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1. Uvod

Dnes Zijeme v uspéchané dobé, ve které spolecnost dostatené nebere ohledy
na dobrou zivotospravu. Do této oblasti spadd vyvazena strava, dostatecné mnozstvi pohybu,
snizovani nebo vyhybanim se stresovym situacim a dal$i faktory patiici do spravného
zivotniho stylu. Dusledkem toho se znékolikanéasobil vyskyt civiliza¢nich onemocnéni jako
kardiovaskularni komplikace, diabetes mellitus 2, onemocnéni pohybového aparatu atd.

V mé praci bych se chtél zaméfit na 1é¢iva diabetes mellitus 2, neboli cukrovku
druhého typu, a to peroralnimi antidiabetiky, které se chci naucit dokazovat pomoci standartu
na kapilarni elektroforéze s detekéni technikou UV-VIS absorbance. Tato metoda je velmi

rychld, ma malou spotiebu vzorku a rozpoustédla, coz umoziuje nizké provozni néklady.



1.1 Introduction

Today we live in hactic times, in which society doesn't care enough for a healthy diet.
This includes a balanced diet, adequate amount of movement, reducing or avoiding stressful
situations and other factors belonging to a healthy lifestyle. As a consequence of this lifestile
civilization diseases, such as cardiovascular complications, 2 diabetes mellitus,
musculoskeletal diseases, etc. have multiplied their occurrence.

In my work I would like to focus on drugs used for healing diabetes mellitus 2, and the
detectio of agents, which I want to learn to prove by standard capillary electrophoresis with
UV detection technique.

This method is very fast and has low consumption of sample and solvent, which

allows lower operating costs.



2. Diabetes mellitus

Diabetes mellitus je nemoc, pii které télo ztratilo schopnost spravného hospodateni
s cukrem. Jako hlavni nasledek je zvySena hladina krevni glukézy. Prvni dokumentované
ptipady pochazi z dob antiky, kde se jako hlavni diikaz povazoval sladk4 chut’ moci. Diabetes
mellitus znamena v prekladu: medové sladky pritok.

V soucasné dobé¢ je diabetes mellitus nejrozsifenéjsi metabolickou chorobou. V roce
2000 se pocet evidovanych diabetiki v Ceské republice pohyboval u 648 000, dne$ni odhady
hovoii o jednom milionu. Z téch 648 000 nemocnych mélo pfiblizné¢ 55 000 diagnozu
diabetes mellitus 1. typu. U této varianty cukrovky se jiz ve slinivce bfiSni neprodukuje
inzulin a pfeziti nemocného je nerozlucné spjato s celozivotni lé€bou inzulinem.

Zbylych 593 000 nemocnych mélo diabetes mellitus 2. typu, u kterého vznikaji dvé
poruchy. Prvni je sniZzend produkce inzulinu a druhd ztrata citlivosti tkani na inzulin.
Zastoupeni t&chto dvou poruch u nemocného miize byt piipad od pfipadu rozdilny'.

Vedle rozpoznanych ptipadii onemocnéni diabetes mellitus 2. typu zlstavd v nasi
populaci velky pocet ptipadil, kdy nemoc kvili chybéjicim vnéj§im ptiznakiim neni objevena.
Tento stav je pro nemocné znacné nebezpecny. 75 % nemocnych na diabetes mellitus 2. typu

umira kvuli kardiovaskularnich komplikaci®.

Tabulka ¢.1: Hodnoty stanovené pro sniZeni rizika kardiovaskuldrnich komplikaci’.

Vyborna uspokojiva Neuspokojiva
glykémie nala¢no 4.0-6.0 6.0-7.0 nad 7.0
(mmol/l)
glykémie po jidle 50-75 7.5-9.0 nad 9.0
(mmol/I)

Lécba diabetes mellitus 2. typu je zalozena na zmén¢ Zivotniho stylu nemocného. Jako
hlavni prvek se povazuje celozivotni individualni dieta pfizplisobena na pacienta s vhodnym
druhem fyzického pohybu. Jestli po této Zivotni zméné zlstane hladina glykémie ptili§ vysoka
podavaji se peroralni antidiabetika. Jako posledni feSeni je mozno jesté podavat inzulin.

Diabetes mellitus je nelécitelnou nemoci, jediné co mizeme udé€lat je zmirnit

az odstranit ptiznaky.



3. Peroralni antidiabetika

Jako pocatkem peroralnich antidiabetik se povaZuje diguanidinovy preparat, ktery byl
na svétovy trh zaveden v roce 1926. Zaslouzil se o to A. F. Frank, M. Nothmann a A. Wagner
pod jménem Symthalin A. Poté nasledoval objev dalsich latek snizujicich hladinu glukézy
v krvi. Jako ptiklady uvadim: karbutamid 1955, tolbutamid 1956 a biguanid 19572

Od svého objeveni prosla peroralni antidiabetika dlouhym vyvojem, ve kterém bylo
podstatné zredukovano mnozstvi efektivni latky, za zachovani stejnych kladnych vlastnosti.
Dale potom zrychlen nastup ucinkd a zmirnény souvisejicimi vedlej$imi komplikacemi.

Lécba nemocného diabetes mellitus 2. typu je slozitd. Jednim z rozhodujicich faktora
je pravé dobra volba pouZiti ¢i kombinace peroralniho antidiabetika. Jednotlivé typy se
spolecné¢ kombinuji se snahou snizit rizika. Jako jsou: hypoglikemie, laktatové aciddzy,
nevolnost, ospalost atd. Zajimava je kombinace metforminu a glitazonu. Ob¢ latky ovliviiuji
inzulinorezistenci. Na prvni pohled tedy netucelnd kombinace se ukazuje jako vyhodnd u osob
s vyznamné vyjaddfenym syndromem inzulinové rezistence. To proto, ze ulinky latek se
sCitaji, nebot’ ovliviluji inzulinorezistenci kazdd jinym mechanizmem. Dal$i vyhodou
kombinovanych preparatt je velmi zjednodusené, pokryti obou zékladnich poruch u diabetu

spolu se zlepSenim piehledu pro nemocnych, protoZe tito berou méné tablet’.

Tabulka ¢.I1: Zdakladni déleni perordlnich antidiabetik’.

Inzulinova Sulfonylmocovinova
Sekretagoga Nesulfonylmocovinova
Ovlivnéni inzulinové Metformin
Rezistence Tiazolidindiony
Ovlivnéni vstiebani inhibitory alfa-glukosidazy
sacharidu ze stieva




3.1 Sulfonylmocovinové sekretagoga

Sulfonylmocovinové sekretagoga (obr.1) zvySuji hladinu kalcia v B-burikach, ¢imz
zpusobi presun sekrecnich granul s inzulinem na povrch bunék. Z ¢ehoz vypliva, ze peroralni
atidiabetika nezvySuji produkci inzulinu, ale jen usnadfiuji jeho uvoliovani do krevniho
fecisté. Z toho je zfejmé, ze tento typ antidiabetik se neda pouzit pii DM 1.typu s absolutnim
nedostatkem inzulinu, ale také DM 2. typu pii vyCerpani inzulinu ze sekre¢nich granul.

U téchto latek neplati pravidlo, Ze srostouci davkou paraleln¢ roste
hypoglykémizujici  ucinek. Déle se objevuje nepfijemny pokles citlivosti
sulfonylmocCovinovych receptord pfi dlouhodobém uzivani vysokych davek lé¢iva a tim
souvisejici sniZzeni ucinnosti samotného 1éciva. Lécba témito antidiabetiky mize u pacientl
zpusobit hypoglykémii a zvySeni hmotnosti, proto je velice dilezita pecliva volba preparatu
a davka. Nedoporucuje se kombinovat sulfonylmocovinové PAD s barbituraty, hypnotiky

a sedativy. Hrozi totiz riziko prodlouzeného ucinku.
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Obr. 1: Strukturni vzorce nékterych sulfonylmocovinovych sekretagog
3.2 Nesulfonylmocovinova sekretagoga

Maji podobny zpisob Uucinku jako sulfonylmocovinové sekretagoga (Obr.2),
ale s rychlej§im nastupem a ztratou ucinku, vazou se na jiné receptory B-bunck. NezhorSuji
lacnou hyperglykémii DM 2. typu, ¢imZ se stavaji vhodnym Ilékem pro nemocné
s uspokojivou glykémii nala¢no a se vzestupujici glykémii po jidle. Uzivani 1éku je vazéano
na dobu pted jidlem a riziko hypoglykémie se vyskytuje jenom po ném. Vyuzivani téchto
1é¢iv umoznuje pacientovi snadnéj$i a volné€jsi rozhodovani béhem dne. Dale maji tyto druhy

pfipravku minimdlni riziko zvySeni nadvahy.
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Obr.2: Strukturni vzorce nékterych nesulfonylmocovinovych sekretagog

3.3 Biguanidy

Do skupiny biguanidovych (Obr.3) antidiabetik patii 1éky se schopnosti zvySovat
citlivost bun€k na inzulin. Coz se pouziva proti inzulinové rezistenci, kterd se pirednostné
vyskytuje u lidi trpicich nadvahou/obezitou. Bohuzel se poji uzivani téchto 1é¢iv se znacné
vysokym rizikem laktatové aciddzy. Jedinou v dneSni dobé& pouZivanou latkou z této skupiny
je metformin. M4 totiz nejnizsi riziko laktatové acidozy.

