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2 Pouzité zkratky
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3 Uvod

Valetol sobsahem paracetamolu, kofeinu a propyfenazonu je piipravek uréeny ke
kratkodobé 1é¢b¢ bolesti hlavy, zubtli, migrény, bolesti pfi nachlazeni a chiipce, postoperacni a
revmatické bolesti, ischias, neuralgie, bolestivé menstruace.

Utinné latky pripravku — paracetamol, kofein a propyfenazon — se obvykle stanovuji
chemickou metodou. Dle CL 2005 paracetamol cerimetrickou titraci ve vodném prostiedi
s vizualni indikaci ekvivalen¢niho bodu na barevny indikator — ferroin; kofein a propyfenazon
acidimetrickou titraci v nevodném prostfedi s potenciometrickou indikaci ekvivalen¢niho
bodu.

Necistota paracetamolu - 4-aminofenol je hlavni pfi¢inou jeho toxicity. V soucasné dob¢ je
s ohledem na riziko spojené s jeho vyskytem s 1é¢ivych ptipravcich zaméfena pozornost na
jeho stanoveni ve velmi nizkych koncentracich

K analyze 1é¢iv jsou dnes Siroce vyuzivany metody separacni, které umoznuji analyzu smési
s moznosti jak kvalitativniho, tak kvantitativniho hodnoceni separovanych slozek smési. Pro
stanoveni latek v tabletoviné je vhodnou analytickou metodou vysokouc¢inna kapalinova
chromatografie — HPLC, ktera umoznuje provést identifikaci, kontrolu Cistoty a stanoveni
obsahu nékolika latek béhem jedné analyzy. Dalsi vyhodou této metody je vysoka rychlost
méieni, citlivost stanoveni (v zavislosti na pouzité detekci), selektivita, moznost automatizace

a vyuziti minimalniho mnoZstvi vzorku.



4 Cil prace

Tato rigorozni prace se zabyva optimalizaci separacnich podminek stanoveni paracetamolu,
kofeinu, propyfenazonu a 4-aminofenolu v hromadné vyrabéném lé¢ivém piipravku Valetol.

Jako analytickd metoda byla zvolena HPLC s UV detekci hlavné z téchto davodu:

e tablety obsahuji mnoho dal§ich pomocnych latek, které jsou béhem analyzy ze
vzorku separovany a neznemoziuji stanoveni samotnych ucinnych latek

e moznost sledovani stability 1é¢ivych latek

Prace byla pojata jako pavodni, nicméné¢ musim klast diiraz na co moznd nejvetsi
jednoduchost a ¢asovou nendro¢nost pii zachovani vysoké ptesnosti a spolehlivosti dané

metody.



5 Teoreticka cast

5.1 Valetolt?

Ptipravek se pouziva ke kratkodobé 1é¢b¢ bolesti (bolesti hlavy, zubii, migréna, bolesti pii
nachlazeni a chfipce, postoperacni a revmatické bolesti, ischias, neuralgie, bolestiva
menstruace).

Pfi uzivani se mize obcCas vyskytnout kozni alergie, nauzea, tlak v epigastiu, nechutenstvi,
prijem, vzacné poruchy krvetvorby, trombocytopenie, leukopenie, pancytopenie, neutropenie,
agranulocytéza, hemolytickd anémie a zloutenka, velmi ziidka palpitace, nespavost,
neschopnost koncentrace, zvySena drazdivost, hyperreflexie nebo zavraté a malatnost.

Riziko vyskytu nezédoucich Uc¢inka se zvySuje pti dlouhodobém podéavani a pii vysSich
davkach.

Ptipravek je balen v blistru z PVC nebo hliniku po 10 tabletach.

Tablety jsou tém¢ét bilé, nepotahované, 13 mm v priméru s pulici ryhou uprostied.

Ptipravek patii k viceslozkovym kombinovanym analgetikim s uGfinnymi latkami

paracetamol v mnozstvi 150 mg, kofein v mnozstvi 50 mg a propyfenazon v mnozstvi 300
&Y,

mg.
5.1.1 Kompletni slozeni piipravku ™
Paracetamol 150 mg
Kofein 50 mg
Propyfenazon 300 mg
Pomocné latky: Maydis amylum praegelatum

Povidonum

Croscarmellosum natricum
Talcum

Stearinum

Magnesii stearas

Maydis amylum
Carboxymethylamylum natricum

Cellulosum microcrystallinum

-7-



5.1.2 Paracetamol

Paracetamol je bily krystalicky prasek. Je mirné rozpustny ve vod¢€, snadno rozpustny
v lihu 96%, velmi tézce rozpustny v etheru a vdichlormethanu. Chemicky je to
N-(4-hydroxyfenyl)acetamid. %/

Struktura:
HO
i

N~ TCH,

H
Sumarni vzorec: CgHgNO,
M;: 151,16
Teplota tani: 168 °C az 172 °C. ™

Paracetamol se svou chemickou strukturou fadi mezi derivaty anilinu. Je vliibec nejuzivané;si
latkou v této skupiné. Z hlediska fyzikalné chemickych vlastnosti je paracetamol latkou spise
amfoterni a polarni. Diky témto vlastnostem se rychle a témét uplné vstiebava z traviciho
traktu po peroralnim podani. il

Paracetamol patii do farmakoterapeutické skupiny neopioidnich analgetik s antipyretickym
ucinkem. Antipyreticky u¢inek spociva v inhibici cyklooxygenazy v hypotalamu; centralni
mechanismus se podili rovnéZ na jeho analgetickém plsobeni — nepfimé plsobeni na

