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1. Uvod



Kyselina salicylova je 1écivo, které patii do skupiny keratolytik. PouZiva se na ktzi k 1é¢bé
lupénky a jiné suché a Supinaté kiZe, pomaha odstrafiovat odumielou kiiZi z bradavic,
chodidel a dlani rukou, pouziva se také v kosmetice k 1écbé akné. Kyselina salicylova je

chemicky pribuzna s kyselinou acetylsalicylovou.

Kyselina acetylsalicylova patfi do skupiny nesteroidnich analgetik - antiflogistik. PouZiva se
pfi lehcich hore¢natych onemocnéni nebo prfi zanétech svali a kloubli. Kyselina
acetylsalicylova dosahne maximalnich 1ékovych hladin za 10 — 20 minut po podani 1éciva,
kyselina salicylovd za 0,3 — 2 hodiny. Vzhledem k riznym klinickym odpovédim u

jednotlivych pacientti jsou tato léc¢iva vhodna k terapeutickému monitorovani.

Vysokoti¢innad kapalinova chromatografie (HPLC) je jedna z nejCastéji pouZivanych
separacnich metod. UmoZiuje soucasné kvantitativni i kvalitativni hodnoceni separovanych
sloZzek smési. Vyhodou HPLC je citlivost stanoveni, rychlost analyzy, minimalni mnoZstvi
vzorku a moznost automatizace. Z HPLC zaznamu muZeme ziskat informace o identité,

obsahu a Cistoté analyzované latky.
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2. Cil prace
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Cilem této diplomové prace je nalezeni vhodnych analytickych podminek pro stanoveni
kyseliny salicylové jako hlavniho rozkladného produktu kyseliny acetylsalicylové v tabletach.
K hodnoceni byla vyuZita vysokotcinnd kapalinova chromatografie s elektrochemickou
detekci. Optimalizace a ovéreni jiZ navrZzenych podminek elektrochemické detekce bylo
zaméfeno na nalezeni vhodného sloZeni mobilni faze a vhodného rozpoustédla vzorku.
Stanoveni kyseliny salicylové bylo provedeno u lé¢ivych pripravka Acylpyrin, Acylcoffin a

Acifein. Optimalizovana metoda byla validovana.
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3. Teoreticka cast
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3.1. Kyselina salicylova a jeji vlastnosti

3.1.1. Vzorec a chemicke vlastnosti

O OH

OH

Obr. 1: Vzorec [1]

Sumarni vzorec: C7H603
Systematicky nazev: kyselina 2-hydroxybenzoova
Molekulova hmotnost (Mr): 138,12

Obsahuje 99,0 % aZ 100,5 % slouceniny C7H603, pocitano na vysuSenou latku. [3]

Vlastnosti

Kyselina salicylova je bily nebo témér bily krystalicky prasek, bilé nebo bezbarvé jehlicovité
krystaly, je téZce rozpustna ve vodé, snadno rozpustna v ethanolu 96 % a mirné rozpustna v

dichlormethanu. [3]

Zkousky na Cistotu
* Kapalinova chromatografie
* Chloridy
* Sirany

» Tézké kovy
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e Ztrata suSenim

* Siranovy popel [3]

Necistoty
* kyselina 4-hydroxybenzoova
* kyselina 4-hydroxyisoftalova

e fenol [3]

3.1.2. Vyroba

Kyselina salicylova se biosyntetizuje z aminokyseliny fenylalaninu. V rostliné husenicek rolni
miZe byt syntetizovana nezavisle na draze pomoci fenylalaninu. Kyselina salicylova se vyrabi
Kolbe-Schmittovou reakci pomoci fenolu, oxidu uhlic¢itého, vysokého tlaku a za pritomnosti
hydroxidu sodného. Touto reakci se pripravi disodnd stl kyseliny salicylové a za ptlisobeni

kyseliny sirové se z ni uvolni kyselina salicylova. [8]

) ONa 0 OH

OH ONa OH

B . 250,

Obr. 2: Kolbe-Schmittova reakce vyroby kyseliny
salicylové [8]

3.1.3.Indikace

.....

(salicylany, salicylaty) se pouzivaly jako klasicka antirevmatika. Kyselina salicylova patfi do
skupiny keratolytik a vyuZiva se na ktzi k 1écbé lupénky a jiné suché, Supinaté kiize, pomaha

odstranit odumfelou kiiZi z bradavic, dlani rukou a chodidel. Kyselina salicylova neni
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rozpustna ve vodé, ale v tucich. Diky této vlastnosti se pouZiva v 1éCebné kosmetice, je
schopna pronikat do pért a Cistit je zevnitf. Pouziva se k 1écbé akné, dokaze regulovat tvorbu

mazu aktivnim ptisobenim na enzymy, které jsou zodpovédné za tvorbu tohoto mazu. [4, 5, 6]

3.1.4. Farmakokinetické vlastnosti

Kyselina salicylova pronika rychle do hornich vrstev kiZze, systémové se vstfebava v
zavislosti na mastovém zakladu, stavu kiZe, okluzi a lokalizaci. Vylucuje se predevsSim
rendlné s polo¢asem 2 — 3 hodin. U pacientt s rendlni nebo jaterni insuficienci se mizZou

polocasy prodlouZit. [4, 6]

3.1.5. Kontraindikace

Precitlivélost na kyselinu salicylovou a salicylaty. Je zakazano aplikovat kyselinu salicylovou
na zanicena mista, do oci a na sliznice ¢i genitalie (vnitiné). V dobé téhotenstvi a kojeni by se
kyselina salicylova neméla uZivat nebo pouze ve vyjimecnych ptipadech po poradé s 1ékarem
i lékarnikem. Také by se neméla uZivat pri onemocnéni jater, diabetes a pfi onemocnéni

krevniho obéhu. [6, 10]

3.1.6. Nezadouci ucinky

V misté aplikace se miZe objevit mistni podrazdéni jako je péleni, zCervenani, odlupovani

kize, vyrazka. [4]

3.1.7. Interakce

Kyselina salicylova miZe zesilovat propustnost jinych ucinnych latek — napf. kortikoidu.

Vstfebana kyselina salicylova zesiluje tc¢inek kumarinovych derivati a methotrexatu. [5, 9]
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3.1.8. Nékteré pripravky s obsahem kyseliny salicylové na trhu

Alpicort, Dr. August Wolff GmbH & Co. KG Arzneimittel, Bielefeld, Némecko
Alpicort F, Dr. August Wolff GmbH & Co. KG Arzneimittel, Bielefeld, Némecko
Belosalic, Belupo, s.r.o., Bratislava, Slovensko

Kerasal, Galderma-Spirig Ceska a Slovenska republika a. s., Bratislava
Triamcinolon S 1é¢iva, Zentiva, k.s., Praha, Ceska republika

Verrumal, Almirall Hermal GmbH, Reinbek, Némecko
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3.2. Kyselina acetylsalicylova a jeji vlastnosti

3.2.1. Vzorec a chemicke vlastnosti

COOH

CH4

Obr. 3: Vzorec [2]

Sumarni vzorec: COH804
Systematicky nazev: kyselina 2-acetyloxybenzoova
Molekulova hmotnost (Mr): 180,160

Obsahuje 99,5 % azZ 101,0 % slouceniny C9H804, pocitano na vysuSenou latku. [3]

Vlastnosti
Kyselina acetylsalicylova je bily nebo témér bily krystalicky prasek nebo bezbarvé krystaly, je

téZce rozpustna ve vodé, snadno rozpustna v ethanolu 96 %. [3]

Zkousky na Cistotu

» Kapalinova chromatografie
* Tézké kovy
e Ztrata suSenim

* Siranovy popel [3]
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Necistoty

* kyselina 4-hydroxybenzoova

* kyselina 4-hydroxybenzen-1,3-dikarboxylova (kyselina 4-hydroxyisoftalova)

* kyselina 2-hydroxybenzoova (kyselina salicylova)

* kyselina 2-[(2-acetoxybenzoyl)oxy]benzoova (kyselina acetylsalicylsalicylova)
* kyselina 2-[(2-hydroxybenzoyl)oxy]benzoova (kyselina salicylsalicylova)

* anhydrid kyseliny2-acetoxybenzoové (anhydrid kyseliny acetylsalicylové) [ 3]

3.2.2. Vyroba

Kyselina acetylsalicylova je derivat kyseliny salicylové, ve formé glykosidu salicynu je
obsazena ve vrbové kiire. Kyselina acetylsalicylova se pfipravuje dvoustupriovou syntézou. V
prvnim stupni syntézy se Kolbe-Schmittovou reakci fenolu s oxidem uhli¢itym za vysokého
tlaku a za pritomnosti hydroxidu sodného pripravi disodna siil kyseliny salicylové. Z disodné

soli kyseliny salicylové se uvolni kyselina salicylova za ptisobeni kyseliny sirové (viz Obr. 2).

