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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Bc. Olga Valova
Konzultant: Doc. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.
Nazev diplomové prace: Dvoudimenziondlni separacézkotlakém systému

sekverni injekeni chromatografie

Predmétem této prace byl vyvoj nové metody pro separaoudatek, které se
liSi svymi chemickymi vlastnostmi a zejména lipivdil.

Nowve¢ popsana metoda s nazvem dvoudimenzionalni seékivemjekeni
chromatografie (2D-SIC) v nizkotlakém systému byl&to praci vyvinuta pro analyzu
farmaceutického ffipravku Otobacid N, jehoZz¢innymi latkami je dexamethason a
cinchokain, tj. latkami srozdilnymi jak chemickymiak i farmakologickymi
vlastnostmi.

Separace byla provedena na dvou rozdilnych kolon¥gbrvni dimenzi pro
separaci dexamethasonu byla pouzita monolitni koREx 4,6 mm C-18 s mobilni fazi
acetonitril/voda v porru 35/65, piitokovou rychlosti 15u/s. V druhé dimenzi pro
separaci cinchokainu byla pouzita monolitni koldlax 4,6 mm C-18 sipdkolonou
5x 4,6 mm C-18 s mobilni fazi acetonitril/vodaongru 60/40, piitokovou rychlosti
15 ul/s. Spektrofotometrickou detekci byla zvolena wygtini vinova délkaip 240 nm.

Relativni smdrodatné odchylky (RSD) opakovatelnosti pro dexaesih se
pohybovaly v rozmezi 1,88 — 3,10 % a pro cinchok@aBv — 2,26 %. RSDipsnosti
byla pro dexamethason 3,12 % a pro cinchokain B2 RSD vy€znosti pro
dexamethason: 2,63 % a cinchokain: 1,95 %¢Xybst v procentectinila 99,02 % pro
dexamethason a 99,48 pro cinchokain.

Koeficient linearity nabyval hodnof=0,99912 pro dexamethason®a@,99969

pro cinchokain.



Dvoudimenzionalni sekveéni injekéni chromatografie byla porovnana
s metodou HPLC za izokratickych podminek separagguditim monolitické kolony
25 x 4,6 mm C-18.

Kli ¢éova slova Pratokova injekni analyza (FIA), Sekveni injekéni analyza
(SIA), Sekvegini injekeni chromatografie (SIC), Dvoudimenzionalni sekirénnjekeni
chromatografie (2D-SIC), dexamethason, cinchokain



ABSTRACT

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biochemical Sciences

Candidate: Bc. Olga Véalova
Supervisor: Doc. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.
Title of diploma thesis: Two Dimensional Separationthe Low Pressure

System of Sequential Injection Chromatography

The subject of this work was to construct a nevihoe for separation of two
analytes, which are different in their chemicalgeudies and lipophilicity.

Newly described method named Two Dimensional Setplennjection
Chromatography (2D-SIC) for isocratic system wagliad in this work for the analysis
of pharmaceutical preparation Otobacid N, which tams active substances
Dexamethasone and Cinchocaine, i.e. substancesliffghent chemical properties.

The separation was carried out in two dimensionsvof columns. In the first
dimension for separation of Dexamethasone was gségmn 25 x 4.6 mm C-18
monolithic column with mobile phase acetonitrileferain ratio of 35/65, flow rate 15
ul/sec. In the second dimension for separation oickbcaine was used column 10 x
4.6 mm C-18 monolithic column with precolumn 5 % #«am C-18 with mobile phase
acetonitrile/water in ratio 60/40, flow rate jiBsec. Optimal wavelength at 240 nm was
chosen by spectrophotometric detection.

Relative standard deviation (RSD) of repeatabil#gged from 1.88 % to 3.10
% for Dexamethasone and from 0.37 % to 2.26 % facl@caine. RSD of precision
was 3.12 % for Dexamethasone and 1.72 % for Ciraihec And RSD of recovery for
Dexamethasone: 2.63 % and Cinchocaine: 1.95 %.pEneentage of recovery was
99.02 % for dexamethason and 99.48 % for cinchocain

The correlation coefficient of linearity was detémed by the value of
r’=0,99911 for Dexamethasone afd,99969 for Cinchocaine.



Two Dimensional Sequential Injection Chromatograpiags compared with
HPLC method under isocratic conditions of sepamatamd with used monolithic
column 25 x 4.6 mm C-18.

Keywords: Flow Injection Analysis (FIA), Sequential InjeaticAnalysis (SIA),
Sequential Injection Chromatography (SIC), Two Dasienal Sequentioal Injection

Chromatography (2D-SIC), dexamethasone, cinchocaine
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SEZNAM ZKRATEK

A — absorbance

AAS — atomova absoipi spektroskopie

ACN - acetonitril

APCI — chemické ionizace za atmosférického tlaku
CAS - registrani ¢islo

Cat. No. — kategorizai ¢islo

CE — kapilarni elektroforéza

CIN — cinchokain

CoTC - tetrathiokyanat kobaltu

CrTC — tetrathiokyanat chromu

DAD - diodearry detektor

DEX — dexamethason

El — elektronova ionizace

FIA — pritokova sekvetni analyza

GC - plynova chromatografie

GC/MS - plynova chromatografie/hmotnostni spektrivime
HPLC - vysokotdinna kapalinova chromatografie
IUPAC — International Union ofPour and Appliedchetry
LC — kapalinovéa chromatografie

LC/MS/MS — kapalinova chromatografie/hmotnostnikspeskopie
Log — logaritmus

MC — monoliticka kolona

MeOH — metanol

MF — mobilni faze

Mr — relativni molekulova hmotnost

MV — vicecestny selaki ventil

m/z — hmotnost/naboj

Obr. — obrazek

PC - pd@ita¢

pl — izoelektricky bod

RP — reverzni faze



RSD - relativni sgrodatna odchylka

S —vzorek

SD - sndrodatna odchylka

SDS-PAGE - sodiumdodecylsulfatepolyacrylamide tgtteophoresis
SIA — sekvenni injekéni analyza

SIC — sekve#ni injekeni chromatografie

SIC-2D - dvoudimenzionalni sekwam injekéni chromatografie
SP — pistova pumpa

SV — solenoidni ventil

S. — Sarze

TEA — triethylamin

TOF — timeofflight

UV/VIS — ultrafialova/viditelna oblast spektracsha

W — voda

ZFC — Z-pfitokova cela
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1 UVvOD

V této diplomové praci jsem se zéifile na moznost separace a identifikace
dvou, po chemické strance, odliSnych latek (cineimka dexamethason) a vhodnou
metodu déle optimalizovat. Danou metodou byla dimedzionalni sekvemi injekeni
chromatografie (2D-SIC), ktera vyuZziva principy otetsekvetni injekni analyzy
(SIA), které jsou v této praci také stng charakterizovany.

Pro analyzu multikomponentnich vzérkkterymi jsou pedevsim farmaceutické
piipravky s obsahem vic&ianych latek, bylo nutné vyvinout novou metodu,réatéy
takovou analyzu umabvala, aniz by dochazelo k interferencim mezi stamanymi
latkami. Touto metodou je 2D-SIC.

Sekvegni injekéni chromatografie (SIC) je nazev pro novou instrotémi
metodu, ktera vychazi z prindipsekvegni injelkeni analyzy (SIA), v analyticgéasto
pouzivané metody napke stanoveni jedn&imné latky ve farmaceutickéntipravku.
Sekverni injekni chromatografie vznikla na Katied analytické chemie,
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. Cilenym keo bylo zapojeni kratké,
komekn¢ dostupné monolitické chromatografické kolony dé Systému a tim ziskani
novych moznosti moderni analytické techniky. SICtada si ponechala veSkeré
vyhody SIA systému, kterymi jsou vysokd&epnost, citlivost, robustnost, rychlost,
minimalni spateba vzorku &inidla a moznost on-line Gpravy vzorku.

