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1. Uvod

Paracetamol (Acetaminophen, N-Acetyl-p-aminofe-
nol) patfi mezi ¢asto pouzivand antipyretickd analgetika.
Na jeho stanoveni byla vyvinuta celd fada analytickych
postupt. Nejjednodussi je pfima spektrometrie v UV ob-
lasti! a metody kolorimetrické’. Plynova chromatografie je

§i3u7

sice piesnéjsi a citliveéj , aleje bohuzel ¢asové naro¢na.
Snad proto je nejcastéji pouzivanou technikou pii stano-
vovani pracetamolu, jeho metabolitti, ale i soucasné
stanoveni vice 1é¢iv HPLC s detekci UV

chemickou”"”’. Modifikace metody, kterd je pouzita v nasi

#1243 elektro-

studii, je zalozena na zrychleni analytického postupu
a vyS§i ekonomice rutinni analyzy vzhledem k publik-
ovanym metoddm a spocivd zejména na zméné slozek
mobilni fidze a vypracovdni maximalné jednoduché
piipravy vzorku. Pouzity izokraticky rezim umozinuje ry-
chlejsi analyzy a zkracuje cyklus pouziti ekonomicky nak-

ladného pfiistroje pro HPLC. Novym uspofaddnim analyzy
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bylo dosazeno analogického detekéniho limitu i linearniho
dynamického rozsahu jako u vétSiny citovanych metod.
Vnitini standard (theofylin) byl pouzit pfedev§im pro svij
retenéni Cas, ktery je velmi podobny retenénimu casu
paracetamolu. NavrZzena metoda plné vyhovuje kritériim
inovace, kterd byla stanovena. Diiraz je tfeba dat i na fakt,
Ze pii stanoveni paracetamolu v séru nebyly zjiStény zadné
interference atf ze strany metabolitd paracetamolu ¢&i
raznych nedistot. Jednoduchost metody i vlastni provedeni
analyzy vynikne napi. pii srovnani s postupem, ktery
vyuzil propojeni autosampleru ASTED s dialyza¢nim
blokem™, ndmi navrzend metoda dosahuje ve srovnani

724

s uvedenou studii** také kvalitngj§i separace vlastniho ana-

1
lytu od necistot samotného vzorku sera, prestoze metoda
pouziva extrémné zjednoduSenou piipravu vzorku.

Dalsi informace o stanoveni paracetamolu ajeho meta-
boliti je mozné ziskat v pfisluSnych citovanych publika-
cich, ve kterych jsou popsany i dal$i zptsoby pfipravy
17 30

vzorkil pred vlastni analyzou (extrakce pevnou fazi)

a nebo automatické stanoveni>'.

2. Experimentalnipodminky

2. I,Reagencie

Referen¢ni substance paracetamol a interni standard
theofylin byly ziskdny od SIGMA Chemical Company
(USA). Zasobni roztoky byly pripraveny v koncentraci
S5m g.ml'1 v methanolu p.a. (destilovany a filtrovany - LA-
CHEMA, Ceské republika). Kyselinaorto-fosfore¢nd (LA-
CHEMA, Ceskd republika) byla pouzita na upravu pH
mobilni fize na hodnotu 2,9. K deproteinaci séra byl pouzit
70 %-ni vodny roztok kyseliny chloristé (E. MERCK, Ng&-
mecko). Pro kffZovou farmakokinetickou studii byly po-
uzity tablety Paracetamolu K s obsahem 500 mg paraceta-
molu (KRKA, Slovinsk4 republika) a jako referenéni pre-
pardt Paralen, tablety s 500 mg paracetamolu (LéCiva
Praha, Cesk4 republika).

2. 2. Aparatura

Analyzy byly provedeny na kapalinovém chromatogra-
fu Spectra-Physics SP 8100 s autosamplerem SP 8110 ade-
tektorem s proménnou vinovou délkou SP 8440 XR
UV/VIS. Meéfteni byla provadéna pfi vlnové délce 258 nm



(Spectra-Physics, nyni Thermo Separation Products, CA,
USA).

