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1. UVOD



Vysoko&inna kapalinova chromatografie — High Performandquid
Chromatography (HPLC) je v séasnosti jedna z nejmodeéjgich
a nejprogresiw)Sich separgich metod, ktera umagje kvalitativni
a kvantitativni hodnoceni analyzovanych latek.efl{nj hlavnim pednostem
pafti rychlost analyzy, minimalni mnoZstvi vzorku fainé k analyze, citlivost
analyzy a moznost automatizace.

Vyuziti této metody je velmi Sirokeé, uphatje se pi analyzach sloZzenych
lécivych pripravki, ve kterych umaiuje identifikaci I€iva, stanoveni obsahu
nebo kontrolucistoty. Dale slouzi k analyzetippdnich I€iv z rostlinnych
materiati, ke sledovéani stability & a k monitorovani l&v a metabolit
v téInich tekutinach.

Tramadol a paracetamol jsou analgetickysgbici I€iva s fiznym
mechanismem dinku. Kombinace tramadolu s paracetamolem vykazuje
synergicky dinek, proto je Zadaného analgetickéhéinku dosazeno ip

vyznamm nizSich davkach ne#ipuziti jednotlivych I€iv.



2. TEORETICKA CAST



2.1 Definice a rozdleni chromatografickych metod

Chromatografické metody jsou vysoceininé separani metody, které
slouzi k oddleni jednotlivych sloZzek analyzované &na zarovéas umoziuji
jejich kvalitativni a kvantitativni hodnoceni. Jdji p‘ednosti jsou i&jmé
predevsim fi analyzach swsi latek, kdy ostatni analytické metody, jakoinap
spektrofotometrické, nelze principiélinpouzit. Jelikoz veSkeré technické
produkty a velka &Sina girodnich latek jsou slozité sisi, maji
chromatografické metody analyzy piady vyznamt®

V chromatografii se vyuzivaéteni analyzovanych latek mezi &daa
fazemi, z nichz jedna je stacionarni — nepohyblvaruha je mobilni —
pohybliva. V pfibéhu chromatografického procesu dochazi k postupnému,
mnohokrat opakovanému vyteni rovnovaznych stévdélenych latek mezi
stacionarni fazi, kterd je v koldomebo ploSné vrsty a mobilni fazi, ktera
unasi separované latky. K separaci dochazi nad&akiané afinity ¢lenych
sloZek ke stacionarni a mobilni f&2i.

V sowasné dob se pouziva mnoho typchromatografickych metod, které
se liSi z hlediska:

1. Povahy sepataiho dje

2. Pouzité techniky

3. Zpusobu vyvijeni

4. Skupenstvi mobilni a stacionarni f&Ze

2.1.1 Déleni dle povahy separ#&niho déje

ADSORPCNI CHROMATOGRAFIE

Adsorgini chromatografie je zaloZena na schopnosti petastomarni faze
sorbovat latky z kapalného roztoku nebo z plynngtheu. leni latek nastava
v disledku fizné adsorpce z pohyblivé faze na povrch adsorl{espohybliva
faze). Adsorbentem byva w®aptji oxid hlinity, oxid haecnaty, silikagel,
praskovana celul6za nebo aktivni uhliigpb a sila adsorpce zmé zavisi na
povaze sorbentu, na chemickém sloZzeni adsorbovdkg & také na sloZzeni

pohyblivé faze, kterou tedcista rozpousidla nebo srisi rozpoudtdel 34



ROZDELOVACI CHROMATOGRAFIE

Podstatou separace je rozdilna rozpustnaséngich latek ve dvou
vzajemré nemisitelnych kapalinach. K separaci latek dochazzéaklad jejich
raznych rozdlovacich koeficient. Kapalina pouzita jako stacionarni faze je
zakotvena na vhodném ndigfsilikagel, Kkemelina, silikaty, celuléza).

Casto se vyuZiva i systém obracenych fazi (revepdese — RP), kdy
organické hydrofobni rozpouslio slouzi jako stacionarni faze a mobilni fazi
je hydrofilni rozpou&dlo. Tento systém se pouziva v kapalinové

chromatografii nejastiji a je vhodny k dleni mér polarnich latek™?

IONTOV E VYM ENNA CHROMATOGRAFIE

lontow vyménna chromatografie probiha na iontanigich (katexy nebo
anexy). lon iontorgnice je vyménén za ion obsazeny v mobilni f4zi nebo ve
vzorku. U tohoto zfisobu chromatografie zachycuje sorbentityrtyp ionti
vyménou za jiny ion.

Pti technice iontové vyrny jde o separaci iofif proto je vzdy pouzivana
vodnd mobilni faze. Stacionarni faze (iontomi, ionex) je zpravidla
makromolekularni matrice obsahujici kyselou nebmdk@u funkéni skupinu.
Katexy jsou iontorénice s kyselou funéni skupinou (sulfo-kyselina,
karboxylova kyselina) nesouci zaporny naboj, anesabuje bazickou furtki
skupinu (aminoskupinu) a je nositelem kladného jgébdon obsazeny
v ionexu byva vyrénén za ion obsaZzeny v mobilni fazi nebo ve vzorku.
K separaci dochézi na principu s&iéni ionexu o tyto ionty. Podobmprobiha
také ligandova vymna, kdy na iontomnici, obvykle katexu, je zachycen
iontovou vynénou vhodny kov. Na takto upravenou kolonu sgguli mobilni
faze obsahujici latku schopnou wyitshs vazanym kovem komplex (ligand).
K separaci na jednotlivé slozky dochazi na zékladajemné relace stabilit
vytvoienych komplex délenych slodenin a vazaného kovu. lontémcova
technika se vyuziva jakiipptiprav vzorki pro chromatografické analyzy, tak

v HPLC, #idka se pouZiva v plodném ugadani kapalinové chromatografié.



GELOVA CHROMATOGRAFIE

Pri této metod dochazi k deni latek podle velikosti a tvaru molekuly.
Separani proces je zalozen na principu difuze. Gel, neba¢kterych
piipadech mikroporézni sklemé kulicky maji pory o definovaném fmeru.
Latky, které maji mensi velikost nez jeipwr poru, difunduji do sorbentu
a jsou tak zadrzovany oprotétéim molekulam, které se do poéru nevejdou.
NejmensSi molekuly vykonaji tedy nejdelSi drakugsichodu kolonou a eluuji
se s nejvySSim atnim ¢asem, zatimco nejtsi molekuly, které se pohybuji
kolonou nejrychleji, se eluuji jako prvni. Latkyotici célenou snés jsou tedy

z kolony eluovany v padi podle své klesajici molekulové hmotnosti.(§,7,8

AFINITNI CHROMATOGRAFIE

Afinitni chromatografie vyuziva biologickych schaysti latek specificky
a vratre vazat jiné latky. Hlavni specifickyigobici sloZzkou je afinitni ligand,
ktery je kovalentd vazany na pevny nasi P proliti kolony roztokem
obsahujicim biologicky aktivni latku ¢gnou k izolaci se zachyti pouze tato
biologicky aktivni slozka. Specificky sorbovanakkitje eluovdna pomoci
rozpustného afinantu nebo &nou sloZzeni mobilni faze. Jako afinanty se
neiastji pouZzivaji zné peptidy, aminokyseliny, enzymy, antigeny,
protilatky

2.1.2 Déleni podle pouzité techniky

FRONTALNI

Tato technika spva ve staléem (kontinualnim)igadéni roztoku dlené
smeési na kolonu az do konce chromatografického pracBslena snés latek
je rozpu&na v mobilni fazi. Nejtive vytéka samotnd mobilni faze, naskedn
vytéka latka s nejmensi afinitou ke stacionarni. i@mm ma latka vyssi afinitu

ke stacionarni fazi, tim pomaleji vytéka z koldHy.

