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Súhrn

Práca sa zaoberá v˘vojom analytickej metódy na báze
dvojdimenzionálnej kapilárnej elektroforézy (spojenie
CITP-CZE) s jednoduchou UV-detekciou pre stanovenie
vysokoúãinného farmaka – vareniklínu s moÏnosÈou spo-
jenia vypracovanej metódy s pokroãilou detekãnou kon-
covkou – hmotnostn˘m spektrometrom. Na základe tak-
to koncipovan˘ch poÏiadaviek boli zvolené optimálne
elektrolytové systémy pre CITP (LE = 10 mM NH4Ac +
5 mM HAc + 0,05% m-HEC; TE = 10 mM HAc) a CZE
(BGE = 20 mM HAc) separáciu vareniklínu. Detekcia
bola uskutoãnená pri vlnovej dæÏke 237 nm. Uvedené
spojenie umoÏnilo r˘chle a efektívne hodnotenie vare-
niklínu v jeho tabletovej liekovej forme s medzou dôka-
zu (LOD) na úrovni 5,92 ng/ml. 
Kºúãové slová: nikotín • vareniklín • dvojdimenzionálna
kapilárna elektroforéza • liekové formy • farmácia 

Summary

This paper deals with an analytical method based on two
dimensional capillary electrophoresis (CITP-CZE coup-
ling) with simple UV-detection for the determination of
a highly effective drug – varenicline. The method was
elaborated with the possibility of its future connection
with an advanced detection ending – mass spectrometry.
The electrolytes for the CITP (LE = 10 mM NH4Ac +
5 mM HAc + 0,05% m-HEC; TE = 10 mM HAc) and

CZE (BGE = 20 mM HAc) separation of varenicline
were selected considering such requirements. The UV
detector was set at the constant wavelength of 237 nm.
The presented CITP-CZE-UV combination enabled
rapid and effective evaluation of varenicline in the dosa-
ge forms with LOD 5.92 ng/ml.
Keywords: nicotine • varenicline • two dimensional
capillary electrophoresis • dosage forms • pharmacy 

Úvod

Vstup tabaku do civilizovaného sveta koncom 15. sto-
roãia znamenal i vzostup kultúry fajãenia. Fajãenie taba-
ku sa stalo spoloãnosÈou akceptovanou závislosÈou
a v súãasnosti patrí medzi jeden z hlavn˘ch predispoziã-
n˘ch faktorov, ktoré v˘razne zhor‰ujú zdravie obyvateº -
stva a sú zodpovedné za jeho zv˘‰enú morbiditu
a mortalitu, a to najmä z hºadiska ochorení ako sú rako-
vina pºúc, chronická bronchitída alebo ischemická cho-
roba srdca1). Hlavnou obsahovou látkou v tabaku, ktorá
zodpovedá za jeho úãinky je nikotín – alkaloid odvode-
n˘ od kyseliny nikotínovej2). V organizme sa viaÏe na
nikotínové receptory, a tak sa zúãastÀuje cholinergnej
transmisie. V nízkych dávkach pôsobí nikotín stimulaã-
ne, vo vy‰‰ích vyvoláva útlm parasympatikového nerv-
stva. Na nikotín vzniká psychická i fyzická závislosÈ3). 

Odvykanie od fajãenia a lieãba nikotínovej závislosti
je veºmi nároãn˘ proces a veºa fajãiarov svoj
cieº nenaplní. Je moÏné ju uskutoãniÈ aj farmakologicky.
V praxi uplatnenie na‰la náhradná nikotínová terapia,
kedy sa nikotín v odstupÀovan˘ch dávkach aplikuje vo
forme lieãivej Ïuvaãky, pastilky alebo náplasti. Lieãivo
amfebutamón (bupropion) s antidepresívnym úãinkom
zvy‰uje schopnosÈ pacientov abstinovaÈ. Mechanizmus
tohto úãinku nie je známy, ale predpokladá sa zásah do
dopaminergnej transmisie v mezolimbickom systéme4).
V prípade lieãby nikotínovej závislosti sa uvaÏuje
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i o pouÏití tricyklického antidepresíva nortriptilínu alebo
centrálneho antihypertenzíva klonidínu5). Perspektívu vo
farmakoterapii nikotínovej závislosti predstavuje
i lieãivo vyvinuté cielene pre tento úãel – vareniklín. 

