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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Mgr. Jitka Siroka

Skolitel: Doc. RNDr. Miroslav Poldsek, CSc.

Nazev dizertaéni prace: ,VYVOJ KAPILARNE ELEKTROFORETICKYCH METOD PRO ANALYZU
BILOLOGICKY AKTIVNICH LATEK S VYUZITIM TVORBY KOMPLEXNICH SLOUCENIN“

Dizertacni prace se zabyva vyvojem kapilarné elektroforetickych metod pro stanoveni
biologicky aktivnich Iatek z oblasti forenznich, klinickych a farmaceutickych analyz za pomoci
spektrofotometrické detekce.

Uvodni ¢ast obsahuje teoretické pozadi k jednotlivym experimentalnim ¢astem. Nejdfive se
vénuje zdakladnim aspektiim kapildrni elektroforézy, ddle pak problematice zvySovani
selektivity a citlivosti v kapilarni elektroforéze, zavérem predstavuje jednotlivé analyty.

Prvni experimentdlni ¢ast tvofi stanoveni izomer(l chlorofenylpiperazinu (ortho, meta, para)
v konfiskovanych tabletdch za pomoci cyklodextrinu jako selektoru v kyselém prostiedi
fosfatového pufru.

Druhd experimentalni ¢ast se vénuje stanoveni biomarkeru oxida¢niho poskozeni DNA 8-
hydroxy-2’-deoxyguanosinu vmoci s vyuZitim tvorby komplexti sboratem vcetné
predseparacni Upravy vzorku a on-line zakoncentrovani v cele s prodlouzenou optickou
drahou.

Treti experimentdlni ¢ast se zabyva stanovenim citrusovych flavonoidl (hesperidin, diosmin,
rutin), troxerutinu a kyseliny askorbové v léCivych pfipravcich a potravinovych doplricich s
vyuzitim komplexotvorného boratového pufru jako zakladniho elektrolytu.

Ve Ctvrté Casti je studovan vliv pfitomnosti komplexacnich cinidel wolframanu a boratu na
stupen zakoncentrovani pomoci nastfiku dlouhé zény vzorku s obracenim polarity na
modelové smési flavonoidl (apigenin, rutin, hyperosid, kvercetin, luteolin) a fenolickych
kyselin (chlorogenova, para-kumarova, skoficova kyselina).



Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Deparatment of Analytical Chemistry

Candidate: Mgr. Jitka Siroka

Supervisor: Doc. RNDr. Miroslav Polasek, 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).



Seznam zkratek

80OHdG 8-hydroxy-2’-deoxyguanosin

A Amfetamin

AA Kyselina askorbova (Ascorbic acid)

AD Amperometricka detekce

API Apigenin

As Asymetrie piku

BGE Zakladni elektrolyt (Background electrolyte)

CD Cyklodextrin

CE Kapilarni elektroforéza (Capillary electrophoresis)

CMC Kriticka micelarni koncentrace (Critical micellar concentration)

CZE Kapilarni zonova elektroforéza (Capillary zone electrophoresis)

CL Cesky lékopis

CTAB Hexadecyltrimethylamoniumbromid

DAD Detekce pomoci diodového pole (Diode array detection)

DAPPI Desorpcni fotoionozace za atmosférického tlaku (Desorption atmospheric
pressure photoionization)

DI Diosmin

DM-B-CD Dimetyl-B-cyklodextrin

DMSO Dimetylsulfoxid

DNA Deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucleic acid)

ECD Elektrochemicka detekce

EME Elektromembranova extrakce (Elektromembrane extraction)

EOF Elektroosmoticky tok (Electroosmotic flow)

EK Elektrokineticky nastrik vzorku

EtOH Etanol

FASS Zakoncentrovani pomoci zesileného pole (Field amplyfied sample stacking)

FDA Urad pro léky a potraviny (Food and Drug Administration)

GC Plynova chromatografie (Gas chromatography)

GLC Plynova chromatografie s kapalnou stacionarni fazi (Gas liquid
chromatography)

HD Hydrodynamicky nastfik vzorku

HE Hesperidin

HLB Hydrofilné-lipofilni sorbent (Hydrophilic-lipophilic-balanced reversed-phase
sorbent)

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie (High performance liquid
chromatography)

HP-B-CD Hydroxypropyl-B-cyklodextrin

HY Hyperosid

CHES N-Cyklohexyl-2-aminoetanesulfonova kyselina

CHLG Chlorogenova kyselina

ICH International Conference on Harmonization of Technological Requirments
for registration of Pharmaceutical for Human Use

ID Vnitfni prmér (Inner diameter)

IS Vnitini standard (Internal standard)

LC Kapalinovd chromatografie (Liquid chromatography)



LE Vedouci elektrolyt (Leading electrolyte)

LE-CE Ligand exchange capillary electrophoresis

LLE Extrakce kapalnou fazi (Liquid liquid extraction)

LOD Limit detekce (Limit of detection)

LoQ Limit kvantifikace (Limit of quantification)

LU Luteolin

LVSS Zakoncentrovani z velkého objemu vzorku s obracenim 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 Micelarni elektrokinetickd chromatografie

MeOH Methanol

MIP Molekularné vtisténé polymery (Molecular imprinted polymers)

MS Hmotnostni spektrometrie (Mass spectrometry)

M-B-CD Metyl-B-cyklodextrin

N Pocet teoretickych pater (Number of theoretical plates)

NMR Nuklearni magnetickd rezonance

NPD Dusiko-fosforovy detektor

oCPP orto-chlorofenylpiperazin

pCPP para-chlorofenylpiperazin

pH* pH ve smiSeném vodné-organickém prostredi

p-KU para- kumarova kyselina

Q Kvercetin (Quercetin)

R Korelaéni koeficient

Rs Rozliseni (Resolution)

RSD Relativni smérodatna odchylka (Relative standart deviation)

RU Rutin

s Smérodatna odchylka

SR Rezidualni odchylka

SDS Sodium dodecyl sulfat

SK Skoficova kyselina

SPE Extrakce na tuhé fazi (Solid phase extraction)

SPME Mikroextrakce na tuhé fazi (Solid phase microextraction)

SST Test vhodnosti systému (System suitability testing)

TE Koncovy elektrolyt

tITP Pfechodna isotachoforéza (Transient isotachophoresis)

TR Troxerutin

TTAB Tetradecyltrimetylamonium bromid

usp Americky lékopis (United States Pharmacopeia)

uv Ultra fialové zareni (Ultraviolet)
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Cil prace

V4 V4
1  Cil prace
Cilem mé prace byl vyvoj kapilarné elektroforetickych metod pro separaci a stanoveni
biologicky aktivnich analytd z rGznych oblasti zajmu (forenzni, klinické, farmaceutické) s

vyuzitim tvorby komplex( s boratem, kovovymi ionty ¢i cyklodextriny, jejich validace a

aplikace k analyze realnych vzorka.
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Teoreticka cast

2 Teoreticka cast

2.1 Kapilarni elektroforéza
2.1.1 Historie

V prabéhu 19. stoleti doslo k nékolika zasadnim pokuslm a snaham o formulovani zakonu
tykajicich se elektroforézy (Kohlrausch, Helmholtz). V roce 1937 svédsky chemik Tiselius na
zakladé separace protein( v séru popsal princip elektroforézy, v nasledujicich letech sestrojil
prvni elektroforeticky pristroj. Vyvoj pokracoval dale od elektroforézy ve volném roztoku
k elektroforéze v trubicovém provedeni (sklenéné, teflonové trubice). Od 80. let se
experimenty zacinaji provadét v uzkych kfemennych kapildrach o prdméru 25 — 100 um, diky
¢emuz se vyrazné zlepSuje ucinnost separaci. Vroce 1989 byl uveden na trh prvni plné
automaticky kapilarné elektroforeticky systém (P/ACE ™ 2000 Beckman Instruments).[1, 2]

2.1.2 Charakteristika

Kapilarni elektroforéza (CE) je separacni elektromigracni metoda zalozend na pohybu
nabitych ¢astic v elektrickém poli. V soucasnosti je jednou z nejrozsifenéjSich metod zejména
pro analyzu a stanovovani latek iontovépovahy. Zakladni usporadani kapilarni elektroforézy
je znazornéno na Obr. 1.

Kapilira
25100 pm ID

Katoda
S — ;’-
Detektor
- Na kapilafe: ‘

Anoda
™.l Spektrofotometricky (UV, DAD)
Fluorescenéni (LIF)

Nastfik vzorku:
Hydrodynamicky
Elektrokineticky
! Bezkontaktné vodivostni (C*D) |
% 1
Mimo kapilaru:
i Hmotnostné spektrometricky

1 L (Ms)

Elektrachemicky (ECD) |

Outlet

Obr. 1 Obecné schéma elektroforetického analyzatoru.

Separace probiha v kiemenné kapilare, kterd je béhem separace naplnéna pufrem, konce
kapilary jsou umistény v nadobkach s pufrem. Do nadobek jsou také ponoreny elektrody
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Teoreticka cast

(anoda a katoda), na které je pfivadéno stejnosmérné vysoké napéti ze zdroje. Vzorek se
davkuje tlakem- hydrodynamické ddavkovani (HD) nebo plsobenim elektrického pole-
elektrokinetické davkovani (EK) z nddobky umisténé na ddvkovacim konci kapilary (inlet). Po
nastfiku je nadobka se vzorkem nahrazena nadobkou s pufrem, je vloZeno elektrické napéti
(desitky kV) a probiha separace. V béiné CE je davkovaci konec kapilary (inlet) umistén do
nadobky s anodou a druhy konec separacni kapilary (outlet) v nadobce s katodou, detekéni
okno je umisténo pfimo na kapilate blize k outletu ¢i je kapildra vyvedena do detektoru
(hmotnostni spektrometrie).

Vyhody a nevyhody kapilarni elektroforézy v porovnani s jinymi separac¢nimi technikami jsou
shrnuty v Tab. 1.

Tab. 1. Klady a zapory CE oproti jinym separacnim technikam.

Vyhody Nevyhody
vysoka separacni ucinnost nizka koncentracni citlivost pfi UV detekci
nizka spotfeba vzorku a chemikalii problematickd robustnost

malo odpadu
mnohostranost vyuziti (nabité, neutralni,
chiralni, vysoko i nizkomolekularni latky,
bakterie, viry)

2.1.3 Instrumentace

2.1.3.1 Kapilara

V kapilarni elektroforéze se pouzivaji kiemenné kapildry o vnitfnim prdméru 25 — 100 um
(nejcastéji 50 a 75 um) na povrchu kvlli kifehkosti potazené ochrannou polyimidovou
vrstvou. PFi spektrofotometrické detekci je tfeba polyimidovou vrstvu v misté detekce
odstranit, nej¢astéji vypalenim nebo vyleptanim (Obr. 2).

Detail vnitfni stény kapildry Detail konce kapilary Kapllary s vypalenym detekénim oknem

Vnitfnl prdmér kapildry

Polyimidovy potah
Detekéni okno

Megativné nabité
silanolové skupiny Kfemen

Obr. 2 Separacni kapildra.

Uzky prmér kapildry umozriuje jeji efektivni chlazeni, které je nutné provadét, protoie pfi
priachodu elektrického proudu kapildrou po vloZeni vysokého napéti se uvoliuje teplo
(Jouleovo teplo). Navic uzky primér kapilary podporuje vznik elektroosmotického toku
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(EOF), tj. hybné sily kapilarné elektroforetickych separaci. Na druhou stranu Uzky prarez
kapilary ma za nasledek pomérné nizkou citlivost CE pfi spektrofotometrické detekci.

2.1.3.2 Davkovani

CE se vyznacuje nizkou spotfebou vzorku, béZzny objem nastfiku se pohybuje v rozmezi mezi
1 — 50 nL. Existuji dva zpUsoby nastfiku hydrodynamicky (HD) a elekrtokineticky (EK) Obr. 3
A, B.[3]

Hydrodynamické davkovani

Elektrokinetické davkovani

Obr. 3 Zplisoby davkovani v CE.

Nejpouzivanéjsi je hydrodynamicky zpUlsob davkovani (Obr. 3 A), ktery spociva v pusobeni
tlaku na hladinu vzorku. Bézné tlaky nastfiku jsou 25 - 150 mba po dobu 2 - 10 s. Slozeni
vzorku se s jednotlivymi nastfiky neméni. DalSimi minoritnimi zplsoby HD nastfiku mUZe byt
pUsobeni vakua na nadobku na opacné strané kapilary neZ je vzorek nebo tzv. sifonovym
efektem mezi rozdilnymi hladinami. Objem ndéstfiku lze vypocitat nize uvedenym vztahem
(2). [3]

_ APd*mty,;

inj = q128yL

(1)

AP = tlak nastfiku [Pa]; d = primér kapilary [m]; tin; = doba nastriku [s]; L = celkova délka

kapilary [m]; n = viskozita pufru [N.s.m]

Pti elektrokinetickém davkovani (Obr. 3 B) se uplatiuje predevsim elektroforeticka
pohyblivost jednotlivych iontl ve vzorku. Na elektrody se vklada davkovaci napéti +5— 10 kV
po dobu nékolika sekund, pficemz se do kapilary naddvkuje vzorek, ktery je v zavislosti na
polarité davkovaciho napéti a vlastni mobilité iontl selektivné obohacen o pohyblivéjsi
kationty ¢i anionty. SloZeni vzorku se s jednotlivymi nastfiky méni; proto pro dosazeni

13
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pfijatelné opakovatelnosti je tfeba pro kazdy nastfik davkovat z nové nadobky se vzorkem.
Mnozstvi nastfiknutého vzorku (Q) vgramech ¢i molech je moZné vypocitat z nize
uvedeného vztahu (2). [3]

(He +Upop)UTT2Ctyy;
L

Q= (2)

U, = elektroforetickd mobilita analytu [m2.V.s], uzor = mobilita elektroosmotického toku
[m2.V.s]; U = napéti [V]; r = polomér kapildry [m]; C = koncentrace analytu; tinj = doba

nastriku [s]; L = celkova délka kapilary [m]

2.1.3.3 Detekce

| pres nizsi citlivost je u CE podobné jako ukapalinové chromatografie (LC)
spektrofotometricka detekce nejbéznéjsi. Pokud tedy chceme dosdhnout nizsich detekcnich
limitd, je treba pouZit detektor elektrochemicky, fluorescenc¢ni nebo hmotnostné
spektrometricky. Porovnani jednotlivych detekénich technik ve spojeni s CE je uvedeno v
Tab. 2.

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

Zpuisob detekce Koncentracni citlivost [mol] Poznamka
Spektrofotometricka (UV, VIS) 101210 Univerzalni
Fluorescenéni (LIF) 10°18- 1020 velmi citliva
Vodivostni (CCD) 105-10%° Univerzalni
Elektrochemicka (ECD) 108- 1019 Citliva
Hmotnostné spektrometricka (MS) 101- 10" Citliva
Nep¥ima UV, fluorescencni, vodivostni, 10 — 100 krat nizsi nez u primé Univerzalni
elektrochemicka UV/VIS metody

2.1.4 Princip CE separace

2.1.4.1 Elektroforéza

Vyslednd migracni (efektivni) rychlost nabité castice v elektrickém poli pohybujici se
k elektrodé opacného znaménka je dana interakci sily elektrického pole (Fe) a brzdné sily (Ff)
(Obr. 4). Sila elektrického pole (Fe) zplsobuje pohyb ¢astic a je ddna soucinem intenzity
elektrického pole (E) a ndbojem ¢astice (Q). Proti pohybu ¢astic plisobi brzdnd (tfeci) sila (Fr),
ktera je dle Stokesova zdkona Uumérna rychlosti (v), poloméru ¢astice (r) a viskozité kapaliny

(n). (4]
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o - o

Obr. 4 Pusobeni sil na ¢astici v elektrickém poli.
Z toho plyne, Ze elektroforeticka rychlost (v) je dana vztahem (3).

_ _QE
- 6mnr

(3)

Elektroforetickd rychlost mize byt také vyjadiena jako elektroforeticka pohyblivost (u), coz
je rychlost pfi jednotkové intenzité elektrického pole (4). [4]
Q

H= é6nnr @

2.1.4.2 Elektroosmoticky tok

1. Kondicionace kapilary:
hydroxid
voda
pufr

3. Separace

2. Nastrik
*

PFiprava vzorku k analyze

*

Sbér / vybér vzorku

Obr. 5 Schéma CE analyzy.

Separacni CE metoda se zpravidla sklada ze tfi zdkladnich krok(: promyti kapildry, nastfiku
vzorku a separace (Obr. 5). Promyvani kapilary roztokem hydroxidu zplsobuje hydrolyzu a
disociaci silanolovych skupin vnitfniho povrchu kapildr, ktery tim ziska zaporny naboj (Obr.
6 A). Na rozhrani fazi, které obsahuji nabité ¢astice, vznika na zakladé elektrostatickych
zakonu elektrickd dvojvrstva: Helmholtzova vrstva a difuzni vrstva (Obr. 6 B, Obr. 7). Rozdil
potencidlu mezi vnitfni a vnéjsi hranici difuzni vrstvy se nazyva elektrokineticky potencial
(zeta-potencial). [4]
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Obr. 6 Vznik elektroosmotického toku (EOF). (A) negativné nabita sténa kapilary. (B)
Naplnéni kapilary elektrolytem, vznik dvojvrstvy. (C) Katodicky elektroosmoticky tok po
aplikaci napéti.

Sténa kapilary Sténa kapilary

l

Tuha faze : Kapalina

Potencidl v kompaktniwrstvé

Zeta-potencidl

Vzddlenost od stény kapildry

Helmholtzova kompaktnivrstva

S

Sternova fixni vrstva

e o

Diftizni vrstva

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

Vlozi-li se na elektrody napéti, za¢nou se kationty difuzni vrstvy pohybovat ke katodé a jejich
prostiednictvim dojde k pohybu celého objemu kapildry smérem ke katodé. Tento jev se
nazyva elektroosmoticky tok (EOF) a je hnaci silou CE separaci (Obr. 6 C). Vlivem EOF dochazi
k pohybu kationtd, aniontl i neutralnich latek. Jeho rychlost je Gmérna zeta potencialu (§),

intenzité elektrického pole (E), relativni permeabilité roztoku (€ )a nepfimo umérna viskozité
(n) jak vyjadtuje vztah (5). [4]
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E€g
1% = — 5
EOF = 7 (5)
Pro pohyblivost EOF plati vztah (6). [4]
(23
== 6
HEoF n (6)

Pfi separaci se analyty pohybuji ke katodé rliznymi rychlostmi, které zdavisi na jejich
elektroforetické pohyblivosti a pohyblivosti EOF. Rychlost EOF se pficita k migracni rychlosti
Castic, které migruji stejnym smérem, a odecitd od migracni rychlosti ¢astic, které migruji
opacnym smérem. [4]

Pfi postupu zény vzorku smérem k detektoru (katodé) dochazi k oddéleni jednotlivych
analytl vzhledem k poméru velikosti a ndboje. BEéhem jedné analyzy je moiné oddélit,
detekovat a stanovit kationty i anionty, neutrdlni latky oddélit nelze (migruji s EOF). Kationty
migruji nejrychleji, jelikoZz jsou pfitahovany katodou a neseny EOF stejnym smérem.
Neutralni latky jsou unaseny rychlosti EOF, ale nedochazi k jejich separaci. Anionty migruji
nejpomaleji, jelikoZ jsou pfitahovany k anodé, ale EOF je undasi smérem ke katodé (Obr. 8).

3]

Neutralni latky

Kationty Anionty

; Malé,
. M."ile, vicendsobné
vicerfasoﬁ:lné nabité anionty
nabité kationty ‘

Odezva detektoru

tas
Obr. 8 CE separace.

2.1.5 Faktory vliviujici separaci

2.1.5.1 Jouleovo teplo

Vlivem prlchodu elektrického proudu (desitky az stovky pA) vznikad Jouleovo teplo, které
deformuje rychlostni profil analyzy (zpUsobuje rozsifovani pikd, rozmyvani zén, lokalni
zmény ve viskozité). Cim vodivéjsi pufr a &im vétsi prdmér kapildry, tim vice Jouleova tepla
vznikd, coZ vede ke zhorseni separace. Pro udrzeni konstantni teploty a zamezeni vzniku
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joulova tepla je tfeba kapildru ochlazovat. V provedeni rlznych firem se kapilara chladi
kapalinou (Beckman Coulter), vzduchem (Prince) nebo vakuem (Agilent).

2.2 ZpuUsoby zvySovani selektivity a citlivosti CE
separaci

2.2.1 Zvysovani selektivity prostrednictvim tvorby
komplext

Pti separaci latek podobné struktury a vlastnosti se mize stat, Ze relativni rozdily efektivnich
elektroforetickych pohyblivosti analyti jsou malé a selektivita separace je nedostatecna.
V nékterych pripadech se toto da odstranit Upravou pH pufru, v jinych pfipadech je vyhodné
vyuzit interakci mezi analyty a specidlnimi slozkami pfidanymi do pufru tzv. selektory
(surfaktanty, organicka rozpoustédla, komplexacni ¢inidla, atd.).

2.2.1.1 Tvorba komplexd s boratem a kovovymi ionty

Schopnost analytl tvofit kladné nebo zdporné nabité komplexy mlze vylepsit jak selektivitu
separace, tak i citlivost detekce [5]. Komplexy vznikajici na zakladé donor- akceptorovych
vazeb mezi kovovym- centrdlnim iontem (poskytuje elektrony) a organickou nebo
anorganickou slouceninou- ligandem (pfijima elektrony) se lisi ve stabilité, ve velikosti
naboje, hmotnosti a tedy i v elektroforetické pohyblivosti. V praktickém provedeni separacni
pufr obsahujici ligand/centrdlni ion uvnitf kapilary interaguje s analytem a vzniknou
komplexy (Obr. 9). Jedna se o dynamicky proces vzniku a disociace nabitych komplex( [6].
Komplexace je moZné vyuzit jak pro separaci centrdlnich kovovych iontl [5, 6], tak i pro
separaci organickych ligandt [7, 8].

‘

=

o @ — ©
-~ P a9

Obr. 9 Vznik komlexu kovovy ion a ligand pfimo v kapilare.

Boratovy pufr je nejCastéji pouzivané komplexacni Cinidlo pro separaci latek, které maji ve
struktufe vhodné stericky usporadané substituenty (sousedni hydroxy a karboxy skupiny).
Mohou to byt napfiklad cukry [9, 10], fenolické latky (polyfenoly, flavonoidy) [11, 12],
nukleosidy [13]. Rozmezi pH 8 — 10 boratového pufru zajisti ionizaci -OH ¢i —COOH skupin,
které reaguji s bordtem za vzniku zaporné nabitych chelatd BL- (monochelat) nebo BL.-
(dichelat) (Obr. 10 A) [10]. Borat se také muze uplatnit jako centrdlni ion pfi chiralnich
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separacich v ligand-exchange kapildrni elektroforéze (LE-CE) [14, 15]. Jistou nevyhodou
tohoto elektrolytu je nebezpedi oxidace analyt( (hlavné antioxidantd) vzdusnym kyslikem, ke
kterému dochazi pfi vy$sim pH [16].

Na rozdil od boratu ionty wolframanu a molybdenanu mohou vytvaret s analyty, které maji
vhodné stericky usporfddané (vicindlni) hydroxy a karboxy skupiny, dostatecné stabilni
aniontové komplexy i pfi nizSich hodnotach pH (slabé kyselé az neutralni) [16, 17] (Obr.
10 B).

" Ho—ch Ho—cH ' HO-C— \C/
Lo - Lo _ HO-C— cl)’ \C
HO—CH HO—CH ——C-0|
HO o—CH \ / | P~ N\
~e N CH—O, 0—CH , o7
: _B Cn - ./ NN MO,? s—== 0
BOHY HO O—C/H e Cn\ /B\ /Cn i | 0
Diol \ Diol CH—0 O—CH Kovovy oxoanion Diol Komplex kov- ligand
Tetrahydroxoborat Mono chelat / Dichelat \

Obr. 10 Schéma vzniku komplexU s boratem a kovovymi ionty (molybdenan a wolframan) [7].

2.2.1.2 Tvorba komplex( s cyklodextriny

Cyklodextriny (CD) jsou nejcCastéji pouzivané selektory vanalytické chemii. Dle poctu
glukdzovych jednotek existuji tfi typy CD: a (6) B (7) a vy (8). Molekula CD ma kuzelovity tvar
(Obr. 11). Glukozové jednotky mohou obsahovat nabité (karboxy, amino, sulfo) i nenabité
(methyl, hydroxypropyl) substituenty. Na povrchu hydrofilni, uvnitf kuZelu ukryvaji
hydrofobni dutinu, ve které se zadrZzuji hydrofobni ¢asti analytl. Vznik hostitelskych
(inkluznich) komplexl je zaloZzen na hydrofobnich interakcich mezi analytem a hydrofobni
dutinou CD, spolecné s polarnimi interakcemi mezi substituenty analytu a polarnim okrajem
CD [3, 18, 19]. Vlastnosti zakladnich neutralnich CD jsou uvedeny v Tab. 3.

Planarni struktura CD Prostorova
struktura CD

Obr. 11 Zakladni struktura cyklodextrind [19].
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Tab. 3. Vybrané vlastnosti neutralnich CD [19].

Vlastnosti CD Druh CD

A B v
Pocet glukézovych jednotek 6 (n=0) 7 (n=1) 8 (n=2)
Molekulova hmotnost 972 1135 1297
Vnitfni primér [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

Migracni ¢as analytl je zavisly na jejich vlastni mobilité a stupni interakce s CD. Separace je
zpusobena rozdily ve stabilité komplexu CD-analyt (Obr. 12) [2].

HNf’\“’Q
oo o OR

HN

u
analytu =

u
analyt + CD — komplex CD-analyt anaiviy 1CD

Obr. 12 Grafické znazornéni vzniku komplexu analyt-CD.