2.3.Chromatograficképodminky

Pro separaci byla pouzita kolona LiChrospher 100 CH18/2
250 x 4,0 mm IL.D. 5 um (E. Merck, Némecko) a vlastni
plocha piku byla stanovena integritorem Spectra-Physics
SP 4200. Slozeni mobilni faze bylo voda - methanol
(80:20, v/v), okyseleno kyselinou orto-fosfore¢nou na pH
2,9. Priitokové rychlost byla 1,0 ml.min™! v izokratickém
reZimu.

2.4. Pfipravavzorki

Ve stanovenych casovych intervalech po podani para-
cetamolu byla zdravym dobrovolnikiim odebirdna krev,
kterda byla odcentrifugovdna (3500 ot.min’!). Ziskané
sérum bylo skladovéno pii - 20 °C. Pfed zpracovéni bylo
sérum ohiito na pokojovou teplotu. Do 0,5 ml séra bylo
pfiddno 50 ul theofylinu jako
0,5 mg.ml']). Nasledovala precipitace 70 % Kyselinou
byla intenzivné promichdana na
vortexovém michadle a centrifugovdna (5000 ot.min™!) po
dobu 10 minut. 10 ul ¢irého supernatantu bylo davkovano
pifimo na kolonu.

Kalibra¢ni kiivka byla pfipravena piiddnim roztoku
paracetamolu do smésného séra. Jako kalibracni kiivka
byla vynesena zdvislost poméru ploch paracetamolu a in-

interniho  standardu

chloristou. Smés

terniho standardu na koncentraci paracetamolu.
2.5. Vlastnichromatografické stanoveni

Uvedena metoda je pomérné rychld a tucinna. Jedno-
ducha precipitace proteintl je dostacujici pro odstranéni
proteinti ze vzorku, coz je dobfe vidét na obr. 1, ze kterého
je patrné, ze pik paracetamolu je dobfe odd€len jak od
zbyvajicich plazmovych proteinti, (viz. obr. la - nastfik
slepého vzorku), tak i od interniho standardu (viz. obr. 1b).
Vlastni chromatograficka analyza netrvd déle nez 15 minut.
VSechny vzorky byly stanovovany ve tripletech, priméry
a smérodatné odchylky byly vypocteny z deseti méfeni.
Vsechny vysledky byly ziskdny metodou s pouzitim vniti-
niho standardu na zakladé poméru ploch pikt stanovované
latky a interniho standardu. Pfesnost a spravnost byla sta-
novena na tiech koncentraénich hladinach 40, 10a 2,5 mg.l'l 5
(viz. tabulka I). Nejvyssi dosazend koncentrace v séru
zdravého dobrovolnika byla 25,26 mg.l" (viz tabulka II).

.
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Bylo ovéfeno, Ze kalibrac¢ni kiivka je linedrni v koncen-
tra¢nim rozmezi 1-80 mg.l"! a pomoci linedrni regresni
metody byl pro ni vypocten vztah

y =0,029786 x - 0,041358 (korelaéni koeficient 0,99881)

Tabulka 1
Presnost a spravnost stanoveni paracetamolu

Konc.pfipravend Konc.nalezen4” Vytéznost
[mg.I"] [mg.1"] [%]
40,00 36,82+0,76 92,06
10,00 9,3510,42 93,45

2,50 2,64+0,15

105,44

* Pramér + smérodatnd odchylka (vypoctena z 10
stanoveni)
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Obr. 1, Chromatogram &istého séra bez paracetamolu (a)
a chromatogram séra zdravého dobrovolnika 30 min. po po-
dani preparatu (b).

1 -paracetamol (17,29 mg.l"), 2 - theofyllin (50 mgI")



Tabulka I1

Primérné koncentrace paracetamolu (mg.li ) v séru zdravych
dobrovolniki po podani 1000 mg (2 tablet) PARACETA-
MOLU K (vyrobce Krka, Slovinska republika (PC)) a PA-
RALENU (vyrobce Léciva Praha, Ceska republika (PL)).
Standardni odchylka (SD) byla vypoctena z dvanacti meieni

