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1 Uvod



Namel je pezimujici stddium Palkovice Nachové,Claviceps Purpureahouby
parazitujici na Z& Alkaloidy této houby tvii velmi paietnou a dote prostudovanou
skupinu latek. NejZr¢jSi jsou alkaloidy ergotamino-ergotoxinové skupiny,
nerozpustné ve vagd mezi které pat Bromocriptin a druhou skupinu téiove vod
rozpustné derivaty kyseliny lysergoVé.

Bromocriptin je jeden ze zastupcskupiny IéKi nazyvanych agonisté dopaminu.
Snizuje mnozstvi prolaktinu (hormon produkovany dfygou), ktery dinkuje jako
spouste produkce dalsich horman?

Pergolid pati mezi polosyntetické alkaloidy a je také jeden ZAstup@ atomisti
dopaminu.

Oba namelové alkaloidy $adi mezi vyznamné antiparkinsonika.

v kapitole 1 byly pouZity tyto zdroje [ 3]
2V kapitole 1 byly pouZity tyto zdroje [ 4 ]
3V kapitole 1 byly pouzity tyto zdroje [ 10 ]



2 Cil prace



Cilem této bakak&ské prace je srovnat vysokiadnou kapalinovou chromatografii
(HPLC) sostatnimi  analytickymi  metodami, titraci  atenkovrstvou
chromatografii(TLC), fi analyze vybranych namelovych alkaldjdBromocriptinu a

Pergolidu a vypracovatiehled vysledi reSerSe 'L 2005 a ostatnich lékopisech.



3 Chromatografické
metody



3.1 Chromatografické metody !

3.1.1 Chromatografické metody

Chromatografické metody jsou vysoce€ininé separéni metody, slouzici
k odcleni analyzovanych slozek ze &n a zarové Kk jejich kvalitativni i

kvantitativni analyze.

3.1.2 Princip chromatografického déleni

Pri vSech chromatografickych metodach se mnohonasobtavuje rovnovaha
souwasti analyzované s mezi déma vzajems nemisitelnymi fazemi. Jedna
nepohyblivd, stacionarni fdze mé& schopnastnou nérou zadrzovat jednotlivé
sowasti analyzované s#mi, druha pohybliva, mobilni faze pak vymyva(elyuje
jednotlivé sodasti smisi z nepohyblivé faze a odnasSi je veésmtoku tiznou
rychlosti,éimz dojde k jejich odéleni.

Stacionarni fazeifgom miZze byt tuhd (sorbent) nebo kapalna, mobilni faze
kapalna (=eluent,etini ¢inidlo) nebo plynna (nosny plyn). Hybnou silou
v chromatografickém systému je tok mobilni fazesr&tunasi ionty nebo molekuly.
Vlastni cleni latek vSak zavisi na brzdici sile (retencifer& misobi selektivi:
néktera latka je brzgha vice, jina méh Fxi chromatografickém procesu se ustavuje
dynamicka rovnovaha mezi vratnou sorpci na staciorfazi a desorpci do mobilni
faze. Rychlost postupu latky zavisi na sworiprovnovaze, tj.¢im pevrji se latka

sorbuje na stacionarni fazi, tim pomaleji v chravgaafickém systému postupuje.

!V kapitole 3.1 byly pouZity tyto zdroje [ 1]
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3.1.3 Rozdéleni chromatografickych metod

V souwasné dob se pouziva mnoho typchromatografickych metod, které se

liSi z hlediska povahy

separaniho dje (chromatografie adsafpi, rozdlovaci,

iontovynenna, na molekulovych sitech)

* pouZzité techniky (chromatografie sloupcova, papirava tenké
VIstwe)

e zpasobu vyvijeni (chromatografie €lui, vytsiovaci, frontalni
analyza)

» skupenstvi pohyblivé a nepohyblivé faze (chromatbgr

kapalina-tuha latka, kapalina-kapalina,plyn-kapaliplyn-tuha

latka)

11



3.2 Chromatografie na tenké vrstv &

(TLC)

