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Pojava usmerenog kretanja koloidnih i drugih
naelektrisanih ¢estica u elektricnom polju jednosmer-
nog napona naziva se elektroforeza. 1o je elektromi-
gracijska metoda koja pripada grupi osetljivih
metoda separacije. Razdvajanje komponenata iz ana-
liziranog uzorka izvodi se na osnovu razli¢itog nalek-
trisanje  Cestica, a ako Cestice imaju isto
naelektrisanje, onda se razdvajanje izvodi na osnovu
razlicite pokretljivosti, koja zavisi od koli¢ine naelek-
trisanja i velic¢ine Cestice [1].

Kapilarna elektroforeza (capillary electrophore-
sis, CE) i kapilarna elektrohromatografija (capillary
electrochromatography, CEC) jesu metode koje se
izvode u kapilari koja je ispunjena puferom, unutra-
$nji promer kapilare je 10-100 pm, a duZina 40-100
cm. Kapilara je izmedu dva rezervoara za pufer u ko-
jima su uronjene platinske elektrode. Uzorak koji se
ispituje, unosi se na jednom kraju kapilare. Napon
izmedu dve elektrode je pozitivan ili negativan u ras-
ponu od 5 do 30 kV, i odrzava se tokom razdvajanja.
Razdvojeni analiti se detektuju na kraju kapilare po-
mocu odgovarajueg detektora, najées¢e UV-DAD
ili fluorescentni. Kod CE razdvajanje zavisi od brzine
kojom analiti u jonskom obliku migriraju pod utica-
jem elektri¢nog polja. Ova metoda moZe da se prime-
ni iskljucivo za analizu jona u kapilari sa puferskim
medijumom. Za razliku od CE metode, CEC se pri-
menjuje i za jone i za neutralne molekule. Poslednjih
deset godina, u najsiroj upotrebi je micelarna elektro-
kineticka kapilarna hromatografija (micellar electroki-
netic capillary chromatography, MEKC) [2].
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UPOTREBA MICELARNE
ELEKTROKINETICKE KAPILARNE
HROMATOGRAFIJE U RUTINSKOJ ANALIZI
RAZLICITIH UZORAKA*

Micelarna elektrokineticka kapilarna hromatografija (MEKC) postala je naj-
popularnija kapilarna elektromigraciona metoda. Na osnovu veoma Siroke
upotrebe metode, vecina analiza lekova moguéa je uz MEKC. Separacija ve-
oma kompleksnih smesa, odredivanje lekova u bioloskom materijaly, i ana-
lize drugih uzoraka, mogu biti veoma uspesno izvedene upotrebom MEKC
tehnike. U okviru ovog preglednog rada prikazana je aplikacija tipicnih
MEKC metoda. Noviji pristupt u kombinaciji sa cvisto—faznom ekstrakcijom
i visoko—volumskim injektovanjem su takode opisani. Teorijski i ekoloski
pristup, kao i prednosti | nedostaci same metode, prikazani su teorijski i kroz
prakticne primere.

MEKC je modifikacija CE koja omogucava ra-
zdvajanje kako naelektrisanih tako i nenaelektrisanih
Cestica. Prvi put je Terabe opisao 1984. godine kao
metodu za razdvajanje aromati¢nih fenola i nitro je-
dinjenja male molekulske mase. Ova tehnika ukljucu-
je uvodenje povrSinski aktivnih materija (PAM;
surfaktanti), u medijum za razdvajanje i to u koncen-
traciji pri kojoj se stvaraju micele [3].

Surfaktant koji se najceS¢e upotrebljava, sa viso-
kom HLB (hidrofilno-lipofilni balans) vrednoscu, je
natrijum-lauril sulfat (sodium dodecyl sulphate, SDS).
PAM-ovi imaju asimetri¢nu strukturu, i u vodenom
rastvoru na odredenoj temperaturi i u koli¢ini vecoj
od kriticne micelarne koncentracije (critical micellar
concentration, CMC) grade takozvane sferne agrega-
te, sacinjene od 40-100 jona, sa hidrofobnim krajevi-
ma orijentisanim prema unutras$njosti agregata, a sa
polarnim krajevima okrenutim ka vodenoj fazi. Ova-
ko nastale micele ¢ine drugu fazu medijuma za ra-
zdvajanje (prva je vodeni pufer), koja je stabilna i
moZe da inkorporira nepolarna jedinjenja u svoj unu-
tra$nji ugljovodonicni deo, odnosno moZe da solubili-
zuje nepolarne komponente. Povr§ina jonske micele
ima negativno naelektrisanje, Sto joj daje znacajnu
elektroforetsku pokretljivost. S druge strane, veéina
pufera pokazuje toliko veliku brzinu elektroosmot-
skog protoka (electroosmotic flow, EOF) prema nega-
tivnoj elektrodi da ¢e i anjonke micele biti noSene
prema katodi, ali znatno manjom brzinom. Kada se
uvzorak u nanolitarskoj koli¢ini unese u sistem za
MEKC, njegove komponente se raspodele izmedu
vodene faze i ugljovodoni¢ne faze u unutrasnjosti mi-
cele. Sistem za MEKC je slican mobilnoj fazi HPLC
metode, ali se u MEKC metodi i "stacionarna faza"
krece, samo manjom brzinom od mobilne faze. Kako
¢e se analit iz uzorka raspodeliti izmedu vodene i mi-
celarne faze, zavisi od distribucionog koeficijenta.
Ovaj mehanizam je veoma slican HPL.C metodi [1-3].

