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ABSTRAKT
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Nazev rigordzni prace:

Validace HPLC hodnoceni amlodipinu a atorvastatinu v kombinovaném lééivém pripravku

Predmétem této rigordzni prace je validace chromatografické metody. Validovanou metodou
je simultanni analyza ucinnych latek amlodipin-besylat a atorvastatin v komeréné vyrabénych
tabletach pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie. Stacionarni fazi byla zvolena
kolona 125x4 mm |. D. s naplni Nucleosil 120-5 C 18, Macherey-Nagel, mobilni fazi smés o
slozeni acetonitril — roztok dodekahydratu hydrogenfosforeénanu sodného (0,025 mol/l) v
poméru 55 : 45, okyselena kyselinou fosfore¢nou na pH 4,4 a protékajici rychlosti 1,0
ml/min, pfi teploté 25°C propylparabenem jako vnitinim standardem. Detekce UV-VIS
detektorem byla provadéna pfi vinové délce 210 nm. Z valida&nich parametrd byla
posuzovana linearita, prfesnost, spravnost, robustnost a selektivita.

Linearita byla potvrzena analyzou vzork( standard( v rozsahu 50 — 150 % ocekavané
koncentrace lécCivych latek. Pro ovéreni presnosti bylo pfipraveno Sest vzorku o stejném
sloZeni a z vysledkl analyzy vypocitana relativni smérodatna odchylka, ktera se pohybovala
v rozmezi 0,04 — 1,38 %. Spravnost byla posuzovana analyzou modelovych vzorkd, které
byly pfipraveny pfidanim znamého mnozstvi u€innych latek k placebu. Vytéznost metody se
pohybovala v rozmezi 97,93 — 101,98 %. Robustnost metody byla ovéfena zmé&nami
parametrt mobilni faze. Vysledky analyzy byly uspokojivé pfi rGznych hodnotach pH,
odliSnych koncentracich pufru i pfi Upravé pomér anorganické a organické slozky mobilni
faze. Selektivita metody byla potvrzena zjisténim, ze zadné z latek obsazenych v pfipravku

vzajemné neinterferuiji.



ABSTRACT

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Analysis
Candidate: Mgr. Jana Kaskova

Consultant: RNDr. Milan Mokry, CSc.

Title of Thesis:

Validation of HPLC evaluation of amlodipine and atorvastatin in combinated dosage forms

The topic of this thesis is the validation of chromatographic method. Validated method is the
simultaneous HPLC analysis of amlodipine besilate and atorvastatin in combinated dosage
form. Chromatografic column Nucleosil 125x4 mm 120-5 C18, Macherey-Nagel was used as
stationary phase. Mobile phase was formed by mixture of acetonitrile and dibasic sodium
phosphate dodecahydrate solution (0.025 mol/l), acidified with phosphoric acid at pH 4.4 in
the ratio 55 : 45. A flow rate was 1.0 ml/min and the temperature was 25 ° C. There was
used the internal standard propylparaben. The detection was performed at 210 nm using an
UV-VIS detector. The method was validated for linearity, precision, accuracy, robustness and
selectivity.

Linearity was confirmed by analyzing samples of standards in the range 50-150 % of their
expected concentration. To verify the accuracy there were prepared six samples of the same
composition and then relative standard deviation was calculated. RSD ranged from 0.04 to
1.38 %. Accuracy was assessed by analyzing the model samples that were prepared by
adding known amounts of active substances to placebo. The recovery ranged from 97.93 to
101.98 %. The robustness of the method was verified by changing the parameters of the
mobile phase. There were changed pH, concentration of buffer and ratio of agueous and
organic components of the mobile phase. During the selectivity experiments there weren't

found any substances which would interfere with each other.
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1. Uvop
Farmacie je védecky a zaroven prakticky obor zabyvajici se zajisténim IéCiv pro celou
populaci za ekonomicky pfijatelnych podminek v pozadovaném mnozstvi. Nedilnou soucasti
farmacie je kontrola léCiv, ktera se spolu s dalSimi farmaceutickymi disciplinami podili na
zabezpedeni jakosti, bezpe€nosti a ucinnosti 1&Civ.
V oblasti kontroly I€Civ je v souCasnosti kladen dlraz na vyvijeni rychlych, spolehlivych,
jednoduchych a zaroven finanéné méné naro¢nych analytickych metodik. Témto
pozadavkim vyhovuje vysokoucinna kapalinova chromatografie — High Performance Liquid
Chromatography (HPLC), ktera je aktualné jednou z nejprogresivnéjSich a nejpouzivanéjsich
metod. Jedna se o separaéni metodu umoziujici kvalitativni i kvantitativni hodnoceni
analyzovanych latek a jinych substanci. V Iékopisech nalezneme metodu HPLC pro
stanoveni obsahu, identifikaci a kontrolu necistot zkoumanych latek, vyuziti nachazi pfi
testovani stability 1éCiv a hodnoceni rozkladnych produktd, klinicka medicina a forenzni
toxikologie pouzivaji HPLC k monitorovani lékovych hladin a metabolitd v biologickych
materialech. Varianty uplatnéni HPLC jsou velmi rozsahlé a neustale dochazi k modernizaci
této instrumentalni metody.
Ve své diplomové praci jsem se zabyvala optimalizaci HPLC metody pro sou¢asné
hodnoceni IéCiv amlodipinu a atorvastatinu. Na ¢eském trhu je jiz nékolik let k dispozici fixni
kombinace tohoto antihypertenziva a hypolipidemika v jedné tableté. Na vySe zminénou

problematiku navazuiji v této rigorézni praci.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Chromatografie

2.1.1. Objev chromatografie
V roce 1906 provedl rusky botanik, fyziolog a biochemik M. S. Cvet experiment, pfi kterém
rozdélil rostlinné barvivo chlorofyl na jeho jednotlivé slozky: chlorofyl A, chlorofyl B a
karotenoidy. Experiment spocival v tom, Ze petroletherovy extrakt chlorofylu nechal
v kolonce protékat pres sloupec uhli¢itanu vapenatého. Chlorofylovy extrakt se pfi prichodu
kolonkou rozdélil na jednotliva barviva a na kolonce se tak vytvofily barevné zony viditelné
okem. Zjistil tedy, ze listova barviva prochazeji kolonkou s napini nestejné rychle a Ize je

gistym rozpoustédlem postupné vymyt. Cvet tuto metodu pojmenoval ,chromatografie*.®?

2.1.2. Definice chromatografie
Chromatografie je separacni fyzikalné-chemicka metoda umoznujici analyzu smési
s moznosti kvalitativniho a téZ kvantitativniho hodnoceni jednotlivych slozek smési.®?
Tato metoda vyuziva déleni analyzovanych latek mezi dvéma fazemi. Jedna z fazi je
stacionarni — nepohybliva, ktera je v koloné nebo plosné vrstvé a druha je mobilni —
pohybliva, ktera unasi separované latky. PFi styku stacionarni a mobilni faze s délenymi
latkami dochazi k vzajemnym interakcim. Jednotlivé slozky analyzované smési se mezi obé
faze distribuuji a dochazi mezi nimi k postupnému, opakovanému vytvareni rovnovaznych
stavl. Toto nestejnomérné rozdéleni slozek analyzované smési je zakladnim obecnym
principem v8ech chromatografickych metod. Pfedpokladem takového rozdéleni je rizna
afinita jednotlivych slozek k uvedenym fazim nebo jejich rozdilna schopnost difundovat do

nich.G4®

2.1.3. Rozdéleni zakladnich chromatografickych metod
Chromatografickych metod jiz dnes existuje velké mnozstvi. MUzeme je rozdélit dle riznych

hledisek do nékolika skupin.

2.1.3.1. Déleni podle skupenstvi pohyblivé faze

e Kapalinova chromatografie (Liquid Chromatography - LC)
Mobilni fazi je zde kapalina. Tento typ chromatografie umozriuje rozdéleni netékavych
kapalnych latek, dale i latek tuhych, rozpustnych v bé&znych organickych rozpoustédlech
nebo zfedé&nych mineralnich kyselinach.®

¢ Plynova chromatografie (Gas Chromatography - GC)
Plynovou chromatografii Ize identifikovat a stanovit nejen plyny, ale i latky kapalné a pevné,
které je mozné prevést bez rozkladu do plynného stavu. Mobilni fazi je zde nosny plyn
pohybujici se skrz nebo podél stacionarni faze, ktera je umisténa v koloné. Nosny plyn je
volen podle detekéniho systému. Nej¢astéji se pouziva dusik, helium nebo vodik. Existuji

dva typy kolon:



¢ Kolony naplfiové — trubice z nerezové oceli nebo skla naplnéné granulovanym
adsorbentem nebo nosi¢em se zakotvenou kapalnou stacionarni fazi.

o Kolony kapilarni — kapilary z nerezové oceli nebo skla sto¢ené do Sroubovice, jejichz
stény jsou povledeny kapalnou stacionarni fazi a zastavaji tak funkci nosice.®%"®

Plynova chromatografie nema v analyze |éCiv tak rozsahlé uplatnéni jako HPLC, pfesto je

vyuzivana ve vSech lékopisech vyspélych zemi. Vyhodami této chromatografické metody

jsou jednoduchost, vysoka citlivost a velmi vysoka separaéni uginnost.®°%

2.1.3.2. Déleni podle uspoiradani stacionarni faze
o Kolonova chromatografie
Stacionarni faze je umisténa v trubici (koloné). Timto typem chromatografie je pravé
HPLC.
o PloSna chromatografie
a) Tenkovrstva chromatografie (TLC = Thin Layer Chromatography)
Je vyuzivana jak pro dukaz substanci, tak pro identifikaci u€innych latek v riznych lékovych
formach, zejména ve slozenych lécivych pfipravcich. Mnohdy se vyuziva kromé dukazu
totoZznosti légiva soudasné pro ovéreni jeho &istoty.®
Dochazi k rozdélovani latek na tenké vrstvé, ktera je tvofena sorbentem (ten je stacionarni
fazi soustavy), jimz je nejCastéji silikagel (oxid kifemigity), alumina (oxid hlinity), kfemicitan
hlinity a dalSi, které jsou naneseny na podloZce z hliniku, skla nebo plastu. Pomoci mobilni
faze, ktera pfi analyze vzlina stacionarni fazi, jsou chromatogramem ,unaseny” skvrny
hodnocenych latek. Kvalitativni analyza je provadéna pomoci reten¢niho faktoru, coz je
pomér vzdalenosti stfedu skvrny od startu chromatogramu a vzdalenosti mezi startem a
&elem chromatogramu.®**?
V soucasné dobé jsou €asto pouzivané TLC chromatogramy, soucasti jejichz sorbentu je
fluorescenéni latka s maximem fluorescence pfi 254 nm. Po vyvinuti chromatogramu se
provadi detekce pod UV lampou.®
b) Papirova chromatografie

Tato metoda je dnes pfekonana a nepouziva se.

