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Abstrakt (CZ)

V ramci prvni ¢asti této prace byly vyvinuty analytické metody pro stanoveni
necistot ucinnych latek v kombinovanych 1é¢ivych ptipravcich. Vyvoj metod zahrnoval
optimalizaci pfipravy vzorkli i jejich chromatografického stanoveni. Metody byly
zvalidovany dle platné mezinarodni smérnice International Conference on
Harmonization (ICH) a byla potvrzena jejich aplikovatelnost pro stanoveni necistot ve
stabilitnich vzorcich 1é¢ivych piipravkli. Necistoty paracetamolu, kodein fosfat
hemihydratu a pitofenon hydrochloridu v pfitomnosti ¢tvrté ucinné latky fenpiverin
bromidu byly separovany iontové parovou reverzni chromatografii s gradientovou eluci.
Byla pouzita kolona Symmetry Cis, 250 x 4,6 mm, 5 pm vyhtatd na teplotu 35 °C.
Detekéni metoda byla zvolena spektrofotometrickd s vlnovymi délkami 220 nm pro
necistotu K paracetamolu, 245 nm pro paracetamol a jeho ostatni necCistoty a 285 nm
pro kodein, pitofenon a jejich necistoty. Pro separaci a stanoveni necistot valsartanu,
amlodipin besilatu a hydrochlorothiazidu byla vyvinuta UHPLC metoda v reverznim
chromatografickém modu s gradientovou eluci. Byla pouzita kolona Zorbax Eclipse Cs
RRHD, 100 x 3,0 mm, 1,8 um vyhiata na teplotu 30 °C. Detek¢ni metoda byla zvolena
spektrofotometricka s vlnovymi délkami 225 nm pro valsartan, jeho necistoty a
neCistotu D amlodipin besilatu, 360 nm a 271 nm pro amlodipin, respektive
hydrochlorothiazid a jejich necistoty.

Ve druhé ¢asti prace byly pripraveny monolitické stacionarni faze ve formeé tenké
vrstvy na sklenéném nosi¢i. Polymerizacni smési obsahovaly glycidyl-methakrylat a
2-hydroxyethyl-methakrylat (monomery), ethylenglykol-dimethakrylat (sitovaci
¢inidlo), dekan-1-ol, cyklohexan-1-ol, propan-1-ol a butan-1,4-diol (porogenni slozky)
v raznych pomérech a 2,2-dimethoxy-2-fenyl-acetofenon (iniciator). Polymerizace
monolitd (UV iniciace, 254 nm) probihala mezi plexisklovou destickou a silanizovanym
mikroskopickym sklickem oddélenymi teflonovym tésnénim s definovanou tloustkou
25,50, 76 a 127 um. Sledovanymi charakteristikami monolitickych vrstev byly zejména
jejich mechanickd odolnost a rychlost vzlinani hexanu v zévislosti na slozeni
polymerizacni smési. Vybrana monolitickd vrstva byla testovana jako stacionarni faze

pro hmotnostni detekci s desorpéni atmosférickou fotoionizaci (DAPPI).



Abstract (EN)

In the first part of this work, analytical methods for determination of impurities of
active pharmaceutical ingredients (API) in combined pharmaceutical dosage forms were
developed and validated. Development of the methods covered both the optimization of
sample preparation procedure and chromatographic conditions. The methods were
validated according to International Conference on Harmonization guideline and both of
them were confirmed to be able to analyze stability samples. Impurities in paracetamol,
codeine phosphate hemihydrate and pitophenone hydrochloride in the presence of fourth
API fenpiverinium bromide were separated by using ion-pair reversed phase
chromatography with gradient elution. Symmetry Cis, 250 x 4,6 mm, 5 pm heated to
35 °C was used as a separation column. A diode array detector was used. The detection
wavelengths were set as follows: 220 nm for paracetamol impurity K, 245 nm for
paracetamol and its other impurities and 285 nm for codeine, pitophenone and their
impurities. Impurities in valsartan, amlodipine besylate and hydrochlorothiazide were
separated by reversed phase UHPLC method with gradient elution. Chromatographic
column Zorbax Eclipse Cs RRHD, 100 x 3,0 mm, 1,8 um heated to 30 °C and
spectrophotometric detection were used. The detection wavelengths were set as follows:
225 nm for valsartan, its impurities and for impurity D of amlodipine besylate, 360 nm
and 271 nm for amlodipine, respectively hydrochlorothiazide and their impurities.

In the second part of this work, thin-layer monolithic stationary phases were
prepared on a glass holder. Polymerization mixtures contained glycidyl-methacrylate
and 2-hydroxyethyl-methacrylate (monomers), ethyleneglycol-dimethacrylate (cross-
linker), decan-1-ol, cyclohexan-1-o0l, propan-1-ol and butan-1,4-diol (porogens) in
different ratios and 2,2-dimethoxy-2-phenyl-acetophenone as an initiator. Monolithic
layers were prepared in-situ (UV initiation, 254 nm) between plexiglass and silanized
glass layers separated by teflon gasket with defined thickness of 25, 50, 76 and 127 um.
The main examined characteristic of the monolithic layers were their mechanical
stability and speed of capillary action of hexane depending on composition of
polymerization mixture. The selected monolithic layer was tested as a stationary phase

for mass detection with desorption atmospheric pressure photoionization (DAPPI).
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Seznam zkratek a symboli

Aot koeficient van Deemterovy rovnice
AMLO ..ot amlodipin

APL i ucinna léciva latka

AV e plocha piku

AU i absorbance
B koeficient van Deemterovy rovnice

DAL e bar

BEH ..o Ethylene bridged hybrid

BP oo Britsky 1€kopis

C e koeficient van Deemterovy rovnice

OC et stupeni Celsia

Cl8 ettt oktadecyl

8 et oktyl

CL ot Cesky 1ékopis

CIM ottt centimetr
Ao operator derivace
DAPPL......ooeiiieieeeeeeee desorpc¢ni fotoionizace za atmosférického tlaku
DM difuzni koeficient
DMPAP.....oooiiieieeeeeeeen 2,2-dimethoxy-2-fenyl-acetofenon
APt velikost (primér) Castice

AP it tlakovy spad
EDMA....cciiiiiieeeeee e ethylenglykol-dimethakrylat

D oo faktor odporu kolony
e gram

/L gram na litr

[0k 1010 ) DU gram na mol

GMA ..o glycidyl-methakrylat

H oo vyskovy ekvivalent teoretického patra
Tl vyska piku

HCTZ. oo hydrochlorothiazid
HEMA.....ccooiiieeeeeeee e 2-hydroxyethyl-methakrylat
HILIC....ooiiieeeeeeeee hydrofilni interak¢éni kapalinovéa chromatografie
HPLC ..o vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
HPTLC.....ooeieeeeeeeeeeee vysokoucinna tenkovrstva chromatografie
HZ.ooooiicce Hertz

TEC . iontoveé vymeénna chromatografie
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ICH ..o, International Conference on Harmonization

IP e ionotove parova chromatografie
TP Japonsky 1ékopis
L délka kolony

LC e kapalinovéa chromatografie

LOD ..ot limit detekce

LOQ e limit stanovitelnosti
Mo molarni koncentrace, mol/L

PIM .o milimolarni koncentrace, mmol/L
MEF oo relativni molekulovd hmotnost
MALDI .....ooooviiiiieieeieeeeee matrix assisted laser desorption and ionozation
MEKC ...t micelarni elektrokinetickd chromatografie
1007 PSS miligram
mME/ML....cocooniiiiiiiiecee miligram na mililitr

1011 PP mililitr

ML/MIN oo mililitr za minutu

110100 DO PPRRRR milimetr

100100 V£ SO SR milimetr za sekundu

10070) VA SR mol na litr

10210010 /4 PP milimol na litr

MS hmotnostni spektrometrie

MV e milivolt

MV/Su ittt milivolt za sekundu

10072 USRS hmotnost ku néboji
Lo mikrolitr

WL/MIN (e mikrolitr za minutu

V535 DU PSPSTR mikrometr

0181 PP PPPPPPPPPRN nanometr

NMR e nukledrni magneticka resonance

T et ettt et n viskozita

PDA ..o detektor s diodovym polem

Ph. Eur. ...coooovieiiieeee Evropsky 1€kopis

PIF UKo Prirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy
PVDF ..o polyvinylidene fluoride (teflon)
R chromatografické rozliseni

RP o reverzni stacionarni faze (nepolarni)
150) 10 DOR SR otacky za minutu
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RSD .o relativni smérodatnd odchylka

SEC ...t vylu€ovaci chromatografie

SEC .. superkritickd fluidni chromatografie

S et faktor symetrie

b e cas

IR oottt retencni Cas

TLC ittt tenkovrstva kapalinova chromatografie
TOF i detektor doby letu

U e e e e e s linearni pritokova rychlost

UOPT «veenveeenveeseeesseeseeesseesseeesaneenneees optimdlni linearni pratokova rychlost

U oo napéti

UV e ultrafialova oblast spektra

UHPLC ..o ultra vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
UPLC® ..ottt Ultra performance liquid chromatography
UTLC it Ultra thin-layer chromatography

USP .o Americky lékopis

UZ oo ultrazvuk

VALS Lo, valsartan
Ve volt

W o watt

% MM % hmotnostni
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Cile prace
Cilem prvni ¢asti této prace byl vyvoj analytickych metod pro stanoveni necistot
ucinnych latek v kombinovanych Iécivych pfipravcich. Pro tento ucel byly vybrany dva

1é¢ivé pripravky:

* Spasmopan®, lékova forma C&ipky kombinujici ucinné latky paracetamol
v obsahu 500 mg, kodein fosfat hemihydrat v obsahu 19,2 mg, pitofenon
hydrochlorid v obsahu 10 mg a fenpiverin bromid v obsahu 0,1 mg na jeden
¢ipek.

* Potahované tablety kombinujici G¢inné latky valsartan v obsahu 320 mg,
amlodipin besildt v obsahu 10 mg a hydrochlorothiazid v obsahu 25 mg na

jednu potahovanou tabletu.

Vyvoj metod zahrnoval paralelni optimalizaci pfipravy vzorku a
vytéznost, opakovatelnost, stabilita analytl, kompatibilita s chromatografickymi
podminkami, jednoduchost a ¢asovd nenarocnost. Vlastni chromatografické metody
byly optimalizovany z hlediska selektivity, preciznosti, pfesnosti, rozsahu, citlivosti,
robustnosti a byly zvalidovany dle platné mezinarodni smérnice ICH. Vhodnost metod
pro stabilitni studie 1é¢ivych pfipravkil byla potvrzena analyzou expirované Sarze
Spasmopanu® a degrada¢ni studie v piipadé potahovanych tablet.

Cilem druhé casti prace byla pfiprava monolitickych stacionarnich fazi pro
tenkovrstvou chromatografii s hmotnostni detekci analyti pomoci desorpcni
fotoionizacni techniky DAPPI. Na zakladé publikovanych praci byl vyvinut postup
piipravy monolitickych tenkych vrstev v podminkach nasi laboratofe. Monolity byly
pfipraveny na bazi methakrylatu z divodu moznosti iniciace UV zéafenim a
pfedpokladaného pouziti v normalnim chromatografickém moédu. Klicovymi
sledovanymi parametry byla mechanickd odolnost nutnd pro desorpéni ionizacni

techniku a rychlost vzlinani mobilni fdze umoznujici chromatografickou analyzu.
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1. Stanoveni obsahu necistot uc¢innych latek

v kombinovanych 1é¢ivych pripravcich

1.1 Teoreticky uvod

1.1.1 HPLC a UHPLC ve farmaceutické analyze

Kapalinova chromatografie (LC) je dnes nejcastéji pouzivanou metodou ve
farmaceutické analyze pro stanoveni obsahu a Cistoty ucinnych latek jak samotnych, tak
i jako slozek v lécivych piipravcich [1]. Masivni rozvoj HPLC v druhé poloviné
20. stoleti vedl ke standardizaci této metody ve farmaceutické analyze a zejména diky
jeji selektivite a citlivosti umoznil zvysit naroky na kvalitu 1é¢iv. Metodika LC, vcetné
pozadavki na chromatograficky systém, zahrnujici parametry HPLC i UHPLC, je
obecné popsana v Evropském I1ékopisu [2].

Technologicky vyvoj LC prakticky kopiruje neustdlou snahu o dosazeni vyssi
separacni Uc€innosti pii kratSim case analyzy. Z van Deemterovy rovnice (1) ve
zjednoduseném tvaru [3] je patrné, Ze zvySeni ucinnosti separa¢niho systému lze

dosahnout snizenim velikosti ¢astic a optimalizaci linearni pratokové rychlosti:
H=A4-dp+ B-Du/u+ C-(dp)*> u/Du (1)

kde H je vyskovy ekvivalent teoretického patra, 4 koeficient piispévku vitivé
difuze, dp velikost ¢astic, B koeficient prispévku molekularni difuze, Dy difuzni
koeficient analytu, u linearni priitokova rychlost a C koeficient odporu pifenosu

hmoty.

Na obrazku 1 jsou zndzornény van Deemterovy kiivky pro izokratickou analyzu
propranololu pfi pouziti kolon o velikosti ¢astic 5 um a 1,7 pm jako typickych zastupct
podminek HPLC, respektive UHPLC [3]. Z prub¢hu kiivek jsou patrné hlavni vyhody
pouziti malych castic: snizeni minimalni hodnoty H a vyrazn¢ plosSi charakter

vzestupné casti kiivky. V. UHPLC se vzrustajici linearni rychlosti, a tedy rychlosti

14



analyzy nedochdzi k vyrazné ztrat¢ U¢innosti jako u HPLC. Tato vlastnost se dle

rovnice (1) projevuje u ¢astic mensich nez 2,5 um [4].
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Obr. 1 Zavislost vyskového ekvivalentu teoretického patra (H) na linedarni
pritokové rychlosti (u) pro analyzu propranololu (0,025 mg/mL) za podminek
HPLC (diamanty): kolona Hypersil Advance 150 x 4,6 mm, 5 um, mobilni faze:
25 % acetonitrilu a 75 % vodného 50mmol/L octanamonného pufru o pH 4 a za
podminek UHPLC (ctverce): kolona Acquity BEH Cis 100 x 2,1 mm, 1,7 um,
mobilni faze: 30 % acetonitrilu a 70 % vodného 10mM octanamonného pufru o

pH 4. Prevzato z [3].

Hlavni piekdzku pro rozsiteni kolon s ¢asticemi mensimi nez 3 um piedstavoval

tlak systému, ktery se generuje pii pritoku mobilni faze. Velikost zpétného tlaku je

nepiimo umeérna druhé mocnin¢€ poloméru castice dle Darcyho zédkona (2) a pfi pouziti

optimalni linedrni pritokové rychlosti uopr dle rovnice (3) (ziskané derivaci

rovnice (1); dH/du [3]) je tlak nepfimo umérny dokonce tfeti mocning dp [5].
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AP = ul'n®d/(dp)? (2)

kde 4P je tlakovy spad, / délka kolny, # viskozita mobilni faze, @ faktor odporu

kolony, u a dp maji stejny vyznam jako v rovnici (1).

uopr = (Dm/ dp)(B/ C)V? 3)

kde uopr je optimalni linedrni pritokova rychlost a ostatni symboly maji vyznam

stejny jako v rovnici (1).