3.2.1. TLC

Jedna se vlastno aplikaci sloupcové adsami a rozélovaci chromatografie
v ploSném usp@dani. Nepohyblivou fazi t¥dtenka vrstva sorbentu naneseného na
inertni podloZce. NejpouZzivasi sorbenty jsou silikagel, oxid hlinity a praskov

celuléza.
3.2.2 Stacionarni faze

V sowasné dob se tenké vrstvy sorbentu s pojidlem vyjaba dodavaji
komekné, coz znan¢ zjednoduSuje provedeni analyzy, materidl ma staimia
nenmenné vlastnosti a vrstva je pémé odolna proti mechanickému poSkozeni.

U nas vyrabné folie:

» Silufol (silikagel na hlinikové folii)

* Lucefol (praSkovana celuldéza na hlinikové folii)
se dodavaji v roztmech 15x15 nebo 20x20 cm, mensi rézynje mozné jednoduse
odstihnout mzkami. Folie Silufol UV 254 nebo 366 obsahuji vestw& sorbentu

zarove fluorescenni indikator umo#ujici detekci pi uvedenych vinovych délkach.
3.2.3. Nanaseni '

V TLC se nanaSeji vzorky jako 0,1-1% roztokykavém (u organickych latek
nepolarnim) rozpoudtlle kapilarni mikropipetkou v objemu 2 az 10 plr&vni linie
je asi 2 cm od spodniho okraje desky. Vzorky seagawne fornd skvrny nebo uzkého
prouzku. Po Uplném zaschnuti se tenka vrstva ushdsthodné nadoby s mobilni fazi,
tak aby start nebyl poiien, a necha se vyvijet.

1V kapitole 3.2.3 byly pouzity tyto zdroje [ 2 ]

12



3.2.4. Mobilni faze'

Pouziti vhodné mobilni faze se ¢uje na z&kladl orient&né provedené
chromatografie ve zkumavce. Obvykle byva mobili @pravena sis rozpoustdel.
Chromatografie se provadi véstené sklegné komde, ktera je nasycena parami

pouZzivanych rozpouddel.

3.2.5.Detekce

Po skowreni vyvijeni se ozré polohacela mobilni faze, chromatogram se
ususi a poloha jednotlivych skvrn se zjisti detekejizznéji chemickou (postkem
¢inidlem za vzniku barevné reakce) nebo fyzikalnudfescence v ultrafialovém
swtle, pouziti radioaktivnich indikatay.

3.2.6. Kvalitativni analyza

P kvalitativni analyze je v mnohychtipadech jiz detekce sama zardve
dukazem,
zejména p pouziti vice detednich cinidel. Nejspolehli¥jSi zpisob identifikace
pomoci hodnoty R je sokasna chromatografie standardniéistych latek, které
v analyzovaném vzorkucekdvame.R (retergni faktor) je hodnota dana pénem

vzdalenosti $edu skvrny od startu ke vzdalenastla mobilni faze od startu.

3.2.7. Kvantitativni analyza’

Stanoveni obsahu v jednotlivych chromatografickyskvrnach je mozné
provést bd'to po vymyti skvrny neboifmo na chromatogramuiiRprvnim zpisobu
je nutné latku seSkrabat a extrahovat. V ziskanémtoku se pak obsah stanovi
vétSinou instrumentéini metodou riggpektrofotometricky. VyhodijSi je stanoveni
obsahu @imo na chromatogramu tzv.metodou ,in situ‘fi fkteré se porovnava
intenzita a velikost skvrn zkoumaného vzorku vzbladk intenzi¢ a velikosti skvrn

raznych koncentraci standaird

!V kapitole 3.2.4-6 byly pouZity tyto zdroje [ 1 ]
2V kapitole 3.2.7 byly pouZity tyto zdroje [ 2 ]
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3.3 HPLC?