Pfi zahtivani kyseliny salicylové s acetanhydridem za pritomnosti kyselého katalyzatoru,
kyseliny fosforecné, dochdzi k esterifikaci fenolického hydroxylu a wvznikd kyselina

acetylsalicylova. [8]

o CH Q OH
o O G
oH H3PO4 Qo CH,
+ — = +
HO CH
H.C L#] CH, 0 4
kys. salicylova acetanbrydrid kv, acetylsalicyloya kys. actova

Obr. 4: Acetylace kyseliny salicylové [8]
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3.2.3. Indikace

Kyselina acetylsalicylova patfi do skupiny nesteroidnich kyselych analgetik - antiflogistik. Je
to ester kyseliny salicylové, ma analgetické, antipyretické a protizanétlivé ucinky. PouZiva se
pfi lehcich horecnatych stavech, jako je nachlazeni nebo chripka, pfi zanétech, bolesti svald,
hlavy, kloubti, pri leh¢ich revmatickych problémech, vyuZziva se pfi ischemické chorobé ke

sniZeni rizika vzniku infarktu myokardu. [12]

3.2.4. Mechanismus ucinku

Zakladnim mechanismem udc¢inku je nevratna inhibice enzymu cyklooxygenazy (COX), ktery
je lokalizovan na endoplazmatickém retikulu. Timto mechanismem mirni bolest, tlumi
zanétlivé pochody a sniZuje horecku. COX je v organismu odpovédna za syntézu
prostaglandinti, prostacyklini a tromboxant z kyseliny arachidonové. Ireverzibilita je
zplsobena prenosem acetylové skupiny z molekuly kyseliny acetylsalicylové na enzym. Dalsi

nesteroidni antiflogistika inhibuji enzym reverzibilné. [11]

3.2.5. Farmakokinetické vlastnosti

Po peroralnim podani se kyselina acetylsalicylova rychle a zcela resorbuje v Zaludku. V
pribéhu absorbce a po ni se preménuje na sviij aktivni metabolit, kyselinu salicylovou. Pro
kyselinu acetylsalicylovou je dosaZzeno maximalnich 1ékovych hladin po 10 - 20 minutéch,

pro kyselinu salicylovou za 0,3 - 2 hodiny. [12]

3.2.6. Kontraindikace

Pacient nesmi uZivat kyselinu acetylsalicylovou pfi znamé precitlivélosti na salicylaty, pfi
chorobné krvacivosti, pti chirurgickych zakrocich spojenych s rizikem vétsiho krvaceni, pri
praduskovém astmatu, viedové nemoci a v poslednich 3 mésicich téhotenstvi. Nedoporucuje
se podani détem do 15 let kvtli riziku Reyova syndromu (neinfekcni encefalopatie a jaterni

selhani).
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Kyselina acetylsalicylovd se nesmi podavat v pribéhu téhotenstvi dlouhodobé ani ve
vysokych davkach. MiiZe dojit k posunu terminu porodu vlivem inhibice porodnich kontrakci,

u novorozenct by mohlo vzniknout intrakranialni krvaceni. [12]

3.2.7. Nezadouci acinky

K nejcastéjSim nezadoucim ucinkim patii gastrointestinalni poruchy jako je bolest bricha,
nauzea, zvraceni, paleni Zahy. Pfi dlouhodobém uZivani vysokych davek hrozi riziko
zaludecnich vredd, krvaceni do Zaludku, zavrati, selhani ledvin a jaterni toxicity. Pfi vysSich
davkach se mohou objevit zavraté, zvonéni v uSich, poruchy sluchu, poceni a bolest hlavy.
Kyselina acetylsalicylova miize vyvolat také koprivku, kozZni reakce, alergické reakce nebo

astmaticky zachvat. [12]

3.2.8. Interakce
* heparin a tiklopidin (I1éky na fedéni krve) — zvySené riziko krvaceni
* methotrexat (1ék k 1écbé revmatoidni artritidy) — zvySeni toxicity methotrexatu

* kortikosteroidy (léky s protizanétlivym ucinkem) — zvySené riziko krvaceni do

zaZivaciho ustroji

* nesteroidni antirevmatika, antiflogistika ( k 1éCbé zanétu a bolesti) — zvySené riziko

toxicity pro zaZivaci ustroji

» ginkgo (1ék prirodniho ptvodu ke zlepSeni prokrveni mozku a koncetin) — zvySené

riziko krvaceni

 inhibitory ACE (antihypertenziva) — sniZeni antihypertenzniho ucinku [12]
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3.2.9. Nékteré pripravky s obsahem kyseliny acetylsalicylové na
trhu

 Acifein, Herbacos Recordati s.r.o., Pardubice, Ceska republika

* Acylcoffin, Zentiva a.s., Bratislava, Slovensko

Acylpyrin, Herbacos Recordati s.r.0., Pardubice, Ceské republika
* Anopyrin 100 mg, Zentiva a.s., Bratislava, Slovensko

* Aspirin, BAYER s.1.0., Praha, Ceska republika

« DUOPLAVIN 75 MG/100 MG, Sanofi Clir SNC, Paris, Francie

« STACYL 100 MG ENTEROSOLVENTNI TABLETY, STADA Arzneimittel AG, Bad
Vilbel, Némecko
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3.3. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoudcinna kapalinovd chromatografie (HPLC — High Performance Liquid
Chromatography) patfi mezi nejcastéji pouzivané separacni metody. Mezi vyhody radime
vysokou ucinnost, dobrou opakovatelnost a robustnost. HPLC umoZiuje kvalitativni a
kvantitativni hodnoceni separovanych sloZek souCasné. HPLC je zaloZena na rozdilné
distribuci délenych latek ve smési mezi dvé rtizné faze, které jsou nemisitelné: mobilni

(pohybliva) faze a stacionarni (nepohybliva). [14, 19]

3.3.1. Princip HPLC

Vysokoti¢inna kapalinova chromatografie je analytickd metoda zaloZena na separaci analytt
na zakladé jejich distribuce mezi mobilni a stacionarni fazi. Mobilni fazi je kapalina,
stacionarni fazi je tuha nebo kapalnd latka, kterd je ukotvend na tuhém nosi¢i v
chromatografické koloné ve formé sorbentu. Pfi déleni latek dochdzi k opakovanému
ustalovani rovnovahy mezi mobilni fazi, ktera unasi analyt, a stacionarni fazi. Béhem
chromatografického procesu dochéazi k mnoha typtim interakci. Podle mechanismu separace

délime HPLC na adsorp¢ni, iontové vyménnou, rozdélovaci, gelovou a afinitni.

Adsorpcni chromatografie vyuziva rozdilné adsorpce molekul analytu na povrch stacionarni
faze s aktivnimi centry. Uplatiiuji se predevSim interakce dipél-dipdl, vodikové a slabé
kovalentni vazby, celkova polarita analytu, mobilni i stacionarni faze. Obecné plati, Ze se
polarni molekuly vice adsorbuji na polarni stacionarni faze. Adsorpce je zesilena pouzZitim
nepolarni mobilni faze, polarni by se adsorbovala sama na povrchu adsorbentu. V

chromatografii se nejCastéji jako stacionarni faze pouZziva silikagel. [13,14]

Principem iontové vymeénné chromatografie (chromatografie na ménicich iontt, IEC) je
rozdilna afinita iontti k iontoménici. IEC je zaloZena na silnych elektrostatickych interakcich
mezi ionizovanymi funk¢nimi skupinami ménice (stacionarni faze) a opacné nabitymi ionty v
okoli roztoku. Iontoménice délime na katexy — iontoméni¢ reagujici s kationty, na povrchu
maji zaporné skupiny a anexy — na povrchu maji kladné skupiny. Sila afinity je zavisla na
hodnotéch disociacnich konstant ionogennich skupin, pH, ale i na iontové sile mobilni faze a

na rtizné velikosti iontd. PouZivaji se 4 zékladni skupiny iontoménich: sulfonova (silny
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katex), karboxylova (slaby katex), tetraalkylamoniova (silny méni¢ aniontd), terciarni

aminoskupina (slaby ménic¢ aniontt). [13,14]

Rozdélovaci chromatografie déli latky na zakladé rozdilnych rozdélovacich koeficientd,
dochazi k déleni latek na zakladé rozdilné rozpustnosti analytu ve dvou vzajemné
nemisitelnych kapalinach. Jako stacionarni faze je kapalina, ktera je ukotvena na vhodném

nosici, jako mobilni faze jsou vodné pufry nebo polarni rozpoustédla. [13,14]

Gelova chromatografie (size exclusion chromatography — SEC) zaleZi na rozdélovani molekul
podle jejich velikosti v koloné, ktera je naplnéna pérovitym polymernim gelem (stacionarni
faze). Princip spociva v rozdilném propousténi molekul rozpusténé latky do port gelu — velké
molekuly (vétSi nez pory) prochazeji kolonou bez zdrZeni, malé molekuly jsou zadrzovany.

[13,14]

Princip afinitni chromatografie je zaloZen na specifické a souCasné vratné interakci mezi
dvéma molekulami rtiznych latek, napt. mezi ligandem navazanym na nerozpustnou a inertni
matrici a analytem s urCitou afinitou k tomuto ligandu. Priklad interakci muze byt napf.

enzym-inhibitor, protilatka-antigen, receptor-hormon. [13,14]
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3.3.2. Instrumentace HPLC
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Obr. 5: Schéma kapalinového chromatografu [15]

Hlavni ¢asti typického HPLC systému:

Zasobnik mobilni faze (Solvent) — sklenéna lahev s dostate¢cnym mnoZstvim mobilni
faze pro analyzu. V zasobniku miZe mit zabudovan filtr, ktery brani vstupu
mechanickych necistot do chromatografického systému, a degasser (odplyfiovac),
ktery zbavuje mobilni fazi bublinek vzduchu. Bublinky by mohly narusit detekci
analytu a funkci Cerpadla, mohlo by dojit nap¥. ke kolisani pracovniho tlaku a nasledné
ke kolisani retencnich ¢asi, k rusivym piktim. P¥i isokratické eluci je sloZeni mobilni
faze v pribéhu celé analyzy konstantni, pfi gradientové eluci se sloZeni mobilni faze

meéni, je tedy zapotfebi mit vice zasobnikti mobilni faze. [14, 21]

Pumpa (Pump) — zajistuje konstantni a plynuly tok mobilni faze chromatografickym

systémem.

Davkovac (Injector) — najdeme ho pred vstupem do kolony, umozZiuje vstfik urcitého
mnozstvi sloZitého vzorku do proudu mobilni faze, ktera ho vede na kolonu. V
souCasné dobé se nejvice pouZivaji automatické davkovace autosamplery. Ty jsou
spojené se zasobnikem vzorkd, kde je uloZen vétsi pocet vialek, ze kterych se davkuji

naprogramované objemy bez zasahu obsluhy. [20, 21]
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Kolona (Column) — rtizné dlouhé trubice v fadech centimetrt (5 — 25 cm), které jsou
vyrobené ze skla nebo nerezové oceli. V koloné dochéazi k rozdéleni smési na

jednotlivé slozky, které jsou poté unaSeny mobilni fazi do detektoru. [21]

Pocita¢ (Data system) — zpracovava a interpretuje vysledky analyzy, které prichazeji
do PC ve formé elektronického signalu. Kontroluje vSechny parametry pristroje

(teplotu, tlak, sekvenci vstfikil), pomoci néj se fidi cely provoz pristroje. [ 14]

Odpad (Waste) — lahev, do které se sbira mobilni faze s eluovanymi lécivy po

prichodu chromatografickym pristrojem.

