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Tato rigoézni prace si klade za cil odpovédét na otazku, zda lze soutasné analyzovat
vzorky krému ibuprofenu a jeho negistot metodami vysokoudinné kapalinové chromatografie.
Tbuprofen je Siroce pouzivané nesteroidni antiflogistikum (NSA) s kratkym biologickym
poloasem, S dobrym analgetickym a antipyretickym udinkem, srelativné slabym
protizanétlivym Adinkem a s vybornou gastrointestindlni toleranci.” N&které negistoty této

J4tky mohou mit negativni vliv na lidské zdravi a proto je Zadouci znat rychlou a efektivni

(finanéné i Easove) analytickou metodu k jejich kvalitativni a kvantitativni analyze.




2. TEORETICKA CAST




2.1 Vyznam a historie chromatografie

Chromatografie je jedna z nejvyznamnéj$ich modernich analytickych metod, ktera
umoziuje déleni, identifikaci a stanoveni velkého poétu organickych i anorganickych latek.
Chromatografii objevil botanik Cvet v roce 1903. Zvefejnil praci o separaci listovych barviv
na sloupci sorbentu. Klasicka kolonova (sloupcové) chromatografie byla mnoho let na pokraji
zajmu za chromatografii papirovou a tenkovrstvou , ale po zavedeni vysokot&innych kolon a
s rozvojem chromatografické instrumentace se stala HPLC jednou z kli€ovych modernich
analytickych metod. V sou¢asné dob& se rozvoj chromatografickych metod odehrava zejména

voblasti vysokoudinné kapalinové chromatografie a plynové chromatografie ve

farmaceutickém prumyslu, klinické praxi, biochemii apod.. >




2.2 Chromatografické metody>*

Chromatografie patii do skupiny separaénich metod. Pf1 separaci dochazi k postupnému,
mnohokrat opakovanému vytvafeni rovnovaznych stavii d€lenych latek mezi dvéma (ne¢kdy i
vice) vzajemné nemisitelnymi fazemi. Jedna z fazi je stacionarni (fize nepohybliva) a druha

je faze mobilni (faze pohybliva).”

Rozdéleni chromatografickych metod- 1- Podle fazi

2- Podle separa¢niho procesu

3- Podle techniky vyvijeni chromatogramu

4- Podle uspoiadani aparatury

1- Podle fazi

Chromatografické metody miZeme rozdélit podle fazi, mezi kterymi dochazi k separaci

analyzovanych latek na kapalinovou &i plynovou.

Chromatografie kapalinova- mobilni fazi je kapalina a fazi stacionarni miZe byt latka
pevna ¢&i latka kapalna (nemisitelnd aZ omezené misitelna s mobilni fazi, pfiCemZ je zakotvena

na vhodném pevném nosiéi).

Chromatografie plynova- mobilni fazi je plyn, faze stacionarni je pevna latka nebo

netékava kapalina, ktera je zakotvena na vhodném pevném nosi¢i. 2)




2- Podle separaéniho procesu

a) adsorpéni chromatografie

b) iontové vyménné chromatografie
c) gelova permealni chromatografie
d) rozdé€lovaci chromatografie

e) afinitni chromatografie

a) adsorp¢ni chromatografie

U této metody dochazi ke specifickym interakcim na povrchu staciondrni faze
(adsorbentu). PH adsorpci je duleZita velikost a jakost povrchu latek, na kterych jsou aktivni

centra (adsorpéni centra na které se vazou &éstice, které k nim maji uréitou afinitu). ?

b) iontové vyménna chromatografie
Pokud latky tvofi v roztoku ionty, tak dochazi k elektrostatické interakci iontd s
ionogennimi funk&nimi skupinami ménice (dochdzi k vymeéne iontl). Tento d&j je ovlivnén

nabojem, velikosti iontl a disociaéni konstantou. 2

¢) gelova permeaéni chromatografie

Pii gelové chromatografii dochazi k déleni latek na zadkladé velikosti jejich molekul.
Stacionérni faze ma porovitou strukturu (péry o urdité velikosti) a tak mensi molekuly mohou

hloubgji proniknout do p6ri. Tim je jejich pohyb pomalejii nez u vétsich molekul. ?
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d) rozd&lovaci chromatografie

K oddgleni slozek smési dochazi diky odlidnych rozdélovacich koeficienti mezi dvé
navzajem nemisitelné fize. KaZda slozka difunduje zjedné fize do druhé tak, aby byl

zachovan urdity pomar, ktery je pro dany systém pii konstantni teplot& charakteristicky. »

¢) afinitni chromatografie

Tato metoda je zaloZena na vysoce selektivnich interakcich mezi dvojicemi latek. Tyto

interakce jsou typické napf. pro nékteré biochemické a biologické procesy.”

3- Podle techniky vyvijeni chromatogramu

a) frontalni vyvijeni
b) vytésiiovaci vyvijeni

c)eluéni vyvijeni

a) frontalni vyvijeni

Na kolonu se zavadi vzorek kontinualn€ a je rozpuStén v mobilni fazi. V istém stavu
lze ziskat pouze nejslab&ji vazanou slozku (tzn. tu sloZku, kterA méd nejmensi afinitu

k stacionarni fazi)."

b} vytésiiovaci vyvijeni

V tomto piipad® se vzorek na kolonu zavadi diskontinualné (jednorazov€). Pouziva se

mobilni faze, jeZ se na stacionarni fazi vaZe silnéji nez slozky vzorku. Slozky vzorku jsou

11
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yplng vyt€sfiovany ze stacionami fize a vychéazeji z kolony pfed Celem silné se sorbujici

slozky mobilni faze. ¥

¢) eluéni vyvijeni

Vzorek se zavadi na kolonu diskontinudlng. SloZky vzorku jsou na koloné vazany silnéji
neZ slozky mobilni faze a komponenty vzorku jsou eluovany v potadi podle intenzity
interakce se stacionarni fazi a jsou vzajemné oddéleny ¢istou mobilni fazi. Eluéni vyvijeni

umoziiuje dosahnout nejlepiiho rozd&leni slozek vzorku a vyuziva se v praxi nejiast&ji.*’
Varianty elu¢niho zptisobu vyvijeni:

jednoducha (izokraticka) eluce- pouZiva se mobilni fize o stejném sloZeni a stejné polarité.
vicestupriova eluce- kolona se promyva nékolika mobilnimi fizemi o vzristajici elucni sile.

gradientova eluce- slozeni a polarita mobilni faze se méni.*

4- Podle uspofadani aparatury

a) techniky planami (plo$né usporadani)

b) techniky kolonové

a) techniky planarni (plo3né uspoiadani)

- chromatografie na tenké vrstvé (TLC)

12
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- papirova chromatografie (PC) ¥

b) techniky kolonové

-kapalinova chromatografie

a) kapalinova adsorpéni chromatografie

b) kapalinova chromatografie na chemicky vazanych fizich

c) iontové vyménna chromatografie

d) gelova permeaéni chromatografie - vyludovaci chromatografie

e) bioafinitni chromatografie
-plynova chromatografie

a) plynova adsorpéni chromatografie

b) plynova chromatografie na molekulovych sitech

¢) plynova rozd&lovaci chromatografie™
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2.3 HPLC

Vyznam HPLC (High Performance Liquid Chromatography, vysokouinna kapalinova
chromatografie) v soucasné dob& stdle vzristi, protoZze umoZiiuje déleni, identifikaci a
stanoveni velkého poétu organickych i anorganickych latek v mnoZstvich od desitek procent
do stotisicin procenta. Mezi vyhody vysokoudinné kapalinové chromatografie miZeme
muZeme pocitat- citlivost, maly objem vzorku potfebny k analyze,vysoka rychlost separace,
moZnost analyzovat nizkomolekularni, ale hlavné latky srelativné vysokou molekulovou

hmotnosti.?

2.3.1 Zakladni principy a pojmy HPLC*%"

2.3.1.1 Teorie chromatografického procesu >*”

Pfi nastfiku vzorku smési do kolony se nejprve utvofi smésny eluéni pas, poté
nasledovné dochazi k separaci sloZzek smési. Po vystupu latky z kolony indikuje detektor jeji
piitomnost v eluatu. Pfi prichodu separované sloZky kolonou pfejde kazdd jeji molekula
mnohokrat z mobilni faze do faze staciondrni a zpét. Doba, po kterou separovana latka setrva
v koloné, zavisi na intenzité interakci. Cim intenzivn&j3i jsou interakce ve stacionarni fazi, tim
vys$i je hodnota eluéniho €asu. Latky Ize chromatograficky delit, 1iSi-li se alesporl v nékteré
fyzikdln& chemické veli¢ing, jeZ uréuje miru jejich interakce ve staciondmni a v mobilni

f421.26D
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2.3.1.2 Definice zakladnich veli€in®”

Charakteristickou veli€inou pro kaZdou latku v daném chromatografickém systému je
retenéni (eluéni) as tg a eluéni objem Vg. Eluéni as je doba, kterd uplyne od nastiiku
vzorku po dosaZeni maxima eluéni kiivky. Elu¢ni objem je objem mobilni fze, ktery protede

soustavou za ¢as tg. Vg je uzkém vztahu s retenénim Casem:
Ver=tr.Fm

, kde Fy je objemovy prutok (priitokové rychlost) mobilni faze.

Redukovany retenéni ¢as (t'r) charakterizuje dobu, po kterou se analyt zdrzi interakcemi se
stacionamni fazi:

trR=th—tu

, kde ty je mrtvy Cas.

Analogicky muZeme tento vztah vyjadfit pro pfislusné eluéni objemy:

VR=VR +Vu
Vo (try)
o VRZ
VR1 (tR1 )
Y |
» latka 2
latka 1
v!'.-i
] inert
P
%
<
=
\<’1 (Yﬂ ) \:.2( 2 )

Obrizek &.1: Chromatograficky zaznam dvou latek a nesorbujiciho se inertu
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Dal3i dilezitou veli¢inou je faktor symetrie piku As. Je totiZ Zadouci, aby analyzovand

smés poskytovala ostré a symetrické piky, rozd€lené pokud moZno aZ k zakladni linii.

_ boos

2d

S

W

, kde boos je 3ifka piku v jedné dvacetiné jeho vysky a d je vzdalenost mezi kolmici spuSténou
z vrcholu piku a vzestupnou &asti piku v jedné dvaceting jeho vysky.
Ag by mél byt v rozsahu 0,80 az 1,50 (idealn¢ 1,0).

K hodnoceni u¢innosti kolony se pouZiva tzv. podet teoretickych pater n a vyskovy

ekvivalent teoretického patra H.

2
n = 5545 (—t"—)
bO,S

, kde bo s je $itka piku v poloviné jeho vysky (experimentalné naméfena hodnota).

Vyskovy ekvivalent teoretického patra H:

s

, kde L je délka kolony.

