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ABSTRAKT
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Konzultant: PharmDr. Klara Petra, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vyvoj kapilarné elektroforetické metody pro zjiStovani

ilegalnich pfimési v doplicich stravy na podporu hubnuti

Obezita, ktera je mimo jiné spojena s konzumaci potravinovych doplriku
podporujicich hubnuti se stava svétovym problémem. S tim souvisi zvySena
spotfeba téchto produktd a bohuzel také pfitomnost nedeklarovanych pfimési
v doplricich stravy. Byla vyvinuta a validovana kapilarné elektroforeticka metoda
s bezkontaktni  vodivostni  detekci pro soudasné stanoveni 1,3-
dimethylamylamin (DMAA), synefrinu a hordeninu v doplicich stravy na
podporu hubnuti a nasledné aplikovana na stanoveni téchto latek v pfipravku
Synephrine — REDUKT. Analyza byla provadéna na kiemenné 58 cm dlouhé
kapilafe o vnitfnim prdméru 50 pm v prostfedi 15 mM a-CD v 2 M kyseliné
octové. Vlozené napéti bylo 30 kV a teplota pfi analyze byla udrzovana na
25°C. Vzorky byly analyzovany nastfikem na kratky konec kapilary. Pomoci
vyvinuté metody byl stanoven obsah synefrinu v pfipravku Synephrine-
REDUKT a bylo v ném zjisténo asi o 50% vice latky, nez je deklarovano, coz

upozoriuje na fakt, Zze je dulezité tyto pfipravky sledovat.

KliCova slova: kapilarni elektroforéza, DMAA, synefrin, hordenin, pfimési,
doplnky stravy



ABSTRACT

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry

Candidate: Alena VrsSkova

Supervisor: doc. RNDr. Miroslav Polasek, CSc.
Consultant: PharmDr. Klara Petra, Ph.D.

Title of Diploma Thesis: Development of capillary electrophoretic method for
detection of illegal adulterants in weight loss food supplement

Obesity, which is among others associated with the consumption of
weight-reduction dietary supplements becomes a global problem. This is related
with increased consumption of these products and unfortunately also with the
presence of undeclared adulterants in food supplements. Capillary
electrophoretic method with contactless conductivity detection for simultaneous
determination of 1,3-dimethylamylamine (DMAA), synephrine and hordenine in
slimming products was developed and validated and then applied to the assay
of these analytes in the Synephrine - REDUCT product. The analysis was
performed on silica capillary 58 cm long with internal diameter 50 ym and the
BGE was 15 mM a-CD in 2 M acetic acid. The applied voltage was 30 kV and
the temperature during analysis was maintained at 25 °C. The samples were
analyzed by injection at the short end of the capillary. The content of of
synephrine in Synephrine-REDUKT was determined by the method devised. It
was found that the content of synephrine in the analysed product exceeds the
declared content by more than 50%. This finding supports necessity of

analytical control of such food supplements.

Keywords: capillary electrophoresis, DMAA, synephrine, hordenine,
adulterants, food supplements
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Seznam pouzitych zkratek

a-CD alfa-cyklodextrin

B-CD beta-cyklodextrin

y-CD gama-cyklodextrin

ACN acetonitril

As faktor asymetrie piku

BACE bioafinitni kapilarni elektroforéza
BGE zakladni elektrolyt

CCD bezkontaktni vodivostni detekce
CE kapilarni elektroforéza

CEC kapilarni elektrochromatografie
CGE kapilarni gelova elektroforéza
CIEF kapilarni izoelektricka fokusace
CITP kapilarni izotachoforéza

CZE kapilarni zonova elektroforéza
DAD detektor s diodovym polem
DMAA 1,3-dimethylamylamin

EOF elektroosmoticky tok

FA kyselina mravenci

GC plynova chromatografie
HP-B-CD hydroxypropyl beta cyklodextrin
HP-y-CD hydroxypropyl gama cyklodextin
HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
IC iontova chromatografie



LC

LIF
LOD
LOQ
MAO-B
MCE
MEKC
MeOH

MS

Ri

Rs

RSD

SD
SDS-PAGE
THF

UVIVIS

vnitfni standard

kapalinova chromatografie

laserem indukovana fluorescence

limit detekce

limit kvantifikace

Monoaminooxidasa B

mikroCipova kapilarni elektroforéza
micelarni elektrokineticka chromatografie
metanol

hmotnostni spektrometrie

pocCet teoretickych pater

vytéznost

rozliSeni piku

relativni smérodatna odchylka
smérodatna odchylka

elektroforéza v kapalnych sitovacich médiich
tetrahydrofuran

ultrafialové-viditelné zareni
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1. Uvod

Analytické metody maji Siroké uplatnéni a jsou hojné vyuzivany napfic
obory. Stim ov8em souvisi zvySujici se poZadavky a naroky na konkrétni
analytické procesy. Stale je vyvijena snaha nalézt jednoduché, rychlé, robustni

a levné metody s optimalnimi podminkami analyzy.

Mezi hojné vyuzivané analytické metody v souCasnosti patfi napf.
vysokoucinna kapalinova chromatografie Ci kapilarni elektroforéza. Jsou to
metody univerzalni a jsou vyuzivany k analyze velkého mnozstvi latek, mezi

néz patfi i potravinové dopliky.

V poslednich letech se setkavame s nartstem civilizaCnich chorob, které
jsou spojeny se Spatnym Zivotnim stylem. Jedna se predevsim o obezitu a s ni
spojené zdravotni problémy. Znacna ¢ast populace vSak na toto reaguje, zajima
se o svUj zivotni styl, o stravovani, fyzickou zdatnost a zdravi. Néktefi vSak
zachazeji do extrémda, snazi se hubnout, a to tak, Zze nezdravé pomoci riznych
doplnkd stravy. Ne vSechny jsou vSak bezpecné a skuteCné obsahuji

deklarované latky v uvedeném mnozstvi.

Jednou z metod pro stanoveni analytl v potravinovych dopliicich je
kapilarni elektroforéza. Je to rychla a vykonna metoda, s dobrou separacni
ucinnosti a jeji velkou vyhodou je minimalni spotfeba analytu a ostatnich

reagencii a v neposledni fadé vhodnost pro chiralni separace.

V této praci byly zkoumany optimalni podminky kapilarné elektroforetické
metody pro stanoveni synefrinu, hordeninu a DMAA v potravinovych doplicich
na podporu hubnuti. Metoda byla aplikovana na stanoveni obsahu téchto latek
v pfipravku Synephrine-REDUKT a rovnéz v ramci validace byla testovana jeji

robustnost.

11



2. Cil a popis zadani prace

Cilem této diplomové prace bylo vyvinout, optimalizovat a validovat
kapilarné-elektroforetickou metodu pro soucasné stanoveni synefrinu,
hordeninu a DMAA a nasledné ji aplikovat na analyzu potravinovych doplriku
s deklarovanym obsahem téchto latek. Cilem této prace bylo také v ramci

validace metody otestovat jeji robustnost multivariantnim pfistupem.
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3. Teoreticka cast

3.1. Problematika adulterace doplnkt stravy

Obezita se v poslednich letech stale Castéji stava problémem, ktery
ovliviiuje miliony lidi po celém svété. Hlavnim ddvodem narlstu obéznich
jedincl je pfedevSim ménici se zivotni styl, ktery pfinasi zménu ve stravovani a
zejména tendenci stale méné se hybat. Obezita ma pak za nasledek predevsim
negativni dopady na lidské zdravi, jelikoz spoleCné s ni se vyskytuji srdecCni

onemocnéni, hypertenze, dislipidémie, aj.

Neéktefi lidé si vSak nastésti postupné zacinaji uvédomovat cenu lidského
zdravi, popfipadé jsou ovliviiovany soucasnymi médnimi trendy propagujicimi
Stihlost a snazi se problémy fesit. Namisté by pak byly pfedevSim bezpecné a
efektivni metody hubnuti, jako uprava stravovani a zvySena fyzicka aktivita,
ktera je pro lidské télo pfirozena. Nicméné mnoho lidi hleda spiSe rychle,
kratkodobé a proto neefektivni feSeni a saha tak po potravinovych doplricich

uréenych pro hubnuti, pfedevsim po takzvané ,pfirodnich® pfipravcich.

Poptavka po alternativnich zpUsobech |écby, tedy po potravinovych
doplncich na pfirodni bazi, stale roste a ddvodem muze byt i fakt, ze mnoho lidi
predpoklada, Ze pfirodni produkty nemaji Zadné vedlejSi u€inky nebo nemohou

lidské zdravi nijak poskodit.

Nicméné, mnohé farmaceutické spoleCnosti reaguji na zvySenou poptavku
a pozadovany ucinek téchto pfipravkl nepfili§ spravnou cestou. Firmy
vyrabéjici tyto doplnky stravy Casto neuvadéji na etiketé prfesné slozeni, ale
pouze obsah v miligramech u smési nékolika latek, coz mize byt zavadéjici.
V hor§im pfipadé jsou do produktl pfidavany syntetické substance zvysSujici
jejich hubnouci ucinek.

NejCastéjSimi pfidanymi latkami jsou aditiva ze skupiny anorektik, diuretik,
laxativ, anxiolytik Ci antidepresiv, které vSak jiz vedlejSi ucinky zplsobuji a
mohou byt velmi nebezpeéné. Anorektika, mezi néz fadime prfedevsim derivaty
amfetaminu, pusobi sniZzenim chuti k jidlu, zvySenim energie a také sniZzenim

absorpce tukl v travicim traktu. Diuretika €i laxativa zpusobi snizeni hmotnosti
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pfedevSim ztratou tekutin a mohou tak zpusobit Zivotu nebezpeénou
dehydrataci organizmu. Benzodiazepiny pak mohou zakryvat nékteré vedlejSi

ucinky anorektik a jinych latek.

VSechny tyto latky mohou zpusobit mirn&jsi pfiznaky jako bolesti hlavy,
palpitace, poceni, nevolnost, ale i zavazné nezadouci ucinky v podobé
onemocnéni srdce, ledvin, kiZe C¢i kancerogenezi. Pfi konzumaci muze
dochazet k interakci s jinymi 1é€Civy a vzniku nepfedvidanych uc€inkd na lidské

télo. A to vSe bez védomi Iékare ¢i jiného odbornika. [1:2:3:4.5]

Ministerstvo zdravotnictvi Ceské republiky vydalo v &ervenci 2012
varovani prfed konzumaci potravin s obsahem 1,3-dimethylamylaminu.
V poslednich letech, zfejmé& jako reakce na zakaz pouzivani efedrinu
v potravinovych doplncich, se totiz rozSifilo jeho uzivani, jelikoz je pfidavan
pfedevSim do dopliikll stravy pro sportovce. Nejedna se vSak o latku
bezpeénou pro volné uzivani, proto FDA vydala darazné varovani pro v§echny
firmy vyrabéjici produkty obsahujici DMAA a seznam doplriku stravy s obsahem
DMAA, u kterych nebyla prokazana bezpecnost pfi uzivani. Taktéz byli varovani

spotfebitelé pfed konzumaci potravin s obsahem tohoto monoaminu. 56!

3.2. DMAA

DMAA - 1,3-dimethylamylamin, vyskytujici se také pod dalSimi cca tficeti
nazvy je alifaticky amin pfirozené se vyskytujici v rostlinnych extraktech
(pFedevsim olejich) Pelargonie vonné (Pelargonium graveolens) z Celedi

Geraniaceae.

