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Abstrakt

Byla vyvinuta nova metoda kapilarni zénové elektroforézy s bezkontaktni vodivostni
detekci pro stanoveni pankuronium bromidu, vekuronium bromidu a rokuronium bromidu.
Separace probihala v kfemenné kapilare o vnitfrnim prdméru 50 um, celkové délce 75 cm a
efektivni délce 45 cm. Optimalni zakladni elektrolyt byl 30mM acetdtovy pufr o pH 5,75
s pfidavkem hydroxypropyl-y-cyklodextrinu o koncentraci 20 mg/ml. Jako vnitfni standard byl
pouzit fenyltrimethylamonium jodid. Separace probihala pfi teploté 25°C, vkladané napéti bylo
20 kV. Bylo pouZito hydrodynamické davkovani vzorku pfi tlaku 50 mbar po dobu 6 s. Za téchto
optimalnich podminek byl celkovy ¢as analyzy krat$i nez 4 minuty. Kalibracni zdavislost byla
pro vsechny analyty linearni v rozsahu 50 — 250 pg/ml, korelaéni koeficienty byly v rozmezi
0,9954 — 0,9983. Limit detekce pro pankuronium bromid byl 13,2 pug/ml, pro vekuronium bromid
11,1 pg/ml a pro rokuronium bromid 11,3 ug/ml. Spravnost byla ovéfena metodou standardniho
pridavku na tfech koncentracnich hladinach a vyjadfena jako vytéznost (recovery). Hodnoty
vytéznosti byly vrozmezi 97,21 — 103,52% sRSD = 0,88 — 3,78%. Metoda byla Uspésné
aplikovana pro stanoveni pankuronium bromidu, vekuronium bromidu a rokuronium bromidu
ve farmaceutickych pfipravcich Pavulon, Norcuron a Esmeron.



Abstract

A new method of capillary zone electrophoresis with contactless conductivity detection
for the determination of pancuronium bromide, vecuronium bromide and rocuronium bromide was
developed. The separation was carried out in fused-silica capillary with internal diameter 50 pum,
total length 75 cm and effective length 45 cm. Optimal background electrolyte was 30mM
acetate buffer of pH 5,75 containing 20 mg/ml of hydroxypropyl-y-cyclodextrin.
Phenyltrimethylammonium iodide was used as internal standard. The separation was performed
at 25°C, the applied voltage was 20 kV. The samples were injected hydrodynamically at 50 mbar
for 6 s. Under such optimal conditions the separation took less than 4 min. Calibration curves
were linear for all analytes in the range 50 — 250 pg/ml, the coefficients of correlation were
in the range 0,9954 — 0,9983. The limits of detection were 13,2 pg/ml, 11,1 pg/ml and 11,3
pg/ml for pancuronium bromide, vecuronium bromide and rocuronium bromide, respectively.
The accuracy was tested with the standard addition of known amount of an analyte at three
concentration levels and expressed as the recovery. The values of the recovery were in the range
97,21 — 103,52% with RSD = 0,88 — 3,78%. The method was successfully applied to the assay
of pancuronium bromide, vecuronium bromide and rocuronium bromide in pharmaceutical
preparations Pavulon, Norcuron and Esmeron.
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Uvod

Rozvoj farmaceutického prlimyslu a neustdly narlist mnozstvi novych IéCivych latek
s sebou prindsi nutnost tyto latky analyzovat. Navic v posledni dobé jsou kladeny stdle vétsi
poZzadavky na jakost a bezpecnost |éCiv, a proto je tfeba mit k dispozici takové analytické
metody, které by umoznily presné stanoveni nejen samotnych |éCivych latek, ale také latek
pribuznych, které se mohou v ptipravcich vyskytovat jako necistoty.

Kapilarni elektroforéza je jednou ztakovych modernich separac¢nich metod, které
umoziuji rozliSeni a presné stanoveni i velmi podobnych latek. Existuje fada metod kapilarni
elektroforézy zaloZenych na rGznych mechanismech separace a stim souvisi velmi Siroké
moznosti jejiho vyuziti. Kapilarni elektroforéza je pouzitelna pro separaci aminokyselin, chiralnich
latek, vitamind, pesticid(i, anorganickych iont(l, organickych kyselin, barviv, surfaktantd, peptidd
a proteind, oligonukleotid(l a fragmentl DNA a dokonce celych bunék a virovych ¢astic. Kromé
toho vyhodou kapilarni elektroforézy je i potfeba minimdlniho mnoZstvi vzorku pro analyzu a
malé mnoiZstvi produkovanych organickych odpadd. [1]
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2. Cil prace
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Cil prace

Tato prace navazuje na DP z roku 2011, ve které byla vyvinuta metoda CZE s bezkontaktni
vodivostni detekci pro separaci a stanoveni pankuronium bromidu a vekuronium bromidu. [2]
Cilem prace bylo vyvinout metodu kapilarni zénové elektroforézy s bezkontaktni vodivostni
detekci, kterd by umozZnila separaci a stanoveni nejen pankuronium bromidu a vekuronium
bromidu, ale i rokuronium bromidu, a po optimalizaci a validaci ji pouzit pro stanoveni obsahu
téchto analytl v injekcnich pfipravcich Pavulon, Norcuron a Esmeron.
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3. Teoreticka cast
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3.1 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza je fyzikdlni analyticka metoda zaloZend na migraci elektricky
nabitych stanovovanych latek rozpusténych vroztoku elektrolytu kapildarou vlivem
stejnosmérného elektrického pole. [3]

Zakladnimi principy elektromigracnich metod jsou elektroforéza, pohyb nabitych ¢astic
v roztoku pod vlivem elektrického pole smérem k opacné nabitym elektroddm, a elektroosméza,
pohyb celého objemu pufru plsobenim elektrického pole smérem k negativni elektrodé. [4]

Kapilarni elektroforéza je univerzalni metodou zahrnujici nékolik rdznych technik
separace, které se navzajem doplfiuiji:

— Kapildrni zénova elektroforéza

— Micelarni elektrokineticka kapildrni chromatografie
— Kapilarni gelova elektroforéza

— Kapilarni izoelektrickd fokusace

— Kapilarni izotachoforéza

3.1.1 Elektroosmoticky tok

Pfi elektroforéze se kapildrou obvykle nepohybuji pouze rozpusténé latky, ale cely objem
pufru. To je zplsobeno jevem, ktery se nazyva elektroosmoticky tok.

Po naplnéni pufru do kfemenné kapilary dochazi k ionizaci povrchovych silanolovych
skupin z SiOH na SiO’, takze povrch kapilary ziskava zaporny naboj. lonizace povrchu kapilary
mlzZe byt zesilena prvnim promytim kapilary bazickym roztokem, cehoZz se wvyuziva
pfi kondicionaci kapildr roztokem KOH nebo NaOH. Negativné nabité skupiny na sténé kapildry
pfitahuji kationty z roztoku, které vytvareji tzv. vnitfni fixni vrstvu. Kationty ve vnitfni vrstvé
ovsem nestaci neutralizovat veskery negativni naboj, a proto se vytvari jeSté druhd, mobilni
vrstva kationt(, kterd uz ale kvali své vétsi vzdalenosti od stény neni pevné drzena. Fixni a
mobilni vrstva dohromady vytvari difizni dvojvrstvu kationtd.

Aplikujeme-li elektrické pole, mobilni vrstva kationtl se zaéne pohybovat smérem
ke katodé a zaroven s ni i cely objem pufru.
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Obrazek 3. 1 - Difuzni dvojvrstva kationtd a vznik elektroosmotického toku [4]

Mezi dvéma vrstvami vznika rozdil potencidld, tzv. zéta potencial, {. Elektroosmoticky tok
je imérny zéta potencialu a jeho pritokova rychlost veor je dana jako

e(E

VEOF = H

kde € je dielektrickd konstanta pufru, T je zéta potencial, E je aplikované elektrické pole a n je
viskozita pufru.
Lze vyjadrit také elektroosmotickou mobilitu pufru, peor, ktera je dana jako

£q

UEoF = 41

Elektroosmotickd mobilita, na rozdil od pritokové rychlosti elektroosmotického toku, nezavisi
na aplikovaném elektrickém poli, ale pouze na charakteristikdch pufru. [4]

3.1.2 Elektroforeticka pohyblivost (mobilita)

V elektrickém poli se kazda volna c&dstice s elektrickym ndbojem pohybuje ve sméru,
ktery zavisi na znaménku jejiho naboje a na orientaci elektrického pole. Rychlost tohoto pohybu,
tzv. elektroforetickou pritokovou rychlost vgp, lze vyjadfrit jako

Vgp = HgpE
kde uep je elektroforeticka mobilita a E je aplikované elektrické pole.

Elektroforetickd pohyblivost je analogickd k elektroosmotické pohyblivosti a lze ji vyjadfit
jako



kde g je ndboj ionizované rozpusténé latky, n je viskozita pufru a r je polomér ¢astic rozpusténé
latky. Elektroforeticka pohyblivost zdavisi i na tvaru iontu, ale ten Ize zanedbat a predpokladat, Ze
maji ionty sféricky tvar.

Elektroforeticka pohyblivost je tedy tim wvyssi, ¢im vyssi je pomér ndboje k velikosti
daného iontu. Z toho tedy vyplyvd, Ze nejrychleji se v elektrickém poli pohybuji malé, vysoce
nabité ¢astice, naopak pomaleji se pohybuji ¢astice velké a s nizsim nabojem. Neutralni molekuly
bez naboje maiji elektroforetickou pohyblivost nulovou.

Pokud by se tedy Ilatky béhem elektroforézy pohybovaly pouze vlivem své
elektroforetické pohyblivosti, pti tradicnim usporadani (tj. detektor na strané katody) by
kapildrou prochazely pouze kationty, kdezto neutralni latky by zlstdvaly v bodé injekce a anionty
by migrovaly zpét do zdrojové vialky. Pfi provedeni kapilarni elektroforézy oviem kapildrou
migruji vSechny Castice, kationty, anionty i neutralni molekuly. To je zplsobeno tim, Ze
na pohybu dcastic kapildrou se podili jak jejich vlastni elektroforetickd mobilita, tak i
elektroosmotickda mobilita pufru. Pozorovana pratokovd rychlost, v, je souctem pratokové
rychlosti elektroosmotického toku a viastni elektroforetické pritokové rychlosti ¢astice.

V = Vgor t Vgp

To znameng, Ze pfi klasické kapilarni elektroforéze, kdy je detektor na katodové strané kapilary a
elektroosmoticky tok ma smér od anody ke katodé, budou pozorované prltokové rychlosti
aniontd mensi nez elektroosmotickda pritokovd rychlost, protoze anionty migruji proti
elektroosmotickému toku smérem k anodé, pritokova rychlost neutrdlnich latek bude rovna
rychlosti elektroosmotického toku a pozorované pratokové rychlosti kationtl budou wvyssi
nez elektroosmoticka pratokova rychlost, protoZe kationty se pohybuji stejnym smérem jako
elektroosmoticky tok. ProtoZe elektroforetické rychlosti ¢astic jsou obvykle mensi nez rychlost
elektroosmotického toku, pohybuji se vSechny Ccastice véetné aniontld kapildrou smérem
ke katodé. Vysledné poradi migrace je tedy kationty, neutrdlni latky, anionty. Pfitom jako prvni
migruji malé, vysoce nabité kationty, poté vétsi kationty s nizSim nabojem, nasleduji nerozdélené
neutralni latky spolu s elektroosmotickym tokem, po nich vétsi, méné nabité anionty a jako
posledni prochazi kapildrou malé anionty s vysokym ndbojem. [4]
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Obrazek 3. 2 - Poradi migrace latek pfi elektroforéze a pritokové rychlosti [5]

3.1.3 Parametry separace

Mezi parametry elektroforetické separace patfi ¢as, ucinnost (efektivita), selektivita a
rozliSeni. [4]

3.1.3.1 Cas

Migracni Cas analytu, t,, je ¢as potfebny k prichodu efektivni délkou kapilary | a Ize jej
vyjadrit jako t, = I/v, kde v je pritokova rychlost daného analytu. Postupnym dosazenim
muzZeme zavislost pro migracni ¢as vyjadfit ve tvaru

. IL
" (Ugp + Hpor)V

kde | je efektivni délka kapilary, L celkova délka kapildry, ug je elektroforetickd pohyblivost
analytu, ueor elektroosmoticka pohyblivost a V aplikované napéti. Z tohoto vztahu vyplyva, Ze
pfi pouZiti kratSich kapildr, vloZzeni vyssiho napéti a pri vyssSim elektroosmotickém toku budou
kratSi migracni Casy jednotlivych analytl a tim i kratsi celkovy Cas analyzy. [4]
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3.1.3.2 Uéinnost

Ucinnost separace je vyjadiena jako pocet teoretickych pater N pomoci migraéniho ¢asu
t, a Sirky piku:

£ \2 £\
N=16<—m> =5,54( m)
W W1/2

Sitku piku Ize méFit u jeho zakladny (w) nebo v poloviné vy3ky piku (w1,). Lékopisné je vyjadieni
ucinnosti pomoci wy,. Z rovnice je vidét, ze ¢im uzsi je pik a ¢im delsi je jeho migracni ¢as, tim
vyssi je UGcinnost separace. U&innost také stoupd s rostoucim elektroosmotickym tokem a
napétim. Na rozdil od chromatografie je U¢innost nezavisla na délce kapilary. [3, 4]

3.1.3.3 Selektivita

Selektivita souvisi se vzdalenosti sousednich analytl pfi prichodu detektorem,
tj. vzdalenosti mezi vrcholy sousednich pik(l na elektroforeogramu. Selektivita a je ddna jako

by — tam
Q= —
tl_ tnm

kde t; a t, jsou migracni Casy sousednich pikQl a t,, je migracni ¢as neutrdlniho markeru.