Pored SDS kao najceSce koriS¢enog surfaktanta,
u upotrebi su i Zu¢ne soli, natrijum-holat, Brij-35,
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PAPS (polyfluoroalkyl phosphate surfactant), CIAB
(cetyltrimethylammoniumbromide), polisorbati (Tiveen
80) i tako dalje [3].

CE je savremena metoda za analizu razli¢itih
uzoraka, a posebno mesto zauzima u analizi farmace-
utskih proizvoda. Evropska [4] i americ¢ka [5] farma-
kopeja sadrze opSta poglavlja za CE, dok najnovija
britanska [6] farmakopeja po prvi put uvodi MEKC
metodu kao oficinalnu za identifikaciju eritropoetina
i levokabastin hidrohlorida. Pored zakonskih i regula-
tornih podataka kako o MEKC-u tako i o drugim
metodama za rutinsku analizu poznatih i novih mate-
rijala, odnosno uzoraka, veliki je broj preglednih ra-
dova u toku nekoliko poslednjih godina koji daju vrlo
znacajne informacije za buduénost MEKC-a. Dosa-
dasnja istraZivanja su pokazala da je MEKC metoda
veoma uspesno primenjivana za analizu pesticida, le-
kova, herbicida, metabolita, biljnih produkata, jona,
teskih metala, novih materijala, i to iz razli¢itih medi-
juma kao $to su voda, hrana, farmaceutski preparati,
pic¢a, kozmeticki preparati, biljni proizvodi, bioloski
vzorci i drugo [7-11]. U poslednje tri godine inovaci-
je na polju CE analitike postavile su MEKC metodu
(sa nekim svojim modifikacijama, kao $to su injekto-
vanje pod visokim pritiskom, zatim produZeno injek-
tovanje pod radnim pritiskom, i/ili prekoncentrisanje
uzoraka metodom esktrakcije kao Sto je SPE (solid—
phase extraction)) u rang LC/MS/MS [12-15].

U viSegodiSnjoj studiji naSe istraZivacke grupe,
razvijen je veliki broj novih MEKC metoda za analizu
razli¢itih uvzoraka ili materijala, iz razli¢itih mediju-
ma. Cilj rada je da se pregledno prikaZzu moguénosti
primene novih metoda u rutinskim analizama, potom
prednosti u odnosu na postojece metode kao i poten-
cijal za razvijanje metoda za karakterizaciju novih
materijala razli¢itog porekla.

APARATURA ZA MEKC

Aparat koji se koristi i za CE i CEC je veoma
jednostavan, a sastoji se od izvora visokog napona,
dva rezervoara za pufer, dve elektrode, staklene kapi-
lare, injekcionog sistema, detektora, termostatskog
sistema i rekordera ili racunara. Izvor napona je kon-
stantan tokom analize i moZe se podesiti do 30 kV.
Pored napona i jacina struje je konstantna i u zavi-
snosti od aparata moZe biti i do 300 pA. Pufer koji se
koristi za CE analizu, na radnoj pH vrednosti, mora
imati odgovarajuci kapacitet i takvu pokretljivost, da
odgovara pokretljivosti supstanci koje se ispituju. Ne-
ki organski rastvaraci (metanol, acetonitril, etanol)
mogu da se dodaju vodenom rastvoru pufera da bi se
povecala rastvorljivost supstanci koje se razdvajaju
i/ili da bi se postigao odgovarajuéi stepen jonizacije
komponenata uzoraka. Katoda i anoda su uronjene u
dva odvojena rezervoara koji sadrZe pufer, propisan
za supstance koje se razdvajaju. Rezervoari su pove-
zani sa izvorom visokog napona. Kapilare koje se ko-
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riste za analizu metodom CE obicno su od stopljenog
silikata, sa spoljne strane prevucene poliamidom,
unutras$njeg promera 10-100 um. Krajevi kapilare su
uronjeni u rezervoare sa puferom tokom analize. Du-
Zina komercijalne kapilare moze biti od 23 do 100
cm, ili je pak moZe analiti¢ar modifikovati sam prema
potrebama eksperimenta. Ako je kapilara duza, sma-
njuje se intenzitet elektri¢nog polja, usled cega se po-
vecava migraciono vreme supstanci [1-3].

Injektovanje uzoraka podrazumeva elekromi-
graciono ili hidrodinamsko injektovanje. Hidrodi-
namsko injektovanje je uglavnom postupak izbora.
Velina CE aparata ima sistem sa primenom pozitiv-
nog pritiska na ulaznom delu kapilare, ili primenom
vakuuma na njenom kraju. Injektovanje pod pritis-
kom vrsi se pomocu gasa ili primenom hidrostatskog
pritiska (podizanjem ulaznog dela kapilare u odnosu
na izlazni deo, naziva se joS i gravitaciono injektova-
nje) [1,2].

Detektor u CE metodi registruje koli¢inu sup-
stance koja prolazi kroz segment kapilare koji je pro-
vidan (prozor). Taj deo mora biti postavljen prema
optickom putu da bi se postigla dobra osetljivost. Ko-
riste se spektometrijski ili elektrohemijski detektori:
UV spektrofotometrija, laserski indukovana fluores-
cencija, "dioda array" (DAD) i masena spektrometri-
ja. NajceSée se koristi DAD detektor zbog svoje
velike osetljivosti u spektralnoj analizi u opsegu od
190 do 600 nm, velike brzine i moguénosti analize Cis-
toée pika jer su moguca preklapanja spektra dva ili
viSe jedinjenja. Apsorpcione metode su najvise zastu-
pljene u praksi. Postoje tri vrste kapilara koje imaju
razli¢it izgled i oblik u zavisnosti od moguénosti pro-
pustanja opti¢kog zraka. Prvi sistem sadrzi kapilaru u
obliku slova "Z", gde je takav prevoj kapilare da je
duZina puta koju svetlost prede svega 3 mm. Drugi
sistem je takav da je na jednom kraju kapilare proSi-
renje u vidu mehura (bubble cell). Obi¢no je unutra-
$nji promer 50 pm, a u tom proSirenom delu je 150
pm. Ovako se dobija trostruko uvecanje puta koji
prede svetlost pri prolasku kroz proSireni deo kapila-
re (slika 1). Treca metoda za povecanje predenog pu-
ta emitovanog zraka je refleksija. U ovoj kapilari je
prisutna srebrna prevlaka sa unutra$nje strane kapi-
lare i to na kraju, i tim sistemom se zrak odbija do de-
la gde se nalazi detektor [1].

