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Nazev diplomové prace: HPLC hodnoceni vybranych 1é¢iv X1.

Piedmétem této diplomové prace bylo nalezeni vhodnych chromatografickych podminek pro
HPLC analyzu latek fenofibrat a ketorolak. Na zakladé reSesni prace byly navrzeny podminky
pro analyzu fenofibratu. Jako nejvhodnéjsi se jevi kolona s naplni Cig 0 rozmérech 250x4.6
mm a velikosti ¢astic 5 pm (napf. kolona Luna od firmy Phenomenex, Kromasil od Sigma-
Aldrich, LiChrospher 60 RP-select B od firmy Merck, Zorbax od Agilent nebo Pinnacle od
firmy Restek). Jako mobilni faze byla navrzena smés acetonitrilu a fosfatového pufru

V objemovém pomeru 50:50 nebo 60:40 a navrzeny zpusob detekce je pomoci UV-VIS
detektoru pii vlnové délce okolo 286 nm. Pro analyzu ketorolaku byla zvolena kolona
Discovery HS C18 HPLC Column od firmy Sigma-Aldrich (15 cm x 4.6 mm, velikost ¢astic
5 um). Jako optimalni slozeni mobilni faze byla zvolena smés acetonitril : roztok
dihydrogenfosforecnanu draselného 0,01 mol/l okyseleny kyselinou fosforecnou na pH 3,25;
40:60 (v/v). Teplota byla nastavena na 25°C, maximalni tlak 20 MPa a prtitokova rychlost na
1ml za minutu. Jako vnitini standard byla zvolena kyselina tiaprofenova a detekce probihala
pomoci PDA detektoru (V nastaveném rozmezi vinovych délek 190-800 nm). Stejny zptisob
detekce 1 interni standard byly pouzity i pro chiralni analyzu ketorolaku, pfi niz byla pouzita
kolona CHIRALCEL®OD-R (0,46 cm x 25 cm, velikost ¢astic) 10um od firmy Daicel chem.
industries, LTD. Jako mobilni faze zde byla zvolena smés Acetonitril : chloristanovy pufr o
koncentraci 1 mol/l a pH 3,0; 40:60 (v/v). Rychlost pritoku mobilni faze byla nastavena na
0,5 ml/min, maximalni tlak na 16 MPa a teplota na 24°C.



ABSTRACT

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kréalové

Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control
Candidate: Stépan Skopovy

Consultant: RNDr. Milan Mokry, CSc.

Title of Thesis: HPLC evaluation of some drugs XI.

The main focus of this diploma thesis was to find suitable chromatografic conditions for
HPLC analysis of Fenofibrate and Ketorolac. Aproximate chromatographic conditions for
analysis of Fenofibrate were suggested based on review of previous research projects
concerning HPLC analysis of this drug. As for the stacionary phase, a C1g column (250 x 4.6
mm, Spum particle size) was considered to be the most suitable. Suggested mobile phase is to
be formed by mixture of acetonitrile and phosfate buffer (pH aproximetly 3,6) in the ratio 50:
50 or 60:40. Detection could be carried out by an UV-VIS detector at 286 nm. For the
analysis of ketorolac it was used Sigma-Aldrich’s Discovery HS C18 HPLC column
(150x4.6 mm, 5 um). The mobile phase consisted of acetonitrile and 0,01 mol/l potassium
dihydrogen phosphate buffer (pH 3.25) in the ratio 40:60 (v/v). Isocratic elution at a flow rate
of 1 ml/minute was set at temperature 25°C and the maximum pressure was 20 Mpa.
Thiaprofenic acid was used as internal standard and the detection was carried out by a PDA
detector (model SPD-M20 A at the range of 190-800 nm). The same internal standard and the
mode of detection was also used for the chiral analysis of Ketorolac, where a Daicel’s
CHIRALCEL®OD-R column (0,46x25 cm, 10um) was chosen as a stacionary phase. The
mobile phase consisted of acetonitrile and 1 mol/I chloristane buffer at ratio 40:60 (v/v). The
flow rate was set at 0,5 ml/min, maximal pressure at 16 MPa and temperature at 24°C.
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1 Uvod

Tato diplomova prace se zabyva analyzou vybranych 1é¢iv pomoci vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie neboli HPLC (zkratka anglického High Performance Liquid
Chromatography), coz je v soucasné dobé¢ jedna z nejpouzivanégjsSich metod farmaceutické
analyzy.

Jako 1é¢iva, kterym se tato prace vénuje, byly zvoleny fenofibrat a ketorolak. Fenofibrat je
latka ze skupiny antihyperlipidemik, kterd pomaha snizovat hladinu cholesterolu (pfedevsim
LDL a VLDL) a triglyceridt. Zaroven ptispiva ke zvyseni hladiny HDL, ¢imz pomaha snizit
riziko ateroskler6zy a s ni spojenych kardiovaskularnich onemocnéni. Ketorolak patfi mezi
takzvana nesteroidni antiflogistika a pouziva se ke kratkodob¢ 1é¢bé stiedné silné az silné
bolesti.

Tato prace se zaméfuje na nalezeni vhodnych podminek pro HPLC analyzu téchto latek.
Nejdiive byl proveden prizkum doposud vypracovanych praci na toto téma, z néhoz byla
vytvofena reSerSe. Soucasti této diplomové prace je také ¢ast experimentalni, ktera obsahuje
vyvoj a testovani chromatografickych metod pro analyzu ketorolaku.

2 Cil prace

Cilem této prace bylo v prvni fazi vypracovani reSerSni prace na téma HPLC analyza
fenofibratu a ketorolaku a na jejim zakladé navrhnout vhodné chromatografické podminky
pro experimentalni analyzu téchto latek. Cilem experimentalni ¢asti bylo nésledné tyto
podminky otestovat, upravit a upiesnit a ptipravit tak podklady pro vyvoj analytické metody.



3 Teoreticka cast



3.1 Historie

Prikopnikem, ktery se zaslouzil o objeveni chromatografie, byl rusky botanik Mikhail S.
Tswett, ktery se pocatkem 20. stoleti zabyval separaci pigmentd extrahovanych z rostlin za
pouziti rozpoustédla a prvni improvizované kolony naplnéné malymi ¢asticemi. Tswett
naplnil sklenény sloupec uhli¢itanem vépenatym a oxidem hlinitym. Poté timto sloupcem
nechal protékat piipraveny extrakt homogenizovanych listli rostlin a nasledné sloupec
promyval Cistym rozpoustédlem. Vysledkem tohoto experimentu byl vznik oddélenych
barevnych zon po separaci rostlinnych pigmentti. Podle feckého slova chroma (Cesky barva)
byl poté pojmenovan cely proces, jehoZ nazev se zachoval dodnes. (1)

Chromatografie se brzy ukéazala byt velice slibnou a progresivni analytickou technikou a
zaCaly vznikat nové a dokonalejsi metody. Nejdiive byly vyvinuty metody sloupcové
chromatografie, chromatografie na tenké vrstvé a poté plynové chromatografie. Kapalinova
chromatografie byla z po¢atku ve stinu téchto metod opomijena, aby mohla byt v 50-60tych
letech minulého stoleti znovuobjevena jako moderni, dynamicky se rozvijejici analyticka
technika, za kterou byla v roce 1952 udélena Nobelova cena dvojici védct A.J.P. Martinovi a
R.L.M. Syngemu z University v Cambridge. (2)

Od té doby urazila kapalinova chromatografie dalsi velky kus cesty, ve které sehral
vyznamnou roli mad’arsky inzenyr chemie C. Horvath, ktery jako stacionarni fazi pouzil malé
porézni sklenéné kuli¢ky, které vykazovaly vyssi separacni uc¢innost nez do té doby vyuzivané
naplné. Nevyhodou této stacionarni faze vSak bylo vyrazné zvyseni odporu pro pohyb mobilni
faze, kdy uz sila gravitace prestala stacit. V té dob¢ (60. 1éta 20. stoleti) byl tedy sestaven
prvni HPLC chromatograf, ¢ili pfistroj schopny poskytovat konstantni tok mobilni faze za
vysokého tlaku. Od té doby se HPLC neustéle vyviji, v sou€asnosti se ubird smérem cO
nejvetsi miniaturizace, automatizace a rychlosti analyzy o ¢emz pojednava kapitola moderni
trendy v HPLC. (3)

3.2 Definice a zakladni princip vysokoucinné kapalinové

chromatografie
Vysokou¢inna kapalinova chromatografie je analyticka metoda pouzivana k separaci riznych
komponent ve smési latek, at’ uz k identifikaci ¢i kvantitativnimu stanoveni dané latky.
Zakladnim principem je pratok kapalného rozpoustédla (mobilni faze), které obsahuje vzorek
analyzovanych latek ptes stacionarni fazi, neboli kolonu, ktera obsahuje pevny adsorbéni
material. Kazda komponenta ve vzorku interaguje s ¢asticemi stacionarni faze odlisng, coz

zpiisobuje rozdilnou retenci téchto komponent, vedouci k jejich rozdéleni pii pritoku
kolonou. (1)

HPLC je v soucasné dob¢ jednou z nejpouzivanéjsich analytickych metod. Jejimi hlavnimi
pfednostmi jsou univerzalni vyuZitelnost, citlivost, selektivita, rychlost a malé spotfeba
analyzovaného vzorku.



3.3 Vyznam HPLC ve farmaceutické analyze

HPLC dnes patii mezi nezbytné néstroje farmaceutické analyzy. Tato technika je hojné
vyuzivana ve vSech stadiich Zivotniho cyklu 1é¢ivého piipravku. Uplatiiuje se uz v preklinické
fazi vyzkumu pfi identifikaci potencialnich 1é¢ivych latek. Déle byva pouzivana ke zkouskdm
Cistoty a stability pfipravenych 1é¢ivych latek i hotovych 1ékovych forem. HPLC rovnéz
nachazi vyuziti ve farmakokinetickych studiich. Tato metoda nachéazi uplatnéni také

V monitorovani lékovych hladin a individualizaci terapie. Vyznamnou roli hraje také pti
vyvoji generik, zejména pii studiich disoluce a bioekvivalence. V neposledni fad¢ se také
jedna o vyznamny nastroj farmaceutické kontroly pro zajistovani jakosti vyrobcem ¢i
kontrolnimi organy a podili se tak na zvySovani bezpe¢nosti farmakoterapie. (2)

3.4 Instrumentace

Kapalinovy chromatograf se sklada ze zasobnik mobilni faze, ¢erpadla, davkovaciho
zafizeni, kolony, detektoru a vyhodnocovaciho zatizeni. Zakladni schéma kapalinového
chromatografu je zakresleno na obrdzku. V nésledujicich odstavcich budou jednotlivé soucasti
podrobnéji rozepsany.

I \ i i Vzorek [
terpadio Davkavaci Detzktor
wventil
Kolona ] I

Whodnocovaci
¥ zafizeni

Zasobnik
mobilni faze

Odpad

Obrazek 1 Schéma kapalinového chromatografu (4)

3.4.1 Zasobniky mobilni faze

Jedna se obvykle o jednu az tfi nadoby ze skla, kovu nebo plastu, které slouzi k uchovavani
mobilni faze. Ta je odtud prubézné vedena do dalSich ¢asti chromatografického systému. (5)

3.4.2 Cerpadlo

Zajist'uje staly tok mobilni faze HPLC systémem. Vyviji pracovni tlak v rozmezi 1 — 60 Mpa.
VétSina modernich ¢erpadel umoziuje také kontrolované michani riznych mobilnich fazi

z vice zasobniku (gradientova eluce) (5)

3.4.3 Davkovaci ventil
Toto zatizeni zprostfedkovava vsttik analyzovaného vzorku do mobilni faze pted vstupem do
kolony. Ve vétsin€ modernich systémt se jedna o automatické davkovace, které 1ze
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naprogramovat ke vstiikovani definovanych objemua v daném cCase z vialek umisténych ve
specianim zasobniku. (5)

3.4.4 Kolona

Kolona je ,,srdce” HPLC systému. Je mistem, kde dochazi k separaci smési analytii. Dochézi
zde ke kontaktu mobilni a stacionarni faze. Kolony se od sebe lisi velikosti, ktera se pohybuje
vétsinou mezi 150 az 300 mm s vnitinim praméru 2,1-4,6 mm a zejména svou naplni, kterou
tvori tzv. sorbent, ktery mize piimo fungovat jako stacionarni faze nebo jeho povrch muize
byt modifikovan jinou stacionarni fazi. Podle sorbentu se kolony déli na napliové a
monolitické. (2)

3.4.4.1 Nadpliiové kolony

Napln kolon je tvofena malymi kulatymi ¢asticemi (vétSinou o velikosti 1,5 az 5 um).Tyto
Castice jsou velice porézni, ¢imz se znacné zvétSuje povrch stacionarni faze. Plati, ze ¢im
mensi ¢astice, tim je vétsi odpor vuéi pratoku mobilni faze. (3)

3.4.4.2 Monolitické kolony

Tyto kolony jsou naplnény celistvym kusem sorbentu, ktery obsahuje veliké mnozstvi pord o
rizné velikosti. Vyhodou takovych kolon je moznost dosaZeni vétsiho intersticidlniho
prostoru a nasledna schopnost pojmout vétsi priatok mobilni faze i pii pouziti nizsiho tlaku.

(3)
3.4.5 Detektor

Funkci detektoru je zaznamenat ptitomnost analytu v eluatu, ktery vychazi z kolony, a pievést
ho na elektricky signal. Ten je dale zpracovan vyhodnocovacim zafizenim a pieveden na
chromatograficky signdl (pik). Existuje n€kolik rtiznych typl detektort, které se pouzivaji
jako souc¢ast HPLC systému. Nejpouzivanéjsi z nich jsou podrobnéji priblizeny

Vv nasledujicich odstavcich. (2)

3.4.5.1 Spektrofotometrické detektory (UV/VIS)

Jedna se o detektory, které jsou dnes béznym standardem pro kontrolu kvality substanci a
1é¢ivych piipravki. Principem této detekce je schopnost latek absorbovat UV zafeni,
poptipad¢ zatfeni o vinové délce, kterd piislusi viditelné oblasti spektra. Jsou snadno
vyuzitelné v kvantitativni analyze, nebot’ zde 1ze aplikovat Lambert-Beeruv zékon, kde
odezva detektoru vykazuje linearni zavislost na délce cely a koncentraci analytu. (A= ¢.l.c,
kde A je absorbance, | je tloustka absorbujici vrstvy v cm, ¢ pfedstavuje koncentraci analytu
v mol/l a € je molarni absorp¢ni koeficient). Zdrojem zéfeni byva nejcastéji deuteriova lampa
(pro UV oblast spektra — 200-400 nm) nebo wolframova lampa (pro viditelnou oblast
spektra). UV/VIS detektory se dale déli na tii typy.

Nejstarsi a nejjednodussi typ je detektor s fixni vinovou délkou, ktery je v soucasnosti uz
piekonan a téméf se nevyuziva. O poznani vyuzivangjsi je detektor s promeénnou vinovou
délkou. Ttretim typem jsou takzvané detektory s diodovym polem (DAD), které dokazou
béhem analyzy zaznamenat celé spektrum v ramci nastaveného rozmezi. Tak Ize zvolit

vlnovou délku pro detekci riznych pikii individualné a ziskat jejich UV spektrum.



Vyhodou téchto detektort je jejich vysoka citlivost pro latky, které obsahuji chromofor,
snadnost obsluhy a nizka citlivost odezvy vici zménam slozeni mobilni faze a teploty. (2,6)

3.4.5.2 Fluorimetrické detektory (FD)

Zakladnim principem téchto detektort je zaznamenéni fluorescence analytu. Nejdiive je
analyt vystaven excitanimu zafeni a tato piijata ¢ast energie je nasledné vyzarena jako emisni
zéafeni o vlnové délce vyssi nez byla délka primarniho zafeni. Oproti UV/VIS detekci ma tento
zpusob vyhodu ve vyssi citlivosti a selektivité, ale je vyuzitelny pouze pro latky, které
vykazuji fluorescenci nebo se daji derivatizaci pievést na fluoreskujici produkt. (6)

3.4.5.3 Elektrochemické detektory (ECD)

Tento zptsob detekce je zalozen na oxida¢né-redukcnich dé&jich. Proto l1ze takto detekovat
pouze latky, které obsahuji skupinu schopnou oxidace nebo redukce. Cela detektoru obsahuje
elektrody (rizné druhy — napt. uhlikova, stiibrna, zlatd nebo platinova), které zaznamenavaji
zménu elektrické veli¢iny, vyvolanou pfitomnosti analytu v mobilni fazi. Existuji dva typy
téchto detektort, a to ampérometricky, ktery méii elektricky proud pfi konstantnim napéti a
coulometricky, ktery zaznamenava zménu elektrického napéti za konstantniho proudu a
dochézi pti ném k tplné elektrolyze analytu. Tento detektor je vhodny pfi analyzach
elektrochemicky aktivnich latek, pro néz je vysoce citlivy a selektivni. Typicky jsou takto
detekovany zejména katecholaminy, glykoproteiny a analyt obsahujici fenolickou, amino,
diazo nebo nitro skupinu. (2,6)

3.4.5.4 Radiometrické detektory (RAD)

Pomoci radiometrickych detektorti se stanovuji radioaktivné oznac¢ené analyty, které emituji
a, B nebo y zareni v disledku jaderného rozpadu. Tento zplisob detekce se vyuziva zejména
pro experimentalni studie distribuce 1éCivych latek u laboratornich zvitat, pro néz vykazuje
vysokou selektivitu a citlivost. (2,6)

3.4.5.5 Refraktometrické detektory

Principem refraktometrickych detektorid je métfeni rozdilu indexu lomu mezi samotnou
mobilni fazi a mobilni fazi s obsahem analytu. Tento detektor je velmi univerzalni, ale pfesto
nachazi pouze malé vyuziti z divodu nizké citlivosti a zavislosti na slozeni mobilni faze
(neumoznuje analyzy v gradientovém modu eluce). (2,6)

3.4.5.6 Detektory rozptylu svétla

Vyse popsané nedostatky refrakometrickych detektori ¢astecné kompenzuji detektory
rozptylu svétla. Mobilni faze je pti tomto zplisobu detekce odpatena pomoci proudu dusiku a
nasledné je méfen rozptyl svétla na €asticich net€ékavych analyt. Vyhodou tohoto detektoru
je univerzalnost, moZnost gradientové eluce a tolerance teplotnich vykyvi. Jeho pouziti je
vhodné u latek s absenci chromofort. (6)

3.4.5.7 Aerosolovy detektor nabitych ¢dstic (Corona-discharge detektor - CAD)
Eluat je zde po vystupu z kolony pfeménén na aerosol a mobilni faze je poté odparena ve
specialni komote. Analyt je takto pfeveden do plynné faze, kde je smisen s pozitivné€ nabitym
dusikem, ktery svlij ndboj odevzdé analytu. Ten poté putuje do kolektoru, kde vlivem tohoto
naboje vznika elektricky proud, ktery lze zaznamenat pomoci elektrometru. Vyhodou tohoto
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detektoru je opét velkéd univerzalnost, je totiz schopen detekovat témét vSechny analyty (musi
byt méné tékavé nez mobilni fize). Je proto vhodnou alternativou k detekcei analytt, které
nemaji ve svych molekulach zadny chromofor zaznamenatelny pomoci UV/VIS detekce. (6)

3.4.5.8 Hmotnostni spektrometrie (MS detektor)

Spojeni HPLC s MS detektorem je jednim ze soucasnych modernich trendii ve farmaceutické
analyze. Tato kombinace naléza uplatnéni zejména v kvalitativnich 1 kvantitativnich
analyzach slozitych smési (pfedevsim analyza 1é¢iv a metaboliti v biologickém materialu),
kdy analytik ziska z vystupu méteni také informace o strukture danych latek. Po vystupu

Z HPLC systému musi byt vzorek ionizovan (nejcastéji pomoci elektrospreje nebo chemicky
za atmosferického tlaku). Ionty jsou posléze ptivedeny do analyzatoru, kde jsou separovany
podle poméru hmotnosti a naboje fragmentu (m/z). Posledni ¢asti je vlastni detektor, kde
dochazi k detekci iontt. (2,7)

3.4.6 Vyhodnocovaci a kontrolni zarizeni

V podstaté jde o pocitac, ktery hlida a udrzuje vSechny parametry HPLC systému (sloZeni
mobilni faze, teplotu, tlak, sekvenci davkovani vzorku atd.) a vyhodnocuje data ziskana

Z detektoru, kdy zaznamenany signal ptevadi do podoby, kterd umoziuje dalsi interpretaci
vysledkti méteni. (2)

3.5 Zakladni chromatografické veliciny

3.5.1 Retencni cas

Tato veli¢ina udava vzdalenost maxima chromatografického piku od bodu nésttiku

Vv ¢asovych jednotkach. Pro svou snadnou méfitelnost se pravdépodobné jedna o nejvice
vyuzivany deskriptor chovani analytu, slouzici k jeho jednoznacné identifikaci konkrétnim
systémem. Jeho nevyhodou je mal4 univerzélnost, protoze zalezi na rychlosti toku mobilni
faze, velikosti kolony a typu sorbentu. (8,9)