serotoninové 5-HTs-receptory v miSe. Na periferii paracetamol urychluje pireménu

~~~~~

PGG..

Paracetamol ma relativné dobrou gastrointestindlni snaSenlivost a neovliviiuje krevni
srazlivost. Je proto vhodny i pro podéni détem a osobdm se Spatnou gastrointestinalni
toleranci.

Paracetamol je doporucovan v terapii horecky zejména pii akutnich bakterialnich a virovych
infekcich, bolesti zubtli, hlavy, neuralgie, bolesti svalii nebo kloubii nezanétlivé etiologie,
bolesti vertebrogenniho piivodu a bolestivd menstruace. Peroralné aplikovany paracetamol se
rychle a téméf Uplné vstiebava z gastrointestinalniho traktu. Rychle se distribuuje do vSech

tkani a telesnych tekutin. Maximalni plazmatické hladiny je dosazeno za 10-60 minut po p.o.
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podani. Prochazi hematoencefalickou bariérou, do slin a do matetského mléka. Intenzivné se
biotransformuje, vedle konjugacnich reakci dochazi k oxidativnim pochodiim, pfi¢emz
vznikaji toxické metabolity. Pfi podani terapeutickych davek dochazi k rychlé
biotransformaci téchto hepatotoxickych intermedidlnich metaboliti za spoluplisobeni
glutathionu a za vzniku merkapturovych kyselin, které se vylucuji moci prevazné ve formé
konjugatti, méné nez 5% paracetamolu se vylouci v nezménéné forme.

Biologicky polocas se pohybuje mezi 1-3 hodinami, u zdvazné jaterni insuficience dochazi k
jeho prodlouzeni az na 5 hodin. U insuficience ledvin nedochézi k jeho prodlouzeni, ale
protoze se pfevazné vylucuje ledvinami, je nutno davku paracetamolu redukovat.

Nezadouci ucinky se pii systémovém podani v terapeutickych davkach vyskytuji jen ziidka a
s mirnym klinickym prub&hem kozni alergie, jen zcela ojedinéle bronchospasmus. Jen zcela

vzacné se vyskytuji poruchy krvetvorby. .6l

5.1.3 Kofein

Kofein je bily krystalicky prasek nebo jemné bilé krystalky, snadno sublimujici. Je mirné
rozpustny ve vodé, snadno rozpustny ve vrouci vod¢, téZce rozpustny v ethanolu a v etheru.
Rozpousti se v koncentrovanych roztocich alkalickych benzoant a salicylani. Chemicky je to

1,3,7-trimethyl-3,7-dihydro-1H-purin-2,6-dion. /%

Struktura:
@)
/CH3
H.C
3N N
N
0~ "N N
Sumarni vzorec: CgH1oN4O5
M;: 194,19
Teplota tini: 234 °C az 239 °C. ™



Chemicky patii kofein k derivatim xantinu (2,6-dioxopurin), které lze odvodit ndhradou
vodiku v NH skupinach methyly. Kofein je dusikatd baze — purinovy alkaloid. Vyskytuje se
v semenech kavovniku, listech ¢ajovniku a nékterych jinych rostlinnych drogach. fe.1i

Z hlediska fyzikalné chemickych vlastnosti je kofein latkou slabé bazickou a lipofilni.

Kofein patii do farmakoterapeutické skupiny psychostimulancii, resp. derivaty methylxantind.
Tato skupina se vyznacuje vedle psychostimulaé¢nich ucinkt, také ucinky bronchodilata¢nimi,
kardiostimula¢nimi a nepfili$ silnymi u¢inky diuretickymi, v zaludku stimuluji sekreci HCI.
Pti pravidelném uzivani vznika tolerance.

Methylxantiny se z traviciho traktu vstfebavaji nepravideln¢. Distribuuji se do vsech tkani,
ptechazeji do slin, placentarni bariérou a do mléka. V organismu se demethyluji a oxiduji,
polocas eliminace kofeinu je 3-5 hodin.

Utinky kofeinu spo¢ivaji v tom, Ze blokuje fosfodiesterazu, ¢imz snizuje inaktivaci cAMP a
je také antagonistou adenosinovych receptorii. Adenosin tlumi respiraci, psychomotoriku, ma
antikonvulzni, hypnotické, anxiolytické a analgetické ucinky, dilatuje mozkové cévy, ma
antidiureticky Gc¢inek a inhibuje uvoliovani reninu a Zalude¢ni sekreci. Je tedy vedle GABA
druhym hlavnim inhibi¢nim neurotransmiterem. Kofein ma tedy naopak Uc¢inek stimulacni —
stimuluje CNS, ma anxiogenni ucinky, snizuje pritok krve mozkem, podporuje diurézu,
v zaludku podporuje sekreci HCI, stimuluje respiraéni a vazomotorické centrum a ma
pozitivné ionotropni vliv na myokard.

U nemocnych s tizkostnou panickou poruchou miiZze kofein vyvolat epizodu paniky.

PteruSeni pravidelného uzivani vede k bolestem hlavy, Uinave, ospalosti, depresi a prevazi

pfiznaky vysoké aktivity adenosinu — dilatace cerebralnich cév, Gtlum, sniZeni diurézy aj. 1ol

514 Propyfenazon

Propyfenazon je bily nebo slabé nazloutly krystalicky prasek. Je téZce rozpustny ve vodg,
snadno rozpustny v dichlormethanu a v lihu 96%, dobie rozpustny v etheru. Chemicky je to

2-fenyl-4-isopropyl-1,5-dimethyl-1,2-dihydro-3H-pyrazol-3-on.
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Struktura:

Sumarni vzorec: C14H1sN>,O
M;: 230,31
Teplota tani: 102 °C az 106 °C.”

Propyfenazon se svou chemickou strukturou fadi mezi derivaty pyrazolonu. Pro nizkou

vewr

fadi ke slabym bazim a latkam spiSe polarniho charakteru. i

Propyfenazon patii do farmakoterapeutické skupiny neopioidnich analgetik — antipyretik.
urikosurickym u¢inkem. Po jejich podani vSak Casto dochazi ke vzniku gastroduodenalnich
viedi s krvacenim nebo dokonce perforaci. Dalsi Zivot ohrozujici komplikaci mize byt
porucha hemopoezy. ¢

Propyfenazon je po perordlnim podani rychle resorbovan (v pribéhu 30 minut) a z prevazné
¢asti rychle vylucovan ledvinami. Prostupuje také placentarni bariérou. Eliminacni polocas

je 1-1,5 hodiny, ostatni udaje nejsou bohuzel znamy. .8
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5.2 4-aminofenol — hlavni rozkladny produkt paracetamolu

4-aminofenol je bily nebo slabé zbarveny krystalicky prasek, na vzduchu a na svétle

tmavnouci. Je mirné rozpustny ve vod¢, dobfe rozpustny v bezvodém ethanolu.”

Struktura:
NH,
OH
Sumarni vzorec: CsH/NO
M 109,1
Teplota tani: asi 186°C ™

Z hlediska fyzikalné chemickych vlastnosti se 4-animofenol fadi k latkdm amfoternim a
spiSe polarniho charakteru.

4-aminofenol je metabolit a zaroven hlavni rozkladny produkt paracetamolu. Je zaroven
hlavni pfi¢inou toxicity paracetamolu, ktera je béznou pfi¢inou akutniho jaterniho selhani a to
vede Kk hlubokému nabourani fyziologickych funkci a je charakterizovano vasoplegii,
encefalopatii a koagulopatii. Bézné je komplikovano rendlnim selhdnim, mozkovym edémem
a multiorgdnovou dysfunkci. Mortalita je vysokd a pacienti Casto vyZzaduji sluzby vice
oborovych specialistll na jednotce intenzivni péce a nebo transplantaci jater.

S ohledem na riziko spojené s pfitomnosti 4-aminofenolu v 1é¢ivych piipravcich byla

‘x : . C o c a1
zamétena pozornost na jeho stanoveni ve velmi nizkych koncentracich. Ao
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5.3 Souhrn acidobazickych a lipofilnich vlastnosti paracetamolu,

kofeinu, propyfenazonu a 4-aminofenolu

tabulka 1: Souhrn acidobazickych a lipofilnich vlastnosti PAR, KOF, PRO a AMF %%

pramér. logP |exp. logP |pKa (kys.) |pKa (baze)
Paracetamol 0,44 +0,19 0,46 10,2 -
Kofein -0,25+ 0,27 -0,07 - -
Propyfenazon 2,27+0,68 1,94 - 1,3
4-aminofenol 0,30+ 0,19 0,04 10,4 5,4

Vzhledem k tomu, ze vSechny c¢tyfi latky maji bazické ¢i amfoterni vlastnosti a zaroven také
rozdilné lipofilni vlastnosti, je timto obtizna volba MF a vhodné analytické kolony, protoze

pouziti klasickych kolon s reverzni fazi je problematické (chvostovani piku, pfili§ rozdilna

retence, ionizace latek pfi rizném pH)

