Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Diplomova prace

A4 y =

Vyuziti instrumentalnich metod

v analyze lé€ivych pripravku

Vedouci diplomové prace: PharmDr. Ludmila Matysova, Ph.D.

Hradec Kralové 2014 EliSka BeneSova



Dékuji vedouci mé diplomové prace pani PharmDr. Ludmile Matysove, Ph.D. a
Skoliteli panu PharmDr. Radkovi Sladkovskému, Ph.D. za odbornou pomoc a podnétné

pfipominky pfi vypracovani mé diplomové prace.



Prohlasuiji, Ze tato prace je mym plvodnim autorskym dilem. Veskera literatura
a dalSi zdroje, z nichz jsem pfi zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouzité

literatury a v praci radné citovany.



Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: EliSka BeneSova

Konzultant: PharmDr. Ludmila Matysova, Ph.D.

Nazev diplomoveé prace: Vyuziti instrumentalnich metod v analyze 1é€ivych pfipravk

Predkladana prace popisuje vyvoj a validaci novée HPLC metody pro stanoveni chloridu
vapenatého dihydratu v injek&nim roztoku. Tato metoda je zalozena na kombinaci
iontové vyménné chromatografie a nepfimé spektrofotometrické detekce. Metoda
vyuziva iontové vyménnou chromatografickou kolonu Supelcosil LC-SCX (250 x 4,6
mm; 5 um) a isokratické eluce mobilni fazi 10mM kyseliny dusi¢né (HNOz) upravené
ethylendiaminem (EDA) na pH 3.0 s pfidavkem UV aktivni latky - proby (siranu
médnatého pentahydratu), prutokova rychlost mobilni faze byla 1,0 ml/min. V ramci
optimalizace chromatografické metody byly zkoumany jednotlivé dopady na kvalitu
separace (pH mobilni faze, koncentrace kompetencniho iontu, pfidavek a koncentrace

organického modifikatoru, koncentrace UV aktivni latky — proby.

Kli¢ova slova: chlorid vapenaty dihydrat, vysokouc&inna kapalinova chromatografie,

iontové vyménna chromatografie, nepfima UV spektrofotometricka detekce



Abstract

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Analytical Chemistry

Candidate: Eliska BeneSova

Consultant: PharmDr. Ludmila Matysova, Ph.D.

Diploma Thesis Title: Application of the Instrumental Methods in Analysis of the

Pharmaceutical Preparations

The development and validation of a new high performance liquid chromatography
method for the determination of calcium chloride dihydrate in the injection solution are
described. This method is based on the combination of ion exchange chromatography
and undirect spectrophotometric detection. lon chromatography was performed in a
cation-exchange Supelcosil LC-SCX analytical column (250 mm x 4,6 mm; 5 um) under
isocratic conditions with 10 mM nitric acid (HNOs)/ethylenediamine (EDA) pH 3,0 with
addition of the probe cupric sulfate pentahydrate as mobile phase at flow-rate 1.0
mL/min. The effects of pH mobile phase, concentration of the competing ion, organic

modifiers, and concentration of probe were studied.

Keywords: calcium chloride dihydrate, high performace liquid chromatography, ion

exchange chromatography, undirect spectrophotometric detection
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SEZNAM ZKRATEK
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PAR
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3-[(cholaminopropyl)dimethylamino]-1-propansulfonat
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1. UVOD

Mezi dnes nejCastéji uzivané separacni techniky kromé elektromigracnich a
patfi pfedevSim chromatografické, jez bezesporu zaujimaji prvni misto. A podobné
jako objev antibiotik pfesnéji penicilinu a jeho vyuziti v praxi trval dvé dekady, ne jinak
dokonce mnohem déle tomu je i s chromatografickymi metodami, jejichz pocCatek se
datuje k roku 1903 pfipisovano botanikovi M. S. Cvetovi.

A takto muizeme dale pokraCovat nebot vyvoj a pouziti kapalinové
chromatografie i pres svij dfivéjsi start se brzo opozdil a plynova chromatografie se
dostala do popfedi. TakZze na svoji renesanci kapalinova chromatografie ¢ekala az do
50 a 60 let minulého stoleti, zdldvodu mnohem vy3sSich narokd na pouzivanou
instrumentaci. Tento problém nasSel feSeni ve zmen3ovani &astic stacionarni faze a
pouziti bezpulznich vysokotlakych ¢&erpadel a v neposledni fadé i srozvojem
selektivnich a vysoce citlivych detektora.

Nastésti objev ionexové chromatografie spada az do 70 let 20. stoleti a tudiz
doby, kdy rozkvét védeckych poznatku ve spolupraci s analytickym pramyslem nabral
postupné raketovy rust az do dnesnich dna.

Prestoze iontova chromatografie nebyla puvodné urlena pro separaci a
stanoveni kovovych iontl, nasla své uplatnéni i v této oblasti v kombinaci s vodivostni
detekci a pozdéji i s UV spektrofotometrickou nebo fluorimetrickou pfedkolonovou

derivatizaci pfipadné postkolonovou derivatizaci.
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2. CiL A ZADANI DIPLOMOVE PRACE

Vzhledem k poZzadavku vze$lého z lékarenské oblasti — nemocnicni lékarny
v Usti nad Labem, Oddéleni pFipravy sterilnich lé&iv — bylo cilem této diplomové prace
vyvoj, optimalizace a validace HPLC metody pro stanoveni chloridu vapenatého

dihydratu v injekénim roztoku pro nasledné stabilitni zkousky.
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3. TEORETICKA CAST

3.1. Chlorid vapenaty

Chlorid vapenaty (CaCl,) je bily krystalicky prasek. Rozpustny ve vodé, metanolu,
etanolu a acetonu. Je hygroskopicky. Vyskytuje se ve formé vzacnych minerald. Da se
pFipravit reakci uhliitanu vapenatého a kyseliny chlorovodikové:

CaCO; + 2 HCI — CaCl, + H,O + CO; (1) (2)

3.1.1. Chemické a fyzikalni vlastnosti

Chlorid vapenaty je velmi dobfe rozpustny ve vodé. Rozpousténi dihydratu je
doprovazeno velkym narGstem tepla. Naopak rozpousténi hexahydratu teplo
spotfebovava a voda se ochlazuje. Z dlivodu jeho znacné hygroskopické vlastnosti
musi byt bezvody uchovavan v dobfe uzavienych a vzduchotésnych obalech. Na
vzduchu pfechazi nejdfive na dihydrat, pozdéji na tetrahydrat a hexahydrat. Fyzikalni a
fyzikalné chemické vlastnosti chloridu vapenatého a jeho hydratovanych forem jsou
uvedeny v Tabulce 1.

Chlorid vapenaty muize slouzit jako zdroj vapenatych iontl. Tato vlastnost slouzi
pro vysrazeni iontd zroztoku. Napfiklad, vysrazeni fosfatovych iontd zroztoku
fosfore€nanu draselného:

3 CaCl, + 2 K3PO, — Cas(POy), | + 6 KCI

Elektrolyzou taveniny chloridu vapenatého se muze pfipravit kovovy vapnik a
plynny chlor:

CaCl, — Ca + Cl, (2)(3)

12



Tabulka 1., Chlorid vapenaty

Chlorid vapenaty

molekularni vzorec CaCl,

110,980 g/mol (bezvody)
128,999 g/mol (monohydrat)
molekularni hmotnost 147,014 g/mol (dihydrat)

183,045 g/mol (tetrahydrat)
219,080 g/mol (hexahydrat)

vzhled bily krystalicky prasek
2,15 g/lcm?® (bezvody)
1,835 g/cm? (dihydrat)

1,830 g/cm? (tetrahydrat)

hustota

1,710 g/cm?® (hexahydrat)
772 °C (bezvody)
260°C (monohydrat)

teplota tani 176°C (dihydrat)
45,5°C (tetrahydrat)
30°C (hexahydrat)

teplota varu 1935°C (bezvody)
74,5 g/100ml (20°C)
59,5 g/100ml (0°C)

rozpustnost ve vodé

rozpustny v acetonu, kyseliné

rozpustnost octoveé
8 - 9 (bezvody)
PKa
6,5 — 8,0 (hexahydrat)
3.1.2. Pouziti

Chlorid vapenaty se diky své hygroskopické vlastnosti pouziva jako susici latka.
Diky uvolfiujicimu teplu pfi rozpousténi k odstranéni ledu a proti zamrzani kapalin az
do -52°C. Pfidava se do morskych akvarii jako zdroj biologicky dostupného vapniku pro
skofapky mekkysd, jeho vyhodou je i minimalni ovlivnéni pH. V potravinarstvi se
pouziva jako zpeviujici Cinidlo. Bézné se uziva jako elektrolyt do iontovych napoju.
Diky své extrémné slané chuti se pouziva k dochuceni potravin a zaroven nezvysuje

obsah sodiku. V pivovarnictvi se pfidava do vody k napravé nedostatku mineral(,
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ovliviiuje chut a chemické reakce v procesu vafeni piva a mulze ovlivnit kvasnice
v procesu fermentace. Chlorid vapenaty se nékdy pfidava do miéka k udrzeni
rovnovahy mezi vapnikem a bilkovinami pro vyrobu syrd. 20% chlorid vapenaty

dihydrat se pouziva na sterilizaci zvifat, hlavné samc. (3)

3.1.3. Biologické vlastnosti

ZvySuje hladinu vapnik( v organismu a usnadfiuje praci myokardu pfi vysokém
mnozstvi drasliku. Pouziva se pfi resuscitaci po zastavé srdce. Pouziva se pro |éCbu
intoxikace hoféikem. Vodny roztok chloridu vapenatého zvySuje propustnost bunééné
membrany, proto se pouziva v genetické transformaci k snadnéjSimu priniku DNA
membranou.

