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ABSTRAKT

Diplomovéa prace se zabyva stanovenim heparinu a chondroitin sulfatu technikou
pritokové injekéni analyzy se spektrofluorimetrickou detekei. Stanoveni je zalozeno na
interakci negativné nabitého heparinu respektive chondroitin sulfatu s kationtovym
barvivem (azur A nebo fenosafranin), ktera se projevuje poklesem intenzity
fluorescence barviva v jeho emisnim maximu. Byly nalezeny optimalni podminky
stanoveni ve statickém uspotradani a zméeteny kalibracni zévislosti. Byly optimalizovany
podminky FIA stanoveni a zjiStény parametry: objem davkovaného vzorku 100 pl,
délka reakéni civky 60 cm, pritokova rychlost 0,7 ml min, koncentrace azuru B
1,6x10° mol dm™3, koncentrace fenosafraninu 3,5x10° mol dm=>. Pro stanoveni
heparinu pomoci azuru B byl zjistén LOD = 0,023 IlUml™ a LOQ = 0,186 IUmI " s
linearnim dynamickym rozsahem 0,19-1,43 IU ml™". Pro stanoveni heparinu pomoci
fenosafraninu byl zjisten LOD = 0,102 U ml™ a LOQ = 0,192 IU ml™? s linearnim
dynamickym rozsahem 0,19-1,79 1U mlI™. Pro stanoveni chondroitin sulfatu pomoci
azuru B byl zjistén LOD = 0,58 mgdm™ a LOQ = 2,37 mgdm™ s linearnim
dynamickym rozsahem 2,37-8,32 mg dm>. Vyvinuta stanoveni byla aplikovana na

stanoveni heparinu, resp. chondroitin sulfatu, v 1é¢ivych ptipravcich.
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ABSTRACT

The thesis is focused on a determination of heparin and chondroitin sulfate, using flow
injection analysis with spectrofluorimetric detection. The determination is based on the
interaction of negatively charged heparin, chondroitin sulfate resp., with a cationic dye
(azure B or phenosafranine) which is manifested by the decrease in fluorescence
intensity of the dye in its emission maximum. The optimal conditions for the
determination in static mode were found, and calibration dependencies were measured.
The conditions of FIA were optimized and following parameters were established: the
volume of dispensed sample of 100 ml, the length of the reaction coil 60 cm, the flow
rate 0.7 ml min*, the concentration of azure B 1.6x10"> mol dm, the concentration of
phenosafranine 3.5x10° mol dm>. For the determination of heparin using azure B it
was found: LOD = 0.023 IU ml™, LOQ = 0.186 IU ml™, and linear dynamic range
0.19-1.43 IU mI™ . For the determination of heparin using phenosafranine it was found:
LOD = 0.102 IU mI™, LOQ = 0.192 IU mlI™}, and linear dynamic range 0.19-1.79 1U
ml™. For the determination of chondroitin sulfate using azure B it was found:
LOD = 0.58 mg dm™, LOQ = 2.37 mg dm >, and linear dynamic range 2.37-8.32 mg
dm=3. The developed determination was applied to the determination of heparin,

resp.chondroitin sulfate, in pharmaceutical preparations.
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Seznam pouzitych zkratek a symbolu

CS
FIA

GAG
Hep

Jem
Aex
LDR
LOD
LOQ

koncentrace [mol dm™], [IU mI™], [mg dm™]
chondroitin sulfat

pratokova injek¢ni analyza
priitokova rychlost [ml min™]
glykosaminoglykany

heparin

International Unit (mezinarodni jednotka) - udava aktivitu heparinu
délka [cm]

vinova délka emise [nm]
vlnova délka excitace [nm]
line4rni dynamicky rozsah
mez detekce

mez stanovitelnosti

molarni hmotnost [mol g™*]
korelacni koeficient

plocha piku [s]

smérodatna odchylka

relativni smérodatna odchylka
segmentova pritokova analyza
sekvencni injek¢éni analyza
napéti [V]

objem [dm?]

primérna hodnota méteni



1 UVOD, TEORETICKA CAST

1.1 CIiL DIPLOMOVE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo navrhnout a optimalizovat metodu pro stanoveni
vybranych glykosaminoglykant (heparinu a chondroitin sulfatu) pomoci prutokové
injekéni analyzy se spektrofluorimetrickou detekci za vyuziti vybranych kationtovych
barviv (fenosafraninu a azuru B). Nasledné metodu aplikovat na realné vzorky heparinu

a chondroitin sulfatu.

1.2 METODY PRUTOKOVE ANALYZY

Metody pritokové analyzy patii mezi moderni techniky analyzy a v analytické chemii
se fadi do skupiny instrumentalnich technik. Jednim z podnéti vzniku prutokovych
metod byla potieba provadét rychlé analyzy. Tyto metody funguji na principu nastiiku
vzorku do proudu nosné kapaliny, ktera obsahuje vhodné reakéni ¢inidlo. Proud nosné
kapaliny je realizovan pomoci pistového ¢i peristaltického Cerpadla a postupnym
unasenim reak¢nich zon dochazi k miseni vzorku sreakénim cinidlem a vzniku
reakéniho produktu. Produkt je undSen proudem do vhodné zvoleného detektoru. Prave
diky tomuto uspofadani pfinaseji pritokové metody mnoho vyhod. Metody je mozno
pln¢ ¢i Casteéné automatizovat, coz zarucuje vySsi rychlost analytického procesu a je
mozné je vyuzit pro sériové analyzy. Z diivodu malych rozméra pritokovych systémi je
spotieba chemikalii oproti klasické analyze vyrazné nizsi [1].

Jednou z prvnich pritokovych metod je segmentova prutokova analyza (SFA —
Segmented Flow Analysis), kterd vznikla v poloviné 20. stoleti. Pfi této metod¢ jsou
vzorek, Cinidlo a ostatni slozky nasavany pomoci peristaltického ¢erpadla do reakéni
civky. Zéaroven je do zafizeni vhanén vzduch, jehoz bublinky déli reakéni smés na serii

segmentll a odd¢luje jednotlivé vzorky od sebe. Nevyhodou této metody je prave



vhanény vzduch, u kterého je nutné udrzovat konstantni velikost bublin a pied vstupem
do detek¢ni cely musi byt odstranén.

Nasledujici z metod prutokové analyzy, kterd odstraiiuje vySe zminéné nevyhody
SFA, je prutokova injekéni analyza (FIA — Flow Injection Analysis), kterou se
podrobnéji zabyvam v kapitole 1.3.

Dalsimi metodami, které je ale nutné pln¢ automatizovat jsou napiiklad sekvenéni
injek¢ni analyza (SIA — Sequence Injection Analysis) [2] ¢i multisyringe prutokova
injek¢ni analyza (MSFIA) [3]. Tyto metody nesou spoustu vyhod, jakymi je napiiklad
programovatelny tok nebo vyuziti nestalych cinidel, ktera je mozno vyvijet piimo
software [4].

Pratokové metody analyzy maji stile narGstajici potencidl a jsou hojné vyuzivany

napiiklad ve farmacii [5], environmentalni analyze [6, 7] nebo také v 1ékaistvi [8].

1.3 PRUTOKOVA INJEKCNI ANALYZA

Pratokova injek¢ni analyza byla navrZena v polovin€ sedmdesatych let dvacatého stoleti
J. Ruzic¢kou a E. Hansenem [9]. Zaklad metody spociva v postupném davkovani vzdy
pfesné definovanych objeml vzorkl do kontinudlniho proudu nosné kapaliny. Nosna
kapalina je ze zasobniku Cerpana pomoci pistového ¢i peristaltického cCerpadla a
postupnym undsenim reakcnich zéon smérem k detektoru dochéazi ke dvéma procestim,
k chemické reakci mezi vzorkem a reakénim ¢inidlem a ke kontrolované disperzi
vzorku V prostoru i ¢ase. Zadny ztéchto dvou procesii nedosahne rovnovahy, ale
protoze jsou standardy a vzorky zpracovany stejnym zplisobem, je mozné ziskat
reprodukovatelné vysledky [10]. Je-li potieba smisit vzorek s vét§im poctem reakénich
¢inidel, je moZzné do hlavniho proudu postupné zavést kanaly dalSich reagentt. Zakladni
schéma aparatury pro pritokovou injekéni analyzu S jednim cinidlem ¢i nosnym

proudem je na obr. 1.1.
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Obr. 1.1: Zékladni schéma aparatury pro pritokovou injekeni analyzu: 1 — zasobnik nosného roztoku,

2 — peristalticka pumpa, 3 — davkovani vzorku, 4 — reakéni civka, 5 — detektor, 6 - odpad

Davkovani vzorku je u FIA technik provadéno nejCastéji pomoci Sesticestného
davkovaciho ventilu, ktery zarucuje nadavkovani ptesné definovaného objemu vzorku.
V aparatufe mohou byt zafazena i dalsi zafizeni slouzici k Gipravé vzorku piipadné
produktu, napiiklad separa¢ni membrany, zafizeni pro extrakci kapalina-kapalina nebo
pro derivatizaci [11]. Kdetekci analytu se vyuziva spektrometrickych ¢i
elektrochemickych metod, nejcastéji jde o UV-VIS spektrofotometrii.

