6. SOUHRN

Hot¢ik a draslik hraji esencidlni roli v existenci Zzivych organismu. Hotéik, érvrty
nejcastéjsi minerdl v lidském éle, se Gcastni kolem 300 zikladnich enzymatickych reakci,
podili se vyrazné na transkripci DNA a na proteosyntéze, je dulezity pro energeticky
metabolismus [8]. Draslik je v lidském téle hlavnim intracelulirnim kationtem. M4 zasadni
vyznam pro elektrické déje na bunéénych membrinich, zejména nervu a svalu véetné srdce
[9, 10]. Rovnoviha téchto mineralu v téle je dulezitou podminkou potiebnou k udrzeni
zdravi. Jejich nedostatek nebo naopak nadbytek v organismu je spojen s fadou vaznych
syndromu 2 onemocnéni. Hof¢ik a draslik jsou vyuZivany ve formé ruznyvch soli, oxidu,
hydroxidu nebo komplexu pii vyrobé mnoha lééivich ptipravku nebo potravinovych
dopliiku. Casto se tyto kovy vyskviuji ve formé soli s organickymi anionty, napi. jako acetat,

aspartat, citrit, glukondt, pidolat, salicylit, stearit, etc. [1, 3].

Askorbova kyselina je ve vodé rozpuseny vitamin, ktery je dulezity pro sprivnou
funkci a stavbu pojivové tkané a cévni stény, ¢innost enzymu a metabolismus nékterych latek
(napf. cholesterolu). Podili se na redukci Zeleza pii jeho resorpei. Uvadi se také jeho podil na
zvySeni celkové odolnosd organismu a antoxidaéni pusobeni [14]. Kyselina askorbova je
soucisti mnoha lé€iv a potravinovych doplitku, bud’ samotni nebo se také casto vyskytuje v
kombinaci s nékterymi minerily jako je napt. hoicik, Zelezo, selen nebo zinek. Asparagova
kyselina je neesencidlni aminokyselina, G¢astnici se napf. metabolismu mocoviny. Jeji sul se

nazyva aspartat, podili se rovnéz na nervovém pienosu [15].

Lékopis [3] pouziva ke stanoveni hofciku chelatometrickou ttraci edetanem
disodnym v alkalickém pufru; dalsi popsané metody jsou plamenovi atomovi absorpéni
spektrometrie [7], sekvenéni injekéni analyza [17] a v soudasné dobé multkomutativni
prutokovy systém pro muldelementirni analyzu [29]. Oficindlni metoda pro stanoveni
draslku je atomova emisni spektrometrie [3); mezi dalsi metody patii FIA
s potenciometrickou detekei [27] a kapildrni elektroforéza s konduktometrickou detekei [4].

Askorbovou kyselinu Iékopis stanovuje piimou iodometrickou dtraci v prostéedi kyseliny
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sirové a s piidavkem roztoku $krobu [3]; dal$i publikované metody jsou kapalinova
chromatografie s elektrochemickou detekei  [32]; prutokova injekéni  analyza  se
spektrofotometrickou [33, 34, 35], fluorimetrickou {36] a amperometrickou detekei [37);
potenciometrické  stanoveni [38]; iodometricka  potenciometrickda  dtrace  [39);
spektrofotometrické stanoveni [41, 42, 43] nebo kapilitni zénovd elektroforéza [46).
Oficinalni metoda pro stanoveni asparagové kyseliny je alkalimetricka titrace hydroxidem

sodnym [3].

Kovove kadonty se ¢asto vyskyniji ve lécivych pfipraveich spoleéné s organickymi
anionty. Pfesto nebyla publikovana zadna metoda stanovujici obé komponenty soucasné.
Kazdy z iontu by bylo potfeba kvandfikovar oddélené. Cilem této price bylo vyvinout a
validovat metodu stanovujici v jednom nastfiku anorganicky kadon i organicky anion a mto

metodu aplikovat na lécivé pfipravky.

