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ABSTRAKT

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

Kandidat: Bc. Andrea Martincovd

Skolitel: doc. RNDr. Marie Pospisilova, CSc.

Nazev diplomové prace: Analyza citrusovych flavonoid(l ve farmaceutickych pfipravcich
a potravnich doplicich metodou kapilarni zonové elektroforézy.

V této praci byla vyvinuta metoda kapilarni zénové elektroforézy s UV detekci pro
stanoveni a separaci kyseliny askorbové a ¢tyrech flavonoidl hesperidinu, diosminu,
rutinu a troxerutinu. Analyza byla provadéna v kiemenné kapilafe (vnitfni pramér
50 um, celkova délka 31,2 cm a efektivni délce 21 cm) s UV detekci pi 280 nm. Vzorky
byly davkovany hydrodynamickym tlakem 50 mbar po dobu 6 s. Optimalni sloZeni
pracovniho elektrolytu bylo 40 mM boratovy pufr s25% (v/v) MeOH, pH* 9,5.
Separace probihala pfi vlozeném napéti 25 kV a teploté 25 °C. Jako vnitfni standard
byla zvolena kyselina skoficova. Kalibracni zavislost byla linearni vrozmezi od
0,05 mg/ml do 0,50 mg/ml pro hesperidin (r = 0,9996), diosmin (r = 0,9998), rutin
(r=0,9995), troxerutin (r = 0,9997) aod 0,10 mg/ml do 1,00 mg/ml pro kyselinu
askorbovou (r = 0,9994). Tato validovana metoda byla UspéSné pouZita pro analyzy
farmaceutickych pripravkd a potravnich doplnk( HemoStop ProBio (sg = 1,01 — 3,12%),
tobolky; Ascorutin, tablety (sg = 0,57 — 2,36%); Cilkanol, tobolky (sg = 2,74%); Detralex,
tablety (sg = 0,81 - 2,80%) a Hemodin Prebio Forte, tablety (sg = 1,13 — 4,44%). Analyza
u polykomponentnich pripravkd trvala okolo 11 min, u monokomponentnich

nepresahla 3 min.

Klicova slova: kapilarni zénova elektroforéza, flavonoidy, hesperidin, diosmin, rutin,

troxerutin, kyselina askorbova.



ABSTRACT

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

Candidate: Bc. Andrea Martincova

Supervisor: doc. RNDr. Marie PospiSilova, CSc.

Title of Diploma Thesis: Analysis of citrus flavonoids in pharmaceuticals and food
supplements by capillary zone electrophoresis.

A method based on capillary zone electrophoresis (CZE) with UV detection for the
separation and determination of ascorbic acid and four flavonoids hesperidin, diosmin,
rutin and troxerutin was developed. The analysis was carried out in a fused-silica
capillary (50 um i. d., total length 31,2 cm, and length to the detector 21 cm) with UV
detection at 280 nm. The samples were injected hydrodynamically at 50 mbar for 6 s.
Optimal background electrolyte was 40 mM borate buffer with 25% (v/v) of methanol,
pH* 9,5. The separation voltage was 25 kV and temperature 25 °C. Cinnamic acid was
chosen as the internal standard. The calibration dependences were linear in the range
from 0,05 mg/ml to 0,50 mg/ml for hesperidin (r = 0,9996), diosmin (r = 0,9998), rutin
(r=0,9995), troxerutin (r = 0,9997) and from 0,10 mg/ml to 1,00 mg/ml for ascorbic
acid (r = 0,9994). This validated method has been successfully applied for the analysis
of commercially available pharmaceuticals and food supplements HemoStop ProBio
capsules (sg = 1,01 — 3,12%); Ascorutin capsules (sg = 0,57 - 2,36%), Cilkanol capsules
(sr = 2,74%), Detralex capsules (sg = 0,81 - 2,80%) and Hemodin Prebio Forte capsules
(s = 1,13 - 4,44%). The single analysis took about 11 min (polycomponent

preparations) or below 3 min (monocomponent formulations).

Keywords: capillary zone electrophoresis (CZE), flavonoids, hesperidin, diosmin, rutin,

troxerutin, ascorbic acid.
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1 Seznam zkratek

AA
As
BGE
CE
CZE

DAD
DI
DMSO
ED
EOT
ESI
EtOH

LDL

LIF

LOD
LOQ
MEKC
MeOH
MLCEC
MS

MS - MS

kyselina askorbova

faktor asymetrie piku

zakladni elektrolyt (background elektrolyte)
kapilarni elektroforéza

kapilarni zénova elektroforéza

Cesky lékopis

diode array detektor

diosmin

dimethylsulfoxid

elektrochemicka detekce
elektroosmoticky tok

elektrosprej

ethanol

hesperidin

vyskovy ekvivalent teoretického patra
vysokoucinna kapilarni elektroforéza
vysokoucinna kapalinova chromatografie
vnitini pramér

vnitini standard (kyselina skoficova)
smérnice primky

low density lipoprotein

laserem indukovana fluorescence

limit detekce

limit kvantifikace

miceldrni elektrokineticka chromatografie
methanol

monoliticka kapilarni elektrochromatografie
hmotnostni spektrometrie

tandemova hmotnostni spektrometrie



RP
Rs
RU

SDS
Sn

SR
SR
SUKL
TB
TLC
TR
UPLC
UPS
uv
v/v
ZR
ZRS

pocet teoretickych pater
korelacni koeficient

recovery (navratnost)

reverzni faze

rozliseni

rutin

smérodatna odchylka
dodecylsulfat sodny
rezidualni odchylka

relativni smérodatna odchylka
slepy roztok

statni Ustav pro kontrolu léciv
tetraboritan sodny
tenkovrstevna chromatografie
troxerutin

ultra performance liquid chromatography
Americky lékopis (USA)
ultrafialové spektrum
objemova procenta

zasobni roztok

smésny zasobni roztok
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2 Uvod

Elektroforetické metody patfi spolu s chromatografickymi metodami
k nejvyznamnéjsi skupiné analytickych metod. Jejich nejvétsi prednosti je univerzalnost
pouziti a moznost stanoveni mnoha latek, ¢asto velmi podobnych vlastnosti, béhem
jedné analyzy. Ve srovnani s chromatografii vynika diky mensSimu priméru kapilary
i mensi spotfebou vzorku a ostatnich roztok( a je tedy Setrnéjsi k Zivotnimu prostredi.

V posledni dobé se kapilarni elektroforetické techniky souhrnné oznacuji HPCE
(high performance capillary electrophoresis). Dosahuji velké ucinnosti separace
(az milionl teoretickych pater) a citlivosti az 10 mol analytu ve velmi malém objemu
vzorku (nano az pikolitry). Tim se kapilarni elektroforéza fadi mezi nejperspektivnéjsi
analytické separacni metody. [1]

Zavedeni kapilarni elektroforézy také umoznilo snadnou automatizaci a tim i jeji
rozsifeni do rlznych oblasti laboratorni praxe. PouZiva se napfiklad pro analyzu léciv,
farmakokinetické studie, forenzni aplikace i molekularni diagnostiku. [2]

Tato prace Castecné vychazela ze zkusenosti kolegl, kteri se zabyvali analyzou
podobnych analytu. [3, 4, 5] Cilem byla separace a stanoveni uc¢innych latek v |éCivém
pripravku, resp. potravnim doplnku. Pro dosaZeni kratSich separacnich casd byla
zvolena kratka kapilara (efektivni délka 21 cm).

V experimentalni C¢asti prace je feSena soucasnda separace hesperidinu,
diosminu, rutinu, troxerutinu a kyseliny askorbové. Aby bylo dosazeno optimalni
separace, byly testovany vybrané experimentalni parametry véetné vybéru vhodného
vnitfniho standardu. Postup optimalizace a nalezené optimalni podminky jsou uvedeny
v experimentalni ¢asti. V zavérecné Casti jsem podrobila elektroforetické analyze lécivé
pfipravky, resp. potravni doplriky s obsahem studovanych ucinnych latek.

V teoretické ¢asti jsou pro srovnani uvedeny dalsi instrumentalni metody, které

byly pouzity pro analyzu danych analyt( v rlznych matricich.
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3 Cil a popis zadani prace

Cilem této prace bylo vyvinout novou metodu kapilarni zonové elektroforézy
(CZE) pro separaci a stanoveni hesperidinu, diosminu, rutinu, troxerutinu a kyseliny
askorbové a validovanou metodu aplikovat na analyzu Iécivych pripravkd a potravnich

doplrik(l HemoStop ProBio, Detralex, Cilkanol, Ascorutin a Hemodin Prebio Forte.
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4 Teoreticka cast

4.1 Elektromigrac¢ni metody

Elektromigracni metody jsou techniky, které vyuZivaji pohyb ionizovanych ¢astic

ve stejnosmérném elektrickém poli. [6]

Vyuzivaji dvou elektrokinetickych déji - elektroforézy a elektroosmdzy. V misté
styku roztoku s nabitymi c¢asticemi s pevnym podkladem, ktery také mulze nést
elektricky ndboj (stény kapilary, povrchy pfitomnych ¢&astic), se tvofi elektrické
dvojvrstvy. Casem vznikne rovnovainé rozlozeni naboji. Na tento systém se pfipoji
stejnosmérné elektrické pole, které porusi rovnovahu v rozloZeni ndbojli a vyvola jejich

pohyb. Pfi kapilarni elektroforéze se uplatnuji dva déje:

= elektroforeticky - po vloZeném napéti se nabité ¢astice pohybuji smérem

k opacné nabité elektrodé

= elektroosmoticky — po vloZzeném napéti se v kfemenné nebo sklenéné kapilare

pohybuje kapalina v kapilafe smérem k zaporné elektrodé. [7]

4.1.1 Princip elektroforézy

Hybnou silou pro ¢astice je intenzita elektrického pole E, vyjadrena gradientem
napéti v jednotkach V. m™. Silu pGsobici pohyb &astic vyjadiuje soutin intenzity pole

a velikosti naboje castice.

Proti pohybu ¢astic pUsobi brzdiva sila tfeni. Treci sila pohybu kulovité ¢astice je
pfimo Umérna jejimu poloméru a viskozité kapaliny (Stokeslv zakon). V praxi ma jen

charakter korelace.

Hybna i brzdiva sila plsobi na jednotlivé druhy iontl rozdilné, podle jejich
naboje a velikosti. Skute¢na migracni rychlost je vysledek interakce téchto vlivl. Pro

separaci musi byt u slozek smési rozdilna.
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Elektroforeticka pohyblivost (mobilita)

Rychlost elektroforetického pohybu v (m . s™) je zavisla mj. na intenzité
pouzitého elektrického pole. Pro srovnani hodnot mérenych v riznych podminkach se
zavadi pojem elektroforeticka pohyblivost u. Je to rychlost pfi jednotkové intenzité

pole:
7] :% (m?.V.s™?), kde v je rychlost pohybu iontu.

Je nutné uvadét teplotu; zména o 1 stupen méni pohyblivost o 2 %. Konstantou
kazdého iontu je jeho absolutni pohyblivost. Je to idealizovana hodnota platna jen pro

nekonecné redéné roztoky a je pfimo umérna limitni vodivosti iontd.

V redlnych podminkach jsou efektivni pohyblivosti vétSinou nizsi nez absolutni.

Je to zplsobeno interakcemi iontl v konecné ziedénych roztocich i dalSimi okolnostmi.

Efektivni pohyblivost mUZeme cilené ovlivnit volbou vnéjsich podminek -
slozenim elektrolytd migracniho prostfedi. Efektivni pohyblivost iontl silnych
elektrolytll je pomérné stald. lonty slabych elektrolytll mohou svoji efektivni
pohyblivost vyrazné ménit béhem reakci, ménicich jejich ndboj. Rozhodujicim Cinitelem

je zde pH prostredi. [8]
Jak jiz bylo uvedeno, mizeme rychlost pohybu iontu vyjadfit vztahem
Vv = LE, kde: v je rychlost pohybu iontu
u elektroforeticka pohyblivost a

E intenzita elektrického pole.

Elektroforeticka pohyblivost je vysledek rovnovahy mezi silou pUsobici na ionty

v elektrickém poli a silou vnitfniho tfeni prostredi.
Tedy: p =sila elektrického pole F¢ / sila vnitiniho treni Fr
FE= CIE

14



Fr=-6ntnrv kde: g je naboj iontu
n je viskozita roztoku
r polomeér iontu
v rychlost pohybu iontu

Ze vztahu vyplyva, Ze sila vnitfniho tfeni se méni s viskozitou prostredi. Proto se

zménou teploty dojde ke zméné této sily a tudiz ke zméné rychlosti pohybu ¢astice.

V prabéhu elektroforézy dojde k ustaveni rovnovahy mezi silou elektrického
pole a silou vnitfniho tfeni. V rovnovaze maji obé sily stejnou hodnotu, ale opa¢ného

sméru.

