. slozka pufru 10 mM fosfat
rozpoustédlo 10 % methanol
aditivum 15 mM B-CD
pH* 8,00
teplota 25°C
napéti 20 kv
detekce 207, 270, 284

Na nasledujich obrazcich uvadim dva elektroforeogramy standardu
hesperidinu, diosminu a methylparabenu (IS) ziskany pii pouZziti optimalniho
pracovniho elektrolytu a za optimalnich podminek Jako prvni migruje DMSO

(jako indikator EOF), nasleduje hesperidin, diosmin a na konci methylparaben.

DS
HE Dl WP

0.00 —

Al

-0.05 —

Obr. 9 Elektroforeogram standardi HE, DI a IS; BGE: 40 mM borat, 10 mM fosfat,
15 mM B-CD, 10 % MeOH, pH* 8,00, t = 25°C, napéti 20 kV, A = 207
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Obr. 10 Elektroforeogram standardi HE, DI a IS; BGE: 40 mM borat, 10 mM fosft,
15 mM B-CD, 10 % MeOH, pH* 8,00, t=25°C, napéti 20 kV, A = 207

5.1.10 U¢innost separace

Pro vypocet u¢innosti separace jsem vyuzila vztahy ze str. 27. Lze ji

vyjadiit bud’ pomoci poctu dosazenych teoretickych pater a nebo pomoci

vyskového ekvivalentu teoretického patra.

Tab. 4 U¢innost separace analytii HE a DI

Analyt N HETP (um)
hesperidin 2704 22,19
diosmin 1082 55,45

5.1.11 RozliSeni

Pro vypocet rozliSeni jsem vyuzila vzorec uvedeny na str. 27.

Tab. 5 Rozliseni analyti HE, Di a IS (methylparabenu)

Analyty Rozliseni Rg
hesperidin-diosmin 0,968
diosmin-methylparaben 0,984
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5.2 KVANTITATIVNI ANALYZA A JEJI VYSLEDKY

Pro meéfeni kalibraéni zavislosti jsem vyuzila optimdlni pracovni
elektrolyt. Jako kvantitativni parametr jsem pouzila hodnoty ploch piku vztazené
k ploSe vnitiniho standardu. Tyto hodnoty (velikosti ploch piki) jsem ziskala ze
zdznamu automaticky vyhodnocovaném pocitacem. Provedla jsem tfi méfeni pro
kazdou koncentraci. Do grafu jsem poté vynasela zavislost primérné hodnoty
poméru plochy piku analytu k plose piku vnitiniho standardu na koncentraci
analytu vmg/ml. Tuto kalibraéni zavislost jsem zpracovala v pocitaCovém
programu Excel metodou linedrni regrese.

Vysledné hodnoty jsem ziskala ve tvaru:

y = kx + q (obecna rovnice ptimky)

y — plocha piku analytu / plocha piku IS
X — koncentrace latky (mg/ml)
k — smérnice piimky

g — absolutni ¢len (posunuti)

5.2.1 Kalibra¢ni zavislost pro diosmin

Koncentrace, které jsem pouzila pro zmeéteni kalibracni zavislosti

diosminu jsou uvedeny v Tab. 6

Tab. 6 Koncentrace pouzité pro zméfeni kalibra¢ni zavislosti DI

méreni €. koncentrace
(mg/ml)

0,05
0,1
0,2
0,5
0,8

gl b~ | wWwiIND|F
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Parametry linedrni regrese:

Rovnice ptimky  y =0,1516x + 0,0901
k-0,1516

q-0,0901

korela¢ni koeficient: 0,9987

rezidualni odchylka: 0,0028

hodnota F-statistiky: 1,1651 . 10°

dalsi parametry:
sk — 0,0044
sq—0,0019
r*—0,9974

pocet stupiiti volnosti 3

0,25 ~
n 02+
©
<
(8]
o
=
= 0,15 A
)
©
<
(8]
o
o 0,1
0,05 T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
¢ DI (mg(ml)

Obr. 11 Kalibraéni zavislost pro diosmin; BGE: 40 mM borat, 10 mM fosfat, 10 % MeOH,
15 mM B-CD, pH* 8,00

