KAPILARNi ZONOVA ELEKTROFOREZA LECIV

Stanoveni kyseliny acetylsalicylové v lécivu

Kapilarni elektroforéza (Capillary electrophoresis, CE) je moderni vysoce ucinna analyticka separacni
metoda. Principem je pohyb analyt v kapaliné mezi dvéma elektrodami vysokého napéti, obvykle
realizovany v kapilafe o priiméru 25 - 75 um s on-column detekci.

I. TEORIE

Elektricky nabita castice (iont) se v elektrickém poli pohybuje ve sméru daném znaménkem
naboje a orientaci el. pole (kladné nabita castice k zdpornému pdlu a naopak). V kapaliné je rychlost
tohoto pohybu pfimo Umérnd ndboji ¢astice (F = g - E) a nepfimo Umérna hydrodynamické
(Stokesové) velikosti €astice d (sila odporu prostiedi F = - 3.n.1m.d.v, kde n je viskozita kapaliny). Tyto
dvé sily se prakticky okamzité po aplikaci elektrického pole vyrovnaji a ¢astice se dale pohybuje
konstantni rychlosti v. TO ZNAMENA = pokud se ionty vzorku li3i alespofi v efektivnim naboji g ¢i
hydrodynamické velikosti d, budou se pohybovat rozdilnymi rychlostmi, coZ je nutnou podminkou

separace.

Pri pouziti kapilary (typicky kfemenné, fused silica) coby separacni kolony je prosta
elektromigrace nezanedbatelné sniZzovana/zvySovana tokem nezavislym na naboji analytu
(elektroosmoticky tok, electroosmotic flow = EOF).

Elektroosmoticky tok:

Stény kfemenné kapilary obsahuiji silanolové skupiny, které se v kontaktu s roztoky o vysSim
pH disociuji. Disociaci se pak vytvofi zdporny naboj stény.
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—Si—OH =—— —sSi—0 <+ H

Vysvétleni elektroosmotického toku
v nemodifikované kfemenné kapildre:
povrch kapildry nese nepohyblivy negativni
ndboj (silanolové  skupiny). V disledku
zachovani elektroneutrality se proto u stén
nachdzi prebytek pozitivnich iontl z roztoku,
které pak i svoje okoli (celou kapalinu) undsi
ke katodé.




Kapilarni zonova elektroforéza (Capillary zone electrophoresis, CZE)

a vwhodnoceni elektroforeogramu:

Jednim z moédU CE je kapilarni zénova elektroforéza, pro niz je charakteristické
pouZiti jednoho pracovniho elektrolytu (background electrolyte, BGE). V dlsledku toho je v celé
separacni kapilafe konstantni elektrické pole. Jednotlivé zény putuji konstantnimi, ale rlznymi
rychlostmi, jsou oddélené BGE a odezva detektoru na konci kapilary (typicky UV-VIS detektor) ma
gaussovsky profil (= pik). Obdobné jako u chromatografie, retencni ¢as piku t, charakterizuje analyt
kvalitativné, kvantitativni charakteristikou elektroforeogramu je vyska piku v (nebo plocha - pfi
nahrazeni piku trojuhelnikem o vysce h a zakladné w plati P = h - w/2).

Pocet teoretickych pater N je mirou ucinnosti kolony

2

r , 7.V
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kde u je mobilita, U napéti, D difuzni koeficient. (pozn. t, a w musi byt vyjadifovdny ve stejnych
jednotkach napf. sec nebo mm !!1). N je vysoké pro ,uzké” (zdkladna piku w = 0) a zadrzované
(t,> o) piky. Nejjednodussi odeéteni w je nahrazeni piku trojuhelnikem (viz obrazek ¥).

RozliSeni R, je mirou separace dvou pikd, napt. hodnota R; = 1,00 udava, Ze dva stejné piky
vykazuji jen 2 %-ni prekryv, pfi Rs= 1,50 povazujeme piky za kvantitativné oddélené.
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Il. INSTRUMENTACE

PrinCE 500 (Prince Technologies, Emmen, Netherlands) vybaveny HPLC spektrofotometrickym
detektorem Lambda 1010 (Bischoff, Leonberg, Germany):

Schéma pfistroje CE

kapilara v termastatu ’m‘

|:| detektor
zdroj wysokeho
napéti

zakladni elekirolyt zakladni elekiralyt
nebo vzorek



Experimentalni uspofadani v CZE je prakticky stdle stejné, lisi se jen v jednotlivostech.
Zatizeni vzdy obsahuje nejméné:

e separacni kapilaru

e zdroj napéti,

e (davkovac vzorku)

e detektor

e zafizeni pro zaznam analytického signalu (viz obrazek T).