Da bi reproduktivnost metode bila zadovoljava-
juca, potrebno je da temperatura kapilare bude kon-
stantna. U suprotnom to bi uticalo na elektroforetsku
pokretljivost i migraciono vreme supstanci. Kada se
temperatura povecava — migraciono vreme se skracu-
je, a samim tim i vreme trajanja analize. Medutim, to
povecava rizik da se termolabilna jedinjenja prome-
ne. Pove€anje temperature moZe uticati na viskozitet
pufera, kao i na gustinu gela kod kapilarne gel elek-
troforeze. Pri MEKC metodi sa SDS-om u puferu,
veoma je bitno da radna temperatura kapilare nije is-
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Slika 1. Kapila pri detektoru je proSirena dajuéi (a) "bubble cell" sistem ili (b) "Z cell" sistem.
Figure 1. The capillary tube itself can be expanded at the detection point, creating a (a) "bubble cell" with a longer path length or (b)

additional tubing ("Z" cell) can be added at the detection point.
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Slika 2. Shema sistema za kapilarnu elektroforezu
Figure 2. Diagram of capillary electrophoresis system

pod 16 °C, jer je to takozvani Kraft point za taj PAM.
Pri nizim temperaturama SDS daje viskozne koloidne
rastvore koji mogu zacepiti kapilaru tokom analize
[1,3].

U svim eksperimentima naSe istraZivacke grupe,
koristeni su HP*® CE Hewlett Packard ili Agilent
3D-CE sistem i programski paket HP Chem Station
(shema aparature je prikazana na slici 2). Uzorci su
hidrodinamski injektovani na termostatirane kapilare
sa bubble cell sistemom, uz DAD detektor i pozitivan
radni napon.

MEKC U RUTINSKOJ ANALIZI

Tokom poslednjih par godina, objavljen je veliki
broj radova sa novim aplikativnim MEKC metodama

i to prvenstveno za analizu kako novih tako i ve¢ po-
znatih lekova (tabela 1) [16-38]. U daljem tekstu su
pregledno prikazani rezultati nase istraZivacke grupe
kao 1 specifi¢ni primeri za aplikaciju razvijenih meto-
da[19,21, 31-38].

Analiza hrane za Zivotinje

Analiza hrane kako za humanu, tako i za Zivo-
tinjsku upotrebu, poslednjih godina je veoma popu-
larna oblast istraZivanja i na nivou regulatornih
organa, a i zvanicnih literaturnih baza. S obzirom na
to da je sve veca zloupotreba od strane proizvodaca
na polju proizvodnje i distribucije hrane, a potraZznja
za zdravom hranom veoma velika, potrebne su brze i
efikasne analize za potencijalne aditive u razlicitim
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Tabela 1. Najnovije primene MEKC metode za razli¢ite analize
Table 1. Recent applications of MEKC for different analysis

Analiti Uzorak Detekcija Referenca
Celekoksib, meloksikam i rofekoksid Farmaceutski oblici uv [16]
Vitamini rastvorljivi u vodi Farmaceutski oblici uv [17]
glrlrfl(f):rpl)razol, hidroksiomeprazol i omeprazol Farmaceutski oblici i humana plazma uv [18]
Antibiotici Farmaceutski oblici i hrana za Zivotinje uv [19]
p-laktamski antibiotici Farmaceutski oblici uv [20]
Doksiciklin Farmaceutski oblici i humani urin uv [21]
Izoniazid i piridoksin Farmaceutski oblici uv [22]
Paracetamol, kofein, propifenazon Farmaceutski oblici uv [23]
Steroidni hormoni Humani serum i urin uv [24]
Fenetilamin Humani urin LIF [25]
Salbutamol Sirup Konduktomertija [26]
Heroin, amfetamin i njihove nedistoée Mesavina standarda uv [27]
Galijum kompleks Mesavina standarda uv [28]
Dopa, valin, serin, alanin, cistein Amino kiseline uv [29]
Aspartatna kiselina Farmaceutski oblici uv [30]
Kofein i uobicajeni pratedi analiti Fa.rmacgutsk.l Obh.CI’ kozmetika, hrana, pice. uv [31]
prirodni proizvodi

Doksiciklin Standard i farmaceutski oblici — termostabilnost uv [32]
Cink—bacitracin i nistatin Hrana za Zivotinje uv [33]
Gt it W
Sulfametoksazol i trimetoprim Farmaceutski oblici uv [35]
Amoksicilip, ampicilin, sulfametoksazol i Hrana za %ivotinje UV [36]
sulfacetamid

