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ABSTRAKT

UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

KATEDRA FARMACEUTICKE CHEMIE A KONTROLY
LECIV

Jméno: Sarka Suskova

Skolitel: RNDr. Milan Mokry, CSc.

Nézev prace: HPLC hodnoceni vybranych 1é¢iv IX.

Tato prace byla zaméfena na optimalizaci chromatografickych podminek u
latek:  perindoprilum  erbuminum, indapamidum, amlodipinum besylatum,
valsartanum a hydrochlorothiazidum s cilem vypracovat stejné podminky pro jejich

analyzu v riznych lékovych piipravcich.

Chromatografické podminky byly optimalizovany nastfikem jednotlivych
standardli a pomoci toho byly nalezeny takové podminky, aby se sloZky separovaly.

Poté co se kazda z nich eluovala v jiném Case, byl nastiiknut smésny vzorek.

Chromatografické chovani téchto latek pfi rtizné hodnot¢ pH, rizné
koncentraci pufru a pfi zménach procentudlniho zastoupeni organické slozky mobilni
faze bylo hodnoceno pomoci vypoctu hmotnostniho distribu¢niho poméru a grafickym

vyjadienim jeho zavislosti na dané zméné.

V disledku rizné chemické povahy analyzovanych latek bylo vypracovani
chromatografickych podminek experimentalné naro¢né, i pfesto se podafilo vyhledat
chromatografické podminky pro vSechny latky stejné: chromatograficka kolona
Discovery®HS C18, mobilni faze slozena z methanolu jako organické slozky a
fosfatového pufru o koncentraci 0,01 M okyseleného na pH 3,5 v poméru 60:40 (v/v),
pfi teploté 40 °C a vinové délce 215 nm.



ABSTRACT

CHARLES UNIVERSITY IN PRAGUE
FACULTY OF PHARMACY IN HRADEC KRALOVE

DEPARTMENT OF PHARMACEUTICAL CHEMISTRY AND
DRUG ANALYSIS

Name: Sarka Suskova

Supervisor: RNDr. Milan Mokry, CSc.

Title: HPLC evaluation of selected drugs IX.

This work was focused on optimizing the chromatographic conditions for
substances: perindopril erbumine, indapamide, besylatum amlodipine, valsartan and
hydrochlorothiazide to develop the same conditions as the analysis in a variety of

dosage formulations.

The chromatographic conditions were optimized injection of individual
standards and use of such conditions were found to be constituents separated. After
each of which elutes at a different time, a composite sample was injected.

Chromatographic behavior thereof at different pH, different concentrations of
buffer, and when changing the percentage of the organic component of the mobile
phase was evaluated by calculating the weight distribution ratio and its graphic

representation according to the change.

Due to the different chemical nature of the analytes was the development of
experimentally-consuming chromatographic conditions, nevertheless we managed to
search chromatographic conditions equal for all substances: Discovery®HS
chromatographic column C18, the mobile phase consisting of methanol as the organic
component and phosphate buffer 0,01 M acidified pH 3,5 to 60:40 (v / v) at 40 ° C and

a wavelength of 215 nm.
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Na zacatku 20. stoleti byla definovana sloupcova kapalinova
chromatografie, Column Liguid Chromatography, praci ruského botanika
Michaila Tswetta. Ve své praci se zabyval odstranénim listovych pigmentu,
extrahovanymi z rostlin pomoci rozpoustédla. Separace probihala v kolong¢,
sklenéné trubici pomoci hydrostatického tlaku, za pouziti dvou specifickych
materiali (uhli¢itanu vépenatého v praskové kiidé a oxidu hlinité¢ho). Diky
gravitaci a rizné rychlosti ¢astic vzorku doslo k odd¢€leni latek do barevnych

pruht. Tswett toto oznacil jako chromatografii. (1)

Vyuziti HPLC je velmi Siroké. HPLC je vyuzivana ke kontrole 1é¢iv,
k analyze 1é¢ivych ptipravki, ke kontrole Cistoty 1é€iv, pfi identifikaci 1é¢iv,
stanoveni obsahu 1é¢iv, ke sledovani stability 1é¢iv a také k monitorovani

1é¢iv v biologickém materialu.

1.1 CIL PRACE

Cilem mé diplomové prace bylo nalezeni optimalnich podminek pro
separaci péti 1écivych latek. Jednalo se o latky rizné chemické povahy
pouzivané v praxi v riznych kombinacich pro jejich synergicky uc¢inek pii
1é€be arterialni hypertenze. Vypracované chromatografické podminky by
mély umoznit analyzu téchto latek v riznych kombinovanych Ilécivych

piipravcich.



2 TEORETICKA CAST
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2.1 HISTORIE

Chromatografie je souhrnny termin pro laboratorni techniky pro
separaci smési. To znamend odd€leni od smési vzhledem k rozdilim v
distribu¢nim koeficientu slozek vzorku mezi dvéma riznymi fazemi. Jedna

z téchto fazi je mobilni, zatimco druha je stacionérni.

Rusko-italsky botanik Michail Tswett byl prvni, kdo zacal pouzivat
termin chromatografie. Termin chromatografie je odvozeny od dvou
feckych slov ,,chroma®, coz znamena barva a ,,graphein®, coz znamena psat.
Pouzil jemné déleny kapalinovy sklenény sloupec, kterym chtél oddélit
zluté, oranzové a zelené rostlinné pigmenty (xantofyly, karoteny,
chlorofyly). V roce 1906, Tswett nejprve pouzil termin chromatografie ve

svych dvou ¢lancich o chlorofylu v némeckém botanickém ¢asopise.

Willstater a Stoll se pozdé&ji pokusili zopakovat Tswettovy
experimenty. Pouzili velmi agresivni adsorbent niici chlorofyl a tak
nepotvrdili experimenty Tswetta. Willstater a Stoll publikovali své vysledky
a diky tomu Tswettova metoda chromatografie brzy upadla do zapomnéni.
Ve dvacatém stoleti se objevili nové metody diky pracim védct Edgara
Lederera, A. J. Martina a R. L. Syngeho. Martin a Synge vyvinuli
rozdélovaci  chromatografii. ~ Martin byl zakladatelem  moderni
chromatografie, zptisobu oddélovani riznych latek ve smési. M. Tswett je
obvykle uvadén jako vyndlezce adsorpéni chromatografie na zaclatku
dvacatého stoleti. Naproti tomu Martin vynalezl tfi formy chromatografie:
rozdélovaci  chromatografii, papirovou chromatografii, plynovou
chromatografii, které byly rychle piijaty a jsou stale pouzivany dodnes.
Dokonce i ostatni dvé formy chromatografie, které vyplynuly z prace
Martina, jsou v dnesni dob¢ nejcastéji pouzivané. Jedna se o TLC a HPLC.
Martintiv vyvoj chromatografie byl pozoruhodny uspéch a vyslouzil si za ni
Nobelovu cenu za chemii v roce 1952. 7. ¢ervna roku 1941, Martin a Synge
dokazali rozdélovaci chromatografii obh4jit na zasedani biochemické

spolecnosti, které se konalo v Hampsteadu. Martin a Synge navrhli, ze by
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bylo mozné pouzit za mobilni fazi misto kapaliny plyn. Martin se podilel na
vyvoji  plynové chromatografie o deset let pozdéji. V poloviné
sedmdesatych let také navrhoval pouziti jemnych Castic a vysokych tlaki na

zlepseni separace, kterd zstava hlavnim rysem HPLC.

V dalsich letech dochéazelo k vylepSovani technik a tim vznikla

UHPLC . (2)

2.2 HPLC

Vysokoucinné kapalinova chromatografie (High performance liquid
chromatography) se fadi mezi nejCastéji pouzivanou separatni metodu
umoznujici kvalitativni 1 kvantitativni hodnoceni separovanych slozek
smési. Separace je zaloZzena na rizném mechanismu zavislém na naplni
kolony Dnes se pouzivaji chemicky vazané faze na bazi silikagelu (napf.
C18, C8) a eventudlné oxidu zirkonic¢itého. Stacionarni faze je népli kolony,
ktera je stald a s Casem se neméeni a mobilni faze je rozpoustédlo protékajici
kolonou. HPLC je vhodna pro déleni netékavych kapalnych a tuhych latek,
které jsou rozpustné ve vod¢, organickych rozpoustédlech nebo zredénych

kyselinach.

Mezi hlavni ptfednosti patii rychlost analyzy, citlivost stanoveni,
minimalni mnoZstvi vzorku pro analyzu a moZnost automatizace. Ve vSech
zminénych parametrech HPLC konkuruje plynové chromatografii (GC),
kterd se vyuziva oproti HPLC ke stanoveni tékavych latek, avSak vétSina
1é¢iv jsou netékavé povahy, a proto HPLC se vyuziva ve vétsi mite nez GC.

3) 4 (5)

2.2.1 Vyuiziti
HPLC se vyuziva pro lékopisnou kontrolu lé¢iv (ke stanoveni
obsahu, ke zkouskam totoznosti a zkouskam na Cistotu) a dale se vyuziva k

analyze pfirodnich 1éCiv v rostlinném materidlu, k monitorovani 1éciv a

jejich metabolitli v té€lnich tekutinach, k vyvoji novych 1é¢iv a analyze
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peptidl, proteini a polynukleotidi. HPLC slouzi v oblasti zivotniho
prostiedi napiiklad ke stanoveni antibiotik v mase ryb. Jejich nadmérné
pouziti v prumyslové akvakultuie vede k pfitomnosti zbytkovych antibiotik
v rybéch, které jsou urcené ke konzumaci. To ma Skodlivé ucinky na lidské
zdravi a zivotni prostfedi. Bakterie, které jsou patogenni pro ¢lovéka, jsou

kvuli tomu viéi antibiotikim odolngjsi. (3) (4) (5)
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2.3 ROZDELENI CHROMATOGRAFICKYCH METOD

Separace jednotlivych slozek smési je tedy ovlivnéna jak povahou
stacionarni faze, tak povahou mobilni faze. Eluce miize byt provedena bud’
mobilni fazi o konstantnim slozeni pii pouziti izokratické eluce nebo
mobilni fazi o zvySujici se elucni sile pii gradientové eluci (slozeni MF je
béhem eluce programové ménéno ve prospéch siln€jsi eluéni slozky).
Izokraticka eluce je vhodnéd pokud maji latky podobné fyzikalné-chemické
vlastnosti. Naopak gradientova eluce se uplatni, maji-li slozky smési
vyrazné odlisné fyzikalné-chemické vlastnosti a jejich izokraticka eluce by

tak byla ¢asové velmi naro¢na. (6)

2.3.1 Dle mechanismu separace

Hlavnim cilem chromatografické separace je dosazeni rozdéleni
analytli v pfijatelném case. Rozdéleni analyti muze byt dokonalé nebo
nedokonalé a je vhodné tento stupeint kvantitativné vyjadiit. Miru kvality

separace dvou sousednich piku charakterizuje parametr rozliSeni. (4)

Obvykle se pti separaci uplatiiuje nekolik fyzikalné-chemickych déja

soucasngé, ale jeden z nich pfevlada.

