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1. Uvod

Analyza 1éCiv se stale castéji presouva od chemickych zkousek do oblasti
instrumentalnich metod s vyuzitim vypocetni techniky. Mezi jednu z nejrychleji se
vyvijejicich patfi vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC — zangl. High
Performance Liquid Chromatography). Mezi jeji vyhody patii moznost plné automatizace,
vysoka citlivost, selektivita, rychlost analyz a moznost pouziti malych mnozstvi vzorkl pro
stanoveni. Kapalinovd chromatografie (LC) je separa¢ni metoda zalozena na rozdilu
v distribuci latek mezi dvé nemisitelné faze, znichz mobilni fazi je kapalina, ktera
prostupuje stacionarni fazi naplnénou do kolony. LC je zaloZena zejména na mechanismu
adsorpce, rozdélovani, vymény iontd, vylu€ovani nebo stereochemickych interakcich’.

Jeji vyuziti ve farmaceutickych odvétvich je velmi Siroké, zahrnujici méfeni
kvalitativni (identifikace a zkousky totoznosti) i kvantitativni (obsah 1é¢iva ve vzorku
i biologickém materialu), stabilitni testy a stanoveni Gistoty 16¢iv2.

Vtéto  diplomové  praci se  zabyvam  analyzou  methylergometrinu
(methylergonovinu), ktery se vyuziva v porodnictvi pro zastaveni d€lozniho krvaceni
po porodu. Tato latka je nestabilni vici plisobeni vnéjSich vlivil (teplota, svétlo), proto
musi byt uchovavana v tmavé nddobé a v chladu. Pfi nevhodnych podminkach skladovéni
dochazi kracemizaci za vzniku methylergometrininu, jehoz mnoZzstvi se postupné
ve vzorku zvysuje. Metodou HPLC je mozné stanovovat nejen tento epimer hlavni ucinné
latky, ale také strukturné podobné latky, které mohou byt pfitomny ve vzorku pouze
v povolenych mnozstvich jako registrované necistoty.

Hledani novych podminek HPLC pro piesnéjsi kvalitativni i1 kvantitativni stanoveni
Cistoty methylergometrinu je dilezité z divodu jeho nestability a moznosti negativniho
pusobeni vznikajicich necistot na zdravi clovéka.



2.1.

2. Teoreticka Cast

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Jedna se o kontinualni separacni instrumentalni metodu. Tento zplisob analyzy 1éCiv

zaujima v dneSni dobé pfedni postaveni. Z mnoha divodi se stala nejpouzivangjsi
metodou kvalitativnich i kvantitativnich stanoveni:

K separaci dochdzi na zakladé¢ interakci vzorku se stacionarni i mobilni fazi.
Vyuziva Siroké spektrum stacionarnich fazi (silikagelovych s modifikacemi,
zirkoniovych s modifikacemi a dalSich).

Umoziuje podle vybéru kolony zvolit si vhodnou mobilni fazi z Sirokého vybéru
(nepolérni, polarni latky — chromatografie na normalnich ¢i reverznich fazich).
Oproti plosnym chromatografickym metodam (tenkovrstva, papirova) je piesnéjsi,
citlivéjsi a rychlejsi, diky vyuziti vysokych tlakii vstupujicich na kolonu, a oproti
plynové chromatografii umoZznuje separaci a analyzu latek malo té¢kavych a termicky
labilnich?.

Diky vyvoji novych stacionarnich fazi s vizanymi skupinami na povrchu vznikly
reverzni faze, které napomahaji oddélovani i slozitych makromolekularnich latek.

S tim souvisi 1 jejich vyuziti pfi stanovovani latek izolovanych ze vzorku biologického
materidlu a monitorovani lé¢iv a 1ékovych hladin.

Umoziuje hodnotit obsah ptirodnich 1é¢ivych latek v zivocisnych a rostlinnych
drogach?.

Pti separaci je mozné piesné odd¢lit strukturné piibuzné latky (necistoty, rozkladné
produkty) od hlavni uc¢inné latky a pomocnych latek v 1é¢ivém ptipravku.

2.1.1. Soucasné trendy v oblasti HPLC

HPLC je diky svému Sirokému vyuziti pfedmétem zkoumani laboratoii na celém

svete, které se snazi o zvySeni pouzivanych tlakii a rychlosti a o miniaturizaci celych
separacnich systémi. Hlavni vyvoj je smétovan k:

zkracovani kolon a zmenSovani velikosti Castic sorbentl (pelikuldrni
naplné,povrchové porézni naplné€ a zejména mikropartikularni naplné);

pouzivani novych surovin pro napln¢ kolon (napt. Al, Zr, Ti);

vytvaieni novych reverznich fazi, vazbou chemickych skupin a fetézci na povrch
stacionarnich fazi;

pouzivani kolon s men§im vnitinim primérem (mikrokapildrni a kapilarni);
automatizaci analyz;

vyuziti ultra vysokych tlakii tzv. ultravysokoucinna kapalinova chromatografie
(UPLC — z angl. Ultrahigh Performance Liquid Chromatography);

spojovani HPLC s hmotnostné spektrometrickymi detektory (HPLC-MS — z angl.
HPLC—Mass Spectrometry) a s timto spojeny vyvoj novych kolon pro HPLC-MS
systémy”.



2.2, Separace v HPLC

Kapalinovd chromatografie neni jen separacni, ale 1 analytickou metodou,
umoziujici kvalitativni i kvantitativni stanoveni latek. Separace latek probihd v koloné¢,
ktera je tvotfena vhodnou stacionarni fazi (sorbentem) a protékd ji mobilni fadze (eluent)
(Obr. 1).

, , VI, L4
Obr. 1: Modelové zobrazeni rozdélovani smési latek na koloné ™.
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Podstata separace tkvi v rozdilnych vlastnostech jednotlivych dé€lenvch latek:

e Riizn4 afinita délenych slozek k sorbentu a mobilni fazi [1 rozdilné rozdélovani mezi
mobilni a stacionarni fazi [J odlisnd rychlost pfi prichodu kolonou [ separace
jednotlivych slozek smési.

Druhy vzdjemnych interakci:

Hydrofobni (van der Waalsovy) sily.
Interakce dipol — dipdl.

Vodikové mustky.

Elektrostatické sily*.

Jednou z moznosti déleni HPLC metod je podle principu separace latek:

o  Gelovd permeacni chromatografie - GPC (z angl. Gel Permeabile Chromatography).
Mechanické déleni molekul latek pronikajicich do pori gelu, na zékladé jejich
rozdilné velikosti.

o  Rozdélovaci chromatografie - LLC (z angl. Liquid — Liquid Chromatography).
Rozdilné rozpustnost molekul mezi dvéma zcela nemisitelnymi kapalinami.

e  Adsorpcni chromatografie - LSC (z angl. Liquid — Solid Chromatography). Rozdilna
adsorpce molekul na povrchu tuhé faze s aktivnimi centry.

o Jontové vyménna chromatografie - IEC (z angl. lon — Exchange Chromatography).
Rozdilnd vyménna adsorpce ionti na povrchu iontového ménice®.



DalSi mozné déleni je podle zpisobu eluce:

1. Izokraticka eluce

Béhem separace nedochazi ke zméné koncentrace jednotlivych slozek mobilni faze.
Uplatiiuje se konstantni elucni sila mobilni faze. Latky se rozd¢€luji jen na zaklad¢ interakci
s mobilni a stacionarni fazi.

Vyhody izokratické eluce:

*  Nizsi naro¢nost na pfistrojové vybaveni.

*  Po jednotlivych krocich analyzy neni tfeba provadét ekvilibraci.

e Ze ziskanych udaji lze vychéazet pii vyvoji gradientové eluce pro danou smés
latek.

Nevyhody izokratické eluce:

*  Separace jednotlivych latek ve vzorku je pomalejsi, analyza je delsi.
* MiZe dochazet krozmyvéani piki slozek smési vychazejicich zkolony mezi
poslednimi.

2. Gradientova eluce

Eluéni sila mobilni faze se béhem analyzy zvySuje. SloZeni mobilni faze se méni s ¢asem.
Koncentra¢ni gradient lze charakterizovat pomoci tii parametri: pocatecni koncentrace
ucinné elu¢ni slozky v mobilni fazi, strmosti gradientu a tvaru gradientu. NejcCastéji se
pouziva gradient linearni, nékdy téZ gradient exponencialni ¢i logaritmicky. Pti analyze na
chemicky véazanych nepolarnich fazich se zpravidla pouziva gradient methanolu nebo
acetonitrilu ve vod& nebo roztocich pufri®.

Vyhody gradientové eluce:

o  Vhodnéjsi metoda pro vzorky s velkym poctem analyti (obsahujici ve smési né€kolik
latek, které je potieba oddélit).

e  LepsirozliSeni pro piky na zacatku a konci chromatogramu.
Vyssi citlivost pro latky na konci chromatogramu.

e  V¢tsi kapacita pik (diky zvySujici se elu¢ni sile mobilni faze dochézi ke zménam
retencnich Cast jednotlivych latek ve smési, do chromatogramu se pak vejde vice
pikt)S.

Nevyhody gradientové eluce:

e Naro¢néjsi instrumentace (dtlezita jsou Cerpadla, kterd pumpuji mobilni fazi
nakolonu na zdkladé pokyni uvedenych v LC cCasovém programu
chromatografického softwaru). Pumpy musi byt schopny dostate¢né¢ pohotove
reagovat na zmeény koncentrace mobilni faze (obvykle se zpozdénim cca 1,5 — 2 min).
v separaci jednotlivych slozek, které se ukazi v jednotlivych chromatogramech).

*  Delsi doba analyzy vyplyvajici z nutnosti ekvilibrace kolon (je vhodné volit gradient
tak, aby zavérecné koncentracni zmény vedly k ustaleni pocatecnich gradientovych
podminek. Pokud tomu tak neni, je nutné pied dalSim nastfikem vzorku provést
ekvilibraci, coz mize vést k prodlouzeni ¢asu nejen jednoho kroku analyzy, ale
i celého experimentu)®.
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2.2.1. Konstrukce chromatografické kolony

HPLC chromatografické kolony jsou obvykle 5 — 25 cm dlouhé o vnitinim priméru
2,1 — 4,6 mm (kapilarni model, Obr. 2). Ty s menSim primérem jsou oznacovany jako
mikrokolony. Kolony jsou naplnény vhodnymi sorbety, jejichz vybér zavisi
na podminkach, které jsou nezbytné pro vybrané stanoveni’.

Obr. 2: Model kapilarni kolony’.

le

1. Plast — obklopuje a udrzuje soudrznost stacionarni faze, miize byt z nerezové oceli,
skla, plastu (polyaryletherketonu).

2. Porézni kovova frita — chrani pied prinikem nerozpusténych ¢astecek, popt. Jinych
necistot, do kolony a umoziuje plynuly tok mobilni faze.

3. Stacionarni faze — pokryva plast’ zevniti nebo vypliuje cely prostor kapilary.

4. Prevlecny ochranny krouzek.

5. Koncova hlavice.

6. Vstup pro kapilaru se Sroubem’.

e Normalni stacionarni faze maji obvykle na povrchu vazany polarni skupiny a pii
analyze se vyuzivaji nepolarni mobilni faze (bez ptitomnosti vody).

e Reverzni faze naproti tomu vyuZivaji moznosti pfipojeni nepolarni skupiny
na OH skupiny nosice (napf. silikagelu, hliniku, zirkonia). Témito skupinami jsou
nejcastéji nasycené alifatické fetézce (Cs, Cis) €1 modifikované a nemodifikované
aromatické cykly (fenyl, alkylfenyl, aminofenyl), na jejichZz charakteru zavisi
selektivita pfipravené faze. PouZivaji se polarni mobilni faze?.
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2.2.2.

Nejpouzivangj§im zplsobem déleni

Typy chromatografickych kolon

chromatografickych kolon v kapalinové

chromatografii je podle stacionarni faze (Tab. 1). Je mozné je ale rozd¢lit i podle délky,
pruméru, velikosti ¢astic, Zivotnosti a na zaklad¢ jejich dalSich parametrt.

Tab. 1: Vybrané stacionarnich faze®.

Druh, vyplii

'Vlastnosti

Poznamky

Polarni adsorbenty:

Normalni faze.

Nepoldrni mobilni faze.

1. Silikagel

Silanolové skupiny Si-OH. Povrch
slabé kysely (iontoméni¢) — zadrzuje
vice bazické latky.

Rozpousti se pfi
pH = 8,0.

2. Chemicky vazané faze

Aminopropyl, kyanopropyl a diol.

3. Neutralni oxid hlinity

Krystalické spinelova struktura, na
povrchu s OH skupinami a centry

s elektron-akceptorovymi vlastnostmi
(Lewisovy baze).

Vykazuje rozdilnou
selektivitu nez silikagel,
pouziva se pro separaci
nasycenych a
nenasycenych alifatickych|
uhlovodikl a

polyaromatickych
uhlovodikii.
Nepolarni: Obrdacené (reverzni) faze. Polarni mobilni faze.
Chemicky vazané faze Etherové: Si-O-C- Nachylné k hydrolyze.
Aminové: Si-N-C- Stabilni pti
Silanové: Si-O-Si-C- pH=4,0-7.5.
Odolné vici hydrolyze
(Clg, Cg, fenyl)
Dalsi:
Monolitické kolony Jediny kus porovitého materialu, velké |Anorganické monolity.

a stiedné velké pory.

Makroporézni polymerni
monolity.

Stlacitelné monolity
(komprimované gely).

Oxid zirkonicity

Adsorpc¢ni centra charakteru
Lewisovych kyselin. Do mobilnich fazi
se musi pridavat pufry, které
kompenzuji silné interakce téchto
center s hydroxylovymi, fosfatovymi ¢i
karboxylovymi skupinami

v molekulach latek.

Monodisperzni porézni
kulové cCastecky,
chemicka a tepelna
stabilita (pouziti za
extrémnich podminek,
napft. ¢isténi), tim
prodlouzeni zivotnosti
kolony.

Modifikovany oxid

zirkoniCity — vazané faze.

Polystyren, polybutadien, grafitizovany
uhlik nebo grafitizovany uhlik
s vazanymi Cs fetézci.

Pro RP-HPLC (z angl.
[Reverse phase—HPLC) je
povrch ZrO, potaZzen
vrstvou jedné z téchto

vazanych fazi.
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2.2.3. Silikagelové kolony

Tyto kolony s mikropartikularnim silikagelem patii k nejpouzivanéjSim, pievazné
v reverznim moédu. Silikagelové casteCky jsou monodisperzni, mechanicky odolné
a vytvareji velky povrch s Si-OH skupinami ¢i chemicky vazanymi ligandy. Mohou byt
pouzivany v normalni, reverzni, iontové vymeénné a vyluCovaci chromatografii, coz
rozsifuje spektrum moZznych stanovovanych latek.

Organosilanové chemicky vadzané faze jsou nejvyznamnéjsi diky vysoce
reprodukovatelné syntéze a dobie dosazitelnym vyslednym charakteristikdm hmotnostniho
transportu. Faze jsou stabilni v rozmezi pH = 3,0 — 9,0, pro dlouhodobé pouzivani vsak jiz
pouze pii pH =3,0 — 7,0. Pii pH < 4,0 dochazi k urychleni hydrolyzy silanolové vazby
a ke ztrat¢ chromatografické retence, pii pH > 9,0 k rozpousténi povrchu a odStépovani
vazanych skupin. Dlouhodobé vystaveni témto podminkdm postupné snizuje ucinnost
kolony. Mobilni faze pouzivané pfi stanovenich na silikagelovych kolonach se vyhybaji
hodnotam pH, které by mohly zkratit Zivotnost kolon, coz limituje vyuziti téchto fazi pfi
stanoveni fady latek. Pii optimalizaci podminek separace jsou pfitom casto vyuZivany
zmeény iontové sily mobilni faze k dosazeni co nejlepSich vysledkdi.

Vyssi odolnosti vici hydrolyze pifi nizkém pH bylo dosazeno navdzanim alifatickych
uhlikovych fetézcli na silikagelovy povrch (C;, Cs, Cis, propylfenyl, isopropyl, isobutyl),
které prostorové brani priniku agresivni mobilni faze k silanolové vazbé. Komeréné
dostupné stéricky chranéné faze jsou stabilni pii pH = 1,0 1 po delsi dobu.