2.2.2 Techniky zvysovani citlivosti

Mezi nevyhody CE oproti chromatografickym metodam je nizkd citlivost pfi UV detekci.
Dldvodem je kratkd absorbcni draha svételného paprsku v kapilarach o malém vnitfnim
praméru a ddvkovani malych objemU vzorku [20]. Elegantni feSeni zvyseni citlivosti v CE
predstavuji prekoncentracni techniky pfimo v kapildfe (on-line zakoncentrovani) a specialni
feSeni konstrukce detektoru tzv. vysokocitlivostni detekéni cely. Schéma moznosti zvySovani
citlivosti v CE je zndzornéno na Obr. 13.
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Specialni konstrukce

ZVYSENI CITLIVOSTI detektorts-pro-prodiousent %’ @
E / optické drahy detekce |

CE-UV Zakoncentrovani

i N\

Pfimo v kapilare Mimo kapilaru
(on-line) (off-line)

/N

Elektromigraéni / chromatografické Extrakce na tuhou fazi

Y l\fk \ o

Zakoncentrovani z Jing E_xtrakce ) Extrakce‘ . Jiné
velkého objemu kapalina-kapalina na tuhou fazi
Pfechodna «Sweeping” (LLE) (SPE)

vzorku (LVSS) izotachoforéza

(tITP)
/o~
Zakoncentrovani { foF
I

vzorku zesilenim
Elektrického pole
(FASS)

Obr. 13 Schéma moznosti zvySovani citlivosti v CE s spektrofotometrickou detekci [21].

2.2.2.1 Vysokocitlivostni detekéni cely

Kapildra s bublinovou celou Z-cela

Obr. 14 Kapilary s prodlouzenou délkou optické drahy.

Citlivost detekce mlze byt zvySena zvétSenim vnitiniho priiméru kapilary. Aby vSak nedoslo
ke ztraté separacni Ucinnosti a rozliSeni oproti béZznym kapilaram, je vyhodné rozsireni pouze
v misté detekce. Byly navrZeny dva typy: kapilara s bublinovou celou, jejiz vnitfni pramér
v misté detekce je pfiblizné trikrat vétsi nez primér zbytku kapilary a z-cela, kde opticky
paprsek prochazi priéné kapilarou ohnutou do tvaru Z a prodlouZeni optické drahy je asi
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desetkrat vétsi (Obr. 14). Ke zvysSeni citlivosti dochazi zvySenim poméru signalu k Sumu (S/N).

3]

2.2.2.2 Zakoncentrovani v kapilare

Zakoncentrovani v kapilare je jeden ze zpUsob( zvySovani citlivosti. M(iZe byt zaloZeno jak na
principu elektromigra¢nim (vlastni stacking), tak i na principu chromatografickém (tzv.
sweeping) [20]. V Tab. 4. jsou uvedena pozitiva a negativa on-line zakoncentrovani.

Tab. 4. Klady a zapory on-line zakoncentrovani v CE.

Vyhody Nevyhody
Neni nutna Uprava CE systému Nutna optimalizace - silny vliv matrice
Rychlé a snadné provedeni Neni univerzalni
Nedochazi ke ztratam vzorku Neni moZno zakoncentrovat jakykoli analyt

Soucasné se zakoncentruji i balastni latky

Pro uskutecnéni nékterych typl zakoncentrovani je podminka nizké vodivosti matrice vzorku
(LVSS, FASS), coZ neni proveditelné u vétsiny readlnych typl vzorku (biologicky material,
enviromentalni vzorky atd.). Aby se sniZila vodivost vzorku oproti vodivosti elektrolytu, je
tfeba vzorek bud' silné naredit, nebo z matrice vysolit ¢i vyextrahovat analyt [20]. V Tab. 5.
jsou prehledné shrnuty nékteré aspekty, podle kterych je tfeba se orientovat pfi vybéru on-
line zakoncentrovaci techniky [20, 21].

Tab. 5. Aspekty stackingu v zakladnim usporadani (bez pouZiti obracect EOF).

Druh LVSS FASS tiTP Sweeping
stackingu
Matrice Nizka Nizka vodivost Vodiva Stejna vodivost jako BGE
vzorku vodivost
Analyty Anionty Kationty Anionty/kationty  Neutralni/anionty/kationty
Nastrik Delsi zéna EK delsi zéna/ HD max. Delsi zona Delsi zona

(az 75% 2% kapilary

kapilary)
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A.
| Tlakigas |
Inlet QOutlet
vzorek odpad
B. -
Inlet Outlet
pufr pufr
u /—I
Inlet Outlet
pufr pufr
D <l
I ‘ EO} |
Inlet Outlet
pufr pufr

Obr. 15 Schéma LVSS.

2.2.2.2.1  Zakoncentrovani z velkého
objemu vzorku s obracenim polarity (large
volume sampe stacking with polarity
switching LVSS)

Princip LVSS spociva v nastfiku dlouhé zény vzorku o
nizké vodivosti (Obr. 15A). Cast&ji se pouziva
hydrodynamicky zplsob nastfiku, ale lze provést i
elektrokineticky.

Dale je aplikovano napéti s opacnou polaritou nez
pfi vlastni separaci (anoda na inletu, katoda na
outletu), coZz ma za nasledek vytlacovani nevodivé
matrice vzorku z kapildry. Analyty se koncentruji na
hranici zakladniho elektrolytu vlivem
elektroosmotického toku a spolu s nim se pohybuji
smérem ke katodé (Obr. 15 B). Postupné vytlacovani
nevodivé matrice elektrolytem muZeme sledovat na
proudovém zaznamu jako postupny pokles proudu.

Polarita musi byt pfepnuta v momenté, kdy proud
dosahuje pfiblizné 95% hodnoty, které by dosahl,
kdyby byla kapilara naplnéna pouze elektrolytem.
Uspés$né realizaci napoméha sledovéani proudového
zdznamu, diky kterému odhadneme cas prepnuti
polarity do kladného moddu ,klasické” zénové
kapilarni elektroforézy (CZE), kdyz jsou jiz analyty
zakoncetrované a prevazina ¢ast matrice vytlacena
z kapilary. Tento krok je tfeba optimalizovat.

Dale separace probihda v modu klasické kapilarni

elektroforézy (anoda na inletu/ katoda na outletu),

jednotlivé zakoncentrované zény analytl jsou
separovany a unaseny smérem k detektoru (Obr.
15 C, D).

Za poutziti obracec¢l EOF lze zakoncentrovat anionty bez pfepnuti polarity nebo kationty

s pfepnutim polarity. [20]
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2.2.2.2.2  Zakoncentrovani vzorku zesilenim elektrického pole (field

amplified sample stacking FASS)

Podstata FASS spociva v nadavkovani kratké zony o nizké vodivosti, vétSinou vody pripadné i

jiného rozpoustédla jako napf. acetonitril, methanol, nebo jejich smési s vodou (Obr. 16 A,

A.

LRI

Outlet

Inlet Outlet
vzorek pufr
C.
Inlet Outlet
pufr pufr
————,
D.
| i EOF
Inlet Qutlet
pufr pufr

Obr. 16 Schéma FASS.

B.) do kapildry naplnéné pufrem. Poté ndsleduje
elektrokinetické (EK) davkovani vzorku o nizké
vodivosti. Vzorek je mozné davkovat také
hydrodynamicky (HD), ale u EK nasttiku je mozno diky
redukovanému elektroosmotickému toku ocekdvat
mensi vliv matrice na separaci a mnohem vyrazné;si
zvyseni citlivosti oproti HD. Krok nastfiku zény vody /
rozpoustédla je treba optimalizovat (tlak a dobu
nastriku).

Vysokd intenzita elektrického pole vzoné vody /
rozpoustédla urychluje migraci kationtd ze vzorku
smérem k hranici mezi vodou a elektrolytem (Obr.
16 B). Analyty se koncentruji na pomezi zény vody a
elektrolytu. U elektrokinetického davkovani je treba
optimalizovat hodnotu napéti a dobu jeho plsobeni.

K separaci zakoncentrovanych analytd dochazi
vmomenté, kdy je inletovd vialka se vzorkem
nahrazena vialkou s elektrolytem a na elektrody je
vloZeno napéti (Obr. 16 C, D).

Pfrepnutim polarity béhem EK nastfiku lze provést
soubéiné davkovani jak aniont(, tak kationtd. [20]

2.2.2.2.3  Prechodnd izotachoforéza (tITP)

Predpokladem pro uskutecnéni prechodné
izotachoforézy je existence diskontinualniho
elektrolytového systému, kdy jedna z komponent je
schopna hrat roli vedouciho (LE) nebo koncového (TE)
elektrolytu. Vtakovém systému analyty migruji
v uzkych zoénach vporadi dle jejich mobilit, za
prechodnym LE nebo pred prfechodnym TE. LE/TE muze
tvorit soucdst vzorku, zakladniho elektrolytu (BGE) tzv.
ko-iont nebo to mlzZe byt latka samostatné nastfiknuta
pred/za zénu vzorku. Aby latka mohla plnit roli LE/TE, je

treba, aby byla v dostate¢né koncentraci. Existuji tfi usporadani tITP:

1. Slozka BGE plIni ulohu LE, Iatka s nizkou mobilitou plnici roli pfechodného TE.
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2. Latka s vysokou mobilitou je pfechodny LE, slozka BGE je TE.
Vzorek obsahuje latku fungujici jako pfechodny LE i latku fungujici jako pfechodny TE
(Obr. 17).

Zony analytu

Koncentrace

A

Smér migrace Detektor

Obr. 17 Pfrechodnad izotachforéza.

Cilem tITP je nalézt takové podminky, které po nastfiku delsi zony vzorku umoizni
zakoncentrovani analyt( pfi udrZzeni vysoké separacni Ucinnosti a ostrosti zon analyt(. [20]

2.2.2.2.4  ,Sweeping”

Metoda sweepingu vyuzZiva interakci mezi analytem (mQzZe byt kationt, aniont, neutralni
latka) a micelami (kladné, zaporné nabité, neutralni), vzniklymi v zakladnim elektrolytu (BGE)
z micelotvornych latek (tzv. tenzidd, surfaktantd) o koncentraci vyssi nez je kritickd micelarni
koncentrace (CMC). Micely tvofi pseudostacionarni fazi, na které se zachycuji analyty dle
svych rozdélovacich koeficientl, stejné jak tomu je v micelarni elektrokinetické
chromatografii (MEKC). Koncentracni krok spociva v nastriku delsi zény vzorku (neobsahuje
micely) o stejné vodivosti jako je vodivost BGE (obsahuje micely) (Obr. 18 A). Zéna vzorku se
vlivem elektromigrace smichdva s micelami (Obr. 18 B). Faktor zakoncentrovani zavisi na
afinité analyt( k pseudostacionarni fazi. Zakoncentrovavaci krok konci v momenté, kdy jsou
vSechny analyty ze vzorku extrahovany v micelarni zéné (Obr. 18 C). Dale separace pokracuje
dle principu MEKC (Obr. 18 D). [20, 21]
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Detektor

Obr. 18 Déje v kapilare pfi sweepingu neutralnich analytl zaporné nabitymi micelami.

26



Teoreticka cast

2.3 Charakteristika biologicky aktivnich latek

2.3.1 Kriminalisticky vyznamné analyty:
chlorofenylpiperazinové derivaty

V posledni dobé narlsta pocet pfipadl zneuzivani drog syntetického plvodu, tzv. ,,designer
drugs“-psychoaktivnich latek, ziskanych chemickou syntézou, které byly vytvofeny obménou
struktury jiz existujiciho farmaka nebo drogy. Nové struktury jsou ,konstruovany” tak, aby
jejich ucinky byly silnéjsi nez ucinky originalni latky a hlavné aby se timto krokem obesly
pravni normy vztahujici se ke zneuzivani znamych, zakonem zakazanych drog.

1-(chlorfenyl)piperazinové derivaty jsou relativné novou skupinou designovych drog
odvozenych od piperazinu [22]. Podle pozice atomu chloru na benzenovém jadru mizeme
odvodit 3 polohové izomery: orto, meta a para (Obr. 19). Jak plyne ze studii provadénych na
latkach podobné struktury, pro reakci s cilovym receptorem je dllezitd konformace celé
molekuly, ktera je dana substituci. Tedy od kazdého z izomerl se daji ocekavat rozdilné
vlastnosti vzhledem k rozdilné schopnosti vazby na receptor [23].

Z trojice izomerl jsou nejlépe prostudovany ucinky 1-(3-chlorofenyl)piperazinu (mCPP)
pouzivaného v psychiatrii jako modelové latky pro vyzkum serotonergnich funkci v lidském
mozku &i zndmého jako aktivni metabolit antidepresiva trazodonu [24] (v CR registrovan pod
nazvem Trittico®).

Cl

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

Obr. 19 Struktura chlorfenypiperazind.

V soucasnosti je mCPP zneuZivan jako psychoaktivni latka [25], ktera se na drogovém trhu
prodava a kupuje vétSinou jako pilulka extdze (MDMA, 3,4-metylendioxymetamfetamin)
[26]. Kromé mCPP, takto zakoupené tablety mohou obsahovat i jiné stimulacni latky
(amfetaminy, jiné piperaziny, kokain, kofein atd.). Dle policejnich hlaseni nékteré zabavené
tablety obsahovaly i pCPP [26-28]. Zadouci U¢inky mCPP jsou uZivateli popisovény jako
podobné ucinklm extdze - stimulacni, halucinogenni, vyvoldvajici pocity empatie [29].
Ackoliv na rozdil od extaze, mCPP neni neurotoxicky [30], po poZiti u uZivatel( pravidelné
vyvolava nepfijemné nezddouci ucinky: nevolnost, Uzkosti, bolesti hlavy, zvraceni, tézké
halucinace [28]. PofZiti vice tablet a prekroceni fyziologickych davek mCPP muzZe vyustit az v
serotoninovy syndrom [29]. Ze strany uZivatel je mCPP v soucasnosti spiSe nezadouci
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pfimési v jejich tabletach extaze [29]. V zavislosti na pfitomnosti jinych latek se béiné
mnozstvi mCPP v tableté pohybuje v rozmezi mezi 1 a 80 mg [26, 29].

Metody stanoveni 1-chlorofenylpiprazini

Analytické postupy ve forenzni toxikologii se zpravidla skladaji z rychlé screeningové metody
(imunologické, chromatografické metody) na niz navazuji metody potvrzujici identitu dané
zakazané latky (metody spojené se spektrometrickou detekci, pfipadné NMR) [22].

Separace a identifikace tfech izomer( 1-chlorfenylpiperazinu v tabletach zabavenych policii,
bylo dosazeno metodou HPLC-DAD [31] a CE-MS-MS [32]. Dalsi publikace tykajici se 1-
chlorfenylpiperazinl se vénuji pouze mCPP. Zatimco ve starSich publikacich je mCPP
stanovovan v ramci vyzkumu serotonergnich ucinkl ¢i jako aktivni metabolit IéCiv, soucasné
publikace se zabyvaji stanovenim mCPP jako zneuzZivané latky. V Tab. 6. jsou prehledné
uvedeny metody pouzité ke stanoveni meta-chlorofenylpiperazinu v riznych matricich.

Tab. 6. Metody stanoveni mCPP v rliznych matricich.

Matrice Dalsi analyty Metoda - Ref.
detekce

Plazma a mCPP, trazodon GLC-NPD [33]

mozkova tkan mCPP, trazodon HPLC-ECD [34]

(vyzkum na mCPP, trazodon HPLC-UV [35]

mysich) mCPP GC-MS [36]

mCPP HPLC-UV [37]

mCPP, trazodon HPLC-UV [38]

mCPP, trazodon HPLC-UV [39]

Lidska plazma mCPP, etoperidon, 5-(1-hydroxyetyl)etoperidon HLPC-UV [40]

mCPP, nefazodon, p-hydroxynefazodon, HLPC-UV [41]

hydroxynefazodon

mCPP, trazodon LC-MS [42]

Lidska plazma, mCPP, trazodon HPLC-UV  [43]
cervené krvinky

Hetepleuiy mCPP, nefazodon, hydroxynefazodon, trazodon HPLC-UV [44]

mléko
Sérum: 31 designovych drog (amfetaminy, fenyletylaminy,
triptaminy, piperaziny), kathinon, metkathinon, LC-MS [45]

Screeningove fencyklidin, ketamin

metody = : ; :
; i Moc: 10 designovych drog (MDMA, fenyletylaminy,

dt:ﬁllgr’!or:lych drog e LC-MS [46]
vie n.lc’ Plazma: 12 designovych drog (amfetaminy, pipetaziny) GC-MS [47]
tekutinach . : ; : .

Moc¢: mCPP, 3-fluorometylfenylpiperazin, benzylpiperazin, GC-MS (48]

MDMA

Vlasy mCPP, 3-fluorometylfenylpiperazin, benzylpiperazin GC-MS [49]
Konfiskovany Mnoho létek DAPPI-MS  [50]
material
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2.3.2 Klinicky vyznamné biomarkery: 8-hydroxy-2’-
deoxyguanosin

Molekula 8-hydroxy-2'-deoxyguanosinu (Obr. 20) je produktem oxidacniho poskozeni DNA a
jeji tvorba je spojovana s radou civilizacnich chorob, predevsim rakovinou [51]. Od chvile,
kdy byla v roce 1984 objevena [52], je rozsahle zkoumana pro svoji mutagenitu, pfitomnost v
genech spojenych s rakovinovym bujenim, vliv na starnuti a molekuldrni epidemiologii
lidskych chorob [51-56].

0
N NH
HO H04</ ‘ )\
\ _
5 N NH,

OH

Obr. 20 Struktura 8-hydroxy-2’-deoxyguanosinu (80HdG).

evvs

nejcastéji oxidacné poskozen (predevsim v poloze C-8 guaninu) [53]. PoSkozend DNA je
enzymaticky opravena a vznikly 80OHdG je bez dalsi metabolizace vyloucen z organismu moci
[54]. V pfipadé, Ze posSkozend DNA neni pred replikaci véas opravena, 8OHdG pusobi
mutagenné [55]. Oxidac¢nim poskozenim DNA vznikaji i jiné produkty, ale 8OHdG diky vyssi
Cetnosti vzniku a dobré stanovitelnosti slouZi jako vyznamny biomarker a prostfednictvim
jeho kvantifikace je mozné neinvazivné sledovat miru poskozeni DNA v organismu [51, 56].

V modi zdravych jedincl, nekufdkl, byly experimentalné zjistény koncentrace 80HdG
v jednotkach aZ desitkdch nanomolU na litr. U kufak( byly naméreny koncentrace pfiblizné o
50% vyssi nez u nekurakl [57, 58]. Vysoké hladiny byly zjistény u pacientl s onkologickym
onemocnénim, zvlasté vysoké pak u pacientld po chemoterapii ¢i radioterapii [59, 60].

Metody stanoveni 8SOHdG

V poslednim desetileti byly vyvinuty separaéni a imunologické [61] metody pro stanoveni
80HdG. Ze separacnich metod podstatnou cast tvori kapilarni elektroforéza (Tab. 7.) a
kapalinova chromatografie (Tab. 8.), dale pak plynova chromatografie [62] i pratokové
metody [63, 64].
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Tab. 7. Pfehled publikaci pro stanoveni 80HdG v lidské moci kapilarni elektroforézou.

Metoda -

detekee BGE Uprava vzorku Stacking LoD Ref.
, 509
E D 20 mM bol\l;laetop: 9,0; 20% (5ocSJPrEgC/168mL) ] oo S
e B ——
CE-AD 30 mM borét pH 9,12 (5So;Er§;;360:L) p'}'u‘:\‘;'t’g:ic 20nM  [67]
CE-UV 10 mM borat pH 9,0 - - 850 nM [59]
CE-AD 30 mM borat pH 9,1 (SZZEnS;GO:L) p';u‘:“;::::ic 43nM  [58]
CE-AD 30 mM borat pH 9,1 (SEF;E;;(BO;:L) p';ui‘gt‘g:ic 43nM  [68]
CE UV 80 mM CHE?JI-(I:?ABB(UOH); 0,1 ] ) T
ce - £c o S0yl o) junedon 20T 69
CE - ECD 20 mM borét pH 9,4 MIP, SPME - 2,6nM  [70]
CE-AD 40 &'\gggrat SEPXEC’hC:rf:e” . 670nM  [71]

Tab. 8. Prehled publikaci pro stanoveni 80HdG v biologickém materidlu chromatografickymi

metodami.

Metoda - Matrice Uprava vzorku LoD Ref.
detekce

LC-MS Moc - 0,49 nM [72]
LC-MS Moc SPE HLB 3cc 0,2 nM [73]
LC - MS Plazma SPE On-line 0,03 nM [74]
HPLC - MS Mo¢ SPE MCX 96-well 350 nM (LOQ) [75]
LC - MS Moc SPE HLB 3cc 3,5 nM (LOQ) [76]
HPLC - MS Mo¢ SPE MCX 1cc 350 nM (LOQ) [77]
HPLC - ECD Moc SPE MAX 17 nM [78]
LC-MS Moc - 8,8 nM (LOQ) [79]
HPLC - ECD Mot - 25 nM [80]
HPLC - MS Moc SPE ENV+ 500 mg/1 mL 0,7 nM [81]
LC-MS Moc SPE C18 1cc 0,08 nM [82]
LC-MS Moc - 3,5nM [83]
HPLC - ECD Moc SPE C180H 500 mg/2,8 mL 3,5nM [84]
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2.3.3 Farmaceuticky vyznamné latky: flavonoidy,
fenolkarboxylové kyseliny a jiné antioxidanty

2.3.3.1 Flavonoidy

Flavonoidy jsou latky vznikajici v rostlindch syntézou ze dvou aromatickych aminokyselin
(fenylalaninu a tyrosinu) a z malonatu. Jsou to sekundarni metabolity slouZici jako ochrana
proti slunec¢nimu zareni nebo proti patogenlm [85]. Kromé ovoce a zeleniny se nachazi
v semech, ofechach, koreni, 1éCivych rostlinach, olivovém oleji a ndpojich jako je vino (zvlasté
Cervené), pivo (nizsi koncentrace) a ¢aj [86]. Z ZivociSnych materidld se nachdzeji flavonoidy
napfiklad v propolisu [87].

Jde o rozmanité slouceniny, jejichz zakladni struktura je odvozena od flavanové kostry,
sklddajici se z 15 uhlikovych atom( usporadanych do tfi kruht (A, B, C). Dle typu heterocyklu
mohou byt rozdéleny do 6 skupin: flavanony, flavanonoly, flavony, flavonoly, flavanoly a
antokyany (Obr. 21). Zatimco rdzné skupiny flavonoid( se lisi stupném oxidace a substituci
na kruhu C, jednotlivé slouceniny v ramci skupiny se lisi substituci na kruzich A a B [86].
Nejcastéjsi mista glykosylace jsou u flavon(: hydroxyl v pozici 7 a u flavonold hydroxyly
v pozici 3 a 7; béiné glykosidy obvykle obsahuji molekuly glukdzy, galaktézy, rutindzy Ci
rhamnézy [88].

Flavonoidy jsou znamé Sirokym spektrem biologickych ucinkd: protirakovinnymi,
antivirovymi, antimikrobnimi [89], protizanétlivymi, chrani pred kardiovaskularnimi
chorobami atd. [90, 91] . Ackoliv pfesné mechanismy ucink( nejsou detailné prozkoumany,
je znamo, Ze duleZitou roli v nich hraje antioxidac¢ni aktivita [90, 92]. Antioxidac¢ni kapacita
jednotlivych flavonoid(l je Uzce spjatd s jejich strukturou a spociva ve vysoké reaktivité
s rlznymi druhy radikal( (hydroxylové, kyslikové, peroxidové) a stabilité molekuly po reakci

s radikalem [90].
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O
O Hesperidin (HE)

Naringenin
') Hesperetin

Apigenin (API)
Diosmin (DI)

O Luteolin (LU)
Flavon

Flavanon

Hyperosid (HY)

o Kaempferol
Myricetin
Taxifolin Kvercetin (Q)
Rutin (RU)
0O Troxerutin (TR)
Flavanonol Flavonol

O (ON Q
O O O )
Katechin Pelargonin
Z on

OH Epikatechin Cyanidin

Flavan-3-ol Anthokyany
(Katechiny)
Obr. 21 Zakladni strukturni kostry flavonoidt [86].

2.3.3.1.1  Citrusové flavonoidy, troxerutin a kyselina askorbova

Citrusové flavonoidy jsou dullezZité slouceniny bohaté se vyskytujici v citrusovych plodech
(rod routovitych). Nejvyssi obsah citrusovych flavonoid(i se nachazi ve slupce a semenech,
které se béiné nekonzumuji [93]. Z téchto levnych vedlejSich produktl se citrusové
flavonoidy daji snadno ziskat [94]. NejvyznamnéjSimi zastupci jsou rutin, hesperidin a jeho
derivat diosmin (Obr. 22). Citrusové flavonoidy jsou zndmy predevSim svym pozitivnim
ucinkdm na krevni obéh, zabranuji vzniku aterosklerdzy, maji vliv na kiehkost Zilnich kapilar a
agregaci krevnich desticek [92, 93, 95]. Z epidemiologickych studii vyplyvd, Ze pravidelny
pfisun citrusovych flavonoid( je spojeny se snizenym rizikem vzniku kardiovaskularnich
chorob [92].
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Ve farmaceutickych ptipravcich se v kombinaci s citrusovymi flavonoidy casto vyskytuje
kyselina askorbova (vitamin C) i jiné antioxidanty (tokoferol, karotenoidy). Byl zkouman vliv
soucinnosti kyseliny askorbové a flavonoidd na celkovy antioxidacni efekt. Dle vysledk( jsou
dalezitéjsi interakce smési jako celku neZ interakce jednotlivych flavonoidl s kyselinou
askorbovou. [96, 97]

V Tab. 9. jsou uvedeny priklady metod pro stanoveni citrusovych flavonoidi a kyseliny
askorbové v rliznych matricich.

