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 Úvod 


Účelem  této  práce  bylo  nalezení  vhodné  metody  pro  separaci  a  stanovení  
 základních lékopisných nečistot doprovázejících léčivé přípravky obsahující jako 
 léčivou látku acyclovir. Acyclovir je dnes nejvíce používaným antivirotikem proti 
 infekcím  způsobeným  herpetickými  viry.  Analytickou  metodou,  kterou 
 předepisuje  lékopis  pro  stanovení  nečistot  v  acycloviru    je  vysokoúčinná 
 kapalinová  chromatografie  s detekcí  pomocí  UV/VIS  detektoru.  Vysokoúčinná 
 kapalinová  chromatografie  je  analytická  separační  metoda  hojně  používaná 
 v analýzách  léčiv  pro  možnost  analýzy  složitých  směsí  jak  z hlediska 
 kvantitativního, tak i kvalitativního. 


Smyslem  této  práce  optimalizace  parametrů  analýzy  a  tak  zlepšení 
poskytovaných  výsledků.  Hlavními  měněnými  parametry  jsou  především  změna 
parametrů kolony a změna mobilní fáze. Dále bude aplikovaná gradientová eluce, 
která  zde  bude  co  nejvýhodněji  modifikována  pro  poskytnutí  prakticky 
výhodných  chromatogramů.  Hlavními  sledovanými  parametry 
v chromatogramech  bude  vzájemné  rozlišení  píků,  délka  analýzy  a  v neposlední 
řadě symetrie jednotlivých píků.  
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Teoretická část 
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 1.  Chromatografie 


Chromatografie je v dnešní době bezesporu nejrozšířenější separační metodou 
 a  tvoří  tak  základ  moderní  analytické  chemie.  Výhodou  chromatografických 
 metod je jejich schopnost rozdělit, identifikovat a případně i kvantitativně stanovit 
 desítky  až  stovky  složek  vzorku.  V minulosti  byla  v popředí  zájmu  především 
 chromatografie  v plošném  uspořádání  a  chromatografie  plynová,  avšak  po 
 zavedení  vysokoúčinných  kolon  a  rozvoji  chromatografické  instrumentace  se 
 HPLC stává klíčovou moderní analytickou metodou. V současné době se výzkum 
 v oblasti  chromatografických  metod  specializuje  především  na  vysokoúčinnou 
 kapalinovou  chromatografii  a  plynovou  chromatografii,  méně  pak  na 
 vysokoúčinnou  tenkovrstvou  chromatografii  a  superkritickou  fluidní 
 chromatografii. [1] [3] [8] 


1.1.  Historie chromatografických metod 


Zakladatelem chromatografie se označuje ruský botanik, fyziolog a biochemik 
 Michail  Semjonovič    Cvět  a  datum,  uznávané  jako  zrod  chromatografie  je         
 21.  března  1903.  M.  S.  Cvět  se  zabýval  studiem  barviv  obsažených 
 v chloroplastech  rostlin  a  snažil  se  nalézt  metodu,  která  účinně  tyto  barviva 
 rozdělí. Nanesl směs barviv získanou z listů na počátek sloupce obsahující prášek 
 uhličitanu  vápenatého  a  sledoval,  jak  se  na  sloupci  tvoří  různě  barevná  patra. 


Odtud vznikl název „chromatografie“.   


V roce  1948  obdržel    Arne  Wilhelm  Kaurin  Tiselius  Nobelovu  cenu  za  výzkum 
v oblasti elektroforézy a adsorpční chromatografie. Zabýval se mimo jiné studiem 
adsorpčních vlastností zeolitů (přírodních aluminosilikátů) a položil tak teoretický 
základ dodnes používaným silikagelovým sorbentům. 
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 Třetím  důležitým  milníkem  v historii  chromatografie  je  rok  1952,  kdy  Archer 
 John Porter Martin a Richard Laurence Millington Synge získávají Nobelovu cenu 
 za  chemii,  a  to  za  rozdělovací  chromatografii.  Tito  vědci  také  poprvé  nahradili 
 kapalnou mobilní fázi plynem a položili tak základy plynové chromatografie. [22] 


[23] 


1.2.  Teorie chromatografického procesu 


Chromatografie je  analytická fyzikálně-chemická separační  metoda. Využívá 
 distribuce  látek    mezi  dvě  fáze:  mobilní  fázi  (pohyblivou)  a  stacionární  fázi 
 (nepohyblivou). Stacionární (nepohyblivá) fáze je umístěna buďto v koloně, nebo 
 je nanesena na desce z chromatograficky inertního materiálu, běžně z hliníku, skla 
 nebo polymeru. Nejčastěji má podobu částeček pevné hmoty, která má buď sama 
 o  sobě  adsorpční  schopnost,  nebo  která  má  speciálně  upravený  svůj  povrch. 


Mobilní fáze je představována plynem nebo kapalinou, která unáší dělené složky 
 stacionární  fází.  Vlastní  separační  proces  má  základ  ve  vzájemných  interakcích 
 složek  směsi  a  obou  fází.  Při  dělení  složek  směsi  dochází  ustanovování 
 rovnovážných  stavů  mezi  stacionární  a  mobilní  fází  a  zadržování  složek 
 v systému  dle  vlastností  fází  a  charakteristikou  separované  látky  (Obr.1). 


Rozdělení mezi obě fáze lze popsat distribuční (rozdělovací) konstantou: 


[A]S  je  koncentrace  látky  ve  stacionární  fázi,  [A]m koncentrace  látky  v mobilní 
 fázi,  (nA)s a  (nA)m jsou  látková  množství  v jednotlivých  fázích  a  Vm a  Vs  jsou 
 objemy fází. 


Distribuční  konstanta  je  specifická  pro  danou  konkrétní  látku  na  dané  koloně,  a 
čím  je  tato  hodnota  vyšší,  tím  více  látka  interaguje  se  stacionární  fází  a  je  tedy 
více  zadržována  v systému,  tomuto  jevu  se  říká  retence.  Jelikož  rozdělované 
složky  směsi  se  musí  lišit  alespoň  v jednom  z fyzikálně-chemických  parametrů, 
měla by mít každá analyzovaná látka v daném systému jinou retenci, tudíž by její 
eluční  čas  (čas  výstupu  z kolony)  měl  být  jiný.  Výsledkem  chromatografické 
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 metody  je  detektorem  naměřený  časově  závislý  chromatogram  s  píky látek  o 
 různých retenčních časech u kolonové, respektive o různých retenčních faktorech 
 u metody planární. [1] [2] [3] [4] [9] 


Obrázek 1.: Průběh chromatografického procesu ; [22] 


1.3.  Dělení chromatografických metod 


1.3.1.  Dle mechanismu interakcí na: 


a)  Adsorpční - zde dochází k adsorpci molekul jednotlivých složek analytu 
 na povrch stacionární fáze 


b)  Rozdělovací - látky se dělí na základě rozdílné rozpustnosti v mobilní fázi 
 a v kapalné stacionární fázi, která je zakotvená na povrchu částic. 


c)  Iontově výměnnou - kde dochází k rozdělení na základě výměny iontů 
 mezi stacionární fází tvořenou iontoměničem a mobilní fází obsahující 
 ionty elektrolytu 


d)  Gelovou - někdy označovanou jako molekulové síto. Zde dochází 
 k rozdělení složek podle velikosti a tvaru molekuly při průchodu vrstvou 
 nabobtnalého gelu. 