Detektor (Detector) — monitoruje zmeény sloZzeni mobilni faze pomoci méfeni
fyzikalnich a chemickych velic¢in, zaznamenava rozdil mezi prichodem ¢isté mobilni
faze a mobilni faze obsahujici eluovanou slozku celou detektoru. Detektory se déli na
univerzalni (odezva signalu je imérna celkové vlastnosti eluatu) a selektivni (odezva

signalu je imérna konkrétni vlastnosti eluatu).

Ideélni detektor by mél mit tyto vlastnosti:

» univerzalnost (detekce vSech analyti)

» vysoka citlivost (detekce ve velmi nizkych koncentracich latek)
» nizka troven Sumu

» okamZita odezva

» moZnost pouZiti gradientu

» rezistence vii¢i zménam toku mobilni faze, teploty a tlaku

» nezplsobovat rozsifovani chromatografickych zon

Typy detektor nejcastéji pouzivanych v HPLC analyze:

» Spektrofotometrické detektory - méfi absorbanci elektromagnetického zéareni
sloZkami eluatu protékajiciho celou detektoru. K detekci se pouZiva nejvice UV
oblast spektra, méné viditelna a nejméné infraCervena. PouZivaji se detektory s
fixni vlnovou délkou, s proménnou vinovou délkou (libovolné ménitelnd) a diode
array detektor, ktery snima celé absorpcni spektrum a hodnoti 1éc¢ivo pri nékolika

vlnovych délkach soucasné. Vyhodou spektrofotometrickych detektort je vysoka
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citlivost (10® — 10™'° g/ml) a pouZitelnost pfi gradientové eluci.

Fluorescencni detektory — pouzivame v pripadé, kdyZ analyzované 1écivo vykazuje
fluorescenci. Nefluoreskujici latky lze vhodnou derivatizaci prevést pomoci
vhodnych ¢inidel na fluoreskujici derivaty. Principem detektorti je fluorescence a
meéreni sekundarniho (emisniho) zareni, které latka vyda az po absorpci primarniho
(excitacniho) elektromagnetického zareni. Tyto detektory jsou méné univerzalni
nez UV detektory, ale jsou vice citlivé (10® — 10™"* g/ml), selektivnéjsi a také

pouZitelné pro gradientovou eluci.

Refraktometrické detektory — Tfadi se mezi nejstarSi pouZivané univerzalni
detektory. Detekce je zaloZena na principu méfeni rozdilného indexu lomu u ¢isté
mobilni faze a eludtu obsahujicim analyzovanou latku. Mezi nevyhody téchto
detektorti patfi relativné nizka citlivost (10° g/ml), zavislost na teploté a

nepouZitelnost pro gradientovou eluci.

Hmotnostné-spektrometrické detektory - z eluentu se musi po vystupu z kolony
odstranit mobilni faze, molekuly léCiva v plynném stavu jsou v hmotnostnim
spektrometru ionizovany narazy elektrontli, termoionizaci nebo elektroionizaci.
Molekularni a fragmentdrni ionty jsou v magnetickém poli rozdéleny podle
hmotnosti a ndboje a vystupem je hmotnostni spektrum (Cetnost iontti ve vztahu k
poméru — hmotnost/pocet ndbojti). Tyto detektory jsou vysoce citlivé, selektivni a

poskytuji fadu udajt k identifikaci analytt.

Elektrochemické detektory — pouZivaji se pro detekci latek schopnych
elektrochemické reakce, ktera probiha na rozhrani elektroda-roztok (mobilni faze).
Detektory méfi urcitou elektrickou veli¢inu (elektrodovy potencial, proud)
vyvolanou prichodem latky pritokovou celou detektoru, ve které jsou umistény
elektrody s vloZenym pracovnim napétim nezbytnym k pribéhu elektrochemické
reakce, a to v systému dvouelektrodovém nebo tfielektrodovém zapojeni. VétSinou
se vyuziva tiielektrodového zapojeni, které se sklada z pracovni, referencni a
pomocné elektrody. Méreny elektricky signal je umérny latkovému mnoZstvi
detekované slozky. U elektrochemickych detektorti je sledovana zavislost mezi

elektrickou velic¢inou a koncentraci sledované slozky. [16, 17, 18]

27



1 — pracovni elektroda

2 — pomocna elektroda

3 — referencni elektroda

3 %
Obr. 6: Schéma elektrochemického detektoru
[16]

Nejcastéji se vyuziva elektrochemicka reakce redoxniho systému Ox"™ ne <> Red, podle

podminek méfeni se elektrochemické detektory rozdéluji na nékolik typt:

a) elektrochemicky clanek je v termodynamicky rovnovazném stavu (faradaicky proud je

nulovy, I=0) — poté se mluvi o potenciometrii

b) elektrochemicky clanek je v kinetickém stavu (faradaicky proud neni nulovy, 1#0) —
poté jde o elektrolytickou metodu, clankem protéka proud a jednim smérem probiha

elektrolyza.

U elektrolytickych metod se uplatiuji 4 zavisle proménné veli¢iny: proud (I), potencial
elektrody (E), koncentrace elektroaktivni latky (c), cas (t). Elektrolytické metody se rozdéluji

podle podminek elektrolytickych metod na:
a) potenciostatické — méfeni je provedeno pfi konstantnim potenciadlu pracovni elektrody
b) amperostatické — méfeni je provedeno pri konstantnim proudu.

Amperometrické detektory — zaznamenavaji elektricky proud, ktery odpovida oxidaci
(redukci) latek v eluentu pfi vhodném vloZeném napéti na elektrodu. Existuje nékolik typt
amperometrickych cel podle konstrukce a umisténi pracovni elektrody — wall-jet, tubularni,

tenkovrstva. Amperometricky detektor je vhodny pro praci s kapilarnimi kolonami a
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mikrokolonami, protoZe vnitini objem mérnych cel je mensi neZ 1 nl. Amperometricky
detektor je pomérné levny, selektivni, umoziuje dosdhnout vysoké citlivosti detekce, miize se

pouzit ke kvalitativni i kvantitativni detekci latek o malych koncentracich (10 — 10™*° mol/l).

Coulometrické detektory — méfi naboj, ktery je potfebny k oxidaci nebo redukci celkového
mnozstvi latky pfi pratoku mérnou celou. Maji vyssi citlivost detekce nezZ amperometrické
detektory. Jejich vysoka citlivost je srovnatelnd s citlivosti fluorescencnich detektor.
U¢innost elektrochemické reakce se zvysi za pouZiti elektrody fritového typu, kdy mobilni

faze protéka porézni grafitovou pracovni elektrodou.

Ad———PB+e

Obr. 7: Porézni grafitova pracovni elektroda fritového typu [16]

Porézni grafitova pracovni elektroda je vysoce G¢innd, selektivni a stabilni (sniZuje se pomér
signalu k Sumu), ma vétsi povrch nez klasicka elektroda. Na povrchu elektrody podléha
oxidacné-redukcnimu déji vice nezZ 90 % pritomného analytu. Vyhodou coulometrického
detektoru je moZnost zvyseni selektivity zapojenim dvou a vice elektrod za sebou, na které je
vloZeno rizné napéti. Analyt se na coulochemické elektrodé podrobuje 100 % elektrolyze,
proto eluent jiZz neobsahuje Zadnou elektroaktivni komponentu, ktera by mohla podléhat
elektrochemické reakci pri daném napéti. Jsou-li v systému dvé separované komponenty,

které se 1isi svymi elektrochemickymi vlastnostmi ( elektrochemickym potencidlem nejméné
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o 60 mV), miZou se rozliSit voltametricky. K odstranéni necistot z mobilni faze se pouzZiva
chranici (guard) cela. Je to porézni grafitova elektroda s uritym vloZenym napétim
odstranujici elektroaktivni necistoty pred vstupem do injektoru, analytické cely a kolony. [ 16,

18]
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Obr. 8: RozliSeni dvou elektroaktivnich komponent liSicich se elektrochemickym potencialem [ 16]

Nevyhodou elektrochemickych detektorti je vysoky poZadavek na Cistotu, dokonalé odplynéni
mobilni faze (odstranéni kysliku) a odstranéni veskerych stop kovovych iontd — to je
podminka pro dosaZeni stabilni nulové linie a pro reprodukovatelnost vysledkti. Mobilni faze
musi byt vodiva, ve vodné-organickych mobilnich fazich by nemél byt priliS vysoky obsah
organické faze vedouci ke sniZeni vodivosti. Tento typ detektoru neni vhodné pouZit v

systému normalnich fazi. [18]
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3.3.3. Kvalitativni a kvantitativni hodnoceni IéCiv

Vysokot¢inna kapalinova chromatografie je separacni metoda, kterd umoziiuje soucasné jak
kvalitativni, tak kvantitativni analyzu separovanych sloZek smési. Hodnoceni ma vysokou
selektivitu, citlivost a probihd v relativné kratkém cCase. Z HPLC zaznamu ziskame detailni

informace o identité, obsahu a cistoté analyzované latky.

Kvalitativni analyza se pouZziva k identifikaci nebo ditkazu pfitomnosti urcité latky ve vzorku.
K identifikaci latek slouZi retencni cas (t;). Je to doba, ktera se méfi od okamzZiku, kdy se
vzorek nastfikne na kolonu, k maximu chromatografického piku. Jestlize se podminky mezi
jednotlivymi hodnocenimi neméni, retenc¢ni ¢as se pouZziva jako identifikacni (kvalitativni)
charakteristika latky. Hodnota retenc¢niho Casu zavisi na rychlosti prtoku mobilni faze
kolonou. Cim rychlej$i je rychlost priitoku mobilni faze kolonou, tim je retencni ¢as dané
latky mensSi. Pritomnost latky ve vzorku je dokazédna shodou retencniho casu

chromatografického piku analyzované latky s retencnim ¢asem piku standardu.