Vysledkem analyzy jsou za sebou jdouci piky, jejichz plocha a vySka jsou
kvantitativni informaci vzorku. Z vysky (plochy) piku lze ur¢it citlivost dané metody a
z sitky piku pii zakladné je mozné spocitat maximalni frekvenci, s jakou lze vzorky

davkovat.

1.4 MOLEKULOVA FLUORESCENCNI SPEKTROSKOPIE

Molekuly latek, které pohlti energii (zafeni) v ultrafialové nebo viditelné oblasti ji
nasledné ztraci pii srazkach s jinymi molekulami nebo takto mohou ztratit jen Cast
pohlcené energie a zbylou c¢ast emituji jako takzvané luminiscenéni zafeni.
Luminiscen¢ni zafeni je mozné rozdélit dle povahy piivodné absorbované energie [12].
Pokud latka absorbuje energii ve form¢ svételného zateni, jedna se o fotoluminiscenci,
kterd se dale déli podle délky dosvitu mezi absorpci zafeni a emisi zafeni a to na
fluorescenci a fosforescenci.

Jev fluorescence Ize nejlépe vysvétlit pomoci Jablonského diagramu (obr. 1.2).
Absorpci zateni prejde jeden z parovych elektroni molekulového orbitalu latky do

prvého excitovaného elektronového stavu S; (vysledny spinovy moment se neméni).
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Obr. 1.2: Jablonského diagram

Elektrony mohou byt excitovany na rGzné vibracni hladiny stavu S;. Excitovana
molekula obvykle ihned pifechazi nezafivym piechodem na nejnizsi vibraéni hladinu
excitovaného singletového stavu S;. Tento proces se nazyvd vibracni relaxace.
Excitované molekuly také mohou pfechazet tzv. interkombinacni konverzi (nezafivy
pfechod) z nejnizs§iho vibracniho stavu S; na vyssi hladinu excitovaného tripletového
stavu Ty, kdy v systému existuji dva elektrony se stejnym spinem. Tento stav ma
dlouhou dobu Zivota, protoZe piechod do stavu Sy je spinové zakazany. Zativy piechod
ze stavu S; nebo T; na jakoukoliv vibra¢ni hladinu zakladniho singletového stavu Sg se
obecné nazyva luminiscence. Podle délky dosvitu rozliSujeme luminiscenci s kratkym
(fluorescence) nebo dlouhym (fosforescence) dosvitem. Energie emitovaného zafeni je
vzdy niz§i nez energie zafeni excitacniho, coz znamena, ze emitované svétlo ma veétsi
vinovou délku [13].

Molekuly schopné fluoreskovat se obecné nazyvaji fluorofory. Jsou to latky
obsahujici konjugované dvojné vazby nebo cyklické struktury s nékolika m vazbami.

Velmi casto fluoreskuji také latky slozené z nékolika aromatickych jader, které mohou
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obsahovat i heteroatomy.

Spektrofluorimetrie je vyuzivana v praxi piedevsim diky své vysoké citlivosti a
selektivit¢ ve srovnani s fotometrickymi metodami [12]. V analytické chemii je
spektrofluorimetrie Casto vyuzivana jako detekéni technika pro separacni a pratokové

techniky.

1.5 FENOSAFRANIN

Fenosafranin (CAS [81-93-6]), systematicky 3,7-diamino-5-fenylfenazinium chlorid
(C18H15CINy), patii do skupiny kationtovych barviv. Molarni hmotnost této latky je
322,79 g mol™?. Strukturni vzorec fenosafraninu je zobrazen na obrazku 1.3. Jedna se
o tmavé zeleny prasek rozpustny ve vodé a ethanolu [14]. Absorpéni maximum

fenosafraninu je pii vinové délce 518 nm.

H,N N NHy | o

\

Obr. 1.3: Struktura fenosafraninu

Fenosafranin je pouzivan jako biologické barvivo K detekci mikrobialnich
kontaminantd v rostlinnych tkanovych kulturach [15]. MiZe byt také vyuzivan k vyrobé
modifikovanych uhlikovych elektrod a pomoci takto vyrobenych elektrod je mozné
stanovit NADH [16, 17]. Dalsi z moznosti, jak vyuzit fenosafranin, je stanoveni
dusitant. Toto stanoveni spociva v diazotaci aminoskupiny fenosafraninu, ¢imz dochazi
k poklesu absorbance a tento pokles je ptimo tmérny mnozstvi dusitand ve vzorku [18].
V fadé stanoveni se vyuziva také jeho tvorby iontovych asociati s fadou riznych
aniontl, napfiklad stanoveni kyseliny hyaluronové linearni voltametrii [19],
spektrofluorimetrické  stanoveni  antihistaminika  akrivastinu [20] nebo

spektrofotometrické stanoveni heparinu a chondroitinu sulfatu [21].
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1.6 AZUR B

Azur B (CAS [531-55-5]), systematicky 3-methylamino-7-dimethylamino-fenothiazin
chlorid (C15H16N3SCl), patii do skupiny fenothiazinovych barviv. Molarni hmotnost je
305,83 g mol™. Strukturni vzorec této latky je zobrazen na obrazku 1.4. Jedna se
o tmavé zeleny prasek rozpustny ve vod¢é a mirné v ethanolu [14]. Absorp¢ni maximum

azuru B je pti vinové délce 645 nm.

N
J@[ \ji:t

HsC z H -

SN st N Cl

Obr. 1.4: Struktura azuru B

Azur B se spolu s eozinem pouziva v cytologii k tzv. Giemsa-Romanowsky barveni, coz
je zpusob barveni krevnich natéri [22]. Velmi jednoduchou metodou je stanoveni
riznych prvkil za pomoci azuru B, kdy analyzovany prvek reaguje s jodidem draselnym
Vv kyselém prostiedi za vzniku jodu, coz vede ke snizeni absorbance. Touto metodou je
mozno stanovit napiiklad vanad [23], méd’ [24], selen [25] nebo arsen [26]. Znama jsou
také spektrofotometricka stanoveni penicilinu [27] a sacharinu [28], stanoveni
aminokyselin kapilarni zéonovou elektroforézou se spektrofluorimetrickou detekei [29]
nebo stanoveni polyakrylamidu ve vzorcich vody rezonanénim Rayleighovym

rozptylem zateni [30].

1.7 GLYKOSAMINOGLYKANY

Glykosaminoglykany (GAG), diive nazyvané mukopolysacharidy, patii do skupiny
heteropolysacharidi. Jsou to dlouhé nevétvené heteropolysacharidové fetézce tvorené
opakujicimi se disacharidovymi jednotkami, v nichZ je vzdy jednim ¢lenem uronova

kyselina (D-glukuronova, L-induronova) a druhym glykosamin (acetylglukosamin,
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acetylgalaktosamin). U vétSiny glykosaminoglykani je jedna nebo vice hydroxylovych
skupin na aminocukru esterifikovana kyselinou sirovou. Vazbou glukosaminglykand na
bilkoviny vznikaji proteoglykany, které¢ predstavuji zdkladni slozku pojivovych tkani.
K bézn¢ vyskytujicim se glykosaminoglykanim patii napf. Kyselina hyaluronova,

chondroitin sulfat, heparin, dermatan sulfat a keratan sulfat [31-34].