Dalsi inovaci bylo sestrojeni 2D-SIC, kdy byly dst®mu sekvemi injekéni
chromatografie Zazeny d¥ kolony a d¢ mobilni faze o izné koncentraci. Metoda
byla navrhnuta k identifikaci a separaci vice latB&icich se svymi chemickymi a
retertnimi vlastnostmi. Umaluje &inné separovat latky v zavislosti na jejich rozdilné
lipofilit &. Znatnou vyhodou této metodyiippraci se déma mobilnimi fazemi, kde
kazda je pouzivana pro jinou kolonu, je vyhnuticagsové narénosti kondicionace
kolony po gradientoveé eluci.

2D-SIC separace probiha na dvou kolonach (dimehzi#elvni dimenze je
uréena k separaci a identifikaci jednoho analytu (dexthasonu) a druha dimenze
k separaci a identifikaci analytu druhého (cincholda Vzdy za pouziti jiné mobilni

faze pro kazdou kolonu.
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2 CIiL A ZADANI PRACE

Tato diplomova prace si kladla za cil optimalizowatvalidovat podminky
metody dvoudimenzionalni sekwvan injekni chromatografie (2D-SIC) pro stanoveni
dvou &innych latek (dexamethasonu a cinchokainu) ve faemdckém pipravku
Otobacid N. Ukolem bylo tyto dviginné latky sodasré separovat na dvouiznych
kolonach pomoci dvou odliSnych mobilnich fazi anetat obsah dexamethasonu a

cinchokainu v uSnich kapkach Otobacid N.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 PRUTOKOVE NESEPARACNI METODY

Z davoda vysokych narok kladenych pedevSim na ziaé mnoZzstvi analyz
s vysokou pesnosti, citlivosti, rychlosti a snadnou automafizhylo nutné klasické
analytické metody nahradit metodami modernimi aattickymi. Jedna se zejména o
metody pfitokové nesepatai a separai analytické chemie, které dnes ijpdt casto
vyuzivanym metodam v analytickych laborath.

Mezi pritokové nesepatai metody analytické chemie plapritokova injekni
analyza (FIA) a sekveéni injekéni analyza (SIA). Ob metody budou v nasledujici

kapitole strgné popsany.

3.1.1 Pratokova injek éni analyza

Pritokova injekni analyza (Flow Injection Analysis = FIA) je prvgéneraci
neseparéni pritokové metody zavadé Prof. Jaromirem ®ickou (University of
Washington) a Prof. Elo H. Hansenem (Technical ®raiy of Denmark) v roce 1974.
Zrodila se v dob, kdy souwasti &zné prace v analytickych labor#ich byla ,prace
v kéadinkach“[1]. V Ceské republice tuto metodu ra#Prof.RNDr. Rolf Karltek,
DrSc. a kol. z Farmaceutické fakulty v Hradci Kr&o

Souasti celého systému je vicekanalova peristaltickéga, injekni davkovaci
ventil, davkovaci smika, reakni civka a detektor, jak je schematicky znaZnmna
Obr. 1[2].

Vzorek
ml/min f&\ Detektor
Nosny proud () /\/\/7 M— Odpad
Peristalticka Reakéni civka
pumpa

Obr. 1 Schéma zapojeni pratokové injekéni analyzy [2]
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FIA je charakterizovana w#tovanim kapalného vzorku v pravidelnych
intervalech do kontinualniho nosného proudu kagalvhodného slozeni. Po
nadavkovani zony vzorku injékim davkovdem dochazi k disperzi analyzovaného
roztoku do ¢inidla a vzniku chemické reakce wippkovém reaktoru spojeném
s detekovatelnym produktem, ktery je dale trangp@m az k detektoru. Pouzivané
injekéni davkovée mohou byt ovladany jak manuélrtak automaticky fes p@itac.
Objem vstikovaného vzorku je dan v zavislosti na délce daakd smyky pripojené
k davkovacimu ventilu. Neéastji jsou v praxi vyuzivdny spektrofotometricke,
chemiluminiscetni, amperometrické, citl§jSi fluorimetrické a potenciometrické
detektory, které zaznamenavaji poZzadovany fyzikgamametr. Volba typu detekce je
omezena vlastnostmi analyzované latky. Tvar pilwistdna koncentinim gradientu,
ktery vznika na zaklad disperze roztoku vzorku a nosného proudu [1,33gnal
z detektoru je dale veden k zapistivanebo je zpracovan paacem. Zavislost
koncentr&niho gradientu na tvaru piku je znazara na Obr. 2.

Ve FIA metod je nutné udrzet ffmy kontinuélini tok vSecRinidel, rychlé a
dikladné miseni vzorku s nosnym proudem kapalinyo@kou vyhodou této metody
je flexibilnost v davkovani objemu vzorkufigemz tato neni omezena kapacitou
kolony, jak je tomu v fipact separanich technik. DalSi vyhoda sfgoa v nizkych

porizovacich ndkladechifstrojového vybaveni.

Davkovani

urrier ""‘*3

-
171 sSperze

o

W carrier e

Promyti

- carrier

—
—

Obr. 2 Princip pratokové injekéni analyzy [2]
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3.1.2 Sekven éni injek ¢éni analyza

Sekverni injekéni analyza (Sequential Injection Analysis = SIAkgadruh&
generace nesepdrdach pihtokovych metod byla poprvé publikovana v roce 1990
profesorem Rzickou a Marshallem. Ponechala si vSechny vyhod§togové injekni
analyzy (FIA), jako je nesegmentovany tok nosnélmugu a principy kontrolované
parcialni disperze zo6ny vzorku v nosném proudu. idNaumo#uje snadnou
automatizaci analyz velkého ga vzorki [5].

Peristaltické pumpy vyuzivané ve FIA systému jsda mahrazeny klasickymi
pistovymi pumpami, které jsou schopny zajistitémon snéru toku nosného proudu
(zména imého a zptného toku) a tak lepSi konverzi analytu na vysjedrodukt. Tok
nosného proudu Ize v jakémkoliv négiraitokového systému zastavit. DalSi vyhodou
prace v SIA systému je minimalni spelta vzorku, nosného prouducanidel diky
diskontinualnimu pohybu nosného proudu. Objemy kuizoa cinidla, které jsou
aspirovany pomoci selékiho ventilu, Ize jednoduSe prograndowenit. Veskerée
pokyny nezbytné k analyze, jako aspiraceéitého objemu vzorku, nosného proudu,
rychlosti aspiraci a pohybu pistové pumpy, js@zeny programem ips p@itac.
Fyzicky zasah do systému tedy odpada [5,6].

HCI Selekéni Rivanol

\ ventil (

Reakéni civka
Ventil

—) 0dpad

PU 8800

Pistova
pumpa

—) 0dpad

;
J

o Vzorek

Peristalticka
Zasobni roztok pumpa

Obr. 3 Schematické uspofadani SIA systému [8]

Jednokanalova obousmma pistova pumpa, spojena s dvoucestnym &eliek

ventilem, slouzi k aspiraci mobilni faze a vzorRvoucestny seleki ventil, jenz je
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propojeny pes misici civku, ktera brani vniknuti vzorkdiaidel do pistové pumpy a
zarovei promiseni jednotlivych zén, navazuje na vicecesselekni ventil. Ten
umoziuje jednotlivé zonginidla a vzorku davkovat do misici civkyi pohybu pistové
pumpy. Ri obraceni sréru toku nosného proudu dojde k dokonalému promizéniza
vzniku reakniho produktu, ktery je transportovan k detektdPodobr jako u FIA
metody je ziskanym signdlem pik, jez je zaznamemmcéwtr&niho gradientu
vysledného produktuipprachodu detektorem. DalSi misici (réak civka niize byt
umis€na mezi vicecestny sel@k ventil a péitokovou celu detektoru. Posledni
nezbytnou sotasti je pditac, kterytidi jednotlivé naprogramované kroky celého SIA
systému a zarowiesbird, uchovava a vyhodnocuje ziskana data. Spojlmvmaterialem
jsou hadiky o vnittnim piméru 0,5 — 0,8 mm [3,5,7].