Selektivitu lze také vyjadfit pomoci pohyblivosti sousednich analyti ve tvaru

a = ac * konst.
Uz

Z této rovnice je patrné, Ze selektivita zavisi na rozdilech v elektroforetické pohyblivosti analyt(.
Selektivitu Ize nejlépe zvysit optimalizaci sloZeni a pH pufru. [4]

3.1.3.4 Rozliseni

Hlavnim parametrem separace je rozliSeni, které udava, jak dobfe jsou jednotlivé analyty
separované. Rozliseni R Ize vypocitat podle vztahu

2(t, — t1) 1,18(t, — t1)
R = =
W1 + WZ (W1/2)1 + (W1/2)2

kde t; a t, jsou migracni ¢asy dvou po sobé nasledujicich pikd, wi; a w, jsou jejich Sirky
pti zakladni linii a (wy/2)1 @ (W1/2), Sitky v poloviné vysky. Lékopisné je vyjadreni rozliSeni pomoci
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w1/,. RozliSeni se zvySuje s rlistem aplikovaného napéti, rostouci délkou kapilary a optimalizaci
sloZeni a pH pufru. [3, 4]

Ve Ve

3.1.4 Zatizeni pro kapilarni elektroforézu — Instrumentalni usporadani

Zafizeni pro kapildrni elektroforézu se skldda z téchto zdkladnich ¢asti: separacni kapildra,
pocateéni a cilovad vialka, vialka se vzorkem, zdroj vysokého napéti, detektor a zafizeni
pro zaznam signalu a manipulaci (pocitac). Pri elektroforéze je pocatecni vialka, kapilara i cilova
vialka naplnéna zakladnim elektrolytem, poté je na pocatek kapilary nadavkovan vzorek, vstupni
otvor kapilary je umistén zpét do zdrojové vialky a mezi oba konce kapildry je aplikovano
elektrické pole. Pod jeho vlivem migruji Iatky kapildrou a jsou zaznamenany detektorem. Data
z detektoru jsou poté zpracovdna pocitacem, ktery slouzi zdroven k ovlddani celého
elektroforetického systému. [4]

. Integrator or
Capillary Computer

—
[

Anode——hm

— Cathode
Buffer Buffer
Source Vial Sample Yial Destination Vial
High Voltage
Power Supply

Obrazek 3. 3 - Schematické zndzornéni zatizeni pro kapildrni elektroforézu [6]

3.1.4.1 Separacni kapilara

Pro kapilarni elektroforézu se nejcastéji pouzivaji kifemenné kapilary, ale mohou byt
pouzity i kapilary z jinych materiald, napt. teflonové nebo sklenéné. Pfi pouziti teflonové kapilary
se na rozdil od kapilary kfemenné pfi separaci neuplatriuje elektroosmoticky tok. Vnitini priimér
byva obvykle v rozmezi 50 — 75 um, typicky vnéjsi primér je 375 um, celkova délka kapilary se
vétSinou pohybuje mezi 30 — 100 cm, efektivni délka je vidy o néco kratsi. Z dlivodu lepsi
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mechanické odolnosti a tim snadnéjSi manipulace se kapilary potahuji ochrannym plastém
z polyimidu. Kfemenné kapilary jsou transparentni pro UV zareni, proto muZe byt kapilara prfimo
pouzita k UV-detekci. Pfed zavedenim kapilary do detektoru je ovSem tfeba odstranit ochrannou
polyimidovou vrstvu, napf. vypalenim. Kapilary mohou byt chlazené, aby rychleji odvadély teplo.
Konce kapilary jsou umistény do dvou vialek, které jsou naplnény stejnym pufrem jako kapildra.
[4,7]

3.1.4.2 Zdroj napéti

Zdroj napéti slouzi k vytvoreni elektrického pole napti¢ kapildrou. PouZivaji se
vysokonapétové zdroje o rozsahu 0 — 30 kV a 0 — 300 mA. Zdroje mohou poskytovat konstantni
napéti nebo konstantni proud v zavislosti na pouzZivané metodé, nejcastéjsi je pouZiti
konstantniho napéti.

Ve vétsiné pripadl se anoda nachdzi u vstupu do kapilary a katoda u vystupu a analyty
migruji smérem ke katodé. Pokud je obraceny smér migrace, je tfeba zménit i polaritu
elektrického pole, aby se analyty nevracely zpét do vstupni vialky a prochazely kapilarou.
V takovém pfipadé je u vstupu do kapilary umisténa katoda a u vystupu anoda. [4, 7]

3.1.4.3 Davkovani vzorku

V kapildrni elektroforéze se obvykle davkuji velmi mald mnozstvi vzorku, fadové nékolik
nanolitrl. Davkovani se provadi umisténim vstupniho otvoru kapilary do vialky se vzorkem.
Existuje nékolik rGznych technik davkovani vzorku, nejbéznéjsi je davkovani hydrodynamické
nebo elektrokinetické. Pro davkovani se dnes jiz v naprosté vétsSiné pristroji pouZivaji
autosamplery, v nichZ je umisténo vétsi mnoiZstvi vialek a vzorky jsou z nich davkovany
automaticky. [4]

Hydrodynamické davkovani

Hydrodynamické davkovani vzorku je nejrozsitenéjsi metodou. MuzZe byt provedeno
nékolika rlznymi zplsoby. Nejjednodussi je davkovani s vyuZitim sifonového efektu, ktery
spociva v prostém zvednuti vialky se vzorkem, ve které je ponoren pocatek kapilary, takze dojde
k nasati vzorku do kapilary. Tato metoda oviem nema pfilis dobrou reprodukovatelnost, proto je
jeji pouziti méné Casté. Obvyklejsi je ddvkovani pomoci vytvoreni tlakového gradientu, toho Ize
dosahnout bud aplikaci tlaku na vstupu do kapilary, nebo naopak aplikaci vakua na jejim
vystupu. Typické je pouZiti tlakd v rozmezi 25 — 100 mbar po dobu 0,5 — 5 s. Reprodukovatelnost
nadavkovaného objemu je zde lepSi nez 1%. Tento objem Vi, zavisi na rozmérech kapilary,
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viskozité pufru, aplikovaném tlaku a Case a lze jej vypocitat s pouzitim Hagen-Poiseuilleovy
rovnice:
APd47Ttl'nj
Vinj = 12871

kde AP je tlakovy gradient na kapilafe, d je vnitfni primér kapilary, ti; je doba nastfiku, n je
viskozita pufru a | je celkova délka kapilary. [1, 7]

Elektrokinetické davkovani

Elektrokinetické (nebo také elektromigracni) davkovani vzorku se provadi ponofenim
pocatku kapildry do vialky se vzorkem a aplikaci napéti. Obvykle se pouZivaji hodnoty napéti
cca 3 — 5krdt nizsi neZz pracovni napéti po dobu 10 — 30 s. Jednotlivé slozky vzorku v tomto
ptipadé migruji do kapilary na zakladé elektroosmotického toku i svych vlastnich
elektroforetickych pohyblivosti, proto se jejich koncentrace v kapildfe mohou lisit od koncentraci
v plvodnim vzorku. Tento zpUsob davkovani je vyuZivan zejména pro kapilarni gelovou
elektroforézu, kde je hydrodynamické davkovani nevhodné. [4]

3.1.4.4 Detektor

Pfi kapilarni elektroforéze je obvyklé pouZiti tzv. on line detekce, kdy je analyt detekovan
primo v kapilafe. Méné castd je derivatizace vzorku po prichodu kapildrou a jeho nasledna
detekce. Vzhledem k malym rozmérim kapilary je detekce dllezitym bodem analyzy, ktery velmi
vyznamné ovliviiuje ziskané vysledky. Pro detekci v kapilarni elektroforéze se pouzivd tada
rdznych metod, z nichZ nejbéznéjsi je UV-VIS detekce. DalSimi metodami jsou napf. fluorescence,
laserem indukovand fluorescence, amperometrie, konduktometrie, hmotnostni spektrometrie
nebo metody nepfimé detekce. Citlivost vybranych detekcénich metod, jejich vyhody a nevyhody
jsou porovnany v tabulce 3.1. [1, 7]
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Tabulka 3. 1 - Porovnani vybranych detekcnich metod [1]

Metoda LOD (mol/l) | Min. detekovatelné | Vyhody a nevyhody
mnozstvi (mol)

UV-VIS Univerzalni, informace o spektru

: 10° - 107 10%-10"
spektrofotometrie
Fluorescence 107 - 10° 1085 107 CitIi.vé, yétéinou nutna
derivatizace
Laserem indukovana 10° — 1012 108 10 Velmi c'itlivé, vétéi?ou nutna
fluorescence (LIF) derivatizace, drahd
Amperometrie ; i ; i Citliva, selektivni, pouze pro
p 100~ 10 108~ 107° p p

elektricky aktivni analyty

Konduktometrie 10°-10" 10> -10" Univerzalni

Hmotnostni 8 9 16 17 Citliva, informace o struktufre,
. 10°-10 107°-10 . . -
spektrometrie (MS) komplikované spojeni CE a MS
Nepfimé metody 10 — 100krat - Univerzalni, niZsi citlivost nez
nizsi nez pti- pfimé metody
mé metody

UV-VIS spektrofotometrie

Velké mnozstvi analytd charakteristicky absorbuje zafeni v UV oblasti, proto je tato
metoda nejrozsirenéjSim typem detekce. Je pouzitelnd pro kvantitativni i kvalitativni analyzu,
protoZe pfi pouziti detektoru s diodovym polem lze pro kazdy pik ziskat zaroven jeho absorpéni
spektrum. Vzhledem k malému praméru kapilary, ktery je pri kapilarni elektroforéze Zadouci
z dlivodu vyssi Ucinnosti separace, je UV detekce méné citliva. Zvyseni citlivosti detekce lze
dosdhnout prodlouzenim drahy prichodu UV zafeni kapilarou pfi pouziti modifikovanych
detekénich cel, tzv. ,bubble cell” nebo ,Z-cell”. V pfipadé ,bubble cell” je kapildra v misté
detekéniho okna nékolikanasobné rozsitena, ¢imz se prodlouZi opticka drdha a zvysi citlivost.

|II

Princip ,Z-cell” spociva v ohnuti kapilary v misté detekéniho okna do tvaru pismene Ztak, Ze

zareni neprochazi kapilarou kolmo, ale podélné. Tim lze dosdahnout jesté vyraznéjsiho
prodlouZeni optické drahy a zvyseni citlivosti detekce. [1, 7]

Light

a.) b}
l = Capllary

T

Capillary Bubble Cell Light —————3= »

T

Obrazek 3. 4 - Usporadani bubble cell (a) a Z-cell (b) [6]
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Pro latky, které nevykazuji absorpci v UV oblasti, Ize pouzit nepfimou UV detekci, kdy
pracovni elektrolyt obsahuje ion absorbujici UV zareni (napf. kreatinin, salicylat). Pfi prichodu
neabsorbujiciho analytu detekéni celou dochazi k poklesu absorpce a na elektroforeogramu se
objevi negativni pik. [7]

Laserem indukovana fluorescence (LIF)