1.7.1 Heparin

Heparinovou molekulu tvofi linearni fetézec, ve kterém se stiida uronova
(D-glukuronova, L-induronova) kyselina pfipojena a (1-4) vazbou ke glukosaminu.
Struktura heparinu je zndzornéna na obr. 1.5. Délka fetézcl neni konstantni, proto se
jeho molekulova hmotnost pohybuje mezi 4 000 a 40 000 Da [35]. Vysoky pocet
karboxylovych a sulfatovych skupin zptsobuje, ze kazda disacharidova jednotka
heparinu nese 3—4 negativni naboje. Heparin tak ma nejvétsi negativni naboj ze vSech

doposud znamych biologickych makromolekul [36].

i
O—ﬁ—o- OH o
/ N
Q - O O O
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NH 9 NH OH
0-8=0 0=8=0 0
I |
0 CH;

Obr. 1.5: Struktura heparinu

Heparin je mozné rozdé€lit na standardni (nefrakciovany) a nizkomolekularni heparin.
Standardni heparin se dale déli na endogenni a exogenni. Endogenni heparin je latka
télu vlastni a vyskytuje se spolu s histaminem v zirnych bunkach. Ve vysoké
koncentraci se vyskytuje predevsim v jatrech, plicich a ve stievni sliznici [37]. Jeho
fyziologicky vyznam neni doposud plné znam [38]. Exogenni heparin se bézn¢ ziskava

ze stfevni sliznice vepiil a z hovézich plic. Tento heparin je vyuZivan v medicing jako

15



antikoagulant, tedy latka pusobici proti srazeni krve [39]. Antikoagula¢ni pisobeni
heparinu je zalozeno na vazbé s antitrombinem Il a tento komplex se vaze na trombin a
dalsi aktivované koagulacni faktory. U navdzaného trombinu je znemoznéna vazba na
fibrinogen, ¢imz se zabrani vzniku fibrinu a fibrinové sité¢ [40]. Heparin tisicinasobné
urychluje pfipojeni antitrombinu III na aktivované faktory srazeni [35].

Nizkomolekularni heparin se ziskava stépenim standardniho heparinu na fragmenty
o molekulové hmotnosti 2 000 az 9 000 Da [37]. Ma lepsi antikoagula¢ni ucinky a
vykazuje méné nezddoucich U¢inkd nez standardni heparin. Mechanismus ucinku
spociva piedevsim v inhibici koagula¢niho faktoru X,.

Délka fetézct heparinu neni konstantni, ale jelikoZ antikoagulaéni ucinek zavisi na
délce fetézce, pouziva se ke standardizaci antikoagula¢ni ulinnost ve srovnani
s referenénim mezinarodnim standardem, ktera se vyjadfuje VvV mezinarodnich

jednotkach (IU — Internatinal Unit) [35].

1.7.11 Metody stanoveni heparinu

Pro stanoveni heparinu byla vyvinuta jiz cela fada metod. V lékovych formach je
heparin stanovovan biochemicky; naptiklad 1ékopisné stanoveni je zalozeno na
porovnani schopnosti sniZovat sraZzeni ov¢i plasmy stanovovaného heparinu
s referen¢nim standardem [41]. Dalsimi metodami, kterymi je mozno stanovit heparin,
jsou napriiklad rezonanéni Rayleightv rozptyl zafeni a to jak ve statickém [42-44], tak
Vv prutokovém usporadani [45], vysokoucinna kapalinova chromatografie s detektorem
rozptylu svétla [46], cyklickd voltametrie zaloZzena na interakci heparinu
s methylenovou modii [47] nebo linearni voltametrie zaloZena na interakci
s methylovou zeleni [48], potenciometrie s polykationtové-selektivni membranovou
elektrodou [49] nebo s potenciometrickym senzorem pro stanoveni heparinu [50].
Popsany jsou také metody spektrofluorimetrické, kdy heparin zvySuje intenzitu
fluorescence norfloxacin-cerittho komplexu [51] nebo tetracyklin-europitého
komplexu [52] nebo naopak metody zalozené na zhaseni fluorescence fluorescein-
isothiokyanat-protaminu reakci s heparinem [53]. Spektrofotometricka Sstanoveni jsou
zaloZzena na interakci negativné nabitého heparinu s kationovymi barvivy, vedouci ke

vzniku komplexu projevujici se zmé&nou absorbance barviva [21]. Kromé statickych
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uspofadani bylo navrzeno i stanoveni prutokovou injek¢éni analyzou [54]. Jsou také
popsany metody pro stanoveni nizkomolekularniho heparinu a to naptiklad afinitni
kapilarni elektroforézou [55] nebo vysokotc¢innou kapalinovou chromatografii
s detektorem diodového pole a hmotnostnim spektrometrem [56]. V posledni dob¢ se
vyvoj zaméfuje na metody zabyvajici se analyzou kontaminovaného heparinu [57, 58].
Nasledujici tab. 1.1 porovnava meze detekce (LOD) a linearni dynamické rozsahy

(LDR) pro vyse popsané metody stanoveni heparinu.

Tab.1.1 Porovnani mezi detekce (LOD) a linearnich dynamickych rozsaht (LDR) pro vybrané metody

stanoveni heparinu.

etoda LOD LDR ref.
[ngdm™]  [mgdm~]
rezonan¢ni Rayleightiv rozptyl 1,3 0,05-1,60 [42]
FIA-rezonan¢ni Rayleightv rozptyl 6,4 0,01-6,00 [45]
HPLC-rozptyl svétla 200,0 0,50-2,00 [46]
cyklicka voltametrie 270,0 0,67-64,5 [47]
linearni voltametrie 280,0 0,80-20,0 [48]
spektrofluorimetrie 60,0 0,10-1,50 [51]
spektrofluorimetrie 4,5 0,02-1,60 [52]
F1A-spektrofotometrie-methyllenova modf 100,0 0,00-12,5 [54]
F1A-spektrofotometrie-azur A 90,0 0,00-10,0 [54]
F1A-spektrofotometrie-azur B 90,0 0,00-10,0 [54]
F1A-spektrofotometrie-azur C 130,0 0,00-12,5 [54]
1.7.2 Chondroitin sulfat

Chondroitin sulfat je tvofen linearnim fetézcem, ve kterém se stiida D-glukuronova
kyselina s acetylgalaktosaminem, spojené P (1-3) vazbou. Jedna disacharidova jednotka
nese 1-2 negativni naboje podle poctu sulfatovych skupin. Podle polohy sulfatové
skupiny rozlisujeme né€kolik typd chondroitin sulfatu, disacharidy s jednou sulfatovou
skupinou v poloze ¢étyfi (chondroitin sulfat A) nebo v poloze Sest (chondroitin sulfat C)
a disacharidy s dvéma sulfatovymi skupinami v polohach 2 a 6 (chondroitin sulfat D),
4 a 6 (chondroitin sulfat E) a dale v poloze 2 a 4 (chondroitin sulfat B) [59]. Piesné
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struktury disacharidovych jednotek chondroitin sulfatu jsou zobrazeny na obrazku 1.6.
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zkratka nazev R1 R, R;
— nesulfatovany chondroitin -H -H -H
CSA  chondroitin-4-sulfat -S0O5 -H -H
CSB  chondroitin-2,4-disulfat -S0;  -H -S05~
CsC chondroitin-6-sulfat -H -S0O5 -H
CSD  chondroitin-2,6-disulfat -H -S0O5~ -S0O5~
CSE chondroitin-4,6-disulfat -SO5~ -S0O5~ -H
- chondroitin-2,4,6-trisulfat -S0;5° -S0O5~ -S0O5~

Obr. 1.6: Struktura chondroitin sulfatu

Chondroitin sulfat se v organismu vyskytuje ve velkém mnoZstvi v mezibunécné
hmoté pojivoveé tkang€. Piedevsim je chondroitin sulfat vyznamnou sloZkou chrupavky,
kde se vyskytuje ve formé proteoglykanu [60, 61]. Hlavni mechanismus u¢inku
chondroitin sulfatu je, Ze jako negativné nabitd molekula na sebe vaze kladné nabité
ionty, které pomoci vodikové vazby vazou vodu a tak ji zadrZuji v mezibunéénych
prostorech, coz ptispiva piedev§im k pevnosti a pruznosti chrupavky [62]. Podle
poslednich studii byl prokazan pozitivni vliv pfi podédvani chondroitin sulfatu pii 1€cbé
osteartrozy [63-65].

