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ABSTRACT



1. UVOD



Cilem moji diplomové prace bylo vyvinuti dvou metod UPLC. Prvni metoda
byla metodou pro stanoveni cinchokainu-hydrochloridu. Druha metoda byla vyvinuta
pro stanoveni necistoty dexamethasonu v 1é¢ivém piipravku.

ZkouSeny 1é¢ivy piipravek obsahoval dexamethason, cinchokain-hydrochlorid,
butandiol a glycerol. Jedna se o otorinolaryngologikum v 1ékové formé usnich kapek.
Jeho indikaci jsou zanétlivda onemocnéni ucha, usniho boltce. Pouziva se jako pomocny
1€k pti akutnim zénétu stiedniho ucha. [10]

Cinchokain-hydrochlorid patii mezi lokalni anestetika amidového typu. Jeho
anesteticky ucinek je dan intrakci s napétove fizenymi sodikovymi kanaly. [12]

Dexamethason je synteticky glukokortikoid s minimalni mineralokortikoidni
imunosupresivni. [19, 20]

Pro separaci byla pouzita kolona Kinetex Sreverzni fazi C18 od firmy

Phenomenex. Rozméry kolony byly 150 x 2,1 mm, velikost ¢astic byla 1,7 pm.



2. TEORETICKA CAST



2.1 CHROMATOGRAFICKE METODY

Chromatografické metody jsou metody separacni, umoziujici analyzu smeési
s moznosti kvalitativniho 1 kvantitativniho hodnoceni separovanych slozek smési.
Chromatografie vyuziva déleni analyzovanych latek mezi dvéma fazemi, z nichz jedna
je stacionarni — nepohyblivda a druhd je mobilni — pohybliva. V priabéhu
chromatografického procesu dochazi k postupnému a mnohokrat opakovanému
vytvareni rovnovaznych stavii délenych latek mezi stacionarni fazi a mobilni fazi, ktera
unasi separované latky. Pevna stacionarni faze se nazyva sorbent. Stacionarni fazi miize
byt pevna latka nebo kapalina nanesena na tuhy nosi¢ nebo gel. Staciondrni faze se

mize naplnit do kolon nebo rovnomérné rozprostiit do vrstvy nebo filmu. [1, 6].

Podle skupenstvi mobilni faze se chromatografické metody d¢li:
e kapalinova chromatografie (LC) — mobilni fazi je kapalina
e plynové chromatografie (GC) — mobilni fazi je inertni plyn

e chromatografie s nadkritickou mobilni fazi [6, 2]

Kapalinové chromatografie mize byt realizovana:
a) V plosném usporadani — tenkovrstva chromatografie (TLC) nebo papirova
chromatografie (PC)

b) v kolonovém uspotadani — vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) [6]

Zakladnim predpokladem pro separaci latek jsou vzéjemné interakce, ke kterym dochazi
pfi styku stacionarni 1 mobilni faze s d&lenymi latkami. Podle pfevazujiciho

mechanismu interakci rozliSujeme chromatografické metody na:

e Adsorp¢ni chromatografii — podstatou separace je rozdilna adsorbovatelnost
délenych latek na aktivni povrch adsorbentu. V kapalinové chromatografii se
jedna o separaci pevna faze — kapalina (LLC), v plynové chromatografii
pevna faze — plyn (GSC).

e Rozdélovaci chromatografii — Kk déleni latek dochazi na zakladé rozdilné
rozpustnosti Vv nepohyblivé fazi a pohyblivé fazi v disledku rtzného
rozdélovaciho koeficientu. U kapalinové rozdélovaci chromatografie je
podstatou separace rozdilna rozpustnost délenych latek ve dvou vzijemné
nemisitelnych kapalinach (LLC), pfi¢emz kapalina pouzita jako stacionarni

faze je zakotvena na vhodném nosici. V plynové rozdélovaci chromatografii
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jde o separaci v systému kapalina (zakotvena faze) — plyn (GLC) a podstatou
separa¢niho procesu je rozdilnd rozpustnost délenych latek unasenych
nosnym plynem v kapalné stacionarni fazi.

Iontové vyménnou chromatografii (IEC) — dochazi k rozdéleni iontl na
zékladé¢ vymeény iontl mezi stacionarni fazi tvofenou iontoméniCem
(katexem nebo anexem) a mobilni fazi obsahujici ionty elektrolytu.
Podstatou separace je tedy rozdilnad afinita délenych latek, které jsou
zpravidla ve formé¢ iontl, k iontovyménnym skupindm iontoménice.
Rozdilnost afinity separovanych latek je déna rozdilnymi hodnotami
disociacnich konstant ionogennich skupin, rtiznou velikosti iontli a riiznym
mocenstvim iontd. Realizuje se jen jako kapalinova chromatografie.

Gelovou chromatografii — kapalinova chromatografie, pfi niZz jsou
analyzované latky separovany na zaklad¢ velikosti molekul. Velké molekuly
prochazeji vrstvou stacionarni faze, mensi se zadrzuji v disledku rizné velké
difiize do port ¢astecek gelu.

Afinitni chromatografie — zékladem jsou specifické reakce funkénich skupin
zabudovanych do syntetickych molekul matrice (podobné gelim) se
separovanymi latkami. Jednd se o interakce charakteristické pro nckteré
biologické a biochemické procesy. V analyze 1é¢iv ma omezené uplatnéni.

[2, 6]
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2.2 KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

Kapalinovd chromatografie umoznuje dé¢leni vétSiny organickych i
anorganickych latek. Vyuziva se pfedevsim K separaci smési latek, které jsou netékave,
nebo Spatné tékavé a termicky labilni. Odstrafiuje tak hlavni nedostatek plynové
chromatografie. Protoze vétSina 1é¢iv neni tékava, je v analyze léCiv kapalinova
chromatografie pouzitelnéjsi technikou nez plynova chromatografie. V kapalinové
chromatografii se vyuzivaji pfedevS§im Ctyfi systémy podle pievazujiciho mechanismu
Separace:
1) kapalinova adsorp¢ni chromatografie
2) kapalinova rozd€lovaci chromatografie
3) gelova permeacni chromatografie
4) iontové vyménna chromatografie
Ve skuteCnosti se mechanismy separace navzajem prolinaji a nékdy nelze jasné fici,

ktery ptevazuje. [2, 3, 4]

Stale vétsi uplatnéni v analyze [éCiv nachazi vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC — High Performance Liquid Chromatography). Principem HPLC
je déleni latek mezi stacionarni fazi naplnénou v koloné a mobilni fazi protékajici
kolonou za vysokého tlaku. Hlavnimi pfednostmi je rychlost analyzy, citlivost stanoveni
(v zavislosti na pouZzitém detektoru), minimalni mnoZstvi vzorku dostacujici pro
analyzu. Dal§i vyhodou je moZnost automatizace diky nejmodernéjSim

chromatografiim, které jsou vybavené automatickymi davkovaci. [4, 6]

Chromatografické systémy s polarni stacionarni fazi a méné polarni mobilni fazi
se z historickych divodi nazyvaji systémy s normalnimi fazemi (NP — normal phase).
Hlavnim mechanismem separace je adsorpce na povrchu tuhého sorbentu.
Chromatograficky sloupec je naplnén inertnim nosi¢em (silikagel, oxid hlinity), na
jehoz povrchu je zakotvena stacionarni kapalna faze (voda). Mobilni fazi je organické
rozpoustédlo nemisitelné se stacionarni fazi. Cast&ji se v kapalinové chromatografii
pouziva systém obracenych fazi (RP — reversed phase), kdy organické hydrofobni
rozpous$tédlo slouzi jako zakotvena fadze a mobilni fazi je hydrofilni rozpoustédlo.
Kapalna stacionarni faze mize byt fyzikalné zakotvend na inertnim chromatografickém
nosi¢i nebo muze byt kapalna stacionarni faze chemicky vazana na reaktivnim nosici.

Jako chromatograficky reaktivni nosic se pro pfipravu chemicky vazanych stacionarnich
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fazi pouziva silikagel. Polarni silanolové skupiny silikagelu se nahrazuji jak
nepolarnimi, tak polarnimi skupinami. NejCastéji se povrch silikagelu modifikuje
navazanim funk¢nich skupin —CygHs7 (sorbent ma znaceni SiCig), -CgH17 (SiCg), -CoHs
(SiC,), -CHgs, -NH,, -CN, fenyl, diol. Jako mobilni faze se pouzivaji vodné roztoky
acetonitrilu, metanolu, dioxanu, diethyletheru a tetrahydrofuranu. Mobilni faze Casto

obsahuji pufr o vhodném pH. [2, 4]

HPLC analyzu lze realizovat za konstantniho sloZzeni mobilni faze v pribéhu
celé analyzy, tzv. izokraticka eluce. Pokud se v prubéhu analyzy programové méni
slozeni mobilni faze, jednd se o gradientovou eluci. Pfi gradientové eluci se muze

plynule ménit pH mobilni faze nebo koncentrace polarnéjsi slozky v mobilni fazi. [4, 6]

HPLC se provadi na kolonach dlouhych nej¢astéji 10-25 cm o vnitinim praméru
3-5 mm, jsou zpravidla zhotoveny z nerezové oceli nebo ze skla. O kolonach je dale

pojednano v kapitole 2.3 Chromatograf. [6]

UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography) je novou separacni
technikou v oblasti kapalinové chromatografie. Separa¢ni proces vyuziva sorbenti
pfipravenych patentovanou technologii ,,bridged hybrid particle®, které vynikaji svoji
mechanickou pevnosti a mimofadnou separacni ti€innosti. Cely proces probiha za velmi
vysokych tlaki (15000 psi, 1000 bar, 100 MPa). UPLC ma oproti klasick¢é HPLC
mnoho piednosti, naptiklad krat$i dobu analyzy. Dalsi ptednosti je snizeni nakladi diky
mensi spotitebé HPLC rozpoustédel. Dilezitymi pifednostmi UPLC jsou napft.: zvySeni
separac¢ni ucinnosti, snizeni meze detekce, zvySeni citlivosti a vice kvalitativnich
informaci. Hlavni nevyhodou UPLC je potieba vysokotlakych cerpadel schopnych
pracovat za velmi vysokych tlaki, jejichZ cena je vysSi ve srovnani s béZznymi HPLC

¢erpadly. O kolonach pouZzivanych v UPLC je pojednano v samostatné kapitole. [2, 5]
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2.3 CHROMATOGRAF

Chromatograf se sklada z ¢erpaciho systému, ddvkovaciho zatizeni,
chromatografické kolony (mtize byt pouzit i regulator teploty), detektoru a zatfizeni na
zpracovani dat. Mobilni faze je do systému ptivadéna z jednoho nebo vice zasobnikil a

protéka obvykle konstantni rychlosti kolonou a poté detektorem. [1]

CERPACI SYSTEMY

Kolony HPLC jsou plnény mikroc¢asticemi, které¢ pii prichodu mobilni faze
kladou zna¢ny odpor. Z tohoto diivodu musi byt mobilni faze pod vysokym tlakem (az
40 MPa), aby mohla projit skrze kolonu. To je zajisténo vysokotlakymi ¢erpadly. Priitok
mobilni faze musi byt konstantni, reprodukovatelny a bezpulsni. V soucasnosti se
nejCastéji pouzivaji reciprocni Cerpadla. Ta jsou tvofena vélcem a dvéma zpétnymi
ventily, které se pti pohybu pistu ve valci uzaviraji nebo oteviraji. Pfi nasavani kapaliny
do vnitfniho prostoru Cerpadla je otevien vstupni ventil a vystupni je uzavien. Pfi
vytlatovani kapaliny z valce je poloha ventili obracena. U recipro¢nich ¢erpadel miize
kapalina ptichédzet ptimo do styku s pisty cerpadla (pistova cerpadla), nebo je kapalina
odd¢lena od pisti membranou (membranova cerpadla). Nevyhodou je pulsni chod.
Pulsni chod se kompenzuje pouzitim dvou nebo vice ¢erpadel soucasné, piicemz jejich
pisty se nepohybuji rovnomérné a jejich Cinnost je fazov€ posunuta. Reciprocni
erpadla se s vyhodou pouzivaji pro gradientovou eluci. Cerpaci systémy mohou byt

vybaveny zatfizenim pro odstranéni bublin vzduchu. [1, 2, 7]

DAVKOVACI ZARIZENI

Roztok vzorku se davkuje do protékajici mobilni faze na horni konec kolony
nebo blizko néj pomoci davkovaciho zatizeni, které je schopno pracovat pfi vysokém
tlaku. Témét vyhradné se pouZzivaji davkovaci ventily se smyckou, nejcastéji Sesticestné
ventily s vyménitelnou smyckou, ktera je plnéna injekéni stiikaCkou. Objem smycky se
pohybuje od desitek nanolitrti po mililitry. Zatizeni s davkovaci smyckou se daji pouZit

pro ru¢ni nebo automatické davkovace. [1, 7]
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KOLONY

