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ABSTRAKT

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

Kandidat: Michaela Hordkova

Skolitel: PharmDr. Ludmila Matysova, Ph.D

Nazev diplomové prace: Vyuziti UHPLC v analyze rozkladnych produkti tetrakain-
hydrochloridu

Tato diplomova prace se zabyva vyuzitim UHPLC pro analyzu tetrakain-hydrochloridu
a jeho rozkladnych produktii, kyseliny 4-aminobenzoové a 4-(butylamino)benzoové.
Analyza probihala na koloné Kinetex 5 p XB-C18 100A za vyuZziti mobilni faze
acetonitril-pufr, kdy pufr obsahoval vodu upravenou kyselinou fosfore¢nou na pH=2,2,
pfi prutoku 1,7 ml/min. Byla zvolena gradientova eluce, kterd zacinala na 35%
acetonitrilu, ve druhé minuté stoupla na 90% organické faze a poté opét klesla na 35%
ve Ctvrté minuté. Jako vnitini standard byl vyuzit ethylparaben. Pro detekci byla
zvolena vinova délka 300 nm pro tetrakain a necistoty a 240 nm pro vnitini standard.

Validace dokazala, Ze metoda poskytuje piesné a spravné vysledky.



ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry

Candidate: Michaela Horadkova

Supervisor: Ludmila Matysova

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 p 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.



SEZNAM ZKRATEK

ACN- acetonitril

BABA- kyselina 4-(butylamino)benzoova

BP- butylparaben

CAS- Chemical Abstract Servise

CL- Cesky lékopis

DAD- detektor s diodovym polem

ED- elektrochemicky detektor

EP- ethylparaben

FD- fluorescenc¢ni detektor

HPLC- vysokot¢inna kapalinova chromatografie
IS- vnitini standard

MF- mobilni faze

M;- relativni molekulova hmotnost

MP- methylparaben

MS- hmotnostn¢ spektrofotometricky detektor
PABA- kyselina 4-aminobenzoova

PP- propylparaben

SF- stacionarni faze

UHPLC- ultra-t¢inna kapalinova chromatografie

UV-VIS- ultrafialova a viditelna oblast spektra
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1. UVOD

Tetracaini hydrochloridi oculoguttae je Iékopisny pfipravek vyuzivany v ocnim
lékatstvi. Uéinnou latkou je tetrakain-hydrochlorid - ester p-aminobenzoové kyseliny.
Tento piipravek se pouziva jako lokalni anestetikum, nejcastéji pro znecitlivéni oka
pted zakroky na spojivce a na rohovce. Kvili jeho nachylnosti k rozkladu a zméné pH,
coz ma u piipravkd aplikovanych do oka za nasledek bolestivost a poskozeni o¢niho
epitelu, bylo nutné vyvinout vhodnou metodu ke stanoveni nejen u¢inné latky, ale i

jejich rozkladnych produkti.

Vzhledem k 1ékopisnému stanoveni necistot substance tetrakain-hydrochloridu bylo
vhodné vyuzit chromatografickou metodu, a to ultra-i¢innou kapalinovou
chromatografii. Jedna se o metodu vyuzivanou k separaci, identifikaci a stanoveni
slozek smési, pii které dochazi k rychlému oddéleni jednotlivych slozek a kterd ma

vysokou selektivitu a citlivost.



2. CiL A POPIS ZADANI PRACE

Cilem této prace je vyvoj a validace analytické metody pro analyzu tetrakain-
hydrochloridu a jeho rozkladnych produktii pomoci UHPLC a nasledné vyuziti ke

sledovani stability ocnich kapek s tetrakain-hydrochloridem jako ucinnou latkou.
Metoda bude nejprve optimalizovana pomoci roztok standardd a po nalezeni
optimalnich podminek bude metoda validovana. Ve validaci se bude hodnotit pfesnost,

spravnost, linearita, selektivita, robustnost a detek¢ni a kvantitativni limit.

Soucasti prace bude i nalezeni a zpracovani resersi na zadané téma.
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3. TEORETICKA CAST

3.1 Chromatografické metody

3.1.1 Principy chromatografie

Chromatografie je Siroce vyuzivand metoda pro separaci, identifikaci a stanoveni
chemickych slozek ve smésich. Jedna se o techniku, pfi které dochazi diky fyzikalné-
chemickym sildm k postupnému ustanoveni rovnovahy mezi dvéma vzdjemné
nemisitelnymi fazemi, tj. fazi staciondrni a fazi mobilni. Stacionarni faze je pevné
umisténa v kolon¢€, nebo na pevném podkladu. Mobilni faze v chromatografii spole¢n¢
se slozkami analytu protéka ptes staciondrni fazi. Muze se jednat o plyn, kapalinu, nebo
superkritickou tekutinu. Separace je zaloZena na retenci, zadrzovaci sile stacionarni
faze. Diky této separaci je dale mozna kvantitativni a kvalitativni analyza. Latky, které
jsou méné¢ zadrzovany na stacionarni fazi, jsou rychleji eluovany, nez slozky vice
zadrzované. Chromatografické metody jsou velmi Casto vyuzivané pifi analytickém
hodnoceni 1é€iv, protoze dochazi k relativné rychlé separaci smési s vysokou
selektivitou a citlivosti za pouziti pouze malého mnoZstvi analyzovaného vzorku.