Metoda je zaloZzena na spojeni vysokoudinné kapalinové chromatografie s ELSD
(Evaporative Light Scattering Detection). ELS detektor je polouniverzilni detektor, ktery
v soucasné dobé nachazi stile irsi uplatnéni, a to pfedevsim u analym, které nemaji ve své
molekule chromoforové skupiny a nemohou byt wdiz bez derivatzace detekoviny
spektrofotometricky. ELSD je ptevazné povazovan za detektor kapalinové chromatografie,
nicméné lze ho suspéchem pouzit i pfi prodproudové (CCC) a superkritické fluidni
chromatografii  (SFC). Oprod ostatnim univerzalnim detektoram, jako je napfi.
refraktometricky  (RID) nebo hmotnoseni (MS), ELSD vykazuje uréité piednosd: a)
kompadibilita s gradientovou eluci (na rozdil od RID); b) podstatné lepii citlivost ve stovnani
s RID (bézny limit detekce se pohybuje v nanogramovych mnozstvich, v zavislost na
tékavosd a molekulové hnotnosti); ¢) nizké naklady a snadni obsluha (na rozdil od
hmotnostniho spektrometru). Nicméné je ticba uvést také uréité nevyhody ELS detektoru.
Tou hlavni je pozadavek na tékavost mobilni faze. Nesmi byt pouzity netékavé reagenty,
pufty ani jiné slozky mobilni faze. Vybér vhodnych kyselin a bazi se tim zna¢né omezuje;
mezi Casto pouzivané patii kyselina octova, mravendi, uiflouroctova, pentaflouropropionova
a heptaflouromaseind a jejich amonné soli v nizkych koncentracich (<0.1M). ELSD je
destruktivni detektor, proto musi byt posledni v fadé, pokud je pouzit v sérii s jinymi
detektory. Vykazuje také nedostate¢nou citlivost pro analyzu napk. nedistot a rezidui, které se

vyskytuji v mnozstvich ng ml' (JLOQ je obvykle vy$di nez 0,1 pg ml'). Tyto vzorky je
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vétsinou tieba upravit prekoncentraci, coz byva obtizné, nebot’ neni mozné pouzit netékavé

reagencie [4].

Zikladni princip detektoru sestava ze tii ndslednych kroku: a) nebulizace
chomatografického eluentu; b) vypafeni mobilni faze a ¢) detekee netékavych ¢dstic méfenim
rozptylu svéta (Fig.2.1). V prvnim kroku eluent z kolony vstupuje do nebulizéru Venturiho
typu, kde proudem nosného plynu vznika velké mnozstvi kapicek teméf stejné velikost.
Tento aerosol je v druhém kroku unasen do vyhfivané trubice, kde dojde k vypateni tékavé
mobilni fize a zustanou oddélené castice netékavého analytu. V nasledujici fazi eyto &dstice
vstupuji do optické cely a prochazi svételnym paprskem. Rozptyl svéta je méfen

fotonasobi¢em nebo fotodiodou [4].
Pro separaci byla pouzita analyticka reverzni kolona C,;, Waters ODS-2.

Pro separaci hoi¢iku, drasliku a aspartitu v pfipravku Cardilan” se nejlépe osvédéila
1zokratickd eluce s vodnou mobilni fizi obsahujici 0.02%0 trifluoroctové kyseliny (v/v) (Table
4.1, Fig 4.1). Tato mobilni faze byla t¢z pouzita pro analyzu pfipravku Magnesii lacdei 0.5 thl.
*. Laktitovy aniont zde nebylo mozné stanovit, nebot’ pi1 pouzité vysoké teploté v detektoru
vytékal. Pro separaci askotbdtu a hotciku v piipravku Magnesium 250 mg” bylo tieba pouzit
gradientovou eluci. Nejvhodnéjsi slozeni mobilni faze bylo zji$téno od O min do 2.5 min
vodna nonafluoropentanova kyselina 0.5 ml 1'; od 2.5 min do 3.5 min lineirni zména
gradientu na vodnou TFA 1.0 ml 1" a% do 11.5 min (Tables 4.4, 4.5, Fig 4.2). Snaha o separaci
hotec¢natych kationtu od vapenatych, zineénatych a hlinitych skondila neuspéiné (Tables 4.2,

4.3). Pro tuto separaci by bylo tieba pouzit jiny typ kolony, naptiklad iontovyménnou.