Separani &innost kapalinové kolonové chromatografie zavisi wadikosti
astic stacionarni faz€im mensi a stejno#nngjsi jsou jednotlivé&astice, tim ¥si je
acinna plocha a sepamai (Cinnost. Pro dostate¢ rychly pritok mobilni faze je vSak
zapotebi ji protla&it kolonou pomocicerpadla pod vysokym tlakem. Rychly vyvoj
HPLC byl umozZgn nalezenim vysoce ¢iinnych stacionarnich fazi a citlivych

detektotl.

3.3.1. Princip separace latek

Déleni latek nastava mezi stacionarni fazi napbu v kolorg a mobilni fazi
prochazejici kolonou za vysokého tlaku. Protoze¢lkrd latek Ize fitom vyuzit vSech
vratnych dvoufdzovych sepd&rdch mechanisin (adsorpce,rozdovani,iontova
vymeéna,sitovy efekt gelu), je mozné nalézt selektivniicanny chromatograficky
systém k dleni sngsi prakticky vSech organickych latek rozpustnych waeck,
ziednych kyselinach nebo organickych rozp@d$tch.

3.3.2 Kapalinovy chromatograf

Zakladni sotiasti kapalinového chromatografu jsou zasobniky moliéaze,
vysokotlakacerpadla, sSova, manometr, davkova predkolona , kolona, detektor,
skéra¢ frakci, zapisovaa integrétor.

Obrazeks.1 Schéma kapalinového chromatogfafu

Injector

Column

Reservoir

Detector

1V kapitole 3.3 byly pouZity tyto zdroje [ 1]
2V kapitole 3.3.2 byly pouzity tyto zdroje [ 5 ]
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3.3.3 Kolony

Kolony pro HPLC jsou ocelové nebo skiegé trubice 5-30 cm dlouhé o
vhittnim piiméru 2-8 mm napléné stacionarni fazi, ta musi byt naprosto homoganni
rovnonerna, proto s€astji pouzivaji kolony plgné a testované vyrobcem. Spoje mezi
kolonou, davkovacim Z&enim a detektorem jsou kapilarni (¥nitprimér 0,5 mm),
negastji z nerez oceli.

Pro &inné ckleni latek hraje roli kvalita sorbentu, jeho vebk@ stejnorérnost
Castic, ale i tvar, porozita, struktura. Pctdinu HLC aplikaci se pouZivaji
nemodifikované a nebo chemicky modifikované mééstice silikagelu (3,5 az 10 pum)

nebo oxid hlinity.

3.3.4 Detektory

Na detektory v HPLC jsou kladeny mitdoiné poZzadavky:

» vysoka citlivost-detekce latek v roztoku v koncanfch ng-pg/ml

» reprodukovatelnost a linearita odezvy

* nezavislost odezvy na 2me sloZzeni mobilni fazetpgradientovée

eluci

* univerzalnost-detekce vSech @tihych slozek vzorku
Nejpouzivasjsi detektory:

* infracerveny

o ultrafialovy

* fluorimetricky

* hmotnostni spektrofotometr

» spektrofotometricky

15



4 Potenciometrie

16



4.1 Potenciometrie

4.1.1. Potenciometrie

Jako potenciometrické metody se aana ty metody, jimiz se zjidje
mnoZstvi hledané slozky ve vzorkwimnim elektrodového potencialového rozdilu
mezi indik&ni a srovnavaci elektrodou vhadsestavenéhd@lanku. Tyto metody
mohou byt pimé, jako je nap méreni koncentrace vodikovych idn{pH) anebo
negime, kdy se pouziva tittaich metod a dosazeni k@mého bodu se indikuje
potenciometricky.