Rozdélovaci chromatografie

O separaci rozhoduje rtizna rozpustnost slozek vzorku ve stacionarni

fazi (kapalina) a mobilni fazi (kapalina nebo plyn).

Adsorpéni chromatografie

O separaci rozhoduje rizna schopnost slozek poutat se (adsorbovat se)

na povrch stacionarni faze (tuha latka-silikagel).

Iontové-vyménna chromatografie

O separaci rozhoduji rizné velké elektrostatické pfitazlivé sily mezi

funk¢énimi skupinami stacionarni faze (iontoménic) a ionty vzorku.
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Gelova chromatografie

Slozky se separuji podle velikosti na porovité stacionarni fazi — gelu.

Mensi molekuly vzorku se v pérech gelu zdrzuji déle (molekulové sitovy

efekt).

Afinitni chromatografie

Stacionarni faze je schopna vézat ze vzorku pravé urcité slozky, ke

kterym ma tzce selektivni vztah — afinitu. (7)

2.3.2 Dle povahy mobilni faze

Kapalinovad chromatografie

Jako mobilni faze je kapalina.

Plynova chromatografie

Jako mobilni faze je plyn.

2.3.3 Dle usporadani stacionarni faze

Kolonova chromatografie

Stacionarni faze je umisténa v trubici — koloné¢.

Plosné techniky

Papirova chromatografie

Stacionarni faze je chromatograficky papir vyrobeny z celuldzy. Dnes

se jiz nepouziva.

Tenkovrstvad chromatografie

Stacionarni faze je umisténa na sklenéné desce, hlinikové folii nebo

plochém podkladu z jiného materialu. (7)
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2.4 ZAKLADNIi CHROMATOGRAFICKE
CHARAKTERISTIKY

2.4.1 Reten¢ni charakteristiky

2.4.1.1 retencni Cas a retenéni objem

V némz znaci:
tr — retencni Cas nebo vzdalenost podél zakladni linie od bodu nastiiku

ke kolmici spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho dané slozce,

Vv — prutokovou rychlost MF

Zakladni kvalitativni charakteristikou je pro kazdou délenou latku
retenéni (eluéni) Cas (tr), coz je doba, ktera uplyne od nastiiku vzorku na
kolonu do dosazeni maxima elucni kiivky (vrcholu piku). Jednotkou
retencniho Casu je 1 sekunda poptfipadé 1 minuta. Druhou retencni
charakteristikou je reten¢ni (elu¢ni) objem (VR), coZ je objem mobilni faze,

ktery protece kolonou za retencni ¢as. Jednotkou retenéniho objemu je 1 ml.
Kvantitativni charakteristikou je plocha pod pikem nebo vyska piku.

2.4.1.2 Distribucni koeficient

Eluéni charakteristiky slozky na urcité kolon€ mohou byt dany

distribu¢nim koeficientem (Ko), ktery se vypocita:

tg —
te—to

Kqo

V némz znadi:
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24.1.3

24.14

tr- retencni Cas nebo objem nebo vzdalenost podél zékladni linie od

bodu nasttiku ke kolmici spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho dané slozce

to- mrtvy ¢as nebo objem nebo vzdalenost podél zakladni linie od
bodu néstiiku ke kolmici spusténé zvrcholu piku odpovidajiciho

nezadrzované slozce

ti- retenCni Cas nebo objem nebo vzdalenost podél zékladni linie od
bodu nastiiku ke kolmici spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho slozce, které

muze volné pronikat do vSech pért stacionarni faze.
Hmotnostni distribuéni pomér
Definovan jako:

D mnozstvi rozpuSténé latky v SF  tg — ty
™ mnozstvi rozpusténé latky v MF~ ty

V némz znaci:

tr — reten¢ni ¢as nebo vzdalenost (nebo objem) podél zakladni linie od
bodu nastiiku ke kolmici spusténé zvrcholu piku odpovidajiciho

nezadrzované slozce.

tm — mrtvy ¢as nebo vzdalenost (nebo objem) podél zakladni linie od
bodu nastiiku ke kolmici spusténé zvrcholu piku odpovidajiciho

nezadrzované slozce.

Hmotnostni distribu¢ni pomér charakterizuje selektivitu a udava, jak moc se

analyty na kolon¢ zadrzuji a zpozd'uji.
Retardacni faktor

neboli retencni faktor, je pouZivan v planarni chromatografii kde
udava pomér vzdalenosti od startu ke stiedu skvrny a vzdalenosti, kterou od

startu urazilo ¢elo MF.
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2.4.2 Chromatograficka data
2.4.2.1 Faktor symetrie

neboli faktor chvostovani piku, znaci tplnou (idealni) symetrii piku

pokud se rovna 1,0.

2.4.2.2  Utinnost chromatografické kolony

Zakladnim cilem metody HPLC je dosazeni optimalni rozdéleni latek
v co nejkratSim cCase. Pro hodnoceni ucinnosti separacniho procesu je
pouzivan parametr W&innosti. U&innost kolony charakterizuje miru
roz§ifovani eluc¢nich zén délenych na koloné a je tedy ukazatelem kvality
chromatografické separace. Mirou ucinnosti kolony je bezrozmérna veli¢ina
N, ktera je nazyvana pocet teoretickych pater. Cim vy3si je podet teoretickych
pater N, tim mén¢ je zona analytu rozSifena béhem priichodu kolonou, a tim

je tato kolona ucinnéjsi.
2.4.3 Separacni data

2.4.3.1 RozliSeni

Rozliseni (Rs) mezi piky dvou slozek, které maji podobnou vysku, mize byt

vypocteno ze vzorce:

1,18(tg, — tr1)
Whi + Wh2

= RS ,kde tRZ > tRl

V némz znaci:

tr1 @ trp- retencni ¢asy nebo vzdalenosti podél zakladni linie od bodu

nasttiku ke kolmicim spusténym z vrcholi dvou sousednich pikli
Wh1 & Wh- $itky pikd v polovicni vysce
RozliSeni vétsi nez 1,5 odpovida rozdéleni pikli na zakladni linii.

2.43.2 Pomér vySky piku k sedlu
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Jestlize neni dosazeno oddéleni dvou pikli na zadkladni linii, 1ze pouzit jako

kritérium zpusobilosti systému.
2.4.3.3 Relativni retence
tro- retencni Cas sledovaného piku
tr1- retencni Cas referencniho piku (obvykle pik odpovidajici zkousené latce)

ty- mrtvy ¢as nebo vzdalenost podél zakladni linie od bodu nastiiku ke

kolmici spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho nezadrzované slozce (8)

t -t
R2 M_ g
tp1 — tu
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2.5 STACIONARNI FAZE

Chromatografické kolony, jako soucast chromatografu, zazivaji
nejvyssi pokrok. Stacionarnich fazi existuje velké mnozstvi. HPLC analyzy
probihaji bud’ v normalnim moédu na silikagelu, ktery je silné polarni. Tj.
pokud se jedna o polarni SF a nepolarni MF. Dnes se jiz tolik nevyuzivaji.
Druhou moznosti a dnes nejéastéji vyuzivané jsou chemicky vazané faze.
Chemicky véazané faze jsou zcela nepolarni dlouhé uhlikové fetézce (napft.
C18-oktadecyl, C8-oktyl, C6H6-fenyl) nebo ruzné polarni kratsi fetézce
s funkéni skupinou (napt. OH-, CN-kyanopropyl, NHj-aminopropyl).
Skupiny chemicky vazané faze (SiO;) se mohou pouzivat v oblasti pH 2-8 a
do 60 °C. Pokud je pH nad 8 dochazi k rozpousténi silikagelu, pokud je pH
pod 2 dochazi k rozstépeni fetézcii. Oproti oxidu kiemiCitému lze také
pouzit oxid zirkonicity, ktery disponuje vyhodami. Mezi n¢€ fadime separaci
pti pH 0-14 a moznost separace za vyssi teploty a tlaku. Pro analyzu opticky
aktivnich latek se pouzivaji chirdlni stacionarni faze. Podstatou chiralni
separace je interakce analytu a chiralni staciondrni faze za vyuziti nejméné
tfi simultanné piisobicich reakcei (vodikové vazby, komplexy, n-rn interakce,
dipdl-dipolové interakce a sférické efekty). V soucasné dob¢ existuji Ctyfi
hlavni typy chiralnich stacionarnich fazi. Jedna se o fazi proteinovou,
cyklodextrinovou, polysacharidovou a Pirklovy stacionarni faze. Separace
enantiomerl z&visi na objemové frakci organického rozpoustédla, pH,

teploté a koncentraci a typu pufru. (9)

Dal§im typem stacionarnich fazi jsou monolitické kolony.
Monolitické kolony na rozdil od konven¢nich stacionarnich fazi, které se
skladaji z jednotlivych €astic sorbentu o definované velikosti, tvoii jediny
kus porovitého materialu, ktery zcela zapliuje vnitfek separacni kolony.
Klasické 3-5 um ¢asticové kolony vykazuji vybornou separacni ucinnost,
ale se snizujici se velikosti sorbentu stoupad zpétny tlak, takZze maximalni
rychlost pritoku je omezend. Monolitické kolony maji dva typy pori. Velké

pory zajistuji rychly souvisly tok mobilni faze skrz monolit a vyznamné
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zrychluji pfenos hmoty mezi mobilni a stacionarni fazi, za to stfedné velké
pory poskytuji monolitu dostate¢né velky povrch, a tim vysokou separacni
kapacitu. Tato struktura umoZzfuje provozovani monoliti pii znaéné
vysokych rychlostech mobilnich fazi bez ptilisSného zvySeni tlaku a zaroven
bez ztraty separacni ucinnosti, a to 1 pro Separaci opticky aktivnich latek.
(10)