e)  Afinitní - fungující na principu specifické reakce funkčních skupin 
stacionární fáze a analytu. Tyto metody jsou speciálně vyvinuté pro úzké 
skupiny analyzovaných molekul. 
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 1.3.2.  Dle skupenství mobilní fáze: 


a)  Kapalinová 
 b)  Plynová 


c)  Chromatografie s nadkritickým plynem 


1.3.3.  Dle uložení stacionární fáze: 


a)  Sloupcová chromatografie 


b)  Chromatografie v plošném uspořádání  
 [9] [19] 


2.  HPLC – High-Performance Liquid Chromatography 


HPLC  (High-Performance  Liquid  Chromatography)  v dnešní  době  tvoří  základ 
 moderní  instrumentální  analytické  chemie.  Je  velmi  ceněna  pro  svou  vysokou 
 citlivost a selektivitu. Je účinná i pro rozdělení směsí v případech, kdy se už jiné 
 separační techniky nedají použít. HPLC umožňuje přímé stanovení organických i 
 anorganických látek s vysokým rozlišením zón v relativně krátkém čase. Separace 
 se provádí za vysokého tlaku na kolonách se stacionárními fázemi o velmi malých 
 částicích s úzkou distribucí velikosti. To umožňuje dosahovat kvalitnější separace 
 s velmi  dobrou  reprodukovatelností.  HPLC  se  uplatňuje  při  analýzách 
 komplexních roztoků netěkavých látek ve všech oblastech analýz. Ve farmacii, je 
 standardní  lékopisnou  metodou  pro  identifikaci,  hodnocení  čistoty  a  stanovení 
 obsahu nečistot, i vlastního obsahu. Hojně se HPLC využívá ve farmakologických 
 studiích a v rutinním monitorování lékových hladin ve zdravotnických zařízeních. 


[3] [8] [9]  
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 2.1.  Stacionární fáze v HPLC 


Podoba  a  složení  stacionární  fáze  v koloně  pro  HPLC  má  rozhodující  vliv  na 
 separaci. Čím jsou částice menší, tím je nižší i výška teoretického patra a separace 
 je  účinnější.  Velikost  částic  v běžně  dostupných  kolonách  jsou  5-10µm  a  však 
 jsou  dostupné  i  kolony  s částicemi  menšími  než  2µm.  Limitujícím  faktorem  ve 
 velikosti  částic  je  tlak  potřebný  k protlačení  mobilní  fáze  přes  kolonu,  neboť  se 
 snižující se velikostí částic stoupá na koloně tlak. Další důležitou vlastností částic 
 v koloně  je  jejich  tvar.  Ideální  je  pravidelný  kulový  tvar  s jednotnou  velikostí. 


Zamezí  se  tak  turbulentnímu  proudění  mobilní  fáze.  A  však  i  tyto  „ideální“ 


částicové kolony se vlivem působení vysokého tlaku znehodnocují, neboť částice 
 uvnitř  kolony  sesedají.  Tento  jev  zapříčinil  vývoj  modernějších  monolitických 
 stacionárních fází. 


2.1.1. Polární adsorbenty   
 a.  Silikagel 


Je obecně nejrozšířenější polární sorbent. Silikagel lze připravit ve 
 velmi čisté formě s různě upravenými fyzikálními vlastnostmi. Pro účely 
 HPLC  se  připravuje  silikagel  s  poměrně  velkým  specifickým  povrchem, 
 který  se  pohybuje  mezi  100  až  150  m2/g,  velkým  objemem  pórů  (0,7 
 ml/g),  střední  průměr  pórů  je  asi  8-15  nm.  Nejčastější  velikost  částeček 
 náplně  jsou  3,  5  a  10  µm.  Aktivními  centry  na  povrchu  silikagelu  jsou 
 hydroxylové  skupiny  resp.  silanolové  skupiny  Si-OH  a  existuje  několik 
 rozdílných typů silanolových skupin(obr.2). 


Obrázek 2.: Silanolové skupiny v silikagelu ; zdroj: [8] 



(14)13 
 Povrch  silikagelu  je  slabě  kyselý,  takže  více  zadržuje  bazické  látky  než 
 látky  kyselé  a  neutrální  a  může  tak  působit  jejich  chvostování.  Je  nutné 
 dbát,  aby  pH  mobilní  fáze  nepřesáhlo  pH  8,  kdy  dochází  k  rozpouštění 
 silikagelu.  Dalšími  limitujícími  podmínkami  je  teplota  60°C  a  tlak  35-
 40kPa.  Stabilitu  silikagelu  lze  zvýšit  takzvaným  endcapingem,  kdy  se 
 silanolové skupiny redukují molekulami trimethylchlorsilanu. 


b.  Oxid hlinitý 


Krystalický  se  specifickým  povrchem  100  až  200  m2/g,  objemem 
 pórů 0,2 až 0,3 ml/g a průměrem pórů 10 až 20 nm. Vedle hydroxylových 
 skupin  jsou  na  povrchu  oxidu  hlinitého  centra  s  elektron-akceptorovými 
 vlastnostmi,  které  mohou  vstupovat  do  interakce  s  molekulami  bohatými 
 na  elektrony  (Lewisovy  báze).  Tyto  interakce  jsou  příčinou  určitých 
 rozdílů v selektivitě oxidu hlinitého ve srovnání se silikagelem, který lze 
 výhodněji  použít  k  dělení  látek  lišících  se  elektronovým  rozložením. 


Primární  použití  Al2O3  je  v  separaci  nasycených  a  nenasycených 
 alifatických uhlovodíků a separaci polyaromatických uhlovodíků. 


c.  Oxid zirkoničitý 


Rozpustnost silikagelu  při  vyšším  pH mobilní fáze vedlo  k vývoji 
 alternativních  HPLC  kolon  na  bázi  oxidů  kovů,  zejména  oxidu 
 zirkoničitého.  Oxid  zirkoničitý  lze  připravit  ve  formě  monodisperzních 
 porézních  kulových  částeček.  Takto  připravené  kolony  vykazují 
 srovnatelnou  účinnost  s kolony  silikagelovými.  Největší  výhodou  oxidu 
 zirkoničitého  je  jeho  chemická  a  tepelná  stabilita.  Oxid  zirkoničitý  je 
 stabilní  v celém  rozsahu  pH  při  vysokém  tlaku  a  teploty  až  do  200  °C. 


Extrémní stabilita oxidu zirkoničitého má za následek to, že HPLC kolony 
mohou být použity za extrémních podmínek a prodlužuje se tak i životnost 
kolony. Tím se také snižuje cena za analýzu a rozšiřují se možnosti použití 
širokých  chromatografických  podmínek.  Oxid  zirkoničitý  nemá  na  svém 
povrchu  silanolové  skupiny,  ale  jsou  přítomny  naopak  adsorpční  centra 
charakteru Lewisových kyselin. Tento fakt vede k tomu, že do mobilních 
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 fází se musí přidávat pufry, které kompenzují silné interakce těchto center 
 s hydroxylovými,  fosfátovými  či  karboxylovými  skupinami  v molekulách 
 látek.  


2.1.2. Nepolární absorbenty 


a.  Chemicky vázané nepolární stacionární fáze  


Stacionární  fáze  chemicky  vázané  na  nosiči  mají  proti  klasickým 
 polárním  fázím  mnoho  výhod.  Interakce  polárních  skupin  na  polárních 
 adsorbentech jsou mnohdy natolik silné, že jejich eluční časy jsou velice 
 dlouhé.  Proto  se  modifikoval  povrch  silikagelových  (ale  i  jiných-ZrO3, 
 TiO3)  částic  uhlovodíkovým  řetězcem,  a  tím  se  změnila  polarita  dané 
 částice  a  mluvíme  tak  o  RP  (Reverse-Phase)  chromatografii. 


