1. Bevezetés és célkitiizések

A kefalosporinok a jelenleg leggyakrabban hasznalt antibiotikumok, amit
széles antibakterialis spektrumuknak és atoxicitasuknak koszonhetnek. A
kutatasok az egyre novekvd antibiotikum rezisztencia miatt Gjabb és
ujabb kefalosporin antibiotikumok kifejlesztésére irdnyulnak, ami
sziikségessé teszi nagyhatékonysagu, gyors analitikai modszerek
kidolgozasat.

Jelenleg, az elméletileg leghatékonyabb elvalasztasi technikdk az
elektroforézis elvén alapulnak. A kapillaris elektroforézis (CE) mara a
nagyteljesitOképességli kromatografids modszerek mellett a legfontosabb
alternativ analitikai technika. A CE egy rendkiviil univerzalisan
alkalmazhaté moddszer, hiszen a kis méretli szervetlen ionokt6l a nagy
molekulatomegli nukleinsavakig sokféle anyag elvalasztasat leirtak mar,
kiilonosen alkalmas biologiai ¢€s gyodgyaszati szempontbol fontos
vegyiiletek hatékony elvalasztasadhoz.

Munkank soran célul tliztiik ki:

1. Kapillaris elektroforetikus modszer kidolgozasa, mérési
paraméterek tanulmanyozésa és a kidolgozott modszer
analitikai teljesitoképességének meghatarozasa.

2. Klinkai mintdk antibiotikumtartalmanak meghatarozasara
orvosdiagnosztikai céllal.

3. Kefalosporinok fizikai kémiai paramétereinek
meghatarozasa.

4. Mikrofluidikai csipek készitése ¢€s csipben torténd

elektroforézis tanulmanyozasa.



2. Alkalmazott vizsgalati modszerek

Kapillaris elektroforézis. Kisérleteinkhez egy 3DCE (Hewlett Packard)
kapillaris  elektroforézis  késziiléket  hasznaltunk. A mintakat
hidrodinamikus injektalassal (100 mbar's) juttattuk a kapillaris anddos
végeébe. Az elvalasztashoz tobbnyire 64,5 cm (effektiv hossz: 56 cm)
hossza 50 um belsé atmérdji kvarckapillarist (Polymicro Technology)
hasznaltunk. Az alkalmazott fesziiltség +25 kV volt, a kapillaristart6
kazettat 25 °C-on termosztaltuk. A kapillarist 25 mM koncentraciojua, 6,8
pH-ju foszfat pufferrel tolttilk meg, mely fehérjetartalmi mintdk esetében
anionos feliiletaktiv anyagot, natrium-dodecil-szulfatot (SDS) is
tartalmazott. A detektalas spektrofotometridsan tortént, és a diddasoros
detektor alkalmazdsa miatt lehetéség volt 190-600 nm kozott spektrum
felvételére is. Az elektroferogramokat ChemStation 7.01 programmal
(Agilent) értékeltiik ki. A klinikai mintdk elemzése soran a késziilék
mintatart6jat (Julabo F12) +10°C-on termosztaltuk.

Kapillaris elektroforézis-tomegspektrometria. A CE-MS méréseket
CE’P-MSD-TRAP-XCT késziiléken (Agilent Technologies, USA)
végeztik, amely elektrospray ionforrassal (ESI) és ioncsapdas
tomeganalizatorral volt felszerelve. Az elektroforézis folyaman 50 mM
koncentraciéju (pH 9,8) ammoniumacetat puffert hasznaltunk. Az
ionizacid 3 kV fesziiltség felhasznalasaval negativ modban tortént (-MS).
pH-potenciometria. A potenciometrias titralasokat egy Radiometer pHM
93 késziilékkel végeztiik, melyhez egy Metrohm kombinalt {ivegelektrod
(tipus: 6.0234.100) és egy Metrohm 715 Dosimat biiretta tartozik. A
titralasok megkezdése elétt az elektrodot 20 percen at 0,05 M kalium-
hidrogén-ftalat oldattal puffereltiik 25 °C-on.