Jedna se o nejcitlivéjsi detekéni metodu. Jen malo latek ma v molekule vlastni fluorofor,
proto je €asto pred vlastni analyzou nutna derivatizace pomoci fluorescencénich cinidel, napft.
dansylchloridu, fluoresceinisothiokyanatu nebo fluoreskaminu. Je moZina také nepfima
fluorescenéni detekce, kdy je v zakladnim elektrolytu ptidan fluoreskujici ion, napf. salicylat nebo
chinin, prichod zény analytu detektorem se pak projevi poklesem fluorescence a negativnim
pikem. [7]

Hmotnostni spektrometrie (MS)

Vyhodou této detekéni metody je skutecnost, Ze umoznuje ziskat pro kazdy pik jeho
hmotnostni spektrum, coz napomdha jeho identifikaci. Detekce pomoci hmotnostni
spektrometrie je zaloZena na migraci iontd ve vakuu. MS detektor miZe byt s kapilarni
elektroforézou spojen rlznymi zpUsoby, napf. pomoci ionizace elektrosprejem (ESI) nebo pomoci
ostrelovani rychlymi atomy (FAB). [7]

Bezkontaktni vodivostni detekce (CCD)

Bezkontaktni vodivostni detekce je univerzadlni detekéni metodou pouzitelnou
pro vSechny typy analytl. Vhodna je zejména pro latky, které se obtizné detekuji jinymi
metodami, napf. malé anorganické kationty a anionty, ale i dalSi analyty neabsorbujici UV zareni.
Bezkontaktni vodivostni detektor je tvofen dvéma trubicovitymi elektrodami z nerezové oceli,
které jsou umistény za sebou okolo kapilary, mezi nimi je mala Stérbina, ktera funguje jako
rezistor. Pfi prlchodu zény analytu touto Stérbinou dochazi ke zméné vodivosti (prevracena
hodnota odporu), ktera je registrovdna jako analyticky signal. [1]
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3.1.5 Typy kapilarni elektroforézy

3.1.5.1 Kapilarni zénova elektroforéza (CZE)

Kapilarni zénova elektroforéza (CZE) je také oznacCovana jako kapilarni elektroforéza
prostého roztoku (FSCE). Jednd se o zakladni, nej¢astéji pouzivanou elektroforetickou metodu. Je
pro ni charakteristické pouZiti jediného pracovniho elektrolytu, jimZ je naplnéna celd kapildra i
pocatecni a koncova vialka. V celé separacéni kapilare je konstantni elektrické pole. Pfi separaci
pomoci CZE je vzorek injikovan do kapilary naplnéné pufrem a po aplikaci napéti jednotlivé latky
migruji kapildrou jako zdény. Pfi klasickém usporfadani unasi elektroosmoticky tok rozpusténé
latky smérem od anody ke katodé. Pfi kapildrni zénové elektroforéze je mozna separace rlizné
nabitych latek v pribéhu jedné analyzy na zakladé jejich elektroforetickych pohyblivosti.
V jednom kroku Ize od sebe oddélit rizné kationty i anionty v zavislosti na poméru jejich naboje
k velikosti. Neutrdlni latky zUstavaji pfi kapildarni zénové elektroforéze nerozdéleny. [4, 7]

3.1.5.2 Miceldrni elektrokineticka kapilarni chromatografie (MEKC)

Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie je elektroforetickou technikou, ktera
mUze byt na rozdil od ostatnich pouzita i pro separace neutralnich latek. Provedenim se nelisi
od klasické kapilarni zénové elektroforézy, rozdil spociva v pridavku povrchové aktivni latky
do zakladniho elektrolytu. Surfaktant musi byt v pufru pfitomen alespon v kritické micelarni
koncentraci, aby dochdazelo k samovolné tvorbé micel. Micely maiji sféricky tvar, na jejich povrchu
jsou orientovany polarni hydrofilni konce molekul tenzidu, hydrofobni konce mifi smérem
do vnitfku micely. Molekuly analytu vstupuji do micel v mnozstvi, které lze vyjadfit pomoci
rozdélovaciho koeficientu K. Pokud analyt do micel vlbec nevstupuje, je K = 0, pokud je
pfitomen pouze v micelach, K = o=, Separace analyt( zavisi na jejich rozdéleni mezi mobilni a
pseudostacionarni fazi (micely). Jako surfaktant se v MEKC pouZiva nejCastéji anionaktivni
docecylsiran sodny (SDS), dalS$imi pouZivanymi anionaktivnimi tenzidy jsou Zlu¢ové kyseliny.
Z kationaktivnich tenzid( Ize pouzit napr. cetyltrimethylamonium bromid,
dodecyltrimethylamonium bromid nebo karbethopendecinium bromid (Septonex). Je-li tfeba
sniZit migracni rychlost micel, Ize pouzit i neionogenni tenzidy. [1, 7]
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3.1.5.3 Kapilarni gelova elektroforéza (CGE)

Kapildarni gelova elektroforéza funguje na stejném principu jako klasickd gelova
elektroforéza. Tato metoda se pouZziva pro separace makromolekul, jako jsou nukleové kyseliny a
proteiny. Nabité latky migruji pod vlivem elektrického pole kapilarou skrz sit tvorenou
polymerem a jsou zadrZovany, pficemz nejvice jsou brzdény nejvétsi molekuly. To zpUsobi, Ze se
molekuly separuji podle své velikosti. Kapilarni format ma proti klasické elektroforéze urcité
vyhody, napf. moZnost pouZiti mnohonasobné vysSich hodnot napéti, aniz by dochazelo
k nadmérnému zahfivani vlivem Jouleho tepla, protoZe vznikajici teplo mlze byt v kapilare
efektivnéji odvadéno. Dalsi velkou vyhodou je moZnost automatické detekce v kapilare.
V kapilarni gelové elektroforéze se pouzivaji rizné typy gelQ, nejcastéji polyakrylamidovy nebo
agarézovy, ale pouZit lze i roztoky jinych polymerd — napf. hydroxyalkylceluldzy,
polyvinylalkoholu nebo dextranu. [1]

3.1.5.4 Kapilarni izoelektricka fokusace (CIEF)

Kapilarni izoelektricka fokusace je separacni metoda vhodna pro analyzu smési amfolytd
(nejcastéji proteinl nebo peptidd) na zakladé jejich rozdilného izoelektrického bodu, pl. Analyza
probiha v kapilare, kde je vytvoren gradient pH. Po aplikaci elektrického pole napfi¢ kapilarou
migruji jednotlivé amfolyty mezi katodou a anodou do mista svého pl a tak vytvofi pH gradient.
Vtomto gradientu analyty doputuji do svého izoelektrického bodu, kde se jejich kladny a
zaporny ndaboj vyrovnaji a zlstanou navenek bez naboje. Proto je zde jejich elektroforeticka
pohyblivost nulovd, a tak se jiz ddle nepohybuji a zakoncentrovavaji se v Uzké zéné. Kdyz jsou
analyty rozdéleny, prestdvd prochdazet elektricky proud. Poté je tfeba separované proteiny
mobilizovat. To mize byt provedeno napf. pomoci hydrodynamického tlaku nebo pridavkem soli
do jedné z vialek. [1, 7]

3.1.5.5 Kapilarni izotachoforéza (CITP)

Touto metodou Ize béhem jedné analyzy separovat bud pouze kationty, nebo pouze
anionty. Pfi kapilarni izotachoforéze se na rozdil od ostatnich metod pouZivaji dva elektrolyty —
vedouci a koncovy. Vedouci elektrolyt obsahuje ion, jehoZz efektivni pohyblivost je vétsi
Vzorek se ddvkuje na rozhrani vedouciho a koncového elektrolytu. Po aplikaci elektrického pole
se zaCina zéna vzorku pohybovat a mezi vedoucim a koncovym elektrolytem se vytvareji zény
jednotlivych analytl v poradi podle jejich pohyblivosti. VSemi zdnami prochazi stejny proud, a
proto smérem od vedouciho iontu ke koncovému vzrista elektrické pole. S tim souvisi tzv.
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samozaostrujici efekt, coz znamend, Ze vstoupi-li ion vlivem difize do sousedni zény, nasledkem
rozdilné intenzity elektrického pole se zméni jeho migracni rychlost a ion se opét vraci do ,své”
zony. V ustaleném stavu se vSechny zény pohybuji stejnou rychlosti. Pfi izotachoforéze nezavisi
koncentrace analyt( v jednotlivych zénach na jejich plvodni koncentraci ve vzorku, ale pouze
na koncentraci vedouciho iontu ve vedouci zéné a na pohyblivostech jednotlivych iontl. Proto je
izotachoforéza Casto vyuzivana pro zakoncentrovani vzork( pred analyzou pomoci jinych typ(
kapildrni elektroforézy. [1, 7]

3.2 Cyklodextriny

Siroké uplatnéni v separa¢nich metodach nachazeji v posledni dobé cyklodextriny. Tyto
latky byly poprvé izolovany roku 1891, jejich cyklickd struktura byla oviem objasnéna az o 45 let
pozdéji. Jednd se o cyklické oligosacharidy slozené z D-glukopyranosovych jednotek spojenych
vazbami typu a-1,4. Vznikaji enzymatickou degradaci skrobu bakteridlnimi glukosyltransferazami
druhu Bacilus macerans. [7, 8]

Makrocykly cyklodextrin(i maji tvar dutého kornoutu, na jehoz vnéjsku jsou orientovany
hydroxylové skupiny a dovnitf dutiny kyslikové atomy etherovych skupin a atomy vodiku.
Z tohoto ddvodu je vnéjsSek molekuly hydrofilni a vnitfek kavity ma lipofilni charakter. S tim
souvisi také schopnost cyklodextrinG tvofit inkluzni komplexy. Do kavity cyklodextrinu (hostitel)
mohou byt inkludovany organické i anorganické molekuly (host). Tvorba komplex( se Uspésné
vyuzivd vriadé oborl, kromé jiz zminéného pouZiti v separacnich metodach, kde maji
cyklodextriny uplatnéni jako chirdlni faze pro plynovou a kapalinovou chromatografii a kapilarni
elektroforézu, je lze pouzit také ve farmaceutickém primyslu pro zvyseni biodostupnosti léCiv,
v potravinarstvi pro stabilizaci chutovych a vonnych pfisad nebo v kosmetickém primyslu.
Dulezitou roli zde hraje také fakt, Ze jsou vyrabény z obnovitelnych zdrojl (Skrob), jejich toxicita
je nizka a jsou biologicky degradabilni. [8]

Hlavnimi zastupci nativnich cyklodextrin( jsou a-cyklodextrin (6 glukdzovych jednotek),
B-cyklodextrin (7 glukézovych jednotek) a y-cyklodextrin (8 glukdézovych jednotek), ale pouzivaji
se i dalsi, chemicky modifikované cyklodextriny. Chemickou modifikaci je mozné cilené ménit
jejich fyzikalné-chemické vlastnosti, zejména rozpustnost a komplexacni vlastnosti. Tak
napt. per(6-deoxy-per-6-karboxyethylsulfanyl)-y-cyklodextrin  tvofi s rokuronium bromidem
vlbec nejstabilnéjsi znamy inkluzni komplex. [8]
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Obrazek 3. 5 - Struktura a-, B- a y-cyklodextrinu [9]

Ve

Ptikladem praktického wvyuziti cyklodextrin(i je sugammadex, ucinnd ldtka obsaZena
v |é¢ivém pfipravku Bridion. Jednd se o modifikovany y-cyklodextrin, jehoZz efekt spociva
v selektivni tvorbé pevnych komplexi se steroidnimi myorelaxancii. NejsilnéjSi komplexacéni
ucinek ma sugammadex na rokuronium, slabsi na vekuronium a nejslabsi na pankuronium. Jeho
terapeutickou indikaci je zruseni neuromuskuldrni blokady zplsobené rokuroniem nebo
vekuroniem. Béhem této blokady vede intravendzni aplikace sugammadexu k rychlému
odstranéni molekul myorelaxancia z plazmy a ndsledné také k jejich difuzi z nervosvalové
ploténky do plazmy ve sméru koncentracniho gradientu, kde jsou enkapsulovany volnymi
molekulami sugammadexu. Kromé toho nékteré molekuly sugammadexu vstupuji i do tkani a
vytvari komplex pfimo tam. To vSe vede k rychlému ukoncéeni neuromuskularni blokady. Navic
sugammadex plisobi pouze jako vazebna latka, je biologicky inaktivni a ukazal se jako bezpecné a
dobre tolerované |écivo. Klinické studie ukazuji, Ze prispéje ke zvySeni bezpecnosti a ke snizeni
vyskytu rezidudlni blokady pfi uziti steroidnich myorelaxancii. [10]

