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ABSTRAKT 

 

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Katedra analytické chemie 

Kandidát: Michaela Horáková 

Školitel: PharmDr. Ludmila Matysová, Ph.D 

Název diplomové práce: Využití UHPLC v analýze rozkladných produktů tetrakain-

hydrochloridu 

Tato diplomová práce se zabývá využitím UHPLC pro analýzu tetrakain-hydrochloridu 

a jeho rozkladných produktů, kyseliny 4-aminobenzoové a 4-(butylamino)benzoové. 

Analýza probíhala na koloně Kinetex 5 µ XB-C18 100A za využití mobilní fáze 

acetonitril-pufr, kdy pufr obsahoval vodu upravenou kyselinou fosforečnou na pH=2,2, 

při průtoku 1,7 ml/min. Byla zvolena gradientová eluce, která začínala na 35% 

acetonitrilu, ve druhé minutě stoupla na 90% organické fáze a poté opět klesla na 35% 

ve čtvrté minutě. Jako vnitřní standard byl využit ethylparaben. Pro detekci byla 

zvolena vlnová délka 300 nm pro tetrakain a nečistoty a 240 nm pro vnitřní standard. 

Validace dokázala, že metoda poskytuje přesné a správné výsledky.  
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ABSTRACT 

 

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Králové 

Department of Analytical Chemistry 

Candidate: Michaela Horáková 

Supervisor: Ludmila Matysová 

Title of Diploma Thesis: Determination of Degradation Product of Tetracaine 

hydrochloride by Ultra-High-Performance Liquid Chromatography  

This diploma thesis deal with using UHPLC for determination of tetracaine 

hydrochloride and its degradation products, p-aminobenzoic acid and p-n-

butylaminobenzoic acid. Separation was achieved by using Kinetex 5 µ XB- C18 100A 

column and the eluent, acetonitrile-buffer, when buffer containing water with 

phosphoric acid (pH=2.2) at a flow rate of 1.7 ml/min. Gradient elution was chosen, 

which began at 35 % of acetonitrile, in the second minute rised to 95 % of organic 

phase, and then descended to 35 % in the fourth minute. Ethylparaben was used as an 

internal standard. The wavelengths 300 nm for tetracaine hydrochloride and its 

degradation products, and 240 nm for internal standard were chosen for detection. 

Validation approved that this method provides accurate and precise results. 
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SEZNAM ZKRATEK 

 

ACN- acetonitril 

BABA- kyselina 4-(butylamino)benzoová 

BP- butylparaben 

CAS- Chemical Abstract Servise 

ČL- Český lékopis 

DAD- detektor s diodovým polem 

ED- elektrochemický detektor 

EP- ethylparaben 

FD- fluorescenční detektor 

HPLC- vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

IS- vnitřní standard 

MF- mobilní fáze 

Mr- relativní molekulová hmotnost 

MP- methylparaben 

MS- hmotnostně spektrofotometrický detektor 

PABA- kyselina 4-aminobenzoová 

PP- propylparaben 

SF- stacionární fáze 

UHPLC- ultra-účinná kapalinová chromatografie 

UV-VIS- ultrafialová a viditelná oblast spektra 
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1. ÚVOD 

Tetracaini hydrochloridi oculoguttae je lékopisný přípravek využívaný v očním 

lékařství.  Účinnou látkou je tetrakain-hydrochlorid - ester p-aminobenzoové kyseliny. 

Tento přípravek se používá jako lokální anestetikum, nejčastěji pro znecitlivění oka 

před zákroky na spojivce a na rohovce. Kvůli jeho náchylnosti k rozkladu a změně pH, 

což má u přípravků aplikovaných do oka za následek bolestivost a poškození očního 

epitelu, bylo nutné vyvinout vhodnou metodu ke stanovení nejen účinné látky, ale i 

jejích rozkladných produktů.  

Vzhledem k lékopisnému stanovení nečistot substance tetrakain-hydrochloridu bylo 

vhodné využít chromatografickou metodu, a to ultra-účinnou kapalinovou 

chromatografii. Jedná se o metodu využívanou k separaci, identifikaci a stanovení 

složek směsi, při které dochází k rychlému oddělení jednotlivých složek a která má 

vysokou selektivitu a citlivost.   
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2. CÍL A POPIS ZADÁNÍ PRÁCE 

Cílem této práce je vývoj a validace analytické metody pro analýzu tetrakain-

hydrochloridu a jeho rozkladných produktů pomocí UHPLC a následné využití ke 

sledování stability očních kapek s tetrakain-hydrochloridem jako účinnou látkou. 

 

Metoda bude nejprve optimalizována pomocí roztoků standardů a po nalezení 

optimálních podmínek bude metoda validována. Ve validaci se bude hodnotit přesnost, 

správnost, linearita, selektivita, robustnost a detekční a kvantitativní limit. 

 

Součástí práce bude i nalezení a zpracování rešerší na zadané téma. 
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3. TEORETICKÁ ČÁST 

3.1 Chromatografické metody 

3.1.1 Principy chromatografie 

Chromatografie je široce využívaná metoda pro separaci, identifikaci a stanovení 

chemických složek ve směsích. Jedná se o techniku, při které dochází díky fyzikálně-

chemickým silám k postupnému ustanovení rovnováhy mezi dvěma vzájemně 

nemísitelnými fázemi, tj. fází stacionární a fází mobilní. Stacionární fáze je pevně 

umístěna v koloně, nebo na pevném podkladu. Mobilní fáze v chromatografii společně 

se složkami analytu protéká přes stacionární fázi. Může se jednat o plyn, kapalinu, nebo 

superkritickou tekutinu. Separace je založena na retenci, zadržovací síle stacionární 

fáze. Díky této separaci je dále možná kvantitativní a kvalitativní analýza. Látky, které 

jsou méně zadržovány na stacionární fázi, jsou rychleji eluovány, než složky více 

zadržované. Chromatografické metody jsou velmi často využívané při analytickém 

hodnocení léčiv, protože dochází k relativně rychlé separaci směsi s vysokou 

selektivitou a citlivostí za použití pouze malého množství analyzovaného vzorku. 

Využívají se zejména metoda vnitřního standardu a metoda vnějšího standardu 

[1][2][3]. 

3.1.2 Rozdělení chromatografie 

Chromatografické metody můžeme rozdělit podle různých hledisek: 

  

1) podle charakteru mobilní fáze 

 kapalinová chromatografie, kdy mobilní fází je kapalina 

 plynová chromatografie, mobilní fází je plyn  

 superkritická fluidní chromatografie, mobilní fází je kapalina v superkritickém 

stavu 

 

2) podle uspořádání stacionární fáze 

 kolonová chromatografie 

 plošná chromatografie 

o papírová chromatografie (stacionární fáze je součástí 

chromatografického papíru) 
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o tenkovrstvá chromatografie (stacionární fáze je umístěna na pevném 

podkladu) 

 

3) podle mechanismu separace 

 rozdělovací chromatografie (při této separaci je důležitá rozdílná rozpustnost 

vzorku mezi fázemi) 

 adsorpční chromatografie (dochází k separaci na základě adsorpce na povrch 

stacionární fáze) 

 iontově-výměnná chromatografie (mezi funkčními skupinami stacionární fáze 

jsou různě velké elektrostatické přitažlivé síly, na jejich základě dochází k 

separaci) 

 gelová chromatografie (separace podle velikosti pórů gelu stacionární fáze) 

 afinitní chromatografie (určité složky vzorku se váží na stacionární fázi, ostatní 

volně procházejí) [2][4] 
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3.2 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

Vysokoúčinná kapalinová chromatografie patří mezi nejvíce používané a víceúčelové 

separační metody. Je využívána pro separaci a určení mnoha látek v organickém, 

anorganickém, biologickém materiálu a dalších. 

 

Směsi látek jsou po nástřiku na kolonu unášeny mobilní fází, jejíž průtok umožňuje 

vysokotlaké čerpadlo,  a dochází k ustanovování rovnováhy mezi mobilní a stacionární 

fází. Separované látky jsou indikovány detekční celou a pomocí detektoru je jejich 

signál přenášen do počítače, kde je zpracován.  

 

Jedná se o metodu, která umožňuje rychlou analýzu, použití malého množství vzorku, 

možnost automatizace a velmi citlivé stanovení v závislosti na typu použitého 

detektoru. 

 

Na rozdíl od plynové chromatografie umožňuje analýzu léčiv, která nejsou těkavá, díky 

čemuž je více použitelná [1][3]. 

 

3.2.1 Uspořádání kapalinové chromatografie 

Kapalinový chromatograf se skládá ze zásobníků mobilní fáze, které jsou skleněné. Jsou 

zajištěny uzávěry se speciálním filtrem, aby se do chromatografického systému 

nedostával prach a nečistoty, které interferují s detektory a zkreslují výsledky. Součástí 

systému je i degasser, který se využívá k odplynění mobilní fáze.  

 

Konstantní průtok mobilní fáze přes dávkovač, kolonu a detektor je zajištěn 

vysokotlakým čerpadlem. Mezi základní patří čerpadla s konstantním průtokem a 

čerpadla s konstantním tlakem. Parametry mobilní fáze jsou nastaveny pomocí 

programovací jednotky. 