Vyuzivaji se zejména metoda vnitiniho standardu a metoda vnéjsiho standardu
[11[2][3].
3.1.2 Rozdéleni chromatografie

Chromatografické metody mtizeme rozdélit podle raznych hledisek:

1) podle charakteru mobilni faze
e kapalinova chromatografie, kdy mobilni fazi je kapalina
e plynova chromatografie, mobilni fazi je plyn
e superkritickd fluidni chromatografie, mobilni fazi je kapalina v superkritickém

stavu

2) podle uspofadani stacionarni faze
e kolonova chromatografie
e plosna chromatografie
O papirova chromatografie (staciondrni faze je soucasti

chromatografického papiru)
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o tenkovrstvd chromatografie (stacionarni fize je umisténa na pevném

podkladu)

3) podle mechanismu separace

rozdélovaci chromatografie (pii této separaci je dilezita rozdilnd rozpustnost
vzorku mezi fazemi)

adsorp¢ni chromatografie (dochazi k separaci na zakladé adsorpce na povrch
staciondrni faze)

iontové-vyménna chromatografie (mezi funk¢énimi skupinami stacionarni faze
jsou ruzné velké elektrostatické pritazlivé sily, na jejich zakladé¢ dochazi k
separaci)

gelova chromatografie (separace podle velikosti port gelu stacionarni faze)
afinitni chromatografie (urcité slozky vzorku se vazi na stacionarni fazi, ostatni

volné prochazeji) [2][4]
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3.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie patii mezi nejvice pouzivané a viceucelové
separa¢ni metody. Je vyuzivana pro separaci a urCeni mnoha latek v organickém,

anorganickém, biologickém materidlu a dalSich.

Smési latek jsou po néstfiku na kolonu unaSeny mobilni fazi, jejiz pritok umoziuje
vysokotlaké Cerpadlo, a dochazi k ustanovovani rovnovahy mezi mobilni a stacionarni
fazi. Separované latky jsou indikovany detekcéni celou a pomoci detektoru je jejich

signal pfenasen do pocitace, kde je zpracovan.

Jedna se o metodu, ktera umoziuje rychlou analyzu, pouZziti malého mnoZzstvi vzorku,
moznost automatizace a velmi citlivé stanoveni v zavislosti na typu pouzitého

detektoru.

Na rozdil od plynové chromatografie umoziuje analyzu 1é¢iv, ktera nejsou tékava, diky

¢emuz je vice pouzitelna [1][3].

3.2.1 Usporadani kapalinové chromatografie

Kapalinovy chromatograf se sklada ze zasobnikii mobilni faze, které jsou sklenéné. Jsou
zajiStény uzavéry se specialnim filtrem, aby se do chromatografického systému
nedostdval prach a necistoty, které¢ interferuji s detektory a zkresluji vysledky. Soucésti

systému je 1 degasser, ktery se vyuziva k odplynéni mobilni faze.

Konstantni pratok mobilni faze ptes davkovac, kolonu a detektor je zajiStén
vysokotlakym cerpadlem. Mezi zakladni patii Cerpadla s konstantnim pritokem a
Cerpadla s konstantnim tlakem. Parametry mobilni fize jsou nastaveny pomoci

programovaci jednotky.

Dévkovaci zafizeni ndm umoznuje nadavkovani vzorku na kolonu. Detailni rozdily v
jeho designu jsou velmi dilezité pro minimalizovani mrtvého objemu a zabranéni
Spatn¢ proplachnutym c¢astem systému zadrzovat vzorek. Nejcastéji pouzivanym

principem je injekéni ventil. Velmi ¢asto je u HPLC systému vyuzivan autosampler s
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automatickym nastfikem. Tyto injektory mohou soustavné nastiikévat volitelny objem
ze zésobniku vzork.
Dals§imi soucastmi chromatografického systému jsou kolony a detektory, které budou

detailn€ji popsany v nasledujicich kapitolach.

Data z detektoru jsou zpracovana v pocitaéi, ktery nejen vypracovava vysledky a

umoziuje vystup na tiskarnu, ale také fidi béh celého chromatografu [1][3][5].

3.2.1.1 Chromatografické kolony

HPLC chromatografické kolony, které se vyuzivaji pro analytické ucely, jsou dlouhé 50
mm, 75 mm, 100 mm, 150 mm a 300 mm, maji vnitfni pramér 1-5 mm a jsou z
nerezové oceli nebo ze skla. Sklenéné kolony se umist'uji do kovového pouzdra. Pokud
jsou z nerezové oceli, tak musi byt ocel kvalitni, aby nedochazelo k reakci s mobilni
fazi. Krom¢& chemické inertnosti by mély odolat chemickym tlakiim a jejich vnitini

plast by mél byt dostateéné hladky.

Pro ochranu analytickych kolon jsou urfeny pifedkolony. Zachycuji mechanické
necistoty a nezadouci interference. Pouzivaji se dva typy, a to ptredkolona mezi
zasobnikem mobilnich fazi a davkovacem (scavenger column), ktera slouzi k Gpravé
mobilni faze, a tzv. guard column, kterd se nach4zi mezi ddvkovacem a kolonou. Je to
kratkd kolona s podobnou staciondrni fazi, jakd je v analytické koloné€. Hlavni ucel
pouziti této predkolony je zabranéni priniku necistot (jako jsou vysoce zadrzované

slouceniny) do kolony [3][6][7].

3.2.1.2 Detektory

Jednotlivé slozky analytu mohou byt v kapalinové chromatografii detekovany riznymi
zpusoby. Mezi hlavni pozadavky na HPLC detektory patii: vysoka citlivost, stabilita,
reprodukovatelnost odezvy, Siroky linearni dynamicky rozsah, rychld odezva a
minimalni objem detek¢ni cely. Detekce by neméla byt ovliviiovadna vnéjSimi vlivy,
jako je zména teploty, typ rozpoustédla ¢i pritokova rychlost. Detektor by dale mél byt

nedestruktivni a jeho odezva by se m¢la dat optimalizovat pro riizné latky.
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Jednim z nejdalezitéjSich parametr u detektori je jejich citlivost, ktera souvisi s
minimalnim detekovatelnym mnozstvim (tzv. mez detekce). Mez detekce je urena

nejmensim mnozstvim, které detektor prokazatelné zaznamena.

Detektory v chromatografii mohou byt selektivni pro urcity typ latek, které detekuji,

pfestoze jsou eluovany spolecné s dal$imi slozkami, nebo univerzalni.