V analytické chromatografii jsou pouzivany kolony vyrobené s nerezové oceli
nebo ze skla. Délka kolony pro HPLC se pohybuje v rozmezi 10 — 25 cm. Vnitini
prumér maji tyto kolony 3-5 mm. Kolony s vnitinim primérem mens$im nez 2 mm jsou
oznacovany jako mikrokolony. Ne¢které sorbenty pouzivané pro chromatografii
snormalnimi fazemi a pro chromatografii sreverznimi fazemi jsou zminény
v predchozi kapitole 2.2 Kapalinova chromatografie. Kolonam pro UPLC jsem
vénovala samostatnou kapitolu. Pro HPLC se bézné pouzivaji stacionarni faze, které
maji velikost &astic od 3 um do 10 um. Céstice mohou mit kulovity nebo nepravidelny
tvar, riznou porozitu a specifickky povrch. Pokud neni vyrobcem uvedeno jinak,
pfedpoklada se, ze kolony pro chromatografii s obracenymi fazemi s néplni na bazi
silikagelu vykazuji stabilitu v mobilnich fazich o zdanlivém pH 2,0 az 8,0. Kolony,
jejichz sorbentem je porézni grafit nebo castice polymernich materidlti, jsou stabilni
Vv §ir§im rozsahu pH. [1, 6]

V kapalinové chromatografii se pouziva mnoho typt stacionarnich fazi:

— oxid kfemicity, oxid hlinity nebo porézni grafit (pouzivané v chromatografii
S normalnimi fazemi)

— pryskyfice nebo polymery s kyselymi nebo zasaditymi skupinami (pouzivané
Vv iontoménicové chromatografii)

— porézni oxid kfemicity nebo polymery (pouzivané ve vylucovaci chromatografii
— separace je zaloZena na rozdilech v objemech molekul)

— ruzné druhy chemicky modifikovanych nosic¢t pfipravenych z polymert, oxidu
kfemicitého nebo porézniho grafitu (pouzivané v chromatografii s obracenymi
fazemi)

— specidlni chemicky modifikovanné stacionarni faze, napf. derivaty celulozy
nebo amylozy, bilkoviny nebo peptidy, cyklodextriny (pouzivané pro separaci

enantiomert u chiralni chromatografie) [1]

DETEKTORY

Citlivost a selektivita chromatografické analyzy zavisi na pouzitém detektoru.
Nejbéznéji pouzivanymi detektory jsou spektrofotometrické detektory pro meéfeni

Vv ultrafialové a viditelné oblasti. Mohou se také pouzit detektory fluorimetrické,
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refraktometrické, elektrochemické, hmotnostni spektrometry, detektory na bazi métreni

radioaktivity. [1, 6]
SPEKTROFOTOMETRICKE DETEKTORY

Spektrofotometrické detektory prométuji absorbanci elektromagnetického zareni
o urcité vinové délce slozkami eluatu protékajiciho celou detektoru. K detekci 1éCiv se
vyuziva predev§im UV oblast spektra, mnohem méné¢ oblast viditelného svétla.
Spektrofotometrické detektory maji velkou citlivost (lO'9 az 107 g/ml). Miizeme je

pouzit pii gradientové eluci.

Nejpouzivangjsi UV detektory jsou:
- UV detektor s fixni vinovou délkou (nejéastéji 254 nm nebo 280 nm, pfi nichz
absorbuje vétsina 1é¢iv)
- UV - VIS detektor s proménnou vinovou délkou
- scanning UV detektor
- diode array detektor - hodnoti Ié¢ivo soucasné pii nékolika vinovych délkach,
porovnava poméry absorbanci — snimanim ziskdme trojrozmérné

chromatogramy (reten¢ni ¢as vs. absorbance vs. vinova délka) [6, 7]
FLUORIMETRICKE DETEKTORY

Fluorimetrické detektory ve farmaceutické analyze 1ze pouzit v pfipadech, kdy
analyzované 1é¢ivo vykazuje fluorescenci. Pokud latky fluorescenci nevykazuji, lze je
derivatizaci S vhodnymi Ccinidly pifevést na fluoreskujici derivaty. Fluorimetrické
detektory jsou citlivéjsi nez UV-detektory (citlivost fluorimetrickych detektort je 10°

az 10™%%). Lze je pouzit pii gradientové eluci. [6]
ELEKTROCHEMICKE DETEKTORY

Elektrochemické detektory jsou zalozeny bud’ na meéteni vodivosti (pro latky
iontové povahy), nebo elektrického proudu odpovidajiciho oxidaci ¢i redukci analyti.
Elektrochemické detektory jsou selektivni a vysoce citlivé detektory (107° az 10

g/ml). Vétsinu z téchto detektorti nelze pouzit pii gradientové eluci. [6, 7]
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REFRAKTOMETRICKE DETEKTORY

Refraktometrické detektory méii rozdilny index lomu mezi Cistou mobilni fazi a
eluatem vytékajicim s kolony, ktery obsahuje analyzovanou latku. Tyto refraktory jsou
univerzalni, ale jsou malo citlivé (10'6 g/ml). Nevyhodou je zavislost indexu lomu na

teploté. Refraktometrické detektory nelze pouzit pti gradientové eluci. [6, 7]
HMOTNOSTNI SPEKTROMETR (MS)

Hmotnostni detektor umoziiuje nejen citlivé kvantitativni stanoveni analytu, ale
poskytuje také kvalitativni informace o jeho struktufe. Po vystupu eluatu z kolony je
nutno z ng odstranit mobilni fazi, a pak jsou molekuly Ié¢iva Vv hmotnostnim
spektrometru ionizovany narazy elektront, termoionizaci ¢i elektroionizaci. Vznikaji
tak nabité ¢astice (molekuldrni a fragmentarni ionty), které jsou v magnetickém nebo
vysokofrekvenénim poli separovany podle hmotnosti a nédboje a je zaznamenano
hmotnostni spektrum vyjadfujici Cetnost iontl ve vztahu kK poméru: hmotnost/pocet
naboju. K detekci iontl se pouziva nejcastéji elektronovy ndsobi¢ nebo fotonasobic.
Spojeni kapalinové chromatografie a MS je vysoce selektivni a citlivé. Hmotnostni

detektory jsou ale finan¢né velmi naroéné. [2, 6]
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2.4 UPLC KOLONY

Analyza UPLC probihd za vysokého tlaku a tak se u UPLC kolon méni
podstatnym zptisobem hardware. Velikost ¢astic u UPLC kolon je 1,7 pym. Pravé tato
velikost ¢astic poskytuje vyssi rozliseni z divodu vyssi ucinnosti kolony. Sorbenty
klasickych HPLC jsou zaloZzené bud’ na bazi silikagelu nebo na bazi polymeru. Kazdy z
téchto typt zékladu sorbentu ma své vyhody a nevyhody. Napiiklad sorbenty zalozené
na silikagelu jsou mechanicky pomérné odolné, nevyhodou je ale limitovany rozsah pH
mobilni faze a chemickd nestabilita. Sorbenty klasické HPLC kolony zalozené na
polymerni fazi naopak mohou pracovat v Siroké oblasti pH, jsou chemicky stabilni a
nedochdzi na nich k iontovym interakcim. Nevyhodou sorbentli na polymerni bazi je
niz§i mechanickd odolnost. O spojeni vyhodnych vlastnosti obou typt sorbentl se
pokousi technologie “Hybrid (Silicon-Carbon) Particle Technology”. Aby se zamezilo
vlivu volnych hydroxylovych skupin silikagelu, je u této technologie pouzito tzv.

ethylenovych mustkda. [5]

[Et0 o€l OE: OEt |
AW, L0 -f._h 1
_——S{L IrSr" 5{ 0 TEt ETC;' Et[:l? . E{OET
0 8] o - gj Em“’ﬁi-_ - 2H8.__0E1
L f deo-Som  + ;e S
4G Sl —Si—p{Et EtQ Et0 DEt
i |
EtO OEt OEt
L n
Palyethoxysilane (BPEOS) Tetraethoxysilane Bis(triethoxysilyljethane
(TEOS) (BTEE)

[5]
Obr. ¢.1: Umisténi ethylenovych mustka technologii “Hybrid (Silicon-Carbon) Particle
Technology*

Velikost ¢astic sorbentu ma vliv na Gc¢innost separacniho procesu. Zmensenim
velikosti ¢astecek dochazi ke zvySeni U€innosti separace (rozliSeni). Velikost ¢astic 1,7
um je optimalni velikosti pro UPLC. Dalsi snizovani velikosti ¢astic vede pouze ke

zvySovani zpétného tlaku a zvySeni G¢innosti je zanedbatelné. [5]

Ptikladem UPLC kolon je kolona ACQUITY UPLC BEH C 18 vyrabéna firmou
Waters. V soucasné dobé jsou K dispozici a druhy stacionarnich fazi: C18, C8, Shield

RP18 (C18 se zabudovanou polarni skupinou — karbamat) a fenylovou kolonou. [5]
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KOLONY KINETEX

V praktické casti své diplomové prace jsem analyzovala vzorky na koloné

Kinetex" C18 s velikosti &astic 1,7 pm.

Kolony Kinetex jsou zalozené na nové technologii Castic. Tyto ¢astice kolony jsou
slozeny z pevného jadra a porézniho porvchu. Castice Kinetex™ tedy nejsou plné
porézni. Pomoci techniky koloidnich roztokl a technologie uspofadavani nano-castic
dochazi k tvorbé homogenniho porézniho obalu na pevném jadie silikagelu. Porézni
obal je také tvoren silikagelem. Kolony Kinetex™ uvadi na trh firma Phenomenex.
Castice Kinetex™ jsou dostupné ve dvou velikostech: 2,6 pm a 1,7 pm. Diky tomu, Ze
Sastice Kinetex' nejsou plné porézni, analyty strdvi pii prutoku kolonou méné casu
diftizi do a z pért castic. Tato kratkd vzdalenost diflize umoziuje rychlejsi ptenos
hmoty. To ma za nésledek niz$i rozmyvani pikti a vyssi ucinnost ve srovnani se sub-2
um plné poréznimi ¢asticemi. Kolony Kinetex™ tvotfené Casticemi vEétSimi nez 2 um
umoziuji zmensSit protitlak na koloné& pfi zachovani G¢innosti. Star§i generaci kolon s
¢asticemi s poréznim povrchem jsou kolony Halo™. Na rozdil od kolon Kinetex™ maji
méné vyhodné vlastnosti v morfologii a distribuci Castic, napiiklad ¢astice Kinetex™
kolony maji hlads$i povrch nez u Halo™ kolon. Dalsi vyhodou Kinetex™ kolon je

mensi spotieba rozpoustédel. [8, 9, 17]
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[8]
Obr. ¢2: Castice Kinetex mensi nez 2um zvétSené elektronovym skenovacim

mikroskopem
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2.5 VALIDACE CHROMATOGRAFICKE METODY A VALIDACNI
PARAMETRY

Validace metody je proces, kterym se u dané chromatografické metody zjistuje,
jestli je metoda vhodna pro zamyslené pouziti. Validace ma za cil ur¢it podminky, za
kterych je zkusebni postup pouzitelny, a zajisti, Ze pii opakovaném pouziti této metody
stejnym postupem V jedné nebo vice riznych laboratoii bude tato metoda spolehliva.
Validace dané¢ metody se provadi prométenim validacnich parametri. Které valida¢ni
parametry jsou pfi validaci metody pozadovany, zavisi na tom, jestli ma dana metoda
slouzit k identifikaci latky, ke stanoveni obsahu latky, kvantitativnimu nebo limitnimu
testovani necistot. Validaci je nutno provést pii vyvoji nové metody, jestlize byla
metoda pozménéna, ma-li byt prenesena do jiné laboratofe, nebo pii prukazu

rovnocennosti dvou metod. [3, 5]

2.5.1 Spravnost (accurancy)

Spravnost vyjadiuje shodu mezi ziskanym vysledkem a spravnou hodnotou.
Spravna hodnota se zjiStuje bud’ jinou nezavislou metodou s ovéfenou spravnosti, nebo
se pripravi modelovy vzorek ze vSech slozek ptipravku a presné pfidaného standardu.
Pokud nemame vSechny slozky ptipravku k dispozici, mizeme jej pfi analyze pro
urCeni spravnosti nahradit pfipravkem se znamym ptidanym mnozstvim standardu.
Spravnost se obvykle zjistuje analyzou Sesti vzorki, vyjadiuje se jako rozdil spravné a
ziskané hodnoty nebo jako vytéznost. [3]

Vytéznost (recovery, znati se Re) udavd pomér mnoZstvi analytu ziskaného danou

analytickou metodou (ny;) k ptijaté referenéni hodnoté (n;):

nyp
R, =—
n;

Hodnota vytéZnosti se muze vyjadiovat jako desetinny zlomek nebo v procentech

(Re /%/=Rs*100).[5]

2.5.2 Piresnost (precision)
Ptesnost je mira shody mezi jednotlivymi vysledky metody, které se ziskaly

opakovanymi analyzami jednoho vzorku. Obvykle se tento vzorek sestkrat analyzuje
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kompletnim postupem, vcetné ptipravy vzorku. Pfesnost se vyjadiuje jako smérodatna

odchylka vysledki téchto Sesti stanoveni. [3]

100 [¥(yi - ¥)?
RSDy, == / 2 1]

Y;i — jednotlivé hodnoty vyjadiené jako plocha piku, vySka piku, nebo pomér ploch u metody vnitiniho

standardu
¥ - pramér jednotlivych hodnot

n — pocet jednotlivych hodnot

Podle podminek opakovani analyz se rozliSuji tfi irovné piesnosti:

Opakovatelnost (repeatability) — metoda se opakuje stejnym zpusobem jednim
pracovnikem se stejnymi ¢inidly na tomtéz piistroji.

Mezilehla presnost (intermediate precision) — metoda se provadi s riznymi ¢inidly,
analytiky i pfistroji, v rizny den, ale v jedné laboratofi a se stejnym zhomogenizovanym
vzorkem.