Malé castice s velkym nabojem maji velkou pohyblivost, zatimco velké ¢astice
s malym nabojem maji mobilitu malou. Efektivni mobilita, tj. pohyblivost, kterou
skute¢nd pfi elektroforéze naméfime, je zavislda na pH a pouZitém pufru. Uspéch
separace latek ze smési lze predpokladat jen tehdy, maji-li separované latky

dostatecné odlisné efektivni elektroforetické pohyblivosti. [6]

V kapilarni elektroforéze je hybnou silou elektroosmoticky tok. Vznika
pusobenim stejnosmérného elektrického pole na difuzni ¢ast elektrické dvojvrstvy na
rozhrani pevné a kapalné faze a je disledkem disociace ionogennich skupin na kapilare
nebo jako selektivni adsorpce jednoho iontu na povrch kapilary. Unasi vSechny ionty
stejnou rychlosti a ma témér pravouhly profil. Plati: veo = mee .E, kde meo je

elektroosmotickd mobilita. [1]

4.1.2 Usporadani elektroforetické aparatury

Elektroforetickd separace probiha v médiu mezi dvéma elektrodami. Na jednom

konci média je pozitivné nabita anoda a na opacném konci je negativné nabita katoda.

- =
= o— -
Anode o o P — Cathode

b

 Support medium

Obrazek 1 Elektroforeticka aparatura [9]
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Podle usporadani elektroforetického systému lze elektroforézu rozdélit na:

e volnou elektroforézu (v roztoku) [10]
e elektroforézu na nosicich (gel, papir)

e kapilarni elektroforézu [7]

Podle principu separace muzZzeme elektroforézu v kapilarnim usporadani délit také na

nékolik skupin:

e kapilarni zénova elektroforéza

¢ miceldrni elektrokineticka chromatografie
e kapilarni gelova elektroforéza

e kapilarniisoelektricka fokusace

* kapilarni elektrochromatografie [7]

4.2 Kapilarni zonova elektroforéza

Zonova elektroforéza je zakladni technikou, pfi které dochazi k separaci na
zdkladé rozdilné pohyblivosti iontd v zakladnim elektrolytu (background
electrolyte - BGE). Separace probihd pfi vioZzeném napéti v kapilare, jejiz oba konce

jsou ponoreny v BGE. [1]

_____ wwhodnoceni
- L
! signaluy

-::Ié'-.-kl:u:-.-'énl’ wvZorku
(Facatek prace)

vZorek
elekrald (pufr)

emlLe) ama

elektrald (pufr)

zolrgj mapet
30 kM

Obrazek 2 Schéma CE [7]
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4.2.1 Instrumentace

Pro separaci se nejcastéji pouzivaji kfemenné kapilary o vnitfrnim priméru
20-100 pum. Samotné kapildry jsou velmi kiehké, proto byvaji z vnéjSku pokryté
vrstvou polyimidu. Délka kapildr se pohybuje od 10 do 100 cm. Ovliviiuje predevsim

separacni uc¢innost a rychlost separace. Vkladana napéti byvaji do 30 kV. [11]

4.2.2 Davkovani vzorku

Vzorek se davkuje do konce kapilary vzdalenéjsiho od detektoru. Zéna vzorku
tvori obvykle 1-2 % z celkové délky kapilary. Pouzivaji se rizné metody davkovani

vzorku:

¢ hydrodynamickym tlakem — konec kapilary je ponofen do nadobky se vzorkem,
na kterou je aplikovdn zvyseny tlak, tento zplsob je nejbézné;si

* rozdilem hladin — davkovani je zaloZzeno na tzv. sifonovém efektu

e elektrokinetické davkovani — konec kapilary je ponofen do nadobky se vzorkem
a na tento systém je pfivedeno napéti; nevyhodou je nepomér mezi plvodnim

sloZzenim vzorku a sloZzenim nadavkovaného vzorku [7]

4.2.3 Detekce

Béziné se pouzivaji UV a fluorescenéni detektory, nejcastéji DAD detektory,
vyuzivajici diodového pole. Pro zvyseni citlivosti se pouzivaji LIF detektory, zaloZzené na
laserem indukované fluorescenci, MS detektory, nékdy také ampérometrické

a radiochemické detektory. [12, 13]
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4.3 Antioxidacni latky

Antioxidanty jsou latky, které omezuji proces oxidace v organismu. Jejich
molekuly omezuji aktivitu kyslikovych radikdld dvojim zplsobem, bud snizuji
pravdépodobnost jejich vzniku, nebo je prevadéji do stavu, ktery vykazuje nizsi
reaktivitu. Jejich uzivani ma pozitivni vliv na zdravi organismu, protoZe sniZuje
pravdépodobnost srdecné-cévnich chorob nékterych typl rakoviny. Mezi latky
s antioxida¢nim Gcinkem patfi B-karoteny (provitamin A), vitamin C, vitamin E

a flavonoidy. [14]

4.3.1 Flavonoidy

Jsou skupinou latek, které lze zaradit mezi rostlinné sekundarni metabolity, jsou
vyznamné predevsim pro svoje antioxidacni schopnosti. [15] Podle struktury je fadime
mezi polyfenoly. Jejich vyskyt v potravé je spojovan se snizenym rizikem vzniku
kardiovaskularnich chorob. Nejbéznéjsimi polyfenoly jsou flavonoidy, fenolové kyseliny
a lignany. [16]

Polyfenoly chrani pred vznikem aterosklerdzy tim, Ze brani oxidacnim
modifikacim LDL lipoprotein(i. Dale mohou pUsobit proti vzniku krevnich sraZzenin
a omezuji tak riziko vzniku infarktu myokardu a mozkové mrtvice. [17]

Na celkovém pfijmu polyfenoll z potravy se flavonoidy podili asi ze dvou ttetin.
[16] Celkem do skupiny flavonoid( patfi asi 60 latek. Vétsina flavonoidi ma kladny vliv
na pevnost cévni stény. Strukturni kostru mnoha znich tvofi kvercetin
(v€etné hesperidinu a rutinu). Nachazeji se napriklad v citrusech, cerveném ving,
olivach, borlivkach a dalsim drobném ovoci, jako jsou naptiklad maliny, ostruziny nebo
aronie. [15] Pro prlimyslovou vyrobu potravnich doplrik{ jsou ¢asto ziskavany ze slupek

citrusového ovoce. [18]
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4.3.2 Hesperidin

Sumarni vzorec: CysH34015

molarni hmotnost: 610,56 g.mol™

registracni Cislo CAS: 520-26-3 [19]

vzhled: svétle Zluty prasek

pPKa1, PKa2, pPKas-pKag: 9,56; 10,17; >12,36. [20]

OH

OH
0 OCH,

Obrazek 3 Vzorec hesperidinu [19]

Hesperidin je flavonoid Zluté barvy, ve vodé je malo rozpustny. Byva také oznacovan
jako cirantin. Byl izolovan z citrusovych plodu, citron (Citrus limon) a pomerancu

(Citrus sinensis). [21]

Metody stanoveni hesperidinu
Hesperidin byl stanovovan nejéastéji metodou HPLC, ve dvou pfipadech se jeho obsah
stanovoval ve slupce citrusovych ploda:

* RP - HPLC/MS — na reverznich fazich C-18 (RP C-18), kolona LiChro CART
(Merck-Darmstadt), (250 x 4 mm, 5 um), gradientova eluce: voda — kyselina
mravenci (99,5 : 0,5, v/v) (eluent A) a acetonitril (eluent B). Analyzator ESI. [23]

e HPLC/MS — Agillent 1200 Series LC/MSD-Q_(Santa Clara, CA, USA), stacionarni
faze Hypersil BDS (C8, 5 um) (Alltech, Nicholasville, KY, USA), kolona
250 x 4,6 mm, 25 °C, mobilni faze voda s 0,1% kyseliny mravenci (eluent A) a
acetonitril (eluent B), izokraticka eluce se 75% A a 25% B, pratok 0,75 ml/min.

DAD detektor 290 a 360 nm. Analyzator ESI. [18]
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V jedné studii byly hladiny hesperidinu stanovovany v moci:
e UPLC/UV - UHPLC systém (Merck Hitachi, Germany), kolona Hypersil Gold
(50 x 2,1 mm, 1,9 um), gradientova eluce, mobilni faze voda s 0,05% kyseliny

trifluoroctové a acetonitrilu. UV detekce pfi 254 a 280 nm. [22]

4.3.3 Diosmin

Sumarni vzorec: CygH3,015
molarni hmotnost: 608,55 g.mol™
registracni Cislo CAS: 520-27-4 [24]

vzhled: Zluto-hnédy prasek

PKa1, PKaz2, PKaz-pKas: 9,39; 10,07; >12,36. [20]

Obrazek 4 Vzorec diosminu [24]

Diosmin je velmi Spatné rozpustny analyt Zlutohnédé barvy. Byl izolovan z routovitych
rostlin (Zanthoxylum avicennae) a kvétd novozélandského stromu jerlinu kowhai
(Sophora microphylla). V hojné mife se nachazi také v citronové klre (Citrus limon).

Pramysloveé se vyrabi z hesperidinu. [21]

Metody stanoveni diosminu
Diosmin byl také nejcastéji stanovovan metodou HPLC, ¢asto na reverznich fazich.
Stanoveni diosminu ve slupce citrusovych plod:
e HPLC/MS - Agillent 1200 Series LC/MSD-Q (Santa Clara, CA, USA), stacionarni
faze Hypersil BDS, C8, 5 um (Alltech, Nicholasville, KY, USA), kolona

250 x 4,6 mm, 25 °C, mobilni faze voda s 0,1% kyseliny mravenci (eluent A)
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a acetonitril (eluent B), izokraticka eluce se 75% A a 25% B, pratok 0,75 ml/min.
DAD detektor 290 a 360 nm. Analyzator ESI. [18]
Stanoveni diosminu v divizné velkokvété a sapovité:

e RP-HPLC/UV —kolona Cyz Lichrosphere 100 (5 um, 250 mm x 4,6 mm, i. d.),
gradientova eluce s acetonitrilem, mobilni faze vodna s 0,5% (w/v) kyseliny
orthofosforec¢né obsahujici 1% (v/v) tetrahydrofuranu. [25]

Stanoveni diosminu v listech rostliny Buchu (Agathosma berlina) a tabletach:

e RP — HPLC/UV - kolona LiChrosorb RP-18, izokratickd eluce, mobilni faze

methanol-voda (60: 40, v/v). UV detekce pfi 345 nm. [26]

4.3.4 Rutin

Sumarni vzorec: C;7H30016
molarni hmotnost: 610,52 g.mol™
registracni Cislo CAS: 153-18-4 [27]
vzhled: svétle Zluty prasek

PKa1, PKaz, PKas: 7,1; 9,15; 11,65. [28]

Obrazek 5 Vzorec rutinu [27]

Rutin je malo rozpustny ve vodé, ale pomérné dobre rozpustny v MeOH. Je obsazZen
v pohance seté (Fagopyrum esculentum), jinanu dvoulaloéném (Ginko biloba),

v febficku (Achillea) a mnoha dalSich rostlinach. [21]
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Metody stanoveni rutinu
Rutin byl nejcastéji stanovovan metodou kapalinové chromatografie nebo kapilarni
elektroforézy.
Metodou CE v brazilskych vinech:
e CE/UV — Kapilarni elektroforeticky systém HP?°CE (Agilent Technologies, Palo
Alto, CA, USA), kiemenna kapildra — celkovd délka 48,5 cm, efektivni délka
40,0 cm, i. d. 75 um, pufr 17 mM tetraboritan sodny s 20% MeOH, 25 kV, 25°C,
davkovani hydrodynamickym tlakem 50 mbar po 3 s, (pH neuvedeno). Detekce
UV (DAD), 280 nm. [29]
Ve dvou studiich byly hladiny rutinu stanovovany metodou kapalinové chromatografie.
V jedné praci byly hladiny rutinu stanovovany v moci:
e UPLC/UV - UHPLC systém (Merck Hitachi, Germany), kolona Hypersil Gold
(50 x 2,1 mm, 1,9 um), gradientova eluce, mobilni faze voda s 0,05% kyseliny
trifluoroctové a acetonitrilu. UV detekce pfi 254 a 280 nm. [22]
V dalsi praci byl rutin stanovovan ve slupce citrusovych plodu:
e RP - HPLC/MS — na reverznich fazich C-18 (RP C-18), kolona LiChro CART
(Merck-Darmstadt), (250 x 4 mm, 5 um), gradientova eluce: voda — kyselina

mravenci (99,5: 0,5, v/v) (eluent A) a acetonitril (eluent B). Analyzator ESI. [23]

4.3.5 Troxerutin

Sumarni vzorec: C33H43019

molarni hmotnost: 742,68 g.mol™
registracni Cislo CAS: 56764-99-9 [30]
vzhled: Zluty prasek

pKanenalezeno
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Obrazek 6 Vzorec troxerutinu [30]
Troxerutin je derivadt rutinu. Byl izolovan ze stromu jerlinu japonského (Sophora
Japonica). Komercéné vyrabény troxerutin je smés hydroxyethylovanych rutin(, kde je

alespon 80% 7,3",4 -tris[O-(2-hydroxyethyl)] rutinu. [31]

Metody stanoveni troxerutinu

Troxerutinu se stanovuje rlznymi chromatografickymi metodami. V prvnich dvou
studiich byla pouZita metoda HPLC na reverznich fazich a hladina troxerutinu byla
stanovovana v biologickém vzorku. V prvnim pfipadé to byla lidska plazma:

e RP - HPLC/MS-MS - Agilent Model 1100 series (Agilent, Palo Alto, CA, USA),
kolony (Zorbax SB, 150 mm 9 x 4,6 mm, 5 um, Agilent, USA), gradientova eluce
10 mM octanem amonnym obsahujicim 0,1% kyseliny mravenci (eluent A)
a methanolem (eluent B). Detekce MS-MS (ESI). [32]