Dosazeni protekce silikagelové stacionarni faze vac¢i vysSim hodnotdm pH je
anorganickych pufrii (fosfatovych, uhli¢itanovych) a préci pfi teploté do 60°C. I ptes tato
opatteni se ale zivotnost kolony za téchto podminek pohybuje jen okolo 3 — 6 dni.

Prednosti silikagelovych kolon je jejich cena a moznost vyuziti systému s chemicky
modifikovanym povrchem nebo monolitickou Gipravou (s priitoénymi a difuznimi pory)°.

Kolona Symmetry-C,g

Jak jiz ndzev napovida, je pouzivana v reverznim modu s polarnimi mobilnimi
fazemi. Vzorky pro stanoveni by mély byt rozpustné v mobilni fazi pro dosazeni
optimalniho tvaru piku a citlivosti. Pokud toho nelze dosédhnou, je nutné zkontrolovat
vzéjemnou misitelnost vzorku, rozpoustédla a mobilni faze k zabranéni srdZeni nckteré
ze slozek s pufrem. Kolona je stabilni v rozmezi pH = 2,0 — 8,0. Jeji zivotnost pfi urcité
hodnoté pH zavisi na pouZzitém pufru, jeho koncentraci a teploté. Dilezita je kvalita
rozpoustédla pro pfipravu vzorku a Upravu koncentrace pufru. Rozpoustédlo méa byt
prefiltrovano (prevence niz$i vykonnosti pii vys$Sim tlaku) a deaerizovano (zabrana
rusivych vlivii bublinek vzduchu v pumpé¢ a detektoru). Doporuceny pracovni tlak plisobici
na kolonu je do 40MPa a teplota v rozmezi 20 — 45 °C",
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2.2.4. Kolony na bazi oxidii kovii

Kovy pouzivané ve formé svych oxidl jako stacionarni faze v HPLC jsou nejCastéji
hlinik a zirkonium, experimentalné také titan. Kolony s touto néplni jsou stabilnéjsi vici
pusobeni tlaku, pH 1 teploty nez silikagelové. To rozSifuje moznosti vyuziti stacionarnich
fazi na bazi oxidd kovi v HPLC analytickych metodach.

Vlastnosti, pro které jsou tyto faze cenény:

e  Stabilné;jsi napln kolony s niz§im prosakovdnim a snadnéjS$im rozvojem HPLC-MS
metod a pouzivanim detektorti svételného rozptylu.

e Moznost ¢iSténi kolony pomoci extrémnich podminek (pH, teploty) bez jejiho
poskozeni.

e Teplotni stabilita umoziiuje zvySeni pritoku a urychleni stanoveni, ¢imz roste
robustnost analyzy. Stacionarni faze mohou byt pouzivany az pii 200 °C.

e Kolony maji delsi Zivotnost, ¢imzZ se snizuje celkova cena analyzy.

Oxid zirkoni€ity se ukazuje jako velmi perspektivni material na vyrobu stacionarnich
fazi. Oxidy ostatnich testovanych kovii maji rozdilné vlastnosti, které opraviiuji k tomu se

vvvvvv

oxidu zirkonicitého. Vlastnosti zirkoniovych fazi zistavaji nezménény v rozmezi
pH =1,0—-14,0 a do teploty 200 °C (v zavislosti na Gpraveé povrchu néplné). Oxidy kovi

vvvvvv

pouzivani a nutnost ptizplisobit se zménam chromatografickych podminek’.

Pouzivaji se krystalické formy:

Al — a,y, amorfni.

Faze se 1iSi mnozstvim vody vazané na povrch sorbentu, 5 typt hydroxylovych (OH)
skupin ovliviiuje separaci a adsorpci.

Zr — monoklinicka forma.

Na svém povrchu obsahuje vazané OH skupiny, vyssi teplota pak miiZze ovlivnit separaci
tim, Ze dochazi ke zmenSeni priiméru, objemu port a zmenseni celého povrchu.

Ti — anatas, rutil formy.

Vliv teploty na vlastnosti faze a port je stejny jako u Zr. Na povrchu Ti je pozorovano
az 15 typt OH skupin®.

Castice jsou kulovité, monodisperzni s dobrou morfologii porti a snadno vyrobitelné
(hlavné Zr, Ti). Vyrabi se i keramické castice pokryté vrstvou oxidu kovu s nizkou
polaritou, které se vyuzivaji pfi reverzni chromatografii. Pro vytvoreni Castic je mozné
pouzivat i smiSené oxidy kovii, které moduluji vlastnosti stacionarni faze. Stacionarni faze
na bazi kovi funguji jako iontové vyménné i ligand vyménné (v zavislosti na pH)’.
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Vyroba ¢astic:

1. Sprejové suseni vodné suspenze keramického koloidu — kapky rozprasSené ve vzduchu
— suseni kapek — slinovani.

2. Olejova emulze — emulgované kapky — suSeni — €iSté€ni a slinovani.

3. Polymerizace vodné suspenze keramického koloidu s ptidavkem ve vodé rozpustnych
monomerd — polymerni precipitace (hromadici se koloid) — ¢isténi, polymerni zihani,
konec¢né slinovani.

Smisené oxidy kovil modifikuji vlastnosti castecek, ze kterych jsou slozeny vysledné
stacionarni faze. Navzajem bylo vyzkouseno mnozstvi kombinaci a jako nejzajimavéjsi se
ukazaly Zr + Si na Al; oxidy kovu (Al, Zr, Fe, Sn, Cr) na Si; Zr, Ti, Al na Si. Takto vzniklé
faze vykazovaly specifické vlastnosti, vyuzitelné pro separaci rliznych latek®.

Velka pozornost je vénovdna modifikovanym staciondrnim fazim na bézi oxida
kovi. Cilem modifikace je ziskani fazi hydrofobnich a chemicky selektivnich pro
provedeni reverzni separace (podobné jako u Si - reverznich fazi). lonizovatelné soluty pak
maji smiSeny rezim zadrzovani: reverzni a na zéklad¢ interakci Lewisovy kyseliny ¢i baze.
Neionizovatelné soluty jsou zadrzovany rezimem reverznich fazi'.

Déleni modifikaci:

1. Dynamické — vytvofeny pfitomnosti siln€ interagujicich slouc¢enin v mobilni fazi.

2. Permanentni — kovalentni vazba mezi povrchovymi a chemicky vazanymi
skupinami.

3. Fyzikilni screening — usazovani polymeru na oxidu nebo platovani s uhlikovymi
vrstvami.

Ad 1. Projevy Lewisovy kyseliny na povrchu se blokuji pouzitim fosfati, fluoridd, nebo
analogii silnych komplexi EDTA (z angl. ethylenediaminetetraacetic acid) obsazenych
v mobilni fazi.

Ad 2. Silanizace povrchu oxidu kovi neni vhodnou modifikaci (nestabilita, hydrolyza, faze
se neda pouzit pti vyssim pH). Pokryti polybutadienem je dobie znamo u Zr a Al. Vyuziva
se 2-oktadecyl-1,3-butadien. Modifikované oxidy jsou velmi stabilni v kyselém i zésaditém
prostiedi. Jinym druhem permanentniho pokryti je vyuziti fosfath, fluoridii, ¢i fosfonovych
analogii EDTA (jako soucésti mobilni faze nebo modifikatory povrchu), které silné
interaguji s povrchem Zr a zlep$uji chromatografické provedeni'.

Typy pokryvani polymerem:

e Tenky film neblokuje nebo nezmensuje otvor pori, neovlivni strukturu pért
a schopnost latek se v nich vazat, udrzuje dobry kvantitativni transfer do port
a polymerniho filmu.

e Jednolité pokryti, které prekryje nezddouci nespecifické skupiny na povrchu.
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Typy reverznich stacionarnich fazi:

PBD-Zr0,, ALO; (polybutadien) — reverzni faze, pouzitelné za agresivnich
podminek. Vysoka separacni ucinnost, vysoka teplotni a pH stabilita (srovnatelné
S Si-clg, Sl-Cg)

PS-Zr0,, AL,O; (polystyren) — rozdil oproti PBD je v ploSe, kterou na povrchu ¢éstic
zaujimaji mikropory a pory smalym primérem. Faze je stabilni v kyselém
1 alkalickém prostiedi (pH = 1 — 13), pfi vysoké teploté a vici agresivnim médiim.
Tato faze se zda byt vhodna pro pouZiti predevSim v piipad€ slozZitych separaci, kdy
selhavaji PBD-ZrO, i bézné faze s vazanym Si.

Polyethylenimin-ZrQO, — pouzivané k separaci malych organickych 1 anorganickych
nabitych molekul, jsou vysoce stabilnimi a ¢innymi ménici aniont. Typ sitovani
polymeru na povrchu je vyznamny pro hydrofobicitu a chemickou a teplotni stabilitu.
Za pouziti riznych typl sitovani vznikaji staciondrni faze, které jsou bud’ silnymi
nebo slabymi ménici iontd.

Chemicky vazany retézec Cs-ZrQO, — povrch je méné hydrofobni nez je tomu
u béznych silikagelovych fazi. Pro jednoduché nenabit¢ molekuly je doporucovano
pouziti organické mobilni faze niz8i sily k dosaZeni srovnatelnych retencnich
parametrii jako u béznych Cs a Cys silikagelovych stacionarnich fazi.

Ad 3. (Fyzikalni screening) Oxidy kovl pokryté grafitizovanym uhlikem (hlavné Zr),
uhlikové adsorbenty, jsou Siroce studovany pro vyuziti v chromatografii. Vznikaji
pyrolyzou uhlikatych prekurzort pti 700 — 1100 K'.

Vyhody propojeni oxidt kovi a uhliku:

*  Chemicka resistence k piisobeni kyselin, zdsad a organickych solventi.
*  Mechanicka3 stabilita.
*  Razna selektivita, pouzitelna pii chromatografické separaci.

Rozdil mezi ZrO, pokrytym uhlikem a alkylové vdzanymi modifikatory (Ad 2.):

* M4 vyssi selektivitu pro separaci polarnich i nepolarnich geometrickych
izomert.

* Je vice hydrofobni.

*  Polérni roztoky jsou zadrzovéany elektrickymi interakcemi = elektront.

Zr faze s vazanym uhlikem byly chemicky modifikovany na reverzni faze za pouziti

diazoniovych soli. Nové vzniklé faze jsou stabilni pfi pH = 0,3 — 14 a odolavaji
teploté 200 °C pfi neutralnim pH".
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2.3.  Pristrojové vybaveni pro HPLC

2.3.1. Schéma kapalinového chromatografu Shimadzu

Obr. 3: Schéma kapalinového chromatografu Shimadzu.

1 1 — Zasobniky mobilnich fazi
2 — Odplynovac, typ DGU 20 A;
DD 3 — Pumpa, typ LC 20 AD — A
- 3 4 — Pumpa, typ LC 20 AD - B
o ; - 5 — Autosampler, typ SIL-20AC
' :l : 6 — Ridici jednotka, typ CBM-20A
7 — Detektor, typ SPD-M20A
< 8 8 — Kolonovy prostor, typ CTO-20AC
- 9 — Vystupni zafizeni s pouzitym softwarem.
—

2.3.2. Zasobniky mobilni faze

Jedna se o nddoby sklenéné, plastové ¢i z nerezové oceli naplnéné jednotlivymi
slozkami mobilni faze, obvykle organickym rozpoustédlem a pufrem, které jsou
pumpovany cerpadly pomoci plastovych ¢i ocelovych kapildr. Tyto maji na konci
ponoieném do kapaliny porézni prepazku, ktera slouzi k ochrané pied prinikem malych
nerozpusténych ¢astecek na kolonu.

2.3.3.  Odplyiiovac, typ DGU 20 A;

Odplynovace slouzi pro odplynéni mobilni faze ptichazejici na kolonu (ultrazvukem,
vakuem ¢i probublavanim ptes helium). Odplynéni je dulezitou soucasti stabilizace
mobilni faze pted prichodem kolonou. Vysoké tlaky, potfebné pro pumpovani vzorku,
meéni rozpustnost plynti. V mobilni fazi se tak mohou vytvofit bublinky, které pii priichodu
pumpami zpusobi jejich nestejnomérny chod a tlakové razy. To se projevi hlavné
v nereprodukovatelnosti reten¢nich ¢ast a nestabilit¢ zakladni linie. Tento typ odplynovace
vyuziva fluorethylenovou membranu'?.

2.3.4. Pumpy, typ LC 20 AD

Pumpy neboli Cerpadla vedou mobilni fazi ze zasobniku pfes odplynovac a injektor
na kolonu. Jsou jednou =z nejdilezitéjSich a vyrobn€ nejnarocnéjSich soucasti
chromatografu, protoze jsou zodpovédné za udrzeni konstantniho pritoku a tlaku mobilni
faze ve vSech Castech zafizeni. Typ LC 20 AD je mikroobjemovym dvojitym pistovym
Cerpadlem, zajiStujicim konstantni pritok a tlak béhem celé analyzy pii izokratické
1 gradientové eluci. Rozsah nastaveni pritoku a tlaku je 0,0001 — 5 ml/min pro 1 — 40 MPa
a 5,0001 — 10 ml/min pro 1 — 20 MPa. Podtlakovy filtr ma primér port 10 um, sitovy filtr
5 pm a kapacitu 30 pl. Pfi operacni teplot¢ 4 — 35 °C je moZno najednou smisit az
4 rozpoustédla, a to vzavislosti na tlaku pi1 gradientové eluci a konstrukei
chromatografického systému (ptitomnosti ¢i nepfitomnosti fidici jednotky CBM-20A)".

Nami pouzivany chromatograf ma 2 Cerpadla, oznacena podle Casti mobilni faze jim
prochdzejici: anorganicky pufr (A), organické rozpoustédlo (B).
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2.3.5. Autosampler, typ SIL-20AC

Jedna se o automaticky davkovac vzorku do prostoru kolony, kde dochazi k interakci
injikovanych latek s mobilni i stacionarni fadzi. Umoznuje vysokorychlostni davkovani
a procesy s vice vzorky umisténymi ve vétsi ¢i mensi zasuvee pro vialky. Kazdé misto ma
Ciselné oznaceni, které odpovida ¢islu vialky zapsanému pied analyzou do pocitatového
programu. Autosampler je vybaven chladicem prostoru se vzorky. Tento je schopen
udrzovat stalou teplotu v rozmezi 4 — 40 °C. Standardn€ mohou byt ddvkovany vzorky
po 1 — 100 pl pfi pouzitém tlaku 20 MPa. Pfi zadavani specifickych injikovanych objemi
je rozmezi 1 — 2000 pl pfi zvoleném tlaku 20 — 35 MPa. Standardni opera¢ni podminky
autosampleru odpovidaji teploté 4 — 35 °C, vlhkosti 20 — 85 % apH =1 — 14",

2.3.6.  Ridici jednotka, typ CBM-20A

Tato jednotka je vybavena funkci ochrany dat a funguje jako meziclanek pro
piipojeni LC — pracovnich stanic, sitovych klientskych pocitacti a analytickych pfistroji
ptes Ethernet. Patfi mezi prvni fidici jednotky HPLC na bézi internetu. Umoznuje uzivateli
snadny pfistup pro nastaveni, kontrolu a monitorovani jeho HPLC pies webové rozhrani
na dalku. K rozvodné siti CBM-20A mize byt pfipojeno vice nez osm zaiizeni.

Toto centralni zafizeni zajiStuje vykonnost, zvysuje ochranu pomoci viceuroviiovych
pfistupovych alternativ, poskytuje flexibilni analytické prostfedi, a napomahd udrzovat
cenny prostor na stole".

2.3.7. Detektor, typ SPD-M20A

wev

(mozZnost stanovovat Siroké spektrum latek), citlivost (tzn. mez detekce, dand minimalni
koncentraci latky, kdy jiz dojde k zaznamenani signdlu) a linearita odezvy (tzn. pfima
umérnost mezi hodnotou odezvy a koncentraci vzorku). Jednotlivé typy detektor jsou
shrnuty v Tab. 2. Detektor pouzivany pii ndmi navrhované optimalizaci stanoveni Cistoty
a ptibuznych latek methylergometrinu vyuzivd fotodiodového pole, vytvareného
deuteriovou ¢i wolframovou lampou. Jedna se o nedestruktivni typ detektoru, ktery dokaze
méfit absorpci latek v rozmezi vinovych délek 190 — 800 nm. Muze byt jednim
z analytickych zafizeni, pfipojenych k fidici jednotce, vyuzivajici Ethernet. Idedlni
provozni podminky jsou 4 — 35 °C, 45 — 85 % vlhkosti a tlak 12 MPa'®.

