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ABSTRAKT
Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Kandidat: Mgr. Tereza Bazantova
Skolitel: PharmDr. Ludmila Matysova Ph.D.
Nazev rigordzni prace: Vyvoj a validace HPLC metody pro analyzu pilokarpinovych Iékopisnych

ocnich kapek.

Byla vyvinuta a ¢astecné validovana metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC) pro stanoveni pilokarpin-hydrochloridu v Iékopisnych o¢nich kapkach o koncentraci 1 a
2% uginné latky.

V odborné literatufe bylo popsano mnozstvi HPLC metod, stanovujicich pilokarpin-
hydrochlorid v oénich kapkach. Metody vyuzivaji rizné stacionarni i mobilni faze a rozdily jsou
také v dobé trvani samostatné analyzy.

V této préci je popsan vyvoj metody, vychazejici z prace autori El-Deeb S, Schepers U a
Watzig H.: Evaluation of monolithic C18 HPLC columns for the fast analysis of pilocarpine
hydrochloride in the presence of its degradation products publikované v roce 2006 v ¢asopisu
Pharmazie [17]. Byla pouzita monoliticka kolona Chromolith High Resolution RP 18 endcapped
100 x 4,6 mm, Merck, Némecko, zplsob provedeni chromatografie obraceného systému fazi.
Pouzitd mobilni faze byla sloZzena z pufru o pH 3 a methanolu v poméru 98:2 (V/V), rychlost
pritoku 1 ml/min. Vysledky byly vyhodnoceny pouzitim UV-VIS detektoru pfi vinové délce 220
nm. Pro kvantitativni stanoveni byla zvolena metoda vnitfniho standardu. Jako vnitfni standard
byl pouzit fenylefrin hydrochlorid.

Metoda umoznuje stanoveni pilokarpin-hydrochloridu i kyseliny pilokarpové. Sledované
latky  byly vyluCovany v poradi: isopilokarpin, pilokarpin, kyselina pilokarpova a kyselina
isopilokarpova. Celkova doba trvani analyzy je méné nez 10 minut.

Byly provedeny tyto validaéni parametry metody: presnost, spravnost, linearita,
selektivita, stabilita roztoku pilokarpin-hydrochloridu po dobu 72 hodin pfi teploté 5 +3°C a 20 +
5°C a pristupu ¢i nepfistupu svétla a test zplisobilosti systému.

Metoda je selektivni, dava pfesné a spravné vysledky a linearni odpovéd ve stanoveném
rozsahu 12,5 — 75,0 mg/100 ml pilokarpin-hydrochloridu.

Z prfibuznych latek byla blize studovana pouze kyselina pilokarpova, jejiz nardst v o¢nich
kapkach se vlivem hydrolyzy pfedevsim predpoklada. Z divodu neexistence standardu kyseliny
pilokarpové, bylo mozné pro tuto slouCeninu provést pouze test zpUsobilosti

chromatografického systému a z valida¢nich parametru test selektivity.
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pharmacopoeial eye drops with pilocarpine.

High-performance liquid chromatography method (HPLC) for the determination of
pharmacopoeial pilocarpine-hydrochloride eye drops with a concentration of 1 and 2% was
developed and partially validated.

A variety of HPLC methods have been described in the specialized literature for the
determination of pilocarpine-hydrochlorid in eye drops. The methods use different stationary
and mobile phases and the differences are in the time of analysis.

This work describes development of the method based on the work of authors El-Deeb S,
Schepers U and Watzig H.: Evaluation of Monolithic C18 HPLC columns for the fast analysis of
pilocarpine-hydrochloride in the presence of its degradation products published in 2006 in the
journal Pharmazie [17]. It was performed using a reverse phase liquid chromatography with a
monolithic column Chromolith High Resolution RP 18 endcapped 100 x 4.6 mm, Merck,
Germany. The used mobile phase was composed of buffer pH 3 and methanol in the ratio 98:2
(V/V) at the flow rate 1 ml / min. Results were analyzed by UV-VIS detector at a wavelength of
220 nm. The method of the internal standard was used for the quantitative determination.
Phenylephrine hydrochlorid was chosen as an internal standard.

The method enables the determination of pilocarpine-hydrochloride and pilocarpic acid.
The monitored substances were eluted in the order: isopilokarpin, pilocarpine, pilocarpic acid
and isopilocarpic acid. The total time of the analysis is less than 10 minutes.

It was performed following validation parameters of the method: precision, accuracy,
linearity, selectivity, stability pilocarpine-hydrochloride solution for 72 hours both at 5 + 3°C and
20 + 5°C and access to or protected from light and system suitability test.

The method is selective, precise and provides good results and is linear in range from
12.5 to 75.0 mg/100 ml of pilocarpine hydrochloride.

Only pilocarpic acid was closely studied from all four related substances, because its
increasing in eye drops is mainly due to hydrolysis assumed. In the absence of pilocarpic acid

standard only system suitability test and the test of the selectivity was possible to make.
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1. uvoD

O¢ni kapky s pilokarpin-hydrochloridem jsou Iékopisné ocni kapky pouZzivané v o¢nim
lékarstvi k [€é¢bé glaukomu.

Lékopisné stanoveni pilokarpin-hydrochloridu je zaloZzeno na titraCni metodé, ktera vSak
nijak nevypovida o Cistoté pfipravenych ocnich kapek. Pilokarpin ve vodném prostfedi podiéha
hydrolyze na pilokarpovou kyselinu a epimerizaci na isopilokarpin, ktery se maze hydrolyzovat
na isopilokarpovou kyselinu.

V o€nich kapkach je pfedpokladana predevsim hydrolyza za vniku kyseliny pilokarpové.

Hlavnim pozadavkem pfi vyvoji vhodné analytické metody byla proto schopnost
stanoveni jak pilokarpin-hydrochloridu, tak kyseliny pilokarpové. Mezi dalSi vlastnosti, které
méla metoda predevSim splfiovat, bylo, aby se dala provést v bézné analytické laboratofi,
nevyzadovala slozitou pfipravu vzorku, a byla dostatecné rychla.

V8echny tyto pozadavky jsou splnény pfi pouziti vysokoucinné kapalinové
chromatografie. Metoda popsana v této praci, umoznuje stanoveni pilokarpin-hydrochloridu a

sledovani hladiny kyseliny pilokarpové za ¢as méné nez 10 minut bez slozité pfipravy vzorku.



2. CiL A POPIS ZADANI PRACE

Cilem této rigorézni prace bylo vyvinout HPLC metodu, vhodnou pro stanoveni
pilokarpin-hydrochloridu v Iékopisnych o€nich kapkéch, o koncentraci 1 a 2%, v¢etné stanoveni
rozkladného produktu kyseliny pilokarpové.

Naslednym Ukolem bylo provést validaci metody, kterd prokaze, Zze metoda poskytuje

presné a spravné vysledky, je linearni ve stanoveném rozsahu a vhodné pro zamys$lené pouziti.

10



3. TEORETICKA CAST

3.1. Teorie HPLC
3.1.1. Uvod

VSechny chromatografické separacni metody jsou zalozeny na rovnovazné distribuci
slozek vzorku mezi dvé faze, z nichz jedna je mobilni a druha stacionarni [1].

HPLC je separacni metoda, kdy analyzovany vzorek, undSeny v mobilni fazi, je
pumpovan skrz stacionarni fazi. Obycejné je jedna z fazi hydrofilni a druhd lipofilni. Slozky
vzorku rozdilné reaguji s témito dvéma fazemi. V zavislosti na jejich polarité se riiznou dobu
zadrzuji na stacionarni fazi. Tim dochazi k separaci slozek vzorku. Kazda slozka vzorku se
vyluCuje ze stacionarni faze ve specificky ¢as — retenéni ¢as tg. Prlchodem slozek pres

detektor je zachycen jejich signal a zobrazen ve formé chromatogramu [2].
3.1.2. Déleni HPLC

3.1.2.1. Podle zpusobu chromatografie

o Normalni systém fazi

Stacionarni faze je polarni a mobilni faze nepolarni.
P¥i této metodé jsou nepolarni sloueniny unaseny rychleji a vylu€uji se prvni. Ddvodem je nizsi
afinita rozpusténé latky ke stacionarni fazi.
Polérni slou€eniny zlstavaji na koloné delSi dobu, protoze maji vySsi afinitu ke stacionarni fazi

a trva delSi dobu, nez jsou z kolony vylouceny.

o Obraceny systém fazi

Stacionarni faze je nepolarni a mobilni faze polarni. Polarni slou€eniny jsou vylu€ovany
prvni a nepolarni jsou zadrzovany na koloné delSi dobu.

Pouzivaji se rdzné kolony, napf.: ODS nebo Cyg, Cg, atd.

3.1.2.2. Podle fyzikalné-chemického principu separace

o Adsorpéni chromatografie

Princip separace je adsorpce. Separace probiha na zakladé odliSné adsorpce sloucenin

na stacionarni fazi. Pouziva se jak u normalniho, tak obraceného systému fazi [3].

o Rozdélovaci chromatografie

K déleni latek dochdzi na zakladé jejich rdznych rozdélovacich koeficientd. Kapalna

stacionarni faze je zakotvena na vhodném nosici. Osvédcily se zvlasté chemicky modifikované
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stacionarni faze, u nichz se na bazi silikagelu silylaci pfipravuji faze s riznymi skupinami. Po
vneseni roztoku délené smési dochazi pfi prdchodu mobilni faze k opakovanému rozdélovani

soucasti smési mezi obé kapalné faze [4].

o lontové vyménn& chromatografie

Principem separace je iontova vymeéna, coz je reverzibilni vyména funkcnich skupin. Pro
separaci smeési podobné nabitych iontl se pouzivaji iontové vyménné kolony. Pro kationty
katexy a pro anionty anexy.

Tato technika je pouzitelna pro iontové vyménnou HPLC chromatografii.

o lon parova chromatografie

Pfi chromatografii iontovych pard se vyuzivd tvorby iontovych asociatl mezi
separovanymi latkami iontové povahy a opacné nabitym iontem, jehoz molekula obsahuje
relativné velky nepolarni podil [1].

Kolona pro obraceny systém fazi je docCasné konvertovana na iontové vymeénnou kolonu
pouzitim iontové parovych cinidel jako je pentyl-, hexyl-, heptyl- nebo oktylsulfonové kyseliny,

tetramethyl nebo tetraethyl amonium hydroxidu atd.

o QGelova permeacni chromatografie

Slouc¢eniny s odliSnou velikosti molekljsou pomoci gelu separovany ze smési. Gel funguje
jako molekulérni sito.

Mechanismem separace je stericky a difusni efekt [3].

o Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografie vyuziva vysoce specifické molekularni rozpoznavani urcitych
biomolekul. Ukotvenim specifickych ligandu, jako antigenud, na stacionarni fazi se specificky a
reverzibilné adsorbuji odpovidajici protilatky. Technika se vyuziva i u enzym( a co-enzymf,
proteinovych receptor a hormond.

Tato technika je Siroce pouzivana v biotechnologii, mikrobiologii, biochemii atd.

Ma vysokou specifitu a selektivitu a umozriuje purifikaci a izolaci biomolekul v nizké koncentraci

2].

o Chromatografie chiraini faze

Je pouzivana pro separaci optickych isomer(.
Pro odliSné typy stacionarnich fazi a druhd vzorkd jsou pouzity riizné principy.
NejCastéji pouzivana stacionarni faze pro tento typ chromatografie je chemicky modifikovany

silikagel.

3.1.2.3. Podle typu vyluéovani

o Isokraticka separace
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Stejna polarita nebo eluéni sila je udrzena po cely proces [3].
Pri isokratické eluci jsou slouceniny vylu€ovany pomoci konstantniho sloZzeni mobilni faze.
Tento typ je jednoduchy a levny, ale pro nékteré slou¢eniny nevhodny, nebot neni dosahovano

pozadovaného rozliSeni v uréeném cCase.

o Q@radientova separace

Pracuje se s mobilni fazi, jejiz slozeni se méni s ¢asem, takze v prabéhu separace
dochazi ke zvySovani jeji elucni sily. VétSinou se pracuje s binarni eluci, kdy jedna faze ma
vyrazné nizsi eluéni silu nez druha. Casovd zména koncentrace v priib&hu separace se
oznacuje jako profil gradientu. Gradient muze byt spojity (linearni nebo exponencialni) nebo
gradient stupriovity [1].

3.1.2.4. Podle typu analyzy

o Kvalitativni analyza

Slouzi k identifikaci slou¢enin, detekovani pritomnosti necistot, detekovani slozeni vzorku

apod. pomoci hodnoty retenéniho ¢asu.

o Kvantitativni analyza

Stanovuje mnozstvi jednotlivé nebo nékolika slouenin ve smési pomoci porovnavani plochy

piku standardu a vzorku [3].
3.1.3. Parametry zahrnuté v chromatografické separaci
3.1.3.1. BRetencni data

o Retenéni ¢as a retencni objem

Méfeni retence v eluéni chromatografii mize byt vyjadieno retenénim Casem (ig) pfimo
definovanym polohou vrcholu piku na chromatogramu. Z retenéniho ¢asu mize byt vypocitan

retencni objem (Vg) podle vzorce:
VF;=tR,V
v némz znaci:
tr —retenéni €as nebo vzdalenost podél zakladni linie od bodu nastfiku ke kolmici

spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho dané slozce;

v — pratokovou rychlost mobilni faze.

o Hmotnostni distribuéni pomér (znamy jako kapacitni faktor K~ nebo retencni faktor K)

Hmotnostni distribuéni pomér (Dm) je definovan jako:
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D - mnoZstvi rozpustené Iatky ve stacionami fazi K 1’_
" mnoZstvi rozpusténé Igtky v mobilni &z v,
v némz znadi:
Ke — rovnovazny distribu¢ni koeficient (znamy jako distribuéni konstanta);
Vs — objem stacionarni faze;
Vi — objem mobilni faze [5].

Popisuje rychlost analyzované latky vzhledem k rychlosti mobilni faze. Kazda sloucenina
stravi odlisné mnozstvi €asu interakci s mobilni a stacionarni fazi.

Hodnota D,, menSi nez 1 znadi, Ze slouéenina je slabé zadrzovana a vylucuje se blizko
mrtvého objemu. Velka hodnota D, znaéi dobrou separaci, ale nevyhodou toho je del§i doba
analyzy se Sirokymi piky a snizenim citlivosti. Idealni separace se vyskytuje s kapacitnim
faktorem mezi 1 a 5 [2].