Mezi stale jeS$té nejpouzivanéjsi selektivni detektor patii UV-VIS spektrometricky
detektor. Pracuje na principu interakce latek s elektromagnetickym zafenim. Paprsek
detektoru prochazi prutokovou celou a diky interakci s latkami dochazi ke zméné jeho
intenzity. Absorbance je zavisla na vlnové délce a dale na ptfitomnosti funkcnich skupin
Vv latce, kterou detekujeme. VéEtSina organickych molekul obsahuje dvojné vazby a diky
nim absorbuje v UV oblasti. Spektrometrické detektory mohou byt s fixni vlnovou
délkou (254 nm, nebo 280 nm), proménnou, nebo skenujici UV detektory (snimaji
absorpéni spektrum v maximu piku hodnocené slozky). Minimélni detekovatelné
mnozstvi u téchto detektorti je 10™ g/ml. MiZou zde byt pouzity rizné mobilni faze, je

ale dulezité, aby pouzita rozpoustédla neabsorbovala v UV-VIS oblasti.

Mezi dalsi detektory patii Diode Array Detector (DAD), coZ je spektrofotometricky
detektor s diodovym polem. Umozniuje snimat absorp¢ni spektrum v zavislosti na Case.
Jeho vysledkem je trojrozmérny zaznam, ze kterého extrahujeme chromatogram pii
prislusné délce. Pomoci tohoto detektoru posuzujeme Ccistotu analyzované latky.

Citlivost je o 1 fad nizs$i nez u UV-VIS detektoru.

Pro latky, které pfimo fluoreskuji, nebo je lze derivatizovat s vhodnym ¢inidlem aby
fluoreskovaly, je vhodné pouzit fluorescencni detektor (FD). Princip FD detektoru je
zaloZzen na absorpci elektromagnetick¢ého zafeni molekulou a vzniku excitovan¢ho
stavu. Po odstranéni vnéjsSiho zdroje zéfeni existuje excitovany stav pouze urcitou dobu,
poté je prebytecna energie vyzaiena formou emisniho zafeni. Intenzita tohoto zafeni je
pfimo timérna koncentraci fluoreskujici slouc¢eniny. Vysokou vyhodou FD detektoru je
vysoka citlivost (minimalni detekovatelné mnozstvi je az 10" g/ml) a selektivita.
Podstata selektivity je zaloZena na tom, ze dvé shodné latky mohou mit totoznd, nebo

podobna absorpcni spektra, ale nemusi se shodovat jejich emisni spektra. OvSem pouze
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kolem 10% organickych latek vykazuje fluorescenci. Vyssi citlivost nez klasické FD

detektory lze nalézt u detektorti s laserem indukovanou fluorescenci.

Stejné citlivy detektor jako fluorescencni je elektrochemicky detektor (ED). Je zde
dilezita cistota mobilni faze, protoze napi. pfitomnost kysliku, kovli nebo halogenidi
muze vytvofit vyznamné pozadi a zvySuje Sum a drift zakladni linie. Patfi mezi né
konduktometricky detektor (pracuje na principu diferencidlniho meéfeni vodivosti
mobilni faze pied a po eluci analytu), potenciometricky, ampérometricky (méfi limitni
proudy), coulometricky (princip je zalozen na schopnosti latek se redukovat, nebo

oxidovat v elektrickém poli, pfi¢emz dochazi ke vzniku proudu).

Velice specifickym detektorem, ktery navic poskytuje i spektralni udaje o identité latek,
je hmotnostné spektrometricky detektor (MS). K identifikaci latek dochazi ve tfech
krocich. Nejprve dojde k ionizaci vzorku, kdy jsou neutrdlni molekuly vzorku
pfevedeny na ionty. Déle nasleduje rozdéleni ionti podle poméru hmotnost/naboj (m/z),
jejich urychleni v analyzatoru a nakonec detekce iontd. Spojeni HPLC-MS se dnes

vyskytuje velmi casto [3][8][9].
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3.2.2 Systémy fazi pro HPLC

3.2.2.1 Stacionarni faze

Zakladem chromatografického systému je kolona naplnéna sorbentem, ktera zodpovida
nejen za jeho selektivitu, ale i uCinnost a spolecné s parametry kolony i1 za rychlost
analyzy. Separace je zaloZena na interakci sorbentu a analytu a zélezi pii ni na
interakénich mistech sorbentu. Stacionarni faze (SF) miizeme rozdélit na silikagelové
SF, polymerni SF, hybridni SF, SF na bazi oxidu zirkonic¢itého a SF na bazi porézniho

grafického karbonu a dalSich kovovych oxidu.

Silikagel je stale jeden z nejpouzivangjSich materiald pro pfipravu SF. Ma ovSem
omezenou stabilitu, nejstabilnéjsi je pii pH 2-7, teploté do 60°C a tlaku do 35-40 MPa.
Pti vy$8im pH dochazi k jeho rozpousténi, pii pH niz§im nez 3 k hydrolyze povrchové
navazanych skupin. Velikost ¢astic je obvykle 5-2 pm. Chromatografie mize probihat
bud’ na normalnich fazich, nebo reverznich fazich. Pfi chromatografii na reverznich
fazich je stacionarni faze nepolarni a mobilni faze je relativné polarni rozpoustédlo. Za
téchto podminek jsou jako prvni eluovany vice polarni slozky smési a se zvySujici se
polaritou mobilni faze dochdzi k prodlouzeni doby eluce. Pfi chromatografii na
normdlnich fazich je tomu opa¢né. V HPLC se nejcastéji vyuziva chemicky véazana
stacionarni reverzni faze a to diky povrchové aktivité¢ a kyselosti silikagelu, kdy pfi
chromatografii na normalnich fazich je vétsi nachylnost ke stopam vlhkosti a také
deaktivaci povrchu silikagelu siln¢ bazickymi analyty. U reverzni faze jde o chemicky
vazané nepolarni uhlovodikové fetézce, nejcastéji obsahujici 18 C (oktadecylsilikagel),
ale 1 8 uhlikii. Na fazi mlze byt navazan i radikal, ktery obsahuje tii uhlikaty fetézec

zakoncen skupinami -NH>, -CN, aj.