4.1.2 Elektrody

Indikagni-m&rné:

» sklergna
o stiibrna
* platinova

* jontow selektivni
Porovnéavaci-refere&mi:
+ kalomelova

» argentchloridova

1V kapitole 4.1 byly pouZity tyto zdroje [ 1]
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4.1.3 Potenciomeftricka titrace

v s

ekvivalertniho bodu na zakl&dmereni znény potencialu mezi indikai a referetini
elektrodou. U potenciometrickych titraci neutradizich, srazecich,
komplexometrickych i oxidaé-redukenich je ptibéh potenciometrické titkani
kiivky podobny. Kivky maji esovity pébeh, bud’ klesajici nebo viistajici,s vice
nebo meén strmou stedni ¢asti, ozndvanou jako potencialovy skok. Zjie se

ekvivalereni bod titrace, ktery je dan inflexnim bodem trakiivky.*

4.2 .Acidobazicka titrace

4.2.1 Acidobazicka titrace

Proteolytickych reakci kyselin a zdsad se vyuZkgejich vzajemnému
odmernému stanoveni. Metody ¢ldme na alkalimetrické, pouZivaji ocnmmych
roztoki alkalickych hydroxid a na acidimetrické, pouzivajici jako oghmy roztok

kyseliny.
4.2.2 Alkalimetrie

Pri alkalimetrickych titracich se nigstji pouziva jako odrérny roztok 0,1 M
KOH nebo NaOH. Zéakladni latkou pro standardizacitoki hydroxidi je avelova
kyselina, hydrogenftalan draselny nebo kyselinazbewa. Alkalimetricky se titruji

kyseliny.

1V kapitole 4.1.3 byly pouzity tyto zdroje [ 2 ]
2V kapitole 4.2 byly pouZity tyto zdroje [ 1 ]
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4.2.3 Acidimetrie

P¥i acidimetrickych titracich se jako o@mmé inidla pouzivaji roztoky silnych
kyselin, kyseliny chlorovodikové, chloristé nebaosgé. Ripravuji se negjasgji o
koncentraci 0,1M. Jejich fpsna koncentrace se Zjife standardizaci na
hydrogenuhliitan draselny nebo sodny, bezvody uitdin sodny nebo tetraboritan
sodny.

Acidimetricky se titruji baze.

4.2.4 Acidobazicka titrace potenciometricky

Potenciometrickou titraci Ize stanovit vSechnyelys/ a baze, neni-li jejich
disociani konstanta < I¢f. Jako odmirna ¢inidla se pouZivaji vySe jmenovana. K
indikaci se nejlépe hodi sklemé elektroda. Srovnévaci elektrodotiza byt nasycena

elektroda kalomelova nebo argentchloriddva.

!V kapitole 4.2.4 byly pouZity tyto zdroje [ 2 ]
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5 Bromocriptini
mesilas
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5.1 Bromocriptini mesilas *

5.1.1 Nazev

Latinsky nazeCL. 2005: Bromocriptini mesilas
Anglicky nazev Ph.Eur. 5:Bromocriptine mesilate
Anglicky nazev USP 31: Bromocriptine mesylate
Anglicky nazev JP XIV: Bromocriptine mesilate

Cesky naze'L 2005:  Bromocriptin-mesylat

5.1.2 Vzorec a molekulova hmotnost

Sumarni vzorec: £3H44BrNsOgS

Strukturni vzorec:

H .
[ P OH
M, L0 C
T: ; M
H
M
0 : 0
H  CHACHLCHMe,
B0
Patitano na vysuSenou latku, obsahuje 98,0% - 101,0&fuceniny
C33H44BrNsOsS.
Mr: 750,70

1V kapitole 5.1 byly pouZity tyto zdroje [6 ] [][181[ 9]
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5.1.3 Charakteristika

Jedna se o (6aR,9R)-5-brom-N-[(2R,5S,10aS,10bSh¥Aoxy-5-isobutyl-2-
isopropyl-3,6-dioxo-oktahydro-8H-oxazolo[3,2-a]pyio[2,1-c]pyrazin-2-yl]-7-methyl-
4,6,6a,7,8,9-hexahydroindolo[4,3-fg]chinolin-9-kaxamid-monomethansulfonat.

5.1.4 Viastnosti

Bily nebo slab zabarveny jemny krystalicky prasek.Je velmi cjtliva swtlo,
prakticky nerozpustny ve veédsnadno rozpustny v methanolu, ¢llozpustny v lihu

96%, mirrE rozpustny v dichlormethanu.