Kalibra¢ni zavislost je ve sledované koncentraci diosminu linearni

(korelaéni koeficient 0,9987).
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5.2.2 Kalibrac¢ni zavislost pro hesperidin

Koncentrace, které jsem pouzila pro zmeétfeni kalibracni zavislosti

diosminu jsou uvedeny v Tab. 7

Tab. 7 Koncentrace pouzité pro zméfeni kalibra¢ni zavislosti HE

méreni €. koncentrace
(mg/ml)

0,025
0,05
0,1
0,25
0,4

gl b~ W |IDN|F

Parametry linedrni regrese:

Rovnice ptimky  y=0,6992x — 0,0022
k - 0,6992

q - -0,0022

korelacni koeficient: 0,9973

rezidualni odchylka: 0,0094

hodnota F-statistiky: 0,545 . 10°

dalsi parametry:
sk —0,0299
Sq— 0,0065
r* —0,9945

pocet stupiiti volnosti 3
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Obr. 12 Kalibra¢ni zavislost pro hesperidin; BGE: 40 mM boréat, 10 mM fosfat, 10 %
MeOH, 15 mM B-CD, pH* 8,00

Kalibra¢ni zavislost je ve sledovaném rozmezi koncentraci linearni

(korelacni koeficient 0,9973).
5.2.3 Limit detekce a limit kvantifikace
Pro vypocet limith detekce a kvantifikace jsem vyuzila vztahy uvedené

na str.26, tj. zalozené na vypoctu z parametra kalibra¢ni zavislosti.. Vysledky jsou
uvedeny v Tab.8.

Tab. 8 Limity detekce a kvantifikace pro DI a HE

Analyt LOD (mg/ml) LOQ (mg/ml)
hesperidin 0,03 0,09
diosmin 0,04 0,12

U hesperidinu vySel limit detekce 1 kvantifikace vyS$i nez byla nejnizsi

koncentrace pfi métfeni kalibraéni zavislosti., ktera byla 0,025 mg/ml. Stejné tak u

v

mg/ml. Ob¢ kalibrac¢ni zavislosti vysly v testovaném rozmezi linearni.
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5.3 OPAKOVATELNOST METODY

Pro zjisténi opakovatelnosti metody (plochy pikti, migra¢ni Casy) jsem
provedla celkem Sest méfeni pro koncentraci 0,1 mg/ml hesperidinu a 0,2 mg/ml
diosminu. Vypocet smérodatné odchylky a relativni smérodatné odchylky jsem
provedla podle vztahi uvedenych na strané 26 a 27. Vysledky jsou uvedeny v
Tab.9 a 10.

Tab. 9 Opakovatelnost plochy pikt k plose piku methylparabenu (IS), n=6

Analyt Plocha piku / S RSD (%)
plocha MP
()
hesperidin 0,0711086 0,0015159 2,13
diosmin 0,126068 0,004187 3,32

Tab. 10 Opakovatelnost migra¢nich ¢astt HE a DI, n=6

Analyt tm (Min) S RSD (%)
hesperidin 11,335 0,14914 1,32
diosmin 11,595 0,15553 1,34
5.4 ANALYZA HVLP

Provedla jsem analyzu 1é¢ivého piipravku Detralex, a to metodou, kterou
jsem piedtim vypracovala. Tuto analyzu jsem provedla celkem Sestkrat pro
navazku standardii a Sestkrat pro navazku lé€ivého piipravku. Vypocet mnoZstvi

stanovovanych latek jsem vypocitala podle vztaht:

m(X) _ A\/z "Cy - 1000- Mtab
A&t "Myp

m (X) - hmotnost stanovované latky (mg)
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A; - plocha piku vzorku

At - plocha piku standardu

Cs - koncentrace standardu (mg/ml)
OMp - pramernd hmotnost tablety (g)

MuvLp - navazka léc¢ivého piipravku (g)

m(x)-100
m

% - procenta deklarovaného obsahu

% =

m - deklarovany obsah (mg)

