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Vysokoúčinná kapalinová chromatografie – High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) je v současnosti jedna z nejmodernějších 

a   nejprogresivnějších separačních metod, která umožňuje kvalitativní 

a  kvantitativní hodnocení analyzovaných látek. K jejím hlavním přednostem 

patří rychlost analýzy, minimální množství vzorku potřebné k analýze, citlivost 

analýzy a možnost automatizace.  

Využití této metody je velmi široké, uplatňuje se při analýzách složených 

léčivých přípravků, ve kterých umožňuje identifikaci léčiva, stanovení obsahu 

nebo kontrolu čistoty. Dále slouží k analýze přírodních léčiv z rostlinných 

materiálů, ke sledování stability léčiv a k monitorování léčiv a metabolitů 

v tělních tekutinách. 

Tramadol a paracetamol jsou analgeticky působící léčiva s různým 

mechanismem účinku. Kombinace tramadolu s paracetamolem vykazuje 

synergický účinek, proto je žádaného analgetického účinku dosaženo při 

významně nižších dávkách než při užití jednotlivých léčiv. 
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2. TEORETICKÁ ČÁST 
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2.1 Definice a rozdělení chromatografických metod 

Chromatografické metody jsou vysoce účinné separační metody, které 

slouží k oddělení jednotlivých složek analyzované směsi a zároveň umožňují 

jejich kvalitativní a kvantitativní hodnocení. Jejich přednosti jsou zřejmé 

především při analýzách směsí látek, kdy ostatní analytické metody, jako např. 

spektrofotometrické, nelze principiálně použít. Jelikož veškeré technické 

produkty a velká většina přírodních látek jsou složité směsi, mají 

chromatografické metody analýzy prvořadý význam.(1) 

V chromatografii se využívá dělení analyzovaných látek mezi dvěma 

fázemi, z nichž jedna je stacionární – nepohyblivá a druhá je mobilní – 

pohyblivá. V průběhu chromatografického procesu dochází k postupnému, 

mnohokrát opakovanému vytváření rovnovážných stavů dělených látek mezi 

stacionární fází, která je v koloně nebo plošné vrstvě, a mobilní fází, která 

unáší separované látky. K separaci dochází na základě různé afinity dělených 

složek ke stacionární a mobilní fázi.(2) 

V současné době se používá mnoho typů chromatografických metod, které 

se liší z hlediska:  

1. Povahy separačního děje 

2. Použité techniky 

3. Způsobu vyvíjení 

4. Skupenství mobilní a stacionární fáze(1) 

2.1.1 Dělení dle povahy separačního děje 

ADSORPČNÍ CHROMATOGRAFIE 

Adsorpční chromatografie je založena na schopnosti pevné stacionární fáze 

sorbovat látky z kapalného roztoku nebo z plynného stavu. Dělení látek nastává 

v důsledku různé adsorpce z pohyblivé fáze na povrch adsorbentu (nepohyblivá 

fáze). Adsorbentem bývá nejčastěji oxid hlinitý, oxid hořečnatý, silikagel, 

práškovaná celulóza nebo aktivní uhlí. Způsob a síla adsorpce značně závisí na 

povaze sorbentu, na chemickém složení adsorbované látky a také na složení 

pohyblivé fáze, kterou tvoří čistá rozpouštědla nebo směsi rozpouštědel.(1,3,4) 
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ROZDĚLOVACÍ CHROMATOGRAFIE 

Podstatou separace je rozdílná rozpustnost dělených látek ve dvou 

vzájemně nemísitelných kapalinách. K separaci látek dochází na základě jejich 

různých rozdělovacích koeficientů. Kapalina použitá jako stacionární fáze je 

zakotvena na vhodném nosiči (silikagel, křemelina, silikáty, celulóza). 

Často se využívá i systém obrácených fází (reversed phase – RP), kdy 

organické hydrofobní rozpouštědlo slouží jako stacionární fáze a mobilní fází 

je hydrofilní rozpouštědlo. Tento systém se používá v kapalinové 

chromatografii nejčastěji a je vhodný k dělení méně polárních látek. (1,2) 

 

IONTOV Ě VÝMĚNNÁ CHROMATOGRAFIE 

Iontově výměnná chromatografie probíhá na iontoměničích (katexy nebo 

anexy). Ion iontoměniče je vyměněn za ion obsažený v mobilní fázi nebo ve 

vzorku. U tohoto způsobu chromatografie zachycuje sorbent určitý typ iontů 

výměnou za jiný ion. 

Při technice iontové výměny jde o separaci iontů, proto je vždy používána 

vodná mobilní fáze. Stacionární fáze (iontoměnič, ionex) je zpravidla 

makromolekulární matrice obsahující kyselou nebo bazickou funkční skupinu. 

Katexy jsou iontoměniče s kyselou funkční skupinou (sulfo-kyselina, 

karboxylová kyselina) nesoucí záporný náboj, anex obsahuje bazickou funkční 

skupinu (aminoskupinu) a je nositelem kladného náboje. Ion obsažený 

v  ionexu bývá vyměněn za ion obsažený v mobilní fázi nebo ve vzorku. 

K separaci dochází na principu soutěžení ionexu o tyto ionty. Podobně probíhá 

také ligandová výměna, kdy na iontoměniči, obvykle katexu, je zachycen 

iontovou výměnou vhodný kov. Na takto upravenou kolonu se přivádí mobilní 

fáze obsahující látku schopnou vytvářet s vázaným kovem komplex (ligand). 

K separaci na jednotlivé složky dochází na základě vzájemné relace stabilit 

vytvořených komplexů dělených sloučenin a vázaného kovu. Iontoměničová 

technika se využívá jak při přípravě vzorků pro chromatografické analýzy, tak 

v HPLC, zřídka se používá v plošném uspořádání kapalinové chromatografie.(5) 
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GELOVÁ CHROMATOGRAFIE 

Při této metodě dochází k dělení látek podle velikosti a tvaru molekuly. 

Separační proces je založen na principu difúze. Gel, nebo v některých 

případech mikroporézní skleněné kuličky mají póry o definovaném průměru. 

Látky, které mají menší velikost než je průměr póru, difundují do sorbentu 

a jsou tak zadržovány oproti větším molekulám, které se do póru nevejdou. 

Nejmenší molekuly vykonají tedy nejdelší dráhu při průchodu kolonou a eluují 

se s  nejvyšším elučním časem, zatímco největší molekuly, které se pohybují 

kolonou nejrychleji, se eluují jako první. Látky tvořící dělenou směs jsou tedy 

z kolony eluovány v pořadí podle své klesající molekulové hmotnosti.(6,7,8) 

 

AFINITNÍ CHROMATOGRAFIE 

Afinitní chromatografie využívá biologických schopností látek specificky 

a vratně vázat jiné látky. Hlavní specificky působící složkou je afinitní ligand, 

který je kovalentně vázaný na pevný nosič. Při prolití kolony roztokem 

obsahujícím biologicky aktivní látku určenou k izolaci se zachytí pouze tato 

biologicky aktivní složka. Specificky sorbovaná látka je eluována pomocí 

rozpustného afinantu nebo změnou složení mobilní fáze. Jako afinanty se 

nejčastěji používají různé peptidy, aminokyseliny, enzymy, antigeny, 

protilátky.(9) 

 

2.1.2 Dělení podle použité techniky 

FRONTÁLNÍ 

Tato technika spočívá ve stálém (kontinuálním) přivádění roztoku dělené 

směsi na kolonu až do konce chromatografického procesu. Dělená směs látek 

je rozpuštěná v mobilní fázi. Nejdříve vytéká samotná mobilní fáze, následně 

vytéká látka s nejmenší afinitou ke stacionární fázi. Čím má látka vyšší afinitu 

ke stacionární fázi, tím pomaleji vytéká z kolony.(3) 

 

ELUČNÍ 

Vzorek se přivádí na kolonu jednorázově (diskontinuálně) a jeho složky 

jsou na koloně silněji sorbovány než složky mobilní fáze. Jednotlivé složky 
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vzorku jsou eluovány z kolony v pořadí podle velikosti sorpce na stacionární 

fázi a jsou vzájemně odděleny čistou mobilní fází.(10) 

Nejjednodušší variantou eluční chromatografie je prostá (izokratická) 

eluce, kde se k eluci používá stále stejná mobilní fáze od začátku až do konce. 