3.5.2 Retencni faktor

Nizkou univerzalnost reten¢niho ¢asu kompenzuje veli¢ina zvana retencni faktor. Vypocita se
podle nasledujiciho vzorce, kde t'r je takzvany redukovany retencni ¢as, ktery 1ze vypocitat
odec¢tenim mrtvého retencniho Casu to od retencniho Casu analytu tgr. Mrtvy retencni ¢as je
definovan jako reten¢ni ¢as analytu, ktery neni zadrzovan na kolon¢ a je voln¢ unasen
proudem mobilni faze. Retenéni faktor je tedy bezrozmérna veli¢ina, ktera popisuje reten¢ni
chovani analyzované latky nezavisle na rychlosti toku mobilni faze a rozmérech kolony.
Umoznuje tak lepsi srovnani v ptipadé méteni na riznych pfistrojich s vyuzitim riznych
velikosti kolon (chromatografické podminky jako sloZeni mobilni faze a typ sorbentu kolony
vSak musi zlstat zachovany). (3,8)
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(tr — to) tRr

to to

k =

Rovnice 1 retenéni faktor (12)

3.5.3 Selektivita

Tato veli¢ina udava schopnost chromatografického systému odlisit dva analyty. Vypocita se
jako pomér retencnich faktori nebo redukovanych reten¢nich ¢asti dvou analyti, viz vzorec.
Selektivitu ovliviiuji zejména vlastnosti sorbentu a analytu. (3,8)

ks _ Ig, — Iy

0 =
ki tg =1

Rovnice 2 selektivita (12)

3.5.4 U¢innost

Analyt je vstiiknut na kolonu ve form¢ velmi malé zony s jeho rovnomérnym rozlozenim po
celé této oblasti. Pfi pohybu zony kolonou dochdzi k jejimu rozsifovani. Stupen tohoto
rozmyti je udavan veli¢inou zvanou u¢innost. K popisu tohoto jevu se vztahuje nékolik teorii.
Nejvice uznavana je takzvana teorie teoretickych pater. Jejim principem je predpoklad
neustale se obnovujici rovnovahy mezi mnoZstvim analytu pfitomnym na povrchu stacionarni
faze a mnoZstvim analytu ve fazi mobilni a zaroven existenci hypotetickych oddélenych
vrstev v kolon¢. Kazdé takové patro ma definovanou vySku (height equivalent to a theoretical
plate, HETP), pfi¢emz analyt se v ni vyskytuje v definovaném case, ktery postacuje k ustaleni
rovnovahy. Malé vyska teoretick€ého patra nebo jejich vySsi pocet pak vede k vys$si G¢innosti
pfechodu analytu mezi dvéma fazemi, a tim k lepsi separaci. Pocet teoretickych pater (N) 1ze
vypocitat podle nasledujiciho vzorce, kde tr je retencni €as analytu a wy je Sitka piku v
poloving jeho vysky vyjadfena ¢asem. (3,8)

2

tr
N = 5,545—
Wh

Rovnice 3 pocet teoretickych pater (12)
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Tato veli¢ina je zavisla zejména na kvalité sorbentu, velikosti ¢astic, priitoku mobilni faze a
technickych parametrech pouzitého pfistroje. Je velmi ovliviiovana také délkou kolony. Pro
lepsi srovnani ucinnosti pti pouziti rizné délky kolony je zde veli¢ina vyskovy ekvivalent
teoretického patra (H), ktera se vypocita pomoci nasledujiciho vzorce: (2,8)

Rovnice 4 vyskovy ekvivalent teoretického patra (12)

3.5.5 Rozliseni

Jak bylo zminéno v pfedchozich odstavcich, vzdalenost maxim piki je vyjadiena selektivitou
jejich rozmyti pomoci Gi€innosti. Dalsi chromatografickou veli¢inou je rozliSeni (R), které je
definovano jako pomér vzdalenosti mezi dvéma piky a priimérné §itky téchto pikda, Cili tento
deskriptor v sob¢ zahrnuje jak selektivitu, tak i i¢innost. Vypocita se podle nasledujiciho
vzorce, kde trs, try predstavuji retenéni ¢asy piki a wpy @ Why jsou Sitky pikti v poloving vysky
vyjadiené ¢asem. Pro dosazeni separace dvou pikl na zakladni linii je obvykle dostacujici
hodnota rozliseni 1,5 (2,8)

(trz — tr1)
Whz + Wps

R=1,18

Rovnice 5 rozliseni (12)

3.6 Hodnoceni HPLC chromatogramu

Jak bylo zminéno jiz v tivodu, pomoci HPLC Ize provést jak identifikaci analyti, ¢ili
kvalitativni analyzu, tak i vyjadfeni jejich obsahu ve vzorku, neboli analyzu kvantitativni.

3.6.1 Kvalitativni hodnoceni

Zakladni charakteristikou pro kvalitativni hodnocenti je retencni ¢as, kdy se porovnava
reten¢ni ¢as dan¢ho analytu s retenénim ¢asem standardu. Samoziejmé, jak jiz bylo zminéno
v predchozich kapitolach, retencni ¢as zavisi na chromatografickych podminkach (mobilni
faze, kolona, rychlost toku, teplota...), proto je nutné pro obé analyzy pouzit totozné
podminky. Je nutné podotknout, Ze retencni €as neni pro zadnou latku zcela unikatni, navic
muze byt ovlivnén koeluci dalSich latek nebo matrici vzorku. Tento ptistup tedy neni ptilis
vhodny pro analyzu biologického materidlu a jinych vzorkt, kde mize dochazet k témto
interakcim. Naopak u analyzy vzorkt, kde je predpokladan majoritni obsah daného analytu je
tento zpiisob vhodny (napft. kvalitativni hodnoceni latek pti vyrob¢).
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Pti kvalitativni analyze slozitéjSich vzorki je vhodné vyuzit specidlni detektory, které
poskytuji strukturni data (napt. MS, PDA, NMR, IR). V soucasné dob¢ je nejpouzivané;si
spojeni HPLC s MS, popf. detektoru s diodovym polem (PDA). (2,3)

3.6.2 Kvantitativni hodnoceni

Kvantitativni analyza se provadi pomoci integrace piku. Plocha pod kiivkou piku totiz roste
S obsahem piislusné latky ve vzorku. Riznymi zptlisoby lze poté zjistit obsah analyzované
latky ve vzorku. Tyto zptsoby jsou podrobnéji rozvedeny v nasledujicich odstavcich.

3.6.2.1 Metoda vnéjsiho standardu

Pfi této metodé je koncentrace stanovované latky ve vzorku uréena porovnanim plochy jejiho
piku a piku standardu, ktery je vSak analyzovan samostatné. Plocha piku je pfimo tmérna
koncentraci latky u standardu ku vzorku. Vzhledem k tomu, Ze koncentraci standardu zname,
lze vypocitat neznamou koncentraci vzorku za pouziti nésledujiciho vzorce, kde Ast a Avz
jsou plocha piku standardu, resp. vzorku cst a Cyz predstavuji koncentrace standardu, resp.
vzorku. (3,10,11)

Rovnice 6 vngjsi standard (13)

3.6.2.2 Metoda vnitiniho standardu

Ptedchozi zptisob je mnohdy nevyhodny z diivodu nutnosti provadét analyzu zv1ast pro
vzorek 1 pro standard, coz stoji mnoho ¢asu a navic je tato metoda zatizena chybou dvojiho
nastiiku. Tyto nedostatky jsou kompenzovany v metod¢ vnitiniho standardu, kdy se ke
znamému objemu vzorku pfidava definovany objem vnitiniho standardu a tato smés se
standardu, ktery ma byt eluovan v blizkosti pikli analyzovaného vzorku, musi mit podobnou
koncentraci jako hodnocené latky a m¢l by byt chemicky inertni, aby se zabranilo nezddoucim
interakcim. Neznama koncentrace analytu ve vzorku (cy;) se nasledné vypocita podle
nasledujiciho vzorce, kde Ajs pfedstavuje koncentraci interniho standardu a ostatni nezndmé
jsou stejné jako ve vzorci u metody vnéjsiho standardu. (3,10,11)

(32)
C = AIS C
VZ — ST
(i
Ars
Rovnice 7 vnitini standard (13)
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3.6.2.3 Metoda normalizace

Pfi metod¢ normalizace se stanovovana latka vyjadiuje jako procentualni podil vSech pikli na
chromatogramu, kdy jsou zanedbany piky pod limitem zanedbatelnosti a piky, které ptislusi
rozpoustédlim. Tato metoda je vhodna pro hodnoceni stability, poptipadé Cistoty. (2)

3.6.2.4 Kalibracni metoda

Pti kalibra¢ni metod¢ se nejprve urci zavislost odezvy detektoru na koncentraci daného
analytu. V praxi se na zakladé vysledkt vytvoii kalibra¢ni kiivka, ze které 1ze vypocitat
smérnice a nasledné se pomoci ziskané rovnice ptimky (ve tvaru y = ax+b) vypocita
koncentrace stanovované latky. (3,10,11)

3.6.3 Separacni médy
Podle pouzité stacionarni a mobilni faze se rozlisuje n¢kolik separacnich modi, které budou
podrobnéji priblizeny v nésledujicich odstavcich.

3.6.3.1 Chromatografie na normdlnich fazich

Jedna se o historicky nejstarsi separacni mod. Vyuziva se zde polarni stacionarni faze, kterou
povrchem (s navazanymi polarnimi funkénimi skupinami). Mobilni fazi zde tvoti nevodné
smési organickych nepolarnich rozpoustédel (nejCastéji hexan, dichlormethan nebo
chloroform). K retenci na stacionarni fazi dochazi diky elektrostatickym interakcim (vodikové
vazby, dipol-dipol). Cim je mobilni faze polarngjsi, tim jsou analyty rychleji vymyvéany

Z kolony. Dfive se tento zptsob hojné€ pouzival zejména pii analyze polarnich latek jako
naptiklad sacharidu, ale dnes uz byva nahrazovan novéj$imi technikami. (2)

3.6.3.2 Chromatografie na reverznich fazich

Tento separacni mod je dnes mnohem vyuZivangj$i neZ jeho vyse popsany predchtdce. Jak jiz
nazev napovida, faze jsou zde obraceny, tedy stacionarni faze je nepolarniho charakteru a je
tvofena nejcastéji silikagelem s modifikovanym povrchem hydrofobnimi funkénimi
skupinami (nejcastéji dlouhé alkylové fetézce Cig a Cg nebo napft. fenyl). Mobilni faze je
naopak polarnéjsi, obsahuje organickou ( nej€astéji methanol, acetonitril nebo jejich smési) a
vodnou slozku (roztoky pufrit). Mechanismus zadrZovani analytu stacionarni fazi jsou zde
hydrofobni interakce. Méné polarni latky jsou takto vice zadrzovany na stacionarni fazi a
potadi retence je tedy obracené oproti pfedchozimu médu. (2,14)

3.6.3.3 Chromatografie hydrofilnich interakci

U tohoto médu se pouziva jako staciondrni faze silikagel, ¢isty nebo modifikovany poléarni
funkéni skupinou. Mobilni faze je tvofena smési acetonitrilu a vodného roztoku pufru.
Principem je vytvoreni tenké vodné vrstvy na povrchu staciondrni faze, do které pronikaji
analyty rozpusténé v mobilni fazi. Tento zpusob je dnes vyuzivan jako alternativa pro
chromatografii na normalni fazi k analyze polarnich latek. (16)

3.6.3.4 Iontové vyménna chromatografie

Stacionarni faze u tohoto médu musi obsahovat iontovou nebo ionizovatelnou skupinu. Tato
skupina ma opa¢ny naboj neZ separovany analyt. Mobilni f4ze obsahuje ionty, které¢ maji
rovnéZ opacny naboj. Dochazi tedy ke kompetici analytu a ionti mobilni f4ze o vazebna mista
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na stacionarni fazi, coz je princip retence u tohoto modu. Tento systém nachazi vyuziti
zejména pfi analyze iontli nebo ionizovatenych latek. (3)

3.6.3.5 Chirdlni chromatografie

Chiralni separace v posledni dob¢& nabyvaji stale vétsiho vyznamu z divodu racionalizace
terapie, pro niz je dilezité od sebe rozlisit jednotlivé stereoizomery a sledovat jejich aktivitu
¢i nezadouci uinky. Enantiomery maji stejné fyzikalné-chemické vlastnosti, coz klade vyssi
naroky na chromatograficky systém. Nejcastéji jsou dnes vyuzivany nasledujici dva zpiisoby
chiralni separace. (2)

3.6.3.5.1 Derivatizace

Principem tohoto zpusobu je derivatizace enantiomerti opticky aktivnim ¢inidlem, ¢imz dojde
ke vzniku diastereomert, které uz maji odlisné fyzikalné-chemické vlastnosti a lze je tedy od
sebe rozlisit pomoci standardnich HPLC metod. (2)

3.6.3.5.2 Neprimy pristup

Pfi nepfimém piistupu chirdlni separace se vyuzivaji specialni enantioselektivni stacionarni
faze, jejichz povrch byva modifikovan opticky aktivni latkou (napft. cyklodextrin). Dalsi
moznost je zde také ptidani opticky aktivniho ¢inidla do mobilni faze, v tomto piipad¢ 1ze
docilit separace i na achiralni koloné&. (2)

3.7 Vyvoj chromatografické metody

Vyvoj chromatografické metody spociva v nalezeni chromatografickych podminek vhodnych
k analyze konkrétniho vzorku. Pti vyvoji metody je nutné zvazit mnoho faktord.

V nasledujicich odstavcich jsou jednotlivé kroky vyvoje metody podrobnéji pfiblizeny.

3.7.1 Ziskani a interpretace informaci o fyzikdlné-chemickych
vlastnostech analyzovanych latek

vlastnosti pro HPLC analyzu patii rozpustnost, polarita, pKa a pH analyzovanych latek.
Dobré znalost téchto vlastnosti miiZze analytikovi pomoci pii vybéru sloZeni mobilni faze,
nalezeni vhodné kolony a zpiisobu detekce.

3.7.2 Uprava vzorku

Ptiprava vzorku je dulezity krok pii vyvoji metody. V prvni fazi musi byt pfipraven roztok,
ktery je stabilni pfi normalnich laboratornich podminkach. Roztok vzorku by mél byt dale
prefiltrovan za pouziti filtru s velikosti porti 0.22 — 0.45 pm k odstranéni nerozpusténych
necistot. Casto se také pracuje se vzorky biologického materialu, kde je piiprava pongkud

vvvvvv

3.7.3 Nalezeni vhodnych chromatografickych podminek
Nasledujici odstavce jsou vénovany jednotlivym chromatografickym podminkam, jejichz
vybér je pfi vyvoji metody nutno zvazit.
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3.7.3.1 Vybér pufru

Pufr je Castecné neutralizovana kyselina, kterd brani zménam pH v roztoku. Dulezitou
charakteristikou pufru a jeho schopnosti ¢elit zménadm pH je veli¢ina zvana kapacita pufru.
Tato veli¢ina je charakterizovana mnozstvim hydroxidu sodného, kter¢ je pottebné ke zvyseni
pH roztoku o 1.0. Spravna volba pufru je pro Gspésny vyvoj metody velice dilezitd. Je nutno
zvazit vliv pH na retenci analytu, rozpustnost pufru v organickém modifikatoru, jeho
koncentraci a vliv na detekci. Spatna volba pufru miize vést k nedostateéné &i
nereprodukovatelné retenci. (19)

Hlavnim voditkem pro vybér spravného pufru je pozadované pH. U RP-HPLC se pH
pohybuje nejcastéji v rozmezi 2-8. Je dilezité, aby pKa pufru bylo blizko zamyslenému pH
roztoku, protoze kapacita pufru je nejvétsi, kdyz je jeho pKa co nejblize zamyslenym
hodnotadm pH mobilni faze. Hodnoty pak ¢asto vyuzivanych pufrt a jejich vyuZzitelné rozmezi
pH jsou uvedeny v tabulce. (20,21)

Tabulka 1 pufry (23)

Pufr pKa Rozmezi pH
Octan amonny 4.8 3.8-5.8
Mravencan amonny 3.8 2.8-4.8
KH,PO4/kyselina fosfore¢na 2.1 1.1-3.1
KH,PO,/ K,;HPO, 7.2 6.2-8.2
Octan draselny/kyselina octova | 4.8 3.8-5.8
H;B03/Na,B,0; . 10 H,0 9.2 8.2-10.2
Hydroxid amonny/amoniak 9.2 8.2-10.2
Kyselina frifluoroctova <2 1.5-2.5
Mravencan draselny/ kyselina 3.8 2.8-4.8
mravenci

Pti vybéru pufru je tfeba brat v potaz i1 dalsi obecné zasady:

1. Fosfatovy pufr je 1épe rozpustny v mobilni fazi tvofené methanolem a vodou nez ve fazi
acetonitril/voda nebo THF/voda.

2. Nekteré pufry tvofené solemi jsou hygroskopické, coz se miize negativné projevit na
chromatografii (pfedevsim tailing).

3. Amonné soli jsou lépe rozpustné v mobilnich fazich tvofenych organickym rozpoustédlem
a vodou.

4. Trifluoroctova kyselina se po Case rozklada, je t€kava a absorbuje UV zéfeni o nizké
vinové délce.

5. U pufrovanych mobilnich fazi, které neobsahuji organicky modifikétor (nebo pouze malé
mnozstvi), ¢asto dochéazi k rychlému rstu mikrobi, coz miize znehodnotit
chromatograficky proces.

6. Pii pH vyssim nez 7 fosfatovy pufr urychluje disoluci kfemiku a vyznamné snizuje
zivotnost kiemikovych kolon. Proto pii pH vys$§im neZ 7 je vhodné pouZzivat organické
pufry.

7. Pufry by mély byt po piiprave piefiltrovany pomoci 0.2 pm filtru a mobilni faze
odplynéna.
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8. Kyselina fosforecna a jeji sodné nebo draselné soli (fosfatovy pufr) jsou nejcastéji
pouzivanym pufrem u RP-HPLC. V pfipad¢ analyzy organofostatli miuze byt fostatovy
pufr nahrazen pufrem sulfatovym. (22)

3.7.4 Vybér detektoru

Detektor je velmi dalezita soucast HPLC systému. Jeho vybér zalezi na chemickych
vlastnostech analytii, potencidlnich interakcich, pozadovaném limitu detekce a v neposledni
fad¢ na dostupnosti a cen¢ detektoru. UV/VIS detektor vynika svoji univerzalnosti a
poskytuje vysokou citlivost potfebnou pro identifikaci i nizkych koncentraci necistot a
kvantitativni analyzu. PDA detektor nabizi pokrocilou detekci pro preparativni HPLC a
LC/MS systémy. Jeho integrovany software a optické inovace zajistuji vysokou
chromatografickou a spektralni citlivost. RI detektor vyniké vysokou citlivosti, spolehlivosti a
dobrou reprodukovatelnosti vysledk, coz tento zplisob detekce ¢ini velmi vyhodnym pro
analyzu latek s omezenou nebo nulovou absorbci UV zafeni. Fluoresce¢ni detektor zajistuje
vysokou citlivost a selektivitu detekce, dostate¢nou pro kvantitativni stanoveni i velmi
nizkych koncentraci cilovych latek. (26)

3.7.5 Vybér kolony

Kolona je usttedim HPLC systému. Jeji volba bude mit na vysledky analyzy nejvétsi vliv.
Stacionarni faze je v kolon¢ vazana na matrici. Existuje nékolik typa téchto matric, vétSinou
jsou tvofeny kifemikem, hlinikem ¢i polymerem. Nejcastéji se lze setkat s matricemi na bazi
kiemiku, které vynikaji snadnou vyrobou a moznosti navazani staciondrni faze. Mezi jejich
vyhody patii také mechanicka odolnost vii¢i vysokym tlakiim a chemicka stdlost 1 vii€i vétSing
organickych rozpoustédel i1 pfi nizkém pH. Jejich vyznamnou nevyhodou je rozpousténi
kfemiku pii pH vysSim nez 7. V soucasnosti byl tento problém vSak jiz ¢astecné odstranén a
byly vyvinuty i moderni kfemikové kolony pro pouziti v prostiedi o vysokém pH. Na separaci
analytli ma vliv nejen stacionarni faze, ktera je na této matrici navazana, ale hraje zde roli i
velikost a tvar Castic matrice. MensSi ¢astice znamenaji vétsi pocet teoretickych pater a
zvySenou U€innost separace, na druhou stranu také zvysuji protitlak v koloné, coz miize
zpusobit jeji ucpani. (25)

Pii RP-HPLC je stacionarni faze nepolarni a mobilni faze polarni, coz zptsobuje, ze polarni
latky jsou eluovany diive neZ nepolarni. Pro vytvoreni stacionarni fdze pro RP-HPLC na
kiemikové matrici jsou reagovany volné silanoly matrice s chlorosilanem s navazanymi
hydrofobnimi skupinami, ¢imz vznika nepoléarni vrstva. Vlivem sterického branéni vSak
dochazi k obsazeni pouze zhruba jedné tietiny volnych silanold. Zbylé silanoly tak mohou
reagovat s analyty a zpiisobovat tailing. Proto po derivatizaci kolony pozadovanou stacionarni
fazi jsou tyto volné silanoly dale neutralizovany chlortrimethylsilanem, aby nedochazelo

k témto interakcim a zvysila se tak G¢innost kolony. Nejcastéji pouzivané stacionarni faze
jsou C4 (butyl), Cg(oktyl), Cig(oktadecyl), kyanopropyl a fenylpropyl. Obecné plati, Ze ¢im
delsi a hustéji koncentrované jsou alkylové fetézce staciondrni faze, tim vétsi je retence
nepolarnich analyt. (26)
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Kolony s kratkymi alkylovymi fetézci( Cs, C4 a Cs) jsou vyuzivany hlavné pii ion-pairing
chromatografii. Tyto kolony (konkrétné naptiklad Zorbax SB-C3, YMC-Pack C,4 a Luna Cs)
jsou mén¢ odolné vici hydrolyze nez kolony s delSimi fetézci.