v spojení s tandemovou hmotnostnou spektrometriou
(MS/MS) bola zase pouÏitá pre stanovenie vareniklínu
v ºudskej plazme a liekovej forme, priãom vypracovaná
metóda poskytovala LOD 6,0 ng/ml15). Rovnaké spojenie
bolo pouÏité i pri bioekvivalenãnej ‰túdii dvoch komerã-
n˘ch prípravkov s obsahom vareniklínu v krvnej plaz-
me16). Popísané bolo i spojenie CE s DAD detekciou pre
stanovenie obsahu vareniklínu v tabletách, priãom med-
za dôkazu sa pohybovala na úrovni 0,2 µ�g/ml17). Aleksic
a kol.18) pouÏili voltametrické techniky pre stanovenie
vareniklínu v roztokoch a vzorkách plazmy.

Z uveden˘ch faktov z odbornej literatúry vypl˘va, Ïe
okrem jedného prípadu11) doteraz nebola prezentovaná
taká analytická metóda, ktorou by bez pouÏitia vysoko-
citlivej detekãnej techniky bolo moÏné dosiahnuÈ mimo-
riadne nízke (jednotky ng/ml a niÏ‰ie) LOD pre varenik-
lín. Perspektívnou sa v tomto ohºade stáva
dvojdimenzionálna (2D) CE kombinujúca v sebe techni-
ky kapilárnej izotachoforézy (CITP) a kapilárnej zónovej
elektroforézy (CZE). PouÏitie CITP ako predseparaãnej
techniky umoÏÀuje zv˘‰enie dávkovaného mnoÏstva do
elektroforetického analyzátora aÏ na 30 µ�l, odstránenie
neÏiaducich makrokomponentov matrice a z toho vypl˘-
vajúce preãistenie a predúpravu vzorky. CZE v ìal‰om
kroku plní vlastnú analytickú úlohu s prepojením na
vhodnú detekãnú koncovku. Takéto 2D usporiadanie
umoÏÀuje niekoºkonásobné zníÏenie medze dôkazu, a to
uÏ pri pouÏití jednoduchej UV detekcie v porovnaní
s CZE v jednokolónovom usporiadaní. Naviac v˘znam-
ne zvy‰uje separaãné moÏnosti (separaãnú selektivitu)
v porovnaní s jednokolónovou ITP19). Preto cieºom na‰ej
práce bolo vyvinúÈ CITP-CZE metódu pre ultrastopové
stanovenie vareniklínu. Z dôvodu zv˘‰enia aplikaãného
potenciálu navrhnutej metódy bolo vybrané kritérium jej
kompatibility nielen s UV absorpãn˘mi detektormi, ale
aj s detektormi na báze hmotnostnej spektrometrie, ktoré
vìaka ich priamej identifikaãnej schopnosti patria ku
kºúãov˘m detekãn˘m systémom súãasnosti. Toto kritéri-
um bolo zohºadnené pri optimalizácii separaãn˘ch pod-
mienok pre CITP-CZE.

Pokusná ãasÈ

In‰trumentácia
Na prevedenie experimentálnej práce bol pouÏit˘

elektroforetick˘ analyzátor EA 102 (Villa Labeco, Spi‰-
ská Nová Ves, Slovensko) v dvojkolónovom usporiadaní
umoÏÀujúcom CITP-CZE anal˘zu. CITP separaãnú jed-
notku tvorila polytetrafluóretylénová kapilára
s vnútorn˘m priemerom 800 �µm a dæÏkou 90 mm umi-
estnená v bloku so zabudovan˘m vodivostn˘m detekto-
rom. CZE separaãná jednotka pozostávala
z polytetrafluóretylénovej kapiláry s vnútorn˘m prieme-
rom 300 �µm a dæÏkou 90 mm umiestnenej v bloku so
zabudovan˘m vodivostn˘m detektorom a UV koncov-
kou. Vzorka bola do analyzátora dávkovaná prostredníc-
tvom dávkovacieho bloku so zabudovanou 30 µ�l vnútor-
nou sluãkou.

