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Nazev rigordzni prace: Vyvoj a validace HPLC metody pro analyzu pilokarpinovych Iékopisnych

ocnich kapek.

Byla vyvinuta a ¢aste¢né validovana metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC)
pro stanoveni pilokarpin-hydrochloridu v Iékopisnych oCnich kapkach o koncentraci 1 a 2% ucinné
latky.

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

V této praci je popsan vyvoj metody, vychazejici z prace autorl 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 vroce 2006 v Casopisu
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. Pouzita
mobilni faze byla 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. Pro kvantitativni
stanoveni byla zvolena metoda vnitfniho standardu. Jako vnitfni standard byl pouZit fenylefrin
hydrochlorid.

Metoda umozriuje stanoveni pilokarpin-hydrochloridu i kyseliny pilokarpové. Sledované latky
byly vylu€ovany v pofadi: isopilokarpin, pilokarpin, kyselina pilokarpova a kyselina isopilokarpova.
Celkova doba trvani analyzy je méné nez 10 minut.

Byly provedeny tyto validaéni parametry metody: pfesnost, spravnost, linearita, selektivita,
stabilita roztoku pilokarpin-hydrochloridu po dobu 72 hodin pfi teploté 5 £ 3°C a 20 £ 5°C a pfistupu i
nepfistupu svétla a test zplsobilosti 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 ptribuznych latek byla blize studovana pouze kyselina pilokarpova, jejiz narlist v o€nich
kapkach se vlivem hydrolyzy predevSim pfedpoklada. Z ddvodu neexistence standardu kyseliny
pilokarpové, bylo mozné pro tuto slou€eninu provést pouze test zpusobilosti chromatografického

systému a z valida¢nich parametrl test selektivity.
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