Hmotnostni distribu¢ni pomér slozky mize byt ur¢en z chromatogramu s pouzitim vzorce:

v némz znadi:

tr —retencni Cas (nebo objem) nebo vzdalenost podél z&kladni linie od bodu nastfiku
ke kolmici spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho dané slozce;

ty —mrtvy ¢as (nebo objem) nebo vzdalenost podél zakladni linie od bodu nastfiku

ke kolmici spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho nezadrzované slozce.

o Distribuéni koeficient

Eluéni charakteristika latky na urcité koloné ve vylu€ovaci chromatografii mGze byt dana
distribu¢nim koeficientem (K;), ktery se vypocita ze vzorce:

v némz znadi:
tr —retencni €as (nebo objem) nebo vzdalenost podél zé&kladni linie od bodu nastfiku

ke kolmici spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho dané sloZce;
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tv —mrtvy €as (nebo objem) nebo vzdalenost podél zakladni linie od bodu nastfiku
ke kolmici spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho nezadrzované slozce;

t; —retencni ¢as (nebo objem) nebo vzdalenost podél zakladni linie od bodu nastfiku
ke kolmici spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho slozce, kterd mize volné pronikat do vdech

péra stacionarni faze [5].

3.1.3.2. Chromatograficka data

o Uginnost chromatografické kolony

Chromatograficka kolona je rozdélena do N teoretickych pater. Termodynamicka
rovnovaha analyzované latky mezi mobilni a stacionarni fazi se objevuje na kazdém patre.

Uginnost kolony je vyjadiena poétem teoretickych pater:

L
N=—
H
L - délka kolony (cm)
H - vySka pater [3]

N je stanoveno experimentalné z chromatogramu za pouZziti rovnice:

2
N = 5,54(Z—R]
Wh

v némz znaci:
tr —retenéni ¢as nebo vzdalenost (nebo objem) podél zakladni linie od bodu nastfiku
ke kolmici spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho dané sloZce;

Wh —§ifku piku v poloviné jeho vysky.

Zdanlivy pocet teoretickych pater se méni se stanovovanou slozkou, kolonou a retenénim

casem.

o Faktor symetrie

Faktor symetrie piku (As) (nebo faktor chvostovani piku) se vypocité ze vzorce:

w
0,05
A —

o 2d

v némz znadi:

Woos  — 8ifku piku v jedné dvacetiné jeho vysky;
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d —vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou ¢€asti piku v jedné

dvacetiné jeho vysky.

Hodnota faktoru symetrie 1,0 znag&i Uplnou (ideélni) symetrii piku [5].

3.1.3.3. Separacni data

o Rozliseni

Cilem chromatografie je separace slouc¢enin ze smési do pasem nebo pikl pfi jejich
prichodu kolonou. RozliSeni, R poskytuje kvantitativni méfitko schopnosti kolony separovat
dvé analyzované latky. Tato hodnota je ziskana diky retenénimu ¢asu a Sifce piku, které jsou
snadno ziskany pfimo z chromatogramu [3].

RozliSeni je veliina bezrozmérna a vétsi hodnota R; znamena lepsi separaci, pfi volbé
separacnich podminek nejde vSak o dosazeni co nejvétsiho rozliSeni, ale o dosazeni pravé
potiebného rozliSeni [1]. Dva piky se povazuji za UpIné separované, jestlize R; je vétsi nez 1,5.
Rozliseni miZze byt zlepSeno délkou kolony, coz s sebou nese i zvySeni doby analyzy [3].

Rozlideni (R;) mezi piky dvou sloZek, které maji podobnou vysku, maze byt vypocteno ze

vzorce:

_LI8(r, — 1)
! Wy + Wy

kde tgo > tri,
v némz znadi:
trr @ tro —retenéni Casy nebo vzdélenosti podél zakladni linie od bodu nastfiku
ke kolmicim spusténym z vrcholl dvou sousednich pik(;

Wi a4 Wi — Sifky pika v polovi¢ni vySce.

o Pomér vysky piku k sedlu

Jestlize neni zcela oddélena necistota od analyzované latky, |ze pouzit jako kritérium

zpUsobilosti systému ve zkouskach na pfibuzné latky pomér vysky piku k sedlu (p/v)

H
[v=—=%
p H,
v némz znadi:
H;, —vy8ku piku necistoty nad extrapolovanou zakladni linii;
H, — vysku nejniz8iho bodu kFivky oddélujici piky necistoty a analyzované latky (sedlo) nad

extrapolovanou zakladni linii.
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o Relativni retence

Relativni retence (r) se vypocita ze vzorce:

Tp, =1
F=_R2_'M

Ipy Iy

v némz znadi:

tgo —retencni ¢as sledovaného piku;
try —retencni €as referencniho piku (obvykle pik odpovidajici zkousené latce);
tv —mrtvy ¢as nebo vzdalenost podél zakladni linie od bodu néstfiku ke kolmici spusténé

z vrcholu piku odpovidajiciho nezadrzované slozce.

3.1.3.4. Presnost kvantitativni analyzy

o Pomér signalu k sumu

Pomér signalu k Sumu (S/N), ktery ovliviiuje pfesnost stanoveni obsahu slozek, se

vypocita ze vzorce:

2H
S/N=—-
h
v némz znadi:
H —vySku piku odpovidajictho dané latce nachromatogramu predepsaného

porovnavaciho roztoku méfenou od vrcholu piku k extrapolované zékladni linii signalu, ktery se
sleduje na vzdalenosti rovné dvacetindsobku Sifky piku v poloviné jeho vysky;

h —rozpéti Sumu pozadi nachromatogramu ziskaného pfi slepé zkousSce a
zaznamenavaného na vzdalenosti rovné dvacetinasobku Sifky piku v poloviné jeho vysSky
na chromatogramu pfedepsaného porovnavaciho roztoku, a to pokud mozZno rovnomérné

na obé strany od mista, kde by se mél nachazet sledovany pik.

o Opakovatelnost

Opakovatelnost odezvy se vyjadfuje jako odhad relativni smérodatné odchylky (RSD-,)

v procentech pro fadu naslednych méreni porovnavaciho roztoku a vypocita se ze vzorce:

RSD,, = 100

v némz znadi:
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Vi — jednotlivé hodnoty vyjadiené jako plocha piku, vyska piku nebo pomér ploch u metody

vnitfniho standardu;

y — prdamér jednotlivych hodnot;

n — pocet jednotlivych hodnot.

Maximalni dovolend relativni standardni odchylka (RSDmax) se vypocita pro fadu

nastfik( porovnavaciho roztoku pro definované limity podle nasledujiciho vzorce:

_ KBJn

RSD, . =
t90%n—1
v némz znaci:
K — konstantu (0,349) ziskanou ze vztahu: v némz predstavuje pozadovanou RSD pro

6 nastiikd a pro B = 1,0;

B —horni limit obsahu uvedeny v jednotlivych Iékopisnych ¢&lancich minus 100 %, za
predpokladu, Ze tento horni limit je uréen podle reprodukovatelnosti metody;

n — pocet opakovanych nastfikii porovnavaciho roztoku (3 < n < 6);

foown1 — Studentlv parametrt pfi 90% pravdépodobnosti (oboustranny) pro n—1 stupnd

volnosti.

3.1.3.5. Zpusobilost systému

Test zpUsobilosti systému predstavuje nedilnou soucast metody a slouzi k zajisténi
pfiméfené ucinnosti chromatografického systému. Pro hodnoceni G€innosti kolony se pouzivaji
nasledujici parametry: zdanliva G¢innost, kapacitni faktor, rozliSeni, relativni retence a faktor
symetrie. Faktory, které mohou ovlivnit chromatografické chovani, zahrnuji slozeni mobilni faze,
jeji iontovou silu, teplotu a zdanlivé pH, pritokovou rychlost, délku kolony, teplotu a tlak,
charakteristiku stacionarni faze, v€etné porozity, velikosti a typu castic, specifického povrchu
au nosiCl pouzivanych v chromatografii s obracenymi fazemi rozsah chemické modifikace
(odstranéni povrchovych silanolovych skupin, obsah vdzaného uhliku atd.).

Jednotlivé ¢asti pouzitého zafizeni musi byt kvalifikovany a musi byt schopny dosahnout

presnosti pozadované pro provedeni zkousky nebo stanoveni obsahu [5].
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3.1.4. Pristroj

Mobilni faze

Obr. 1. Schéma HPLC pristroje [6]

Pristroj se sklada z cerpaciho systému, davkovaciho zafizeni, chromatografické kolony
(muze byt pouZit i regulator teploty kolony), detektoru a zafizeni na zpracovani dat (nebo
integratoru Ci zapisovace). Mobilni faze je do systému pfivadéna zjednoho nebo vice

zasobnik( a protékda obvykle konstantni rychlosti kolonou a poté detektorem.

3.1.4.1. Cerpaci systémy

Cerpaci systémy jsou potfebné pro privadéni mobilni faze konstantni pritokovou
rychlosti. Kolisani tlaku ma byt co nejmensi, ¢ehoz se dosahuje napf. prichodem tlakovaného
rozpoustédla zafizenim na tlumeni pulzi. Hadicky a v8echny spoje musi byt schopny odolat
tlaku vyvinutému &erpacim systémem. Cerpaci systémy mohou byt vybaveny zafizenim pro
odstranéni uvolnénych bublin vzduchu.

Systémy ovladané mikroprocesory jsou schopny presné prFivadét mobilni fazi bud
s konstantnim slozenim (izokraticka eluce), nebo se slozenim, které se méni podle pfedem
daného programu (gradientova eluce). V pfipadé gradientové eluce se pouzivaji Cerpaci
systémy, které dodavaji rozpoustédlo &i rozpoustédla z vice zasobnikl a miSeni rozpoustédel

se dosahuje bud pfed natlakovanim, nebo v tlakované ¢asti Cerpadla nebo cerpadel.
3.1.4.2. Davkovaci zarizeni

Roztok vzorku se davkuje do protékajici mobilni faze na horni konec kolony nebo blizko
néj pomoci davkovaciho zafizeni, které je schopno pracovat pfi vysokém tlaku. Pouzivaji se
zafizeni s davkovaci smyckou o konstantnim nebo proménném objemu pro ruéni nebo
automatické davkovace. Ruéni davkovani s ¢asteéné naplnénou smyckou mize zpusobit horsi
presnost nastfikovaného objemu [5].

Automatické davkovace jsou spojené se zasobnikem vzorku, ve kterém jsou umistény
mikronadobky (vialky), uzaviené pryzovym septem nebo perforovanou zatkou z polypropylenu.

Technické principy vlastniho davkovani vzorku jsou ponékud odli§né. Bud je vzorek davkovan
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pomoci vicecestnych (vétSinou Sesticestnych) ventill, nebo pomoci nékolika tficestnych ventild.
Pri davkovani by nemél byt pferuSen tok mobilni faze kolonou, této podmince vice vyhovuje
druhé zminované feSeni. K zamezeni kontaminace vzorkl (crossover, cross contamination) se
pouziva oplach jehly a to jak vnitini tak vnéjSi. Prostor pro vzorky je v sou€asné dobé vétsinou

temperovan (0-50 °C) a chranén pred svétlem.

3.1.4.3. Chromatograficka kolona

Chromatograficka kolona je v podstaté trubka nebo kapilara rovnomérné naplnénd, nebo
pokrytd stacionarni fazi. Plast kolony (hardware) ma za Ukol tudiz udrzet pohromadé
stacionarni fazi, pfi¢emz na hardware kolony jsou kladeny urcité pozadavky:

» musi byt chemicky inertni
» musi odolavat pomérné vysokym tlakim
= vnitini povrch plasté kolony musi byt dostatecné hladky

Nejpouzivanéjsi materidl k vyrobé kolon je nerezova ocel, plasty nebo sklo. Vlastni
klasicka HPLC kolona se sklada z kovového plasté, ktery je uzavien porézni kovovou fritou,
ktera zabranuje uvolfovani stacionarni faze z kolony a sou¢asné umoznuje plynuly pratok
mobilni faze. Oba konce kolony jsou ukonceny pfevleénym ochrannym krouzkem a koncovou
hlavici, ve které je navrtan vstup pro kapilaru se Sroubem [1].

V analytické chromatografii se pouzivaji kolony vyrobené z nerezové oceli, pokud neni
v ¢lanku uvedeno jinak, maji rdzné délky a vnitfni praméry. Kolony s vnitinim primérem
menSim nez 2mm jsou CGasto oznaCovany jako mikrokolony. Béhem analyzy musi byt
udrzovana konstantni teplota mobilni fa4ze a kolony. VétSina separaci se provadi pfi pokojové
teploté, ale kolony mohou byt také zahfivany na vysSi teplotu pro dosazeni vysSi G&innosti.
Doporucuje se, aby kolony nebyly zahfivany na teplotu vy$Si nez 60 °C, vzhledem k nebezpedi
degradace stacionarni faze nebo zmén ve slozeni mobilni faze.

Nejbéznéji pouzivané stacionarni faze jsou:

» oxid kfemi€ity, oxid hlinity nebo porézni grafit, pouzivané v chromatografii s normalnimi
fazemi, kde je separace zalozena na rozdilech v adsorpci a/nebo rozdélovani;

» pryskyfice nebo polymery skyselymi nebo zasaditymi skupinami pouzivané
v iontoménicové chromatografii, kde je separace zalozena na konkurenci iontl, které
maji byt oddéleny a iontd, které jsou obsazeny v mobilni fazi;

= porézni oxid kfemicity nebo polymery pouzivané ve vylu€ovaci chromatografii, kde
separace je zalozena narozdilech v objemech molekul, odpovidajici sterickému
vylucovani;

» rGzné druhy chemicky modifikovanych nosic¢l pfipravenych z polymerd, oxidu
kfemicitého nebo porézniho grafitu, pouzivané v chromatografii s obracenymi fazemi,
kde je separace zaloZena hlavné na rozdélovani molekul mezi mobilni a stacionarni

fazi;
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= specidlni chemicky modifikované stacionarni faze, napf. derivaty celulosy nebo
amylosy, bilkoviny nebo peptidy, cyklodextriny atd., pouzivané pro separaci
enantiomert (chiralni chromatografie) [5];

= monolitické HPLC kolony tvofené jednim kusem poérovitého materialu, ktery zcela
zapliuje vnitfek separacni kolony. Nejvétsi vyhodou jsou jejich hydrodynamické
vlastnosti. Monolitické kolony maji dva typy poéri: a) velké péry (makropdry), zajistuji
rychly konvektivni tok mobilni faze skrz monolit a vyznamné zrychluji pfenos hmoty
mezi mobilni a stacionarni fazi, b) stfedné velké péry (mesopo6ry), poskytuji monolitu
dostate¢né veliky povrch, a tim vysokou separacni kapacitu. Tato struktura umozruje
provozovani monolitd pfi znaéné vysokych rychlostech mobilnich fazi bez prilisného
zvySeni tlaku a zaroven bez ztraty separacni UcCinnosti, a to i pro separované
makromolekuly (bilkoviny, syntetické polymery);

» oxid zirkoni€ity, jehoz nejvétsi vyhodou je jeho chemicka a tepelna stabilita - je stabilni v
celém rozsahu pH pfi vysokém tlaku a teploty az do 200 °C. Oxid zirkonicity Ize pouzit

v chromatografii normalnich i obracenych fazi [1].