Obrazek 3. 6 - Schematické zndzornéni funkce sugammadexu [11]
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3.3 Pankuronium, vekuronium a rokuronium

Pankuronium, vekuronium a rokuronium patfi mezi periferni nedepolarizujici
(kompetitivni) myorelaxancia. Jedna se o latky se steroidni strukturou, které ve své molekule
obsahuji androstanovy skelet. Tyto latky maji strukturu podobnou acetylcholinu, jsou to
kvartérni amoniové slouceniny, které velmi Spatné prochazeji membranami a musi byt proto
podavany intravendzné. [12]

3.3.1 Myorelaxancia — mechanismus ucinku a pouziti

Mechanismus ucinku nedepolarizujicich perifernich myorelaxancii spociva v obsazeni
nikotinovych Ny receptord v nervosvalové stérbiné, kde pulsobi jako kompetitivni antagonisté
acetylcholinu. Je-li takto obsazeno alespori 70 — 80% N, receptorll, dochazi k nervosvalové
blokadé a je znemoZnéno vyvolani svalové kontrakce uvolnénim acetylcholinu do nervosvalové
$térbiny. Ucinek téchto latek mlZe byt zmirnén podénim inhibitor(i acetylcholinesterazy
(napf. neostigmin, pyridostigmin). Jejich plsobenim dochazi k nahromadéni endogenniho
acetylcholinu  na nervosvalové ploténce, ten poté kompetuje s nedepolarizujicim
myorelaxanciem o Ny receptory a vytésnuje ho. Inhibitory acetylcholinesterazy tedy pUsobi jako
antidota pfi predavkovani nedepolarizujicimi myorelaxancii. [12]

Lécivé pripravky Pavulon (Uc¢inna latka pankuronium bromid), Norcuron (uc¢inna latka
vekuronium bromid) a Esmeron (U¢inna latka rokuronium bromid) se pouZzivaji jako pomocna
|éCiva pfi celkové anestezii k usnadnéni trachealni intubace a k zajisténi relaxace kosterniho
svalstva v prlbéhu chirurgickych zakrokU, pfipravek Esmeron také k usnadnéni intubace a umélé
plicni ventilace na jednotkach intenzivni péce. [13, 14, 15]

3.3.2 Struktura analytu

Pankuronium bromid

Chemicky se jednda o 1,1"-[3a,17B-bis(acetyloxy)-5a-androstan-2f,16B-diyl]bis(1-
methylpiperidin-1-ium)-dibromid. Sumdrni vzorec je CssHgoBr,N,O4, relativni molekulova

hmotnost M, = 732,68. [3]
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Obrazek 3. 7 - Struktura pankuronium bromidu

Vekuronium bromid

Chemicky se jednd o 1-[3a,17B-diacetoxy-2B(piperidin-1-yl)-5a-androstan-16p-yl]-1-
methylpiperidin-1-ium-bromid. Sumarni vzorec je CasHs7BrN,0,4, relativni molekulovd hmotnost

M, = 637,74. [3]

Obrazek 3. 8 - Struktura vekuronium bromidu

Rokuronium bromid

Chemicky se jednd o 1-allyl-1-(17B-acetoxy-3a-hydroxy-2B-morfolino-5a-androstan-16-
yl)pyrrolidin-1-ium-bromid. Sumadarni vzorec je Cs;Hs3BrN,04, relativni molekulovd hmotnost

M, = 609,69. [3]
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Obrazek 3. 9 - Struktura rokuronium bromidu

3.3.3 Metody stanoveni myorelaxancii

Cesky lékopis 2009 uvadi pro stanoveni pankuronium bromidu, vekuronium bromidu a
rokuronium bromidu metodu nevodné acidimetrické titrace s potenciometrickou indikaci bodu
ekvivalence. Jako odmérné Cinidlo se zde pouziva kyselina chloristd 0,1 mol/l VS, analyty
se rozpousti v acetanhydridu R (pankuronium bromid), pripadné v kyseliné octové ledové R
(vekuronium bromid a rokuronium bromid). [3]

Stanovuji se nejen vlastni analyty, ale také pribuzné latky, které se mohou vyskytovat
jako netistoty. Pro toto stanoveni uvadi CL 2009 metody tenkovrstvé chromatografie
(pankuronium bromid, vekuronium bromid) nebo kapalinové chromatografie (vekuronium
bromid, rokuronium bromid). [3]

Pro stanoveni pankuronium bromidu a vekuronium bromidu v léivych pfipravcich
Pavulon a Norcuron byla publikovdna metoda kapilarni elektroforézy s bezkontaktni vodivostni
detekci, ktera je zaroven separacni metodou pro tyto dva analyty. [16]

Dalsi metodou pro stanoveni myorelaxancii ve farmaceutickych ptipravcich je metoda
HPLC s amperometrickou detekci, ktera byla UspéSné aplikovana pro stanoveni rokuronium
bromidu a jeho osmi nedistot v pfipravku Esmeron. [17]

Pro stanoveni pankuronium bromidu a jeho necistot (dakuronia a vekuronia)
v pfipravcich byla vyvinuta také metoda kapalinové chromatografie s detekci pomoci nabitého
aerosolu (LC-CAD). [18]

Pro stanoveni vekuronium bromidu ve farmaceutickych pfipravcich byly vyvinuty metody
HPLC s UV-VIS spektrofotometrickou detekci a CZE s nepfimou UV-VIS spektrofotometrickou
detekci. Obé pouzité metody stanoveni byly vzajemné porovndny a nebyly mezi nimi pozorovany
vyznamné rozdily. [19]

Déle existuji také metody, které byly vyvinuty pro stanoveni myorelaxancii v biologickych
materidlech, zejména v plazmé. Tyto metody byly ¢asto pouzity pro studium farmakokinetiky
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analyzovanych latek. Pro rokuronium a jeho metabolity bylo publikovano nékolik metod, napf.
HPLC s fluorimetrickou detekci, ktera byla pouZita nejen pro stanoveni v plazmé, ale také v moci,
Zluci a tkanovych homogenizatech [20], dadle metody plynové chromatografie s detekci pomoci
hmotnostni spektrometrie nebo detektoru senzitivniho pro slouceniny obsahujici dusikovy atom.
[21, 22] Zajimava je spektrofotometrickd kinetickd metoda stanoveni pankuronium bromidu
v séru a moci, zaloZzena na inhibici enzymu cholinesterdzy pankuronium bromidem. [23]

Tabulka 3. 2 - Srovnani vybranych metod stanoveni myorelaxancii (LP... |éCivy pripravek; B...

biologicky material; ta... as analyzy)

Metoda | Detekce Analyt Vz. | LOD LOQ ta / [ref]
CZE CCD PAN, VEC LP | 7 ug/ml (PAN) | 21 pg/ml (PAN) | <4 min [16]
6 pug/ml (VEC) 18 pg/ml (VEC)
HPLC Ampero- ROC + LP | 15 ng/ml (ROC) | 45 ng/ml (ROC) | <10 min [17]
metrie necistoty
LC CAD PAN + LP | 0,55 pg/ml 1,82 pg/ml <12 min [18]
necistoty (PAN) (PAN)
HPLC UV-VIS VEC LP |- 2,3 pg/ml (VEC) | < 10 min [19]
spektro-
fotometrie
CZE Nepfima VEC LP |- 15,1 pg/ml < 5 min [19]
UV-VIS (VEC)
spektro-
fotometrie
HPLC Fluorimetrie | ROC + B 3 ng/ml (ROC) 10 ng/ml (ROC) | <30 min [20]
metabolity
GC MS ROC + B - 26 ng/ml (ROC) | < 18 min [21]
metabolity
GC Detektor ROC + B 10 ng/ml (ROC) | 50 ng/ml (ROC) | <12 min [22]
senzitivni metabolity
pro dusik
Inhibice Kineticka PAN B 1,47 ng/ml 4,89 ng/ml <7 min [23]
cholin- spektro- (PAN) (PAN)
esterdzy | fotometrie
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4. Experimentalni cast
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4.1 Pouzivané pristroje

Analyzy byly provadény na elektroforetickém systému PrinCE 650 (PrinCE Technologies B.
V., Nizozemi), ktery byl vybaven bezkontaktnim vodivostnim detektorem TraceDec® (Innovative
Sensor Technologies GmbH, Strasshof, Rakousko). Analyzator byl ovladdn pomoci programu
WinPrinCE, ktery byl integrovdn v systému DAXx (software pro ziskdvani a analyzu dat). Hodnoty
pH elektrolytd byly mérfeny na pH metru PHM 220 (Radiometer, Francie) s kombinovanou
sklenénou elektrodou PHC 2401-8, kterd byla kalibrovana na standardni pufry. Roztoky byly
odplynény pomoci ultrazvukové |dzné Sonorex Digitec (Bandelin, Némecko).

4.2 Pouzité chemikalie

e Kyselina octovd, 299.0%, Fluka

e Kyselina mravenci bezvoda, 98%, Fluka

e Kyselina citronovda monohydrat, p. a., min. 99,8%, Penta
e Kyselina fosforecna, min. 85%, Merck

e Rokuronium bromid, 298.0%, Sigma-Aldrich

e Pankuronium bromid, p. a., Lunarsun

e Vekuronium bromid, p. a., Lunarsun

e y-cyklodextrin, min. 99%, Sigma-Aldrich

e Hydroxypropyl-y-cyklodextrin, p. a., Fluka

e Amoniak vodny roztok, 25-27%, Penta

e Tetraethylamonium jodid, 98%, Sigma-Aldrich

e Tetramethylamonium jodid, 99%, Sigma-Aldrich

e Tetrabutylamonium bromid, >99%, Fluka

e Fenyltrimethylamonium jodid, min. 99%, Lachema

e Esmeron, N. V. Organon, Oss, Nizozemi, €. S. 682575

e Norcuron, N. V. Organon, Oss, Nizozemi, €. §. 5900511

e Pavulon, N. V. Organon, Oss, Nizozemi, €. §. 6700145

e ultracista voda produkovana pfistrojem Milli-Q-System, Millipore, Bedford, MA, USA
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4.3 Pfiprava roztoku

4.3.1 Priprava roztoku zakladniho elektrolytu

Vypocitany objem 99% kyseliny octové byl v kddince zfedén vodou a nasledné bylo
upraveno pH na potfebnou hodnotu roztokem amoniaku o koncentraci 1 mol/l. Roztok z kadinky
byl kvantitativné preveden do odmérné bariky a doplnén vodou po rysku. Do jiné odmérné bariky
bylo navdZeno potfebné mnoizstvi hydroxypropyl-y-cyklodextrinu, rozpusténo v ptipraveném
roztoku octanu amonného a doplnéno timto roztokem po rysku.

4.3.2 Priprava zasobnich roztokia standardu

Potfebné mnoZstvi daného standardu bylo navazeno do odmérné bariky, rozpusténo
v roztoku octanu amonného o koncentraci 50 mmol/l a pH = 4,75 a doplnéno timto roztokem
po rysku. Timto postupem byly pfipraveny zasobni roztoky standard( pankuronium bromidu,
vekuronium bromidu a rokuronium bromidu o koncentraci 1 mg/ml.

4.3.3 Priprava zasobnich roztoku vnitinich standardi

Jako vnitfni standard byly testovany tetraethylamonium jodid, tetramethylamonium
jodid, tetrabutylamonium bromid a fenyltrimethylamonium jodid. Potfebné mnoiZstvi daného
vnitfniho standardu bylo navdzeno do odmérné bariky, rozpusténo ve vodé a doplnéno po rysku.
Zasobni roztoky vnitfnich standardd byly pfipravovany o koncentraci 2 mg/ml.

4.3.4 Priprava pracovnich roztoku pro kalibraci

Pro kalibraci byly pfipraveny vzorky obsahujici vSechny tfi stanovované analyty na 5
koncentracnich hladinach. Vzorky byly pfipravovany ze zasobnich roztokd standard(
pankuronium bromidu, vekuronium bromidu a rokuronium bromidu a zasobniho roztoku
vnitfniho standardu — fenyltrimethylamonium jodidu. Dané objemy vSech zasobnich roztokd byly
pipetovany do 5ml odmérnych banék a doplnény vodou po rysku.
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Vysledné koncentrace vsech analytll ve vzorku a pipetované objemy zasobnich roztokd
jsou uvedeny v tabulce.