OH OH OH OH

HO HO
H3C 0 H3C 0
OH

(@) OCHs3 (@)
HO HO
O O
”%o 0 O ”%o
o O o
OH (@)
Hesperidin (HE) Diosmin (DI)

OH

j oH

o OH
0
O ~"oH HO o O
OH
0 0
0 OH O
0
0

Lw
o L0
HaC
OH O He
Ha HO OH
HO OH

Troxerutin (TR) Rutin (RU)
HO

HO

Kyselina askorbova (AA)

Obr. 22 Struktura citrusovych flavonoid(, troxerutinu a kyseliny askorbové.
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Tab. 9. Priklady metod pro stanoveni citrusovy flavonoid(i a AA v rlznych matricich.

Matrice Analyty Metoda-detekce Ref.

HE, neohesperidin, synefrin, tyranin, naringin,

Citrusové plody chlorogenova, ferulova, kavova, p-kumarova HPLC-DAD-MS [98]
kyselina

Cltrusov.e slup!(y (pomerang, HE, PI, .neohespe.n.dln,lsorhofo.l|n, HPLC-MS [99]

mandarinka, citron) nobiletin, tangeritin, hesperetin

Plazma TR LC-MS [100]

HE, RU, katechin, epikatechin,

Moc - o .
neohesperidin, kvercitrin, hesperetin

UHPLC-UV [101]

Farmaceutické preparaty, listy

rostliny Barosma betulina (Egypt) DI, HE HPLC-UV [102]
Mysi moc, kufeci TR, LU, Q, RU, kaempferol, puerarin, morin HPLC-UV [103]
plazma

Pomerancovy plod . . .

- E E-ECD 1
(réizné oblasti Ciny) HE, naringin, naringenin CE-EC [104]
ng;(—.:’r;frultova slupka, HE, RU, AA, naringin, hesperdin, naringenin) CE-ECD [105]
Oplodi (citrus reticulata) HE, synephrin CE-ECD [106]
RU, Q, resveratrol, katechin, kaempferol,
Brazilska vina myricetin, syringova, kumarova, kdvova, galova CE-uv [107]
kyselina

Tradicni ¢inska medicina Zhike Zhishi HE, naringin MEKC-UV [108]
Lidské slzy AA, kyselina mocova, malondialdehyd CE-UV [109]
Moc AA, katechin, epikatechin CE-uVv [110]
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2.3.3.1.2  Ostatni flavonoidy

OH O
Kvercetin (Q)

° OH
OH I?O\m\/
HO OH
Hyperosid (HY)
OH

OH O
Luteolin (LU)

Obr. 23 Struktury vyznamnych flavonoida.

2.3.3.2

Fenolické kyseliny

Dle struktury mGzeme rozdélit fenolické kyseliny do dvou skupin: derivaty kyseliny benzoové
(A) a derivaty kyseliny skoficové (B) (Obr. 24) [85]. Jejich antioxida¢ni aktivita se odviji od
poctu hydroxylovych skupin v molekule [111].
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A. COOH B. ~ COOH
R Rs Ri
Rz R,
Hydroxybenzoové kyseliny: Hydroxyskoricové kyseliny:
Kyselina galova Kyselina o-/ m-/ p- kumarova (p-KU)
Kyselina syringova Kyselina kavova

Kyselina ferulova

Kyselina skoticova (SK)

Obr. 24 Zakladni struktury fenolickych kyselin.

Obsah hydroxybenzoovych kyselin vrostlindch je nevyznamny s vyjimkou caje (kyselina
galovd), fredkve seté a Cervenych ploda. Vyskytuji se volné nebo estericky vazané v komplexu
s taniny. [85]

Hydroxyskoficové kyseliny jsou vyskytem castéjsi. V rostlindch se témér viibec nenachazeji
volné, ale vdzané esterovou vazbou na kyselinou chinovou nebo Sikimovou [85]. Vznikaji z L-
fenylalaninu a L-tyrozinu, fenolické hydroxylové skupiny nejsou glykosylovany [111]. Kyselina
kavova a chinova vytvari kyselinu chlorogenovou (vysoky obsah v kaveé) (Obr. 25) [85].
Nejvyssi obsah hydroxyskoficovych kyselin byl zjistén v ovoci jako naptiklad v boravkach,
tfesnich, jablkach, Svestkach [85].

~_COOH /@/\/COOH
O/\/ HO

Kyselina skoficova (SK) Kyselina para-kumarova (p-KU)
(e}
Il
X C\O OH
OH
HO
OH
HO COOH

Kyselina chlorogenova (CHLG)

Obr. 25 Struktury fenolickych kyselin odvozenych od kyseliny hydroxyskoficové.
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3  Experimentalni cast
3.1 Material a chemikalie

3.1.1 Zakladni pristrojové vybaveni
Kapilarné elektroforetické systémy

Beckman Coulter P/ACE™ MDQ (Fullerton, CA, USA) vybaveny spektrofotometrickym
detektorem s diodovym polem (DAD) a softwarem 32Karat™ verze 5.0.

Beckman Coulter Proteomelab™ PA 800 (Fullerton, CA, USA) spojeny se
spektrofotometrickym detektorem s diodovym polem (DAD) a softwarem 32Karat™ verze
7.0.

Agilent 7100 (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko), vybaveny DAD detektorem a
softwarem ChemStation verze B04.03.

pH metry

PHM 220 (Radiometer, Dansko) s PHC2401-8 kombinovanou sklenénou elektrodou a
kalibraénimi pufry o pH 4,00 a 10,00 (WTW, Weilheim, Némecko).

DIGIMED pHmetro DM20 (Sdo Paulo, Brazilie). Pouzivany originalni sklenéné elektrody a
kalibrac¢ni pufry o pH 4,1 a 6,86.

Analytické vahy
Analytické vahy Sartorius 2004 MP (Némecko).

Analytické vahy Mettler-Toledo AB 204 (Svycarsko).

3.1.2 Zakladni chemikalie
Slozky pufru

Pro experimentdlni cast 2, 3, 4: acetonitril (ACN), a-cyklodextrin hydrat (a-CD), B-
cyklodextrin hydrat (B-CD), dimetylsulfoxid (DMSO), dodecylsulfat sodny (SDS), ethanol
(EtOH), ethylacetat, kyselina boritd, deoxycholovd, fosforecna 85% a cholovd, methanol
(MeOH), tetraboritan sodny dekahydrat a Tris zakoupeny od Sigmy Aldrich (St. Luis, MO,
USA). Methylparaben a propylparaben zakoupeny od firmy RNDr. Jan Kulich (Hradec Kralové,
Ceska Republika). Propan-2-ol (IPA), hydroxid amonny 26%, kyselina chlorovodikovéa 35% od
Penty a.s. (Ceskd Republika). Butan-1-ol od Lachemy a.s. (Ceska Republika). Hydroxid sodny
(NaOH) od firmy MERCK (Darmstadt, Némecko). N-(2-hydroxyethyl)piperazin-2'-(2-
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ethansulfonova kyselina) (HEPES), kyselina mravenci 98% a ledova kyselina octova od firmy
Fluka (Némecko). Wolframan sodny dihydrat od Riedel-de-Haén (Seelze, Némecko).

Voda

Na pripravu vsech roztokd byla pouzita ultra-Cista voda z Milli-Q-System (Millipore, Bedford,
MA, USA).

3.2 Test vhodnosti systému (system suitability
testing-SST)

SST tvori soucdst optimalizace analytické metody. Slouzi k ovéfeni vhodnosti systému jako
celku. Provadi se na roztocich standartnich latek o koncentracich blizkym koncentracim
ocekavanych ve vzorku. V jednotlivych pracich byly parametry SST vypocitany z namérenych
dat softwary CE systém(. Opakovatelnost byla vyhodnocena statistickymi funkcemi
Microsoft Excel. Mezi SST parametry patfi:

Pocet teoretickych pater vyjadfuje tcinnost metody (N)
tr\2
N=554 () (@
Wh

Kde ,,tg“je migracni ¢as (nebo vzddlenost mezi bodem nastfiku a kolmici spusténou z vrcholu
piku), ,wn“ je &itka piku v polovind vysky. Cim je pik vy3si a uZsi, tim vy3si je U&innost
separace a vyssi pocet teoretickych pater. [112]

Faktor symetrie piku (A;)

Wo,05
As = =3 (8)

»Wo,05“ je Sifka piku v jedné dvacetiné vysky a ,,d“ je vzdalenost od kolmice vedené z vrcholu
piku k vzestupné ¢asti piku v jedné dvacetiné jeho vysky. Idedlni pik ma faktor asymetrie 1,0.
Dle USP jsou pfijatelné i asymetrické piky za podminky, Ze jsou reprodukovatelné. [112, 113]

Rozliseni (Rs)

1,18 (tp1—t
Rg = (tr1— tr2) (9)
Wh1tWph2

»Er1, tr2" jsou migracni Casy (nebo vzdalenosti mezi bodem nastfiku a kolmici spusténou
zvrcholl pikd), kdy plati Ze tgq < tgy @ ,2Wh1, Wh2" jsou SiFky pikd v poloviné jejich vysky.
[112]

Rozlisenim se urcuje, jak moc jsou od sebe piky oddéleny. Nizké rozliSeni znaci Spatné
rozseparovani pika.

Opakovatelnost nastriku (RSD)

38



Experimentalni ¢ast

Hodnoti se relativni smérodatné odchylky (RSD, %) pramért hodnot migracnich ¢as(, ploch
pikd, korigovanych ploch analytl jejich migracnim ¢asem nebo korigovanych ploch analytu
ku korigovanym plocham vnitfniho standartu. Pro vyhodnoceni opakovatelnosti se pouziva
vysledkl Sesti po sobé jdoucich nastfikl vzorku o stejné koncentraci nebo ve specialnich
pfipadech trech nastfikll o tfech rlznych koncentracich vzorku [114]. Pokud je metoda
opakovatelna, RSD by mélo byt pod 5%.

Bézné statistické operace:

Primér (x):

X = ; n=1 Xi (10)
Smérodatna odchylka (s):
_ 22=1(xi_ x
s = —(n—l) (11)

Relativni smérodatna odchylka (sg, RSD):
S
sg = 2100 (12)

Pro rovnice (10-12) plati: ,n“ je pocCet méreni, ,xi“ je hodnota jednoho méreni.

3.3 Validace metody

Validace analytické metody je poslednim krokem pfi vyvoji a jejim cilem je ovéfit vhodnost
pro dané pouziti. Pfi validaci metody se m(iZze analytik fidit ICH normami [115] (International
Conference on Harmonization of Technological Requirments for registration of
Pharmaceutical for Human Use), americkymi smérnicemi Ufadu pro léky a potraviny FDA
[114] (Food and Drug Administration), ¢i platnymi Iékopisy: ¢esky (CL 2009) [112], evropsky
(Ph.Eur.) ¢i americkym USP [113]. Stanovuji se obvykle nasledujici parametry:

Selektivita

Selektivita urcuje schopnost metody jednoznacné rozpoznat konkrétni analyt v pfitomnosti
ostatnich ocekdvanych sloZek vzorku (nedistoty, rozkladné produkty, slozky matrice,
metabolity atd.) [115]. Testuje se analyzou dané latky v pfitomnosti pfedpokladanych latek
(nedistot, pomocnych latek atd.), analyzou blanku (v ptipadé biologického materidlu, tfeba
minimalné blank ze Sesti zdroju) [114] nebo porovnanim s paralelni ovéfenou metodou.

Linearita

Linearita urCuje zavislost odezvy detektoru na koncentraci analytu, tedy schopnost ziskat
vysledky, které jsou pfimoumérné koncentraci analytu ve vzorku [115]. Kalibra¢ni pfimka by
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méla byt pfipravena ve stejné matrici jako vzorky naspikovanim zndmou koncentraci analytu.
[114]

Obvykle se méti 5-7 koncentraci v rozsahu, pro ktery je metoda urcena. Linearni zavislost
popisuje rovnice pfimky (13) a korelacni koeficient (r).
y=kx+gq (13)

»X“ je koncentrace analytu, ,y“ je pomér korigovanych ploch analytu a vnitfniho standartu,
»K“ je smérnice a,,q“ je absolutni ¢len rovnice primky.

Rozsah

Rozsah je rozmezi koncentraci, ve které by metoda méla byt spravna, presna a linearni. [115]
Limity

evvs

vV

a kvantifikovat s nalezitou spravnosti s presnosti [114].

Limity Ize stanovit na zakladé poméru signalu k Sumu (S/N) vztahem (14):

S 2H
N (14)

Kde ,H“ je vySka piku analytu a ,,h* je hodnota Sumu nejlépe v oblastech, kde se pik nachazi.
Limit detekce odpovida pripadu, kdy S/N = 3; pro limit kvantifikace plati S/N = 10. Dale lze
hodnoty LOD a LOQ urcit vizudlné z elektroferogramu nebo se mohou vypocitat z rovnice
kalibraéni primky.

Pfesnost

Presnost vyjadiuje shodu namérenych vysledk( za predepsanych podminek. Vyjadfuje se v
procentech jako relativni smérodatna odchylka (RSD), (10-12). Pro vypocet byly pouZivany
poméry korigovanych ploch analyt( a vnitfniho standardu. Dle ICH se rozdéluje na:

Opakovatelnost- presnost v ramci jedné série analyz vzork( ptipravenych stejnym postupem
vykonanych jednim pracovnikem ve stejné laboratofi v kratkém casovém useku. Hodnoti se
na tfech koncentracnich hladinach tfemi nastfiky nebo Sesti nastfiky jedné koncentracni
hladiny.

Intermedidrni presnost- presnost mezi rlznymi sériemi méreni vykonanych pfi zméné
faktora (analytik, pfistroj, jiny den).
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Reprodukovatelnost- porovnani vysledk( z dvou rGznych laboratofi.
Spravnost

Spravnost vyjadfuje miru shody mezi nalezenou hodnotou a hodnotou povaZovanou za
referencni [115]. Je vyjadiena hodnotou vytéZnosti (recovery, %) a relativni smérodatnou
odchylkou (RSD, %) (10-12). PouZitd metoda standardniho pfidavku spociva v pridavku
roztoku standardu o tfech rlznych koncentracich k matrici vzorku o znamé koncentraci
analytu. Porovndani koncentrace standardu ve vzorku v poméru ke skutec¢né koncentraci
standardu se recovery vypocita podle vztahu (15):

C -C
Recovery — vzorek+standard vzorek 100 (15)

Cstandard

Pro vypocet byly pouZity poméry korigovanych ploch analyt( a vnitfniho standardu.
Robustnost

Robustnost metody vyjadfuje miru ovlivnéni ziskanych vysledkd malymi zménami kritickych
parametr( [115].

Tab. 10. Validacni parametry a jejich limity.

Validacni parametry Vyjadreni Limity

Selektivita Demonstrace na Zadné interference
elektroferogramech

Linearita Rovnice pfimky / korelaéni -/ r=0,9990

koeficient (r)

LOD [g/mL] -

LoQ [g/mL] -

Pfesnost % RSD RSD < 5%

Spravnost % recovery / % RSD 100% * 5% / RSD < 5%

3.4 Parametry CE metody:

1. Kapilara:
- rozméry kapilary (celkovd délka, délka k detektoru, vnitini/vnéjsi
pramér,
- materidl, ze kterého je kapilara vyrobena,
- vnitfni potah (pokud existuje);
2. Ostatni parametry:
- kondicionace kapilary: pred prvnim pouzitim, pred prvnim pouzitim
béhem dne, mezi analyzami,
- separacni pufr: sloZeni, koncentrace, postup pfipravy,
- nastrik: zpUsob nastfiku (HD/ EK), parametry (Cas, tlak/napéti),
- detekce: detektor, parametry detekce,
- migracni casy, celkovy ¢as analyzy,
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model CE systému, software,
napéti,

proud,

polarita.
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3.5 Experimentalni ¢ast 1: Separace a stanoveni
izomerU chlorfenylpiperazinu
v konfiskovanych tabletach metodou
kapilarni elektroforézy

Rukopis pod nazvem: SEPARATION AND DETERMINATION OF CHLOROPHENYLPIPERAZINE
ISOMERS IN CONFISCATED PILLS BY CAPILARY ELECTROPHORESIS je vsoucasné dobé
v recenznim fizeni v ¢asopisu Journa of Pharmaceutical and Biomedical Analysis.

3.5.1 Cil

Cilem této prdace bylo vyvinout kapildarné elektroforetickou metodu se spektrofotometrickou
detekci pro separaci a stanoveni izomerl ortho-, meta- a para-chlorfenylpiperazinu (CPP)
v tabletdch zabavenych policii statu Sdo Paulo (Brazilie), tuto metodu optimalizovat,
validovat a aplikovat pfi analyze vzorkd zabavenych tablet.

3.5.2 Material a metody
Instrumentace

Prace byla vykonana v laboratofi elektromigra¢nich metod v Chemickém Institutu Univerzity
v Sdo Paulu (Instituto de Quimica, Universidade de Sdo Paulo) na elektroforetickém systému
Beckman Coulter Proteomelab PA 800 (Fullerton, CA, USA) vybaveném detektorem
s diodovym polem a softwarem 32Karat (verze 7.0). pH bylo méfeno na DIGIMED pHmetro
DM20 (Sao Paulo, SP, Brazilie) s origindlni sklenénou elektrodou, ktera byla kalibrovana pufry
o pH 4,10 a 6,86. Separace byly provadény ve vnitfné nepokrytych kifemennych kapilarach o
celkové délce 60 cm (efektivni délce 50 cm) s vnitfnim primérem 50 um. Byly zakoupeny od
firmy ISB (Bom Principio, RS, Brazilie).

Elektroforetické postupy

Pfed prvnim pouzitim byla nova kapilara kondicionovana 1 M roztokem hydroxidu sodného
po dobu 30 minut pfi tlaku 1500 mbar s naslednym tficetiminutovym promytim ultra cistou
vodou. Denni udriba kapilary spocivala v postupném promyti 1 M hydroxidem sodnym a
vodou po dobu 10 minut pfi tlaku 1500 mbar pred prvni analyzou a po posledni analyze dne.
Mezi jednotlivymi analyzami byly kapilara proplachovdna 3 minuty separa¢nim pufrem.

Nastfik vzorkl probihal hydrodynamicky tlakem 50 mbar po 8 s.
Chemikalie

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 zapujceny jako roztoky o objemu 1 mL a koncentraci 1 mg/mL od
policie statu Sdo Paulo. Prokain a lidokain byly ziskany od firmy Sigma-Aldrich (St. Luis, MO,
USA).

Acetonitril, kyselina fosfore¢nda 85%, methanol, propan-2-ol, triethylamin (TEA) byly
zakoupeny od firmy Tedia (Fairfield, USA); 2-hydroxypropyl-B-cyklodextrin (HP-B-CD) od
firmy Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, USA); a-cyklodextrin (a-CD) a methyl-B-cyklodextrin (M-B-
CD) od firmy Fluka (Buchs, Némecko). Od firmy Beckman Coulter (Fullerton, CA, USA) byly
zakoupeny B-cyklodextrin (B-CD), y-cyklodextrin (y-CD) a dimethyl-B-cyklodextrin (DM-B-CD).

Priprava roztoku standardt, pufrd a vzorku

Zasobni roztoky analytl a vnitfniho standardu (IS, prokain) o koncentraci 1 mg/mL byly
pfipraveny rozpusténim navazek pfislusnych substanci v ultraCisté vodé. Koncentrace IS byla
vzdy 0,1 mg/mL.

Kalibracni roztoky byly ziskany fedénim zdsobnich roztokd pfislusnych standardu
chlorfenylpiperazind, pfidanim roztoku vnitfniho standardu a doplnénim vodou po rysku.

Zakladni elektrolyt byl pfipraven zfedénim urcitého objemu 85% kyseliny fosfore¢né ve vodeé,
dale bylo upraveno pH triethylaminem (TEA) na danou hodnotu a potifebny objem doplnén
vodou po rysku. Poté bylo navazeno potifebné mnozstvi cyklodextrinu, které bylo rozpusténo
v elektrolytu.

vru

Vzorky sedmnacti tablet (10 tablet jedné ,Sarie” a 7 tablet rlznych ,SarZi“) zabavenych
policii stdtu Sdo Paulo byly postupné zvadZeny a zhomogenizovany. 2,5 mg vzorku bylo
rozpusténo v 10 mL methanolu a extrahovano na ultrazvukové lazni po dobu 15 minut. Po
dekantaci byly methanolické roztoky dale nafedény vodou v zavislosti na koncentraci
obsahovych latek a pfidan roztok IS.

3.5.3 Vysledky a diskuze:

3.5.3.1 Optimalizace

lzomery CPP jsou molekuly stejné hmotnosti a ndboji. Vhodnym feSenim pro jejich CZE
separaci je pouziti vhodného selektoru. Byl testovan vliv Sesti cyklodextrint: a-CD, HP-B-CD,
M-B-CD, B-CD, y-CD a DM-B-CD (Obr. 26).
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Obr. 26 Vliv cyklodextrinG na separaci CPP izomer( za podminek: pufr 20 mM kyselina
fosforecna o pH 2,5 (upraveno TEA) obsahujici 10 mM CD, napéti 25 kV, teplota 25°C, vinova
délka detekce 204 nm, nastfik 50 mbar po dobu 6 s.

Béhem optimalizace metody bylo tfeba vénovat pozornost selektivité separace. Zplsob jak
zajistit selektivitu, bylo separovat izomery CPP a IS v pfitomnosti latek, které se mohou také
zabavenych tabletach metamfetamin, 3,4-
(MDA), (MDMA), 3,4-
methylendioxy-N-etylamfetamin (MDEA), 1-(3-trifluormetylfenyl)piperazin) (TFmPP), kokain.

vyskytovat v napfr.: amfetamin,

methylendioxyamfetamin 3,4-methylendioxymetamfetamin

S ohledem na citlivost, symetrii piku, G¢innost a rozliSeni nejlepsi separaci izomer( CPP a IS
z testovanych CD poskytl byl
koncentrace kyseliny fosfore¢né v rozsahu 10 — 40 mM, pH 2,0 - 4,0, koncentrace HP-B-CD
2,5 - 15 mM, napéti 15 — 30 kV, teploty 20 — 30°C a nastfiku vzorku 5 — 15 s. Kdyz vsak byla
metoda testovdna na selektivitu (Obr. 27), byla zjiSténa interference mezi piky mCPP a

HP-B-CD. Metoda byla optimalizovana, zkouman vliv

MDMA (4a) a TFmPP (4b+5), kterou nebylo mozné odstranit ani zménou koncentrace HP-B-
CD ani pfidavkem organického rozpoustédla do pufru (5 — 15% methanolu, acetonitrilu nebo
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propan-2-olu). V téchto experimentech byl pouZivan lidokain jako vnitini standard a vinova
délka detekce byla 204 nm.

-0.004

-0.006 1a

-0.0081 mCPP + 4a

-0.0104 oCPP

1b 3p [}, PCPP
-0.0121 b 6b

AU

-0.0141 2a 7
2b

-0.0164

-0.0184

-0.020 . : . : . : . : . : . : . : . : . : .
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Obr. 27 Separace izomer( CPP, lidokainu (IS) a standardd drog pomoci HP-B-CD. Podminky
separace: 7,5 mM HP-B-CD ve 20 mM kyseliné fosfore¢né o pH 2,5 (upraveno TEA), napéti
25 kV, teplota 25°C, vinova délka detekce 204 nm, nastfik 50 mbar po dobu 6 s. Poradi
migrace: amfetamin (1), metamfetamin (2), MDA (3), MDMA (4), TFmPP (5), MDEA (6) a
kokain (7).

Dalsim CD, ktery poskytl dobrou separaci, byl a-CD. Pti koncentraci 10 mM a-CD a za
pGvodnich podminek (20 mM fosfat, pH 2,5 (TEA), napéti 25 kV a teplota 25°C) se separace
mCPP, MDMA a TFmPP znacné vylepsila. PInd separace byla docilena u izomert CPP, IS
(prokain), amfetaminu, MDMA, TFmPP a kokainu. Pik MDEA migrujici mezi TFmPP a
kokainem stanoveni izomerl CPP neprekazi. Navzdory snaze o odstranéni zbyvajicich
komigraci MDA /oCPP a metamfetaminu/IS pomoci pridavku organického rozpoustédla do
pufru (5 — 15% methanolu, acetonitrilu nebo propan-2-olu), zvySenim koncentrace a-CD z 10
na 15 mM, zménou napéti (15 — 30 kV) piky zlstaly jen ¢astecné separovany. Pro ziskani
lepsSich tvart piku pCPP byla pouzita vyssi vinova délka 236 nm (Obr. 28 B). Pokles citlivosti
pfi 236 nm byl kompenzovan zvysenim doby nastfiku na 8s (pfi 50 mbar). Vyhoda prokainu
jako vnitiniho standardu spocivala v existenci jeho druhého absorpéniho maxima (285 nm),
diky ¢emuz byl IS snadno identifikovan v DAD spektru mezi ostatnimi analyty.
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Obr. 28 Separace izomerl CPP, prokainu (IS) a standard( drog pomoci a-CD. Podminky
separace: 10 mM a-CD v 20 mM kyseliné fosforec¢né o pH 2,5 (upraveno TEA), napéti 25 kV,
teplota 25°C, vinova délka detekce 204 nm (A.) a 236 nm (B.), nastfik 50 mbar po dobu 8 s.

Poradi migrace: amfetamin (1), metamfetamin (2), MDA (3), MDMA (4), TFmPP (5), MDEA
(6) a kokain (7).

S ohledem na selektivitu separace probihaly za téchto optimalnich podminek (Tab. 11.):
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Tab. 11. Shrnuti optimalnich podminek pro separaci izomera CPP.