Chromatografie na obrácených fázích se hodí na separaci látek polárních i 
 nepolárních a je proto universální metodou. Nemalou výhodou je možnost 
 použití  levnějších  a  bezpečnějších  mobilních  fází.  RP-sorbent  vzniká 
 reakcí  silanolových  skupin  Si-OH  s  alkoholy  přímo,  nebo  chlorovaného 
 silikagelu  s  aminy  nebo  reakcí  s alkylchlorsilany.  Podle  názvu 
 uhlovodíkového zbytku -R pak odvozujeme typy stacionární fáze, které se 
 vyznačují  různou  polaritou  a  tím  rozdílnou  selektivitou  (C8,  C18,  fenyl, 
 alkylfenyl)(Obr. 3). 


Obrázek 3.: Příklady alkylů na RP-sorbentech ; zdroj [8] 
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 b.  Organické polymery 


Jsou stabilní v širokém rozsahu pH a jejich povrch je relativně 
 přesně specifikován. Nevýhody těchto kolon jsou práce při nižších tlacích 
 a přítomnost rušivých vlivů typu hydrofobních interakcí. 


  


2.1.3. Monolitické kolony 


Na rozdíl od konvenčních stacionárních fází, které se skládají z 


jednotlivých částic sorbentu o definované velikosti, monolitické HPLC 
 kolony tvoří jediný kus pórovitého materiálu, který zcela zaplňuje vnitřek 
 separační kolony. Největší výhodou monolitických kolon ve srovnání s 
 klasickými částicemi plněnými kolonami jsou jejich hydrodynamické 
 vlastnosti. Monolitické kolony mají dva typy pórů:  


a) velké póry (makropóry) zajišťují rychlý konvektivní tok mobilní 
 fáze skrz monolit a významně zrychlují přenos hmoty mezi mobilní a 
 stacionární fází.  


b) středně velké póry (mesopóry) poskytují monolitu dostatečně 
 veliký povrch, a tím vysokou separační kapacitu. 


Tato struktura umožňuje provozování monolitů při značně vysokých 
 rychlostech mobilních fází bez přílišného zvýšení tlaku a zároveň bez 
 ztráty postupné separační účinnosti vlivem sesedání částic. 


[2] [3] [8] [18] 
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 2.2.  Mobilní fáze v HPLC 


Možnosti  složení  mobilní  fáze  jsou  prakticky  neomezené  a  vždy  je  snažší 
 upravit  složení  mobilní  fáze,  než  výměna  fáze  stacionární.  Složení  mobilní  fáze 
 ovlivňujeme  změnami  složení  rozpouštědel,  pH,  iontové  síly  atd.  Vlastnosti 
 mobilní  fáze  jsou  důležité  nejen  z pohledu  separace,  ale  i  z hlediska  detekce. 


Mobilní  fáze  by  měla  dávat  v detektoru  minimální  signál,  a  tím  neovlivňovat 
 výsledek měření. Výběr správného rozpouštědla pro přípravu mobilní fáze závisí 
 na  použité  stacionární  fázi  a  na  vlastnostech  analytu.    Nejčastěji  používané 
 rozpouštědla v HPLC jsou. 


a)  Nepolární pro chromatografii na normálních fázích 


-chloroform, metylenchlorid, hexan, heptan 
       b)   Polární pro chromatografii na reversních fázích 


-methanol, voda, acetonitril, atd. 


[2] [3] [18] 
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Tabulka 1.:Eluotropní řada rozpouštědel pro HPLC ; [3] 
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 2.3.  Instrumentace v HPLC 


Obrázek 4.:Schéma kapalinového chromatografu ; [7] 


2.3.1. Zásobníky mobilní fáze 


Jsou to nejčastěji skleněné uzavíratelné nádoby s otvory pro zasunutí hadičky. 


Odsud se mobilní fáze čerpá přes filtry nasazené na konec hadičky s velikostí 
 pórů 2-20µm. [7] 


2.3.2. Odplyňovací zařízení (degaser) 


Odplyňování rozpouštědel v HPLC je velmi důležité pro správnou funkci a 
 získávání správných a jednotných výsledků. Odplyňování odstraňuje vzduchové 
 bubliny z rozpouštědel, které mohou vést ke kolísání tlaku, nesprávné detekci 
 nebo i ucpávání sloupce. Degaséry pracují na třech základních principech: 


a.  Vakuové degaséry-pracují na bázi semipermeabilní hadičky, kterou 
 protéká mobilní fáze a která je umístěna ve vakuu. 


b.  Ultrazvukové degaséry-kde je plyn odstraňován pomocí akustického 
vlnění. 
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 c.  Heliové degaséry-zde probublává mobilní fází helium, které vytěsňuje 


ostatní plyny a samo se v kapalině rozpouští minimálně.[2] [7] 


2.3.3. Čerpadla 


Všechna čerpadla v HPLC musí být vysokotlaká, neboť malá velikost částic 
 stacionární fáze klade veliký odpor a proto pro dosažení optimálních a 
 konstantních průtoků je zapotřebí vysokých vstupních tlaků. 


a.  Vysokotlaké stříkačkové čerpadlo- pracuje na bázi injekční stříkačky. 


Mobilní fáze se nasaje do válce, ze kterého je pak vytlačována 
 konstantním pohybem pístu. Výhodou je absolutně bezpulzní tok, 
 nevýhodou omezený objem mobilní fáze (nelze doplňovat během 
 měření). Zapojením dvou stříkačkových čerpadel lze provádět 
 gradientovou eluci, nebo kontinuálně dodávat mobilní fázi (zatímco 
 jedno čerpá, druhé se plní a naopak). Běžně se v HPLC a UHPLC 
 nepoužívá. 


b.  Vysokotlaké pístové čerpadlo-Tento mechanismus je nečastěji 
 používanou technikou v HPLC systémech. Pracuje ve dvou fázích. 


Sání a výtlak. Takovýto cyklus způsobuje to, že průtok se stává 
 pulzním. Proto je technologickými mechanismy převáděn na 
 bezpulzní. 


c.  Duální vysokotlaké pístové čerpadlo (Obr. 5)-je spojením dvou 


pístových čerpadel poháněných jedním motorem a jednou hřídelí. Fáze 
jednotlivých pump jdou proti sobě, což poskytuje téměř bezpulzní 
čerpání. [2] [3] [4] [7] [9]  
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 Obrázek 5.:Duální vysokotlaké pístové čerpadlo ;  [7] 


2.3.4. Dávkovací zařízení 


Do chromatografického systému je možno dávkovat ručně (manuální 
 dávkovací ventil) nebo pomocí automatického dávkovače (autosampleru). Téměř 
 výhradně se používají dávkovací ventily se smyčkou a to nejčastěji šesticestné. 


Samotný nástřik se skládá ze dvou fází, a to nejprve naplnění smyčky a následně 
 přepnutím ventilu a vymytím smyčky do systému(Obr. 6). V HPLC se dnes 
 většinou používají automatické dávkovače, kde jsou vialky umístěné ve 


speciálním pořadači, z kterého nástřik do smyčkového ventilu provádí  robotický 
 systém. [3] [8]  


Obrázek 6.: Šesticestný dávkovací ventil ; [3] 
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 2.3.5. Předkolony 


Jsou to krátké kolony zařazené těsně před kolonu a obsahují stejný sorbent 
 jako kolona. Zachytávají případné mechanické nečistoty a látky, které se 


ireverzibilně váží na kolonu. Chrání tak vlastní kolonu a prodlužuje její životnost. 