Metformin zvySuje citlivost na inzulin, ovliviluje metabolizmus bunék svalové
a tukové tkan¢ a v hepatocytech tlumi glukoneogenezu. Zpomaluje traveni a vstiebavani
cukri, ¢imz zjednoduSuje redukci hmotnosti. Dale se pii 1é¢bé jenom metforminem
nevyskytuje hypoglykémie. K nechténym ucinkiim patii riziko laktitové acidozy a zazivaci
potize. Nem¢l by byt tedy uzivan pacienty s ob€hovou a respira¢ni nedostatecnosti a pacienty
s poruSenou funkci ledvin a jater. Také se musi vysadit z [éCby pted rtg vySetienim, nebot’

jsou v nem pouzity kontrastni latky.
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Obr.3: Strukturni vzorce nekterych biguanidi

3.4 Tiazolidindiony

Patii mezi nejmladsi PAD (Obr. 4). Podporu;ji expresi specifickych genti, které koduji
procesy s kladnym tuc¢inkem pro citlivost vici inzulinu. Podobné jako u metforminu zvysuji
citlivosti bun¢k na inzulin, blokuji glukoneogenezu v jatrech a zvySuji vyuziti glukozy
ve svalové a tukové tkani. Pti 1é€bé s témito latkami se prvni kladné efekty prokazatelné
dostavi az po 4-6 tydnech od pocatku podavani. U nas se pouzivaji jen v podob¢

kombinovanych pfipravkii s metforminem nebo s pfipravky ze skupiny inzulinovych

sekretagog.
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Obr.4: Strukturni vzorce nékterych thiazolidindionii
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3.5 Inhibitory a-glukosidaz (Akarboza)

Inhibitory a-glukosidaz se 1iSi od vSech ostatnich skupin PAD. Nepusobi totiz na
buiikky organizmu a jejich metabolizmus, ale blokuji Stépeni sacharidii ve stfevé a tim
1 nasledné vstiebavani jednoduchych cukrit do krevniho ob&hu. Jsou vhodné pro 1écbu DM. 1.
12. typu.

Ptipravek se uziva béhem jidla a tim podobné¢ jako nesulfonylmocovinové sekretagoga
umoznuje pacientovi snadnéjsi a volng€jsi rozhodovani béhem dne. Bohuzel nevstifebany cukr
vyvolava dyspeptické potize — nadymani, flatulence a prijem. Dalsi velkou vyhodou je,

7e v monoterapii akarbdza nezpisobuje hypoglykémii® >,
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Obr.5: Strukturni vzorec inhibitoru a-glukosidazy
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4. Analyzované latky

Pro analyzu jsem si zvolil

sedm peroralnich antidiabetik. P&t ze

skupiny

sulfonylmoc€ovinovych sekretagog, glybenclamid, gliclazid, glipizid, glimepirid a tolbutamid.

Dale potom jedno nesulfonylmocovinové sekretagogum, repaglinid a jedno ze skupiny

biguanid, metformin.

Tabulka ¢ 11I: Prehled vybranych fyzikdlnich a chemickych vlastnosti zvolenych peroralnich

antidiabetik®.
Molarni hmotnost Rozpustnost pK Log P
(g/mol) (20°C) (oktanol-voda)
glybenclamid 494.00 Ethanol 53 4.8
gliclazid 323.41 Ethanol 5.8 2.1
glipizid 445.54 Ethanol 5.9 1.9
glimepirid 490.62 Ethanol - -
tolbutamid 270.35 Ethanol 53 2.3
repaglinid 452.59 voda, ethanol - -
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5. Piehled metod pro stanoveni peroralnich antidiabetik

V odborné literatufe je nejcastéji uvadénou separacni metodou kapalinova
chromatografie, dale potom tenkevrstevnd chromatografie a kapilarni elektroforéza. NaSel
jsem i par ¢lankt, kde nebyla provadéna separace latek, ale pfimo detekce pomoci elektrod

v zakladnim roztoku.

5.1 Kapalinova chromatografie

Kapalinovd chromatografie patfi mezi nejCastéji pouzivané separacni metody
ve farmaceutickém primyslu. Vyznacuje se totiZ rychlou separaci s vysokou G¢innosti. Dale
je mozné ji jednoduchym zplisobem modifikovat a tim upravit pro separaci ruznych
sloucenin. Tyto upravy mizeme provadét prostiednictvim zmény rozpoustédla nebo zménou
stacionarni faze v koloné.

Neékolikrat byla publikovana separace smési peroralnich antidiabetik pomoci této
metody. VSechny publikace se shoduji v pouzivani kolon sreverzni fazi (vétSinou Cis).
Mobilni faze byvaji rizné vzhledem k vlastnostem separovanych 1é¢iv a pouzitém detektoru.

Sulfonylmocovinové sekretagoga, piesnéji tolbutamin, acetohexamid, chlorpropamid,
gliclazid, glybenclamid a glimepirid, byli separovany pomoci zmifiované Cs kolony.
Kdy wvyuzivali gradientu dvou mobilnich fazi. Jako fdze A byl pouzit acetonitril a jako
B 10 mM octan amonny (pH 4.0). Pficemz na pocatku experimentu se skladala mobilni faze
z 30 % A a ze 70 % B. Poté byla slozka A béhem 5 minut zvySena na 50 % a udrzovéna
7 minut. Jako detektor vyuzivali DAD UV-VIS (Detektor s diodovym polem pro ultrafialovo-
viditelnou spektroskopii) v rozmezi 210 az 360 nm. Meze detekce a meze kvantifikace jsou

uvedeny v tabulce ¢.IV".
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Tabulka &1V: Meze detekce a meze kvantifikace .

Mez detekce Mez kvantifikace
(ng/ml) (ng/ml)

Tolbutamin 1.8 6.0
Acetohexamid 1.1 3.6
Chlorpropamid 1.2 3.9
Gliclazid 1.8 6.1
Glybenclamid 0.8 2.5
Glimepirid 0.9 2.9

Pro separaci glipizidu, gliklazidu, glybeclamidu, glimepiridu, gliquianu a repagllinidu
byla taky pouzita kolona C,s a mobilni faze byla smichdna z methanolu a 10 mM fosfatového
pufru (pH 3.0) v poméru 70:30. Jako detektor vyuzivali UV-VIS s nastavenim na 230 nm.
Meze detekce a meze kvantifikace jsou uvedeny v tabulce €.V, hodnoty se vztahuji na plazmu

pied extrakci®.

Tabulka ¢.V: Meze detekce a meze kvantifikace .

Mez detekce Mez kvantifikace
(ng/ml) (ng/ml)

Glipizid 160 340
Gliclazid 120 380
Glybenclamid 240 770
Glimepirid 260 880
Gliquian 350 1050

Repagllinid 1050 3950

Pfi separaci metforminu, glipizidu, gliclazidu, glybeclamidu a glimperidu byla opét
pouzita kolony Cis, ale mobilni faze se skladala z37.5 % acetonitrilu, 62.5 % dihydrogen
fosfore¢nanu sodného a 2 mM dodecylsulfatu sodného. Experiment byl slozen ze dvou fazi.
Pfi prvnim titrovali mobilni fazi na pH 7.3 a pfi druhém na pH 6.4. Jako detektor byl pouzit
UV-VIS pii 225 nm. Meze detekce a meze kvantifikace pro plazmu jsou uvedeny

v tabulce ¢.VI, hodnoty se vztahuji na plazmu pied extrakei’.
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Tabulka & VI: Meze detekce a meze stanovitelnosti’.