Kapilara: 50 um vnitini primér, 60 cm celkova délka (50 cm efektivni délka),
kfemenna bez vnitfniho potahu;

Kondicionace: Nova kapilara 30 min (1 M NaOH, voda), prvni/posledni myti dne

10 min (1 M NaOH, voda), mezi analyzami 3 min pufr; Tlak
1500 mbar;

Separacni pufr: 20 mM fosfat, pH 2,5 (upraveno TEA) a 10 mM a-CD;

Nastrik: Hydrodynamicky 50 mbar, 8s;

Detekce: Spektrofotometricka 236 nm;

Napéti, proud: + 25kV / 15 kV;

CE systém: Beckman Coulter PA 800;

Teplota: 25°C;

Vnitini standard: Prokain o koncentraci 0,1 mg/mL.

3.5.3.2 Validace

Metoda byla validovéna dle norem ICH [115] a byla hodnocena selektivita, linearita, limity
detekce a kvantifikace, opakovatelnost nastfiku standard( na tfech koncentracnich urovnich,
spravnost a jednodenni pfesnost (opakovatelnost).

Selektivita

Problém selektivity byl také jiz diskutovan béhem optimalizace metody vyse. Pfestoze piky
MDA/oCPP a prokain/metamfetamin zlstaly jen ¢astecné separovany, metoda umoznuje
jejich identifikaci. PFi vinové délce 236 nm metamfetamin neabsorbuje, tedy stanoveni
izomeri CPP neprekazi. Sohledem na znamé kombinace drog, které jsou nachazeny
v tanecnich tabletach, je nizkd pravdépodobnost vyskytu kombinace MDA s oCPP. Z tohoto
pohledu mizZe byt metoda povaZovana za selektivni.

Linearita

Kalibracni krivka se skladala ze Sesti bod(i, mérenych po tfech nastficich. Vysledky byly
vyhodnoceny v programu Microsoft Excel metodou linearni regrese jako zavislost primeéru
korigovanych ploch analytll (plocha analytu korigovana migracnim ¢asem daného analytu
v poméru k plose vnitfniho standardu korigované migracnim ¢asem vnitfniho standardu) a
koncentrace analytu. Vdaném rozsahu koncentraci byla metoda linedrni s vyhovujicimi
korela¢nimi koeficienty (Tab. 12.).

Tab. 12. Linearni data.

Analyt Rozsah [ug/mL] Rovnice pFimky Korelacni 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 vypocitany jako pomér signalu k Ssumu (14)
S/N=3 a S/N=10 (Tab. 13.).

Tab. 13. Limity detekce a kvantifikace.

Analyt LOD [pg/mL] LOQ [pg/mL]
oCPP 2,0 7,0
mCPP 2,5 8,0
pCPP 3,0 10,5

Opakovatelnost

Opakovatelnost migracnich ¢asl (tm) a korigovanych ploch pikl (KP) byla vyhodnocena
nastriky Sesti vzork( na tfech koncentracnich trovnich (10, 100, 200 pg/mL). Opakovatelnost
byla vyhodnocena jako relativni smérodatna odchylka (%, RSD) primérnych hodnot.
Vyslednd data (Tab. 14.) ukazuji uspokojujici hodnoty opakovatelnosti migracnich casl a
korigovanych ploch, hodnoty RSD neprekrocily 5%.

Tab. 14. Opakovatelnost — hodnoty relativnich smérodatnych odchylek (RSD, %).

Analyt 10 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/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— migracni cas
KP — primér pomeérl korigovanych ploch analytl a vnitfniho standardu.
Spravnost

Spravnost byla hodnocena prostrednictvim recovery testu (pfidanim urcitého objemu
zasobniho roztoku mCPP) na tfech koncentracnich urovnich (50, 75, 100 pug/mL) k roztoku
testované tablety, ktery obsahoval 75 pg/mL mCPP. Izomery oCPP ani pCPP nebyly v
dostupnych zabavenych tabletdch nalezeny. Roztoky se standardnimi pridavky mCPP
(vysledné koncentrace mCPP 125, 150 a 175 pg/mL) byly nastfiknuty Sestkrat a bylo
spocitano recovery (15). Vysledky ukazuji hodnoty recovery kolem 100% s RSD nizsi nez
2,32% (Tab. 15.).

Tab. 15. Spravnost.

Analyt Pfidano [pug/mL] Nalezeno [pg/mL] Recovery [%] RSD [%]

50 50,79 101,59 0,83
mCPP 75 75,93 101,24 1,31
100 100,97 100,97 2,32
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3.5.3.3 Analyza zabavenych tablet

Metoda byla aplikovana na tablety zabavené policii. Ukazky elektroferogram( jsou
demonstrovany na Obr. 29. Jednotlivé zakdzané Ilatky obsazené v tabletdch byly
identifikovany spikovanim roztok( tablet roztoky standardd. Pokud byla zjiSténa pritomnost
mCPP, stanoveni probihalo se Sesti nastfiky daného vzorku a koncentrace mCPP byla
odectena ztfibodové kalibrac¢ni kfivky mérené soucasné. Vysledek byl vyjadien jako
miligramy mCPP v 300 mg tablety (stanoveno jako prlimérna hmotnost tablety). Relativni
smérodatnd odchylka RSD (%) z Sesti méreni vzorku (jednodenni presnost-opakovatelnost)
byla u vSech vzorku nizsi nez 5%.
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Obr. 29 Elektroferogramy vzorkt zabavenych tablet. Podminky separace: 10 mM a-CD
v 20 mM fosfatovém pufru o pH 2,5 (upraveno TEA), napéti 25 kV, teplota 25°C, vinova délka
detekce 236 nm (kromé elektroferogramu vzorku 12, kde 204 nm), nastiik 50 mbar 8 s.

V zaddném ze sedmnacti vzorkd analyzovanych tablet nebyl identifikovan ani oCPP ani pCPP.
Pfitomnost mCPP byla potvrzena ve 12 vzorcich tablet a zde bylo téZ provedeno stanoveni
obsahu této drogy. Vjedné tableté byl spolecné nalezen mCPP a TFmPP. Dvé tablety
obsahovaly metamfetamin, jedna Cisty MDMA, jedna kokain a jedna TFmPP. Obsah mCPP
v primérné tableté (300 mg) se pohyboval mezi 8,1 az 57,8 mg v zavislosti na pfitomnosti
jinych drog. Vysledky stanoveni mCPP v brazilskych tabletdch koresponduji s udaji
Evropského monitorovaciho centra pro drogy a drogovou zavislost [26] European Monitoring
Centre for Drugs and Drug Addiction (EMCDDA), kde je uvadéna primérna davka mCPP v
jedné tableté mezi 8 a 80 mg. Prehled vysledk( analyz vzork( tablet podava Tab. 16.
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Tab. 16. Vysledky stanoveni vzorku tablet zabavenych policii statu Sdo Paulo.

Vzorek oCPP mCPP pCPP Vybrané drogy
N?;Zz;::zigg] A Me MDA MDMA MDEA  TFmPP

1 - 21,7 (4,9) - - - - ] -
2 : 22,0 (1,9) : A : : . .
3 - 18,0(4,0) - - - - - -
4 : 24,3 (4,5) . A . ; . .
5 - 23,0 (4,8) - - - - - -
6 : 21,8 (3,9) : A : : . .
7 - 23,1 (4,5) - - - - - -
8 : 21,0 (3,8) : B : : . :
9 - 21,1 (3,1) - - - - ; ;
10 : 22,8(3,2) : B : : . :
11 - - - - - - ] p
12 : . : - P : : . :
13 - 8,1(1,8) - - - - ] p
14 : 57,8 (1,7) . S . . :

15 - ] - - - p - -
16 : . : - P : : . .
17 - ] - . - - ] ]

P= detekovano, nestanoveno;

amg mCPP nalezené v 300 mg tablety;

®RSD hodnoty korigovanych ploch mCPP vypoéitané ze esti nast¥ik( roztokd tablet;
A = amfetamin;

Me = metamfetamin;

C = kokain.

3.5.4 Zaveér

Byla vyvinuta jednoducha CE metoda, kdy s vyuZitim a-cyklodextrinu jako selektoru dochazi k
separaci izomer( chlorfenylpiperazinu. Metoda byla validovana a aplikovana na vzorky tablet
zabavenych policii stdtu Sdo Paulo. Metoda vykazuje dostatecnou selektivitu, linearitu v
daném rozsahu koncentraci, dobrou opakovatelnost migracnich ¢asu a korigovanych ploch,
opakovatelné a presné hodnoty recovery a uspokojivou jednodenni presnost
(opakovatelnost). PrestoZe byla metoda pUvodné vyvinuta pro stanoveni izomerd CPP, je
vyuzitelnd i pro identifikaci dalSich zneuzivanych drog v zabavenych tabletach.
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3.6 Experimentalni ¢ast 2: Vyvoj citlive
elektroforetické metody pro stanoveni
8-hydroxy-2"-deoxyguanosinu v modi

Pfipravuje se k publikaci pod nazvem: DEVELOPMENT OF SENSITIVE ELECTROPHORETIC
METHOD FOR DETERMINATION OF URINARY 8- HYDROXY-2"-DEOXYGUANOSINE.

3.6.1 Cil

Cilem tohoto projektu bylo vypracovat dostatec¢né citlivou CE/UV metodu pro stanoveni
80HdG v lidské moci. Bylo tfeba vyuZit kombinaci nékolika zplsob( zvySovani citlivosti v CE
jako jsou cely s prodlouzenou optickou drahou, zakoncentrovani vzorku pfimo v kapilare,
Uprava vzorku pomoci extrakce na tuhé fazi (SPE) a interakce analytu s boritanem, ktery tvori
komplexy s hydroxy skupinami 80OHdG.

3.6.2 Material a metody
Instrumentace

Pro analytickd stanoveni byl pouzit CE systém Agilent 7100 (Agilent Technologies,
Waldbronn, Némecko), vybaveny DAD detektorem a software ChemStation (verze B04.03)
s moznosti vlioZeni kazet s celami s prodlouzenou délkou detekce (bublinova cela a z-cela).

pH pufrl a vzorkl bylo upravovdno na pH metru PHM 220 (Radiometer, Dansko) s
kombinovanou sklenénou elektrodou PHC2401-8, ktera byla kalibrovana pufry o pH 4,00,
7,00 a 10,00 (WTW, Weilheim, Némecko). Pfed analyzou byly vSechny roztoky odplynény na
ultrazvukové lazni Sonorex RK 31 (Némecko).

BéZné kiemenné vnitfné nepotazené kapildry o vnitfnim prdméru 75 um, celkové délce
60,0 cm (efektivni 51,5 cm) byly zakoupeny u C&M Scientific (Shipley, Velka Britanie),
specidlni kapilary s bublinovou celou 50 um ID (150 um rozsiteni v misté detekce) celkové
délky 64,5 cm (efektivni 56 cm) a z-celou 0 75 um ID (1,2 mm prodlouZeni optické drahy),
80,5 cm celkova délka (72,5 cm efektivni délka) byly zakoupeny od Agilent Technologies
(Waldbronn, Némecko).

SPE metody pro Upravu vzorku byly vyvinuty na kolonkach Oasis: HLB (3 mL, 60 mg), MCX
(3 mL, 60 mg), MAX (3 mL, 60 mg) zakoupenych od Waters (Milford, MA, USA) a Supelco
DSC-WCX, DSC-SCX, DSC-WAX, DSC-SAX od Sigmy Aldrich (St. Luis, MO, USA) za pouziti
zatizeni pro extrakci na tuhou fazi za snizeného tlaku Vacuum Manifold od firmy Supelco
Visiprep ™. Vzorky modéi byly centrifugovany na zafizeni Eppendorf Mini Spin®Plus
(Hamburk, Némecko).

Elektroforetické postupy
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Nové kapilary byly promyvdny 5 minut methanolem pfti tlaku 1000 mbar, 20 minut 1M
hydroxidem sodnym a 20 minut vodou. Pfed kaZzdodennim pouZitim byly promyvany
10 minut 1 M roztokem hydroxidu sodného a 10 minut vodou. Mezi analyzami byla kapilara
proplachnuta 2 minuty 0,1 M hydroxidem sodnym, 2 minuty vodou a 3 minuty separacnim
pufrem.

Vzorky byly ddavkovany hydrodynamicky tlakem 50 mbar 6 s pfi separacich bez
zakoncentrovani. Pti zakoncentrovani doba nastfiku velké zony vzorku (75% kapilary) byla
spocitana dle vztahu (1) a nasledné pak upravena dle experiment( na detekénich celach.

Chemikalie

Standardy 8-hydroxy-2’-deoxyguanosinu (80HdG), kreatininu a 2’-deoxyguanosinu byly
zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, USA). Ostatni chemikalie a slozky pufr( jsou
uvedeny v kapitole 3.1.2.

Priprava roztokt standard a pufru

Zasobni vodné roztoky 8OHdG a kreatininu o koncentraci 1 mg/mL byly skladovany zamrzlé
pfi teploté -18°C.

Separacni pufr a pufr pouzivany pro MAX SPE metodu byly pfipravovany denné cerstvé
2 0,3 M zésobniho roztoku kyseliny borité a p¥idavku acetonitrilu. Zddané pH* bylo upraveno
pfidavkem 1 M hydroxidu sodného. Pufr pro MAX SPE neobsahoval acetonitril. Separacni
pufry byly pred analyzou filtrovany membranovym filtrem 0,45 um a odplynény na
ultrazvukové lazni.

Uprava vzorku

Vzorky moci byly centrifugovany (13 400 rpm po dobu 10 minut), odebrany supernatant byl
dale zpracovan na SPE nebo zamrazen (-18°C) pro pozdéjsi pouziti.

3.6.3 Vysledky a diskuze

3.6.3.1 Optimalizace zakladniho elektrolytu

Prvnim krokem ve vyvoji vysoce citlivé metody byla optimalizace separacniho pufru. 8OHdG
ma ve své strukture jak skupiny které mohou nést kladny naboj, tak skupiny, které mohou
byt nabité negativné v zavislosti na pH. 80OHdG je schopen migrovat jako kationt i jako aniont
(Obr. 30).
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Celkovy naboj 80OHdG

Obr. 30 Zavislost ndboje na pH u 80HdG. Spoditano a vygenerovano programem sparc.

Pfi vyvoji metody byl také bran v dvahu fakt, Ze by 80HdG mohl byt stanoven spolecné
s kreatininem, markerem metabolismu dusikatych latek v téle. V boratovém pufru 80OHdG
migroval jako negativné nabity komplex s boratem, coz zvySovalo jeho mobilitu a také
citlivost detekce. Na druhou stranu v zasaditém prostfedi byla molekula kreatininu neutrdlni
a migrovala spolecné s elektroosmotickym tokem a ostatnimi elektroneutralnimi
molekulami. V kyselém prostfedi fosfatového a acetatového pufru existovala moznost
soucasného stanoveni obou latek, avsak citlivost stanoveni zde byla mnohem nizsi neZ pfi
pouziti boratového pufru. Také vzhledem ke zna¢nému rozdilu koncentraci obou latek v moci
bylo rozhodnuto pokraCovat v optimalizaci CZE stanoveni 80HdG v boratovém pufru a
kreatinin eventuelné stanovit v moci jinou metodou. Byl studovan vliv pridavku aditiv SDS,
cholatu a deoxycholatu do boratového pufru. Ackoli u roztokl standardu bylo zaznamenano
zvyseni citlivosti, pti pokusech s moci, ke které byl ptidan 80HdG, se pik 80OHdG neoddéloval
od matrice ani pfi rliznych koncentracich jednotlivych aditiv. Vliv koncentrace boratu
v rozsahu 70 — 150 mM byl testovan pfi pH 9. Byl také studovav vliv pH bylo v oblasti 8,0 —
10,0 (upraveno 1 M hydroxidem sodnym). Dale byl sledovan vliv pfidavku organickych
rozpoustédel acetonitrilu, methanolu a propan-2-olu pfi obsahu organické slozky 10% (v/v).
NejlepSich vysledk( bylo dosaZeno s acetonitrilem, ktery zlepsil jak tvar piku 80HdG, tak i
jeho separaci od ostatnich sloZzek modi. Vliv mnozstvi acetonitrilu byl sledovan od 0 az po
30% (v/v). Cely proces optimalizace zakladniho elektrolytu probihal v béZnych kfemennych
kapilarach 75 pum ID.

3.6.3.2 Zvysovaci citlivosti analyzy (cely s prodlouzenou

délkou optické drahy, zakoncentrovani v kapilare)
Jelikoz citlivost detekce po optimalizaci separacniho pufru v béiné kapildfre nebyla
dostatecna pro stanoveni velmi nizkych koncentraci 80HdG v moci (desitky nmol/L u
zdravych jedincu), bylo tfeba zvysit citlivost a to priblizné o tfi rady. Dalo se predpokladat, ze
samotné pouziti cel s prodlouzenou délkou detekce nebude dostacuijici.
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Bylo zkouseno nékolik technik pro zakoncentrovani analytu pfimo v kapilare, u kterych neni
nezbytnd nevodiva matrice vzorku, tedy Uprava vzorku moce pred analyzou. Byly provadény
experimenty na moci s pfidavkem standardu 80HdG na principu prechodné izotachoforézy,
,stackingu zprostfedkovaného pH“ (pH mediated stacking), , elektrokinetického supernabiti”
(elektrokinetic supercharging). U nékterych z téchto postupli dochazelo k zakoncentrovani
80HdG a c¢asteCnému odstranéni matrice, nicméné dosazené vysledky nebyly dostacujici.
objemu vzorku s obracenim polarity (LVSS), kde je podminkou nizka vodivost matrice vzorku.
U aplikace metody na redlné vzorky moci to znamena nutnost odstranit vodivé latky
(ptedevsim soli) vhodnou preduipravou vzorku.

Nejdfive byla vyhodnocena citlivost stanoveni 80HdG ve vodnych standardnich roztocich s
pouzitim kapilar s bublinovou celou a z-celou a nasledné pak jejich kombinace s LVSS.
Ucelem bylo ovéfit, zda je kombinaci téchto dvou pFistupl mozné dosdhnout velmi nizkych
limithd detekce 80OHdG. Vysledky uvedené v Tab. 17. (bublinova cela) a v Tab. 18. (z-cela)
ukazuji, Ze za poutZiti vodnych standard( a kombinace z-cela a LVSS je moZno detekovat
koncentrace srovnatelné s fyziologickymi hladinami 80HdG v moci zdravych jedinca.
Porovnani signald pti koncentraci 20 ug/mL 80HdG pro detekéni cely v kombinaci s LVSS je
uvedeno na Obr. 31. Vtéchto experimentech byl jako vnitfni standard pouzit 2’-
deoxyguanosin.

Tab. 17. Linearni data, limity a opakovatelnost pro stanoveni na vodnych standardech
80HdG za pouziti bublinovou cely a kombinace bublinova cela s LVSS.

Parametry Bublinova cela Bublinova cela + LVSS
Rozsah [pug/mL] 2,5—20,0 0,05—1,0
Rovnice pFimky y=0,1178x + 0,1945 y = 0,0030x + 0,0729
Korelacni koeficient 0,9983 0,9940

LOD 0,5 ug/mL (1 770 nM) 0,025 pg/mL (88,3 nM)
LoQ 1,67 pg/mL (5 900 nM) 0,12 pg/mL (424 nM)
Jednodenni opakovatelnost RSD [%;] (n=6)

Migracni cas 0,22 1,56
Korigovana plocha 4,08 2,87

Tab. 18. Linearni data, limity a opakovatelnost pro stanoveni vodnych standard( 8OHdG za
poufziti z-cely a kombinace z-cela s LVSS.

Parametry Z-cela Z-cela + LVSS
Rozsah [pug/mL] 0,62—20,0 0,025—1,0
Rovnice pFimky y =0,2338x-0,1309 y =10,5550x — 0,2725
Korelacni koeficient 0,9998 0,9974

LOD 0,13 pg/mL (460 nM) 0,01 pg/mL (35 nM)
LoQ 0,5 pg/mL (1 770 nM) 0,025 pg/mL (88,3 nM)
Jednodenni opakovatelnost RSD [%;] (n=6)

Migracni cas 0,77 1,74
Korigovana plocha 1,07 5,15
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Obr. 31 Porovnani elektroforegrami pfri pouziti cel s prodlouzenou optickou drahou
v kombinaci s LVSS. Podminky separace: 150 mM borat, pH* 9,2 (upraveno 1 M NaOH)
10% ACN (v/v), £ 25 kV pfi stakingu, 25°C, vinova délka detekce 282 nm, nastrik bézny

50 mbar 6 s nebo LVSS, koncentrace 80HdG 20 pg/mL.

3.6.3.3 Uprava vzork(i mo¢i k analyze

Pro uplatnéni techniky LVSS je potfeba dosahnout nizké vodivosti davkovaného vzorku. Za
timto ucelem byly provddény experimenty s extrakci na pevnou fazi (SPE) a
elektromembranovou extrakci (EME).

Vhodnym extrakénim postupem pro 80HdG v moci se zddla byt iontové vyménna SPE.
Nejdrive byly testovany slabé (DSC-WCX), silné (DSC-SCX) Supelco a smisené (MCX, 3 mL,
60 mg) Oasis katexové sorbenty za podminek uvedenych v obecnych protokolech ptislusnych
komercnich kolonek. Prijtelné vysledky pfinesly kolonky MCX. | po optimalizaci postupu byla
vSak vytéZnost nizka (Tab. 19.) a bylo tfeba hledat dalsi, specifi¢téjsSi metodu. Dale se
zkousely anexové sorbenty slabé (DSC-WAX), silné (DSC-SAX) Supelco a smisené (MAX, 3 mL,
60 mg) Oasis. Nejlepsich vysledk( bylo dosazeno na kolonkdch MAX, kde byl 8OHdG
specificky zadrzovan jako zaporné nabity komplex s boratem. Metoda byla optimalizovdna a
bylo dosazeno dobré vytéznosti (Tab. 19.). Zbytky elu¢nich ¢inidel vSak zvySovaly vodivost
vzorku a proto nebylo mozné s eludtem provést stacking.

Dalsi extrakéni postup byl vyvinut na komercnich HLB (3 mL, 60 mg) Oasis kolonkach
s relativné dobrou vytéZnosti (Tab. 19.). U této metody bylo mozné provadét LVSS, nicméné i
v kombinaci se z-celou nebylo moziné na preciSténé spikované moci dosdahnout takové
citlivosti, jaké bylo dosazeno za stejnych podminek bez uUpravy vzorku na vodnych
standardech.
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Tab. 19. Pfehled SPE metod vyvinutych na uUpravu vzorkl modi, jejich vytéZnost pfi
koncentraci 100 pug/mL, shrnuti vyhod a nevyhod postupu.

SPE metoda MCX 3cc MAX 3cc HLB 3cc
Aktivace kolonky 3 mL MeOH, 3mLvoda 3 mL MeOH, 3mL pufr* 3 mL ACN, 3mL vody
1 mL (pH 3, upraveno 1mL(1:1,
Vzorek 2 mM HCI) vzorek : pufr¥) 1mt
Promyvani 1,5 mL0,1% HCOOH 1,5 mL pufr* 2 mL vody
1,5 mL 2,6% hydroxid 1,5 mL 2% HCOOH v o
Eluce amonny v MeOH MeOH 1,5 mL 75% ACN
Zakoncentrovani
vysusSenim na dusiku a 7 5x 7.5 7.5

roziedénim ve 0,2 mL

vody:
Poznimka: *0,15 M borat pH 9,2

) (upraveno 1 M NaOH)
VytéZnost metody?:

65% / 40% 98% / 86% 80% / 60%

ST/SP
Vyhody dobrd vytéZnost LVSS mozny
Nevyhody nizka vytéznost LVSS neni mozny

ST- vodny standard 80HdG.
SP- moc spikovana 80hdG.
2méreno na jedné koncentraéni hladiné. Vypocitano jako prlimér vysledkl na 6 kolonkach.

Experimenty s EME jako prekoncentracni technikou diky komplexnosti 80OHdG nepfinesly
vyznamné vysledky v ramci zvySovani citlivosti detekce.

3.6.3.4 Analyza vzork( moci

Ze vsech zkousenych postup(l pro stanoveni 80OHdG v moci metodou kapilarni elektroforézy
kombinace SPE (HLB) upravy vzorku a aplikace LVSS v z-cele. Tato koncentrace 0,5 pg/mL
(1,77 uM) byla stanovena ve spikované moci tfi zdravych jedincd. Plocha piku 80OHdG (Obr.
32) za danych podminek (Tab. 20.) je jesté dost velkd, aby bylo moiné stanovit i nizsi
koncentrace.
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Obr. 32 Porovnani elektroferogrami blanku moci, moci spikované 0,5 pug/mL 80HdG pfi vinovych
délkach detekce 210 nm a 282 nm. Moc¢ upravena SPE-HLB s naslednym LVSS v z-cele. Podminky
separace: 0,15 M borat, pH* 9,2 (1 M NaOH) 20% ACN (v/v), £ 25 kV, 25°C, LVSS.

Tab. 20. Shrnuti podminek pti stanoveni 80OHdG v modi.

Kapildra: Kapildra se z-celou 75 um ID, 80,5 cm celkova délka (72,5 cm
efektivni), kfemenna bez vnitfniho potahu;
Kondicionace: Nova kapilara 5 min MeOH, 20 min (1 M NaOH, voda),

prvni/posledni myti dne 10 min (1 M NaOH, voda), mezi analyzami
2 min 0,1 M NaOH, 2 min voda, 3 min pufr; Tlak 1000 mbar;

Separacni pufr: 150 mM borat, pH* 9,2 (upraveno 1 M NaOH) 10% ACN (v/v);
Nastrik: Hydrodynamicky: 50 mba, 6 s nebo LVSS;

Detekce: Spektrofotometricka 282 nm;

Napéti: + 25 kV, LVSS;

CE systém: Agilent 7100;

Teplota: 25°C;

3.6.3.5 Porovndni s ostatnimi metodami

V porovnani s jiz publikovanymi CE/UV metodami (Tab. 21.), Kvasnicova [59] dosahla béznym
postupem v boratovém pufru limitu detekce (17 uM) v desetkrat nafedéné spikované moci
pfi nizsi vinové délce (200 nm). Detekce pfi nizsi vinové délce je sice citlivéjsi, nicméné pro
vétsinu analytd malo specificka. Z postupu publikované metody se da usoudit, Ze moc
musela byt narfedéna, aby bylo moiné pridany 80HdG mezi ostatnimi piky spolehlivé
detekovat. Svysledky uvedenymi v publikaci [60], kde bylo dosazeno jednoduchym
zpUsobem velmi nizkych detekénich limitd (42 nM 80HdG), nasi metodu srovndvat nelze.
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V nasi laboratofi jsme metodu [60] zkouseli nékolikrat neuspésné reprodukovat (hodnoty
LOD nami zjisténé pfi pouziti této metody byly asi o tfi rady vyssi).