Vyhody:

Schopnost rozlisit piky navzajem na zadklad¢ absorpcnich spekter.

e Robustnost a spolehlivost metody pii pouziti detektoru fotodiodového pole — DAD
(z angl. Diod Array Detector).

e Simultdnni méteni celé oblasti spektra.

e Okamzity zaznam a zobrazeni dat.

e Moznost tvorby 3D chromatogramu.

Nevyhoda:

o Finanéni naro¢nost.
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Tab. 2: Nejcastéji pouzivané typy detektord v HPLC systémech2

Typ detektoru Princip detekce, doplnéni Poznamka

Spektrofotometricky: Me¢éfteni absorbance Vyuziva se predev§im UV
elektromagnetického zafeni oblast spektra. Je zna¢né
vzorkem, prochazejicim celou  citlivy (10° — 107" g/ml).
detektoru. Gradientova eluce.

uv S fixni A. Nejcastéji 254, 280 nm.

Uv-vis S ménitelnou A.

Scanning UV

Snima absorp¢ni spektrum
v maximu piku 1éCiva.

Trvani jen nékolik sekund.

Diod Array (UV-VIS)

Trojrozmérna projekce, nékolik
A, absorp¢ni spektra, porovnani
pom¢éril absorbanci.

Rizen pocitacem.

Fluorimetricky: Zachyt fluoreskujicich 1é€iv. Hg [Méné univerzalni, vice
vybojka + filtry, deuteriova citlivy (10° — 10"'? g/ml).
lampa nebo xenonova vybojka + |Gradientova eluce.
monochromator, na emisni strané
filtr nebo monochromator.

Elektrochemicky: Vyuziti elektrochemickych déji [Oxidovatelnost a
na rozhrani elektroda — eluent.  |[redukovatelnost 1éCiv.
Hodnota jedné z veli¢in je
zavisla na koncentraci (C)
vzorku.

voltametricky Zavislost napéti na C

ampérometricky Zavislost proudu na C Tuhé mérné elektrody —

skelny uhlik, grafit, zlato,
platina, méd’ ¢i jiny kov.
Povrch materialii se zanasi
produkty oxidace ¢i redukce.
polarograficky Zavislost proudu na C Rtut'ové dno a kapkova
Hg — elektroda.
coulometricky Me¢teni naboje potfebného Porézni grafitova pracovni
k oxidaci ¢i redukei celkového  |elektroda — fritovy typ
mnozstvi latky. (vzorek protéka skrz ni).
Refraktometricky: M¢ti rozdilny index lomu mezi  |[Univerzalni, niZs$i citlivost

mobilni f4zi bez a se vzorkem
analyzované latky.

(10 g/ml), termostatovani.
Nelze pouZit pro
gradientovou eluci.

Spojeni s hmotnostnim
spektrometrem:

Analyt je ionizovan nejcastéji
pomoci ioniza¢nich technik
pracujicich za atmosférického
tlaku (ESI, APCI, APPI). Nabité
castice se rozdéli podle naboje a
hmotnosti (zdznam hmotnostniho
spektra).

Vysoce selektivni, citlivé, ale
finan¢né€ nakladné spojeni
HPLC-MS.

19




2.3.8. Kolonovy prostor, typ CTO-20AC

Kolonovy prostor slouzi pro pfipevnéni kolony v systému. Tento typ zafizeni
vyuziva ventilatorové vétraci cirkulace s moZnosti temperovani prostoru v rozmezi
4 - 85 °C a kontroly teploty v fadu + 0,1 °C, coz bylo v nasem piipad¢ vyhodné z hlediska
teplotni nestability methylergometrinu. Do temperovaného prostoru lze umistit 2 kolony.
Proti piehiati je vybaven termalni pojistkou, proti uniku mobilni faze senzorem prisaku'’.

2.3.9. Vystupni zaiizeni s pouZivanym softwarem

Tato zatizeni (pocitace) slouzi nejen pro shromazd’ovani, vyhodnoceni, zpracovani
a uloZeni dat ziskanych z detektoru, ale s pomoci nejmodernéjs$iho programového vybaveni
odborné zamétenych firem 1 pro fizeni a kontrolu celého separaéniho procesu.
Software LC Solution Version 1.22 SP1 umoziuje ovladdat a kontrolovat podminky
analyzy:

*  Smiseni organické mobilni faze s pufrem v poZadovaném poméru (slozeni mobilni
faze).

* Nastaveni celkového ¢asu jednoho kroku analyzy (izokraticka eluce).

*  Vytvofeni gradientu mobilni faze a pufru v ur¢itych pomérech, ménicich se s Casem
(gradientova eluce).

*  Rychlost pritoku mobilni faze kolonou.

e Sledovéni tlaku vstupujicich mobilnich fazi.

»  Pfi pouziti spektrofotometrického detektoru zaznam odezvy pii rtiznych vinovych
delkach zaroven.

e Teplotu v kolonovém prostoru a v autosampleru (zdbrana rozkladu vzorku).

»  Zastaveni separace v kterémkoli okamzZiku.

*  Nastaveni podminek vyplachu kolony pted i po separaci vzorku.
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24. Kvalitativni chromatografie
Chromatografické metody maji oproti nékterym jinym instrumentalnim postuptim
vyhodu vtom, Ze je mozné stanovit nejen totoznost latky, ale také jeji mnozZstvi

(koncentraci) ve vzorku. Kvalitativni chromatografie vyuziva retenéni parametry.

Retencni parametry:

REteNCNT ODJEIML....uiiiiiiieciiee et e e e e eae e e saeeenaaeanes Vi [ml]
REENCNT €S, .tiiiiieiiieiie ettt ettt sttt e e e e b e snaeens tr [min]
Mty ObJEM KOLOMY....ccuiiiiiiiieiiieciee e eaee e e Vi [ml]
MIEVY €aS KOLOMY .. .eiiiiiiiiieiiicit ettt et en ty [min]
Redukovany retencni ObJeML.........coccuiiieiiiieiiieeieeeie e V'r [ml]
Redukovany retenCni Cas.......cocuieriieriieriieiie ettt et t'r [min]

Retenc¢ni objem — objem mobilni faze, ktery musi projit kolonou, aby se analyt dostal
ke konci separacni kolony.

Retencni ¢as — celkovy cCas, ktery analyt stravi v separacni kolong.

Mrtvy objem — objem eluentu, ktery musi projit kolonou, aby se nezadrzovany analyt
dostal od pocatku ke konci kolony.

Mrtvy ¢as — retencni Cas analytu, ktery neni v kolon¢ zadrZovan, tj. pohybuje se kolonou
stejnou rychlosti jako mobilni faze. VSechny analyty stravi v mobilni fazi stejny ¢as —
mrtvy Cas kolony.

Redukovany reten¢ni objem — dany rozdilem retenc¢niho a mrtvého objemu.
Redukovany reten¢ni ¢as — Cas, ktery piislusny analyt stravi ve stacionérni fazi.
Vypocetni vzorce veli€in jsou uvedeny v Tab. 3.

Kvalitativni analyza je vyjadfena retencnim (elu¢nim) cCasem (tr), tzn. Casem
od nastfiku vzorku na kolonu aZ po maximum chromatografického piku. tz je relativni
veli¢inou, protoZe jeho hodnota zavisi na podminkéch stanoveni: pritoku, sloZzeni mobilni
faze, vybrané stacionarni fazi. Ziskany retencni Cas vzorku se pro pfesnost porovnava
s hodnotou naméfenou u standardu. Pokud se shoduji retenéni casy za riznych
chromatografickych podminek, lze s jistou pravdépodobnosti tvrdit, Ze neznama latka je
identicka se standardem. Reten¢ni ¢as sam o sobé nemuze slouzit k identifikaci daného
analytu a bez ptredchozi ¢astecné znalosti vzorku se ned4a obecné pouZit pro identifikaci
latek. Identifikace v chromatografii je vSak v nékterych ptipadech mozn4, i pfi neznalosti
vzorku, za pouziti vhodného detektoru (napf. DAD, hmotnostniho), ale znalost
stanovovaného analytu ji zna¢né usnadnuje. Existuje vzdy ptedpoklad o identité, ktery
zéavisi na predb&zné znalosti analytu, efektivnosti systému a pouzité identifika¢ni metodg'®.
Dalsi moznosti identifikace vzorku ve kvalitativni chromatografii je na zaklad¢ relativnich
retencnich Casii. Pii této metod¢ se retencni Cas analytu vztahuje na retencni Cas urcité
vhodné latky (nejcastéji zkousené latky).

Uvazujeme-li retencni ¢as komponent 1 a 2 — trl tr2, potom pro relativni retenci — RR plati
dle 1ékopisu vzorec':
tr2
RR=—
irl
S pouzitim relativnich retence se eliminuje vliv délky kolony, fluktuace pritoku a teploty.
Rovnice pro vypocty dalSich vybranych chromatografickych veliin jsou uvedeny v Tab. 3.
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Tab. 3: Zakladni chromatografické veliiny s rovnicemi pro jejich V}'Ipoéet4.

Veli¢ina Rovnice
Lineérni rychlost mobilni faze L
=
BT
RetenCni objem i-t€¢ho analytu |V ; =F, 'ty
Wpi = Ve +Ep; Ve
Retencni ¢as i-tého analytu Wiy Vg tEp;tV,
t = =
e FII]. FI[I.
Distribu¢ni konstanta (o), (o), N
(rozdélovaci konstanta) Ep; = - I
{':Jm I:ni }m -';”rs
Retencni pomér 1, W
p ki=(1)5=Kw' :
I:ni :Im -l;"'rm
Mrtvy objem Vv =Fn.tu
Mrtvy Cas tu=L/u
Redukovany retenéni objem Wiy = Ve — Vit
Ve =F twy
VI:‘.,I = KD.i -';"rs
Redukovany reten¢ni Cas thi =tri —tm
-';"rli‘.; KD i 1"'rs
b, == = —
R‘l FII:I. F]II.
Linearni rychlost mobilni fAZe............cocovvviiiiiiiiiiiiieeceeeeece e u [cm/min]
Celkova délka KOLOMNY......ccccuiiiiiiieiie ettt e e e e e e L [cm]
Objemovy pritok mobilni fAzZe...........ccevvvieiiiiiiiiieiiieeeeee e F., [ml/min]
Distribucni KONStanta............ccoueeiieiiiiiiiiiiiie e Kp;
Objem StaciONAINT TAZE........cccvieriieiieieecieeee e e e V, [ml]
Objem mMObilnd fAZE.......cccuiiiiiiiiii e Vi [ml]
Koncentrace i-té¢ho analytu v mobilni fazi...........cccoeevieviiniiiiiiiniiciecieeees (Ci)m [mol/1]
Koncentrace i-tého analytu ve stacionarni fazi..........cccceeevveevieeenieeecieecieeen, (ci)s [mol/1]
Latkové mnozstvi i-tého analytu v mobilni fAzi..........cccevvveciieiieniiiieeiieeenee, (n;)m [g/mol]
Latkové mnozstvi i-tého analytu ve stacionarni fazi............cccceeevvveeeeeecnnnnnn... (n;)s [g/mol]
REteNCNT POMET.....coiuiiiiiiiiiciie ettt e e ee s k;

Distribu¢ni konstanta Kp; — pomér rovnovazné koncentrace analytu ve stacionarni
a mobilni fazi. Nabyva obvykle hodnot 2 — 10.

Retenéni pomér k; — jedna z nejuzivangjSich retencnich velic¢in. Udéava kolikrat vice ¢asu
stravi analyt ve stacionarni fazi nez ve fazi mobilni, tj. v kolikandsobku mrtvého casu
(objemu) analyt eluuje. Je to i pomér latkovych mnozstvi analytu ve stacionarni a mobilni
fazi za rovnovaznych podminek.

Kb, a ki charakterizuji selektivitu, tj. jak moc se analyty na koloné zadrzuji a zpozd'uji‘.
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2.4.1. Chromatografické parametry

Chromatograficky zaznam je tvofen chromatografickymi piky (Obr. 4). Kazdy
chromatograficky pik je urcen plochou (A), vyskou (h) a $itkou mezi inflexnimi body (w;).
Z teorie chromatografického patra vyplyva, ze elu¢ni kiivka ma tvar Poissonova rozdéleni,
které 1ze pro vysoky pocet pater nahradit Gaussovou kiivkou.

Obr. 4: Obrazek zobrazujici ne¢které pouzité veliciny.

I
0,607h e -
el |11-ulg5
Woas
VPSKA PIKUL ..ottt ettt ettt ettt e e e eneen h
Dvacetina VYSKY PIKU....cccviiiiieeiieeeeeeeee e 0,05h
Polovina VYSKY PIKU.....oooviiiiieiiee et e 0,5h
Vyska piku v inflexnich bodech...........ccccooviiiiiiiiiiiie e 0,607h
Sitka PIKU V 0,05hc.cccciiiiiiiisiiniiciii e Wo,05
Sitka PIku v 0,50 ... Wo.s
Sitka piku v inflexnich bodech (v 0,607h).......cccccoviiriiiiiiiieiee e Wi
Vzdalenost mezi kolmici spusténou z maxima piku a ¢elem piku v 0,05h............ d

(u nesymetrickych pikii = 2 rozdilné hodnoty — d; a d,).
Faktor symetrie A,
Obr. 5: Mozné tvary pikl v chromatogramu".
Z obrazku je patrné, ze ne vzdy jsou piky pravidelné.

Veli¢inou, ktera vyjadiuje miru soumernosti
chromatografického piku, je faktor symetrie A,. Tento

Gaussovsky pik o v “r p
muzeme vypocitat pomoci vzorce:
4 = Wi os
Sy T
Pik rozmyty vzadu 2d
(s clvosten)
Absolutné symetricky pik  A;=1,0
Pik rozmyty vzadu As>1,0
) ) Pik rozmyty vptedu A, <1,0
;’?ﬁ;‘:lzmm Akceptovatelné hodnoty A;=0,8-1,5"
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2.5. Kvantitativni chromatografie

Kvantitativni analyza operuje s hodnotou plochy popft. vysky piku, které jsou piimo
umérné koncentraci stanovované latky. VyuZivaji se nejcastéji dva postupy kvantitativniho
stanoveni, tj. metodou vnéjsiho ¢i vnitiniho standardu.

Metoda vnéjSiho standardu porovnava odezvu piku zkouSeného latky s odpovidajici
odezvou piku standardu.

vnitini standard. Tato musi vychédzet z kolony samostatn€, musi byt stala za podminek
stanoveni, nesmi reagovat se stanovovanou latkou a méla by byt strukturné podobna
stanovované latce. Vhodné zvoleny vnitini standard se pak piidd ve stejném mnozstvi
ke vzorku i standardu zkouSené latky. Pfi pouZiti této metody se porovnavaji plochy pikd:
vnitiniho standardu se standardem zkouSené latky a wnitiniho standardu se zkouSenou
latkou’.

Mén¢ Casto se vyuzivaji pro kvantifikaci latek normaliza¢ni metoda a metoda standardniho
ptidavku.
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2.6. Farmakologické informace — Namelové alkaloidy

Néamelové alkaloidy jsou skupinou strukturné blizkych latek odvozenych od kyseliny
lysergové, které je mozné podle chemické struktury rozdélit do nékolika podskupin:
ergotaminové, ergometrinove a ergotoxinové alkaloidy a jejich derivaty a dalsi. Nachazi se
v namelu, coZ jsou ¢ernd zrna Zita napadend cizopasnou houbou Palickovici nachovou
(lat. Claviceps purpurea). Tato skupina latek ma komplexni Gi€inky na lidské tkané:

e Stimulace a,-adrenergnich receptori — zvySeni kontrakce a tonu gravidni délohy,
kontrakce hladké svaloviny cév (zvySeni krevniho tlaku, zmirnéni migrény), stieva
(zvyseni motility), bronch a dalSich vegetativné inervovanych tkani: ergotamin,
dihydroergotamin, ergometrin, methylergometrin.

e Stimulace 5-HT)p serotoninergnich receptori — plisobeni na myometrium: ergotamin,
ergometrin, methylergometrin.

e Utinek na dopaminergni receptory v hypofyze — inhibice sekrece prolaktinu,
spontanni 1 vyvolanou thyreotropin uvoliluyjicim hormonem hypotalamu:
bromocriptin, lisurid, tergurid, cabergolin.

e Psychotropni G¢inky: diethylamid kyseliny lysergové (LSD)".