[7] [9] 


2.3.6.  Kolony 


Kolony jsou obvykle vyrobeny z nerezové oceli, avšak mohou být i skleněné či 
 plastové. Pro klasickou HPLC se používají kolony o vnitřním průměru 2,0-5,0mm 
 a délce 50-300mm. Vlastní klasická HPLC kolona se skládá z pláště, který je 
 uzavřen porézní kovovou fritou, která zabraňuje uvolňování stacionární fáze 
 z kolony a současně umožňuje plynulý průtok mobilní fáze. Oba konce kolony 
 jsou ukončeny ochranným kroužkem a koncovou hlavicí, ve které je navrtán vstup 
 pro kapiláru se šroubem. Kolony jsou běhen separace umístěny v termostatu pro 
 lepší reprodukovatelnost výsledků. [2] [7] [8] 


2.3.7.  Detektory 


Detektory můžeme rozdělit do dvou základních skupin. Universální, jejichž signál 
 je úměrný celkové vlastnosti efluentu jako celku, tj. mobilní fázi a detekované 
 komponenty, a selektivní, jejichž odpověď je uměrná pouze koncentraci jedné 
 složky efluentu.  


a.  Spektrofotometrické detektory (UV/VIS)- jsou založeny na principu 
 absorpce záření v oblasti vlnových délek od 190 do 800 nm. 


Konstrukčně můžeme rozdělit UV/VIS detektory na detektory s fixní 
 vlnovou délkou, s měnitelnou vlnovou délkou a nebo DAD (Diode-
 Array Detector), který snímá celé spektrum vlnových délek během 
 průchodu látky průtokovou kyvetou. 


b.  Fluorimetrické detektory-se používají u látek, které vykazují 


přirozenou fluorescenci, nebo je lze na fluoreskující derivát převést. 


Proto jsou velmi selektivní jen pro určité látky. Jsou rovněž velmi 
citlivé a to až pg.ml-1 . Do průtokové cely je přiváděno záření o určité 
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 vlnové délce, analyt excituje a následně vyzařuje emisní záření, které 
 je pomocí fotonásobiče detekováno. 


c.  Elektrochemické detektory-používají se u látek schopných 


elektrochemické reakce na rozhraní mobilní fáze s elektrodou. Tyto 
 detektory se vyznačují velkou selektivitou. Jsou založeny buď na 
 měření vodivosti u iontových sloučenin, nebo elektrického proudu, 
 nebo náboje při oxidaci či redukci analytů.  


d.  Hmotnostní detektor (spojení LC-MS)-dochází k detekci dle hmotnosti 
 iontů, které vznikají při ionizaci analytu. Předpokladem spojení 


kapalinového chromatografu a hmotnostního spektrometru je účinné 
 odstranění složek mobilní fáze. U současně používané instrumentace 
 LC-MS se prakticky výhradně využívá sprejové ionizační techniky, jež 
 jsou schopny v průběhu ionizace odvézt většinu těkavých složek. 


Vlastní princip hmotnostního spektrometru však není podstatou této 
 práce. 


e.  Refraktometrický detektor-je založen na měření změn indexu lomu po 
 průchodu eluátu měrnou celou. Je proti ostatním detektorům málo 
 citlivý, nelze ho využít při gradientové eluci a jeho použití je omezené 
 i vlastnostmi látek. Proto je jeho uplatňování v praxi velmi malé. 


f.  Odpařovací detektor rozptylu světla (ELSD)-funguje na bázi rozptylu 
 světla na částicích analytu. Eluát se pomocí zamlžovacího plynu 
 rozpráší a následně vysuší, proto by všechny složky mobilní fáze měly 
 být dostatečně těkavé. Je citlivý a do jisté míry i universální. 


g.  Aerosolový detektor nabitých částic CAD- Eluát je zmlžen a mobilní 
fáze odpařena podobně jako u ELSD. Dále analyt proudí do kolizní 
komůrky, kde se vhání do analytu dusík a kde pomocí elektrody vzniká 
koronový výboj. Ten ionizuje částice dusíku. Vzniklý kladný náboj se 
přenáší na částice analytu, které na kolektoru předávají svůj náboj za 
vzniku proudu měřeného citlivým elektroměrem. Detektor je velmi 
citlivý a linearita signálu je srovnatelná s UV detekcí. [2] [7] [8] [9] 
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 3.    Acyclovir 


Acyklovir, latinsky acyclovirum je guanin-nukleosidový derivát se systematickým 
 vzorcem  2-amino-9-[(2-hydroxyethoxy)methy]-1,9-dihydro-6H-purin-6-on  a  jeho 
 sumární vzorec je C8H11N5O3. 


Bílý,  nebo  téměř  bílý  krystalický  prášek,  těžce  rozpustný  ve  vodě,  snadno 
 rozpustný v dimethylsulfoxidu, velmi těžce rozpustný v lihu 96%. Rozpouští se ve 
 zředěných roztocích minerálních kyselin a alkalických hydroxidů. [14] 


Acyclovir  je  první  používané  antivirové  chemoterapeutikum  ze  skupiny  látek 
působících  proti  herpetickým  virům,  především  proti  Herpes  simplex  virus-1  a 
herpes  simplex  virus-2  a  částečně  působí  i  proti  virovým  infekcím  způsobeným 
viry Varicella-zoster virus,  viru Epstein-Barové  a proti cytomegaloviru.  Je velmi 
selektivní k virovým částicím, což způsobuje jeho velice nízkou toxicitu. Za jeho 
vynález  a  za  vynález  několika  dalších  virových  a  antibakteriálních  látek  dostala 
roku  1988  farmakoložka  Gertrude  Belle  Elion  Nobelovu  cenu  za  fyziologii  a 
medicínu. [6] [13] 



(25)24 
 3.1.  Patologie herpetických virů 


  HSV-1  způsobuje oparové nemoci v oblasti obličeje, především v okolí úst a rtů 
 (herpes  labialis),  ale  může  však  způsobit  i  velice  závažnou  herpetickou 
 encefalitidu. HSV-2 způsobuje herpes genitalis. Symptomy obou virů ze skupiny 
 se však mohou  projevit  po celém těle, většinou v podobě kožních poruch. Virus 
 Varicella-zoster  obyčejně  způsobuje  plané  neštovice  a  pásový  opar,  může  však 
 způsobit  až  vážné  postižení  nervového  systémů  nebo  těžkou  pneumonii.  Virus 
 Epstein-Barové způsobuje infekční mononukleosu a k nejzávažnějším důsledkům 
 nákazy  můžeme  zařadit  Hodkinův  lymfom  a  následným  narušením  imunitního 
 systému je organismus náchylnější na celou řadu autoimunitních nebo infekčních 
 chorob.  Cytomegalovirová  infekce  se  projevuje  téměř  výhradně  u 
 imunokompromitovaných  jedinců  jako  mononukleóza,  pneumonie  nebo  i 
 encefalitida. [6] [12] 


3.2.  Farmakologie 


 Acyclovir je virovou thymidinkinázou přeměněn na acyclo-guanosin monofosfát. 