-13-



5.4 Chromatografie

5.4.1 Zakladni principy chromatografickych metod ***

Chromatografické metody jsou vysoce ucinné separacni metody, které slouzi k odd€leni
analyzovanych latek ze smési a zaroven k jejich kvalitativni a kvantitativni analyze.
Principem chromatografického procesu je postupné, mnohokrat opakované vytvareni
rovnovaznych stavii dé¢lenych latek mezi dvéma vzijemné nemisitelnymi fazemi.
Nepohybliva, stacionarni fize ma schopnost riznou meérou zadrzovat jednotlivé soucasti
analyzované smeési; pohybliva, mobilni faze vymyva jednotlivé soucasti smési z faze
stacionarni a odnasi je ve sméru toku rtiznou rychlosti na zdklad¢ rozdilné afinity délenych
latek ke stacionarni fazi. Hybnou silou chromatografického systému je mobilni faze, ktera
muze byt bud’ kapalna (eluent) nebo plynna (inertni nosny plyn). Vlastni déleni latek zavisi na
retenci, brzdici sile stacionarni faze, kterou tvofi latka v tuhém skupenstvi (sorbent) nebo
kapalina umisténa na inertnim nosici.

Chromatografickych metod je v dneSni dobé znacné mnoZstvi a vzhledem k velké

ruznorodosti se déli podle nékolika hledisek:

e Podle skupenstvi mobilni faze
Kapalinova (Liquid Chromatography — LC)
Plynova (Gas Chromatography — GC)

e Podle usporadani stacionarni faze
Kolonova
Papirova (Paper Chromatography — PC)
Tenkovrstva ( Thin Layer Chromatography — TLC)

e Podle podstaty separacniho procesu
Rozd¢lovaci
Adsorpéni
Iontoveé — vyménna
Gelova

Afinitni

-14 -



Mezi nejpouzivangjsi separacni metody ve vSech oblastech analyzy 1é¢iv patii plynova a
kapalinova chromatografie.

Metoda plynové chromatografie se vyuziva predevsim pro analyzu plynnych latek a také pro
analyzu tékavych latek, které za vyssi teploty piechazi do plynného stavu, aniz by dochazelo
k jejich rozkladu. Je vysoce citliva a umoznuje kvantitativni i kvalitativni hodnoceni
separovanych slozek smési, ovSem vétSina 1€Civ jsou latky termostabilni, proto je stale vice
vyuzivana chromatografie kapalinova. Ta umoznuje dé€leni vSech mén¢ tékavych i tuhych
latek rozpustnych ve vod¢, organickych rozpoustédlech nebo zifedénych kyselinach. Dnes je

provadéna hlavné v kolonovém uspotadani.

5.4.2 Vysokouginna kapalinova chromatografie — HPLC ¥

V soucasné dobé je HPLC jednou z nejprogresivnéjSich analytickych metod, kterd je Siroce
uplatiiovdna ve vSech modernich lékopisnych monografiich. Déleni latek probiha mezi
stacionarni fazi naplnénou v kolon¢ a mobilni fazi prochézejici kolonou za vysokého tlaku.
ZmensSenim Castic staciondrni faze je dosazeno vétsi Ucinné plochy a vysoké separacni
ucinnosti. Pro dostatecné rychly pritok mobilni faze je vSak zapotiebi protladit ji kolonou
pusobenim cerpadla pod vysokym tlakem (az 40 MPa). Pro oddéleni latek jsou vyuzivany
vSechny vySe jmenované separaéni mechanismy, coZz umoziuje nalezeni dostatecné
selektivniho chromatografického systému.

Jako mobilni faze se voli béZznad rozpoustédla nebo jejich smési, které postupuji kolonou.
Vyvijeni se realizuje bud’ za konstantniho sloZeni mobilni faze v pribchu celé analyzy —
isokraticka eluce; nebo se méni sloZzeni mobilni faze s Casem — gradientova eluce. Roztok
vzorku obsahujici délené latky je davkovan na kolonu, kde je unaSen proudem mobilni faze.
Poté dochazi k mnohondsobné sorpci téchto latek na stacionarni fazi a nasledné k desorpci
fazi mobilni. Latky vystupuji postupné z kolony do detektoru, kde se registruje jejich
pritomnost a jako odezva na tento signal je zakreslen pik na chromatografickém zédznamu —
chromatogramu. Separace je uskutecnovdna na zakladé rtuzné afinity jednotlivych slozek
délené smési k obéma fazim v koloné.

Predpokladem uspésné HPLC analyzy je optimalizace podminek chromatografie tak, aby
separovan¢ latky poskytovaly ostré a symetrické chromatografick¢ piky. Kvalitativni
charakteristikou analyzy je reten¢ni ¢as nebo retencni objem, kvantitativni idaj udava plocha

piku stanovované latky s plochou piku standardu, ktery je analyzovan za stejnych podminek.
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Presnéjsi je metoda vnitiniho standardu, kdy se analyzuje standard i sledovana latka v jednom

vzorku za zcela stejnych podminek.

5.4.3 Schéma kapalinového chromatografu ¥

Kapalinovy chromatograf je slozen z jednotlivych komponent, které umoznuji davkovani
smési latek, tok mobilni faze, separaci latek a naslednou detekci se zdznamem pikd a tzv.
data-stanice (vétSinou PC), které provadéji sbér, zpracovani a vyhodnocovani dat. Pro
ucinnou separaci latek je rozhodujici spravny vybér kolony a slozeni mobilni faze, citlivost a
selektivita analyzy je zavisla na pouzitém detektoru.

DETEKTOR >0 ZASOBNIK

S MOBILNi
FAZi

PUMPA

PC

KOLONA |

TERMOSTAT Il S
__. ’ ,— -----------
|
| REGULATOR PRUTOKU
DAVKOVACI
VENTIL
VZOREK ODPAD

Obriazek 1: Schéma kapalinového chromatografu

Nékteré nov€jsi chromatografy obsahuji vakuovy degasser, ktery je urceny k odplynovani

mobilni faze.
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12,3,4,5/

544 Chromatografické kolony

Kolona ma rozhodujici vliv na kvalitu chromatografie a jeji volba vyznamné ovliviiuje i dobu
analyzy. Mnoho rozli¢nych aplikaci HLPC podmiiiuje existenci velkého mnozstvi kolon
ruzné délky, vnitiniho priméru a naplné.

Pro vétSinu rutinnich analytickych metod jsou kolony vyrobeny z nerezové oceli, nejcastéjio
délce 10, 15 nebo 25 c¢cm a o vnitinim priméru 4,6 nebo 5 mm. Bézny prutok eluentu se
pohybuje od 1 do 2 ml/min. Kratké kolony o délce 3 — 5 cm dovoluji dosdhnout rychlych
separaci a snizit vyznamné¢ spotiebu mobilni faze a soucasné zvysSit hmotnostni citlivost
detekce, coz ma vyznam hlavné pro analyzu malych objemi vzorku. Material, ktery naplituje
analytické kolony ma pramér vrozmezi 1,7 - 10um. Kolony s velmi malym vnitinim
prumérem — mikrokolony — maji délku 25 — 50 mm a vnitini primér 1 — 2 mm. Vynikaji
vysokou ucinnosti a nizkou spotiebou rozpoustédla (100 - 1000ul). Jako ochrana hlavni
kolony pied necistotami a nerozpustnymi materidly jsou c¢asto vyuzivany piedkolony
umisténé mezi Cerpadlo a davkovaci zafizeni, Castéji jsou vSak zabudovany piimo pred
kolonou.

HPLC kolony musi byt mechanicky stabilni pfi pracovnich tlacich do 30 — 40MPa, musi mit
vysokou ucinnost a poskytovat symetrické piky i pfi separaci polarnich, kyselych, bazickych
¢i vysokomolekularnich latek. Dale se vyzaduje stabilita a dostate¢na permeabilita, maly
odpor 1 pii vysokych pritocich mobilni faze. Pro U¢inné dé€leni latek je rozhodujici nejen
napln kolony, zvlasté velikost a stejnomérnost ¢astic, ale 1 tvar, porozita a struktura. Néapln
musi byt rovhomérnd a homogenni.

Nejvice pouzivanym sorbentem pro vétSinu HPLC aplikaci jsou nemodifikované ¢i chemicky
modifikované mikroc¢astice silikagelu (velikosti 3 - 10um), vzacnéji oxid hlinity. Posledni
dobou se objevuji také stacionarni faze na podkladu oxidu zirkonicitého, pfipadné také dalSich
makromolekularnich materidlt. Silikagel je polarni adsorbent amorfni struktury. Jeho povrch
je pokryt hydroxylovymi skupinami, které jsou schopny tvofit vodikové mistky a tak dochazi