HPLC chromatografické kolony jsou obvykle vyrobeny z lesténé
nerezové oceli, titanu nebo skla. Pro analytické ucely jsou nejcastéji dlouhé
10-25 cm o vnitinim priméru 2-5 mm. Kolony jsou obvykle naplnény
staciondrni fazi s velikosti ¢astic 3-5 um. Tvar ¢astic muze byt sféricky,

nepravidelny, porézni a se specifickou povrchovou strukturou. (9) (11)

V idedlnim pfipad¢ by teplota béhem analyzy méla byt konstantni.
Vétsina separaci se provadi pfi laboratorni teplote, ale sloupce mohou byt
zahfivany na vyS$$i teploty pomoci termostati S cilem dosdhnout lepsi
ucinnosti. Teplota se zvySuje s ohledem na typ stacionarni faze. Je mozné
pracovat i pii vyssich teplotach (napk. perindopril v CL 2009 je uvadény piti
teploté 60°C). (9) (11)

2.6 MOBILNI FAZE

Volba mobilni faze je zaloZena na pozadovaném reten¢nim chovéni a
fyzikdlné¢ chemickych vlastnostech analytu a typu detektoru. Pro normalni
faze by méla byt pouzita lipofilni rozpoustédla (napt. hexan, heptan,
cyklohexan) naopak u reverznich fazi hydrofilni rozpoustédla (napf.
methanol, voda, acetonitril). Mobilni faze by méla byt filtrovana pies vhodny
filtr (napt. nylonové filtry). Filtrovany jsou pufry a poté i MF. Viceslozkova
mobilni fdze by méla byt pfipravena z jednotlivych slozek o poZzadovaném
mnozstvi a naslednym promichdnim. Organické rozpoustédlo (napf.
methanol, ACN) v MF nesmi pii nastavené vinové délce na detektoru pro
separaci absorbovat. Uprava pH se provadi u samostatného pufru nebo v celé
mobilni fazi. (9) (5)
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2.7 VYSOKOUCINNY KAPALINOVY CHROMATOGRAF
Kapalinovy chromatograf se sklada z:

a.  zasobniku MF (1),
b.  degaseru (2), ktery vychytava plyny v kapilarach (napt. vakuove)

c. sméSovace (3), které homogenizuji MF

d.  vysokotlakého cerpadla MF (4), které konstantni pratokovou

rychlosti tlaci MF nastaveného slozeni ptes kolonu do detektoru,

e.  davkovaciho zafFizeni (5), umoznujici nadavkovat roztok vzorku na
kolonu
f. chromatografické kolony (6), kde dochazi k rozdéleni smési na

jednotlivé slozky, které jsou undseny MF do detektoru

g.  detektoru (7), ktery indikuje prutok separované slozky detekéni celou

a prenasi vhodné upraveny signal do pocitace

h.  sbérac frakci (8), dnes jiz se nevyuziva

I. datové stanice (9), PC, ktery ho zpracuje, umozni vystup na tiskarnu

a také fidi chod celého chromatografu. Plnou ¢arou je znazornén tok MF,

pteruSovanou ¢arou elektricky signal. (5) (6)

1
2 élé -
3
 wrerwrm | 1]
Q0
4
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Obr. ¢. 1 Ptehled HPLC (6)

Pracuje tak, ze jsou vzorky davkovany davkovacim ventilem do
mobilni  faze. Mobilni faze wunasi jednotlivé slozky vzorku
chromatografickou kolonou, kde dochédzi k opakovanému ustanoveni
rovnovahy mezi mobilni a stacionarni fazi a k separaci analytd dle
fyzikéalné-chemickych vlastnosti. Po prichodu eluatu separacni kolonou
jsou analyty v mobilni fazi detekovany v pritokové cele detektoru. Métenou
veli¢inou je fluorescence, absorbance, index lomu, elektrickd vodivost.
Vystupem z detektoru je graficky zaznam zavislosti odezvy detektoru na
retenénim Case, tj. chromatogram, na némz se hodnoti plocha nebo vyska

piku. (5)

Pii kvantitativnim zptisobu vyhodnoceni se vétSinou pouzivaji
metody z oblasti instrumentalni analyzy (metoda vné&jSiho standardu,
metoda standardniho ptidavku, metoda vnitiniho standardu a metoda vnitini
normalizace). Zptsob pouzité techniky zavisi na konkrétnich podminkach
metody.

Ke kvantitativni analyze se fadi plocha a vySka piku. Prvni metodou
vyhodnoceni je metoda vnéjsiho standardu, kde nastfikujeme na kolonu
zvlast’ vnéjsi standard a zvIast’ vzorek. Dalsi metodou je metoda vnitifniho
standardu, kdy se do zkouseného i porovnavaciho roztoku pfidava navic
jesté dalsi latka- vnitini standard a poté nastfikujeme na kolonu. U obou
metod Ize aplikovat metodu kalibra¢ni kiivky. Metoda normalizace udava
procentualni zastoupeni. Vyuzivame ji hlavné u stanoveni Cistoty. Mezi
metody, které zvysuji presnost kvantitativni analyzy, patfi pomér signalu
k Sumu a opakovatelnost. Opakovatelnost se vyjadfi relativni smérodatnou

odchylkou.

2.7.1 Zasobniky mobilni faze
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Konstrukénim materidlem zasobniki byva nejcastéji sklo, plasty
(polyethylen, polypropylen, polytetrafluorethylen) nebo nerezova ocel.
Vzdy je potieba zbavit mobilni fazi pohlcenych plyni nejcastéji pomoci
degaseru, také pomoci ultrazvuku nebo helia. Zasobniky mobilni faze jsou
zakryté vikem. K propojeni chromatografickych systémt se vétSinou
pouzivaji kapilary z oceli (pfi vstupu na kolonu v misté vysokého tlaku) a

z plastu (teflonu, v misté vystupu z kolony kde poklesne tlak). (12)

2.7.2  Cerpadla mobilni fize

HPLC cerpaci systémy jsou potfebné k dodani odmefenych mnozstvi
mobilni faze pii konstantni pritokové rychlosti. Mobilni faze by bez Cerpadla
neprotekla z divodu velkého odporu stacionarni faze. Jsou k dispozici ¢erpaci
systémy, které poskytuji rozpoustédlo z jednoho nebo vice zasobnik.
Kolisani tlaku by mélo byt minimalizovano, naptiklad pii prichodu
stlaeného rozpoustédla pies pulzni tlumici zatizeni. Hadice a ptipojky musi

byt schopny odolat tlaku vyvinutému ¢erpacim systémem. (9)

Cerpadla jsou trojiho typu a to plynova, velkoobjemova a dvojéinna.

U plynovych je zdrojem energie stlaceny plyn. Plyn je poté veden
pfimo nad hladinu kapaliny nebo je od ni oddélen pomoci pistu. Pfi
kontaktu plynu s kapalinou se plyn ¢asteéné v kapalin€ rozpousti, proto je
vyhodné&j$i oddélit plyn od kapaliny prostiednictvim pistu ¢i membrany.

Tato Cerpadla jsou obvykle bezpulsni, velmi jednoducha a levna.

Druhym typem jsou velkoobjemové Cerpadla. Tlak na pist je zde
vyvolan mechanicky pouzitim elektromotoru. Jejich pracovni objem je 100-
500 ml. Hlavni vyhodou je konstantni pritok, nepulsujici tlak a vysoka
stabilita zakladni linie detektoru. Mezi nevyhody se fadi to, ze cena Cerpadel
je velmi vysokd z divodu piesného opracovani jednotlivych dili. Také
pomalé ustanoveni stabilniho priatoku (15-60 minut) se fadi mezi nevyhody.

Tento typ Cerpadla se musi po nékolika hodindch prace plnit MF a pouzita
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MF musi byt odvzdu$néna, coz je také velice nakladné. NejcCastéji se

pouziva pro praci s vysokymi tlaky.

Poslednim druhem jsou dvoj¢innéd Cerpadla. Jedna se o reciprocni
Cerpadla s malym objemem ¢inné ¢asti. Jejich charakteristickym znakem je
pulsni tok MF. Cerpana kapalina je vytlaGovana pistem nebo membranou.

Hlava Cerpadla je opatfena dvéma ventily- sacim a vytlaénym.

Dilezité je pro pumpy nastaveni jejich pratoku. M¢l by byt pfesny a
reprodukovatelny se smérodatnou odchylkou nizsi nez 0,5 az 1 %. Pumpa
musi byt zkonstruovana z materiall, které nepodléhaji korozi a musi byt
odolné agresivnim mobilnim fazim, jako jsou slab& kyselé a bazické
roztoky, organickd rozpoustédla a tlumivé roztoky. Nejcastéji pouzivanym

materialem je nerezova ocel, titan nebo keramické materialy. (13) (14)
2.7.3 Davkovaci zafizeni

Uginnost separace mize vyznamné ovlivnit zafizeni pro davkovani
vzorku. Pfi nedokonalém davkovani miize dochazet k vyznamnému
rozsifovani eluénich zon vlivem mimokolonového ptispévku davkovaciho
zafizeni, zejména pii pouziti vysoce u€innych kolon. U davkovanych vzorki
je potieba dbat na to, aby byly dokonale rozpustény. Nejlepsi je pouZzit
rozpous$tédlo o stejném slozeni jako MF. Pokud jsou ve vzorku pfitomny
Castice, musi byt odfiltrovany. Pro davkovani se pouZzivaji automatické

davkovace nebo davkovaci ventily. (14)

Roztok vzorku se obvykle zavadi do protékajici mobilni faze nebo v
blizkosti hlavy kolony za pouziti vstfikovaciho systému zaloZzené¢ho na
vstiikovacim ventilu, ktery miZze pracovat s vysokym tlakem. Takovy
systém vstiikovani ma pevnou smycku nebo variabilni mnozstvi plynu,
které je mozno ovladat ruéné nebo automatizované. Céasteéné plnéni smycky

muze vést ke zhorSeni piesnosti objemu injekce. (9)
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2.7.4 Detektory

Citlivost a selektivita chromatografické analyzy zavisi na pouzitém
detektoru. Mezi nejCastéji pouzivané detektory patii: spektrofotometrické
detektory, fluorimetrické detektory, hmotnostni detektory, elektrochemické

detektory a refraktometrické detektory.