2.6.1. Ergotamin, dihydroergotamin

Tyto dvé latky nalezi mezi specifickd antimigrenika, diky G¢inku na serotoninové
a a-adrenergni receptory, ¢cimz zptsobi konstrikci dilatovanych kapacitnich cév. Vliv praveé
na tyto receptory je vSak také zodpovédny za Cetné nezadouci ucinky (ktece hladkého
svalstva, bolesti bficha, zvraceni, vasokonstrikce perifernich cév — nedokrveni koncetin).
Ergotamin se zavadi ve formé Cipkl. Pro svlij dlouhodoby efekt na hladkou svalovinu je
kontraindikovéan v uterotonickych indikacich. Spolu s ergotoxinovymi alkaloidy vykazuje
1o sympatolyticky ucinek, ktery ale neni natolik silny, aby pifekonal vasokonstrikéni
pusobeni. Dihydroergotamin ma nizsi vyskyt nezadoucich G¢inkll a uziva se peroralné ¢i
subkutanné v mg davkach®.

2.6.2. Bromocriptin, lisurid, tergurid, cabergolin

Jedna se o polysyntetické derivaty namelovych alkaloidli s vyznamnymi inhibi¢nimi
ucinky na hypofyzu, zejména na vylucovani prolaktinu. Kazda ztéchto latek se lisi
mechanismem ucinku, ale ovlivnéni hypofyzy je srovnatelné.

Bromocriptin se vyuziva kprevenci a potlaceni laktace, 1é¢b&é galaktorey, terapii
prolaktinomi (nddory hypofyzy se zvySenym vylu€ovanim prolaktinu), pfi parkinsonismu
a akromegalii, v odvykacich kurach u zavislosti na kokainu (Gprava hypersenzitivity
inhibi¢nich receptori na dopaminergnich neuronech). Mezi jeho nezddouci uCinky patii
nausea, zvraceni, zacpa a posturalni hypotenze.

Lisurid je uzivan perordln¢ pii 1écbé hyperprolaktinémie, prolaktinomu, akromegalie
a poruch menstruacniho cyklu. Na pocatku terapie a pii vysSich davkiach mad kromé
nezadoucich u¢ink zminénych u bromocriptinu také dal$i jako bolesti hlavy, ospalost,
zmatenost a dyskinezi.

Tergurid ma ptiznivEjsi moZnosti vyuziti neZz vySe zminéné latky v oblasti léCby
endokrinologickych a gynekologickych indikaci s nadmérnou produkci prolaktinu a méné
nezadoucich uc¢inkt. Ptiznivé plsobi na Parkinsonovu chorobu a extrapyramidové projevy
po klasickych neurolepticich.

Cabergolin se vyznaCuje delSim plsobenim, méné vyjadfenymi neZaddoucimi ucinky
a pouzitim ve stejnych indikacich®.
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2.6.3. Ergometrin, methylergometrin

Vyuzivaji se v uterotonickych indikacich. V Ceské republice je registrovan pouze
methylergometrin, v zahrani¢i se setkdvdme 1 sergometrinem. Tyto latky plsobi
na gravidni délohu zejména pii jeji hypotonii tim, ze zvySuji jeji kontrakce a tonus
plisobenim na oy-adrenergni a 5-HTp serotoninergni receptory myometria. Z mechanismu
ucinku se da usuzovat i na nezadouci ucinky, kterymi jsou bolesti bficha, zvraceni, tinitus,
vzestup krevniho tlaku, spasmus koronarnich cév a dalsi. Aplikace latek je pouze injekcni
a to intramuskularni ¢i intravendézni (0,1 — 0,2 mg) k zesileni kontrakci délohy
ve 3. porodni dobé, k prevenci anebo 1écbé poporodniho krvaceni z atonie uteru, pfi

nedostate¢né involuci délohy a v piipadé silnych meno- a metroragii®.
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2.7. Analyza namelovych alkaloidii v odborné literatuie

Namelové alkaloidy — EA (z angl. Ergot alkaloids) jsou Siroce studovanou skupinou
latek, nejen diky jejich farmakologickym a toxikologickym u¢inklim, ale také pro jejich
komplexni strukturu a mnozstvi chemickych modifikaci zdkladni molekuly. Hledaji se
stdle dokonalejsi metody separace jednotlivych latek ve smési ziskané extrakci z namele

s pouzitim nejmodernéjSich chromatografickych systému.

Clankd, které se zabyvaji optimalizacemi separacnich metod pro déleni EA je cela
fada. Neékteré znich jsou shrnuty v Review M. Fliegera et al. zroku 1997: Ergot
alkaloids-sources, structures and analytical methods®, které se zaméfuje pravé na
publikace o vysokoucinné kapalinové chromatografii pouzité pro stanoveni EA. V tabulce
ptehledné shrnuji ty vybrané prace (uvedené v Review 1997), na které jsme se zaméfili pii
vybéru pocatecnich chromatografickych podminek (Tab. 4).

Tab. 4: HPLC — namelové alkaloidyn.

Stacionarni faze - kolona Mobilni faze Priitok Detekce  Odkazy (cit. v Review
(délka x I. D. mm) [ml/min] A [nm] 1997
Sil X (500 x 2,5) ACN — diisopropyl ether 1,0 UV 254  Wittwer a Kluckholm
40 : 60 1973
pBondapak C18 (300 x 4) ACN — 10mmol/l 8,0 UV 280  Bethke et al. 1976
(NH4).CO; ve vode 1 : 2, Ergotamin,LA,isomery
izokraticky
Nukleosil C18 (300 x 4,6) ANC - 1 mmol/l 8,0 UV 320 Ermietal 1976
Nukleosil C18 (150 x 3) (NH4),CO; ve vodé. 1,5 UV 254  Ergotamin,LA,isomery
Grad.: 8 — 60%
ACN(6krokti/4min)
Lichrosorb RP — 18 ACN - (NH4),COsvevodé  1,3-1,7 UV 254  Dolinar 1977
Lichrosorb RP — 8 (32 — 42%), izokraticky Cyklické EA
Lichrosorb RP —2
Spherisorb ODS; (125 x 4,2)
MicroPak MCH 10 (250 x2)  ACN - 0,1 mol/l 1,0 UV 254  Abbott s Berg 1977
(NH4).CO; ve vodé Fluoresc. LSD
1 : 1, izokraticky 330 ex.
420 em.
pBondapak C18 (300 x 4) ACN -CH;COOH-H,O 1,0 uv Sondack 1978
20:1:79, Ergonovin, LA, isomery
izokraticky
Lichrosorb RP — 8 ACN - (NH4),COsve vodé  1,0—2,0 Fluoresc. Scott a Lawrence 1980
(250 x 4,6) (200 mg/1) 43 : 57, 235 ex. Derivaty LA, cyklické
izokraticky 370em. EA
UV 254
ODS — Hypersil (250 x 4,6) ACN — 10 mmol/l 1,5 Fluoresc. Edlung 1981
(NH4).CO;,1: 1 328 ex. Cyklické EA
ACN - 50 mmol/l 389 em.

heptansulfonat sodny
s 10 ml kys. Octové, 1 : 1,
izokraticky
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Stacionarni faze - kolona Mobilni faze Pritok Detekce  Odkazy (cit. v Review
(délka x I. D. mm) [ml/min] A [nm] 1997*")
Lichrosorb RP-8 (250 x 4,6)  ACN - (NH4),COsve vod¢ 1,1 —1,5 Fluoresc. Scotta Lawrence 1982
nebo 0,1 mol/l KH,PO, — 235 ex. Cyklické EA
0,1 mol/l NaOH 50 : 44, 370 em.
izokraticky
Spheri SRP-8 Gradient: ACN z 28-29% 1,1-1,5 Fluoresc. Scotta Lawrence 1982
na 43% v roztoku 200mg/1 235 ex. Cyklické EA
(NH4),CO; nebo 0,1 mol/l 370 em.
KH,PO,4 — 0,1 mol/l NaOH
50:44
Z 32% na 45% ACN
v 25 mmol/l KH,PO, —
0,1 mol/l NaOH
Lichrosorb RP-18 (250 x 4,6) ACN — 20 mmol/l 1,0 UV 280  Magg a Ballschmiter
fosfatovy pufr (pH = 7,0) 310 1985, reten¢ni index
Nukleosil 5 C18 (300 x 3,9) 1 : 1, izokraticky cyklickych EA
ODS Hypersil (100 x 5) MetOH - fosfatovy pufr 2,0 UV 220 GillaKey 1985
Silica (50 x 4,5) (pH=28,1)6:4, Fluoresc. LSD, cyklické EA,
izokraticky 312 ex. dihydro cyklické EA
400 em.
pBondapak C18 (300 x 3,9) MetOH — fosfatovy pufr 1,5 UV 254, Ruiter et al. 1987
(PH=3)2:1 280,313  LSD, diethyllysergamid,
methylpropylamid
Aquapore RP-300 (30 x 2,1) 10 mmol/l (NH4),CO; ve 1,8 Fluoresc. Humbert ez al. 1987
vode (A) — ACN (B) 296 ex. Dihydroergotamin,
Perkin Elmer LC kolona HS ~ (pH =8,5) 355em.  dihydroergocornin,
3 C18 (83 x 4,6) Grad.: 100% A, z 0 na 8-hydroxydihydro-
22% B (1,5 min); z 22% na ergotamin
34% B (3 min kolona I
Ze 34% na 40% B
(9,4 min)
kolona IT
Zorbax ODS (250 x 4,6) ACN - 0,1 mol/l pufr 0,8 Fluoresc. Yates a Powell 1988
octanu amonného (pH = 310 ex. Cyklické EA, isomery
Zorbax C8 (25 x 4,6) 7,6) 35 :65 360 em.
Zorbax ODS — hlavni kolona  Grad.: z 35% na 50% ACN
Adsorbosil (250 x 4,6) (30 min); z 50% na 100%
piedkolona ACN (10min); ze 100% na
35% ACN (35 min); konec
100 min
Octasilica BST Si 100 S5 C8 ACN -5.10° mol/l vodny 0,8 UV 280  Papp 1990
(150 x 4) tetrabutylammonium Dihydro - cyklické EA
Lichrosorb Si-100 (30 x 4) hydroxid
predkolona 45-55 : 55-45, izokraticky
Perkin Elmer cartridge C18 ACN - (NH4),COsve vode 1,0 Fluoresc. Rottinghaus et al. 1991
(83 mm) 33% : 200 mg/l, 250 ex. ergotamin,
izokraticky 420 em.  ergovalin
ACN acetonitril. LSD diethylamid kyseliny lysergové
LA lysergova kyselina (z angl. Lysergic acid). ODS Si0,-Cis (z angl. Octadecyl Silane).
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Ve ¢lanku: Simultaneous determination of six major ergot alkaloids and their
epimers in cereals and foodstuffs by LC-MS-MS* je vyuziviana kapalinova
chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii ke kvantifikaci Sesti namelovych
alkaloidd a jejich epimer(, mezi nimi také ergometrinu a ergometrininu. Clanek jsme
prostudovali a napomohl ndm ve vybéru vhodné mobilni faze a porovnéni opublikovanych
vysledki s naSimi predpoklady. V praci bylo pouzito bazické pH.

Podminky stanoveni:

o  Chromatograficky systéem: Waters Alliance 2695 HPLC, Micromass Quattro Ultima a Quattro
Ultima Platinum tandem quadrupole instrument [ESI (+)-MS-MS];

e  Kolona: Phenomenex Gemini Cis 2 mm % 150 mm, zahrnujici pfedkolonu 4 mm x 2 mm
Gemini Cig;

e  Napli: Castice velikosti 5 pm;

®  Detekce: MS—-MS provedeni s positivni elektrosprejovou ionizaci za pouziti selektivniho
zdaznamu jedné nebo vice iontovych reakci (Selected Reaction Monitoring, SRM): prvnim
analyzatorem je vybran ion prekurzoru, ktery je potom v kolizni cele podroben fragmentaci
a sleduje se pouze vybrany charakteristicky fragmentovy ion. Dusik byl pii stanoveni pouzit
jako nebulizér i kolizni plyn;

®  Priitokova rychlost: 0,5 ml/min;
e  Teplota v kolonovém prostoru: 30 °C;
e  Teplota v autosampleru: 15 °C;
e  Nastrik: 10 pl;
®  Mobilni faze: C — 3,03 mmol/l (NH4),COs, pH = 8,9;
D — ACN.
e  Gradient:
Cas Mobilni faze C Mobilni faze D
(min) % (V/V) % (V/V)
0-1 517 95 — 83
1-3 17 — 47 83 — 53
3-10 47 — 54 53 — 46
10-15 54 — 80 46 — 20

Quantitative determination of five ergot alkaloids in rye flour by liquid
chromatography-electrospray ionisation tandem mass spectrometry” je publikaci
popisyjici  vyuziti systétmu LC-ESI/MS/MS, neboli kapalinové chromatografie
s tandemovou hmotnostni  spektrometrii a  elektrosprejovou ionizaci. Jednou
ze stanovovanych latek byl ergometrin. V této publikaci bylo pouzito kyselé pH pfi
stanoveni ndmelovych alkaloidii. Nami vypracovavand optimalizace mobilni faze
zahrnovala zmény nejen organického rozpoustédla, ale také pH anorganického pufru. Tato
prace dokumentuje, ze je mozné separovat namelové alkaloidy i pii nizkych hodnotach pH.

Podminky stanoveni:

e  Chromatograficky systém: Perkin-Elmer 200 Micro Pump series system s Applied
Biosystem MDS/SCIEX;

® Kolona:X-Terra Cig. 2,1 mm % 100 mm,;

®  Napln: ¢astice velikosti 3,5 um;

e  Detekce: MS—MS provedeni s positivni elektrosprejovou ionizaci za pouziti selektivniho
zaznamu jedné nebo vice iontovych reakci (Selected Reaction Monitoring, SRM). Dusik byl
pii stanoveni pouzit jako nebulizér i kolizni plyn;

®  Prutokova rychlost: 300 ul/min;

e  Nastrik: 10 pl;
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Mobilni faze: A — voda s SmM heptafluorobutanové kyseliny (HFBA), pH = 2,0;

[ J
B — ACN s 0,1 % octové kyseliny.

° Gradient:
Cas Mobilni faze A Mobilni fize B
(min) % (V/V) % (V/V)
0-2 100 — 90 0—10
2-12 90 — 35 10 — 65
12-13 35 65
13-14 3550 65 — 100
14— 19 0 100
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2.8. Analyza methylergometrinu v odborné literatuie
2.8.1.  Clinek: Methylergometrini maleas (Cesky lékopis 2009)"

Strukturni vzorec: 6.0:1788

CHs,
H
: N /COQH

— = : ’L
. X r ’ \/Ccm CO,H
H 5 H \—oH

Nazev: (6aR,9R)-N-[(1S)-1-(hydroxymethyl)propyl]-7-methyl-4,6,6a,7,8,9-hexahydroindolo
[4,3-fg]chinolin-9-karboxamid-(Z)-but-2-endioat.

Vlastnosti

Vzhled: Bily nebo témét bily, hygroskopicky, krystalicky prasek.
Rozpustnost: Dobfte rozpustny ve vodé, tézce rozpustny v ethanolu bezvodém.

Zkousky na Cistotu

P¥ibuzné latky: Kapalinova chromatografie (CL Kap. 2.2.29), metoda normalizace. Zkouska se
provadi za chranéni pred svétlem.

ZkousSeny roztok. 25,0 mg se rozpusti v 15ml mobilni faze B a zfedi se vodou R na 50,0 ml.
Porovnavaci roztok (a). 1,0 ml zkouseného roztoku se ziedi vodou R na 100,0 ml. 1,0 ml tohoto
roztoku se zfedi vodou R na 20,0ml.

Porovnavaci roztok (b). Obsah lahvicky methylergometrinu pro test zpiisobilosti CRL (obsahuje
necistoty A, B, C, D, E, F, G, H a I) se rozpusti v 1,0 ml smési objemovych dilti mobilni faze B
avody R (30+70).

Kolona:
-rozmeéry: délka 0,10 m, vnitfni pramér 4,6 mm;
-staciondrni faze: silikagel pro chromatografii oktadecylsilylovany s odstinenymi silanolovymi
skupinami R (3,5um).
Mobilni faze:
— mobilni faze A: roztok amonium-karbamatu R (2 g/1);
—  mobilni faze B: smé&s objemovych dila acetonitrilu R a vody R (50 + 50).

