UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
FARMACEUTICKA FAKULTA
V HRADCI KRALOVE

KATEDRA FARMACEUTICKE CHEMIE
A KONTROLY LECIV

DIPLOMOVA PRACE

Vyuziti chromatografickych metod pii hodnoceni [é¢iv XIII

( Hodnoceni stability amisulpridu )

Hradec Kralové 2006 Martina Chudé&jova



Na tomto misté bych chtéla podékovat vedoucimu mé diplomové prace
RNDr.Milanu Mokrému za vSestrannou pomoc, trpélivost, neocenitelné rady

a odborné vedenti pii jejim vypracovavani.



OBSAH

L. UVOD. .. eereereeee e e e e e ee e e e e e e e 5
2. TEORETICKA CAST...ccettiiiiiiiiiiiiieeetteeeeeeeeeeeeneeeeeeeeeeesaennn, 7
2.1. Definice a rozdéleni chromatografickych metod............................ 8
2.2. Teoretické zaklady chromatografického procesu........................... 13
2.3. Vysokouc¢inna kapalinovad chromatografie.........................o.o.ee 16
2.3.1. Instrumentace VHPLC.... ... 16
2.3.1.1. Zasobniky mobilni faze..................coii 17
2.3.1.2. Cerpadla mobilni fAZe..............ccouviiiiiiiieiiieiie e 17
2.3.1.3. Davkovaci zafizent..........cooouiiiiiiiii i 18
2.3.1.4. Chromatografické kolony a jejich naplné.......................... 18
2.3.1.5. Detektory. .. .o, 19
2.3.1.6. Zatizeni pro zpracovanidat.................oceiiiiiiiii i, 22

2.3.2. Kvalitativni a kvantitativni analyza HPLC chromatogramu..........23

2.4. Validace analytickych metod................cooiiiiiiiiii e, 24
2.5, Stabilita IECIV. .. ouve et 27
2.6. Amisulprid a jeho vIastnosti..............ocoiii i 31
2.6.1. Farmakologické vlastnosti amisulpridu........................ooeie. 32
2.6.2. Indikace a kontraindikace amisulpridu..............................L 33
2.6.3. Interakce amisulpridu............ooooiiiiiiii 33
2.6.4. Nezéadouci u€inky amisulpridu................coviiiiiiiiiiinnn. 33



2.6.5. Intoxikace amisulpridem.............coooiiiiii i 33

2.6.6. Piehled publikovanych praci zabyvajici se analyzou

amisulpridu. ... ..o 34
3. CIL PRAGCE ...ttt eeeeeeeeneaesesesesasasasasnsnsnsnsessesesesesesesnsnses 36
4. EXPERIMENTALNI CAST . eueniniitteieeeeeeeeneneeesnseesnenseesesnsnnens 38

4.1. Pouzity chromatograficky material, pfistroje, pomtcky a chemikalie 39

4.2. Vyvoj chromatografickych podminek pro stanoveni amisulpridu

pomoci HPLC s UV detekei........oooviiiiiiiiiiiiie e, 41
4.3. Studium stability amisulpridu................ocooiiiii i, 44
4.4. Stanoveni obsahu amisulpridu v tabletach.................................. 45
5. VYSLEDKY A DISKUZE.......ccccetvuueerueereneereneersneeesneessnneesniens 46
5.1. Vyvoj chromatografickych podminek pro HPLC analyzu
AMISUIPIIAU. ... 47
5.2. Vysledky studia stability amisulpridu......................ocoiiiin 50
5.2.1. Stabilita amisulpridu v roztoku HyOy ..o, 50
5.2.2. Stabilita amisulpridu v roztoku HCI.................ocooiiiin, 55
5.3. Vysledky stanoveni obsahu amisulpridu v tabletach...................... 57
6. ZAVER.....cccciiiiiiiiiiiiiitiitieeeinnnrtttee e e aesaae e, 61
7. LITERATURA. (e iiiiiiiiiiiiiiiiiittiiitiiiietiatintetastassstsnssnnsonsen 63



1.UVOD



Vysokou¢inna kapalinova chromatografie — High performance liquid
chromatography (HPLC) patii v dne$ni dob¢ k nejmodernéjSim, nejprogresivnéjsim,
a nejvice pouzivanym separacnim metodam. Pfednostmi kapalinové chromatografie
jsou jeji citlivost, selektivita, rychlost analyzy, minimalni mnoZzstvi vzorku
potfebného k analyze, moznost kvalitativniho, a soufasné¢ 1 kvantitativniho,
hodnoceni z jednoho chromatografického zaznamu a moznost Uplné automatizace.
Pomoci HPLC je mozné sledovat Cistotu a stabilitu 1é¢iv a nasledovné pak hodnotit
piipadné necistoty a rozkladné produkty.

Amisulprid patii mezi atypicka antipsychotika nékdy také oznaCovéna jako
antipsychotika  Il.generace, pro které je charakteristicky nizky vyskyt
extrapyramidovych nezadoucich ucinkl typickych pro klasicka neuroleptika, a jsou

proto velmi perspektivnimi 1€¢ivy.



2. TEORETICKA CAST



2.1. Definice a rozdéleni chromatografickych metod

Chromatografické metody jsou vysoce ucinné separacni metody, slouzici
k oddéleni analyzovanych slozek ze smési a zaroven k jejich kvalitativni i
kvantitativni analyze. Jejich pfednosti vyniknou ptredevsim pii analyzach smési latek,
kdy ostatni analytické metody, jako napt. spektrofotometrické, nelze principialné
pouzit. Jelikoz veSkeré technické produkty a velka vétSina ptirodnich latek jsou

slozité smési, maji chromatografické metody prvotrady vyznam.

Princip chromatografického déleni

Pii vSech chromatografickych metodach se mnohonéasobné ustavuje rovnovéha
soucasti analyzované smési mezi dvéma vzajemné nemisitelnymi fazemi. Jedna
nepohybliva, stacionarni faze mé schopnost riznou mérou zadrzovat jednotlivé
soucasti analyzované smési, druhd, pohybliva mobilni faze pak vymyva ( eluuje )
jednotlivé soucasti smesi z nepohyblivé faze a 0dnasi je ve sméru toku riiznou

rychlosti, ¢imz dojde k jejich oddé€leni.

V soucasné dob¢ se pouziva mnoho typti chromatografickych metod, které se 1isi

z hlediska povahy

= separacniho d&je
= pouzité techniky
= zpusobu vyvijeni

= skupenstvi pohyblivé a nepohyblivé faze W



Podle podstaty separaéniho déje

Tab. 1: Rozd&leni metod @

Nazev Povaha hlavniho procesu Veli¢iny urcujici  velikost

chromatografické afinity délenych latek k fazi

metody
adsorpéni adsorpce adsorpéni izoterma
rozdélovaci | extrakce, rozpousténi rozdélovaci konstanta
iontove elektrostaticka interakce naboj, disociacni konstanta
vyménna a difuze a efektivni pramér iontu
gelova difuze efektivni molekularni objem
afinitni Specificka interakce obecna veli¢ina zatim chybi

s afinantem

ADSORPCNI CHROMATOGRAFIE

Déleni latek nastava disledkem razné adsorpce z pohyblivé faze na povrch
adsorbentu. Adsorbentem ( nepohyblivd faze ) byva nejcastéji oxid hlinity,
hotecnaty, silikagel, praskovana celul6za nebo aktivni uhli. Pohyblivou fazi tvoii
bud'to Cistd rozpoustédla sestavena podle elu¢ni schopnosti do tzv. eluotropni fady

nebo smési rozpousteédel. @

ROZDELOVACI CHROMATOGRAFIE

K déleni latek dochazi na zakladé jejich rtznych rozdélovacich koeficientd.
Zpravidla se pouziva dvoufazovy systém, pficemz jedna faze byva bohat$i na
organickd rozpouStédla a druhd na vodu. Chromatograficky sloupec je naplnén
inertnim nosi¢em ( silikagel, kifemelina, silikaty, celul6za ), na jehoz povrchu je
zakotvend ucinnd stacionarni kapalnd faze ( na celul6ze nejcastéji voda ). Po vneseni
roztoku délené smési dochazi pii pritoku mobilni faze ( organické rozpoustédlo,
nemisitelné se stacionarni fazi ) k opakovanému rozdélovani ( extrakci ) soucasti
smési mezi obé kapalné faze, pii plynové chromatografii mezi kapalnou a plynnou

fazi, 12



IONTOVE VYMENNA CHROMATOGRAFIE

Na povrchu stacionarni faze dochazi k interakci iontd délenych latek
s ionogennimi skupinami téchto fazi. lonty vdzané na povrchu stacionarni faze se
vyménuji na zaklad¢é naboje, velikosti iontl a disociacni konstanty za ionty pfitomné
Vv mobilni fazi. Podle typu vazaného iontu pak rozliSujeme anexy ( aniony ) a katexy

( kationy ).®¥

GELOVA CHROMATOGRAFIE

Pfi tomto druhu chromatografie jsou latky déleny podle velikosti a tvaru
molekuly. Stacionarni faze je tvofena gelem, jimz je inertni zesiténd nerozpustna
polymerni matrice nasycend kapalinou, nejcastéji vodou. Stejna kapalina je pouzita
jako mobilni faze. Inertni matrice polymeru vytvaii v gelu pory rtizné velikosti,
podle druhu pouzitého materidlu. Latky tvofici délenou smés jsou z kolony eluovany

v pofadi podle své klesajici molekulové hmotnosti.®

AFINITN] CHROMATOGRAFIE

Podminky afinitni chromatografie se rtizni podle druhu izolovanych biologicky
aktivnich latek, nebot’ jsou dany vyjimecnou specifickou biologickou povahou jejich
selektivni interakce s danym afinantem. Afinantem pro izolaci protilatek je antigen,
pro izolaci antigenu protilatka. Pomoci vhodnych afinantii lze izolovat nukleové
kyseliny, transportni a represorové bilkoviny, hormony i jejich receptory a fadu

dalsich latek.®

Podle pouzité techniky

KOLONOVE USPORADANI
PLOSNE USPORADANT - papirova

-tenkovrstva®®

Podle zpusobu vyvijeni

FRONTALN{ CHROMATOGRAFIE
Tato technika spociva ve stalém ptivadéni roztoku délené smési na kolonu az do

konce chromatografického procesu. Vzorek je tedy rozpustén v mobilni fazi.
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Nejdiive vychédzi z kolony slozka snejmensi afinitou, kterd je tudiz nejméné
brzdéna. Frontdlni technika neni vhodna k preparativnim ucelim, nebot v Cisté

formé Ize izolovat jen ¢ast slozky vychézejici jako prvni.(z)

VYTESNOVAC{ CHROMATOGRAFIE

Princip této metody spocivd vtom, Ze se na chromatografickou kolonu
jednorazové vnese jen cast chromatografické smeési, poté se az do konce
chromatografovani kontinualn¢ ptivadi roztok latky, kterd ma ke stacionarni fazi
nejvetsi afinitu. Proto toto — tzv. vytésnovadlo — uvolfiuje ze stacionarni faze
vSechny predem zadrzené slozky. Slozka, kterd ma nejmensi afinitu ke stacionarni
fazi, opousti kolonu jako prvni, jako posledni vytéka vytésnovadlo. Tato metoda
nemuze vést k uplnému rozdéleni sloZek. Jestlize nasledujici slozka ma uvoliiovat
ptedeslou z interakce se stacionarni fazi, musi byt vSechny slozky v kontaktu a

s i1 saos o x s w1 (2
dochazi k &asteénému miseni slozek.?