Nejcasteji pouzivanymi detektory pfi analyze HPLC jsou detektory
spektrofotometrické diky znacné citlivosti (10°- 100 g/ml) a moznosti uziti
pii gradientové eluci. Proméfuji absorbanci elektromagnetického zareni
ur€ité vinové délky béhem nékolika sekund slozkami eluatu protékajiciho
celou detektoru v maximu piku hodnoceného 1éCiva. K detekci 1é¢iv se
vyuziva piedev§im UV oblast spektra, mnohem méné oblast VIS. V praxi

mezi nejuzivanéjsi patii UV-VIS detektory s proménou vinovou délkou,

Dalsim typem detektoru jsou takové, které detekuji 1éciva
fluoreskujici bud’ samovolné¢ nebo po provedené derivatizaci, jde 0
fluorimetrické detektory. Jsou tedy méné univerzalni nez UV detektory, ale

citlivgjsi (10°-10™"2 g/ml) a selektivngjsi.

Elektrochemické detektory vyuZzijeme u hodnoceni 1é¢iv, Které jsou
elektrochemicky aktivni ,tzn. daji se oxidovat nebo redukovat na elektrodé.
Elektrochemicka veli¢ina, je zavisla na koncentraci analyzovaného 1éciva.
Schopnost elektrochemické redukovatelnosti a oxidovatelnosti 1é€iv vyuZiva
voltametricky, amperometricky a polarograficky detektor. Jejich citlivost je

na Grovni citlivosti fluorimetrického detektoru. (4) (5)

V hmotnostnim spektrometru jsou molekuly Iéciva ionizovany
narazy elektronli, termoionizaci a elektroionizaci. Nabité Castice jsou
vV magnetickém nebo vysokofrekvencnim poli separovany podle hmotnosti a
naboje. Hmotnostni detektory jsou finanéné velmi naroc¢né, ale jsou vysoce

selektivni a citlivé. (6) (15)
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Poslednim typem detektorti jsou refraktometrické detektory. Méfi
rozdilny index lomu mezi cistou mobilni fazi a eludtem vytékajicim
z kolony, obsahujici analyzovanou latku. Diky velkym nevyhodam, ke
kterym patii men3i citlivost (10°® g/ml), nutnost termostatovani a nemoZnost
vyuziti pfi gradientové eluci, se pouzivaji ojedinéle pii analytickém

hodnoceni 1é¢iv. (4) (5)

2.7.5 Zatizeni pro zpracovani dat

Pro zpracovani zaznamu z detektoru je mozné pouzit ptistroj, ktery
umi data zpracovat do chromatografickych piki a ulozit. Pro tuto ¢innost se
vyuziva pocita¢ s tiskarnou. Maji velkou kapacitu pro sbér, zpracovani a

ukladani dat pro opétovné zpracovani. (9) (5)
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2.8 VLASTNOSTI LL

2.8.1 Vlastnosti perindoprilu

2.8.1.1 Fyzikalné-chemické viastnosti perindoprilu

Lékopisny nazev: Perindopril-erbumin, perindoprilum erbuminum

Sumarni vzorec: Co3Hs3N305

Chemicky nazev: 2 -methylpropan-2-amin-(2S,3aS,7aS)-1-[(2S)-2-{[(1S)-
1-(ethoxykarbonyl) butyllamino}propanoyl]oktahydro-1H-indol-2-
karboxylat.

Strukturni vzorec:

M, 441,61

Perindopril-erbumin je bily nebo témér bily krystalicky prasek, slabé
hygroskopicky. Snadno rozpustny ve vodé¢ a v ethanolu 96 %, dobfie

rozpustny nebo mirné rozpustny v dichlormethanu. Je polymorfni. (8)
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2.8.1.2 Farmakologické vlastnosti perindoprilu

Charakteristika

Perindopril patfi do skupiny inhibitori angiotenzin konvertujiciho

enzymu a je prolécivem perindoprilatu.

Farmakokinetika

Podava se hlavng peroralni cestou, kde se vstiebava az 75 % davky.
Biotransformuje se jatry na perindoprilat a neti¢inné metabolity. Vylucuje se
hlavné moci (43 % neucinnych metabolitli, 22 % ve form¢ perindoprilatu,
méné nez 10 % v nezménéné forme). Castednd se také vylucuje zluéi, asi
z 25 %. Biologicky polocas perindoprilu je asi 1 hodina, avSak biologicky
polocas perindoprildtu je az 10 hodin. Po jednordzovém 1 opakovaném

podani u¢inek pretrvava déle nez 24 hodin. (16) (17)

Davkovani a zpuasob podani

Perindopril se vyuzivd kl1écbé arteridlni hypertenze, srdecni
nedostatecnosti, snizeni vyskytu kardiovaskularnich pfihod u pacientd
S ICHS a jako profylaxe recidivy cévni mozkové piihody. Davkovani je
individualni. Spole¢nym znakem davkovéani perindoprilu vétSinou byva
podavani 1 x denné, nejprve zahajovaci davka, poté dvojnadsobné navySeni a

dlouhodobé uzivani. (16)

Léky s latkou

Mezi monokomponentni piipravky patii APO-Perindo, Coverex,
Perinalon, Perindopril Actavis, Prenessa, Prestarium, a jiné. Mezi
kombinované piipravky patii Perinpa, Prenewel a Prestarium Combi. Tyto
ptipravky byvaji kombinaci perindoprilu erbumin a indapamidu v riiznych

koncentracich. (16)
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2.8.2 Vlastnosti amlodipinu
2.8.2.1 Fyzikdlné-chemické viastnosti amlodipinu
Lékopisny nazev: Amlodipin-besylat, Amlodipini besilas
Sumarni nazev: CysH31CIN,OgS

Chemicky nazev:

3-ethyl-5-methyl-(4RS)-2-[(2-aminoethoxy)methyl]-4-(2-chlorfenyl)-6-
methyl-1,4-dihydropyridin-3,5-dikarboxylat-benzensulfonat

Strukturni vzorec:

H
HaC.__N o~ NH2
0
O._CHz Oy OH

M, 567,05

Amlodipin-besylat je bily nebo témér bily prasek. TéZce rozpustny ve
vodé, snadno rozpustny v methanolu, mirné¢ rozpustny v ethanolu

bezvodém, tézce rozpustny v propan-2-olu. (18)
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2.8.2.2 Farmakologické viastnosti amlodipinu

Charakteristika

Amlodipin je dihydropyridinovy blokator vapnikovych kanald 3.

generace s vysokou vaskularni selektivitou.

Farmakokinetika

Po perordlnim podani se vstiebava 60-65 % davky a maximalnich
plazmatickych hladin je dosazeno za 6-9 hodin. Amlodipin je
biotransformovan v jatrech prostiednictvim oxidazy CYP3as na netcinné
metabolity. Vylucuje se pfevazné moci, ¢astené téz zluci. Jeho biologicky

polocas je velmi dlouhy (30-35 hod).

Davkovani a zpuasob podani

Amplodipin se vyuziva kl1éébé stabilizované anginy pectoris,
variantni anginy pectoris a k 1é¢b¢ arterialni hypertenze. Obvykle se podava
5 mg 1 x denné, kdy je moZné davku zdvojnasobit. Léc¢ivo amlodipin besilas

je pouzivan ve formé& peroralni.

Léky s latkou

Mezi lé€ivé piipravky obsahujici pouze amlodipin patii napiiklad
Agen, Zorem, Amlozek, a jiné. V kombinovanych piipravcich jej mizeme

najit v piipravku Caduet a Prestance. (16) (17)
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2.8.3 Vlastnosti valsartanu

2.8.3.1 Fyzikdlné-chemické vilastnosti valsartanu

Lékopisny nazev: Valsartanum, Valsartan

Sumarni nazev: C,4sHgN503

Chemicky nazev: (2S)-3-Methyl-2-[pentanoyl  [[2’-(1H-tetrazol-5-
yl)bifenyl-4-yllmethylJamino]butanova kyselina

Strukturni vzorec:

M, 435,5

Valsartan je bily nebo skoro bily, hygroskopicky prasek. Je prakticky
nerozpustny ve vod¢, snadno rozpustny v bezvodém ethanolu a mirné

rozpustny v dichlormethanu. (19)
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2.8.3.2 Farmakologické vlastnosti valsartanu

Charakteristika

Valsartan je kompetitivni antagonista angiotenzinovych receptort
ATy, tj. na receptoru pro angiotenzin Il. Je to analog K latce losartan, ktery
byl zaveden vroce 1996. Rozdil mezi ACEi a sartany je Vv ovlivnéni
bradykyninu. Sartany tuto dekompenzaci neovliviiuji a proto také
nevyvolavaji kasel. Valsartan a vSechny uc¢inné latky této skupiny 1éCiv,

pouzivame Vv terapii hypertenze nebo v terapii srde¢ni nedostate¢nosti.

Farmakokinetika

Valsartan se po peroralnim podani vstiebava z 10-35 % davky.
Minimalné se biotransformuje v jatrech na neti¢inné metabolity. Vylucuje se
pfevazné v nezménéné formé zluéi (70 %), Castecné téZ moci (30 %).
Valsartan ma biologicky polo€as 6-9 hodin a jeho G¢inek po jednorazovém

podani trva 8-12 hodin. Po opakovaném podani pietrva az 24 hodin.

Davkovani a zptasob podani

Déavkovani je individudlni dle onemocnéni. Pro 1écbu arteridlni
hypertenze podavame obvykle 80 mg 1x denné. V ptipadé zvySeni davky je

mozné s odstupem nejméné dvou tydna zvysit na 160 mg 1x denné.

U 1é¢by srde¢ni nedostatecnosti za¢iname davkou 40 mg 2 x denné a

poté mizeme zvySovat az na dvojndsobek.

Valsartan je mozné pouzit, pokud chceme snizit vyskyt
kardiovaskularnich pfihod u pacienti po pickonaném infarktu myokardu
S dysfunkci levé komory srdeni nebo se srdecni nedostatecnosti. V tomto

pfipadé¢ zafindme davkou 20 mg 2 x denné a poté ji zvySujeme na
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dvojnésobnou davku davky predchozi. Jako udrzovaci davka se povazuje
davka 160 mg 2 x denné. Valsartan zacindme podavat nejdiive 12 hodin po

prodélaném infarktu myokardu a nejdéle 10 dnti po ném.