Mikrofluidikai csip. A PDMS csip készitéséhez un. lagy litografias
technikat hasznaltunk. A PDMS oligomer és a térhaldsitdé (Sylgard 184,
Dow Corning, Midland, MI) 10:1 aranyu elegyét az 6ntéformara ontottiik,
majd egy orara 65°C-os kemencébe tettilk, ahol megkeményedett. A
PDMS réteget oOvatosan lehuztuk az Ontéformar6l, megkapva az
ont6forma lenyomatat a PDMS feliiletén. A csatorndk végeinél
lyukasztassal kialakitottuk a 300 um atmérdjii portokat. A csip also és
felsd részének megfeleld feliileteit levegd plazmaban (PDC-32G, Harrick)
torténd  aktivalas  utdn  egymadsra  helyezve  irreverzibilisen
Osszekapcsolddtak. A kész csip szepardcids csatornajanak a végébe kb. 1
cm hosszusagban, 5 pm szemcseatmérdji Cl18-as kromatografias
részecskékbdl (Microsorb 100-5 Varian) egy tomor toltetet alakitottunk
ki, hogy hidrodinamikus injektalast tudjunk végezni. A toltet kialakitasa
utdn a csipet megfeleld pufferrel atmostuk, és az elektrodok, a
perisztaltikus pumpacsé csatlakoztatdsaval, valamint az optikai szalak

pozicionalasaval elkésziilt a mikrofluidikai csip az analitikai munkéhoz.



3. Uj tudomanyos eredmények

3.1. Kapillaris zonaelektroforetikus modszert fejlesztettiink ki
nagyszamu kefalosporin meghatdrozasahoz. Megdllapitottuk, hogy az
elektrolit SDS tartalma nem volt befolydssal az elvalasztds
mechanizmusdra, ugyanakkor a nagy fehérjetartalmu mintdik esetében

az SDS tartalom jelentosen csokkentette a zavaro hatdsokat.

Munkank soran a CZE elemzés kisérleti paramétereinek kivalasztasanal
megvizsgaltuk, hogy a mérési korilmények valtoztatdsa (a
pufferelektrolit pH-ja, koncentracioja, feliiletaktiv anyag
alkalmazhatésaga, kapillaris hossza, injektalt minta mennyisége €s az
elvalasztas soran alkalmazott fesziiltség) hogyan befolydsolja az
elvalasztas hatékonysagat. A kifejlesztett modszerrel 14 kefalosporinra
megfeleld elvalasztast tudtunk elérni. A feliiletaktiv anyag (SDS) jelenléte
nem valtoztatta meg az elvalasztds mechanizmusat, csupan az ionerdsség
megvaltoztatasan keresztiil volt hatdssal a komponensek migracids
idejére. A kidolgozott modszerrel a kimutatési hatarok 0,42 és 1,62 pg/ml
kozott alakultak (a klinikai mintdk antibiotikumtartalma altaldban ezen
értékek felett van), a migracioés idok szoérasa 1,3 RSD%, a jelteriiletek
szorésa pedig 2,8 RSD%-nal kisebb volt.

Fehérjetartalmi mintdk elemzésekor a puffer SDS tartalma javitotta a
mérés szelektivitasat és reprodukalhatoésagat. Ennek oka, hogy az SDS a
fehérjék feliiletére adszorbedlédva a fehérjék nettdé negativ toltésre
tesznek szert, igy a kefalosporinoktol elkiiloniilten, azok utan jelentek
meg az elektroferogramon. A negativ toltésti  fehérjék nem
adszorbedlodtak a kapillaris falara. Nagy matrixtartalmii mintdkban

(klinikai mintak, fermentlevek, stb.) a 270 nm-en val6 detektalas elonyos.



3.2. Megallapitottuk, hogy 10 oraval vizhen valo felolddsukat kidvetdoen a
kefalosporinok 20-40 %-a bomlott el. Igazoltuk, hogy a cefuroxim
bomlastermékei a hatéanyag hidrolizise és dekarboxilezodése révén

jottek létre.