ELUCNI CHROMATOGRAFIE

Na kolonu se vnese jen malé ¢ast roztoku smési a kolona se eluuje mobilni fazi,
které ma ke stacionarni fazi mensi afinitu nez kterdkoliv ze slozek. Slozky se
pohybuji pomérné pomalu, k jejich postupu je tieba pomérné¢ velkého mnozstvi
rozpoustédla. Latky jsou vymyvéany v poradi podle velikosti sorpce na staciondrni
fazi a Casto od sebe rozdéleny mobilni fazi. Pfi jednoduché (izokratické ) eluci se
kolona promyva stile stejnou mobilni fazi tak dlouho, az dojde k odd¢€leni
jednotlivych slozek a odd¢lené latky postupné opusti kolonu v roztoku eluatu.
Stupniovitd eluce se provadi postupnym promyvanim kolony nékolika eluenty,
z nichz kazdy nasledujici m& vzdy vyS$i eluéni schopnost. Tyto mobilni faze
postupné uvoliluji jednotlivé slozky smési z vazby na stacionarni fazi a vymyvaji je.
Pi1 gradientové eluci se postupné plynule méni pH mobilni fdze nebo koncentrace
polarnéjsi slozky v mobilni fazi. Tento zplisob vyvijeni se pouZivd zejména pfi
déleni komplikovanéjSich smési a jeho cilem je zkraceni doby analyzy a ziskani

ostiejsiho rozdéleni latek.*?

11



Podle skupenstvi fazi

KAPALINOVA — mobilni faze je kapalina a stacionarni fazi je nemisiteln4 kapalina

nebo pevna latka

PLYNOVA — mobilni fazi je plyn a stacionarni fazi kapalina nebo pevna latka™®

12



2.2. Teoretické zaklady chromatografického procesu

Charakteristickou veli¢inou pro kazdou latku v daném chromatografickém
procesu je retencni ( elucni ) Cas tg nebo retencni objem Vg. Retencni Cas je doba,
ktera uplyne od néasttiku vzorku do dosazeni maxima piku a reten¢ni objem je objem
mobilni faze, kterd protece kolonou od nastfiku po eluci koncentraéniho maxima
piku. Tyto dvé¢ veli¢iny spolu souvisi vztahem:

VR = tR Y

kde v je pritokova rychlost mobilni faze.

Retenc¢ni objem je dan souctem veliCin:

Vr=V'rR+Vm
kde V'r je skute¢ny retencni objem a Vy ( mrtvy objem ) odpovida celkovému
objemu mobilni faze od néastfiku az po detektor. U vétSiny dobfe sestrojenych
piistroju je tento objem minimalni a proto jej 1ze zanedbat.
Analogicky plati tento vztah i pro retencni Cas:

tr=tR+1tm

kde t'r je skutecny retencni ¢as a ty je mrtvy c¢as kolony, tj. Cas latky, ktera se

Vv kolon¢ nezadrzuje.

Dale se k charakteristice retence pouzivd hmotnostni distribu¢ni pomér Dy

( zndmy jako kapacitni faktor k" nebo reten¢ni faktor k ), pro ktery plati vztahy:

Hmotnostni distribuéni pomér vyjadiuje pomér mezi celkovym mnozstvim
chromatografované latky ve stacionarni fazi k celkovému mnozstvi této latky ve fazi
mobilni. Je pfimo imérny rovnovaznému distribu¢nimu koeficientu K¢ ( zndmy téz
jako distribu¢ni konstanta ), ktery je vyjadienim poméru koncentraci

chromatografované latky v obou féazich.

Dm:Kcﬁ

M
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kde Vs je objem stacionarni faze a V objem mobilni faze. Hmotnostni distribu¢ni
pomér dovoluje odhadnout eluci latek z kolony v pfijatelném case a retenénim
objemu. Pokud je D, malé (1 az 10) je trvani analyzy kratké.

K popisu ucinnosti separace latek se pouziva veli¢ina rozliSeni Rs. RozliSenim

se rozumi rozdil vzdalenosti dvou pika separovanych latek a plati pro né vztah:

_ 118(t2-t)
Wi+ W2

Rs

kde t 1, jsou reten¢ni Casy pikii a w 1, jsou Sitky pikd v poloviéni vysce.
Dokonalého rozliSeni az na zakladni linii se dosahne pii hodnoté¢ Rs= 1,5. RozliSeni
souvisi s kapacitnim pomérem, distribu¢ni konstantou a u¢innosti.

Separacni ucinnost kolony se vyjadiuje pomoci parametru ucinnosti kolony,

ktery je vyjadien poctem teoretickych pater N, pro které plati:

N =554 (t—Rjz
Wh

Pfi vypoctu mnozstvi teoretickych pater se pouziva retencni Cas tg testované
latky a Sitka piku v poloving jeho vySky wy . Zdanlivy pocet teoretickych pater se
meéni se stanovovanou slozkou, kolonou a retenénim ¢asem.

Pro srovnani ucinnosti riznych kolon se pouziva parametru vyskového
ekvivalentu patra H, ktery je pomérem délky kolony L vyjadiené v metrech a poctu

teoretickych pater N dle vztahu:
H= L
N

Vyskovy ekvivalent teoretického patra zdvisi na fadé parametrl, dalezitym je

pritokova rychlost U. Zavislost popisuje Van Deemterova rovnice:

_ A+B
U+CuU

14



kde A je ptispevek turbulentni difuze, B je pfispévek molekularni difuze, C
charakterizuje pfispévek odporu vi€i pfevodu hmoty k vySkovému ekvivalentu
teoretického patra. Pro dosazeni ucinné separace je nutné, aby hodnota ekvivalentu
teoretického patra Cinila 0.01 — 1.00 mm. DalSimi faktory ovliviiujicimi tuto veli¢inu
je mimokolonovy mrtvy objem a objem analyzovaného vzorku.

Dulezitym parametrem je také selektivita kolony. To je mira relativni separace
dvou slozek smési:

Dm2
Dml

t'r2
0= — =
tr1

Selektivitu v kapalinové chromatografii je mozné ovlivnit slozenim mobilni faze,

zménou pH mobilni faze, teplotou a také naplni kolony.(7’8‘9)

Dalsi parametr je pomér signalu k Sumu ( S/N ), ktery ovliviiuje pfesnost

stanoveni obsahu slozek. Vypocita se ze vzorce:

S/N:Z_H
h

H je vyska piku odpovidajiciho dané latce na chromatogramu piedepsaného
porovnavaciho roztoku.

h zna¢i absolutni hodnotu nejvétsi vychylky signalu Sumu od zakladni linie na
chromatogramu kontrolniho roztoku ziskaného pfti slepé zkouSce a sledovaného
vrozsahu umérmném 20-ti nasobku Sitky piku v poloviné jeho vysky na
chromatogramu pfedepsaného porovnavaciho roztoku pozorovaného v misté

rovnomérné situovaného okolo mista, kde by se tento pik nachazel. !0

15



2.3. Vysokoudinna kapalinova chromatoqrafie

Vysokoucinna chromatografie je v soucasné dob¢ jedna z nejprogresivnéjSich
analytickych metodik, kterad nachézi stale vétsi uplatnéni ve vSech oblastech analyzy
1é¢iv a Siroce je vyuzivana ve vSech modernich 1€kopisnych monograﬁich.(e)

Déleni latek nastdva mezi stacionarni fazi naplnénou v koloné¢ a mobilni fazi
prochazejici kolonou za vysokého tlaku. Protoze k déleni latek lze piitom vyuzit
vSech vratnych dvoufazovych separacnich mechanismt ( adsorpce, rozd€lovani,
iontovd vymeéna, sitovy efekt gelu ), je mozno nalézt selektivni a Uc¢inny
chromatograficky systém k d€leni smési prakticky vsSech organickych latek

rozpustnych ve vod¢, ve ziedénych kyselindch nebo organickych rozpouétédlech.(l)

Vyvoj

Principy a moznosti kolonové chromatografie byly znamy od Cvetova objevu
chromatografie ( 1906 ). Po vice nez padesat let zlstala kapalinova chromatografie
na okraji zdjmu analytické chemie, co do vyznamu daleko za chromatografii
papirovou, chromatografii na tenké vrstvé a predevSim za plynovou chromatografii.
Klasickd kolonova kapalinovd chromatografie byla velice pracna a zdlouhava,
ucinnost déleni vétSinou nizk4d. Prvnimi kapalinovymi chromatografy byly
automatické analyzatory aminokyselin, vyvinuté zacatkem padesatych let.
V poloving Sedesatych se objevily prvni gelové chromatografy. Prudky vyvoj zacal
v sedmdesatych letech objevy v oblasti mikroelektroniky a makromolekularni
chemie. Byly dosazeny reprodukovatelné pritoky mobilni faze prochazejici kolonou
pod tlakem desitek MPa, vyvinuty citlivé detektory s vnitinim objemem priutokové
cely menSich nez 10 nebo 15 pl a pfipraveny ndplné kolon s definovanymi
vlastnostmi velmi malymi rozméry castecek. Rozvoj mikroelektroniky umoznil
detekci na podkladé kontinualniho méteni absorpce zareni v ultrafialové, ¢i viditelné

oblasti, popt. méfenim indexu lomu. @89

2.3.1. Instrumentace v HPLC

Kapalinovy chromatograf se sklada z ¢erpaciho systému, davkovaciho zatizeni,
chromatografické kolony ( miize byt pouzit i regulator teploty kolony ), detektoru a

zafizeni na zpracovani dat ( integratoru ¢i pocitace ). Mobilni faze je do

16



systému piivadéna z jednoho nebo vice zasobnikli a protéka obvykle konstantni

rychlosti kolonou a poté detektorem. ")
1
§
‘T 4
Y @ i o 5 7

Obr. 1: Schéma kapalinového chromatografu
1-zasobnik(y) mobilni faze; 2-vysokotlaké ¢erpadlo; 3-davkovaci zafizeni,
4-kolona; 5-detektor; 6,7-zafizeni na zpracovani dat

2.3.1.1. Zasobniky mobilni faze

Konstrukénim materialem zasobnikd byvé nejcastéji sklo, plasty ( polyethylen,
polypropylen, polytetrafluorethylen ) nebo nerezova ocel. Casto je tieba zbavit
mobilni fazi pohlcenych plynt, a proto jsou nékteré typy zasobnikli uzaviené vickem
se dvéma vyvody. Jeden vyvod je urCen pro piivod helia nebo jiného inertniho
plynu, druhy je pro pfipojeni na vakuovou linku. K propojeni chromatografickych
systémi se vétSinou pouziva kapilar z plasti. Mnohem pevnéjsi spojeni je voleno u

systémt pracujicich s vysokymi tlaky, kde se uzivaji kapilary z nerezové oceli.t”

2.3.1.2. Cerpadla mobilni faze

Cerpaci systémy jsou potiebné pro piivadéni mobilni faze konstantni
pritokovou rychlosti. Kolisani tlaku ma byt co nejmensi, ¢ehoz se dosahuje napf.
prichodem tlakovaného rozpoustédla zatizenim na tlumeni pulzii. Zaroven je tieba,
aby konstrukéni materidl byl chemicky odolny proti korozivnim u¢inkiim
dopravovanych kapalin.Dullezity je rovnéZ vystupni tlak na Cerpadlech od 1 do 60
MPa, pritokova rychlost od 0,1 do 10 ml/min, dobra reprodukovatelnost nastaveni

pratoku a vysokd presnost. V dnesni dob¢ se nejcastéji pouzivaji dvou az tii pistova

17



Cerpadla s registraci okamzitého tlaku a naslednou regulaci frekvence impulzt, které
fidi chod elektromotoru pumpy. Pro zajiSténi minimalniho kolisani tlaku je nutné
dokonalé odplynéni mobilni faze. Cerpadla pracujici s konstantnim pritokem
vyuzivaji mechanického pohonu pistu v komoie, kde zdrojem hnaci sily jsou

elektromotory. (/112

2.3.1.3. Davkovaci zafizeni

Vzorek, ktery se ma chromatograficky rozd¢lit, se nejprve dokonale rozpusti ve
vhodném rozpoustédle, nejlépe v mobilni fazi a davkuje se do kolony. U¢innost
celého chromatografického systému je do znacné miry zavisla i na dokonalém
davkovani vzorku. Davkovaci zafizeni pouzivajici techniky nastfiku injekcni
stiikackou pfes septum nebo pfi zastaveném pratoku mobilni faze se jiz prakticky
nepouzivaji. U modernich pfistroji se pouzivaji bud’ smyckové davkovace na
principu piepinacich ventilii nebo automatické davkovace. Principem je systém
pevného pouzdra s otoénym jadrem a teflonovymi krouzky. Injekéni stiikackou se
naplni davkovaci kapilara bez pferuseni pritoku mobilni fize a oto€enim jadra se
zatadi do pratoku. Vzorek je vytlacen proudici mobilni f4zi na chromatografickou
kolonu. Davkovaci zafizeni umoziuje vpraveni konstantniho objemu do kolony, a

. f X “ oy 79,1
tak neni nutné piesné odmefovat mnozstvi vzorku.("**?