Kolony Cg (napi. Zorbax SB-Cg, Luna Cg a YMC-PACK-MOS) jiz nachazeji Sirsi
aplikovatelnost, zptisobuji sice mensi retenci nez kolony Cig, ale pfesto nachéazeji Siroké
uplatnéni ve farmaceutické analyze.

ODS kolony (Cig) (napt. Zorbax SB-Cig, YMC Pack ODS a Luna Cjg) jsou velmi ¢asto
vyuzivany pro analyzu nepolarnich latek, zejména pro svou vysokou retenci.

Fenylové kolony (napi. Zorbax SB-Phenyl, YMC-Pack Phenyl a Luna Phenyl-
Hexyl)poskytuji vysokou selektivitu a mensi retenci nez Cga Cig faze. Jsou Casto pouzivany
pro analyzu aromatickych latek.

CN kolony (napf. (Zorbax SB-CN, Luna-CN, and YMC-Pack CN) jsou polarni a mohou byt
pouzity jak pro normalni, tak i pro RP-HPLC. Casto se pouZivaji pro zvy3eni retence
poléarnich analytq.

Existuje celd fada riiznych kolon. Vybér té vhodné je sloZity proces, pii némz se uplatiuji
zejména zkuSenosti analytika a ¢asto probihd metodou pokus-omyl. Pomoci dikladného
zvazeni charakteru analyzovanych latek, cile analyzy a dalSich okolnosti Ize vSak okruh
moznych kolon zuzit a vybé&r tak usnadnit. (27, 28, 29)

3.7.6 Vybér mobilni faze

Typ rozpoustédla (u RP-HPLC nejcastéji methanol, acetonitril a tetrahydrofuran) ovliviiuje
rozliSeni, selektivitu a Gi€innost separace. K vybéru mezi methanolem a acetonitrilem dochézi
zejména na zakladé rozpustnosti analytu a pouzitém pufru. Tetrahydrofuran je z téchto
rozpoustédel nejméné polarni, Casto zpiisobuje zmény v selektivité a je inkompatibilni

s detekci pfi nizkych vinovych délkéch, ktera je pro analyzu vétSiny farmaceutik nezbytna.

Mobilni faze pouzivana k RP-HPLC se tedy sklada z vodného pufru a z organického
rozpoustédla s vodou misitelného. Klicem k uspéSnému vyvoji analytické metody je nalezeni
vhodné organické a vodné faze a jejich optimalniho poméru v zévislosti na
hydrofilité/hydrofobité analyzovanych molekul. (32)

3.7.7 Vybér modu eluce

Pti vyvoji chormatografické metody jsou na vybér dva zpiisoby eluce mobilni faze. Prvnim
zpusobem je takzvany isokraticky mod, coz znamena, ze sloZeni mobilni fize je konstantni.
Béhem celé analyzy jsou tedy stale stejné intrakce mezi analytem a rozpousStédlem a analytem
a stacionarni fazi, tudiz je tento zpusob predvidatelng;si, ovSem za cenu nizsi separacni
kapacity a separa¢ni sily (pocet molekul které mohou byt rozliseny)

Druhym zpiisobem je takzvany gradientovy mod eluce. Pfi tomto zptisobu dochéazi ke
zménam ve slozeni mobilni faze v pritbé¢hu separace. Hlavni vyhodou je narlst separacni sily.
Gradientova eluce se pouziva zejména pii analyze vzorki obsahujicich vét§i mnozstvi
analytl, kdy neni mozZné zajistit eluci vSech komponent pfi retencnim faktoru mezi 1 az 10.
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To proto, ze neexistuje jedno nastaveni chromatografickych podminek, pti kterém by
dochazelo k eluci komponent v pfijatelném Case za dostate¢ného rozliSeni pikt. Pii
rozhodovani, zda pouzit isokraticky ¢i gradientovy madd, 1ze nejdiive provést gradientovy
zpusob a vypocitat pomér mezi celkovym ¢asem analyzy a rozdilem mezi retenénim ¢asem
prvniho a posledniho komponentu. V ptipadé, ze pomér je mensi nez 0.25, postaci isokraticky
mod, v opacném pripadé€ je vhodné pouzit mod gradientovy. (32)

3.7.8 Optimalizace metody

Chromatografické podminky je tieba optimalizovat, aby bylo dosazeno pozadovanych hodnot
separace a citlivosti. Je diilezité spravné vyladit vS§echny parametry jako pH, slozeni mobilni
faze a pomér jejich komponent, gradient, rychlost toku, teplotu, mnozstvi vzorku a
vstiikovany objem.

3.8 Validace chromatografickych metod

Validace analytické metody je proces, kterym se pomoci laboratornich studii stanovuje, ze
metoda splituje pozadavky pro jeji zamyslené pouziti. Soucasti validace je tedy hodnoceni
rady parametrt, které metoda musi splnit. Chromatografické metody lze validovat dle
nékolika smérnic. Nejéast&ji jde o smérnice Amerického Utadu pro kontrolu potravin a 1é6&iv
(Food and Drug Administration, FDA), Smérnice Evropské 1ékové agentury (European
Medicines Agency, EMA) a Smérnice Mezinarodni konference pro harmonizaci
(International Conference on Harmonisation, ICH). Zatimco FDA a EMA smérnice slouzi
zejména k validaci bioanalytickych metod, norma ICH se pouziva k validaci metod
farmaceutické kontroly. Posledné zmifiovana norma se tyka tématu této prace a jeji
parametry budou v praci dale vyuzivany. Proto bude tato kapitola zaméfena pravé na validaci
dle ICH. (35)

3.8.1 Validaéni parametry

V nésledujicich odstavcich jsou uvedeny parametry, které jsou nej€astéji méteny pii validaci
analytické metody (dle ICH). Smérnice se zabyva ¢tyimi hlavnimi typy testd, a to kvalitativni
analyzou analytu ve vzorku, kvantitativnim stanovenim obsahu necistot, limitnimi testy pro
hodnoceni necistot a kvantitativnim stanovenim obsahu U¢inné latky ¢i jiné slozky v 1é¢ivém
ptipravku, pficemz nékteré parametry se mohou tykat pouze ¢asti zminénych testt. (36)

3.8.1.1 Sprdvnost

Spravnost udava jak je naméfend hodnota blizka skutecné ¢i akceptované hodnoté. Je urcena
tak, Ze je dana metoda aplikovana ke stanoveni vzorkll se zndmym mnozstvim analytu.
Samoziejmosti je pouziti standardu a prazdného vzorku z ditvodu vylouceni interferenci.
Spravnost je poté vypocitana z vysledkli analyzy jako procento, které bylo z celkového
obsahu ziskano. Hodnoceni spravnosti se vyzaduje na tfech koncentra¢nich urovnich, u kazdé
Z nich s minimalnim poc¢tem tfech alikvotnich vzorkd. (31,36)

3.8.1.2 Presnost
Ptesnost analytické metody udava, do jaké miry jsou vysledky méteni odlisné pii pouziti
metody k analyze nékolika vzorkii odebranych z jednoho homogenniho vzorku. Piesnost tedy
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udava reprodukovatelnost dané analytické metody a sklada se z dalSich dvou sledovanych
parametrll, opakovatelnosti a mezilehlé pfesnosti.

Opakovatelnost udava presnost v ramci laboratote v kratkém ¢asovém intervalu u jednoho
analytika a pfistroje. Hodnoti se analyzou minimaln¢ 9 vzorku - napt. 3 koncentracni urovné,
kazda po 3 vzorcich, nebo 6 vzorkl na 100% koncentra¢ni hladin€. Mezilehla piesnost je

presnost v ramci laboratote, avsak v rozdilnych dnech, u rozdilnych analytiki a piistroja.
(31,36)

3.8.1.3 Specifita
Specifita znamena schopnost metody jednozna¢né rozlisit dany analyt od dalSich komponent
ve vzorku, jako napiiklad necistot a rozkladnych produktu. (31,36)

3.8.1.4 Detekcni limit

detekovatelné. Nejcastéji se udava jako koncentrace analytu ve vzorku, pfi které je pomér
signalu k Sumu 3:1. (31,36)

3.8.1.5 Kvantifika¢ni limit

Kvantifikacni limit urcité analytické metody udava minimalni mnozstvi analytu ve vzorku,
které mtze byt kvantitativné stanoveno s dostateCnou spravnosti a presnosti. Nejcastéji je
stanoven jako koncentrace analytu ve vzorku pii poméru signdlu k Sumu 10:1 a byva vétSinou
potvrzen pomoci standardu, ktery dava tento pomeér signalu k Sumu a ma akceptovatelnou
relativni smérodatnou odchylku. (31,36)

3.8.1.6 Rozsah

vzorku. U tohoto parametru velmi zavisi na zamysleném vyuziti metody. Napf. u stanoveni
obsahu uc¢inné latky v substanci nebo v 1é€ivém ptipravku postacuje rozsah v rozmezi 80-
120% testované koncentrace, v pfipadé hodnoceni disoluce mize byt nezbytné metodu
validovat v rozsahu 0-110% deklarované koncentrace. (31,36)

3.8.1.7 Linearita

Linearita odezvy detektoru je schopnost analytické procedury ziskat odpovéd’ detektoru, ktera
je pfimo imérna koncentraci analytu ve vzorku. Linearita se tedy charakterizuje jako rozsah
koncentraci analytu, pfi kterém je odezva detektoru linearni. Sestavuje se kalibra¢ni kiivka za
pouziti minimaln¢ péti standardt (dle smérnice ICH) (31,36)

3.8.1.8 Robustnost

Robustnost je definovana jako mira schopnosti metody zlstat neovlivnéna malymi, ale
umyslnymi zménami parametri metody (napt. pH, slozeni mobilni faze, teplota, nastaveni
ptistroje) a slouZzi také jako indikator spolehlivosti dané metody. Stanoveni robustnosti je
systematicky proces, pfi kterém dochézi ke zméndm parametri a méteni jejich vlivu na
zpusobilost systému a vlastni analyzu. (31,36)
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3.8.1.9 Test zpiisobilosti systému

Test zpiisobilosti je hodnoceni komponent analytického systému s cilem prokazat, ze jeho
vykon splituje standardy pozadované pro danou metodu. Tento test se sklada z nésledujicich
parametra.

3.8.1.9.1 Rozliseni

Rozliseni (Rs) je rozdil mezi retenénimi ¢asy dvou sousednich piki (trs a trp) vydéleny jejich
prumérnou Sitkou (twz @ twz). Tento parametr slouzi ke stanoveni miry separace dvou pikd. Pro
dosazeni separace dvou pikl na zékladni linii je obvykle dostacujici hodnota rozliseni 1,5.
(32,36)

R .=(t, -t )/05(t +t
S (R1 RZ) (w1 W2)

[
t
t i

Injection tw
1

Rovnice 8 rozliseni (34)

3.8.1.9.2 Uéinnost kolony

Ucinnost kolony je definovana jako stupeh rozsiteni zony analytu v diisledku jejiho rozmyti
pii pohybu kolonou. Vyjadiuje se pomoci veli¢iny pocet teoretickych pater (N), pficemz plati,
Ze ¢im mensi rozmyti, tim vétsi pocet teoretickych pater a tudiz vétsi uc¢innost kolony. Pocet
teoretickych pater 1ze vypocitat pomoci nasledujiciho vzorce: (32,36)

\")

e

N = 5.54 (V Iw,,)?

Injection

Rovnice 9 téinnost kolony (34)

3.8.1.9.3 Faktor symetrie

DalSim ukazatelem vykonu systému je faktor symetrie. Idealné by mél byt pik zcela
symetricky (faktor symetrie by byl roven jedné), v praxi vSak dochazi k jeho castecné
deformaci, ktera je popisovana prave touto veli¢inou. Faktor symetrie 1ze vypocitat dle
nasledujiciho vzorce. (32,36)
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A =Dbl/a
S

Injection
Rovnice 10 faktor symetrie (34)

V praxi dochdzi k takzvanému chvostovani piku, kdy je druha polovina piku Sir$i. Tento jev je
popisovan pomoci takzvaného tailingového faktoru. (37)

T=(a+b)/2a

Injection
Rovnice 11 tailingovy fakor (35)

3.8.1.10 Stabilitni studie

Principem téchto testl je zdmérné vyvolani rozkladu analytu pisobenim stresovych podminek
a nasledna analyza vzniklych produktl degradace. Tyto studie slouzi k hodnoceni schopnosti
metody ke stanoveni aktivniho metabolitu a jeho rozkladnych produktii bez jejich vzajemnych
interakci. Béhem validace metody je vzorek vystaven kyselému a bazickému prostredi, teplu,
svétlu a oxida¢nimu Cinidlu, aby bylo dosazeno piiblizné 10 — 30% rozkladu aktivni
substance. Tyto studie také poskytuji informace o degrada¢nich cestach a moznych
produktech, vznikajicich pii skladovani latky. Lze takto ziskat cenné informace o podminkach
skladovani vzorku, zda staci standardni podminky nebo je-li vzorek tfeba chranit pred teplem
¢i svétlem. (33,35)

3.9 Uprava vzorku pro analyzu biologického materialu

HPLC se pouziva velmi Casto k analyzdm rtiznych latek v biologickém materialu. Uplatituje
se naptiklad ve farmakokinetickych studiich, bioekvivalen¢nich studiich, pti terapeutickém
monitorovani 1ékovych hladin nebo v toxikologickych analyzach. Tyto vzorky biologického
materialu jsou vSak velmi komplexniho charakteru (obsahuji proteiny, lipidy, cukry, soli
apod.), navic obvykle ve vyrazném nadbytku oproti analyzovanym latkdm. Ve vétsiné piipadi
nelze nastfikovat na kolonu tyto vzorky bez piedchozich Gprav, protoze biologicka matrice
zpusobuje nezadouci ovlivnéni stanoveni analytu, at’ uz naptiklad koeluci balastl s
hodnocenym analytem, naruSenim ionizace pii pouziti MS detektoru, také mize vyrazné

vvvvv

podrobnéji ptiblizeny hlavni metody upravy biologického vzorku. (18)
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3.9.1 Deproteinace

Principem této metody je vysrazeni proteintl z biologického materialu pfidanim precipitacniho
¢inidla. Takto vysrazené proteiny lze poté od vzorku odd¢€lit pomoci centrifugace. Jako
precipitacni ¢inidla se nejCasteji pouzivaji organicka rozpoustédla (acetonitril, methanol,
aceton), silné kyseliny (HC1O4 — 6%, CCI3COOH — 10%) nebo nasycené roztoky soli (ZnSOy4
v NaOH, CuSO4 v Na;WO,). Vysrazené proteiny se po centrifugaci usazuji na dné a horni
vrstva tedy mize byt analyzovana. Vyhodou této metody je jeji rychlost a jednoduchost,
nevyhodou je odstranéni pouze proteind, ¢ili ostatni balastni latky v extraktu zistavaji. (3)

3.9.2 Extrakce kapalina - kapalina

Extrakce kapalina — kapalina neboli Liquid-liquid extraction — LLE je metoda, jejimz
principem je extrakce léCiva z biologického vzorku do organického, s vodou nemisitelného
rozpoustédla. Pro tuto extrakci je dilezité spravné nastaveni hodnoty pH. K vy$§imu vytézku
extrakce je tieba co nejvice potlacit ionizaci analytu, aby se v co nejvyssi mife dostal do
organické vrstvy. Pro vzorky kyselé povahy je tedy vhodné pH snizit (o dvé jednotky pod
hodnotu pKa) a pro analyty bazického charakteru je nutné pH upravit opaénym smérem, tedy
o dv¢ jednotky nad pKa. Vzorek se tedy napipetuje do zkumavky, po upraveni pH se prida
organické rozpustédlo a obsah zkumavky se prottepe. Poté se ob¢ vrstvy oddeli pomoci
centrifugace, organickd vrstva (obsahuje analyt) se odebere a zkoncentruje naptiklad proudem
dusiku. Tento zbytek se nasledné natedi mobilni fazi a muze byt analyzovan. (3,18)

3.9.3 Extrakce na pevné fazi

Extrakce na pevné fazi neboli Solid-phase extraction — SPE je dnes velmi rozsifena metoda
upravy biologickych vzorkl. Zakladnim principem této metody je pouziti specidlni kolonky,
do které se aplikuje dany vzorek. Podobné¢ jako pti HPLC dochazi k navazani analytu na
sorbent kolonky a balastni latky jsou vymyty ven z této kolonky. SPE probiha dle
nasledujiciho zjednoduseného postupu: Nejdiive se kolonka aktivuje promytim organickym
rozpoustédlem, které je nasledné opét vymyto vodou nebo roztokem pufru. Poté se aplikuje
vzorek biologického materidlu, pfi ¢emz se stanovovana latka zachyti na kolonce a ¢ast
balastli kolonkou volné proteCe. Zbytek balastti se z kolonky dale vymyje pomoci vody nebo
roztoku pufru. V poslednim kroku se do ¢isté zkumavky eluuje analyt pomoci vymyti kolonky
organickym rozpoustédlem (nejcastéji se pouziva methanol nebo acetonitril). Takto upraveny
vzorek je ptipraven k analyze, popf. se piedtim jesté zakoncentruje proudem dusiku. (17)

3.9.4 Mikroextrakce

Trendem posledni doby je miniaturizace popsanych technik, za ucelem zkraceni doby upravy
vzorku, zavedeni automatizace, zlepSeni reprodukovatelnosti, zvyseni selektivity, snizeni
mnozstvi pouzitych rozpoustédel a vzorku a zvySeni extrakéni Gi¢innosti. Hojn€ vyuzivana je
naptiklad metoda mikroextrakce tuhym sorbentem, ktera je analogickéd k SPE, s tim rozdilem,
Ze sorbent je umistén piimo v injekeni stiikacce a celd extrakce probiha za pouziti této
stiikacky. Na podobném principu je zaloZena také napiiklad Disposable pipette extraction
(DPX), kdy je sorbent obsaZen v pipetovaci Spicce. Existuje celd fada dalSich technik
miniaturizace, které zesnadnuji a zdokonaluji extrakéni proces. (18)
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3.10 Moderni trendy v chromatografii

Chromatografické metody jsou dnes zédkladem pro separaci latek v riiznych odvétvich
veédeckého vyzkumu i primyslu a jsou hojné vyuzivany ve vsech laboratotfich a vyzkumnych
ustavech svéta. Od té doby, co byl tento princip objeven a poprvé detailngji zkouman a
popsan ruskym botanikem Mikhailem Tswettem v roce 1903, urazila chromatografie dlouhou
cestu. Vyvoj jde neustale kupiedu a stale se objevuji inovace, které ptinaseji zvySeni ucinnosti
a rychlosti chromatografického procesu. V nasledujicich odstavcich jsou podrobné;ji
rozepsany vybrané sméry V kapalinové chromatografii, kterymi se v soucasné dobé vyvoj
ubira.

