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Abstrakt 

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Katedra analytické chemie 

Kandidát: Mgr. Jitka Široká 

Školitel: Doc. RNDr. Miroslav Polášek, CSc. 

Název  dizertační  práce:  „VÝVOJ  KAPILÁRNĚ  ELEKTROFORETICKÝCH METOD  PRO  ANALÝZU 

BILOLOGICKY AKTIVNÍCH LÁTEK S VYUŽITÍM TVORBY KOMPLEXNÍCH SLOUČENIN“ 

Dizertační  práce  se  zabývá  vývojem  kapilárně  elektroforetických  metod  pro  stanovení 

biologicky aktivních látek z oblasti forenzních, klinických a farmaceutických analýz za pomoci 

spektrofotometrické detekce. 

Úvodní část obsahuje teoretické pozadí k jednotlivým experimentálním částem. Nejdříve se 

věnuje  základním  aspektům  kapilární  elektroforézy,  dále  pak  problematice  zvyšování 

selektivity a citlivosti v kapilární elektroforéze, závěrem představuje jednotlivé analyty. 

První experimentální část tvoří stanovení izomerů chlorofenylpiperazinu (ortho, meta, para) 

v konfiskovaných  tabletách  za  pomoci  cyklodextrinu  jako  selektoru  v  kyselém  prostředí 

fosfátového pufru. 

Druhá  experimentální  část  se  věnuje  stanovení  biomarkeru  oxidačního  poškození DNA  8‐

hydroxy‐2´‐deoxyguanosinu  v moči  s  využitím  tvorby  komplexů  s borátem  včetně 

předseparační  úpravy  vzorku  a  on‐line  zakoncentrování  v cele  s prodlouženou  optickou 

dráhou. 

Třetí experimentální část se zabývá stanovením citrusových flavonoidů (hesperidin, diosmin, 

rutin),  troxerutinu a kyseliny askorbové v léčivých přípravcích a potravinových doplňcích   s 

využitím komplexotvorného borátového pufru jako základního elektrolytu. 

Ve  čtvrté  části  je studován vliv přítomnosti komplexačních  činidel wolframanu a borátu na 

stupeň  zakoncentrování  pomocí  nástřiku  dlouhé  zóny  vzorku  s obrácením  polarity  na 

modelové  směsi  flavonoidů  (apigenin,  rutin,  hyperosid,  kvercetin,  luteolin)  a  fenolických 

kyselin (chlorogenová, para‐kumarová, skořicová kyselina). 
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Abstract 

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Králové 

Deparatment of Analytical Chemistry 

Candidate: Mgr. Jitka Široká 

Supervisor: Doc. RNDr. Miroslav Polášek, CSc. 

Title  of  Doctoral  Thesis:  „DEVELOPMENT  OF  ELECTROPHORETIC  METHODS  FOR  THE 

ANALYSIS OF BIOLOGICALLY ACTIVE COMPOUNDS USING COMPLEX FORMATION” 

The disertation  is dealing with  the development of capillary electrophoretic methods with 

spectrophotometric  detection  for  the  determination  of  biologically  active  substances  in 

forensic, clinical and pharmaceutical fields. 

Theoretical background to the individual experimental parts is presented in the Introduction. 

Basic principles of capillary electrophoresis are explained, problems of separation selectivity 

and sensitivity are discussed and the analytes under study  are characterised. 

The  first  experimental  part  is  devoted  to  electrophoretic  determination  of 

chlorophenylpiperazine isomers (ortho, meta, para) in confiscated pills using cyclodextrins as 

selectors in acidic phosphate buffer. 

The  second  experimental  part  is  devoted  to  the  determination  of  urinary  8‐hydroxy‐2´‐

deoxyguanosine  (an  oxidation  stress  biomarker)  using  complex  formation  with  borate 

including  sample  pretreatment  prior  analysis  and  on‐line  preconcentration  by  sample 

stacking in a detection cell with long optical path. 

The  third  part  is  dealing with  the  electrophoretic  assay  of  citrus  flavonoids  (hesperidin, 

diosmin,  rutin),  troxerutin  and  ascorbic  acid  in pharmaceuticals  and  food  supplements by 

using complex‐forming borate buffer as the background electrolyte. 

In  the  fourth experimental part  the  influence of  the presence of  complex  forming  anions 

(tungstate  and  borate)  on  the  pre‐concentration  efficiency  of  the  large  volume  sample 

stacking with  polarity  switching  is  studied  on  standard mixtures  of  flavonoids  (apigenin, 

rutin,  hyperoside,  quercetin,  luteolin)  and  phenolic  acids  (chlorogenic,  para‐coumaric, 

cinnamic acid). 
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Seznam zkratek 

8OHdG  8‐hydroxy‐2´‐deoxyguanosin 
A  Amfetamin 
AA  Kyselina askorbová (Ascorbic acid) 
AD  Amperometrická detekce 
API  Apigenin 
AS  Asymetrie píku 
BGE  Základní elektrolyt (Background electrolyte) 
CD  Cyklodextrin 
CE  Kapilární elektroforéza (Capillary electrophoresis) 
CMC  Kritická micelární koncentrace (Critical micellar concentration) 
CZE  Kapilární zónová elektroforéza (Capillary zone electrophoresis) 
ČL  Český lékopis 
CTAB  Hexadecyltrimethylamoniumbromid 
DAD  Detekce pomocí diodového pole (Diode array detection) 
DAPPI  Desorpční fotoionozace za atmosférického tlaku (Desorption atmospheric 

pressure photoionization) 
DI  Diosmin 
DM‐β‐CD  Dimetyl‐β‐cyklodextrin 
DMSO  Dimetylsulfoxid 
DNA  Deoxyribonukleová kyselina (Deoxyribonucleic acid) 
ECD  Elektrochemická detekce 
EME  Elektromembránová extrakce (Elektromembrane extraction) 
EOF  Elektroosmotický tok (Electroosmotic flow) 
EK  Elektrokinetický nástřik vzorku 
EtOH  Etanol 
FASS  Zakoncentrování pomocí zesíleného pole (Field amplyfied sample stacking) 
FDA  Úřad pro léky a potraviny (Food and Drug Administration) 
GC  Plynová chromatografie (Gas chromatography) 
GLC  Plynová chromatografie s kapalnou stacionární fází (Gas liquid 

chromatography) 
HD  Hydrodynamický nástřik vzorku 
HE  Hesperidin 
HLB  Hydrofilně‐lipofilní sorbent (Hydrophilic‐lipophilic‐balanced reversed‐phase 

sorbent) 
HPLC  Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (High performance liquid 

chromatography) 
HP‐β‐CD  Hydroxypropyl‐β‐cyklodextrin 
HY  Hyperosid 
CHES  N‐Cyklohexyl‐2‐aminoetanesulfonová kyselina 
CHLG   Chlorogenová kyselina 
ICH  International Conference on Harmonization of Technological Requirments 

for registration of Pharmaceutical for Human Use 
ID  Vnitřní průměr (Inner diameter) 
IS  Vnitřní standard (Internal standard) 
LC  Kapalinová chromatografie (Liquid chromatography) 
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LE  Vedoucí elektrolyt (Leading electrolyte) 
LE‐CE  Ligand exchange capillary electrophoresis 
LLE  Extrakce kapalnou fází (Liquid liquid extraction) 
LOD  Limit detekce (Limit of detection) 
LOQ  Limit kvantifikace (Limit of quantification) 
LU  Luteolin 
LVSS  Zakoncentrování z velkého objemu vzorku s obrácením polarity (Large 

volume sample stacking with polarity switching) 
Me  Metamfetamin 
MAX  Mixed‐mode anion exchange sorbent 
mCPP  Meta‐chlorofenylpiperazin 
MCX  Mixed‐mode cation exchange sorbent 
MDA  3,4‐metylendioxyamfetamin 
MDEA  3,4‐metylendioxy‐N‐etylamfetamin 
MDMA  3,4‐metylendioxymetamfetamin 
MEKC  Micelárni elektrokinetická chromatografie 
MeOH  Methanol 
MIP  Molekulárně vtištěné polymery (Molecular imprinted polymers) 
MS  Hmotnostní spektrometrie (Mass spectrometry) 
M‐β‐CD  Metyl‐β‐cyklodextrin  
N   Počet teoretických pater (Number of theoretical plates) 
NMR  Nukleární magnetická rezonance 
NPD  Dusíko‐fosforový detektor 
oCPP  orto‐chlorofenylpiperazin 
pCPP  para‐chlorofenylpiperazin 
pH*  pH ve smíšeném vodně‐organickém prostředí 
p‐KU  para‐ kumarová kyselina 
Q   Kvercetin (Quercetin) 
R  Korelační koeficient 
RS  Rozlišení (Resolution) 
RSD  Relativní směrodatná odchylka (Relative standart deviation) 
RU  Rutin 
s   Směrodatná odchylka 
sR  Reziduální odchylka 
SDS  Sodium dodecyl sulfát 
SK  Skořicová kyselina 
SPE  Extrakce na tuhé fázi (Solid phase extraction) 
SPME  Mikroextrakce na tuhé fázi (Solid phase microextraction) 
SST  Test vhodnosti systému (System suitability testing) 
TE  Koncový elektrolyt  
tITP  Přechodná isotachoforéza (Transient isotachophoresis) 
TR  Troxerutin 
TTAB  Tetradecyltrimetylamonium bromid 
USP  Americký lékopis (United States Pharmacopeia) 
UV  Ultra fialové záření (Ultraviolet) 
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1 Cíl práce 
Cílem  mé  práce  byl  vývoj  kapilárně  elektroforetických  metod  pro  separaci  a  stanovení 

biologicky  aktivních  analytů  z různých  oblastí  zájmu  (forenzní,  klinické,  farmaceutické)  s 

využitím  tvorby  komplexů  s borátem,  kovovými  ionty  či  cyklodextriny,  jejich  validace  a 

aplikace k analýze reálných vzorků. 
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2 Teoretická část 

2.1 Kapilární elektroforéza 

2.1.1 Historie 

V průběhu 19.  století došlo k několika  zásadním pokusům a  snahám o  formulování  zákonů 

týkajících se elektroforézy  (Kohlrausch, Helmholtz). V roce 1937 švédský chemik Tiselius na 

základě separace proteinů v séru popsal princip elektroforézy, v následujících letech sestrojil 

první  elektroforetický  přístroj.  Vývoj  pokračoval  dále  od  elektroforézy  ve  volném  roztoku 

k elektroforéze  v trubicovém  provedení  (skleněné,  teflonové  trubice).  Od 80.  let  se 

experimenty začínají provádět v úzkých křemenných kapilárách o průměru 25 – 100 m, díky 

čemuž  se  výrazně  zlepšuje  účinnost  separací.  V roce  1989  byl  uveden  na  trh  první  plně 

automatický kapilárně elektroforetický systém (P/ACE TM 2000 Beckman Instruments).[1, 2] 

2.1.2 Charakteristika 

Kapilární  elektroforéza  (CE)  je  separační  elektromigrační  metoda  založená  na  pohybu 

nabitých částic v elektrickém poli. V současnosti je jednou z nejrozšířenějších metod zejména 

pro analýzu a stanovování  látek  iontovépovahy. Základní uspořádání kapilární elektroforézy 

je znázorněno na Obr. 1. 

 

Obr. 1 Obecné schéma elektroforetického analyzátoru. 

Separace probíhá  v křemenné  kapiláře,  která  je během  separace naplněna pufrem,  konce 

kapiláry  jsou  umístěny  v  nádobkách  s pufrem. Do  nádobek  jsou  také  ponořeny  elektrody 
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(anoda  a  katoda), na  které  je přiváděno  stejnosměrné  vysoké napětí  ze  zdroje. Vzorek  se 

dávkuje  tlakem‐  hydrodynamické  dávkování  (HD)  nebo  působením  elektrického  pole‐ 

elektrokinetické dávkování (EK) z nádobky umístěné na dávkovacím konci kapiláry (inlet). Po 

nástřiku je nádobka se vzorkem nahrazena nádobkou s pufrem, je vloženo elektrické napětí 

(desítky kV) a probíhá separace. V běžné CE  je dávkovací konec kapiláry  (inlet) umístěn do 

nádobky s anodou a druhý konec separační kapiláry  (outlet) v nádobce s katodou, detekční 

okno  je  umístěno  přímo  na  kapiláře  blíže  k  outletu  či  je  kapilára  vyvedena  do  detektoru 

(hmotnostní spektrometrie). 

Výhody a nevýhody kapilární elektroforézy v porovnání s jinými separačními technikami jsou 

shrnuty v Tab. 1. 

Tab. 1. Klady a zápory CE oproti jiným separačním technikám. 

Výhody  Nevýhody 

vysoká separační účinnost  nízká koncentrační citlivost při UV detekci 
nízká spotřeba vzorku a chemikálií  problematická robustnost 

málo odpadu   
mnohostranost využití (nabité, neutrální, 
chirální, vysoko i nízkomolekulární látky, 

bakterie, viry) 

 

2.1.3 Instrumentace 

2.1.3.1 Kapilára 
V kapilární elektroforéze  se používají křemenné kapiláry o vnitřním průměru 25 – 100 µm 

(nejčastěji  50  a  75  µm)  na  povrchu  kvůli  křehkosti  potažené  ochrannou  polyimidovou 

vrstvou.  Při  spektrofotometrické  detekci  je  třeba  polyimidovou  vrstvu  v místě  detekce 

odstranit, nejčastěji vypálením nebo vyleptáním (Obr. 2). 

 

Obr. 2 Separační kapilára. 

Úzký průměr kapiláry umožňuje  její efektivní chlazení, které  je nutné provádět, protože při 

průchodu  elektrického  proudu  kapilárou  po  vložení  vysokého  napětí  se  uvolňuje  teplo 

(Jouleovo  teplo).  Navíc  úzký  průměr  kapiláry  podporuje  vznik  elektroosmotického  toku 
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(EOF),  tj.  hybné  síly  kapilárně  elektroforetických  separací.  Na  druhou  stranu  úzký  průřez 

kapiláry má za následek poměrně nízkou citlivost CE při spektrofotometrické detekci. 

2.1.3.2 Dávkování 
CE se vyznačuje nízkou spotřebou vzorku, běžný objem nástřiku se pohybuje v rozmezí mezi 

1 – 50 nL. Existují dva způsoby nástřiku hydrodynamický (HD) a elekrtokinetický (EK) Obr. 3 

A, B. [3] 

 

Obr. 3 Způsoby dávkování v CE. 

Nejpoužívanější  je hydrodynamický  způsob dávkování  (Obr. 3 A), který  spočívá v působení 

tlaku na hladinu vzorku. Běžné  tlaky nástřiku  jsou 25  ‐ 150 mba po dobu 2  ‐ 10  s. Složení 

vzorku se s jednotlivými nástřiky nemění. Dalšími minoritními způsoby HD nástřiku může být 

působení  vakua na nádobku na opačné  straně  kapiláry než  je  vzorek nebo  tzv.  sifonovým 

efektem mezi rozdílnými hladinami. Objem nástřiku  lze  vypočítat níže uvedeným  vztahem 

(1). [3] 

࢐࢔࢏ࢂ ൌ
࢐࢔࢏૝࢚࣊ࢊࡼࢤ
૚૛ૡࡸࣁ

							(1) 

ΔP ൌ tlak nástřiku [Pa]; d = průměr kapiláry [m]; ݐ௜௡௝ = doba nástřiku [s]; L = celková délka 

kapiláry [m]; η = viskozita pufru [N.s.m‐2] 

Při  elektrokinetickém  dávkování  (Obr.  3  B)  se  uplatňuje  především  elektroforetická 

pohyblivost jednotlivých iontů ve vzorku. Na elektrody se vkládá dávkovací napětí ± 5 – 10 kV 

po dobu několika sekund, přičemž se do kapiláry nadávkuje vzorek, který  je v závislosti na 

polaritě  dávkovacího  napětí  a  vlastní  mobilitě  iontů  selektivně  obohacen  o  pohyblivější 

kationty  či  anionty.  Složení  vzorku  se  s jednotlivými  nástřiky  mění;  proto  pro  dosažení 
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přijatelné opakovatelnosti  je třeba pro každý nástřik dávkovat z nové nádobky se vzorkem. 

Množství  nastříknutého  vzorku  (Q)  v gramech  či  molech  je  možné  vypočítat  z  níže 

uvedeného vztahu (2). [3] 

ࡽ ൌ
ሺஜࢋ ାஜࡲࡻࡱሻ࢘࣊ࢁ

૛࢐࢔࢏࢚࡯
ࡸ

															(2) 

μ௘ ൌ elektroforetická mobilita analytu  [m2.V.s], μாைி ൌ mobilita elektroosmotického  toku 

[m2.V.s]; U  =  napětí  [V];  r  =  poloměr  kapiláry  [m];  C  =  koncentrace  analytu;   ௜௡௝ݐ =  doba 

nástřiku [s]; L = celková délka kapiláry [m] 

2.1.3.3 Detekce 
I  přes  nižší  citlivost  je  u  CE  podobně  jako  u kapalinové  chromatografie  (LC) 

spektrofotometrická detekce nejběžnější. Pokud tedy chceme dosáhnout nižších detekčních 

limitů,  je  třeba  použít  detektor  elektrochemický,  fluorescenční  nebo  hmotnostně 

spektrometrický.  Porovnání  jednotlivých  detekčních  technik  ve  spojení  s CE  je  uvedeno  v 

Tab. 2. 

Tab. 2. Techniky detekce ve spojení s CE [3]. 

Způsob detekce  Koncentrační citlivost [mol]  Poznámka 

Spektrofotometrická (UV, VIS)  10‐12‐ 10‐15  Univerzální 
Fluorescenční (LIF)  10‐18‐ 10‐20  velmi citlivá 
Vodivostní (CCD)  10‐15‐ 10‐16  Univerzální 
Elektrochemická (ECD)  10‐18‐ 10‐19  Citlivá 
Hmotnostně spektrometrická (MS)  10‐16‐ 10‐17  Citlivá 
Nepřímá UV, fluorescenční, vodivostní, 
elektrochemická 

10 – 100 krát nižší než u přímé 
UV/VIS metody 

Univerzální 

2.1.4 Princip CE separace 

2.1.4.1 Elektroforéza 
Výsledná  migrační  (efektivní)  rychlost  nabité  částice  v elektrickém  poli  pohybující  se 

k elektrodě opačného znaménka je dána interakcí síly elektrického pole (FE) a brzdné síly (FF) 

(Obr.  4).  Síla  elektrického  pole  (FE)  způsobuje  pohyb  částic  a  je  dána  součinem  intenzity 

elektrického pole (E) a nábojem částice (Q). Proti pohybu částic působí brzdná (třecí) síla (FF), 

která je dle Stokesova zákona úměrná rychlosti (v), poloměru částice (r) a viskozitě kapaliny 

(η). [4] 



Teoretická část 

15 

 

Obr. 4 Působení sil na částici v elektrickém poli. 

Z toho plyne, že elektroforetická rychlost (v) je dána vztahem (3). 

࢜ ൌ
ࡱࡽ

૟࣊࢘ࣁ
																																																	(3) 

Elektroforetická rychlost může být také vyjádřena  jako elektroforetická pohyblivost (µ), což 

je rychlost při jednotkové intenzitě elektrického pole (4). [4] 

μ ൌ
ࡽ

૟࣊࢘ࣁ
																																																(4) 

2.1.4.2 Elektroosmotický tok 

 

Obr. 5 Schéma CE analýzy. 