Za optimalniho pritoku a shodné délky kolony pak 1,7um UHPLC c{astice
generuji 27krat vyssi tlak nez ¢astice o priméru 5 um. Tlakovy limit standardni HPLC
instrumentace (400 bar) pfi pouziti 1,7um castic by byl dosazen jiz s kolonami o délce
30 az 50 mm [5]. Prvni vyznamny technicky pokrok v instrumentaci Cerpadla a
injektoru fesici problematiku vysokého tlaku pfiSel v roce 1997, kdy MacNair a kol.
publikoval schéma mikrokapalinového UHPLC systému [6]. Kapilarni kolona o délce
66 cm a pruméru 30 pm byla naplnéna 1,5um neporéznimi oktadecylovanymi ¢asticemi
silikagelu pii tlaku 4100 barti. Optimalni pritok mobilni faze vyzadoval 1400 bari a
bylo dosazeno hodnoty H 2,1 um. Dalsi pokrok v laboratornich podminkach zahrnoval
propojeni UHPLC s TOF hmotnostnim detektorem v roce 1999 [7], testovani
gradientového systému a tlaku az 9000 bart pfi pouziti 1,0um ¢astic v témze roce [8] a
dalsi vylepSeni nastfikového systému v roce 2001 [9]. Prvotni prace o UHPLC
vyuzivaly vyhradné¢ mechanicky odolnych neporéznich ¢astic a kapilarnich kolon dobie
odvad¢jicich frikéni teplo z divodu jejich vyhodného poméru povrchu kolony
k objemu [5]. Frik¢ni teplo, generované pii prutoku mobilni faze kolonou o priméru
4,6 mm naplnénou 1,0um neporéznimi c¢asticemi by vedlo k vyznamnému ohievu
mobilni faze a ztraté uCinnosti separacniho systému vlivem axialniho a radidlniho
gradientu teploty v kolon¢ [6]. Pro pouziti poréznich 1,5um ¢astic byl potvrzen pramér
kolony 1,0 mm jako pln¢ vyhovujici, kdy frikéni teplo dosahovalo hodnot béznych

v HPLC a nemélo vliv na reten¢ni faktor a separacni uc€innost [10].
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V roce 2004 spolecnost Waters predstavila prvni komeréni UHPLC systém
Acquity UPLCP®. Zakladem systému bylo binarni ¢erpadlo s vysokotlakym gradientem,
inovativni injektor, kolonovy termostat s aktivnim pfedehfevem mobilni faze a
spektrofotometricky detektor. Systém byl optimalizovany pro analyzy pii tlaku
1000 barti. Soucasné byly uvedeny nové UHPLC stacionarni faze z poréznich Castic
o praméru 1,7 um. Castice byly vyrobeny ze silikagelu, jehoZ vnitini struktura byla
modifikovana ethylenovymi mustky (BEH technologie™). Acquity UPLC BEH Cis
separacni kolony tedy byly dostate¢n¢ mechanicky odolné a zaroven stabilni v rozsahu
hodnot pH mobilni faze 1 - 12 [11, 12]. Staciondrni faze byla naplnéna do kolon
o pruméru 2,1 mm, u kterych frikéni teplo nemé vyznamny vliv na separacni u¢innost
[13]. Vysoky tlak a frikéni teplo vSak maji vzajemné opacné efekty na retenci analyth
v reverzni chromatografii a chromatografické systémy tedy musi byt schopny udrzovat
konstantni podminky separace i1 za podminek UHPLC [13, 14].

Kontrola tlaku, pritoku, teploty, vysoce odolna t€snéni, rychlost a opakovatelnost
malych nastfikovych objemi, minimalni pfenos mezi nastiiky, frekvence sbéru dat a
snizeni mrtvého objemu celého systému jsou jen zakladnimi parametry, které musely
byt v ramci vyvoje UHPLC vyrazn€ vylepSeny [5, 15, 16]. Zejména systémovy objem
byl limitujicim parametrem pro velmi rychlé analyzy pfi pouziti kolon o rozmérech
50 x 2,1 mm a 50 x 1,0 mm. I pfes soucasny vyvoj instrumentace, vlivem
mimokolonového objemu muze ztrata ucinnosti pro tyto kolony dosahovat 20 - 30 %,
respektive 30 - 80 % [16]. Rozdil mezi teoretickou a dosazenou uc¢innosti kratkych
kolon se také zvySuje se snizujici se velikosti ¢astic [17]. Uvedeni Acquity UPLC na trh
odstartovalo technologicky rozvoj a dnes vSichni vyznamni vyrobci nabizeji sva
UHPLC feSeni zahrnujici i kvartérni pumpy s nizkotlakym gradientem a detektory
rozptylu svétla, fluorescencni, refraktometrické a hmotnostni. Jednotlivé systémy se
vSak samoziejmé 1isi v provedeni a konkrétnich specifikacich, na coz je tfeba brat zietel
pii vyvoji a pfenosu metod [16, 18]. V tabulce 1 jsou uvedeny vybrané charakteristiky

porovnavajici systémy HPLC a UHPLC, které byly pouzity v rdmci této prace.
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Tab. 1 Srovnani hodnot vybranych parametru: tlak (bar), prutok (mL/min), rozmeéer
kolony (mm), prumeér castic (um), objem nastriku (uL), minimalni objem vzorku pro
nastrik (uL), mrtvy objem systému (ul), objem detekcni cely (ul) a frekvence sberu
dat (Hz) typickych pro systemy HPLC (Waters Alliance 2695) a UHPLC (Waters
Acquity UPLC H-Class) s PDA detektory [11].

Parametr HPLC UHPLC
maximalni tlak (bar) 345 1034
pratok (mL/min) 0,5-2,0 0,2-0,5
rozmér kolony (mm) 250 x 4,6 100 x 2,1
prameér ¢astic (um) 2,7%-5,0 1,6¢-1,8
objem nastiiku (uL) 5-100 1-10
minimalni objem vzorku pro nasttik (uL) 650 360
mrtvy objem systému (uL) 900 350
objem detek¢ni cely (uL) 8,4 0,5
frekvence sbéru dat (Hz) 1-2 10 - 40

a ¢astice s pevnym jadrem

Vzhledem k technickym rozdilim mezi HPLC a UHPLC systémy je pouziti
kolon naplnénych c¢éasticemi mensimi nez 2 pm efektivni pouze pro UHPLC
chromatografy. Ctyfi skupiny fenolickych latek (kyseliny, flavonoidy, katechiny a
kumariny) byly analyzovany metodami UHPLC (kolona 100 x 2,1 mm, 1,7 um) a
HPLC (kolona 50 x 4,6 mm, 1,8 pm). Pfestoze HPLC metody byly pro stanoveni
vyhovujici, UHPLC metody byly az 8x rychlejsi a krom¢ analyzy katechinli vyrazné
ucinnéjsi, poskytujici lepsi rozliSeni a vétsi kapacitu pika [19]. Analyzy farmak
triamcinolonu, hydrokortisonu, indomethacinu, estradiolu a diklofenaku byly
transferovany z HPLC na UHPLC. Porovnanim byly potvrzeny vsechny vyhody
UHPLC oproti HPLC jako zkraceni doby analyzy, niz$i spotfeba mobilni faze, vyssi
citlivost a u¢innost a tedy i lep$i rozliSeni analyti bez negativnich vlivli vyssiho tlaku
mobilni faze [20, 21]. Podobné zéavéry byly ovéfeny i pro stanoveni pesticidil

v potravinach pro déti metodami HPLC/UHPLC s MS detekci [22], vitaminu C
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v napojich a 1éCivych ptipravcich [23], kyseliny listové [24], chloroquinu a primaquinu
v tabletach [25], trans-10-hydroxy-2-decenové kyseliny v matefi kasicce [26], ftalath
[27] a retinolu a a-tokoferolu v lidském séru [28]. Vyssi citlivost UHPLC metody
umoznila oproti HPLC pfipravu vzorku z poloviéniho mnozstvi lidské plazmy pro
stanoveni 1€¢iv na potlaceni pfiznakti Alzheimerovy choroby [29]. Nizsi pritok mobilni
faze, kratsi doba analyzy, a tedy i1 vyssi pocet analyz za jednotku Casu predstavuji hlavni
ekonomickou a ekologickou vyhodu UHPLC oproti HPLC. Teoreticky i experimentalné
bylo potvrzeno, Ze lze uspofit az 80 % spotieby rozpoustédel a nakladl pii pienosu
metody z HPLC (3,5 pm) na UHPLC [30]. Ve dvoudimenzionalni chromatografii je pak
UHPLC vhodna zejména pro pouziti ve druhé dimenzi pti spojeni s HPLC vyuzivajici
3um castice v dimenzi prvni a to vzhledem ke kratkému mrtvému casu, vysoké
ucinnosti a kapacité pikit UHPLC kolon [31, 32].

Soucasny vyvoj UHPLC se soustfedi na neustalé snizovani mimokolonovych
objemu a aplikaci dalSich separacnich modua jako chirdlnich separaci, HILIC, SEC a
IEC [33]. Zavedeni UHPLC castic s pevnym jadrem pfineslo dal$i zvySeni Gc¢innosti
separace, avSak nejmodernéjsi 1,3um castice vytvareji zpétny tlak na hranici moznosti
UHPLC instrumentace a lze je tak zatim pouzit pouze v koloniach o délce
50 mm [33, 34]. V nasledujicich letech je ocekavan i nartst aplikaci vyuZivajicich
spojeni UHPLC a SFC jako moderni vysoce uU¢inné nahrady chromatografie

v normalnim moédu a chiralnich separaci nejen ve farmaceutické analyze [33, 35].

1.1.2 Stanoveni obsahu necdistot v 1é¢ivych pripravcich

Zkouska cistoty ucinnych latek (API) a 1éCivych piipravkid je v dnesni dob¢
jednou ze =zakladnich soucasti kompletni farmaceutické analyzy. Normativnimi
farmaceutickymi dily pfispivajicimi k zajisténi bezpec¢nych, ucinnych a jakostnich 1é¢iv
jsou lékopisy. V Ceské republice je platnym predpisem Cesky 1ékopis (CL) v aktualnim
vydani [36], ktery ovSem z velké Casti vychazi z 1€kopisu evropského (Ph. Eur.) [37]. Z
pohledu mezinarodni distribuce 1€¢iv jsou dalS§imi vyznamnymi I€kopisy: americky
(USP) [38], britsky (BP) [39] a japonsky (JP) [40]. Krom& obecnych pozadavka na

zkuSebni metody lékopisy uvadeji pro jednotlivé API zpravidla zkousky totoznosti,
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obsahu, pfipadné ucinnosti pro antibiotika, a prave Cistoty. Americky a Britsky 1ékopis
na rozdil od Iékopisu evropského obsahuji monografie nejen pro API, ale i pro 1éCivé
ptipravky [37 - 39]. V roce 1990 se uskutecnilo prvni setkani reprezentantl regulacnich
ufadl a pramyslu z Evropy, USA a Japonska. Byla zalozena iniciativa ICH a zapocala
tak dal§i faze mezinarodniho sjednoceni pozadavki na testovani a kvalitu 1éciv [41].
Podle smérnice ICH Ize necistoty v léCivech a lécivych piipravcich rozdélit na
organické, anorganické a zbytkova rozpoustédla [42]. Anorganické necistoty (napf.
tézké kovy, soli) a zbytkova rozpoustédla (napf. acetonitril, methanol, aceton) jsou
zpravidla znamé latky (i toxikologicky) vstupujici do syntézy a vyroby. Na stanoveni
téchto necistot lze tedy po verifikaci aplikovat standardizované postupy a limity
uvedené v I€kopisech a z pohledu analytické chemie jsou tyto necistoty vyrazné¢ menSim
problémem neZ necistoty organické [43, 44].

Organické necistoty jsou pievdzné vstupni reaktanty, meziprodukty, vedlejsi
produkty a degrada¢ni produkty. Struktura necistot miize byt odvozena z ptedpokladané
syntetické cesty. Smérnice ICH wudavaji postup pro vypocet identifikacniho a
kvalifikaéniho limitu. Pokud se necistota vyskytuje nad danym limitem, musi byt
exaktn¢ identifikovana, pfipadné¢ musi byt kvalifikovana jeji biologicka
bezpecnost [42, 45]. Pokud je API uvedena v I€kopisu zpravidla jsou u ni uvedeny
1 necistoty urcité syntetické cesty a piipadné¢ i degradacni produkty a jejich limity
[36 - 40]. Rozdilné postupy syntézy, slozeni a formulace kone¢nych 1é¢ivych ptipravki
u jednotlivych vyrobct vsak znamenaji, Ze vzdy je nutné Iékopisnou metodu verifikovat
pro danou API a ve vétsiné piipadll vyvinout a zvalidovat metodou vlastni. Rovnéz je
zadouci provést stresové testy a predbézné stabilitni studie API ¢i 1é¢ivého piipravku za
ucelem ziskani informace o stabilit¢ API, identifikace vyznamnych degradacnich
produktii a potvrzeni vhodnosti analytické metody pro analyzu stabilitnich vzorka
(stabilitu indikujici metoda) [42, 45]. Metoda stanoveni Cistoty je tedy nezbytnd pro
zajisténi kvalitnich a bezpecnych léciv [44, 46] a jako takova je vyzadovéna

registraCnimi autoritami.

20



Chromatografickd metoda na stanoveni Cistoty se vzhledem ke své komplexnosti
fadi mezi aplikace zalozené na vysoké ucinnosti a rozliSeni, jelikoz musi byt oddéleny
vSechny necistoty od sebe samotnych, od hlavni latky nebo latek, pikii placeba a
rozpoustédla vzorku. Naproti tomu jednoduché metody na stanoveni obsahu hlavnich
latek nemusi byt natolik selektivni a vyviji se jako rychlé metody na kratkych kolonach
(30 a 50 mm pro UHPLC) s cilem co mozna nejvys§iho poctu vzorkl za jednotku
casu [47]. Kritickymi parametry u metod na stanoveni Cistoty jsou pravé selektivita,
citlivost, opakovatelnost a robustnost. Pro dosazeni dostate¢né uc¢innosti a rozliSeni se
metody na Cistotu zpravidla vyviji na delSich kolonach (100 nebo 150 mm pro UHPLC)
a Cas analyzy neni urcujicim parametrem [47, 48].

Vyvoj chromatografické metody zacina definovanim jejiho ucelu a studiem
dostupné literatury. Nasleduji prvotni experimenty zalozené na teoretickych znalostech,
pfipadné aplikace pozvolnych gradientli na riznych kolonach, testovani vhodné oblasti
pufru a nasleduje optimalizace jednotlivych parametri metody: gradientovy program,
ptesné pH pufru, teplota, piipadné testovani dalSich typt kolon. Pro zajiSténi dostatecné
selektivity se vyvoj metody provadi se vzorkem spikovanym znamymi necistotami,
pfipadné vzorkem stresovanym teplem a vlhkem, ktery by mél obsahovat i hlavni
degradacni produkty. Rozpoustédlo vzorku musi byt kompatibilni s pocatecnimi
podminkami gradientu, aby nedochdzelo k deformaci pikli na pocatku analyzy.
Kone¢nym krokem je predbézné ovéfeni opakovatelnosti, citlivosti a linearity metody
pred vlastni validaci [48].

Dostatecné citlivosti metod na Cistotu je ¢asto dosazeno vyraznym koncentraénim
pfedavkovanim hlavni latky, které v UHPLC vedou i pfes vyssi ucinnost k méné
symetrickym pikim nez v HPLC, coz miize mit za nasledek nesplnéni Iékopisnych
kritérii [49]. UHPLC oproti HPLC pfinasi vyhody zejména v rychlosti testovani
jednotlivych parametri, jelikoz Casy analyzy a ekvilibrace kolon jsou vyznamné kratsi.
Optimalizace metody také mize byt efektivnéji zautomatizovana pomoci vhodného
softwaru a vybéru kritickych parametra [48, 50]. Nevyhodami UHPLC jsou nutnost

vlastnit odpovidajici chromatograf, jehoz pofizeni je asi o 25 % financné€ nakladngjsi, a
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prozatim ne tak Sirokd nabidka stacionarnich fazi jako pro HPLC [48]. Laboratoie
rutinnich analyz ¢asto nebyvaji vybaveny UHPLC chromatografy a vyvinuta metoda se
tak musi zpétné transferovat na HPLC instrumentaci. Siroce vyuZivané jsou tak
alternativy k UHPLC poskytujici rychlé a ucinné separace jako monolitické kolony a
stacionarni faze s pevnym jadrem [51]. Smérnice ICH o validaci analytickych metod
piedepisuje pro metodu na stanoveni Cistoty validovat parametry preciznost, presnost,
linearitu, citlivost, selektivitu a robustnost [52]. Preciznost metody vyjadiuje, naptiklad
pomoci RSD, té€snost shody vysledkl ziskanych opakovanou analyzou minimalné Sesti
piiprav téhoz vzorku v rdmci jednoho meéfeni. Soucasti ovéfeni preciznosti je i
mezilehla preciznost, coz je vnitrolaboratorni reprodukovatelnost, kdy stejny vzorek je
Sestkrat analyzovan jinym analytikem, v jiny den pomoci jiné¢ instrumentace. Mezilehla
preciznost se vyjadiuje jako rozdil mezi absolutnimi vysledky obou analytikd, ptipadné
jako RSD vysledka vSech dvanacti ptiprav [53].

Piesnost metody je tésnost shody mezi naméfenou a spravnou hodnotou. Ciselné
se ovetuje jako procentualni vytéznost metody analyzou vzorki spikovanych znamym
mnozstvim necistot na nékolika hladinach pokryvajicich rozsah metody. Schopnosti
metody poskytovat odezvu piimo umeérnou koncentraci je linearita metody, ktera
definuje pracovni rozsah metody. Stanovované necistoty by dle smérnice ICH mély byt
validovany v rozsahu od reportovaciho limitu po 120 % specifikacniho limitu [52].
Pomér smérnic regresnich kiivek necistoty a API z linearity je odezvovy faktor
necCistoty vuc¢i hlavni latce, na kterou se necistoty kvantifikuji (pfevazné z dtvodu
vysoké pofizovaci ceny referencnich standardti necistot) [54]. Citlivost metody se
ovefuje stanovenim LOD a LOQ, pficemz hodnota LOQ by neméla byt vyssi nez
reportovaci limit necistoty. LOD i LOQ mohou byt vypocteny na zikladé poméru
signalu k Sumu, pfipadné¢ pomoci smérnice a smérodatné odchylky useku regresni
kiivky ¢i signalu pozadi [45, 52].