5.1.5 Farmakodynamické viastnosti

Bromocriptin je jeden ze zastupcskupiny |éKi nazyvanych agonisté

dopaminu. SniZzuje mnozstvi prolaktinu (hormon piadany hypofyzou), ktery

ucinkuje jako spougt produkce dalSich horman

1V kapitole 5.1.4 byly pouZity tyto zdroje [ 6 ]
2V kapitole 5.1.5 byly pouZity tyto zdroje [ 4 ]
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5.2 Metody stanoveni obsahu

5.2.1 Lékopisné stanoveni CL ,Ph.Eur.”

0,500 g se rozpusti v 80 ml &snobjemovych dil kyseliny octové bezvodé R a
acetanhydridu R(10 + 70) a titruje sekyselinou chloristou 0,1 mol/l V&a
potenciometrické indikace bodu ekvivalence. 1 kykeliny chloristé 0,1 mol/l VS
odpovida 75,1 mg £H44BrNsOgS

5.2.2 Lékopisné stanoveni USP,JP ?

0,600 g se rozpusti v 80 ml &sn objemovych dil kyseliny octové bezvodé a
acetanhydridy70 + 10) a titruje s&yselinou chloristou 0,1 mol/ta potenciometrické
indikace bodu ekvivalence. 1 nklyseliny chloristé 0,1 mol/l odpovida 75,07 mg
Ca3H44BrNsOsS.

5.2.3 Stanoveni obsahu HPLC metodou

P¥i stanoveni obsahu HPLC metodou se vyuziva podmindRLC stanoveni

doprovodnych latek podle Ph.Eur. a USP. VSe je fmopy filoZzené tabulce.

1V kapitole 5.2.1 byly pouZity tyto zdroje [ 6 J[]
2V kapitole 3.1 byly pouZity tyto zdroje [ 8 ][]9
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5.3 Stanoveni doprovodnych latek

5.3.1 TLC metoda

V Japonském I|ékopise je ke stanoveni doprovodnyikk! pouzita TLC
metoda. FiloZzena tabulka obsahuje |ékopisné stanoveni pddfmnského Iékopisu
XIV. Jako standardni latka se pouZije Bromocriptiasylat.

5.3.2 HPLC metody

HPLC stanoveni doprovodnych latek je popsano £&@ha USP. V filoZzenych
tabulkach jsou dané metody popsany.
Jako standardni srovnavaci latky se pouziji ptt® standard Bromocriptinu

mesylatu a podle Ph.Eur. se pouzijtistoty uvedené v |ékopise.

24



HPLC stanoveni obsahu’

Diluent MF Riprava Chromatografické podminky
Vzorek standard kolona | ok Teplota | nastik | detekce
kolony
1,3ml/min
Citratovy A:57 ml 0,01M Cas | MF | MF
pufr:0,1M fosfatového pufru (min) A B
roztok kyseliny opH 7,0+ 47ml 115 0 100 | O
citronové,pH 2,0 acetonitrilu 25 mg vzorku d rgg
(upraveno HCI) B:40 ml 0,01M | se rozpusti v 25 stan ?r u1§e5 ops 3u | 0-18 100] O
fosfatového pufrul ml methanolu 4 lepUSh' v | ' 46’ H 30°C 20| 300
Diluent: sngs o0 pH 7,0 + 60 ml | doplni do 50 mlj g] rr|1e’t ando uzi 1’56 X 18-30 | 100 | o= H nm
methanolu a acetonitrilu citratovym olp i 5€ do 25 mm -0 |100
citratoveho pufru MF:smes obou pufrem mi citratovym
(1:1) roztoki pufrem. 30-40 | O 100
40-41 {0~ ] 100
100 | -0

1V kapitole 5.3.2 byly pouZity tyto zdroje [ 7 B[]




TLC stanoveni doprovodnych latek JP'