Kvantitativni hodnoceni ma za tkol zjistit mnoZstvi (koncentrace) analytu ve vzorku. Tato
analyza vychazi vétSinou z plochy piku, zfidkakdy z vySky piku. Plocha piku i vySka jsou
pfimo umeérné koncentraci analytu. Pro vyhodnocovani se pouZivaji: metoda vnéjSiho

standardu, metoda vnitfniho standardu, metoda normalizace, kalibrac¢ni postup. [19]

N e

* Metoda vnéjSiho standardu — Dva kroky: nejprve se nastfikne roztok analyzované
latky, poté se nastiikne roztok vnéjSiho standardu. Vnéjsi standard byva standard
stanovované latky, ktery se oznacuje CRL (chemicka referencni latka). Koncentrace
analytu se vypocita z poméru ploch (vySek) pik jednotlivych slozek smési a plochy

piku vnéjsiho standardu.

Stanovovana koncentrace se miiZze vypocitat dle vztahu:
Co,= A/ Ay * Cy

A., - plocha stanovované latky o neznamé koncentraci c,,

A, — plocha standardu

¢y — koncentrace standardu
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Metoda vnitiniho standardu — spociva v pridani definovaného objemu roztoku
vhodného vnitiniho standardu ke zndmému objemu roztoku vzorku. Po promichani se
smés nastfikuje na kolonu. Koncentrace stanovované latky se vypocita z pomeéru ploch
(vySek) pikt jednotlivych separovanych slozek smési a plochy piku wvnitfniho
standardu. K naroktim na vnitini standard patfi: chemicka inertnost, eluce standardu v
blizkosti pikti stanovovanych latek, podobna chemicka struktura a koncentrace jako u

latek stanovovanych.
Stanovovana koncentrace se mtiZe vypocitat dle vztahu:

Cyz = {[AVZ/A(IS)VZ]/[ASt/A(IS)St]} * Cst

Metoda normalizace — vypocita se obsah zkouSené latky v procentech (x %) z celkové
plochy vSech piki (100 %) na chromatogramu. Do celkové plochy vsSech pikt se
nezapocitavaji piky rozpoustédel a pridanych cinidel a piky, které maji plochu pod

limit zanedbatelnosti.

Kalibra¢ni postup — obsah zkouSené latky se stanovi na zakladé kalibra¢ni kfivky, coz

je linearni zavislost koncentrace (osa x) na ploSe piku (osa y).
Rovnice kalibracni primky:

y=ax+b

32



3.3.4. Mobilni faze

Mobilni faze se podili na separacnim procesu. Pro zlepSeni rozliSeni latek pri separaci je
snadnéjsi ménit mobilni fazi neZ pouZzit jinou stacionarni fazi. Izolaci latek miiZeme ovlivnit
zménou zastoupeni ruznych rozpoustédel v mobilni fazi, zménou pH, iontové sily nebo

pridanim iontové parovych Cinidel. [25]

3.3.5. Stacionarni faze

Stacionarni faze patfi k nepohyblivé sloZce chromatografického systému, je to napli
chromatografické kolony, kde probihad vlastni rozdéleni smési latek na zéakladé rtznych

separacnich déjii a mechanismi, které zavisi na povaze sorbentu i analytu.
Obecné pozadavky na stacionarni fazi:
* tepelna stabilita

* tvar Castic — pravidelny kulovity tvar s jednotnou velikosti (zamezi se turbulentnimu

proudéni mobilni faze)
» velikost port, které odpovidaji velikosti molekul analytu
* mechanicka stabilita — odolnost vii¢i vysokym tlaktim

NejcCastéji pouZivanym materidlem pro vyrobu stacionarni faze v HPLC je polarni
anorganicky silikagel — SiO,. Samostatné je pouZivan pro separaci na normadlnich fazich, po
chemickém navézani ligandt se vyuZiva pro chromatografické separace na reverznich fazich.
Mezi jeho vyhody patfi vysoka mechanicka odolnost (Ize pouZit i pfi vysokym tlacich),
chemicka inertnost (nebobtnd, nesrazi se), chemické vlastnosti a modifikace povrchu nebo
mnozstvi vyrobcti na trhu. Silikagel se pripravuje ve velmi cisté formé s rtizné upravenymi
fyzikadlnimi vlastnostmi. Pro zadméry HPLC se vyrdbi s pomérné velkym specifickym
povrchem (5 — 500 m?/g), s velkym objemem pérti (0,7 ml/g). K aktivnim centrim silikagelu

patii hydroxylové skupiny — silanolové skupiny Si-OH (existuje nékolik rozdilnych druht).
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Silanolowa skupina

Obr. 9: Silanolové skupiny v silikagelu [26]

Limitujici faktory silikagelu:
* pH mobilni faze nad 7,5 — dochazi k rozpousténi silikagelu a ztraté chromatografické
ucinnosti
* nestabilita pfi teploté vyssi nez 60°C

* pouziti fosforecnanovych a uhli¢itanovych pufrti vede k rozpousténi silikagelu [27]

K nejcastéjSim modifikacnim skupindm pro nepoldrni systém tzv. rezervnich fazi patfi
funkcni skupiny C;s (oktadecylsilikagel) a Cgs (oktylsilikagel), pro stfedné polarni faze jsou to

amino- a kyano- modifikace.

DalSimi polarnimi anorganickymi sorbenty jsou napr. oxid hlinity a zirkonicity, které patfi do
skupiny stacionarnich fazi na bazi kovovych oxidi. Jejich vyhodou je velka teplotni stabilita a
pouziti v SirSim rozsahu pH. Dalsi ndhrada silikagelu miiZou byt organické polymery
(methakrylat, akrylamid). Ty jsou odolné v celém rozsahu pH, maji niZsi separacni a

mechanickou odolnost.

DalSim druhem stacionarnich fazi jsou monolity (monolitické kolony). Monoliticka kolona je
tvorena jedinym blokem zhotovenym z porézni hmoty. Obsahuji dva typy poérd, které maji
odlisné velikosti. Monolitem prochazi vSechna mobilni faze, tim je dosaZeno rychlejSiho

prenosu hmoty. Kolony se pouZivaji tam, kde je nutné provadét rychlé a ultra rychlé separace.
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Monolitické materialy se rozd€luji na dva zakladni typy:
* monolity na bazi oxidu kifemicitého (siliky)
* monolity z organickych polymert (metakrylatové, polystyrenové, akrylamidové).

Monolity na bazi siliky maji bimodalni strukturu — tzn., Ze se skladaji z kfemenné kostry,
mezopo6rt (2 - 20 nm) a makropori (0,5 — 8 pm). Mezopdry jsou stiedné velké pory zvétsujici
povrch sorbentu a tim i separaCni ¢innost, tvori jemnou porézni strukturu vnitfku kolony.
Makropory jsou velké pory sniZujici zpétny odpor kolony, diky tomu se pouZivaji vysoké

pritokové rychlosti.

Monolity na bazi siliky se pripravuji sol-gel procesem. Tetraalkoxysilany (tetramethoxysilan,
tetraethoxysilan) podléhaji hydrolyticky iniciované polykondenzaci ve vodném roztoku
kyseliny octové a za pritomnosti ve vodé rozpustného organického polymeru (porogenu).
Kyselina octova ma zde funkci katalyzatoru, porogen formuje kiemikovou sitovou strukturu.
U silikovych monoliti dochazi béhem pripravy k velkému smrsténi stacionarni faze. Vyzaduje
to tedy dvoukrokovou pfipravu. Nejprve je monolit pripraven ve vhodné formé a poté vpraven
do pouzdra ze smrstivého materidlu PEEK (poly(ether-ether-keton)) plnici funkci téla kolony.
Konecny primér 4,6 mm ziskame z vychozi formy o priméru 6 mm. Délka kolony by neméla
presahovat 15 cm z dGvodu ohybu. Priprava silikovych monoliti je v laboratornich
podminkach obtizna, pro separace se pouZivaji komercné dostupné kolony. Komercné

dostupna monoliticka kolona na bézi siliky je kolona Onyx od firmy Phenomenex. [ 29, 30]

Kolona Onyx obsahuje dva typy péri — mezopéry (13 nm) a makropéry (2 pm). Porozita je
vétsi nez 80 %, pH stabilita se pohybuje v rozmezi 2,0 — 7,5. Je-li pH niZsi nez 2,0, dochazi k
hydrolyze vazanych funkcnich skupin, je-li pH vySssi nez 8, zptisobuje to rozpousténi silikové
podpory. Pro bazické, nepolarni, kyselé, kovové ionty chelatujici slouceniny je vhodna Onyx
Monolithic C18, ktera ma selektivitu srovnatelnou s konvencnimi C18 reverznimi kolonami.
Je k dispozici v délkach 100 mm, 50 mm a 25 mm. Daéle se také pouZiva kolona Onyx
Monolithic C8 o rozmérech 100 x 4,6 mm. Onyx umoZiiuje zkracenou dobu analyzy, ti¢innost
separace je srovnatelna s klasickymi kolonami 3 pm cCasticemi, pfi zméné podminek analyzy
nabizi vyrazné kratSi dobu k reekvilibraci. U monolitické kolony se mtiZe pracovat pri

vysokych pritokovych rychlosti s minimalni ztratou rozliseni piku. [31, 32]

Mezi vyhody monolitickych stacionarnich fazi miZeme zafadit moZnost zmény vnitini

struktury (objemu a distribuce pori), a tim ovliviiovani separacni vlastnosti
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chromatografickych kolon. Nejvétsi vyhodou téchto kolon jsou hydrodynamické vlastnosti.
Také se u monolitickych kolon objevuji urcita omezeni, napr. u monoliti na bazi organického
polymeru je to botnani v organickych rozpoustédlech, které ovliviiuje separacni ucinnost a

celkovou porozitu stacionarni faze, u anorganickych monoliti rozpustnost oxidu kiemicitého

vvvvvv

3.3.6. Vyuziti HPLC

Vysokoucinnou kapalinovou chromatografii fadime mezi Siroce pouZivané separacni metody,
pouziva se ve vyvojovych i rutinnich analytickych laboratotfich vSech zaméfeni. UmozZiuje
souCasné kvantitativni a kvalitativni hodnoceni 1éCiv. Separace se déje na zakladé interakce

délenych latek se stacionarni a mobilni fazi.