Léky s latkou

Mezi 1é¢ivé piipravky pouze s ucinou latkou valsartan mizeme zaradit
Diovan od firmy Novartis, Valsabela, Valsacor a Valsartan Actavis. Mezi
1é¢ivé piipravky kombinované fadime Co-Diovan, Exforge a Teval plus H.
V  kombinovanych pfipravcich se vyskytuje ucinna latka valsartan

s hydrochlorothiazidem nebo s amlodipinem v jedné tableté. (16) (17)
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2.8.4 Vlastnosti hydrochlorothiazidu

2.8.4.1 Fyzikdlné-chemické vlastnosti hydrochlorothiazidu

Lékopisny nazev: Hydrochlorothiazid, Hydrochlorothiazidum

Sumarni nazev: C;HsCIN304S,

Chemicky nazev: 6-chlor-7-sulfamoyl-3,4-dihydro-2H-1,2,4-
benzothiadiazin-1,1-dioxid.

Strukturni vzorec:

T

Z
® 0
Z

I

N

M, 297,73

Hydrochlorothiazid je bily nebo témét bily krystalicky prasek. Velmi
téZce rozpustny v acetonu, mirné€ rozpustny v ethanolu 96 %. Rozpousti se

ve ziedénych roztocich alkalickych hydroxidi. (20)
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2.8.4.2 Farmakologické vlastnosti hydrochlorothiazidu

Charakteristika

Hydrochlorothiazid je thiazidové saluretikum. Obecné jsou saluretika
mén¢ ucinna ale déle piisobici v porovnani s kliCkovymi diuretiky. Inhibuji

reabsorpci sodiku a chloridl v distalnim tubulu ledvin.

Hlavni indikaci saluretik je arteridlni hypertenze. Pouzivaji se jak

v monoterapii tak také v kombinac¢ni 1é¢bé. (16)

Farmakokinetika

Hydrochlorothiazid po perordlnim podani se vstfebava z 60-80 %
davky. VyluCuje se vnezménéné formé prakticky uUplné do moci.
Biologicky polo¢as hydrochlorothiazidu, diuretika distalniho tubulu, je 10-
12 hodin. Po peroralnim podani uc¢inek nastupuje za 2 hodiny, maximéalniho
ucinku dosahuje za 3-6 hodin a ucinek trva 6-12 hodin po jednordzovém

podani a az 24 hodin po opakovaném podani.

Davkovani a zpusob podani

Déavkovani je rozli¢né dle skupiny pacientt.

Pro dospélé s arteridlni hypertenzi se doporucuje kazdy den 12,5 mg
nejlépe rano, nebo obden 25 mg nejlépe rano. V kombinaci s ACEi nebo

sartany je mozné zvysit davku na 1 X 25 mg.

U osob starSich 65 let, u diabetikti, se doporucuje nepiekracovat davku
12,5 mg/den. U pacientii s edémy mizeme podat davku 25 mg-100 mg
denné¢ vjedné nebo dvou dil¢ich davkach. Za udrZzovaci davku je

povazovano 25 mg 1x denné.
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Pro déti u edému i arterialni hypertenze je doporu¢ovano denni davku
1-2 mg/ma kg vahy, rozdélit do dvou dil¢ich davek. Maximalné vSak

mizeme podat 25 mg. (16) (17)

Léky s latkou

Mezi 1éCivé piipravky obsahujici pouze hydrochlorothiazid patii
Hydrochlorothiazid Zentiva. Nejcastéji se hydrochlorothiazid kombinuje
s ACEI, sartany nebo beta-blokatory. Ke kombinovanym piipravkim
zafadime napiiklad Amprilan H (+ramipril), Enap H (+enalapril
hydrogenomaleas), Inhibice plus (+cilazapril), Lodoz (+bisoprolol fumarat),
Loradur (+amilorid), Lorista H (+losartan), ... (16) (17)
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2.8.5 Vlastnosti indapamidu

2.85.1 Fyzikdlné-chemické vlastnosti indapamidu

Lékopisny nazev: Indapamid, Indapamidum

Sumarni nazev: C1gH16CIN3O3S

Chemicky nazev: 4 -chlor-N-[(2 RS)-2 -methyl-2 ,3 -dyhydro-1 H-indol-1 -

yl]-3 -sulfamoylbenzamid

Strukturni vzorec:

M, 365, 83

Indapamid je bily nebo témet bily praSek. Prakticky nerozpustny ve

vodé, dobie rozpustny v ethanolu 96 % . (8)
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2.8.5.2 Farmakologické viastnosti indapamidu

Charakteristika

Indapamid je sulfamoylbenzamidové saluretikum s arteriolodilatacnim

ucinkem.

Farmakokinetika

Po perordlnim poddni se Upln¢ vstfebava. Biotransformuje se
extenzivng v jatrech na netcinné metabolity. Vylucuje se predevsim moci, z
60-70 % ve formé& metabolitd, z 5-7 % v nezménéné formé. Castedns se také
vylucuje zluéi (23 %). Biologicky polo¢as indapamidu je 14 -15 hodin.
Uginek nastupuje za 1-3 hodiny.

Davkovani a zpuasob podani

Indapamid se pouZziva ve formé retardované i1 neretardované.

Neretardované 1€ékové formy se uzivaji nejlépe rano, 1 x denné, 2,5
mg, u arterialni hypertenze. Pfi prevenci recidivy cévni mozkové piihody je
vhodnéa kombinace s perindoprilem erbuminem v davce 2,5 mg/ 4 mg 1 X
denné. Doporucuje se predchozi c¢tyitydenni monoterapie perindoprilem

erbuminem.

Retardované 1€kové formy se podavaji u arteridlni hypertenze nejlépe

Ix denné 1,5 mg rano.

Léky s latkou

Mezi 1é¢ivé piipravky obsahujici pouze 1é¢ivou latku indapamid patii

Indap, Indapamid HF, Indapamid Stada, Indapamid Teva, Rawel a
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Tertensif. Indapamid se vyuziva i jako kombinacni 1é¢ivo v kombinaci
S 1é¢ivou latkou perindoprilum erbuminum v pfipraveich Perinpa, Prenewel,

Prestarium Combi a Prestarium Neo Combi. (16)
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2.9 PRACE TYKAJICI SE PROBLEMATIKY HPLC A LL

Pro spole¢nou nebo samostatnou analyzu amlodipinu, perindoprilu,
valsartanu, hydrochlorothiazidu a indapamidu byly vypracovany do
soucasné¢ doby rizné metody a podminky. Analyza téchto latek byla

provadéna nejcastéji pomoci HPLC, spektrofotometrie a TLC.

1.  Soucasnda HPLC analyza perindoprilu a losartanu v Cisté formé
tablety. Prace byla zamétfena na uréeni podminek v bindrni smési. Separace
byla provedena na reverzni fazi C18 (LUNA). MF byla slozena z
fosfatového pufru o pH 6,8 a MeOH vpoméru 15:85 (v/v). Méfeni
probihalo pii priutokové rychlosti 0,8 ml/min pii 20 °C. (21)

2. Spole¢na HPLC analyza perindoprilu a indapamidu vV kombinovaném
ptipravku. Jako stacionarni faze byla pouzita kolona C18 (Thermo Hypersil
BDS, 250 x 4,6 mm). MF se skladala z fosfatového pufru, okyseleného na
pH 3,6 a MeOH v poméru 80:20 (v/v). Mé&feni probihalo pfi vinové délce
215 nm, pritokové rychlosti 0,8 ml/min. (22)

3. Za pouziti HPLC a kapilarni elektroforézy pro stanoveni perindopril
erbumin byly zjistény podminky pro méfeni: chirdlni stacionarni faze
(ChiraDex tvotena B-cyklodextrinem), MF 0,05 M fosfatovy pufr o pH 3,0 a
ACN v poméru 45:55 (v/v). Prutokova rychlost 1,0 ml/min, vlnova délka
210 nm. (23)

4.  HPLC stanoveni u kaptoprilu, indapamidu a jejich ptibuznych
sloucenin ve formé¢ tablet. SF 250 x 4,6 mm Xterra RP8, vilnova délka 210
nm, MF 0,03 M fosfatového pufru o pH 2,8, upraveny kyselinou
fosfore¢nou, MeOH a ACN v poméru 6:2:2 (v/v/v). Sledovani kinetiky
degradace kyselin a zasad. (24)
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5. Spole¢né stanoveni pomoci HPLC u latek perindopril erbumin a
indapamid v kombinované tableté. SF na inertsil ODS 3V (4,6 mm x 250
mm; velikost ¢astic 5 um). MF voda o pH 2,5 okyseleno pomoci kyseliny
chloristé a ACN. Pritokova rychlost 1 ml/min, vinova délka 215 nm. (25)

6. Metody HPLC a TLC pro stanoveni amlodipinu besilas a indapamidu
v kombinovaném davkovani. SF ODS intersil C 18 sloupec (150 mm x 4,6
mm, 5 um), pii teploté 25 °C, pratokova rychlost 1 ml/min, MF 0,02 M
fostatovy pufr o pH 4,0 okyseleny k. fosfore¢nou a ACN a MeOH V poméru
20:20:60 (v/viv), vinova délka 240 nm (26)

7. Spolecné stanoveni HPLC a spektrofotometrie u latek perindoprilu a
indapamidu v binarni smési ve farmaceutickych 1ékovych formach. Kolona
s reverzni fazi. MF fosfatovy pufr o pH 2,4 a ACN v poméru 70:30 (v/v)
(27)

8.  HPLC metoda, SF Inertsil ODS C18 ( 100x4,6mm), pratokova
rychlost 1,0 ml/min, 250 nm, MF fosfatovy pufr a ACN 65:35 (v/v) (28)

9. HPLC spole¢né stanoveni valsartanu a ezetimibu v kombinované
tablet¢. Stacionarni faze C18, MF fosfatovy pufr a ACN v poméru 58:42
(v/v), pH 3,15, pratokova rychlost 0,8 ml/min, vlnova délka 230 nm.
Vyhody metody: jednoduchost, preciznost, ptfesnost, reprodukovatelnost,

konkrétnost. (29)

10. RP-HPLC metoda, MF 0,01M octan amonny o pH 5,5 a ACN, vlnova
délka 240 nm, stacionarni faze C18 (250x4,6 mm, 5 um), Pratokova
rychlost 1,5 ml/min (30)
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11. HPLC metoda, Valsartan a Irbesartan vkombinovaném Iécivém
ptipravku, stacionarni fdze C18 reverzni faze, MF ACN a fosfatovy pufr o

pH 3, pritokova rychlost 1,5 ml/min, vinova délka 254 nm (31)

12.  SF Konven¢ni RP-C18 (Intersil® ODS-3) a kalixarenovy sloupec
(Caltrex BIII®). Kalixarenova stacionarni faze se 1isi od konven¢niho RP-
C18 v tom, ze jsou v cyklodextrinu z dutin. Odlisné ucinky na retenci
analyti. Bylo zjisténo, Ze chemicka struktura a vlastnosti analyti maji

ucinnou roli v jejich oddéleni. (32)