Tato metoda se hodí pro látky, které se od sebe příliš neliší v afinitě ke 

stacionární fázi. Při gradientové eluci se plynule mění složení mobilní fáze. 

Gradient se může vztahovat na koncentraci, polaritu, iontovou sílu nebo pH.(3) 

 

VYTĚSŇOVACÍ 

Vzorek se přivádí na kolonu jednorázově (diskontinuálně). Používá se 

mobilní fáze, která se na stacionární fázi sorbuje silněji než složky vzorku. 

Tyto složky jsou úplně vytěsňovány ze stacionární fáze, a proto vycházejí 

z kolony před čelem silně se sorbující složky mobilní fáze.(10) 

 

2.1.3 Dělení podle způsobu vyvíjení 

CHROMATOGRAFIE SLOUPCOVÁ  

 

CHROMATOGRAFIE V PLOŠNÉM USPO ŘÁDÁNÍ 

– tenkovrstvá 

– papírová(3) 

 

2.1.4 Dělení podle skupenství mobilní fáze 

KAPALINOVÁ CHROMATOGRAFIE  

Mobilní fází je kapalina a stacionární fází je nemísitelná kapalina nebo 

pevná látka. 

 

PLYNOVÁ CHROMATOGRAFIE  

Mobilní fází je inertní plyn a stacionární fází je kapalina nebo pevná 

látka.(1,2) 
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2.2 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

Vysokoúčinná kapalinová chromatografie – High Performance Liquid 

Chromatography (HPLC) je v současné době jednou z nejprogresivnějších 

analytických metod, která nachází stále větší uplatnění ve všech oblastech 

analýzy léčiv. Rychlý rozvoj HPLC byl umožněn nalezením vhodných, vysoce 

účinných stacionárních fází a citlivých detektorů. V dnešní době je HPLC 

široce využívána ve všech moderních lékopisných monografiích, především 

pro kontrolně-analytické hodnocení léčiv a léčivých přípravků. Je to hlavně 

z důvodu, že se jedná o separační metodu, umožňující současně kvalitativní 

i  kvantitativní hodnocení separovaných složek směsi, a to s vysokou 

selektivitou, citlivostí a v relativně krátkém čase. HPLC umožňuje analýzu 

tepelně nestálých nebo netěkavých látek a polymerů a tím odstraňuje hlavní 

nedostatek plynové chromatografie.(1,2,11) 
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2.2.1 Instrumentace v HPLC 

Rozvoj HPLC byl umožněn poté, co byly sestrojeny  vysoce citlivé 

detektory, důmyslné dávkovací systémy, vysokotlaká čerpadla, vysoce účinné 

sorbenty jako náplně kolon, a souvisí také s rozvojem počítačů jako zařízení 

pro záznam a zpracování dat.(12) 

2.2.1.1 Základní části kapalinového chromatografu 

Kapalinový chromatograf je složen z částí, které zajišťují transport mobilní 

fáze, dávkování vzorku, separaci látek a jejich detekci.(12) 

Mobilní fáze je při izokratické eluci vedena ze zásobníku přes odplyňovač 

do vysokotlakého čerpadla. Při gradientové eluci se přiváděné proudy mobilní 

fáze ze zásobníků mísí podle programu ve směšovači a teprve potom postupují 

stejnou cestou do vysokotlakého čerpadla. Odtud postupují po případném 

utlumení pulsů přes dávkovací zařízení do chromatografické kolony. Kolona, 

která je zpravidla vyrobena z nerezové oceli nebo z vysoce pevného skla, je 

spojena přímo s detektorem, který je propojen se zařízením pro automatický 

záznam dat a pro vyhodnocování chromatogramů.(10) 

 

Schéma kapalinového chromatografu 

 

Z1-3– zásobníky mobilní fáze, Č – vysokotlaké čerpadlo, PG – programovací 

jednotka složení mobilní fáze, DZ – dávkovací zařízení, K  – chromatografická 

kolona, D – detektor, PC – počítač 

(Plná čára znázorňuje tok mobilní fáze, přerušovaná čára elektrický signál.)(2) 
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2.2.1.2 Zásobníky mobilní fáze 

Konstrukčním materiálem zásobníků bývá nejčastěji sklo, plasty 

(polyethylen, polypropylen, polytetrafluorethylen) nebo nerezová ocel. Často je 

potřeba zbavit mobilní fázi pohlcených plynů, a proto jsou některé typy 

zásobníků uzavřené víkem se dvěma vývody. Jeden vývod je určen pro 

eventuelní přívod dusíku nebo jiného inertního plynu. Druhý vývod slouží ke 

spojení s vakuovou linkou. K propojení chromatografických systémů se 

většinou používají kapiláry z plastů.(13) 

2.2.1.3 Čerpadla mobilní fáze 

Obecným požadavkem na funkci čerpadel je, aby dávkování bylo plynulé, 

tj. bez pulsů, které by mohly způsobit výkyvy v detektoru. Dále musí čerpadlo 

zaručit konstantní průtok umožňující kvalitativní i kvantitativní analýzu. 

Zároveň je potřeba, aby konstrukční materiál byl chemicky odolný proti 

korozívním účinkům dopravovaných kapalin.(13) 

Čerpadla bývají rozdělována na pulsní a bezpulsní. Pulsní čerpadla mají 

objem pracovní komory poměrně malý a potřebného průtoku se dosahuje 

mnohokrát opakovaným stlačením a vypuzením mobilní fáze z pracovní 

komory čerpadla. Bezpulsní čerpadla pracují s objemem pracovní komory 

daleko větším, 100 až 500 ml, což umožňuje provést řadu analýz bez 

opětovného plnění čerpadla.(12) 

2.2.1.4 Dávkovací zařízení 

V dnešní době se k dávkování používá dávkovací ventil s vyměnitelnou 

smyčkou. Principem dávkovacího ventilu je systém pevného pouzdra 

s otočným jádrem, těsněným teflonovými kroužky. Injekční stříkačkou nebo 

pomocným čerpadlem či tlakem plynu se vzorkem naplní dávkovací kapilára, 

přičemž není přerušen průtok mobilní fáze kolonou. Otočením jádra se 

dávkovací kapilára zařadí do průtoku a vzorek je vytlačen proudící mobilní fází 

do kolony. Takto lze dávkovat velmi přesně daný objem vzorku. Hlavní 

výhodou dávkovacích ventilů (injektorů) je možnost automatizace. Použití 

automatického dávkovače představuje optimální zajištění konstantní aplikace 

vzorku na kolonu.(14) 
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2.2.1.5 Chromatografické kolony a jejich náplně 

Ve vysokotlaké vysokoúčinné kapalinové chromatografii má volba a výběr 

kolon a jejich příslušenství rozhodující význam. Účinnost kolon závisí na 

kvalitě použitého sorbentu, na délce kolony, na jejím tvaru, na materiálu, 

z něhož je vyrobena, na jejím vnitřním povrchu, na způsobu plnění a na dalších 

faktorech. HPLC chromatografické kolony pro analytické účely jsou nejčastěji 

dlouhé 10 – 15 cm, mají vnitřní průměr 3 – 5 mm a jsou zpravidla zhotoveny 

z nerezové oceli nebo ze skla.(2,12) 

Kolony jsou naplněné vhodnými sorbenty. Většina stacionárních fází 

užívaných v HPLC má částice sorbentu o průměru 3 – 10 µm. V HPLC se 

nejčastěji používají tzv. chemicky vázané stacionární fáze. Na hydroxylové 

skupiny na povrchu silikagelových zrnek jsou vhodnou chemickou reakcí 

navázány různé radikály. Nejčastěji se jedná o uhlovodíkové řetězce obsahující 

8 nebo 18 uhlíkových atomů. Jedná se o nepolární chemicky vázané fáze 

(tzv. reverzní fáze – reversed phase). U středně polární fáze radikál obsahuje 

tříuhlíkatý řetězec zakončený skupinami -CN, -NH2 aj. Méně často se požívají 

polární sorbenty jako silikagel a oxid hlinitý. Pro potřeby iontově výměnné 

chromatografie se jako sorbenty používají vhodné ionexy. Různé typy 

chirálních stacionárních fází umožňují analýzu enantiomerů léčiv. (2,15) 

Pokrokem v analýze léčiv je zavedení zirkoniových a monolitických kolon 

do praxe. Zirkoniové kolony jsou tvořeny částicemi oxidu zirkoničitého, 

jejichž povrch může být také modifikován. Jejich předností oproti silikagelu je 

jejich stabilita v celém rozsahu pH hodnot.(16) 

Na rozdíl od konvenčních stacionárních fází tvoří monolitické kolony 

jediný kus pórovitého materiálu, který vzniká zesítěním polymerní směsi. 