Reprodukovatelnost (reproducibility) — provedeni je stejné jako v ptipadé mezilehlé

piesnosti, ale rozdil je v tom, ze probiha v riznych laboratofich.[3]

2.5.3 Selektivita (specificity)

Selektivita je vlastnost analytické metody piesné a spravné uréit analyt i
Vv pfitomnosti jinych latek obsaZzenych ve vzorku. Jimi jsou napiiklad zbytkova
rozpoustédla, pomocné latky, rozkladné produkty, nebo také jiné ucinné latky u
kombinovanych 1é€ivych piipravka.
Selektivita se dolozi vysledky analyzy standardu, a dale napfiklad vzorkld bez
analyzované latky obsahujicich vSechny slozky pfipravku, rozkladné produkty,

necistoty. [3]

2.5.4 Detekéni limit (limit of detection, LOD)
Detekéni limit je nejnizs$i detekovatelnd koncentrace latky, nestanovované
kvantitativné. Je tedy parametrem vyjadiujicim citlivost metody. U instrumentalnich

metod se detek¢ni limit mize urcit jako koncentrace analyzované latky s pomérem
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signalu k sumu s hodnotou 3. Nalezeny detekéni limit se oveéfi analyzou piislusné
koncentrace vzorku.[3]

Pomér signalu k Sumu se znaci S/N a vypocita se podle vzorce:

_2H
S/N_T

H ve vzorci znali vysku piku odpovidajiciho dané sloZzce na chromatogramu piedepsaného
porovnavaciho roztoku métenou od vrcholu piku k extrapolované zakladni linii signalu, ktery se sleduje
na vzdalenost rovné dvacetinasobku $iiky piku v poloviné jeho vysky. h ve vzorci znaéi rozpéti Sumu
pozadi na chromatogramu ziskaného pii slepé zkouSce a zaznamenavaného na vzdalenosti rovné
dvacetinasobku $itky piku v polovin¢ jeho vysky na chromatogramu ptedepsaného porovnavaciho

roztoku, a to mozno rovnomérné na ob¢ strany od mista, kde by se mél nachazet sledovany pik. [1]

2.5.5 Kvantitativni limit (limit of quantitation, LOQ)

Je také parametrem citlivosti metody. Je to nejniz§i koncentrace latky,
stanovitelna s pfijatelnou piesnosti a spravnosti. Za limitujici smérodatnou odchylku se
povazuje 10 %, proto je mozné kvantitativni limit vyjadfit jako koncentraci, pii jejiz
analyze se dosdhne této relativni smérodatné odchylky. Obvykle to byva trojnasobek
detekéniho limitu. Casto se vyjadiuje jako koncentrace s pomérem signalu k Sumu
s hodnotou 10. [3]

2.5.6 Robustnost (robustness)

Vyjadiuje, do jaké miry maji proménné podminky vliv na vysledky analyzy.
Sbiraji se poznatky z vyvoje metody s cilem upozornit na podminky, které mohou
ovlivnit vysledky. Pfi vyvoji metody vyuzivajici vysokou¢innou kapalinovou
chromatografii jsou sledovanymi podminkami: slozeni mobilni faze, pH vodné slozky
mobilni faze, teplota na koloné, rychlost pritoku, stabilita analyzovanych vzorki, rozdil

mezi kolonami riiznych Sarzi ptipadné i vyrobcu atd.[3]

2.5.7 Linearita (linearity)

Linearita je chapana jako pfimkova zdavislost mezi dvéma nahodnymi
proménnymi, tj. odezvou instrumentace (analytickym signalem) a koncentraci analytu.
Tésnost vzdjemné zavislosti dvou nahodnych proménnych charakterizuje korela¢ni

koeficient (r). Linearita se obvykle stanovuje proméfenim vzorkid latky minimalné o
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péti riznych koncentracich v rozmezi 50-150 % deklarovaného obsahu. Muze se
pracovat s roztoky standardd, nebot’ rusivé vlivy u realnych vzorkl jsou hodnoceny

jinymi parametry validace. [3, 5]

2.5.8 Rozsah (range)

Tento parametr se obvykle odvozuje z linearity metody a rozumi se jim
koncentrac¢ni hranice, v kterych mtize byt metoda pouzivana. Dolnim limitem muze byt
naptiklad detek¢ni limit a horni mize byt uren maximalni odezvou, pifi jejimz

ptekroceni uz piistroj nepracuje piesné. [3]

2.5.9 Test zpisobilosti (system suitability test)

Pti kazdém novém pouziti metody se neopakuje celd validace, ale jsou
definovana urcita kritéria, kterd musi byt splnéna, aby diive provedena validace platila.
Tato kritéria se obecn€ nazyvaji test zptisobilosti. [5]

Soucasti testu zptisobilosti byva:

— faktor symetrie hlavniho piku

— maximalni dovolend relativni smérodatnd odchylka ploch hlavniho piku pro

opakované nastiiky pfedepsaného porovnavaciho vzorku

— pomér signalu k Sumu

— ucinnost

— kapacitni faktor

— rozliSeni

— relativni retence
V ptipadé, Ze ncktery parametr nebo vice parametrii neodpovidd predepsanym
Iékopisnym hodnotam, upravi se chromatografické podminky v rozsahu, aby byla
splnéna kritéria zplsobilosti chromatografického systému, a nedoSlo pfitom
K podstatnému pozménéni metody, napt. pomér jednotlivych slozek mobilni faze nebo
jeji prutokova rychlost kolonou. Rozsah povolenych zmén je uveden v piislusné

1ékopisné monografii. [1, 3]
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2.6 PRIPRAVEK

V experimentalni Casti jsem hodnotila 1éCivy ptipravek v Iékové formé usnich
kapek. Tyto usni kapky byly ve formé& ¢irého bezbarvého roztoku, bez zapachu. Jednalo
se o otorinolaryngologikum, které obsahuje 0,2 mg dexamethasonu, 5 mg cinchokainu
hydrochloridu a 479,8 mg butandiolu v 1 g roztoku. Jako pomocnou latku IéCivy
piipravek obsahuje glycerol. Dexamethason ptisobi antiflogistickym ucinkem,
cinchokain-hydrochlorid je lokalnim anestetikem. 1,3-butandiol pisobi lokalné
dehydratacné a ma také baktericidni ucinky. 1,3-butandiol je Casto pouzivan jako

pomocna latka bez drazdivého plsobeni. [10]

Terapeutické indikace

Lécivy ptipravek je indikovan k 1é¢bé zanétlivych onemocnéni ucha, predevsim
zanétu a ekzému zvukovodu, zanétlivych onemocnéni usniho boltce bakteridlniho
puvodu. Daéle se pouzivé jako pomocny 1€k pii akutnim zanétu sttedniho ucha (zéroven

s antibiotiky a nosnimi kapkami pro dekongesci sliznic). [10]

Nezadouci ucinky

Lécivy pripravek je obvykle dobfe snaSen. Vzacné se milZe vyskytnout
precitlivélost na nékterou ze slozek 1é¢ivého piipravku projevujici se koznimi zménami,
jako je zarudnuti, svédéni, zdufeni pokozky v misté¢ oSetfeni. Dal§imi nezéddoucimi
ucinky mohou byt ztenceni kiize a tvorba podkoznich zilek (tzv. teleangiektazie). [10,

11]

Kontraindikace
Kontraindikaci je pfecitlivélost na slozky ptipravku, dale pak specificka kozni
zanétliva onemocnéni jako tuberkul6za nebo syfilis. Dal§imi kontraindikacemi jsou také

kozni mykodzy, rosacea, herpes zoster oticus (pasovy opar zvukovodu). [10, 11]

T¢hotenstvi a kojeni
V téhotenstvi (zvlaste v 1. trimestru) a v obdobi kojeni ma byt ptipravek
pouzivan pouze, pokud ptredpokladany piinos 1écby pro Zenu jasné pievazuje nad

potencialnimi riziky pro plod nebo kojence. [11]
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2.7 CINCHOKAINI HYDROCHLORIDUM

e [1]

Cinchokaini-hydrochloridum je 2-butoxy-N-[2-(diethylamino)ethyl]chinolin-4-
karboxamid-hydrochlorid. Sumarni vzorec: C2oH3oCIN3O,, M, je 379.93. [1]

Cinchokain-hydrochlorid je bily nebo téméf bily krystalicky ptasek nebo
bezbarvé krystaly. Je hygroskopicky, velmi snadno rozpustny ve vodé, snadno
rozpustny v acetonu, v 96% etanolu a v dichlormethanu. Velmi snadno tvoii

aglomeraty. [1]

Farmakologické vlastnosti

Cinchokain-hydrochlorid se fadi mezi amidova lokalni anestetika. Je to
chinolinovy derivat s amidové navazanym postranim fetézcem. Je nejicinngjsim, ale i
nejtoxictejsim lokalnim anestetikem. Cinchokain mé del§i uinek neZ jind lokalni
anestetika, protoze neni degradovan esterazami. [10, 12]

Anesteticky ucinek je dan piimou interakci lokalnich anestetik s napétove
fizenymi sodikovymi kandly. Zde postupnou redukci priichodu iontd Na® lokalni
anestetika zvysuji prah excitability a snizuji rychlost vzestupu akéniho potencialu, tim
klesa az zanika vedeni vzruchu. [12]

V soucasnosti se cinchokain pouziva topicky jako soucast masti, krému, ¢ipkt a

usSnich kapek.

NECISTOTY CINCHOKAINU-HYDROCHLORIDU
V Ceském 1ékopisu 2009 [1] jsou v monografii cinchokainu-hydrochloridu
uvedeny nasledujici necistoty:
A. 2-chlor-N-[2-(diethylamino)ethyl]chinolin-4-karboxamid
B. kyselina 2-hydroxychinolin-4-karboxylova
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C. N-[2-(diethyl-amino)ethyl]-2-hydroxychinolin-4-karboxamid
D. kyselina 2-butoxychinolin-4-karboxylova

STANOVENI CINCHOKAINU-HYDROCHLORIDU

Dle Ceského Iékopisu 2009 [1]  je oficinalni stanoveni
cinchokainu-hydrochloridu provadéno titraci hydroxidem sodnym 0,1 mol/l VS za
potenciometrické indikace bodu ekvivalence. Nejednd se tedy o HPLC metodu.
Zkouska na piibuzné latky se podle Ceského 1ékopisu 2009 [1] provadi tenkovrstvou
chromatografii za pouziti vrstvy silikagelu s pfisadou fluorescen¢niho indikatoru pro
detekci pfi 254 nm. Na vrstvu se nanese oddélen¢ po 5ul jednotlivych zkousenych a
porovnavacich roztoki a vyviji se smési objemovych dili amoniaku 17,5 % R,
methanolu R, acetonu R a toluenu R (1+5+30+50) po draze 15 cm. Detekuje se
Vv ultrafialovém svétle pti 254 nm. [1]

V americkém lékopisu je oficindlni metoda stanoveni cinchokainu-
hydrochloridu pomoci HPLC. Tato metoda probiha za pouziti kolony s reverzni fazi Cig
a mobilni faze methanol-voda s obsahem lauryl sulfatu sodného, octanu sodného,
ledové kyseliny octové a triethylaminu. pH mobilni faze je 5,6. [13]

Pomoci HPLC byl stanoven cinchokain-hydrochlorid v 1é¢ivém ptipravku s
acediasulfonem a byly proméfeny parametry validace. Stanoveni obou 1é¢iv probihalo
na kolon¢ Zorbax C8 (5 um, 150 x 4,6 mm). Mobilni fazi byl methanol-fosfatovy pufr,
pH 2,5 (66:34, v/v). Pritok mobilni faze byl 1 ml/min. Byla pouzita detekce UV pti 300
a 327 nm. [14]

Kolona s reverzni fazi C8 byla pouzita i v metodé pro soucasné stanoveni
crotamitonu, prednisolonu, glycyrrhizinové kyseliny, cinchokainu a chlorhexidinu
Vv masti. Pfi stanoveni byla pouzita mobilni faze s obsahem sodium dodecyl sulfatu
(SDS) a 2-propanolu. [16]

Pro stanoveni cinchokainu-hydrochloridu soucasné s methylparabenem a
propylparabenem byla zvolena kolona mBondapack C18. Mobilni faze s acetonitrilem
(45:55, v:v) s obsahem 0,06% (w:v) heptylsulfonatu sodného, upravend na pH 4,5
pomoci kys. octové. Pritok mobilni faze byl 2 ml/min. Detekce UV pii 254 nm. [15]

Pro stanovenim cinchokainu-hydrochloridu spolecné s naphazolinem v lidském
séru byla validovana metoda HPLC na monolitické koloné. Vyuzivalo se pfi ni spojeni s

hmotnostnim detektorem. Jednalo se o gradientovou metodu, mobilni fazi A byl 10 mM
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roztok mravencanu amonného a mobilni fazi B acetonitril. Pritok byl 0,2 ml/min.

Separace probihala na kolong XTerra® MS C18 pii teplot& 50 °C. [18]
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2.8 DEXAMETHASONUM

[24]

Je to  9-fluor-11B,17,21-trihydroxy-16a-methylpregna-1,4-dien-3,20-dion.
Sumarni vzorec: CyoH9FOs. [1]

Vzhledem je dexamethason bily nebo téméz bily krystalicky prasek. Je prakticky
nerozpustny ve vod¢, mirn€ rozpustny v bezvodém ethanolu, téZce rozpustny

v dichlormethanu. [1]

Farmakologické vlastnosti

Dexamethason je synteticky glukokortikoid s minimalni mineralokortikoidni
antipyretické, antialergické a imunosupresivni Uc€inky. JelikoZz ma minimdlni
mineralokortikoidni ucinky, nezpisobuje téméf zadné zadrzovani vody ani soli, proto
muze byt pouzit i u pacientli se srde¢nim selhdnim a hypertenzi. Ma dlouhy biologicky
polocas (36-54 hodin).