K interakci se separovanymi latkami. Jeho kyselé vlastnosti zplsobuji silné zadrzovani
bazickych latek.

VétsSina HPLC separaci je zaloZzena na mechanismu rozdélovani a vyuziva chemicky
modifikované stacionarni faze, u nichz se na bazi silikagelu silylaci pfipravuji faze s riznymi
koncovymi skupinami, které ovliviiuji polaritu stacionarni faze. NejCastéji se jednd 0
uhlovodikové fetézce Cig a Cg, coz jsou tzv. reverzni faze — nepolarni. Dale tfiuhlikaté fetézce

zakoncené skupinami —NHj, -CN a dalsi. Tyto silikagelové staciondrni faze je ale mozné
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vyuzit pro analyzy provadéné jen v rozmezi pH 2 — 8, coz Castecné omezuje jejich vyuziti.
V posledni dobé nabyvéa na vyznamu stabilita kolon i pfi vysSich pracovnich teplotach, kdy
1ze zpravidla dosahnout vyssi ucinnosti a rychlejsi analyzy. Doporucuje se vSak, aby nebyly

kolony zahtivany na teplotu nad 60°C, kdy se zvySuje nebezpec¢i degradace stacionarni faze.

5.4.5 Detektory v HPLC "

Zakladni funkci detektoru je prevadeéni vysledka separace v kolon¢ na registrovatelnou formu.
Detektor reaguje na pfitomnost analyzované slozky a vysila signal, ktery je zaznamenavan
Vv zévislosti na Case.

Detektory by mély byt vysoce selektivni pro stanovované slozky smési, musi mit dostate¢nou
citlivost (nizky detekéni limit) a jeho odezva by méla byt linedrni funkci obsahu sledované
latky. Pratokova cela detektoru musi vydrzet ndpor mobilni faze a udrzet té€snost. Dulezita je
také univerzalnost — moznost detekce vSech oddé€lenych slozek vzorku a nezéavislost odezvy
detektoru na zmén€ mobilni faze pii gradientové eluci.

Prehled nejbéznejsich detektori:"

e spektrofotometrické (hlavné v UV/VIS oblasti)
e refraktometrické

e fluorimetrické

e clektrochemické

e hmotnostné spektrometricky
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5,5 Metody soucasného stanoveni paracetamolu, kofeinu a

propyfenazonu

V dostupné literatufe nebyla nalezena zaddnd metoda zabyvajici se soucasnym stanovenim
paracetamolu, 4-aminofenolu, propyfenazonu a kofeinu, proto je uveden pouze piehled metod
zabyvajici se souCasnym stanovenim paracetamolu, kofeinu a propyfenazonu. Stanoveni
samotného 4-aminofenolu je podrobné rozepsano v rozsahlé¢ reserSni praci autort: L.
HanySova, P. Kastner, J. Klimes: Studium stability p-aminofenolu jako dominantniho

rozkladného produktu paracetamolu?.

Metoda 1: ¥/

Kolona — Nucleosil 100-5 Cyg, 5um, 250 x 4,5 mm
Detekce — UV 254nm

Slozeni mobilni faze — voda : methanol (20 : 80)
Vnitini standard - cetrimid

Davkovany objem - 10l

Rychlost pritoku mobilni faze — 1 ml/min.

Teplota — laboratorni

Izokraticky rezim

Metoda 2: **

Kolona — Spherisorb 5 ODSI, 250 x 4,6 mm

Detekce — UV 273 nm

Slozeni mobilni faze — fosfatovy pufr (1,3g (NH4);HPO4 v 1000ml vody) : 2-propanol :
diethylamin : methanol (50 + 15 + 3 + 32 (v/V))

Davkovany objem — 5

Rychlost priitoku mobilni faze — 0,5 ml/min.

Teplota — 25°C

Izokraticky rezim
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Metoda 3: CHYBI CITACE
Kolona — ODS Hypersil, 250x4,6mm, velikost ¢astic 5pum

Detekce — UV 273 nm
Slozeni mobilni fize — voda : 2-propanol : diethylamin : methanol (50 + 15 + 3 + 32)

upraveno kys. fosfore¢nou na pH 7,5
Davkovany objem - 5ul

Rychlost priitoku mobilni faze — 0,5 ml/min.
Teplota — laboratorni

Izokraticky rezim
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6 Experimentalni ¢ast

6.1 Materialy a pomucky

6.1.1 Chemikalie, standardy, vzorky

Paracetamolum, §. 0440713, vz. 78496, Anqiu Pharmaceutical Co Ltd, Cina
Coffeinum anhydricum, §. 200411057, vz. 73854, Jilin Shulan Synt. Pharm. Factory, Cina
Propyphenazonum, §. PPE2391204, vz. 79387, Vani Chemicals, Hyderabad, Indie.
4-aminofenol, Riedel de Haén

Kyselina fosfore¢na 85% p.a., §.26-36/37/39-45, Merck, Darmstadt, SRN
Methanol 99.9%, Chromasolv, Sigma Aldrich GmbH, SRN

Ultracista voda, ¢isténd systémem MILLI Q (Millipore, Bedford, MA, USA)
Ether R CL 2002, &.5. 200705/564, Penta, divize Praha

Chloroform R, LACH-NER, s.r.0., Neratovice

Ledova kyselina octova 98%, LACH-NER, s.r.o., Neratovice

Acetonitril 99.9%, Chromasolv, Sigma Aldrich GmbH, SRN

Tetrahydrofuran 99.9%, Chromasolv, Sigma Aldrich GmbH, SRN

2-propanol p.a., Penta a.s., Chrudim

Dodecylsulfat sodna stil 98%, Sigma Aldrich GmbH, SRN

TAPS 99,5%, Sigma Aldrich GmbH, SRN

Dodecylbenzensulfat sodna sil, Sigma Aldrich GmbH, SRN

Hydroxid amonny, ¢.§. 061005, Penta a.s., Chrudim

Iodid sodny, Sigma Aldrich GmbH, SRN
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6.1.2 PFistroje

Kapalinovy chromatograf — 1. sestava:
HPLC Waters s autosamplerem Waters 717 plus, UV detektor: Waters 486
Cerpadlo: LCP 4100, ECOM Praha

Kapalinovy chromatograf — 2. sestava
HPLC LC-20AD Shimadzu Prominence s DAD detektorem

Kapalinovy chromatograf — 3. Sestava
HPLC Waters Breeze s autosamplerem Waters 717 plus

Analytické vahy:  Sartorius GENIUS, SRN

6.2 Priprava roztoku standardu

Navazime piesné 25,00 mg propyfenazonu, paracetamolu, kofeinu a 4-aminofenolu do 50 ml
odmérné barnky a doplnime methanolem po rysku.
Musime pfipravovat ¢erstvy roztok 4-aminofenolu kazdych 24 hodin z divodu oxidace latky

V roztoku.

6.3 Priprava smésného roztoku standardu

Odmeéiime 250 pl z kazdého roztoku standardii do vialky, vznikly roztok promisime a pfimo

davkujeme.
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7 Vysledky a diskuze

7.1 Optimalizace chromatografickych podminek

7.1.1 Volba vinové délky detektoru

Byly prométeny UV spektra roztoku paracetamolu, propyfenazonu, 4-aminofenolu a kofeinu
v methanolu, pfi¢emz koncentrace roztoktli nebyla ptesné definovana, jelikoz se jednalo
zejména o zjisténi absorpcénich maxim a minim vsech latek.

Jako univerzalni pro detekci byla pouzivana vilnova délka 254 nm, ale pro nekteré specialni
piipady, napft. identifikace jednotlivych latek, byla vinova délka zménéna na vinovou délku

absorp¢niho maxima dané latky.

Absorbance (AU)

7 7 " " T T T T T T
200 220 240 260 280 300 Wavelength (nm)
Obrazek 2: UV spektrum paracetamolu, kofeinu, propyfenazonu a 4-aminofenolu v MeOH, nedefinovana
koncentrace
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7.1.2 Vyvoj metody — optimalizace chromatografickych podminek

Pro optimalni chromatografické podminky je nutné najit vhodné slozeni mobilni faze a
analytickou kolonu s vhodnym sorbentem.

Byly vyzkouSeny riizné analytické kolony a u kazdé kolony bylo také testovano nékolik
mobilnich fazi. Pro izokraticky rezim byla zvolena jako optimdlni pritokova rychlost
1 ml/min. V né¢kterych piipadech, kdy kolona obsahovala mensi ¢astice, byl prutok upraven
tak, aby vyhovoval podminkam, které stanovuje vyrobce kolony. Ddvkované mnozstvi vzorku
se pohybovalo od 10 do 20 pl.

Pro ptehlednéjsi orientaci jsou testované podminky uvedeny v tabulkach. Jednotlivé zkratky

Vv tabulkach: t; — reten¢ni Cas latky v minutach, prutok je uvadén v ml/min, A je vinova délka

detekce v nm, MF je zkratka pro mobilni fazi