Monolit vzniká jednokrokovou radikálovou polymerací směsi monomerů 

v  přítomnosti porogenního roztoku. Největší výhodou monolitických kolon 

jsou jejich hydrodynamické vlastnosti.(17) 

2.2.1.6 Detektory 

Detektory slouží k indikaci látek vycházejících z chromatografické kolony. 

Pomocí vhodného snímače sledují některou z vlastností eluátu a signál se po 
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zesílení přivádí do zapisovače, který poskytuje záznam závislosti intenzity 

daného signálu na čase. K detekci separovaných látek se využívá jejich 

obecných nebo specifických vlastností, kterými se liší od složek mobilní fáze. 

Podle toho se také rozlišují detektory na univerzální a selektivní. 

Na detektory pro HPLC jsou kladeny mimořádné požadavky: 

–  vysoká citlivost (detekce látek v roztoku v koncentracích ng až µg/ml) 

–  reprodukovatelnost a linearita odezvy 

–  nezávislost odezvy na změně složení mobilní fáze při gradientové eluci 

–  univerzálnost  (detekce všech oddělených složek vzorku) 

–  dostatečně velký poměr mezi šumem a měřenou hodnotou (10,12) 

 

Spektrofotometrické detektory 

Při HPLC analýze léčiv jsou používány nejčastěji. Vyznačují se velkou 

citlivostí (10-9 až 10-10 g/ml) a lze je používat při gradientové eluci. Proměřují 

absorbanci elektromagnetického záření určité vlnové délky složkami eluátu 

protékajícího celou detektoru. K detekci léčiv se využívá především UV oblast 

spektra, mnohem méně často oblast viditelná a minimálně infračervená oblast 

spektra.  

V praxi se uplatňují především následující UV detektory: 

– UV detektor s fixní vlnovou délkou (nejčastěji 254 nm nebo 280 nm, 

při nichž absorbuje většina léčiv). Jsou poměrně jednoduché 

konstrukce a cenově nejdostupnější. 

– UV – VIS detektor s proměnnou vlnovou délkou (libovolně měnitelná 

dle potřeb). 

– Scanning UV detektor (snímá během několika sekund absorpční 

spektrum v maximu píku hodnoceného léčiva). 

– Diode array detektor ( je řízený počítačem a snímá celé absorpční 

spektrum eluátu každou sekundu). Výsledkem je trojrozměrný 

chromatogram jako závislost absorbance na vlnové délce a na čase, ze 

kterého lze rychle identifikovat eluované látky a posoudit jejich 

čistotu.(1,2) 
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Fluorimetrické detektory 

Jsou použitelné v případech, kdy analyzovaná látka vykazuje fluorescenci. 

Látky, které nefluoreskují, lze mnohdy derivatizací s vhodnými činidly převést 

na fluoreskující deriváty. Při fluorimetrické detekci prochází eluovaná látka 

průtokovou celou detektoru, absorbuje ultrafialové záření z intenzivního zdroje 

a přitom vydává fluorescenční záření o větší vlnové délce, než jakou má záření 

excitační. Emitované záření dopadá na fotoelektrický násobič a přemění se na 

elektrický signál, jehož velikost je úměrná toku fluorescenčního záření.  

Tyto detektory jsou méně univerzální než UV detektory, ale selektivnější, 

citlivější (10-9 až 10-12 g/ml) a jsou rovněž použitelné při gradientové eluci.(2,12) 

 

Refraktometrické detektory 

Měří rozdílný index lomu mezi čistou mobilní fází a eluátem vytékajícím 

z kolony, který obsahuje analyzovanou látku. Z toho vyplývá, že detektor bude 

tím citlivější, čím větší rozdíl bude mezi indexem lomu analyzované látky 

a  indexem lomu rozpouštědla tvořícího mobilní fázi. Jsou prakticky 

univerzální, vyhodnotí jakoukoliv látku. Používají se však ojediněle pro řadu 

nevýhod, především výrazně menší citlivost (10-6 g/ml), nutnost termostatování 

(odezva detektoru je značně závislá na teplotě) a nelze je použít při gradientové 

eluci.(2,12) 

 

Elektrochemické detektory 

Uplatňují se při hodnocení léčiv, u nichž lze využít dějů, které souvisejí 

s elektrochemickou reakcí probíhající na rozhraní elektroda – eluent. Proměřují 

elektrochemickou veličinu, jejíž hodnota je závislá na koncentraci 

analyzovaného léčiva. Roztok analyzovaných sloučenin vycházejících z kolony 

je veden do detektorové cely, kde dochází ke styku se dvěmi či třemi 

elektrodami. Měřený a zaznamenaný elektrický signál je zpravidla úměrný 

látkovému množství detekované látky. Schopnost elektrochemické 

redukovatelnosti a oxidovatelnosti využívá voltametrický, amperometrický 

a polarografický detektor. Elektrochemické detektory jsou značně citlivé (10-9 

až 10-12 g/ml), ale většinu z nich nelze použít při gradientové eluci.(2,12) 
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Hmotnostní spektrometr 

Přímé spojení HPLC s hmotnostní spektrometrií (MS) umožňuje 

principiálně nový univerzální vysoce citlivý způsob detekce, ale současně také 

poskytuje řadu údajů potřebných pro identifikaci jednotlivých složek 

vycházejících z kolony. Po výstupu z HPLC kolony je nutno z eluentu odstranit 

mobilní fázi a molekuly léčiva jsou v plynném stavu v hmotnostním 

spektrometru ionizovány nárazy elektronů, termoionizací nebo elektroionizací. 

Nabité částice jsou v magnetickém nebo vysokofrekvenčním poli separovány 

podle hmotnosti a náboje a je zaznamenáno hmotnostní spektrum. Spojení 

HPLC – MS je vysoce selektivní, vysoce citlivé a poskytuje řadu údajů 

potřebných pro identifikaci léčiv.(2,12) 

 

2.2.1.7 Zařízení pro zpracování dat 

V dnešní době se k vyhodnocování a dalšímu zpracování 

chromatografických dat v naprosté většině případů používají počítače 

vybavené speciálním softwarem. Hlavní výhodou počítačů  je, že automaticky 

kontrolují, jestli chromatograf dodržuje nastavené parametry (složení a průtok 

mobilní fáze, teplotu kolony, nastavení detektoru, objem a sekvence vzorků 

dávkovaných na kolonu apod.), a jsou schopné zasahovat do jeho režimu a vést 

analýzu v optimálních, předem určených podmínkách.(11,16) 
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2.2.2 Hodnocení v HPLC chromatogramu 

2.2.2.1 Kvalitativní hodnocení 

Základní kvalitativní charakteristikou v HPLC je retenční (eluční) čas tR, 

což je čas od nástřiku vzorku na kolonu k maximu chromatografického píku. 

Nejčastějším důkazem totožnosti je shoda retenčních časů chromatografického 

píku léčiva v analyzovaném vzorku s retenčním časem píku standardu. Některé 

moderní UV detektory umožňují sejmout UV spektrum v maximu 

chromatografického píku. Shoda UV spekter vzorku a standardu je další 

identifikační charakteristikou.(2) 

2.2.2.2 Kvantitativní hodnocení 

 Kvantitativní charakteristikou v HPLC je plocha (event. výška) 

chromatografického píku. Na základě zjištěných ploch píků se obsah látky ve 

vzorku určuje s použitím standardu.  

