UNIVERZITA KARLOVAYV PRAZE
FARMACEUTICKA FAKULTA

V HRADCI KRALOVE
KATEDRA FARMACEUTICKE CHEMIE A
KONTROLY LECIV

RIGOROZNI PRACE

HPLC stanoveni obsahu amlodipinu a perindoprilu v

kombinovaném léCivém pripravku

Hradec Kralové 2012 Martina Kolouchova



Prohlasuji, ze tato prace je mym plivodnim autorskym dilem, které jsem vypracovala
samostatng. VeSkera literatura a dal$i zdroje, z nichZ jsem pfi zpracovani Cerpala , jsou

uvedeny v seznamu pouzité literatury a v praci fadné citovany.



Timto bych rada pod€kovala RNDr. Milanu Mokrému, CSc., vedoucimu mé
rigor6zni prace, za obétavou pomoc, cenné rady a trpélivost pfi vypracovavani této

prace.



ODbSah. ..., 4
Lo UVOD it 6
2. TEORETICKA CAST ....oooiiiiiiiiiiiiiiieee e 8
2.1.  Definice a rozdé¢leni chromatografickych metod............................. 9
2.2.  Teoretické zaklady chromatografického procesu............................ 16
2.3.  Vysokoucinna kapalinova chromatografie..................c.ocooeiine. 20
2.3.1. VYVOJ HPLC ... 20
2.3.2. INSLIUMENLACE. ... 21
2.3.2.1.  Zéasobniky mobilni fAze...............cooiiiiiii 22
2.3.2.2.  Cerpadla mobilni fAZE.............ccoeuueeiie i, 22
2.3.2.3.  Tvorba gradientu mobilni faze.......................o 23
2.3.2.4.  Davkovaci zafizeni...........ccoiiiiiiiiiii i 24
2.3.25. Kolonaajeji plneni.........coooviiiiiiiiiiiiiiiii e 25
2.3.2.6.  Detektory pro HPLC........oooiiiiiiiii e 26
2.3.2.7.  Automaticka zafizeni pro zpracovanidat.........................oeeeens 29
2.3.3. Vyhodnocovani vysledkii..............oooi 30
2.4, Validace. ..ot 31
2.5. Vlastnosti amlodipinu a perindoprilu...............ooooiiiiiiiiiiiiii 34
3. CILPRACE.......cciiiiiiiiiieiiiiieeeeeceeeee e, 38
4. EXPERIMENTALNI CAST...cccocvviiiiiiiinnnnniiiecnneenans 40
4.1.  Pouzité pfistroje, chemikalie a pomicky................cooi 41
4.2.  Vybér chromatografickych podminek pro stanoveni amlodipinu a

PerindOPTilU. ..ot 43

4.3.  Optimalizace chromatografickych podminek......................ooen 47
4.3.1. Zavislost vymyvani na pH mobilni faze.......................c 47
4.3.2. Kapacitni pomér v zavislosti na sloZzeni mobilni faze................... 47
4.4, Validace Metody.....ccuviiniiiiiii i e 48
44.1. LANCAITEA. ..ottt 48
4.4.2. PIESNIOS. ..ttt 49
4.4.3. SPIAVIIOST . ..\ttt ittt 49
444, SelektIVItA. ...t 49

5. VYSLEDKY ADISKUZE....ceeeteeeeeeeeneeesesneeriesesesnenn. 50



5.1. Vybér vhodnych chromatografickych podminek................................ 51

5.2. Optimalizace chromatografickych podminek ........................oco 56
5.2.1. Zavislost vymyvani na pH mobilni faze.................................. 56
5.2.2. Kapacitni pomér v zavislosti na slozeni mobilni faze................... 56
5.3. Validace metody........ooviniiniiiiiie e 58
5.3.1. 1TV 7 D 58
5.3.2. PrESNOST . .ottt 61
5.3.3. SPIAVIIOSE . ..ttt e 65
534, Selektivita.......ooieiiiiii i 67
6. ZAVER.....cccoittiiiiiiiiiiritttteeeeeeerereee e e e s 68
T.LITERATURA.....ccitiiiiiiiiiiiiinnneesstttttcccccssssnssnsssssscens 70
SOUHRN . .. tiiiiiiiiiitiittsseiesesssststtcccssssssssssssssssssssans 74



1. UVOD




Vysokoucinna kapalinova chromatografie je v dnesni dob¢ jednou z nejrychleji
se rozvijejicich analytickych metod. Svou podstatou se jedna o separacni metodu, ktera
umoziuje kvalitativni 1 kvantitativni hodnoceni separovanych slozek smési. Mezi jeji
nesporné prednosti totiz patii rychlost analyzy, citlivost stanoveni a zaroven minimalni
mnozstvi vzorku potfebné pro analyzu. HPLC ve farmacii slouzi k identifikaci a
kvantitativnimu hodnoceni 1é¢iv, ke sledovani jejich stability a Cistoty.

Perindopril patfi mezi nejcastéji pouzivané dlouhodobé¢ plisobici inhibitory
ACE. Jako inhibitor ACE snizuje koncentraci cirkulujiciho angiotenzinu II a vyvolava
pokles degradace bradykininu. S uspéchem se vyuziva u nemocnych se srde¢nim
selhanim, u vSech asymptomatickych nemocnych se systolickou dysfunkci a vyznamné
se uplatiiyje 1 v 1&€beé nekterych forem arterialni hypertenze.

Amlodipin je blokator kalciovych kanalu tfeti generace. Jedna se o
dihydropyridinovy derivat, ktery blokuje L-typ vapnikového kanalu. Pouziva se

pfedevs§im u hypertenze, srdeCnich arytmii a ischemické choroby srde¢ni.



2.TEORETICKA CAST




2.1. Definice chromatografie a rozdéleni jednotlivych metod

Nazev ,,chromatografie” zahrnuje v soucasné dobé neobycejné Sirokou rodinu

vvvvvv

spektra modernich analytickych separaci. @

Chromatografie je separacni proces, pii kterém se latky rozdéluji mezi dvé
nemisitelné faze, jednu pohyblivou (mobilni) a druhou nepohyblivou (stacionarni), na
zéklad¢ fyzikalné-chemickych interakci. Béhem chromatografického procesu dochazi k
postupnému, mnohokrat opakovanému vytvareni rovnovaznych stavl délenych latek
mezi staciondrni fazi, ktera je v kolon¢ nebo plosné vrstve, a mobilni fazi, kterd unasi
separované latky. Slozky smési latky, které jsou pfitomné v mobilni fazi, se pohybuji
podél stacionarni faze riznou rychlosti, protoZe jsou interakci se stacionarni fazi vice ¢i
méné zpomalovany v zavislosti na hodnotach distribu¢nich konstant. Latky, které
interaguji silnéji se stacionarni fazi, se pohybuji pomaleji nez latky, jejichZ interakce
jsou slabsi. @3)

Chromatograficky proces miize nabyvat mnoha riiznych forem a je tudiz obtizné
navrhnout takové rozttidéni, které by vSechny tyto formy vystihovalo. Vzhledem ke
znacné rtiznorodosti je mozné délit podle nékolika hledisek @.

1. skupenstvi mobilni a stacionarni faze

2. pouzité techniky
3. zpusobu vyvijeni
4

separacniho d¢je

Podle charakteru mobilni faze

Plynova chromatografie (Gas Chromatography - GS)

Plynova chromatografie ma v analyze 1é¢iv mensi uplatnéni nez HPLC, nicméné
je vyuzivana ve vSech lékopisech vyspélych zemi. Hlavnimi vyhodami této metody
jsou jednoduchost, vysoka citlivost a velmi vysoka separacni G¢innost. Pfitom je mozné
plynovou chromatografii identifikovat a stanovit nejen plyny, ale i latky kapalné a
pevné, které je mozné pievést bez rozkladu do plynného stavu. Plynova chromatografie
je zaloZena na mechanismu adsorpce, rozdélovani nebo vyluovani. Mobilni fazi je zde
nosny plyn pohybujici se skrz nebo podél stacionarni faze, kterd je umisténa v kolong.
Nejcastéji se pouziva dusik nebo helium pro napliiové kolony, zatimco pro kapilarni

kolony je to dusik, helium a vodik. ¢®



Kapalinova chromatografie (Liquid Chromatography — LC)

Je zalozena na rozdilu v distribuci latek mezi dvé nemisitelné faze, z nichz
mobilni fazi je kapalina, ktera prostupuje stacionarni fazi naplnénou do kolony.
Kapalinova chromatografie je zaloZena zejména na mechanismu adsorpce, rozdélovani,
vymeény iontll, vyluc¢ovani nebo stereochemickych interakcich. &)

V klasickém provedeni kolonové kapalinové chromatografie se mobilni faze
pohybovala pouze gravitaci, separace byly tudiz malo u¢inné a doba analyzy zna¢né
dlouha. Pro separaci komplikovanych smési latek je tato metoda prakticky nepouzitelna
a k témto ucelim v soucasné dobé¢ slouzi vysokoucinna kapalinovéa chromatografie, kde

je prutok mobilni faze zajistén vysokym tlakem. @

Superkriticka fluidni chromatografie (Supercritical Fluid Chromatography —
SFC)

Tento typ chromatografie je méné rozsifen a je vyuzivan tam, kde GC a HPLC
selhavaji; tedy pro analyzu malo tékavych nebo tepelné labilnich latek, kde nelze pouzit
GC a kde HPLC vykazuje niz§i Gi€innost a delsi dobu analyzy. @

Stacionarni fazi je zde kapalina vdzana na nosici, mobilni faze je tekutina v

nadkritickém stavu.

Podle zpusobu vyvijeni

Frontalni chromatografie

Spociva v tom, Ze se na kolonu kontinudln€ a v konstantni koncentraci zavadi
smés latek, které maji byt separovany. Latky se postupné déli v zavislosti na svych
rozdélovacich pomérech a vznikd stupiiovity chromatogram, kde prvni stupent odpovida
Cisté slozce s nejmensim rozdélovacim pomérem. Nejprve tedy vyteka slozka A,
pozdéji zacne vytékat smés A + B a nakonec — po nasyceni stacionarni faze slozkou C,
kterd ma nejvétsi rozdélovaci pomér - vytéka roztok obsahujici slozky A + B + C ve
stejném slozeni, v jakém byl pfivadén na kolonu. Tato technika neni vhodna k
preparativnim uéeliim, ale byla vyvinuta k uc¢eltim analytickym. Typickym piikladem je

oy . . oo ’ 1
spalovani v organické elementarni analyze. (18)

Vytésnovaci chromatografie
Princip metody spociva v tom, Ze se na kolonu vnese vzorek smési latek, ktera
ma byt separovana (napf. slozky A,B,C) za podminek, kdy se vSechny soluty pevné

sorbuji a nejsou vymyvany mobilni fazi. Potom se az do konce chromatografovani
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kontinualné ptivadi roztok latky D, kterd ma ke staciondrni nejvétsi afinitu. Proto tato
latka — tzv. vytésniovadlo — uvoliiuje ze stacionarni faze vSechny pfedem zadrzené
slozky a tlaci je pted sebou jako pist. Vyté€sniovaci chromatografie ma vyznam

predevsim jako metoda preparativni, nehodi se vSak k analytickym uceliim. (18)

Elu¢ni chromatografie

Je zdaleka nejbeéznéjsi analytickou chromatografickou metodou. Smés latek,
které maji byt rozdéleny, se davkuje do kolony a kontinudlné protékajici mobilni faze ji
unasi kolonou, pfi¢emz se latky postupné rozd¢li. Jednotlivé slozky opoustéji kolonu ve
formé zcela oddélenych zon, které oznaujeme jako jejich elucni kiivky nebo piky.
Poloha piku charakterizuje kvalitu kazd¢ slozky, obsah plochy pod pikem je umérny
jejimu mnozstvi. (L8)

Nejjednodussi variantou elucni chromatografie je prosta neboli izokraticka
eluce. K eluci se pouziva stale stejnad mobilni faze az do konce chromatografovani.
Velmi silné sorbované slozky se nedaji z kolony eluovat a je nutné pouzit jiny
postup.Tato metoda je vhodna pro ptipady, kdy se délené latky od sebe piilis§ nelisi v
afinit€ ke stacionarni fazi, takze jejich zony se eluuji v nepfili§ dlouhych intervalech.
(4.8)

Druhou variantou je stupnovitéd eluce.Ta se provadi postupnym promyvanim
kolony nékolika eluenty, z nichz kazdy nasledujici ma vzdy vyssi elu¢ni schopnost.
Takové mobilni faze uvolnuji jednotlivé slozky smési z vazby na stacionarni fazi a
vymyvaji je. Piky slozek mohou byt pak zna¢né€ nesymetrické, sestupna Cast kiivky je
protahla a dochazi k tzv.chvostovani. ®

Tretim typem elu¢ni chromatografie je gradientova eluce. Pii eluci se postupné
plynule méni koncentrace polarnéjsi slozky v mobilni fazi. Timto zpisobem se dosdhne
toho, ze sestupna Cast piku je eluovana vzdy mobilni fazi s trochu vétsi elucni
schopnosti neZ vzestupna cast. Tento gradient proto zuzuje zony a zabraniuje tzv.
chvostovani. Gradientova eluce se pouZiva zejména pii déleni komplikovangjsich

smasi. ¥

Podle podstaty separa¢niho procesu

Adsorp¢ni chromatografie
Déleni latek nastava diisledkem riizné adsorpce z pohyblivé faze na povrch

adsorbentu. V disledku rozdilné adsorpéni afinity slozek dochdzi k jejich distribuci
11



mezi staciondrni a mobilni fazi, a tim k chromatografické separaci. Adsorbentem
(staciondrni faze) byva nejcastéji oxid hlinity, hotecnaty, silikagel, praskovana celuldza
nebo aktivni uhli. Pohyblivou fazi tvoii bud’ ¢ista rozpoustédla sestavena podle elu¢ni
schopnosti do tzv.eluotropni fady nebo smési rozpoustédel. Obvykle se v adsorp¢ni
chromatografii pouzivaji nepolarni rozpoustédla, ackoli vysoce polarni a hydrofilni
slozky se daji separovat na silikagelu za pouziti polarnich rozpoustédel. Na tomto
principu pracuje jak kapalinova, tak i plynova chromatografie a zavéry jsou platné pro

oba typy. 89

Rozdélovaci chromatografie

Smés slozek, kterd je rozpusténa v soustavé dvou nemisitelnych nebo omezené
misitelnych kapalnych fazi, se mezi n€¢ d€li na zaklad¢ rozpustnosti jednotlivych slozek
v jednotlivych fazich, resp. podle jejich afinity k nim. Latky se tedy dé€li podle svych
ruznych rozdélovacich koeficienti. Rozdé€lovaci koeficient je pomér rovnovazné
koncentrace jedné slozky ve stacionarni fazi ke koncentraci téze latky ve fazi mobilni
za predpokladu, Ze se dand slozka vyskytuje v obou fazich v téze formé. ®)