Diluent MF Riprava Chromatografické podminky
Vzorek standard Nanaska Stacionfudetekce Vyhodnoceni
i faze
10ul 30 minut se
Dichlormethan Ze zkouSeného | zkouSeného susi za Na chromatogramu
Chloroform 1,4-dioxan roztoku se roztoku a snizeného zkouseného vzorku
Methanol Ethanol odpipetuje porovnavacil tlaku,pak se | nejsou kromi hlavni
(1:1) Amoniak 0,1g/20ml | 1mi/200ml ch roztok silikagel postika skvrny dalSi
(1800:150:50:1) diluentu diluentu (1), z & | (1) a(2) se Dragen- intenzivrejSi nez
se odpipetuje nanasi dorffovym skvrna (1) a ty které
10mi/20ml v lcm ¢nidlem a jsou intenzivejSi nez
diluentu (2). Sirokych peroxidem (2) je nejvySe jedna.
pruzich. vodiku.

1V kapitole 5. 3.2 byly pouZity tyto zdroje [ 9 ]
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HPLC stanoveni doprovodnych latek USP’

Diluent MF Riprava Chromatografické podminky
Vzorek standard kolon] pratok Teplota] nésti | detekce
a kolony | k
: - 2ml/min
ufr0.1M osfatového zZvazené as
rozptok.k,selin pufru 0 pH 7,0 + mnozstvi (min) 2 B
. % Y | 47ml acetonitrily] standardu se 0 100] O
citronové,pH 2,0 B:40 ml 0.01M | 46 Mg vzorku I 113
(upraveno HCI) fosfatového | S€ rozpusti v § v m%thanolu 4 H 0-18 100 o
ml methanolu} ., = .-, ’ o
Diluent: snés pufru6%?:]—: 704 4 doplni do 10 Zrbe_d' stejnym| 4.6m 75735~ I 10010 | 40°C | 20ul 280nm
methanolu a o ml citratovym | 2XSMem m X -0 ] 100
citratoveho pufru acetonitrilu ufrem citratoveého 15¢m 3040 | O 100
(1:1) MF:smgs obou P pufru,tak aby i
' roztoki vysledna
koncentrace 40-41 10- 100
byla 4,6pum 1001 -0

1V kapitole 5.3.2 byly pouZity tyto zdroje [ 8]




HPLC stanoveni doprovodnych latek Ph.Eur. *

Diluent MF Riprava Chromatografické podminky
Vzorek standard kolonppritok nastik | detekce
T:0,5 g standardu se oml/min
rozpusti v 5 ml -
methanolu a doplni do Cas MF | MF
min A B
MF A 07919 [ 05 gvzorku| O MBI L =
Methanol uhlicitanu se rozpusti | - m m! diuenty 5ps 5
4 B:1ml A/10 ml diluentu !
+ amonneho/1 | v 5ml Py ; ity A/S ml um,0, | 930 90- | 10- 0wl 300
pufr o pH 2,0 vody methanolu af = m? IMPUrty A7 M 1om x 40 |60 H nm
MF B:acetonitril | doplni se do ruentd : 4mm
D:5 mg impurity B/5 ml
10 ml pufrem] ~.
diluentu
E:0,5ml C+0,5 mI D do
10ml Diluentu 30-45 40 60
F:1 ml C/ ml diluentu

1V kapitole 5.3.2 byly pouzity tyto zdroje [ 7 ]




5.4 Souhrn resSerSe

HPLC metodou jsou stanovovany doprovodné latky Bromptinu mesylatu.
Ke stanoveni se pouziva HPLC s UV detekci.

Ke zjisS€ni obsahu je nejvice vyuzivano potenciometrickytiadi. Stanoveni
obsahu HPLC metodou je vSak vyheémn s vySSi selektivitou, citlivosti a nizsi

spotebou vzorku.
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6 Pergolidi mesilas
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6.1 Pergolidi mesilas *

6.1.1 Nazev

Latinsky nazewCL. 2005: Pergolidi mesilas
Anglicky nazev Ph.Eur. 5:Pergolide mesilate
Anglicky nazev USP 31: Pergolide mesylate
Cesky naze'L 2005:  Pergolid-mesylat

6.1.2 Vzorec a molekulova hmotnost

Sumarni vzorec :£H3oN>O3S,
Strukturni vzorec:

CH>SCHs3

Pcatitano na vysuSenou latku, obsahuje 97,5% - 102,0&uceniny
Ca0H30N203S,.