Pavodné byl patentovan na pocatku Ctyficatych let 20. stoleti jako nosni
dekongestant pro jeho vasokonstrikCni a dalSi sympatomimetické ucCinky. Az
pozdéji zaCal byt uzivan, pfedevsim sportovci, jako soucast nutri¢ni podpory Ci

mladezi jako rekreacni droga. "8l

Vyskytuje se ve dvou formach, a to jako 1,3 - dimethylamylamin a jako
1,4 — dimethylamylamin, jejichz strukturu mdzeme vidét na Obrazku 1. 1,3-

izomer je chiralni slouenina tvofena smési ¢tyfech enantiomerd, zatimco 1,4 —
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izomer je tvofen smési dvou enantiomeru. V literatufe se diskutuje, zda je
mozné, aby se obé formy vyskytovaly pfirozené Ci nikoli, a existuje jiz fada
studii dokazujicich, Zze tomu tak neni. Syntetické latky by se mély skladat
zracemickych pari enantiomeru vzniklych asymetrickym syntetickym
procesem. Naopak pfirozené se vyskytujici chiralni slouCeniny jsou obvykle
enantiomerné obohaceny, coz vede k charakteristickému diastereomernimu

poméru.

/YYNHz N,

1,3-dimethylamylamine 1,4-dimethylamylamine

(1) (2)

Obr. ¢. 1 Struktura izomeru: 1,3-dimethylamin (1) a

1,4-dimethylamylamin (2) %

Dimethylamylamin je lipofilni latka dobfe rozpustna v etanolu, chloroformu,

etheru a zfedénych kyselinach. Ve vodé je rozpustny pouze omezené.

3.2.1. Uginky DMAA na lidsky organismus:

Farmakologické ucinky dimethylamylaminu vychazeji pfedevSim z jeho
sympatomimetické aktivity a strukturni podobnosti s dalSimi monoaminy, jako je
napf. amfetamin. Mezi nejCastéjSi patfi vasokonstrikce a venokonstrikce a
nasledkem toho zvyseni systolického krevniho tlaku a tepové frekvence. Dale
také mizeme zaznamenat zlepSeni soustfedéni a vykonnosti &i pocity euforie,
které se vSak prestavaji objevovat po nékolika prvnich davkach. Dulezitym
efektem je pak potladeni chuti k jidlu. Uginek DMAA pretrvava obvykle 3-4
hodiny.

15



Jako nejCastéjSi vedlejSi a nezadouci ucCinky jsou uvadény nauzea,
zvraceni, bolesti hlavy, deprese &i suchost sliznic. ZvySeni krevniho tlaku muze
vést k bolestem na hrudi, dechovym obtizim a muze dat vzniknout cévni

mozkové piihodé popfipadé koncit az smrti. [11.12]

3.3. Nahrada za DMAA- synephrine, hordenin

Citrus aurantium neboli Hofky pomeran¢ je rostlina z ¢eledi Rutaceae.
Extrakty z jeho plodl se zacaly nedavno pouzivat pro IéEbu obezity kvali
obsahu biologicky aktivnich derivatl fenylethylaminu, z nichz nejCastéji se
vyskytujici jsou synefrin a hordenin. Nachazeji se pfedevsSim ve slupce plodu a

jedlych ¢astech rostliny.

Synefrin je alkaloid, ktery v rostlinach pfirozené vznika pravdépodobné
biosyntézou z aminokyseliny tyrosinu. Stejné tak hordenin. Biosyntéza obou

latek je schematicky znazornéna na Obrazku 2.

Obé latky jsou dobfe rozpustné ve vodé a etanolu a spiSe nerozpustné

v chloroformu &i etheru. 13!

NH, NH- NHCH, N(CH3h
J—— — —
COOH
HO HO HO HO

L-Tyrosine Tyramine N-Methyltyramine Hordenine
\ OH \ OH
NH, NHCH,
-—
HO HOY
Octopamine Synephrine

Obr. ¢. 2 Biosyntéza synefrinu a hordeninu 4
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3.3.1. Uginky na lidsky organismus:

Diky strukturni podobnosti s efedrinem a dalSimi alkaloidy ze skupiny

amfetaminu maji farmakologické ucinky na sympaticky nervovy systém.

Synefrin pomaha redukovat hmotnost télesného tuku stimulaci lipolyzy,
zvySenim rychlosti metabolismu a podporou oxidace tukové tkané zvySenim
termogeneze. Diky adrenergnimu ucinku také zvySuje fyzickou vykonnost,
ZlepSuje centralni i periferni cirkulaci krve, zvySuje fyzickou vykonnost a

potlacuje chut k jidlu.

Hordenin pusobi jako inhibitor monoaminooxidasy B (MAO-B), coz je
enzym katalyzujici oxidativni deaminace aminu a také enzym hrajici dulezitou
roli v metabolismu neuroaktivnich a vasoaktivnich aminl v centralnim nervovém
systému i perifernich tkanich. Proto je vyuzivan jako stimulant. Hordenin také
Castecné podporuje uvolhovani noradrenalinu, ktery mimo jiné zvySuje lipolyzu,

a proto je vyuzivan v potravinovych doplrncich pro snizeni hmotnosti.

Vzhledem ke svoji sympatomimetické aktivité se vSak mohou objevit
vedlejSi ucinky vétSinou spojené s kardiovaskularnim systémem jako arytmie,
tachykardie, fibrilace komor ¢&i infarkt myokardu. Setkat se vS8ak mulzeme i

S nauzeou, insomnii, zménami nalady ¢i uzkostmi.

V pripravcich je synefrin & hordenin &asto davan do kombinace
s kofeinem k posileni jeho uc€inku na organismus. Toto v§ak muze byt zaroven
priCinou CastéjSiho vyskytu zavaznych nezadoucich ucinka.

Mimoto je extrakt z horkého pomeranCe experimentalné pouzivan
k inhibici cytochromu P450, coz je enzym zodpovédny za fadu metabolickych
pfemén v organizmu. Ztohoto vyplyva dalSi potencialni riziko v podobé

zvy$enych plazmatickych hladin nékterych I&giv. [13.15.16.17]

3.4. Kapilarni elektroforéza

Elektroforéza je analyticka elektromigracni separaéni metoda, ktera je

zalozena na schopnosti analytd v podobé iontd migrovat v elektrickém poli a
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diky rozdilnym pohyblivostem se oddélit. K separaci dochazi v kapilare
naplnéné elektrolytem nebo gelem. Ponofenim elektrod, na které je vkladano

napéti, do elektrolytu vznika elektrické pole.

Prvni elektroforetickd metoda byla vyvinuta jiz na pocCatku dvacatého
stoleti Tiseliem, ktery za ni dokonce ziskal Nobelovu cenu. Pozdéji od
padesatych let se postupné zacCaly vyvijet dalSi elektroforetické techniky,

prostiedi a zplsoby detekce aZ do podoby v jaké je zname dnes. [1819.20]

3.4.1. Zakladni fyzikalni principy elektroforézy- elektroforeticka
pohyblivost

Elektroforeticka pohyblivost neboli mobilita je jedna ze zakladnich veli€in
vSech elektromigracnich separacnich metod a je chapana jako rychlost pohybu
nabité Castice pfi jednotkové intenzité elektrického pole, coz muzeme vyjadfit
Vztahem 1. [8]

v
p=z @
v= rychlost, E= intenzita elektrického pole

Rovnomérny pohyb iontd ve stejnosmérném elektrickém poli je vysledkem
pusobeni nékolika sil, v€etné sily odporové, ktera je funkci velikosti a tvaru
molekuly a viskozity okolni kapaliny dle Stokesovy rovnice. Z téchto poznatk je

pak pro elektroforetickou mobilitu odvozen nasledujici Vztah 2. [18]

Q

=6*n*n*r

I (2)

Q=naboj, r=polomér molekuly, n=viskozita
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Z toho je patrné, ze ve stejnosmérném elektrickém poli je rychlost pohybu
nabité ¢astice pfimo umérna jeho naboji a nepfimo umérna velikosti molekuly a
viskozité elektrolytu. NejvyssSi elektroforetickou mobilitu tedy budou mit ionty

velmi malé velikosti s velkym nabojem.

Hodnota elektroforetické mobility je jako konstanta uvadéna v tabulkach.

3.4.2. Elektroosmoticky tok

Elektroosmoticky tok (EOF) je pohyb celkového objemu kapaliny v kapilare
pfi vlozeni elektrického pole, ke kterému dochazi v dusledku pfitomnosti
zaporného naboje na vnitini sténé kapilary. Ten vznika ¢aste€nou ionizaci
silanolovych skupin. Kladné nabité cCastice elektrolytu jsou potom
elektrostatickymi silami pfitahovany k negativné nabité sténé kapilary a zaroven

migruji ke katodé a unaseji s sebou molekuly rozpoustédla, viz Obrazek 3.
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Obr. &. 3 Elektroosmoticky tok — schéma ?Y
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Pri separaci se pak kladné nabité ionty pohybuiji rychleji, zaporné nabité
jsou naopak zpomalovany a neutralni molekuly jsou unaseny spolu

s elektroosmotickym tokem.

Velikost EOF je ovliviiovana hodnotou pH, intenzity elektrického pole (E),

teplotou a také pfitomnosti organického rozpoustédla.

Velkou vyhodou EOF je plochy profil toku (Obrazek 4). Na rozdil od
laminarniho proudéni zde dochazi k minimalnimu rozmyvani zén, coz se

pozitivné projevuje na ucinnosti separace.

laminarni tok

tlak = }—b

+ —
anoda katoda

clektroosmoticky tok

Obr. &. 4 Srovnani elektroosmotického toku s laminarnim proudénim 2

3.4.3. Migracni ¢as

Migracni C€as muUzeme definovat jako dobu potfebnou k migraci
rozpusténého analytu k detekcni cele. Je dan mirou pohyblivosti analytu a

migracni vzdalenosti, coZ mizeme vidét v nasledujicim Vztahu 3. [2°]

t = = 3)
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tm =migracni ¢as, Ja = Metueor, |=efektivni délka kapilary, L=celkova délka

kapilary, E= intenzita el. pole, V= vloZzené napéti

V pfedchozim vztahu jsou popsany dvé ruzné délky kapilary. Celkova a
efektivni, ktera vyjadfuje délku kapilary od pocatku, kde je nastfikovan vzorek,
k detekCni cele. Efektivni délka kapilary byva obvykle kratSi podle toho, kde je
umistén detektor. Taktéz je dulezité si uvédomit, ze skutecna rychlost analytu je
souctem pohyblivosti vlastni elektroforetické pohyblivost a pohyblivosti

elektroosmotického toku.

Vysokoucinna kapalinova elektroforéza realizovana v kapilarnim
instrumentalnim formatu ma dnes nékolik podob, mezi néz patfi napf. Kapilarni
zénova elektroforéza (CZE), lzotachoforéza (CITP), lzoelektricka fokusace
(CIEF), Kapilarni gelova elektroforéza (CGE), Bioafinitni elektroforéza (BACE),
Elektroforéza v kapalnych sitovacich médiich (SDS-elektroforéza bilkovin,
SDS-PAGE), Micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC) ¢&i Kapilarni
elektrochromatografie (CEC).