Schéma SIA systému je znazémo na nasledujicim obrazku 3.

Volba detektoru zavisi na typu a vlastnostech auaigné latky. Fluoresceni,
elektrochemické a spektrofotometrické detektoryégtymi pratokovymi celami séadi
k ttm nefastji pouzivanym. Jakoijklad Ize uvést Z-cela, ktera se vyuziva zejména ve
spojeni se spektrofotometrickym detektorem, a umdlai membranova cela
umoziujici online separaci analytu prochazejiciliespdialyzani membranu [7].

Sekvegni injekni analyza nachazi vyznamné upéainv imunoanalytickych
laboratdich, déle v analyze anorganickych ird organickych latek detre IéCiv.
Vyznauje se analyzou velké série vzorls vysokou produktivitou, spedifiosti a

dostaténou spolehlivosti [7].
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3.2 PRUTOKOVE SEPARACNIi METODY

Mezi nizkotlaké pitokové sepakmi analytické metody patmetody zaloZzené
na principu sekvami injekini chromatografie (SIC) a dvoudimenzionalni sekwén
injekéni chromatografie (2D-SIC).

Pritokové separmi metody se v analytické chemii pouZivaji k separa

stanovované latky z analyzovanéésinza sotdasného odstrani rusivych slozek [10].

3.2.1 Sekven éni injek éni chromatografie

Sekvegni injekéni chromatografie (Sequential Injection Chromatpbse =
SIC) je jednou z fitokovych sepakmich metod, kterd byla poprvé sestrojena v roce
2002 na Katet® analytické chemie, Farmaceutické fakulty v Hradlove. Princip
metody spoiva v @ipojeni kometné dostupné kratké monolitické chromatografické
kolony do systému SlAVionoliticka kolona je zapojena mezi vicecestny lsgie ventil
a prtokovou detekni celu [11,12,13]. UZ z této informace jeepné, Ze se jedna o
obdobu sekvami injekéni analyzy, pro kterou je vtéto poloze charaktelkg
pripojeni reakni cely. Z toho dale Ize odvodit, Ze SIC vyuZiv&ahiny vyhody SIA a
navic je obohacena o moznost separace viceslozkoxgarka pred jejich samotnou
detekci.

Zapojeni chromatografické kolony do systému Slén@zorgno na obrazku 4.
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ZFC

MC

MP

Obr. 4 Schematické uspofadani SIC systéemu: MP - mobilni faze, SP —
pistova pumpa, SV — solenoidni ventil, MV — 6-cgsselekni ventil, S1, S2, S3 —
porty pro vzorek a standardy, MC — monoliticka kapZFC — Z pitokova cela, DAD
— diode-array detektor, UV — UV zdroj, W — odpa@, P paita [13]

Jak jiz bylo zmigno vySe, sekvami injekéni chromatografie vyuziva vyhody
metody SIA, hlavd moZnost automatizace, miniaturizace, rychlost gsac nizké
spofteby vzorki, mobilnich fazi atinidel. Navic je roz§ena o moznost separace a
stanoveni vicesloZkovych vzdrks obsahem vicecinnych latek, coz je vyuzivano
piredevsim pro analyzu farmaceutickyctippavki. Doposud byly multikomponentni
latky separovany pomoci plynové chromatografie (GQ@pilarni elektroforézy (CE)
nebo vysokodinné kapalinové chromatografie (HPLC). Sekd@n injekéni
chromatografie je jakousi nizkotlakou alternatiwbasické HPLC metody [12].

Nevyhodami systému, ve srovhani s HPLC metodoistaraji omezené
moznosti softwaru pro vyhodnoceni separace analfiZagi robustnosti, fitokové

rychlosti i objemu MF a vzorku aspirovanych pistoyaumpou [13,14].
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3.2.2 Dvoudimenziondlni sekven ¢éni injek éni chromatografie
(2D-SIC)

Dvoudimenzionalni sekveéni injekini chromatografie (2D — SIC) je jednou
z uplre nejnowji sestrojenych sepafaich chromatografickych metod, ktera se
vyzna&uje paralelni separaci dvoti, vice analyt s vysoce rozdilnymi chemickymi
vlastnostmi. Misto si naSlaigdevSim v separaci farmaceutickychippavki, jez
obsahuji d¥¢ a vice dinnych latek a navic se dané latky vyama rozdilnymi
retertnimi vlastnostmi na reverzni fazi a hodnotami lijityt

2D — SIC vyuziva vyhody sekveémi injekéni chromatografie (SIC). Poskytuje
nesrovnatelné vyhody v porovnani s HPLC metodaungumo#uje separaci latek na

dvou kolonach za isokratické eluce [15].

Obr. 5 Schematické srovnani SIC a 2D — SIC metody: (A) — 2D-SIC, (B) —
SIC, W — odpad, D — CCD UV/VIS detektor, FC — ZaceRF — pojistny ventil, MC 1 —
monoliticka kolona 1, MC 2 — monoliticka kolonaRPC — pgita¢, S1,S2,S3 — vzorky,
UV — UV lampa, MP1, MP2 — mobilni faze, P — pistganpa, V — 8-cestny sekaki
ventil [15]
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MysSlenkou k sestrojeni této metody bylo vyvinoutaeou sekveéni injekeni
chromatografii, kde by bylo mozné separovat vicalyi sowasre, tedy s pouzitim
dvou odliSnych kolon a dvou mobilnich fazi o jinénkentraci. Cilem celé mySlenky
bylo sestavit systém tak, aby jedna kolona slogaparaci a retenci m&tpofilniho

analytu a druha kolona k separaci a retenci analytyssi lipofilie [15].
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3.3 STANOVOVANE LATKY

Farmaceuticky fpravek Otobacid N, firmy Haupt Pharma Amareg GmbH,
obsahuje &inné latky dexamethason a cinchokain, které byanetovany metodou
2D-SIC.

3.3.1 Farmaceuticky p Fipravek Otobacid N

Kod SUKL: 0084700

Registr&ni ¢islo: 69/314/97-C

Drzitel registrace pr@R: Chiesi s.r.o., Praha
Farmaceuticky nazev: AUR GTT SOL 1X5ML

Lékova forma: usni kapky, roztok

Ug¢innymi latkami tohoto fipravku jsou dexamethasonum (0,2 mg), cinchokaini
hydrochloridum (5 mg), 1,3 - butandiolum (479,8 md g roztoku) a pomocna latka
glycerol. Jedna se o otorinolaryngologiim (usSnimdscni pripravek), lokalni
anestetikum (misthznecitlivujici) a antiflogistikum (protiz&tliveé). Piipravek je wen
k 1&be zaretlivych onemocsni ucha, usniho boltce, ekzém zevniho zvukovodu a
k l1é¢b¢ zareétu stedniho ucha [16,17].

Pripadné nezadouciciinky, které se mohou objevit po pouziti kapek, jsou
predevsim koZni zemy spojené s mistem aplikace tohottppavku. Tyto se projevuji
zarudnutim, otokem, gdénim, palenim, Supin&im nebo tvorbou podkoznich Zilek
[17].

3.3.2 Dexamethason

Dexamethasonunydle CL 2009)
(IUPAC: 9-fluor-118,17,21-trihydroxy-16-methylpregna-1,4-dien-3,20-dion)

Sumarni vzorec: £HogFOs

CAS (registrani ¢islo): 50-02-2

Mr (molarni hmotnost): 392, 47 g/mol
Skupina: glukokortikoid
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Obr. 6 Vzorec dexamethasonu [18]

Vlastnosti:

Jednd se o bily krystalicky prédSek. Ve &qd prakticky nerozpustny, min
rozpustny v bezvodém etanolu¢Zz¢e rozpustny v dichlormethanu. Ke zkouSkéam
totoZznosti nalezi ndfklad tenkovrstva chromatografiéi infracervena absotmi
spektrofotometrie [19].