Chondroitin sulfat nema jen strukturni funkci, ale také funkci regula¢ni v mnoha
bunéénych a fyziologickych déjich, konkrétné pii vyvoji centrdlni nervové soustavy,
hojeni ran apod. [62, 66]. V jinych studiich se ukazalo, Ze ma antioxidacni G¢inky. Tyto
ucinky pravdépodobné souvisi s jeho schopnosti chelatovani prechodnych kovi, jako je

meéd’ nebo zelezo a zabranuje tak vzniku Haber-Weissovy nebo Fentonovy reakce [67].
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1.7.21 Metody stanoveni chondroitin sulfdtu

Pro analyzu chondroitin sulfatu byly jiz pouzity riizné druhy vysokoucinné kapalinové
chromatografie, jako jsou naptiklad chromatografie snormalni fazi, reverzni fazi,
iontov¢é parova chromatografie nebo iontové vyménna chromatografie [68, 69]. Pro
analyzu chondroitin sulfatu se vyuziva také elektromigracnich metod jako gelové nebo
kapilarni elektroforézy [70, 71]. Kdetekci se pouzivaji spektrofotometrické,
spektrofluorimetrické, hmotnostni nebo elektrochemické detektory. Chondroitin sulfat
je mozno analyzovat pfimo ve formé neporuSenych molekul, jejich fragmenti po
enzymatickém rozkladu nebo po piedchozi derivatizaci téchto molekul. Byly navrzeny
i jiné metody pro analyzu chondroitin sulfatu, naptiklad ultrauc¢innd chromatografie
S hmotnostni detekci [72], nuklearni magneticka rezonance [73], Ramanova
spektroskopie [74], rezonan¢ni Rayleightiv rozptyl zafeni [75]. Spektrofotometrické
stanoveni chondroitin sulfatu metodou FIA je zaloZeno na interakci s fenothiazinovym
barvivem, coZz ma za nasledek pokles jeho absorp¢niho maxima [76]. V potravinovych
doplicich je nutné sledovat ¢istotu chondroitin sulfatu a zaroven sledovat, zda se
chondroitin sulfat nevyskytuje jako kontaminant v jinych 1éCivych pfipravcich,

napiiklad v injekénim roztoku heparinu.
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2 EXPERIMENTALNi CAST

2.1 POUZITE CHEMIKALIE

Pouzitymi standardy studovanych glykosaminglykant byly:
e sodna sul heparinu, referencni standard podle US Pharmacopoeia
s certifikovanym obsahem heparinu 357 IU mI™ (USP Rockville, USA),
e chondroitin sulfat A 99% (Sigma-Aldrich).

Analyzovanymi vzorky lé¢ivych ptipravki byly:
e Heparin Forte Lé¢iva (Zentiva, CR), injekéni roztok heparinu o aktivitd
25000 1U mI™,
e Heparin Légiva (Zentiva, CR), injekéni roztok heparinu o aktivité 5 000 1U mi™
e Flexodon, (Medicom International, CR), potahované tablety obsahujici 200 mg
chondroitin sulfatu
e Altermed mobilin napoj v satku (Altermed, CR) obsahujici

50 mg chondroitin sulfatu v jedné davce.

Ostatni pouzité chemikalie byly analytické Ccistoty: azur B (Loba-Chemie,
Rakousko), citronova kyselina (Lach-Ner), fenosafranin (Sigma-Aldrich), hydroxid
sodny (Lach-Ner), kyselina borita (Lach-Ner), kyselina fosfore¢na 85% (Lach-Ner),
kyselina chlorovodikova 36% (Lach-Ner), octova kyselina 99% (Penta).

2.2 PRIPRAVA ROZTOKU

e Citratovy pufr o pH = 5,5 — bylo odvazeno 2,1014 g citronové kyseliny a
rozpusténo ve 100 ml deionizované vody, poté bylo pH roztoku upraveno titraci

roztokem hydroxidu sodného o koncentraci 2,0 mol dm3.
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e Brittontiv-Robinsontv pufr o pH 5,5 — bylo navazeno 0,2450 g kyseliny borité a
kvantitativné ptfevedeno do 100ml odmérné baiky, déale bylo ptfidano ptiblizné
50 ml deionizované vody, 0,27 ml kyseliny fosforecné (85%) a 0,24 ml octové
kyseliny (99%), nasledné byla banika doplnéna deionizovanou vodou po rysku,
pot¢ bylo pH roztoku upraveno titraci roztokem hydroxidu sodného

o koncentraci 2,0 mol dm™3,

Roztoky byly uchovavany v dobfe uzaviratelnych bankach, chranénych pied svétlem a
v chladu. Deionizovana voda pouzivana k ptipravé roztokd byla pfipravena na zafizeni
MilliQ (Millipore).

2.3 PRISTROJOVE VYBAVENI A INSTRUMENTACE

e pH metr Jenway 3510 (Jenway, USA) s kombinovanou elektrodou HC 103
(Theta, CR) pfed kazdym méfenim kalibrovanou na standardni pufry
pH=4,01, 7,01 210,01

e ultrazvukova lazen Sonorex RK 100 (Badelin, SRN)

e Spektrofluorimetr Aminco Bowman Series 2 (Aminco, USA) fizeny softwarem
AB2 Luminescence Spectrometer, vybaveny kiemennou kyvetou tloustky 1 cm
pro statické uspotfadani a pritokovou kifemennou kyvetou o objemu 10 pl pro
prutokové uspotradani. Rychlost snimani vinovych délek pii vSech métenich byla
1nms™.

e peristalticka pumpa IKA Schlauchpumpe PA-SF (Janke&Kunkel IKA-WERK)
pro realizaci nosného toku

e stiedotlaky Sesticestny ventil V-450 (Upchurch Scientific) s davkovacimi
civkami o objemu 50 a 100 pl.

e Tygonové spojovaci hadicky R-3603 (Cole-Palmer).

e Reakéni civky o délkach 60, 120 a 180 cm tvotfené teflonovymi kapilarami

(vnitini pramér 0,5 mm) stocenymi do spiral

21



2.4 APARATURA POUZITA PRO FIA STANOVENI

Pouzita aparatura pro spektrofluorimetrické stanoveni heparinu/chondroitin sulfatu
reakci s kationtovymi barvivy pritokovou injek¢ni analyzou je znidzornéna na obr. 1.1.
Aparatura se sklada z peristaltické pumpy, stiedotlakého Sesticestného ventilu,
spektrofluorimetru s pritokovou kyvetou a ptipadné reakéni civky. Jeji jednotlivé casti
byly spojeny hadickami Tygon. Jako nosny roztok byl pouzit vodny roztok azuru B
o koncentraci 1,6x10° mol dm™ nebo vodny roztok fenosafraninu o koncentraci
3,5x10™ mol dm™. Excita¢ni vlnova délka pro azur B byla nastavena na 621 nm a pro
fenosafranin na 468 nm. Emisni vinova délka pro azur B byla nastavena na 667 nm a
pro fenosafranin na 585 nm. Jako analyticky signal slouzila plocha FIA piku,

vyhodnocovana v programu Origin 7.0 (Microcal).

2.5 STANOVENI HEPARINU A CHONDROITIN SULFATU
V REALNYCH VZORCICH

Analyzované injekéni roztoky heparinu byly pted FIA stanovenim nafedény na
vhodnou koncentraci takto:

e Z injek¢niho roztoku heparinu o koncentraci 25 000 1U ml 3 bylo odpipetovéano
0,50 ml a v1 000ml odmérné baiice bylo doplnéno deionizovanou vodou po
rysku. Vyslednd koncentrace heparinu v nafedéném vzorku byla 12,5 TU ml >,

e Z injek&niho roztoku heparinu o koncentraci 5 000 TU ml™ byl odpipetovan
1,00 ml a ve 100ml odmérné bance byl doplnén deionizovanou vodou po rysku.

Vysledna koncentrace heparinu v nafedéném vzorku byla 50 TU ml~3.

Pii stanoveni obsahu chondroitin sulfatu v ptipravku Flexodon byla odvazena tableta
pfipravku kvantitativné pfevedena do 500ml odmérné banky a rozpusSténa
v deionizované vodé¢ za pomoci ultrazvukové lazné. Vznikly roztok byl zfiltrovan
papirovym filtrem. Z filtratu byl odpipetovan 1,00 ml a ve 100ml odmérné bafice byl

doplnén deionizovanou vodou po rysku.
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Pfi stanoveni obsahu chondroitin sulfatu v pfipravku Altermed mobilin byl odvazeny
obsah sacku kvantitativné pfeveden do 500ml odmérné banky a rozpusStén
v deionizované vod¢é za pomoci ultrazvukové lazné. Vznikly roztok byl zfiltrovan
papirovym filtrem. Z filtratu byly odpipetovany 2,00 ml a ve 100ml odmérné barice

byly doplnény deionizovanou vodou po rysku.

2.6 ZPRACOVANI NAMERENYCH DAT

Naméifena data byla zpracovana béznymi statistickymi postupy [77]. Deanovym-
-Dixonovym testem byla otestovana odlehlost vysledkl jednotlivych méfeni. Vypoclty
byly realizovany pomoci softwarovych programii Microsoft Excel 2007 (Microsoft
Corporation, USA) a Origin 8.0 (Microcal).

Urceni parametri pritokového systému majici vliv na odezvu detektoru bylo
provedeno pomoci dvoutroviiové faktorové analyzy. Tato metoda se pouziva pfii
sledovani vétsiho poctu faktori, nebot’ pfi vétsim poctu faktori roste také pocet jejich
vzajemnych interakci. Neni tedy mozné provést analyzu rozptylu.

v

analytickou metodou detekovano a byl vypocitan podle vztahu
LOD =y + 355, (2.1)
kde LOD je mez detekce stanovované latky, ¥ je primérna hodnota zméteného slepého
pokusu a s je smérodatna odchylka slepého pokusu.