Mr: 410,60
6.1.3 Charakteristika

Jedna se o(6aR,9R,10aR)-9-[(methylsulfanyl)metiytropyl-

4,6,6a,7,8,9,10,10a-oktahydroindolo[4,3-fg]chinetrethansulfonat.

1V kapitole 6.1 byly pouZity tyto zdroje [ 6 ] []1 8 ]
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6.1.4 Viastnosti

Bily nebo téndit bily krystalicky praSek. Jesice rozpustny ve ved mirng
rozpustny v methanolugice rozpustny v lihu 96% a v dichlormethanu a vetace

rozpustny v acetonu.

6.1.5 Farmakodynamické vilastnosti?

N s

D 2 receptorech v corpus striatum. Ma tale&lu &inka na hormonalni hladiny
(snizuje sérovy prolaktin a zvySujégghodr hladinu fGstového hormonu). PouZziva
se jako doplkova |&ba parkinsonismu levodopou. e mit fadu nezadoucich

acinku, veetre bolesti, perifernich otdka GIT nezadoucichéinka.

6.2 Metody stanoveni obsahu

6.2.1 Lékopisné stanoveni CL ,Ph.Eur,USP.’

Pergolid mesylat se stanovuje HPLC metodou. Veathgicich tabulkach je
srovnani HPLC stanoveni Pergolidu mesylatu Ph.&WSP.

1V kapitole 6.1.4 byly pouZity tyto zdroje [ 6]
2V kapitole 6.1.5 byly pouZity tyto zdroje [ 11 ]

3V kapitole 6.2.1 byly pouZity tyto zdroje [ 6 T[] [ 8]
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Stanoveni obsahu podie Ph.Eur."

Diluent MF Riprava Chromatografické podminky
Vzorek standard kolona ok Teplota | nastik | detekce
kolony
roztok 2g-
oktansulfonanu 65 mg oy y
sodného ve vad| zkouSené Navazl se fesre
5mg DL- 4 asi 65 mg
S s 1,0ml bezvodé€ substance ,
methioninu/50 kvselin ve 100 ml Pergolidu
Omi 0,01M octov)(é Roz)':ok se¢ diluentu.Z Mesylatu RS ve obs
HCI+500ml e i | ' 100 ml diluentu.Z| ,250x4,6 | 1ml/min 40°C 20ul 280nm
smicha(2:1:1) tohoto
MeOH tohoto roztoku se| mm,5um
s MeOH a roztoku se odoinetuie10
MeCN.zfiltruje a| odpipetujel rr?l/qOOrjnI
odplyni 0 ml/100ml

L/ kapitole 6.2.1 byly pouzity tyto zdroje [ 7]




Stanoveni obsahu podle USP*

Diluent

5mg
Methioninu/500ml
0,01N HCI+500ml
MeOH

MF

roztok 0,009 M
1_
oktansulfonanu
sodného
obsahuijici
1,0ml bezvodé
kyseliny
octové.Roztok
se
smicha(2:1:1)
s MeOH a
MeCN.zfiltruje
a odplyni

Riprava
Vzorek

Navazi se
piresre asi 6,5
mg vzorku
do50 mla
rozpusti se
v diluentu.

standard

Navazi se fesré asi
6,5 mg standardu

Pergolidu mesylatu.

Do 50 ml odnérné
baiky,rozpusti se
v diluentu a doplni
se po
rysku.Vysledna
koncentrace
pergolidu mesylatu
je asi 130pg/ml.

Chromatografické podminky

kolona

OoDSs
,250x4,6m
m,5Sum

ok

Iml/min

Teplota
kolony

40°C

nastik

10ul

detekce

280nm

1V kapitole 6.2.1 byly pouZity tyto zdroje [ 8]
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6.2 Metody stanoveni doprovodnych

|atek

6.2.2 Lékopisné stanoveni CL ,Ph.Eur.,USP "

Doprovodné latky se stanovuje HPLC metodou. V edigicich tabulkach je
srovnani HPLC stanoveni doprovodnych latek Pergohtesylatu podle Ph.Eur. a
USP.