Glukokortikoidy jsou vysoce lipofilni latky, a tak snadno ptestupuji skrze
membrany cilovych bunék a v cytoplasmé se vazi na specifické glukokortikoidni
receptory GR. Komplex hormon-receptor se piesune do jadra. V jadru bunky rozpozna
maly Usek DNA, ktery je Casti regulacni sekvence pfislusného genu a ovlivni jeho
transkripci. Glukokortikoidy také interaguji s transkripénimi faktory, tlumi tak syntézu
cytokini a enzymi zapojenych do imunitni a zéanétlivé odpovédi organismu.
Glukokortikoidy také indukuji protein lipokortin, ktery inhibuje fosfolipazu A, a tim
vznik kys. arachidonové (vychozi latky pro vznik prostaglandinli, tromboxand,
leukotrienti, PAF aj.). Glukokortikoidy svym mechanismem ucinku zasahuji i do

metabolismu cukri, proteint, tukd, ovliviiuji CNS 1 krevni elementy. Maji ucinek na
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svaly, kazi a kosti. Glukokortikoidy se pouzivaji k1é€bé alergickych reakci,
bronchidlniho astmatu, revmatickych onemocnéni, polyarteridis nodosa, koznich
onemocnéni, zanétlivych onemocnéni  gastrointestindlniho traktu a jater a
k imunosupresivni terapii. Glukokortikoidy se lokaln¢ aplikuji u neinfekénich zanéti
zevniho ucha a zvukovodu. Dexamethason se uziva naptiklad i pfi terapii edému mozku

nebo jako antiemetikum. [12, 19, 20]

NECISTOTY DEXAMETHASONU

V monografii Ceského lékopisu 2009 [1] se jako zkouska na piibuzné latky
uvadi metoda HPLC. Metoda probiha za gradientové eluce. Mobilni fazi A je 25%
acetonitril, mobilni fazi B je acetonitril R. Stacionarni fazi kolony tvoii silikagel pro
chromatografii oktadecyl-silylovany R (5 um). Délka kolony je 0,25 m, vnitini pramér
je 4,6 mm. Teplota kolony ma byt 45°C. Pratokova rychlost je u této metody 2,5
ml/min. K detekci se pouziva spektrofotometricky detektor. Detekce probiha pii 254
nm. Zkouska na necistoty dexamethasonu je limitni. V monografii dexamethasonu

v Ceském lékopisu 2009 nejsou uvedeny zadné konkrétni neéistoty. [1]

Konkrétni necistoty dexamethasonu jsou naopak uvedeny v Evropském lékopisu 7.0:

o 14-fluor-11p,17,21-trihydroxy-16a-methylpregna-1,4-dien-3,20-dion

o 9-fluor-11p,17,21-trihydroxy-16pB-methylpregna-1,4-dien-3,20-dion
(betamethason)

o 9-fluor-11p,17,21-trihydroxy-16a-methylpregna-4-en-3,20-dion

o 17,21-dihydroxy-16a-methyl-98,11p-epoxypregna-1,4-dien-3,20-dion

o 17,21-dihydroxy-16a-methylpregna-1,4,9-trien-3,20-dion

o 9-fluor-11B,21-dihydroxy-16a-methylpregna-1,4-dien-3,20-dion

o 9-fluor-11p,17-dihydroxy-16a-methyl-3,20-dioxopregna-1,4-dien-21-yl  acetat
(dexamethason acetat)

o 17-hydroxy-16a-methyl-3,20-dioxopregna-1,4,9(11)-trien-21-yl acetat [21]

V Casopisu Chromatographia vySel c¢lanek popisujici validaci HPLC metody
stanovujici dexamethason, jeho necistoty i degrada¢ni produkty, a konzervanty
v 1é¢ivych pripravcich. Jednalo se o gradientovou metodu. Slozeni mobilni faze A bylo
acetonitril:voda:kys. fosfore¢na (100:900:0,5, v/v/v). Mobilni faze B byla ve slozeni

acetonitril:voda:kys. fosfore¢na (900:100:0,5, v/v/v). Kseparaci se pouzila kolona
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YMC J’sphere, ODS-H80, 250x4,6 mm ID, 4 um. Objem néstiku byl 25 pl. Detekce
UV pii 240 nm. Vzorky byly podrobeny stresovym zkouskam.[22]

V nasledujicim odborném c¢lanku byly analyzovany 1éCivé piipravky za ucelem
stanoveni dexamethasonu, betamethasonu a jejich piibuznych latek (pfedevsim esterti)
pomoci HPLC spojené s MS. Jednalo se o gradientovou metodu. Mobilni faze A byla
slozena z 0,05M octanu amonného ve vod¢, upravené¢ho na pH 4,5 ledovou kyselinou
octovou. Mobilni faze B byla acetonitril. Zahtivani kolony bylo nastaveno na 40 °C.
Pritok mobilni faze byl 1 ml/min. Analyza probihala na kolonach s reverznimi fazemi:
Zorbax Eclipse 5 um C8, Zorbax Eclipse 5 um C18, Luna C18 3um a Luna C8 3um.
[23]

V casopisu Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis vysSel ¢lanek
popisujici validaci HPLC metody pro stanoveni necistot a rozkladnych produkt
dexamethasonu na stentech potazenych dexamethasonem. Tato gradientova metoda
probihala na kolon¢ Zorbax Eclipse XDB C8 5 um. HPLC metoda byla spojena s
hmotnostnim detektorem. V tomto odborném clanku jsou popsané nékteré nalezené

necistoty a produkty degradace (viz obrazek ¢. 3). [24]
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(E) 17-oxodexamethason

(F) 16,17-nenasyceny dexamethason [24]

Obr. ¢€.3: Chemické struktury necistot a degradacnich produkti dexamethasonu

32



3. EXPERIMENTALNI CAST
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3.1 MATERIAL A POMUCKY
3.1.1 CHEMIKALIE

— Cinchokaini-hydrochloridum, CL 2009

— Dexamethason, CL 2009

— Butandiol, Celanese, USA

—  Glycerol, CL 2009

— Triethylamin (=TEA), PENTA, Ceska republika

— Methanol Lichrosolv, Merk, Darmstadt, Némecko

— Acetonitril Lichrosolv, Merk, Darmstadt, Némecko

— Kyselina fosforeéna 85%, C12002, Kulich s.r.o., Ceska republika

— Voda ¢isténa reverzni osmozou

3.1.2 SESTAVA PRO HPLC S UV-VIS DETEKTOREM

— Kontrolni jednotka: DGU-20A3 Schimadzu

—  Cerpadlo: LC-20AD XR Schimadzu

— Termostat kolony: CTO-20AC Schimadzu

— PC Program: LC Solution Schimadzu verze 1,2
— UV-VIS detektor: SPD-20A Schimadzu

— Autosampler: SIL-20AC XR Schimadzu

3.1.3 PRISTROJE

— pH-metr SCHOTT CG 843, Schott Instruments GmbH
— Vakuova suSarna, vyroba pfistroji Brandys nad Labem
— Magnetickd michacka

— Digitalni vahy, Sartorius Analytic A 200, Némecko

— Digitalni vahy, Sartorius CPA 225D-OCE, Némecko



3.1.4 POMUCKY

— Kadinky, odmérné baniky, odmérné valce, délené pipety, ned€lené pipety,

balonek k pipeté, nalevky, stficka, laboratorni 1zicka, alobal, membranovy

nylonovy filtr 0,22 pm — Agilent — 47 mm/0,22 um, zatky se zabrusem, vialky

3.1.5 SLOZENI MODELOVEHO LECIVEHO PRIPRAVKU

SloZeni usnich kapek (rozpis na 25 g 1é¢ivého piipravku):

Dexamethasonum 0,005 ¢
Cinchocaini hydrochloridum 0,125¢g
Zaklad (butandiol a glycerol) 2487 g

Podle rozpisu modelového 1é¢ivého ptripravku, se pripravily i modelové piipravky:
Dexamethason se zdakladem: dexamethason a zaklad ve vySe uvedeném mnozstvi
Cinchokaini-hydrochloridum se zdkladem: cinchocaini hydrochloridum a zaklad ve
vyse uvedeném mnozstvi

Zaklad: zaklad ve vySe uvedeném mnoZstvi
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3.2 UPRAVA VZORKU

Ptiprava vzorkd:

Vzorek ¢.1 (byl pouzit ke stanoveni cinchokainu-hydrochloridu, jako porovnavaci
roztok obsahujici standard): Asi 0,050 g cinchokainu-hydrochloridu se v odmérné barice
na 100 ml rozpustilo v methanolu a doplnilo metanolem po rysku. (Pfesna navazka

cinchokainu-hydrochloridu standardu byla 0,0496 g).

Ptiprava vzorkt:

Nezahtivané vzorky

Vzorek ¢.2 (zdklad nezahrivany): Do vialky se navazilo 0,1-0,15 g zakladu. K navazce
se ptidala mobilni faze A v mnozstvi odpovidajici 9-ti nasobku piesné navazky zakladu.
Vzorek ¢.3 (zdklad + dexamethason): Do vialky se navazilo 0,1-0,15 g dexamethasonu
se zékladem. K navazce se ptidala mobilni faze A v mnozstvi odpovidajici 9-ti nasobku
presné navazky dexamethasonu se zakladem.

Vzorek ¢.4 (zdklad + cinchokain-hydrochlorid): Do vialky se navazilo 0,1-0,15 ¢
cinchokainu-hydrochloridu se zakladem. K navazce se pfidala mobilni faze A v
mnozstvi odpovidajici 9-tinasobku pifesné navazky cinchokainu-hydrochloridu se
zakladem.

Vzorek ¢.5: (zdaklad + dexamethason + cinchokain-hydrochlorid): Do vialky se navazilo
0,1-0,15 g modelového 1écivého ptipravku. K navazce se pfidala mobilni faze A v

mnozstvi odpovidajici 9-tinasobku piesné navazky modelového 1é¢ivého pripravku.

Zahtivané vzorky:

Vzorek ¢.6 (zdklad zahiivany): Do vialky se navézilo 0,1-0,15 g zakladu. Otvor vialky
se prekryl alobalem a vzorek se po dobu 20 hodin zahtival ve vakuové susarné pii 100
°C. Po zahfivani a vychladnuti se do vialky k zakladu navazila mobilni faze A v
navazce odpovidajici 9-tindsobku piesné navazky zakladu.

Vzorek ¢.7 (zdklad + dexamethason): Do vialky se navazilo 0,1-0,15 g dexamethasonu
se zakladem. Otvor vialky se prekryl alobalem a vzorek se po dobu 20 hodin zahtival ve
vakuové susarné pii 100 °C. Po zahfivani a vychladnuti se do vialky k dexamethasonu
se zakladem navazila mobilni fize A v navdzce odpovidajici 9-tinasobku piesné

navazky dexamethasonu se zdkladem.
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Vzorek ¢.8 (zdklad + cinchokain-hydrochlorid): Do vialky se navazilo 0,1-0,15 g
cinchokainu-hydrochloridu se zakladem. Otvor vialky se piekryl alobalem a vzorek se
po dobu 20 hodin zahtival ve vakuové susarné pii 100 °C. Po zahiivani a vychladnuti se
do vialky k navazce cinchokainu-hydrochloridu se zakladem piidala mobilni faze A v
navazce odpovidajici 9-tinasobku piesné navazky cinchokainu-hydrochloridu se
zakladem

Vzorek ¢.9 (model): Do vialky se navazilo 0,1-0,15 g modelového 1é¢ivého ptipravku.
Otvor vialky se prekryl alobalem a vzorek se po dobu 20 hodin zahtival ve vakuové
susarné pti 100 °C. Po zahtivani a vychladnuti se do vialky k modelovému 1é¢ivému
pripravku pfidala mobilni faze A v navazce odpovidajici 9-tindsobku ptesné navazky

modelového 1éCivého piipravku.
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3.3 OPTIMALIZACE CHROMATOGRAFICKYCH PODMINEK

331 Optimalizace chromatografickych  podminek  pro  stanoveni

cinchokainu-hydrochloridu

Nejprve jsem optimalizovala chromatografické podminky pro metodu stanoveni
cinchokainu-hydrochloridu pomoci UPLC. Pro stanoveni cinchokainu-hydrochloridu
jsem pouzila kolonu Kinetex™ C18 (150 x 2,1 mm, 1,7 pm). Pi stanoveni
chromatografickych podminek se vychazelo dle rady Skolitele ze Stanoveni
cinchokainu-hydrochloridu podle validované metody. Validovana metoda stanoveni
cinchokainu-hydrochloridu pomoci HPLC vyuZziva separaci na koloné¢ Merck
LiChrospher® 100 RP-18 ¢ (250 x 4 mm, 5 um). Pii pfevodu metody HPLC na UPLC
jsem vychazela z informaci uvedenych na webovych strankach HPLC.CZ [5]. Pracovala
jsem s mobilni fazi ¢.1, ktera je shodna s mobilni fazi pro stanoveni cinchokainu-

hydrochloridu pomoci HPLC V jiz zminéné validované metodé.