Utinnost d&leni je vyjadfena velidinou rozlifeni Rs. Tato veli¢ina odpovida rozdilu
retenénich Cast separovanych latek 1,2 d&leny primémou hodnotou Sitky piky v zakladné
(Yy).
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_ At tx)
le + Yv2

PouZijeme-li $itku piku v poloving jeho vy3ky (by s),plati nasledujici:

_ 1,18(tre — te1)
besay + bose

Pomér signilu k $umu (S/N) udava pomér vysky piku k absolutni hodnot® nejvyssi
vychylky signalu Sumu od zkladni linie (h).
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_2.3.2 Instrumentace HPLC**

Kapalinovy chromatograf se v zakladni sestav€ sklada z Casti, které zajiSt'uji transport
mobilni fize- zdsobniky mobilni faze, vysokotlaké ¢erpadlo, systémy pro tvorbu gradientu
v mobilni fazi; davkovani vzorku- manualni ¢i automatické; separaci latek- chromatograficka
kolona; detekci latek; registraci signalu a vyhodnoceni chromatografického zdznamu. Muze
mit fadu obmén, v zasadé vSak musi byt zachovano fazeni zakladnich elementl za sebou, i

kdyZ 1ze mnohé pfi specidlnich méfenich bud’ vynechat, nebo naopak pfidat (viz. obr. ¢.2).
V zasad€ se vyskytuji dvé moZné varianty v feSeni koncepce kapalinového pfistroje:

1) stavebnicovy systém

Tato koncepce je finanéné méné narodnd a je flexibilnéjsi k narokum uzivatele.

2) kompletni skfifiova sestava
Nakladnéj8i moZnost, ktera také znamend omezeni pfistupnosti jednotlivych &asti
kapalinového chromatografu. Pro tento typ pfistroje je nepochybnym a velkym plus, Ze
redukuje mrtvy objem na minimum (timto je omezeno nepfiznivé ovlivnéni separaéniho

ptistroje).

18




Blokové schéma kapalinového chromatografu

4
l i [ I INEY g

'

1 -
y 5
[ 1, 8
A 7
2 6 ARK
i.pji]:ovéxﬁ stnési konc.
litek a,b, c. e %o

Obrizek &.2: Blokové schéma kapalinového chromatografu

1-z4sobniky mobilni faze
2-vysokotlaké Cerpadlo
3-davkovaci zafizeni (injektor)
4- kolona

S-detektor

6-integrator

7-zapisoval

8-jima¢ frakci

Zasobniky mobilni fize”

Jako zasobnik mobilni faze lze pouzit libovolnou uzavienou nadobu chemicky
odolnou vii¢i pouZitym rozpoustédlim. Ze zasobniku se mobilni faze Cerpa pfes filtr, aby se
zabranilo pronikani &astic pevnych necistot do Cerpadla. Néktere pfistroje umoZiuji pfimo
v zasobniku odplynéni mobilni faze. Odplynéni je nezbytné, aby se piedello tvorbé
vzduchovych bublinek pfi poklesu tlaku na vystupu z kolony, coZ by rudilo jak detekci, tak
funkci ¢erpadla.

19
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Odplynéni mobilni faze provadime v&tiinou tfemi zpusoby-
1) ultrazvukem.

2) vakuem pfi souCasném michani- nebezpeti zmény sloZeni mobilni faze u t€kavych

rozpoustédel.

3) probublavéni inertnim plynem- nejCastéji heliem (mala rozpustnost ve vetin€ organickych

rozpoustédlech).

Tlumiée pulsii a vysokotlaké Zerpadla®®

Cerpadlo je jednou z nejdiileZitéjsich a nejdrazsich &asti kapalinového chromatografu,
protoZe musi zajistit definovany a konstantni pritok mobilni fize pro umozZnéni kvalitativni a
kvantitativni analyzy. Vystupni tlaky na éerpadlech se pohybuji v rozmezi jednotek az desitek
MPa. Je tfeba piedejit tlakovym pulsiun, které by mohly zplsobit vykyvy v detektoru.

Principiadlné se vysokotlaka Cerpadla déli do dvou hlavnich skupin podle toho, zda
pracuji pfi konstantnim tlaku nebo pfi konstantnim objemovém prutoku. U Eerpadel
s konstantnim tlakem se vyuZiva tlak plynu pfivadéného ztlakové nddoby pres redukéni
ventil. Druhy typ Cerpadel vyuZiva k pohybu pistu nebo membrany mechanicky pohon, éimz
se dosahuje konstantniho prutoku Serpané mobilni faze.

Z praktického hlediska byvaji Cerpadla rozdélena na pulsni a bezpulsni. Pulsni
Cerpadla maji objem pracovni komory pomémé maly a potiebného pritoku se dosahuje
mnohokrat opakovanym stlacenim a vypuzenim mobilni fize z pracovni komory. Bezpulsni
¢erpadla pracuji s daleko vétsim objemem pracovni komory (100 -500 ml) , coZ umoZiiuje
provést bez opétovného plnéni Eerpadla fadu analyz. Tento typ také poskytuje hlad$i pritok
mobilni fize a nevyZaduje specialni pfidavné zafizeni pro tlumeni tlakovych pulsti. Bezpulsni

¢erpadla jsou v8ak draZ$i a maji podstatné hor$i pfesnost tvorby gradientu mobilni faze.

20
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U &erpadel se sinusovou &asovou zavislosti polohy pisti je téeba tlumeni tlakovych
pulst. To 1ze uskuteénit dvéma zpusoby:
. MiZeme pouzZit souCasné dvou i vice Cerpadel, jejichz Cinnost je fazov€ posunuta.
Nejjednodussi je kombinace dvou pump, které pracuji v opatné fazi. V okamZiku, kdy je
jedno &erpadlo ve fazi séni, druhé musi byt ve fazi vytlaku. Tim ziskdme témér hladky

pritokovy profil.
. Podstatné levnéjsi zplisob je potlaceni pulsace pomoci tlumil pulsl, které vyuZivaji
pruzného odporu. Nevyhodou je nizsi t¢innost nez u dudloveho Cerpadla, dale pak vneseni

dalgich mrtvych prostort do chromatografickeho systému.

Divkovaci systémy >

Davkovaci zafizeni musi dovolovat co nejpresnéj$i davkovani definovanych objeml
vzorku a co nejméné pfispivat k rozsifovani eluéni ki‘ivky. Davkuje se pouze vzorek dokonale

rozpustény ve vhodném rozpoustédle, nejlépe v mobilni fazi.

Davkovani vzorku se provadi dvojim zplisobem:
- mikrostfikackou pti zastaveném toku mobilni faze

- ventilem s davkovaci smyckou

Davkovéni mikrostiikatkou ma v3ak znaéné nedostatky a presnost tohoto zafizeni
nebyva lepsi neZ 2%. Proto se vsoufasné dob& pievainé pouZivd davkovani pomoci

davkovacich ventilu, které je podstatné presnéj$i (smérodatna odchylka 0,2 %).

Objem vzorku je dan objemem vnitiniho prostoru ventilu nebo objemem kapilary ve
tvaru smycky pfipojené k ventilu. Zmeéna davkovaciho objemu je v pievaZné vétSing
nastfikovych systémi zajistovana vyménou davkovaci kapilary s volitelnym objemem.
Principem dadvkovaciho ventilu je systém pevného pouzdra sotoénym jadrem.
Mikrostiikatkou nebo pomocnym Eerpadlem ¢i tlakem plynu se naplni ddvkovaci kapilara,
pfi¢emz neni pieruden pratok mobilni faze kolonou. Otofenim jadra se davkovaci kapilara

zafadi do pritoku a vzorek je vytlaten proudici mobilni fazi do kolony.

21
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Chromatografické kolony*®

Utinnost kolon z4visi nejen na pouZité stacionarni fazi, ale i na délce kolony, na jejim
tvaru, na materidlu, z n€hoZ je vyrobena a na jejim vnitfnim povrchu. Analyticke kolony jsou
nejéastéji dlouhé 10-30 cm pii velikosti &astic sorbentu 3-10 pm, jejich vnitini primér je 3-6
mm. Vnitini pramér kolon a tloustka stény zdvisi na tom, z jakého materialu jsou kolony

zhotoveny.

Dle materidlu pouZitého na vyrobu miZeme kolony rozdélit na sklenéné a nerezove.
Sklen&né kolony se hodi pro pracovni tlaky do 10 Mpa. Nejvhodngjsi jsou tlustosténné trubice
z borosilikatového skla, které odola i silnym kyselindm. Sklenéné kolony musi byt pfi méfeni
umistény do ocelového plasté. Pro vy$8i pracovni tlaky je tfeba pouZzit kolony z nerezoveé

oceli.

Zasadni vlastnosti kolon je kvalita sorbentu. Velikost, stejnomémost, tvar, porozita 1
struktura &astic sorbentu rozhoduje o u¢inném d€leni analyzovanych latek. V HPLC se
nejéastji pouZivaji tzv. chemicky vdzané stacionarni fize. Na hydroxylové skupiny na

povrchu silikagelovych zrmek jsou vhodnou chemickou reakei navazany razné radikaly:

- uhiovodikové fetézce C,g, pfipadné Cg. Jsou pouZivany nejéastéji. Jedna se o nepolami
chemicky vazané faze (tzv. reverzni faze).

- uhlovodikové fetézce C; zakondéené skupinami —NH,, CN aj. Jedna se o stfedné polarni
faze.

Jako sorbenty se rovnéZ pouZivaji silikagel a oxid hlinity (polarni sorbenty), ale
v daleko mens$i mife. V iontové vymé&nné chromatografii se jako sorbenty pouZivaji vhodné

ionexy.

Detektogf)

K hodnoceni latek vychazejicich z chromatografické kolony slouzi detektory. Detektor
sleduje pomoci vhodného snimade nékterou z vlastnosti eluatu a signal se po zesileni pfivadi
do vyhodnocovaciho zafizeni. K detekci separovanych latek se zpravidla vyuZiva jejich

urditych vlastnosti, kterymi se tyto latky 1i$i od slozek mobilni fize.
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Na detektor jsou kladeny nasledujici pozadavky:
_linearita odezvy v co nejirSim koncentraénim rozmezi
. dostatedn& velky pomér mezi Sumem a mé&fenou hodnotou
- vysoka citlivost
- nizka citlivost ke zménam tlaku a pritoku
. moZnost pouZit gradientovou eluci

- maly mimokolonovy piispévek k roziifovani elu¢nich zén

Nejlast&j3im kritériem, podle néhoZ se detektory rozd€luji do skupin, jsou méfené

veli¢iny. Nékteré duleZité udaje o nejvice pouzivanych detektorech shrnuje tabulka &.1.

