Stanoveni kyseliny acetylsalicylové v Acifeinu™

pomoci kapilarni zonové elektroforézy

Obecny popis: Skripta - Jampilek et al., str. 46-47

Kapilarni elektroforéza (Capillary electrophoresis, CE)
je moderni vysoce ucinnd analyticka separacni metoda. Principem je pohyb analytii
v kapaliné mezi dvema elektrodami vysokého napéti, obvykle realizovany v kapilare priuméru

25-75 um s on-column detekci.

I. TEORIE

Elektricky nabita ¢astice se v elektrickém poli pohybuje ve sméru daném znaménkem
naboje Castice a orientaci pole (kladn€ nabita ¢astice k zdpornému polu a naopak). V kapaliné
je rychlost tohoto pohybu pfimo umérnd naboji castice (F=q.E) a nepfimo umérna
hydrodynamické (Stokesove) velikosti ¢astice d (sila odporu prostiedi F= - 3nndv, kde 7 je
viskozita kapaliny). Tyto dv¢ sily se brzy po aplikaci elektrického pole vyrovnaji a ¢astice se
dale pohybuje konstantni rychlosti v. Pokud se tedy castice vzorku lisi alespoil v efektivnim
naboji ¢i hydrodynamické velikosti, mohou se pohybovat rozdilnymi rychlostmi, coz je
nutnou podminkou separace.

Pii pouziti kapilary (typicky kifemenné, fused silica) jako separa¢ni kolony je prosta
elektromigrace nezanedbatelné snizovana/zvySovana tokem nezavislym na naboji analytu
(elektroosmoticky tok, electroosmotic flow = EOF), ktery miize zcela znemoznit separaci

ocekavanou podle nabojt a velikosti analytt.

Vysvétleni elektroosmotického toku v nemodifi-
kované kiemenné kapildare: povrch kapildry nese
nepohyblivy negativni naboj (silanolové skupiny).
V diisledku zachovani elektroneutrality se proto u
stén nachdzi prebytek pozitivnich iontii z roztoku,
které pak celou kapalinu undsi ke katode.




Vvhodnoceni elektroforeogramu

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

Pocet teoretickych pater N je mirou ucinnosti kolony
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N=16" lektroforézu  také ="
=16-5 pro elektroforézu  takeé = D

p je mobilita, U napéti, D diftzni koeficient. (pozn. t; a w musi byt vyjadiovany ve stejnych
jednotkach napf. sec nebo mm !!!). N je vysoké pro ,0zké*“ (zdkladna piku w—>0) a
zadrzované (t,>o0) piky. Nejjednodussi odeCteni w je nahrazeni piku trojuhelnikem (viz
obrazek V)

RozliSeni Ry je mirou separace dvou pik. Napf. hodnota R=1,00 udava, ze dva

stejné piky vykazuji jen 2 %-ni piekryv, pii Ry = 1,50 povazujeme piky za kvantitativné

oddélené.
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II. INSTRUMENTACE

—

i

Kazeta (cartridge) = drzdak kapilary s detekcnim
okénkem, slouzi i jako vzduchovy chladic

Pristroj CE3D Agilent

kapilara v termostatu shér dat

D detektar
zdroj wysokeha
napeti

Zakladni elektralyt
nebo vzarek

Takladni elektrolyt

PfisluSenstvi pristroje

sklenéné vialky 1,8 ml zatky vialek PP vialky 0,9 ml a 250 ul

1



Experimentalni uspofadani v CZE je prakticky stale stejné, lisi se jen Vv
jednotlivostech. Zatizeni vzdy obsahuje nejméné: separacni kapilaru, zdroj napéti,
(davkovat vzorku), detektor a 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 kiemennych kapilarach, ziidka v kapilarach teflonovych
nebo sklenénych. Kiemenné jsou z vnéjsi strany chranény tenkou vrstvou polyimidu, ¢imz se
omezi kiehkost. Typicky vnitini primér kapilary je 50-75 um, délka 40-70 cm, objem 1-3 pl.

Detekce se nejcastéji provadi UV-VIS detektorem, konduktometricky, fluorescencné
(laserem indukovana fluorescence), amperometricky, hmotovym spektrometrem (absolutni).

Davkovani (fadové nanolitry) se provadi bud’ hydrodynamicky (pfetlakem na zacatku
¢1 podtlakem na konci kapilary) nebo elektromigracné (po stanovenou dobu se aplikuje

davkovaci napéti).