Tento  je  následně  dalšími  buněčnými  kinázami  přeměněn  na  aktivní  acyclo-
guanosin trifosfát, který vstupuje do procesu replikace virové DNA jako inhibitor 
DNA-polymerázy.  Z jeho  struktury  vyplývá,  že  díky  absenci  cukerné  složky  ve 
své molekule neobsahuje část potřebnou pro navázání dalšího nukleotidu zvanou 
3‘-konec. Tímto zastavuje další postup replikačního procesu a vzniklá poškozená 
nukleová kyselina je okamžitě rozložena buněčnými fosfatázami. Tento proces je 
velmi úzce selektivní pro virem napadenou buňku, neboť virová thymidinkináza 
je  až  3000krát  účinnější  než  kinázy  buněčné  a  virová  DNA  polymeráza  je  až 
100krát selektivnější na acyclo-GTP než polymeráza lidská.[6] [13] [15] 
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 3.3.  Farmakokinetika 


Acyclovir  lze  podat    perorálně,  intravenózně  i  topicky.  Z gastrointestinálního 
 traktu  je  však  vstřebáván  jen  z 15-30%  a  vrcholu  plazmatické  koncentrace 
 dosahuje  do  1-2  hodin.  Proto  bylo  vyvinuto  jeho  esterifikované  proléčivo, 
 Valaciclovir,  které  se  po  perorální  aplikaci  vstřebává  až  z 55%.    Má  vysoký 
 distribuční objem, neboť se váže na plazmatické bílkoviny jen z 30%. Vylučuje se 
 ledvinami  a  to  jak  glomerulární  sekrecí,  tak  i  tubulární  sekrecí.  Eliminační 
 poločas se pohybuje okolo 3 hodin u pacientů s normálními renálními funkcemi.  


3.4.  Nežádoucí účinky 


Perorálně    aplikované  přípravky  s acyclovirem  jsou  téměř  bez  nežádoucích 
 účinků.  Měně  než  u  jednoho  procenta  pacientů  se  však  může  vyskytnout 
 nevolnost, zvracení, průjem nebo bolest hlavy. Vzácně se může objevit i vyrážka, 
 deprese,  ztráty  vlasů,  anafylaxe  až  kóma.    U  intravenózní  aplikaci  se  až  u  3% 


pacientů  může  projevit  tromboflebitida,  halucinace,  neurotoxicita  a  renální 
 poruchy.  Povrchová aplikace krému může způsobit alergickou reakci projevující 
 se svěděním, pálením, odlupovaním kůže a zarudnutím nebo vyrážkou. 


Acyclovir,  přestože  je  klasifikován  jako  mutagen  DNA  lze  ho  používat  při 
 doporučení  lékaře  během  těhotenství  a  kojení,  neboť  nebyly  prokázány  jakékoli 
 teratogenní či karcinogenní vlastnosti. Zvýšené opatrnosti je třeba dbát u pacientů 
 s jakýmkoli postižením ledvin a dle rozsahu postižení je nutno upravit dávkování. 


[6] [10] [11]  
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 3.5.  Dávkování 


Topické  formy  se  vyrábějí  v 5-ti  procentní  koncentraci  a  užívají  5x  denně  ve 
 čtyřhodinových intervalech s vynecháním noční dávky. Nanáší se co nejdříve při 
 prvních  projevech  oparu  a  po  odeznění  příznaků  je  nutno  ještě  3  dny  dávkování 
 dodržovat, aby se zamezilo reinfekci. 


Perorální formy jsou na trhu v sílách 200mg, 400mg, 800mg a výjimečně i v síle 
 1000mg. Při infekci Herpes simplex viry u dospělých se používá dávka 200mg 5x 
 denně  s vynecháním  noční  dávky  po  dobu  5-ti  dnů,  neurčí-li  lékař  jinak.  Dávka 
 800mg  5krát  denně  se  používá  u  diagnóz:  pásový  opar,  plané  neštovice  u 
 dospělých  a  některé  další  závažnější  indikace.  U  dětí  dávkujeme  v závažnějších 
 případech  20mg/1kg  hmotnosti  4x  denně.  Tablety  se  vždy  polykají  s jídlem  a 
 důkladně se zapíjejí. 


Intravenózní aplikace se provádí stylem infuzního roztoku sodné soli acycloviru o 
koncentraci  50mg/ml.  Maximální  dávka  je  20mg  acycloviru  na  1kg  hmotnosti 
během  osmi  hodin.  Běžné  dávky  se  pohybují  mezi  5  až  10mg/kg  hmotnosti  a 
závisí na povaze choroby, jejím rozvoji a na věku pacienta. Veliký důraz je zde 
kladen na kontrolu renálních funkcí. [10] [11] [13] 
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 3.6.  Léčivé přípravky s acyclovirem registrované v ČR 


  Perorální 


  Aciclovir AL por. tbl. nob. 25x200mg, 35x400mg, 35x800mg 


  Herpesin por. tbl. nob. 25x200mg, 25x400mg, 50x400mg 


  Provirsan por. tbl. nob. 30x200mg 


  Zovirax por. tbl. nob. 25x200mg, 70x400mg, 35x800mg 


  Zovirax por. sus. 200mg/5ml 1x125ml, 400mg/5ml 1x50ml 


  Topické 


  Aciclovir AL drm. Crm. 5% 1x2g, 1x5g 


  Aciclovir Galmed drm. Crm. 5% 1x5g, 1x20g 


  Aciclovir Stada drm. Crm. 5% 1x5g, 1x20g 


  Herpesin drm. Crm. 5% 1x2g, 1x5g 


  Xerclear50/10 drm.crm.1x2g, 1x5g(kombinace s hydrocortisonem) 


  Zovirax drm. Crm. 5% 1x2g 


  Zovirax oph. Ung. 3% 1x4,5g 


  Intravenózní 


  Herpesin inf. Plv. Sol. 10x250mg 
[17] 
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 3.7.  Vybrané lékopisné nečistoty 


a.  Acetylacyclovir 
 b.  Benzoylacyclovir 


c.  Guanin – 2-amino-1,7-dihydro-6H-purin-6-on 


d.  Diacetylacyclovir – 2-[(2-acetamido-6-oxo-1,6-dihydro-9H-purin-9-
 yl)methoxy]ethyl-acetát 


e.  Diguanin – nelékopisný 
[14] [20] 
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Cíl práce
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 V průběhu  této  diplomové  práce  nejprve  bude  stanoveno  složení  mobilní 
 fáze. Dále budou analyzovány izokratickou elucí roztoky standardů jednotlivých 
 nečistot a samotného acycloviru. Dle výsledků pak postupně bude nastavován co 
 nejvýhodnější gradient pro rozlišení jednotlivých píků. Krém  Herpesin drm.crm. 


obsahuje methylparaben a propylparaben jako antimikrobní přísady. Proto budou 
 rovněž stanoveny a bude optimalizována jejich analýza v rámci dané metody.  Po 
 optimalizaci  metody  bude  aplikován  při  stejně  definovaných  podmínkách 
 registrovaný  léčivý  přípravek  s obsahem  acycloviru  pro  zjištění  použitelnosti 
 zjištěné metody.  


Druhým úkolem této práce je sledování nečistot v registrovaném léčivém 
přípravku po provedení  stresových zkoušek, a to po varu v kyselém a zásaditém 
prostředí. Na toto bude opět použita gradientová eluce. 
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Experimentální část 
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 1.  Chemikálie,pomůcky, přístroje 


1.1.  Chemikálie 


  Acetonitril-LiChrosolv for Liquid Chromatography, MERCK 


  Methanol-Merck D 


  Dihydrogenfosforečnan sodný-Dr.Kulich Pharma s.r.o. 


  Kyselina fosforečná-Dr.Kulich Pharma s.r.o. 


  Kyselina octová 99%-Dr. Kulich Pharma s.r.o. 


