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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Bc. Katefina Jagerova

Konzultant: Doc. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vyvoj HPLC metody pro stanoveni vybranych aktivnich latek

Vv potravnich dopliicich

V této praci byla vyvinuta HPLC metoda pro soucasné stanoveni rutinu, troxerutinu,
diosminu a hesperidinu. Vypracovana metoda byla aplikovana na stanoveni vyse
uvedenych analytd ve farmaceutickych pfipravcich a potravnich doplncich, Cilkanol
(Zentiva), Detralex (Les Laboratoires), Hemodin Prebio Forte (Valosun a. s.), MobiVen
Micro (Vulmcz a. s.).

Pro analyzu byla pouzita kolona na Ascentis Express RP — Amide (10 cm x 3,0 mm,
2,7 um) Supelco Analytical, s vyuzitim mobilni faze o poméru acetonitril/voda 30/70
s pfidavkem kyseliny octové na upravu pH 3. Analyza latek probihala pfi priitoku
1 ml/min, teploté 50°C a tlaku 18,6 MPa.

Byla zvolena vinova délka 283 nm pro hesperidin a 255 nm pro rutin, troxerutin a

diosmin. Pro detekci byl pouzit DAD detektor.

Klicova slova: HPLC, rutin, troxerutin, diosmin, hesperidin, flavonoidy, potravni

dopliky



Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry

Candidate: Bc. Katefina Jagerova

Supervisor: Doc. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.

Title of Diploma Thesis: HPLC method development of active substances determination

in nutraceuticals

A high performance liquid chromatography (HPLC) method with diode array detection
(DAD) was used and validated for the simultaneous determination rutin, troxerutin,
diosmin and hesperidin. The method was used for direct determination of this
flavonoids in pharmaceutical preparations and nutraceuticals, Cilkanol (Zentiva),
Detralex (Les Laboratoires), Hemodin Prebio Forte (Valosun a. s.), MobiVen Micro
(Vulm cz a.s.). Using Ascentis Express RP — Amide (10 cm x 3.0 mm, 2.7 um) Supelco
Analytical column, the following conditions were chosen as optimal: mobile phase
acetonitril/water 30/70 containing acetic acid for pH adjustment to value pH 3. Method
development was performed within a temperature of 50°C and pressure of 18.6 MPa.
The flavonoids were detected by diode array detector (DAD) at the wavelength of
283 nm and 255 nm.

Keywords: high performance liquid chromatography (HPLC), flavonoids, rutin,

troxerutin, diosmin, hesperidin, nutraceuticals
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1 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

HPLC
Kb

Vr

tr

t’r

Fm

tm

NP

RP
LDL
UV-VIS
DAD
Zn
CAT
GPx
NF
INOS
COX-2
ALT
AS
MeCN
DMSO
MeOH
SD
RSD
RUT
HES
DIO
TRO

Wo,05

MP

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
distribucni (rozdé€lovaci) konstantou
retencni objem

retenni Cas

redukovany reten¢ni Cas

objemova rychlost [cm®/s]

mrtvy retencni ¢as

normal phase chromatography
reversed - phase chromatography
low density lipoprotein
Ultrafialova/viditelna oblast spektra svétla
Diode array detector

SOD — Superoxide dismutase
katalasa

Glutathionperoxidasa

kB p65 — Nuklearni faktor — kappa B
inducible nitric oxide synthase
cyklooxigenasa 2
alaninaminotransferasa
aspartataminotransferasa

acetonitril

dimethylsulfoxid

methanol

smérodatnd odchylka

relativni smérodatna odchylka

rutin

hesperidin

diosmin

troxerutin

Sitka piku v jedné dvacetin€ jeho vysky
pocet teoretickych pater

methylparaben



— Asymetrie chromatografickych pika
R — Rozliseni chromatografickych piki
— mensSi ¢ast useCky Wo o1, kterd vznikne protnutim tsecky kolmici spusténou

z vrcholu piku

Wo,01 — sitka piku ve vzdalenosti 5 % vysky piku
Wo 5 — sitka piku v poloviné jeho vyse

viv — objemova procenta

n — pocet bodi

k — smeérnice

q — absolutni ¢len

korelaéni koeficient

q
|

S — reziduélni odchylka

h. v. — hladina vyznamnosti

RP — Reverse phase, reverzni faze

Ri — recovery, vytéznost

TBARS — Thiobarbituric Acid Reactive Substances, latky reaktivni s kyselinou

barbiturovou
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2 UVOD

Flavonoidy, jinak nazyvané bioflavonoidy ¢i vitamin P, jsou velka skupina latek
presahujici 4000 sekundarnich metabolitd rostlin. Krom¢ riznych druhli ovoce a
zeleniny jsou flavonoidy obsazeny v semenech, ofesich, obilovinach, kofeni a rtiznych
1éCivych rostlinach, stejné jako v napojich jako je vino a Caj. Flavonoidy maji Sirokou
Skalu pozitivnich vlastnosti pro lidsky organismus zahrnujici antialergickou,
antivirovou, protizdnétlivou a zejména antioxidacni aktivitu.

U flavonoidii rutinu, troxerutinu, diosminu a hesperidinu je patrny pfiznivy vliv
pfedev§im na cévy, vyuzivaji se hlavné pro sniZzeni kapilarni fragility, zvySeni
vendzniho tonu a pro zlepSeni mikrocirkulace.

Kapalinova chromatografie je pro stanoveni flavonoidi v soucasné dobé obecné
preferovanou metodou. V teoretické ¢asti jsou uvedeny parametry stanoveni
jednotlivych latek nebo jejich soucasné stanoveni v kombinaci s jinymi latkami pomoci
HPLC metody.

V této praci byla vyvinuta HPLC metoda pro soucasné stanoveni latek rutinu,
troxerutinu, diosminu a hesperidinu. Postup, optimalizace metody, vysledné optimalni
podminky separace jsou uvedeny v experimentalni ¢asti prace. Danou metodou bylo
analyzovano mnoZstvi jednotlivych stanovovanych latek a to rutinu, troxerutinu,
diosminu a hesperidinu v pfipravcich Cilkanol, Detralex, Hemodin Prebio Forte,
MobiVen. Obsah jednotlivych latek stanovenych metodou a deklarovanych latek je

uveden v experimentalni ¢asti spolu s valida¢nimi parametry.
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3 CIL A ZADANI PRACE

Cilem diplomové prace bylo optimalizovat, vyvinout a validovat novou metodu
HPLC separace biologicky aktivnich flavonoidd a to rutinu, troxerutinu, diosminu a
hesperidinu. Dalsim cilem prace bylo aplikovat vyvinutou separacni metodu na analyzu

vybranych potravnich dopliikt a farmaceutickych ptipravki dostupnych na trhu v CR.
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4 TEORETICKA CAST

4.1 Flavonoidy

Flavonoidy, jinak nazyvané bioflavonoidy ¢i vitamin P, jsou velka skupina latek
ptesahujici 4000 sekundarnich metabolitd rostlin. Krom¢ rtznych druhli ovoce a
zeleniny jsou flavonoidy obsazeny v semenech, ofeSich, obilovinach, kofeni a rtiznych
1éCivych rostlinach, stejné jako v napojich jako je vino (obzvlasté Cervené vino) a Caj
[1]. U rostlin se vyskytuji ve formé aglykonti nebo glykosidu [2]. Jejich prekurzory jsou
chalkony, které vznikaji kondenzaci p — kumaron — CoA a tfi molekul malonyl — CoA.
Zakladni skelet flavonoidi je tvofen dvéma benzenovymi jadry spojenymi
heterocyklickym kruhem pyranem/pyronem. Fenylchroman (flavan) mutze byt
modifikovan oxidaci (pfitomnost dalsi dvojné vazby), redukci karbonylu, ionizaci

heterocyklického kysliku nebo izomerizaci na 3 — fenylchroman [5].

0
»

Obrdazek 1 —Vzorec 2 — Fenylchromanu [20]

Mnoho studii naznacuje, Ze flavonoidy maji vlastnosti zahrnujici antialergickou,
antivirovou, protizanétlivou a vasodilata¢ni aktivitu. Nejvétsi zajem je vénovan jejich
antioxidacni aktivité [1]. Antioxidacni aktivita flavonoidii zahrnuje vice mechanismd,
mezi které patii potlaceni formovani reaktivnich kyslikovych radikald, vychytavani
reaktivnich kyslikovych radikald, dale regulace a ochrana antioxida¢niho obranného
systému [1]. Potlaceni formovani reaktivnich kyslikovych radikalit mize probihat bud’
inhibici enzyma nebo chelataci iontd prechodnych kovi. Ionty ptechodnych kovi,
obzvlasté¢ volné Zelezo a méd’, potencidlné pfispivaji k tvorbé vysoce reaktivnich
hydroxylovych radikalti. Méd’ navic zprostfedkovava LDL oxidaci. V posledni dob¢ se
velké mnoZzstvi studii vénuje potencialnim protirakovinnym uéinkam flavonoida. Tyto
efekty jsou v mnoha piipadech pfisuzovany moznym biochemickym mechanismim
zahrnujici apoptozu, zastavu rustu u jednoho nebo vice bodi bunééného cyklu nebo

inhibici syntézy DNA. Dalsi mozny efekt flavonoidi spociva ve zméné signalu
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transdukce drah zménénou expresi kliCovych enzymt jako je cyklooxigenasa a

proteinova kinasa [9].

4.1.1 Rutin

Sumarni vzorec Co7H39016

Registracni ¢islo CAS 153 —18 -4
Molarni hmotnost 610,52 g/mol [16]
Vzhled: svétle zluty prasek

PKa1, PKaz, pKaz =7,1; 9,15; 11,65 [33]

LR =
w e, St

1

s, 0w

‘?,Jig)
0

Obrdazek 2 —\zorec rutinu [16]

Rutin je Zluta nebo zlutozelena latka krystald jehlovitého tvaru, ktera je obsazena v
Sirokém mnozstvi rostlin, zvlast¢ v pohance, citrusovém ovoci, ¢erném caji a Vv
jable¢nych slupkach. Jedna se o glykosid obsahujici aglykon quarceptin a disacharid
rutinosu. Za normalnich okolnosti je metabolizovan na quarceptin [9]. Ukazuje se, ze
protivirové, antiproliferativni a protirakovinné vlastnosti [2]. Rutin se pouziva k 1écbé
zvySené lomivosti a propustnosti krevnich vlase¢nic zptisobenych chorobami jako je
chorobna krvacivost na podkladé cévnim, zména na sitnici pii cukrovce nebo pii
nedostatku vitaminu C. Za velmi dilezitou se povazuje jeho antioxida¢ni schopnost, tj.

schopnost pisobit proti volnym radikalim [4].
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4.1.1.1 Metody stanoveni rutinu

1) RP —-HPLC/UV - VIS
Xtimate™ C 18 kolona, (250 mm x 4,6 mm, 5 pm), izokratick4 eluce, mobilni faze
0,1 % vodny roztok kyseliny fosfore¢né a methanolu 50:50 (v/v) [12].

2) RP—-HPLC/UV - VIS
Spheriosorb ODS — 2 (Alltech), (150 x 4,6 mm, 5 um), gradientova eluce,
Solvent A 0,5 % vodny roztok kyseliny fosfore¢né
Solvent B 0,5 % roztok kyseliny fosfore¢né a acetonitrilu
Touto metodou byl sou¢asné stanovovan rutin a protodioscin [11].

