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Uvod

Noradrenalin se pouziva v profylaxi nebo terapii akut-
ni hypotenze, pfi terapii Sokovych stavii nereagujicich na
doplnéni objemu tekutinami, pfi infarktu myokardu, trau-
matu, sepsi, selhani ledvin, srdeénich operacich, chronické
srde¢ni dekompenzaci, intoxikaci 1éky anebo pfi anafylak-
tické reakci. Podava se vyhradné v nitrozilni infuzi, kdy se
tedi 5% glukosou, event. 5% glukosou ve fyziologickém
roztoku (kde glukosa zabrafuje oxidaci, kterd by sniZila
ucinnost ptipravku). Na ¢eském trhu 1éCivych ptipravka je
noradrenalin dostupny pouze jako injek¢ni roztok urceny
vyhradné pro nitrozilni infuze.

K analyze 1éCiv jsou dnes Siroce vyuzivany metody
separacni, které umoznuji analyzu smési s moznosti jak
kvalitativniho, tak kvantitativniho hodnoceni separova-
nych slozek ve smési. Pro stanoveni ucinnych latek
v lé¢ivych pripraveich je vhodnou analytickou metodou
vysokoucinna kapalinova chromatografie — HPLC, ktera
umoziuje provést identifikaci, kontrolu Cistoty a stanoveni
obsahu nékolika latek béhem jedné analyzy. Dalsi vyho-
dou této metody je vysoka rychlost méteni, citlivost stano-
veni (v zavislosti na pouzité detekci), selektivita, moznost
automatizace a spotfeba minimédlniho mnozstvi vzorku.
Pro analyzu noradrenalinu ve farmaceutickych piiprav-
cich, pro monitorovani jeho hladin v télnich tekutinach ¢i
jinych matricich byly v minulosti pouZity rtizné instrumen-
talni metody od UV/Vis spektrofotometrie', pies jedno-
duchou pritokovou injekéni analyzu (FIA)**, sekvenéni
injekéni analyzu (SIA)®, elektrochemické stanoveni®, aZ po
vysoce sofistikované metody kapilarni elektroforézy’
a zejména HPLC ',
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HPLC analyza mize byt provedena ve dvou riznych
modech, a to na reverznich fazich®® anebo pomoci iontove
parové chromatografie'®!".

Vzhledem k chemické struktufe noradrenalinu
(obr. 1) je pouziti HPLC se systémem reverznich fazi ne-
vhodné. Divodem je vysoce hydrofilni struktura molekuly
noradrenalinu (log Pey, -1,39)", jeho vysoké rozpustnost
ve vodé (340 g17', cit.'?), a zejména jeho acidobazické
vlastnosti (pK, 8,58, cit.'?), které zptsobuji téméF nulovou
retenci na reverzni stacionarni fazi. Extrémné nizkou re-
tenci noradrenalinu na reverzni fazi umocnuje navic ioni-
zace skupiny —NH, pfi béznych pracovnich pH silikagelo-
vych chromatografickych kolon (pH 2-8). Tyto teoretické
aspekty chovani noradrenalinu v systému reverznich fazi
potvrdily i nase predbézné pokusy o stanoveni noradrenali-
nu pomoci C-18 kolon od rtiznych vyrobceti. Cilem piedlo-
zené prace bylo tedy navrhnout optimalni chromatografic-
ké podminky pro stanoveni noradrenalinu s diirazem na
robustnost, piesnost, spravnost a spolehlivost vyvinuté
metody. Jako vhodnd metoda byla vybrana HPLC
s iontové vyménnou stacionarni fazi —SOs;H, u niz byl
pfedpoklad dostatecné retence molekuly noradrenalinu na
zakladé elektrostatickych sil, coz bylo potvrzeno pii opti-
malizaci vyvijené metody. Vyvinutd a validovand metoda
byla nasledné pouzita ke stanoveni noradrenalinu
v injek¢nich roztocich urenych pro nitrozilni infuze.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Chemikalie pouzité pro pfipravu roztokd standardii:
methanol, (Sigma-Aldrich, Némecko); noradrenalin,
(Aldrich Chem., Némecko); paracetamol (Anqiu Pharma-
ceutical, Cina); glukosa (Sigma-Aldrich, Némecko).

