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CiL A ZADANI PRACE

Cilem a zadanim této bakalafské prace bylo vyhledat informace o metodach,
vyuzivanych k analyze jednoduchych 1écCivych piipravkii a publikované clanky, které

popisuji tyto metody.



UvoD

Ke ziskani informaci o chemickém slozeni analyzovaného materidlu slouzi
analytické metody. Tyto metody jsou rozdéleny na kvalitativni a kvantitativni.
Pti kvalitativnim uréeni neboli dikazu se zjistuje, zda konkrétni slozka (prvek, iont atd.)
je obsazena anebo neni obsazena ve stanovovaném materidlu. Kvantitativnim urenim
je mozné stanovit obsah téchto slozek a ziskanou informaci vyjadfit uréitym c¢iselnym
udajem. Z téchto charakteristik vyplyva, Ze analyza kvantitativni nasleduje po analyze
kvalitativni. U nékterych analytickych metod je mozné provést zaroven urceni kvalitativni

1 kvantitativni [4].

Na zkousky, které jsou urceny k identifikaci 1é¢iv, jsou kladeny vysoké naroky.
Eventualni zdména ucinnych latek mize pacientovi zpusobit zdvazné zdravotni potize
a pro farmaceutického vyrobce ¢i distributora znamenat pravni dopady. K dikazu 1é¢ivé
latky v 1é¢ivém ptipravku je cCasto vyuzivana IR spektrometrie, UV spektrometrie

a chromatografické metody [5].

Pfi stanoveni obsahu lécivych piipravkll se asi nejvice vyuziva vysokoucinna

kapalinova chromatografie [5].

Vyhledavani ¢lankt, které popisuji metody analyzy lécivych piipravki, bylo
zaméteno na tekuté 1éCivé piipravky (roztoky, suspenze, kapky), obsahujici jednu nebo dvé
ucinné latky. K vyhledavani byly pouZity elektronické databaze publikovanych odbornych
¢lankt PubMed a Web Of Science.



LECIVY PRIPRAVEK
Definice

Lécivy pripravek (LP) se skladd z 1é¢ivych a farmaceutickych pomocnych latek,

zpracovanych do vhodné 1€kové formy [2].

Zakon ¢. 378/2007 Sb., § 2 odst. 1, pism. a), o léCivech a o zménach nékterych
souvisejicich zékonti., definuje 1éCivy piipravek jako latku nebo kombinaci latek, majici
1éCebné nebo preventivni vlastnosti v pfipadé onemocnéni lidi nebo zvifat a nebo
dle pism. b) je 1éCivym piipravkem latka nebo kombinace latek, kterd mize byt pouzita
nebo podéana lidem, eventudln€ zviratim s cilem obnovit, upravit nebo ovlivnit fyziologické
funkce farmakologickym, imunologickym ¢i metabolickym u¢inkem, a nebo pfi nutnosti

stanovit 1ékaiskou diagnozu [1].

Z vyse uvedené charakteristiky vyplyva, ze za 1é¢ivé pripravky jsou povazovany
humanni 1é¢ivé pripravky, veterinarni 1é¢ivé ptipravky, humdanni imunologické 1é¢ivé
ptipravky (vakciny, toxiny, séra, alergenové pfipravky), veterinarni imunologické 1é¢ivé
pfipravky, huménni autogenni vakciny, veterindrni autogenni vakciny, radiofarmaka,
radionuklidové generatory, radionuklidové prekurzory, krevni derivaty, rostlinné 1écivé
piipravky, transfuzni ptipravky, vyhrazené 1é€ivé ptipravky, 1éCiveé piipravky pro genovou

terapii a 1écivé pripravky pro somatobuné¢nou terapii [1].

Rozdéleni LP

Obecné se lécive pripravky déli na hromadné vyrabéné LP (HVLP, primyslova
vyroba velkych Sarzi) a individualné ptipravované LP (IPLP, pfipravované v lékarnach

na zakladé¢ 1ékatského predpisu) [2].

Dalsi moznosti rozdéleni 1é¢ivych ptipravka je podle 1€kové formy, do které jsou
zpracovany - rozliSujeme pevné 1ékové formy (granulaty, zasypy, praSky pro injekce,
tablety, Cipky a globule, tobolky), polotuhé 1ékové formy (masti, pasty, gely), kapalné 1ékové

formy (roztoky, kapky, sirupy pro vnitini uziti, kloktadla a spreje k aplikaci v tstech,



roztoky, emulze, spreje, pény na kizi, ocni kapky a suspenze, rektalni klyzmata a vaginalni
tekuté¢ piipravky, parenterdlni LF - injekce a infuze) a do zvlastni skupiny patfici

transdermalni néplasti [3].

Lécivé pripravky lze kategorizovat také podle zpiisobu jejich aplikace, a to do tiech

skupin. Prvni skupinu tvoii gastrointestindlni 1éky, které se aplikuji do zazivaciho traktu

a na organismus pusobi pievazné¢ celkovym ucinkem. Patii sem kapalné 1éky urcené
pro oralni a peroralni pouziti (1é€ivé kapky, roztoky a kloktadla, sirupy, extrakty a tinktury
z bylin) a tuhé 1éky pro ordlni a peroralni pouziti (prasky a granulaty, Zelatinové tobolky,

tablety — rozpustné v Ustech, sublingvalni, zvykaci, pastilky, peroralni a Sumiv¢) [3].

Druhou skupinu ptfedstavuji parenterdlni 1éky, které jsou podavany do zily, svalu,

pod kuzi atd. a na organismus pusobi stejné jako gastrointestindlni 1éky prevazné celkovy
ucinkem. Do této skupiny jsou zafazeny injekce, infuze, koncentraty pro ptipravu injekci

a infuzi, prasky pro ptipravu injekci a infuzi a implantaty [3].

Posledni skupinu predstavuji topické 1éky, které se nanaseji na urcité konkrétni misto
na téle a na rozdil od predchozich dvou skupin 1€kti maji vétSinou mistni uc¢inek. Mezi
topické l1éky patii inhalace (aplikuji se do dychacich cest), kapalné 1éky k aplikaci na k0zi
(mazani, spreje, pény, omyvadla, tekuté zasypy, Sampony a 1éciva mydla), polotuhé 1éky
k aplikaci na kazi (masti, krémy, gely, pasty), tuhé topické léky (zasypy), ocni léky (o¢ni
kapky, o¢ni vody, polotuhé o¢ni Iéky, o¢ni inzerty, prasky pro ocni kapky), nosni a usni léky
(zasypy, omyvadla, tampony, polotuhé nosni 1éky), rektalni 1éky (Eipky, klyzmata, tobolky,
polotuhé 1éky, pé€ny atampodny), vaginalni léky (vaginalni kuli€ky, vagindlni tablety

a tobolky, vagindlni roztoky a pény, vaginalni tampdny) a transdermalni naplasti [3].



METODY VYUZIVANE K ANALYZE

Spektralni metody

Jak jiz bylo zminéno v tivodu, ke kvalitativnimu urceni 1éCiv se nejcastéji vyuzivaji
spektralni metody. Principem téchto metod je zméfeni intenzity zafeni, absorbovaného
roztokem zkoumané latky. VInova délka zareni, sila vrstvy, koncentrace analyzované latky
a struktura jsou podminky, na kterych absorpce zavisi. Pfi métfeni absorpce vybrané vinové
délky je porovnavan tok zaieni, ktery prosel mérnou kyvetou (I) a tok zafeni, ktery prosel
kyvetou srovnavaci (Ip). Pojem transmitance neboli propustnost (T) je definovan podilem
zatrivych tokt I a Io. Od transmitance se odvozuje absorbance (A), ktera je ur¢ena zapornym
logaritmem transmitance. Ze =zavislosti absorbance na vlnové délce nebo vlnoctu
prochéazejiciho zéafeni je mozné vytvofit absorpcni spektrum, které poskytuje zakladni
informace o absorbujici latce. Se zménou vinové délky monochromatického paprsku
v priab&hu méteni dochazi k vytvoreni plynulé kiivky spektra. Podle oblasti spektra, ve které
se nachdzi analyzovana latka, je absorp¢ni spektrometrie rozdélena na analyzu v ultrafialové

(UF, angl. UV) oblasti a analyzu v infradervené (IC, angl. IR) oblasti [4, 5].

vstupujici zafivy tok gy

prodly zAfivy tok @

L
F

YYVvy

kyveta se
yZzorkem

Obr. 1 Absorpce p¥i priuchodu zareni kyvetou se vzorkem, prevzato z: [10]



1. Spektrometrie v UV a VIS oblasti

Absorpéni spektra, nachazejici se v rozmezi vlnovych délek 200400 nm, jsou
uloZena v ultrafialové oblasti, rozmezi 400—760 nm je urceno pro viditelnou oblast zafeni.
Podstatou spektrometrie v UV a VIS oblasti je absorpce zateni molekulou, ke které dochazi
pti pfechodu elektronu z nizsiho elektronového stavu do vyssiho. Elektronové prechody
se tykaji valen¢nich elektronti (vazebnych nebo nevazebnych), které piechazeji z orbitalt

v zakladnim stavu na orbitaly antivazebné (excitacni) [4, 5].

Absorpce v UV oblasti je typicka pro 1éciva, kterd maji ve své molekule skupiny
s nasobnymi (dvojnymi nebo trojnymi) vazbami — chromofory. Pro aromatické
nebo heterocyklické slouceniny je typicky Siroky konjugovany systém a intenzivni
absorpéni pasy, nachézejici se v oblasti 200250 nm. V nearomatickych sloucenindch
se nachazeji napt. chromofory C=C, C=0, C=N, S=0, N=N. Pokud molekula obsahuje vice

konjugovanych vazeb, absorpce je premisténa do oblasti VIS (ma vyssi vinové délky) [5].
Instrumentace

Zakladni soucasti pristroji — spektrofotometri — vyuzivanych k méteni absorp¢nich
spekter, jsou zdroj zafeni, monochromator nebo filtr, kyveta se vzorkem, detektor zéafeni
a mérné zafizeni. U kazdého pfistroje nalezneme rovnéz opticka zatizeni (zrcadla, ¢ocky,

zeslabovaci zafizeni a elektronické Casti) [4].