Kofein Pica uv [37]
Doksiciklin Biologke te¢nosti uv [38]

uzorcima i materijalima. Razvojem novih metoda,
kontrolne laboratorije mogu veoma brzo da provere
da li je neki proizvod ispravan za upotrebu u prehrani
ljudi i domacih Zivotinja, i ako ima aditive, da li su u
granicama dozvoljenog. Od januara 1999. godine, Ev-
ropska Unija je postavila nova pravila na podrucju
upotrebe aditiva u Zivotinjskoj prehrani, koji kao re-
ziduali u mesu, mleku, jajima, i drugim Zivotinjskim
produktima, mogu ugroziti zdravlje ljudi koji iste pro-
zvode konzumiraju. Na osnovu trenda i potrebe dru-
Stva, naSa istrazivacka grupa je razvila nekoliko
metoda za identifikaciju i kvantifikaciju aditiva koji
su najcesce u upotrebi, odnosno antibiotika u hrani
za Zivotinje, koji su kao takvi Stetni za ljude
[19,33,34,36]. Medu analiziranim antibioticima su
cink-bacitracin, polimiksin B, oksitetraciklin, sulface-
tamid, nistatin, amoksicilin, ampicilin i sulfametoksa-
zol. Proizvodaci veoma cesto kombinuju viSe
razli¢itih materijala za dodatke hrani, kako bi dobili
sinergisticki efekat, i u isto vreme smanjili koli¢ine
dodataka uz donekle prisutnu kamuflazu. Tipi¢an
primer kombinacije antimikotika, tetraciklina i/ili sul-
fonamida sa nekim od sinergista (bacitracin, polimik-
sin) prikazan je u dva nasa rada [33,34]. Naime,
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razdvajanje i analiza cink-bacitracina i nistatina iz
hrane za Zivotinje, MEKC metodom moguca je uz
upotrebu 15 mM boratnog i 19 mM fosfatnog pufera
koji ima pH vrednost 8,2 i sadrzi 20 mM SDS kao
surfaktant uz 10% (V/V) metanola kao organskog
modifikatora. Metoda je specifi¢na, ta¢na, ponovljiva
i linearna pod optimalnim uslovima vz radni napon
od 25 kV, pri temperaturi kapilare od 25 °C, i uz do-
datni radni nadpritisak od 5 mbara [33]. Pored pome-
nute metode koja je za uzorak imala binarnu smesu
aditiva, mnogo zahtevnija je analiza kvaternerne sme-
Se cink-bacitracina, oksitetraciklina, polimiksina B i
sulfacetamida. Optimizacija metode je obuhvatala
promenu pH radnog pufera (6-11), zatim sastav pu-
fera (borat i fosfat), koncentracija pufera (10-60
mM), koncentraciju SDS-a (2080 mM), kao i tip i
koli¢inu organskog modifikatora (metanol i acetoni-
tril od 3 do 12%). Pod optimalnim uslovima (20 mM
borata, 20 mM fosfata, pH 8,4, 20 mM SDS-a, 10%
(V/V) metanola, 25 °C, 25 kV, nadpritisak 10 mbar)
metoda je ispunjavaja sve validacijske kriterijume za
rutinsku analizu Cetiri antibiotika u hrani za krave
muznice, svinje, kokoske i goveda [34].
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DAD1 B, Sig=210,20 Relf=oll (ANTIBIO\WZOREC®80.D)
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Slika 3. 0,1 mg/mL AMO (amoksicilina), AMP (ampicilina), SMX (sulfametoksazola) i SAC (sulfoacetamida) iz uzorka optereéene
hrane za Zivotinje pod optimalnim uslovima na 210 nm. Radni elektrolit je 25 mM fosfatnog pufera, pH 8,0, koji sadrzi 70 mM SDS-
a i 10% (VV) metanola, dok su temperatura i radni napod 25 °C odnosno 30 kY uz nadpritisak od 15 mbar.

Figure 3. 0.1 mg/mL of AMO (amoxicillin), AMP (ampicillin), SMX (sulfamethoxazole) and SAC (sulfacetamide) from spiked ani-
mal feedstuff; under the optimized conditions, at 210 nm. The BGE (background electrolyte) was 25 mM phosphate buffer, pH 8.0,
containing 70 mM SDS and 10% (v/v) methanol, and the temperature and voltage were 25 °C and 30 kV, respectively with applied

pressure of 15 mbar.

Pored pomenuta dva rada, veoma je popularna
kombinacija sulfonamida sa penicilinima ili cefalos-
porinima i na slici 3 je tipican elektroferogram za
amoksicilin, ampicilin, sulfametoksazol i sulfacetamid
u uzorku hrane [36].

U prethodno opisanim metodama [33,34,36]
dodatni radni nadpritisak od 5-15 mbara (maskimal-
no je mogucée do 30 mbara) po prvi put je upotrebljen
u MEKC analizi i veoma uspesno dokazan pozitivan
uticaj pritiska tokom analize na oblik i simetriju piko-
va. Pri veéim pritiscima 8viSe od 15 mbara), zapazeno
je da dolazi do veoma izraZzenog Suma bazne linije,
Sto posledi¢no utice na kvalitet dobijenih rezulatata,
a i na odredivanje limita detekcije i kvantifikacije.

Analiza hrane, pica i prirodnih proizvoda

Kao §to je ve¢ prethodno napomenuto kod hra-
ne za Zivotinje, danas je veoma mnogo regulativa za
kontrolu kvaliteta Zivotnih namirnica i vode. Posebna
paZnja je posvedena namirnicama za §iroku javnu
upotrebu kao $to su mleko, meso, voda, osveZavajuca
pica i hrana za decu. Na osnovu potreba savremenog
drustva, razvijena je univerzalna metoda za analizu