Gradient:
Cas Mobilni faze A Mobilni faze B
(min) % (V/V) % (V/V)
0-5 85 — 65 15— 35
5-10 65 35
10-15 65 — 20 35— 80
15-20 20 80

Priitokova rychlost: 2,0 ml/min.

Detekce: Spektrofotometricky detektor, 310 nm.

Nastik: 20 pl.

Identifikace necistot. K identifikaci pikd necCistot A, B,
chromatogram dodavany s methylergometrinem pro test zpiisobilosti CRL a chromatogram

porovnavaciho roztoku (b).
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Relativni retence vztazena k methylergometrinu (retencni Cas je asi 11 min):
- necistota A: asi 0,2;
- necistota B: asi 0,5;
- nedistota C: asi 0,6;
- necistota D: as1 0,7;
- necistota I: asi 1,10;
- necistota E: asi 1,14;
- necistota F: asi 1,2;
- necistota G: asi 1,3;
- necistota H: asi 1,4.

Test zpuisobilosti, porovnavaci roztok (b):

- rozliseni: nejméné 3,0 mezi pikem methylergometrinu a pikem necistoty I, nejméné 1,5 mezi
pikem necistoty I a pikem necistoty E.

Limity:

- necistoty A, B, C, D, E a G: pro kazdou necistotu nejvyse 0,5 %;

- soucet obsahii necistot F, H a I: nejvyse 1,0 %;

- nespecifikované necistoty: pro kazdou necistotu nejvyse 0,10 %;

- celkovy obsah necistot: nejvyse 2,0 %;

- limit zanedbatelnosti: plocha piku na chromatogramu porovnavaciho roztoku (a) (0,05 %).

Necistoty
Specifikované necistoty: A,B,C,D,E,F,G,Hal.
CH
] ¥
i _N
_—
HN - R’
R

A.R=H, R"=CO,H: (6aR,9R)-7-methyl-4,6,6a,7,8,9-hexahydroindolo[4,3-fg]chinolin-9-
karboxylova kyselina,

B. R=CO,H, R" = H: (6aR,9S5)-7-methyl-4,6,6a,7,8,9-hexahydroindolo[4,3-fg]chinolin-9-
karboxylova kyselina,

C.R =H, R"=CONHy,: (6aR,9R)-7-methyl-4,6,6a,7,8,9-hexahydroindolo[4,3-fg]chinolin-9-
karboxamid,

E. R = CONH,, R" = H: (6aR,9S)-7-methyl-4,6,6a,7,8,9-hexahydroindolo[4,3-fg]chinolin-9-
karboxamid,
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R1—N

D. R1 =R2=H, R3 = OH: (6aR,9R)-N-[(1S)-2-hydroxy- 1-methylethyl]-7-methyl-4,6,6a,7,8,9-
hexahydroindolo[4,3-fg]chinolin-9-karboxamid (ergometrin),

G. R1 =R2 = CH;, R3 = OH: (6aR,9R)-N-[(1S)-1-(hydroxymethyl)propyl]-4,7-dimethyl-
4,6,6a,7,8,9-hexahydroindolo[4,3-fg]chinolin-9-karboxamid (methylsergid),

I. R1 =H, R2 = OH, R3 = CHj: (6aR,9R)-N-[(1R)-1-(hydroxymethyl)propyl]-7-methyl-
4,6,6a,7,8,9-hexahydroindolo[4,3-fg]|chinolin-9-karboxamid (1'-epi-methylergometrin),

F. R = H: (6aR,9S)-N-[(1S)-2-hydroxy-1-methylethyl]-7-methyl-4,6,6a,7,8,9-hexahydroindolo
[4,3-fg]chinolin-9-karboxamid (ergometrinin),

H. R = CH3: (6aR,9S)-N-[(1S)-1-(hydroxymethyl)propyl]-7-methyl-4,6,6a,7,8,9-
hexahydroindolo[4,3-fg]chinolin-9-karboxamid (methylergometrinin).
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2.8.2.  Cldnek: Methylergonovine Maleate (USP 32, str. 2946 — 2947)%

Na rozdil od stanoveni piibuznych latek v Ceském lékopise 2009 za vyuziti
kapalinové chromatografie, Americky lékopis vyuziva tenkovrstvou chromatografii.

CH,
o H}
NmDH
H
N Co,H
L CHa [
Co.H

C1H25N50, . C,H404 455,50

Ergolin-8-karboxamid, 9,10-didehydro-N-[1-(hydroxymethyl)propyl]-6-methyl-, [8B(S)]-,
(Z)-butendioat (1 : 1) (sil).
9,10-didehydro-N-[(S)-1-(hydroxymethyl)propyl]-6-methylergolin-[ 8 Jkarboxamid
maleat (1 : 1) (stl) [7054-07-1].

» Methylergonovin maleét obsahuje nejméné 97,0 % a nejvyse 103,0 %
C20H25N50, . C4H4O4, pocitdno na vysusenou latku.

USP referenéni standardy <11> - USP Methylergonovine Maleate RS.

Piibuzné alkaloidy: Hodnoceni provedeno v souladu se stanovenim Pribuznych latek ve ¢lanku
Ergonovine Maleate, s pouzitim methylergonovin maleatu misto ergonovin maleatu.

Stanoveni p¥ibuznych alkaloidi (postup ze Clinku: Ergonovine Maleate):

Zkouska se provadi co nejrychleji, za chranéni pred svétlem. ZkouSeny roztok a porovndvaci
roztoky (Standardni roztoky) se pripravuji tesne pred pouzitim!

Adsorbent: 0,25 mm — vrstva chromatografického silikagelu;

Rozpoustédlo: smes — ethanol : hydroxid amonny (9 : 1);

Zasobni roztok standardu: 10 mg/ml USP Methylergonovine Maleate RS v rozpoustédle;
Standardni roztok A: 0,20 mg/ml Zasobniho roztoku v rozpoustédle;

Standardni roztok B: 0,10 mg/ml Zasobniho roztoku v rozpoustédle;

Standardni roztok C: 0,05 mg/ml Zasobniho roztoku v rozpoustédle;

ZkouS$eny roztok: 10 mg/ml methylergonovin maleatu v rozpoustédle;

Reakéni postiik: 10 mg/ml dimethylaminobenzaldehydu v chlazené smési ethanolu a kyseliny
chlorovodikové (1 : 1);

Aplikovany objem: 5 pl;

Vyvijeci systém: chloroform : methanol : voda (75 : 25 : 3), 30 minut je systém ekvilibrovan;
Provedeni analyzy:

Vzorky: Zéasobni roztok standardu, Standardni roztoky A, B, C a ZkouSeny roztok.
Chromatograficky systéem (USP Kap. Chromatografie <6215). Na vrstvu se nanese oddélené po 5 ul
kazdého roztoku a ihned se vyviji vyvijecim systémem po drdze presahujici 14 cm. Vrstva se
vysus$i, postiikd se dimethylaminobenzaldehydem a 2 min se su$i v proudu dusiku: hodnota R
hlavni skvrny na chromatogramu Zkouseného roztoku odpovida hlavni skvrné v chromatogramu
Zasobniho roztoku standardu. Odhadnout koncentrace ostatnich skvrn na chromatogramu
Zkouseného roztoku lze porovnanim s chromatogramy jednotlivych Standardnich roztokl (A, B,
O).

Akceptovana rozmezi - Individualni necistoty: Skvrny Standardnich roztokit A, B, C jsou
ekvivalentni 2,0%, 1,0% a 0,5% velikosti pfislusné skvrny necistot v chromatogramu Zkouseného
roztoku.
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2.8.3. Odborné Clanky zaméiené na methylergometrin

Laboratof analytické chemie Farmaceutické fakulty Univerzity ve Francouzském
Rennes se zabyvala, ve ¢lanku: Stability of oral liquid preparations
of methylergometrine®, stabilitnim stanovenim této latky po 47 dnech v riznych
teplotnich podminkach (5 °C a 21 °C) za ochrany pted svétlem.

Vzorky byly béhem casové periody pravidelné vizudlné kontrolovany (na zménu zbarveni,
srazeni €i krystalizaci) a byla jim méfena hodnota pH. Ke konci obdobi byla koncentrace
methylergometrinu ve vzorcich 96%, zbylé 4 % odpovidaly koncentraci vznikajicich
degradacnich produkti.

Kanalyze methylergometrinu po této casové periodé vyuzili HPLC metodu
s DAD - detektorem. Stanovovany vzorek byl podroben degradaci plisobenim suchého
tepla (50 °C). Piky vSech degradacnich produktid byly oddéleny od piku hlavni latky, a co
je podstatné, vychazely ze systému v riznych retenc¢nich ¢asech.

Tato studie dokézala, Ze oralni 1éCivé pfipravky s methylergometrinem pfedem piipravené
ve formé roztokd (0,05 mg/ml) — Methergin® mohou byt uchovavany po dobu delsi nez
jeden mésic pfi pokojové teploté, chranény pred svétlem?.

Podminky chromatografického stanoveni:

e  Stanovovany vzorek: 5 ml, ziskany rozpusténim oralniho roztoku Metherginu®
(0,25 mg/ml)v glycerolo-alkoholickém zékladu.

e  Standard: zasobni roztok — 20mg methylergometrinu maleatu ve 20 ml ethanolu,
vngj$i standard — ptipraveny ze zasobniho roztoku smisenim s ethanolem
na koncentraci 0,04 — 0,06 mg/ml.

e  HPLC metoda: pouZzita z USP Pharmacopoeia
(U.S. Pharmacopoeia, USP 28-NF 23, 2000) s malymi modifikacemi.

e  HPLC systém: autoinjektor, pumpa 325, ultrazvukovy filtr 0,45 pm, heliovy degasser,
kolona — Hypersil 250 x 3,9;
detektor — fotodiodového pole (DAD Kontrol 550),
software — Kroma 2000.

e  Podminky: stacionarni faze — reverzni, oktadecylsilanizovanad-C;s, 5 pm,
mobilni faze — 0,015 mol/l KH,PO, (pH = 4,6) a ACN, 80 : 20 (V/V),
pratok — 1 ml/min.

Ve c¢lanku vypracovaném védeckymi pracovniky Univerzitni nemocnice Sind
Radboud, Nijmegen v Nizozemsku pro Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO -
z angl. World Health Organization) v roce 1994: Stability of oral oxytocics in tropical
climates - Results of simulation studies on oral ergometrine, oral methylergometrine, buccal oxytocin
and buccal desamino-oxytocin’® jsou monitorovany podminky zachazeni s témito IéCivy
v tropickych podminkach. Vzorky byly vystaveny teplotdm 6 — 40 °C, vlhkosti 25 — 83 %
a uskladnény v temnu nebo na dennim svétle — D, L (z angl. Dark, Light). Tropické klima
bylo simulovdno na 7 pfipravenych kombinacich podminek — D, L, pfi urcité
teploté/vlhkosti:

e D 6/83, D 20/75, D 30/45, D 30/75, D 40/25, D 40/75, L 20/30.
V publikaci byl krom¢ jinych vzorkti zkouman:

*  Methylergometrine maleate 0,125 mg obalené tablety; 95mg volné base.
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Podminky chromatografického stanoveni ergometrinu a methylergometrinu:

Chromatograficky systéem: SP8800 HPLC pumpa, Spectra Physics UV detektor 757
andan SP 4290 integrator.
Referencni vzorky: Cerstvé piipravované pred kazdym setem stanoveni, vzorky
s rostouci koncentraci.
Kolona: Spherisorb 5 ODS (250 x 4.6 mm) chrompack.
Mobilni faze: A — ACN
B — 0,067 mol/l KH,SO, : 0.05% diethylamin
A =60%; B =40%; (1:1).
Detekce: UV — 240 nm.
Pruatokova rychlost: 1,2 ml/min.
Nastrik: 100 pl.
Retencni ¢as: 6,8 min.

Vysledky prokazaly, Ze methylergometrin v tabletdich uchovavany za nevhodnych
podminek je velmi nestabilni, uc¢innd latka podléhd rychlému rozkladu (racemizaci) a neni
proto bezpecné 1é¢ivo uchovavané za tropickych podminek pouzivat. K poklesu obsahu
ucinné latky ve vzorku dochézelo béhem celého procesu vystavovani riznym podminkam.
Po 21 tydnech za podminek D 6/83 (nizka teplota, vysoka vlhkost) doslo k poklesu obsahu
pod 90 %. Po 21 tydnech vystaveni D 40/75 (vysoka teplota i vlhkost) zbylo v pfipravku
pouze 63,2 % ucinné substance a pouze 50 % pokud byla latka vystavena plsobeni

denniho svétla (L 20/30) po dobu 52 tydnd.
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2.9. Zavér po prostudovani odborné literatury

Po peclivém prostudovani, publikaci tykajicich se separace namelovych alkaloidi
(viz kapitola 2.7) a methylergometrinu (viz kapitola 2.8.3), poznatkli o zirkoniovych
staciondrnich fazich (viz kapitola 2.2.4) a 1ékopisnych podminek stanoveni Pribuznych
latek ve CElanku Methylergometrini maleas (viz kapitola 2.8.1), jsme se rozhodli zvolit
pocateCni mobilni fazi o slozeni: 20 mmol/l (NH4),HPO., pH = 7,9 a acetonitril 50%
za 1ékopisného gradientu’.
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3. Cil diplomové prace

Chromatografickd stanoveni ndmelovych alkaloidii jsou dulezitou soucasti jejich
studia. V diplomové praci jsem se zameétila na synteticky ndmelovy alkaloid
methylergometrin, pouZzivany v porodnictvi jako uterotonikum. Ke stanoveni necistot
v Evropském  1€kopisu je pouzita metoda HPLC svyuzitim silikagelové
oktadecylsilanizované kolony.

Cilem diplomové prace je studium separace  methylergometrinu a jeho necistot
na alternativnich zirkoniovych reverznich stacionarnich fazich.

Ma prace se zamétuje na:

*  vybér vhodné staciondrni faze pro separaci methylergometrinu a jeho ptibuznych
latek;

e vliv experimentalnich podminek na separaci jednotlivych epimerta (typ organické
slozky, vliv pH a druhu pufru, vliv teploty);

»  optimalizaci chromatografickych podminek HPLC.
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Chromatograficky systém a kolony, pomiicky, chemikalie

Chromatograficky systém:

Kapalinovy chromatograf Shimadzu Europa GmbH, Duisburg, Némecko.

Odplynovac, typ DGU 20 A;

Pumpa, typ LC 20 AD — A.

Pumpa, typ LC 20 AD - B.

Autosampler, typ SIL-20AC.

Ridici jednotka, typ CBM-20A.

Detektor, typ SPD-M20A.

Kolonovy prostor, typ CTO-20AC.
Software — LC Solution Version 1.22 SP1.

~

olony:

Symmetry® - Cs, 150 x 4,6 mm: Waters, Ceska republika.

ZirChrom® - PBD, 150 x 4,6 mm: ZirChrom Separations, Inc., Anoka, MN, USA.
ZirChrom® - PS, 150 x 4,6 mm: ZirChrom Separations, Inc., Anoka, MN, USA.
ZirChrom® - CARB, 150 x 4,6 mm: ZirChrom Separations, Inc., Anoka, MN, USA.
ZirChrom® - MS, 150 x 4,6 mm: ZirChrom Separations, Inc., Anoka, MN, USA.
Diamondbond™, 150 % 4,6 mm: ZirChrom Separations, Inc., Anoka, MN, USA.

Pfistroje:
+  Analytické vahy, Sartorius, CR.
e  Acidimetr 333, Druopta Praha, CR.

e Ultrazvukova lazen K10, Krainek, Slovensko.
e  Vakuové filtracni zafizeni, Agilent, HPST Praha, CR.

Pomucky:

e Laboratorni sklo.
*  Mikropipeta.
*  Vialky z tmavého skla.

Chemikalie:

(NH,),HPO,, Lachner, Ceska republika.

(NH4)H,PO,, Lachner, Ceska republika.

Tetramethylamonium chlorid, Sigma-Aldrich, Némecko.

Tetrabutylamonium bromid, Sigma-Aldrich, Némecko.

Methanol (MetOH), Merck, Ceska republika.

Acetonitril (ACN), Merck, Ceska republika.

Tetrahydrofuran (THF), Merck, Ceska republika.

Deionizovana voda, ¢isténa Milli-Q systémem, Millipore, Bedford, MA, USA.
10% roztok NHs.