Separační CE metoda se zpravidla skládá ze  tří základních kroků: promytí kapiláry, nástřiku 

vzorku a separace  (Obr. 5). Promývání kapiláry roztokem hydroxidu způsobuje hydrolýzu a 

disociaci silanolových skupin vnitřního povrchu kapilár, který  tím získá záporný náboj  (Obr. 

6 A).  Na  rozhraní  fází,  které  obsahují  nabité  částice,  vzniká  na  základě  elektrostatických 

zákonů elektrická dvojvrstva: Helmholtzova vrstva a difúzní vrstva (Obr. 6 B, Obr. 7). Rozdíl 

potenciálu mezi  vnitřní  a  vnější  hranicí  difúzní  vrstvy  se  nazývá  elektrokinetický  potenciál 

(zeta‐potenciál). [4] 
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Obr. 6 Vznik elektroosmotického toku (EOF). (A) negativně nabitá stěna kapiláry. (B) 
Naplnění kapiláry elektrolytem, vznik dvojvrstvy. (C) Katodický elektroosmotický tok po 

aplikaci napětí. 

 

Obr. 7 Vznik elektrické dvojvrstvy v kapiláře [4]. 

Vloží‐li se na elektrody napětí, začnou se kationty difuzní vrstvy pohybovat ke katodě a jejich 

prostřednictvím  dojde  k pohybu  celého  objemu  kapiláry  směrem  ke  katodě.  Tento  jev  se 

nazývá elektroosmotický tok (EOF) a je hnací silou CE separací (Obr. 6 C). Vlivem EOF dochází 

k pohybu kationtů, aniontů  i neutrálních  látek. Jeho rychlost  je úměrná zeta potenciálu  (ξ), 

intenzitě elektrického pole (E), relativní permeabilitě roztoku (ε )a nepřímo úměrná viskozitě 

(η) jak vyjadřuje vztah (5). [4] 
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ࡲࡻࡱ࢜ ൌ
۳ઽ૆

ࣁ
																					(5) 

Pro pohyblivost EOF platí vztah (6). [4] 

μࡲࡻࡱ ൌ
ઽ૆

ࣁ
																								(6) 

Při  separaci  se  analyty  pohybují  ke  katodě  různými  rychlostmi,  které  závisí  na  jejich 

elektroforetické pohyblivosti a pohyblivosti EOF. Rychlost EOF se přičítá k migrační rychlosti 

částic,  které migrují  stejným  směrem,  a odečítá od migrační  rychlosti  částic,  které migrují 

opačným směrem. [4] 

Při  postupu  zóny  vzorku  směrem  k detektoru  (katodě)  dochází  k oddělení  jednotlivých 

analytů  vzhledem  k poměru  velikosti  a  náboje.  Během  jedné  analýzy  je  možné  oddělit, 

detekovat a stanovit kationty i anionty, neutrální látky oddělit nelze (migrují s EOF). Kationty 

migrují  nejrychleji,  jelikož  jsou  přitahovány  katodou  a  neseny  EOF  stejným  směrem. 

Neutrální  látky  jsou unášeny  rychlostí EOF, ale nedochází k jejich  separaci. Anionty migrují 

nejpomaleji,  jelikož  jsou přitahovány k anodě, ale EOF  je unáší směrem ke katodě  (Obr. 8). 

[3] 

 

Obr. 8 CE separace. 

2.1.5 Faktory vlivňující separaci 

2.1.5.1 Jouleovo teplo 
Vlivem  průchodu  elektrického  proudu  (desítky  až  stovky  μA)  vzniká  Jouleovo  teplo,  které 

deformuje  rychlostní  profil  analýzy  (způsobuje  rozšiřování  píků,  rozmývání  zón,  lokální 

změny ve viskozitě). Čím vodivější pufr a čím větší průměr kapiláry, tím více Jouleova tepla 

vzniká,  což  vede  ke  zhoršení  separace.  Pro  udržení  konstantní  teploty  a  zamezení  vzniku 
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joulova  tepla  je  třeba  kapiláru  ochlazovat.  V provedení  různých  firem  se  kapilára  chladí 

kapalinou (Beckman Coulter), vzduchem (Prince) nebo vakuem (Agilent). 

2.2 Způsoby zvyšování selektivity a citlivosti CE 
separací 

2.2.1 Zvyšování selektivity prostřednictvím tvorby 

komplexů 

Při separaci látek podobné struktury a vlastností se může stát, že relativní rozdíly efektivních 

elektroforetických  pohyblivostí  analytů  jsou malé  a  selektivita  separace  je  nedostatečná. 

V některých případech se toto dá odstranit úpravou pH pufru, v jiných případech je výhodné 

využít  interakcí  mezi  analyty  a  speciálními  složkami  přidanými  do  pufru  tzv.  selektory 

(surfaktanty, organická rozpouštědla, komplexační činidla, atd.). 

2.2.1.1 Tvorba komplexů s borátem a kovovými ionty 
Schopnost analytů tvořit kladně nebo záporně nabité komplexy může vylepšit jak selektivitu 

separace,  tak  i  citlivost  detekce  [5].  Komplexy  vznikající  na  základě  donor‐  akceptorových 

vazeb  mezi  kovovým‐  centrálním  iontem  (poskytuje  elektrony)  a  organickou  nebo 

anorganickou  sloučeninou‐  ligandem  (přijímá  elektrony)  se  liší  ve  stabilitě,  ve  velikosti 

náboje, hmotnosti a tedy i v elektroforetické pohyblivosti. V praktickém provedení separační 

pufr  obsahující  ligand/centrální  ion  uvnitř  kapiláry  interaguje  s  analytem  a  vzniknou 

komplexy  (Obr. 9).  Jedná se o dynamický proces vzniku a disociace nabitých komplexů  [6]. 

Komplexace  je možné  využít  jak  pro  separaci  centrálních  kovových  iontů  [5,  6],  tak  i  pro 

separaci organických ligandů [7, 8]. 

 

Obr. 9 Vznik komlexu kovový ion a ligand přímo v kapiláře. 

Borátový pufr  je nejčastěji používané komplexační  činidlo pro separaci  látek, které mají ve 

struktuře  vhodně  stericky uspořádané  substituenty  (sousední hydroxy  a  karboxy  skupiny). 

Mohou  to  být  například  cukry  [9,  10],  fenolické  látky  (polyfenoly,  flavonoidy)  [11,  12], 

nukleosidy  [13]. Rozmezí pH 8 – 10 borátového pufru zajistí  ionizaci  ‐OH  či –COOH skupin, 

které  reagují  s borátem  za  vzniku  záporně  nabitých  chelátů  BL‐  (monochelát)  nebo  BL2‐ 

(dichelát)  (Obr.  10 A)  [10].  Borát  se  také  může  uplatnit  jako  centrální  ion  při chirálních 
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separacích  v  ligand‐exchange  kapilární  elektroforéze  (LE‐CE)  [14,  15].  Jistou  nevýhodou 

tohoto elektrolytu je nebezpečí oxidace analytů (hlavně antioxidantů) vzdušným kyslíkem, ke 

kterému dochází při vyšším pH [16]. 

Na rozdíl od borátu  ionty wolframanu a molybdenanu mohou vytvářet s analyty, které mají 

vhodně  stericky  uspořádané  (vicinální)  hydroxy  a  karboxy  skupiny,  dostatečně  stabilní 

aniontové  komplexy  i  při  nižších  hodnotách  pH  (slabě  kyselé  až  neutrální)  [16,  17]  (Obr. 

10 B). 

 

Obr. 10 Schéma vzniku komplexů s borátem a kovovými ionty (molybdenan a wolframan) [7]. 

2.2.1.2 Tvorba komplexů s cyklodextriny 
Cyklodextriny  (CD)  jsou  nejčastěji  používané  selektory  v analytické  chemii.  Dle  počtu 

glukózových jednotek existují tři typy CD: α (6) β (7) a γ (8). Molekula CD má kuželovitý tvar 

(Obr. 11). Glukózové  jednotky mohou obsahovat nabité  (karboxy, amino,  sulfo)  i nenabité 

(methyl,  hydroxypropyl)  substituenty.  Na  povrchu  hydrofilní,  uvnitř  kuželu  ukrývají 

hydrofobní  dutinu,  ve  které  se  zadržují  hydrofobní  části  analytů.  Vznik  hostitelských 

(inkluzních)  komplexů  je  založen na hydrofobních  interakcích mezi  analytem  a hydrofobní 

dutinou CD, společně s polárními interakcemi mezi substituenty analytu a polárním okrajem 

CD [3, 18, 19]. Vlastnosti základních neutrálních CD jsou uvedeny v Tab. 3. 

Planární struktura CD  Prostorová 
struktura CD 

Obr. 11 Základní struktura cyklodextrinů [19]. 
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Tab. 3. Vybrané vlastnosti neutrálních CD [19]. 

Vlastnosti CD  Druh CD 

Α  β  γ 

Počet glukózových jednotek  6 (n=0)  7 (n=1)  8 (n=2) 
Molekulová hmotnost  972  1135  1297 
Vnitřní průměr [nm]  0,57  0,8  0,1 
Hloubka [nm]  0,78  0.78  0,78 
Rozpustnost [g/100 mL vody]  14,5  1,85  23,2 
pKa  12,33  12,20  12,08 

Migrační čas analytů je závislý na jejich vlastní mobilitě a stupni  interakce s CD. Separace je 

způsobená rozdíly ve stabilitě komplexu CD‐analyt (Obr. 12) [2]. 

 

Obr. 12 Grafické znázornění vzniku komplexu analyt‐CD. 

2.2.2 Techniky zvyšování citlivosti 

Mezi  nevýhody  CE  oproti  chromatografickým metodám  je  nízká  citlivost  při  UV  detekci. 

Důvodem  je  krátká  absorbční  dráha  světelného  paprsku  v  kapilárách  o malém  vnitřním 

průměru  a  dávkování malých  objemů  vzorku  [20].  Elegantní  řešení  zvýšení  citlivosti  v CE 

představují prekoncentrační techniky přímo v kapiláře  (on‐line zakoncentrování) a speciální 

řešení konstrukce detektoru tzv. vysokocitlivostní detekční cely. Schéma možností zvyšování 

citlivosti v CE je znázorněno na Obr. 13. 
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Obr. 13 Schéma možností zvyšování citlivosti v CE s spektrofotometrickou detekcí [21]. 

2.2.2.1 Vysokocitlivostní detekční cely 

 

Obr. 14 Kapiláry s prodlouženou délkou optické dráhy. 

Citlivost detekce může být zvýšena zvětšením vnitřního průměru kapiláry. Aby však nedošlo 

ke ztrátě separační účinnosti a rozlišení oproti běžným kapilárám, je výhodné rozšíření pouze 

v místě detekce. Byly navrženy dva  typy:  kapilára  s bublinovou  celou,  jejíž  vnitřní průměr 

v místě  detekce  je  přibližně  třikrát  větší  než  průměr  zbytku  kapiláry  a  z‐cela,  kde  optický 

paprsek  prochází  příčně  kapilárou  ohnutou  do  tvaru  Z  a  prodloužení  optické  dráhy  je  asi 
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desetkrát větší (Obr. 14). Ke zvýšeni citlivosti dochází zvýšením poměru signálu k šumu (S/N). 

[3] 

2.2.2.2 Zakoncentrování v kapiláře 
Zakoncentrování v kapiláře je jeden ze způsobů zvyšování citlivosti. Může být založeno jak na 

principu  elektromigračním  (vlastní  stacking),  tak  i  na  principu  chromatografickém  (tzv. 

sweeping) [20]. V Tab. 4. jsou uvedena pozitiva a negativa on‐line zakoncentrování. 

Tab. 4. Klady a zápory on‐line zakoncentrování v CE. 

Výhody  Nevýhody 

Není nutná úprava CE systému  Nutná optimalizace ‐ silný vliv matrice 
Rychlé a snadné provedení  Není univerzální 
Nedochází ke ztrátám vzorku  Není možno zakoncentrovat jakýkoli analyt 

  Současně se zakoncentrují i balastní látky 

Pro uskutečnění některých typů zakoncentrování je podmínka nízké vodivosti matrice vzorku 

(LVSS,  FASS),  což  není  proveditelné  u  většiny  reálných  typů  vzorku  (biologický materiál, 

enviromentální  vzorky  atd.). Aby  se  snížila  vodivost  vzorku oproti  vodivosti  elektrolytu,  je 

třeba vzorek buď silně naředit, nebo z matrice vysolit či vyextrahovat analyt [20]. V Tab. 5. 

jsou přehledně shrnuty některé aspekty, podle kterých je třeba se orientovat při výběru on‐

line zakoncentrovací techniky [20, 21]. 

Tab. 5. Aspekty stackingu v základním uspořádání (bez použití obracečů EOF). 

Druh 
stackingu 

LVSS  FASS  tITP  Sweeping 

Matrice 
vzorku 

Nízká 
vodivost 

Nízká vodivost  Vodivá  Stejná vodivost jako BGE 

Analyty  Anionty  Kationty  Anionty/kationty  Neutrální/anionty/kationty 
Nástřik  Delší zóna 

(až 75% 
kapiláry) 

EK delší zóna/ HD max. 
2% kapiláry 

Delší zóna  Delší zóna 
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2.2.2.2.1 Zakoncentrování z velkého 

objemu vzorku s obrácením polarity (large 

volume sampe stacking with polarity 

switching LVSS) 

Princip LVSS spočívá v nástřiku dlouhé zóny vzorku o 

nízké  vodivosti  (Obr.  15 A).  Častěji  se  používá 

hydrodynamický  způsob  nástřiku,  ale  lze  provést  i 

elektrokineticky. 

Dále  je  aplikováno  napětí  s opačnou  polaritou  než 

při  vlastní  separaci  (anoda  na  inletu,  katoda  na 

outletu),  což má  za  následek  vytlačování  nevodivé 

matrice vzorku z kapiláry. Analyty se koncentrují na 

hranici  základního  elektrolytu  vlivem 

elektroosmotického  toku a  spolu  s ním  se pohybují 

směrem ke katodě (Obr. 15 B). Postupné vytlačování 

nevodivé matrice elektrolytem můžeme sledovat na 

proudovém záznamu jako postupný pokles proudu. 

Polarita musí  být  přepnuta  v momentě,  kdy  proud 

dosahuje  přibližně  95%  hodnoty,  které  by  dosáhl, 

kdyby  byla  kapilára  naplněna  pouze  elektrolytem. 

Úspěšné  realizaci napomáhá  sledování proudového 

záznamu,  díky  kterému  odhadneme  čas  přepnutí 

polarity  do  kladného  módu  „klasické“  zónové 

kapilární  elektroforézy  (CZE),  když  jsou  již  analyty 

zakoncetrované  a  převážná  část matrice  vytlačena 

z kapiláry. Tento krok je třeba optimalizovat. 

Dále  separace  probíhá  v módu  klasické  kapilární 

elektroforézy  (anoda na  inletu/ katoda na outletu), 

jednotlivé  zakoncentrované  zóny  analytů  jsou 

separovány  a unášeny  směrem  k detektoru  (Obr. 

15 C, D). 

Za  použití  obracečů  EOF  lze  zakoncentrovat  anionty  bez  přepnutí  polarity  nebo  kationty 

s přepnutím polarity. [20] 

Obr. 15 Schéma LVSS. 
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2.2.2.2.2 Zakoncentrování vzorku zesílením elektrického pole (field 

amplified sample stacking FASS) 

Podstata FASS spočívá v nadávkování krátké zóny o nízké vodivosti, většinou vody případně i 

jiného  rozpouštědla  jako např. acetonitril, methanol, nebo  jejich směsi s vodou  (Obr. 16 A, 

B.)  do  kapiláry  naplněné  pufrem.  Poté  následuje 

elektrokinetické  (EK)  dávkování  vzorku  o  nízké 

vodivosti.  Vzorek  je  možné  dávkovat  také 

hydrodynamicky  (HD), ale u EK nástřiku  je možno díky 

redukovanému  elektroosmotickému  toku  očekávat 

menší  vliv  matrice  na  separaci  a  mnohem  výraznější 

zvýšení  citlivosti  oproti HD.  Krok  nástřiku  zóny  vody  / 

rozpouštědla  je  třeba  optimalizovat  (tlak  a  dobu 

nástřiku). 

Vysoká  intenzita  elektrického  pole  v zóně  vody  / 

rozpouštědla  urychluje  migraci  kationtů  ze  vzorku 

směrem  k hranici  mezi  vodou  a  elektrolytem  (Obr. 

16 B).  Analyty  se  koncentrují  na  pomezí  zóny  vody  a 

elektrolytu.  U  elektrokinetického  dávkování  je  třeba 

optimalizovat hodnotu napětí a dobu jeho působení. 

K  separaci  zakoncentrovaných  analytů  dochází 

v momentě,  kdy  je  inletová  vialka  se  vzorkem 

nahrazena  vialkou  s elektrolytem  a  na  elektrody  je 

vloženo napětí (Obr. 16 C, D). 

Přepnutím  polarity  během  EK  nástřiku  lze  provést 

souběžné dávkování jak aniontů, tak kationtů. [20] 

2.2.2.2.3 Přechodná izotachoforéza (tITP) 

Předpokladem  pro  uskutečnění  přechodné 

izotachoforézy  je  existence  diskontinuálního 

elektrolytového  systému,  kdy  jedna  z komponent  je 

schopna hrát  roli vedoucího  (LE) nebo koncového  (TE) 

elektrolytu.  V takovém  systému  analyty  migrují 

v úzkých  zónách  v pořadí  dle  jejich  mobilit,  za 

přechodným LE nebo před přechodným TE. LE/TE může 

tvořit součást vzorku, základního elektrolytu  (BGE)  tzv. 

ko‐iont nebo to může být  látka samostatně nastříknuta 

před/za zónu vzorku. Aby látka mohla plnit roli LE/TE, je 

třeba, aby byla v dostatečné koncentraci. Existují tři uspořádání tITP: 

1. Složka BGE plní úlohu LE, látka s nízkou mobilitou plnící roli přechodného TE. 

Obr. 16 Schéma FASS. 
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2. Látka s vysokou mobilitou je přechodný LE, složka BGE je TE. 

3. Vzorek obsahuje látku fungující jako přechodný LE i látku fungující jako přechodný TE 

(Obr. 17). 

 

Obr. 17 Přechodná izotachforéza. 