Mez detekce Mez kvantifikace
(ng/ml) (ng/ml)

Metformin ( pH 7.3) 3.0 5.0
Metformin ( pH 6.4) 9.9 16.5
Glipizid 4.5 7.5
Gliclazid 13.5 22.5
Glybeclamid 4.0 7.0
Glimperid 4.5 7.5

V dalsi praci srovnavali vlastnosti tfi detektort UV-VIS, CAD (detektor pro detekci
nabytych castic aerosolil) a ELSD (detektor rozptylu svétla). Separovali pii tom glipizid,
gliclazid, glybenclamid a glipirid. Separace zase probihala na C;s koloné¢ s mobilni fazi
prichystanou z 35 % smési A (89.9 % vody, 0.1 % kyseliny octové a 10 % acetonitrilu)
a 65 % smési B (10 % voda a 90 acetonitril). Meze detekce pro jednotlivé detektory jsou

uvedeny v tabulce ¢.VII".

Tabulka ¢.VII: Meze detekce pro jednotlivé detektory .

UV-VIS CAD ELSD

(ng/ul) (ng/pl) (ng/pl)
Glipizid 3.6 2.5 7.3
Gliclazid 4.7 1.6 7.6
Glybenclamid 4.5 4.8 7.6
Glimepirid 2.7 2.1 7.7

Velice uzitecné je spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem.
V jedné publikaci pomoci tohoto spojeni rozseparovali 10 peroralnich antidiabetik (glipizid,
glybenclamid, glimepirid, gliclazid, tolazamid, tolbutamid, nateglinid, repaglinid, rosiglitazon
a pioglitazon). Vyuzivali kolonu Cs a mobilni faze byla slozena z dvou roztokl, které
vytvareli gradient. Jako roztok A byl 10 mM mravencan amonny a jako B methanol. Separace
trvala 13 minut a béhem prvnich 8 minut separace se plynule zvySoval obsah roztoku B

z 30 % na 100 %. Mez detekce byla 1 ng/ml pro mo¢ a plazmu pied extraci''.
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V roce 2005 vysla publikace zaméfend na separaci pomoci kapalinové chromatografie
a hmotnostni spektrometrie, ve které je popsand separace 13 perordlnich antidiabetik
(glybenclamid, glibornurid, gliclazid, glimepirid, glipizid, gliquidon, metformin, nateglinid,
pioglitazon, repaglinid, rosiglitazon, tolazamid a tolbutamid). Pfi této separaci pouzivali
kolonu C;s. Mobilni faze byla zase slozena z dvou roztokl, které vytvareli gradient.
Jako roztok A byla 0.1% kyselina octovd a jako B acetonitril. Separace trvala 6 minut
a vtomto ¢asovém rozmezi se plynule zvySoval obsah roztoku B z20 % na 100 %. Mez
detekce byla 10 ng/ml (u tolbutaminu leZela u 30 ng/ml) pro mo¢ pied extrakci'.

Ke kapalinové chromatografii miizeme pftipojit i elektrochemicky detektor a pomoci
ného stanovovat perordlni antidiabetika. V jedné publikaci je popsana metoda pro stanoveni
gliklazidu pomoci elektrochemického detektoru. Zase byla pouZzita Cis kolona s mobilni fazi
sloZzenou ze 73.5 % 70 mM tetraboritanu sodného o pH 7.5 a 26.5 % acetonitrilu. Mez detekce

byla 10 nM pro plazmu pied extrakci®.

5.2 Tenkovrstevna chromatografie

Tenkovrstevna chromatografie se pouziva pro separaci latek pfi jejich analyzach
a vyzkumu syntéz. Umoziuje totiz rozseparovat vétsi mnozstvi zkoumané latky a jeji dalsi
zpracovani. Ddle je mozné pomoci tenkovrstevné chromatografie separovat nékolik vzorka
zaroven béhem pokusu.

V publikaci zaméfenou na separaci metforminu od glybenclamidu ze soucasnych
piipravka pro 1é¢bu diabetu 2. typu. PouZzivali jako stacionarni fazi silikagel 60 a jako mobilni
fazi smés vody a methanolu (2:1) s pfidavkem siranu amonného (0.5%). Desky se silikagelem
vyhodnocovali absorpénim méfenim pii 237 nm. Mez detekce a mez kvantifikace
pro metformin byli 25.24 ng a 84.12 ng a pro glybenclamid 12.26 ng a 40.86 ng'*.

V roce 2005 byl zvetejnén zplsob separace 6 peroralnich antidiabetik (tolbutamin,
acetohexamid, chlorpropamid, gliclazid, glybenclamid a glimepirid) pomoci této metody.
Jako staciondrni fazi pouzili silikagel 60 a jako mobilni fazi pouzili acetyl acetatu
s ptidavkem kyselinou mravenc¢i (0,4 %). Detekeci latek provadéli pomoci absorpénim
méfenim  pii 254 nm  (UV), Dragendorfova cinidla (DD), roztoku methanolu
s tetrakis(trimolybdato)fosforecné kyseliny (PM) a methanolem s kyselinou sirovou (SA).

Mez detekce jednotlivych detekénich metod jsou uvedeny v tabulce &.VIIT,
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Tabulka &.VIII: Meze detekce pro jednotlivé detekéni metody, - nedetekovatelné’.

uv DD PM SA

(ng) (ng) (ng) (ng)
Tolbutamin 2.0 - - -
Acetohexamid 0.01 - - -
Chlorpropamid 0.5 - - -
Gliclazid 0.5 2.0 0.25 -

Glybenclamid 0.5 0.5 - 0.25
Glimepirid 0.25 1.0 - -

5.3 Kapilarni elektroforéza

Ne¢kolik publikaci poukazovalo na tspésné vyuziti kapilarni elektroforézy pti separaci
peroralnich antidiabetik. Hlavni pozornost pfitom byla v€novéna na vyvoj rychlé a levné
metody pro kontrolu farmaceutické vyroby téchto sloucenin a stanovovani stopovych
mnozstvi v biologickych vzorcich. Hlavné v krvi a moci lidi trpicich diabetes 2 typu.

Primyslové pouzitelna separace byla popsana v publikaci, kde se zaméftili na separaci
rosiglitazonu a metforminu v pouzivaném lé€ivu. Pfi separaci vyuZzivali kiemenou kapilaru
(75 pum pramér). Elektrolyt pro separaci predstavoval roztok octanu sodného o koncentraci
25 mM titrovaného na pH 4.0 ledovou kyselinou octovou. Jako detektor pouzili UV-VIS
pii 203 nm. Mez detekce pro tyto latky byla 0.5 pg/ml a mez stanovitelnosti 1.0 pg/ml®.

Velice dobré vysledky pii separaci perordlnich antidiabetik ziskdme pomoci micelarni
elektrokinetické chromatografie. Pomoci této metody byla popsand separace glipizidu,
glybenclamidu, acetohexamidu, chlorpropamidu, tolazamidu a tolbutamidu. Jako elektrolyt
pouzivali smés slozenou z 20 mM boratu sodného s 20 mM fosfatem sodnym a 150 mM SDS
(pH 8.5). Pomoci snizeni koncentraci slozek elektrolytu (5 mM borat sodny, 5 mM fosfat
sodny) snizily dobu separace na 10 minut pfi zachovani stejného rozliSeni. Dale srovnavali
rizné povrchové aktivni latky a jako ekvivalentni ndhradu za SDS nasli cholat sodny. Jako
detektor pouzili UV-VIS pii 200 nm a DAD UV-VIS v rozmezi 200 az 350 nm. Mez detekce
pro tyto latky byla 50 ng/ml pro mo¢ pred extrakci'®.

O dva roky pozdéji (vroce 1997) vychazi publikace, ve které separuji Sest vyse

zminovanych peroralnich antidiabetik. Vyuzivaji pfitom micelarni elektrokinetickou
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chromatografii s elektrolytem slozenym ze smési z 5 mM boratem s 5 mM fosfatem a 75 mM
cholatem sodnym (pH 8.5). Jako detektor pouzili UV-VIS pii 200 nm a DAD UV-VIS
v rozmezi 190 az 350 nm. Tento postup umozioval stanovit zminéné perordlni antidiabetika
v moc¢i az 24 hodin po podani 5 mg 1é¢iva, coz predstavuje koncentraci 300 az 500 ng/ml"’.