Zdrojem viditelného svétla je obvykle Zarovka s wolframovym vladknem, produkujici
polychromatické zafeni o vlnovych délkdch vrozmezi 350-2500 nm. Stabilizator
nebo akumulator zajisti stabilni napajeni Zarovky a tim 1 stalou intenzitu svétla. Vodikova

nebo deuteriova lampa je zdrojem UV zéfeni [4].

Ke ziskdni monochromatického zareni 1ze vyuZzit monochromator nebo spektralni
filtry (pouzivaji se u jednodussich fotometri). Svétlo, které prochazi spektralnimi filtry, lezi
v oblasti 20 — 50 nm, a neni tedy ¢ist€ monochromatické. Pouziti hranolu pfedstavuje idealni

zpusob ziskani monochromatického svétla s jakoukoliv vinovou délkou [4].
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Pti spektrofotometrickém méteni v UV a VIS oblasti se pouziva kyveta naplnéna
roztokem vzorku. Sklenéné kyvety nebo kyvety z umélé hmoty jsou urceny pro méteni

ve VIS oblasti, pro oblast UV je nezbytné pouzit kiemenné kyvety [4].

Rozpoustédla, ktera chceme pouzit v UV spektrofotometrii, musi byt pfipravena
v nej¢ist§im stavu. Nevyhodou nékterych organickych rozpoustédel je jejich vyrazna
absorpce, z toho divodu je jejich vyuziti limitovano od urcité vinové délky. Mezi nejéastéji
pouzivand rozpoustédla patii methanol, ethanol, voda aj. V nékterych piipadech lze
ve funkci rozpoustédla pouzit ziedéné roztoky kyseliny chlorovodikové a hydroxidu

sodného v koncentracich 0,1 - 0,01 mol/l [4, 5].

Intenzita svétla proslého vzorkem je vyhodnocena detektory zateni (foto¢lanky nebo

fotonasobice). Analogovy nebo digitalni galvanometr je mérnym zatizenim [4].

Pti pouziti nevhodného rozpoustédla, zarenim, které ma Siroké spektrum, nevhodnou
teplotou, nespravné zmétrenou absorbanci nebo Spatné nastavenou vinovou délkou dochazi
k chybnému spektrofotometrickému meéteni. Jelikoz métfeni probihd na rtznych typech
UV spektrofotometri, mize pii méfeni spekter nastat situace, kdy ziskdme mirné odlisné
vysledky. V Iékopisnych monografiich se tedy hodnoty ziskané z UV spekter standardli
uvadéji s pfisluSnou toleranci (napf. polohy maxim a minim jsou uvedeny obvykle

s presnosti + 2 nm [4, 5].
Pouziti

Spektrofotometrie v UV a VIS oblasti je Siroce vyuZivanou metodou diky své vysoké
citlivosti a jednoduchému provedeni. V analyze 1éCiv je dulezita pii posouzeni totoznosti,

Cistoty a pro stanoveni obsahu 1é¢iv [4].

Kvalitativni analyzou je mozné urcit identitu, resp. ¢istotu slouceniny. Kazda skupina
atomll (chromoforl) ma charakteristicky uloZené absorpéni pasy. Spektra slozZitych
nebo strukturné blizkych molekul se odlisuji velice malo. Z toho ditvodu je vlastni spektrum
Sirokym absorpénim péasem, ktery tvoii vzdjemné se piekryvajici pasy. Pii hodnoceni

prabéhu absorpéniho spektra je spiSe mozné urcit, ktery vzorek se ve sloucenin€ nenachdzi
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nez ten, ktery slouCenina obsahuje. Kvalitativni analyzou Ize hodnotit jen cCisté latky.
Absorp¢ni spektrum nezndmé slouceniny je porovnano s absorpénim spektrem standardu,
ktery byl zméfen za stejnych podminek nebo se vzorovym spektrem z atlasu spekter (toto
porovnani je pouze orientacni). Je mozné fici, ze ob¢ latky (tj. nezndmy vzorek a standard)
jsou identické, pokud maji shodny pocet a poloh absorpcnich maxim a meéfeni bylo
provedeno v riiznych rozpoustédlech. Casto dochézi k vyznamnému ovlivnéni absorpéniho

spektra analyzované latky i stopovym mnozstvim necistot [4].

Kvantitativni analyza slouzi ke stanoveni obsahu dané slouCeniny a je zaloZena
na Lambert — Beerové zédkoné: A = ¢. c. I, ktery definuje, Ze absorbance je pifimo umérna
koncentraci absorbujici latky (v mol/l) a sile méfené vrstvy (v cm) [5]. Méfeni obvykle
probihé pii vinové délce maxima absorp¢niho pasu, protoze tehdy je méfeni nejcitlivejsi
a riziko ovlivnéni nepfesnym nastavenim vlnové délky je nejmensi. Analytickd koncentrace
stanovované latky a rovnovazna koncentrace absorbentu se museji rovnat, coz je zajisténo
chemickym sloZenim roztoku (pH roztoku, pfitomnosti ¢inidla aj.). Organické i anorganickeé
slou€eniny lze stanovit pomoci vlastni absorpce ve viditelné nebo ultrafialové oblasti. Pokud
slouCeniny postradaji vlastni absorpci, pfed jejich stanovenim se chemickou reakci

s ¢inidlem prevedou (derivatizuji) na slouceniny, které tuto schopnost maji [4].

2. Spektrometrie v IR oblasti

Absorpcni spektra typicka pro infracervenou oblast jsou umisténa v intervalu
2,5 - 15 pm vinovych délek. Podstatou spektrometrie v IR oblasti je, stejné jako v ptipadé
UV spektrometrie, absorpce ur¢itého mnozstvi zafeni molekulami zkoumaného vzorku.
Od UV spektrometrie se 1isi tim, Ze absorpce IR zatfeni zplisobi zmény ve vibra¢né-rotaénim

stavu molekuly (nedochézi ke zméné elektronového stavu molekuly) [5].

Vibrace, ke kterym pii IR spektrometrii dochéazi, 1ze rozdélit na vibrace valen¢ni
(nastavd pifi nich zména vazebné vzdalenosti mezi atomy a funkénimi skupinami

v molekule) a vibrace deformacni (valen¢ni uhel se zméni, délka vazby zlistane stejna) [4, 5].
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Absorpéni spektrum tvorii velké mnozstvi absorpénich péast. Vibrace kazdé funkéni
skupiny jsou charakteristické, ztohoto divodu se jejich absorpéni pasy v IR spektru
nachéazeji vzdy v ur¢itém intervalu vinovych délek. IR spektra maji své misto predevSim
pii identifikaci struktury organickych latek, cehoz se vyuziva v Iékopisnych monografiich

u vétsiny léciv [5].

Kvuli vysokym pozadavkiim na odbornost a specializaci pracovisté se identifikace
l1éciv z IR spekter ziskané pii méfeni neprovadi. Misto toho se ke zkouSkam totoznosti

vyuzivaji ptislusné CRL 1éCiv (standardy) nebo referencni spektra 1é¢iv [5].
Instrumentace

K méfeni IR spekter se pouzivaji dvoupaprskové IR spektrometry. Zdrojem IR zateni
je Nernstova lampa nebo globar. K vytvofeni pozadovaného monochromatického zafeni
je mozné pouzit hranol nebo odrazovou miizku. Podminkou propustnosti IR zafeni je pouziti
optického systému a kyvet obsahujici chlorid sodny nebo bromid draselny. Tyto latky jsou
velmi hygroskopické, takze je potieba zajistit ochranu pfistroje i kyvet pfed vzduSnou
vlhkosti. Intenzitu IR zéafeni proSlého vzorkem zaznamenavaji detektory (termoclanky,

bolometry, tzv. Golayova cela. Pro méfeni IR spekter je mozZné pouZit fazi tuhou, kapalnou

1 plynnou [4].

Obr. 2 Schéma IR spektrometru, popisky doplnény, prevzato z: [10]

1 - zdroj zareni, 2 - rotujici zrcadla, 3 - kyveta se vzorkem, 4 - srovnavaci prostredi,

5 - monochromdator, 6 - detektor, 7 - vyhodnocovaci zarizeni
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Pouziti

Spektrometrie v IR oblasti slouzi pfedevs§im k urceni identity testované slouceniny,
jeji Cistoty a také strukturniho usporadani uvniti molekuly. Identifikace neznamé slouceniny
se provadi srovnavanim se spektry znamych latek (méfenych za stejnych podminek) v atlasu
spekter. Je dulezité¢, aby pocet a vinofet v maximech absorpénich past byl stejny.
Analyzovana latka nesmi obsahovat vlhkost a musi byt dostatecné Cista, jinak mtze dojit

ke zkresleni absorp¢niho spektra [4].

Chromatografické metody

Chromatografické metody maji v analyze 1éCiv Siroké vyuziti. Patii mezi metody

separacni, umoznuji tedy kvalitativné 1 kvantitativné analyzovat oddélené slozky smési [5].

Principem chromatografie je rozd€leni analyzovanych latek smési mezi dvé
vzajemné nemisitelné faze: staciondrni (nepohyblivd) faze zadrzuje vice nebo méné
jednotlivé slozky analyzované smeési, mobilni (pohyblivd) faze vymyva (eluuje)
ze stacionarni faze zachycené slozky a rtiznou rychlosti je nese po sméru toku. Oddéleni
jednotlivych slozek smési je zplisobeno riznymi rychlostmi jednotlivych slozek smési.
Pti separaci se opakované vytvati rovnovaha separovanych latek mezi stacionarni a mobilni
fazi. Stacionarni faze miize byt tuha (nazyva se sorbent) nebo kapalna, mobilni faze mize

byt kapalna (nazyva se eluent) nebo plynna [4, 5, 6].

mobilni
fize 7 stacionarni faze
= g vzorek chromatogram
= g
- g 4=

Obr. 3 Separace smési dvou latek, pievzato z [6]
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Rozdéleni chromatografickych metod

Chromatografické metody 1ze rozdé€lit podle rtiznych kritérii, napt. podle skupenstvi

stacionarni a mobilni faze, podle zpisobu vyvijeni, podle uspofddani mobilni faze nebo

podle typu separa¢niho d¢je [4].