 

 Dávkovací zařízení nám umožňuje nadávkování vzorku na kolonu. Detailní rozdíly v 

jeho designu jsou velmi důležité pro minimalizování mrtvého objemu a zabránění 

špatně propláchnutým částem systému zadržovat vzorek. Nejčastěji používaným 

principem je injekční ventil. Velmi často je u  HPLC systémů využíván autosampler s 
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automatickým nástřikem. Tyto injektory mohou soustavně nastříkávat volitelný objem 

ze zásobníku vzorků.  

Dalšími součástmi chromatografického systému jsou kolony a detektory, které budou 

detailněji popsány v následujících kapitolách.  

 

Data z detektoru jsou zpracována v počítači, který nejen vypracovává výsledky a 

umožňuje výstup na tiskárnu, ale také řídí běh celého chromatografu [1][3][5]. 

 

3.2.1.1 Chromatografické kolony 

HPLC chromatografické kolony, které se využívají pro analytické účely, jsou dlouhé 50 

mm, 75 mm, 100 mm, 150 mm a 300 mm, mají vnitřní průměr 1-5 mm a jsou z 

nerezové oceli nebo ze skla. Skleněné kolony se umisťují do kovového pouzdra. Pokud 

jsou z nerezové oceli, tak musí být ocel kvalitní, aby nedocházelo k reakci s mobilní 

fází. Kromě chemické inertnosti by měly odolat chemickým tlakům a jejich vnitřní 

plášť by měl být dostatečně hladký.  

 

Pro ochranu analytických kolon jsou určeny předkolony. Zachycují mechanické 

nečistoty a nežádoucí interference. Používají se dva typy, a to předkolona mezi 

zásobníkem mobilních fází a dávkovačem (scavenger column), která slouží k úpravě 

mobilní fáze, a tzv. guard column, která se nachází mezi dávkovačem a kolonou. Je to 

krátká kolona s podobnou stacionární fází, jaká je v analytické koloně. Hlavní účel 

použití této předkolony je zabránění průniku nečistot (jako jsou vysoce zadržované 

sloučeniny) do kolony [3][6][7]. 

 

3.2.1.2 Detektory 

Jednotlivé složky analytu mohou být v kapalinové chromatografii detekovány různými 

způsoby. Mezi hlavní požadavky na HPLC detektory patří: vysoká citlivost, stabilita, 

reprodukovatelnost odezvy, široký lineární dynamický rozsah, rychlá odezva a 

minimální objem detekční cely. Detekce by neměla být ovlivňována vnějšími vlivy, 

jako je změna teploty, typ rozpouštědla či průtoková rychlost. Detektor by dále měl být 

nedestruktivní a jeho odezva by se měla dát optimalizovat pro různé látky.  
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Jedním z nejdůležitějších parametrů u detektorů je jejich citlivost, která souvisí s 

minimálním detekovatelným množstvím (tzv. mez detekce).  Mez detekce je určena 

nejmenším množstvím, které detektor prokazatelně zaznamená.  

 

Detektory v chromatografii mohou být selektivní pro určitý typ látek, které detekují, 

přestože jsou eluovány společně s dalšími složkami, nebo univerzální.  

 

Mezi stále ještě nejpoužívanější selektivní detektor patří UV-VIS spektrometrický 

detektor. Pracuje na principu interakce látek s elektromagnetickým zářením. Paprsek 

detektoru prochází průtokovou celou a díky interakci s látkami dochází ke změně jeho 

intenzity. Absorbance je závislá na vlnové délce a dále na přítomnosti funkčních skupin 

v látce, kterou detekujeme. Většina organických molekul obsahuje dvojné vazby a díky 

nim absorbuje v UV oblasti. Spektrometrické detektory mohou být s fixní vlnovou 

délkou (254 nm, nebo 280 nm), proměnnou, nebo skenující UV detektory (snímají 

absorpční spektrum v maximu píku hodnocené složky). Minimální detekovatelné 

množství u těchto detektorů je 10
-10

 g/ml. Můžou zde být použity různé mobilní fáze, je 

ale důležité, aby použitá rozpouštědla neabsorbovala v UV-VIS oblasti.  

 

Mezi další detektory patří Diode Array Detector (DAD), což je spektrofotometrický 

detektor s diodovým polem. Umožňuje snímat absorpční spektrum v závislosti na čase. 

Jeho výsledkem je trojrozměrný záznam, ze kterého extrahujeme chromatogram při 

příslušné délce. Pomocí tohoto detektoru posuzujeme čistotu analyzované látky. 

Citlivost je o 1 řád nižší než u UV-VIS detektoru. 

  

Pro látky, které přímo fluoreskují, nebo je lze derivatizovat s vhodným činidlem aby 

fluoreskovaly, je vhodné použít fluorescenční detektor (FD). Princip FD detektoru je 

založen na absorpci elektromagnetického záření molekulou a vzniku excitovaného 

stavu. Po odstranění vnějšího zdroje záření existuje excitovaný stav pouze určitou dobu, 

poté je přebytečná energie vyzářena formou emisního záření. Intenzita tohoto záření je 

přímo úměrná koncentraci fluoreskující sloučeniny. Vysokou výhodou FD detektoru je 

vysoká citlivost (minimální detekovatelné množství je až 10
-12

 g/ml) a selektivita. 

Podstata selektivity je založena na tom, že dvě shodné látky mohou mít totožná, nebo 

podobná absorpční spektra, ale nemusí se shodovat jejich emisní spektra. Ovšem pouze 
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kolem 10% organických látek vykazuje fluorescenci. Vyšší citlivost než klasické FD 

detektory lze nalézt u detektorů s laserem indukovanou fluorescencí.  

 

Stejně citlivý detektor jako fluorescenční je elektrochemický detektor (ED). Je zde 

důležitá čistota mobilní fáze, protože např. přítomnost kyslíku, kovů nebo halogenidů 

může vytvořit významné pozadí a zvyšuje šum a drift základní linie. Patří mezi ně 

konduktometrický detektor (pracuje na principu diferenciálního měření vodivosti 

mobilní fáze před a po eluci analytu), potenciometrický, ampérometrický (měří limitní 

proudy), coulometrický (princip je založen na schopnosti látek se redukovat, nebo 

oxidovat v elektrickém poli, přičemž dochází ke vzniku proudu). 

 

Velice specifickým detektorem, který navíc poskytuje i spektrální údaje o identitě látek, 

je hmotnostně spektrometrický detektor (MS). K identifikaci látek dochází ve třech 

krocích. Nejprve dojde k ionizaci vzorku, kdy jsou neutrální molekuly vzorku 

převedeny na ionty. Dále následuje rozdělení iontů podle poměru hmotnost/náboj (m/z), 

jejich urychlení v analyzátoru a nakonec detekce iontů. Spojení HPLC-MS se dnes 

vyskytuje velmi často [3][8][9]. 
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3.2.2 Systémy fází pro HPLC 

3.2.2.1 Stacionární fáze 

Základem chromatografického systému je kolona naplněná sorbentem, která zodpovídá 

nejen za jeho selektivitu, ale i účinnost a společně s parametry kolony i za rychlost 

analýzy. Separace je založena na interakci sorbentu a analytu a záleží při ní na 

interakčních místech sorbentu. Stacionární fáze (SF) můžeme rozdělit na silikagelové 

SF, polymerní SF, hybridní SF, SF na bázi oxidu zirkoničitého a SF na bázi porézního 

grafického karbonu a dalších kovových oxidů.  

 

Silikagel je stále jeden z nejpoužívanějších materiálů pro přípravu SF. Má ovšem 

omezenou stabilitu, nejstabilnější je při pH 2-7, teplotě do 60
◦
C a tlaku do 35-40 MPa. 

Při vyšším pH dochází k jeho rozpouštění, při pH nižším než 3 k hydrolýze povrchově 

navázaných skupin. Velikost částic je obvykle 5-2 µm. Chromatografie může probíhat 

buď na normálních fázích, nebo reverzních fázích. Při chromatografii na reverzních 

fázích je stacionární fáze nepolární a mobilní fáze je relativně polární rozpouštědlo. Za 

těchto podmínek jsou jako první eluovány více polární složky směsi a se zvyšující se 

polaritou mobilní fáze dochází k prodloužení doby eluce. Při chromatografii na 

normálních fázích je tomu opačně. V HPLC se nejčastěji využívá chemicky vázaná 

stacionární reverzní fáze a to díky povrchové aktivitě a kyselosti silikagelu, kdy při 

chromatografii na normálních fázích je větší náchylnost ke stopám vlhkosti a také 

deaktivaci povrchu silikagelu silně bazickými analyty. U reverzní fáze jde o chemicky 

vázané nepolární uhlovodíkové řetězce, nejčastěji obsahující 18 C (oktadecylsilikagel), 

ale i 8 uhlíků. Na fázi může být navázán i radikál, který obsahuje tří uhlíkatý řetězec 

zakončen skupinami -NH2, -CN, aj.  

 

Polymerní SF mají makroporézní strukturu, která má velký absorpční povrch. Jsou 

stabilní v pH 1-14, a teplotně do 200
◦
C. Jsou ale omezeny tlakem do 20 MPa a také 

stabilitou funkčních skupin, které jsou na fázích navázány (methakrylát, akrylamid). 

Jejich účinnost je závislá na organické složce MF.  