3.10.1 Rapid Resolution Liquid Chromatography (RRLC)

v

V soucasné dobé se jedné o velmi vyuzivanou metodu farmaceutického primyslu,
vyuzivanou piedevsim v rutinnich kontrolach kvality rostlinnych 1é¢ivych ptipravka.
Zkraceni Casu analyzy je zde dosazeno diky pouziti kolon o krat$ich délkach. Tyto kratsi
kolony v8ak vedou ke ztraté teoretickych pater a tudiz k niz§imu rozliSeni, coz mtlize byt na
jednu stranu 1 vyhodné v analyze komplexnich vzorkd. Aby se zabranilo ptiliSnym ztratam
rozliSeni, zacaly se zde pouzivat kolony s mensimi velikostmi ¢astic. Bylo zji§téno, Ze tyto
kolony maji vyssi G€innost. Pouzitim krat$ich kolon s mensi velikosti ¢astic 1ze tedy vyrazné
zkratit Cas analyz bez ztraty rozliSeni. (38,39,40)

3.10.2 Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC)

UPLC nad dosavadnimi systémy vynika ve tech oblastech, a to v rozliSeni, rychlosti a
citlivosti analyzy. Technologicky vyvoj umoziiuje konstrukci kolon s men$imi a menSimi
velikostmi ¢astic. Jeden ze zakladnich principli chromatografie fik4, Ze ¢im mensi je velikost
Castic, tim roste rozliSeni a u¢innost kolony. U ¢astic s velikosti pod 2.5 um dochézi

Kk vyraznému nartstu u¢innosti a zaroven tento nartst neni znehodnocovan zvysovanim
rychlosti toku mobilni faze. Tento vztah je popsan tzv. Deemterovou kiivkou, jejiz tvar je
odlisny pfi pouziti ¢astic o rizném prameéru, jak je patrné z grafu. Mensi ¢astice v§ak kladou
veétsi odpor pratoku mobilni faze, tudiz dochézi k nezddoucimu jevu, kterym je zvySovani
zpétného tlaku na koloné.
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Mezi hlavni vyhody UPLC patii tedy rychlost analyzy, zvySeni separa¢ni u¢innosti, nizsi
spotieba vzorku a rozpoustédel, vyssi citlivost odezvy a snadny pienos metod vyvinutych pro
klasické HPLC. Nevyhodou je zminény nartst zpétného tlaku, coz vyZaduje vyssi hardwaroveé
pozadavky. U klasického HPLC je instrumentace schopna analyzy za tlaku do 400 bar. Pro
UPLC je vyzadovan vyssi tlakovy limit. V soucasnosti jsou dostupné systémy, které mohou
pracovat pii tlaku 1000-1300 bar. Tento tlakovy limit se tyka nejen pump, ale i ostatnich
soucasti systému jako spoju, tésnéni a samoziejme i samotné kolony. Také automaticky
davkovac vzorku musi byt vzhledem k rychlejsi analyze schopen rychlejsiho nasttiku. Dtiraz
je kladen rovnéz na minimalizaci prostord mimo kolonu, jsou vyuzivany uzsi kapilary a
celkové je spojeni Casti systému navrzeno tak, aby bylo dosazeno co nejmensiho objemu.
Zbyteéné zvétseni systému by totiz vedlo k negativnimu ovlivnéni $iiky piku a snizeni
separacni ucinnosti. Zkraceni doby analyzy a zvySeni jeji i€innosti rovnéZ vyzaduji vyuZiti
detektorti, které jsou schopny snimat data s vysokou frekvenci. UPLC v soucasné dobé
nachazi Siroké vyuziti ve farmaceutickém vyzkumu, od objevovani novych latek, pies
farmakokinetické a bioekvivalen¢ni studie az po analyzu lékovych forem a pfirodnich
1é¢ivych pripravku. (41,42)

3.10.3 Ultra Fast Liquid Chromatography (UFLC)

K dalsi inovaci doslo v UFLC. Tento systém pfinasi aZ desetindsobné zrychleni analyzy
oproti standardnim HPLC systémim. Vyhodou oproti UPLC je, Ze tento systém nezavisi na
extrémnim zvyseni tlaku. Toto zrychleni a také zvySeni separacni ti€innosti je dosazeno
optimalnim vyladénim celého systému, pouzitim vysokorychlostniho automatického
davkovace, ktery minimalizuje nevyuzity ¢as mezi jednotlivymi cykly, a v neposledni fadé
také pouzitim modernich XR kolon, jejichZ pramér ¢astic se pohybuje mezi 1.7 — 2.2 um.
(44,46)
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3.10.4 Nano Liquid Chromatography (NLC)

Tento chromatograficky systém se vyznacuje vstiikovanim velmi malych objemt vzorka (v
fadu nl). Rychlost toku mobilni faze se také pohybuje v fadu nl za minutu. Systém je schopen
detekovat i vzorky o koncetraci v fadu ng/ml. Mezi hlavni vyhody patii snizena spotieba
mobilni fize a moznost analyzy i velmi malého objemu vzorku. Soucasti tohoto systému je
propojeni s MS detektorem, coz je dalsi moderni trend, vyzivany v HPLC. Tato kombinace se
vyzivé ve strukturni analyze (pfi identifikaci neznamych latek), umoznuje urcit izotopové
slozeni i provadét stopové analyzy. (45)

3.10.5 Srovndni modernich systémii kapalinové chromatografie
Naroky na rychlost a separa¢ni uc€innost analyzy se neustale zvysSuji. Prostiedkem inovaci je
zejména zkracovani délky kolony a zmenSovani velikosti ¢astic stacionarni faze, coz
charakterizuje systémy RRLC a UPLC. Tyto zasahy vSak s sebou piinaseji také zvyseny tlak
systému, coz vyrazn¢ zvysuje hardwarové pozadavky na chromatograficky systém. Trendem
posledni doby jsou tedy zejména inovace, které na zvySeném tlaku nezavisi, jako napiiklad
UFLC a NLC. V nasledujici tabulce jsou shrnuty ptiblizné charakteristiky rozebiranych
systémil ve srovnani se zakladnim HPLC systémem.

Tabulka 2 srovnani technologif (47)

Charakteristika | HPLC RRLC UPLC UFLC NLC
Vel. ¢astic 3-10 um 1.8 um >2 um 1.7-22pm | 1.7-3pum
Piiklady kolon XTerraC18, ZORBAX Acquity Shim-pack Capillary
Alltima C18 Eclipse UPLCbeh XR-ODS HPLC,
XDB-C18 C18,C8,rp column Micro HPLC
RRHT
Rozmér kolony | 150 x 3.2 mm | 50 — 100 x 150 x 2.1 mm | 75mmx 3.0 125 mm x
(délka x primér) 2.1-4.6mm mm 0.05mm -
4.6mm
Teplota kolony 30°C Do 100°C 65°C 40°C 25-35°C
Vstiikovany 5uL 1.5 uL 2 uL 0.1-100 pL. 10nL- 125 pLb
objem
Rychlost toku 0.01-5mL/min | 0.2-20 pL/min | 0.2-20 uL/min | 3.7 nL/min 20-200
nL/min

3.11 Vlastnosti zkoumanych latek
V nasledujicich odstavcich jsou podrobnéji piiblizeny vlastnosti latek, kterymi se zabyva tato
diplomov4 prace, fenofibratu a ketorolaku.

3.11.1 Fenofibrat

3.11.1.1Historie

Fenofibrat byl poprvé syntetizovan v roce 1974 jako derivat klofibratu a brzy poté byl
zaveden na francouzsky trh. Pivodné byl pojmenovan procetofen, pozdéji mu byl udélen
mezinarodni nechranény ndzev fenofibrat kvili dodrzeni smérnice WHO. Tato 1é¢iva latka
byla vyvinuta francouzskou skupinou Groupe Fournier SA. (48)
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3.11.1.2Fyzikdlné chemické vlastnosti
Strukturni vzorec:

0 CH,

. o I

HyC  CHg

O

Obrazek 3 vzorec fenofibrat (49)

Sumadrni vzorec: CyoH»1ClO4

Mr: 360,84

Vlastnosti: Bily nebo témér bily krystalicky prasek. Je prakticky nerozpustny ve vod¢, velmi
snadno rozpustny v dichlormethanu, téZce rozpustny v lihu 96% (11)

3.11.1.3Farmakologické vlastnosti

3.11.1.3.1 Klinické vyuZiti

Fenofibrat je ze skupiny fibratd v medicinské praxi nejpouzivané;jsi 1é¢ivou latkou. Je
indikovan ke snizeni hladiny cholesterolu jako prevence kardiovaskularnich pfihod, zejména
u pacientd s aterogenni dyslipidemii, kterou charakterizuje zvySena koncentrace triglyceridu
spolu s nizkou hladinou HDL cholesterolu a pievahou LDL cholesterolu. Fibraty snizuji
triglyceridy o 30 az 50 procent a ptispivaji ke zvySeni ochranného HDL o 5 az 15 procent.
Bylo prokazano, Ze fenofibrat postprandialné snizuje hladinu triglyceridii a tvorbu vysoce
aterogenniho apolipoproteinu B. Tyto lipidové ¢astice obsahuji zbytkovy (remnantni )
cholesterol a ten je oznaovan za kauzalni rizikovy faktor ICHS. SniZeni tohoto remnantniho
cholesterolu je pravdépodobné nejdilezitéjsi i¢inek fenofibratu.

Velmi Casto se vySe popsand porucha lipidového spektra vyskytuje u diabetikli 2.typu, ma
spojitost s nedostateénou odpovédi organismu na piisobeni inzulinu ( inzulinovou rezistenci ).
V této souvislosti se fenofibratu pripisuje 1 i€inek na sniZeni rizika vzniku mikrovaskularnich
komplikaci — diabetickych retinopatii. Bylo prokazano snizeni po¢tu amputaci dolnich
koncetin a sniZeni progrese nefropatie v u této skupin pacientit v souvislosti s uzivanim
fenofibratu.

Casto se fenofibrat pouziva v kombinaci se statiny, protoZe potencuje jejich u¢inek bez
zvyseni rizika zavaznych myopatii. (50)

3.11.1.3.2 Mechanismus tcinku
Aktivni forma fenofibratu je fenofibrova kyselina (viz vzorec). Tento aktivni metabolit
aktivuje receptor PPARa (Peroxisome proliferator-activated receptor alpha). Tento receptor
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aktivuje lipoproteinovou lipazu a snizuje hladinu apolipoproteinu CIII, coz zpisobi zvySeni
lipolyzy a eliminaci triglyceridi z krevni plasmy. PPARa rovnéz zvySuje hladinu
apolipoproteini Al a All, ¢imz je redukovana hladina VLDL a LDL (obsahuji konkurencni
apolipoproteiny B) a naopak zvysuje hladinu HDL, které obsahuji pravé apolipoproteiny Al a
All. (51)

3.11.1.3.3 Farmakokinetika fenofibrdtu
Fenofibrat je prolécivo aktivni formy fenofibrové kyseliny. Je na ni zcela pfeveden v téle
pomoci esterové hydrolyzy esterdzami.

Cl O><002H
HsC CHg

O

Obrazek 4 vzorec kyselina fenofibrova (52)

Absolutni hodnota biodostupnosti fenofibratu neni znama, protoze latka neni rozpustna
V zadném rozpoustédle vhodném pro intravendzni aplikaci. Fenofibrat je vSak dobie
absorbovan gastrointestinalnim traktem po peroralnim podani. (51)

3.11.1.3.4 NeZddouci ucinky
Mezi nejcastéji popisované nezadouci ucinky patii bolesti hlavy a zad, nasopharyngitida,
nevolnost, prijem, zvySena nachylnost k onemocnénim dychacich cest a bolesti kloubd. (53)

3.11.1.3.5 Kontraindikace

Mezi hlavni kontraindikace fenofibratu patii selhdni ledvin, zdvazna onemocnéni jater (napf.
primarni biliarni cirh6za), onemocnéni Zlu¢niku, t€hotenstvi a kojeni a hypersenzitivita na
fenofibrat. (54)

3.11.1.3.6 Lékové interakce

Fenofibrat by nemél byt uZivan spolecné s 1é¢ivy, které vazi zlucové kyseliny (napf.
cholestyramin), které se mohou navazovat na fenofibrat a snizovat jeho absorpci. Mezi
podanim téchto 1ékt by mél byt dodrZen minimalni interval hodinu pfed a 4-6 hodin po. Dalsi
interakci predstavuji imunosupresiva (napf. cyklosporin nebo takrolimus), které v kombinaci
s fenofibratem zvySuji riziko poruchy ledvin. Dal§i pomérné zdvaZnou interakci jsou
antikoagulancia kumarinového typu (warfarin), kdy se zvysuje riziko nadmérného krvaceni a
proto je nezbytné upravit davku tohoto antagonisty vitaminu K. (55)
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3.11.2 Ketorolak

3.11.2.1 Historlie

Ketorolak byl vyvinut v roce 1989 skupinou Syntex Corp. a byl schvalen FDA 30. Rijna 1989
pod obchodnim nazvem Toradol. Pozdé&ji byl schvélen pro o¢ni podani (1992) a v roce 2010
byl predstaven i nosni sprej obsahujici tuto latku. V Ceské republice neni zatim registrovan
zadny 1éCivy ptipravek obsahujici tuto 1é¢ivou latku. (56)

3.11.2.2 Fyzikdlné chemické vlastnosti
Strukturni vzorec:

O

\_/ OH

Obrazek 5 vzorec ketorolac (57)

Sumarni vzorec: C15sH13NO3

Mr: 255.27

Chemické vlastnosti: Ketorolac je isosterem ketoprofenu, piesnéji se jedna o
dihydropyrrolizinovy derivat karboxylové kyseliny strukturné nejvice pfibuzny indometacinu.
Molekula obsahuje jedno centrum chirality, vyskytuje se tedy ve dvou stereoizomernich
formach s rozdilnou terapeutickou t¢innosti. (56)

3.11.2.3Farmakologické vlastnosti

3.11.2.3.1 Klinické vyuZiti

Ketorolac patti mezi nesteroidni antiflogistika (NSAID) a je pouzivan pfi lécbé stfedni az
silné bolesti. Casto se vyskytuje v oénich lékovych formach, popt. i v kombinaci s antibiotiky,
pfi terapii o¢nich zanéth a bolesti v o¢ich, pfedev§im u pacientd s glaukomem. V 1ékovych
formach je pouzita jeho sul s tromethaminem. (58)

3.11.2.3.2 Mechanismus tcinku
Ketorolac je neselektivni inhibitor cyklooxygendzy, ¢imz zpiisobuje inhibici syntézy

rrrrr
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3.11.2.3.3 Farmakokinetika fenofibrdtu

Ketorolac je podavan pacientiim jako jeho racemicka smes, ve které se vyskytuje ve dvou
stereoizomernich formach, pficemz bylo zjisténo, ze S-enantiomer je mnohem vice u¢inny
nez jeho R-forma. M4 dobrou biodostupnost po peroralnim podani, 1ze ho uzivat i
intramuskularng, ¢i ve form¢ o¢nich nebo nosnich kapek. (58)

3.11.2.3.4 Nezddouci ucinky
Nejcastéjsim nezadoucim ucinkem ketorolaku je stejné€ jako u jinych nesteroidnich
antiflogistik jeho gastrotoxicita. Patii také mezi stfedné hepatotoxicka NSAID. (58)

3.11.2.3.5 Kontraindikace

Ketorolac je kontraindikovan u pacientil s aktivnim peptickym viedem a krvacenim z GIT au
pacientt s poruchami ledvin. Dale je pro zvySeni rizika krvaceni kontraindikovan u pacientt
s poruchami hemostazy. Je kontraidikovan také pro t€hotné a kojici matky. (58)

3.11.2.3.6 Lékové interakce
Mezi nejzavaznéjsi interakce patii kombinace s jinymi NSAID, zejména aspirinem a koxiby.
Dale je také nebezpecné soucasné uzivani s antikoagulancii, naptiklad warfarinem. (59)
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4 Resersni cast
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4.1 Prehled praci zabyvajicich se HPLC analyzou fenofibratu
Nasledujici odstavce jsou vénovany piehledu praci, které se zabyvaji HPLC analyzou
fenofibratu. Hlavni pozornost byla zaméiena na chromatografické podminky pouzité

Vv provadéné analyze, zejména tedy pouzité kolong&, mobilni fazi a zptisobu detekce. Jednotlivé
prace byly chronologicky sefazeny od nejstar$i. Samostatnd kapitola byla vénovana
vyzkumim, které se zabyvaly stanovenim fenofibratu a rosuvastatinu v kombinovanych
Iékovych formach, protoze na toto téma se seslo nejvice praci. To umoznilo 1épe porovnat
pouzité metody z hlediska ptesnosti, spravnosti, citlivosti a rychlosti.

4.1.1 1996

Masnatta Lucas Daniel, Cuniberti Luis Alberto, Rey Ricardo Horacio a Werba José Pablo se
ve svém vyzkumu zabyvali stanovenim bezafibratu, ciprofibratu a fenofibrové kyseliny

v lidské plazmé za pouziti HPLC. Analyty byly extrahovany do diethyletheru po okyseleni
kyselinou chlorovodikovou. Byla pouzita C18 kolona, mobilni faze byla pfipravena smisenim
acetonitrilu a 0,02 molarni kyseliny fosfore¢né v objemovém pomeéru 55:45. Metoda byla
shledéna citlivou a pfesnou, coz z ni ucinilo uzite¢ny néstroj monitorovani plazmatickych
hladin fibratd jak v klinické praxi, tak pro vyzkumné tcely. (60)

4.1.2 1998

Lacroix, Pauline M, Dawson, Brian A., Sears, Roger W., Black, D.Bruce, Cyr, Terry D. a
Ethier, Jean-Claude se ve svém vyzkumu zabyvali stanovenim totoZznosti a zkouskami na
Cistotu fenofibratu jako hrubého produktu pomoci HPLC . Jako stacionarni faze byla pouzita
Waters Symmetry ODS kolona (100x4.6 mm, velikost ¢astic 3.5 pm). Mobilni faze byla
slozena z acetonitrilu vody a kyseliny trifluoroctové v objemovém poméru 700:300:1.
Rychlost toku byla nastavena na 1 ml za minutu a vinova délka detekce UV detektoru byla
nastavena na 280 nm. Tato metoda pomohla separovat jedenact znamych a Sest neznamych
necistot od analytu. (61)

4.1.3 2003

lonel Lovin, Florin Albu , Florentin Tache , Victor David a Andrei Medvedovici se ve svém
vyzkumu zabyvali vlivem rozpoustédla a soli na pfipravu vzorku ke stanoveni fenofibrové
kyseliny v lidské plazmé pomoci HPLC-DAD. Pii deproteinaci byl ke smési ptidan chlorid
sodny a jako rozpoustédlo byl pouzit methanol okyseleny kyselinou fosfore¢nou. Cilem
tohoto experimentu bylo dosaZeni vét$i navratnosti a selektivity oproti stdvajicim metodam
jako liquid-liquid extrakce a extrakce na pevné fazi. Vzorek byl analyzovan pomoci systému
Agilent 1100. Byla pouzita predkolona cartridge RP-18e, 10x4.6 mm a kolona Performance
RP-18e (Merck), 100x4.6 mm. Jako mobilni faze byla zvolena smés acetonitril a voda

v gradientovém modu eluce s rychlosti toku 4 ml za minutu. Jako interni standard byl pouZit
4-chlorophenyl-4’-hydroxyphenylmethanon. Detekce probéhla pomoci DAD detektoru.
Metoda byla shledana vhodnou pro stanoveni fenofibrové kyseliny v lidské plazmé. (62)

4.1.4 2005
Alaa El-Gindy, Samy Emara,Mostafa K. Mesbah a Ghada M. Hadad ve svém vyzkumu
stanovovali fenofibrat a vinpocetin a jejich produkty hydrolyzy pomoci spektrofotometrie a
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kapalinové chromatografie. Byla vyvinuta HPLC metoda s vyuzitim ODS kolony. Jako
mobilni faze byla pouzita smés acetonitril - voda v objemovém poméru 80:20 okyselena
kyselinou fosfore¢nou na pH 4. Detekce byla provedena pomoci UV detektoru pii vinové
délce 287 nm. Navrzena metoda byla shledana jako velmi specifickd, jednoduchd, snadno
opakovatelnd, pfesna a bez interakei s ¢asticemi pouzitych 1ékovych forem, tudiz vhodna pro
dany ucel. (63)

4.1.5 2008

N. Jain, R. Raghuwanshi a Deepti Jain se ve svém vyzkumu vénovali vyvoji a validaci RP-
HPLC metody pro soucasné stanoveni atorvastatinu a fenofibratu v kombinovanych Iékovych
formach. Jako kolonu pouzili typ Luna C18 od firmy Phenomenex (250x4.6 mm i.d., velikost
castic 5 pm) a jako mobilni faze byla zvolena smés methanolu a octanového pufru (pH 3.7)

V objemovém poméru 82:18. Rychlost toku byla nastavena na 1.5 ml za minutu a detekce
pomoci UV detektoru byla provedena pti vinové délce 248 nm pii teploté 25°C. Nametené
reten¢ni Casy atorvastatinu a fenofibratu byly 3.02+0.1 a 9.05+0.2 minut v uvedeném potadi.
Metoda byla shledana rychlou, piesnou a selektivni pro dany ucel. (64)

Pasut Ratanabanangkoon, Hector Guzmana, Orn Almarsson, Dina Berkovitz, Stephanie
Tokarcyzk, Arthur B. Straughn a Hongming Chen se podileli na vyvoji nové kombinované
1ékové formy obsahujici fenofibrat a omega-3-mastné kyseliny. Soucasti tohoto vyzkumu
byly také testy stability pomoci HPLC. Jako stacionarni faze byla pouzita kolona Zorbax od
firmy Agilent Technologies (250mm x 4.6mm, vel. ¢astic 5 um) jejiz teplota byla nastavena
na 40°C. Byl pouzit gradientovy mdd eluce mobilni faze ze dvou zasobnikd, pticemz
zasobnik A obsahoval 0,05% roztok kyseliny fosfore¢né ve vod¢ a zadsobnik B 0,05% roztok
kyseliny fosfore¢né v acetonitrilu. Poc¢ate¢ni pomér A:B byl 40:60 a finalni 5:95. Retenc¢ni ¢as
fenofibratu byl 11.7 minut a kvantifikace fenofibratu byla provedena pomoci UV detektoru
pii 288 nm. (65)

Markus Vogt, Klaus Kunath a Jennifer B. Dressman v roce 2007 zkoumali rizné
technologické zplisoby zvySovani rozpustnosti fenofibratu. Soucasti jejich prace byla také
HPLC analyza ptipravenych produktti. Byla pouzita kolona 60 RP select B 125-3 (velikost
¢astic Sum) a mobilni faze acetonitril:voda v objemovém poméru 40:60 o rychlosti toku 1.35
ml za minutu. K detekcei byl pouzit detektor Merck Hitachi UV-Vis Detector L-4250 pfi
vinové délce288 nm. Retencéni ¢as fenofibratu byl zméfen pfiblizné€ na 3 minuty. (66)

Pawar H.l., Kothapalli Lata, Thomas Asha, Nanda R.K a Mare Shivaji se v roce 2008
zabyvali vyvojem RP-HPLC metody sou¢asného stanoveni fenofibratu a ezetimibu v jejich
syntetickych smésich. Jako kolona se nejvice osvéd¢ila C18 kolona (Kromasil, 4.6mm x 25
cm, velikost ¢astic 5um) a jako mobilni faze byla zvolena kombinace acetonitrilu a 0.05
octanového pufru v objemovém poméru 85:15 za rychlosti toku 1.3 ml za minutu. Detekce
byla provedena pomoci UV detektoru pii vinové délce 253.0 nm. Naméteny retencni ¢as
fenofibratu byl 6.03+0.023 min. Metoda byla validovana, kdy vsechny parametry spliiovaly

piipustné limity. Rozsah linearity fenofibratu byl 16-80 ug/ml a jeho vytéznost 101%. (67)
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4.1.6 2009