Polymerni SF maji makroporézni strukturu, kterd ma velky absorpéni povrch. Jsou
stabilni v pH 1-14, a teplotné do 200°C. Jsou ale omezeny tlakem do 20 MPa a také
stabilitou funkénich skupin, které jsou na fazich navdzany (methakrylat, akrylamid).

Jejich ucinnost je zavisla na organické slozce MF.

Hybridni SF jsou kombinaci dvou vySe zminénych, tedy silikagelu a polymeru. Diky
tomu maji vy$$i stabilitu v rozmezi pH 1-12, termalné do 100°C a vydrzi tlak 35-40

MPa. Jejich stabilitu 1ze zvysit ethylenovymi mustky, pak vydrzi tlak do 100 MPa.
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Hlavni vyhodou SF na bazi oxidu zirkonicitého je chemické a termalni stabilita. Tato
faze je stabilni v celém rozsahu pH a do teplot 200°C

Monolitické SF maji odlisné struktury od ostatnich fazi, protoze nejsou tvoieny
¢asticemi, ale jednim kusem porézniho monolitického materialu. Obsahuji makropory -
veétsi pory, které snizuji odpor stacionarni faze a umoziuji vyssi pratok MF a mezopory,

které zvysuji povrch a tim i a¢innost separacniho procesu [3][10][11][12][13].

3.2.2.2 Mobilni faze

Dalsi dileZitou soucasti chromatografie je mobilni fize a jeji sloZeni. Jednd se o
dalezitou slozku, ktera ovlivituje separacni d€j. Na mobilni fazi jsou kladeny dulezité
pozadavky, jako je Cistota, kompatibilita s detektorem, musi v ni dochazet k rozpusténi
vzorku, mit nizkou viskozitu, chemickou inertnost a také piijatelnou cenu. Cistoty
mobilni fdze docilime pouzitim rozpoustédel o vysoké Cistoté (tzv. for HPLC, gradient
grade) a jeji filtraci pied pouzitim v systtmu HPLC (pomoci zatizeni k filtrovani

mobilni faze s filtrem ze sklenénych vlaken o porech velikosti 0,45 um, respektive 0,22
pm) [5].

3.2.3 Typy eluce

Eluce s jednim rozpoustédlem, nebo smési rozpoustédel o konstantnim sloZeni, se
nazyva izokraticka eluce. V gradientové eluci jsou pouZity dva (n€kdy i vice) systémy
rozpoustédel, které se vyrazné 1i$i v polarité a jejich slozeni se méni béhem separace.

Rozsah slozeni dvou rozpoustédel se méni bud’ postupné, nebo v sérii krokt [1][3].

3.2.4 Kbvalitativni analyza

Kvalitativni analyza se uziva pro ovéfeni totoznosti latky. Je pro ni dilezité umisténi
maxima piku v chromatogramu. MulZeme ji vyjadiit retenénimi daty. Zakladni
kvalitativni charakteristikou je retencni €as, coz je doba od nastfiku vzorku na kolonu
po maximum chromatografického piku. Pokud maji standard a neznama latka odlisné
retencni charakteristiky, jedna se o ruzné chemické latky. Proto je pro spravnou

identifikaci nutné srovnavat analyt se standardem [2].
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3.2.5 Kvantitativni analyza

Kvantitativni analyza vyuziva plochy nebo vysky piku pro stanoveni koncentrace
sloucenin ve vzorku. VySka piku je snadno zmeéfitelna, ale je velmi ovliviiovana
zménami podminek pii analyze a dalSimi parametry. Proto se pro kvantitativni
hodnoceni nejcastéji pouziva nckolik metod: metoda vnéjsiho standardu, metoda
vnitiniho standardu, metoda standardniho piidavku a metoda vnitini normalizace.
Nejpouzivanéjsi metody jsou prvni dve.

Metoda vnéjsiho standardu je zakladni kvantitativni postup, pii kterém jsou neznamy
vzorek i1 standard analyzovany za stejnych podminek. Nejprve nastfikneme vzorek a
nasledné roztok vnégjSiho standardu. Koncentrace jednotlivych slozek se nésledné
vypocitd z poméru ploch (vySek) pikli stanovovanych latek a plochy piku vnéj$iho

standardu.

Pfi metod¢ vnitiniho standardu se ke zndmému objemu vzorku piidéa piesné definovany
objem roztoku vnitiniho standardu a nastiikne se na kolonu. Pti vybéru latky pro vnitini
standard musime dbat na to, aby tato latka nebyla v nasi analyzované smési obsazena,
aby dochazelo k jeji eluci v blizkosti pikt, které budeme vyhodnocovat, mit podobnou
koncentraci s latkami, které analyzujeme a také byt chemicky inertni. Tato metoda je

vyhodnéjsi zejména proto, Ze je méné Casoveé narocna a je presnéjsi [1][2][14].
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3.3 Ultra-uc¢inna kapalinova chromatografie

UHPLC je relativné nova separacni technika v oblasti kapalinové chromatografie, ktera
fes$i nékteré problémy beézné kapalinové chromatografie. Pfi UHPLC dochazi ke
zkraceni doby analyzy, je zde moznost pouziti ultra vysokych tlakt, vysoka separacni
ucinnost, pouziti mensiho mnozstvi vzorka a snizeni prutoku. Tlaky, které mohou byt
pii této metod¢ pouzity, se pohybuji v rozmezi 600-1400 Bar za soucasného vyuziti
kolon s sub-2u-¢asticemi (obsahuje ¢astice s pramérem 1.7 um). Mezi dal$i vyhody
patii snizeni mrtvého objemu kolony na 100-500 pl. Nejnovéjsi UHPLC systémy
dovoluji rychly screening kombinaci rozdilnych kolon a mobilnich fazi k nalezeni
nejlep$i kombinace (napt. systém Fusion, DryLab, Chromsworl, Nexera Method
Scouting a dalsi). Mezi nevyhody UHPLC patii vy$§i cena vybaveni a moZna

nekompatibilita s jiz existujicimi HPLC metodami [15][16][17].