farmaceutskih i kozmetickih preparata, kao i hrane,
pi€a i prirodnih proizvoda koji sadrZe kofein i pratece
komponente kao Sto su teobromin, teofilin, paraceta-
mol, propifenazon, acetilsalicilna kiselina, salicilna
kiselina i kodein—fosfat. Relativna standardna devija-
cija, za svih tridesetak realnih uzoraka koji su analizi-
rani pod optimalnim uslovima (25 °C, 25 kV, 20 mM
fosfatni pufer, pH 9,0, 80 mM SDS, 7,5% (V/V) ace-
tonitril, 210 nm) bila je manja od 2,1% za migraciono
vreme i povrSinu pika, Sto potvrduje preciznost i pri-
menljivost metode za rutinsku analizu razli¢itih uzo-
raka [31]. Realni uzorci koji su analizirani sa
ta¢noséu od 98,9 do 101,2% su: kakao prah, hladan
¢aj na bazi zelenog ¢aja, Cockta™, Coca—Cola™,
Coca—Cola light™, Red Bull™, Shark™, Pepsi™,
¢okoladno mleko, ¢okolada za kuvanje, kafa, bezko-
feinska kafa, zeleni, crni, mate caj i tako dalje.

Iz pomenute metode, razvijena je nova metoda
za analizu kofeina u osveZavajuéim pi¢ima iz grupe
karamelisanih proizvoda i to u cilju da se razvije novi
metodoloski pristup za definiranje robustnosti
MEKC-a, kao i poredenje sa najzastupljenijom anali-
tickom HPLC metodom, [37].
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Ispitivanje standarda i studije stabilnosti

S obzirom na manju osetljivost CE metoda u
odnosu na standardne LC (liguid chromatography) te-
hnike, nema mnogo publikacija koje se bave temati-
kom analize standarda i potencijalnih nedistoca.
Problem je da se nelistoe najceS¢e nalaze u toliko
niskom procentu, u okviru standarda cija je Cistoca
farmakopejski definisana, identifikacija to jest sama
detekcija necistoca je vrlo Cesto ispod granice detek-
cije (LOD — limit od detection). Wen i saradnici [27] i
Timerbaev i saradnici [28] u svojim nedavno objavlje-
nim radovima veoma uspe$no su razvili MEKC meto-
de =za analizu standarda heroina, amfetamina,
kompleksa galijuma kao i njihovih nelisto¢a. Pored
pomenutih radova, i nasa istraZivacka grupa je razvila
uporedne HPL.C i MEKC metode za analizu doksici-
klina u standardu kao i njegovih glavnih necisto¢a
metaciklina i 6—epidoksiciklina. Obe metode [32] jesu
primenjene za analizu stabilnostnih vzoraka koji su
podvrgnuti visokim temperaturama. MEKC metoda
se pokazala kao veoma dobra alternativa HPLC me-
todi jer je relativna standardna devijacija za tac¢nost
obe metode manja od 1,5%, $to potvrduje mogucnost
primene MEKC-a i za analizu necisto¢a samih stan-
darda pod dobro definisanim uslovima [32].

Farmaceutski i kozmeticki preparati

Farmaceutska i kozmeticka industrija imaju ve-
oma Siroku paletu proizvoda koji se razlicito klasifi-
kuju i samim tim moraju ispunjavati odredene uslove
kako bi bile distribuirane na trZiste. Prethodno je bilo
govora o novim regulativama za hranu za Zivotinje,
potom namirnice za humanu upotrebu, dok je farma-
ceutska legislativa ili propisi, zapravo deo normalne
rutinske, kontrolne i proizvodne procedure ve¢ dece-
nijama. Ne samo da je potrebno imati metode za ana-
lizu, veée je potrebna i validacija samih postupaka
kako bi se dobili §to tacniji i precizniji rezultati. U
farmaceutskoj i kozmetickoj industriji analiziraju se,
pored gotovih lekova i preparata i sirovine, ambalaZa,
radne povrSine, razne masine i drugo. Industija kao
veliki korisnik kontrolnih protokola, zahteva brze,
ekonomicne i efikasne metode. U tu svrhu je na trZi-
Ste poslednjih godina zakoracila nova metoda UPLC
(ultra pressure liquid chromatography) i sa dosta veli-
kim obecanjima skratila standardne HPLC analize sa
20-30 minuta na manje od 2 minuta. Pored vremena,
prednost je i sa ekonomske strane, zbog manje potro-
$nje organskih rastvaraca, $to je posledicno imalo u
najavi i smanjenje zagadenja ¢ovekove okoline. Naza-
lost, pored svih prednosti UPLC metode, jedna ve-
oma bitna stvar se pokazala kao kljuéna da metoda
ne zaZivi i postane broj jedan u kontroli lekova, a to
je loSa robustnost. Koliko god su kolone za hromato-
grafiju bile prilagodene visokom pritisku, isti je vrlo
brzo kolone oStetio, Sto je imalo za posledicu varira-
nje vrednosti za retenciono vreme i povr§inu pika.

186

Kao veoma dobra alternativa, koja polako ali si-
gurno ulazi u regulatorne dokumente, je zapravo
MEKC metoda, koja ispunjava sve potrebe korisnika,
kao i ekoloske standarde, ali nije uvek dovoljno ose-
tljiva i to ogranic¢ava njemu primenu. Naravno, i za to
postoje resenja, i 0 njima Ce biti re¢ u nastavku rada.