Pti rozdé€lovaci chromatografii se zpravidla uziva dvoufdzovy systém, pfi¢emz
jedna faze byva bohatsi na organicka rozpoustédla a druha na vodu. Zakotvena byva
faze vodna, a to na pevnych hydrofilnich nosicich (silikagel, kfemelina, silikaty,
celuloza). Faze organickd byva zpravidla mobilni. Systém obracenych fazi (RP —
reversed phase), kdy organické hydrofobni rozpoustédlo slouZzi jako zakotvena faze a
mobilni fazi je hydrofilni rozpoustédlo, se pouziva v kapalinové chromatografii
nejcastéji a je vhodny k déleni méné poléarnich latek. (4.8)

Vyvijeni se provadi elu¢nim zptsobem a vlastni provedeni a vyhodnoceni jsou

obdobné jako u adsorp¢ni chromatograﬁe.(4)

Iontové vyménna chromatografie (IEC)

Iontové vyménna chromatografie mize byt charakterizovana jako vyménna
adsorpce. Sorbent zachycuje urcity druh iontll a namisto toho vysila do roztoku jiny
ion. Sorbentem jsou ménice iontl neboli ionexy. Jde o nerozpustné latky, které ve styku
s vodnymi roztoky bobtnaji a uvoliuji elektrolytickou disociaci ionty. Tyto uvolnéné
ionty pak mohou byt nahrazeny ionty pfitomnymi v roztoku, které maji k ménici vétsi
afinitu. Je to proces zvratny a pribeh reakce nezéavisi jen na afinité ionti k ménici, ale
(5.8)

pfedevsim na jejich koncentraci.

Nerozpustna struktura ionexil, ktera nese ionogenni skupiny, mize byt podle
12



svého chemického slozeni bud’ anorganicka (napf. rtizné mineraly), nebo organicka
(napf. syntetické pryskyfice). Podle ptivodu jsou ionexy piirodni nebo syntetické. Pro
chromatografické ucely maji nejvetsi vyznam organické syntetické ionexy a také
ionexove derivaty celulosy, polydextranu a agarosy. lonogenni skupiny ionext
podminuji jejich funkci, a proto se také nazyvaji funkéni skupiny. Ionexy, které
uvolnuji a vymeéiuji katioty, se oznacuji jako ménice kationtli neboli katexy. V podstate
se jedna o nerozpustné polymerni polyvalentni kyseliny. Obdobné ménice anionta
neboli anexy uvoliiuji a vymenuji anionty. Analogicky jsou to v podstaté nerozpustné

polymerni polyvalentni baze. ®)

Gelova chromatografie

Tato chromatografickd metoda déli latky na zaklad¢ tzv. molekulového sitového
efektu gelu. Obecné se vyuziva k separaci biologickych makromolekul. Stacionarni fazi
je zde nabobtnaly gel (napt. dextranovy gel Sephadex) a latky se déli podle velikosti
molekul resp. své molarni hmotnosti. Céstice sorbentu obsahuji pory o znamé velikosti
a tyto pory jsou zaplnény tzv. stagnujici mobilni fazi.

Jako prva opousti kolonu sloZka s nejvétsimi molekulami, které do gelu vibec
nemohly vniknout, a jsou proto mobilni fazi nejvice unaSeny. Sttedné velké molekuly,
které mohly cestou ¢astecné difundovat do stacionarni faze, jsou tim pon¢kud brzdény.
Malé molekuly beéhem pritoku kolonou pronikly difuzi bez zabran do obou fazi,
rovnovaha jejich distribuce byla ve srovnani s ostatnimi posunuta ve prospéch gelu a to

zpusobilo jejich zna¢né zbrzdéni. Opousté;i proto kolonu jako posledni. (5.8.9)

Afinitni chromatografie

Je ur€ena k separaci biologickych makromolekul, které 1ze jinak velice obtizné
separovat. Afinitni chromatografie je zaloZena na principu, kdy je na nosi¢ navazan
kovalentni vazbou vhodny ligand, ktery je schopen vytvaret specificky komplex s
urcitou biologickou makromolekulou. MoZnosti pouZiti tohoto typu chromatografie k
¢iSténi a zkoumani slozitych biologickych interakei jsou zfejmé na prvni pohled.
Specifické adsorbenty lze vyuZzit napf. k ¢iSténi enzymd, protilatek, nukleovych kyselin
a kofaktorti, vitaminti, represorii a receptorovych proteinil, umoznujicich transport nebo
vazajicich 1é&iva nebo hormony. ©*?
Do kolony naplnéné takto pfipravenou stacionarni fazi se vnese roztok vzorku a

po promyti zistava urcity druh biomolekul vazany v koloné, zatimco ostatni slozky

vzorku jsou vymyty. Vytvofeny komplex je reverzibilni, vazané biomolekuly je mozno
13



z komplexu uvolnit pfi pouziti vhodného tlumivého roztoku nebo rozpustného
protiligandu. Jako nosice pro navdzani ligandu se pouzivaji ¢astice, jejichz zékladem
jsou polysacharidy nebo zesitovany polyakrylamid. Jako ligandy slouzi napft.

specifické inhibitory, na kterych Ize separovat enzymy. ©

Podle pouzité techniky

Chromatografie na papire (PC)

V zésad¢ se jedna o rozdelovaci chromatografii v plosSném uspotradani. Pro
chromatografické ucely se pouziva specidlni, velmi Cisty (bez pfitomnosti kovl) a
stejnorody filtraéni papir. Stacionarni fazi zde je voda, které papir obsahuje kolem péti
procent. Mobilni fazi byva obvykle smés rozpoustédel upravena napt. ptidavkem
kyseliny, zasady, komplexotvornych latek a nasycena staciondrni fazi. Hlavni pfednosti
papirové chromatografie je jeji jednoduchost, nenaro¢nost a pohodlna prace s papirem.

Velkou nevyhodou je dlouha doba vyvijeni, proto je tato metoda dnes jiz ptekonana.
(4,11)

Chromatografie na tenké vrstvé (TLC)

Nepohyblivou fazi tvofi tenkd vrstva sorbentu naneseného na inertni podlozce.
Nejpouzivangj§imi sorbenty jsou silikagel, oxid hlinity, praSkovana celul6za nebo
polyamid. Tato metoda ma mnoho vyhod, které zapticinuji jeji Siroké pouzivani. Je to
zejména jednoduché provedeni, rychlost déleni latek, snadné vyhodnocovani a moznost
pouzivani mikrogramovych mnozstvi vzorki. (4.1)

Uvedeny zpiisob chromatografie mé nejvétsi vyznam pii identifikaci a stanoveni

latek ve slozitych smésich. Ve farmacii slouzi napft. k analyze glykosidu, alkaloidd, pti

studii obsahovych latek v drogach apod. @)

Sloupcova chromatografie
Zde je staciondrni faze umisténa v kolon¢. Nejcastéji je vyuZivana vysokoucinna

kapalinova chromatografie (HPLC). @)

Podle skupenstvi mobilni a stacionarni faze

Tento typ klasifikace rozd€luje chromatogratické metody podle skupenstvi
mobilni faze. Podkategorie se rozd¢luji podle skupenstvi staciondrni faze. Oznaceni

chromatografickych systémi je zpracovano v tabulce & 1 ¢V

14



Stacionarni faze

Pevna latka

Kapalina

Tab. 1 Chromatografické systémy

Kapalina

Liquid-solid chromatography (LSC)

Mobilni faze
Plyn

Gas-solid chromatography
(GSC)

Liquid-liquid chromatography Gas-liquid chromatography

(LLC)

(GLC)
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2.2. Teoretické zaklady chromatografického procesu

Teorie metody je vyznamna pro praxi chemika tim, Ze mu dovoluje urcit nebo
odhadnout vyhodné podminky experimentu. Zabyva se predevsim tfemi
charakteristikami, kter¢ je snadné odecist pfimo z chromatogramu :

e polohou (pozici) piku v chromatogramu, ktery vypovida o kvalité analytu

e tvarem piku, ktery vypovida o G¢innosti separace na chromatografické koloné
*  velikosti piku, tj. plochou pod kiivkou; ta charakterizuje kvantitativni obsah
analytu ve vzorku. ?
Separace smési solutli a nasledny popis zékladnich charakteristik zavisi na fadé
parametrii. Ke kvantitativnimu posouzeni tohoto slozit¢ho déje je tfteba definovat fadu
veli€in, které vyjadiuji pribéh separace v zavislosti na experimentalnich podminkach.
Veliciny, které se vztahuji ke stacionarni fazi, se oznacuji indexem S, veli€iny vztahujici
se k mobilni fazi indexem m. @

Prvni charakteristika, tedy pozice piku v chromatogramu, je nejcastéji
charakterizovéana retenci. Retenci v kapalinové chromatografii 1ze charakterizovat
retenénim ¢asem tg nebo retenénim objemem Vg. Ob¢ veli¢iny oznacuji celkovy ¢as,
resp. celkovy objem mobilni faze proteklé kolonou od néasttiku latky az po eluci
koncentra¢niho maxima piku chromatografované latky. Tyto dvé veli€iny spolu souvisi
vztahem

Vr=tr.Fm
kde Fr, je prutok mobilni faze kolonou za jednotku Casu. (12.13)

Mrtvy retencni objem (V) patii v chromatografii nepochybné mezi vyznamné
parametry. Lze ho definovat napf. jako objem mobilni faze obsazené v koloné. Vi je
obvykle zjiStovan jako objem mobilni faze, ktery je tteba k vymyti vhodné
nesorbované (v koloné€ nezadrzované) latky z mista néstfiku na konec kolony. Pokud je
pritok mobilni faze (Fn) kolonou konstantni, je nesorbovana latka vymyta z kolony za
mrtvy retencni €as ty. Mezi retenénim casem a retenénim objemem plati vztah :

Vm=tw, Fm &9

Redukovany retencni ¢as t'r je reten¢ni Cas tr zmenSeny o mrtvy reten¢ni Cas
tv.

Redukovany retenc¢ni Cas t'g nebo redukovany reten¢ni objem V' tedy je :

Ve=trFn=(tr—tm) Fn=Vr-Vnm (13.14)

Retencni ¢as ¢i objem jsou hodnoty, které jsou za danych experimentalnich podminek
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charakteristické pro jednotlivé soluty a jsou tedy jednim z prostfedku identifikace latek.
@
K charakterizaci retence byla pouzita bezrozmérna veli¢ina K oznacovana jako

kapacitni pom¢r, pro niz plati nasledujici vztahy :

VR—szF'R _tR_tM tg

Vi Vi Tty Tty

k=

Kapacitni pomér analyzované latky K patii k zakladnim chromatografickym veli¢inam.
Umoziiuje porovnavat vzajemné retence analyzovanych latek, posuzovat vliv zmén
chromatografickych podminek na separaci, jakoZz i srovnavat analyzy napft. v riznych
laboratoftich. Je definovan jako pomér mnozstvi solutu pfitomného ve stacionarni fazi k
mnozstvi solutu v mobilni fizi za podminek rovnovéhy. Je mirou retence solutu v
kolong, tzn. ¢im vétsi je hodnota K, tim vic je solut v kolon€ zadrZovan, a je tedy z
kolony eluovan pozdéji. Kapacitni pomér je bezrozmérna veli¢ina a plati pro ni tyto

vztahy :

v
szDi:KD.S

kde Kp je distribucni konstanta analyzované latky, ktera odpovida fyzikalné
chemickym vlastnostem mobilni a staciondrni faze, Vs — objem stacionarni faze v
kolon¢ a Vv — objem mobilni faze v koloné, ktery je totozny s mrtvym retenénim
objemem. Kapacitni pomér tedy udava, kolikandsobku mrtvého objemu (Casu) je tfeba
k eluci piislusné latky, @134
Hlavnim cilem chromatografie je rozdéleni latek obsazenych ve vzorku smési, proto ma
v chromatografii prvofady vyznam veli¢ina nazyvana rozliSeni R, kterd umoziuje toto
rozdéleni kvantitativné vyjadrit. RozliSeni mezi piky dvou slozek se miize vypocitat
podle vzorce :
1,18 [:tRZ — tR:L]

Wiy T Wiy

kde znaci:
tr1 @ tr - retencni Casy nebo vzdalenosti podél zakladni linie od bodu nasttiku ke
kolmicim spusténym z vrcholkli dvou sousednich pikt
Wh1 @ Wh - Sifky pikli v poloviéni vysce

Za chromatograficky dobfe rozliSitelné dvé slozky Ize povazovat pfipad, kdy R = 1,5.
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RozliSeni lze zvysit dvéma zptlisoby; zlepSenim selektivity systému (volbou mobilni a
stacionarni faze) a zvySenim Uc¢innosti separace. (6.1213)
V chromatografické praxi je zpravidla zédkladnim ukolem nalézt chromatograficky
systém s dostateCnou selektivitou pro oddé€leni vSech slozek vzorku. K popsani
separacnich schopnosti kolon se uziva parametru ucinnosti kolony, ktery je vyjadien

poctem teoretickych pater N. Pocet teoretickych pater kolony, ktery charakterizuje

rozmyvani zony solutu transportovaného kolonou, je definovan vztahem:

t 2
N = 15.(—“)
w

kde tr je retencni Cas testované latky a W je Sifka piku pfi jeho zakladné. Veli¢ina N je
bezrozmérna. Cim vyssi je podet teoretickych pater kolony pro dany solut, tim méné je
jeho zona v kolon€ rozmyvana. (13.14)