Mez stanovitelnosti je nejniz§i mnozstvi stanovované latky ve vzorku, které miize
byt danou analytickou metodou kvantitativné stanoveno a byl vypocitan podle vztahu

LOQ = 75 + 10sp, (2.2)

kde LOQ je mez stanovitelnosti stanovované latky, yp je primérna hodnota zméfeného

slepého pokusu a sg je smérodatna odchylka slepého pokusu.
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Hodnota maximalni frekvence davkovani vzorku ve FIA za hodinu byla vypocitana

podle vzorce

60
Smax = Y (2.3)

kde Smax (h™') je maximalni frekvence davkovani vzorku za hodinu a At, (min™) je
Sitka FIA piku (odpovidajiciho nejvétsi koncentraci pouzité kalibra¢ni piimky) pfi

zakladné.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

Stanoveni glykosaminoglykanti heparinu, resp. chondroitin sulfatu je zaloZzeno na
vzniku iontového asociatu s kationtovym barvivem (azurem B a fenosafraninem). Vznik
iontového asociatu se projevi poklesem intenzity fluorescence katointového barviva.
Nejprve byly nalezeny optimalni podminky pro statické uspotfadani, které byly
nasledné aplikovany a optimalizovany pro prutokové uspofddani. Metoda byla

aplikovana na farmaceutické vzorky.

3.1 STATICKA MERENI

3.1.1 Excita¢ni spektra

Nejprve byla zméfena excitacni spektra, aby byla nalezena optimalni vinova délka pro
excitaci vybranych barviv. Excitaéni spektrum pro kazdé barvivo bylo prométeno v jeho
emisnim maximu. Excitacni spektrum pro azur B je zobrazeno na obr. 3.1 a bylo
zméfeno v rozsahu 200-700 nm, pro fenosafranin je zobrazeno na obr. 3.2 a bylo
zméfeno v rozsahu 200-600 nm.

Excitatni maxima se nalézaji pobliz absorpnich maxim jednotlivych barviv a

odpovidaji hodnotam 469 nm pro fenosafranin a 621 nm pro azur B.
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Obr. 3.1 Excitaéni spektrum azuru B zméfené v jeho emisnim maximu 675 nm. Koncentrace azuru B

1,6x10° mol dm™ (Ugetektora = 850 V).

intenzita fluorescence

0 1 1 1 L 1 L
200 300 400 500 600

A [nm]

Obr. 3.2 Excitaéni spektrum fenosafraninu zméfené v jeho emisnim maximu 585 nm. Koncentrace

fenosafraninu 3,5x10°° mol dm™ (Ugeektory = 700 V).
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3.1.2 Emisni spektra

Po zméfeni excitacnich spekter byla promeétena i spektra emisni a to jak Cistych barviv,
tak barviv se zvySujicim se pfidavkem heparinu nebo chondroitin sulfatu. S azurem B
reagovala ob¢ barviva. V piipadé¢ fenosafraninu byla situace slozitéjsi. Pii reakci
fenosafraninu s heparinem ve sklenénych odmérnych bankach byl pozorovan jen
nepatrny pokles intenzity fluorescence. Pfi pouziti plastovych odmérnych banék
z polymethylpentenu (Vitalab) k piipravé téchto roztoki byl jiz tento pokles vyrazny.
Veskera piiprava roztokli heparinu a méfeni s fenosafraninem byla proto provadéna
v plastovych odmérnych barikach. Divodem by mohla byt v literatufe [78] uvadéna
moznost adsorpce heparinu nebo spise vzniklého iontového asociatu na stény sklenéné
banky. Pro druhou moznost svéd¢i i to, Ze v piipadé reakce heparinu s azurem B nebyl
tento jev pozorovan. Pii smichani roztokd chondroitin sulfatu a fenosafraninu nejspise
nedoslo ke vzniku iontového asociatu, protoze nebyl pozorovan pokles fluorescence, a
to ani v piipad¢, Ze byla reakce provadéna v plastovych odmérnych bainkach, anebo
nebyl vznik iontového asociatu doprovazen poklesem fluorescence.

Zaznamy emisnich spekter azuru B jsou zobrazeny na obr. 3.3 (pfidavek heparinu) a
3.4 (ptidavek chondroitin sulfatu). Emisni spektrum fenosafraninu s ptidavkem
heparinu je zobrazeno na obr. 3.5.

Z nize uvedenych emisnich spekter je dobie patrny zvySujici se pokles intenzity
fluorescence kationtovych barviv s rostouci koncentraci heparinu/chondroitin sulfatu,
v disledku vzniku iontového asociatu. Emisni maxima odpovidaji hodnotdm 675 nm
pro azur B a 585 nm pro fenosafranin. Pokles fluorescence se nejvice projevuje
vV maximu emise jednotlivych barviv. U azuru B byl pozorovan mirny posun
fluorescen¢nich maxim ke kratSim vinovym délkdm s rostouci koncentraci

glukosaminoglykanti, U fenosafraninu tento jev nebyl pozorovan.
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Obr. 3.3 Emisni spektrum azuru B se zvySujici koncentraci pfidaného heparinu. Koncentrace azuru B
1,6x10°° mol dm™, koncentrace ptidaného heparinu (1) 0 IU ml™ (barvivo bez piidavku), (2) 0,21 U ml™,
(3) 0,43 1U mI™* (Aex = 621 NM, Ugetektory = 850 V).
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Obr. 3.4 Emisni spektrum azuru B se zvySujici koncentraci pfidaného chondroitin sulfatu. Koncentrace
azuru B 1,6x10° mol dm™, koncentrace pridaného chondroitin sulfatu (1) 0 mg ml™ (barvivo bez
ptidavku), (2) 1,56 mg ml™, (3) 3,12 mg mI™ ( hex = 621 nM, Ugegetors = 850 V).
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Obr. 3.5 Emisni spektrum fenosafraninu se zvySujici koncentraci ptidaného heparinu. Koncentrace
fenosafraninu 3,5x10°° mol dm™, koncentrace pfidaného heparinu (1) 0 U ml™ (barvivo bez piidavku),
(2) 0,43 1U mlI™%, (3) 0,86 1U mI™ (Aex = 469 NM, Ugetetors = 700 V).

3.1.3 Vliv pH

Byl studovan vliv pH na tvorbu iontového asociatu mezi glykosaminoglykanem a
kationovym barvivem. Pro tvorbu prostiedi o daném pH byly pouzity pufry a
deionizovand voda upravena na pozadované pH. Byl pouZit citratovy a Brittonlv-
-Robinsontiv pufr, oba o pH = 5,5. Deionizovana voda byla upravena kyselinou
chlorovodikovou nebo hydroxidem sodnym na pH = 4,5; 5,5 nebo 6,5. Byla sledovana
mira poklesu fluorescence pfi stejném piidavku koncentrace glukosaminoglykanu. Na
obr. 3.6, 3.7 a 3.8 jsou zobrazeny rozdily mezi intenzitou fluorescence Cistého barviva a

barviva s ptidavkem glykosaminoglykanti pro riizna prostiedi.
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A intenzity fluorescence

Obr. 3.6 Vliv druhu pufru, resp. pH, na rozdil intenzity fluorescence mezi &istym azurem B
(c = 1x10°° mol dm™®) a s pfidanym heparinem (0,71 TU ml™): (1) citratovy pufr pH = 5,5; (2) Brittontv-
-Robinsontv pufr pH = 5,5; (3) deionizovana voda S upravenym pH = 4,5; (4) deionizovana voda
s upravenym pH = 5,5; (5) deionizovana voda s upravenym pH = 6,5 (Aex = 621 nm, Ae, = 675 N,
U etektoru = 850 V).
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A intenzity fluorescence

Obr. 3.7 Vliv druhu pufru, resp. pH, na rozdil intenzity fluorescence mezi &istym azurem B
(c = 1x10®° mol dm™) a s chondroitin sulfitem (6,3 mg dm™): (1) citratovy pufr pH = 5,5; (2) Brittoniv-
-Robinsontiv pufr pH = 5,5; (3) deionizovana voda S upravenym pH = 4,5; (4) deionizovana voda
S upravenym pH = 5,5; (5) deionizovana voda s upravenym pH = 6,5 (Aex = 621 nm, Aey = 675 NM,
U getektoru = 850 V).
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Obr. 3.8 Vliv druhu pufru, resp. pH, na rozdil intenzity fluorescence mezi &istym fenosafraninem
(c = 1,6x10"° mol dm™) a s piidanym heparinem (0,11 1U mI™): (1) citratovy pufr pH = 5,5; (2) Brittoniv-
-Robinsontiv pufr pH = 5,5; (3) deionizovana voda s upravenym pH = 4,5; (4) deionizovana voda
s upravenym pH = 5,5; (5) deionizovand voda S upravenym pH = 65 (A& = 469 nm,
Aem = 585 NM, Ugetektory = 750 V).