Vysledky jsou uvedeny v Tab. 11:

Tab. 11 Analyza 1é¢ivého ptipravku Detralex metodou CE, n =6

Deklarovany | ZjiStény o
Analyt obsah (mg) | obsah (%) S ¢ (%)
hesperidin 50 98,38 0,00133 3,13
diosmin 450 97,00 0,01853 2,40

Pro ilustraci zde uvadim piiklad elektroforeogramu Detralexu:

all
Oz HE DI hiP

0.05—

0.00 —_ﬂmmJ

10 15
Time {min)

Obr. 13 Analyza HVLP za optimalnich podminek: BGE: 40 mM borat, 10 mM fosfat, 10 %
MeOH, 15 mM B-CD, pH* 8,00, A=207 nm, napéti 20 kV



5.5 OVERENI SPRAVNOSTI METODY S
PRIDAVKEM STANDARDNICH LATEK

Pro ovéteni spravnosti metody jsem pouzila metodu analyzy s pridavkem
standardnich latek. Postup pfipravy vzorku uvadim v Experimentalni Casti na

str.28. Pro vypocet recovery jsem pouzila vztah:

y = Camai Yo

vioZena

Vysledky analyzy jsem uvedla v Tab.12:

Tab. 12 Analyza 1é¢ivého ptipravku Detralex-spravnost metody

Czjisténa Cvlozena
Analyt ] Recovery (%
y (ng/mi) (ng/mi) y (%)
hesperidin 31 33,3 93,09
diosmin 311 304 102,30

Z namé&fenych hodnot jsem vypocitala recovery. V pfipadé diosminu je
hodnota 102,30 % a v pfipad¢ hesperidinu 93,09%. Z téchto ziskanych vysledki
jsem usoudila, ze jsem vypracovala spravnou metodu pro soucasnou separaci a

stanoveni HE a DI v 1é€ivém pfipravku Detralex.
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6. ZAVER

V diplomové praci byly pomoci kapilarni elektroforézy analyzovany
bioflavonoidy hesperidin a diosmin. Bylo nalezeno a nasledné ovéfeno optimalni
slozeni pracovniho elektrolytu. Jako nejvhodnéjsi byla zvolena kombinace
fosfatového (10 mM) a boratového pufru (40 mM) s pridavkem methanolu a -
cyklodextrinu. Byl také nalezen vhodny vnitini standard (methylparaben).

Pro kazdy analyt byla zmétfena kalibracni zavislost. Dale byla ovétrena
ucinnost separace, opakovatelnost a spravnost metody. Byly stanoveny limity
detekce a kvantifikace. Délka analyzy se pohybovala okolo 15 min.

Na zakladé vSech méfeni a ziskanych hodnot lze fici, Ze byla
vypracovana metoda pro analyzu hesperidinu a diosminu v 1é€ivém piipravku

Detralex potahované tablety.
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7. POUZITE ZKRATKY A SYMBOLY

ACN acetonitril

BGE zakladni elektrolyt

CD cyklodextrin

CE kapilarni elektroforéza

CEC kapilarni elektrochromatografie

CZE kapilarni zonova elektroforéza

DAD detektor s diodovym polem

DI diosmin

DMSO dimethylsulfoxid

EOF elektroosmoticky tok

EtOH ethanol

HE hesperidin

HETP vyskovy ekvivalent teoretického patra
HPLC vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
HVLP hromadn¢ vyrabény 1éCivy ptipravek

ID vnitini pramér

IEF izoelektrické fokusace

IS vnitini standard

ITP izotachoforéza

LIF laserem indukovana fluorescence

LOD limit detekce

LOQ limit kvantifikace

MECK micelarni elektrokineticka chromatografie
MeOH methanol

MP methylparaben

N pocet teoretickych pater

pKa negativni logaritmus acidické  termodynamickeé

disocia¢ni konstanty
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RP-HPLC

RSD
SDS
TLC

vysokoucinna kapalinova chromatografie
obracenych fazich

relativni smérodatna odchylka

dodecylsulfat sodny

tenkovrstevna chromatografie

na
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