Ptiprava a slozeni mobilni faze:

Mobilni fize ¢.1 je slozena z acetonitrilu a roztoku triethylaminu 30mmol/l (= 1,05 ml
triethylaminu /250 ml) v poméru 75:25. Pti piipravé mobilni faze ¢.1 jsem si pfipravila
roztok triethylaminu (TEA) o koncentraci 30 mmol/l tak, Ze jsem si pomoci odmérného
valce odméfila 250 ml ¢isténé vody. Odmeéfila jsem pipetou 1,05 ml triethylaminu a
pfidala do kadinky k odméfenym 250 ml ciSt€né vody. Roztok se promichal na
magnetické michacce. pH tohoto roztoku triethylaminu jsem métila pomoci pHmetru a
ptikapavanim kyseliny fosfore¢né jsem za soucasného méfeni nastavila pH na hodnotu
7,0. Po celou dobu méfeni pH se roztok promichdval na magnetické michacce. Po
nastaveni pH na hodnotu 7,0 se roztok triethylaminu piefiltroval ptes nylonovy filtr za
podtlaku pomoci vodni vyvévy. Konecnd mobilni faze ¢.1 se pfipravila smisenim
objemovych dili ACN a prefiltrovaného roztoku triethylaminu o pH 7,0 v poméru
75:25.

Pritokova rychlost ve validované metodé¢ byla 1 ml/min. Nastfik byl 20 ul a
vysledky validované metody byly zaznamenany spektrofotometrickym detektorem pii

vlnové délce 325 nm.
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Pti ptevodu HPLC/UPLC bylo potieba zménit objemovy pritok. Objemovy pritok

UPLC se znaci Fyp.c. Pro pfevod se pouziva vzorec:
2
UPLC

d
Fyprc = 2oy * Fyprc 5]

FhpLc - objemovy pritok metody HPLC
dupLc — vnitini primér kolony pro HPLC

dypLc — vnitini pramér kolony pro UPLC [5]

Vnitini primér kolony pro UPLC vV piipadé kolony Kinetex C18 ¢ini 2,1 mm.
Vnitini pramér kolony pro HPLC je 4 mm. Fyp.c byl 1 ml/min. Po dosazeni do vzorce

vychazi, Zze objemovy pritok pro UPLC (Fyp.c) je 0,2756 ml/min.

Dale jsem musela ptizptsobit objem nastfiku na kolonu podle vzorce:

2
dyprc , LupLc

VinjuprLc = * VinjHPLC [5]

2
dHPLC LypLc

VinjurLc — objem néstiiku na kolonu pii UPLC
VinjueLc — objem néstiiku na kolonu pii HPLC
LupLc — délka kolony pouzivané pii UPLC
LypLc — délka kolony pouzivané pii HPLC
OupLc — vnitini pramér kolony pro HPLC

dypLc — vnitini pramér kolony pro UPLC [5]

LupLc je v mém piipadé 150 mm. Délka kolony validované metody HPLC (Lypic) je
250 mm. Objem nastiiku na HPLC kolonu (Vinjupic) je 20 pl. Po dosazeni do vzorce
vychazi objem nastfiku na kolonu UPLC (Vinjupic) 3,3075 pl. Vypocitané hodnoty

FupLc @ VinjupLc jsem vzala jako orientacni.

Pti stanoveni optimdlnich chromatografickych podminek pro stanoveni cinchokain
na kolong Kinetex ™ C18 (150 x 2,1 mm, 1,7 um) jsem pracovala s mobilni fazi ¢.1 za
izokratické eluce. UV detektor mé&fil pii vinové délce 325 nm. Teplota kolony byla
nastavena na 30°C. Provedla jsem analyzu vzorku ¢.1 (roztok cinchokainu o navézce
0,0496 g, priprava vzorku je uvedena v kapitole 4.2) o objemu nastiiku 1ul a analyzu
stejného vzorku o nastfiku 3 pl. Nastiiky o objemech 1ul a 3 pl se analyzovaly za
nasledujicich objemovych prutokd mobilni faze ¢.1: 0,1 ml/min, 0,15 ml/min, 0,20

ml/min, 0,25 ml/min, 0,30 ml/min. Pro kontrolu se provedla analyza slepého vzorku,
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ktery neobsahoval cinchokain, ale pouze rozpoustédlo vzorku ¢.1, v tomto pfipadé

methanol.
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3.3.2 Optimalizace chromatografickych podminek pro stanoveni necistoty

dexamethasonu

Necistotu jsem stanovovala v modelovém piipravku, ktery ve svém zdkladu
pomocnych latek obsahoval jako uc¢inné latky dexamethason a cinchokain-hydrochlorid.
Pro ucinnou separaci obou lécivych latek bylo nutno vytvofit metodu s gradientovou
eluci. Pti gradientové eluci se mobilni faze skladala z mobilni faze A, ktera byla klicova
pro vymyti z kolony a naslednou analyzu dexamethasonu a jeho necistoty, a z mobilni
faze B nutné pro vymyti cinchokainu-hydrochloridu. Nejprve jsem zjistovala
chromatografické podminky, které budou idealni pro stanoveni dexamethasonu a jeho
necistoty v modelovém lé¢ivém ptipravku. Pii zjistovani chromatografickych podminek
jsem vychazela z diplomové prace [25]. V této diplomové praci probihalo stanoveni
necistoty dexamethasonu pomoci HPLC za gradientové eluce na koloné¢ Chromolith
Speed ROD RP-18e 50-4.6, UV detekce probihala pti 238 nm, teplota kolony byla 25
°C. Metoda pro stanoveni necistoty dexamethasonu probihala gradientovou eluci pii
slozeni mobilni faze A: voda:acetonitril v poméru 80:20 a mobilni faze B, v poméru
93:7, pH mobilni faze bylo nastaveno kys. fosfore¢nou na hodnotu 7,0. Mobilni faze B
byla sloZzena s vody a acetonitrilu v poméru 75:25; 1,05 ml triethylaminu na 250 ml

vody, pH mobilni faze nastaveno kys. fosfore¢nou na hodnotu 7,0. [25]

Nejprve jsem se snazila zjistit idedlni sloZeni mobilni faze A, pro vymyti
dexamethasonu z kolony Kinetex C18 (150 x 2,1 mm, 1,7 pm). Jako vychozi fazi jsem
st podle rady Skolitele zvolila mobilni fazi A z gradientové eluce pouZzivané V jiz

zminéné diplomové prace [25]. Oznadila jsem si ji jako mobilni fazi ¢.2.

Piiprava mobilni faze ¢.2:

Nejpve jsem si piefiltrovala ¢iSt€nou vodu pies nylonovy filtr za podtlaku pomoci vodni
vyveévy. Z prefiltrované vody jsem si pfipravila 20% roztok acetonitrilu smichanim
objemovych dilti acetonitrilu ur¢eného ke kapalinové chromatografii a prefiltrované
vody v poméru 20:80. Kone¢na mobilni faze ¢. 2 vznikla smisenim objemovych dilt
tohoto 20% roztok acetonitrilu a mobilni faze ¢. 1 v poméru 93:7. Ptiprava mobilni faze

¢.1 byla popséana v kapitole 3.3.1.
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Mobilni fazi ¢.2 jsem za izokratické eluce proméfila vzorky ¢.2, ¢.3, ¢.6 a ¢.7
(jejich ptiprava je popsana v kapitole 3.2) a sledovala jsem separaci piku
dexamethasonu a jeho necistoty. Detekce UV probihala pii 238 nm. Priitok mobilni faze
¢.2 byl 0,15 ml/min, teplota kolony 30 °C. Vzorky se proméfily pii objemech nastiiku 3
ul a 20 pl.

Za vyse uvedenych chromatografickych podminek byly za pritoku mobilni faze
¢.2 proméfeny i1 roztoky dexamethasonu oznacené: 1Sgex @ 2Sgex.
Ptiprava roztoku S (koncentrace dexamethasonu 0,2 mg/ml):
Navazka dexamethasonu 2,15 mg se rozpustila v 10,75 ml acetonitrilu.
Piiprava roztokl 1Sgex @ 2Sgex:
Roztok 1Sgex (koncentrace dexamethasonu 0,02 mg/ml roztoku): 1 ml roztoku S a 9 ml
mobilni faze A.
Roztok 2Sgex (koncentrace dexamethasonu 0,04 mg/ml): 2 ml roztoku S a 8 ml mobilni
faze A.

Dale se vzorky ¢.2, €.3, €.6, ¢.7 a roztoky 1Sgex @ 2Sgex prométfovaly o nastiicich

5 pl a 20pl riznymi mobilnimi fadzemi A , liSicimi se pomérem acetonitrilu a vody.

Tyto mobilni faze A €.3 aZ €.5 byly pfipraveny stejnym zplsobem:
Nejpve jsem si piefiltrovala ¢iSt€nou vodu pies nylonovy filtr za podtlaku pomoci vodni
vyveévy. Prefiltrovand voda se smisila s acetonitrilem v urcitém pomeéru:

e mobilni faze ¢.3 - pomé&r acetonitilu a vody byl 50:50

e mobilni faze ¢.4 — pomér acetonitrilu a vody byl 40:60

e mobilni faze ¢.5 — pomér acetonitrilu a vody byl 30:70

e mobilni faze ¢.6 — pomér acetonitrilu a vody byl 25:75

Ostatni chromatografické podminky zistaly nezménény: detekce UV pii 238 nm,
pritok mobilni faze 0,15 ml/min, teplota kolony 30 °C. Po nalezeni vhodné mobilni
faze A, se touto mobilni fazi analyzovaly vzorky €.2, €.3, ¢.6, .7 @ VZOrky 1Sgex @ 2Sex-
o rychlostech pratoku 0,25 ml/min a 0,2 ml/min. Vinova délka pfi detekci a teplota

kolony zlistala nezménéna. Objem nastiiku pii zvySenych pratocich byl Sul.
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Z mobilni faze A, kterd byla pro separaci pikti dexamethasonu a jeho necistoty
nejvhodnéjsi, a z mobilni faze B se vytvorily mobilni faze pro gradientovou eluci

(mobilni faze ¢.7 a ¢.8).
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3.4 VALIDACE METODY

3.4.1 Valida¢ni parametry metody pro stanoveni cinchokainu-hydrochloridu
3.4.1.1 Linearita

Podle ptedchoziho méfeni byly vybrany nasledujici chromatografické
podminky: mobilni faze ¢.1 (acetonitril:roztok triethylaminu, 75:25), nastiik 3 pl,
pritok 0,20 pl/min, detekce UV 325 nm, teplota kolony 30 °C, kolona Kinetex  C18
(150 x 2,1 mm, 1,7 um). Proméfovaly se roztoky standardu cinchokainu-hydrochloridu

o odstupiiované koncentraci, kazdy vzorek tikrat.

Ptiprava roztokl pro méfeni linearity:

Do odmémé banky na 50 ml se odvazilo asi 0,2500 g standardu
cinchokainu-hydrochloridu a doplnilo se methanolem po rysku. Piesna navazka byla
0,25002 g, a koncentrace roztoku je 5,0004 mg/ml. Tento roztok byl oznaen jako
roztok Sginch. Redénim tohoto roztoku byly pfipraveny pracovni roztoky s

odstupiiovanou koncentraci, jejichz prométenim se ziskal graf linearni regrese.

Roztoky pro stanoveni linearity:

Roztok A: Do 50 ml odmérné barniky byly odpipetovany 4 ml roztoku S¢inch @ doplnilo se
methanolem po rysku. Koncentrace cinchokainu-hydrochloridu v roztoku A je
0,400032 mg/ml.

Roztok B: Do 50 ml odmérné bariky bylo odpipetovano 4,5 ml roztoku Scinch @ doplnilo
se methanolem po rysku. Koncentrace cinchokainu-hydrochloridu v roztoku B je
0,450036 mg/ml.

Roztok C: Do 50 ml odmérné banky bylo odpipetovano 5 ml roztoku Scinch @ doplnilo se
methanolem po rysku. Koncentrace cinchokainu-hydrochloridu v roztoku C je 0,50004
mg/ml.

Roztok D: Do 50 ml odmérné baiiky bylo odpipetovano 5,5 ml roztoku Sginen @ doplnilo
se methanolem po rysku. Koncentrace cinchokainu-hydrochloridu v roztoku D je
0,550044 mg/ml.

Roztok E: Do 50 ml odmérné banky bylo odpipetovano 6 ml roztoku Scinch @ doplnilo se
methanolem po rysku. Koncentrace cinchokainu-hydrochloridu ve v roztoku E je
0,600048 mg/ml.
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3.4.1.2 Spravnost
Chromatografické podminky pii zjistovani spravnosti se neliSily od podminek,
pii kterych byla méfena linearita. Spravnost metody se zjiStovala analyzou 6 roztok,

které jsem si oznacila ¢isly 1-6.

Ptiprava roztoku ¢.1-C.6:

Do 10 ml odmérné bariky se navazilo 0,005 g cinchokainu-hydrochloridu a k
nému se piidal 1 g zakladu 1é¢ivého piipravku s dexamethasonem. Doplnilo se
methanolem po rysku odmérné banky. Presné navazky jednotlivych vzorkl jsou

uvedeny v tabulce ¢.4.

Dale jsem si pfipravila roztok cinchokainu-hydrochloridu o ptesné koncentraci
0,4999 mg/ml. Tento roztok jsem si oznacila jako roztok ¢.7.
Piiprava roztoku ¢.7: Do 100 ml odmérné banky se navazilo 0,04999 g cinchokainu-

hydrochloridu. Doplnilo se methanolem po rysku odmérné barky.