2.3.1.4. Chromatografické kolony a jejich naplné

Chromatografické kolony jsou tvofeny trubici z rlizného materidlu, naplnéné
sorbentem. V dne$ni dobé se zhotovuji pfevazné ztrubic z antikorozni oceli
S leSt€énym vnitinim povrchem. Do tlakd cca 20 MPa lze pouzit i kolony ze
specidlniho tvrzeného skla, které se z bezpec¢nostnich dlivodli umist'uji do kovového
pouzdra.®¥

Pro analytickda méfeni se pouzivaji analytické kolony v délce 5 — 30 cm
s vnitinim primérem 3 — 5 mm. Népln€ maji velikost ¢astic 3 — 10 pm. Diky
uvedenému zrnéni obsahuji tyto kolony az 5.000 nebo 10.000 teoretickych pater na
10 cm délky. U vétSiny separaci se vyuziva chemicky modifikovany oxid kfemicity
( silikagel ), ktery se upravuje reakci s rtiznymi silaniza¢nimi €inidly za vzniku
kovalentné¢ vazanych silylovych derivatd, které pokryvaji proménlivé mnoZstvi
aktivnich mist na povrchu, a tak urcuji jeho vlastnosti. Sorbenty lze rozdélit podle

jejich polarity. Nepolarnim sorbentem je silikagel modifikovany na svych
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hydroxylovych skupinach alifatickym fetézcem s 8 nebo s 18 uhliky ( = Si-(CHy);-
CH3; , = Si-(CH3)17-CH3 ). Jedna se o tzv. reverzni faze. Stiedné polarni fazi
predstavuje tfiuhlikaty fetézec obsahujici skupinu —CN, -NH,, -OH ( = Si-(CHy)3-
CN , = Si(CHy)3-NH; , = Si-(CH3 )3-OH ). Jako polarni sorbent se pouziva silikagel.
Je vhodny pro vétSinu latek mimo siln¢ bazickych, které interaguji s jeho slabé
kyselym centrem. Dale také oxid hlinity, ktery se pouziva pro déleni nepfilis
polarnich latek, které se od sebe stéricky 1i§i. Mezi polarni sorbenty patii také oxid
hotecnaty, (911151617

Moderni pfistroje umoziuji pouzit pfi d€leni latek ne€kolik kolon najednou,
jedna se o techniku ptepinani sprazenych kolon ( column switching ). Kolony byvaji
napojeny za sebou a mohou se liSit délkou, naplni atd. Metoda se pouziva ke

zlepseni separace latek a zkracuje ¢as analey.(g)

2.3.1.5. Detektory

Detektory slouzi k indikaci latek vychazejicich z chromatografické kolony.
Zpravidla se od nich pozaduje, aby sledovaly koncentraci separovanych slozek
Vv eludtu. Detektor sleduje pomoci vhodného snimace né€kterou z vlastnosti eludtu a
signal se po zesileni ptfivadi do zapisovace, ktery poskytuje zaznam zavislosti
intenzity daného signdlu na Case.

K detekci separovanych latek se zpravidla vyuZziva urcitych jejich vlastnosti,
jimiz se tyto latky 1i8i od sloZzek mobilni faze. V podstaté rozliSujeme dva typy
detektori — univerzalni a selektivni. Na detektor se kladou zejména tyto
pozadavky:

e linearita odezvy v co nej$irsim rozmezi koncentraci

e dostatecné velky pomér mezi Sumem a métenou hodnotou

e vysoka citlivost

¢ maly mimokolonovy pfispévek k roz§ifovani elu¢nich zén

e mala citlivost ke zménam pritoku a tlaku

e moznost uzit gradientovou eluci®
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Tab. 2: Piehled veli¢in méfenych detektory(g)

Mg¢ftena veli¢ina Nézev detektoru

absorpce zareni fotometricky ( spektrofotometricky )
v ultrafialové, viditelné a infraCervené oblasti

index lomu refraktometricky

fluorescence fluorimetricky

elektrolyticky proud polarograficky

elektricka vodivost vodivostni

permitivita kapacitni, permitivni

elektrodovy potencial potenciometricky

ioniza¢ni proud transportni s plamenoioniza¢ni detekci

sorpcni teplo ( teplota ) mikroadsorp¢ni

radioaktivita radiometricky

Nejpouzivangjsi jsou fotometrické metody pracujici v ultrafialové oblasti nebo
viditelné  oblasti  svételného  zéfeni, ndasleduji detektory fluorimetrické,
elektrochemické a refraktometrické. V dneSni dobé jsou také castéji pouzivany i

detektory hmotnostni.®¥

Spektrofotometrické detektory

Prométuji absorbei elektromagnetického zateni urcité vinové délky slozkami
eluatu protékajiciho celou detektoru. K detekci 1é¢iv se vyuziva predev§im UV oblast
spektra. V praxi se uplatiiuji pfedev$im UV detektory, event. UV-VIS detektory.
Nejuzivangjsi UV detektory:

e UV detektor s fixni vinovou délkou ( nejcat&ji 254 nm a nebo 280 nm, pfi
nichz absorbuje vétsina 1é€iv ). Jsou pomérné jednoduché konstrukce a cenoveé
nejdostupnéjsi.

e UV-VIS detektor sproménnou vilnovou délkou ( libovolné¢ meénitelna dle
potieb )

e scanning UV detektor ( snimajici béhem nckolika sekund absorpéni spektrum

Vv maximu piku hodnoceného 1éc¢iva )

20



e diode array detektor ( fizeny pocitacem, trojrozmérnd projekce, snima
absorp¢ni spektrum, hodnoti 1é¢ivo soucasné pii nékolika vinovych délkéch,

porovnava pomery absorbanci )

Spektrofotometrické detektory se vyzna&uji znacnou citlivosti ( 10 az 10™° g/ml)

a Ize je pouzit pii gradientové eluci.®

Fluorimetrické detektory

Vyuzivaji se v ptipadech, kdy analyzované 1écivo ( rozkladny produkt ) vykazuje
fluorescenci. Latky, které nefluoreskuji, 1ze mnohdy derivatizaci s vhodnymi Cinidly
prevést na fluoreskujici derivaty. Fluorimetrické detektory jsou tedy méné
univerzaln&jsi nez UV detektory, ale citliv&jsi ( 10 az 102 g/ml ), selektivngjsi a

: < Gl g : . . (6
jsou rovnéz pouzitelné pii gradientové eluci.©

Elektrochemické detektory

Slouzi k detekci latek  schopnych  elektrochemické reakce, tj. oxidacné-
redukénich zmén, jez probihaji na fazovém rozhrani roztok — elektroda.
Ampérometrické detektory méti proud vyvolany prichodem redukovatelné nebo
oxidovatelné latky pritokovou celou, v niz jsou umistény elektrody s vloZenym
pracovnim napétim. Pouzivd se dvouelektrodovych nebo castéji tiielektrodovych
systému ( skladajicich se z mérné, srovnavaci a pomocné elektrody ).

Ampérometrické detektory pouzivaji tuhé mérné elektrody zhotovené nejcastéji ze
skeln¢ho uhliku, grafitovych vlaken, grafitové pasty nebo kovii. Nevyhodou téchto
materiali je zanaSeni a postupna dezaktivace jejich povrchu produkty oxidace a
redukce a necistotami z mobilni faze, coZ vyzaduje Castou rekalibraci detektoru pfi
kvantitativni analyze.

Polarografické detektory pracuji se rtutovou kapkovou elektrodou, u niz se
pravidelné obnovuje povrch.

Elektrochemické detektory umoziuji dosdhnout velmi vysoké citlivosti ( detek¢ni
limit 10° az 10™ g/ml ). Dulezité pii jejich pouzivani je viak diikladné odplynéni
mobilni faze, abychom doséhli stabilni nulové linie a méli reprodukovatelné vysledky.
Mobilni faze musi byt vodiva, takze tyto detektory nelze pouZit pii chromatografii

V systémech s normalnimi fazemi.
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Coulometrické detektory métfi néboj potiebny k oxidaci ¢i redukci celkového
mnozstvi latky pfi pritoku mérnou celou. Umoznuji dosdhnout vétsi citlivosti detekce

nez ampérometrické detektory. ¥

Refraktometrické detektory

M¢fti rozdilny index lomu mezi Cistou mobilni fazi a eludtem vytékajicim
Z kolony, obsahujicim analyzovanou latku. Jsou prakticky univerzalni ( vyhodnoti
jakoukoliv latku ), ale pfi analytickém hodnoceni 1éCiv se pouzivaji ojedin€le pro
pomémné velké nevyhody — predeviim vyrazné mensi citlivost ( 10° g/ml ), nutnost
termostatovani ( odezva detektoru je znacné zavisla na teploté ) a nelze je pouzit pfi

gradientové eluci.®

Hmotnostni detektory

Pro detekei 1€Civ je v posledni dobé vyuzivano téz spojeni HPLC s hmotnostni
spektrometrii ( MS ). Po vystupu z HPLC kolony je nutno z eluentu odstranit mobilni
fazi a molekuly 1é¢iva v plynném stavu jsou v hmotnostnim spektrometru ionizovany
narazy elektronli, termoionizaci ¢i elektronizaci. Nabité cCastice ( molekularni a
fragmentarni ionty ) jsou v magnetickém nebo vysokofrekvencnim poli separovany
podle hmotnosti a ndboje a zaznamenano hmotnostni spektrum ( tj. ¢etnost iontl ve
vztahu k poméru - hmotnost/pocet naboji ). Spojeni HPLC-MS je vysoce selektivni,
vysoce citlivé a poskytuje fadu udajii potfebnych pro identifikaci 1éciv. Hmotnostni

detektory jsou finan¢né velmi narocné.©

2.3.1.6. Zarizeni pro zpracovani dat

K vyhodnoceni a dal§imu zpracovani chromatografickych dat se diive pouZivaly
jedno- i vicekanalové integratory vybavené mikroprocesorem. Dnes se pouzivaji
hlavné pocitae vybavené specidlnim softwarem pro zpracovani chromatografickych
dat. Pocita¢ pfimo ovlada pracovni parametry chromatografu ( slozeni mobilni féze,

pritok mobilni faze, teplota, citlivost detektoru )44
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2.3.2. Kvalitativni a kvantitativni analyza HPLC chromatogramu

Zakladni kvalitativni charakteristikou v HPLC je reten¢ni ( elucni ) Cas tg, cozZ je
¢as od nastfiku vzorku na kolonu k maximu chromatografického piku. NecastéjSim
dikazem totoznosti je shoda retencnich c¢asti chromatografického piku 1éc¢iva
V analyzovaném vzorku s retencnim casem piku standardu. Nékteré moderni UV
detektory umoziuji v maximu chromatografického piku sejmout UV spektrum; shoda
UV spekter vzorku a standardu je dalsi identifika¢ni charakteristikou.