Cílem  tITP  je  nalézt  takové  podmínky,  které  po  nástřiku  delší  zóny  vzorku  umožní 

zakoncentrování analytů při udržení vysoké separační účinnosti a ostrosti zón analytů. [20] 

2.2.2.2.4 „Sweeping“ 

Metoda  sweepingu  využívá  interakcí mezi  analytem  (může  být  kationt,  aniont,  neutrální 

látka) a micelami (kladně, záporně nabité, neutrální), vzniklými v základním elektrolytu (BGE) 

z micelotvorných látek (tzv. tenzidů, surfaktantů) o koncentraci vyšší než je kritická micelární 

koncentrace  (CMC). Micely  tvoří  pseudostacionární  fázi,  na  které  se  zachycují  analyty  dle 

svých  rozdělovacích  koeficientů,  stejně  jak  tomu  je  v micelární  elektrokinetické 

chromatografii  (MEKC). Koncentrační krok spočívá v nástřiku delší zóny vzorku  (neobsahuje 

micely) o stejné vodivosti jako je vodivost BGE (obsahuje micely) (Obr. 18 A). Zóna vzorku se 

vlivem  elektromigrace  smíchává  s micelami  (Obr.  18 B).  Faktor  zakoncentrování  závisí  na 

afinitě analytů k pseudostacionární fázi. Zakoncentrovávací krok končí v momentě, kdy  jsou 

všechny analyty ze vzorku extrahovány v micelární zóně (Obr. 18 C). Dále separace pokračuje 

dle principu MEKC (Obr. 18 D). [20, 21] 
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Obr. 18 Děje v kapiláře při sweepingu neutrálních analytů záporně nabitými micelami. 
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2.3 Charakteristika biologicky aktivních látek 

2.3.1 Kriminalisticky významné analyty: 

chlorofenylpiperazinové deriváty 

V poslední době narůstá počet případů zneužívání drog syntetického původu, tzv. „designer 

drugs“‐psychoaktivních látek, získaných chemickou syntézou, které byly vytvořeny obměnou 

struktury  již existujícího  farmaka nebo drogy. Nové struktury  jsou „konstruovány“  tak, aby 

jejich  účinky  byly  silnější  než  účinky  originální  látky  a  hlavně  aby  se  tímto  krokem  obešly 

právní normy vztahující se ke zneužívání známých, zákonem zakázaných drog. 

1‐(chlorfenyl)piperazinové  deriváty  jsou  relativně  novou  skupinou  designových  drog 

odvozených od piperazinu  [22]. Podle pozice atomu chloru na benzenovém  jádru můžeme 

odvodit 3 polohové izomery: orto, meta a para (Obr. 19). Jak plyne ze studií prováděných na 

látkách  podobné  struktury,  pro  reakci  s cílovým  receptorem  je  důležitá  konformace  celé 

molekuly,  která  je  dána  substitucí.  Tedy  od  každého  z  izomerů  se  dají  očekávat  rozdílné 

vlastnosti vzhledem k rozdílné schopnosti vazby na receptor [23]. 

Z trojice  izomerů  jsou  nejlépe  prostudovány  účinky  1‐(3‐chlorofenyl)piperazinu  (mCPP) 

používaného v psychiatrii  jako modelové  látky pro výzkum  serotonergních  funkcí v lidském 

mozku či známého jako aktivní metabolit antidepresiva trazodonu [24] (v ČR registrován pod 

názvem Trittico®). 

   

ortho‐chlorfelypiperazin  meta‐chlorfenylpiperazin  para‐chlorfenylpiperazin 
(oCPP)  (mCPP)  (pCPP) 

Obr. 19 Struktura chlorfenypiperazinů. 

V současnosti  je mCPP  zneužíván  jako psychoaktivní  látka  [25], která  se na drogovém  trhu 

prodává  a  kupuje  většinou  jako  pilulka  extáze  (MDMA,  3,4‐metylendioxymetamfetamin) 

[26].  Kromě  mCPP,  takto  zakoupené  tablety  mohou  obsahovat  i  jiné  stimulační  látky 

(amfetaminy,  jiné piperaziny, kokain, kofein atd.). Dle policejních hlášení některé zabavené 

tablety  obsahovaly  i  pCPP  [26‐28].  Žádoucí  účinky  mCPP  jsou  uživateli  popisovány  jako 

podobné  účinkům  extáze  ‐  stimulační,  halucinogenní,  vyvolávající  pocity  empatie  [29]. 

Ačkoliv na  rozdíl od extáze, mCPP není neurotoxický  [30], po požití u uživatelů pravidelně 

vyvolává  nepříjemné  nežádoucí  účinky:  nevolnost,  úzkosti,  bolesti  hlavy,  zvracení,  těžké 

halucinace [28]. Požití více tablet a překročení fyziologických dávek mCPP může vyústit až v 

serotoninový  syndrom  [29].  Ze  strany  uživatelů  je  mCPP  v současnosti  spíše  nežádoucí 
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příměsí  v jejich  tabletách  extáze  [29].  V závislosti  na  přítomnosti  jiných  látek  se  běžné 

množství mCPP v tabletě pohybuje v rozmezí mezi 1 a 80 mg [26, 29]. 

Metody stanovení 1‐chlorofenylpiprazinů 

Analytické postupy ve forenzní toxikologii se zpravidla skládají z rychlé screeningové metody 

(imunologické, chromatografické metody) na niž navazují metody potvrzující  identitu dané 

zakázané látky (metody spojené se spektrometrickou detekcí, případně NMR) [22]. 

Separace a identifikace třech izomerů 1‐chlorfenylpiperazinu v  tabletách zabavených policií, 

bylo  dosaženo  metodou  HPLC‐DAD  [31]  a  CE‐MS‐MS  [32].  Další  publikace  týkající  se 1‐

chlorfenylpiperazinů  se  věnují  pouze  mCPP.  Zatímco  ve  starších  publikacích  je  mCPP 

stanovován v rámci výzkumu serotonergních účinků či jako aktivní metabolit léčiv, současné 

publikace  se  zabývají  stanovením mCPP  jako  zneužívané  látky.  V  Tab.  6.  jsou  přehledně 

uvedeny metody použité ke stanovení meta‐chlorofenylpiperazinu v různých matricích. 

Tab. 6. Metody stanovení mCPP v různých matricích. 

Matrice  Další analyty  Metoda – 
detekce 

Ref. 

Plazma a 
mozková tkáň 
(výzkum na 
myších) 

mCPP, trazodon 
mCPP, trazodon 
mCPP, trazodon 

mCPP 

GLC‐NPD 
HPLC‐ECD 
HPLC‐UV 
GC‐MS 

[33] 
[34] 
[35] 
[36] 

Lidská plazma 

mCPP  HPLC‐UV  [37] 

mCPP, trazodon  HPLC‐UV  [38] 

mCPP, trazodon  HPLC‐UV  [39] 

mCPP, etoperidon, 5‐(1‐hydroxyetyl)etoperidon  HLPC‐UV  [40] 

mCPP, nefazodon, p‐hydroxynefazodon, 
hydroxynefazodon 

HLPC‐UV  [41] 

mCPP, trazodon  LC‐MS  [42] 

Lidská plazma, 
červené krvinky 

mCPP, trazodon  HPLC‐UV  [43] 

Lidská plazma, 
mléko 

mCPP, nefazodon, hydroxynefazodon, trazodon  HPLC‐UV  [44] 

Screeningové 
metody 
designových drog 
v tělních 
tekutinách 

Sérum: 31 designových drog (amfetaminy, fenyletylaminy, 
triptaminy, piperaziny), kathinon, metkathinon, 

fencyklidin, ketamin 
LC‐MS  [45] 

Moč: 10 designových drog (MDMA, fenyletylaminy, 
triptaminy) 

LC‐MS  [46] 

Plazma: 12 designových drog (amfetaminy, pipetaziny)  GC‐MS  [47] 

Moč: mCPP, 3‐fluorometylfenylpiperazin, benzylpiperazin, 
MDMA 

GC‐MS  [48] 

Vlasy  mCPP, 3‐fluorometylfenylpiperazin, benzylpiperazin  GC‐MS  [49] 
Konfiskovaný 
materiál 

Mnoho látek  DAPPI‐MS  [50] 
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2.3.2 Klinicky významné biomarkery: 8‐hydroxy‐2´‐

deoxyguanosin 

Molekula 8‐hydroxy‐2´‐deoxyguanosinu (Obr. 20) je produktem oxidačního poškození DNA a 

její  tvorba  je  spojována  s  řadou  civilizačních  chorob, především  rakovinou  [51]. Od  chvíle, 

kdy byla v roce 1984 objevena [52], je rozsáhle zkoumána pro svoji mutagenitu, přítomnost v 

genech  spojených  s  rakovinovým  bujením,  vliv  na  stárnutí  a  molekulární  epidemiologii 

lidských chorob [51‐56]. 

 

Obr. 20 Struktura 8‐hydroxy‐2´‐deoxyguanosinu (8OHdG). 

Jako nukleová báze s nejnižšímu oxidačním potenciálem je guanin ze všech nukleových bází 

nejčastěji  oxidačně  poškozen  (především  v poloze  C‐8  guaninu)  [53].  Poškozená  DNA  je 

enzymaticky opravena a vzniklý 8OHdG je bez další metabolizace vyloučen z organismu močí 

[54].  V případě,  že  poškozená  DNA  není  před  replikací  včas  opravena,  8OHdG  působí 

mutagenně [55]. Oxidačním poškozením DNA vznikají  i  jiné produkty, ale 8OHdG díky vyšší 

četnosti  vzniku  a dobré  stanovitelnosti  slouží  jako  významný biomarker  a prostřednictvím 

jeho kvantifikace je možné neinvazivně sledovat míru poškození DNA v organismu [51, 56]. 

V  moči  zdravých  jedinců,  nekuřáků,  byly  experimentálně  zjištěny  koncentrace  8OHdG 

v jednotkách až desítkách nanomolů na litr. U kuřáků byly naměřeny koncentrace přibližně o 

50% vyšší než u nekuřáků  [57, 58]. Vysoké hladiny byly zjištěny u pacientů s onkologickým 

onemocněním, zvláště vysoké pak u pacientů po chemoterapii či radioterapii [59, 60]. 

Metody stanovení 8OHdG 

V posledním  desetiletí  byly  vyvinuty  separační  a  imunologické  [61] metody  pro  stanovení 

8OHdG.  Ze  separačních  metod  podstatnou  část  tvoří  kapilární  elektroforéza  (Tab.  7.)  a 

kapalinová  chromatografie  (Tab.  8.),  dále  pak  plynová  chromatografie  [62]  i  průtokové 

metody [63, 64]. 
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Tab. 7. Přehled publikací pro stanovení 8OHdG v lidské moči kapilární elektroforézou. 

Metoda – 
detekce 

BGE  Úprava vzorku  Stacking  LOD  Ref. 

CE – ECD 
20 mM borát pH 9,0; 20% 

MeOH 
SPE C18 

(500 mg/6 mL) 
‐  50 nM  [65] 

CE – UV 
300 mM SDS, 10 mM fosfát, 

6 mM borát pH 8,1 
SPE C18OH 

(500 mg/6 mL) 
‐  1400 nM  [66] 

CE – AD  30 mM borát pH 9,12 
SPE C18OH 

(500 mg/6 mL) 
pH dynamic 
junction 

20 nM  [67] 

CE – UV  10 mM borát pH 9,0  ‐  ‐  850 nM  [59] 

CE – AD  30 mM borát pH 9,1 
SPE C18OH 

(500 mg/6 mL) 
pH dynamic 
junction 

4,3 nM  [58] 

CE – AD  30 mM borát pH 9,1 
SPE C18OH 

(500 mg/6 mL) 
pH dynamic 
junction 

4,3 nM  [68] 

CE – UV 
80 mM CHES pH 8,6 (LiOH); 0,1 

mM CTAB 
‐  ‐  4,2 nM  [60] 

CE – ECD 
30 mM borát 

pH 9,12 
SPE C18OH 

(500 mg/ 6mL) 
pH dynamic 
junction 

20 nM  [69] 

CE – ECD  20 mM borát pH 9,4  MIP, SPME  ‐  2,6 nM  [70] 

CE – AD 
40 mM borát 

pH 9,23 
SPE, cation 
Exchange 

‐  670 nM  [71] 

 

Tab. 8. Přehled publikací pro stanovení 8OHdG v biologickém materiálu chromatografickými 
metodami. 

Metoda – 
detekce 

Matrice  Úprava vzorku  LOD  Ref. 

LC – MS  Moč  ‐  0,49 nM  [72] 

LC – MS  Moč  SPE HLB 3cc  0,2 nM  [73] 

LC – MS  Plazma  SPE On‐line  0,03 nM  [74] 
HPLC – MS  Moč  SPE MCX 96‐well  350 nM (LOQ)  [75] 

LC – MS  Moč  SPE HLB 3cc  3,5 nM (LOQ)  [76] 
HPLC – MS  Moč  SPE MCX 1cc  350 nM (LOQ)  [77] 

HPLC – ECD  Moč  SPE MAX  17 nM  [78] 
LC – MS  Moč  ‐  8,8 nM (LOQ)  [79] 

HPLC – ECD  Moč  ‐  25 nM  [80] 

HPLC – MS  Moč  SPE ENV+ 500 mg/1 mL  0,7 nM  [81] 
LC – MS  Moč  SPE C18 1cc  0,08 nM  [82] 
LC – MS  Moč  ‐  3,5 nM  [83] 
HPLC – ECD  Moč  SPE C18OH 500 mg/2,8 mL  3,5 nM  [84] 
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2.3.3 Farmaceuticky významné látky: flavonoidy, 

fenolkarboxylové kyseliny a jiné antioxidanty 

2.3.3.1 Flavonoidy 
Flavonoidy  jsou  látky  vznikající  v rostlinách  syntézou  ze  dvou  aromatických  aminokyselin 

(fenylalaninu a tyrosinu) a z malonátu. Jsou to sekundární metabolity sloužící  jako ochrana 

proti  slunečnímu  záření  nebo  proti  patogenům  [85].  Kromě  ovoce  a  zeleniny  se  nachází 

v semech, ořechách, koření, léčivých rostlinách, olivovém oleji a nápojích jako je víno (zvláště 

červené), pivo (nižší koncentrace) a čaj [86]. Z živočišných materiálů se nacházejí flavonoidy 

například v propolisu [87]. 

Jde  o  rozmanité  sloučeniny,  jejichž  základní  struktura  je  odvozena  od  flavanové  kostry, 

skládající se z 15 uhlíkových atomů uspořádaných do tří kruhů (A, B, C). Dle typu heterocyklu 

mohou  být  rozděleny  do  6  skupin:  flavanony,  flavanonoly,  flavony,  flavonoly,  flavanoly  a 

antokyany  (Obr. 21). Zatímco různé skupiny  flavonoidů se  liší stupněm oxidace a substitucí 

na  kruhu  C,  jednotlivé  sloučeniny  v rámci  skupiny  se  liší  substitucí  na  kruzích A  a  B  [86]. 

Nejčastější místa  glykosylace  jsou  u  flavonů:  hydroxyl  v pozici  7  a  u  flavonolů  hydroxyly 

v pozici  3  a  7;  běžné  glykosidy  obvykle  obsahují molekuly  glukózy,  galaktózy,  rutinózy  či 

rhamnózy [88]. 

Flavonoidy  jsou  známé  širokým  spektrem  biologických  účinků:  protirakovinnými, 

antivirovými,  antimikrobními  [89],  protizánětlivými,  chrání  před  kardiovaskulárními 

chorobami atd. [90, 91]  . Ačkoliv přesné mechanismy účinků nejsou detailně prozkoumány, 

je známo, že důležitou  roli v nich hraje antioxidační aktivita  [90, 92]. Antioxidační kapacita 

jednotlivých  flavonoidů  je  úzce  spjatá  s  jejich  strukturou  a  spočívá  ve  vysoké  reaktivitě 

s různými druhy radikálů (hydroxylové, kyslíkové, peroxidové) a stabilitě molekuly po reakci 

s radikálem [90]. 
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Obr. 21 Základní strukturní kostry flavonoidů [86]. 

2.3.3.1.1 Citrusové flavonoidy, troxerutin a kyselina askorbová 

Citrusové  flavonoidy  jsou  důležité  sloučeniny  bohatě  se  vyskytující  v citrusových  plodech 

(rod  routovitých). Nejvyšší obsah citrusových  flavonoidů  se nachází ve slupce a  semenech, 

které  se  běžně  nekonzumují  [93].  Z  těchto  levných  vedlejších  produktů  se  citrusové 

flavonoidy dají  snadno  získat  [94]. Nejvýznamnějšími  zástupci  jsou  rutin, hesperidin a  jeho 

derivát  diosmin  (Obr.  22).  Citrusové  flavonoidy  jsou  známy  především  svým  pozitivním 

účinkům na krevní oběh, zabraňují vzniku aterosklerózy, mají vliv na křehkost žilních kapilár a 

agregaci  krevních  destiček  [92,  93,  95].  Z epidemiologických  studií  vyplývá,  že  pravidelný 

přísun  citrusových  flavonoidů  je  spojený  se  sníženým  rizikem  vzniku  kardiovaskulárních 

chorob [92]. 
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Ve  farmaceutických  přípravcích  se  v kombinaci  s  citrusovými  flavonoidy  často  vyskytuje 

kyselina askorbová (vitamin C) či jiné antioxidanty (tokoferol, karotenoidy). Byl zkoumán vliv 

součinnosti kyseliny askorbové a flavonoidů na celkový antioxidační efekt. Dle výsledků jsou 

důležitější  interakce  směsi  jako  celku  než  interakce  jednotlivých  flavonoidů  s kyselinou 

askorbovou. [96, 97] 

V  Tab.  9.  jsou  uvedeny  příklady metod  pro  stanovení  citrusových  flavonoidů  a  kyseliny 

askorbové v různých matricích. 

   
Hesperidin (HE)  Diosmin (DI) 

 

Troxerutin (TR)  Rutin (RU) 

Kyselina askorbová (AA) 

Obr. 22 Struktura citrusových flavonoidů, troxerutinu a kyseliny askorbové. 
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Tab. 9. Příklady metod pro stanovení citrusový flavonoidů a AA v různých matricích. 

Matrice  Analyty  Metoda‐detekce  Ref. 

Citrusové plody 
HE, neohesperidin, synefrin, tyranin, naringin, 
chlorogenová, ferulová, kávová, p‐kumarová 

kyselina 
HPLC‐DAD‐MS  [98] 

Citrusové slupky (pomeranč, 
mandarinka, citron) 

HE, DI, neohesperidin,isorhofolin, 
nobiletin, tangeritin, hesperetin 

HPLC‐MS  [99] 

Plazma  TR  LC‐MS  [100] 

Moč 
HE, RU, katechin, epikatechin, 

neohesperidin, kvercitrin, hesperetin 
UHPLC‐UV  [101] 

Farmaceutické preparáty, listy 
rostliny Barosma betulina (Egypt) 

DI, HE  HPLC‐UV  [102] 

Myší moč, kuřecí 
plazma 

TR, LU, Q, RU, kaempferol, puerarin, morin  HPLC‐UV  [103] 

Pomerančový plod 
(různé oblasti Číny) 

HE, naringin, naringenin  CE‐ECD  [104] 

Grepfruitová slupka, 
šťáva 

HE, RU, AA, naringin, hesperdin, naringenin)  CE‐ECD  [105] 

Oplodí (citrus reticulata)  HE, synephrin  CE‐ECD  [106] 

Brazilská vína 
RU, Q, resveratrol, katechin, kaempferol, 

myricetin, syringová, kumarová, kávová, galová 
kyselina 

CE‐UV  [107] 

Tradiční čínská medicína Zhike Zhishi  HE, naringin  MEKC‐UV  [108] 
Lidské slzy  AA, kyselina močová, malondialdehyd  CE‐UV  [109] 
Moč  AA, katechin, epikatechin  CE‐UV  [110] 
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2.3.3.1.2 Ostatní flavonoidy 

 

 

Apigenin (API)  Hyperosid (HY) 

 
Kvercetin (Q)  Luteolin (LU) 

Obr. 23 Struktury významných flavonoidů. 