Dexamethason séadi mezi hormony ze skupiny glukokortik@jdkteré se
vyzn&uji protizargtlivymi, imunosupresivnimi, antialergickymi a antipigindznimi
Gcinky. Protizastlivy Gcinek se vyznéuje inhibici fosfolipazy A2,¢imZz dochazi k
inhibici prostaglandif. Je dostupny v ndjergjSich lékovych formach, jako: kapsle,

injekce, oralni pasty, dermalni masti a kréemy, ngfa, éni kapky [20].

3.3.3 Cinchokain (Dibukain)

Cinchocaini hydrochloridum (dle CL 2009)
IUPAC nazev:

2-butoxy-N{2-(diethylamino)ethyl]chinolin-4-karboxamid-hydrochlorid
Sumarni vzorec: £H30CIN3O;

CAS (registrani ¢islo): 61-12-1

Mr (molarni hmotnost): 379, 93 g/mol

Skupina: lokalni anestetikum
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Obr. 7 Vzorec cinchokainu hydrochloridu [19]

Vlastnosti:

Cinchocaini hydrochloridum je bily, hygroskopickyyktalicky prasek, bez
zapachu a slabhaké chuti. Velmi snadno rozpustny ve ¥pdsnadno rozpustny
v acetonu, v 96 % etanolu a v dichlormethanu. Vealnaidno tvti aglomeraty [19].

Cinchokain, derivat amidového typu, Pamezi lokalni anestetika, které po
podani znecitlivuji #Zi a sliznici. Je ufen pro povrchovou nebo spinalni anestézii
s vasodilatenim efektem. Zd@vodu mozné fotosenzitivni reakce seippavky
s obsahem cinchokainu uchovavaji veithez gistupu s¥tla. Tato @&inna latka je
sowasti nejizngjsich masti, kréia ocnich i nosnich kapek a Ustnich roztolSiroké

uplatréni nachazi v fipravcich na l&u hemoroid. Nastup dinku je rychly [21].
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3.4 METODY STANOVENI DEXAMETHASONU A CINCHOKAINU

Stanoveni obou latek (dexamethason a cinchokainofas@& nebylo dosud
nikym provedeno. Latky byly analyzovany pouze saato$ nezavisle na s@&bnebo
ve sngsich s dalSimi latkami.

Ke stanoveni dexamethasonu je mozné vyuzit vysikodu kapalinovou
chromatografii (HPLC) nebo metody tandemové, jak/IdS, LC/MS/MS. Kapalinova
chromatografie v kombinaci standemovou MS/MS pugky vyborné sepatai
moznosti, vysokou citlivost a robustnost [22].

Ke stanoveni cinchokainu Ize vyuzittkolik analytickych metod. Je to
piedevsim spektrofotometrie, atomova ab&oipspektrometrie (AAS), fluorimetrie,
plynova chromatografie, vysok&iana kapalinova chromatografie, elektroforéza nebo

tenkovrstva chromatografie [23,24,25].

3.4.1 Dexamethason

HPLC/Extrakce disperzni tuhou fazi je metoda vhodk@& stanoveni

dexamethasonua a prednisolonu ve vzorku kravskéékamMetoda byla provedena za
pouziti mobilni faze acetonitril/voda o péra 25/75, HPLC C18 kolan(250 mm x 4,6
mm x 5 um). Extrakce disperzni tuhou fazi poskytuje zakotrowani, cisteni a
extrakci v jednom kroku. fiprava vzorku je jednodussi a rychlejSi a uinge provest
vySSi péet analyz v kratSimlasovém Useku [26].

RP-HPLC je dalSi metodou vhodnou k detekci jak dethasonu, tak
lidokainu, buthylhydroxyanisolu a degradéch produki hydrochinonu ve
farmaceutickych fipravcich €ipky, masti) uéenych k I€bé hemoroidi. Analyza byla
provedena za podminek: HPLC kolona (250 mm x 4,6 xn& um), mobilni faze
acetonitril/'voda v porru 50/50, UV/VIS detektor a pH 2,5. Detekce prolahgi
vinové délce 240 nm. Metoda je vysoce selektivitliyé a reprodukovatelna [27].

HPLC/MS (ionizace elektrosprejem) metoda vhodnasgmaraci dvou izomeer
dexamethasonu a betamethasonu, které se |iSi poodentaci methylové skupiny v
pozici 16. Metoda se provéld za podminek: HPLC kolona C18 (100 mm x 2,1 mm X
1,8 um), kvadrupolovy hmotnostni analyzéator, ionizacek&bsprejem, B jako

nebuliz&ni plyn. Tato kvantitativni metoda byla potvrzerm&kg metoda vhodna pro
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screening a detekcitijpomnosti dexamethasonu a betamethasonu v kravgkasai

maoci s dostatenym ¢asovym odstupem [28].

3.4.2 Cinchokain

Spektrofotometricka metoda pouZzita pro analyzu ledkeinu byla zaloZzena na

reakci cinchokainu s CoTC (tetrathiokyanat koba#t)rTC (tetrathiokyanat chromu) a
na nasledné tvotbbarevnych nerozpustnych idgntNejvhodrjSim rozpoustdlem pro
kvantitativni extrakci fi absorgnim maximu 620 a 555 nm je toluen a isobutylalkohol
[23].

Atomova absorgni spektrometrie je zaloZzena n&ieni gebyt&ného kobaltu a

chromu ve vodném roztokufipvinové délce 240,7 a 357,9 nm. Ke stanoveni s¢ op
vyuzivaly slogeniny CoTC a CrTC [23].

Obk¢ tyto metody jsou vysocergsné, citlivé, jednoduché, rychlé a vhodné
piedevsim pro analyztistého cinchokainu.

HPLC metodou byl cinchokain stanoven za podminek: deétektor, 254 nm,
HPLC kolona (30 cm x 3,9 mm), objem vzorku @@ mobilni faze acetonitril/trihydrat
octanu sodného v pamu 45/55. Analyza se provéld za pouziti farmaceutického
piipravku, Neocain krém, jenZ obsahuje cinchokainthgiparaben a propylparaben.
Cilem metody bylo prokdzat mozZnost stanoveni cikahm, methylparabenu a
propylparabenu s@asré. Coz se potvrdilo [25].

NMR metodou byl testovan vliv a lokalizace lokamianestetik (cinchokainu,
tetrakainu, lidokainu a prokainu) na lipidovou dvaatvu, jako vysledek interakce mezi
fosfolipidovymi molekulami a lokd&lnim anestetikerMetodou bylo zji&no, Ze
cinchokain upednosiiuje umiséni svého hydrofobniho postrannitekzce do hlubSich

vrstev membrany [29].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 PRISTROJE A MATERIALY

FIAlab®3500 automaticky SIA systém (FIA8Hnstruments, USA), Software
FlAlab for Windows 5.8
* Dlouha kolona (25 mm): Cat. No. 1.51463.0001
Chromolith Flash
HPLC column
RP-18e 25-4,6 mm
No.UM8010/012
Merck, Némecko
» Kratka kolona (10 mm): Cat. No. 1.51452.0001
Chromolith
Guard Cartridge
RP-18e 10-4,6 mm
Merck, Némecko
» Predkolona (5 mm): Cat. No. 1.51451.0001
Chromolith
RP-18e 5-4,6 mm
Guard Cartridge
Merck, Némecko
e UV-VIS diode array detektor USB 2000 (Ocean Oplincs, Dunedin, FL, USA)
* UV-VIS swtelnd lampa LS-1 (Ocean Optics Inc., Dunedin, FEA)
» Opticka vlakna (Avantes Inc., USA)
* Pritokova Z cela (10 mm, Colorado, USA)
» 8- cestny selaii ventil (Valco Instrument Co., USA)
* Hadiky g 0,75 mm (PTFE)
Analytické vahy (Sartorius Gottingengiecko)
» Ultrazvukova laz# (Sonorex RK31)
» Digitélni pH-metr PHM 220 MeterLab (Radiometer Aytadal, Francie)
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4.2 CHEMIKALIE

e Methanol Chromasolv, for LC (Sigma-Aldrichg¢iecko)