Kvantitativni  charakteristikou v HPLC je plocha ( event. vyska )
chromatografického piku. Pro stanoveni jednotlivych slozek ve smési se nejcastéji

pouzivaji dvé metody:

A) Metoda vnéjsiho standardu, ktera spoc¢iva ve dvou krocich ( dvojim davkovani).
V prvnim kroku se na kolonu nastiikne roztok analyzovaného vzorku a po
registraci chromatografického zaznamu se v druhém kroku nastfikne roztok
vngjsiho standardu a opét se registruje jeho chromatogram. Jako vnéjsi standard se
zpravidla pouziva u substanci standard stanovované latky nebo u slozenych
lékovych pfipravkl jedna =z analyzovanych slozek smési. Koncentrace
stanovovanych slozek smési se pak vypocitd z poméru ploch ( vysek ) piki
jednotlivych stanovovanych latek a plochy piku vnéjsiho standardu.

B) Metoda vnitiniho standardu — ke znamému roztoku vzorku se ptida definovany
objem roztoku vhodného vnitfniho standardu a po promichéani se nastfikuje na
kolonu. Koncentrace stanovovanych latek se opét vypocitd z poméru ploch
( vySek ) pikd jednotlivych separovanych slozek a plochy piku vnitiniho
standardu. Metoda vnitiniho standardu je méné ¢asové narocnd a hlavné presnéjsi,
protoZe neni zatizend chybou dvojiho nastfiku. Vnitini standard musi byt eluovan
Vv blizkosti piku, které budou vyhodnocovany, musi mit podobnou koncentraci jako

latky, jejichz obsah je zjistovan a musi byt chemicky inertni.®®)
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2.4. Validace analytickvch metod

vvvvvv

Validace analytické metody je proces, kterym se zjisStuji nejdalezité)si
charakteristiky metody. Smyslem validace je demonstrovat, ze vypracovana metoda je
pro dany ucel vhodnd. Cilem validace je urcit podminky, za kterych je zkuSebni
postup pouzitelny, a zajistit stejnou spolehlivost pfi opakovaném pouziti v jedné i
ruznych laboratotich.

Validace se provadi pii vyvoji nové metody, jestlize byla metoda zménéna, ma-li
byt pfenesena do jiné laboratote, nebo pfi pritkazu rovnocennosti dvou metod. Zjisténé
hodnoty valida¢nich parametrii se zpracovavaji do valida¢niho protokolu, ktery musi
obsahovat patii¢cnou dokumentaci.

Analytické metody pouzivané pro monitorovani kvality 1é¢iv musi spliiovat urcité
pozadavky, které vyplyvaji ze zamysleného pouziti. Podle toho, k jakému tcelu ma
analytick4 metoda slouzit, ovéfuji se nasledujici parametry:

e spravnost

e pfesnost

o selektivita

e detekéni limit

e kvantitativni limit

e linearita

e rozsah

e robustnost

Spravnost

Vyjadiuje shodu mezi ziskanym vysledkem a spravnou hodnotou. Zjistit spravnou
hodnotu muze byt problém. Spravnou hodnotu lze zjistit bud’ jinou nezavislou
metodou s ovéfenou spravnosti, nebo se pfipravi modelovy vzorek ze vSech slozek
ptipravku a pfesné pifidaného standardu. Nejsou-li K dispozici vSechny slozky
pfipravku, analyzuje se pfipravek se zndmym piidavkem standardu. Spravnost se
obvykle zjisti analyzou nejméné Sesti vzorkl a vyjadii se jako rozdil spravné a ziskané

hodnoty nebo jako V}’/téinost:(ls)

vytéznost = 100. nalezena hodnota / spravna hodnota

24



Presnost

Ptesnost analytické metody je mira shody mezi jednotlivymi vysledky metody
opakované¢ provadéné s homogennim vzorkem. Podle podminek opakovani metody se
rozliSuje opakovatelnost a reprodukovatelnost. Pfi stanoveni opakovatelnosti se
metoda provadi jednim analytikem na tomtéz pfistroji, se stejnymi ¢inidly, na jednom
zhomogenizovaném vzorku. Jde tedy o pfesnost uvniti laboratofe. Pfi stanoveni
reprodukovatelnosti se metoda provadi na jednom zhomogenizovaném vzorku ale
Vv raznych laboratofich, riznymi analytiky, s rtiznymi cCinidly i pfistroji. V tomto
piipadé¢ jde o piesnost pii pfenosu metody z jedné laboratoie do druhé.

Presnost se vyjadii jako relativni smérodatna odchylka a stanovi se minimalné ze
Sesti nezdvislych analyz zhomogenizovaného vzorku, provedenych kompletnim
postupem, pocinaje ptipravou vzorku. Jedna se tedy o chybu celého analytického
postupu, jak instrumentalni ¢asti, tak postupu piipravy vzorku. Nestaci proto jen napft.
Sestkrat nastfiknout jeden vzorek, ale je nutné pfipravit kompletnim postupem Sest

roztokt vzorku.®®

Selektivita

Selektivita analytické metody je definovana jako schopnost piesného a spravného
uréeni analytu i v pfitomnosti interferujicich latek ( matrice ). Selektivni metoda je
tedy takova metoda, kterd za urCitych podminek umoziuje piesné a spravné stanoveni
obsahu slozky ve vymezené smési jinych slozek. Selektivita analytické metody je
testovana porovnadnim vysledkli vzorkii standardi s vysledky vzorkl s matrici.
Interference matrice se projevuje tim, Ze analyticky signal neodpovida stanovovanému
analytu, ale tento signal je superponovan signalem rusivé slozky ( Cistota signalu ).
Prokazovani selektivity metody je do jist¢ miry zavislé na pouZité instrumentalni
technice, a proto je nutné pro kazdy pouzity systém vypracovat individualni program

prokazovani selektivity metody.®”

Detekéni limit

nestanovovand kvantitativn€. U neinstrumentalnich metod se detekéni limit hleda
experimentalné. U instrumentdlnich metod se mize wurcit jako koncentrace
analyzované latky s pomérem signalu k Sumu s hodnotou 3. Nalezeny detekéni limit se

ov¢ti analyzou piislusné koncentrace vzorku.!®
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Kvantitativni limit

Je téz parametrem citlivosti metody. Je to nejnizsi koncentrace latky, stanovitelna
S pfijatelnou piesnosti a spravnosti. Za limitujici relativni smérodatnou odchylku se
povazuje 10%, proto je mozné kvantitativni limit vyjadfit jako koncentraci, pfi jejiz
analyze se dosdhne této relativni smérodatné odchylky. Obvykle to byva trojnadsobek
detekéniho limitu. Casto se vyjadfuje jako koncentrace s pomérem signalu k Sumu

s hodnotou 10.%®

Linearita

Je to schopnost davat vysledky pifimo umérné koncentraci stanovované latky.
Obvykle se stanovuje minimalné¢ pét rtiznych koncentraci v rozmezi 50 — 150%
deklarovaného obsahu. Miize se pracovat s roztoky standardi, nebot’ rusivé vlivy u
realnych vzorki jsou hodnoceny jinymi parametry validace. Pokud je metoda lineérni,
Ize svyhodou ur¢it smérnice zjednoho kalibraéniho bodu. Pokud neni, je tfeba

vysledky vyhodnocovat z celé kalibragni kiivky.®

Rozsah

Tento parametr se obvykle odvozuje z linearity metody a rozumi se jim
koncentracni hranice, v kterych mize byt metoda pouzivand. Dolnim limitem miize
byt napiiklad detekéni limit a horni miiZe byt uren maximalni odezvou, pfii

prekroceni uz ptistroj nepracuje pfesné.(ls)

Robustnost

Robustnost je mira reprodukovatelnosti vysledkti ziskanych analyzou jednoho
homogenniho vzorku v rlznych laboratofich, rlznymi analytiky, na rlznych
pfistrojich a s riznymi ¢inidly. Je to mira schopnosti metody davat spravné a piesné
vysledky 1 pfi menSich zménach pracovnich podminek, ke kterym nutné dochazi pfi
provadéni metody v jiné laboratofi, 1 kdyZz popsany postup zlstava zachovan.

Znamena miru vlivu proménnych podminek pti provedeni metody na jeji V}'/sledky.(lg)
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2.5 Stabilita 1éCiv

Pojem stabilita ve farmacii zahrnuje vice aspekti. Na prvnim misté se v této
souvislosti uvadi chemicka stabilita 1é¢iva nebo 1ékové formy, tj. obsah G¢inné latky,
obsah konzervacnich latek a Cistota — rozkladné produkty. Vyvoj stabilniho a u¢inného
1€ku, ktery se zavadi do vyroby, vSak zahrnuje nejen chemickou stabilitu, ale i dalsi
farmaceutické vlastnosti ( disoluce, mikrobiologicka Cistota, vybér obalu ). Podle
smérnice SZO je stabilita definovana jako schopnost 1é¢ivého ptipravku zachovat si
chemické, fyzikdlni, mikrobiologick¢ a biofarmaceutické vlastnosti v uréenych
limitech béhem celé doby pouzitelnosti. Doba pouzitelnosti je casovy usek, béhem
kterého 1€k, pokud je spravné uchovavan, vyhovuje specifikim uréenym ve studiich
stability.

Lécivy ptipravek se poklada za staly, pokud je schopny plnit funkci, pro kterou
byl vyroben. Mirou stability je Cas, po ktery 1é€ivo splituje vSechny urcené kvalitativni
pozadavky. Podle mezinarodnich doporuceni se 1éCivy ptipravek povazuje za staly,
pokud obsahuje nejmén¢ 90% deklarovaného mnozstvi u¢innych latek a pokud
vzniklé chemické a fyzikdlni zmény, ale i zmény mikrobiologického ptvodu,
negativné neovliviiuji jeho aplikaci, biologickou dostupnost 1é¢iva, nezvysuji toxicitu
a nevyvolavaji pochybnost ¢i nedivéru k jeho kvalité.

Obecné se rozliSuje a sleduje 5 typu stability, podle povahy moznych zmén, které
mohou Vv 1é¢ivych piipravcich nastat:

e chemicka stabilita — vSechny ucinné latky si v 1éku zachovavaji chemickou

integritu a obsah ve specifickych rozmezich

o fyzikalni stabilita — v 1¢ku jsou zachované ptivodni vlastnosti

charakterizované po fyzikalni strance ( vzhled, chut’, jednotnost, rozpustnost,
roztfepatelnost apod. )

¢ mikrobiologicka stabilita - je zachovana sterilita nebo mikrobidlni Cistota

1éku v souladu se specifickymi poZadavky

e terapeuticka stabilita — ¢k ma nezménény terapeuticky tcinek

o toxikologicka stabilita — v I¢ku je jen nevyznamné zvyseny vyskyt

toxicity®V
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Faktory ovlivitujici stabilitu 1é¢iv 1ze rozdélit na :

Vnitini faktory — souvisi s vlastnostmi jednotlivych slozek 1ékové formy.
Stabilitu 1éku muze ovliviiovat kazda jeho slozka bud’ terapeuticky u¢inna a nebo
netcinnd. Prvorfadou ulohu maji chemické vlastnosti a kvalita 1é¢iva, pomocnych
latek a obalového materidlu. Nezanedbatelny vliv maji i dalsi faktory, jako je
velikost ¢astic, pH, vlastnosti pouzitych rozpoustédel a také ptritomnost chemickych
rezidui.

Vnéjsi faktory — jsou nejcastéji teplota, svétlo, radiace, vzduch ( kyslik, CO;) a
vlhkost. Zna¢né¢ dokézi ovlivnit stabilitu 1éku. Mohou navodit ptemény tykajici se
jednak vlastnosti 1ékové formy, jednak zmén v ucinnych a pomocnych latkach
obsazenych v 1éku. Také sem fadime zplsoby zpracovani — technologické postupy —
vSech slozek 1éku v konecné 1ékové formé a také zplisob baleni a uchovavani.

Vsechny tyto vlivy mohou mit dopad nejen na stabilitu, ale také na biologickou

dostupnost 1é¢iva, a tedy 1 na t¢innost a bezpecnost ptipraveného 1éku.