RuUzné separacni mody v kapilarni elektroforéze se navzajem liSi pouzitim
riznych elektrolytd, separacnim prostfedim, pouzitim tenzidu, apod.
Nejuzivanéjsi z nich je kapilarni zénova elektroforéza, ktera byla pouzita i pro

tento experiment. [18.19.20]

3.4.4. Instrumentace CZE

Zakladni instrumentace kapilarni elektroforézy se sklada ze zdroje
vysokého napéti, dvou elektrod, separacni kapilary, zasobnikl zakladnich
elektrolytl, automatického davkovace vzorku (autosampleru), detektoru a
zafizeni pro zaznam signalu. Zakladni instrumentalni uspofadani CZE je

schematicky znazornéno na Obrazku 5.
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Obr. &. 5 Schéma kapilarni elektroforézy 122

3.4.4.1. Zdroj vysokého napéti

Zdroj vysokého napéti vklada na kapilaru napéti obvykle o hodnoté 30 kV
a hodnoty proudu fadové v desitkach pA. Stala regulace napéti je nezbytna
k dosazeni reprodukovatelnosti migraéniho €asu. Dulezita je také schopnost

zménit polaritu, napfiklad pfi obraceném elektroosmotickém toku.

3.4.4.2. Kapilara

Kapilary jsou obvykle kfemenné, jelikoz splfiuji vd8echny pozZadavky na
idealni material pro separaci. Jsou chemicky i elektricky inertni, transparentni,
flexibilni, mohou byt rizné dlouhé a nejsou drahé. Jsou pokryty tenkou
ochrannou vrstvou polyimidu, ktery jim dodava pruznost a usnadnuje
manipulaci. Setkat se muzZeme i s kapilarami sklenénymi ¢&i teflonovymi.
Komeréné dostupné a pouzivané jsou kapilary s efektivni délkou 10-100 cm a

vnitfnim pramérem 10-200 um (nejCastéji 25-75 uym). Kapilary jsou upevnény
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v kazeté, aby se =zabranilo pohybu v detekCni cele a zjednoduSila se

manipulace.

3.4.4.3. Vzorek

Vzorek je na kapilaru davkovan ve velmi malych mnozstvich, vétSinou o
objemech okolo 1-10 nl. Davkovani se provadi nejCastéji hydrodynamickym

vstfikovanim pod tlakem, méné Casto pak elektrokineticky.

3.4.4.4. Kontrolateploty

Uginna kontrola teploty kapilary je ddleZita pro reprodukovatelnost metody,
vzhledem Kk silné zavislosti viskozity na teploté. To se projevi pfedevSim pfi
nastfiku vzorku a na migracnim Case. Temperovani je pak provadéno

vysokorychlostnim proudénim vzduchu nebo chladici kapalinou.

3.4.45. Detekce

Detekce v kapilarni elektroforéze muize byt obtiznéjsi ¢i komplikované;si,
vzhledem k malym rozmérim kapilary a minimalnimu mnozstvi nastfikovaného
vzorku. Casto se proto muZeme setkat s relativné koncentrovanymi roztoky
vzorku &i rlznymi metodami zakoncentrovani a cisténi vzorku a je nezbytné
pouzivat citlivé metody detekce. NejCastéjSi pouzivanou a univerzalni detekéni
metodou, podobné jako u HPLC, je UV-VIS, popfipadé DAD detekce,
pouzivana predevsim pro biologickou matrici. Dale se mizeme setkat s vysoce
citivou LIF detekci, amperometrii, hmotnostni spektrometrii &i vodivostni

detekgi. [18.19.20]
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Bezkontaktni vodivostni detekce

Bezkontaktni vodivostni detekce je univerzalni metoda. Vhodna je
pfedevSim pro spektrofotometricky obtizné detekovatelné slouceniny, jako
napfiklad anorganické ionty, nebo pro slou€eniny neobsahujici chromofory,
které tak mizeme stanovit bez nutnosti derivatizace. Také minimalni mnozstvi
objeml pozadovanych pro detektor neni zadnou prekazkou pro dosazeni

nizkych detekénich limita. [23:24.25]

Bezkontaktni vodivostni detektor je tvofen dvéma elektrodami, vysilaci a
pfijimaci, vyrobenymi z nerezové oceli, které obklopuji kapilaru, ale nejsou
v pfimém kontaktu se zasobnim elektrolytem. Mezera mezi elektrodami je
nazyvana detekcni celou. Schéma bezkontaktniho vodivostniho detektoru je na
Obrazku 6.

vysilaci valcova pfijimaci valcova
elektroda elektroda
separacni
) Kapilara
detekCni mezera
generator elektronicky
obvod

Obr. &. 6 Schéma bezkontaktniho vodivostniho detektoru 2

Hlavnim principem této detekce je prenos stfidavého napéti urcité
frekvence a amplitudy z jedné elektrody na druhou. PFi prichodu detekéni celou
se stfidavé napéti méni na stfidavy proud, ktery je sniman na sbérné elektrodé,
preveden zpét na stfidavé napéti, veden do zesilovate a nasledné zméren.

Hodnota proudu snimaného na sbérné elektrodé je podle vzorce I1=G*U pfimo
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umeérna vkladanému napéti a také vodivosti roztoku v detekéni cele. Pokud tedy
bude vloZzené napéti konstantni, muZzeme méfenim proudu zjistit zménu
vodivosti. Z toho také vyplyva, ze vysledna analyza zavisi na vlastnostech

analytu a velice dulezita je volba vhodného elektrolytu.

Vyhody bezkontaktni vodivostni detekce jsou tedy zfejmé: tzv. on-line
detekce analytu pfimo v kapilafe, zadny kontakt s obsahem kapilary a
zabranéni pfipadné kontaminace Ci znecisténi kapilary, vysoka citlivost a nizsi
limity detekce (ppm — ppb), moznost kombinace s ostatnimi detekénimi
systémy jako UV, LIF, MS, kompatibilni se vSemi typy kapilar (kfemenna,
sklenéna, teflonova) i s potazenou kapilarou, levna a komeréné dostupna

metoda, jednoducha udrzba.

Nevyhodou je pak pfedevSim vysoka citlivost na zménu teploty, ktera
negativné ovliviuje hodnoty vodivosti a muze zpusobit nestability v signalu Ci

vysokou urovern Sumu. [23:24.25]

3.4.5. Nastrik na kratky konec kapilary

Dobu analyzy je mozné vyznamné snizit zkracenim drahy analytu, tedy
snizenim délky kapilary. Minimalni délka separacni kapilary se obvykle
pohybuje kolem 30 cm, ale vétSina pfistroji pro kapilarni elektroforézu
umozniuje nastfik vzorku z detekéniho konce kapilary, také zvaného kratky
konec. V tomto pfipadé je pak pro separaci vyuZita pouze draha mezi timto

koncem a detektorem, coz v pfipadé pfistroje Agilent CE 7100 Cini 8 cm.

Pfi nastfiku na kratky konec kapilary je na elektrody vkladano zaporné

napéti, ¢imz se zméni jejich polarita a také smér elektroosmotického toku. [?7]

Nastfik na kratky konec kapilary je schematicky znazornén na

nasledujicim Obrazku 7.

25



3 S 4
b 1
Z»E
4 5 3

Obr. ¢&. 7 Schematické znazornéni nastfiku na dlouhy (a) a kratky (b) konec kapilary,

1-kapilara, 2-detektor, 3,4-zasobniky elektrolytu, 5-vzorek "

3.5. ReSerSe metod pro stanoveni DMAA, synefrinu a

hordeninu

Je tfeba brat na védomi potencialni ohrozZeni lidského zdravi, a proto bylo
v minulych letech vyvinuto nékolik metod nejen pro stanoveni ilegalnich

syntetickych pfimési v ,pfirodnich® potravinovych doplnicich.

Je popsano nékolik metod zabyvajicich se stanovenim dimethylamylaminu
v potravinovych doplfcich a stejné tak znacné mnozstvi metod pro stanoveni
synefrinu, hordeninu a jim pfibuznych latek v extraktech horkého pomerance i
farmaceutickych produktech. NejCastéji se v literatufe setkame s pouzitim
HPLC s UV-VIS a fluorescenéni detekci, GC, ¢i CE s UV detekci a CCD.

Obsah DMAA a dalSich latek jako kofeinu, L-argininu Ci kreatinu v doplriku
stravy pro sportovce ,Jack3d“ popisuje HPLC-UV/LC-MS metoda. Kombinace
dvou detekénich metod je nezbytna jelikoz nékteré z analytll neabsorbuji UV
zafeni. Vzhledem k vysoké polarité analytd nebyla pouzita bézna reverzni,

nybrz normalni vodna faze a silikagelova kolona. Mobilni faze A byla slozena
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zvody a 0,1% kyseliny octové (AA) vpoméru 1:1, mobilni faze B pak
z acetonitrilu a 0,1% kyseliny octové rovnéz v poméru 1:1. Jack3d extrakt byl

nastiiknut ve zfedéni 1:200, doba analyzy byla 3 minuty. [?8

DalSi studie uvadéji stanoveni DMAA z extraktu z listd Pelargonie vonné,
komercné dostupného oleje s extrakty z této rostliny a z dalSich doplrikd stravy
s deklarovanym obsahem DMAA tohoto plvodu. Cilem bylo zjistit, zda DMAA
v téchto doplriicich mize byt skute¢né pfirodniho plvodu &i se jedna o produkt
synteticky. Byly pouzity HPLC a GC metody v obou pfipadech nasledované
hmotnostni spektrometrii. Byla pfipravena fada vzork( pro kapalinovou i
plynnou chromatografii, DMAA byl extrahovan ze samotného oleje €i doplfiku
stravy, pro GC byl derivatizovan. Zadna z analyz vSak neprokazala vyskyt
DMAA nad limit detekce, ktery je 10 ppb (w/w). [7:8l

Pro stanoveni synefrinu, tyraminu, hordeninu a tyrosinu v surovém
produktu i suchém extraktu horfkého pomeranCe a potravinovych doplncich
obsahujicich tento extrakt byla pouZita HPLC-DAD metoda na reverzni fazi.
Vzorky byly extrahovany metanolem a vodou, popfipadé vodou s acetonitrilem
v poméru 30:70 v ultrazvukové lazni po dobu 30 minut. Pro sou€asné stanoveni
analytl bylo testovano mnozstvi mobilnich fazi smisenych v riznych pomérech
ze Ctyf moznych rozpoustédel. NejlepSi separace vSak bylo dosazeno pouzitim
acetonitrilu s 0,1% kyselinou fosfore€nou v poméru 30:70 a gradientové eluce
(0,5-1,5 ml/min). Analyza trvala 20 minut. Pfitomnost téchto amin( v extraktech

byla nasledné potvrzena pomoci MS detekce. [16]

V dalsi metodé, tentokrat kapilarné elektroforetické, pro chiralni separaci
synefrinu, hordeninu a pfibuznych amini byla pouzita kfemenna kapilara o
délce 75 cm a vnitfnim praméru 50 um. Vzorky byly nastfikovany tlakem 50
mbar po dobu 5s, vkladané napéti Cinilo 30 kV a teplota byla 20°C. Jako
zakladni elektrolyt byl pouZit pufr ziskany smisenim fosfore€nanu draselného
(70m M) a sodného (50 mM), 40 mM B-CD a Heptakisu, vytitrovany hydroxidem
sodnym a zfedénou kyselinou fosfore¢nou do vysledného pH 3,1. Roztoky
vzorkl byly pfipraveny rozpusténim rostlinného materialu a nadrcenych tablet Ci

tobolek ve vodé, 20 minut vioZzeny do ultrazvukové lazné a nasledné 15 minut
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centrifugovany. VSechny vzorky byly pfed analyzou Zfiltrovany pfes 0,45 um

nylonovy filtr. [17]