Detektor Selektivita | Citlivost Gradientova Snimana veli¢ina
(g/ml) eluce

fluorimetricky selektivni 107" ano fluorescence

ultrafialovy selektivni | 510" ano absorpce zéafeni

refraktometricky | neselektivni | 5-10° ne index lomu

konduktometricky | selektivni 10 ne vodivost roztoku

infralerveny selektivni 10° ano absorpce zafeni

amperometricky | selektivni 1077 proud

hmotnostni selektivni 107" ¢etnost iontll na poméru

jejich hmotnosti a naboje

Tabulka ¢&. 1- ptehled detektorti pouZivanych v HPLC

a) Spektrofotometricky detektor **

Tento detektor se uziva v HPLC wiibec nejéast&ji, nebot’ je pomémeé jednoduchy,
nepiili drahy a lze jim detekovat velky podet latek v rozmanitych rozpoustédlech. Promé&fuje
absorbanci elektromagnetického zafeni ur¢ité vlnové délky slozkami eluatu protékajiciho

celou detektoru. Je to detektor selektivni, zdkladnim poZadavkem je, aby pfi dané vilnové
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délce latka absorbovala co nejvice, zatimco ostatni slozky mobilni faze musi absorbovat co
nejméné. Pfi vhodné volb& vlnové délky dosahuje tento detektor znafné citlivosti

(10°-10"'°g/ml) a Ize jej pouzit i pro gradientovou eluci.

Vilbec nejbszn&jsi je meéteni v ultrafialové oblasti. UV detektor mizZe byt konstruovan
s fixni vinovou délkou (coZ je nejéast&ji 254 nm nebo 280 nm, protoZe v této oblasti absorbuje
vétsina 16¢iv), a nebo s proménnou vinovou délkou. Daldim typem je scanning UV detektor,
ktery snima absorpéni spektrum v maximu piku hodnocené latky. Diode array detektor je
tizeny potitatem a snima celé absorpéni spektrum eludtu; hodnoti latku pfi n€kolika vinovych
délkach soucasné. Poskytuje trojrozmémy chromatogram jako zavislost absorbance na vinove

délce a na Case.

b) Fluorimetricky detektor 3

Fluorimetricky detektor ma daleko uZ§i obor pouZiti, protoZe je vysoce selektivni. Je
vysoce citlivy (10°- 10" 2g/ml) pro fluoreskujici latky, piipadng pro létky, které Ize pfevést na
fluoreskujici derivaty. Omezenim je viak poZadavek, Ze ostatni slozky mobilni faze samy
nesmi fluoreskovat, nebo naopak zhaset fluorescenci. P splnéni t&chto pozadavki je

fluorescenéni detektor snadno pouZitelny pii gradientové eluci.

¢) Elektrochemicky detektor

Tento typ detektoru se uplatiuje pfi hodnoceni latek, u nichZ lze vyuzit dé€ju
souvisejicich s elektrochemickou reakei na rozhrani elektroda-eluent. Proméfuji
elektrochemickou veliinu, jejiz hodnota je zavisla na koncentraci analyzované litky.
Schopnost elektrochemické redukovatelnosti a oxidovatelnosti latek vyuziva voltametricky,

amperometricky a polarograficky detektor.

Elektrochemické detektory jsou znaéng citlivé (10°- 10"? g/ml), ale vétsinu 2 nich

nelze pouZit pfi gradientové eluci.
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d) Refraktometricky detektor ”

Detekce je zaloZena na rozdilném indexu lomu mezi istou mobilni fazi a eluatem
vyychézejicim z kolony. ProtoZe jakakoliv zména sloZeni kapaliny vede ke zméné indexu
lomu, jsou refraktometrické detektory univerzalni. Pfesto se v3ak nepouZivaji pfili§ Casto,
protoZe maji nékolik nevyhod. Jsou podstatné méné citlivé (10°° g/ml), jejich odezva znaén&

z4visi na teplot&, takZe je nutné systém termostatovat a nelze pouZit gradientové eluce.

¢) Hmotnostni spektrometr (MS) ¥

V posledni dob& se pro detekci latek vyuZiva téZ spojeni HPLC s hmotnostni
spektrometrii. Po vystupu eluitu z kolony je nutno z né€j odstranit mobilni fizi a molekuly
latky v plynném stavu jsou v hmotnostnim spektrometru ionizovany nérazy elektrond,
termoionizaci a elektroionizaci. Nabité Castice (molekularni a fragmentarni ionty) jsou
v magnetickém nebo vysokofrekvenénim poli separovdny podle hmotnosti a nédboje a
zaznamend se jejich hmotnostni spektrum (tj. &etnost iontu ve vztahu k poméru
hmotnost/podet iontl). Tyto detektory jsou znaéné citlivé, ale vétSinu z nich nelze pouZzit pii

gradientové eluci.
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Zarizeni pro zaznam a zpracovani dat

Z detektoru vychdzi signal, ktery je veden k zapisovaéi. Graficky zéznam priichodu
jednotlivych komponent detektorem v zavislosti na &ase je reprodukovén ve tvaru piku na
chromatogramu. Jejich tvar se v idedlnim pfipad& bliZi Gaussové kiivce, pfi¢emzZ plocha piku
je im&ma koncentraci latky proslé detektorem.

K hodnoceni chromatogramii se pouZivaji zafizeni, kterd jsou schopna automaticky
vyhodnotit a zaznamenat vedkerd eluéni data a poskytnout i kvantitativni udaje ze
zabudovaného integritoru. V dne$ni dob& se vyuZiva pfedevdim pocitatové techniky

vybavené vhodnym chromatografickym programem.

2.3.3 Hodnoceni latek pomoci HPLC®

Vysokot&inna kapalinovd chromatografie se neuplatiiuje pouze jako metoda

separadni, ale lze ji pfedevsim vyuzit pro kvalitativni a kvantitativni hodnoceni latek.

Kvalitativni hodnocenf ¥

Z4kladni kvalitativni charakteristikou v HPLC je retenéni (elu¢ni) ¢as tg. Identifikace
slozek ve vzorku je zaloZena na faktu, Ze stejné latky maji za stejnych chromatografickych
podminek shodné reten&ni Easy. Proto je diikazem totoZnosti shoda retenénich ¢asti zkoumané
latky a standardu analyzovanych za stejnych podminek. Nezbytné je dokonalé oddéleni piku
dané latky od ostatnich pikd nalezenych v chromatogramu.

Nékteré modemi UV detektory umoZiiuji v maximu piku sejmout UV spektrum.
Shoda UV spekter vzorku a standardu je dalsi identifika¢ni charakteristikou. Dal3i prikaznou

identifikaci jednotlivych sloZek smési je mozné provést ve spojeni HPLC- MS.
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Kvantitativni hodnoceni ¥

MnozZstvi latky ve vzorku je dano plochou pod pikem dané latky, popfipadé vyskou
jejiho piku od zakladni linie. Nejpiesngji lze plochy piki vyhodnotit pomoci pocitatové
techniky. Kvantitativni zastoupeni latky ve smési se zji§tuje s pouzitim standardu.

Pii metodé vnitiniho standardu se pfida pfesné znamé mnoZstvi vnitfniho standardu
pfimo do analyzovaného vzorku a chromatografuje se. Koncentrace stanovované latky se
vypotitd zpoméru plochy (vysky) piku stanovované sloZky a plochy piku vnitiniho
standardu. ProtoZe tato metoda neni zatiZena chybou dvojiho nastfiku, je pfesnéjsi nez metoda
vnéj§iho standardu. Vnitini standard je latka, na kterou jsou kladeny pfisn¢ poZadavky: jedna
se 0 sloueninu strukturné podobnou stanovované latce, kterd se musi eluovat v blizkosti
jejiho piku a musi byt chemicky inertni. Roztok vnitiniho standardu by mél byt koncentraci
blizky roztoku analyzované latky.

Metoda vnéjsiho standardu se pouZiva vétSinou tehdy, neni-li moZné vybrat vhodny
vnitini standard. V prvnim kroku se na kolonu nastiikne roztok analyzovaného vzorku a po
registraci chromatografického zdznamu se v druhém kroku nastiikne roztok wnéjsiho
standardu (obvykle standard analyzované latky) a opét se registruje jeho chromatogram.
Koncentrace stanovované latky se pak zjisti porovnanim plochy (vy3ky) piku analyzované

oty

latky a plochy (vy3ky) piku vnéjsiho standardu, jehoZ koncentraci zndme.
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2.4 NSAID a ibuprofen‘>»

-----

Ibuprofen patfi mezi nesteroidni protizanétlivé latky (nesteroidni antiflogistika-
NSAIDs). Do této skupiny 1é€iv patfi pfevazné syntetické slouCeniny kysel€ povahy. Ve sve
molekule obsahuji volnou karboxylovou funkéni skupinu, pfipadné se jednd o latky
enolického charakteru. Jejich mechanismus G¢inku spoiva pfedeviim v inhibici syntézy
prostaglandini. Pro schopnost tlumit bolest se nektera z nich pouZivaji jako analgetika b&Zné
praxe (ibuprofen). T&Zistém jejich pouZiti je tlumeni projevi zan&tlivych onemocnéni (bolest,

otok, zarudnuti, zvyiena teplota) zejména pohybového aparitu.

Mechanismus @éinku- v patogenezi zén€tu hraji vyznamnou roli metabolity
dvacetiuhlikatych nenasycenych mastnych kyselin, pfedevi3im arachidonové kyseliny, tj.
jkosanoidy. Metabolickd preména arachidonové kyseliny  probiha dv€ma cestam:
oznatovanymi podle enzymu, které je katalyzuji. Plisobenim cyklooxygenasy (prostaglandin-
syntetasy) vznikaji cyklické endoperoxidy, které se dile pfeméfuji na prostacyklin,
prostaglandiny a tromboxan, viechny tyto plisobky jsou silnymi mediatory bolesti a zanétu.
Druh4 cesta je katalyzovana lipooxygenazou, pfi€emz z arachidonové kyseliny vznikaji

leukotrieny. Jsou rovnéZ mediatory zanétu, protoZe zvy$uji cévni permeabilitu. %11

Urovni piisobeni antiflogistik- a) inhibitory cyklooxygenasy
b) inhibitory lipooxygenasy
¢) inhibitory obou typil enzymi
d) inhibitory uvoltiovani bradykininu
e) inhibitory uvolfiovani lysozomalnich enzymu

d) inhibitory vzniku volnych kyslikovych radikal
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Ibuprofen
CHs
OH
HaC C\/
\ °
H;C
C|3H1302 Mr= 206,28 CAS 15687-27-1

Obrizek &.3: (RS)-2-(4-isobutylphenyl) propionova kyselina®

Charakteristika: Bily krystalicky praSek nebo bezbarvé krystaly. Prakticky nerozpustny ve
vodé, snadno rozpustny v acetonu, ethanolu, methanolu a dichlormethanu. Rozpousti se ve

ziedénych roztocich alkalickych hydroxidi a uhli¢itani. Taje pfi teploté 75-78 °C. @

Ibuprofen je nesteroidni antiflogistikum patfici do skupiny profeni. JakoZto derivat
u¢inek jako kyselina acetylsalicylova. Antiflogistické plisobeni ibuprofenu je tedy dano

sniZzenym uvolfiovanim mediatori zdnétu z granulocyti, bazofili a Zirnych bungk. *

Indikace:

Ibuprofen je indikovan k 1é&bé zanétlivych a degenerativnich chorob kloubt, pétete a
mimokloubniho revmatizmu. Jako analgetikum-antipyretikum se pouZiva pfi horelnatych
stavech a nemocech z nachlazeni, dale pfi migréné, bolestech po operacich, bolestech zubti a
bolestivé menstruaci. Doba nastupu analgetického G¢inku je pil hodiny, maximalni u¢inek je

dosaZen po 2-4 hodinach. Antipyreticky u¢inek trva 4-8 hodin po aplikaci. 1)

29




Nezadouci ucinky:
Ibuprofen vyvolava drazdéni a krvaceni gastrointestinalniho traktu. Tento u€inek lze
sniZit soudasnym podédnim ibuprofenu s jidlem. Déle byly popsény vyrazky, pruritus, zavrat€,
tinnitus a pocit vzkosti. K zdvaZnym hematologickym u¢inkim patii agranulocytéza a

aplasticka anémie. Ibuprofen plisobi nefrotoxicky a muze vyvolat akutni selhani ledvin. 1)

Kontraindikace:

Ibuprofen je absolutné kontraindikovan u nemocnych s peptickym viedem, opatrnost
je nutnd u pacientii sjakymkoliv gastrointestinalnim onemocnénim a u nemocnych

s porudenou funkei ledvin a poruchou hemopoézy. 19

Topicka aplikace ibuprofenu

Po aplikaci na kiZi se ibuprofen dobfe vstiebava do podkoZnich tkéni. Pouze mala
¢ast 1é¢iva pronika do systémové cirkulace. Maximalni hladina ibuprofenu po topické davce

250 mg v 5 g krému se pohybovala kolem hodnoty 100 ng/ml. 19

Indikace:

Ibuprofen v topické lékové formé& se pouzivd u mistnich projevii revmatického
onemocnéni zandtlivého plivodu, u bolestivych stavi pfi osteoartroze, pfi zanétech 3lach a
uponil, povrchovych zanétech Zil. Casto se aplikuje na nasledky sportovnich tirazii, jako jsou

otoky a podvrtnuti kloubii, pohmo?déniny a poranéni mékkych &asti kloubi. '©

Nezadouci G¢inky:

MuizZe se objevit sv&déni, paleni, zarudnuti kize a koZni erupce. Pfi dlouhodobe

aplikaci na v&t3i povrch t€la nelze vyloucit ani systémové neZadouci u€inky. 10)
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2.5 Nedistoty ibuprofenu®'?

2.5.1 CL 2002

Cesky lékopis 2002 udava tyto nefistoty substance ibuprofenu:
' kvalifikované necistoty: A, B, C, D, E
jiné detekovatelné negistoty: F, G, H, ,J, K,L, M, N, O, P, Q,R

Obrazek &.4: Obecny vzorec necistot

A: R'=0OH, R*=CH,-CH(CHs),, R*=H
kyselina (2RS)-2-(3-isobutylfenyl)propanova

B: R'=OH, R*=H, R*<[CH,];-CH3
kyselina (2RS)-2-(4-butylfenyl)propanova

C: R'=NH,, R?*=H, R*=CH,-CH(CHj),
kyselina (2RS)-2-(4-isobutylfenyl)propanamid

D: R'=OH, R*=H, R*=CHj
kyselina (2RS)-2-tolylpropanova
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CH4 CHj

HaC
Obrazek &.5: necistota E
E: 1-(4-isobutylfenyl)ethan-1-on

COOH

HaC
Obrizek &.6: - necistota F

F: kyselina 3-(4-isobutylfenyl)propanova

H,C

Obrazek &.7: nedistota G

G:kyselina cis-7-isobutyl-1-(4-isobutylfenyl)-1,2,3 4-tetrahydronaftalen-1,4-

dikarboxylova
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Obrazek &.8: nedistota H

H: X=0: (3RS)-1,3-bis(4-isobutylfenyl)butan-1-on
I: X=H;: (3RS)-1,3-bis(4-isobutylfenyl)butan

Obrazek €.9: nefistota J

J: R=H,R*=CO-CH(CH)::
kyselina(2RS)-2-[4-(2-metylpropanoyl)fenyl]propanova

K: R=H, R*=CHO: kyselina(2RS)-2-(4-formylfenyl)propanova

L: R=H, R*=CHOH-CH(CH;),:
kyselina 2-[4-(1-hydroxy-2-methylpropyl)fenyl]propanova

M: R=0H, R4=CH,-CH(CH3),:
kyselina(2RS)-2-hydroxy-2-(4-isobutylfenyl)propanova

N: R=H, R*=C,H;: kyselina(2RS)-2-(4-ethylfenyl)propanova

0: R=H, R*=CH(CH3)-C,Hs;: kyselina 2-[4-(methylpropyl)fenyl]propancva

i3
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Obrazek €.10: necistota P

P: R=CHj3: (2RS8)-2-(4-isobutylfenyl)propan-1-ol

Q: R=H: 2-(4-isobutylfenyl)ethan-1-ol

CHs

CHj CH;

HyG CHs

Obrazek &.11: necistota R

R: 1,1-bis(4-isobutylfenyl)ethan

Jedna ze Zkous$ek na distotu je zkouska na Pribuzné latky:
Piibuzné latky- provadi se pomoci kapalinové chromatografie (jedna se o gradientni eluci):
KOLONA- rozméry- délka 0,15 m, vnitini pramér 4,6 mm

-stacionarni faze- silikagel oktadecylsilanizovany pro chromatografii R (5 um)

MOBILNI FAZE- mobilni faze A-smés objemovych dilii kyseliny fosforeéné R, acetonitrilu
R a vody R (0,5+340+600), necha se ustalit a ziedi se vodou R na 1000 objemovych dili.

Mobilni faze B- acetonitril R.
PRUTOKOVA RYCHLOST- 2 ml/min.
DETEKCE- spektrofotometricky detektor pfi 214 nm.
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USTANOVENI ROVNOVAHY-mobiini faz{ A po dobu asi 45 min,
NASTRIK- 20 pl.
TEST ZPUSOBILOSTI- pomér vysky piku ksedlu- nejméné 1,5 na chromatogramu

porovnévaciho roztoku B (standardy ibubrofenu a necistoty B). kde hy, je vy3ka piku
odpovidajici necistot€¢ B nad zdkladni linii a h, je vy$ka nejnizSiho bodu kiivky piku nad
zakladni linii oddélujici tento pik od piku ibuprofenu.

LIMITY- netistota B- nejvy3e plocha piku na chromatogramu porovnavaciho roztoku 8

(0,3 %).

- jakakoliv dalsi nelistota - nejvySe 0,3 ndsobek plochy hlavniho piku na chromatogramu
porovnavaciho roztoku 4 (zkouSeny roztok).

- celkovy obsah viech neéistot kromé necistoty B- nejvyse 0,7 nasobek plochy hlavniho piku
na chromatogramu porovnavaciho roztoku 4. (0,7 %o)

- zanedbatelnost pika- 0,05 nasobek plochy hlavniho piku na chromatogramu porovnavaciho

roztoku 4 (0,05 %).”

Nedistota F- provede se chromatografie metodou normalizace. SouCasti Opravy

vzorkl je jejich methylace pomoci methylaéniho roztoku.

KOLONA- material- taveny kiemen.
- rozméry délka 25 m, vnitini prumér 0,53 mm.
- stacionarni faze: makrogol 20000 R (tloust’ka vrstvy 2 pm).
NOSNY PLYN- helium pro chromatografii R.
PRUTOKOVA RYCHLOST- 5,0 ml/min.
TEPLOTA- kolony- 150 °C.
- nastiikovy prostor- 200 °C.

DETEKCE- plamenoioniza¢ni detektor.

LIMITY- negistota F-nejvyse 0,1 %.*’




2.5.2 CL 1997

V Ceském lékopise 1997 miizeme nalézt pouze vy&et chemickych nzva negistot A,

B, C, D a E. O zbylych netistotach se tento lékopis nezmiiiuje.

Porovnani Ceského 1ékopisu 2002 a Ceského Iékopisu 1997- Oba dva vychazeji
z Evropského 1ékopisu (5. edice). Zkouska na Cistotu na piibuzné latky u substance
ibuprofenu se vyskytuje v obou monografiich (rozdil je mezi gradientni eluci v CL 2002 a
eluci isokratickou v CL 1997). Drobny rozdil je v udani hodnoty zanedbatelnosti piki (0,05 v
CL 2002- 0,1 v CL 1997) a v nastaveni citlivosti systému (CL 1997- po nastfiku stokrat
nafedéného porovnévaciho roztoku 4 by vyska hlavniho piku méla byt 70-90 % celého

rozsahu stupnice zapisovace). V CL 1997 se nenaléz4 stat’ o analyze neéistoty F.

2.5.3 USP'Y

V americkém lékopise se nachdzi zkouska na chromatografickou &istotu substance
ibuprofenu (stanoveni viech necistot dohromady a samostatné necistoty E) a dale na necistotu
E obsaZzenou v lékovych formach- peroralni suspenze a tablety. O nelistoté F se tento 1ékopis

nezmiriuje.

Zkouska na chromatografickou éistotu u substance ibuprofenu- zkouska na nespecifikované
nedistoty

KOLONA- 0,15m délkax4 mm §itka, naplii L, (C 18) o zrnitosti 5 pm, temperovana na 30°C
+0,2 °C.

MOBILNI FAZE- voda (upravena na pH 2,5 kyselinou fosforetnou):
acetonitril 1340:680.

PRUTOKOVA RYCHLOST- 2 ml/min.

DETEKCE- spektrofotometricky detektor pfi 214 nm,

VNITRNI STANDARD- valerofenon.

LIMITY- ne vice nez 0,3% pro jednotlivou nedistotu a soudet viech nedistot nesmi byt vétsi

nez 1,0%.
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7koudka na mnoZstvi 4-isobutylacetofenonu (E)-

| MQ_B_IL_N_LE_A@- 4,0 g chloroctové kyseliny v 400 ml vody, upravené hydroxidem amonnym
na pH 3.0. Pak se tento roztok smich4 s 600 ml acetonitrilu.

KOLONA- 0,25mx4,6mm, napla L, (C 18)

DETEKCE- spektrofotometricky detektor pfi 254 nm.

pRUTOKOVA RYCHLOST- 2 ml/min.

VNITRN] STANDARD- valerofenon.

LIMITY- ne vice nez 0,1 % 4-isobutylacetofenonu (E).