Stabilita 1é¢iv a 1€kl se oveéfuje pomoci testl stability, které zahrnuji sérii testl
uréenych na ziskani informace o stabilit¢ 1éku s cilem definovat dobu pouzitelnosti a
intervalu pouziti 1éku v uréitém obalu pfi urcitych podminkach skladovani. Kvalita
1éku musi byt zachovana i1 v dobé& uzivani spotiebitelem.

Testy stability 1ze rozdélit na:

o testy zatéZové — pouzivaji se v predformulacnich studiich na ovéfeni

stability 1éCiva

o testy zrychlené- slouzi ke studiu kinetiky rozkladu 1é¢iva a 1ékové formy,

k vybéru vhodného slozeni a obalu
e testy dlouhodobé — studium stability za normalnich podminek skladovani

o testy stability 1éku p¥i jeho pouZivani

Prvnim krokem pfi vyvoji nového léku jsou tedy tzv. pfedformulaéni studie
( po nich teprve nasleduje vyvoj vhodné 1ékové formy ). Tyto studie se zamétuji na
hodnoceni organoleptickych vlastnosti 1é¢iva, fyzikalné-chemickych a chemickych
vlastnosti 1é¢iva, vetné jeho chemické, fyzikalni a mikrobiologické stability. Je

tteba poznat stabilitu 1é¢iva, jeho citlivost resp. odolnost vii¢i pisobeni raznych
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faktorti vnéjsiho prostiedi jako jsou teplota, vlhkost, svétlo, odolnost viici plisobeni
kyselého i1 zasaditého prostiedi, oxidujicich nebo redukujicich latek. Tak se zjisti
odolnost 1é¢iva vuci rozkladnému piisobeni klimaticky nepiiznivych podminek a
agresivnich chemickych latek. Tyto vlastnosti se ovetuji pomoci tzv. zatézovych
( stresovych ) testl. V zasad¢ se jednd o kratkodobé zkousky, pfi kterych se snazime
vyvolat rozklad 1éCiva, ktery je mozno potvrdit vhodnymi kontrolnimi analytickymi
metodami. Doba trvani 1 zatéZzové ( stresové ) podminky zavisi na vlastnostech

sledovaného lé¢iva.

Tab. 3: Bézné testovaci podminky pouzivané pti zatézovych testech

Faktor ovliviiujici Zatézoveé podminky

stabilitu

teplota 4°C,25°C,30°C,35°C,37°C,40°C,
45 °C, 50 °C, 60 °C, 70 °C

teplota, vihkost 21 °C/45 %, 25 °C/60 %, 30 °C/60 %,

30 °C /70 %, 40 °C/75 %

svétlo denni svétlo, UV zafeni pti 254 nm a 366 nm

definované zdroje svétla ( xenonova lampa )

oxidace vystaveni 1é¢iva atmosféie kysliku
pﬁsobeni H,0,, ( KMnOy, KQCI'207)
pH pusobeni HC1, NaOH

2,3,4,5,6,7,9,11 pti 25 °C a 37 °C (40 °C)

fyzikalni stres drceni, mleti

Teplota — 1é¢ivo v tuhém stavu i v roztoku se vystavi ptsobeni tepla. Dulezity
je vybér vhodnych teplot, které mohou vyvolat méfitelny rozklad ve vhodném
Casovém useku. Testuje se stabilita pii riznych teplotich dle charakteru latky,

pozadavkl zadavatele studie ¢i zakonnych norem.

Teplota a vihkost — vlhké teplo se necha ptisobit na povrchu substance 1é¢iva.
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pH — ve vodném roztoku lé¢iva nebo substance se vhodné upravi pH pomoci
tlumivého roztoku. Lze také piipadné hodnotit 1 vliv koncentrace tlumivého roztoku.
Nejcastéji se vSak vliv pH testuje pomoci silnych kyselin a zasad za laboratorni, ale i

vyssi teploty.

Oxidace — vodny roztok nebo suspenze se vystavi ptisobeni oxidacnich ¢inidel.

Substance ucinné latky se vystavi ptisobeni atmosférického kysliku.

Svétlo — substance 1 roztok léCiva se vystavi na nékolik hodin plsobeni

rozptyleného denniho svétla, ultrafialového svétla nebo definovanému zdroji svétla.

Testovani stability 1éCiv a 1€kt se provadi s cilem zarucit, ze si léky zachovavaji
kvalitu, u¢innost a bezpecnost od okamziku vyroby az do konce doby jejich
pouzitelnosti. Na zaklad¢ tidaju ziskanych z testd stability se po jejich vyhodnoceni
navrhne doba pouzitelnosti a ur¢i vhodny zptisob uchovavani 1éku, garantujici jeho

kvalitu — uginnost a bezpe¢nost.??
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2.6. Amisulprid a jeho vlastnosti

Strukturni vzorec:

OCH, O

NH/\Q
N

C,H,0,5 (
NH,

Sumarni vzorec: C17H27N304S

Chemicky nazev:

4-amino-N-{[1-ethylpyrrolidin-2-ylJmethyl}-5-(ethylsulfonyl)-2-methoxybenzamid

Mg: 369,48
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2.6.1. Farmakologické vlastnosti amisulpridu

Amisulprid je chemicky derivatem benzamidi, substituovanych amidi kyseliny
benzoové. Substituované benzamidy byly piivodné vyvijeny jako nova antiemetika,
odvozena od antiarytmika prokainamidu. VSechny tyto derivaty také antiemeticky
ucinkuji, ale minimalizovaly svlj antiarytmicky potencial. Benzamidy jsou nejvice
pouzivany  jako  antipsychotika  (amisulprid, sulpirid ), prokinetika
gastrointestinalniho traktu ( metoklopramid, cisaprid ) nebo antiemetika
( metoklopramid, kleboprid ). Amisulprid byl syntetizovan v laboratofich firmy
Synthelabo v roce 1978, tedy 10 let po objevu sulpridu a registrovan pod nazvem
Solian jako antipsychodikum ve Francii v roce 1988, Velké Britanii 1997, Némecku
1998 a CR v roce 1999.%

Amisulprid selektivné blokuje dopaminové D2/D3 receptory, aniz ovliviiuje
dalsi nervova zakondeni serotoninova, adrenalinova, histaminova ¢i muskarinova.
Jedinou vyjimkou je inhibice vazby GABA na GABA receptory. Selektivni blokada
D2/D3 receptorit amisulpridem je vys$s$i nez klasickymi neuroleptiky a podobna
sulpiridu. Blokada dopaminovych D2 a D3 je pfiblizn€ stejna in vitro, ale ex vivo
amisulprid dvakrat vice antagonizuje D3 nez D2 nervova zakonceni ( oproti tomu
zastupce l.generace neuroleptik haloperidol se desetkrat vice vaze na D2 nez na D3
receptory). Vyznam tohoto jevu spocivd vtom, Ze blokdda dopaminovych D3
receptorll vyvola niz§i ovlivnéni psychomotoriky nez D2 nervovych zakonceni pfii
soucasném antipsychotickém pﬁsobeni.(23’24'25)

Amisulprid po vstiebani z gastrointestinalniho traktu dosahuje v plazmé dvou
vrchold koncentrace — po 1 a 3—4 hodinach po poziti (druhy vrchol je vyssi nez
prvy). Jidlo méni absorpéni profil tak, Ze zlstava jen jeden vrchol absorpce.Jen jidlo
bohaté na sacharidy a velké mnoZzstvi tekutin zpomaluji absorpci. Amisulprid se
vyznacuje pon¢kud nizsi biologickou vyuzitelnosti 43—48%.

Metabolizmus amisulpridu je omezeny a vétSina léku je vyluCovana
nezménéna moci (35 %) a stolici (64 %). Amisulprid vytvari dva hlavni metabolity,
ale oba jsou biologicky inaktivni. Farmakokinetika amisulpridu je line4rni a vazba na
plazmatické bilkoviny nizka (17 %). Distribuéni objem c¢ini 5,8 l’kg a lipofilita
amisulpridu je pon€kud vyssi nez u sulpiridu. Vylucovaci polocas (t 1/2) byl
stanoven na 12 hodin, a proto stabilizované hladiny v séru je dosahovano za 2—-3 dny.

Vylucovaci polocas se prodluzuje s vékem a pii renélni dysfunkci.(26‘27’28)
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2.6.2. Indikace a kontraindikace amisulpridu

Indikaci amisulpridu jsou schizofrenni poruchy s pozitivni a negativni
symptomatikou a depresivnimi pfiznaky. Nastup uclinku amisulpridu pii 1écbé
schizofrenni poruchy lze o¢ekavat mezi 1.-2. tydnem podévani. Dalsi indikaci jsou
dysthymie.

Kontraindikace podavani amisulpridu tvoii feochromocytom, prolaktin
dependentni nadory jako karcinom prsu nebo adenom hypofyzy a snizena clearence

ledvin pod 10 ml/min. @232

2.6.3. Interakce amisulpridu

Amisulprid antagonizuje ucinek levodopy a dopaminomimetik; minimalné

ovliviiuje plisobeni lorazepamu, haloperidolu a alkoholu. 303

2.6.4. Nezadouci u€inky amisulpridu

Bézné (1-10%): spavost, nespavost, uzkost, zazivaci poruchy, jako je sucho v
ustech, zacpa, nauzea, zvraceni. Vzacné (0,1-1%): agitovanost.
Amisulprid vyvolava zvyseni plazmatické hladiny prolaktinu, které je po vysazeni
I€ku reverzibilni. To miZze vyvolat galaktoreu, amenoreu, gynekomastii, mastodynii,
poruchy orgasmu a impotenci. Béhem 1écby mtze dojit k ptirtistku hmotnosti, mize
se objevit akutni dyskineze nebo akutni dystonie (spasticka tortikolis, okulogyrické
zachvaty, trismus) pifi poddvani antiparkinsonik reverzibilni 1 bez vysazeni

pfipravku.(?’z)

2.6.5. Intoxikace amisulpridem

Intoxikace amisulpridem se z pocatku projevuje neklidem a postupné
ptechazi do somnolence, soporu a komatu, dale mydridzou, epileptickymi zachvaty,
hypertermii, hypotenzi, extrapyramidovou symptomatikou a prodlouZzenim QT
intervalu. Z 8 ptipadd intoxikaci se u jednoho nemocného po poziti 7 g dostavila
fibrilace komor a nasledna srde¢ni zastava, u dal$iho doslo k nahlému amrti po druhé
injekci amisulpridu po 800 mg v pribéhu 24 hodin a tfeti pacient byl nalezen mrtvy po
poziti neznamého mnozstvi amisulpridu. JelikoZ neni zndmo antidotum, je 1écba
symptomatickd s monitorovanim vitalnich funkci véetné EKG zdznamu. Amisulprid

neni mozno odstranit z organizmu hemodialyzou.(27’33)
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2.6.6. Prehled publikovanych praci zabyvajici se analyzou amisulpridu
Jelikoz amisulprid byl syntetizovan a jako prvni registrovan ve Francii a poté 1
Vv Némecku, jsou publikované prace zabyvajici se jeho analyzou pievazné z téchto

zemi.

1. M. Bohbot, L. Doare a B. Diquet se zabyvali stanovenim amisulpridu v lidské plazmé
pomoci HPLC. Jako staciondrni faze byla pouzita kolona s reverzni fazi RP-18,
25%4,6 mm i.d.; zrnitost 5 pm ( Altex, ODS II, Beckman Instruments ). Mobilni faze
obsahovala methanol-vodu-diethylamin ( 532:468:0,8 ). Pratokova rychlost

Iml/min, detekce pomoci UV pii vinové délce 226 nm.

