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Uvod

Opiova tinktura je jednim z nejstarSich znamych far-
maceutickych preparatii pouzivanych v huménni medici-
n&!2. Nutnost znalosti obsahu alkaloidii ve vlastnim pre-
paratu velmi zahy stimulovala vyvoj analytickych technik
vhodnych pro jejich stanoveni. Nejstar§i popsand gravimet-
rickd metoda je zaloZena na extrakci morfinu do organické
fize a nasledném véaZeni odparku extraktu’. Je pfekvapu-
jici, Ze se tento ptivodni, relativné primitivni zpiisob ana-
Iytického hodnoceni udrZel v evropskych 1ékopisech az do
sedmdesatych let tohoto stoleti’.

Intenzivni vyvoj v oblasti separacnich technik zcela
zménil analyticky pfistup k hodnoceni alkaloidi ve smé-
sich. V soucasnosti je v modernich evropskych lékopisech
doporucovana jako standardni metoda pro hodnoceni ob-
sahu majoritnich alkaloidi obsazenych v opiové tinktuie
vysokoucinnd kapalinovd chromatografie’ (HPLC). Cha-
rakteristické pro vétSinu analytickych postupti vyuziva-
jicich HPLC je dosti slozitd a pracna preduprava vzorku
opiové tinktury s cilem redukovat spektrum latek davko-
vanych na kolonu a zjednodusit tak ziskany chromatogram.

Kapilarni zonova elektroforéza (CZE) je diky své obec-
né vysoké separacni u¢innosti tispéSné pouzivana pro ana-

Iytické hodnoceni biologicky aktivnich liatek s nabojem
v komplexnich matricich, vétSinou bez zvlastnich narokt
na predipravu vzorku. Pro tcely separace nejriiznéjsich
typt alkaloidi byla CZE tuspés$né aplikovdna v médu tzv.
miceldrni elektrokinetické chromatografie s vyuzitim anio-
nogennich tenzid@’. 1 ptes publikované uspokojivé vy-
sledky separace modelovych smési morfinu a jeho derivatt
nebyla v literatufe doposud popsana aplikace CZE na hod-
noceni obsahu alkaloidti pfimo ve vzorku opiové tinktury.

Cilem predkladané prace je studium moznosti vyuziti
CZE pro analytické hodnoceni obsahu morfinu, kodeinu,
thebainu a papaverinu ve vzorku opiové tinktury. V ramci
optimalizace separace je sledovan vliv pfidavku neiono-
gennich strukturnich selektort typu B-cyklodextrinu(P-CD),
heptakis(2,6-di-O-methyl)-B-cyklodextrinu(diMe-3-CD) a anio-
nogenniho 2-O-karboxymethyl-B-cyklodextrinu (CM-B-CD)
do nosného elektrolytu.

Pokusna ¢ast
PouZzité piistroje a chemikdlie

Méfeni byla provedena na pfiistroji Crystal CE system
fy ATI Unicam (Velkd Britanie) vybaveného UV detek-
torem Unicam 4225.

Chemikélie pouZité pro pifipravu roztokli nosnych elek-
trolyt byly Cistoty p.a. fy Aldrich (USA). SloZeni roztokt
je uvedeno v tabulce 1.

Strukturni vzorce Ctyf analyzovanych opiovych alka-
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Obr. 1. Strukturni vzorce a nazvy analyzovanych alkaloida
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Tabulka I

SloZeni roztok® nosnych elektrolytti (koncentrace vSech slozek byla 30 mmol.l'l)

Slozka 1

Slozka 2

Asparagovi kyselina B-alanin
Pivalovd kyselina

4-morfolinoethansulfonova kyselina Histidin
N[tris(hydroxymethyl)methyl]glycin

Hexamethylentetramin

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Aditivum

B-CD, DiMe-B-CD,
CM-B-CD (2-10 mmol.1™)

loidd jsou uvedeny na obr. 1. Zasobni roztoky standardi
opiovych alkaloidii byly pfipraveny rozpusténim 100 mg
substance chloridu morfinia, dihydrogenfosfore¢nanu ko-
deinia (seskvihydrat), chloridu thebainia a fosfore¢nanu
papaverinia (Slovakofarma Hlohovec, Slovenska republi-
ka) ve 100 ml deionizované vody.