Zakladni rozdéleni chromatografickych metod vychéazi ze skupenstvi mobilni faze,

déli se tedy na kapalinovou chromatografii (LC) — mobilni f4zi je kapalina a na plynovou

chromatografii (GC) — mobilni fazi je inertni plyn [5].

Uspotadani kapalinové chromatografie je bud plosné — jednd se hlavné

o tenkovrstvou chromatografii (TLC) nebo v soucCasnosti uz obsolentni papirovou

chromatografii (PC) nebo kolonové uspotadani, pti kterém se v analyze vyuziva predevsim

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie (HPLC) [5].

Chromatografické metody je mozné rozdé¢lit podle typu separace na:

adsorpcni_chromatografii — vyuziva se rizna schopnost adsorpce rozdélovanych

latek k aktivnimu povrchu adsorbentu (bézné pouzivanymi adsorbenty jsou silikagel
a oxid hlinity, ale také oxid hofec¢naty, praskovana celul6za nebo aktivni uhli),
pfi kapalinové chromatografie dochézi k separaci mezi pevnou fazi a kapalnou fazi
(LSC), v ptipadé¢ plynové chromatografie separace probiha mezi pevnou fazi
a plynnou tazi (GSC)

rozdelovaci chromatografii — muze byt kapalinova nebo plynova, v ptipadé

kapalinové rozdelovaci chromatografie se separované latky rozd€luji mezi dvé
navzajem nemisitelné kapaliny na zakladé jejich odliSné rozpustnosti (LLC),
stacionarni fazi je kapalina, uchycena na vhodném nosici, u plynové rozdélovaci
chromatografie je rozdéleni separovanych latek ovlivnéno jejich riznou rozpustnosti
v kapalné stacionarni fazi, mobilni fazi je plyn (GLC)

iontové _vymeénnou _chromatografii  (IEC) — muze byt pouze kapalinova

chromatografie, iontoménice (katexy nebo anexy) tvoii stacionarni fazi, latky

separované touto metodou se obvykle vyskytuji v iontové formée a maji riznou afinitu
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ke skupindm iontoméni¢e (rozdilnost afinity zavisi na raznych hodnotach
disociacnich konstant ionogennich skupin a riizné velikosti a mocenstvi iontt)

e gelovou chromatografii — pti tomto typu kapalinové chromatografii probiha separace

slozek smési podle velikosti jejich molekul, nosi¢em molekul analyzovanych latek
je mobilni faze, ktera teCe kolonou (uvniti je porézni material — gel). Na zaklad¢ své
velikosti molekuly prostupuji rtizné velkymi pory, pfi¢emz malé molekuly se snadno
dostanou do vétsich 1 mensich pord, velkym molekuldm je umoznéno projit pouze
vétsimi pory a molekuly s primérem vétSim, nez je primér port, projdou skrze
kolonu nejrychleji bez zadrzeni. Z toho vyplyva, ze velikost porti vybraného gelu
je pro separaci kli¢ova.

e afinitni chromatografii — jeji role v analyze 1é¢iv je minimalni [4, 5].

1. Tenkovrstva chromatografie (TLC)

TLC ptedstavuje kombinaci sloupcové adsorpéni a rozdélovaci chromatografie, které
byly modifikovany ploSnym uspotfddénim. Tento typ chromatografie je Casto vyuzivan
k identifikaci 16¢iv nejen v Ceském, ale i Evropském lékopise. Slouzi k prokazani latek
ataké kidentifikaci ucinnych latek, obsazenych v rlznych Iékovych formach (hlavné
ve sloZenych lékovych pfipravcich). Vyhodou TLC je jednoducha realizace analyzy a dobra

dostupnost pottebnych laboratornich pomucek [4, 5].

Instrumentace

Na inertni podloZku se v tenké vrstvé umisti sorbent, ktery je staciondrni fazi.
Silikagel, oxid hlinity a praskovand celuléza jsou piiklady nejbéznéji pouzivanych

sorbentt [4].

Jednotlivé faze pracovniho postupu u TLC (naneseni vzorku, vyvijeni, detekce,
kvalitativni a kvantitativni hodnoceni) jsou podobné jako u papirové chromatografie.
Narozdil od papirové chromatografie je TLC snadno proveditelnd, rozdélovani latek
probihd rychleji, je jednoduchd na vyhodnoceni a dostatecné mnozZstvi latek nutnych

k analyze je v fadech mikrogramii. Diky témto vyhodam mé TLC velmi Siroké pouziti [4].
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V soucasné dobé se pouzivaji komeréné vyrdbéné TLC chromatogramy.
Na hlinikovou f6lii nebo na slabou sklenénou desku je aplikovan chromatograficky sorbent
s pojidlem. Tyto TLC chromatogramy pfinesly zjednodusSeni vlastni analyzy, jejich vyhodou
jsou standardni a neménné vlastnosti materialu a vysoka odolnost vici mechanickému
poskozeni. Ve vrstvé sorbentu nékterych komercéné vyrabénych TLC chromatogramit
je ptimé&s fluorescencni latky, kterd vykazuje maximalni fluorescenci pifi 254 nm
(event. pfi 366 nm). K detekci chromatogramu je mozné pouzit UV lampu (objevi se zelend
fluorescence) nebo aplikovat vhodna detekéni ¢inidla (barva skvrny analyzovaného 1éciva

1 barva skvrny srovnavaciho standardu musi byt stejnd) [4, 5].

U modernich 1ékopisnych metod se setkdvame s pozadavkem ovéfeni separacni
a detek¢ni schopnosti chromatografické soustavy. Ovéteni separacni schopnosti se provadi
nanesenim smési dvou standardid (jsou uvedeny u dané TLC zkousSky), u kterych
se po vyvinuti chromatogramu musi objevit dvé jasné separované skvrny. Pro ovéfeni
detekéni schopnosti je ptredpisem stanoveny postup, po jehoz provedeni se na TLC
chromatogramu musi objevit zfeteln¢ viditelné skvrny, které maji nejnizsi predepsanou

koncentraci [5].
Pouziti

Tenkovrstvd chromatografie se rutinn€ vyuzivd k analyze Sirokého spektra
organickych latek. Krom¢ identifikace latek obsaZenych v analyzovanych smésich
umoziuje urcit Cistotu latek a provést stanoveni latek ziskanych separaci. V analyze 1éciv
se TLC uplatituje pii identifikaci a stanoveni glykosidu, alkaloidd, steroidt, vitamini a fady

1é¢iv obsazenych ve vzorku moce [4].

2. Vysokoucdinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokoucinnou kapalinovou chromatografii je mozné zatradit mezi nejrychleji
se vyvijejici analytické metody soucasnosti s uplatnénim ve vSech oblastech analyzy 1é¢iv
yvijej y p yzy

a vyuzitim v mnoha Iékopisnych monografiich [5].
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Principem separace metodou HPLC je rozdé¢leni latek obsaZenych v analyzované
smési mezi stacionarni fazi, kterou je vyplnéna kolona a kolonou prochdzejici mobilni fazi
pfi pisobeni vysokého tlaku. Tim se 1isi od klasické kapalinové chromatografie, pii které
ovliviiuje rychlost prutoku neni ovlivnéna tlakem. Aby se mobilni faze pohybovala kolonou

s dostate¢nou rychlosti, museji Cerpadla pracovat pod vysokym tlakem [4].

Hlavni vvhody HPLC jsou:

e tato metoda je vhodnd ke kvalitativni 1 kvantitativni analyze slozek ziskanych
ze smesi

e rychly prib¢h analyzy a vysoka citlivost (zavisi na pouzitém detektoru)

¢ velmi malé mnozstvi vzorku nutného pro analyzu

e automatizace pfi provadéni metody (prednastavené automatické davkovace umozni
vykonavat velké mnozstvi analyz misto operatora)

e na rozdil od GC je HPLC vhodna pro analyzu tepelné labilnich a neté¢kavych latek

(vétsina léciv neni t€kava) a je tedy i1 vice vyuzivana [4].
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Obr. 4 Blokové schéma kapalinového chromatografu, pirevzato z: [4]

1,2 - mobilni faze-elucni cinidla; 3 - vysokotlakad cerpadla; 4 - smésovac;
5 -manometr; 6 - davkovac, 7 - predkolona; 8 - kolona, 9 - detektor; 10 - sbérac

frakci; 11 - zapisovac, 12 - integrator

Kolony, pouzivané pro HPLC, jsou obvykle 10-25 cm dlouhé, jejich vnitini primér
je 3—5 mm, k jejich vyrobé se pouziva nerezova ocel nebo sklo a napli tvoii homogenni
sorbenty. V HPLC maji nejvétsi vyuziti tzv. chemicky vazané stacionarni fdze — na povrchu
silikagelovych zrnek se nachazeji hydroxylové skupiny, na které se po chemickych Gpravach
navazou ruzné radikaly. Nejvice pouzivanymi radikaly jsou uhlovodikové tetézce, které
tvoii vétSinou 18 (eventualné 8) uhlikovych atomi. Tyto faze se oznacuji jako tzv. reverzni
faze a jsou nepolarni. Pokud je v radikalu pfitomen fetézec o tfech uhlicich, ktery ma
na konci umisténé skupiny -NH2 nebo -CN, pak se jedné o fazi sttedn¢ polarni. Pt1 HPLC
je mozné pouzit silikagel a oxid hlinity, coZ jsou polarni sorbenty, jako stacionéarni fazi,
ovSem ve srovndni s chemicky vazanymi stacionarnimi fazemi je vyuZitelnost vyrazné

mensi [5].