K analyzátoru bol prostredníctvom UV koncovky
CZE bloku a optick˘ch vláken (J & M, Aalen, Nemecko)
pripojen˘ UV detektor (ECOM, Praha, âeská republika),
ktor˘ bol nastaven˘ na kon‰tantnú vlnovú dæÏku

Obr. 1. Chemická štruktúra vareniklín tartarátu6)

Lieãivo vareniklín je odvodené od alkaloidu cytizínu7)

získavaného z Cytisus laburnum L. (Fabaceae), ktor˘
pôsobí ako agonista na nikotínov˘ch cholinergn˘ch
receptoroch. Vareniklín (8,9,10-tetrahydro-6,10-metano-
-6H-pyrazino[2,3-h][3]benzazepín) vo forme soli
s tartarátom (obr.1) bol schválen˘ pre terapiu nikotínovej
závislosti a v roku 2006 registrovan˘ americkou FDA
pod ochrann˘m názvom Chantix, v Európe bol registro-
van˘ úradom EMA pod ochrann˘m názvom Champix8).
Vareniklín pôsobí ako parciálny agonista �α4β�2 nikotíno-
v˘ch acetylcholínov˘ch receptorov situovan˘ch vo vent-
rálnej tegmentálnej oblasti mozgu. Obsadenie �α4β�2
receptorov spôsobí ich ãiastoãnú aktiváciu a spú‰Èa sled
biochemick˘ch procesov, ktoré vedú k ãiastoãnej stimu-
lácii dopaminergnej transmisie v mezolimbickom systé-
me. Samotnému dopamínu a dopaminergnej transmisii
v tejto ãasti mozgu je prisudzovaná hlavná úloha
a zodpovednosÈ za urãit˘ pocit odmeny, blaha a slasti
u fajãiara po vyfajãení cigarety9).

S vareniklínom ako vysokoúãinn˘m lieãivom je spo-
jené i riziko vzniku závaÏn˘ch neÏiaducich úãinkov, kto-
ré sú charakterizované zmenami v správaní a/alebo mys-
lení, depresiami, agresívnym správaním, nestabilitou
nálady, suicídnymi my‰lienkami a dokonca i pokusmi
o samovraÏdu. Z tohto dôvodu je potrebné dôkladné sle-
dovanie pacientov v priebehu ich odvykacej lieãby.
V tak˘chto prípadoch sa nápomocn˘mi na klinick˘ch
pracoviskách stávajú separaãné analytické metódy
umoÏÀujúce r˘chle monitorovanie hladín lieãiv
v biologick˘ch tekutinách. Okrem biomedicínskej apli-
kácie je moÏné dané analytické metódy implementovaÈ
i do prostredia samotnej v˘roby a prípravy lieãiv
a liekov, kde efektívny proces separácie v kombinácii
s vhodnou detekãnou technikou prispieva
k zabezpeãovaniu ich najvy‰‰ej akosti. Dominantn˘mi sa
vo farmaceutickej oblasti stali chromatografické metódy,
a to na základe ich jednoduchosti a kváziuniverzality.
Podnetn˘mi a v súãasnosti stále viac sa rozvíjajúcimi sú
elektromigraãné metódy v kapilárnom prevedení –
najmä kapilárna elektroforéza (CE), ktorá sa v spojení
s vysokocitliv˘mi a selektívnymi detekãn˘mi technikami
môÏe staÈ alternantívou k beÏn˘m konvenãn˘m chroma-
tografick˘m systémom.

Na hodnotenie lieãiva vareniklínu a jeho neãistôt
v liekovej forme tabliet boli pouÏité viaceré analytické
metódy, predov‰etk˘m v‰ak chromatografické10–16).
Technikami HPLC a RP-HPLC v spojení s UV-detekci-
ou boli dosiahnuté medze dôkazu (LOD) na úrovni
0,003 �µg/ml11); 0,11 µg/ml12); resp. 0,31 µg/ml13). LC
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(237 nm) zodpovedajúcu absorpãné-
mu maximu analyzovanej látky.
Údaje získavané z analyzátora boli
zaznamenávané a vyhodnocované
prostredníctvom softvérového pro-
gramu Aces (Prírodovedecká fakulta
UK, Bratislava, Slovensko).