Bylo zjisténo, Ze citratovy, resp. Brittoniv-Robinsontv, pufr potlacuje vznik iontového
asociatu mezi glykosaminoglykanem a barvivem a doslo tak jen k nepatrnému poklesu
intenzity fluorescence. Pro dalsi spektrofluorimetrické méfeni bylo pouziti pufri
vylouceno. Pfi pouziti deionizované vody s upravenym pH jako prostiedi pro vznik
iontového asocitatu glykosaminglykan-barvivo byl sledovan vyrazny pokles intenzity
fluorescence. Vyjimkou byl jen velmi nizky pokles intenzity fluorescence fenosafraninu
u upravené deionizované vody na pH = 4,5. Ostatni rozdily mezi riznymi pH upravené
deionizované vody byly malé. Proto byla jako reakéni prostiedi vybrana neupravena

deionizovana voda, jejiz pH je pfiblizné 5,5.
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3.1.4 Optimalizace koncentrace kationovych barviv

Dalsim optimalizovanym parametrem byla koncentrace kationovych barviv. Jako
optimalni koncentrace pouzita pro dal$i méfeni byla vybrana ta, pii které bylo dosazeno
nejvyssi intenzity fluorescence. Na obr. 3.8 je zobrazena zavislost intenzity fluorescence
na koncentraci azuru B, ktera byla sledovana v rozmezi 0,4x10° — 3,2x10° mol dm.
Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci fenosafraninu byla sledovana v rozmezi
0,510 — 8,0x10"° mol dm™a je zobrazena na obr. 3.9.

Koncentrace 1,6x10° mol dm™ byla zvolena jako optimélni pro azur B, v piipadé

fenosafraninu byla zvolena optimalni koncentrace 3,5x10™° mol dm™,

intenzita fluorescence

v s
00 06 12 18 24 30 3,6

¢.10° [mol dm™]

Obr. 3.9 Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci azuru B (ke = 621 nm,
Aem = 675 NM, Ugegextoru = 850 V, pH = 5,5).
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Obr. 3.10 Zavislost intenzity fluorescence na koncentraci fenosafraninu (Aex = 469 nm, A, = 585 nm,
Ugetektoru = 700 V, pH =5,5).

3.15 Stechiometrie reakce

Stechiometrie vznikajicich iontovych asociati byla urCena pomoci titrace barviva
ptislusnym glykosaminoglykanem.

Heparin reaguje s azurem B v poméru 27x10° 1U : 1 mol. S fenosafraninem reaguje
heparin v poméru 31x10° U : 1 mol. Chondroitin sulfat reaguje s azurem B v poméru

296 g : 1 mol. Odpovidajici titra¢ni kiivky jsou zobrazeny na obr. 3.11, 3.12 a 3.13.
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Obr. 3.11 Titraéni kiivka titrace azuru B heparinem. Koncentrace azuru B 1,6x10° mol dm?

(hex = 621 NM, Aem = 675 NM, Ugetektoru = 850 V/, pH = 5,5).

intenzita fluorescence
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Obr. 3.12 Titraéni kiivka titrace azuru B chondroitin sulfatem.
1,6x10° mol dm™ (Aex = 621 NM, Aery = 675 NM, Ugeterory = 850 V, pH = 5,5).

Koncentrace azuru

B
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Obr. 3.13 Titra¢ni kiivka titrace fenosafraninu heparinem. Koncentrace fenosafraninu
3,5%x10° mol dm™ (Aex = 469 NM, Aem = 585 NM, Ugeteriors = 700 V, pH = 5,5).

3.1.6 Statické kalibracni zavislosti

Statické kalibracni zavislosti byly ziskdny odeétenim intenzity fluorescence barviva
S riznym obsahem vybraného glykosaminoglykanu od intenzity fluorescence Cistého
barviva. Rozdilové signaly odpovidaji koncentraci vybraného glykosaminoglykanu.
Byla pouzita vZdy jen linedrni ¢ast grafu, kterd byla prolozena kiivkou linedrni regrese.
Vysledné kalibra¢ni zavislosti jsou zobrazeny na obr. 3.14, 3.15 a 3.16.

Parametry kalibracnich piimek, jejich smérodatné odchylky (s), korela¢ni koeficienty

(R) a linearni dynamické rozsahy (LDR) jsou uvedeny v tab. 3.1.
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Obr. 3.14 Kalibratni zavislost rozdilu intenzity fluorescence azuru B (¢ = 1,6x10° mol dm?)
na koncentraci ptidaného heparinu (0,14-0,43 1U ml'l) (hex = 621 NM, Agry = 675 NM, Ugegertory = 850 V,
pH =5,5).

A intenzity fluorescence
w
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0 1 2 3 4

¢ [mg dm™]

Obr. 3.15 Kalibra¢ni zavislost rozdilu intenzity fluorescence azuru B (¢ = 1,6x10° mol dm'?’)
na koncentraci ptidaného chondroitin sulfitu (0,47 - 3,79 mg dm?®) (Aex = 621 nm, Aen = 675 nm,
Udetektoru = 850 V, pH = 5,5)-
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Obr. 3.16 Kalibra¢ni zavislost rozdilu intenzity fluorescence fenosafraninu (¢ = 3,5x10° mol dm?)

na koncentraci piidaného heparinu (0,14 - 0,79 1U ml™) (Aex = 469 NM, Aem = 585 NM, Ugetekiors = 700 V,

pH =5,5).

Tab. 3.1 Parametry kalibra¢nich piimek (y = a + bx) pro statické stanoveni glykosaminoglykant na

zakladé tvorby iontového asociatu s kationtovym barvivem, korelaéni koeficienty (R), smérodatné

odchylky kalibraénich ptimek (S) a linearni dynamické rozsahy (LDR).

glykosaminoglykan barvivo a b R S LDR
chondroitin sulfat  azur B 0,2252 0,9994 mg'dm® 0,9966 0,1150 0,00-3,79 mg dm™
heparin azur B -1,1209 13,7256 IU'ml  0,9960 0,1609 0,14-0,43 lU mI™*
heparin fenosafranin  —0,3145  4,0143 1lU'ml  0,9972 10,0726 0,14-0,79 IU mlI™*

Z parametru kalibra¢nich zavislosti je patrné, Ze stanoveni heparinu azurem B je

citlivéj$i nez stanoveni heparinu fenosafraninem. LepSi opakovatelnosti bylo naopak

dosazeno pro stanoveni heparinu fenosafraninem. Korelacni koeficienty a linedrni

dynamické rozsahy jsou velmi podobné.
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3.2 FIA STANOVENI

Pro pritokové stanoveni vybranych glykosaminoglykani se spektrofluorimetrickou
detekci byla sestavena jednoducha aparatura zobrazena na obr. 1.1. Analyzovany vzorek
(Vvhodné nafedény roztok heparinu/chondroitin sulfatu) byl nadavkovan do proudu
nosného roztoku, kterym bylo barvivo. Koncentrace nosného roztoku azuru B byla
1,6x10®° mol dm™, v piipadé fenosafraninu byla koncentrace 3,5x10° mol dm™. Pii
priachodu nadavkované zony glykosaminoglykanu detektorem byly ziskdny negativni
piky. Pro ukazku je na obr. 3.17 uveden FIAgram ziskany pii stanoveni chondroitin

sulfatu azurem B.
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Obr. 3.17 FIA ziznam nastfiku &tyf standarddi chondroitin sulfitu o koncentraci 3,792 mg dm?
(hex = 621 NM, Aem = 667 NM, Ugetertors = 1125 V, Cagur g = 1,6x10° mol dm, Vg = 100 pl).

Na pokles fluorescence oproti zékladni linii maji vliv dva faktory, jednak samotné
nafedéni barviva vodou z nastiiknutého roztoku vzorku a jednak vznik iontového
asociatu. Pro vyhodnocovani signalu bylo vzdy nutno zméfit jednak samotny vzorek,
ale také slepy vzorek, kterym byla ¢ista deionizovana voda. Vysledny signal byl ziskan
odectenim plochy piku slepého vzorku od plochy piku analyzovaného vzorku.

Nejprve byla opét proméiena excitatni a emisni spektra obou barviv. V piipadé

azuru B doslo k mirnému posunu emisni délky ke krat§im vinovym délkam z hodnoty
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675 nm na 667 nm. Z diitvodu mensiho objemu pritokové kyvety bylo také nutné zvysit

napéti vlozené na detektor. VSechna méfeni byla provadéna ve étyfech opakovanich.