Hlavnimi lékovymi formami chloridu vapenatého jsou injekce a infuze. (3) (4)

3.1.4. Problematika chloridu vapenatého dihydratu dle
Iékopisnych monografii

Chlorid vapenaty dihydrat se v ¢eském Iékopise objevuje az od roku 1997,
v predeslych Iékopisech je pouze chlorid vapenaty hexahydrat.

Lékopisy, jak Ceské, tak zahrani¢ni, definuji chlorid vapenaty jako bily az témér
bily krystalicky prasek, hygroskopicky. Snadno rozpustny ve vodé a dobfe rozpustny
v etanolu 96% a stanovuji jeho obsah na 97,0 az 103,0%.

RovnéZ se shoduji i v ostatnich charakteristikach jako jsou zkou$ky totoZnosti,
zkou$ky na Cistotu, stanoveni obsahu, oznacovani a skladovani.

ZkouSky totoznosti chloridu vapenatého dihydratu se provadi zkouSkami na
chloridy a na vapnik. Mezi zkousky totoznosti se také fadi rozmezi obsahu.

ZkousSky na Cistotu se pfevazné testuji na roztoku pfipraveném rozpusténim
10,0g chloridu vapenatého dihydratu ve vodé prosté oxidu uhli¢itého a doplnéné do
100ml. Testuje se vzhled tohoto roztoku, dale pfitomnost necistot, a to kysele nebo
zasadité reagujici latek, sirand, hliniku, barya, Zeleza, hof¢iku a alkalickych kovu a
tézkych kova.

Stanoveni obsahu se provadi chelatometrickou titraci vapniku.

Chlorid vapenaty dihydrat se skladuje ve vzduchotésnych obalech, a pokud je

to vhodné uvede se na obalu, Ze latka je vhodna k vyrobé dialyzaénich roztoku. (2) (5)

(6) (7) (8) (9) (10)
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3.2. Chromatografické metody

3.2.1. Princip chromatografie

Mezi chromatografické metody mizeme zahrnout vS§echny separaéni systémy,
u kterych dochazi k postupnému, mnohokrat opakovanému vytvareni dynamickych
rovnovaznych stavi analyzovanych latek mezi dvéma i vice fazemi. Z nichz jedna je
umisténa v koloné a nazyva se stacionarni fazi (sorbentem) a druha, ktera pfivadi
analyty k sorbentu fazi mobilni. Diky rozdilnym probihajicim interakcim s mobilni a

stacionarni fazi dochazi k separaci. (11) (12) (13)

3.2.2. Rozdéleni chromatografickych metod

Chromatografické metody muzeme délit dle rdznych hledisek:

o Podle skupenstvi mobilni faze
o Kapalinova chromatografie, kdy mobilni fazi je kapalina.
o Plynova chromatografie, kde mobilni fazi tvofi plyn.
o Fluidni chromatografie, mobilni fazi je latka v nadkritickém stavu

o Plazmova chromatografie, mobilni fazi tvofi proud iontd

e Podle usporadani stacionarni faze
o Kolonova chromatografie, stacionarni faze je umisténa v trubici (koloné)
o Papirova chromatografie, stacionarni fazi je papir nebo upravena
celuloza.
o Tenkovrstva chromatografie, stacionarni faze je umisténa na pevném
podkladé, jako je sklenéna deska nebo hlinikova folie a tvofi ji

suspenze.

e Podle déje, ktery pri separaci previada

o Adsorp¢ni chromatografie, stacionarni faze je adsorbent.

o lontova chromatografie, stacionarni fazi tvofi ionex

o Gelova chromatografie, stacionarni fazi tvofi neionizovany pfirodni nebo
synteticky gel, nazyva se také gelova filtracni chromatografie.

o Afinitni chromatografie, stacionarni fazi tvofi zakotvené ligandy, na které
se zkouSena latka vaze

o Rozdélovaci chromatografie, separace na zakladé rizné rozpustnosti

slozek v stacionarni a mobilni fazi.
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U déleni chromatografickych metod dle jejich pfevazujiciho fyzikalné
chemického principu je mozné zminéné jednotlivé chromatografie dale délit viz v této

diplomové praci déleni iontové chromatografie. (11) (14)

3.2.3. Vysokoucéinna kapalinova chromatografie

Vysokouéinna kapalinova chromatografie (HPLC) je v dnedni dobé jedna
Z nejpouzivanéjSich separaénich metod a jeji vyznam neustale roste. VyuZiva se
k analyze prakticky vSech anorganickych i organickych latek v rozpéti relativnich
molekulovych hmotnosti od stovek do nékolika set ve farmaceutickém, chemickém i

potravinafském primyslu. (12) (15) (16)

3.2.3.1. Instrumentace HPLC

HPLC sestava se sklada z ¢asti zabezpecujici transport mobilni faze (zasobniky
mobilnich faze, sméSovaciho zafizeni, odplyriovaciho zafizeni, vysokotlaka &erpadia),
davkovani vzorku, separaci (chromatograficka kolona), detekci a vyhodnocovaciho

zarizeni. (11)

Obrazek 1., Schéma kapalinového chromatografu (11)

terpadlo davkovaci
zafizeni

fizeni slozeni §
mobilni faze
vzorek
smé&sovaci 4 kolona
zafizeni
zéasobnfky ;
s vyhodnocovaci
mabilni faze zatizani
detektor

Hlavnim ukolem cerpadla neboli pumpy v HPLC je zajistit konstantni prutok

Cerpadlo

mobilni faze chromatografickou kolonou. Tyto hydraulicka Cerpadla pracuji s Fadou
solenoidnich ventili a dosahuji pritoku od mikrolitrd do nékolika desitek mililitrG. (11)
17)
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Smésovaci zafizeni

Nejcastéji dnes uzivané vysokotlaké sméSovace pracuji na jednoduchém
principu pfivodu slozek mobilni faze vysokotlakymi pumpami do sméSovaci komUrky
malého vnitfniho objemu, odkud je jiz vedena mobilni faze v jednom proudu na kolonu.
(11)

Davkovaci zarizeni

Davkovaci zafizeni slouzi k nastfiku analyzované latky do chromatografického

systému. Nejdfive pouzZivané davkovani manualné injekéni stfikackou pomoci
Sesticestného davkovaciho kohoutu nahradily automatické davkovace (autosamplery),
kde ze zasobniku vzorkd s umisténymi mikronadobky (vialkami) uzavifenymi pryzovym
septem nebo perforovanou zatkou z polypropylenu jsou automaticky odebirany Zadané

vzorky injekéni stfikackou. (11) (17)

Chromatograficka kolona

vykonu a feSeni celého procesu separace. Pfi vybéru chromatografické kolony je

v prvni fadé tfeba vychazet z charakteru vzorku a z rozdilt ve struktufe jeho slozek, viz

napriklad Tabulka 2. (11) (17)

Tabulka 2., Stacionarni faze v HPLC a jejich typické pouziti
Typ

Stacionarni

Mobilni faze

Pouziti

faze chromatografie
silikagel normalrjl §ystem hexan, alkoholy pesticidy, pFirodni
fazi produkty
reverzni voda, metanol, eptidy a
C18 , acetonitril, pufry o beplidy a
chromatografie aminokyseliny
pH 2-8
reverzni voda, metanol,
C8 chromatografie acetonitril, pufry o I&Civé latky
pH 2-8
normailni faze
kvanooronvl normaini i reverzni (hexan, ether) potraviny, mastné
yanopropy chromatografie reverzni faze kyseliny
(voda, alkoholy)
normaini faze
. normaini i reverzni (hexan, ether) povrchoveé aktivni
AT chromatografie reverzni faze latky
(voda, alkoholy)
fenylglycerolové iontova hexan, - -
enantiomery chromatografie modifikatory pesticidy, herbicity
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Detektor

Existuje nékolik typl detektord, v dnesni dobé jsou vétSinou vSechny
koncentracni a déli se na dva typy: selektivni, kde je signal pfimo umérny koncentraci
analyzované latky, nebo univerzalni, kde je signal zavisly na vlastnosti celkového
systému (mobilni faze i zkouSena latka).

Priklady detektor( a jejich vlastnosti jsou znazornény v Tabulce 3. (18) (19) (20)

Tabulka 3., Vlastnosti detektori v HPLC

Detektor Odezva Mérena velicina

refraktometricky univerzaini index lomu
spektrofotometricky selektivni absorbance
fluorimetricky selektivni intenzita fluorescence
elektrochemicky selektivni elektricky proud
vodivostni selektivni vodivost
chemiluminiscencni selektivni emitované zareni
ELS%Zt(eer}'r?gpgreig\éfOE?ht selektivni rozptyl svétla
CORONA (charged selektivni elektricky proud
aerosol detector)
hmotnostni univerzalni pomér hmotnosti a naboje iontu

3.2.4. lontova chromatografie

Za prvni dohledatelné informace o pouziti iontovych ménic¢li je mozné
povazovat stanoveni amoniaku v mo€i vroce 1917 dvojici Folin a Bell. AvSak za
skuteény pocatek iontové chromatografie v SirSim méfitku se datuje od vydani
védeckého ¢lanku Hamishe Smalla a kol. v roce 1975, ktefi chromatografii na ménic€ich
iontd ve spojeni s vodivostni detekci vyvinuli analytickou metodu pro rychlé a citlivé
stanoveni smési kovovych iontd. Tito autofi v nasledujici dekadé popsali jak blize
teoretické zéklady iontové chromatografie tak ve spolupraci s analytickym pramyslem
zavedli celou fadu standardné pouzivanych metodik pro stanoveni iontd téZkych kovu.