Vyskovy ekvivalent teoretického patra je definovan vztahem :

H= E
N
kde L je délka kolony vyjadfena v metrech, N je pocet teoretickych pater. Vyskovy
ekvivalent teoretického patra ma rozmér délky a je tedy mozné jej oznacit jako délku
kolony pfipadajici na jedno teoretické patro. Tato veli¢ina a tedy 1 i€innost kolony je
urovana fadou parametrti jako je napt. viskozita mobilni faze, teplota, vlastnosti
parametrem je zde pratokova rychlost mobilni faze kolonou. Chceme-li dosdhnout
ucinné separace, je nutn¢, aby hodnota vyskového ekvivalentu teoretického patra H
¢inila 0,01 — 1,00 mm. 19

Dtlezitym parametrem je i selektivita kolony a pro latky 1 a 2, nazyva se

relativni retence neboli reten¢ni (elu¢ni) pomér a je ddna vztahem :

_ gy — Iy _ E
tgs — ty ki

kde tr, a tr1 odpovidaji hodnotam reten¢nich Casu latek 2 a 1, ty retenénimu ¢asu

mobilni faze, k; a ki jsou hodnoty kapacitnich poméri latek 1 a 2. Cim vétsi je hodnota

2%

selektivngjsi. (1.13)
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Skutecnost, ze chromatograficky systém nikdy neni v rovnovéaze, se odrazi
v dynamické diftizni teorii nazyvané téz van Deemterova. Podle této teorie je
roz§ifovani zony slozky béhem chromatografického procesu zpiisobeno ¢tyfmi faktory,
které maji statisticky charakter, jsou vzajemné nezavislé a aditivni. Jsou to :
vifiva (turbulentni) difize v mobilni fazi,
molekularni (axialni) difuze v mobilni fazi,
odpor proti prevodu hmoty v mobilni fazi,
odpor proti pievodu hmoty ve stacionarni fazi.
Celkovou vysku ekvivalentni teoretickému patru Ize tedy vyjadiit jako sumu piispévki
vSech procest probihajicich v koloné, za ptedpokladu, Ze tyto dé€je probihaji soucasné.
Oznacime-li jejich ptispévky symboly Hg,H_,Hpm, a8 Hs, mlizeme psat
H=Hg+H_+Hu+Hs
kde H je celkova vyska teoretického patra zkoumaného chromatografického systému,
He — ptispévek vitivé difuze, Hi — piispévek molekularni difuze, Hs — ptispévek
odporu proti pfevodu hmoty ve stacionarni fazi, Hy — pfispévek odporu proti prevodu

hmoty ve f4zi mobilni. VSechny pfispévky jsou v konzistentnich délkovych jednotkach.
(2.5)
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2.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je v soucasné dob¢ jedna z
nejprogresivnéjSich analytickych metodik. Nachazi stale vétsi uplatnéni ve vSech
oblastech analyzy 1€Civ a je Siroce vyuzivana ve vSech modernich 1ékopisnych
monografiich. Jde o separa¢ni metodu, kterd umoznuje soucasné jak kvalitativni, tak i
kvantitativni hodnoceni separovanych slozek smési. Pfednosti této metody je ostiejsi
rozd¢leni, krat$i doba déleni, spotieba mensiho mnozstvi vzorku, minimalni difaze a
zvysSend detekeni citlivost. Z HPLC zaznamu lze ziskat detailni informace o identité,
obsahu i Cistoté¢ analyzovaného 1é¢iva. (3.15.16)

Zakladni vyhodou HPLC je Siroky obor pouzitelnosti (1ze analyzovat az 80%
veskerych znamych latek, které se podstatné 1i8i v chemickych i fyzikalnich
vlastnostech). Je mozné analyzovat latky polarni i nepolarni, malo tékavé, tepelné
nestabilni i vysokomolekularni. Dopliiuje tak vhodné plynovou chromatografii. Dalsi
pfednosti je moznost G¢inné ovliviiovat separaci nejen volbou staciondrni faze, ale

rovnéz zménami slozeni mobilni faze, kterd na rozdil od GC neni inertni, ale vyznamn¢

se podili na separaci. Naopak nevyhodou ve srovnani s plynovou chromatografii je

vvvvvvvvvv

1.2)

U HPLC se nejcastéji uziva eluéni techniky chromatografie. Smés latek, které
maji byt rozdéleny, se davkuje do kolony a kontinualn¢ protékajici mobilni faze ji unasi
kolonou, pfi¢emz se latky postupné rozdé€li. Zony chromatografovanych latek
oznacujeme jako jejich elu¢ni kiivky nebo piky. K déleni latek 1ze vyuzit vSech
vratnych dvoufazovych separa¢nich mechanismil (adsorpce, sitovy efekt gelu, iontova
vymeéna, rozdélovani), je tudiZ mozné nalézt vhodny chromatograficky systém pro
separaci smési prakticky vSech organickych latek rozpustnych ve vod¢, ziedénych

kyselinach nebo organickych rozpoustédlech. (L4)

2.3.1. Vyvoj HPLC

Objev chromatografie v jeji moderni podobé¢ je vSeobecné pfipisovan ruskému

botanikovi Cvétovi, ktery kolem roku 1903 poprvé provedl separaci latek kolonovou
elu¢ni metodou. Poté metoda upadla v zapomenuti a az téméf po tficeti letech byla
znovu objevena.V roce 1941 se Martinovi s Syngeovi podatilo rozdélit smes
acetylovanych aminokyselin kapalinovou chromatografii v systému tvofeném

staciondrni vodnou fazi zakotvenou na inertnim nosici a organickou mobilni fazi. Tak
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vznikla rozdé€lovaci chromatografie, za kterou tito autoii obdrzeli Nobelovu cenu.
Zaroven definovali pojem vyskového ekvivalentu teoretického patra, ktery se stal
vSeobecné uznadvanym jako métitko ucinnosti chromatografické kolony. (2.17.18)
Koncem Sedesatych a zacatkem let sedmdesatych doslo k prudkému rozvoji
teorie a instrumentace moderni kolonové kapalinové chromatografie. Piivodni technika
vyuzivala pomérné velké kolony, které byly naplnény Casticemi stacionarni faze s
typickym primérem od 0,05 do 1 mm. Kapalna mobilni faze protékala kolonou
gravitacni silou, pfi¢emz typické pratokové rychlosti ¢inily jednotky ml za minutu.
Takto provadéné separace vyzadovaly velka mnozstvi chemikalii, zejména organickych
rozpoustédel, kterd jsou vétSinou drahd, separacni i¢innost kolon byla nizk4 a doba

analyzy dlouha. Z téchto divodii byla klasicka kapalinova chromatografie Siteji

vyuZivana jen pii separacich v jednoduchych systémech. Jakmile je v§ak smés latek

vvvvvv

klasicka metoda chromatografie prakticky nepouzitelna. @17)

Moznosti separaci velmi slozitych smési latek se podstatné rozsitily, kdyz se v
poloving Sedesatych let zacala rozvijet vysokotc¢inna kapalinovd chromatografie. K
jejimu vzniku vedly pfedevsim rozvoj instrumentace, lepsi pochopeni mechanismu
separace v kapalnych fazich, dale neobyc¢ejny pokrok v technologii ptipravy
stacionarnich fazi a plnéni kolon a pfedevsim vyvoj citlivych detek¢nich zatizeni.
Konstrukce detektorii byla po dlouhou dobu hlavnim omezujicim faktorem vyvoje
HPLC. @

Metody HPLC se stale velmi rychle rozvijeji. Kromé zdokonalovani teorie a
instrumentace se predevs§im rozvijeji metody zpracovani signalu a postupné se prechazi
na praci v mikroméfitku. Tato miniaturizace sice pfinasi naro¢né problémy z hlediska
instrumentace, avSak ma nékolik vyznamnych ptednosti. Pfedevs§im je potfeba
podstatné mensiho mnozstvi drahych chemikalii a rozpoustédel. Dalsi vyhodou je kratsi
doba analyzy, lepsi separacni G¢innost, moznost spojeni kolony s vysoce selektivnimi

detektory jako je hmotnostni spektrometr. @

2.3.2. Instrumentace

V technické koncepci konstrukce kapalinovych chromatograft existuji dva
pfistupy. Prvni pfistup pfedstavuje kompaktni systém s fixnim propojenim pracovnich
jednotek v jediné skiini. Je navrzen z hlediska zajiSténi minimalnich mrtvych objemu
vytvatenych propojujicimi kapilarami, ovSem za cenu mnohdy sniZzené servisni

pfistupnosti. Druhou moznosti je modularni neboli stavebnicovy systém, ktery
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umoziuje flexibilni pfestavbu, pfipojeni piidatnych zatizeni nebo snadnéjsi ptistup pii
opravach. Kapalinovy chromatograf se obecné sklada z ¢asti, které zabezpecuji
transport mobilni faze, davkovani vzorku, separaci latek a jejich detekci. Blokové
schéma moderniho kapalinového chromatografu je uvedeno na obr.1. Miize mit fadu
obmén, v zdsadé vSak musi byt zachovano fazeni zakladnich elementt za sebou. V
kazdém ptipad¢ je vyzadovana dokonala reprodukovatelnost dil¢ich postupt a

dlouhodoba funkéni schopnost systému, €318

CHFEORLO TOGEA B
g 2
T
pumpa g"* piky
mopiini [P | |3 et
fé_ze mErdhl Sag [1min] _
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sy cloon separadni
kolona detektor

Obr.1 Schéma kapalinového chromatografu (19)

2.3.2.1. Zasobniky mobilni faze

Jako zasobnik mobilni faze 1ze pouZit libovolnou uzavienou nadobu chemicky
odolnou vii¢i pouzivanym rozpoustédlim. Ze zasobniku se mobilni faze Cerpé ptes filtr,
aby se zabranilo pronikani ¢astic pevnych necistot do ¢erpadla. Nékteré piistroje
umoziuji odplynéni mobilni faze ptimo v zdsobniku. Odplynéni je nezbytné, aby se
ptedeslo tvorbé bublinek pii poklesu tlaku na vystupu z kolony, coz by rusilo jak
detekci, tak funkci cerpadla. Konstrukénim materidlem zasobnikli byva nejcasté;ji sklo,

plasty nebo nerezova ocel. #8820

2.3.2.2. Cerpadla

vvvvvv
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chromatografu. Ugelem &erpadla HPLC je dopravovat mobilni fazi konstantnim
prutokem pod vysokym tlakem a s minimem tlakovych pulst, které by mohly zptsobit
vykyvy v detektoru. Cerpadla musi byt konstruovéna z materialtt odolnych viéi korozi i
pii pouziti pomérné agresivnich mobilnich fazi jako jsou tlumivé roztoky, slabé kyselé
a bazické roztoky nebo organicka rozpoustédla. Vnitini objem cerpadel ma byt co
nejmensi, aby umoznil rychlou vyménu mobilni faze, eventudlné praci s gradientem,
tvofenym v nizkotlaké &asti pristroje. ¢>8131)

Principialné mizeme vysokotlaka ¢erpadla rozd¢lit do dvou hlavnich skupin
podle toho, zda pracuji pti konstantnim tlaku nebo konstantnim objemovém pratoku.
Pro analytickou kapalinovou chromatografii se v dnesni dobé pouzivaji ¢erpadla
druhého typu. Oba typy pracuji zpravidla tak, ze ze zasobniku vytlacuji pistem ¢i
membranou mobilni fazi. Z praktického hlediska byvaji ¢erpadla rozdélovana na pulsni
a bezpulsni. Pulsni ¢erpadla maji objem pracovni komory pomérné maly, kdezto
bezpulsni pracuji s objemem pracovni komory daleko vétsim. Bezpulzni cerpadla
zpravidla poskytuji hladsi priitok mobilni faze a nevyzaduji specialni piidavné zatizeni

pro tlumeni tlakovych pulst. (5.18)

2.3.2.3. Tvorba gradientu mobilni faze

Gradientova eluce je v kapalinové chromatografii velmi ¢asto vyuzivana k
déleni smési, jejichz slozky se vyznacuji Sirokym rozsahem reten¢nich konstant.
Technickych zplsobl vytvoreni gradientu mobilni faze je mnoho, ale v moderni HPLC
se v zasad¢ pouzivaji jen dva. Prvni zptisob vyuziva vytvaieni gradientu sméSovanim
proudi slozek za nizkého tlaku. Tento zpisob je podstatné levnéjsi. Staci k nému jediné
cerpadlo a vicecestny ventil, ktery podle povelt mikroprocesoru stfidaveé ptidava Cisté
slozky mobilni fdze do misici komurky. Velkou nevyhodou zde ovSem je, Ze k miseni
dochézi daleko od kolony. Skute¢né sloZzeni mobilni faze v koloné je tedy vzdy
pongkud odlisné od znamého slozeni v misici komiirce. Druhy zptsob tvorby
gradientové eluce vyuziva sméSovani za vysokého tlaku. Slozky mobilni faze umisténé
v zéasobnicich jsou dvéma vysokotlakymi cerpadly dopravovany do smé&Sovaci komurky

malého vnitiniho objemu, odkud jsou vedeny jiz v jednom proudu do kolony. Slozky se

vvvvvv
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zpiisob je nejcastéji uzivanym principem vysokotlakého sméSovani. (218)

VétSina modernich komerénich kapalinovych chromatografi je vybavena
elektronickym programatorem, ktery bud’ umoziuje tvorbu gradientu s né¢kolika

pfedvolitelnymi tvary s riiznou strmosti, nebo se pritbéh gradientu pfimo zada
23



programem pro mikroprocesor jako fada rizné dlouhych a riizn€ strmych na sebe

navazujicich linearnich aseka. 8

2.3.2.4. Davkovaci zarizeni

Vétsina davkovacich zatizeni v HPLC byla odvozena z plynové chromatografie,

vvvvvv
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systému je do znacné miry zavisla i na dokonalém davkovani vzorku. (218)

Do chromatografického systému je mozno davkovat ru¢né (manualni ddvkovaci
ventil) nebo pomoci automatického davkovace (autosampleru). (21)
a) Davkovani pomoci vysokotlakych diavkovacich ventili