Vhodnost kapilarni elektroforézy jako idealni metody pro stanovovani
komplikovanych smési, jako jsou pfirodni produkty, potvrzuje nasledujici
metoda, ktera stanovovala mnozstvi synefrinu ve slupce citrusovych plodd,
nezralych plodech a v pfipravcich €inské mediciny obsahujicich extrakt. Byla
pouzita 60 cm dlouha kfemenna kapilara o vnitfnim praméru 75 ym a pufr 50
mM tris(hydroxymetyl)aminometan - 40 mM siran amonny jako zakladni
elektrolyt o vysledném pH 8,9. Aplikované napéti bylo 10 kV, detekce pfi 254
nm. Surova droga byla extrahovana smési vody, acetonitrilu a kyseliny
fosforeéné (65:35:0,1). 12

Uvedeny jsou také enantioselektivni analyzy synefrinu kapilarné
elektroforetickymi metodami za pouziti kfemenné kapilary. Pouzity byly
fosfore€nanové pufry s pfidavkem HP-B-CD/B-CD o pfiblizném pH 8.
Aplikované napéti bylo 30 kV a detekce pfi 210 nm. Hlavni slozkou byl (-)-
synefrin , v extraktech dosahoval obsahu az 32%, v potravinovych doplfcich se
pak nachazel v koncentracich az 17%. Minoritni slozkou byl (+)-synefrin

s obsahem do 3,5%. [*2]

Struény pfehled metod pro stanoveni DMAA, synefrinu a hordeninu je

uveden v Tabulce 1.
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Tab. ¢. 1 Struény prehled metod pro stanoveni DMAA, synefrinu a hordeninu

Analyty

Metoda

Detekce

Podminky

LOD/LOQ

Citace

DMAA

HPLC/LC

uv

voda:AA
ACN:AA
kolona DH18 (MicroSolv Tech.,
Eatontown, NJ, USA)

[28]

7DMAA

HPLC/GC

MS

ACN:AA
MeOH:AA
Helium
kolona LARIHC CF6-P (AZYP.
Arlington, TX, USA)

50/ -
(ppb)

[7]

DMAA

HPLC

DAD

CH3;COONa:THF
CH;COONa:MeOH
kolona RP18 (Merck,
Darmsatdt, Germany)

0,3/1,56
(Mg/ml)

[8]

Synefrin,
hordenin

HPLC

DAD/MS

voda:ACN (rychlostni gradient)
ACN/THF/MeOH:H3PO4
kolona RP18 (Thermo scientific,
Boston, USA)

1,83/5,53
6,18/18,72

(Mg/ml)

[16]

Synefrin,
hordenin

CE

uv

kifiemenna kapilara 75 cm, 30
kV, 20°C, 210 nm, 50 mM
NazHPO4, 40 mM HP-B-CD/B-
CD, 8,2 mM Heptakis

0,2-
0,5/1,0-
4,0
(Mg/ml)

[17]

Synefrin

CE

uv

kfemenna kap. 60 cm, 75 um,
10 kV, 254 nm, 50 mM
tris(hydroxymetyl)aminometan -
40 mM siran amonny

[13]

Synefrin

CE

uv

kfemenna kap. 75 cm, 50 pm,
30 kV, 210 nm, fosforeCnanové
pufry s pfidavkem HP-[3-
CD/B-CD, Heptakis,

[13]

3.6. Cyklodextriny

Cyklodextriny (CD) jsou cyklické oligosacharidy izolované ze Skrobu

degradovaného glukosyltransferazami bakterie Bacilus macerans.

Struktura molekul cyklodextrini ma tvar dutého komolého kuzelu s volnymi

hydroxylovymi skupinami na okrajich (Obrazek 8).
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Obr. ¢. 8 Struktura B-cyklodextrinu 2°

Hydroxylové skupiny soustfedéné na okraji zpusobuiji, Ze vnitfek dutiny je
relativné hydrofobni a nizSi polarita uvnitf dutiny pfispiva k nejvyraznéjsi
vlastnosti cyklodextrind tvofit inkluzni komplexy s fadou latek, které diky
velikosti svych molekul mohou alespor ¢aste¢né do dutiny vstoupit. Diky tomu

jsou cyklodextriny ¢asto vyuzivany jako chiralni selektory. [29:30]

3.6.1. Chiralni separace kapilarni elektroforézou

Analyza optickych isomer( latky jako napf. DMAA kapilarni elektroforézou
je zalozena na tvorbé diastereoisomernich komplex( analytu s chiralnim
selektorem, tedy cyklodextrinem. K tvorbé téchto komplex( pfispiva cela fada
intermolekularnich interakci mezi selektorem a analytem, napfiklad tvorba

vodikovych vazeb, interakce -1 &i dipdl-dipdl, hydrofobni interakce a dalsi.

Cyklodextriny se velmi ¢asto pouzivaji pfedevsim z divodu jejich snadné
rozpustnosti ve vodnych prostfedich elektrolytd a také z divodu jejich nizké

absorpce v UV oblasti. Dllezitym faktorem je i moznost pouzit derivatizované
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cyklodextriny, které potom snadno podléhaji ionizaci a diky tomu mohou lépe

interagovat s analyty. [29:30]

3.7. Validace analytické metody

Validace analytické metody je proces, jehoz cilem je zjistit, zda dana
metoda je vhodna pro jeji zamysleny ucel. Validacni parametry jsou pevné dany

a jsou uvedeny v nasledujicich odstavcich. [31,32:33.34]

3.7.1. Selektivita

Selektivita je schopnost odlisit a hodnotit jednoznacné analyt v pfitomnosti
dalSich slozek, u kterych pFfedpokladame vyskyt. Jedna se napfiklad o

necistoty, rozkladné produkty nebo dalSi slozky matrice.

3.7.2. Presnost

Pfesnost analytického procesu vyjadfuje blizkost shody (stuperi rozptylu)
mezi jednotlivymi méfenimi ziskanymi z vicenasobného nastfiku vzorku za
pfedem stanovenych podminek. Pfesnost muze byt stanovovana na trfech

urovnich, a to jako opakovatelnost, mezilehla pfesnost a reprodukovatelnost.

Pfesnost je obvykle vyjadfovana jako rozptyl, smérodatna odchylka d¢i

variaéni koeficient méreni.

3.7.3. Spravnost

Spravnost analytického procesu vyjadfuje miru shody mezi skutec¢nou
referenéni hodnotou koncentrace vzorku a hodnotou zméfenou. Nékdy je také
nazyvana pravdivosti €i vytéznosti a je vyjadfovana v % podle nasledujiciho
Vztahu 4.

C —-C
Rl — vz+std vz * 100 (4)
Cstd
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Cvz+st je koncentrace roztoku vzorku s pfidavkem standardu, Cvz je koncentrace

roztoku vzorku a Cst je koncentrace roztoku.

3.7.4. Linearita

Linearita analytické metody je jeji schopnost (v ramci urCitého rozmezi)
ziskat vysledky méreni, které jsou pfimo umérné koncentraci/mnozstvi analytu

ve vzorku.

Pro stanoveni linearity je nezbytné zméfit hodnoty analytického signalu
pro kalibraéni roztoky o minimalné péti riznych koncentracnich hladinach,

z kterych je nasledné sestavena kalibraéni pfimka. [31.32:33.34]

3.7.5. Limit detekce a mez stanovitelnosti

Pro tyto pojmy jsou vV literatufe €asto uvadény také ustalené zkratky. Pro
limit (nebo taktéz mez) detekce je to LOD (limit of detection), pro mez
stanovitelnosti pak LOQ (limit of quantification). LOD a LOQ jsou zavislé hlavné
na chybé méfeni a proto je vypocCet jejich hodnoty Casto upravovan pro
konkrétni metody. Vznikla chyba muze byt vyjadfena napf. smérodatnou
odchylkou nebo tzv. Sumem, ktery je definovan jako ¢asova fluktuace méreného

signalu v nepfitomnosti analytu.

LOD je charakterizovan také jako mnozstvi (koncentrace) analytu, které
zpusobi zmé&nu méfeného signalu v rozsahu trojnasobku velikosti Sumu, a LOQ
jako desetinasobek. Vypocet pro kalibracni zavislost linearni povahy je vyjadien
Vztahy 5 a 6. [#9

_3,3xSDb 10 = SDb

LOD = —— = "
- LOQ m (5.6)
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SDb je primérna hodnota smeérodatnych odchylek ¢lenu b (absolutni ¢len) z
rovnic kalibra¢nich pfimek, a je primérna hodnota ¢lenu a (smérnice pfimky) z

rovnic kalibraCnich pfimek

3.7.6. Rozsah

Rozsah metody je interval mezi horni a dolni koncentraci analytu ve
vzorku, pro ktery bylo dokazano, Zze dana metoda ma vyhovujici hodnoty

presnosti, spravnosti a linearity.

3.7.7. Robustnost

Robustnost analytické metody je mirou jeji kapacity zustat nedotcena
malymi, ale zamérnymi odchylkami experimentalnich parametrd. Poskytuje tak

informace o spolehlivosti metody za béZznych podminek analyzy. (36l

V této praci byl pouZzit pro ovéfeni robustnosti Plackett-Burman design pro

osm nahodnych kombinaci faktoru.

Vyhodnocovani bylo provedeno dle statistického postupu, jehoz autorem
je Vander Haden, Y. [36]

3.7.8. Test vhodnosti systému

Test vhodnosti systému je nedilna soucast vSech analytickych procesu a
jeho konceptem je hodnoceni zafizeni, elektroniky, analytickych metod a vzorku
jako jednotného systému. Parametry jsou vybirany a upravovany podle typu

hodnoceného procesu. [31:32:33,34]

3.7.8.1. Uéinnost

Uginnost je hodnocena jako zdanlivy podet teoretickych pater kapilary a

Ize ji vypoditat podle vztahu 7. 31]
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N= 5,54 * (i)z 7)

Wh
tm = migracni €as, wnh= Sifka piku v poloviné jeho vysky
3.7.8.2. Faktor symetrie piku

Faktor symetrie piku vyjadfujici jeho tvar je poditan dle Vztahu 8. 34

w
As = 00> (8)

Wo,05s = Sifka piku v jedné dvacetiné jeho vysky, d = vzdalenost mezi kolmici

spusténou z vrcholu piku a vzestupnou €asti piku v jedné dvacetiné jeho vysky

3.7.8.3. Rozliseni

Rozliseni piku vyjadfuje miru separace dvou sousednich pikd na zakladni

linii a Ize vypodcitat podle vztahu 9. [31

Rs= 1,18 () ©)

(4w, )

tm1 = migracni €¢as prvniho analytu, tm2 = migracni ¢as druhého (sousedniho)
analytu, wni = Sifka piku prvniho analytu v poloviné jeho vySky, wh2 = Sifka piku

druhého analytu v poloviné jeho vysky
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3.7.8.4. Opakovatelnost

Opakovatelnost je vyjadfovana jako procento relativni smérodatné
odchylky ploch pika korigovanych plochou vnifniho standardu dle nasledujiciho
Vztahu 10.