Zasobni roztok vzorku opiové tinktury (Slovakofarma
Hlohovec, Slovenska republika) byl pfipraven rozpusténim
0,4 g opiové tinktury ve 100 ml deionizované vody.

Pro uréovani rychlosti elektroosmotického toku byl po-
uzit vodny roztok thiomocoviny (p.a. Lachema, Ceska re-
publika) o koncentraci 30 mmol.1"".

Podminky méfeni

Meéfeni v jednotlivych systémech byla provadéna
za podminek: kiemennd kapildra 75 pm x 60 cm (k de-
tektoru), 77 cm (celkovd), teplota termostatu 30 °C, tlako-
vé davkovani 1 000 Pa/6 s, napéti 25 kV, UV detekce X =
280 nm.

Vysledky a diskuse

Zavislosti elektroforetickych pohyblivosti morfinu, ko-
deinu, thebainu a papaverinu, sledované v rozmezi pH
3,7-8,2, jsou uvedeny na obr. 2. Ze vzdjemné polohy kiivek
prolozenych experimentdlnimi body je ziejmé, Ze pro se-
paraci je kritickou strukturné blizka trojice morfin, kodein,
thebain, jejichz elektroforetické pohyblivosti jsou prak-
ticky stejné, pouze s nevyraznym naznakem diferenciace
pro pH 8,2. Elektroforetickd pohyblivost strukturné od-
lisného papaverinu je v celém sledovaném rozsahu pH
vyrazné niz8i nez u ostatnich sledovanych alkaloidd. Vliv
pfidavku B-CD do nosného elektrolytu v koncentra¢nim
rozmezi 2-10 mmol.I"! na elektroforetickou pohyblivost
sledovanych alkaloidli je dokumentovan na obr. 3. Vyrazny
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Obr. 2. Zavislost elektroforetické pohyblivosti Liei 10%em2v1sT)
morfinu (), kodeinu (O), thebainu (A) a papaverinu (V) na
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Obr. 3. Zavislost elektroforetické pohyblivosti el (10;4crri‘ .\fl.s:')
morfinu (), kodeinu (O), thebainu (A) a papaverinu (V) na
koncentraci P-CD (mmol.I") v elektrolytovém systému o pH
3,7



pokles elektroforetickych pohyblivosti u vSech sledova-
nych latek potvrzuje tvorbu stabilnich inkluznich kom-
plexti. S rostouci koncentraci 3-CD v nosném elektrolytu
dochazi k vyrazné diferenciaci elektroforetickych pohy-
blivosti kodeinu a thebainu, rozdil pohyblivosti morfi-
nu a kodeinu zistava i pro nejvyssi pouzitou koncentraci
B-CD pomérné maly. Elektroforeogram dokumentujici
kvalitu separace sloZzek realného vzorku opiové tinktury
v elektrolytovém systému o pH 3,7 s ptidavkem B-CD
(10 mmol.I'!) je uveden na obr. 4. Na zdznamu jsou patrné
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Obr. 4. Zaznam separace sloZek opiové tinktury v elektroly-
tovém systému o pH 3,7 s pfFidavkem p-CD (10 mmol.l'l);
1 - morfin, 2 —kodein, 3 - thebain, 4 - papaverin
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Obr. 6. Zavislost elektroforetické pohyblivosti LLe| (10'4cm2.V'1.S'1)
morfinu (J), kodeinu (O), thebainu (A) a papaverinu (V) na kon-
centraci CM-p-CD (mmol.l'l)v elektrolytovém systému o pH 3,7
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CasteCné se prekryvajici piky morfinu a kodeinu a zcela
oddélené piky thebainu a papaverinu.