ELUCNI
Vzorek se pvadi na kolonu jednorazév(diskontinualg) a jeho slozky

jsou na kolo# silngji sorbovany nez slozky mobilni faze. Jednotlivézkly
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vzorku jsou eluovany z kolony v fadi podle velikosti sorpce na stacionarni
fazi a jsou vzajemhoddsleny ¢istou mobilni fazf¥

Nejjednodussi variantou eloi chromatografie jeprosta (izokraticka)
eluce kde se k eluci pouziva stale stejna mobilni @adeaatku az do konce.
Tato metoda se hodi pro latky, které se od sefi& meliSi v afinit ke
stacionarni fazi. # gradientové elucise plynule mini sloZzeni mobilni faze.

Gradient se fize vztahovat na koncentraci, polaritu, iontovou s#¢bo pH®

VYT ESNOVACI

Vzorek se pvadi na kolonu jednorazeév(diskontinuélg). Pouziva se
mobilni faze, kterd se na stacionarni fazi sorlsiljgji nez slozky vzorku.
Tyto slozky jsou Uplé vytésnovany ze stacionarni faze, a proto vychazeji

z kolony predcelem silré se sorbujici slozky mobilni faz&’

2.1.3 Déleni podle zpisobu vyvijeni

CHROMATOGRAFIE SLOUPCOVA

CHROMATOGRAFIE V PLOSNEM USPO RADANI
— tenkovrstva

— papirov&)

2.1.4 Déleni podle skupenstvi mobilni faze
KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE
Mobilni fazi je kapalina a stacionérni fazi je nsiteina kapalina nebo

pevna latka.
PLYNOVA CHROMATOGRAFIE

Mobilni fazi je inertni plyn a stacionarni fazi fapalina nebo pevna

latka 2
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2.2 VysokoWwinna kapalinova chromatografie

Vysoko&inna kapalinova chromatografie — High Performandquid
Chromatography (HPLC) je v stasné dob jednou z nejprogresigsich
analytickych metod, ktera nachazi staksv uplatRni ve vSech oblastech
analyzy I€iv. Rychly rozvoj HPLC byl umozin nalezenim vhodnych, vysoce
acinnych stacionérnich fazi a citlivych detekto dnesni dob je HPLC
Siroce vyuzivana ve vSech modernich Iékopisnych agiaiiich, gedevsim
pro kontrolrg-analytické hodnoceni d¢& a I&ivych pripravki. Je to hlava
z divodu, Ze se jedna o separa metodu, umatujici sokasreé kvalitativni
i kvantitativni hodnoceni separovanych slozekésma to s vysokou
selektivitou, citlivosti a v relativh kratkém ¢ase. HPLC umaije analyzu
tepelr® nestalych nebo ngéktavych latek a polyméra tim odstrauje hlavni

nedostatek plynové chromatografié*")

12



2.2.1 Instrumentace v HPLC

Rozvoj HPLC byl umoz&n poté, co byly sestrojeny vysoce citlivé
detektory, dmysIné davkovaci systémy, vysokotlad€padla, vysocedinné
sorbenty jako napthkolon, a souvisi také s rozvojemdftaci jako zd&izeni

pro zdznam a zpracovani d4t.

2.2.1.1 Zakladni ¢asti kapalinového chromatografu

Kapalinovy chromatograf je sloZertasti, které zajidiji transport mobilni
faze, davkovani vzorku, separaci latek a jejictekieit?

Mobilni faze je pi izokratické eluci vedena ze zasobnikegpodplyiovas
do vysokotlakéh@erpadla. B gradientové eluci sefppadkné proudy mobilni
faze ze zasobnikmisi podle programu ve $8ovai a teprve potom postupuji
stejnou cestou do vysokotlakélierpadla. Odtud postupuji poripadném
utlumeni puld pies davkovaci z&eni do chromatografické kolony. Kolona,
ktera je zpravidla vyrobena z nerezové oceli nelwysoce pevného skla, je
spojena fimo s detektorem, ktery je propojen séizenim pro automaticky

zaznam dat a pro vyhodnocovani chromatogrdh

Schéma kapalinového chromatografu

Z1.5 z&sobniky mobilni faz&; — vysokotlakéerpadlo,PG — programovaci
jednotka sloZeni mobilni fazBZ — davkovaci zazeni,K — chromatograficka
kolona,D — detektorPC — paitac

(Plnacara znazatuje tok mobilni faze, feruovanéara elektricky signal®
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2.2.1.2 Zéasobniky mobilni faze

Konstrukenim materidlem zasobnik byva neasgji sklo, plasty
(polyethylen, polypropylen, polytetrafluorethylembo nerezovéa ocalasto je
potreba zbavit mobilni fazi pohlcenych plyna proto jsou &které typy
zasobnik uzawené vikem se dwna vyvody. Jeden vyvod je dan pro
eventuelni fivod dusiku nebo jiného inertniho plynu. Druhy vgvalouzi ke
spojeni s vakuovou linkou. K propojeni chromatogiafch systém se

vétinou pouzivaji kapilary z plast?

2.2.1.3 Cerpadla mobilni faze

Obecnym pozadavkem na funkarpadel je, aby davkovani bylo plynulé,
tj. bez pulg, které by mohly zfisobit vykyvy v detektoru. Dale mu&érpadlo
zarwit konstantni pitok umozaujici kvalitativni i kvantitativni analyzu.
Zarover je poteba, aby konstruki materidl byl chemicky odolny proti
korozivnim @&inkim dopravovanych kapalii®)

Cerpadla byvaji roztlovana na pulsni a bezpulsiulsni ¢erpadla maji
objem pracovni komory pafmé maly a potebného pitoku se dosahuje
mnohokrat opakovanym st@nim a vypuzenim mobilni faze z pracovni
komory ¢erpadla.Bezpulsni ¢erpadla pracuji s objemem pracovni komory
daleko wtSim, 100 az 500 ml, coz umafe provéstiadu analyz bez

opstovného plini cerpadld®?

2.2.1.4 Davkovaci z&izeni

V dnesni dob se k davkovani pouziva davkovaci ventil s ¥gitelnou
smykou. Principem davkovaciho ventilu je systém peenébouzdra
s ot@&nym jadrem, ¢sninym teflonovymi krouzky. Injeéni stikatkou nebo
pomocnymcerpadleni tlakem plynu se vzorkem naplni davkovaci kapilara
piicemz neni feruSen pitok mobilni faze kolonou. Otenim jadra se
davkovaci kapilara zadi do piéitoku a vzorek je vytken proudici mobilni fazi
do kolony. Takto Ize davkovat velmiirgsré dany objem vzorku. Hlavni
vyhodou davkovacich veniil (injektoni) je moZnost automatizace. PouZiti
automatického davkova predstavuje optimalni zaji&ti konstantni aplikace

vzorku na kolon+¥
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2.2.1.5 Chromatografické kolony a jejich napiné

Ve vysokotlaké vysokatinné kapalinové chromatografii ma volba a &b
kolon a jejich pislusenstvi rozhodujici vyznam.éidnost kolon zéavisi na
kvalité pouzitého sorbentu, na délce kolony, na jejim uyvara materialu,
z rehoz je vyrobena, na jejim vhitim povrchu, na zZisobu pl&ni a na dalSich
faktorech. HPLC chromatografické kolony pro anak# (tely jsou nejastji
dlouhé 10 — 15 cm, maji viiti pimér 3 — 5 mm a jsou zpravidla zhotoveny
z nerezové oceli nebo ze ska?