Analyzou placeba, rozpoustédla vzorku a vzorku spikovaného vSemi dostupnymi
neCistotami se ovéiuje selektivita metody, tedy jeji schopnost stanoveni analytu
v pfitomnosti potencialné interferujicich latek [52, 53, 55, 56]. Velmi dulezitou soucasti

validace je studie robustnosti metody, neboli jeji odolnosti vii¢i malym experimentalnim
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zménam, které by mohly nastat v rutinnim provozu. V ptipadé¢ HPLC/UHPLC metod se
sleduje vliv parametrq, jako slozeni a pritok mobilni faze, teplota kolony, koncentrace a
pH pufru, stabilita roztokli a ovéfeni analyzy na vice kolonach stejného
typu [52, 53, 56].

Degradacni studie se provadi za ucelem potvrzeni vhodnosti metody pro analyzu
stabilitnich vzorkl. LéCivy piipravek se zatizi stresovymi podminkami tak, aby G¢inné
latky degradovaly z 5 az 15 procent a simulovaly tak potencialni degradaci ptipravku
béhem jeho zivotniho cyklu. Standardnimi podminkami jsou zvySena teplota, vlhkost,
kyselé, zasadité a oxidacni prostiedi a expozice dennim svétlem, piipadné¢ UV zaienim.
Analyzou degradovanych vzorkll se ovéfuje separace a piipadnd identifikace
degradacnich produktl a spektralni Cistota pikti hlavnich latek. Jsou-li vSechny
vyznamné degradacni produkty separovany a neni indikace o koeluci neznamych latek

s piky API, analytickd metoda je vhodna pro méfeni stabilitnich vzorka [52].

1.1.3 Stanoveni obsahu nedistot ve Spasmopanu®

Spasmopan® je 1é¢ivy piipravek kombinujici v ¢ipkové 1ékové formé ¢tyii ucinné
latky: paracetamol, kodein fosfat hemihydrat, pitofenon hydrochlorid a fenpiverin
bromid. Spasmopan® se uziva na tlumeni bolestivych kie¢i traviciho traktu a mo¢ového
méchyfe. Kombinuje analgetické a antipyretické ucinky paracetamolu [57]
s analgetickymi a antimotolickymi uUcinky kodeinu [58] a spasmolytickymi uc¢inky
pitofenonu a fenpiverinu [59]. Cesky, Evropsky, Britsky, Americky i Japonsky 1ékopis
obsahuji monografie pouze pro paracetamol a kodein fosfat hemihydrat [36 - 40].

Paracetamol je obecné pouzivan ve vysokych davkach a mutze byt
hepatotoxicky [60]. Lékopisné limity pro jeho necistoty 4-aminofenol, 4-nitrofenol a
4-chloracetanilid jsou tedy velmi nizké (0,005 %, 0,05 % a 0,001 %) [36 - 40].
V 1€kovych formach musi byt kontrolovan pifedevSim obsah nefrotoxického
4-aminofenolu [61] jako hlavniho degradacniho produktu paracetamolu [62]. Piestoze
paracetamol byl analyzovan mnoha riznymi metodami jako micelarni elektrokinetickou
chromatografii (MEKC) [63], mikroemulzni kapalinovou a elektrokinetickou

chromatografii [64], fluorimetrickou spektroskopii [65, 66], NMR [67, 68] a
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TLC [69, 70], HPLC metody s UV spektrometrickou detekci byly pravdépodobné
nejcastéji pouzivanymi [71 - 76]. Pro chromatografické stanoveni 4-aminofenolu byla
rovnéz pouzita ampérometricka detekce [77]. Byly vyvinuty stabilitu indikujici HPLC
metody na kvantifikaci u¢innych latek pro kombinace kodein fosfatu, paracetamolu a
chlorfeniraminu [39, 78 - 80] a pro analyzu kombinace ibuprofenu, kodeinu a jejich
necistot byla validovana MEKC metoda [81]. Jelikoz metoda na stanoveni Cistoty
kodeinu je definovéana lékopisné€, a prestoze neseparuje necistoty 10-hydroxykodein a
morfin [37], vyzkum byl soustiedén na stanoveni kodeinu samotného, pfedev§im ve
smesi alkaloida [82 - 86]. Pitofenon hydrochlorid byl analyzovan pouze jako soucést
screeningovych testl [87 - 90] a obsahovymi metodami spektrofotometrickymi [91, 92]
a chromatografickymi [93 - 96]. Na rozdil od paracetamolu a kodeinu, metoda na
stanoveni Cistoty pitofenonu nebyla dosud publikovana.

Piestoze Spasmopan® je dostupny na trhu od roku 1987, metoda na stanoveni
obsahu necistot podle souCasné legislativy musela byt vyvinuta a validovana [97].
Struktury vSech API a necistot paracetamolu, kodein fosfat hemihydratu a pitofenon
hydrochloridu jsou znazornény na obrazcich 2 az 5. Necistoty fenpiverin bromidu
nebyly v této praci relevantni z divodu nizkého obsahu fenpiverin bromidu ve

Spasmopanu® (0,02 % vzhledem k obsahu paracetamolu) [97].
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Obr. 2 Struktura fenpiverin bromidu
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Obr. 3 Struktury paracetamolu a jeho necistot dle Ph. Eur. [37]. A) paracetamol,
B) necistota K, C) necistota F, D) necistota J.
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“HaPO,4 - 1/2 H,0

Obr. 4 Struktury kodeinu a jeho necistot dle Ph. Eur [37]. A) kodein fosfat
hemihydrat, B) necistota A, C) necistota B, D) necistota C, E) necistota E.
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Obr. § Struktury pitofenonu a jeho necistot. A) pitofenon: methyl ester 2-[4-(2-(1-
piperidinyl)ethoxy)benzoyl] benzoové kyseliny, B) necistota X: 2-[4-[2-(1-
piperidinyl)ethoxy]benzoyl] benzoova kyselina, C) necistota PEE: 2-(1-
piperidinyl)-ethyl ester 2-[4-[2-(I-piperidinyl)ethoxy]benzoyl]benzoové kyseliny,
D) necistota MeKHBB: methyl ester 2-(4-hydroxybenzoyl) benzoové kyseliny,
E) necistota KHBB: 2-(4-hydroxybenzoyl) benzoova kyselina (vse od
Zentiva, k.s.).
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1.1.4 Stanoveni obsahu necistot v tabletach kombinujicich valsartan, amlodipin
besilat a hydrochlorothiazid

Vysoky krevni tlak je jednim z globélnich zdravotnich problémt dnesni doby. Je
klicovym faktorem zpusobujicim infarkt myokardu a mozkovou mrtvici, a nepiimo tak
zpusobuje umrti 9,4 milionu lidi roéné po celém svéte [98]. U vétSiny pacientd 1écba
kombinujici vice pfistupli ke snizeni hypertenze ptinasi lepsi kontrolu krevniho tlaku
nez terapie pouze jednou ucinnou latkou [99]. Valsartan plisobi jako antagonista
angiotensinového receptoru II v renin-angiotensinovém systému, jeho pfitomnosti
dochazi k vazodilataci a snizeni krevniho tlaku. Hydrochlorothiazid se fadi do skupiny
diuretik a snizuje krevni tlak prostym snizenim celkového objemu tekutiny v téle [57].
Amlodipin rovnéz zpusobuje vazodilatacni efekt, ovSem skrze blokaci kalciovych
kanald [100].

VSechny tii API jsou Siroce pouzivané a piisluSné Iékopisy obsahuji jejich
monografie definujici HPLC metody pro stanoveni jejich Cistoty [36 - 40]. Pro valsartan
a amlodipin byly publikovany i UHPLC metody separujici jejich necistoty [101 - 102].
Lécivé pripravky kombinujici valsartan a hydrochlorothiazid byly analyzovany
prevazné pouze obsahovymi metodami [103 - 108] a pfipadné metody na stanoveni
Cistoty této dvojkombinace se zameéfily pouze na jednu necistotu od kazdé
API [38, 109]. Pro kombinaci amlodipin besilatu a valsartanu byly publikovany pouze
metody na stanoveni obsahu API [110 - 116] stejn¢ jako pro kombinaci amlodipin
besilatu a hydrochlorothiazidu s olmesartan medoxomilem [117 - 119] nebo aliskiren
hemifumaratem [120, 121]. Obsah necistot hydrochlorothiazidu byl stanoven metodami
reverzni HPLC spole¢né s necistotami losartanu [122] a telmisartanu [123], dale pak
stabilitu indikujici UHPLC metodou pro kombinaci hydrochlorothiazidu
s eprosartanem [124] a iontové parovou a reverzni HPLC metodou pro kombinaci
s lisinoprilem [125, 126]. Hlavni degrada¢ni produkt amlodipinu, necistota D dle
Ph. Eur. [37], byla kvantifikovana stabilitu indikujici metodou na stanoveni istoty pro

kombinaci amlodipinu s atorvastatin kalciem [127] a amlodipinu s benazeprilem [128].
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Pro 1é¢ivé pripravky kombinujici valsartan, amlodipin a hydrochlorothiazid byly
dosud publikovany pouze HPLC metody na stanoveni obsahu ucinnych latek [129].
Retencni potadi téchto tii API v reverzni chromatografii zavisi na pH pufru v mobilni
fazi. V siln€ kyselém pH hydrochlorothiazid eluuje jako prvni, nasleduje amlodipin a
nakonec valsartan [130 - 138]. Pfi pouziti pufru s mirn€ kyselym nebo neutradlnim pH se
reten¢ni poradi amlodipinu a valsartanu obrati [139 - 142]. V zévislosti na konkrétni
metodé v neutrdlnim nebo zasaditém prostiedi se retence valsartanu snizi natolik, ze
eluuje jako prvni, hydrochlorothiazid pak jako druhy a amlodipin jako
posledni [143, 144]. Pouze dvé obsahové metody byly publikovany jako stabilitu
indikujici, pfestoze nebyla poskytnuta data o spektralni Cistoté piki ¢i identifikace
degradacnich produktt [131, 145]. Obsah amlodipinu, valsartanu a hydrochlorothiazidu
v trojkombinaci byl stanoven i spektrofotometrickymi metodami [137, 146 - 148].
Stabilitu indikujici metoda na stanoveni obsahu necistot a zddna UHPLC metoda
obecn¢ dosud nebyla publikovdna pro trojkombinaci ucinnych latek wvalsartan,
hydrochlorothiazid, amlodipin [129]. V USP bude pravdépodobné uvedena pftislusna
monografie s HPLC metodou, aktualni verze vSak obsahuje informaci pouze o separacni
koloné¢ a zadné dalsi detaily [38]. Na obrazcich 6 - 8 jsou znazornény struktury
amlodipinu, valsartanu, hydrochlorothiazidu a jejich necistot pouzitych v ramci této

prace.
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Obr. 6 Struktury amlodipin besilatu a jeho necistot dle Ph. Eur [37]. A) amlodipin
besilat, B) necistota A, C) necistota B, D) necistota D, E) necistota E, F) necistota
E G) necistota G.
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Obr. 7 Struktury valsartanu a jeho necistot. A) valsartan, B) necistota B,
C) necistota C, vSe dle Ph. Eur. [37] D) necistota 07: (S)-2-(N-{[2’-
kyanobifenyl-4-yl]methyl}pentanamido)-3-methylbutanova kyselina,
E) necistota 09: (S)-3-methyl-2-{[2’-(1H-tetrazol-5-yl)bifenyl-4-yl]methylamino}
butanova kyselina
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Obr. 8 Struktury hydrochlorothiazidu a jeho necistot dle Ph. Eur [37].
A) hydrochlorothiazid, B) necistota A, C) necistota B, D) necistota C.
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1.2 Vysledky a diskuze - komentar k publikaci I

1.2.1 Data a komentar k vyvoji RP-HPLC metody

Prvnim cilem pro separaci API a neéistot ve Spasmopanu® byl vyvoj RP-HPLC
metody zalozené na poréznich casticich o priméru 3 pm nebo 2,7um casticich
s pevnym jadrem. Zvolené stacionarni faze s nizSim zrnénim nez 5 pm umoznily pouziti
150mm a 100mm kolon, a tedy vyvoj rychlych a pfitom dostatecné ucinnych metod.
Vyvoj UHPLC metody nebyl realizovan z davodu pfistrojového vybaveni cilové
laboratofe kontroly kvality a potencidlniho ucpavani UHPLC kolon zbytkovymi
sloZkami placeba. Vzhledem k polarité¢ paracetamolu, kodeinu a jejich necistot jsou
Iékopisné metody zaloZzeny na iontov€ parové chromatografii [37, 38]. Iniciacni
experimenty v chromatografickém modu RP-HPLC tedy byly zaméfeny na orientacni
testovani kolon a hodnot pH pfi sledovani retence zejména kodeinu, paracetamolu a
jeho necistot. Na obrdzku 9 jsou znazornény chromatogramy analyz vzorku
spikovaného necistotami v 50% acetonitrilu (viz kapitola 1.2.3) na koloné ACE 3 (Cis),
150 x 4,6 mm, velikost castic 3 pm (Advanced chromatography technologies;
Aberdeen, Skotsko), pti pouziti 10mmol/L fosfore¢nanového pufru o hodnotach pH 3,0,
5,5 a 7,0. Vzhledem k predpokladané slabé retenci polarnich latek byl zvolen pozvolny
gradient zacinajici na 15 % acetonitrilu (gradient 1) pro hodnoty pH pufru 3,0 a 7,0 a na
zaklad¢ téchto analyz byl gradient zrychlen pro analyzu s pufrem o hodnoté pH 5,5
(gradient 2). Znazornéno je prvnich 30 minut méfeni, béhem kterych eluovaly vSechny
cilové analyty. Analyzy byly provedeny na systému Acquity UPLC H-Class (viz

Publikace II) pfevedeného do médu pro méteni s HPLC kolonami.
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Obr. 9 Analyza vzorku Spasmopanu® spikovaného necistotami paracetamolu F, J, a K
na hladine 0,1 %. Rozpoustédlo vzorku: 50% acetonitril. Kolona: ACE 3 (Cis)
150 x 4,6 mm, 3 um. Teplota kolony: 25 °C. Objem nastriku: 5 uL. Detekce: UV,
A =225 nm. Mobilni faze: 10mmol/L NH:H>PO4/(NH4):2HPO. pufr o pH 3,0 (4), 5,5 (B)
a 7,0 (C). Pritok: 0,8 mL/min. Gradientova eluce [t(min)/acetonitril(%)]
chromatogramy A, C (gradient 1): 0/15, &8/30, 40/60, 45/60, 46/15, 60/15 a
chromatogram B (gradient 2): 0/15, 22/85, 23/15, 30/15. Identifikace pikii: 1 - necistota
K, 2 - kodein, 3 - paracetamol, 4 - pitofenon, 5 - necistota F, 6 - necistota J.

Z obréazku 9 je patrny vyznamny vliv pH pufru pifedevs§im na retenci kodeinu. Pfi
pouziti pufru o pH 3,0 kodein prakticky koeluoval s paracetamolem, zatimco pii pH 7,0
byly vSechny API dostatecné oddéleny v potadi paracetamol, kodein a pitofenon.
V neutrdlnim pH rovnéz doslo ke zméné reten¢niho potradi pitofenonu a necistot F a J
oproti analyzadm v kyselém prostiedi vlivem zejména zvysSeni retence pitofenonu. Pii
pouziti pufru o neutralnim pH bylo dosazeno symetrickych pikd necistoty K, kodeinu a
pitofenonu na rozdil od analyz s pufry o pH 3,0 a 5,5, kdy byly tyto piky deformovany.