Ptidavek diMe-[3-CD do nosného elektrolytu vede jesté
k vyrazné&jsi retardaci vSech sledovanych alkaloidti. Zavis-
losti jejich elektroforetickych pohyblivosti na koncentraci
diMe-B-CD jsou uvedeny na obr. 5. Z uvedenych kiivek je
zfejmé, Ze s rostouci koncentraci diMe-3-CD vyrazné roste
rozdil elektroforetickych pohyblivosti morfinu a kodeinu,
pro cely rozsah sledovanych koncentraci diMe-B3-CD vsak
nedochazi k diferenciaci kodeinu od thebainu.
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Obr. 5. Zavislost elektroforetické pohyblivosti Lie ('140 c11;1 \} .s']‘)
morfinu (7J), kodeinu (O), thebainu (A) a papaverinu (V) na kon-
centraci diMe-3-CD (mmolI™)v elektrolytovém systému o pH 3,7
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Obr. 7. Ziaznam separace sloZek opiové tinktury v elektroly-
tovém systému o pH 3,7 s pfidavkem CM-P-CD (5 mmol.l"");
1 —morfin, 2 - kodein, 3 -thebain, 4 - papaverin



Z hlediska moznosti dosazeni iplné separace vSech Ctyi
sledovanych alkaloidli je nejzajimavéjsi vliv anionogen-
niho CM-p-CD. Z tvaru a vzajemné polohy kiivek zavis-
losti elektroforetickychpohyblivosti na koncentraci CM-P-CD
v nosném elektrolytu (obr. 6) je ziejmé, Ze maximdlni
diference elektroforetickych pohyblivosti a tedy i optimalni
separace dvojice morfin a kodein je dosazeno v koncen-
traénim rozmezi 4-6 mmol.l', pro koncentrace vysi se
rozdil elektroforetickych pohyblivosti obou latek opét
zmensuje. Diference elektroforetickych pohyblivosti kodeinu
a thebainu zlstava prakticky konstantni pro koncentrace CM-
P-CD vy&i nez 5 mmol.I"". Velmi vyrazny je pokles elek-
troforetické pohyblivosti papaverinu souvisejici s tvorbou
stabilniho inkluzniho komplexu. Zaporna hodnota elektro-
foretické pohyblivosti pro koncentraci CM-P-CD 10 mmol.I"
ukazuje na moznost tvorby vicejaderného inkluzniho kom-
plexu obsahujiciho vice negativné nabitych molekul CM-
p-CD. Ziznam separace smési alkaloidii opiové tinktury
v elektrolytovém systému o pH 3,7 obsahujicim CM-P-CD
v koncentraci 5 mmol.l"' je uveden na obr. 7. Na elektro-
foreogramu jsou patrné dobie separované piky vSech Ctyf
sledovanych alkaloidi.

Zavér

Ziskané experimentdlni vysledky dokumentuji moz-
nosti seaparace Ctyf majoritnich opiovych alkaloidii meto-
dou kapilarni elektroforézy v elektrolytovych systémech
modifikovanych p-CD ajeho syntetickymi derivaty. Byly
nalezeny podminky umoziujici dosahnout tplné separace
¢ty majoritnich alkaloid®i v realném vzorku opiové tink-
tury s pouzitim elektrolytového systému modifikovaného
anionogennim CM-P-CD.

Tento projekt byl Fesen s finanéni podporou GA MZ CR
(¢.g. 1815-3).
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Charles University, ‘State Institute for Drug Control, Pra-
gue): The Utilization of Capillary Zone Electrophoresis
for the Analytical Evaluation of Tinctura Opii

A simple and rapid method suitable for the analytical
evaluation of , Tinctura opii" preparation has been pro-
posed. Optimization of the conditions for capillary zone
electrophoresis (CZE) was based mainly on the evaluation
of the influence of B-cyclodextrin (P-CD) and its synthetic
derivatives dimethyl-B-cyclodextrin and carboxymethyl-[3-
cyclodextrin (CM-p-CD) on the separation of morphine,
codeine, thebaine, and papaverine as major alkaloid con-
stituents of ,, Tinctura opii". The best separation was achie-
ved using the background electrolyte consisting of 30 mM
aspartic acid 30 mM [-alanine (pH 3.7) with the addition of
SmMm CM-P-CD. Experimental results demonstrate a high
separation power of CD-modified CZE for the structure
related morphine alkaloids.