Eredményeink azt igazoltdk, hogy a kefalosporinok bomlasanak
sebessége nagymértékben fiigg attdl, hogy milyen koriilmények kozott és
mennyi ideig taroljuk az antibiotikum oldatokat. A legtobb antibiotikum
mennyisége a kimutathatosagi hatar ala csokkent 260 oraval a feloldast
kovetden. A cefuroxim esetében azt is megvizsgaltuk milyen
bomlastermékek keletkeznek, és hogyan valtoznak ezek koncentracioi. A
bomlastermékek azonositdsdra CE-MS technikat hasznaltunk.

A +4°C és -18°C-on tarolt mintdkban jelent6sen csokkent a bomlas
sebessége a szobahdmérsékleten tarolt oldattal 6sszehasonlitva (-18°C-on

tarolva a kefalosporinok bomlasa nem volt kimutathat6 50 ora alatt).

3.3. Igazoltuk, hogy nagy madtrixanyag tartalmu mintik (szérum,
sebvdladék, liquor, vizelet) kozvetleniil, mintaelokészités nélkiil a
kapillarisba injektalhatok, és a kefalosporinok mennyiségileg
meghatarozhatok.  Bizonyitottuk a liofilizdalasi mintaelokészités
hatékonysdagdat és helyességét a nagy visgkozitasu, inhomogén
tracheobronchialis viladék mintdik elemzésénél.

Igazoltuk, hogy a vizelet, sebvaladék, liquor és szérum mintdk elemzése
CZE-vel mintakezelés nélkiil is lehetséges. Magas fehérjetartartalmu
mintak (szérum, sebvaladék) elemzése esetén SDS-t adalékoltunk a puffer
elektrolithoz. A tracheobronchialis valadék mintdk (kopet) direkt

injektdldisa nem eredményezett reprodukalhatd —méréseket nagy



viszkozitdsa és inhomogenitdsa miatt, ezért ezen mintak hatékony
mintaeldkészitésére liofilizalasi eljarast dolgoztunk ki.

Nagy  matrixtartalmi  mintdk  elemzése esetén a  mérések
reprodukélhatosaganak javitdsdhoz haromlépcsés (NaOH, SDS, puffer)

posztkondicionalasi eljarast alkalmaztunk.

3.4. Igazoltuk, hogy kapillaris elektroforézis alkalmas egyszerre tobb
kefalosporin pK-janak a meghatdrozdsdara. A meghatdarozdsok nemcsak
tiszta oldatokban, hanem kiilonbozo matrixokban (0,9 % NaCl-oldat,

fermentlé, szérum) is elvégezhetok.

A CE nagy hatékonysagii elvalasztasi képességét kihasznalva ot
kiilonboz6 kefalosporin (cefaklor, cefadroxil, cefoperazon, cefotaxim,
cefoxitin) pK-jat egyszerre hatdroztuk meg. Az otféle kefalosporint
tartalmazé oldat kiillonb6z6 pH-n késziilt elektroferogramjai alapjan
szamolt effektiv mozgékonysagi adatokat felhasznalva szamoltuk ki a pK
értékeket. Az igy meghatarozott pK értékek jo egyezést mutattak a pH-
potenciometridsan meghatarozott eredményekkel, illetve az irodalmi
adatokkal.

A cefalexin kiilonb6z6 matrixokban felvett elektroforetikus mobilitasi
gorbéi gyakorlatilag megegyeztek a tiszta vizes oldatban meghatarozott
mobilitdsi gorbéjével, ezért a szamolt pK értékek sem kiillonboznek

szamottevoen.



3.5. Megallapitottuk, hogy PDMS mikrofluidikai csipekben az egymadast
koveto mintainjektdalasok folyaman valtozik a PDMS fal toltése és ennek
kovetkeztében az elektroozmotikus daramlas (EOF) mértéke.
Megadllapitottuk, hogy anionos feliiletaktiv anyag csipbe injektdldsat
kovetoen dllando EOF alakithato ki. A PDMS mikrofluidikai csipben
hasonlo elvilasztasok érheték el az antibiotikumokra mint a
hagyomdnyos kvarckapillarisokban mind a CZE, mind a MEKC

technikak esetéen.