Nejvhodnéjsimi podminkami pro dalsi vyvoj metody na kolon¢ ACE 3 tedy bylo
pouziti pufru o pH 7,0 a gradientu 2 odpovidajiciho chromatogramu B, ktery vyznamné
zkratil dobu analyzy. Druhou uvazovanou moznosti bylo pouziti kolony vyuzivajici

stacionarni fazi s ¢asticemi s pevnym jadrem. Byla testovana kolona Ascentis Express
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RP-Amid 100 x 3,0 mm, velikost ¢astic 2,7 pm (Sigma-Aldrich; Praha, Ceska
republika), vhodnéd pro separace polarnich latek, s pufry o hodnotach pH 3,0 a 7.,0.
Vzhledem k rozdilnym rozmériim kolon, byl pouzit gradient 3 ([¢ (min)/acetonitril(%)]:
0/15, 12/85, 13/15, 17/15; prutok 0,5 mL/min), pfiblizné odpovidajici gradientu 2
(ptepocteno pomoci softwaru Acquity UPLC columns calculator™, Waters; Milford,
USA). V kyselém prostfedi bylo elu¢ni pofadi srovnatelné s kolonou ACE 3, pik
kodeinu na koloné¢ RP-Amid byl vSak deforomovan a koeluoval s necistotou K. Pii
pouziti neutralniho pufru byla analyza na kolon¢ RP-Amid pftiblizn¢ dvakrat rychlejsi
nez na koloné ACE 3. Retenc¢ni potadi hlavnich latek bylo pro obé kolony srovnatelné
(necistota K, paracetamol, kodein, necistota F, necistota J a pitofenon). Reten¢ni cas
pitofenonu na kolon¢ RP-Amid byl 6,9 min a na koloné¢ ACE 3 13,9 min, nicméné
zrychleni analyzy na koloné RP-Amid zapfiCinilo vyrazné snizeni rozliSeni mezi
paracetamolem a kodeinem (2x) a necistotami F a J (5x). Na kolon¢ RP-Amid tedy
doslo ke koeluci dalSich necistot paracetamolu a pitofenonu, které na koloné¢ ACE 3
eluuji mezi paracetamolem a kodeinem (viz dale). ZlepSeni separace na koloné Ascentis
Express RP-Amid by pravdépodobné bylo dosazeno tipravou gradientového programu,
ktery by lépe zohlednoval technologii ¢astic s pevnym jadrem. I pies delsi ¢as analyzy
byla do dalsiho vyvoje vSak zvolena kolona ACE 3 poskytujici dostate¢nou pocatecni
selektivitu.

Po primarni selekci separacni kolony a oblasti pH pufru vhodné pro analyzu byly
experimenty zaméfeny na optimalizaci gradientového programu. Bylo sledovéano
reten¢ni chovani pikd pfitomnych ve vzorku spikovaném vSemi necistotami
paracetamolu F, J a K. Necistoty pitofenonu a necistota A kodeinu byly identifikovany
na zaklad¢ shody reten¢nich Casii pikli s referencnimi roztoky necistot a UV spekter.
Necistoty C a E kodeinu byly pfifazeny kodeinu na zékladé analyzy samotné API, UV
spekter a identifikovany zpétn¢ po analyzach metodou IP-RP-HPLC (viz kapitola
1.2.2). Necistota B kodeinu nebyla v této ¢asti vyvoje pouzita z diivodu nedostupnosti.
Nezndmé necistoty byly piifazeny ke konkrétnim API na zakladé podobnosti UV
spekter, pifipadné analyzy samotné API tyto necistoty obsahujici. Na obrazcich

10 A - 10 C jsou znazornény chromatogramy analyz spikovaného vzorku na koloné
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ACE 3 (Cig), 150 x 4,6 mm, 3 um pfi pouziti 10mmol/L fosfore¢nanového pufru o pH

7,0 s gradientovou eluci acetonitrilu, ptipadné methanolu (gradienty 2, 4 a 5).
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Obr. 10 Analyza vzorku Spasmopanu® spikovaného necistotami paracetamolu F, J, K
na hladiné 0,1 % na systéemu Waters UPLC H-Class. Rozpoustédlo vzorku:
50% acetonitril. Kolona: ACE 3 Cis 150 x 4,6 mm, 3 um. Teplota kolony: 25 °C. Objem
nastriku: 5 uL. Detekce: UV, . = 225 nm. Mobilni fdaze: 10mmol/L NH.H>PO4/
(NH4):HPOq pufr o pH 7,0. Pritok: 0,8 mL/min. A) Gradient 2: [t(min)/acetonitril(%)]
0/15, 22/85, 23/15, 30/15. B) Gradient 4:[t(min)/acetonitril(%)] 0/10, 5/20, 25/85,
26/10, 35/10. C) Gradient 5:[t(min)/acetonitril(%)/methanol(%)] 0/5/5, 5/15/5, 25/85/0,
26/5/5, 35/5/5. Ildentifikace pikii:1 - necistota K, 2 - paracetamol, 3, 5, 8 - neznamé
necistoty paracetamolu, 4 - necistota KHBB, 6 - necistota E, 7 - necistota X, 9 - kodein,
10 - necistota C, 11 - necistota F, 12 - fenpiverin, 13 - necistota A, 14 - necistota J,
15 - neznama necistota kodeinu, 16 - necistota MeKHBB, 17 - pitofenon, 18 - necistota
PEE.

Neidentifikované piky v chromatogramech pochazeji z rozpoustédla vzorku ¢i se
jedna o piky zplsobené zménami v gradientu (naptiklad posledni pik
v chromatogramu). Neoznafeny pik eluujici v blizkosti necistoty A kodeinu byl
identifikovan jako doprovodny pik ze standardu necistoty F paracetamolu. Separace
necistot eluujicich mezi paracetamolem a kodeinem byla kritickou oblasti analyzy.
Pouziti gradientu 4 vedlo k rozliSeni piki neznamé necistoty paracetamolu a necistoty
KHBB, ale zapfi¢inilo koeluci jiné neznamé necistoty paracetamolu s necistotou X
pitofenonu. Vsech Sest pikil reten¢né spadajicich do této ¢asti zaznamu bylo oddé€leno

az pii pouziti gradientu 5, ktery oproti ivodnimu gradientu 2 byl prvnich pét minut
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méné strmy a zaroveil obsahoval methanol na tkor obsahu elu¢né silnéj$iho acetonitrilu
pfi zachovani poméru vodné a organické slozky mobilni faze v jednotlivych fazich
gradientu. Z porovnani chromatogramt B a C je patrny vliv obsahu methanolu zejména
na retenci kodeinu a jeho necistoty C. Reten¢ni faktor kodeinu a necistoty C se pfi
pouziti methanolu v gradientu 5 zvysil z 3,82 na 4,32, respektive z 4,24 na 4,75,
zatimco retencni faktor necistoty F se zvysil vyrazné méné z 4,57 na 4,64. Tento efekt
zpusobil pfiblizeni kodeinu k necistoté¢ F a jeji koeluci s necistotou C. Koeluce téchto
dvou necistot byla vyfesena prenesenim metody z UPLC systému H-Class na klasicky
HPLC systém Alliance. Chromatogram analyzy spikovan¢ho vzorku provedené se

systémem Alliance je zndzornén na obrazku 11.
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Obr. 11 Analyza vzorku Spasmopanu® (jina SarZe oproti obr. 10) spikovaného
necistotami paracetamolu J (hladina 0,2%), F (hladina 0,3 %) a K (hladina 0,2%) a
necistotami pitofenonu KHBB, X, MeKHBB a PEE na hladiné 0,2 %. Analyzovano na
HPLC systéemu Waters Alliance 2695. Instrumentalni podminky a identifikace pikii viz
obr. 10, gradientovy program 5.

Vlivem rozdilné instrumentace necistota F eluovala blize ke kodeinu, ptficemz
rozliSeni (R) téchto dvou pikt kleslo z 2,0 na 1,0. Necistota F vSak neni degrada¢nim

produktem paracetamolu a jeji obsah je kontrolovan metodou na stanoveni Cistoty API
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paracetamolu. V 1ékové formé by tedy pravdépodobné byla ptitomna na hladin€ nizsi
nez reportovaci limit [45] a hrani¢ni rozliSeni 1,0 tak bylo akceptovatelné. Necistota C
se pak vydélila od necistoty F (R = 1,8) a separace vSech ostatnich pikt ziistala
zachovéna, jak je zndzornéno vySe na obrazku 11. Metoda vyuzivajici kolonu ACE 3
Cis, 150 x 4,6 mm a velikosti castic 3 pum, a gradientovou eluci 10mmol/L
fosforecnanového pufru o pH 7,0, acetonitrilu a methanolu (dle programu gradient 5,
viz obr. 10) dostatecné separovala vSechny zjisténé necCistoty a v dalsi fazi byla
testovana jeji robustnost.

Robustnost metody je nezbytnou soucasti jeji validace. Z vysledkd ziskanych
béhem vyvoje byl patrny vliv pH pufru a obsahu methanolu v mobilni fazi na separaci
jednotlivych analyt. Tyto parametry tedy byly testovany piednostné pro potvrzeni €i
vyvraceni vhodnosti metody. V ramci testovani robustnosti mohou byt nalezeny
vhodnéjsi hodnoty nez pivodni podminky metody. Z tohoto divodu bylo pro analyzy
spikovaného vzorku (viz obr. 11) zvoleno vice hodnot pH pufru (konkrétné 6,5, 6,9, 7,0
a 7,2) nez byvéa obvyklé ve valida¢ni studii robustnosti [52]. Zastoupeni methanolu
v mobilni fazi bylo ménéno (3 % a 7 %) na tkor obsahu acetonitrilu. Pomér vodného
pufru a organické slozky v mobilni fazi ztstal v jednotlivych fazich gradientu zachovan.
Retencni Casy analyti naméfené za jednotlivych testovanych podminek metody jsou

uvedeny v tabulce 2.
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Zména pH pufru o 0,5 na hodnotu 6,5 zapfi¢inila ¢astecnou koeluci kodeinové
necistoty E s necistotou KHBB pitofenonu a koeluci necistoty X pitofenonu a nezndmé
necistoty paracetamolu (pik 8, obr. 11) s kodeinem. Dale zapfticinila uplnou zmeénu
reten¢niho potadi, jelikoz necistota A kodeinu eluovala pfed necistotou F paracetamolu,
a také koeluci pitofenonu a jeho necistoty PEE. Velmi mala zména pH o 0,1 méla za
nasledek koeluci nezndmé necistoty paracetamolu (pik 8, obr. 11) s necistotou X.
Separace téchto dvou necistot bylo dosazeno pii pouziti pufru o pH 6,9 a gradientu 4
(neobsahujiciho methanol, viz obr. 10). V tomto pifipadé se zminéné necistoty
separovaly v retenénim pofradi: necistota X a nezndma necistota paracetamolu, tedy
obraceném, nez v jakém se separuji gradientem 5 pii pouziti pufru o pH 7,0 (viz
obr. 11). Zvysenim pH na 7,2 se zménilo retencni potadi, jelikoz necistota F eluovala
pied kodeinem. Necistoty kodeinu C a A ¢astecné koeluovaly s fenpiverinem, respektive
necistotou J paracetamolu. Neznadma necistota paracetamolu (pik 8, obr. 11) koeluovala
s necistotou X pfi snizeni zastoupeni methanolu z 5% na 3 %. Za téchto podminek vSak
bylo dosazeno zlepSeni rozliSeni mezi kodeinem a necistotou F. Vys§i obsah methanolu
zvysil retenci kodeinu a jeho necistot, jak jiz bylo popsano vyse u obr. 10 a zpusobil
koeluci kodeinu a necistoty F, a dale sniZeni rozliSeni mezi necistotou C a fenpiverinem
a mezi necistotami A a J.

Rovnéz byl testovan vliv teploty kolony, ale i v tomto pfipadé se metoda projevila
jako nerobustni. Pii zvyseni teploty na 30 °C doslo ke koeluci necistoty E s neznamou
necistotou paracetamolu (pik 8, obr. 11) a koeluci necistot A a J, a dale pak k vyméné
elu¢niho potradi dvojice pikii kodein a necistota F a dvojice pika fenpiverin a
necistota C. U metody RP-HPLC bylo separace vSech analytli dosazeno pouze za
specifickych podminek (pufr pH 7,0 - gradient 5; pufr pH 6,9 - gradient 4; 25 °C), které¢
by z dlouhodobého hlediska nemusely byt opakovatelné, zejména pii pfenosu metody
do jinych laboratofi. Dalsi vyvoj analytické metody byl tedy zaméfen na iontove

parovou chromatografii (viz kapitola 1.2.2).
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1.2.2 Data a komentar k vyvoji IP-RP-HPLC metody

Vzhledem k problematické dostupnosti necCistot kodeinu, jakozto omamné a
psychotropni latky, byla aplikace Ph. Eur. metody na stanoveni Cistoty kodeinu [149]
jednim z prvnich pfistupti pro analyzu Spasmopanu®. Metoda je zaloZena na iontové
parové chromatografii na kolon¢ se silikagelem modifikovanym fetézcem Cs.
Definované relativni retence kodeinovych necistot umoznily jejich identifikaci ve
vzorku a posouzeni vhodnosti metody pro stanoveni ¢istoty Spasmopanu® ¢&i piipadné
pouze kodeinu, pticemz necistoty ostatnich dvou API by byly stanoveny jinou metodou.
Na obrazku 12 jsou znazornény chromatogramy analyz vzorku Spasmopanu® v 25%
acetonitrilu (viz kapitola 1.2.3) na kolonach Symmetry Cg a Spherisorb Cs (ob& od
Waters; Praha, Ceska republika) Ph. Eur. metodou na stanoveni obsahu necistot

v kodein fosfat hemihydratu [149].
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Obr. 12 Analyza vzorku Spasmopanu® Ph. Eur. metodou na stanoveni obsahu necistot
kodeinu. Rozpoustédlo vzorku: 25% acetonitril. Mobilni faze: oktansulfonat sodny
(1,08 g)/kyselina octova (20 mL)/acetonitril (250 mL)/voda (730 mL). Teplota kolony:
25 °C. Prutok: 2,0 mL/min. Detekce: UV, A = 245 nm. Objem nastiiku: 15 ulL.
A) Kolona Symmetry Cs, 250 x 4,6 mm,5 um. B) Kolona Spherisorb Cs, 250 x 4,6 mm,
5 um. Identifikace piku: 1 - paracetamol a jeho neznamé necistoty, 2 - necistota E,
3 - kodein, 4 - necistota C, 5 - necistota A, 6 - pitofenon.

Z porovnani obou kolon je patrné zejména opacné retencni potadi necistot A a C
kodeinu. Evropsky lékopis predepisuje kolonu Spherisorb Cs a relativni retencni Casy
necCistoty A 2,0 a necistoty C 2,3 [149]. Na této kolon¢ vSak dochdzi ke znacné
deformaci piku paracetamolu a kodein i jeho neCistoty prakticky eluuji v jeho zéné.
Necistota E byla integrovana ve strmé klesajici ¢asti elucni kiivky, coz by mohlo vést
k neprecizni a nepfesné kvantifikaci. Metoda neseparuje necistoty kodeinu B a E a
identifikace piku 2 jako necistoty E byla odvozena zpétn¢ po analyze vzorku findlni
metodou. Kolona Symmetry Cs poskytla vyrazné lepsi separaci kodeinu a jeho necistot
od paracetamolu. V piipad¢ nedostupnosti referencnich standardi by vSak nemohla byt
pouzita z diivodu rozdilné selektivity pro necistoty A a C. Analyza byla provedena i na
dalsich kolonach stejnych parametrti (Cs, 250 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um). Kolony

Intersil, ZorbaxSB, ZorbaxRX a Luna poskytovaly selektivitu obdobnou koloné
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Symmetry, zatimco kolona ACE 5 jako jedina odpovidala kolon¢ Spherisorb. Na koloné
YMC pak necistoty A a C eluovaly jako identicky pik. Lékopisna metoda na stanoveni
Cistoty kodeinu [149] nemohla byt aplikovana na analyzu Spasmopanu® z divodu
interferujiciho paracetamolu. Dalsi testy selektivity této metody potvrdily potencialni
koeluci kodeinu s necistotou J paracetamolu a necistotou KHBB pitofenonu, pokud by
byly pfitomny. Vzhledem k izokratické eluci by analyza byla ¢asové naroc¢na, jelikoz
pitofenon eluoval ptiblizn¢ po 60 minutach a jeho necistota PEE az téméf po
120 minutach.

V nasledujici ¢asti vyvoje jiz byly dostupné referencni standardy kodeinovych
necistot A, C a E. Vychozi podminky byly pfevzaty z interni analytické metody na
stanoveni Cistoty lé¢ivého piipravku obsahujiciho kodein a paracetamol. Metoda,
shodné s vySe zminénou Iékopisnou metodou [149], vyuzivala pro separaci iontove
parové Cinidlo oktansulfonat sodny v kyselém prostfedi. Separaéni kolona vSak byla
Symmetry Cis (250 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um) pfi teploté 35 °C a eluce byla fizena
gradientovym programem obsahujicim acetonitril a methanol. Na obrazku 13 jsou
znazornény pielozené chromatogramy analyz vzorku Spasmopanu® v 50% acetonitrilu a
roztokl standardi necistot paracetamolu a pitofenonu. Piky necistot kodeinu byly
identifikovany na zakladé validace a tyto necistoty tedy nemusely byt spikovany.
Paracetamol zpravidla neobsahoval necistoty podobné jako kodein, a proto byly jeho

necistoty spikovany, piestoze jejich relativni retence byly rovnéz znamy.
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Obr. 13 Prelozené chromatogramy analyz vzorku Spasmopanu®, referencnich standardii
fenpiverinu, necistot paracetamolu F, J a K a necistot pitofenonu KHBB, X, MeKHBB
a PEE. Rozpoustédlo vzorki: 50% acetonitril. Kolona: Symmetry Cis, 250 x 4,6 mm,
5 um. Teplota kolony: 35 °C. Objem nastriku: 10 uL. Detekce: UV, A = 220 nm. Mobilni
faze: slozka A - pufr: oktansulfonat sodny monohydrat (1,44 g/L), pH 2,5 upraveno 85%
H3POy; slozka B - acetonitril; slozka C - methanol. Pritok:1,0 mL/min. Gradientova
eluce [t(min)/acetonitril(%)/methanol(%)]: 0/10/5, 15/15/5, 28/25/5, 38/35/5, 40/10/5,
50/10/5. Identifikace piku: 1 - paracetamol, 2, 3, 4 - neznamé necistoty paracetamolu,
5 - necistota K, 6 - necistota E, 7 - necistota F, 8 - kodein, 9 - necistota KHBB,
10 - necistota J, 11 - necistota C, 12 - necistota A, 13 - necistota X, 14 - necistota
MeKHBB, 15 - fenpiverin, 16 - necistota PEE, 17 - pitofenon.