RSD = 100 = (10)
X

s=smérodatna odchylka, X= primér hodnot
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4. Experimentalni ¢ast
4.1. Material, pristroje, pomtcky

4.1.1. Pristroje:

Elektroforeticky analyzator Agilent CE 7100 (Agilent Technologies, Némecko)
fizeny softwarem Agilent ChemStation, s CCD-ADMET vodivostnim detektorem
(Rev. 5.06, CR)

Ultrazvukova lazen Bandelin Sonorex digitec

Thermo-Shaker Biosan

IKA Vortex Genius 3

pH metr Sentron, pH elektroda Sentron S| (méfici rozsah pH 0-14)
Analytické mikrovahy Sartorius

Centrifuga Ependorf minispin plus

4.1.2. Kapilara:

TSP050375-ASNUO7AA (Polymicro TECHNOLOGIES), 50 pm, 58 cm

4.1.3. Pomucky:

Automatické pipety Biohit a Brand
InjekCni stfikacky Norm-Ject
Nylonové filtry 0,45 uym (Agilent)

Laboratorni sklo

4.1.4. Chemikalie:

Ultracista voda pfipravena systémem Milli-Q-System (Millipore, Bedford)
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Kyselina octova ledova (Sigma-Aldrich)
Kyselina mravenci (Sigma-Aldrich)
Kyselina fosforecna (Sigma-Aldrich)
Hydroxid sodny p.a., Penta

NH4OH 25 - 27 %, Penta,

a-CD = 98.0 % (Sigma-Aldrich)
Synephrine 2 98.0 % (Sigma-Aldrich)
Hordenin = 97.0 % (Sigma-Aldrich)

1,3-DMAA = 97.0 % (Sigma-Aldrich)

4.2. Pracovni podminky

Pokud neni uvedeno jinak, vSechny analyzy probihaly za nasledujicich
podminek. Zakladnim elektrolytem byl 15 mM a-cyklodextrin (a-CD) v 2 M
kyseliné octové. VSechny roztoky byly temperovany na laboratorni teplotu 25°C

a napéti vioZzené na kapilaru bylo 30 kV.

4.2.1. Kondicionace kapilary

Pro analyzu byla pfipravena kfemenna kapilara o celkové délce 58 cm a

vnitfnim praméru 50 pym.

Kondicionace zahrnovala promyti kapilary methanolem a nasledné vodou
vzdy po dobu 5 minut, 1 M hydroxidem sodnym a 0,1 M hydroxidem sodnym
kazdym po dobu 20 minut. Nasledovalo promyti pufrem po dobu 10 minut.

Kazdy den pfed méfenim byla kapilara vzdy promyvana po dobu 10 minut

Cerstvé pfipravenym zakladnim elektrolytem.
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4.3. Priprava roztoku

4.3.1. Priprava zasobnich roztokl standardu

4.3.1.1. DMAA-1,3-dimethylamylamin

Zasobni roztok standardu DMAA o koncentraci 1 mg/ml byl pfipraven
rozpusténim navazky pfiblizné 1 mg DMAA v 1 ml vody v mikrozkumavce typu

Eppendorf.

4.3.1.2. Synefrin

Zasobni roztok standardu synefrinu o koncentraci 1 mg/ml byl pfipraven
rozpusténim navazky pfiblizné 1 mg synefrinu v 1 ml vody v mikrozkumavce

typu Eppendorf.

4.3.1.3. Hordenin

Zasobni roztok standardu hordeninu o koncentraci 1 mg/ml byl pfipraven
rozpusténim navazky pfiblizné 1 mg hordeninu v 1 ml vody v mikrozkumavce

typu Eppendorf.

V8echny zasobni roztoky byly uchovavany v mrazicim boxu.

4.3.2. Priprava pracovnich roztokt standardt

4.3.2.1. DMAA-1,3-dimethylamylamin

Pracovni roztok standardu DMAA byl pfipraven pipetovanim 100 pl
zasobniho roztoku DMAA do 1 ml odmérné banky a doplnén vodou po rysku.
Roztok byl umistén na 10 minut do ultrazvukové vodni lazné a nasledné

filtrovan pres 0,45 um nylonovy filtr.
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4.3.2.2. Synefrin

Pracovni roztok standardu Synefrinu byl pfipraven pipetovanim 100 pl
zasobniho roztoku Synefrinu do 1 ml odmérné banky a doplnén vodou po rysku.
Roztok byl umistén na 10 minut do ultrazvukové vodni |lazné a nasledné

filtrovan pfes 0,45 um nylonovy filtr.

4.3.2.3. Hordenin

Pracovni roztok standardu Hordeninu byl pfipraven pipetovanim 100 pl
zasobniho roztoku Hordeninu do 1 ml odmérné banky a doplnén vodou po
rysku. Roztok byl umistén na 10 minut do ultrazvukové vodni lazné a nasledné

filtrovan pres 0,45 pm nylonovy filtr.

4.3.3. Priprava zasobniho roztoku vnitiniho standardu

4.3.3.1. Arginin

Zasobni roztok vnitiniho standardu argininu o koncentraci 1 mg/ml byl
pripraven rozpusténim navazky pfiblizné 1mg argininu v1ml vody

v mikrozkumavce typu Eppendorf. Zasobni roztok byl uchovavan v mrazaku.

4.3.3.2. Efedrin

Zasobni roztok standardu efedrinu o koncentraci 1 mg/ml byl pfipraven
rozpusténim navazky pfiblizné 1 mg efedrinu v 1 ml vody v mikrozkumavce typu

Eppendorf.

4.3.4. Priprava pracovniho roztoku vnitfniho standardu

4.3.4.1. Arginin

Pracovni roztok vnitfniho standardu o koncentraci 0,5 mg/ml byl pfipraven

pipetovanim 500 pl zasobniho roztoku vnitfniho standardu do 1 ml odmérné
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banky a doplnén vodou po rysku. Roztok byl umistén na 10 minut do

ultrazvukové vodni lazné a nasledné filtrovan pres 0,45 ym nylonovy filtr.

4.3.4.1. Efedrin

Pracovni roztok standardu Efedrinu byl pfipraven pipetovanim 100 pl
zasobniho roztoku Efedrinu do 1 ml odmérné bariky a doplnén vodou po rysku.
Roztok byl umistén na 10 minut do ultrazvukové vodni lazné a nasledné

filtrovan pfes 0,45 um nylonovy filtr.

4.3.5. Priprava roztoku elektrolytli pro optimalizaci metody

4.3.5.1. Kyselina octova

Zasobni roztok kyseliny octové o koncentraci 20 % (3,5 M) byl pfipraven
pipetovanim 10 ml ledové kyseliny octové do sklenéné kadinky s vodou o
objemu pfiblizné 20 ml a nasledné pfeveden do 50,0 ml odmérné banky a
doplnén vodou po rysku. Analogicky byly pfipraveny i roztoky kyseliny octové o

riznych koncentracich.

4.3.5.2. Fosfatovy pufr

Zasobni  roztok fosfatového pufru o pH 3,1 byl pfipraven
pipetovanim 0,1 ml kyseliny fosforecné do sklenéné kadinky s pfibliznym
objemem vody 20 ml a naslednym titrovanim 1 M hydroxidem sodnym na
vysledné pH 3,1. Poté byl kvantitativné pfeveden do 50,0 ml odmérné bariky a

doplnén vodou po rysku do celkového objemu.

4.3.5.3. Octanovy pufr

Zasobni roztok octanového pufru o pH 4,7 byl pfipraven pipetovanim
0,086 ml ledové kyseliny octové do sklenéné kadinky s pfibliZnym objemem

vody 20 ml a naslednym titrovanim 1 M hydroxidem sodnym/amonnym na

40



vysledné pH 4,7. Poté byl kvantitativné pfeveden do 50,0 ml odmérné barnky a

doplInén vodou po rysku.

4.3.5.4. Mravenéanovy pufr

Zasobni roztok mravencanoveého pufru o pH 3,7 byl pfipraven pipetovanim
0,057 ml kyseliny mravenci do sklenéné kadinky s pfibliznym objemem vody 20
ml a naslednym titrovanim 1 M hydroxidem sodnym na vysledné pH 3,7. Poté
byl kvantitativné prfeveden do 50,0 ml odmérné banky a doplnén vodou po

rysku.

4.3.5.5. Kyselina mravenci

Zasobni roztok kyseliny mravenci byl pfipraven o dvou koncentracich, a to
10 % a 20 %. Zasobni roztok o koncentraci 10 % byl pfipraven pipetovanim
1,053 ml 95% Kkyseliny mraven&i do 10,0 ml odmérné banky s pfibliznym
objemem vody 5 ml a nasledné doplnén vodou po rysku. Zasobni roztok o
koncentraci 20 % byl pfipraven pipetovanim 2,105 ml 95% kyseliny mravenci do
10,0 ml odmérné banky s pfibliznym objemem vody 5 ml a poté doplnén vodou

po rysku.

4.3.5.6. Alfa-cyklodextrin v kyseliné octové

Zasobni roztok 15 mM alfa-cyklodextrinu v2 M kyseliné octové byl
pfipraven navazenim 0,1459 g a-CD do 10,0 ml odmérné banky, pfidanim asi 5
ml vody a naslednym pipetovanim 1,145 ml kyseliny octové a doplnénim vody

po rysku.
VSechny elektrolyty byly pfed analyzou umistény na 10 min do

ultrazvukové lazné a poté filtrovany pfes 0,45 um nylonovy filtr. Roztoky byly

pfipravovany vzdy Cerstvé.
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4.3.6. Priprava pracovnich roztoku pro kalibraci

Pracovni roztoky pro kalibraci byly pfipraveny smisenim zasobnich

roztoku standardu a rozpoustédla v pomérech, které jsou uvedeny v Tabulce 2,

do odmérnych banék o objemu 5 ml. Bylo pfipraveno celkem sedm roztoku

v rozmezi koncentraci od 1 pg/ml do 40 pg/ml.

Tab. ¢. 2 Priprava pracovnich roztokti pro kalibraci

Objem zas. | Objem zas. Objem zas. | Objem zas. Objem
Koncentrace Roztoku Roztoku oy
. roztoku IS Roztoku Hordeniny Smadiiing rozpoustédla
(ul) DMAA (ul) - vody ()
() ()

5 50 50 25 25 4850

10 50 100 50 50 4750

20 50 200 100 100 4550

30 50 300 150 150 4350

40 50 400 200 200 4150

4.3.7. Priprava pracovniho roztoku vzorku

4.3.7.1. Pfresnost a stanoveni obsahu

REDUKT-Synefrin

Bylo zvazeno deset tablet pfipravku Synefrin Redukt a byla stanovena
priumérna hmotnost jedné tablety, a to 0,3023 g. Tablety byly rozdrceny a
homogenizovany ve tfeci misce. Pro pfipravu pracovniho roztoku vzorku byla
pouzita asi polovina tablety, tedy pfiblizné 0,150 g. Navazeno bylo 6
jednotlivych vzorkd. Kazdy byl rozpustén v 10,0 ml odmérné bance a byl
k nému pfidan 1 ml pracovniho roztoku vnitfniho standardu. Odmérna banka
byla doplnéna vodou po rysku a nasledné umisténa na 10 minut na

ultrazvukovou lazen a filtrovana pres 0,45 um nylonovy filtr. 20 pl vzorku bylo
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odméreno do 1 ml odmérné barky, opét doplnéno vodou po rysku a 100 pl

tohoto vzorku bylo pipetovano do vialky k analyze.