2.1.3.3. Déleni podle povahy déje, ktery prevlada pfi separaci
o Rozdélovaci chromatografie
Podstatou separace v rozdélovaci chromatografii je rozdilna rozpustnost analyzovanych
latek. Pouzivan je dvoufazovy systém, v némz jedna faze byva bohatsi na organicka
rozpous$tédla a druha na vodu. Existuji dvé varianty tohoto typu chromatografie.
V prvnim pfipadé byva stacionarni faze vodna a je zakotvena na hydrofilnim nosici (silikagel,
kiemelina, Skrob, hydrofilni gely, praskova celuléza a dalSi). Faze organicka byva fazi

mobilni.



Mnohem &astéji se vyuziva systém obracenych fazi (reversed phase). V tomto pfipadé slouzi
organické hydofobni rozpoustédlo (napf. silikonovy olej) jako stacionarni faze, jenz je
zakotvena na hydrofobnim nosiéi. Tento systém je vhodny k dé&leni méné polarnich latek.>®

e Adsorp¢ni chromatografie
Principem je schopnost pevné faze adsorbovat latky z kapaliny nebo z plynu (mobilni faze).
Mezi nejpouzivanéjsi adsorbenty patfi silikagel, oxid hlinity, oxid hofe¢naty, praskova
celuléza a aktivni uhli.®?
Principem metody je distribuce analyzovanych latek na zakladé jejich rozdilné adsorpéni
afinity k danému adsorbentu. Adsorbenty musi splfiovat pfisné poZadavky jako napf.
nerozpustnost v mobilni fazi, chemickou inertnost a velkou adsorpéni kapacitu.*3*41%

e Gelova chromatografie
V gelové chromatografii dochazi k rozdélovani latek mezi pohyblivou ¢ast mobilni faze, ktera
se nachazi mezi jednotlivymi zrny gelu a nepohyblivou ¢asti mobilni faze nachazejici se
uvnitf péra gelu. Jednotlivé molekuly jsou separovany podle svych rozmérd. Pfi prichodu
kolonou jsou molekuly slozek zdrzovany v dUsledku své permeace do rozpoustédlem
napinénych poru. Gely uréené pro chromatografii musi byt chemicky inertni, stalé i v Sir§im
rozmezi teplot. Pouzivané jsou zejména dextranove, polyakrylamidové nebo agarosoveé
gely.(le'”)

¢ Afinitni chromatografie
Tato chromatografie je zalozena na specifickych reakcich funk&nich skupin, které jsou
zabudovany do molekul matrice stacionarni faze. Tyto reakce jsou typické pro urcité
biologické a biochemické procesy, kterych se u€astni dvojice latek s vysokou selektivitou.
Jako matrice jsou pouzivané agarosové nosice a jejich derivaty, polyakrylamidové a
hydroxyalkylmethakrylatoveé gely a dalsi. Jako afinanty se pouzivaji aminokyseliny, enzymy,
antigeny a protilatky. VyuZiva se pii izolaci biologicky aktivnich latek.®*®

e lon-parova chromatografie
Tento typ umoziiuje separaci latek iontové povahy. Mezi analytem a ionty z mobilni faze je
vytvoren neutralni iontovy komplex a s rostouci koncentraci Cinidla se retence latky zvySuje.
K separaci kationtl jsou pouzivany alkylsulfonové kyseliny, aminokyseliny nebo karboxylové
kyseliny, u aniontd se vyuzivaji kvartérni amoniové soli nebo katecholaminy.™

¢ lontové-vyménna chromatografie
Podstatou separace je rozdilna afinita délenych latek, zpravidla v iontové formé,
k iontovyménnym skupinam stacionarni faze. Tou je tzv. iontoméni¢ tvofeny
makromolekularni matrici (dextran, celulosa, polystyren) nesouci vhodné funkéni skupiny
kyselé nebo zdsadité povahy. Kazda tato funkéni skupina je pevné vazanym iontem, na ktery
je iontovou vazbou pfipojen protiion s opaénym nabojem. Tento protiion je vyménovan
iontem stejného znaménka naboje obsazenym v kapalné fazi. Uplatfiuji se zde

elektrostatické pfitazlivé sily mezi ionty opaéného naboje. lontoménice se déli na anexy,



jejichz funkéni skupiny jsou zasadité a slouzi k vyméné aniotl a katexy, jejichz funkéni

skupiny jsou kyselé a slouzi k vyméné kationtt.®*"



e Chiralni chromatografie
Tento druh chromatografie slouzi k oddéleni sterecizomertl — molekul se shodnym sumarnim
a konstituénim vzorcem liSici se prostorovym uspofadanim. K separaci se pouziva opticky

aktivni stacionarni faze, ktera interaguje s chiralnim analytem. 2%

2.1.3.4. Déleni podle pouzité pracovni techniky

e Frontalni chromatografie
Tato technika spociva v neustalém pfivadéni délené smési, ktera je rozpusténa v mobilni
fazi, na kolonu. Jednotlivé latky opousti kolonu v zavislosti na afinité ke stacionarni fazi.
Napfiklad u tfislozkové smési z kolony nejprve vychazi Cista mobilni faze, poté vytéka slozka
A, ktera ma ke stacionarni fazi nejmensi afinitu, dale smés latek A+B, jestlize ma slozka B
stfedné velkou afinitu a nakonec po nasyceni stacionarni faze slozkou C, ktera ma nejvétsi
afinitu, vytéka roztok obsahuijici véechny 3 slozky.®

e Vytésnovaci chromatografie
U této metody se na kolonu nanasi jednorazové pouze ¢ast chromatografické smési. Pozdéji
se nanasi a az do konce chromatografického procesu kontinualné pfivadi roztok latky, ktera
ma ke stacionarni fazi vétsi afinitu nez latky vySe uvedené. Tato latka se pouziva jako tzv.
vytésnovadlo a uvolfiuje ze stacionarni faze vSechny pfedem zadrzené slozky. Slozka, ktera
ma ke stacionarni fazi nejmensi afinitu, vytéka z kolony jako prvni, naopak vytésnovadlo
opousti kolonu jako posledni.®

e Eluéni chromatografie
Tato chromatograficka metoda je nejbéznéjsi. Na kolonu se vnasi jen mala ¢ast analyzované
smési a kolona se eluuje mobilni fazi, ktera ma ke stacionarni fazi minimalni afinitu. Kazda
slozka se vymyva nezavisle na ostatnich. Opoustéji kolonu zcela oddélené v zavislosti na
afinité ke stacionarni fazi kazdé z nich.®
Existuji 3 varianty elu¢ni chromatografie:
Izokraticka: pouziva se mobilni faze o konstantnim sloZeni.
Vicestupriova: pfi eluci méné polarnim rozpoustédlem se eluuji dobfe nékteré slozky, jiné
jsou prilis sorbovany a pro jejich eluci se pak zvoli polarnéjsi rozpoustédlo.

Gradientova: pfi eluci se plynule méni koncentrace polarnéjsi slozky v mobilni fazi.®

2.2. Vysokoucéinna kapalinova chromatografie
Vysokoucinna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid Chromatography —
HPLC) je velmi progresivni a oblibena metoda uzivana ve vSech oblastech analyzy. Jeji
uplatnéni v technické praxi je velice rozsahlé, je pouzivana k déleni a identifikaci latek ve
vicesloZkovych smésich, ke kontrole syntézy (odhali doprovodné necistoty (rezidua)
vychozich produktld syntézy, rozkladné produkty atd.), ke kvantitativni analyze latek ve
smésich, ke kontrole zivotniho prostfedi, k analyze jednotlivych komponent v té€lnich

tekutinach (hormony, 1é&iva, jejich metabolity), k biochemické analyze atd.®



V analyze |é€iv ma vysadni postaveni, je Siroce vyuzivana ve vSech lékopisnych
monografiich. Hlavnimi pfednostmi jsou sou¢asné kvalitativni i kvantitativni hodnoceni
separovanych slozek, dale vysoka citlivost méfeni, rychlost analyzy, minimalni mnozstvi
vzorku, které je k analyze potfeba a moznost automatizace, ktera se neustale zdokonaluje, a
ktera dale urychluje priibéh analyzy.®

Od klasické HPLC metody jsou odvozeny dalSi metody liSici se jen ur€itymi parametry. Patfi
mezi né UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography) metoda, ktera je aplikovana pfi
vysokém tlaku (100 MPa a vice). Proto jsou pouzivany sorbenty majici vysokou
mechanickou pevnost. Kolony jsou specialné pfizplisobeny vuci vysokému tlaku. Velikost zrn
sorbentu je 1,5 um a je zde mimoradna separadéni Gginnost a kratka doba analyzy.®” Dale
vznikla napfiklad metoda HTLC (High Temperature Liquid Chromatography), ktera se od
ostatnich technik vyznacuje pouzivanim vysokych teplot na kolonach (od 40 °C az k velmi

kritickym teplotam).?*24

2.2.1. Vyhodnocovani chromatografickych krivek (chromatogram)
Ke kvalitativni i kvantitativni analyze slouzi chromatograficka kfivka. Tato kfivka se sklada
Z jednotlivych pik( rizné vysky a Sifky. Pro uspé&Snou analyzu na kapalinovém
chromatografu je potfeba najit takové chromatografické podminky (optimalni), aby kazdé
sloZce analyzované smési, odpovidal jeden ostry, symetricky pik, jenZ je rozdéleny na

zakladni linii.®?®

2.2.1.1. Kvalitativni hodnoceni
Zakladni kvalitativni veli€inou je reten¢ni €as. Je to doba od nastfiku vzorku na kolonu
k maximu chromatografického piku. Porovnanim chromatografickych dat stanovované latky a
standardu (referencni latky) Ize potvrdit identitu analyzovaného vzorku. Nékteré UV detektory
umoznuji v maximu piku sejmout UV spektrum, coz je po srovnani s UV spektra standardu

dalsi identifikaéni charakteristikou.®*®

2.2.1.2. Kvantitativni hodnoceni
Kvantitativni veli€inou je plocha pod kfivkou piku stanovované latky. Tato plocha je pfimo
umérna koncentraci stanovované latky. Pro zjiSténi obsahu latky ve vzorku se nejCastéji
vyuzivaji metody vnéj$iho nebo vnitiniho standardu.®®