Kolony jsou napliné vhodnymi sorbenty. &Sina stacionarnich fazi
uzivanych v HPLC m&astice sorbentu o fomé¢ru 3 — 10 um. V HPLC se
negasgji pouzivaji tzv.chemicky vazané stacionarni fazeNa hydroxylové
skupiny na povrchu silikagelovych zrnek jsou vhagdnchemickou reakci
navazanyizné radikaly. Nejastji se jedna o uhlovodikovi@ttzce obsahujici
8 nebo 18 uhlikovych ataim Jedna se o nepolarni chemicky vazané faze
(tzv. reverzni faze — reversed phase). t¢d€ polarni faze radikal obsahuje
tiiuhlikaty fetézec zakoteny skupinami -CN, -NKaj. Mér¢ ¢asto se pozivaji
polarni sorbenty jako silikagel a oxid hlinity. Ppoteby iontow vyménneé
chromatografie se jako sorbenty pouZzivaji vhodnéexg. Rizné typy
chiralnich stacionarnich fazi umaii analyzu enantioménégiv. )

Pokrokem v analyze ¢é& je zavedeni zirkoniovych a monolitickych kolon
do praxe.Zirkoniové kolony jsou tvdeny casticemi oxidu zirkowitého,
jejichz povrch nize byt také modifikovan. Jejictrgrnosti oproti silikagelu je
jejich stabilita v celém rozsahu pH hodT8t.

Na rozdil od konvetnich stacionarnich fazi ttiomonolitické kolony
jediny kus porovitého materialu, ktery vznika zé&sitn polymerni siési.
Monolit vznika jednokrokovou radikalovou polymerasimési monomei
v pritomnosti porogenniho roztoku. Néjgi vyhodou monolitickych kolon

jsou jejich hydrodynamické viastnoSt!

2.2.1.6 Detektory

Detektory slouZi k indikaci latek vychazejicichrr@matografické kolony.
Pomoci vhodného sniréea sleduji gkterou z vlastnosti eluatu a signal se po
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zesileni pivadi do zapisovse, ktery poskytuje zdznam zavislosti intenzity
daného signalu n&ase. K detekci separovanych latek se vyuziva jejich
obecnych nebo specifickych vlastnosti, kterymiiSedd sloZzek mobilni faze.
Podle toho se také rozliSuji detektory na univerizalselektivni.
Na detektory pro HPLC jsou kladeny mitadné pozadavky:

— Vvysoka citlivost (detekce latek v roztoku v konizanich ng az pg/ml)

— reprodukovatelnost a linearita odezvy

— nezavislost odezvy na 2mé sloZeni mobilni fazetpgradientové eluci

— univerzalnost (detekce vSech élduhych slozek vzorku)

— dostateng velky pongér mezi Sumem a tienou hodnoto(f®*?

Spektrofotometrické detektory

Pri HPLC analyze l&v jsou pouzivany neépstji. Vyznacuji se velkou
citlivosti (10° az 10'° g/ml) a Ize je pouZivatipgradientové eluci. Pro#uji
absorbanci elektromagnetickéhorezd ukité vinové délky slozkami eluéatu
protékajiciho celou detektoru. K detekdiilése vyuziva pedevsim UV oblast
spektra, mnohem mértasto oblast viditelna a minima&lnnfracervena oblast
spektra.

V praxi se uplatuji predevSim nasledujici UV detektory:

— UV detektor s fixni vinovou délko(negastji 254 nm nebo 280 nm,

pii nichz absorbuje &Sina I€iv). Jsou porarné jednoduche
konstrukce a cen@wnejdostupiysi.

— UV — VIS detektor s progmnou vinovou délkoiflibovolné ménitelna
dle poteb).

— Scanning UV detektorsnima Bhem rékolika sekund absoipi

spektrum v maximu piku hodnocenéhaivd).
— Diode array detektof je fizeny p@itacem a snima celé absom

spektrum eluatu kazdou sekundu). Vysledkem je drojErny
chromatogram jako zavislost absorbance na vinolee @énatase, ze
kterého lze rychle identifikovat eluované latky aspudit jejich

gistotu?
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Fluorimetrické detektory

Jsou pouzitelné vifpadech, kdy analyzovana latka vykazuje fluoresicenc
Latky, které nefluoreskuji, Ize mnohdy derivatizasihodnymiinidly pievést
na fluoreskujici derivaty. iP fluorimetrické detekci prochazi eluovana latka
priatokovou celou detektoru, absorbuje ultrafialovéenéa z intenzivniho zdroje
a pitom vydava fluorescemi z&eni o &tSi vinové délce, nez jakou mareai
excitatni. Emitované z&ni dopada na fotoelektricky nasblai g'emeni se na
elektricky signal, jehoz velikost je tmma toku fluorescamiho zdeni.

Tyto detektory jsou me&nuniverzalni nez UV detektory, ale selekjsi,
citliv&jsi (10° az 10" g/ml) a jsou rovi¥? pouzitelné fi gradientové eludf?

Refraktometrické detektory

M¢ti rozdilny index lomu meziistou mobilni fazi a eluatem vytékajicim
z kolony, ktery obsahuje analyzovanou latku. Z tefiplyva, Ze detektor bude
tim citlivgjSi, ¢im veétSi rozdil bude mezi indexem lomu analyzované latky
a indexem lomu rozpou&tla tvaiciho mobilni fazi. Jsou prakticky
univerzalni, vyhodnoti jakoukoliv latku. Pouzivag vSak ojedile proiadu
nevyhod, pedevsim vyrazmensi citlivost (19 g/ml), nutnost termostatovani
(odezva detektoru je ztia zavisla na tepl@) a nelze je pouzitipgradientové

eluci®*?

Elektrochemické detektory

Uplatiuji se @i hodnoceni |&v, u nichZ Ize vyuzit &, které souviseji
s elektrochemickou reakci probihajici na rozhréekteoda — eluent. Pro#ruji
elektrochemickou velinu, jejiz hodnota je zavisla na koncentraci
analyzovaného téva. Roztok analyzovanych sléenin vychézejicich z kolony
je veden do detektorové cely, kde dochazi ke stgkud¥mi ¢i tremi
elektrodami. Mteny a zaznamenany elektricky signal je zpravidlasragn
latkovému mnoZstvi detekované latky. Schopnost telekemické
redukovatelnosti a oxidovatelnosti vyuZiva voltariokl, amperometricky
a polarograficky detektor. Elektrochemické detektsou znang citlivé (10°

az 10™ g/ml), ale ¥tSinu z nich nelze pouzitimradientové eludf?

17



Hmotnostni spektrometr

Primé spojeni HPLC s hmotnostni spektrometrii (MS) ohmje
principialné novy univerzalni vysoce citlivy Zigob detekce, ale stasreé také
poskytuje fadu udaj} pottebnych pro identifikaci jednotlivych slozek
vychéazejicich z kolony. Po vystupu z HPLC kolonyijgno z eluentu odstranit
mobilni fazi a molekuly l&va jsou v plynném stavu v hmotnostnim
spektrometru ionizovany narazy elektipmermoionizaci nebo elektroionizaci.
Nabité ¢astice jsou v magnetickém nebo vysokofrekveém poli separovany
podle hmotnosti a naboje a je zaznamenano hmoinepaktrum. Spojeni
HPLC — MS je vysoce selektivni, vysoce citlivé askytuje fadu adaj

potiebnych pro identifikaci kv.?*?

2.2.1.7 Zarizeni pro zpracovani dat

V dnedSni dob se k wvyhodnocovani a dalSimu zpracovani
chromatografickych dat v naprostéétding pripadi pouZzivaji pdéitace
vybavené specialnim softwarem. Hlavni vyhodouifadt je, Ze automaticky
kontroluji, jestli chromatograf dodrzuje nastaveragametry (sloZeni a {ook
mobilni faze, teplotu kolony, nastaveni detektasbjem a sekvence vzark
davkovanych na kolonu apod.), a jsou schopné zaatko jeho reZzimu a vést

analyzu v optimalnich,ipdem ugenych podminkach*®
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2.2.2 Hodnoceni v HPLC chromatogramu

2.2.2.1 Kvalitativni hodnoceni

Zakladni kvalitativni charakteristikou v HPLC ijeten¢ni (eluéni) ¢astg,
coz jecas od nasiku vzorku na kolonu k maximu chromatografickéh&upi
NejcastjSim dikazem totoZnosti je shoda retaeich ¢asi chromatografického
piku I&iva v analyzovaném vzorku s ret@im ¢asem piku standardu¢hteré
moderni UV detektory umagji sejmout UV spektrum v maximu
chromatografického piku. Shoda UV spekter vzorkistandardu je dalSi

identifika¢ni charakteristiko(f

2.2.2.2 Kvantitativni hodnoceni

Kvantitativni charakteristikou v HPLC je plocha véat. vyska)
chromatografického piku. Na zaktadjiStnych ploch pik se obsah latky ve
vzorku uguje s pouzitim standardu.