M.T. Zzaman, S.A. Khan, A. Arora a O. Ahmad se zabyvali vyvojem a validaci HPLC
metody stanoveni fenofibratu v lidské plazmé. K odebranym vzorkiim plasmy byl piidan
diazepam jako interni standard. Analyty byly po okyseleni kyselinou chlorovodikovou
extrahovany do ethylacetatu. Organicka vrstva byla po odd€leni vysusena dusikem a na zaveér
byly vzorky rekonstituovany nafedénim mobilni fazi. K analyze byla pouzita kolona
Lithosphere 60 RP-Select B (250x4mm, velikost ¢astic 5 pm) s teplotou nastavenou na 35°C.
Mobilni faze se skladala z fosfatového pufru (pH 6.0) a acetonitrilu v objemovém poméru
70:30. Rychlost toku mobilni faze se pohybovala v rozmezi 0.7 — 1.5 ml za minutu. K detekci
byl pouzit UV detektor pfi vinové délce 287 nm. Nameétené retencni Casy se byly 5.5 — 6.5
minut pro fenofibrat a 4.5 - 5.5 minut pro IS. Metoda byla validovana, pfi¢emz vSechny
parametry byly v limitech tolerance. (68)

Yaping Chen ,Yi Lu, Jianming Chen, Jie Lai, Jing Sun, Fuqiang Hu a Wei Wu se zabyvali
zvySovanim rozpustnosti fenofibratu pomoci liposomi obsahujicich zlu¢ové soli. Soucasti
vyzkumu byla studie biologické dostupnosti fenofibratu po peroralnim podani. Byla
stanovovana hladina fenofibrové kyseliny (aktivni metabolit fenofibratu) v psi plasmée. Analyt
byl ze vzorku plasmy extrahovan pomoci liquid — liquid extrakce. Poté byl vzorek analyzovan
pomoci HPLC systému. Byla pouzita kolona Diamonsil C18 (4.6mm x250mm, velikost ¢éstic
Sum), ktera byla chranéna pied poskozenim pomoci doplnitelné predkolony Alltech C18
(2.0mm x 20mm) a zahiivana na 30°C. Mobilni faze byla ptipravena z methanolu a 0.01M
dihydrogenfosforecnanu draselného (pH upraveno na 2.5 pomoci kyseliny chlorovodikové)

V objemovém pomeéru 75:25 pii rychlosti toku 1 ml za minutu. Fenofibrova kyselina byla
detekovana pomoci UV detektoru pii maximu vinové délky 287 nm. (69)

L1 Jia-yu a DAI Zheng-lin se zabyvali HPLC stanovenim fonofibratu v mékkych tobolkach.
Byla pouzita kolona C18 (Inertsil ODS-35 um,4.6 mm x 150 mm). Mobilni faze se skladala z
destilované vody a acetonitrilu v objemovém poméru 70:30, s pH upravenym pomoci
kyseliny fosfore¢né na 2.5. K detekei byl pouzit UV detektor pii vinové délce 286 nm.
Linearita odezvy detektoru byla zjiSténa v rozsahu 40.7 - 407.1 ug/mL. Metoda byla shledana
jednoduchou, rychlou, piesnou a spolehlivou. (70)

4.1.7 2010

Prashant R. Rathod, Sonali S.Askarkar a Krishna R. Gupta v roce 2014 vyvinuli novou
metodu stanoveni obsahu fenofibratu v 1ékovych formach pomoci HPLC. K HPLC separaci
byla pouZzita Phenomenex ODS 5u C18 kolona (250 X 4.6 mm). Mobilni faze byla pfipravena
smisenim acetonitrilu a vody vV objemovém poméru 90:10 a jeji pH bylo upraveno pomoci
0.1M HCL na hodnotu 5. Tato metoda byla vyuzita ke stabilitnim studiim, kdy byly vzorky

vystaveny stresovym podminkam a umoznila analyzovat pfitomnost rozkladnych produkti.
(71)

4.1.8 2011

Fathy M. M. Salama, Mohamed W. I. Nassar, Mohie M. K. Sharaf EI-Din, Khalid A. M. Attia
a Mohamed Yousri Kaddah provedli vyzkum, jehoz pfedmétem bylo stanoveni fenofibratu a
jeho rozkladnych produktti pomoci UV-spektrofotometrie a HPLC. Separace byla provedena
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pomoci pifedkolony Pinnacle II phenyl (5 um, 10 x 4 mm) a kolony Pinnacle II phenyl
column (5 pm, 250 % 4.6 mm) od firmy RESTEK. SloZeni mobilni faze bylo methanol a 0,1%
kyselina fosfore¢na v objemovém pomeéru 60:40, a byla na kolonu ¢erpéana rychlosti toku 2 ml
za minutu. Teplota byla nastavena na 50°C a detekce pomoci UV detektoru probéhla pii
vinové délce 302 nm. Jako interni standard byla pouzita kyselina salicylova. Tato metoda byla
shledana vhodnou pro stanoveni fenofibratu a jeho rozkladnych produktt jak v laboratorné
piipravenych produktech, tak v komeréné dostupnych 1ékovych formach. (72)

T. Manish Kumar, Gurrala Srikanth, Vandana Pamulaparthy, J. Venkateshwar Rao a Prof.
KRS. Sambasiva Rao se ve svém vyzkumu zabyvali vyvojem a validaci metody stanoveni
fenofibratu v lidské plazmé pomoci HPLC. K vzorku plasmy byl pfidan IS Nevirapin, analyty
byly poté extrahovany do ethylacetatu. K HPLC separaci byla pouzita kolona Intensil C18
(4.6x250mmx5um) a mobilni faze byla slozena z 20mM octanu amonného a acetonitrilu

v objemovém pomeéru 60:40. Rychlost toku mobilni faze byla nastavena na 1ml za minutu a
detekce probéhla pomoci UV detektoru pti 295 nm. Chromatogramy ukézaly dobré rozliseni,
kdy retencni casy fenofibratu a IS byly piiblizné 6.6 minut a 5.2 minut v uvedeném potadi.
Tato metoda se osvédcila a byla pouzita ve farmakokinetickych studiich. (73)

M. Sudheer, M. Siva Prakash, G. Rajashekar, K. V. Hima Vani, P. Ramalingam a Y.
Padmanabha Reddy se zabyvali vyvojem metody pro zkousky stability fenofibratu

vV komer¢né dostupnych 1ékovych forméach pomoci HPLC s DAD detekci. Jako mobilni faze
byl pouZzit acetonitril a fosfatovy pufr (pH 3.0) v poméru 70:30 v isokratikém modu eluce

s rychlosti toku 1.5 ml za minutu. Jako stacionarni fdze byla zvolena kolona Inetsil ODS
C18(250mmx4.6mm, 5um). Analyty byly vystaveny stresovym podminkam ( HC1, NaOH,
3% H202, hodinu pfi pokojové teploté) a nasledné byly produkty analyzovany pomoci DAD
detektoru. Piky analytu byly dobfe rozliSitelné od pika rozkladnych produkti, proto se tato
metoda pro stabilitni studie osvédcila. (74)

Zengrong Jia, Ping Lin, Yu Xiang, Xueging Wang, Jiancheng Wang, Xuan Zhang a Qiang
Zhang se vénovali zvySovani biodostupnosti fenofibratu po peroralnim podani pomoci
nanocasticovych matrici obsahujicich koloidni kifemik a pH-senzitivni polymethylakrylat.
Soucasti vyzkumu byla jak in vitro disulu¢ni studie, tak 1 in vivo vyzkum biodostupnosti. K
in vitro analyze fenofibratu byla pouzita BDS Hypersil C18 kolona (250 x 4.6 mm) pfi teploté
nastavené na 35°C. Jako mobilni fazi zvolili smés vody a methanolu v objemovém poméru
80:20 pfi rychlosti toku 1 ml za minutu. Stejné chromatografické podminky byly pouzity 1
k analyze plasmy krys, kterym byla testovana latka podana s tim rozdilem, Ze mobilni faze
byla nahrazena roztokem 0.02 molarni kyseliny fosfore¢né s acetonitrilem v objemovém
pomeéru 40:60. Metoda byla shledana pfesnou, protoZe splnovala vSechny valida¢ni
parametry. (75)

Liandong Hu, Hongyu Wu, Feng Niu, Cuihong Yan, Xun Yang a Yanhong Jia se zabyvali
vyvojem mikroemulze fenofibratu za ucelem zvyseni jeho biodustupnosti po peroralnim
podani. Soucasti prace bylo také studium farmakokinetiky pfipraveného produktu pomoci
HPLC analyzy plasmy psti, kterym byla mikroemulze podana. Extrakce analytu byla
provedena pomoci liquid-liquid extrakce. K vlastni HPLC analyze byla pouzita kolona
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Kromasil C-18 (250 mm x 4.6 mm, velikost ¢astic 5 um). Jako mobilni faze byla zvolena
smés acetonitril — voda v objemovém poméru 70:30, jejiz pH bylo upraveno na 2.5 pomoci
kyseliny fosforecné. Rychlost toku byla nastavena na 1 ml za minutu a detekce fenofibrové
kyseliny prob&hla pomoci UV detektoru pii maximu vinové délky 287 nm. (76)

Daniel Juenemann , Ekarat Jantratid, Christian Wagner, Christos Reppas, Maria Vertzoni a
Jennifer B. Dressman se v roce 2011 zabyvali in vitro disolu¢nimi studiemi mikro a nano
¢astic fenofibratu. Vzorky z disolucnich testi byly podrobeny kvantitativni analyze pomoci
HPLC. K analyze byla pouzita kolona LiChroCART RP-18 (125x4 mm, velikost ¢astic Spum)
od firmy Merck. Mobilni faze byla tvofena roztokem acetonitrilu a vody v objemovém
pomeéru 80:20 s pH upravenym pomoci kyselinou fosforecnou na hodnotu 2.5. Rychlost toku
mobilni faze byla nastavena na 0.85 ml za minutu. Vysledny reten¢ni ¢as fenofibratu byl 4.5
minuty. K detekci byl pouzit UV detektor pii vinové délce 254 nm. (77)

Bai Jie,Zhao Yan-yan, Su Fang, Han Yuan-yuan,Wang Cui-ling a Lo Yue-qiu se zabyvali
vyvojem HPLC metody soucasného stanoveni simvastatinu a fenofibrové kyseliny in vivo.
K analyze byly pouzity vzorky lidského séra dobrovolniki, kterym bylo dané 1é€ivo podano.
Po centrifugaci, precipitaci cyklohexan-dichlormenthanem (3:1) a vysuseni rozpoustédla
plynnym dusikem byl vzorek nafedén mobilni fazi, slozené z methanolu, vody a kyseliny
fosforecné v objemovém pomeéru 85:14:1. Jako stacionarni faze byla pouzita VP-ODS
analyticka kolona (150 mmx4.6 mm) vyhfata na teplotu 25°C. Rychlost toku mobilni faze
byla nastavena na 1 ml za minutu. K detekci analyti byl pouzit diode array detektor,
fenofibrat byl detekovan pii maximu vlnové délky 300 nm. Rozsah linearity fenofibratu byl
0.05-25 pg/ml (1=0.9999). Primérna vytéZnost extrakce u fenofibratu byla 91.80% a relativni
smérodatna odchylka byla méné nez 6.4%. Metoda byla shledana jednoduchou, pfesnou,
spravnou a vhodnou pro stanoveni danych latek v séru, mize byt pouzita ke studiu
farmakodynamiky, farmakokinetiky a biodostupnosti analyzovanych latek. (78)

P.C.Bhamare, S. B. Bari, S.Natarajan, A.A.Patil, S.H.Patil a P.T.Shirode v roce 2011 vyvinuli
metodu stanoveni metforminu a fenofibratu v Cistych produktech i kombinovanych tabletach.
Separace byla provedena pomoci kolony Inertsil octadecylsilane C18 (250 mm x 4.6 mm
velikost ¢astic 5 um). Mobilni faze byla tvofena acetonitrilem a vodou (s pH upravenym
kyselinou fosfore¢nou na hodnotu 3) v objemovém poméru 70:30 a rychlosti toku 1 ml za
minutu. Detekce UV detektorem byla provedena pii 250 nm. Metoda byla validovana s velmi
dobrymi parametry pfesnosti a spravnosti a byla Gspésné€ aplikovana v rutinnich kontrolach a
kvalitativnich analyzach zminénych latek v kombinovanych l1ékovych formach. (79)

4.1.9 2012

G. Saravanan, Md. Yunoos, A. Naveen Kumar a P. Pradeep Kumar se ve svém vyzkumu
zabyvali stanovenim cholin-fenofibratu ve formé& suroviny pro dalsi zpracovani i v 1€kovych
formach. Jako kolona byla pouzita Zorbax C18 column od firmy Agilent (4.6 mm x 15 cm,
velikost ¢astic 5 um) za pouziti mobilni faze, skladajici se z fosfatovéo pufru o pH 6.8 a
acetonitrilu v objemovém pomeéru 70:30 s rychlosti toku 0,8 ml/min. Analyt byl detekovan za
pouziti UV detektoru pii 298 nm. Metoda byla shleddna jako rychla a pfesna a byla

36



doporucena pro rutinni kvalitativni kontroly fenofibratu jako suroviny i v Iékovych formach.
(80)

Patel Archita, MaCwana Chhaya, Parmar Vishal a Patel Samir v roce 2012 vyvinuli
jednoduchou, piesnou a citlivou metodu HPLC stanoveni atorvastatinu, fenofibratu a
ezetimibu v kombinovanych 1ékovych formach. K analyze byla pouzita RP C18 kolona (150
x 4.60 mm, velikost ¢astic 5 um), na niz byla rychlosti 1 ml za minutu ¢erpana mobilni faze
slozend z methanolu acetonitrilu a vody v objemovém poméru 76:13:11. UV detekce byla
provedena pii 253 nm. Retencéni Cas fenofibratu byl za danych podminek 6.41 minut. Metoda
byla validovana dle ICH na linearitu, pfesnost, spravnost, detek¢ni limit, kvantifikacni limit a
robustnost. Odezva byla pro fenofibrat linearni v rozsahu koncetraci 40—120 pug/mL (r2 =
0.998). Metoda muze byt pouzita k rutinnim zkouskam kvality danych latek v 1ékovych
formach. (81)

S. D. Bhinge, S. M. Malipatil, A. Jondhale, R. Hirave, a A. S. Savali v roce 2011 vyvinuli
novou metodu soucasného stanoveni atorvastatinu a fenofibratu v kombinovanych 1ékovych
formach pomoci RP-HPLC. Byla pouzita Capcell Pak C8 DDSS5 kolona (4.6 mm x 250 mm,
velikost ¢astic 5 pm). Mobilni faze se skladala ze smési acetonitril: dihydrogenfosfore¢nan
draselny v objemovém pomeéru 72:28 o pH 4.1 o rychlosti toku 1.0 ml za minutu. Jako interni
standard byl pouzit diklofenak a detekce prob&hla pomoci UV/VIS detektoru LC-UV100 pfi
vlnové délce 260 nm. Retencéni Cas fenofibratu byl naméfen na 12.05 minut. Metoda byla
validovana dle parametri ICH. (82)

4.1.10 2013

Fumiaki Uejo, Waree Limwikrant, Kunikazu Moribe a Keiji Yamamoto se ve svém vyzkumu
v roce 2013 zabyvali zvySovanim rozpustnosti fenofibratu pomoci jeho inkorporace do
poroznich kiemikovych nanocastic. K nasledné HPLC analyze pouzili jako mobilni fazi
methanol s fosfatovym pufrem o pH 2.9 v objemovém poméru 4:1 pfi pritokové rychlosti
Iml/min. Pouzili kolonu C18 (Xbridge C18, 5um, 4.6 mm i.d. x 15cm, Waters) Teplota byla
nastavena na 40°C. VInova délka detekce byla 285 nm a vstiikovany objem 20 ml. (83)

Raman Suresh Kumar se zabyval navrhem, pfipravou a hodnocenim nanocastic obsahujicich
fenofibrat a rosuvastatin za Gcelem zvySeni biologické dostupnosti téchto 1é€iv. Soucasti
vyzkumu byla analyza hladiny l1é€iva v krali¢i plazmé (zvifata byla rozdélena na dvé skupiny,
jedné byl podan béZzné na trhu dostupny 1é€ivy piipravek a druhé ptfipraveny produkt, aby
mohlo byt porovnano ptipadné zvyseni biologické dostupnosti). Plazma byla nejdtive
deproteinovana a stanovovana latka pfed analyzou extrahovana na pevné fazi. Pro HPLC
analyzu byly pouZity tyto chromatografické podminky: Jako kolona byla zvolena Inertsil
ODS, 250 x 4.6mm, velikost ¢astic Sum. Teplota byla nastavena na 25°C. Detekce probehla
pomoci UV detektoru pfi vinové délce 286 nm. Pouzita mobilni faze se skladala z fosfatového
pufru (pH 2.5) a acetonitrilu v objemovém poméru 30:70 a byla Cerpana rychlosti 1ml/min.
Tato mobilni faze byla rovnéz filtrovana ptes 0.45um filtr (Sartorius, Germany) a odplynéna
pomoci sonifikace probihajici 10 minut. (84)
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Yang Fei, Edmund S. Kostewicz, Ming-Thau Sheu a Jennifer B. Dressman v roce 2013
publikovali praci na téma zvyseni biodostupnosti lipidovych formulaci s fenofibratem po
perordlnim podani. Soucasti vyzkumu byla kvantitativni analyza vzorkl z disolucnich testi
pomoci HPLC. Jako stacionarni faze byla pouzita kolona LiChroCART Purospher RP-18
(125x4 mm, velikost ¢astic 5 um). Pouzita mobilni faze se skladala z acetonitrilu a vody

V objemovém poméru 80:20 (pH upraveno kyselinou fosfore¢nou na 2.5) a jeji rychlost toku
byla nastavena na 0.85 ml za minutu. Vlnova délka detektoru byla nastavena na 254 nm.
Fenofibrat mél pii téchto chormatografickych podminkach retenéni ¢as 4.5 minut. (85)

Dhiware Abhijit D., Deshpande Padmanabh B., Gandhi Santosh V., Nair Sujith a Vanjari
Suvarna v roce 2013 vyvinuli metodu vysokoucinné kapalinové chromatografie pro soucasné
stanoveni atorvastatinu, ezetimibu a fenofibratu v kombinovanych 1ékovych formach. Byl
pouzit Jasco HPLC systém vybaveny kolonou HiQ sil C18 HS (250 x 4.6 mm i.d.) a DAD
detektorem. Mobilni faze byla ptipravena z methanolu, acetonitrilu a 0.02M octanového pufru
(pH10) v objemovém poméru 60:30:10. Detekce byla provedena pii 240 nm. Rozsah linearity
byl pro fenofibrat 10-60 pg/ml. Metoda byla validovana a uspésné aplikovana v analyze
1ékovych forem obsahujicich dané latky. (86)

Vinjam Swathi, Nanda Kishore Agarwal a Kumari Jyothsna vyvinuli v roce 2013 novou
metodu RP-HPLC analyzy fenofibratu a atorvastatinu v kombinovanych 1ékovych formach.
V metod¢ byla pouzita kolona Thermohypersil BDS C18 (100 % 4.6 mm, velikost ¢astic 5
pm). Mobilni faze se skladala z methanolu a vody (s pH upravenym na hodnotu 2 pomoci
kyseliny fosfore¢né) v objemovém poméru 40:60 o rychlosti toku 1 ml za minutu. Detekce
byla provedena pomoci PDA detektoru pfi 274 nm. Retenéni ¢as fenofibratu byl naméfen na
2.949 minut. Metoda byla validovana dle ICH a tspés$n¢ aplikovana v praxi v analyze
Iékovych forem obsahujicich fenofibrat a atorvastatin. (87)

4.1.11 2014

E. Samyukta and Prathima Srinivas se zabyvali vyvojem metody pro analyzu cholin-
fenofibratu v 1ékové formée za pouziti RP-HPLC. Jako staciondrni faze byla pouZita inertsil
ODS kolona (150 x 4.6 mm, velikost ¢astic Sum). Mobilni faze se skladala z fosfatového
pufru a acetonitrilu v poméru 32:68. Eluce byla isokraticka o rychlosti toku of 1.5mL/min za
laboratorni teploty. Detekce pomoci UV/VIS detektoru probéhla pii 300 nm. Tato metoda
byla shledana snadnou, linearni, selektivni a vhodnou pro rutinni stanoveni fenofibratu

Vv 1ékovych formach. (88)

Oh Euichaul se zabyval vyvojem a validaci vysoce selektivni RP-HPLC metody pro
kvantitativni stanoveni ¢istého fenofibratu jako suroviny a fenofibratu obsazeného ve
farmaceutickych 1ékovych formach. Analyza byla provedena na pftistroji Agilent 1260 Infinity
HPLC systém. Byla pouzita kolona Capcell PAK C18 (4.6 mm x 250 mm, velikost ¢astic 5
um). Mobilni faze se skladala z acetonitrilu a 0.1% kyseliny fosfore¢né v objemovém poméru
75:25. Tato byla eluovana v isokratickém moédu rychlosti toku 2.5 ml za minutu. K detekci
byl pozit UV detektor a vinova délka byla nastavena na 286 nm. Zkousky na stabilitu
prokézaly, Ze analyt ve vzorcich zistal stabilni po celou dobu experimentu provadéného pii
laboratorni teploté. Limity detekce a kvantifikace této metody byly lepsi nez u diive
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provedenych metod stanoveni fenofibratu. Také vSechny ostatni validacni parametry se vesly
do ptislusnych limitd. (89)

Varghese Susheel John a Ravi Thengungal Kochupappy se zabyvali kvantitativnim
stanovenim fenofibratu, atoravastatinu a ezetimibu v tabletach za pouziti RP-HPLC a HPTLC
metod. Jako stacionarni faze pro HPLC analyzu byla pouzita Shim-pack C18 kolona

(150 x 6 mm id) a mobilni faze se skladala z 0,1 % kyseliny mravenci a acetonitrilu

v gradientovém modu eluce po dobu 25 minut s rychlosti toku mobilni faze 1.5 ml za minutu.
K detekci byl pouzit UV-detektor pii vinové délce 245 nm. Metoda byla validovana dle
validacnich parametrti ICH. Metoda byla shledana jednoduchou, rychlou, piesnou a selektivni
a byla uspésné aplikovana v analyze laboratorné ptipravenych produktii. Nevyskytly se zadné
chromatografické interference se slozkami tablet, tudiZ metoda je aplikovatelna pro soucasné
stanoveni fenofibratu, atorvastatinu a ezetimibu v kombinovanych lékovych formach. (90)

Mohamed M. Hefnawy, Mostafa S. Mohamed, Mohammed A. Abounassif, Amer M. Analazi
a Gamal A. E. Mostafa se zabyvali soucasnym stanovenim fenofibratu a pravastatinu v
kombinovanych 1ékovych formach pomoci HPLC. Byla pouzita kolona phenylHYPERSIL
C18 (125 mm x 4.6 mm i.d., velikost ¢astic 5 pm) v isokratickém modu eluce za pouziti
mobilni faze slozené z acetonitrilu a 0.1 % diethylaminu v objemovém poméru 50:50 a ph
4.5. Tato byla Cerpana rychlosti 1 ml za minutu. Detekce byla provedena pfti vinové délce 240
nm. Retencni ¢as fenofibratu byl 5.79 minut a metoda byla shledéna jako vhodna pro dany
ucel. (91)

Dillip Kumar Sahoo, Prafulla Kumar Sahu a Chandra Sekhar Patro v roce 2014 vyvinuli
novou metodu HPLC pro stanoveni obsahu fenofibratu v 1ékovych formach a

v farmaceutickych produktech pro dalsi zpracovani. Jako kolona byla zvolena Zorbax C-18
kolona (150cm x 4.6mm, velikost ¢astic Spm) Mobilni faze obsahovala fosfatovy pufr o pH 3
a acetonitril v objemovém poméru 30:70 a byla hnana na kolonu rychlosti 1 ml za minutu.