Chemikálie a vzorky
Na prípravu roztokov elektrolyto-

v˘ch systémov, ktoré boli volené
tak, aby boli kompatibilné súãasne
i s MS detekciou, sa pouÏili octan
amónny (NH4Ac), mravãan amónny
(NH4Fo), kyselina octová (HAc) a kyselina mravãia
(HFo) (Sigma Aldrich, Steinheim, Nemecko). V‰etky
uvedené chemikálie mali poÏadovanú p.a. analytickú ãis-
totu. Elektrolytové systémy boli pripravené rozpustením
uveden˘ch chemikálií v demineralizovanej vode pripra-
venej pomocou deionizaãného systému Millipore Sim-
plicity 185 (Lambda Life, Bratislava, Slovensko). Rozto-
ky elektrolytov boli pred ich pouÏitím filtrované
membránov˘mi filtrami s veºkosÈou pórov 0,45 µm (Mil-
lipore, Molsheim, Francúzsko). Referenãn˘ ‰tandard
vareniklín tartarát s deklarovanou ãistotou ≥ 98% bol
získan˘ z firmy Sigma Aldrich (Steinheim, Nemecko).
V prípade CITP separaãného kroku bola do vodiaceho
elektrolytu (LE) pridávaná metyl-hydroxyetylcelulóza
(m-HEC) s koncentráciou 0,05% (w/v) (Fluka, Buchs,
·vajãiarsko). Lieková forma (tablety Champix®)
s obsahom vareniklínu (v˘robcom deklarovan˘ obsah
1 mg v jednej tablete) bola získaná z miestnej lekárne.

Príprava roztokov ‰tandardov a vzoriek
Základn˘ roztok ‰tandardu vareniklínu sme pripravili

rozpustením 5 mg ‰tandardu v 10 ml demineralizovanej
vody. Pracovné roztoky ‰tandardov o poÏadovanej kon-
centrácii (koncentraãn˘ rozsah 20–500 ng/ml) sme pri-
pravili riedením základného roztoku ‰tandardu demine-
ralizovanou vodou.

Pri príprave vzorky liekovej formy sme jednotlivo
odváÏili hmotnosÈ piatich tabliet lieku Champix®

a následne sme vypoãítali priemernú hmotnosÈ jednej
tablety (0,2092 g). OdváÏené tablety sme rozprá‰kovali
v trecej miske. Z takto homogenizovanej vzorky sme do
100 ml odmernej banky naváÏili hmotnosÈ zodpovedajú-
cu priemernej hmotnosti jednej tablety lieku Champix®,
ktorú sme doplnili po rysku demineralizovanou vodou
a 10 minút mechanicky pretrepávali. Roztok vzorky sme
potom poãas 20 minút nechali v ultrazvukovom kúpeli,
následne sme takto upraven˘ roztok riedili demineralizo-
vanou vodou tak, aby koncentrácia analytu zodpovedala
úrovni 100 ng/ml a pred anal˘zou filtrovali membráno-
v˘mi filtrami s veºkosÈou pórov 0,45 µm.

Príprava vzoriek pre hodnotenie v˘ÈaÏnosti
Pre hodnotenie v˘ÈaÏnosti sme do roztoku reálnej matri-

ce so zodpovedajúcou koncentráciou analytu 100 ng/ml
pridávali ‰tandardn˘ prídavok vareniklínu. Pripravili sme
tri vzorky s koncentráciami pridaného roztoku ‰tandardu
vareniklínu na úrovni 20, 100 a 500 ng/ml a jednu vzorku
bez prídavku ‰tandardu. V‰etky vzorky boli následne

mechanicky pretrepávané poãas 10 minút a pred vlastnou
anal˘zou filtrované cez membránové filtre s veºkosÈou
pórov 0,45 µm.