Pokud neni vyrobcem uvedeno jinak, pfedpoklada se, ze kolony pro chromatografii
s obracenymi fazemi s népini na bazi silikagelu jsou stabilni v mobilnich fazich o zdanlivém
pH 2,0 az 8,0. Kolony plnéné poréznim grafitem nebo ¢asticemi polymernich materiald, jako je
styrendivinylbenzen-kopolymer, jsou stabilni v Sir§im rozsahu pH.

Pro analytické separace se bézné pouzivaji stacionarni faze, které maji velikost ¢astic
3 um az 10 ym. Céastice mohou mit kulovity nebo nepravidelny tvar, riznou porozitu a specificky
povrch. Tyto parametry pfispivaji k chromatografickému chovani jednotlivych stacionarnich fazi.
V pfipadé obracenych fazi jsou dopliujicimi charakteristikami stacionarni faze jeji druh, stupen
navazani vyjadreny napf. jako obsah vazaného uhliku, (daj o pfipadném odstranéni
povrchovych silanolovych skupin. Jestlize stacionarni faze obsahuje zbytkové povrchové

silanolové skupiny, mohou analyzované latky, zejména bazické, vykazovat chvostovani pika.
3.1.4.4. Mobilni faze

Mobilni faze konstantné unasi vzorek pres kolonu a stacionarni fazi.

V chromatografii s normalnimi fazemi se pouzivaji méné polarni rozpoustédla. Aby se
dosahlo reprodukovatelnych vysledkd, je nutné pfisné kontrolovat pfitomnost vody v mobilni
fazi. V chromatografii s obracenymi fazemi se pouzivaji vodné mobilni faze, jak s organickym
rozpoustédlem, tak bez né;.

Slozky mobilni faze se obvykle filtruji, aby z nich byly odstranény Castice vétsi nez
0,45 mm. Viceslozkové mobilni faze se pfipravuji odméfenim pozadovanych objemud (pokud
nejsou predepsany hmotnosti) jednotlivych slozek a jejich smichanim. Jinou moznosti je
privadét rozpoustédla pomoci jednotlivych ¢erpadel ovladanych ventily, které umoznuji michani

slozek v pozadovaném poméru. Rozpoustédla jsou pfed cerpanim do systému obycejné

21



odplynéna probublavanim heliem, v ultrazvukové lazni, nebo se pouzivaji membranova di
vakuova zafizeni zafazend pfimo do systému, ktera zabranuji tvorbé bublin v cele detektoru.

Rozpoustédla pro pfipravu mobilni faze obyCejné neobsahuji stabilizatory a jsou
propustna pro vinovou délku pouzivanou pfi detekci v ultrafialové oblasti spektra. Pouzivana
rozpoustédla a jiné slozky mobilni faze maji mit vhodnou kvalitu. Pokud je nutné nastaveni pH,
provadi se pouze s vodnou ¢asti mobilni faze, nikoli s celou smési. Jestlize se pouzivaji tlumivé
roztoky, systém se po dokonceni chromatografickych analyz patficné promyje smési vody a
organického rozpoustédla pouzitého v mobilni fazi (5% (V/V)), aby se zabranilo krystalizaci
soli.

Mobilni faze mohou obsahovat dal$i slozky, napf. protiionty u chromatografie iontovych

part nebo chirdlni selektor v pfipadé chromatografie s achiralni stacionarni fazi [5].
3.1.4.5. Detektory

Detektory jsou umistény na konci kolony a analyzuji eluent. Detektory zaznamenavaji
rozdil mezi prlichodem cisté mobilni faze a mobilni faze obsahujici eluovanou slozku celou
detektoru.

Na detektor jsou kladeny urcité idealni pozadavky:

» moznost detekce vSech pfitomnych komponent (univerzalnost)
(8iroky linearné dynamicky rozsah)

» vysoka citlivost a nizka troven Sumu

» robustnost vi¢i zménam tlaku, pritoku mobilni faze a teploty

= co nejmensi mimokolonovy pFispévek k rozsifovani eluénich zén

= umoznit gradientovou eluci

V praxi takovy detektor neexistuje a rdzné typy detektorll se jednotlivym poZadavkim
viceméné piblizuji. Jednotlivé typy detektord jsou uvedeny v tabulce 1 [1].

Nejbéznéji pouzivanymi detektory jsou spektrofotometry pro méfeni v ultrafialové a

viditelné oblasti (UV/VIS), véetné detektord s diodovym polem [5].
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Tab. 1

Vlastnosti LC detektort [1]

RI UV-VIS IR FLD ECD CONDUCT | CORONA ELSD
t nedestruk- nedestruk-
i o nedestruk- | nedestruk- | nedestruk- | gestruktivni o destruktivni | destruktivni
detektoru tivni tivni tivni tivni tivni
odezva univerzalni | selektivni | selektivni selektivni selektivni selektivni selektivni | univerzalni
meéfena . intenzita elektricky ) elektricky rozptyl

- index lomu | absorbance | absorbance vodivost
veli¢ina fluorescence proud proud svétla
typicka
citlivost
n n n

e Hg ¢} Hg pg pg ¢} ¢} Hg
ml)
linearni

10 10° 10* 10° 10° 10° 10° 10
rozsah
zavislost
odezvy ano ne ne ne ano ano ano ano
na pratoku

vysoka
teplotni 4 o o o vysoka vysoka L )
. (10 " jed. nizka nizka nizka nizka vysoka
z4vislost (1,5%) (2,0%)
indexu lomu)

gradientova ano

ne ano ne ano ne ano ano .
eluce (Castecné)

3.1.5. Pouziti HPLC
3.1.5.1. Preparativhi HPLC

Proces izolace a purifikace slou€enin. Dulezity je stupen Cistoty rozpusténych latek a

prichodnost, coz je mnozstvi slouceniny vyrobené za jednotku Casu. Tim se odliSuje od

analytické HPLC, kde je cilem ziskat informace o slou¢eniné vzorku. Ziskané informace mohou

byt: identifikace, kvantifikace, rozliSeni sloucenin.

3.1.5.2.

Chemicka separace

MuUze byt doplnénim HPLC, vyuzitim rozdilnosti v rozsahu migrace slouc¢enin na rlznych

kolonach a mobilnich fazi. Tim dochazi k separaci slou¢enim; rozsah stupné separace je silné

zavisly na vybéru stacionarni a mobilni faze.
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3.1.5.3. Cisténi

Odkazuje na proces separace nebo extrakce cilové slouceniny od ostatnich slouéenin
nebo kontaminujicich latek. V zavislosti na tom, co je tfeba oddélit a jak Uzce jsou si slouceniny
pribuzné, vybiraji se podminky k docileni adekvatni separace. Je zapotrebi takovy rozdil v
migraci slou€enin a necistot skrz kolonu, aby bylo mozné shromazdit ¢i extrahovat Cistou

slou€eninu bez nezadoucich pfimési.
3.1.5.4. Totoznost

Jde o klicovou ¢ast kazdé HPLC analyzy. Nejdfive je nutné vybrat detektor a jeho
optimalni nastaveni. Parametry separacni analyzy musi byt takové, aby byl ziskan Cisty pik
znamého vzorku. Identifikovany pik musi mit pfijatelny retenéni €¢as a byt dobfe separovany od
ostatnich pikd. Pro zménu retenéniho c&asu slouceniny je mozné ménit parametry

chromatografické metody: kolonu, mobilni fazi nebo prutok.

3.1.5.5. Kvantifikace

Stanoveni neznamé koncentrace slouceniny ve znamém roztoku [3]. Existuje nékolik

postupl kvantitativni analyzy:

o Metoda vnéjsiho standardu.

Koncentrace stanovované slozky (stanovovanych slozek) se uréi porovnanim odezvy
piku (pikl) slozky (slozek) naméfené pro zkouSeny roztok a odpovidajici odezvy naméfené

pro porovnavaci roztok.

o Metoda vnitfniho standardu.

Ke zkouSenému a porovnavacimu roztoku se pfidaji stejna mnozstvi latky, kterou lze
rozlisit od zkou$ené latky, a kterd s ni nereaguje (vnitfni standard). Koncentrace zkousené latky
se stanovi porovnanim poméru ploch pikl nebo vySek pikd stanovované latky a vnitfniho

standardu pro zkouSeny roztok a odpovidajiciho poméru pro porovnavaci roztok.

o Metoda normalizace.

Obsah jedné nebo vice slozek zkouSené latky v procentech, se vypocita z plochy nebo
ploch jako procento celkové plochy vSech pikd, s vyjimkou pikd rozpoustédel nebo pfidanych

reakcnich Cinidel a pikd, které jsou v limitu zanedbatelnosti pikd.

o Kalibracni postup.

Stanovi se vztah mezi méfenym nebo vyhodnocovanym signalem (y) a mnozstvim
(koncentrace, hmotnost, atd.) stanovované latky (x) a vypocita se kalibra¢ni funkce. Vysledky
analyzy se vypocitaji ze zméfeného nebo vyhodnoceného signalu stanovované latky pomoci

inverzni funkce [5].
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3.2. Validace

Tato ¢ast vychazi ze smérnice ICH HARMONISED TRIPARTITE GUIDELINE: Validation Of
Analytical Procedures: Text and Methology Q2 (R1), 4. verze, 11/2005

3.2.1. Uvod

Cilem validace analytické metody je dokazat, ze metoda je vhodna pro zamyslené

pouziti.

Validace analytické metody je zamérena na 4 nejbéznéji pouzivané analytické postupy:

Totoznost

= Testovani totoznosti slouzi k identifikaci analyzované latky ve vzorku. Toho je normalné
dosazeno porovnanim vlastnosti vzorku (napf. spekira, chromatografickych vlastnosti,
chemické reaktivity atd.) k referenénimu standardu.

Kvantitativni testy pro stanoveni obsahu necistot
Limitni testy pro kontrolované necistoty

» Testovani necistot mlze byt provedeno jednak kvantitativnimi testy nebo limitnimi testy.
Oba testy jsou zaméfeny na presné stanoveni Cistoty vzorku. Pro kvantitativni a limitni

testy jsou pozadovéany odlisné validacni charakteristiky.
Kvantitativni testy pro stanoveni aktivni formy ve vzorcich lécivé latky nebo pfipravku
nebo jiné vybrané slozky v l1é€ivém pripravku

» Proces stanoveni obsahu je uréen pro stanoveni analyzované latky pfitomné ve vzorku.

Validaéni parametry, které by se mély provadét:

=  Spravnost
= Pfesnost
o Opakovatelnost
o Mezilehla pfesnost
= Selektivita
= Detekeni limit

= Kvantitativni limit

= Linearita
= Rozsah
Revalidace

Revalidace je nutné provadét v nasledujicich pfipadech:
= Zmény v syntéze lécivé latky

= Zmény sloZeni finalniho produktu
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=  Zmény analytické metody

Stupen pozadované revalidace zavisi na povaze zmeén.

Analyticky postup

Analyticky postup definuje zplsob provedeni analyzy. Mél by detailné popisovat kroky
potfebné k provedeni kazdého analytického testu, napf.: informace o vzorku a referencnich
standardech, jak pfipravit reagencia, pouzivat pFistroje, vytvofit kalibraéni pfimku, uvést

vS8echny vzorce pouzivané pro vypocty atd.
3.2.2. Selektivita

Selektivita je schopnost jednoznaéné stanovit analyzovanou latku v pfitomnosti slozek, u
kterych se prfedpoklada, ze jsou pfitomné ve vzorku. Nejcastéji se jedna o necistoty, degradacni
produkty, nosice atd.

Nedostatecna selektivita analytické metody mdze byt kompenzovana jinymi podparnymi

analytickymi metodami.

Implikace této definice jsou:
3.2.2.1. Totoznost

Vhodny test totoznosti by mél byt schopny rozliSit slouceniny s podobnou strukturou,
které se pravdépodobné budou spolecné vyskytovat. RozliSeni metody by mélo byt potvrzeno
ziskem pozitivnich vysledki( (tfeba porovnanim se znamym referenénim materidlem) ze vzorku
obsahujicich analyzovanou latku, spole¢né s negativnimi vysledky ze vzorkd, které neobsahuji
analyzovanou latku. Navic by mél byt identifikacni test pouzit na materialu strukturalné
podobném nebo blizce pfibuzném analyzované latce pro potvrzeni, Ze nebude ziskan pozitivni
vysledek. Vybér téchto potencialné interferujicich materidld by mél byt zalozen na odbornych

znalostech pracovnika, v€etné zietele k moznym interferencim.
3.2.2.2. Stanoveni obsahu a zkouska nedistot

Dlkazem selektivity u chromatografickych metod by mély byt reprezentativni
chromatogramy s nélezitym oznacenim jednotlivych slozek.
Ddkladné by mély byt v chromatografii prostudovany kritické ¢asti separace. Selektivita

by méla byt dokazana rozliSenim dvou sloucenin, které se eluuji blizko sebe.

o Rozliseni analyzovanych latek, kde nedistoty jsou k dispozici.

Pro stanoveni obsahu: zahrnuti ddkazu rozli§eni analyzované latky v pfitomnosti necistot
a/nebo pomocnych latek; prakticky je tohoto dosazeno smisenim Cisté substance (aktivni

substance nebo produktu) s pfiméfenym mnozstvim necistot a/nebo pomocnych latek a
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dikazem, ze vysledek stanoveni obsahu neni ovlivnény pfitomnosti téchto latek (v porovnani
s vysledky stanoveni obsahu ziskanymi na nesmiSeném vzorku).

PFi zkouSce na necistoty mlze byt rozliSeni stanoveno smisenim l|éCivé substance nebo
produktu s pfiméfenym mnozstvim necistot a dikazem separace téchto necistot individualné

a/nebo od ostatnich slozek v nosiéi vzorku.

o Rozliseni analyzované latky, kde necistoty nejsou k dispozici

Pokud standardy necistot nebo degradac¢nich produktl nejsou k dispozici, selektivita
muze byt prokdzana porovnanim vysledkl testd vzorkl obsahujiciho necistoty nebo degradacni
produkty s druhou, dobfe charakterizovanou procedurou, napf. Iékopisnou metodou nebo jinou
validovanou analytickou metodou (nezavisly postup). Kde je to vhodné, mize se provést rovnéz
skladovani vzorkd za stresovych podminek: svétlo, teplo, vihkost, hydrolyza kyselinami nebo
zasadami a oxidace.

» Pri stanoveni obsahu by se mély porovnavat dva vysledky.
»  Pro zkou$ku necistot by se mél porovnat profil necistot.

Pik zkouSky na Ccistotu muze byt uziteCny ddkazem, Ze chromatografické piky

analyzované latky nepfipadaji vice nez jedné slou€eniné (napf.: atomova spektrometrie, diode

array).
3.2.3. Spravnost

Spravnost analytické metody vyjadfuje tésnost shody mezi hodnotou, ktera je pfijatelné
jednak jako konvenéni spravna hodnota nebo akceptovatelna referenéni hodnota, a hodnotou
zjisténou.