 

Hybridní SF jsou kombinací dvou výše zmíněných, tedy silikagelu a polymeru. Díky 

tomu mají vyšší stabilitu v rozmezí pH 1-12, termálně do 100
◦
C a vydrží tlak 35-40 

MPa. Jejich stabilitu lze zvýšit ethylenovými můstky, pak vydrží tlak do 100 MPa. 
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Hlavní výhodou SF na bázi oxidu zirkoničitého je chemická a termální stabilita. Tato 

fáze je stabilní v celém rozsahu pH a do teplot 200
◦
C 

Monolitické SF mají odlišné struktury od ostatních fází, protože nejsou tvořeny 

částicemi, ale jedním kusem porézního monolitického materiálu. Obsahují makropóry - 

větší póry, které snižují odpor stacionární fáze a umožňují vyšší průtok MF a mezopóry, 

které zvyšují povrch a tím i účinnost separačního procesu [3][10][11][12][13]. 

 

3.2.2.2 Mobilní fáze 

Další důležitou součástí chromatografie je mobilní fáze a její složení. Jedná se o 

důležitou složku, která ovlivňuje separační děj. Na mobilní fázi jsou kladeny důležité 

požadavky, jako je čistota, kompatibilita s detektorem, musí v ní docházet k rozpuštění 

vzorku, mít nízkou viskozitu, chemickou inertnost a také přijatelnou cenu. Čistoty 

mobilní fáze docílíme použitím rozpouštědel o vysoké čistotě (tzv. for HPLC, gradient 

grade) a její filtrací před použitím v systému HPLC (pomocí zařízení k filtrování 

mobilní fáze s filtrem ze skleněných vláken o pórech velikosti 0,45 µm, respektive 0,22 

µm) [5]. 

 

3.2.3 Typy eluce 

Eluce s jedním rozpouštědlem, nebo směsí rozpouštědel o konstantním složení, se 

nazývá izokratická eluce. V gradientové eluci jsou použity dva (někdy i více) systémy 

rozpouštědel, které se výrazně liší v polaritě a jejich složení se mění během separace. 

Rozsah složení dvou rozpouštědel se mění buď postupně, nebo v sérii kroků [1][3]. 

 

3.2.4 Kvalitativní analýza 

Kvalitativní analýza se užívá pro ověření totožnosti látky. Je pro ni důležité umístění 

maxima píku v chromatogramu. Můžeme ji vyjádřit retenčními daty. Základní 

kvalitativní charakteristikou je retenční čas, což je doba od nástřiku vzorku na kolonu 

po maximum chromatografického píku. Pokud mají standard a neznámá látka odlišné 

retenční charakteristiky, jedná se o různé chemické látky. Proto je pro správnou 

identifikaci nutné srovnávat analyt se standardem [2]. 
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3.2.5 Kvantitativní analýza 

Kvantitativní analýza využívá plochy nebo výšky píku pro stanovení koncentrace 

sloučenin ve vzorku. Výška píku je snadno změřitelná, ale je velmi ovlivňována 

změnami podmínek při analýze a dalšími parametry. Proto se pro kvantitativní 

hodnocení nejčastěji používá několik metod: metoda vnějšího standardu, metoda 

vnitřního standardu, metoda standardního přídavku a metoda vnitřní normalizace. 

Nejpoužívanější metody jsou první dvě. 

Metoda vnějšího standardu je základní kvantitativní postup, při kterém jsou neznámý 

vzorek i standard analyzovány za stejných podmínek. Nejprve nastříkneme vzorek a 

následně roztok vnějšího standardu. Koncentrace jednotlivých složek se následně 

vypočítá z poměru ploch (výšek) píků stanovovaných látek a plochy píku vnějšího 

standardu.  

 

Při metodě vnitřního standardu se ke známému objemu vzorku přidá přesně definovaný 

objem roztoku vnitřního standardu a nastříkne se na kolonu. Při výběru látky pro vnitřní 

standard musíme dbát na to, aby tato látka nebyla v naší analyzované směsi obsažena, 

aby docházelo k její eluci v blízkosti píků, které budeme vyhodnocovat, mít podobnou 

koncentraci s látkami, které analyzujeme a také být chemicky inertní. Tato metoda je 

výhodnější zejména proto, že je méně časově náročná a je přesnější [1][2][14]. 
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3.3 Ultra-účinná kapalinová chromatografie 

UHPLC je relativně nová separační technika v oblasti kapalinové chromatografie, která 

řeší některé problémy běžné kapalinové chromatografie. Při UHPLC dochází ke 

zkrácení doby analýzy, je zde možnost použití ultra vysokých tlaků, vysoká separační 

účinnost, použití menšího množství vzorků a snížení průtoku. Tlaky, které mohou být 

při této metodě použity, se pohybují v rozmezí 600-1400 Bar za současného využití 

kolon s sub-2µ-částicemi (obsahuje částice s průměrem 1.7 µm). Mezi další výhody 

patří snížení mrtvého objemu kolony na 100-500 µl. Nejnovější UHPLC systémy 

dovolují rychlý screening kombinací rozdílných kolon a mobilních fází k nalezení 

nejlepší kombinace (např. systém Fusion, DryLab, Chromsworl, Nexera Method 

Scouting a další). Mezi nevýhody UHPLC patří vyšší cena vybavení a možná 

nekompatibilita s již existujícími HPLC metodami [15][16][17]. 

 

3.3.1 Chromatografické kolony 

Obalový materiál, který se využívá v UHPLC, je připravován podobným způsobem, 

jaký je používán v HPLC. Největší rozdíly jsou v rozměrech a pevnosti částic. Na 

kolony jsou v UHPLC kladeny vysoké tlakové nároky. Jsou dlouhé 5-10 cm a mají 

vnitřní průměr 0.075-4.6 mm. K jejich plnění dochází za vysokého tlaku, který zaručuje 

jejich stabilitu a optimální uchovávání částic sorbentu [16][17][18].  

 

3.3.1.1 Sorbenty 

Sorbenty používané v UHPLC technologii mají vlastnosti obou typů sorbentů, které se 

využívají v běžné kapalinové chromatografii, tj. spojení silikagelu s polymerní fází. 

Díky spojení výhod obou typů sorbentu dochází k dosažení optimálních vlastností 

sorbentu použitím tzv. Hybrid Particle Technology. První z takto vyrobených částic 

měly nejen podobnou strukturu pórů jako částice silikagelu, ale i obdobnou výkonnost v 

chromatografické analýze. Jednou z nejdůležitějších věcí bylo, že tento hybridní 

materiál měl vysokou chemickou stabilitu v širokém rozmezí pH. Aby došlo k zamezení 

vlivu volných hydroxylových skupin silikagelu a k jejich zvýšené mechanické 

odolnosti, používají se tzv. ethylenové můstky. Jedná se o druhou generaci hybridního 

materiálu, u které bylo zajištěno zlepšení ostrosti píků, vyšší stabilita než u první 

generace a rozdílná selektivita ve srovnání s klasickým silikagelem [18][19][20]. 
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3.3.2 Nexera X2 

Jedním z nových systémů v UHPLC je systém Nexera X2. Tento systém nabízí vysokou 

výkonnost spojenou s širokým aplikačním rozsahem společně s flexibilitou a 

spolehlivostí v analýze. Možnost použití tlaku až do 130 MPa, rychlé nástřiky, 

gradientové míchání a široké rozmezí průtoku umožňuje různé typy analýz. Na přístroji 

může docházet k měření, při kterém se využívá většího množství mobilních fází ale i 

více kolon. Podporuje ultra-rychlé analýzy a zároveň dává spolehlivé výsledky i při 

nástřiku 0,1 µL [21][22]. 

 

3.3.3 Nexera Method Scouting System 

Tato metoda je založena na nové generaci Nexera UHPLC. Systém využívá kontrolní 

systém a přepínač, který mění systém kolon a mobilních fází. Tento systém automaticky 

dosahuje rychlé a přesné metody. Při klasické metodě průzkumu, při které se snažíme 

optimalizovat metodu, jsou data sbírána za využití mnoha kombinací kolona-mobilní 

fáze. Analyzér přepíná mezi jednotlivými metodami, ale je limitován nutností 

manuálního nastavování a počtem hodin kdy může pracovat, což znemožňuje 

zefektivnění metody. Nexera Method Scouting System je schopný automaticky 

prozkoumat 96 kombinací mobilní fáze-kolona-gradientová eluce bez časového 

omezení, čímž významně zlepší výkonnost vývoje metody. Na obrázku 1 je zobrazen 

diagram systému Nexera Method Scouting, který dovoluje přepínání mezi šesti 

kolonami a dvěma pumpami, kdy každá z nich je spojena se čtyřmi typy mobilních fází 

[23]. 

 

 

 

Obrázek 1 Schéma systému Nexera Method Scouting 
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3.4 Validace analytické metody 

3.4.1 Test způsobilosti chromatografického systému 

3.4.1.1 Validace 

Jedná se o proces, který určuje vhodnost metody pro dané použití. Tímto procesem jsou 

zjišťovány nejdůležitější charakteristiky metody. Jejím cílem je určení podmínek, za 

kterých je daný proces použitelný a zajištění spolehlivosti pro opakované použití.  