VyuZiti v kontrole chemickych 1éciv:
* Lékopisna kontrola (stanoveni obsahu, identifikace 1é¢iv, Cistota)
* Hodnoceni sloZenych lékovych pripravki

* Analyza pfirodnich lé¢iv v rostlinném materidlu — obsah a zastoupeni alkaloidd,

glykosidi, vitamind v prislusSnych drogach

*  Monitorovani léciv a jejich metabolitli v télnich tekutinach — je nutné izolovat lécivo
a metabolity z analyzované télni tekutiny, nejcastéji extrakci do vhodného organického

rozpoustédla. HPLC kvantifikuje ptivodni 1é¢ivo i jeho metabolity najednou.

* Problém stability 1éCiv — kvantitativné se hodnoti postupny ubytek analyzovaného
1éCiva a zaroven se kvantitativné i kvalitativné analyzuji rozkladné produkty, které

vznikaji. [19]
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3.4.Validace analytickych metod

vvvvvv

je ukazat, Ze vypracovany postup metody je pro dany ucel vhodny, urcit podminky, pri
kterych je dany postup pouZitelny a zabezpecit spolehlivost pfi opakujicim se uplatnéni v
jedné nebo v rznych laboratorich. Validace se provadi prfi vyvoji nové metody, pfi zméné

metody nebo pfi priikazu rovnocennosti dvou metod. [19]

3.4.1.Spravnost

Spravnost je definovana jako shoda mezi ziskanym vysledkem méfeni a spravnou hodnotou.
Spravna hodnota se zjiStuje pripravou modelovych vzorkii ze vSech slozek pripravku a
pridanim presného mnoZstvi standardu nebo jinou nezavislou metodou s ovérenou presnosti.
Nejcastéji se spravnost zjiStuje analyzou nejméné Sesti vzorki, respektive analyzou tfech
vzorkli na tfech koncentracnich trovnich. Poté se vyjadfi jako rozdil spravné a ziskané

hodnoty nebo jako vytéZnost. [19]

e

VytéZnost= (100 x ziskanad hodnota)/spravna hodnota
3.4.2.Pfesnost

Presnost metody je mira shody vysledkti méteni ziskanych opakované s jednim homogennim
vzorkem. Vzorek se Sestkrat analyzuje celym postupem vcetné ptipravy vzorku. Jako relativni
smérodatnd odchylka se vyjadii presnost téchto Sesti méfeni. Pfesnost se hodnoti na tfech

arovnich:

* opakovatelnost — metoda, ktera se opakuje jednim pracovnikem stejnym zptisobem a

stejnymi Cinidly na jednom pfistroji

* mezilehld pfesnost — metoda, ktera se déla s riznymi cinidly, pracovniky, pristroji, v

rizné dny, ale ve stejné laboratofi se stejnym vzorkem

* reprodukovatelnost — metoda stejnd s mezilehlou presnosti, ale probihd v riznych

laboratorich [23, 38, 39]
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3.4.3.Selektivita

Selektivita je schopnost analytické metody zméfit spravné a specificky danou latku v
pritomnosti jinych latek, jeZ lze ocekavat. MiZou to byt dalsi Gc¢inné latky ve sloZenych
pripravcich, pomocné latky, necistoty z vyroby, zbytkova rozpoustédla nebo rozkladné

produkty. [19]
3.4.4.DetekEni limit (LOD)

Detek¢nim limitem se vyjadfuje citlivost metody. Vyjadifujeme ho jako nejniZsi mnoZstvi
analyzované latky ve vzorku, které mize byt pro danou metodu detekovano, aniZ by muselo
byt kvantitativné stanovované. U instrumentalnich metod se detekcni limit urcuje jako
koncentrace analyzované latky s pomérem signalu k Sumu s hodnotou 3, u neinstrumentalnich

metod se hleda experimentalné. [23, 38]

3.4.5.Kvantitativni limit (LOQ)

Kvantitativni limit vyjadiuje také citlivost metody. Je definovan jako nejniZs$i koncentrace
latky, ktera je stanovitelna s prijatelnou presnosti a spravnosti. Kvantitativni limit se miZze
vyjadrit jako koncentrace, pri jejiZ analyze se dosahne relativni smérodatné odchylky 10 %.

Vyjadruje se jako koncentrace s pomérem signalu k Sumu s hodnotou 10. [19]

3.4.6.Linearita

Linearita je schopnost dosahnout vysledki, které jsou pfimo imérné koncentraci stanovované
latky. Stanovuje se alesponi pét rtiznych koncentraci v rozmezi 80 — 120 % deklarovaného
obsahu, respektive 50 — 150 %. Diky tomu, Ze se ruSivé vlivy u realnych vzork hodnoti

jinymi parametry validace, se mtiZe pracovat s roztoky standardd. [19]

3.4.7.Robustnost

Robustnost je definovana jako mira jeji schopnosti ziistat neovlivnéna pfi malych zménach
jejich parametri. Robustnost se testuje jiZz béhem vyvoje metody. Cilem robustnosti je

upozornit na podminky, které mohou ovlivnit vysledky analyzy. [23, 38, 39]
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3.5.Chromatografické podminky pro stanoveni kyseliny
acetylsalicylové kapalinovou chromatografii uvedené v

literature

Kyselina acetylsalicylova lze stanovit kapalinovou chromatografii nékolika zplisoby (viz

Tabulka 1)

Metoda ¢. 1
Stacionarni faze Phenosphere ODS-2 C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pm)
Mobilni faze Voda/methanol/ledova kyselina octova 54:45:1
Detekce 254 nm
Uprava vzorku -
Zdroj literatury 40
Metoda ¢. 2
Stacionarni faze Inertsil ODS-2 (150 mm x 4,6 mm, 5 pm)
Mobilni faze Methanol/voda/kyselina fosfore¢na 85% 40:60:0,2
Detekce 245 nm
Uprava vzorku -
Zdroj literatury 41
Metoda ¢. 3
Stacionarni faze Bondapak C18 (300 mm x 3,9 mm)
Mobilni faze Methanol/voda 35:65 pH upraveno pomoci 10% kys. fosforecné
Detekce 235 nm
Uprava vzorku -
Zdroj literatury 42
Metoda ¢. 4
Stacionarni faze Nucleosil 100-10 C18 (250 mm x 4 mm, 10 pm)
Mobilni faze 850 ml voda/150 ml acetonitril/2g heptan-1-sulfonat sodny pH=3,4
Detekce 280 nm
Uprava vzorku -
Zdroj literatury 43
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Metoda C. 5

Stacionarni faze Silikagel pro chromatografii oktadecylsilylovany R (5 pm)
Mobilni faze Kyselina fosforecna R/acetonitril/voda R (2+400+600)
Detekce 237 nm

Uprava vzorku -

Zdroj literatury 3

Tabulka 1: Podminky pro stanoveni kyseliny acetylsalicylové kapalinovou chromatografii

popsané v literatufe
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4. Experimentalni ¢ast
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4.1.Chemikalie a pomucky

4.1.1. Chemikalie
»  Acifein, Herbacos Recordati s.r.0, Ceska republika
* Acylcoffin, Slovakofarma, Slovensko
*  Acylpyrin, Galmed, Biomedica, Ceska republika
* kyselina salicylové, Penta, Ceska republika
* kyselina acetylsalicylova, Biomedica, Ceska republika
«  3-nitrofenol, Fluka AG, Svycarsko
 kofein, Penta, Ceska republika
+ paracetamol, Dr. Kulich Pharma, Ceska republika
* kyselina fosforecna, Sigma Aldrich, Némecko
« amoniak sodny roztok 25-29%, Penta, Ceské republika
* acetonitril, chromasolv gradient grade for HPLC, Sigma Aldrich, Némecko
* kyselina mravenci, ACS reagent, Sigma Aldrich, Némecko
* kyselina chlorovodikova, Penta, Ceska republika
* voda CiSténa
4.1.2. Sestava pro HPLC
* kontrolni jednotka: CTO-20 AC VP Shimadzu
* Cerpadlo: LC-20 AD XR VP Shimadzu
* degasér: DGU-20 A; VP Shimadzu
* termostat kolony: CTO-20 AS VP Shimadzu
* PC program: Shimadzu-CLASS-VP 5

e UV-VIS detektor: SPD-20A VP Ahimadzu
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* autosampler: SIL-20 AC XR VP Shimadzu
* Fidici jednotka: CBM-20A VP Shimadzu
* chromatograficka kolona: Phenomenex 100 x 4,6 mm, Onyx monolitic C8
* elektrochemicky detektor: Coulochem III, esa
* pumpa: Guard cell 5020
4.1.3. Pristroje
* digitalni vahy: Sartorius AG typ A200S, Némecko
* pH-metr: SCHOTT CG 843, Schott Instruments GmbH, Némecko
* magnetické michadlo s michadélky, IKA Color Squid, Némecko
4.1.4. Pomucky

* kadinky, odmérné bariky, odmérné valce, délené pipety, balonek k pipeté, zkumavky,
stojan na zkumavky, vialky, laboratorni 1Zicky, stficka, injek¢ni jehla, membranovy

filtr 0,22 pm, membranovy filtr 0,45 pm, alobal
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4.2. Priprava roztoku

4.2.1. Priprava standardt
Standardni roztok kyseliny salicylové:

Do 10 ml odmérné baiiky byl navaZzen 1 mg kyseliny salicylové. Navazka byla rozpusSténa ve
100 % acetonitrilu. Objem bariky byl doplnén acetonitrilem po rysku a dtikladné promichan
(zakladni roztok). Z tohoto roztoku (100 pg/ml) bylo odebrano 0,1 ml do 100 ml bariky. Tato
barika byla doplnéna vodou po rysku a dikladné promichana. Tento roztok (100ng/ml) byl

nastfiknut na kolonu.