Princip iontové chromatografie je =zalozen na silnych elektrostatickych
(coulombickych) silach mezi ionizovanymi funk&nimi skupinami méni¢e a ionty
v roztoku mobilni faze. PFfitomné ionty opacného naboje nebo molekuly se silnym
dipolovym momentem v mobilni fazi jsou vySe zminénymi silami pfitahovany a
zadrZzovany na povrchu stacionarni féaze a vytésnuji ekvivalentni mnozstvi

kompeti¢nich iontl. Stacionarni faze dle naboje délime na anexy nesouci na povrchu
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kladny naboj a katexy se skupinami nabitymi zaporné. Obecné je mozné tento proces
popsat nasleduji dvojici rovnic:

—-RY + X" -RX+Y" pro anex

-RY + X" © -RX +Y" pro katex

kde Y~ a Y* jsou vyménitelné ionty, které jsou vazany na funkéni skupiny ionexu.

Tyto anexy a katexy jako chemicky vazané funkéni skupiny sefazené dle vzristajici

sily jsou:

primarni aminy < sekundarni aminy < terciarni aminy < kvartérni amoniové baze
—NH, -NHR -NR; —N"Rs.

fenolicka skupina < karboxylova skupina < fosfatova skupina < sulfatova skupina
—OH —COOH —PO(OH), —SO;zH

Vlastni stacionarni faze ionexu je tvofena organickym nebo anorganickym
zakladem a chemicky vazanou funkéni skupinou. V pfipadé anorganického zakladu se
nejCastéji jedna o napf. zeolity, fosforeCnany, molybdenany, fosfomolybdenany, aj.
V praxi se vSak vice setkdme s organickymi zaklady a to predevdim derivaty
zesitovaného polystyrenu, akrylatu, polystyren-divinylbenzenu, ethylenvinylbenzenu
s divinylbenzenem, vinylbenzyl chloridu s divinylbenzenem, dale jsou to derivaty
polysacharid napf. celulézy, dextranu a agarozy.

lontovou chromatografii jako velkou skupinu technik vyuzivajici mechanismus
vySe popsany muUzeme dale rozdélit na jednotlivé, viz nize. Zamérem této prace je
pouze pfiblizeni rdznych moznosti a pestrosti iontovych chromatografickych technik.
(13) (20) (21) (22) (23)

lon — Exchange Chromatography <> lontové vymeénna chromatografie
lon — Pair Chromatography <> lontové parova chromatografie
Coordination — lon Chromatography < Koordinacné iontova chromatografie
Zwitterion — lon Chromatography < Zwitterion iontova chromatografie

Chromatofocusation < Chromatofokusace
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3.2.4.1. lontové vyménna chromatografie

Jak jiz bylo zminéno, jedna se o techniku vyuzivajici chemisorpci, Iépe feCeno
vyménu Ci odtrzeni iontu vazaného na stacionarni fazi za jiny iont v mobilni fazi. Tato
vyména zavisi pfedevs§im na sile, ktera pouta iont v ménici iontd a na volbé vhodné
stacionarni a mobilni faze. U danych analytd musi byt zajisténa podminka snadného
pristupu k vyménnému mistu a iont musi mit vyssi afinitu k vazebnému mistu nez
puvodné vazany iont. Podminka snadného pfistupu souvisi s pouzivanymi naplnémi
(pbrovité, povrchové poérovité nebo mikropartikularni). Ohledné afinity ta se
fidi soupefenim o dany iont mezi energii solvatace a pfitazlivymi silami vyvijenymi
vyménnou skupinou. Z mechanismu iontové vymeénny vyplivaji nasledujici zavislosti,
se zvysujicim se nabojem iontu vzrista afinita (K* < Mg?* < Fe®*" < Ce*"), u vodnych
roztok( nizké koncentrace iontl se afinita zvySuje s vy§Sim atomovym ¢islem (Li < K <
Cs, F < Cl < I). Otazka vhodnosti volby stacionarni a mobilni faze souvisi s povahou
stacionarni faze a iontovou silou a pH mobilni faze. Mobilni fazi v iontové vyménné
chromatografii je nej¢astéji tlumivy roztok obsahuijici protiionty. Retenéni faktory s vyssi
koncentraci tlumivého roztoku klesaji a pH mobilni faze ovliviiuje miru ionizace (pH > 6
pro anex a pH < 6 pro katex). Mozny pfidavek organického rozpoustédla (ACN, MeOH)
snizuje retenci a pridava se do mobilni faze i z divodu lepSi rozpustnosti

analyzovanych latek. (17) (23)

3.2.4.2. lontové parova chromatografie

V odborné literatufe se kromé nazvu chromatografie iontovych parl (ion-pair
chromatography) vyskytuji i synonyma pro tuto technika a to iontové interakéni
chromatografie (ion-interaction chromatography) nebo tzv. mobile phase iontova
chromatografie (mobile-phase ion chromatography). Objeveni této iontové
chromatografie se pfipisuje Dr. Gordonu Schillovi a spol. v roce 1973. P¥i
chromatografii iontovych part se vyuziva tvorby iontovych asociatl mezi separovanymi
latkami iontové povahy a opacné nabitym iontem. Pfi nastaveni chromatografickych
podminek dochazi k ustaleni dynamické rovnovahy mezi mobilni a stacionarni fazi
vyrazné déle nez u bézné pouzivanych systémul. A tato rovnovaha je kontrolovana
jednak razny typem a koncentraci iontové-parového Ccinidla ale také pomérem
organického rozpoustédla v mobilni fazi. Dnedni nejCastéjSi vyklad mechanismu
separace predpoklada tzv. dynamickou iontovou vyménu mezi chromatografovanymi
latkami iontové povahy na zékladé rozdilné afinity s opacné& nabitymi Casticemi
protiiontu, ktery je dynamicky vazan na povrch stacionarni faze a ktery je dodavan

mobilni fazi.
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Tvorbu iontového asociatu Ize popsat rovnicemi:

Solut Protiont lontovy asociat

y / v

Ar-COOH + R,N* + O ——= [Ar-COOHR.N]* + H,0

Solut Protiont lontovy asociat

\ / v

Ar-NH, + R-5305- + H30* ——=  [Ar-NH3]*[R-505] + H,0

K separaci slou€enin kationtového typu se pouzivaji sodné soli alkylsulfonovych
kyselin (pentan-, hexan-, heptan-, oktan- a dodekansulfonaty) a N-alkyl kvartérni
amoniové soli (bromidy, sirany nebo chloridy) k separaci slou¢enin aniontového typu.

K dosazeni optimalni separace analytll a tedy jejich retenci zavisi v prvé fadé
na koncentraci protiiontu, na velikosti alkylu protiiontu i chromatografovaného iontu (s
rostouci velikosti retence roste) a v neposledni fadé na iontové sile a pH mobilni faze.
(21) (22) (24)

3.2.4.1. Koordinac¢né iontova chromatografie

V pfipadé koordina&né iontové chromatografie jiz sam nazev napovida spojeni
mechanismu iontové vyménného s pfidavkem komplexotvornych c¢inidel a tvorbou
komplexotvornych rovnovah mezi analytem a Cinidlem s vysledkem mozného zlepSeni
selektivity chromatografického systému. Déleni je zaloZzeno na rozdilné stabilité
vytvarenych komplext, avSak stabilita komplextd délenych latek nesmi byt pfili§ velka

pro dulezitost taktéz primarniho mechanismu separace. (21)

3.2.4.2. Zwitterion iontova chromatografie

Koncept pouziti amfionu v iontové chromatografii, iontu, ktery ve své molekule
obsahuje pozitivni i negativni naboj v rdzné ¢asti molekuly, a jehoz celkovy naboj je ale
neutraini se datuje k roku 1981, kdy Knox a Jurand popsali novou formu iontové
parové chromatografie s zwitterion parovym cCinidlem (11-aminoundekanova kyselina)
pro separaci nukleotidd. Vroce 1993 Hu a kol. publikovali praci s pouzitim
permanentné vazanym zwitterion c&inidlem. Tuto metodu nazvali elektrostatickou
iontovou chromatografii (EIC). Na reverzni fazi C18 navazali 3-[(cholamidopropyl)
dimethylamino]-1-propansulfonat (CHAPS). Separovali smés chloridu sodného,
dusitanu sodného, bromidu draselného a dusi¢nanu sodného 100% vodnou mobilni
fazi s vodivostni detekci. V souCasnosti se nejCastéji setkavame s dvéma druhy

zwitterion vazanymi fazemi, sulfobetain nebo hexadecyl fosfocholin. Chromatografické
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vlastnosti téchto zwitterion fazi se vyrazné liSi od aniontové nebo kationtové
vyménnych kolon pouzivanych v konvencni iontové chromatografii. Pro nazornou
ilustraci je mozné nastinit pfiklad separace dvou kationtd C; a C,, které mizeme
kombinovat s dvéma anionty A; a A, a pfi optimalné zvolenych chromatografickych
podminkach dostaneme zaznam tvofeny ¢tyfmi piky: C1A;, C1A;, C,A; a C,A;. Obecné
feCeno retenc¢ni faktory iontl ve vzorku jsou dany relativni schopnosti iontovych paru
vytvaret rozdilné dynamickou interakéni rovnovahu mezi mobilni a stacionarni fazi,
primarné svymi hydrofobnimi vlastnostmi nez relativni koncentraci elu€¢niho Cinidla a
stanovovanych iontll vzorku v mobilni fazi. Na rozdil od iontové vyménné
chromatografie, v které analyt a eluéni ionty soutézi o specificky nabité mista
stacionarni faze a kde vysSi koncentrace eluénich iontll snizuje retencéni faktory

analyzovanych iontd. (20)