 

3.4.1.2 Přesnost 

Přesnost metody je dána mírou těsnosti shody mezi jednotlivými výsledky metody 

opakovaně získanými s jedním homogenním vzorkem. Vzorek se nezávisle šestkrát 

analyzuje. Z této analýzy se míra přesnosti vyjadřuje jako relativní směrodatná 

odchylka. Podle podmínek opakovatelnosti lze rozlišit tři úrovně přesnosti: 

opakovatelnost, mezilehlou přilehlost a reprodukovatelnost [1][24]. 

 

3.4.1.3 Linearita 

Linearita značí schopnost metody poskytovat výsledky, které jsou přímo úměrné 

koncentraci stanovované látky. Stanovuje se 5 obsahů o různých koncentracích v 

rozmezí 50-150 % deklarovaného obsahu [1][25].  

 

3.4.1.4 Správnost 

Jedná se o shodu mezi získanými výsledky a správnou hodnotou. Pro zjištění správné 

hodnoty lze využít jiné nezávislé metody s již ověřenou správností, nebo přípravu 

modelového vzorku. Správnost se zjišťuje analýzou šesti vzorků [1][26].  

 

3.4.1.5 Selektivita 

Jedná se o vlastnost správně a specificky změřit danou látku v přítomnosti jiných látek. 

Tyto látky lze očekávat, mohou to být např. jiné účinné látky, pomocné látky, nečistoty, 

rozkladné produkty a další [1][25].  
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3.4.1.6 Robustnost 

Robustnost zkoumá míru vlivu proměnných podmínek na výsledek analýzy. Poskytuje 

nám informace o spolehlivosti metody během běžného používání. Při kapalinové 

chromatografii sledujeme složení MF, pH vodné složky MF, teplotu na koloně, rychlost 

průtoku, stabilitu vzorků apod. [1][26].  

 

3.4.1.7 Detekční limit 

Detekční limit vyjadřuje nejnižší detekovatelnou koncentraci látky. U kapalinové 

chromatografie se určuje jako koncentrace analyzované látky s poměrem signálu k 

šumu s hodnotou 3 [1][26].  

 

3.4.1.8 Kvantitativní limit 

Jedná se o nejnižší koncentraci látky stanovitelnou s přijatelnou přesností a správností. 

Můžeme ho vyjádřit jako koncentraci, při které je relativní směrodatná odchylka 10 %, 

nebo také koncentraci s poměrem signálu k šumu s hodnotou 10 [1].  
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3.5 Léčivý přípravek 

Léčivý přípravek:  Tetracaini hydrochloridi oculoguttae, oční kapky s tetrakainem 

Složení:   Tetracaini hydrochloridum  2,00 g 

   Natrii chloridum   0,56 g 

   Thiomersalum    0,002 g 

   Agua purificata   ad 100,0 g 

Vzhled:   čirá bezbarvá tekutina 

   

3.5.1 Účinná látka- tetracain hydrochloridum 

 

 

Obrázek 2 Molekula tetrakain-hydrochloridu 

 

Sumární vzorec:  C15H25ClN2O2 

   2-(dimethylamino)ethyl-4-(butylamino)benzoáthydrochlorid 

Mr:    303,83 

CAS 136-47-0 

Obsah:   99,0 % až 101,0 % sloučeniny C15H25ClN2O2 počítáno na   

   vysušenou látku 

Vzhled:   bílý až téměř bílý krystalický slabě hygroskopický prášek 

Rozpustnost:   snadno rozpustný ve vodě, dobře rozpustný v ethanolu 96 %  

Teplota tání:   148
◦
C 

Použití:   Tetrakain-hydrochlorid je lokální anestetikum esterového typu.  

   Jedná se o anestetikum s rychlým nástupem (30 sekund) a   

   dlouhým trváním účinku (15 minut). Používá se ke znecitlivění  

   oka před zákroky na spojivce, rohovce (při odstraňování cizích  

   tělísek, vyjímání stehů, měření nitroočního tlaku, proplachování  

   slzných cest), při retrobulbální anestezii, dále např. v   

   zubním lékařství. V očním lékařství by se neměl používat   

   chronicky, protože poškozuje epitel rohovky [4]. 
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3.5.2 Nečistoty tetrakain-hydrochloridu 

Lékopis stanovuje tři nečistoty, které se mohou nacházet v tetrakainu, a to kyselinu 4-

aminobenzoovou, kyselinu 4-(butylamino)benzoovou a methyl-4-(butylamino)benzoát. 

Z důvodů stability a bezpečnosti využívání tetrakainu je nutné sledovat jak jeho obsah, 

tak i obsah nečistot [4].  

 

3.5.3 Oční přípravky 

Oční léky, mezi které patří oční kapky, oční vody, prášky pro oční kapky a oční vody, 

polotuhé oční přípravky a oční inzerty, se aplikují na oční bulvu, spojivku, nebo se 

vkládají do spojivkového vaku [4][27].  

 

3.5.3.1 Oční kapky 

Oční kapky (Oculoguttae) jsou sterilní vodné, olejové roztoky, nebo suspenze, které 

mohou obsahovat jednu, nebo více léčivých látek a jsou určené ke vkapání do oka. 

Roztoky jsou čiré a bez cizorodých částic, suspenze snadno roztřepatelné a mají 

dostatečně stabilní sediment. Jsou podávány v obalu, který umožňuje jejich dávkování 

(tj. vkapání do oka) [4][27].  

 

3.5.3.2 Vlastnosti očních kapek 

Aby nedošlo k poškození očního epitelu, jsou na oční kapky, ale i další oční přípravky 

kladeny požadavky z hlediska osmotického tlaku, aktuální acidity, viskozity, 

povrchového napětí a mikrobiální jakosti.   

Pro úpravu osmotického tlaku na izotonický slouží izotonizační přísady (chlorid sodný, 

dusičnan draselný). Pokud by docházelo k aplikaci přípravku, který má rozdílný 

osmotický tlak než je osmotický tlak slzní tekutiny, oko by bylo podrážděné a bolestivé. 

Pro nemocné oko jsou připravovány hypotonické roztoky. Pokud je hodnota pH mezi  7 

až 9, je aplikace bezbolestná, tolerována je aplikace v rozmezí 5-11. V oblasti pH 

nižšího než 5 je aplikace velmi bolestivá.  

Aktuální acidita také souvisí s bolestivostí a dráždivostí oka. Slzy mají průměrnou 

hodnotu pH 7,4, ale není nutno upravovat kapky na tuto hodnotu, protože oko není 

drážděno v rozmezí 5,8 až 11,4. Pro úpravu se využívají izotonické tlumivé roztoky.  
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Viskozita kapek je důležitá z hlediska stability suspenzí a prodloužení doby kontaktu. 

Oko je chráněno proti vnějším vlivům díky slzní tekutině, která pokrývá rohovku, 

pokud je ovšem vylučování slz sníženo, nebo přerušeno, je nutná náhrada ve formě 

umělých slz. Ty mají větší viskozitu než přírodní slzy. Nejčastěji se využívají polymery, 

jako polyvinylalkohol, nebo povidon, deriváty celulosy, dextran, karbomery a kyselina 

hyaluronová.  

Snížením povrchového napětí můžeme dosáhnout vyššího terapeutického účinku díky 

adhezi mucionózní vrstvy slzy k rohovce. Nejčastěji je využíván benzalkonium-chlorid, 

který je zároveň i protimikrobní přísadou.  

Jedním z nejdůležitějších požadavků na oční kapky je jejich sterilita, protože přítomnost 

mikrobiálních organismů může vést až ke ztrátě zraku. Protimikrobní látky obsahují 

přípravky ve vícedávkových obalech, aby se zabránilo sekundární kontaminaci. 

Přípravky, které jsou určeny k jednorázové aplikaci v jednorázových obalech, látky 

protimikrobní neobsahují. Pokud jsou látky navzájem kombinovány, je dosaženo 

zvýšené protimikrobní aktivity. Lze využít belzalkonium-chlorid, cetrimid, sloučeniny 

rtuti, chlorhexidin, alkoholy a další [4][27][28].   

 

3.5.4 Oční kapky s tetrakainem 

Tetrakainové kapky jsou užívány jako anestetikum, blokují nervové impulzy a díky 

tomu není cítit bolest. Mezi kontraindikace pro použití kapek patří těhotenství, nebo 

jeho plánování, kojení a alergie na tetrakain, po použití kapek může také dojít ke 

zhoršení srdečních problémů. Možné nežádoucí účinky jsou dočasné pálení, škrábání a 

začervenání oka, rozmazané vidění, citlivost na světlo, může dojít i k alergické reakci 

(vyrážka, obtížné dýchání, natékání jazyka a rtů). Kapky by se měly skladovat při 15-30 

◦
C v uzavřeném obalu a chránit před vlhkem, světlem a teplem.  

Tetrakainové kapky nejsou v ČR hromadně vyráběny, jsou pouze magistraliter 

připravované. V USA jsou vydávány pod názvem Altacaine, Tetcaine, TetraVisc a 

TetraVisc Forte ve formě roztoků a mastí [29]. 
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3.5.5 Další lokální anestetika v oftalmologii 

Mezi nejpoužívanější lokální anestetika v očním lékařství patří trimekain a 

oxybuprokain. Obě dvě anestetika mají rychlý nástup účinku ( trimekain 15-30 sekund, 

oxybuprokain 15 sekund) a dlouhou dobu trvání znecitlivujícího účinku (až 20 minut). 

Používají se ve stejných indikacích jako tetrakain [30]. 