Online prekoncentratni metoda je popsana v publikaci zaméfenou na separaci
6 peroralnich antidiabetik (glipizid, glybenclamid, chlorpropamid, acetohexamid, tolbutamid,
tolazamid). Zde vyuzivali kiemennou kapilaru upravenou tak, aby umoznila zakoncentrovani
vzorku na zacatku kapildry (takzvanou SPE-CE solid-phase extraction-capillary
electrophoresis). Na zacatek kapilary je usek obsahujici napli z kolony C,s pro kapalinovou
chromatografii, kdyz vzorek prochdzi timto isekem hydrofobni slouceny jsou zde zadrzeny.
Jako elektrolyt pouzivali 250 mM borat s 5 mM fosfatem (pH 8.4) a pro uvolnéni antidiabetik
ze stacionarni C;g faze pouzili smés z 20 % elektrolytu a 80 % acetonitrilu (po dobu 0,33 min.
cela analyza trvala 25 minut). Jako detektor pouzili UV-VIS pii 200 nm. Mez detekce se
pohybovala 20 ng/ml'®,

5.4 Potenciometrie

Je analyticka metoda pfi, které stanovujeme rovnovazny potencial vznikajici
na elektrodach. Reverzibilni elektrody mizeme délit na nékolik druhii: elektrody I. druhu,
elektrody II. druhu, redoxni elektrody a iontové selektivni neboli membranové elektrody.

Pro peroralni antidiabetika jsou pouzivany iontové selektivni elektrody. Pti stanoveni
metforminu byly pouzity membranové elektrody typu metformin-tungstosilicate (MR-TSA),
metformin-reinektat (MR-RE) a PVC-karboxylat (PVC-CA). Argentchloridova elektroda byla
dale pouzita jako referenéni. Meze detekce pro MR-TSA elektrodu byla 5.5x10° mol/l,  pro
MR-RE elektrodu byla 5.2x107° mol/l a pro PVC-CA elektrodu 6.9%10° mol/1"°.

Pti stanoveni glybenclamidu byla zase pouzita heterogenni uhlikova elektroda (CPE)
a Sephadexem modifikovand heterogenni uhlikovd elektroda (MSCPE), pro zvyseni
zivotnosti. Jako pomocnou elektrodu si zvolili platinovou a Argentchloridova elektroda byla
referen¢ni. Jako zékladni roztok pro analyzu si zvolili Britton-Robinsontiv pufr (0.04 mol/l).
Mez detekce bez akumulace lezela u 3x107 mol/l. Se 60 sekundovou akumulaci se sniZzila

na 1x10® mol/l a s 180 sekundovou akumulaci se dale sniZila na 4x107'° mol/1%.
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6. Kapilarni elektroforéza

6.1 Historie kapilarni elektroforézy

V roce 1937 zavedl Arne W. K. Tiselius elektroforézu mezi separacni techniky. Jeho
pokusy byly zalozeny na pozorovani smeési bilkovin a pufri ve zkumavce, na kterou ptipojil
elektrody. Po aplikaci elektrického pole zjistil, Ze se jednotlivé proteinové fetézce pohybuji
k elektrodam s opaénym nabojem nez je naboj fetézce, a ze rychlost pohybu zavisi na naboji a
velikosti fetézce. V roce 1948 ziskal Nobelovu cenu za chemii.

Dalsim vyvoj elektroforézy spocival v hledani anti-konvencniho media, které¢ mélo
snizit tepelnou diftizi a konvenci. Jako UCinné  feSeni téchto jevih se uplatnily
polyakrylamidové a agar6zové gely. Coz polozilo zaklady pro rozvoj polyakrylamidové
gelové elektroforézy (PAGE) a SDS-PAGA, které dodnes patii k nepostradatelnym
separacnim metoddm v oblasti biochemie. Velkou nevyhodou téchto metod je zna¢né dlouha
doba analyzy, problémy s detekci a automatizaci.

V roce 1969 vypracoval Vestenberg metodu ptipravy amfolyti, které jsou vhodné pro
izoelektrickou fokusaci (IEF) smési proteini. Zkombinovanim SDS-PAGE s IEF vznikla
dvourozmérnd analytickd metoda, ktera je z hlediska rozliSeni jednou z nejvykonnéjSich
separacnich metod.

V 70. a 80. letech doslo k bouilivému rozvoji vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC). Nevyhodou této metody je vSak velké mnozstvi organického odpadu,
a proto bylo velkou snahou vyvinout ispornéjsi metodu jakou je pravé CE.

Alternativou ke gelové elektroforéze tvoti kapilarni elektroforéza, kde kviili malému
praméru kapilary a elektroosmotickému toku dochazi jen k minimalnimu konvektivnimu
proudéni a diftzi.

Vyvoj metody zacal pokusy s kapildrami o priméru 1-3 milimetru, jiné nebyly
v té¢ dobé jesté¢ dostupné, kdyz Hjérten je nechéval rotovat kolem podélné osy, aby tim
zabranil konvekei.

Druhym krokem ve vyvoji metody predstavuji na sobé nezavislé pokusi od Virtanena
a Mikkerseho, kteti provadéli pokusy na kapilafe zhotovené ze skla a teflonu o vnitinim

priméru 200 pm.
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Tteti podstatnd zména probéhla kolem roku 1980, kdy Jorgenson a Lukacs vylepsily
techniku pouzivanim 75-100 pm kapilary z kiemene potazené polyimidem. A zaroven
poukézali na potencidl metody uspéSnou separaci proteintl.

V roce 1984 Terabe vyuzil v kapilarni elektroforéze povrchové aktivni latky a umoznil
tim separaci neutralnich latek. Tim vytvofil micelarni elektrokinetickou chromatografii
(MEKCO).

Na konci 80. let byla zahdjena komeréni vyroba pfistroji pro CE*"*.

V soucasné dobé se kapilarni elektroforéza a jeji varianty vyuZzivaji pfi separaci
organickych molekul a anorganickych ionti. S velice malou spotfebou  pracovniho

elektrolytu a nizkou ¢asovou naro¢nosti.

6.2 Elektroforéza

Zakladnim principem elektroforézy jako analytické separaéni metody je, ze jde
o prenos hmoty vyvolany elektrickym polem, kdy riizné latky tvofici i smésnou zénu urazi
urcitou ¢ast migracni drahy a pfi tom se smes rozd¢€li na zony jednotlivych latek. Jakmile je
smés takto rozdélena na zony jednotlivych latek, mize dojit k analytickému vyhodnoceni
pomoci detekéniho zafizeni. V kapilarni elektroforéze se prakticky vyhradné pouziva detekce
v on-line uspofdddni. To znamend, Ze po dosaZeni separace se nevypind proud, ale
v elektroforéze se pokracuje. Latky (jiz separované) migruji kapilarou dale, az vSechny
postupné projdou urcitym mistem, kde je detekcni cela. Zaznam analyzy, tj. elektroforeogram,
reprezentuje zavislost odezvy (mé&feného signalu) na Case™.

Separace latek v kapildfe zavisi na nékolika jevech. Mezi hlavni patii rychlost pohybu

iontu a souvisejici elektroosmoticky tok, diftize a sorpce na povrch kapilary.
6.3 Rychlost pohybu molekul

Celkova rychlost iontu je urcena souctem elektroforetické rychlosti a rychlosti
ektroosmotického toku

VEVeyt Vior

v — celkova rychlost, vey - elektroforeticka rychlost, veor - rychlost ektroosmotického toku
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Pticemz pro separaci jednotlivych latek je podstatna elektroforeticka rychlost, ktera je

souctem elektroforetické mobility a intenzity elektrického pole.

vEMZUeXE

veu - elektroforeticka rychlost, u. - elektroforeticka mobilita, E - intenzity elektrického pole

Elektrické pole je funkci napéti a délky kapilary (volt/cm). Mobilita iontu pro urcité
prostiedi je konstantou charakterizujici iont. Zavisi na viskozité prostiedi, naboji a poloméru

iontu.
z

onnr

W=

H. - elektroforeticka mobilita, 7 — naboj iontu, n - viskozita roztoku, r - polomer kulového
iontu

Ze vztahu vyplyva, ze ionty s malym polomérem a velkym nabojem budou mit vyssi
elektroforetickou mobilitu nez ionty s velkym polomérem a malym nibojem. A protoze
elektroforetickd mobilita je jednim z parametrti ovlivilujici rychlost. M4 mensi molekula
s vétSim nabojem vys$i rychlost nez vétsi s mensim nabojem. A na detektoru tim uvidime

jako prvni odezvu malé molekuly?'.