Druha prace stanovovala koncentraci troxerutinu v krysi moci a plazmé dribeze:

e RP - HPLC/UV - HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japan) instrument, kolona VP-ODS
(150 mm x 4,6 mm i. d.,, 5 um), izokraticka eluce, mobilni faze smés vody,
methanolu a kyseliny octové (57 : 43 : 1) o pH 3,0; 35 °C. UV detekce pfi
254 nm. [33]

Dalsi studie stanovovala obsah troxerutinu v tabletach:
e MLCEC/UV — HP?*" CE instrument (Agilent, Waldbronne, Germany), monoliticka
kolona poly-butyl methakrylat (PBMA), celkova délka 31,5 cm, efektivni délka
22,0 cm, vnitini prmér 75 um, mobilni faze smés 35 mM tetraboritou sodného

a acetonitrilu (50/50), pH 9,0; 16 kV, 35 °C. UV detekce (DAD) pfi 254 nm. [34]
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V ndsledujici praci byl zkouman vliv rGznych cyklodextrind (a, B, y) na migraci
troxerutinu v TLC:
e RP-TLC/UV — stacionarni faze tenka vrstva polyamidu, mobilni faze NH4Cl pufr

s rliznymi koncentracemi cyklodextrint, pH 9,7; 20 °C. UV detekce 254 nm. [35]

4.3.6 Kyselina askorbova

Sumadrni vzorec: CgHgOg

molarni hmotnost: 176,12 g.mol™

registracni Cislo CAS: 50-81-7

vzhled: bila nebo svétle Zlutd krystalickd latka [36]

pKA]_, pKAzl 4,04, 11,6 [36, 37]

HO
HO
O__o
Hie
HO OH

Obrazek 7 Vzorec kyseliny askorbové [36]

Kyselina askorbova nebo také vitamin C je dobie rozpustna ve vodé.
V organismu se podili na hydroxyla¢nich reakcich. Jeji pfitomnost je nezbytna pro vznik
hydroxyprolinu a hyrdoxylyzinu v kolagenu pro syntézu noradrenalinu z dopaminu.

Neméné vyznamny je jeji antioxidaCni uclinek. Je obsaziena hlavné v ovoci
a zeleningé, kde se vyskytuje spolu s flavonoidy. V organismu plsobi spolu s vitaminem

E na ochranu biomembran a lipoprotein( LDL pred oxidaci. [38]

Metody stanoveni kyseliny askorbové
Kyselina askorbova byla velmi ¢asto stanovovana metodou kapilarni elektroforézy
v rlznych obménach. Detekce byla UV nebo elektrochemicka. Analyzovany byly dZusy i

biologické vzorky. V prvnich dvou studiich byly analyzovany télni tekutiny.
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Analyza obsahu v slzach:

e  MEKC/UV - HP3PCE (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany), kiemenna
kapilara (50 um i. d., efektivni délka 56 cm), 25 mM boratovy pufr, obsahujici
100 mM SDS, pH 10,0; 25 °C, 20 kV. UV detekce (DAD) pfi 266 nm. [39]

Analyza v lidské moci:

e CZE/UV - CE system (Agilent Technologies, Germany), kiemenna kapilara
(celkova délka 64,5 cm, efektivni délka 56,0 cm, 50 um i. d.), 50 mM boratovy
pufr se 3 mM B-cyklodextrinem, pH 8,35; -30 kV, 25 °C. UV detekce pfi 240 nm.
[40]

V poslednim pfipadé to byla analyza grapefruitového dzusu. Kyselina askorbova byla
stanovovana spoleéné s rutinem:

e CZE/ED - laboratofi sestaveny elektroforeticky systém, kifemenna kapilara
(Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, USA) o délce 75 cm, 25 um i. d., 60 mM
boratovy pufr o pH 9,0; 30 kV. Ampérometricka detekce (platinova a srovnavaci

kalomelova elektroda). [41]
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5 Experimentalni cast

5.1 Seznam chemikalii

Biologicky aktivni latky, |éCivé pripravky a potravni doplriky:

Diosmin 95%, Sigma, (Mr = 608,56)

Hesperidin 90%, Fluka, (Mr = 610,57)

Kyselina askorbova = 99,0%, Sigma, (Mr = 176,12)
Rutin hydrate 95%, Sigma Aldrich, (Mr =610,52)
Trihydroxyethylrutin = 80%, Sigma, (Mr = 742,68)

Ascorutin, vyrobce: Zentiva, a. s., sloZeni: 20 mg rutosidum trihydricum, 100 mg

acidum ascorbicum v jedné tableté.
Cilkanol, vyrobce: Zentiva, k. s., sloZeni: 300 mg troxerutinum v jedné tobolce.

Detralex, vyrobce: Les Laboratoires Servier, Francie, sloZzeni: 500 mg purifikované
mikronisované frakce flavonoidd — 450 mg diosminu, 50 mg hesperidinu v jedné

tableté.

Hemodin Prebio Forte, vyrobce Valosun a. s., sloZeni: 225 mg diosmin, 75 mg

hesperidin, 40 mg rutin, 360 mg inulin, 20 mg vitamin C v jedné tableté.

HemoStop ProBio, Da Vinci Academia, vyrobce: Simply you, s. r. o., sloZzeni: 405 mg
diosmin, 45 mg hesperidin, 20 mg rutin, 100 mg inulin, 107 mg vitamin C, 3,4 mg
vitamin E (a-TE), 1,5.10® Lactobacillus acidophilus, 4,5.108 Bifidobacterium bifidum,

4,5.10® Bifidobacteriu longum v jedné tobolce.
Navazky standardu byly korigovany na Cistotu analyta.

Vnitfni standardy:

Kyselina benzoova p. a., Fluka, (Mr = 122,12)

Kyselina skoticova = 99%, Sigma - Aldrich, (Mr = 148,16)
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Kyselina sorbova > 99%, Sigma - Aldrich, (Mr=112,13)

Methylparaben, ¢istota CL 2009; RNDr. Jan Kulich, Hradec Kralové, (Mr = 152,15)

Propylparaben, ¢istota CL 2009; RNDr. Jan Kulich, Hradec Kralové, (Mr = 180,20)

Slozky zakladniho elektrolytu:

Kyselina borita pro elektroforézu, p. a., Sigma, (Mr = 61,83)
Tetraboritan sodny, dekahydrat, A. C. S. reagent, 99%, (Mr = 176,12)
Hydroxid sodny p. a., Ing. Petr Svec, Penta a. s., Praha, (Mr = 58,44)
Sodium dodecyl sulfate, for electrophoresis > 98,5% (GC), Sigma (Mr = 288,38)
Cyklodextriny:

a — Cyklodextrin hydrat, p. a., Sigma, (Mr = 972,86)

B — Cyklodextrin hydrat, p. a., Sigma, (Mr = 1137,01)

Rozpoustédla

Acetonitril p. a., Sigma — Aldrich, (Mr = 41,25)

Dimethylsulfoxid p. a., Sigma — Aldrich, (Mr = 78,13)

Ethanol p. a., Sigma — Aldrich, (Mr = 46,07)

Izopropylalkohol p. a., Ing. Petr Svec, Penta a. s., (Mr = 60,10)
Methanol p. a., Sigma — Aldrich, (Mr = 32,04)

n — Butylalkohol p. a., Lachema a. s., (Mr =74,12)
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5.2 Priprava roztoki

Na pfipravu vSech roztokd byla pouzita ultracistd voda ptipravend zafizenim

Milli-Q-Systém (Millipore, Bedford, MA, USA).

5.2.1 Priprava pracovnich elektrolyti

Podle pozadované koncentrace jsem si navazila odpovidajici mnoZstvi
tetraboritou sodného a rozpustila ho ve vodé na ultrazvukové lazni. Pfidala jsem
odpovidajici mnoZstvi MeOH a upravila pH* na ur¢enou hodnotu pomoci kyseliny
borité, resp. hydroxidu sodného. V odmérné barice jsem roztok doplnila vodou po

rysku.

5.2.2 Roztoky standardi pro optimalizaci metody

Pro optimalizaci metody byl pouZivan roztok analytl o koncentraci 0,25 mg/ml.
Zastoupeni rozpoustédel v roztoku bylo 40% DMSO, 45% MeOH a 15% voda.

Do 25 ml odmérné bariky jsem pomoci nalevky navazila presné asi 6,25 mg
kazdého analytu (hesperidinu, diosminu, rutinu, troxerutinu a kyseliny askorbové).
Navazku analytd jsem rozpustila v 10 ml DMSO na ultrazvukové lazni, pfidala jsem
11,25 ml MeOH, roztok jsem ochladila na laboratorni teplotu a doplnila vodou po

rysku. Roztok byl ptipravovan Cerstvy kazdy 4. den.

5.2.3 Hledani vnitiniho standardu

Navazila jsem si odpovidajici mnozstvi vnitiniho standardu (kyselina sorbova,
kyselina skoficova, methylparaben, propylparaben, kys. benzoova) a rozpustila ho
vdaném objemu roztoku standardl. Koncentrace analytd i vnitfniho standardu

v roztocich byla 0,25 mg/ml.

5.2.4 Zasobniroztoky

Pro dosazeni SirSiho koncentracniho rozmezi pfi kalibraci byl zasobni roztok
kazdého analytu pripravovan separatné.

Do 10 ml odmérné banky jsem pomoci nalevky navazila presné asi 25 mg
analytu (hesperidinu, diosminu, rutinu, troxerutinu), navazku rozpustila na
ultrazvukové 1azni, poté roztok ochladila na laboratorni teplotu a doplnila
rozpoustédlem po rysku. Pro hesperidin a diosmin byl nejvhodnéjsim rozpoustédlem
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DMSO. Rutin a troxerutin byly rozpoustény MeOH. Koncentrace analyt(i v zasobnich
roztocich byla 2,5 mg/ml.

U kyseliny askorbové byl pfipraven zasobni roztok s koncentraci 10 mg/ml. Do
10 ml odmérné banky jsem navazila pomoci nalevky priblizné presné 100 mg kyseliny
askorbové, navazku rozpustila ve vodé na ultrazvukové |azni, ochladila na laboratorni
teplotu a doplnila vodou po rysku.

Déle byl pfipraven zasobni roztok vnitiniho standardu o koncentraci 1 mg/ml ve
slepém roztoku. Do 10 ml odmérné banky jsem pomoci nalevky navazila pfiblizné
presné 10 mg vnitiniho standardu a rozpustila ve 4 ml DMSO, pfidala 4,5 ml MeOH
a doplnila vodou po rysku.

Pro analyzu léCivych pripravkd byl pfipraven roztok vnitfniho standardu
o koncentraci 1 mg/ml v MeOH. Do 10 ml odmérné bariky jsem pomoci nalevky
navazila priblizné presné 10 mg vnitiniho standardu, rozpustila v MeOH a doplnila

MeOH po rysku.

Tabulka 1 SloZeni zasobnich roztoku

Analyt Rozpoustédlo Koncentrace
Hesperidin DMSO 2,5 mg/ml
Diosmin DMSO 2,5 mg/ml
Rutin MeOH 2,5 mg/ml
Troxerutin MeOH 2,5 mg/ml
Kyselina askorbova voda 10 mg/ml

IS 40% DMSO, 45% MeOH, 1 mg/ml

15% voda

5.2.5 Kalibra¢ni roztoky

Roztoky pro kalibracni zavislosti byly pfipravovany ze zdsobnich roztok( analyt(

(ZR). Nejprve byl pfipraven smésny zasobni roztok: do 10 ml odmérné barky byly
pipetovany 2,00 ml ZR jednotlivych analytd (hesperidinu, diosminu, rutinu,
troxerutinu), dale 1 ml ZR kyseliny askorbové, 0,5 ml MeOH a roztok byl doplnén vodou
po rysku (ZRS). Koncentrace analytd v roztoku byly 0,50 mg/ml hesperidinu,
0,50 mg/ml diosminu, 0,50 mg/ml rutinu, 0,50 mg/ml troxerutinu a 1,00 mg/ml
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kyseliny askorbové. Stejnym zplsobem byl pfipraven 6. kalibrac¢ni roztok, pouze
k nému byl pfidan vnitini standard (Tab. 2).

Dale byl pfipraven slepy roztok (40% DMSO, 45% MeOH a 15% H,0).

Kalibracni roztoky €. 1-5 byly ziskdny smichanim smésného zasobniho roztoku
analytd ZRS (0,5 mg/ml, resp. 1 mg/ml u kyseliny askorbové), zasobniho roztoku IS — ZR

(1 mg/ml) a slepého roztoku (SR). Pfiprava roztokl je uvedena v Tab. 2.

Tabulka 2 Pfiprava kalibraénich roztoka

Kalibra¢ni ¢.1 c.2 ¢.3 C. 4 ¢.5 C.6
roztok

Zasobni 0,5 1 1,5 2,5 3,5 a 2,0 ml-ZR

roztok HE, DI,

smésny RU, TR

(ZRS) [ml] +1,0 ml

ZR AA

Roztok IS 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,50

zasobni

(ZR) [ml]

Slepy 4,25 3,75 3,25 2,25 1,25 0,50

roztok

[ml]

Redénim byly ziskdny kalibraéni roztoky v koncentraénim rozmezi
0,05 - 0,50 mg/ml hesperidinu, 0,05 — 0,50 mg/ml diosminu, 0,05 — 0,50 mg/ml rutinu,
0,05 -0,50 mg/ml troxerutinu a 0,10 — 1,00 mg/ml kyseliny askorbové. Koncentrace

vnitfniho standardu ve vsech kalibracnich roztocich byla 0,05 mg/ml.