Metoda vnéjSiho standardu spociva v porovnavani piku standardu v jednom nastfiku a piku

stanovované latky v nastfiku druném. Jako vnéjSi standard se obvykle pouziva standard
jedné z analyzovanych sloZzek smési. Koncentrace latek se vypocita jako pomér ploch pika
jednotlivych stanovovanych latek a plochy piku vnéj$iho standardu.®

Metoda vnitfniho standardu spociva v pfidani pfesné znamého mnoZzstvi vnitfniho standardu

do vzorku a nastfiknuti této smési na kolonu. Koncentrace stanovovaneé latky se vypocita
pomeérem ploch pikd stanovovanych latek ku ploSe piku vnitfniho standardu. Tato metoda je
méné Casové narocna a presnéjsi. Nicméné vybér vhodného vnitfniho standardu byva

slozity, protoze musi jit o latku majici podobnou koncentraci jako latky, jejichz obsah je

-9-



zjiStovan, ktera se bude eluovat v blizkosti pikGl stanovovanych latek, zaroveri od nich ale

bude oddélena a nesmi s témito latkami chemicky reagovat.®®

2.2.2. Chromatograf
Kapalinovy chromatograf se sklada z ¢asti, které mizeme rozdélit dle jejich funkce na ¢asti
zajistujici:
e Slozeni a transport mobilni faze (zasobniky mobilni faze, vysokotlaké Cerpadlo)
o Davkovani vzorku (davkova¢ manualni nebo automaticky)
e Separaci latek (chromatograficka kolona)
o Detekci latek (detektor)

e Registraci signalu a vyhodnoceni chromatografického zaznamu (pocitac s tiskarnou)
(3,26)

Obr. €. 1: Schéma kapalinového chromatografu

Z,7,7Z5 - Zasobniky mobilni faze
C - vysokotlaké &erpadlo

PG - programovaci jednotka

DZ - davkovaci zafizeni

K - chromatograficka kolona

D — detektor
PC — poéltaé Chyba! Zalozka neni definovana.

Mobilni faze je nasavana bud z jednoho, nebo vice zasobnikl do vysokotlakého Cerpadla.
Toto Cerpadlo poté zprostiedkovava konstantni bezpulsni tok mobilni faze o malé rychlosti
pfes davkovaci zafizeni do chromatografické kolony. Kolona je napojena pfimo na detektor,

z néhoz jde signal do vyhodnocovaciho zafizeni.®?

2.2.2.1. Zasobniky mobilni faze
Mobilni faze je pfi izokratické eluci vedena z jednoho zasobniku, pfi gradientové eluci se
mobilni faze z vice zasobnikl micha dle nastaveného programu ve smésovacim zafizeni
umisténém pred nebo za vysokotlakym Cerpadlem. Naprogramovany sméSova¢ maze
s vyuzitim zasobnik{ naplnénych riznymi kapalinami pfipravovat smési stalého slozeni

mobilni faze nebo fidit zmény v jejim sloZeni v pribéhu separace.?”?®
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Zasobniky mobilni faze jsou vétSinou sklenéné, plastové nebo nerezové nadoby. Mivaji
uzaveér zabranujici unikani par rozpoustédla. Mobilni faze pouzivané pfi HPLC analyze musi
byt velmi Cisté (filtruji se) a zbavené rozpusténych plynd (napf. plsobenim ultrazvuku).

U modernich kapalinovych chromatografu je odplyfiovaci zafizeni (degasser) soucasti

sestavy. %)

2.2.2.2. Vysokotlaka c¢erpadla mobilni faze
Na Cerpadla pro vysokoucinné chromatografy jsou kladeny vysoké naroky. Musi byt
z material( odolavajicich korozi i pfi pouziti agresivnich mobilnich fazi. Tyto podminky splfiuji
napf. ocel, titan a keramické materialy. Dale musi byt schopna davkovat mobilni fazi plynule
bez kolisani, které by mohlo vyznamné ovlivnit pfesnost retenénich €asu i ploch pikd. Proto
je dulezité, aby Cerpadlo poskytovalo stabilni a bezpulsni tok mobilni faze. Také musi
spravné fungovat v Sirokém rozmezi tlaku (1 - 60 MPa) i pratokovych rychlosti (0,1 — 10
ml/min).?%28)

Nastaveni prutoku mobilni faze musi byt pfesné a reprodukovatelné. Vnitfni objem ¢erpadel

by mél byt co nejmensi pro rychlou vyménu mobilni faze nebo praci s gradientovou eluci.®

2.2.2.3. Davkovaci zarizeni vzork
Konstrukce davkovaciho zafizeni vyznamné ovliviiuje u€innost separace. Pfi nestejném
davkovani vzorku na kolonu maze dojit k vyznamnym zménam eluénich zén. V soucasné
davkovacC (autosampler). Autosampler umozriuje konstantni aplikaci vzorku na kolonu bez
preruseni toku mobilni faze. Je spojen se zasobnikem vzork(, kde jsou umistény
mikronadobky (vialky), z kterych autosampler odebira pomoci jehly dokonale rozpustény

vzorek. 2729

2.2.2.4. Kolony pouzivané v HPLC
Chromatograficka kolona je trubka nebo kapilara o délce 10 - 25 cm a vnitfnim prdméru 3 - 5
mm rovnomérné naplnéna nebo pokryta stacionarni fazi. Plast kolony musi byt zkonstruovan
tak, aby udrzel stacionarni fazi, byl chemicky inertni a odolny vic¢i vysokému tlaku. Nejcastgji
pouzivany material k vyrobé kolon je nerezova ocel, sklo, vzacnéji titan nebo organicky
polymer tzv. (polyetheretherketon). 423

Kolona je vyplnéna vhodnym sorbentem (stacionarni faze), kde dochazi k separaci

zkoumanych latek.

a) Nejcastgji je pouzivana chemicky vazana stacionarni faze, jejiz zaklad je tvofen oxidem
kfemicitym (silikagel). Na hydroxylové skupiny silikagelu jsou navazany rizné typy
radikalu. Z nepolarnich chemicky vazanych fazi se jedna o uhlovodikovy fetéz obsahujici
8 popf. 18 atomU uhliku. U polarnich fazi je souc€asti radikalu napf. skupina —-NH2 nebo
-CN.®

Fyzikalné chemické vlastnosti silikagelu byly zmodernizovany a vylepSovany. Mezi novinky

této stacionarni faze patfi:
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e Fused-Core: technologie tzv. pevného jadra se lisi v uz§im rozlozeni poréznich
Castic, vétsi hustotou rozlozenych vrstev a kratSi cestou difuze, coz vede ke zrychleni
analyzy, ostfejSim pikam, vétsi citlivosti a zvySeni rozliSeni metody.

o HS F5 kolony: vylepSeni této kolony spoéiva v navazani pentafluorofenylpropylové
skupiny na silikagel, které poskytuji vysokou selektivitu, ostré piky, stabilni separaci a
reprodukovatelny vykon.

o RP-Amide kolony: tato stacionarni faze se odliSuje zasazenim amidové skupiny do
fetézce C18, jenz je pfipojena na silikagel. Oproti klasické koloné C18 dokaze
separovat malé, ve vodé rozpustné molekuly, coz je u C18 diky své nizké smacivosti
mobilnimi fazemi, které maiji prfevazujici vodnou slozku, obtizné. (31)

b) Dale byly vyvinuty kolony tvofené oxidem zirkoni€itym, jejichz vyhodou je oproti silikagelu
stabilita v¢i riznym hodnotam pH.

c) Dalsim pokrokem v HPLC analyze byla vyroba monolitickych kolon tvofenych z jednoho
kusu poérovitého materialu. Jsou tvofeny dvéma typy portd — makropéry zajistujici rychly
tok mobilni faze skrz kolonu a zrychluji distribuci vzorku mezi pohyblivou a nepohyblivou
fazi a mesopory poskytujici velky povrch a tim i vysokou separacni kapacitu. Tato
struktura umoznuje nastavit vysokou rychlost protékajici mobilni faze bez pfilis

zvy$eného tlaku a bez ztraty separaéni uginnosti.3?

2.2.2.5. Detektory pro HPLC
Selektivita a citlivost HPLC analyzy zavisi na detektoru, ktery je pouzit. Jeho funkci je
monitorovani latky vychazejici z kolony a pfevedeni jeji kvantitativni hodnoty na
proporcionalné zavisly elektricky signal, ktery je dale registrovan vyhodnocovacim
zafizenim.®19
Typy detektoru:

e Spektrofotomotericky

Dnes nejCastéji pouzivanym detektorem v metodé HPLC je detektor spektrofotometricky.
Mé&Fi absorbanci elektromagnetického zafeni eluatu, ktery prochazi celou detektoru. Vyhodou
je, ze vétsina latek je schopna absorbovat v ultrafialové nebo viditelné oblasti (absorpce
svétla je podminéna pfitomnosti chromoforu v dané latce, ktery se pravé v detekovanych
léSivech ¢asto objevuje), proto je mozné ho ve velké vétsing pripadd pro detekci pouzit.®)
Existuje nékolik typu spektrofotometrickych detektoru:
-UV detektor s fixni vinovou délkou, pfi které absorbuje vétsina 1éCiv (254 nebo 280 nm).

-UV-VIS detektor s nastavitelnou vinovou délkou dle aktualni potfeby daného vzorku.

-scanning UV detektor dok&ze snimat absorpéni spektrum latky v maximu jejiho piku.®3*®

-diode array detektor snima celé spektrum v realném ¢ase, ma nastavitelnou vinovou délku
(3,34)

v pribéhu analyzy, zaznam dat je vysilan formou trojrozmérné projekce.

e Fluorimetricky
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Tento detektor je pouzitelny, pokud analyzované |éCivo vykazuje fluorescenci (schopnost
latek absorbovat zafeni a pak vysilat zafeni o vysSi vinové délce). Nékteré latky, které tuto
schopnost postradaji, Ize derivatizovat na fluoreskujici derivaty.®?"

o Refraktometricky
Tento druh funguje na zakladé rozdilného indexu lomu €isté mobilni faze a mobilni faze
unasejici separovanou latku. Jsou univerzalni, ale nevyhodou je jejich mala citlivost.®

e Elektrochemicky
Princip tohoto detektoru je postaven na elektrochemické reakci na rozhrani elektroda —
eluent. Detekovat se daji latky majici schopnost oxidace nebo redukce. Mé&Fi se elektricky
proud prochazejici mezi polarizovatelnou a pomocnou elektrodou v zavislosti na viozeném
elektrickém napéti.®?)