Spravnost by méla byt stanovena v celém rozsahu analytické metody.
3.2.3.1. Stanoveni obsahu

o Aktivni substance

Je k dispozici nékolik metod stanoveni spravnosti:
» aplikace analytického postupu na analyzovanou latku o znamé cistoté (napf. referenéni
material);
» porovnani vysledkd navrzené analytické metody s druhou, dobfe charakterizovanou
metodou - spravnost, ktera je stanovena a/nebo je definovana;

= spravnost Ize odvodit po stanoveni pfesnosti, linearity a selektivity.

o Lécivy pripravek

Je k dispozici nékolik metod stanoveni spravnosti:
» pouziti analytické metody na syntetickou smés slozek produktu, kde je pfidano znameé

mnozstvi analyzované substance;
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» v pfipadech, kdy neni mozné ziskat vzorky vSech slozek produktu je akceptovatelné
jednak pfidani znamého mnozstvi analyzované latky k produktu, nebo porovnat
vysledky ziskané z druhé, dobfe charakterizované metody - spravnost, ktera je uvedena
a/nebo definovana (nezavisly postup);

= spravnost Ize odvodit po stanoveni presnosti, linearity a selektivity.

o Nedistoty (kvantifikace)

Spravnost by méla byt posuzovana na vzorcich (substance/produktu) smiSenych se
znamym mnozstvim necistot.

V pfipadech, kdy je nemozné ziskat vzorky urcité necistoty a/nebo degradaénich
produktu, je pfijatelné porovnat vysledky ziskané nezavislym postupem. Muze byt pouzit faktor
odezvy léCivé substance. Jednotlivé nebo celkové necistoty maji byt jednoznacné vyjadreny:
napf. hmotnost v hmotnosti nebo procentualné, ve vSech pfipadech s ohledem na hlavni

analyzovanou latku.

Doporuéeni

Spravnost by méla byt vyhodnocena z minimalné 9 stanoveni, pfi alespofi 3
koncentracich pokryvajici zadany rozsah (napf. 3 koncentrace/3 opakovani kazdé koncentrace)
Spravnost by méla byt vyjadfena jako procento vytéznosti stanovenim znamého
pfidaného mnozstvi analyzované latky do vzorku nebo jako rozdil mezi priamérnou a

akceptovatelnou spravnou hodnotou spolu s intervalem spolehlivosti.

3.2.4. Presnost

Presnost analytické metody vyjadfuje tésnost shody (stupen rozptylu) mezi sérii méfeni
ziskanych z opakovaného vzorkovani stejného homogenniho vzorku za predepsanych
podminek. Pfesnost mlze byt posuzovana ve tfech stupnich: opakovatelnost, mezilehla
presnost a reprodukovatelnost.

Presnost by méla byt zkoumana pouzitim homogenniho, autentického vzorku. Kdyz neni
mozné ziskat homogenni vzorek, mél by byt pouzit uméle pfipraveny vzorek nebo roztok

vzorku.

3.2.4.1. Opakovatelnost

Vyjadfuje presnost za stejnych podminek béhem kratkého <&asového rozmezi.
Opakovatelnost je také nazyvana intra-assay presnost.
Opakovatelnost by méla byt posuzovana pomoci:
* minimalné 9 stanoveni pokryvajici zadany rozsah metody (napf. 3 koncentrace/3
opakovani kazdé koncentrace) nebo

= minimalné 6 stanoveni pfi 100% koncentraci
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3.2.4.2. Mezilehla presnost

Mira, do jaké by méla byt mezilehla pfesnost stanovena, zavisi na okolnostech, za jakych
ma byt metoda pouzivadna. Pracovnik by mél stanovit vliv ndhodnych odchylek na presnost
analytické metody. Charakteristickymi proménnymi jsou dny, analytici, zafizeni apod. Je nutné

studovat tyto U€inky individualné. Doporucuje se pouziti experimentalniho designu (matrix).

3.2.4.3. Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost se vyhodnocuje pomoci mezilaboratornich studii.
Reprodukovatelnost by méla byt provedena v pfipadé standardizace analytického postupu,

napfiklad pro zafazeni metod do Iékopis(l. Tato data nejsou soucasti registraéni dokumentace.

Doporuceni

Pro kazdy typ testované presnosti by méla byt uvedena smérodatna odchylka, relativni

smérodatna odchylka (koeficient variace) a interval spolehlivosti.

3.2.5. Detekéni limit (mez detekce)

je mozné detekovat, ale ne nutné stanovit kvantitativné jako pfesnou hodnotu.
Existuje nékolik zpGsobl stanoveni limitu detekce, v zavislosti na tom, zda jde o

instrumentalni nebo neinstrumentalni metodu.

3.2.5.1. Na zakladé vizualniho hodnoceni

Vizudlni vyhodnoceni mize byt pouzito pro ne-instrumentélni i instrumentalni metody.

Limit detekce je ur€en na zékladé analyzy vzorkG se znamymi koncentracemi

spolehlivé detekovana.

3.2.5.2. Na zakladé poméru signalu k Sumu

Tento postup muze byt pouzit pouze u metod, které vykazuji Sum zakladni linie.

Stanoveni poméru signalu k Sumu je provedeno porovnavanim namérenych signall ze
vzorkd o znamych nizkych koncentracich analyzované latky, se signaly ze slepych vzorkl a

Pomér signalu k Sumu s hodnotou mezi 3 nebo 2 : 1 je obecné povazovan za pfijatelny

pro odhad detekéniho limitu.

3.2.5.3. Na zakladé smérodatné odchylky odezvy a sklonu

Detekéni limit muze byt vyjadren jako:
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Kde:

6 - smérodatna odchylka odezvy

S — sklon kalibraéni pfimky

Sklon S mlze byt odhadnut z kalibra¢ni pfimky analyzované latky. Odhad ¢ mlze byt

ziskan nékolika zplsoby, napfiklad:

o Na zakladé smérodatné odchylky slepého vzorku

Méfeni velikosti zakladni odezvy analytické metody se provadi analyzou odpovidajiciho

poctu slepych vzorkd a vypoctem smeérodatné odchylky téchto odpovédi.

o Na zgkladé kalibra¢ni primky

Kalibracni pfimka by méla byt vyhodnocena pomoci vzorkl, obsahujicich analyzovanou
latku v rozsahu detekéniho limitu. Jako smérodatna odchylka mulze byt pouzita residualni
smérodatna odchylka regresivni pfimky nebo smérodatna odchylka Useku osy y regresivni

primky.

Doporuceni

Detekeni limit a metoda pouzita pro stanoveni detekéniho limitu by mély byt dolozeny.
Dikazem detekéniho limitu stanoveného na zakladé vizualniho vyhodnoceni nebo poméru
signalu k Sumu je predlozeni prislusnych chromatogram.

V pfipadech, kdy je pfedpokladana hodnota detekéniho limitu ziskana vypoétem nebo
extrapolaci, mize byt tato hodnota nasledné ovéfena nezavislou analyzou dostate¢ného

mnozstvi vzorkd, které maji hodnotu nebo jsou pfipraveny v blizkosti detekéniho limitu.

3.2.6. Kvantitativni limit (mez stanovitelnosti)

které je mozné kvantitativné stanovit s pfijatelnou pfesnosti a spravnosti. Kvantitativni limit je
parametr kvantitativniho stanoveni pro nizké hladiny slou€enin v nosi¢i vzorku a je pouzivany
zvl&sté pro stanoveni necistot a/nebo degradacnich produktd.

Existuje nékolik zplsobu stanoveni kvantitativniho limitu, v z&vislosti na tom, zda jde o

instrumentalni nebo neinstrumentalni metodu.

3.2.6.1. Na zakladé vizualniho hodnoceni

Vizualni vyhodnoceni mdze byt pouzito pro ne-instrumentalni i instrumentalni metody.

Kvantitativni limit je obecné stanoven analyzou vzorkd o znamé koncentraci analyzované

s pfijatelnou spravnosti a presnosti.
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3.2.6.2. Na zakladé poméru signalu k Sumu

Tento postup maze byt pouzit pouze u metod, které vykazuji Sum zakladni linie.
Stanoveni poméru signalu k Sumu je provedeno porovnavanim namérenych signala ze

vzorkd o znamych nizkych koncentracich analyzované latky, se signély ze slepych vzorkl a

Typicky pomér signalu k Sumu je 10:1.

3.2.6.3. Na zakladé smérodatné odchylky signalu a sklonu

Kvantitativni limit (QL) m{Zze byt vyjadren jako:
100

OL= 5

Kde:

6 - smérodatnd odchylka signélu

S — sklon kalibraéni pfimky

Sklon S mize byt odhadnut z kalibra¢ni pfimky analyzované latky. Odhad ¢ mlze byt

ziskan nékolika zplsoby, napfiklad:

o Na zgkladé smérodatné odchylky slepého vzorku

Méfeni velikosti zakladni odezvy analytické metody se provadi analyzou odpovidajiciho

poctu slepych vzorkd a vypoctem smeérodatné odchylky téchto odpovédi

o Na zgkladé kalibra¢ni primky

Kalibraéni pfimka by méla byt vyhodnocena pomoci vzorkl, obsahujicich analyzovanou
latku v rozsahu kvantitativniho limitu. Jako smérodatnd odchylka mize byt pouzita residudlni
smérodatna odchylka regresivni pfimky nebo smérodatna odchylka Useku osy y regresivni

primky.

Doporuceni

Kvantitativni limit a metoda pouzita pro stanoveni kvantitativniho limitu by mély byt
dolozeny.
Limit by mél byt nasledné ovéfen analyzou dostate¢ného poctu vzorkl, které maji

hodnotu nebo jsou pfipraveny v blizkosti kvantitativniho limitu.

3.2.7. Linearita

Linearita analytické metody je jeji schopnost davat vysledky, které jsou pfimo Umérné

koncentraci (mnoZzstvi) stanovované latky ve vzorku.
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Linearni zavislost by méla byt vyhodnocena v celém rozsahu analytické metody. Mize se
provadét pfimo s aktivni substanci (fedénim zasobniho roztoku standardu) a/nebo
samostatnymi navazkami syntetické smési slozek produktu, za pouziti navrzeného postupu.

Linearita by méla vizualné vyhodnotit zavislost signalu na koncentraci nebo obsahu
analyzované latky. Pokud se zisk& linearni zavislost, vysledky testd mohou byt vyhodnoceny
prisluSnymi statistickymi metody, napf. vypoctem regresivni pfimky metodou nejmensich
Ctvercl. V nékterych pfipadech je nutné pfed regresivni analyzou podrobit testovana data
matematické transformaci. Data zregresivni pfimky mohou pomoci pfi matematickych
odhadech stupné linearity.

Dolozen by mél byt korelacni koeficient, Usek osy vy, sklon regresivni pfimky a rezidualni
soucet Ctvercl. Prilozen by mél byt graf dat. Kromé toho mize byt pro vyhodnoceni linearity
rovnéz uzite€na analyza odchylky datovych bodl z regresni pfimky.

Pro stanoveni linearity se doporucuje pouziti minimalné 5 koncentraci.

3.2.8. Rozsah

analyzované latky ve vzorku (v€etné téchto koncentraci), pro které bylo dokazano, ze metoda
vykazuije pfijatelny stupen pfesnosti, spravnosti a linearity.

Rozsah by mél byt:

» pro stanoveni obsahu aktivni substance nebo finalniho produktu: obvykle 80 az 120%
testované koncentrace;

» pro stanoveni necistoty: od predpokladané hodnoty necistoty do 120% specifikace; pro
neobvykle silné necistoty, necistoty produkujici toxiny nebo ty s neolekavanymi
farmakologickymi G¢inky, by mél byt limit detekce a kvantifikace umérny s Urovni, na niz se
necistoty musi kontrolovat;

» pokud stanoveni obsahu a zkou$ky na Cistotu je provedeno spole¢né v jednom testu a
je pouzit pouze 100% standard, linearita by méla pokryvat rozsah od ocekavaného stupné

necistot po 120% specifikovaného obsahu.

3.2.9. Robustnost

Robustnost analytické metody je méfitkem jeji kapacity zdstat neovlivnéna malymi, ale
zamérnymi odchylkami v parametrech metody, a poskytuje Udaj o jeji spolehlivosti béhem
bézného pouzivani.

O hodnoceni robustnosti by se mélo uvazovat béhem vyvoje metody a v zavislosti na
jejim typu. Test by mél prokazovat spolehlivost analyzy s ohledem na zamérné odchylky
v parametrech metody.

Pokud jsou méfeni citlivd k zménam analytickych podminek, mély by se podminky

nélezité kontrolovat nebo do metody zahrnout preventivni opatfeni. Jednim z duasledki
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vyhodnoceni robustnosti by méla byt série parametr systému zpulsobilosti (napf. test rozliSeni)

pro zajisténi, Ze platnost analytické metody je zachovana vzdy, kdyz je pouzita.

Priklady typickych odchylek jsou:
» stabilita analytickych roztokd
» doba extrakce
V pfipadé kapalinové chromatografie:
= Vliv rdzného pH mobilni faze
»  Vliv rdzného sloZeni mobilni faze
= Odli&né kolony (odlisné Sarze a/nebo dodavatelé)
= Teplota
=  Pratok

3.2.10. Test zpusobilosti systému

Je nedilnou soucéasti mnoha analytickych metod. Testovani je zalozeno na konceptu, ze
analyzované zarizeni, elektronika, analytické operace a vzorky tvofi jednotny systém, ktery

muze byt jako takovy vyhodnocen. Parametry se voli na zakladé typu zvolené metody [7].
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3.3. Pilokarpin-hydrochlorid
C1 1 H17C|N202
3.3.1. Definice

Je to (B8S,4R)-3-ethyl-4-[(1-methyl-1H-imidazol-5-yl)methyl]-4,5-dihydrofuran-2(3H)-on-
hydrochlorid

Obr. 2. Vzorec pilokarpin-hydrochloridu [5]
3.3.2. Vlastnosti

Pilokarpin je pfimo plsobici parasympatomimetikum. Je to alkaloid z jihoamerického kefe
Pilocarpus jaborandi nebo Pilocarpus microphyllus [8].

Vzhled: Bily nebo téméf bily krystalicky praSek nebo bezbarvé krystaly. Je
hygroskopicky.

Obsah: 99,0% az 101% slouceniny C41H;7CIN,O, pocitano na vysusenou latku.

Rozpustnost: Velmi snadno rozpustny ve vodé a v ethanolu 96% [5].

Pilokarpin ve vodném prostfedi podléha hydrolyze na pilokarpovou kyselinu a epimerizaci

na isopilokarpin, ktery se mize hydrolyzovat na isopilokarpovou kyselinu [9].
3.3.3. Farmakologie

Parasympatomimetika jsou nejstarsi 1éCiva pouzivand k lé¢bé glaukomu. Pilokarpin byl
poprvé pouzit pro 1écbu glaukomu v roce 1877.