A kapillaris/csatorna feliiletének (toltésének) nagy hatdsa van az
elvalasztasokra; mivel a kvarckapillarisban és a PDMS csipben a feliiletek
toltése jelentdsen kiilonbdzik, az lenne vérhato, hogy az elvélasztasok is
kiilonboznek. Négy antibiotikum elvalasztasat csipekben elvégezve
zonaelektroforetikusan ~ és MEKC technikaval, a  kapott
elektroferogramjaink azonban igen hasonléak a hagyomanyos kapillaris
elektroforézissel ~ kapott  eredményekhez. Mindezek  alapjan
nagysagrendileg hasonlo EOF-et kell feltételezniink a kvarckapillarisban
¢s az alkalmazott PDMS csipben.

Elemzéseink soran bizonyitottuk a PDMS csip fali adszorpcidjanak
Osszetett voltat és jelent0ségét a kefalosporinok elvalasztasan keresztiil. A
mintaoldatok altaldban tartalmaznak fali adszorpcidéra hajlamos
vegyiileteket. Amig a PDMS feliilet képes adszorpcidra (van szabad rész,
ahovd nem adszorbedlodott még ionos komponens), addig az EOF
erdssége az egymdst kovetd elemzések folyaman valtozik. Anionos
feliiletaktiv anyag (SDS) csipbe injektalasaval azonnal kialakithaté egy

id6ben allando, viszonylag erés EOF.



3.6. Igazoltuk, hogy hat vizsgalt kefalosporin koziil csak a ceftriaxon
esetében érheto el terdpias koncentracio a tracheobronchidlis
valadékban. Kimutattuk, hogy a hosszabb idejii agymiitétek sordn csak
ugy biztosithato a terapids antibiotikum koncentrdcio a szérumban,
liquorban és sebvaladékban, ha nemcsak a miitét kezdetén, hanem

annak harmadik ordjaban is adnak 1 g cefazolint a betegnek.

Az antibiotikum kezelés ellenére a vart terapias hatas sokszor elmaradt, és
a mortalitasi adatok néttek a pneumodnidban szenvedd betegek korében.
Ez a probléma felvetette a gydgyszeres terapia soran adott kefalosporinok
penetracidjanak a vizsgalatat a tracheobronchidlis valadékba (kopet).

A cefazolin, cefamandol, cefuroxim, ceftazidim ¢és a cefepim
koncentracidja a kopetben 0,4-0,8 pg/ml koncentracié alatt maradt, ami
nem ¢éri el a baktériumok pusztuldsdhoz sziikséges minimalis gatld
koncentraciot (MIC). A tracheobronchialis valadékban csak a ceftriaxon
jelenlétét tudtuk igazolni, melynek koncentracidja 1,9+1,3 pg/ml kozott
alakult. A ceftriaxon mennyisége a szérumban a legnagyobb, ettdl kisebb
a liquorban ¢és a tracheobroncialis valadékban a legkisebb a
koncentracidja, ami megfelel a gyogyszer kiillonb6zé matrixokba vald
penetracidjanak varhatd mértékével. A tobbi vizsgalt antibiotikum kis
mértékil penetracidja a tracheobronchialis valadékba az oka annak, hogy a
terapia nem mindig hozott javulast a betegek allapotaban.

A miitét elott beadott 1 g cefazolin koncentracidja a beadast kovetden 4-
12 ora elteltével a baktériumok pusztulasahoz sziikséges MIC érték ala
csokken a szérumban, a liquorban és a sebvaladékban, ezért hosszabb
idejii (6-8 oras) mitétek alatt nem biztositott védelmet a fertézések

kialakulasa ellen.



4. Az eredmények varhato gyakorlati alkalmazasa

Ertekezésemben olyan hatékony analitikai eljarasok kidolgozasat tiiztem
ki célul, melyek természetszeriileg oOnmagukban hordozzdk az
alkalmazasi lehetdségeket (gyogyszeripar, orvosdiagnosztika,
¢lelmiszeripar).