V soucasnosti jsou dobfe dostupné komeréné vyrdbéné ruzné typy chirarnich
staciondrnich fazi, pomoci kterych je moZzné chromatograficky analyzovat enantiomery

16iv [5].
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Pii HPLC ptlisobi na mobilni fazi cerpadlo tlakem az 40 MPa a mobilni faze
se pohybuje rychlosti 0,1-10 ml/ min. Mobilni faze mlze mit konstantni slozeni po celou
dobu trvani analyzy, jde tedy o tzv. izokratickou eluci, kterd se pfi analyzach pouziva
nejcastéji. U tzv. gradientové eluce se naopak sloZzeni mobilni faze v pribéhu analyzy méni.
Toho se s vyhodou pouziva u smési, které obsahuji slozky s vyrazné odliSnymi elu¢nimi

parametry [4, 5].

K davkovani analyzovaného vzorku slouzi specidlni injekéni mikrostiikacky
nebo davkovaci kohout. Kazda moznost ma své vyhody a nevyhody — injek¢ni stiikackou je
mozné odméfit rizné objemy, naopak davkovaci kohout nadavkuje pouze pevné dany objem

roztoku, avsak presnéji nez mikrostiikackou [4].

Velmi dilezity je pii HPLC vybér detektoru, protoZe ten vyrazné ovlivni citlivost
a selektivitu chromatografické analyzy. Na detektory jsou kladeny vysoké naroky: museji
byt velmi citlivé, schopné v roztoku detekovat latky velmi nizkych koncentraci (az ng/ml),
poskytovat reprodukovatelné vysledky, mit linearni odezvu, u gradientové eluce nesmi
odezva zaviset na zméné slozeni mobilni faze. V idedlnim ptipadé¢ by mél detektor byt
univerzalni, tedy schopny detekovat viechny separované slozky ve smési. Zadny typ

ale nespliiuje vSechny uvedené pozadavky [4].

Nejpouzivanéj§imi detektory v HPLC analyze 1éCiv jsou spektrofotometrické
detektory (obr. 5). Jsou selektivni, velmi citlivé (10 az 107'° g/ml) a je moZné je pouzit

pro gradientovou eluci.
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Obr. 5 Schéma absorpéniho fotometrického detektoru, prevzato z: [8]

Fluorimetrické detektory (obr. 6) se pouzivaji u 1é¢iv nebo jejich produktd, které
maji schopnost fluorescence. Pokud latky tuto schopnost nemaji, derivatizaci vhodnymi
¢inidly se zméni derivaty, které jsou uz schopné vydavat fluorescenéni zafeni. V porovnani
se spektrofotometrickymi detektory jsou méné univerzalni, ale zase vice citlivé

(10° az 10 2 g/ml) a je mozné je pouzit v ptipadé gradientové eluce.
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Obr. 6 Schéma fluorimetrického detektoru, prevzato z: [8]

Elektrochemické detektory (voltametricky, amperometricky (obr. 7) a polarograficky

detektor) jsou selektivni, velmi citlivé (10° az 1072 g/ml), ale vétSsinou nevhodné

pro gradientovou eluci.
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Obr. 7 Schéma amperometrického detektoru, prevzato z: [8]

Refraktometrické detektory (obr. 8 ) jsou schopny detekovat jakoukoliv latku (jsou
neselektivni), av§ak velkou nevyhodou je jejich nizk4 citlivost (107 g/ml) a zavislost odezvy

detektoru na teploté. Proto se k analyze 1é¢iv pouzZivaji jen minimaln€. V podminkach

gradientové eluce je nelze pouZit.
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Obr. 8 Schéma refraktometrického detektoru, prevzato z: [8]

V soucasnosti je bézn¢ vyuzivano spojeni HPLC a hmotnostniho spektrometru (MS).
Hmotnostni spektrometr (obr. 9) je selektivni a velmi citlivy (10'° g/ml). Jeho nevyhodou

je vysoké finan¢ni naro¢nost [5].

analyzator hmotnosti ‘ '

vstup ibnovy -
vzorky zdroj vakuum detektor podital

Obr. 9 Schéma hmotnostniho spektrometru, prevzato z: [9]
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Vyhodnoceni

Pii spravné nastavenych podminkdch pribéhu HPLC se ve vysledném
chromatogramu zobrazi ostré a symetrické chromatografické piky, které reprezentuji
jednotlivé oddé€lené slozky analyzované smési. V idedlnim piipad¢ jsou piky rozdéleny

az na zakladni linii [5].

K hodnoceni kvality separace a ziskani informaci o Uc¢innosti kolony se pouziva
faktor asymetrie (As). Hodnotu Aslze vypocitat jako pomér Sitky sestupné Casti piku (t)
ku Sifce vzestupné casti piku (f), méfené obvykle v5 % vySky hodnoceného piku

(obr. 10) [6, 7].
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Obr. 10 Grafické vyjadreni vypoctu asymetrie piku (As), prevzato z: [7]

V idedlni ptipad¢ je pik dokonale symetricky a jeho hodnota f je 1. Pokud je f vétsi
nez 1, nastava chvostovani piku. V opacném piipade, pokud f je mensi nez 1, dochazi

k frontovani pikii. Tyto jednotlivé ptipady jsou zndzornény na obr. 11 [7].
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Obr. 11 Grafické znazornéni symetrického piku (A), chvostujiciho piku (B), piku, ktery

frontuje (C), prevzato z: [7]

Nezadoucim efektem, ktery mtze pii separaci latek nastat, je rozmyvani pikt. Mezi
pti¢iny, které k nim vedou, patii vifiva nebo podélna molekuldrni difuze a odpor proti

prenosu hmoty ve staciondrni nebo mobilni fazi [6].

Zakladni kvalitativni charakteristikou v HPLC je reten¢ni (elu¢ni) Cas, ktery se znaci
tr. Retencni Cas predstavuje ¢as od nastiiku vzorku na kolonu az po dosaZeni maxima piku.
nejCastéji pouzivanym dikazem totoznosti je posouzeni, zda se shoduji reten¢ni Casy

chromatografického piku léciva ve vzorku a piku standardu [5].

Plocha chromatografického piku ptedstavuje kvantitativni charakteristiku HPLC [5].
Pouziti

V analyze 1é¢iv se HPLC uplatiiuje predevSim pfi identifikaci, stanoveni obsahu
anecistot 1é¢iv. Vyhodou této metody je moznost soucasné analyzy kvalitativnich
1 kvantitativnich parametri s vysokou selektivitou, citlivosti, a pfitom za pomérné kratky
¢as. Velmi casto se HPLC pouziva k analyzovani polykomponentnich 1€kovych ptipravka.

Z chromatogramu lze odecist hlavni piky, které reprezentuji oddélené ucinné latky
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a eventualn¢ i mensi piky. Ty mohou zobrazovat necistoty piitomné v analyzovaném vzorku

lé¢iva nebo zbytky pomocnych latek obsazenych v 1éCivu [5].

Vyuziti HPLC nalezla i pfi hodnoceni stability 1é€¢iv — na chromatogramu je mozné
rozlisit pik, ktery reprezentuje ucinnou latku a mensi piky, patiici rozkladnym produktiim.

[5].

HLPC ma dutlezitou roli pfi analyze léciv piirodniho pivodu (v jednotlivych
rostlinnych drogéach je mozné analyzovat pfitomnost a obsah alkaloidi, glykosidu, vitaminQ

aj. [5].

HLPC je mozné pouzit k monitorovani 1é¢iv a jejich alkaloidl pfitomnych v télnich

tekutinach (obvykle se jedna o krevni plazmu, sérum a moc) [5].

3. Plynova chromatografie (GC)

Plynovou chromatografii lze charakterizovat jako citlivou metodu, vhodnou
k analyze latek, mezi jejiz vlastnosti patii velmi dobra separacni G¢innost. Z tohoto dlivodu
ma své misto nejen v Ceském lékopise. Ve srovnani s HPLC je ale jeji uplatnéni mnohem
mensi, protoze je vhodnd pro analyzu t€kavych latek, kterych je asi 10 %. Pted vlastni
analyzou tékavé latky je nutné ji pfevést ohfevem na pary (je dulezité, aby se latka
nerozlozila). Pokud jsou latky tepelné nestabilni, pfed provedenim GS analyzy se provede

derivatizace [5].

Principem GS je davkovéni analyzovaného vzorku do proudu plynu. Plyn nese
vzorek kolonou, proto se pro mobilni fazi pouzivd termin nosny plyn. Podminkou
pro transport vzorku je jeho tprava do plynového skupenstvi. Dal$i postup je analogicky
s LC — separace jednotlivych latek na koloné je ovlivnéna tim, zda jsou latky vice ¢i méné
zadrzovany stacionarni fazi. Na konci kolony je umistén detektor, ktery zaznamenava
jednotlivé prochazejici latky a néslednym vyhodnocenim c¢innosti detektoru ziskdme

informace o kvalitativnich 1 kvantitativnich vlastnostech separovanych latek [10].
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Obr. 12 Schéma plynového chromatografu, pievzato z: [10]

Mobilni fazi GC neboli nosnym plynem je nejcastéji dusik nebo helium, je mozné

pouzit i vodik nebo argon. Nosny plyn slouzi k transportu analyzovaného vzorku kolonou

a je nutné, aby s analyzovanymi slozkami vzorku nereagoval (= byl inertni). Pii vybéru

plynu je potfeba vzit v ivahu, zda neni toxicky, finan¢né ndkladny a problematicky pfi praci

snim. Od pouzZivani vodiku se odstupuje kvili je vyraznym negativnim vlastnostem,

coz jsou hotlavost, explozivnost a schopnost hydrogenace n¢kterych latek [10].

Cistici zafizeni slouzi k zachyceni vlhkosti a pfipadnych nelistot obsazenych

v mobilni fazi a zbavuje nosny plyn jinych plynti (napt. kysliku) [10].

Regulaéni systém zabezpeCuje kontinudlni nebo gradientovy pratok nosného

plynu [10].