8,5% roztok H;PO,.
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Standardy namelovych alkaloidi a jejich derivati:

V ramci diplomové prace byly pouzity latky uvedené v Tab. 5, které poskytla TEVA
Czech Industries s.r.o.
Vétsina z téchto standardii odpovida necistotdm uvedenym ve clanku Methylergometrini
maleas v Ceském 1ékopise (CL 2009)', kromé (-)methylergometrininu, ktery neni uveden
v 1ékopise, ale standard byl poskytnut. Veskeré tidaje tykajici se standardi jsou shrnuty

v Tab. 5. Vlastnosti byly ziskany z chemické databaze?.

Tab. 5: Standardy ndmelovych alkaloidd a jejich vlastnosti.

Standard ZKkratka pKa (basic) | pKa (acidic) Log P H ake. H don.
Lysergova kys. LA 9,18+ 0,20 | 3,09 +£0,20 2,134 £ 0,500 4 2
Isolysergova kys. isoLA 9,18+ 0,20 | 3,09 +£0,20 2,134 £ 0,500 4 2
Ergometrin ERM 7,69+040 | 14,46+0,10 | 1,114+0,573 5 3
Ergometrinin ERMin 7,69+0,40 [1446=+0,10 | 1,114+0,573 5 3
Methylergometrin MeERM 7,69+0,40 | 1446+0,10 1,675 £0,573 5 3
Methylergometrinin MeERMin 7,69+0,40 | 1446+0,10 1,675 £0,573 5 3
(-)methylergometrin (-)MeERM 7,69+£0,40 | 14,460,110 | 1,675+0,573 5 3
(-)methylergometrinin (-)MeERMin | 7,69+0,40 | 14,46+0,10 | 1,675+0,573 5 3
Ergin ERGIN 7,68+£0,40 | 1587+0,20 | 1,185+0,518 4 3
Erginin ERGININ 7,680,440 [ 1587+0,20 | 1,185+0,518 4 3
Methylsergid MSE 748 +0,40 | 14,46+0,10 | 2,073 +£0,584 5 2
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4.2. Piiprava vzorki

Standardy byly uchovavany v lednici, chranény pied svétlem a vyS§imi teplotami.
Kazdé latky bylo navazeno pfiblizn¢ 0,500 mg a rozpuSténo ve 2 ml 15% acetonitrilu
(ACN) ve vialce z tmavého skla, tyto zasobni roztoky byly uchovéany v lednici (konkrétni

navazky a koncentrace viz Tab. 6).

Z kazdého zasobniho roztoku bylo odebrano 20 pl do 10ml odmérné banky a ziedéno
15% ACN, timto rozpoustédlem se doplnila baiika po rysku (vyslednd koncentrace se tedy

pohybovala okolo 0,0005 mg/ml = 500 ng/ml).

V Tab. 6 jsou uvedeny i referen¢ni retencni Casy standardii namétené na silikagelové

reverzni stacionarni fazi dle Evropského lékopisu 5.0

Tab. 6: Navazky a koncentrace standardu, referen¢ni retencni Casy.

Standard (zkr.) | C. vialky m [mg] ¢ [mg/ml] Refer. tg [min]
LA 31 0,479 0,240 3,33
isoLA 32 0,551 0,276 4,46
ERGIN 33 0,554 0,263 7,75
ERM 34 0,525 0,277 9,53
MeERM 35 0,518 0,259 12,95
(-)MeERM 36 0,511 0,256 13,42
ERGININ 37 0,494 0,247 13,77
ERMin 38 0,492 0,246 14,51
MSE 39 0,536 0,268 15,38
(-)MeERMin 40 0,518 0,259 15,55
MeERMin 41 0,530 0,265 15,81

41




4.3. Piiprava mobilni faze

Mobilni faze byla sloZena ze dvou roztok:

e  Organického rozpoustédla (mobilni faze B — ACN, MetOH, THF, jejich smési (podle
faze vyvoje chromatografickych podminek)).

e Anorganického pufru (mobilni faze A — (NH4),HPO, upraveny na pozadovanou
hodnotu pH pomoci 10% roztoku NH3 nebo 8,5% roztoku H;PO,).

Mobilni faze A: Anorganicky puftr byl pfipravovan z pevné suroviny, kterd byla navazena
na analytickych vahach. Navazka byla vypoctena na zaklad¢ potiebného vysledného
objemu a koncentrace 20 mM (M uayponros = 132 g/mol). Surovina byla rozpusténa v malém
mnozstvi deionizované vody na ultrazvukové lazni a kvantitativné prevedena do odmérné
banky. Baiika byla doplnéna vodou po rysku, pokud nebylo tfeba upravovat hodnotu pH
(byla rovna ptiblizn¢ 7,9) nebo téméf po rysku s naslednou tpravou pH.

Uprava pH: Roztok z téméf naplnéné odmérné banky byl pielit do kadinky a byla zmétena
hodnota pH. Poté byla upravena né€kolika kapkami 10% roztoku NH; (pH = 8,0; 8,51; 9,0)
nebo 8,5% roztoku H;PO, (pH = 3,0; 4,05; 5,98; 6,98; 7,0; 7,5). Po ustaleni pH byl roztok
prelit zpét do odmérné banky a ta byla doplnéna vodou po rysku.

Anorganicky pufr byl prefiltrovan za pouziti vakua pies nylonovy filtr (0,45 um).

Mobilni faze B: Organické rozpoustédlo bylo nafedéno na pozadovanou koncentraci
deionizovanou vodou a bylo ponechano po dobu 5 minut na ultrazvukové lazni
(deaerizace).
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4.4. Finalni chromatografické podminky

Separace necistot a rozkladnych produktii methylergometrinu byla naro¢na z hlediska
zmén vyuzivanych stacionarnich i mobilnich f4zi, vhodnych pro stanoveni téchto
chemicky specifickych latek. Po celou dobu méteni standardli byl zachovan reverzni mod.
Dochazelo ke zménam kolon a tim stacionarnich fazi, iontové sily (pH) a sloZeni mobilni
faze. Zkouseli jsme stanoveni izokraticka 1 gradientova pro dosazeni optimalni separace.

Finalnich podminek bylo dosaZeno po fadé¢ méfeni, kterdA ndm napomohla urcit
vlastnosti stacionarnich a mobilnich fazi, které mély nejvétsi vliv na rozdélovani
jednotlivych standardt ve vzorku.

Finélni podminky:

Chromatograficky systéem: LC-20A Prominence.
Kolona: ZirChrom® - PBD, 150 x 4,6 mm.
Napln: ¢astice velikosti 5 pm.
Detekce: UV-DAD, 310 nm.
Prutokova rychlost: 1,0 ml/min.
Teplota: 30 °C.
Nastrik: 20 pl smési methylergometrinu s obsahem necistot a ptibuznych latek,
Mobilni faze: A - 20mmol/l (NH,),HPO., pH = 8,50.
B - 10% ACN (odpovida 5% cistého ACN).

o Gradient:

Cas Mobilni faze A | Mobilni faze B
(min) % (V/V) % (V/V)
0-5 90 — 80 10 — 20
5-10 80 20

1015 80 — 70 20 — 30
15-30 70 30
30— 31 70 — 90 30 - 10
31-35 90 10
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5.1.

e Podminky a gradient:

S.

Vybér vhodné stacionarni faze

Vysledky a diskuse

Kolona: Symmetry-Cs, 150 x 4,6 mm s ¢asticemi velikosti 5 um,

Pritok: 1,5 ml/min,
Teplota: 30 °C,

Mobilni faze: A — 20 mmol/l (NH4)HPO., pH = 7,93;

B —-50% ACN,
Detekce: 310 nm,
Injikovany objem: 20 pl.
Lékopisny gradient:

Cas Mobilni faze A Mobilni faze B
(min) % (V/V) % (V/V)
0-5 85 — 65 15— 35
5-10 65 35

10-15 65 — 20 35 - 80
15-20 20 80

HPLC chromatogram prométfenych standardd za vySe uvedenych chromatografickych
podminek je na Obr. 6. Hodnoty reten¢nich ¢ast jsou zaznamenany v Tab. 7.

Obr. 6: HPLC chromatogram prométfenych standard na koloné Symmetry-C18 (C — z angl. Color, barva

piku).
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Tab. 7: Hodnoty reten¢nich ¢asi.

Pofadi | C.vialky | Standard | tu [min] Posloupnost ~ standardi  ve  vSech
L 31 ‘LA 3,33 nasledujicich vysledkovych tabulkach
2. 32 isoLA 4,46 zistdva stejnd, méni se hodnoty tx
i' iz E]?RGJ\ZN ;Z; jednotlivych standardli a tim i jejich
- : potadi. Tabulky jsou zobrazovany tak,
> 3 MeERM 12,95 aby byl patrny rozdil v separaci vuci
6. 36 (-)MeERM 13,41 - R
7 37 ERGININ 13.77 kolqne ‘ Symmetry-Clg, promé&iené
8. 33 ERMin 1451 za lékopisného gradientu.

9. 39 MSE 15,38
10. 40 (HMeERMin | 15,55
11. 41 MeERMin 15,81

Byla proméfena substance methylergometrinu spolu se standardy jeho necistot
a ptibuznych latek podle stanoveni Pribuznych latek ve ¢lanku Methylergometrini maleas
v Ceském 1ékopise 2009 — viz kapitola 2.8.1'. Pfed vlastni optimalizaci analyzy
na zirkoniovych kolonach byly proméfeny standardy na silikagelové koloné.

e Podminky a gradient:

Kolona: Zirchrom® - PBD, 150 x 4,6 mm s ¢asticemi velikosti 5 pm (Zr-PBD),
Pritok: 1,5 ml/min,
Teplota: 30 °C,
Mobilni faze: A — 20 mmol/l (NH4),HPO., pH = 7,93;
B —-50% ACN,
Detekce: 310 nm,
Injikovany objem: 20 pl,
Lékopisny gradient.

HPLC chromatogram proméienych standardi za vySe uvedenych chromatografickych
podminek je na Obr. 7. Hodnoty retencnich casii jsou zaznamenany v Tab. 8.

Obr. 7: HPLC chromatogram proméfenych standardt na koloné Zr-PBD.
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Tab. 8: Hodnoty reten¢nich ¢asii.

Pofadi | C.vialky Standard tr [min]
1. 31 LA 1,88
2. 32 1soLA 2,59
4. 33 ERGIN 5,58
3. 34 ERM 5,55
5. 35 MeERM 6,66
8. 36 (-)MeERM 10,16
6. 37 ERGININ 7,90
7. 38 ERMin 9,91

10. 39 MSE 10,99
9. 40 (-)MeERMin 10,72
11. 41 MeERMin 13,40

Prvni zkouSenou zirkoniovou kolonou byla Zr-PBD. Chromatograficky byly
separovany jednotlivé standardy za shodnych podminek a gradientu jako v piipadé
silikagelové kolony. Cilem bylo zjistit rozdilnost v interakci latek se stacionarni fazi
na bazi oxidu zirkonic¢itého. V Tab. 8 ve sloupci Poradi je patrné, jak se odliSuje separace
standardil na silikagelové a zirkoniové koloné Zr-PBD. Na chromatogramu na Obr. 7 také
miZzeme pozorovat prub¢h gradientu. Pozitivnimi prvky v chromatogramu jsou ptedevsim:
volny prostor pfed a za pikem hlavni latky, vysokd symetrie piki, jejich mald Sitka
v zékladné a kratsi celkovy ¢as stanoveni. Jako problematické se ukazalo zasahovani piku
LA do nastfiku a prekryvani ERMinu a ERGINu jako 1 dalSich latek. Tato kolonu byla
podrobena nejvysSimu poctu analyz zarozdilnych chromatografickych podminek
(viz Kap. 5.3).
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e Podminky a gradient:

Kolona: Zirchrom® - PS, 150 x 4,6 mm s ¢asticemi velikosti 5 um (Zr-PS),
Pratok: 1,5 ml/min,
Teplota: 30 °C,
Mobilni faze: A — 20 mmol/l (NH4),HPO., pH = 7,93;
B —-50% ACN,
Detekce: 310 nm,
Injikovany objem: 50 pl,
Lékopisny gradient.

HPLC chromatogram prométfenych standardd za vySe uvedenych chromatografickych
podminek je na Obr. 8. Hodnoty reten¢nich ¢asii jsou zaznamenany v Tab. 9.

Obr. 8: HPLC chromatogram prométenych standardti na koloné Zr-PS.
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Tab. 9: Hodnoty reten¢nich casi.

Poradi | C.vialky | Standard | tg [min]
1. 31 LA 2,80
2. 32 isoLA 431
4. 33 ERGIN 6,46
3. 34 ERM 6,00
5. 35 MeERM 6,79
7. 36 ()MeERM 8,88
6. 37 ERGININ 8,76
8. 38 ERMin 9,78
9. 39 MSE 10,28
10. 40 (OMeERMin | 11,52
11. 41 MeERMin 12,82
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Jednim z naSich prvnich ukold byl vybér nejvhodnéjsi chromatografické kolony pro

dal§i méfeni, proto jich bylo testovano nékolik. Zirkoniova kolona Zr-PS se ukézala
z pocatku také jako perspektivni (viz Obr. 8 a hodnoty tr v Tab. 9).
Rozdil v potadi separovanych slozek oproti silikagelové koloné neni tak vyrazny jako
u Zr-PBD a i ¢as analyzy pisobi piiznivé, avSak pik hlavni latky v chromatogramu nema
dostateény prostor, dokonce splyvéa s pikem ERGINu. Rada latek se navzajem piekryva,
piky jsou méné¢ symetrické a maji SirSi zakladnu oproti méfeni za shodnych podminek
a gradientu na kolon¢ Zr-PBD.

Dalsi promérené kolony:

ZirChrom® - MS, 150 x 4,6 mm:

1. 50% ACN : 20 mmol/l (NH,),HPO4, pH =9,0; 15 : 85 (V/V), pritok 1,0 ml/min,
nastiik 100 pl, detekce 310 nm, izokraticky.

2. 50% ACN : 20 mmol/l (NH4),HPO,, pH = 8,51; 15 : 85 (V/V), prttok 1,0 ml/min,
nastiik 100 pl, detekce 310 nm, izokraticky.

Staciondrni faze odpovidd Zr-PBD s povrchem deaktivovanym EDTPA (z angl.
N,N,N’,N’-Ethylenediaminetetra  (methylenephosphonic acid)). Dosahuje stejnych
hydrofobnich vlastnosti jako silikagelové kolony s vazanymi fetézci Cis.

Problémy: Nepokracovali jsme v méfeni na této kolong, protoze LA se eluovala v mrtvém
objemu, celkova délka analyzy se navic dvojnasobné prodlouZzila, coz vedlo k rozmyvani
piki ke konci chromatogramu.

Diamondbond™, 150 x 4,6 mm:

1. ACN : 20 mmol/l (NH4),HPO4, pH = 7,98; 25 : 75 (V/V), pritok 1,0 ml/min,
nastiik 100 pl, detekce 310 nm, izokraticky.

2. THF : ACN : 20 mmol/l (NH4),HPO,, pH = 7,93; 25 : 25 : 50 (V/V/V),
pritok 1,0 ml/min, nésttik 100 pl, detekce 310 nm, izokraticky.

Problémy: V prvnim piipadé¢ vySly zkolony pouze LA a isoLA. Byla zvySena sila
organické faze a proméfen pouze standard methylergometrinu. Signal se neobjevil ani
po 30 min méfeni, proto byly ukonceny zkusebni analyzy na této kolong¢.

ZirChrom® - CARB, 150 x 4,6 mm:

1. ACN : 20 mmol/l (NH4),HPO,, pH = 7,93; pritok 1,0 ml/min, néstiik 50 pl,
detekce 310 nm, gradientova eluce:

0— 15 min 40 : 60
15-21 min 40 — 20:60 — 80
21 — 25 min 20: 80
25 —26 min 20— 40:80 — 60
26 — 30 min 40 : 60.

2. ACN : 20 mmol/l (NH4),HPO4, pH = 7,93; pratok 1,0 ml/min, nastiik 50 pl,
detekce 310 nm, gradientova eluce:

0—15min 35:65
15—21 min 355 15:65— 85
21 — 30 min 15:85
30 — 35 min 15— 35:85— 65.
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Zadrzovani latek na této koloné je zprostfedkovano kromé jinych vazeb také
n -  interakcemi. Povrch je vysoce hydrofobni a hodi se pro separace polarnich
i nepolarnich geometrickych izomeri latek.