Parasympatomimetika jsou IéCiva, kterd napodobuji U¢inky acetylcholinu. Mohou plsobit
jednak pfimo, napodobovanim uc€inkd acetylcholinu na neuromuskularnich spojich, (pfimo
pusobici parasympatomimetika) nebo nepfimo, inhibici acetylcholinesterazy, ¢imz zpomaluji
degradaci acetylcholinu a potencuiji jeho efekt (inhibitofi acetylcholinesterazy).

V oku parasympatikus inervuje fasnaté télisko a sfinkter duhovky. Stazenim podélného
svalu fasnatého téliska se zvySuje odtok komorové vody a stimulaci kruhového svalu fasnatého
téliska a sfinkteru duhovky dochazi k akomodaci a zdzeni zornic.

Kromé oka parasympatikus kontroluje mnoho vyznamnych funkci organismu.
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3.3.4. Mechanismus snizeni nitroo¢niho tlaku

Parasympatomimetika snizuji nitroo¢ni tlak zvySenim odtoku komorové vody jako

dusledek kontrakce ciliarniho svalu zprostfedkované muskarinovymi receptory.
3.3.5. Davkovani

Studie dlouhodobého pouzivani pilokarpinu prokazaly, Ze odezva po podani léCiva
souvisi s davkovanim od 0,5 do 4% koncentrace pilokarpinu, s redukci nitroo€niho tlaku o cca
20%. Maximum redukce nitroo€niho tlaku nastava béhem 2 hodin po aplikaci a trva alespon 8
hodin. 10-15% redukce nitroo¢niho tlaku pretrvava 12-15 hodin po aplikaci. VétSina pacientl

uziva pilokarpin 3-4 x denné [8].
3.3.6. Nezadouci ucinky

Oko: bodani, paleni, rozmazané vidéni, indukovana kratkozrakost, zizeni zornic, Spatné
Systémové: bolest hlavy (supraorbitalni bolest hlavy), hypotenze, zmény srdecni

frekvence, obtizné dychani, pulmonalni edém, nevolnost, slinéni, poceni, kfe€e a prijem [10].

MladSi pacienti, stejné tak jako néktefi starsi pacienti s Sedym zakalem, Spatné snaseji
pilokarpin kvuli spazmu cilidrniho svalu a vyvolané myopatii.

V dnesni dobé neni pilokarpin IéCivem prvni volby, protoze ostatni 1éCiva maji méné
ocnich nezadoucich u¢inkG nebo vyhodnéjSi davkovani. AvSak jeho U¢innost, cena a malo

systémovych U¢inka déla z pilokarpinu pro mnoho pacientd vhodné 1é¢ivo druhé volby [8].
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3.4. Reserse publikovanych HPLC metod

Bylo vyvinuto a popsano nékolik metod pro HPLC stanoveni pilokarpin-hydrochloridu
v o¢nich kapkach. Metody se li§i jak pouZzitou kolonou, tak mobilni fazi a pritokem mobilni faze.
Zde jsou uvedené nékteré z nich:

3.4.1. lontovyménna chromatografie.

Kolona: kolona z nerezavéjici oceli o rozmérech 65 x 5,5 mm; stacionarni faze: Aminex
A-7

Mobilni faze: 0,1M fosforeénan disodny v 5% isopropanolu pH 9,0 + 0,05 (Uprava
kyselinou fosfore€nou)

Pratok: 0,6 ml/min, konstantni tlak

UV detekce: vinova délka 216 nm

Redici smés: 0,2M siran sodny

Metoda poskytuje stanoveni pilokarpinu, isopilokarpinu a kyseliny pilokarpové.
Obsah kyseliny je stanoven recyklizaci na pilokarpin v kyseliné sirové. Vzrast pilokarpinu ve
vzorku je pouzit pro vypoCet kyseliny. Obsah kyseliny méné nez 2% celkového poctu alkaloidd

Ize pouze odhadovat [11].
3.4.2. HPLC normalniho systému fazi

Kolona: kolona o rozmérech 250 x 4,6 mm; stacionarni faze: silikagel 5 ym

Mobilni faze: 10,0 ml hydroxidu amonného koncentrovaného se zfedi na 500 ml 2-
propanolem. 300 ml tohoto 2% roztoku se smicha s 700 ml hexanu

Pratok: 2 ml/min

UV detekce: vinova délka 220 nm

Redici smés: methanol

Metoda je vhodn& pouze pro analyzu pilokarpinu a isopilokarpinu. Pilokarpin je eluovan
za 16 minut, isopilokarpin za 20 minut. Metoda dava linedrni odpovéd. Stanoveni kyseliny
pilokarpové a isopilokarpové je neproveditelné diky kompletnimu zadrzeni kyselin v HPLC
koloné [12].

3.4.3. Fenylova stacionarni faze

Kolona: pBondpak® o rozmérech 300 x 3,9 mm; Fenylova stacionarni faze na bazi
silikagelu

Mobiini faze: 5% (w/v) vodny roztok dihydrogenfosfore€nanu draselného, pH 2,5 (Uprava
kyselinou orthofosfore€nou)

Pritok: 1 ml/min

UV detekce: vinova délka 215 nm
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Redici smés: 0,2M siran sodny

Teplota: 40°C £ 1°C

Pro nastaveni analytickych podminek je nutné pumpovat po dobu 1,5 hodiny mobilni fazi
kolonou pfi pratoku 2 ml/min.

Metoda je vhodna ke stanoveni pilokarpinu, isopilokarpinu, kyseliny pilokarpové a
isopilokarpové.

Celkova doba analyzy je cca 15 minut. Pfi vyvoji metody byl zaznamenan problém:
starnutim mobilni faze nastal posun ve vysledcich pfi stanoveni isopilokarpinu. Posun byl
experimentalné urcen a rozdil vypocitan.

Nevyhodou metody je nizka zivotnost kolony [13].
3.4.4. CN- stacionarni faze

Kolona: Spherisorb®-CN o rozmérech 250 x 4,6 mm; Cyano-propyl vazana stacionarni
faze 5 ym

Mobilni faze: Vodny roztok triethylaminu (01% V/V) pH 2,5

Pratok: 1 ml/min

UV detektor s diodovym polem: vinova délka 220 nm; vinovy rozsah 4 nm a prah 1,0
mAU

Redici smés: voda R

Metoda je vhodna ke stanoveni pilokarpinu, isopilokarpinu, kyseliny pilokarpové a
isopilokarpové. Celkova doba analyzy je cca 16 minut.

Nevyhodou metody je nizka zivotnost kolony vlivem kyselé mobilni faze (pH 2,5) [14].
3.4.5. HPLC obraceného systému fazi

Kolona: Lichrosorb® RP C1g 0 rozmérech 250 x 4,6 mm; stacionarni faze: Cig- 10 ym na
béazi silikagelu

Mobilni faze: 97% vody, 3% methanolu obsahujiciho 5% dihydrogenfosfore¢nanu
draselného; pH 2,5

Pratok: 1,5 ml/min

UV detekce: vinova délka 216 nm

Vyhodou metody je jeji selektivita, citlivost, snadnost, nedestruktivni podminky a pfimé
méreni. Nejdfive se eluuje isopilokarpin, pak pilokarpin, pilokarpinova kyselina a
isopilokarpinova kyselina.

Nevyhodou metody je vysoky zpétny tlak a kratka zivotnost kolony [9].
3.4.6. Isokraticka separace na YMC ODS-AM koloné

Kolona: YMC ODS-AM o rozmérech 15x0,46 cm; stacionarni faze: Cig- 5 ym na bazi

silikagelu
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Mobilni faze: 980 ml pufru a 20 ml methanolu. Slozeni pufru: 13,5 ml kyseliny fosfore¢né
85%, 3 ml triethylaminu, voda 983,5 ml pH 3 (Uprava 50% hydroxidem sodnym)

Pratok: 1,0 ml/min

UV detekce: vinova délka 214 nm

Redici smés: mobilni faze

Metoda umoziuje stanovit pilokarpin, isopilokarpin, kyselinu pilokarpovou a
isopilokarpovou za méné nez 20 minut.

Prace testovala pouziti ruznych C,g kolon a pouze dvé davaly spolehlivé vysledky.
Nejlepsi vysledky byly ziskany s YMC Pack ODS-AM kolonou. Bylo zjisténo, ze lepsi rozliSeni
souvisi s pouzitim del$i kolony (z 12,5 na 15 cm) a snizenim velikosti ¢astic (z 6 na 3 ym).

Dobre rozliSené piky a linearni odpovéd byla ziskdna v pfitomnosti 100 nasobné vétsi
koncentrace pilokarpinu.

Metoda je presna, specifickd, senzitivni a obecné dostateéna pro rutinni rozliSeni.
Kritickou ¢asti je vybér dobré kvalitni kolony [15].

3.4.7. B-cyklodextrinova kolona

Kolona: B-cyklodextrinova kolona Cyclobond | o rozmérech 250 x 4,6 mm (5um)

Mobilni faze: 40 g sulfatu amonného a 20 ml triethylaminu se rozpusti v 1000 ml vody; pH
4,0 (bprava kyselinou fosfore¢nou)

Pratok: 1,0 ml/min

UV detekce: vinova délka 214 nm

Redici smés: mobilni faze - acidické pH a vysoké mnoZstvi iontd je zodpovédné za
schopnost mobilni faze rozpoustét opthalmické nosice

Metoda je vhodna ke stanoveni pilokarpinu, isopilokarpinu, kyseliny pilokarpové a
isopilokarpové. Pilokarpinova kyselina a isopilokarpinova kyselina se eluuji nékolik minut pred
pilokarpinem. Celkova doba analyzy je cca 10 minut.

Ziskaji se dobre rozlisené piky pfibuznych latek ve 100 nasobném mnozstvi pilokarpinu.

Problematicky je vybér dobré kolony (nékteré kolony neposkytuji pozadované rozliSeni
pilokarpinu od isopilokarpinu) [16].

3.4.8. Monoliticka kolona

Kolona: 6 monolitickych kolon Chromolith Performance RP-18e o rozmérech 100 x 4,6
mm

Mobilni faze: 980 ml pufru a 20 ml methanolu. Slozeni pufru: 13,5 ml kyseliny fosfore¢né
85%, 3 ml triethylaminu, voda 983,5 ml pH 3 (Uprava 50% hydroxidem sodnym)

Pratok: 4 ml/min

UV-VIS detektor. detekéni vinova délka 214 nm

Redici smés: mobilni faze

Teplota: pokojova teplota
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Eluovani slouéenin v poradi: isopilokarpin, pilokarpin, pilokarpinova kyselina a
isopilokarpinova kyselina, coz znaci stejnou selektivitu se stacionarni fazi na bazi
oktadecylsiliky. Oproti ni poskytuje lepsi rozliSeni a symetrii pikd v kratS§im Case pfi stejném

pritoku 1 ml/min [17].
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4.

4.1.

EXPERIMENTALNI CAST

Chemikalie, standardy, vzorky

Pilokarpin-hydrochlorid CL 2009 — Dopl. 2010, &.8.: 73004, Fagron a.s., Olomouc CR
Fenylefrin hydrochlorid, &.8. 107K1582, Sigma-Aldrich, Praha, CR

Dilthiazem hydrochlorid, &.8. DIL/M-086/2000, Dr. Kulich Pharma, Praha, CR
Methyl-4-hydroxybenzoat, ¢.5.1166641, Fluka, Praha, CR
Ethyl-4-hydroxybenzoat, €.8.35129-021, Aldrich, Praha, CR
Propyl-4-hydroxybenzoat, €.5. 11345999, Fluka, Praha, CR
Butyl-4-hydroxybenzoat, &.8. 426009/1, Fluka, Praha, CR

Methanol CHROMASOLYV, &.8. UN 1203, Sigma-Aldrich, Praha, CR

Kyselina fosfore¢na 85%, ¢€.5. K35531273602, Merck, Darmstadt, Némecko
Triethylamin, .8 1319021 40807091, Fluka, Praha, CR

Amoniak 26 %, ¢.8.1503020310, Penta, CR

Hydroxid sodny, &.8. 1502010210, Penta, CR

Ultracista voda, Cisténa systémem Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,USA)

Coll. pilocarpini hydrochloridi 1%, vzorek k analyze, datum pfipravy 10.9.2012
Coll. pilocarpini hydrochloridi 2%, vzorek k analyze, datum pfipravy 10.9.2012
Coll. pilocarpini hydrochloridi 1%, placebo, datum pfipravy 10.9.2012

Coll. pilocarpini hydrochloridi 2%, placebo, datum pfipravy 10.9.2012
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4.2.

Kapalinovy chromatograf:

Pristroje, podminky separace

Sestava:

Kolona:

Davkovani:
Detekce:

Mobilni faze:

Pratok:
Vnitfni standard:

Redici smés:

Izokraticky rezim
Teplota:

Vyhodnoceni:

Ultrazvukova lazen:

Analytické vahy:

Shimadzu LC — 2010C, Shimadzu corp., Japonsko

Discovery HS Cqg. 25 cm x 4,6 mm, 5 ym Supelco Analytical
Monoliticka kolona Chromolith High Resolution RP 18
endcapped 100 x 4,6 mm, Merck, Némecko

20 pl

220 nm

Pufr : methanol (rdzné pomeéry)

Slozeni pufru: 13,5 ml kyseliny fosfore¢né 85 %, 3 ml
triethylaminu, 983,5 ml vody.

Pfed pouzitim se filtruje pomoci filtracniho zafizeni Millipore,
filtr ze sklenénych vldken, velikost péra 0,7 az 1,3 ym

Fn= 1,0 ml/min; 1,2 ml/min; 1,5 ml/min

Fenylefrin hydrochlorid

Voda R

Voda R : methanol 80:20(V/V)

Mobilni faze - pufr : methanol 98:2 (V/V)

25°C

Chromatografickd stanice Class VP, verze 6.13, Shimadzu,
Japonsko

Bandelin Sonorex, Némecko

Sartorius Cubis,
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4.3. Priprava vzorku, standardi a analyzovanych roztoku
4.3.1. Ocni kapky s pilokarpin-hydrochloridem 1%

Do 50-ml odmérné barnky bylo odvazeno mnozstvi océnich kapek s pilokarpin-
hydrochloridem odpovidajici koncentraci ¢ = 25,0 mg/100 ml pilokarpin-hydrochloridu (asi
1,25 g) a doplnéno roztokem vnitfniho standardu fenylefrin hydrochloridu v mobilni fazi o

koncentraci ¢ = 1,0 mg/100 ml po znacku.
4.3.2. Ocni kapky s pilokarpin-hydrochloridem 2%

Do 50-ml odmérné banky bylo odvdzeno mnozstvi oc€nich kapek s pilokarpin-
hydrochloridem  odpovidajici koncentraci ¢ = 25,0 mg/100 ml pilokarpin-hydrochloridu (asi
0,625 g) a doplInéno roztokem vnitiniho standardu fenylefrinu hydrochloridu v mobilni fazi o

koncentraci ¢ = 1,0 mg/100 ml po znacku.
4.3.3. Standard pilokarpin-hydrochloridu 0,1%

Do 10-ml odmérné barnky bylo odvazeno mnozstvi 0,01 g standardu pilokarpin-

hydrochloridu a doplnéno vodou R po znacku.
4.3.4. Priprava roztoku vnitiniho standardu o koncentraci 1,0 mg/100ml

Do 100-ml odmérné banky bylo odvazeno mnozstvi 1,0 mg vnitfniho standardu a
doplnéno vodou R po znacku. Jako vnitfni standard byly testovany slou€eniny: methyl-4-
hydroxybenzoat, ethyl-4-hydroxybenzoat, propyl-4-hydroxybenzoat, butyl-4-hydroxybenzoat,
dilthiazem hydrochlorid, fenylefrin hydrochlorid.