A pK meghatarozasokndl a CZE hasznalatanak eldnyei (pl. tobb
komponens pK-janak egyidejii meghatdrozédsa, bomlékony vagy
szennyezett mintdk elemezhetdsége, kis térfogatd, viszonylag kis
CE-vel torténé pK meghatdrozas kiilonosen hasznosnak bizonyulhat a
gyogyszeriparban, mert nem sziikséges a vizsgalandd komponens
extrakcidja €s tisztitasa.

A kidolgozott liofilizalasi eljaras lehetdséget ad a nagy viszkozitasu,
inhomogén mintdk hatékony mintaelokészitésére. A  kiilonbozo
testfolyadékokban CE-vel meghatarozott kefalosporin koncentracio a
klinikai gyakorlatban fontos segitséget nyujthat a hatékony gyogyszeres
terapia kialakitasdhoz.

Napjainkban a tudomanyos kutatasok egyik fontos irdnya a kiilonb6zo
analitikai miiszerek méretének csokkentése, ugy, hogy ezzel egyiitt a
hagyomanyos berendezésekhez képest nagyobb elemzési sebesség legyen
elérhetd kevesebb felhasznalt minta és vegyszer mennyiség
felhasznalasaval. Annak ellenére, hogy szamos mikrofluidikai
kozleményt taldlunk, ezek koziil viszonylag kevés cikk foglalkozik
gyogyszervegyliletek meghatarozasaval, mivel a pardnyi elvalasztott
mintazonak (< 100 pl) érzékeny detektalasanak, illetve az elemzések
megfeleld reprodukalhatdsdganak biztositasa még tovabbi kutatasokat

igényel.
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1. Introduction and objectives
Nowadays cephalosporins can be considered as one of the most

frequently used group of antibiotics due to their broad antibacterial
spectra and atoxicity. The researches focus on the developement newer
and newer cephalosporins antibiotics because of the increase of the
antibiotics resistance.

Resently the theoritically most efficient separation techniques are based
on electrophoresis. Capillary electrophoresis (CE) now is one of the most
important alternative analytical technique besides high performance
chromatographic techniques. CE can be used universally because it is
capable to separate wide choice of compounds ranged from inorganic ion
to nucleic acids, especially useful to separate pharmaceutical compounds,
which have medical importance.

The aim of our work were:

1. Development of capillary electrophoretic method for
cephalosporins, studying the instrumental parameters and
determination of analitical performance data.

2. Determination of antibiotic content of clinical samples for
medical diagnostic necessity.

3. Determination of  physicochemical parameters of
cephalosoporins.

4. Preparation and the study of electrophoresis in microfluidic

chips.
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2. Applied methods and equipments

Capillary electrophoresis. The CE instrument was a 3DCE model
(Hewlett Packard). In all measurements hydrodynamic sample
introduction was used for injecting samples. The sample solution were
introduced at the anodic end of the capillary. Separations were performed
using a polyimide-coated fused silica capillaries of 64,5 cm (effective
length: 56 cm)x 50 um i.d. (Polymicro Technology). The applied voltage
was +25 kV. The temperature of the capillary holder was kept at 25 °C.
The background electrolite was 25 mM phosphate, pH 6.8, which
contained sodium-dodecil-sulfate (SDS) in case of analysis of biological
samples. The photometric detection was carried out at 270 nm. The diode
array detection system also made it possible to record the UV spectra
betwen 190-600 nm. The electropherograms were recorded and processed
by chemstation computer program of 7.01 version. The sample tray was
kept at +10°C during the analysis of clinical samples (Julabo F12).
Capillary  electrohoresis-mass  spectrometry. @ The  CE-MS
measurements were performed using a CE’’-MSD-TRAP-XCT
instrument (Agilent Technologies, USA) equipped with electrospray
ionization (ESI) and iontrap mass analizator. The background electrolite
was 50 mM ammonium-acetate (pH 9,8). The ionization was carried out
in negative mode with use of 3 kV.

pH-potentiometry. A Radiometer pHM 93 instrument equipped with a
Metrohm combined electrode (type 6.0234.100) and Metrohm 715
Dosimat burette were used for the pH-metric measurements. Before the
potentiometric titration the electrode was conditioned with 0,005 M

potassium-hydrogen-phtalate during 20 minutes at 25 °C. The electrode
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system was calibrated according to Irving et al, the pH-metric readings
could therefore be converted into hydrogen ion concentration.