2.3.3.2 Fenolické kyseliny 
Dle struktury můžeme rozdělit fenolické kyseliny do dvou skupin: deriváty kyseliny benzoové 

(A) a deriváty kyseliny  skořicové  (B)  (Obr. 24)  [85].  Jejich antioxidační aktivita  se odvíjí od 

počtu hydroxylových skupin v molekule [111]. 
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Hydroxybenzoové kyseliny: Hydroxyskořicové kyseliny:

Kyselina galová 

Kyselina syringová 

Kyselina o‐/ m‐/ p‐ kumarová (p‐KU)

Kyselina kávová 

Kyselina ferulová 

Kyselina skořicová (SK) 

Obr. 24 Základní struktury fenolických kyselin. 

Obsah  hydroxybenzoových  kyselin  v rostlinách  je  nevýznamný  s výjimkou  čaje  (kyselina 

galová), ředkve seté a červených plodů. Vyskytují se volně nebo estericky vázané v komplexu 

s taniny. [85] 

Hydroxyskořicové kyseliny  jsou výskytem  častější. V rostlinách  se  téměř vůbec nenacházejí 

volně, ale vázané esterovou vazbou na kyselinou chinovou nebo šikimovou [85]. Vznikají z L‐

fenylalaninu a L‐tyrozinu, fenolické hydroxylové skupiny nejsou glykosylovány [111]. Kyselina 

kávová  a  chinová  vytváří  kyselinu  chlorogenovou  (vysoký  obsah  v kávě)  (Obr.  25) [85]. 

Nejvyšší  obsah  hydroxyskořicových  kyselin  byl  zjištěn  v ovoci  jako  například  v  borůvkách, 

třešních, jablkách, švestkách [85]. 

   

Kyselina skořicová (SK)  Kyselina para‐kumarová (p‐KU) 

Kyselina chlorogenová (CHLG) 

Obr. 25 Struktury fenolických kyselin odvozených od kyseliny hydroxyskořicové. 
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3 Experimentální část 

3.1 Materiál a chemikálie 

3.1.1 Základní přístrojové vybavení 

Kapilárně elektroforetické systémy 

Beckman  Coulter  P/ACETM  MDQ  (Fullerton,  CA,  USA)  vybavený  spektrofotometrickým 

detektorem s diodovým polem (DAD) a softwarem 32KaratTM verze 5.0. 

Beckman  Coulter  ProteomelabTM  PA  800  (Fullerton,  CA,  USA)  spojený  se 

spektrofotometrickým detektorem  s diodovým polem  (DAD) a  softwarem 32KaratTM  verze 

7.0. 

Agilent  7100  (Agilent  Technologies, Waldbronn,  Německo),  vybavený  DAD  detektorem  a 

softwarem ChemStation verze B04.03. 

pH metry 

PHM  220  (Radiometer,  Dánsko)  s  PHC2401‐8  kombinovanou  skleněnou  elektrodou  a 

kalibračními pufry o pH 4,00 a 10,00 (WTW, Weilheim, Německo). 

DIGIMED  pHmetro  DM20  (São  Paulo,  Brazílie).  Používány  originální  skleněné  elektrody  a 

kalibrační pufry o pH 4,1 a 6,86. 

Analytické váhy 

Analytické váhy Sartorius 2004 MP (Německo). 

Analytické váhy Mettler‐Toledo AB 204 (Švýcarsko). 

3.1.2 Základní chemikálie 

Složky pufrů 

Pro  experimentální  část  2,  3,  4:  acetonitril  (ACN),  α‐cyklodextrin  hydrát  (α‐CD),  β‐

cyklodextrin  hydrát  (β‐CD),  dimetylsulfoxid  (DMSO),  dodecylsulfát  sodný  (SDS),  ethanol 

(EtOH),  ethylacetát,  kyselina  boritá,  deoxycholová,  fosforečná  85%  a  cholová,  methanol 

(MeOH),  tetraboritan  sodný  dekahydrát  a  Tris  zakoupeny  od  Sigmy Aldrich  (St.  Luis, MO, 

USA). Methylparaben a propylparaben zakoupeny od firmy RNDr. Jan Kulich (Hradec Králové, 

Česká Republika). Propan‐2‐ol (IPA), hydroxid amonný 26%, kyselina chlorovodíková 35% od 

Penty a.s. (Česká Republika). Butan‐1‐ol od Lachemy a.s. (Česká Republika). Hydroxid sodný 

(NaOH)  od  firmy  MERCK  (Darmstadt,  Německo).  N‐(2‐hydroxyethyl)piperazin‐2´‐(2‐
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ethansulfonová kyselina) (HEPES), kyselina mravenčí 98% a  ledová kyselina octová od firmy 

Fluka (Německo). Wolframan sodný dihydrát od Riedel‐de‐Haën (Seelze, Německo). 

Voda 

Na přípravu všech roztoků byla použita ultra‐čistá voda z Milli‐Q‐System (Millipore, Bedford, 

MA, USA). 

3.2 Test vhodnosti systému (system suitability 
testing‐SST) 

SST  tvoří  součást optimalizace analytické metody. Slouží k ověření vhodnosti  systému  jako 

celku.  Provádí  se  na  roztocích  standartních  látek  o  koncentracích  blízkým  koncentracím 

očekávaných ve vzorku. V jednotlivých pracích byly parametry SST vypočítány z naměřených 

dat  softwary  CE  systémů.  Opakovatelnost  byla  vyhodnocena  statistickými  funkcemi 

Microsoft Excel. Mezi SST parametry patří: 

Počet teoretických pater vyjadřuje účinnost metody (N) 

ࡺ ൌ ૞, ૞૝	 ቀ
ࡾ࢚
ࢎ࢝
ቁ
૛
								(7) 

Kde „tR“ je migrační čas (nebo vzdálenost mezi bodem nástřiku a kolmicí spuštěnou z vrcholu 

píku),  „wh“  je  šířka  píku  v polovině  výšky.  Čím  je  pík  vyšší  a  užší,  tím  vyšší  je  účinnost 

separace a vyšší počet teoretických pater. [112] 

Faktor symetrie píku (As) 

࢙࡭ ൌ 	
࢝૙,૙૞

૛ࢊ
															(8) 

„W0,05“ je šířka píku v jedné dvacetině výšky a „d“ je vzdálenost od kolmice vedené z vrcholu 

píku k vzestupné části píku v jedné dvacetině jeho výšky. Ideální pík má faktor asymetrie 1,0. 

Dle USP jsou přijatelné i asymetrické píky za podmínky, že jsou reprodukovatelné. [112, 113] 

Rozlišení (Rs) 

ࡿࡾ ൌ
૚,૚ૡ	ሺ࢚ࡾ૚ି	࢚ࡾ૛ሻ

૛ࢎ૚ା࢝ࢎ࢝
													(9) 

,૚ࡾ࢚„  “૛ࡾ࢚ jsou migrační  časy  (nebo  vzdálenosti mezi  bodem nástřiku  a  kolmicí  spuštěnou 

z vrcholů píků), kdy platí  že  ோଵݐ ൏  “૛ࢎ࢝,૚ࢎ࢝„ ோଶ aݐ jsou  šířky píků v polovině  jejich výšky. 

[112] 

Rozlišením  se  určuje,  jak moc  jsou  od  sebe  píky  odděleny.  Nízké  rozlišení  značí  špatné 

rozseparování píků. 

Opakovatelnost nástřiku (RSD) 
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Hodnotí se relativní směrodatné odchylky (RSD, %) průměrů hodnot migračních časů, ploch 

píků, korigovaných ploch analytů  jejich migračním  časem nebo korigovaných ploch analytu 

ku korigovaným plochám vnitřního standartu. Pro vyhodnocení opakovatelnosti se používá 

výsledků  šesti  po  sobě  jdoucích  nástřiků  vzorku  o  stejné  koncentraci  nebo  ve  speciálních 

případech  třech  nástřiků  o  třech  různých  koncentracích  vzorku  [114].  Pokud  je  metoda 

opakovatelná, RSD by mělo být pod 5%. 

Běžné statistické operace: 

Průměr (̅ݔ): 

ഥ࢞ ൌ
૚

࢔
∑ 																									࢏࢞
࢔
ୀ૚࢔ (10) 

Směrodatná odchylka (s): 

࢙ ൌ ඥ∑ ሺ࢞ି࢏	ഥ࢞	
࢔
స૚࢔

ሺି࢔૚ሻ
																								(11) 

Relativní směrodatná odchylka (sR, RSD): 

ࡾ࢙ ൌ
࢙

ഥ࢞
૚૙૙																														(12) 

Pro rovnice (10‐12) platí: „n“ je počet měření, „xi“ je hodnota jednoho měření. 

3.3 Validace metody 
Validace analytické metody  je posledním krokem při vývoji a  jejím cílem  je ověřit vhodnost 

pro dané použití. Při validaci metody se může analytik řídit ICH normami [115] (International 

Conference  on  Harmonization  of  Technological  Requirments  for  registration  of 

Pharmaceutical  for Human Use),  americkými  směrnicemi Úřadu  pro  léky  a  potraviny  FDA 

[114] (Food and Drug Administration), či platnými  lékopisy: český (ČL 2009) [112], evropský 

(Ph.Eur.) či americkým USP [113]. Stanovují se obvykle následující parametry: 

Selektivita 

Selektivita určuje schopnost metody  jednoznačně  rozpoznat konkrétní analyt v přítomnosti 

ostatních  očekávaných  složek  vzorku  (nečistoty,  rozkladné  produkty,  složky  matrice, 

metabolity atd.) [115]. Testuje se analýzou dané  látky v přítomnosti předpokládaných  látek 

(nečistot, pomocných  látek atd.), analýzou blanku  (v případě biologického materiálu,  třeba 

minimálně blank ze šesti zdrojů) [114] nebo porovnáním s paralelní ověřenou metodou. 

Linearita 

Linearita  určuje  závislost  odezvy  detektoru  na  koncentraci  analytu,  tedy  schopnost  získat 

výsledky, které jsou přímoúměrné koncentraci analytu ve vzorku [115]. Kalibrační přímka by 
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měla být připravena ve stejné matrici jako vzorky naspikováním známou koncentrací analytu. 

[114] 

Obvykle  se měří 5‐7  koncentrací  v rozsahu, pro  který  je metoda určena.  Lineární  závislost 

popisuje rovnice přímky (13) a korelační koeficient (r). 

࢟ ൌ ࢑࢞ ൅  (13)																ࢗ

„x“  je koncentrace analytu, „y“  je poměr korigovaných ploch analytu a vnitřního standartu, 

„k“ je směrnice a „q“ je absolutní člen rovnice přímky. 

Rozsah 

Rozsah je rozmezí koncentrací, ve které by metoda měla být správná, přesná a lineární. [115] 

Limity 

Limit  detekce  (LOD)  je  nejnižší  koncentrace  analytu,  která  může  být  danou  metodou 

rozpoznána od šumu   pozadí [114] či  jako nejnižší koncentrace, která může být detekována 

(a nemusí být kvantifikována) [115]. 

Limit kvantifikace (LOQ) určuje nejnižší možnou koncentraci, kterou jsme schopni detekovat 

a kvantifikovat s náležitou správností s přesností [114]. 

Limity lze stanovit na základě poměru signálu k šumu (S/N) vztahem (14): 

ࡿ

ࡺ
ൌ

૛ࡴ

ࢎ
															(14) 

Kde „H“ je výška píku analytu a „h“ je hodnota šumu nejlépe v oblastech, kde se pík nachází. 

Limit detekce odpovídá případu, kdy S/N = 3; pro  limit kvantifikace platí S/N = 10. Dále  lze 

hodnoty  LOD  a  LOQ určit  vizuálně  z elektroferogramu nebo  se mohou  vypočítat  z rovnice 

kalibrační přímky. 

Přesnost 

Přesnost vyjadřuje shodu naměřených výsledků za předepsaných podmínek. Vyjadřuje se v 

procentech  jako  relativní  směrodatná odchylka  (RSD),  (10‐12). Pro výpočet byly používány 

poměry korigovaných ploch analytů a vnitřního standardu. Dle ICH se rozděluje na: 

Opakovatelnost‐ přesnost v rámci jedné série analýz vzorků připravených stejným postupem 

vykonaných jedním pracovníkem ve stejné  laboratoři v krátkém časovém úseku. Hodnotí se 

na  třech  koncentračních  hladinách  třemi  nástřiky  nebo  šesti  nástřiky  jedné  koncentrační 

hladiny. 

Intermediární  přesnost‐  přesnost  mezi  různými  sériemi  měření  vykonaných  při  změně 

faktorů (analytik, přístroj, jiný den). 
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Reprodukovatelnost‐ porovnání výsledků z dvou různých laboratoří. 

Správnost 

Správnost  vyjadřuje  míru  shody  mezi  nalezenou  hodnotou  a  hodnotou  považovanou  za 

referenční  [115].  Je  vyjádřena  hodnotou  výtěžnosti  (recovery, %)  a  relativní  směrodatnou 

odchylkou  (RSD,  %)  (10‐12).  Použitá  metoda  standardního  přídavku  spočívá  v  přídavku 

roztoku  standardu  o  třech  různých  koncentracích  k matrici  vzorku  o  známé  koncentraci 

analytu.  Porovnání  koncentrace  standardu  ve  vzorku  v poměru  ke  skutečné  koncentraci 

standardu se recovery vypočítá podle vztahu (15): 

࢟࢘ࢋ࢜࢕ࢉࢋࡾ ൌ
࢑ࢋ࢘࢕ࢠ࢜࡯	ିࢊ࢘ࢇࢊ࢔ࢇ࢑శ࢙࢚ࢋ࢘࢕ࢠ࢜࡯

ࢊ࢘ࢇࢊ࢔ࢇ࢚࢙࡯
	૚૙૙												(15) 

Pro výpočet byly použity poměry korigovaných ploch analytů a vnitřního standardu. 

Robustnost 

Robustnost metody vyjadřuje míru ovlivnění získaných výsledků malými změnami  kritických 

parametrů [115]. 

Tab. 10. Validační parametry a jejich limity. 

Validační parametry  Vyjádření  Limity 

Selektivita  Demonstrace na 
elektroferogramech 

Žádné interference 

Linearita  Rovnice přímky / korelační 
koeficient (r) 

‐/ r ≥ 0,9990 

LOD  [g/mL]  ‐ 
LOQ  [g/mL]  ‐ 
Přesnost  % RSD  RSD < 5% 
Správnost  % recovery / % RSD  100% ± 5% / RSD < 5% 

3.4 Parametry CE metody: 
1. Kapilára: 

‐ rozměry  kapiláry  (celková  délka,  délka  k detektoru,  vnitřní/vnější 

průměr, 

‐ materiál, ze kterého je kapilára vyrobena, 

‐ vnitřní potah (pokud existuje); 

2. Ostatní parametry:  

‐ kondicionace  kapiláry:  před  prvním  použitím,  před  prvním  použitím 

během dne, mezi analýzami, 

‐ separační pufr: složení, koncentrace, postup přípravy, 

‐ nástřik: způsob nástřiku (HD/ EK), parametry (čas, tlak/napětí), 

‐ detekce: detektor, parametry detekce, 

‐ migrační časy, celkový čas analýzy, 
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‐ model CE systému, software, 

‐ napětí, 

‐ proud, 

‐ polarita. 
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3.5 Experimentální část 1: Separace a stanovení 
izomerů chlorfenylpiperazinu 
v konfiskovaných tabletách metodou 
kapilární elektroforézy 

Rukopis  pod  názvem:  SEPARATION  AND  DETERMINATION  OF  CHLOROPHENYLPIPERAZINE 

ISOMERS  IN  CONFISCATED  PILLS  BY  CAPILARY  ELECTROPHORESIS  je  v současné  době 

v recenzním řízení v časopisu Journa of Pharmaceutical and Biomedical Analysis. 

3.5.1 Cíl 

Cílem této práce bylo vyvinout kapilárně elektroforetickou metodu se spektrofotometrickou 

detekcí  pro  separaci  a  stanovení  izomerů  ortho‐, meta‐  a  para‐chlorfenylpiperazinu  (CPP) 

v tabletách  zabavených  policií  státu  São  Paulo  (Brazílie),  tuto  metodu  optimalizovat, 

validovat a aplikovat při analýze vzorků zabavených tablet. 

3.5.2 Materiál a metody 

Instrumentace 

Práce byla vykonána v laboratoři elektromigračních metod v Chemickém Institutu Univerzity 

v São Paulu (Instituto de Química, Universidade de São Paulo) na elektroforetickém systému 

Beckman  Coulter  Proteomelab  PA  800  (Fullerton,  CA,  USA)  vybaveném  detektorem 

s diodovým polem a softwarem 32Karat (verze 7.0). pH bylo měřeno na DIGIMED pHmetro 

DM20 (São Paulo, SP, Brazílie) s originální skleněnou elektrodou, která byla kalibrována pufry 

o pH 4,10 a 6,86. Separace byly prováděny ve vnitřně nepokrytých křemenných kapilárách o 

celkové délce 60 cm (efektivní délce 50 cm) s vnitřním průměrem 50 µm. Byly zakoupeny od 

firmy ISB (Bom Princípio, RS, Brazílie). 

Elektroforetické postupy 

Před prvním použitím byla nová kapilára kondicionována 1 M roztokem hydroxidu sodného 

po dobu 30 minut při tlaku 1500 mbar s následným třicetiminutovým promytím ultra čistou 

vodou. Denní  údržba  kapiláry  spočívala  v postupném  promytí  1 M  hydroxidem  sodným  a 

vodou po dobu 10 minut při tlaku 1500 mbar před první analýzou a po poslední analýze dne. 

Mezi jednotlivými analýzami byly kapilára propláchována 3 minuty separačním pufrem. 

Nástřik vzorků probíhal hydrodynamicky tlakem 50 mbar po 8 s. 

Chemikálie 

1‐(3‐chlorfenyl)piperazin (mCPP), 1‐(2‐chlorfenyl)piperazin (oCPP) a 1‐(4‐chlorfenyl)piperazin 

(pCPP)  byly  zakoupeny  u  firmy  Alfa  Aesar  (Ward  Hill, MA,  USA).  Standardy  amfetaminu, 
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metamfetaminu,  3,4‐methylendioxyamfetaminu  (MDA),  3,4‐methylendioxymetamfetaminu 

(MDMA), 1‐(3‐trifluormethylfenyl)piperazinu (TFmPP), 3,4‐metylendioxy‐N‐ethylamfetaminu 

(MDEA)  a  kokainu  byly  zapůjčeny  jako  roztoky  o  objemu  1 mL  a  koncentraci  1 mg/mL  od 

policie státu São Paulo. Prokain a lidokain byly získány od firmy Sigma‐Aldrich (St. Luis, MO, 

USA). 

Acetonitril,  kyselina  fosforečná  85%,  methanol,  propan‐2‐ol,  triethylamin  (TEA)  byly 

zakoupeny  od  firmy  Tedia  (Fairfield,  USA);  2‐hydroxypropyl‐β‐cyklodextrin  (HP‐β‐CD)  od 

firmy Sigma‐Aldrich (St. Luis, MO, USA); α‐cyklodextrin (α‐CD) a methyl‐β‐cyklodextrin (M‐β‐

CD) od  firmy Fluka  (Buchs, Německo). Od  firmy Beckman Coulter  (Fullerton, CA, USA) byly 

zakoupeny β‐cyklodextrin (β‐CD), γ‐cyklodextrin (γ‐CD) a dimethyl‐β‐cyklodextrin (DM‐β‐CD). 