3.3.1 Chromatografické kolony

Obalovy material, ktery se vyuziva v UHPLC, je pfipravovan podobnym zptisobem,
jaky je pouzivan v HPLC. Nejvétsi rozdily jsou v rozmérech a pevnosti ¢astic. Na
kolony jsou v UHPLC kladeny vysoké tlakové naroky. Jsou dlouhé 5-10 cm a maji
vnitini primér 0.075-4.6 mm. K jejich plnéni dochézi za vysokého tlaku, ktery zarucuje

jejich stabilitu a optimalni uchovavani ¢astic sorbentu [16][17][18].

3.3.1.1 Sorbenty

Sorbenty pouzivané v UHPLC technologii maji vlastnosti obou typi sorbentu, které se
vyuzivaji v bézné kapalinové chromatografii, tj. spojeni silikagelu s polymerni fazi.
Diky spojeni vyhod obou typ sorbentu dochdzi k dosazeni optimélnich vlastnosti
sorbentu pouzitim tzv. Hybrid Particle Technology. Prvni z takto vyrobenych ¢astic
meély nejen podobnou strukturu péra jako castice silikagelu, ale i obdobnou vykonnost v
material mél vysokou chemickou stabilitu v Sirokém rozmezi pH. Aby doSlo k zamezeni
vlivu volnych hydroxylovych skupin silikagelu a k jejich zvySené mechanické
odolnosti, pouzivaji se tzv. ethylenové mustky. Jedna se o druhou generaci hybridniho
materialu, u které bylo zajiSt€éno zlepSeni ostrosti pikl, vyssi stabilita nez u prvni

generace a rozdilna selektivita ve srovnani s klasickym silikagelem [18][19][20].
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3.3.2 Nexera X2

Jednim z novych systémt v UHPLC je systém Nexera X2. Tento systém nabizi vysokou
vykonnost spojenou s Sirokym aplikatnim rozsahem spolecné s flexibilitou a
spolehlivosti v analyze. Moznost pouziti tlaku az do 130 MPa, rychlé nastriky,
gradientové michéni a Siroké rozmezi prutoku umoznuje rizné typy analyz. Na pfistroji
muze dochazet k méfeni, pii kterém se vyuziva vétsiho mnozstvi mobilnich fazi ale i
vice kolon. Podporuje ultra-rychlé analyzy a zaroven dava spolehlivé vysledky i pii
nasttiku 0,1 pL [21][22].

3.3.3 Nexera Method Scouting System

Tato metoda je zalozena na nové generaci Nexera UHPLC. Systém vyuZziva kontrolni
systém a prepinac, ktery méni systém kolon a mobilnich fazi. Tento systém automaticky
dosahuje rychlé a presné metody. Pii klasické metod¢ prizkumu, pii které se snazime
optimalizovat metodu, jsou data sbirana za vyuziti mnoha kombinaci kolona-mobilni
faze. Analyzér pifepina mezi jednotlivymi metodami, ale je limitovdn nutnosti
manudlniho nastavovani a poétem hodin kdy miize pracovat, coz znemoziuje
zefektivnéni metody. Nexera Method Scouting System je schopny automaticky
prozkoumat 96 kombinaci mobilni faze-kolona-gradientova eluce bez casového
omezeni, ¢imz vyznamné zlep$i vykonnost vyvoje metody. Na obrazku 1 je zobrazen
diagram systému Nexera Method Scouting, ktery dovoluje pfepinani mezi Sesti
kolonami a dvéma pumpami, kdy kazda z nich je spojena se ¢tyimi typy mobilnich fazi
[23].

FCV-34AH
/- —— \ SPD-M20A
Mixer MR e
PDA
-l S ——— % ==
- 9000 :—"Manifold
Column
LC-30AD CTO-20AC
A
FIEIEE
LPGE Unit
Obrazek 1 Schéma systému Nexera Method Scouting
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3.4 Validace analytické metody

3.4.1 Test zptisobilosti chromatografického systému

3.4.1.1 Validace

Jedna se o proces, ktery urcuje vhodnost metody pro dané pouziti. Timto procesem jsou

vvvvvv

kterych je dany proces pouzitelny a zajisténi spolehlivosti pro opakované pouziti.

3.4.1.2 Presnost

Presnost metody je dadna mirou tésnosti shody mezi jednotlivymi vysledky metody
opakované ziskanymi s jednim homogennim vzorkem. Vzorek se nezavisle Sestkrat
analyzuje. Z této analyzy se mira ptfesnosti vyjadiuje jako relativni smérodatna
odchylka. Podle podminek opakovatelnosti lze rozli§it tifi tGrovné presnosti:

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

3.4.1.3 Linearita

Linearita znaci schopnost metody poskytovat vysledky, které jsou piimo umérné
koncentraci stanovované latky. Stanovuje se 5 obsahii o riznych koncentracich v

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

3.4.1.4 Spravnost

Jedna se o shodu mezi ziskanymi vysledky a spravnou hodnotou. Pro zjisténi spravné
hodnoty Ize vyuzit jiné nezavislé metody s jiz ovéfenou spravnosti, nebo piipravu

modelového vzorku. Spravnost se zjistuje analyzou Sesti vzorkd [1][26].

3.4.1.5 Selektivita

Jedna se o vlastnost spravné a specificky zméfit danou latku v pfitomnosti jinych latek.
Tyto latky lze ocekavat, mohou to byt napt. jiné ucinné latky, pomocné latky, necistoty,

rozkladné produkty a dalsi [1][25].