 

3.5.6 Porovnání účinku lokálních anestetik  

V tabulce 1 lze nalézt srovnání účinku jednotlivých lokálních anestetik esterového typu. 

Tetrakain má velmi rychlý a dlouhodobý účinek, ale oproti ostatním anestetikům jsou 

jeho prahové koncentrace, které jsou toxické pro CNS, velmi nízké.  

 

Tabulka 1 Srovnání účinku lokálních anestetik esterového typu 

 

+++ silně účinný 

++ středně účinný 

+ slabě účinný  

bez EPI- bez epinefrinu 

s EPI- s epinefrinem 

T- topická anestezie 

I- infiltrační anestezie 

S- subarachnoidální anestezie [30] 

  

LOKÁLNÍ ANESTETIKA ZE SKUPINY ESTERŮ 

Léčivo Orientační 
účinek 

Relativní 
anestetický 

účinek 

Prahová 
dávka 

toxicity 
pro CNS 
(mg/kg) 

Max 
dávka 

bez 
EPI 

(mg) 

Max 
dávka 
s EPI 
(mg) 

Klinické 
využití a 

koncentrace 
(%) 

Nástup 
účinku 

Trvání 
účinku 

tetrakain +++ 8 2,5 100 20 I: 0,1-0,2  
T: 0,5-1 

S: 1 

rychlý dlouhé 

prokain + 1 19,2 500 600  I:1 
S:2 

pomalý 30-45 
min 

chlorprokain ++ 1 22,8 600 800  I:1 
S:2 

rychlý středně 
dlouhé 
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3.6 Rešerše 

Před zahájením analýzy a vývojem metody pro detekci rozkladných produktů tetrakain-

hydrochloridu byla využita rešerše publikovaných prací, které se již danou 

problematikou zaobíraly. Výsledky rešerší jsou shrnuty v tabulce 2.  

 

Pro stanovení tetrakain-hydrochloridu a jeho degradačního produktu kyseliny p-n-

butylaminobenzoové byla použita metoda HPLC. Jako mobilní fáze byla využita voda-

acetonitril-methanol v poměru 60:20:20 obsahující 0,06 % k. sírové, 0,5 % síranu 

sodného a 0,02 % sodné soli kyseliny heptansulfonové. Jako stacionární fáze byla 

použita kolona C18, 300 x 4 mm, obsahující mikročástice o velikosti 10 µm. Průtok byl 

2 ml/min, detekce probíhala při vlnové délce 305 nm [31]. 

 

Ke stanovení směsi, která obsahuje kombinaci prokainových a prilokainových léčiv, 

byla také využita HPLC. Byla stanovována kombinace levonorefrin-tetrakain-prokain. 

Mobilní fáze byla v poměru 80:20 fosfátový pufr-acetonitril, kdy fosfátový pufr také 

obsahoval sodnou sůl kyseliny heptansulfonové, kolona měla rozměry 300 x 3.9 mm. 

Průtoková rychlost byla 1 ml/min, UV detekce při 254 nm [32]. 

 

 Analýza tetrakainu v lidské plazmě za přítomnosti dalších látek probíhala za využití 

mobilní fáze fosforečnanový pufr-acetonitril 63:37. Pufr obsahoval triethylamin a 

hodnota pH byla upravena kyselinou fosforečnou na hodnotu 4,9. Kolona byla jako v 

předchozích měřeních C18, 250 x 4.6 mm, částice o průměru 5 µm, průtok 1ml/min. 

Detekce probíhala při dvou vlnových délkách, 210 nm a 290 nm [33]. 

 

V očních kapkách Fengdima byly tetrakain-hydrochlorid a efedrin-hydrochlorid 

stanoveny pomocí RP-HPLC. Analýza probíhala na C18 koloně (250 x 4.6 mm, částice 

o průměru 5 µm). Použitá mobilní fáze A byla dihydrogenfosforečnan sodný-pufr v 

poměru 9:1 a mobilní fáze B dihydrogenfosforečnan sodný-pufr v poměru 3:7. Detekce 

byla při vlnové délce 218 nm [34]. 
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Tabulka 2 Shrnutí výsledků rešerše 

Metoda 
Analyzované 

látky 
MF SF Detekce Číslo citace 

HPLC 
Tetrakain- 

hydrochlorid, 
PABA 

voda-
acetonitril-
methanol 
(60:20:20) 

C18 
(300x4mm x 

10µm) 
305 nm [31] 

HPLC 

Tetrakain- 
hydrochlorid, 
levonorefrin, 

prokain 

fosfátový 
pufr-

acetonitril 
(80:20) 

C18 
(300x3.9mm) 

254 nm [32] 

HPLC 
Tetrakain- 

hydrochlorid 

Fosforečna-
nový pufr-
acetonitril 

(63:37) 

C18 
(250x4.6mm x 

5µm) 
210 a 290 nm [33] 

HPLC 

Tetrakain 
hydrochlorid, 

efedrin- 
hydrochlorid 

mobilní fáze A 
(dihydrogenfosfo- 
rečnan sodný-pufr 

9:1 ) a 
mobilní fáze B 
(dihydrogenfosfo- 
rečnan sodný-pufr 

3:7) 

C18 
(250x4.6mm x 

5µm) 
218 nm [34] 
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4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

4.1 Chemikálie 

 acetonitril, č.š. 34851, Sigma Aldrich, Německo 

 butyl 4-hydroxybenzoát, č.š. 426009/1, Sigma Aldrich, Německo 

 ethyl 4-hydroxybenzoát, č.š. 1.048770100, Merck, Německo 

 jodid draselný, č.š. BCBB9119, Sigma Aldrich, Německo 

 kyselina 4-aminobenzoová, č.š. 100536-50G, Sigma Aldrich, Německo 

 kyselina 4-(butylamino)benzoová, č.š. 242412-1G, Sigma Aldrich, Německo 

 kyselina fosforečná, č.š. 1.00573.100, Merck, Německo 

 kyselina mravenčí, č.š. 1511181110, Penta, ČR 

 kyselina octová, č.š. 4574-1L-F, Sigma Aldrich, Německo 

 methanol HPLC, č.š. 2013-5211, Lach-Ner,ČR 

 methyl 4-hydroxybenzoát, č.š. 1166641, Sigma Aldrich, Německo 

 octan amonný, č.š. 32301-500G, Sigma Aldrich, Německo 

 propyl 4-hydroxybenzoát, č.š. 1134999, Sigma Aldrich, Německo 

 tetrakain-hydrochlorid, č.š. 330615, Fagron ČR 

 thiomersal, č.š. 368, Fagron, ČR 

 ultračistá voda, čištěná systémem Milli-Q, Millipore, Bedford, MA, USA 

  



 31 

4.2 Pomůcky a přístroje 

4.2.1 Kapalinový chromatograf 

 Sestava:   Nexera X2, Shimadzu corp., JAP 

 Kolona:   kolona Kinetex™ 5µm XB-C18 100 Å, LC    

   Column 50 x 4.6 mm  

 Předkolona:   SecurityGuard™ ULTRA Guard Cartridges,   

   holder SecurityGuard™ ULTRA Cartridge Holder 

 Dávkování:   1 µl 

 Detekce:   spektrofotometrický detektor, λ= 254 nm, 300 nm 

 Mobilní fáze:   pufr : acetonitril 

   složení pufru: voda upravená na pH=2,2 kyselinou   

   mravenčí 

   před použitím přefiltrována pomocí filtračního zařízení  

   Millipore, filtr ze skleněných vláken, velikost pórů 0,2 µm 

 Průtok:   Fm=1,7 ml/min 

 Vnitřní standard:  ethylparaben 

 Ředící směs:   methanol pro HPLC 

 Typ eluce:   gradientová 

 Teplota:   25
◦
 C 

 Vyhodnocení:  LabSolutions, verze 5.57, 2003-2013 Shimadzu     

   Corporation 

 

4.2.2 Analytické váhy 

Sartorius Cubis, Německo 

4.2.3 pH metr 

Hanna instruments® pH 212 

4.2.4 Běžné laboratorní vybavení a sklo 
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4.3 Obecné pracovní postupy 

4.3.1 Příprava roztoků k analýze 

4.3.1.1 Zkušební roztok kyseliny 4-(butylamino)-benzoové 

 Do 50 ml odměrné baňky bylo naváženo:   

0,25 mg kyseliny 4-(butylamino)benzoové a baňka byla doplněna po rysku 

methanolem.  

 

4.3.1.2 Zkušební roztok kyseliny 4-aminobenzoové 

 Do 50 ml odměrné baňky bylo naváženo: 

 0,25 mg kyseliny 4-aminobenzoové a baňka byla doplněna po rysku methanolem.  

 

4.3.1.3 Zkušební roztok vnitřního standardu 

 Do 50 ml odměrné baňky bylo naváženo:  

0,25 mg methylparabenu 

0,25 mg ethylparabenu 

0,25 mg propylparabenu 

0,25 mg butylparabenu a baňka byla doplněna po rysku methanolem. 

 

4.3.1.4 Zkušební roztok tetrakain-hydrochloridu 

 Do 50 ml odměrné baňky bylo naváženo: 

1,25 g tetrakain-hydrochloridu a baňka byla doplněna po rysku methanolem.  