Pro stanoveni se rigjstji pouzivaji d¥ metody:

Metoda vnéjSiho standardu

Tato metoda spidva ve dvou krocich (dvojim davkovéni). V prvninoka
se na kolonu naSkne roztok analyzovaného vzorku a ve druhém kreg&u
nastikne roztok vejSiho standardu za stejnych podminek. Jakgsvistandard
se zpravidla pouziva u substanci standard stanagolétky tzv. chemicka
referertni latka, nebo u sloZenych Iékovyckigravki jedna z analyzovanych
slozek smisi. Koncentrace stanovovanych slozekésimse pak vypéta
z pongru ploch (vySek) pik stanovovanych latek a plochy piku¢iiho

standardi:?

Metoda vnitfniho standardu

Ke znamému objemu vzorku s&ida definovany objem roztoku vhodného
vnitiniho standardu a po promichani se filage na kolonu. Vnini standard
musi byt eluovan v blizkosti pik které budou vyhodnocovany, musi mit

podobnou koncentraci jako hodnocené latky a musicbgmicky inertni. B
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souwasném chromatografovani jsou standard a vzorekawsgsy stejnym
vlivaim, a tim dochazi k jejich eliminaci. Metoda ¥niho standardu je mén
c¢aso¥ nara@na a hlava presrgjSi, jelikoz neni zatizena chybou dvojiho
nastiku. Koncentrace stanovovanych slozekésinse pak vypéta z pongru

ploch (vy3ek) pik stanovovanych latek a plochy piku ¥niho standardit:*")
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2.3 Vlastnosti paracetamolu
2.3.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti paracetamolu
Lékopisny ndzev:Paracetamolum

Strukturni vzorec:

H

NYCHB

HO ©

Sumarni vzorec: CgHgNO,
Chemicky nazev:N-(4-hydroxyfenyl)acetamid
M, 151,16

Paracetamol je bily krystalicky prasek, ktery jemairozpustny ve vog
snadno rozpustny v lihu 96%, velnizte rozpustny v dichlormethaff
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2.3.2 Farmakologické vlastnosti paracetamolu

Charakteristika

Paracetamol je vyboéntolerované &inné analgetikum a antipyretikum
bez vyznamného protizéifiveho pisobeni s dobrou gastrointestinalni
snasenlivosti, vhodné v pediatrii i u délygh.

Jeho antipyretické dinky se vys¥tluji inhibici enzymu cyklooxygenasy
v hypothalamy™®

Farmakokinetika

Paracetamol je slabou kyselinou, a proto sefal@ibsorbuje z traviciho
astroji, hlave z tenkého $eva. Maximalni koncentrace v plaZmosahuje za
30 az 60 minut. Vazba na plazmatické bilkoviny jeka. Metabolizace
probih&a v jatrech iigvazr na neaktivni metabolity. Paracetamol prostupuje
hematoencefalickou bariérou, placentarni bariéroujea vylCovan do
materského migka:®>?

Kontraindikace

Podéani paracetamolu je kontraindikované u hemdigtianémie, &kych
forem rendlni a jaterni insuficience, akutni hdpht] pii deficitu enzymu
gluk6zo-6-fosfatdehydrogenazyyi psowasnem podavani lékposkozujicich

funkci jater, alkoholizmu a v prvnim trimestru gidity. *°2%

Lékové interakce
Pfi sowtasném podani s fenytoinem a karbamazepinem je r&ySeko
hepatotoxicity. Paracetamol zvySuje hladinu kyseliracetylsalicylové

a chloramfenikolu v plaz®®?!)
Nezadouci &inky

Pri béZznych terapeutickych davkach je vyskyt nezadoudighka velmi

maly, rékdy se nfize objevit alergicka kozni reak&®.
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Davkovani a zpisob podéani

Je individualni. Dosglym a mladistvym se podava v davce 500 — 1000 mg
dle poteby véasovém odstupu nejm&d hodin az do maximalni denni davky
4 g. Ditem ve ¥ku od 6 do 15 let se podava 250 — 500 tfkrat dens.
U menSich &i se podava v jednotlivé davce 10 — 15 mg/kg.

Tablety, které je mozno¢tit i podat rozdrcené, se uzivajfigidle nebo

pred jidlem, zapijeji se dostateym mnozstvim tekutin{?®*
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2.4 Vlastnosti tramadolu

2.4.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti tramadolu

Lékopisny nadzev:Tramadoli hydrochloridum

Strukturni vzorec:

SN

CHj

Sumarni vzorec: CiH26CINO,

Chemicky nazev:

- HCI

(IRS2R9-2-[(dimethylamino)methyl]-1-(3-methoxyfenyl)cykiexan-1-ol-

hydrochlorid

M, 299,84

Tramadol-hydrochlorid je bily nebo témbily krystalicky praSek. Je

snadno rozpustny ve vé@ v methanolu, velmiEce rozpustny v acetort?
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2.4.2 Farmakologické vlastnosti tramadolu

Charakteristika
Tramadol je gedreé silné opioidni analgetikum. Ma nizkou afinitu
k opioidnim receptd@m a k jeho analgetickémuciaku prispiva i inhibice
zpstného vychytavani noradrenalinu a serotoninu deawsich zakorieni.
Pouziva se k terapii akutni nebo chronickéedt silné az silné bolesti,
pii bolestivych zakrocich, k tlumeni poopé&nabolesti. Na rozdil od ostatnich

opioidnich analgetik je ushvelmi malé riziko vzniku zavislostt®?®

Farmakokinetika

Tramadol se po peroralnim podani rychle actémcela vatebava. Jeho
biologicka dostupnostini priblizné 75 %. Potrava neoviiwje rychlost ani
aplnost vatebavani. Maximalni plazmaticka koncentrace dosapiiipdizné za
2 hodiny po podani. Vazba na plazmatické bilkoyenpizk4. Metabolizuje se
v jatrech na aktivni metabof@-desmethyltramaddf”

Kontraindikace

Podani tramadolu je kontraindikovanéi mkutni otra¢ alkoholem,
hypnotiky, opioidnimi analgetiky, psychofarmaky peljinymi latkami
tlumicimi centralni nervovy systém. Tramadol se ndv nesmi podavat
pacienim l&enym inhibitory monoaminooxidazy atem 14 di po jejich
vysazeni. Dale nesmi byt podavésetn do 1 rokd?®?

Lékové interakce

Tricyklicka antidepresiva a klozapin potencuji kakivni &inky
tramadolu, protoZze je ip jejich kombinaci zvySena rk¢ova pohotovost.
Tramadol zvySuje dinek warfarinu. Induktory mikrozomalnich jaternich
enzymi zesiluji &inky tramadolu a zvySuji riziko ik¢i. Inhibitory naopak
snizuji &inky tramadolu.Soulgzné uziti dalSich latek tlumicich CNS nebo
poziti alkoholu niZe zmsobit nezadoucidinky zesilenim tlumivéhoysobeni
tramadolu na centralni nervovy systénted®vSim mze vyvolat vyrazny

atlum dychanf2*2?
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NeZadouci @&inky
Tramadol je vSeobe¢ndolie snaSen, nezadoudiiky se projevi az ve
vysSich davkach. iZdka se nmize objevit depresivni efekt na kardiovaskularni

a respirani systém, nauzea a zvrac&fi.