Tabulka 3 Koncentrace kalibraénich roztoku

Kilétz’:gi“i &1 &2 &3 & 4 &5 &6
¢ HE[mg/ml] 0,05 0,10 0,15 0,25 0,35 0,50
¢ DI [mg/ml] 0,05 0,10 0,15 0,25 0,35 0,50
¢ RU [mg/ml] 0,05 0,10 0,15 0,25 0,35 0,50
¢ TR [mg/ml] 0,05 0,10 0,15 0,25 0,35 0,50
¢ AA [mg/ml] 0,10 0,20 0,30 0,50 0,70 1,00
¢ IS [mg/ml] 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
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5.2.6 Priprava vzorku z tablety

VSechny roztoky vzorkl jsem pred CZE analyzou prefiltrovala pfes membranovy

filtr (0,45 um) pfimo do vialky.

HemoStop ProBio

Z deseti tobolek pfipravku jsem urcila primérnou hmotnost obsahu jedné
tobolky. Primérnad hmotnost byla 0,7432 g. Obsah tobolek jsem zhomogenizovala
ve tfeci misce.

Pro analyzu jsem do 20 ml bariky pomoci nalevky navazila mnozstvi odpovidajici
pfiblizné ctvrtiné obsahu jedné tobolky, tj. pfiblizné presné 0,1858 g. Navazku
pfipravku jsem rozpustila v DMSO, doplnila po rysku a roztok jsem nechala 15 minut
extrahovat na ultrazvukové lazni. Roztok jsem ochladila na laboratorni teplotu,
odebrala jsem 10,00 ml do 25 ml odmérné bariky, pfidala jsem k nému 10 ml MeOH,
1,25 ml roztoku vnitfniho standardu v MeOH o koncentraci 1 mg/ml a roztok jsem
doplnila vodou po rysku. Roztok jsem pouZila ho pro stanoveni hesperidinu, rutinu
a kyseliny askorbové.

Pro zjiSténi obsahu diosminu bylo nutné pouzit vétsi redéni. Z roztoku pripravku
v DMSO jsem odebrala 1,00 ml do 25 ml odmérné bariky, pfidala jsem k nému 9 ml
DMSO, 10 ml MeOH, 1,25 ml roztoku vnitfniho standardu v MeOH o koncentraci

1 mg/ml a roztok jsem doplnila vodou po rysku.

Ascorutin

Z deseti tablet pripravku jsem zjistila prdmérnou hmotnost tablety. Primérna
hmotnost byla 0,2290 g. Tablety jsem rozdrtila na jemny prasek ve tfeci misce.

Pro analyzu jsem pomoci nalevky navazila do 50 ml odmérné barnky mnozstvi,
odpovidajici pfiblizné Ctvrtiné tablety, tj. pfiblizné prfesné 0,0573 g. Navazku jsem
rozpustila ve 20 ml DMSO a pfipravek jsem extrahovala 15 minut na ultrazvukové lazni.
Do bariky jsem pfidala 20 ml MeOH a 2,5 ml roztoku vnitfniho standardu v methanolu
o koncentraci 1 mg/ml. Roztok jsem ochladila na laboratorni teplotu a doplnila

ultradistou vodou po rysku.
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Cilkanol

Z deseti tobolek pripravku jsem urcila primérnou hmotnost obsahu jedné
tobolky. Primérna hmotnost byla 0,3255 g. Obsah tobolek jsem zhomogenizovala
ve treci misce.

Pro analyzu jsem do 20 ml barikky pomoci nalevky navazila mnozstvi odpovidajici
pfiblizné ctvrtiné obsahu jedné tobolky, tj. pfiblizné presné 0,0814 g. Navazku
pfipravku jsem rozpustila v DMSO, doplnila po rysku a roztok jsem nechala 15 minut
extrahovat na ultrazvukové lazni. Roztok jsem ochladila na laboratorni teplotu,
odebrala jsem z néj 1,00 ml do 25 ml odmérné banky, ptidala 9 ml DMSO, 10 m| MeOH
a 1,25 ml vnitfniho standardu v MeOH o koncentraci 1 mg/ml. Roztok jsem doplnila

redestilovanou vodou po rysku.

Detralex

Z deseti tablet pripravku jsem zjistila prGdmérnou hmotnost tablety. Priimérna
hmotnost byla 0,6763 g. Tablety jsem rozdrtila na jemny prasek ve tfeci misce.

Pro analyzu jsem pomoci nalevky navazila do 50 ml odmérné barikky mnozstvi
odpovidajici priblizné poloviné tablety, tj. pfiblizné presné 0,3382 g. Navazku pfipravku
jsem rozpustila v DMSO, doplnila po rysku a roztok jsem nechala 15 minut extrahovat
na ultrazvukové lazni. Roztok jsem ochladila na laboratorni teplotu, odebrala jsem z néj
10 ml do 25 ml odmérné banky, pridala jsem k nému 10 ml MeOH, 1,25 ml roztoku
vnitfniho standardu v MeOH o koncentraci 1 mg/ml a doplnila ho vodou po rysku.
Roztok jsem pouzila pro stanoveni hesperidinu.

Pro analyzu diosminu bylo potfeba dalsi zfedéni roztoku. Z roztoku pripravku
v DMSO jsem odebrala 1,00 ml do 20 ml odmérné banky, pfidala 7 ml DMSO, 8 ml
MeOH, 1,00 ml roztoku vnitfniho standardu v MeOH o koncentraci 1 mg/ml a roztok

jsem doplnila vodou po rysku.

Hemodin Prebio Forte

Z deseti tablet pripravku jsem zjistila prdmérnou hmotnost tablety. Primérna
hmotnost byla 1,0102 g. Tablety jsem rozdrtila na jemny prasek ve tfeci misce.

Pro analyzu jsem do 20 ml bariky pomoci nalevky navazila mnozstvi odpovidajici
pfiblizné ctvrtiné obsahu jedné tobolky, tj. pfiblizné pfesné 0,2525 g. Navazku jsem
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rozpustila v DMSO, doplnila po rysku a roztok jsem nechala 15 minut extrahovat na
ultrazvukové lazni. Roztok jsem ochladila na laboratorni teplotu, odebrala 10,00 ml do
25 ml odmérné barky, pfidala 10 ml MeOH, 1,25 ml roztoku vnitfniho standardu
v MeOH o koncentraci 1 mg/ml a roztok jsem doplnila vodou po rysku. Tento roztok
jsem pouzila pro stanoveni hesperidinu, rutinu a kyseliny askorbové.

Pro stanoveni obsahu diosminu bylo potifeba vétsi zfedéni roztoku. Z roztoku
pfipravku v DMSO jsem odebrala 2,00 ml do 25 ml odmérné barky, pfidala 8 ml DMSO,
10 ml MeOH, 1,25 ml roztoku vnitfniho standardu v MeOH o koncentraci 1 mg/ml a

roztok doplnila vodou po rysku.

5.2.7 Priprava vzorku pro ovéreni spravnosti metody

Pro ovéreni spravnosti metody jsem vyuZila metodu standardniho pfidavku.

HemoStop ProBio

Ze zhomogenizované tabletoviny jsem navaZila pomoci ndlevky do 20 ml
odmérné banky presné asi 0,1858 g, pridala 50,63 mg diosminu, 5,63 mg hesperidinu,
2,5 mg rutinu a 13,38 mg kyseliny askorbové. Vzorek jsem zpracovala stejné jako
vzorek pro analyzu obsahu ucinnych latek (kap. 5.2.6).

VloZené koncentrace byly 0,10 mg/ml diosminu, 0,10 mg/ml hesperidinu,

0,05 mg/ml rutinu a 0,23 mg/ml kyseliny askorbové.

Ascorutin

Z rozdrcené tabletoviny jsem navazila pomoci nalevky do 20 ml odmérné barnky
presné asi 0,0573 g. K navazce jsem pfridala pfiblizné presné 2,5 mg rutinu a 12,5 mg
kyseliny askorbové. Vzorek jsem zpracovala stejné jako vzorek pro analyzu obsahu
ucinnych latek (kap. 5.2.6).

VloZené koncentrace byly 0,05 mg/ml rutinu a 0,28 mg/ml kyseliny askorbové.
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Cilkanol

Ze zhomogenizované tabletoviny jsem navazila pomoci nalevky do 20 ml
odmérné banky presné asi 0,0814 g, pridala 37,5 mg troxerutinu. Vzorek jsem
zpracovala stejné jako vzorek pro analyzu obsahu ucinné latky (kap. 5.2.6).

VloZena koncentrace byla 0,06 mg/ml troxerutinu.

Detralex

Z rozdrcené tabletoviny jsem navaZila pomoci nalevky do 50 ml odmérné barky
presné asi 0,0573 g, pfidala pfriblizné pfesné mnozstvi 112,5 mg diosminu a 12,5 mg
hesperidinu. Vzorek jsem zpracovala stejné jako vzorek pro analyzu obsahu ucinnych
latek (kap. 5.2.6).

Vlozené koncentrace byly 0,10 mg/ml diosminu a 0,13 mg/ml hesperidinu.

Hemodin Prebio Forte

Z rozdrcené tabletoviny jsem navazila pomoci nalevky prfimo do 20 ml odmérné
barnky presné asi 0,2525 g, 28,13 mg diosminu, 3,75 mg hesperidinu, 5 mg rutinu
a 2,5 mg kyseliny askorbové. Vzorek jsem zpracovala stejné jako vzorek pro analyzu
obsahu ucinnych latek (kap. 5.2.6).

VloZené koncentrace byly 0,11 mg/ml diosminu, 0,07 mg/ml hesperidinu,

0,10 mg/ml rutinu a 0,06 mg/ml kyseliny askorbové.
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5.3 Pristroje

Pro vypracovani této diplomové prace byly pouzity nasledujici pfistroje:

e Kapilarni elektroforeticky systém P/ACE™MDQ Capillary Electrophoresis
System, Beckman Coulter, USA, software Karat 32,

¢ Automatické analytické vahy Sartorius 2004 MP, Némecko,

e Laboratorni digitdlni pH metr PHM 220, Radiometr Kopenhagen, Ddansko,
pristroj byl kalibrovan pomoci standardnich pufrd (pH 7,000 a 10,012),

e Kombinovana pH elektroda Red Rod,

e Elektromagnetickd micha¢ka MR 1000, Heidolph, Némecko,

e Ultrazvukova lazen Bandelin Sonorex RK 31, Bandelin Electronik, Némecko.

5.3.1 Kapilarni elektroforeticky systém Beckman Coulter

Pfistroj je vybaven UV detektorem (PDA — photo diode array). Separace
probihala v kfemenné kapilafe o celkové délce 31,2 cm a efektivni délce 21 cm. Vnitfni
prdmér kapilary byl 50 um. Komunikaci s pocitatem a ovladani pfistroje zajistoval

software Karat 32, kterym slouzil i ke zpracovavani a vyhodnocovani dat.

5.4 Pracovni postup

Na zacdtku kazdého dne jsem zapnula pocitaé, elektroforeticky systém
a spustila jsem promyvani kapilary. Kapilaru jsem promyvala pfi tlaku 1500 mbar po
dobu 10 minut 1 M hydroxidem sodnym, 10 minut 0,1 M hydroxidem sodnym
a 10 minut vodou. Kdocileni lepsi separacni ucinnosti a reprodukovatelnosti jsem
kapilaru pred kazdou analyzou promyla 2 minuty 0,1 M hydroxidem sodnym, 2 minuty
vodou a 3 minuty elektrolytem, vse pfi tlaku 1000 mbar.

Pfed spusténim analyzy jsem nastavila jeji parametry. Vzorek byl davkovan
hydrodynamickym tlakem 50 mbar po dobu 6 s. Separace probihala pfi teploté 25 °C
a napéti 25 kV. Pro detekci analytd byly pouZity vinové délky 200 nm, 260 nm
a 280 nm. Pred kazdou analyzou jsem vzorek a pracovni elektrolyt odplynila 5 minut na
ultrazvukové lazni, resp. 15 minut, pti testovani vlivu SDS.

Na konci dne, po ukonéeni vSech méreni, jsem spustila stejnou promyvaci

sekvenci jako na zacatku dne.
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5.5 Vypocty

5.5.1 Kalibracni zavislost

Pro zjisténi kalibracni zavislosti jsem pouzila Sest kalibracnich roztok(. Kazdy
roztok jsem zméfila trikrat. VSechny obsahovaly stejnou koncentraci vnitfniho
standardu. Kalibra¢ni zavislost byla vyhodnocena pomoci PC v programu Excel
metodou linedrni regrese jako zavislost poméru korigované plochy piku analytu ke
korigované plose piku vnitiniho standardu na koncentraci stanovované latky v mg/ml.

Plochy pik( byly korigovany migraénim ¢asem.