Tab. 21. Porovnani podminek pro CE/UV stanoveni 80HdG v moci.

Kvasnicova [59] Tama [60] Nase metoda
LOD (vodné standardy): 850 nM 34 nM 35 nM
LOD (mog): 17 uM 42 nM -
Vinova délka detekce: 200 nm 204 nm 282 nm
Pufr: 10 mM borat 80 mM CHES, 0,1 mM CTAB 0,15 M borat pH 9,2

pH 9,0 (9 mM LiOH), pH 8,6

Kapilara: 75 um ID 75 um ID 75 um 1D, z-cela
Uprava vzorku: - - HLB 3cc
Zakoncentrovani: - - LVSS

3.6.4 Zaver

CE/UV stanoveni 80HdG s pouZitim detekéni cely s prodlouzenou optickou drahou
v kombinaci s on-line zakoncentrovanim vzorku pfimo v kapilare bylo u vodnych standardt
analytu dosazeno hodnot LOD, které jsou blizké zvySenym hladinam 80HdG u zdravych
jedincd. U redlnych vzork(i moci vsak Cinila problém predevsim relativné vysoka vodivost
matrice moci. Proto bylo vyvinuto nékolik extracnich postupd, z nichz byl vybran jeden, ktery
mél prijatelnou vytéZnost a byl kompatibilni s technikou zakoncentrovani. Ani poté vsak
nebylo dosaZeno takové citlivosti jako u vodnych standardd 8OHdG. | pres veskeré usili a
kombinaci modernich pfistupl zvySovani citlivosti CE/UV neni vypracovana metoda
dostatecné citliva pro stanoveni nanomolarnich koncentraci 80OHdG v biologickém materialu.
Pro takova CE stanoveni je vhodnéjsi pouZit jiny zplsob detekce, napfiklad detekci
amperometrickou nebo kombinaci CE s MS.
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3.7 Experimentalni ¢ast 3: Analyza citrusovych
flavonoidd, troxerutinu a kyseliny askorbové
v potravinovych doplncich a farmaceutickych
pripravcich metodou kapilarni zénové
elektroforézy

Publikovano ve Food Analytical Methods pod ndzvem: ASSAY OF CITRUS FLAVONOIDS,
TROXERUTIN AND ASCORBIC ACID IN NUTRACEUTICALS AND PHARMACEUTICALS BY
CAPILLARY ZONE ELECTROPHORESIS.

3.7.1 Cil

Cilem této prdace bylo vyvinout a validovat kapilarné elektroforetickou metodu pro separaci a
stanoveni diosminu, hesperidinu, kyseliny askorbové, rutinu a troxerutinu v lécivych
ptipravcich (Cilkanol, Detralex, Ascorutin) a potravinovych doplricich (HemoStop ProBio,
Hemodin Prebio Forte).

3.7.2 Material a metody
Instrumentace

Byl pouzit CE systém Beckman Coulter MDQ (Fullerton, CA, USA) vybaveny detektorem
s diodovym polem a softwarem 32Karat (verze 5.0), pH pufr( bylo upravovano s vyuZitim pH
metru PHM 220 (Radiometer, Dansko) s PHC2401-8 kombinovanou sklenénou elektrodou,
ktera byla kalibrovdna pufry o pH 4,00 a 10,00 (WTW, Weilheim, Némecko). Pro rozpousténi,
odplynéni a homogenizaci vzork( slouzila ultrazvukova lazern Sonorex RK 31 (Némecko). Byly
pouzity kiemenné vnitfné nepotazené kapilary o 50 um ID, celkové délce 31,2 cm (efektivni
délce 21 cm) zakoupené u C&M Scientific (Shipley, Velka Britanie).

Elektroforetické postupy

Pfed prvnim pouZitim byla nova kapilara kondicionovana methanolem po dobu 5 minut pfi
tlaku 1500 mbar, 1 M roztokem hydroxidu sodného 20 minut, 0,1 M roztokem hydroxidu
sodného 20 minut a ultra Cistou vodou 20 minut. Pfed prvni analyzou a po posledni analyze
byla kapildra vdany den méreni promyta 1 M hydroxidem sodnym, 0,1 M hydroxidem
sodnym a vodou (vZdy 10 minut pfi tlaku 1500 mbar). Mezi jednotlivymi analyzami byla
kapildra proplachnuta pfi tlaku 1000 mbar 0,1 M hydroxidem sodnym (2 minuty), vodou (2
minuty) a separa¢nim pufrem (3 minuty).

Vzorky byly davkovany hydrodynamicky tlakem 50 mbar po 6 s.
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Chemikalie

Standardy diosminu (Dl), kyseliny askorbové (AA) a skoficové (SK), rutinu (RU) a troxerutinu
(TR) byly zakoupeny od firmy Sigma - Aldrich (St. Luis, MO, USA). Hesperidin (HE) byl ziskan
od firmy od Fluka (Némecko). Ostatni chemikalie a slozky pufri jsou uvedeny v kapitole
3.1.2.

Priprava roztoku standardt, pufrd a vzorku

Zasobni roztok standard( pro optimalizaci metody obsahujici HE, DI, RU, TR, AA a vnitfni
standard (IS, kyselinu skoficovou) byl pfipraven navazenim kazdého analytu a rozpusténim
v DMSO na ultrazvukové |azni. Ddale byl pfidan methanol, roztok byl ochlazen na laboratorni
teplotu a doplnén vodou po rysku. Vysledna koncentrace analytl v roztoku byla 0,25 mg/mL
a pomeér rozpoustédel 40% DMSO, 45% methanol, 15% voda. Po dobu optimalizace byl
Cerstvy roztok pripravovan kazdy ¢tvrty den.

Zasobni roztoky analytl byly ptipraveny kazdy zvlast rozpusténim ve vhodném rozpoustédle
(Tab. 22.) a zftedénim na potfebnou koncentraci.

Tab. 22. SloZeni a koncentrace zdsobnich roztokd analytd.

Analyt Rozpoustédio 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

Kalibracni roztoky byly pripraveny ze zasobnich roztok( analyt(. Nejdrive byl pfipraven
koncentrovany smésny roztok: 0,5 mg/mL (HE, DI, RU, TR) a 1 mg/mL AA, ktery byl fedén
roztokem rozpoustédel (40% DMSO, 45% MeOH, 15% voda) a zasobnim roztokem IS na
potfebné koncentrace jednotlivych bodl kalibracni pfimky.

Zakladni elektrolyt byl pfipraven navazenim odpovidajiciho mnozstvi tetraboritanu sodného,
jeho rozpusténim na ultrazvukové lazni a ochlazenim na laboratorni teplotu. Nasledné bylo
pridano odpovidajici mnozstvi methanolu a upraveno pH* na pfislusSnou hodnotu pomoci 0,5
M roztoku kyseliny borité. Dale pak byl vysledny roztok doplnén v odmérné barnce vodou po
rysku.

Preparaty Askorutin tablety, Cilkanol tobolky (vyrobce Zentiva, Ceska Republika), Detralex
tablety (vyrobce Les Laboratories Servier, Francie), Hemodin Prebio Forte tablety (vyrobce
Valosun a.s., Ceska Republika) HemoStop ProBio tobolky (vyrobce Simply you s.r.o., Ceskd
Republika) byly zakoupeny v mistni Iékarné v Hradci Krdlové. Tablety ¢i obsah tobolek byl
zvazen, homogenizovan a extrahovan do DMSO na ultrazvukové |azni 15 minut. Dle obsahu
analyt( v pripravcich byly roztoky dale redény roztokem IS a rozpoustédly v poméru 40%
DMSO, 45% MeOH, 15% voda, aby se dosdhlo koncentraci analytd vrozsahu kalibracni
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krivky. VSechny vzorky pred analyzou byly filtrovany membranovym filtrem 0,45 um a
odplynény na ultrazvukové lazni.

3.7.3 Vysledky a diskuze

3.7.3.1 Optimalizace

3.7.3.1.1 Pufr, pH, koncentrace boratu
S ohledem na charakter analytl (polyfenolické latky) a jejich schopnosti tvorit komplexy byl
boratovy pufr zkousen jako jediny zékladni elektrolyt.

Vliv pH byl testovan vrozsahu 8,0 az 9,8 (upraveno kyselinou boritou nebo hydroxidem
sodnym) pfi koncentraci tetraboritanu 40 mM. Pfi pH* 8,0 aZ 8,5 prakticky nedochdzelo k
separaci analyt(. Se zvySujicim se pH se migracni ¢asy analytl prodluzovaly a piky byly lépe
oddéleny. Pti pH* 9,8 byla jiz doba analyzy pomérné dlouhd a generovany proud prekrocil
100 pA. Optimalni pH* 9,5 bylo stanoveno jako kompromis mezi rozliSenim, tvarem pikd a
celkovou délkou analyzy.

Vliv koncentrace bordtu byl zkouman vrozsahu 20 az 50 mM pfi pH* 9,5. Zménou
koncentrace byl nejvice ovlivnén cas analyzy, ktery se se stoupajici koncentraci prodluzoval,
a rozliseni, které s vyssi koncentraci stoupalo. Jako optimalni zakladni elektrolyt byl vybran
40 mM borat, zajistujici nejlepsi tvar pik( a pfijatelnou dobu analyzy.

3.7.3.1.2 Aditiva

Byl hodnocen vliv organickych rozpoustédel methanolu, ethanolu a acetonitrilu. NiZsi obsahy
ethanolu a acetonitrilu nemély na rozliSeni pikQ podstatny vliv, vyssi obsahy ethanolu a
acetonitrilu (nad 10%) nebylo mozné pouZzit kv(li problémdm s rozpustnosti bordtu. Pfi 10%
pridavku methanolu piky HE a DI nebyly dokonale oddéleny, pfi obsahu 25% methanolu jiz
bylo rozlisSeni dostatecné. Pfi obsahu methanolu vyssim nez 30% trvala analyza pfilis dlouho,
pik HE byl asymetricky a proud labilni.

Experimenty s neutralnimi CD nebo SDS nepfinesly vyznamné zlepSeni separace.

3.7.3.1.3  Napéti, teplota, nastfik a vinova délka detekce

Vliv velikosti vloZzeného napéti byl studovan v rozmezi 15 - 30 kV. Dle oCekavani probéhla
analyza nejrychleji pti 30 kV (6 minut). Jako optimalni byla zvolena hodnota 25 kV, kdy
generovany proud dosahoval 90 pA a analyza trvala 8 minut.

Vliv tepoty na separaci byl zkouman pfi 15, 20, 25 a 30°C. Pfi teploté nad 30°C dochazelo k
deformaci piku HE a pod 25°C probihala analyza pfili§ pomalu; teplota 25°C byla proto
vybrana jako optimalni.

Vétsina analytl vykazovala absorbéni maximum pfi vinovych délkach kolem 200 nm. V této
oblasti se také nachazi absorbéni maximum DMSO, ktery byl pouzivan jako jedno
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z rozpoustédel pfi zpracovani vzork(. Pfi vinové délce 200 nm intenzivni pik DMSO
komigroval s pikem troxerutinu. Pro stanoveni analytl byla proto vybrdna vinovd délka
280 nm, kde absorbuji vSechny studované analyty a DMSO zde neabsorbuje.

Tab. 23. Shrnuti podminek pro separaci citrusovych flavonoidd, troxerutinu a kyseliny
askorbové.

Kapilara: 50 pm vnitfni prdmér, 31,2 cm celkova délka (21 cm efektivni),
kfemennad bez vnitiniho potahu;

Kondicionace: Nova kapilara 5 min MeOH, 20 min (1 M NaOH, voda), prvni/posledni
myti dne 10 min (1 M NaOH, 0,1 M NaOH, voda) tlak 1500 mbar, mezi
analyzami 2 min 0,1 M NaOH, 2 min voda a 3 min pufr tlakem

1000 mbar;
Separacni pufr: 40 mM tetraboritan sodny o pH* 9,5 (upraveno kyselinou boritou)
s obsahem 10 % MeOH (v/v);

Nastrik: Hydrodynamicky: 50 mbar, 6 s;

Detekce: Spektrofotometricka 280 nm;

Napéti, proud: + 25kV, 90 pA;

CE systém: Beckman Coulter MDQ;

Teplota: 25°C;

Vnitfni standard: Kyselina skoficova o koncentraci 0,1 mg/mL.
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Obr. 33 Separace analytl za optimalnich podminek: pufr 40 mM tetraboritan sodny o
pH* 9,5 (upraveno kyselinou boritou) obsahujici 10 % MeOH (v/v), napéti 25 kV; teplota
25°C; vinova délka 280 nm; nastfik 50 mbar 6 s

3.7.3.2 Validace

Metoda byla validovana dle ICH norem [115] a byla hodnocena linearita, limity kvantifikace a
detekce, spravnost a presnost (opakovatelnost a intermedidrni presnost migracnich casu a
korigovanych ploch pik).
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Linearita

Linearita metody byla ovéfena zmérenim Sestibodové kalibracni kfivky (kazdy bod po tfech
nastficich) vdaném rozsahu (Tab. 24.). Kalibra¢ni pfimka byla vyhodnocena metodou
linedrni regrese v programu MS Excel jako zavislost priamérd korigovanych ploch analytd
vnitfnim standardem (plocha analytu korigovana migraénim casem daného analytu
v poméru k plose vnitfniho standardu korigované migracnim ¢asem vnitiniho standardu) na
koncentraci analytu.

Z vysledk( uvedenych v (Tab. 23.) vyplyva, Ze vdaném rozsahu je metoda linedrni o ¢emz
svéddi i odpovidajici korelaéni koeficienty.

Tab. 24. Linearni data a limity.

Analyt Rozsah Rovnice piimky Korelacni LoQ LOD
[mg/mL] koeficient [mg/mL] [mg/mL]
TR 0,05-0,5 y=4,2506x-0,0316 0,9997 0,05 0,02
HE 0,05-0,5 vy=6,8836x-0,0378 0,9996 0,05 0,02
DI 0,05-0,5 vy=5,9244x+0,0099 0,9998 0,04 0,01
RU 0,05-0,5 vy=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 vypocitany jako pomér signalu k Sumu (14), kdy pro LOD platilo S/N=3 a pro LOQ
S/N=10. Dle Tab. 24. citlivost metody byla dostacujici pro analyzu Iécivych pfipravkd a
potravinovych doplrikd.

Pfesnost

Pfesnost migracnich ¢asl (tm) a korigovanych ploch pik( (KP) byla provérena Sesti mérenimi
na jedné koncentracni drovni (0,15 mg/mL HE, DI, RU, TR a 0,3 mg/mL AA) v rdmci jednoho
dne (opakovatelnost; n=6) a vramci tfech po sobé jsoucich dnl (intermediarni presnost;
n=18). Opakovatelnost a intermediarni presnost byla vyhodnocena jako relativni smérodatna
odchylka (%, RSD) pramérnych hodnot migracnich ¢ast ¢i korigovanych ploch. Vysledky
uvedené v Tab. 25. vykazuji pfijatelnou opakovatelnost a intermediarni pfesnost migracnich
¢asl a korigovanych ploch, nebot hodnoty RSD neprekrocily 5%.

Tab. 25. Opakovatelnost a intermediarni presnost.

Analyt Opakovatelnost Intermediarni presnost
tm / KP (RSD %; n=6) 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— migracni ¢as
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KP — primér pomeérl korigovanych ploch analytu a vnitiniho standardu.

3.7.3.3 Analyza vzorkl a spravnost

Spravnost metody byla ovéfena metodou analyzy redlného vzorku s ptridavkem standardu na
jedné koncentracni Urovni a vyjadirena jako % recovery a jejich RSD (n=6). Vysledky vSech
hodnot recovery se nachdzeji vintervalu 100 + 5% (kromé HE v Hemostopu ProBio) s RSD <
5% (Tab. 26.).

Vzorky jednotlivych pfipravk( byly analyzovany Sestkrat. Obsah analytd v tableté/tobolce byl
vyjadren jako procento obsahu nalezeného v porovnani s obsahem deklarovanym vyrobcem.
Obsah analyt( v pfipravcich korespondoval s hodnotami uvedenymi vyrobcem, zadny obsah
analytu nebyl zjistén nizsi nez 95% deklarované hodnoty. Jednotlivé elektroferogramy jsou
znazornény na Obr. 34.

Tab. 26. Spravnost a vysledky analyzy farmaceutickych pripravk( a potravinovych doplika.

Deklarovany obsah Zjistény obsah® Pfidano¢  Nalezeno ¢ Recovery [%] ©
[mg]® [%] RSD %; n=6)  [pg/mL] [pg/mL] (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)

2@ Deklarovany obsah ucinné latky v jedné tableté/tobolce;
b Zjist&na hodnota vzhledem k deklarovanému obsahu (%);
¢ pridano standardu [pg/mL];

4 nalezeno pfidaného standardu [pg/mL];

® Procenta nalezeno /pfidano.
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Obr. 34 Elektroferogramy lécivych pripravk( a potravinovych dopliikd. Podminky separace:
pufr 40 mM tetraboritan sodny o pH* 9,5 (upraveno kyselinou boritou) a 10 % MeOH (v/v);
napéti 25 kV; teplota 25°C; vinova délka 280 nm; nastfik 50 mbar 6 s.

3.7.4 Zavér

V této préci byla vyvinuta elektroforetickd metoda pro separaci, stanoveni a kvantifikaci
antioxidantl diosminu, hesperidinu, troxerutinu, rutinu a kyseliny askorbové v lécivych
pfipravcich (Askorutin, Cilkanol, Detralex) a potravinovych doplricich (Hemodin PreBio Forte,
HemoStop Probio) pouzZivanych pfi terapii Zilnich problémul, jako jsou varixy nebo
hemeroidy. Metoda vykazovala dobrou linearitu, opakovatelnost migracnich casi a
korigovanych ploch, spravnost a intermediarni presnost. Vysledky analyzy vzork( potvrdily
shodu mezi namérenymi hodnotami a hodnotami deklarovanymi vyrobcem.
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3.8 Experimentalni ¢ast 4: Studium separace
flavonoidl a fenolickych kyselin s vyuzitim
tvorby komplexu s kovovymi ionty a on-line
zakoncentrovanim analytd

Dosud nepublikovano

3.8.1 (il

Cilem této prace bylo aplikovat metodu zakoncentrovani z velkého objemu vzorku na
separaci modelové smési polyfenolll (apigenin, hyperosid, kvercetin, luteolin, rutin) a
fenolickych kyselin (chlorogenovd, para-kumarova a skoficova) za poufziti pufru obsahujiciho
wolfaramanové ionty jako komplexotvorné reagens a nasledné porovnat tuto metodu se
soucasné vyvinutou stackingovou metodou zaloZzenou na vyuziti boratového pufru, kde jako
komplexotvorné reagens vystupuje boritan.

3.8.2 Material a metody
Instrumentace

Vsechny separace probihaly na CE systému Beckman Coulter MDQ (Fullerton, CA, USA)
vybaveném detektorem s diodovym polem a software 32Karat (verze 5.0), pH pufri bylo
upravovano svyuzZitim pH metru PHM 220 (Radiometer, Déansko) s PHC2401-8
kombinovanou sklenénou elektrodou, ktera byla kalibrovana pufry o pH 4,00 a 10,00 (WTW,
Weilheim, Némecko). Pfed analyzou byly vSechny roztoky odplynény na ultrazvukové lazni
Sonorex RK 31 (Némecko). Byly pouzity kifemenné vnitiné nepotazené kapilary o 75 um ID,
celkové délce 60,2 cm (efektivni délka 50 cm) zakoupené u C&M Scientific (Shipley, Velka
Britanie).

Elektroforetické postupy

Pred prvnim pouzitim byla nova kapilara kondicionovana methanolem po dobu 5 minut pfi
tlaku 2000 mbar, 1 M roztokem hydroxidu sodného (30 minut) a vodou (30 minut). Denné
pfed prvnim a po poslednim pouziti byla kapilara promyta 1 M roztokem hydroxidu sodného

a vodou (2 x 10 minut). Mezi jednotlivymi analyzami byla kapilara proplachnuta 0,1 M
roztokem hydroxidu sodného (2 minuty), vodou (2 minuty) a separacnim pufrem (3 minuty).

Davkovani vzorku bylo hydrodynamické, bézné pfi tlaku 50 mbar po dobu 6 s; davkovani
velkého objemu vzorku bylo provedeno pfi tlaku 150 mbar po dobu 99 s.
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Chemikalie

Apigenin (API), kvercetin (Q), kyselina chlorogenova(CHLG), para-kumarova (p-KU), skoficova
(SK), sorbova kyselina (IS) a rutin (RU) byly zakoupeny od firmy Aldrich (St. Luis, MO, USA);
luteolin (LU) od firmy Fluka (Buchs, Svycarsko); hyperosid (HY) od firmy Roth (Karlsruhe,
Némecko). Ostatni chemikalie a slozky pufri jsou uvedeny v kapitole 3.1.2.

Priprava roztoku standardt, pufrd a vzorku

Zasobni roztoky standardll o koncentraci 0,3 mg/mL kazdého analytu (API, HY,CHLG, LU, p-
KU, Q, RU, SK) byly pfipraveny v methanolu. Roztok vnitfniho standardu (IS, kyselina
sorbova) o koncentraci 0,3 mg/mL byl pfipraven ve vodé.

Pro optimalizaci metod bez zakoncentrovani byl ze zdsobnich roztok( pfipraven smésny
roztok o koncentraci 7,5 pg/mL (API, HY, CHLG, LU, Q, RU) a 0,75 pug/mL (p-KU, SK) tak, aby
vysledny roztok obsahoval 25% methanolu. Pfi zakoncentrovani byly koncentrace analytl
0,75 pg/mL (API, HY, CHLG, LU, Q, RU) a 0,075 pg/ml (p-KU, SK) a smésny roztok taktéz
obsahoval 25% methanolu.

Kalibracni roztoky byly pfipraveny fedénim zdsobnich roztokl vodnym 25% methanolem
v rozmezi koncentraci 0,5 — 3,0 pug/mL (API, HY,CHLG, LU, p-KU, Q, RU, SK) a 0,075 -
3,0 ug/mL (p-KU, SK). Koncentrace IS v kalibrac¢nich roztocich byla vidy 1,0 pg/mL.

Byly pripraveny dva zakladni elektrolyty. Pfiprava boradtového pufru spocivala v navazeni
potfebného mnoistvi kyseliny borité, jejim rozpusténi ve vodé na ultrazvukové lazni,
ochlazeni na laboratorni teplotu, pfidani pfislusSného mnozstvi methanolu a Upravé
pozadovaného pH* pridavkem 1 M roztoku hydroxidu sodného. Ptiprava pufru s obsahem
wolframanu predstavovala navazeni vypocitaného mnozstvi HEPES, jeho rozpusténi ve 25 %
vodném roztoku methanolu a v pfidani zasobniho vodného roztoku wolframanu sodného o
prislusné koncentraci. pH* bylo upraveno roztokem 0,2 M Tris na poZzadovanou hodnotu.

VSechny roztoky a pufry byly pred analyzou odplynény na ultrazvukové lazni. Separaéni pufry
byly filtrovany pres nylonové membranové filtry (0,45 um).

3.8.3 Vysledky a diskuze

3.8.3.1 Optimalizace metody s wolframanem

Zaklad metody zaloZené na pouZiti wolframanu jako komplexotvorného cinidla byl prevzat
z drivéjSi prace publikované na nasem pracovisti [16]. Pro zavedeni zakoncentrovani
z velkého objemu vzorku s obracenim polarity bylo tfeba nejdfive optimalizovat tlak a dobu
nastriku (100 - 200 mbar po dobu 99 s), nasledné pak separacni napéti a to jak v kladném tak
i vzaporném modu (+ 15 - 30kV). Urceni ¢asu prepnuti bylo provadéno sledovanim
proudového zaznamu. Po zavedeni stackingu byl sledovan vliv koncentrace wolframanu na
separaci v rozmezi 0,0 — 15,0 mM, pH* elektrolytu v rozmezi 7,0 - 8,0 a pridavek methanolu
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0-30% (v/v) v pufru. Optimalni podminky, které byly nalezeny pro techniku stackingu byly
podobné jako v nasi drivéjsi praci [16] (Tab. 27.). Elektroferogram separace smési flavonoidu
a fenolickych kyselin za optimalnich podminek je uveden na Obr. 35.

Tab. 27. Optimdlni podminky metody se zakoncentrovanim pfi pouziti wolframanového
pufru.