  Octan amonný p.a.-Balex 


  Dimethylsulfoxid-Sigma 


  Voda R-připravena demineralizací 


  Hydroxid sodný-Penta 
 o  NaOH 1mol/l VS 


  Kyselina chlorovodíková koncentrovaná-Penta 
 o  HCl 1mol/l VS 


  Tetrahydrofuran-Sigma 


  Standardy-Pliva  Lachema, ČR 
 o  Acyclovir 


o  Placebo masťového základu Herpesinu 
 o  Methylparaben 


o  Propylparaben 


o  Nečistoty doprovázející acyclovir 


  Guanin 


  Diacetylacyclovir 


  Diguanin 


  Herpesin 5% drm. crm. 
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 1.2.  Pomůcky 


  HPLC kolona: LiChroCART 250/4 LiChrospher 100,       
 RP-18 (5µm), délka 250mm, průměr 4,6mm-MERCK 


  Nylon membrane filter 0,45µm-Whatman 


  Jednorázový stříkačkový filtr-MS Nylon Syringe Filter 0,45µm 


  Běžné laboratorní vybavení a sklo 


1.3.  Přístroje 


  HPLC sestava: Schimadzu LC-20 Prominence s UV/VIS 
 detektorem Schimadzu SPD-20A 


  pH metr-Schott CG 843 


  UV spektrofotometr-UV-2401, Shimadzu, Japan  


  Ultrazvuková lázeň-Kraintek, Slovensko 
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 2.  Obecné postupy 


2.1.  Příprava vzorků standardů 


Bylo  naváženo  přesně  2mg  standardu  acycloviru  a  2  mg  standardů  nečistot  na 
 analytických  vahách  s  přesností  na  setiny  miligramu.  Vzorky  byly  připraveny 
 rozpuštěním  standardů  v 3ml  DMSO  a  doplněním  vodou  R  do  10ml  odměrné 
 baňky. Po rozpuštění byly roztoky dány do vialek. 


2.2.  Příprava vzorků standardů parabenů 


Bylo naváženo přesně 1,3mg MP a 2,0mg PP.  Navážky byly rozpuštěny ve 4ml 
 metanolu a doplnilo se do 10ml odměrné baňky vodou R. 


2.3.  Příprava směsného vzorku 


Do  10ml  odměrné  baňky  bylo  odměřeno  přesně  2,0ml  připravených  vzorků 
 jednotlivých standardů a doplnilo se do 10,0ml vodou R. 


2.4.  Příprava vzorku Herpesinu drm. crm. a jeho placeba 


Do dvou zkumavek  bylo naváženo  přibližně 0,5g Herpesinu  (placeba).  Do jedné 
 bylo  přidáno  4,0ml  DMSO,  do  druhé  4,0ml  THF.  Do  obou  se  přidalo  ještě  po 
 4,0ml  vody  a  řádně  promísilo.  Zkumavky  byly  umístěny  na  30  minut  do 
 ultrazvukové  lázně.  Poté  byly  obsahy  zkumavek  dvakrát  přefiltrovány  přes 
 jednorázové stříkačkové filtry 0,45µm do 10-ti ml odměrných baněk a doplnilo se 
 vodou R po rysku. 


2.5.  Příprava mobilní fáze 
 2.5.1.  Fosfátový pufr pH 3,0 


Připraven  dle  lékopisu:Tlumivý  roztok  fosforečnanový  o  pH  3,0. 


Bylo  naváženo  1,6976g  dihydrogenfosforečnanu  sodného  a 
následně  rozpuštěno  v přibližně  400ml  vody  R.  K roztoku  byla 
postupně přidávána kyselina fosforečná R a pomocí pH metru bylo 
upraveno na pH 3,0. Vzniklý roztok byl doplněn do 500ml vodou. 
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 2.5.2.  Octanový pufr pH 4,5 


Bylo  naváženo  přibližně  3,6g  octanu  amonného  R.  Ten  byl 
 rozpuštěn v 400ml vody R. K roztoku bylo přidáno 3,6ml kyseliny 
 octové  99%  R.  Vzniklý  roztok  se  na  pH  metru  pomocí  kyseliny 
 octové 99% R upravil na pH 4,5. 


2.5.3.  Vlastní příprava mobilní fáze pro izokratickou eluci 


Připravený  tlumivý  roztok  byl  v potřebném  poměru  smísen 
 s acetonitrilem pro HPLC. Vzniklý roztok byl nejprve přefiltrován 
 na  filtru  S4  (o  velikosti  pórů  5-15µm)  a  poté  na  filtru  s póry 
 0,45µm.  Výsledný  roztok  se  přelil  do  zásobní  láhve  pro  mobilní 
 fáze a uzavřel. 


2.5.4.  Příprava mobilních fází pro gradientovou eluci 


Tlumivý roztok byl přefiltrován nejprve na filtru S4 a následně na 
 filtru 0,45µm.  Filtrát  se  přelil  do zásobní láhve  pro mobilní fáze 
 HPLC.  Acetonitril  se  odléval  přímo  z originálního  balení  do 
 zásobní láhve pro mobilní fáze. 


2.6.  Příprava kapalinového chromatografu před samotným 
 měřením 


Před  každým  prvním  měřením  nebo  při  jakékoli  změně  mobilní  fáze  byl 
analytický  přístroj  důkladně  propláchnut  mobilní  fází.  Poté  se  nechala 
minimálně  10  minut  systémem  protékat  mobilní  fáze  při  požadovaném 
průtoku pro ustálení základní linie. 
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 2.7.  Zjištění absorbance acycloviru a jeho nečistot 


Vzorek standardu acycloviru nebo nečistoty byl nalit do křemenné kyvety 
 a  pomocí  UV  spektrofotometru  bylo  proměřeno  absorbční  maximum. 


Zjištěná hodnota byla nastavena jako vlnová délka pro detekci.  


Absorbční  maximum  acycloviru  odpovídá  254nm  jak  udává 
 lékopis. Absorbční maxima nečistot jsou buď stejná jako acycloviru, nebo 
 jejich absorbance při 254nm je dostatečná. 


2.8.  Příprava a provedení stresových zkoušek 


Do tří varných baněk bylo naváženo 0,5g Herpesinu a do tří dalších      
 0,5g  masťového základu. K jednotlivým vzorkům bylo přidáno 30ml 
 jedné reakční látky: 


o Voda R 


o  NaOH  1mol/l VS 
 o  HCl  1mol/l VS 


Dále se ke všem šesti vzorkům přidalo 20 ml DMSO. Vzorky byly 
umístěny na 30 minut do ultrazvukové lázně a poté se odebraly 2ml jako 
počáteční vzorek, který se přefiltroval  přes injekční filtr. Zbytek obsahu 
varných baněk se vařil jednu hodinu. Po zchladnutí byly odebrány ze 
všech baněk vzorky, které se zfiltrovaly přes injekční filtry do vialek.    
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 3.  Výsledky a diskuze 


3.1.  Aplikace lékopisných podmínek 


  Podmínky:  


  Mobilní fáze-fosfátový pufr pH 3,0:acetonitril-40:60 


  Stacionární fáze:RP-18, (5µm) 


  Délka analýzy 15 minut 


  průtok 1,0 ml/min 


  detekce: 254nm 


  teplota 25°C 


  maximální tlak 30kPa 


  minimální tlak 0,1kPa 


  nastřikované množství  20µl 


  Chromatogramy standardů: 


Černá-acyclovir 
 Hnědá-guanin 


Červená-diguanin (DG) 
 Zelená-diacetylacyclovir (DA) 


0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 min


-250000
 0
 250000
 500000
 750000
 1000000
 1250000
 1500000
 1750000
 2000000
 2250000
 2500000
 2750000


uV
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  Diskuze:  


Píky  jednotlivých  standardů  se  svými  retenčními  časy  velmi  blíží  a 
 rozlišení  jednotlivých  píků  ve  směsi  je  nemožné.  Všechny  píky  také 
 mají krátký retenční čas blížící se mrtvému času. 