5.5.2 Limit detekce a kvantifikace

evvys

kterou je mozné analyt danou metodou prokazat, ale ne spolehlivé kvantifikovat.
Vyjadfuje se jako koncentrace analytu pti daném pomeéru signdlu k Sumu, vétSinou se
nejen detegovat, ale i kvantifikovat s dostatecnou presnosti. Tyto limity je moziné
stanovit rdznymi zplsoby. Pro uréeni limitd jsem pouZila nasledujici vztahy s daty

ziskanymi z kalibracni krivky:

LoD = 33%
LOQ = 1Oksn

kde sn je rezidualni odchylka

k je smérnice regresni pfimky. [42]

5.5.3 Opakovatelnost metody

Pro zjisténi opakovatelnosti metody jsem pouZila roztok o koncentraci
0,15 mg/ml hesperidinu, 0,15 mg/ml diosminu, 0,15 mg/ml rutinu, 0,15 mg/ml

troxerutinu, 0,30 mg/ml kyseliny askorbové. Koncentrace vnitfniho standardu byla
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0,05 mg/ml. Roztok jsem zméfila Sestkrat. Pro vypocet prlméru, smérodatné

a relativni smérodatné odchylky jsem pouzila vzorce:

Pramér hodnot vysledkd méreni X:

>

n n=1

| =

X=

Smérodatna odchylka:

HIACESS

S_
n-1

Relativni smérodatna odchylka:
S

Sg (%) ==0100
X

Pro vSechny uvedené vzorce plati, Ze n je pocet méreni a x; je jednotliva

hodnota méreni.

5.5.4 Rozliseni

Rozliseni (Rs ) mezi dvéma piky s podobnymi vyskami se vypocita podle vztahu:

— l18(tR2 _tRl)
Wy + W,

Rs
kde tr jsou migracni Casy latek [s], kde plati tga>tg1,
wp, jsou Sitky pika v poloviné jejich vysky [s]. [43]

5.5.5 Faktor asymetrie piku

Faktor asymetrie piku (As) se vypocte za vztahu:

_ w0,05

A 2d

kde  w 0,05 je Sitka piku v jedné dvacetiné jeho vysky [s],

d je vzdalenost mezi kolmici spusténé z vrcholu ptlcl a vzestupné casti piku

v jedné dvacetiné jeho vysky. [43]
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5.5.6 Uéinnost separace

U¢innost elektroforetického systému se vyjadfuje pomoci vy$kového ekvivalentu
teoretického patra N, pfipadné pomoci vySkového ekvivalentu teoretického patra

HETP.

2
N = 5,54(t_aj
Wh

kde tgrje migracni ¢as analytu [s]

Pocet teoretickych pater se vypocita podle vztahu:

wy, je Sitka piku v poloviné jeho vysky [s]. [43]

Vyskovy ekvivalent teoretického patra Ize vypocitat pomoci vztahu:

HETP=
N

kde /je efektivni délka kapilary [m]

N je pocet teoretickych pater. [7]

5.5.7 Spravnost metody

hodnotanalezenéELOO (44]

R(%) =
() hodnotavloZzena
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6 Vysledky a diskuze

6.1 Optimalizace separacnich podminek

Cilem této prace bylo vytvorit metodu pro soucasnou separaci, resp. stanoveni
kyseliny askorbové a flavonoidl hesperidinu, diosminu, rutinu, troxerutinu. Pfi hledani
optimalnich podminek separace byl testovan vliv pH, iontové sily pufru, pfidavku
organického rozpoustédla a optimalizace jeho koncentrace, byl testovan pridavek
nékterych cyklodextrinG. V rGznych podminkach byl vyzkousen vliv surfaktantu SDS.
Dale byl testovan vliv teploty na kvalitu separace a vliv tlaku a doby nastfiku vzorku.
Nakonec by zvolen vnitini standard. Vytvorena metoda byla aplikovana na analyzu

pfipravkll HemoStop ProBio, Ascorutin, Cilkanol, Detralex a Hemodin Prebio Forte.

6.1.1 Volba vhodné vinové délky pro detekci

Nejdfive bylo potreba najit nejlepsi vinové délky pro detekci analytl. Pristroj
Beckman Coulter, na kterém bylo provadéno méreni, je vybaven DAD detektorem
(UV). Pro odecet optimalnich vinovych délek byla provedena méreni v boratovém
pufru s 15% MeOH.

Troxerutin vykazoval absorpéni maxima pfi 200 a 252 nm, hesperidin pfi 195
a 280 nm, diosmin pfi 200 a 260 nm, rutin pfi 200 a 266 nm a kyselina askorbova pfi
190 a 263 nm. Vzhledem k velkému poctu analytd bylo nutné zvolit takové vinové
délky, aby vyhovovaly pokud mozZno vSem analytlim. Pro detekci byly zvoleny tfi vinové

délky: 200 nm, 260 nm a 280 nm.

6.1.2 Volba zakladniho elektrolytu

Podle dostupné literatury [3, 4, 5] jsem zjistila, Ze pro separaci hesperidinu,
diosminu a rutinu je nejvhodnéjsi boratovy pufr, jiny druh pufru nebyl testovan.

Identifikace pikd byla provedena pfidavkem standard(.

6.1.3 Optimalizace hodnoty pH*

Velmi dllezitym parametrem pro kvalitni separaci analytll je pH* BGE.
Ovliviiuje pocet negativné nabitych silanolovych skupin na vnitini sténé kapilary (tedy

i hodnotu EOT) a stupen disociace analytd. Vzhledem k acidobazickym vlastnostem
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analyzovanych latek bylo pro CZE analyzu zvoleno pH* v alkalické oblasti. BGE rovnéz
obsahoval pridavky organickych rozpoustédel kvili nerozpustnosti analytl ve vodé
a CZE nebylo moZné provadét v Cisté vodném prostredi.

Sledovala jsem vliv pH* pracovniho elektrolytu vrozmezi 8,0 az 9,8; toto
rozmezi pokryvalo konkrétni pH* 8,00; 8,50; 9,00; 9,50 a 9,80. Hodnota pH* byla
upravovana pomoci 0,5M kyseliny borité, resp. 0,1M hydroxidu sodného. Se zvysujici
se hodnotou pH* se prodluzovaly migracni ¢asy analytd, coz vedlo k prodlouzeni doby
analyzy, ale zaroven dochdzelo k lepsimu oddéleni pikd. U nizSich hodnot pH* (8,0
a 8,5) nebyla separace prilis Uspésna. U hodnoty 8,0 se viibec neoddélily prvni tfi piky
(troxerutin, hesperidin a diosmin). Pfi hodnoté 8,5 k separaci latek doslo, ale piky
hesperidinu a diosminu mély velmi Spatny tvar. U pH 9,8 byla analyza pomérné dlouha
(11 min) a generovany proud dosahoval vysokych hodnot (105 pA). Nejlépe se jevilo
pH* 9,0 a 9,5, ale u pH 9,0 byla v nékterych mérenich zaznamenana deformace az
Stépeni piku hesperidinu, pravdépodobné v dlsledku nehomogenity urditych
parametr( v kapilare (viz také vliv teploty pfi separaci, kap. 6.1.9). (Obr. 8)

Jako optimalni pH* jsem proto vybrala 9,50. U této hodnoty pH* byly také
nejvétsi plochy pikl, piky byly oddélené a cas analyzy nebyl relativné pfilis dlouhy

(Obr. 9).
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Obrazek 8 Zavislost migracnich ¢ast analytd na pH*; BGE 40mM tetraboritan sodny, 15%MeOH,
napéti 20 kV, teplota 25°C; A = 280 nm
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Obrazek 9 Zavislost plochy piki na pH*; BGE 40mM tetraboritan sodny, 15%MeOH, napéti 20 kV,
teplota 25 °C; A =280 nm

Vliv pH* na citlivost analyzy se projevil nejvice u nejrychleji migrujicich analytQ

(troxerutinu, hesperidinu a diosminu), Obr. 9.

6.1.4 Vliv koncentrace pufru

Jako slozka zakladniho elektrolytu byl zvolen tetraboritan sodny. Zjistovala jsem
vliv jeho koncentrace na kvalitu separace. Testovala jsem tyto koncentrace TB: 20 mM,
30 mM, 40 mM a 50 mM. Se zvysujici se koncentraci pufru se prodluzovala délka
analyzy. Pfi koncentraci pufru 20 mM trvala analyza do 4,5 min, ale prvni pik
(troxerutin) se nachazel blizko elektroosmotického toku. Ve 30 mM pufru probihala
CZE analyza podobné, ale pik hesperidinu byl nesymetricky. U 50 mM pufru byla
analyza pomérné dlouhd (16 min). Rlzna koncentrace BGE ovliviiovala nejvice migracni
¢as AA.

Pro dalsi analyzy jsem zvolila pufr o koncentraci 40 mM. Prvni pik byl
v dostatecné vzdalenosti od elektroosmotického toku, pik hesperidinu mél nejlepsi tvar

a analyza probihala do 8,5 min (Obr. 10).
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Obrazek 10 Zavislost migraénich €asti analyti na koncentraci boratového pufru; BGE 15% MeOH,
pH* 9,5, napéti 20 kV, teplota 25 °C; A =280 nm
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Obrazek 11 Zavislost plochy pikd na koncentraci boratového pufru; BGE 15% MeOH, pH* 9,5, napéti
20 kV, teplota 25 °C; A =280 nm

Optimalizace koncentrace pufru méla vliv hlavné na rychlost separace a tvar
piku hesperidinu. Citlivost analyzy z hlediska zvysujici se koncentrace BGE nebyla

prakticky ovlivnéna u TR, DI a HE, mirny pozitivni vliv byl zjistén u RU a AA (Obr. 11).
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6.1.5 Vliv organického rozpoustédla

Pridavek organickych rozpoustédel do BGE obvykle prodluzuje migracni ¢asy
analytl (zpomaluje EOT) a tim zlepSuje rozliSeni mezi piky. V pfedbéinych pokusech
jsem testovala rozpoustédla MeOH, EtOH a acetonitril s obsahem 10% (v/v) v BGE.

Uvedena rozpoustédla prodluzovala migracni ¢asy, nejvyraznéjsi byl tento vliv
u MeOH. Pfi 10% koncentraci rozpoustédel nebyly piky hesperidinu a diosminu
dostatecné oddélené, ale vyssi koncentrace v pripadé EtOH a acetonitrilu nebylo
mozné pfi optimalnim pH* a koncentraci BGE pfipravit pro Spatnou rozpustnost
tetraboritou sodného. Proto byl jako organicka slozka zvolen MeOH a byl vyzkousen

vliv koncentrace na kvalitu separace.

Vliv koncentrace MeOH v BGE

Ptipravila jsem sérii pufri s koncentraci 5%, 10%, 15%, 25% a 30% MeOH. Pri
hodnoceni vysledkd jsem se zamérfila hlavné na schopnost oddélit jednotlivé piky.
Pfidavek organického rozpoustédla ovliviiuje také EOT a velikost proudu pfi analyze
a tim teplotni poméry uvniti kapilary. S rostouci koncentraci MeOH klesala hodnota
proudu a dochazelo k prodluzovani migracnich ¢asl. Pti koncentraci 5% nebylo mozné
udrzet stabilni proud, proto tato koncentrace neni hodnocena. Pfi koncentraci 10%
nebyly piky hesperidinu a diosminu oddéleny a proud byl vysoky — okolo 90 pA.
U koncentrace 15% piky jiz byly oddéleny témér na zakladni linii, ale rozliSeni bylo
malé. Pfi dalsi rostouci koncentraci MeOH se dale zvySovaly migracni ¢asy analytd, ale
pfi koncentraci 30% MeOH jiz byla analyza velmi dlouha (posledni migrujici kyselina
askorbovd meéla migracni ¢as nad 15 minut). Navic se objevila nesymetrie piku
hesperidinu a nestabilita proudu (dosahoval hodnot okolo 55 pA).

Jako nejlepsi jsem vybrala koncentraci 25% MeOQOH. Vsechny piky byly dokonale
oddéleny a jejich plochy byly nejvétsi (Obr. 12 a 13).
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Obrazek 12 Zavislost migracnich ¢asti na obsahu methanolu v BGE; 40 mM tetraboritan sodny, pH*
9,5, napéti 20 kV, teplota 25 °C; A = 280 nm
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Obrazek 13 Zavislost plochy pikt na obsahu methanolu v BGE; 40 mM tetraboritan sodny, pH* 9,5,
napéti 20 kV, teplota 25 °C; A =280 nm

6.1.6 Ovlivnéni separace pridavkem cyklodextrinii do BGE

Podle dostupné literatury [4, 5] jsem vybrala cyklodextriny, které by mohly mit
na separaci analytt vliv a pfipravila je v koncentraci 5 mM a 10 mM. Testovala jsem vliv
elektroneutralnich cyklodextrinll a a B. U 5 mM a 10 mM a-cyklodextrinu doslo
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k prodlouZeni analyzy asi o 2 minuty, pfiéemzZ tvar pikl zlstal nezménén. 5 mM
B-cyklodextrin plsobil spise negativné na tvar piku diosminu, vliv na trvani analyzy byl
nepodstatny. Pfi pfipravé 10 mM  B-cyklodextrinu se objevil problém s jeho
rozpustnosti, proto byl z testovani vyrazen.

Pfi pouziti cyklodextrin(i nedoslo k Zadnému zlepSeni oproti klasickému pufru

bez CD, proto jsem od jejich dalSiho pouziti a testovani upustila.