U okviru naSih eksperimenata razli¢iti kozme-
ticki i farmaceutski preparati analizirani su upotre-
bom direktnog injektovanja vzorka u CE sistem ili
pak prethodnom primenom te¢ne ekstrakcije. Tako je
recimo pri analizi Bactrima™, koji je sulfonamidski
antibiotik (sulfoametoksazol i trimetoprim) dokazan i
prikazan uticaj same metode ekstrakcije iz Cvrstih
oralnih i dermalnih preparata na rezultat, odnosno
na tacnost metode. Metanol (MeOH), etanol
(EtOH) i acetonitril (ACN) su, svaki pojedinac¢no u
razli¢itim odnosima sa destilovanom vodom dali ve-
oma zanimljive rezultate pri analizi oba antibiotika
pod optimalnim uslovima za novu MEKC metodu
(25°C, 30 kV, nadpritisak 15 mbara, 30 mM boratni
pufer pH 9,0, 60 mM SDS-a, 10% (V/V) etanola, 205
nm) [35]. Pri izuzetno niskom procentu organskog
rastvaraca, tacnost metode je bila daleko ispod pri-
hvatljivog (slika 4), dok je sa visokim sadrZajem or-
ganske komponente doSlo do variranja rezultata i
opet pada vrednosti oporavka za tacnost.

Optimalni uslovi ekstrakcije su postavljeni izbo-
rom etanola/voda za ekstrakcioni medij u odnosu 1:1

(VIV).

Influence of organic solvent
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Slika 4. Uticaj organskog rastvaraca na taénost pri ekstrakciji
sulfametoksazola (SUL) i trimetoprima (TRI) iz farmaceut-
skih preparata.

Figure 4. Influence of organic solvent on recovery of SUL (sul-
famethoxazole) and TRI (trimethoprim), for extraction from
pharmaceuticals.
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Pored pomenutog primera, postupak ekstrakcije
se pokazao kao izuzetno vaZan i pri analizi kofeina i
pratecih aktivnih principa iz tableta, gelova, kremova
i drugih farmaceutsko-kozmetickih preparata. Pose-
bno je zanimljiv pristup obaranja gel stukture kozme-
tikog proizvoda za mrsavljenje primenom ultrazvuka,
povisene temperature i organskog rastvaraca [31].

Pored primene metode ekstrakcije za pripremu
kao i prekoncentrisanje uzoraka, postoji moguénost
direktnog injektovanja gotovih lekova, kao §to je to
slucaj sa ampulama Bactrima7M. Izgleda veoma je-
dnostavno, ali takav oblik skriva druge probleme, a to
su sami rastvaraci koji predstavljaju ekscipijens za te-
¢ni preparat sa svim svojim mikrobioloskim i fizicko—
hemijskim parametrima vezanim za stabilnost. Zbog
toga je mogué problem pH uzorka, sastav rastvaraca,
kompatibilnost sa komponentama pufera za analizu i
tako dalje. Zbog toga je veoma bitno da je matriks sa-
mog analiziranog materijala jasno definisana i ponov-
ljiva kako ne bi uticala na samu tacnost, preciznost i
robustnost metode. Primer da male promene u ra-
dnom medijumu, mogu drasti¢no promeniti tok ana-
lize, jeste upravo analiza antibiotika iz preparata
Bactrim™ (slika 5) [35].

Pomenuti primeri i problemi su samo neki od
velikog broja publikovanih radova kako drugih auto-
ra, tako i naSeg istrazivackog tima [19,21,31,32,35].
Naravno kontrola farmaceutsko—kozmetickih prepa-
rata je veoma bitna, ali je danas za sudsku medicinu,
kao i za klinicke i bioekvivalentne studije jednako bi-
tno pored sastava leka, kako ga otkriti i dokazati u bi-
oloskim uzorcima, i ne samo aktivne principe, ve¢ i

DAD1 B, Sig=205,20 Ref=ot! (C:\HPCHEM\I\DATA\BAKTRIM\STANDO47.D)

njihove metabolite. Bioloski uzorci i MEKC metoda
poslednjih godina dobijaju na znacaju na osnovu pri-
mene raznih modifikovanih i savremenih pristupa
MEKC analizi uzoraka dobijenih iz in vivo sistema
humanog ili Zivotinjskog porekla.

MEKC metoda i bioloski uzorci

Tehnologija i savremeni tokovi iz oblasti nauke
su doveli veéinu analitickih tehnika do vrhunca. Na-
ravno sa svakim novim materijalom i uzorkom, pos-
tavlja se novi izazov tehnologiji i analitiCarima koji
istim procesima vladaju.

Analiza bioloskih uzoraka je zapravo vrsta pre-
dvidivo — nepredvidivog materijala. Vrlo cesto se za
bioloske te¢nosti kaze bioloski materijal, jer je zapra-
vo to skup trenutnih potencijalnih analita koji se ni-
kada kao takvi u tom obliku, koli¢ini, kombinaciji i
slicno, nece mo¢i naéi ni v jednom drugom uzorku,
pa Cak i kada su uzeti od iste osobe u drugom vre-
menskom intervalu. Zivi sistem postavlja analitiku u
vrlo nezgodnu situaciju, a pogotovo metode koje se
koriste u klini¢kim, forenzickim i bioekvivalentnim is-
pitivanjima. U praksi se u te svrhe najviSe koristi me-
toda LC/MS/MS koja je veoma zahtevna i sa
ekonomske tacke glediSta, a i sa vidika razvijanja me-
toda. Takode je problem interferencija razlicitih kom-
ponenata iz uzorka koji se selektivno i specificno
mogu spreciti nekom CE metodom [12-14].

U okviru naSih istraZivanja, sprovedeno je odre-
divanje doksiciklina u humanom urinu nakon oralne
aplikacije doze od 200 mg. Zdravi volonteri su posle
jednokratne doze u toku 48 sati davali urin i izvedena
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Slika 5. Uticaj koncentracije etanola (5, 10i 15% V]V) na separaciju pod optimalnim uslovima.
Figure 5. Effect of ethanol concentration (5, 10 and 15%, v/v) on separation under optimal condition.
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Slika 6. Elektroferogram dobijen analizom humanog urina dobijenog izmedu 7,5 i 8,5 sati nakon oralne aplikacije, pod optimalnim

uslovima na 350 nm.