6.4 Elektroosmoticky tok

Jak jsem jiz zminil je elektroosmoticky tok (Electro-osmotic flow - EOF) neboli
elektroosmo6za jednim z hlavnich jevl ovliviiujicich celkovou rychlost pohybu latek pfi
kapilarni elektroforéze. Jedna se o tok kapaliny v kapiléie, ktery je nasledkem povrchového
naboje na vnitini sténé kapilary. Naboj vznikd v dasledku ionizace vnitiniho povrchu nebo
adsorpci iontovych sloucenin na vnitini povrch kapilary. U ¢asto pouzivanych kifemennych
kapilar probihaji oba déje soucasné, ale ionizace silanolovych skupin SiOH na iontovou
formu SiO-, roste s hodnotou pH a od urcité velikosti pH se stava rozhodujicim prvkem pro
rychlost toku. Kapildry zhotovené z neiontového materialu jako je teflon si ndboj na vnitini
stén¢ vytvari adsorpci aniontll z elektrolytu.

Pro zachovani elektroneutrality se shromazd’uji u téchto zaporné nabitych skupin

kationty z elektrolytu a tim vznika dvojvrstva (Obr.6). Jeji struktura se sklada z n€kolika casti.
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Na vnitini stran¢ kapilary je nepohybliva vrstva pravé téchto negativné nabytych silanolavych
skupin. Ty jsou kompenzovany nepohyblivou vrstvou opa¢ného ndboje vznikajici z kationt -
Sternova vrstva. A druhou pohyblivou difuzni vrstvou. Jelikoz jsou tyto kationty solvatovany,

jejich pohyb vyvola tok celého roztoku v kapilaie ke katod¢.

stEna kapilary ¢ disociovanymi silanolovymi skoupinami
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Obr.6: Rozmisténi nabojii v kapildie®

Rychlost EOF vyjadfujeme podobné jako u rychlosti elektroforetické pomoci mobility.

vEOF:<EZ—>E
J

(e U
uEOF_<E n)

Vior - rychlost elektroosmotického toku, Ugor- elektroforeticka mobilita elektroosmotického
toku, € - dielektricka konstanta a { - zeta potencidl, E - intenzity elektrického pole.

Zeta potencial je potencidlovy rozdil mezi Sternovou vrstvou a ndbojem kapildry.
Ponévadz je silné¢ zavisly na pH, 1 velikost EOF se méni s pH. Pod pH 2 je disociace mala
a EOF neni vyznamny, nad pH 12 jsou silanolové skupiny pln¢ disociovany a rychlost EOF je
nejvyssi. V urcitych podminkach se mize hodnota EOF lisit aZ o jeden tad. Dale velikost
rychlosti EOF zavisi na iontové sile elektrolytu, nebot’ s rostouci iontovou silou se snizuje
hodnota dvojvrstvy a tim klesa i1 zeta potencial a EOF.

Unikatni znak EOF, je jeho profil. Na rozdil od Cerpadly pohdnénymi pfistroji,
kde kvili smykovym sildm ma profil podobu paraboly, je profil EOF plochy. Vyznamné tim

podporuje schopnosti rozliSovani latek, protoze nepfispiva k rozmyvani zén. Dalsi vlastnosti
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EOF je skutecnost, ze zptisobuje pohyb vSech Castic, bez ohledu na jejich naboj a velikost, ve
stejném sméru. Za normalnich okolnosti (tj. zadporné nabity povrch kapilary, bez povrchové
aktivnich latek) se analyty pohybuji od anody ke katod€. V tom piipad¢ kationty migruji
nejrychleji, protoZze migrace kationtli ke katodé¢ a EOF jsou ve shodném sméru. VSechny
neutralni latky putuji rychlosti EOF a nejsou od sebe separovany. Anionty migruji
nejpomaleji. Jsou pfitahovany k anod¢ a jejich rychlost se odecita od rychlost EOF. Proto pro
separaci smé&si latek béhem jediné analyzy musi mit EOF dostate¢né vysokou hodnotu
(Obr.7). EOF sdm o sobé analyzované ionty nedé€li, pouze Cerpa roztok elektrolytu z jedné

nadobky do druhé.

Obr.7: EOF v CZE *!

Pti analyzach je nutné umét ptizptisobovat rychlost EOF, nebot’ pii vysoké rychlosti
toku miize vzorek projit kolem detektoru aniz by byl rozseparovany. Naopak pfi piili§ nizké
rychlosti se separace zbytecné prodluzuje, zvySuje se rozmyti zon dasledkem disperze
a anionty nemusi vibec domigrovat k detektoru. Nejjednodussim zpiisobem jak ovlivnit
rychlost je zménit intenzitu elektrického pole, volbou jiného pH, iontové sily a nebo pfidanim
povrchové aktivnich latek (tenzidi), které pokryji vnitini povrch kapildry a zméni rychlost,

popfipadé i smér toku?' -,

6.5 Migracni cas

Migracéni cas t, predstavuje dobu, kterd uplyne od nadavkovani vzorku po detekci
jednotlivych zon detektorem. Ionty liSici se v elektroforetickych rychlostech se lisi

1 v migracnich Casech.
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lef
(Ho* W) E

t, - migracni cas, ls- efektivni délka kapilary, v - celkova rychlost, E - intenzita elektrického
pole, u. - elektroforeticka mobilita, puror - elektroosmoticka mobilita

Celkovou dobu analyzy ur€ujeme pomoci ¢asu nejpomalejSiho analytu. Jak jiZ bylo zminéno

s prodluzujici dobou analyzy se vyraznégji projevuje disperze a sniZuje se rozliSeni separace.

Migraéni Casy lze snizit zkracenim efektivni délky kapilary nebo aplikaci silngj$iho

elektrického pole. Intenzita elektrického pole je vSak limitovana Jouleovym teplem a zkraceni

efektivni délky kapilary se negativné odrazi na Gi¢innosti**.

6.6 Jouleovo teplo

Dalsi vyhodou malého priiméru kapilary, vedle EOF, spociva ve snizeni negativnich
ucinki Jouleova tepla, které zna¢né omezuje moznosti jinych elektroforetickych metod.
Jouleovo teplo je teplo, které vznikd pfti prichodu elektrického proudu uzavienym
elektrickym obvodem. Jeho ptivodem je transformace elektrické energie na vnitini energii.
2
oF % t=I’RT
0 - Jouleovo teplo, U - napéti, I - proud, R - odpor, t- cas

Zahiivani elektrolytu v kapilafte byva spojené s problémy, nebot muize zpusobit
nehomogenni teplotni gradient, lokalni zmény viskozity a tim dalsi rozsifeni zony. Kapalina
v kapilafe se zahtiva prochdzejicim proudem a vytvaii klesajici teplotni gradient od stfedu
k okraji kapilary. Teplotni gradient ovlivni viskozitu elektrolytu, ktera je v pfimém vztahu
s rychlosti EOF. Rychlost EOF tak neni v profilu toku konstantni. Nasledkem je dodatec¢né
rozmyvani zon a snizeni rozliseni.

Negativni vlastnosti Jouleova tepla miZeme sniZit zménou vlastnosti kapilary.
Ukazalo se, ze velikost teplotniho gradientu uzce souvisi s vnitinim primeérem, tloustkou
stény, tlouStkou povlaku polyimidu a rychlosti tepelné vymény s okolim. Jako ideédlni by
potom byla kapildra o minimalnim vnitinim priméru, maximalni tloustkou stény
a zanedbatelnou vrstvou polyimidu na povrchu, ulozena v roztoku s chladicim systémem pro
udrzeni konstantni teploty. Bohuzel by takova kapilara znacné zkomplikovala praktické

vyuziti pfistroje kvlli sniZeni citlivosti a riziku ucpéani kapilary necistotami.
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Dals$i moznost spo¢iva ve snizeni napéti nebo vodivosti. Snizeni napéti znamena
1 sniZzeni separacniho vykonu, ¢emu se vétSinou snazime zamezit. Vodivost muzeme
ovliviiovat koncentraci pufru, ale s klesajici koncentraci klesé i schopnost udrzovat konstantni

pH a tim i EOF*"*,
6.7 U&innost, selektivita a rozliSeni

Ucinnost separace se popisuje poCty teoretickych pater. Velky pocet teoretickych pater
znamena lep$i separaci do uzkych zon. To ma pozitivni vliv na rozliSeni mezi sousedicimi

zonami. PocCet teoretickych pater u CE se pohybuje v rozmezi 50 000 — 1 000 000.