¢ Hmotnostni spektrometr (MS)
Hmotnostni spektrometrie je analyticka metoda slouzici k pfevedeni molekul na ionty,
rozliSeni téchto iontd podle poméru jejich hmotnosti a naboje (m/z) a naslednému zaznamu
relativnich intenzit jednotlivych iontd.
V soucasné dobé je pfi detekci I€Civ velmi ¢asto praktikovano spojeni HPLC s hmotnostni
spektrometrii. Mimo kvalitni detekce poskytuje MS Fadu udajd usnadnujici uréeni identifikace
jednotlivych slozek analyzované smeési.
Po opusténi HPLC kolony eluentem je tfeba odstranit mobilni fazi a molekuly léCiva pfevést
do plynného stavu. Ve hmotnostnim spektrometru jsou dale molekuly analyzované latky
ionizovany, nacez jsou v magnetickém nebo vysokofrekvenénim poli rozdéleny podle
hmotnosti a naboje. Vysledkem je zaznamenané hmotnostni spektrum nabitych &astic, viz

vyse. 33

2.2.2.6. Zarizeni pro zaznam a zpracovani dat
K zaznamenani a vyhodnocovani dat se pouzivaji pocitate se specialnim softwarem, kterym
Ize ovladat témér veSkeré parametry chromatografu. Metodu Ize tak provadét za pfedem

optimalizovanych podminek.®

2.3. VALIDACE METODY
2.3.1. Validace analytickych metod

Analytické metody pouzivané pro hodnoceni I&€Civ musi byt vhodné, pfesné a spolehlivé.
Tyto vlastnosti musi byt experimentalné ovéfené a dolozené. Proces zabyvajici se touto
soucasti analytické metody se nazyva validace.

Validace sestava ze série experimentu, které zjistuji nejpodstatnéjsi charakteristiky metody.
Cilem je vymezit hranice, ve kterych je metoda vhodna a pouzitelna a zajistit tak, aby se pfi
jeji opakované aplikaci dostavalo spolehlivych vysledki.®®

Validace je provadéna pfi vyvoji nove analytické metody, dale pokud byla metoda zménéna a

také jestlize ma byt pfenesena do jiné laboratofe. Zjisténé hodnoty validacnich parametrd se
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zapracuji do validacniho protokolu, jehoz soucasti je i dokumentace vypovidajici o
vysledcich valida¢nich parametra.

Zpusob, jakym je validace provedena, se odviji podle prfedpokladaného vyuziti dané metody.
Neni vzdy nutné ovéfovat veskeré validaéni parametry.®

Obecné analytické parametry ovérované pri validaci metod jsou:

2.3.1.1. Pfresnost
Pfesnost analytické metody je mira shody mezi jednotlivymi vysledky metody opakované
provadéné s jednim vzorkem. Pfesnost je vyjadiena jako relativni smérodatna odchylka
(RSD), ktera se stanovi z minimalné Sesti analyz zhomogenizovaného vzorku. Analyza musi
byt provedena kompletnim postupem v&etné samotné pfipravy vzorku.
Relativni smérodatna odchylka je definovana jako rozptyl jednotlivych hodnot od priméru a

vypocita se ze vztahu:

X. - X)?
RSD,, = 100 > (x - %)
X n-1

Podle podminek se rozliSuji tfi urovné presnosti:

e Opakovatelnost — metoda se provadi stejnym zplsobem, jednim pracovnikem, se
stejnymi Cinidly, na tomtéz pfistroji a stejnym zhomogenizovanym vzorkem. Jde tedy
o pfesnost uvnitf laboratore.

e Mezilehla presnost - provadi se s rliznymi €inidly, riznymi pracovniky i pfistroji
v rlizny den, ale v jedné laboratofi a se stejnym zhomogenizovanym vzorkem.

o Reprodukovatelnost — metoda se provadi na jednom zhomogenizovaném vzorku, ale
v rzné laboratofi, s rznymi €inidly a na riznych pfistrojich. Jde tedy o pfesnost pfi

pfenosu metody z jedné laboratoFe do druhé.®3*%"

2.3.1.2. Spravnost
Spravnost je odchylka vysledku metody od spravné hodnoty. Existuji tfi moznosti zjisténi
spravné hodnoty. Zjisti se bud uplné jinou, nezavislou (referenéni) metodou, jejiz spravnost
jiz byla ovéfena, nebo analyzou modelového vzorku (placebo s pfidanym standardem), popf¥.
neni-li k dispozici placebo, analyzou vzorku s pfidavkem standardni latky. Jde o shodu
naméfenych vysledkd a skute€nych hodnot analyzy minimalné Sesti vzorkd. Tato shoda se

oznaduje jako vytéZznost (recovery) a vypogita se nize uvedenym vzorcem.®*

nameérena hodnota x (100)

- 0y —
Vytemost (%) skutecna hodnota
2.3.1.3. Linearita
Linearita je chapana jako pfimkova zavislost mezi dvéma nahodnymi proménnymi, tj.
odezvou instrumentace (analytickym signalem) a koncentraci analytu. Je poZzadovano

stanoveni minimalné péti riznych koncentraci v rozmezi 50 az 150% deklarované obsahu
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analyzované latky. Roztoky je mozné pfipravit ze standardq, jelikoz rusivé vlivy, které by se
mohly projevit pfi pouziti realného vzorku, jsou hodnoceny jinymi validaénimi parametry.
Linearita metody se mlze dolozit graficky. Graf (kalibrac¢ni kfivka) vypovida o zavislosti
vysledku (plochy pikd) na koncentraci analyzované latky. Linearitu Ize dolozit téz
matematicky diky vysledkdm linearni regresni analyzy. Uvadi se korela¢ni koeficient (mira
linearity), smérnice citlivosti a y-usek (mira vedlejSich vlivQ).

Je-li metoda linearni, mizeme urcit smérnici z jednoho kalibraéniho bodu, pokud tomu tak

neni, je potfeba vyhodnocovat vysledky z celé kalibraéni kivky. 33

2.3.1.4. Rozsah
Tento parametr je odvozovan z linearity. Je to interval mezi dvéma hladinami koncentrace
stanovovaneé latky, v némzZ je latka stanovena s takovou presnosti, spravnosti a linearitou,

jak dokladaji vysledky validace.®®

2.3.1.5. Robustnost
Robustnost je mira reprodukovatelnosti vysledk(l ziskanych analyzou jednoho homogenniho
vzorku v rliznych laboratofich, riznymi analytiky, na raznych pfistrojich a s riznymi Cinidly.
Je to mira schopnosti metody davat spravné a pfesné vysledky i pfi mensich zménach
pracovnich podminek. Cilem je upozornit na vliv kolisani proménnych podminek, které
mohou ovlivnit vysledky metody, i kdyz popsany postup zUstava zachovan. PFi kapalinové
chromatografii jsou typické proménné: vliv zmény pH mobilni faze, vliv zmén sloZeni mobilni
faze, teplota, prutokova rychlost, jina Sarze kolon nebo chemikalii. Neni nutné zkoumat
vSechny parametry u kazdé metody, zalezi na ucelu pouziti dané metody a stejné jako
pFijatelnost ziskanych hodnot parametrd, i jejich vyb&r musi posoudit analytik.®3®
V této rigorozni praci jsou vysledky parametrd, kterymi se testuje robustnost, vyjadreny
pomoci kapacitniho faktoru. Kapacitni faktor (= hmotnostni distribu¢ni objem) vyjadfuje miru
sorpce analytu na kolong, tedy schopnost latky délit se mezi dvé faze. Vyjadiuje tak kapacitu
kolony. K vypoctu je potfeba retencni ¢as (kapitola 2.2.1.1.) a tzv. mrtvy retenéni ¢as, coz je
retencni Cas inertni slozky, ktera neni v koloné zadrzovana a pohybuje se stejnou rychlosti
jako mobilni faze — projde kolonou nejrychleji.G%*®
k= tp —ty
ty
LR - retencni Cas
tp - mrtvy Cas
2.3.1.6. Selektivita
Selektivita je schopnost metody udavat spravné a specifické vysledky analyzy zkoumané
latky v pfitomnosti latek jinych. Metoda nesmi byt ruSena dalSimi slozkami kombinovaného

pfipravku, pomocnymi latkami v placebu, necistotami z vyroby, rozkladnymi produkty,
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zbytkovymi rozpoustédly nebo neznamymi latkami. U metod hodnoticich stabilitu musi byt
dolozeno oddéleni rozkladnych produktd.

Tento parametr se dolozi rozdilem analyzy standardu bez necistot a standardu s pfidanymi
rozkladnymi produkty, slozkami placeba nebo riznymi necistotami, dale napf. rozdilem
kompletniho vzorku a vzorku bez analyzované latky obsahujici vSechny dalSi slozky
pfipravku. Tento rozdil neni tfeba dokladat Ciselné, postaci chromatogramy s vybranou

srovnavaci analyzou (chromatogram placeba, rozkladnych produkté atd).®*®

2.3.1.7. Detekeéni limit
latky. U instrumentalnich metod se tento limit mGze urdit jako takova koncentrace latky, kdy
ma pomér signal k Sumu hodnotu 3. Tato hodnota je ziskana z udaju o vySce piku
odpovidajiciho dané latce na chromatogramu pfedepsaného porovnavaciho roztoku a o

rozpéti Sumu pozadi na chromatogramu ziskané pfi slepé zkousce.®39

2.3.1.8. Kvantitativni limit

s pfijatelnou presnosti a spravnosti. Obvykle to byva trojnasobek deteké&niho limitu.®

2.3.2. Test zpUsobilosti chromatografické metody (System suitability test)
Pfi kazdém dalSim pouZiti nové vyvinuté validované metody se uz validace neopakuje. Je
potfeba otestovat specialni kritéria, ktera musi byt splnéna, aby bylo mozné danou
analytickou metodu spolehlivé pouzit. Zformovani téchto kritérii je dalSim cilem validaéniho
procesu. Tato kritéria se nazyvaiji test zpUsobilosti analytického (chromatografického)
systému.©®
Pokud v konkrétnim pfipadé (v Iékopisné monografii) neni uvedeno jinak, testuje se faktor
symetrie piku, maximalni povolena RSD, mez detekce piku a mez stanovitelnosti. Mezi
povolené zmény chromatografickych podminek patfi slozeni mobilni faze (pomér, pH,
koncentrace soli), u stacionarni faze je povolena zména délky kolony o +70%, zména
vnitfniho priméru kolony o + 25 % a zmenS$eni velikosti ¢astic az o 50%, pratokova rychlost
muze byt upravena o + 50 %, teplota zvySena nebo snizena o 10 % (nejvySe vSak 60 °C)a

velikost nastfikovaného objemu muze byt zmengena.®?