Kapilara: 75 um vnitini prameér, 60,2 cm celkova délka (50 cm efektivni délka),
kfemennad bez vnitiniho potahu;

Kondicionace: Nova kapildra: 5 min MeOH, 30 min 1 M NaOH a vodou. Denné pred a
po pouZziti 10 min 1 M NaOH a vodou. Mezi analyzami 2 min 0,1 M
NaOH, 2 min vodou a 3 min pufrem; Tlak 2000 mbar;

Separacni pufr: 50mM N-(2-hydroxyetyl)-piperazin-2-(2-ethansulfonova kyselina)
(HEPES), pH* 7,4 (Tris), 2,4 mM wolframan sodny, 25% MeOH (v/v);

Nastrik: Hydrodynamicky béZzny 50 mbar 6 s, LVSS 150 mbar 99 s;

Detekce: Spektrofotometricka 275 nm;

Napéti, proud: + 25 kV LVSS/ 60 pA;

CE systém: Beckman Coulter MDQ;

Teplota: 25°C;

Vnitini standard: Kyselina sorbova o koncentraci 1 ug/mL.
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Obr. 35 Separace modelové smési analytl bez zakoncentrovani a se zakoncentrovanim v
pufru s pridavkem wolframanu. Podminky: 50 mM HEPES, pH* 7,4 (Tris), 2,4 mM wolframan
sodny, 25% MeOH (v/v), 25 kV, 25°C, vinova délka 275 nm. Koncentrace analyt( bez
zakoncentrovani: 7,5 ug/mL (API, HY, CHLG, LU, Q, RU) a 0,75 pug/mL (p-KU, SK) se
zakoncentrovanim: 0,75 pug/mL (API, HY, CHLG, LU, Q, RU) a 0,075 pg/ml (p-KU, SK).

3.8.3.2 Optimalizace metody s boratovym pufrem

Metoda zaloZena na poufziti boratu taktéz vychazela zjiz dfive publikované prace naseho
pracovisté [116]. Pti technice zakoncentrovani z velkého objemu vzorku s pfepnutim polarity
byl optimalizovdn pfidavek organického rozpoustédla methanolu (0 - 30%) a davkovani
vzorku (100 - 200 mbar po dobu 99 s). Optimalni podminky metody zaloZené na pouziti
boratového pufru jsou shrnuty v Tab. 28., elektroferogram separace za danych podminek je
uveden na Obr. 36.

Tab. 28. Podminky metody se zakoncentrovanim pfi pouziti boratového pufru.

Kapilara: 75 um vnitini prameér, 60,2 cm celkova délka (50 cm efektivni délka),
kfemennad bez vnitiniho potahu;

Kondicionace: Nova kapildra: 5 min MeOH, 30 min 1 M NaOH a vodou. Denné pred a
po pouziti 10 min 1 M NaOH a vodou. Mezi analyzami 2 min 0,1 M
NaOH, 2 min vodou a 3 min pufrem; Tlak 2000 mbar;

Separacni pufr: 50mM kyselina borita, pH*9 (upraveno 1 M NaOH), 10% MeOH (v/v);
Nastrik: Hydrodynamicky bézny 50 mbar 6 s, LVSS 150 mba, 99 s;
Detekce: Spektrofotometrickad 275 nm;

Napéti, proud, polarita: + 25 kV LVSS/ 60 pA;

CE systém: Beckman Coulter MDQ;
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Teplota: 25°C;
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Obr. 36 Separace modelové smési analytl bez zakoncentrovani a se zakoncentrovanim
v boratovém pufru. Podminky: 50 mM kyselina borita, pH*9 (1 M NaOH), 10% MeOH (v/v),
25 kV, 25°C, vinova délka 275 nm. Koncentrace analytll bez zakoncentrovani: 7,5 ug/mL (API,
HY, CHLG, LU, Q, RU) a 0,75 pg/mL (p-KU, SK) se zakoncentrovanim: 0,75 ug/mL (API, HY,
CHLG, LU, Q, RU) a 0,075 pg/ml (p-KU, SK)

3.8.3.3 Validace

Metoda s wolframanem v kombinaci s LVSS byla c¢astecné validovana. Byla testovana
linearita v daném rozsahu, opakovatelnost, intermedidrni presnost, limity kvantifikace a
detekce. Kalibraéni kfivky jednotlivych analytl se skladaly ze Sesti bod(, z ¢ehoZ jeden bod
byl vypocitan jako pramér vysledkl ze tii méreni. Parametry kalibracnich kfivek jsou shrnuty
v Tab. 29. Limit kvantifikace a detekce byl vypocitan jako pomér signalu k Sumu (14) a
nasledné experimentdlné ovéren nastfikem vypocitané koncentrace. V rozsahu zkoumanych
koncentraci metoda vykazuje jen pramérnou linearitu s korela¢nimi koeficienty >0,99.
Vysoké citlivosti bylo dosazeno predevsim pro kyselinu para-kumarovou a skoficovou.

Tab. 29. Kalibra¢ni parametry a limity detekce a kvantifikace.

Rozsah Rovnice pFimky Korelacni LOD LoQ

[ng/ml] koeficient [ug/ml] [ng/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 pik( a intermedidrni pfesnost byly hodnoceny na jedné koncentracni
arovni 0,75 pg/mL (pro API, HY, CHLG, LU, Q, RU) a 0,075 pg/ml (pro p-KU, SK).
Opakovatelnost byla hodnocena z Sesti nastfik(i roztok(l standard(, intermediarni pfesnost
z hodnot Sesti nastfikll provedenych ve tfech po sobé nasledujicich dnech. Zakoncentrovani
obecné nemélo dobry vliv na opakovatelnost, vétSina hodnot opakovatelnosti plochy pikl se
nachazi za hranici 5% RSD (Tab. 30.).

Tab. 30. Opakovatelnost a intermediarni presnost.

API RU HY Q LU p-KU CHLG SK

Opakovatelnost

plochy pikd: 13,11 23,39 10,44 14,34 10,02 2,75 8,41 2,21
RSD [%]; (n=6)
Intermediarni
presnost ploch
pika: RSD [%];
(n=18)

22,82 20,43 23,91 235 22,36 9,65 13,12 9,52

3.8.3.4 Aplikace na realné vzorky

Metoda byla aplikovdna na analyzu propolisu (kapky i surovy produkt) a ¢aji (hefmanek,
lipa, zeleny a Cerny caj). Pfestoze nékteré analyty bylo mozné identifikovat spikovanim, vliv
matrice na zakoncentrovani byl znac¢ny a zdznamy nebyly dostatecné prehledné. Jako
vychodisko se nabizi precisténi vzorku vhodnou extrakéni metodou.

3.8.3.5 Porovnani zakoncentrovani v pufru s boratem a
wolframanem

Vysledky obou metod za optimalnich separacnich podminek aplikovanych na modelovou
smés standard( o koncentraci analytd se zakoncentrovanim (0,75 pg/mL API, HY, CHLG, LU,
Q, RU a 0,075 pg/ml p-KU, SK) a bez zakoncentrovani (7,5 ug/mL API, HY, CHLG, LU, Q, RU a
0,75 pg/mL p-KU, SK) byly porovnany. Vysledné hodnoty faktor(i zakoncentrovani v Tab. 31.
udavaji pomér priméru ploch piki ze Sesti nastrikl se zakoncentrovanim a bez
zakoncentrovani v jednom separacnim pufru pro kazdy analyt (16).

pramér ploch pikl analytu s LVSS (n=6)

Faktor zakoncentrovani analytu = (16)

primér ploch pikG analytu bez LVSS (n=6)

Vysledky ziskané pfi pouZiti boratového pufru ukazuji u vSech analytd podobné faktory
zakoncentrovani pohybujici se kolem tficeti. Metoda s LVSS za danych podminek separace
v boratovém pufru je pfiblizné 300 krat citlivéjsi nez bézna metoda ve stejném pufru bez
zakoncentrovani. PFfi pouziti HEPES pufru spfidavkem wolframanu se faktory
zakoncentrovani u jednotlivych analytl znacné lisi (Tab. 31.). K nejvy$simu zakoncentrovani
dochdzi u kyseliny skoficové a para-kumarové, kde se citlivost detekce zakoncentrovanim
zvysi az 2000 krat, pro kyselinu chlorogenovou, luteolin a apigenin vychazi zvyseni citlivosti
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evvs

kvercetinu, kde se citlivost zvysi pfiblizné 250 krat.

Tab. 31. Faktory zakoncentrovani analytl pro boratovy pufr a HEPES pufr s wolframanem.

HEPES pufr s

Analyt Boratovy pufr
Y ype 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 Zavér

Byly optimalizovany dvé metody se zakoncentrovanim zaloZzené na pouziti boratového pufru
(s boradtem jako komplexacnim cinidlem) a pufru obsahujicim wolframan jako komplexacni
Cinidlo pro separaci modelové smési flavonoidl a fenolickych kyselin. Obé metody byly
porovnany s metodou bez zakoncentrovani, aby se zjistil vliv komplexa¢niho cinidla na
stupen zakoncentrovani. V metodé pouZivajici boratovy pufr doslo k pfiblizné stejnému
zvySeni citlivosti pfi uZziti stackingu pro vSechny analyty. V metodé vyuzZivajici wolframan jako
komplexacniho Cinidla se po aplikaci stackingu analyty zakoncentrovaly rozdilné.
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4  Zaver

Vramci mé dizertacni prace ,Vyvoj kapilarné elektroforetickych metod pro analyzu
bilologicky aktivnich latek swvyuzitim tvorby komplexnich sloucenin® bylo vypracovano a
publikovano review zabyvajici se vyuZitim anorganickych iontd jako komplexotvornych
¢inidel pro zvySovani selektivity elektroforetickych separaci a ddle byly vyvinuty ¢tyfi metody
s vyuzitim spektrofotometrické detekce pro separaci latek z oblasti forenzni (stanoveni
izomerl CPP v konfiskovanych tabletach), klinické (stanoveni 80HdG v moci), farmaceutické
analyzy (stanoveni citrusovych flavonoidl, troxerutinu a kyseliny askorbové v lécivych
ptipravcich a potravinovych dopliicich) a studie separace smési flavonoidl a fenolickych
kyselin v prostfedi boratového a wolframanového komplexaéniho <¢cinidla s on-line
zakoncentrovanim z velkého objemu vzorku s obracenim polarity. Navrzené metody byly
plné ¢i C¢astecné validovany a zvétsi casti aplikovany na analyzu redlnych vzorkd
(konfiskované tablety, leCivé pfipravky/potravinové doplriky, moc). V ramci disertacni prace
byl také FeSen problém zvySovani citlivosti spektrofotometrické detekce pomoci cel
s prodlouzenou optickou drahou v kombinaci se zakoncentrovanim vzorku pfimo v kapilare a
vhodnou Upravou biologického vzorku k analyze (stanoveni 80OHdG v moci).
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Use of inorganic, complex-forming
ions for selectivity enhancement

in capillary electrophoretic
separation of organic compounds

Jitka Sirokd, Pavel Ja¢, Miroslav Polasek

Capillary electmphaoresis (CE) is a powerful separation method based on the migration of charged species under the influence of
electricfield. The main merits of CE are high separation efficien cy, short analysis time and small consumption of solvents and samiples.
However, the main drawhacks of CE are generally lower sensitivity compared to clasical column-chromatographic methods.
Selectivity and/or sensitivity of CE separation can be improved by forming comple xes between anabytes and a complex-brming
reagent present as an additive in the background electrolyte (BGE). We focus this review primarily on the application of morganic
complex-@rming reagents added to the BGE to separate organic ligands. We briefly mention common CE separations of morganic
analytes imainly metal ions) using BGEs with organic ligands e.g. hy droxycarboxylic or aminopolycarboxylic acids) as selectors.
The review involves brief theoretical comsideration of the sgnificance of the effect of complex formation on separation selectivity
and/or sensitivity in CE, but the major topic iscritical evaluation of different inorganic complex-forming reagents used recently in the
CE analyss of organic compounds, including:
iy borate, tongstate and molybdate in separating organic componnds possessing vicinal -0H groops;
ity Hgand-exchange CE amd capillary electrochromatography in chiral analysis; and,
iy  the role of metal lons as central lons employed for selecdvity enhancement of CE se paration of varions classes of
orgaic componnds, incloding bopolymers.
© 2010 Elsevier Ltd, All rights reserved.
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1. Iniroducition

Capillary electrophoresis (CE) occupies a
significant place within the family of
amalytical separation methods, CE obvi-
ously possesses preal capacity lor sepa-
raling charged molecules according o
their charge-lo-size  ratio during  their
migration in conductive background
electralyvtes (BGE) under the influence of
eleciric ficld. The merits of this method are
mainly high separation efficiency, short

time of analysis and low comsumption of
samples and solvenis,

Despite evident merits of CE several
reviews have discussed ways of possibly
improving its separation selectivity [1-3].
This is an important issue where the difl-
ference between the values of efective
electrophoretic mohility of migrating spe-
cies iy too small so the separation selec-
tivity is insulficient to allow acceplable
separation of the analytes merely by
adjusting pH. In such a case, the most

65936 - oo front master & 2000 Homvder Ltd. All ights moerved.  do 1010065 Srae 50 10008, (06
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effective approach to enhancing separation selectivity is
purposelul manipulation of selective interactions be-
tween the compounds Lo be separated and components
of BGE je.g., surfactants, organic solvents, complex-
forming agents and other special reagents)  added
intentionally to the BGE as selectors [2-4].

Generally in CE, application of complex brmation
between a metal ion and an organic ligand (where the
metal ion plays the role of analyte and the ligand acts ay
selector, or vice versa) can both enhance selectivity and
Tacilitate detection [5]. Complex fommation between me-
tal iors (acceptors of electrons ) and organic o inorganic
ligands (electron donors) is based on their weak charge-
ransfer interactions in aguecus or mived agqueous-or-
ganic media, For possible practical use in CE separations,
the complex species produced on-column should be
characterized by inlermediale stability and complex-lor-
mation equilibria should be reached fast enough (prac-
ically instantanspusly after mixing the “reactants’
irmide the separation capillary) [1]. Depending on the
electron configuration of the central jon, charge and
mwlecular structure of the ligand and the metal-te-ligand
concentration ratio in the BGE, a relatively complicated
array of emergent complexes may be produced, differing
in charge, siee and stability. For example, a model
complex-formation  equilibrium  resuling  rom  the
interaction between a hivalent metal jon M and an
organic igand HL, which is here a monoprotic weak acid
donating one [ree elecron pair upon splitting off its
proton, can be described schematically by Bquation (1)

=

AM* | nHL Zh].\ﬂf':" + nH* (1)

Hence, the interaction between the metal jon and the
ligand represents a dynamic process of [ormation and
dissociation of a mixture of dilferently charged ML,
ocomploxes, so the resulting eflective mobility (ug) of an
analyte (in this case, metal ion) could be expressed o
follows in Equation (2}

far = 2 fop (NPT} 4+ B g (MLT) + 7 jrgr (ML)
F oo 4 @ g (MIET) (2)

where L is ligand (anion of weak organic acid) reacting
with central ion M*T and yielding complexes of different
mestalf ligand ratios; 2, B, v,. .., @ denote molar fractions
of free metal ion and consecutive complexes, respec-
tively, and pi & mobilily corresponding Lo the electro-
mmotic fow (HOF) [1].

We mist note that, since complex formation is allected
by the concentration of free ligand, in the case ol organic
ligands taking part in acid-base equilibria, the pH of the
BGE also plays an important role in the complex for-
mation, Apart rom the efect of pH on the complex
formation, pH also influences the BOF considerably [6]. [t
is obvious that, il the sample contains, eg., two dillerent
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ligands X and ¥, one can expect even more complicated

equilibria involving frrmation of a series of MX,; and MY

complexes or even mived-lipand species MX,Y, upon
adding a metal-on selector o the BGE, However, il the

BGE is treated with excess of metal jon celative o a

bhidentate or polydentate ligand, binwclesr or oligonu-

clear complexes of diferent charges amnd mass may even
be formed, Therelore, considering the possible diversity
in complex [rmation equilibeia, depending on the
reaction conditions and on the character of reactants, it

5 clear that complex Brmation is a tool that could be

wsed for manipulating separation selectivity efectively in

CE.

In principle, two basic ways of applying complex lor-
mation can be realined in CE by separation ol

i} inorganic ions (eg., metal cations) in BGEs contain-
ing suitable organic ligands; and,

(i) organic compounds in BGE containing appropriate
inorganic central ions,

Separation of inorganic ions by CE is a topic discussed
in a number of articles and reviews [1,2,4-6], so we do
not deal with it in detail bere, Briefly, some metal cations
brm complexes of dilferent charges and stability with
polydentate organic ligands (mainly hydroxycarboxylic,
dicarboxylic and aminopolycarboxylic acids) added 1o
the BGE (separation medinm). Due to this reaction, the
mesLal ions can be separated from each other despite their
gimilar original [Fee metal ion mobilites, Complex lor-
mation oflen increases molar absorplivities of the com-
plex species compared o ree metal ions and makes them
more easily detectable by spectropholometric detection
commuonly employed in CE [1,5]. Another option in CE
separation of metal jons is formation of stable anionic
metal-ligand complexes [3].

However, separation of organic hgands involing
memeditated addition of inorganic ions (eg., bivalent
melal fons) to the BGE is much less common in CE. In
1998, Chiari [/] ascribed the limited application of this
approach mainly to the wormse elficiency and repro-
ducibility of such CE separatons, caused by the ad-
wverse effect of possible interactions of the metal jong
added fespecially Cu™) with the silanal gronps of silica
of the capillary surface. Since publication of the review
[b], a mumber of new papers dealing with the use of
inorganic ions as CE selectors have appeared, so we
discuss recent examples of such applications in this
eV,

We cover three main topics:

(1) manipulating selectivity in CE separation of organic
compounds possessing vicinal hydroxy] groups via
complex-formation with barate, molybdate or tung-
slale;

(2 the concepts of bgand-exchange capillary electro-
phoresis (LECE) and ligand-exchange capillary
electrochromatography (LE-CHEC) in chiral separa-
tions; and,
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(3) application of metal ions (M) s central ions added
to the BGE to enhance selectivity of the CE separa-
tion of various classes of organic compounds,
including biopolymers.

2. The role of borate, molvbdate and (ungsiaie in
separaling organic compounds possessing vicinal
hydroxy]l groups

2.1. Borate-based BGEs
Borate bulfer is Fequenty used as a complex-lforming
environment [or  separating compounds possessing
suitably sterically arranged functional groups (hydroxy,
carboxy maoiety) in molecular strocture fe.g., carbohy-
drates (sugars) [7=10], phenolic compounds (phenol-
carboxylic acids, Davonoids) [11-13]), corticosteroids
[14], nuclensides [15] and humic substances [16]}. The
borate jon can be also wsed as central jon for chiral
separations in LECE (for more detaled information, see
Section 3).

Fig. 1 shows complex formation belween polyol ligand
(1,2- or 1,3-diol) and borate anion. The lormation of two

Trends in Analytical Chemistry, Vaol. 30, Mo, 1, 2011

kinds of chelates, namely BL™ and BL; (where L stands
for the diol molecule) is possible [9,10]). Table 1 sum-
marizes examples of the use of borate-based BGEs.

2 1. 1. Carbohydrates. Carbohydrates are practically not
iomized in purely aqueows media, so it is diffcelt to
analyze them by CE directly. However, neutral carbo-
hydrate molecules can be transformed to negatively
charged complexes in alkalinge borate bullers (pH 8-12).
Beducing sugars can exist as different species in agqueous
solutions (e.g., 2- and f-pyrancse, - and B-luranose, the
open chain or carbonyl form, and its hydrated form), so
various types of complexes can be formed with the tet-
rabydroxyborate anion, Vicinal -0OH groups as well as
hydroxyls locatsd on alternate carbons are involved in
chelation; obviously, for the cwclic foom of carbohy-
drates, the ligand in the cis-1,2 confipuration is more
likely to interact with the borale anion than the trans-
1,2 frm. The chelation between borate and carbohy-
drates is ollen accompanied by a hyperchromic effect in
the UV spectral region arownd 200 nm, thoes facilitating
more sensilive UV delection of such complex species.
This effect is explained by the increased proportion of the

Hc}—c{
A Y

Tetruhydroxoborate Monocyelic chelate

dichelate BLT [1016].

;C“ ;"J
HO—CH
O—CH
\-. HD"m. B.-" ‘C
B — - s
[CFHI 8] \0 —CH
Dial

Figure 1. Complex formation between diols and tetrabydroso borate. Five-membered ring complexes ane formed with 1, 2-diols in = 0) and six
membered ring complexes are formed with 1, 3-diols{n= 1). The reaction can lead to formation of monocyclic 1:1 chelae BL™, & well @10 1:2

HD—Cﬁ
.
- ! -

HO—CH

CH—0 O—CH

S
ol /B< G
Mol CH—0 o—iH

Drechelate l\

Table 1. Selected recent applications of borate buffer a5 comglex E:lnrlinﬁ res genl in capil lary electrophoresis

Analyte

Malrix

Corma oo Uit il Do g rimrndl e v aly tie Red.

Nylne, arabinoe, ghecose, thamnoe, fucse, galaciose,
manmae, gluecuronic acid and galacharonic acid
Manmitol, sorbitol, xylitol

Acidic moncsaccharide and their comesponding 1.4
lactomes; Twio isosacharing-1,4-lacione isomens

Cinnamic acid, chlorogenic adid, pooumarnic ackd, feulic
acid, cafleic acid, gentisic acid, syringic add, vanillic acid
Aldosterone, 18-hydrosyconicostenone, 18-hydnoooy-11
demyconicoslenone, contisone, cortisol, 11-demycontisol
MNuclersides {oytidine, wridine, adenosing, guanosineg and
nuclenbaies cytosine, wacil, thymine, adenine,
hygeoncanthine, guanine, xanthine)

Extract Codonopss pikosula

Infusion solution

Extract Herfur epibobi

Beer sample

200 mid borate, pH 11 171

200 mbd borate, 10 mbd 3-nil rolenanaie, 18]
pH 93

ADD md borate, pH 7.1 18
S0 mM sodiom eraborale, 26 o 113]
cyclodexirin, pH 9.0

ADD md borate bufier, pH 9.0 [14]
20 mM boric acid, pH 12.5, 1M 115]

diethylamine: 20 mM boric acid,
110 md 505, pH 105

5005, Sodliem dodecy] suliate.
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carbonyl or open-chain form in the solution of carbo-
hydrate-borate complex [9]

21.2 Humic substemes. Humic substances are high
molecular-weight  polyelectrolytes containing phenolic
and carboxylic moieties. These acidic lunctional groups
wre ionized at the pH of the borale buller, Due to the
complexation between poalyol of bumic substances and
the borate, CE analysis with this electrolyte can provide
structural information about the occumence of polyol
muoieties in humic substances [ 16].

2 1.3, Flavonoids and phenolarboxylic acids.  Flavonoids
and phenolearboxylic acids possesing phenolic hydroxyl
groups are compounds naturally occurring in plants,
which often exhibit antoxidation and radical-scaveng-
ing activity., The methods of CE separation of such
compounds (incloding the wse of complex formation)
were reviewed recently [11,12]. Appropoate BGEs [or CE
unalysis of such polyphenolic compounds are based on
borate bullfers of pH 810 [acilitaling al least partial
ionization of phenolic -0OH proups amd ollering the pos-
sibility of forming negatively-charged complexes ol
polyphenok comprizing vicinal hydroxy groeps with
borate, In addition, the glycosidic brms of Ravonoids
contain sugar moielics can ako participate in chelation
with borate i the concentration of borale is sulficiently
high. However, the presence of the carboxylic group in
the analyte molecules could suppress the formation of
chelates with borale as a result of electric repulsion

Trends

betwieen the negatively-charped <C00 ™ group and borate
[16]. In some cases, satisfactory separation of Havonoids
s not achieved just with a simple borate buffer and other
separation mechankms (e.g., partiioning with pseu-
dostationary phase) also have to be applied 1o resolve all
the analytes [11,12] Unkbrtupately, alkaline borate
bullers may be unsuitable for some applications because
of limited resistance of certain polyphenols feg., some
lea cateching) towards oxidation by the air oxygen in
mudia of high pH [17,18]

2.1.4. Corticosternids.  The borate-bufller system  was
dso wed e the separation of endogenous 17- and
18-hydroxylated corticosteroids  (derivatives of 21-
hydrosylated 4-pregnen) [14] The authors observed
that chelation with borate affected migration of 21-
hydroxycorticosteroids containing 17-0H or 18-0H.
Though 21-/17- or 21-/18- hydroxyls are not vicinal,
they are involved in complex formation, creating six-
membered or cight-membered chelate rings, respectively
(see Fig. 2). The presence of hydroxyl or carbony] group
in pusition 11 enhanced the [rmation of borate
complex.

2.1.5 Nucleosides and nucleobases.  Another interesting
application of borate bulkr & & complex-forming
separation mediom for the determination of nucleosides
and nucleobases in beer samples was published recently
[15]). The migration order of such analytes was influ-
enced in both CE and micellar electrokinetic capillary

BLOIF,

18, 21 dihydroxycorticosteroid

|

Figure 2. Complex formation between borae and hydrogyconicosieroids. (A) Six-membered ring complexes are formed with 17, 21-dibydroxy-
coicosennd (8] Elgh!-munhsu.l rirg compleses with 18, 21-dibydroycotiamensids [14).

- THO

. ZHO
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chromatography (MEKC) modes of separation, due to
complex formation between B(OH); and the ribose unit
ol nucleosides, Asexpected, the presence of borate did not
alfect migration of nocleobases that do not form com-
plexes with borate. The analyvies were detected by UV
spectrophotometry in both cases, and coupling o ESI-MS
or APPI-MS was also alttempled with kess success [15].

2.2, Molybdate- and tungstate-based BGEs
Other opticns for manipulating the separation selectivity
of CE analysis of polyphenols is substitution of borate by
h-luﬂi' o Wﬂi' s the complex-Torming reagent added
o the BGE. Molybdate or tungstale (generally X03-)
react with simple 1, 2-diphenols jeg., catechol, H,L) to
form [X0,15]" complexes or with aliphatic diols (see
Fig. 3) that are more stable than analogous chelates with
borate [19]. Employment of the addition of ~mM
concentrations of WO~ or MoO;~ as complex-forming
reagents for the (B separation of polyphenols was
introduced by our group [20,21]. For detailed descrip-
ticn of separation conditions see Table 2,

The main advantage of these complex-forming agents
is that (in contrast to borate) they react with polyols in
electrolytes of slightly acidic or neutral pH [ie., the risk

Trends in Analytical Chemistry, Viol. 30, Mo. 1, 2011

of decompasing analytes that can be easily oxidized by
air oxygen in routinely-used alkaline borate bullers (e.g.,
Mavonoids or other antioddants) can be minimized).
Bven though complex formation between polyphenols
and HD:" is based on the same principle as with borate,
(E separation selectivity is somewhat dilferent, as dem-
mstrated in the case of tungstale [21] The sensitivity
and separation efficiency were worse for tungstate-based
BGE but considerably better resolution was achieved
compared 10 borate-based BGE, so these new seleclors
represent new options o allect separation selectivity in
(CE of polyphenols amd possibly polyols.