Pro pfipravu mobilni faze byly pouzity nasledujici
chemikalie: ultracista voda, Milli-Q (Millipore, Bedford,
USA); triethylamin 99%, (Sigma-Aldrich, Némecko);
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Obr. 1. Strukturni vzorec noradrenalinu
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kyselina fosforecna 85%, (Merck, Darmstadt, Némecko).
Pro testovani obsahu noradrenalinu ve farmaceutickém
ptipravku byly pouzity 1 ml ampulky infuzniho roztoku
Norepinephrini tartras, (Zentiva, Ceska republika).

Ptistroje

Analyzy byly provedeny na HPLC LC-20AD Shi-
madzu Prominence s DAD detektorem. Byla pouzita UV
detekce pii vinové délce 210 nm.

Chromatografické podminky

Analyza byla provedena izokratickou eluci na koloné
Supelcosil™ LC-SCX 25 cm % 3 mm, velikost ¢astic 5 pm.
Pouzitou mobilni fazi byla 0,085% kyselina fosforecna
a 1% triethylamin  (90:10; v/v) pii pritokové rychlosti
mobilni faze 1,5mlmin”! a teploté 40 °C, davkované
mnozstvi vzorku bylo 10 pl. Byla pouzita UV detekce
pfi 210 nm. Vhodna vinova délka detekce byla stanovena
na zakladé proméfeni spektra noradrenalinu a vnitiniho
standardu paracetamolu pomoci DAD detektoru.
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Ptiprava vzorki

Obsah noradrenalinu byl testovan ve farmaceutickém
ptipravku 1 ml ampulky uréené pro infuzni roztoky. Vzorky
byly pfipraveny z injekénich ampulek odebranim 500 pl
roztoku piipravku a jeho nafedénim do 10ml odmérné
banky roztokem 1% glukosy, kterd zabraiuje oxidaci no-
radrenalinu. Pfed doplnénim roztoku vzorku po rysku byl
do kazdého vzorku napipetovan vnitini standard paraceta-
molu o koncentraci 50 mg ml™". Stejnym zptisobem byl
pfipraven i porovnavaci roztok standardti.

Vysledky a diskuse
Vyvoj metody

Ve vétsiné priipadi stanoveni 1é¢iv pomoci HPLC
figuruji v Ceském lékopise kolony obsahujici C-18 reverz-
ni faze. Pro stanoveni ¢istoty noradrenalinu podle Ceského
1ékopisu je uvadéna metoda TLC se silikagelovou stacio-
narni fazi". Jak jiz bylo zminéno v uvodu, pii pokusech
o HPLC stanoveni noradrenalinu na C-18 reverznich staci-
onarnich fazich nebylo dosazeno uspokojivych vysledkt
(nedostatecna retence na ruznych kolonach). Pti testovani
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Obr. 2. Chromatogram stanoveni noradrenalinu a vnitiniho standardu paracetamolu v infuznim roztoku Norepinephrini tartras

pri pouziti validovanych chromatografickych podminek. Kolona Supelcosi

1™ LC-SCX 25 cm x 3 mm, velikost ¢astic 5 um, mobilni

faze 0,085% kyselina fosforeéna a 1% triethylamin (90:10; v/v), priitokova rychlost mobilni faze 1,5 ml min™', teplota 40 °C, nastiik

vzorku 10 ul, koncentrace noradrenalinu 80 mg I!, UV detekce 210 nm
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Tabulka I
Parametry chromatografického stanoveni noradrenalinu
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Parametr Noradrenalin Paracetamol
Retencni Cas, min 1,862 1,342
Rozliseni pikt 2,393

Symetrie piki 1,774 1,963
Pocet teoretickych pater 1539 938

vlivu riznych pH, pfi pouziti mobilnich fazi s témet 100%
obsahem vodné slozky, nebyly prakticky v zadném ptipa-
dé nalezeny podminky pro retenci noradrenalinu na koloné
a vzdy dochazelo k uplné, nebo ¢astecné koeluci piku ana-
lytu s mrtvym objemem kolony. Z vyse uvedenych dtvodi
byla zménéna staciondrni fdze a byla testovdna iontové
vyménna faze (SCX) s —SOsH skupinou, kterd je pro vyuziti
v analyze 1é¢iv netypickd. Diky elektrostatickym interakcim
mezi funkéni skupinou —NH, noradrenalinu a —SO;H stacio-
narni faze béhem chromatografického procesu dochézelo
k silné retenci noradrenalinu na kolon¢. Jako mobilni faze
byla zvolena 0,085% kyselina fosforecna s ptidavkem
triethylaminu, jehoZ procentuélni obsah byl dale optimali-
zovan. Vliv obsahu triethylaminu v mobilni fazi na retenci
noradrenalinu na iontové vyménné stacionéarni fazi je zna-
zornén na obr. 3.