 

4.3.1.5 Zásobní roztok tetrakain-hydrochloridu 

 Do 100 ml odměrné baňky bylo naváženo: 

25 mg tetrakain-hydrochloridu a baňka byla doplněna po rysku methanolem. 

 

4.3.1.6 Zásobní roztok vnitřního standardu 

 Do 100 ml odměrné baňky bylo naváženo: 
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250 mg ethylparabenu a baňka byla doplněna po rysku methanolem.  

 

4.3.1.7 Zásobní roztok kyseliny 4-aminobenzoové a 4-

(butylamino)benzoové 

Do 100 ml odměrné baňky bylo naváženo: 

5 mg kyseliny 4-aminobenzoové 

5 mg kyseliny 4-(butylamino)benzoové a baňka byla doplněna po rysku methanolem.  

 

4.3.1.8 Výsledný roztok standardů 

 Do 50 ml odměrné baňky bylo naváženo: 

5 mg kyseliny 4-(butylamino)benzoové 

5 mg kyseliny 4-aminobenzoové 

2 ml zásobního roztoku ethylparabenu (viz kap. 4.3.1.6) 

1 ml zásobního roztoku tetrakain-hydrochloridu (viz kap. 4.3.1.5) a po rozpuštění všech 

substancí byla baňka doplněna po rysku methanolem.  

 

4.3.1.9 Zásobní roztok standardů 

 Do 250 ml odměrné baňky bylo naváženo: 

12,5 mg kyseliny 4-(butylamino)benzoové 

12,5 mg kyseliny 4-aminobenzoové 

5 ml zásobního roztoku ethylparabenu (viz kap. 4.3.1.6) 

2,5 ml zásobního roztoku tetrakain-hydrochlorid (viz kap. 4.3.1.5) a po rozpuštění všech 

substancí byla baňka doplněna po rysku methanolem. 

 

4.3.1.10 Roztok pro stanovení linearity tetrakain-hydrochloridu 

 Bylo připraveno 6 kalibračních roztoků ze zásobního roztoku tetrakain-

hydrochloridu, jehož příprava je uvedena v kapitole 4.3.1.5 a zásobního roztoku IS z 

kapitoly 4.3.1.6 doplněné po rysku methanolem. V tabulce 3 jsou uvedeny objemy 

roztoků a výsledná koncentrace tetrakain-hydrochloridu.  
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Tabulka 3 Příprava kalibračního roztoku tetrakain-hydrochloridu 

Roztok č. A [ml] B [ml] V [ml] c [mg/100ml] 

6 20 2 100 40 

5 15 2 100 30 

4 25 4 200 25 

3 2 0,4 20 20 

2 25 z č.5 1 50 15 

1 1 0,2 20 10 

 

4.3.1.11 Roztok pro stanovení linearity nečistot kyseliny  

 4-aminobenzoové a kyseliny 4-(butylamino)benzoové 

 Bylo připraveno 6 kalibračních roztoků ze zásobního roztoku kyseliny 4-

aminobenzoové a 4-(butylamino)benzoové, jejich příprava je uvedena v kapitole 4.3.1.7 

a zásobního roztoku IS z kapitoly 4.3.1.6, doplněných po rysku methanolem. V tabulce 

4 jsou uvedeny objemy roztoků a výsledná koncentrace nečistot.  

Tabulka 4 Příprava kalibračních roztoků  kyseliny 4-aminobenzoové a kyseliny 4-(butylamino)benzoové 

Roztok č. A [ml] B [ml] V [ml] c [mg/100ml] 

6 5 1 50 0,5 

5 2 0,5 25 0,4 

4 5 2 100 0,25 

3 2 1 50 0,2 

2 1 1 50 0,1 

1 1 2 100 0,05 

 

4.3.2 Příprava mobilní fáze 

 Do kádinky bylo dáno 500 ml vody R a pomocí pH metru bylo pH upraveno 

kyselinou mravenčí na hodnotu 2,2. Před použitím byla MF vakuově přefiltrována za 

použití 0,2 µm filtru, aby se odstranily mechanické nečistoty. 

 

4.3.3 Příprava chromatografu před analýzou 

 Před začátkem první analýzy byl analytický přístroj promyt mobilní fází, která 

byla využita při analýze a MF, které se využívaly pro měření, se nasály do hadiček, aby 

došlo k odstranění vzduchových bublin. Pro dosažení stability základní linie se nechala 

MF protékat přístrojem dalších 15 minut.   
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5. VÝSLEDKY A DISKUZE 

5.1 Vývoj HPLC metody 

Při vývoji metody pro analýzu rozkladných produktů tetrakain-hydrochloridu se 

vycházelo z metody uvedené u lékopisného článku Teracaini hydrochloridum, která se 

kombinovala s podmínkami HPLC metod nalezenými v rešerších.  

 

5.1.1 Výběr kolony 

Zpočátku byla využita kolona, jejíž charakteristika je uvedena v tabulce 5. Z 

technických důvodů došlo k ucpání kolony a při zvyšování průtoku se neúměrně 

zvyšoval i tlak. Nejprve byla zkoušena změna předkolony a poté i port ve kterém byla 

kolona umístěna, ale tlak se zvyšoval dále, proto bylo nutno vyměnit celou kolonu. 

Parametry nové kolony jsou uvedeny v tabulce 6. Kolona byla vyměněna za klasickou 

HPLC kolonu dlouhou 15 cm s většími částicemi (5 µm).   

Tabulka 5 Parametry kolony 

Kolona Předkolona Rozměry Velikost částic 

Kinetex C18, XB-

C18 

Security guard, 

ULTRA Guard 

Cartridges 

50 cm x 2.1 mm 2,6 µm 

 

Tabulka 6 Parametry kolony 

Kolona Předkolona Rozměry Velikost částic 

Kinetex 5 µ XB- 

C18 100A 

Security guard, 

ULTRA Guard 

Cartridges 

15 cm x 4.6 mm 5 µm 
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5.1.2 Výběr mobilní fáze 

Na začátku měření byly zvoleny hodnoty parametrů, které se během vývoje metody 

neměnily, a to vlnová délka 300 a 254 nm a teplota 25 
◦
C. Další podmínky měření, které 

se během vývoje měnily, popisuje tabulka 7-12.  

Tabulka 7 Podmínky měření 

Kolona 
Mobilní fáze 

(acetonitril:pufr) 

Složení 

pufru 

Průtok 

[ml/min] 

Nástřik 

[µl] 

Kinetex C18, 

XB 

50 cm x 2.1 

mm, 

2.6µm 

10:90 
Voda, 

Triethlyamin, 

pH=2,5 

(upraveno k. 

fosforečnou) 

0,25 2 5:95 

2:98 

 

Byly analyzovány roztoky: 

Zkušební vzorek tetrakain-hydrochloridu, příprava je uvedena v kap. 4.3.1.5. 

Zkušební vzorek nečistot, uvedený v kap. 4.3.1.7. 

 PABA byla eluována v čase 1,02 min, tetrakain a BABA byly eluovány v časech 0,495 

a píky nebyly rozděleny. Byly zkoušeny různé poměry MF, ale píky tetrakainu a k. 4-

(butylamino)benzoové nebyly rozlišeny. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 3 Chromatogram za podmínek uvedených v tabulce 7, poměr MF 10:90  
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Jako další bylo změněno složení mobilní fáze, byl použit octanový pufr, jehož složení a 

podmínky měření jsou uvedeny v tabulce 8.  

Tabulka 8 Podmínky měření 

 

Byly analyzovány stejné roztoky jako v předchozím měření. Tetrakain byl eluován v 

čase 2,45 min, PABA 0,57 min a BABA 0,66. Faktor symetrie u tetrakainu přesahoval 

povolenou lékopisnou hodnotu a ani při změně poměrů u MF a zvýšení průtoku 

nedocházelo ke zlepšení.  

 

Pro zlepšení rozlišení a symetrie píků byla vyzkoušena gradientová eluce s MF, kdy 

organická složka byla 50% methanol a 50% acetonitril. Podmínky jsou uvedeny v 

tabulce 9.  

Tabulka 9  Podmínky měření 

Kolona 
Mobilní fáze 

(methanol/ACN:pufr) 
Složení pufru 

Průtok 

[ml/min] 

Nástřik 

[µl] 

Kinetex C18, XB 

50 cm x 2.1 mm 

2.6µm  

Z 30% 

1 min 40% 

2 min 30 % 

4 min 10 % 

6 min stop 

Voda, 

pH=4,7 

(upraveno k. 

fosforečnou) 

0,4 2 

 

Kolona 
Mobilní fáze 

(acetonitril:pufr) 

Složení 

pufru 

Průtok 

[ml/min] 

Nástřik 

[µl] 

Kinetex C18, 

XB 

50 cm x 2.1 

mm 

2.6µm 

 

80:20 

Voda, 

Octan 

amonný, 

pH=4,7 

(upraveno k. 

mravenčí) 

0,20 

2 

 

 

70:30 0,30 

60:40 0,40 

50:50 0,45 
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Při těchto podmínkách došlo k rozlišení jednotlivých píků, ale faktor symetrie stále 

nevyhovoval limitu. 