7.1.2.1 ODS Hypersil (250 x 46mm, 5pum)

Souhrn testovanych mobilnich fazi:

tabulka 2
t t t, t,
MF pritok | A AMF | PAR | KOF | PRO komentaf
THF:voda — 20:80 15 205 neseparuje se
THF:ACN:voda - 20:10:70 1 230 AMF s mrtvym obj., neseparuje se
THF:ACN:pufr — 25:5:70 1 230 3,33 3,51 2,84 7,16 |nedokonala separace
THF:ACN:pufr — 20:5:70 1 230 3,47 3,83 2,93 | 10,01 |nedokonala separace
THF:ACN:pufr — 20:5:70 0,5 210 | 6,79 7,45 5,74 | 19,65 |viz.obr. 3

Pozn.: pufr — 0,1% vodny roztok diethylaminu pH upraveno na 7,5 pomoci kys. fosfore¢né
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Obrazek 3: MF - THF:ACN:pufr - 20:5:70
kolona — ODS Hypersil (250 x 4,6 mm, 5pum)

Z4dna z vyzkousenych podminek nebyla vhodna pro separaci 4-aminofenolu, kofeinu,
paracetamolu a propyfenazonu. Diivodem je nedokonala separace KOF, PAR a AMF a pfili§

silna retence PRO.
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7.1.2.2 Zorbax TMS (4,6 x 250mm, Spm)

Zorbax TMS je kolona s methylovymi skupinami. Jejimi vlastnostmi je dobra

reprodukovatelnost, teplotni odolnost do 60°C, doporugené rozmezi pH je 2-6."

Souhrn testovanych mobilnich fazi:

tabulka 3
t, t, t, t,
MF pritok A AMF | PAR | KOF | PRO komentar
THF:pufr - 15:85 1,0 230 neseparuje se
isopropanol:pufr - 15:85| 1,0 230 AMF s mrtvym obj., neseparuje se
ACN:pufr - 15:85 1,0 230 3,61 3,70 | 4,62 - viz. obr. 4

Pozn.: pufr — 0,1% vodny roztok diethylaminu pH upraveno na 7,5 pomoci kys. fosfore¢né
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Obrazek 4: MF - ACN:pufr - 15:85
kolona — Zorbax TMS ( 250 x 4,6mm, 5pm)

Z4dna z vyzkousenych podminek nebyla vhodna pro separaci 4-aminofenolu, kofeinu,

paracetamolu a propyfenazonu. Divodem je nedokonala separace KOF, PAR a AMF a pfilis

dlouhy reten¢ni ¢as pro PRO.
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7.1.2.3 Synergi 4p Fusion RP (75 x 3mm, 4pm)

Synergi Fusion-RP je C18 kolona, ktera vyuziva polarni a hydrofobni ligandy k dosazeni lepsi

selektivity. Zvy3uje retenci polarnich latek a sniZuje retenci hydrofobnich latek. ™

Souhrn testovanych mobilnich fazi:

tabulka 4
t, t, t, t,
MF prutok | A AMF | PAR | KOF | PRO komentar
ACN:pufr - 20:80 1 255 | 091 1,45 | 2,52 - PRO zadny pik do 20.min., obr.5
THF:pufr — 20:80 1 255 neseparuje se
pufr:THF:MeOH - 80:10:10 1 255 neseparuje se
pufr:ACN:MeOH - 80:15:5 1 255 neseparuje se
isopropanol: THF:pufr - 15:5:80 1 255 neseparuje se

Pozn.: pufr — 0,1% vodny roztok diethylaminu pH upraveno na 7,5 pomoci kys. fosforecné

350

Voltage [mV]
PAR

300

250

200 A

2,52

150

KOF

100

0,91

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
[min.]

Obrazek 5: MF - ACN:pufr - 20:80
kolona — Synergi 4um Fusion RP (75 x 3mm, 4pum)

Zadna zvyzkousenych podminek nebyla vhodnid pro separaci 4-aminofenolu, kofeinu,
paracetamolu a propyfenazonu. Separace AMF, PAR a KOF byla dostate¢na, av§ak snizeni

retence pro PRO na tomto typu kolony nebylo dosazeno.
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7.1.2.4 Discovery Cyano (100 x 4mm, Spm)

Souhrn testovanych mobilnich fazi:

tabulka 5
t, t, t, t,
MF priutok | A AMF | PAR | KOF | PRO komentar
THF:pufr - 10:90 1 255 Neseparuje se
ACN:pufr - 20:80 1 255 Neseparuje se
MeOH:pufr - 20:80 1 255 Neseparuje se, viz. obr. 6

Pozn.: pufr — 0,1% vodny roztok diethylaminu pH upraveno na 7,5 pomoci kys. fosfore¢né
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Obrazek 6: MF — MeOH: pufr

kolona — Discovery Cyano (100 x 4mm, Spm)

Z4dna z vyzkousenych podminek nebyla vhodna pro separaci 4-aminofenolu, kofeinu,

paracetamolu a propyfenazonu. Tato kolona byla celkové nevhodna pro dany typ separace,

jelikoZ vétSina analyzovanych latek vykazovala slabou retenci na stacionarni fazi.
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7.1.2.5 Zorbax SB-CN 150 x 4,6mm, Spm

Souhrn testovanych mobilnich fazi:

tabulka 6
t, t t, t,
MF priutok | A AMF | PAR | KOF | PRO komentar
THF:pufr - 10:90 1 255 naznak separace
THF:pufr - 8:92 1 255 Neseparuje se

Pozn.: pufr — 0,1% vodny roztok diethylaminu pH upraveno na 7,5 pomoci kys. fosfore¢né

Z4dna z vyzkousenych podminek nebyla vhodna pro separaci 4-aminofenolu, kofeinu,
paracetamolu a propyfenazonu. Kolona vykazovala podobné chovani jako kolona Discovery

cyano.
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7.1.2.6 Nucleosil 100—-5-CN (100 x 4mm, Spm)

Souhrn testovanych mobilnich fazi:

tabulka 7
t, t, t, t,
MF prutok | A AMF |PAR |KOF |PRO |Komentar
THF:pufr - 15:85 1 255 neseparuje se uplng, bez PRO, obr. 7
THF:pufr - 12:88 1 255 neseparuje se tplné, bez PRO

Pozn.: pufr — 0,1% vodny roztok diethylaminu pH upraveno na 7,5 pomoci kys. fosfore¢né

150+

Voltage [mV]

100+

501

PAR+AMF+KOF
[0}

-50

Obrazek 7: MF — THF: pufr — 15:85

kolona — Nucleosil 100-5-CN (100 x 4,6 mm, Spum)

Zadna zvyzkousenych podminek nebyla vhodnd pro separaci 4-aminofenolu, kofeinu,

paracetamolu a propyfenazonu. V ptipadé ze byla dosazena dostate¢na separace AMF, KOF a

PAR, tak PRO vykazoval silnou retenci na kolong 1 pies pouZziti THF jako silné elu¢ni slozky

v MF.
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7.1.2.7 Zorbax SB — Phenyl (75 x 4,6mm, 3,5um)

Souhrn testovanych mobilnich fazi:

tabulka 8
t, t, t, t,

MF prutok | A AMF |PAR |KOF |PRO |komentar

ACN:pufr - 20:80 1 254 - 151 [2,63 18,29 |PP+PA+KOF, obr.8
ACN:pufr - 20:80 1 254 1,29 149 |26 - PA+KOF+AMF, obr.9
THF:pufr - 20:80 1 254 neseparuje se
THF:pufr - 12,5:87,5 1 254 neseparuje se
MeOH:pufr - 25:75 1 254 neuplna separace

3:2 MeOH:ACN/pufr — 22:78 1 254 1,39 1,84 |6,04 43,65 |viz.obr.10

ACN:pufr A pH 4 - 15:85 1 254 neuplna separace
ACN:pufr ApH 6,5 - 10:90 1 254 1,659 |2,541 12,823 |- Bez PRO

ACN:pufr ApH 6,5 - 15:85 1 254 1,419 1,826 |4,296 |? PRO Rt nad 30min.
ACN:pufr A pH 6,5 — 20:80 1 254 1,263 |1453 (2443 |- E:;a;ff'A‘;jEp;n;AR
3:1 ACN:THF/pufr pH 6,5 -15:85 |1 254 1,39 1,84 6,04 |[43,65 |viz.obr. 11

Pozn.: pufr — 0,1% vodny roztok diethylaminu pH upraveno na 7,5 pomoci kys. fosfore¢né

pufrA — 0,05M octan amonny pH upravovano kys. octovou a/nebo dimethylaminem

PAR

600+

Voltage [mV]

400

200+

E 2,63
'KOF

> 18,29
PRO

é 0,90

kolona — Zorbax SB-Phenyl (75 x 4,6mm, 3,5um)

Obrazek 8: MF — ACN:pufr — 20:80
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Obrazek 9: MF — ACN:pufr — 20:80
kolona — Zorbax SB-Phenyl (75 x 4,6mm, 3,5um)
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Obrazek 10: MF - 3:2 MeOH:ACN/pufr — 22:78
kolona — Zorbax SB-Phenyl (75 x 4,6mm, 3,5um)
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Pozn.: t, 1,389 — AMF; t, 1,778 — PAR; t; 2,693 — KOF; t, 23,174 - PRO
Obrazek 11: MF — 3:1 ACN:THF/pufr pH 6,5 — 15:85
kolona — Zorbax SB-Phenyl (75 x 4,6mm, 3,5um)

Z vyzkousenych podminek by bylo mozné pouzit jako podklad pro gradientovou eluci:
a) 3:2 MeOH : ACN/pufr 0,1% vodny roztok diethylaminu pH upraveno na 7,5 pomoci
kys. fosfore¢né - 22% org.faze v MF; detekce UV 254 nm
by 3:1 ACN:THF/pufr pH 6,5 (octan amonny pH upravovano kys. octovou a/nebo