Ptelozené chromatogramy na obrazku 13 demonstruji nedostatky vychozi metody
pro analyzu Spasmopanu®. Pik neéistoty K (4-aminofenol, hlavni degrada¢ni produkt
paracetamolu) byl vlivem elu¢ni sily rozpoustédla vzorku rozStipnuty. VéEtSina pika
eluovala az ve druhé poloviné analyzy a navic v ¢asti, kdy se gradient navracel do
pocateCnich podminek a prubéh zékladni linie byl pro integraci pikti nevhodny.
Rozliseni mezi necistotami kodeinu A a C bylo 1,5 a ¢astecné koeluce by se daly
ocekavat i pro piky eluujici mezi necistotami pitofenonu X a PEE. Nebyla detekovana
neznama necistota kodeinu (pik ¢islo 15, obr. 10) pravdépodobné z divodu koeluce
s pikem vzniklym gradientovou zménou ve 38 minuté. Vyvoji kompatibilniho

rozpoustédla vzorku je vénovana samostatnd kapitola 1.2.3. Z chromatografické ¢asti
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byla zachovana kolona, teplota, pufr a byl ménén gradientovy program za ucelem
zrychleni prvni poloviny analyzy a zpomaleni druhé poloviny tak, aby doslo k separaci
vSech sledovanych API a necistot v Case pred navratem gradientu na pocatecni
podminky. Hlavni zmény v gradientu zahrnovaly zvySeni obsahu organické slozky
v pocatecnich podminkéch, zrychleni analyzy vynechanim kroka gradientu od pocatku
analyzy do 15. a 28. minuty a zvySeni elu¢ni sily mobilni faze nahrazenim methanolu
acetonitrilem. Na obrazku 14 jsou zndzornény chromatogramy analyz vzorku
Spasmopanu® spikovaného necistotami pti pouziti gradientovych programt (14 A,

14 B) vedoucich k finalnim podminkam metody (14 C).
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Obr. 14 Analyza vzorku Spasmopanu® spikovaného necistotami paracetamolu F, J a K
a pitofenonu KHBB, X, MeKHBB a PEE na hladiné 0,2 %. Instrumentalni podminky a
identifikace pikit viz obr. 13. Gradientova eluce: [t(min)/acetonitril(%)/methanol(%)]:
A) 0/15/5, 38/35/5, 40/15/5, 50/15/5 B) 0/20/0, 38/40/0, 40/20/0, 50/20/0, C) 0/15/0,
35/40/0, 40/15/0, 50/15/0.
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Snizeni obsahu pufru v pocatecnich podminkdch gradientu a jeho zrychleni
zpusobilo zménu retencniho potadi kodeinu a necistoty F a koeluci necistot C a J. Piky
v zadni ¢asti chromatogramu vSak oproti vychozim podminkam eluovaly v delSim
casovém obdobi a v ramci vzristajici ¢asti gradientu (obr. 14 A). Nahrazeni methanolu
s neznamymi necistotami paracetamolu. Podobné jako u RP-HPLC retence kodeinu a
jeho necistot A a C byly vyraznéji zavislé na obsahu methanolu v mobilni fazi nez
retence paracetamolovych necistot F a J. Pfi pouziti gradientu neobsahujiciho methanol
(obr. 14 B) tak doslo k jejich separaci na rozdil od pfedchoziho gradientu (obr. 14 A).
Zvyseni retence analytl pti pouziti gradientu bez methanolu bylo dosazeno opétovnym
snizenim obsahu acetonitrilu v pocatecnich podminkach (obr. 14 C). Pfi pouziti takto
modifikovaného gradientu byly vSechny necistoty dostatecné separovany (R > 1,7).

Piky necistot K a E byly za vSech podminek deformovany vlivem pouziti 50%
acetonitrilu jako rozpousStédla vzorku. Necistota K byla od nezndmé necistoty
paracetamolu dostate¢n¢ oddélena, jelikoz pii pouziti kompatibilniho rozpoustédla
vzorku (viz kapitola 1.2.3) reten¢ni cas necistoty K odpovidal pravému vrcholu
deformovaného piku. Pik pfed nezndmou necistotou paracetamolu (pik cislo 4,
obr. 14 C), byl zpisoben rozpoustédlem vzorku a pribéhem gradientu a postupné
vymizel s ekvilibraci kolony a zménou rozpoustédla vzorku, pfiCemz separace analytl
se nezmenila. Neoznaceny pik mezi necistotami A a J byl identifikovan jako degrada¢ni
necistota ze standardu necistoty F, kterd se v Cerstvé piipraveném vzorku
nevyskytovala. V tomto reten¢nim Case standardné eluovala nezndma necistota kodeinu
(pik ¢islo 15, Obr. 10). Selektivita metody pro necistotu B kodeinu byla ovéiena az pied
vlastni validaci z divodu nedostupnosti referencniho materidlu. Metoda zaloZzena na IP-
RP-HPLC byla oproti RP-HPLC metodé robustni a poskytovala piky s lepsi symetrii
(viz Publikace I). Analyticka data byla sbirana pomoci PDA detektoru. Na obrazku 15
jsou znazornéna UV spektra jednotlivych API a necistoty K, jejiz UV spektrum mélo
prubeh odlisny od paracetamolu. Vinové délky pro vyhodnoceni dat: necistota K
(220 nm), paracetamol a jeho necistoty (245 nm), kodein, pitofenon a jejich necistoty

(285 nm) byly zvoleny na zaklad¢ téchto spekter.
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Obr. 15. UV spektra paracetamolu (4), necistoty K (B), kodeinu (C), pitofenonu (D) a
fenpiverinu (E). Spektra paracetamolu, kodeinu a pitofenonu byla exportovana z analyz
referencniho roztoku (0,2% hladina). Spektra necistoty K a fenpiverinu byla
exportovana z analyzy vzorku pro ovéreni selektivity metody (viz Publikace I).
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1.2.3 Vyvoj postupu pripravy vzorku

Cipkovina Spasmopanu® obsahuje nepolarni ¢ipkovy zaklad H 15 a W 35 a
ethoxylované alkoholy Ci2 - Cie. Tyto slozky placeba musely byt v ramci ptipravy
vzorku odstranény z diivodu mozného zanaSeni a degradace separacnich kolon. Prvotni
experimenty byly zaméfeny na rozpusténi ¢ipku ve vhodném rozpoustédle pomoci
ultrazvukové 1azné€ a nasledném vysrazeni nepoldrni ¢ipkoviny snizenim teploty vzorku
¢i nahlou zménou polarit rozpoustédla nafedénim vodou. V tabulce 3 jsou shrnuty
zavery z rozpousténi jednoho Cipku Spasmopanu® v 25 mL acetonitrilu, methanolu,
vod¢, isopropanolu, dimethylsulfoxidu a acetonu. Vzorky byly rozpoustény
v ultrazvukové 1azni za ob¢asného protiepavani pii 25 °C a 37 °C po dobu 25 minut. Po
ochlazeni na laboratorni teplotu byly vzorky filtrovany pies 0,22um PVDF filtr a
vzorky rozpusténé v acetonitrilu, methanolu a isopropanolu byly nafedény vodou

v poméru 1:1.
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Tab. 3 Tabulka pozorovani rozpousténi jednoho Ccipku Spasmopanu® v 25 mL
rozpoustédla pomoct ultrazvukové lazne (UZ) po dobu 25 minut pri teplotach 25 °C a
37 °C. Pozorovani chovani vzorkii po opétovnem vychladnuti z 37 °C na laboratorni
teplotu, filtraci (0,22um) a po ekvivalentnim pridavku vody.

Vychladnuti Pridavek
Rozpoustédlo Uz, 25°C Uz, 37 °C yewacntt, vody po
laboratorni teplota .
filtraci
methanol i bile zakaleny Pﬂ,e shluky bily zikal
roztok v Cirém roztoku
bile zakaleny emulze a nasledné
acetonitril ; Y bilé shluky bily zékal
roztok o
v Cirém roztoku
emulze a nasledné
bile zakalena  mal¢ bile shluky
voda - , , -
emulze v bile zakaleném
roztoku
¢iry roztok, na
_ anémale cbils dhstetky ., .
ispopropanol - mnozstvi e bily zakal
. v ¢irém roztoku
krystalického
prasku
velké kompaktni
nazloutly shluky na hlading
dimethylsulfoxid - o, y mirn¢ zakaleného -
viskozni roztok . R
nazloutlého
roztoku
ciry r?ztok,’ na Ciry rs)ztok,’ na &irg roztok, na dné
dné malé dné malé \ .
aceton mnoZzstvi mnoZzstvi malé mnoZstvi -
talickéh
krystalického  krystalickeho < stalického
. N prasku
prasku prasku

Z popsanych pozorovani a zavért byly jako nejvhodnéjsi rozpoustédla do dalsich

experimentil vybrany acetonitril a methanol. V obou rozpoustédlech byl ¢ipek rozpustén

v ultrazvukové lazni pfi teploté 37 °C a po vychladnuti byly slozky placeba opétovné

vysrazeny za vzniku bilych shluka a ¢irého roztoku. Piidavek ekvivalentniho mnozstvi

vody k filtratim téchto vzorkii vSak vedl ke srazeni dal§iho podilu slozek placeba.
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Samotné ochlazeni vzorkd tedy nevedlo ke kvantitativnimu odstranéni placeba ze
vzorku. Roztok vznikly rozpousténim ve vodé nebylo mozné filtrovat z diivodu ucpani
filtru. V acetonu a isopropanolu se vzorek nerozpustil cely. Dimethylsulfoxid narozdil
od methanolu a acetonitrilu poskytuje na zacatku chromatogramu vyrazny pik
rozpoustédla, jelikoz absorbuje UV zéfeni od 265 nm nize [150]. V dal$im kroku byl
jeden cipek rozpoustén znovu ve 25 mL acetonitrilu a methanolu a zaroven
v 50% acetonitrilu a 50% methanolu v ultrazvukové 1azni pti 37 °C po dobu 20 minut.
Pro urychleni srazeni byly vzorky chlazeny pfi -18 °C po dobu jedné hodiny a vzorky
v 50% acetonitrilu a 50% methanolu i1 ptfi 4 °C po dobu jedné hodiny. Vzorky po
ochlazeni nebyly filtrovany, ale odstfedény pii 12 000 rpm po dobu 10 minut.

Vsechny cCipky se v ultrazvukové lazni rozpustily za vzniku bile zakalenych
roztokl. Ochlazeni pii -18 °C vedlo u vzorkli v Cistém acetonitrilu a methanolu
k velkym shlukim placeba v ¢irém roztoku, Uplnému zmrznuti vzorku v 50%
acetonitrilu a malym ¢asteckdm v roztoku u vzorku v 50% methanolu. Po odstfedéni
byly supernatanty vSech vzorkl ¢iré kromé vzorku v 50% methanolu, ktery musel byt
filtrovan (0,22um, PVDF). Nafedéni vzorkti v Ccistém acetonitrilu a methanolu
ekvivalentnim mnozstvim vody opét vedlo k dalSimu vysrazeni placeba, které bylo
odfiltrovano. Cast vzorkll v 50% acetonitrilu a 50% methanolu, které byly chlazeny pfi
4 °C, byly odstfedény za vzniku ¢irého supernatantu, jelikoz po ochlazeni obsahovaly
bilé shluky placeba v ¢irém roztoku. Zkusebni ptidani nadbytku vody k malému podilu
vzorkli v 50% organickych rozpoustédlech jiz nevedlo k vysrazeni dalSiho placeba.
Vzorky byly analyzovany vychozi metodou IP-RP-HPLC (viz kapitola 1.2.2) a byla
orientaén¢ ovéfena vytéznost jednotlivych API porovnanim s referencnimi roztoky
v 50% acetonitrilu o koncentraci 1 mg/mL. Methanol v rozpoustédle vzorku zptsoboval
vyrazné frontovani piku paracetamolu. Orientac¢ni vytéZnost jednotlivych API byla ve
vSech vzorcich v rozmezi od 96 % do 104 %, tedy dostacujici. Vzhledem k pribéhu
pfipravy a chromatografickym vysledkim byl pro dal$i rozpousténi vybran 50%
acetonitril a postup pfipravy zahrnujici ochlazeni pti 4 °C a odstfedéni vzorku. Pii
analyze spikovaného vzorku findlnimi chromatografickymi podminkami vSak byly v

tomto rozpoustédle piky necistot K a E deformovany (viz obr. 14 C) vlivem elu¢ni sily
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50% acetonitrilu. Piky byly deformovany i pii sniZzeni nastfiku objemu vzorku na 5 pL
¢i snizeni teploty kolony na 25 °C i pfi zvySeni obsahu organické slozky v mobilni fazi
na poc¢atku gradientu (obr. 14 A a B). Pik necistoty E byl symetricky jiz pii pouziti 40%
acetonitrilu jako rozpoustédla vzorku. Pik necistoty K byl vSak stale deformovan, navic
vytéznost této necistoty ve 40% acetonitrilu byla pouze 76 %. Obsah acetonitrilu
v rozpoustédle vzorku byl postupné snizovan na 30 %, 25 % a 20 % a zarovei byla pro
pfipravu pouzita voda okyselena kyselinou fosforecnou (0,5 mL 85% H3POs na
1000 mL vody) pro zvyseni vytéznosti neCistoty K (4-aminofenol). Zcela symetrického
piku (Sy= 1,0) necistoty K a jeji dostatecné vytéznosti (92 %, hladina 0,1 %) bylo
dosazeno az pii pouziti okyseleného rozpoustédla vzorku obsahujiciho 20 %
acetonitrilu. Kvantitativni vysrazeni slozek placeba v tomto rozpoustédle vSak
vyzadovalo minimalné 2,5 hodiny pfi 4 °C a naslednou filtraci ptes 0,22um PVDF filtr.
Pro zrychleni ptipravy vzorku byl tedy vyvinut alternativni postup zaloZeny na
extrakci slozek placeba z vodné faze do hexanu. Ke vzorku rozpuSténému
v ultrazvukové 14zni bylo pfidano 10 mL hexanu a vzorek byl intenzivné tfepan po dobu
10 minut. Nasledné déleni fazi vSak nebylo optimalni a i po 30 minutach ustalovani
nebylo fazové rozhrani jednoznacné a spodni vodna faze byla bile zakalena. ZlepSeni
déleni fazi bylo dosazeno pouzitim 10 mL okyseleného 50% acetonitrilu pro
rozpousténi ¢ipku a tfepani s hexanem. Vzorek byl poté nafedén 15 mL okyselené vody,
jemn¢ zamichan a ponechén v délici bafnice po 30 minut. Pfi tomto postupu bylo fazové
rozhrani jednozna¢né a spodni vodna faze byla téméf Cird. Vzorek byl filtrovan ptes
0,45um PVDF filtr. Pfidani nadbytku vody k malému mnozstvi Cirého filtratu
nezpusobilo vysrazeni dalSiho placeba, a to tedy bylo tfepanim z hexanem kvantitativné
odstranéno. V tabulce 4 jsou uvedena data kvantitativné porovnavajici ob&é metodiky

pripravy vzorku.
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Tab. 4 Vyska (h), plocha (Ar) a normalizovana plocha (Ar, norm.) pro piky analytii ze
vzorkii pripravenych dvema metodikami pro odstranéni slozek placeba. Rozpoustédlo
vzorku.: 20% acetonitril pripraveny z okyselené vody (0,5 mL 85% H3PO4 na 1000 mL
vody). Kolona: Symmetry Cis, 250 x 4,6 mm, 5 um. Teplota kolony: 35 °C. Objem
nastriku: 10 uL. Detekce: UV, A = 220 nm. Mobilni faze: slozka A - pufr: oktansulfonat
sodny monohydrat (1,44 g/L), pH 2,5 upraveno 85% H3POu, slozka B - acetonitril.
Pritok:1,0 mL/min. Gradientova eluce [t(min)/acetonitril(%)]: 0/15, 35/40, 40/15,
50/15.