Davkovani a zpisob podéani

Davkovani je individualni. Dosti pacienti a mladistvi od 14-ti let Zaaji
terapii obvykle davkou 50 mg. Pokud nedojddndm 30-60 minut k Ustupu
bolesti, je mozné aplikaci opakovat. DalSi davky pmeozno podavat
v intervalech 4-6 hodin az do denni davky 400 mgkti od 1 roku se podava
tramadol v davce 1 — 2 mg/kgésné hmotnosti.

Tobolky se uZivaji nerozkousané s dostayen mnozstvi tekutiny

nezavisle na jidI&%?)
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2.5 Prehled praci zabyvajicich se analyzou tramadolu

a paracetamolu

Pro spoknou analyzu tramadolu a paracetamolu byly vypracpvwazné

metodiky. Analytické hodnoceni bylo prowmb negastji pomoci HPLC,

piipadré spektrofotometrii nebo tenkovrstvou chromatogr@fiiC).

Kapil, K. a kol. analyzovali paracetamol a tramaddabletach. Stanoveni
probihalo na reverzni fazi;g{kolona Kromasil). Mobilni faze byla sloZzena
z dihydrogenfosforganu draselného (0,1 mol/l) o pH 6,8 a methanolu
v poneru 40:60 (v/v). Jako vnihi standard byl pouzit valdekoxis)

Arunadevi S. Birajdar a kol. vyvinuli HPLC metodtosowasnou analyzu
paracetamolu a tramadolu v kombinované pevné |ékorée. Separace
bylo dosazeno s pouzitimgkolony (250 x 4.6 mm 1.D., |Bn). Mobilni
faze se skladala z acetonitrilu a pufru s obsah@thylaminu (pH 7,3)

v poneru 45:55 (v/v), piitok byl 1,0 ml/min a UV detekce byla provedena
pfi 264 nm. Domperidon byl pouZit jako vif standar&®

Tan, Z. a kol. se zabyvali HPLC stanovenim tramadolparacetamolu
v lidské plazng. Jako stacionarni faze byla pouzita kolong Bypurity
(150 mmx2,1 mm 1|.D., 5um). Mobilni faze se skladalaacetonitrilu,
formamidu (0,1%) a kyseliny mrav&nv poneru 20:15:65. Ritok byl

0,2 ml/min@¥

Zhou, F. a kol vytviili HPLC metodu pro stanoveni paracetamolu,
tramadolu a jeho metabolit®-desmethyltramadolu v lidské plazm
Stacionarni fazi byla kolona DiamonsilTM (250 mnt<tm 1.D.).
Mobilni fazi tvarila smés dihydrogenfosforaanu draselného (0,01 mol/l),
triethylaminu (0,005 mol/l) upravenych kys. fosfémeu na pH 3,0
a acetonitrilu v poréru 79:21. Piitok byl 1,0 ml/min. M-acetaminofen byl
pouZit jako vnitni standard. Detekce byla v UVi 218 nm®®
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Jain, D. a kol. vyvinuli a validovali HPLC metodurop kvantifikaci
tramadolu, paracetamolu a domperidonu v téblePouzili kolonu
Inertsil-ODS-3 Gg (250 mmx4,6 mm I.D., im) a mobilni fazi ve sloZeni

methanol a fosfatovy pufr (pH 4,0) v pdra 40:60 (v/v)Z®

Zhang Dong-Mei a kol. vytidi HPLC metodu pro stanoveniipuznych
latek v paracetamolu a tramadolu v tablat reverzni fazi ¢. Pouzili
mobilni fazi ve slozeni octanovy pufr (pH 4,5) athaamol v porgru 80:20
(v/v). UV detekce bylaip 271nm®”

Belal, T. a kol. analyzovali paracetamol a tramag®lsngsi s pouzitim
dvou metod HPLC-UV a GC-MS. HPLC stacionarni fagiabkolona
Hypurity Advance. Mobilni faze se skladala z fosfétho pufru (pH 6,3)
a acetonitrilu v poréru 90:10 (v/v). Detekce byla v UWi220 nm®®

Li, J. a kol stanovovali tramadol a paracetamol poinHPLC v plazm.
Jako stacionarni faze byla pouzita kolona Krom@ghs (250 mmx4,6 mm
[.D., 5um). Mobilni fazi tvdila smés methanolu, 0,3% kyseliny mrawen
a tetrabutylammonium chloridu v pénu 26:62:12 (v/iv/v). Jako vifiti
standard pouZili diprofyllir?®

Zhu T. a kol. se zabyvali spéleym stanovenim tramadolu a paracetamolu
v lidské plazms. Pouzili kolonu Hanbon LiChrospher CN. Mobilni ¢éage
skladala z octanového pufru (10 mmol/l) obsahugici5% kyselinu
mravergi a methanolu v po#nu 40:60 (v/v). Pitok byl 1,0 ml/min.
Fenacetin pouZili jako vritti standard®”

Jane Fatima Mary Titus a kol. analyzovali tramadolparacetamol

v kombinované tablétpomoci iontoparové HPLC. Pouzili stacionarni fazi

Cis (250 mmx4,6 mm |.D., fm) a mobilni fazi ve slozeni acetonitril,
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5% dodecylsiran sodny a methanol v gam45:15:40 (v/v/v). Ritok byl
1,0 ml/min. Detekce byla v UVip217 nm®Y

» Deepali Ghargea kol. vypracovali metodu pro spoéi® hodnoceni
aceklofenaku, tramadolu a paracetamoluiigtazkové tablet pomoci UV

spektrometrié®?

e Sam Solomon, W.D. a kol. vyvinuli TLC metodu prookgné stanoveni
tramadolu a paracetamolu v¢idém pipravku. Jako stacionarni faze
slouzila hlinikova deska potazena silikagelem. Nfdbfazi byla smis

chloroformu a ethanolu v pasru 7:3 (v/iv)®?

Rada praci se zabyva samostatnou analyzall jpnom tramadold*=®
nebo paracetamoft? *®
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3. CIL PRACE
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Cilem diplomové prace bylo vypracovani optimalnétinomatografickych
podminek pro satasnou HPLC analyzu paracetamolu a tramadolu ahjejic

spole&né stanoveni v kombinovanéntiem pripravku.
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1 Pouzité pFistroje, material a chemikalie

PRISTROJE

Kapalinovy chromatograf Hewlett-Packard Series 1100
Analytické vahy, Kern ALS 220-4N, &necko
Spektrofotometr Shimadzu, UV-2401 PC, Shimadzuodsio
Acidimetr 333, Druopta, Prah@gska Republika

Ultrazvukova laze K 10, Kraintek, Slovenska Republika

CHROMATOGRAFICKY MATERIAL

Chromatograficka kolona - Separon SGX NFA um, 150x3 mm I.D., Tessek,
PrahaCeskéa Republika

Chromatografickd kolona - Discovery Cyano, 5 um,0%46 mm I|.D.,
Supelco, USA

Chromatograficka kolona - Discovery HS F5, 5 un®%mm 1.D., Supelco,
USA

POMUCKY
Laboratorni sklo
Mikrostiikatka — 100 pl, Hamilton, Svycarsko

CHEMIKALIE

Paracetamol — Sigma-Aldrich ¢hhecko

Tramadol — Sigma-Aldrich, &necko

4-aminofenol — Sigma-Aldrich, &necko

Methylalkohol p.a. — Penta, Chrudifieska Republika
Octan amonny p.a. — Balex, Pardubic¢eskéa Republika
Tetrabutyl-ammonium bromid p.a. — Flukasmecko
Kyselina octovéa p.a. — Penta, Chruditeska Republika
Sodna 8l kyseliny hexansulfonové — Sigma-Aldrich¢iiecko
Triethylamin — Fluka, Nmecko