22



3.4.1.6 Robustnost

Robustnost zkouma miru vlivu proménnych podminek na vysledek analyzy. Poskytuje
nam informace o spolehlivosti metody béhem bézného pouzivani. Pii kapalinové
chromatografii sledujeme slozeni MF, pH vodné slozky MF, teplotu na koloné¢, rychlost
prutoku, stabilitu vzorki apod. [1][26].

3.4.1.7 Detekéni limit

Detekéni limit vyjadfuje nejniz8i detekovatelnou koncentraci latky. U kapalinové
chromatografie se urcuje jako koncentrace analyzované latky s pomérem signalu k

Sumu s hodnotou 3 [1][26].

3.4.1.8 Kvantitativni limit

Jedna se o nejnizsi koncentraci latky stanovitelnou s pfijatelnou pfesnosti a spravnosti.
Mizeme ho vyjadfit jako koncentraci, pii které je relativni smérodatna odchylka 10 %,

nebo také koncentraci s pomérem signalu k Sumu s hodnotou 10 [1].
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3.5 Lécivy pripravek

Lécivy piipravek:

Slozenti:

Vzhled:

Tetracaini hydrochloridi oculoguttae, o¢ni kapky s tetrakainem

Tetracaini hydrochloridum 2,009
Natrii chloridum 0,56 g
Thiomersalum 0,002 g
Agua purificata ad 100,0 g

¢ird bezbarva tekutina

3.5.1 U¢inna latka- tetracain hydrochloridum

Obrazek 2

Sumarni vzorec:

Mr:
CAS 136-47-0

Obsah:

Vzhled:
Rozpustnost:
Teplota tani:

Pouziti:

Molekula tetrakain-hydrochloridu

C15H25CIN2O
2-(dimethylamino)ethyl-4-(butylamino)benzoathydrochlorid

303,83

99,0 % az 101,0 % slouceniny C15H5CIN,O; poéitano na
vysuSenou latku

bily az témét bily krystalicky slabé hygroskopicky prasek
snadno rozpustny ve vodé, dobie rozpustny v ethanolu 96 %
148°C

Tetrakain-hydrochlorid je lokalni anestetikum esterového typu.
Jedna se o anestetikum s rychlym néastupem (30 sekund) a
dlouhym trvanim tc¢inku (15 minut). Pouziva se ke znecitlivéni
oka pted zakroky na spojivce, rohovce (pii odstraiiovani cizich
télisek, vyjimani stehli, méteni nitroocniho tlaku, proplachovani
slznych cest), pii retrobulbélni anestezii, dale napft. v

zubnim Iékarstvi. V o¢nim Iékatstvi by se nemél pouzivat
chronicky, protoze poskozuje epitel rohovky [4].
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3.5.2 Nedistoty tetrakain-hydrochloridu

Lékopis stanovuje tfi necistoty, které se mohou nachazet v tetrakainu, a to kyselinu 4-
aminobenzoovou, kyselinu 4-(butylamino)benzoovou a methyl-4-(butylamino)benzoat.
Z duvodu stability a bezpe¢nosti vyuzivani tetrakainu je nutné sledovat jak jeho obsah,

tak i obsah necistot [4].

3.5.3 Ocni pripravky

O¢ni l1éky, mezi které patii ocni kapky, o¢ni vody, prasky pro o¢ni kapky a o¢ni vody,
polotuhé oc¢ni pfipravky a o¢ni inzerty, se aplikuji na o¢ni bulvu, spojivku, nebo se

vkladaji do spojivkového vaku [4][27].

3.5.3.1 O¢ni kapky

Oc¢ni kapky (Oculoguttae) jsou sterilni vodné, olejové roztoky, nebo suspenze, které
mohou obsahovat jednu, nebo vice 1é¢ivych latek a jsou urcené ke vkapani do oka.
Roztoky jsou ¢iré a bez cizorodych Castic, suspenze snadno roztfepatelné a mayji
dostatecné stabilni sediment. Jsou podavany v obalu, ktery umoznuje jejich davkovani

(tj. vkapani do oka) [4][27].

3.5.3.2 Vlastnosti o¢nich kapek

Aby nedoslo k poskozeni o¢niho epitelu, jsou na o¢ni kapky, ale 1 dal$i o¢ni ptipravky
kladeny pozadavky z hlediska osmotického tlaku, aktualni acidity, viskozity,
povrchového napéti a mikrobidlni jakosti.

Pro upravu osmotického tlaku na izotonicky slouzi izotonizacni pfisady (chlorid sodny,
dusi¢nan draselny). Pokud by dochéazelo k aplikaci ptipravku, ktery ma rozdilny
osmoticky tlak nez je osmoticky tlak slzni tekutiny, oko by bylo podrazdéné a bolestivé.
Pro nemocné oko jsou pfipravovany hypotonické roztoky. Pokud je hodnota pH mezi 7
az 9, je aplikace bezbolestna, tolerovana je aplikace v rozmezi 5-11. V oblasti pH
niz§iho nez 5 je aplikace velmi bolestiva.

Aktualni acidita také souvisi s bolestivosti a drazdivosti oka. Slzy maji primérnou
hodnotu pH 7,4, ale neni nutno upravovat kapky na tuto hodnotu, protoze oko neni

drazdéno v rozmezi 5,8 az 11,4. Pro Upravu se vyuzivaji izotonické tlumivé roztoky.
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Viskozita kapek je dulezita z hlediska stability suspenzi a prodlouzeni doby kontaktu.
Oko je chranéno proti vnéjSim vlivim diky slzni tekuting, ktera pokryva rohovku,
pokud je ovSem vylucovani slz snizeno, nebo pieruseno, je nutnd nahrada ve formé
umélych slz. Ty maji vétsi viskozitu nez piirodni slzy. Nejéastéji se vyuzivaji polymery,
jako polyvinylalkohol, nebo povidon, derivaty celulosy, dextran, karbomery a kyselina
hyaluronova.