Scarch of the litcrature did not reveal any repocis
dealing with serious, detailed stndies of the complex-
formation mechanism and structure  elucidation  of
molybdate or tingstale complexes with Davonoids as
ligands., There were several papers on molvbdate or
mngstate complexes with polydentate lipands involving
polyhydroxycarboxylic acids with respect to composition
and structure of the complex species (but not in con-
nection with CE separations) depending on pH and
concentration ratios of the reactants [22-26]). Rela-
lively complicated mistures of mostly anionic complexes
ol various ratios of ligand 1o central ion could be utilized

MO,

; Diol
Metal oxoion

Figure 3. Complex fomation between metal oxo-anion (M = Mo or W1 and polylvydroy conmgsound,

| o‘c\ v

Metal- ligand complex

quercetin, htenlin, pooumaric,
dsltm:rcpnu:, cinmamic acid

perfarg furm

Table 2. Examples of recent applications of molysdae based and g tale Burasd] luelg\mmr.l elerirolyles
Salector Analyie Matrix Composition of badkgrouwnd Rl
electmlyle

SaodWl) Cinnamic acid, ferulic acid, = 25 mdd SAES, (LIS mbd 1200
cafieic acid, 3-hydnoydnmamic Maghtolly, pH 5.4
acid

MVl Apigenin, niin, Iyperoside, Plant extrack Mafracarta recufits, 25 mdd HEPPS), 2 md 120
qqueerceting, hatenlin, p-cousnarc Hyperfcurn perforaf um Wa, Mol pH 7.4, 25%
acid, d:lcm:ﬁg::k. acid methangl vl

Wikl Apigenin, nulin, hypenosids, Plant esiract Hyperncuny 50 mv HEPES, 2.2 mM 1211

M, WO, pH 7.4, 25% methamol
il

Hyairooey et bl i poera i v N4 2-ed b nes ulionic. acid).

MES,  24M-Mompholinglehanesulionic acid: HEPPSOL N 2-Hydronoyethy | piperazine - N - npdrosypropanesulionic addl; HEPES, N-2
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for separation purposes, However, Quorogquinolones
react with molybdate or tungstate to form predomi-
nanty 1:1 species [27].

3. Ligand-exchange capillary clectrophoresis

Separation of chiral compounds is of great importance in
gquality control in pharmaceuticals and development of
new drogs, since individual enantiomers of chiral drugs
may exhibit different effscis when administered to pa-
tents, Efficient separation technigques ensbling resolu-
tion of these kinds ol analyte are nesded to assure quality
and safety of chiral drugs and to map metabolic path-
ways of individual enantomers. CE is suitable for chiral
separations, due W its partculardy high separation eB-
clency with wide choice of chiral selectors that can be
added directly into the BGE. In addition o wellknown
conventional chiral selectors (e, cyclodextring, crown
ethers, carbohydrales, macrocyclic antibiotics, proleins,
chiral jon-pairing reapents and chiral sufactants), LECE
represents an inleresting option for resolving enantio-
mers during the separation process [28].

The peneral principle of IE-CE lies in compelitive
reaction of a chiral analyte with a metal-chiral selecior
complex (a complex of metal ion with auxiliary ligand of
certain conformation, e.g., L-amino acid). The individual
enantiomers of the analyte [orm diastersometric com-
plexes with the metal ion by replacing one molecule of
the chiral selector originally attached to the central ion,
The resulling mixed temary complexes vary in stability,
s0 the effective electrophoretic mobilities of the respective
analyte enantiomers differ [28] (Fig. 4).

The central ion most Fequently utilized in LE-CE is
Cofll) [29-35,37.40]. In recent years, the possibility of
other central jons [eg., Zn(d), Colll), and Ni(ll)] to be
used in chiral LE-CE instead of Cu(ll) was systematically
examined [36-3%41-43].

Trends

In particular, the results with Zoill) demonstrated is
applicability in LEECE The mechanism of the formation
aof metal-chiral selector complexes with Znill) is analo-
gous to that in Fig. 4 for Cuill) [36].

It haas been shown that borate [BII)] can be utilized as

the central ion in LECE instead of bivalenl metals
[44-4 4], The basic mechanism of complex formation is
brmally similar to that of conventional non-chiral sep-
arations (Fig. 1) involving chelation of borate with 1,2-
o 1, 3-diols at alkaline pH. After introduction of chiral
analyte into the capillary, one of the auxiliary selecior
ligands is exchanpged with one enantiomer of the ana-
Wie. Higher concentrations of borate are needed com-
pared 0 concentration of Co(ld) in LECE chiral
separaions. The originating ternary complexes contain
il least three centers of asymmetry due Lo the presence
of asymmetric boron atom in the boraspirane chelate
44],
[ The auxiliary ligands wsed to foem the metal-lipand
selectors are mostly L-amine acids bul there i3 & len-
dency to nd other suitable igands {eg., polyhydrocy-
carboxylic acids [37]if the central ion is M®™ and 1,2-
diols il B(IO) is emploved as the central ion [44-467}.
The enantivmer-migration order (EMO) of analytes can
he easily manipulated by changing the conformation of
the auxilary chiral ligand (e, D-amine acid is applied
instead of L-amino acid) [35] Allermnatively, amino-
derivatized cyclodextring (CDs) were also applied as
ligands in LE-CE [47-49]. Comsidering the structure of
the (D molecule with a hydrophobic cavity, the inter-
action of analyles with the CD cavity can supporl com-
plex formation with the Collll=CD complex and thues
Bucilitate chiral recognition. The optimal concentration
ratio of Culll) w CD was 1:1.2 [47.48] or 1:1 [49]
respectively, which was lower than the optimal ratio of
aming acid to Culll) (2 or above).

In order W achieve chiral separation by LE-CE, the
unalytes should lfll some structural prerequisites

(=X ==X o = X == = X=X === = ==X = =)

| L-chirsl selecior |

e mm|

H‘HI‘I

f%m‘t 4, Wherhanism of |ip}.md er:du1¢ capillary electrophonesis. The chiral selecor is shown in L-uniﬁsurd on. A Dumﬁgumds.hid selec-
oot can alkio be wtilized but will resull in the changs of enantiomer migration order. “M* stands for the central jon [eg., Culll), Zedll), Borake].
Mived ternary compleces immlving chiral selector and analyle may be charged or unchanged depending on the rsctune of either the selecion

ligand or the analyie.
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Table 3. Examples of LE-CE and LE-CHT separations
Central ion - dhiralselecior complew Composition of background elecirolyte / Analyles / matdx Red.
stationary phase mubile phase
Cull) W2 vy drootyoct vl - L-4- 10 mbd OH-L-d-Hyp, 5mid Symrpaiomimedics [29]
Tyedraneygarialine {CVH-L-4-Hyp) Cuse,, 10 mb NH,, pH 12.3
Cudlly Loprasliree) L-iokucine 25 md NH AC 1M acatic acid in Unsrcscli fleed amine acidd (AA4) 130]
et hanol,
15 mi L-ProfL-Ale, 5 mb CuCh, pH 38
sl M=2 J!ylhln{yex!}dl-L-dv 10 mdd OH=L-d=-Hyp, 5 msd oSOy, :(-|q|lﬂ2uty aciis 131
Iryeironyganl ine OV H-L-4-Hypl 5 mid phosphate solution, pH 4.3
20 md OH-L-0-Hyp, 10 mid CuSOy, B-biboc ks
100 mM rehylamine, pH 12.0
Cullll L= lysime 10 mbd NH, A 867 mid CusD,, Undherivatized aromalic AA 1321
13.33 M L-bysine. pH 7.0
10 mM NHyAC 333 mM CuS0y
.67 mM L-lysing, S0mM 508, pH 6.0
il Larithyi roee 20 mbd NH AC Tmd CuS0, 2 md - Undesivatized AA, dansyl AS, 133]
arnithing, pH B0 dipeptides, aminoalonhals
20 mvt NHAC 1 m CuSOu, 2 msd L=
anrrd thl e, 30 mbd S105, pH &0
Call) L--hydironyproline {L-4-Hyp); L- B0 mi L-d-Hyp, 40 md CuS0,, 5 mM H.lbsuﬂedM [34]
histichine {L-Hisg phosphate, pH 4.5
M2y dronsyoctyl 1L -4 20 mM selector (HP-L-4-Hyp, OH-L-4
Ttlromyproline Hyp, L-Hisl, 10 mM CuSOl,
OH-L-4-Hypk 5 mikk phasphate, pH 4.5
M2 -l dhroncyprrogay - L <1
Iryehroncyganl i (HP-L-4-Hypl
Cudlly LAanaric acidd -threanine B0 mdd L-tanaric acid, 40 mM Cull), pH  Sympatomimetics 135]
12: BOmbA L-thredrine, f-bilockers
B0 m Cuflll, pH12; SO0mML-
threonine, 37.5 mM Cu {0, pH 12
nll} Ly e 5 mbd WHaAC, 100 mdd boric acid, 3 mdl Aromatic AA [36]
20500, 6 mM Llysine, pH 7.6
Cufll), Zooll),  D- gluconic, D- saccharic, [ifferent budiers based on metal and Ancaratic A&, 1371
MifllL Gl L threonic acd sedecir (ko details see the original Glyeyl dipepides
ramescripl
Znlll} L- argimimne 5 mbd WHAC, 100 mdd boric acid, 3mdv Unlabeledaromatic A8 and dansylaoed  [38]
2080, 6 mM Largining, AA [ rice vitegar
pH 8.2 and B.0, respeciively
Lol L-argining 5 mbd WHeAC, TO0 mbd boric acid, 3 md Aspmatic AA S rice-brewed aspensions.  [39]
InS0,, bmM L-Jr$i1:ilz, pH &2 | Lagee a)
Ll Lgaraal e 15 md borate bufier, pH 9.6, 0.05 md LA thyrodne in ables [40]
OS50y, 04 mbd Lproline,
0% {wiv) ACN
Fodlly L-carmnihui ne 100 mbd boric acid, 5.0 m NH A, Anmatic A& [ determination of [41]
3.0 mbd ZnS0,, 6.0 mi enryme kinetic constant
L-wrnithine, pH 8.2
Znill} L-arginine 5 mbd MH AC, TO0 mb boric acid, 3mM Damsylated AA / serum samples 142]
L0, BmM Langinite,
pH 8.4
Zndll} L-alanimamide, 5 mid HyAC, TO0 mbd boric acid, 4 md Damsylated A4 [43]
Lguroal itn ovviches, ZaS0y, BmM selector ligand, pH B2
L-gaheerryl alani namide
Buostate & 3-aming-1 2 -propanediol SAP) 200 mM borate bufler, 200 mM SAP, pH D, Lpaniolhenic acid |44]
4.2, 15% methanal fviv)
Baurane {55 hpinanediol HPO) 200 mMd borate bufler, 200 ma SPD, Meural 1_2-diok [45]
200 mbd 505, pH 10.0
Boarane & k3-amino-1,2-propanediol SAP, 200 mbd borate buffer, 200 mbd SAP £ Reducing monosacc harides labeled 46|
(RF3-aming-12-propanediol HAF)  RAP, pH 9.0/ pH 10.0 with 1-phesyl-3-metlvyl-5-pyrasnl one
Al B-C0 sbrstimuted by an i idasole 20 m NHuAC, D25 mbd COmhb, 0.3 mbd iryplophan a7
Towarnad Tt tamine §C0mh) CuSCy, pH 68
148 hepaPererwoslsevier comAacatatrac
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Table 3 |contmuad)
Central ion - chiral-selecior compley/ Commposd tion of badk ground electroly e / Analytes | matrix Red.
stathnary phase markile phase
) Feamino-f-C0 CDENHZ) 20 mdd NH AC, variows oomcendral ions ol  AA [E 5]
CO3NH2 and CifiCy, pH 6.8
Cudll) ™4 2- A naet by Laimi no 6 -deoy 20 mbd Clen, 20 ml CuSOy, 5 mgdnl Arommatic A& |44
B-CD (0 Den) PEC 20000,
1% {w'v) tent-butyl ale, pH 5.8
) i raiscos, ol coritaining S50 mb MaH POy, 01 mdd Caslll, pH 4.6 Aming acids 1521
L-a-hry i ygarnl ime
LETY ] Comitinsos bed Cfanbyini g 20 mid MaH PO, 0.1 m Casllll, pH 45 Hyddroxy acids 1531
LTy chmmcygurnl i
) Maonolithic silica wit ACN {05 mM CiAch, 50 mM NHpAC  Dansylates] A8 54|
L-phenylalanineamide {743}, pH 5.5
Culll) Manolithic silica with ACN {05 mM CilAc),, 50 mdd NH AC Dﬂly:l.ﬂu.l AA, hydrony acids 1551
L-purisl inarmice: {73), pH 6.5
Cull) Manalithic silica with AN /025005 mM CilAck, S0-T00mM Dansylated AA |56
Legurial itarrriche; MH4AE (73], pH 5.5-76
L-pshervylal aninamide:
L-alaninamide
Cull) Maonalithic silica with ACH ¢ 050 mM CilAch, 50 md NHiA:  Dansylated AA, Inydroxy acids, 1571
L-bry ey praslinse: {743), pH 6.5 dlipmagatiches;
) Packed silica with 25 mM NH AG 0.5 mM CulAck, pHAS-  AA, [58]
LTy cmncygurnal i car & alpha-ydrooy acids, dipegtides
RP-CT8 with M-decyl-L-4
hrdroncyperaline
L&T 1] Tram-{15,25-1 2-bis-{dodecylamidol  10mM NHAC 5 m QA 75 mv Dansylated A4 |59
cyclohecane gel in methanol Devaline, pH" 3.5
AA, Aming ackd: PHS, I'(:-h'{-_-d!ylenglyujll.

dllowing them Lo replace the auxiiary selector ligand
[rom the metal complex. Aming alcohols (sym patomi-
metics, beta-blockers) [29,31,35], alpha-hydroxy car-
boxylic acids [31], amino aclds [30,32-34.36-39,
41-4131] and diols [44-4 6] represent structural classes of
chiral analyies that could be successfully separated by

In optimizing the [E-CE method, the concentration
ratio of central ion to auxiliary chiral ligand, their
overall concentration and the pH of the BGE are the
most  important parameters that muost be carefully
controlled. Moreover, the addition of sodium dodecyl
sulfate exceeding its critical micelle concentration in the
BGE results in modification of the separation mechanism
of [E-CE o LE-MEKC; this may change the EMO and
significantly improve the separation in terms of resolu-
tion and separation eficiency [32]. The possible limita-
tion of LE-CE or LEEMEKC is relatively high background
IV absoeption of metal-selector complexes, which de-
creases sersitivity of detection [30], This dsadvantage
can be overcome by employing the (E technique
imvolving the partial Blling mode or by switching to,
ep, laserinduced fuorescence or conductivity detec-
Hon [30]

Table 3 gives examples of some recent applications of
LE-CE and LE-CHC. In many cases, satisbctory resolution

was achieved for most of the analytes under study,
except [35] where only one model compound rom 16
structures tested was base-line separated. Though
the majority of papers published [ocused on screcning
the enantioselectivity of the chiral selectors tested, some
papers validated LECE-based methods applied to real
sample analysis [358-42].

The ligand-exchange mechanism can be successfully
applied in CEC in order W realize chiral separations,
Briefly, CEC represents a hybrid technigue thial combines
the separation mechanism of CE and high performance
iquid chromatography (HPLC), The capillaries For CEC
are packed with stationary phases that provide high-
selectivity separation. The mobile phase is “pumped”
through the separation capillary by BOF to ensure high-
elliciency separation, thanks w the plug-like profile of
the mobile-phase ow [51]

In the case of chiral separations, a chiral selector is
anchored in the stationary phase by its chemical or dy-
mamic modification, It is mainly monolithic colemns that
are ulilied in [E-CEC [52-37] because their abrication
i easier than that of packed columns [58]. Generally,
two main directions in LECEC monolithic columns
lechnology prevail:

(1) preparation of polymeric monoliths (continuous
beds ) by in sity polymerization [32,53); and,
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{2) labrication of silica-based monaiths prepared by a
sol-pel process [54-57).

In both, the mechanism of chiral recognition is anal-
ogous i [E-CE. Here, the chiral selector chemically
bonded on the surface of the stationary phase forms
mestal chelates with Cul(Il) that is loaded into the column
in the fnal step of preparing the chiral stationary phase
[CSP), and Cu(ll) s ako added into the mobile phase,
During the separation process, one ligand molecule from
the Calll) complex immobilized on the stationary phase
is replaced by the chiral analyte molecule (e, amino
acid), thus forming temary mixed complexes of different
stahility [54].

We need to note that in CBC, the velodty and the
direction of the BOF depend on the type of stationary
phuse used and its surface modifications, so, for silica-
based monolithic LECSP modified with L-phenylalani-
neamide, it positive charge is responsible [or the
reversal of HOF ifrom cathode to anode). Remaining
(unmodified) silanol groups of the silica stationary phase
acquire negative charge upon ionization with increasing
pH, s0 the net BOF is decreased on thi type of L[E-CSP
[54]. However, when silica-based monolith was modified
with L-hydroxyproline as chiral selector, no HOF was
penerated becawse the chelate formed by the nteraction
of Cu™ and two chiral-selector moieties is neutral, so no
EOF is deweloped, even il the pH is changed, Such
behavior indicates that practically all slanol groups
were modified with the chiral selector [537]. Conlrary to
silicu-based LE-CSP during the preparation of continuous
beds, some charge carder feg. vinylsullonic acid) is
tsed Lo penerate BDF that is independent of the pH of the
mobile phase [32].

Recenty, Gibitz's and Schmid's group [38] compared
the separation properties of silica-based, chemically-
bonded LE-CSP with those of the RP-18 packed material
modifisd by dynamic coating, Dynamic coating seemesd
to be more advantageous in chiral separation of o-hy-
droxy acids, whereas conventional (SP chemically
modified by covalent bonding offered better resolving
power for amine acids and dipeptides. Technically,
preparation of dynamically-coated CSP is much easier
(pumping of solution of the chiral selector through the
capillary) than fabrication of covalently-bonded chiral
selectors. We need Lo nole that easy removal and change
of chiral selector is a considerable advantage in method
development. Reversed EMO (the L-enantiomer migrated
faster than the Denantiomer) was observed in the case
of dynamic coating, in contrast to statiomary phase with
chemically-attached selectors [38]

The special separation mechanism in the [E-CEC
technique was recently described by Mizrahi  and
co-workers  [39], Enanticseparation of dansylated
aming acids took place in a capillary filled with a low
mulecular-weight organogel based on trans+ 15,2881, 2-
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bis{dodecylaminojcyclobexane as a novel ype of
manolithic stationary phase, The separation buller of pH
3.5 comprised 3 mM copper acetate, 7.5 mM D-valine as
chiral ligand and 10 mM ammonium acetate, These
separation conditions differ rom those emploved in
conventional LECE or LE-CEC methods utilizing higher
chiral ligand/Cu(ll) concentration amnd pH in the higher
range (pH 5-8), Since the optimal Cu(ll) fD-valine ratio
wius less than 1:2, the remaining ligands in the square
coordination plane of the complex were probably acetale
ions rom the bullr. Hence, the separation mechanism is
muost probably based on the exchange of acetale ions by
the analyte molecules [597],

Due o expedient "mardage” of CE and HPLC with
their inherent individual merits, a novel “hybeid’ LE-
CEC technigque with especially high chiral separaton
eiciency could therelbre be capable of base-line sepa-
ration of relatively larpge number of amino acids and
hydroxy acids. Undoubledly, LECEC represents a very
promising tool in chiral analysis that is complementary
o the other wellestablished separation lechnigques,

4. Metal jons as complex-forming central ions
added to the BGE (o facilitate CE separation of
various classes of organic compounds, including
biopolyvmers

Various classes of organic compoumnds can be separated
by CE with complex brmaton of analytes with charged
metal ions W enhance separation selectivity andfor
sensitivity, Table 4 shows recent examples of determi-
nation of carboxylic acids [60.61], ethambutol [62],
glycophosphate [63] and peplides [64-66] by CE with
Von-capillary " complex formation.

The biurel reaction, utlized 0 separale @ number of
peptides [Ad-66], profits from the ahility of Cu(I) to form
complexes with peptides via coordination with nitrogen
gioms [rom deprotonated peptides, Such complex for-
mation improves the selectivity of separation and the
sensitivity of both UV and electrochemical (EC) detection
[Hd-hi].

The methods for peptide separation were optimized [or
“on-capillary” mode, where the sample is injected into
the capillary fillsd with BGE bufler containing Cu(l)
[p4-66]. This approach brings advantages over pre-
capillary and prefon-capillary complexation strategies,
because no sample diluGon occurs during the derivati-
mtion and the separation eficency is sipnificantly en-
hanced. The kinetics of complexation between Cul(Il) and
the peptide depends on the primary and secondary
structures of the peptide, so not every peptide can react
completely with Ca(Il), The feasibility of in on-capillary
complexation technique should therefore be evaluated
individually [or each peptide of interest [64].
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Table 4. Examples of applications of meal ions as complex-forming agents in separating variows clases of organic ligands
Meetal Analyle Mlatrix Background eectrelyle Ref.
Cajlnivgiil)  Carbenylic acids Samples of vinegar 10 mdd tetraborate buffer, pH 93, 05 mMd 6]
TTAOH, Cally and g A3 (10 ppm of eachi
Callly Carbwylic adds Sninw sarmpiles Simbd TRI, 2 md ThA, 0.2 mM TTAB, &11
Ok mdd Calll], pH BS
Culll) Etfsamrisstol Pharmaceutical formulations 60 mM acetic acid / sodiem acedate bufler, [&2]
Somdd Cuslly, pH 4.6
Cull) Cilyphosate (hedicide) Samples of wa I:ewr.gu 40 mid acetaie buffer, 5mb CufOy, pH 5.0 [63]
Cull} Angiotensin ||, axyiocin, Lev-enkephalin Standard miboiure 25 mbd boric add, 3 mi tartarke ackd, TmM 164]
(and metabolites], des-Tyr Lew- Cusle pH 101
enkephalin
Cugill) Lesp-enkeghalin and is metabolies Standand mixtune 100 Mk boric acikd, 3 mM wmarie acid, 1mM [65]
CusOr, pH 9.8
Maomitoring of Lew-enkephalin plaima 100 mbd boric acid, 3 mh antaric acid, 1 mM
medabnlsm CuS0y, pH 9.8
Less-enkegiualing Stamedand micune 25 mbd boric add, 3 mM tartaric acid, 1 mdd
angiotendin -], angioendin 1-7; De-Tyr CusCr, pH 9.8
Lemg-enkeghalin
Cuil) Angiotensin andd il metabaolies Standand mixtre, plasma 100 mbd boric acid, 3 md amaric acid. 1mM [66]
Cusr, 1 mMSDS, pH 96
505, Sodiem dodecy| sulfae; TMA, Trmellitic acd; TRIS, Trishydrosymethy llam inometbane: TTAB, Telradecy hrimetlylammaond em bromide
TTADH, Tetradecylirimethy lammonium by droside.

The selection of BC detection coupled with Caill)
chelation has several important advantapges:

(1) Cul@Drpeptide chelates are detectable by ampero-
metric detection, even though the mative peptides
are nol ekclroactive [65];

{2) Coidppeptide complexes give a greater BC resporse
compared Lo native proleing [63,66]; and,

(3] selectivity of the method can be improved by a dual-
electrode detection technique involving oxidation of
Cu(0Fpeptide complex to Cu(ll) at the first elec-
trondes and the redection of Collll) to Colll) at the
second electrode [GA],

Many other biologically-active analytes are oxidized
imeversibly at the st electrode, so they do not produce

any signal at the second electrode [66],

5. Condusion

(E represents in separation technology suitable b
analyzing both charped and uncharged species. From
the beginning of the 1990, when the first CE analyzers
became commercially available, the development of this
technique resulted in widespread wtilization, as demon-
strated by 18 acceplance in two Pharmacopoeiag
{European [67)] and USA [68]).

One of the main merits of CE is relatively simple con-
rol of separation selectivity (and the separation mech-
anism) by adding suitable additives to the BGE.
Premeditated introduction of inorganic central jons to
the BGE leading o complex formation with the analytes
represents the way to achieve significant improvement

in separation selectivity andfor sensitivity of the CE
method.