Dnes se pouzivaji vysokotlaké davkovaci ventily se smyckou, které umoznuji
davkovani 1 proti tlakiim 60 az 80 MPa. Nejcastéji se jedna o Sesticestny kohout, kde se
pti davkovani nejprve naplni smycka vzorkem a potom se kohout ptepne do druhé

polohy, kdy eluent protéka smyckou a unési vzorek do kolony. ¢

Obr. 2 Vysokotlaky ventil se smyckou (22)

b) Davkovani pomoci autosampleru

Automatické davkovace jsou spojené se zasobnikem vzorku, ve kterém jsou
umistény mikronadobky (vialky) uzaviené pryZovym septem nebo perforovanou zatkou
z polypropylenu. K zamezeni kontaminace vzorki (crossover, cross contamination) se
pouziva oplach jehly a to jak vnitini, tak vné&jsi oplach. Prostor pro vzorky je v
soucasné dobé¢ vétsSinou temperovan (0-50 °C) a chranén pied svétlem. Technické
principy vlastniho davkovani vzorku jsou ponékud odlisné. Bud’ je vzorek davkovan
pomoci vicecestnych (vétsSinou Sesticestnych) ventilit nebo pomoci nékolika tficestnych

ventili, @
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2.3.2.5. Kolona a jeji pInéni

Kolony Ize povazovat za ,,srdce chromatografu®. Jejich vlastnosti vyznamné
ovliviuji separaci analyzovanych slozek a jejich primér zasadnim zptisobem ovliviiuje
citlivost celé chromatografické metody. Pii volbé kolony je tieba splnit tfi zakladni
faktory. Je nutné spravné zvolit sorbent, spravné zvolit material a dimenze trubky pro
konstrukci kolony a kone¢né zamezit existenci volnych prostori jak v kolong, tak na
vstupu a vystupu z kolony. (14.16.17)

Chromatograficka kolona je v podstaté trubka nebo kapilara rovnomérné
naplnéna nebo pokryté stacionarna fazi. Rovhomeérné naplnéni jemnym materidlem je
velmi naro¢né, obvykle se proto pouzivaji jiz naplnéné kolony dodavané komer¢né.
PI14st kolony (hardware) ma za kol udrzet pohromad¢ stacionarni fazi, pfi¢emz na
hardware kolony jsou kladeny ur¢ité pozadavky:

1. musi byt chemicky inertni

2. musi odolavat pomérné vysokym tlakiim

3. vnitini povrch plasté kolony musi byt dostate¢né hladky .

Nejpouzivangjs$i material k vyrob¢ kolon je nerezova ocel (typ 316), plasty (PEEK)
nebo sklo, nyni 1 titan. Vlastni klasicka HPLC kolona se sklada z kovového plaste,
ktery je uzavien porézni kovovou fritou, ktera zabranuje uvoliiovani stacionarni faze z
kolony a soucasn¢ umoznuje plynuly pritok mobilni faze. Oba konce kolony jsou
ukonceny prevlecnym ochrannym krouzkem a koncovou hlavici, ve které je navrtan
vstup pro kapilaru se Sroubem. (24)

V kapalinové chromatografii se pouziva mnoho typtl stacionamich fazi, jako
jsou:

e silikagel, oxid hlinity nebo porézni grafit pouzivané v chromatografii s
normalnimi fazemi, kde je separace zaloZena na rozdilech v adsorpci a/nebo
rozd¢lovani,

e pryskyfice nebo polymery s kyselymi nebo zasaditymi skupinami pouzZivané v
iontoménicové chromatografii, kde je separace zalozena na konkurenci iontd,
které maji byt oddéleny, a iontt, které jsou obsazeny v mobilni fazi,

e porézni silikagel nebo polymery pouzivané ve vylu¢ovaci chromatografii, kde
separace je zalozena na rozdilech v objemech molekul,

¢ ruzné druhy chemicky modifikovanych nosict pfipravenych z polymert,
silikagelu nebo porézniho grafitu pouzivané v chromatografii s obracenymi
fazemi, kde je separace zalozena hlavné na rozdélovani molekul mezi mobilni a

stacionarni fazi,
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specialni chemicky modifikované stacionarni faze, napt. derivaty celulosy nebo
amylosy, bilkoviny nebo peptidy, cyklodextriny atd. pouzivané pro separaci

enantiomer (chirdlni chromatografie). ©)

VétSina separaci je zalozena na mechanismu rozdélovani a vyuziva chemicky
modifikovany silikagel jako staciondrni fazi a polarni rozpoustédlo jako mobilni fazi.
Vnitini struktura silikagelu je reprezentovana jednak specifickym povrchem sorbentu,
jednak objemem pora sorbentu. Chemicky charakter sorbentu je dulezitym faktorem
ovlivitujicim selektivitu kolony. Oxid kfemicity se svymi silanolovymi skupinami na
povrchu je zékladnim sorbentem pro chromatografii s normalnimi fazemi. V tomto
piipadé slouzi jako slabé mobilni faze uhlovodiky, jako silné mobilni faze alkoholy a
voda. Obracené hodnoty eluotropni fady vykazuji tzv. reverzni faze. To jsou sorbenty,
na jejichz povrch je chemicky vazana vrstva nepolarnich fetézci, nejcastéji alifatickych
uhlikovych o délce 8 nebo 18 uhliki. Tyto faze v soucasné kapalinové chromatografii
naprosto pfevazuji. Uhlikové fet€zce mohou byt nahrazeny methylovou, fenylovou
nebo aminovou skupinou. Jako mobilni faze nejcastéji slouzi voda ve smési s

acetonitrilem nebo methanolem, ?681314

Omezena stabilita silikagelovych kolon pfi vyssim pH mobilni faze vedla k vyvoji
alternativnich HPLC kolon na bazi oxidd kovi (oxidu titani¢itého, oxidu hlinitého), ale
zejména oxidu zirkoni¢itého. Materialy na bazi ZrO, maji vynikajici stabilitu pfi pH az
do 14 a vysokou tlakovou 1 tepelnou odolnost, takze je 1ze vyuZzit i pro rychlé separace
pii vysokych teplotach (i nad 100° C). Na rozdil od silikagelu nejsou na povrchu
silanolové skupiny vykazujici silné interakce s basickymi latkami, pfitomnost
adsorp¢nich center charakteru silnych Lewisovych kyselin v§ak vyZaduje ptisadu pufrd,
které kompenzuji silné interakce center s hydroxylovymi, fosfatovymi, fluoridovymi ¢i
karboxylovymi funkénimi skupinami v molekuléch latek. Selektivita zirkonovych
stacionarnich fazi je odliSna od alkylsilikagelovych fazi, ¢asto umoziuje lepsi separace

stereoisomert a siln¢ polarnich latek. (25.26)

2.3.2.6. Detektory pro HPLC

Detektory slouzi k indikaci latek, které vychéazeji z chromatografické kolony.
Detektor sleduje ne¢kterou z vlastnosti eluatu pomoci vhodného snimace a signal se po
zesileni pfivadi do zapisovace. Ten poskytuje zdznam zavislosti intenzity dan¢ho
signalu na Case. (18)

Pti volbé detektoru je tfeba vzit v tivahu nékolik obecné platnych a
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hodnotitelnych vlastnosti detektorti. Dobry detektor by mél vykazovat predevsim
vysokou citlivost, dostate¢né velky pomér mezi Sumem a métenou hodnotou,
nezavislost odezvy na zméné slozeni mobilni faze pti gradientové eluci a maly

mimokolonovy ptispevek k rozsifovani elucnich zoén. Velmi dulezité je, aby linearita

-----

by spliioval v§echny uvedené pozadavky bez vyjimky, prakticky neexistuje. (4,14.18)

V podstaté€ rozliSujeme dva typy detektori — univerzalni a selektivni.
Univerzalni neboli nespecifické detektory jsou zalozené na méieni urcité vlastnosti
systému jako celku, ktera se méni se zménou slozeni systému ( napi. index lomu,
elektrolytickd vodivost nebo relativni permitivita). Detekovana latka musi mit
vlastnosti podstatné odlisné od vlastnosti ostatnich slozek mobilni faze, aby pfi
zmeéndch jeji koncentrace dochdzelo k vyrazné zméné signalu. Tento typ detektorti ma
ale fadu nevyhod. Jsou obecné méné citlivé, signal byva zatiZzen vétsim Sumem a jsou
nepouzitelné pii gradientové eluci. Nejuzivangjsi univerzalni detektor je

4

refraktometricky. U druhého typu detektorti se méii vlastnost, ktera selektivné zavisi na
koncentraci sledované slozky. Takové méfeni je vétSinou citlivéjsi nez meteni
celkovych vlastnosti systému a zaroven je zde selektivita vyhodou pii analyzach
slozitych smési latek. @882

Mezi nejuzivanéjsi typy patii skupina detektort optickych zahrnujici detektory
spektrofotometrické, fluorimetrické a univerzalni refraktometrické, dale detektory

elektrochemické, vodivostni, reakéni a specilni. 22)

Spektrofotometrické detektory

Tento typ detektort je v analytické kapalinové chromatografii a pti HPLC
analyze 1é¢iv nejrozsitenéjsi. Jejich prednosti je vysoka univerzalnost, dobra odezva
mnoha vyznamnych organickych latek, dobré detekcni limity, znaény rozsah
dynamicke linearity a pouZzitelnost pii gradientovych technikach. Jejich vysledky
nejsou piili§ ovliviiovany zmé&nami teploty nebo rychlosti toku mobilni faze. Obecné
tento typ detektorll pracuje na principu prométovani absorbance elektromagnetického
zéteni urCité vinové délky slozkami eludtu protékajiciho celou detektoru. @.7.14)

Viibec nejbeznéjsi je méfeni v UV oblasti spektra, mnohem méné v oblasti
viditelné a minimalné v infracervené oblasti spektra. Nejuzivangjsimi UV detektory
jsou :

1 UV detektor s fixni vinovou délkou — jedna se o nejjednodussi a nejlevné;jsi
detektory. Pracuji nej€astéji pti vinové délce 254 nm, pii niz absorbuje vétSina
27



léciv. @9

UV-VIS detektor s proménnou vinovou délkou — piednosti tohoto typu
detektoru je podstatné rozsifeni poctu latek, na které detektor poskytuje odezvu,
jakoz 1 rosifeni poctu latek, které 1ze pouzit jako mobilni fazi. Miizeme totiz
volit pracovni vinovou délku tak, aby mobilni faze pii této délce neabsorbovala
zateni, zatimco solut vykazuje dostate¢nou absorbanci. (3.14)

scanning UV detektor (snimajici béhem nékolika sekund absorp¢ni spektrum v
maximu piku hodnoceného 1é¢iva) ®)

diode array detektor - tyto typy spektrofotometrickych detektorti jsou dnes asi
nejdokonalej$imi detektory a identifika¢nimi jednotkami v kapalinové
chromatografii.Vysledkem je tfirozmérny chromatogram jako zévislost
absorbance na vinové délce a na Case, ze kterého I1ze rychle identifikovat
eluované latky a posoudit jejich €istotu. Spektrum, které se ulozi do paméti

v, v o v ’ r ) 4.14
pocitace, mize byt vyvolano a zpracovano. (3:4.14)

Fluorimetrické detektory

Patii k nejcitlivéjSim detektorim pouzivanym v kapalinové chromatografii.
Soucasné s tim vede moznost pomérné jednoduché konstrukce mérnych cel o
dostate¢n¢€ malém objemu k ¢astému vyuziti fluorimetrickych detektort s kolonami
malych priméra. Fluorimetricky detektor slouzi k registraci fluorescenéni zafivé
energie, kterd byla vzbuzena ozéatrenim roztoku sledované latky. Primarni svétlo je
eliminovano vhodnym filtrem a emitovana zariva energie se méti fotoclankem.
Zakladni nevyhodou téchto detektort je omezeni vyplyvajici z malého poctu latek,
které vykazuji fluorescenci. Této nevyhodé se Celi piedkolonovou nebo postkolonovou
chemickou derivatizaci analyzovanych latek. Tato nevyhoda je v§ak kompenzovana

vysokou citlivosti detekce. (8.12.14)

Refraktometricky detektor

Diferencidlni refraktometr je detektorem zna¢né univerzalnim a pouziva se
zejména tehdy, kdyZ vzorek neabsorbuje v ultrafialové oblasti nebo kdyZ pouzita
mobilni fize ma velmi znaénou absorbanci. Cinnost diferencialniho refraktometru je
zalozena na méteni rozdili indexd lomu mobilni faze a faze, ve které je rozpusténa
sledovand latka. Hlavni pfednosti je univerzéalnost, nebot’ poskytuje odezvu na kazdou
zménu indexu lomu v efluentu z chromatografické kolony. V disledku toho je tento typ

detektoru zcela nevhodny pii pouziti gradientové eluce. Vyzaduje rovnéz
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termostatovani. NejCastéji je vyuzivan v souvislosti se separaci a stanovenim

makromolekularnich latek gelovou chromatografii. ©.12)