13. HPLC metoda, valsartan, losartan, irbesartan v kombinované 1ékové
form¢, SF C18, MF ACN a 0,025 M fosfatového pufru o pH 3,65,
pratokova rychlost 1ml/min, vinova délka 254 nm (33)

14. RP-HPLC metoda, irbesartan, amlodipin besylat, SF Zorbax CN, MF
0.01 M fosfatového pufru o pH 3,0 a ACN v poméru 70:30 (v/v), pratokova
rychlost 0,9 ml/min, vinova délka 240 nm (34)

15. RP-HPLC metoda, hydrochlorothiazid, amlodipin, olmesartan
v kombinovaném LP, SF Symmetry C 18 (4,6 x 150 mm, 5 um, Znacka:
XTerra), MF TEA pufr, pH bylo upraveno na 3,5 pomoci kyseliny
fosforeéné a ACN v poméru 40:60, pratokova rychlost 0,8 ml/min, vinova
délka 230 nm (35)

16. RP-HPLC metoda, spoleéné stanoveni hydrochlorothiazidu,
amlodipinu, olmesartanu v hromadném LP, SF Symmetry C18 (4,6 x 150
mm, 5 um, Znacka: Xterra), TEA pufr, jehoz pH bylo upraveno na 3,5
pomoci kyseliny fosfore¢né a ACN v poméru 40:60, pratokova rychlost 0,8
ml/min, vinova délka 230 nm (36)
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17. HPLC metoda, Firmasartan a amlodipin v LF tablet, Nucleosil C18
(250 mm x 4,6 mm, 5 um), 40 °C, MF ACN a 0,02 M fosfatového pufru o
pH 2,2 v poméru 50:50 (v/v), pratokova rychlost 1 ml/min, vinova délka
237 nm (37)

18. RP-HPLC, HPTLC, UV spektrofotometrie, Amlodipim besilas,
hydrochlorothiazid, valsartan v kombinovaném ptipravku, v tabletach, SF
C18, MF fosfatovy pufr 0,056 M o pH 3,7, s0,2 % triethylaminu jako
modifikatoru a ACN v poméru 56:44 (v/v), vinova délka 232 nm (38)

19. RP-HPLC, Amlodipin besilas, atorvastatin calcium, SF Waters X-
Terra, C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 um), MF MeOH a 0,01 M octanu sodného
pufrovaného na pH 4 v poméru 70:30 (v/v), prutokova rychlost 1 ml/min,
vilnova délka 240 nm (39)

20. RP-HPLC, Telmisartan, ramipril, amlodipin besylat, atorvastatin
calcium, MF 0,025 M fosfatovy pufr (pH 6,0) a ACN v poméru 60:40 (v/v),
vlnova délka 205 nm, SF Hypersil BDS C18 (250 x 4,6 mm, 5 um),
pratokova rychlost 1,5 ml/min (40)

21. HPLC, Amlodipin, Telmisartan, hydrochlorothiazid, Atenolol a
Losartan, SF Inertsil C18 (100 mm, 4,6 mm vnitfni pramér., 5 um), MF
0,01 M fosfatovy pufr a MeOH 95:5 (v/v), pritokova rychlost 1,5 ml/min,
pti teploté 40 °C, vlnova délka 217 nm (41)

22. HPLC, Amlodipin besilat, telmisartan, tablety, SF Athena C18 (250 x

4,6 mm, 5 p velikost ¢astic), MF MeOH a fosfatovy pufr (pH 4), v poméru
70:30 (v/v), prutokova rychlost 1 ml/min, vinova délka 240 nm (42)

23. RP-HPLC, Quinapril, hydrochlorothiazid-hromadny prasek, SF
Zorbax Eclipse XDB, C18 (150 x 4,6 mm, 5 mm), pfi teploté¢ 30 °C, MF
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ACN : fosfatovy pufr, pH 4 pomoci kyseliny o-fosfore¢né v poméru 35:65
(v/v), prutokova rychlost 0,9 ml/min, vinova délka 210 nm (43)

24. HPLC, Olmesartan, medoxomil, hydrochlorothiazid-kombinované
tablety, SF 4,6 mm ID x 200 mm, 5 um cyano sloupci, MF MeOH a 0,01 M
fosfatovy pufr, obsahujici 0,1% triethylamin (pH 2,5) v poméru 50:50 (v/v),
pratokova rychlost 1 ml/min, vlnova délka 260 nm, vnitini standart-

valsartan (44)

25. RP-HPLC, Telmisartan, hydrochlorothiazid, MF MeOH: ACN
v poméru 70:30 (v/v), prutokova rychlost 1 ml/min, vinova délka 270 nm,

Vnitini standart-rabeprazol (45)

26. RP-HPLC, hydrochlorothiazid a irbesartan, SF C18 (250 mm x 4,6
mm, 5 um), MF MeOH a 0,05 M fosfatovy pufr o pH 2,5 v poméru 60:40
(v/v), prutokova rychlost 0,8 ml/min, pii teploté 40 °C, vinova délka 226 nm
(46)

27. RP-HPLC, enalapril, hydrochlorothiazid, SF C18, ODS UG sloupec
250x4,5mm), MF acetatovy pufr, MeOH, ACN v poméru 60:20:20 (v/v/v) o
pH 5, pratokova rychlost 0,8 ml/min, vinova délka 232 nm (47)

28. HPLC, irbesartan, hydrochlorothiazid u kombinovanych LP, SF
Chromolith® Vykon RP-18, MF fosfatovy pufr o pH 4 a ACN v poméru
50:50 (v/v), prutokova rychlost 1,0 ml/min, vinova délka 270 nm (48)

29. RP-HPLC, losartan draselny, valsartan, telmisartan, irbesartan a
hydrochlorothiazid. Gradientni metoda HPLC byla vyvinuta pro stanoveni

nékolika sartanti za pritomnosti hydrochlorothiazidu, MF 0,025 M
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fosfatového pufru o pH 6,0 a ACN v poméru 80:20 (v/v), vinova délka 220
nm, SF ACE C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um), prutokové rychlosti 1,5
ml/min (49)

30. HPLC metoda pro stanoveni perindoprilu a indapamidu. SF Hypersil
BSD C18 (250 mm x 4,6 mm), MF fosfatovy pufr o pH 3,5 a MeOH

V poméru 65:35 (v/v). Pratokova rychlost 1 ml/min, vilnova délka 215 nm.
(47)
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3 EXPERIMENTALNI CAST
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3.1 CHEMIKALIE A PRiSTROJE

3.1.1 Pouzité Chemikalie

Acetonitril, PhEur. Merck Némecko
Amlodipin Sigma-Aldrich, Praha, CR
Fosfore¢nan amonny stfedni, p. a. Penta, Chrudim, CR,
Hydrochlorothiazid Sigma-Aldrich, Praha, CR
Indapamid Sigma-Aldrich, Praha, CR
Kyselina octova, p. a. Penta, Chrudim, CR
Methylalkohol, p. a. Penta, Chrudim, CR
Octan amonny, p. a. Penta, Chrudim, CR,
Perindopril Sigma-Aldrich, Praha, CR
Valsartan Sigma-Aldrich, Praha, CR

Voda ¢isténa reverzni osmdzou

3.1.2 Pouzité pristroje

Acidimetr 333, Druopta, Praha, Ceska Republika

Analytické vahy, Kern ALS-4N, Némecko

Kapalinovy chromatograf Hewlett Packard Series 1100, HPST, Praha, CR
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3.1.3 Chromatograficky material — SF

Chromatograficka kolona Discovery®Cyano, 15 cm x 4,6 mm, 5 um, Bellefonte,
USA

Chromatograficka kolona Discovery®HS F5, 15 cm x 4,6 mm, 5 pm, Bellefonte,
USA

Chromatografickd kolona Discovery®HS C18, 15 cm x 4,6 mm, 5 um, Bellefonte,
USA
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3.2 VYPRACOVANI CHROMATOGRAFICKYCH PODMINEK
PRO HPLC LL

Pro soucasné hodnoceni amlodipinu , hydrochlorothiazidu, perindoprilu,
valsartanu a indapamidu bylo =zapotiebi stanovit optimalni chromatografické

podminky.
3.2.1 Vybér stacionarni a mobilni faze

Pro separaci byly pouzity rtizné typy stacionarnich fazi, na kterych byly
zkouseny riizné slozeni mobilni faze. Pti pouziti stacionarni faze HS C18, Cyano a
HS F5, byla mobilni faze sloZena z organického rozpoustédla acetonitrilu nebo

methanolu a fosfatového nebo octanového pufru.

3.2.1.1 Chromatograficka kolona- Chromatograficka kolona Discovery ®HS C18

- ACN : 0,01 M fosfatovy pufr 60 : 40 (v/v)
- ACN : 0,01 M octanovy pufr 60 : 40 (v/v)
- ACN : 0,01 M fosfatovy pufr (pH=3) 60 : 40 (vIv)
- ACN : 0,01 M octanovy pufr 60 : 40 (v/v)
- MeOH : 0,005 M fosfatovy pufr (pH=3,7) 60 : 40 (vIv)
- ACN : 0,005 M fosfatovy pufr (pH=3,7) 60 : 40 (vIv)

3.2.1.2 Chromatograficka kolona- Chromatograficka kolona Discovery ®Cyano

- MeOH : 0,01 M fosfatovy pufr (pH=3,9) 60 : 40 (v/v)
- MeOH: 0,01 M fosfatovy pufr (pH=3,7) 70 : 30(v/iv)
- ACN : 0,01 M fosfatovy pufr (pH=3,8) 60 : 40 (v/v)
- ACN : 0,005 M fosfatovy pufr (pH=3,7) 60 : 40 (v/v)
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- MeOH : 0,005 M fosfatovy pufr (pH=3,2) 60 : 40(v/v)

- MeOH : 0,005 M fosfatovy pufr (pH=3, 5) 60 : 40 (v/v)
- ACN : 0,025 M fosfatovy pufr (pH=3,3) 85 : 15(v/v)
- ACN : 0,025 M fosfatovy pufr (pH=5,6) 85 : 15 (v/v)
- ACN : 0,01 M fosfatovy pufr (pH=3,1) 85 : 15 (v/v)
- MeOH : 0,005 M fosfatovy pufr (pH=3,5) 50 : 50 (v/v)
- MeOH : 0,005 M fosfatovy pufr (pH=4,8) 50 : 50 (v/v)
- MeOH : 0,005 M fosfatovy pufr (pH=7) 50 : 50 (v/v)

3.2.1.3 Chromatograficka kolona- Chromatograficka kolona Discovery ®HS F5

- MeOH : 0,005 M fosfatovy pufr 60 : 40 (v/v)
- ACN : 0,005 M fosfatovy pufr (pH=3,5) 60 : 40 (v/v)
- ACN : 0,005 M fosfatovy pufr (pH=3,3) 70 : 30 (v/v)
- MeOH : 0,005 M fosfatovy pufr (pH=3,5) 60 : 40 (v/v)

Analyzy probihaly pfi priitokovych rychlostech 0,5 — 1,0 mi/min.