4.3.7.2. Spravnost

REDUKT-Synefrin

Bylo zvazeno deset tablet pfipravku Synefrin Redukt a byla stanovena
prumérna hmotnost jedné tablety, a to 0,3023 g. Tablety byly rozdrceny a
homogenizovany ve tfeci misce. Pro pfipravu pracovniho roztoku vzorku byla
pouzita asi polovina tablety, tedy pfiblizné 0,150 g. Bylo navazeno 5
jednotlivych vzorkl. Kazdy byl rozpustén v 10,0 ml odmérné barice a byl
k nému pfidan 1 ml pracovniho roztoku vnitfniho standardu. Odmérna banka
byla doplnéna vodou po rysku a nasledné umisténa na 10 minut na
ultrazvukovou lazen a filtrovana pres 0,45 um nylonovy filtr. 40 pl vzorku bylo
odméfeno do 2 ml odmérné banky, bylo k nému pfidano 200 upl kazdého
standardu a doplnéno vodou po rysku. Pro analyzu bylo do vialky pipetovano

100 pl tohoto roztoku.

4.3.8. Robustnost

Byl pfipraven roztok standardd o koncentraci 0,01 pg/ml a roztok vzorku
analogicky dle pfedchozich kapitol. Robustnost navrhované metody byla
hodnocena s pouzitim Plackett-Burman designu pro sedm faktort, a to pét

proménnych (A — E) a dva umélé faktory (F — G) (Tabulka 3).
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Tab. ¢. 3 Plackett-Burman design — plan experimentt

A B C D E F G

N OO N B~ WIN| R
[EEN
'
[REY
[y
[y
1
[REN
[y
1
[REY

Pro jednotlivé experimenty byly pfipraveny zakladni elektrolyty a
nastaveny podminky analyzy (testované faktory) tak, aby odpovidaly zvolenym
extrémnim hodnotam -1 a +1 (Tabulka 4). Jednotlivé experimenty byly

testovany pro osm kombinaci faktorl v nahodném poradi.

Tab. ¢. 4 Robustnost metody — testované faktory

. . Nominalni
Faktor Jednotky Hladina (-1) Hladina (+1)
hodnota
Koncentrace a- mM 12 18 15
ch
Koncentrac,e kys. M 178 222 5
octove
Teplota °C 23 27 25
Promyvani min 2 4 3
Nastrik mBar 45 55 50
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5. Vysledky a diskuze

5.1. Optimalizace metody

Cilem optimalizace bylo nalezeni vhodnych podminek pro soucCasné
stanoveni synefrinu, hordeninu a DMAA v potravinovych doplficich. Dulezita
byla vhodna volba zakladniho elektrolytu, aby doslo k separaci nami zvolenych
analytl. Nasledoval vybér vhodného vnitfniho standardu a neméné dulezita
byla volba vhodné teploty pfi analyze a volba vkladaného napéti tak, aby bylo
dosazeno co nejkratSi doby analyzy pfi sou¢asném vyhovujicim rozliseni. Pro
optimalizaci metody byly pouzity zasobni roztoky elektrolytll pro optimalizaci a

zasobni roztoky standardl a vnitfiniho standardu.

5.1.1. Vybér detekce

Pfi vybéru detekce bylo pfihlédnuto k faktu, Ze DMAA diky své struktufe
neabsorbuje v UVoblasti a tudiz jej nebude mozné detekovat
spektrofotometricky. Byla proto zvolena bezkontaktni vodivostni detekce, ktera
je dostatecné citliva a robustni a v posledni dobé stale Castéji vyuzivana ve

spojeni s elektromigracnimi metodami.

5.1.2. Optimalizace zakladniho elektrolytu

Pfi volbé zakladniho elektrolytu byla zohlednéna struktura a vlastnosti
zvolenych analytl, dané latky byly stanovovany ve formé kationtd. Na zakladé
publikovanych elektroforetickych metod s vyuZitim bezkontaktni vodivostni
detekce pro stanoveni amint 2324251 byly testovany elektrolyty kyselé povahy, a
to hydrogenfosfore€nan sodny, octan sodny/amonny a mravenc¢an sodny a dale
roztoky kyseliny mravenci a kyseliny octové.

Roztoky kyselin poskytuji dostate€nou tlumivou kapacitu i v nepfitomnosti
protiiontu. Zaroveni se diky nizké elektrické konduktivité snizuji hodnoty
generovaného tepla, a proto jsou bézné pouzivany pfi analyze kationtd pomoci

CE s vodivostni detekci. Hydroxoniovy ion vykazuje vysSi vodivost nez vétSina
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analytl, a citlivost detekce je tak vzhledem k rozdilim ve vodivostech vysoka.
[37]

Hlavnimi kritérii pro vybér elektrolytu byly kvalita separace analytu, tvar
pikd, citlivost detekce a celkova doba analyzy. Nejlépe tyto podminky splfiovala

kyselina octova (20 %), jejiz koncentrace byla dale optimalizovana.

Koncentrace byla testovana v rozsahu 1 - 4,5 M.

5.1.2.1. Konduktivita

Konduktivita neboli mérna vodivost je veli€ina, ktera je ve zfedénych
roztocich linearni funkci koncentrace iontd. Jeji jednotkou je S/m. Konduktivita
je ovliviiovana koncentraci iontu v roztoku, jejich naboji, pohyblivosti elektrolytu
a zavisi také na teploté. Z tohoto duvodu je velice dulezité udrzovani stale

teploty po celou dobu analyzy. 1371

Konduktivitu (mérnou vodivost) vypocitame podle Vztahu 11

(D)

K = —(7'[ + U= d2) (11)

| = proud (A), | = délka kapilary (m), U = napéti (V), d = vnitfni pramér kapilary
(m)

Tdma a spoluautofi poukazali, Ze modelové a experimentalné zjisténé
hodnoty mérné vodivosti koreluji pouze pro koncentrace kyseliny kolem 1 M. [¥7]

Z tohoto divodu byly zjistény hodnoty konduktivity v zavislosti na koncentraci

kyseliny experimentalné (Tabulka 5).
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Tab. ¢. 5 Hodnoty konduktivity v zavislosti na koncentraci kyseliny octové

Konduktivita
Koncentrace (M) (s/m)
1 0,0379
1,5 0,0426
2 0,0459
2,5 0,0471
3 0,0474
3,5 0,0471
4 0,0468
4,5 0,0450

Z vysledku uvedenych v tabulce vidime, Ze s rostouci koncentraci kyseliny
se zvySuje i hodnota konduktivity s maximem pfi koncentraci kyseliny 3 M, dale

konduktivita opét klesa.

Dale byl sestrojen graf ukazujici zavislost odezvy detektoru (vySka piku)
na hodnotach mérné vodivosti. Vysledky méfeni odezvy jednotlivych analytd v

podobé vySky piku jsou zobrazeny v nasledujicim grafu (Obrazek 9).

Z grafu je patrné, ze citlivost detekce zavisi na koncentraci kyseliny a

dosahuje maxima kolem koncentrace 1,5 M kysleliny octove.
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Zavislost odezvy na konduktivité

0,0035
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0,036 0,038 0,04 0,042 0,044 0,046 0,048

Konduktivita (S/m)

Obr. ¢. 9 Graf — Zavislost odezvy na konduktivité

DalSim z dulezitych parametr( pfi vybéru vhodné koncentrace je rychlost
analyzy, jelikoz kratké analyzy jsou pfi narocich na objem ziskavanych dat
vyhodou. Z nasledujiciho grafu (Obrazek 10) je patrné, ze se vzrUstajici
koncentraci kyseliny se prodluzoval migracni €as analytu, pfiemz nejdelSi

celkovy €as analyzy neprekro€il 4 minuty.
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Zavislost migrac¢niho ¢asu na koncentraci kyseliny octové
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Koncentrace kyseliny octové (M)

Obr. ¢. 10 Graf — Zavislost migra¢niho ¢asu na koncentraci kyseliny octové

Po pfihlédnuti ke v8em faktorim (odezva detektoru, rychlost analyzy) byla

jako optimalni zvolena koncentrace kyseliny octové 2 M.

5.1.3. Vliv pridavku cyklodextrint

Pfi optimalizaci slozZeni elektrolytu byl zkousen i vliv pfidavku chiralnich
selektort, v nasem prfipadé cyklodextrind, na parametry separace, jako napf.
migraéni €as a rozliSeni, a také na separaci izomert 1,3-dimetylamylaminu,

jelikoz se jedna o latku chiralni.

Bylo zkouSeno celkem pét béznych a komeréné dostupnych druhl
cyklodextrini o koncentraci 20 mM. Na nasledujicich elektroferogramech
(Obrazek 11) je vyobrazen vliv jednotlivych elektrolytd na separaci analytu
DMAA.
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Obr. ¢. 11 Elektroferogram — viiv pridavku cyklodextrinti na separaci DMAA (1 - a-CD
2 - B-CD, 3 - HP- B-CD, 4 — y-CD, 5 — HP- y-CD)

Podminky separace: BGE: 2 M kyselina octova, 15 mM a-CD; kapilara - vnitini pramér

50 um, efektivni délka 8 cm; teplota 25 °C a napéti 30 kV, vodivostni detekce

Z elektroferogramu je jasné patrné, Ze jediné vhodné ze zkouSenych

prostiedi pro chiralni separaci DMAA je a-cyklodextrin. Za téchto podminek byly
piky izomeru rozdéleny na zakladni linii v ase krat§im nez 5,5 minuty

Poté, co byl zvolen jako nejvhodnéjSi chiralni selektor a-cyklodextrin, byla
optimalizovana |

jeho koncentrace v BGE. Bylo testovano celkem pét

koncentrac¢nich hladin v rozmezi 10-30 mM. Vysledky méfeni zaméfené na
rozliSeni pikd jsou uvedeny v Tabulce 6
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Tab. ¢. 6 Optimalizace koncentrace a-CD - rozlisSeni

Koncentrace a-CD Rs DMAA1- Rs DMAA2- Rs Hordenin-
(mM) DMAA2 Hordenin Synefrin
10 - 1,1 1,3
15 0,5 0,7 1,3
20 0,8 0,5 1,3
25 0,7 - 1,1
30 0,5 - 1,0

Hodnoty rozliSeni nékterych analytd u krajnich hodnot koncentraci nebylo
mozné vypocitat, jelikoz jednotlivé piky se smyvaly v jeden. Pfedbézné
vysledky analyzy v prostfedi 3,5 M kyseliny octové s pfidavkem cyklodextrinu
neposkytovaly optimalni vysledky z hlediska rozliseni. V dalSich krocich
optimalizace se ovSem osvédCila 15 mM a-CD s 2 M kyselinou octovou
(Rs 20,9).

Hodnoty rozliSeni izomerdt DMAA neodpovidaji Iékopisnym normam.
Chiralni separace DMAA ale nebyla cilem této prace, proto tyto hodnoty jiz

nebyly dale optimalizovany.