» Acetonitril Chromasolv, for LC (Sigma-Aldrich,dhecko)

* Cinchokaingistota> 98 %, log P=4,75 (Sigma-Aldrich,éfhecko)

» Dexamethasorgjstota> 98 %, log P=1,93 (Sigma-Aldrich,&whecko)

« Farmaceuticky fipravek Otobacid N (Haupt Pharma Amareg GmbH,
Némecko), drzitel registrace pR — Chiesi CZ s.r.o.

e Glycerol 85 % (Sigma-Aldrich, &imecko)

e 1,2- propandiolgistota> 99,5 % (Sigma-Aldrich, Bmecko)

e 1,3- butanediol¢istota 99 % (Sigma-Aldrich, &necko)

» Fosfatovy pufr — 1,0 M kyselina fosfa@ma (Sigma-Aldrich, Nmecko)

» Triethylamin,éistota> 99 % (Sigma-Aldrich, Bmecko)

« Deionizovana vodaisténa Milli — Q RG systém (Millipore s.r.o., Pral@R)
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4.3 PRIPRAVA ROZTOKU

Pfi méteni diplomové prace bylo pgeba gipravit roztoky mobilnich fazi (MF),

zasobni roztoky, roztoky vzaoikstandardu a placeba.

4.3.1 Priprava mobilnich fazi

Mobilni faze byly gipravovany za pouZziti metanolu, acetonitrilu a di@sane
vody v ukitém pongru a v zavislosti na pouzité kolén

VSechny mobilni faze byly odéreny do 500 ml lahvi. Pro finélni &eni na
dlouhé kolog (25 mm) byla fipravena MF ACN/W (35/65), coZz odpovida 175 mi
acetonitrilu a 325 ml destilované vody. Pro kratkoenionu (15 mm) MF ACN/W
(30/70), coz odpovida 150 ml acetonitrilu a 350dextilované vody. Mobilni faze byly

odplyrgny v ultrazvukové lazni po dobu 2 minut.

4.3.2 PFiprava zasobnich roztok d

Zasobni roztoky (ZR) dexamethasonu a cinchokaindy bgiipraveny
v koncentracich 1000 mg/l. Tedy 50,00 mg vzorkundséadu bylo pevedeno do
odmegrné baiky kalibrované na 50,00 ml a rozpédd v MF ACN/W (35/65)

zalkalizované 0,1 % TEA.

4.3.3 PFiprava roztok d vzork a pro optimalizaci kolon

Pro optimalizaci kolon byly ze zasobnich rozZigitipraveny roztoky vzonk
cinchokainu a dexamethasonu o koncentracich 20D(ehgil zasobniho roztoku CIN a
2 ml DEX doplnit MF ACN/W (35/65) zalkalizovanoul0% TEA do odrirnych bark
kalibrovanych na 10,00 ml). Poté &ny vzorek CIN + DEX o stejné koncentraci:
200 mg/l (2 ml CIN + 2 ml DEX byl f@veden do 10,00 ml odimmych bagk a doplrn
MF ACN/W (35/65) zalkalizovanou 0,1 % TEA.
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4.3.4 Priprava kalibra €nich roztok a

Ze zasobnich roztdkbyly pripraveny roztoky vzonk o koncentracich: 50, 75,
100, 150, 200, 250, 300, 400 a 500 mg/l do 10,00ankrnych bakk doplrtnych MF
ACN/W (35/65) zalkalizovanou 0,1 % TEA.

Tab.1Kalibraéni fada

koncentrace (mg/l) | objem ZR DEX (ml) | objem ZR CIN (ml)

50 0,50 0,50

75 0,75 0,75
100 1,00 1,00
150 1,50 1,50
200 2,00 2,00
250 2,50 2,50
300 3,00 3,00
400 4,00 4,00
500 5,00 5,00

4.3.5 PFiprava roztoku standardu

Do 10,00 ml odrrné baiky bylo nepipetovano 2 ml zasobniho roztoku
cinchokainu (1000 mg/l) a 1 ml zasobniho roztokwateethasonu (1000 mg/l) a
doplréno po rysku MF ACN/W (35/65) + 0,1 % TEA. Tento taiz byl pouzit pro

kvantifikaci presnosti a spravnosti farmaceutickéhipgavku.

4.3.6 Priprava roztoku placeba

Do 100,00 ml odrérného valce bylo odgiieno 50,00 ml 100 % 1,3- butandiolu

a 50,00 ml 85 % glycerolu a nasleédiokonale zhomogenizovano.

4.3.7 PFiprava vzork a uSnich kapek Otobacid N prop Ffesnost

V zavislosti na obsahovém slozZenic¢innych latek v uSnich kapkach
(DEX: 200 mg/l a CIN: 5000 mg/l) a zachovani danédentrace oboucinnych slozek
(DEX: 100 mg/l a CIN: 200 mg/l) byly usni kapkediny MF ACN/W (35/65) +
0,1 % TEA. Ato v poréru:
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DEX: 1:1— 2,5 ml kapek + 2,5 ml MF + 0,1 % TEA
CIN: 1:25— 200yl kapek + 4,8 ml MF + 0,1 % TEA
Pro pipravu g&chto vzorki byly pouzity usni kapky Otobacid N v SarZich:

» §.14031B
» 5.04028B

4.3.8 Priprava vzork u pro vyt éznost

Ke stanoveni vg¥nosti néfeni pro dexamethason bylyigraveny roztoky dle
nasledujiciho rozpisu: 1 ml zasobniho roztoku DEX5 il placeba a doplnit MF
ACN/W (35/65) + 0,1 % TEA.

Ke stanoveni vyZnosti néteni pro cinchokain byly fipraveny roztoky dle
nasledujiciho rozpisu: 2 ml zasobniho roztoku CINIOO ul placeba a doplnit MF
ACN/W (35/65) + 0,1 % TEA.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 OPTIMALIZACE METODY

Pro vykEr optimalni a sotasré finalni metody byl bran ietel na pedchozi
analyzu provaghou na HPLC. Tato analyza byla provederedpvsim z dvodu vySSi
robustnosti a snadmaslednémuignosu podminek analyzy na SIA systémeéchto
duvodi byla 2D-SIC metoda optimalizovdna za pouziti MF M@/ (30/70) pro
dlouhou kolonu (25 mm) a MF ACN/W (60/40) pro krdikkolonu. V tomto fipadt se
jednalo o kolonu o rozénech 10 mm.

Cilem optimalizace metody bylo najit vhodnou mobifdzi a dostatn¢
dlouhou kolonu. V pibéhu SIA analyzy dosSlo oproti HPLC metody k nepatrnym
apravam jak v délce kolony, tak slozeni mobilnief§@ongru ACN/W).

5.1.1 Optimalizace vinové délky

Pro optimalizaci vinové délky byl pouZzit spektrafotetr, kterym byla z&tena
absorgni spektra jednotlivych latek v UV oblasti. ¢k&ni absorpnich spekter pro
jednotlivé latky se testovalo s pouzitim roztokwnk dexamethasonu o koncentraci
10 mg/l a roztoku vzorku cinchokainu o koncentra@img/l v mobilni fazi ACN/W
(35/65) + 0,1 % TEA. Zji#na optimalni vinova délka (240 nm) pro dexamethason
cinchokain byla nasledmastavena jako &ici vinova délka detektoru v SIA systému.
Je to takova vinova délka iedi, kterd pro danou analyzovanou latku vykazuje
absorgni maximum.