Acetonitril PhEur — Merck, Bmecko
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Kyselina mraveti — Lachema Brnaeska Republika
Dihydrogenfosforénan draselny — Lachema Brr¢gska Republika
Sulpirid — Sigma-Aldrich, Mmecko

Bromhexin — Sigma-Aldrich, &imecko

4-chloroacetanilid — Sigma-Aldrich,dhecko

Acetanilid — Zentiva, Prah&eska Republika

Fenacetin — Zentiva, Pral@eska Republika

Methylparaben — Fluka, &hecko

Ethylparaben — Fluka, &hecko

Propylparaben — Fluka,dhecko

Kyselina 4-hydroxybenzoova — Flukagiecko

Kyselina acetylsalicylova — Balex, PardubiCeska Republika

Vodacdisténa reverzni osmézou
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4.2 Vypracovani chromatografickych podminek pro

HPLC analyzu paracetamolu a tramadolu

Pro sogasné stanoveni paracetamolu a tramadolu byldelpat najit
optimalni chromatografické podminky, coZ zahrnovaklezeni vyhovujici
stacionarni faze, mobilni faze, tpokové rychlosti, vinové délky pro UV

detekci a vybr vhodného vnihiho standardu.

VYBER STACIONARNI A MOBILNI FAZE
Pro analyzu byly pouZityiizné typy kolon, na kterych byla zkouSedana
slozeni mobilni faze.
1.Chromatograficka kolona -naplni Separon SGX NKi7 um), 150x3 mm:
- methanol : roztok octanu amonného 0,005 mol/l; 40 {v/v)
- methanol : roztok octanu amonného 0,005 mol/l; @0 {v/v)
- methanol : roztok octanu amonného 0,005 mol/l; 40 {v/v)
- methanol : roztok octanu amonného 0,005 mol/l; Z5 {v/v)
- methanol : roztok octanu amonného 0,005 mol/l; 30 {v/v)
- methanol : roztok octanu amonného 0,005 mol/l tabettyl-ammonium
bromid 0,05 mol/l, pH 4,9; 80 : 20 (v/v)
- methanol : roztok octanu amonného 0,005 mol/l tabettyl-ammonium
bromid 0,05 mol/l, pH 4,9; 60 : 40 (v/v)
- methanol : roztok octanu amonného 0,005 mol/l #abettyl-ammonium
bromid 0,05 mol/l, okyseleny 10% kys. octovou na3H0 : 20 (v/v)
- methanol : roztok octanu amonného 0,005 mol/l +naodil kyseliny
hexansulfonové 0,05 mol/l, pH 4,9; 80 : 20 (v/v)
- methanol : roztok octanu amonného 0,005 mol/l +naodil kyseliny
hexansulfonové 0,05 mol/l, pH 4,9; 60 : 40 (v/v)

2.Chromatograficka kolona - Discovery Cyano, 5 pirfg0x4,6 mm:
- methanol : roztok octanu amonného 0,005 mol/l +n&odil kyseliny
hexansulfonové 0,05 mol/l, pH 4,9; 40 : 60 (v/v)
- methanol : voda; 60 : 40 (v/v)
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methanol :
methanol :
methanol
methanol :
methanol :
methanol :
methanol
methanol :

methanol :

voda; 40 : 60 (v/v)
voda; 80 : 20 (v/v)

: voda okyselena 10% kyselinou octovophh&; 60 : 40 (v/v)

voda okyselena 10% kyselinou octovopth&; 40 : 60 (v/v)
voda okyselen& 10% kyselinou octovophh&; 80 : 20 (v/v)
voda okyselen& 10% kyselinou octovophh&; 30 : 70 (v/v)

: voda okyselena 10% kyselinou octovophh&; 60 : 40 (v/v)

voda okyselena 10% kyselinou octovophhd; 70 : 30 (v/v)
roztok triethylaminu 0,5 mol/l; 60 : A&Qv)

3.Chromatograficka kolona - Discovery HS F5, 5 ub50x3 mm:

methanol :

methanol :

acetonitril :

acetonitril

acetonitril :
acetonitril :
acetonitril :
acetonitril :

acetonitril :

roztok kyseliny mraveéir0,1%; 50 : 50 (v/v)
roztok kyseliny mraveir0,1%; 30 : 70 (v/v)
voda; 50 : 50 (v/v)

: roztok octanu amonného 0,05 mol/l, fiFs0 : 50 (v/v)

roztok octanu amonného 0,05 mol/l, 5kB0 : 70 (v/v)
roztok octanu amonného 0,05 mol/l, aH0 : 60 (v/v)
roztok octanu amonného 0,05 mol/l, iH60 : 40 (v/v)
roztok octanu amonného 0,05 mol/l, 5HO0 : 30 (v/v)

roztok octanu amonného 0,05 mol/lysideny 10% kyselinou

octovou na pH 6; 50 : 50 (v/v)

acetonitril :

roztok octanu amonného 0,05 mol/lysideny 10% kyselinou

octovou na pH 6; 40 : 60 (v/v)

acetonitril :

roztok octanu amonného 0,05 mol/lysideny 10% kyselinou

octovou na pH 6; 60 : 40 (v/v)

acetonitril :

roztok octanu amonného 0,05 mol/lysideny 10% kyselinou

octovou na pH 6; 70 : 30 (v/v)

acetonitril :

roztok octanu amonného 0,05 mol/lysideny 10% kyselinou

octovou na pH 5; 50 : 50 (v/v)

acetonitril :

roztok octanu amonného 0,05 mol/lysideny 10% kyselinou

octovou na pH 5; 40 : 60 (v/v)
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acetonitril : roztok octanu amonného 0,05 mol/lysdeny 10% kyselinou
octovou na pH 5; 70 : 30 (v/v)

acetonitril : roztok octanu amonného 0,05 mol/lysteny 10% kyselinou
octovou na pH 4; 50 : 50 (v/v)

acetonitril : roztok octanu amonného 0,05 mol/lysdeny 10% kyselinou
octovou na pH 4; 70 : 30 (v/v)

acetonitril : roztok octanu amonného 0,1 mol/l;: BD (v/v)

acetonitril : roztok octanu amonného 0,005 moldl;: BO (v/v)

acetonitril : roztok octanu amonného 0,005 mold;: 50 (v/v)

acetonitril : roztok octanu amonného 0,005 moltetrabutyl-ammonium
bromid 0,05 mol/l, pH 6,5; 70 : 30 (v/v)

acetonitril : roztok octanu amonného 0,005 moltetrabutyl-ammonium
bromid 0,05 mol/l, pH 6,5; 50 : 50 (v/v)

acetonitril : roztok octanu amonného 0,005 mol/kadna 8l kyseliny
hexansulfonoveé 0,05 mol/l; 50 : 50 (v/v)

acetonitril : roztok octanu amonného 0,005 mol/bedna 8l kyseliny
hexansulfonové 0,05 mol/l; 70 : 30 (v/v)

acetonitril : roztok octanu amonného 0,005 mol/kadna 8l kyseliny
hexansulfonové 0,05 mol/l; 30 : 70 (v/v)

acetonitril : roztok dihydrogenfosfafeanu draselného 0,05 mol/l, pH 4,5;
50 : 50 (v/v)

acetonitril : roztok octanu amonného 0,05 mol/lysdeny 10% kyselinou
octovouna pH 3; 50 : 50 (v/v)

acetonitril : roztok octanu amonného 0,05 mol/lysteny 10% kyselinou
octovou na pH 3; 40 : 60 (v/v)

acetonitril : roztok octanu amonného 0,05 mol/lysdeny 10% kyselinou
octovou na pH 3; 30 : 70 (v/v)

acetonitril : roztok octanu amonného 0,005 molkyseleny kyselinou
octovou na pH 3,2; 20 : 80 (v/v)

Analyzy probihaly @ priatokovych rychlostech0,5 — 1,0 mil/min.
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VYBER VNIT RNIHO STANDARDU
Pro kvantitativni analyzu paracetamolu a tramaduflia zvolena metoda
vnitiniho standardu. Jako potencialni mit standardy byly vyzkouSeny
nasledujici latky:
- sulpirid
- bromhexin
- 4-chloroacetanilid
- acetanilid
- fenacetin
- methylparaben
- ethylparaben
- propylparaben
- kyselina 4-hydroxybenzoova
- kyselina acetylsalicylova

Jako nejvhodgSi byla zvolena kyselina acetylsalicylova.