1V kapitole 6.2.1 byly pouzity tyto zdroje [6 F[] [ 8]
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Stanoveni obsahu doprovodnych latek podle Ph.Eur’

Diluent MF

Riprava Chromatografické podminky
Vzorek Roztok A Roztok B kolona {mok Teplota | nastik | detekce
kolony
MF A:5 ml 10mg 4,4- 1ml/min
morpholinu+ dimethoxy- ; ME | ME
995 ml vody,pH 7,0 benzopheno cas| B
(upraveno 1ml -ne/10ml
kyselinou 30 mg testovaci diluentu 3
Methanol fosforeinu) vzorku/ smesi / 2(;5)(84 §5 7(2; 31006
MF B:acetonitril: 10 ml 100 ml K1ml(B) 6mm ' 40°C 20ul 280nm
tetrahydrofuran: | diluentu diluentu pfidame 5 m’
Methanol _1ml/10ml | 2 mlvzorku| M 35-| 0_ | 100
(1:1:1) diluentu /100ml 40| 70 | - 30
diluentu-
1mi/20 mi 40-
diluentu 50 70 30

1V kapitole 6.2.2 byly pouZity tyto zdroje [ 7 ]
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Stanoveni doprovodnych latek podle usp’

Diluent MF Riprava Chromatografické podminky
Vzorek Standard A| Standard B kolona utok Teplota | nastik | detekce
kolony
ME A5 ml Iml/min
morpholinu+ Presré ¢as MF | MF
995 ml vody,pH 7,0 zvazené A B
(upraveno mnozstvi
kyselinou 60 mg | standardu s¢ 10ml oDS
Methanol fosforecnu) vzorku/ rozpusti roztoku 250x4.| 0 70 30
MF B:acetonitril: 10 mi v methanolu| standardu 6mm ' 40°C 20pl 280nm
tetrahydrofuran: | diluentu tak aby A/50 mi 5 m’
Methanol vysledna diluentu H
(2:1:1) koncentrace
byla
0- | 70- | 30—
30ug/mi 35| 0 | 100

1V kapitole 6.2.2 byly pouZity tyto zdroje [ 8]
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6.3 Souhrn reserse

U Pergolidu mesylatu se stanovuji metody & obsahové nebo stanoveni
doprovodnych latek pouze metodou HPLC.

Ke stanoveni se pouziva metoda s UV detekci.

U stanoveni obsahu sedimetody od sebe liSi jen nepatwe sloZzeni mobilni
faze a davkovaném mnozstvi.

Pti stanoveni doprovodnych latek jsou pouzivany odi$tandardni latky a

jiny zpasob vyhodnoceni.
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7 Zaver
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Byla provedena reSerSe na lékopisné srovnani HPb&tatnich analytickych
metod i analyze Bromocriptinu mesylatu a Pergolidu metsylaCeském Iékopisu a
ostatnich lékopisech.

Pro stanoveni obsahu je u Bromocroptinu mesylatodabu metodou
stanoveni potenciometrickou titraci. Jeji r&¥v nevyhodou je vysoka speba

vzorku.
U zjistovani obsahu rgstot je nejvhod#si pouziti HPLC metodyeji

vyhodou je selektivita, nizky deté&ki limit a objektivni stanoveni.

NejvyznamrjSi analytickou metodou pro stanoveni Pergolidu yids je
HPLC. Byly proto porovnany dvmetody |ékopisné ke stanoveni doprovodnych latek
a obsahu.
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8.2 Seznam zkratek

HPLC- vysokodinna kapalinova chromatografie
TLC- chromatografie na tenké vrgtv

MF- mobilni faze

ODS - oktadodecyl sufat

UV- ultrafialova oblast spektra g&ni

Cl - Cesky lékopis

Ph.Eur.- Evropsky Iékopis

USP- Americky Iékopis

JP-Japonsky Iékopis
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