Vinové délky pro dexamethason a cinchokain jsourazdny na obrazku 8.

Cervena linie je platna pro cinchokairerna linie pro dexamethason.
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CIN

DEX

Obr. 8 Zaznam spektra CIN a DEX

5.1.2 Optimalizace mobilni faze a kolony

Optimalizace prvni mobilni faze byla zahjena raubdé kolow za pouziti MF
MeOH/W (30/70) pro dexamethason (c=200 mg/l) rogmysv MeOH. Monoliticka
kolona Chromolith Flash, RP — 18e, 25 — 4,6 mm ladpojena v SIA fistroji mezi
8- cestny selalni ventil a detektor. ProtoZze retem ¢as dexamethasonu by¥kils
dlouhy, byla vynénéna tato MF za MF o vySSi koncentraci organické lsjoz
MeOH/W (35/65) se snahou urychlit reten ¢as, a urychlit eluci sledované latky
sorbentem kolony. Pro &keni vhodného reténiho ¢asu byla pouzita i MF o sloZeni
MeOH/W v pongru 50/50, jak je tomu na obrazku 9.
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Obr. 9 Zaznam DEX s MF MeOH/W (50/50)
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Problém, ale staleustaval v chvostovani piku dexamethasonu. Z toinmodiu
byla pripravena nova mobilni faze o sloZzeni ACN a vodyo & pongru 35/65. Takto
pripraveny roztok byl zapojen do systému k separaiiiyl dexamethasonu. Vysledky
byly velice giznivé. Chromatogram této analyzy je k dispozicbbgdzku 10. Reténi
¢as a tvar piku pro dexamethason byl zachovan,éstajnbylo dosazeno dostane
odstoupeni mrtvého objemu systému od piku dexarsetia
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Obr. 10 Zaznam DEX s MF ACN/W (35/65)

VySSi koncentrace acetonitrilu néiynvyznam, nebt dochazelo k nedostaéte
retenci analytu na kol@njak je v gikladu zachyceno na obrazku 11. Zde byla pouzita
mobilni faze ACN/W v poréru 55/45.
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Obr. 11 Zaznam DEX s MF ACN/W (55/45)
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Jako optimalni mobilni faze pro dlouhou kolonu byigbrana MF ACN/W
(35/65).

Za stejnych podminek (MF = ACN/W 35/65) a za pdustiejné kolony (25 mm)
probihalo testovani retémich vlastnosti i druhého analytu, cinchoka(oe200 mg/l)
Ostatni parametrytustavaji nezrénéné. Vysledkem byla nedetekovatelnost piku pro
CIN, a tedy nemoznost interference s dexamethasemdgisich analyzach &reni, coz
bylo také cilem této prace. Na obrazku 12 je moddé vyraznou retenci analytu CIN
(nepitomnost piku) na dlouhé koldrv daném¢ase. Chromatogram byl fimen po

n¢kolika cyklech ndteni.
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Obr. 12 Vyrazna retence CIN na koloné

Proto bylo pateba pouzit kratSi kolonu a naslédnajit takovou optimalni
mobilni fazi, ktera by byla schopna eluovat &iradrzovany vzorek cinchokaingtsi
rychlosti.

Pro optimalizaci druhé mobilni faze byla n@e pouzita kratka kolona o délce
10 mm a analyt cinchokainu (c=200 mg/l) rozgogt v MeOH. Tato monoliticka
kolona Chromolith, RP — 18e, 10 — 4,6 mm byl&tapapojena do SIA fiistroje mezi
8 — cestny seleki ventil a detektor. Jako mobilni faze byla ijd pouzita srs
s metanolem MeOH/W (65/35). Pik cinchokainu podliétlavostovani. S ne#si
pravdépodobnosti ™a na chvostovani piku vliv mobilni faze s obsaheratanolu,
proto v dalSicasti analyzy byla pouzita MF ACN/W v pémech 55/45 a 60/40.
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viN s

cinchokain s mobilni fazi ACN/W 60/40 je zachycenatrazku 13.
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Obr. 13 Zaznam CIN s MF ACN/W (60/40) na 10 mm koloné

Priznivé vysledky #stavaji i za &chto podminek, jen reténi ¢as byl ilis
kratky. Proto bylo nutné kolonu prodlouzitigmjenim 5 mm pedklony Chromolith,
RP —18e, 5—-4,6 mm a naslédiak pedejit interferenci 8 sowasném mieni se

vzorkem dexamethasonu na dlouhé kéldtaznam analyzy zachycuje obrazek 14.
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Obr. 14 Zaznam CIN s MF ACN/W (60/40) na 15 mm koloné

Jako optimalni mobilni faze pro kratkou kolonu ¢h#) byla vybrana ACN/W
(60/40).
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Z téchto analyz byly vybrany optimalni mobilni fazeaday:
» MF ACN/W (35/65) pro dlouhou kolonu (25 mm) — segua DEX
* MF ACN/W (60/40) pro kratkou kolonu ggdkolonou (15 mm) -

separace CIN
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5.2 OPTIMALNIi PODMINKY PROGRAMU SIA

Protoze prace na SIAftigtroji je ovladana ies pditacovy software, bylo
potreba vytvait takovy program, vé&mz budou uvedeny jednotlivé kroky peibné
k celému ndieni. Mezi takové kroky p#tpromyti systému, promyti kolony a vzorku,
dale aspirace vzorku zditého portu o ufitém objemu a s dgitou priitokovou rychlosti.
Stejre tak aspirace pozadované mobilni faze o daném abjandané pitokove
rychlosti. V tomto programu je dale zaznamenagrsioku MF se vzorkem. Podrobné

zreéni celého programu pro dlouhou kolonu je znaZoonv tabulcecislo 2. Aspirace

cinchokainu prochazejiciho kratkou kolonou je zaema v tabulce 3.

Tab.2 Program SIA pro dlouhou kolonu (DEX)

Soucastka Prikaz Parametr
Dvoucestny ventil pumpy | Poloha OUT ouT
Selekéni ventil Nastavit do polohy 2 Port 2
Pistova pumpa Nasat MF o objemu [ul] 500
Pistova pumpa Nasat MF pritokovou rychlosti [pl/s] 100
Selekéni ventil Nastavit do polohy 1 Port 1
Pistova pumpa Pratokova rychlost [pl/s] 200
Pistova pumpa Vyprazdnit MF
Selekéni ventil Nastavit do polohy 2 Port 2
Pistova pumpa Nasat MF o objemu [ul] 2300
Pistova pumpa Nasat MF pratokovou rychlosti [pl/s] 100
Selekéni ventil Nastavit do polohy 5 Port 5
Pistova pumpa Nasat vzorek o objemu [pl] 20
Pistova pumpa Nasat MF pratokovou rychlosti [pl/s] 30
Selekéni ventil Nastavit do polohy 8 Port 8
Pistova pumpa Pritokova rychlost [ul/s] 15
Pistova pumpa Vyprazdnit pumpu
Spektrometr Skenovat pfi 240 nm 240
Spektrometr Neskenovat po dobu [s] Delay 75
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Tab.3Program SIA pro kratkou kolonu (CIN)

Soucastka Ptikaz Parametr
Dvoucestny ventil pumpy | Poloha OUT ouT
Selekéni ventil Nastavit do polohy 3 Port 3
Pistova pumpa Nasat MF o objemu [ul] 500
Pistova pumpa Nasat MF pratokovou rychlosti [pl/s] 100
Selekéni ventil Nastavit do polohy 1 Port 1
Pistova pumpa Pritokova rychlost [ul/s] 200
Pistova pumpa Vyprazdnit MF
Selekéni ventil Nastavit do polohy 3 Port 3
Pistova pumpa Nasat MF o objemu [ul] 2000
Pistova pumpa Nasat MF pratokovou rychlosti [pl/s] 100
Selek¢ni ventil Nastavit do polohy 6 Port 6
Pistova pumpa Nasat vzorek o objemu [pl] 10
Pistova pumpa Nasat MF pratokovou rychlosti [pl/s] 30
Selekéni ventil Nastavit do polohy 7 Port 7
Pistova pumpa Pratokova rychlost [pl/s] 15
Pistova pumpa Vyprazdnit pumpu
Spektrometr Skenovat pfi 240 nm 240
Spektrometr Neskenovat po dobu [s] Delay 50
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5.3 KALIBRA CNi KRIVKA

Kalibracni kiivka je grafické znazoemi zavislosti koncentrace roztoku vzorku
na jeho absorbanci.