Davkovace maji za ukol vpravit vzorek do proudu nosného plynu, pouzivaji

se injekeni stiikacky nebo davkovaci kohouty [10].
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Pouzivané kolony jsou dvojiho druhu — napliové a kapilarni. Napliové kolony jsou
0,5-5 m dlouhé trubice o priméru 2—-5 mm, vyrobené z nerezové oceli nebo skla, uvniti
kolony granulovany adsorbent vhodny pro GSC nebo nosic, na ktery je uchycena kapalna
stacionarni faze pro GLC. Kapilarni kolony méfi 10—100 m, jejich primér je 0,1- 0,5 mm

a jsou z nerezové oceli nebo skla [5].

Vybér detektoru zavisi na vlastnostech analyzovaného vzorku. Nejvice pouzivanymi
detektory jsou tepelné¢ vodivostni detektor, plamenovy ioniza¢ni detektor a detektor

elektronového zachytu [10].

Tepelné vodivostni detektor (TCD, obr. 13) méfi rozdil mezi tepelnou vodivosti
nosného plynu (vodik nebo helium) a analyzovanou latkou. Jeho to detektor univerzalni,
sniz§i citlivosti v mikrogramech, vhodny pro analyzu anorganickych plynt

a nizkomolekularnich organickych latek. [5, 10].

—
vystup
plynu

.,i_
vstup

plynu
z kolony

Zhavena vlakna

Obr. 13 Schéma tepelné vodivostniho detektoru, prevzato z: [10]
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Ionizaéni detektory tvofi velkou skupinu riznych typi detektorti, které funguji
na principu méfeni ioniza¢niho proudu, vytvofeného pomoci nabitych ¢astic, umisténych

v nosném plynu. Mezi ioniza¢ni detektory se fadi hmotnostni spektrometr (MS). Piivodné

neutralni atom nebo molekula jsou detektorem ionizovany za vzniku iontd a jejich
fragment. Vzniklé produkty se separuji a méii podle poméru hmotnosti a naboje iontu
(m/z). MS jsou univerzalnimi detektory s vysokou citlivosti v jednotkdch nanogramii

az pikogramu [5].

V detektoru elektronového zachytu (ECD) je nosny plyn ionizovan beta zafenim

(zdrojem je %3Ni), vznika tak ioniza¢ni proud pomalych elektronti. Detektor je velmi citlivy

(v fadech pikogramil) pro halogeny a nitrolatky [5, 10].

V plamenové ioniza¢nim detektoru (FID, obr. 14) probiha ionizace molekul plynu

v kyslikovodikovém plameni. Nejvice se jako nosny pouziva dusik. Je to detektor velmi
citlivy (schopny detekce pikogramovych mnozstvi analytu), problém muZe nastat pii analyze

anorganickych par a plyni [5, 10].
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Obr. 14 Schéma plamenového ioniza¢niho detektoru, pievzato z: [10]

Vyhodnoceni

Kvalitativni 1 kvantitativni hodnoceni vysledkti GS je totoZzné s hodnocenim u HPLC
— chromatografické piky, které se vytvoii po separaci jednotlivych latek ze vzorku musi byt
symetrické, ostré a rozdélené na zakladni linii. Kvalitativnim ukazatelem v GS je retencni
(eluéni) cas (tr), plocha (ptfipadné vyska) chromatografického piku je parametrem

kvantitativnim [10].
Pouziti

GS je separac¢ni metoda, obzvlast’ vyhodné pro analyzu plynnych latek, co se tyce
analyzy 1€é¢iv, jeji pouziti neni zdaleka tak Casté jako uziti metody HPLC (vétSina 1éCiv je

netékavych a termolabilnich) [10].
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PUBLIKOVANE CLANKY

Sversut, Rubia A.; et al. SoubéZné stanoveni gatifloxacinu a prednisolonu
acetatu v oénich pripravcich s vyuzitim UV derivacni spektroskopie [11].

Ve clanku je detailn¢ popisovana metoda pro soubézné stanoveni gatifloxacinu
a prednisolonu acetatu v o¢nich piipravcich, ktera byla vyvinuta a validovana s vyuzitim

UV spektrofotometru.

Gatifloxacin patii do ¢tvrté generace fluorochinolonti a je Siroce pouzivan v profylaxi
a 1écbé ocnich infekci. Prednisolon acetat je povazovan za jednu z nejucinnéjSich latek
ze skupiny syntetickych glukokortikoidli, pouZzivanych k1écbé ocnich zanétlivych

onemocnéni.

Pro experimentalni stanoveni byl pouzit piistroj A Thermo Scientific Evolution®
(UV — VIS spektrometr), vSechna 1é¢iva a srovnavaci latky byly vazeny na Shimadzu®
analytickych vahach. Gatifloxacin a prednisolon acetat byly zméteny s vyuzitim derivace
1.fadu UV spektra. V ¢lanku je detailné popsana experimentalni Cast, uvedené pfiistroje,
druhy materialu a reagencii, postup pii vybéru vhodného rozpoustédla a stanoveni vhodnych
vinovych délek a postup pfi piipravé standardnich roztokt a vzorkl. Nedilnou soucasti je

popis validace metody a jejich analytickych parametra.

Méfeni stanovovanych latek probihala ve smeés acetonitrilu a vody (70:30, v/v)
pti vlnové délce 348 nm pro gatifloxacin a 263 nm pro prednisolon acetat. Vyhodou této

sm¢si je, ze ma nizkou absorpci v UV oblasti, takze neovliviiuje stanovované ucinné latky.

Z vysledki vyplynulo, Ze testovana metoda byla ptesnd, s relativné standardni
deviaci mensi nez 2,50 % pro ob¢ 1éCivé latky. Tato metoda vykazuje dobrou specificitu,
piesnost, spravnost, citlivost a robustnost. Vysledky ziskané UV spektrofotometrii byly
statisticky srovnany s vysledky ziskan¢ HPLC metodou, vyvinutou a validovanou ptedtim.
Navrzend metoda UV spektrofotometrie se ukdzala byt jednodussi, levnéj$i a rychlejsi
nez srovndvaci HPLC metoda. V této formé je metoda vhodnd pro rutinni analyzy

gatifloxacimu a prednisolonu acetatu v o¢nich ptipravcich.
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Razzaq, Syed N.; et al. SoubéZné stanoveni dexamethasonu a moxifloxacinu
HCI ve farmaceutickych pripravcich s vyuzitim HPLC metody indikujici
stabilitu [12].

Autofi v ¢lanku popisuji vyvoj jednoduché, specifické, citlivé, precizni a presné
metody reverzni HPLC indikujici stabilitu pro soubézné stanoveni moxifloxacinu

hydrochloridu a dexamethasonu v hromadné vyrabénych 1é¢ivych piipravcich.

Moxifloxacin hydrochlorid je Sirokospektré ATB, které zplsobuje inhibici DNA
gyrazy, topoizomerazy Il a topoizomerazy IV — enzym, nezbytnych pro déleni bakterialni
DNA (bunky se nemohou replikovat). Tato 1éCiva latka se vyuziva k 1€cbé bakterialni
konjunktivitidy, keratitidy, pii pfedoperacnich a pooperacnich infekcich o¢i. Dexamethason
je kortikosteroid, vyuzivany k 1é¢bé zanétlivych, na kortikoidy reagujicich, o¢nich obtizich

a pii bakterialnich o¢nich infekeci.

K experimentalni studii byl pouzit HPLC systém slozeny z Shimadzu LC-20A
systému vybavenym pumpou (LC-20A5), SPD-M20A detektorem s diodovym polem
a DGU-20AS5 online degasérem.

Vyvinutd metoda byla optimalizovéna pro separaci dvou vySe zminénych a¢innych
latek. Jako stacionarni faze byla pouZita BDS Hypersil C8 kolona (250 mm x 4,6 mm; 5 pm)
pii pokojové teploté, mobilni faze obsahovala smés 20mmol/l fosfatového pufru
a 0,1% (v/v) triethylaminu pH 2,8 (upraveno zfedénou kyselinou fosfore¢nou) a methanolu
(38,5:61,5, v/v). Pritokova rychlost mobilni faze byla 1,5 ml/min. Chromatograficka
separace testované¢ho vzorku trvala 10 minut a k detekci analyti a jejich degradacnich
produktt byl pouzit detektor s diodovym polem pii A = 254 nm. Pti vSech experimentech
byla teplota 25 °C + 2 °C.

Metoda poskytovala dobré vysledky pti separaci piki analyta od pikti degradac¢nich
produkt (s pfijatelnou mirou chvostovani). Z toho divodu je tedy testovana metoda
povazovana za metodu indikujici stabilitu a miize byt GspéSné vyuzivana pro soub&zné
stanoveni moxifloxacinu hydrochloridu a dexamethasonu v 1é¢ivych piipravcich

astabilitnich studiich.
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Ali, A.; et al. Testovani stability indikujici metody UHPLC-PDA pro soubézné
stanoveni antazolinu hydrochloridu a nafazolinu hydrochloridu v o¢nich
pripravcich [13].

Clanek pojednava o studii nové metody, ktera je zalozena na principu UHPLC s tim,
ze byla optimalizovana pro soucasné stanoveni antazolinu hydrochloridu a nafazolinu

hydrochloridu v o¢nich ptipravcich.

Pro UHPLC analyzu byl pouzit kapalinovy chromatograficky systém (Nexera 2, LC-
30AD) s detektorem diodového pole (i-DReC, SPD-M30A), online degasérem (DGU
20A5). Izokraticka separace antazolinu a nafazolinu byla provadéna pii 40 °C s pouzitim
ACE Excel 2 C18PFP kolony (100 mm x 2,1 mm; 2 um) jako stacionarni faze. Mobilni fazi
v systému tvofila smés acetonitrilu a fosfdtového pufru (60:40, v/v) pH 3,0, obsahujici
0,3% trimethylamin. Priitokova rychlost byla 0,6 ml/min. a vstfikovany objem 1 pl. Oba
analyty byly detekovany pfi vinové délce 285 nm.

Celkovy cas analyzy byl 4,5 min. sretencnim ¢asem 0,92 min. pro nafazolin
a 1,86 min. pro antazolin. Ve srovnani s metodou HPLC m4 UHPLC zna¢né vyhody —jedna

se predevsim o zkréceni ¢asu pribéhu analyzy a snizeni spotieby rozpoustédel.