2.5.4 BP 93"

BP (British Pharmacopoeia) je velmi podobny Ceskému lékopisu 2002 a Evropskému

Iékopisu (3. edice). V &lanku o substanci ibuprofenu zmifiuje o uréeni nedistoty B (kyselina

(2RS)-2-(4-butylfenyl)propanova). Doplnék britského 1ékopisu je doplnén o analyzu neéistot

ibuprofenu v nejéastéjsich lékovych formach- krému, gelu, peroralni suspenzi a tabletéch.
Metoda na stanoveni povoleného obsahu negistoty E (4-isobutylacetofenon) je popsana pouze
u peroralnich suspenzi. V daldim dile doplitku je vy&et necistot doplnén o latky A, C, D. O

nedistoté F se tento lékopis nezmifuyje.

e

Zkouska na pfibuzné latky u substance ibuprofenu:
KOLONA- 0,15 mx4,6 mm, naplii (C18) o zmitosti 5 um.
MOBILN{ FAZE- smés objemovych dili kyseliny fosforené, acetonitrilu a vody

(0,5+340+600), necha se ustélit a zfedi se vodou R na 1000 objemovych dilu.
DETEKCE- spektrofotometricky detektor pit 214 nm.
LIMITY- ne vice nez 0,3% pro jednotlivou neéistotu a soudet viech neéistot nesmi byt vétsi
nez 0,7%.
' PRUTOKOVA RYCHLOST- 2 ml/min.
INJIKOVANE MNOZSTVi VZORKU- 20 pl.

Zkouska na mnoZstvi ned. E u peroralnich suspenzi:

KOLONA- 30 cmx3,9 mm, naplii (C18) o zrnitosti 10 um.
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M_Q_B_ILL\H_F_A_Z_E- smés objemovych dild kyseliny fosfore¢n€, acetonitrilu a vody
(0,5+340+600), necha se ustalit a ziedi se vodou R na 1000 objemovych dilu.

DETEKCE- spektrofotometricky detektor pfi 220 nm.

LIMITY- ne vice nez 0,3 % 4-isobutylacetofenonu (E).

PRUTOKOVA RYCHLOST- 2 mi/min

INJIKOVANE MNOZSTVI VZORKU- 10 pl

2.5.5 Reserse

V praci Identification of degradation products of [buprofen arising from oxidative and
thermal treatments od kolektivu Gabriele Caviglioli, nalezneme popis stanoveni soucasné
nedistoty B i E pomoci dvou RP-HPLC (A a B) a GC-MS metod. Tyto metody byly odvozeny

z monografii USP a Evropského 1ékopisu. O nedistoté F se nezmifiuji.'®’

V této studii bylo detekovano tfinact degradaénich produktt ibuprofenu z nichZ sedm
nebylo popsdno a nejsou samoziejmé ani v 1ékopise.
Jsouto: 1) kyselina hydratropova
2) 4-ethylbenzaldehyd
3) 4-(1-karboxyethyl)benzoova kyselina
4) 1-(4-isobutylfenyl)-1-ethanol
5) 1-isobutyl-4-vinylbenzen
6) 2-[4-(1-hydroxy-2-methylpropyl)fenyl]propanova kyselina
7) 4-isobutylfenol

RP-HPLC A
KOLONA-2x125 mm, naplii RP18.
DETEKCE- DAD pfi 214,240, 257 nm.
PRUTOKOVA RYCHLOST- 0,25 ml/min.
MOBILNi FAZE- mobilni faze A- voda o pH 2,5 (upravena orthofosfore¢nou kyselinou).

mobilni faze B- acetonitril.

VNITRNI STANDARD- valerofenon.
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RP-HPLC B

KOLONA-3,9x300 mm

DETEKCE- DAD pfi 240, 257 nm

PRUTOKOVA RYCHLOST- 1,25 mi/min

MOBILN{ FAZE- metanol-amonium acetat (0,15 M), 60:940 V/V, o pH 4 (stabilizovana

octovou kyselinou)
VNITRNI STANDARD- valerofenon'®

Dal3i experimentalni prace se zabyva stanovenim ibuprofenu a negistoty
4-isobutylacetofenonu pomoci isokratické kapalinové chromatografie v gelech, tabletach a
saécich. Tato metoda je podle autorh rychlejsi a mobilni faze ma lep$i vlastnosti oproti USP a

BP.I?)

MOBILNI FAZE-roztok kyseliny fosforeéné (pH 3,2):acetonitril 50:50.
KOLONA- 150x3.0 mm, napla CI8.

PRUTOKOVA RYCHLOST- 0,5 ml/min.

DETEKCE- spektrofotometricky DAD detektor p¥i 190-360 nm."”
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2.6 Izolace ibuprofenu a nedistot z krému a gelu'*'**

Moznosti obecné upravy vzorkt pro HPLC analyzu jsou nasledujici:

1) bez zvlastni Gpravy, pouze mast rozpustime ve vhodném rozpoustédle a nastfikujeme na
kolonu; k 0¢innéj3i separaci sledovanych latek od balastii je vhodné pouzit pfedklonky.

2) sledované latky je vhodné extrahovat vhodnym extrakénim Cinidlem. V Gvahu piipadaji
dva postupy: bud’ extrahujeme piimo a po pfipadné centrifugaci pouzijeme extrakt
k vlastnimu stanoveni (pokud analyzovana latka nepodléha zmé&nam pfi vy3sich teplotach
nez je béZna laboratorni, je moZné extrahovat zahiatym ¢inidlem), nebo nejdiiv mast
rozpustime ve vhodném rozpoustédle (vodném nebo organickém) a danou latku pak
extrahujeme do faze s opacnou polaritou nez mélo pouzité rozpoustédlo. Pro zvyseni
extrakéni U¢innosti je vhodné upravit kyselost / zasaditost jednotlivych fazi.

3) dalsi zpisob extrakce hodnocenych latek nabizi extrakce na pevnych fézich s vyuzitim

extrakénich kolonek.'®

Nase lékopisy ani USP se touto problematikou nezabyvaji. V doplitku britského
lékopisu najdeme toto: mnoZstvi krému/gelu obsahujici 0.1 g ibuprofenu se ma silné protiepat

s 25 ml metanolu (10 min), roztok poté dekantovat a filtrovat.'”’

Dal3i mozZnosti je piimy nastiik krému (bez pfedchozi izolace ibuprofenu) do

systému. Je oviem tieba pouzit pfedkolonu. Omezeni této moZnosti spo€iva v nutnosti

promyvat kolonu i pfedkolonu cca po deseti nastficich tetrahydrofuranem a n-hexanem. 20y
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3. CIL PRACE
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Rigorozni prace se zabyvd hodnocenim vybranych nelistot ibuprofenu pomoci
vysokoudinné kapalinové chromatografie. Jsou to neéistoty: B-kyselina (2RS)-2-(4-
putylfenyl)propanova, E-1-(4-isobutylfenyl)ethan-1-on a F-kyselina 3-(4-

isobutylfenyl)propanova.

Tato rigorosni prace méla za cil:
1) Analyzovat vybrané necistoty (B, E, F) substance ibuprofenu

2) Stanoveni necistot ve vzorku krému
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4. PRAKTICKE PROVEDENI
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4.1 Material a pomucky

pFistroje:

kapalinovy chromatograf Hewlett Packard série HP 1100, Waldbronn, Némecko
programovaci jednotka Solvent delivery systém SP 8700, Spectra-Physics, St. Clara,CA, USA
UV detektor Hewlett Packard 1050 series, Waldbronn, Némecko

davkovaci zafizeni Rheodyne s 20 ul smy&kou, Rheodyne, Cotati, CA, USA

PC se sofiwarem- CSW, Data Apex s.r.o., Praha, CR

analytickeé vahy, AND, Japonsko, Sartorius analytic, NSR

centrifuga T 51, Zentrifugbau, Angelsdorf, NDR

elektromagneticka michatka MM 2A, Laboratorni pfistroje, Praha, CR

ultrazvukova kompaktni ¢isticka K 10, Kraintek s.r.o.. Nové Zamky, Slovensko

chromatografické kolony:

chromatograficka kolona- 0,15mx=3 mm, zrnitost- 7 um

naplii- C18, Tessek Ltd., Praha, CR

chromatograficka sklenéna kolona- 0,125m=4 mm, zrnitost- 5 pm
napli- C18, Merck, Darmstadt, NSR

lé€iva a chemikalie:

ibuprofen- Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA

ibuprofen impurity B CRS (0,06 % roztok m/V v acetonitrilu)- Council of Europe, European
pharmacopoeia,Strasbourg,
Francie

4-1sobutylacetofenon 98 %- Lancaster, Eastgate, Velk4 Britanie

ibuprofen impurity F CRS- Council of Europe European pharmacopoeia, Strasbourg, Francie

methylparaben- Fluka Chemie AG, Buchs, Svycarsko

propylparaben- Fluka Chemie AG, Buchs, Svycarsko

acetonitril p.a.- Lachema a.s., Neratovice, CR

kyselina o-fosforetna 85% p.a.- Lachema a.s., Neratovice, CR

hydroxid sodny p.a.- Lachema a.s., Neratovice, CR
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destilovana voda

Pomiicky
mikrostiikacky 25 pl a 50 pl - Hamilton. Svycarsko

délené pipety

balonek k pipetovani
kadinky a odmérné bariky
odmérné valce

odsavaci baika

centrifugaéni zkumavky a zkumavky
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4.2 Chromatografické podminky analyzy

1} Izokraticka eluce '

Byly pouzity kolony-a) 0,15mx3 mm, zrnitost- 7 pm, napli- silikagel C 18

b) 0,125mx*4 mm, zrnitost- 5 um, napli- silikagel C 18

PouZita mobilni faze byla- voda-acetonitril-kyselina fosfore¢na 85% v poméru 240- 136- 0,2.

Pritokova rychlost byla nastavena na 2,0 &i 1,0 ml/min.

Detekoval jsem pomoci spektrofotometrického detektoru pii vinové délce 214 nm.

Nastiikoval jsem 20 pl pfipraveného vzorku.

Rovnovédhu jsem ustavoval mobilni fazi po dobu asi 45 min.

2) Gradientni eluce & '*'

Byly pouZity kolony-a) 0,15mx>3 mm, zrnitost- 7 pm, naplii- silikagel C 5

b) 0,125mx=4 mm, zrnitost- 5 pm, naplii- silikagel C 15

Mobilni faze byly:

A: smés vody- acetonitrilu-kyseliny fosforeéné 85% v poméru 600-340-0,5 (v/v/v).

B: acetonitril

Cas (min) Mobilni faze A % (v/v) Mobilni faze B (v/v)
0-25 100 0
25-55 100—15 0—385
55-70 15 85
70-75 15—100 85—0
Tab. &. 2: Casovy postup analyzy
46
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pratokova rychlost byla 2,0 ml/min.
Spektrofotometricky detektor byl nastaven na vinovou délku 214 nm.
Nastiikovany objem pfipraveného vzorku byl 20 pl.

Rovnovahu jsem ustavoval mobilni fazi A po dobu asi 45 min.

Mobilni faze jsem pfed pouZitim piefiltroval pfes fritu pomoci vodni vyvévy.
K odplyiiovani mobilni fize dochdzelo v degaséru, ktery byl sou€asti HP 1100. Pfi pouZiti

HPLC sestavy SP 8700 byla mobilni faze odplynéna ultrazvukem.