Tabulka 4. 1 - Pfiprava roztoku pro kalibraci

Kalibra&ni | V(ZRean) | V(ZRvec) | V(ZRrod) | V(ZRs) | c(PAN) [ c(VEC) [c(ROC) | c(IS)
hladina [ml] [ml] [ml] [ml] [ug/ml] | [ug/ml] | [ug/ml] | [ug/ml]
1 0,25 0,25 0,25 0,75 50 50 50 300
2 0,50 0,50 0,50 0,75 100 100 100 300
3 0,75 0,75 0,75 0,75 150 150 150 300
4 1,00 1,00 1,00 0,75 200 200 200 300
5 1,25 1,25 1,25 0,75 250 250 250 300

4.3.5 Priprava zasobnich roztoku pripravkt Pavulon, Norcuron a Esmeron

Lécivy pripravek Pavulon je vyrdbén ve formé injekéniho roztoku o koncentraci 2 mg
pankuronium bromidu v 1 ml roztoku. Jedna ampulka obsahuje 2 ml injekéniho roztoku. [13]
Zasobni roztok ptipravku Pavulon byl pfipravovan smisenim obsahu dvou ampuli ptipravku
dohromady. Vysledna koncentrace pankuronium bromidu v pfipraveném zdsobnim roztoku byla
2 mg/ml.

Lécivy pripravek Norcuron je vyrabén ve formé prasku pro pfipravu injekéniho roztoku a
dodavan spole¢né srozpoustédlem, kterym je voda na injekci. Jedna ampulka pfipravku
Norcuron obsahuje 4 mg vekuronium bromidu. [14] Zasobni roztok pripravku Norcuron byl
pripraven nasledujicim zpGsobem: obsah ampulky byl rozpustén v 1 ml vody, roztok byl pomoci
injekéni strikacky preveden do kadinky a poté byla ampulka jesté jednou vyplachnuta 1 ml vody,
vznikly zfedény roztok byl smisen s prvnim roztokem. Zdsobni roztok byl ziskan rozpusténim a
smisenim obsahu 2 ampulek. Vyslednd koncentrace vekuronium bromidu v pfipraveném
zdsobnim roztoku byla 2 mg/ml.

Lécivy pripravek Esmeron je vyrabén ve formé injekéniho roztoku o koncentraci 10 mg
rokuronium bromidu v1 ml roztoku. [15] Ztohoto roztoku byl zdsobni roztok pfipraven
napipetovanim 0,5 ml do 5ml odmérné banky a doplnénim vodou po rysku. Vysledna
koncentrace rokuronium bromidu v pfipraveném zasobnim roztoku byla 1 mg/ml.

Zasobni roztoky lécivych pfipravk( Pavulon, Norcuron i Esmeron byly pfipravovany
Cerstvé kazdy den.
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4.3.6 Priprava pracovnich roztoku pro hodnoceni pfesnosti

Pro hodnoceni presnosti metody byly pouZity nasledujici pracovni roztoky:

Pavulon

Pracovni roztok pripravku Pavulon byl pfipraven nasledujicim postupem: do 5ml
odmérné banky bylo pipetovano 0,50 ml zasobniho roztoku pfipravku Pavulon a 0,75 ml
zasobniho roztoku vnitfniho standardu a doplnéno vodou po rysku. Vysledna koncentrace
pankuronium bromidu v pfipraveném pracovnim roztoku byla 200 pg/ml, koncentrace vniténiho
standardu 300 pg/ml.

Pracovni roztok standardu pankuronium bromidu byl pfipraven nasledujicim postupem:
do 5ml odmérné bariky bylo pipetovdno 1,00 ml zasobniho roztoku pankuronium bromidu a
0,75 ml zadsobniho roztoku vnitfniho standardu a doplnéno vodou po rysku. Vysledna
koncentrace pankuronium bromidu v pfipraveném pracovnim roztoku byla 200 pg/ml,
koncentrace vnitfniho standardu 300 pg/ml.

Pracovni roztok ptipravku byl pfipraven Sestkrat, pracovni roztok standardu dvakrat.

Norcuron

Pracovni roztok pfipravku Norcuron byl pfipraven nasledujicim postupem: do 5ml
odmérné banky bylo pipetovdno 0,50 ml zasobniho roztoku pfipravku Norcuron a 0,75 ml
zasobniho roztoku vnitfniho standardu a doplnéno vodou po rysku. Vysledna koncentrace
vekuronium bromidu v pfipraveném pracovnim roztoku byla 200 pg/ml, koncentrace vnitfniho
standardu 300 pg/ml.

Pracovni roztok standardu vekuronium bromidu byl pfipraven nasledujicim postupem:
do 5ml odmérné banky bylo pipetovdno 1,00 ml zdsobniho roztoku vekuronium bromidu a
0,75 ml zasobniho roztoku vnitfniho standardu a doplnéno vodou po rysku. Vysledna
koncentrace vekuronium bromidu v pfipraveném pracovnim roztoku byla 200 pg/ml,
koncentrace vnitfniho standardu 300 pg/ml.

Pracovni roztok ptipravku byl pfipraven Sestkrat, pracovni roztok standardu dvakrat.

Esmeron

Pracovni roztok pripravku Esmeron byl pfipraven nasledujicim postupem: do 5ml
odmérné barky bylo pipetovano 0,75 ml zdsobniho roztoku ptipravku Esmeron a 0,75 ml
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zasobniho roztoku vnitfniho standardu a doplnéno vodou po rysku. Vysledna koncentrace
rokuronium bromidu v pfipraveném pracovnim roztoku byla 150 pg/ml, koncentrace vniténiho
standardu 300 pg/ml.

Pracovni roztok standardu rokuronium bromidu byl pfipraven ndsledujicim postupem:
do 5ml odmérné banky bylo pipetovano 0,75 ml zdsobniho roztoku rokuronium bromidu a
0,75 ml zadsobniho roztoku vnitiniho standardu a doplnéno vodou po rysku. Vysledna
koncentrace rokuronium bromidu v pfipraveném pracovnim roztoku byla 150 pg/ml,
koncentrace vnitfniho standardu 300 pg/ml.

Pracovni roztok ptripravku byl pfipraven Sestkrat, pracovni roztok standardu dvakrat.

4.3.7 Priprava pracovnich roztokl pro hodnoceni spravnosti

Pro hodnoceni spravnosti metody byly pouzity nasledujici pracovni roztoky:

Pavulon

Pracovni roztoky byly pfipraveny ze zdsobniho roztoku standardu pankuronium bromidu,
zasobniho roztoku pfipravku Pavulon a zasobniho roztoku vnitfniho standardu napipetovanim
objeml uvedenych v tabulce do 5 ml odmérné barnky a doplnénim vodou po rysku. Celkova
koncentrace pankuronium bromidu vdaném pracovnim roztoku je uvedena v tabulce,
koncentrace vnitfniho standardu byla vzdy 300 pg/ml.

Pracovni roztoky A a B byly pfipraveny dvakrat, pracovni roztoky C, D a E tfikrat.

Tabulka 4. 2 - Pfiprava pracovnich roztok( pro ovéreni spravnosti — Pavulon

Pracovni roztok V (ZR PAN) V (ZR Pavulon) V (ZR IS) c
[ml] [ml] [ml] [ug/ml]
A 0,5 - 0,75 100
B - 0,25 0,75 100
C 0,125 0,25 0,75 125
D 0,25 0,25 0,75 150
E 0,5 0,25 0,75 200
Norcuron

Pracovni roztoky byly pfipraveny ze zdsobniho roztoku standardu vekuronium bromidu,
zasobniho roztoku pfipravku Norcuron a zasobniho roztoku vnitfniho standardu napipetovanim
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objemU uvedenych v tabulce do 5 ml odmérné bariky a doplnénim vodou po rysku. Celkova
koncentrace vekuronium bromidu v daném pracovnim

koncentrace vnitfniho standardu byla vidy 300 ug/ml.

roztoku

je uvedena v tabulce,

Pracovni roztoky A a B byly pfipraveny dvakrat, pracovni roztoky C, D a E tfikrat.

Tabulka 4. 3 - Pfiprava pracovnich roztok( pro ovéreni spravnosti — Norcuron

Pracovni roztok V (ZR VEC) V (ZR Norcuron) V (ZRIS) c
[ml] [ml] [ml] [ug/ml]
A 0,5 - 0,75 100
B - 0,25 0,75 100
C 0,125 0,25 0,75 125
D 0,25 0,25 0,75 150
E 0,5 0,25 0,75 200
Esmeron

Pracovni roztoky byly ptipraveny ze zdsobniho roztoku standardu rokuronium bromidu,
zasobniho roztoku pfipravku Esmeron a zasobniho roztoku vnitiniho standardu napipetovanim
objem( uvedenych v tabulce do 5 ml odmérné banky a doplnénim vodou po rysku. Celkova
koncentrace rokuronium bromidu vdaném pracovnim roztoku je uvedena v tabulce,
koncentrace vnitfniho standardu byla vzdy 300 ug/ml.

Pracovni roztoky A a B byly pfipraveny dvakrat, pracovni roztoky C, D a E tfikrat.

Tabulka 4. 4 - Pfiprava pracovnich roztokd pro ovéreni spravnosti — Esmeron

Pracovni roztok V (ZR ROCQ) V (ZR Esmeron) V (ZR 1S) c
[ml] [ml] [ml] [ug/ml]
A 0,5 - 0,75 100
B - 0,5 0,75 100
C 0,125 0,5 0,75 125
D 0,25 0,5 0,75 150
E 0,5 0,5 0,75 200

4.4 Optimalizace metody

Separaci latek metodou kapilarni elektroforézy ovliviiuje mnoho faktor(i. Velmi vyrazny
vliv ma slozeni zakladniho elektrolytu (typ pouzitého elektrolytového systému, jeho koncentrace,
pH, pridana aditiva, jako napf. organickd rozpoustédla nebo latky tvorici komplexy). Dalezitymi
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parametry jsou také typ, délka a vnitfni primér pouZité kapilary, vloZzené napéti, pracovni
teplota a zpUsob davkovani vzorku.

V pribéhu této prace byly testovany nasledujici parametry: druh pouzitého elektrolytu,
jeho koncentrace a pH, koncentrace pridaného cyklodextrinu a methanolu, pouZité napéti a
pracovni teplota.

4.1.1 Druh elektrolytového systému

ProtoZe analyty nejsou stabilni v bazickém prostredi, byly jako BGE testovany pufry
kyselé oblasti pH — formiatovy (pH = 3,75), acetatovy (pH = 4,75), citratovy (pH = 3,10), fosfatovy
(pH = 3,00) a kombinovany citrat-fosfatovy (pH = 4,00) pufr. U formiatu a acetdtu byly
pro Upravu pH zkouseny roztoky NaOH a NHs, u ostatnich pufri pouze NaOH.

4.1.2 Vliv pH

S ohledem na pufracni oblast acetdtového pufru byly testovany tyto hodnoty pH: 3,75;
4,25; 4,75; 5,25 a 5,75. Pfi kazdé hodnoté pH byla provedena 2 méreni. Jako vzorek byl pouzit
roztok obsahujici pankuronium bromid, vekuronium bromid a rokuronium bromid v koncentraci
200 pg/ml.

Analyzy byly provedeny za téchto konstantnich podminek:

e koncentrace kyseliny octové 30 mmol/I

e koncentrace HP-y-CD 10 mmol/I (15,8 mg/ml)
e vloZené napéti 25 kV

e pracovni teplota 25°C

4.1.3 Vliv koncentrace HP-y-CD

Vliv koncentrace hydroxypropyl-y-cyklodextrinu byl testovan pro hodnoty 5 mg/ml,
10 mg/ml, 15 mg/ml, 20 mg/ml a 25 mg/ml. Pti kazdé koncentraci byla provedena 2 méreni. Jako
vzorek byl pouzit roztok obsahujici pankuronium bromid, vekuronium bromid a rokuronium
bromid v koncentraci 200 pg/ml.
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Analyzy byly provedeny za téchto konstantnich podminek:

e koncentrace kyseliny octové 30 mmol/I
e pH5,75

o vloZené napéti 25 kV

e pracovni teplota 25°C

4.1.4 Vybér vnitiniho standardu

Pfi hledani vhodného vnitiniho standardu byly testovany tyto kvartérni aminy:
tetraethylamonium jodid, tetramethylamonium jodid, tetrabutylamonium bromid a
fenyltrimethylamonium jodid. Jako vzorek byl pouZit roztok obsahujici pankuronium bromid,
vekuronium bromid a rokuronium bromid v koncentraci 200 pg/ml, testované vnitfni standardy
byly do vzorku pfidavany vzdy v koncentraci 500 pg/ml.