Elektrochemické detektory

Do kategorie eletrochemickych detektori mtizeme zaradit detek¢ni systémy,
které vyuzivaji elektrické veli¢iny jako analytické vlastnosti efluentu. Proméiuji
elektrochemické veli€iny, jejichz hodnota je zavisla na koncentraci analyzovaného
1é¢iva. Mohou se sledovat nejenom elektrochemické reakce na elektrodach, mérené
napf. na principu amperometrie, potenciometrie ¢i polarografie, ale i pohyblivost iontt
(konduktometrie), permitivita a jiné veli¢iny. Schopnost elektrochemické
redukovatelnosti a oxidovatelnosti 1é¢iv vyuziva voltametricky, amperometricky a
polarograficky detektor. Vysoce citlivy a ptitom selektivni je amperometricky detektor.
Elektrochemické detektory jsou obecné znacné citlivé, ale vétSinu z nich nelze pouzit

pii gradientové eluci. @42

Hmotnostni spektrometr

Pro identifikaci latek ve slozitych smésich je prakticky nezastupitelnd metoda
spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (MS). Principem MS je
ionizace neutralniho atomu ¢i molekuly za vzniku iontl a jejich fragmentt, které jsou
dale separovany a detekovany na zédklad¢ poméru m/z, kde m je hmotnost iontu a z je
naboj iontu. Spojeni HPLC-MS je vysoce selektivni, vysoce citlivé a poskytuje fadu
udajt potfebnych pro identifikaci 1é¢iv. Hmotnostni detektory jsou finanéné velmi
naro¢né. Hmotnostni spektrometr zde vystupuje jako strukturné selektivni detektor
umoznujici kromé obvyklé registrace zon latek eluovanych z kolony provést i jejich
identifikaci na zakladé zaznamenaného hmotnostniho spektra. Metoda LC-MS nalezla
vyznamné uplatnéni v oblasti strukturni charakterizace a kvantifikace 1€Civ. Je Casto
vyuzivana pro studium kinetiky a mechanismu odbouravani 1é¢iv v organismu a

strukturni identifikaci vznikajicich metabolitd. (13

2.3.2.7. Automaticka zarizeni pro zpracovani dat
Uziti mikroprocesort zasahlo a ovlivnilo konstrukei vysokotucinnych
kapalinovych chromatografii. Pocitacova technika je vyuZzivana jak ke kontrole
vlastniho chromatografického procesu, tak ke kvalitativnimu a kvantitativnimu
vyhodnoceni signélu z detektorti. Kontrola fizeni chromatografického procesu je
principialné zajiSténa dvéma systémy. Prvni systém provadi evidenci
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chromatografickych parametrti zadanych pracovnikem a druhy systém automaticky
kontroluje, zda pfistroj dodrzuje nastavené parametry. Je schopny zasahovat do jeho
rezimu a vést analyzu v optimalnich, predem urcenych podminkach. Pocitatem fizena
kapalinova chromatografie zajist'uje maximalni reprodukovatelnost zadanych

parametrii charakterizujicich chromatograficky proces. (13.18)

2.3.3. Vyhodnocovani vysledki

Hlavnim ukolem kvalitativni analyzy je zjisténi ¢i potvrzeni identity
analyzované latky. K identifikaci latek se vyuziva retencnich ¢asii nebo retencnich
objemtl. Mnozstvi chromatografovanych latek se vétsSinou zjistuje podle velikosti ploch
pod eluénimi kiivkami, méné Casto i podle vysky pikda. (218)

Pro stanoveni jednotlivych sloZek ve smési se nejcastéji pouzivaji dvé metody :
e metoda vnéjSiho standardu

Spociva ve dvou krocich (dvojim davkovani). Nejprve se na kolonu nasttikne
roztok analyzovaného vzorku a po vyhodnoceni chromatografického zdznamu se v
druhém kroku nastiikne roztok vnéjsiho standardu a opét se registruje jeho
chromatogram. Koncentrace stanovovanych slozek smési se pak vypocita z poméru
ploch (vysek) pikt jednotlivych stanovovanych latek a plochy piku vnéjsiho standardu.
Jako vnéjsi standard se zpravidla pouZiva u substanci standard stanovované latky,
oznacovany CRL (chemicka referencni latka), nebo u sloZzenych lékovych ptipravki
jedna z analyzovanych slozek smési. (15)

e metoda vnitiniho standardu

Analyza se provadi pouze z jediného nastiiku, pfi¢emz jeho velikost neni nutné
znat. To je také hlavni pfednost této techniky. Ke zndmému objemu roztoku vzorku se
ptida definovany objem roztoku vhodného vnitiniho standardu a po promichani se
nastfikuje na kolonu. Koncentrace stanovovanych latek se opét vypocita z poméru
ploch pikil jednotlivych separovanych sloZek a plochy piku vnitiniho standardu.
Metoda vnitiniho standardu je méné casové naro¢na a hlavné presnéjsi. Vnitini
standard musi byt eluovan v blizkosti pikt, které budou vyhodnocovany, musi mit

podobnou koncentraci a musi byt chemicky inertni. (14.19)
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2.4. Validace analvtickych metod

vvvvvv

charakteristiky metody. Jejim cilem je ur¢eni podminek, za kterych je uvedeny postup
pouzitelny, dale zajisténi spolehlivosti pii opakovaném pouziti metody. Validace se
provadi pii vyvoji nové metody, nebo byla-li metoda zménéna, ¢i ma-li byt prenesena
do jiné laboratofe a pii pritkazu rovnocennosti dvou metod. Nasledujici parametry se
ovéiuji podle toho, jestli ma analytickd metoda slouzit k identifikaci latek nebo

stanoveni obsahu latek ve vzorku. *®

Spravnost (Accuracy)
Spravnost vyjadiuje shodu mezi ziskanym vysledkem a spravnou hodnotou.
Obvykle se zjistuje analyzou nejméné Sesti vzorki a vyjadiuje se jako rozdil spravné a

ziskané hodnoty nebo jako vytéznost (recovery) :

100 x nalezena hodnota
spravna hodnota

vytéznost =

Modelovy vzorek se ptipravuje ze vSech slozek zkoumaného ptipravku a presné
piidaného standardu. Pokud nejsou k dispozici vSechny slozky piipravku, analyzuje se

piipravek se znamym pridavkem standardu. @

Linearita ( Linearity)
Je to schopnost davat vysledky pfimo timérné koncentraci stanovované latky.
Miize se zde pracovat s redlnymi vzorky i s roztoky standardl. Obvykle se stanovuje

minimalné pét riznych koncentraci v rozmezi 50 — 150 % deklarovaného obsahu. (15.27)

Presnost ( Precision)

Ptesnost kvantifikuje variabilitu vysledku metody v zavislosti na jednotlivych
pracovnicich, zméné pfistrojového vybaveni a prostfedi riznych laboratofi. Je to mira
shody mezi jednotlivymi vysledky metody za pouziti jednoho homogenniho vzorku.
Tento vzorek se obvykle Sestkrat analyzuje kompletnim postupem vcetné piipravy
vzorku. Pfesnost se vyjadii jako relativni smérodatna odchylka téchto Sesti stanoveni.
RozliSujeme tfi riizné Grovné piesnosti :

Opakovatelnost ( Repeatability)
Metoda je opakovana stejnym zplisobem jednim pracovnikem za pouziti stejnych
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¢inidel na tomtéz pfistroji.

Mezilehla presnost ( Intermediate precision)

Metoda se provadi v riznych dnech se stejnym homogennim vzorkem ve stejné
laboratofi, ale za pouziti riznych Cinidel, analytiky 1 pfistroji.
Reprodukovatelnost ( Reproducibility)

Meéfeni se opakuje se stejnym zhomogenizovanym vzorkem, ale s riznymi Cinidly,

analytiky i piistroji, v réizny den a v riznych laboratofich. %

Selektivita, specifita ( Specifity)

Selektivita udava rozsah, ve kterém muze byt dana latka zmétena spravné a specificky
v pfitomnosti jinych latek, aniz by doslo k interferenci s ostatnimi slozkami ve smési.
Tento parametr se dolozi vysledky analyzy standardu, a dale napft. vzorki bez
analyzované latky obsahujicich vSechny slozky piipravku. Metoda, ktera je naprosto

selektivni, se nazyva specificka. 2

Detekéni limit (Limit of detection, LOD)
parametr, ktery vyjadiuje citlivost metody. U instrumentalnich metod se mize urcit jako
koncentrace analyzované latky s pomérem signalu k Sumu s hodnotou 3. Nalezeny

NEVETIN s , w1 15
detekéni limit se ovéfi analyzou piislusné koncentrace vzorku. (15)

Kvantitativni limit (Limit of quantitation, LOQ)

pfijatelnou presnosti a spravnosti. Kvantitaivni limit je moZné vyjadfit jako
koncentraci, pii jejiz analyze se dosahne relativni smérodatné odchylky 10 %. Obvykle
to byva trojnasobek detekéniho limitu. Casto se vyjadfuje jako koncentrace s pomérem

signalu k $umu s hodnotou 10. 529

Rozsah (Range)

Validovany rozsah je interval koncentrace analytu, v kterém miiZe byt metoda
pouzivana. Tento parametr se obvykle odvozuje z linearity metody, nicméné pouzity
interval koncentrace analytu nemusi byt totozny s intervalem pro kalibraci. Dolnim
limitem muiZe byt naptiklad detekéni limit a horni miZe byt ur€en maximalni odezvou,

Met ot vy Vv v . . - v (1
pii jejimy prekroceni uz pristroj nepracuje piesns. >
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Robustnost (Robustness)

Vyjadfuje miru vlivu proménnych podminek na vysledky analyzy. Tyto podminky by
mély byt identifikovany a mira jejich vlivu na vysledek analyzy upfesnéna testy.
Robustnost analytické metody je mirou jeji kapacity ztistat nete¢ny vici malym, ale
zamérnym zménam parametri metody a poskytuje informaci o jeji spolehlivosti béhem
bézného pouzivani. Obvykle se sleduji parametry jako napt. sloZzeni mobilni faze,

teplota na koloné, pH vodné slozky mobilni faze, rychlost priatoku. (15.31)

Test zpusobilosti ( System suitability test)

Test zpusobilosti analytického systému je nedilnou soucasti validace analytické metody
a slouzi k zajisténi pfiméfené ti€innosti chromatografického systému. Pfi kazdém
novém pouziti metody se neopakuje celd validace, ale jsou definovana urcité kriteria,
ktera musi byt splnéna a ktera se obecné nazyvaji test zptisobilosti analytického
systému. V ptipadé, Ze néktery parametr neodpovida, upravi se chromatografické
podminky v rozsahu, aby byla splnéna kritéria zptisobilosti, ale aniZ by pfitom doslo k
podstatnému pozménéni metody. Je vhodné vyhnout se nékolikandsobnému
upravovani, které miize mit kumulativni vliv na ti¢innost chromatografického systému.
Rozsah povolenych zmén je uveden v prislusné 1€kopisné monografii. Faktory, které
mohou ovlivnit chromatografické chovani zahrnuji sloZzeni mobilni faze, jeji iontovou
silu, teplotu a zdanlivé pH, pritokovou rychlost, délku kolony, teplotu a tlak,
charakteristiku staciondrni faze vcetné porozity, velikosti a typu ¢astic, specifického
povrchu a u nosi¢i pouzivanych v chromatografii s obracenymi fazemi rozsah
chemické modifikace. Jednotlivé ¢asti pouZitého zatizeni musi byt kvalifikovany a
musi byt schopny dosahnout pfesnosti pozadované pro provedeni zkousky nebo

, 1
stanoveni obsahu. ¢
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2.5. Vlastnosti amlodipinu a perindoprilu

Amlodipin
Nazev : Amlodipini besilas

H
| I | 5 MH
-0 - D—Dé:]
9] 0 T

Strukturni vzorec :

Sumarni vzorec: C26H31CIN208S

Mr = 567,05

CAS : 111470-99-6

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

Fyzikalné — chemické vlastnosti : Bily nebo témért bily krystalicky prasek. Je tézce
rozpustny ve vodé, snadno rozpustny v methanolu, mirn€ rozpustny v ethanolu, tézce
rozpustny v propan-2-0|u.(6)

Farmakologické vlastnosti : Amlodipin se fadi do III. generace blokatorti kalciovych
kanalt. Jedna se o dihydropyridinovy derivat s vysokou selektivitou k cévam a velmi
pomalym nastupem ucinku, ktery specificky inhibuje prinik vapnikovych iontl
kalciovymi L-kanaly. Vyslednym G¢inkem je sniZeni tonu véncitych tepen v misté
excentrické stendzy a v oblasti rezistencnich arteriol, sniZzeni kontraktility myokardu.
Hlavni terapeutické uplatnéni ma amlodipin u hypertenze a srdecnich arytmii, v 1é¢bé

anginy pectoris a myokardidlni ischemie. Lze jej podavat i u srde¢niho selhani. (32-35)
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Perindopril
Nazev : Perindoprilum

Lékopisny je perindopril erbuminat, novéji se pouziva jako arginat.

)

Strukturni vzorec :

Q
o
NH
o
H
M o
oH
H

Chemicky nazev : (2S,3aS,7aS)-1-[(2S)-2-{[(1S)-1-
(ethoxykarbonyl)butyl]Jamino}propanoyl]oktahydroindol-2-karboxylova kyselina
Fyzikalné — chemické vlastnosti : Bily nebo téméf bily krystalicky prasek, ktery je
slabé hygroskopicky. Snadno se rozpousti ve vodé a v ethanolu 96%, je mirné
rozpustny v dichlormethanu. Je polymorfni. ©)

Farmakologické vlastnosti : Perindopril se fadi do skupiny 1é¢iv s nazvem inhibitory
enzymu konvertujiciho angiotenzin. Tim, Ze perindopril inhibuje ACE, zabranuje
pfeméné netcinného angiotenzinu I na vysoce G€inny angiontenzin II. Dale zabranuje
degradaci bradykininu a zptsobuje pokles produkce aldosteronu. Vysledkem ptisobeni
inhibitoru ACE je tedy vyznamny pokles periferni cévni rezistence a mirny
venodilata¢ni ucinek. Tato latka tedy snizuje krevni tlak u pacientli s renovaskularnim
onemocnénim a u pacientl s esencidlni hypertenzi. Dalsi indikace chronického uzivani
inhibitort ACE je dysfunkce levé komory a znamky srde¢niho selhani, asymptomaticka
dysfunkce levé komory, infarkt myokardu pfedni stény a ostatni stavy po infarktu

myokardu. 2343

Klinické studie kombinace 1é¢iv amlodipin/perindopril :
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L Autofi ve studii ASCOT-BPLA zkoumali efekt fixni kombinace 1é&iv
atenolol/thiazid versus amlodipin/perindopril v 1é¢bé infarktu myokardu a
ischemické choroby srde¢ni. Jednalo se o multicentrickou, perspektivni,

randomizovanou klinickou studii. ®

CAFE jako vedlejsi projekt studie ASCOT, se vénovala tonometrii na radialni
tepné, zjisténi indexu odrazu a vypoctu centralniho krevniho tlaku pii 1écbé

kombinaci amlodipin/perindopril a atenolol/thiazidové diuretikum. S

Prace zabyvajici se HPLC analyzou amlodipinu :
1. kolona : Kromasil C18
mobilni faze : 0.02 M fosfatovy puft, acetonitril v poméru 70:30, v/v, pH 3.0
detekce : UV, 221 nm ©®

2. kolona : kolona s navazanou C18 reverzni fazi
mobilni faze : 0.1% orto-fosforecna kyselina (pH 3): acetonitril (20:80)
detekce : UV, 238 nm ©9

3. kolona : kolona s navazanou C18 reverzni fazi
mobilni faze : 0.1 (v/v) orto-fosfore¢na kyselina (pH 3.0) acetonitril (60:40, v/v)
detekce : UV, 238 nm “0

4. kolona : kolona ODS
mobilni faze : 0.05 M fosfatovy pufr, methanol a acetonitril v poméru 50:35:15

detekce : UV, 361 nm ¥V

Préace zabyvajici se analyzou perindoprilu :
1. kolona : YMC-Pack s navazanou C8 reverzni fazi
mobilni fize : acetonitril, fosfatovy pufr (0.05 M) (37:63, v/v) (pH 2.5)
detekce : UV, 215 nm “?