Pak jsem si pfipravila jesté roztok placeba, tento roztok jsem oznacila ¢.8.
Piiprava roztoku ¢.8: Do 5 ml odmérné banky se navazilo 0,5 g zakladu léCivého

ptipravku s dexamethasonem. Doplnilo se methanolem po rysku odmérné banky.

Z analyzy se vypocitalo mnozstvi cinchokainu v mg v lg navazky ptipravku
(navazka ptipravku = navazka cinchokainu-hydrochloridu + navazka zakladu s
dexamethasonem). Mnozstvi cinchokainu-hydrochloridu se zjistilo metodou vné&jsiho
standardu. Vnéjsi standard predstavoval roztok ¢.7. Mnozstvi
cinchokainu-hydrochloridu ziskané analyzou se porovnalo se skute¢nym mnoZstvim
cinchokainu-hydrochloridu v 1é¢ivém piipravku vypocitaném ze skute¢né navazky.
Ziskala se tak vytéznost metody (recovery) v %. Vytéznost u jednotlivych analyz Sesti

roztokl se zprimérovala a vypocetla se smérodatna odchylka.

Posloupnost vzorkt pii analyze:
Nejprve se vzorek ¢.7 proméfil pétkrat za sebou. Pak se proméfily roztoky ¢.1 az €.3,
kazdy ttikrat. Pak se znovu tiikrat za sebou proméfil vzorek ¢.7 obsahujici

cinchokain-hydrochlorid. Po ném se analyzovaly roztoky ¢.4 az ¢.6, kazdy tiikrat. Pak
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se provedla analyza vzorku €.7 pétkrat za sebou. Z kazdé série nastiikd se pocitala

primérnd plocha piku. Pro kontrolu se na zavér dvakrat prométil roztok ¢.8.
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3.4.1.3 Opakovatelnost

Opakovatelnost metody se zjistovala proméfenim 6 vzorki modelu 1é¢ivého
ptipravku obsahujiciho cinchokain-hydrochlorid a dexamethason. Analyzy vzorki
probihaly za stejnych chromatografickych podminek jako ovéteni linearity a spravnosti

pro metodu stanoveni cinchokainu-hydrochloridu.

Ptiprava kazdého vzorku pro ovéfeni opakovatelnosti probihala stejnym zplsobem.
Vzorky se lisi navazkou 1é¢ivého pripravku.
Ptiprava vzorki Op 1 az Op 6:

Do 10 ml odmérné bariky se navazil 1 g modelu 1éc¢ivého piipravku a doplnilo se
methanolem po rysku. Piesné navazky u jednotlivych vzorkt jsou uvedeny v tabulce
¢.5.

Jako wvngjsi standard se znovu proméfil roztok ¢.7 (roztok o koncentraci
cinchokainu-hydrochloridu 0,4999 mg/ml), jehoz ptiprava je popsana v kapitole 3.4.1.2
Spravnost. Kazdy vzorek se proméfil tiikrat. Jako vysledna plocha piku cinchokainu se
bral primér z téchto tii méfeni. MnozZstvi cinchokainu u kazdého vzorku (Op 1 az
Op_6) se vyjadiilo v mg v 1 g modelu 1é¢ivého piipravku. Hodnoty mnozstvi
cinchokainu u jednotlivych vzorkd Op 1 az Op_6 se zprumérovaly a opakovatelnost se

vyjadfila jako relativni smérodatna odchylka v procentech.
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3.4.2 Valida¢ni parametry metody pro stanoveni ne€istoty dexamethasonu

3.4.2.1 Selektivita

Selektivita se zjiStuje porovnanim chromatogramu vzorku €.6, ¢.7, ¢.8 a ¢.9.
Chromatogramy vzorkli byly ziskany analyzami za chromatografickych podminek:
Kolona Kinetex = C18 (150 x 2,1 mm, 1,7), mobilni faze &.8, pritok mobilni faze 0,2

ml/min, objem néstiiku 5 ul, detekce UV pfi vinové délce 238 nm, teplota kolony

30 °C.
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3.4.2.2 Linearita a LOQ

Linearita metody a LOQ se zjistovaly za stejnych chromatografickych
podminek jako selektivita: Kolona Kinetex = C18 (150 x 2,1 mm, 1,7), mobilni faze ¢.8,
prutok mobilni faze 0,2 ml/min, detekce UV pii vinové délce 238 nm, teplota kolony
30 °C. Ale objem nastfiku byl 50 pl.

Na pfipravu vzorki pro stanoveni linearity se pouzil roztok standardu
dexamethasonu (roztok 1Sge). Koncentrace dexamethasonu v roztoku 1Sge je 0,02
mg/ml. Pfiprava roztoku 1Sgex je popsana v kapitole 3.3.2. Tento roztok bylo potieba
natedit desetkrat a pfipravit roztok o koncentraci 0,002 mg/ml, tento roztok o ¢=0,002
mg/ml jsem si oznacila jako roztok D.

Ptiprava roztoku D: Do 10 ml odmérné banky se pipetou odmétil 1 ml roztoku 1Sgex @

odmérna banka se doplnila mobilni fazi A po rysku.

Natredénim roztoku D se pfipravily pracovni roztoky pro stanoveni linearity.
MnozZstvi dexamethasonu v roztocich je vyjadieno jako % z mnoZzstvi dexamethasonu v
roztoku 1Sgex a tedy jako % z mnozstvi dexamethasonu v 1é¢ivém piipravku.

Roztok ¢.1 (0,05%): Do 10 ml odmérné barnky se odpipetovalo 0,5 ml roztoku ¢.4 (1%),
jehoz piiprava je popsana nize, a doplnilo se mobilni fazi A po rysku.

Roztok ¢.2 (0,1%): Do 10 ml odmérné banky se odpipetoval 1 ml roztoku ¢.4 (1%),
jehoz ptiprava je popsana niZe, a doplnilo se mobilni fazi A po rysku.

Roztok €.3 (0,5%): Do 10 ml odmérné banky se odpipetovalo 0,5 ml roztoku D a
doplnilo se mobilni fazi A po rysku.

Roztok €.4 (1%): Do 10 ml odmérné baiiky se odpipetoval 1 ml roztoku D a doplnilo se
mobilni fazi A po rysku.

Roztok ¢.5 (1,5%): Do 10 ml odmérné banky se odpipetovalo 1,5 ml roztoku D a
doplnilo se mobilni fazi A po rysku.

Roztok €.6 (2%): Do 10 ml odmérné baiiky se odpipetovaly 2 ml roztoku D a doplnilo

se mobilni fazi A po rysku.

Limit kvantifikace (LOQ)
Limit kvantifikace jsem pocitala z chromatogramu roztoku ¢.1 (0,05%) pro
stanoveni linearity. Pro LOQ jsem nejprve spocitala pomér signalu k Sumu piku

dexamethasonu na chromatogramu roztoku ¢.1 (0,05%). Jako blank se bere
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chromatogram nezahfivaného vzorku ¢.8 (cinchokain se zakladem). Tento blank
ukazuje nulovou linii, pro vypocet poméru signalu k Sumu S/N (S/N= 2H/d). LOQ jsem

si vyjadiila jako koncentraci roztoku dexamethasonu s pomérem signalu k Sumu S

hodnotou 10.
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3.4.2.3 Piesnost

Pfesnost metody jsem stanovovala analyzou 6 vzorka léCivého piipravku
oznacenych LP 1, LP 2, LP 3, LP 4, LP 5, LP 6. Pfiprava vSech vzorkd probihala
stejnym postupem a za stejnych podminek. Vzorky se lisi jednotlivymi piesnymi

navazkami léCivého piipravku.

Ptiprava vzorkii LP 1 az LP_6:
Do vialky se navazilo 0,1-0,15 g 1é¢ivého piipravku. K nému se navazila mobilni faze
¢.5 v navazce rovnajici se 9-tinasobku navazky 1é¢ivého ptipravku v dané vialce. Pfesné

navazky jsou uvedeny v tabulce ¢.9.

Pfesnost jsem vyhodnocovala metodou normalizace. Pii metodé normalizace se
obsah jedné nebo vice slozek zkouSené latky v procentech vypocita z ploch piku nebo
piki jako procento celkové plochy vsech pikl, s vyjimkou pikli rozpoustédel nebo

jakychkoliv ptidanych ¢inidel a piki, jejichZ plocha je pod limitem zanedbatelnosti. [1]
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3.4.2.4 Stabilita vzorku

Stabilitu jsem zjistovala u vzorkt LP 1 az LP_.6. Tyto vzorky jsem nechala stat
po 24 hodin v autosampleru piistroje, ktery byl vypnut. Vzorky byly v piistroji pii
teploté laboratofe, chranény pted svétlem. Teplota laboratoie se pohybovala mezi 20 az
22 °C. U téchto vzorkti (LP_1 az LP 6 po 24 hodinich) jsem zjiStovala mnoZzstvi
necistoty dexamethasonu vyjadiené v procentech, stejnym postupem jako pii méteni
ptesnosti metody predchozi den, tudiZ i za stejnych chromatografickych podminek. Od
primérné hodnoty ploch pikl (v %) vzorkii LP_1 az LP_6 po 24 hodinach se odecetla
prumérna hodnota ploch pika (v %) vzorkt ¢. LP_1 az LP_6 métfenych piedchozi den.
Tento rozdil se vyjadfil jako procenta z primérné hodnoty mnozstvi neCistoty ve

vzorcich LP 1 az LP_2 po 24 hodinach.
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3.4.2.5 Test zptsobilosti
— opakovatelnost nastiikl: Pocita se smérodatné odchylka z 5 néstiikti roztoku ¢.3
o koncentraci dexamethasonu 0,5 % (pfiprava roztoku uvedena v kapitole
3.4.2.2)
— faktor symerie hlavniho piku: Byl uréen z hlavniho piku chromatogramu roztoku
¢.3. (ptiprava roztoku v kapitole 3.4.2.2). Vzorek se analyzoval tiikrat za sebou
a faktor symetrie musel odpovidat pozadavku lékopisu [1]. Lékopis [1] udava ze

faktor symetrie piku by se mél pohybovat v rozmezi 0,8-1,5.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE
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4.1 OPTIMALIZACE CHROMATOGRAFICKYCH PODMINEK

4.1.1 Optimalizace chromatografickych podminek pro stanoveni

cinchokainu-hydrochloridu

Pii stanovovani chromatografickych podminek pro metodu stanoveni
cinchokainu-hydrochloridu jsem proméfovala vzorek ¢€.1 ve dvou objemovych
nastficich na kolonu: 1ul a 3ul. K izokratické eluci jsem pouzila mobilni fazi ¢.1.
Ostatnimi chromatografickymi podminkami byly: Kolona Kinetex™ C18 (150 x 2,1
mm, 1,7 um), UV detekce pii 325 nm, teplota kolony temperovana na 30 °C, rychlost
pratoku mobilni faze ¢.1 0,1 ml/min. Mobilni faze dobfe separovala pik
cinchokainu-hydrochloridu s retenénim ¢asem kolem 6,3 minut. Pfi nastfiku 1 pl pik
cinchokainu-hydrochloridu vykazoval faktor symetrie 1,3, pfi nastfiku 3 ul se faktor
symetrie piku cinchokainu-hydrochloridu pohyboval okolo 1,27. Faktor symetrie piku
vyhovoval pozadavku lékopisu.[1] Pro urychleni analyzy jsem proméfila roztok ¢.1 o
nastiiku 1ul a 3 pl za zvysenych prutokt: 0,15 ml/min, 0,20 ml/min, 0,25 ml/min, 0,30

ml/min. Ostatni chromatografické podminky ztstaly nezménény.

Pii pratoku 0,15 ml/min se reten¢ni ¢as piku cinchokainu-hydrochloridu pohyboval

okolo 4,3 minut, pfi nastfiku 1 pl mél pik faktor symetrie 1,38, pti 3 ul jej mél 1,34.

Pfi pratoku 0,2 ml/min se retenéni ¢as piku cinchokainu-hydrochloridu pohyboval v
rozmezi 3,2-3,3 minuty, u nastfiku 1 pl byl faktor symetrie piku cinchokainu 1,42, u

nastiiku 3 pl byl 1,40.

Pti pritoku 0,25 ml/min se retenéni ¢as piku pohyboval okolo 2,6 minut, pfi nastfiku 1

ul 1 pfi nastfiku 3 pl byl faktor symetrie 1,6.

Pii pratoku 0,30 ml/min se reten¢ni ¢as piku pohyboval okolo 2,2 minut, pfi nastfiku 1

ul 1 pfi nastfiku 3 pl byl faktor symetrie okolo 1,6.