VYBER VLNOVE DELKY PRO UV DETEKCI
Vhodna vinova délka byla zvolena na zaklagmeieni UV spekter
paracetamolu a tramadolu. Pro detekci byl pouzitdé¢¥ektor s nastavitelnou

vinovou délkou.

PRiIPRAVA MOBILNi FAZE A ZASOBNICH ROZTOK U A VZORK U

Priprava mobilni faze
Byla pouzita mobilni faze -acetonitril : roztok octanu amonného
(0,005 mol/l, okyseleny kyselinou octovou na ghl @ pongru 20 : 80 (V/v).
Vodny roztok octanu amonného o koncentraci 0,008Irse gipravil
navazenim 0,3853 g octanu amonného rfalapim 1000 ml vodycistené
reverzni osmozou. ifpraveny roztok byl okyselen kyselinou octovou na

pH 3,2. Ri analyze byl roztok michan s acetonitrilem v uvesla porgru.
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Piiprava zasobnich roztoka
Zasobni roztok paracetamolu o koncentraci 10 mg/ml:

Bylo navazeno fesr¢ 0,5 g paracetamolu a dopho methanolem po

rysku do odnirné baiky o objemu 50 ml.

Z4sobni roztok tramadolu o koncentraci 1 mg/ml:

Bylo navazeno fesr¢ 0,1 g tramadolu a dopino methanolem po rysku do

odmerné baiky o objemu 100 ml.

Z&sobni roztok vnihiho standardu o koncentraci 20 mg/mil:

Bylo navazeno iesrt 0,5g Kkyseliny acetylsalicylové a dopho

methanolem po rysku do odmé baiky o objemu 25 ml.

Piiprava vzorki pro sestrojeni kalibraéni k¥ivky

Pomoci zasobnich roztbkbylo pipraveno gt kalibratnich roztok do
odmernych bagk o objemu 10 ml s postupnse zvySujici koncentraci
paracetamolu a tramadolu. Koncentrace kyseliny ytaicylové (vnitni
standard) byla vzdy 1 mg/ml. Roztoky byly dapig po rysku mobilni fazi.
Kazdy vzorek byl ptkrat nastikovan na kolonu v objemu 10 pl. SloZeni

kalibratnich roztoki je uvedeno v nasleduijici tabulce:

Tabulka ¢. 1: Koncentrace jednotlivych latek ve vzorcich pro sesbjeni
kalibra éni k¥ivky

vzorek Koncentrace Koncentrace Koncentrace
¢islo paracetamolu tramadolu kys. acetylsalicylové
[mg/mil] [mg/ml] [mg/mil]
1 2,5 0,30 1,0
2 3,0 0,35 1,0
3 3,5 0,40 1,0
4 4,0 0,45 1,0
5 4,5 0,50 1,0
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Piiprava vzorka pro stanoveni paracetamolu a tramadolu v Evém
pripravku

Zvazenim deseti tablet byla zfigh paimérnd hmotnost jedné tablety.
Tablety byly poté rozdrceny a promiseny. NavazemimoZstvi ekvivalentniho
jedné tablet byly pripraveny fi roztoky nasledujicim Zjsobem:

Navazka byla fevedena do odémné baky o objemu 100 ml, iidan
methanol a hika pak byla umigha na 5 minut do ultrazvukoveé laznPo
pridani roztoku vniiniho standardu, dopini mobilni fazi na 100 ml a filtraci,

byl kazdy vzorek ggtkrat nastikovan na kolonu v mnozstvi 10 pl.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE
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5.1 Vyvoj chromatografickych podminek pro HPLC

analyzu paracetamolu a tramadolu

STACIONARNI FAZE

Pfi hledani optimalnich chromatografickych podmineko pspol€né
hodnoceni paracetamolu a tramadolu byly vyzkouséngé stacionarni faze.
Jako nejvhodgsi byla vybrana chromatograficka kolona - DiscgvEiS F5,
5 um, 150x3 mm I.D.

MOBILNI FAZE
Bylo potteba nalézt vhodnou mobilni faziii fxteré dochézelo k uplnému
rozckleni obou latek tak, aby se eluovalyiggielnym retegnim ¢asem. Bylo
vyzkouseno mnoho mobilnich fazi izném slozeni a vienych pongrech.
Jako nejvhodgjsi mobilni faze byla zvolena s acetonitril : roztok octanu
amonného 0,005 mol/l, okyseleny kys. octovou na8Hv pongru 20 : 80.
Pratokova rychlost byla zvolena 1,0 ml/min.

VNIT RNi STANDARD

Jako potencionalni viiiti standardy bylo vyzkouSenoékolik latek.
Kyselina acetylsalicylova byla vybrana jako nejiegdéla vhodny reteéni
¢as, dostat¢ se separovala od obou latek, jeji pik byl symifric

a absorbovalaipzvolené vinové délce.

DETEKCE
Vinova délka 270 nm byla zvolena pro 8asnou analyzu paracetamolu
a tramadolu jako kompromis na zakla&neieni absorpnich spekter

paracetamolu a tramadolui Bto vinové délce bylo dosaZzeno dobré citlivosti.
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Obr. €. 1: Absorpéni spektrum paracetamolu
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Obr. ¢&. 2: Absorpéni spektrum tramadolu
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Obr. ¢&. 3: Absorpéni spektrum kyseliny acetylsalicylové (vnikni standard)
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5.2 Stanoveni obsahu paracetamolu a tramadolu

v [é¢ivém pripravku

5.2.1 Kalibra éni krivka

Metoda kalibrani kiivky byla pouZita pro stanoveni obsahu paracetamolu
a tramadolu v l&vém pipravku. Bylo pouzito & vzorka o peti riznych
koncentracich paracetamolu a tramadolu a o steprcehntraci kyseliny
acetylsalicylové jako vnihiho standardu. Vzorky pro sestrojeni kalioia
kiivky byly pripraveny podle tabulky. 1, v kapitole 4.2. Kalib&ai kiivka
byla métena za chromatografickych podminek uvedenych vtédepb.1.

Kalibracni kiivka byla sestrojena jako zavislost p@mn ploch piki
tramadolu (A) nebo paracetamolu fAa vnitniho standardu (A) na jejich
koncentraci. Hodnoty pro sestrojeni kalibra kiivky paracetamolu jsou
uvedeny v tabulcé. 2 a hodnoty pro tramadol v tabul&8.

5.2.2 Stanoveni obsahu

Byly ptipraveny vzorky z kombinovaného ¢leého gipravku podle
postupu v kapitole 4.2., ve kterém je vyrobcem aeklané mnoZzstvi
325 mg paracetamolu a 37,5 mg tramadolu. #pmloch piki paracetamolu
(Ap/Ais) nebo tramadolu (AAs) byly dosazeny doifslusné kalibrani kiivky
a byl odéten obsah paracetamolu nebo tramadolucivéén pripravku, viz
tabulkac¢. 4 pro paracetamol a tabulka 5 pro tramadol. Stanoveni obsahu

probihalo za chromatografickych podminek uvedermnykapitole 5.1.