3.2.4.3. Chromatofokusace

Velmi struéné Ize tuto metodu popsat jako variantu ionexové chromatografie
umoznujici separaci analytl (v praxi se vyuziva pro déleni protein() na zakladé rozdilu
v hodnoté isoelektrického bodu (pl). Vyuziva pufrovacich schopnosti nabitych skupin
ionexd (napf anexud). U dané analyzy je nejprve kolona s ionexem ustalena pufrem o
vy$Si hodnoté pH (8-9) a na kolonu je nanesen vzorek, analyty s opa¢né nabitymi ionty
jsou zachyceny a eluce je zahajena pufrem, jehoz hodnota je nastavena v kyselé
oblasti (4-6). Samovolné se vytvafi sestupny gradient pH a jednotlivé analyty se

postupné uvolfiuji a déli se na ostré zény podle isoelektrickych bodu. (25)

3.3. Vyuziti iontové chromatografie v separaci
kovovych iontu

Védecky vyvoj a analytickym primyslem dostupna technika v iontové
chromatografii zaznamenala v poslednich tfech dekadach obrovsky posun. Prvni prace
v analyze alkalickych kovd a kovu alkalickych zemin kationtové vymeénnou
chromatografii na koloné se sulfonovanou chemicky vazanou fazi s makropoérovitym
polystyren-divynilbenzenovou matrici vykazovali velmi Spatnou selektivitu délenych
kationtovych iontd. AvSak posun od makroporéznich k mikroporéznim matricim napf.
zminéné polystyren — 4% divinylbenzenové pryskyfice pfinesl excelentni separace
jednomocnych a dvojmocnych kationtd. U téchto separaci byl vétSinou pouzit vodny
roztok methansulfonové kyseliny jako mobilni faze. ZlepSeni selektivity bylo také

ziskano zaménou vazanych funk&nich skupin pfesnéji fe¢eno misto sulfonace u
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makroporéznich pryskyfic hydroxymethylovou skupinou. PFitomnost hydroxylovych
skupin u makroporéznich pryskyfic svoji shizenou hydrofobicitou souvisi zvySe
uvedenou selektivitou pro separaci hydratovanych kationtd alkalickych kovu. Dalsi
z moznosti zlepSeni separace kationtl alkalickych kovl a kova alkalickych zemin je
odklon od sulfonovanych fazi smérem k slabym kationtovym méni€um jako
karboxyloveé, fosfatové nebo smésné karboxylové/fosfatové/crown etherové funkéni
skupiné. Jinym pfistupem k zlepSeni separace danych kationtl jsou nosi¢e na bazi
silikagelu a oxidu hlinitého. Shomburg kolony, silikagelovy nosi¢ s vazanym (poly-
butadien-maleinovou kyselinou) kopolymerem byly s uspéchem pouzity k separaci
jednomocnych a dvojmocnych kationtl. Vysoce selektivni analyzy byly dosazeny i u
analyz kationtl na silikagelu modifikovanym oxidem hlinitym a zirkonicitym.

Jinym pfistupem k feSeni problematiky separace alkalickych kovl a kovu
alkalickych zemin je vedle moznych iontovych ménicl spojeni s komplexacnimi
procesy. Mezi tyto techniky patfi kationtova chromatografie s mobilni fazi obsahujici
komplexacni €inidlo, koordinaéni chromatografie s chelata¢ni stacionarni fazi, iontové
vyménna a iontové parova chromatografie aniontové kovovych chelatd s vodivostni
nebo spektrofotometrickou detekci, zahrnujici postkolonovou derivatizaci. (21) (22) (23)
(26)

3.3.1. Kationtové vyménna chromatografie

U kationtové vyménné chromatografie je tedy velmi vyhodné pro piekonani
silnych elektrostatickych sil, které poutaji na stacionarni fazi stanovované kovové ionty,
pfidavek ethylendiaminu (EDA) a taktéZz komplexacni Cinidla. Pfikladem takovych
komplexacnich €inidel je kyselina citronova, Stavelova nebo vinna. Pokud se k eluentu
pfida komplexacni Cinidlo, tak se zaporné nabité skupiny karboxylovych kyselin
kompetitivné vazi na kovové ionty, a tim dochazi k usnadnéni eluce pomoci EDA, coz
ma za nasledek sniZzeni retencniho €asu daného kovového iontu. V nepfitomnosti
komplexacniho €inidla jsou kovové ionty pevnéji vazané na stacionarni fazi a eluce je
fizena pouze mnozstvim EDA. U dvojmocnych kationtd se zvySovanim koncentrace
komplexa¢niho ¢inidla klesa retenéni Cas. Pro optimalizaci metody je dulezita i
zavislost separace na pH mobilni faze. ZvySenim pH se zvySuje stabilita komplexu
zkouSeného iontu s karboxylovou kyselinou a tim dochazi ke snizeni vazby iontu na
ligandy stacionarni faze a zkracuje se retenéni €as. Ztoho vyplyva, Ze separace
kovovych iontd pomoci kationtové vyménné chromatografie je zavisla na kombinaci
iontoménice, separovaného kationtu a elu¢niho &inidla s naslednou tvorbou komplexu
rizné stability v mobilni fazi. (21) (22) (26)
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3.3.2. Koordinaé¢né iontova chromatografie

Z hlediska kinetiky a specifiCnosti tvorby chelatd se jevi jako jedna z nejlepSich
modifikaci pouZiti iontovych stacionarni fazi na bazi silikagelu s dynamicky ukotvenymi
molekulami iminodioctové kyseliny (IDA). IDA vykazuje pro rGizné kovoveé ionty rGizné
komplexotvorné schopnosti, tyto komplexy jsou vétSinou kineticky labilni az stfedné
stabilni. Tyto vlastnosti zajisti reverzibilni sorpci kovovych iontd. Vysoka afinita
stacionarni faze s IDA k iontim pfechodnych kovd, je velkou vyhodou pro stanoveni
kovl ve vzorcich, které obsahuji vysoké hladiny iontl alkalickych kovi a kovu(
alkalickych zemin. NejdulezitéjSi parametry urCujici retenci kationtld v koordinacni
iontové chromatografii jsou koncentrace komplexacniho Cinidla a pH mobilni faze.

Komplexacni ¢inidla se podle komplexaéni schopnosti déli na slaba a silna. (21)

3.3.2.1. Slaba komplexacni ¢inidla

Patfi sem napfiklad kyselina citronova nebo vinna. Hlavni funkci téchto ¢inidel
je regulovat retenci kationt na stacionarni fazi svymi volnymi funk&nimi skupinami jako
mist pro iontovou vyménu v zavislosti na zméné pH a koncentraci komplexacniho
Cinidla. | kdyz ve zkoumaném rozmezi pH (2,5-4,0) jsou dukazy o iontové vyméné,
probihaji zde i dalSi procesy, které maji vliv na reten¢ni €as a odrazi afinitu kovovych
iontd k IDA. Poradi eluce kovovych iontl odrazi stabilitu komplexu kov-IDA, ¢imz se
potvrzuje dominantni postaveni komplexotvorné reakce. Z tohoto divodu se pomoci
kyseliny citronové a vinné eluuji jen nékteré kovové ionty, zatimco nékteré tvofi
stabiln&jsi komplexy s IDA, napfiklad Cu®, Ni** a Pb*, a zlstavaji ireverzibilng

zadrzovany. (21)

3.3.2.2. Silna komplexacni ¢inidla

Vysoka komplexotvorna schopnost IDA vyzaduje u nékterych kationtd pouziti
silnych  komplexaénich C&inidel pouzitych v mobilni fazi. Pfikladem silnych
komplexacnich C¢inidel je kyselina pyridin-2,6-dikarboxylova (DPA) nebo kyselina
nitrilotrioctova (NTA). Obé kyseliny DPA i NTA maji v molekule tfi koordinaéni centra
stejné jako ma IDA. Ztohoto divodu komplexy se stanovovanymi ionty vznikaji
snadnéji a dochazi k eluci. DPA se ukazala byt zvlasté uziteCna pfi pouZiti kolony
s IDA. DalSi zlepSeni eluce hlavné dvojmocnych kovovych iontd pomoci DPA se
prokazalo pfi pouziti smési s kyselinou dusi¢nou. DPA je nejucinnéjsi v rozmezi pH

2,5-5,0, protoze v tomto rozmezi tvofi nejstabilngjsi komplexy. (21)
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3.3.3. Aniontové vyménna chromatografie

Aniontové vyménna chromatografie pfedem pfipravenych, stabilnich komplex
s kovovymi ionty je pomérné nova metoda separace. Komplexy mohou byt vytvofeny
pfimo béhem separace pfidanim komplexaéniho €inidla do mobilni faze, nebo se dany
komplex vstfikuje pfimo na kolonu pfed separaci.