4.3.5. Priprava roztoku vnitfniho standardu fenylefrin hydrochloridu
v mobilni fazi o koncentraci 1,0 mg/100ml

Do 100-ml odmérné barky bylo odvazeno mnozstvi 1,0 mg vnitfniho standardu fenylefrin

hydrochloridu a doplnéno mobilni fazi (pufr : methanol 98:2 (V/V)) po znacku.

4.3.6. Porovnavaci roztok kyseliny pilokarpové €. 1

Kyselina pilokarpova se pripravila rozpusténim 0,01 g standardu pilokarpin-hydrochloridu
ve vodé R a zfedénim na 10,0 ml. K 5,0 ml roztoku se pfidalo 0,1 ml amoniaku 17,5 % RS,
roztok se zahfival 30 minut na vodni lazni a po ochlazeni se zfedil vodou R na 25,0 ml. 3,0 ml

roztoku se zfedily vodou R na 25,0 ml [5].
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4.3.7. Porovnavaci roztok kyseliny pilokarpové €. 2

Kyselina pilokarpova se pfipravila rozpusténim 0,01 g standardu pilokarpin-hydrochloridu
ve vodé R a zfedénim na 10,0 ml. K 5,0 ml roztoku se pfidalo 0,1 ml amoniaku 17,5 % RS,

roztok se zahfival 30 minut na vodni l1azni a po ochlazeni se zfedil vodou R na 25,0 ml.
4.3.8. ZkusSebni roztok ¢. 1

Do 100-ml odmérné banky bylo odvazeno 25,0 mg standardu pilokarpin-hydrochloridu;
2,0 ml porovnavaciho roztoku kyseliny pilokarpové €. 1; 1,0 mg vnitfniho standardu fenylefrin

hydrochloridu a doplnéno vodou R po znacku.
4.3.9. Zkusebni roztok €. 2

Do 100-ml odmérné banky bylo odvazeno 25,0 mg standardu pilokarpin-hydrochloridu;
10,0 ml porovnavaciho roztoku kyseliny pilokarpové €. 2; 1,0 mg vnitfniho standardu fenylefrin

hydrochloridu a doplnéno Fedici smési voda R : methanol 80:20(V/V) po znacku.

4.3.10. Pracovni standard pilokarpin-hydrochloridu s vnitfnim
standardem

Do 50-ml odmérné banky bylo odvazeno mnozstvi 12,5 mg pilokarpin-hydrochloridu, 0,5
mg vnitfniho standardu fenylefrin hydrochloridu a doplnéno mobilni fazi (pufr : methanol 98:2
(VIV)) po znacku.

4.3.11. Pracovni roztok kyseliny pilokarpové s vnitinim standardem

Do 50-ml odmérné bariky bylo odvazeno 5,0 ml porovnavaciho roztoku kyseliny
pilokarpové €. 2, 0,5 mg vnitiniho standardu fenylefrin hydrochloridu a dopinéno mobilni fazi
(pufr : methanol 98:2 (V/V)) po znacku.

4.3.12. Priprava kalibracnich roztoka pilokarpin-hydrochloridu pro test
linearity

Byl pfipraven zasobni roztok pilokarpin-hydrochloridu o koncentraci 500,0 mg/100ml a
zasobni roztok vnitfniho standardu fenylefrin hydrochloridu o koncentraci 50,0 mg/100 ml
v mobilni fazi (pufr : methanol 98:2 (V/V)).

Pfiprava kalibracniho roztoku o koncentraci 12,5 mg/100 ml: Do 20-ml odmérné bariky
bylo odvazeno 0,5 ml zasobniho roztoku pilokarpin-hydrochloridu a 0,4 ml z&sobniho roztoku
fenylefrin hydrochloridu a doplnéno mobilni fazi (pufr : methanol 98:2 (V/V)) po znacku.

Pfiprava kalibracniho roztoku o koncentraci 25,0 mg/100 ml: Do 20-ml odmérné bariky
bylo odvazeno 1,0 ml zasobniho roztoku pilokarpin-hydrochloridu a 0,4 ml zasobniho roztoku

fenylefrin hydrochloridu a doplnéno mobilni fazi (pufr : methanol 98:2 (V/V)) po znacku.
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Priprava kalibra¢niho roztoku o koncentraci 37,5 mg/100 ml: Do 20-ml odmérné bariky
bylo odvazeno 1,5 ml zasobniho roztoku pilokarpin-hydrochloridu a 0,4 ml zasobniho roztoku
fenylefrin hydrochloridu a doplnéno mobilni fazi (pufr : methanol 98:2 (V/V)) po znacku.

Pfiprava kalibracniho roztoku o koncentraci 50,0 mg/100 ml: Do 10-ml odmérné bariky
bylo odvazeno 1,0 ml zasobniho roztoku pilokarpin-hydrochloridu a 0,2 ml z&sobniho roztoku
fenylefrin hydrochloridu a doplnéno mobilni fazi (pufr : methanol 98:2 (V/V)) po znacku.

Pfiprava kalibracniho roztoku o koncentraci 62,5 mg/100 ml: Do 20-ml odmérné bariky
bylo odvazeno 2,5 ml zasobniho roztoku pilokarpin-hydrochloridu a 0,4 ml z&sobniho roztoku
fenylefrin hydrochloridu a doplnéno mobilni fazi (pufr : methanol 98:2 (V/V)) po znacku.

Pfiprava kalibracniho roztoku o koncentraci 75,0 mg/100 ml: Do 10-ml odmérné bariky
bylo odvazeno 1,5 ml zasobniho roztoku pilokarpin-hydrochloridu a 0,2 ml zasobniho roztoku

fenylefrin hydrochloridu a doplnéno mobilni fazi (pufr : methanol 98:2 (V/V)) po znacku.
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4.4. Stanoveni obsahu pilokarpinu-hydrochloridu v oénich kapkach

» Pripravi se 50,0 ml roztoku standardl v mobilni fazi (pufr : methanol 98:2 (V/V))
s obsahem 25,0 mg/100 ml pilokarpin-hydrochloridu a 1,0 mg/100 ml fenylefrin
hydrochloridu ze 2 samostatnych navazek. Kazdy roztok se zméfi Sestkrat.

» Provedou s 2 nezavislé analyzy vzorku podle kompletniho postu uvedeného v kap.
4.3.1. nebo 4.3.2. Roztok vzorku, odpovidajici pfisluSné navazce vzorku se zméfi
dvakrat.

» Vypocet obsahu pilokarpinu (%) se provede podle vzorce:

A, /A ®¢mg e F 100
C. =
T A Agem, e Z

Ci = obsah stanovené slozky v %

Ay, As = plocha piku vzorku, standardu

Ass = plocha piku vnitfniho standardu fenylefrin hydrochloridu
m, ms = navazka vzorku, standardu v g

F = faktor korekce na obsah referenéni latky

Z = faktor zfedéni (Z = 1)
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4.5.

Stanoveni obsahu kyseliny pilokarpové v o€nich kapkach

Pripravi se 50,0 ml roztoku v mobilni fazi (pufr : methanol 98:2 (V/V)) s obsahem 5,0 ml
porovnavaciho roztoku kyseliny pilokarpové €. 2 a 1,0 mg/100 ml fenylefrinu
hydrochloridu ze 2 samostatnych navazek. Kazdy roztok se zméfi Sestkrat.

Provedou s 2 nezavislé analyzy vzorku podle kompletniho postu uvedeném v kap.
4.3.1. nebo 4.3.2. Roztok vzorku, odpovidajici pfisluSné navazce vzorku se zméfi
dvakrat.

Vyhodnoti se chromatogramy ziskané proméfenim zkouSeného roztoku vzorku a
porovnavaciho roztoku kyseliny pilokarpové €. 2. Zaznamena se analyza zkouSeného
roztoku vzorku po dobu odpovidajici 1,5 nasobku retenéniho ¢asu pilokarpin-

hydrochloridu.

Obsah kyseliny pilokarpové (% pilokarpin-hydrochloridu) se vypocte podle vzorce:

%

A, [ Ag

T A JAgem, e2

Ay = plocha piku vzorku kyseliny pilokarpové

As = plocha piku standardu pilokarpin-hydrochloridu

Ass = plocha piku vnitfniho standardu fenylefrin hydrochloridu
my = navazka vzorku v g (viz. 4.3.1. nebo 4.3.2.)
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1. Vlastni vyvoj HPLC metody

Pfi vyvoji HPLC metody pro stanoveni pilokarpin-hydrochloridu v o¢nich kapkach v této
praci jsem vychazela z metod autor(:
= Fan TY.a kol.: Improved high-performance liquid chromatographic determination of
pilocarpine and its degradation products in ophthalmic solutions importance of
octadecylsilane column choice [15] a
» El-Deeb S, Schepers U, Watzig H : Evaluation of monolithic C18 HPLC columns for the
fast analysis of pilocarpine hydrochloride in the presence of its degradation products
[17].

5.1.1. Méreni na C g koloné

Kolona: Discovery HS Cys. 250 x 4,6 mm, 5 ym Supelco Analytical
Mobilni faze: pufr : methanol 98:2 (V/V)
Pratok: 1 ml/min

Redici smés: voda R

Byly analyzovany vzorky:

» standard pilokarpin-hydrochloridu 0,1% (pfiprava viz. kap. 4.3.3.)

= porovnavaci roztok kyseliny pilokarpové €. 1 (pfiprava viz. kap. 4.3.6.)

= vzorek smeési pilokarpin-hydrochloridu 0,1% a porovnavaciho roztoku kyseliny
pilokarpové ¢.1 v poméru 1:1
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Obr. 3. Chromatogram vzorku smési pilokarpin-hydrochloridu 0,1% a porovnavaciho

roztoku kyseliny pilokarpové ¢.1 v poméru 1:1

Slouceniny byly eluovany v pofadi: isopilokarpin, pilokarpin, kyselina pilokarpova, kyselina
isopilokarpova. Pilokarpin-hydrochlorid se eluoval asi v 23 minuté. Prodlouzeni doby
analyzy v porovnani s metodou vyvinutou autorem Fan a kol. [15] bylo zplsobeno pouzitim
delsi kolony.

Metoda poskytla dobré rozliSeni pilokarpin-hydrochloridu od pfibuznych latek.

5.1.2. Mérfeni na monolitické koloné

Kolona: Chromolith High Resolution RP 18 endcapped 100 x 4,6 mm
Mobilni faze: pufr : methanol 98:2 (V/V)
Pratok: 1 ml/min; 1,2 ml/min; 1,5 ml/min

Redici smés: voda R

Byly analyzovany vzorky:

» standard pilokarpin-hydrochloridu 0,1% (pfiprava viz. kap. 4.3.3.)

= porovnavaci roztok kyseliny pilokarpové €. 1 (pfiprava viz. kap. 4.3.6.)
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= vzorek smeési pilokarpin-hydrochloridu 0,1% a porovnavaciho roztoku kyseliny
pilokarpové ¢.1 v poméru 1:1
Slouceniny byly eluovany ve stejném poradi, jako na Cig koloné, v krat§im casovém
intervalu: isopilokarpin v cca 5,5 minuté, pilokarpin v cca 6 minuté, kyselina pilokarpova v 6,5
minuté, kyselina isopilokarpova v cca 8 minuté. Piky pilokarpinu a jeho pfibuznych latek byly
dobfe rozlisené a symetrické.
Analyza vzorku smési pilokarpin hydrochloridu 0,1% a porovnavaciho roztoku Kkyseliny
pilokarpové €. 1 v poméru 10:90 byla analyzovana pfi 3 riznych rychlostech pratoku: 1ml/min,
1,2 ml/min a 1,5 ml/min. Pfi kazdém zvySeni rychlosti pratoku doSlo ke zkraceni doby analyzy o

cca 1 minutu. Rozlieni se se zvySenim rychlosti pratoku nepatrné snizuje.

600 Detector A- 1 (220nm) Detector A- 1 (220nm) Detector A- 1 (220nm)
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Obr. 4. Chromatogram vzorku smési pilokarpin-hydrochloridu 0,1% a porovnavaciho

roztoku kyseliny pilokarpové ¢é.1 v poméru 10:90 pfi pritokové rychlosti 1 ml/min, 1,2

ml/min a 1,5 ml/min

Monoliticka kolona byla zvolena za nejvhodnéjSi pro vypracovani metody HPLC
stanoveni pilokarpin-hydrochloridu v oénich kapkach.
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5.1.2.1. Hledani vnitiniho standardu

Za ucelem zvoleni vhodného vnitfniho standardu metody byly testovany nasledujici
slouceniny:

. Parabeny

Vzorky methyl-4-hydroxybenzoatu, ethyl-4-hydroxybenzoatu, propyl-4-hydroxybenzoatu,
butyl-4-hydroxybenzoatu, byly pfipraveny postupem uvedenym v kapitole 4.3.4. a nastfiknuty
na kolonu. Po cca 20 minutach byl proces analyzy zastaven. Parabeny nejsou vhodnym

vnitinim standardem metody, latky se neeluuji v blizkosti pilokarpinu a jeho pfibuznych latek.

. Dilthiazem hydrochloridu

Byl pfipraven vzorek dilthiazem hydrochloridu dle postupu uvedeného v kapitole 4.3.4.
Dilthiazem hydrochlorid neni vhodnym vnitfnim standardem metody; latka se neeluuje
v blizkosti pilokarpinu a jeho pfibuznych latek.

. Fenylefrin hydrochlorid

Byl pfipraven vzorek fenylefrin hydrochloridu dle postupu uvedeného v kapitole 4.3.4.
Vzorek fenylefrinu mél retenéni €as pfi pratoku 1,5 ml/min v cca 2 minuté; pfi pritoku

1,0 ml/min v cca 2,5 minuté.

Fenylefrin hydrochlorid byl vybran za vhodny vnitini standard.

5.1.2.2. Zkouska zmény mobilni faze

SloZeni mobilni faze bylo zménéno v poméru: 90% pufru: 10% methanolu.