Příprava roztoků standardů, pufrů a vzorku 

Zásobní  roztoky  analytů  a  vnitřního  standardu  (IS,  prokain)  o  koncentraci  1 mg/mL  byly 

připraveny rozpuštěním navážek příslušných substancí v ultračisté vodě. Koncentrace IS byla 

vždy 0,1 mg/mL. 

Kalibrační  roztoky  byly  získány  ředěním  zásobních  roztoků  příslušných  standardů 

chlorfenylpiperazinů, přidáním roztoku vnitřního standardu a doplněním vodou po rysku. 

Základní elektrolyt byl připraven zředěním určitého objemu 85% kyseliny fosforečné ve vodě, 

dále bylo upraveno pH triethylaminem (TEA) na danou hodnotu a potřebný objem doplněn 

vodou po rysku. Poté bylo naváženo potřebné množství cyklodextrinu, které bylo rozpuštěno 

v elektrolytu. 

Vzorky  sedmnácti  tablet  (10  tablet  jedné  „šarže“  a  7  tablet  různých  „šarží“)  zabavených 

policií  státu  São  Paulo  byly  postupně  zváženy  a  zhomogenizovány.  2,5  mg  vzorku  bylo 

rozpuštěno v 10 mL methanolu a extrahováno na ultrazvukové  lázni po dobu 15 minut. Po 

dekantaci  byly  methanolické  roztoky  dále  naředěny  vodou  v závislosti  na  koncentraci 

obsahových látek a přidán roztok IS. 

3.5.3 Výsledky a diskuze: 

3.5.3.1 Optimalizace 
Izomery  CPP  jsou molekuly  stejné  hmotnosti  a  náboji.  Vhodným  řešením  pro  jejich  CZE 

separaci je použití vhodného selektoru. Byl testován vliv šesti cyklodextrinů: α‐CD, HP‐β‐CD, 

M‐β‐CD, β‐CD, γ‐CD a DM‐β‐CD (Obr. 26). 
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Obr. 26 Vliv cyklodextrinů na separaci CPP izomerů za podmínek: pufr 20 mM kyselina 
fosforečná o pH 2,5 (upraveno TEA) obsahující 10 mM CD, napětí 25 kV, teplota 25°C, vlnová 

délka detekce 204 nm, nástřik 50 mbar po dobu 6 s. 

Během optimalizace metody bylo třeba věnovat pozornost selektivitě separace. Způsob  jak 

zajistit selektivitu, bylo separovat izomery CPP a IS v přítomnosti látek, které se mohou také 

vyskytovat  v   zabavených  tabletách  např.:  amfetamin,  metamfetamin,  3,4‐

methylendioxyamfetamin  (MDA),  3,4‐methylendioxymetamfetamin  (MDMA),  3,4‐

methylendioxy‐N‐etylamfetamin (MDEA), 1‐(3‐trifluormetylfenyl)piperazin) (TFmPP), kokain. 

S ohledem na citlivost, symetrii píku, účinnost a rozlišení nejlepší separaci  izomerů CPP a IS 

z testovaných  CD  poskytl  HP‐β‐CD.  Metoda  byla  optimalizována,  byl  zkoumán  vliv 

koncentrace kyseliny  fosforečné v rozsahu 10 – 40 mM, pH 2,0  ‐ 4,0, koncentrace HP‐β‐CD 

2,5 – 15 mM, napětí 15 – 30 kV, teploty 20 – 30°C a nástřiku vzorku 5 – 15 s. Když však byla 

metoda  testována  na  selektivitu  (Obr.  27),  byla  zjištěna  interference mezi  píky mCPP  a 

MDMA (4a) a TFmPP (4b+5), kterou nebylo možné odstranit ani změnou koncentrace HP‐β‐

CD ani přídavkem organického rozpouštědla do pufru (5 – 15% methanolu, acetonitrilu nebo 
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propan‐2‐olu). V těchto experimentech byl používán  lidokain  jako vnitřní standard a vlnová 

délka detekce byla 204 nm. 

 

Obr. 27 Separace izomerů CPP, lidokainu (IS) a standardů drog pomocí HP‐β‐CD. Podmínky 
separace: 7,5 mM HP‐β‐CD ve 20 mM kyselině fosforečné o pH 2,5 (upraveno TEA), napětí 
25 kV, teplota 25°C, vlnová délka detekce 204 nm, nástřik 50 mbar po dobu 6 s. Pořadí 
migrace: amfetamin (1), metamfetamin (2), MDA (3), MDMA (4), TFmPP (5), MDEA (6) a 

kokain (7). 

Dalším  CD,  který  poskytl  dobrou  separaci,  byl  α‐CD.  Při  koncentraci  10  mM  α‐CD  a  za 

původních podmínek (20 mM fosfát, pH 2,5 (TEA), napětí 25 kV a teplota 25°C) se separace 

mCPP, MDMA  a  TFmPP  značně  vylepšila.  Plná  separace  byla  docílena  u  izomerů  CPP,  IS 

(prokain),  amfetaminu,  MDMA,  TFmPP  a  kokainu.  Pík  MDEA  migrující  mezi  TFmPP  a 

kokainem  stanovení  izomerů  CPP  nepřekáží.  Navzdory  snaze  o  odstranění  zbývajících 

komigrací MDA  /oCPP a metamfetaminu/IS pomocí přídavku organického  rozpouštědla do 

pufru (5 – 15% methanolu, acetonitrilu nebo propan‐2‐olu), zvýšením koncentrace α‐CD z 10 

na 15 mM,  změnou napětí  (15 – 30  kV) píky  zůstaly  jen  částečně  separovány. Pro  získání 

lepších tvarů píku pCPP byla použita vyšší vlnová délka 236 nm (Obr. 28 B). Pokles citlivosti 

při 236 nm byl kompenzován zvýšením doby nástřiku na 8s (při 50 mbar). Výhoda prokainu 

jako vnitřního standardu spočívala v existenci  jeho druhého absorpčního maxima (285 nm), 

díky čemuž byl IS snadno identifikován v DAD spektru mezi ostatními analyty. 
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Obr. 28 Separace izomerů CPP, prokainu (IS) a standardů drog pomocí α‐CD. Podmínky 
separace: 10 mM α‐CD v 20 mM kyselině fosforečné o pH 2,5 (upraveno TEA), napětí 25 kV, 
teplota 25°C, vlnová délka detekce 204 nm (A.) a 236 nm (B.), nástřik 50 mbar po dobu 8 s. 
Pořadí migrace: amfetamin (1), metamfetamin (2), MDA (3), MDMA (4), TFmPP (5), MDEA 

(6) a kokain (7). 

S ohledem na selektivitu separace probíhaly za těchto optimálních podmínek (Tab. 11.): 
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Tab. 11. Shrnutí optimálních podmínek pro separaci izomerů CPP. 

Kapilára:  50 µm vnitřní průměr, 60 cm celková délka (50 cm efektivní délka), 
křemenná bez vnitřního potahu; 

Kondicionace:  Nová kapilára 30 min (1 M NaOH, voda), první/poslední mytí dne 
10 min (1 M NaOH, voda), mezi analýzami 3 min pufr; Tlak 

1500 mbar; 
Separační pufr:  20 mM fosfát, pH 2,5 (upraveno TEA) a 10 mM α‐CD; 
Nástřik:  Hydrodynamický 50 mbar, 8 s; 
Detekce:  Spektrofotometrická 236 nm; 
Napětí, proud:  + 25kV / 15 kV; 
CE systém:  Beckman Coulter PA 800; 
Teplota:  25°C; 
Vnitřní standard:  Prokain o koncentraci 0,1 mg/mL. 

3.5.3.2 Validace 
Metoda byla validována dle norem  ICH  [115] a byla hodnocena selektivita,  linearita,  limity 

detekce a kvantifikace, opakovatelnost nástřiku standardů na třech koncentračních úrovních, 

správnost a jednodenní přesnost (opakovatelnost). 

Selektivita 

Problém selektivity byl také  již diskutován během optimalizace metody výše. Přestože píky 

MDA/oCPP  a  prokain/metamfetamin  zůstaly  jen  částečně  separovány, metoda  umožňuje 

jejich  identifikaci.  Při  vlnové  délce  236  nm  metamfetamin  neabsorbuje,  tedy  stanovení 

izomerů  CPP  nepřekáží.  S ohledem  na  známé  kombinace  drog,  které  jsou  nacházeny 

v tanečních  tabletách,  je nízká pravděpodobnost výskytu kombinace MDA s oCPP. Z tohoto 

pohledu může být metoda považována za selektivní. 

Linearita 

Kalibrační  křivka  se  skládala  ze  šesti  bodů, měřených  po  třech  nástřicích.  Výsledky  byly 

vyhodnoceny v programu Microsoft Excel metodou  lineární  regrese  jako  závislost průměrů 

korigovaných  ploch  analytů  (plocha  analytu  korigovaná migračním  časem  daného  analytu 

v poměru k ploše vnitřního  standardu korigované migračním  časem vnitřního  standardu) a 

koncentrace  analytu.  V daném  rozsahu  koncentrací  byla  metoda  lineární  s vyhovujícími 

korelačními koeficienty (Tab. 12.). 

Tab. 12. Lineární data. 

Analyt  Rozsah [μg/mL]  Rovnice přímky  Korelační koeficient 

oCPP  10 – 200  y = 0,0157x + 0,0141  0,9995 

mCPP  10 – 200  y = 0,0195x + 0,0043  0,9994 
pCPP  10 – 200  y = 0,0216x ‐ 0,1645  0,9994 
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Limity 

Limit  kvantifikace  (LOQ)  a detekce  (LOD) byly  vypočítány  jako poměr  signálu  k  šumu  (14) 

S/N=3 a S/N=10 (Tab. 13.). 

Tab. 13. Limity detekce a kvantifikace. 

Analyt  LOD [μg/mL]  LOQ [μg/mL] 

oCPP  2,0  7,0 

mCPP  2,5  8,0 
pCPP  3,0  10,5 

Opakovatelnost 

Opakovatelnost  migračních  časů  (tm)  a  korigovaných  ploch  píků  (KP)  byla  vyhodnocena 

nástřiky šesti vzorků na třech koncentračních úrovních (10, 100, 200 μg/mL). Opakovatelnost 

byla  vyhodnocena  jako  relativní  směrodatná  odchylka  (%,  RSD)  průměrných  hodnot. 

Výsledná  data  (Tab.  14.)  ukazují  uspokojující  hodnoty  opakovatelnosti migračních  časů  a 

korigovaných ploch, hodnoty RSD nepřekročily 5%. 

Tab. 14. Opakovatelnost – hodnoty relativních směrodatných odchylek (RSD, %). 

Analyt  10 μg/mL  100 μg/mL  200 μg/mL 

tm  KP  tm  KP  tm  KP 

oCPP  3,7  2,1  3,6  0,44  3,4  0,85 
mCPP  4,9  2,7  3,8  0,55  4,3  1,05 
pCPP  4,6  4,0  4,5  0,92  4,2  1,31 

tm – migrační čas  

KP – průměr poměrů korigovaných ploch analytů a vnitřního standardu. 

Správnost 

Správnost  byla  hodnocena  prostřednictvím  recovery  testu  (přidáním  určitého  objemu 

zásobního  roztoku mCPP) na  třech koncentračních úrovních  (50, 75, 100 μg/mL) k  roztoku 

testované  tablety,  který  obsahoval  75  μg/mL  mCPP.  Izomery  oCPP  ani  pCPP  nebyly  v 

dostupných  zabavených  tabletách  nalezeny.  Roztoky  se  standardními  přídavky  mCPP 

(výsledné  koncentrace  mCPP  125,  150  a  175  μg/mL)  byly  nastříknuty  šestkrát  a  bylo 

spočítáno  recovery  (15).  Výsledky  ukazují  hodnoty  recovery  kolem  100%  s RSD  nižší  než 

2,32% (Tab. 15.). 

Tab. 15. Správnost. 

Analyt  Přidáno [μg/mL]  Nalezeno [μg/mL]  Recovery [%]  RSD [%] 

mCPP 
50  50,79  101,59  0,83 
75  75,93  101,24  1,31 
100  100,97  100,97  2,32 
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3.5.3.3 Analýza zabavených tablet 
Metoda  byla  aplikována  na  tablety  zabavené  policií.  Ukázky  elektroferogramů  jsou 

demonstrovány  na  Obr.  29.  Jednotlivé  zakázané  látky  obsažené  v  tabletách  byly 

identifikovány spikováním roztoků tablet roztoky standardů. Pokud byla zjištěna přítomnost 

mCPP,  stanovení  probíhalo  se  šesti  nástřiky  daného  vzorku  a  koncentrace  mCPP  byla 

odečtena  z tříbodové  kalibrační  křivky  měřené  současně.  Výsledek  byl  vyjádřen  jako 

miligramy mCPP  v 300 mg  tablety  (stanoveno  jako  průměrná  hmotnost  tablety). Relativní 

směrodatná odchylka RSD  (%)  z  šesti měření vzorku  (jednodenní přesnost‐opakovatelnost) 

byla u všech vzorků nižší než 5%. 

Obr. 29 Elektroferogramy vzorků zabavených tablet. Podmínky separace: 10 mM α‐CD 
v 20 mM fosfátovém pufru o pH 2,5 (upraveno TEA), napětí 25 kV, teplota 25°C, vlnová délka 

detekce 236 nm (kromě elektroferogramu vzorku 12, kde 204 nm), nástřik 50 mbar 8 s. 

V žádném ze sedmnácti vzorků analyzovaných tablet nebyl identifikován ani oCPP ani pCPP. 

Přítomnost mCPP byla potvrzena ve 12 vzorcích tablet a zde bylo též provedeno stanovení 

obsahu  této  drogy.  V jedné  tabletě  byl  společně  nalezen  mCPP  a  TFmPP.  Dvě  tablety 

obsahovaly metamfetamin,  jedna  čistý MDMA,  jedna kokain a  jedna TFmPP. Obsah mCPP 

v průměrné  tabletě  (300 mg) se pohyboval mezi 8,1 až 57,8 mg v závislosti na přítomnosti 

jiných  drog.  Výsledky  stanovení  mCPP  v brazilských  tabletách  korespondují  s údaji 

Evropského monitorovacího centra pro drogy a drogovou závislost [26] European Monitoring 

Centre  for Drugs and Drug Addiction  (EMCDDA), kde  je uváděna průměrná dávka mCPP v 

jedné tabletě mezi 8 a 80 mg. Přehled výsledků analýz vzorků tablet podává Tab. 16. 
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Tab. 16. Výsledky stanovení vzorků tablet zabavených policií státu São Paulo. 

Vzorek  oCPP  mCPP 
Nalezenoa[mg] 
(RSDb; n=6) 

pCPP  Vybrané drogy 

A  Me  MDA  MDMA  MDEA  TFmPP  C 

1  ‐  21,7 (4,9)  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
2  ‐  22,0 (1,9)  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
3  ‐  18,0(4,0)  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
4  ‐  24,3 (4,5)  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
5  ‐  23,0 (4,8)  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
6  ‐  21,8 (3,9)  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
7  ‐  23,1 (4,5)  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
8  ‐  21,0 (3,8)  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
9  ‐  21,1 (3,1)  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
10  ‐  22,8(3,2)  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
11  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  P  ‐ 
12  ‐  ‐  ‐  ‐  P  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
13  ‐  8,1 (1,8)  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  P  ‐ 
14  ‐  57,8 (1,7)  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
15  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  P  ‐  ‐  ‐ 
16  ‐  ‐  ‐  ‐  P  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐ 
17  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  ‐  P 

P= detekováno, nestanoveno; 

a mg mCPP nalezené v 300 mg tablety; 

b RSD hodnoty korigovaných ploch mCPP vypočítané ze šesti nástřiků roztoků tablet; 

A = amfetamin; 

Me = metamfetamin; 

C = kokain. 

3.5.4 Závěr 

Byla vyvinuta jednoduchá CE metoda, kdy s využitím α‐cyklodextrinu jako selektoru dochází k 

separaci izomerů chlorfenylpiperazinu. Metoda byla validována a aplikována na vzorky tablet 

zabavených  policií  státu  São  Paulo. Metoda  vykazuje  dostatečnou  selektivitu,  linearitu  v 

daném rozsahu koncentrací, dobrou opakovatelnost migračních časů a korigovaných ploch, 

opakovatelné  a  přesné  hodnoty  recovery  a  uspokojivou  jednodenní  přesnost 

(opakovatelnost).  Přestože  byla metoda  původně  vyvinuta  pro  stanovení  izomerů  CPP,  je 

využitelná i pro identifikaci dalších zneužívaných drog v zabavených tabletách. 
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3.6 Experimentální část 2: Vývoj citlivé 
elektroforetické metody pro stanovení  
8‐hydroxy‐2´‐deoxyguanosinu v moči 

Připravuje  se  k  publikaci  pod  názvem:  DEVELOPMENT  OF  SENSITIVE  ELECTROPHORETIC 

METHOD FOR DETERMINATION OF URINARY 8‐ HYDROXY‐2´‐DEOXYGUANOSINE. 

3.6.1 Cíl 

Cílem  tohoto  projektu  bylo  vypracovat  dostatečně  citlivou  CE/UV metodu  pro  stanovení 

8OHdG v lidské moči. Bylo třeba využít kombinaci několika způsobů zvyšování citlivosti v CE 

jako  jsou  cely  s prodlouženou  optickou  dráhou,  zakoncentrování  vzorku  přímo  v kapiláře, 

úprava vzorku pomocí extrakce na tuhé fázi (SPE) a interakce analytu s boritanem, který tvoří 

komplexy s hydroxy skupinami 8OHdG. 

3.6.2 Materiál a metody 

Instrumentace 

Pro  analytická  stanovení  byl  použit  CE  systém  Agilent  7100  (Agilent  Technologies, 

Waldbronn, Německo), vybavený DAD detektorem a  software ChemStation  (verze B04.03) 

s možností vložení kazet s celami s prodlouženou délkou detekce (bublinová cela a z‐cela). 

pH  pufrů  a  vzorků  bylo  upravováno  na  pH  metru  PHM  220  (Radiometer,  Dánsko)  s 

kombinovanou  skleněnou  elektrodou  PHC2401‐8,  která  byla  kalibrována  pufry  o  pH  4,00, 

7,00 a 10,00 (WTW, Weilheim, Německo). Před analýzou byly všechny roztoky odplyněny na 

ultrazvukové lázni Sonorex RK 31 (Německo). 

Běžné  křemenné  vnitřně  nepotažené  kapiláry  o  vnitřním  průměru  75  µm,  celkové  délce 

60,0 cm  (efektivní  51,5  cm)  byly  zakoupeny  u  C&M  Scientific  (Shipley,  Velká  Británie), 

speciální kapiláry  s bublinovou celou 50 µm  ID  (150 µm  rozšíření v místě detekce) celkové 

délky 64,5 cm  (efektivní 56 cm) a z‐celou o 75 µm  ID  (1,2 mm prodloužení optické dráhy), 

80,5  cm  celková  délka  (72,5  cm  efektivní  délka)  byly  zakoupeny  od  Agilent  Technologies 

(Waldbronn, Německo). 