Metodika 4 °C; 2,5 hodiny hexan; 10 minut tfepani
Analvt h Ar Ar h Ar Ar
Y (mV) (mV/s) (norm. %) (mV) (mV/s)  (norm. %)
neznama
nedistota 4224 38453 0,14 4387 38389 0,14
paracetamolu

kodein 1646819 16432678 59,40 1672109 16498434 59,42

necistota A 6212 58633 0,21 6200 58431 0,21
necistota C 2459 21662 0,08 2417 21160 0,08
necistota X 4069 39260 0,14 4106 39226 0,14

pitofenon 1022479 11074952 40,03 1010442 11108558 40,01

Pro zajisténi analytické preciznosti metody a dostatecné citlivosti byly vzorky
piipraveny z 20 zhomogenizovanych ¢ipkli a do 100mL odmérnych banck byly
navazovany hmotnostni ekvivalenty dvou ¢ipkd. Byla pouZita Sarze Spasmopanu® Ctyfi
roky po datu jeji vyroby. Z dat uvedenych v tabulce 4 je patrné, ze obé metodiky
poskytly kvantitativné srovnatelné vysledky a v dalSich experimentech bylo pouzito uz
pouze Casov€é mén¢ ndro¢né¢ odstranéni placeba tfepanim vzorku s hexanem. Pik
paracetamolu koncentra¢né piesahl pracovni rozsah detektoru a nebyl kvantifikovan.

Okyselena voda v rozpoustédle vzorku byla nahrazena oktansulfonatovym pufrem
o pH 2,5 pouzitym v mobilni fazi z divodu lepsi kompatibility a sniZzeni gradientového
piku v retencnim case cca 7,6 minuty (viz obr. 14 C). Obsah necistoty K ve vzorku byl
vSak v Case zavisly na hodnoté¢ pH pouzitého rozpoustédla. Na obrazku 16 jsou

vyneseny zavislosti plochy necistoty K na case pfi pouziti pufri o hodnotach pH 2.5,
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3,0 a 3,5 pro ptipravu vzorku. Jelikoz necistota K se ve vzorku ptirozené nevyskytovala,

pro méfeni v pH 3,0 a 3,5 byly pouzity vzorky spikované na hlading 0,1 %.

500

Ar (%)

400

300

200

100

0 10 20 30 40 50
t (hod.)

Obr. 16 Zavislosti plochy necistoty K (Ar) v % vici pocatecnimu stavu (t = 0 hod.) na
case v hodindach pro hodnoty pH pufru pouzitého pri pripravé vzorku. —O— pH 2,5;
—MB— pH 3,5, —o— pH 3,0. Vzorky uchovavany pri 10 °C, ostatni instrumentalni
podminky viz tab. 4.

Necistota K je hlavnim degradacnim produktem paracetamolu v kyselém
prostiedi. Pfi pouziti pufru o pH 2,5 se jeji obsah zvysil za 24 hodin témér tiikrat a za
48 hodin vice nezZ Ctyfikrat. Zvolenym akceptanim kritériem pro rozhodnuti o stabilité
vzorku byla zména maximalné 20 % relativnich za 24 hodin (viz Publikace I) a vzorek
v pH 2,5 tomuto kritériu nevyhovél.

Nevyhovujici byl i vzorek pfipraveny pii pouziti pufru o pH 3,5, kdy naopak
dochézelo k degradaci naspikované necistoty K [151] a jeji obsah klesl za 24 hodin
0 25 %. Podobné hodnoty byly naméfeny i u vzorkl pifipravenych pii pouziti Cisté vody
a pufru o pH 6,3 v rozpoustédle vzorku. Mén¢ strmy pokles obsahu necistoty K byl

naméien pro hodnotu pH pufru 3,0 a vzorek pfipraveny s timto pufrem v rozpoustédle

55



vzorku vyhovél stabilitnim kritériim (viz Publikace I). Pokles obsahu necistoty K pouze
0 3,5 % za 24 hodin byl naméten pfi pouziti 50% methanolu jako rozpoustédla vzorku,
avSak kodein byl v tomto rozpoustédle nestabilni a obsah jeho necistoty C narostl
0 73 % za stejnou dobu. Konecnym rozpoustédlem vzorku byl tedy 20% acetonitril

v oktansulfonatovém pufru o pH 3,0.

1.3 Vysledky a diskuze - komentar k publikaci 11

1.3.1 Data a komentar k vyvoji UHPLC metody

Vyvoj metody na stanoveni obsahu necistot amlodipinu, valsartanu a
hydrochlorothiazidu byl zaloZzen na separacnim mechanismu v reverzni fazi. Byla
zvolena gradientova eluce pufru v kyselé oblasti pH a acetonitrilu. Metody pro
stanoveni jednotlivych API v této kombinaci byly publikovany pii pouziti pufra z celé
Skaly hodnot pH, v kyselé oblasti vSak bylo dosazeno pikli s nejlepsi symetrii. Na
obrazku 17 jsou znazornény chromatogramy analyz vzorku spikované¢ho necistotami
amlodipinu a hydrochlorothiazidu vychozi metodou s objemy nastfikti vzorku 1,0 pL a
2,0 uL. Byla pouzita kolona Acquity UPLC BEH Cs (100 x 2,1 mm, velikost ¢astic
1,7 um) a 10 mmol/L fosfore¢nanovy pufr o pH 2,5 s gradientem zacinajicim na 5 %
acetonitrilu (gradient 1), aby bylo dosazeno retence polarniho hydrochlorothiazidu a

jeho necistot.
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Obr. 17 Analyza vzorku spikovaného necistotami A a B hydrochlorothiazidu na hladiné
1,0 % a A, B, E, F, G amlodipinu na hladiné 0,2 % a necistoty D amlodipinu na hladiné
0,5 %. Rozpoustedlo vzorku: 60% methanol. Kolona: Acquity UPLC BEH Cs
100 x 2,1 mm, 1,7 um. Teplota kolony: 25 °C. Detekce: UV, A = 225 nm. Mobilni faze:
10 mmol/L NH/H>PO+/H3PO4 pH 2,5 a acetonitril dle gradientového programu [t(min)/
acetonitril(%)]: 0/5, 7/65, 8/65, 10/5. Priitok: 0,4 mL/min. A) objem nastriku 1,0 uL; B)
objem nastriku 2,0 uL. Identifikace piku:1 - besilat, 2 - necistota B (HCTZ),
3 - necistota A (HCTZ), 4 - HCTZ, 5 - neznama necistota HCTZ, 6 - necistota C
(HCTZ), 7 - necistota D (AMLO), 8 - necistota F (AMLO), 9 - AMLO, 10 - necistota E
(AMLO), 11 - necistota C (VALS), 12 - VALS, 13 - necistota B (AMLO), 14 - necistota G
(AMLO), 15 - necistota A (AMLO,).

Neidentifikované piky jsou minoritnimi nezndmymi necistotami valsartanu nebo
pochazeji z rozpoustédla vzorku a zmén v gradientu (posledni pik v ziznamu).
Z porovnani chromatogramii je patrné, ze pii objemu nastfiku 2,0 pL doslo
k ptredavkovani separac¢niho systému, coz se projevilo deformaci, koeluci a snizeni
reten¢nich ¢asti pikli hydrochlorothiazidu a jeho necistot (obr. 17 B, piky 2 - 5). Objem
nastiiku 1,0 uL vSak neposkytoval dostate¢nou citlivost pro amlodipin a jeho necistoty.

Vychozi metoda také uspokojivé neseparovala vSechny studované analyty.
Necistota B amlodipinu eluovala na chvostu piku valsartanu, ale tato ¢aste¢na koeluce

by byla vyfeSena pouzitim rozdilnych vlnovych délek pro valsartan (225 nm) a
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amlodipin (360 nm). Minoritni nezndmé necistoty (obsah < 0,05 %) valsartanu
koeluovaly s amlodipinem a ¢aste¢né€ i s valsartanovou necistotou C. Nasledné kroky
zahrnovaly Upravy separacnich podminek a gradientu s testovanim vlivu zvySeni obsahu
organické slozky mobilni faze na deformaci pikli na zacatku chromatogramu a zlepSeni
separace neznamych necistot valsartanu od studovanych API a necistot (kritické pary
viz Publikace II). Na obrazku 18 jsou znazornény analyzy vzorku spikovaného

necistotami vSech API pfi pouziti separacnich podminek vedoucich k finalni metode¢.
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Obr. 18 Chromatogramy analyz vzorku spikovaného necistotami A, B (HCTZ) na
hladine 1,0 %, A, B, D, E, F, G (AMLO) na hladiné 0,2 %, respektive 0,5 % pro
necistotu D a necistotami B, C, 07, 09 (VALS) na hladine 0,2 %, respektive 0,3 % pro
necistotu C. Rozpoustédlo vzorku: 60% methanol. Kolony: A, B, C) Acquity UPLC BEH
Cs 100 x 2,1 mm, 1,7 um; D) Zorbax Eclipse Cs RRHD 100 x 3,0 mm, velikost castic
1,8 um. Teplota kolony: 25 °C. Detekce: UV, 225 nm. Mobilni fdaze: 10 mmol/L
NH H:PO4/H3PO4 pH 2,5 a acetonitril dle gradientového programu [t(min)/
acetonitril(%)]: A) 0/10, 1/10, 8/65, 9/65, 9,5/10, 12/10 (gradient 2); B, D) 0/15, 9/65,
10/65, 10,5/15, 12/15 (gradient 3); C) 0/20, 9/65, 10/65, 10,5/20, 12/20 (gradient 4).
Prutok: A, B, C) 0,4 mL/min; D) 0,8 ml/min. Objem nastriku A, B) 1,0 uL,; C, D) 2,0 uL.
Identifikace pikii: 1 - besilat, 2 - necistota B (HCTZ), 3 - necistota A (HCTZ), 4 - HCTZ,
5, 6 - neznamé necistoty HCTZ, 7 - necistota 09 (VALS), 8 - necistota C (HCTZ),
9 - neznama necistota VALS, 10 - necistota D (AMLO), 11 - necistota F (AMLO),
12 - AMLO, 13 - necistota E (AMLO), 14 - necistota C (VALS), 15 - VALS,
16 - necistota B (AMLO), 17 - necistota G (AMLO), 18 - necistota 07 (VALS), 19 -
necistota B (VALS), 20 - necistota A (AMLO).

ZvySeni obsahu acetonitrilu na 10 % v pocatecnich podminkdch gradientu a
vlozeny jednominutovy izokraticky usek nemély pozitivni vliv na deformaci piki
hydrochlorothiazidu a jeho nelistot A a B pii néstiikovém objemu 2,0 pL
(neznazornéno). Selektivita pii pouziti gradientu 2 (obr. 18 A) pfi porovnani s vychozi
metodou nebyla prakticky ovlivnéna, reten¢ni potadi a koeluce piki ziistaly srovnatelné.

Podobné vysledky byly zaznamendny i pfi aplikaci gradientu zacinajicitho na 10 %
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acetonitrilu bez pocateCni izokratické faze (nezndzornéno). Pocatecni mnozstvi
acetonitrilu 20 % (gradient 4, obr. 18 C) vedlo ke koeluci necistot hydrochlorothiazidu
A a B a koeluci nezndmé necistoty hydrochlorothiazidu s necistotou 09 valsartanu.
Necistota C hydrochlorothiazidu eluovala na strmé casti driftu zékladni linie, coz by
mohlo zapfiCinit jeji neprecizni a nepfesnou kvantifikaci. Pfi pouziti gradientu 4
s objemem nastiiku 2,0 pL vSak nedoslo k deformaci piku hydrochlorothiazidu a od
amlodipinu se vydélila nezndmd necistota valsartanu (neidentifikovany pik pred
pikem 12).

Separace vSech analytl bylo dosazeno pouzitim gradientu 3 zacinajiciho na 15 %
acetonitrilu (obr. 18 B). S timto gradientem byly dale testovany objemy nasttiku vzorku
1,5 pL, 1,8 pL a 2,0 pL. Za téchto podminek se piky hydrochlorothiazidu a jeho
necistot deformovaly jiz pfi objemu nastiiku 1,5 pL. Srovnatelné s vychozi metodou
vSak objem nastiiku 1,0 pL nepostaoval k dostatecné citlivosti 1 s ohledem na vyvoj
tablet obsahujicich je$t€¢ mensi mnozstvi amlodipin besilatu. Metoda byla pfenesena na
kolonu Zorbax Eclipse Cs RRHD 100 x 3,0 mm, velikost ¢astic 1,8 um, na které diky
veétsimu objemu kolony bylo mozné aplikovat nastiiky az 3,0 pL bez vlivu na symetrii
pikl. Z obrazku 18 D je patrné, ze na této kolon¢ doslo k uplnému oddé€leni necistoty B
amlodipinu od valsartanu, zméné retencniho potradi pro amlodipin a nezndmou necistotu
valsartanu a vyrazn¢ hlad$Simu pribehu zakladni linie. Zaroven vSak neznama necistota
valsartanu koeluovala s necistotou C hydrochlorothiazidu (piky 8 a 9) a znemoznila tak
jeji kvantifikaci. Céastené separace téchto dvou pikil (R = 0,9) bylo dosazeno aplikaci
findlniho gradientového programu [#(min)/acetonitril(%)]: 0/15, 11/75, 12/75, 12,5/15,
15/15 a Gplné separace (R = 2,3) zvySenim teploty kolony na 30 °C (viz Publikace II).
Castetna koeluce nezndmé neéistoty valsartanu a jeho neéistoty C ziistala zachovana za
vSech podminek. Nezndma necistota vSak byla vzdy minoritni (obsah < 0,05 %) 1 ve
stresovanych vzorcich a vyvojovych stabilitnich studiich a diky rozliSeni 1,0 byla
necistota C precizné a piesné kvantifikovana (viz Publikace II).

Analyticka data byla sbirdna pomoci PDA detektoru. VInové délky pro
vyhodnoceni cistoty jednotlivych API byly vybrany na zaklad¢ jejich UV spekter,
piipadné UV spekter necistot, které mély odlisSny prabeh od spekter prislusnych API. Na
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obrazku 19 jsou zndzornéna UV spektra valsartanu, hydrochlorothiazidu a jeho
necistoty A a amlodipinu a jeho necistoty D. Pro valsartan byla zvolena vinova délka
225 nm stejn¢ jako pro amlodipinovou necistotu D, jelikoz jeji spektrum postrada
absorp¢ni pas s maximem pii cca 360 nm typicky pro amlodipin a jeho necistoty
(obr. 19 D a E). Cistota hydrochlorothiazidu byla vyhodnocovana pii 271 nm, jelikoz
jeho necistota A postrada absorpcni pds s maximem pii cca 317 nm (obr. 19 B a C).
Ostatni necistoty amlodipinu byly kvantifikovany pii 360 nm. Pii této vinové délce
valsartan zafeni neabsorbuje, a tak byly eliminovany veskeré potencidlni interference

jeho minoritnich necistot (obr. 19 A a D).
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Obr. 19 UV spektra A) valsartanu, B) hydrochlorothiazidu, C) necistoty A (HCTZ),
D) amlodipinu, E) necistoty D (AMLO). Spektra valsartanu, hydrochlorothiazidu a
amlodipinu byla exportovana z analyz referencniho roztoku (0,2% hladina). Spektra

necistot A a D byla exportovana z analyzy vzorku pro overeni selektivity metody (viz
Publikace I1).
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1.3.2 Vyvaoj pripravy vzorku

Reprezentativni mnozstvi vzorku (20 tablet) bylo zhomogenizovano ve tieci
misce a tohoto bylo do 25mL odmérné banky navdzeno 795 mg. Tato navéazka
zajiStovala dostatecnou koncentraci jednotlivych API, a tedy i pozadovanou citlivost
metody pifi objemu ndsttiku 2,0 puL (viz Publikace II). Ke vzorku bylo pfiddno 20 mL
rozpoustédla a vzorek byl ultrazvukovan po dobu 25 minut za obCasného michani.
Odmérna banka byla rozpoustédlem vzorku doplnéna po rysku a vzorek byl odstfedén
pii 14 000 rpm po dobu 10 minut. Pro tento obecny postup bylo postupné testovano
nekolik rozpoustédel vzorku. Sledovanymi parametry byly pfedevsim stabilita vzorku,
vytéznost necistot a tvar pikd na zacCatku chromatogramu (neCistoty B a A

hydrochlorothiazidu). Zavéry z téchto experimentl jsou uvedeny v tabulce 5.

Tab. 5 Testovani rozpoustédla vzorku pro pripravu. 795 mg vzorku/25 mL rozpoustédla,
ultrazvuk 25 minut, odstredeni 14 000 rpm/10 minut. Chromatografické podminky viz
Publikace II. Sledovany parametry stability vzorku [kritickd necistota B (HCTZ),
hladina 0,1 %)], vyteznost [kriticka necistota C (HCTZ), hladina 0,1 %] a tvar pikii
necistot Ba A (HCTZ).