dimethylaminem) - 15% org.faze v MF; detekce UV 254nm
Obe¢ pii prutoku 1 ml/min. Na druhou stranu vzhledem k silné retenci PRO na kolon¢ by bylo

nutné pouzit pomérné strmy gradient mobilni faze.
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7.1.2.8 Synergi 4um POLAR - RP (75 x 3mm, 4pm)

Stacionarni faze kolony vyuzivd fenylovych zakonceni pfipojenych pies etherovou vazbu

v kombinaci s hydrofilnimi skupinami, coz dava koloné schopnost lepsi selektivity a delsiho

vvvvv

pikt i pro kyselé a zasadité anylyty a lepsi selektivita pro aromatické latky s pouzitim mobilni

faze obsahujici methanol. Rozsah pouzitelného pH je od 1,5 —7,0. 6l

Souhrn testovanych mobilnich fazi:

tabulka 9
t, t, t, t,
MF pritok | A AMF | PAR | KOF | PRO komentaf
ACN:pufr - 20:80 1 254 Neseparuje se
THF:pufr - 20:80 1 254 Neseparuje se
MeOH:pufr - 25:75 1 254 0,77 1,04 5,34 - bez PP, viz. obr.12
THF:pufr - 12,5:87,5 1 254 Neseparuje se

Pozn.: pufr — 0,1% vodny roztok diethylaminu pH upraveno na 7,5 pomoci kys. fosfore¢né

800

Voltage [mV]
PAR

600+

400

0,77

200+

0.4AMF

[min.]

Obrazek 12: MF — MeOH:pufr — 25:75
kolona — Synergi 4um Polar — RP (75 x 3mm, 4pm)
Pozn.: propyfenazon — dlouhy reten¢ni ¢as

Z4dna z vyzkousenych podminek nebyla vhodna pro separaci 4-aminofenolu, kofeinu,

paracetamolu a propyfenazonu z divodt zejména pfili$ silné retence propyfenazonu

-34 -




7.1.2.9 Gemini3pm C18 110A (50 x 3mm, 3pum)

Kolona vyuzivé jako stacionarni faze silikagel povrchové upraveny organickou vrstvou, ktera

je navic zdrsnéna pro dosazeni vétsiho povrchu. Mezi hlavni vyhody patii Siroky rozsah

pouzitelného pH (1,0 — 12,0), vysoka efektivita a mechanicka i chemicka odolnost.

Souhrn testovanych mobilnich fazi:

i

tabulka 10
t, t, t, t,
MF priutok | A AMF | PAR | KOF | PRO komentar
MeOH:pufr - 25:75 1 254 | 0,46 0,84 | 2,11 - PRO dlouhy ret.¢as, obr. 13
ACN:pufr - 20:80 1 254 Neseparuje se

Pozn.: pufr — 0,1% vodny roztok diethylaminu pH upraveno na 7,5 pomoci kys. fosfore¢né

S
£
S 800 1
- z
o
> b o
600
400
©
< -
o —
w N
200 = w
g/\ /\
« N2
o
0 P
] ] ] ] ] ]
0 1 2 3 4 5

Obrazek 13: MF — MeOH:pufr — 25:75

kolona — Gemini 3pum C 18 110A (50 x 3mm, 3pum)

[min.]

Z4dna z vyzkousenych podminek nebyla vhodna pro separaci 4-aminofenolu, kofeinu,

paracetamolu a propyfenazonu z divodt zejména pfili$ silné retence propyfenzonu.
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7.1.2.10 Phenomenex Luna NH; (250 x 3mm, 10pm)

Kolona je vhodna pro separaci latek tvoficich vodikové miustky (sloucCeniny obsahujici

skupiny: -COOH, -CO-, -NH, -NHR, -NR3). Muze byt pouzita ve tiech rezimech — normalni,

s reverzni fazi a iontové vyménny.

Stacionarni faze obsahuje aminoskupinové zakonceni schopné tvorby vodikovych mustka.

Déle je mechanicky odolnd a poskytuje zlepSenou reprodukovatelnost vysledkii a delsi

zivotnost kolony.

Rozsah pouzitelného pH je od 1,5 do 11,0.

118/

Souhrn testovanych mobilnich fazi:

tabulka 11
t, t, t, t,
MF priutok| A | AMF | PAR | KOF | PRO komentar
ACN:pufr - 15:85 1 254 neseparuje se
ACN:pufr - 5:95 1 254 neseparuje se, bez PRO,
obr.14

MeOH:pufr - 5:95 1 254 neseparuje se
MeOH:rozt.NH;, pH 11 - 5:95 1 254 neseparuje se

Pozn.: pufr — 0,1% vodny roztok diethylaminu pH upraveno na 7,5 pomoci kys. fosfore¢né

mAU
1254nm,4nm (1.00) L
800
700
600
500
] 0
4 (]
4 (]
400 S
300
2004
100—: = ~ o = (%) <
n n (o)) ()] N~ — N
1 =t N < ) o -
i o o o o o N
C -
1004
0.00 055 050 075 1.00 15 150 1Y5 200 ‘min

Obrazek 14: MF — ACN:pufr — 5:95
kolona - Phenomenex Luna NH, (250 x 3mm, 10pum)

Pozn.: nebyla provadéna identifikace jednotlivych latek z diivodu dlouhého reten¢niho casu

PRO.
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Z4dna z vyzkousenych podminek nebyla vhodna pro separaci 4-aminofenolu, kofeinu,

paracetamolu a propyfenazonu.
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7.1.2.11 ZIC — HILIC (50 x 4,6mm, Spm)

Kolona je urena pro separaci polarnich a hydrofilnich latek. Stacionarni faze je tvofena

poréznim silikagelem, na ktery jsou navazany amfionické vybézky, tvofené kladné nabitym

kvartérnim dusikem a zaporné nabitou sulfonylovou skupinou.

Separace je zalozena na slabych elektrostatickych interakcich. Typické je pouziti mobilni faze

obsahujici vysoky podil organické slozky.

Souhrn testovanych mobilnich fazi:

tabulka 12

119/

MF

priitok

,
A | AMF

,
PAR

r
KOF

r
PRO

komentar

octan amonny pH 6,6:ACN - 15:85 0,3

254

neseparuje se

octan amonny pH 6,6:ACN - 5:95 0,3

254

neseparuje se, obr.15

0,1M kys.oct. pH 2,8:ACN - 5:95 0,3

254

neseparuje se

octan amonny pH 3,5:ACN - 5:95 0,3

254

neseparuje se

mAU

1254nm,4nm (1.00)

3500%
3000%
2500%
2000%
1500%
1000%

500

11.774

/2.608]

-5004

0o o5

Pozn.: t, -1,774 PRO+KOF: t, — 2,608 PAR+AMF

1.0

15 2.0

Obrazek 15: MF — octan amonny pH 6,6 : ACN — 5:95

25

3.0

3.5

4.0

kolona — ZIC-HILIC (50 x 4,6mm, Spm)
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Zadna z vyzkousenych podminek nebyla vhodna pro separaci 4-aminofenolu, kofeinu,
paracetamolu a propyfenazonu. I ptes rizné zmény pH a obsahu organické slozky v MF piky

latek vykazovaly stale znacné chvostovani a nedostatecnou separaci.
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7.1.2.12 Chromolith TM Flash RP —18C (250 x 4,6mm, S5pm)

Stacionarni faze je tvofena velmi ¢istym poréznim silikagelem, ktery obsahuje 18% uhliku.

Povrch obsahuje dva druhy pérti, jeden v fddech nm a druhy v fadech jednotek pm. Rozsah

pouzitelného pH je 2 — 7,5. K hlavnim vyhodam patii zachovani tvaru a rozliSeni piki i pfi

vysSich priitocich. f200

Souhrn testovanych mobilnich fazi:

tabulka 13
t, t, t, t,
MF prutok | A AMF | PAR | KOF | PRO komentar

pufr pH 4:ACN -90:10 1 254 PRO dlouhy Rt, viz.obr.16,
pufr pH 5:ACN - 90:10 1 254 PRO dlouhy Rt

pufr pH 6,5:ACN - 90:10 1 254 viz.obr.17; PRO dlouhy Rt
pufr pH 6,5:THF - 90:10 1 254 neseparuje se, viz.obr.18
pufr pH 6,5:THF - 95:5 1 254 neseparuje se

pufr pH 6,5:isopropanol - 90:10 1 254 neseparuje se

pufr pH 6,5:isopropanol - 95:5 1 254 neseparuje se

octan amonny pH 3,5:ACN - 5:95 1 254 neseparuje se

Pozn.: pufr — octan amonny pH upravovano kys. octovou a/nebo dimethylaminem; nebyla

provadéna identifikace jednotlivych latek z divodu dlouhého reten¢niho ¢asu PRO

mAU

700_: 254nm,4nm (1.00)
600—5
500—5
400—5
300—5
200]

100

/2.691]

; /1.704
/2.001

3.343

14.357

1004

oo 1o

2.0 3.0

4.0

5.0 6.0 7.0

T
8.0 min

Obrazek 16: MF — pufr pH 4 : ACN - 90:10 (pufr — octan amonny pH upravovano Kys. octovou a/nebo

dimethylaminem)
kolona — Chromolith TM Flash RP-18C (250 x 4,6mm, S5pum)
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mAU

6001 254nm,4nm (1.00)

661

500-
200

3001

14.323

2001

/2.094

100
0 1 AA

-100
L I L L L L L R I Y B B R N L
0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 45 min

/1.421

0.169
0.332
0.543
11.739
3.160
3.861
4.075

Obrazek 17: MF — pufr pH 6,5:ACN - 90:10 (pufr — octan amonny pH upravovano Kys. octovou a/nebo
dimethylaminem)