 

 

Obrázek 4 Chromatogram za podmínek uvedených v tabulce 9 

 

Po výměně kolony byla pro nalezení vhodné mobilní fáze vyzkoušena metoda Scouting 

Solution, kdy došlo k analýze vzájemných kombinací 4 mobilních fází za gradientové 

eluce. Schéma metody je zobrazeno na obrázku 5, schéma gradientové eluce na obrázku 

6.  Složení mobilních fází je uvedeno v tabulce 10.  

 

 

Obrázek 5 Schéma metody 
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Obrázek 6 Schéma gradientové eluce 

 

Tabulka 10 Složení MF pro Method Scouting Solution 

Mobilní fáze Složení pH 

A 
Voda 

Kyselina fosforečná 
2,0 

B 
Voda 

Kyselina mravenčí 
2,2 

C 
Voda 

Kyselina mravenčí 
2,7 

D 

Voda 

Octan amonný 

Kyselina mravenčí 

4,7 

 

Po zanalyzování výsledků byly jako nejlepší metody vybrány: 

MF acetonitril: voda upravená k. fosforečnou na pH=2,0; při gradientu 35%-90 % 

(metoda první). 
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MF acetonitril: voda upravená k. mravenčí na pH=2,2; gradient 35%-90% (metoda 

druhá). 

Jejich podmínky jsou shrnuty v tabulce 11 a 12. 

 

Tabulka 11 Podmínky měření u první metody 

Kolona 
Mobilní fáze 

(acetonitril:pufr) 
Složení pufru 

Průtok 

[ml/min] 

Nástřik 

[µl] 

Kinetex XB- C18,  

15 cm x 4.6 mm, 

5 µm  

Z 35 % 

2,5 min 90% 

4 min 90 % 

4,1 min 35 % 

7 min 35 

Voda 

pH=2 

 (upraveno k. 

fosforečnou) 

1,7 2 

 

Tabulka 12 Podmínky měření u druhé metody 

Kolona 
Mobilní fáze 

(acetonitril:pufr) 
Složení pufru 

Průtok 

[ml/min] 

Nástřik 

[µl] 

Kinetex XB- C18,  

15 cm x 4.6 mm, 

5 µm  

Z 35% 

2,5 min 90% 

4 min 90 % 

4,1 min 35 % 

7 min 35 

Voda 

pH=2,2 

 (upraveno k. 

mravenčí) 

1,7 2 

 

První metoda nemohla být využita, protože čas mrtvého objemu kolony byl totožný s 

časem píku prvního analytu (kyselina 4-aminobenzoová). Porovnání eluce prvního píku 

a mrtvého času kolon za jednotlivých podmínek je na obrázku 7 (nalevo metoda první, 

napravo metoda druhá).   
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Obrázek 7 Výřez z chromatogramu, mrtvý objem kolon 

Proto byla zvolena druhá metoda, při které bylo dosaženo optimálních retenčních časů 

tetrakainu a jeho nečistot, došlo k rozlišení píků a faktor symetrie vyhovoval limitům.  

 

5.1.3 Výběr vnitřního standardu 

Pro výběr vhodného vnitřního standardu byly zkoušeny tyto sloučeniny: 

 methylparaben 

 ethylparaben 

 propylparaben 

 butylparaben 

 

Postup přípravy vzorků vnitřních standardů je uveden v kapitole 4.3.1.3. Na obrázku 8 

je zobrazen chromatogram směsi parabenů při vlnové délce 254 nm. Při vlnové délce 

300 nm, kdy byl analyzován tetrakain a nečistoty, byly píky parabenů při využití 

totožných koncentrací nepoměrně menší. Proto další analýzy probíhaly při obou 

vlnových délkách.  

Jako nejvhodnější vnitřní standard byl zvolen ethylparaben, který měl při podmínkách 

uvedených v kapitole 5.1.4 retenční čas 1,925 min, k jeho eluci docházelo v blízkosti 

tetrakainu (1,340 min), ale byl od něho dostatečně oddělen.  
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Obrázek 8 Vnitřní standardy, methylparaben, ethylparaben, propylparaben, butylparaben, podmínky  

  měření uvedeny v kap. 5.1.4, tabulka 13 

5.1.4 Shrnutí optimálních podmínek měření 

Tabulka 13 podmínky měření 

Kolona 
Kinetex™ 5µm XB-C18 100 Å, LC 

Column 50 x 4.6 mm 

Mobilní fáze (pufr:acetonitril) 

Gradient 35-85 

Z 35% ACN 

2,5 min 90% ACN 

4 min 90 % ACN 

4,1 min 35 % ACN 

7 min 35 ACN 

pH 2,2 

Průtok [ml/min] 1,7 

Nástřik vzorku [µl] 1 

Teplota [
◦
C] 25 

Vlnová délka [nm] 254, 300 

Ředící směs Methanol 

Vnitřní standard Ethylparaben 
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Obrázek 9  Chromatogram za podmínek uvedených v tabulce 13, kapitola 5.1.4; černý  

   chromatogram  odpovídá vlnové délce 300 nm, růžový vlnové délce 254 mn 
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5.2 Validace 

5.2.1 Test vhodnosti chromatografického systému 

5.2.1.1 Účinnost chromatografické kolony 

        
  
  

 
 

 

N- zdánlivý počet teoretických pater 

tR- retenční čas (min) 

wh- šířka píku v polovině jeho výšky (min) 

  

Tabulka 14 Zdánlivý počet teoretických pater 

Analyzovaná 
látka 

Tetrakain-hydrochlorid 
kyselina 4-

aminobenzoová 
kyselina 4-

(butylamino)benzoová 

tR 1,341 1,038 2,243 

N 19844 17163 62806 

n=6 

Požadavek    N > 1500      VYHOVUJE 

5.2.1.2 Faktor symetrie píku As 

 

            

 

d- vzdálenost mezi kolmicí spuštěnou z vrcholu píku a vzestupnou částí píku v jedné 

dvacetině jeho výšky 

W0,05- šířka píku v 1/20 jeho výšky 

 

Tabulka 15 Faktor symetrie píku 

Analyzovaná 
látka 

Tetrakain-
hydrochlorid 

kyselina 4-
aminobenzoová 

kyselina 4-
(butylamino)benzoová 

As 1,43 1,23 1,20 

n=6 

Požadavek:   As= 0,8-1,5        VYHOVUJE 
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5.2.1.3 Rozlišení chromatografických píků RS 

 

   
       

       
             

 

tR2 a tR1- retenční časy dvou sousedních píků 

Wh1 a Wh2- šířky píků v poloviční výšce 

Tabulka 16 Rozlišení 

Analyzovaná 
látka 

Tetrakain-
hydrochlorid 

kyselina 4-
aminobenzoová 

kyselina 4-
(butylamino)benzoová 

Rs 8,7 - 24,97 

n=6 

Požadavek:  RS > 1,5       VYHOVUJE 

5.2.1.4 Opakovatelnost analýzy 

Tabulka 17 Opakovatelnost tetrakain-hydrochlorid 

Tetrakain-hydrochlorid 

Roztok č. Retenční čas (tR) [min] Plocha píku (A) 

1 1,346 648053 

2 1,347 645704 

3 1,344 653944 

4 1,338 654267 

5 1,333 656985 

6 1,337 643976 

průměr 1,340 652154,8 

SD 0,005636 4306,92 

RSD (%) 0,42 0,66 

 

Požadavek: RSD < 1 %       VYHOVUJE 
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Tabulka 18 Opakovatelnost kyselina 4-aminobenzoová 

Kyselina 4-aminobenzoová 

Pokus č. Retenční čas (tR) [min] Plocha píku (A) 

1 1,038 166625 

2 1,041 165899 

3 1,036 168689 

4 1,038 168304 

5 1,036 169068 

6 1,033 165965 

průměr 1,037 167425 

SD 0,002683 1426,188 

RSD (%) 0,26 0,85 

 

Požadavek: RSD < 1 %       VYHOVUJE 

 

Tabulka 19 Opakovatelnost  kyselina 4-(butylamino)benzoová 

Kyselina 4-(butylamino)benzoová 

Pokus č. Retenční čas (tR) [min] Plocha píku (A) 

1 2,254 212367 

2 2,254 211610 

3 2,248 214383 

4 2,240 214681 

5 2,236 215643 

6 2,243 211296 

průměr 2,246 213330 

SD 0,007411 1805,929 

RSD (%) 0,33 0,85 

 

Požadavek: RSD < 1 %       VYHOVUJE 
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5.2.2 Validace analytické metody 

5.2.2.1 Linearita 

Pro vyhodnocení linearity byla využita metoda vnitřního standardu, kde jako IS byl 

použit ethylparaben. Pro stanovení linearity terakain-hydrochloridu bylo připraveno 6 

kalibračních roztoků s jeho různou koncentrací. Postup přípravy je uveden v kapitole 

4.3.1.10 a koncentrace v tabulce 3. Postup přípravy kalibračních roztoků pro stanovení 

linearity 4-aminobenzoové kyseliny a 4-(butylamino)benzoové je uveden v kapitole 

4.3.1.11 a koncentrace v tabulce 4. 

Každý roztok pro kalibraci byl dávkován třikrát a pro výpočet byly použity průměry tří 

měření. Závislost poměru ploch píků Avzorku/AIS kalibračních roztoků na jejich 

koncentraci byla hodnocena metodou lineární regrese a je znázorněna v tabulce 20, 21 a 

22. 