Standardni roztok kyseliny acetylsalicylové:

Do 10 ml odmérné barky byl navazen 1 mg kyseliny acetylsalicylové. Tato navazka byla
rozpuSténa ve 100 % acetonitrilu. Objem bariky byl doplnén acetonitrilem po rysku a
diikladné promichén (zékladni roztok). 0,1 ml tohoto roztoku (100 pg/ml) bylo odebrano do
100 ml barky. Baiika byla doplnéna vodou po rysku a diikladné promichana (100 ng/ml).

Roztok byl nastfiknut na kolonu.

Standardni roztok 3-nitrofenolu:

Do 10 ml odmérné bariky byl navaZen 1 mg 3-nitrofenolu a rozpustén ve 100 % acetonitrilu.
Objem bariky byl doplnén acetonitrilem po rysku a fadné promichan (zakladni roztok). 0,1 ml
tohoto roztoku (100 pg/ml) bylo doplnéno vodou do 100 ml bariky po rysku (100 ng/ml).

Roztok byl nastfiknut na kolonu.

Standardni roztok kofeinu:

1 mg kofeinu byl navaZen do 10 ml odmérné bariky a rozpustén ve 100 % acetonitrilu. Objem
bariky byl doplnén acetonitrilem po rysku a radné promichan (zakladni roztok). Z tohoto
roztoku bylo odebrano 200 pl (20 pg/ml) a doplnéno vodou do 100 ml baiiky po rysku (0,2

pg/ml). Roztok byl promichan a nastfiknut na kolonu.
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Standardni roztok paracetamolu:

1 mg paracetamolu byl navaZen do 10 ml odmérné bariky, navazka byla rozpusSténa ve 100 %
acetonitrilu. Objem barky byl doplnén acetonitrilem po rysku, fadné promichan (zakladni
roztok). 200 pl tohoto roztoku (20 pg/ml) bylo odebrano do 100 ml bariky a doplnéno vodou

po rysku (0,2 pg/ml). Po promichani byl roztok nastfiknut na kolonu.

Smés standardnich roztokii kyseliny salicylové, kyseliny acetylsalicylové a 3-nitrofenolu:

1 ml zadkladniho roztoku kyseliny salicylové, kyseliny acetylsalicylové a 3-nitrofenolu byl
odebran do 5 ml odmérné bariky a doplnén vodou po rysku (20 pg/ml). Z tohoto roztoku bylo
odebrano 0,1 ml do 10 ml odmérné bariky a doplnéno vodou po rysku (0,2 pg/ml). Baiika byla

fadné promichana a roztok byl nastfiknut na kolonu.

Smés standardnich roztokii kyseliny salicylové, kyseliny acetylsalicylové, 3-nitrofenolu,

kofeinu a paracetamolu:

Z kazdého standardniho roztoku bylo odebrano 200 pl do 100 ml odmérné bariky a doplnéno

vodou po rysku. Po ditkladném promichani byl roztok nastfiknut na kolonu.

4.2.2. Priprava fosfatového pufru

PrisluSné mnoZstvi kyseliny fosforecné bylo nafedéno prisluSnym mnoZstvim vody (viz
Tabulka 2). Objem bariky byl diikladné promichan. Pomoci 4 % amoniaku bylo upraveno pH
na hodnotu 2,5.

Molarita Mnozstvi H;PO, | Mnozstvi H,O
5mM 0,052 ml 200 ml
20 mM 0,2074 ml 199,8 ml
50 mM 0,52 ml 199,5 ml
75 mM 0,78 ml 199,2 ml
100 mM 1,04 ml 199 ml

Tabulka 2: Priprava fosfatového pufru
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4.2.3. Priprava mobilnich fazi

Fosfatovy pufr o daném pH byl smichan s acetonitrilem v jednotlivych pomérech. Vysledny

roztok byl prefiltrovan pres mikrofiltr 0,45 pm.

4.2.4. Priprava vzorku
Vzorek Acifein v 50 % acetonitrilu:

K 0,0262 g Acifeinu bylo pridano 20 ml 50 % acetonitrilu. Roztok byl diikladné promichéan a
cast tohoto roztoku byla prefiltrovana. Z filtratu bylo odebrano 200 pl do 10 ml odmérné
bariky, bylo pfidano 10 pl zakladniho roztoku 3-nitrofenolu. Barika byla doplnéna 25 %

acetonitrilem po rysku, roztok byl fadné promichan a nastfiknut na kolonu.

Vzorek Acifein v rozpoustédle (0,1 M kyselina chlorovodikova : acetonitril 50 : 50, kyselina

mravenci : acetonitril 1 : 99):

K navéazce Acifeinu 0,0441 g bylo pfidano 25 ml rozpoustédla (0,1 M HCI : ACN 50 : 50,
HCOOH : ACN 1 : 99), tento roztok byl promichan a cast byla prefiltrovana. Z filtratu byl
odebran 1 ml do 10 ml odmérné bariky, dale bylo pfidano 10 pl zakladniho roztoku
3-nitrofenolu a doplnéno 25 % acetonitrilem po rysku. Po promichani byl roztok nastfiknut na

kolonu.

Vzorek Acylpyrin v 50 % acetonitrilu:

Do kadinky bylo navaZeno 0,0262 g Acylpyrinu pridano 20 ml rozpoustédla (50 %
acetonitril). Roztok byl dikladné promichan a prefiltrovan. Do 10 ml odmérné bariky bylo
odebrano 200 pl filtratu, poté bylo pridano 10 pl zdkladniho roztoku 3-nitrofenolu a barka

byla doplnéna 25 % acetonitrilem po rysku. Roztok byl promichan a nastfiknut na kolonu.

Vzorek Acylpyrin v rozpoustédle (0,1 M kyselina chlorovodikovd : acetonitril v poméru

50 : 50, kyselina mravenci : acetonitril v poméru 1 : 99):

K navaZce Acylpyrinu 0,0199 g bylo pridano 25 ml rozpoustédla (0,1 M HCI : ACN 50 : 50,
HCOOH : ACN 1 : 99). Roztok byl promichan a prefiltrovan. Z filtratu byl odebran 1 ml do
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10 ml odmérné bariky, k tomu bylo pfidano 10 pl zakladniho roztoku 3-nitrofenolu a doplnéno

25 % acetonitrilem po rysku. Po promichani byl roztok nastfiknut na kolonu.

Vzorek Acylcoffin v 50 % acetonitrilu:

K 0,0262 g Acylcoffinu bylo pfidano 20 ml 50 % acetonitrilu. Roztok byl promichan a
prefiltrovan. Z filtrdtu bylo odebrdno 200 pl do 10 ml odmérné banky, pfidano 10 pl
zakladniho roztoku 3-nitrofenolu a baiika byla doplnéna 25 % acetonitrilem po rysku. Po

promichani byl roztok nastfiknut na kolonu.

Vzorek Acylcoffin v rozpoustédle (0,1 M kyselina chlorovodikovd : acetonitril 50 : 50,

kyselina mravenci : acetonitril 1 : 99):

Navazka Acylcoffinu 0,0220 g byla pridana k 25 ml rozpoustédla (0,1 M HCI : ACN 50 : 50,
HCOOH : ACN 1 : 99), roztok byl promichan a cast byla prefiltrovana. 1 ml filtratu byl
odebran do 10 ml odmérné bariky, k filtratu se pridalo 10 pl zakladniho roztoku 3-nitrofenolu
a barika byla doplnéna po rysku 25 % acetonitrilem. Baiika byla promichéna a roztok byl

nastriknut na kolonu.

Vzorek kyseliny salicylové pro méreni sprdvnosti:

Do 50 ml odmérné baiky bylo navaZeno 24,88 mg kyseliny salicylové, doplnéno
acetonitrilem po rysku a fadné promichano (0,4975 mg/ml). Z tohoto roztoku byl odebran
1 ml do 100 ml odmérné bariky a baiika byla doplnéna rozpoustédlem 0,1 M kyselina

chlorovodikova : acetonitril v pomeéru 50 : 50. Barika byla promichana.
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4.3. Chromatografické podminky

4.3.1. Vychozi nastaveni chromatografickych podminek

VSechna méteni probihala na koloné Onyx monolitic C8 s timto nastavenim chromatografu:
*  Mobilni faze fosfatovy pufr (5mM, 20 mM, 50 mM, 75 mM, 100 mM, pH=2,5) : ACN
* Teplota na koloné: 25 °C
* Pratok: 1,0 ml/min
* Injikovany objem: 10 pl
» Elektricky potencial: E;= 300 mV, E,= 850 mV
E;= 300 mV, E,= 900 mV

* Rozsah: 1 pA, 5 pA, 10 pA, 50 pA

4.3.2. Priprava kapalinového chromatografu pfed mérenim

Pred kazdym prvnim méfenim a pfi jakékoliv zméné mobilni faze byl chromatograf radné
proplachnut mobilni fazi. Aby byla dostatecna ekvilibrace pfistroje, systémem se nechala
alesponi 45 minut protékat volné mobilni faze — kratSi doba se pro ustaleni zakladni linie jevila

jako nedostatecna.