kolona — Chromolith TM Flash RP — 18C (250 x 4,6mm, 5pum)

mAU
. 254nm,4nm (1:00) R
] %

700

600
] )
] b

500 %

400

300 @
1 <
] S

200

100 &
4 [Te} ™ — - (2] —
] ‘—c ™ ~ o <] N
E S} ™ - ] < ~
] o — = fae) 1) [x¢)
C- —

-100
r o 1 1 I T I T 1
0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5 3.0 35 min

Obrazek 18: MF — pufr pH 6,5 : THF — 90:10 (pufr — octan amonny pH upravovano kys. octovou a/nebo
dimethylaminem)
kolona — Chromolith Tm Flash RP-18C (250 x 4,6mm, Spum)

Zadna z vyzkousenych podminek nebyla vhodna pro separaci 4-aminofenolu, kofeinu,

paracetamolu a propyfenazonu.
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7.1.2.13 Discovery ZR-PBD (150 x 4,6mm, 5pum)

Staciondrni faze je tvotena ZrOj, ktery je oproti béznému silikagelu odolny pti pH 1 — 14 a pti

teplotach az do 200°C. Atom Zr v Zr-O-Zr vazbé ma volné d-orbitaly, ¢imz vystupuje jako

Lewisovska kyselina a acidobazickou reakci se v koloné zadrzuji Lewisovské baze

(fosforecnany, fluoridy, acetaty, citraty, karboxylaty, hydroxidy...).

Souhrn testovanych mobilnich fazi:

1211

tabulka 14
t, t, t, t,

MFE pritok | A AMF | PAR | KOF | PRO komentar
ACN:rozt.NH; pH 11 - 15:85 1 254 | 2,07 1,29 156 | 8,65 |PRO fronting, viz.obr.19
ACN:pufrApH 7,5-7:93 1 254 Netplna separace
MeOH:rozt.NH; pH 11 - 15:85 1 254 | 2,32 141 | 1,65 | 8,50 |PRO fronting, viz.obr.20
THF:rozt. NH3 pH 11 - 10:90 1 254 | 2,35 1,34 | 159 | 6,68 |PRO fronting, viz.obr.21
ACN:pufrB pH 4 - 15:85 1 254 | 3091 1,67 | 1,80 | 4,83 |PRO fronting, viz.obr.22
ACN:rozt.H;PO, pH 2 - 10:90 1 254 | 3,46 1,89 2,09 7,04 | PRO fronting, viz.obr.23
ACN:pufrB pH 6,5 - 15:85 1 254 8,25 1,78 4,42 | prohozeni PRO a AMF, obr.24
ACN:pufrC pH 8,5 - 15:85 1 | 254 gz‘gga separace KOF a PAR,
ACN:pufrC pH 5 - 15:85 1 254 | 2,69 1,72 4,47 |viz.obr.26
ACN:0,02M NaF pH 4,2 o
(upraveno HF) - 15:85 1 254 Neuplna separace
ACN:0,02M NaF pH 4,2 .

(upraveno HF) - 7:93 1 254 | 3,13 1,90 2,21 9,99 |viz.obr.27
ACN:O:_OZM kys.citronovd pH 1 254 Neuplna separace KOF a PAR
2,5-15:85
ACN:0,02M kys.citronova pH o e
3.6 (upraveno NH,OH) - 15:85 1 254 5,13 1,87 2,07 7,21 | Nestabilni nulova linie

. i PRO fronting, AMF chvostuje,
ACN:0,05M chelaton 3 pH 4,7 1 | 254 | 327 | 1,93 | 2,25 | 10,01 |téméF uplna separace KOF a
15:85

PAR

ACN:0,05M chelaton 3 pH 3,6 4
(upr.konc.kys.oct.) - 15:85 1 254 Neuplna separace KOF a PAR
'1“5‘:_8'\'50’02'\" HCOOH pH 3 - 1| 254 Netpln4 separace KOF a PAR
ACN:0,02M HCOOH pH 4 1 254 neuplna separace KOF a PAR,
(upraveno NH,OH) - 15:85 PRO fronting, AMF chvostuje
ACN:0,02M HCOOH pH 4 separuje se, ale Spatny tvar pikd,
(upraveno NH4OH) - 8:92 1 254 | 350 195 | 2,27 | 10,37 obr.28
ACN:0,02M HCOOH pH 4 separuje se, ale $patny tvar pikd,
(upraveno NH4OH) - 5:95 ! 254 | 345 2,02 1 252 | 12,99 obr.29

. . lepsi tvar pikd, ale hor$i separace
THF:pufrC pH 5 - 5:95 1 254 KOF a PAR

. _1E- neuplna separace KOF a PAR,

MeOH:pufr C pH 5 - 15:85 1 254 | 3,01 1,77 1,95 5,34 PRO fronting, obr.30
ACN:voda(bez uipravy) - 15:85 1 254 KOF a PAR se neseparuji
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ACN:0,02M KH,PO, pH 4,6 -

Spatny tvar piktl, netplna

15:85 ! 254 | 587 L 1,90 6,21 separace KOF a PAR, obr. 31
ACN:0,02M NaF pH 5,8 - 15:85 1 254 neseparuje se
ACN:0,02M NaF pH 5,8 - 5:96 1 254 neseparuje se
f5C é\gO, 02M citrdt.pufr pH 2,5 - 1 254 Netplna separace
ACYrosthys.citronova pH 201 | 4 | 254 | 3173 | 1920 | 2,205 | 6441 |PRO fronting, viz.obr.32
Pozn.: pufr A —rozt. kys. octové a NH3
Pufr B — roztok NH,OH a H3PO,4
Pufr C —1,25% NH,OH, pH upravovano H3PO4
mAU
1254nm,4n@ (1.00)
: N
1000+ =
750
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n
250+ wll-& <
l 2~ 8
. S ®
| & A
ol ol HI\/
oo 25 " 50 75 T 100 125 min

Obrazek 19: MF — ACN:rozt. NH; pH 11 — 15:85
kolona - Discovery ZR-PBD (150 x 4,6mm, 5pum)
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Obrazek 20: MF - MeOH : rozt. NH; pH 11 —15:85
kolona - Discovery ZR-PBD (150 x 4,6mm, 5pum)
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Obriazek 21: MF - THF:rozt. NH; pH 11 — 10:90
kolona - Discovery ZR-PBD (150 x 4,6mm, 5pum)
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Obrazek 22: MF — ACN:rozt. NH3; a H3PO,4 pH 4 — 15:85
kolona - Discovery ZR-PBD (150 x 4,6mm, S5pum)
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Obrazek 23: MF — ACN:rozt. H3PO, pH 2 —10:90
kolona - Discovery ZR-PBD (150 x 4,6mm, 5pum)
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Voltage [mV]
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Obrazek 24: MF — ACN:rozt. NH; a H3PO,4 pH 6,5 — 15:85
kolona - Discovery ZR-PBD (150 x 4,6mm, 5pum)
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800+
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400

2004

AMF

kolona - Discovery ZR-PBD (150 x 4,6mm, 5pum)
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Obrazek 25: MF - ACN:1,25% rozt. NH,OH pH 8,5 (pH upraveno HsPO,) — 15:85
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Obrazek 26: MF - ACN:1,25% rozt. NH;OH pH 5 (pH upraveno H;PO,) — 15:85
kolona - Discovery ZR-PBD (150 x 4,6mm, 5pum)

300+

200+

100+

PAR

2,21

KOF
3,13

0,0

25 5,0 75 10,0
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Obrazek 27: MF — ACN: 0,02M NaF pH 4,2 (upr. HF) — 7:93
kolona - Discovery ZR-PBD (150 x 4,6mm, 5pum)
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Obrazek 28: MF — ACN: 0,02M HCOOH pH 4 (pH upraveno NH,OH) — 8:92
kolona - Discovery ZR-PBD (150 x 4,6mm, 5pum)
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Obrazek 29: ACN: 0,02M HCOOH pH 4 (pH upraveno NH,OH) — 5:95
kolona - Discovery ZR-PBD (150 x 4,6mm, 5pum)
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Obrazek 30: MF — MeOH: 1,25% NH,OH pH 5 (pH upraveno HsPO,) — 15:85
kolona - Discovery ZR-PBD (150 x 4,6mm, 5pum)
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0,00+

Obrazek 31: MF — ACN: 0,02M KH,PO, pH 4,6 — 15:85
kolona - Discovery ZR-PBD (150 x 4,6mm, 5pum)
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PRO - 6.441

AU

Minutes

Obrazek 32: MF — ACN: rozt. kys. citronova pH 2,01 — 10:90
kolona - Discovery ZR-PBD (150 x 4,6mm, Spum)

Z vyzkousenych podminek by bylo mozné pouzit tyto mobilni faze jako podklad pro
gradientovou eluci za pfedpokladu zlepSeni tvaru piku propyfenazonu a ptipadné také 4-
aminofenolu:

a) MeOH : NH;pH 11 -10:90

by THF : NH; pH 11 -10:90

¢) ACN: roztok NH,OH a H3PO, pH 4 — 15:85

d) ACN : H3PO4 pH 2 —-10:90

e) ACN:0,02M HCOOH pH 4 (upraveno NH;OH)
Vse pfi pratoku 1 ml/min., detekce UV 254nm.
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7.1.2.14 ZIR — CHROM CARB (150 x 4,6mm, Spm)

Stacionarni faze této kolony je tvoiena ¢asticemi ZrO; pokrytymi tenkou vrstvou

elementarniho uhliku, diky ¢emuz ma kolona velmi odliSnou selektivitu oproti

kolonam s reverzni fazi a kolonam se silikagelovym zakladem. Minimalni teplota pro

analyzu je 50°C, pro lepsi tvar piku se doporucuji teploty od 100 do 200°C. f2u

Souhrn testovanych mobilnich fazi:

tabulka 15