2.4. Vlastnosti zkoumanych latek
LécCivy pfipravek, ktery predstavuje kombinaci amlodipinu a atorvastatinu, je indikovan pro
prevenci kardiovaskularnich pfihod u pacientl s hypertenzi, u nichz se sou¢asné vyskytuje
vice kardiovaskularnich rizikovych faktor, a ktefi maji mirné zvySenou hladinu cholesterolu

v plazmé.“?

2.4.1. Amlodipin
2.4.1.1. Fyzikalné - chemické vlastnosti

Nazev: Amlodipini besilas (Amlodipin - besylat) “?
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Strukturni vzorec:“*?

SOH

Definice: Je to 3-ethyl-5-methyl-(4RS)-2-[(2-aminoethoxy)methyl]-4-(2-chlorfenyl)-6-methyl-
1,4-dihydropyridin-3,5-dikarboxylat-benzensulfonat.

Relativni molekulova hmotnost je 567,05.

Vzhled: Amlodipin-besylat je bily nebo témér bily prasek.

Rozpustnost: téZce rozpustny ve vodé, snadno rozpustny v methanolu, mirné rozpustny

v bezvodém ethanolu a téZce rozpustny v 2-propanolu.

Zkousky totoznosti: IC, UV, HPLC.

Zkousky na ¢Cistotu: opticka otacivost, zkouska na pfibuzné latky (pomoci TLC, HPLC),
pfitomnost vody (semimikrostanovenim vody), limitni stanoveni siranového popela.
Stanoveni obsahu: pomoci HPLC - pomér ploch pikd vzorku a amlodipin-besylatu CRL.

Skladovani: ve vzduchotésnych obalech, chranén pred svétlem.“?

2.4.1.2. Farmakologické vlastnosti
Terapeuticka Indikace
Antihypertenzivum amlodipin je dihydropyridinovy blokator kalciovych kanalu 3. generace.
VSechny v souc€asnosti pouzivané blokatory vapnikovych kanall maji terapeutické uplatnéni
u pacientl s hypertenzi, chronickou stabilni anginou pectoris, Prinzmetalovou anginou,
srdeéni arytmii a chronickym srdeénim selhanim. )
Davkovani
Pro hypertenzi i anginu je uvodni davkou 5 mg amlodipinu denné peroralné. Davka muze byt
zvySena na 10 mg denné v zavislosti na odpovédi pacienta.
Kontraindikace
Terapie amlodipinem je kontraindikovana u pacientd s pfecitlivélosti na pyridinové derivaty,
hypotenzi, kardiogennim Sokem, obstrukci vytokové Casti levé komory a po nestabilnim
srdec¢nim selhani.

Nezadouci ucinky
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Nejcastéji hlaSenymi nezadoucimi uc€inky béhem |éCby byla ospalost, zavrat, bolest hlavy,
palpitace, zEervenani, bolest bficha, nevolnost, otok kotnik(i, edém a unava.
Farmakodynamické viastnosti

Amlodipin inhibuje transmembranovy vstup kalciovych iontd do bunék hladkého svalstva
cévnich stén a do srde¢nich bunék. Mechanismus antihypertenzniho ptsobeni amlodipinu
vyplyva z jeho relaxa¢niho u€inku na hladkou svalovinu cévni stény. Jeho plsobenim jsou
rozSifovany periferni arterioly, &imZ se sniZi celkova periferni rezistence. Toto sniZeni
srdecni zatéze zajistuje niZ8i spotfebu energie a mensi naroky myokardu na pfisun kysliku.
Mechanismus u€inku amlodipinu zahrnuje také dilataci koronarnich tepen a arteriol.
Farmakokinetické vlastnosti

Pfi peroralnim podani je amlodipin dobfe absorbovan. Nejvy3si plasmatické koncentrace je
dosazeno za 6 -12 hodin od podani. Jeho biologicka dostupnost je 64 - 80 %. Distribuéni
objem je asi 21 I/kg P¥iblizné 97,5% amlodipinu v krevnim obé&hu je vazano na plazmatické
bilkoviny. Eliminaéni polo€as se pohybuje v rozmezi 35 - 50 hodin. Amlodipin je ve vétsSi mife
metabolizovan v jatrech na neaktivni metabolity. Moci je vylu€ovano 60 % metabolitd a 10 %

nezménéného légiva.*®

2.4.2. Atorvastatin
2.4.2.1. Fyzikalné-chemické vlastnosti
Nazev: Atorvastatinum
(v pfipravcich byva ve formé soli atorvastatinum calcicum trihydricum) “©

Strukturni vzorec:“”

ol
./

Definice: Je to ((3R,5R)-7-[3-fenyl-4-fenylkarbamoyl-2-(4-fluorfenyl)-5-isopropyl-pyrrol-1-yl]-
3,5-dihydroxy-heptanova kyselina “®

Relativni molekulova hmotnost je 558,65.

Vzhled: Je to bily krystalicky prasek.

Rozpustnost: je nerozpustny ve vodé pfi pH 4 a niz8im, velmi téZce rozpustny v destilované
vodeé, ve fosfatovém pufru o pH 7,4 a v acetonitrilu, téZce rozpustny je v ethanolu, snadno
rozpustny v methanolu.

Zkousky totoznosti: IC, HPLC, vizualni zkouska (pyrolyza)
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Zkousky na €istotu: limitni zkousky na sodikové ionty, téZké kovy a pfibuzné latky pomoci
HPLC

Stanoveni obsahu: pomoci HPLC “®

2.4.2.2. Farmakologické vlastnosti
Terapeuticka indikace
Hypolipidemikum atorvastatin je kompetitivnim inhibitorem hlavniho enzymu biosyntézy
cholesterolu, jimz je HMG-CoA reduktaza. Je indikovan jako doplnék k nizkocholesterolové
dieté, ke snizeni celkového cholesterolu a LDL-cholesterolu u dospélych s
hypercholesterolemii a také jako prevence kardiovaskularnich pfihod u rizikovych
pacientd. 449
Davkovani
NeZ je nasazena |éCba atorvastatinem, je tfeba, aby pacient dodrZoval nizkocholesterolovou
dietu, ve které je tfeba pokracovat po celou dobu Ié€by timto hypolipidemikem. Davka je
zvolena individualné na zakladé hodnot LDL-cholesterolu v krvi. Dale byva upravovana dle
odezvy pacienta na lé¢bu.
Davka se uziva peroralné ve veCernich hodinach a pohybuje se mezi 10 — 80 mg denné.
Kontraindikace
Lécba atorvastatinem neni doporucena pacientiim s precitlivélosti na statiny, v pfipadé
jaterniho onemocnéni, v téhotenstvi, laktaci a u Zen ve fertilnim véku, které neuzivaji
vhodnou antikoncepci.
Nezadouci uéinky
Z nejCastéjSich nezadoucich ucinkl se mize objevit zanét nosnich cest, alergické reakce,
zvySeni hladiny cukru v krvi, zvySeni hladiny kreatinkinazy v krvi, bolest hlavy, nevolnost,
zacpa, plynatost, travici obtize, prajem, bolest kloubd, bolest svalu, bolest zad, nespavost,
zavrat, pocit necitlivosti nebo mravenc&eni v prstech, poruchy chuti, ztrata, zastfené vidéni,
zvonéni v uSich, vyrazka, unava a dalsi.
Farmakodynamické viastnosti
Atorvastatin je kompetitivnim inhibitorem HMG-CoA reduktazy. Tento enzym katalyzuje
pfeménu z 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-koenzymu A na kyselinu mevalonovou, ktera je
prekurzorem vSech steroll — cholesterol nevyjimaje. Atorvastatin snizuje hladinu cholesterolu
a lipoproteinu v krevni plazmé& mechanismem inhibice HMG-CoA reduktazy a inhibice
syntézy cholesterolu v jatrech, také zvySuje pocet LDL receptort na povrchu jaternich bunék,
¢imz je urychlena absorpce a rozklad LDL.
Farmakokinetické vlastnosti
Atorvastatin je po peroralnim podani rychle absorbovan. Maximaini koncentrace v plazmé je
dosazeno po 2 hodinach. Ma pomérné nizkou systémova dostupnost, ktera je pfipisovana
presystémové clearance na sliznici gastrointestinalniho traktu a také first-pass metabolismu

v jatrech.
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Atorvastatin je z téméf 99 % vazan na plazmatické bilkoviny. Metabolizace probiha na
cytochromu P450 3A4, coz je divod mnohych interakci s jinymi l1éCivy. PFiblizné 70 %
inhibi¢ni aktivity HMG-CoA reduktazy je pfipisovano aktivnim metabolitim, na které je
atorvastatin transformovan. Atorvastatin je vyluCovan zlu€i po hepatalni a extrahepatalni

metabolizaci. Eliminaé&ni pologas atorvastatinu z plazmy je pfiblizné 14 hod.“®

2.5. Prace zabyvajici se amlodipinem a atorvastatinem nebo jejich

kombinaci s jinymi léCivy

e A. K. Sharma a A. Dharamsi vyvinuli RP-HPLC analyzu atorvastatinu a amlodipinu
v jednom léCivém pfipravku. Stacionarni fazi byla kolona C18 ( Phenomenex fenyl
hexyl) o rozmérech 250 mm x 4,6 mm a velikosti ¢astic 5 um. Jako mobilni faze byla
pouzita smés vody s triethylaminem (0,4 %) a acetonitrilu s pH upravenym na 5,2
pomoci kyseliny fosfore¢né o pratoku 1 ml/min. Detekce UV detektorem byla
provedena pfi vinové délce 229 nm.®%

e A. Manzoor, Y. N. Manohara, M. C. Ravi vyvinuli a validovali HPLC pro sou¢asné
stanoveni atorvastatinu a amlodipin besylatu kombinované lékové formé. Navrzena
metoda RP - HPLC vyuziva kolonu C18, jejiz rozméry jsou 250 mm x 4,6 mm a
velikost ¢astic 5 um. Mobilni faze méla slozeni octan amonny (0,05 mol/l) - acetonitril
v pomeéru 55:45 s hodnotou pH upravenou na 6,1. UV detekce probihala za vinové
délky 238 nm.®V

e Saurabh K. Sinha, Prabhat K. Shrivastava a Sushant K. Shrivastava se zabyvali RP-
HPLC metodou pro simultanni analyzu amlodipinu a telmisartanu v kombinovaném
IéCivém pfipravku. Chromatografické separace bylo dosazeno s pouzitim mobilni faze
acetonitril - dihydrogenfosfore¢nan sodny (0,05 mol/l) v poméru 60:40 upraveno na
pH 6 na koloné C18 (Perfectsil ) s rozméry 150 mm x 4,6 mm a velikosti ¢astic 5 um.
Mobilni faze prochazi systémem o prutokové rychlosti 0,8 ml/min a eluaty byly
detekovany pfi vinové délce 254 nm.®?