Ke stanoveni linearity bylofpraveno 9 kalibrénich roztok v koncentranim
rozmezi 50 - 500 mg/l. Koncendra roztoky se pipravovaly do mobilni faze ACN/W
v poreru (35/65) + 0,1 % TEA. Jejichriprava je zobrazena v kapitole 4.3.4.

Pro kazdy kalibréni roztok byly vzdy provedeny 4 n&gy na poZzadovanou
kolonu. 4 nastky na dlouhou kolonu pro analyzu dexamethasonspsgaci mobilni
faze ACN/W 35/65 + 0,1 % TEA a 4 n#ky na kratkou kolonu pro analyzu
cinchokainu s aspiraci mobilni faze ACN/W 60/40fikRdem takové analyzy
znazotiuje obrazek 15, na kterém je zachycen celkovy zézr& nagtka

dexamethasonu a cinchokainu v koncentraci 100 mg/I.
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Obr. 15 Chromatogram linearity DEX a CIN o koncentraci 100 mg/I

Pomoci SIA programu byly ziskany 4 hodnoty absatbaro kazdy analyt,
z nichz byla stanovena jmérna hodnota absorbance a ta pouzita k sestrojexfiil gr
zavislosti plochy piku na koncentraci.

Tato zavislost byla stanovena metodou linearni esgra jejimi grafickymi
parametry (korekni koeficient, sndrnice kalibr&ni primky — regresni koeficient) a
znazorgna na nasledujicich grafech a tabulkach. K validamtody je dlezity
parametr korekniho koeficientu, jehoz hodnota by podle Iékopistiantbyt minimalré
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0,99. V obou gipadech, tj. p stanoveni dexamethasonuii gtanoveni cinchokainu,
byla tato podminka sptna.
Kalibraéni roztoky o koncentraci 50 mg/l, 200 mg/l a 50QInfyly ve stejny

den a za stejnych podminekieni dale pouzity pro opakovatelnost.

5.3.1 Kalibra ¢ni zavislost pro dexamethason

Kalibracni zavislost pro dexamethason byla stanovegemnim 7 kalibranich
roztoki v koncentracich: 50 mg/l, 75 mg/l, 100 mg/l, 206/im300 mg/l, 400 mg/l a
500 mg/l. Grafick& zavislost koncentrace na abswijae znadzoréna na Obr.16.

Méifenim kalibrénich roztok za danych podminek byl stanoven kotela
koeficient a rezidualni odchylka.

» Korelani koeficient — mira vyjaeni ,snosti linearni vazby"
* Rezidudlni odchylka (chyba predikace) — rozdil meaireienou a

o¢ekavanou hodnotou

Kalibraéni kfivka
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Obr.16Kalibraéni kfivka pro dexamethason

Tab.4Parametry linearni regrese pro dexamethason

Statistické parametry pro regresi: y =kx+q

Pocet bodl n= |7 Odhad chyby
Smérnice k= {0,00215 + 4,08492E-05
Abs. ¢len q= |0,03995 + 0,01153

Korelacni koef. r= |0,99910
Rezidualni odch. |s= [0,01737
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Ve sledovaném koncentraim rozmezi bylo dosazeno hodnot 0,9991
korelainiho koeficientu a 0,0174 rezidualni odchylky.
V nasledujici tabulce (Tab.5) jerghled koncentraci pouZivanych kalidméh

roztoki a jim odpovidajicich absorbanci.

Tab.5Koncentrace kalibracnich roztokd s odpovidajici absorbanci

Koncentrace Absorbance

50 0,130

75 0,196
100 0,278
200 0,490
300 0,670
400 0,901
500 1,123

5.3.2 Kalibra ¢€ni zavislost pro cinchokain

Kalibraéni zavislost pro cinchokain byla stanoven&iemim 7 kalibranich
roztoki v koncentracich: 50 mg/l, 75 mg/l, 100 mg/l, 156/in200 mg/I, 300 mg/l a
400 mg/l. Graficka zavislost koncentrace na absuriga znazorsna na Obr.17.

Meifenim kalibr&nich roztok za danych podminek byl stanoven kotela

koeficient a rezidualni odchylka.
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Obr.17Kalibraéni kfivka pro cinchokain
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Tab.6 Parametry lineérni regrese pro cinchokain

Statistické parametry pro regresi:y =k x + q

Pocet bodl n= |7 Odhad chyby
Smérnice k= 1{0,00200 + 2,24956E-05
Abs. ¢len g= |0,02105 + 0,00488

Korelacni koef. r= 10,99968
Rezidualni odch. |s= |0,00705

Ve sledovaném koncentr@im rozmezi bylo dosazeno hodnot 0,9997
korelainiho koeficientu a 0,0071 rezidualni odchylky.
V nasledujici tabulce (Tab.7) jeghled koncentraci pouzivanych kalimé&ch

roztoki a k nim odpovidajicich absorbanci.

Tab.7Koncentrace kalibraénich roztok( s odpovidajici absorbanci

Koncentrace Absorbance

50 0,114

75 0,170
100 0,223
150 0,328
200 0,431
300 0,614
400 0,823
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5.4 OPAKOVATELNOST

Opakovatelnost (Repeatability) metody vyjaeé €snost souhlasu mezi
vysledky nezavislych #feni stejného analytu provedenych stejnou metodeu, z
stejnych podminek #iieni, stejnym pracovnikem, na stejnérspoji a stejném mist
Opakovatelnost je vlastnosti metody, nikoli vysledgO0].

Opakovatelnost byla provedena na kallbiah roztocich vzork
dexamethasonu a cinchokainu. Vzdy v koncentra&@hmg/l, 200 mg/I a 500 mg/I.

Tento typ parametru byl proveden v 8 ti@sth pro kazdou kolonu a kazdou
koncentraci.

Z 8 ziskanych hodnot absorbance byl Wipgn pameér a snérodatna odchylka
(SD). Ztchto dvou ziskanych hodnot byla dale w§gana relativni sirodatna
odchylka (RSD).

5.4.1 Smérodatna odchylka

Smerodatna odchylka je kvadratickytpnér odchylek hodnot prvku od jejich
aritmetického piméru. Jsou-li hodnoty sénodatné odchylky malé, prvky souboru si
jsou vzajemi zna&n¢ podobné. Naopak, jsou-li hodnoty vysoké, vypovid@ velke
vzajemné odliSnosti [31].

Vzorec pro srérodatnou odchylku:

s=+s?

5.4.2 Relativni sm érodatna odchylka

Relativni smdrodatna odchylka (varéai koeficient) je relativni mirouipsnosti

série paralelnich stanoveni. Typicka je pro niglégt na koncentraci analytu [32].

RSD = 100*SD x  [%)]

SD.....sn¢rodatna odchylka

X.... pramér hodnot
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5.4.3 Opakovatelnost pro koncentraci 50 mg/I

Opakovatelnost roztdk vzorki dexamethasonu a cinchokainu o koncentraci
50 mg/l probihala za stejnych (optimalizovanychfmének, jako analyza kalilbfai
kiivky.