Snizenim povrchového napéti mizeme dosdhnout vyssiho terapeutického ucinku diky
adhezi mucionozni vrstvy slzy k rohovce. Nejcastéji je vyuzivan benzalkonium-chlorid,
ktery je zaroven i protimikrobni ptisadou.

mikrobidlnich organism muze vést az ke ztraté zraku. Protimikrobni latky obsahuji
pfipravky ve vicedavkovych obalech, aby se zabranilo sekundarni kontaminaci.
Ptipravky, které jsou urceny k jednorazové aplikaci v jednordzovych obalech, latky
protimikrobni neobsahuji. Pokud jsou latky navzdjem kombinovany, je dosazeno
zvySené protimikrobni aktivity. Lze vyuzit belzalkonium-chlorid, cetrimid, slou¢eniny

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

3.5.4 Ocni kapky s tetrakainem

Tetrakainové kapky jsou uZivany jako anestetikum, blokuji nervové impulzy a diky
tomu neni citit bolest. Mezi kontraindikace pro pouziti kapek patii t€hotenstvi, nebo
jeho planovani, kojeni a alergie na tetrakain, po pouziti kapek muze také dojit ke
zhorSeni srdecnich problémitl. Mozné nezadouci Gc¢inky jsou docasné paleni, Skrabani a
zacervenani oka, rozmazané vidéni, citlivost na svétlo, mize dojit 1 k alergické reakci
(vyrazka, obtizné dychani, natékani jazyka a rt1). Kapky by se mély skladovat pii 15-30
°C v uzavieném obalu a chranit pted vlhkem, svétlem a teplem.

Tetrakainové kapky nejsou v CR hromadné vyrdbény, jsou pouze magistraliter
pfipravované. V USA jsou vydavany pod nazvem Altacaine, Tetcaine, TetraVisc a

TetraVisc Forte ve formé roztokti a masti [29].
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3.5.5 Dalsi lokalni anestetika v oftalmologii

Mezi nejpouzivané;si

lokalni

anestetika v ofnim 1ékafstvi

patii

trimekain a

oxybuprokain. Ob¢ dv¢ anestetika maji rychly nastup ucinku ( trimekain 15-30 sekund,

oxybuprokain 15 sekund) a dlouhou dobu trvani znecitlivujiciho G¢inku (az 20 minut).

Pouzivaji se ve stejnych indikacich jako tetrakain [30].

r

3.5.6 Porovnani u¢inku lokalnich anestetik

V tabulce 1 lze nalézt srovnani uc¢inku jednotlivych lokalnich anestetik esterového typu.

Tetrakain ma velmi rychly a dlouhodoby ucinek, ale oproti ostatnim anestetikiim jsou

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

Tabulka 1 Srovnani ucinku lokalnich anestetik esterového typu
LOKALN{ ANESTETIKA ZE SKUPINY ESTERU
Lécivo Orientacni Relativni Prahova Max Max Klinické Nastup | Trvani
ucinek anesteticky davka davka | davka vyuziti a ucinku | ucinku
ucinek toxicity bez s EPI koncentrace
pro CNS EPI (mg) (%)
(mg/kg) | (mg)
tetrakain +++ 8 2,5 100 20 1:0,1-0,2 rychly | dlouhé
T:0,5-1
S:1
prokain + 1 19,2 500 600 I:1 pomaly | 30-45
S:2 min
chlorprokain ++ 1 22,8 600 800 I:1 rychly | stfedné
S:2 dlouhé

+++ siln€ ucinny

++ stfedné ucinny

+ slabé ucinny

bez EPI- bez epinefrinu

s EPI- s epinefrinem

T- topicka anestezie

I- infiltra¢ni anestezie

S- subarachnoidalni anestezie [30]
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3.6 ReSerse

Pted zahajenim analyzy a vyvojem metody pro detekci rozkladnych produkti tetrakain-
hydrochloridu byla vyuzita reSerSe publikovanych praci, které se jiz danou

problematikou zaobiraly. Vysledky reSersi jsou shrnuty v tabulce 2.

Pro stanoveni tetrakain-hydrochloridu a jeho degrada¢niho produktu kyseliny p-n-
butylaminobenzoové byla pouzita metoda HPLC. Jako mobilni faze byla vyuzita voda-
acetonitril-methanol v poméru 60:20:20 obsahujici 0,06 % k. sirové, 0,5 % siranu
sodného a 0,02 % sodné soli kyseliny heptansulfonové. Jako stacionarni faze byla
pouzita kolona C18, 300 x 4 mm, obsahujici mikroc¢astice o velikosti 10 um. Prutok byl

2 ml/min, detekce probihala pii vinové délce 305 nm [31].

Ke stanoveni smési, ktera obsahuje kombinaci prokainovych a prilokainovych 1é¢iv,
byla také vyuzita HPLC. Byla stanovovana kombinace levonorefrin-tetrakain-prokain.
Mobilni faze byla v poméru 80:20 fosfatovy pufr-acetonitril, kdy fosfatovy pufr také
obsahoval sodnou stl kyseliny heptansulfonové, kolona méla rozméry 300 x 3.9 mm.
Pratokova rychlost byla 1 ml/min, UV detekce pfi 254 nm [32].

Analyza tetrakainu v lidské plazmé za ptitomnosti dalSich latek probihala za vyuziti
mobilni faze fosfore¢nanovy pufr-acetonitril 63:37. Pufr obsahoval triethylamin a
hodnota pH byla upravena kyselinou fosfore¢nou na hodnotu 4,9. Kolona byla jako v
pfedchozich méfenich C18, 250 X 4.6 mm, Castice o priméru 5 pm, pratok Iml/min.
Detekce probihala pii dvou vinovych délkach, 210 nm a 290 nm [33].