3) RP-HPLC/UV
Zorbax Extend C 18 (Agilent, USA), (150 mm x 46 mm, 5 pum), izokraticka eluce
Methanol/voda 1:1 (v/v) s pfidavkem kyseliny fosfore¢né na tpravu pH 2,8 [29].

4) RP - HPLC/DAD
HIQ SIL C18 V (KYA TECH Corporation, Japan), (4,6 mm x 250 mm, 5 um),
izokraticka eluce

Methanol/acetonitril/voda (40:15:45 v/v/v) obsahujici 1,0 % kyseliny octové [30].

4.1.2 Troxerutin

Sumarni vzorec Cs3H42019

Registracni ¢islo CAS 56764 —99 — 9
Molarni hmotnost 742,67518 g/mol [17]
Vzhled: zluty prasek

pKa = 6,59 [48]

Obrdazek 3 — Vzorec troxerutinu [17]
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Troxerutin je derivat rutinu, piitomny v kavé, obilovinach a v mnoha druzich ovoce a
zeleniny. Je znamy jako radikalovy scavenger s antioxida¢nim efektem [23]. Troxerutin
ma mnoho pozitivnich ucinkt na lidsky organismus, mezi které patii redukce kapilarni
fragility, ptsobeni proti vzniku edému a to jak redukci kapilarni permeability, tak i
snizenim kapilarni filtrace elektrolytd a vody. Dalsi vlastnosti troxerutinu je pozitivni
efekt na reologii krve. Byla pozorovana redukce agregace trombocytli i erytrocytd a
lepsi deformovatelnost erytrocytd. [23]. Nedavné studie se snazily prokazat antioxida¢ni
a protizanétlivé ucinky troxerutinu pii ochran¢ jater. Efekt troxerutinu na
lipoperoxidaci, antioxidacni enzymatickou aktivitu a expresi zanétlivych mediatori byl
vySetfovan u mysi, kterym byla podavana D-galaktosa. Vysledky ukazuji, Ze troxerutin
ve velké mife zmiriiuje D- galaktosou navozené TBARS a zaroven zvySuje aktivitu Cu,
Zn — SOD, CAT a GPx antioxidac¢nich enzymu jater. Navic troxerutin sniZuje expresi
NF — kB p65, INOS a COX — 2 indukované D — galaktosou, a tim snizuje zanétlivy
proces. Bylo pozorovano potla¢eni zmény stavby jater a zvySeni sérové ALT a AST.
Protektivni u¢inek troxerutinu spoc¢iva vtom, ze svym plsobenim sniZuje
lipoperoxidaci, obnovuje aktivitu antioxida¢nich enzymi a potlacuje zéanétlivou
odpovéd’ [2]. Troxerutin je nejcastéji vyuzivan na 1é¢bu kieCovych Zil nebo hemoroidu.
Pouziva se také pro snizeni vyskytu nocnich kiec¢i nohou a dalSich cirkula¢nich

problému [9].

4.1.2.1 Metody stanoveni troxerutinu
1) RP-HPLC/UV-VIS
VP - OSD Shimadzu (Kyoto, Japan), (150 mm x 4,6 mm, 5 pum), izokraticka
eluce
Mobilni faze byla pfipravena jako smés vody, methanolu a kyseliny octové
v poméru (57:43:1), pH = 3.

Soucasn¢ bylo stanovovano 6 latek [9].

4.1.3 Hesperidin

Sumarni vzorec CogH34015

Registra¢ni ¢islo CAS 520 — 26 — 3
Molarni hmotnost 610,56 g/mol [18]
Vzhled: svétle zluty prasek

PKai, pPKaz, pKaz = 9,56; 10,17; 12,36 [34]
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Obrazek 4 —Vzorec hesperidinu [18]

Hesperidin je Zluta latka malo rozpustna ve vodé€. Byl izolovan z citrust. Jeho aglykon
se nazyva hesperetin [6]. Hesperidin ma Siroké spektrum farmakologickych G¢ink,
muze zlepSovat venozni tonus, zvySovat mikrocirkulaci, asistuje pfi hojeni vendznich
viedu. Jeho hlavni vyuziti je pfi [é€bé chronické vendzni insuficience, hemoroidi a jako
prevence postopera¢niho tromboembolismu. U studii, ve kterych byl hesperidin
testovan u krys, byly prokazany dal$i pozitivni u€inky této latky, a to redukce vyskytu
rakoviny stfeva, sniZzeni hladiny cholesterolu a triacylglyceridii a podstatnd inhibice
aterosklerézy [21]. Mnohé dalsi studie svéd¢i o piiznivém efektu hesperidinu na
vaskularni systém vlivem snizeni poSkozeni DNA oxida¢nim stresem. Hesperidin muize
byt prevenci vzniku oxida¢nich zmén u mononukledrnich bun¢k v cirkulujici krvi. Dale
geny modulované hesperidinem jsou zahrnuty do procesu, ktery reguluje endotelové

interakce (adheze, infiltrace) [8].

4.1.3.1 Metody stanoveni hesperidinu

1) RP-HPLC/DAD
C 18 XBridge kolona (Waters), (150 x 4,6 mm, 3um) gradientova eluce, mobilni
faze 4 % vodny roztok kyseliny octové a acetonitrilu. Soucasné byly
analyzovany tyto latky: rutin, neohesperidin, hesperidin a hesperitin [13].

2) RP - HPLC/DAD
C 18 SunFire kolona (Waters), (250 x 4,6 mm, 5 um), gradientova eluce
solvent A 1 % roztok kyseliny octové
solvent B acetonitril s 1 % kyselinou octovou

Soucasn¢ byly analyzovany 3 latky [10].
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3) RP - HPLC/UV
Dikma Diamonsil C 18 kolona (Dikma Technologies), (250 mm x 4,6 mm, 5
um) gradientova eluce
solvent A voda
solvent B acetonitril
Soucasné bylo analyzovano 5 latek [15].
4) RP - HPLC/DAD
LUNA C 18 kolona (Phenomenex), (4,6 mm x 250 mm, 5 um), gradientova
eluce
Solvent A methanol
Solvent B 0,1 % vodny roztok kyseliny trifluoroctové
Soucasné bylo analyzovano 6 latek [27].
5) RP-HPLC/UV
C 8 Capital (Broxburn, UK), (28 x 4,6 um, 5 um), izokraticka eluce
Voda/acetonitril/kyselina octova (78:19:3 v/v)

Soucasné byly analyzovany tyto latky hesperidin, diosmin, eriocitrin [28].

4.1.4 Diosmin

Sumarni vzorec CogH3,015

Registracni ¢islo CAS 520 — 27 -4
Molarni hmotnost 608,545 g/mol [19]
Vzhled: zluto — hnédy prasek

PKa1, PKaz, pPKaz = 9,39; 10,07; 12,36 [34]

(=21 T

Obrdzek 5 — Vzorec diosminu [19]

18



Diosmin je pfirodni flavonoidni glykosid. Je snadno ziskatelny dehydrogenaci

odpovidajiciho flavonového glykosidu hesperidinu, ktery je obsazen v citrusovém

oVOCi.

Diosmin snizuje hladinu lipidd v krvi a ma antikarcinogeni u¢inky. ZvySuje

vendzni tonus a mikrocirkulaci a chrani kapilary, a to predevsim redukci systémového

oxida¢niho stresu. Diosmin je rychle transformovany intestinalni flérou na jeho aglykon

diosmetin [7].

4.1.4.1 Metody stanoveni diosminu

1)

2)

3)

4)

RP - HPLC/UV

Beta Basic - 18 kolona (Thermo Hypersil, U. K.), (250 mm x 4,6 mm, 5 pum),
gradientova eluce

Solvent A 5 % roztok kyseliny mravenci v acetonitrilu

Solvent B 5 % vodny roztok kyseliny mravenci

Soucasné bylo analyzovano 12 latek [14].

RP — HPLC/UV - VIS

C 18 Litochrosphere 100 kolona (Merck), (250 mm x 4,6 mm, 5 um),
gradientov eluce

Solvent A 0,5 % vodny roztok kyseliny fosfore¢né

Solvent B acetonitril

Solvent C tetrahydrofuran

Soucasné bylo analyzovano 8 latek [24].

RP — HPLC/UV - VIS

Macherey Nagel Nucleosil C 8 kolona (Rigas Labs, Thessaloniki, Greece), (250
X 4,6 mm, 5 um), izokraticka eluce

Tetrahydrofuran/voda/kyselina octova (21:77:2, v/v/v)

Soucasn¢ byly stanoveny tyto latky diosmin, hesperidin, naringin [25].

RP - HPLC/UV

LiChrosorb RP — 18 kolona (Kontron Analytical), (25 cm x 4,6 mm, 10 um)
izokraticka eluce

Methanol — voda (60:40 v/v)

Soucasné byly stanoveny tyto latky diosmin a hesperidin [26].
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4.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (High - performance
liquid chromatography, HPLC)

HPLC se vyvinula z plynové chromatografie na pocatku 70. let. Vysokych ucinnosti
dosahuje pouzitim staciondrnich fazi, které obsahuji malé Castice pravidelného tvaru a
jednotné velikosti, jez homogenné vypliuji kolonu. Tim se dosahuje U¢innosti fadove
desitek tisic pater na metr délky kolony. Priitok mobilni faze je zajistén vysokym tlakem
(jednotky az desitky MPa). Proto také byva tato metoda nékdy nazyvana vysokotlaka
kapalinova chromatografie (high — pressure liquid chromatogaphy). Davkuji se mala
mnozstvi vzorku (fadové mikrolitry). K detekci jsou nutné citlivé detektory, které
umoziuji kontinualni monitorovani latek na vystupu z kolony. Signal detektoru se
zpracovava pocitatem. Z vySe uvedeného je ziejmé, ze HPLC vyzaduje pomérné
naro¢nou instrumentaci. Mezi vyhody HPLC patii zejména Sirokd oblast pouzitelnosti:
lze analyzovat ionty, latky polarni i nepolarni, malo tékavé, tepeln¢ nestabilni i
vysokomolekularni. Pfiblizné¢ 80 % veSkerych znamych latek je mozZné analyzovat
metodou HPLC [31]. V kapalinové chromatografii se pro separaci vyuziva adsorpce,
rozdélovani mezi dvé faze na zakladé rozpustnosti (sem patii separace na chemicky
vazanych fazich), iontova vyména, biospecifické interakce (molekulové rozpoznavani) a
sitovy efekt. V redlném chromatografickém systému se obvykle uplatiiuje vice typt
interakci soucasné€, ale jeden z nich prevlada [31]. Adsorpéni chromatografie
S polarnimi absorbenty jako stacionarnimi fazemi historicky pfedchazi chromatografii
S nepoladrnimi stacionarnimi fazemi. Aby se tyto dva zékladni typy kapalinové
chromatografie odliSily, zacalo se klasické adsorpni chromatografii s polarni
staciondrni a nepolarni mobilni fazi Casto fikat chromatografie s normalnimi fazemi

(normal phase chromatogaphy, NP) a obracenému typu s nepoléarni staciondrni a polarni

vvvvv

vvvvvv

analyti a typu vzorku [31].