Bylo prokadzéano, ze navrzena UHPLC metoda je jednoduché a rychlé pro stanoveni
antazolinu a nafazolinu v komer¢né dostupnych oc¢nich ptipravcich a poskytuje vytéznost

v rozmezi 99,6 % az 100,4 %.

Aljuffali, Ibrahim A; et al. Vyvoj a validace stabilitu indikujici metody HPLC
vhodné Kk analyze gatifloxacinu ve hromadné vyrabénych I1écivych
pripravcich a farmaceutickych pripravcich [14].

Clanek popisuje jednoduchou a rychlou chromatografickou techniku, ktera byla
vyvinuta a validovdna pro kvantitativni stanoveni gatifloxacinu v tabletdch, pevnych

lipidovych ¢asticich (SLNs) a ocnich kapkach.

Gatifloxacin je syntetické Sirokospektré fluorochinolonové antibiotikum, ptipravené

z kyseliny nalidixové, vyuziva se k 1écbé Sirokého spektra infekénich onemocnéni.
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Analyza byla provedena na vysokoucinném kapalinovém chromatografu — model
Shimadzu ® LC-9A, vybavenym UV-VIS detektorem SPP-61. Testované piipravky byly
analyzovany pomoci reverzni faze SUPELCO ® 516C-C-18-DB, 50306-U, HPLC kolony
(250 mm x 4,6 mm; 5 um) a mobilni faze slozené z pufru hydrogenfosforecnanu disodné¢ho
a acetonitrilu (75:25, v/v) s kyselinou orthofosforecnou pH 3,3. Rychlost prutoku byla
1,0 ml/min. a koncentrace analytli byly méteny s vyuzitim UV-VIS detektoru pii vinové
délce 293 nm. Analyzy probihaly pii pokojové teploté (25 °C£2 °C.). Gatifloxacin byl

ve vSech ptipravcich separovan béhem 2,767 min.

Experimentalni testovani prokdzalo, ze odhadované mnozstvi gatifloxacinu
v tabletach, SLNs a o¢nich kapkach neobsahuje interferujici pfimés pomocnych latek. Tim
byla prokdzana ptesnost, spravnost, citlivost a ucinnost metody, kterou lze pouzivat
pro rutinni analytické kontroly kvality gatifloxacinu v hromadné vyrabénych piipravcich

a farmaceutickych ptipravcich.

Mehta, J.; at al. Vyvoj a validace piesné metody pro stanoveni konzervantu
benzalkoniumchloridu v oénich kapkach s obsahem latanoprostu [15].

V ¢lanku je popsana jednoduché a presnd metoda reverzni faze HPLC, kterd byla
vyvinuta a validovana pro kvantifikaci konzervantu benzalkoniumchloridu v o¢nich kapkach

s obsahem latanoprostu.

Stanoveni nizkych koncentraci konzervanti ve farmaceutickych pfipravcich

pfedstavuje zdvazny problém v sou€asné farmaceutické analyze o€nich roztokd.

Analyza byla provedena na kapalinovém chromatografu, slozeného z Dionex
systému, vybaveného P-680 HPLC pumpou, ASI-100 automatickou injektazi vzorkl

a termostatovanym kolonovym pfislusenstvim TCC-100 a nosi¢em rozpoustédla SOR-100.

Analyt byl chromatografovan na Waters Spherisorb CN (250 mm x 4,6 mm; 5 pm)
stacionarni koloné. Jako optimdlni sloZeni mobilni fdze bylo experimentalné stanoveno

pouziti smési pufru dihydrogenorthofosforeCnanu draselného (pH 5,5) a acetonitrilu
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(40: 60, v/v). Mobilni faze byla pumpovana s rychlosti priitoku 1 ml/min., pii udrzovani

stalé teploty 30 °C. Maximalni UV detekce byla dosazena pti 210 nm.

Metoda byla uspésné aplikovana pro kvantitativni stanoveni konzervacni latky
benzalkoniumchloridu ve farmaceutickych ocnich roztocich, obsahujicich latanoprost, bez
interference znamych pomocnych latek a jinych slozek 1éCiva. Vyhodou metody je jeji
robustnost, selektivita, kratSi ¢asy analyzy a resistence k malym zménam v pH, rychlosti

pratoku a slozeni mobilni faze.

Awad, Hanan; et al. ValidovanA HPLC testovaci metoda pro stanoveni
alginatu sodného ve farmaceutickych pripravcich [16].

Clanek se zabyva metodou HPLC, vyuzivajici detektor diodového pole, ktera byla
vyvinuta a validovéana pro kvantitativni stanoveni algindtu sodného v peroralnich antacidech

(v suspenzich).

Alginat sodny je ¢istény uhlovodikovy produkt, extrahovany z hnédych motskych
fas. ObsaZené latky z motskych fas (alginaty a kyselina algininovd) se hojné vyuzivaji

v potravinafském pramyslu, biotechnologiich a mediciné pro svoji schopnost tvorit gel.

K instrumentaci byl vyuzit Shimadzu kapalinovy chromatograf, slozeny
z kontrolniho systému CBM-20A, modulu pro dodavku rozpoustédla, online degaséru,

autosampleru, DAD SPD-M20A a LC pracovni stanice.

Fenylova stacionarni faze (250 mm x 4,6 mm; Sum) byla pro experiment vyuzivana
pfi pokojové teploté. Eluce probihala za izokratickych podminek s mobilni fazi slozenou
z 0,5mmol/l kyseliny fosforecné¢ (v 1 litru destilované vody), upravenou na pH 7,0
hydroxidem sodnym. Rychlost priitoku byla 0,7 ml/min. pfi teploté 25 °C, vinové délce
200 nm vhodné pro UV detekci a vstiikovacimu objemu 20 pl. Eluce alginatu sodného trvala

2,65 £ 0,1 min.

Metoda byla validovéna pro jeji specificitu, linearitu, pfesnost, spravnost a robustnost
a mize byt vyuzita pro rutinni analyzu algindtu sodného v hromadné vyrabénych 1é¢ivych

ptipravcich.
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Dolowy, M.; et al. Rychla a jednoducha TLC — denzitometricka metoda pro
testovani clobetasolu propionatu v topickych roztocich [17].

V ¢lanku je popsana rychlé, jednoducha a levnd TLC metoda s denzitometrickou
detekci pii 246 nm. Tato metoda byla peclivé validovana pro testovani clobetasolu

propionatu v topickych ptipravcich, obsahujicich u€¢innou latku v mnozstvi 0,50 mg/ml.

Clobetasol 17- propionat je jeden znejsilnéjSich lokalnich kortikosteroidd,

rrrrr

onemocnéni (chronicky ekzém, psoriaza, atopicka dermatitida).

Na zékladé preklinickych studii se nejvhodnéjSim slozenim stacionarni faze ukdzalo
potazeni chromatografickych platt bézné uzivanym silikagelem 60 F2s4, co se tyce mobilni
faze, byla pouzita smes toluenu a methanolu (40:9,8, v/v). Separace probihala na predem
aktivovanych TLC platech pii teploté 110 °C a po dobu 20 minut. Testované roztoky
o objemu 5 um clobetasolu propionatu byly aplikovany na TLC platy Camag mikropipetami.
Experimentalné bylo stanoveno, Ze saturace TLC kolony mobilni fazi po dobu 20 minut
pred vlastni analyzou zajistuje dobrou reprodukovatelnost a ostré piky testovanych latek.
Chromatografické platy se nechaly vysusit a poté byly skvrny detekovany pfi maximalni

vlnové délce 246 nm.

Hlavni vyhodou testované metody jsou nizké ndklady v porovnani s HPLC metodou
a nutnost minimalni pfipravy vzorkl,, coZ mé za nasledek pomérné¢ kratky cas analyzy
ve srovnani s TLC denzitometrii a spektrofotometrickymi metodami popisovanymi

pro ostatni farmaceutické ptipravky jinych 1ékovych forem (mléka, krémy).

Pomoci testované TLC — denzitometrické techniky mize byt clobetasol propionat
pfitomny ve vzorku efektivné oddélen od jeho pfibuznych sloucenin. Primérnd vytéZnost
testovaného clobetasolu propionatu byla v rozmezi 98,7 % - 101,0 %. Testovana hodnota
ucinné latky byla ve shod¢ s 1ékopisnymi pozadavky, proto je metoda vhodna pro laboratorni
rutinni kontroly kvality clobetasolu propionatu v topickych roztocich. Pfedkladany TLC —
denzitometricky postup miize byt pouzity jako ndhrada metody HPLC, pokud ta neni

dostupna.
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Kumar, Naveen G. S.; et al. Vyvoj a validace HPLC-UV metody pro soucasné
stanoveni fenylefrinu hydrochloridu a ketorolaku tromethaminu v o¢nich
pripravcich [18].

Autofi ¢lanku popisuji jednoduchou, rychlou a citlivou HPLC metodu s UV detekci,
ktera byla vyvinuta a validovéna pro kvantifikaci fenylefrinu hydrochloridu a ketorolaku

tromethaminu ve farmaceutickych Iékovych formach.

Fenylefrin je alfa — 1 adrenergni receptorovy agonista pouzivany jako dekongestant,
v lécich zpisobujicich dilataci pupil a na zvySeni krevniho tlaku. Ketorolak tromethamin je

nesteroidni protizanétliva ucinna latka.

Chromatograficka separace byla provedena na LC-100 vysokou¢inném kapalinovém
chromatografu, vybavenym degasérem, detektorem diodového pole s volitelnou vinovou

délkou a autosamplerem.

Chromatograficka separace probihala na C18 koloné¢ (250 mm x 4,6 mm; Sum)
a za pfitomnosti  mobilni  fize  jednoduchého slozeni —  10mmol/l  pufru
dihydrogenfosforecnanu draselného s triethylaminem (pH 3,14) a acetonitrilem (40:60, v/v)
pii prutokové rychlosti mobilni faze 0,5 ml/min. Detektor byl nastaven na hodnotu 302 nm,

analyza probihala za teploty 37 °C a trvala 8 min.