2. kolona : Eclipse XDB s navazanou C8 reverzni fazi
mobilni faze : fosfatovy pufr, acetonitril (65:35) (pH 2.6)
detekce : UV, 210 nm ¥
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3. kolona : Xterra s navazanou C18 reverzni fazi
mobilni faze : NaH2PO4 pufr (pH 2.0; 0.005 M) acetonitril (75 + 25, v/v)
detekce : UV, 215 nm ¢4

4. kolona : BDS hypersil s navazanou C18 reverzni fazi

mobilni faze : KH2PO4 (pH 2.6) a acetonitril (65:35)
detekce : UV, 210 nm “®
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3. CIL PRACE
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Cilem mé prace bylo vypracovani chromatografickych podminek pro soucasnou
analyzu amlodipinu a perindoprilu s vyuzitim vysokoucinné kapalinové chromatografie

a vypracovanou metodu validovat.

39



4. EXPERIMENTALNI CAST

40



4.1 Pouzité pristroje, chemikalie a pomucky

Chromatografické kolony

Kolona Separon SGX, C1g(7 um), 150 x 3 mm L.D., Tessek Ltd., Praha, CR
Kolona Nucleosil 120-5, Cg (5 um), 125 x 4 mm 1.D., Macherey-Nagel, Diiren,
Némecko

Kolona LiChroCART 250-4, LiChrospher 100, RP — 18 (5 um), 250 x 4 mm L.D.,

Merck, Darmstadt, Némecko

Pristroje
Chromatograficka sestava, Hewlett Packard Agilent 1100 Series Binary Pump, HPST s.

1. 0., Praha, Ceska republika, zahrnujici:

vysokotlaké ¢erpadlo

e autosampler

e vakuovy degaser

e UV detektor s proménnou vinovou délkou

e pocita¢ s chromatografickym softwarem
Analytické vahy, Helago, Ceské republika
Magneticka michac¢ka, Laboratorni piistroje Praha, Ceské republika
Acidimetr, DRUOPTA, Ceska republika
Ultrazvukova lazen — KRAINTEK, s.r.0., typ K-10, Slovensko
Centrifuga, Trigon-plus, Ceska republika
Ttepacka, Kavalier, Ceska republika
Spektrofotometr UV 2401 PC, Shimadzu, Japonsko

Pomiicky

Laboratorni sklo — pipety, kadinky, zkumavky, banky, vazenka, 1Zzicka,

Chemikalie

Methanol, pro HPLC, Merck, Darmstadt, Némecko

Octan amonny p.a., Balex, Pardubice, Cesk4 republika
Hydrogenfosfore¢nan amonny p.a., Lachema, Brno, Ceska republika
Hydroxid sodny p.a., Lachema, Brno, Ceské republika

Kyselina fosfore¢na p.a., Lachema, Brno, Ceska republika
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Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Lachema, Brno, Cesk4 republika
Sulpirid, Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko

Risperidon, Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko

Nimesulid, Sigma- Aldrich, Steinheim, Némecko

Bromhexin, Sigma- Aldrich, Steinheim, Némecko
Sukcinylsulfathiazol, Farmakon Olomouc, Ceska republika
Sulfadimidin, Farmakon Olomouc, Ceska republika

Pyridoxin HCI, Koch-Light Laboratories Ltd., Colnbrook, Velka Britanie
Thiamin HCI, Koch-Light Laboratories Ltd., Colnbrook, Velka Britanie
Benetazon, Légiva, Praha, Ceska republika

Antazolinum mesylicum, Léciva, Praha, Ceska republika

Indometacin, Galenicka laboratof, Ostrava, Ceské republika

Fenacetin, Lé¢iva, Praha, Ceska republika

Butylparaben, Léciva, Praha, Ceska republika

Ethylparaben, Lé¢iva, Praha, Ceska republika

Propylparaben, Lé¢iva, Praha, Ceska republika

Acetanilid, Lé¢iva, Praha, Ceska republika

Ambroxol, Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko

Diklofenak, Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko

Triethylamin, Merck, Darmstadt, Némecko

Amlodipin, Merck, Darmstadt, Némecko

Perindopril, Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko

Voda CiS§téna reverzni osmozou
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4.2. Vybér chromatografickvch podminek pro stanoveni

amlodipinu a perindoprilu

Pro stanoveni obsahu amlodipinu a perindoprilu v 1é¢ivém piipravku bylo nejprve tfeba
najit optimalni chromatografické podminky. Hledala jsem spravné slozeni mobilni faze,
vhodnou pratokovou rychlost, objem nastfikovaného vzorku a optimalni vinovou délku
pro detekci. Za téchto vhodnych podminek byl chromatograficky zaznam s dobfte

oddé€lenymi a ostrymi piky stanovovanych latek.

Vvbér mobilni faze

Byla zkousSena tato slozeni mobilni faze pti rizné vinové délce, objemu nasttikovaného

vzorku, pH 1 teploty faze. Postupné jsem vystiidala 3 riizné kolony.

1) Kolona Separon SGX

Na této kolon¢ byla vSechna méteni provadéna pti konstantni teploté t=30°C.

1. voda: methanol 40:60 (v/v) ; v=10,7 ml/min

2. Fosfatovy pufr (K,HPO,4 0,05 mol/l) : methanol 40:60 (v/v) ; pH=5,6 ; v=0,7
ml/min

3. Fosfatovy pufr (K;HPO4 0,05 mol/l) : acetonitril 40 : 60 (v/v) ; pH=5,6; v=
0,7 ml/min

4. Fosfatovy pufr (Ko;HPO4 0,05 mol/l) : acetonitril 40 : 60 (v/v) ; pH=3,0 —
okyseleno ptidavkem H3PO4 0,1 mol/l ; v= 0,7 ml/min

5. Fosfatovy pufr (K;HPO,4 0,05 mol/l) : acetonitril 40 : 60 (v/v) ; pH=3,0 —
okyseleno pfidavkem H3zPO,4 0,1 mol/l ; v= 0,7 ml/min

6. Fosfatovy pufr (K,HPO,4 0,05 mol/l) : acetonitril 40 : 60 (v/v) ; pH=3,0 -
okyseleno ptidavkem H3PO4 0,1 mol/l ; v= 0,7 ml/min

7. Fosfatovy pufr (K;HPO, 0,05 mol/l) : acetonitril 40 : 60 (v/v) ; pH=3,0 —
okyseleno piidavkem H3PO,4 0,1 mol/l ; v= 0,7 ml/min

8. Fosfatovy pufr (K,HPO,4 0,05 mol/l) : acetonitril 40 : 60 (v/v) ; pH=3,0 -
okyseleno piidavkem H3zPO,4 0,1 mol/l ; v= 0,7 ml/min

9. Fosfatovy pufr (K;HPO, 0,05 mol/l) : acetonitril 45 : 55 (v/v) ; pH=3,0 -
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okyseleno ptidavkem H3zPOq4 0,1 mol/l ; v=0,5 ml/min ; A=210 nm ; V=10 pl
10. Octan amonny (0,05 mol/1) : acetonitril 45 :55 (v/v) ; pH=6,0; v=0,5 ml/min
11. Octan amonny (0,05 mol/1) : acetonitril 40 : 60 (v/v) ; pH= 6,0 ; v=0,7 ml/min

2) Kolona Nucleosil

Na této kolon¢ byla opét vSechna méteni provadéna pii konstantni teploté t=30°C.

1. Octan amonny (0,05 mol/l) : methanol 40 : 60 ; pH= 3,3 — upraveno piidavkem
10% CH3COOH ; v= 0,8 ml/min

2. Octan amonny (0,05 mol/l) : methanol 40 : 60 ; pH=7,5; v=0,8 ml/min

3. Octan amonny (0,01 mol/l) : methanol 20 : 80 ; pH=7,5; v=0,8 ml/min

4. Octan amonny (0,01 mol/l) : methanol 20 : 80 ; pH= 5,2 — upraveno
ptidavkem 10% CH3COOH ; v=0,6 ml/min

3) Kolona LiChroCART

Zde uz byla méfeni zkouSena za riiznych teplot.

1. Hydrogenfosfore¢nan amonny (0,01 mol/l) : methanol 20 : 80 ; pH=3,2 —
okyseleno ptidavkem H3PO,4 0,1 mol/l ; v= 1,0 ml/min; t=30°C

2. Hydrogenfosfore¢nan amonny (0,01 mol/l) : methanol 30 : 70 ; pH=4,6 —
okyseleno ptidavkem H3PO,4 0,1 mol/l ; v= 1,0 ml/min; t=30°C

3. Hydrogenfosfore¢nan amonny (0,01 mol/l) : methanol + 0,1% triethylaminu 30
: 70 ; pH= 3,5 — okyseleno pridavkem H3PO,4 0,1 mol/l ; v= 1,0 ml/min; t= 30°C

4. Hydrogenfosfore¢nan amonny (0,01 mol/l) : methanol + 0,1% triethylaminu 30
: 70 ; pH= 3,5 — okyseleno ptidavkem H3PO4 0,1 mol/l ; v= 1,0 ml/min; t=40°C

5. Hydrogenfosfore¢nan amonny (0,01 mol/l) : methanol + 0,1% triethylaminu 30
: 70 ; pH= 3,5 — okyseleno pridavkem H3PO,4 0,1 mol/l ; v= 1,0 ml/min; t= 50°C

Vvbér vnitirniho standardu

Pti hledani vnitiniho standardu byly zkouseny tyto latky.

e sulpirid

risperidon

nimesulid

bromhexin

sukcinylsulfathiazol
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e sulfadimidin
e pyridoxin

e thiamin

e benetazon

e antazolinum mesylicum
e indometacin
e fenacetin

e butylparaben
e ethylparaben
e propylparaben
e acetanilid

e ambroxol

o diklofenak

Vvbér optimalni vinové délky

Optimalni vinova délka pro detekci byla vybrana na zaklad¢ UV spekter
hodnocenych latek zméfenych v methanolu. Pro méfeni byly zasobni roztoky (1 mg/ml)

nafedény na koncentraci 0,05 mg/ml opét methanolem.

Priprava mobilni faze

Mobilni faze byla ptipravena ve slozeni:
Hydrogenfosfore¢nan amonny (0,01 mol/l; pH= 3,5) 30%
Methanol 70%
Ke smési bylo ptidano 0,1% triethylaminu.
Nejprve byl ptipraven zésobni roztok hydrogenfosfore¢nanu amonného o koncentraci
0,01 mol/l navazenim 1,3205 g (NH;);HPO,4 do odmérné bariky o objemu 11 a
doplnénim vodou po rysku. Nasledné bylo odméteno 150 ml zasobniho roztoku do
kadinky. K roztoku bylo pfidano 350 ml methanolu. K této smési bylo po kapkach
pfidano 0,5 ml triethylaminu. Vysledného pH smési bylo docileno pozvolnym
okyselenim roztoku zfedénou kyselinou fosforecnou (30%) za soucasného méfeni pH

na acidimetru. Cely roztok byl nasledné ptefiltrovan.
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Priprava roztoku

Zasobni roztoky amlodipinu, perindoprilu i benetazonu byly pfipraveny o
koncentraci 1mg/ml navdzenim 10 mg latky do odmérné banky o objemu 10 ml a

doplnénim methanolem po rysku.
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4.3. Optimalizace chromatografickych podminek

4.3.1. Zavislost vvmvyvani na pH mobilni faze

K urceni zavislosti vymyvani na pH byly pfipraveny 4 roztoky mobilni faze,
kazdy o objemu 150 ml a daném pH dle tabulky ¢. 2. VSechny roztoky byly piipraveny
odmeéienim 45 ml zasobniho roztoku (NH4);HPO, do kadinky, pfidanim 105 ml
methanolu. K této smési bylo pfidano 0,15 ml triethylaminu. Dané¢ho pH smési bylo
docileno pozvolnym okyselenim roztoku zfedénou kyselinou fosfore¢nou (30%) za

soucasné¢ho méteni pH na acidimetru. Cely roztok byl nasledné prefiltrovan.

Tab. 2 pH jednotlivych roztokii

Cislo roztoku 1 2 3 4
pH 6 5 4 3,5

4.3.2. Kapacitni pomér v zavislosti na slozeni mobilni faze

Nejprve bylo potfeba urcit mrtvy retencni €as jodidem draselnym. Roztok KI o
koncentraci 1 mg/ml byl pfipraven navdzenim 10 mg KI do odmérné baiiky o objemu
10 ml a doplnénim methanolem po rysku.

Jednotlivé roztoky mobilni faze o objemu 150 ml byly pfipraveny podle tabulky
¢. 3. Nejprve bylo odméteno piislusné mnoZzstvi pufru do kadinky a pfidano ptislusné
mnozstvi methanolu. Ke smési bylo nasledné pfidano 0,15 ml triethylaminu a celd smés

byla okyselena ziedénou kyselinou fosfore¢nou (30%) na pH 3,4.