SPE metody pro úpravu vzorku byly vyvinuty na kolonkách Oasis: HLB  (3 mL, 60 mg), MCX 

(3 mL, 60 mg), MAX  (3 mL, 60 mg)  zakoupených od Waters  (Milford, MA, USA) a Supelco 

DSC‐WCX,  DSC‐SCX,  DSC‐WAX,  DSC‐SAX  od  Sigmy  Aldrich  (St.  Luis, MO,  USA)  za  použití 

zařízení pro extrakci na  tuhou  fázi  za  sníženého  tlaku Vacuum Manifold od  firmy  Supelco 

Visiprep  TM.  Vzorky  moči  byly  centrifugovány  na  zařízení  Eppendorf  Mini  Spin®Plus 

(Hamburk, Německo). 

Elektroforetické postupy 
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Nové  kapiláry  byly  promývány  5 minut methanolem  při  tlaku  1000 mbar,  20 minut  1M 

hydroxidem  sodným  a  20  minut  vodou.  Před  každodenním  použitím  byly  promývány 

10 minut 1 M roztokem hydroxidu sodného a 10 minut vodou. Mezi analýzami byla kapilára 

propláchnuta 2 minuty 0,1 M hydroxidem sodným, 2 minuty vodou a 3 minuty separačním 

pufrem. 

Vzorky  byly  dávkovány  hydrodynamicky  tlakem  50  mbar  6  s  při  separacích  bez 

zakoncentrování. Při  zakoncentrování doba nástřiku  velké  zóny  vzorku  (75%  kapiláry) byla 

spočítána dle vztahu (1) a následně pak upravena dle experimentů na detekčních celách. 

Chemikálie 

Standardy  8‐hydroxy‐2´‐deoxyguanosinu  (8OHdG),  kreatininu  a  2´‐deoxyguanosinu  byly 

zakoupeny u firmy Sigma‐Aldrich (St. Luis, MO, USA). Ostatní chemikálie a složky pufrů jsou 

uvedeny v kapitole 3.1.2. 

Příprava roztoků standardů a pufrů 

Zásobní vodné roztoky 8OHdG a kreatininu o koncentraci 1 mg/mL byly skladovány zamrzlé 

při teplotě ‐18°C. 

Separační  pufr  a  pufr  používaný  pro MAX  SPE metodu  byly  připravovány  denně  čerstvé 

z 0,3 M zásobního roztoku kyseliny borité a přídavku acetonitrilu. Žádané pH* bylo upraveno 

přídavkem  1 M hydroxidu  sodného.  Pufr pro MAX  SPE neobsahoval  acetonitril.  Separační 

pufry  byly  před  analýzou  filtrovány  membránovým  filtrem  0,45 µm  a  odplyněny  na 

ultrazvukové lázni. 

Úprava vzorku 

Vzorky moči byly centrifugovány (13 400 rpm po dobu 10 minut), odebraný supernatant byl 

dále zpracován na SPE nebo zamrazen (‐18°C) pro pozdější použití. 

3.6.3 Výsledky a diskuze 

3.6.3.1 Optimalizace základního elektrolytu 
Prvním krokem ve vývoji vysoce citlivé metody byla optimalizace separačního pufru. 8OHdG 

má ve své struktuře  jak skupiny které mohou nést kladný náboj, tak skupiny, které mohou 

být nabité negativně v závislosti na pH. 8OHdG je schopen migrovat jako kationt i jako aniont 

(Obr. 30). 
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Obr. 30 Závislost náboje na pH u 8OHdG. Spočítáno a vygenerováno programem sparc. 

Při  vývoji metody  byl  také  brán  v úvahu  fakt,  že  by  8OHdG mohl  být  stanoven  společně 

s kreatininem, markerem metabolismu  dusíkatých  látek  v těle. V borátovém  pufru  8OHdG 

migroval  jako  negativně  nabitý  komplex  s borátem,  což  zvyšovalo  jeho  mobilitu  a  také 

citlivost detekce. Na druhou stranu v zásaditém prostředí byla molekula kreatininu neutrální 

a  migrovala  společně  s  elektroosmotickým  tokem  a  ostatními  elektroneutrálními 

molekulami.  V kyselém  prostředí  fosfátového  a  acetátového  pufru  existovala  možnost 

současného stanovení obou  látek, avšak citlivost stanovení zde byla mnohem nižší   než při 

použití borátového pufru. Také vzhledem ke značnému rozdílu koncentrací obou látek v moči 

bylo  rozhodnuto  pokračovat  v optimalizaci  CZE  stanovení  8OHdG  v borátovém  pufru  a 

kreatinin eventuelně stanovit v moči  jinou metodou. Byl studován vliv přídavku aditiv SDS, 

cholátu a deoxycholátu do borátového pufru. Ačkoli u roztoků standardu bylo zaznamenáno 

zvýšení citlivosti, při pokusech s močí, ke které byl přidán 8OHdG, se pík 8OHdG neodděloval 

od  matrice  ani  při  různých  koncentracích  jednotlivých  aditiv.  Vliv  koncentrace  borátu 

v rozsahu 70 – 150 mM byl testován při pH 9. Byl také studováv vliv pH bylo v oblasti 8,0 – 

10,0  (upraveno  1  M  hydroxidem  sodným).  Dále  byl  sledován  vliv  přídavku  organických 

rozpouštědel acetonitrilu, methanolu a propan‐2‐olu při obsahu organické složky 10% (v/v). 

Nejlepších výsledků bylo dosaženo  s acetonitrilem, který  zlepšil  jak  tvar píku 8OHdG,  tak  i 

jeho  separaci od ostatních  složek moči. Vliv množství acetonitrilu byl  sledován od 0 až po 

30%  (v/v). Celý proces optimalizace základního elektrolytu probíhal v běžných křemenných 

kapilárách 75 µm ID. 

3.6.3.2 Zvyšovácí citlivosti analýzy (cely s prodlouženou 

délkou optické dráhy, zakoncentrování v kapiláře) 
Jelikož  citlivost  detekce  po  optimalizaci  separačního  pufru  v běžné  kapiláře  nebyla 

dostatečná  pro  stanovení  velmi  nízkých  koncentrací  8OHdG  v moči  (desítky  nmol/L  u 

zdravých jedinců), bylo třeba zvýšit citlivost a to přibližně o tři řády. Dalo se předpokládat, že 

samotné použití cel s prodlouženou délkou detekce nebude dostačující. 
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Bylo zkoušeno několik technik pro zakoncentrování analytu přímo v kapiláře, u kterých není 

nezbytná nevodivá matrice vzorku, tedy úprava vzorku moče před analýzou. Byly prováděny 

experimenty na moči s přídavkem standardu 8OHdG na principu přechodné  izotachoforézy, 

„stackingu zprostředkovaného pH“ (pH mediated stacking), „elektrokinetického supernabití“ 

(elektrokinetic  supercharging). U některých  z  těchto postupů docházelo  k zakoncentrování 

8OHdG  a  částečnému  odstranění matrice,  nicméně  dosažené  výsledky  nebyly  dostačující. 

Nejlepších výsledků a nejnižších limitů detekce bylo dosaženo při zakoncentrování z velkého 

objemu vzorku s obrácením polarity (LVSS), kde je podmínkou nízká vodivost matrice vzorku. 

U  aplikace  metody  na  reálné  vzorky  moči  to  znamená  nutnost  odstranit  vodivé  látky 

(především soli) vhodnou předúpravou vzorku. 

Nejdříve byla vyhodnocena citlivost stanovení 8OHdG ve vodných standardních  roztocích s 

použitím  kapilár  s  bublinovou  celou  a  z‐celou  a  následně  pak  jejich  kombinace  s  LVSS. 

Účelem bylo ověřit, zda  je kombinací těchto dvou přístupů možné dosáhnout velmi nízkých 

limitů  detekce  8OHdG. Výsledky  uvedené  v Tab.  17.  (bublinová  cela)  a  v  Tab.  18.  (z‐cela) 

ukazují,  že  za  použití  vodných  standardů  a  kombinace  z‐cela  a  LVSS  je možno  detekovat 

koncentrace  srovnatelné  s fyziologickými  hladinami  8OHdG  v moči  zdravých  jedinců. 

Porovnání signálů při koncentraci 20 µg/mL 8OHdG  pro detekční cely v kombinaci  s LVSS je 

uvedeno  na  Obr.  31.  V těchto  experimentech  byl  jako  vnitřní  standard  použit  2´‐

deoxyguanosin. 

Tab.  17.  Lineární  data,  limity  a  opakovatelnost  pro  stanovení  na  vodných  standardech 
8OHdG za použití bublinovou cely a kombinace bublinová cela s LVSS. 

Parametry  Bublinová cela  Bublinová cela + LVSS 

Rozsah [µg/mL]  2,5—20,0  0,05—1,0 
Rovnice přímky  y = 0,1178x + 0,1945  y = 0,0030x + 0,0729 

Korelační koeficient  0,9983  0,9940 
LOD  0,5 µg/mL (1 770 nM)  0,025 µg/mL (88,3 nM) 
LOQ  1,67 µg/mL (5 900 nM)  0,12 µg/mL (424 nM) 

Jednodenní opakovatelnost RSD [%;] (n=6) 

Migrační čas  0,22  1,56 
Korigovaná plocha  4,08  2,87 

Tab. 18. Lineární data,  limity a opakovatelnost pro stanovení vodných standardů 8OHdG za 
použití z‐cely a kombinace z‐cela s LVSS. 

Parametry  Z‐cela  Z‐cela + LVSS 

Rozsah [µg/mL]  0,62—20,0  0,025—1,0 
Rovnice přímky  y = 0,2338x – 0,1309  y = 10,5550x – 0,2725 

Korelační koeficient  0,9998  0,9974 
LOD  0,13 µg/mL (460 nM)  0,01 µg/mL (35 nM) 
LOQ  0,5 µg/mL (1 770 nM)  0,025 µg/mL (88,3 nM) 

Jednodenní opakovatelnost RSD [%;] (n=6) 

Migrační čas  0,77  1,74 
Korigovaná plocha  1,07  5,15 
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Obr. 31 Porovnání elektroforegramů při použití cel s prodlouženou optickou dráhou 
v kombinaci s LVSS. Podmínky separace: 150 mM borát, pH* 9,2 (upraveno 1 M NaOH) 
10% ACN (v/v), ± 25 kV při stakingu, 25°C, vlnová délka detekce 282 nm, nástřik běžný 

50 mbar 6 s nebo LVSS, koncentrace 8OHdG 20 µg/mL. 

3.6.3.3 Úprava vzorků moči k analýze 
Pro uplatnění  techniky LVSS  je potřeba dosáhnout nízké vodivosti dávkovaného vzorku. Za 

tímto  účelem  byly  prováděny  experimenty  s  extrakcí  na  pevnou  fázi  (SPE)  a 

elektromembránovou extrakcí (EME). 

Vhodným  extrakčním  postupem  pro  8OHdG  v moči  se  zdála  být  iontově  výměnná  SPE. 

Nejdříve byly  testovány  slabé  (DSC‐WCX),  silné  (DSC‐SCX)  Supelco  a  smíšené  (MCX,  3 mL, 

60 mg) Oasis katexové sorbenty za podmínek uvedených v obecných protokolech příslušných 

komerčních kolonek. Přijtelné výsledky přinesly kolonky MCX. I po optimalizaci postupu byla 

však  výtěžnost  nízká  (Tab.  19.)  a  bylo  třeba  hledat  další,  specifičtější  metodu.  Dále  se 

zkoušely anexové sorbenty slabé (DSC‐WAX), silné (DSC‐SAX) Supelco a smíšené (MAX, 3 mL, 

60  mg)  Oasis.  Nejlepších  výsledků  bylo  dosaženo  na  kolonkách  MAX,  kde  byl  8OHdG 

specificky zadržován jako záporně nabitý komplex s borátem. Metoda byla optimalizována a 

bylo dosaženo dobré výtěžnosti  (Tab. 19.). Zbytky elučních  činidel však  zvyšovaly vodivost 

vzorku a proto nebylo možné s eluátem provést stacking. 

Další  extrakční  postup  byl  vyvinut  na  komerčních  HLB  (3  mL,  60  mg)  Oasis  kolonkách 

s relativně dobrou výtěžností (Tab. 19.). U této metody bylo možné provádět LVSS, nicméně i 

v kombinaci  se  z‐celou  nebylo  možné  na  přečištěné  spikované  moči  dosáhnout  takové 

citlivosti,  jaké  bylo  dosaženo  za  stejných  podmínek  bez  úpravy  vzorku  na  vodných 

standardech. 
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Tab.  19.  Přehled  SPE  metod  vyvinutých  na  úpravu  vzorků  moči,  jejich  výtěžnost  při 
koncentraci 100 µg/mL, shrnutí výhod a nevýhod postupu. 

SPE metoda  MCX 3cc  MAX 3cc  HLB 3cc 

Aktivace kolonky  3 mL MeOH, 3mL voda  3 mL MeOH, 3mL pufr*  3 mL ACN, 3mL vody 

Vzorek 
1 mL (pH 3, upraveno 

2 mM HCl) 
1 mL (1:1, 

vzorek : pufr*) 
1 mL 

Promývání  1,5 mL 0,1% HCOOH  1,5 mL pufr*  2 mL vody 

Eluce 
1,5 mL 2,6% hydroxid 
amonný v MeOH 

1,5 mL 2% HCOOH v 
MeOH 

1,5 mL 75% ACN 

Zakoncentrování 
vysušením na dusíku a 
rozředěním ve 0,2 mL 
vody: 

7,5x  7,5x  7,5x 

Poznámka:   
*0,15 M borát pH 9,2 
(upraveno 1 M NaOH) 

 

Výtěžnost metodya: 
ST/SP 

65% / 40%  98% / 86%  80% / 60% 

Výhody    dobrá výtěžnost  LVSS možný 
Nevýhody  nízká výtěžnost  LVSS není možný   

ST‐ vodný standard 8OHdG. 

SP‐ moč spikovaná 8OhdG. 

aměřeno na jedné koncentrační hladině. Vypočítáno jako průměr výsledků na 6 kolonkách. 

Experimenty  s EME  jako  prekoncentrační  technikou  díky  komplexnosti  8OHdG  nepřinesly 

významné výsledky v rámci zvyšování citlivosti detekce. 

3.6.3.4 Analýza vzorků moči 
Ze všech zkoušených postupů pro stanovení 8OHdG v moči metodou kapilární elektroforézy 

za  použití  spektrofotometrické  detekce  bylo  nejnižší  hodnoty  LOD  dosaženo  použitím 

kombinace  SPE  (HLB)  úpravy  vzorku  a  aplikace  LVSS  v z‐cele.  Tato  koncentrace  0,5 µg/mL 

(1,77 µM) byla stanovena ve spikované moči tří zdravých  jedinců. Plocha píku 8OHdG (Obr. 

32)  za  daných  podmínek  (Tab.  20.)  je  ještě  dost  velká,  aby  bylo možné  stanovit  i  nižší 

koncentrace. 



Experimentální část 

58 

Tab. 20. Shrnutí podmínek při stanovení 8OHdG v moči. 

Kapilára:  Kapilára se z‐celou 75 µm ID, 80,5 cm celková délka (72,5 cm 
efektivní), křemenná bez vnitřního potahu; 

Kondicionace:  Nová kapilára 5 min MeOH, 20 min (1 M NaOH, voda), 
první/poslední mytí dne 10 min (1 M NaOH, voda), mezi analýzami 

2 min 0,1 M NaOH, 2 min voda, 3 min pufr; Tlak 1000 mbar; 
Separační pufr:  150 mM borát, pH* 9,2 (upraveno 1 M NaOH) 10% ACN (v/v); 
Nástřik:  Hydrodynamický: 50 mba, 6 s nebo LVSS; 
Detekce:  Spektrofotometrická 282 nm; 
Napětí:  ± 25 kV, LVSS; 
CE systém:  Agilent 7100; 
Teplota:  25°C; 

3.6.3.5 Porovnání s ostatními metodami 
V porovnání s již publikovanými CE/UV metodami (Tab. 21.), Kvasnicová [59] dosáhla běžným 

postupem v borátovém pufru  limitu detekce (17 µM) v desetkrát naředěné spikované moči 

při nižší vlnové délce (200 nm). Detekce při nižší vlnové délce  je sice citlivější, nicméně pro 

většinu  analytů  málo  specifická.  Z postupu  publikované  metody  se  dá  usoudit,  že  moč 

musela  být  naředěna,  aby  bylo  možné  přidaný  8OHdG  mezi  ostatními  píky  spolehlivě 

detekovat.  S výsledky  uvedenými  v  publikaci  [60],  kde  bylo  dosaženo  jednoduchým 

způsobem  velmi nízkých detekčních  limitů  (42 nM  8OHdG), naši metodu  srovnávat nelze. 
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V naší  laboratoři  jsme metodu  [60]  zkoušeli  několikrát  neúspěšně  reprodukovat  (hodnoty 

LOD námi zjištěné při použití této metody byly asi o tři řády vyšší). 

Tab. 21. Porovnání podmínek pro CE/UV stanovení 8OHdG v moči. 

  Kvasnicová [59]  Tůma [60]  Naše metoda 

LOD (vodné standardy):  850 nM  34 nM  35 nM 
LOD (moč):  17 µM  42 nM  ‐ 
Vlnová délka detekce:  200 nm  204 nm  282 nm 
Pufr:  10 mM borát 

pH 9,0 
80 mM CHES, 0,1 mM CTAB 

(9 mM LiOH), pH 8,6 
0,15 M borát pH 9,2 

Kapilára:  75 µm ID  75 µm ID  75 µm ID, z‐cela 
Úprava vzorku:  ‐  ‐  HLB 3cc 
Zakoncentrování:  ‐  ‐  LVSS 

3.6.4 Závěr 

CE/UV  stanovení  8OHdG   s použitím  detekční  cely  s prodlouženou  optickou  dráhou 

v kombinaci s on‐line zakoncentrováním vzorku přímo v kapiláře bylo u vodných standardů 

analytu  dosaženo  hodnot  LOD,  které  jsou  blízké  zvýšeným  hladinám  8OHdG  u  zdravých 

jedinců. U  reálných  vzorků moči  však  činila  problém  především  relativně  vysoká  vodivost 

matrice moči. Proto bylo vyvinuto několik extračních postupů, z nichž byl vybrán jeden, který 

měl  přijatelnou  výtěžnost  a  byl  kompatibilní  s technikou  zakoncentrování.  Ani  poté  však 

nebylo dosaženo  takové  citlivosti  jako u  vodných  standardů 8OHdG.  I přes  veškeré úsilí  a 

kombinaci  moderních  přístupů  zvyšování  citlivosti  CE/UV  není  vypracovaná  metoda 

dostatečně citlivá pro stanovení nanomolárních koncentrací 8OHdG v biologickém materiálu. 

Pro  taková  CE  stanovení  je  vhodnější  použít  jiný  způsob  detekce,  například  detekci 

amperometrickou nebo kombinaci CE s MS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Experimentální část 

60 

3.7 Experimentální část 3: Analýza citrusových 
flavonoidů, troxerutinu a kyseliny askorbové 
v potravinových doplňcích a farmaceutických 
přípravcích metodou kapilární zónové 
elektroforézy 

Publikováno  ve  Food  Analytical  Methods  pod  názvem:  ASSAY  OF  CITRUS  FLAVONOIDS, 

TROXERUTIN  AND  ASCORBIC  ACID  IN  NUTRACEUTICALS  AND  PHARMACEUTICALS  BY 

CAPILLARY ZONE ELECTROPHORESIS. 