4.1.5 Vliv koncentrace kyseliny octové

Vliv koncentrace kyseliny octové byl testovan pro hodnoty 10 mmol/l, 20 mmol/|,
30 mmol/l, 40 mmol/l a 50 mmol/I. Pti kaZzdé koncentraci byla provedena 2 méfeni. Jako vzorek
byl pouZit roztok obsahujici pankuronium bromid, vekuronium bromid a rokuronium bromid
v koncentraci 200 pg/ml a vnitfni standard (fenyltrimethylamonium jodid) v koncentraci
300 mg/ml.

Analyzy byly provedeny za téchto konstantnich podminek:

e pH5,75

e koncentrace hydroxypropyl-y-cyklodextrinu 20 mg/ml
e vloZené napéti 25 kV

e pracovni teplota 25°C

4.1.6 Vliv pridavku methanolu

Pridavek organického rozpoustédla do BGE byl testovan z dlivod( mozného snizeni Sumu
zakladni linie. Vliv obsahu pfidaného methanolu byl testovan pro hodnoty 0%, 5%, 10%, 15% a
20%. Pti kazdé koncentraci byla provedena 2 méfeni. Jako vzorek byl pouzit roztok obsahujici
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pankuronium bromid, vekuronium bromid a rokuronium bromid v koncentraci 200 pug/ml a
vnitfni standard (fenyltrimethylamonium jodid) v koncentraci 300 mg/ml.

Analyzy byly provedeny za téchto konstantnich podminek:

e koncentrace kyseliny octové 30 mmol/I

e pH5,75

e koncentrace hydroxypropyl-y-cyklodextrinu 20 mg/ml
e vloZené napéti 25 kV

e pracovni teplota 25°C

4.1.7 Vliv vlozeného napéti

Byly testovany hodnoty vloZzeného napéti 15 kV, 20 kV, 25 kV a 30 kV. Pro kaZdou
hodnotu napéti byla provedena 2 méfeni. Jako vzorek byl pouzit roztok obsahujici pankuronium
bromid, vekuronium bromid a rokuronium bromid v koncentraci 200 ug/ml a vnitfni standard
(fenyltrimethylamonium jodid) v koncentraci 300 mg/ml.

Analyzy byly provedeny za téchto konstantnich podminek:

e koncentrace kyseliny octové 30 mmol/I

e pH5,75

e koncentrace hydroxypropyl-y-cyklodextrinu 20 mg/ml
e pracovni teplota 25°C

4.1.8 Vliv pracovni teploty

Byly testovany hodnoty pracovni teploty 15°C, 20°C, 25°C a 30°C. Pro kaZzdou hodnotu
teploty byla provedena 2 méreni. Jako vzorek byl pouzZit roztok obsahujici pankuronium bromid,
vekuronium bromid a rokuronium bromid v koncentraci 200 pug/ml a wvnitfni standard
(fenyltrimethylamonium jodid) v koncentraci 300 mg/ml.

Analyzy byly provedeny za téchto konstantnich podminek:

e koncentrace k. octové 30 mmol/I

e pHS5,75

e koncentrace hydroxypropyl-y-cyklodextrinu 20 mg/ml
e vloZené napéti 20 kv
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4.5 Postup analyzy

Pro analyzu byla pouZita kfemenna kapilara o vnitfnim priiméru 50 um, celkové délce
75 cm a efektivni délce 45 cm. Kapilara byla temperovana vzduchem na 25 + 0,1°C.

Pfed prvnim pouZitim byla kapilara kondicionovdna promytim 10 minut methanolem,
20 minut 1M roztokem NaOH a 10 minut vodou, vse pfi tlaku 1000 mbar.

Denné byla kapildra rano pred prvni analyzou a po ukonéeni méreni promyvdna 10 minut
0,5M roztokem NaOH a 10 minut vodou pfi tlaku 1000 mbar.

Na pocatku kazdé analyzy byla kapildra promyvana 2 minuty 0,5M roztokem NaOH,
2 minuty vodou a 2 minuty pracovnim elektrolytem, vsSe pfi tlaku 1000 mbar. Pro analyzu byly
pouzity vidy 3 vialky s BGE — jedna slouZila k promyvani kapildry, dalsi dvé byly pouZity jako
vstupni a vystupni zasobnik pro vlastni analyzu. Jedna sada zdsobnik( BGE byla pouZzita vzdy
maximalné pro 6 analyz.

Bylo pouZito hydrodynamické davkovani vzorku, nastfik do kapilary probihal po dobu
6 sekund tlakem 50 mbar.

Nastaveni CCD detektoru bylo nasledujici: Gain 50%, Voltage — 18 dB, Offset 0.

4.6 Vypocetni postupy

4.6.1 Zpusobilost systému

Byly hodnoceny nésledujici parametry zpUsobilosti systému: pocet teoretickych pater (N),
asymetrie piku (A), rozliSeni mezi sousednimi piky (R), opakovatelnost migracnich ¢ast a ploch
pikd. Byly vypocitany pramérné hodnoty ze Sesti méreni pracovniho roztoku standardi
za optimalnich podminek analyzy.
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4.6.1.1 Pocet teoretickych pater

Pocet teoretickych pater byl vypocitdn programem DAx dle vztahu [24]:

¢ 2
N = 5,54( U )
Wi/2

tm — migracni ¢as daného analytu

w;/, — Sitka piku v poloviné jeho vysky
4.6.1.2 Asymetrie

Asymetrie piku A byla uréena programem DAXx jako pomér Sifky pravé strany piku k jeho
levé strané v jedné desetiné vysky piku. [24]

4.6.1.3 Rozliseni

Rozliseni mezi sousednimi piky bylo spocitano programem DAXx dle vztahu [3]:

_ L18(tm, — tm,y)
(Wij2), + (Wiy2),

tm1, tm2 — migracni casy analyt

(W1/2)1, (W1y2), = SiFky pik( v poloviné vysky

4.6.1.4 Opakovatelnost

Bylo provedeno Sest méreni vzorku pracovniho roztoku standardd a pomoci programu
DAx byly ziskany hodnoty migracnich ¢ast a ploch pikli standardd vsech tfi analytl i vnitiniho
standardu. Korekce ploch vsech sledovanych pik(i byla provedena vydélenim jejich migra¢nim
¢asem. Byl uréen primeér hodnot, smérodatna odchylka a relativni smérodatna odchylka podle
nasledujicich vzorcu.
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Primér hodnot X:

Smérodatna odchylka s [3]:

Relativni smérodatna odchylka RSD [3]:

S
RSD =100 =
X

n — pocet jednotlivych méreni

X; — hodnota jednotlivého méreni

4.6.2 Validace metody

4.6.2.1 Kalibrace, stanoveni linearity a rozsahu metody

Ovéreni linearity bylo provedeno mérenim kalibracni kfivky na péti koncentracnich
Urovnich kazdého z analytl v rozsahu 50 — 250 pg/ml s obsahem 300 pg/ml vnitfniho standardu.
Na kazdé koncentracni Urovni byla provedena tfi méreni.

Plochy analytd byly korigovany migracnim ¢asem a byl uréen pomér korigovanych ploch
daného analytu a vnitfniho standardu podle nasledujiciho vzorce:

A —vysledny pomér korigovanych ploch
A,, Ais— plochy pikll analytd a vnitfniho standardu
tmx, tmis — migracni ¢asy analytd a vnitiniho standardu

Vysledky byly zpracovany metodou linedrni regrese, hodnocena byla zavislost poméru
korigovanych ploch na koncentraci daného analytu ve vzorku.
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4.6.2.2 Stanoveni LOD a LOQ

Limit detekce (LOD) a limit kvantifikace (LOQ) byly stanoveny na zdkladé poméru signalu
k Sumu (S/N), ktery byl vypocitan podle nasledujiciho vztahu [3]:

S 2H

N h

H — vyska piku daného analytu na elektroforeogramu

h — rozsah Sumu na elektroforeogramu pfi slepé zkousce ve vzdalenosti dvacetinasobku Sirky
piku v poloviné jeho vysky rovnomérné na obé strany od mista, kde by se pik nachazel

Pro LOD bylo S/N =3 a pro LOQ S/N = 10.

4.6.2.3 Mezidenni pfesnost

Béhem tfi dnd bylo provddéno stanoveni obsahu analytu v daném HVLP. Kazdy den byly
provedeny analyzy vidy dvou pracovnich roztokd standardu analytu a Sesti pracovnich roztokd
|éCivého pripravku s obsahem téhoz analytu, byly provedeny vzdy tfi analyzy kazdého pracovniho
roztoku.

Byla ur¢ena koncentrace analytu v pracovnich roztocich HVLP podle vztahu:

o = Ayz - Csr
vz = T
Asr

cyz — koncentrace ve vzorku
¢st — koncentrace v pracovnim roztoku standardu
Ayz — pomér korigovanych ploch pik( analytu a vnitfniho standardu ve vzorku

Ast — pomér korigovanych ploch pikd analytu a vnitfniho standardu v pracovnim roztoku
standardu

Stanoveny obsah analytu byl vyjadren v procentech z deklarovaného obsahu v pfipravku,
byl vyhodnocen primérny obsah, smérodatnd odchylka a relativni smérodatnda odchylka
stanoveni v pribéhu jednoho dne i dohromady béhem vsech tti dnd.
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4.6.2.4 Spravnost

Spravnost byla uréena metodou standardniho pfidavku. Roztoky byly pfipraveny
postupem uvedenym v kapitole 4.3.7, kazdy pfipraveny pracovni roztok byl méfen tfikrat. Byly
uréeny koncentrace analytll v pracovnich roztocich. Hodnocena byla nalezend koncentrace
pfidaného standardu analytu, kterd byla uréena jako rozdil mezi celkovou stanovenou
koncentraci a koncentraci analytu v HVLP. VytéZznost (recovery) byla uréena porovnanim
koncentrace nalezené a vlozené dle vztahu [25]:

R nalezena hodnota 100 [%]
" vloZeni hodnota 0
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5. Vysledky a diskuze
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5.1 Optimalizace metody

5.1.1 Druh elektrolytového systému

S ohledem na dobré rozliseni mezi piky jednotlivych analyt(i, symetricky tvar pikd a kratsi
celkovou dobu analyzy byl jako optimalni zvolen acetatovy pufr, jehoZ pH bylo upraveno pomoci
roztoku NHs.

Poradi migrace analytl v tomto pufru bylo pankuronium — vekuronium — rokuronium.
Toto poradi bylo zjisténo metodou ptridavku standardu jednotlivych latek do analyzovaného

vzorku.

5.1.2 Vliv pH

S rostoucim pH se zkracoval ¢as analyzy a zlepSovalo se rozliSeni mezi piky jednotlivych
analyt( (viz obr. 5.1), proto byla jako optimalni zvolena hodnota pH = 5,75. Pfi tomto pH byly
nejkratsi migracni ¢asy analytll a nejlepsi rozliseni (pankuronium — vekuronium 1,39; vekuronium
— rokuronium 1,73). Naproti tomu pfi pH = 3,75 nebyly jednotlivé piky rozliseny viibec, splyvaly
v jediny neostry pik, migracni ¢asy byly zhruba v rozmezi 6 — 7 minut, ale nebylo mozno je pfesné
urcit. Proto nejsou hodnoty migrac¢nich ¢asu pfi pH 3,75 v grafu zobrazeny.

Tabulka 5. 1 — Zavislost migracnich ¢asu na pH elektrolytu

oH t, [min]
PAN VEC ROC
4,25 5,38 5,55 5,76
4,75 4,72 4,93 4,97
5,25 4,06 4,25 4,33
5,75 3,65 3,83 4,10
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Obrazek 5. 1 - Graf zavislosti migracnich ¢ast na pH elektrolytu

5.1.3 Vliv koncentrace HP-y-CD

S rostouci koncentraci hydroxypropyl-y-cyklodextrinu v roztoku BGE se zlepSovalo
rozliseni mezi piky jednotlivych analyt(, zaroven se ale prodluzovaly jejich migracni ¢asy (viz obr.
5.2). Proto byla jako nejvhodnéjsi vybrana koncentrace 20 mg/ml HP-y-CD, kdy jiZ bylo relativné
dobré rozliseni (pankuronium — vekuronium 1,22; vekuronium — rokuronium 1,91), aby se
zbytecné neprodluzoval ¢as analyzy.