4.2.1 Instrumentace HPLC

Blokové schéma kapalinového chromatografu je uvedeno na Obrazek 6. Odplynéna
mobilni faze se privadi ze zadsobniku mobilni faze pies filtr do Cerpadla. Z Cerpadla se
vede mobilni faze do davkovaciho zafizeni, t¢émétf vyhradné se pouzivaji davkovaci

ventily se smyckou. Kolony jsou obvykle vyrobeny z nerezové oceli, avsak mohou byt i
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sklenéné ¢i plastové. Z kolony je eludt veden do detektoru. Signél detektoru se
vyhodnocuje pocitacem nebo jinym vyhodnocovacim zatizenim (zapisovac, integrator).
Mezi bézné detektory pouzivané v HPLC patii detektory spektrofotometrické,

fluorimetrické, elektrochemické, hmotnostni a refraktometrické [31].

Cerpadlo davkovaci
. zatizeni
fizeni sloZeni | -
mobilni faze
vzorek
smésovaci kolona
zafizeni :
zésqbnfky : vyhodnocovaci
mobilni faze zafizeni
detektor .._‘:%;f?;;.-_.' TN \

Obrdzek 6 — Schéma kapalinového chromatografu [31]

4.2.2 Princip separace latek v kapalinové chromatogafii

V chromatografii se vzorek vnasi mezi dvé vzdjemné nemisitelné faze. Stacionarni faze
je nepohybliva, mobilni faze je pohyblivd. Vzorek je umistén na zacatek stacionarni
faze. Pohybem mobilni faze pfes stacionarni fazi je vzorek touto soustavou undsen.
Slozky vzorku mohou byt staciondrni fazi zachycovany, a proto se pii pohybu zdrzuji.
Vice se zdrZi slozky, které jsou staciondrni fazi poutdny silngji. Tim se postupné slozky
od sebe separuji a na konec stacionarni faze se dostavaji dfive slozky méné zadrzované
[22]. Molekula a slozky stravi v koloné ur¢itou dobu, ktera se nazyva reten¢ni Cas tr.
Tato doba se déli na Cas, ktery molekula setrvava v mobilni fazi — mrtvy retencni Cas ty,
a na cas straveny ve staciondrni fazi — redukovany retencni Cas t’r. Tyto Casy spliuji

reten¢ni rovnici;

[22]
Dalsi charakteristickou veli¢inou pro kazdou separovanou latkou je retencni objem Vg.

Je to objem protekly kolonou od nastfiku vzorku do dosazeni maxima elucni ktivky.
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Mezi retenc¢nim Casem a retenénim objemem existuje vztah:

kde je Fr, objemova rychlost [cm®/s] [32].

Zaznam zavislosti koncentrace solut na objemu proteklé mobilni faze nebo na Case se
oznacuje jako chromatogram [31]. Béhem separace se v kolon¢ neustdle vytvari a
porusuje fazova rovnovaha mezi mobilni a staciondrni fazi. D¢&j probiha nepfetrzité.
Slozka ma pfi ustanoveni rovnovahy ve stacionarni fazi koncentraci Cs a v mobilni fazi
Cm. Pomér mezi témito koncentracemi je v idealnim ptipad¢ konstantni a nazyva se
distribu¢ni konstanta Kp, protoze charakterizuje distribuci — rozdéleni slozky mezi obé

faze:

[22]

4.2.3 Validace analytické metody
Validaci muzeme definovat jako procedura, jejimz cilem je demonstrovat a
dokumentovat kvalitu analytické metody ustanovenim definovanych kritérii. Validace je

zjednodusené feceno ovéteni platnosti zvoleného analytického postupu (metody) [42].

4.2.3.1 Test vhodnosti chromatografického systému

4.2.3.1.1 Uc¢innost chromatografické ho systému - pocet teoretickych pater N
Utinnost kolony charakterizuje jeji schopnost separovat slozky smési. Cim je kolona
0&inn&jsi, tim 1épe dokaze od sebe slozky smési oddélit. Uinnost kolony roste s poétem

teoretickych pater kolony [22].

4.2.3.1.2 Asymetrie chromatogradfickych piki T
Asymetrie piku je obecné veli€ina kvality chromatografické kolony. Asymetrie piku je
nezadouct, souvisi s u¢innosti kolony a ma negativni vliv na integraci piku zvlaste, kdyz

je nizky pomér signal — Sum. Asymetrie piki 1ze vyjadfit pomoci tailing faktoru T [47].

4.2.3.1.3 Rozliseni chromatografickych piki R
RozliSeni je vyjadieni miry kvality separace dvou sousednich eluc¢nich kiivek. Obecné
plati, Ze rozliSeni dvou sousednich piki by nemélo pro spolehlivou kvantifikaci latek

dosahovat hodnoty mensi nez 1,5 [46].
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4.2.3.2 Spravnost metody (Accuracy)

Spravnost metody je definovana jako stupen, do jakého stanovend hodnota analytu ve
vzorku odpovidé pfijaté referencni hodnoté. Spravnost lze vyjadiit jako vytéznost

metody [43].

4.2.3.2.1 Vytéinost metody — recovery
Recovery neboli vytéznost udavd pomér mnozstvi (koncentracni) analytu ziskaného

danou analytickou metodou (ny) k ptijaté referen¢ni hodnoté (n;):

[43]

4.2.3.3 Presnost metody (Precision)
Presnost metody vyjadiuje tésnost souhlasu mezi nezavislymi vysledky zkouSek
ziskanymi za pfedem definovanych podminek. Pfesnost se vyjadifuje jako smérodatné

odchylka resp. relativni smérodatna odchylka (RSD) [43].

4.2.3.4 Opakovatelnost metody

Opakovatelnost metody je definovana jako té€snost shody mezi navzajem nezavislymi
vysledky zkouSek ziskanymi za podminek opakovatelnosti (podminky, kdy navzajem
nezavislé vysledky zkousek se ziskaji opakovanym pouzitim téZze zkuSebni metody na
identickém materidlu, v téze laboratofi, tymZ pracovnikem za pouZiti tychz ptistrojii a

zatizeni, béhem kratkého ¢asového rozmezi) [45].

4.2.3.5 Hodnoceni linearity

Linearita je chapana jako pfimkova zavislost mezi dvéma ndhodnymi proménnymi, tj.
odezvou instrumentace (analytickym signalem) a koncentraci analytu. V soucasné dobé
se k hodnoceni linearity téméf vyhradné pouziva korela¢ni koeficient [44].

Korelacni koeficient je charakterizovan jako tésnost vzajemné zavislosti dvou

nahodnych proménnych [45].
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5 EXPERIMENTALNI CAST

5.1 Validace analytické metody
5.2 Material, pristroje a pomticky
5.2.1 Pristroje, podminky separace

Tabulka 1 — Pristroje podminky separace

Chromatograficka sestava: Shimadzu LC-10

Pumpy: LC-10 AD VP
Degasser: DGU-14 A
Autosampler: SIL-HTA
Termostat kolony: CTO-10 AC VP
Detektor: DAD detektor SPD — M10A VP
Vyhodnoceni: Chromatograficky software LC Solution
Kolony: 1.  Synergi Hydro RP - 80 A
75x 3,00 mm, 4 p
Phenomenex

2. Synergi POLAR-RP 80 A
75 % 3,00 mm, 4 p
Phenomenex

3. Synergi FUSION — RP 80
75x 3,00 mm, 4 p
Phenomenex

4.  Ascentis Express Phenyl — Hexyl
10 cm x 3,00 mm, 2,7 pum
Supelco Analytical

5. Ascentis Express RP — Amide
10 cmx 3,0 mm, 2,7 um
Supelco Analytical

6. Gemini3pCI18110A
50 x 3,0 mm, 3 pum
Phenomenex

7. Ascentis Express C 18
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3cmx 4,6 mm, 2,7 um
Supelco Analytical

8.  Onyx Monolithic C 18
100 x 4,6 mm
Phenomenex

9. Synergi Hydro - RP 80 A
75 x 3,00 mm, 4 um
Phenomenex

10. ZORBAX SB - CN
4,6 x 150 mm, 5 pm
Agilent

11. ZORBAX TMS
4,6 x 250 mm, 5 um

Agilent
Davkovani: Sul
Detekce: UV 220; 255 a 283 nm
Mobilni faze: Acetonitril/voda + kyselina octova (pH 3) 30:70
Izokraticky rezim
Teplota: 50°C
pH metr: Hanna intrumens
Ultrazvukova lazen: Tescon 1, Tesla, CR
Centrifuga: EBA 21, Hettich Zentrifugen, Germany
Analytické vahy: Sartorius GENIUS, SRN

Ostatni pomtcky:

PTFE filtry o velikost port 0,45 pm
Pipety (BRAND)

Tteci miska s tlouCkem

Bézné laboratorni sklo a pomiicky

5.2.2 Standardy

Rutin 95 %, (Sigma — Aldrich)
Diosmin 95 %, (Sigma — Aldrich)
Hesperidin 90 %, (Fluka)
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Methyl- 4 — hydroxybenzoate, (Fluka)

Ethyl — p — hydroxybenzoate, (Fluka)

Propyl — 4 — hydroxybenzoate, (Fluka)

Butyl — 4 — hydroxybenzoate, (Fluka)
Kyselina benzoova, (Sigma — Aldrich)
Kyselina salicylova, (Sigma — Aldrich)
Kyselina acetylsalicylova, (Sigma — Aldrich)

5.2.3 Testované potravinové dopliiky a farmaceutické pripravky

Cilkanol, vyrobce: Zentiva, a. s., sloZzeni 300 mg troxerutinu v jedné tobolce.

Detralex, vyrobce: Les Laboratoires Servier, Francie, sloZeni: 500 mg purifikované
mikronisované frakce flavonoidi — 450 mg diosminu, 50 mg hesperidinu v jedné
tableté.

Hemodin Prebio Forte, vyrobce Valosun a. s., slozeni: 225 mg diosmin, 75 mg
hesperidin, 40 mg rutin, 360 mg inulin, 20 mg vitamin C v jedné tableté.

MobiVen Micro, vyrobce: Vulm cz a. s, 450 mg diosmin, 50 mg hesperidin

(mikronizované bioflavonoidy), 30 mg alfa aescin v jedné tableté.

5.2.4 Chemikalie

Acetonitril p. a., (Sigma — Aldrich)
Methanol p.a., (Sigma — Aldrich)
Kyselina octova, (Sigma Aldrich)
Dimethylsulfoxid p. a., (Sigma — Aldrich)

Ultracista voda

5.3 Priprava roztokii

5.3.1 Priprava zasobniho roztoku

Byl pfipraven zasobni roztok analytu (rutinu, hesperidinu, diosminu a troxerutinu) o
koncentraci 2500 mg/l. Zasobni roztok kazdého analytu byl pfipravovan separatné. Pro
pfipravu zéasobniho roztoku bylo navazeno 0,0625 g analytu (rutinu, hesperidinu,
diosminu, troxerutinu a methylparabenu) a toto mnozstvi bylo rozpusténo a doplnéno po
rysku rozpoustédlem do 25 ml odmérnych banék. Pro hesperidin a diosmin byl
nejvhodnéj§im rozpoustédlem DMSO. Rutin, troxerutin a methylparaben byly

rozpustény v MeOH. Tyto roztoky byly uchovavany pti 4°C.
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5.3.2 Priprava zasobniho roztoku vnitiniho standardu
Byl pfipraven zasobni roztok wvnitiniho standardu (methylparaben) o koncentraci
€=25 000 mg/l. Bylo navazeno 2,5 g methylparabenu a toto mnozstvi bylo rozpusténo v

100 ml methanolu. Roztok byl uchovavan pii 4°C.