Figure 6. Electropherograms obtained for human urine collected between 7.5 h and 8.5 h after oral application, under the optimized

conditions, at 350 nm.

je direktna analiza bez ekstrakcije ili preciS¢avanja
vzorka. Optimalni uslovi pod kojima je interferencija
bila najmanja i detekcija drugim bioloskih molekula
na minimumu je uz 30 mM boratni pufer pH vre-
dnosti 9,0 uz dodatak 60 mM SDS-a i 5% (V/V) me-
tanola. Radni napon, temperatura i nadpritisak su
bili 30 kV, 25°C i 15 mbara, a detekcija je izvedena na
350 nm. Elektroferogram pod optimalnim uslovima
za analizu doksiciklina u urinu je prikazan na slici 6.

Nakon optimizacije i validacije metode, kumu-
lativna eliminacija doksiciklina urinom je pracena to-
kom dva dana i prihvatljivost metode je na osnovu
poznatih farmakokinetickih parametara, mogla biti
ocenjena. Na osnovu literature je utvrdeno da je po-
luvreme eliminacije doksiciklina 18 sati i da se je-
dnostavnim prora¢unom nakon oralne aplikacije 200
mg leka uz 95% resorpcije i 55% eliminacije nepro-
menjenog leka preko urina dobije vrednost od pribli-
7no 52.25 mg doksiciklina. Znadi, zdrava osoba sa
normalnim metabolizmom posle uzimanja jednokra-
tne doze od 200 mg doksiciklina, u toku 18 sati izluci
52,25 mg, a rezultati su pokazali da je prose¢na ku-
mulitivnha masa za pracene volontere 54,5 £ 0,5 mg.
Na taj nacin je dokazano, da uz dobro optimizirane
uslove moguce je nezavisno od izvora uzoraka (n =
6) odrediti doksiciklin u urinu (slika 7).

Pored ispitivanja doksiciklina prethodno opisa-
nom metodom direktnog injektovanja u CE sistem,
razvijena je i nova, bolja metoda direktnog injektova-
nja biolo§kog materijala kao §to je humani serum i
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urin. Nova metoda je bazirala na ve¢ publikovanoj
metodi za doksiciklin u framceutskim preparatima i
urinu [21], s tim da je pod novim uslovima moguca
analiza oba veoma zahtevna bioloska uzorka bez pri-
sustva interferencije na 350 nm. Ostale komponente
ispitivanog materijala pod datim uslovima (80 mM
SDS-a, 10% (V/V) metanola i 40 mM boratnog pufe-
ra (pH 9,3; 30 s x 50 mbar; 25 °C; 30 kV) ne pokazuju
specificne pikove i ne interferiraju sa komponentom
koja se odreduje [38].

Problem sa bioloskim materijalom, kao S$to je
7noj, maj¢ino mleko, suze, semena tecnost, cerebros-
pinalna tec¢nost, pljuvacka, i razli¢iti eksudati, upravo
je niska koncentracija leka u vzorku ili ¢ak i mala ko-
li¢ina uzorka. S obzirom na to da se u MEKC metodi

DOX - urine
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Slika 7. Kumulativna kriva ekskrecije nepromenjenog oblika

DOX (doksiciklina) urinom.

Figure 7. Cumulative excretion of unchanged DOX (doxycyli-

ne) in urine.
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injektuje nanolitarksa koli¢ina uzorka, taj deo nije
problem, ali je zato limit detekcije i limit kvantifikaci-
je, ili bolje receno osetljivost metode veliki je pro-
blem za tehniku kao §to je MEKC.

PREDNOSTI I NEDOSTACI MEKC METODE

S obzirom na to da je kroz prethodna poglavlja
napomenuto u nekoliko navrata da je MEKC metoda
veoma efikasna, selektivna, specifi¢na i robustna me-
toda, ali da nema dovoljnu osetljivost, preostaje samo
da na neki nacin dokaZemo da li je to prednost ili ma-
na, i kako se moZe prevazi¢i takav problem. Prednost
nedovoljne osetljivosti MEKC metode u odnosu na
recimo HPLC metodu je §iri opseg linearnosti na ra-
¢un osetljivosti. Ograni¢enje primene MEKC metode
je u detekciji analita u tragovima. Danas postoje naci-
ni pomoc¢u kojih se osetljivost MEKC-a moZe pove-
¢ati i do 1000 puta. Naime, kombinacijom nekih od
modela pripreme i injektovanja, moZe se posti¢i nivo
osetljivosti  koji vazi i za LC/MS/MS sisteme.
Cvrsto—fazna ekstrakcija (SPE) je zapravo metoda
ekstrakcije koja se koristi za preciS¢avanje i poveca-
nje koncentracije iz uzoraka kao S§to su voda, uzorci
zemljiSta, bioloski materijal, hrana, prirodni proizvo-
di i slicno. Procesom nanoSenja uzorka na aktiviranu
kolonu (reverzno faznu, katjonsku, anjonsku, kombi-
novanu), preciS¢avanjem-ispiranjem i eluiranjem ko-
lone uz uparavanje rastvaraca pod strujom azota,
dobija se suvi ekstrakt koji se rekonstituise sa opti-
malnom koli¢inom radnog pufera za MEKC i injektu-
je u sistem. Pored takvog vida povedanja koncentra-
cije analita, moZe se i duZim visoko—volumskim injek-
tovanjem pod maksimalnim pritiskom od 50 mbara
povecati koliina analita u kapilari (ve¢i volumen se
injektuje) i na taj nacin se dobije vedi signal detekto-
ra i bolja osetljivost metode. Takode postoji opcija da
se bez klasi¢nog injektovanja na kraju procesa pre-
kondicioniranja kapilare pod visokim pritiskom (900
do 1000 mbar) neko duze vreme (dva do tri minuta,
zavisi od duZine i volumena same kapilare) injektuje
vzorak. U okviru naSih eksperimenata primenjen je
sistem ¢vrsto—fazne ekstrakcije i visoko—volumensko
injektovanje (30 sekundi pod pritiskom od 50 mbar;
uobicajeno je 5-10 sekundi pod pritiskom od 15-25
mbara). Upotrebom ekstrakcije, modifikovanog
injektovanja i MEKC metode, dobili smo osetljivost
nivoa 1 ug/l. za doksiciklin u humanom urinu, seru-
mu, suzama, salive i semenoj tecnosti (tabela 2) [38].