Parametr / stabilita neCistoty B vytéznost necistoty C tvar pikil
Rozpoustédlo (HCTZ) (HCTZ) P
nevyhovujici: 53% nevwhovuiict:
60% CH30H nardst plochy za 18 yroviiet: symetrické
L 49 %
hodin pfi 25 °C
60% CH3OH v 1,6% hovuiici nevyhovujici: trické
HsPO4 vyhovujici 51% symetrické
80% CH3OH v 1,6% vyhovujici: def ,
H3PO4 ) 99,6 % clofmovane
60% CH3CN v 1,6% vyhovujici: def ,
H;PO, ) 100.4 % clormovane
45 % CHsOH/15 % hovuiici:
CH:CN/40 % - neVy6 SOZ/“JICI' symetrické
H3PO4 (1,6%) °
30 % CH;OH/30 % vyhovujici: vyhovujici:
X : : —
CH;CN/A0 % viz Publikace II 100,0 % symetricke

H3PO4 (1,6%)
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Ve vychozim rozpoustédle (60% methanolu) hydrochlorothiazid ve vzorku
z lécivého pripravku degradoval na necistotu B. Bylo-li v tomto rozpoustédle
pfipraveno samostatné 25 mg API hydrochlorothiazidu, degradace byla jesté rychlejsi
(narast plochy o 185 % za 18 hodin pfi 25 °C). Maximalni akceptovatelna zména byla
10 % relativnich za zvolenou Casovou jednotku (minimaln€é 24 hodin). Zaroven byla
nevyhovujici vytéznost necistoty C (HCTZ) ze zhomogenizované tabletoviny, coz bylo
potvrzeno analyzou API obsahujici tuto necCistotu a API smichanou s placebem.
Vytéznost necistoty C na hladiné 0,1 % by méla byt v intervalu 70,0 % - 130,0 % [56].
Vzorek API hydrochlorothiazidu s placebem byl dale na 2 hodiny ulozen v lednici pii
4 °C a nésledné odstfedén. V tomto piipadé vytéznost necistoty C klesla ze 49 % na
44 %. Zpét na hodnotu 49 % se vytéznost vratila, pokud byl vzorek z lednice nejprve
znovu vytemperovan na 25 °C a az poté odstiedén, ¢imz byla prokdzana sorpce
necistoty C na placebo.

Hydrochlorothiazid byl stabilizovan okyselenim rozpoustédla vzorku, avSak
vytéznost necistoty C byla stale nizkd. ZvySeni obsahu organické slozky ¢i nahrazeni
methanolu acetonitrilem vedlo ke zvysSené solvatacni schopnosti rozpoustédla a
dosazeni pozadované vytéznosti. Elucni sila téchto rozpoustédel vSak ovlivnila tvary
pikll necistot B a A hydrochlorothiazidu. Pii pouziti 80% methanolu byly piky ve svych
vrcholech deformovany a pii pouziti 60% acetonitrilu byly rozmyty a téz deformovany.
Utinnost separace pro neéistoty B a A byla v 60% acetonitrilu 8300, respektive 7000
teoretickych pater, zatimco ve finalnim rozpoustédle byla Gc¢innost 15300 a 11800
teoretickych pater. Konecné rozpoustédlo vzorku kombinovalo stabilizujici efekt
kyseliny fosfore¢né a zvySenou solvatacni schopnost dosazenou ¢aste¢nym nahrazenim
methanolu za acetonitril, pficemz jeho elucni sila neméla negativni vliv na tvar piku.

Béhem vyvoje slozeni rozpoustédla vzorku bylo zjisténo, Ze ultrazvukovani
vzorku, jeho odstfedéni a uchovavani v autosampleru by mélo probihat za
kontrolovanych a pro danou fazi nejniz§ich moznych teplot. Divodem byla nezndma
necistota hydrochlorothiazidu (obr. 18, pik 5), jejiz plocha se pfi porovnani
kontrolovanych a nekontrolovanych podminek zvysSila z 1838 mV/s na 3359 mV/s.

Vzhledem k vykonu ultrazvuku byla minimélni mozna udrzitelnd teplota 25 °C. Pro
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odstied’ovani a skladovani vzorku byla nastavena teplota 10 °C, jelikoz pfi nizsi teploté
dochézelo po 24 hodinach ke srazeni nékteré slozky vzorku a zéaroven tato teplota

zajistila dostate¢nou stabilitu pfipravené¢ho vzorku.
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2. Priprava monolitickych stacionarnich fazi pro tenkovrstvou

chromatografii

2.1 Teoreticky uvod

Monolitické stacionarni faze jsou moderni separacni média s vSestrannou
aplika¢ni oblasti. Na rozdil od sférickych staciondrnich fazi jsou vytvofeny z jednoho
kusu poérovitého materialu, ktery zcela vypliuje té€lo kolony ¢i kanalek Cipu. Obecné
vlastnosti organickych i anorganickych monolitickych staciondrnich fazi, zakladni
zpusoby jejich pripravy a vybrané aplikace jsou popsany v ptilozené Publikaci III.

Monolitické tenké vrstvy na bazi oxidu kifemicitého o tloustce 10 um pfinesly
oproti klasické HPTLC zrychleni analyzy, snizeni spotieby rozpoustédel a zvyseni
citlivosti detekce [1, 2]. Ultra tenkovrstva chromatografie (UTLC) byla tedy vyuzivana
pfedev§im ve spojeni s MS detekci [3 - 9]. Pfiprava organickych monolitd pro
tenkovrstvou chromatografii zapocala az v roce 2004, kdy Svec, Fréchet a kol.
predstavili vzorkovaci desticku modifikovanou zpolymerizovanymi monolity pro
MALDI-TOF detekci [10]. Monoliticka faze oproti klasické matrici (2,5-
dihydroxybenzoova kyselina) poskytovala mén¢ interferujici pozadi pro ionizaci malych
molekul a delsi trvanlivost vzorkovaci desticky v porovnani se silikagelovou
matrici [10].

V roce 2007 pak byla popsdna piiprava monolitické tenké vrstvy na bazi
methakrylatu mezi dvéma sklicky oddélenymi teflonovym tésnénim [11]. Slozeni
polymerizacni smési (butyl-methakrylat 24 % hm., ethylen-dimethakrylat 16 % hm.,
dekan-1-o0l 40 % hm. a cyklohexanol 20 % hm.) bylo ptfevzato z ptipravy kapilarnich
kolon. Polymerizace byla iniciovdna UV zéafenim a vznikly monolit separoval barviva,
proteiny i peptidy. Nicmén¢, ionizace makromolekul technikou MALDI musela byt
podpofena piitomnosti 3,5-dimethoxy-4-hydroxybenzoové kyseliny. Monoliticka faze
byla pfichycena na silanizované mikroskopické sklicko. Fotografie ze skenovaciho
elektronového mikroskopu vsak odhalila rozdilnou morfologii svrchni vrstvy monolitu,

kterd byla v kontaktu s nemodifikovanym krycim sklickem. Oproti globularni struktuie
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v jeho stfedu byla svrchni vrstva monolitu na pohled kompaktni a méné porézni [11].
Hladky povrch monolitu byl sice vhodny pro separaci a ndaslednou ionizaci

o

molekul [11], ale jeho twhel sméaceni vodou byl 77 [12]. Pozadovanych
superhydrofobnich vlastnosti povrchu [12] bylo dosazeno pfi pouziti silanizovaného
kryciho sklicka. V tomto pfipad¢ byl povrch monolitu hruby a thel smaceni byl 154 °.
Prestoze ob¢ sklicka tvotici formu byla silanizovana, monolit byl pfednostné ptichycen
ke sklicku, které bylo blize ke zdroji UV zaieni, zatimco na krycim sklicku ztstal pouze
slaby film monolitu. Povrch monolitu i jeho stfed tedy mély shodnou morfologii.
Mechanicka odolnost 50um monolitickych vrstev vSak zavisela na obsahu dekan-1-olu
a cyklohexanolu v polymeriza¢ni smési. Optimalni pomér 40 % hm. dekan-1-olu a 20 %
hm. cyklohexanolu dal vzniknout monolitu, ktery byl dostate¢né¢ mechanicky stabilni,
aby se nerozpadl pii rozdélavani formy, a zaroven nepfilnul pfili§ silné ke krycimu
sklicku. Monolit byl déale z casti modifikovan hydrofilnimi monomery a pouzit pro
dvoudimenzionalni chromatografii peptidi s ionizaci technikou DESI a MS
detekci [12].

Obdobny monolit o tloustce 125 um, avSak s pomérem dekan-1-olu a
cyklohexanolu 1:1, byl pfipraven za Gcelem separace peptida a oligonukleotidl planarni
elektroforézou a elektrochromatografii [13]. Nahrazeni butyl-methakrylatu
reaktivnéj$im glycidyl-methakryldtem umoznilo pfipravu monolitické tenké vrstvy
s gradientem hydrofobicity pro dvoudimenziondlni chromatografii peptidi s MALDI-
TOF-MS detekci [14]. Methakrylatové monolity hydrofobni i hydrofilni povahy byly
pfipraveny v silanizovanych kanalcich 200 pm hlubokych, které byly vyleptané do
mikroskopického sklicka. Polymerace byla iniciovdna UV zafenim, monolity byly
morfologicky charakterizovany a pouzity pro separaci polystyrenovych standarda
v normalnim i reverznim chromatografickém modu [15]. Monolitické tenké vrstvy na
bazi styrenu a divinylbenzenu byly pfipraveny tepelnou iniciaci [16]. Na rozdil od UV
iniciace, tepelna iniciace v tenké vrstvé je homogenni a muselo byt tedy opét pouzito
nesilanizované kryci sklicko. V opacném ptipadé¢ se monolit rovnomérne prichytil
k nosnému 1 krycimu sklu. Svrchni hladka vrstva monolitu byla odstranéna lepici

paskou a monolit byl dale modifikovan “hypercrosslinking” technikou a byl tak vhodny
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pro separaci malych i velkych molekul s MALDI-TOF-MS detekci [16]. Tenké vrstvy
jsou jednim ze smérd stile se rozvijejici chemie a technologie monolitickych
stacionarnich fazi [17]. Cilem této casti prace bylo zavedeni techniky ptipravy monoliti
v podminkéch laboratoti Katedry analytické chemie PiF UK, jelikoz reprodukovatelnost
pfipravy je u monolitickych stacionarnich fazi obecnym problémem. SloZeni
polymeriza¢nich smési bylo voleno na zdklad¢ predpokladané aplikace pro separace
latek v normalnim chromatografickém modu s MS detekci a desorpni fotoionizaci za
atmosférického tlaku (DAPPI). Klasické aluminiové desky pokryté silikagelovymi
Casticemi nejsou pro tyto oteviené ionizacni techniky pfiliS vhodné, jelikoz jejich
¢asteCky by mohly MS detektor poskodit. DAPPI je mekka ionizac¢ni technika, ktera
byla ptfedstavena v roce 2007 [18] a kterd je vhodnd i pro pfimou analyzu léCiv z
biologickych vzorkd [19]. lonizace pomoci DAPPI z monolitickych TLC desti¢ek

dosud testovana a publikovana nebyla.

2.2 Experimentalni ¢ast

2.2.1 Pouzité chemikalie, material a pristroje

Monolitické stacionarni faze byly pfipraveny na brousenych mikroskopickych
skli¢kach o rozmérech 76 x 21 x 1 mm od spoleénosti P-Lab (Praha, Ceska republika).
K silanizaci sklicek byl pouzit hydroxid sodny (p. a.), kyselina chlorovodikova (p. a.)
od spoleénosti Lachema (Neratovice, Ceska republika), voda upravena piistrojem
Milli-Q water purification system (Merck-Millipore, USA), 3-(trimethoxysilyl)propyl-
methakrylat (99%) od firmy Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika), toluen (99%) a
methanol (HPLC gradient grade) od firmy Merck (Darmstadt, Némecko). Sklicka byla
suSena v susarné¢ UE 200 od firmy Memmert (Schwabach, Némecko). Druhou ¢ést
formy na ptipravu tenkych vrstev tvofilo extrudované akrylatové plexisklo Plexiglas XT
o tloustce 3 mm od firmy Zenit (Praha, Ceska republika) nafezané na desticky
o rozmérech 76 x 21 mm. K odd¢leni sklicka a plexisklové desticky bylo pouzito
tésnéni Teflon FEP o tloustkach 25, 50, 76 a 127 um nafezané na prouzky o rozmeérech

85 x 4 mm od firmy Katco (Hemel Hemstead, UK). Polymerizacni smési byly
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pfipraveny z glycidyl-methakrylatu (99%), 2-hydroxyethyl-methakrylatu (99%),
ethylen-dimethakryladtu (99%), propan-1-olu (99%), dekan-1-olu (99%),
cyklohexanolu (99%), butan-1,4-diolu (99%) a 2,2-dimethoxy-2-fenyl-
acetofenonu (99%) od spole¢nosti Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika). Chemikalie
byly navazovéany na analytickych vahach XE Series Model 100A od spole¢nosti Denver
Instrumentation Company (Bohemia, USA). Smési byly odplynovany v ultrazvukové
lazni Elmasonic S15H od spoleénosti P-Lab (Praha, Ceska republika) a probublavany
dusikem (99,999%) od spole¢nosti Linde (Praha, Ceskd republika). K iniciaci
polymerizace byla pouzita ru¢ni UV lampa se dvéma 15W vybojkovymi trubicemi
poskytujici zafeni o vlnové délce 254 nm od spoleénosti P-Lab (Praha, Ceska
republika). Desticky byly oplachovany hexanem (99%) od spolec¢nosti Merck (Praha,
Ceska republika). Detekce DAPPI byla testovana za pouziti verapamilu (99%), acetonu
(99%) a toluenu (99%) od spolednosti Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika) na
piistroji LTQ Orbitrap XL od firmy Thermo Fisher Scientific (San Jose, USA). Data
byla vyhodnocena pomoci softwaru XCalibur™ od stejného dodavatele. lontovy zdroj
DAPPI byl postaven v laboratofi oddéleni hmotnosti spektrometrie Ustavu organické
chemie a biochemie (Praha, Ceska republika). Molekuly byly ionizovany vakuovou UV
lampou PKR 106 od firmy Heraeus Noblelight (Hanau, Némecko). K porovnani byly
pouzity desticky TLC silica gel 60 Fass MS-grade od spoleénosti Merck (Praha, Ceské
republika). Rychlost vzlinani hexanu byla testovana ve 250mL sklenéné lahvi se

sroubovacim uzavérem od spoleénosti P-Lab (Praha, Ceska republika).

2.2.2 Postup pripravy a testovani monolitickych tenkych vrstev

V prvni fazi ptipravy bylo mikroskopické podlozni skli¢ko silanizovano, aby se
k nému mohl kovalentné navéazat vznikajici monolit. Sklicko bylo nejprve vloZeno do
IM roztoku NaOH ve vodé pfi laboratorni teploté na dobu 3 hodiny. Poté bylo dikladné
oplachnuto vodou, vlozeno na 30 minut do vodného roztoku HCl o koncentraci
0,5 mol/L, znovu dikladné oplachnuto vodou a vysuSeno pii 120 °C po dobu 60 minut.
Suché sklicko bylo ponofeno na 2 hodiny do 20% roztoku 3-(trimethoxysilyl)propyl-

methakrylatu v methanolu. Reakce probéhla pii laboratorni teploté a za nepfistupu
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svétla. Silanizované sklicko bylo dikladné oplachnuto methanolem a vodou a vysuseno
za nepristupu svétla pfi laboratorni teploté po dobu minimalné 16 hodin.

Po provedené modifikaci mikroskopického sklicka byla sestavena forma na
tvorbu monolitickych tenkych vrstev. Plexisklovd desticka byla otfena bunicinou
namocenou v methanolu a otfena do sucha. Po delSich stranach desticky byly pfilozeny
prouzky teflonového tésnéni o definované tloust'ce. Desticka s tésnénim byla prekryta
silanizovanym sklickem tak, aby horni okraj sklicka byl 5 mm pod hornim okrajem
desticky. Mezi destickou a sklickem tak vznikl prostor pro piipravu monolitickych
stacionarnich fazi o znamé tloustce. Casti formy byly k sob& upevnény po stranach
s tésnénim Ctyfmi kancelafskymi svorkami. Forma byla ve svislé poloze naplnéna
polymeriza¢ni smési. Smés byla davkovana po kapkach z pipety na horni ¢ast formy.
Po naplnéni formy bylo na okraje pfidano nékolik dalSich kapek smési pro zabranéni
vysychani a nahrazeni ztrat zpiisobenych smr$tovanim monolitu béhem polymerizace.
Naplnénd forma byla ve vodorovné poloze sklickem vzhiru vloZena pod UV lampu
ve vzdalenosti 5 cm od zdroje zafeni. Polymerizace typicky probihala po dobu
25 minut, poté byla forma rozebrana a vznikly monolit byl promyt methanolem
a hexanem. Naplnéna forma byla ve vodorovné poloze sklickem vzhiiru vlozena pod
UV lampu ve vzdalenosti 5 cm od zdroje zareni. Polymerizace typicky probihala po
dobu 25 minut, poté byla forma rozebrana a vznikly monolit byl promyt methanolem
a hexanem.