5.3.3 Priprava pracovnich roztoki pro kalibraci

Pracovni roztoky pro kalibraci byly pfipraveny jako smésné roztoky zasobnich roztoka
(rutinu, hesperidinu, diosminu, troxerutinu a methylparabenu) v koncentra¢nim rozmezi
od 500 mg/l do 10 mg/l. Roztok o koncentraci 500 mg/1 byl pfipraven smisenim 2 ml od
kazdého zasobniho roztoku (rutinu, hesperidinu, diosminu, troxerutinu a
methylparabenu) v 10 ml odmérmné bance a poté doplnén MeOH po rysku. Stejnym
zpusobem byly pfipraveny roztoky o koncentraci 400 mg/l, 300 mg/l, 200 mg/l,
100mg/l, 50 mg/l, 25 mg/l, 10 mg/l smisenim daného mnozstvi zasobniho roztoku

analytu uvedeného v Tabulka 2.

Tabulka 2 — Priprava pracovnich roztokui pro kalibraci, objem analytii v 10 ml roztoku

methanolu.
KONCENTRACE Objem_zésobniho _ro_ztoku_ rutir_lu,
(mg/l) troxerutinu, hesperidinu, diosminu,
methylparabenu (ml)
500 2,00
400 1,60
300 1,20
200 0,80
100 0,40
50 0,20
25 0,10
10 0,04

5.3.4 Priprava vzorku z tablety

5.3.4.1 Cilkanol

Deset tablet pripravku bylo zvaZzeno a byla stanovena primérna hmotnost jedné tablety,
tj. 0,3256 g. Tablety byly zhomogenizovany ve tifeci misce a pro pfipravu jednoho
vzorku byla pouzita asi Y4 tablety, tj. 0,0800 g. Navazeno bylo celkem 6 vzorku do
25 ml odmérnych ban€k. Vzorek byl vzdy rozpustén v 10 ml DMSO a bylo do n¢j
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ptidano 1ml roztoku vnitiniho standardu (methylparaben). Tento roztok byl vlozen na
10 minut na ultrazvukovou lazen a poté¢ doplnén po rysku MeOH. Pro ptipravu vzorku
do vialky bylo napipetovano 100 pl této smeési a 900 ul MeOH. Vzorek byl piefiltrovan

membranovym filtrem 0,45 um.

5.3.4.2 Detralex

Deset tablet piipravku bylo zvaZzeno a byla stanovena primérna hmotnost jedné tablety,
tj. 0,6713 g. Tablety byly zhomogenizovany ve tieci misce a pro ptipravu jednoho
vzorku byla pouzita asi % tablety tj. 0,1600 g. Navazeno bylo celkem 6 vzorki do 25 ml
odmérnych ban¢k. Vzorek byl vzdy rozpuStén v 10 ml DMSO a bylo do né&j pfidano
1 ml roztoku vnitiniho standardu (methylparaben). Tato roztok byl vloZzen na 10 minut
na ultrazvukovou lazen, a poté doplnén po rysku MeOH. Pro ptipravu vzorku do vialky
bylo napipetovano 100 ul této smési a 900 pul MeOH. Vzorek byl piefiltrovan

membranovym filtrem 0,45 pm.

5.3.4.3 MobiVen Micro

Deset tablet pripravku bylo zvazeno a byla stanovena primérna hmotnost jedné tablety,
tj. 1,0381 g. Tablety byly zhomogenizovany ve tfeci misce a pro ptipravu jednoho
vzorku byla pouzita asi Y4 tablety, tj. 0,2500 g. NavaZeno bylo celkem 6 vzorkl do
25 ml odmérnych banék. Vzorek byl vzdy rozpustén v 10 ml DMSO a bylo do ngj
pfidano 1 ml roztoku vnitiniho standardu (methylparaben). Tato roztok byl vlozen na
10 minut na ultrazvukovou lazen, a poté doplnén po rysku MeOH. Pro pfipravu vzorku
do vialky bylo napipetovano 100 pl této smési a 900 pul MeOH. Vzorek byl prefiltrovan

membranovym filtrem 0,45 um.

5.3.4.4 Hemodin Prebio Forte

Deset tablet pripravku bylo zvazeno a byla stanovena primérna hmotnost jedné tablety,
tj. 1,0167 g. Tablety byly zhomogenizovany ve tfeci misce a pro pfipravu jednoho
vzorku byla pouzita asi Y4 tablety, tj. 0,2500 g. Navazeno bylo celkem 6 vzorkl do
25 ml odmérnych banék. Vzorek byl vzdy rozpustén v 10 ml DMSO a bylo do ngj
ptidano 1 ml roztoku vnitiniho standardu (methylparaben). Tato roztok byl vlozen na 10
minut na ultrazvukovou lazen, a poté doplnén po rysku MeOH. Pro piipravu vzorku do
vialky bylo napipetovano

100 pl této smési a 900 ul MeOH. Vzorek byl piefiltrovan membranovym filtrem.
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5.3.5 Spravnost

5.3.5.1 Cilkanol

Deset tablet pripravku bylo zvazeno a byla stanovena primérna hmotnost jedné tablety,
tj. 0,3256 g. Tablety byly zhomogenizovany ve tfeci misce a pro pfipravu jednoho
vzorku byla pouzita asi % tablety, tj. 0,0800 g. Do vzorku bylo pfidano 2 ml vnéjsiho
standardu troxerutinu (¢ = 2500 mg/l). Byl pouzit zasobni roztok troxerutinu. Dalsi

postup byl totozny s ptipravou vzorku z tablety dle kapitoly 5.3.4.

5.3.5.2 Detralex

Deset tablet pripravku bylo zvazeno a byla stanovena primérna hmotnost jedné tablety,
tj. 0,6713 g. Tablety byly zhomogenizovany ve tieci misce a pro piipravu jednoho
vzorku byla pouzita asi Y4 tablety tj. 0,1600 g. Do vzorku bylo pfiddno 2 ml vngjsiho
standardu diosminu (c = 2500 mg/l) a 2 ml hesperidinu (c = 2500 mg/l). Byl pouzit
zasobni roztok diosminu a hesperidinu. Dalsi postup byl totozny s piipravou vzorku

z tablety dle kapitoly 5.3.4.

5.3.5.3 MobiVen Micro

Deset tablet pripravku bylo zvazeno a byla stanovena priimérna hmotnost jedné tablety,
tj. 1,0381 g. Tablety byly zhomogenizovany ve tfeci misce a pro piipravu jednoho
vzorku byla pouZita asi % tablety, tj. 0,2500 g. Do vzorku bylo pfidano 2 ml vnéjsiho
standardu diosminu (c = 2500 mg/l) a 2 ml hesperidinu (c = 2500 mg/l). Byl pouzit
zasobni roztok diosminu a hesperidinu. Dalsi postup byl totozny s pfipravou vzorku

z tablety dle kapitoly 5.3.4.

5.3.5.4 Hemodin Prebio Forte

Deset tablet pripravku bylo zvazeno a byla stanovena primérna hmotnost jedné tablety,
tj. 1,0167 g. Tablety byly zhomogenizovany ve tfeci misce a pro pfipravu jednoho
vzorku byla pouZita asi % tablety, tj. 0,2500 g. Do vzorku bylo pfidano 2 ml vné&jSiho
standardu hesperidinu (c = 2500 mg/l), 2 ml diosminu (c = 2500 mg/l) a 2 ml rutinu (c =
2500 mg/l). Byl pouzit zasobni roztok hesperidinu, diosminu a rutinu. Dalsi postup byl

totozny s piipravou vzorku z tablety dle kapitoly 5.3.4.
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5.3.6 Presnost

5.3.6.1 Cilkanol

Bylo navazeno 10 tablet, z nichz byla stanovena primérnd hmotnost jedné tablety, tj.
0,3256 g. Tablety byly zhomogenizovany ve tieci misce a pro pfipravu jednoho vzorku
byla pouzita asi % tablety, tj. 0,0800 g. Postupem totoznym s kapitolou 5.3.4 bylo

piipraveno 6 pracovnich roztokd.

5.3.6.2 Detralex

Bylo navazeno 10 tablet, z nichz byla stanovena primérna hmotnost jedné tablety, tj.
0,6713 g. Tablety byly zhomogenizovany ve tfeci misce a pro piipravu jednoho vzorku
byla pouzita asi Y tablety, tj. 0,1600 g. Postupem totoznym s kapitolou 5.3.4 bylo

piipraveno 6 pracovnich roztokd.

5.3.6.3 MobiVen Micro

Bylo navazeno 10 tablet, z nichz byla stanovena primérna hmotnost jedné tablety, tj.
1,0381 g. Tablety byly zhomogenizovany ve tfeci misce a pro piipravu jednoho vzorku
byla pouzita asi Y tablety, tj. 0,2500 g. Postupem totoznym s kapitolou 5.3.4 bylo

ptipraveno 6 pracovnich roztokd.

5.3.6.4 Hemodin Prebio Forte

Bylo navadzeno 10 tablet, z nichz byla stanovena primérna hmotnost jedné tablety tj.
1,0167 g. Tablety byly zhomogenizovany ve tieci misce a pro ptipravu jednoho vzorku
byla pouzita asi % tablety, tj. 0,2500 g. Postupem totoznym s kapitolou 5.3.4 bylo

pfipraveno 6 pracovnich roztokd.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Optimalizace metody

Cilem optimalizace metody bylo najit vhodné podminky pro sou¢asné stanoveni rutinu,
troxerutinu, hesperidinu a diosminu. Bylo nutné dosahnout dobrého rozliSeni
analyzovanych latek v pfijatelném Case a ve vysledném chromatogramu ziskat vhodnou
Sitku a symetrii piku. Dale najit vhodnou kolonu a pro tuto kolonu vhodnou mobilni
fazi. Byl testovan vliv poméru zastoupeni organické a vodné faze a vliv pH na separaci
stanovovanych latek. Dale bylo nutné najit vhodnou vinovou délku pro detekci. Analyza
latek probihala pti pritoku 1 ml/min, byl zvolen nastiik 5 pl. Tlak se pohyboval
V rozmezi od 3,9 — 22,9 MPa.

6.1.1 Volba vinové délky

Byla zvolena nejvhodnéjsi vinova délka pro soucasnou detekci vSech stanovovanych
analyti. Pomoci DAD detektou byla zméfena a stanovena vlnova délka, ktera by
umoznovala detekci vSech stanovovanych analyti vV pouzité mobilni fazi.