Anexova kolona se da pouzit vkombinaci s UV detektorem za pouziti
komplexacniho &inidla absorbujiciho v UV oblasti svétla. Pfikladem takového &inidla je
4(2-pyridilazo)resorcinol (PAR). Problémem je, Ze toto Cinidlo tvofi s kovovymi ionty
velmi silné komplexy, a proto je vyhodné pfidat do mobilni faze organickou slozku,
napriklad 2-propanol nebo aceton. Pro kompletni disociaci za téchto podminek je nutné
pfidat silné alkalické elu¢ni Cinidlo jako je uhli¢itan sodny. Vys$Si vliv na retenci ma
v tomto pfipadé zvySovani pH nez zvySovani koncentrace elucniho Cinidla. Vysoka
stabilita kovovych komplext s PAR v aniontové vyménné chromatografii je zplsobena
jak iontovou vyménou, tak adsorpnim mechanismem. Tato zvlastnost umozniuje
ovlivnéni selektivity separace a to bud zménou pouZitého eluéni Cinidla nebo
koncentraci  pfidané organické slozky. PFfi  pouZiti napfiklad kyseliny
ethylendiamintetraoctové je méné uplatnén mechanismu adsorpce, a proto staci
pouziti jen slabSich elu€nich Cinidel, napfiklad uhli¢itand nebo hydrogenuhli¢itanu. (21)
(22) (26)

3.3.4. lontové parova chromatografie

Jedna se o dalSi moznou variantou pro separaci kovovych iontl. K separaci
dochazi na reverznich fazich a iontové parové €inidlo je pfidano do mobilni faze, coz
se jevi jako alternativni zplsob stanoveni napf. komplext kov-PAR ve srovnani
s aniontové vyménnou chromatografii viz vySe. | zde probihaji dva mechanismy
separace, bud iontova vymeéna, nebo adsorpce. Upfednostnéni jednoho mechanismu
lze pomoci pouzitého eluéniho €inidla a pfidavku organické slozky. Eluéni sila a

vvvvvv

selektivitu v iontové parové chromatografii. (21)

3.4. Validace analytické metody

Validace analytické metody je proces, kterym se stanovi v8echny dilezité
charakteristiky, za kterych je postup analyzy vhodny pro dané méfeni a umoznuje

zajistit stejnou spolehlivost pfi opakovaném méreni ve stejné nebo i jiné laboratofi.
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Validace se déla u v8ech nové vyvinutych metod, v pfipadé zmény metody,
pokud ma byt metoda pfenesena do jiné laboratofe, nebo pfi porovnani rovnocennosti
dvou metod.

Pfedmétem validace je jedna vlastnost méfeni, nazyva se validovana vlastnost.
Muze to byt koncentrace zkousené latky, koncentrace necistoty nebo néjaka fyzikalné-
chemicka vlastnost.

Validaéni dokument musi obsahovat nasledujici udaje:

e pracovni postup

e validacni parametry

e podminky revalidace systému

e validaéni protokol

o literatura (rederSe a konzultace)

Analytickd metoda musi splfiovat stanovené pozadavky, které jsou dany
zamysSlenym pouzitim. Podle toho, k éemu ma byt metoda pouZita se oveéfu;ji
nasledujici parametry. (27) (28) (29) (30)

Tabulka 4., Pfehled validacnich parametrt

de ace oV - - obsa
kvantitativni limitni
pfesnost - + - +
spravnost - + - +
linearita - + - +
rozsah - + - +
detekéni limit - - + -
kvantitativni : . : :
limit
selektivita + + +
robustnost - + -

3.4.1. Presnost

Pfesnost metody udava stupen shody mezi jednotlivymi méfenimi za pfedem
stanovenych podminek a se stejné pfipravenym vzorkem. Obvykle se vzorek takto
analyzuje Sestkrat, stim, ze se kazdy vzorek pfipravi samostatné za shodnych
podminek.

Stupen presnosti je dan jako smérodatna odchylka, vypocitana z téchto Sesti

méreni. Pokud neni smérodatna odchylka zavisla na koncentraci, pouziva se absolutni
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hodnota smérodatné odchylky vyjadifena ve stejnych jednotkach jako samotny

vysledek méfeni:

kde x; jsou jednotlivé naméfené hodnoty, X je aritmeticky primér vdech namefenych
hodnot a n je pocet méfeni.
Pokud je zavisla na koncentraci, pouziva se relativni smérodatna odchylka

vyjadiena v procentech.

S
Sp = %100%

Podle podminek méfeni se pfesnost metody muize vyjadfit jako opakovatelnost,

mezilehla pfesnost a reprodukovatelnost.

Opakovatelnost metody je stupefi shody méfeni provedeny jednim
pracovnikem, na stejném pfistroji, ve stejné laboratofi, na identickém vzorku, za pouziti

totoznych €inidel, shodné analytické metody a béhem kratSiho ¢asového obdobi.

Mezilehla presnost metody je shoda méreni provedena riznymi pracovniky,
na rliznych pfistrojich, za pouziti rozdilnych &inidel, v del§im ¢asovém obdobi, ale ve

stejné laboratofi, za pouZiti shodné analytické metody méfeni a na identickém vzorku.

Reprodukovatelnost metody jsou vysledky ziskané méfenim za stejnych
podminek jako u mezilehlé pfesnosti, s rozdilem, ze méfeni se provadi v odliSnych
laboratofich. (27) (28) (29)

3.4.2. Spravnost

Spravnost metody udava shodu mezi spravnou a naméfenou hodnotou. Ziskani
spravné hodnoty muze byt obtizné. Spravna hodnota se da zjistit jinou, nezavislou
validovanou metodou. Nebo pomoci modelového vzorku, ktery se pfipravi ze vSech
soucasti pfipravku a pfidanim znamého mnozstvi stanovované latky. Pokud nemame
k dispozici vSechny soucasti pfipravku, pouzZije se vzorek s pfidanim znamého
mnozstvi standardu.

Rozdil mezi spravnou a naméfenou hodnotou je chyba vysledku. Chyba

vysledku muze byt konstantni, ta se b&éhem vS8ech méfeni neméni. Nebo je chyba

27



systematicka, ktera se méni oCekavanym zpusobem. A dale chyba nesystematicka,
tedy nahodna, ktera se v prdb&hu méfeni méni neofekavanym zpusobem a nelze ji
nijak odstranit. OdliSnost mezi stfedni naméfenou hodnotou a spravnou hodnotou se
nazyva odchylka a spada mezi chyby systematické. Muze nabyvat kladnych i
zapornych hodnot.

Spravnost se vétSinou zjiStuje nejméné pfi Sesti analyzach a je vyjadiena jako

rozdil spravné a namérené hodnoty nebo také jako vytéznost.

naméirena hodnota

vytézinost = .100 (27) (28)

spravna hodnota

3.4.3. Linearita

Linearita je vymezena jako schopnost poskytovat vysledky méfeni pfimo
umeérné urcité veli€ing, hlavné koncentraci. Nejcastéji se méfi minimalné pét rlznych
koncentraci v rozsahu 50 — 150% deklarovaného obsahu. Pro méfeni se pouzivaji
spiSe standardy nez samotna zkouSena latka, protoze negativni vlivy zkouSené latky
jsou méfeny jinymi parametry validace.

Pokud jsou vysledky méfeni linearni, Ize ucit hodnotu linearni zavislosti pouze
Z jednoho bodu, coz je vyhodné. Ale pokud jsou vysledky nelinearni, daji se, bud
prevést na linearni, a to popisem funkce, napf. exponencialni, nebo specialnimi
matematickymi vypoC€ty, nebo vypocitat hodnoty linearni zavislosti ze vSech
namérenych hodnot kalibracni kfivky.

Linearni zavislost je vyjadfena matematicky vzorcem

y=kx+q

kde g uréuje, v jakych mistech pfimka protne osu y, a proménna k, neboli smérnice,
ur€uje sklon pfimky. (27) (28) (31)

3.4.4. Rozsah

v v

zkouSené latky ve vzorku, pro které bylo dokazano, ze analyticky postup ma vhodnou
uroven presnosti, spravnosti a linearity méfeni.

Spodni hranici intervalu je detekéni limit. Coz je mez, ktera odpovida
koncentraci, pro kterou je analyticky signal statisticky vyznamné odliSny od Sumu. A
horni hranici tvofi maximalni odezva pristroje. To je koncentrace, ktera, kdyz se

prekrocCi, tak pfistroj nepracuje spravné. (27) (28)
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3.4.5. Detekcni limit

Vyjadfuje citlivost metody. Je to nejmenSi odezva signalu, ktera jde jeSté
kvantifikovat. U instrumentalnich metod Ize urCit jako mnozstvi zkouSené latky
s pomérem signalu k Sumu s hodnotou 3. Analyzou odpovidajici koncentrace zkousené

latky mizeme ovéfit naméreny detekEni limit. (28) (29)

3.4.6. Kvantitativni limit

Patfi rovnéz mezi parametry citlivosti. Udava nejniZz8i koncentraci, kterou je
mozno méfit za vyhovujici pfesnosti a spravnosti méfeni. Kvantitativni limit Ize vyjadrit
jako mnozstvi latky, které Ize méfit s maximalni smérodatnou odchylkou 10%. VétSinou
to byva trojnasobek detekéniho limitu. Mize se také formulovat jako mnozstvi

zkousSené latky s pomérem signalu k Sumu s hodnotou 10. (28) (29)

3.4.7. Selektivita

Selektivita analytické metody je schopnost zméfit spravné a presné kvalitativni i
kvantitativni slozeni stanovované latky i za pfitomnosti jinych sloZzek. To mohou byt,
dalsi slozky u viceslozkovych pfipravkl, pomocné latky, rozkladné produkty, necistoty,
které se dostaly do pfipravku pfi vyrobé, rozpoustédla a jiné latky, které mohou byt
v pfipravku pfitomny.

Selektivita je zjiStovana porovnavanim vysledk( méfeni vzorku se standardem,
a nebo méfeni vzorku bez analyzované latky obsahujici vSechny ostatni slozky
pripravku, pomocné latky, necistoty, rozkladné produkty. U méfeni selektivity je pro
kazdy pouzity pfistroj nutné vypracovat samostatny program prokazovani selektivity

metody, protoze je do jisté miry zavisla na pouzitém zafizeni. (27) (28)

3.4.8. Robustnost

Robustnost metody Ize charakterizovat nékolika definicemi. Jako mira vlivu
proménnych podminek na vysledek analytického stanoveni. Nebo ji Ize definovat jako
mira kapacity metody poskytovat stejné vysledky pfi jejim opakovani za mirné
zmeénénych podminek. Zména podminek muze byt pfi zméné pfistroje, laboratore,
analytika nebo pouzitych zkoumadlech.