6.1.7 Vliv SDS

Jako dalsi jsem vyzkousela vliv pfidavku SDS do BGE. U 40 mM boratového
pufru nebylo mozné udrzet stabilni proud, proto jsem pfi testovani vlivu SDS pouzila
misto tetraboritou sodného 100 mM kyselinu boritou (pH* upravovdno hydroxidem
sodnym na hodnotu 9,0). Vliv detergentu jsem zkousela v koncentracich 40, 80, 100,
120 a 150 mM. Jak se pfi analyzach ukazalo, tento krok nepfinesl pozitivni vysledky.
Piky byly malé, nesymetrické a ani pfi jedné z koncentraci SDS pocet pikd neodpovidal

poctu analytd.

6.1.8 Optimalizace separacniho napéti

V optimalizovaném pufru jsem zkousSela zménu separacniho napéti za ucelem
zkraceni doby celé analyzy. Testovala jsem napéti 15 kV, 20 kV, 25 kV a 30 kV. Cas
separace je neprimo umérny vloZzenému napéti. Podle ocekavani se doba analyzy
s rostoucim napétim zkracovala, jak je znazornéno v grafu zavislosti migrac¢niho ¢asu na
vloZzeném napéti. Srostoucim napétim se zmensovaly plochy pikll, ale zlepSoval se
jejich tvar, byly uzsi a vyssi. Pfi napéti 30 kV byla tedy analyza nejrychlejsi (do 6 minut),
ale proud dosahoval vysokych hodnot (okolo 120 pA). Jako optimalni napéti jsem
zvolila 25 kV. Proud dosahoval hodnot do 90 pA a analyzy probihala do 8 minut
(Obr. 14).
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Obrazek 14 Zavislost migracnich €asti na separa¢nim napéti; BGE 40 mM tetraboritan sodny, 25%
MeOH, pH* 9,5, teplota 25 °C; A = 280 nm

6.1.9 Vliv teploty

S rostouci teplotou se zvysuje pohyblivost iont( a analyza byva rychlejsi, oproti
tomu muZe nizsi teplota snizit Sum zakladni linie. Systém Beckman Coulter je vybaven
chlazenim kapilary chladici kapalinou a umoznuje tak analyzy za konstantni teploty.
Vyzkousela jsem tyto teploty: 15 °C, 20 °C, 25 °C a 30 °C. P¥i teplotach nad 25 °C, bylo
patrné negativni ovlivnéni tvaru piku hesperidinu. Analyzy byly provadény pfti teploté

25 °C.

6.1.10 Vliv doby a tlaku pri nastriku vzorku

Jako posledni parametr jsem optimalizovala dobu a tlak pfi nastfiku vzorku.
Testovala jsem dvé hodnoty tlaku 50 mbar a 100 mbar. P¥i tlaku 50 mbar jsem zkousela
doby nastfiku vzorku 6 s, 9 sa 12 s, pri tlaku 100 mbar jsem testovala dobu nastriku
6 s kvlli preddefinovanému nastaveni pfistroje. U vSech podminek, kromé vychozich,
se zména projevila na separaci negativné, proto jsem dale pouzivala davkovani tlakem

50 mbar po dobu 6s.
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6.1.11 Volba vnitirniho standardu

Jako vnitini standard byly testovany tyto latky:

e kyselina sorbova
¢ kyselina skoficova
* methylparaben

e propylparaben

e kyselina benzoova

Jako nejvhodnéjsi jsem vybrala kyselinu skoficovou. Latka pfi vybrané vinové

délce dobfe absorbuje, migruje za studovanymi analyty jako posledni a pik je

symetricky. Ostatni standardy nevyhovovaly citlivosti nebo migra¢nim ¢asem.

6.1.12 Optimalni podminky separace a sloZeni pracovniho

elektrolytu

Na zakladé vyhodnoceni vsech uvedenych udaju jsem zvolila podminky, které jsou

uvedeny v Tab. 4.

Tabulka 4 Optimalni podminky separace

BGE (tetraboritan sodny)

40 mM

Organické rozpoustédlo v BGE

25% MeOH

pH*

9,50 (upraveno kys. boritou)

Vnitfni standard

Kyselina skoficova 0,05 mg/ml

Napéti 25 kv

Teplota 25°C

Davkovani Hydrodynamickym tlakem 50 mbar, 6 s
Detekce 200 nm, 260 nm, 280 nm

Kapilara Kfremennd i. d. = 50 um, efektivni délka

21 cm, celkova délka 31,2 cm

Zaznamy standard( jsou uvedeny na Obr. 15 az 17.
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Obrazek 16 Separace standardu pfi vinové délce 260 nm. Ostatni parametry jako u Obr. 15.
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Obrazek 17 Separace standardi pfi vinové délce 280 nm. Ostatni parametry jako u Obr. 15.

6.2 Zpisobilost systému

Udaje o rozliseni, asymetrii piku a poctu teoretickych pater byly ziskany pfimo

pomoci softwaru Karat 32 a bylo pouzito hodnoceni podle USP.

6.2.1 Rozliseni

Podle CL odpovida rozlieni 1,5 rozdéleni pik(i na zakladni linii. Rozliseni pro
vSechny analyty je dostate¢né a odpovida rozdéleni pik(i na zakladni linii. [43]

Vysledky jsou uvedeny v Tab. 5.

Tabulka 5 Rozliseni pikt

Dvojice analyt Rozliseni R,
TR-HE 3,96
HE-DI 2,10
DI-RU 27,54
RU-AA 19,38
AA-IS 5,32
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6.2.2 Faktor asymetrie

Data uvedena v tabulce slouZi k predstavé o idealnosti piku. Idedlné symetricky
pik ma faktor asymetrie 1. Nejvice asymetricky je pik kyseliny askorbové, ktery migruje
jako posledni prfed pikem vnitfniho standardu. Nejméné asymetrické jsou piky

hesperidinu, rutinu a vnitfniho standardu.

Tabulka 6 Asymetrie elektroforetickych pikd

Analyt Faktor asymetrie A,
TR 0,83
HE 1,38
DI 0,81
RU 0,88
AA 2,08
IS 0,88

6.2.3 Uc¢innost separace

Data o poctu teoretickych pater (N) byla ziskdna podle USP s vyuZiti
pristrojového softwaru. Udaje o vyskovém ekvivalentu teoretického patra (HETP) byly
ziskany pomoci vypoctu ze strany 38. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 7. Hodnoty N se

pohybuji od 11560,7 do 33191. Nejvyssi hodnotu poctu teoretickych pater vykazuje pik

evvs

kapilary.

Tabulka 7 Pocet teoretickych pater a vyskovy ekvivalent teoretického patra

Analyt N HETP
TR 15569 2,00
HE 11560,7 2,73
DI 28023,7 1,16
RU 33191 0,94
AA 21495,3 1,46
IS 32929,8 0,95
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6.3 Kvantitativni analyza

KalibraCni zavislost byla proméfena za pouziti optimdlniho pracovniho elektrolytu
o slozeni, které shrnuje Tab. 3. Jako kvantitativni parametr byl pouzit pomér
korigované plochy piku ke korigované plose piku vnitfniho standardu. Plochy byly
korigovany migracnim c¢asem. Hodnoty ploch pikll byly ziskany programem Karat 32.
Pro kazdou koncentraci jsem provedla tfi méfeni. Kalibraéni zavislost byla hodnocena

metodou linedrni regrese v programu Excel.

Obecny tvar rovnice pfimky:

y=kx+q

Kde je:

y — korigovana plocha piku analytu/korigovana plocha vnitfniho standardu (korigovano
migracnim ¢asem)

k — smérnice primky

x — koncentrace latky [mg/ml]

q — absolutni ¢len (posunuti)
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6.3.1 Kalibracni zavislost pro troxerutin

Méreni byla provadéna pro tyto koncentrace: 0,05 mg/ml; 0,1 mg/ml; 0,15 mg/ml;

0,25 mg/ml; 0,35 mg/ml a 0,5 mg/ml.

Parametry linearni regrese:

Rovnice primky y =4,2506x — 0,0316

k =4,2506 + 0,0508
q=-0,0316 + 0,0142

korelac¢ni koeficient r = 0,9997
rezidudlni odchylka s, = 0,0192
Pocet bod(: 6

Pocet stupnl volnosti: 3

2,5 A

‘|A
= w N
1 1 1

kor. plocha TR / kor. plocha IS

o
(%3]
1

0 T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
¢ TR [mg/ml]

Obrazek 18 Kalibraéni zavislost pro troxerutin; BGE 40 mM tetraboritan sodny, 25% MeOH, pH* 9,5, teplota 25 °C,
napéti 25 kV; 280 nm

Ve sledovaném rozmezi koncentraci troxerutinu je zavislost linearni (korelacni

koeficient 0,9997).
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6.3.2 Kalibracni zavislost pro hesperidin

Méreni byla provadéna pro tyto koncentrace: 0,05 mg/ml; 0,1 mg/ml; 0,15 mg/ml;

0,25 mg/ml; 0,35 mg/ml a 0,5 mg/ml.

Parametry linearni regrese:

Rovnice primky y = 6,8836x —0,0378

k =6,8836 + 0,0944
q=-0,0378 £ 0,0262

korelac¢ni koeficient r = 0,9996
rezidudlni odchylka s, = 0,0355
Pocet bod(: 6

Pocet stupnl volnosti: 3

w
w (%2
1 1

!\)
(%3]
1

kor. plocha HE / kor. plocha IS
=
T I N

o
(52}
1

o

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
¢ HE [mg/ml]

Obrazek 19 Kalibracni zavislost pro hesperidin; BGE 40 mM tetraboritan sodny, 25% MeOH, pH* 9,5,
teplota 25 °C, napéti 25 kV; 280 nm

Ve sledovaném rozmezi koncentraci hesperidinu je zavislost linearni (korelacni

koeficient 0,9996).
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6.3.3 Kalibracni zavislost pro diosmin

Méreni byla provadéna pro tyto koncentrace: 0,05 mg/ml; 0,1 mg/ml; 0,15 mg/ml;

0,25 mg/ml; 0,35 mg/ml a 0,5 mg/ml.

Parametry linearni regrese:

Rovnice primky

k=5,9244 + 00,0662

g =0,0099 + 0,0185

y =5,9244x + 0,0099

korelac¢ni koeficient r = 0,9998

rezidudIni odchylka s, = 0,0250

Pocet bod(: 6

Pocet stupnl volnosti: 3

3,5 1

kor. plocha DI / kor. plocha IS
[ N
= wn N wn

o
U1
1

0,1

0,2

0,3
¢ DI [mg/ml]

0,4

0,5

0,6

Obrazek 20 Kalibracni zavislost pro diosmin; BGE 40 mM tetraboritan sodny, 25% MeOH, pH* 9,5,
teplota 25 °C, napéti 25 kV; 280 nm

Ve sledovaném rozmezi koncentraci diosminu je zavislost linearni (korela¢ni koeficient

0,9998).
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6.3.4 Kalibracni zavislost pro rutin

Méreni byla provadéna pro tyto koncentrace: 0,05 mg/ml; 0,1 mg/ml; 0,15 mg/ml;
0,25 mg/ml; 0,35 mg/ml a 0,5 mg/ml.

Parametry linearni regrese:

Rovnice primky y =6,1827x + 0,0024

k =6,1827 + 0,0969

q=0,0024 +0,0270

korelaéni koeficient r = 0,9995
rezidudlni odchylka s, = 0,0365
Pocet bod(: 6

Pocet stupnl volnosti: 3

kor. plocha RU / kor. plocha IS
- N
[N w N wn

o
(2}
1

0 T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
¢ RU [mg/ml]

Obrazek 21 Kalibracni zavislost pro rutin; BGE 40 mM tetraboritan sodny, 25% MeOH, pH* 9,5, teplota
25 °C, napéti 25 kV; 280 nm

Ve sledovaném rozmezi koncentraci rutinu je zdvislost linedrni (korelacni koeficient

0,9995).
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6.3.5 Kalibracni zavislost pro kyselinu askorbovou

Méreni byla provadéna pro tyto koncentrace: 0,10 mg/ml; 0,20 mg/ml; 0,30 mg/ml;

0,50 mg/ml; 0,70 mg/ml a 1,00 mg/ml.

Parametry linearni regrese:

Rovnice primky

k=9,6831+0,1624

q=-0,4375+0,09

10

y =9,6831x — 0,4375

korelac¢ni koeficient r = 0,9994

rezidudlni odchylka s, = 0,1231

Pocet bod(: 6

Pocet stupnl volnosti: 3

10 +

) (2} ()} ~ (o) ©
1

kor. plocha AA / kor. plocha IS

0,2

0,4

0,6
¢ AA [mg/ml]

0,8

1,2

Obrazek 22 Kalibracni zavislost pro kyselinu askorbovou; BGE 40 mM tetraboritan sodny, 25% MeOH,

pH* 9,5, teplota 25 °C, napéti 25 kV; 280 nm

Ve sledovaném rozmezi koncentraci kyseliny askorbové je zavislost linearni (korelacni

koeficient 0,9994).
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6.3.6 Limity detekce a kvantifikace

Pro vypocet limitl detekce a kvantifikace jsem pouZila vztahy uvedené na

strané 36, zaloZené na vypoctu z kalibracni zavislosti. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 8.