4.3.3. Optimalizace podminek

Mobilni faze byla sloZena ze smési fosfatového pufru a acetonitrilu. Byly zkoumany rizné
koncentrace a poméry mobilnich fazi. Nejprve byla pouZita 20 mM mobilni faze skladajici se
z fosfatového pufru o pH 2,5 a acetonitrilu v poméru 75 : 25 pfi pritoku 1 ml/min, pfi teploté
25 °C a elektrickych potencialech E;= 300 mV, E,= 850 mV. Hodnota pH byla upravovana
pomoci amoniaku. Poté byla testovana 50 mM mobilni faze tvorena fosfatovym pufrem o pH
2,5 a acetonitrilem v poméru 75 : 25 pfi stejném priitoku i stejné teploté ale pri elektrickém
potencidlu E;= 300 mV, E,= 900 mV a E;= 300 mV, E,= 850 mV. Dale byla pouZita 5 mM,
100 mM a 75 mM mobilni faze ve stejném sloZeni a poméru jako predchozi mobilni faze, s

elektrickym potencialem E;= 300 mV, E,= 850 mV. Jako dalsi byly testovany 50 mM mobilni
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faze fosfatového pufru o pH 2,5 a acetonitrilu v poméru 85 : 15 a 80 : 20 s elektrickym
potencidlem jako predchozi mobilni faze. Diky zjiSténym poznatkim o tvaru pika
standardnich roztokd byla pouZzita u jednotlivych vzorkii 50 mM mobilni faze fosfatového

pufru o pH 2,5 a acetonitrilu v poméru 80 : 20 p¥i pritoku 1 ml/min a pfi teploté 25 °C.
Vzorky Acifeinu, Acylcoffinu a Acylpyrinu byly rozpustény ve 3 riznych rozpoustédlech:
* 50 % acetonitril
* smés 0,1 M kyseliny chlorovodikové a acetonitrilu v poméru 50 : 50

* smés kyseliny mravenci a acetonitrilu v poméru 1 : 99.

4.4.Validace analytickych metod

4.4.1.Presnost

Presnost metody byla provedena na redlném vzorku tablet Acylpyrinu Galmed. Z 10
rozdrcenych tablet byly pfipraveny vzorky postupem uvedenym na str. 37. Vzorek byl Sestkrat
analyzovan celym postupem vcetné pripravy vzorku. Relativni smérodatnou odchylkou bude

vyjadrena presnost téchto Sesti méfeni.

@ hmotnost 1 tablety Acylpyrinu: 0,6007 g

4.4.2.Spravnost

Spravnost metody byla ovéfena na 6 modelovych vzorcich jednotlivé pfipravenych. K
navazce kyseliny salicylové byla pridana navazka placeba. Postupem uvedenym na str. 37

byly roztoky pripraveny a analyzovany.
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4.4.3.Linearita

Pro linearitu byla pouZita metoda vnitiniho standardu, jako vnitini standard byl pouZit
3-nitrofenol. Kalibracni kfivka byla sestrojena z 5 vzorkl. PrisluSné mnozstvi kyseliny
salicylové a prisluSné mnozZstvi 3-nitrofenolu bylo odméreno do 10 ml bariky, doplnéno vodou
po rysku a fadné promichano. Koncentrace kyseliny salicylové se postupné zvySovala
(1 ng/ml, 6 ng/ml, 12 ng/ml, 15 ng/ml, 18 ng/ml), koncentrace vnitfniho standardu
3-nitrofenolu byla stale stejna - 15 ng/ml. Kazdy roztok byl nastfiknut tfikrat. Z namérenych
hodnot byla vypoctena primérna hodnota plochy piku pro kaZdou koncentraci. Vysledky

meéfeni jsou uvedeny v tabulce 5.

Koncentrace (¢) | Mnozstvi kys. salicylova | MnoZstvi 3-nitrofenol
1 ng/ml 0,1 ml 1,5 ml
6 ng/ml 0,6 ml 1,5ml
12 ng/ml 1,2 ml 1,5 ml
15 ng/ml 1,5ml 1,5 ml
18 ng/ml 1,8 ml 1,5ml

Tabulka 3: Priprava vzorki pro linearitu

4.4.4.Selektivita

Selektivita byla ovéfena na jiné HPLC sestavé Shimadzu s UV detekci u vzorku smési
standardnich roztokl kyseliny acetylsalicylové, kyseliny salicylové, 3-nitrofenolu,
paracetamolu a kofeinu. Déle také u vzorki tablet Acylpyrinu, Acylcoffinu a Acifeinu v 50 %

acetonitrilu.

* Kolona: Onyx monolitic C8

*  Mobilni faze: fosfatovy pufr (50 mM, pH 2,5) : acetonitril v poméru 80 : 20
* Teplota na koloné: 25 °C

* Pratok: 1,0 ml/min

* Detekce: 237 nm

* Injikovany objem: 10 pl
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Sestava pro HPLC s UV detekci:
* kontrolni jednotka: CTO-20AC VP Shimadzu
* Cerpadlo: LC-20AD XR VP Shimadzu
* degasér: DGU-20A3 VP Shimadzu
* termostat kolony: CTO-20AS VP Shimadzu
* PC program: Shimadzu LC Solution
* UV-VIS detektor: SPD-20A VP Shimadzu
* autosampler: SIL-20AC XR VP Shimadzu

* Fidici jednotka: CBM-20A VP Shimadzu

4.4.5.Robustnost
Byla testovana zména hodnoty pH mobilni faze o +/- 0,05 ve sloZeni fosfatovy pufr pH 2,5 :

100 % acetonitril v poméru 80 : 20.

4.4.6.Stabilita

U vzorku tablet Acylpyrinu pripravenych v 50 % acetonitrilu a vzorku Acylpyrinu v
rozpoustédle 0,1M kyselina chlorovodikova : acetonitril (50 : 50) byla sledovana stabilita za
laboratorni teploty a za pristupu svétla. Oba roztoky byly nastfiknuty na kolonu 3krat za 48
hodin.

4.4.7.Kvantitativni limit (LOQ), detek€ni limit (LOD)

Na kolonu byl nastfiknut roztok kyseliny salicylové o koncentraci 0,0001 pg/ml. Roztok byl
graficky vyhodnocen z chromatografického zdznamu. Detekéni limit (LOD) Kkyseliny
salicylové byl urcen jako pomér signalu k Sumu s hodnotou 3, kvantitativni limit (LOQ) s

hodnotou 10.
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5. Vysledky a diskuze
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5.1. Vybér chromatografickych podminek

Vybér chromatografickych podminek pro stanoveni kyseliny salicylové jako hlavniho
rozkladného produktu kyseliny acetylsalicylové vychazel z jiZ navrZzenych podminek sloZeni
mobilni faze. Vychozi podminky byly: mobilni faze sloZena z 20 mM fosfatového pufru o pH
2,5 : acetonitril v poméru 75 : 25. Piky standardnich roztokti kyseliny salicylové a

3-nitrofenolu byly v tomto pripadé z divodu vyrazného chvostovani pikli nevyhovujici.

Byly testovany jiné koncentrace fosfatového pufru: 50 mM, 5 mM, 100 mM a 75 mM
stejného slozeni a poméru jako vychozi mobilni faze. Dale byly zkouSeny rtizné pomeéry
acetonitrilu a 50 mM fosfatového pufru o pH 2,5. Ze ziskanych poznatki o tvaru pikt a
retencnich Casti standardnich roztokil kyseliny salicylové a 3-nitrofenolu v jednotlivych
mobilnich fazich byla vybrana mobilni faze: 50 mM fosfatovy pufr o pH 2,5 : acetonitril v

pomeéru 80 : 20.

Vybrané chromatografické podminky detekce:
* Mobilni faze: 50 mM fosfatovy pufr o pH 2,5 : acetonitril 80:20
» Teplota na koloné: 25 °C
e Pritok: 1,0 mI/min
* Injikovany objem: 10 pl

» Elektricky potencial: E;= 300 mV, E,= 850 mV
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Obr. 10: 5 mM mobilni faze v poméru 75 : 15
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Obr. 11: 100 mM mobilni faze v poméru 75 : 15
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5.2.Vybér vhodného rozpoustédia

Byly zkouSeny rtizné druhy rozpoustédel ve sloZeni:
* voda : acetonitril v poméru 50 : 50
* 0,1 M kyselina chlorovodikova : acetonitril 50 : 50
* kyselina mravendi : acetonitril 1 : 99

Z4dné z uvedenych rozpoustédel vyrazné neovlivnilo analyzu vzorkid Acylpyrinu, Acylcoffinu
a ani Acifeinu. V pripadé rozpoustédla kyseliny mravenci : acetonitrilu byl pik ve 4. minuté z
rozpoustédla. Nadale se pouzivalo rozpoustédlo 0,1 M kyselina chlorovodikova : acetonitril

. . tomto rozpoustedle VZOor tablet stabilnejsi oproti 0 acetonitriiu.
(50 : 50). V poustédle byly vzorky tablet stabiln&jif oproti 50 % itril

it prevaeg

-
o
=
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Voltage |TE3 mV|
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=
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Obr. 14: Vzorky tablet v rozpoustédle 0,1 M kyselina chlorovodikova : acetonitril v poméru 50 : 50

modra — Acylpyrin
cervena — Acylcoffin

zelena — 100krat zfedény Acifein — vzorek tablet Acifeinu musel byt zfedén kvtili rozsahu.
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Voltage [1E3 mV]

V rozpoustédle 50 % acetonitril a v 0,1M kyselina chlorovodikova : acetonitril (50 : 50) byla

testovana stabilita vzorku tablet Acylpyrinu 3krat po dobu 48 hodin. (viz Tabulka 4)
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Obr. 15: Nastrik vzorku tablet Acylpyrinu v 50 % acetonitrilu jednou za 24 hodin po dobu
3 dnid

Vzorek Cas Ay (SA) % SA Vzorek Cas | A, (SA) % SA

Acylpyrinu |04 [ 13988 | 0001 | APyrinu |54 T 8o 46 | 0,002

v50 % A\
acetonitrilu 24 hOd 692,73 0,005 rozpouétédle 24 hOd 558,43 0,004
48hod | 6230,34 | 0,043 0,1 M 48 hod | 2084,04 | 0,014
HCI:ACN

Tabulka 4: Zména plochy kyseliny salicylové v case

Stabilita byla stanovovana na vnéjsi standard. Plocha piku kyseliny salicylové se vyrazné
zvySovala v rozpousStédle 50 % acetonitril. V 50 % acetonitrilu dochazelo k rychlejSimu
rozkladu kyseliny acetylsalicylové na kyselinu salicylovou, proto bylo pro dalsi rozpousSténi

tablet zvoleno rozpoustédlo 0,1 M kyselina chlorovodikova : acetonitril (50 : 50).
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5.3.Prfesnost

Vzorek cislo Navazka pripravku (mg) Kyselina salicylova (%)

1 20,0 0,141

2 20,4 0,138

3 19,3 0,146

4 18,9 0,149

5 20,9 0,135

6 21,2 0,133
Primér 0,140

Relativni smérodatna odchylka (%) 4,62

Tabulka 5: Presnost

RSD =4,62 %
Relativni smérodatna odchylka pro pribuzné latky u pripravki by neméla byt vétsi nez 7 %.