Zahrnuje sbér informaci z vyvoje metody, kde cilem je poukazat na podminky,
které by mohly ovlivnit vysledky méfeni. Patfi sem napfiklad vliv pH, slozeni mobilni
faze, stabilita analyzovanych vzorku, rozdil v pouzitych kolonach, ridzné Sarze nebo

vyrobci.
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Existuji dva zpusoby méfeni robustnosti metody. Bud pomoci jednosmérné
analyzy, kdy se méfi jedna proménna a ostatni zlstavaji konstantni. A potom se
pfechazi na méreni dalSiho parametru. | pfesto, Zze tento zplsob je velice Casové
narocny a neumoznuje odhalit interakeni vlivy, je stale nejuzivanéjsi. DalSi zplsob
mérfeni robustnosti je vicerozmérna analyza, kdy se robustnost metody proti malym

zmeénam zkouSi podle planovanych zkracenych nebo Uplnych postupt. (27) (28)

3.4.9. Test zpusobilosti

Test zpUsobilosti zcela patfi mezi charakteristiky validace analytické metody.
Ne u vSech analytickych metod Ize uplné uréit vSechny vlastnosti metody, jedna se
hlavné o instrumentalni fyzikalné-chemické metody, zvlasté separacni. Pokud
nemulzeme urcit vSechny podminky, aby dana metoda poskytovala spolehlivé vysledky
meéfeni, musi se urCit jen néjaka kritéria, ktera maji byt spinéna pro kazdé dalSi pouziti
metody. Nemusi se opakovat cela validace, ale pouze jen par charakteristik, toto se
nazyva test zpusobilosti analytického systému. Pokud tyto kritéria odpovidaji
pozadavkim testu zpUsobilosti, ma se za to, zZe dfive provedena validace je platna.
(28)
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Chemikalie, standardy, vzorky

4.1.1. Chemikalie

Acetonitril Chromasolv, Sigma Aldrich, Germany
Metanol Chromasolv, Sigma Aldrich, Germany
Kyselina dusiéna dymava, Merck, Germany
Ethylendiamin p.a., Merck, Germany

Siran médnaty pentahydrat Cisty, Lachema, Brno
Dusi¢énan hofe€naty hexahydrat, Lachema, Brno
Chlorid draselny Cisty, Balex, Pardubice
Dusi¢nan olovnaty Cisty, Lachema, Brno
Dusi¢nan barnaty Cisty, Lachema Brno

Chlorid Zelezity hexahydrat €isty, Lachema, Brno
Dusi¢nan hlinity nonahydrat €isty, Lachema, Brno

Ultradista voda

4.1.2. Standard

Chlorid vapenaty dihydrat p.a., Merck, Germany

4.1.3.Vzorek

Calcii chloridi dihydrici inj. , &.8. 11-12-2013
4.2. Pristroje, podminky separace

4.2.1. Pristroje a pomucky

Chromatograficka sestava Shimadzu 10AD prominence liquid chromatograph

Degasser: GU-10A5

Pumpy: LC-10AD

Autosampler: SIL-10AC

Termostat: CTO-10AC

Detektor: SPD-M10A

Komunikacni modul: CBM-10A

Kolona: Supelcosil LC-SCX; 25cm x 3mm; 5um (Sigma—

aldrich)
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Vahy analytické KERN ALS 220-4N, Germany
pH metr HANNA, Praha
Pipety BIOHIT, Finland

4.2.2. Podminky separace

Chromatograficka sestava Shimadzu 10AD prominence liquid chromatograph
Kolona: Supelcosil LC-SCX; 25cm x 3mm; 5um (Sigma-aldrich)
Mobilni faze: — kyselina dusi¢na-siran médnaty pentahydrat-ethylendiamin
— acetonitril/kyselina dusi¢na-siran médnaty pentahydrat-
ethylendiamin
— metanol//kyselina dusiéna-siran médnaty pentahydrat-

ethylendiamin

Davkovani: 10pl

Detekce: 254nm

Pratokova rychlost: 1ml/min

Teplota: 30°C

Typ eluce: izokraticky

Vyhodnoceni: software LC Solution
4.3. Priprava vzorku

PFipravi se 10mM roztok Ca*" a to tak, Ze se odmé&fi 8,038ml Calcii chloridi

dihydrici inj. do 100ml odmérné bariky a dopini vodou po rysku.
4.4. Priprava roztoku pro optimalizaci metody

Priprava roztoku vapenatych iontu

Pfipravi se 10mM roztok Ca*. Navazi se 0,5393g standardu chloridu
vapenatého dihydratu, rozpusti ve vodé, pfevede kvantitativné do odmérné bariky na

100ml a doplini vodou po rysku.

Pfiprava roztoku méd’natych iontu

Pfipravi se 10mM roztok Mg®*. Navazi se 2,7050g dusi¢nanu hofeénatého
hexahydratu, rozpusti ve vodé, prfevede kvantitativné do odmérné bariky na 100ml a

doplni vodou po rysku.
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4.5. Priprava mobilni faze

Pripravi se 100mM zasobni roztok kyseliny dusi¢né. Do 500ml odmérné bariky
s asi 100ml vody se odméfi 2,250ml kyseliny dusi¢né a doplni vodou po rysku.

Dale se pfipravi 100mM zasobni roztok siranu médnatého pentahydratu.
Navazi se 2,4968g siranu médnatého pentahydratu, rozpusti ve vodé, kvantitativné
prevede do odmérné bariky na 100ml a doplni po rysku.

Do odmérné bariky na 500ml se odméfi zasobni roztoky kyseliny dusiéné a
siranu médnatého pentahydratu, pomoci ethylendiaminu se upravi na pozadované pH
a doplni vodou po rysku. Mnozstvi zasobnich roztok( pro jednotlivé mobilni faze je

uvedeno v nasledujici tabulce.

Tabulka 5., Pfiprava mobilni faze

Mnozstvi 100mM Mnozstvi 100mM
Mobilni faze zasobniho roztoku zasobniho roztoku siranu
kyseliny dusi¢né méd’natého pentahydratu
10mM HNO3, 0,5mM
CUS04.5H,0, pH 3,0 st 2 5m
10mM HNO3z;, 1mM
CuS0,.5H,0, pH 3,0 50ml 5,0ml
10mM HNO3z, 5mM
CuS0..5H;0, pH 3,0 S =
10mM HNO3, 10mM
CUS04.5H,0, pH 3,0 50ml 50ml

Dale se pfipravi mobilni faze o pH 2,5; 3,5; 4,0 a 4,5 pfi slozeni 10mM kyseliny
dusic¢né a 10mM siranu médnatého pentahydratu.
Takto pfipravené mobilni faze byly pouzity, jak pro optimalizaci metody, tak i pro

naslednou validaci metody.

4.6. Priprava roztoku pro validaci

Zasobni roztok standardu

Pfipravi se 50ml 200mM roztoku Ca?". Navazi se 5,3926g standardu chloridu
vapenatého dihydratu, rozpusti ve vodé, kvantitativné pfevede do odmérné bariky na

50ml a doplni vodou po rysku.

Zasobni roztok vzorku

Pfipravi se 50ml 100mM roztoku Ca®". Odméfi se 80,379ml Calcii chloridi

dihydrici inj. do odmérné bariky na 50ml a doplni vodou po rysku.
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4.6.1. Priprava roztoku pro méreni opakovatelnosti

Pripravi se 10ml 10mM roztoku standardu. 0,5ml zasobniho roztoku standardu

se prevede do odmérné bariky na 10ml a doplni vodou po rysku.

4.6.2. Priprava roztoku pro méreni presnosti

Pfipravi se 10ml 10mM roztoku vzorku. 1,0ml zasobniho roztoku vzorku se

prevede do odmérné bariky na 10ml a doplni vodou po rysku.

4.6.3. Priprava roztokt pro méreni linearity

PFipravi se sada roztok( standardil o koncentracich 1, 5, 10, 50 a 100mM Ca**

iontd. Zasobni roztok se pfevede do odmeérné banky na 10ml a dopini vodou po rysku.

Mnozstvi zasobniho roztoku pro jednotlivé koncentrace je uvedeno v nasledujici

tabulce.

Tabulka 6., Pfiprava roztokd pro méfeni linearity

Mnozstvi zasobniho roztoku

Koncentrace roztoku (mM)

standardu (ml)

1 0,05
5 0,25
10 0,5
50 2,5
100 50
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1. Optimalizace chromatografickych podminek

V ramci optimalizace chromatografickych podminek pro stanoveni vapenatych
iontd byla vybrana vhodna proba, pH a optimalni slozeni mobilni faze. PFi optimalizaci
metody byly pro srovnani jeSté kromé vapenatych iontl pouzity ionty hofecnaté.
Roztoky pro optimalizaci byly pfipraveny podle 4.4. Optimalizace byla provedena

s pouzitim kationtové vyménné chromatografické kolony na bazi silikagelu.

5.1.1. Vybér vhodné proby

PFi vybéru vhodné proby byla pouzita mobilni faze o slozeni 10mM kyselina
dusi¢na, rizné koncentrace dané proby a upravena ethylendiaminem na pH 3,0.

Byla vyzkousena jak neutralni, tak kationtova proba. Jako neutralni proba byl
pouzit aceton a jako kationtova médnaté ionty. Z téchto dvou latek se pro stanoveni
vapenatych iontl vice hodi médnaté ionty.

Pfi vybéru vhodné proby bylo testovano nékolik koncentraci siranu médnatého
pentahydratu, ktery byl pouzit jako zdroj médnatych iontd. Byly vyzkouSeny
koncentrace 0,5; 1; 5 a 10mM. Z Grafu 1. vyplyva, Zze se zvySujici koncentraci se
zkracuje retencni Cas stanovovanych iontd. Pro stanoveni vapenatych iontd byla

vybrana koncentrace proby 10mM, pfi které je retencni ¢as kolem 2,5minut.