¢ R. Suresh, R. Manavalan a K. Valliappan se zabyvali optimalizaci metody RP-HPLC
pro stanoveni amlodipinu, ezetimibu a atorvastatinu zaroven v komercnich léCivych
pfipravcich. Mobilni faze sklada z acetonitrilu, fosfatového pufru (20 mmol/l) a
methanolu v poméru (36,74 : 20 : 43,26). Rychlost toku mobilni faze je 1,2 ml/min a
jeji pH je 5.6%

e Maha Abdalla Alnowaiser popsal vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii pro
simultanni analyzu tablet obsahujicich amlodipin a atorvastatin. Chromatograficka
separace bylo dosazeno pouzitim kolony Perfectsil s rozméry 4,6 cm x 250 mm a
velikosti ¢astic 5 um a mobilni faze, kterou tvori acetonitril a fosfatovy pufr o pH 4,5
v poméru 55:45 pfi pratoku 1 ml/min. UV detektor byl nastaven na vinovou délku 237

nm.®
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H. W. Darwish, S. A. Hassan, M. Y. Salem a B. A. El-Zeany vyvinuli podminky pro RP
- HPLC stanoveni amlodipinu, valsartanu a hydrochlorothiazidu v jedné tabletg.
Kompletni separace bylo dosazeno pouzitim kolony C18 (Nucleosil) a mobilni faze
skladajici se z acetonitrilu, methanolu a isopropylalkoholu v poméru 55 : 41 : 4, jejiz
pH se upravi na 8 £ 0,1 pomoci triethylaminu. Pratokova rychlost byla 1,2

ml/min .Detekéni vinové délky jsou 238, 248 a 271 nm pro amlodipin, valsartan a
hydrochlorothiazid.®®

K. Sharma, Y. Sharma a P. Sharma pracovaly na spektrofotometricé metodé pro
soucasné stanoveni vapenaté soli atorvastatinu a amlodipin-besylatu v jedné tableté.
Tato metoda vyuziva fosfatovy pufr o pH 6,8. Maximalni absorbance atorvastatinu je
pfi vinové délce 240 nm a amlodipinu pfi 369 nm.®®

B. A. Moussa, A. A. El-Zaher, M. A. Mahrouse a M. S. Ahmed pracovali s tabletami
IeCivého pfipravku Caduet, jenz spojuje amlodipin-besylat a atorvastatin. Vyvijeli
metodu spojujici spektrofluorimetrii a HPLC pro sou€asné stanoveni obou lé€ivych
latek. V metodé HPLC byly latky separovany na koloné C18 za pouziti smeési
acetonitril : fosfatovy pufr (0,015 mol/l) o pH 3 v poméru 45 : 55. Detekce
fluorescence byla provedena s pouzitim excitaéni vinové délky 361 a 274 nm a

emisni vinové délky 442 a 378 nm.®"

S. Imre, K. Kacsé a D. L. Muntean se zabyvaly simultannim stanovenim
atorvastatinu a amlodipinu v hromadné vyrabénych tabletach kvantitativni
spektrofotometrickou metodou a metodou HPLC s UV detekci metodou gradientové
eluce. Pouzili stacionarni fazi Luna C18 (150 X 4.6 mm, 3 ym, Phenomenex).
Mobilni fazi byla smés dihydrogenfosfore¢nanu draselného (0,010 mol/l)

s acetonitrilem a protékala rychlosti 1 ml/min. Detekce probihala pfi vinové délce 210

nm.®®
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3. CILPRACE

Tato prace navazuje na diplomovou praci, ve které byly optimalizovany chromatografické
podminky pro sou¢asnou HPLC analyzu amlodipinu a atorvastatinu a stanoveni jejich
obsahu v kombinovaném IéCivém pfipravku (tabletach). Cilem rigorézni prace bylo tuto
metodu validovat. Optimalizovana metoda byla validovana z hlediska robustnosti, pfesnosti,
spravnosti, linearity a selektivity.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Material a pomucky
4.1.1. Chemikalie

Acetonitril, LiChrosolv, Merck, Darmstadt, Némecko
Amlodipin-besilat, Sigma — Aldrich Chemie, Steinheim, Némecko
Atorvastatin, Sigma — Aldrich Chemie, Steinheim, Némecko
Dihydrogenfosforeénan draselny, Lachema, Brno, Ceska republika
Jodid draselny, Lachema, Brno, Ceska republika

Kyselina octova, p.a., PENTA, Chrudim, Ceska republika

Kyselina o-fosforeéna 85 %, p.a., PENTA, Chrudim, Ceska republika
Methanol, LiChrosolv, Merck, Darmstadt, Némecko

Propylparaben, Fluka, Némecko

Voda ¢isténa reverzni osmozou

4.1.2. Pristroje
Analytické vahy KERN ALS-220-4N, Némecko
Ultrazvukova lazen K 10, Kraintek, Slovensko
Acidimetr 333 Druopta Praha, Ceska republika
Centrifuga IEC CL 31R Multispeed, Thermo Electron Corporation, Francie
Laboratorni magneticka michatka MM2A, Laboratorni pfistroje Praha, CR
Kapalinovy chromatograf Prominence, Shimadzu, Japonsko slozeny z modul:
- DGU-20A3
- LC-20AD
- SIL-20AC
- CBM-20A
- SPD-20A
- CTO-20AC
- Chromatograficky software: LC Solution Version 1.22 SP1
- Chromatograficka kolona: 125 x 4 mm |.D. s naplni Nucleosil 120-5 C18, Macherey-
Nagel, Némecko

4.1.3. Pomucky
FiltraCni papir
Laboratorni sklo

LZicky

4.2. Chromatografické podminky validované metody
V diplomové praci,®® na kterou je zde navazovano, byly nalezeny chromatografické

podminky pro HPLC analyzu tablet obsahujicich kombinaci IéCivych latek, jimiz jsou
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amlodipin-besylat a atorvastatin. Jako stacionarni faze byla zvolena chromatograficka kolona
125x4 mm 1.D. s naplni Nucleosil 120-5 C18. Jako mobilni faze byla pouzita smés
acetonitrilu a roztoku dodekahydratu hydrogenfosfore€nanu sodného 0,025 mol/l o poméru
55 : 45, jenz byla 85 % kyselinou fosforeénou upravena na pH 4,4. Pritokova rychlost
mobilni faze byla 1,0 ml/min. Vzorky byly nanaSeny na kolonu o objemu 20 pl. Vnitfnim
standardem byl zvolen propylparaben. Analyzované latky byly detekovany UV-VIS
detektorem pfi vinové délce A = 210 nm. Pro stanoveni obsahu ucinnych latek v IéCivém

pfipravku byla vyuzita metoda kalibracni kFivky.

4.3. Provedeni linearity
Linearita byla ovéfena metodou kalibragni kfivky. Kalibracni kfivka byla vytvofena za pomoci
5 pracovnich roztoku. Vzorek €. 3 slozenim odpovida kombinovanému IéCivému pfipravku.

e Pracovni roztoky pro sestrojeni kalibraéni krivky:

Pomoci zasobnich roztokl (o koncentraci 1 mg/ml pro amlodipin, atorvastatin i
vnitfni standard propylparaben) bylo pfipraveno pét pracovnich roztok( do
odmérnych banék o objemu 10 ml. V jednotlivych roztocich se postupné zvySuje
koncentrace amlodipinu a atorvastatinu, koncentrace propylparabenu zlstava
konstantni. Roztoky byly dopIinény mobilni fazi po rysku odmérné bariky. Slozeni

pracovnich kalibraCnich roztoku je rozepsané v nize uvedené tabulce €. 1.

Tabulka €. 1: Koncentrace jednotlivych slozek v porovnavacich roztocich pro

sestrojeni kalibraéni kfivky

Amlodipin Atorvastatin Propylparaben
Roztok ¢islo
[mg/ml] [mg/ml] [mg/ml]
1 0,025 0,05 0,05
2 0,04 0,075 0,05
3 0,05 0,1 0,05
4 0,06 0,125 0,05
5 0,075 0.15 0,05

4.4. Provedeni presnosti
Pfresnost byla provedena na Urovni opakovatelnosti. Pfiprava jednoho vzorku byla Sestkrat
zopakovana a kazdy z nich byl tfikrat nastfikovan na kolonu.
Nejprve bylo zvaZzeno 10 tablet kombinovaného IéCivého pfipravku. Hmotnost téchto
zhomogenizovanych tablet byla vydélena jejich celkovym pocétem, &imz byla zjisténa
primérna hmotnost jedné tablety. Poté byly tablety v tfence rozdrceny na prach. Navazenim

mnozstvi, které odpovida jedné tableté, bylo pfipraveno Sest roztokl. Nejprve byla kazda

=24 -



navazka pfevedena do odmérné bariky o objemu 100 ml, dale bylo pfidano 5 ml vnitfniho
standardu propylparabenu o koncentraci 1 mg/ml. Tato smés byla rozpusténa v methanolu a
poté na 5 minut vlozena do ultrazvukové lazné. Nasledné byla smés dopinéna po rysku
odmérné banky methanolem. Po promichani byl roztok centrifugovan 5 minut pfi 5000
otackach. Nakonec byl supernatant pfeveden do vialky a analyzovan v chromatografu.

Tabulka €. 1: Priprava vzorku pro presnost

Vzorek Cislo Navazka prachu z tablet (g)
0,1035

0,1036
0,1032
0,1034
0,1035
6 0,1034
Priimérna hmotnost jedné tablety byla 0,10347 g.

G BhIWIN| -

4.5. Provedeni spravnosti
Parametr spravnosti byl provéfen analyzou modelového vzorku, tedy pouzitim placeba
leCivého pfipravku s pfidavkem mnoZstvi standardu ucinné latky, které deklaruje vyrobce.
Pro hodnoceni spravnosti bylo pfipraveno 6 vzorkl nasledujicim postupem. Do odmérné
barky o objemu 100 ml bylo navazeno placebo. Mnozstvi placeba bylo vypoditano takto: od
primérné hmotnosti tablety byly ode¢teny hmotnosti ucinnych latek v jedné tableté. Tedy
k 0,0884 g placeba bylo pfidano 5 ml zasobniho roztoku amlodipinu o koncentraci 1 mg/ml a
10 ml zasobniho roztoku atorvastatinu o koncentraci 1 mg/ml. Vysledna smés byla
rozpu$téna v methanolu a nasledné extrahovana 5 minut ultrazvukem. Poté bylo ke smési
pridano 5 ml zasobniho roztoku vnitfniho standardu o koncentraci 1 mg/ml a dale byla
odmérna banka doplnéna po rysku methanolem a promichana. 10 ml smési bylo pak vlozeno
do centrifugy na 5 min pfi 5000 otackach. Odebrany supernatant byl ve vialkach analyzovan.