Typické napéti je 5 - 30 kV, elektrolyt o koncentraci 5 - 200 mM. Analyza se obvykle provadi v
kfemennych kapilarach, zfidka v kapilarach teflonovych nebo sklenénych. Bézné kiemenné jsou z
vnéjsi strany chranény tenkou vrstvou polyimidu, ¢imZz se omezi jejich kiehkost. Typicky vnitfni
pramér kapilary je 25 - 75 um, délka 30 - 80 cm, v pfipadé PrinCE je minimalni délka kapilary 82 cm
(objem kapilary je tedy 1,6 pl), pficemz vzdalenost k okénku z kratsi strany je 32 cm. Detekce se
nejCastéji provadi UV-VIS detektorem, konduktometricky, fluorescencéné (laserem indukovana
fluorescence), amperometricky, hmotnostnim spektrometrem (absolutni). Davkovani (fadové
nanolitry) se provadi bud hydrodynamicky (pretlakem na zacatku ¢i podtlakem na konci kapilary)
nebo elektromigracné (po stanovenou dobu se aplikuje davkovaci napéti).



Il. UKOL

OH Kyselina acetylsalicylova (acetylsalicylic acid, Aspirin™, Acylpyrin™) je Siroce

pouzivané lécivo s napf. antipyretickymi ucinky. V této praci bude stanovovan jeji

O\n/ obsah v komercéné vyrdbéném lécivu ACIFEIN (HERBACOS-BOFARMA, s.r.o)
0 metodou CZE.

Kofein (caffeine) (podle rostliny Coffea arabica, ¢esky kavovnik) je alkaloid, ktery CH3
pfiznivé stimuluje centrdlni nervovou soustavu a srdec¢ni Cinnost. Kofein je ' o
pravdépodobné nejrozsirenéjsi stimulant na svété nachazejici se v mnoha </N ‘ \I/
napojich, napr. kavé, ktery se uzivanim ve vétSim mnozstvi stava drogou. Kofein N N\CH3
patfi do skupiny purinovych derivatd xanthinu, kterda zahrnuje theobromin CH3/ o

(kakao) a theofylin (bronchodilatans, latka uvolnujici priduskové svalstvo).

: H CH, Paracetamol je |éivo, jeZ plsobi proti bolestem a zvySené télesné teplote,
HO

neni vsSak protizanétlivé. Patfi do indikac¢nich skupin analgetikum a
antipyretikum.

0
O)J\CH3 0, OH
0
HO
Aspirin Paracetamol Salicylova kyselina
Ka=3)5 _
pra =2, pKa =99 pKa, =30 pKa,=83

Popis vyrobku ACIFEIN 10 Tablety

Co obsahuje vas lék?
Acidum acetylsalicylicum 250 mg, Paracetamolum 200 mg, Coffeinum 50 mg v 1 tableté

Dalsi Iatky obsazené v Iéku

Glycin, kukufricny skrob, hyproldza. -
ycin, y , Nyp SR _

ACIFEIN®
10 foblet

K vnitfrien wbt

http://www.farmaceutika.info/acifein#spc




Popis systému

PrinCE 500 (Prince Technologies, Emmen, Nizozemi)

kfemenna kapildra (vnitfni primér 75 um, L = 82 cm, efektivni délka = 32 cm)
boratovy pufr (25 mM tetraboritan sodny), pH = 9,25

napéti: + 30 kV

30000V

radient napéti = ————
g P 82 cm

=366 V/cm

davkovani: 50 mbar/0.1 min
teplota: 25 °C
detekce UV pfi 190 nm

Chemikalie

tetraboritan disodny dekahydrat (Na,B,0; - 10 H,0), kyselina acetylsalicylova, kofein, paracetamol,
methanol, destilovana voda

Pracovni postup

Priprava roztoki

roztok pufrujiciho elektrolytu (BGE):
100 ml, 25 mM tetraboritan sodny, pH=9,25
pfiprava vzorku:

Zvaz 10 tablet a spocitej primérnou hmotnost jedné tablety. Vyber jednu tabletu, zva? ji, dokonale
rozetfi na prasek a 25 mg rozpust v 5 ml methanolu a doplri na 50,00 ml vodou. Pfitomnost aditiv
znemoziuje uplné rozpusténi tablety. VSechny stanovované komponenty (analyty) se vsak
kvantitativné rozpusti do 10 minut. Do ampulky filtruj!