Rutin vykazoval absorpéni maximum pii 223, 255 a pti 353 nm. Obrazek 7

Troxerutin vykazoval absorpcni maximum pti 221, 254 a 352 nm. Obrazek 8

Hesperidin vykazoval absorpéni maximum pii 227 a 283 nm. Obrazek 9

Diosmin vykazoval absorpéni maximum pfi 252, 266 a pfi 346 nm. Obrazek 10
Methylparaben vykazoval absorpéni maximum pii 217 a pfi 255 nm. Obrazek 11

Pro detekci byla zvolena vinova délka vyhovujici vS§em méfenym analytim a to 220 nm.
Tato vlnova délka detekce byla zvolena pro zjednoduSeni pfi optimalizaci separacnich
podminek. Nasledné pak pro validaci metody a pro kvantifikaci latek byly zvoleny dvé
vlnové délky, podle absorpcnich maxim jednotlivych analyti, tzn. 283 nm pro
hesperidin a 255 nm pro rutin, troxerutin, diosmin a vnitini standard methylparaben.
DAD detektor umoznuje vyhodnoceni pii jakékoliv vinové délce spektra, avsak
z diivodu zjednoduseni vyhodnocovani a integrace pikll byly vybrany dvé vinové délky
absorp¢nich maxim, které¢ pokryvaly maxima vSech analyzovanych latek 1 vnitiniho

standardu.
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6.1.1.1 Absorpcni spektrum RUTIN

mAU

140
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120
1101
100
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70
60-
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13.16/1.00
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36

82

—
200.0

T
225.0

Obrazek T — Absorpcni spektrum v mobilni fazi - rutin
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6.1.1.2 Absorpcni spektrum TROXERUTIN

mAU

130
120%
110%
100%
goé
soé
705
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Obrazek 8 — Absorpcni spektrum v mobilni fazi — troxerutin
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6.1.1.3 Absorpcni spektrum HESPERIDIN

mAU
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283

320
328

—
200.0

N
225.0 250.0 275.0 300.0 325.0 350.0 375.0 400.0

Obrazek 9 — Absorpcni spektrum v mobilni fazi — hesperidin
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6.1.1.4 Absorpcni spektrum DIOSMIN

mAU

13.78/1.00
17.54

346

15.0{
12.5{
l0.0{
7.5{
so]

2.5

0.01

L I L N
200.0 225.0 250.0 275.0 300.0 325.0 350.0 375.0 400.0 425.0 nm

Obrazek 10 — Absorpcni spektrum v mobilni fazi — diosmin
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6.1.1.5 Absorpcni spektrum METHYLPARABEN

mAU
14.58/1.00

255

650;
600;
550%
500%
450§
4005
350%
300

250

217

200
150
100

50

332

0

-50]

2000 2250 2500 2750 3000 3250 3500 3750 4000 4250  nm
Obrazek 11 — Absorpcni spektrum v mobilni fazi - methylparaben

6.1.2 Volba vnitrniho standardu

Pro volbu vnitiniho standardu bylo testovano celkem sedm latek.

Methylparaben

Ethylparaben

Propylparaben

Butylparaben

Kyselina benzoova

Kyselina salicylova

Kyselina acetylsalicylova

Jako nejvhodnéjsi vnitini standard byl stanoven methylparaben. Pik methylparabenu byl
dostatecné separovany od piki stanovovanych latek, eluoval se v blizkosti

stanovovanych latek a jeho retenc¢ni Cas tedy zbyte¢né neprodluzoval analyzu.

6.1.3 Volba kolony a mobilni faze
Celkem bylo testovano 11 kolon, jejichz seznam je uvedeny v Tabulka 1. Cilem

optimalizace — volby kolony a mobilni faze nebylo stanoveni pofadi a uréeni reten¢niho
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Casu v jakém se analyzované latky eluuji na koloné, ale dosaZzeni separace vSech Ctyf
stanovovanych latek, vhodna §itka a symetrie piku a separace vSech Ctyt stanovovanych
latek v pfijatelném case. Na nasledujicich obrazcich jsou dokumentovany separace na

jednotlivych kolonéch za riiznych testovanych podminek mobilnich fazi.

6.1.3.1.1 Onyx Monolithic C 18 100 x 4,6 mm, acetonitril/voda (30:70)

mAU
450 -220nm,4nm (1.00)

400-
350-
300-

250

/2.090

200

150

100

50

11.579
15.636
/6.103

‘1'6.840

0- —
-50

0.0 0.5 1.0 1.5 20 25 3.0 3.5 4.0 45 5.0 55 6.0 6.5 min

Obrazek 12 — Onyx Monolithic C 18 100 x 4,6 mm, acetonitril/voda (30:70)

6.1.3.1.2 Onyx Monolithic € 18 100 x 4,6 mm, acetonitril/voda + kyselina octové (pH
3) 30:70

mAU
450 -220nm,4nm (1.00)

400
350
300

250~

/2.090

200

150-

100-

13.183

12.964
14.313

50

1#1.525

0- — . . . R |
-50-

0.0 0.5 1.0 1.5 20 25 3.0 35 4.0 4.5 50 55 6.0 min

Obrdazek 13 — Onyx Monolithic C 18 100 x 4,6 mm, acetonitril/voda + kyselina octova
(pH 3) 30:70

Pti analyze nebyla ziskdna dobra Sitka a symetrie pikli. Analyza nebyla uskutecnéna ve

vhodnych reten¢nich casech. Obrazek 12
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Pfi zméné pH okyselenim mobilni faze na pH 3 nebyla dosazena dobra separace latek

Obrazek 13, kolona je pro analyzu latek nevhodna.

6.1.3.1.3 Ascentis Express C18 3 cm x 4,6 mm, 2,7 um, acetonitril/voda + kyselina
octovd (pH 3) 25:75

mAU

220nm,4nm (1.00)
1750

1500-

1250

1000-
750

500
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14.165

250

/2.528

0- — T — -

-250
0.0 1.0 20 30 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0  min

Obrazek 14 — Ascentis Express C18 3 cm x 4,6 mm, 2,7 um, acetonitril/voda + kyselina
octova (pH 3) 25:75

Pfi testovani kolony Ascentis Express C 18 nedoSlo k separaci vSech ¢tyf testovanych

latek. Kolona neni vhodna k analyze stanovovanych latek.

6.1.3.1.4 Ascentis Express Phenyl — Hexyl 10 cm x 3,00 mm, 2,7 um, methanol/voda
50:50

mAU

450 220nm,4nm (1.00)
400
350
300

250-

16.289

200-

/2.278

150~

14111

100

& 2 w 3
: = o ©
0 < B & 8 i 8 S
T © T W ~ o -
D.. — - & % ¥ o+ ~ —_— — =
-50
0.0 1.0 20 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 12.0 min

Obrdzek 15 — Ascentis Express Phenyl — Hexyl 10 cm x 3,00 mm, 2,7 um,
methanol/voda 50:50
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6.1.3.1.5 Ascentis Express Phenyl — Hexyl 10 cm x 3,00 mm, 2,7 um, methanol/voda

60:40
mAU
220nm,4nm (1.00)
1750
1500
1250
1000
750~
500
@ w D
§ 8 = J
250- = 3 5 o
0 f . . - ! S
-250 : : : :
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 35 4.0 min

Obrdazek 16 — Ascentis Express Phenyl — Hexyl 10 cm x 3,00 mm, 2,7 um,
methanol/voda 60:40

Fenyl - hexyl faze zvySuje selektivitu pro polarni aromatické a heterocyklické
slouceniny  vyplyvajici  zinterakce solutt s aromatickym kruhem a jeho
delokalizovanymi elektrony [40].

U kolony Ascentis Express Phenyl - Hexyl nedoslo k separaci vsech ¢tyt latek. Kolona

je pro analyzu latek nevhodna.

6.1.3.1.6 Synergi 4 u Fusion — RP 80 75 x 3,00 mm, 4 u, acetonitril/voda + kyselina
octovd (pH3) 30:70

mAU
220nm,4nm (1.00)
600 \

500
400
300

200~

12.422
12.814
13.844

100-

110.300
227
42.164
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14.459

0-

0.0 0.5 1.0 1.5 20 25 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 min

Obrdazek 17 — Synergi 4 u Fusion - RP 80 75 x 3,00 mm, 4 u, acetonitril/voda + kyselina
octova (pH 3) 30:70
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6.1.3.1.7 Synergi 4 u Fusion — RP 80 75 x 3,00 mm, 4 u, acetonitril/voda +kyselina
octovd (pH 3) 28:72

mAU
220nm,4nm (1.00)
600

500
400-
300-

200~
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100
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0 S I -

-100- | |
0.0 1.0 20 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 8.0 min

Obrdazek 18 — Synergi 4 u Fusion - RP 80 75 x 3,00 mm, 4 u, acetonitril/voda + kyselina
octovd (pH 3) 28:72

Vazany C 18 ligand dava koloné¢ dobrou hydrofobni retenci a selektivitu zatimco
polarni skupina zajistuje zlepSeni polarni retence. Tato dudlni faze obsaZena na koloné
dovoluje vyrovnavat retenci polarnich, kyselych, bazickych a hydrofobnich sloucenin.
Kolona umoznuje pouziti u prace se smési, ve které jsou obsazeny jak polarni tak i
nepolarni latky [37]. U kolony Synegi 4 p Fusion — RP 80 byl pro mobilni fazi
acetonitril/voda + kyselina octova (pH 3) 30/70 patrny $patny tvar piku Obrazek 17. Pti
zméné podminek (pomér organické/vodné faze 28/72) nebyly vsechny ¢tyfi latky
dostatecné separovany. Zména mobilni faze na methanol/voda nevedla k lepSim

vysledklim. Kolona neni vhodna pro separaci stanovovanych latek.
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6.1.3.1.8 Synergi 4 u Polar —RP 80 A 75 x 3,00 mm, 4 u, methanol/voda + kyselina
octova (pH 3) 50:50
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Obrdazek 19 — Synergi 4 u Polar - RP 80 A 75 x 3,00 mm, 4 x, methanol/voda + kyselina
octova (pH 3) 50:50

Kolona s étericky vazanou fenylovou fazi s polarnim zakonéenim je ur¢ena pro polarni
a aromatické latky. Etericka vazba pfispiva ke zlepSeni tvaru piku pfi analyze kyselych
a bazickych latek [36]. Kolona Synergi 4 u Polar — RP 80 A vykazuje $patnou $itku a

asymetrii piku a dlouhé¢ reten¢ni Casy. Kolona je pro analyzu nevhodna.

6.1.3.1.9 Synergi 4u Hydro RP — 80A 75 x 3,00 mm, 4 u, acetonitril/voda +kyselina
octovd (pH3) 25:75

mAU
800 '220nm.§nm (1.00)
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400
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100-
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0- — — s - o —

-100-
0.0 1.0 20 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 min

Obrazek 20 — Synergi 4u Hydro RP - 80A 75 x 3,00 mm, 4 u, acetonitril/voda + kyselina
octova (pH 3) 25:75
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6.1.3.1.10 Synergi 4u Hydro — RP 80A 75 x 3,00 mm, 4 u, methanol/voda kyselina
octovd (pH3) 45:55
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Obrazek 21 — Synergi 4u Hydro - RP 80A 75 x 3,00 mm, 4 u, methanol/voda + kyselina
octova (pH 3) 45:55

Kolony Synergi HYDRO — RP pouzivaji C18 vazanou fazi s C1 "endcappingem”. Ten
dodava kolondim HYDRO — RP diky polarnim interakcim, vodikovym mustkiim ¢i
elektrostatickym interakcim schopnost hydrofobni 1 polarni retence. Tyto nové kolony
jsou schopny délit analyty o Sirokém spektru polarit, od nepolarnich az po vysoce
polarni latky [36].