2. Studie autorti V. Ascalone, M. Ripamonti, B. Malavasi se zabyvala stanovenim
enantiomertt amisulpridu v lidské plazmé& a moci. Stanoveni provadéli pomoci
HPLC, kde jako stacionarni faze byla pouzita chiralni kolona Chiralpak AS,

250,46 cm i.d. ( J.T. Baker, Deventer, Netherlands ), ktera byla chranéna kolonou,
2x0,46 cm i.d., s naplni Pelliguard Si 40 um ( Supeclo, Bellefonte, PA, USA ).
Mobilni faze obsahovala n-hexan-ethanol, ( 67:33, v/v ) a 0,2% diethylaminu nebo
n-heptan-ethanol, ( 70:29,8, v/iv ) a 0,2% diethylaminu. Byla pouzita prutokova

rychlost 0,5 ml/min a UV nebo fluorimetricka detekce pii vinové délce 280 nm.

3. B. Malavasi, M. Locatelli, M. Ripamonti, V. Ascalone se opét zabyvali stanovenim
amisulpridu ( racematu ) v lidské plazmé a moc¢i pomoci HPLC. Jako stacionarni
faze byla pouzita kolona, 150x4,6 mm i.d., s naplni 5-um Hypersil C1g BDS (Shan-
don, Runcorn,UK ), chranéna kolonou, 20x4,6 mm i.d., 40-um Pelliguard LCg
( Supeclo, Bellefonte, PA, USA ). Mobilni faze byla ptipravena smichanim 25 ml
1 mol/l roztoku dihydrogenfosfore¢nanu draselného, 950 ml vody a 1ml triethylaminu,
pH bylo upraveno na 3 pomoci kyseliny fosforecné a roztok zifedén do 1 1 vody, poté
bylo odebrano 850 ml a zfedéno do 1 1 acetonitrilu. Priitokova rychlost 1,0 ml/min,
detekce spektrofluorimetricky pomoci LC detektoru Model 821-FP ( Jasco, Tokio,

Japan)®®
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4. Studie autort J. Sachse, S. Hartter, H. Weigmann, Ch. Hiemke se zabyvala stanovenim
amisulpridu v séru nebo plazmé pomoci HPLC s UV detekei pti vinové délce 254 nm.
Jako stacionarni faze byla pouzita kolona Lichrospher CN; 250x4,6 mm i.d.;
zrnitost 5 um. Mobilni faze obsahovala 50% acetonitrilu a 50% roztoku fosfore¢nanu

draselného (0,008 mol/l, pH 6,4 ). Prittokové rychlost 1,5 ml/min.®"

5. F. Péhourcq, S. Ouariki, B. Bégaud se zabyvali stanovenim amisulpridu v lidské plazmé
pomoci HPLC pro toxikologické tcely. Chromatograficka separace byla provedena na
koloné Spherisorb® S5 Cg; 4,6x150 mm i.d.; zrnitost 5 um. Mobilni faze obsahovala
acetonitril- fosfatovy pufr ( 6,2x10 mol/l, 9,08 g KH, PO, a 11,60 g K;HPO,4 v 1000 m
vody ) (25:75, v/v ). K této smési byly piimichany dalsi ¢inidla: 500 pl diethylaminu a
originalni lahvitka obsahujici pentansulfonovou kyselinu ( Pic B5® Low UV ). Pomoci
kyseliny orthofosforeéné bylo pH upraveno na 6,4. Pratokova rychlost 2 ml/min, detekce

pi vinové délce 280 nm.®?

6. Studie autord Ch. Frahnert, M.L. Rao, K. Grasméder se zabyvala stanovenim
amisulpridu v lidském séru pomoci HPLC s UV detekeci pti vinové délce 230 nm.

Jako stacionarni fidze byla pouzita kolona, 250%4,6 mm i.d., s naplni Nucleosil 100-5-
Protect 1, zrnitost 5 um ( Macherey a Nagel, Diiren, Némecko). Mobilni faze obsahovala
dihydrogenfosforec¢nan draselny ( 25 mmol/l, pH 7,0) — acetonitril ( 60:40, viv ),

pritokova rychlost byla 1 ml/min.®?

7. M.H. Gschwend, P. Arnold, J. Ring, W. Martin se zabyvali stanovenim amisulpridu
v lidské plazmé pomoci HPLC, jako detekce byla vyuZita hmotnostni spektrometrie.
Chromatograficka separace byla uskute¢néna pomoci kolony Phenomenex Synergi
Polar-RP, 75x4,6 mm i.d.; zrnitost 4 um. Mobilni faze obsahovala mravencan amonny

( 5nmol/l ) — acetonitril ( 30:70, v/v ), priitokova rychlost byla 0,8 ml/min.“?
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3. CIL PRACE
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Cilem prace bylo vypracovani optimalnich chromatografickych podminek pro
HPLC analyzu amisulpridu a nasledné ji aplikovat pro studium stability a stanoveni

obsahu tohoto 1é¢iva v tabletach.
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1. Pouzity chromatograficky material, pristroje,

pomucky a chemikalie

Chromatograficky material
- Chromatograficka kolona- 150x3 mm i.d., S naplni Separon SGX C18, 7 um,
Tessek, Praha, Ceska Republika
- Chromatograficka kolona - 1503 mm i.d., S naplni Separon SGX CN, 7 um,
Tessek, Praha, Ceska Republika

Piistroje
Analytické vahy, Helago, Ceska Republika
Acidimetr 333, Druopta, Praha, Ceska Republika
Vysokotlaké ¢erpadlo LCP 4020, Ecom s.r.0., CR
UV detektor Spektra 100, Spektra Physics, Santa Clara, USA
PC s chromatografickym programem CSW, Data Apex, Praha, Cesk4 Republika
Spektrofotometr Schimadzu, UV-2401 PC, Schimadzu, Japonsko
Ultrazvukova lazen K10, Kraintek, Slovensko

Smycka 20 pl

Pomiicky
Mikrostiikacka- 25 ul, Hamilton, Svycarsko

Laboratorni sklo

Chemikalie
Amisulprid, Sigma-Aldrich, Némecko
Sulpirid, Sigma-Aldrich, Némecko
Fosfore¢nan amonny, Lachema Brno, Ceska Republika
Kyselina fosfore¢na p.a., Lachema Brno, Ceska Republika
Methanol p.a., Lachema Brno, Ceska Republika
Nitril kyseliny octové p.a., Lachema Brno, Cesk4 Republika
Peroxid vodiku 30% p.a., Balex, Pardubice, Ceska Republika
Voda ¢isténa reverzni osmozou

Sodna stl kyseliny hexansulfonové, Sigma-Aldrich, Némecko
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Octan sodny, Lachema Brno, Ceska republika

Octan amonny, Lachema Brno, Ceska republika
Dihydrogenfosfore¢nan draselny, Chemapol Brno, Ceska Republika
Methylparaben, Lachema Brno, Ceska Republika
Propylparaben, Lachema Brno, Ceska Republika
Ethylparaben, Lachema Brno, Ceska Republika
Ambroxol, Lé¢iva a.s., Praha, Ceska Republika
Phenacetin, Sigma-Aldrich, Némecko

Acetanilid, Sigma-Aldrich, Némecko

Glibenklamid, Biomedicals Inc.

Sulfadimidin, Lé&iva a.s., Praha, Ceska Republika
Sulfofurazol, Lé¢iva a.s., Praha, Ceska Republika
Theophylinum, Légiva a.s., Praha, Ceska Republika
Chloramphenikol, Galenicka laboratof Ostrava,
Isoprenalin sulfat, Galena Opava,

Paracetamol, Lé¢iva a.s., Praha, Ceska Republika
Trimethoprim, Sigma-Aldrich, Némecko

Nimesulid, Sigma chemical

Chloracetanilid, Sigma-Aldrich, Némecko

Ibuprofen, Léciva a.s., Praha, Ceska Republika
Acetylsulfathiazol, Léciva a.s., Praha, Ceska Republika
Acetylaminobenzensulfonamid, Lé¢iva a.s., Praha, Ceska Republika
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4.2. Vyvoj chromatografickych podminek pro stanoveni

amisulpridu pomoci HPLC s UV detekci

Pro stanoveni amisulpridu bylo nutné nejprve najit vhodné chromatografické
podminky, které zahrnuji volbu optimalni stacionarni fdze, mobilni faze, pratokové

rychlosti, vhodné vinové délky pro UV detekci a vnitiniho standardu.

Vybér stacionarni a mobilni faze
Jako prvni stacionarni faze byla pouzita chromatograficka kolona C18 s naplni
Separon SGX (7 um ), 150%3 mm ( €.1 ). Poté byla pouzita chromatograficka
kolona s naplni Separon SGX CN (7 um ), 150x3 mm ( ¢.2).
Na jednotlivych chromatografickych kolonach byly zkouSeny tyto mobilni faze:
na kolong ¢islo €.1:
1. methanol : octanovy pufr ( octan sodny 0,01 mol/l; pH 7,6 — upraveno 5%
NH3) v poméru 40:60 ( v/v)
2. methanol : octanovy pufr ( octan sodny 0,01 mol/l; pH 7,4 — upraveno 5%
NH3 ) v poméru 30:70 (v/v)
3. methanol : fosfore¢nan amonny ( 0,01 mol/l; pH 7,7 - upraveno 5% NHj3 )
v poméru 30:70 (v/v)
4. methanol : octan amonny ( 0,01 mol/l; pH 7,0 — upraveno 5% NH3 )
v poméru 30:70 (v/iv)
5. methanol : dihydrogenfosfore¢nan draselny ( 0,01 mol/l; pH 3,5 - upraveno
10% H3PO4) v poméru 50:50 (v/v)
6. methanol : fosfore¢nan amonny ( 0,01 mol/l; pH 3,6 —upraveno 10% H3PO,)
Vv poméru 50:50 (v/v)
7. acetonitril : fosfore¢nan amonny ( 0,01 mol/l; pH 3,6 — upraveno 10% H3POy)
vV pomeru 50:50 (v/v)
8. methanol : fosfore¢nan amonny ( 0,01 mol/l; pH 3,1 — upraveno 10% H3PO,)
v poméru 50:50 (v/v)
9. methanol : fosfore¢nan amonny ( 0,01 mol/l; pH 4,5 — upraveno 10% H3PO,)
v poméru 50:50 (v/v)
10. methanol : fosfore¢nan amonny ( 0,01 mol/l; pH 6,0 — upraveno 10% H3PQO,)
v poméru 50:50 (v/v)
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

methanol : fosfore¢nan amonny ( 0,01 mol/l; pH 6,6 — upraveno 10% H3PQO,)
v poméru 50:50 (v/v)
methanol : fosfore¢nan amonny ( 0,02 mol/l; pH 5,5 — upraveno 10% H3PO,)
v poméru 50:50 (v/v)
methanol : fosfore¢nan amonny ( 0,02 mol/l; pH 6,0 — upraveno 10% H3PQO,)
v poméru 50:50 (v/v)
methanol : fosfore¢nan amonny ( 0,02 mol/l; pH 5,0 — upraveno 10% H3PQO,)
v poméru 50:50 (v/v)
methanol : fosfore¢nan amonny ( 0,02 mol/l; pH 5,0 — upraveno 10% H3PQO,)
v poméru 60:40 (v/v)
methanol : fosfore¢nan amonny ( 0,02 mol/l; pH 4,8 — upraveno 10% H3PO,)

+ sodna sul kyseliny hexansulfonové 0,005 mol/l; v poméru 50:50 (v/v)

na koloné ¢.2

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

methanol : fosfore¢nan amonny ( 0,02 mol/l; pH 4,7 — upraveno 10% H3PO,)
v poméru 50:50 (v/v)

methanol : fosfore¢nan amonny ( 0,02 mol/l; pH 4,5 — upraveno 10% HzPOy)
v poméru 60:40 (v/v)

methanol : fosfore¢nan amonny ( 0,02 mol/l; pH 5,0 — upraveno 10% H3PQO,)
v poméru 60:40 (v/v)

methanol : fosfore¢nan amonny ( 0,02 mol/l; pH 3,3 — upraveno 10% HzPOy,)
v pomé&ru 60:40 (v/v)

methanol : fosfore¢nan amonny ( 0,02 mol/l; pH 6,7 — upraveno 10% H3PO,)
v poméru 60:40 (v/v)

acetonitril : fosfore¢nan amonny ( 0,02 mol/l; pH 4,3 — upraveno 10% H3PO,)
v poméru 40:60 (v/v)

acetonitril : fosfore¢nan amonny ( 0,02 mol/l; pH 5,3 — upraveno 10% H3PO,)
v poméru 60:40 (v/v)

acetonitril : fosfore¢nan amonny ( 0,02 mol/l; pH 4,8 — upraveno 10% H3PO,)
v poméru 30:70 (v/v)

acetonitril : fosfore¢nan amonny ( 0,01 mol/l; pH 5,0 — upraveno 10% HsPO,)
v poméru 30:70 (v/v)

acetonitril : fosfore¢nan amonny ( 0,01 mol/l; pH 6,1 — upraveno 10% HzPO,)
v poméru 30:70 (v/v)
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Analyzy probihaly pfi pritokovych rychlostech 0,4 — 0,5 ml/min. Na zékladé
zmétenych spekter amisulpridu byly vyzkouseny vinové délky 230 nm a 280 nm.