3.7.1 Cíl 

Cílem této práce bylo vyvinout a validovat kapilárně elektroforetickou metodu pro separaci a 

stanovení  diosminu,  hesperidinu,  kyseliny  askorbové,  rutinu  a  troxerutinu  v léčivých 

připravcích  (Cilkanol,  Detralex,  Ascorutin)  a  potravinových  doplňcích  (HemoStop  ProBio, 

Hemodin Prebio Forte). 

3.7.2 Materiál a metody 

Instrumentace 

Byl  použit  CE  systém  Beckman  Coulter MDQ  (Fullerton,  CA,  USA)  vybavený  detektorem 

s diodovým polem a softwarem 32Karat (verze 5.0), pH pufrů bylo upravováno s využitím pH 

metru PHM  220  (Radiometer, Dánsko)  s PHC2401‐8  kombinovanou  skleněnou  elektrodou, 

která byla kalibrována pufry o pH 4,00 a 10,00 (WTW, Weilheim, Německo). Pro rozpouštění, 

odplynění a homogenizaci vzorků sloužila ultrazvuková lázeň Sonorex RK 31 (Německo). Byly 

použity křemenné vnitřně nepotažené kapiláry o 50 µm ID, celkové délce 31,2 cm (efektivní 

délce 21 cm) zakoupené u C&M Scientific (Shipley, Velká Británie). 

Elektroforetické postupy 

Před prvním použitím byla nová kapilára kondicionována methanolem po dobu 5 minut při 

tlaku 1500 mbar, 1 M  roztokem hydroxidu  sodného 20 minut, 0,1 M  roztokem hydroxidu 

sodného 20 minut a ultra čistou vodou 20 minut. Před první analýzou a po poslední analýze 

byla  kapilára  v daný  den  měření  promyta  1 M  hydroxidem  sodným,  0,1 M  hydroxidem 

sodným  a  vodou  (vždy  10 minut  při  tlaku  1500 mbar). Mezi  jednotlivými  analýzami  byla 

kapilára propláchnuta při tlaku 1000 mbar 0,1 M hydroxidem sodným (2 minuty), vodou (2 

minuty) a separačním pufrem (3 minuty). 

Vzorky byly dávkovány hydrodynamicky tlakem 50 mbar po 6 s. 
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Chemikálie 

Standardy diosminu (DI), kyseliny askorbové (AA) a skořicové (SK), rutinu (RU) a troxerutinu 

(TR) byly zakoupeny od firmy Sigma ‐ Aldrich (St. Luis, MO, USA). Hesperidin (HE) byl získán 

od  firmy  od  Fluka  (Německo).  Ostatní  chemikálie  a  složky  pufrů  jsou  uvedeny  v kapitole 

3.1.2. 

Příprava roztoků standardů, pufrů a vzorku 

Zásobní  roztok  standardů pro optimalizaci metody obsahující HE, DI, RU,  TR, AA  a  vnitřní 

standard  (IS, kyselinu skořicovou) byl připraven navážením každého analytu a  rozpuštěním 

v DMSO na ultrazvukové lázni. Dále byl přidán methanol, roztok byl ochlazen na laboratorní 

teplotu a doplněn vodou po rysku. Výsledná koncentrace analytů v roztoku byla 0,25 mg/mL 

a  poměr  rozpouštědel  40%  DMSO,  45% methanol,  15%  voda.  Po  dobu  optimalizace  byl 

čerstvý roztok připravován každý čtvrtý den. 

Zásobní roztoky analytů byly připraveny každý zvlášť rozpuštěním ve vhodném rozpouštědle 

(Tab. 22.) a zředěním na potřebnou koncentraci. 

Tab. 22. Složení a koncentrace zásobních roztoků analytů. 

Analyt  Rozpouštědlo  Koncentrace 

HE  DMSO  2,5 mg/mL 
DI  DMSO  2,5 mg/mL 
RU  MeOH  2,5 mg/mL 
TR  MeOH  2,5 mg/mL 
AA  Voda  10,0 mg/mL 
IS‐ SK  40% DMSO, 45% MeOH, 15% voda  1,0 mg/mL 

Kalibrační  roztoky  byly  připraveny  ze  zásobních  roztoků  analytů.  Nejdříve  byl  připraven 

koncentrovaný  směsný  roztok: 0,5 mg/mL  (HE, DI, RU, TR) a 1 mg/mL AA, který byl  ředěn 

roztokem  rozpouštědel  (40%  DMSO,  45% MeOH,  15%  voda)  a  zásobním  roztokem  IS  na 

potřebné koncentrace jednotlivých bodů kalibrační přímky. 

Základní elektrolyt byl připraven navážením odpovídajícího množství tetraboritanu sodného, 

jeho rozpuštěním na ultrazvukové  lázni a ochlazením na  laboratorní teplotu. Následně bylo 

přidáno odpovídající množství methanolu a upraveno pH* na příslušnou hodnotu pomocí 0,5 

M roztoku kyseliny borité. Dále pak byl výsledný roztok doplněn v odměrné baňce vodou po 

rysku. 

Preparáty Askorutin  tablety, Cilkanol  tobolky  (výrobce  Zentiva,  Česká Republika), Detralex 

tablety  (výrobce Les Laboratories Servier, Francie), Hemodin Prebio Forte  tablety  (výrobce 

Valosun a.s.,  Česká Republika) HemoStop ProBio  tobolky  (výrobce Simply you  s.r.o.,  Česká 

Republika) byly  zakoupeny  v místní  lékárně  v Hradci Králové.  Tablety  či obsah  tobolek byl 

zvážen, homogenizován a extrahován do DMSO na ultrazvukové  lázni 15 minut. Dle obsahu 

analytů  v přípravcích  byly  roztoky  dále  ředěny  roztokem  IS  a  rozpouštědly  v poměru  40% 

DMSO,  45%  MeOH,  15%  voda,  aby  se  dosáhlo  koncentrací  analytů  v rozsahu  kalibrační 
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křivky.  Všechny  vzorky  před  analýzou  byly  filtrovány  membránovým  filtrem  0,45 µm  a 

odplyněny na ultrazvukové lázni. 

3.7.3 Výsledky a diskuze 

3.7.3.1 Optimalizace 

3.7.3.1.1 Pufr, pH, koncentrace borátu 

S ohledem na charakter analytů (polyfenolické  látky) a jejich schopnosti tvořit komplexy byl 

borátový pufr zkoušen jako jediný základní elektrolyt. 

Vliv  pH  byl  testován  v rozsahu  8,0  až  9,8  (upraveno  kyselinou  boritou  nebo  hydroxidem 

sodným) při koncentraci  tetraboritanu 40 mM. Při pH* 8,0 až 8,5 prakticky nedocházelo k 

separaci analytů. Se zvyšujícím se pH se migrační časy analytů prodlužovaly a píky byly lépe 

odděleny. Při pH* 9,8 byla  již doba analýzy poměrně dlouhá a generovaný proud překročil 

100 µA. Optimální pH* 9,5 bylo stanoveno  jako kompromis mezi rozlišením, tvarem píků a 

celkovou délkou analýzy. 

Vliv  koncentrace  borátu  byl  zkoumán  v rozsahu  20  až  50  mM  při  pH*  9,5.  Změnou 

koncentrace byl nejvíce ovlivněn čas analýzy, který se se stoupající koncentrací prodlužoval, 

a rozlišení, které s vyšší koncentrací stoupalo.  Jako optimální základní elektrolyt byl vybrán 

40 mM borát, zajišťující nejlepší tvar píků a přijatelnou dobu analýzy. 

3.7.3.1.2 Aditiva 

Byl hodnocen vliv organických rozpouštědel methanolu, ethanolu a acetonitrilu. Nižší obsahy 

ethanolu  a  acetonitrilu  neměly  na  rozlišení  píků  podstatný  vliv,  vyšší  obsahy  ethanolu  a 

acetonitrilu (nad 10%) nebylo možné použít kvůli problémům s rozpustností borátu. Při 10% 

přídavku methanolu píky HE a DI nebyly dokonale odděleny, při obsahu 25% methanolu  již 

bylo rozlišení dostatečné. Při obsahu methanolu vyšším než 30% trvala analýza příliš dlouho, 

pík HE byl asymetrický a proud labilní. 

Experimenty s neutrálními CD nebo SDS nepřinesly významné zlepšení separace. 

3.7.3.1.3 Napětí, teplota, nástřik a vlnová délka detekce 

Vliv  velikosti  vloženého napětí byl  studován  v rozmezí 15  ‐ 30 kV. Dle očekávání proběhla 

analýza  nejrychleji  při  30  kV  (6 minut).  Jako  optimální  byla  zvolena  hodnota  25  kV,  kdy 

generovaný proud dosahoval 90 µA a analýza trvala 8 minut. 

Vliv tepoty na separaci byl zkoumán při 15, 20, 25 a 30°C. Při teplotě nad 30°C docházelo k 

deformaci  píku  HE  a  pod  25°C  probíhala  analýza  příliš  pomalu;  teplota  25°C  byla  proto 

vybrána jako optimální. 

Většina analytů vykazovala absorbční maximum při vlnových délkách kolem 200 nm. V této 

oblasti  se  také  nachází  absorbční  maximum  DMSO,  který  byl  používán  jako  jedno 
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z rozpouštědel  při  zpracování  vzorků.  Při  vlnové  délce  200  nm  intenzivní  pík  DMSO 

komigroval  s píkem  troxerutinu.  Pro  stanovení  analytů  byla  proto  vybrána  vlnová  délka 

280 nm, kde absorbují všechny studované analyty a DMSO zde neabsorbuje. 

Tab.  23.  Shrnutí  podmínek  pro  separaci  citrusových  flavonoidů,  troxerutinu  a  kyseliny 
askorbové. 

Kapilára:  50 µm vnitřní průměr, 31,2 cm celková délka (21 cm efektivní), 
křemenná bez vnitřního potahu; 

Kondicionace:  Nová kapilára 5 min MeOH, 20 min (1 M NaOH, voda), první/poslední 
mytí dne 10 min (1 M NaOH, 0,1 M NaOH, voda) tlak 1500 mbar, mezi 

analýzami 2 min 0,1 M NaOH, 2 min voda a 3 min pufr tlakem 
1000 mbar; 

Separační pufr:  40 mM tetraboritan sodný o pH* 9,5 (upraveno kyselinou boritou) 
s obsahem 10 % MeOH (v/v); 

Nástřik:  Hydrodynamický: 50 mbar, 6 s; 
Detekce:  Spektrofotometrická 280 nm; 
Napětí, proud:  + 25kV, 90 µA; 
CE systém:  Beckman Coulter MDQ; 
Teplota:  25°C; 
Vnitřní standard:  Kyselina skořicová o koncentraci 0,1 mg/mL. 

 

 

Obr. 33 Separace analytů za optimálních podmínek: pufr 40 mM tetraboritan sodný o 
pH* 9,5 (upraveno kyselinou boritou) obsahující 10 % MeOH (v/v), napětí 25 kV; teplota 

25°C; vlnová délka 280 nm; nástřik 50 mbar 6 s 

3.7.3.2 Validace 
Metoda byla validována dle ICH norem [115] a byla hodnocena linearita, limity kvantifikace a 

detekce, správnost a přesnost  (opakovatelnost a  intermediární přesnost migračních  časů a 

korigovaných ploch píků). 
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Linearita 

Linearita metody byla ověřena změřením šestibodové kalibrační křivky (každý bod po třech 

nástřicích)  v daném  rozsahu  (Tab.  24.).  Kalibrační  přímka  byla  vyhodnocena  metodou 

lineární  regrese  v programu MS  Excel  jako  závislost  průměrů  korigovaných  ploch  analytů 

vnitřním  standardem  (plocha  analytu  korigovaná  migračním  časem  daného  analytu 

v poměru k ploše vnitřního standardu korigované migračním časem vnitřního standardu) na 

koncentraci analytu. 

Z výsledků uvedených v  (Tab. 23.) vyplývá,  že v daném  rozsahu  je metoda  lineární o  čemž 

svědčí i odpovídající korelační koeficienty. 

Tab. 24. Lineární data a limity. 

Analyt  Rozsah 
[mg/mL] 

Rovnice přímky  Korelační 
koeficient 

LOQ 
[mg/mL] 

LOD 
[mg/mL] 

TR  0,05‐0,5  y=4,2506x–0,0316  0,9997  0,05  0,02 
HE  0,05‐0,5  y=6,8836x–0,0378  0,9996  0,05  0,02 
DI  0,05‐0,5  y=5,9244x+0,0099  0,9998  0,04  0,01 
RU  0,05‐0,5  y=6,1827x+0,0024  0,9995  0,06  0,02 
AA  0,1‐1,0  y=9,6831x–0,4375  0,9994  0,13  0,04 

Limity kvantifikace (LOQ) a detekce (LOD) 

Limity byly vypočítány jako poměr signálu k šumu (14), kdy pro LOD platilo S/N=3 a pro LOQ 

S/N=10.  Dle  Tab.  24.  citlivost  metody  byla  dostačující  pro  analýzu  léčivých  přípravků  a 

potravinových doplňků. 

Přesnost 

Přesnost migračních časů (tm) a korigovaných ploch píků (KP) byla prověřena šesti měřeními 

na jedné koncentrační úrovni (0,15 mg/mL HE, DI, RU, TR a 0,3 mg/mL AA) v rámci jednoho 

dne  (opakovatelnost;  n=6)  a  v rámci  třech  po  sobě  jsoucích  dnů  (intermediární  přesnost; 

n=18). Opakovatelnost a intermediární přesnost byla vyhodnocena jako relativní směrodatná 

odchylka  (%,  RSD)  průměrných  hodnot migračních  časů  či  korigovaných  ploch.  Výsledky 

uvedené v Tab. 25. vykazují přijatelnou opakovatelnost a intermediární přesnost migračních 

časů a korigovaných ploch, neboť hodnoty RSD nepřekročily 5%. 

Tab. 25. Opakovatelnost a intermediární přesnost. 

Analyt  Opakovatelnost 
tm / KP (RSD %; n=6) 

Intermediární přesnost 
tm / KP (RSD %; n=18) 

TR  1,27 / 1,65  2,03 / 1,28 
HE  1,08 / 0,72  2,36 / 0,75 
DI  0,99 / 0,94  1,89 / 2,63 
RU  1,54 / 1,49  3,56 / 1,07 
AA  1,02  / 2,17  1,95 / 2,43 

tm – migrační čas 
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KP – průměr poměrů korigovaných ploch analytu a vnitřního standardu. 

3.7.3.3 Analýza vzorků a správnost 
Správnost metody byla ověřena metodou analýzy reálného vzorku s přídavkem standardu na 

jedné koncentrační úrovni a vyjádřena  jako %  recovery a  jejich RSD  (n=6). Výsledky všech 

hodnot recovery se nacházejí v intervalu 100 ± 5% (kromě HE v Hemostopu ProBio) s RSD ≤ 

5% (Tab. 26.). 

Vzorky jednotlivých přípravků byly analyzovány šestkrát. Obsah analytů v tabletě/tobolce byl 

vyjádřen jako procento obsahu nalezeného v porovnání s obsahem deklarovaným výrobcem. 

Obsah analytů v přípravcích korespondoval s hodnotami uvedenými výrobcem, žádný obsah 

analytu nebyl zjištěn nižší než 95% deklarované hodnoty.  Jednotlivé elektroferogramy  jsou 

znázorněny na Obr. 34. 

Tab. 26. Správnost a výsledky analýzy farmaceutických přípravků a potravinových doplňků. 

  Deklarovaný obsah 
[mg]a 

Zjištěný obsahb 
[%] RSD %; n=6) 

Přidánoc

[μg/mL] 
Nalezeno d 

[μg/mL] 
Recovery [%] e 
(RSD %; n=6) 

Ascorutin tablety 
RU  20  96,34 (0,57)  150,9  148,7  98,5 (0,60) 
AA  100  98,95 (2,36)  780,5  771,6  98,9 (1,75) 
Cilkanol tobolky 
TR  300  97,63 (2,74)  203,0  195,2  96,2 (1,58) 
Detralex tablety 
DI  450  99,59 (2,80)  361,0  344,8  95,5 (4,29) 
HE  50  95,79 (0,81)  356,2  353,0  99,1 (0,11) 
Hemodin Prebio Forte tablety 
DI  225  98,56 (2,92)  330,6  318,8  96,5 (3,25) 
HE  75  97,09 (4,44)  406,7  408,3  99,6 (1,48) 
RU  40  96,45 (1,13)  251,9  251,3  99,8 (4,69) 
AA  20  99,71 (2,32)  129,3  126,9  98,1 (4,06) 
Hemostop ProBio tobolky 
DI  405  98,77 (3,12)  298,5  285,5  95,6 (1,15) 
HE  45  98,10 (3,86)  322,7  312,8  97,0 (6,09) 
RU  20  97,77 (1,01)  148,3  144,2  97,3 (0,45) 
AA  107  101,60 (1,78)  765,1  739,0  96,6 (1,17) 
a Deklarovaný obsah účinné látky v jedné tabletě/tobolce; 

b Zjištěná hodnota vzhledem k deklarovanému obsahu (%); 

c přidáno standardu [μg/mL]; 

d nalezeno přidaného standardu [μg/mL]; 

e Procenta nalezeno /přidáno. 
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Obr. 34 Elektroferogramy léčivých přípravků a potravinových doplňků. Podmínky separace: 
pufr 40 mM tetraboritan sodný o pH* 9,5 (upraveno kyselinou boritou) a 10 % MeOH (v/v); 

napětí 25 kV; teplota 25°C; vlnová délka 280 nm; nástřik 50 mbar 6 s. 

3.7.4 Závěr 

V této  práci  byla  vyvinuta  elektroforetická metoda  pro  separaci,  stanovení  a  kvantifikaci 

antioxidantů  diosminu,  hesperidinu,  troxerutinu,  rutinu  a  kyseliny  askorbové  v léčivých 

přípravcích (Askorutin, Cilkanol, Detralex) a potravinových doplňcích (Hemodin PreBio Forte, 

HemoStop  Probio)  používaných  při  terapii  žilních  problémů,  jako  jsou  varixy  nebo 

hemeroidy.  Metoda  vykazovala  dobrou  linearitu,  opakovatelnost  migračních  časů  a 

korigovaných ploch,  správnost a  intermediární přesnost. Výsledky analýzy vzorků potvrdily 

shodu mezi naměřenými hodnotami a hodnotami deklarovanými výrobcem. 
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3.8 Experimentální část 4: Studium separace 
flavonoidů a fenolických kyselin s využitím 
tvorby komplexů s kovovými ionty a on‐line 
zakoncentrováním analytů 

Dosud nepublikováno 

3.8.1 Cíl 

Cílem  této  práce  bylo  aplikovat  metodu  zakoncentrování  z velkého  objemu  vzorku  na 

separaci  modelové  směsi  polyfenolů  (apigenin,  hyperosid,  kvercetin,  luteolin,  rutin)  a 

fenolických kyselin (chlorogenová, para‐kumarová a skořicová) za použití pufru obsahujícího 

wolfaramanové  ionty  jako  komplexotvorné  reagens  a  následně  porovnat  tuto metodu  se 

současně vyvinutou stackingovou metodou založenou na využití borátového pufru, kde jako 

komplexotvorné reagens vystupuje boritan. 

