SOUHRN

Magnesium a kalcium hraji esencialnf roli v existenci zivych organismu. Magnesium,

se ucastni kolem 300 zakladnich enzymatickych reakci, je dualezité pro energeticky
metabolismus, zastava klicovou roli v neurotransmisi, pfi imunitnich funkcich a regulaci
neuromuskularni aktivity srdce. Kalcium kromé strukturalni, elektrofyziologické a
intracelularné regulacni funkce je také kofaktorem extracelularnich enzymu a regulacnich
proteint. Rovnovaha téchto mineralt v téle napliuje dulezitou podminku potfebnou

k udrzeni zdravi. Jejich nedostatek nebo naopak nadbytek v organismu je spojen s fadou
vaznych syndromi a onemocnéni. Aluminium neplni Zadnou fyziologickou funkci, dilezité je
z hlediska jeho toxikologie. Magnesium, kalcium a aluminium jsou vyuzivany samostatné
nebo v kombinaci ve formé ruznych soli, oxida, hydroxida nebo komplext pfi vyrobé
mnoha farmaceutickych pfipravki nebo potravinovych dopliki.

Cesky lékopis 2005 pouzivé ke stanoveni magnesia, kalcia a aluminia

chelatometrickou titraci edetanem disodnym (pfimou nebo zpétnou). Dalsi metody uzivané
k detekci magnesia, kalcia nebo aluminia jsou napfiklad ASS, ET-AAS, SIA s UV-VIS
detekci, multikomponentni FIA s detekci diodovym polem, FIA za iontové selektivni
elektrodové detekce, iontove selektivni elektrody, iontova chromatografie s piezoelektrickou
detekci, ICP-AES nebo MS, kapilarn{ isotachoforéza a jiné elektrogravimetrické,
coulometrické, polarografické, voltmetrické nebo thermogravimetrické metody. Pouzivané
metody byvaji ¢asto spojeny s fadou nevyhod. Vzorky kovovych kationt je napfiklad nutné
pfed stanovenim narocné a zdlouhavé upravovat nebo metoda vyzaduje drahé vybaveni,
proto bylo jednim z cilu této prace vyvinout a validovat jednoduchou a rychlou pfimou
metodu bez vysokych narokt na vybaveni.

Metoda je zaloZena na spojeni iontové vyménné HPLC s ELSD (Evaporative Light
Scattering Detector). ELS detektor je quasi-univerzalni detektor, ktery v soucasné dobé
nachazi stale $irsi uplatnéni, a to pfedevsim u analytu, které nemaji ve své molekule
chromoforové skupiny a nemohou byt tudiz bez derivatizace detekovany
spektrofotometricky. Oproti ostatnim univerzalnim detektoram, jako napf. refraktometricky
(RID) nebo MS, vykazuje urcité pfednosti: a) kompatibilita s gradientovou eluci (na rozdil od
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RID); b) podstatné lepsi detektabilitu ve srovnani s RID (bézny limit detekce se pohybuje

v nanogramovych mnozstvich, v zavislosti na tékavosti a molekulové hmotnosti); c) nizké
naklady a snadna obsluha (na rozdil od hmotnostntho spektrometru). Nicméné ELSD
vykazuje také urcité nevyhody. Tou hlavni je pozadavek na té¢kavost mobilni faze. Nesmi byt
pouzity netékavé reagenty, pufry ani jiné slozky mobilni faze. Vybér vhodnych kyselin a bazi
se tim znac¢né omezuje; mezi ¢asto pouzivané patif kyselina octova, mravendi, triflouroctova,
pentaflouropropionova a heptaflouromaselna a jejich amonné soli v nizkych koncentracich
(<0,1 M). ELSD je destruktivni detektor, proto musi byt posledni v fad¢, pokud je pouzit

v sérii s jinymi detektory. Vykazuje také nedostatecnou detektabilitu pro analyzu napt.
necistot a rezidui, které se vyskytuji v mnozstvich ng mli (LOQ je obvykle vyssi nez

0,1 ug ml1). Tyto vzorky je obvykle tfeba upravit prekoncentraci, coz byva obtizné, nebot’
neni mozné pouzit netékavé reagencie. Zakladni princip detektoru sestava ze tif naslednych
kroku: a) nebulizace chomatografického eluentu; b) vypafeni mobilni faze a c) detekce
neté¢kavych ¢astic na zakladé rozptylu svétla.

Pro separaci byla pouzita kationtové vyménna analyticka kolona IONPACe CS — 14

od firmy DIONEXw s karboxylovymi funkénimi skupinami.

Dobré rozliseni pika hofciku a vapniku bylo kritickou podminkou pfi hledani

optimalniho slozeni mobilni faze. Nejlépe se osvédcila vodna mobilni faze s TFA

v koncentraci 0,085 % (v/v). Vyzkousena byla také kombinace TFA/NFPA, ale rozdily

v reten¢nich ¢asech a rozlisen{ byly minimalni (Table 4.1). Pfedmétem vyzkumu byly i
organické aniony, proto probehlo testovani separacnf schopnosti metody v ptipade



organickych kyselin (Table 4.2, Table 4.3). Pouzivana analyticka kolona je primarné urcena
k analyze jednomocnych a dvojmocnych kationd, pfesto se podafilo uzitim linearniho
gradientu stanovit hlinik. Program linearniho gradientu zacinal s koncentraci 0,096% (v/v)
TFA ve vodné mobiln{ fazi a mezi 6. — 7. minutou od nastfiku se koncentrace plynule
zménila na 0,640% (v/v) TFA. V jednom méfent je takto mozné stanovit hotcik, vapnik i
hlinik (Table 4.4, Table 4.5).