5.1.4. Vybér vnitiniho standardu

Jako potencidlni vnitini standard byly testovany dvé latky strukturné
podobné DMAA a androgennim aminim, a to efedrin a arginin. P¥i vybéru bylo
dalezité, aby vnitini standard migroval podobné jako ostatni analyty a
neprodluzoval tak dobu analyzy, ale zaroven dostateCné oddélené, aby
bylyziskany piky s dostate¢né vysokym rozliSenim. Vysledky analyzy jsou
uvedeny v Tabulce 7,8 a 9.
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Tab. ¢. 7 Optimalizace vnitfniho standardu — migracni ¢as

IS tm(mln)
efedrin 2,34
arginin 2,20

Tab. ¢. 8 Optimalizace vnitfniho standardu — rozliSeni arginin

Rs Rs RS RS
Arginin/DMAA1 | DMAA1/DMAA2 | DMAA2/Hordenin | Hordenin/Synefrin
4,4 0,9 1,3 2,0

Tab. ¢. 9 Optimalizace vnitiniho standardu — rozliSeni efedrin

Rs Rs RS RS
DMAA1/DMAA2 | DMAA2/Hordenin | Hordenin/Efedrin Efedrin/Synefrin
0,9 1,2 1,2 0,9

Jako vnitfni standard byl po analyze zvolen arginin. Je dobfe separovan

od ostatnich analytl, nedochazi ke splyvani pikl a jeho migracéni Cas

neprodluzuje dobu analyzy.

5.1.5. Optimalizace teploty

Vliv teploty byl sledovan se smési vSech analytd a vnitiniho standardu

vrozmezi 20-30 °C. Pro kazdou teplotu byly zaznamenany migraéni Casy

jednotlivych analytll a tyto jsou uvedeny v Tabulce 10 a na Obrazku 12.
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Tab. ¢. 10 Optimalizace teploty — migracni ¢asy [min]

Teplota . t .
(E’)C) tm arginin | tn DMAA1 | tm, DMAA2 hordn;nin tm synefrin
20 3,15 3,90 4,05 4,29 4,79
25 2,89 3,53 3,67 3,90 4,35
30 2,71 3,29 3,41 3,65 4,07

Zavislost migracniho ¢asu na teploté
5
4,75
4,5
E 4,25 —¥— Arginin
® ‘ DMAA1
L 375
S DMAA2
8 35
%3 3,25 Hordenin
3 —@— Synefrin
2,75 \\«
2,5

15 20 25

Teplota (°C)

30 35

Obr. ¢. 12 Graf — Zavislost migra¢niho ¢asu na teploté

Cilem bylo dosazeni co nejkratSi doby analyzy. Pfi porovnani hodnot

v v

byl nejvyraznéjsi rozdil pozorovan pro synefrin, a to pfiblizné 45 s. Vzhledem

k nevyraznému rozdilu byla jako optimalni zvolena laboratorni teplota 25 °C.
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5.1.6. Optimalizace vkladaného napéti

Zmény migracnich C&asu v zavislosti na vkladaném napéti byly
vyhodnoceny pro vS8echny analyty v€etné vnitfniho standardu. Testovany
rozsah byl 15-30 kV. Zaznamenané migracni Casy vSech analytd i vnitfniho

standardu a jsou uvedeny v Tabulce 11 a na Obrazku 13.

Tab. ¢. 11 Optimalizace vkladaného napéti — migraéni ¢asy [min]

Napéti
(akF\)/(; ! tm arginin | tm DMAA1 | tm DMAA2 |ty hordenin | tm synefrin
15 4,39 5,30 5,48 5,76 6,33
20 3,44 4,17 4,32 4,56 5,04
25 2,90 3,56 3,70 3,92 4,38
30 2,57 3,19 3,32 3,55 4,02
Zavislost migracniho ¢asu na vkladaném napéti
7
6,5
6
€ 55
= ——— Arginin
= 5
© DMAA1
X 45
K DMAA2
© 4
%D 3,5 Hordenin
3 —@— Synefrin
2,5

10 15 20 25 30 35
Vlozené napéti (kV)

Obr. ¢. 13 Graf - Zavislost migracniho ¢asu na vkladaném napéti
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S rostoucim napétim se zkracovala doba analyzy pfi zachovaném
rozliSeni analytd. Proto byla pro nasi metodu zvolena hodnota vkladaného

napéti 30 kV, pfi kterém byly vSechny analyty separovany v ¢ase < 4,5 minuty.

5.1.7. Optimalni podminky

Byly stanoveny optimalni podminky analyzy pro separaci DMAA,
hordeninu a synefrinu. Jsou uvedeny v nasledujici pfehledové Tabulce 12. Na
Obrazku 14 je elektroferogram vyobrazujici separaci analytu za optimalnich

podminek.

Tab. ¢. 12 Optimalni podminky analyzy

Optimalni podminky
o kfemenna, 58 cm, 50
Kapilara
um
BGE 15 mM.a;CD % 2,M
kyseliné octové

Teplota 25°C

Vlozené napéti 30 kV

Detekce CCD
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cCo(v)

T

Obr. ¢. 14 Elektroferogram — optimalni podminky (Poradi analyti — 1 — Arginin, 2, 3 —
DMAA, 4 — Hordenin, 5 — Synefrin)

Podminky separace: BGE: 2 M kyselina octova, 15 mM a-CD; kapilara - vnitini pramér
50 um, efektivni délka 8 cm; teplota 25 °C a napéti 30 kV, vodivostni detekce

5.2. Validace analytické metody
5.2.1. Test vhodnosti systému
5.2.1.1. Ué&innost systému

Uginnost systému se vyjadtuje jako zdanlivy pocet teoretickych pater (N).
Hodnoty pro vSechny analyty byly ziskany a vypoclteny z Sesti opakovanych

mérfeni pracovnich roztoku pro kalibraci. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 13.
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Tab. & 13 Uginnost systému - zdénlivy podet teoretickych pater

Analyt tm Whi/2 N
IS-Arginin 3,64 0,09 9079
DMAA1 4,63 0,10 11874
DMAA2 4,66 0,11 10238
Hordenin 4,96 0,08 24252
Synefrin 5,62 0,07 34081

5.2.1.2. Faktor symetrie pikt

Faktor symetrie pikd vyjadfuje jejich tvar a jeho idealni hodnota je rovna
jedné. Lékopis povoluje mirné asymetrické odchylky, a to v rozmezi hodnot 0,8-
1,5. Vysledné hodnoty pro vSechny analyty byly naméfeny z Sesti opakovanych

mérfeni pracovnich roztokd pro kalibraci a jsou uvedeny v Tabulce 14.

Tab. ¢. 14 Faktor symetrie piku

Analyt As
IS-Arginin 1,2
DMAA 1,2
DMAA 1,1
Hordenin 1,3
Synefrin 1,2

Hodnoty faktoru symetrie piku vS8ech analytd se pohybuji mirné pres
jednu, coz dokazuje jejich mirnou asymetrii. Hodnoty ale lezi v rozmezi

pozadovaném lékopisem.
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5.2.1.3. Rozliseni pikt

RozliSeni vyjadifuje miru separace dvou sousednich pikd na zakladni linii.
Pozadavek Ceského lékopisu je Rs=1,5. V8echny hodnoty byly ziskany a
vypocitany z Sesti opakovanych meéfeni pracovnich roztokl pro kalibraci.

Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 15.

Tab. ¢. 15 Rozliseni piku

Analyty Rs

IS (Arginin)-DMAA1 6,1
DMAA1-DMAA2 0,9
DMAA2-Hordenin 2,0
Hordenin-Synefrin 5,3

RozliSeni dvou izomeru analytu 1,3-dimethylamylaminu neni vyhovuijici dle
Iékopisnych norem. Chiralni separace této latky vSak nebyla cilem této prace,
proto na nevyhovujici rozliseni nebyl kladen duraz a nebylo dale
optimalizovano. V8echny ostatni piky analytd jsou rozdéleny na zakladni linii

s rozliSenim = 2,0.

5.2.2. Linearita

Linearita byla stanovena na zakladé méfeni péti kalibracnich roztokul
v koncentraénim rozmezi vSech analytl 5 um/ml - 40 ym/ml. Kazdy roztok byl
nastfiknut na kolonu Sestkrat a z téchto Sesti nastfiki byla vypocitana primérna
korigovana hodnota plochy pod pikem pro kazdy analyt. Kalibracni zavislost
byla vyhodnocena pomoci metody linearni regrese. Nasledné byly vypocitany
také limit detekce (LOD) a limit kvantifikace (LOQ).
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Kalibracni zavislosti pro jednotlivé analyty jsou znazornény na Obrazku
15,16 17 a 18.

Vysledky méreni kalibracni zavislosti a hodnoty LOD/LOQ jsou uvedeny

v pfehledové Tabulce 16.

Kalibracni zavislost DMAA1

4,5

3,5

2,5

1,5

Korigovana plocha piku

0,5 o

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Koncentrace analytu pg/ml

Obr. ¢. 15 Graf — Kalibracni zavislost DMAA 1
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Korigovana plocha piku

Korigovand plocha piku

3,5
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1,5

0,5

4,0

3,5
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2,0

1,5

1,0

0,5

0,0

Kalibracni zavislost DMAA2

5 10 15 20 25 30 35

Koncentrace analytu pg/ml

Obr. é. 16 Graf — Kalibracni zavislost DMAAZ2

Kalibracni zavislost Hordenin

5 10 15 20 25 30 35

Koncentrace analytu pg/ml

Obr. &. 17 Graf — Kalibracni zavislost Hordenin
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Kalibracni zavislost Synefrin
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Koncentrace analytu pg/ml
Obr. ¢. 18 Graf — Kalibrac¢ni zavislost Synefrinu
Tab. ¢. 16 Prehled vysledku méreni kalibracni zavislosti
Rozsah . 0w
LOD/LOQ Rovnice kalibracni Hodnota
RN LI (ug/ml) primky spolehlivosti R
(ng/ml)
DMAA1 5,0-40,0 0,22/0,66 y=0,9771x - 0,8646 0,9875
DMAA2 5,0-40,0 0,20/0,62 y =0,8574x - 0,8162 0,9861
Hordenin 5,0-40,0 0,27/0,83 y =0,7609x - 0,5246 0,9825
Synefrin 5,0-40,0 0,33/1,00 y =0,8481x - 0,6803 0,9876

Kalibra¢ni zavislost byla u vSech analytd linearni, s hodnotou korela¢niho
koeficientu = 0,9825. NejlepSich hodnot LOD (0,20 pg/ml) bylo dosazeno u
jednoho z izomeri DMAA.
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5.2.3. Opakovatelnost migra¢nich €asu a ploch pika

Opakovatelnost je vyjadiena hodnotou relativni smérodatné odchylky.
VSechny hodnoty byly ziskany z Sesti opakovanych méfeni pracovnich roztoku
pro kalibraci a byly vyhodnoceny na tfech koncentraénich hladinach, a to 5

pg/ml, 10 pg/ml a 40 pg/ml. Vysledky jsou uvedeny v Tabulkach 17, 18 a 19.