Polymeriza¢ni smés byla ptfipravena do 5,0mL tmavé vialky. VSechny slozky
smési byly odvazovany. Inicidtor DMPAP byl nejprve rozpustén v monomerech (GMA,
HEMA, EDMA) v zastoupeni 1 % hm. vii¢i monomerim a poté byly pfidany porogenni
slozky (cyklohexanol, propan-1-ol, dekan-1-ol, butan-1,4-diol). Smés byla
ultrazvukovana po dobu 10 minut a probubldvana dusikem po dobu 15 minut. Hotova
smes byla uchovéavana pii 4 °C. V tabulce 6 jsou uvedena slozeni smési S1 az S14

piipravenych a testovanych v ramci této prace.
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Mechanickd odolnost stacionarnich fazi byla testovdna prostym otérem. Cas
potfebny k navzlinani hexanu byl méfen po vlozeni sklicka s monolitickou tenkou
vrstvou do lahve, ve které¢ byl 1 cm hexanu a kterd byla 30 minut pfed méfenim
ponechdna k ekvilibraci nasyceni par. K testovani ionizace pomoci DAPPI byl pouzit
roztok verapamilu v methanolu o koncentraci 10 mmol/L. Na desticku byl davkovan
objem 1,0 pl. Vykon na sprejovacim mikroc¢ipu byl nastaven na 4,5 W, coz odpovida
teploté spreje 250 °C - 300 °C na povrchu desticky. Sprej byl tvofen priitokem toluenu
10 pL/min a dusikem o pratoku 180 mL/min. Desticka byla sprejovana pod thlem 45 °
do kapilary o teploté¢ 340 °C s napétim 7,0 V. Napéti ve fragmentacni Casti iontoveé
optiky (Tube lens voltage) bylo nastaveno na 44,9 V. Méieni bylo provedeno

v pozitivnim moédu.

2.3 Vysledky a diskuze

2.3.1 Vyvoj postupu pripravy monolitickych TLC desticek

Zakladni princip pfipravy monolitickych tenkych vrstev mezi dvéma
silanizovanymi sklicky, oddélenymi teflonovym té€snénim pomoci UV iniciace, byl
pfevzat z publikovanych praci [I1 — 14]. Prvotni experimenty byly provedeny
s polymeriza¢ni smési S1, jejiz slozeni bylo rovnéz pievzato z [14]. Nejprve byl
aplikovan silaniza¢ni postup vyvinuty v nasi laboratoii pro piipravu styren-
divinylbenzenovych monolitt v kiemennych kapilarach [20]. V tomto pfipadé
silanizani reakce probihala za pouziti 10% 3-(trimethoxysilyl)propyl-methakrylatu
v toluenu. Monolit o tloustce 50 um polymerovany po dobu 45 minut se vSak nenavazal
ani na jedno sklicko a bylo mozné ho smyt i proudem vody ze stticky. V dalSim kroku
byl tedy silaniza¢ni postup publikovany pro monolitické TLC [11-14] upraven na
postup popsany v kapitole 2.2.2. Silanizace v methanolu byla pro methakrylatové
monolity vhodnégjs$i. Monolit pfipraveny ze smési S1 o tloust’ce 50 um se po 5, 10, 15,
30, 45, 60 i 120 minutach polymerizace ptichytil k vrchnimu i spodnimu sklu tak, ze
formu nebylo mozné ani rozebrat. Pii pouZiti nesilanizovaného spodniho kryciho skla

bylo mozné formu rozebrat, ale monoliticka tenka vrstva se nerovhomérné piichycovala
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ke spodnimu sklu, a nebylo tak mozné pfipravit homogenni vrstvu monolitické faze
pouze na jednom sklu. Podobné chovani vykazovaly i monolity pfipravené ze smési S2
az S6 (viz tab. 6) s dobou polymerizace 10 a 30 minut a tloust’ce 50 pm. Mikroskopické
sklicko tvofici spodni dil formy bylo tedy nahrazeno plexisklovou destickou.
Monolitické vrstvy (50um) piipravené ze sméesi S1 a S3 se k plexisklové desticce
nepfichytily ani po 120 minutach polymerizace, pravdépodobné z divodu hladsiho a
inertnéj$iho povrchu desti¢ky nez skla.

Optimalni doba polymerizace byla testovana na smésich S1 az S4 pro monolitické
vrstvy o tloustce 50 pum. Monolity polymerovaly po dobu 5, 15, 25, 45, 60 a 120 minut
a jako univerzalni doba polymerizace byla nalezena hodnota 25 minut, po které se
vzhled vSech pfipravenych monolitl jiz dale neménil. Smés S3 byla zvolena pro
testovani vlivu sily teflonového tésnéni. Monolitické vrstvy z této smési byly
pfipraveny pii pouziti 25, 50, 76 a 127um tésnéni s dobou polymerizace 10, 25 a
45 minut. Pro vytvofeni monolitu o tloust’ce 25 um byl dostacujici ¢as polymerizace 10
minut. Siln€j§i monolity bylo potfeba polymerovat alespoit 25 minut. Vzhled a
prihlednost bilych monolitd o tloustkach 50, 76 a 127 um byly srovnatelné po 25
1 45 minutach. Pro dal$i experimenty byla vybrana sila tésnéni 50 um, jelikoz formu
oddélenou 25um té€snénim bylo velmi obtizné naplnit bez pfitomnosti vzduchovych
bublin (viz dale).

PInéni formy polymerizacni smési bylo od pocatku ptiprav komplikovanym
problémem vyskytujicim se u vSech slozeni smési i druht forem (silanizované sklo +
silanizované sklo; silanizované sklo + sklo; silanizované sklo + plexisklo). Pii plnéni se
ve formé tvofily bubliny vznikajici i nepatrnym zpomalenim cela kapaliny v urcitém
misté. Na smésich S1 a S3 byl testovan vliv ultrazvukovani, probublavani dusikem c¢i
teploty smési (-18, 4 a 23 °C) té€sné pred vlastnim plnénim, avSak ani jeden z téchto
faktori nem¢l piimy vliv na tvorbu bublin ve form¢. Déle byl sledovan piipadny vliv
rozdilného sevieni formy svorkami, které mohlo zptisobit vétsi stlaceni obou vrstev
v urcitych mistech formy, a tedy i rozdilné prostiedi pro tok kapaliny. Tento jev byl sice
pii plnéni pozorovatelny zménou rychlosti ¢asti profilu kapaliny v okoli svorek, ale

pouze vyjimecné vedl ke tvorbé bublin. Klicovym faktorem pro tvorbu bublin byla
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ptiprava a myti skla po silanizaci. Sklicko muselo byt po silanizaci dikladné oplachnuto
nejen methanolem jako Cistym rozpoustédlem silaniza¢niho Cinidla, ale také vodou. Pfi
oplachu pouze methanolem zlstavaly na skle zaschla rezidua z methanolu a
silaniza¢niho Cinidla, kterd nebylo mozné rozlestit bunicinou, pfipadné ani nebyla
viditelna. Tyto necistoty zptsobovaly zpomalovani profilu kapaliny pii plnéni a tvorbu
bublin. Bylo-li sklicko po methanolu dikladné oplachnuto vodou a ponechano volnému
uschnuti pfi laboratorni teploté, zadna rezidua na sklicku nezistala, pfipadné bylo
mozné je snadno setfit buni¢inou. Formu z takto pfipraveného skla a plexiskla bylo
mozné naplnit zcela bez bublin s vyjimkou formy oddélené 25um teflonovym filmem.
V takto uzkém prostoru se pravdépodobné vyznamnéji projevily vlivy rizné adheze
polymerizac¢ni smési k riiznym povrchiim (sklo + plexisklo) a nerovnomérného stlaceni
formy svorkami, a proto se nepodafilo formu naplnit zcela bez bublin, piestoZe

silanizované sklicko bylo fadné omyto.

2.3.2 Mechanicka odolnost a rychlost vzlinani pro monolitické TLC desti¢ky

Ptedpokladana aplikace monolitickych TLC desticek pro chromatografii
v normalnim modu s DAPPI detekci vyzadovala piipravu mechanicky odolnych
staciondrnich fazi, skrze které by dobfe vzlinala mobilni fize na bazi hexanu.
Monolitické vrstvy na bazi GMA (smé&si S1 a S2, viz tab. 6) byly mechanicky velmi
neodolné a jejich povrch bylo mozné narusit i proudem methanolu ze stficky.

Vyrazné mechanicky odolné€jsi byly monolity na bazi HEMA a to ptedevsim pfi
pouziti porogenni smési propan-1-ol/butan-1,4-diol (smés S3). Tento monolit mél velmi
pevnou a hladkou strukturu s lesklym povrchem. Negativnimi vlastnostmi této
stacionarni faze bylo pomalé vzlindni hexanu (vice nez 30 minut), vyrazné smrstovani
monolitu béhem polymerizace vedouci k netplné tvorbé monolitu v rozich desticky a
praskani monolitu po jeho promyti methanolem, ethanolem & vodou. Uplngjsi
polymerizace v rozich bylo dosazeno zakdpnutim hran formy smeési pfed vlastni iniciaci.
Praskdni monolitu bylo zabranéno promytim methanolem a nasledné¢ hexanem.
V hexanu monolit pravdépodobné nebobtnal tak jako v methanolu, a po vysusSeni tedy

nepraskal. Polymerizaci smési S4 obsahujici HEMA a porogenni sm¢s
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cyklohexanol/dekan-1-o0l byl ziskan monolit mechanicky méné odolny nez monolit ze
smési S3, ale vice odolny nez monolity na bazi GMA. Povrch monolitu nebyl na pohled
tak hladky a leskly jako povrch monolitu vzniklého pfi pouziti porogenni smési
propan-1-ol/dekan-1-ol. Monolit (S4) polymeroval zcela i v rozich desticky a po
promyti methanolem nepraskal. Hexan monolitickou vrstvou navzlinal béhem dvou
minut a jedinou nevyhodou tohoto monolitu byla mechanickd neodolnost, jelikoz bylo
mozné ho narusit otérem ruky.

Modifikacemi smési S3 ve slozeni porogenni smési (smési S5 a S6) a v obsahu
sitovaciho Cinidla (S7 a S8) byly vytvofeny monolity podobnych charakteristik jako
monolit S3. Prestoze struktura monolitd byla s nejvétsi pravdépodobnosti rozdilna,
vSechny byly mechanicky velmi odolné, mély hladky a leskly povrch a trpély dlouhym
vzlinanim hexanu (30 minut a vice). Stejné charakteristiky m¢l i monolit pfipraveny ze
smesi S9, ve které byl butan-1,4-diol nahrazen cyklohexanolem. Mechanickd odolnost a
pravdépodobné nizka porozita, diky které vzlinal hexan velmi pomalu, byla tedy dana
pfitomnosti propan-1-olu v porogenni smési. Naopak mechanicky neodolny monolit,
kterym hexan navzlinal béhem dvou minut, byl ziskan pfi nahrazeni cyklohexanolu
butan-1,4,-diolem v porogenni smési s dekan-l-olem (smés S10). Pfitomnosti
dekan-1-olu tedy vznikal monolit se strukturou vhodnou pro chromatografii, avSak
nevhodnou pro DAPPI ionizaci. Smési SI11 az S13 kombinujici propan-1-ol a
dekan-1-ol poskytly monolity, které se zvySujicim se zastoupenim propan-1-olu byly
vice mechanicky odolné, avSak se snizujici se rychlosti vzlinani hexanu (2 minuty pro
smés S 11, 15 minut pro smes S 12 a 30 minut pro smés S13). Mechanicky dostatecné
odolného monolitu, kterym by hexan vzlinal v fadu jednotek minut, nebylo dosazeno
ani pfistupem kombinujicim butan-1,4-diol a cyklohexanol, kdy vznikla kiehk4 a malo

propustna stacionarni faze.
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2.3.3 Testovani ionizace technikou DAPPI

Monolitickou TLC desticku, ktera by byla mechanicky odolnd a zaroven snadno
aplikovatelnd pro chromatografii v norméalnim modu, se nepodafilo pfipravit (viz
kapitola 2.3.2). K testovani ionizace technikou DAPPI byla proto pouzita 50um
stacionarni faze pfipravend z polymeriza¢ni smési S3 (viz tab. 6). Tato desticka
vykazovala dobrou mechanickou odolnost, a tak byla minimalizovana pravdépodobnost
poskozeni MS detektoru. Na obrazku 20 jsou znazornéna hmotnostni spektra
verapamilu ziskand ionizaci technikou DAPPI z komercné dostupné silikagelové TLC

desticky pro MS a monolitické tenké vrstvy.
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Obr. 20 Hmotnostni spektrum verapamilu (Mr = 454 g/mol). Koncentrace verapamilu:
10 mmol/L. Davkovany objem: 1,0 uL. lonizace DAPPI v pozitivnim modu z TLC silica
gel 60 F»s4 MS-grade desticky (A) a monolitické TLC desticky S3 (B). Experimentalni
podminky viz kapitola 2.2.2. Hmotnostni spektrometr LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher
Scientific).

Ionizaci technikou DAPPI bylo z obou stacionarnich fazi naméfeno hmotnostni
spektrum odpovidajici molekulovému aduktu [verapamil+H]". Z monolitické tenké
vrstvy byl vsak ziskan piiblizné desetkrat vétsi signal nez ze silikagelové desticky.
Uginn&j§i ionizace byla pravdépodobné zapfi¢inéna mensi tloustkou monolitické
stacionarni faze (50 pum) oproti silikagelové desticce (cca 195 pm). Diky tenci vrstveé
stacionarni faze bylo pro desorp¢ni sprej k dispozici vice analytu a byl naméfen vétsi
signal. Vysoka teplota pii ionizaci monolitickou stacionarni fazi nijak viditeln¢

neposkodila, a byla tak potvrzena jeji vhodnost pro techniku DAPPI.
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3. Zavér

V prvni ¢asti prace byly vyvinuty a validovany metody pro stanoveni Cistoty
1é¢ivych pripravkd kombinujicich vice ufinnych latek. Metoda pro stanoveni obsahu
neCistot v paracetamolu, kodein fosfit hemihydratu a pitofenon hydrochloridu
v pritomnosti fenpiverin bromidu byla zaloZena na iontové parové chromatografii a
standardni HPLC instrumentaci. Byl vyvinut postup pfipravy vzorku z ¢ipkové 1ékoveé
formy zajistujici dostateCnou vytéznost necistot a stabilitu vzorku. Separace vSech
necistot bylo dosazeno 1 pfi pouziti chromatografie v reverznim moddu, avSak tato
metoda byla potvrzena jako nerobustni s ohledem na zmény pH a obsahu methanolu
v mobilni fazi. Analyzou vzorku ctyfi roky po jeho vyrobé byl potvrzen hlavni
degradacni produkt pitofenon hydrochloridu a aplikovatelnost metody pro analyzu
stabilitnich vzorkd 1é¢ivého piipravku Spasmopan®. Obsah necistot v tabletach
kombinujicich amlodipin besilat, valsartan a hydrochlorothiazid byl stanoven UHPLC
metodou v reverznim separacnim modu. Postup pfipravy vzorku z potahovanych tablet
byl vyvinut s ohledem na dostatecnou vytéznost necistot, kompatibilitu s gradientovou
eluci a stabilitu vzorku. Cilenou degradacni studii byly potvrzeny hlavni degradacni
produkty vSech tii uCinnych latek a aplikovatelnost metody pro analyzu stabilitnich
vzorkl kombinovanych tablet.

V ramci druhé ¢asti prace byly ptipraveny monolitické TLC desticky. Metodika
ptipravy monolitickych stacionarnich fazi ve formé tenkych vrstev byla realizovana
v podminkach laboratofi Katedry analytické chemie PfF UK. Po optimalizaci
jednotlivych fazi ptipravy byly ziskdny homogenni staciondrni fidze navazané na
silanizované mikroskopické sklicko. Pfipravené monolitické vrstvy byly na bazi
methakrylatovych monomerii a polymerizace byla iniciovana UV zafenim. Byly
piipraveny mechanicky odolné desticky s hladkym a lesklym povrchem, avSak se
Spatnou propustnosti pro mobilni fazi. Stacionarni fdze vhodné pro pritok mobilni faze
byly mechanicky velmi neodolné a nevhodné pro ionizaci analytii metodou DAPPI.
Z mechanicky odolné monolitické tenké vrstvy byl ionizovan verapamil metodikou

DAPPI s vyssi uc€innosti nez z komer¢ni silikagelové TLC desticky.
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