We gave a briel survey of inorganic central jons as
complex-forming components of BGEs for the separation
of organic analyles (ligands). [ additon o the
well-known, widely-applied borate-based BGEs, metal
moanions (e.g., molybdate or tungstate) were recently
applicd in  the separation of organic compounds
possessing vicinal <0H groups,

Bivalent metal ions [e.g., Cu(Il)] are routinely added to
the BGE for separation of vardows organic analytes
extending from small molecules (o peptides. We also
mapped out utilization of inorganic ions as central ions
in chiral separation by LECE and IE-CEC. Although LE-
CE became well established [or chiral separations, new
rends involve introducing novel chiral-selector ligands
and central ions other than Co(l). Despite LECEC being
quite a new technique, compared to LE-CE, the resulis
resented in recent years are very promising. We can
expect new developments in LE-CEC and its applications
in the analyses of real samples in near luture,

The most serious mitation of BGEs based on non-
volatile buffers containing inorganic complex-forming
central ions (in terms of feasibility of delection) is the
rather complicated coupling of CE to MS detection
Obviously, in CE, methods using such electrolytes,
spectrophotometre TV-Vis and EC represent the most
commion detection technigues,

The exploitation of inorganic ions as complex-forming
reapents is now well established to achieve satisfactory
separation and sensitivity in CE. A relatively unexplored,
but presumably very promising, area secms o be appli-
cation of LE-CEC in chiral separations,
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Assay of Citrus Flavonoids, Troxerutin, and Ascorbic Acid
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Abstract Capillary electrophoretic method suitable for the
assay of citrus flavonoids (hespendin, dicsmin, and mitin),
troxeruting and ascorbic acid in food supplements and phar-
maceutical formulations was devised and validated. The
separation was camied out at 25 kV in uncoated fused-
silica capillary (50 pm i.d.; total length, 32 cm (21 cm to
detector); and spectmophotometric detection at 280 nm)
maintained at 25 5C with 40 mM sodum etraborate buffer
of pH 9.5 containing 25 % (w') of methanol as the hack-
ground electrolyte. The samples were injected hydrodynam-
ically (50 mbar, 6 5). The calibration curves were lincar
(correlation coefficients r=0.9994—0 999%) for 0.05-
0.50 mg'mL of hesperidin, diosmin, rutin, and troverutin
and 0.10-1.00 mg/mL of ascorbic acid when using cinmamic
acid (0.05 mg/mL) as intemal standard (15). The L0
values (5/N=10) ranged betwesn 0.02 and 0.04 mg/mL of
an anakyte. The intra- and interday repeatability of migration
times and cormected peak arcas was chamcterized by RSD <
3.6 %. Smgle CE analysis of a standard mixture conmining
all five analytes and the 15 ook less than 11 min. Accuracy
of the method was evaluated by the added/found analyte
recovery experiments (recoveries, 95,5998 %). The meth-

od was applied to the analysis of five commeraally avail-
ahle food supplements and pharmaceuticals.

Keywords Ascorbic acid - Capillary zoneeledrophoresis -
Citrus flavonoids - Pharmaccuticals - Nutmaccuticals -
Troxerutin
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Introduction

Citrus flavonoids are polyphenolic compounds structurally
derived from flavanone, flavone, and/or flavonol. These
natural anticcidants have been studied and reported for
varous health beneficial functions: anti-cancinogenic, mti-
micmbial, anti-inflammatory, mti-allergic, cardiovascular,
eic. However, the mechanisms of action are not completely
kmoam; it seems that their antioxidant capacity is the deci-
sive factor ( Benavente-Garcia et al, 1997; Benavente-Garcia
and Castillo 2008; Tripali o al. 2007},

Craing to positive effects on vascular system (Benavente-
Ciarcia et al. 1997; Hodgson and Croft 2006; Garget al. 2001),
the citus flavonoids hespenidin (HE) ((28)-5-hydroocy-24{3-
by dmxy-+-methoxyphanyl F 7-[( 25,38 45, 55,68 3,4, 5-tritry -
droogy-6-[[ (28,38 48, 58,653 4, 5-mihydroxgy-6-meth yloxan-
2wl oy methy | joxan-2-yl |oxy-2, 3-dity drochromen—<4-one),
diosmin (1) (3-hydmoooy-243-hydmooy-4-methoxyphenyl)-
7-[[25, 30 45, 55, 68)-2 A S-tribydmocy-6- [ (28, 38 A8, 58 65)-
3.4 5-mhydmoxy-6-methyloxan-2 -y oxymethyl | oxan-2-y1]
oxychromen—-ome), mutn (RU) {2-3 A-dihydmogy phenyl)-
5 7-dihydromy-3-{[[ 25,38 45,55, 68)-3,4, 5-trihydroxy-6-
([(2RIRAR SR 653 4 S-trihydroxy-6-methyloxan-2-y1)
oy bmethyljoxan-2 -yl oy 4H-chromen-4-one), and i ri-
hydroxyethylated derivative troxemutin (TR) (243,4-bis(2-
hydmoxyethoxy )phenyl]-5-hydroocy-7-(2-hydmoxyethoxy |-
4-oxo-4H-chromen-3 -yl 6-@-(6-deoxy--D-
mamnopyranosyl -f-D-ghicopyranoside) (for chemical strue-
nre, sse Fig. 1) play imponant mole in the medication of
vascular system disorders ((Garg et al. 2001). Preparations
based on the cirus flavonoids are frequently formulated with
addition of ascorbic acid (AA) or other antoxidant (eg.,
tocopherol or camtenoids). The contribution of AA and fla-
vonoids to antieadant poiental has been studied, and the
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Fig. I Chemmcal sniciure of
ithe mmalyies and inlemal
standhered {153

HO
Ascorbic acid (AA)

results revealed that the ovenll antioxidant offect 5 more
dependant on mteractions among the all-mixture components
rather than on partcular mtemctions of individual Aavonoids
with AA (Gamdneret al. 2000, Gonwdles and Mazareno 2011),

Recently published bguid chromatographic assays of AA,
DL HE, RU, and'or TR (as single analyies or in combination
with some other substanees) comprise a mumber of matmces,
such as citnes fruit (He et al. 2001 ), peel { Londono-Londono of
al 2010}, and extracts (Hamdan et al. 2011 ); human plasma
{Cui etal, 2011 ) and urine { Bramowska and Magiem 2011},
plants (Klmek et al. 2010); plants and phammaceuticals (El-
Shafie and El-Domiaty 2001); chicken plasma; and mt unne
(¥ang et al 2007). The CE has strong position in the sepam-
tion o four compounds o Fimterest as well, The CE applications
concem analysis of dims fuis (HE) (Peng et al. 2006), ped
{HE, RU, and AA) (Wu ct al, 2007), and pericarpium (HE)
{Chen et al, 2002), wines (RU) (Perss et al. 2009), Chinese
traditional medicines (HE) (Zhao et al, 2003}, teas (AA)
{Greorgakopoulos o al. 200100, and human urne {AA) (El-
Hady ot al 2008). The CE with indirect C*D detection was
employed to separate fve flavonoids and to detarmine nar-
ingenm in a phytomedicme contamng five different herhal
drugs ( Bachmann o al. 2007).

Qﬂprm‘cr

ﬁi/”t
D
ome  HE

o
a O
DL
HOT oM
H

Diosmin (D)

Rutin (RL)

WCWH

Cinnamic acid (I8)

OH

In the CE assays listed above, bomte buffers were typi-
cally used a5 sepamtion background electmlytes (BGEs)
(except of Bachmann ot al. 2007), With respect to mostly
polytydric chamcter of the analytes, the use of boraic is
quite reasonable due to ability of such molecules to form
negatively charged complex species with borate resulting in
the imprmvement of seloctivity and sensitivity of the CE
sepamtions (Sioka et al. 2001). Recently, vanous mixtures
of flavonoids or mixtures of phenolic acids with flavonoids
wire anatyzed by pressurized capillary electochmmatogra-
phy (Wang ot al. 2009), by pressunized liquid extraction—
capillary electrochromatogmphy (Chen et al. 2009), by
microemulsion electrokinetic chromatography using
surfactant-coated single-wall cathon nanotubes a5 additive
to the mobile phase containing also sodium tetrabomte
(pH 9.0}, heptane, sodium dodecylsulfate, and 1-butanol
{Cao ct al. 2010}, and by 2-dimensional liquid chromatog-
maphy—micellar electrokinetic chromatography (Cesla et al.
17}, To the best of our knowledge, none of the CE
methods published so far was employed for the complete
assay of all active componants in nuraceuticals or pharma-
ceuticals contaming combination of AA and more than two
cirus flavonoids.
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Materials and Methods
Equipment

The analyses were performed on Beckman Coulter capillary
electrophoretic system P/ACE™ MDOQ (Fullerton, CA)
equipped with DAD and 32Karat™ software (version 5.0)
for data collection and processing. The pH of cloctrolytes
was measured by PHM 220 (Radiometer, France) pH meter
with PHC2401 -8 combined glass electrode calibrated with
standard aqueous Radiometer buffers. All the solutions were
depassed in Sonorex R K 31 {Bandelin Electronic, Germany )
ultrasonic bath prior to the CE analysis.

Capillary Electrophoretic Procedures

The sepamtions were performed in 32 om long (21 cm
effective length), 30 pm i.d., 360 pm o d. internally uncoat-
ed fised-silica capillary. The daily conditioning before and
after the separations was carried out at 1,500 mbar for
10 mim with 1| M NaOH, 0.1 M N2OH, and ultrapure water.
The flushing betwemn the nns was performed at 1,000 mbar
with 0.1 M NaOH for 2 min, ultmpure water for 2 min, and
the BGE for 3 min

Chamicals

Acctomitrile, AA at =99 %, o-cyclodextrin hydrate, -
cyclodextnn hydrate, boric acid for dectrophoresis, cin-
narmic acid at 299 %, DI at 95 %, DMS0, ethanol, mathanol
(MeOH), BU hydrate at 95 %, sodum tetmborate decahy-
drate at 99 %, sodum hydroxide, sorbic acid at =99 %, and
TR at =800 % werne purchased from Sigma-Aldrich { Pmgue,
Crzch Republic). Benmic acid and HE 90 % were purchased
from Fluka (Gemmany). Methylpamben and propylpamben
wene purchased from RMDr Jan Kulich Company (Hradec
Kralove, Czech Republic), propan-2-0l from Penta as.

(Czech Republic) and butin-1-0] from Lachema a.s. (Crech
Republic). All chemicals listed without purity specification
were of anabytical gmde. Ulim-pure water was pmduced by
the Milli-Q-System (Millipore, Bedford, MA, USA),
Ascomtin tablet (fentiva, Crech Republic), Cilkanol cap-
sules (£entiva, Czech Republic), Detralex tablets (Les
Labomatoires Servier, France), Hemodin Prebio Forte tablets
(Valosun a.s., Czech Republic) and HemoStop ProBio cap-
sules (Simply You sro., Coxch Republic) were purchased
from the local phamacy.

Standard and Flectmlyte Solutions

Stock solution of the standard muxture {used for method
optimization ) containmg HE, DL, RU, TR, AA, and dnnamic
acid as imbemal standard (15; 025 mg'mL of cach) was pre-
pared by dissolving the weighted amounts of the compounds
in amixture of DMSOMeOHH 0 40:45:15 (viv'v),

For calibmtion purposes, individual solutions of the ana-
lytes were prepared (2.5 mg/mL of HE and DI in DMSO0),
2.5 mg/mL of RU and TR in MaOH, 10 mgmL of AA in
water). Thereafter these solutions were mixed together and
diluted with DMSO/MeOH/MHL0 40:45:15 (w'w'v) to obtain
one stock calibmtion sohstion containing 0.5 mg'mL of HE,
DL RU, TR, and | mgml of AA. The fmal calibration
solutions contaiming 005030 mg/mL of HE, DI, RL, and
TR, 0.1-1.00 mg/mL of AA, and 005 mg/mL of the 15 wen
prepared by mixing approprate vohimes of the stock cali-
bration solution with the stock solution of the IS containing
I mg/mL of cinmamic acid in MeOH and diluting the mix-
tures with DMSO/MeOHH0 40:45:15 (vhv),

The BGEs were prepared by dissolving the weighted
amount of sodium tetmbomte n water, adding appropriate
amount of MeOH and adjusting the pH with 0.5 M boric
acd or 0.1 M sodium hydroxide. All BGEs and standard
solutions wene degassed and filtered through 0.45 pm mem-
brane syringe filters,

HE
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Fig. 1 Electophenogram of stmdend msiure of snalyies. Semrsion
oconditions: BOE, ) mM sodiun stehorate of pH 95 omtming
25 % (viv) of MeDH; vollage, 25 kV; 25 °C; and detection =t
280 nm. Genersied cument was shoul 9 pA. Concenirstion af
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byl toxerutm (TH), hegeridin {(HE), diosmin (D0, =nd nin
{RLY 015 me'ml; ssoorhic acid {AA4), (.30 myml; sl cmarmic scid
{miemal stenckerd {13%), 0.05 mgml
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Chuantitative Analysis 5 - ooz os
o E’ ce e e S

Comected peak area mtios 4,415 (4, is the peak amea of e

anabyte comocted with the analyte migration time and Ay 15 -

the peak amca of the 1S cormeated with the IS migration time) ;‘-E g8 32

wire involved in calculations of validation parameters and in b E = S

the analysis of nutmoeeutical and pharmacsutical preparations,

The lineanty of the method was examined in the mnge VEa2R=
0.05-0.50 mg/mL of HE, DI, RU, and TR and 0.1- 5 2583
1.0 mg/mL of AA {six calibmtion solutions were measuned
in triphicate under the optimal condiions). The pammeters e - B .
of libration curves relating the cormected peak are mtios o E E E E 5

to concentration of the analytes wene evaluated by linear

regression, The LON) wvalues were assessed at S/N=10, P % wn oW
Precision was estimated as min-to-nn repeatsbility (n=6) 3 § ? E 3
and 25 imtermediate precision dunng 3 days testing of the X i e
same solution (=18} for migration tmes and cormected em g
peak ama mtios at single concentration level (.15 mg'mL = gEEEQ
for TR, HE, DI, RU, and 0.2 mg/mL for AA); the results w B i
wer expressed as comesponding RSD values, E g L £ 483 é 2
The accumcy was evaluated by standand additions at one 8= ¥ ﬂ E E ; E
concentration level into the tablet or capsule test sohutions E’ﬂ B wonn BN
{prepared as mdicated in 2.6) and expressed as percentage of
recoveries and their RSD values (n=6), =
1
=
Analyses of Mutmceutical and Phamaceutical Prepamtions = E =
£ER 5o =
The tablets or the contents of the capsules were weighed, %.ﬁ%— o g § EE
homogemzed, and subjected to extraction with DMS0 in E E e g e Sl i
ultmsonic bath for 15 min. According to the expected conent E = E
of analytes m individual preparations, the solutons were a a
treated with the siock solution of the IS and further diluied 121
with DMS0, MeOH, and waier to get 40:45:15 (wv'v) pro-
portion of DMSO/MeOHH ;0 and the concentrations of ana- & .S
bvtes within the calibmtion range, All the test solutions were E E E =
filtered through 045 pm membrane syringe filters prior the E‘: 1 E - ;-:I
CE analysis. The peaks of analytes were identified by spiking -8 15 3o
the test solution with comespondng standards, The final test i% E J‘:’ -
solutions were analyzed six times dunng | day, and the Ew i

concentration of the analyte was related o that of a standard
solufion measured moparallel. The content of mdividual ana-

= .,\’EI -

lytes in one mblet or capsule was expressed as percentage of = E E @ ﬂl
the conient found relative to the nommal (label) content ofthe E B8 é ; #
active subsknce, & EER 2 i
@ HEEEE

Resulis and Discussion < &= g & ol
Method Optimization % Too o oo
# FEEZE

¥ Tz AE /A

Since borate-hased buffers proved successful as BGEs in
previous studies due tospecific beneficial interaction ofhorate
with polyhydric analytes (see “Introduction™) only borate

h_‘l.' stands for comected peak ares ratio and 1 stands for concentration of analyie that squals @ 10-1.00 mgiml. for A& and 0.05-0.5) mg/ml for the rest ol the anabyies

ASM aymmetry, By esohtion, r oomelation coslficient, S, Sandard deviation -:|I's|1:||1=. S.-l standerd deviation of miercept

The repeatshility messurements were carried oul at (.15 mgfml. for TR, HE, D1, and U nd &t 0.3 megéml. for AA
® Mumber of theoretical plates fior capillary of 21 om elfective kngh

Table | Analyical and caliration perameters of the CFE method

TR

HE

n]}
1
A

gﬂprm;u

107



Prehled praci zahrnutych do dizertaéni prace

Food Anal Methads

buffer was utilized in our sudy and optimized with respect to
its pH (8 0-9.%) and concentration (2050 mM tetraborate), At
pH 810-8.5, the sepamtion was poor, with increasing pH the
migration times of analytes increased as well as peak resolu-
tion. AtpH 9.8, the separation became relatively lengthy and
the genemted operational cument exeeedad 100 pA. Therefore
BGE of pH 9.5 was chosen as optimal leading to compromise
in terms of achieving good resolution, shorter migmtion times,
and better peak shapes, Rising concentration of borate in the
BGE msulied in prolonged migration times and mmproved
resolution; with 40 mM sodium tetmaborate, the peaks were
well shaped and sepamted and the time of analysis was
acceptable.

Considening melatively low solubility of some of the
analytes (namely DI and HE) in purely aguenus solutions
the effect of the addition of organic sobvents (Me(H, etha-
nol, and ACN) into the BGE was tested. Below 10 % (whv)
of ethanol or ACN in the BGE the paak mesolution was
unsatisfactory and at higher content of these solvents prob-
lems with solubility of sodium tetraborate appeared.
Therefore, further investigation was focused on the effect
of the content of 10-30 % McOH (w'v). For 10 % (wA) of
MeOH the peaks of HE and DI were not sepamated while in
BGE containing 25 % (wv) of MeOH-=sufficient resolution
of HE and DI was achicved. With 30 % (w/v) of McOH, the
time of analysis was prolonged, asymmetry of the peak of
HE increased, and unstable munning current was gener-
ated. Hence, 25 % (wh) of MeDH was the best option.
Finally, the effect of additions of neutral CDs (o-CD or
B-CD) to the BGE was tested but the presence of these
CD= was not beneficial.

LI ahsorption spectra of the separated analytes recorded
by the DAD of the CE setup were analyzed to find optimum
detection wavelength for the whole group of analytes.
Although at 200 nm the sensitivity of detection was farly
high for all analytes, a partial interference of DMS0 (used
for extmaction of the analytes from real samples and co-
migmting with the EOF) with the peak of TR had occurred
at this wavelength. Additional absorption maxima were

004

B
E 02
5 H AU a8
2 | L
E 0.004 ] ]
L= Hemodin Prebio Forte
o & 4 & 8 10
Migration time (min)

observed around 260 nm for TR, DI, RU, and AA and at
280 nm for HE. The detection wavelength of 280 nm was
chosen compromisingly.

Five compounds (benmoic acid, cinnamic acid, sorbic
acid, methylpamben, and propylparaben) were tested as
potential 15 that would migrate shorly after the “slow-
est” analyte (AA), exhibit symmetric peak and allow
sensitive enough detection at 280 nm. Cinnamic acid
was chosen as the optimal IS since it mat these critena
to a large oxtent.

Cither parameters optimized were injection tme (612 =),
injection pressure (30-100 mbar), applied voltage (15—
30 kV), and emperature (15-30 *C). Optmum separation
was achieved at 25 *C with applied voltage 0f 25 kV, mjection
pressure at 50 mbar, and injection tme of 6 5.

Electmpherogram of a standard mixture of all analytes
separated under the optimum conditions (in summary,
40 mM tetmbormate buffer of pH 9.5 containing 25 %5 (W)
of MeOH, applied voltage of 25 kV, temperature at 25 *C,
detection wavelength at 280 nm, and hydrodynamic injec-
tion at 50 mbar for6 5) is presentedin Fig. 2. The analysis of
the standard mixture took approxdmately 11 min mainty due
to longer migration times of BU and AA. Data related to
sysiem suitability testing (resolution, peak asymmetry, and
mumber of theorctical plates) cakeulated automatically by the
32Karat™ software are presented in Table 1.

Method Validation

For the method validation dats, see Table 1. The devised
method showed excellent linearity (correlation coefficients,
=0.999) for TR, HE, DI, and RU in the range 0.05-
0.50 mg/mL and for AA in the range 0.10-1.0 mgmL.
Sensitivity expressed as LOG) (S/N=10) is suffident for
the determination of all the analytes in pharmaceutical fior-
mulations or food supplements involved in the study.
Interday precision evaluated at one concentration level
0,15 mg/mL for TR, HE, DI, RU, and 0.3 mgmL for
AA) within the span of 3 days (r=18) was characterized

]

00504
g an
=
g oS
3 H RU r‘ =
z N
£ oo HemoStop ProBio

i 25 50 75 0o 135

Migration time (min)

Fig.3 Hectopherograms ol nutrsceutcak HemoSiop ProBio sl Hemexdm Prebao Forte, Sepambon condibions: BGE, 40 mM saxlium tetaborsis
ol pH 9.5 cmtmmng 25 %% (wv) ol MeOH; voltzge, 25 kV; 25 °C; and detection a1 280 rm. Cienerated current about 90 pA
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Fig.4 Electropherograms ol pharmaceuticals Ascorutin, Cillamaol, 2nd Detralex. Separation conditions: BGE, 40 mM sodum etraborste of pH 9.5
comlammg 25 % (vv) o MeDH, woltage, 25 kV; 25 “C; and detection 21 280 nm. Cenersted cument shout 990 pA

by RSDs of 1.89-2.56 % for migmtion times and 0.75~  Analysis of Food Supplements and Pharmaceutical

2,63 % for corrected peak arca ratios. More detailed analyt-  Formulations

ical figures of ment summarized in Table | mdicate that the

devised method has good potential for practical applications  Considering relatively Low solubility ofsome flavonoids, such
in quality testing of formulations contaming antioxidants  as HE and DI in water quantitative extraction of the active

such as AA and citrus flavonoids.

principles from the formulations had to be mealized with

Tablel Assy ol the active
subslances m oonmmeTcial prep
arations and sccuracy lesd

NC {mg)

Found® (% (RSD %; n=6))  Added®  Found Recovery (% (RS0 %; n=3))"
{pgml)  {ug'ml)

Ascomutin tahles

RU 20 96,34 (0.57) 1509 14R.7 YRS {60
AA 100 YR95 (2.36) THDS 716 K9 (1.75)
Cilkanol capsules
TR 300 9743 (2.74) 2BA 195.2 96.2 (1.58)
Detralex tahlets
ol 450 9959 (2.80) 3810 3445 955 (4.29)
HE 50 9579 (0LE1) 35632 3530 949.1 {011}
NC novminal content ol the active Hemmahin Prebao Forte tshlets
sufvdance per angle tablelor | 225 .56 (2.92) 3304 kiEE] 96.5(3.25)
f""‘“‘" i ) HE 75 9709 (4.44) 4067 AR 995 (1.4%)
I_::Z’“ of nominal content o, a0 96,45 (1.13) 2518 2513 995 (469
*Micrograms per millikter of AA 20 99,71 {232) 1243 126.9 9K.1 (4.06)
analyie added (o the injeckd ted HemoSiop ProBio capules
salution ol 405 9RTT(3.12) W5 W55 954 (1.15)
“Found microgoms per milliliter  HE 45 YR 10 {3.86) 3y 3128 9740 {5.09)
ol malyle adled to he injeced Ry 20 97.77(1.01) 1483 144.2 973 {0.A45)
Lot wluitin AA 107 10060 {1.78) 7651 T39.0 96.6(1.1T)

dI"Erv:\ﬂ'lzlg,lz ol foamel sl desd.
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109



Prehled praci zahrnutych do dizertaéni prace

Fouxl Anal Methals

DMS0 and the extmat was subsequently stabilized by dilution
with McOH and water {sce “Analyses of nutraccutical and
pharmaceutical preparations™) before the CE separation.

Electopherograms of extracts from commercial food sup-
plement and pharmaceutical formmulations are depicted in
Figs. 3 and 4, respectively. A very fow minuies umidentificd
peaks occumed in eloctrophemgmms of prepamtions contain-
ing HE and DI, but because of their favorable migmton time
values, they did not interfere with the CE assay of the active
principles (cf Fig. 3). Benwoic acid, cinnamic acid, sorbic
acid, methylpamben, and propy iparaben were examimed as
candidates for 15, Cmnamic acid with its migration tme value
close to that of the last migrating analyte (AA) absorbed well
at the detection wavelength, its peak was symmetric and
ensured best reproducibility of the assay of all analytes in-
chiding AA. It can be clearly seen that the selection of cin-
namic acid as IS for the analysis of samples contaming AA
ws reasomable and thatthe separation takes typically less than
12 min. On the other hand, in the case of preparations not
contaiming B U and AA (Cilkanol and Detralex, seeFig, 4), the
use of other 15 with shorter migration time could reduce the
time of anabysis down to 4 mm (not attempted in this smdy).

The results of the determination of TR, DL HE, RL, and
AA in the formulations are shown in Table 2 together with
the reoovery dat. The intmday precision of cormected peak
amea ratios (A Ars) was characterized by RSDs ranging
betwemn 0.57 and 4 .44 % (n=06) for all the analytes and all
formulations matyzed. All recovery vales fit into mnge
95,5998 % with RSD values of =5 % (except of HE in
Hemostop ProBio with RSD=6.09 %),

To the best of our knowledge, no other CE method
allowing simultaneous determnation of TR, HE, DI, RLU,
and AA in food supplements or phammaceuticals has been
published so far. Compared with our method, the determi-
nation of HE, R, and AA in gmpefruit fruit and peel by CE
employmg electrochemical detection (Wu et al. 2007) is
more sensitive (LODs=<1 pgml), but it is charactenzed
by longer migration times (22 min) and worse resolution
between the peaks of RU and AA In a sensitive HPLC/UW
method (LODs<005 pg'mL) dealing with the determina-
tion of six flavonoids (ncluding BU) and TR m mt unne
and chicken plasma (Yang et al. 2007, the retention time of
R was 5 min which is smilar to migration time of RLU in
owr method while the retention time of TR was 6 min
(compared with 2.5 min in our paper).

Conclusions

In the recent two decades, plethora of food supplements is
supposed contain, e.g., mixtures of antioxidants involving
different flavonoids and AA appeared in the market. In
contrast to phamaceutical prepamtions, in most countries

the food supplements need not comply with crteria for
chnical testmg of drugs; therefore, the stte health authori-
tigs do not attempt to approve their efficiency. It means that
there is also a lack of validated analytical methods appro-
priate for confimming identity of active principles and deter-
mining their content in food supplements as a tool
supporting curative claim appeanng on the product packing.
This work presents a novel CE method facilitating reliable
and relatively rapid identification and quantification of anti-
oadants DI HE, R, TR, and AA not only in phammaceut-
icals but particularty in multicomponent food supplements.
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