Tabulka 8 Limit detekce a kvantifikace

Analyt LOD [mg/ml] LOQ [mg/ml]
TR 0,015 0,045
HE 0,017 0,052
DI 0,014 0,042
RU 0,019 0,059
AA 0,042 0,127

LOQ se pohybuji tésné pod nejnizsi kalibracni hladinou, u rutinu a kyseliny

askorbové jsou mirné nad touto koncentraci. U téchto dvou

nejcitlivéjsi odezvou byly limity uréeny jesté metodou na zakladé

analytd s relativné

analyzy vysky Sumu

v okoli piku. Dosla jsem k nizsim hodnotam: rutin - LOD 0,004 mg/ml, LOQ 0,01 mg/ml;

kyselina askorbova - LOD 0,01 mg/ml a LOQ 0,04 mg/ml. Vysledky byly nasledné

experimentalné ovéreny.
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6.3.7 Opakovatelnost metody

Pro ovéreni opakovatelnosti migracnich ¢asd a poméru korigovanych ploch piku
bylo provedeno celkem Sest méreni pro danou koncentraci. Smérodatna odchylka byla

vypocitana podle vztahu uvedeného na strané 37. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 9 a 10.

Tabulka 9 Opakovatelnost migracnich ¢ast

Analyt ¢ [mg/ml] Migracni  ¢as | s [min] sr [%]
[min]

TR 0,15 2,23 0,028 1,27

HE 0,15 2,55 0,028 1,08

DI 0,15 2,71 0,027 0,99

RU 0,15 5,23 0,081 1,54

AA 0,30 8,82 0,090 1,02;

evvs

Relativni smérodatna odchylka migracnich ¢ast se pohybovala v rozmezi od

Tabulka 10 Opakovatelnost poméru korigované plochy piku analytu ke korigované plose piku
vnitfniho standardu (korekce migracnim ¢asem)

Analyt ¢ [mg/ml] Kor. plocha s sr [%]
piku / kor.
plocha piku IS
TR 0,15 0,5726 0,0095 1,65
HE 0,15 0,9381 0,0067 0,72
DI 0,15 0,8684 0,0082 0,94
RU 0,15 0,8783 0,0131 1,49
AA 0,30 2,4292 0,0528 2,17

Relativni smérodatnd odchylka poméru korigované plochy

piku analytu ke

korigované plose vnitfniho standardu se pohybovala v rozmezi od 0,72 do 2,17 %.

evvs

u hesperidinu.
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6.4 Stanoveni ucinnych latek ve farmaceutickych pripravcich

Vypracovand metoda byla pouZita pro analyzu IéCivych pfipravkll HemoStop
ProBio, Ascorutin, Cilkanol, Detralex a Hemodin ProBio Forte metodou vnitfniho
standardu. Lécivé pripravky mély rlizné zastoupeni analytQ, v rGizném mnoZstvi.

HemoStop ProBio obsahoval 405 mg diosminu, 45 mg hesperidinu, 20 mg
rutinu a 107 mg kyseliny askorbové. Ascorutin obsahoval 20 mg rutinu a 100 mg
kyseliny askorbové. Cilkanol obsahoval 300 mg troxerutinu. Detralex obsahoval 450 mg
diosminu a 50 mg hesperidinu. Hemodin Prebio Forte obsahoval 225 mg diosminu,
75 mg hesperidinu, 40 mg rutinu, a 20 mg kyseliny askorbové. Obsah analytl je uveden

v jedné tableté, resp. tobolce. Pro lepsi prehled je jejich obsah uveden v Tab. 11.

Tabulka 11 Obsah uéinnych latek v pFipravcich (mg/ tabl.-tob.)

Lécivy Troxerutin  Hesperidin  Diosmin Kyselina
pripravek askorbova
HemoStop - 45 405 20 107
ProBio

Ascorutin - - - 20 100
Cilkanol 300 - - - -

Detralex - 50 450 - -

Hemodin - 75 225 40 20

Prebio Forte

V pripravcich, kde je pfitomen diosmin, se dany flavonoid vyskytuje v fadové
vysSi koncentraci neZz ostatni analyty. ProtoZe rozliSeni mezi vSemi analyty je
dostatecné, nebyla tato skutecnost na zavadu. Pro stanoveni obsahu diosminu v téchto
pfipravcich proto bylo pouZito dvoji fedéni. Jako srovnavaci roztok pro vypocet obsahu
analytl ve vsech pripravcich, kromé Detralexu, byl paralelné pfipravovan roztok ¢. 3
z kalibracni zavislosti. U Detralexu byl jako srovnavaci roztok pfipraven roztok €. 4.

Vsechny analyty absorbovaly pfi vSech tfech nastavenych vinovych délkach. Pri
200 nm citlivost stoupa v fadé AA—TR — HE — DI = RU, pik TR je v3ak v oblasti, ve které

absorbuje DMSO poutzity pti pripravé vzorku a kyselina askorbova pfi této vinové délce
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absorbuje relativné malo. Pfi vinové délce 260 nm citlivost stoupa v fadé HE — TR — DI —
RU — AA. Pri této vinové délce absorbuji dobie vSechny analyty kromé hesperidinu. Pfi
280 nm stoupad citlivost viadé TR—HE—-DI—RU—-AA a vSechny analyty absorbuji
dobre.
Analyty byly vyhodnocovany pfi vinové délce 280 nm, kterd vyhovuje viem
analytim i HE. Ostatni analyty by bylo moZné stanovit i pfi vinové délce 260 nm.
Méreni HVLP bylo provddéno celkem Sestkrat pro navazku pfipravku, stejné

jako pro méreni roztoku standard(l. VSechny latky byly stanoveny pfi 280 nm.

Mnoistvi stanovovanych latek bylo vypoéitano ze vzorce:

m= A\/Z 'CST'Zf'mTAB
AST'mHVLP

, kde

m — obsah latky v tableté, resp. tobolce [mg]

Ayz— pomér korigované plochy piku analytu ke korigované plose piku vnitfniho
standardu ve vzorku HVLP (korigovano migra¢nim ¢asem)

Ast - pomér korigované plochy piku analytu ke korigované plose piku vnitfniho
standardu ve standardu (korigovano migracnim ¢asem)

¢st— koncentrace ve standardu [mg/ml]

ZF — zfedéni

mrag — pramérna hmotnost tablety, resp. obsahu tobolky [g]

myyp — navazka HVLP [g]

% deklarovaného obsahu jsem vypocitala ze vzorce:

0% = m100

rnDEK

mpek — je deklarovany obsah ucinné latky v tableté, resp. tobolce [mg].

Vypocty smérodatné a relativni odchylky byly provedeny podle vzorce ze str. 37.
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6.4.1 Spravnost metody

Spravnost metody byla ovéfena metodou analyzy redlného vzorku s pridavkem
standardnich Iatek, protoZze nebylo k dispozici placebo ani jina validovana metoda pro
stanoveni sledovanych ucinnych latek v uvedenych farmaceutickych pfipravcich.
Spravnost byla opét hodnocena pro vinovou délku 280 nm. Toto méreni bylo

provedeno Sestkrat.

6.4.2 HemoStop ProBio

Stanoveni obsahu ucinnych latek

Vzorek jsem pfipravila tak, jak je uvedeno v experimentalni ¢3asti na str. 31.
Teoretické koncentrace latek v méreném roztoku vzhledem k deklarovanému obsahu
analyt( byly 0,20 mg/ml diosminu, 0,23 mg/ml hesperidinu, 0,10 mg/ml rutinu a
0,54 mg/ml kyseliny askorbové.
Vysledky jsou uvedeny v Tab. 12.

Tabulka 12 Stanoveni ucinnych latek v dopliiku stravy HemoStop ProBio, tob.

Analyt Deklarovany Zjistény obsah 3 Sk [%]
obsah [%]
[mg/tobolka]
DI 405 98,77 0,035 3,12
HE 45 98,10 0,046 3,86
RU 20 97,77 0,006 1,01
AA 107 101,60 0,093 1,78

Zjistény obsah analytl je vrozmezi od 97,77% do 101,60% deklarovaného
obsahu vyrobcem. Relativni smérodatna odchylka se pohybuje od 1,01% do 3,86%, kdy
nejvyssi hodnoty dosahuje u hesperidinu.

Kromé pik( analytd obsahuji zdznamy pfi detekci 280 nm dalsi pik umistény za
rutinem (~6,4 min), dale dva velmi malé piky prfed hesperidinem (~2,4 min) a za
diosminem (~3,4 min), které nebyly identifikovany, ale které nerusi CZE stanoveni kvdli

dostatecnému rozliSeni od pikd obsahovych latek. Jako dalsi latky v ptipravku uvadi
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vyrobce inulin, stearan horecnaty, tokoferol acetat, seleni¢itan sodny, Zelatinu a oxid
titaniCity. Z uvedenych sloucenin absorbuje v UV oblasti tokoferol acetat pti 292 nm
(rozpoustédlo etanol), ale vzhledem ke své struktufe nemigruje v CZE [45]. Tyto piky se
objevuji na elektroforeogramech dalsich analyzovanych pripravkl pouze tehdy, jestlize

obsahuji DI a HE. Piky jsou také patrné pti zvétSeni zdznamu standardd.

Zaznamy doplriku stravy HemoStop ProBio jsou uvedeny na Obr. 23 - 25.

006 006
1 (o
0104- 004
' &4
T :
002 i
HE RU 15 .
00 L0
0 2 4 B 3 10 12 14
hriues

Obrazek 23 Elektroforeogram pfipravku HemoStop ProBio pro stanoveni HE, RU a AA, 280 nm; BGE 40
mM tetraboritan sodny, 25% MeOH, pH* 9,5, teplota 25 °C, napéti 25 kV
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Obrazek 24 Elektroforeogram pfipravku HemoStop ProBio pro stanoveni HE, RU a AA, 280 nm
(zvétseno); ostatni parametry jako u Obr. 23
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Obrazek 25 Elektroforeogram pripravku HemoStop ProBio pro stanoveni DI, 280 nm; ostatni
parametry stejné jako u Obr. 23
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Ovéreni spravnosti metody
Vzorek byl pripraven podle postupu v experimentalni ¢asti na str. 33. Vysledky

jsou shrnuty v Tab. 13.

Tabulka 13 Recovery — CZE analyza dopliiku stravy HemoStop ProBio, tob.

Analyt Zjisténa koncentrace | VloZena koncentrace | Recovery [%]
[ug/ml] [ug/ml]

DI 286 299 95,64

HE 313 323 96,96

RU 144 148 97,29

AA 739 765 96,59

evvs

u diosminu, naopak nejlepsi vysledek byl ziskan u rutinu (97,59%).

6.4.3 Ascorutin

Stanoveni obsahu ucinnych latek

Vzorek pro stanoveni obsahu ucinnych latek byl pfipraven tak, jak je uvedeno
v experimentalni ¢asti na str. 31. Teoretické koncentrace latek v méreném roztoku
vzhledem k deklarovanému obsahu analyt( byly 0,1 mg/ml rutinu a 0,5 mg/ml kyseliny

askorbové. Vysledky stanoveni obsahu analytl shrnuje Tab. 14.

Tabulka 14 Stanoveni ucinnych latek v pfipravku Ascorutin, tabl.

Analyt Deklarovany Zjistény obsah 3 Sg [%]
obsah [mg/tabl. ] | [%]

RU 20 96,34 0,003 0,57

AA 100 98,95 0,111 2,36

Zjistény obsah analytl odpovida hodnotam, které udava vyrobce.
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Obrazek 26 Elektroforeogram pfipravku Ascorutin, 280 nm; BGE 40 mM tetraboritan sodny,
25% MeOH, pH* 9,5, teplota 25 °C, napéti 25 kV

Ovéreni spravnosti metody

v nasledujici tabulce:

Tabulka 15 Recovery — CZE analyza pfipravku Ascorutin, tabl.

Vzorek byl pfipraven podle postupu na strané 33. Vysledky jsou uvedeny

Analyt Zjisténda koncentrace | VloZend koncentrace | Recovery [%]
[ug/ml] (mug/ml]

RU 149 151 98,52

AA 772 781 98,85

U obou analytt byla zjisténa hodnota recovery 98% a Ize konstatovat, Zze CZE metoda

poskytuje spravné vysledky.
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6.4.4 Cilkanol

Stanoveni obsahu ucinnych latek

Vzorek byl pfipraven podle postupu uvedeného v experimentalni ¢asti na strané

32. Koncentrace méreného roztoku byla teoreticky 0,15 mg/ml.

Tabulka 16 Stanoveni obsahu tcinnych latek v pfipravku Cilkanol, tob.

Analyt Deklarovany Zjistény obsah 3 Sg [%]
obsah [mg/tabl. ] | [%]
TR 300 97,63 0,018 2,74

Obsah troxerutinu odpovidd hodnoté udané vyrobcem, relativni smérodatnd odchylka

byla 2,74%.
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Obrazek 27 Elektroforeogram pfipravku Cilkanol, 280 nm; BGE 40 mM tetraboritan sodny, 25% MeOH,
pH* 9,5, teplota 25 °C, napéti 25 kV

Ovéreni spravnosti metody

Pro ovéreni spravnosti

metody byl

v experimentalni ¢asti na str. 34. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 17.

vzorek pfipraven podle postupu
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Tabulka 17 Recovery — CZE analyza pfipravku Cilkanol, tob.

Analyt Zjisténd koncentrace | VloZend koncentrace | Recovery [%]
[ug/ml] [ng/ml]
TR 195 203 96,17

Hodnota recovery 96,17% udava, Ze vyvinutda metoda poskytuje spravné
vysledky.