Vyvinuté metody se podafilo uspésné validovat pro uziti v analyze lécivych

ptipravka. Piipravky obsahujici hotcik a/nebo vapnik (Milk of Magnesiae, Tumse) byly
analyzovany metodou isokratickou, k analyze 1é¢ivych piipravku obsahujictho hlinik
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(Aludroxe) byla pouzita linearné gradientova metoda. Pro obé metody byly urceny validacni
parametry rozliSeni a asymetrie (Table 4.6, Table 4.7), linearita a rozsah (Table 4.8), pfesnost
z hlediska opakovatelnosti (Table 4.9) a reprodukovatelnosti (Table 4.10), limity detekce a
kvantifikace (Table 4.11).

Validované metody byly pouzity k analyze tif 1écivych piipravka registrovanych

v Recku. Jednalo se o suspenzi Milk of Magnesiaw, G¢inna latka: hydroxid hofe¢naty 425 mg
v 5 ml suspenze; zvykaci tablety Tumse, u¢inné latky: uhli¢itan vapenaty 600 mg a uhli¢itan
hofecnaty 125 mg v 1 tableté; zvykaci tablety Aludroxe, tc¢inné latky: hydroxid hlinity 233 mg
a hydroxid hore¢naty 83 mg v 1 tablet¢ (viz 3.3.4 Pharmaceutical Formulations). Pfi analyze
se porovnavaly naméfené koncentrace iontt v piipravku s udajem od vyrobce. Podle
pozadavku feckych norem pro registrované lécivé piipravky musi byt udaje ve shodé

v rozmezi 95 - 105% obsahu. Tfi vzorky z kazdého 1écivych piipravka ve tfech raznych
koncentracich byly zméfeny vétsinou ve tfech replikacich. Obsahovému kritériu odpovidaly
vsechny kovové kationy (Table 4.12 a Table 4.17) s vyjimkou hotc¢iku u ptipravku Aludroxe
(Table 4.22). Duvod nizstho naméfeného obsahu v 1é¢ivém pripravku se nepodatilo zjistit.
Poté co byla vyloucena adsorpce komplexti hofecnatych kationt s TFA na lipofiln{ excipienty
1é¢ivého piipravku zménou upravy vzorku a pouzitim vnitinfho standardu vapniku, je mozné
uvazovat o nepfesnosti v udani slozeni ze strany vyrobce. Piipadné by bylo nutné pokusit se
stanovit hofe¢naté kationy jinou metodou a porovnat zjisténé vysledky. Dalsim pfedmétem
analyzy bylo méfeni péti vzorku s pfidavkem standardu pfislusného kationu. Stanoveni
probéhlo vétsinou ve tfech replikacich a opét vyhovovaly vSechny vzorky kromé hoféiku u
piipravku Aludroxe (Table 4.13, Table 4.18 a Table 4.23). Z naméfenych udaja (Table 4.14,
Table 4.19) byla pomoci t-testu hodnocena vyznamnost odchylky u parametru 2 od nulové
hodnoty pro zavislost koncentrace vzorku na obracené hodnoté jeho zfedéni (Table 4.15,
Table 4.20) a vyznamnost odchylky u parametru 4 od nulové hodnoty pro zavislost
koncentrace formulace na obracené hodnoté jeho zfedéni (Table 4.16, Table 4.21). Vsechny
hodnoty byly mensi nez 4,303; coz je maximaln{ hodnota pfedepsand pro tii méfent
zajist'ujici konfidenéni interval 95%.

Prestoze hoicik a vapnik se v 1écivych pfipravcich ¢asto vyskytuji ve

formé organickych soli nebo piipravek s anorganicky vazanym kovem obsahuje navic
organicky anion, nebyla dosud publikovana zadna metoda stanovujici anorganicky kation i
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organicky anion soucasné. Kazdy z iontt bylo potieba kvantifikovat oddélené. Tato prace
poskytuje udaje pro dalsi vyzkum v oblasti, tak aby bylo mozno s nenarocnym vybavenim
stanovit v jednom nastfiku kationicky i anionicky komponent, metodu validovat a v dals{ fazi
ji aplikovat na farmaceutické piipravky. Prezentovana metoda dokazuje, ze hoicik, vapnik a
hlinik 1ze, volbou spravnych podminek, spolehlivé separovat a kvantifikovat vyuzitim iontové
vyménné chromatografie, za soucasného vyskytu anorganického anionu. Méfeni standarda
organickych kyselin (aspartat, askorbat, citrat) teoreticky dokazuje, ze by ani vyskyt
organického anionu v pfipravku nemél branit soucasnému stanoveni kationické i anionické
slozky ucinné latky lécivého pfipravku. Hlavni vyhodou metody je rychlost, snadna uprava



vzorku, znac¢na presnost, dostatecna citlivost a nizké naklady na piistrojové vybaveni.