Bylo tieba stabilizovat askorbovou kyselinu v piipravku Magnesium 250 mg".
Nejlepsich vysledku bylo dosazeno s hydrogensifi¢itanem sodnym pridanym v pétnasobném
nadbytku. Askorbova kyselina zustala po této upravé stabilni v roztoku po dobu jedné
hodiny.

Pro obé metody byly urceny validaéni parametry: rozliSeni dvou sousedicich piku
(Table 4.0); asymertrie piku (Table 4.6); linearita a rozsah péabodovych kalibraénich kitvek
(Table 4.7); pfesnost z hlediska opakovatelnosa (Table 4.8) a reprodukovatelnosti (Table 4.9);
limity detekce a kvantifikace (Table 4.10).
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Znacnou vihodou HPLC-ELSD metod je velice snadna uprava vzorku. Na rozdil
od spektrilnich metod neni zde potfeba providét derivatizaci ani jiné casto slozité a

zdlouhave postupy. PHmé stanoveni Setfi ¢as a snizuje niklady na analyzu,

Validované metody byly pouzity kanalyze ofi lé¢ivych piipravku registrovanych
v Ceské republice. Jednalo se o: Cardilan® (icinna latka hydrogenaspartat  hofe¢naty
hemihydrat 175 mg v 1 tableté, hydrogenaspartit draselny hemihydrit 175 mg v 1 rableté);
Magnesii lacuci 0.5 thl." (u¢inna litka lakeit hofecnaty dihydrat 500 mg v 1 rableté);
Magnesium 250 mg" (iéinna latka oxid hoteénaty 420 mg v 1 tableté, kyselina askorbova 150
mg v 1 tableté). Hot¢ik, draslik a aspartit v pfipravku Cardilan”, hoi¢ik v Magnesii lactici 0.5
thl.” a hot¢ik v Magnesium 250 mg” byly stanoveny izokratckou metodou. Askorbit
v piipravku Magnesium 250 mg™ byl stanoven metodou linearniho gradiencu. Askorbar byl
méen ve dvou zfedénich po dvou replikacich, viechny ostatni analyty ve tech ziedénich po
ttech replikacich. ZjiStény obsah se pohyboval v rozmezi 95.0 — 105.0 %o obsahu udavaného
vyrobcem (r > 0.95) (Tables 4.11, 4.16, 4.21). Dalsim pfedmétem anal{zy byla recovery
méfeni péd vzorku s piidavkem znimého mnozstvi standardu piislusného  katontu,
Stanoveni probéhlo vétSinou ve tiech replikacich a opét vyhovovala vétdina vzorku (Tables
4.12, 4.17, 422). Z naméfenych udaju byla pomoci t-testu hodnocena vyznamnost odchylky
u parametru ¢ od nulové hodnoty pro zavislost koncentrace vzorku na obricené hodnoté
jcho ztedéni (Tables 4.14, 4.19, 4.24) a vyznamnost odchylky u parametru 4 od nulové
hodnoty pro zivislost koncentrace formulace na obricené hodnoté jeho ztedéni (Tables 4.15,
4.20, 4.25). Viechny hodnoty kromé jedné byly mensi nez 4,303; coZ je maximalni hodnota
piedepsand pro tii zfedéni zajist’ujici konfidenéni interval 95%0. Pro askorbat méfeny pouze

ve dvou zfedénich byly hodnoty t-testu niZsi nez limitni hodnota 12.706.

Hlavni vyhodou uvedenych HPLC-ELSD metod je rvchlost, snadn tprava vzorkn,

znacna pfesnost, dostatecni citlivost a nizke naklady na pfistrojové vybaveni.