Kazdy vzorek byl pétkrat nastfiknut na kolonu v mnoZzstvi 20 ul.

4.6. Provedeni robustnosti
Robustnost metody byla provéfovana zménami 3 rdznych podminek chromatografické
analyzy. Na kolonu byl vzdy nastfiknuty vzorek odpovidajici sloZzeni tablety Caduet
s pfidavkem znamého mnozstvi vnitfniho standardu. Vzorek mél tedy konstantni sloZeni,
méneény byly parametry mobilni faze.
Pro nasledné vypodty kapacitnich faktord, jimiz byla robustnost metody porovnavana, bylo
tfeba urcit mrtvy €as. Navazenim 10 mg jodidu draselného do 10 ml odmérné bariky
doplnéné methanolem po rysku, byl pfipraven roztok o koncentraci 1mg/ml, ktery byl tfikrat
nastfiknut na kolonu. Primérnou hodnotou retencnich ¢asu této analyzy, byl vypoéten mrtvy

¢as.
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4.6.1. Zména pH mobilni faze
Zména pH mobilni faze byla provadéna jejim postupnym okyselovanim zfedénou kyselinou

fosfore€nou v rozmezi pH 3 - 6.

4.6.2. Zména pomeéru slozek mobilni faze
Obména mobilni faze byla provedena zmé&nou pomérd acetonitrilu a vodného pufru, jimz byl
hydrogenfosforeCnan sodny. Pomér acetonitrilu byl postupné& zvySovan od 50 do 60 % jeho

obsazeni v mobilni fazi.

4.6.3. Zména koncentrace pufru mobilni faze
Obsah hydrogenfosfore¢nanu sodného byl postupné zvySovan v rozmezi koncentraci 0,02 —
0,03 moll/l.

4.7. Provedeni selektivity
Pro hodnoceni selektivity byl pfipraven jeden pracovni roztok. Bylo navazeno mnozstvi
placeba, ktera odpovida hmotnosti jedné tablety. Z této navazky byl pfipraven zkusebni
roztok presné podle postupu v kapitole 4.4. s vynechanim pfidavku ucinnych latek a vnitfniho

standardu.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1. Linearita

Pro potvrzeni linearity bylo tfeba pfipravit 5 pracovnich vzorku o slozeni pohybujicim se

v rozmezi 50 — 150 % deklarovaného mnozstvi amlodipinu i atorvastatinu v 1éCivém

pfipravku. Kazdy pracovni roztok byl analyzovan pétkrat. Pomoci chromatografickych

zaznamu byly sestrojeny dvé kalibracni kfivky. Kazda z nich vyjadfuje zavislost poméru

ploch zkoumané latky k vnitfnimu standardu na koncentraci dané latky.

Tabulka €. 3: Hodnoty amlodipinu potrebné pro sestrojeni kalibra¢ni kfivky

Koncentrace
amlodipinu
AM [mg/ml]

Koncentrace
vnitiniho
standardu
IS [mg/ml]

Cislo méreni

Pomér ploch
pika
AAM/ AIS

Primérna
hodnota
AAM/ AIS

0,025

0,05

0,402063

0,398806

0,402214

0,399878

0,40074

0,40074

0,04

0,05

0,56172

0,55781

0,56109

0,56074

0,59744

0,56776

0,05

0,05

0,679005

0,686926

0,670879

0,671763

0,67294

0,676302

0,06

0,05

0,79101

0,78989

0,79455

0,79113

0,79912

0,79314

0,075

0,05

0,962953

0,961406

0,968144

0,964066

VNI [WINIFRPUODPRPRIWINIRPIUNRARWIN|IRPIURARIWIN(RPIU[PRIWIN|F

0,96427

0,964168
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y=11,269x + 0,117
R?=0,9999

Amlodipin

0,676302384

Pomér ploch pika
amlodipin/propylparaben
o
()]

0,02 0,04 0,06 0,08

Koncentrace amlodipinu [mg/ml]

0,96416771

== Amlodipin

—— Linearni (Amlodipin)

Obr. €. 2: Graf linearni regrese amlodipinu s odpovidajici rovnici a korelaénim

koeficientem.

Tabulka €. 4: Hodnoty atorvastatinu potrebné pro sestrojeni kalibraéni kfivky

Koncentrace
atorvastatinu
AT [mg/ml]

Koncentrace .
L Pomér ploch
vnitiniho .. e i
Cislo méreni piku

Aatl Ass

standardu
IS [mg/ml]

Primérna
hodnota
Aat! Ais

0,05

0,888277

0,888434

0,05 0,88817

0,888466

0,888985

0,888466

0,075

1,348289

1,345059

0,05 1,339097

1,348801

1,333129

1,342875

0,1

1,797749

1,798253

0,05 1,793692

1,796726

1,792799

1,795844

0,125

2,259088

2,249889

0,05 2,253689

2,251468

2,257491

2,254325

0,15

2,711771

2,709642

0,05 2,712538

2,711214

NP WINIPIOPARIWINIRPUPRWINIPIRARIWINIRPIUPRIWIN|PFP

2,71142

2,711317

1

N

(o]
1




y = 18,229x - 0,0243 .
R2=1 Atorvastatin

/ 2,71131675

//2,254325
//1,795843972
//1,342875 =¢= Atorvastatin
Linearni (Atorvastatin)

¢ 0,888466316

N
[

N

[EEy

Pomeér ploch pika
atorvastatin/propylparaben
[EnY
(6]

o
U

0 T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2
Koncentrace atorvastatinu [mg/ml]

Obr. €. 3: Graf linearni regrese atorvastatinu s odpovidajici rovnici a korelaénim

koeficientem.

VWD A Wavelength=210 nm (JKASIKAL0002.0)
Norm. 7]

Atorvastatin

1400

1200

1000

800 7

Propylparaben

800 -

400

200 4

T T T T T T
0 1 4 5 [} min|

Obr. €. 4: Chromatograficky zaznam jednoho z kalibraénich roztokt amlodipinu (0,05

mg/ml) a atorvastatinu (0,1 mg/ml) s pfidanym vnitinim standardem propylparabenem
(0,05 mg/ml) za chromatografickych podminek uvedenych v kap. 4.2.

Hodnoceni linearity

Korelacni koeficient amlodipinu je 0,9999 a atorvastatinu 1. Hodnoty koeficientu obou latek

nejsou nizsi nez 0,999, ¢imz spliuji pozadavky na linearitu.
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5.2. Pfesnost
Pro ovéreni pfesnosti bylo pfipraveno 6 vzorku. U kazdého z nich bylo provedeno 5 analyz,
jejichz hodnoty pomért ploch (plocha hodnocené latka ku plo$e vnitfniho standardu) byly
zprameérovany. Nasledné byly podle nize uvedeného vzorce vypocteny relativni smérodatné

odchylky kazdého z méfeni.

(% -%)?
RSD%=1C_)0 20X
X n-1

RSD - relativni smérodatna odchylka

X — primér jednotlivych hodnot
Xi — jednotlivé hodnoty

n — pocet jednotlivych hodnot

Tabulka €. 5: Hodnoty amlodipinu pro presnost

Pomér ploch pikd . v RSD
Primérna hodnota
AAM/AIS [%]

1,3148
1 1,2829 1,2942 1,38
1,2849
1,2900
2 1,2913 1,2908 0,08
1,2892
1,3051
3 1,2818 1,2896 1,04
1,2820
1,2988
4 1,2800 1,2862 0,85
1,2798
1,2722
5 1,2762 1,2749 0,18
1,2763
1,2489
6 1,2568 1,2529 0,32
1,2530

Cislo vzorku
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Tabulka €. 6: Hodnoty atorvastatinu pro presnost

Pomeér ploch pikU oy RSD
Priimérnd hodnota
AAT/AIS [%]

3,6347
1 3,6322 3,6330 0,04
3,6320
3,6359
2 3,6427 3,3685 0,10
3,6370
3,6021
3 3,6000 3,5995 0,08
3,5965
3,6102
4 3,6145 3,6121 0,06
3,6115
3,5709
5 3,5772 3,5750 0,09
3,5769
3,5513
6 3,5579 3,5535 0,11
3,5515

Cislo vzorku

VWD A, Wavelength=210 nm (JKASWKAS0001.0)
Norm. Atorvastatin

500
500
400

300

Propylparaben

200 mlodipin

100

Obr. €. 5: Chromatograficky zaznam vzorku €. 2 pfi hodnoceni presnosti. Zobrazeni
amlodipinu (0,05 mol/l) a atorvastatinu (0,1 mg/ml) s pfidanym vnitfnim standardem
propylparabenem (0,05 mg/ml) za chromatografickych podminek uvedenych v kap.
4.2.
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Hodnoceni presnosti

Priimérna hodnota relativni smérodatné odchylky analyzy amlodipinu je 0,64 % a
atorvastatinu 0,08 %. Relativni smérodatna odchylka obou latek vyhovuje pozadavkim pro
presnost, které uvadi, ze RSD nesmi pfesahovat 2 %.

5.3. Spravnost
K provéreni spravnosti bylo pfipraveno 6 vzorka. Kazdy z nich byl pétkrat proméren.
Prameérné hodnota poméru ploch pikl (plocha analyzované latky ku ploSe vnitfniho
standardu) kazdého vzorku byla dosazena do rovnice linearni regrese kalibracni kfivky
(kapitola 5.1) a nasledné vypocitana koncentrace latky ve vzorku. Z jednotlivych hodnot
koncentrace byla za pomoci nize uvedeného vzorce vypocitana prameérna vytéznost
(recovery) amlodipinu i atorvastatinu.