K detekci byl pouzit DAD detektor pii vinové délce 286 nm. Naméfeny retencni Cas
fenofibratu byl 19.268 minut a mez linearity byla zjisténa v rozsahu koncentrace 1-500
pg/ml. Relativni smérodatna odchylka byla méné nez 2% a limity detekce a kvantifikace byly
0.229ug/ml a 0.765ug/ml v uvedeném potradi. Metoda byla validovéana dle ICH na ptesnost,
spravnost, linearitu, specifitu a citlivost. (92)

K. S. Kumar a P. B. Samnani v roce 2014 vyvinuli novou metodu souc¢asného stanoveni
esomeprazolu, venlafaxinu a fenofibratu pomoci HPLC. K chromatografické separaci byla
zvolena kolona C18 (150 cm x 4.6 mm, velikost ¢astic 3.5 um),od firmy Agilent. Analyza
probihala v gradientovém modu eluce, kdy mobilni faze A byla tvofena acetonitrilem a 0.03%
kyselinou mravenci v objemovém poméru 25:75 a mobilni faze B byla tvofena stejnymi
latkami v poméru 30:70. Detekce UV detektorem probehla pti 230 nm. Retenéni Cas
fenofibratu byl naméfen na 13.12 minut. Metoda byla validovéana dle ICH a byla shledana
piesnou, rychlou, spravnou a specifickou, tudiz vhodnou pro rutinni analyzu danych latek.
(93)

lltaf Shah, James Barker, Stephen J Barton a Declan P Naughton vyvinuli v roce 2014 novou
metodu stanoveni fenofibrové kyseliny v lidské plazmé za pouziti HPLC. Uprava vzorku
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plazmy pied vlastni analyzou zahrnovala liquid-liquid extrakci do ethylacetatu, odd¢leni
organické vrstvy a jeji vysuSeni proudem dusiku pti 40°C a zavére¢nou rekonstituci nafedim
mobilni fazi. Jako interni standard byl pouzit 4’-chloro5-fluro-2-hydroxybenzophenon.

K separaci byla pouzita kolona Symmetry Shield™RP18 (150x4.60 mm, velikost ¢astic 5
pum). Mobilni faze byla tvotfena roztokem acetonitrilu a : 0.02 M kyseliny fosfore¢né

V objemovém poméru 50:50 a rychlost jejiho priitoku byla nastavena na 1 ml za minutu.
Retencni Casy fenofibrové kyseliny a interniho standardu byly 6.1 and 9.1 + 0.5 min

vV uvedeném potadi. Vytéznost extrakce byla 79.8%. Metoda byla Gspé$né aplikovéana ve
farmakokinetickych a bioekvivalen¢nich studiich Lipidil-Micro™Kkapsli a Lipidil-EZ™ tablet,
obsahujicich fenofibrat. (94)

Praful P. Dedhiya, Renu S. Chauhan, Shailesh A. Shah a Pratik M. Tailor se v roce 2014
zabyvali stanovenim fenofibrové kyseliny v komercéné dostupnych 1ékovych formach
obsahujicich fenofibrat pomoci RP-HPLC. K separaci byla pouzita kolona Grace Smart C18
column (250 mm x 4.6 mm, velikost ¢astic 5 um). Jako mobilni faze byl pouzit roztok
acetonitrilu ve vodé (o pH 2.5 upravenym pomoci kyseliny fosfore¢né) v objemovém poméru
70:30 o rychlosti toku 1 ml za minutu. Detekce byla uskute¢néna pomoci UV detektoru pti
286 nm. Metoda byla validovéana na specifitu, linearitu, pfesnost a spravnost a tispé$né

aplikovéna v kvantitativni analyze fenofibratu a fenofibrové kyseliny v 1ékovych forméch.
(95)

4.1.12 2015

Nahla Nour El-Din a Ahmad Salama se zabyvali vyvojem a validaci metody soucasného
stanoveni fenofibratu, jeho metaboliti a soucasné podanych statint v lidské plasmé pomoci
TLC-densitometrie a HPLC. K HPLC analyze byla pouzita kolona C18 (250 x 4.6 mm,
velikost ¢astic 10 um) jejiz teplota byla udrzovana na 25°C. Mobilni faze se skladala ze smési
acetonitril-voda v objemovém poméru 82:18. K detekci byl pouzit UV-detektor pii vinové
délce 254 nm. Rychlost toku mobilni faze byla nastavena na 1:5 ml za minutu. Metoda byla
validovana na specifitu, linearitu, pfesnost, spravnost a robustnost. VSechna tato kritéria byla
v mezich pfislusnych limiti. Rozsah linearity odezvy detektoru byl 5.0 - 50 ug/mL. (96)

4.1.13 Shrnuti

V ptedchozich odstavcich jsou uvedeny prace, které se HPLC analyzou fenofibratu zabyvaji
jako svym hlavnim tématem (napf. vyvoje a validace chromatografickych metod) 1 prace, u
nichZ byla analyza fenofibratu pomoci kapalinové chromatografie provedena pouze v rdmci
diikazli zvySovani jeho rozpustnosti ¢i biodostupnosti nebo ke zkouskam stability. Nejcastéji
byla pouzita chromatograficka metoda RP-HPLC, ve které se pouziva hydrofilni stacionarni
faze. Nejvice pouzivany tedy byly riizné typy kolon C18 od riznych vyrobct. Jako mobilni
faze byly ve vétSing ptipadl pouzity roztoky acetonitrilu a vody nebo methanolu a vody,
poptipadé roztoky vSech tii slozek s pH obvykle upravenym pomoci fostatového ¢i
octanového pufru. K detekci byl obvykle pouzit UV/VIS detektor, nejcastéji pii vinoveé délce
286 nm.
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4.1.14 Stanoveni fenofibrdtu v kombinovanych lékovych formdch

s rosuvastatinem
U pacientd s vysokym kardiovaskularnim rizikem pti smiSené dyslipidemii byva fenofibrat
nekdy uzivan v kombinaci se statiny. U pacientii s nizkym HDL cholesterolem a zvySenou
hladinou triglycerida potencuje fenofibrat u¢inek statinti. Existuji i kombinované 1ékové
formy, v CR jsou registrovany dva preparaty ( kombinace fenofibratu s pravastatinem a
fenofibratu se simvastatinem ), v zahrani¢i se v praxi uplatituji kombinované preparaty

wevr

fenofibratu s rosuvastatinem. Tato kombinace se z hlediska myopatii, coZ je nejzavaznéjsi
metod HPLC analyzy téchto 1ékovych forem. V nasledujicich odstavcich budou jednotlivé metody
podrobnéji ptiblizeny a na zaver porovnany.

Suresh Kumar vyvinul v roce 2010 jednoduchou, piesnou a spolehlivou metodu RP-HPLC
pro soucasné stanoveni rosuvastatinu a fenofibratu v kombinovanych tabletovych lékovych
formach. Byla pouZita kolona inertsil ODS (250 x 4.6 mm, velikost ¢astic 5 pm) a mobilni
faze byla ptipravena smisenim vody a acetonitrilu v objemovém poméru 30:70. Rychlost toku
mobilni faze byla nastavena na 1.0 ml za minutu. Detekce fenofibratu prob&hla pomoci UV
detektoru pii vinové délce 286 nm. Naméteny retencni Cas fenofibratu byl 20.5 minuty.
Sledované valida¢ni parametry metody byly selektivita, linearita, pfesnost, spravnost a
detek¢ni a kvantifikaéni limit, jejichZ hodnoty jsou uvedeny v tabulce. Metoda byla shleddna
vhodnou pro rutinni kontroly kvality tablet obsahujicich rosuvastatin a fenofibrat. (97)

Soucasnym stanovenim rosuvastatinu a fenofibratu se ve svém vyzkumu v roce 2011 zabyval
také Anandakumar Karunakaran. Ve své metodé pouzil kolonu Luna C18. Metoda byla
validovéna dle parametriit [CH a byla uspé$né€ aplikovana v praxi pfi stanovovani danych

latek. Parametry validace jsou uvedeny v souhrnné tabulce (viz. Tabulka 3 srovnani metod).
(98)

Borole TC, Dewani MG, Gandhi SP a Damle MC v roce 2011 vyvinuli jednoduchou, piesnou
RP-HPLC metodu pro soucasné stanoveni rosuvastatinu a fenofibratu v surovinach pro dalsi
zpracovani i v hotovych 1ékovych formach. Byla pouzita kolona BDS C-18 (250%4.6 mm,
velikost ¢astic 5 pm) a mobilni faze acetonitril:voda v objemovém poméru 70:30. Teplota
kolony byla nastavena na 40°C a rychlost toku mobilni faze byla 1.5 ml za minutu. K detekci
byl zvolen UV detektor a probéhla pii 287 nm. Retencni ¢as fenofibratu byl 8.5 minut. Dalsi
parametry jsou uvedeny v tabulce 3. (99)

Devika GS, Sudhakar M a Venkateshwara Rao J v roce 2011 vyvinuli novou RP- HPLC
metodu soucasného stanoveni uvedenych latek v kombinovanych lékovych formach.

K analyze byla pouZita kolona Phenomenex C18 (250x4.6 mm, velikost ¢astic 5 um) a
mobilni fAze obsahujici methanol a 0.02 M amonium dihydrogen fosfatovy pufr v objemovém
poméru 75:25 o rychlosti toku 1.0 ml za minutu. Detekce byla provedena pomoci UV
detektoru pti 272 nm. Reten¢ni ¢as fenofibratu byl 5.18 minut. Metoda byla validovéna,
hodnoty valida¢nich parametrt jsou uvedeny v tabulce 3. Navrzena metoda byla Gspésné
aplikovana v praxi pii stanovovani danych latek v komeréné dostupnych tabletach. (100)
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Ladke Abhijeet v roce 2012 vyvinul metodu RP-HPLC pro testovani stability kombinovanych
Iékovych forem rosuvastatinu a fenofibratu. V této metod¢ byl pouzit Jasco HPLC systém

s HiQ sil C18 kolonou (250x4.6mm, velikost ¢astic 5 pm). PouZzitd mobilni faze byla
piipravena z acetonitrilu a vody v objemovém poméru 70:30 pii rychlosti toku 1.5 ml za
minutu. Eluaty byly detekovany UV detektorem pii vinové délce 287 nm. Naméfeny retencni
¢as fenofibratu byl 13.06 minut. Metoda prokazala dobré hodnoty linearity (12 = 0.99)

v rozsahu koncentrace 1-10 pg/ml. Dalsi hodnoty uvedeny v tabulce. Navrzena metoda byla
validovana. Stresové zkousky analytii byly provedeny za plisobeni alkalického, kyselého,
oxidativniho, fotolytického a tepelného ucinku. Ob¢ sledované latky byly dobte odlisitelné od
jejich rozkladnych produkti, proto se metoda dobfe osvédcila prave pro testovani stability
rosuvastatinu a fenofibratu, at’ uz jako surovin pro dalsi zpracovani ¢i v komeréné dostupnych
Iékovych formach. (101)

Soucasnym stanovenim fenofibratu a rosuvastatinu v kombinovanych 1ékovych formach se
zabyval také Mohd. Moinuddin v roce 2012. Touto metodou se podaiilo dosdhnout vhodné
separace obou latek. Nejlepsich hodnot rozliSeni bylo dosazeno pii pouziti kolony Hypersil
C18 (250x4.6 mm, velikost ¢astic 5 um) a mobilni faze sloZzené z acetonitrilu a vody

vV objemovém pomeéru 90:10 o rychlosti toku 1.0 ml za minutu. Detekce byla provedena
pomoci UV detektoru pfi vinové délce 240 nm. Naméfeny retencni Cas fenofibratu byl 4.92
minut. Metoda byla validovéana, parametry jsou uvedeny v tabulce. Metoda byla shleddna
vhodnou pro stanoveni obsahu uvedenych latek v komeréné dostupnych 1ékovych forméch.

(102)

Stejnym tématem se zabyvali 1 Sharma Sheetal a Bhandari Priyav roce 2012. Podafilo se jim
vyvinout rychlou, citlivou a pfesnou analytickou metodu pro stanoveni uvedenych latek
pomoci RP-HPLC. Byla pouzita kolona Luna C18. Metoda byla validovana podle ICH
validacnich parametrii. Jejich hodnoty jsou uvedeny v tabulce. Navrzend metoda se osvédcila
Vv praxi pro kvalitativni kontrolu kombinovanych lékovych forem obsahujicich rosuvastatin a
fenofibrat. (103)

Swetha Ankireddy, Venkateswara Rao P, Sudhakar babu AMS a Pramod N vyvinuli v roce
2012 dalsi kapalinové chromatografickou metodu stanoveni uvedenych latek v tabletovych
lékovych formach. V této metod¢€ se uplatnila kolona by X-TERRA RP-C18 (150%4.6 mm,
velikost ¢astic 3.5 um). Jako mobilni faze se nejlépe osvédcil roztok fostatového pufru a
acetonitrilu v objemovém poméru 35:75 s rychlosti toku 0.8 ml za minutu. K detekci byl
pouzit UV detektor pifi vinové délce 256 nm. Retencni ¢as fenofibratu byl 3.865 minut.
Metoda byla validovana, valida¢ni parametry jsou uvedeny v tabulce. Tato metoda se
osvédcila v praxi pro simultanni stanoveni rosuvastatinua fenofibratu v tabletach. (104)

Bhavna Patel A, Sharddha Parmar J, Aanandi Captain se v roce 2013 vénovali stejnému
tématu jako jejich kolegové vyse. Jako kolonu zvolili Zorbax Eclipse plus C18 (100%4.6 mm,
velikost ¢astic 3.5 pm). Jako mobilni fdze byl pouZit roztok acetonitrilu a vody v obejmovém
poméru 90:10 pfi rychlosti toku 0.6 ml za minutu. Detekce pomoci UV detektoru probéhla pii
vlnové délce 243 nm. Naméteny retencni Cas fenofibratu byl 4.65 minut. Metoda byla
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validovana dle ICH valida¢nich parametr. Vysledky jsou uvedeny v tabulce. Metoda se
osvéddila i v praxi pii analyze komeréné dostupnych 1ékovych forem. (105)

Jajam Thriveni, Rambabu R, Venkateswara Rao J a Vidyadhara S v roce 2013 rovnéz vyvijeli
metodu RP-HPLC pro stanoveni rosuvastatinu a fenofibratu v kombinovanych 1ékovych
formach. K separaci latek byla pouzita kolona Agilent ODS UG 5 (250%4.5 mm) a jako
mobilni fAze byl vybran roztok acetonitrilu, methanolu a vody v objemovém poméru
40:20:20. K detekci byl pouzit UV detektor pii vinové délce 252 nm. Retencni ¢as fenofibratu
byl naméfen na 5.0 minut. Tato metoda byla validovana dle ICH, valida¢ni parametry jsou
uvedeny v tabulce. Metoda byla shledana snadnou, specifickou a pfesnou, tudiz vhodnou pro
zamysleny ucel. (106)

Sumalatha M a Haritha Pavani K se v roce 2013 také zabyvali vyvojem a validaci metody
stanoveni uvedenych latek pomoci RP-HPLC. Jako stacionarni faze byla vybrana kolona
Hypersil C18 od firmy Waters (4.6x250 mm, velikost ¢astic 6.5 um). Mobilni faze byla
ptipravena z ortofosfore¢nanového pufru (pH 3) a methanolu v objemovém poméru 65:35 a
jeji rychlost toku byla nastavena na 1.2 ml za minutu. Latky v eludtu byly detekovany pomoci
UV detektoru pti vinové délce 238 nm. Retencni ¢as fenofibratu byl zaznamenan na 3.858
minut. Metoda byla validovana dle parametrt ICH, parametry Ize najit v tabulce. Metoda se
jevi jako velmi piesna a specifickd, bez chromatografickych interakci s dalsimi slozkami
obsazenymi v 1ékovych formach. (107)

Thukabai S, Uma Maheshwara Rao V, Muhammad Rafi a Shaik se v roce 2013 zabyvali
stejnym tématem jako jejich kolegové z predchozich odstavct. Byla pouzita kolona Agilent
XDB C18(150%4.6 mm, velikost ¢astic 5 pm)a mobilni fazi tvotil 0.01M
dihydrogenfosfore¢nan draselny a methanol v objemovém poméru 55:45 o rychlosti toku 1 ml
za minutu. Analyty byly detekovany UV detektorem pii 220 nm. Reten¢ni ¢as fenofibratu byl
5.80 minut. Metoda byla validovana dle ICH, parametry jsou uvedeny v tabulce. (108)
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Tabulka 3 srovnani metod

Autofi Retencni ¢as Rozsah linearity Spravnost Presnost
(min) (ng/ml) (%) (%RSD)
ROS FEN

Suresh Kumar GV, | 3.6 20.5 1000-3000 99.00 0.61

2010

Anandakumar 2.60+0.0 | 7.34+0.03 | 4-28 99.20-101.32 0.0782-0.6920

Karunakaran, 2011 | 3

Devika GS, 2011 4.18 5.18 174-464 100.00 0.62

Mohd. Moinuddin, | 2.30 4.92 26.8-160.8 100.00 0.764

2012

Swetha Ankireddy, | 2.006 3.856 160-800 99.90 0.21

2012

Bhavna A Patel, 1.93 4.65 14-112 99.78 0.90-1.89

2013

Jajam Thriveni, 2.3 5.0 8-40 98.9-99.9 0.8150.751

2013

M. Sumalatha, 1.950 3.858 50-150 99.00 0.94

2013

S. Thukabai, 2013 | 2.36 5.80 80-320 9.12-100.95 0.26

4.1.14.1Shrnuti

Mezi roky 2010 a 2014 bylo provedeno celkem 12 riznych vyzkumi na téma stanoveni
rosuvastatinu a fenofibratu v kombinovanych 1ékovych formach nebo surovinach pro dalsi
zpracovani pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie. Devét z nich bylo vybrano (u
zbylych tii metod nebyly dostupné vSechny potfebné udaje) a jejich parametry uvedeny

Vv souhrnné tabulce pro lepsi porovnani.

Nejvyssi presnosti a spravnosti dosdhla metoda vyvinuta S.Thukanaiem a jeho kolegy v roce
2013. Vyhodou této metody jsou také pomérné nizké reten¢ni casy analyzovanych latek. Byla
pfi ni pouZita kolona Agilent XDB C18 a mobilni faze 0.01M dihydrogenfosfore¢nan
draselny:methanol v objemovém pomé&ru 55:45.