3.2.2 Vybér vinové délky pro UV detekci

Vhodné vlnova délka byla zvolena na zékladé jiz provedenych praci (Citace
2-5, 15, 16, 21, 23, 26, 29, 30) u amlodipinu, valsartanu, hydrochlorothiazidu,

indapamidu a perindoprilu a na zakladé¢ Iékopisu. (8)
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3.3 PRIPRAVA MOBILNI FAZE A ZASOBNICH ROZTOKU

3.3.1 Priprava mobilni faze

Mobilni faze se pfipravi tak, ze nejprve se pripravi pufr (fosfatovy
nebo octanovy) o rizné koncentraci rozpusténim hydrogenfosfore¢nanu
amonného respektive octanu amonného. Pro pfipravu pufru se navazi
potiebné mnozstvi hydrogenfosfore¢nanu amonného (octanu amonného) do
odmérné banky a ¢isténou vodou se doplni po rysku. K pifipravenému pufru
se prida organické rozpoustédlo v daném poméru. Pokud je zapotiebi MF
okyselit, okyseli se pufr pomoci 50 % kyseliny fosfore¢né (kyseliny octové)
a pomoci acidimetru se sklenénou elektrodou se okyseli na potfebné pH.

MF je ptipravena k méteni.
Priprava pufri:
Roztok octanu amonného (0,01 mol/l) v poméru 40 : 60( v/V)

Vodny roztok octanu amonného o koncentraci 0,01 mol/I se ptipravil
navazenim 0,3821 g octanu amonného a pfidanim 500 ml vody CciSténé

reverzni osmozou.

Roztok fosforeénanu amonného ( 0,0Imol/l, 0,005mol/l,
0,025mol/l) v poméru 60 : 40(v/v), 85:15(v/v)

Vodny roztok fosforeCcnanu amonného o dané koncentraci se
piipravil navazenim 0,6866 g (0,3433 g) fosfore¢nanu amonného a ptidanim

500 ml (200 ml) vody ¢isténé reverzni osmdzou.

Roztok fosfore¢nanu amonného (0,01 mol/l, 0,005 mol/l) v poméru
60:40 (v/v), 50:50 (v/v), 70:30 (v/v)

Vodny roztok fosforecnanu amonného o dané koncentraci se
ptipravil navazenim 0,6866 g (0,3433 g) fosforecnanu amonného a piidanim

500 ml vody ¢isténé reverzni osmozou.
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3.3.2 Priprava zasobnich roztoki

Zasobni roztoky vSech latek v koncentraci 1 mg/ml byly pfipraveny
rozpu$ténim piislusné navazky v methanolu a doplnénim v odmérné bartice
po rysku. Redénim zasobnich roztokti mobilni fazi byly pfipraveny pracovni

roztoky.

e Amlodipin v koncentraci 0,05 mg/ml

e Hydrochlorothiazid v koncentraci 0,05 mg/ml
e Valsartan v koncentraci 0,08 mg/ml

e Indapamid v koncentraci 0,025 mg/ml

e Perindopril v koncentraci 0,1 mg/ml
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4 VYSLEDKY A DISKUZE
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4.1 VYVOJ CHROMATOGRAFICKYCH PODMINEK
PRO HPLC ANALYZU

AMLODIPINU, HYDROCHLOROTHIAZIDU, VALSARTANU,
PERINDOPRILU A INDAPAMIDU

4.1.1 Stacionarni faze

Pti hledani optimalnich chromatografickych podminek pro spole¢né
hodnoceni amlodipinu, hydrochlorothiazidu, indapamidu, valsartanu a perindoprilu
byly vyzkouSeny rizné staciondrni faze. Jako nejvhodnéj$i byla vybréna

chromatograficka kolona Discovery®HS C18.

4.1.2 Mobilni faze

Bylo zapottfebi najit vhodnou mobilni fazi, pro oddéleni smési danych
Iécivych latek, tak aby eluovaly s vhodnym retenénim Casem. Bylo vyzkouseno
mnoho mobilnich fazi v rizném slozeni a v riznych pomérech. Separace byla
problematicka z divodu rtzné chemické povahy jednotlivych latek. Jako
nejvhodnéjsi byla zvolena mobilni faze obsahujici methanol jako organickou slozku
a fosfatovy pufr v koncentraci 0,01 M v poméru 60:40 (v/v). Mobilni faze byla

okyselena na pH 3,5 pomoci 50 % kyseliny fosfore¢né.

4.1.3 Detekce

Hodnoty vilnovych délek pro soucasnou analyzu perindoprilu, amlodipinu,
valsartanu, indapamidu a hydrochlorothiazidu byly za optimalni vzaty 215 nm a 225
nm jako kompromis na zakladé¢ studii (citace 2-5, 9, 15, 16, 18, 21, 23, 26, 30), udajt
Z 1ékopisu a praktického vyzkouseni. Pti této vinové délce bylo dosazeno potiebné

citlivosti a absorbovala zde viechna lécCiva.
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Pouzité chromatografické podminky

V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny zkousené chromatografické
podminky u jednotlivych roztoki standardd a roztoku smési standardu, které pii
hodnoceni latek vynesly vyhovujici chromatogram. Jsou zde uvedeny pouzité
stacionarni faze, mobilni faze skladajici se z pufru a organického rozpoustédla
v daném poméru, pH pufru, teplota a vinova délka, pii které hodnoceni probihalo. U
kazdé tabulky jednotlivych standardl je uveden chromatogram, ktery odpovida

vyhovujicim podminkam pro eluovani ve smési standarda.

Tab.¢. 1  Perindopril

Standard LL PERINDOPRIL
Chromatografické SF MF T (°C) A (nm)
podminky méfeni Chromatograficka MeOH: 0,01 M | 40 215
kolona Discovery®HS | fosfatovy pufr
C18 okyseleny na pH 3,7
(60:40)
Chromatograficka ACN: 0,005 M | 40 215
kolona fosfatovy pufr
Discovery®Cyano okyseleny na pH 3,2
(60:40)
Chromatograficka ACN: 0,005 M | 40 215
kolona fosfatovy pufr
Discovery®Cyano okyseleny na pH 3,7
(60:40)
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Obr. ¢. 2 Chromatograficky zaznam roztoku perindoprilu (koncentrace 0,1
mg/l), chromatograficka kolona Discovery®HS C18, mobilni faze MeOH: fosfatovy
pufr okyseleny na pH 3,7 (60:40), teplota 40 °C, vinova délka 215 nm
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Tab. €. 2 Amlodipin
Standard LL AMLODIPIN
Podminky SF MF T (°C) A (nm)
meéfeni Chromatografickd kolona | MeOH:0,01 M fosfatovy | 20 215
Discovery®HS C18 pufr okyseleny na pH 3,7
(60:40)
Chromatograficka MeOH:0,01 M fosfatovy | 40 215
kolona Discovery®HS | pufr okyseleny na pH 3,7
C18 (60:40)
Chromatografickd kolona | MeOH: 0,01 M fosfatovy | 20 215
Discovery®Cyano pufr okyseleny na pH 3,92
(60:40)
Chromatografickd kolona | MeOH: 0,01 M fosfatovy | 40 215
Discovery®Cyano pufr okyseleny na pH 3,92
(60:40)
Chromatografickd kolona | ACN: 0,01 M fosfatovy | 40 215
Discovery®Cyano pufr okyseleny na pH 3,7
(60:40)
Chromatografickd kolona | MeOH: 0,005 M fosfatovy | 40 215
Discovery®Cyano pufr okyseleny na pH 3,2
(60:40)
Chromatograficka kolona | ACN: 0,005 M fosfatovy | 40 215
Discovery®Cyano pufr okyseleny na pH 3,7
(60:40)
Chromatograficka kolona | Dle CL 09 50 215

Discovery®Cyano
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Obr.¢. 3 Chromatograficky zaznam roztoku amlodipinu (koncentrace 0,05

mg/ml), (viz. Obr.c. 2)
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Tab. ¢. 3 Indapamid
Standard LL INDAPAMID
Podminky méfeni | SF MF T (°C) A (nm)

Chromatograficka kolona | MeOH:0,01 M| 20 225
Discovery®HS C18 fosfatovy pufr

okyseleny na 3,7

(60:40)
Chromatograficka kolona | MeOH:0,01 M | 20 225
Discovery®Cyano fosfatovy pufr

okyseleny na 3,9

(60:40)
Chromatograficka kolona | MeOH: 0,01 M | 40 225
Discovery®HS C18 fosfatovy pufr

okyseleny na 3,9

(60:40)
Chromatograficka kolona | MeOH: 0,01 M | 40 225
Discovery®HS C18 fosfatovy pufr

okyseleny na 3,7

(70:30)
Chromatograficka kolona | ACN: 0,01 M fosfatovy | 40 225
Discovery®Cyano pufr okyseleny na 3,7

(60:40)
Chromatograficka kolona | MeOH: 0,005 M | 40 225
Discovery®Cyano fosfatovy pufr

okyseleny na 3,2

(60:40)
Chromatograficka kolona | ACN: 0,005M | 40 225
Discovery®Cyano fosfatovy pufr

okyseleny na 3,7

(60:40)

60




wrergrs |
SO
vy indapamid
(1,959)
£00 4

400 4
300
200

100 1

Obr. ¢. 4 Chromatograficky zdznam roztoku indapamidu (koncentrace 0,025

mg/ml), vinova délka 225nm, (viz. Obr.¢.2)
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Tab. ¢. 4 Hydrochlorothiazid