Piiprava mobilni fize

Pii hodnoceni stability amisulpridu a stanoveni jeho obsahu v tabletach byla
pouzita mobilni faze ve sloZeni acetonitril : fosfore¢nan amonny ( 0,01 mol/l; pH 6,1
— upraveno 10% H3PO. ) v poméru 30:70. Nejdiive byl pfipraven vodny roztok
fosfore¢nanu amonného ( 0,01 mol/l ) a poté smichan s acetonitrilem v uvedeném
poméru. Postupné byla po kapkach piiddvana kyselina fosforecnd 10%-ni za
soucasného méireni pH. Takto pfipravena mobilni faze pak byla odplynovana

15 minut na ultrazvukové lazni a 10 minut probublavana heliem.

Priprava roztoku

Amisulprid byl pouzivan ve form¢ ve vodé nerozpustné baze. Pracovni roztok
amisulpridu pouzivany pro zkuSebni nastfiky pii vyvoji chromatografickych
podminek byl pfipraven rozpusténim amisulpridu v methanolu v koncentraci
0,1mg/ml. Tento roztok byl nastifikovan na kolonu v objemu 20 pl.

Pracovni roztok pro stabilitni studii amisulpridu v pfitomnosti oxidac¢niho
¢inidla ( H20; ), byl pfipraven tak, ze 50 mg amisulpridu bylo rozpusténo v malém
mnozstvi methanolu a poté prevedeno do 50 ml banky a doplnéno methanolem po
znacku. U stabilitni studie v prostfedi HCI byl pracovni roztok piipraven stejnym
zpusobem, jen navazka ¢inila 100 mg.

Zasobni roztok amisulpridu pouzivany pro piipravu kalibra¢nich roztoka byl
pfipraven rozpuSténim 10 mg substance v malém mnoZstvi methanolu a poté
pfeveden do 10 ml baiiky a doplnén methanolem po znacku. Stejnym zptsobem byl

pfipraven zasobni roztok sulpiridu, ktery slouZil pfi stanoveni jako vnitini standard.

Vybér vhodného vnitiniho standardu

Pfi vybéru vhodného wvnitfniho standardu byla otestovdna tato léciva:
methylparaben, propylparaben, ethylparaben, ambroxol, fenacetin, acetanilid,
glibenklamid, sulfadimidin, sulfafurazol, theofylin, chloramfenikol, isoprenalin
sulfat, paracetamol, trimethoprim, nimesulid, chloracetanilid, ibuprofen,

acetylsulfathiazol, acetylaminobenzensulfonamid.
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4.3. Studium stability amisulpridu

Ke studiu vybranych aspekti stability byl pouzivan amisulprid ve form¢ ve vodé
nerozpustné baze. Stabilita této latky byla studovana v roztoku H,O, za laboratorni

teploty a v roztoku HCI pfi teploté 40°C.

Stabilita v roztoku H,O;

Pro zjisténi stability amisulpridu v pfitomnosti oxidacniho cinidla byl pouzit
peroxid vodiku o koncentraci 3% a 30%. Zatézovany roztok byl pfipraven smichanim
10 ml pracovniho roztoku pro stabilitni studii s 10 ml 3%, resp. 30%-niho H,O,.

Byl promichadn a ponechdn v klidu reagovat. Po 0, 2, 4, 6, 8 hodinich ptisobeni
jednotlivych peroxidt byl z obou vzorkii odebran 1 ml do odmérné banky 5 ml a
doplnén po znacku mobilni fazi. Tyto roztoky o vysledné koncentraci amisulpridu
0,1 mg/ml byly nastfikovany ( kazdy vzorek dvakrat ) na kolonu v objemu 20 pl.
V kazdém casovém intervalu byl také nastfikovan kontrolni roztok degradac¢niho
media ( mobilni faze + methanol + H,0, ) a kontrolni vzorek amisulpridu ( vné&jsi
standard ) ptipraveny odebranim 0,5 ml pracovniho roztoku a doplnén methanolem
po znacku 5 ml banky. Ziskané udaje byly vyhodnoceny a zpracovany do tabulky a

grafu.

Stabilita v roztoku HCI p¥i teploté 40°C

Pro zjisténi stability amisulpridu bylo pouzito roztoku HC1 ( 1mol/l ). Testovany

roztok byl pfipraven v 50 ml bafice smichdnim 12,5 ml pracovniho roztoku pro stabilitni

studie s roztokem HCI. Roztok byl zahfivan pii 40°C pod zpétnym chladi¢em. Kazdé dvé

hodiny v rozmezi 24 hodin byl odebran 1 ml vzorku do odmérné 5 ml bariky a doplnén po

znaCku mobilni fazi. Tento roztok o vysledné koncentraci amisulpridu 0,1 mg/ml byl

nastiikovan ( tfikrat ) na kolonu v objemu 20 pl. V kazdém casovém intervalu byl také

nastiikovan kontrolni roztok degrada¢niho média ( mobilni faze + methanol + HCIl ) a

kontrolni vzorek amisulpridu ( vné&jsi standard ) pfipraveny odebranim 0,5 ml pracovniho

roztoku a doplnén methanolem po znacku 5 ml baniky. Ziskané idaje byly vyhodnoceny

a zpracovany do tabulky a grafu.
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4.4, Stanoveni obsahu amisulpridu v tabletach

Pro stanoveni obsahu amisulpridu V tabletach bylo pouzito originalniho baleni
Solian 50 mg por. tbl. nob. Pted vlastnim stanovenim obsahu amisulpridu v tabletach
ptedchazelo sestrojeni kalibracni kiivky.

Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena jako zavislost poméru plochy piku amisulpridu
a plochy piku sulpiridu ( vnitini standard ) na pfisluSnych koncentracich amisulpridu.
Pro jeji sestaveni byly pouzity roztoky o 5 riznych koncentracich amisulpridu
(0,08 mg/ml; 0,09 mg/ml; 0,10 mg/ml; 0,11 mg/ml; 0,12 mg/ml ) a roztoku sulpiridu
o jedné neménné koncentraci ( 0,1 mg/ml ). Kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny
nafedénim piisluSného mnoZzstvi zdsobniho roztoku mobilni f4zi na objem 10,0 ml a
nastiikovany na kolonu. Méfeni u kazdé koncentrace vzorku bylo provedeno tfikrat.
Ziskané udaje byly vyhodnoceny, zpracovany do tabulky a na jejich zaklad¢
sestrojena kalibracni kiivka.

Daéle nésledovala extrakce amisulpridu z tablet. Po zjiSténi primérné hmotnosti
jedné tablety bylo odvazeno pftislusné mnozstvi z rozdrobnénych tablet a tato
navazka dispergovana v methanolu. Po filtraci byl roztok pteveden do 100 ml banky
a doplnén po znacku methanolem, z n&j odebran 1 ml do 5 ml bariky, do které bylo
pridano 0,5 ml zasobniho roztoku sulpiridu ( vnitini standard ) a doplnéno mobilni
fazi po znacku. Takto pfipraveny roztok byl nastfikovan na kolonu v objemu 20 pl.
Ziskané udaje byly vyhodnoceny, zpracovany do tabulky a na jejich zakladé byl

z kalibracni kiivky odecten obsah amisulpridu.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE
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5. 1. Vvvoj chromatografickych podminek pro HPLC

analvzu amisulpridu

Stacionarni faze

Pfi vyvoji optimalnich podminek pro hodnoceni amisulpridu byly vyzkousSeny
dvé stacionarni faze. Nejdiive byla vyzkouSena chromatografickd kolona S néplni
Separon SGX C18 ( 7 um ) a poté chromatograficka kolona s naplni Separon SGX
CN ( 7 um ), kterd byla také vybrana jako vhodnéjsi stacionarni faze, protoze

poskytovala optimalni separaci a u stanovovanych slozek ostré piky.

Mobilni faze

Volba vhodné mobilni faze byla pomérné narocna a zdlouhava. Bylo nutné najit
mobilni fazi, pfi které by dochédzelo k déleni amisulpridu pii soucasném zachovani
akceptovatelného tvaru piku amisulpridu. Nejprve byly pouzity smési methanolu a
fosfore¢nanu amonného v riiznych pomérech a pH hodnotach. Pfi téchto mobilnich
fazich nedochazelo k déleni nebo vznikaly piky nevhodnych tvart. Byla provedena
také obména slozeni mobilni faze pfidanim ionto-parového cinidla ( sodné soli
hexansulfonové kyseliny ), kterd nevedla k vyrazn€jsi zméné pfi separaci.

Jako nejvhodnéjsi mobilni faze byla vybrdna smés acetonitril : fosfore¢nan
amonny (0,01 mol/l; pH 6,1 — upraveno 10% H3PO,4) v poméru 30:70 ( v/v ). Pfi
jejim pouziti dochazelo k optimalnimu déleni piku amisulpridu a piku jeho
rozkladného produktu. Tato mobilni faze také umoziovala vyuZiti vnitiniho
standardu pfi kvantitativnim hodnoceni. Pii pouziti ostatnich mobilnich fazi
nedochazelo k tplnému rozdé¢leni pikd.

Pritokova rychlost byla zvolena 0,4 ml/min, protoze poskytovala optimalni

tvary pika analyzovanych latek.
Detekce

Detekce byla provadéna v oblasti UV spektra, amisulprid mél dvé maxima, pii

280 nm a 230 nm. Jako vhodné;jsi vinova délka se jevila 230 nm.
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Vnitini standard

Pti vybéru bylo predevsim sledovéano je-li vnitini standard eluovan v blizkosti
piku stanovovaného amisulpridu a je-li mozné jej pouzit v podobnych koncentracich.
Mnoha 1éCiva méla velmi kratky retencni Cas, nebo naopak pfili§ dlouhy. Néktera
méla retencni ¢as velmi blizky amisulpridu, tudiz zase nedochazelo k uplnému
rozdéleni pikl.. Jako nejvhodnéjSi vnitini standard byl vybran strukturné blizky
sulpirid, jehoZ reten¢ni ¢as je krat$i o 5 minut a dochazi tak k rozdéleni jednotlivych

pikl az na zakladni linii.
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Obr.2: Chromatograficky zdznam amisulpridu a vnitiniho standardu sulpiridu

reten¢ni ¢as: amisulprid - 14,99 min

sulpirid — 9,77 min
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Obr.3: Absorpéni spektrum amisulpridu v methanolu
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5.2. Vvsledky studia stability amisulpridu

5.2.1. Stabilita amisulpridu v roztoku H,0,

Zmeéna stability amisulpridu v pfitomnosti oxidacniho c¢inidla byla studovana
pomoci pusobeni H,O, 3% a 30% -niho. V danych intervalech byly odebirany
vzorky a nastfikovany na kolonu v objemu 20 ul, ( viz. Kapitola 4.3. ). Na
chromatogramech byl detekovan pik potencionalniho oxida¢niho produktu. Po
vyhodnoceni chromatografickych zaznamt byla sestavena tabulka hodnot
zkoumaného vzorku, primérnd hodnota plochy piku vnéjsiho standardu ¢inila 38,56.
Poté byla sestrojena kiivka zavislosti logaritmu koncentrace na dobé plisobeni
peroxidu vodiku 3% -niho, resp. 30% -niho. Ta vykazovala v obou piipadech
V daném Casovém rozmezi linearni pritbé¢h. Rozklad amisulpridu vlivem oxida¢niho

¢inidla lze tedy povazovat za reakci pseudo-prvniho fadu.