Pro stanovení se nejčastěji používají dvě metody: 

 

Metoda vnějšího standardu 

Tato metoda spočívá ve dvou krocích (dvojím dávkování). V prvním kroku 

se na kolonu nastříkne roztok analyzovaného vzorku a ve druhém kroku se 

nastříkne roztok vnějšího standardu za stejných podmínek. Jako vnější standard 

se zpravidla používá u substancí standard stanovované látky tzv. chemická 

referenční látka, nebo u složených lékových přípravků jedna z analyzovaných 

složek směsi. Koncentrace stanovovaných složek směsi se pak vypočítá 

z  poměru ploch (výšek) píků stanovovaných látek a plochy píku vnějšího 

standardu.(11) 

 

Metoda vnitřního standardu 

Ke známému objemu vzorku se přidá definovaný objem roztoku vhodného 

vnitřního standardu a po promíchání se nastřikuje na kolonu. Vnitřní standard 

musí být eluován v blízkosti píků, které budou vyhodnocovány, musí mít 

podobnou koncentraci jako hodnocené látky a musí být chemicky inertní. Při 
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současném chromatografování jsou standard a vzorek vystaveny stejným 

vlivům, a tím dochází k jejich eliminaci. Metoda vnitřního standardu je méně 

časově náročná a hlavně přesnější, jelikož není zatížena chybou dvojího 

nástřiku. Koncentrace stanovovaných složek směsi se pak vypočítá z poměru 

ploch (výšek) píků stanovovaných látek a plochy píku vnitřního standardu.(1,11) 
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2.3 Vlastnosti paracetamolu 

2.3.1 Fyzikálně-chemické vlastnosti paracetamolu 

 

Lékopisný název: Paracetamolum 

 

Strukturní vzorec: 

 

 

 

 

 

 

Sumární vzorec: C8H9NO2  

 

Chemický název: N-(4-hydroxyfenyl)acetamid 

 

M r 151,16 

 

Paracetamol je bílý krystalický prášek, který je mírně rozpustný ve vodě, 

snadno rozpustný v lihu 96%, velmi těžce rozpustný v dichlormethanu.(18) 
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2.3.2 Farmakologické vlastnosti paracetamolu 

Charakteristika 

Paracetamol je výborně tolerované účinné analgetikum a antipyretikum 

bez   významného protizánětlivého působení s dobrou gastrointestinální 

snášenlivostí, vhodné v pediatrii i u dospělých. 

Jeho antipyretické účinky se vysvětlují inhibicí enzymu cyklooxygenasy 

v hypothalamu.(19) 

 

Farmakokinetika 

Paracetamol je slabou kyselinou, a proto se dobře absorbuje z trávicího 

ústrojí, hlavně z tenkého střeva. Maximální koncentrace v plazmě dosahuje za 

30 až 60 minut. Vazba na plazmatické bílkoviny je nízká. Metabolizace 

probíhá v játrech převážně na neaktivní metabolity. Paracetamol prostupuje 

hematoencefalickou bariérou, placentární bariérou a je vylučován do 

mateřského mléka.(19,20) 

 

Kontraindikace 

Podání paracetamolu je kontraindikované u hemolytické anémie, těžkých 

forem renální a jaterní insuficience, akutní hepatitidě, při deficitu enzymu 

glukózo-6-fosfátdehydrogenázy, při současném podávání léků poškozujících 

funkci jater, alkoholizmu a v prvním trimestru gravidity.(20,21) 

 

Lékové interakce 

Pří současném podání s fenytoinem a karbamazepinem je zvýšené riziko 

hepatotoxicity. Paracetamol zvyšuje hladinu kyseliny acetylsalicylové 

a chloramfenikolu v plazmě.(20,21) 

 

Nežádoucí účinky 

Při běžných terapeutických dávkách je výskyt nežádoucích účinků velmi 

malý, někdy se může objevit alergická kožní reakce.(20) 
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Dávkování a způsob podání   

Je individuální. Dospělým a mladistvým se podává v dávce 500 – 1000 mg 

dle potřeby v časovém odstupu nejméně 4 hodin až do maximální denní dávky 

4 g. Dětem ve věku od 6 do 15 let se podává 250 – 500 mg třikrát denně. 

U menších dětí se podává v jednotlivé dávce 10 – 15 mg/kg. 

Tablety, které je možno dělit i podat rozdrcené, se užívají při jídle nebo 

před jídlem, zapíjejí se dostatečným množstvím tekutiny.(20,21) 
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2.4 Vlastnosti tramadolu 

2.4.1 Fyzikálně-chemické vlastnosti tramadolu 

 

Lékopisný název: Tramadoli hydrochloridum 

 

Strukturní vzorec: 

 

 

 

                                                                                                                                         · HCl 

 

 

 

 

Sumární vzorec: C16H26ClNO2 

 

Chemický název:  

(1RS,2RS)-2-[(dimethylamino)methyl]-1-(3-methoxyfenyl)cyklohexan-1-ol- 

hydrochlorid 

 

M r   299,84  

 

Tramadol-hydrochlorid je bílý nebo téměř bílý krystalický prášek. Je 

snadno rozpustný ve vodě a v methanolu, velmi těžce rozpustný v acetonu.(18) 
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2.4.2 Farmakologické vlastnosti tramadolu 

Charakteristika 

Tramadol je středně silné opioidní analgetikum. Má nízkou afinitu 

k opioidním receptorům a k jeho analgetickému účinku přispívá i inhibice 

zpětného vychytávání noradrenalinu a serotoninu do nervových zakončení.  

Používá se k terapii akutní nebo chronické  středně silné až silné bolesti, 

při bolestivých zákrocích, k tlumení pooperační bolesti. Na rozdíl od ostatních 

opioidních analgetik je u něj velmi malé riziko vzniku závislosti.(19,20) 

 

Farmakokinetika 

Tramadol se po perorálním podání rychle a téměř zcela vstřebává. Jeho 

biologická dostupnost činí přibližně 75 %. Potrava neovlivňuje rychlost ani 

úplnost vstřebávání. Maximální plazmatická koncentrace dosahuje přibližně za 

2 hodiny po podání. Vazba na plazmatické bílkoviny je nízká. Metabolizuje se 

v játrech na aktivní metabolit O-desmethyltramadol.(20) 

 

Kontraindikace 

Podání tramadolu je kontraindikované při akutní otravě alkoholem, 

hypnotiky, opioidními analgetiky, psychofarmaky nebo jinými látkami 

tlumícími centrální nervový systém. Tramadol se rovněž nesmí podávat 

pacientům léčeným inhibitory monoaminooxidázy a během 14 dnů po jejich 

vysazení. Dále nesmí být podáván dětem do 1 roku.(20,21) 

  
Lékové interakce 

Tricyklická antidepresiva a klozapin potencují konvulzivní účinky 

tramadolu, protože je při jejich kombinaci zvýšená křečová pohotovost. 

Tramadol zvyšuje účinek warfarinu. Induktory mikrozomálních jaterních 

enzymů zesilují účinky tramadolu a zvyšují riziko křečí. Inhibitory naopak 

snižují účinky tramadolu. Souběžné užití dalších látek tlumících CNS nebo 

požití alkoholu může způsobit nežádoucí účinky zesílením tlumivého působení 

tramadolu na centrální nervový systém. Především může vyvolat výrazný 

útlum dýchání.(20,21) 
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Nežádoucí účinky 

Tramadol je všeobecně dobře snášen, nežádoucí účinky se projeví až ve 

vyšších dávkách. Zřídka se může objevit depresivní efekt na kardiovaskulární 

a respirační systém, nauzea a zvracení.(20) 

 

Dávkování a způsob podání 

Dávkování je individuální. Dospělí pacienti a mladiství od 14-ti let začínají 

terapii obvykle dávkou 50 mg. Pokud nedojde během 30-60 minut k ústupu 

bolesti, je možné aplikaci opakovat. Další dávky je možno podávat 

v intervalech 4-6 hodin až do denní dávky 400 mg. U dětí od 1 roku se podává  

tramadol v dávce 1 – 2 mg/kg tělesné hmotnosti.  

Tobolky se užívají nerozkousané s dostatečným množství tekutiny 

nezávisle na jídle.(20,21) 
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2.5 Přehled prací zabývajících se analýzou  tramadolu 

a paracetamolu  

      Pro společnou analýzu tramadolu a paracetamolu byly vypracovány různé 

metodiky. Analytické hodnocení bylo prováděno nejčastěji pomocí HPLC, 

případně spektrofotometrií nebo tenkovrstvou chromatografií (TLC). 