Touto mobilni fazi byly analyzovany vzorky:

= fenylefrin hydrochloridu 1 mg/100ml (pfiprava viz. kap. 4.3.4.)
» vzorek smési pilokarpin-hydrochloridu 0,1% (pfiprava viz. kap. 4.3.3.) a porovnavaciho

roztoku kyseliny pilokarpové €. 1 (pfiprava viz. kap. 4.3.6.) v poméru 10:90

Zmeéna ve slozeni mobilni faze neposkytovala vhodné analytické podminky: slou€eniny

se eluovaly rychleji, ale piky byly nedostate¢né rozliSené.
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Obr. 5. Chromatogram vzorku smési pilokarpin-hydrochloridu 0,1% a porovnavaciho

roztoku kyseliny pilokarpové €.1 v poméru 10:90 v mobilni fazi — pufr : methanol 90:10
(VIV)

Za vhodné bylo zvoleno piivodni sloZzeni mobilni faze: 980 ml pufru a 20 ml methanolu

5.1.2.3. Hledani vhodné redici smési vzorki a Uprava slozeni kyseliny pilokarpové

Pfiprava vzorkd rozpousténim a fedénim ve vodé R byla nahrazena fedici smési o
slozeni 80% vody R : 20% methanolu

V této smési byl analyzovan zkuSebni roztok €.1 (pfiprava viz. kap. 4.3.8.) s mobilni fazi o
slozeni pufr : methanol 98:2 (V/V). Pratokova rychlost 1 ml/min.

Bylo dosazeno vyhovujiciho rozliSeni slouéenin.

Pro zkousku mrtvého objemu kolony byl analyzovan vzorek jodidu draselného, ktery neni

na koloné zadrzen a ihned dochazi k jeho vylu€ovani.
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Obr. 6. Chromatogram jodidu draselného

Protoze pik kyseliny pilokarpové v analyzovaném vzorku zku$ebniho roztoku ¢.1 byl
maly, doSlo k Upravé postupu pfipravy kyseliny pilokarpové a slozeni zkuSebniho roztoku:
Roztok kyseliny pilokarpové byl pfipraven postupem uvedenym v kapitole: 4.3.7.

ZkuSebni roztok €. 2 byl pFipraven postupem uvedenym v kapitole: 4.3.9. a analyzovan s
mobilni fazi o slozeni pufr : methanol 98:2 (V/V) pfi pritokové rychlosti: 1 ml/min, 1,2 ml/min a
1,5 ml/min.

Byl ziské&n vétsi pik kyseliny pilokarpové.
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Obr. 7. Chromatogram zkusebniho roztoku €. 2 pfi pritokové rychlosti 1 ml/min,
1,2 ml/min a 1,5 ml/min

Ackoliv s vyssi rychlosti bylo dosazeno rychlejSi analyzy o cca 2 minuty, za
nejvhodnéjsi byl zvolen pritok rychlosti 1 ml/min, protoze bylo dosazeno nejlepsiho
rozliSeni pikt v prijatelném ¢ase analyzy.

Pfi analyze slepych vzorkd ocnich kapek pilokarpin-hydrochloridu 1 % a 2% se na
chromatogramech vzorkl objevil negativni pik.
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Obr. 8. Chromatogram slepého vzorku oénich kapek pilokarpin-hydrochloridu 2%

pripravené v fedici smési voda R : methanol 80:20 (V/V)

Pro zjisténi pficiny a odstranéni tohoto piku se provedl dikladny proplach kolony,
pro vymyti pfipadné zadrzené slouceniny. Byla pfipravena novd mobilni faze a opétovné se
provadéla analyza vzorkd pilokarpin-hydrochloridu, kyseliny pilokarpové, vnitfniho standardu i
zkuSebnich vzorkd. Negativni pik neni viditelny pfi analyze vzorkd s pilokarpin-hydrochloridem,
nebot je eluovan ve stejny retenéni ¢as, jako pilokarpin-hydrochlorid. Bylo zjisténo, ze vyskyt
negativniho piku se poprvé projevil pfi pouziti fedici smési vzorkt 80% vody: 20% methanolu.
Fan T.Y.a kol. [15] a Deeb S .El. a kol. [17] ve své praci pouzivali jako fedici smés vzorkl
mobilni fazi. Byl proveden nastfik vzorku mobilni faze pro ovéfeni, zda dojde k odstranéni
vyskytu negativniho piku.

Na chromatogramu mobilni faze nebyl zaznamenén zadny interferujici pik.

Mobilni faze byla zvolena za vhodnou fedici smés vzork(.
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5.2 Vyhodnoceni optimalnich podminek

Optimalni_chromatografické podminky vyvinuté HPLC metody pro stanoveni pilokarpin-

hydrochloridu v oénich kapkach:

Kolona: Chromolith High Resolution RP 18 endcapped 100 x 4,6 mm
Mobilni faze: Pufr : methanol 98:2 (V/V)
Praitok: 1 ml/min

Vnitfni standard: Fenylefrin hydrochlorid
Objem vzorku: 20 pl

Detekce: 220 nm

Redici smés: ~ Mobilni faze
Izokraticky rezim

Teplota: 25°C
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5.3. Validacni zprava pro ocni kapky s pilokarpin-hydrochloridem
5.3.1. Souhrn

Byla vypracovdana a C¢éastecné validovana metoda vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC) pro stanoveni obsahu G¢€inné latky pilokarpin-hydrochloridu
v individualné vyrabéném lécivém pripravku ocni kapky s pilokarpin-hydrochloridem.

SloZeni piipravku je uvedeno v CL 2009, str. 4334

5.3.2. Podminky separace

» Kolona: Monoliticka kolona Chromolith High Resoluton RP 18
endcapped 100 x 4,6 mm, Merck, Némecko

= Davkovani: 20 pl

= Detekce: 220 nm

*=  Mobilni faze: Pufr : methanol v poméru 98:2 (V/V)

= Pritok: Fn=1,0 ml/min

*  Vnitfni standard: Fenylefrin hydrochlorid

* Redici smés: Mobilni faze - pufr : methanol 98:2 (V/V)

» |zokraticky rezim
» Teplota: 25°C

5.3.3. Test zpuisobilosti chromatografického systému

5.3.3.1. Zdanlivy pocet teoretickych pater (N)

N = 5,545 « (ta/Wo 05)° ts = retenéni as (min)

W 05 = Sifka piku v poloviné vySky (min)

Tab. 2 Zdanlivy pocet teoretickych pater (N)

Analyzovana latka tr (min) N
Pilokarpin-hydrochlorid 5,41 6992
n=3
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5.3.3.2. Faktor symetrie (Ag)

As =W/ 2f W = Sifka piku ve vzdalenosti 5 % vySky
piku;
f = menSi Cast UseCky Wyo1, ktera vznikne

protnutim Usecky kolmici spusténou z vrcholu

piku;
Tab. 3 Faktor symetrie
Analyzovana latka As
Pilokarpin-hydrochlorid 1,45
n=3
Pozadavek: T 0,8az1,5 VYHOVUJE
5.3.3.3. RozliSeni
(Obr. 9)
L18(t,, —t
R,',' =M, kdy tg; > tr; tr = retenéni ¢as (min)
‘ Wi W
wh, = Sitka piku na zakladné (min)
Tab. 4 Rozliseni
Hodnocené latky Rijj
Isopilokarpin-hydrochlorid — Pilokarpin-hydrochlorid 2,10
n=3
Pozadavek: Ri>1,5 VYHOVUJE
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Obr. 9. Chromatogram pracovniho standardu pilokarpin-hydrochloridu s vnitinim

standardem fenylefrin hydrochloridem

5.3.3.4. Opakovatelnost

Byl opakované davkovan roztok analyzovanych latek v mobilni fazi o koncentraci:
Pilokarpin-hydrochlorid 25,30 mg/ 100ml
Fenylefrin hydrochlorid 1,06 mg/100ml

dle postupu uvedeném v kap. 4.3.10.

Tab. 5 Opakovatelnost

Pilokarpin-hydrochlorid

Cislo pokusu Retenéni éas (tg) (min) Plocha piku (A)
1 5,41 6 778 398

2 5,39 6 782 148

3 5,40 6 791 925

4 5,40 6 789 470

5 5,41 6 782 946

6 5,42 6 789 132
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n 6 6

x 5,41 6 785 670
SD 0,01 5258,46
RSD (%) 0,19 0,08

Pozadavek: RSD <1 % VYHOVUJE

5.3.4. Validace analytické metody
5.3.4.1. Priesnost

Byly analyzovany roztoky vzorku o€ni kapky s pilokarpin-hydrochloridem, které byly
paralelné pfipraveny samostatnym postupem uvedenym v kap. 4.3.1. a 4.3.2. Plochy pik( byly
prepocteny na navazku 1,250 g 1% ocnich kapek a 0,625 g 2% oc¢nich kapek

Tab. 6 Presnost 1% o¢ni kapky

Roztok ¢. Plocha piku (m = 1,250 g)
Pilokarpin-hydrochlorid
1 7090 514
2 6 456 246
3 6 506 210
4 6 482 369
5 6 520 007
6 6 388 731
n 6
x 6574 013
SD 102 900
RSD (%) 3,91
Pozadavek: RSD <5 % VYHOVUJE

Tab. 7 Presnost 2% o¢ni kapky

Roztok ¢. Plocha piku (m = 0,625 g)

Pilokarpin-hydrochlorid

1 6 593 933
6 612 962
6 626 040
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6 825 806

6 669 498
6 700 506
n 6
x 6 671 457
SD 68 038
RSD (%) 1,27
Pozadavek: RSD <5 % VYHOVUJE

5.3.4.2. Linearita

Byla pozita metoda vnitfniho standardu; jako vnitfni standard (IS) byl pozit fenylefrin-

hydrochlorid. Bylo pfipraveno 6 kalibracnich roztokd pilokarpin-hydrochloridu (koncentrace jsou

uvedeny v tabulce — obr. 10, pfidavek IS byl 1,0 mg/ 100 ml) dle postupu uvedeném v kap.

4.3.12. Plocha piku pro kazdou koncentraci je primérem ze 3 méfeni a pro dalSi vypocty byl

bran prdmér z téchto tfi hodnot. Zavislost Ayzorex/Ais kalibraénich roztokl na jejich koncentraci

byla vyhodnocena metodou linearni regrese.

c
(mg/100ml) | A/As
12,67 11,0031
25,34 19,6232
38,06 29,1357
50,66 38,0541
62,79 44,7993
75,23 54,0667
Linearita
60,0000
50,0000 //‘
40,0000
» / -
E 30,0000 ¢ Radat
= / —— Lineamf (Radat)
20,0000 /
10,0000
0,0000 T T T T T T T
0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00 70,00 80,00
¢ (mg/100ml)
Obr. 10. Testovani linearity
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|Regresn|'funkce: y = kx +q . |

| pocet: bodd n = 6 |
Parametry regresni pfimky a odhady jejich smérodatnych
odchylek
smérnice k = 0,6849 + 0,0122
absolutni ¢len g = 25570 + 0,5964
koeficient korelace R = 10,9994
rezidualni odchylka Sz = 0,6365
| Zavislost y na x byla prokdzana na hladiné vyznamnosti 0,001 |

Pozadavek na linearitu vyhovuje.

5.3.4.3. Spravnost

Byl zméfen roztok standardu: ¢q = 25,30 mg/100 ml (pilokarpin-hydrochlorid); n = 6.

Byly analyzovany modelové vzorky (placebo + pilokarpin-hydrochlorid), které byly
paralelné pfipravené samostatnym postupem uvedenym v kap. 4.3.1. a 4.3.2., s pfidavkem
roztoku standardu o koncentraci cy.

Vytéznost R; byla vypoctena podle vzorce: R; (%) = 100 « c/co; Co je koncentrace vlozena,
c; je koncentrace stanovena HPLC.

Tab. 8 Spravnost oéni kapky 1%

Pilokarpin-hydrochlorid
Vzorek €. Co(mg/ 100 ml) A ¢; (mg/ 100 ml) R; (%)
1 6574 818 25,36 100,25
2 6 899 597 26,49 104,71
25,30
3 6 577 329 25,24 99,77
(Ao =6785670)
4 6 588 578 25,41 100,45
5 6 581 249 25,26 99,85
6 6 598 480 25,21 99,65
n 6
x 101,01 %
SD 1,95
RSD (%) 1,93 %
Pozadavek: Ri v intervalu 100 £5 % VYHOVUJE
RSD <5 % VYHOVUJE
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Tab. 9 Spravnost oc¢ni kapky 2%

Pilokarpin-hydrochlorid
Vzorek €. Co(mg/ 100 ml) A ¢i (mg/ 100 ml) R; (%)
1 6 576 131 25,06 99,06
2 6 606 455 25,10 99,22
25,30
3 6610 725 25,07 99,11
(Ao = 6 785 670)
4 6 604 876 25,08 99,13
5 6 542 507 25,04 98,98
6 6 568 797 25,15 99,41
n 6
x 99,10 %
SD 0,15
RSD (%) 0,15 %
Pozadavek: R; v intervalu 100 =5 % VYHOVUJE
RSD <5 % VYHOVUJE

5.3.4.4. Selektivita

Chromatogram placeba, které bylo zpracovano podle postupu v kap. 4.3.1. a 4.3.2. je na
obrazku 11 pro o¢ni kapky obsahujici 1% pilokarpin-hydrochloridu a na obrazku 12 pro o¢ni
kapky obsahujici 2% pilokarpin-hydrochloridu. V retenénim ¢ase odpovidajicimu pilokarpin-
hydrochloridu neni zadny pik interferujici latky.

Chromatogram pracovniho standardu pilokarpin-hydrochloridu s vnitinim standardem
fenylefrin hydrochloridem je dokumentovan na obrazku 13.

Na obrdzku 14 — chromatogram pfipravku ocni kapky obsahujici 1% pilokarpin-
hydrochloridu, je zndzornéna separace piku pilokarpin-hydrochloridu od pikd balastnich latek
oc¢nich kapek a piku vnitfniho standardu fenylefrin hydrochloridu.

Na obrazku 15 — chromatogram pfipravku oéni kapky obsahujici 2% pilokarpin-
hydrochloridu, je znadzornéna separace piku pilokarpin-hydrochloridu od pikld balastnich latek
ocnich kapek a piku vnitfniho standardu fenylefrin hydrochloridu.