¢ Rovnice linearni regrese pro amlodipin:
y =11,269x + 0,117

e Rovnice linearni regrese pro atorvastatin:
y = 18,229x — 0,0243

e Vzorec pro vypocet vytéznosti (recovery)

namérena hodnota x (100)

Vytézinost (recovery%) = 2
y ( %) skutecna hodnota
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Tabulka €. 7: Hodnoty amlodipinu pro spravnost

Vzorek cislo

Pomér ploch
pikd
AAM/AIS

Primér

Pridano
[mg/ml]

Zjisténo
[mg/ml]

Recovery
[%]

0,6784

0,6501

0,6815

0,6815

0,6666

0,6716

0,05

0,0492

98,43

0,6399

0,6394

0,6746

0,6552

0,6690

0,6556

0,05

0,0478

95,59

0,6512

0,6855

0,6856

0,6641

0,6670

0,6707

0,05

0,0491

98,26

0,6694

0,6665

0,6683

0,6694

0,6846

0,6717

0,05

0,0492

98,44

0,6762

0,6937

0,6725

0,6715

0,6727

0,6773

0,05

0,0497

99,45

0,6669

0,6996

0,6791

0,6598

0,6593

0,6729

0,05

0,0493

98,67
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Tabulka €. 8: Hodnoty atorvastatinu pro spravnost

Vzorek cislo

Pomér ploch
pikd
AAT/AIS

Primeérna
hodnota

Pridano
[mg/ml]

Zjisténo
[mg/ml]

Recovery
[%]

1,7782

1,7494

1,7821

1,7972

1,8008

1,7815

0,10

0,0991

99,06

1,7874

1,7735

1,7936

1,8006

1,8373

1,7985

0,10

0,09994

99,99

1,8060

1,8256

1,8282

1,8306

1,8561

1,8293

0,10

0,1017

101,68

1,7559

1,7560

1,7580

1,7622

1,7979

1,7660

0,10

0,0982

98,21

1,8050

1,7949

1,7748

1,7942

1,7943

1,7926

0,10

0,0997

99,67

1,7697

1,8050

1,8061

1,8050

1,8043

1,7980

0,1

0,09996

99,97
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VWD A, Wavelength=210 nm (JKASWKAS0000.0) .
Norm. Atorvastatin

600
Propylparaben
400
300 1
Amlodipin

200

100 4

0

T T T T T T
0 1 4 5 g min

Obr. €. 6: Chromatograficky zaznam vzorku €. 1 pfi hodnoceni spravnosti. Zobrazeni
amlodipinu (0,05 mol/l) a atorvastatinu (0,1 mg/ml) s pfidanym vnitfnim standardem
propylparabenem (0,05 mg/ml) za chromatografickych podminek uvedenych v kap.
4.2.

Hodnoceni spravnosti

Priimérna hodnota vytéznosti analyz amlodipinu je 98,14 % a atorvastatinu 99,77 %.

Hodnoty tak splfiuji poZadavek na vytéznost, kterym je rozmezi 98 — 102 %.

5.4. Robustnost
Robustnost metody byla zkoumana zménami tfi parametrt chromatografické analyzy.
VSechny se tykaly zmén sloZeni mobilni faze. Vliv zmén na analyzu byl vyjadifen za pomoci

vypoctu kapacitniho faktoru kazdého méfeni. Kapacitni faktor je vypocitan vzorcem:
trg — tm
k=——
ty
LR - retencni cas

tp - mrtvy Cas

Hodnota ty byla zjiSténa analyzou kalii iodati, coz je latka inertni k dané stacionarni fazi.

Pramérna hodnota retenéniho €asu kalii iodati je 0,7275 (=mrtvy ¢as).
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5.4.1. Zména pH mobilni faze

Tabulka €. 7: Hodnoty primérnych retenénich ¢asu a z nich vypo¢€itanych kapacitnich
faktorti ménicich se v zavislosti na rozdilném pH mobilni faze pro amlodipin,

atorvastatin a propylparaben.

Ph Pramérny tg | Primérnytg | Primérny tg k k k
amlodipinu | atorvastatinu IS amlodipinu | atorvastatinu IS
3 3,2777 2,8837 2,1713 3,5054 2,9638 1,9847
4 3,3103 2,5653 2,0807 3,5503 2,5262 1,8600
5 3,5917 2,5093 2,1247 3,9370 2,4493 1,9205
6 3,9647 2,0790 1,7263 4,4497 1,8577 1,3730
5
4,5
4
3,5 .
8
s> .\._ Amlodipi
9’5 =¢=Amlodipin
S \ - Atorvastatin
a2
% Propylparaben
,5
1
0,5
0 T T T 1
0 2 4 6 8
pH mobilni faze

Obr. €. 7: Graf zavislosti kapacitniho faktoru na pH pro amlodipin, atorvastatin a

propylparaben. Hodnoty vyplyvaji z tabulky €. 7.

5.4.2. Zména pomeéru slozek mobilni faze
Tabulka €. 8: Hodnoty pramérnych retenénich ¢ast a z nich vypo¢€itanych kapacitnich
faktori ménicich se v zavislosti na rozdilném poméru vodné a organické slozky

mobilni faze pro amlodipin, atorvastatin a propylparaben.

% Mnozstvi
Orjzg;:ke Priamérny tg | Primérny tg | Primérny tg k k k
.y . amlodipinu | atorvastatinu IS amlodipinu | atorvastatinu IS
(acetonitril)
(%]
50 4,0050 3,2690 2,8405 4,5052 3,4935 2,9045
55 3,9890 3,4525 2,7540 4,4832 3,7457 2,7856
60 3,8630 3,0860 2,7050 4,3100 3,2419 2,7182
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49— Amlodipin

== Atorvastatin

5
4,5
5 4
£
8
€ 35
‘S
©
Q
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2,5
2
45

50

55 60

65

Mnoizstvi acetonitrilu v mobilni fazi [%]

Proprylparaben

Obr. €. 8: Graf zavislosti kapacitniho faktoru na poméru vodné a organické slozky

mobilni faze pro amlodipin, atorvastatin a propylparaben. Hodnoty vyplyvaji z tabulky

¢. 8.

5.4.3. Zména koncentrace pufru mobilni faze

Tabulka €. 9: Hodnoty primérnych retenénich ¢asa a z nich vypo¢€itanych kapacitnich

faktorti ménicich se v zavislosti na rozdilné koncentraci pufru mobilni faze pro

amlodipin, atorvastatin a propylparaben.

4,5

Kapacitni faktor
(0]

3,5

0,02

0,025

Koncentrace pufru [mol/I]

0,03

9— Amlodipin

== Atorvastatin

Propylparaben
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Kon;j;tl:ace Primérny tg | Primérnytg | Primérny tg k k k
(mol/I] amlodipinu | atorvastatinu IS amlodipinu | atorvastatinu IS
0,20 5,4660 4,0655 3,1820 6,5134 4,5883 3,3739
0,25 5,7015 4,9895 4,0235 6,8371 5,8584 4,5306
0,30 5,5420 4,1315 3,2235 6,6179 4,6790 3,4309
7
6,5 0/\‘
6




Obr. ¢. 9: Graf zavislosti kapacitniho faktoru na koncentraci pufru mobilni faze pro
amlodipin, atorvastatin a propylparaben. Hodnoty vyplyvaji z tabulky €. 9.

Hodnoceni robustnosti

Vykyvy ve vysledcich kapacitniho faktoru nejsou povazovany za nijak markantni. Drobné
odchylky od pH, koncentrace pufru, ¢i poméru anorganické a organické slozky mobilni faze

nemaji vliv na separaci. Metoda je tedy robustni.

5.5. Selektivita

V ramci posuzovani selektivity byl na kolonu nastfiknut roztok placeba.

VWD A, Wavelength=210 nm (JEASWUKASD019.0)
Morm. ]

500 -
400 —
300 —
200 -
100 —

0 —_—

S e H e e e e e e e LA S e m e e e e e e R [ e e e e e e e e S S m e S S
0 05 1 15 5 3 35 4 45 min|

Obr. €. 8: Chromatogram placeba.

Hodnoceni selektivity

V retenCnich Casech, ve kterych se eluuji 1éCiva, se Zadné pomocné latky 1éCivého pFipravku

neeluuji, nerusi tak analyzu. Metoda je zhodnocena jako selektivni.
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6. ZAVER
Cilem rigor6zni prace bylo validovat HPLC metodu sou¢asného stanoveni amlodipinu a
atorvastatinu v tableté, jejiz chromatografické podminky byly optimalizovany v diplomové
praci.®? Z validaénich parametrii byla provéfena linearita, pfesnost, spravnost, robustnost a
selektivita.
Linearita byla prokazana metodou kalibra¢ni kfivky. Amlodipin byl analyzovan
v koncentracich od 0,025 do 0,075 mg/ml, jeho kalibraéni kfivka tak byla vyjadfena rovnici
regresni pfimky y = 11,269x + 0,117 s korelacnim faktorem 0,9999. Linearni zavislost pro
atorvastatin byla proméfovana v koncentracich od 0,05 do 1,25 mg/ml s vyslednou rovnici
kalibracni kfivky y = 18,229x - 0,0243 a korelacnim faktorem 1.
Pro ovéreni presnosti bylo pfipraveno 6 roztok( a poté byl kazdy z nich analyzovan.
Vysledkem je relativni smérodatna odchylka pro amlodipin 0,64 % a pro atorvastatin 0,08 %.
RSD obou latek nepfesahuje 2 %, ¢imz odpovida poZadavku na pfesnost.
Spravnost metody byla zkouSena analyzou modelovych roztoku. Tyto roztoky byly pfipraveny
navazkou placeba a standardd IéCiv. Vysledkem analyzy je vytéznost, ktera je rovna 98,14 %
pro amlodipin a 99,77 % pro atorvastatin. Tyto hodnoty jsou v rozmezi 98,0 — 102,0 % a tim
odpovidaji pozadavku na spravnost.
Z hlediska robustnosti byla metoda vystavena zménam parametrd mobilni faze. Mensi
zmény koncentrace pufru, poméru anorganicka a organické faze ani pH mobilni faze
vyznamné neovlivnily vysledky analyzy, metoda je tudiZ robustni.
Selektivita byla provedena pro ur€eni, zda v dané metodé nékteré z pomocnych latek
nekoreluji s analyzovanymi léCivy. Analyzou vzorku placeba bez ucinnych latek byla ovéfena

nulova interference mezi zkoumanymi latkami.
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7. SEZNAM ZKRATEK

Aav— plocha amlodipinu (area)

AaT — plocha atorvastatinu

A;s — plocha vnitfniho standardu

CRL — chemicka referen¢ni latka

GC — gas chromatography

HMG-CoA — 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoenzymA
HPLC — high performance liquid chromatography

HTLC — high temperature liquid chromatography

[.D. — inner diameter

IC — infradervené zareni

LC - liquid chromatography (kapalinova chromatografie)
LDL - low density lipoprotein (lipoprotein o nizké hustoté)
RP —reversed phase (reverzni faze)

RSD - relativni smérodatna odchylka

TLC - thin layer chromatography (tenkovrstva chromatografie)
tm — mrtvy Cas

tg — retenéni ¢as

UPLC — ultra performance liquid chromatography

UV — ultrafialové zafeni

VIS — viditelné zareni
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