Kalibracni kiivku paracetamolu popisuje rovnicey = 0,1574x — 0,8033
Pro ptimérnou hodnotu y = 1,3239 se vyjita: x = 3,3075 mg/ml

Kalibraéni kiivku tramadolu popisuje rovnicey = 0,2467x + 0,0079
Pro ptimérnou hodnotu y = 0,0858 se vyjita: x = 0,3798 mg/ml
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Tabulka ¢. 2: Hodnoty paracetamolu pro sestrojeni kalibra&ni kifivky

koncentrace koncentrace | ¢islo pongr pramérna
paracetamolu | vnitt. standardy méieni | ploch pika hodnota
P [mg/ml] IS [mg/ml] Apr/Ais Apr/Ais
1/1 1,2023
1/2 1,1920
2,5 1,0 1/3 1,2060 1,1955
1/4 1,1869
1/5 1,1901
2/1 1,2645
2/2 1,2851
3,0 1,0 2/3 1,2742 1,2754
2/4 1,2792
2/5 1,2738
3/1 1,3523
3/2 1,3576
3,5 1,0 3/3 1,3492 1,3558
3/4 1,3569
3/5 1,3630
4/1 1,4431
4/2 1,3777
4,0 1,0 4/3 1,4297 1,4361
4/4 1,4852
4/5 1,4448
5/1 1,5014
5/2 1,5062
4,5 1,0 5/3 1,5170 1,5087
5/4 1,5335
5/5 1,4856
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Tabulka ¢. 3: Hodnoty tramadolu pro sestrojeni kalibraéni kiivky

koncentrace koncentrace | ¢islo pongr pramérna
tramadolu | vniti. standardy meéteni | ploch piki hodnota
T [mg/ml] IS [mg/ml] At/As At/As
1/1 0,0667
1/2 0,0662
0,30 1,0 1/3 0,0659 0,0658
1/4 0,0639
1/5 0,0665
2/1 0,0774
2/2 0,0801
0,35 1,0 2/3 0,0784 0,0785
2/4 0,0781
2/5 0,0783
3/1 0,0909
3/2 0,0913
0,40 1,0 3/3 0,0905 0,0911
3/4 0,0911
3/5 0,0917
4/1 0,1061
4/2 0,1033
0,45 1,0 4/3 0,1011 0,1032
4/4 0,1024
4/5 0,1028
5/1 0,1146
5/2 0,1135
0,50 1,0 5/3 0,1154 0,1151
5/4 0,1147
5/5 0,1176
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Obr. €. 4: Kalibra ¢ni k¥ivka paracetamolu
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Obr. €. 5: Kalibraéni krivka tramadolu
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Tabulka €. 4: Stanoveni obsahu paracetamolu v é&ém piipravku

gislo

vzorku

ponmgr
ploch piki
AplAis

pramérna
hodnota
AplAis

zjistenéa
koncentrace
paracetamolu

[mg/ml]

obsah
paracetamolu
v tableg*

[%]

1,3292

1,3232

1,3171

1,3049

1,3273

1,3203

3,2846

101,06

1,3228

1,3271

1,3264

1,3208

1,3203

1,3235

3,3050

101,69

1,3253

1,3323

1,3319

1,3243

1,3250

1,3278

3,3323

102,53

* 0% deklarovaného mnozstvi
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Tabulka ¢. 5: Stanoveni obsahu tramadolu v Evém piipravku

gislo

vzorku

ponmgr
ploch piki
AtlAis

pramérna
hodnota
AtlAis

zjisténa
koncentrace
tramadolu

[mg/ml]

obsah
tramadolu
v tablet*

[%]

0,0856

0,0857

0,0864

0,0858

0,0854

0,0858

0,3798

101,28

0,0847

0,0853

0,0859

0,0848

0,0852

0,0852

0,3774

100,64

0,0861

0,0875

0,0858

0,0863

0,0862

0,0864

0,3822

101,92

* 0% deklarovaného mnozstvi
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Obr. ¢. 6: Chromatograficky zaznam ssi standard. Paracetamol 4,0 mg/ml,
tramadol 0,45 mg/ml a kyselina acetylsalicylova rhg/ml.
Chromatografické podminky viz kap. 5.1.
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Obr. €. 7: Chromatograficky zaznam roztoku wmitho standardu (kyselina
acetylsalicylova 1 mg/ml). Chromatografické podnyinkz kap. 5.1.
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Obr. €. 8: Chromatograficky zaznam roztoku vzorku z kombim#dablety
s vnitnim standardem (kyselina acetylsalicylova 1 mg/ml).

Chromatografické podminky viz kap. 5.1.
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6. ZAVER
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V této diplomové préaci byly vypracovany optimalniirematografické
podminky pro sotasnou HPLC analyzu paracetamolu a tramadolu
v kombinovaném k&vém gipravku.

Pro HPLC analyzu byla jako stacionarni faze vybréheomatograficka
kolona Discovery HS F5, 5um, 150x3 mm |.D. Mobifaki tvaila smes
acetonitril : roztok octanu amonného 0,005 moklyseleny kyselinou octovou
na pH 3,2 v poréru 20 : 80 (v/v). Aitokova rychlost mobilni faze byla zvolena
1,0 ml/min. Vzorky byly nastkovany v objemu 10 ul. Jako vhii standard
byla pouzita kyselina acetylsalicylova. Detekcelywr@vanych latek probihala
pii vinové délcel = 270 nm pomoci UV detektoru.

Pro stanoveni obsahu paracetamolu a tramadoltiweté pipravku byla
pouzita metoda kalib&ai kiivky. Kalibracni kiivka paracetamolu je vyjdéena
rovnici regresni fimky y =0,1574x + 0,8033 a koréldm koeficientem
R? = 0,9996. Kalibrani kiivka tramadolu je vyjéigtna rovnici regresnitfmky
y = 0,2467x — 0,0079 a korelsim koeficientem R= 0,9998.

Pfi stanoveni v kombinovaném cigém pipravku byl zjiSén obsah
330,75 mg paracetamolu a 37,98 mg tramadolu, copowda 101,8 %
paracetamolu a 101,3 % tramadolu mnoZstvi deklakdva vyrobcem.
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SOUHRN

HPLC hodnoceni vybranych I&iv I.

DIPLOMOVA PRACE

Denisa Skryjova

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta vHradci Kralové,

Katedra farmaceutické chemie a kontroly I€iv

V této diplomové préaci byly vypracovany optimalniirematografické
podminky pro sotasnou HPLC analyzu paracetamolu a tramadolu
v kombinované tablét Chromatograficka kolona Discovery HS F5, 5 um,
150x3 mm I.D. od firmy Supelco byla zvolena jakacgbnarni faze. Mobilni
fazi tvaila smes acetonitril : roztok octanu amonného 0,005 moKlyseleny
kyselinou octovou na pH 3,2 v pém 20 : 80 (v/v), fi pratokové rychlosti
1,0 mli/min. Jako vnihi standard byla pouzita kyselina acetylsalicylova.
Detekce probihalaipX = 270 nm pomoci UV detektoru. Latky byly eluovany

v paradi paracetamol, kyselina acetylsalicylova a trashad
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ABSTRACT

HPLC evaluation of selected drugs |.

THESIS

Denisa Skryjova

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacyn Hradec Kralove,

Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Cotrol

In this thesis were developed the optimum chronrajdgc conditions for
simultaneous HPLC analysis of tramadol and paraugtan combined tablet.
The chromatographic column Discovery HS F5, 5 p6@xB mm I.D. made
by Supelco was chosen as the stationary phase.ldViplase mixture formed
acetonitrile : ammonium acetate solution 0.005 matidified with acetic acid
at pH 3.2 in the ratio 20:80 (v/v), at a flow ratel.0 ml/min. Acetylsalicylic
acid was used as an internal standard. Detectaglace al. = 270 nm using
a UV detector. The compounds were eluted in orderparacetamol,
acetylsalicylic acid and tramadol.
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