Z vysledkl analyzy vyplynulo, Ze testovana HPLC-UV metoda ma vyrazné vyhody
oproti pfedchozim publikovanym metodam, protoze pro chromatofrafickou separaci pouziva

mobilni fazi jednoduchého sloZeni, analyza trva kratsi Cas a ptiprava vzorki je jednodussi.

Upmanyu, N.; et al. Testovani obsahu desmopresinu acetatu v nosnich
sprejich — vyvoj validované predkolonové HPLC-fluorescenc¢ni metody [19].

V ¢lanku je autory popsana jednoducha a specificka HPLC-fluorescenéni metoda,
ktera byla navrzena pro kvantifikaci desmopresinu acetatu v nanogramovych mnozstvich,

obsazenych v nosnich pfipravcich.

Desmopresin acetat je synteticky analog vasopresinu, doporuceny k 1écbé diabetes
insipidus, lehkych forem hemofilie a Von Willebrandovy nemoci. Bylo nutné vyvinout
citlivou a selektivni metodu pro testovani nizkych koncentraci vySe zminéné G€inné latky,

obsazené v nosnich ptipravcich.
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Utinna latka a konzervanty byly spoleéné eluovany na C8 kolon& (50 mm x 2,1 mm;
3,5 wum) smobilni fazi slozenou z0,1% kyseliny trifluoroctové, acetonitrilu
a isopropylalkoholu (70:25:5). Emise byla métfena pti vinové délce 450 nm a rychlost
prutoku byla 0,8 ml/min. Reakce byla optimalizovdna pro podminky vhodného pH,

k zajisténi stability vytvorenych fluorofora a ¢asu potfebného pro reakci.

Maximalni fluorescen¢ni intenzita byla dosazena za 3 min. po smiseni roztokl

a zustala konstantni po dobu nejméné¢ 30 min. pfi teploté 20-25 °C.

Vyvinutda HPLC-fluorescenéni metoda byla UspéSné¢ vyuzita pro kvantifikaci
desmopresinu acetatu v nosnich sprejich. Metoda je specificka, citlivd, pfesnd a spravna,
a tedy vhodna ke kvantifikaci koncentrace 50 mg/ml a¢inné latky v ptipravcich s dostate¢nou

piesnosti a spravnosti.

Okaru, Alex O.; et al. Robustni HPLC metoda vhodna pro potvrzeni stability
azitromycinu v tabletach a suspenzich [20].

Azitromycin je semi-syntetické makrolidové ATB, klinicky uzivané k 1é¢b¢ Sirokého

spektra bakterialnich infekei.

Clanek popisuje vyvoj, validaci a aplikaci jednoduché, izokratické a robustni metody

reverzni faze HPLC, vhodnou k analyze azitromycinu v tabletach a suspenzich.

Optimalni chromatografické podminky pro separaci byly zajiSt€ény vhodnym
slozenim mobilni faze, kterd obsahovala acetonitril, 0,1mol/l pufr dihydrogenfosfore¢nanu
draseln¢ho (pH 6,5), 0,1mol/l hydroxid tetrabutylamonny (pH 6,5) a vodu (25:15:1:59,
v/v/v/v). Pritokova rychlost mobilni faze byla 1,0 ml/min. Stacionarni faze byla sloZena
zreverzni faze XTerra ® (250 mm x 4,6 mm; 5Spm), udrZovana pii teplot€¢ 43 °C
s UV detekci pfi 215 nm. Degradacni produkty azitromycinu v kyselém a oxidaénim
prostiedi pfi teploté 37 °C byly odd¢€leny od aktivni slozky piipravku, ¢imz doslo k potvrzeni

1€koveé stability testovanou metodou.
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Al-Rimawi F.; et al. Vyvoj a validace reverzni HPLC metody pro analyzu
tetrahydrozolinu hydrochloridu v o¢nich pFipravcich [21].

V této praci je popsan postup pii vyvoji a validaci jednoduché, presné, spravné
metody, indikujici stabilitu wc¢inné latky tetrahydrozolinu hydrochloridu v o¢nich

piipravcich (kapkach).

Tetrahydrozolin je latka patfici mezi alfa agonisty, jeho hlavni mechanismus u¢inku
spo¢iva ve zuzeni spojivkovych cév. To mé za nasledek zmirnéni zacervendni oci,
zpusobené drobnymi podrazdénimi oc¢i. Latka se pouziva v o¢nich a nosnich ptipravcich

ve form¢ kapek.

Stanoveni latky probihalo metodou HPLC v reverznim moédu, izokratickou eluci
s pouzitim UV detekce. Validace metody byla provadéna na zakladé pozadavkt Amerického
Iékopisu na zkousky stanoveni, zahrnujici pfesnost, spravnost, selektivitu, robustnost

a linearitu.

Experiment byl provadén na HPLC systému (Dionex systém, USA) s detektorem
(PDA — 3000), vybavenym pumpou (LPG — 3400A), autosamplerem (WPS — 300SL),
kolonovym vybavenim a nosi¢em rozpoustédla. Chromatograficka analyza byla provadéna

na koloné C8 (125 mm x 4,6 mm, i.d.; 5 pum).

Mobilni faze byla ptipravena rozpusténim 1,0 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného
v 1000 ml vody, pfidanim 3,0 ml triethylaminu a pH upraveno na 3,0 roztokem ziedéné
kyseliny fosfore¢né. Filtrovana a preCerpand smés acetonitrilu a pufru byla testovana jako
mobilni faze pro analyzu tetrazolinu hydrochloridu. Byly také testovany rtizné rychlosti

pratoku (1,0; 1,5 a 2,0 ml/min.). UV detekce probihala pii vinové délce 240 nm.

Predbézné studie zahrnovaly testovani C8 a C18 kolon a testovani fady slozek
mobilni faze. Pro své vyhodné chromatografické parametry byla nakonec zvolena jako
staciondrni faze C8 kolona (125 mm x 4,6 mm, i.d.; 5 pm) a jako mobilni faze smés

acetonitratu a fosfatového pufru pH 3,0 (20:80 v/v) s priatokovou rychlosti 1,0 ml/ min.
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a detekci pii vlnové délce 240 nm. Pii téchto podminkach bylo dosazeno nejlepSich

podminek pro separaci tetrazolinu hydrochloridu.

Walash M.; et al. Rychla separace a kvantifikace tii 1éCivych latek proti
glaukomu pomoci HPLC s UV detekei [22].

V této praci je popsana studie, pii které byla vyvinuta a validovana jednoducha
a presnda HPLC metoda pro rychlou separaci 3 u¢innych latek uzivanych pii 1€cb¢ glaukomu

— timolol maleat, brimonidin tartarat a latanoprost.

Zeleny zakal (glaukom) je neurodegenerativni ofni onemocnéni, spojené

se zfetelnymi zménami optického nervu oka.

Pti testovaci studii byl pouzit HPLC systém (Shimadzu Corp., Japonsko), spojeny
s LC — 20 AD chromatografem, SPD — 20A UV — VIS detektorem a DGU — 20AS5 online

fedici degasér.

Separace vySe zminénych 3 uc¢innych latek byla dosaZena v ¢ase < 6 min. za pouZiti
BDS Hypersil fenyl kolony jako stacionarni faze a s mobilni fazi tvofenou smési acetonitrilu
a fosfatového pufru pH 4,0 (50:50, v/v), rychlosti pritoku 1,2 ml/min. a UV detekei pfi
210 nm.

Tato metoda byla linearni pii koncentracich v rozmezi 5,0-200,0 pg/ml,
2,0- 80,0 pg/ml a 1,0-25,0 pg/ml. Metoda byla pouzita pro stanoveni fixnich kombinaci
2 u¢innych latek pro lécbu glaukomu, ve vzorku byl vzdy timolol maledt dohromady

s brimonidinem tartaratem anebo s latanoprostem.
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Gumustas M.; et al. Stanoveni antazolinu a tetrahydrozolinu v o¢nich
roztocich kapilarni elektroforézou a stabilitu indikujici HPLC metodou [23].

Tento ¢lanek popisoval studii, jejimz cilem bylo vyvinout a optimalizovat 2 metody
— kapilarni elektroforézu a HLPC metodu — pro stanoveni antazolinu a tetrazolinu v o¢nich

piipravcich.

Optimalnich elektroforetickych podminek bylo dosazeno s vyuzitim zakladniho
elektrolytu (20mmol/l fosfatovy pufr, pH 7,0), pti kapilarni teploté 25 °C, separacnim napéti
22 kV a vstiikovaciho tlaku vzorku 50 mbar po dobu 17 sekund.

HPLC analyza byla provedena analytickou kolonou Kinetex (150 mm x 4,6 mm i.d.;
5 wm) srychlosti pritoku 1 ml/min. mobilni faze. Mobilni faze byla slozena
7 0,05% kyseliny trifluoroctové v dvakrat destilované vodé (pH 3,0; upraveno Smol/l
hydroxidem sodnym), acetonitrilu a pufru (63:37, v/v) pii pokojové teploté. Vstifikovany

objem vzorkt byl 10ul a vinova délka na detektoru 215 nm pro sledovani obou analyti.