(H e ti EOF) Elef
2D

N - pocet teoretickych pater, D - difuzni koeficient, l,c- efektivni dilka kapilary, E - intenzita
elektrického pole, u. - elektroforeticka mobilita, ueor- elektroosmoticka mobilita

N =

_ kt
61
k - Boltzmanova konstanta, T - termodynamicka teplota, r - polomér iontu, 5 - viskozita

Selektivita je dana pomérem proménnych, které jsou zodpovédné za separaci. U CE se
jedna o pomér elektroforetickych mobilit. Poskytuje informaci o tom, jak dobie lze oba
analyty separovat na zaklad¢ jejich vlastnosti. Selektivitu lze pozmeénit ptidavkem aditiv
do zékladniho elektrolytu.

u el

a=—3;021
ue,Z

a - selektivita, u.; - elektroforeticka mobilita rychlejsiho iontu, u., - elektroforeticka mobilita
pomalejsiho iontu

Rozliseni vypovid4d o schopnosti od sebe separovat dva analyty. Dobré rozliseni je

dualezité pro spravnou kvantifikaci analytt.

07T (p,, 0 )V

Vo ? W) D

R - rozliSeni, paug - priimérna elektroforeticka mobilita, V — napéti”
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7. Mody kapilarni elektroforézy

Kapilarni elektroforéza je separacni technika, ktera umoziiuje provadét separace
s vyuzitim nékolika odliSnych mechanizmt. Tyto metody se pravé shoduji v pouzivani
kapilary a elektrického pole pro separaci, ale 1i$i se v mechanizmu déleni. Mezi zékladni
metody patii kapilarni zonova elektroforéza (CZE), micelarni elektrokineticka chromatografie
(MEKC), kapilarni gelova elektroforéza (CGE), kapilarni izoelektrickd fokusace (CIEF)
a kapilarni izotachoforéza (CITP).

7.1 Kapilarni zénova elektroforéza

Kapilarni zéonova elektroforéza (CZE) je nejrozsifenéjsim pouzivanym mechanismem
separce. Mezi jeji prednosti patfi jednoduchy provoz a mala spotieba vzorku. Pomoci této
metody miizeme provadét analyzu aminokyselin, peptidi, iontli, enantiomert, a fadu dalSich
nabitych analyt. Zde je dulezité si uvédomit, ze je tato metoda vdzana na iontovy charakter
analyzované latky. Pro separaci latek bez naboje musime zvolit jinou metodu.

CZE je v podstaté nejjednodussi forma CE, protoze kapilaru pouze plnime vhodné
zvolenym pufrem. K separaci dochéazi na zéklad¢ riizné rychlosti pohybu latek v elektrickém
poli vzhledem k jejich nadboji a velikosti. Pfi spravné zvoleném pH pracovniho elektrolytu
(dostate¢né rychly EOF), miZeme uspéSné separovat jak kationty tak i anionty v jediné

analyze*'*.

7.2 Micelarni elektrokinetické chromatografie

Micelarni elektrokinetickd chromatografie (MEKC) je metodou vyuzivajici principu
elektroforézy a chromatografie. MEKC patii mezi dal§i hodn¢ pouzivané rezimy CE. Mezi
jeji ptednosti patii schopnost separovat iontové, polarni a nepolarni slou¢eniny. Pfi€emz pfii
separaci sloucenin vyuzivame povrchové aktivnich latek a jejich schopnost tvofit micely
(Obr.8). Pro vznik micel v pufru musi koncentrace povrchové aktivnich latek ptresdhnout

kritickou micelarni koncentraci, u SDS musi byt vyssi nez 8 mM (v deionizované vodg).
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Obr.8: Schéma aniontovych a kationtovych mice

Béhem separace miizeme funkci micel pfirovnat k funkci stacionarni faze pii bézné
chromatografii, kde se jednotlivé slozky smési separuji v dasledku rozdilné interakce se
stacionarni fazi. Podobny jev se vyskytuje i pii separaci v MEKC, latky v elektrolytu
interaguji s micelami a méni svoji rychlost pohybu na rychlost micel. A proto k separaci latek
dochazi na zéklad¢ rozdilné sily interakce, ktera hlavné zavisi na hydrofobnich vlastnostech
separovanych latek. Cim je interakce silngjsi tim je analyzovana latka déle zadrzena a vice
oddélena od smési.

MEKC se ¢asto pouZziva pfi separaci vétSich molekul s malym nebo zadnym nébojem
a hlavnim parametrem pro separaci je hydrofobni charakter. Jako pifiklad mtizeme uvést

aminokyseliny, nukleotidy, vitaminy, Siroky sortiment 1éCiv, aromatické uhlovodiky,

vybusniny atd*'**,

7.3 Kapilarni gelova elektroforéza

Kapilarni gelova elektroforéza (CGE) je hlavné vyuzivana pro separaci biologickych
vzorkll jako je DNA, RNA a proteiny. Molekuly téchto sloucenin se vyznacuji identickou
rychlosti pohybu v elektrickym poli. Tento jev je zpiisobeny velice podobnou hodnotou
poméru mezi nabojem a velikosti molekul. A proto pii separaci vyuzivame polymernich geld,
které vytvaii “molekulova sita“ a tim umoziuji délit molekuly podle velikosti. Cim je

molekula mensi tim se miiZze voln&ji pohybovat a ma vyssi rychlost®!#,
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7.4 Kapilarni izoelektricka fokusace

Kapilarni izoelektrickd fokusace (CIEF) slouZi k separaci amfolytd v gradientu pH.
Amfolyty jsou latky, jejichz naboj se méni v zavislosti na pH prostfedi; obsahuji jak bazické,
tak kysel¢ funkéni skupiny. Pii urcitém pH je rozdil ndboje kladné a zéporné nabitych
funk¢nich skupin nulovy a molekula se stava elektroneutralni. Toto pH je pro dany amfolyt
charakteristické a oznacuje se jako izoelektricky bod pl.

Gradient pH se vytvaii ponofenim anodového konce kapilary do roztoku kyseliny,
nejcastéji H;PO4, katodového konce do roztoku hydroxidu, nejéastéji NaOH, a aplikaci
elektrického pole po urCitou dobu. Amfolyty se separuji do tzkych zon, ve kterych pH
odpovida izoelektrickému bodu daného amfolytu. Tento d&j se nazyva fokusace.

Vyhodou CIEF je samozaostfovani. Pokud amfolyt opusti zénu, nebude nadile
elektroneutralni a elektroforetickym pohybem je vracen zpét. Efekt samozaostiovani
umoziiuje od sebe separovat amfolyty liSici se v izoelektrickyych bodech o pouhé 0,02 pH

jednotky. VyuZiva se pro separaci aminokyselin a peptidi™.

7.5 Kapilarni izotachoforéza

Kapilarni izotachoforéza (CITP) vyuziva dvou rozdilnych elektrolytt, tzv. vedouciho
elektrolytu s elektroforetickou mobilitou vétsi, nez kterykoli analys a tzv. koncového
elektrolytu s elektroforetickou mobilitou naopak nizsi, nez kterykoli analyt ve vzorku. Vzorek
je nadavkovan mezi vedouci a koncovy elektrolyt a je separovan do zon v poradi od
vedouciho elektrolytu se snizujici se elektroforetickou mobilitou.

V rovnovazném stavu se vSechny zony pohybuji stejnou rychlosti, kterou urcuje vedouci
elektrolyt. Jednotlivé zony se 1isi v intenzité elektrického pole. Diky tomu ma CITP vlastnost
samozaostiovani. Pokud analyt opusti svou zénu, je vlivem odlisné intenzity elektrického

pole vracen zpét. Pomoci CITP lze separovat bud’ kationty, nebo anionty*.
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8. Instrumentace

| ]

8.1 Zdroj vysokého napéti

V soucasné dob¢é je na trhu nékolik
vyrobcit  dodavajici pfistroje pro kapildrni
elektroforézu. VsSechny tyto pfistroje maji
shodné zékladni konstrukéni prvky. Prehled
a umisténi téchto prvkl je zobrazeny na obr. 9.
Informace ziskané =z detektoru musime déle
zpracovat a to nejcastéji pomoci pocitace piimo

pripojeného na pfistroji.