Tab. ¢. 17 Opakovatelnost korigovanych ploch a migracnich &ast pro C = 5 ug/ml

c= i:f/ ml P;?O”;ﬁr SD RSD % Mifg’;‘zé”" sD RSD %
DMAA1 0,4108 | 0,0035 | 0,86 43 0,0099 | 0,23
DMAA2 0,3172 | 0,0080 | 2,51 4,8 0,301 | 0,63
Hordenin | 0,4333 | 0,0033 | 0,77 5,2 00363 | 0,71
Synefrin 0,4126 0,0036 0,86 5,8 0,0504 0,87

Tab. ¢. 18 Opakovatelnost korigovanych ploch a migracnich ¢ast pro C = 10 ug/mi

€= lr?:‘;g/ m| P;?Or:sr SD RSD % Migé:é“" SD RSD %
DMAA1 0,7127 | 0,0065 | 0,91 43 0,0043 0,1
DMAA2 0,5660 | 0,0179 | 3,17 4,5 0,0039 0,07
Hordenin 0,7780 0,0192 2,47 4,7 0,0012 0,03
Synefrin 0,8563 | 0,0139 | 1,63 5,8 0,0233 0,4
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Tab. €. 19 Opakovatelnost korigovanych ploch a migracnich ¢astpro C = 40 ug/ml

c= 4:=§g/ ml P;?O':s ' SD RSD % Mi?;asé”i SD RSD
DMAAL 4,1252 | 0,0459 | 1,11 4,7 0,0813 1,7
DMAA2 3,4440 | 0,0283 | 0,79 5,2 0,0756 1,44
Hordenin 3,5236 0,0331 0,94 5,7 0,0908 1,59
Synefrin 35066 | 0,0633 | 1,76 6,6 0,1204 1,83

5.2.4. Presnost

Pro vyhodnoceni presnosti byl analyzovan roztok vzorku pFipravku
Synephrine- REDUKT.

Bylo pfipraveno celkem Sest roztokd vzorku. Kazdy roztok byl na kolonu
nastfiknut tfikrat. Z ploch pik( vSech tfi nastfiki byla vypocétena primérna
hodnota a ta byla pfepocitana na pfiblizné pfesnou navazku 0,1500 g a
korigovana pramérem ploch vnitfniho standardu. Vysledky jsou uvedené

v nasledujici Tabulce 20.
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Tab. ¢. 20 Presnost metody — Synephrine REDUKT

Presnost Synefrin
1,7841

S
S 1,8105

a

>
ke 1,8429

S
2 1,7812

o
1,7989
Primér 1,8035
SD 0,0223

RSD % 1,24

5.2.5. Spravnost

Pro vyhodnoceni spravnosti byla pouzita metoda standardniho pfidavku.
Bylo analyzovano pét roztokd vzorkd pfipravku Synephrine-REDUKT, pét
roztokl vzork( pfipravku s pfidavkem standardu a roztok samotného

standardu. Kazdy roztok byl nastfiknut tfikrat.

Pro vypocet spravnosti (vytéznosti) byly pouzity primérné korigované
hodnoty ploch pikl kazdého pracovniho roztoku vzorku pro spravnost,
prumérné korigované hodnoty ploch piku ziskané z méfeni roztokd vzork( pro
pfesnost a primérné korigované hodnoty ploch pikd ziskané méfenim
standardu. Hodnoty byly pfepocitany na pfiblizné pfesnou navazku 0,025g a

vytéznost byla vypocétena podle Vzorce 4.

RL _ Cvz+std - CUZ %100 (4)
Cstd
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Cwvz+st je koncentrace roztoku vzorku s pfidavkem standardu vypocitana
z praméru ploch pikd roztokua vzorku pro spravnost, Cvz je koncentrace roztoku
vzorku vypocitana z prdméru ploch pikd roztoku vzorku pro pfesnost a Cst je
koncentrace roztoku standardu vypocitana z priméru ploch pikd roztoku

standardu.

Vysledné hodnoty analyzy pfipravku jsou uvedeny v Tabulce 21.

Tab. €. 21 Spravnost metody — Synephrine-REDUKT

Spravnost Synefrin

Primérna hodnota

vyt&Enosti (%) 1058
SD 2,96
RSD (%) 2,80

5.2.6. Robustnost

Pro identifikaci statisticky vyznamnych efektd byl pouzit Donglv algoritmus tak
jak je popsan Vander Heydenem. (3¢l

Nebyl zjistén zadny statisticky vyznamny vliv na stanoveni synefrinu v pfipravku
Synephrine-REDUKT pokud jde o toleranci chyb (ME; kriticky efekt) na hladiné
vyznamnosti a = 0,05. Proto mize byt tento zpUsob v rozsahu ureném extrémnimi
hodnotami faktorll povazovan za robustni pro stanoveni hlavnich u€innych slozek v

potravinovych doplricich.
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Stejny pfistup byl pouzit pro vyhodnoceni efektu vybranych faktord na
parametry SST. Pro sledované extrémni hodnoty faktorli nebyly zjistény Zadné
statisticky vyznamné ucCinky na kvalitativni parametry separace (N, As a Rs) viz
Tabulka 22.
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Tab. & 22 Uginky testovanych faktori na kvalitativni parametry separace (N, As, Rs)

Faktor A B C D E F G Kriticky efekt
Odezva Efekt a=0,05 a=0,1
% Syn 0,0001 | -0,0001 | 0,0000 0,0001 0,0000 0,0000 | -0,0001 0,0002 0,0002
As (DMAA1) 0,0221 | -0,0170 | 0,0023 0,0003 | -0,0003 | -0,0217 | -0,0023 0,0492 0,0378
As (DMAA2) -0,0323 | 0,0424 | -0,0041 | 0,0230 | -0,0038 | -0,0023 | -0,0308 0,0590 0,0473
As (Hor) 0,0000 | -0,0017 | 0,0009 0,0378 0,0086 0,0168 | -0,0282 0,0508 0,0403
As (Syn) 0,0131 0,0059 | -0,0175 | -0,0126 | 0,0378 | -0,0142 | 0,0106 0,0439 0,0352
Rs (IS-DMAA1) 0,4223 0,1725 0,2225 0,2009 0,0716 0,1796 | -0,0068 0,6847 0,5486
RSD(IBII,\AAAA:)L 0,3518 | -0,3234 | 0,3662 0,0057 0,0209 0,0471 | -0,0830 0,7273 0,5827
Rs (DMAA2-Hor) 0,3790 0,5509 0,3907 | -0,3451 | 0,0998 | -0,1358 | -0,2448 | -0,2448 | 0,6434
Rs (Hor-Syn) -0,3234 | 0,3662 0,0471 0,0209 | -0,0830 | 0,0057 0,0161 0,5731 0,4493
N (DMAA1) 405 593 751 -612 0 231 0 1423 1140
N(DMAA2) 1019 223 -726 -39 63 1602 914 2003 1605
N (Hor) 1237 -256 -991 -780 149 906 570 1865 1494
N (Syn) 1408 1943 1384 -1166 867 -988 -1122 3098 2482
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5.2.7. Analyza potravinovych doplnki-stanoveni obsahu ucéinnych
latek

Optimalizovana a validovana metoda byla pouzita pro stanoveni obsahu
ucinnych latek v pfipravku Synephrine-REDUKT. Celkem bylo analyzovano Sest
roztok(l vzorku pro pfesnost a kazdy z nich byl nastfiknut tfikrat. Namérené
hodnoty byly korigovany vnitfnim standardem, z korigovanych ploch byl
vypocitan pramér, prepocitan na pfiblizné pfesnou navazku 0,02 g a nasledné
stanoven obsah latek v pfipravku. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 23 a na
Obrazku 19.

Tab. ¢. 23 Stanoveni obsahu ucinnych latek

Stanoveni obsahu Synefrin

Deklarovany obsah

mg/tbl. 10,0
Obsah stanoveny v
pfipravku Synephrine- 15,3
REDUKT
0 .
% deklarovaného 153,00

mnozstvi

Obsahu synefrinu v potravinovém dopliku Synephrine-REDUKT Cinil

153,0 % deklarovaného obsahu.
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Obr. ¢. 19 Elektroferogram - stanoveni obsahu ucéinnych latek v pripravku

Synephrine-REDUKT (1 — blank, 2 — standardy, 3 — analyzovany pripravek)

Podminky separace : BGE: 2 M kyselina octova, 15 mM a-CD; kapilara - vnitini pramér

50 um, efektivni délka 8 cm; teplota 25 °C a napéti 30 kV, vodivostni detekce
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6. Zaver

Byla vyvinuta, optimalizovana a validovana kapilarné elektroforeticka
metoda s bezkontaktni vodivostni detekci pro soucasné stanoveni DMAA,
synefrinu a hordeninu v doplicich stravy na podporu hubnuti. Metoda byla
aplikovana na stanoveni obsahu synefrinu v produktu Synephrine-REDUKT.

V ramci validace metody byla otestovana takeé jeji robustnost.

V experimentalni Casti této prace byly stanoveny nasledujici optimalni
podminky. Byla pouzita 58 cm dlouha kfemenna kapilara (efektivni délka 10 cm
pfi nastfiku na kratky konec) o vnitfnim prdméru 50 ym, zakladnim elektrolytem
byl roztok 2 M kyseliny octové s pfidavkem 15 mM a-cyklodextrinu, teplota pfi
analyze byla 25°C a vlozené napéti bylo 30 kV. Vzorky byly nastfikovany
hydrodynamicky (50 mbar) na kratky konec kapilary.

Kalibraéni zavislost byla u v3ech analytd linearni v rozsahu 5 — 40 ug/ml,
s hodnotou korelaénich koeficientd R = 0,9825. Opakovatelnost migracnich
Casl a ploch pikd vyjadfena jako relativni smérodatna odchylka méfena na

tfech koncentracnich hladinach neprekrocila hodnotu 1,83 %.

Hodnoty N a As se pohybovaly vrozsahu 9079 — 34081 pro pocet
teoretickych pater a 1,1 — 1,3 pro asymetrii piku. RozliSeni mezi piky bylo vétsi

nez 0,9 pro enantiomery DMAA a vétsi nez 2,0 pro ostatni analyty.

Pfesnost vyjadiena jako % RSD byla stanovena pro pfipravek Synephrine-
REDUKT s deklarovanym obsahem synefrinu; méla hodnotu 1,24 % (n = 6).
VytéZnost metody ovéfena metodou standardniho pfidavku byla 105,8 % a
RSD ¢inila 2,8 %.

Testovana byla také robustnost metody, ktera neprokazala zadny
vyznamny vliv zmén podminek analyzy na kvantitativni i kvalitativni vysledky

méfeni, a proto je mozné povazovat metodu za dostateéné robustni.

Bylo provedeno také stanoveni ucinnych latek v potravinovém doplriku
Synephrine-REDUKT. V pfipravku nebyl detekovan zadny z dalSich cilenych
analyta (DMAA, hordenin). Obsah synefrinu v jedné tableté odpovidal asi
15 mg, coz odpovida asi 150 % deklarovaného obsahu. Vzhledem k vysokému
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nalezenému mnozstvi by bylo vhodné analyzovat i ostatni pfipravky vyskytujici

se na trhu, pfipadné vysledky ovéfit jinou separa¢ni metodou.

Vyhledové by pak bylo vhodné zamérit se na vybér chiralniho selektoru
pro lepSi separaci izomerd DMAA a jejich identifikaci, ktera by pfispéla k uréeni

puvodu (pfirodniho nebo syntetického) synefrinu.
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