Ob¢ vyvinuté metody se ukazaly byt jednoduché a rychlé pii stanoveni antazolinu
a tertrahydrozolinu v o¢nich roztocich pii  velmi dobré vytéznosti v rozmezi

97,9 % - 102,70 % pro CE 1 HPLC.
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Tab. 1 Shrnuti informaci z vyhledanych publikovanych ¢lanki, 1. ¢ast

Lékova forma

analyzovaného | Stanovované LEROTVAE Stacionarni
A . analyticka | Zpisob detekce | _, Mobilni faze Vyhody Zdroj
1écivého latky faze
- metoda
pripravku
uv
spektrofotometr soubéziné
. . (348 nm- stanoveni
gatifloxacin, uv . . vy , » iy
o&ni suspenze rednisolon spektrofoto- gatifloxacin, méreni probihalo s pfidavkem dvou ucinnych [11]
P P , P ) 263 nm- acetonitrilu a vody (70:30, v/v) latek, vysledky
acetat metrie . .
prednisolon srovnatelné s
acetat) HPLC
smés 20mmol/I
fosfatového pufru,
0 vy .
. . BDS Hypersil C8 0'_1A (v/v) . soubeznel
moxifloxacin , detektor trimethylaminu stanoveni
. . reverzni . , kolona (250 mm x tee
ocni kapky hydrochlorid, s diodovym pH 2,8 (upraveno dvou ucinnych | [12]
HPLC 4,6 mm; 5um) Y v . ,
dexamethason polem (254 nm) zfedénou kyselinou | latek

fosforec¢nou) a
methanolu
(38,5:61,5 v/v)
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Tab. 2 Shrnuti informaci z vyhledanych publikovanych ¢lankii, 2. ¢ast

ve srovnani
s HPLC -
antazolin ACE Excel 2 smés acetonitrilu, 'rgls:fcj:lﬂ'ééi
hvdrochlorid detektor C18PFP kolona fosfatového pufru Jo erace mald
oéni kapky y . ’ UHPLC s diodovym (100 mm x (60:40, v/v) pH 3,0 perace, [13]
nafazolin mnozstvi
. polem (285 nm) 2,1mm; 2um) a0,5% v
hydrochlorid . . rozpoustédel,
triethylaminu X
vysoka
selektivita
Y jednoduch3,
smés pufru rychla metoda
SUPELCO® 516 C- | hydrogenfosfore¢- V‘}’m AV
UV VIS detektor | 18-DB/50306-U, | nanudisodného, | <M P
ocni kapky gatifloxacin HPLC HPLC kolona acetontrilu (75:25, [14]
(293 nm) . kontroly
(250 mm x 4,6 v/v) a kyseliny .
v kvality HVLP
mm; 5 um) orthofosforecné o
(pH 3,3) obsahujicich
PH 3, gatifloxacin
robustni
smés pufru metoda,
Waters dihydrogenfosfo- resistentni
. benzalkonium reverzni UV detektor Spherisorb CN recnanu k malym
ocni kapky . . . [15]
chlorid HPLC (210 nm) (250 mm x draselného (pH 5,5) | zménam v pH,
4,6 mm; 5 um) a acetonitrilu pratoku a

(40:60 v/v)

sloZzeni mobilni
faze
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Tab. 3 Shrnuti informaci z vyhledanych publikovanych €¢lankii, 3. ¢ast

, 0,5mmol/l kyselina | jednoducha,
fenylova v e |
eroralni detektor stacionarni faze fosforecna, specificka
P alginat sodny HPLC s diodovym upravena na pH 7,0 | metoda, [16]
suspenze (250 mm x . ,
polem (200 nm) hydroxidem vhodna pro
4,6 mm; 5 um) , L .
sodnym rutinni analyzu
topické roztoky — clobetazol denzitometr smés toluenu a ve srovnani
sprej, roztok na o, TLC silikagel 60 Fas4 methanolu (40: 9,8; | s HPLC — nizsi [17]
oy y . propionat (246 nm) )
kQzi, Sampon v/v) naklady
. jednoduché
smés pufru sloZzeni MF
fenylefrin ' UV detektor, Pronto SILC 18 d|ijdrogenfosfo— krétky éas
., hydrochlorid, detektor recnanu .
oc¢ni kapky HPLC ) , (250 mm x , analyzy, [18]
ketorolak s diodovym draselného . .
. 4,6 mm; 5 um) . . jednoducha
trometamin polem (302 nm) s triethylaminem ..
pfiprava
(pH 3,14) a
o vzorku
acetonitrilu
smés 0,1% kyseliny
. trifluoroctové, specificka,
desmopresin fluorescencni C8 kolona (50 mm | acetonitrilu a citliva, presna
nosni sprej 1oP HPLC detektor . v Pr [19]
acetat (450 nm) x 2,1 mm; 3,5 um) | isopropylalkoholu a spravna

(70:25:5)

metoda
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Tab. 4 Shrnuti informaci z vyhledanych publikovanych ¢lanki, 4. ¢ast

smés acetonitrilu,
0,1mol/l pufru
dihydrogenfosfo-
reCnanu
draselného (pH

vhodna pro

A . detektor XTerra ® (250 mm .
peroralni . . reverzni . , 6,5), 0,1mol/I rutinni
azitromycin s diodovym x 4,6 mm; 5 ul) . , [20]
suspenze HPLC hydroxidu laboratorni
polem (215 nm) .
tetrabutylammon- | analyzy
ného (pH 6,5) a
vody (25:15:1:59,
v/v/v/v)
smés acetonitrilua | presna
k ’
tetrazolin reverzni sd?jtizdtoovr’m C 8 kolona (125 fosfatového pufru spravna,
o&ni kapky . ¥ mm x 4,6 mmi.d.; | (pH3,0), (20:80, | robustni [21]
hydrochlorid HPLC polem 5 um) V) metoda
(240 nm) H
. . smés acetonitrilu a
timolol malet, fosfatového pufru | kratky éas
. brimonidin UV detektor BDS Hypersil enyl ,
L : 22
ocni kapky tartarat, HPLC (210 nm) kolona (pH 4,0), (50:50, analyzy [22]
v/v) (<6 min.)
latanoprost
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Tab. 5 Shrnuti informaci z vyhledanych publikovanych ¢lanki, 5. ¢ast

o antazolin, kapilarni , UV detektor podm/nky .Iseplarace —fosfgtovy pufrv(le Jedno,ducha a
ocni kapky . elektroforéza 7,0), kapildrni teplota 25 °C, separacni rychld metoda | [23]
tetrahydrozolin (215 nm) - ,
(CE) napéti 22 kV stanoveni
smés 0,05%
kyseliny
trifluoroctové v 2x
| , N
antazolin UV detektor Kinetex kolona ?pe;tt:g::\?een\éo:ae jednoducha a
ocni kapky tetrahydrozolin HPLC (215 nm) (150'mm x4,6 3.0 5mol/l NAOH), rychla me,toda [23]
mmi.d.; 5 um) - stanoveni
acetonitrilu a pufru
(63:37, v/v)
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ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo vyhledat informace o metodach, které jsou
vyuzivany k analyze jednoduchych 1éCivych ptipravki a také vyhledat publikované ¢lanky,
popisujici tyto metody. Vysledkem je systematické zpracovani jednotlivych analytickych
metod, popis jejich instrumentace a vyuziti a shrnuti zakladnich informaci z publikovanych

¢lanku.

Préace je rozd€lena na tii Casti. V prvni Casti je definovan pojem léCivy piipravek,
rozdeleni do jednotlivych skupin z riznych hledisek. Dalsi ¢ast je vénovana rozdéleni
analytickych metod, jejich charakteristice, popisu instrumentace a moznostem vyuziti

v analyze 1éCiv.

Treti Cast se tyka stru¢ného shrnuti informaci z publikovanych ¢lanka s dirazem
na instrumentaci dané pouzité analytické metody. Dulezité informace z nalezenych ¢lanka
jsou zpracovany do tabulek. V tabulkach je uvedena lékova forma analyzovaného piipravku,
stanovovana latka (vétSinou se jednd o ucinné latky, ale mohou to byt i latky pomocné,
napiiklad konzervanty), typ pouzité analytické metody, zptisob detekce, u metody HPLC typ
a slozeni staciondrni a mobilni faze (u jiné metody — CE a spektrometrie — jsou uvedeny
podminky analyzy) a vyhody pouzité¢ metody. Z tabulek je na prvni pohled ziejmé, ze nejvice
pouzivanou metodou analyzy 1é€iv je HPLC, coz potvrzuje i informace uvedené v druhé ¢asti

prace.
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SEZNAM ZKRATEK

A

As
ATB
BDS

CE
DNA

e

ECD
FID
FPD
GC
GLC
GSC
HPLC

HVLP

Io

IEC
IPLP
IR, IC

LF
LC
LLC
LP
LSC

absorbance méfeného roztoku

faktor asymetrie

antibiotikum

zakladni deaktivovany oxid kiemicity (base deactivated silica)
latkova koncentrace (v mol/l)

kapilarni elektroforéza

deoxyribonukleova kyselina

molarni absorpéni koeficient (konstanta pro danou latku za danych podminek pti
uréité vinové délce, v dm=>mol ! cm™)

detektor elektronového zachytu (electron capture detetector)
plamenoveé ioniza¢ni detektor (flame ionization detector)
plamenofotometricky detektor

plynové chromatografie (gas chromatography)

plynova rozdélovaci chromatografie (gas — liquid chromatography)
plynova adsorpéni chromatografie (liquid — solid chromatography)
vysokoucinna kapalinova chromatografie (high-performance liquid
chromatography)

hromadné vyrabény 1é¢ivy piipravek

tok zareni, které pro§lo mérnou kyvetou

tok zareni, které proslo srovnavaci kyvetou

iontové vyménna chromatografie (ion exchange chromatography)
individualné ptipravovany lécivy piipravek

infracerveny/a (infrared)

tloustka absorbujici vrstvy (v cm)

1ékova forma

kapalinova chromatografie (liquid chromatography)

kapalinovéa rozd€lovaci chromatografie (liquid — liquid chromatography)
1é¢ivy ptipravek

kapalinova adsorp¢ni chromatografie (liquid — solid chromatography)
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MS
PC

Ph. Eur.
PID
SLNs

TCD
TID
TLC

tr

UV, UF
VIS

hmotnostni spektrometr (mass spectrometr)

papirova chromatografie (paper chromatography)
zaporny dekadicky logaritmus vodikovych iontl
Evropsky l1ékopis (European Pharmacopoeia)
fotoionizac¢ni detektor (photoionization detector)

pevné lipidové Castice

transmitance

tepelné vodivostni detektor (thermal conductivity detector)
termoionizacni detektor

tenkovrstva chromatografie (thin layer chromatography)
reten¢ni Cas

ultrafialovy/a (ultraviolet)

viditelné (visual)
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