3.8.2 Materiál a metody 

Instrumentace 

Všechny  separace  probíhaly  na  CE  systému  Beckman  Coulter MDQ  (Fullerton,  CA,  USA) 

vybaveném  detektorem  s diodovým  polem  a  software  32Karat  (verze  5.0),  pH  pufrů  bylo 

upravováno  s využitím  pH  metru  PHM  220  (Radiometer,  Dánsko)  s  PHC2401‐8 

kombinovanou skleněnou elektrodou, která byla kalibrována pufry o pH 4,00 a 10,00 (WTW, 

Weilheim, Německo). Před analýzou byly všechny  roztoky odplyněny na ultrazvukové  lázni 

Sonorex RK 31 (Německo). Byly použity křemenné vnitřně nepotažené kapiláry o 75 µm  ID, 

celkové délce 60,2  cm  (efektivní délka 50  cm)  zakoupené u C&M Scientific  (Shipley, Velká 

Británie). 

Elektroforetické postupy 

Před prvním použitím byla nová kapilára kondicionována methanolem po dobu 5 minut při 

tlaku 2000 mbar, 1 M roztokem hydroxidu sodného  (30 minut) a vodou  (30 minut). Denně 

před prvním a po posledním použití byla kapilára promyta 1 M roztokem hydroxidu sodného 

a  vodou  (2  x  10 minut). Mezi  jednotlivými  analýzami  byla  kapilára  propláchnuta  0,1 M 

roztokem hydroxidu sodného (2 minuty), vodou (2 minuty) a separačním pufrem (3 minuty). 

Dávkování  vzorku bylo hydrodynamické, běžně při  tlaku 50 mbar po dobu  6  s; dávkování 

velkého objemu vzorku bylo provedeno při tlaku 150 mbar po dobu 99 s. 
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Chemikálie 

Apigenin (API), kvercetin (Q), kyselina chlorogenová(CHLG), para‐kumarová (p‐KU), skořicová 

(SK), sorbová kyselina (IS) a rutin (RU) byly zakoupeny od firmy Aldrich (St. Luis, MO, USA); 

luteolin  (LU)  od  firmy  Fluka  (Buchs,  Švýcarsko);  hyperosid  (HY)  od  firmy  Roth  (Karlsruhe, 

Německo). Ostatní chemikálie a složky pufrů jsou uvedeny v kapitole 3.1.2. 

Příprava roztoků standardů, pufrů a vzorku 

Zásobní roztoky standardů o koncentraci 0,3 mg/mL každého analytu (API, HY,CHLG, LU, p‐

KU,  Q,  RU,  SK)  byly  připraveny  v methanolu.  Roztok  vnitřního  standardu  (IS,  kyselina 

sorbová) o koncentraci 0,3 mg/mL byl připraven ve vodě. 

Pro  optimalizaci metod  bez  zakoncentrování  byl  ze  zásobních  roztoků  připraven  směsný 

roztok o koncentraci 7,5 µg/mL (API, HY, CHLG, LU, Q, RU) a 0,75 µg/mL (p‐KU, SK) tak, aby 

výsledný  roztok  obsahoval  25% methanolu.  Při  zakoncentrování  byly  koncentrace  analytů 

0,75  µg/mL  (API, HY,  CHLG,  LU, Q,  RU)  a  0,075  µg/ml  (p‐KU,  SK)  a  směsný  roztok  taktéž 

obsahoval 25% methanolu. 

Kalibrační  roztoky  byly  připraveny  ředěním  zásobních  roztoků  vodným  25% methanolem 

v rozmezí  koncentrací  0,5  –  3,0  µg/mL  (API,  HY,CHLG,  LU,  p‐KU,  Q,  RU,  SK)  a  0,075  – 

3,0 µg/mL (p‐KU, SK). Koncentrace IS v kalibračních roztocích byla vždy 1,0 µg/mL. 

Byly  připraveny  dva  základní  elektrolyty.  Příprava  borátového  pufru  spočívala  v  navážení 

potřebného  množství  kyseliny  borité,  jejím  rozpuštění  ve  vodě  na  ultrazvukové  lázni, 

ochlazení  na  laboratorní  teplotu,  přidání  příslušného  množství  methanolu  a  úpravě 

požadovaného pH* přídavkem 1 M  roztoku hydroxidu  sodného. Příprava pufru  s obsahem 

wolframanu představovala  navážení vypočítaného množství HEPES, jeho rozpuštění ve 25 % 

vodném roztoku methanolu a v přidání zásobního vodného roztoku wolframanu sodného o 

příslušné koncentraci. pH* bylo upraveno roztokem 0,2 M Tris na požadovanou hodnotu. 

Všechny roztoky a pufry byly před analýzou odplyněny na ultrazvukové lázni. Separační pufry 

byly filtrovány přes nylonové membránové filtry (0,45 µm). 

3.8.3 Výsledky a diskuze 

3.8.3.1 Optimalizace metody s wolframanem 
Základ metody  založené na použití wolframanu  jako komplexotvorného  činidla byl převzat 

z dřívější  práce  publikované  na  našem  pracovišti  [16].  Pro  zavedení  zakoncentrování 

z velkého objemu vzorku s obrácením polarity bylo třeba nejdříve optimalizovat tlak a dobu 

nástřiku (100 ‐ 200 mbar po dobu 99 s), následně pak separační napětí a to jak v kladném tak 

i  v záporném  módu  (±  15  ‐  30 kV).  Určení  času  přepnutí  bylo  prováděno  sledováním 

proudového záznamu. Po zavedení stackingu byl sledován vliv koncentrace wolframanu na 

separaci v rozmezí 0,0 – 15,0 mM, pH* elektrolytu v rozmezí 7,0 ‐ 8,0 a přídavek methanolu 
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0 – 30% (v/v) v pufru. Optimální podmínky, které byly nalezeny pro techniku stackingu byly 

podobné jako v naší dřívější práci [16] (Tab. 27.). Elektroferogram separace směsi flavonoidů 

a fenolických kyselin za optimálních podmínek je uveden na Obr. 35. 

Tab.  27.  Optimální  podmínky  metody  se  zakoncentrováním  při  použití  wolframanového 
pufru. 

Kapilára:  75 µm vnitřní průměr, 60,2 cm celková délka (50 cm efektivní délka), 
křemenná bez vnitřního potahu; 

Kondicionace:  Nová kapilára: 5 min MeOH, 30 min 1 M NaOH a vodou. Denně před a 
po použití 10 min 1 M NaOH a vodou. Mezi analýzami 2 min 0,1 M 

NaOH, 2 min vodou a 3 min pufrem; Tlak 2000 mbar; 
Separační pufr:  50mM N‐(2‐hydroxyetyl)‐piperazin‐2‐(2‐ethansulfonová kyselina) 

(HEPES), pH* 7,4 (Tris), 2,4 mM wolframan sodný, 25% MeOH (v/v); 
Nástřik:  Hydrodynamický běžný 50 mbar 6 s, LVSS 150 mbar 99 s; 
Detekce:  Spektrofotometrická 275 nm; 
Napětí, proud:  ± 25 kV LVSS/ 60 µA; 
CE systém:  Beckman Coulter MDQ; 
Teplota:  25°C; 
Vnitřní standard:  Kyselina sorbová o koncentraci 1 µg/mL. 
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Obr. 35 Separace modelové směsi analytů bez zakoncentrování a se zakoncentrováním v 
pufru s přídavkem wolframanu. Podmínky: 50 mM HEPES, pH* 7,4 (Tris), 2,4 mM wolframan 

sodný, 25% MeOH (v/v), 25 kV, 25°C, vlnová délka 275 nm. Koncentrace analytů bez 
zakoncentrování: 7,5 µg/mL (API, HY, CHLG, LU, Q, RU) a 0,75 µg/mL (p‐KU, SK) se 
zakoncentrováním: 0,75 µg/mL (API, HY, CHLG, LU, Q, RU) a 0,075 µg/ml (p‐KU, SK). 

3.8.3.2 Optimalizace metody s borátovým pufrem 
Metoda  založená  na  použití  borátu  taktéž  vycházela  z již  dříve  publikované  práce  našeho 

pracoviště [116]. Při technice zakoncentrování z velkého objemu vzorku s přepnutím polarity 

byl  optimalizován  přídavek  organického  rozpouštědla  methanolu  (0  ‐  30%)  a  dávkování 

vzorku  (100  ‐  200 mbar  po  dobu  99  s). Optimální  podmínky metody  založené  na  použití 

borátového pufru jsou shrnuty v Tab. 28., elektroferogram separace za daných podmínek je 

uveden na Obr. 36. 

Tab. 28. Podmínky metody se zakoncentrováním při použití borátového pufru. 

Kapilára:  75 µm vnitřní průměr, 60,2 cm celková délka (50 cm efektivní délka), 
křemenná bez vnitřního potahu; 

Kondicionace:  Nová kapilára: 5 min MeOH, 30 min 1 M NaOH a vodou. Denně před a 
po použití 10 min 1 M NaOH a vodou. Mezi analýzami 2 min 0,1 M 

NaOH, 2 min vodou a 3 min pufrem; Tlak 2000 mbar; 
Separační pufr:  50mM kyselina boritá, pH*9 (upraveno 1 M NaOH), 10% MeOH (v/v); 
Nástřik:  Hydrodynamický běžný 50 mbar 6 s, LVSS 150 mba, 99 s; 
Detekce:  Spektrofotometrická 275 nm;  
Napětí, proud, polarita:  ± 25 kV LVSS/ 60 µA; 
CE systém:  Beckman Coulter MDQ; 
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Teplota:  25°C; 

 

Obr. 36 Separace modelové směsi analytů bez zakoncentrování a se zakoncentrováním 
v borátovém pufru. Podmínky: 50 mM kyselina boritá, pH*9 (1 M NaOH), 10% MeOH (v/v), 
25 kV, 25°C, vlnová délka 275 nm. Koncentrace analytů bez zakoncentrování: 7,5 µg/mL (API, 
HY, CHLG, LU, Q, RU) a 0,75 µg/mL (p‐KU, SK) se zakoncentrováním: 0,75 µg/mL (API, HY, 

CHLG, LU, Q, RU) a 0,075 µg/ml (p‐KU, SK) 

3.8.3.3 Validace 
Metoda  s wolframanem  v kombinaci  s LVSS  byla  částečně  validována.  Byla  testována 

linearita  v daném  rozsahu,  opakovatelnost,  intermediární  přesnost,  limity  kvantifikace  a 

detekce. Kalibrační křivky  jednotlivých analytů se skládaly ze šesti bodů, z čehož  jeden bod 

byl vypočítán jako průměr výsledků ze tří měření. Parametry kalibračních křivek jsou shrnuty 

v  Tab.  29.  Limit  kvantifikace  a  detekce  byl  vypočítán  jako  poměr  signálu  k šumu  (14)  a 

následně experimentálně ověřen nástřikem vypočítané koncentrace. V rozsahu zkoumaných 

koncentrací  metoda  vykazuje  jen  průměrnou  linearitu  s korelačními  koeficienty  0,99. 
Vysoké citlivosti bylo dosaženo především pro kyselinu para‐kumarovou a skořicovou. 

Tab. 29. Kalibrační parametry a limity detekce a kvantifikace. 

  Rozsah 
[μg/ml] 

Rovnice přímky  Korelační 
koeficient 

LOD 
[μg/ml] 

LOQ 
[μg/ml] 

API  0,5 – 3,0  y = 0,1841x ‐ 0,059  0,9994  0,05  0,12 
RU  0,5 – 3,0  y = 0,0117x + 0,001  0,9977  0,15  0,5 
HY  0,5 – 3,0  y = 0,0589x + 0,0038  0,9948  0,09  0,3 
Q  0,5 – 3,0  y = 0,0175x + 0,0012  0,9957  0,15  0,5 
LU  0,5 – 3,0  y = 0,0774x + 0,05  0,9956  0,05  0,17 
p‐KU  0,075 ‐ 3,0  y = 0,0828x ‐ 0,0125  0,9934  0,01  0,031 
CHLG  0,5 – 3,0  y = 0,0372x + 0,0039  0,9938  0,05  0,15 
SK  0,075 ‐ 3,0  y = 0,18x ‐ 0,0035  0,9966  0,008  0,025 
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Opakovatelnost ploch píků a  intermediární přesnost byly hodnoceny na  jedné koncentrační 

úrovni  0,75  µg/mL  (pro  API,  HY,  CHLG,  LU,  Q,  RU)  a  0,075  µg/ml  (pro  p‐KU,  SK). 

Opakovatelnost byla hodnocena  z šesti nástřiků  roztoků  standardů,  intermediární přesnost 

z hodnot šesti nástřiků provedených ve třech po sobě následujících dnech. Zakoncentrování 

obecně nemělo dobrý vliv na opakovatelnost, většina hodnot opakovatelnosti plochy píků se 

nachází za hranicí 5% RSD (Tab. 30.). 

Tab. 30. Opakovatelnost a intermediární přesnost. 

 
API  RU  HY  Q  LU  p‐KU  CHLG  SK 

Opakovatelnost 
plochy píků: 
RSD [%]; (n=6)  

13,11  23,39  10,44  14,34  10,02  2,75  8,41  2,21 

Intermediární 
přesnost ploch 
píků: RSD [%]; 
(n=18)  

22,82  20,43  23,91  23,5  22,36  9,65  13,12  9,52 

3.8.3.4 Aplikace na reálné vzorky 
Metoda  byla  aplikována  na  analýzu  propolisu  (kapky  i  surový  produkt)  a  čajů  (heřmánek, 

lípa, zelený a černý čaj). Přestože některé analyty bylo možné  identifikovat spikováním, vliv 

matrice  na  zakoncentrování  byl  značný  a  záznamy  nebyly  dostatečně  přehledné.  Jako 

východisko se nabízí přečištění vzorku vhodnou extrakční metodou. 

3.8.3.5 Porovnání zakoncentrování v pufru s borátem a 

wolframanem 
Výsledky  obou metod  za  optimálních  separačních  podmínek  aplikovaných  na modelovou 

směs standardů o koncentraci analytů se zakoncentrováním (0,75 µg/mL API, HY, CHLG, LU, 

Q, RU a 0,075 µg/ml p‐KU, SK) a bez zakoncentrování (7,5 µg/mL API, HY, CHLG, LU, Q, RU a 

0,75 µg/mL p‐KU, SK) byly porovnány. Výsledné hodnoty faktorů zakoncentrování v Tab. 31. 

udávají  poměr  průměru  ploch  píků  ze  šesti  nástřiků  se zakoncentrováním  a  bez 

zakoncentrování v jednom separačním pufru pro každý analyt (16). 

࢛࢚࢟࢒ࢇ࢔ࢇ	í࢔á࢜࢕࢚࢘࢔ࢋࢉ࢔࢕࢑ࢇࢠ	࢘࢕࢑࢚ࢇࡲ ൌ ୀ૟ሻ࢔ሺ	ࡿࡿࢂࡸ	࢙	࢛࢚࢟࢒ࢇ࢔ࢇ	í࢑ů࢖	ࢎࢉ࢕࢒࢖	ě࢘࢓ů࢘࢖

ୀ૟ሻ࢔ሺ	ࡿࡿࢂࡸ	ࢠࢋ࢈	࢛࢚࢟࢒ࢇ࢔ࢇ	í࢑ů࢖	ࢎࢉ࢕࢒࢖	ě࢘࢓ů࢘࢖
						(16) 

Výsledky   získané  při  použití  borátového  pufru  ukazují  u  všech  analytů  podobné  faktory 

zakoncentrování pohybující  se kolem  třiceti. Metoda  s LVSS  za daných podmínek  separace 

v borátovém  pufru  je  přibližně  300  krát  citlivější  než  běžná metoda  ve stejném pufru  bez 

zakoncentrování.  Při  použití  HEPES  pufru  s přídavkem  wolframanu  se  faktory 

zakoncentrování u  jednotlivých analytů značně liší (Tab. 31.). K nejvyššímu zakoncentrování 

dochází u  kyseliny  skořicové a para‐kumarové,  kde  se  citlivost detekce  zakoncentrováním 

zvýší až 2000 krát, pro kyselinu chlorogenovou,  luteolin a apigenin vychází zvýšení citlivosti 
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přibližně  500  násobné.  K  nejnižšímu  zakoncentrování  dochází  u  hyperosidu,  rutinu  a 

kvercetinu, kde se citlivost zvýší přibližně 250 krát. 

Tab. 31. Faktory zakoncentrování analytů pro borátový pufr a HEPES pufr s wolframanem. 

Analyt  Borátový pufr 
HEPES pufr s 
wolframanem 

API  35  57 

RU  32  26 

HY  30  22 

Q  29  31 

LU  39  52 

p‐KU  29  177 

CHLG  22  45 

SK  28  222 

3.8.4 Závěr 

Byly optimalizovány dvě metody se zakoncentrováním založené na použití borátového pufru 

(s borátem  jako komplexačním  činidlem) a pufru obsahujícím wolframan  jako komplexační 

činidlo  pro  separaci modelové  směsi  flavonoidů  a  fenolických  kyselin.  Obě metody  byly 

porovnány  s  metodou  bez  zakoncentrování,  aby  se  zjistil  vliv  komplexačního  činidla  na 

stupeň  zakoncentrování.  V metodě  používající  borátový  pufr  došlo  k  přibližně  stejnému 

zvýšení citlivosti při užití stackingu pro všechny analyty. V metodě využívající wolframan jako 

komplexačního činidla se po aplikaci stackingu analyty zakoncentrovaly rozdílně. 
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4 Závěr 
V rámci  mé  dizertační  práce  „Vývoj  kapilárně  elektroforetických  metod  pro  analýzu 

bilologicky  aktivních  látek  s využitím  tvorby  komplexních  sloučenin“  bylo  vypracováno  a 

publikováno  review  zabývající  se  využitím  anorganických  iontů  jako  komplexotvorných 

činidel pro zvyšování selektivity elektroforetických separací a dále byly vyvinuty čtyři metody 

s využitím  spektrofotometrické  detekce  pro  separaci  látek  z oblasti  forenzní  (stanovení 

izomerů CPP v konfiskovaných tabletách), klinické (stanovení 8OHdG v moči), farmaceutické 

analýzy  (stanovení  citrusových  flavonoidů,  troxerutinu  a  kyseliny  askorbové  v léčivých 

přípravcích  a  potravinových  doplňcích)  a  studie  separace  směsi  flavonoidů  a  fenolických 

kyselin  v prostředí  borátového  a  wolframanového  komplexačního  činidla  s  on‐line 

zakoncentrováním  z velkého  objemu  vzorku  s obrácením  polarity.  Navržené metody  byly 

plně  či  částečně  validovány  a  z větší  části  aplikovány  na  analýzu  reálných  vzorků 

(konfiskované tablety,  lečivé přípravky/potravinové doplňky, moč). V rámci disertační práce 

byl  také  řešen  problém  zvyšování  citlivosti  spektrofotometrické  detekce  pomocí  cel 

s prodlouženou optickou dráhou v kombinaci se zakoncentrováním vzorku přímo v kapiláře a 

vhodnou úpravou biologického vzorku k analýze (stanovení 8OHdG v moči). 
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urine coupled with capillary electrophoresis"; 9th  International  Interdisciplinary Meeting on 
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