Presnost byla potvrzena.
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5.4.Spravnost

Bylo pripraveno 6 vzorki nasledujicim postupem:

K navaZce placeba 3,32 mg bylo pfidano 5 ml roztoku kyseliny salicylové pro spravnost do

25 ml odmérné bariky a doplnéno rozpoustédlem 0,1 M kyselina chlorovodikova : acetonitril

v poméru 50 : 50. Roztok byl protfepan a prefiltrovan. Z filtratu byl odebran 1 ml do 10 ml

odmérné barnky, k tomu bylo pfidano 10 pl zdkladniho roztoku 3-nitrofenolu a doplnéno 25 %

acetonitrilem po rysku. Po promichani byl roztok nasttiknut na kolonu.

Vzorek Navazka Pridané Nameérené Recovery (%)
placeba (mg) mnozstvi mnozstvi
kyseliny kyseliny
salicylové salicylové
(ng/ml) (ng/ml)
1 3,36 99,5 92,46 92,92
2 3,34 99,5 103,82 104,34
3 3,31 99,5 96,26 96,74
4 3,38 99,5 94,19 94,66
5 3,34 99,5 107,53 108,07
6 3,39 99,5 110,22 110,77
Prameér 101,25

Tabulka 6: Spravnost

Takové mnoZstvi placeba odpovida 16,58 mg kyseliny acetylsalicylové na navazku 0,0199 g

tabletoviny. Kyselina acetylsalicylova nebyla pridavana, protoZe by dochazelo k uvoliiovani

kyseliny salicylové a ke zkresleni vysledkd.

Povoleny limit je 85 — 115 %, spravnost vyhovuje.
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5.5.Linearita

A(SA) | 118,07 | 122,03 | 116,31

Ing/ml A (3 NF)| 559,54 | 600,26 | 588,46

Pomeér ploch | SA/3-NF | 0,2110 | 0,2033 | 0,1976 Pramér: | 0,2040

6 ng/ml A (SA) | 386,96 | 350,60 | 391,33

A (3-NF)| 596,84 | 584,15 | 586,10

Pomeér ploch | SA/3-NF | 0,6483 | 0,6002 | 0,6677 Primér: | 0,6387

12 ng/ml A (SA) | 869,17 | 882,17 | 861,10

A (3-NF)| 593,35 | 583,32 | 592,31

Pomér ploch | SA/3-NF | 1,4649 | 1,5123 | 1,4538 Pramér: | 1,4770

15 ng/ml A (SA) 11062,43|1076,95|1018,41

A (3-NF)| 588,90 | 590,85 | 593,70

Pomér ploch | SA/3-NF | 1,8041 | 1,8227 | 1,7154 Pramér: | 1,7807

18 ng/ml A (SA) |1155,18/1083,87|1142,76

A (3-NF)| 585,86 | 533,38 | 511,61

Pomér ploch | SA/3-NF | 1,9718 | 2,0321 | 2,2337 Pramér: | 2,0792

Tabulka 7: Linearita

SA — kyselina salicylova
3-NF — 3-nitrofenol
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Obr. 16: Graf kalibracni krivky

Determinacni koeficient: 0,9982
Korelacni koeficient: 0,9991
Rovnice kalibracni pfimky: y= 0,1176659519 x

Linearita spliiuje poZadavky validace, korelac¢ni koeficient je vétsi nez 0,99.
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5.6.Selektivita

Selektivita byla hodnocena stejnou metodou, pouze jinym zplisobem detekce, na HPLC

sestavé Shimadzu LC 20 Prominence s UV detekci.
Podminky detekce:
* Kolona: Onyx monolitic C8
*  Mobilni faze: fosfatovy pufr (50 mM, pH 2,5) : acetonitril v poméru 80 : 20
* Teplota: 25 °C
* Pratok: 1,0 ml/min

¢ Detekce: 237 nm

* Injikovany objem: 10 pl
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Obr. 17: Smés standardnich roztokt kyseliny acetylsalicylové, salicylové, 3-nitrofenolu,
kofeinu, paracetamolu
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Obr. 18: Nastrik Acifeinu

Jinym zptisobem detekce se potvrdilo, Ze spolu piky neinterferuji.
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5.7.Robustnost
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Obr. 19: Standardni smés kyseliny salicylové a 3-nitrofenolu pfi zméné pH

Zménou sloZeni mobilni faze nebyla ovlivnéna doba analyzy. U vSech mobilnich fazi doslo k
separaci obou slozek vzorku. Metoda je z hlediska pH robustni, zména hodnoty pH mobilni

faze o +/- 0.05 neovlivnila retenci latek.
cervena — pH 2,5

rizova — pH 2,45
zelena — pH 2,55
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5.8. Kvantitativni limit (LOQ), detek€ni limit (LOD)

Byl vypocitan kvantitativni limit (LOQ) a detekcni limit (LOD) pro kyselinu salicylovou.

Detekéni limit (LOD) kyseliny salicylové byl urcen jako pomér signdlu k Sumu s hodnotou 3.

LODSA: 0,36 ng/ml

Kvantitativni limit (LOQ) byl urCen jako pomér signalu k Sumu s hodnotou 10.

LOQsa= 1,20 ng/ml
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6. Zaver
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10.

11.

Byly zpracovany literarni zdroje tykajici se kyseliny salicylové, kyseliny

acetylsalicylové a vysokoti¢inné kapalinové chromatografie.

Byla optimalizovana vhodna metoda pro stanoveni kyseliny salicylové v 1éc¢ivém

pripravku pomoci HPLC.

Pro stanoveni kyseliny salicylové z 1éCivého pripravku byla vybrana metoda s
pouzitim 50 mM mobilni faze o sloZeni fosfatovy pufr (pH 2,5 - upraveno pomoci 4 %
amoniaku) : acetonitril v poméru 80 : 20. Pro hodnoceni byla pouZita monoliticka
kolona Phenomenex 100 x 4,6 mm, Onyx monolitic C8. Prlitok mobilni faze byl
1 ml/min, teplota 25 °C, vlnova délka byla nastavena na 237 nm, elektricky potencial

E:= 300 mV, E>= 850 mV.

Byla testovana stabilita vzorku ve dvou rozpoustécich médiich po dobu 72 hodin.

Tato metoda byla aplikovana na 1é¢ivé pripravky Acylpyrin, Acylcoffin a Acifein.

Byla ovérena presnost. Relativni smérodatna odchylka je 4,62 %.

Byla ovérena spravnost metody. Spravnost je 101,25 %.

Dale byla ovérena selektivita, robustnost.

Byla ovérena linearita v rozmezi koncentraci 1 ng/ml — 18 ng/ml. Korelacni koeficient

byl 0,9991.

Detek¢ni limit je 0,36 ng/ml, kvantifikacni limit odpovida hodnoté 1,20 ng/ml.

Tato metoda lze wvyuZit pro hodnoceni kyseliny salicylové jako necistoty ve

vicesloZkovych pripravcich obsahujicich kyselinu acetylsalicylovou.
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Abstrakt

Hodnoceni biologicky aktivnich latek pomoci HPLC V.

Diplomova prace

Denisa Kokoskova

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1éciv

Byla optimalizovana metoda stanoveni kyseliny salicylové jako hlavniho rozkladného
produktu kyseliny acetylsalicylové v tabletdch Acylpyrinu, Acylcoffinu a Acifeinu. K
hodnoceni byla pouzita vysokotc¢inna kapalinova chromatografie s elektrochemickou detekci.
Pro analyzu byla vyuZita monoliticka kolona Phenomenex 100 x 4,6 mm, Onyx monolitic C8.
Optimalizace a ovéreni jiZ navrZzenych podminek elektrochemické detekce bylo zaméfeno na
nalezeni vhodného sloZeni mobilni faze a rozpoustédla vzorku. Jako vhodna mobilni faze byl
pouzit 50 mM roztok fosfatového pufru o pH 2,5 a acetonitrilu v poméru 80 : 20. Pritok
kolonou byl 1 ml/min, teplota 25 °C, injikovany objem 10 pl. Elektricky potencial byl
nastaven na hodnoty E;= 300 mV, E,= 850 mV. Rozsah byl 1 pA. Optimalizovana metoda
byla validovana, parametry validace byly presnost, spravnost, linearita, selektivita, robustnost,
kvantitativni a detek¢ni limit. Byla sledovana stabilita vzorku tablet Acylpyrinu po dobu 48
hodin.
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Abstract

Determination of the Biologically Active Substances using High Liquid Chromatography
V.

Thesis

Denisa Kokoskova

Charles University in Praque, Faculty of Pharmacy in Hradci Kralové

Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control

In this thesis was optimized determination method of salicylic acid, as the main
decomposition product, from acetylsalicylic acid, which is presented in Acylpyrin, Acylcoffin
and Acifein. For evaluation was used high performance liquid chromatography with
electrochemical detection. Through monolithic column was analyzed Phenomenex 100 x 4,6
mm, Onyx monolithic C8. Optimization and verifying of suggested conditions
electrochemical detection was focused on exploration of mobile phase and sample dissolvent.
Suitable mobile phase was 50mM phosphate buffer liquid (pH 2,5) and acetonitrile in ration
80 : 20. Flowing throw column was 1ml/min, temperature 25°C, injected volume 10 pl.
Electrical potential was adjusted to values E;= 300 mV, E,= 850 mV. Range was 1 pA.
Optimized method was validated, parameters were precision, accuracy, linearity, specificity,
robustness, limit of quantitation and limit of detection. The sample stability of Acylpyrin

tablets was monitored for 48 hours.
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