Zasobni roztok standardu (kyselina acetylsalicylovd = ASA) pfipravime do 25 ml odmérky,
koncentrace cx~2.4 mg/ml, v 10% methanolu. Z tohoto roztoku nafed do vody kalibracni roztoky
(10,00 ml) o nasledujicich koncentracich ASA: 24, 120, 180, 240 pg/ml

e napi$ do pracovniho seSitu tabulku, jak umistis jednotlivé roztoky do karuselu, dodrz
alespon nasledujici pozice:
101 - odpad
102 - NaOH
111 - borax inlet
112 - borax outlet
133 - voda
e napln vialky az po hrdlo (napf. 014 - ASA, 016 - sample, ,,s“)

e oznam vedoucimu cviceni pfipravenost k analyze



Prdce s pristrojem PrinCE 500

Vedouci cvic¢eni vysvétli obsluhu pfistroje uréenému zodpovédnému studentovi.

- jako prvni je tfeba zapnout lampu na detektoru Lambda 1010, po vyboji se musi pockat
alespon 15 min, neZ se hodnota absorbance ustali na nule

- spust program DAx umistény na plose (bez hesla)

Initialise Measurement

DAX 8.0

» {NCE DAX
U oLogles Data Acquisition & Analysis
Version 8.0

© 2005 ¥an Mierlo Software Consultancy
fax + 31 40 241 1945 email support@dax. nl

Resetting board(s] 19

- parametry softwaru, tvorba metody: DIODEPE

‘== DAx B.0 Data Acquisition & Analysis (Pragolab [1])
File Edit ©CE #fnalvsis Repork  DataList  Window  Help

] = il S ) P Y e (= i i

objevi se kontrolni panel:

|»| WPrince C:\datalLP

nastaveni ~ Runinfa Detector
metody (3) | | Run | Repeat
-]
rdby Sample | |
start_| Method | | | Absorbance [0.757 AU
AN A
| | Step | | Wavelength |15 nm vynulovani
| Tirme bir Lamp On detektoru
Yials High “foltage
Load s
_Load | i | it O
| | HYy
pojmenovani Vials | Inlet [104 [buffer in Voltage (00 KV
vialek D utlet |'IEI1 |waste Current |0.0 s
(,Fluid table”) T emperature Freszure Euternal Events
IE OvenOn [251 °C |— Marker Un
. 0 B ar
Trap Off |261 °C
nastaveni /

tlaku a teploty




Fluid Table

i Wial Fluids

Vial | Contents & [Vial [ Contents &

Vial 11 calstdl | [Vial 101 Bufferin ||

Vial 12 calsid2 ~ |vial102  Buferowt

wﬂleeﬂ sid 3 Vial 102 NaOH

Vidl 14 Sample 1 Vial 104 H20

Vial15  Sample 2 \Waste

Vial 16 Sample 3 Vial 111

Wial 17 Sample 4 Wial112

Vial 18  Sample5 M |Vial 113 v
Print Wite \\.—Luad | Save 1 Clase

(1) ,load” vialek (,rotate” protoceni karuselu) > ,continue” (vrati se do pavodniho stavu, ze
kterého jsem ho zavolal), bez ,,continue” nerozjedu metodu!

(2) ,Run” >, Run Table” nastavim, co bude ,,sample” a po kazdé zméné nesmim zapomenout
odeslat zménu z PC do Prince (,close”)

Run Table [changed) E|

| Sample Repe.._| Method Select Action
|'I1 test zample j

M ew ~ | IJpload tables from PC ko Prince |
12 =
13
14
15 Mot |
16
17
18
21
22 LS
23
24
25
26 | Ed
27

Closd %18 Frirt | Write | Load | Save |

32

| #




aktivni

metoda

tethod:

méreni v této Uloze (metoda ,,gons5“) a tyto paramtery zkontroluji:

(3) ,Method” > objevi se okno s metodami a vyberu tu, ktera ma parametry pro

zde muaZu jednotlivé

kroky v metodé upravit

Print | Write | Load ‘ Save | Clear ‘
s
gDnSE‘ Inlet Fluid Outlet | Fluid P mbar] | kMApd | kYA | Do min] | Comment barker
E  proplach MaC fi 2000 J 1.00
7 dlouki AS40 2 Sample 1m waste 50 kb na n1a Mo
a 31N boras 25mkd in 112 borax 25mbd out 1] e 250 oo Mo
0 b 4 133 water 1 waste 2000 ki 0.0 1.00 Yes
{ > '} v
High Yoltage Detector
=7 || Wavelength | 204 nm
g
Ramps Range [1.20° [2] aU
Begin | B.00 IZI ks - Time m 8
onstant
End [ 600 [3] kv b
Lirnitz i
Law [-200. |Z i Timed EVENSZl Tirne [min]l Tupe | | state |
Acti -
CUON | b ezzage Oven
High |200.0 IZI pA, 1 [v Themnostating
Achion |Fegulate - lflz‘l T
Load | Save |
I ethod
Prirt | Write ‘ Load ‘ Sawe | Clear ‘
”~
[ Irlet | Fluid | Dutlet | Fluid | pimbar) | ks | ks | Durmin) | Comment | Marker &
f  proplach MaC 1 1M1 borax 26mk in 101 waste 2000 ks no 1.00 Mo
7 dlouhy ASAg 2 Sample m waste a0 ks no 010 Mo
ER (111 112
8 G 7o | No
0 4 133 water m waste 2000 ks 1.00 Yes
< > — W
High “foltage Detector
H W’avelength 204 |Z fii
Ramps Rangs [0.20 [>]] AU
Begin [ 6.00 [37] kvis s AT
ohstant
End [ 600 [24] kvss
Lirnitz _
Law 200 IZ s Timed events: | Timne (min) | Tpe state
Action Im Dven 000 ‘ez

High [200.0 [2] wa
&ction |Regulate -

Cloze

Nemtid cmmaa i 1

d

ACE humm

—]

0.50

Zem Detectar

W Thermostating

=

Lot i e L v am | 1

Load Save

vynulovani detektoru v pribéhu

metody (jelikoz v prvnim kroku

bychom méfili  nepotiebnou

absorbanci boraxu)




Method:
Print | it ‘ Load | Save ‘ Clear |
Method 4
gons5 [ Irket | Fluid | Dutlet | Fluid | pimbar) | kv2ps | kvdps | D min) | Comment Marker  #
E  proplach Mal— 1T m borax 25mM in 101 waste 2000 kM 0.0 1.00 Mo
7 dlouh) 2540 2 Sample 101 waste 50 ki 0o 010 Ma
a I m borax 28mi in - 112 borax 25mi out 1] kW 25.0 7.00 Ho
Sl = e B
< @ B N O I ST I TN
High Yoltage Detector
|II Wavelength 204 @ nim
Ramps Range [0.20° [34] au Jastaveni
Begin | 6.00 ] kwss Time g0 <] s
End [0 [5] ks Constant sbéru dat
Lirwiitz .
Lawe [-200 @ B Timed events: | Time [min] | Tupe state

Action Message -
High [200.0 [3] ua

Achion |Regulate

Owven

L

[
¥ Thermostating

= (4 e
Load Save

Yalid range is 11 - 165; type 's'for 'sample’

Parametry pro tuto Ulohu tedy jsou:

(4) po zadani spravnych parametrl > ,close” a znovu odeslat

= [Ax Measuremenis

a) V prvnim kroku metody je na inletové vialce (¢. 111) roztok 25nM boraxu a na
outletové (€. 101) je odpad, nastfik boraxu pfti tlaku 2000 mbar;

b) V druhém kroku dochazi k nastfiku vzorku (,sample”) z inletové vialky do odpadu
pfi tlaku 50 mbar;

c) Méreni pti U =+25 kV;

d) Proplach vodou z vialky ¢. 133 do odpadu (¢. 101).

z PC do Prince;

(5) méreni spustim v ,File” > ,New"” v DAx hlavhim menu >
objevi se sekvencni tabulka:

all]
Alchanner 1
_ﬂthlnntl 2

™ Single Aun
[T Presst scale: l.rnan:lrmti Y range Components >3
[Twpe | Repest | Fie T Sample | Samplenae | Methad | Descrition | Descrplion | TotalConc | Diton [4  [8 |
1 Procedue 1] &' imp.par [} 1
2 Mew Callbration 1 &l e el ety 1 calstd 1 method 1 30 1 Mmoo
3. [Calibration | B s 2 cal 1 trethod 1 _m
Messemart 1 da Bhodsiady 15 S ample 2 1 method 1 75 1
z ’ /—
po zvoleni mista
ulozeni opét
preposlat  zPC
do Prince
Oose | Hep | pdd. | Inser. fio | i | pess | Pt | Load | Sewe |

* Channel Sequence List for Channel 1




(6) pti modrém zbarveni se timto tlacitkem spusti sekvence vSech krok( ve zvolené metodé

= DAx Measurements

"

‘ —_—
Llchannat 1
_ﬂ Channel 2 l

s

Typicky elektroforeogram

0.04 —

- HV off
marker (t=0) det.zero (t=0.5 min)

0.02—

ol Jo B

-0.02 —

postwash start

postwash stop

-0.04

Time (min)