Tab. 3 SloZeni roztokl podle obsahu methanolu a pufru

Cislo roztoku Pomér methanol : pufr MnoZzstvi MnoZzstvi pufru
methanolu [ml] [ml]
1 80:20 120 30
2 70:30 105 45
3 60 : 40 90 60
4 50:50 75 75
5 40: 60 60 90
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4.4. VValidace metody
4.4.1. Linearita

Linearita metody byla vyhodnocena na zakladé kalibra¢ni kiivky, ktera
znazoriuje zavislost koncentrace stanovovanych l1é¢ivych latek na poméru plochy piku
stanovovanych 1é¢ivych latek a plochy piku vnitiniho standardu. Bylo pfipraveno 5
roztokd, z nichz kazdy mél riznou koncentraci amlodipinu a perindoprilu, ale vzdy
stejnou koncentraci benetazonu jako vnitiniho standardu. Dané koncentrace obou
hodnocenych latek se pohybovaly v rozmezi 0,05 — 0,2 mg/ml.

Byly ptipraveny roztoky amlodipinu, perindoprilu a benetazonu o koncentraci 1
mg/ml pro méfeni linearity navazenim 50 mg pfislusné latky do odmérné banky o
objemu 50 ml a doplnénim methanolem po rysku. Jednotlivé vzorky pro méfeni
linearity byly pfipraveny pipetovanim ptislusného mnozstvi sledovanych latek i
vnitiniho standardu (viz tab.4) do odmérné banky o objemu 5 ml a doplnénim

methanolem po rysku.

Tab. 4 Slozeni kalibra¢nich roztoku

Roztok 1 2 3 4 5
Koncentrace amlodipinu, 0,05 0,07 0,1 0,15 0,2
perindoprilu [mg/ml]
Pipetované mnoZzstvi aml.,per. 0,25 0,35 0,5 0,75 1
[mi]
Koncentrace benetazonu [mg/ml] 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Pipetované mnozstvi ben. [ml] 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
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4.4.2. Presnost

Pfesnost byla hodnocena jako opakovatelnost. Nasledujicim postupem bylo
pfipraveno a analyzovano Sest vzorki. Nejdiive byla zvdzenim deseti tablet zjisténa
prumérna hmotnost jedné tablety (0,1054 g). Potom byly tablety rozetfeny na prach a
bylo odvazeno vzdy mnozstvi ekvivalentni primérné hmotnosti jedné tablety. Navazka
vzorku byla extrahovana 10 ml methanolu v ultrazvukové lazni po dobu 10 min.
Extrakt byl poté centrifugovan 5 min pii otaCkach 5000/min a laboratorni teploté
(24 °C). Pak byl supernatant pfeveden do 50 ml odmérné banky, byl ptidan roztok
vnitiniho standardu a banka byla doplnéna mobilni fazi po rysku. Kazdy vzorek byl

nastfikovan tiikrat a z kazdého néstriku byl vypocitan obsah.

4.4.3. Spravnost

Bylo pfipraveno Sest modelovych vzorkli smichanim pfesné asi 5 mg
perindoprilu a 5 mg amlodipinu a 95,4 mg placeba (lactosum monohydricum,
cellulosum microcristallinum, silica colloidalis anhydrica, magnesii stearas). Kazdy

vzorek byl analyzovdn 3x vySe uvedenym zptsobem a byl vypocitan obsah.

4.4.4. Selektivita

Selektivita se dokazuje néstfikem roztoku placeba. Bylo tedy navazeno 100 mg

placeba (lactosum monohydricum, cellulosum microcristallinum, silica colloidalis
anhydrica, magnesii stearas) a extrahovano 10 ml methanolu v ultrazvukové lazni po

dobu 10 min. Po nésledné centrifugaci byl supernatant nastfikovan na kolonu.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE
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5.1. Vybér vhodnych chromatografickych podminek

Stacionarni faze

Nejprve byla pouzita kolona Separon SGX, ktera byla naplnéna sorbentem s C
18. Tvar pikli obou stanovovanych latek a neuspokojiva detekce perindoprilu vedla po
fad¢ pokusii s riznym sloZzenim mobilni faze k obméné kolony. Jako druha v potadi
byla zkousSena kolona Nucleosil s naplni C 8, ovSem ani u té nebylo dosazeno
uspokojivych vysledkii. Vyhovujici byla az dalsi kolona LiChroCART s reverzni fazi C
18.

Mobilni faze

Hledéni vhodné mobilni faze trvalo pomérné dlouho. Bylo nutné vyzkouset tfi
ruzné kolony, velké mnozstvi smési riznych roztoka o riznych koncentracich a
vzajemné poméry jednotlivych slozek. Nutna byla také uprava teploty kolony. Hlavnim
problémem byla nedostate¢na eluce perindoprilu a ptili§ asné eluce amlodipinu.

Na prvni kolon¢€ byla nejprve zkousena smés methanolu s vodou, dale
dihydrogenfosfore¢nan draselny ve smési s methanolem a dihydrogenfosforecnan
draselny s acetonitrilem. Byly zkouSeny riizné vzajemné poméry, rozdilna pritokova
rychlost a mnoZstvi nasttiknutého vzorku. O¢ekavany vysledek vSak nepfinesla ani
sm¢s acetonitrilu s octanem amonnym. Hlavnim problémem vSech téchto smési byla
prilis ¢asna eluce amlodipinu a zaroven nedostateéné ostry pik perindoprilu.

Na druhé koloné& byl zkouSen octan amonny s methanolem o riiznych hodnotach
pH. Uprava pH v rozmezi 3,3 — 7,5 byla dosazena piidavkem 10% CH3;COOH. Oviem
ani zde nebylo dosazeno vyrazného uspéchu a pik perindoprilu byl stile nedostate¢né
ostry.

Na tfeti a zaroven posledni kolon€ byla zkouSena smés hydrogenfosfore¢nanu
amonného s methanolem ve vzajemném poméru 20 : 80 a 30 : 70. Pomé&r 30 : 70 se
ukazal jako vhodné&;jsi, ptidavek 0,1% triethylaminu ptisp€l k vétsi symetrii a zostfeni
pikd. Na této koloné byly také zkouseny rtizné teploty mobilni faze, 30, 40 a 50°C.

Jako nejvhodné&jsi mobilni faze byla zvolena smés hydrogenfosfore¢nanu
amonného s methanolem v poméru 30 : 70 s ptidavkem 0,1% triethylaminu, jejiz pH
bylo upraveno na 3,5 pomoci 30% kyseliny fosfore¢né, pti priitokové rychlosti 1

ml/min a o teploté kolony 50°C.
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VWD1 A, Wavelength=210 nm (MR6\WR000001.D
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Obr. 3 Chromatograficky zaznam smési standardti obsahovych latek, chromatografické

podminky viz str. 52

Chromatografické podminky

Jako stacionarni faze byla zvolena kolona LiChroCART 250-4 s naplni LiChrospher
100 C 18. Smés pro mobilni fazi byla pouzita ve slozeni hydrogenfosfore¢nan amonny
s methanolem v poméru 30 : 70 s ptidavkem 0,1% triethylaminu, pH smési bylo
upraveno na 3,5 pomoci 30% kyseliny fosfore¢né, pti pritokové rychlosti 1 ml/min a o

teploté kolony 50°C. Zkoumané latky byly detekovany UV detektorem pti 210 nm.

Vvbér vnitirniho standardu

Vybér vnitiniho standardu byl pomérné slozity. Vyzkouseno bylo hodné latek,
ale naprosta vétSina z nich se eluovala jiz po prvni minuté. V dalSich ptipadech se
reten¢ni Cas latek shodoval s retenénim ¢asem amlodipinu. Nejvhodnéjsi se nakonec
ukdazal byt benetazon, jehoZ retencni Cas se pohyboval kolem osmé minuty, pik byl
ostry a nijak nekolidoval s piky amlodipinu a perindoprilu. Proto byl benetazon zvolen

vnitinim standardem.
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VAD1 A, Wavelength=210 nm (MR6\MR000018.D
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Obr. 4 Chromatograficky zaznam benetazonu (vnitini standard), chromatografické

podminky viz str. 52

VWD1 A, Wavelength=210 nm (MR6\WR000045.D
Norm.
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Obr. 5 Chromatograficky zdznam smési standardti véetné vnitiniho (benetazon),

chromatografické podminky viz str. 52

Vvbér optimalni vinové délky

Vzorky zasobnich roztokd amlodipinu, benetazonu a perindoprilu byly

promé&feny ve spektrometru v rozmezi vinovych délek 200 az 400 nm a jejich absorpéni

maxima vcetné absorpénich spekter zaznamenana. Pro amlodipin plati maximum

absorbance pti 210,2 nm, pro benetazon pii 204,4 nm a pro perindopril pii 204,6 nm.

Proto byla zvolena jako optimalni pro méteni téchto ti latek ve spolecném vzorku

vlnova délka 210 nm.
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Amlodipin

2,000

1.000F

-0,050!

Obr. 6 Absorpéni spektrum amlodipinu

Absorpéni maxima :

Cislo Vlnova délka (nm)  Absorbance

1 1 1
2000 2500 3000 3500 400,0

1 360,20 0,2493

2 236,40 0,7896

3 210,20 1,2757

Benetazon
2.000,
1.000,
-0,050 1 1 1
2000 2500 300,0 350.0

wavelength [nm.]

Obr. 7 Absorp¢ni spektrum benetazonu
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Absorpéni maxima :
Cislo VInova délka (nm)  Absorbance

1 352,80 0,0043

2 346,20 0,0046

3 265,80 0,8970

4 204,40 1,2316
Perindopril

2,000

1.000F

-0.080

1 1 1
2000 2500 3000 3500
wavelength [nm.]

Obr. 8 Absorpéni spektrum perindoprilu

Absorpéni maxima :
Cislo Vlnova délka (nm) Absorbance

1 356,40 0,0042
2 272,80 0,0315
3 204,60 0,9712
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5.2. Optimalizace chromatografickych podminek

5.2.1. Zavislost vvmyvani na pH mobilni faze

Vzorek obsahujici amlodipin, perindopril i benetazon o koncentraci 0,1 mol/l
byl nasttiknut na kolonu dvakrat u kazdé mobilni faze s danym pH. Nasledn¢ byly
reten¢ni Casy jednotlivych latek zaznamenany do tabulky €. 5. Z vysledkt vyplyva, ze s

klesajicim pH mobilni faze se prodluzovaly reten¢ni asy vSech zkoumanych latek.

Tab. 5 Retencni ¢asy zkoumanych latek [min] v zavislosti na pH

Latka pH 6 pH5 pH 4 pH 3,5
Amlodipin 1,947 1,948 1,949 1,962
Perindopril 3,720 3,835 3,730 3,863
Benetazon 4,418 4,425 5,694 6,350

5.2.2. Kapacitni pomér v zavislosti na sloZzeni mobilni faze

K urceni kapacitniho poméru bylo nejprve tteba urcit mrtvy retencni ¢as to. K
jeho stanoveni byl pouzit roztok jodidu draselného o koncentraci 1 mg/ml, jehoz vzorek
byl nastiiknut na kolonu a dany reten¢ni ¢as zaznamenan.

Vzorek obsahujici amlodipin, perindopril i benetazon o koncentraci 0,1 mol/l
byl nasttiknut dvakrat u kazdé smési mobilni faze, reten¢ni Casy t, jednotlivych latek
zaznamenany a nasledné byly vypocteny kapacitni poméry latek podle vzorce k= ( t; -
to ) / to a vysledky zaznamenany do tabulky ¢. 6. Z grafu kapacitnich pomért vyplyva,
Ze se zvySujicim se obsahem methanolu ve smési mobilni faze se zmensuji kapacitni
poméry jednotlivych latek.

Tab. 6 Kapacitni poméry latek

Cislo
% MeOH kBSK kp kA kB

vzorku
1 40 1,05 3,75 6,45 8,92
2 50 0,45 2,49 4.05 6,05
3 60 0,25 1,54 2,43 3,61
4 70 0,11 0,72 1,03 2,14
5 80 0,01 0,37 0,51 1,08
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Pozn.: kgsk = kapacitni pomér benzensulfonové kyseliny

kp = kapacitni pomér perindoprilu

ka= kapacitni pomér amlodipinu

kg = kapacitni pomér benetazonu

Kapacitni poméry
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|
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&80
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Obr. 9 Kapacitni poméry latek

500

400 1
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VWD1 A, Wavelength=210 nm (MRE\MR000047.D)

jodid draselny

T

Obr. 10 Chromatograficky zaznam jodidu draselného
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5.3. Validace metody

5.3.1. Linearita

Linearita byla ovétena kalibracni kiivkou, kterd zde znazorfiuje zavislost
koncentrace amlodipinu (perindoprilu) na poméru plochy piku amlodipinu
(perindoprilu) a plochy piku benetazonu, resp. znazoriuje zavislost koncentrace
stanovovanych 1é¢ivych latek na poméru plochy piku stanovovanych 1écivych latek a
plochy piku vnitiniho standardu. Pfesné slozeni kalibracnich roztokt je uvedeno v
tabulce ¢. 4.