Namérené hodnoty absorbance a v§jpané hodnoty opakovatelnosteérani pro

jednotlivé latky o koncentraci 50 mg/l jsou zachyge tabulce 8.

Tab.80pakovatelnost pro koncentraci 50 mg/I

Cislo analyzy DEX CIN
1 0,127 0,116

2 0,129 0,117

3 0,131 0,112

4 0,134 0,110

5 0,123 0,111

6 0,128 0,111

7 0,124 0,112

8 0,123 0,112
SD 0,00 0,00
Primér 0,13 0,11
RSD (%) 3,10 2,26

5.4.4 Opakovatelnost pro koncentraci 200 mg/I

Opakovatelnost pro roztoky dexamethasonu a cinghoka koncentraci
200 mg/l probihala afp za stejnych podminek, jako pro koncentraci 50l.mg/
Naméfené hodnoty absorbance a v§jpané hodnoty opakovatelnostérani pro

jednotlivé latky v koncentraci 200 mg/l jsou uvegenabulce 9.
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Tab.90pakovatelnost pro koncentraci 200 mg/I

Cislo analyzy DEX CIN
1 0,484 0,427
2 0,494 0,431
3 0,480 0,435
4 0,499 0,433
5 0,494 0,429
6 0,473 0,429
7 0,490 0,429
8 0,477 0,426
SD 0,01 0,00
Pramér 0,49 0,43
RSD (%) 1,88 0,66

5.4.5 Opakovatelnost pro koncentraci 500 mg/l

Za dodrZeni fedepsanych podminekebeni byly ziskany hodnoty absorbance a
z nich vypg@itany hodnoty opakovatelnosti pro jednotlivé latkykoncentracich

500 mg/l. Uvedené ilustruje tabulka 10.

Tab.100pakovatelnost pro koncentraci 500 mg/I

Cislo analyzy DEX CIN

1 1,098 0,942

2 1,105 0,952

3 1,165 0,950

4 1,122 0,949

5 1,135 0,948

6 1,145 0,950

7 1,160 0,944

SD 0,03 0,00
Primér 1,13 0,95
RSD (%) 2,29 0,37

47



5.5 PRESNOST A STANOVENi OBSAHU U CINNYCH LATEK

Pro stanoveniiesnosti v usnich kapkach Otobacid N bytpaveno 7 vzork
pro analyzu dexamethasonu a 7 viogo analyzu cinchokainu do 5ml odmé
baiky. Priprava €chto vzorki je popséana v kapitole 4.3.7.:

DEX: 1:1— 2,5 ml kapek + 2,5 ml MF + 0,1 % TEA

CIN: 1:25— 200ul kapek + 4,8 ml MF + 0,1 % TEA

Pojem pesnost mieni je definovan jakoésnost shody mezi naffenou
hodnotou veliiny a pravou hodnotou &ené veltiny [33].

Parametr pesnosti poukazuje na preciznost celé metody, adtopigpravy
samotného vzorku az po ziskani vyskedR/ysledkem této metody je relativni
smérodatnd odchylka RSD ziskana ze 7 analyz stanopeméentualniho obsahu
acinnych latek v usnich kapkach Otobacid N.

Vysledky jednotlivych mifeni pro stanoveni obsahdininych latek a hodnoty
RSD jsou znazogmy v tabulce 11. Hodnoty jsou vyjahy jako % deklarovaného

mnozZstvi latky v gipravku.

Tab. 11Vysledky prfesnosti méreni

VZOREK CIN (%) DEX (%)

A 98,50 95,60
B 103,50 96,70
C 102,60 96,33
D 101,70 96,00
E 100,60 102,00
F 101,00 102,10
SD 1,74 3,06
Pramér 101,32 98,12
RSD 1,72 3,12
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5.6 VYTEZNOST (SPRAVNOST)

Termin spravnost vyjddje miru shody vysledk mezi znégfenou hodnotou a
skute&nou/specifickou hodnotou dfené velkiny [33].

Spravnost je kombinacitg@snosti a pravdivosti a jeji vysledky poukazuji na
piitomnosti negitomnost nahodnych chybdteni.

Roztoky vzorki vytéZnosti byly gipraveny dle rozpisu v kapitole 4.3.8.

Z hodnot vygZnosti pro dexamethason a cinchokain, které seajidawo, byla
ziskadna hodnota RSD (relativni &mdatna odchylka). Ziskané hodnoty jsou zachyceny
v tabulce 12.

Vzorec pro stanoveni wWnosti:

% = A (latky) / A (standardu) * 100

e A —absorbance

Tab. 12Vysledky vytéZnosti méfeni

VZOREK CIN (%) DEX (%)

1 100,70 99,40
2 99,88 97,40
3 97,46 96,30
4 97,62 100,50
5 102,50 103,30
6 98,73 97,20
SD 1,94 2,61
Primér 99,48 99,02
RSD 1,95 2,63




5.6.1 Stru ény p Fehled validace metody

V nasledujici tabulce 13 je stné popsana validace celé metody 2D-SIC.

Tab. 13 Parametry validace 2D-SIC

Parametr DEX CIN
Kalibraéni rozmezi (mg/!) 50 - 500 50 - 400
Korelacni koeficient 0,99912 0,99969
Opakovatelnost RSD (%) 1,88 - 3,10 0,37-2,26
Presnost RSD (%) 3,12 1,72
Pramérna vytéznost (%) + SD 99,02 + 2,61 99,48 + 1,94
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6 ZAVER

Pro separaci a identifikaci analytdexamethasonu a cinchokainu ve
farmaceutickém ifjpravku Otobacid N (Haupt Pharma Amareg GmbH) byly
optimalizovany a validovany vhodné podminky separagro metodu
dvoudimenzionalni sekveéni injekini chromatografie (2D-SIC).

Jako optimalni podminky &eni metodou 2D-SIC byly zvoleny:

Dlouhé kolona:Chromolith Flash, RP-18e 25-4,6 mm
Kratka kolona:Chromolith Flash, RP-18e 10-4,6 mm
Predkolona:Chromolith, RP-18e 5-4,6 mm
Davkovani:20ul DEX, 10ul CIN

Pritokova rychlost0,9 ml/min

Detekce:240 nm

Mobilni faze pro dlouhou kolonacetonitril/voda (35/65)
Mobilni faze pro kratkou kolonacetonitril/voda (60/40)
Typ eluceizokraticka

Korelatni koeficient linearity pro dexamethason byl starovna hodnotu
r’=0,99912 a pro cinchokain na hodnot=10,99969, coZ? jsou hodnoty, které
odpovidaji pozadawin dle I|ékopisu. Lékopis stanovuje hodnotu kaheiho
koeficientu minimald 0,99. Hodnoty koeficieiitbyly ziskany nitenim kalibrani rady
v rozmezi 50 — 500 mg/l pro dexamethason a 50 -n#§0pro cinchokain.

Relativni smdrodatné odchylky (RSD) opakovatelnosti pro dexamsdhcinily
3,10 %; 1,88 %; 2,29 % a pro cinchokain 2,26 %6046, 0,37 %. Opakovatelnost
meéieni se provatla s roztoky analyit o koncentraci 50 mg/l, 200 mg/l a 500 mg/l.

Relativni snérodatné odchylky (RSD) fpsnosti metody byly stanoveny na
hodnoty pro dexamethason 3,12 % a pro cinchok&ia %.

VytéZznost metody stanovend v procentech (%) dosahgualadexamethason
99,02 % s 2,63 s#énodatné odchylky a pro cinchokain 99,48 % s 1,94redatné
odchylky.

Ze ziskanych hodnot &eni je patrné, Ze metodu dvoudimenzionalni sekvien

injekéni chromatografie 1ze pouzit pro separaci a idiaiii dvou chemicky odliSnych
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latek. Separované latky na dvou kolonach mezi sel@jemrt neinterferuji, coz

potvrzuji i ziskané vysledky validace metody.
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