Tabulka 7., Retenéni €asy vapenatych a hofecnatych iontli za pouziti riznych

koncentraci proby

Koncentrace siranu

Retenéni ¢as vapenatych Retenéni ¢as horeénatych

méd'natého PN 1 eds 1o
pentahydratu (mM) iontd (min) iontd (min)
0.5 28,19 29,19
1,0 7,22 7,15
5,0 3,49 3,37
10,0 2,53 254
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Graf 1., Zavislost reten¢niho ¢asu na koncentraci proby
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5.1.2. Optimalizace pH mobilni faze

PFi optimalizaci pH byla pouzita mobilni faze o slozeni 10mM kyselina dusi¢na,
10mM siran médnaty pentahydrat a upravena ethylendiaminem na pozadované pH.
Bylo testovano pH v rozmezi 2,5 az 5,5. Z Grafu 2. vyplyva, Ze vliv pH na retenéni as
neni vyrazny. Ale se zvySujicim se pH dochazi ke zvySeni Sumu signalu z detektoru
(kolisani odezvy detektoru) a vedle separace iontd se zacinaji uplathovat vazby
hydroxylovych skupin silikagelové matrice a dochazi ke zdvojeni piku, viz Obrazek 2.

Pro stanoveni vapenatych iontl proto bylo vybrano pH 3,0.

Tabulka 8., Retencni €asy vapenatych a hofe€natych iontd za pouziti rGzného pH

Retencni ¢as vapenatych Retencni ¢as
iontt (min) hofe€natych iontd (min)
2,5 2,35 2,32
3,0 2,34 2,28
3,5 2,30 2,26
4,0 2,27 2,21
4,5 2,13 2,16
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Graf 2., Zavislost reten¢niho ¢asu na pH mobilni faze
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Obrazek 2., Chromatogram standardu chloridu vapenatého dihydratu pfi slozeni
mobilni faze 10mM kyselina dusi¢na, 10mM siran médnaty pentahydrat, upravena

ethylendiaminem na pH 5,5
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5.1.3. Optimalizace slozeni mobilni faze

V ramci optimalizace mobilni faze bylo testovano pfidani organické slozky
k vodné casti mobilni faze o slozeni 10mM kyselina dusi¢na, 10mM siran médnaty
pentahydrat upravena ethylendiaminem na pH 3,0. Testované organické latky byly
acetonitril a metanol. Z graft vyplyva, Ze pfidani organické slozky vyrazné neovliviiuje
retencni Cas, ztohoto duvodu byla pro stanoveni iontd pouzita jen vodna slozka

mobilni faze.

Tabulka 9., Reten¢ni Casy vapenatych a hofec¢natych iontl pfi rizném mnozstvi

acetonitrilu v mobilni fazi

Pomér acetonitrilu

K vodne sf':zz:e mobilni Retené?cir?taas(\rﬁﬁfnatym horecﬁiiﬁﬂﬁ%ﬁﬁf (min)
5:95 2,42 2,37
10:90 2,49 2,42
15:85 2,58 2,51
20:80 2,69 2,59

Graf 3., Zavislost retenéniho ¢asu na mnozstvi acetonitrilu v mobilni fazi

2,65 /

2,60 /

2,55 / /

2,50 / /

ey v
7

2,40 ./

2,30 . . . . .
10 15 20 25

Mnozstvi acetonitrilu

¥ 2,70

2,35

o
ol

38



Tabulka 10., Reten¢ni €asy vapenatych a hofe€natych iontd pfi rdzném mnozstvi

metanolu v mobilni fazi

Pomér metanolu k vodné | Retenéni ¢as vapenatych Retencni ¢as
slozce mobilni faze iontd (min) horec¢natych iontd (min)
5:95 2,43 2,37
10:90 2,51 2,46
15:85 2,63 2,56
20:80 2,73 2,66

Graf 4., Zavislost retenéniho ¢asu na mnozstvi metanolu v mobilni fazi
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5.1.4. Optimalni chromatografické podminky pro separaci
vapenatych ionta

Kolona: Supelcosil LC-SCX; 25cm x 3mm; 5um (Sigma-aldrich)
Mobilni faze: 10mM kyselina dusi¢na, 10mM siran médnaty pentahydrat,

upravena ethylendiaminem na pH 3,0

Davkovani: 10pl
Detekce: 254nm
Prutokova rychlost: Iml/min
Teplota: 30°C

Typ eluce: izokraticky
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5.2. Validace metody
5.2.1. Test vhodnosti chromatografického systému

5.2.1.1. Ué&innost chromatografického systému — poéet
teoretickych pater (N)

Uginnost kolony byla ovéfena proméfenim roztoku standardu o koncentraci
10mM pfipraveného podle 4.6.1. Pro vypolet byly pouzity tfi vysledky ztestu

opakovatelnosti a vypocet byl proveden z priiméru téchto méfeni podle vzorce:

t 2
N =5,54.( -2 )
(Wl/z

tr je retenéni ¢as (min)

Wi, je Sitka piku v poloviné jeho vysky (min)

Tabulka 11., PoCet teoretickych pater

Analyzovana latka

Chlorid vapenaty
dihydrat 2,525 0,20 884

Pozadavek na pocet teoretickych pater N>500 je splnén.

5.2.1.2. Asymetrie chromatografickych piku (T)

Asymetrie chromatografickych pikl byla ovéfena zméfenim roztoku standardu o
koncentraci 10mM pfipraveného podle 4.6.1. Hodnoty byly ziskany ztestu na
opakovatelnost a vypocet byl proveden z priméru tfi méfeni podle nasledujiciho

vzorce:

Wo,05 j€ Sitka piku v 5% jeho vysky (min)
f je vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti

piku v 5% jeho vysky (min)
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Tabulka 12., Asymetrie chromatografickych piku

Analyzovana

latka

Chlorid vapenaty
dihydrat 0,41 0,11 1,86

Pozadavek na symetrii chromatografickych pikd < 2 byl splnén.

Obrazek 3., Chromatogram standardu: chlorid vapenaty dihydrat
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5.2.2. Opakovatelnost

Byl opakované davkovan roztok standardu o koncentraci 10mM pfipraveny
podle 4.6.1. Z ploch piku a retenéniho €asu byla vypocCitana relativni odchylka. Pro

vypocet se pouzil primér z Sesti méfeni.

Tabulka 13., Opakovatelnost

Chlorid vapenaty dihydrat ‘

Cislo pokusu Plocha piku Retenéni ¢as (min)
1440424 2,52

2 1452564 2,53
3 1453627 2,53
4 1456212 2,52
5 1454681 2,52
6 1456729 2,52

n 6 6

x 1452372,8333 2,5233

s 5529,1217 0,0047

sr (%) 0,38 0,19

PoZadavek na relativni smérodatnou odchylku < 1% byl spInén.
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5.2.3. Presnost

Bylo analyzovano Sest roztokd vzorku o koncentraci 10mM pfipravenych
samostatnym postupem podle 4.6.2. Kazdy roztok byl tfikrat zméfen a pro vypocet

relativni smérodatné odchylky byly pouZzity jejich priméry.

Tabulka 14., Pfesnost

Chlorid vapenaty dihydrat

Cislo pokusu Plocha piku

1 1451839,000
2 1449764,333
3 1447753,333
4 1438767,667
5 1481574,667
6 1462331,000

n 6

X 1455338,3333

S 13617,8596

sg (%) 0,94

PoZadavek na relativni smérodatnou odchylku <1% byl spinén.
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5.2.4.Linearita

Pro méfeni linearity byla pouzZita metoda absolutni kalibrace. Bylo pfipraveno
pét roztokd standardu o koncentracich 1, 5, 10, 50 a 100mM podle 4.6.3. Kazdy roztok
byl tfikrat zméfen a pro dalSi vypocty byly pouzity jejich priméry. Zavislost primérnych

hodnot ploch pikl na koncentraci byla vyhodnocena metodou linearni regrese.

Tabulka 15., Linearita

Chlorid vapenaty dihydrat

Koncentrace Ca*" (mM) Pramérna plocha piku
1 175058,333
5 723093,667
10 1443324,000
50 5607105,000
100 10816895,333
s 12000000
=
Q
£ 10000000 Pt
9
(X
«w 8000000
c
]
g 6000000
o /
4000000
2000000
0 / T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
c (mM)
pocet bodu | n | 5
parametry regresni pfimky a odhady jejich smérodatnych odchylek
smérnice k 106583,037 +1760,333
absolutni ¢len q 207940,569 + 88459,12
koeficient korelace R 0,999182
rezidualni odchylka Srez | 148482,774
hodnota F-statistiky F 9,9258E-06
Zavislost y na x byla prokazana se spolehlivosti 99,9%

Pozadavek na linearitu R>0,9990 byl spinén.
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5.2.5. Spravnost

Byl Sestkrat zméfen roztok standardu o koncentraci 10mM pfipraveny podle
4.6.1. Pro vypocet byl pouzit primér ze Sesti méfeni a byly pouzity vysledku z testu na
opakovatelnost.

Vzhledem k tomu, Ze roztok je sloZzen pouze z chloridu vapenatého dihydratu a
vody pro injekce byly pro vypoclet spravnosti pouzity vysledky z méfeni pfesnosti, kde
byly roztoky vzorku pfipraveny podle 4.6.2. Kazdy roztok byl zméfen tfikrat a pro
vypocet byly pouzity jeho priiméry.