Kazdy roztok o dané koncentraci byl méfen pétkrat a vysledky zaznamenany do
tabulky. Vyslednych pét hodnot kazdé koncentrace u obou zkoumanych latek bylo

zprumérovano a vyneseno do kalibra¢nich ktivek. Jejich parametry jsou :

e Kalibra¢ni kiivka amlodipinu
Rovnice regresni ptimky : y = 7,2013x + 0,0281
Koeficient korelace : R? = 0,9975

e Kalibrac¢ni kiivka perindoprilu

Rovnice regresni pifimky : y = 2,1789x + 0,0224
Koeficient korelace : R? = 0,9990
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Tab. 7 Plochy pikit amlodipinu

Koncentrace Cislo Plocha piku | Plocha piku | Pomér Pramér
amlodipinu méieni | amlodipinu benetazonu ploch hodnot
[mg/mi] piki A/B | A/B
1 1515,3 3056,9 0,37
2 1138,4 3013,0 0,3778
0,05 3 1093,1 3014,8 0,3626 0,3660
4 1082,0 3014,1 0,3590
5 1087,1 3014,1 0,3607
1 1657,2 2979,8 0,5561
2 1641,0 2982,5 0,5502
0,07 3 1645,6 2987,4 0,5508 0,5518
4 1661,1 3014,1 0,5511
5 1658,4 1012,2 0,5506
1 2349,1 3048,7 0,7705
2 2365,3 3049,2 0,7757
0,1 3 2325,5 3050,2 0,7624 0,7684
4 2353,7 3053,5 0,7708
5 2331,9 3057,9 0,7626
1 3390,4 3143,6 1,0785
2 3386,2 31417 1,0778
0,15 3 3419,5 3142,3 1,0882 1,0842
4 3420,9 3144,5 1,0879
5 3420,7 3142,6 1,0885
1 4590,8 3110,1 1,4761
2 4603,6 3120,0 1,4755
0,2 3 4592,3 3113,8 1,4748 | 14752
4 4597,6 3117,3 1,4749
5 44598,3 3118,5 1,4745

Pozn. A -amlodipin

Pomér ploch pikti A/B — pomér ploch pikii amlodipinu a benetazonu

Primér hodnot A/B — primér poméra ploch pikd amlodipinu a benetazonu
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Kalibracni kfivka amlodipinu

1,6
L 14 y =7,2051x +0,0286 _»
212 R?=0,9974
508 /
206
€ 04 /
&
0,2
0 ; ; ; ; .
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Koncentrace A [mg/ml]
Obr. 11 Kalibraé¢ni kiivka amlodipinu
Tab. 8 Plochy piki perindoprilu
Koncentrace | Cislo Plocha piku | Plocha piku Pomér Primér
perindoprilu | méfeni | perindoprilu | benetazonu ploch hodnot
[mg/ml] piki P/B P/B
1 421,8 3056,9 0,1380
2 3914 3013,0 0,1300
0,05 3 381,0 3014,8 0,1264 0,1289
4 375,6 3014,1 0,1246
5 378,2 3014,1 0,1255
1 525,5 2979,8 0,1764
2 522,5 2982,5 0,1752
0,07 3 5240 2987,4 0,1754 0,1756
4 528,5 3014,1 0,1753
5 528,9 3012,2 0,1756
1 750,5 3048,7 0,2462
2 753,8 3049,2 0,2472
0,1 3 747,1 3050,2 0,2450 0,2460
4 752,5 3053,5 0,2464
5 749,1 3057,9 0,2450
1 1077,4 3143,6 0,3427
2 1075,4 31417 0,3423
0,15 3 1081,8 3142,3 0,3443 0,3436
4 1082,7 3144,5 0,3443
5 1082,3 3142,6 0,3444
1 1430,1 3110,1 0,4598
2 1435,0 3120,0 0,4599
0,2 3 1432,3 3113,8 0,4600 0,4600
4 14343 3117,3 0,4601
5 1435,0 3118,5 0,4602
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Pozn. P - perindopril

Pomér ploch pikti P/B — pomér ploch pikti perindoprilu a benetazonu

Priimér hodnot P/B — priimér pomérii ploch pikii perindoprilu a benetazonu

Kalibracni krivka perindoprilu
0,5

0,45 y=2,1789x + 0,0224 *
2 04 RZ=0,999
a.
o3 0,35 /
=
a 03
$ 0,25
o ’
E_ 0[2 //
¥ 0,15
£ &
S 01

0,05

0 T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Koncentrace P [mg/ml]
Obr. 12 Kalibra¢ni ktivka perindoprilu
5.3.2. Presnost

Bylo pfipraveno 6 roztokl, kazdy roztok byl nasttiknut tfikrat, vysledky

zaznamenany do tabulky ¢.7 a z kazdého nastiiku byl vypocitan obsah danych latek a

relativni smérodatnéd odchylka. Obsah latek byl vypocitan podle nasledujiciho vzorce :

kde x — hodnota vypocitana z rovnice regresni piimky kalibra¢ni kiivky

50 — zfedéni

N —navazka

x.50. 0,1055. 100
n.5

m (%) =

0,1055g — primérnd hmotnost jedné tablety

5 — deklarované mnozstvi amlodipinu a perindoprilu v jedné tableté

Z jednotlivych vysledki byl spoéitan primérny obsah obou u¢innych latek.

61




Tab. 9 Obsahy ploch pod pikem

Cislo vzorku Navazka amlodipin perindopril benetazon
2295,8 746,1 3025,6
! n=0,1048 g 23154 751,9 3008,9
2301,6 745,6 3000,1
2325,1 755,3 3038,7
g n=0,1051 g 2305,8 748,7 3052,6
23417 743,8 3055,9
2287,6 758,4 3129,5
3 n=0,1054 g 2303,4 749,3 3091,7
2280,7 749,2 3088,1
2359,1 754,6 3085,4
: n=0,1055 g 2300,7 748,3 3063,2
2338,6 760,2 3074,7
2275,9 47,7 3101,3
° n=0,1045 g 2299,6 751,2 3129,8
2310,4 749,1 3082,5
2375,1 745,2 3066,7
° n=0,1053 g 2348,3 753,8 3045,2
2361,7 754,9 3046,1
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Tab. 10 Primérny obsah a relativni smérodatna odchylka amlodipinu

Cislo

vzorku

Obsah A
[%0]

Priumérny obsah

A[%]

Smérodatna

odchylka A

RSD A [%]

102,05

103,55

103,22

102,9

0,6436

0,63

102,64

101,28

102,80

102,2

0,6820

0,67

97,60

99,56

98,66

98,6

0,8011

0,81

102,18

100,30

101,62

101,4

0,7881

0,78

98,85

98,97

101,04

99,6

1,0053

1,01

103,74

103,28

103,86

103,6

0,2410

0,23

Pozn. RSD A — relativni smérodatna odchylka amlodipinu

Primérna hodnota relativni smérodatné odchylky amlodipinu ¢inila 0,69 %.
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Tab. 11 Primérny obsah a relativni smérodatna odchylka perindoprilu

Cislo vzorku

Obsah P [%0]

Priamérny

obsah P [%]

Smérodatna

odchylka P

RSD P [%]

103,48

105,00

104,37

104,3

0,6236

0,60

104,09

102,58

101,72

102,8

0,9796

0,95

100,94

100,95

101,06

101,0

0,0544

0,05

101,87

101,74

103,09

102,2

0,6081

0,60

101,23

100,73

102,12

101,4

0,5749

0,57

101,34

103,42

103,56

102,8

1,0151

0,97

Pozn. RSD P — relativni smérodatna odchylka perindoprilu

Primérna relativni smérodatna odchylka perindoprilu ¢inila 0,63 %.

Z vysledkt vyplyva, ze bylo stanoveno 101,4 % deklarované¢ho obsahu

amlodipinu a 102,4 % deklarovaného mnozstvi perindoprilu. Relativni smérodatna

odchylka se u amlodipinu pohybovala v rozmezi 0,23 — 1,01 %, u perindoprilu
v rozmezi 0,05 — 0,97 %.
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VWD1 A, Wavelength=210 nm
mAU
300 +

benetazon

amlodipin
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k. benzensulfonova

perindopril
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Obr. 13 Zaznam vyluhu z tablet

5.3.3. Spravnost

Spravnost vyjadiuje shodu mezi ziskanym vysledkem a spravnou hodnotou.
Bylo analyzovéano 6 vzorkl s pfesnym mnozstvim ptidaného standardu. Kazdy vzorek
byl analyzovén tfikrat a ze stanoveného mnozstvi standardu byla vypocitana vytéznost

(recovery).
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Tab. 12 Recovery jednotlivych vzorkl

Cislo vzorku

Pridano standardu

[mg/mi]

Stanoveno standardu

[mg/mi]

Recovery ?
[%0]

0,1062

0,1045

0,1053

0,1047

98,7

0,0988

0,0987

0,0982

0,0975

99,3

0,0970

0,0964

0,0970

0,0978

100,1

0,1032

0,1010

0,1017

0,1012

98,2

0,1048

0,1058

0,1052

0,1040

100,2

0,1034

0,1042

0,1043

0,1032

100,5

a) prumér ze 3 hodnot
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5.3.4. Selektivita

Selektivita byla dolozena nastiikem roztoku placeba.

mall
16 4

141

124

10+

0 1 2 3 4 3 3 7 8
Time (min)

Obr. ¢.14 Chromatograficky zaznam roztoku placeba.
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6. ZAVER
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Béhem mé rigordzni prace byly vypracovany podminky pro analyzu amlodipinu
a perindoprilu v kombinovaném 1é¢ivém piipravku pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie. Jako stacionarni faze byla zvolena kolona LiChroCART 250-4 s naplni
LiChrospher 100 C 18 a pro mobilni fazi byla pouzita smés ve slozeni
hydrogenfosfore¢nan amonny s methanolem v poméru 30 : 70 s ptidavkem 0,1%
triethylaminu. pH celé smési bylo upraveno na 3,5 pomoci 30% kyseliny fosforecné.
Prtitokové rychlost byla stanovena na 1 ml/min a teplota kolony na 50°C. Zkoumané
latky byly detekovany UV detektorem pti 210 nm.

Déle byla cela metoda validovana pomoci linearity, pfesnosti, spravnosti a
selektivity. Pro linearitu byla pouzita kalibra¢ni kiivka, jejiz parametry pro amlodipin
jsou rovnice : y = 7,2013x + 0,0281; koeficient korelace je roven : R? = 0,9975. Pro
perindopril byla stanovena rovnice : y = 2,1789x + 0,0224 s koeficientem korelace : R?
=0,9990. Ptesnost metody byla hodnocena jako opakovatelnost. Z vysledkt Sesti
vzorkt byl vypocitan obsah a z néj nasledné relativni smérodatna odchylka. Bylo
stanoveno 101,4 % deklarovaného obsahu amlodipinu a 102,4 % deklarované¢ho
mnozstvi perindoprilu. Primérna relativni smérodatna odchylka u amlodipinu ¢inila
0,69 %, u perindoprilu 0,63 %. Spravnost metody byla ovéfena jako vytéznost a

pohybovala se mezi 98,2 a 100,5%. Selektivita byla ovéfena nastiikem roztoku placeba.
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SOUHRN

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv

HPLC stanoveni obsahu amlodipinu a perindoprilu v

kombinovaném lé¢ivém pripravku

Rigorézni prace

Mgr. Martina Kolouchova

V této rigordzni praci byly vypracovany chromatografické podminky pro
analyzu amlodipinu a perindoprilu v kombinovaném lé¢ivém piipravku. Jako
nejvhodnéjsi byla zvolena kolona LiChroCART 250-4 s néplni LiChrospher 100 C 18
za pouziti smési mobilni faze ve slozeni hydrogenfosfore¢nan amonny s methanolem v
poméru 30 : 70 s ptidavkem 0,1% triethylaminu. Celd smés byla upravena na pH 3,5
pomoci 30% kyseliny fosfore¢né. Priitokova rychlost byla stanovena na 1 ml/min a
teplota kolony 50°C. Zkoumané latky byly detekovany pii 210 nm pomoci UV
detektoru. Jako vnitini standard byl pouzit benetazon.

Chromatografické podminky byly optimalizovany nejprve zkoumanim
zavislosti vymyvani na pH mobilni faze. S klesajicim pH mobilni faze se prodluzovaly
retencni Casy vSech zkoumanych latek. Poté byly zkoumany kapacitni poméry latek
Vv zavislosti na sloZzeni mobilni faze. Z vysledkii vyplyva, Ze se zvySujicim se obsahem
methanolu ve smési mobilni faze se zmenSuji kapacitni poméry jednotlivych latek.

Validace metody byla ovéfena pomoci linearity, pfesnosti, spravnosti a
selektivity. Pro linearitu byla pouZita kalibra¢ni kfivka. Parametr kalibra¢ni kiivky pro
amlodipin je rovnice : y = 7,2013x + 0,0281 s koeficientem korelace : R? = 0,9975. Pro
perindopril byla stanovena rovnice : y = 2,1789x + 0,0224. Koeficient korelace se
rovnd : R? = 0,9990. Pfesnost metody byla hodnocena jako opakovatelnost. Z vysledki
Sesti vzorkil byl vypocitan obsah a nasledné relativni smérodatna odchylka. Dle

vysledkl vyplyva, ze bylo stanoveno 101,4 % deklarovaného obsahu amlodipinu a
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102,4 % deklarovaného mnozstvi perindoprilu. Primérnd relativni smérodatna
odchylka byla u amlodipinu 0,69 %, u perindoprilu 0,63 %. Spravnost metody byla

ovéiena jako vytéznost a byla v rozmezi 98,2 - 100,5 %. Selektivita byla ovéiena

nastfikem roztoku placeba.
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Chromatographic conditions for the analysis of amlodipine and perindopril in a
combined dosage form were elaborated in this thesis. For the stationary phase
LiChroCART 250-4 column with LiChrospher 100 C 18 cartridge was chosen and a
mixture of mobile phase in composition of ammonium hydrogen phosphate and
ammonia in ratio 30 : 70 with addition of 0,1% triethylamine was evaluated as optimal.
The mixture was adjusted to pH of 3,5 by 30% phosphoric acid. Flow rate was set for
1 ml/min and temperature of column for 50°C. Detection was performed by UV
detector at 210 nm wave lenght. Benetazon was used as an internal standard.

Chromatographic conditions were optimalized first by examination of elution
dependence on pH of mobile phase. As pH of mobile phase decreased, retention times
of all researched substances extended. Then the capacity ratios of all researched
substances were examinated in dependence on mobile phase composition. It is obvious
according to results, that as the amount of methanol in mobile phase composition
increases, capacity ratios of particular substances decrease.

Method validation was verified by linearity, precision, accuracy and selectivity.
For linearity a calibration curve was used. Calibration curve parameter of amlodipine is
an equation : y = 7,2013x + 0,0281 with a correlation coefficient : R? = 0,9975. An
equation for perindopril is : y = 2,1789x + 0,0224. Correlation coefficient equals : R? =
0,9990. Precision of the method was valuated as a reproducibility. From results of six

samples their volumes and relative standard deviations were calculated. 101,4 % of
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declared amount of amlodipine and 102,4 % of declared amount of perindopril was
quantified from results. Average relative standard deviation for amlodipine was 0,69 %,
for perindopril it was 0,63 %. Accuracy of the method was verified by recovery and it
ranged between 98,2 - 100,5 %. Selectivity was verified by injection of placebo

solution.
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