U kolony Synergi 4u Hydro RP — 80 A byla testovana mobilni faze methanol/voda a
tato mobilni faze byla testovana s ptidavkem kyseliny octové pro upravu pH 3. Mobilni
faze methanol/voda bez piidavku kyseliny octové vykazovala chromatogram
s dlouhymi reten¢nimi casy nebo se $patn¢ separovanymi piky. Pfi zméné podminek na
pH 3 doslo k separaci vSech c¢tyf analyzovanych latek. Kolona s témito parametry je
vhodna k analyze stanovovanych latek. Obrazek 21 Dale byla testovand mobilni faze
acetonitril/voda. Jako nejvhodné&jsi byl stanoven pomér organické a vodné faze 25/75
0 pH 3. Obrazek 20

Vsechny ctyfi latky byly od sebe separované. Kolona s vyse uvedenymi parametry je

vhodna k analyze stanovovanych latek.
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6.1.3.1.11Zorbac SB - CN 4,6 x 150 mm, 5 um acetonitril/voda 30:70
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Obrazek 22 — Zorbac SB — CN 4,6 x 150 mm, 5 um acetotril/voda 30:70

Kolona obsahuje chemicky vazanou, stericky chranénou Kyanopropyl stacionarni fazi.
Je navrzena tak, aby redukovala nebo eliminovala silnou adsorpci bazickych slou¢enin.
Husté pokryta, stericky chranéna stacionarni faze je chemicky stabilni pfi niz§im pH a
dava kolong delsi zivotnost. Je vhodna pfi pouziti pro bazické, neutralni a kyselé vzorky
[41]. Pti pouziti této kolony nedoslo k separaci vSech ¢tyt latek. Kolona je pro analyzu
nevhodna. Obrazek 22

6.1.3.1.12 Ascentis Express PR — Amide 10 cm x 3,0 mm, 2,7 um, acetonitril/voda +
kyselina octovda (pH 3) 30:70
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Obrdazek 23 — Ascentis Express PR — Amide 10 cm x 3,0 mm, 2,7 um, acetonitril/voda +
kyselina octova (pH 3) 30:70
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6.1.3.1.13 Ascentis Express RP — Amide 10 cm x 3,0 mm, 2,7 um, methanol/voda +
kyselina octovd (pH 3) 40:60
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Obrazek 24 — Ascentis Express RP — Amide 10 cm x 3,0 mm, 2,7 um, methanol/voda +
kyselina octova (pH 3) 40:60

Kolona Ascentis Express RP — Amide redukuje silanolové interakce s bazickymi
analyty a zlepSuje tvar jejich piku. ZvySuje selektivitu u polarnich sloucenin, zvlasté u
téch, u kterych pusobi jako donor vodikovych vazeb. Fenoly, karboxylové kyseliny,
aminy a v mensi mife alkoholy vykazuji zlepSenou retenci na RP — Amide fazi ve
srovnani s neutralnimi, nepolarnimi analyty. ZlepSuje tvar piku pro zakladnu [34].
Kolona Ascentis Express RP — Amide byla testovana pro dvé mobilni faze
methanol/voda a acetonitril/voda. Vhodné&jsi byla mobilni faze acetonitril/voda. U
mobilni faze methanol/voda nedoslo i po pozménéni poméru organické a vodné faze a
zmén¢ pH k separaci vSech stanovovanych latek. Obrazek 24 Jako nejvhodnéjsi kolona
pro analyzu separovanych latek byla vyhodnocena Ascentis Express RP — Amide,
mobilni faze acetonitril/voda v poméru organické a vodné faze 30/70 o pH 3.
V chromatografu byly patrné separované vSechny Ctyfi stanovované latky, byly
separovany v piijatelném case a jejich piky mély vhodnou $itku a symetrii.

Pii optimalizaci metody byly testované kolony shrnuté v Tabulka 1, s rozdilnymi
parametry. Testované latky mély riznou schopnost retence na téchto kolonach. Pii

analyze latek doslo ke zméné potadi pikd, v jakém se eluovaly na koloné.
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6.1.4 Optimalni podminky pro HPLC analyzu
Optimalni podminky pro HPLC analyzu popsané vyse jsou shrnuty do Tabulka 3.

Tabulka 3 — Optimalni podminky pro HPLC analyzu

Chromatograficka sestava | Shimadzu LC — 10

Detektor DAD detektor SPD - M10A VP

Ascentis Express RP — Amide 10 cm x 3,0 mm, 2,7 um

Kolona Supelco Analytical

Davkovani Sul

Detekce UV 255a283 nm

Mobilni faze Acetonitril/voda + 0,5 % kyselina octova (pH 3) 30:70
Izoktaticky rezim

Teplota 50°C

Tlak 18,6 MPa

6.2 Validace analytické metody

6.2.1 Test vhodnosti chromatografického systému

Prevzato z kalibrace na hladiné¢ 100 mg/1

6.2.1.1 Ucinnost chromatografického systému - pocet teoretickych pater (N)

Utinnost kolony byla ovéfena proméfenim roztoku standardi v testu na opakovatelnost.

Tabulka 4 — Pocet teoretickych pater

Analyzovana tr (Min) Wo 05 N

TRO 2,09 0,097 2341
HES 2,69 0,128 2189
RUT 3,17 0,140 2651
DIO 3,73 0,139 3972
MP 4,54 0,161 4621

Pozadavek na pocet teoretickych pater N > 1500 je splnén pro vSech pét latek.
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6.2.1.2 Asymetrie chromatografickych pika (T)
Hodnoty pro ovéreni asymetrie chromatografickych pikii byly ziskany z analyz roztoka
standardi pro opakovatelnost. Spektra analyzovanych latek v mobilni fazi

acetonitril/voda: 0,5% kyselina octova (30:70, v/v).

Tabulka 5 — Asymetrie chromatografickych pikii

Sloucenina Wo,01 f Asymetrie (T)
TRO 0,244 0,076 1,603
HES 0,257 0,102 1,266
RUT 0,292 0,107 1,136
DIO 0,278 0,132 1,057
MP 0,315 0,146 1,082

Pozadavek na asymetrii chromatografickych pikti T < 2 byl splnén pro vSech pét latek.

6.2.1.3 Rozliseni chromatografickych pikii R

Tabulka 6 — Rozliseni chromatografickych pikii

Hodnocené latky R

TRO - HES 3,018
HES - RUT 1,993
RUT - DIO 2,336
DIO - MP 3,183

Pozadavek na rozliSeni chromatografickych piki R > 1,5 byl splnén u vSech

hodnocenych chromatografickych piki.
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6.2.2 Linearita

Pro stanoveni linearity bylo pouzito 8 kalibra¢nich roztokl v koncentracnim rozmezi od
500 mg/l do 10 mg/l, jejichz ptiprava je popsana V kapitole 5.3.3. U kazdého
kalibra¢niho roztoku byly provedeny 3 nastfiky na kolonu. Z téchto 3 méfeni byla
stanovena prumérna hodnota plochy piku pro kazdou koncentraci.

pramérnych ploch pikt kalibrac¢nich roztokl na jejich koncentraci byla vyhodnocena

metodou linearni regrese.

6.2.2.1 Kalibracni zavislost pro diosmin

Me¢fteni byla provadéna pro tyto koncentrace diosminu: 500 mg/1, 400 mg/l, 300 mg/l,

200 mg/l, 100mg/l, 50 mg/l, 25 mg/l, 10 mg/I.
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2000000 -
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Obrazek 26 — Kalibracni zavislost pro diosmin

Tabulka 7 - Parametry linearni regrese pro diosmin

Statistické parametry proregresi : y=kx+q

Odhad
Pocet bodl =18 chyby
Smérnice = 19778,03 +1172,648
Abs. ¢len g=1{23069,1 +145391,9
Korelacni koef. r=10,99907
Rezidualni odch. = |84746,9

Ve sledovaném koncentraénim rozmezi byl dosazen korela¢ni koeficient 0,99907.
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6.2.2.2 Kalibracni zavislost pro hesperidin
Mg¢feni byla provadéna pro tyto koncentrace hesperidin: 500 mg/l, 400 mg/l, 300 mg/l,

200 mg/l, 100mg/l, 50 mg/l, 25 mg/Il, 10 mg/I.
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Obrazek 27 — Linearita hesperidin

Tabulka 8 — Parametry linedrni regrese pro hesperidin

Statistické parametry pro regresi : y=kx+q
Odhad
Pocet bodl =18 chyby
Smérnice = 19894,48 +1264,834
Abs. ¢len g=|59583,4 +(69629,2
Korela¢ni koef. r={0,99786
Rezidualni odch. = (129998

Ve sledovaném koncentraénim rozmezi byl dosazen korela¢ni koeficient 0,99786.
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6.2.2.3 Kalibracni zavislost pro rutin
Mg¢feni byla provadéna pro tyto koncentrace rutinu: 500 mg/l, 400 mg/l, 300 mg/Il, 200

mg/l, 100mg/l, 50 mg/l, 25 mg/l, 10 mg/I.
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Obrdzek 28 — Linearita rutin

Tabulka 9 — Parametry linedrni regrese pro rutin

Statistické parametry pro regresi : y=kx+q

Odhad
Pocet bodl n=|8 chyby
Smérnice = (10910 +| 88,5556
Abs. ¢len q=113207,4 +(23282,7
Korelacni koef. r= 10,9998
Rezidualni odch. s= |43469

Ve sledovaném koncentraénim rozmezi byl dosaZzen korelaéni koeficient 0,9998.
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6.2.2.4 Kalibracni zavislost pro troxerutin

Méreni byla provadéna pro tyto koncentrace troxerutinu: 500 mg/l, 400 mg/l, 300
mg/l, 200 mg/I, 100mg/I, 50 mg/l, 25 mg/l, 10 mg/I.
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Obrazek 29 — Linearita troxerutin

Tabulka 10 — Parametry linedrni regrese pro troxerutin

Statistické parametry proregresi : y=kx+q
Odhad
Pocet bodl n=|8 chyby
Smérnice k=9383,25 +1333,376
Abs. ¢len q=1[-22274 +|87650
Korela¢ni koef. r=10,99623
Rezidualni odch. s= 1163643

Ve sledovaném koncentra¢nim rozmezi byl dosazen korelacni koeficient 0,99623.
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6.2.2.5 Kalibracni zavislost pro methylparaben
Mg¢feni byla provadéna pro tyto koncentrace methylparabenu: 500 mg/l, 400 mg/l, 300

mg/l, 200 mg/l, 100mg/l, 50 mg/l, 25 mg/l, 10 mg/I.
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Obrazek 30 — Linearita methylparaben

Tabulka 11 — Parametry linedrni regrese pro methylparaben

Statistické parametry pro regresi : y=kx+q
Odhad
Pocet bodl n=18 chyby
Smérnice k= {34061,1 +|1037,1
Abs. ¢len q=|51062,7 +272671
Korelaéni koef. r= 10,99723
Rezidualni odch. s= 509078

Ve sledovaném koncentraénim rozmezi byl dosazen korela¢ni koeficient 0,99723.

6.2.3 Opakovatelnost

Pro stanoveni opakovatelnosti byly pouzity pracovni roztoky troxerutinu, hesperidinu,
rutinu, diosminu a methylparabenu, jejichz piiprava je popsana v kapitole 5.3.3.
Jednotlivé roztoky byly pfipraveny vzdy ve tfech koncentracich ¢= 10 mg/ml, c= 100
mg/ml, c= 500 mg/ml. Pro kazdy analyt a koncentraci bylo provedeno 6 nastiikti na

kolonu. Z ploch piki analyti byly vypocitany smérodatné odchylky.
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HLADINA 10 MG/L | PRUMER SD RSD (%)

TRO 93 474 756 0,81
HES 96 557 812 0,84
RUT 116 731 1079 0,92
DIOS 104 459 956 0,91
MP 332205 1018 0,31

Tabulka 12 - Opakovatelnost analyzy pracovnich roztokii o koncentraci (c=10 mg/l)

v

hodnoty dosahla u methylparabenu a nejvyssi u rutinu. RSD dosahovala hodnoty < 1 %.