Pored glavnog nedostatka koji se odnosi na ose-
tljivost i koja se moZe korigovati, MEKC metoda ima
veoma mnogo prednosti. Kao §to je ve¢ napomenuto
moze se koristiti za anlizu kako naelektrisanih tako i
neutralnih analita. Potom je veoma efikasna metoda
koja pod otimalnim uslovima daje pikove karakteris-
ti¢nih oblika i simetrije. U poredenju sa hromatogra-
fijom na tankom sloju i HPLC metodom, ekoloski je
prihvatljivija i rutinski brZe izvodljiva. Sto se ti¢e eko-
loskog aspekta, za MEKC metodu je poznato da zahte-
va samo 2 mL radnog pufera koji sadrZi za okolinu
prihvatljive hemikalije (surfaktanti, fosfati, borat, citrat)

Tabela 2. Statisticki parametri za kalibracionu krivu za DOX
(linearna regresija), sa LOD, LOQ, taénoséu, dnevnom i me-
du dnevnom ponovijivoséu

Tuble 2. Statistical parameters of the calibration curve for
DOX (linear regression), with LOD, LOQ, accuracy, within
and between day repeatability

Analit DOX
DI-LVSS- SPE-LVSS-

Metoda* MEKC MEKC

Uslovi injektovanja 5 OSSni)’ar 5 OSSni)’ar

Koeficijent korelacije (r) 0,9991 0,9990

Opseg linearnosti (mg/l.y ~ 0,1-100,0 0,005-10,0

LOD (mg/L) 0,030 0,001

LOQ (mg/L) 0,100 0,005

Tacnost £ SD (%) 98,3+1,5 97.5+2.4

Preciznost — u okviru

dana %RSD

— migraciono vreme 0,4 0,2

— povrsina pika 1,1 2,4

Preciznost — medu

danima %RSD

— migraciono vreme 1,2 0,4

— povrsina pika 2,1 3.5

Tacnost uzorka + SD (%):

- opterecen urin 99,1 +2.,5 99,4 +2,6

— optereéen serum 96,8 +3,1 98,1 +3,0

— optereéena sperma Nemoguée 98,7+£3,2

— optereéena saliva Nemoguée 99,3+2.1

— optereéene suze 99,0+ 1,5 99,8+ 1,9

*(DI-LVSS-MEKC = direct injection large—volume sample sta-
cking micellar electrokinetic capillary chromatography; SPE-
LVSS-MEKC = solid—phase extraction large-volume sample
stacking micellar electrokinetic capillary chromatography).

i u malom procentu organske rastvarace. Sa 2 mL pu-
fera razdeljenog u dve viale, moZe se uraditi 30 do 40
analiza (u zavisnosti od kapaciteta pufera) dok za isti
broj analiza HPL.C metoda prosecno potrosi litar ve-
oma toksi¢nih organskih rastvaraca kao §to su meta-
nol i acetonitril. Pored svega navedenog, dokazano je
i da je MEKC metoda robustnija od HPLC metode, a
i da je sama kapilara stabilniji sistem neko kolona, a

.....

ZAKLJUCAK

MEKC metoda je poslednjih deset godina dobi-
la znacajno mesto u publikacijama i polako ulazi u
regulatorne protokole. S obzirom na opsti trent "zele-
nih laboratorija" koje su znacajne za zatitu Zivotne
sredine i ne zagaduju je, MEKC metoda sa svim svo-
jim prednostima i manama ¢e postati lider medu te-
hnikama za karakterizaciju novih materijala. Kombi-
nacijom pripremnih postupaka ekstrakcije i na¢inom
injektovanja ¢e vrlo brzo MEKC metoda postati al-
ternativna LC/MS/MS sistemima za analizu bioloSkih
uzoraka, jer je svaki in vivo materijal novi sistem koji
¢eka da bude analiziran uz punu validaciju. Izborom
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MEKC metode bi¢e mogucéa analiza razli¢itih uzora-
ka na efikasan, selektivan, robustan i ekoloski prihva-
tljiv nadin.
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APPLICATION OF MICELLAR ELECTROKINETIC CAPILLARY CHROMATOGRAPHY
FOR ROUTINE ANALYSIS OF DIFFERENT MATERIALS

(Review paper)
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Micellar electrokinetic capillary chromatography (MEKC) has become a
popular mode among the several capillary electro—migration techniques. tic
Most drug analysis can be performed by using MEKC because of its wide
applicability. Separation of very complex mixtures, determination of
drugs in the biological materials, etc., can be successfully achieved by
MEKC. This review surveys typical applications of MEKC analysis. Re-
cent advances in MEKC, especially with solid—phase extraction and lar-
ge-volume sample stacking, are described. Modes of electrokinetic
chromatography including MEKC, a separation theory of MEKC, envi-
ronmental friendly analysis, and selectivity manipulation in MEKC are al-

so briefly mentioned.
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