Predlozend HPLC metoda umoziuje selektivné zméfit plochu piku odpovidajici
pilokarpin-hydrochloridu.
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Obr. 11. Chromatogram placeba o¢ni kapky 1% pilokarpin-hydrochloridu
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Obr.12. Chromatogram placeba o¢ni kapky 2% pilokarpin-hydrochloridu
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Obr.13. Chromatogram pracovniho standardu pilokarpin-hydrochloridu s vnitfnim

standardem fenylefrin hydrochloridem
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Obr.14. Chromatogram pripravku ocni kapky s 1% pilokarpin-hydrochloridu
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Obr.15. Chromatogram pripravku ocni kapky s 2% pilokarpin-hydrochloridu

5.3.4.5. Robustnost

Testovani miry vlivu proménnych experimentalnich podminek na stanoveni obsahu
analytu bylo testovano u roztoku pilokarpin-hydrochloridu o koncentraci ¢ = 25,30 mg/100 ml.
Kvuli nedostatku €asu, byla z parametrd robustnosti testovana pouze stabilita roztoku

pracovniho standardu pilokarpin-hydrochloridu s vnitinim standardem fenylefrin hydrochloridem

o Stabilita

Stabilita roztoku standardu o koncentraci ¢ = 25,30mg/100 ml byla testovana pii
uchovavani:
= zasnizené teploty (4 °C), chranén pred svétlem

» za laboratorni teploty a svétla

Vysledky jsou usporadany v tabulce 10.
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Tab. 10 Stabilita roztoku pracovniho standardu pilokarpin-hydrochloridu s vnitinim

standardem v zavislosti na dobé a zplsobu uchovavani (Sy)

Pilokarpin-hydrochlorid

t A (4°C) St (%) A (=20 °C) St (%)

0 6790176 0 6790176 0

24 h 6793474 0,05 6761748 0,42

48 h 6456489 4,91 6632159 2,33

72 h 6688344 1,50 6645122 2,14
n=3

t = €as od pfipravy roztoku vzorku
A = plocha piku;
S7(%) =100+ | A—Ao|/ Ay

Z tabulky 10 vyplyva, Ze pozadavek na St (%) < 1% pro roztok pilokarpin-hydrochloridu je
splnén pfi uchovavani za snizené i laboratorni teploty pouze béhem 24 hodin od jeho pfipravy.
Roztok pilokarpin-hydrochloridu je mozné pouzivat pfi uchovavani za snizené teploty nebo
laboratorni teploty pouze po dobu 24 hodin od jeho pfipravy.

5.3.5. Zaveér validacni zpravy

Vypracovana HPLC metoda slouzi pro stanoveni pilokarpin-hydrochloridu v o€nich
kapkach. Na z&kladé provedené cCéastecné validace metody lze konstatovat, Ze metoda
poskytuje pfesné a spravné vysledky a je vhodna pro stanoveni uvedené latky v pfipravku ocni
kapky s pilokarpin-hydrochloridem v obou koncentracich 1% a 2%.
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5.4. Valida€ni zprava pro kyselinu pilokarpovou

5.4.1. Souhrn

Byla vypracovana

a

¢astecné

validovana

metoda

vysokoucinné

kapalinové

chromatografie (HPLC) pro stanoveni obsahu nedistoty kyseliny pilokarpové v individualné

vyrabéném lécivém pripravku o¢ni kapky s pilokarpin-hydrochloridem

SloZeni pfipravku je uvedeno v CL 2009, str. 4334

5.4.2. Podminky separace

= Kolona:

= Davkovani:

= Detekce:

*=  Mobilni faze:

»  Pratok:

» Vnitini standard:
= Redici smés:

» |zokraticky rezim

= Teplota:

Monoliticka kolona Chromolith High Resoluton RP 18

endcapped 100 x 4,6 mm, Merck, Némecko

20 pl

220 nm

Pufr : methanol v poméru 98:2 (V/V)

Fn=1,0 ml/min

Fenylefrin hydrochlorid

Mobilni faze - pufr : methanol 98:2 (V/V)

25°C

5.4.3. Test zpusobilosti chromatografického systému

5.4.3.1. Zdanlivy pocet teoretickych pater (N)

N = 5,545 « (t/Wo,05)

Tab. 11 Zdanlivy pocet teoretickych pater (N)

tr = retenéni ¢as (min)

W 05 = Sifka piku v poloviné vySky (min)

Analyzovana latka

tr (Min)

Kyselina pilokarpova

6,21

12247

n=3

67



5.4.3.2. Faktor symetrie (Ag)

As =W/ 2f W = Sifka piku ve vzdalenosti 5 % vySky
piku;
f = menSi Cast UseCky Wyo1, ktera vznikne
protnutim Usecky kolmici spusténou z vrcholu
piku;

Tab. 12 Faktor symetrie (As)

Analyzovana latka As

Kyselina pilokarpova 1,00
n=3

Pozadavek: T0,8az1,5 VYHOVUJE

5.4.3.3. Rozliseni

(Obr. 16)

_ LI8(tg — 1)

Wy + Wy,

R.

i , kdy try > gy tr = retenéni ¢as (min)

wh, = Sitka piku na zakladné (min)

Tab. 13 Rozliseni

Hodnocené latky R;
Pilokarpin-hydrochlorid — kyselina pilokarpova 3,34

n=3
Pozadavek: Rj>1,5 VYHOVUJE
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Obr. 16. Chromatogram pracovniho roztoku

standardem fenylefrin hydrochloridem

5.4.3.4. Opakovatelnost

kyseliny pilokarpové

Byl opakované davkovan roztok analyzovanych latek v mobilni fazi:

Porovnavaci roztok kyseliny pilokarpové ¢&. 2
Fenylefrin hydrochlorid (IS) 0,998 mg/ 100ml

dle postupu uvedeném v kap. 4.3.11.

Tab. 14 Opakovatelnost

S vnitfnim

Kyselina pilokarpova

Cislo pokusu

Retenc¢ni ¢as (tg) (min)

Plocha piku (A)

O O A W N =

6,22
6,22
6,21
6,20
6,19
6,17

197 538
196 518
197 104
196 652
197 059
196 345
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n 6 6

X 6,20 196 869

SD 0,02 443,57

RSD (%) 0,31 0,23
Pozadavek: RSD <1 % VYHOVUJE

5.4.4. Validace analytické metody

Parametry presnosti, linearity, spravnosti, robustnosti a detekénich limitd (DL) a
kvantitativnich limitd (QL) nebylo mozné pro necistotu kyselinu pilokarpovou zpracovat, protoze
neexistuje standard kyseliny pilokarpové o pfesné znamé koncentraci. Porovnavaci roztok
kyseliny pilokarpové obsahuje kromé pilokarpinu a definovanych necistot jesté zbytky reagencii

a presna koncentrace jednotlivych slozek neni znama.
5.4.4.1. Selektivita

Chromatogram placeba, které bylo zpracovano podle postupu v kap. 4.3.1. a 4.3.2., je na
obrazku 17 pro ocni kapky obsahujici 1% pilokarpin-hydrochloridu a na obrazku 18 pro ocni
kapky obsahujici 2% pilokarpin-hydrochloridu. V retenénim €ase odpovidajicimu kyseliné
pilokarpové neni zadny pik interferujici latky.

Chromatogram pracovniho roztoku kyseliny pilokarpové s vnitfnim standardem fenylefrin
hydrochloridem je dokumentovan na obrazku 19.

Na obrazku 20 — chromatogram pfipravku oéni kapky obsahujici 1% pilokarpin-
hydrochloridu, je znazornéna separace piku kyseliny pilokarpové od piku balastnich latek
ocnich kapek a piku vnitfniho standardu fenylefrin hydrochloridu.

Na obrdzku 21 — chromatogram pfipravku oc€ni kapky obsahujici 2% pilokarpin-
hydrochloridu, je zndzornéna separace piku kyseliny pilokarpové od piku balastnich latek
ocnich kapek a piku vnitfniho standardu fenylefrin hydrochloridu.

Pfedlozend HPLC metoda umozniuje selektivné zmeéfit plochu piku odpovidajici kyseliné

pilokarpové
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Obr. 17. Chromatogram placeba o¢ni kapky 1% pilokarpin-hydrochloridu
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Obr.18. Chromatogram placeba oé¢ni kapky 2% pilokarpin-hydrochloridu
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Obr.19. Chromatogram pracovniho roztoku kyseliny pilokarpové s vnitinim

standardem fenylefrin hydrochloridem
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Obr. 20. Chromatogram pfripravku oéni kapky s 1% pilokarpin-hydrochloridu
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Obr.21. Chromatogram pripravku ocni kapky s 2% pilokarpin-hydrochloridu
5.4.5. Zavér validacni zpravy

Metoda je vhodna pro sledovani hladiny necistoty kyseliny pilokarpové v pfipravku ocni

kapky s pilokarpin-hydrochloridem v koncentraci 1% a 2%.
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6. ZAVER

Cilem této rigorézni prace bylo vyvinout a validovat HPLC metodu vhodnou pro stanoveni
pilokarpin-hydrochloridu a kyseliny pilokarpové v Iékopisnych o¢nich kapkach obsahujicich 1
nebo 2% pilokarpin-hydrochloridu.

Bylo vyvinuto a v odborné literatufe popsano nékolik zptsobt HPLC stanoveni pilokarpin-
hydrochloridu a kyseliny pilokarpové v o€nich kapkach. Tato prace vychazi z publikace autoru:
El-Deeb S, Schepers U a Wétzig H.: Evaluation of monolithic C18 HPLC columns for the fast
analysis of pilocarpine hydrochloride in the presence of its degradation products publikované
v roce 2006 v ¢asopisu Pharmazie [17].

Metoda je zalozena na pouziti monolitické kolony Chromolith High Resolution RP 18
endcapped 100 x 4,6 mm, Merck, Némecko, zplsob provedeni chromatografie obraceného
systému fazi.

Mobilni faze je slozena z pufru o pH 3 a methanolu v poméru 98:2 (V/V), rychlost pratoku
1 ml/min. Vysledky byly vyhodnoceny pouzitim UV-VIS detektoru pfi vinové délce 220 nm.
Kvantitativni stanoveni bylo provedeno metodou vnitfniho standardu - fenylefrin hydrochloridu.

Slouceniny byly eluovany v pofadi: isopilokarpin, pilokarpin, kyselina pilokarpova a
kyselina isopilokarpova. Celkova doba trvani analyzy byla méné nez 10 minut.

Pfi validaci metody pro pilokarpin-hydrochlorid byly ovéfovany nasledujici parametry:
zpUsobilost systému, presnost, spravnost, linearita, selektivita a stabilita roztoku pilokarpin-
hydrochloridu za snizené teploty a nepfistupu svétla a pfi laboratorni teploté a na svétle po
dobu 72 hodin. Metoda prokazala, ze je vhodna pro zamyslené pouZziti, je selektivni a poskytuje
presné a spravné vysledky. Roztok pilokarpin-hydrochloridu je stabilni po dobu 24 hodin.
Metoda je linearni ve stanoveném rozsahu 12,5 — 75,0 mg/100 ml pilokarpin-hydrochloridu.

Pro kyselinu pilokarpovou byl proveden test zplsobilosti systému a selektivita. | zde

metoda prokazala, ze je vhodna a selektivni pro zamysSlené pouziti.

74



7.

(1]

(2]

(3]

[4]

(5]

(6]

[7]

(8]

(9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[19]

POUZITA LITERATURA

Dousa M. HPLC.cz [online]. ¢1999, last modified 24. ledna 2011 [cit. 2012-10-12].
Dostupné z URL:<http://www.hplc.cz >

Manz A, Pamme N, lossifidis D. Bioanalytical chemistry. London: Imperial College Press,
c2004. xv, 201 s. ISBN: 1-86094-370-5; ISBN: 1-86094-371-3 (pbk)

Sagar G. Instrumental methods of drug analysis. Hyderabad [India]: PharmaMed Press,
2009. 546 s. ISBN: 81-88449-76-8

Karlicek R, Polasek M, PospiSilovd M, Solich P. Analyticka chemie pro farmaceuty.
Univerzita Karlova v Praze: Nakladatelstvi Karolinu, 2001. 282 s. ISBN 80-246-0348-9
Cesky lékopis 2009. Prvni vydani. Praha: Grada Publishing, a.s., 2009. 3968 s. ISBN:
978-80-247-2994-7

3.lékarska fakulta Univerzity Karlovy [online]. last modified 1. fijna 2010 [cit. 2012-10-12].
Dostupné z URL:< http://old.If3.cuni.cz/chemie/cesky/praktika/uloha_B2.htm >

ICH Harmonised Tripartite Guideline; Validation Of Analytical Procedures: Text and
methology Q2 (R1); Current Step 4 version, Geneva, Switzerland. 11/ 2005

Morrison JC, Pollack IP. Glaucoma: science and practice. New York: Thieme Medical
Publishers, 2003, xiii, 530 s. ISBN: 0-86577-915-5 (TMP: alk. paper) — ISBN:
3131246715 (GTV: alk. paper)

O'Donnell JJ, Sandman R, Drake MV. Measurement of pilocarpine and its degradation
products by high-performance liquid chromatography. J PHARM SCI-US. 1980 Sep, vol.
69, no. 9, s. 1096-7

Cassel GH, Billig MD, Randall HG. The Eye book: a complete guide to eye disorders and
health. Large Print ed. Baltimore, Md: Johns Hopkins University Press, 2000c1998, xx,
593 s. ISBN: 0-8018-7494-7 (eBook)

Weber JD. Pilocarpine hydrochloride in ophthalmic solutions: modification of a high-
pressure liquid chromatographic determination and survey. J ASSOC OFF ANAL CHEM.
1976 Nov, vol. 59, no. 6, s. 1409-15

Dunn DL, Scott BS, Dorsey ED. Analysis of pilocarpine and isopilocarpine in ophthalmic
solutions by normal-phase high-performance liquid chromatography. J PHARM SCI-US.
1981 Apr, vol. 70, no. 4, s. 446-9

Kennedy JM, McNamara PE., High-performance liquid chromatographic analysis of
pilocarpine hydrochloride, isopilocarpine, pilocarpic acid and isopilocarpic acid in eye-
drop preparations. J CHROMATOGR. 1981 Aug 7, vol. 212, no. 3, s. 331-8
Gomez-Gomar A, Gonzalez-Aubert M, Costa-Segarra J. HPLC method for the
simultaneous determination of pilocarpine, isopilocarpine, pilocarpic acid and
isopilocarpic acid.  PHARMACEUT BIOMED Biomed. 1989, vol. 7, no. 12, s. 1729-34
Fan TY, Wall GM, Sternitzke K, Bass L, Morton AB, Muegge E. I/mproved high-
performance liquid chromatographic determination of pilocarpine and its degradation
products in ophthalmic solutions importance of octadecylsilane column choice. J
CHROMATOGR A. 1996 Aug 2, vol. 740, no. 2, s. 289-295

75



[16]

[17]

Sternitzke KD, Fan TY, Dunn DL. High-performance liquid chromatographic
determination of pilocarpine hydrochloride and its degradation products using a beta-
cyclodextrin column. J CHROMATOGR. 1992 Jan 10, vol. 589, no. 1-2, s. 159-64
El-Deeb S, Schepers U, Watzig H. Evaluation of monolithic C18 HPLC columns for the
fast analysis of pilocarpine hydrochloride in the presence of its degradation products.
PHARMAZIE. 2006 Sep, vol. 61, no. 9, s. 751-6.

76