Tabulka 13 - Opakovatelnost analyzy pracovnich roztokii o koncentraci (¢c=100 mg/l)

HLADINA 100MG/L| PRUMER SD RSD (%)

TRO 885 360 6581 0,74
HES 1280 506 6 546 0,51
RUT 1091 106 10 586 0,97
DIOS 972 952 8731 0,90
MP 3271649 30 496 0,93

Relativni smérodatna odchylka se pohybovala v rozmezi od 0,51 % do 0,97 %. Nejnizsi

hodnoty dosahla u hesperidinu a nejvyssi u rutinu. RSD dosahovala hodnoty < 1 %.

Tabulka 14 - Opakovatelnost analyzy pracovnich roztokii o koncentraci (c=500 mg/l)

HLADINA 500MG/L | PRUMER SD RSD (%)

TRO 4681023 2142 0,05
HES 4 846 636 10 164 0,21
RUT 5436 957 18 631 0,34
DIOS 4851251 23521 0,48
MP 16 857506 10 353 0,06

v

hodnoty dosahla u troxerutinu a nejvyssi u diosminu. RSD dosahovala hodnoty < 1 %.

6.2.4 Presnost

Pro hodnoceni piesnosti metody byla pouzita metoda vnitiniho standardu.

6.2.4.1 Hemodin Prebio Forte
Bylo navéazeno 10 tablet piipravku, z nichz byla stanovena primérna hmotnost jedné

tablety tj. 1,0167 g. Postupné bylo pfipraveno a analyzovano 6 pracovnich roztoku pro
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pfesnost, jejichz piiprava je uvedena Vv kapitole 5.3.7. Byly provedeny 3 nastiiky na
kolonu. Byla stanovena primérnd hodnota plochy pikli ze 3 nastiiki, ktera byla dale

pfepoctena na navazku 0,2500 g.

Tabulka 15 — Presnost metody - Hemodin Prebio Forte

PRESNOST RUT HES DIO
- 400 181 660 361 2 101 385
3 414 818 687 291 2185677
Ny 400 021 661 860 2 033 994
S 408 997 679 209 2 093 945
§ 406 003 675 960 1989 683
403 974 674 522 2 010579
Primér 405 666 673 201 2 069 211
SD 5653 10 368 72 407
RSD (%) 1,39 1,54 3,50

RSD dosahovala hodnoty < 5 %.

6.2.4.2 Cilkanol

Bylo navéazeno 10 tablet pfipravku, z nichz byla stanovena primérnd hmotnost jedné
tablety tj. 0,3256 g. Postupné bylo piipraveno a analyzovano 6 pracovnich roztokd pro
presnost, jejichz piiprava je uvedena Vv kapitole 5.3.6. Byly provedeny 3 nastiiky na
kolonu. Byla stanovena primé&rma hodnota plochy pikii ze 3 néstiiki, ktera byla dale

prepoctena na navazku 0,0800 g.

Tabulka 16 — Presnost metody — Cilkanol

PRESNOST TRO
- 3094 213
3 3195 891
. 3105 303
S 3080 105
;3 3163 245
3148 297
Primeér 3131175
SD 45 063
RSD (%) 1,43

RSD dosahovala hodnoty < 5 %
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6.2.4.3 Detralex

Bylo navazeno 10 tablet pfipravku, z nichz byla stanovena primérnd hmotnost jedné
tablety tj. 0,6713 g. Postupné bylo piipraveno a analyzovano 6 pracovnich roztokl pro
ptesnost, jejichz ptiprava je uvedena Vv kapitole 5.3.6. Byly provedeny 3 nastfiky na
kolonu. Byla stanovena primérna hodnota plochy pika ze 3 nastfikl, ktera byla dale

piepoctena na navazku 0,1600 g.

Tabulka 17 — Presnost metody — Detralex

PRESNOST HES DIO
- 175515| 4894254
3 177879| 5139560
< 172563 | 4945767
S 173673| 5002 632
§ 170443| 4949982
176 620| 5032591
Primér 174 448| 4994131
SD 2 750 85 982
RSD (%) 1,58 1,72

RSD dosahovala hodnoty < 5 %.

6.2.4.4 MobiVen Micro

Bylo navéazeno 10 tablet pfipravku, z nichz byla stanovena primérnd hmotnost jedné
tablety 1,0381 g. Postupné bylo pfipraveno a analyzovano 6 pracovnich roztokl pro
presnost, jejichz pifiprava je uvedena Vv kapitole 5.3.6. Byly provedeny 3 nastiiky na
kolonu. Byla stanovena primérna hodnota plochy pikli ze 3 nastiikl, kterd byla dale

pfepoctena na navazku 0,2500 g.

Tabulka 18 — Presnost metody - MobiVen Micro

PRESNOST HES DIO
- 526117| 5045785
3 524412 5064 489
o 529432 4964910
S 526003 5020314
S 521384| 4998200
525784 5019250
Primeér 525522 5018 825
SD 2619 35 062
RSD (%) 0,49 0,70
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RSD dosahovala hodnoty < 5 %.

6.2.5 Spravnost metody

Pro ovéfeni spravnosti metody byla pouzita metoda standardniho piidavku.

6.2.5.1 Spravnost Cilkanol

Deset tablet piipravku bylo zvazeno a byla stanovena primérna hmotnost jedné tablety,
tj. 0,3256 g. Tablety byly zhomogenizovany ve tieci misce a pro piipravu jednoho
vzorku byla pouzita asi Y tablety, tj. 0,0800 g. Do vzorku bylo pfidano 2 ml vnéjsiho
standardu troxerutinu (¢ = 2500 mg/l). Dal$i postup byl totozny s ptipravou vzorku
z tablety dle kapitoly 5.3.5.

Bylo pfipraveno a analyzovano 6 pracovnich roztoku s ptidavkem vnéjsiho standardu.
U kazdého roztoku byly provedeny 3 néstiky na kolonu. Z hodnot ploch pika vzorku
byla pro kazdy roztok vypocitdna primérna plocha piku a ta byla nasledné ptepocitana
na navazku 0,0800 g. Pro vypocet vytéznosti byl pouzit pramér ploch z hodnot
stanoveni presnosti, plochy pikl ptipravkd s piidavkem standardii a plochy samotnych
standardt odpovidajici piiddvané koncentraci. Rozdilem a pomérem ploch s piidavkem
a bez ptidavku standardii v pfipravku vici plochdm samotnych standardi byla zjiSténa

hodnota vytéZznosti.

Tabulka 19 — Spravnost Cilkanol

SPRAVNOST TRO
3 96,54
(@]
S 99,30
2
T 100,89
= 96,68
2
< 99,34
L2 98,04
Primér 98,47
SD 1,70
RSD (%) 1,73

Primérna hodnota vytéznosti byla dosazena v rozmezi 95 % - 105 %. Pro RSD (%) byla

dosazena hodnota < 5 %.
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6.2.5.2 Spravnost Detralex

Deset tablet piipravku bylo zvazeno a byla stanovena primérna hmotnost jedné tablety,
tj. 0,6713 g. Tablety byly zhomogenizovany ve tfeci misce a pro pfipravu jednoho
vzorku byla pouzita asi Y tablety tj. 0,1600 g. Do vzorku bylo pfidano 2 ml vnéjsiho
standardu diosminu (¢ = 2500 mg/1) a 2 ml hesperidinu (¢ = 2500 mg/l). Dal$i postup
byl totozny s piipravou vzorku z tablety dle kapitoly 5.3.5.

Bylo pfipraveno a analyzovano 6 pracovnich roztoku s ptidavkem vnéjsiho standardu.
U kazdého roztoku byly provedeny 3 néstiiky na kolonu. Z hodnot ploch pikd vzorku
byla pro kazdy roztok vypocitdna primérna plocha piku a ta byla nasledné ptepocitana
na navazku 0,1600 g. Pro vypocet vytéznosti byl pouzit pramér ploch z hodnot
stanoveni ptesnosti, plochy pikl ptipravka s pfidavkem standardii a plochy samotnych
standardt odpovidajici pfiddvané koncentraci. Rozdilem a pomérem ploch s piidavkem
a bez ptridavku standardii v pfipravku vic¢i plochdm samotnych standarda byla zjiSténa

hodnota vytéznosti.

Tabulka 20 — Spravnost Detralex

SPRAVNOST|  HES DIO

*g 99,50 101,70

S 101,20 101,08
S 100,49 101,02
== 96,84 101,15

= 101,16 99,61

2 99,10 101,45
Primér 99,72 101,00
SD 1,65 0,72

RSD (%) 1,65 1,72

Primérna hodnota vytéznosti byla dosazena v rozmezi 95 % a 105 %. Pro RSD (%)

byla dosaZena hodnota < 5 %.

6.2.5.3 Spravnost Hemodin Prebio Forte

Deset tablet pripravku bylo zvazeno a byla stanovena primérna hmotnost jedné tablety,
tj. 1,0167 g. Tablety byly homogenizovany ve tfeci misce a pro pfipravu jednoho
vzorku byla pouZita asi % tablety, tj. 0,2500 g. Do vzorku bylo ptfidano 2 ml vnitiniho
standardu hesperidinu (c = 2500 mg/l), 2 ml diosminu (¢ = 2500 mg/l) a 2 ml rutinu (c =
2500 mg/1). Dalsi postup byl totozny s ptipravou vzorku z tablety dle kapitoly 5.3.5.
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Bylo pfipraveno a analyzovano 6 pracovnich roztoku s ptidavkem vnéjsiho standardu.
U kazdého roztoku byly provedeny 3 néstiiky na kolonu. Z hodnot ploch pikd vzorku
byla pro kazdy roztok vypocitana primérnd plocha piku a ta byla nasledné piepocitana
na navazku 0,2500 ¢g. Pro vypoclet vytéznosti byl pouzit pramér ploch z hodnot
stanoveni ptesnosti, plochy pikl ptipravka s pfidavkem standardii a plochy samotnych
standardt odpovidajici pfiddvané koncentraci. Rozdilem a pomérem ploch s piidavkem
a bez ptfidavku standarda v piipravku vici plocham samotnych standardt byla zjisténa

hodnota vytéznosti.

Tabulka 21 — Spravnost Hemodin Prebio Forte

SPRAVNOST RUT HES DIO

g 98,90 101,87 104,28

S 98,77 99,28 104,94
£ 95,46 102,62 104,06
> 95,66 99,64 104,42

§ 95,89 103,12 104,46

2 95,31 104,89 103,95
Primér 96,66 101,90 104,35
SD 1,69 2,14 0,35

RSD (%) 1,75 2,10 0,34

Primérna hodnota vytéZnosti byla dosazena v rozmezi 95 % a 105 %. Pro RSD (%)

byla dosazena hodnota < 5 %.

6.2.5.4 Spravnost MobiVen Micro

Deset tablet pfipravku bylo zvaZzeno a byla stanovena primérna hmotnost jedné tablety,
tj. 1,0381 g. Tablety byly zhomogenizovany ve tfeci misce a pro pfipravu jednoho
vzorku byla pouzita asi % tablety, tj. 0,2500 g. Do vzorku bylo pfidano 2 ml vnéjsiho
standardu diosminu (¢ = 2500 mg/l) a 2 ml hesperidinu (¢ = 2500 mg/1). Dalsi postup
byl totozny s ptipravou vzorku z tablety dle kapitoly 5.3.5.