V˘sledky a diskusia

Optimalizácia separaãn˘ch podmienok 
pre CITP-CZE experiment

Optimalizácia separaãn˘ch podmienok v sebe zah⁄Àa
voºbu elektrolytov˘ch systémov pre CITP a CZE
a súãasne i nastavenie hodnôt vodiaceho prúdu pre jed-
notlivé kroky. ZloÏenie elektrolytov a veºkosÈ aplikova-
n˘ch prúdov sú volené zo zreteºom na r˘chlosÈ
a úãinnosÈ anal˘zy, minimalizáciu tepeln˘ch a elektro -
migraãn˘ch disperzn˘ch procesov a kompatibilitu spája-
n˘ch techník. Z pohºadu elektroforetickej separácie sme
tak museli braÈ do úvahy vlastnosti jednotliv˘ch kombi-
novan˘ch techník (CITP, CZE), priãom optimalizácia
separaãn˘ch podmienok zohºadÀovala i moÏnosÈ pouÏi-
tia CITP-CZE metódy v spojení s hmotnostnou detekci-
ou (MS). V takomto prípade musela byÈ splnená podmi-
enka prchavosti elektrolytov˘ch systémov. V na‰ej práci
sme testovali nasledovné elektrolytové systémy, ktor˘ch
zloÏenie je zhrnuté v tabuºke 1.

Z uveden˘ch testovan˘ch elektrolytov˘ch systémov sa
ako optimálny ukázal CITP-CZE systém s nasledovn˘m
zloÏením: a) LE = 10 mM NH4Ac + 5 mM HAc (pH 4,9),
b) TE = 10 mM HAc (pH 3,1) a c) BGE = 20 mM HAc
(pH 2,8). SúãasÈou zvoleného vodiaceho elektrolytu bola
i 0,05% m-HEC, ktorá zabezpeãovala dynamické pokry-
tie CITP separaãnej kapiláry, ãím sa bránilo adhézii ana-
lytu na jej povrch a zároveÀ slúÏila ako supresor elektro-
osmotického toku (EOF). Pre separáciu vareniklínu
v CITP kroku sa ukázal byÈ vhodn˘ vodiaci prúd 300 µ�A,
v CZE kroku 40 �µA. Takto zvolené separaãné podmien-
ky viedli k úspe‰nej separácii analytu z matríc testova-
n˘ch vzoriek, a to s dostatoãnou úãinnosÈou (N)
v relatívne krátkom ãase (viì Validácia metódy). 

Validácia metódy
Validácia analytickej metódy predstavuje proces jej

overovania, pri ktorom sa zisÈuje vhodnosÈ zvolenej
metódy pre dan˘ zam˘‰ºan˘ úãel. Nami navrhnutú
a optimalizovanú CITP-CZE metódu sme validovali na
základe odporúãaní ICH smernice20). Hodnotené boli
nasledovné parametre: linearita; presnosÈ (vyjadrená ako
opakovateºnosÈ); medza dôkazu (LOD); medza stanove-
nia (LOQ); robustnosÈ; správnosÈ. Niektoré z uveden˘ch
validaãn˘ch parametrov sú obsahom tabuºky 2.

CITP – kapilárna izotachoforéza, CZE – kapilárna zónova elektroforéza, LE – vodiaci elektrolyt,
TE – zakonãujúci elektrolyt, BGE – základn˘ (nosn˘) elektrolyt

Tab. 1. Prehľad testovaných elektrolytových systémov pre separáciu vareniklínu

CITP CZE 

5 mM NH4Ac  + 5 mM HAc 10 mM HAc

10 mM NH4Ac + 5 mM HAc 5 mM HAc 20 mM HAc

LE
10 mM NH4Ac + 10 mM HAc 

TE
10 mM HAc

BGE
25 mM HAc

5 mM NH4Fo  + 5 mM HFo 10 mM HFo

10 mM NH4Fo + 5 mM HFo 5 mM HFo 20 mM HFo

10 mM NH4Fo + 10 mM HFo 10 mM HFo 25 mM HFo
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Linearita navrhnutej CITP-CZE metódy bola hodnote-
ná meraním piatich rôznych koncentrácií roztoku ‰tan-
dardu vareniklínu, a to v rozmedzí 20–500 ng/ml (obr.
2a). KaÏdá z piatich vzoriek bola premeraná 6-krát, pri-
ãom s pouÏitím nameran˘ch v˘sledkov bola zostrojená
kalibraãná krivka vyjadrujúca závislosÈ plochy analytic-
kého signálu od koncentrácie {AU=f(c)}. Parametre
kalibraãnej krivky boli hodnotené s pouÏitím softvérové-
ho programu Microsoft Excel 2007 (Microsoft Corpora-
tion, Redmond, WA, USA). Rovnica kalibraãnej krivky
bola y = 26,39x–56,219, priãom hodnoty korelaãného
koeficientu (r) a koeficientu stanovenia (r2) hovoria
o dobrej linearite kalibraãnej krivky v zvolenom kon-
centraãnom rozmedzí. 