Finélni optimélni chromatografické podminky, které
zajistovaly dostateCnou retenci latky na kolon¢ a zbytecné
neprodluzovaly stanoveni noradrenalinu, byly nasledujici:
mobilni faze 0,085% kyselina fosforecnd a 1% triethyl-
amin (90:10; v/v), pritokové rychlost 1,5 ml min~', teplo-
ta 40 °C, davkované mnozstvi vzorku 10 ul, UV detekce
pfi 210 nm. Analyza probihala na chromatografické kolo-
né SupelcosilTM LC-SCX, 25 cm x 3 mm, velikost ¢astic
5 pm.
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Obr. 3. Zavislost reten¢niho ¢asu noradrenalinu na iontové

vyménné stacionarni fazi na obsahu triethylaminu v mobilni
fazi
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Vybér vnitiniho standardu

Pro vybér vhodného vnitiniho standardu bylo testova-
no celkem tfinact latek. Pouze jedna vyhovovala pozadav-
kiim na rychlost analyzy a na separaci od piku noradrenali-
nu. Vnitinim standardem byl proto zvolen paracetamol
s retencnim cCasem 1,34 min (retencni Cas noradrenalinu
1,86 min). Pik paracetamolu je dobfe separovan od piku
mrtvého objemu kolony a vlastni analyzované latky a dale
jeho retenéni ¢as neprodluzuje analyzu.

Validace metody

Vsechny vysledky byly ziskany metodou s pouzitim
vnitiniho standardu na zéklad¢ poméru ploch piku stano-
vované latky a vnittniho standardu.

Linearita

Kalibracni kiivka byla ptipravena na Sesti koncentrac-
nich hladinach 40, 60, 80, 100, 120 a 140 mg 1! roztoki
pracovnich standardli noradrenalinu, do kterych byl pridan
vnitini standard paracetamol. Plochy pikt pro kazdou kon-
centraci jsou priumérem tii méfeni a pro dalsi vypocty byl
bran primeér z téchto tifi hodnot. Kalibracni kfivka pro
noradrenalin je linearni v koncentra¢nim rozmezi 40 az
140 mg 1™ a linearni regresi byl pro ni vypoéten vztah y =
9976x + 11705 (korelacni koeficient r = 0,9999). Rovnice
kalibra¢ni pfimky pro paracetamol: y = 19159x + 22286
(korela¢ni koeficient r = 0,9998).

Opakovatelnost

Byla davkovana Sestkrdit po sob&é smés latek
o koncentraci 40, 60, 80, 100, 120 a 140 mg Il.z odezvy
signalu pikt byla vypocitana relativni smérodatna odchyl-
ka (RSD), ktera nepfesahla hodnotu 0,12 %.

Spravnost

Spravnost byla ovérena na Sesti vzorcich, do kterych
byl pridin standard noradrenalinu o koncentraci
79,94 mg 1" abyla vyjadiena jako vyt&Znost R (%). VY-
téznost byla zjistovana na jedné (stfedni) koncentracni
hladin¢ a pohybovala se v rozmezi 101,8-103,7 %.
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Tabulka IT

Experimentalni data ziskana pfi validaci metody

Parametr Noradrenalin Paracetamol
Rozsah kalibraéni kiivky, mg ™! 40,0-139,9 39,9-139,6
Korelaéni koeficient 0,9999 0,9998
Opakovatelnost (RSD), % 0,12 -
Vytéznost, % 101,8-103,7 -
Limit kvantifikace, mg 1™ 0,14 -

Limit kvantifikace

Limit kvantifikace (LOQ) pro stanoveni noradrenali-
nu byl urcen jako desetindsobek poméru odezvy plochy
piku vaci Sumu nulové linie. V ptipadé nastiiku 10 pl ob-
jemu vzorku byla hodnota limitu kvantifikace pro noradre-
nalin vypogitana jako koncentrace 0,14 mg 17"

Robustnost

Robustnost metody byla testovana pro injekéni roztok
s pfidavkem vnitfniho standardu paracetamolu. Sledovan
byl vliv slozeni mobilni faze 0,085% kyselina fosforecna
a 1% triethylamin pfi pomérech: (95/5; v/v) a (85/15; v/v)
na separaci a plochy pikti obou latek. Slozeni mobilni faze
nem¢lo vliv na retencni Cas paracetamolu, ktery byl v obou
ptipadech 1,33 min.