Tabulka 5. 2 - Zavislost migracnich ¢ast na koncentraci HP-y-CD

Koncentrace tm [min]
HP-y-CD [mg/ml] PAN VEC ROC
5 3,33 3,46 3,65
10 3,47 3,64 3,90
15 3,59 3,77 4,06
20 3,71 3,90 4,20
25 3,83 4,02 4,33
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Obrdzek 5. 2 - Graf zavislosti migracnich ¢asu na koncentraci HP-y-CD

5.1.4 Vybér vnitrniho standardu

Vnitfni  standard byl vybirdn  ztéchto latek: tetraethylamonium jodid,
tetramethylamonium jodid, tetrabutylamonium bromid a fenyltrimethylamonium jodid. Pik
tetrabutylamonium bromidu splyval s piky pankuronia a vekuronia, u piku tetramethylamonium
jodidu dochazelo kinterferenci se systémovym pikem. U pik( tetraethylamonium jodidu i
fenyltrimethylamonium jodidu bylo dobré rozliSeni od pikd analytl i od systémového piku.
Vzhledem klepsSimu tvaru piku byl pro dalsi analyzy jako wvnitfni standard zvolen
fenyltrimethylamonium jodid.

5.1.5 Vliv koncentrace kyseliny octové

S rostouci koncentraci kyseliny octové se zlepSovalo rozliSeni mezi piky jednotlivych
analytl i jejich tvar, ale zaroven se prodluzovaly migracni casy (viz obr. 5.3) a dochazelo
k vétSimu Sumu zakladni linie. Proto byla pro dalsi optimalizaci metody vybrana jako optimalni
hodnota koncentrace 30 mmol/l. Pfi této hodnoté bylo jiz dostatecné rozliseni pikd
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(pankuronium — vekuronium 1,19; vekuronium — rokuronium 1,55) a piky byly ostré, zaroven byl
jesté prijatelny Sum zakladni linie a migrac¢ni ¢asy analytQ.

Tabulka 5. 3 - Zavislost migracnich ¢ast na koncentraci kyseliny octové

Koncentrace kyseliny tm [min]
octové [mmol/I] PAN VEC ROC
10 3,40 3,53 3,75
20 3,62 3,79 4,08
30 3,88 4,09 4,40
40 4,00 4,22 4,60
50 4,19 4,44 4,83

4,9
4,7
4,5
s /.
£
E,, s PN
g // ~8-VEC
ROC

3,5 /

3,3
0 10 20

30 40

50

koncentrace kyseliny octové [mmol/I]

60

Obrazek 5. 3 - Graf zavislosti migracnich ¢ast na koncentraci kyseliny octové

5.1.6 Vliv pridavku methanolu

S rostoucim obsahem methanolu v BGE dochdzelo k vyraznému prodlouZeni migracnich
¢asd analytd (viz obr. 5.4). Sum zékladni linie nebyl pfidavkem methanolu nijak ovlivnén. Proto
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byl pro dalsi analyzy pouzit BGE bez pfidavku organického rozpoustédla. Navic pouziti vodnych
pufrl je ekologictéjsi a patfi mezi vyhody kapilarni elektroforézy oproti HPLC.

Tabulka 5. 4 - Zavislost migracnich ¢ast na koncentraci methanolu

Koncentrace tm [min]
methanolu [%] PAN VEC ROC
0 4,11 4,34 4,72
5 4,46 4,74 5,21
10 4,93 5,26 5,86
15 5,38 5,76 6,50
20 5,94 6,37 7,33

7,5

T 6
E /7 ——PAN
55 —&=\/EC
// Roc
5 /
4,5

0 5 10 15 20 25
koncentrace methanolu [%]

Obrazek 5. 4 - Graf zavislosti migracnich ¢ast na koncentraci methanolu

5.1.7 Vliv vlozeného napéti

S klesajici hodnotou vloZzeného napéti dochazelo k redukci Sumu zdkladni linie, zaroven se
ale vyrazné prodluzovaly migracni ¢asy analytll (viz obr. 5.5) a jednotlivé piky byly méné ostré.
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Proto byla jako kompromis zvolena jako nejlepsi hodnota vloZzeného napéti 20 kV, ktera byla
poté pouzita pro dalsi optimalizaci.

Tabulka 5. 5 - Zavislost migracnich ¢asl na vloZzeném napéti

VloZené tm [min]
napéti [kV] PAN VEC ROC
15 7,40 7,84 8,46
20 5,33 5,64 6,11
25 4,03 4,26 4,63
30 3,20 3,39 3,69

€ 6
£ —6—PAN
s ——VEC
> ROC
4
3
10 15 20 25 30 35

napéti [kV]

Obrazek 5. 5 - Graf zavislosti migracnich ¢asu na vloZzeném napéti

5.1.8 Vliv pracovni teploty

S rostouci teplotou dochazelo ke zkracovani migracnich ¢asli jednotlivych analytld (viz
obr. 5.6), proto byla vyssi pracovni teplota vyhodnéjsi. Z dlivodu rychlejsi temperace pfistroje
byla jako nejlepsi vybrana teplota 25°C.
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Tabulka 5. 6 - Zavislost migracnich casli na pracovni teploté

Pracovni tm [min]
teplota [°C] PAN VEC ROC
15 6,41 6,79 7,24
20 5,89 6,24 6,72
25 5,44 5,76 6,25
30 5,01 5,31 5,81
7
6,5 \
€
é == PAN
&5 6 - VEC
\\\.\ ROC
5,5 \.
5
10 15 20 25 30 35
teplota [°C]

Obrazek 5. 6 - Graf zavislosti migracnich ¢asl na pracovni teploté

5.1.9 Optimalizace promyvani kapilary

K promyvani kapilary rdno pfed prvni analyzou, vecer po posledni analyze a pred kazdym
nastfikem vzorku byl pfi optimalizaci metody a kalibraci pouzivan 0,1M roztok NaOH. Pfi analyze
jednotlivych 1écCivych pripravkl bylo zjiSténo, Ze se migracni Casy analytli postupné prodluzuiji.
Z tohoto dlvodu bylo vyzkouseno promyvani kapilary 0,5M roztokem NaOH. Po této zméné
doslo ke zkraceni celkového Casu analyzy a ke stabilizaci migracnich ¢ast jednotlivych analyt(,
které jiz zGstavaly konstantni. Proto byl pro dalsi analyzy (ovéreni spravnosti metody a stanoveni
obsahu pro jednotlivé |éCivé pripravky) pouZit k promyvani kapilary 0,5M roztok NaOH.
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5.1.10 Optimalni podminky analyzy

Pro analyzu pfipravk( byly jako optimalni zvoleny nasledujici podminky:

e Slozeni BGE: acetatovy pufr o hodnoté pH = 5,75 (upraveno pomoci 1M NH;), koncentrace
kyseliny octové 30 mmol/I, pridavek 20 mg/ml hydroxypropyl-y-cyklodextrinu

e Vnitini standard: fenyltrimethylamonium jodid

e VloZené napéti: 20 kV

e Pracovni teplota: 25°C

e Promyvani kapildry 0,5M roztokem NaOH

Elektroforeogram smési standardd pankuronium bromidu (200 pg/ml), vekuronium
bromidu (200 pg/ml) a rokuronium bromidu (200 pg/ml) spolu s vnitfnim standardem
(300 pg/ml) za uvedenych optimalnich podminek je znazornén na obrazku 5.7. Na zaznamu je
kromé pik( analytd, vnitfniho standardu a EOF jesté systémovy pik s migracnim ¢asem cca 2 min
(pfed pikem vnitiniho standardu).

EOF

2 3
_ Ilmv IS

Gas
2 4 [min]

Obrazek 5. 7 - Elektroforeogram smési pankuronium bromidu (1), vekuronium bromidu
(2) a rokuronium bromidu (3) s vnitfnim standardem (IS) za optimalnich podminek
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5.2 Zpusobilost systému

5.2.1 U¢innost separace

U¢innost separace analytd byla vyjadfena jako zdanlivy pocet teoretickych pater N.
Vypoditané primérné hodnoty N pro jednotlivé analyty jsou uvedeny v tabulce.

Tabulka 5. 7 - Hodnoty poctu teoretickych pater

Analyt Pocet teoretickych pater
Pankuronium bromid 32980
Vekuronium bromid 27756
Rokuronium bromid 24788

5.2.2 Asymetrie

Asymetrie piku vyjadfuje jeho tvar a je v idedInim pripadé rovna jedné. Ziskané primérné
hodnoty asymetrie jednotlivych pikli jsou uvedeny v tabulce.

Tabulka 5. 8 - Hodnoty asymetrie jednotlivych pik(

Analyt Asymetrie
Pankuronium bromid 1,87
Vekuronium bromid 2,02
Rokuronium bromid 2,26

5.2.3 Rozliseni

RozliSeni mezi piky vyjadfuje, jak dobfe jsou od sebe analyty separované.
Pro chromatografické metody se v CL 2009 udava, Ze rozdéleni pik( na zakladni linii odpovida

minimalni rozliseni 1,5. Hodnoty rozliSeni mezi jednotlivymi piky jsou uvedeny v tabulce.
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Tabulka 5. 9 - Rozliseni mezi sousednimi piky

Dvojice pikl Rozliseni
Systémovy pik — vnitfni standard 4,25
Vnitfni standard — pankuronium bromid 10,10
Pankuronium bromid — vekuronium bromid 2,58
Vekuronium bromid — rokuronium bromid 3,22
Rokuronium bromid — EOF 4,06

Bylo dosaZzeno primeérnych hodnot rozliseni v rozmezi 2,58 — 10,10; vsechny piky jsou
rozdéleny na zakladni linii.

5.2.4 Opakovatelnost

Opakovatelnost migracnich ¢asli a poméra korigovanych ploch byla hodnocena mérenim
pracovniho roztoku standard( pankuronium bromidu, vekuronium bromidu a rokuronium
bromidu. Bylo provedeno Sest nastfik(i daného pracovniho roztoku a urc¢en primér, smérodatnd
odchylka a relativni smérodatna odchylka ze Sesti ziskanych hodnot.

Tabulka 5. 10 - Opakovatelnost migracnich ¢asd (n=6)

Analyt Pramér t., [min] | Smérodatna odchylka RSD [%]
Pankuronium bromid 5,7028 0,0408 0,72
Vekuronium bromid 6,0523 0,0466 0,77
Rokuronium bromid 6,5550 0,0550 0,84

Tabulka 5. 11 - Opakovatelnost poméru korigovanych ploch analytu a vnitfniho standardu (n=6)

Analyt Pramér A Smérodatna odchylka RSD [%]
Pankuronium bromid 0,5163 0,0089 1,73
Vekuronium bromid 0,6898 0,0119 1,73
Rokuronium bromid 0,7202 0,0085 1,18

Déle byla hodnocena opakovatelnost migracnich ¢asdi a pomérd korigovanych ploch
pri méfeni pracovnich roztokd jednotlivych Iécivych pripravkd. V tomto pripadé bylo pfipraveno
vZdy Sest pracovnich roztok( daného lécivého pripravku a kazdy roztok byl analyzovan trikrat,
celkem tedy bylo hodnoceno vidy 18 hodnot t,, a A.
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Tabulka 5. 12 - Opakovatelnost migracnich ¢ast (n=18)

Analyt Pramér t., [min] | Smérodatna odchylka RSD [%]
Pankuronium bromid 2,7152 0,0058 0,22
Vekuronium bromid 2,8394 0,0066 0,23
Rokuronium bromid 3,0128 0,0061 0,20

Tabulka 5. 13 - Opakovatelnost poméru korigovanych ploch analytu a vnitfniho standardu (n=18)

Analyt Pramér A Smérodatna odchylka RSD [%]
Pankuronium bromid 0,7238 0,0163 2,26
Vekuronium bromid 1,1728 0,0159 1,36
Rokuronium bromid 1,0018 0,0208 2,07

Relativni smérodatné odchylky migracnich c¢ast jsou mensi nez 1%, RSD poméri
korigovanych ploch se pohybuje vrozmezi 1,18 — 2,26%. Na RSD migracnich casl je vidét
zlepSeni opakovatelnosti analyzy zménou promyvani z 0,1M NaOH na 0,5M NaOH. Pred touto
zménou bylo RSD migracnich casl jednotlivych analytll v rozmezi 0,72 — 0,84%, po zméné
promyvani doslo k nékolikanasobnému sniZeni RSD na 0,20 — 0,23%.

5.3 Validace metody

5.3.1 Linearita

Linearita metody byla stanovena pro pankuronium bromid, vekuronium bromid i
rokuronium bromid v rozsahu koncentraci 50 — 250 pug/ml. Pro stanoveni linearity metody a
urceni kalibraéni zavislosti byly pouzity roztoky pfipravené postupem popsanym v kapitole 4.3.4.