3.2.1 Dvoutroviova faktorova analyza

Jako analyticky signal byla vyhodnocovana plocha FIA piki. Jeji velikost je ptfi FIA
stanoveni obecné ovlivilovana nékolika parametry pratokového systému. Témito
parametry jsou predevSim pratokova rychlost, objem davkovaného vzorku a délka
reakéni civky. Tyto parametry bylo nutné nejprve optimalizovat, aby bylo pfi FIA
stanoveni dosazeno maximalni citlivosti a co nejmensi ¢asové narocnosti. Nejprve byly
urCeny jednotlivé parametry majici vliv na odezvu detektoru pomoci dvouuroviiové
faktorové analyzy. Hodnoty studovanych parametrii jsou uvedeny v tab. 3.2. Vysledky

m¢éfeni jsou pak uvedeny v tab. 3.3 a 3.4.

Tab. 3.2 Studované parametry pii optimalizaci spektrofluorimetrického FIA stanoveni vybranych

glykosaminoglykant kationovymi barvivy a jejich pouzité urovné.

faktor parametr hladina uroven

- 1 ml min™

A pritokova rychlost -
+ 3 ml min®
- 50 ul

B davkovany objem vzorku
+ 100 pl
- Ocm

C délka reakéni civky
+ 60 cm
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Tab. 3.3 Plochy FIA pikl iontového asociatu azuru B a heparinu / chondroitin sulfitu v zavislosti na

hladinach studovanych faktord. (Cazur g = 1,6x10™ mol dm™®, ¢, = 0,714 1U mI™?, ccs = 9,0 mg dm’®)

urovné hladin Shiep Scs
A B C [s] [s]
- - - 6,812 6,731
+ - - 3,052 2,886
- + - 16,282 14,229
- - + 8,391 8,863
+ + - 6,969 6,473
+ - + 3,621 3,537
- + + 17,770 19,798
+ + + 7,529 6,580

Tab. 3.4 Plochy FIA pika iontového asociatu fenosafraninu a heparinu v zavislosti na hladinach

studovanych faktorti. (Crenosafranin = 3,5%10° mol dm™®, cpep = 0,714 1U mI'™Y)

urovné hladin Shiep

A B C [s]

- - - 6,203
+ - - 2,494
- + - 10,013
- - + 8,080
+ + - 3,440
+ - + 2,810
- + + 13,470
+ + + 5,774

Vyznamnost urovni sledovanych parametri a jejich vzdjemnych kombinaci byla
stanovena vypoctem vahy faktoru w; na hladin¢ pravdépodobnosti 0,05. Vypoctené
hodnoty jsou uvedeny v tab. 3.5.
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Tab. 3.5 Vahy faktoru w; pro jednotlivé sledované faktory a jejich kombinace pfi
spektrofluorimetrickém FIA stanoveni vybranych glykosaminoglykanti kationovymi barvivy (c(azur
B) = 1,6x10° mol dm>, c(fenosafranin)= 3,5x10° mol dm>®, c(heparin) = 0,714 IU ml™,
c(chondroitin sulfat) = 9,0 mg dm™®).

glykosaminoglykan barvivo "

A B C AB AC BC ABC
chondroitin sulfat azur B -7,021 6,668 1,049 2,756 -0,485 0,025 -1,010
heparin azur B —7,536 6,266 2,114 2951 -1,736 0,723 0,020
heparin fenosafranin  -5,812 3,278 1996 -1323 -0,671 0,899 0,110

Zvysledkii vyplyva, ze nejvyznamnéjSim faktorem u vSech tii stanoveni je
prutokova rychlost (faktor A). Ostatni faktory a jejich vzajemné kombinace byly
vyhodnoceny také jako vyznamné. Pro dal§i métfeni byl davkovany objem vzorku
100 pl zvolen jako optimalni. Plochy pikt ziskanych pii nadavkovani niz§iho objemu
vzorku (50 pl) nebyly dostate¢né velké a byla u nich pozorovana vyssi smérodatna
odchylka. Pro ostatni parametry (prutokovou rychlost a délka reakéni civky) byly

zméteny dalsi hodnoty pro lepsi stanoveni optimalnich podminek méteni.

3.2.2 Optimalizace pritokové rychlosti a délky reakéni civky

Vliv priitokové rychlosti nosného roztoku byl sledovan v rozmezi 0,4 — 2,0 ml min™,
Byly zméfeny celkem &tyfi rychlosti 0,4; 0,7; 1,0 a 2,0 ml min™. Viechny rychlosti byly
zméfeny se tiemi rizné dlouhymi reakénimi civkami. Délky reakénich civek byly
nasledujici 0; 60 a 120 cm. Grafy zavislosti ploch pikd na prutokové reakéni rychlosti
nosného proudu jsou zobrazeny na obr. 3.18, 3.19 a 3.20. V kazdém grafu jsou uvedeny
ti1 kiivky, které zobrazuji zavislost ploch pikti na rychlosti nosného proudu pro riznou

délku reakéni civky.
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Obr. 3.18 Zavislost plochy piku na prutokové rychlosti nosného roztoku azuru B pro reakci s heparinem.
V grafu jsou uvedeny tii zavislosti pro tfi rizné délky reakénich civek (Aex = 621 nm, Agy, = 667 nm,
Udetektors = 1125 V, Cazyr g = 1,6x10°° mol dm, ey = 0,357 1U ml™, Ve, = 100 pl).
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Obr. 3.19 Zavislost plochy piku na priatokové rychlosti nosného roztoku azuru B pro reakci s chondroitin
sulfatem. V grafu jsou uvedeny tii zavislosti pro tfi rizné délky reakénich civek (Aex = 621 nm,

Aem = 667 NM, Ugetertors = 1125 V, Capurg = 1,6x107° mol dm™, ccs = 3,792 mg dm™, Vg = 100 pl).
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Obr. 3.20 Zavislost plochy piku na pratokové rychlosti nosného roztoku fenosafraninu pro reakci
s heparinem. V grafu jsou uvedeny tfi zavislosti pro tii rizné délky reakénich civek (A = 469 nm,
Aem = 585 NM, Ugetektors = 850 V, Crenosafranin = 3,5%10°° mol dm™®, Criep = 0,357 1U ml™, Vi, = 100 pl).

Pfi pritokové rychlosti 0,4 ml min™ bylo dosaZeno nejvétsi plochy piku, aviak délka
jednoho piku byla piili§ velka, ptiblizné 120 s. Zaroven pfi takto nizké rychlosti bylo
dosaZzeno velkych smérodatnych odchylek. Z téchto divodi byla jako optimalni
prutokova rychlost vybréna 0,7 ml min™, kdy bylo dosazeno dostatecné velké plochy
piku a jeho délka byla zhruba o polovinu krat§i oproti nejmensi rychlosti (50 s). Pii
nejvyssi rychlosti byly ziskany velmi Gzké piky, které se obtizné vyhodnocovaly.
Optimalni délka reakéni civky byla zvolena tak, aby pti ni bylo dosazeno nejvétsi
plochy piku pfi pritokové rychlosti nosného roztoku 0,7 ml min™. Z grafii je patrné, Ze

se jedna o délku 60 cm.
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3.2.3 Optimalni podminky FIA stanoveni

Byly optimalizovany podminky pro spektrofluorimetrické FIA stanoveni vybranych
glykosaminoglykant kationovymi barvivy, tak aby bylo dosazeno maximalni citlivosti a

vzorkovaci frekvence. Tyto podminky jsou uvedeny Vv tab. 3.6.

Tab. 3.6 Optimalni hodnoty parametrti pro spektrofluorimetrické FIA stanoveni vybranych

glykosaminoglykanti kationovymi barvivy

parametr hodnota
azur b fenosafranin

excitaéni vinova délka 621 nm 469 nm
emisni vinova délka 667 nm 585 nm
koncentrace barviva 1,6x107° mol dm™ 3,5%x107° mol dm™®
objem davkovaného vzorku 100 pl
pratokova rychlost nosného roztoku 0,7 ml min™
délka reakeni civky 60 cm

3.2.4 Kalibraéni zavislosti

Po nastaveni optimalizovanych parametri FIA stanoveni byly zméfeny kalibraéni
zavislosti. Byly naméfeny zavislosti ploch pikGi na vzrlstajici koncentraci
glykosaminoglykanu. Pro sestrojeni kalibra¢ni zavislosti byla pouzita vzdy jen linearni
¢ast kiivky, kterd byla prolozena kiivkou linearni regrese. Vysledné kalibracni zavislosti
jsou zobrazeny na obr. 3.21, 3.22 a 3.23.