t, t, t, t,
MF pritok| A | AMF | PAR | KOF | PRO komentar

5A(§?'5\'6 rozkys.cittonovépH 2,01 - | 4| 554 | 995 | 320 | 20,31 | 451 |separuje se, nevhodny tvar pikii
ACN:voda (bez upravy) - 50:50 1 210 | 16,58 | 3,26 | 18,58 | 4,02 |neuplné oddéleni PAR a PRO
ACN:vodny roztok NH,OH .
oH 11,9 - 50:50 1 210 PRO dlouhy t;
THF:0,1M rozt.HsPO, - 40:60 1 | 210 proozen pofadi PRO, AMF 2
THF:0,1M rozt.HsPO, - 30:70 1 | 210 | 299 | 260 | 555 | 351 |Prohozent pofadiPRO, AMFa
THF:rozt.kys.oct.pH 2,5 - 10:90 1 210 | 4,95 | 3,93 | 17,29 | 10,89 | 50°C; obr.34
THF:rozt.kys.oct.pH 4 - 10:90 1 210 pH nema témét zadny vliv
THF:rozt.kys.oct.pH 6 - 10:90 1 210 pH nema téméf zadny vliv

) separuje se, nevhodny tvar piku,
THF:0,1M rozt.NaF pH 6 1 270 | 6,29 | 3,48 | 21,49 | 12,13 | podklad pro gradientovou eluci,
(upraveno HsPQO,) - 10:90 obr 33
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Obrazek 33: MF — THF:rozt. kys. octové pH 2,5 — 10:90
kolona — ZIR-CHROM CARB (150 x 4,6mm, 5pum)
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Obrazek 34: THF: 0,1M rozt. NaF pH 6 (upraveno H3PO,4) — 10:90
kolona — ZIR-CHROM CARB (150 x 4,6mm, Spm)
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Z vyzkousenych podminek by bylo mozné pouzit tyto jako podklad pro gradientovou eluci:
a) THF:rozt. kys. oct. pH 2,5 - 10:90, pfti teploté 50°C, detekce UV 210nm
b) THF:0,1M rozt. NaF pH 6 (upraveno H3PQO,) - 10:90, detekce UV 270 nm

Pii priatoku 1 ml/min.
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7.1.2.15 Discovery HS F5 (150 x 4,6mm, 5pum)

Pentafluorofenylpropyl faze je faze s mnohostrannym vyuzitim, s retencnim profilem ve tvaru

pismene ,,U“ a charakteristickou selektivitou. Ma podobné retencni vlastnosti jako C18

kolona (pfi analyze lipofilnich latek je v nékterych piipadech potieba pouziti mobilni faze s

s vétsim podilem organické slozky).

Souhrn testovanych mobilnich fazi:

1221

tabulka 16
t, t, t, t,
MF pritok| A | AMF | PAR | KOF | PRO komentaf
ACN:0,1M rozt.H;PO, - 50:50 1] 210 neoddélily se 2 x 2 latky
ACN:0,1M rozt.H;PO, - 20:80 1| 210 neoddélily se 2 x 2 latky
ACN:0,1M kys.citr. - 10:90 1| 210 neseparuje se, 1 latka
shodna s mrt. t; .
ACN:voda pH 4,5 — 20:80 1| 210 ;’Egru]e se, nevhodny tvar
MeOH:0,1M rozt.kys.citr. - 1| 210 2 latky zaroven, dlouhy t;
30:70 PRO
THF:0,1M rozt.kys.citr. - 30:70 1| 210 dlouhy t; AMF
ACN:0,1M rozt.kys.citr. - 20:80 1| 210| 5,451 | 1,903 | 1,903 | 2,636 |obr. 35, AMF negat. pik
. . 70 AMF chvostuje, PAR+KOF
ACN:voda(bez spravy) - 70:30 1| 210 s mrt.obj.
Iso'propanol:voda(bez upravy) - 1| 210 nevhodné
70:30
JErozt kys. aitr. pH 2,5 - 1| 210(402 5,165 |14,08 |7,59 |viz.obr. 36
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‘ 10.‘00 ‘ ‘ 15.‘00 ‘ ‘ 20.‘00 ‘ ‘25.‘00 ‘
Obrazek 35: MF — ACN: 0,1M rozt. kys. citronové — 20:80
kolona — Discovery HS F5 (150 x 4,6mm, 5pum)
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Minutes

Obrazek 36: MF — THF: rozt. kys. citronové pH 2,5 — 15:85
kolona — Discovery HS F5 (150 x 4,6mm, 5pum)
Pozn: t(AMF) - 4,02; t(PAR) — 5,165; t,(PRO) — 7,59; t(KOF) — 14,08

Z vyzkousenych podminek by bylo moZné pouzit jako podklad pro gradientovou eluci tuto:

THF:rozt.kys.citronové pH 2,5 - 10:90, detekce UV 210nm, pfi pratoku 1 ml/min
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7.1.2.16 Discovery RP-AMIDE C16 (250 x 3,5 mm, 5 pm)

Souhrn testovanych mobilnich fazi:

tabulka 17

MF

pritok

t
A AMF

t,
PAR

t,
KOF

t
PRO

komentar

ACN:voda (bez upravy) - 30:70

270 1,58

1,70

1,80

6,50

40°C

Tyto podminky by mohly byt vyuzity jako podklad pro gradientovou eluci.
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7.1.2.17 Moznosti gradientové eluce na vybranych kolonach

712171 ZIR-CHROM CARB (150x4,6mm, 5um)

Souhrn testovanych mobilnich fazi:

tabulka 18

t t t, t,
MF prutok | A AMF | PAR | KOF | PRO komentar

ODSTRANIT

THF:0,1M NaF pH 4 (upr.H3PO,)
0.-3.min. 10:90

3.-10.min. 30:70 1 270 | 5,48 4,18 | 10,24 | 9,19 |50°C, viz.obr.37
10.-11.min. 10:90
11.-16.min. 10:90

THF:0,1M NaF pH 4 (upr.H;POy)
0.-2.min. 10:90

2.-9.min. 30:70 1 |270| 539 | 416 | 9,09 | 846 |50°C, viz.obr.38
9-10.min. 10:90
10.-15.min. 10:90

070
060
0501

0.40-

AU

030

0201

0101 K
000
T T T T T T T T

T
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00 14.00 15.00
Minutes

PAR - 4.180

7
A

Obrazek 37: MF — THF: 0,1M NaF pH 4 (pH upraveno H;PO,) — gradient viz. tab. ¢.20
kolona — ZIR-CHROM CARB (150 x 4,6mm, Spm)
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Mnutes

Obrazek 38: MF — THF: 0,1M NaF pH 4 (pH upraveno H3;PO,) — gradient viz. tab. 20
kolona — ZIR CHROM CARB (150 x 4,6mm, S5pm)

Tyto podminky by bylo mozné dale validovat:
THF:0,1M NaF pH 4 (upr.H3PQO,4) - 0.-2.min. 10:90; 2.-9.min. 30:70; 9-10.min. 10:90;
10.-15.min. 10:90; pritok 1 ml/min., detekce UV 270 nm, pti 50°C.
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7.1.2.17.2  Discovery RP-AMIDE C16 ( 250 x 3,5 mm, 5um)

Souhrn testovanych mobilnich fazi:

tabulka 19

MF pritok | A |[RTamf|RTpar | RTkof | RTpro komentar

ACN : voda (bez upravy pH)
0.-1.min. 5:95

1.-8.min. 40:60 1 270 | 2,10 3,97 | 4,55 7,99 |40°C, viz.obr.39
8.-9.min. 5:95
9.-13.min. 5:95

mAU
{254nm4nm (1.00)

205

200

RT4.554 KOF/4.554
RT7.992 PRO/7.992

1754

RT3.970 PAR/3.970

150

125

RT2.108 AMF/2.108

100
75

50

L A

0.0 T 25 o 5.0 S 7.5 S lOI.OI S 12|.5I o Imin

Obriazek 39: ACN: voda (bez tipravy) — gradient viz. tab. ¢.21
kolona — Discovery RP-AMIDE C 16 (250 x 3,5mm, Spm)
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Tato metoda by byla vhodna pro finalni validaci. Celkovy ¢as analyzy nepfesahuje 13 minut i
s ekvilibraci kolony po gradientové eluci na ptivodni podminky. VSechny latky jsou rozdélené
s rozliSenim vétsim nez 1,5. Piky latek jsou diky gradientu symetrické a nevykazuji kromeé

piku AMF vyrazné chvostovani. Nulova linie je i pfes gradientovou eluci stabilni.
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8 Zaver
Z této rigordzni prace Ize formulovat nasledujici zavéry:
e Byly nalezeny chromatografické podminky pro soucasné stanoveni paracetamolu,
kofeinu, propyfenazonu a necistoty paracetamolu — 4-aminofenolu.
e Byl vyzkousSen Siroky vybér HPLC kolon v kombinaci riznych mobilnich fazi
e Bylo vyzkouseno velmi Siroké rozmezi pH (2-12)
e V isokratickém rezimu byla separace obtizna z ditvodu velmi rozdilné retence danych
latek
e Z divodu problematického chovani latek v isokratickém rezimu bylo pfistoupeno ke
gradientové eluci
e jako nejvhodnéjsi se jevi volba nésledujicich podminek:
o Mobilni faze: ACN : voda (bez tpravy pH)
o Stacionarni faze: kolona Discovery RP-AMIDE C-16 (250 x 4,6mm, 5um)
o Pratok: 1 ml/min.
o Teplota méfeni: 40°C
o detekce UV 270nm
o Gradientovy rezim: 0.—1.min.— 5:95
1.—8.min. — 40:60
8. —9.min. — 5:95
9.-13. min. - 5:95

Validace metody nebyla provedena, protoze cilem prace bylo pouze nalézt metodu vhodnou

pro separaci paracetamolu, kofeinu, propyfenazonu a 4-aminofenolu.
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