Vysledky byly zpracovdny metodou linearni regrese a vyslednd zdvislost byla zobrazena
graficky.
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Obrazek 5. 8 - Kalibracni zavislost pankuronium bromidu
vekuronium bromid
1,2
£ 1
3
- y =0,0039x + 0,0852
S 08 R?=0,9966
>
[
[
3 06
.20
S
<04
i)
£
80,2
0 T T T T T 1
50 100 150 200 250 300
¢ [ug/ml]

Obrazek 5. 9 - Kalibracni zavislost vekuronium bromidu
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Obrazek 5. 10 - Kalibraéni zavislost rokuronium bromidu

Zavislost je ve sledovaném rozsahu linedrni pro vSechny analyty. Korela¢ni koeficienty R
jsou 0,9954 pro pankuronium bromid, 0,9983 pro vekuronium bromid a 0,9962 pro rokuronium
bromid.

5.3.2 Limit detekce a limit kvantifikace

Limit detekce a limit kvantifikace byly uréeny na zakladé poméru signdlu k Sumu
vypoctem dle kapitoly 4.5.2.2. Hodnoty LOD a LOQ ziskané vypocCtem byly ovéreny
experimentalné.

Tabulka 5. 14 - Limity detekce a kvantifikace jednotlivych analyt(

Analyt LOD Loa
[ug/ml] [mol/I] [ug/ml] [mol/I]
Pankuronium bromid 13,2 1,80*10° 44,1 6,02*10”
Vekuronium bromid 11,1 1,74*%10° 37,1 5,82*107
Rokuronium bromid 11,3 1,85%10” 37,8 6,20¥10”

Limit detekce pro jednotlivé analyty byl v rozmezi 11,1 — 13,2 ug/ml a limit kvantifikace
v rozmezi 37,1 — 44,1 pg/ml.
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5.3.3 Mezidenni presnost

Obsah jednotlivych analytQ v léCivych pfipravcich byl stanovovan vidy béhem tfi dn(.
Pro méfeni byly pouzity roztoky ptipravené dle postupu popsaného v kapitole 4.3.6. Byly
vypocitany primérné hodnoty obsahu urcené béhem jednotlivych dn( i celkové béhem tfi dna.
Stanoveny obsah analytl v pfipravcich a
v tabulkdach.

relativni smérodatné odchylky jsou uvedeny

Tabulka 5. 15 - Stanoveni obsahu pankuronium bromidu v ptipravku Pavulon

Pavulon (2 mg/ml)

Den Deklarovany obsah Nalezeny obsah Nalezeny obsah [%] RSD [%]
[mg/ml] [mg/ml]
1. 2,00 2,02 100,92 3,23
2. 2,00 2,03 101,65 1,89
3. 2,00 2,01 100,71 1,61
pramér 2,00 2,02 101,09 2,25
Tabulka 5. 16 - Stanoveni obsahu vekuronium bromidu v pfipravku Norcuron
Norcuron (4 mg/ml)
Den Deklarovany obsah Nalezeny obsah Nalezeny obsah [%] RSD [%]
[mg/ml] [mg/ml]
1. 4,00 3,96 99,04 0,80
2. 4,00 4,00 100,00 1,86
3. 4,00 3,98 99,38 1,70
pramér 4,00 3,98 99,47 1,50
Tabulka 5. 17 - Stanoveni obsahu rokuronium bromidu v pfipravku Esmeron
Esmeron (10 mg/ml)
Den Deklarovany obsah Nalezeny obsah Nalezeny obsah [%] RSD [%]
[mg/mi] [mg/ml]
1. 10,00 9,97 99,74 1,92
2. 10,00 10,00 100,01 2,87
3. 10,00 10,12 101,18 2,16
pramér 10,00 10,03 100,31 2,30

Zjistény obsah ucinnych latek v jednotlivych pfipravcich odpovidal deklarovanému

obsahu.
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5.3.4 Spravnost

Spravnost metody byla testovdna pomoci pfidavku zndmého mnoiZstvi standardu
Hodnocena byla vytéZnost stanoveni
(recovery). Pro kazdy pfipravek probihalo méreni na tfech rGznych koncentraénich hladinach.

k 1é¢ivému pfipravku s obsahem daného analytu.

Vysledky jsou uvedeny v tabulkach.

Tabulka 5. 18 - Hodnoty vytéznosti zjisténé pridavkem standardu pro pfipravek Pavulon

Pavulon (pankuronium bromid)
Koncentrace vlozend | Koncentrace nalezena Recovery [%] RSD [%]
[ug/ml] [ug/ml]
24,75 25,07 101,31 1,99
49,50 51,24 103,52 0,88
99,00 101,23 102,26 1,52

Tabulka 5. 19 - Hodnoty vytéZznosti zjiSténé pridavkem standardu pro pripravek Norcuron

Norcuron (vekuronium bromid)

Koncentrace vlozend | Koncentrace nalezend Recovery [%] RSD [%]
[ug/ml] [ng/ml]
24,51 24,96 101,86 1,92
49,02 49,28 100,54 3,04
98,04 97,36 99,31 2,81

Tabulka 5. 20 - Hodnoty vytéznosti zjisténé pridavkem standardu pro pfipravek Esmeron

Esmeron (rokuronium bromid)

Koncentrace vlozend | Koncentrace nalezend Recovery [%] RSD [%]
[ug/ml] [ng/ml]
24,95 24,97 100,07 1,57
49,90 48,51 97,21 3,28
99,80 100,08 100,28 3,78

Dosazené vysledky potvrzuji spravnost vyvinuté metody, hodnoty recovery se pohybuji
vrozmezi 97,21 - 103,52%. Tuto metodu lze pouZit pro stanoveni pankuronium bromidu,
vekuronium bromidu a rokuronium bromidu v léCivych pfipravcich Pavulon, Norcuron a Esmeron.
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5. 4 Porovnani s dalSimi metodami stanoveni myorelaxancii

Pro stanoveni pankuronium bromidu, vekuronium bromidu a rokuronium bromidu,
pripadné i jejich necistot nebo metabolitl, byly publikovany rGzné metody, nejcastéji
chromatografické (viz kapitola 3.3.3; tabulka 3.2).

Porovnavany byly dosazené limity detekce a kvantifikace a ¢as analyzy.

V této metodé bylo dosazeno LOD 13,2 ug/ml pro pankuronium bromid, 11,1 pg/ml
pro vekuronium bromid a 11,3 pug/ml pro rokuronium bromid; LOQ 44,1 ug/ml pro pankuronium
bromid, 37,1 pug/ml pro vekuronium bromid a 37,8 ug/ml pro rokuronium bromid. Potfebny cas
analyzy byl kratSi nez 4 minuty.

Dosazené limity detekce a kvantifikace jsou vyssi nez LOD a LOQ chromatografickych
metod, které se pohybuji nej¢astéji v fadu ng/ml, srovnatelné jsou s porovnavanymi metodami
kapilarni elektroforézy. Vzhledem k tomu, Ze vypracovana metoda byla uréena pro stanoveni
aéinnych latek v lééivych ptipravcich, kde je jejich koncentrace v fadu mg/ml, jsou dosazené
limity detekce a kvantifikace dostacujici. Na rozdil od metod uréenych také pro stanoveni
necistot danych analytd nebo jejich metabolitd v biologickych vzorcich, kde jsou jejich
koncentrace nizsi, neni zde nutna tak vysoka citlivost.

Vyhodou této metody byl dosazeny nizky Cas analyzy. Obecné Ize dle porovnavanych
metod konstatovat, Ze ¢asy potiebné pro analyzu jsou u metod kapildrni elektroforézy kratsi nez
u chromatografickych metod.

Dalsi nezanedbatelnou vyhodou proti chromatografickym metoddm je spotieba
pouze vodnych roztokd, pti analyze nejsou pouZivana organicka rozpoustédla a je tedy Setrnéjsi
k Zivotnimu prostredi.

Pti porovnani metod CZE ma tato metoda nejvyssi LOD a LOQ, rozdil zde jiz ale neni tak
vyrazny jako ve srovnani s chromatografickymi metodami. Cas analyzy je prakticky totoiny
s porovnavanou metodou CZE-CCD [16]. Vyhodou vyvinuté metody je moZnost separace také
rokuronium bromidu, coz dfive publikovana metoda neumoziovala, rokuronium bromid a
vekuronium bromid zde nebyly dostate¢né rozliSeny. Hlavni rozdil mezi témito metodami
spociva v pouZitém BGE, v metodé [16] byl pouzit boratovy pufr o pH 9,5, zatimco ve vyvinuté
metodé probihd separace v kyselém prostfedi acetdtového pufru o pH 5,75, kde jsou analyty
na rozdil od zasaditého prostredi stabilni.

67



6. Zaver
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Z vysledk( této diplomové prace vyplyvaji nasledujici zavéry:

e Byla vyvinuta metoda kapildrni zénové elektroforézy s bezkontaktni vodivostni detekci
pro stanoveni pankuronium bromidu, vekuronium bromidu a rokuronium bromidu
v lécivych pripravcich Pavulon, Norcuron a Esmeron.

e Separace probihala v kfemenné kapilare o vnitinim priiméru 50 um, celkové délce 75 cm
a efektivni délce 45 cm.

e Jako optimalni zakladni elektrolyt byl pouZit acetatovy pufr o hodnoté pH = 5,75, které
bylo upravovdno pomoci 1M roztoku NH3, koncentrace kyseliny octové byla 30 mmol/I,
zakladni elektrolyt obsahoval pridavek hydroxypropyl-y-cyklodextrinu o koncentraci
20 mg/ml.

e Vkladané napéti bylo 20 kV, analyza probihala pti teploté 25°C.
e Jako vhodny vnitfni standard byl zvolen fenyltrimethylamonium jodid.

e Pfi pouiziti optimalnich podminek analyzy byly nasledujici migracni ¢asy: IS 2,3 min;
PAN 2,7 min; VEC 2,9 min; ROC 3,2 min.

e Kalibracni zavislosti byly testovany pro rozsah koncentraci 50 — 250 pug/ml pro vsechny tfi
analyty; korelacni koeficienty byly 0,9954 pro pankuronium bromid, 0,9983 pro
vekuronium bromid a 0,9962 pro rokuronium bromid.

e Hodnoty parametrd zpUsobilosti systému byly nasledujici: asymetrie 1,87 — 2,26; rozliseni
mezi sousednimi piky 2,58 — 10,10; pocet teoretickych pater 24788 — 32980.

e Opakovatelnost metody byla hodnocena uréenim relativni smérodatné odchylky
migracnich ¢asG a poméru korigovanych ploch analytu a vnitfniho standardu; pro
6 méreni jednoho vzorku bylo RSD migracénich c¢ast 0,72 — 0,84% a RSD poméru
korigovanych ploch 1,18 — 1,73%; pfi hodnoceni opakovatelnosti ze Sesti vzork(
mérenych vidy trikrat (celkem 18 analyz) bylo dosazeno RSD migracnich ¢asd 0,20 —
0,23%, RSD pomeéru korigovanych ploch 1,36 — 2,26%.

e Dosazené limity detekce byly 13,2 pg/ml pro pankuronium bromid, 11,1 pg/ml
pro vekuronium bromid a 11,3 pg/ml pro rokuronium bromid; limity kvantifikace
44,1 ug/ml pro pankuronium bromid, 37,1 pg/ml pro vekuronium bromid a 37,8 ug/ml
pro rokuronium bromid.

e Vypracovand metoda byla aplikovdana na stanoveni pankuronium bromidu, vekuronium
bromidu a rokuronium bromidu ve farmaceutickych pfipravcich Pavulon, Norcuron a
Esmeron. Zjistény obsah byl pro pfipravek Pavulon 101,09%, pro pfipravek Norcuron
99,47% a pro pripravek Esmeron 100,31% obsahu deklarovaného vyrobcem. V pribéhu
tfi dn0 byla stanovena mezidenni presnost u kazdého pripravku, RSD stanoveného
obsahu byla pro pfipravek Pavulon 2,25%, pro pfipravek Norcuron 1,50% a pro pfipravek
Esmeron 2,30%.
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Sprdvnost byla ovéfena metodou standardniho pfidavku na tfech koncentracnich
hladinach a vyjadiena jako vytéznost (recovery). Hodnoty recovery byly v rozmezi 101,31
— 103,52% pro pripravek Pavulon, 99,31 — 101,86% pro pripravek Norcuron a 97,21 —
100,28% pro pripravek Esmeron.
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