S pfihlédnutim k faktoru symetrie piku cinchokainu-hydrochloridu u
jednotlivych analyz byly jako idedlni chromatografické podminky pro stanoveni
cinchokainu vybrany nasledujici: Kolona Kinetex CI18 (150 x 2,1 mm, 1,7 pm),
mobilni faze ¢.1, pritok mobilni faze 0,2 ml/min, UV detekce pii 325 nm, teplota

kolony temperovéana na 30 °C.
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4.1.2 Optimalizace chromatografickych podminek pro stanoveni
necistoty dexamethasonu

Pfi optimalizaci chromatografickych podminek jsem nejprve hledala optimalni
sloZzeni mobilni faze A. Tato mobilni faze byla odpovédné za vymyti dexamethasonu a
jeho necistoty pii gradientové eluci. Zacala jsem proméienim vzorki ¢.2, ¢.3, €.6, €.7
mobilni fazi ¢.2 (20 % roztok acetonitrilu a mobilni fdze B v pomé&ru 93:7, mobilni fazi
B byla mobilni faze ¢.1 pro stanoveni cinchokainu-hydrochloridu). Izokraticka eluce
probihala na kolon¢ Kinetex™ C18 (150 x 2,1 mm, 1,7 pm). UV detekce probihala pii
238 nm. Teplota kolony byla 30 °C. Prutok mobilni faze ¢.2 byl 0,15 ml/min. Vzorky
byly na kolonu nastfikovany o objemu 3 pl. Po 20 minutové analyze se na
chromatografu neobjevil zadny vyrazny pik. Pfipravila jsem si roztoky 1Sgex & 2Sgex.
Tyto roztoky jsem spole¢né se vzorky ¢.2, ¢.3, €.6, ¢.7 proméfila mobilni fazi ¢.2.
Objem nastiiku jsem zvySila ze 3pl na 20 pl. Ostatni podminky analyzy zlstaly
nezménény. Doba analyzy byla 25 minut. Analyza se nezdafila, ani po 25 minutach se
dexamethason z kolony nevymyl. Proto jsem si pfipravila mobilni fazi ¢.3 o vétsi eluéni
sile (acetonitril a voda v poméru 50:50).

Mobilni fazi ¢.3 se za izokratické eluce prométily vzorky €.2, €.3, €.6, €.7, 1Sgex
a 2Sgex 0 Objemech nastiiku 20 pl a 5 pl. Pritok mobilni faze zustal 0,15 ml/min.
Detekce pii 238 nm, teplota kolony 30 °C. Kazdy vzorek se proméfil dvakrat. Mobilni
fazi ¢.3 se pik necistoty eluoval za pikem dexamethasonu. Piky nebyly dobfie
separovany.

Za stejnych podminek se stejné vzorky prométily mobilni fazi ¢.4 (acetonitril a
voda v poméru 40:60). Zménou slozeni mobilni faze ale nedoslo k lepsi separaci a pik
necistoty se eluoval za pikem dexamethasonu. Pfi méteni velmi stoupal tlak na koloné.
Pracovni tlak se bliZil maximalnimu pracovnimu tlaku nastavenému na 66 MPa. Proto
jsem provedla ¢isténi kolony podle pokyni vyrobce.

Po procisténi kolony jsem analyzovala vzorky ¢.2, ¢.3, ¢.6, ¢.7, 1Sgex; 2Sdex
mobilni fazi €.5 (acetonitril a voda, 30:70). Ostatni chromatografické podminky ztistaly
nezménény: pritok — 0,15 ml/min, detekce UV — 238 nm, teplota kolony — 30 °C,
nastiiky — 5 pl a 20 pl. Separace pikl pifi pratoku mobilni fazi ¢.5 byla dobra. Pik
necistoty dexamethasonu se eluoval pfed pikem dexamethasonu.

Pro urychleni analyzy jsem zvySila v metod¢ pratok mobilni faze €.5 na

0,25 ml/min. Analyza se nezdafila, protoze pracovni tlak presdhl maximalni tlak, pfi
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kterém jsem mohla analyzovat. Pfistroj dovoloval max. tlak 66 MPa. Proto jsem priatok
mobilni faze ¢.5 nastavila na 0,2 ml/min. Za tohoto pritoku mob. faze ¢. 5 se proméfily
stejné vzorky jako v pfedchozim piipadé. Pracovni tlak se ustalil pfiblizné na hodnoté
52 MPa. Pii priutoku 0,2 ml/min se reten¢ni ¢as dexamethasonu zkratil, separace pik
byla stale dobra. Také faktor symetrie piki byl vyhovujici.

Vzorky ¢.2, ¢.3, €.6, €.7 a 1Sgex @ 2Sgex jsem proméfila za pritoku 0,2 ml/min
mobilni fazi ¢. 6 (acetonitril a voda v poméru 25:75). Ostatni podminky zistaly

nezménény. Separace nebyla lepsi nez pfi analyze mobilni fazi ¢. 5.

S ptfihlédnutim k faktoru symetrie a rozliSeni se pro stanoveni dexamethasonu
gradientovou metodu vybraly nasledujici chromatografické podminky: Mobilni faze ¢€.5
(ACN:voda, 30:70) byla vybrana jako idealni faze pro stanoveni neéistoty
dexamethasonu a byla tedy pouzita jako mobilni faze A pii gradientové eluci. Prutok
mob. faze ¢.5 byl 0,2 ml/min, nastiik 5 pl, teplota kolony 30 °C, UV detekce pii vinové
délce 238 nm, maximalni tlak byl nastaveny na 66 MPa. Analyza probihala za tlaku
kolem 50 MPa.

Mobilni fazi pro gradientovou eluci jsem si oznacila ¢. 7. Slozeni mobilni faze ¢.
7: Mobilni fazi A byla mobilni faze ¢.5 (ACN:voda, 30:70), Mobilni fazi B byla mobilni
faze ¢.1 (ACN: roztok TEA o pH 7,0, 75:25). Do 15. minuty kolonou protékala jen
mobilni faze A. Od 16.minuty protékala kolonou uZ jen mobilni fdze B. 100 % mobilni
faze B protékalo do 20. minuty. Od 21.minuty do konce analyzy ve 25. minuté

protékala kolonou uz jen mobilni faze A. Gradient je shrnut v tabulce ¢.1.

Tabulka ¢.1: Schéma gradientové eluce u mobilni faze ¢.7

¢as (min) Mobilni faze A | Mobilni faze B
% (v/v) % (v/v)
0-15 100 0
15-16 100> 0 0-> 100
16-20 0 100
20-21 0- 100 100 >0
21-25 100 0

Mobilni fazi €. 7 se promé&fily vzorky ¢€.2-¢.9. Za chromatografickych podminek:

pratok mobilni faze €.7 0,2 ml/min, objem nasttiku 5 ul, detekce UV pii vinové délce
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238 nm, teplota kolony 30 °C. Maximalni tlak byl nastaveny na 66 MPa. Analyza

probihala za tlaku kolem 50 MPa. Doba analyzy byla nastavena na 25 minut.

Retencni ¢as dexamethasonu nam dovolil zkratit ¢as analyzy na 23 minut.

Zmeénilo se sloZeni mobilni faze. Nova mobilni faze se oznacila ¢&.8.

SloZeni mobilni faze ¢.8: Mobilni fazi A byla mobilni faze ¢.5 (ACN:voda,
30:70), Mobilni fazi B byla mobilni faze ¢.1 (ACN: roztok TEA o pH 7,0, 75:25).

100 % mobilni faze A tece kolonou do 12.minuty. Od 13.minuty do 18. minuty tece

kolonou 100 % mobilni faze B. Od 19. minuty tece kolonou 100 % mobilni faze A.

Konec analyzy je ve 23. minuté. Gradient je shrnut v tabulce ¢.2 .

Tabulka ¢.2: Schéma gradientové eluce u mobilni faze ¢.8

c¢as (min) Mobilni faze A | Mobilni faze B
% (v/v) % (v/v)
0-12 100 0
12-13 1000 0 - 100
13-18 0 100
18-19 0 - 100 100> 0
19-23 100 0

Mobilni fazi ¢. 8 se proméfily vzorky €.2-¢.9 za chromatografickych podminek :

pritok mobilni faze ¢.8 0,2 ml/min, objem nastiiku 5 pl, detekce UV pfi vinové délce

238 nm, teplota kolony 30 °C. Analyza byla za téchto podminek Usp&$na. Separace a

faktor symetrie pikti byl dobry.
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4.2 VALIDACE METODY

4.2.1 Valida¢ni parametry metody pro stanoveni cinchokainu-

hydrochloridu
4.2.1.1 Linearita

Pro sestrojeni kalibra¢ni pfimky se proméfily roztoky s odstupiiovanou
koncentraci cinchokainu-hydrochloridu 0,4-0,6 mg/ml oznacené jako roztoky A-E. Z
hodnot ploch piku cinchokainu hydrochloridu ziskanych proméfenim téchto roztoku se
sestrojil graf (graf ¢.1). Sestrojenim grafu byla prokazana linearni zavislost. Korela¢ni
faktor ma hodnotu 0,9994. Pozadavek je, ze korelaéni faktor linearity nesmi klesnout

pod 0,999. Hodnota tedy vyhovuje.

Tabulka ¢.3: Stanoveni cinchokainu-hydrochloridu — linearita

pramér
¢ (mg/ml) plochy ploch

roztok A 0,400032 2097539 2096744
2096965
2095729
roztok B 0,450036 2356006 2360932
2362977
2363813
roztok C 0,50004 2651182 2653315
2664257
2644505
roztok D | 0,550044 | 2914414 | 2923916
2921484
2935851
roztok E 0,600048 3238742 3248200
3253301
3252558
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Graf ¢.1: Graf linedrni regrese — Stanoveni cinchokainu
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4.2.1.2 Spravnost

Analyzou vzorka cinchokainu-hydrochloridu pro ovéfeni spravnosti metody
(vzorky ¢.1-6) a proméfenim roztoku cinchokainu ¢.7 jsem u kazdého vzorku ziskala
vytéznost. Tato vytéznost by se méla pohybovat od 98,0 do 102.0 %. Vysledky jsou
shrnuty v tabulce ¢.4. Vytéznosti u jednotlivych vzorkii se zprimérovaly a spocitala se
smérodatnd odchylka. Je pozadovano aby smérodatna odchylka byla mensi nebo rovna

2,0 %. Smérodatna odchylka (RSD) byla 1,0684%, coz vyhovuje.

Tabulka ¢.4: Stanoveni cinchokainu-hydrochloridu - spravnost

pramér
cisla ploch Nc No m; Cst m; vytéznost
vzorkd (8) (8) | (mg/g) [(mg/ml)| (mg/g) (%)
¢.7st 1 2585995,8 |0,04999 0,4999
¢1 2537105,667|0,00498 | 1,02015 | 4,85792 4,78426 | 98,4837
¢.2 2598466,667 |0,00495|1,00071 |4,92214 4,99484 |101,4769
¢.3 2533867,667|0,00495 | 1,00204 |4,91564 4,90860 | 99,8568
¢.7st 2 |2562621,333|0,04999 0,4999
¢4 2555910 |0,00505|1,005364,99797 4,93454 | 98,7309
¢.5 2536341 (0,00495|1,016384,84662 4,84315 | 99,9283
¢.6 2552273,667|0,00500|0,99952 |4,97750 4,95513 | 99,5505
¢.7st 3 2563285,4 |0,04999 0,4999
pramér
(%) 99,6712
RSD(%) 1,0684

Nc — navazka cinchokainu-hydrochloridu v ¢

Np- navazka zakladu 1é¢ivého piipravku s dexamethasonem v g

m; - skute¢né mnozstvi cinchokain-hydrochloridu v mg v 1g 1é€ivého ptipravku,

vypocitané z navazky, bere se jako referencni hodnota pro vypocet vytéznosti metody

Cst — koncentrace standardu cinchokainu-hydrochloridu v mg/mi

my — mnozstvi cinchokainu-hydrochloridu v mg v 1g 1é¢ivého ptipravku ziskaného

analytickou metodou
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4.2.1.3 Opakovatelnost

Pro stanoveni opakovatelnosti se analyzovalo 6 vzorkl stejného 1é¢ivého

piipravku, pfipravenych za stejnych podminek. Vzorky jsem oznacila Op 1, Op 2,

Op_3, Op_4, Op 5, Op 6. Analyzou vzorkii se ziskalo mnozstvi cinchokainu-

hydrochloridu v mg v 1g léCivého piipravku. Opakovatelnost se vyjadiila relativni

smérodatnou odchylkou v procentech (RSD). Relativni smérodatna odchylka

byla

0,48 %. To vyhovuje pozadavku, ktery stanovuje, ze RSD musi byt mensi nebo

maximalné 2,0.

Tabulka ¢.5: Opakovatelnost metody stanoveni cinchokainu-hydrochloridu

vzorky plocha piku navazka n
vzorku (g)  (mg/g)

Op_1 2559505 1,00918 |4,923511
Op_2 2546761 0,99882 [4,979986
Op_3 2519629 0,99374 [4,948125
Op_4 2570465,667| 1,01644 |4,935224
Op_5 2519112,333| 0,99521 |4,939803
Op_6 2545734 1,01292 |4,911237

pramér n (mg/g) |4,939648

RSD%

0,477883

n — mnozstvi cinchokainu-hydrochloridu v mg v 1g 1é¢ivého piipravku
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4.2.2 Valida¢ni parametry metody pro stanoveni necistoty dexamethasonu

4.2.2.1 Selektivita

Pro zjisténi slelektivity se srovnaly chromatogramy ziskané proméienim vzorku
¢.6 (zaklad léCivého pripravku), vzorku €.7 (dexamethason se zdkladem), vzorku €.8
(cinchokain se zakladem) a vzorku ¢.9 (modelu 1éCivého piipravku). Retenéni Cas
dexamethasonu je 9,2 minut. Pik s retencnim cCasem 8,2 minut odpovida necistoté
dexamethasonu. Porovnanim chromatogramu (obrazky ¢.4 —€.7) je vidét, ze je metoda

selektivni.

Obr.¢.4: Chromatogram vzorku €.6, obsahujiciho zéklad
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Obr.¢.5: Chromatogram vzorku ¢.7, obsahujiciho dexamethason se zakladem
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Pik dexamethasonu znacen dex. Pik necistoty je znacen X.