3.2.  Změna pufru a poměrů v mobilní fázi 


  Podmínky: 


   Mobilní fáze-octanový pufr pH 4,5:acetonitril-96:4 


  Stacionární fáze:RP-18, (5µm) 


  Délka analýzy 25 minut 


  průtok 1,0 ml/min 


  detekce: 254nm 


  teplota 25°C 


  nastřikované množství  20µl 


  Chromatogramy standardů: 


Černá-acyclovir 
 Hnědá-guanin 


Zelená-diacetyacyclovir (DA) 
 Červená-diguanin (DG) 


0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5 min


0
 250000
 500000
 750000
 1000000
 1250000
 1500000
 1750000
 2000000


uV
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 DA 


  Diskuze: 


Rozlišení píků acycloviru a guaninu je dostatečné, a však retenční čas 
 guaninu  se  blíží  mrtvému  času.  Ostatní  nečistoty  mají  při  daných 
 podmínkách  retenční  časy  velmi  odlišné  od  prvních  dvou.  DA  má 
 retenční čas mimo měřený časový úsek. 


  Prodloužení času analýzy 


  Čas analýzy: 90min 


  Nástřik směsného vzorku 


  Diskuze: 


Píky  acycloviru,  guaninu  a  diguaninu  jsou  dostatečně  rozlišeny.  Pík 
 DA  je  však  velmi  rozmytý  a  jeho  retenční  čas  je  prakticky 
 nepoužitelný.  


0 10 20 30 40 50 60 min


0
 25000
 50000
 75000
 100000


uV
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 3.3.  Gradientová eluce 


  Podmínky: 


  Pumpa A:acetonitril 


  Pumpa B: octanový pufr pH 4,5 


  Stacionární fáze:RP-18, (5µm) 


  Délka analýzy 25 minut 


  průtok 0,7 ml/min 


  ostatní parametry shodné s 3.2. 


  Gradient: 


  0-8min– ACN:pufr – 3:97 


  9-20min – ACN:pufr – 15:85 


  21-25min – ACN:pufr – 3:97 


  Chromatogram standardů: 


Černá-acyclovir 
 Hnědá-guanin 


Červená-diguanin (DG) 
 Zelená-diacetylacyclovir (DA) 


0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5 min


0
 100000
 200000
 300000
 400000
 500000
 600000
 700000
 800000


uV
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0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5 min


-50000
 0
 50000
 100000
 150000
 200000
 250000
 300000
 350000
 400000


uV


  Chromatogram směsi: 


  Diskuze: 


V tomto  gradientu  jsem  získal  dobře  oddělené  píky  všech  čtyř  látek. 


Symetrie  píků  je  do  1,5  a  tudíž  vyhovující.  Celková  doba  analýzy  je 
 optimální  pro  případné  měření  většího  množství  vzorků.  Metoda  je 
 vhodná pro analytické stanovení acycloviru. 


GUA 


ACY 


DG 


DA 
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 3.4.  Parabeny 


  Podmínky: 


  Pomínky totožné s 3.3. 


  Gradient: 


  0-8 – ACN:pufr – 3:97 


  9-20 – ACN:pufr – 15:85 


  21-25 – ACN:pufr – 3:97 


  Chromatogram: 


Černá-acyclovir   Zelená-diacetylacyclovir (DA) 
 Hnědá-guanin   Růžová-methylparaben (MP) 
 Červená-diguanin (DG)   Modrá-propylparaben (PP) 


  Diskuze: 


Za  daného  gradientu  mají  parabeny  natolik  dlouhý  retenční  čas,  že 
 jejich eluce ze systému velmi prodlužuje analýzu vzorku. Retenční čas 
 PP  je  za  těchto  podmínek  natolik  velký,  že  se  nestihne  eluovat 
 během celkového  času  analýzy.  Je  proto  nutné  zvýšit  množství 
 nepolární složky mobilní fáze. 


0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5 min


0
 500000
 1000000
 1500000
 2000000
 2500000
 3000000


uV
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 3.4.1. Změna gradientu pro zkrácení retenčních časů parabenů 


  Podmínky: 


  Totožné s 3.3. 


  Gradient: 


  0-5 – ACN:pufr – 3:97 


  6-13 – ACN:pufr – 20:80 


  15-20 – ACN:pufr – 60:40 


  21-25 – ACN:pufr – 3:97 


  Chromatogram směsi: 


  Diskuze: 


Účel změny gradientu zkrátit retenční časy parabenů byl splněn, avšak 
 snížení polarity mobilní fáze způsobilo vzájemné přiblížení píků DG a 
 DA. Pro určení nečistoty v léčivém přípravku by byly tyto časy velmi 
 snadno  zaměnitelné.  Proto  je  třeba  gradient  upravit  tak,  aby  všechny 
 píky byly dostatečně časově oddělené.  


0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5 min


0
 100000
 200000
 300000
 400000
 500000
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MP  PP 
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 3.5.  Konečný gradient pro určení nečistot v přípravcích obsahující 


acyclovir 


  Podmínky: 


  Pumpa A: acetonitril 


  Pumpa B: octanový pufr pH 4,5 


  Stacionární fáze:RP-18, (5µm) 


  Délka analýzy 28 minut 


  průtok 1,0 ml/min 


  detekce: 254nm 


  teplota 25°C 


  maximální tlak 30kPa 


  minimální tlak 0,1kPa 


  nastřikované množství  20µl 


  Gradient: 


  0-6min – ACN:pufr – 3:97 


  7-15min – ACN:pufr – 10:90 


  16-23min – ACN:pufr – 80:20 


  24-28min – ACN:pufr – 3:97 


  Chromatogram směsi: 


0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5 min


0
 100000
 200000
 300000
 400000
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DA 


MP  PP 
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0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5 min


0
 250000
 500000
 750000
 1000000
 1250000
 1500000
 1750000


uV


  Diskuze: 


Za  těchto  podmínek  jsou  všechny  píky  dostatečně  odděleny  a  doba 
 analýzy je optimální.  


  Chromatogram vzorků krému (podmínky: 3.5.): 


Červená-krém v DMSO 
 Modrá-krém v THF 
 Zelená-směs standardů 


  Diskuze: 


V obou  vzorcích  krému  Herpesin  je  zřejmý  velký  pík  acycloviru 
odpovídající    retenčním  časem  acycloviru.  Potvrzena  byla  i  přítomnost 
parabenů. DA a DG krém neobsahuje nebo jsou  jejich  koncentrace mimo 
limit detekce. Pík guaninu je zřetelný minimálně. Všechny chromatogramy 
obsahují  navíc  několik  atypických  píků  způsobených  obsahem 
rozpouštědel a složkami z krémového základu. 
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0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5 min


-50000
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 50000
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 250000
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 350000
 400000
 450000
 500000


uV


  Chromatogramy rozpouštědel (podmínky: 3.5.): 


Černá-THF:voda - 2:3 
 Červená-DMSO:voda - 2:3 
 Modrá-směs standardů v DMSO 


  Diskuze


Hlavním přínosem z porovnání chromatogramů je identifikace protáhlého 
píku okolo 12té minuty, který má původ v rozpouštědle. Též je vysvětleno 
množství nerozlišených píků v okolí píků parabenů (18.-22. Minuta) 
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2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5 min
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 250000
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 750000
 1000000
 1250000
 1500000
 1750000uV


3.6.  Stresové zkoušky  


  Podmínky: Shodné s 3.5. u všech měření v této podkapitole 


  Gradient: 


  0-5 – ACN:pufr – 4:96 


  6-12 – ACN:pufr – 15:85 


  14-20 – ACN:pufr – 60:40 


  21-25 – ACN:pufr – 4:96 


  Chromatogram  krému: 
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 3.6.1.  Voda R 


  Chromatogramy: 


Černá-placebo počáteční vzorek 
 Modrá-placebo po 1 hod. vaření 
 Červená-krém počáteční vzorek 
 Zelená-krém po vaření 


  Diskuze: 


Na žádném z chromatogramů není znatelný pík odpovídající látce 
 vzniklé případným rozkladem acycloviru.  