Pro kvantitativni analyzu vzorku byla pouZita metoda vnéj$iho standardu (viz. kapitola

4.3).

47




o r

4.3 Priprava roztoku vzorku a vnéjSiho standardu

Piiprava roztoku vzorku krému

Piesné asi 0,5 g krému jsem v centrifugaéni zkumavce alkalizoval 0,05 ml NaOH (1
mol/l), pfidal jsem 2 ml acetonitrilu a zahfival 10 minut na vodni lazni 60° C teplé. Dal jsem
na 10 min do mrazdku a poté opét zahfival 10 minut na vodni lazni 60° C teplé. Po 5
minutach tfepani a nasledné 10 minutové centrifugaci jsem acetonitril odlil do zkumavky. Ke
zbytku krému v centrifugaéni zkumavce jsem pfidal nové 2 ml acetonitrilu a 2 minuty jsem
zkumavku vystavil pusobeni ultrazvuku. Poté jsem 2 ml prve odlité pfilil zpét do
centrifugaéni zkumavky a zkumavku, do niZ byl pfedtim odlit acetonitril, jsem vyplachnul 2 x
1 ml acetonitrilu a cely objem (6 ml) jsem zcentrifugoval. Do 5,0 ml odmé&mé bariky jsem

odpipetoval 2,4 ml supernatantu, doplnil mobilni fazi po zna¢ku a zcentrifugoval.

Piiprava roztoku vnéi§iho standardu

20 mg ibuprofenu jsem rozpustil ve 2 ml acetonitrilu, pfidal jsem 100 pl 0,06 % m/V
roztoku ne¢. B v acetonitrilu. Poté jsem pfidal 100 ul roztoku ne¢. E (roztok o koncentraci 0,6

mg ned. E na 1 ml acetonitrilu) a ziedil mobilni fazi na 10,0 ml.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE
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5.1 Analyza vybranvch neéistot v substanci ibuprofenu

V CL 2002 (odvozen od Evropského lékopisu) jsou nelistoty substance ibuprofenu
rozdéleny na necistoty kvalifikované (A, B, C, D, E) a ne€istoty detekovatelné (F az R). Do
této rigorézni prace byly vybrany negistoty B, E, F. NecCistota B, kterd vznika pfi synteze
ibuprofenu, se analyzuje v CL 1997 pomoci isokratické eluce, ale v CL 2002 se vyuziva eluce
gradientni. O neéistoté F , ktera takté vznika pfi syntéze ibuprofenu, nalezneme stat' v CL
2002. Zkouska na Cistotu se provadi pomoci plynové chromatografie. O neistot€ E vime, Ze
ma toxicky efekt na lidsky organismus (neurotoxicita) a Ze vznikd jako rozkladny produkt

ibuprofenu. Detekuje se stejné jako ne¢. B. Viz. kap. &. 2.5.

5.1.1 Hodnoceni vvbranvch necdistot v substanci

Piiprava vzorku netistot B, E, F s ibuprofenem- 20 mg substance ibuprofenu, 100 pl
0,06 % m/V roztoku netistoty B v acetonitrilu, 100 pl neéistoty E (roztok o koncentract 0,6
mg netistoty E na 1 ml acetonitrilu), 100 pl ne¢istoty F (limitni koncentrace v Iékopisu byla
0,1 %= 2 ng/ml, proto tento roztok obsahoval 20 pg latky na 100 pl mobilni faze) a vie jsem
naiedil na 10,0 ml. Vysledné koncentrace byly: ibuprofen- 2 mg/ml
nedistota B- 6 pg/ml
necistota E- 6 pg/ml

necistota F- 2 pg/ml

Viz. obr. &. 12.
Tyto koncentrace neéistot odpovidaji limitnim koncentracim ne€istot uvedenych v CL

2002, Pro netistoty B, E je to 0,3 % a pro necistotu F 0,1 %.
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VWO A, Waveiengih=214 nm [ONDRAZAVERO02-0202.1)
Honnq b o
= | Ibuprofen
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104 3 k % - § necE
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= 1'0 P % Py P i

Obrizek &12: Zaznam ibuprofenu a nedistot B, E, F (a parabent).
CHROMATOGRAFICKE PODMINK Y- isokraticka eluce s pritokem 2 ml/min a kolonou o

zmitosti 7 um viz. kapitola 4.2.

Pro dalgi analyzu jsem zvolil priitok 2 ml/min pouZil kolonu se zrnitosti 5 pm a upravil

koncentrace neéistot B, E, F a ibuprofenu na 60 pg/ml (viz. obr. &. 13).

VW1 A, WeveRngih=214 nm (DHILABKOL_B—11010101.0) -
MNorm 1 4
2
s [| nec.E
! 3
40-: # nec.F ||
i i |
| 2 ||
| %
| I
| | || necB |
\ I | |
[ |1 |
| I'.I II |I I:
s i . W . T o
10 4
20 e S e PSS ——
2 1 A 1 30 g 5 ma

Obrizek &.13; Zaznam nedistot B, E, F

CHROMATOGRAFICKE PODMINK Y- isokratick4 eluce s pritokem 2 ml/min a kolonou o

zrnitosti 5 pm viz. kapitola 4.2.

Negistoty B, E, F se d&li dostatené.
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koncentraci v CL 2002- 2 mg/ml)

Pii dalim nastfiku jsem pfidal substanci ibuprofenu o koncentraci 60 pm/ml (oproti

WO A, Wavolengih=214 ntn (ONDFAZAVERWOT-0101.0)

27,004

50 17.430
nes. F nec. E
20
18.470
204
14
20
Ibuprofen nec. B
o
_'0 |
20 T T ¥ T
0 10 20 e 40 50 mid

zrmitosti 7 pm viz. kapitola 4.2.

dostateéné.

Obrazek &.14: Zaznam ibuprofenu a netistot B, E, F

CHROMATOGRAFICKE PODMINK Y- isokratick4 eluce s priitokem 2 ml/min a kolonou o

neistot B, E, F o limitnich koncentracich moZna.
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Na tomto zdznamu, kde je niZ$i koncentrace ibuprofenu a 10-krat vy33i koncentrace

netistot B,E a 30-krat vys§i koncentrace nelistoty F, neni rozlideni piku ibuprofenu a nec. F

ZAVER: Za danych chromatografickych podminek (viz. kap. 4.2, kolona o zmitosti 7

nebo 5 pm a pratoku 2 ml/min) neni sou¢asna analyza ibuprofenu o koncentraci 2 mg/ml a




5.1.2 Studie vlivu zmén chromatografickych podminek

Analyzoval jsem substanci ibuprofenu a jeho netistoty B, E, F.

Meénéné podminky byly:
1) slozeni mobilni faze- metoda (isokratickd nebo gradientni)
2) zrnitost naplné kolony (5 pm nebo 7 pm a jina délka kolon)
3) prutok mobilni fize
4) zména pfistroje (Hewlett Packard série HP 1100 nebo HPLC sestava SP 8700)
5) UV spektra
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5.1.2.1 — gradient

PouZité podminky analyzy jsou stejné jako v CL 2002 (resp. PhEur. 5).
Metoda- gradientni eluce
Pratok- 2ml/min
Stacionarni faze- C18, zritost- 5 pm
Cas analyzy- 75 minut
Retenéni ¢asy- ne€. F- 24,0 min
neé. B- 25,6 min
ne¢. E- 29,7 min
Koncentrace- neé. F- 60 pg/ml
net. B- 60 pg/ml
net. E- 60 pg/ml
Viz. obr. €. 15.

Pro lepsi rozlideni piki jsem zvolil vy33i koncentrace ne€istot B,E, F.

Ostatni chromatografické podminky jsou uvedeny v kap. 4.2 2).

VWD A, Wavelengihe214 nm (ONDRA\GWIE"M'I-O‘IOI.DJ
Nom. |

20,662
nec, E

nec.F 5, pe86C. B
25.600

o

10 20 P 40 30 a0 75 i
Obriazek €.15: Zaznam necistot B, E, F.

CHROMATOGRAFICKE PODMINKY- gradientni eluce s pritokem 2 ml/min a kolonou o
zrnitosti 5 pm viz. kapitola 4.2 2).
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Metoda- gradientni eluce

prutok- 2ml/min

Stacionarni fize- C18, zrnitost- 5 um

Cas analyzy- 75 minut

Retenéni &asy- ibuprofen- 21,6 min
nec. F- 22,4 min
nec. B- 23,8 min
ne¢. E- 28,6 min

Koncentrace- ibuprofen- 60 pg/ml
ne¢. F- 60 pg/ml
net. B- 60 pg/ml
ne¢. E- 60 pg/ml

Viz. obr. ¢. 16.

Ostatni chromatografické podminky jsou uvedeny v kap. 4.2 2).

VWG A, Wavolengih=214 nm (ONDRAVGR-_B~ 11001-0101.0)
Norm, ]
200}
150 2683 £
100 nec. F
22371
50 23.844
S lbuprofen 2157V pee B
0 -ie‘—'-"'"—‘_‘v
T T T T 1) T T
50 20 30 __40 50 60 70 \?

Obriazek &.16: Zaznam ibuprofenu a negistot B, E, F.
CHROMATOGRAFICKE PODMINKY- gradientni eluce s priitokem 2 ml/min a kolonou o
zrnitosti 5 pm viz. kapitola 4.2 2).
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Metoda- gradientni eluce
pritok- 2ml/min
gtaciondmi faze- C18, zrnitost- 5 pm
(as analyzy- 75 minut
Retenéni Casy- ibuprofen- 21,4 min
ned. F- pfekryta pikem ibuprofenu
ned. B- 24,4 min
ned, E- 32,5 min
Koncentrace- ibuprofen- 2 mg/ml
net. F- 60 pg/ml
nec. B- 60 pg/ml
net. E- 60 pg/ml
Viz. obr. €. 17.
Ostatni chromatografické podminky jsou uvedeny v kap. 4.2 2).

VU A, WS EETG Fm 214 i (0 KB RAGRAD &~ 100 01 07
worm ) 1612 24,431
baprok v
-
TP
150
o 4453
m-
05m QiIE zemm 0
oq « d e
_ __m - I 2 __a _ o @ " 70 o

Obrazek &.17: Zaznam ibuprofenu a ne€istot B, E, F.

CHROMATOGRAFICKE PODMINKY- gradientni eluce s pritokem 2 ml/min a kolonou o

zrnitosti 5 um viz. kapitola 4.2 2).

Zavér: Gradientni eluce nijak nezlepSila separaci ibuprofenu a jeho nelistot. Ibuprofen a

netistotu F 1ze separovat pouze pii koncentraci 60 pg/ml.
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5.1.2.2 — zrnitost napiné kolony (7 pm a S pm) a délka kolon

Metoda- isokraticka eluce

Pritok- 2ml/min

Stacionarni faze- C18, zrnitost- S pm
Délka kolony- 0,125m

Cas analyzy- 60 minut

U této analyzy jsem zvolil vy$§i koncentrace necistot, aby do$lo k odd&leni piku ne. F

aned. B.