Standard LL

HYDROCHLOROTHIAZID

Podminky SF MF T (°C) A (nm)
méteni Chromatograficka ACN:0,01 M fosfatovy pufr | 20 225
kolona Discovery®HS | (60:40)
C18
Chromatograficka MeOH:0,01 M fosfatovy | 20 225
kolona Discovery®HS | pufr okyseleny na pH 3,7
C18 (60:40)
Chromatograficka MeOH: 0,01 M fosfatovy | 40 225
kolona Discovery®HS | pufr okyseleny na pH 3,9
C18 (60:40)
Chromatograficka MeOH: 0,01 M fosfatovy | 40 225
kolona pufr okyseleny na pH
Discovery®Cyano 3,9(60:40)
Chromatograficka MeOH:0,01 M fosfatovy | 40 225
kolona pufr okyseleny na pH 3,7
Discovery®Cyano (70:30)
Chromatograficka MeOH: 0,005 M fosfatovy | 40 225
kolona pufr okyseleny na pH 3,2
Discovery®Cyano (60:40)
T S
L
0
Obr. ¢. 5 Chromatograficky zaznam roztoku hydrochlorothiazidu (koncentrace

0,05 mg/ml), vinova délka 225nm, (viz. Obr.¢.2)
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Tab. ¢. 5 Valsartan

Standard LL VALSARTAN
Podminky SF MF T (°C) A (nm)
méteni Chromatografickd kolona | ACN:0,01 M fosfatovy | 20 225
Discovery®HS C18 pufr (60:40)
Chromatograficka MeOH:0,01 M fosfatovy | 40 225
kolona Discovery®HS | pufr okyseleny na pH 3,9
C18 (60:40)
Chromatografickd kolona | MeOH: 0,01 M fosfatovy | 40 225
Discovery®Cyano pufr okyseleny na pH 3,9
(60:40)
Chromatograficka kolona | MeOH: 0,01 M fosfatovy | 40 225
Discovery®Cyano pufr okyseleny na pH 3,7
(70:30)
Chromatograficka kolona | ACN: 0,005 M fosfatovy | 40 225
Discovery®Cyano pufr okyseleny na pH 3,2
(60:40)
0
S
w00
o
oo
o
s
vt
o
Obr. ¢. 6 Chromatograficky zaznam roztoku valsartanu (koncentrace 0,08

mg/ml), vinova délka 225 nm, (viz. Obr.¢.2)
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Smés standardii:

Tab. ¢. 6

Smés standardu

Standard LL

Smeés standardi

(Amlodipin, Valsartan, Hydrochlorothiazid, Perindopril, Indapamid)

Podminky

meéfeni

SF MF A (nm)/ T | Pratokova
(°0C) rychlost
(ml/min)

Chromatograficka MeOH:0,01 M | 215 1
kolona  Discovery®HS | fosfatovy pufr | 40
C18 okyselen na pH 3,5

(60:40)
Chromatografickd kolona | MeOH:0,01 M | 225 0,8
Discovery®HS C18 fosfatovy pufr | 40

okyseleny na pH 3.5

(60:40)
Chromatografickd kolona | MeOH: 0,01 M | 225 0,5
Discovery®HS C18 fosfatovy pufr | 40

okyseleny na pH 3,5

(60:40)
Chromatograficka MeOH: 0,01 M | 225 1
kolona  Discovery®HS | fosfatovy pufr | 40
C18 okyseleny na pH 3,7

(70:30)
Chromatografickd kolona | MeOH: 0,005 M | 225 1
Discovery®Cyano fosfatovy pufr | 40

okyseleny na pH 3,2

(60:40)
Chromatografickd kolona | ACN: 0,025 M | 225 1
Discovery®Cyano fosfatovy pufr | 40

okyseleny na pH 3,3
(60:40)

Separace byla velmi nedokonala.
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Optimalni separace bylo dosazeno pii podminkdch za pouziti chromatografické
kolony Discovery®HS C18, mobilni faze MeOH: fosfatovy pufr okyseleny na pH
3,7 (60:40), teploty 40 °C, vlnové délky 215 nm .viz. Obr.¢.8.

Hydrochlorothiazid
(2,176)

450 4

400
Valsartan

256 (3,523)

300 o
250 7

2004 Perindopril

(3,794)

Indapamid Amlodipin
(2,674) (4,070)

100

Benzensulfonova kyselina
50 4 (2,024)

Obr. ¢. 7 Chromatograficky z4znam roztoku smésného vzorku,
Chromatograficka kolona Discovery®HS C18, MF MeOH: fosforecnanovy pufr 0,01
M okyseleny na pH 3,7 (70:30), pritokova rychlost 1 ml/min, teplota 40°C, vlnova
délka 225nm, Benzensulfonova kyselina, Hydrochlorothiazid, Indapamid,

Valsartan, Perindopril, Amlodipin
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4.2 STUDIUM CHROMATOGRAFICKEHO CHOVANI

Byly zjiStovany retencni data u léCiv pii zménach pH a procentudlnim
zastoupeni organické slozky v mobilni fazi. Ziskané hodnoty byly pouzity pro

vypocet hmotnostniho distribu¢niho poméru.
4.2.1 Hmotnostni distribu¢ni pomér

V nasledujicich tabulkach je uvedeno pomérné mnozstvi organické slozky
(MeOH) v mobilni fazi. Vyhovujici mnozstvi methanolu dle méfeni a vypoctu

hmotnostniho distribu¢niho poméru bylo vzajemné potvrzeno.

Tab. ¢. 8 Zavislost hmotnostniho distribuéniho poméru na mnozstvi

organické slozky (MeOH) v MF

Procentuadlni
zastoupeni
organické slozky 30 40 50 60 70 80
v MF (% MeOH)
Standardy latek
Hydrochlorothiazid 1,01 0,01 0
Indapamid Dlouhd 174 0,81 0,40
dobana | Neoddélilo .
. ] Spatné
Perindopril rozdéleni, se do 3,48 1,46 0,66
. oddé¢leni
nema 30min
Amlodipin , 7,66 2,50 0,95
vyznam
Valsartan 16,15 4,32 1,31
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Obr. ¢.8  Chromatogram hmotnostniho distribu¢niho poméru a zavislosti
pH, smésny vzorek Benzensulfonova kyselina (to), Hydrochlorothiazid,

Indapamid, Valsartan, Perindopril, Amlodipin,

Podminky: Chromatograficky zaznam roztoku smésného roztoku, kolona
Discovery®HS C18, mobilni faze MeOH a fosfatovy pufr 0,01 M
okyseleny na pH 3,5 v poméru 60:40 (v/v), teplota 40 °C, vinova délka 215

nm

Graf hmotnostniho distribu¢niho poméru:

20
15 X
\ ==@=|ndapamid
Dm 10 == Perindopril

\ Amlodipin
5

== \/alsartan

0 ! === Hydrochlorothiazid
30 40 50 60 70 80
% MeOH

Obr.¢.9  Graf hmotnostniho distribuéniho poméru, Vzorek smésného
standardu: Benzensulfonova kyselina (o), Indapamid, Perindopril,

Amlodipin, Valsartan, Hydrochlorothiazid.
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422 pH

Pii méfeni byly vyzkouSeny rizné hodnoty pH a bylo zjisténo,
ze nejlépe se latky oddéli pii okyseleném pH 3,5 pomoci 50 % kyseliny

fosfore¢né

Tab.¢. 9  Zavislost pH pufru na dokonalosti oddéleni latek

pH fosfatového
pufru 9,3 8,0 7,9 51 5,0 4,5 4,0 3,5 3,0
Standardy
latek
Hydrochlo-
0,01 | 0,01 | 0,01
rothiazid
Indapamid 081 | 082 | 0,84 | 0,71
0,17 0,25 0,79
Perindopril
0,74 0,62 1,29 1,87 1,75 1,56 1,09
Amlodipin -
Nerozdélilo se 4,7 3,08 2,66 2,65 2,67 3,19 1,98
Valsartan
3,35 4,22 5,32 3,23
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5 ZAVER
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V této diplomové praci byly vypracovany optimalni chromatografické
podminky pro soucasnou HPLC analyzu indapamidu, valsartanu, amlodipinu,

hydrochlorothiazidu a perindoprilu v kombinovanych 1é¢ivych piipravcich.

Pfi hledani optimalnich chromatografickych podminek pro spolecné
hodnoceni byly vyzkouSeny rtizné stacionarni faze. Jako nejvhodnéjsi byla vybrana

chromatograficka kolona Discovery®HS C18.

Bylo zapotfebi najit vhodnou mobilni fazi, pro odd€leni smési danych
1éCivych latek, tak aby eluovaly ve vhodném retencnim case. Bylo vyzkouSeno
mnoho mobilnich fazi v rizném slozeni a v riznych pomérech. Separace byla
problematicka z divodu rtzné chemické povahy jednotlivych latek. Jako
nejvhodnéjsi byla zvolena mobilni fdze obsahujici methanol jako organickou slozku
a fosfatovy pufr v koncentraci 0,01 M v poméru 60:40 (v/v). Mobilni faze byla

okyselena na pH 3,5 pomoci 50 % kyseliny fosfore¢né.

Hodnoty vlnovych délek pro soucasnou analyzu byly za optimélni vzaty 215
nm, 225 nm jako kompromis na zéklad¢ studii, udaji z lékopisu a praktického
vyzkousSeni. Pti této vinové délce bylo dosazeno potiebné citlivosti a absorbovala zde

vSechna léCiva.
Pro soucasnou analyzu byla za optimalni vzata teplota 40 °C.

PouzZitelnost vypracovanych chromatografickych podminek pro kvalitativni 1
kvantitativni hodnoceni analyzovanych latek vyskytujicich se v riiznych

kombinacich v antihypertenzivnich ptipravcich bude potvrzena nasledujici validaci.
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SEZNAM ZKRATEK

ACEi inhibitory angiotenzin konvertujiciho enzymu
ACN acetonitril

AMLO amlodipin

AT1 angiotenzin 1

CYP cytochrom

GC plynova chromatografie
HCI hydrochlorothiazid

IC infraervené zatreni

ICHS ischemické choroba srdecni
IND indapamid

KF 50% kyselina fosfore¢na
KO kyselina octova

LL 1é¢iva latka

M molarni koncentrace

MeOH methanol

MF mobilni faze

PC pocitac

PER perindopril

Pufr fosfore¢nan amonny

RP-HPLC reverzni vysokouc¢inna kapalinova chromatografie

SF stacionarni faze

TLC tenkovrstevna chromatografie

UHPLC ultravysokoucinna kapalinovéa chromatografie
uv ultrafialové zafeni

VAL valsartan

VIS viditelné spektrum
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