Microfluidic chip. The PDMS chips were prepared by using a mold
created by soft lithography. The PDMS chip was fabricated by cast
molding of 10:1 mixture of PDMS oligomer and cross-linking agent
(Sylgard 184, Dow Corning, Midland, MI). The PDMS mixture was
degassed and baked for 1 hour in an oven at 65°C. After reticulation the
plastic plate was carefully removed and PDMS replicas were peeled off
from the mold. Holes (300 um diameter) for the liquid connections were
punched through the PDMS chip. The chip was irreversibly sealed onto a
PDMS layer using air plasma (PDC-32G, Harrick). 1 cm length of
packing of reversed-phase chromatographic packing material consisted of
porous, C18-modified, 5 pum particles (Microsorb 100-5 Varian) was
created in the end of the separation channel in order to perform
hydrodynamically injection. The chip was conditioned with buffer
electrolite, the Pt electrodes, the tube of peristaltic pump were jointed, the
UV optic fibers were positioned and the chip was completed for analytical

works.
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3. Results

3.1. We developed capillary zone electrophoresis (CZE) method for the
determination of cephalosporins. We established that the contain of
SDS of the background electrolite did not alter the mechanism of the
separation, but in case of high protein content the SDS minimalized the

disturbing effect.

The effects of the different parameters of the analysis (pH, concentration
and SDS content of the running electrolyte, applied voltage, length of the
capillary, the amount of the injected sample) on the separation were
studied. We could achieve an appropriate resolution for fourteen
cefalosporins with the developed CZE methods. The detergent had no
influence on the mechanism of the separation, only effected the migration
times due to the increasing of the ionic strength of the buffer electrolite.
The limit of detection ranged betwen 0,42 and 1,62 pg/ml (the levels of
cephalosporins of clinical samples are usually above these values). The
precision of migration times and peak areas were 1,0 RSD% and 1,8
RSD% respectively. The detergent decreased the disturbing effect of the
protein during the electophoresis improving the selectivity and
reproducibility of the measurement. The SDS links on the surface of the
proteins, giving them net negative charge, so the proteins and
cephalosporins separated well, proteins migrated after cephalosporins.
Negative proteins did not able to adsorbe on the wall of the capillary. In
the case of biological samples the detection wavelength of 270 nm is

more advantageous.

16



3.2. We established that 20-40 % of the cephalosporins degraded after
ten hours of dissolution in water later. We proved that the degradation
products of the cefuroxime were formed by hydrolysis and

decarboxylation.

The degradation of cephalosporins depends on the temperature of the
medium and on the time. The amount of the most antibiotics decreased
under their limit of detection after 260 hours of dissolution in water.

We examined the structures and the concentrations of degradation
products of cefuroxime. We used CE-MS technique to identify the
degradation products.

At +4°C and -18°C the degradation of the compounds is considerably
decreased. The decomposation of cephalosporins kept at -18°C did not

occur up to 50 hours.

3.3. We concluded that high matrices containing samples (serum,
wound secration, cerebrospinal fluid, urine) can be injected directly
without any sample pretreatment into the capillary, and the quantity of
cephalosporins can be determined. We proved the efficiency and
accuracy of the sample pretreatemnt of highly viscous, non-

homogenous sputum samples.

We proved that the analysis of urine, wound secration, cerebrospinal fluid
and liquor was possible with CZE method. We added SDS to the buffer
electrolyte in case of highly proteinacous samples (serum, wound
secration). The direct injection of sputum was only slightly reproducible
because of its high viscosity and inhomogenity. The lyophilization was

found to be an effective pretreatement of these samples.
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During the analysis of biofluid samples the capillary was post-

conditioned by flushing with NaOH, SDS and buffer after each run.