Retenéni ¢asy- ned. F - 22,5 min

ne¢. B- 24,0 min

ne¢. E- 29,6 min
Koncentrace- ne¢. F - 60 pg/ml
net. B- 60 pg/ml
ne¢. E- 60 pg/ml
Viz. obr. &. 18.
Ostatni chromatografické podminky jsou uvedeny v kap. 4.2 1).

VWD A, Wavelengin=2 14 nm | CNOTASRUL,_B~1001-0101,0)
- 20570
Noms.
507 nec. E
22.540
<0 nec. F
a0 24018
0.016
20
700 nec. B
10
o-
v
=104
20 T T T T T
10 20 30 40, 20 mir]

Obrazek ¢.18: Zaznam necistot B, E, F.
CHROMATOGRAFICKE PODMINKY- isokraticka eluce s pritokem 2 ml/min a kolonou o
zmitosti 5 um viz. kapitola 4.2 1).
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Metoda- isokraticka eluce

Pritok- 2ml/min

Stacionarni faze- C18, zrnitost- 5§ um

Délka kolony- 0,125m

Cas analyzy- 60 minut

Retencni ¢asy- ibuprofen- 22,2 min
ned. F- 23,1 min
net. B- 24,6 min
neé. E- 30,3 min

Koncentrace- ibuprofen- 60 pg/ml
ne¢. F- 60 pg/ml
neé. B- 60 pg/ml
nec. E- 60 pg/ml

Viz. obr. €. 19.

Ostatni chromatografické podminky jsou uvedeny v kap. 4.2 1).

VWO A, Wavelongth=2 14 rin (CHOFOMS0_]_~1Y001-0101 D)
Norm. ]
30,308
50+
nec. F nec. &
40 23.142
307 24,627
0.008
20 0.601 e
H lbuprofen nec. B
10+
0 — .
-10-
20 T T T T T
[l 20 30 40 50

Obrazek &.19: Zaznam ibuprofenu a necistot B, E, F.
CHROMATOGRAFICKE PODMINK Y- isokratick4 eluce s pritokem 2 ml/min a kolonou o
zrnitosti 5 pm viz. kapitola 4.2 1).
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Metoda- isokraticka eluce
prutok- 2ml/min
Stacionami faze- C18, zrnitost- § pm
pélka kolony- 0,125m
Cas analyzy- 60 minut
Retenéni asy- ibuprofen- 22,0 min
ne¢. B- 25,1 min
ne¢. E- 30,7 min
ned. F- interferuje s pikem ibuprofenu
Koncentrace- ibuprofen- 2 mg/ml
nec. B- 6 pg/ml
ne¢. E- 6 pg/ml
ne¢. F- 6 pg/ml
Viz. obr. ¢. 20.
Ostatni chromatografické podminky jsou uvedeny v kap. 4.2 1).

WV 1 A BTG e 1¢ rm (ONERATIAL_SKe 1ITHIIN . 0)
vom 3 z4s
DAprote

=0
o]
]
=]

1% o0 =3 mz
L Pl J wec. 8 wec. E
.,E.&-.-. ), VAN e
RLY
= ; — g T I

[ 10 x - @ Q@ mid

Obrizek &20: Ziznam ibuprofenu a netistot B, E, F.
CHROMATOGRAFICKE PODMINKY- isokratick4 eluce s pratokem 2 ml/min a kolonou o

zrnitosti 5 pm viz. kapitola 4.2 1).

Z tohoto zdznamu je patrné, Ze pfi zvydeni koncentrace ibuprofenu (z 60 pg/ml na 2

mg/ml) doslo k piekryti piku ne<. F.




Metoda- isokraticka eluce

Prittok- 2ml/min

Stacionamni faze- C18, zrnitost- 7 um

Délka kolony- 0,15m

(as analyzy- 60 minut

Retenéni &asy- ibuprofen- 16,8 min
ne¢. F- 17,4 min
nec. B- 18,5 min
nec. E- 27,0 min

Koncentrace- ibuprofen- 60 pg/ml
nec. F- 60 pg/ml

| ne¢. B- 60 pg/ml
ne¢. E- 60 pg/ml

Viz. obr. &. 21.

Ostatni chromatografické podminky jsou uvedeny v kap. 4.2 1).

VWO A, Wavelongth=214 nm (ONDRAZAVERWOT-0101.0)
Nom. ] 27.004
50 17.439
nec. F nec. E
40
18.479
20
i s
| 21
| Ibuprofen nec. B
0
104
-20 T T T T T
10 20 30 40 50 mif

Obrazek &.21: Zaznam ibuprofenu a necistot B, E, K.
CHROMATOGRAFICKE PODMINKY- isokraticka eluce s priitokem 2 ml/min a kolonou o

zmitosti 7 pm viz. kapitola 4.2 1).
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Metoda- isokratick eluce
pritok- 2 ml/min
Stacionarni faze- C18, zmitost- 7 pm
Cas analyzy- 60 minut
Retenéni Casy- ibuprofen- 15,9 min
ne¢. F- pfekryta pikem ibuprofenu
ne¢. B- 18,2 min
ne¢. E- 26,6 min
Koncentrace- ibuprofen- 2 mg/ml
net. F- 6 pg/ml
neé. B- 6 pg/ml
net. E- 2 pg/ml
Viz. obr. €. 22.

Ostatni chromatografické podminky jsou uvedeny v kap. 4.2 1).

VAR | A Vgaeierg heZ1s rm (0 K D DWW ER' 1}]
. K4 }--=. 15956
omm .
Diprot)

1 185
3sm 2550
104 8714 1ec. B e E
D-i‘—L——Wﬁ _J W . /-'—‘

¥ L3 T L
[ 10 .11 e o «a Lol min

Obriazek &.22: Ziznam ibuprofenu a nelistot B, E, F.
CHROMATOGRAFICKE PODMINK Y- isokraticka eluce s priitokem 2 ml/min a kolonou o
zrnitosti 7 um viz. kapitola 4.2 1).

Pi¥i navySeni koncentrace ibuprofenu na lékopisnou koncentraci (2 mg/ml) dodlo

k o&ekavanému piekryvu piku nel. F pikem ibuprofenu.

Zavér: Zrnitost naplné kolon (5 a 7 pm) neovlivnila separaci ibuprofenu a jeho hodnocenych

nedistot.
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5.1.2.3 — zmé&na priitoku mobilni faze
Metoda- isokraticka eluce
Pritok- 1 ml/min
Stacionarni faze- C18, zrnitost- 7 pm
Cas analyzy- 100 minut
Retenéni ¢asy- ne€. F- 29 min
neé¢. B- 18,2 min

nec. E- 26,6 min

Koncentrace- ne¢. F- 6 pg/ml
. neé. B- 6 pg/ml

ned. E- 6 pg/ml
Viz. obr. &. 23.

 VWD1 A, Wawkngih=214 nm [ONDRANECAKF-TD010102.0]
Norm.
300
250
200
150
100 -
Sg s
a S
1] nec.F 'R nec.B g necE
Ly v ‘L
T T T T T T T T T
19 20 40 50 70 80 20 min

1] 30 50
Obrizek &.23: Zaznam ibuprofenu a negistot B, E, F.

CHROMATOGRAFICKE PODMINKY- isokraticka eluce s priitokem 1 ml/min a kolonou o

zrnitosti 7 pm viz. kapitola 4.2.

Zavér: Doba analyzy se prodlouZila a nedo3lo k lepSimu oddéleni piku.
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5.1.2.4 — zména pristroje

Vzorky jsem analyzoval jak za pouZiti pfistroje Hewlett Packard série HP 1100
(s autosamplerem, vie ovlddano pogitadem), tak i na HPLC sestavé SP 8700, kde byl vzorek
davkovan smy&kou a CSW systém pouZit k vyhodnoceni chromatogrami. Na obou systémech

jsem analyzoval vzorek s parabeny, ibuprofenem (2 mg/ml) a neistotami B,E (6 pg/ml).

Metoda- isokraticka eluce

Pritok- 1 ml/min

Stacionarni faze- C18, zrnitost- 7 pm

Retenéni Easy- ibuprofen- 31 a 33 min

net. F- pfekryta pikem ibuprofenu
ne¢. B- cca 36 a 37 min

neé. E- cca 53 a 55 min

Koncentrace- ibuprofen- 2 mg/ml
ne¢. F- 6 pg/ml
net. B- 6 pg/ml
neg. E- 6 pg/ml

T VWD1 A, Wavalengthe214 nm (ONDRAZAWTREUL D4 L) =
N 1] o I
o i 3 I Ibuprofen
a
50 I
© I
I
0 |
| |
20 | I,
| | ¢
\
10 | 1 & necB E mec E
| | e a
i X Ml e e k" i T s
[ HI"NI- - S
i
10
1
20 - . ——— - = . - - = - S |
2 10 Fu b ) o & iy

Obrizek &.24: Hewlett Packard série HP 1100
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Obrazek ¢.25: SP 8700

5.1.2.5 — UV spektra

Spektrofotometricky jsem proméfil vzorky substance ibuprofenu a necistot B, E, F.

Obrizek &.26: zaznam UV spektra ibuprofenu
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Obrizek &.28: zaznam UV spekira ne¢. E
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Obrazek &.29: zaznam UV spektra ned. F

Z uvedenych zaznaml vyplyva, Ze l1ékopisem pouZivana vinova délka (214 nm) je pro

detekci nejvhodné;jsi.

ZAVER Kkapitoly 5.1.2.: Mé&nénim chromatografickych podminek jsem se snaZil najit idealni
podminky pro analyzu ibuprofenu a jeho negistot B, E a F. Nejprve jsem pouZil metodu
gradientni (CL 2002)- pokud byla koncentrace substance ibuprofenu niz¥i (cca 60 pg/ml
misto 2 mg/ml), tak dochazelo k déleni jeho piku a piku ne¢. F, ale pokud doslo ke zvySeni
koncentrace ibuprofenu, tak dochézelo k prekryti piku neé. F jeho pikem. P¥i zm&n& zrnitosti
néplné kolon a délce kolon nedolo k lepSimu d&leni piki- pouze doslo ke zménam retentnich
Zasil. Ani pfi zméné rychlosti pritoku mobilni faze (sniZeni ze 2 ml/min na 1 ml/min) nedoslo
k lepsimu rozdéleni pikid. PouZité chromatografické pfistroje jen potvrdily robustnost metody
a téZ skute¢nost, Ze pii pouZiti chromatografickych podminek lze hodnotit ibuprofen a pouze
negistoty B a E, neistota F je piekryta pikem ibuprofenu. Dalsi zmény chromatografickych

podminek by byly nad ramec této prace.
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5.2 Stanoveni nedistot ibuprofenu ve vzorku krému

Ve vzorcich krému byla jako hlavni nedistota sledovéna pfedevdim ne. E, ktera
vznika rozkladnymi procesy. Soucasné s netistotou E byla sledovéna i nelistoty B, ktera je
hodnotitelna z téhoZ zaznamu.