Tabulka 20 Poměr ploch píků tetrakain-hydrochloridu a IS 

c [mg/100 ml] Avzorku/AIS 

10 0,013 

15 0,022 

20 0,031 

25 0,041 

30 0,046 

40 0,063 

 

 

Obrázek 10 Linearita tetrakain-hydrochloridu 
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Regresní funkce: y = kx + q 

Parametry regresní přímky a odhady směrodatných odchylek: y= 0,0017x-0,0026 

Směrnice k = 0,001657±5.17E-05 

Absolutní člen q =-0,0026 

Koeficient korelace r =0,9976 

Reziduální odchylka srez =0,00138 

Závislost y na x byla prokázána na hladině významnosti 0,05 

 

Tabulka 21 Poměr píku kyseliny 4-aminobenzoové a IS 

c [mg/100 ml] Avzorku/AIS 

 0,05  0,0012 

 0,1  0,0021 

 0,2  0,0041 

 0,25  0,0051 

 0,4  0,0080 

 0,5  0,0160 
  

            

Obrázek 11 Linearita kyseliny 4-aminobenzoové 

 

Regresní funkce: y= kx + q 

Parametry regresní přímky a odhady směrodatných odchylek: y= 0,213x-7e
-5

 

Směrnice k= 0,21267 

Absolutní člen q= -6,677E-05 

Koeficient korelace r=0,9967 
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Reziduální odchylka srez =0,000337 

Závislost y na x byla prokázána na hladině významnosti 0,05 

Tabulka 22 Poměr píku kyseliny 4-(butylamino)benzoové a IS 

 

            

Obrázek 12 Linearita kyseliny 4-(butylamino)benzoové 

 

Regresní funkce: y = kx + q 

Parametry regresní přímky a odhady směrodatných odchylek: y = 0,0271x+8e
-6 

Směrnice k = 0,0271 

Absolutní člen q = 8,33E-06 

Koeficient korelace r =0,9987  

Reziduální odchylka srez =0,000268 

Závislost y na x byla prokázána na hladině významnosti 0,05 

 

5.2.2.2 Robustnost 

Byl měřen vliv experimentálních podmínek na stanovení obsahu analytu. Použity byly 

standardní roztoky, jejich postup přípravy je uveden v kapitole 4.3.1.9 
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5.2.2.2.1 Vliv složení mobilní fáze 

Byl hodnocen vliv složení mobilní fáze na plochu píku (viz tabulka 23) a na retenční čas 

(viz tabulka 24). Analyzován byl standardní roztok tetrakainu a jeho nečistot, který je 

uveden v kapitole 4.3.1.9.  Gradienty probíhaly podle schématu uvedeného v tabulce 13, 

kapitole 5.1.4 s rozdílným poměrem MF. K upravení pH pufru byla použita kyselina 

fosforečná.  

 

a) vliv na plochu chromatografického píku 

 

       
  

             
 

 

   Atetrakain=655053      APABA=168687               ABABA=214902      

 

Tabulka 23 Robustnost 1   

 
Tetrakain 

 
PABA 

 
BABA 

 

pufr:ACN Ai Ar (%) Ai Ar (%) Ai Ar (%) 
gradient  

35-90 
(použitý v 
metodě) 

652154,8 100 167425 100 213330 100 

gradient 
10-90 

790913 120,1 152080,3 90,2 259290 121,7 

gradient 
10-75 

788654 120,0 146601 87,0 261485,3 121,7 

gradient  
35-85; 
pH=2,5 

784662,7 120,0 2092257 124,0 257888,3 120,0 

gradient  
35-58; 
pH=2 

766927 117,0 176349 104,5 248929,7 115,8 

 

Rozdíly v plochách píku při změně gradientu byly pouze v malých rozmezích, 

při změně pH byly již rozdíly větší a to zejména u kyseliny 4-aminobenzoové, 

kdy došlo se zvýšení pH k nárůstu plochy o více než 1/3.  

  

b) vliv na retenční čas 
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Tabulka 24 Robustnost 2 

 
Tetrakain PABA BABA 

pufr:ACN tR tR tR 

gradient  35-90 
(použitý v metodě) 

1,34 1,04 2,24 

gradient 
10-90 

2,09 1,55 2,75 

gradient 
10-75 

2,29 1,87 3,05 

gradient 35-85; 
pH=2,5 

1,24 1,068 2,27 

gradient 35-58; 
pH=2 

1,39 1,00 2,22 

 

Se změnou gradientu a pH došlo ke zkrácení retenčních časů všech složek. Při 

jednotlivých analýzách by byl zkrácený retenční čas výhodou, pro stanovení směsi 

složek byly retenční časy moc blízko u sebe.  

 

 

 

Obrázek 13 Robustnost, pH=2,2; gradient 10-90; podmínky měření popsán v kapitole 5.2.2.2.1 
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Obrázek 14 Robustnost, pH= 2,5; gradient 35-85, růžový chromatogram odpovídá 300 nm, černý 245 nm, 

  podmínky popsány v kapitole 5.2.2.2.1  
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5.2.2.3 Stabilita 

Stabilita standardního roztoku byla testována za těchto podmínek uchovávání: 

a) snížená teplota (4◦ C) chráněná před světlem 

b) laboratorní teplota za přístupu světla 

Výsledky uvedené v tabulce 25-27 jsou průměrem tří měření. 

Tabulka 25 Stabilita tetrakain-hydrochloridu v roztoku v závislosti na době a způsobu uchovávání 

Tetrakain-hydrochlorid 
t  A (4◦C) ST (%) A (20◦C) ST (%) 

0 655065,3 0 655065,3 0 
24 h 719298,33 9,8 764240 16,6 
48 h 754820 12,2 952789,7 45,4 

n=3 

Tabulka 26  Stabilita kyseliny 4-aminobenzoové v roztoku v závislosti na době a způsobu uchovávání 

kyselina 4-aminobenzoová 
t  A (4◦C) ST (%) A (20◦C) ST (%) 

0 168687 0 168687 0 
24 h 189855,33 12,5 201773 19,6 
48 h 193989,3 15,0 244242,3 44,8 

n=3 

Tabulka 27 Stabilita kyseliny 4-(butylamino)benzoové v roztoku v závislosti na době a způsobu uchovávání 

kyselina 4-(butylamino)benzoová 
t  A (4◦C) ST (%) A (20◦C) ST (%) 

0 214902,3 0 214902,3 0 
24 h 237073 10,3 251662 17,1 
48 h 248265,3 15,5 312919,7 45,6 

n=3 

t- čas od přípravy roztoku vzorku 

A- plocha píku 

                     

 

Protože výsledky byly již po 24 hodinách nevyhovující, je nutné standard připravit vždy 

v čase potřeby.  Na obrázku 15 je porovnání stability v čase 0 hodin (modrý 

chromatogram), po 24 hodinách (růžový choromatogram) a po 48 hodinách (černý 

chromatogram). 
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Obrázek 15 Porovnání stability, podmínky  měření uvedené v tabulce 13, kapitola  5.1.4 
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5.2.2.4 Detekční a kvantitativní limit nečistot kyseliny 4-

aminobenzoové a 4-(butylamino)benzoové  

a) Kyselina 4-aminobenzoová 

 

rozmezí tR:   1,01-1,15; 1,008-1,15; 1,0-1,15 

šum r
-
:   -0,16; 0,010; 0,0065 

šum r
+
:   0,021; 0,005; 0,12 

plocha píku A: 16106; 16141; 16201 

koncentrace c:  5 mg/l 

výška píku h:  10965; 11285; 10643 

 

Sn- směrodatná odchylka šumu 
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b) Kyselina 4-(butylamino)benzoová 

 

rozmezí tR:   2.215-2.350; 2.215-2.37; 2.215-2.36 

šum r
-
:    0.11; 0.125; 0.190 

šum r
+
:   0.144; 0.15; 0.225 

plocha píku A: 21407; 21442; 21516 

koncentrace c:  5mg/l 

výška píku h:  14150; 13999; 13913 

 

Sn- směrodatná odchylka šumu 
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6. ZÁVĚR  

Úkolem práce byl vývoj a validace analytické metody pro analýzu tetrakain-

hydrochloridu a jeho rozkladných produktů za pomoci ultra-účinné kapalinové 

chromatografie a její využití ke sledování stability očních kapek s tetrakain-

hydrochloridem jako účinnou látkou.  

Analýza probíhala za laboratorní teploty a za využití gradientové eluce. Při vývoji 

nejvhodnější metody byla jako mobilní fáze zvolena směs acetonitril:pufr, kdy pufr byl 

složen z vody, která byla upravena kyselinou mravenčí na pH 2,2. Průtok mobilní fáze 

byl 1,7 ml/min. Jako stacionární fáze byla využita kolona Kinetex™ 5µm XB-C18 100 

Å, LC Column 50 x 4.6 mm. Zkoušený roztok byl rozpuštěn v methanolu a byl 

nastřikován na kolonu v objemu 1 µl.  

Na konci vývoje metody byly provedeny některé validační parametry, konkrétně test 

účinnosti chromatografického systému a validace metody (linearita, robustnost, 

detekční a kvantitativní limit a stabilita), při kterých byly naměřeny přesné a 

reprodukovatelné výsledky. Zbývající validační parametry nebyly provedeny z 

časových důvodů.  

Pro analýzu očních kapek Tetracaini hydrochloridi oculoguttae bude třeba validaci 

provést kompletní.    
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