2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5 min
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0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5 min


0
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 150000
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 250000
 300000
 350000
 400000


uV


3.6.2. Hydroxid sodný 1 mol/l 


  Chromatogramy: 


Černá-placebo počáteční vzorek 
 Červená-placebo po 1 hodině vaření 
 Modrá-krém počáteční vzorek 
 Zelená-krém po vaření 


  Diskuze: 


Na  chromatogramech  placeba  i  krému  se  objevil  pík  okolo 
 12,5minuty.  Z toho  vyplývá,  že  některá  ze  složek  krémového 
 základu se již samotným působením zásaditého prostředí rozkládá. 


Na chromatogramu  krému  po vaření  je pík  acycloviru menší, což 
 znamená jeho rozklad. Rozkladné produkty nejsou zcela evidentní. 


Na jejich detekci lze usuzovat z modifikace skupiny píků mezi 17. 


a 22. minutou.  


ACY 


MP  PP 
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 3.6.3. Kyselina chlorovodíková 1mol/l 


  Chromatogramy: 


Černá-placebo počáteční vzorek 
 Červená-placebo po vaření 
 Modrá-krém počáteční vzorek 
 Zelená-krém po vaření 


  Diskuze:


Na  chromatogramech  je  zřejmý  úplný  rozklad  acycloviru  varem 
 v kyselém  prostředí.  Na  chromatogramu  se  objevily  tři  píky 
 rozkladných  produktů  acycloviru.  Největší  pík  na  5.  minutě 
 odpovídá  svým  retenčním  časem  píku  guaninu.  Dalšími  píky 
 rozkladných  produktů  jsou  píky  v 11., 6.  a  22.  minutě.  Vlivem 
 vaření  se  opět  vyskytuje  pík  okolo  12té  minuty  odpovídající 
 rozkladnému produktu krémového základu. 


2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5 min


0
 50000
 100000
 150000
 200000
 250000
 300000
 350000
 400000


uV


GUA  ACY 


MP  PP 
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 4.  Závěr 


Účelem této diplomové práce bylo vyvinutí metody pro stanovení nečistot 
 v přípravcích obsahující jako účinnou látku acyclovir vysokoúčinnou kapalinovou 
 chromatografii a stanovení stability Herpesinu drm. crm. při působení extrémních 
 podmínek. 


Nejvýhodnější je rozpuštění vzorku v DMSO a následné užití gradientové 
 eluce. Jako mobilní fázi je vhodné užít tlumivý roztok o pH 4,5 s octanem 
 amonným 0,1mol/l a kyselinou octovou ledovou 99% jako polární složku a čistý 
 acetonitril jako složku nepolární. Stacionární fází je modifikovaný silikagel RP-18 
 o velikosti částic 5µm v koloně o délce 25 cm. Dostatečně rozdělené píky 


poskytuje nastavení gradientu podle tohoto schématu: 


  0-6 minuta – ACN:pufr – 3:97 


  7-15 minuta – ACN:pufr – 10:90 


  16-23 minuta – ACN:pufr – 80:20 


  24-28 minuta – ACN:pufr – 2:97 


Stresové zkoušky poukázali na náchylnost acycloviru ke kyselému i zásaditému 
 prostředí za zvýšené teploty. V prostředí kyseliny chlorovodíkové se acyclovir 
 rozkládá zcela a v hydroxidu sodném zčásti. V kyselém prostředí vzniká jako 
 hlavní rozkladný produkt guanin, nejčastějši doprovodná nečistota 


v acyclovirových přípravcích.  
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Seznam použitých zkratek 


HPLC    Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
 UV-VIS  Ultrafialová a viditelná spektrální oblast 


RP  Reverzní fáze 


UHPLC  Ultra-vysokoúčinná kapalinová chromatografie  


DAD    Detektor s diodovým polem 


LC-MS  Spojení kapalinové chromatografie s hmotnostním 
 spektrometrem 


drm.crm.  Dermální krém 


DMSO  Dimethylsulfoxid 


THF  Tetrahydrofuran 


ACN  Acetonitril 


ACY  Acyclovir 


GUA  Guanin 


DG  Diguanin 


DA  Diacetylacyclovir 


MP  Methylparaben 


PP  Propylparaben 
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ABSTRAKT 


Univerzita Karlova v Praze, Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 
 Katedra: Farmaceutické chemie a kontroly léčiv 


Kandidát:  Tomáš Nejedlý 
 Školitel: Mgr. Pavla Pilařová 


Název diplomové práce: Hodnocení biologicky aktivních látek kapalinovou 
 chromatografii XI. 


Účelem diplomové práce bylo  nalezení  vhodné  metody pro separaci  a stanovení 
 základních  nečistot  doprovázejících  léčivé  přípravky  s účinnou  látkou 
 Acyclovirem.  Použitou  metodou  byla  HPLC  s UV-VIS  detekcí  při  254  nm. 


Analýza probíhala na koloně LiCroCART 250/4 LiChrospher 100, RP-18 (25cm x 
 4,6mm; 5µm). Mobilní fáze byla založena na poměrech acetonitrilu a octanového 
 tlumivého  roztoku  s gradientovým  průběhem  eluce.  Výsledná  metoda  byla 
 aplikována na Herpesin drm. crm. Dále byl stanoven nárůst nečistot po 1 hodině 
 varu Herpesinu drm. crm. ve vodě, HCl 1 mol.l-1 a NaOH 1 mol.l-1. 


Klíčová slova: HPLC, chromatografie, Acyclovir, Herpesin drm. crm. 
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ABSTRACT 


Charles University in Praque, Faculty of Pharmacy in Hradci Králové 
 Department: Pharmaceutical Chemistry and Drug Control 


Candidate:  Tomáš Nejedlý 
 Tutor: Mgr. Pavla Pilařová 


Name of Degree Paper: Determination of the Biologically Active Substances 
 using Liquid Chromatography XI 


The  aim  of  this  study  was  to  find  applicable  method  for  separation  and 
 determination  of  main  contaminations  in  medicines  containing  Aciclovirum  as 
 active  substance.  Used  analytic  method  was  High  Performance  Liquid 
 chromatography with UV-VIS detection at 254nm. Separation was performed on 
 column  LiCroCART  250/4  LiChrospher  100,  RP-18  (25cm  x  4,6mm;  5µm). 


Mobile phase was based on proportions of acetonitrile and acetate buffer (pH4,5) 
 in gradient mode. The final method was applied on Herpesin drm. crm. There was 
 also determined the increase of contaminations after one hour of boiling Herpesin 
 drm. crm. in water, HCl 1 mol.l-1 and NaOH 1 mol.l-1. 


Key words: HPLC, chromatography, aciclovirum, Herpesin drm.crm. 
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