Pro kvantitativni stanoveni negistot B, E ve vzorcich krémi (,,nov&jsi” a ,,star$i".) jsem
pouzil metodu vn&jiiho standardu. Pro tvorbu kalibraéni kiivky jsem kaZdou izolaci placebo
krému s pfidavkem negistot a ibuprofenu nastfiknul 3-krat. Nefistoty jsem extrahoval podle
navodu uvedenym v kap. 4.3. K uréeni kalibraéni kfivky jsem pouzil jako 100 % koncentraci
nedistot B, E 6 pg/ml (tzn. pfidal jsem 125 pl ka#dé negistoty). Ostatni koncentrace (52, 76,

124, 148) jsem vypogital pfimou imérou (viz. tab. &.3). Ke kaZdé izolaci jsem pfidaval 25 mg

ibuprofenu.
Koncentrace neistot | Plocha Plocha  pod | Pfidané Koncentrace nedistot
B,E pod pikem | pikem mnozZstvi B,E
[%] net. B ne¢. E netistot B,E [ul] | vizolaci [pg/ml]
>2 . 103,42 76,32 ~ 65 312
76 138,46 122,98 93 Gk
2
100 210,09 225,42 125 6,0
124 232,06 291,81 155 7’44___
R 270,34 385,49 185 8.8

Tab. & 3: Pouzité koncentrace ne¢. B a E.
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VWD A, Wavelngth=214 nm ([ONDRANEGAKR-1001-0102.0)
Narm.
300
250
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100 -
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i 4
50 nec.F ©*3 nec.B ¥ mecE
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Obrazek €.30: Standardy ne€. B, E, F o koncentraci 6 pg/ml.
CHROMATOGRAFICKE PODMINKY - isokraticka eluce s pritokem 1 ml/min a kolonou o
zrnitosti 7 pm viz. kapitola 4.2 1).

60,0 1

5 t
E I
S & ibuprofen
2
2 875
55.0 E 2
g 2
] 1A £
£3.51 | 'u | nec, B ;\ nec., E
\ |
500 M
r - T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

[min.]

Obrizek &31: Standardy parabent, ibuprofenu (2 mg/ml), ne¢. B, E o koncentraci 6 pg/ml.
CHROMATOGRAFICKE PODMINKY- isokratick4 eluce s pritokem 1 ml/min a kolonou o

zrnitosti 7 um viz. kapitola 4.2 1).
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60,0 —
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57,57
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Obrizek £.32: Izolace placebo krému bez parabent.
CHROMATOGRAFICKE PODMINKY - isokraticka eluce s priitokem 1 ml/min a kolonou o
zrnitosti 7 pm viz. kapitola 4.2 1).

Zaznamy nastfiki vzork krému s pfidavkem ibuprofenu a ne¢. B,E o koncentracich

52%, 100% a 148% vyuzitych pro vypocet kalibraéni kiivky:

28,54

‘ ibuprofen

|
67,54
|
|

5504 |

Voltage [mV]

52.5

—m 758

L
&=
r
-
3242
)
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3
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e

50,0

[min]
Obrazek ¢.33: Vzorek krému- Ibuprofen o koncentraci 2 mg/ml a 100 % koncentrace
nedistot B,E (6pg/ml).
CHROMATOGRAFICKE PODMINK Y- isokraticka eluce s prittokem 1 ml/min a kolonou o

zrnitosti 7 pm viz. kapitola 4.2 1).
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Obrazek &.34: Vzorek krému- Ibuprofen o koncentraci 2 mg/ml a 148% koncentrace nedistot

B.E (8,8pg/ml).
CHROMATOGRAFICKE PODMINKY- isokratick4 eluce s priitokem 1 ml/min a kolonou o

zrnitosti 7 um viz. kapitola 4.2 1).
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Obrizek &.35: Vzorek krému- Ibuprofen o koncentraci 2 mg/ml a 52% koncentrace negistot

B.E (3,12 pg/ml).
CHROMATOGRAFICKE PODMINKY- isokraticka eluce s pritokem 1 ml/min a kolonou o

zmitosti 7 pm viz. kapitola 4.2 1).
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Kalibraéni kiivka neéistoty B

300

250 +

200 |

150 +

100

50
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Obriazek €.36:Kalibra¢ni kfivka ne¢. B.

Regresni funkce :

y = kx+q

potet: bodd n =

podet stupil
5 volnosti:

<

3

Parametry reg

resni pfimky a odhady jejich smérodatnych odchylek

k
Smérnice = 30,0 + 28
absolufni q
Elen = N + 18
R
koeficient korelace = 0,987
Srez
rezidualni odchylka = 12,6
F
hodnota F-statistiky = 115
Zavislost y na x byla
prokazana se spolehlivosti 99 % .

X y
3,121 103,42
4,56 138,46
6 210,09
7,44 232,06
8,8 270,34
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Kalibra¢ni kiivka nedistoty E

g

Obréz;k &.37: Kalibraéni kffivka nec. E.

Regresnifunkce: y = kx +q

podet stupfid
poéet: bodil n = 5 volnosti:

<

3

Parametry regresni piimky a odhady jejich smérodatnych odchylek

=

Smérnice 55,3 + 35

absolutni
¢len

Holn

-110 + 22

n A

koeficient korelace 0,9941

Srez

rezidudlni odchylka 15,7

F
hodnota F-statistiky = 251

Zavislost y na x byla
prokazéna se spolehlivosti  99.9 % .

X y
3,121 76,32
4,56 122,98
6 225,42
7,44 291,81
8,8 385,49
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Zaznamy analyz vzorka krémi:
U obou analyz byla pouZita izolaéni metoda uvedena v kap. €. 4.3.

1) Analyza vzorku krému oznageného jako ,,nov&jsi".

60,07

Voltage [mV]
TET
T

29,14

57,54 ibuprofen

—gr——

12.41

550 "

—_——

49,27

——=— 660

52,5 I | | .I

nec. E
\"'M

— T

0 10 20 30 40 50 60
[min.]

QObriazek ¢.38: ,,novéjsi” vzorek krému.
CHROMATOGRAFICKE PODMINK Y- isokraticka eluce s priitokem 1 ml/min a kolonou o
zrnitosti 7 um viz. kapitola 4.2 1).

Z chromatogramu je patmé, Ze vzorek ,,novéjsiho” krému obsahuje minimum nec. B.
Net. E byla obsaZena v mnoZstvi: plocha- 77,27 odpovida koncentraci 3,39 pg/ml (0,17%).

Dalsi dva piky neznamych neéistot jsem nebral v potaz.
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2) Analyza vzorku krému oznadeného jako ,,starsi".

28,86

Vollage [mV]
14,79

57,5 ibuprofen

16,34

55,0

52,57 :

ﬁﬁJ\\J

0 10 20 30 40 50 60
[mmin.]

Obriazek &.39: ,starsi” vzorek krému.

CHROMATOGRAFICKE PODMINKY- isokratick4 eluce s priitokem 1 ml/min a kolonou o

zrnitosti 7 pm viz. kapitola 4.2 1).

I u této analyzy je mnoZstvi ne¢. B nehodnotitelné. Ne€. E byla obsaZena v mnoZstvi:

plocha- 583,45 odpovida koncentraci 12,54 pg/ml (0,627%).

Zavér: U obou analyzovanych vzorki krémi nebyla detekovana ne¢. B. U ,novéjsiho”
vzorku byla naméiena koncentrace ned. E 3,39 pg/ml a u ,starSiho” 12,54 pg/ml. V obou

chromatogramech se objevuji v okoli piku ne. E dalsi piky dvou nedistot.
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6. ZAVER
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Vtéto rigorosni prici jsem analyzoval vybrané neéistoty ibuprofenu pomoci
vysokot&inné kapalinové chromatografie. Ibuprofen je 3iroce pouZivané a levné nesteroidni
antiflogistikum, které se &asto pouZiva k topické aplikaci. BE&hem vyroby nebo pfi
nespravném skladovani vznikaji doprovodné latky, z nichZ nékteré mohou mit neZadouci
Winky na lidsky organismu. V prici byly hodnoceny tyto nefistoty: B- kyselina (2RS)-2-(4-
butylfenyl)propanova, E- 1-(4-isobutylfenyl)ethan-1-on a F- kyselina 3-(4-isobutylfenyl)-
propanova.

P#i analyzach jsem pouZival isokratickou nebo gradientni eluci. Vzorky jsem nastfikoval
v mnoZstvi 20 ul na kolonu (0,15mx3 mm nebo 0,125mx4 mm) se stacionarni fazi silikagel
C18 o zmitosti 7 um nebo 5 um. U isokratické eluce jsem pouZil jako mobilni fazi smés voda-
acetonitril-kyselina fosforetna 85% vpoméru 240-136-0,2. U gradientni eluce byly
pfipraveny mobilni faze A a B (A: smés vody- acetonitrilu-kyseliny fosforetne 85% v poméru
600-340-0,5 (v/v/v), B: acetonitril). Vzorky jsem detekoval v UV oblasti- pfi vinové délce
214 nm. Priitokova rychlost mobilni fize byla 2 nebo 1 ml/min.

Nejprve jsem hodnotil vybrané nelistoty (B, E, F) ibuprofenu. Tii nelistoty byly
separovany. OvSem analyzu substance ibuprofenu (koncentrace 2 mg/ml) a jeho tfi negistot
v limitnich koncentracich (B, E- 6 pg/ml a F- 2 pg/ml) nebylo moZno vyhodnotit. Divod byl
prekryvani piku neistoty F pikem ibuprofenu. Az po tpravé koncentraci vSech latek na 60
ng/ml, bylo moZné zédznam hodnotit. OvSem tyto koncentrace nejsou v praxi pro analyzu
lékopisnych necistot realné.

Dile jsem zkouSel menit chromatografické podminky pro lepi rozdéleni piku
ibuprofenu a pikd neistot. M&néné podminky byly: pouZiti gradientni eluce, zrnitost
stacionarni faze a délka kolony ¢&i pritok mobilni faze. Také jsem zkou3el analyzu provadét na
dvou riznych HPLC chromatografech. Zadna z provedenych obmén neprokézala zlep3eni
separace ibuprofenu a jeho vybranjch necistot.

V dalsi kapitole jsem stanovoval mnoZstvi nefistot B a E ve vzorcich krému.
Hodnocené latky byly z krému extrahovany do acetonitrilu. Nejprve jsem sestrojil kalibra¢ni
kiivky pro netistoty B a E. Poté jsem kvantifikoval jejich mnoZstvi v modelovych vzorcich
krémd. P¥i analyze se potvrdilo zvy$ené mnoZstvi nefistoty E u vzorku, ktery byl skladovan
dlouhodobé. Ani u jednoho vzorku nebyla detekovana neCistota B. Naméfené hodnoty
netistoty E byly: u ,,nov&siho” vzorku- 3,39 pg/ml (0,17%) a u ,starSiho” vzorku- 12,54
pg/ml (0,627%).
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