Obr.9: 1. zdroj vysokého napeti, 2. zdroj zareni
pro UV-VIS detektor, 3. detektor, 4. vzorek,
5. zdsobniky s pufrem, 6. kapildra, 7. termostat’

Dobry zdroj se vyznacCuje schopnosti generovat napéti od 5 do 30 kV a proud

od 0 do 300 pA. Dulezité pfitom je, aby hodnoty napéti a proudu co nejméné kolisaly. Pro

dobrou reprodukovatelnost by neméla odchylka piesdhnout hodnotu 0.1 %. Pro nékteré

separace je dale nutnd plynuld zména velikosti jednoho zvySe zminovanych parametri.

MozZnost zmény polarity na inertnich elektrodach patii samoziejmosti

8.2 Detektor

21,24

V kapilarni elektroforéze pouzivame nékolik rtiznych druht detekénich systémi. Jako

ptiklad 1ze uvést UV-VIS detektor, hmotnostni spektrometrie, fluorescencéni detektor,

konduktometricky detektor a amperometricky detektor. Z téchto detektorti je nejb&znéjsi

UV-VIS, ktery méfi absorbanci prochazejiciho zéfeni ptes kapilaru. Velkou vyhodou je jeho
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Siroké pole uplatnéni. Mizeme pomoci ného detekovat latky, které maji schopnost absorbovat
zéteni ve viditelné a ultrafialové oblasti.VylepSenou verzi UV-VIS detektoru je detektor
s diodovym polem, ktery umoziiuje béhem jediné analyzy méfit absorpéni spektra
separovanych latek.

Jako kazda jind detekéni metoda vyuzivajici absorbanci, musime se i zde fidit
Lambert-Beerovym zdkonem. Z n¢hoz vyplyva, ze absorbance je pfimo umérna délce optické
dréhy a u kapilary je tato délka rovna vnitinimu priméru, ktery se pohybuje v desitkdch
mikrometru. Z ¢ehoz vyplyva hlavni nevyhoda UV/VIS detektori - nizka koncentracni
citlivost.

Mezi dalsi Casto pouzivané detekéni metody patii hmotnostni spektrometrie. Vyuziva
se jako univerzalni detekcni technika s vysokou citlivosti a schopnosti podavat strukturni

informace o zkoumanych slou¢eninach. BohuZel patii mezi cenové nakladné piistroje”’.

8.3 Davkovani

Pro sprdvné nadavkovani potfebujeme nepatrné mnozstvi vzorku. Jako optimalni
mnozstvi se povazuje 1 az 2 % z celkového objemu kapilary (1-50 nl). Davkovani mizeme
provadét riznymi zplisoby, mezi nejéastéjsi patii hydrodynamické a elektrokinetické.

Béhem hydrodynamického davkovani je vzorek nasavan do kapilary v disledku
rozdilného tlaku na koncich kapilary. V praxi se mize provadét nékolika zplsoby. Bud’
zvySime tlak v nadobce s analytem, nebo vytvoiime podtlak v nddobce na opacné strané
kapilary a nebo vyuZzijeme tlak zptisobeny rozdilem hladin. Tento druh nastfiku
je nejpouzivanéjsi ze vSech.

Dal$im casto pouzivanym druhem néstfiku je elektrokinetitické davkovani. Princip
je zaloZzeny na migraci nabitych castic v elektrickém poli. Pro naddvkovani proto
nepotifebujeme vytvaret tlakové rozdily. Sta¢i ndm ponofit prvni konec kapilary do vzorku
s elektrodou a druhy do pufru s elektrodou a aplikovat napéti, vétSinou 5 az 10krat mensi nez
pii vlastni separaci. Bohuzel pfti aplikaci napéti se jednotlivé sloZky vzorku pohybuji riznou
rychlosti do kapilary. Vysledkem je, Ze vzorek v kapilafe je bohat$i na ionty s vé&tsi
elektroforetickou mobilitou. I pfes tento nedostatek naSlo znacné uplatnéni u kapilarach

naplnénych gelem, u kterych nelze provadét hydrodynamické davkovani®'.

31



9. Experimentalni ¢ast

9.1 Chemikalie

Kyselina borita, hydroxid sodny, kyselina chlorovodikova, redukovaného Tritonu
X-114, Genapol X-080, glybenclamid (glyburid), gliclazid, glipizid, glimepirid, repaglinid
a tolbutamid byly dodany spolecnosti Sigma (St. Louis, MO, USA). Methanol pochazel
od spole¢nosti Fluka (Buchs, Svycarsko).

Elektrolyt byl pfipraven rozpousSténim odpovidajictho mnozstvi kyseliny borité
v deionizované vod¢, kterd byla titrovana 50% (w/w) hydroxidem sodnym na pozadované pH.
Na konci titrace se do roztoku ptidalo pozadované mnozstvi neionogennich tenzid (Genapol
X-080) a elektrolyt se na 15 minut vlozil do ultrazvukové lazné s termostatem, pro lepsi
homogenitu roztoku.

Jednotlivé standardy perordlnich antidiabetik byly pfipraveny rozpusSténim 10 mg
standardu v 1 ml methanolu. Z téchto piipravenych roztoki, byla fedénim pfipravena smés

standardil o nizSich koncentracich. K dalSimu fedéni se pouzivala deionizovana voda.

9.2 Pouzité pristroje a postup pri méreni

Jako separacni pfistroj byla pouzita kapilarni elektroforéza HP 3D Agilent
(Waldbronn, Némecko) vybavena DAD UV-VIS detektorem, ktery byl pro tuto analyzu
nastaven na méteni absorpce pii 200 nm.

Separace probihala v kifemikové kapilate o efektivni délce 40 cm (celkova délka byla
48,5 cm) a vnitinim priméru 50 um (od MicroSolv Technology Eatontown, NJ, USA).
Kapilara byla termostatovana na 20 °C. Pfed samotnym meéfenim se kapildra promyvala
15 minut 0.1 mol/l NaOH, potom 15 minut deionizovanou vodou a potom 5 minut
piipravenym elektrolytem. Tento proces byl opakovan kazdy den na zacatku méfeni. Mezi
jednotlivymi separacemi byla kapilara promyvana 1 minutu 0.1 mol/l NaOH, 1 minutu
deionizovanou vodou a 2 minuty elektrolytem. Vzorek byl do kapilary davkovéan
hydrodynamicky tlakem 50 mbar po dobu 5 sekund. Béhem vSech pokust se pouZzivalo

napéti o velikosti 20 kV. VSechna méfeni byla provedena pétkrat, pokud neni uvedeno jinak.
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10. Separace antidiabetik kapilarni zénovou elektroforézou

Studované antidiabetika se chovaji ve vodnych roztocich jako slabé kyseliny. Hodnoty
pK. jsou v rozmezi 5.0 az 6.5. Z tohoto divodu je mozné provadét jejich separaci
v alkalickych pracovnich elektrolytech. Jako prvni byl studovén vliv hodnoty pH na separaci
antidiabetik v nepokryté kiemenné kapilafe. Jako pracovni elektrolyty byly zvoleny fosfat
sodny pH 7.0 a 7.5 a borat sodny o pH 8.0 az 10.5. Ve vSech uvedenych pracovnich
elektrolytech byla elektroosmoticka mobility dostatecné vysoka, takze separace antidiabetik
ve form¢ aniontli probihala pfi kladné polarité, tj. od anody ke katod€. Antidiabetika v tomto
pfipad¢ maji tendenci migrovat proti pohybu elektroosmotického toku, ktery je ale silnéjsi
a antidiabetika tak migruji ke katodé€. Ve vSech pracovnich elektrolytech byla dosaZena pouze
CasteCnd separace antidiabetik. Nejvyssi selektivitu separace poskytoval elektrolyt borat
sodny pH 10.0, ktery byl dale vyuzivan pro dal§i experimenty jako vychozi zakladni
elektrolyt.