Problémy: Plivodni gradient byl nevyhovujici, latky byly zadrzovany v kolon¢ velmi silné
a vychazely ve vysokych reten¢nich casech. Proto byly zkouseny jeho obmény. Pii méfeni
nejméné¢ hydrofobniho standardu — erginu (ERGINu) nedoSlo k jeho uvolnéni z vazby
na povrch stacionarni faze do 45 min.

Na zaklad¢ srovnani chromatogramii ziskanych proméfenim vSech potencionalné

vhodnych kolon na béazi oxidu zirkonicitého, byly vybrany dvé nejperspektivnéjsi pro dalsi
méteni: Zr-PS a Zr-PBD.
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5.2. HPLC analyzy na koloné Zr-PS

ZirChrom® - PS, 150 x 4,6 mm: celkovy piehled analyz za pouziti riznych
chromatografickych podminek a vyhodnoceni dosazenych vysledkda.

1. ACN : 20 mmol/l (NH4),HPO,, pH = 8,0; 15 : 85 (V/V), pritok 1,0 ml/min,
nastiik 100 pl, detekce 310 nm, izokraticky.

2.  ACN : 20 mmol/l (NH4),HPO,, pH =4,05; 15 : 85 (V/V), pratok 1,0 ml/min,
nastiik 100 pl, detekce 310 nm, izokraticky.

3. ACN : 20 mmol/l (NH4),HPO,, pH =4,05; 30 : 70 (V/V), pritok 1,0 ml/min,
nastiik 100 pl, detekce 310 nm, izokraticky.

4. ACN : 20 mmol/l (NH4).HPO,, pH =7,0; 15 : 85 (V/V), prttok 1,0 ml/min,
nastiik 100 pl, detekce 310 nm, izokraticky.

5. ACN : 20 mmol/l (NH,),HPO,, pH = 3,0; 30 : 70 (V/V), pritok 1,0 ml/min,
nastiik 100 pl, detekce 310 nm, izokraticky.

6. MetOH : 20 mmol/l (NH4),HPO,, pH = 7,93; 25 : 75 (V/V), prttok 1,0 ml/min,
nastiik 100 pl, detekce 310 nm, izokraticky.

Vyhodnoceni:

Problémy: V obou piipadech méfeni v oblasti kyselého pH (3,0; 4,5) nedoslo do 40 min
k uvolnéni LA a isoLA z kolony. Kyseliny jsou pfi této iontové sile mobilni faze velmi
siln€ zadrzovany na koloné. Bazické pH sniZuje schopnost stacionarni faze vazat kyseliny
tak silné a tyto vychazeji tésné po ndstiiku s navzijem prekrytymi piky. Problémem
pii pouziti ACN pii pH = 7,0 je zasahovani piku LA do néstfiku, nedostatecny prostor pied
a za pikem hlavni latky a prekryvani piki navzijem: LA — isoLA, MeERM — ERGIN,
ERMin — MSE — (-)MeERM. Pii pH = 7,93 je situace podobnd, jen dochazi k piekryvani
jinych dvojic pikd: LA — isoLA, ERGIN — MeERM, ERGININ - (-)MeERM,
ERMin - MSE.

Methanol je nevhodnou organickou sloZzkou mobilni faze, prodluzuje analyzu, ¢imz
dochazi k rozmyvani koncovych pikd.

Na zaklad¢ shrnuti problémt pti HPLC analyzéach na kolon¢ Zr-PS, bylo odstoupeno
od dalSich méfeni na této kolong€. Pozornost byla plné¢ zamétena na promeéteni kolony
Zr-PBD za rliznych chromatografickych podminek.
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5.3. HPLC analyzy na koloné Zr-PBD

ZirChrom® - PBD, 150 x 4,6 mm: celkovy piehled analyz za pouziti riznych
chromatografickych podminek. Vyhodnoceni nejvyznamnéjSich vysledki je pfedmétem
samostatné kapitoly 5.4.

1. ACN : 20 mmol/l (NH4),HPO4, pH = 7,93; 15 : 85 (V/V), pritok 1,0 ml/min,
nastiik 100 pl, detekce 310 nm, izokraticky.

2.  ACN : 20 mmol/l (NH4),HPO., pH = 4,05; 30 : 70 (V/V), pritok 1,0 ml/min,
nastiik 100 pl, detekce 310 nm, izokraticky.

3. ACN : 20 mmol/l (NH4),HPO., pH = 6,98; 15 : 85 (V/V), priitok 1,0 ml/min,
nastiik 100 pl, detekce 310 nm, izokraticky.

4. ACN : 20 mmol/l (NH4),HPO,, pH = 5,98; 15 : 85 (V/V), pritok 1,0 ml/min,
nastiik 100 pl, detekce 310 nm, izokraticky.

5. MetOH : 20 mmol/l (NH4),HPO,, pH = 6,99; 30 : 70 (V/V), pritok 1,0 ml/min,
nastiik 100 pl, detekce 310 nm, izokraticky.

6. MetOH : 20 mmol/l (NH4),HPO4, pH = 6,99; 25 : 75 (V/V), pritok 1,0 ml/min,
nastiik 100 pl, detekce 310 nm, izokraticky.

7. ACN : 20 mmol/l (NH4),HPO., pH = 7,50; 15 : 85 (V/V), priitok 1,0 ml/min,
nastiik 100 pl, detekce 310 nm, izokraticky.

8. ACN : 20 mmol/l (NH4),HPO., pH = 7,0; priatok 1,0 ml/min, néstfik 100 pl,
detekce 310 nm, gradientova eluce:

a) 0—2min 10:90
2 — 12 min 10 - 40 :90 — 60
12 — 15 min 40 : 60.

b) 0-—2min 10: 90
2 —7 min 10 - 40:90 — 60
7 — 15 min 40 : 60.

c) 0-0,5min 10:90
0,5 -5 min 10 - 40:90 — 60
5—15min 40 : 60.

9. ACN : 20 mmol/l (NH4),HPO,, pH = 9,0; 15 : 85 (V/V), pratok 1,0 ml/min,
nastiik 100 pl, detekce 310 nm, izokraticky.

10. ACN : 20 mmol/l (NH4),COs, pH =9,01; 10 : 90 (V/V), prutok 1,0 ml/min,
nastiik 100 pl, detekce 310 nm, izokraticky.

11. ACN : 20 mmol/l (NH4),HPO4, pH = 8,51; 15 : 85 (V/V), prutok 1,0 ml/min,
nastiik 100 pl, detekce 310 nm, izokraticky.

12. ACN : 20 mmol/l (NH4),HPO4, pH = 8,51; pritok 1,0 ml/min, nastiik 100 pl,
detekce 310 nm, 1ékopisny gradient.

13. ACN : 20 mmol/l (NH4),HPO4, pH = 7,50; pritok 1,0 ml/min, nastiik 100 pl,
detekce 310 nm, I1ékopisny gradient.

14. ACN : 20 mmol/l (NH4),HPO,4 + 5 mmol/l (CH;)4N"CI', pH = 7,50;
pratok 1,0 ml/min, nastiik 100 pl, detekce 310 nm, Iékopisny gradient.

15. ACN : 20 mmol/l (NH4),HPO,4 + 10 mmol/l (C4H,)sN"Br’, pH =7,49;
pratok 1,0 ml/min, nastiik 100 pl, detekce 310 nm, Iékopisny gradient.
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16.

17.

18.

19.

b)

20.

b)

21.

22.

b)

THF : 20 mmol/l (NH4),HPO4, pH = 7,98; 10 : 90 (V/V), pritok 1,0 ml/min,
nastiik 100 pl, detekce 310 nm, izokraticky.

THF : 20 mmol/l (NH4),HPO4, pH = 6,99; 10 : 90 (V/V), pritok 1,0 ml/min,
nastiik 100 pl, detekce 310 nm, izokraticky.

THF : ACN : 20 mmol/l (NH4),HPO., pH =7,98; 5 : 10 : 85 (V/V/V),
pratok 1,0 ml/min, nasttik 100 pl, detekce 310 nm, izokraticky.

THF : 20 mmol/l (NH,),HPO4, pH = 7,98; priitok 1,0 ml/min, nastiik 100 pl,
detekce 310 nm, gradientova eluce:

0—1 min 10:90
1 — 6 min 10 —-30:90— 70
6 — 20 min 30 : 70.
0—1 min 10:90
1 — 6 min 10 - 20:90 — 80
6 — 25 min 20 : 80.

ACN : 20 mmol/l (NH4),HPO,, pH = 7,50; pratok 1,0 ml/min, nasttik 100 pl,
detekce 310 nm, gradientova eluce:

0 — 5 min 15—35:85—>65
5 —10 min 35:65
10 — 15 min 35—570:65— 30
15 — 20 min 70 : 30.
0 -5 min 15— 35:85—>65
5 —10 min 35:65
10 — 15 min 35 —-60:65—40
15 —20 min 60 : 40.

ACN : 20 mmol/l (NH4),HPO., pH = 7,0; pritok 1,0 ml/min, nastiik 100 pl,
detekce 310 nm, gradientova eluce:

0 — 5 min 10 > 35:90 — 65
5 —15 min 35:65
15 —20 min 35 —580:65—20
20 — 25 min 80 : 20.

ACN : 20 mmol/l (NH4),HPO,, pH = 8,5; prttok 1,0 ml/min, nastiik 100 pl,
detekce 310 nm, gradientova eluce:

0 -5 min 10 —» 20 :90 — 80
5 —10 min 20: 80
10 — 15 min 20— 40:80 — 60
15 -20 min 40 — 80 : 60 — 20
20 — 25 min 80 : 20.
0 -5 min 10 - 20:90 — 80
5 —10 min 20 : 80
10 — 15 min 20— 30:80— 70
15 —25 min 30:70.
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Vyhodnoceni:

Problémy: Vyuziti této kolony bylo nejperspektivnéjsi predevSim proto, jak se ukazalo
pfi pouziti lékopisného gradientu, ze pik hlavni latky mél dostatecny prostor. Velkym
problémem a zdroven ukolem se vSak stalo odd€leni navzajem se piekryvajicich kyselin
vychazejicich v nastfiku nebo té€sné po ném. Za izokratickych podminek byly prométeny
standardy pii riznych hodnotach pH: 4,05; 5,98; 6,98; 7,50; 7,93; 8,50; 9,0. Vysledky
srovnani retencnich Casli v zdvislosti na pH jsou shrnuty v Tab. 10, v kapitole 5.4.
Za izokratickych podminek nebylo dosazeno optimélnich vysledkl, proto byla kolona
podrobena, pifedev§im kvili oddéleni kyselin, rGznym gradientovym podminkdm
(viz vyse).

Zaroven v ramci dosaZeni co nejlepsi separace, tvart pikli a zkraceni doby analyzy
byla proméfena kolona za pouZiti vyssi sily organické mobilni faze, at’ jiz pii pouziti
¢ist¢tho THF nebo smési THF + ACN. Vysledky nebyly tak uspokojivé, jak jsme doufali,
piedevs§im nedoslo k ovlivnéni separace latek, navzdjem se nckteré piky stale prekryvaly,
a proto byla dal$i méfeni s t€émito organickymi fdzemi pferuSena.

Methanol pouzity za izokratickych podminek vykazoval stejnou selektivitu separace, jaké
bylo dosazeno pfi pouziti ACN, ale doslo k prodlouZeni ¢asu analyzy a piky byly S$irsi
v zakladné.

Pfidani tetramethylamonium chloridu a tetrabutylammonium bromidu k pufru mohlo
pfispét k oddéleni pikli LA a isoLA od néstfiku na zdkladé vytvareni iontovych pari
s témito dvéma standardy. Efekt ptidavki k pufru byl vSak zanedbatelny.
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5.4. Vybrané vysledky a chromatogramy — kolona Zr-PBD

V Tab. 10 a na Obr. 9 je zaznamenana a zobrazena vzajemna zavislost tg na pH.

Kolona: ZirChrom® - PBD, 150 x 4,6 mm s ¢asticemi velikosti 5 pum,
Pritok: 1,5 ml/min,
Teplota: 30 °C,
Mobilni faze: A — 20 mmol/l (NH4).HPO,
B — 15% ACN (pii pH < 6,99; 30% ACN),
Detekce: 310 nm,
Injikovany objem: 100 pl.

Tab. 10: Zavislost tr na pH.

tg [min]
Standard | pH [4,05] | pH [5,98] | pH [6,98] | pH [7,50] | pH [7,93] | pH [8,51] | pH [9,00]
LA 4,19 3,07 2,41 2,10 1,99 1,80 1,73
isoLA 4,52 3,19 2,75 2,52 2,51 2,28 2,13
ERGIN 14,30 24,41 10,37 6,74 5,39 4,41 3,99
ERM 11,20 17,84 8,87 6,07 5,16 4,36 4,02
MeERM 13,43 25,70 12,09 8,35 6,98 5,82 5,36
(-)MeERM 32,90 SN* 34,36 19,51 14,10 10,02 8,08
ERGININ 12,26 20,91 14,01 10,76 9,76 8,48 8,00
ERMin 14,13 30,86 22,69 16,47 13,65 10,97 9,70
MSE 23,93 61,78 28,06 18,88 16,13 13,10 11,94
(- MeERMin 9,89 20,65 18,02 15,71 15,66 14,26 14,05
MeERMin 18,57 SN* 40,25 29,35 24,46 19,32 16,90
* SN = signal nezachycen
Obr. 9: Graf zavislosti tg na pH.
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V kyselém prostfedi bylo potieba zvysit silu organické ¢asti mobilni faze. Méfeni
probihalo za izokratickych podminek a slouzilo pro orientaéni ptehled o rozdilech
v separaci jednotlivych latek v zavislosti na zméné pH mobilni faze. Po zpracovani
ziskanych daji o retencnich Casech v zavislosti na pH do grafické podoby jsme mohli
porovnat miru vzdjemného piekryvani kolidujicich pikli a vybrat podminky pro dalsi
analyzy 1 podle pfiblizného celkového €asu stanoveni pii dané hodnoté pH.

e Podminky a gradient: (také viz odrazky 13. a 20.b) v kapitole 5.3)

Kolona: Zirchrom® - PBD, 150 x 4,6 mm s asticemi velikosti 5 pum,
Pritok: 1,0 ml/min,
Teplota: 30 °C,
Mobilni faze: A — 20 mmol/l (NH4)HPO., pH = 7,50;
B —50% ACN,
Detekce: 310 nm,
Injikovany objem: 100 pl,
a) Lékopisny gradient.

b) 0—5min 15— 35:85—65
5 —10 min 35:65
10 — 15 min 35—->60:65—40
15 — 20 min 60 : 40.

HPLC chromatogramy proméfenych standardi za vySe uvedenych chromatografickych
podminek jsou na Obr. 10, 11. Hodnoty reten¢nich ¢ast jsou zaznamenany v Tab. 11, 12.

Obr. 10: HPLC chromatogram proméfenych standardii na koloné Zr-PBD, pH = 7,50 za gradientu a).
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Tab. 11: Hodnoty reten¢nich Cast.

Poiadi | C.vialky | Standard tr [min]
1. 31 LA 2,92
2. 32 isoLA 3,64
4. 33 ERGIN 8,37
3. 34 ERM 7,96
5. 35 MeERM 9,43

10. 36 (- MeERM 14,51
6. 37 ERGININ 11,10
8. 38 ERMin 13,95
9. 39 MSE 14,29
7. 40 (-)MeERMin 13,51
11. 41 MeERMin 15,69

Grafické zobrazeni zavislosti retencniho ¢asu na pH umoznilo vybrat perspektivni
hodnoty pH pro dalsi stanoveni. Jako nejlepsi se zdalo pokracovat pii pH = 7,50 a 8,50.
Byly pouzity shodné chromatografické podminky a l€kopisny gradient (viz Obr. 10), aby
bylo mozné srovnat vysledky schromatogramem ziskanym na kolon¢ Zr-PBD
pii pH = 7,93. Piky erginu a ergometrinu se navzajem odd¢lily. Ve skupiné pikl v poradi
7. - 10. doslo ke zméndm v separaci a piky MSE a (-)MeERM byly navzdjem piekryty.
V ramci optimalné¢js$iho vyuziti Casu pro métfeni byly standardy pro dalsi analyzu odméteny
po tiech do jedné vialky: 43 — (-)\MeERM + ERMin + (-)MeERMin, 44 — ERGIN +
MeERM + MSE, 45 — ERM + ERGININ + MeERMin. LA a isoLA byly ponechany
samostatn¢.

Obr. 11: HPLC chromatogram prométenych standardi na koloné Zr-PBD, pH = 7,50 za gradientu b).
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Tab. 12: Hodnoty reten¢nich Cast.