Ze srovnani lze rovnéz vycist, ze mobilni faze, skladajici se z acetonitrilu, methanolu a vody
V objemovém poméru 40:40:20, pouzité v metodé vyvinuté Anandakumarem Karunakaranem
a jeho tymem v roce 2011 a Jajamem Thrivenin a spol. v roce 2013, pfinesla vetsi

citlivost s uz$im rozsahem linearity.

Jako nejrychlejsi ze srovnani vychdzi metoda vyvinuta M. Sumalathou a jeho tymem v roce
2013, ve které byla pouzita kolona Hypersil C18 column a metoda Swetha Ankireddy a spol.
z roku 2012, ktera vyuzila kolonu Zorbax eclipse plus C18, kdy reten¢ni €asy fenofibratu byly
nejkratsi.
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4.1.15 Navrh vhodnych chromatografickych podminek pro analyzu
fenofibrdtu
Na zaklad¢ analyzy piedchozich vyzkumi byly navrzeny chromatografické podminky pro
HPLC analyzu fenofibratu. Jako kolona byla navrzena kolona s néapni Cig 0 rozmérech
250x4.6 mm a velikosti ¢astic 5 pm (napf. kolona Luna od firmy Phenomenex, Kromasil ¢i
Inertsil od Sigma-Aldrich, LiChrospher 60 RP-select B od firmy Merck, Zorbax od Agilent
nebo Pinnacle od firmy Restek). Jako mobilni faze Jako mobilni faze byla navrzena smés
acetonitrilu a fosfatového pufru (o pH okolo 3,16) v objemovém poméru 50:50 nebo 60:40.
Navrhovany zptsob detekce je pomoci UV-VIS detektoru pti vinové délce okolo 286 nm.
Jedna se samoziejme jen o navrh chromatografickych podminek, které¢ bude nutno ovéfit a
upfesnit experimentalni cestou.

4.2 Prehled praci zabyvajicich se HPLC analyzou ketorolaku
V nésledujicich odstavcich je chronologicky sefazen ptehled publikaci, zabyvajicich se HPLC
analyzou ketorolaku. Hlavni diiraz byl kladen na zaznamenéni chromatografickych podminek.

4.2.1 1994

M.H. Mills, L.E. Mather a X.S. Gu, J.L. Huang se v roce 1994 zabyvali stanovenim
enantiomerl ketorolaku v plasmé pomoci enantioselektivni kapalinové chromatografie.Byla
pouzita kolona Chiral AGP-CSP o rozmérech 100 x 4mm naplnéna chiralni stacionarni fazi
zalozené na alfa-glykoproteinu. Jako mobilni faze byla zvolena 4% smés propanolu s 0,1
molarnim dihydrogenfosfore¢nanem draselnym o pH 5,5, jejiz prutokova rychlost byla
nastavena na 0,9 ml za minutu. Detekce byla provedena pomoci UV detektoru pii 325 nm.
Jako interni standard byl pouzit naproxen. Enantiomery se za téchto podminek podatilo
jednoznacéné rozlisit, kdy jejich retencni Casy byly 3,3 a 4,8 minut. (109)

D.J. Jones a A.R, Bjorksten se v roce 1994 rovnéz zabyvali chiralni separaci ketorolaku ve
vzorku plasmy pomoci HPLC. Vzorky plasmy byly okyseleny a analyty extrahovany do
diethyletheru. Byla pouzita stejné kolona jako v pfedchozim ptipad¢, tedy Chiral-AGP
column. Jako mobilni faze se nejlépe osvédcila smés propanolu s 20 mM fofatovym pufrem o
pH 7. Detekce probéhla UV detektorem pfti vinové délce 320 nm. Jako interni standard byl
zvolen rovnéZ naproxen. Metoda byla poté uspéSné aplikovana pfi stanoveni enantiomert

ketorolaku v plasmé po infuzi racemické smési této latky a byla sledana rychlou a citlivou.
(110)

4.2.2 1996

Irene Tsina, Yuen Ling Tam, Aileen Boyd, Cynthia Rocha, lan Massey a Thomas Tarnowski
se Vv roce 1996 zabyvali vyvojem piimé a nepfimé HPLC metody enantioselektivniho
stanoveni ketorolaku v plasmé. V nepfimé metod¢ byly enantiomery ketorolaku
derivatizovany pomoci (+)-R-1-(I-nafthyl)ethytaminu na diastereotopické amidy. Separace
téchto diastereomert poté probéhla pomoci HPLC na normélnich fazich pomoci kolony a
Microsorb Silica, 150 mm x 4.6 mm, velikost ¢astic 5 um (Rainin Instrument Co., Emeryville,
CA). Jako mobilni faze byla pouzita smés ethylacetatu s hexanem v objemovém poméru
40:60 pfi rychlosti toku 1 ml za minutu. Vlnova délka detektoru byla nastavena na 317 nm.
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V piimé metod¢ byla vyuzita chiralni kolona Chiral AGP, 100 mm x 4.0 mm, velikost ¢astic
Sum (Chrom Tech,Apple Valley, MN), ktera byla chranéna pomoci predkolony Chiral AGP
guard column (Chrom Tech, Apple Valley, MN). Mobilni faze se skladala z 2-propanolu a
fostatového pufru (pH 5,5 koncentrace 0,05 mol/l) v objemovém poméru 5:95 a jeji rychlost
toku byla nastavena na 0,4 ml/min. Detekce pomoci UV detektoru probéhla pii vinové délce
317 nm. Vysledky obou metod ukazaly velkou miru shody (korela¢ni koeficient mezi 0,9740
a 0,9864 pro oba enantiomery. Obé metody byly shledany piesnymi a spravnymi a tudiz
vhodnymi pro klinické vyuziti pti stanoveni enaniomeri ketorolaku v plasmé po
intramuskularnim, intraven6znim i peroralnim podani. Vyhodou pfimé metody je jeji
snadnost a rychlost, avSak oproti nepfimé metod¢ je zde nutné vyuziti drazsi kolony s kratsi
zivotnosti. (111)

4.2.3 1997

M. A. Campanero, A. Lopez-Ocairiz, E. Garda-Quetglas, B. Sadaba a J. R. Azanza se v roce
1997 zabyvali stanovenim enantiomert ketorolaku v plasmé s pouzitim kapalinové
chromatografie. Byla pouZita kolona Chiral-AGP, (100 x 4 mm). Jako interni standard byl
zvolen naproxen. Jako mobilni faze byl pouzit 8,5% roztok propanolu ve fosfatovém pufru (o
slozeni 0.09 M NaH,P0,.H20, 0.01 M Na;HPO,4 a 0.002 M Dimethyloctylamin a pH 5.5).
Touto metodou se oba enantiomery podafilo dobfe rozliSit a nedochazi pti ni k racemizaci
jako pii nepfimych metodach. (112)

4.2.4 1999

K. H Amunen, E.-L. M Aunuksela,J.Sarvela,R.E.S.Bullingham a K. T. Olkkola se v roce
1999 zabyvali studiem farmakokinetiky ketorolaku v lidské plasmé. Soucésti jejich vyzkumu
byla také chiralni analyza uvedené latky pomoci HPLC. K separaci byla pouzita chiralni
kolona AGP (Chrom Tech, 100 mm x 4 mm, velikost ¢astic 5 pm). Mobilni faze byla
ptipravena z 2-propanolu a 0,05 molarniho fosfatového pufru o pH 5,5 v objemovém poméru
5:95. Detekce UV detektorem probéhla pti 317 nm. (113)

4.2.5 2001

Zhao Wang , Richard M. Dsida a Michael J. Avramv roce 2001 vyvinuli metodu stanoveni
ketorolaku v lidské plasmé za pomoci HPLC a pouziti extrakce na pevné fazi a detekce UV
detektorem. Ke vzorku lidské plasmy pacienta, kterému byl podan ketorolak, byl pfidan
tolmetin jako interni standard a nésledné byl vzorek ptipraven pro HPLC analyzu pomoci
extrakce na pevné fazi. K vlastni analyze byla pouzita Radial-Pak Cig kolona (10cm x 38 mm,
velikost ¢astic 10 um). Mobilni faze byla pfipravena z vody, acetonitrilu a 1 M dibutylamin
fostatu (pH 2,5) v poméru 30:20:1. K detekci byl pouzit UV detektor pii vinové délce 313
nm. Metoda byla shleddna dostatecné citlivou ke stanoveni ketorolaku pro farmakokinetické
studie. Ketorolak a tolmentin byly dobfe rozliSeny (s reten¢nimi ¢asy 6,5 a 9,4 v uvedeném
poradi) a pfidanim dibutylamin fosfatu do mobilni faze byl uspésné eliminovan tailing. (114)

4.2.6 2007

S. Demircan, F. Sayin, N. E. Basci1 ,N.Unlu a S. Kir publikovali v roce 2007 préci, ve které se
zabyvali stanovenim Ketorolaku tromethaminu pomoci HPLC ve vzorcich odebranych
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z lidského oka. K analyze byla pouzita kolona Nucleosil 100-5 C 18 (50 mm x 4.6 mm,
velikost ¢astic Sum). Slozeni mobilni faze bylo acetonitril (obsahujici 0.065% triethylamin) a
1.65% ledova kyselina octova (pH 4,3) v objemovém poméru 50:50. Rychlost toku mobilni
faze byla nastavena na 1 ml za minutu. Detekce prob€hla pomoci PDA detektoru pii vinové
délce 314 nm. Metoda umoznila uspésné kvantitativni stanoveni ketorolaku v o¢ni tekutin€ po
lokalnim podani. (115)

4.2.7 2008

A. M. Qandil, B. M. Tashtoush, B. M. Al-Taani, S. M. Al-Nabulsi a F. Al-Zogou v roce 2008
publikovali praci na téma simultanni stanoveni ketorolaku a jeho piperazinylalkylovych
esterovych prolé¢iv pomoci RP-HPLC. Jako kolona byla pouzita Purospher RP-18C (125 x 4
mm, S5pum) od némecké firmy Merck. Mobilni faze byla tvotena 0.02 M fosfatovym pufrem (o
pH 5.4) a acetonitrilem v objemovém poméru 65:35 v/v a rychlost toku byla nastavena na 1,5
ml za minutu. Detekce byla provedena pomoci UV detektoru pfi vinové délce 314 nm.
Metoda splnila valida¢ni parametry ICH. (116)

4.2.8 2010

Maria Ramos Payan, Miguel Angel Bello Lopez, Rut Fernandez Torres, Mercedes Villar
Navarro a Manuel Callején Mochoén se ve svém vyzkumu v roce 2010 zabyvali
elektromembranovou extrakei a HPLC stanovenim nejcastéji pouzivanych nesteroidnich
antiflogistik ve vzorkach odpadnich vod. Mezi stanovovanymi latkami byl i ketorolac. Byla
pouzita kolona ChroCART® 75-4 Purosphere® STAR RP-18e, vel ¢astic 3 pm, o rozmérech
rozméry 75mmx4.0mm od némecké firmy VWR, Darmstadt. Tato kolona byla jesté chranéna
pomoci ptedkolony Kromasil® 100A, C18, Sum (15mmx4.6mm) od $panélské firmy
Scharlab S.L., Barcelona. Mobilni faze se skladala z 0,1% kyseliny mravenc¢i o pH 2,6 a
acetonirilu v gradientovém moédu eluce. Analyza byla provedena pii teploté 10°C. Detekce
byla provedena pomoci DAD detektoru, kdy ketorolak absorboval pii vinové délce 315 nm.
Metoda byla shledana citlivou a vhodnou pro stanoveni NSAID v odpadnich vodach. (117)

Loretta Franceschi, Sara D’aronco a Mario Furlanut se ve svém vyzkumu, jehoz vysledky
byly publikovany v roce 2010 zabyvali vyvojem HPLC metody monitorovani hladiny
ketorolaku v synovialni tekutiné u pacientt trpicich revmatismem. Vzorky synovialni tekutiny
byly upraveny pomoci SPE. Chromatograficka separace byla dosazena pomoci kolony
Beckman C18 (250 mm x 2.1 mm, velikost ¢astic 5 um), kterd byla chranéna piedkolonou
LichroCART 4-4 RP-18 (Merck, Darmstadt, Némecko). Mobilni faze byla tvofena smési
methanolu, acetonitrilu, 2-propanolu a 0,02 molarniho fosfatového pufru v objemovém
poméru 10:25:5:60. Rychlost toku mobilni faze byla nastavena na 0,2 ml/min. Detekce
probéhla pomoci UV detektoru pfi 313 nm. Metoda se dobie osvédcila k danému tcelu a
vzhledem k vysoké citlivosti byla shledana vhodou i pro farmakokinetické studie. (118)

4.2.9 2011

Syed Naeem Razzag, Muhammad Ashfag, Islam Ullah Khana a Irfana Mariam se v roce 2011
zabyvali vyvojem HPLC metody pro soucasné stanoveni ofloxacinu a ketorolaku ve
farmaceutickych lékovych formach v rameci stabilitnich studii. Jako kolona byla vybrana BDS
Hypersil C8 kolona (250 x 4.6 mm, velikost ¢astic Sum) a mobilni faze se skladala
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z methanolu a fosfatového pufru o pH 3 v objemovém poméru 55:45. Rychlost toku mobilni
faze byla nastavena na 0,8 ml za minutu. Detekce probéhla pomoci DAD detektoru pfi
absorp¢nim maximu ketorolaku 270 nm. Metoda byla uspé$né validovana dle ICH. (119)

4.2.10 2012

Sunil K. Dubey, Jangala Hemanth, Chiranjeevi Venkatesh K., R.N. Saha a S. Pasha v roce
2012 vyvinuli novou metodu chiralni RP-HPLC analyzy ketorolaku. Byla pouzita kolona
chiral-AGP (100mm x 4.0mm, velikost ¢astic S5um, Chrom Tech Ltd., Svédsko) Optimalni
slozeni mobilni faze tvofil 0,1 M sodnofosfatovypufr (o pH 4,5) a 2-propanol v objemovém
poméru 98:2 a jeji rychlost toku byla nastavena na 1 ml za minutu. Detekce pomoci UV
detektoru probéhla pii 322 nm. Metodou se podatilo dobfe rozliSit oba enantiomery a
prokazala dobré hodnoty linearity, pfesnosti a citlivosti a byla validovana dle ICH. (120)

Dharti Patel, Mehul Patel a Ketan Patel v roce 2012 publikovali praci na téma souc¢asného
stanoveni moxifloxacinu HCI a ketorolaku tromethaminu v o¢nich 1ékovych formach. Jako
kolona byla zvolena Hypersil BDS C18 kolona (250mmx4.6 mm, velikost ¢astic Spum).
Mobilni faze se skladala z octanového pufru, jehoz pH bylo upraveno na hodnotu 4 pomoci
kyseliny orthofosfore¢né a acetonitrilu v poméru 40:60. Metoda byla shledana dostate¢né
specifickou, linearni, spravnou, pfesnou a robustni a byla validovana dle ICH. (121)

Syed Naeem Razzaq and Islam Ullah Khan, Muhammad Ashfaq a Irfana Mariam se v roce
2012 zabyvali soucasnym stanovenim moxifloxacinu hydrochloridu a ketorolaku
tromethaminu v kombinovanych 1ékovych formach v ramci stabilitnich studii. Byla pouzita
kolona BDS Hypersil C8 (250 x 4.6 mm, velikost ¢astic 5 pm). Mobilni faze byla tvofena
methanolem a fosfatovym pufrem (o pH 3) v objemovém poméru 55:45. Rychlost toku
mobilni faze byla 0,7 ml za minutu a analyza probéhla pfi teploté 25°C + 2°C. Metoda se
osvédcila jako shopna separovat piky aktivnich ingredienci a jejich rozkladnych produktt,
splnila valida¢ni parametry a byla Gispé$n¢ validovana dle ICH. (122)

O’ Connor N., Geary M., Wharton M. a Curtin L v roce 2012 vyvinuli rychlou metodu
kapalinové chromatografie k analyze ketorolaku a jeho pfibuznych necistot. K analyze byla
zvolena kolona X-bridge — C8 (3mm x 75mm, velikost ¢astic 2.5um) od firmy Waters.
Mobilni faze byla tvofena tetrahydrofuranem a 0,05 molarnim dihydrogenfosfore€nanem
amonnym o pH 3 v objemovém poméru 28:72 a jeji rychlost toku byla 1,7 ml za minutu.
Detekce pomoci UV detektoru probéhla pii vinové délce 313 nm. Metoda byla validovana dle
ICH a byla shledana vhodou k rutinnimu stanoveni obsahu ketorolaku a ptibuznych latek

Vv Iékovych formach. (123)

4.2.11 2013

B. Rajaa A. Lakshmana Rao v roce 2013 publikovali praci zabyvajici se vyvojem a validaci
metody soucasného stanoveni febuxostatu a ketorolaku v kombinovanych 1ékovych formach
pomoci RP-HPLC. Byla pouzita C18 kolona (150 x 4.6 mm, 5 ) a mobilni faze byla tvofena
fosfatovym pufrem a acetonitrilem v objemovém poméru 50:50. Rychlost pratoku mobilni
faze byla 0,7 ml za minutu a detekce pomoci UV detektoru byla provedena pti 299 nm.
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Analyza probéhla pfi teploté 30°C. Metoda splnila valida¢ni parametry dle ICH a byla
uspésné aplikovana pfi rutinnich kontrolach kvality tablet obsahujicich dané latky. (124)

Rahul Singh, Ashish Pathak a Pooja Chawla v roce 2013 vyvinuli metodu souc¢asného
stanoveni ketorolaku a sparfloxacinu pomoci RP-HPLC. V této metod¢ byla pouzita Hypersil-
Keystone C-18 kolona a mobilni faze tvofend smési methanolu a vody (s pH upravenym
pomoci kyseliny fosfore¢né na 3,1) v objemovém poméru 60:40. K detekci byl pouzit UV
detektor pii vinové délce 308 nm. Metoda byla validovana dle ICH a byla shledana vhodnou
K rutinnim analyzam ketorolaku a sparfloxacinu v jejich farmaceutickych 1ékovych forméach.
(125)

S. K. Dubey, S. Duddelly, H. Jangala, a R. N. Saha se v roce 2013 zabyvali vyvojem metody
stanoveni ketorolaku v jeho lékovych formach pomoci RP-HPLC. Byla pouzita kolona
Oyster BDS (150%4.6 mm, velikost ¢astic 5 um). Mobilni faze byla pfipravena z methanolu,
acetonitrilu a 0,02 molarniho dihydrogenfosfore¢nanu sodného o pH 5,5 v objemovém
poméru 50:10:40 a rychlost jejiho toku byla nastavena na 1 ml za minutu. Jako interni
standard byl k roztoklim vzorkt ptidan diklofenak. Ketorolak byl detekovan UV detektorem
pii maximu vinové délky 322 nm. Metoda byla validovana dle ICH. (126)

4.2.12 2014

Pradipbhai D. Kalariya, Deepak Namdev, R. Srinivas a S. Gananadhamu v roce 2014
publikovali praci, ve které se zabyvali nalezenim vhodnych RP-HPLC podminek pro
stanoveni moxifloxacinu HCI a ketorolaku tromethaminu v o¢nich kapkach. Jako kolona byla
vyuzita Grace Smart RP C 18 column (250mm x 4.6mm, velikost ¢astic 5.0 um). Pouzita
mobilni faze se skladala z methanolu a fosfatového pufru o koncentraci 25 mmol/l s pH
upravenym kyselinou fosforecnou na hodnotu 3,2 v objemovém poméru 60:40. Rychlost toku
mobilni faze byla nastavena na 1,2 ml/min a detekce pomoci UV detektoru probéhla pii 308
nm. Pfi pouziti téchto podminek bylo dosazeno dobrého rozliSeni a €as analyzy byl pro obé
latky niz$i nez 7 minut. Metoda byla validovana dle ICH. (127)

B.Prathap, Akalanka Dey a G.H. Srinivaso Rao v roce 2014 publikovali praci na téma vyvoj a
validace metody sou€asného stanoveni febuxostatu a ketorolaku v krysi plasmé pomoci RP-
HPLC. Jako kolona byla zvolena Symmetry C18 (150 X 4.6 mm), s velikosti ¢astic Spum.
Mobilni faze se skladala z acetonitrilu a triethylaminového pufru (s pH upravenym na 6
pomoci kyseliny orthofosforecné) v poméru 40:60. Rychlost toku mobilni faze byla nastavena
na 1,0 ml za minutu a eluat byl detekovan PDA detektorem pfi 255 nm. Metoda byla shledana
jednoduchou, pfesnou, spravnou a specifickou pro stanoveni uvedenych analytii v plasm¢ a
byla validovana dle ICH. (128)

Bhagyashree R. Dhumall, Kishor P. Bhusaril, Madhukar R. Tajne2, Mahavir H. Ghantel a
Nishant S. Jain v roce 2014 publikovali praci zabyvajici se vyvojem metody stabilitnich studii
stanoveni ketorolaku tromethaminu a jeho rozkladnych produktii ve farmaceutickych
1ékovych formach pomoci HPLC. Byla pouzita kolona PrincetonSPHER-100 C8 100A (250 x
4.6 mm, 5 pm) a mobilni faze slozena z pufru (tvofen vodou a ledovou kyselinou octovou) a
methanolem v objemovém poméru 35:65 pti rychlosti toku 1 ml za minutu. Za téchto
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podminek se ketorolak eluoval v pfijatelném retencnim €ase (5,321 min) a vysledkem byl
ostry symetricky pik. Detekce probéhla pfi vinové délce 254 nm. Metoda ukazala dobrou
separaci ketorolaku od jeho rozkladnych produktt a byla validovana dle parametrid ICH. (129)