11. UKOL
OH Kyselina acetylosalicylova (acetylsalicylic acid, Aspirin™, Acylpyrin™)
je Siroce pouzivané léCivo s napf. antipyretickymi ucinky. V této praci
© bude stanovovan jeji obsah v komeréné vyrabéném I1é¢ivu ACIFEIN

0 (HERBACOS-BOFARMA, s.r.0) metodou CZE.

Kofein (caffeine) (podle rostliny Coffea arabica, cesky kavovnik) je alkaloid, ktery piiznivé
stimuluje centralni nervovou soustavu a srdecni ¢innost. Kofein je (IZH 3
pravdépodobné nejrozsifenéjsi stimulant na svété nachdzejici se N \‘I/O
/
v mnoha napojich, napt. kaveé, ktery se uzivanim ve véEétsim < ‘ N_
ot o S : - N CH;
mnozstvi stdva drogou. Kofein patii do skupiny purinovych, CH3/ 3

methylovych derivati xanthinu, kterd zahrnuje theobromin (kakao)

a theofylin (bronchodilatans, latka uvoliujici praduskové svalstvo).

Hs Paracetamol je 1éCivo, jez plisobi proti bolestem a zvySené télesné

H
N C
/O/ T teploté, neni vSak protizdnétlivé. Patii do indikacnich skupin
HO

analgetikum a antipyretikum.
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Aspinn Paracetamel

Salicylic acid

pKa=3.5 pKa=9.9 pKal=3.0 pKa2=28.3

Popis vyrobku ACIFEIN 10 Tablety

Co obsahuje Vas 1ék?
Acidum acetylsalicylicum 250 mg, Paracetamolum 200 mg, Coffeinum 50 mg v 1 tableté.

Dalsi latky obsaiené v 1éku -
RN 5 :

Glycin, kukufiény Skrob, mastek, hyproldza. ACIFEIN®

10 foblet

http://www.farmaceutika.info/acifeinftspc

ACYLCOFFIN @ Tablety

ZENTIVA, a. s., Hlohovec, Slovenska republika

acidum acetylsalicylicum (kyselina acetylsalicylovd) 450 mg, coffeinum
(kofein) 50 mg v 1 tablete

a1 2t

Pomocné latky:
solani amylum {zemiakovy Skrob), talcum (mastenec)

Popis systému:

CE systém CE3D Agilent (Agilent Technologies, Walbronn, Némecko)

nemodifikovana kifemennd kapildra, vnitini praimér 75 um, L=33 cm, efektivni délka =
24,5 cm

boratovy pufr (25 mM tetraboritan sodny), pH=9,25

napéti =+ 10 kV, davkovani = 20 mbar /3 s

teplota = 25 °C, detekce UV pii 206/265/280 nm

Chemikalie:
Tetraboritan disodny (dekahydrat), kyselina boritd, NaOH, kyselina acetylsalicylova, kofein,
paracetamol, methanol

Spravna laboratorni praxe (Good laboratory practise, GLP):

e detekce v UV oblasti s optickou celou 75 um vyzaduje zcela transparentni roztoky. Kazdy
roztok pro CE musi byt pred pouZitim filtrovan (vyménné filtry 0,02 pum)

e pied odchodem zkontroluj pfistroj a umyj veskeré nadobi, které jsi pouzival. Uvaz, Ze i
dalsi kolegové budou se stejnym vybavenim chtit stanovovat velmi nizké koncentrace
latek.




PRACOVNI POSTUP:

Pfiprava roztoku

roztok pufrujiciho elektrolytu (BGE):
100 ml: 25 mM tetraboritan sodny, pH= 9.25

Piiprava vzorku:

Zvaz 10 tablet a spocitej primérnou hmotnost jedné tablety. Vyber jednu tabletu, zvaz ji,
dokonale rozetii na prasek a 25 mg rozpust’ v 5 ml methanolu a dopli na 50,00 ml vodou.
Pfitomnost aditiv znemoZiuje uplné rozpusténi tabletky. VSechny stanovované komponenty

(analyty) se vSak kvantitativné rozpusti do 10 minut. Do ampulky filtruj! (15 minut)

Zasobni roztok standardu (kyselina acetylsalicylova=ASA) pfipravime do 25 ml odmérky,

koncentrace cx~2.4 mg/ml, v 10% methanolu. Z tohoto roztoku nated’ kalibracni roztoky

(10,00 ml) o nasledujicich koncentracich:

ASA: 24, 120, 180, 240 pg/ml (30 minut)

¢ napi$ si do pracovniho sesitu tabulku, jak umisti$ jednotlivé roztoky do karuselu (dodrz
alespoil nasledujici pozice 8=odpad, 5 a 6=zakladni elektrolyt). Vyhrad’ také ampulky pro
Cistici roztoky (2=0.1 M NaOH, 3=voda)

¢ napli ampulky po hrdlo (plastové 0,90 ml, sklenéné max. 1,80 ml) a oznac je fixou

¢ oznam vedoucimu cviceni pfipravenost k analyze



Prace s pristrojem Agilent CE3D:

Vedouci cviceni vysvétli obsluhu pfistroje uréenému zodpovédnému studentovi. Pied
poslanim jakéhokoli piikazu (software Chemstation) zkontrolujte, zda nejsou ke kapilaie
zvednuté vialky a jejich pozice zaroven obsazeny v karuselu!!! Tato situace vyusti ve
zniceni vytaht pfistroje a vyzada si opravu v cené cca 100 000,- K¢&! (obsazenost pozic a ¢isla

vialek vidime na schématu pftistroje)

|
faste Olutlet: .Inlet:
pufr pufr

> S ikona na plose [l

Instrument 1

—> jako prvni je nutno spustit ,,SYSTEM INIT* (viz pFiloha) crine

- vloz do pfistroje kazetu s kapilarou (a proved’ kalibraci vinovych délek)

- oveét funkénost systému stiidavym promyvanim do vialky 8 (odpad) =z
3=voda/2=hydroxid. Zkontroluj, zda po cca 6 sekundich dochéazi ke skokové zméné
absorbance. Pokud ne, oznam to neprodlené¢ vedoucimi cviceni; bez napravy tohoto stavu
by bylo dalsi méteni zbyte¢né

(15 minut)

e Podle ptilohy zkontroluj parametry softwaru (metoda ACIFEIN.M)

25 °C, preconditioning =1 min BGE, polarity positive 10 KV, postconditioning = 1 min

hydroxid + 1 min voda, davkovani S5s /25 mbar + oplach, stoptime 6 min, DAD: A =

200/231/246nm (10 minut)
¢ 3x zanalyzuj vzorek (25 minut)
e za stejnych podminek proved’ analyzu kalibra¢nich roztoka (3x) (90 minut)

celkem 180 minut

kterym latkdm patii dalsi pozorované signaly? — muzete ovéfite nastiikem SA a APAP,

kofeinu, p-aminofenolu



Vyhodnoceni:

e Spocitejte primérné retencni ¢asy, prumérny pocet teoretickych pater a primérné rozliSeni
pro signaly ASA a SA ve vzorku (hodnoty t, a w odectéte ze softwaru Chemstation).

Vypoctéte celkovou presnost pristroje (=RSD z odectenich ploch hlavnich pikt).

e Zkonstruujte 2 linearni kalibra¢ni grafy: plocha vs. koncentrace a vyska vs. koncentrace
(uvazte 1 bod [0,0]), vypoctéte korela¢ni koeficient r. Z primérné plochy piki odectéte

koncentraci ASA (bud’ interpolaci nebo pouzitim regresni kalibra¢ni rovnice)

e Vypocitejte primérnou hmotnost [mg] ASA v tableté, kterou jste analyzovali. Spocitejte

také hmotnost ASA [mg] v primérné tableté.
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nastaveni metody:
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2/ Conditioning

Replenishment and Preconditioning should be processed:

" parallel
* serial

Benlanich
L}

p Preconditioning

* none  none

" Use Table Edit... | * Use Table

~Postconditioning———————— o |

" none Cancel |
& Use Table Edit... | Hel
Help |

CE Preconditioning
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Clear...
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LI Enter,
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CE Postconditioning

Line Function

)y ]

1 FLUSH Ll min, I:2: , 008 waste ﬂ gl
¢ FLUEH L0 mir, I:3: HI0, 0:8: waste Copy
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3/ Injection (s oplachem inletu)

CE: Injecting

Injecting

Injectby: |USETABLE  ~|

Ok | Cancel | Help |
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Clear...
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LI Enter,
1] 4 Cancel | Help |
|
10 mbar / 5s
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4/ Electric

CE: Electric

—Switch Electric
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o Off
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Power:
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Cancel |
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5/ Timetable

CE: Time Table
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6/ Detector
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typicky elektroferogram
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Spectral Yiew - PDA
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