 

• Kapil, K. a kol. analyzovali paracetamol a tramadol v tabletách. Stanovení 

probíhalo na reverzní fázi C18 (kolona Kromasil). Mobilní fáze byla složena 

z dihydrogenfosforečnanu draselného (0,1 mol/l) o pH 6,8 a methanolu 

v poměru 40:60 (v/v). Jako vnitřní standard byl použit valdekoxib.(22) 

 

• Arunadevi S. Birajdar a kol. vyvinuli HPLC metodu pro současnou analýzu 

paracetamolu a tramadolu v kombinované pevné lékové formě. Separace 

bylo dosaženo s použitím C18 kolony (250 x 4.6 mm I.D., 5µm). Mobilní 

fáze se skládala z acetonitrilu a pufru s obsahem triethylaminu (pH 7,3) 

v poměru 45:55 (v/v), průtok byl 1,0 ml/min a UV detekce byla provedena 

při 264 nm. Domperidon byl použit jako vnitřní standard.(23) 

 

• Tan, Z. a kol. se zabývali HPLC stanovením tramadolu a paracetamolu 

v lidské plazmě. Jako stacionární fáze byla použita kolona C18 Hypurity 

(150 mm×2,1 mm I.D., 5µm). Mobilní fáze se skládala z acetonitrilu, 

formamidu (0,1%) a kyseliny mravenčí v poměru 20:15:65. Průtok byl 

0,2 ml/min.(24) 

 

• Zhou, F. a kol vytvořili HPLC metodu pro stanovení paracetamolu, 

tramadolu a jeho metabolitu O-desmethyltramadolu v lidské plazmě. 

Stacionární fází byla kolona DiamonsilTM (250 mm×4,6 mm I.D.). 

Mobilní fázi tvořila směs dihydrogenfosforečnanu draselného (0,01 mol/l), 

triethylaminu (0,005 mol/l) upravených kys. fosforečnou na pH 3,0 

a acetonitrilu v poměru 79:21. Průtok byl 1,0 ml/min. M-acetaminofen byl 

použit jako vnitřní standard. Detekce byla v UV při 218 nm.(25) 
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• Jain, D. a kol. vyvinuli a validovali HPLC metodu pro kvantifikaci 

tramadolu, paracetamolu a domperidonu v tabletě. Použili kolonu 

Inertsil-ODS-3 C18 (250 mm×4,6 mm I.D., 5 µm) a mobilní fázi ve složení 

methanol a fosfátový pufr (pH 4,0) v poměru 40:60 (v/v).(26) 

 

• Zhang Dong-Mei a kol. vytvořili HPLC metodu pro stanovení příbuzných 

látek v paracetamolu a tramadolu v tabletě na reverzní fázi C18. Použili 

mobilní fázi ve složení octanový pufr (pH 4,5) a methanol v poměru 80:20 

(v/v). UV detekce byla při 271nm.(27) 

 

• Belal, T. a kol. analyzovali paracetamol a tramadol ve směsi s použitím 

dvou metod HPLC−UV a GC−MS. HPLC stacionární fází byla kolona  

Hypurity Advance. Mobilní fáze se skládala z fosfátového pufru  (pH 6,3) 

a acetonitrilu v poměru 90:10 (v/v). Detekce byla v UV při 220 nm.(28) 

 

• Li, J. a kol stanovovali tramadol a paracetamol pomocí HPLC v plazmě. 

Jako stacionární fáze byla použita kolona Kromasil C6H6 (250 mm×4,6 mm 

I.D., 5 µm). Mobilní fázi tvořila směs methanolu, 0,3% kyseliny mravenčí 

a tetrabutylammonium chloridu v poměru 26:62:12 (v/v/v).  Jako vnitřní 

standard použili diprofyllin.(29) 

 

• Zhu T. a kol. se zabývali společným stanovením tramadolu a paracetamolu 

v lidské plazmě. Použili kolonu Hanbon LiChrospher CN. Mobilní fáze se 

skládala z octanového pufru (10 mmol/l) obsahujícího 0,5% kyselinu 

mravenčí a methanolu v poměru 40:60 (v/v). Průtok byl 1,0 ml/min. 

Fenacetin použili jako vnitřní standard.(30) 

 

• Jane Fatima Mary Titus a kol. analyzovali  tramadol a paracetamol 

v kombinované tabletě pomocí iontopárové HPLC. Použili stacionární fázi 

C18 (250 mm×4,6 mm I.D., 5 µm) a mobilní fázi ve složení acetonitril, 
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5% dodecylsíran sodný a methanol v poměru 45:15:40 (v/v/v). Průtok byl 

1,0 ml/min. Detekce byla v UV při 217 nm.(31) 

 

• Deepali Gharge a kol. vypracovali metodu pro společné hodnocení 

aceklofenaku, tramadolu a paracetamolu ve třísložkové tabletě pomocí UV 

spektrometrie.(32) 

 

• Sam Solomon, W.D. a kol. vyvinuli TLC metodu pro společné stanovení 

tramadolu a paracetamolu v léčivém přípravku. Jako stacionární fáze 

sloužila hliníková deska potažená silikagelem. Mobilní fází byla směs 

chloroformu a ethanolu v poměru 7:3 (v/v).(33) 

 

Řada prací se zabývá samostatnou analýzou buď jenom tramadolu(34-38), 

nebo paracetamolu.(39- 43)  
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3. CÍL PRÁCE 
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Cílem diplomové práce bylo vypracování optimálních chromatografických 

podmínek pro současnou HPLC analýzu paracetamolu a tramadolu a jejich 

společné stanovení v kombinovaném léčivém přípravku. 
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4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
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4.1 Použité přístroje, materiál a chemikálie 

PŘÍSTROJE 

Kapalinový chromatograf Hewlett-Packard Series 1100 

Analytické váhy, Kern ALS 220-4N, Německo 

Spektrofotometr Shimadzu, UV-2401 PC, Shimadzu, Japonsko 

Acidimetr 333, Druopta, Praha, Česká Republika 

Ultrazvuková lázeň K 10, Kraintek, Slovenská Republika 

 

CHROMATOGRAFICKÝ MATERIÁL 

Chromatografická kolona - Separon SGX NH2, 7 µm, 150×3 mm I.D., Tessek, 

Praha, Česká Republika 

Chromatografická kolona - Discovery Cyano, 5 µm, 150×4,6 mm I.D., 

Supelco, USA 

Chromatografická kolona - Discovery HS F5, 5 µm, 150×3 mm I.D., Supelco, 

USA 

 

POMŮCKY 

Laboratorní sklo 

Mikrostříkačka – 100 µl, Hamilton, Švýcarsko 

 

CHEMIKÁLIE 

Paracetamol – Sigma-Aldrich, Německo 

Tramadol – Sigma-Aldrich, Německo 

4-aminofenol – Sigma-Aldrich, Německo 

Methylalkohol p.a. – Penta, Chrudim, Česká Republika 

Octan amonný p.a. – Balex, Pardubice, Česká Republika  

Tetrabutyl-ammonium bromid p.a. – Fluka, Německo 

Kyselina octová p.a. – Penta, Chrudim, Česká Republika 

Sodná sůl kyseliny hexansulfonové – Sigma-Aldrich, Německo 

Triethylamin – Fluka, Německo 

Acetonitril PhEur – Merck, Německo 
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Kyselina mravenčí – Lachema Brno, Česká Republika 

Dihydrogenfosforečnan draselný – Lachema Brno, Česká Republika 

Sulpirid – Sigma-Aldrich, Německo 

Bromhexin – Sigma-Aldrich, Německo 

4-chloroacetanilid – Sigma-Aldrich, Německo 

Acetanilid – Zentiva, Praha, Česká Republika 

Fenacetin – Zentiva, Praha, Česká Republika 

Methylparaben – Fluka, Německo 

Ethylparaben – Fluka, Německo 

Propylparaben – Fluka, Německo 

Kyselina 4-hydroxybenzoová – Fluka, Německo 

Kyselina acetylsalicylová – Balex, Pardubice, Česká Republika 

Voda čištěná reverzní osmózou 
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4.2 Vypracování chromatografických podmínek pro 

HPLC analýzu paracetamolu a tramadolu 

Pro současné stanovení paracetamolu a tramadolu bylo potřeba najít 

optimální chromatografické podmínky, což zahrnovalo nalezení vyhovující 

stacionární fáze, mobilní fáze, průtokové rychlosti, vlnové délky pro UV 

detekci a výběr vhodného vnitřního standardu. 