V pfipadé¢ noradrenalinu se retencni ¢as pohyboval
v rozmezi 1,59-2,27 min. Se zvySenim obsahu triethyla-
minu v mobilni fazi dochazelo ke zrychleni analyzy, av§ak
ob¢ latky zdstavaly dostatecné separované s rozliSenim
vetsim nez 1,5.

Sledovan byl vliv zmény sloZeni mobilni faze na plo-
chy piki, zmény se pohybovaly v rozmezi 100,5-101,8 %
pro noradrenalin a v rozmezi 99,7-101,4 % pro paraceta-
mol.

Dale byl sledovan vliv teploty v rozmezi 30-50 °C,
zmény ploch pikil noradrenalinu a paracetamolu se pohy-
bovaly v desetinach procent. Zmény v retencnich ¢asech
se pohybovaly v rozmezi 1,78—1,87 min pro noradrenalin,
pro paracetamol 1,25—1,40 min.

Vysledky ukazuji pouze malou zménu retencnich
¢ast a ploch pikd (hodnota plochy pikd za optimalnich
a validovanych podminek je brana jako 100 %) a tim pro-
kazuji vysokou robustnost prezentované metody.

Stabilita standardniho roztoku

Stabilita roztoku standardu noradrenalinu byla testo-
vana pfi snizené teploté 4° C a nepfistupu svétla a dale za
laboratorni teploty do 72 h od jeho pripravy. Sledovan byl
vliv ¢asu na plochu piku noradrenalinu, zmény se pohybo-
valy v rozmezi 0,1-0,9 %. Roztok noradrenalinu je tedy
za testovanych podminek stabilni a je mozné jej pouzivat
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pfi uchovéni za sniZené nebo laboratorni teploty minimal-
né do 72 h od jeho ptipravy.

Zavér

Popsand metoda umoziuje stanoveni noradrenalinu
v injekénich roztocich. Byly navrzeny a validovany opti-
malni chromatografické podminky stanoveni noradrenali-
nu s dirazem na robustnost, pfesnost, spravnost a spolehli-
vost vyvinuté metody. Déle byly testovany valida¢ni para-
metry metody; byla ovéfena linearita, pfesnost, spravnost,
robustnost a selektivita metody pro testované 1é¢ivo. Vyvi-
nuta a validovana metoda byla nasledn€ pouZita ke stano-
veni noradrenalinu v injekénich roztocich ur¢enych pro
nitroZilni infuze. I pfesto, Ze k separaci byla pouZita chro-
matografickd kolona o celkové délce 25 cm, je analyza
Casov€ nendrocnd a doba jedné analyzy je men$i neZ
2,5 minuty. Vyvinutd metoda navic vyuziva principl tzv.
»zelené chromatografie” a pracuje s netoxickou mobilni
fazi, kterd obsahuje minimalni mnoZzstvi organickych ¢ini-
del. Spolecné s jednoduchou upravou vzorku byla vyvinu-
ta metoda ekologicky a ekonomicky Setrnd, kterou je moz-
né pouZzit v rutinni laboratorni praxi pfi lékopisnych a kon-
trolnich stanovenich.

Autori dekuji za financni podporu prace Vyzkumnému
zameéru MSM 0021620822 a Grantovému projektu Univer-
zity Karlovy SVV 2011-263 002.
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I. Brabcova, D. Satinsky, and P. Solich
(Department of Analytical Chemistry, Faculty of Pharma-
¢y, Charles University, Hradec Kralové): HPLC Deter-
mination of Norepinephrine in Pharmaceuticals

The aim of the work was to develop a new chromato-
graphic method for the determination of norepinephrine in
intravenous infusions. The new method is based on separa-
tion of norepinephrine and the internal standard paraceta-
mol on a strongly acid cation exchanger. The validation
parameters of the method were satisfactory. The method is
applicable for the above purpose in routine analysis.