V. Ramakrishna, P.V.V. Satyanarayana a B.Hari Babu v roce 2014 publikovali praci, ve které
se zabyvali vyvojem a validaci metody soucasného stanoveni oflaxacinu a ketorolaku
tromethaminu v kombinovanych 1ékovych formach. Jako kolona byla v této metod¢ zvolena
Thermo hypersil BDS C18 kolona (250mmx4.6mm, particle size Sum). Mobilni faze byla
pfipravena z vody (jejiz pH bylo upraveno pomoci kyseliny orthofosfore¢né na hodnotu 2,8) a
methanolu v objemovém poméru 60:40. Rychlost pratoku mobilni faze byla nastavena na 1
ml za minutu a analyza probihala pii teploté 30°C. Eluaty byly detekovany pti vinové délce
241 nm. Metoda byla validovana dle ICH a byla shledana snadnou, rychlou a piesnou, tudiz
vhodnou pro souéasné stanoveni zminénych latek v kombinovanych 1ékovych formach. (130)

Dhiraj A. Khairnar, Chetan S. Chaudhari a Sanjay P. Anantwar v roce 2014 vyvinuli novou
metodu stanoveni ketorolaku v tabletovych 1ékovych formach pomoci RP-HPLC. Byla
pouzita Grace C18 kolona (250 cm x 4.6 mm, velikost ¢astic 5p). Mobilni faze byla
ptipravena z methanolu a vody okyselené 0,01 % Kyselinou orthofosfore¢nou v objemovém
poméru 65:35 a rychlost jejiho toku byla 1 ml za minutu. UV detekcce byla provedena pti 245
nm. Metoda byla validovana dle ICH a byla shleddna vhodnou k rutinnim kvantitativnim
analyzam ketorolaku v tabletovych 1ékovych formach. (131)

4.2.13 2015

Bandala Kostewara Rao, Golkonda Ramu, Illuru Jyothsna Kumari a Chintala Rambabu v roce
2015 publikovali védeckou praci, jejimz tématem bylo navrzeni nové RP-HPLC metody
stabilitni studie ketorolaku tromethaminu ve farmaceutickych Iékovych formach. V této
metod¢ byla pouzita kolona inertsil ODS, C18 (150 mm x 4.6 mm X 5.0 p) a mobilni faze
obsahujici 100 mM fosfatovy pufr o pH 4,5 a acetonitril v objemovém poméru 60:40.
Rychlost toku mobilni faze byla nastavena na 0,8 ml za minutu a analyty byly detekovany
pomoci PDA detektoru pii 316 nm. Pomoci této metody se podafilo separovat ketorolak od
jeho rozkladnych produktii a metoda prokazala dobré hodnoty valida¢nich parametria ICH,
podle nichz byla také validovana. (132)

Priyadarshani S Bansode, Chetan Singh Chauhan, Ravindra Kamble, Preeti Gopaliya a
Chatrapal Singh v roce 2015 vyvinuli metodu stanoveni moxifloxacinu a ketorolaku ve
farmaceutickych lékovych formach pomoci RP-HPLC. Byla pouZita C1g kolona a mobilni faze
se skladala z fosfatového pufru a acetonitrilu v poméru 60:40. K detekci byl zvolen UV
detektor, kdy ketorolak projevil absorpéni maximum pii 245 nm. Tato metoda byla shledana
piesnou, spravnou, snadnou, selektivni, citlivou a pomérné rychlou a byla validovéana a
doporucena K rutinni analyze pii kontrolach kvality. (133)

Dave JB, Vyas PJ a Patel CN v roce 2015 vyvinuli novou HPLC metodu pro stanoveni
moxiflaxacinu a ketorolaku v o¢nich kapkach v ramci stabilitnich studii. Pro analyzu byla
zvolena ACE Cig kolona (150 mm x 4.6 mm, velikost ¢astic 5 um). Mobilni faze se skladala
z 0,01 moléarniho fostatového pufru o pH 4,6 a acetonitrilu v objemovém pomeéru 75:25 a
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rychlost jejiho toku byla nastavena na 1 ml za minutu. Detekce UV detektorem probéhla pii
maximu vinové délky 307 nm. Metoda byla validovana na linearitu, pfesnost, spravnost,
robustnost, specifitu, limit detekce a limit kvantifikace. (134)

4.2.14 Shrnuti

Na dané téma byly nalezeny publikace od poloviny 90. let do soucastnosti. Velka pozornost
védct z mnoha pracovist’ je vénovana chiralni analyze ketorolaku, kdy nejvétsi uplatnéni
nachazela AGP kolona (stacionarni faze obsahuje navazany alfa-glykoprotein) a mobilni faze
se nejéastdji skladala z propanolu a fosfatového pufru v riiznych pomérech. Cast praci se také
vénovala stanoveni ketorolaku ve farmaceutickych 1¢kovych forméch, kdy se ¢asto jednalo o
formy kombinované (piedevsim kombinace s chinolonovymi antibiotiky v o¢nich kapkach).
Bylo validovano nékolik metod vhodnych k stabilitnim studiim a kontrolam kvality. Jedna se
0 metody RP-HPLC, které¢ vyuzivaji kolony Cyg popi. Cg od riznych firem o riznych
rozmérech. Jako mobilni faze se ve vétsSing ptipadl uplatiiuje acetonitril a fostatovy pufr o
riznych pomérech, vyjimeéné je pouzit i methanol. Bylo nalezeno také nékolik praci
vénujicich se analyze biologickych vzorkd, at’ uz se jedna o plasmu, synovialni tekutinu, ¢i
o¢ni tekutinu.Vzorky byly nejcastéji upravovany pomoci SPE a k analyze byla opét vyuZita
vyse zminénd metoda RP-HPLC.
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5 Experimentalni cast
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5.1.1 PoutZité pristroje, material, pomiicky a chemikdlie

5.1.1.1 Pristroje
Kapalinovy chromatograf LC 20, Shimadzu, Japonsko

Analytické vahy KERN ALS-220-4N, Némecko
Ultrazvukova lazen K 10, Kraintek, Slovensko
Detektor PDA model SPD-M20A, Shimadzu, Japonsko
Acidimetr 333 Druopta Praha, Ceska republika

5.1.1.2 Chromatograficky material
Discovery® HS C18 HPLC Column, 15 cm x 4.6 mm, 5 um, Sigma-Aldrich USA

CHIRALCEL®OD-R, 0,46 cm x 25 cm, 10um, Daicel chem. industries, Japonsko

5.1.1.3 Pomiicky
Filtra¢ni papir

Laboratorni sklo
Lzicky

5.1.1.4 Chemikadlie
Acetonitril, Chromasolv, Sigma-Aldrich, USA

Dihydrogenfosforeénan draselny, Penta Chrudim, CR

Chloristan sodny, Penta Chrudim, CR

Ketorolak, Sigma Aldrich

Kyselina o-fosforeéna 85 %, p.a., Penta Chrudim, CR

Methanol, Chromasolv, Sigma-Aldrich, USA

Octan amonny, Balex, Pardubice — Rosice na L., Ceska republika
Tiaprofenova kyselina, Sigma-Aldrich, USA

Voda ¢isténa reverzni osmdzou

5.1.2 Vypracovadni chromatografickych podminek pro HPLC analyzu

ketorolaku
Vypracovani optimalnich chromatografickych podminek spocivalo zejména v nalezeni
vhodné staciondrni a mobilni fazi, vybéru vnitiniho standardu a zvoleni ideélni pritokové
rychlosti a teploty.
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5.1.2.1 Vybér staciondrni a mobilni faze

Na zékladé analyzy dostupnych praci, zabyvajicich se analyzou ketorolaku byla pro analyzu
vybréana kolona Discovery® HS C18 HPLC Column, 15 cm x 4.6 mm, velikost &astic velikost
5 um. Na této zvolené kolon¢ byly nasledné vyzkouseny ndsedujici mobilni faze o rizném
slozeni.

Methanol : roztok octanu amonného 0,01 mol/l okyseleny kyselinou octovou na pH 5,5; 50:50
(V/v)

Methanol : roztok dihydrogenfosfore¢nanu draselného 0,01 mol/l okyseleny kyselinou
fosforecnou na pH 3,5; 50:50 (v/v)

Methanol : roztok dihydrogenfosfore¢nanu draselného 0,01 mol/l okyseleny kyselinou
fosfore¢nou na pH 3,5; 40:60 (v/v)

Acetonitril : roztok octanu amonného 0,01 mol/l okyseleny kyselinou octovou na pH 5,5;
50:50 (v/v)

Acetonitril : roztok dihydrogenfosforecnanu draselného 0,01 mol/l okyseleny kyselinou
fosforec¢nou na pH 3,25; 50:50 (v/v)

Acetonitril : roztok dihydrogenfosforecnanu draselného 0,01 mol/l okyseleny kyselinou
fosfore¢nou na pH 3,25; 40:60 (v/v)

5.1.2.2 Vybér vnitirniho standardu
Jako interni standard byla zvolena kyselina tiaprofenova.

5.1.2.3 Dalsi chromatografické podminky
Teplota byla nastavena na 25°C, maximalni tlak 20 Mpa a rychlost toku 1ml za minutu.

5.1.2.4 Priprava mobilni faze

Pro ptipravu 1 1 roztoku fosfatového pufru bylo navazeno 1,36 g dihydrogenfosfore¢nanu
draselného a toto mnozZstvi nasledné rozpusténo v 1000 ml vody ¢isténé reverzni osmoézou,
pH tohoto roztoku bylo nasledn€ upraveno pomoci kyseliny fosfore¢né na hodnotu 3,5.
Roztok byl poté smichéan s acetonitrilem popiipadé¢ methanolem v uvedeném pomeru.

5.1.2.5 Priprava vzorkii

Vorek €. 1 byl pfipraven rozpusténim 3,8 mg ketorolaku v 10 ml methanolu v odmérné bance
0 objemu 10 ml. Vzniknul tak roztok ketorolaku o koncentraci 10 mol/l, z n&hoz byl po
dikladném rozpusténi za pouziti ultrazvukové ldzn€ odebran vzorek do sklenéné vialky

k HPLC analyze.

Vzorek €. 2 obsahoval IS, kyselinu tiaprofenovou. 2,6 mg této latky bylo rozpusténo

v metholu v 10 ml odmérné bance. Vznikl takto roztok kyseliny tiaprofenové o koncentraci
10 mol/l. Po dikladném rozpusténi byla ¢ast vzorku odebrana do vialky a tim pfipravena
k analyze v HPLC pfistoji.
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Vzorek ¢islo 3 se skladal z 1 ml vzorku ¢islo 1 a stejného mnozstvi vzorku ¢islo 2, které byly
odebrany do vialky a dikladné promichany. Vzorky byly na kolonu vstiikovany v objemu 10
ul, resp. objemu dvojnasobném u vzorku €. 3.

5.1.3 Vypracovadni chromatografickych podminek pro chirdlni HPLC

analyzu ketorolaku
Pro chiralni analyzu ketorolaku byly pouzity stejné vzorky jako v pfedchozi ¢asti
experimentu, tedy i stejny interni standard. Li$i se tedy pouze pouzita kolona, mobilni faze a
byly také mirn¢ upraveny dalsi chromatografické podminky jako teplota, maximalni tlak a
rychlost toku mobilni faze.

5.1.3.1 Vybér staciondarni a mobilni faze

Jako kolona byla pouzita chiralni kolona od firmy Daicel chem. industries, LTD,
CHIRALCEL®OD-R o rozmérech 0,46 cm x 25 cm o velikosti ¢astic 10um. Na této koloné
bylo vyzkouseno nékolik nésledujicich mobilnich fazi o riizném sloZeni.

Methanol : chloristanovy puftr o koncentraci 1 mol/l; 50:50 (v/v)
Acetonitril : chloristanovy pufr o koncentraci 1 mol/l; 50:50 (v/v)
Acetonitril : chloristanovy pufr o0 koncentraci 1 mol/l; 40:60 (v/v)

5.1.3.2 Priprava mobilni faze

Pro ptipravu 11 chloristanového pufru o koncentraci 1 mol/l bylo navazeno 146,4 g chloridu
amonného, zfedéno 1 1 vody CiSténé reverzni osmozou a nasledné okyseleno kyselinou
chloristou na pH 3,16. Tento tlumivy roztok byl nasledn¢ smichan s methanolem nebo
acetonitrilem v uvedenych pomérech.

5.1.3.3 Dalsi chromatografické podminky
Vzhledem k pouzité koloné bylo nutné snizit rychlost pritoku mobilni faze na 0,5 ml/min,
maximalni tlak na 16 MPa a teplotu na 24°C.

5.2 Vysledky a diskuze

5.2.1 Chromatografické podminky pro HPLC analyzu ketorolaku.

5.2.1.1 Staciondrni a mobilni faze

K analyze byla zvolena kolona Discovery” HS C18 HPLC Column, 15 cm x 4.6 mm, velikost
castic velikost 5 um, ktera byla vybrana na zakladé prostudovéni ptfedchozich analyz
ketorolaku, kde se tato (nebo velmi podobné kolony) nejvice osvédcily.

Déle byly zkouseny mobilni faze o rizném slozeni. Vzdy byly analyzovany vSechny vzorky,
tedy roztok ketorolaku, interniho standardu i kombinace obou latek. Z organickych fazi se
vice nez methanol osvédcil z hlediska reten¢nich vlastnosti, tvaru piku a celkové
interprativnosti chromatogramu acetonitril. A jako vodna faze bylo lepSich vysledki dosazeno
pfi pouziti fofatového pufru oproti pufru octanového, zbyvalo tedy nalezeni co
nejvhodnéjsiho poméru téchto latek.
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Pti poméru fofatovy pufr : acetonitril 50:50 byly retenci ¢asy ketorolaku a IS zhruba 3,5 a 4
minut, coz by bylo za norméalnich okolnosti z hlediska rychlosti analyzy vyhodné. Zde se
ovsem piedpoklada budouci vyuziti metody pii analyze biologického materialu, kdy se

V prvnich minutach vétSinou eluuji balastni latky, proto je lepsi, aby retenéni cas analytl byl
vyssi, aby nedochézelo k prekryvani pik.

Jako optiméalni byl zvolen pomér acetonitrilu a fosfatového pufru 40:60, ¢imz doslo
k posunuti reten¢nich ¢asu ketorolaku a kyseliny tiaprofenové na cca 7,2 resp. 11,9 minut. Viz
ptilozené chromatogramy.

mAU %
125
] Ketorolac [
100{ 1 75.0
754
50- 50.0
25 ,
] -25.0
0 I
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 25 5.0 75 min

Obréazek 6 Chromatograficky zaznam vzorku €. 1, roztoku ketorolaku (10-3 mol/l). Chromatografické podminky viz
str. 52.

mAU %
400- IS
1 -75.0
300- ’
200- 1 50.0
100-
] -25.0
0 i
o+ - - 1 T - T T 1 T T T T 1 T T T T 1 T T & T T T T T T 1
0.0 25 5.0 75 10.0 12.5 min

Obrazek 7 Chromatograficky zaznam vzorku €. 2, roztoku kyseliny tiaprofenové (10-3 mol/l). Chromatografické
podminky viz str. 52.
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Obrazek 8 Chromatograficky zdznam vzorku €. 3, smési roztok{ ketorolaku (10-3 mol/l) a kyseliny tiaprofenové (10-
3 mol/l) v poméru 1:1. Chromatografické podminky viz str. 52.

5.2.1.2 Interni standard

Interni standard se musi eluovat samostatng, nesmi reagovat se zkouSenou latkou, musi byt
staly a nesmi obsahovat necistoty s retenénim ¢asem podobnym retencnimu ¢asu zkousené
latky. VSechny tyto vlastnosti zvoleny vnitini standard kyselina tiaprofenové splituje. Navic je
strukturné blizka ketorolaku, tudiZ se eluuje v dostate¢né blizkosti analytu a poskytuje

v danych podminkéch symetricky pik. Viz chromatogram. Zvoleny vnitini standard byl tedy
shledan jako velmi vhodny.

5.2.2 Chirdlni analyza ketorolaku pomoci HPLC

5.2.2.1 Staciondrni a mobilni faze

Byla pouzita kolona CHIRALCEL®OD-R o rozmé&rech 0,46 cm x 25 cm o velikosti ¢astic
10um od firmy Daicel chem. industries, LTD. Jedna se o moderni chirdlni kolonu, ktera se
Vv chirdlni separaci ketorolaku osvédcila.

Jako mobilni faze byly vyzkou$eny roztoky methanolu nebo acetonitrilu s chloristanovym
pufrem o koncentraci 1 mol/l. Pfi pouZiti methanolu nebylo dosaZeno poZadované separace,
zatimco po pouZiti acetonitrilu a tltumivého roztoku v poméru 40:60 byly od sebe oba
enantiomery dostatecné separovany, jak je patrné z piiloZzeného chromatografického zaznamu.
I zde se osvédcilo pouziti tiaprofenové kyseliny jako vnifniho standardu.
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Obréazek 9 Chromatograficky zdznam chirdini analyzy vzorku €. 3, smési roztokd ketorolaku (10-3 mol/l) a kyseliny
tiaprofenové (10-3 mol/l) v poméru 1:1. Chromatografické podminky viz str. 53

K detekei byl pouzit detektor PDA model SPD-M20 A v nastaveném rozmezi vinovych délek
190-800 nm. Byla ziskana UV spektra obou enantiomert (viz nize)

mAU
15.0.| 19.73/1.00

314

246

26

69

\ [ \ [
200 250 300 350 nm

Obrazek 10 UV spektrum enantiomer ¢. 1
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Absorp¢ni maxima:

Tabulka 4 absorpéni maxima enantiomer ¢. 1

Vlnova délka (nm) Absorbance
226 4,02
246 5,04
269 2,98
314 12,45
mAU
-20.81/1.00
12
115
] <
10 o
o
8
7
6
5-
i ©
] J
4 Q
o] .
2
1-
0
2(‘)0““2‘50““3(‘)0‘ ‘3é0”nm‘
Obrazek 11 UV spektrum enantiomer ¢. 2
Absorp¢i maxima:
Tabulka 5 absorp¢éni maxima enantiomer ¢.2
Vlinova délka (nm) Absorbance
226 3,41
246 4,12
271 2,32
314 9,62
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6 Zavér

V této diplomové praci byla vypracovana reserSe dostupnych praci, zabyvajicich se HPLC
analyzou fenofibratu a ketorolaku. VétSinou se jednalo o metody RP-HPLC, které vyuzivaly
kolony Cy5 popi. Cg a mobilni faze slozené z vody a acetonitrilu, popt. methanolu v riznych
pomérech a s pouzitim riznych pufrt (nejéastéji pufr fosfatovy). Na zaklad¢ téchto zjisténi
byla poté navrzena a vyzkousena vlastni metoda HPLC analyzy jedné ze zkoumanych latek, a
to ketorolaku. Byla zvolena kolona Discovery® HS C18, mobilni fize acetonitril:fosfatovy
pufr v objemovém poméru 40:60 a jako interni standard byla zvolena kyselina tiaprofenova.
Navrzena metoda se osvédcila a v budoucnu by mohlo dojit k jeji validaci a aplikaci v praxi,
predevsim pii stanovovani Iékovych hladin ketorolaku.

Dalsi zkousenou metodou byla chiralni analyza ketorolaku. Byla navrZzena metoda piima, za
pouziti chiralni kolony CHIRALCEL®OD-R a mobilni faze Acetonitril : chloristanovy pufr o
V objemovém poméru 40:60. I zde se jako interni standard osvédcila tiaprofenova kyselina.
Pomoci této metody se uspésné podatilo rozdélit oba enantiomery ketorolaku. Metoda ma
velky potencial a mohla by byt v budoucnosti validovana a nalézt uplatnéni v praxi, napiiklad
ve studiich farmakokinetiky této latky. Ketorolak se dosud podava pacientim jako racemicka
smes, ackoliv bylo zjisténo, ze jeho S-forma je mnohem uc¢inngjsi, pokud by v budoucnosti
doslo k vyvoji 1é¢ivych pripravki obsahujicich pouze S-formu, mohla by tato metoda byt
aplikovéna ke kvalitativnimu hodnoceni téchto 1é€ivych piipravki.

Co se tyCe druhé latky, kterd byla predmétem zajmu této diplomové prace, a to fenofibratu, na
zaklad¢ resers$ni prace byly navrzeny chromatografické podminky pro jeho analyzu. Jako
kolona byla navrzena kolona s napni Cig 0 rozmérech 250x4.6 mm a velikosti ¢astic 5 pm
(napt. kolona Luna od firmy Phenomenex, Kromasil ¢i Inertsil od Sigma-Aldrich,
LiChrospher 60 RP-select B od firmy Merck, Zorbax od Agilent nebo Pinnacle od firmy
Restek). Jako mobilni faze byla navrzena smés acetonitrilu a fosfatového pufru (o pH okolo
3,16) v objemovém poméru 50:50 nebo 60:40. Navrhovany zpisob detekce je pomoci UV-
VIS detektoru pti vinové délce okolo 286 nm. Tyto podminky je nutné ovéfit, upravit a
doplnit napft. o teplotu, rychlost toku mobilni fize a maximalni tlak experimentalni cestou.
Vyvojem konkrétni metody se bude zabyvat dalsi vyzkum, jehoz vysledky budou
publikovany v piipadné rigordzni praci.
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