Zde je tfeba poznamenat, Ze Cilkanol je monokomponentni pFipravek
s obsahem derivatu rutinu - troxerutinu, ktery neobsahuje ostatni citrusové flavonoidy
ani kyselinu askorbovou, které byly soucasti smési testovanych latek s antioxidacnim
ucinkem. Zejména rutin a kyselina askorbova maji delsi migracni ¢asy a tomu odpovida
vybér IS. V konkrétnim pripadé CZE analyzy Cilkanolu pouZiti kyseliny skoficové jako IS
prodluzuje analyzu a bylo by vhodnéjsi pouzit IS s kratSim migra¢nim ¢asem. V takovém

pripadé by analyza trvala pod 3 min.

6.4.5 Detralex

Stanoveni obsahu ucinnych latek

Vzorek jsem pfipravila tak, jak je uvedeno v experimentalni ¢3asti na str. 32.
Teoretické koncentrace analytd v méreném roztoku byly 0,23 mg/ml diosminu a 0,20
mg/ml hesperidinu. Zjisténé hodnoty obsahu ucinnych komponent jsou uvedeny

v Tab. 18.

Tabulka 18 Stanoveni tucinnych latek v pfipravku Detralex, tabl.

Analyt Deklarovany Zjistény obsah 3 Sr [%]
obsah [mg/tabl. ] | [%]

DI 450 99,59 0,041 2,80

HE 50 95,79 0,004 0,81

Zjistény obsah obou analytlli odpovida hodnoté uvadéné vyrobcem pripravku.
Na zaznamu (Obr. 28-30) se kromé pik( hesperidinu a diosminu objevuji dalsi piky blize
neidentifikovanych latek, tak jak je diskutovano vyse. Jako pomocné latky jsou uvedeny
v pfipravku Detralex glycerol, Cerveny a Zluty oxid Zelezity, oxid titani¢ity, magnesium-
stearat, mastek aj. Podobné jako u pripravku Cilkanol také pfi CZE analyze tablet

67




Detralexu by byl vhodnéjsi IS s kratSim migra¢nim casem neZ je kyselina skoficova

a doba analyzy by se zkratila asi na 3 min.
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Obrazek 28 Elektroforeogram pripravku Detralex pro stanoveni DI, 280 nm; BGE 40 mM tetraboritan
sodny, 25% MeOH, pH* 9,5, teplota 25 °C, napéti 25 kV
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Obrazek 29 Elektroforeogram pripravku Detralex pro stanoveni HE, 280 nm; BGE 40 mM tetraboritan
sodny, 25% MeOH, pH* 9,5, teplota 25 °C, napéti 25 kV
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Obrazek 30 Elektroforeogram pripravku Detralex pro stanoveni HE, 280 nm (zvétSeno); BGE 40 mM
tetraboritan sodny, 25% MeOH, pH* 9,5, teplota 25 °C, napéti 25 kV

Ovéreni spravnosti metody

Vzorek byl pfipraven podle postupu na strané 34. Vysledky jsou uvedeny

v nasledujici tabulce:

Tabulka 19 Recovery — CZE analyza pfipravku Detralex, tabl.

Analyt Zjisténa koncentrace | VloZzena koncentrace | Recovery [%]
[ng/ml] [ng/ml]

DI 345 361 95,50

HE 353 356 99,12

Z uvedenych hodnot recovery v Tab. 19 vyplyva, Ze vypracovana CZE metoda poskytuje

spravné vysledky.
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6.4.6 Hemodin Prebio Forte

Stanoveni obsahu ucinnych latek

Vzorek Hemodin Prebio Forte je doplnék stravy a byl pfipraven podle postupu
v experimentdlni ¢asti na strané 32. Teoretické koncentrace analytl v méreném
roztoku byly 0,23 mg/ml diosminu, 0,38 mg/ml hesperidinu, 0,2 mg/ml rutinu

a 0,1 mg/ml kyseliny askorbové.

Tabulka 20 Stanoveni uc¢innych latek v pfipravku Hemodin Prebio Forte, tabl.

Analyt Deklarovany Zjistény obsah 3 Sr [%]
obsah [mg] [%]

DI 225 98,56 0,036 2,92

HE 75 97,09 0,081 4,44

RU 40 96,45 0,013 1,13

AA 20 99,71 0,013 2,32

(96,45% - 99,71%

deklarovaného obsahu).

Relativni

smérodatna

Zjistény obsah analytd (Tab. 20) odpovida obsahu uvedenému vyrobcem

odchylka se

pohybovala v rozmezi od 1,13% do 4,44%.

Kromé pik(i HE, DI, RU a AA se na zdznamu objevuji dalsi tfi piky zaznamenané pfi
vinové délce 280 nm, ke kterym jsem zaujala stanovisko vySe v diplomové praci na
str.61 a 62. Pomocné latky vtomto dopliku stravy (talek, stearan horecnaty,
mikrokrystalicka celuldza a polyvinypyrrolidon) nemohou elektroforeticky interferovat

s ucinnymi slozkami pfipravku.
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Obrazek 31 Elektroforeogram vyzivového doplitku Hemodin Prebio Forte pro stanoveni DI, 280 nm;
BGE 40 mM tetraboritan sodny, 25% MeOH, pH* 9,5, teplota 25 °C, napéti 25 kV
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Obrazek 32 Elektroforeogram vyzivového doplitku Hemodin Prebio Forte pro stanoveni HE, RU a AA,
280 nm; BGE 40 mM tetraboritan sodny, 25% MeOH, pH* 9,5, teplota 25 °C, napéti 25 kV
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Ovéreni spravnosti metody

Vzorek pro ovéreni spravnosti metody byl pripraven podle postupu uvedeného

v experimentalni ¢asti na strané 34. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 21.

Tabulka 21 Recovery — CZE analyza dopliiku stravy Hemodin Prebio Forte

Analyt Zjisténd koncentrace | VloZend koncentrace | Recovery [%]
[ug/ml] [ug/ml]

DI 319 331 96,45

HE 407 408 99,61

RU 251 252 99,75

AA 127 129 98,13

Hodnota recovery se pohybuje v rozmezi od 96,45 do 99,75%.

V dostupné literature nebyla nalezena metoda, ktera by se zabyvala sou¢asnym
stanovenim hesperidinu, diosminu, rutinu, troxerutinu a kyseliny askorbové. V jedné ze
studii [41], byla vyvinuta metoda, ktera umozZnila stanoveni hesperidinu, rutinu
a kyseliny askorbové (kromé toho byly stanovovany dalsi tfi flavonoidy) v plodech
a napojich z grapefruitu.

Tato metoda byla zalozena na stejném principu (CZE), pouzivala stejny druh
pufru (boratovy) a podobné pH (9,0), podminky separace jsou shrnuty na strané 25.
Jako prvni migroval hesperidin, pak rutin a jako posledni kyselina askorbova, podobné
jako v této préci. Cas separace ve studii (22 min) byl ale téméF dvakrat delsi ne
u predlozené metody (11 min), a navic poskytuje horsi rozliSeni mezi piky rutinu
a kyseliny askorbové. V navrzené praci se podafilo zkratit trvani CZE analyzy pouzitim
kapilary s efektivni délkou 21 cm. Korelacni koeficienty byly srovnatelné u obou metod.
Publikovand metoda s elektrochemickou detekci byla vyvinuta pro nizsi koncentraéni
rozmezi a dosahuje nizsich limita detekce a kvantifikace.

Jind prace [34], se zabyvala stanovenim troxerutinu v léCivém pripravku. Byla
zaloZena na principu CEC s UV detekci, separacni podminky jsou shrnuty na strané 23.

Korelac¢ni koeficient kalibra¢ni zavislosti byl 0,9991 pro nepfiliS Siroké koncentraéni
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rozmezi 0,2022-0,8088 mg/ml. Metoda vyvinuta ve studii [34] dosahuje nizsich limit{
detekce a kvantifikace (LOD 2,2 ug/ml); hodnota recovery byla vyssi (100,9%).

Jedna zpraci se zabyvala analyzou troxerutinu a rutinu vplazmé a moci
metodou RP - HPLC s UV detekci. [33] Podminky separace jsou uvedeny na strané 23.
Doba analyzy byla 5, resp. 6 min pro rutin, resp. troxerutin. Je srovnatelnd pro rutin,
ale pro troxerutin je separace vyrazné pomalejsi nez v této praci. Metoda je vyrazné

citlivéjsi (LOD 0,05 pg/ml pro TR a 0,03 pg/ml pro RU).

Shrnuti. Zavérem je mozné konstatovat, Ze na zakladé dosazenych vysledkd
byla navrzena metoda CZE pro stanoveni kyseliny askorbové a flavonoidl hesperidinu,
diosminu, rutinu a troxerutinu ve farmaceutickych ptipravcich a potravnich doplnicich
HemoStop ProBio, Ascorutin, Cilkanol, Detralex a Hemodin Prebio Forte. Validovana
metoda poskytuje spolehlivé vysledky a muze slouzit ke kontrole jakosti uvedenych
[éCivych ptipravkd a potravnich doplfikd. U polykomponentnich ptipravkd trva analyza

okolo 11 min, u monokomponentnich pak pod 3 min.
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7 Zavéry

e Cilem této prace bylo vypracovat elektroforetickou metodu pro stanoveni
kyseliny askorbové a citrusovych flavonoid( hesperidinu, diosminu, rutinu
a troxerutinu a tuto metodu aplikovat na analyzu IéCivych pfipravkd, resp.

doplnkl stravy.

e Byla provedena analyza hesperidinu (HE), diosminu (DI), rutinu (RU),
troxerutinu (TR) a kyseliny askorbové (AA) pomoci kapilarni zonové

elektroforézy (CZE) s UV detekci.

e Separace probihala v nepotazené kiemenné kapilafe o vnitfnim prdméru

50 um, celkové délce 31,2 cm a efektivni délce 21 cm.

* Pro separaci byl zvolen zakladni elektrolytovy systém (BGE) pfipraveny z

tetraboritanu sodného.

e Optimalni zakladni elektrolyt mél slozeni: 40 mM tetraboritan
sodny, 25 % methanol, pH* elektrolytu bylo upraveno na 9,5 pomoci 0,5M

kyseliny borité.

* Optimalizaci separacnich podminek bylo vybrano vkladané napéti 25 kV,
davkovani vzorku probihalo hydrodynamickym tlakem 50 mbar po dobu 6s,

separace probihala pfi teploté 25°C.

e Detekce probihala pfi vinovych délkach 200 nm, 260 nm a 280 nm,

vyhodnocovani bylo provadéno pfi 280 nm.

* Jako vnitfni standard pro kvantitativni analyzu byla pouzita kyseliny skoficova

o koncentraci 0,05 mg/ml.

e Byly zméreny kalibra¢ni zavislosti analytl metodou s vnitinim standardem.

Kalibracni zavislosti byly zméreny pro koncentrace c(HE, DI, RU, TR)



0,05 - 0,50 mg/ml a c(AA) 0,10 — 1,00 mg/ml. Korela¢ni koeficienty: r = 0,9997
(TR); 0,9996 (HE); 0,9998 (DI); 0,9995 (RU) a 0,9994 (AA).

Jako kvantitativni parametr byla pouzita plocha piku korigovana migracnim

casem.

Pro ovéreni opakovatelnosti metody bylo provedeno Sest po sobé nasledujicich
méreni o koncentraci ¢ (HE, DI, RU, TR) 0,15 mg/ml, c (AA) 0,3 mg/ml. Obsah
kyseliny skoricové (1S) byl 0,05 mg/ml. Relativni smérodatna odchylka
migracnich ¢asu byla v rozmezi 0,99 — 1,54 %, v ptipadé korigovanych ploch

sg=0,72-2,17 %.

Migraéni ¢as troxerutinu byl 2,23 min, hesperidinu 2,55 min, diosminu
2,71 min, rutinu 5,23 min a 8,82 min u kyseliny askorbové. Kyselina skoficova

(I1S) migrovala jako posledni v ¢ase 9,84 min.

Bylo vypocitano rozliSeni mezi piky Rs, jeho hodnota se pohybovala v rozmezi

od 2,10 do 27,54.

Byl vypocitan faktor asymetrie jednotlivych pikl A, jeho hodnota

se pohybovala od 0,81 —2,01.

Byl vypocitan pocet teoretickych pater N a vyskovy ekvivalent teoretického
patra HETP pro efektivni délku kapilary. Hodnota N byla v rozmezi
11560,7 - 33191, HETP od 0,94 - 2,73.

Vypracovana metoda byla aplikovdna na stanoveni hesperidinu, diosminu,
rutinu a kyseliny askorbové v pripravcich HemoStop ProBio a Hemodin Prebio
Forte, rutinu a kyseliny askorbové v pfipravku Ascorutin, troxerutinu

v pfipravku Cilkanol a pro stanoveni hesperidinu a diosminu v pfipravku
Detralex. Zjistény obsah analytl odpovida obsahu deklarovanému vyrobcem.
Relativni smérodatna odchylka se pohybovala v rozmezi 1,01 - 3,06 %

v pfipravku HemoStop ProBio, 0,57 — 2,36 % v pfipravku Ascorutin, 2,74 %

v pfipravku Cilkanol, 0,81 - 2,80 % v ptipravku Detralexa 1,13 - 4,44 %
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v pfipravku Hemodin Prebio Forte. U polykomponentnich pfipravkd trva

analyza okolo 11 min, u monokomponentnich pod 3 min.

Spravnost metody CZE byla ovéfena metodou analyzy vzorku s pridavkem

standardnich latek. Zjisténé hodnoty recovery byly v rozmezi 95,5 — 99,75 %.
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