Pofadi | C.vialky Standard tr [min]
1. 31 LA 2,85
2. 32 1soLA 3,61
4. 44 ERGIN 8,44
3. 45 ERM 8,00
5. 44 MeERM 9,53
10. 43 (-)MeERM 15,10
6. 45 ERGININ 11,17
8. 43 ERMin 14,30
9. 44 MSE 14,84
7. 43 (-)MeERMin 13,84
11. 45 MeERMin 16,88

Byla navrhnuta mald zména gradientu a standardy proméfeny znovu pii pH = 7,50.
Piky nebyly tak symetrické jako v pfipad¢ proméfeni jednotlivych standardl, ale
z vysledkii se dalo usoudit, Ze sniZeni sily organické casti mobilni faze pfiblizné
od 10. minuty, vedlo k prodlouzeni analyzy a jen nevyraznému ovlivnéni separace
a koeluci pikit MSE a (-)MeERM, v potadi 9. a 10. (viz Obr. 11). Dalsi Upravy gradientu
za této hodnoty pH nebyly provedeny, protoZe pokud by doslo ke snizeni sily mobilni faze
piiblizn¢ od 10. minuty, vedlo by to pravdépodobné k prodlouzeni analyzy a rozmyvéni
pikt ke konci chromatogramu.

e Podminky a gradient: (také viz odrazky 12. a 22.a) v kapitole 5.3)

Kolona: Zirchrom® - PBD, 150 x 4,6 mm s asticemi velikosti 5 pm,
Pritok: 1,0 ml/min,
Teplota: 30 °C,
Mobilni faze: A — 20 mmol/l (NH4),HPO., pH = 8,50;
B —50% ACN,
Detekce: 310 nm,
Injikovany objem: 100 pl,
a) Lékopisny gradient.

b) 0—5min 10 —» 20:90 — 80
5 —10 min 20: 80
10 — 15 min 20— 40:80 — 60
15 —20 min 40 — 80 : 60 — 20
20 — 25 min 80 : 20.

HPLC chromatogramy prométfenych standardi za vySe uvedenych chromatografickych
podminek jsou na Obr. 12, 13. Hodnoty reten¢nich ¢asti jsou zaznamenany v Tab. 13, 14.
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Obr. 12: HPLC chromatogram proméfenych standardii na koloné Zr-PBD, pH = 8,50 za gradientu a).
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Tab. 13: Hodnoty retencnich Cast.

Poradi | C.vialky | Standard | tg [min]
1. 31 LA 2,37
2. 32 isoLA 3,84
3. 33 ERGIN 8,28
4. 34 ERM 8,89
5. 35 MeERM 12,31
7. 36 ()MeERM 16,48
6. 37 ERGININ 15,18
8. 38 ERMin 16,96
9. 39 MSE 17,91
10. 40 ()MeERMin | 18,24
11. 41 MeERMin 19,13

Druhou hodnotou pH, kterd se zdala jako perspektivni pro dalsi méfeni bylo

pH = 8,50. Standardy byly proméfeny za stejnych podminek jako v pfipad¢ stanoveni
na kolon¢ Zr-PBD pfi pH = 7,93 a za pouziti 1ékopisného gradientu, aby bylo mozné
ziskané chromatogramy navzajem srovnat. V porovnani s chromatogramem pii pH = 7,93
doslo ke vzajemnému oddéleni vSech latek v potadi 6.—11. (viz Obr. 12).
Separace pii pH = 8,50 se zdala nejlepsi z hlediska vzajemného oddé€leni témét vSech pika,
dostatecného prostoru pied a za pikem hlavni stanovované latky, symetrie pikd a jejich
malé Sitky v zakladné a kratkého celkového Casu analyzy. Svou pozornost jsme zaméfili
na dosazeni oddéleni dvou koeluujicich latek v pofadi 3. a 4., erginu a ergometrinu
(viz Obr. 13).
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Obr. 13: HPLC chromatogram proméfenych standardi na koloné Zr-PBD, pH = 8,50 za gradientu b).
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Tab. 14: Hodnoty reten¢nich Cast.

Pofadi | C.vialky Standard tr [min]
1. 31 LA 2,13
2. 32 isoLA 3,21
3. 33 ERGIN 6,16
4. 34 ERM 6,27
5. 35 MeERM 7,42
7. 36 (-)MeERM 9,96
6. 37 ERGININ 9,15
8. 38 ERMin 10,77
9. 39 MSE 12,07
10. 40 (-)MeERMin 12,82
11. 41 MeERMin 14,38

Gradient byl upraven tim zpisobem, aby bylo dosazeno oddéleni pikd erginu
a ergometrinu. Byla sniZzena sila mobilni fize od 5. do 15. minuty, a aby nedoslo
k prodlouzeni analyzy zvysena sila mobilni faze od 15. do 25. minuty.
Koeluujici piky erginu a ergometrinu se za téchto podminek navzajem odd¢lily (Obr. 13).
Pro optimalizaci vSak chybélo vyfesit zasahovani piku lysergové kyseliny do nastiiku
a upraveni symetrie pikli. Proto byla kolona Zr-PBD podrobena pii pH = 8,50 dal§im
zménam gradientu.
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e Podminky a gradient: (také viz odrazka 22.b) v kapitole 5.3).

Kolona: Zirchrom® - PBD, 150 x 4,6 mm s asticemi velikosti 5 pum,
Pritok: 1,0 ml/min,
Teplota: 30 °C,
Mobilni faze: A — 20 mmol/l (NH4)HPO., pH = 8,50;
B —50% ACN,
Detekce: 310 nm,
Injikovany objem: 100 pl,

Gradient:

0 -5 min 10 - 20:90 — 80
5—10 min 20 : 80

10 — 15 min 20— 30:80 — 70
15 — 25 min 30:70.

HPLC chromatogram prométfenych standardi za vySe uvedenych chromatografickych
podminek je na Obr. 14. Hodnoty reten¢nich €ast jsou zaznamenany v Tab. 15. V rdmci
optimalnéjsiho vyuziti ¢asu pro méteni byly standardy pro tuto analyzu odméfeny po tfech
do jedné vialky: 43 — (-(\MeERM + ERMin + (-)MeERMin, 44 — ERGIN + MeERM +
MSE, 45 — ERM + ERGININ + MeERMin. LA a isoLA byly ponechany oddélené.
Pti méfeni se neprojevil signal MSE. Pro zesileni odezvy byl promé&fen samostatné.

Obr. 14: HPLC chromatogram proméfenych standardii na koloné Zr-PBD, pH = 8,50.
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Tab. 15: Popis standardli v chromatogramu a hodnoty reten¢nich ¢asa.

Poradi | C.vialky | Standard | tg [min]
1. 31 LA 2,33
2. 32 isoLA 3,70
3. 44 ERGIN 8,22
4. 45 ERM 8,78
5. 44 MeERM 12,11
7. 43 ()MeERM 15,51
6. 45 ERGININ 17,43
8. 43 ERMin 18,19
9. 39 MSE 20,72
10. 43 ()MeERMin | 21,76
11. 45 MeERMin 26,01

Proméfenim standardi za podminek vysSe zminéného gradientu, ktery nebyl piilis
odliSny od findlniho, bylo dosazeno dostatecného oddéleni piku LA od nastiiku.
Pik MeERMinu vychéazel zkolony az pii ekvilibraci, proto byl gradient prodlouzen
ve svém zaveéru z 15 — 25 min na 15 — 30 min (viz Kap. 4.5). Symetrie piku byla ovlivnéna
opotiebenim kolony. Pfi méfeni za finalnich podminek jsme pouzili novou kolonu
a symetrie piku odpovidala pozadavkim.
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5.5. Finalni vysledky a chromatogram — kolona Zr-PBD

HPLC chromatogram smési methylergometrinu a jeho necistot ziskany pfi méteni
na kolon¢ Zr-PBD pfti 310 nm za chromatografickych podminek uvedenych v kapitole 4.5
je zobrazen na Obr. 15. Hodnoty reten¢nich Casti jednotlivych standarda jsou zaznamenany
v Tab.16.

Obr. 15: HPLC chromatogram proméfenych standardii na koloné Zr-PBD za finalnich chromatografickych
podminek, uvedenych v kapitole 4.5.
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Tab. 16: Popis standardd v chromatogramu a hodnoty retencnich cast.

Poradi ZKkratka tr [min]
1. LA 2,27
2. isoLA 3,65
3. ERGIN 8,24
4. ERM 8,78
5. MeERM 11,89
7. (-)MeERM 15,64
6. ERGININ 17,69
8. ERMin 18,46
9. MSE 20,99
10. (-)MeERMin 22,09
11. MeERMin 26,21

Vysledny gradient spliiuje pozadavky na optimalizaci separace methylergometrinu,
jeho necistot a pribuznych latek, které byly vyty€eny v cili diplomové prace.
V chromatogramu je zobrazen pik néstfiku a piky jednotlivych latek jsou popséany jejich
zkratkou s idajem o reten¢nim case. Z tabulky je patrné, ze potadi pikid je téméf totozné
jako pfi pouziti kolony Symmetry-Cis (viz Kap. 5.1, Obr. 6 a Tab. 7), pouze piky
(-)methylergometrinu a ergininu jsou prohozeny. Celkovy Cas analyzy je do 30 minut.

Poznamka: Bylo provedeno méteni i pti 50 °C, coz zkratilo dobu separace a neovlivnilo
selektivitu, tzn. oddélovani jednotlivych standardli ve smési.

62



6. Zavér

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo dosazeni optimalizace chromatografickych

podminek pii pouziti zirkoniové stacionarni faze pro stanoveni methylergometrinu
a 10 jeho necistot, které mohou byt ptitomny v jeho 1é¢ivych piipravcich.
Vyslednych chromatografickych podminek bylo dosazeno na koloné ZirChrom® - PBD,
150 x 4,6 mm: ZirChrom Separations, Inc., Anoka, MN, USA (5um). Pouzita mobilni faze
byla slozena z acetonitrilu : fosfatového pufru (20mmol/l (NH4),HPO,, pH = 8,50)
a stanoveni probihalo za gradientu: 0 — 5 min 10 : 90 — 20 : 80, 5 — 10 min 20 : 80, 10 —
15 min 20 : 80 — 30 : 70, 15 — 30 min 30 : 70, ekvilibrace: 30 — 31 min 30 : 70 — 10 : 90,
31 — 35 min 10 : 90 (V/V). Prltokova rychlost byla 1,0 ml/min, teplota 30°C. Injikované
mnozstvi ¢inilo 20 pl smési methylergometrinu a limitnitho mnoZstvi necistot. Pro detekci
latek byl pouzit UV spektrofotometricky detektor diodového pole pii 310 nm.

Optimalizaci chromatografickych podminek byly splnény i dalsi cile této diplomové
prace: pfed 1 za pikem methylergometrinu zlistal dostate¢ny prostor, ktery byl dulezity
z hlediska zabranéni koeluce pfilehlych piki s pikem methylergometrinu, kvili jeho
vysoké koncentraci vzhledem k ostatnim latkdm. Latky byly separovany na zakladni linii,
piky dosahly dostate¢né symetrie. VSechny epimery byly navzijem oddéleny. Analyza
probéhla celkoveé do 30 minut, 5 minut v zdvéru bylo vyuzZito pro ekvilibraci pted dalSim
stanovenim.

Béhem optimalizace bylo testovano Siroké spektrum riznych chromatografickych
podminek, neZ bylo dosaZeno findlnich parametri. Hodnota pH hrala velkou roli, protoze
jeji zmény byly provdzeny vyznamnymi posuny v retencnich ¢asech methylergometrinu
a jednotlivych testovanych necistot (viz Kap. 5.4, Tab. 10 a Obr. 9). Nejvhodnéjsi se
ukézala hodnota pH = 8,50, pfi které nedochazelo k tolika koelucim testovanych latek.

Separace za izokratickych podminek byla opusténa kvili opakovanym neuspéSnym
pokusiim o vzdjemné odd¢leni pikii LA a isoLA. Vhodny gradient tento problém vyftesil
a také umoznil zkraceni doby analyzy. Organicka ¢ast mobilni faze byla vhodné zvolena
Jiz na pocatku testovani (ACN), piesto byly zkouSeny 1 dalsi organické latky. Methanol
vykazoval stejnou selektivitu jako ACN, ale jeho pouziti vedlo k prodlouZeni analyzy.
Vyssi sila organické mobilni faze, at’ jiz volbou Cist¢tho THF nebo smési THF + ACN,
ktera byla pouzita s imyslem dosaZeni co nejlepsi separace, tvar pikil a zkraceni doby
analyzy, nevedla k uspokojivym vysledkiim.

Vliv vyssi teploty byl ozkouSen za findlnich podminek. Pfi 50 °C (zvySeni o 20 °C)
nedoSlo k ovlivnéni separace latek. Doba analyzy se zkratila.

Vysledek testovani mize byt po vhodné validaci v budoucnosti vyuzit i pro
kvantitativni vyhodnoceni pfibuznych latek v substanci methylergometrinu.
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7. Abstrakt

Vyuziti HPLC v analyze 1é¢iv IV.

Diplomova prace

Tereza Krejci

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové,
Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv

Heyrovského 1203, Hradec Kralové.

Tato diplomovad priace je zaméfena na vyuziti vysokoucinné kapalinové
chromatografie v oblasti kontroly 1éciv. Methylergometrin je derivatem ergometrinu, ktery
patii mezi namelové alkaloidy. Tyto latky pfirodniho pdvodu maji velmi silné
farmakologické ucinky na riizné systémy lidského téla jiz v nizkych koncentracich.

Utinné slozky z namele jsou ziskavany extrakci a naslednou separaci jednotlivych
latek ze smési. Tyto latky jsou dale pieciStény. Vyprodukovat dokonale Cisté slozky je
velmi nakladné, proto mohou obsahovat definované necistoty a piibuzné latky v urcitych
danych koncentracich.

V ptipadé¢ methylergometrinu jsou stanovovany Pribuzné latky podle platného
Evropského lékopisu. Ve vy€tu moznych analyzovanych slozek se nachazi 9 latek,
10. slozka (-)methylergometrinin neni v lékopise popsana.

Tato prace se zabyva navrhem optimdlnich chromatografickych podminek
kvalitativni separace methylergometrinu a jeho necistot s vyuzitim zirkoniovych
staciondrnich fazi. Béhem optimalizace bylo vyzkousSeno Siroké spektrum stacionarnich
fazi: Zr-PBD, Zr-PS, Zr-MS, Zr-CARB a DiamondBond, ale také variant mobilnich fazi:
s riiznou elucni silou, pH, pomérem organického rozpoustédla a pufru, gradientem.

Vsechny slozky se podafilo navzijem oddélit na kolon& ZirChrom® - PBD,
pii gradientové eluci a vyuziti mobilni faze o sloZeni acetonitril : fosfatovy pufr (20mmol/l
(NH4),HPO,, pH = 8,50).

Vysledky je mozno vbudoucnu pouzit i pro hodnoceni Cdistoty substance
methylergometrinu.
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8. Abstract

Employment of HPLC in the field of drug analysis IV.

Diploma thesis

Tereza Krejci

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové,
Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control

Heyrovského 1203, Hradec Kralové.

The diploma thesis is targeted to usage of High Performance Liquid Chromatography
in the field of Quality control of drug substances. Methylergometrine is a derivative
of ergometrine that belongs to Ergot alkaloids. These native origin substances have strong
pharmacological effects on different human body systems already in low concentrations.

Active components from ergot are acquired by extraction and subsequent separation
of individual components from a mixture. These substances are repurified. It is very
expensive to produce totally pure substances and thus final substances may contain defined
amount of impurities.

In case of methylergometrine Related substances are analysed according to the valid
European pharmacopoeia. Nine substances are in the specification of possible analysed
components, tenth component (-)methylergometrinine has not been described in the
pharmacopoeia so far.

This thesis deals with development of chromatographic conditions for qualitative
separation of a mixture of methylergometrine and its impurities on zirconia based
stationary phases. Various stationary phases, e.g. Zr-PBD, Zr-PS, Zr-MS, Zr-CARB, and
DiamondBond were tested during the experiments and different mobile phases as well.

A successful separation of all analytes were reached under following conditions,
column ZirChrom® - PBD, gradient elution, mobile phase — acetonitrile : phosphate buffer
(20mmol/l (NH4),HPO,, pH = 8,50).

The results are supposed to be wused for impurity determination
of a methylergometrine substance.
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