 

VÝBĚR STACIONÁRNÍ A MOBILNÍ FÁZE 

Pro analýzu byly použity různé typy kolon, na kterých byla zkoušena různá 

složení mobilní fáze. 

1.Chromatografická kolona -náplní Separon SGX NH2 (7 µm), 150×3 mm: 

- methanol : roztok octanu amonného 0,005 mol/l; 60 : 40 (v/v) 

- methanol : roztok octanu amonného 0,005 mol/l; 40 : 60 (v/v) 

- methanol : roztok octanu amonného 0,005 mol/l; 60 : 40 (v/v) 

- methanol : roztok octanu amonného 0,005 mol/l; 75 : 25 (v/v) 

- methanol : roztok octanu amonného 0,005 mol/l; 80 : 20 (v/v) 

- methanol : roztok octanu amonného 0,005 mol/l + tetrabutyl-ammonium 

bromid 0,05 mol/l, pH 4,9; 80 : 20 (v/v) 

- methanol : roztok octanu amonného 0,005 mol/l + tetrabutyl-ammonium 

bromid 0,05 mol/l, pH 4,9; 60 : 40 (v/v) 

- methanol : roztok octanu amonného 0,005 mol/l + tetrabutyl-ammonium 

bromid 0,05 mol/l, okyselený 10% kys. octovou na pH 3; 80 : 20 (v/v) 

- methanol : roztok octanu amonného 0,005 mol/l + sodná sůl kyseliny 

hexansulfonové 0,05 mol/l, pH 4,9; 80 : 20 (v/v) 

- methanol : roztok octanu amonného 0,005 mol/l + sodná sůl kyseliny 

hexansulfonové 0,05 mol/l, pH 4,9; 60 : 40 (v/v) 

 

2.Chromatografická kolona - Discovery Cyano, 5 µm, 150×4,6 mm: 

- methanol : roztok octanu amonného 0,005 mol/l + sodná sůl kyseliny 

hexansulfonové 0,05 mol/l, pH 4,9; 40 : 60 (v/v) 

- methanol : voda; 60 : 40 (v/v) 
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- methanol : voda; 40 : 60 (v/v) 

- methanol : voda; 80 : 20 (v/v) 

- methanol : voda okyselená 10% kyselinou octovou na pH 3; 60 : 40 (v/v) 

- methanol : voda okyselená 10% kyselinou octovou na pH 3; 40 : 60 (v/v) 

- methanol : voda okyselená 10% kyselinou octovou na pH 3; 80 : 20 (v/v) 

- methanol : voda okyselená 10% kyselinou octovou na pH 3; 30 : 70 (v/v) 

- methanol : voda okyselená 10% kyselinou octovou na pH 4; 60 : 40 (v/v) 

- methanol : voda okyselená 10% kyselinou octovou na pH 4; 70 : 30 (v/v) 

- methanol : roztok triethylaminu 0,5 mol/l; 60 : 40 (v/v) 

 

3.Chromatografická kolona - Discovery HS F5, 5 µm, 150×3 mm: 

- methanol : roztok kyseliny mravenčí 0,1%; 50 : 50 (v/v) 

- methanol : roztok kyseliny mravenčí 0,1%; 30 : 70 (v/v) 

- acetonitril : voda; 50 : 50 (v/v) 

- acetonitril : roztok octanu amonného 0,05 mol/l, pH 7; 50 : 50 (v/v) 

- acetonitril : roztok octanu amonného 0,05 mol/l, pH 7; 30 : 70 (v/v) 

- acetonitril : roztok octanu amonného 0,05 mol/l, pH 7; 40 : 60 (v/v) 

- acetonitril : roztok octanu amonného 0,05 mol/l, pH 7; 60 : 40 (v/v) 

- acetonitril : roztok octanu amonného 0,05 mol/l, pH 7; 70 : 30 (v/v) 

- acetonitril : roztok octanu amonného 0,05 mol/l, okyselený 10% kyselinou 

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

- acetonitril : roztok octanu amonného 0,05 mol/l, okyselený 10% kyselinou 

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

- acetonitril : roztok octanu amonného 0,05 mol/l, okyselený 10% kyselinou 

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

- acetonitril : roztok octanu amonného 0,05 mol/l, okyselený 10% kyselinou 

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

- acetonitril : roztok octanu amonného 0,05 mol/l, okyselený 10% kyselinou 

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

- acetonitril : roztok octanu amonného 0,05 mol/l, okyselený 10% kyselinou 

octovou na pH 5; 40 : 60 (v/v) 
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- acetonitril : roztok octanu amonného 0,05 mol/l, okyselený 10% kyselinou 

octovou na pH 5; 70 : 30 (v/v) 

- acetonitril : roztok octanu amonného 0,05 mol/l, okyselený 10% kyselinou 

octovou na pH 4; 50 : 50 (v/v) 

- acetonitril : roztok octanu amonného 0,05 mol/l, okyselený 10% kyselinou 

octovou na pH 4; 70 : 30 (v/v) 

- acetonitril : roztok octanu amonného 0,1 mol/l; 70 : 30 (v/v) 

- acetonitril : roztok octanu amonného 0,005 mol/l; 70 : 30 (v/v) 

- acetonitril : roztok octanu amonného 0,005 mol/l; 50 : 50 (v/v) 

- acetonitril : roztok octanu amonného 0,005 mol/l + tetrabutyl-ammonium 

bromid 0,05 mol/l, pH 6,5; 70 : 30 (v/v) 

- acetonitril : roztok octanu amonného 0,005 mol/l + tetrabutyl-ammonium 

bromid 0,05 mol/l, pH 6,5; 50 : 50 (v/v) 

- acetonitril : roztok octanu amonného 0,005 mol/l + sodná sůl kyseliny 

hexansulfonové 0,05 mol/l; 50 : 50 (v/v) 

- acetonitril : roztok octanu amonného 0,005 mol/l + sodná sůl kyseliny 

hexansulfonové 0,05 mol/l; 70 : 30 (v/v) 

- acetonitril : roztok octanu amonného 0,005 mol/l + sodná sůl kyseliny 

hexansulfonové 0,05 mol/l; 30 : 70 (v/v) 

- acetonitril : roztok dihydrogenfosforečnanu draselného 0,05 mol/l, pH 4,5; 

50 : 50 (v/v) 

- acetonitril : roztok octanu amonného 0,05 mol/l, okyselený 10% kyselinou 

octovou na pH 3; 50 : 50 (v/v)  

- acetonitril : roztok octanu amonného 0,05 mol/l, okyselený 10% kyselinou 

octovou na pH 3; 40 : 60 (v/v) 

- acetonitril : roztok octanu amonného 0,05 mol/l, okyselený 10% kyselinou 

octovou na pH 3; 30 : 70 (v/v) 

- acetonitril : roztok octanu amonného 0,005 mol/l, okyselený kyselinou 

octovou na pH 3,2; 20 : 80 (v/v) 

 

Analýzy probíhaly při průtokových rychlostech 0,5 – 1,0 ml/min.  
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VÝBĚR VNITŘNÍHO STANDARDU 

Pro kvantitativní analýzu paracetamolu a tramadolu byla zvolena metoda 

vnitřního standardu. Jako potenciální vnitřní standardy byly vyzkoušeny 

následující látky: 

- sulpirid 

- bromhexin 

- 4-chloroacetanilid 

- acetanilid 

- fenacetin 

- methylparaben 

- ethylparaben 

- propylparaben 

- kyselina 4-hydroxybenzoová 

- kyselina acetylsalicylová 

Jako nejvhodnější byla zvolena kyselina acetylsalicylová. 

 

VÝBĚR VLNOVÉ DÉLKY PRO UV DETEKCI 

Vhodná vlnová délka byla zvolena na základě změření UV spekter 

paracetamolu a tramadolu. Pro detekci byl použit UV detektor s nastavitelnou 

vlnovou délkou. 