Obr.¢.6: Chromatogram vzorku €. 8, obsahujicim cinchokain-hydrochlorid se zakladem

(tzn. ptipravek bez dexamethasonu)
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Obr.¢.7: Chromatogram vzorku ¢.9, obsahujiciho model 1é¢ivého piipravku
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4.2.2.2 Linearitaa LOQ

Pro ovéteni linearity jsem proméfila pracovni roztoky ¢.1-¢.6. Kazdy roztok se

promé&fil tfikrat za chromatografickych podminek: Kolona Kinetex = C18 (150 x 2,1

mm, 1,7), mobilni faze ¢.8, prutok mobilni faze 0,2 ml/min, detekce UV pfi vlnové

délce 238 nm, teplota kolony 30 °C. Objem nasttiku byl 50 ul. Zavislost byla linearni.

Korelaéni faktor byl 0,9999. Korelacni faktor vyhovuje pozadavku. Pro stanoveni

necistoty v 1éCivém piipravku je pozadovano, aby naméfeny korelacni faktor neklesl

pod hodnotu 0,99.

Tabulka ¢.6: Stanoveni necistoty dexamethasonu — linearita

roztok

mp (%)

%))
(ng/ml)

plochy pikl

pramér ploch

¢.1

0,05

0,01

2611

2724

2763

2699,333

0,1

0,02

5343

5324

5340

5335,667

0,5

0,1

26859

26868

26891

26872,667

0,2

54276

54133

54084

54164,333

1,5

0,3

81896

81708

81872

81825,333

0,4

109686

109788

109793

109793

Cp — mnozstvi dexamethasonu v pg v 1 ml roztoku
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Graf ¢.2: Graf linearni regrese pro metodu stanoveni necistoty dexamethasonu

Graf linearni regrese
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LOQ jsem zjistovala z chromatogramu vzorku standardu dexamethasonu o
koncentraci 0,05 % (roztok ¢.1), jako blank urCujici nulovou linii jsem vzala
chromatogram z analyzy vzorku ¢€.8 (cinchokain-hydrochlorid se zékladem). Vyska piku
(H) byla 14 mm a h se rovnalo 1,5 mm. Dosazenim do vzorce S/D=2*H/h S/D vysel
18,67. Pomér signdlu k Sumu piku dexamethasonu pro roztok o koncentraci
dexamethasonu 0,05% je 18,67. Pfimou umérou jsem vypocitala koncentraci roztoku,
jehoz pomér S/D by m¢l hodnotu pravé 10. Tato koncentrace (LOQ) je 0,027%, coz
vyhovuje pozadavku. Pozadavek je aby LOQ byla mén¢ nez 0,05%.
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Obr.¢.8: Chromatogram roztoku €.1 pro vypocet LOQ
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4.2.2.3 Piesnost

Pro zjisténi piesnosti metody jsem analyzovala vzorky LP_1, LP 2, LP_3,
LP_ 4, LP_5 a LP_6. Vysledna plocha piku necistoty dexamethasonu v procentech u
jednotlivého vzorku je primérnou hodnotou dvou méfeni. Priméry ploch pikl vzorkt
LP 1 az LP 6 se zprimérovaly a vypocitala se relativni smérodatna odchylka (RSD).

RSD mi analyzou vysla 0,95 %.

Tabulka ¢.7: Pfesnost metody stanoveni Cistoty dexamethasonu

retencni tailing plocha pramér ploch
Ny Nimf cas faktor piku pikd
vzorek (g) (g) piku (min) (%) (%)
LP_1 |0,11647|1,04224 7.677 1.033 1,172
LP_1 7.598 1.021 1,188 1,18
LP_2 10,11605|1,04625 7.593 1.017 1,191
LP_2 7.590 1.015 1,193 1,192
LP_3 |0,11542|1,04187 7.595 0.999 1,206
LP_3 7.606 1.002 1,213 1,2095
LP_4 10,11964|1,08423 7.605 0.985 1,210
LP 4 7.615 0.991 1,209 1,2095
LP_5 |0,11542|1,04001 7.613 0.991 1,200
LP_5 7.630 0.970 1,201 1,2005
LP_6 |0,11662|1,05808 7.650 0.967 1,204
LP_6 7.655 0.966 1,201 1,2025
prameér
(%) 1,199
RSD% 0,947274119

ny — navazka vzorku lé¢ivého ptipravku v g

Nmf — navazka mobilni faze A v ¢

4.2.2.4 Stabilita vzorka

Stabilitu vzorkd po 24 hodinach jsem zjistovala u vzorkta LP 1, LP 2, LP 3,
LP_4,LP_5aLP_6. Tyto vzorky se po 24 hodinovém stani ve tmé pii teploté laboratote
20 -22 °C proméfily stejnym postupem jako u stanoveni presnosti metody predchozi
den. Vysledky analyz se také vyhodnocovaly stejnym postupem jako u stanoveni
pfesnosti. Zjistila se primérnad hodnota mnoZstvi necistoty ve vzorcich LP_1 az LP_6

po 24 hodindch. Tento pramér byl 1,203 %. Od této hodnoty priméru se odecetla
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prumérnad hodnota mnozstvi necistoty zjiSt€éna meéfenim presnosti vzorki LP 1 az LP 6

ptedchozi den, ktera byla 1,199 %.

Rozdil téchto hodnot byl 0,00375%. Tento rozdil se vyjadtil jako procentudlni podil z

prumérné hodnoty mnozstvi neCistoty dexamethasonu ve vzorcich LP 1 po 24

hodinach az LP_6 po 24 hodinach. Rozdil byl po zaokrouhleni 0,3%, vzhledem k

pivodnimu obsahu.

Vzorky jsou po 24 hodinach, ve tmé¢, za teploty laboratote 20-22 °C stabilni.

Tabulka ¢.8: Stabilita vzorkt l1é¢ivého pripravku

ret. ¢as plocha pramér
analyza Cisla vzork( (min) tailing faktor (%) ploch (%)
1 |LP_1 po24hod.| 7.813 1.031 1,164
2 LP_1 po 24 hod. 7.728 1.038 1,176 1,17
3 |LP_2_po24hod.| 7.709 1.029 1,184
4 |LP_2 po24hod.| 7.696 1.025 1,183 1,1835
5 |LP_3 po24hod.| 7.703 1.017 1,202
6 LP_3 po 24 hod. 7.714 1.016 1,202 1,202
7 |LP_4 po24hod.| 7.716 1.006 1,221
8 LP_4 po 24 hod. 7.711 0.998 1,216 1,2185
9 |LP_5 po24hod.| 7.703 0.989 1,212
10 |LP_5 po24hod.| 7.719 0.990 1,217 1,2145
11 LP_6_po 24 hod. 7.706 0.973 1,228
12 | LP_6_po24hod.| 7.740 0.951 1,228 1,228
celkovy pramér
(%) 1,203
RSD% 1,846959
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4.2.2.5 Test zpusobilosti
— parameter opakovatelnosti nastfiki: Relativni smérodatnd odchylka
(RSD) péti nastiika roztoku ¢.3 vysla 0,26%. Ziskana RSD je mensi nez

4,0%, a tudiz vyhovuje pozadavku.

Tabulka ¢.9: Test zpiisobilosti — opakovatelnost nastiikti

retencni Cas

roztok ¢.3 | (min) plocha

1. 9.037 27392

2. 9.026 27407

3. 9.068 27333

4, 9.088 27229

5. 9.102 27349
pramér ploch 27342
RSD (%) 0,256173082

— faktor symetrie hlavniho piku: Faktor symetrie hlavniho piku se u vsech
tii nastiiki vzorku ¢.3 pohyboval v rozmezi 0,8-1,5 a vyhovoval tak

pozadavku.

Tabulka ¢.10: Test zpusobilosti — faktor symetrie

roztok ¢.3 |ret. ¢as (min) |faktor symetrie
l.nastiik |9.931 1.520
2.nastiik  {9.921 1.514
3. nastfik |9.914 1.496
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5. ZAVER

72



1. Byly zpracovény informacéni zdroje zabyvajici se vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii a  UPLC, validaci chromatografickych ~ metod,
cinchokainem-hydrochloridem a dexamethasonem.

2. Byly optimalizovany chromatografické podminky pro metodu stanoveni
cinchokainu-hydrochloridu na kolong Kinetex  C18 (150 x 2,1 mm, 1,7 pm).
Byla zvolena nasledujici mobilni faze: acetonitril a roztok triethylaminu
(1,05 ml triethylaminu na 250 ml vody) v poméru 75:25, pH 7,0.

3. Byly optimalizovany chromatografické podminky pro stanoveni necistoty
dexamethasonu. Jednalo se o gradientovou metodu. Slozeni mobilni faze bylo
nasledujici: Mobilni faze A — smés acetonitrilu a vody v poméru 30:70. Mobilni
faze B - acetonitril a roztok triethylaminu (1,05 ml triethylaminu na 250 ml)

4. Byla provedena validace metod:

Stanoveni cinchokainu-hydrochloridu
— linearita: korelacni koeficient je 0,9994, linearita byla prokdzana (korelacni
koeficient nesmi byt pod 0,999)
— opakovatelnost: byla prokazana, relativni smérodatna odchylka je 0,48 %,
neni vét§i nez maximalni povolena smérodatna odchylka (RSDpmax=2)
— spravnost: byla prokazana, pramérna vytéznost je 99,7 % (vyhovuje
pozadavku 98,0-102,0 %)

Stanoveni necistoty dexamethasonu

selektivita: byla prokazana

— linearita: byla prokazana, korelacni koeficient je 0,9994 (korelacni
koeficient nesmi klesnout pod 0,99)

— LOQ: LOQ je 0,027 %, vyhovuje pozadavku, aby LOQ byla mén¢ nez
0,05 %

— pfesnost: byla prokazana, relativni smérodatnd odchylka je 0,95 %, neni
vetsi neZz maximalni povolena smérodatna odchylka (RSDmax=2)

— stabilita vzorkii: vzorky jsou stabilni po 24 hodinovém stani ve tme¢, v
autosampleru pfistroje, pfi teploté 20-22 °C

— test zpusobilosti:

a) opakovatelnost nastiiki: RSD je 0,26 %, coz vyhovuje

pozadavku, ze RSD by méla mit hodnotu mensi nez 4
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b) faktor symetrie hlavniho piku: vyhovuje pozadavku,

faktory symetrie jsou v rozmezi 0,8-1,5
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SOUHRN

Hodnoceni vybrané u¢inné¢ latky v ptfipravku VI.

Diplomova prace

Hana Zavadilova

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové,

Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv

Byly hledany vhodné podminky pro metodu stanoveni
cinchokainu-hydrochloridu a pro metodu hodnoceni Cistoty dexamethasonu v 1é¢ivém
pripravku pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie. Pro separaci byla vybrana
chromatograficka kolona Kinetex™ C18 (150 x 2,1 mm, 1,7 pm).

Idedlni mobilni fazi pro stanoveni cinchokainu-hydrochloridu byla smés
acetonitrilu a roztoku triethylaminu o koncentraci 30 mmol/I (1,05 ml triethylaminu na
250 ml vody) v poméru 75:25. pH roztoku triethylaminu bylo nastaveno kyselinou
fosfore¢nou na hodnotu 7,0. Pritok mobilni faze byl 0,2 ml/min. UV detektor snimal pti
325 nm. Teplota kolony byla udrzovana pti 30 °C. Za téchto podminek byla zkousena
linearita, opakovatelnost a spravnost.

Metoda hodnoceni Cistoty dexamethasonu probihala za gradientové eluce.
SloZeni mobilni faze €.8: Mobilni fazi A byla smés acetonitrilu a vody v poméru 30:70.
Mobilni fazi B byla smés acetonitrilu a roztoku triethylaminu 30 mmol/l (1,05 ml
triethylaminu na 250 ml vody) v poméru 75:25. pH roztoku triethylaminu bylo
nastaveno kyselinou fosfore¢nou na hodnotu 7,0. Pritok mobilni faze 0,2 ml/min,
detekce UV pii vinové délce 238 nm, teplota kolony 30 °C. Za té€chto podminek byla u
metody prométena selektivita, linearita, LOQ, pfesnost. Pro test zpusobilosti byly

prométeny faktory symetrie hlavnich piku a opakovatelnost nasttikd.
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ABSTRACT

Determination of Selected Active Substance in the Preparation
VI.

Thesis

Hana Zavadilova

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové,

Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control

Suitable UPLC methods for the determination of cinchocainum-hydrochloridum
and for the determination purity of dexamethasonum were searched. The
chromatographic column Kinetex™ C18 (150 x 2,1 mm, 1,7 um) was chosen.

A suitable mobile phase for the determination of cinchocainum-hydrochloridum
was a mixture of acetonitrile:solution of triethylamine in concentration 30 mmol/Il
(1,05 ml triethylamine in 250 ml of water), 75:25. pH of the mobile phase was adjusted
to 7,0 by orthophosphoric acid. Flow rate was 0,2 ml/min. UV detector scanned at
325 nm. The column temperature was maintained at 30 °C. Linearity, repeatability and
accuracy were tested under these conditions.

Method for determination purity of dexamethasonum was running under
conditions of gradient elution. Composition of mobile phase: Mobile phase A was
acetonitrile:water, 30:70. Mobile phase B  mixture of acetonitrile:solution of
triethylamine in concentration 30 mmol/l (1,05 ml triethylamine in 250 ml of water),
75:25. pH of the mobile phase was adjusted to 7,0 by orthophosphoric acid. Flow rate
0,2 ml/min. Detection UV at 238 nm, the column temperature 30 °C. Specificity,
linearity, LOQ, precision were tested under these conditions.

Replicate injections and the symmetry factor of the principal peak were examined in

system suitability test.
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