Bylo pfipraveno a analyzovano 6 pracovnich roztokl s ptidavkem vnégjs$iho standardu.
U kazdého roztoku byly provedeny 3 nastiiky na kolonu. Z hodnot ploch pikii vzorku
byla pro kazdy roztok vypocitana primérna plocha piku a ta byla nasledné piepocitana
na navazku 0,2500 g. Pro vypocet vytéznosti byl pouzit primér ploch z hodnot
stanoveni ptesnosti, plochy piki ptipravki s pfidavkem standarda a plochy samotnych

standardti odpovidajici pridavané koncentraci. Rozdilem a pomérem ploch s ptidavkem
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a bez pridavku standardi v pfipravku vici plochdm samotnych standarda byla zjisténa

hodnota vytéznosti.

Tabulka 22 — Sprdavnost MobiVen Micro

SPRAVNOST HES DIO

@ 95,18 98,82

S 96,71 98,29
£ 96,36 99,70
g 96,50 99,99

< 96,71 101,09

2 96,00 99,80
Primér 96,24 99,62
SD 0,58 0,97

RSD (%) 0,60 0,97

Primérna hodnota vytéznosti byla dosazena v rozmezi 95 % a 105 %. Pro RSD (%)

byla dosaZena hodnota < 5 %.

6.3 Stanoveni obsahu uc¢innych latek v potravnich doplicich a ve
farmaceutickych pripravcich

Vypracovand metoda byla pouZita pro stanoveni rutinu, troxerutinu, diosminu a
hesperidinu v potravnich doplicich a ve farmaceutickych pfipravcich. Jednotlivé
ptipravky maji odliSné slozeni stanovovanych analyti. V pfipravku Cilkanol je
obsazeno 300 mg troxerutinu, V pfipravku Detralex je obsaZeno 450 mg diosminu,
50 mg hesperidinu. V piipravku Hemodin Prebio Forte je obsazeno 225 mg diosminu,
75 mg hesperidinu, 40 mg rutinu. V piipravku MobiVen Micro je obsazeno 450 mg
diosminu a 50 mg hesperidinu. Uvedené mnozstvi je vztazeno na mnozZstvi uvedenych

analytl v jedné tableté/tobolce. Pro lepsi piehled jsou hodnoty uvedeny v Tabulka 23.

Tabulka 23 — Mnozstvi analytit v jedné tablete.

Ptipravek RUT (mg) | TRO (mg) | DIO (mg) HES (mg)
Cilkanol - 300 - -
Detralex - - 450 50
MobiVen Micro - - 450 50
Hemodin Prebio Forte 40 - 225 75

Byly pfipraveny vzorky pro stanoveni mnozstvi analyti v jednotlivych piipravcich dle

kapitoly 5.3.4. U kazdého roztoku byly provedeny tfi HPLC analyzy. Z praméri
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naméfenych hodnot byl vypocitdn obsah jednotlivych analyti v mg ve vyse uvedenych
ptipravcich. Z primérnych hodnot obsahu analyti v jedné tableté¢ kazdého piipravku a
z naméfenych hodnot bylo vypocitano, jaké mnozstvi analytd Vv procentech tableta

opravdu obsahuje.

6.3.1 Stanoveni obsahu troxerutinu v pripravku Cilkanol
V piipravku je deklarované mnozstvi 300 mg troxerutinu Vv jedné tableté. Primérny
obsah troxerutinu ziskany danou metodou byl 289,83 mg. Toto mnozstvi odpovida

96,61 %.

Tabulka 24 — Deklarovany a zjistény obsah analytii v pripravku Cilkanol

Analyt Deklarovany obsah [mg/tabl.] | Zjistény obsah [%]

troxerutin 300 96,61
mAU c
850 227nm,nm (1.00)
800 f‘ 57.5
750 h
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Obrdzek 31 — Chromatograficky zdznam — stanoveni obsahu troxerutinu (TRO)

Vv pripravku Cilkanol
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6.3.2 Stanoveni obsahu hesperidinu a diosminu v pripravku Detralex

V piipravku je deklarované mnozstvi 50 mg hesperidinu a 450 mg diosminu V jedné
tableté. Pramérny obsah hesperidinu ziskany danou metodou byl 49,82 mg. Toto
mnozstvi odpovida 99,64 %.

Primérny obsah diosminu ziskany danou metodou byl 466,97 mg. Toto mnozstvi

odpovida 103,77 %.

Tabulka 25 — Deklarovany a zjistény obsah analytii v pripravku Detralex

Analyt Deklarovany obsah [mg/tabl.] | Zjistény obsah [%]
hesperidin 50 99,64
diosmin 450 103,77
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Obrazek 32 — Chromatograficky zdaznam — stanoveni obsahu hesperidinu (HES) a

diosminu (DIO) v pripravku Detralex
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6.3.3 Stanoveni obsahu hesperidinu a diosminu v pripravku MobiVen Micro

V piipravku je deklarované mnozstvi 50 mg hesperidinu a 450 mg diosminu Vv jedné
tableté. Pramérny obsah hesperidinu ziskany danou metodou byl 48,19 mg. Toto
mnozstvi odpovidé 96,37 %.

Primérny obsah diosminu ziskany danou metodou byl 477,77 mg. Toto mnozstvi

odpovida 106,17 %.

Tabulka 26 — Deklarovany a zjistény obsah analytii V pripravku MobiVen Micro

Analyt Deklarovany obsah [mg/tabl.] | Zjistény obsah [%]
hesperidin 50 96,37
diosmin 450 106,17
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Obrazek 33 — Chromatograficky zdznam — stanoveni obsahu hesperidinu (HES) a
diosminu (DIO) v pripravku MobiVen Micro

62



6.3.4 Stanoveni obsahu rutinu, diosminu a hesperidinu v pripravku
Hemodin Prebio Forte

V piipravku je deklarované mnozstvi 40 mg rutinu, 75 mg hesperidinu a 225 mg
diosminu v jedné tableté. Primérny obsah rutinu ziskany danou metodou byl 33,72 mg.
Toto mnozstvi odpovida 84,31 %. Primérny obsah hesperidinu ziskany danou metodou
byl 62,55 mg. Toto mnozstvi odpovida 83,40 %. Pramérny obsah diosminu ziskany
danou metodou byl 194,04 mg. Toto mnozstvi odpovida 86,24 %.

Tabulka 27 —Deklarovany a zjisteny obsah analytii Vv pripravku Hemodin Prebio Forte

Analyt Deklarovany obsah [mg/tabl.] |Zjistény obsah [%]
rutin 40 84,31
hesperidin 75 83,40
diosmin 225 86,24
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Obrazek 34 — Chromatograficky zaznam — stanoveni obsahu rutinu (RUT), hesperidinu

(HES) a diosminu (DIO) v pripravku Hemodin Prebio Forte

63



7 ZAVER

Byla vypracovana HPLC metoda pro stanoveni rutinu, troxerutinu, diosminu a
hesperidinu. Uvedené analyty byly stanovovany ve farmaceutickych ptipravcich
Cilkanol (Zentiva, a. s.), Detralex (Les Laboratoires Servier) a potravnich doplicich,
Hemodin Prebio Forte (Valosun a. s.) a MobiVen Micro (Vulm cz a. s.).

Pti optimalizaci byly stanoveny nasledujici optimalni podminky.

Analyza latek probihala pfi pratoku 1 ml/min, byl zvolen nastiik 5 pl. Pro detekci byly
zvoleny dvé vinové délky, podle absorpcnich maxim jednotlivych analytd, tzn. 283 nm
pro hesperidin a 255 nm pro rutin, troxerutin, diosmin a vnitini standard methylparaben,
pro detekci byl pouzit DAD detektor.

Analyza probihala na koloné¢ Ascentis Express RP — Amide (10 cm x 3,0 mm, 2,7 um)
Supelco Analytical, jako mobilni faze byla zvolena acetonitril/voda 30/70 s piidavkem
0,5 % kyseliny octové na upravu pH 3.

Analyza probihala pii teploté 50°C a tlaku 18,6 MPa.

Pti volbé vnitiniho standardu byl stanoven jako nejvhodnéj$i methylparaben.

Retencni ¢as troxerutinu byl 2,100 min, hesperidinu 2,750 min, rutinu 3,166 min,
diosminu 3,886 min, methylparaben (IS) migroval jako posledni v ¢ase 4,406 min.

U testovani parametru linearit, ve sledovaném koncentraénim rozmezi byl dosazen
korelaéni koeficient 0,99907 pro diosmin, 0,99786 pro hesperidin, 0,9998 pro rutin,
0,99623 pro troxerutin, 0,99723 pro methylparaben.

Opakovatelnost vyjadiena jako relativni smérodatna odchylka dosahovala u pracovnich
roztokli vSech koncentra¢nich hladin hodnoty <1 %.

U pracovniho roztoku o koncentraci 10 mg/l se RSD pohybovala v rozmezi od 0,31 %
U pracovniho roztoku 0 koncentraci (c=100 mg/l) se RSD pohybovala v rozmezi od
0,51 % do 0,97 %, nejnizsi hodnoty dosahla u hesperidinu a nejvyssi u rutinu.

U pracovniho roztoku 0 koncentraci (c=500 mg/l) se RSD pohybovala v rozmezi od
0,05 % do 0,48 %, nejnizsi hodnoty dosahla u troxerutinu a nejvyssi u diosminu.
Presnost, vyjadiena jako relativni smérodatna odchylka RSD ve vSech stanovovanych
farmaceutickych pfipravcich a potravnich dopliicich dosahovala hodnoty < 5 %.

U Piipravku Hemodin Prebio Forte dosahovala RSD 1,39 % pro rutin, 1,54 % pro
hesperidin, 3,50 % pro diosmin. U ptipravku Cilkanol dosahovala RSD 1,43 % pro
rutin. U pfipravku Detralex dosahovala RSD 1,58 % pro hesperidin, 1,72 % pro
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diosmin. U piipravku MobiVen Micro dosahovala RSD 0,49 % pro hesperidin, 0,70 %
pro diosmin.

Spravnost byla jako vyjadiena hodnotou vytéznosti.

Ve vSech stanovovanych farmaceutickych piipravcich a potravnich doplicich byla
dosazena vytéznost Vrozmezi 95 % - 105 %. Pro RSD (%) byla dosazena hodnota
<5%.

Vytéznost se pohybovala v rozmezi 96 % - 104 %.

Bylo vypocitano rozliSeni mezi piky R, jeho hodnota se pohybovala v rozmezi
1,993 - 3,183. Pozadavek na R > 1.5 byl splnén.

Byl vypoéitan faktor asymetrie jednotlivych pikt T, jeho hodnota se pohybovala od
1,057 — 1,603. Pozadavek na T < 2 byl splnén.

Byl vypocitan pocet teoretickych pater N. Hodnota N byla v rozmezi 2189 — 4621.
Pozadavek na N > 1500 byl splnén.

Zjistény obsah stanovovanych analytd ve farmaceutickych piipravcich Cilkanol a
Detralex odpovida obsahu deklarovanému vyrobcem, nachazi se rozmezi od
95 - 105 %. Obsah stanovovanych analytti v potravnich dopliicich odpovida u MobiVen
Micro 96,37 % pro hesperidin, 106,17 % pro diosmin a u potravniho dopliku Hemodin
Prebio Forte 84,31 % pro rutin, 83,40 % pro hesperidin, 86,24 % pro diosmin obsahu
deklarovanému vyrobcem. ProtoZe se jedna o potravni dopliiky, deklarovany obsah neni

garantovan a nemusi odpovidat danému obsahu.
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