Dalsi studovany parametr, ktery ovliviluje separaci ionti v kapilarni zonové
elektroforéze byla koncentrace slozek pracovniho elektrolytu. Byly pfipraveny pracovni
elektrolyty o koncetraci 10 az 200 mM borat sodny pH 10.0. Se zvySujici se koncentraci
boratu v pracovnim elektrolytu dochdzelo k zvySeni migracnich Casti separacovanych
antidiabetik a také ke snizeni elektroosmotické mobility. Ke zvySeni rozliSeni separovanych
antidiabetik vSak nedoslo. Jako vhodna koncentrace boratového pracovniho elektrolytu byla
zvolena koncentrace 50 mM. Na obr.10 a je elektroferogram antidiabetik separovanych v 50

mM boratu sodném pH 10.0 (ostatni podminky jsou uvedny pod obrazkem).
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Obr. 10: Elektroferogramy separace antidiabetik (0,01 mg/mL) v 50 mM boradtu sodném
pH 10.0, U = 20 kV, hydrodynamické davkovani 50 mbar/5s, . = 200 nm. A — bez pridavku
neiontového tenzidu, B — s pridavkem redukovaného Tritonu X-114, C — s pridavkem

Genapolu X-080

Pro zvyseni selektivity separace byly studovany piidavky dvou neiontovych tenzidi:
Genapolu X-080 a redukovaného Tritonu X-114. Jejich zdkladni fyzikaln¢ chemické

vlastnostni jsou uvedeny v tabulce €. IX. A jejich struktury jsou uvedeny na obr. 11.
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Tabulka ¢. IX: Zadkladni fyzikalne chemické viastnostni neiontovych tenzidii.

Bod zékalu | Kritickd micelarni | Molarni hmotnost Hustota
°C) koncentrace (g/mol) (g/ml)
(mM)
Genapolu X-080 42 0.06-0.015 564,8 0.999
Tritonu X-114 (red) 23-25 0.35 553.0 1.022

HOJE\O_’_/EI[H

n~m n=8 m=13

Genapolu X-080

H,C X=7-8

Tritonu X-114 (redukovany)
Obr.11: Struktury neiontovych tenzidu

Byly studovény ptidavky obou neiontovych tenzidli zvlast do pracovniho elektrolytu

50 mM borat sodny pH 10.0 v rozmezi koncentraci 0% az 1,0 %. Zavislosti migra¢nich ¢ast

na koncentraci jednotlivych neiontovych tenzidl jsou uvedeny na obr. 11.

35



,
3]

Doba separace (min)
o
[==]

3.5+

3.0 T T T T T 3.0 T T T T T
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Koncentrace Triton X-114 (redukovany) (%, v/v) Koncentrace Genapol X-080 (%, v/v)
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Obr.11: Vliv koncentrace neiontovych tenzidit na migracni casy antidiabetik

v 50 mM boratu sodnéem pH 10.0

Protoze kritické micelarni koncentrace uvedené v tabulce ¢. IX jsou velmi nizké,
je mozné piedpoklddat zmeénu mechanismu separace antidiabetik na micelarni
elektrokinetickou chromatografii. Dochazi k interakci hydrofébnich ¢asti molekul tenzida
s hydrofébnimi jadry micely neiontovych tenzidii a k jejich rozdélovani mezi micely a vodny
pracovni elektrolyt. Vzhledem k tomu, Ze separované antidiabetika maji zdporny naboj
je mozna jejich separace s vyuzitim neiontovych tenzidi.

Elektroferogramy separace antidiabetik s vyuzitim MEKC s neionotovymi tenzidy
jsou na obr. 10 B a 10 C. Jako vhodné koncentrace neiontovych tenzidii v pracovnim
elektrolytu byly zvoleny koncentrace 0,2 % (v/v) jako pro Genapol X-080, tak pro
Triton X-114.

Déle byly studovany opakovatelnosti elektroosmotické mobility na koncentraci

neiontovych tenzidi v 50 mM boratu sodném pH 10.0. Vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢. X.
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Tabulka ¢. X: Opakovatelnost elektroosmotické mobility vzhledem ke koncentraci neiontovych

tenzidil.
Koncentrace Genapol X-080 Tritonu X-114 (redukovyny)

(%, v/IV) Heox 107 RSD Heox 107 RSD
(m2 V-1s—-1) (%) (m2 V-1 s—1) (%)

0 50.3 0.6 50.3 0.5

0.2 51.4 0.2 51.3 0.6

0.4 51.3 0.4 51.3 0.4

0.6 51.9 0.5 51.6 0.5

0.8 51.2 0.7 51.2 0.6

1.0 51.5 0.2 51.8 0.6

Jako konen¢né podminky pro separaci antidiabetik byly zvoleny 50 mM borat sodny
pH 10.0 s ptidavkem 0,2 % (v/v) Genapolu X-080, U =20 kV.

Za uvedenych podminek separace antidiabetik byly naméteny kalibracni zavislosti,

vypocitiny mez detekce a mez kvantifikace.Vysledky jsou uvedeny v nésledujici

tabulce ¢. XI:

Tabulka ¢. XI: Mez detekce a mez kvantifikace.

Antidiabetikum | Mez detekce Mez Sklon Posunuti korelacni
(umol/T) kvantifikace | kalibra¢niho koeficient
(umol/T) diagramu
Tolbutamid 2.3 7.8 0.2404 0.007 0.998
Repaglinid 2.5 8.4 0.2893 0.009 0.997
Glimepirid 3.1 10.5 0.3267 0.006 0.998
Gliklazid 4.6 15.4 0.3452 0.008 0.998
Glipizide 6.9 23.0 0.3583 0.007 0.996
Glybenklamid 8.9 28.8 0.3607 0.009 0.998

Metoda poskytuje meze detekci fadové v umol/L, pro jeji aplikaci na biologické

vzorky je nutné dalsi sniZeni mezi detekci, coZ je pfedmétem dalSiho méteni.
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11. Diskuse a zavér

Pfi volbé metody pro separaci perordlnich antidiabetik jsem si zvolil micelarni
elektrokinetikou chromatografii. Tato metoda za vyuziti neiontovych tenzidii (Genapolu
X-080 a redukovaného Tritonu X-114) umoziuje velice rychle a levné rozseparovat
a detekovat peroralni antidiabetika. Primérné doba uspésné separace nepiesahla pét minut.

Zminované neiontové tenzidy jsem si zvolil, protoze maji nizkou absorpcni hodnotu
v UV oblasti. V této oblasti miizeme najit 1 absorpéni maxima pro velky pocet peroralnich
antidiabetik, do kterych patfily i mich Sest separovanych. Dalsi vyhodou téchto tenzidu je,
ze minimaln¢ zvySuji vodivost elektrolytu a tim 1 malo podporuji zahtivani v dasledku
Jouleova tepla.

Zvolena metoda ma mez detekce fadové v pmol/L, pro jeji uspéSnou aplikaci
na biologické vzorky je nutné snizit tuto mez, ¢ehoz mizeme docilit pomoci prostfednictvim
vhodné zvolené prekoncentraci metody, na kterou se zaméfi moje dalSi studium téchto

sloucenin.
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13. Seznam pouzitych zkratek

DM 1

DM 2

PAD

UV-VIS
DAD UV-VIS

CAD
ELSD
DD
PM

SA
SPE-CE
MR-TSA
MR-RE
PVC-CA
CPE
MSCPE

PAGE
IEF
HPLC
EOF
CZE
MEKC
CGE
CIEF
CITP
RSD

diabetes mellitus 1. typu

diabetes mellitus 2. typu

peroralni antidiabetik

detektor pro ultrafialovo-viditelnou spektroskopii
detektor s diodovym polem pro ultrafialovo-viditelnou
spektroskopii

detektor pro detekci nabytych ¢astic aerosolil
detektor rozptylu svétla

Dragendorfovo c¢inidlo

roztok methanolu s tetrakis(trimolybdato)fosforecnou
kyselinou

methanol s kyselinou sirovou

solid-phase extraction-capillary electrophoresis
metformin-tungstosilicate

metformin-reinektat

PVC-karboxylat

heterogenni uhlikové elektroda

Sphadexem modifikovana heterogenni uhlikova
elektroda

polyakrylamidova gelova elektroforéza
izoelektricka fokusace

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
elektroosmoticky tok

kapilarni zonova elektroforéza

micelarni elektrokinetickd chromatografie
kapilarni gelova elektroforéza

kapilarni izoelektricka fokusace

kapilarni izotachoforéza

relativni smérodatnd odchylka
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1.1

3.1
32
3.3
34
3.5

5.1
52
53
54

6.1
6.2
6.3
6.4
6.5
6.6
6.7

7.1
7.2
7.3
7.4
7.5
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