 

PŘÍPRAVA MOBILNÍ FÁZE A ZÁSOBNÍCH ROZTOK Ů A VZORKŮ 

 

Příprava mobilní fáze 

Byla použita mobilní fáze – acetonitril : roztok octanu amonného 

(0,005 mol/l, okyselený  kyselinou octovou na pH 3,2) v poměru 20 : 80 (v/v). 

Vodný roztok octanu  amonného o koncentraci 0,005 mol/l se připravil 

navážením 0,3853 g octanu amonného a přidáním 1000 ml vody čištěné 

reverzní osmózou. Připravený roztok byl okyselen kyselinou octovou na 

pH 3,2. Při analýze byl roztok míchán s acetonitrilem v uvedeném poměru. 
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Příprava zásobních roztoků  

Zásobní roztok paracetamolu o koncentraci 10 mg/ml: 

Bylo naváženo přesně 0,5 g paracetamolu a doplněno methanolem po 

rysku do odměrné baňky o objemu 50 ml. 

 

Zásobní roztok tramadolu o koncentraci 1 mg/ml: 

Bylo naváženo přesně 0,1 g tramadolu a doplněno methanolem po rysku do 

odměrné baňky o objemu 100 ml. 

 

Zásobní roztok vnitřního standardu o koncentraci 20 mg/ml: 

Bylo naváženo přesně 0,5 g kyseliny acetylsalicylové a doplněno 

methanolem po rysku do odměrné baňky o objemu 25 ml. 

 

Příprava vzorků pro sestrojení kalibrační křivky 

Pomocí zásobních roztoků bylo připraveno pět kalibračních roztoků do 

odměrných baněk o objemu 10 ml s postupně se zvyšující koncentrací 

paracetamolu a tramadolu. Koncentrace kyseliny acetylsalicylové (vnitřní 

standard) byla vždy 1 mg/ml. Roztoky byly doplněny po rysku mobilní fází. 

Každý vzorek byl pětkrát nastřikován na kolonu v objemu 10 µl. Složení 

kalibračních roztoků je uvedeno v následující tabulce: 

 

Tabulka č. 1: Koncentrace jednotlivých látek ve vzorcích pro sestrojení 

kalibra ční křivky 

vzorek 

číslo 

Koncentrace 

paracetamolu 

[mg/ml] 

Koncentrace 

tramadolu 

[mg/ml] 

Koncentrace 

kys. acetylsalicylové 

[mg/ml] 

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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Příprava vzorků pro stanovení paracetamolu a tramadolu v léčivém 

přípravku 

Zvážením deseti tablet byla zjištěna průměrná hmotnost jedné tablety. 

Tablety byly poté rozdrceny a promíseny. Navážením množství ekvivalentního 

jedné tabletě byly připraveny tři roztoky následujícím způsobem: 

Navážka byla převedena do odměrné baňky o objemu 100 ml, přidán 

methanol a baňka pak byla umístěna na 5 minut do ultrazvukové lázně. Po 

přidání roztoku vnitřního standardu, doplnění mobilní fází na 100 ml a filtraci, 

byl každý vzorek pětkrát nastřikován na kolonu v množství 10 µl. 
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5. VÝSLEDKY A DISKUZE 
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5.1 Vývoj chromatografických podmínek pro HPLC 

analýzu paracetamolu a tramadolu 

 

STACIONÁRNÍ FÁZE 

Při hledání optimálních chromatografických podmínek pro společné 

hodnocení paracetamolu a tramadolu byly vyzkoušeny různé stacionární fáze. 

Jako nejvhodnější byla vybrána chromatografická kolona - Discovery HS F5, 

5 µm, 150×3 mm I.D. 

 

MOBILNÍ FÁZE 

Bylo potřeba nalézt vhodnou mobilní fázi, při které docházelo k úplnému 

rozdělení obou látek tak, aby se eluovaly s přijatelným retenčním časem. Bylo 

vyzkoušeno mnoho mobilních fází v různém složení a v různých poměrech. 

Jako nejvhodnější mobilní fáze byla zvolena směs acetonitril : roztok octanu 

amonného 0,005 mol/l, okyselený kys. octovou na pH 3,2 v poměru 20 : 80. 

Průtoková rychlost  byla zvolena 1,0 ml/min. 

 

VNIT ŘNÍ STANDARD 

Jako potencionální vnitřní standardy bylo vyzkoušeno několik látek. 

Kyselina acetylsalicylová byla vybrána jako nejlepší. Měla vhodný retenční 

čas, dostatečně se separovala od obou látek, její pík byl symetrický 

a absorbovala při zvolené vlnové délce. 

 

DETEKCE 

Vlnová délka 270 nm byla zvolena pro současnou analýzu paracetamolu 

a  tramadolu jako kompromis na základě změření absorpčních spekter 

paracetamolu a tramadolu. Při této vlnové délce bylo dosaženo dobré citlivosti.  
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Obr. č. 1: Absorpční spektrum paracetamolu 

 

Absorpční maxima:  

λ = 203,60 nm  A = 1,3087 
λ = 248,60 nm  A = 0,9190 

 
 

Obr. č. 2: Absorpční spektrum tramadolu 

 

Absorpční maxima: 

λ = 203,20 nm   A = 0,8961 
λ = 218,00 nm   A = 0,3760 
λ = 272,00 nm   A = 0,1008 
λ = 278,00 nm   A = 0,0918 
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Obr. č. 3: Absorpční spektrum kyseliny acetylsalicylové (vnitřní standard) 

 

Absorpční maxima: 

λ = 204,60 nm   A = 1,4852 
λ = 225,20 nm   A = 0,8938 
λ = 275,60 nm   A = 0,1125 
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5.2 Stanovení obsahu paracetamolu a tramadolu 

v léčivém přípravku 

5.2.1 Kalibra ční křivka 

Metoda kalibrační křivky byla použita pro stanovení obsahu paracetamolu 

a tramadolu v léčivém přípravku. Bylo použito pět vzorků o pěti různých 

koncentracích paracetamolu a tramadolu a o stejné koncentraci kyseliny 

acetylsalicylové jako vnitřního standardu. Vzorky  pro sestrojení kalibrační 

křivky byly připraveny podle tabulky č. 1, v kapitole 4.2. Kalibrační křivka 

byla měřena za chromatografických podmínek uvedených v kapitole 5.1. 

Kalibrační křivka byla sestrojena jako závislost poměru ploch píků 

tramadolu (AT) nebo paracetamolu (AP) a vnitřního standardu (AIS) na jejich 

koncentraci. Hodnoty pro sestrojení kalibrační křivky paracetamolu jsou 

uvedeny v tabulce č. 2 a hodnoty pro tramadol v tabulce č.3. 

5.2.2 Stanovení obsahu 

Byly připraveny vzorky z kombinovaného léčivého přípravku podle 

postupu v kapitole 4.2., ve kterém je výrobcem deklarované množství 

325 mg  paracetamolu a 37,5 mg tramadolu. Poměry ploch píků paracetamolu 

(AP/A IS) nebo tramadolu (AT/A IS) byly dosazeny do příslušné kalibrační křivky 

a byl odečten obsah paracetamolu nebo tramadolu v léčivém přípravku, viz 

tabulka č. 4 pro paracetamol a tabulka č. 5 pro tramadol. Stanovení obsahu 

probíhalo za chromatografických podmínek uvedených v kapitole 5.1. 