Parametry kalibraénich ptimek, jejich smérodatné odchylky (s), korela¢ni koeficienty

(R) a linearni dynamické rozsahy (LDR) jsou uvedeny v tab. 3.7.
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Obr. 3.21 Kalibraéni zavislost plochy piku na koncentraci piidaného heparinu (0,18 - 1,43 1U ml™) pti
spektrofluorimetrickém FIA stanoveni heparinu azurem B (¢ = 1,6x10° mol dm®) (A, = 621 nm,
Aem = 667 NM, Ugetekcors = 1125 V, F = 0,7 ml min™, Ipc = 60 cm, Vi = 100 pl).
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Obr. 3.22 Kalibraéni zavislost plochy piku nakoncentraci pifidaného chondroitin sulfatu
(1,04 - 832 mg dm?®) pii spektrofluorimetrickém FIA stanoveni chondroitin sulfitu azurem B
(c = 1,6x10™ mol dm™) (hey = 621 NM, Aem = 667 NM, Ugetekiors = 1125 V, F = 0,7 ml min™, Izc = 60 cm,
Vs = 100 pl).
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Obr. 3.23 Kalibragni zavislost plochy piku na koncentraci pfidaného heparinu (0,36 — 2,50 1U ml™) pri
spektrofluorimetrickém FIA stanoveni heparinu fenosafraninem (¢ = 3,5x10° mol dm™®) (Aex = 469 nm,
Aem = 585 NM, Ugetektors = 850 V, F = 0,7 ml min™, Igc = 60 cm, Viyep = 100 pl).

Tab. 3.7 Parametry kalibraénich pfimek (y = a + bx) pro FIA stanoveni glykosaminoglykanti na
zakladé tvorby iontového asociatu s kationtovym barvivem, korelaéni koeficienty (R), smérodatné

odchylky kalibraénich ptimek (S) a linearni dynamické rozsahy (LDR).

glykosaminoglykan  barvivo a b R S LDR
chondroitin sulfat  azur B 0,6258 3,3998 mg'dm® 0,9999 0,5620 2,37-8,32 mg dm™
heparin azur B 1,8632 39,7864 IlU'ml  0,9991 2,1357 0,19-1,43 U mlI™
heparin fenosafranin  —1,4690 23,2524 IlU'ml  0,9992 11,0187 0,19-1,79 IU mlI™*

Z parametru kalibrac¢nich zavislosti je patrné, Ze stanoveni heparinu azurem B stejné
jako ve statickém usporadani poskytuje nejstrmé&jsi smeérnici, stanoveni heparinu
azurem B je tedy citlivéjsi nez stanoveni heparinu fenosafraninem. Opakem je tomu
Vv ptipadé opakovatelnosti, kde pro stanoveni heparinu fenosafraninem bylo dosazeno
lepsi opakovatelnosti nez azurem B. Hodnoty korelacnich koeficienti jsou pro
stanoveni heparinu srovnatelné. Stejné¢ tak je tomu u pouzitelnych linearnich
dynamickych rozsaht.

Po proméfeni kalibracnich zavislosti byly urCeny zakladni charakteristiky

spektrofluorimetrického FIA stanoveni glykosaminoglykani na zakladé tvorby
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iontového asociatu s kationtovym barvivem. Byla vypoétena mez detekce a mez
stanovitelnosti (tab. 3.9). Pro stanoveni maximalni vzorkovaci frekvence byl pouzit FIA
pik odpovidajici nejvétsi koncentraci kalibra¢ni piimky pro jednotlivd stanoveni.

Maximalni vzorkovaci frekvence jsou uvedeny v tab. 3.8.

Tab. 3.8 Charakteristiky FIA stanoveni glykosaminoglykan( na zakladé tvorby iontového asociatu
s kationtovym barvivem: mez detekce (LOD), mez stanovitelnosti (LOQ) a maximalni frekvence

davkovani vzorku (Spax).

glykosaminoglykan barvivo LOD LOQ Sax

hfl
chondroitin sulfit  azur B 058mgdm~° 2,37 mgdm?*® 55
heparin azur B 0,0231UmI* 0,186 IUmI™ 46
heparin fenosafranin 0,102 lUmlI™* 0,192 U mI™* 32

Pro azur B bylo dosazeno az o tad niz$i meze detekce nez pro stanoveni heparinu

fenosafraninem. Meze stanovitelnosti jsou pro ob¢ barviva srovnatelna.

3.3 APLIKACE FIA STANOVENI NA FARMACEUTICKE
VZORKY

Heparin byl stanoven ve dvou injekénich roztocich heparinu. Pro stanoveni obsahu
heparinu ve vzorku byla pouzita metoda kalibra¢ni piimky. Vysledky jsou uvedeny

v tab. 3.9. Bylo provedeno celkem Sest méteni.

Tab. 3.9 Deklarované a stanovené obsahy heparinu v 1é¢ivych piipravcich analyzovanych metodou

FIA se spektrofluorimetrickou detekei a relativni smérodatna odchylka stanovent (Sy).

barvivo 1é¢ivy piipravek obsah [IU ml™] S
deklarovany stanoveny [%]

azur B Heparin Forte Léciva 25000 27 000 +2 000 5,6
Heparin Léciva 5000 5100+ 300 4.4

fenosafranin  Heparin Forte Lé¢iva 25000 26 800+ 700 2,1
Heparin Léciva 5000 5400+ 400 50
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Vyvinuté stanoveni heparinu kationovymi barvivy prutokovou injek¢ni analyzou
s fluorimetrickou detekci poskytovalo srovnatelné hodnoty obsahti heparinu
v injek¢nich roztocich s deklarovanymi hodnotami od vyrobce.

Chondroitin sulfat byl stanoven ve dvou potravinovych dopliicich. Pro stanoveni
obsahu chondroitin sulfatu ve vzorku byla pouzita metoda kalibra¢ni ptimky. Vysledky

jsou uvedeny v tab. 3.10.

Tab. 3.10 Deklarované a stanovené obsahy chondroitin sulfatu v 1é¢ivych pipravcich analyzovanych
metodou FIA azurem B se spektrofluorimetrickou detekci a relativni smérodatna odchylka

stanoveni (S;).

1é¢ivy piipravek obsah S
deklarovany stanoveny [%]

Fexodon 200 mg/tht. 215+7 2,1

Altermed 50 mg/sacek 53 +2 2,8

Stanoveni chondroitin sulfatu azurem B pritokovou injekéni analyzou s fluorimetrickou
detekei poskytovalo srovnatelné hodnoty obsahti chondroitin sulfatu v potravinovych
doplncich s deklarovanymi hodnotami od vyrobce. U lé€ivého ptipravku Fexodon byla
naméfena mirn€ zvySend hodnota obsahu chondroitin sulfatu. Tento fakt mize byt
zpusoben rozdilnou sulfataci chondroitin sulfatu oproti referencnimu standardu nebo vlivem

matrice.
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4 ZAVER

Cilem piedkladané diplomové prace bylo navrhnout a optimalizovat metodu pro
stanoveni vybranych glykosaminoglykanti (heparinu a chondroitin sulfatu) pomoci
pritokové injekéni analyzy se spektrofluorimetrickou detekei za vyuziti vybranych
kationtovych barviv (fenosafraninu a azuru B). Princip stanoveni je zalozen na interakci
negativné nabitého heparinu/chondroitin sulfatu s kationtovym barvivem za vzniku
iontového asocidtu. Vznikly iontovy asociat potlacuje fluorescenci kationového barviva,
proto je sledovana mira poklesu intenzity fluorescence barviva v jeho emisnim maximu.

V prvnim kroku této prace byly nalezeny optiméalni podminky pro statické
usporadani, jako jsou vlnové délky excitacnich a emisnich maxim kationovych barviv.
Déle byl studovan vliv pH na pokles intenzity fluorescence barviva pii interakci
s vybranym glykosaminoglykanem. Bylo zjisténo, ze stanoveni nelze provadét
Vv piitomnosti pufru, proto byl studovan vliv pH na miru poklesu intenzity fluorescence
vrozsahu pH = 45 - 6,5. Zména pH vyrazné¢ neovliviiovala stanoveni. Dal§im
studovanym parametrem byla koncentrace kationovych barviv, stechiometrie danych
reakci a nakonec byly zméfeny kalibra¢ni zavislosti.

DalSim krokem bylo sestrojeni pritokové aparatury a nalezeni optimalnich
podminek. Optimalizovany byly nasledujici parametry: objem déavkovaného vzorku,
delka reakéni civky a pritokova rychlost nosného roztoku, kterym bylo vybrané
barvivo. Za optimalnich podminek byly proméieny jednotlivé kalibracni zavislosti a
zakladni charakteristiky stanoveni. Pro stanoveni heparinu azurem B bylo dosaZeno
vétsi citlivosti neZ pro stanoveni heparinu fenosafraninem.

Na zavér byla vypracovana metoda uspésné aplikovana na 1é¢ivé ptipravky, kde bylo
dosazeno dobrych vysledkl jak pro stanoveni heparinu, tak pro stanoveni chondroitin

sulfatu.
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