1. 3% H,0;

Tab. 4: Stabilita amisulpridu v roztoku 3% -niho H,O;

Cas Plocha Koncentrace | Pruimérna |Koncentrace| Logc
pUsobeni | amisulpridu | amisulpridu | hodnota [ ug/ml]
H20; [mg/ml] | [mg/ml]
[ hod ]
0 63,23 | 0,095435 | 0,096944 96,944 1,9865209
64,51 | 0,098452
2 60,22 | 0,088338 | 0,087478 87,478 1,9418988
59,49 | 0,086617
4 52,06| 0,069100 | 0,073686 73,686 1,867385
55,95| 0,078271
6 47,67 | 0,058751 | 0,063289 63,289 1,8013262
51,52| 0,067827
8 45,54 | 0,053729 | 0,057430 57,430 1,7591411
48,68 | 0,061132

Zavislost log ¢ na dobé ptisobeni peroxidu vodiku 3% -niho vykazovala v daném
casovém rozmezi linedrni prab¢eh.
Rovnice regresni ptimky: -0,03 x + 1,992
Korela¢ni koeficient: 0,9961
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Obr.4: Zavislost stability amisulpridu v roztoku 3% -niho H,O, na ¢ase
x = Cas pusobeni 3% -niho H,O; [ hod]

y = log koncentrace amisulpridu

2. 30% H;0;

Tab.5: Stabilita amisulpridu v roztoku 30% -niho H,0,

Cas Plocha Koncentrace | Primérna | Koncentrace| Logc
pusobeni | amisulpridu | amisulpridu | hodnota | [ pg/mi]
H20; [mg/ mi] [mg/ ml]
[ hod ]
0 56,37| 0,079262 | 0,081466 81,466 1,9109764
58,24 | 0,083670
2 44,14 | 0,050435 | 0,052362 52,362 1,7190162
45,78 | 0,054289
4 41,23| 0,043568 | 0,041835 41,835 1,6215398
39,76 | 0,040102
6 36,32 0,031992 | 0,034468 34,468 1,5374161
38,42| 0,036943
8 35,50 | 0,030066 | 0,028866 28,866 1,4603866
34,49| 0,027666

Zavislost log ¢ na dobé pisobeni peroxidu vodiku 30% -niho vykazovala

Vv daném cCasovém rozmezi linedrni priibéh.

Rovnice regresni ptimky: -0,054 x + 1,866

Korelaéni koeficient: 0,979
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Obr.5: Zavislost stability amisulpridu v roztoku 30% -niho H,O; na ¢ase
x = Cas pusobeni 30% -niho H,0, [ hod]
y = log koncentrace amisulpridu
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Obr.6: Chromatograficky zaznam ptsobeni 3% -niho H,O, na amisulprid v ¢ase t = 0 hod

reten¢ni ¢as : amisulprid — 15,65 min
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Obr.7: Chromatograficky zaznam ptisobeni 3% -niho H,O, na amisulprid v ¢ase t = 8 hod
retencni Cas : amisulprid — 15,72 min

retencni Cas : rozkladny produkt ( RP ) — 10,93 min
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Obr.8: Chromatograficky zaznam ptsobeni 30% -niho H,O, na amisulprid v ¢ase t = 0 hod

reten¢ni ¢as : amisulprid — 15,48 min
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Obr.9: Chromatograficky zaznam pusobeni 30% -niho H,O, na amisulprid v ¢ase t = 8 hod
reten¢ni ¢as : amisulprid — 15,60 min

retenéni Cas : rozkladny produkt ( RZ ) — 10,76 min

54



5.2.2. Stabilita amisulpridu v roztoku HCI

Zména stability amisulpridu v kyselém prostiedi byla studovana pomoci
pusobeni roztoku HCl ( 1 mol/l ) pfi teplot¢ 40°C. V danych intervalech byly
odebirany vzorky a nastfikovany na kolonu v objemu 20 pl ( viz. Kapitola 4.3.). Po
24 hodinovém pisobeni roztoku HCI nebyly na chromatogramech detekovany zadné
potenciondlni rozkladné produkty. U chromatografickych zaznamu doslo ke zkraceni
retencniho Casu vlivem zmény pH. Po vyhodnoceni chromatografickych zaznamut
byla sestavena tabulka hodnot zkoumaného vzorku, primérna hodnota plochy piku

vnéjsiho standardu Cinila 59,29.

Tab.6: Stabilita amisulpridu v roztoku HCI (1 mol/l )

Cas Plocha Koncentrace | Pramérna
pusobeni | amisulpridu | amisulpridu | hodnota
HCI [hod] [mg/ ml] [mg/ ml]
0 96,27 0,093974 0,093629
95,82 0,093284
2 96,31 0,094035 0,092479
94,28 0,090923
4 95,87 0,093361 0,092042
94,15 0,090723
6 94,16 0,090738 0,092815
96,87 0,094893
8 94,30 0,090953 0,092716
96,60 0,094480
10 97,60 0,096013 0,095169
96,50 0,094326
12 95,04 0,092088 0,093951
97,47 0,095814
14 95,72 0,093131 0,093529
96,24 0,093927
16 97,24 0,095461 0,093406
94,56 0,091352
18 93,47 0,089681 0,092372
96,98 0,095063
20 97,31 0,095567 0,093268
94,31 0,090969
22 96,11 0,093728 0,093876
96,27 0,094024
24 97,17 0,095360 0,093249
94,42 0,091137
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Obr.10: Chromatograficky zaznam puisobeni roztoku HCI1 ( 1 mol/l ) na amisulprid

v case t =0 hod
retenéni Cas : amisulprid — 12,33 min

1,251

[LE3 mV]

1,00 A

0,75

0,50

0,25

0,00 f————_ "

0,0 2,5 5,0 7,5 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0
[min.]

Obr.11: Chromatograficky zaznam piisobeni roztoku HCI ( 1 mol/l ) na amisulprid
Vv ¢ase t = 24 hod
retenéni Cas : amisulprid — 12,29 min
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5.3. Vysledky stanoveni obsahu amisulpridu v tabletach

Obsah amisulpridu v tabletach byl odecten z kalibra¢ni kiivky , k jejimu
sestrojeni bylo pouzito pét riznych koncentraci amisulpridu a jedné neménné

koncentrace sulpiridu ( viz. Kapitola 4.4.).

Tab.7: Naméiené hodnoty amisulpridu

Koncetrace | Méfeni €. Plocha piku Pramér
amisulpridu amisulpridu ploch piku
[mg/ml] amisulpridu
1 55,84
0,08 2 56,26 56,09
3 56,18
1 59,56
0,09 2 54,40 55,96
3 53,91
1 61,74
0,10 2 56,99 58,56
3 56,94
1 63,49
0,11 2 61,96 60,25
3 55,30
1 63,74
0,12 2 61,55 62,16
3 61,19
Tab.8: Namétené hodnoty sulpiridu
Koncetrace | Méreni ¢. Plocha piku Prameér
sulpiridu sulpiridu ploch piku
[mg/ml] sulpiridu
1 37,78
0,10 2 38,53 38,25
3 38,45
1 36,00
0,10 2 35,15 35,44
3 35,16
1 32,57
0,10 2 34,62 34,45
3 36,16
1 32,81
0,10 2 36,35 33,29
3 30,71
1 32,42
0,10 2 31,78 32,72
3 33,96
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Po vyhodnoceni chromatografickych zaznamti byla sestrojena kalibra¢ni kiivka
( zavislost poméru ploch piku amisulpridu a ploch piku sulpiridu na rostouci
koncetraci amisulpridu ), ktera vykazuje linearni pribéh v rozmezi danych
koncentraci. Jeji parametry jsou:
Rovnice regresni piimky: y =11 x + 0,59
Korelaéni koeficient: 0,9954

y 20

1,9 1
1,8 1
1,7
1,6
1,5 1

1,4

0,08 0,09 0,1 0,11 0,12

Obr.12: Kalibrac¢ni kiivka
x = koncetrace amisulpridu [ mg / ml ]

y = plocha piku amisulpridu / plocha piku sulpiridu
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Tab.9: Naméifené hodnoty vzorku roztoku amisulpridu izolovaného z tablet

a sulpiridu ( vnitini standard )

Méreni | Plocha piku | Priimérna Plocha piku | Pramérna
C. vzorku hodnota sulpiridu hodnota
1 50,55 29,38
2 48,12 30,38
3 49,23 49,80 30,59 30,31
4 49,39 30,59
5 51,71 30,61

Tab.10: Vyhodnoceni obsahu amisulpridu v tabletach

Pomér Koncentrace

plochy piku | amisulpridu ve vzorku | Obsah amisulpridu

vzorku a

sulpiridu [mg/ml] v 1 tableté [ % ]
1,643 0,0957293 95,73

59



1,251

[LE3 mV]

1,00 A

0,75

0,50

0,25

0,00

amisulprid

L

0,0

2,5

5,0 7,5 10,0 12,5 15,0 17,5

Obr.13: Chromatograficky zdznam amisulpridu izolovaného z tablet

reten¢ni ¢as : sulpirid — 9,75 min

retenéni Cas : amisulprid izolovany z tablet — 15,14 min
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6. ZAVER

61



V diplomové préaci byly vypracovany optimalni chromatografické podminky
pro HPLC analyzu amisulpridu.

Mg¢feni bylo provadéno na koloné o rozmérech 150x3 mm i.d., s naplni Separon SGX
CN, 7 um. Pouzita byla mobilni fdze ve slozeni acetonitril : fosfore¢nan amonny
( 0,01 mol/l; pH 6,1 — upraveno 10% H3PO,4 ) v poméru 30:70 ( v/v ). Pratokova rychlost
byla 0,4 ml/min pfi tlaku neptekracujici 20 MPa. K detekci byl pouzit UV detektor, ktery
pracoval pii vinové délce 230 nm. Vzorky byly nastfikovany pomoci davkovaci smycky o
objemu 20 pl.

Vypracovana HPLC metoda pro stanoveni amisulpridu byla pouzita pro studium
vybranych aspektl stability a stanoveni obsahu amisulpridu v tabletdich. Zmény stability
byly sledovany v roztocich H,O, 3% a 30% -niho za laboratorni teploty a v prostfedi
roztoku HCI (1 mol/l ) pti teploté 40°C. Ke stanoveni obsahu amisulpridu v tabletach bylo
vyuzito originalniho baleni Solian 50 mg por. tbl. nob.

Pii studiu stability amisulpridu v pfitomnosti oxida¢niho Ccinidla ~ byl na
chromatogramech detekovan rozkladny produkt. Na zakladé¢ zdznamt byla sestrojena
kiivka zavislosti logaritmu koncentrace na dobé plisobeni oxidacnino ¢inidla, ta vykazovala
VvV obou piipadech linearni pribéh. Po n€kolika hodinovém ptisobeni roztoku HCI ( 1 mol/l )
nebyly zaznamendny na chromatogramech zadné potencionalni rozkladné produkty. Za
danych podminek amisulprid nepodléhal kyselé hydrolyze.

Po sestrojeni kalibracni kfivky byl odecten obsah amisulpridu v jedné tableté¢ a

vyjadfen v procentech, vysledny obsah ¢inil 95,73 %.
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