Medza dôkazu (LOD) ako najniÏ‰ia koncentrácia ana-
lyzovanej látky, ktorá je pri danej hladine spoºahlivosti
e‰te detegovateºná a medza stanovenia (LOQ) ako naj-
niÏ‰ia koncentrácia analytu stanoviteºná s prijateºnou
hodnotou presnosti boli vypoãítané na základe stanove-
nia signálu slepej vzorky (demineralizovaná voda) pre
desaÈ meraní (n = 10). Z uveden˘ch meraní bol urãen˘

priemern˘ signál slepej vzorky (x0) a jeho smerodajná
odch˘lka (s), ktoré boli pouÏité pri získaní veºkosti sig-
nálu detektora pre LOD {y(D)} a LOQ {y(Q)} na zákla-
de vzÈahov: y(D) = x0 + 3.s, resp. y(Q) = x0 + 10.s. LOD
a LOQ boli následne vypoãítané z kalibraãnej krivky.
LOD na úrovni 5,92 ng/ml je pribliÏne na úrovni LOD,
ktor˘ bol dosiahnut˘ s pouÏitím HPLC v spojení
s tandemovou hmotnostnou spektrometriou ako detekã-
nou koncovkou15).

PresnosÈ vyjadrená ako opakovateºnosÈ bola urãená
ako relatívna ‰tandardná odch˘lka (RSDplocha) plôch ana-
lytického signálu a migraãn˘ch ãasov (RSDtm) vzoriek
s koncentráciou v rozsahu kalibraãnej krivky, ktoré boli
premerané ‰esÈkrát (opakované meranie jednej koncent-
rácie roztoku ‰tandardu). Dosiahnuté v˘sledky RSD
hovoria o vhodne zoptimalizovanom analytickom systé-
me a jeho dobrej opakovateºnosti.

RobustnosÈ predstavuje mieru citlivosti a stability
metódy voãi mal˘m zmenám v operaãn˘ch parametroch.
V na‰ej práci sme pre test robustnosti menili koncentrá-
ciu základného (nosného) elektrolytu HAc v rozmedzí
18–22 mM. Zmena uvedeného parametra neviedla
k v˘razn˘m zmenám v priebehu anal˘zy a k jej v˘sled-
kom a metóda bola osvedãená ako dostatoãne robustná.

SprávnosÈ CITP-CZE metódy sme hodnotili na
základe v˘ÈaÏnosti, ktorá bola prevedená prostredníc-
tvom ‰tandardného prídavku roztoku ‰tandardu vare-
niklínu o troch rôznych koncentráciách do roztoku
matrice – tabletovej liekovej formy (viì ãasÈ Príprava
vzoriek pre hodnotenie v˘ÈaÏnosti). Získané analytické
signály (obr. 2b) zodpovedajúce fortifikovanej matrici
boli konfrontované s matricou samotnou. V˘ÈaÏnosÈ
bola poãítaná: v˘ÈaÏnosÈ (%) = {[c(prídavku
v testovanej vzorke) – c(analytu v testovanej vzorke
bez prídavku)] / c(prídavku v referenãnej vzorke)}.100.

Tab. 2. Vybrané operačné a validačné parametre CITP-CZE
metódy

Parameter CITP-CZE 

t (min) 9,76  

RSDtm (%), n = 6 0,31  

RSDplocha (%), n = 6 4,32  

r2 0,9989  

LOD (ng/ml) 5,92  

LOQ (ng/ml) 10,33 

N 74035  

v˘ÈaÏnosÈ (%) 95,7–102,75

Obr. 2. Elektroforeogramy validačného procesu CITP-CZE metódy: a) roztoky štandardu vareniklínu o rôznej koncentrácii (testo-
vanie linearity); b) testovanie výťažnosti. Detekcia v CZE kroku bola uskutočnená s nastavenou vlnovou dĺžkou 237 nm. Použité
vodiace prúdy boli 300 µA (CITP) a 40 µA (CZE). Ostatné separačné podmienky sú uvedené v časti Optimalizácia separačných
podmienok pre CITP-CZE experiment.
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Získané v˘sledky indikujú akceptovateºnú správnosÈ
pouÏitej metódy.
Aplikácia CITP-CZE metódy vo farmácii pre hodno-