VytéZznost, zjistovand na tfech koncentraénich hladi-
néch, je uvedena v tab. I. Mez metody 0,91 mg.l"! parace-
tamolu byla vypoctena jako koncentrace, pro kterou je
dolni mez 95 %niho intervalu spolehlivosti predikce signa-
lu z kalibra¢niho modelu rovna jeho kritické tdrovni, t.j.
hodnoté signdlu nad niz lze odliSit signdl od Sumu. S empi-
rickymi hodnotami publikovanymi v nékterych podobnych

Doba po Lék Konc. SD  Mini- Maxi- Rozsah  pracech (srovnej napf. 24)ji I1ze srovnat obtizn¢. Mez plné
podani mum  mum vyhovéla pozadavku srovndvaci studie.
[min] [mg.l‘l] [mg.]'l] [mg.l‘l] [mg.l']] [mg,]'l] Popsana metoda byla pouzita pro srovnani biologické
. Y P ReeY A dostupnosti dvou preparati se stejnym obsahem t¢inné latky
iz PC T4 CBRL. VL 24 Dﬁ,w24 0~5"W (Kazda tableta obsahovala 500 mg paracetamolu.) Hodnoce-
PL 497 548 000 18,04 1804  ™PRepardtem byl Paracetamol K tablety s 500 mg Parace-
tamolu (vyrobce KRKA) a jako referenéni preparat byl pouZit
30 PC 9,76 8,70 0,00 25,26 25,26 HCRTRETE AP TAEE RN Y HEPLVSTLNESS ST
Paralen, tablety s 500 mg paracetamolu (vyrobce LécCiva).
PL 9,93 4,79 4,28 17,74 13,46 Jednalo se o kiizovou (cross-over) farmakokinetickou
45 PC 10,98 5,07 3,79 16,82 13,03 studii na dvandcti zdravych dobrovolnicich, muzi a zen
PL 10,32 3,94 4,58 17,75 13,17 (vék: 18-50 let, pricemz jejich hmotnost nesmi byt odliSna
60 PC 10,12 4,05 2,20 15,34 13,14 o vice nez 15 % od idedlni hmotnosti a nesmi uzivat Zzadné
PL 10,64 3,40 6,18 15,64 9,46 dalsi Iéky). Po poddni tablet byla zdravym dobrovolniki
90 PC 9,73 3,09 3,07 13,09 10,02 odebirdna krev v nésledujicich Casovych intervalech: 0, 15,
PL 10,00 2,53 6,57 14,72 8,15 30, 45, 60, 90, 150, 240, 480, 1440 min.
150 PC 7179 1,98 4,81 12306 7,25 V tabulce IT jsou uvedeny primérné koncentrace V séru
PL 7 84 261 439 1382 9.43 zdravych dobrovolniku ve stanovenych casovych interva-
240 PC 334 1:56 §j9g 8 ,'39 539 lech. Obr. 2 ukazuje podobnost z4vislosti koncentraci pa-
PI : 1 o 92584 ©96 &7 racetamolu na Case v séru zdravych dobrovolnika.
480 PC 2507 1,13 0,00 3,60 3,60
PL 2,21 0,88 0,00 3,13 3,13 3. Zavér
1440 PC 0,18 0,60 0,00 1,98 1,98
PL 0,32 0,76 0,00 2,05 2,05 Uvedena metoda je velmi jednoducha a je dostatecné
e P S S——— rychld pri stanovovani paracetamolu v séru. Byla vyvinuta
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Obr. 2. Sérova koncentrace paracetamolu jako funkce ¢asu po podani dvou tablet Paracetamolu K (PC), pfipadné Paralenu (PL)
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a pouzita pro srovnavaci farmakokinetickou studii, ktera se

vvvvvv

vzhledem k drahym spotfebnim materidliim a strojovému
Casu.
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D. Prochdzkova?, P. Drasar® and J. Vacha? (“Insti-
tute of Clinical and Experimental Medicine, Prague, "In-
stitute of Chemistry and Biochemistry, Academy of Sci-
ences ofthe Czech Republic, Prague): HPLC Determina-
tion of Paracetamol in Human Serum

A simple method was developed for measuring the
paracetamol concentration in human serum by reversed-
phase HPLC. The suggested method is sufficiently precise,
sensitive, and selective. The time of proper analysis does
not exceed 15 min. The linear response of the detector has
been proved for the range of 1-80 mg.l"! paracetamol.