3.4. We proved that CZE method is capable of determining the pK
values of several compounds at the same time. The determinations can
achieve not only pure solutions, but also in different matrices (0,9 %

NaCl solution, fermentation matrix, serum).

With the help of the high separation resolving ability of CZE the pK
values of five cephalosporins (cefaclor, cefadroxil, cefoperazone,
cefotaxime, cefoxitine) could be determined.

We determined pK values from the electrophoretic mobility data obtained
in different pH. The determined pK values by CZE and by pH-
potentiometry are close to each others, and similar to the literature data.
The electrophoretic mobility curves of cefalexin in different matrices
were practically invariable, the calculated pK values did not differ from

each other.

3.5. We concluded that the charge of the wall of the PDMS therefore
the rate of electroosmotic flow (EOF) altered after each injection in
microfluidic chips. We established that injection of anionic detergent
into the separation chanel producing constant EOF. The CZE and
MEKC separation of antibiotics carried out in microfluidic chip and

conventional fused silica capillary were very similar.

The surface of the capillary/separation channel has great affect on the
separation, because the charge of the surfaces are significantly different,

so it would be expected that the separation also are different.
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In case of four antibiotics the obtained electropherograms are similar with
chip and conventional capillary electrophoretic techniques. We assume
similar EOF in PDMS chip and in fused silica capillary.

During our analysis we proved the complexity and importance of
adsorption on the PDMS chanel wall through the separation of
cephalosporins. Since the complex samples always contain components,
which more or less tend to adsorb to the PDMS, until the surface is able
to adsorb any material the strength of the EOF will be changed. Injecting
anionic detergent (SDS) can cover the inner surface of chip producing

strong, constant EOF.

3.6. We proved that among six cephalosporins only ceftriaxone reached
the therapeutical level in tracheobronchial secretion. We established the
need for additional dose of cefazoline in long term operation to assure
the therapeutical concentration in serum, in cerebrospinal fluid, in

wound secretion.

In spite of the targeted treatement the therapy seemed to be often
ineffective and mortality increased among patients who suffered from
nosocomial pneumonia. This problem led to an investigation of the
penetration of cephalosporins antibiotics into the sputum.

The concentrations of cefazoline, cefamandole, cefuroxime, ceftazidime
and cefepime were 0,4-0,8 pg/ml, which did not reach the minimal
inhibitor concentration, (MIC) for destruction of bacteria. Ceftriaxone
was the only one of the investigated six cephalosporins that had a
measurable concentration in the sputum (1,9£1,3 pg/ml). The low
penetration of other five antibiotics in the tracheobronchial secretion can

be one of the reasons for ineffective therapy of pneumonia.
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Applicating only single dose of 1 g cefazoline it’s concentration in serum,
cerebrospinal fluid, wound secretion remained under MIC value after 4-
12 hours, therefore was not effective against bacterial infections during

long term (6-8) operation.
4. The expected practical application of our results

In our work we focused on the development of analytical procedures
which involve the application possibilities (pharmaceutical industry, ,
food industry, medical diagnostic).

The advantages of determination of pK values by CZE (simultaneous
determination, sample quality, solubility, purity) can be utilized. The
direct analysis from real samples has great importance because it is not
necessary to extract and purify the analyzed compound so accurate pK
values are easy to obtain during drog discovery in pharmaceutical
industry.

The lyophilization was found to be an effective pretreatment of highly
viscous samples. Capillary electrophoresis can be applied for monitoring
of cephalosporins in clinical samples to assist in the checking of the
effectiveness of the applied antibiotic.

Nowadays the one of the important field of the scientific research is
miniaturization of the analytical instruments in order to achieve even
bigger high throughput with smaller amount of sample and reagent
consuption. Although numerous paper can be found on the field of
microfluidic, there are only relatively few publications which deal the
determination of pharmaceutical compounds because further research is
needed to improve reproducibility of the measurements and to achieve

even better detection sensitivity for the minute volume.
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