tenie kvality lieãiv a liekov
Navrhnutú a validovanú CITP-CZE-UV metódu sme

aplikovali pri hodnotení obsahu úãinnej látky – varenik-
línu v tabletovej liekovej forme Champix® (obr. 3).
V˘robca na ná‰ farmaceutick˘ trh dodáva liek
s príslu‰n˘m názvom v sile 1 mg (obsah lieãiva v jednej
tablete). Priemern˘ obsah vareniklínu v danej liekovej
forme sa pohyboval na úrovni 1,008 mg, priãom RSD zo
‰iestich paraleln˘ch meraní bola 1,84 %. V̆ robcom
deklarovan˘ obsah je v zhode s nami dosiahnut˘mi
v˘sledkami, na základe ãoho moÏno potvrdiÈ jednak kva-
litu hodnoteného lieku a na strane druhej vhodnosÈ
vypracovanej 2D-CE metódy pre tento úãel. 

Záver

Cieºom práce bolo navrhnutie, vypracovanie
a validácia 2D-CE metódy s jednoduchou UV detekciou
pre moÏnosti stanovenia obsahu lieãiva vareniklínu
v tabletovej liekovej forme dostupnej na európskom trhu
s liekmi. Optimalizovaná CITP-CZE-UV metóda
s pouÏitím jednoduch˘ch elektrolytov˘ch systémov bola
validovaná s dobrou linearitou v rozsahu koncentrácií

20–500 ng/ml. Úplná separácia sa dosiahla v ãase krat-
‰om ako 10 minút. 2D-CE v spojení s UV detekciou tak
predstavuje r˘chlu a najmä lacnú analytickú metódu,
ktorá sa na základe validaãného procesu vyznaãuje
i vysokou úãinnosÈou, robustnosÈou a citlivosÈou. Zo zís-
kan˘ch v˘sledkov vypl˘va, Ïe CITP-CZE je vhodnou
alternatívnou a/alebo komplementárnou metódou
v porovnaní s HPLC, ktorú predãuje najmä v jedno -
duchosti, ekologickosti, nákladoch na anal˘zu
a separaãnej úãinnosti. Z pohºadu farmaceutického prie-
myslu a praxe tak do budúcnosti môÏe znamenaÈ per-
spektívny prístup k hodnoteniu kvality lieãiv a liekov,
‰túdiu ich farmakokinetiky a degradácie. JednoduchosÈ
pouÏit˘ch prchav˘ch elektrolytov˘ch systémov 2D-CE
zároveÀ vytvára reálny predpoklad pre jej on-line spoje-
nie s MS detekciou, ktoré by z pohºadu vareniklínu moh-
lo viesÈ k efektívnemu hodnoteniu lieãiva samotného,
av‰ak i k detailnému popisu profilu neãistôt obsiahnu-
t˘ch v lieãive, resp. jeho degradaãn˘ch produktov.
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Obr. 3. Záznamy z priamej CITP-CZE analýzy vzorky liekovej formy vareniklínu: a) porovnanie izotachoforeogramov štandardu
látky (horný záznam) s reálnou vzorkou (dolný záznam); b) elektroforeogram z CZE kroku separácie vzorky s približnou koncent-
ráciou 100 ng/ml
VAR – vareniklín, * – potenciálna nečistota, resp. degradačný produkt, LE – vodiaci elektrolyt, TE – zakončujúci elektrolyt
Detekcia v CZE kroku bola uskutočnená pri konštantnej vlnovej dĺžke 237 nm. Použité vodiace prúdy boli 300 µA (CITP) a 40 µA
(CZE). Ostatné separačné podmienky sú uvedené v časti Optimalizácia separačných podmienok pre CITP-CZE experiment.
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