VytéZnost byla vypoétena podle vzorce:

Ci

R;(%) = 100.—
Co

C; koncentrace vlioZena

Co koncentrace stanovena HPLC

Tabulka 16., Spravnost

Chlorid vapenaty dihydrat

Cislo pokusu co (MM) A; c¢; (mM) R; (%)
1 1451839,000 10,00 99,96
2 10,00 1449764,333 9,98 99,82
3 odpovida 1447753,333 9,97 99,68
4 A, 1438767,667 9,91 99,06
5 1452372,833 1481574,667 10,20 102,01
6 1462331,000 10,07 100,69
n 6
x 100,2042
S 0,9376
sg (%) 0,94%
Pozadavek na spravnost, aby R; bylo vintervalu 100 a relativni

smérodatna odchylka < 5% byl spinén.
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5.2.6. Selektivita

Chromatografické piky necistot uvedenych v lékopisném ¢&lanku, viz 3.1.4,
kromé hofec€natych iontl vykazuiji jiné retenéni Casy nez vapenaté ionty.

Pro selektivni méfeni vapenatych iontd by bylo vhodné zaradit jeS$té metodu pro
identifikaci a kvantifikaci hofe¢natych iontll nebo danou metodu dale optimalizovat, aby

bylo mozné selektivhé separovat vapenaté ionty.

5.2.7. Robustnost

Testovani miry vlivu proménnych experimentalnich podminek na stanoveni
obsahu analytu bylo testovano na roztoku standardu o koncentraci 10mM, ktery byl

pfipraven podle 4.4.

5.2.7.1. Vliv pH

Vliv pH byl testovan vrozmezi 2,5 az 4,5. Pfi slozeni mobilni faze 10mM
kyselina dusi¢na, 10mM siran médnaty pentahydrat a upravena ethylendiaminem na

pozadované pH.

Viiv pH na retenc¢ni ¢as

Roztok standardu byl pfi kazdém pH zméren tfikrat, v Tabulce 17. jsou uvedeny
priméry retencnich ¢asu pfi kazdém pH. Retenéni €asy chloridu vapenatého dihydratu

se v tomto rozmezi pH vyznamné nelisily.

Tabulka 17., Vliv pH na retencni ¢as

Chlorid vapenaty dihydrat

pH tr

2,5 2,35

3.0 2,34

3,5 2,30

4,0 2,27

4,5 2,15
Viiv pH na plochu piku

Vliv pH na plochu piku je uveden v Tabulce 19. Relativni plocha piku vztaZzena
na plochu piku pfi optimalnim slozeni mobilni faze se pohybuje v rozmezi 70,85% az
100,37%. Plocha piku se se zménou pH liSi, proto je vhodné pouzit mobilni fazi o
slozeni 10mM kyselina dusi¢na, 10mM siran médnaty upravena ethylendiaminem na
pH 3,0.
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Tabulka 18., Vliv pH na plochu piku

orid vapenaty dihydra
pH A Ar (%)
2,5 1457714 100,37
3,0 1452373 100,00
3,5 1053227 72,52
4,0 1047805 72,14
4,5 1028965 70,85

Obrazek 4., Chromatogram standardu chloridu vapenatého dihydratu pfi slozeni
mobilni faze 10mM kyselina dusi¢na, 10mM siran médnaty pentahydrat, upravena

ethylendiaminem na pH 4,0

mALl
Padnm

20p

150

100

5g

CaCl; . 2H;0

000 025 050 075 1.00 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 4.0in

5.2.7.2. Vliv slozeni mobilni faze

Vliv sloZeni mobilni faze bylo testovano na mobilni fazi 10mM kyselina dusi¢na,
10mM siran sodny pentahydrat, upravena ethylendiaminem na pH 3,0 s pfidavkem

organickeé latky, acetonitrilu nebo metanolu, a to v poméru 5:95 az 20:80.
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Vliv slozeni mobilni faze na reten¢ni ¢as

Vliv sloZeni mobilni faze na reten¢ni €as je uveden v nasledujicich tabulkach.

S pfidanim organické slozky do mobilni faze se retencni ¢as vyrazné neméni.

Tabulka 19., Vliv pfidavku acetonitrilu k mobilni fazi na retenéni ¢as

Chlorid vapenaty dihydrat

Pomér acetonitrilu k vodné slozce .
S e tr (Min)
mobilni faze
5:95 2,43
10:90 2,49
15:85 2,58
20:20 2,69

Obrazek 5., Chromatogram standardu chloridu vapenatého dihydratu pfi slozeni
mobilni faze 10mM kyselina dusi¢na, 10mM siran médnaty pentahydrat, upravena

ethylendiaminem na pH 3,0/acetonitril 80:20

mALU
Ph4nm

CaClz . 2H;0
LI N N I O I B

000 025 050 0Y5 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 min
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Tabulka 20., Vliv pfidavku metanolu k mobilni fazi na retenéni ¢as

Chlorid vapenaty dihydrat

Pomér metanolu k vodné slozce mobilni faze tr (Min)
5:95 2,42
10:90 2,51
15:85 2,62
20:80 2,73

Obrazek 6., Chromatogram standardu chloridu vapenatého dihydratu pfi slozeni
mobilni faze 10mM kyselina dusi¢na, 10mM siran médnaty pentahydrat, upravena

ethylendiaminem na pH 3,0/metanol 95:5
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5.2.8. Stabilita

Stabilita byla testovana na roztoku standardu o koncentraci 10mM pfipraveny
podle 4.4. Tento roztok byl naplnén do dvou vialek a zméfen v Case 0, poté jedna
Z nich byla uchovavana pfi teploté 4°C a vtemnu a druhy na svétle za laboratorni
teploty, pfiblizné 20°C. Takto uchovavané roztoky byly zméfeny v asech 24, 48 a 72

hodin a vysledky jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Tabulka 21., Stabilita

Chlorid vapenaty dihydrat

t A (4°C) St (%) A (= 20°C) St (%)

0 1440424 0,00 1441967 0,00
24 h 1446762 0,44 1446872 0,34
48 h 1444732 0,30 1451463 0,66
72 h 1448995 0,60 1454625 0,88

Z tabulky vyplyva, Ze roztok je stabilni po dobu 72hodin, a to jak pfi uchovavani
za shizené teploty a v temnu, tak pfi laboratorni teploté a na svétle a je mozné ho po

tuto dobu pouzivat. PoZzadavek St < 1% byl spinén.

50



6. ZAVER

Byly optimalizovany chromatografické podminky pro stanoveni vapenatych
iontl v pfipravku Calcii chloridi dihydrici inj. a nasledné byla provedena validace
analytické metody, véetné testu vhodnosti chromatografického systému.

Byly nalezeny optimalni chromatografické podminky pro stanoveni vapenatych
iontd pomoci HPLC, a to:

Kolona: Supelcosil LC-SCX; 25cm x 3mm; 5um (Sigma-aldrich)

Mobilni faze: 10mM kyselina dusiéna, 10mM siran médnaty

pentahydrat upravena ethylendiaminem na pH 3,0

Davkovani: 10ul
Detekce: 254nm
Pritokova rychlost:  1ml/min
Teplota: 30°C

Typ eluce: izokraticky
Cas analyzy: 5 min

V ramci validace metody byla testovana vhodnost chromatografického systému,
a to ucinnost chromatografické kolony vyjadfena pocétem pater a asymetrie
chromatografického piku. Dale byla testovana opakovatelnost, pfesnost, linearita,

spravnost, selektivita, robustnost a stabilita.

Pocet pater (N) vyjadfujici u€innost chromatografické kolony byl N=884, coz
splfiuje pozadavek aby N>500.

Asymetrie chromatografického piku (T) s hodnotou T= 1,86 splfiuje pozadavek
na T<2.

Opakovatelnost splfiuje podminky, aby relativni smérodatna odchylka ploch
pikd a retennich ¢asu byly mensi nez 1%. Hodnota relativni smérodatné odchylky pro
plochu piku byla 0,38% a pro reten¢ni ¢as 0,19%.

Relativni smérodatna odchylka pfi testovani pfesnosti byla 0,94%, coz splfiuje
poZadavek na relativni smérodatnou odchylku mensi nez 1%.

PoZadavek pro testovani linearity na hodnotu korelacniho koeficientu R>0,9990
byl s hodnotou R=0,999182 spInén.

Spravnost metody je vyjadiena veli€inou vytéznosti (R)), ktera ma byt v intervalu
100 £ 5%, coz s hodnotami vytéZnosti v rozmezi 99,06 — 102,01% bylo spinéno. DalSi
pozadavek na spravnost je, aby hodnota relativni smérodatné odchylky byla mensi nez

5%, coz je s hodnotou relativni smérodatné odchylky 0,94% také spinéno.
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PFi méfeni selektivity bylo prokazano, ze vSechny necistoty, kromé hofeCnatych
iontd, maji rozdilné retenéni Casy nez vapenaté ionty. Proto pro selektivni stanoveni by
bylo vhodné jinou metodou identifikovat a kvantifikovat hofe¢naté ionty, nebo danou
metodu dale optimalizovat.

V ramci robustnosti metody byl testovan vliv pH a sloZzeni mobilni faze na
retencni ¢as a plochu piku. Hodnoty retencnich €asu se se zménami pH a slozZeni
mobilni faze vyznamné neménily, na rozdil od ploch piku, které se liSily v rozmezi
70,85% az 100,37%.

PoZadavek na stabilitu mensi nez 1% byl spinén jak pfi uchovavani v temnu a

za shizené teploty, tak i pfi uchovavani na svétle a pfi laboratorni teploté.
Z validace analytické metody vyplyva, ze vSechny parametry, kromé selektivity,

odpovidaji danym pozadavkum. Proto pfi pouziti metody je nutné pfihlédnout

k uvedenym skute&nostem.
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