 

Kalibrační křivku paracetamolu popisuje rovnice: y = 0,1574x – 0,8033 

Pro průměrnou hodnotu y = 1,3239 se vypočítá:  x = 3,3075 mg/ml 

 

Kalibrační křivku tramadolu popisuje rovnice: y = 0,2467x  + 0,0079 

Pro průměrnou hodnotu y = 0,0858 se vypočítá:  x = 0,3798 mg/ml 
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Tabulka č. 2: Hodnoty paracetamolu pro sestrojení kalibrační křivky  

koncentrace 

paracetamolu 

P [mg/ml] 

koncentrace 

vnitř. standardu 

IS [mg/ml] 

číslo 

měření 

poměr 

ploch píků 

AP/A IS 

průměrná 

hodnota 

AP/A IS 

1/1 1,2023 

1/2 1,1920 

1/3 1,2060 

1/4 1,1869 

 

 

2,5 

 

 

1,0 

1/5 1,1901 

 

 

1,1955 

2/1 1,2645 

2/2 1,2851 

2/3 1,2742 

2/4 1,2792 

 

 

3,0 

 

 

1,0 

2/5 1,2738 

 

 

1,2754 

3/1 1,3523 

3/2 1,3576 

3/3 1,3492 

3/4 1,3569 

 

 

3,5 

 

 

1,0 

3/5 1,3630 

 

 

1,3558 

4/1 1,4431 

4/2 1,3777 

4/3 1,4297 

4/4 1,4852 

 

 

4,0 

 

 

1,0 

4/5 1,4448 

 

 

1,4361 

5/1 1,5014 

5/2 1,5062 

5/3 1,5170 

5/4 1,5335 

 

 

4,5 

 

 

1,0 

5/5 1,4856 

 

 

1,5087 
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Tabulka č. 3: Hodnoty tramadolu pro sestrojení kalibrační křivky  

koncentrace 

tramadolu 

T [mg/ml] 

koncentrace 

vnitř. standardu 

IS [mg/ml] 

číslo 

měření 

poměr 

ploch píků 

AT/A IS 

průměrná 

hodnota 

AT/A IS 

1/1 0,0667 

1/2 0,0662 

1/3 0,0659 

1/4 0,0639 

 

 

0,30 

 

 

1,0 

1/5 0,0665 

 

 

0,0658 

2/1 0,0774 

2/2 0,0801 

2/3 0,0784 

2/4 0,0781 

 

 

0,35 

 

 

1,0 

2/5 0,0783 

 

 

0,0785 

3/1 0,0909 

3/2 0,0913 

3/3 0,0905 

3/4 0,0911 

 

 

0,40 

 

 

1,0 

3/5 0,0917 

 

 

0,0911 

4/1 0,1061 

4/2 0,1033 

4/3 0,1011 

4/4 0,1024 

 

 

0,45 

 

 

1,0 

4/5 0,1028 

 

 

0,1032 

5/1 0,1146 

5/2 0,1135 

5/3 0,1154 

5/4 0,1147 

 

 

0,50 

 

 

1,0 

5/5 0,1176 

 

 

0,1151 
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 Obr. č. 4: Kalibra ční křivka paracetamolu 

y = 0,1574x + 0,8033

R2 = 0,9996
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 Obr. č. 5: Kalibra ční křivka tramadolu 

y = 0,2467x - 0,0079
R2 = 0,9998
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Tabulka č. 4: Stanovení obsahu paracetamolu v léčivém přípravku 

číslo 

vzorku 

poměr 

ploch píků 

AP/A IS 

průměrná 

hodnota 

AP/A IS 

zjištěná 

koncentrace 

paracetamolu 

[mg/ml] 

obsah  

paracetamolu 

v tabletě* 

[%] 

1,3292 

1,3232 

1,3171 

1,3049 

 

 

1 

1,3273 

 

 

1,3203 

 

 

3,2846 

 

 

101,06 

1,3228 

1,3271 

1,3264 

1,3208 

 

 

2 

1,3203 

 

 

1,3235 

 

 

3,3050 

 

 

 

101,69 

1,3253 

1,3323 

1,3319 

1,3243 

 

 

3 

1,3250 

 

 

1,3278 

 

 

3,3323 

 

 

102,53 

 

* % deklarovaného množství 
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Tabulka č. 5: Stanovení obsahu tramadolu v léčivém přípravku 

číslo 

vzorku 

poměr 

ploch píků 

AT/A IS 

průměrná 

hodnota 

AT/A IS 

zjištěná 

koncentrace 

tramadolu 

[mg/ml] 

obsah 

tramadolu 

v tabletě* 

[%] 

0,0856 

0,0857 

0,0864 

0,0858 

 

 

1 

0,0854 

 

 

0,0858 

 

 

0,3798 

 

 

101,28 

0,0847 

0,0853 

0,0859 

0,0848 

 

 

2 

0,0852 

 

 

0,0852 

 

 

0,3774 

 

 

 

100,64 

0,0861 

0,0875 

0,0858 

0,0863 

 

 

3 

0,0862 

 

 

0,0864 

 

 

0,3822 

 

 

101,92 

 

* % deklarovaného množství 
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Obr. č. 6: Chromatografický záznam směsi standardů. Paracetamol 4,0 mg/ml, 

tramadol 0,45 mg/ml a kyselina acetylsalicylová 1,0 mg/ml. 

Chromatografické podmínky viz kap. 5.1. 

 

 

Obr. č. 7: Chromatografický záznam roztoku vnitřního standardu (kyselina 

acetylsalicylová 1 mg/ml). Chromatografické podmínky viz kap. 5.1.  
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Obr. č. 8: Chromatografický záznam roztoku vzorku z kombinované tablety 

s   vnitřním standardem (kyselina acetylsalicylová 1 mg/ml). 

Chromatografické podmínky viz kap. 5.1. 
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6. ZÁVĚR 
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V této diplomové práci byly vypracovány optimální chromatografické 

podmínky pro současnou HPLC analýzu paracetamolu a tramadolu 

v kombinovaném léčivém přípravku. 

Pro HPLC analýzu byla jako stacionární fáze vybrána chromatografická 

kolona Discovery HS F5, 5 µm, 150×3 mm I.D. Mobilní fázi tvořila směs 

acetonitril : roztok octanu amonného 0,005 mol/l, okyselený kyselinou octovou 

na pH 3,2 v poměru 20 : 80 (v/v). Průtoková rychlost mobilní fáze byla zvolena 

1,0 ml/min. Vzorky byly nastřikovány v objemu 10 µl. Jako vnitřní standard 

byla použita kyselina acetylsalicylová. Detekce analyzovaných látek probíhala 

při vlnové délce λ = 270 nm pomocí UV detektoru. 

Pro stanovení obsahu paracetamolu a tramadolu v léčivém přípravku byla 

použita metoda kalibrační křivky. Kalibrační křivka paracetamolu je vyjádřena 

rovnicí regresní přímky y = 0,1574x + 0,8033 a korelačním koeficientem 

R2 = 0,9996. Kalibrační křivka tramadolu je vyjádřena rovnicí regresní přímky 

y = 0,2467x − 0,0079 a korelačním koeficientem R2 = 0,9998. 

Při stanovení v kombinovaném léčivém přípravku byl zjištěn obsah 

330,75 mg paracetamolu a 37,98 mg tramadolu, což odpovídá 101,8 % 

paracetamolu a 101,3 % tramadolu množství deklarovaného výrobcem. 
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V této diplomové práci byly vypracovány optimální chromatografické 

podmínky pro současnou HPLC analýzu paracetamolu a tramadolu 

v kombinované tabletě. Chromatografická kolona Discovery HS F5, 5 µm, 

150×3 mm I.D. od firmy Supelco byla zvolena jako stacionární fáze. Mobilní 

fázi tvořila směs acetonitril : roztok octanu amonného 0,005 mol/l, okyselený  

kyselinou octovou na pH 3,2 v poměru 20 : 80 (v/v), při průtokové rychlosti 

1,0 ml/min. Jako vnitřní standard byla použita kyselina acetylsalicylová. 

Detekce probíhala při λ = 270 nm pomocí UV detektoru. Látky byly eluovány 

v pořadí paracetamol, kyselina acetylsalicylová a tramadol. 
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ABSTRACT 

 

HPLC evaluation of selected drugs I. 

 

THESIS 

 

Denisa Skryjová 

 

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Králové, 

Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control 

 

In this thesis were developed the optimum chromatographic conditions for 

simultaneous HPLC analysis of tramadol and paracetamol in combined tablet. 

The chromatographic column Discovery HS F5, 5 µm, 150×3 mm I.D. made 

by Supelco was chosen as the stationary phase. Mobile phase mixture formed 

acetonitrile : ammonium acetate solution 0.005 mol/l, acidified with acetic acid 

at pH 3.2 in the ratio 20:80 (v/v), at a flow rate of 1.0 ml/min. Acetylsalicylic 

acid was used as an internal standard. Detection took place at λ = 270 nm using 

a UV detector. The compounds were eluted in order of paracetamol, 

acetylsalicylic acid and tramadol. 

 