V oc¢nich kapkach Fengdima byly tetrakain-hydrochlorid a efedrin-hydrochlorid
stanoveny pomoci RP-HPLC. Analyza probihala na C18 koloné (250 x 4.6 mm, ¢astice
o pruméru 5 pum). Pouzitd mobilni faze A byla dihydrogenfosfore¢nan sodny-pufr v
poméru 9:1 a mobilni faze B dihydrogenfosfore¢nan sodny-pufr v poméru 3:7. Detekce

byla pfi vinové délce 218 nm [34].
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Tabulka 2

Shrnuti vysledkii reSerse

Metoda AnaIYzovane MF SF Detekce Cislo citace
latky
Tetrakain- ac:tc:)iai]';ril- C18
HPLC hydrochlorid, (300x4mm x 305 nm [31]
PABA methanol 10um)
(60:20:20) H
Tetrakain- fosfatovy
hydrochlorid, pufr- C18
HPLC levonorefrin, acetonitril (300x3.9mm) 254 nm (32]
prokain (80:20)
Tetrakain- F:;f/?reﬁ?ra—_ c18
HPLC . Y PUIr™ 1 5 50x4.6mm x | 210 a 290 nm 33]
hydrochlorid acetonitril 5um)
(63:37) a
mobilni faze A
. (dihydrogenfosfo-
Tetrakain recnan sodny-pufr
hydrochlorid ci8
HPLC 4 o s1)a (250x4.6mm x| 218 nm [34]
efedrin- mobilni faze B 5um)

hydrochlorid

(dihydrogenfosfo-
recnan sodny-pufr

3:7)
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. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Chemikalie

e acetonitril, ¢.8. 34851, Sigma Aldrich, Némecko

e Dbutyl 4-hydroxybenzoat, ¢.8. 426009/1, Sigma Aldrich, Némecko

e ethyl 4-hydroxybenzoat, ¢.§. 1.048770100, Merck, Némecko

e jodid draselny, ¢.5. BCBB9119, Sigma Aldrich, Némecko

e Kkyselina 4-aminobenzoova, ¢.8. 100536-50G, Sigma Aldrich, Némecko

e kyselina 4-(butylamino)benzoova, ¢.8. 242412-1G, Sigma Aldrich, Némecko
e kyselina fosforecnd, ¢.8. 1.00573.100, Merck, Némecko

e kyselina mravenci, ¢.5. 1511181110, Penta, CR

e kyselina octova, ¢€.5. 4574-1L-F, Sigma Aldrich, Némecko

e methanol HPLC, ¢&.§. 2013-5211, Lach-Ner,CR

e methyl 4-hydroxybenzoat, ¢.8. 1166641, Sigma Aldrich, Némecko

e octan amonny, ¢.8. 32301-500G, Sigma Aldrich, Némecko

e propyl 4-hydroxybenzoat, ¢.§. 1134999, Sigma Aldrich, Némecko

e tetrakain-hydrochlorid, ¢.5. 330615, Fagron CR

e thiomersal, ¢.§. 368, Fagron, CR

e ultradista voda, Cisténa systémem Milli-Q, Millipore, Bedford, MA, USA
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4.2.2 Analytické vahy

Sartorius Cubis, Némecko

4.2.3

Hanna instruments® pH 212

4.2 Pomiucky a prFistroje

Kapalinovy chromatograf

Sestava:

Kolona:

Piedkolona:

Davkovani:

Detekce:
Mobilni faze:

Prutok:

Vnitini standard:

Redici smés:
Typ eluce:
Teplota:
Vyhodnoceni:

pH metr

Nexera X2, Shimadzu corp., JAP

kolona Kinetex™ 5um XB-C18 100 A, LC

Column 50 x 4.6 mm

SecurityGuard™ ULTRA Guard Cartridges,

holder SecurityGuard™ ULTRA Cartridge Holder

1 pl

spektrofotometricky detektor, A= 254 nm, 300 nm

pufr : acetonitril

sloZeni pufru: voda upravend na pH=2,2 kyselinou
mravenci

pted pouzitim prefiltrovana pomoci filtra¢niho zatizeni
Millipore, filtr ze sklenénych vlaken, velikost pord 0,2 pm
Fm=1,7 ml/min

ethylparaben

methanol pro HPLC

gradientova

25°C

LabSolutions, verze 5.57, 2003-2013 Shimadzu

Corporation

4.2.4 Bézné laboratorni vybaveni a sklo
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4.3 Obecné pracovni postupy

4.3.1 Priprava roztoki k analyze

4.3.1.1 Zkusebni roztok kyseliny 4-(butylamino)-benzoové

Do 50 ml odmérné banky bylo navazeno:
0,25 mg kyseliny 4-(butylamino)benzoové a baiikka byla doplnéna po rysku

methanolem.

4.3.1.2 ZkuSebni roztok kyseliny 4-aminobenzoové

Do 50 ml odmérné banky bylo navazeno:

0,25 mg kyseliny 4-aminobenzoové a baiika byla doplnéna po rysku methanolem.

4.3.1.3 ZKkuSebni roztok vnitiniho standardu

Do 50 ml odmérné banky bylo navazeno:
0,25 mg methylparabenu
0,25 mg ethylparabenu
0,25 mg propylparabenu
0,25 mg butylparabenu a baika byla doplnéna po rysku methanolem.

4.3.1.4 Zkusebni roztok tetrakain-hydrochloridu

Do 50 ml odmérné bariky bylo navazeno:

1,25 g tetrakain-hydrochloridu a barika byla doplnéna po rysku methanolem.

4.3.1.5 Zasobni roztok tetrakain-hydrochloridu

Do 100 ml odmérné baiiky bylo navazeno:

25 mg tetrakain-hydrochloridu a baiika byla doplnéna po rysku methanolem.

4.3.1.6 Zasobni roztok vnitiniho standardu

Do 100 ml odmérné baiiky bylo navazeno:
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250 mg ethylparabenu a banka byla doplnéna po rysku methanolem.

4.3.1.7 Zasobni  roztok  kyseliny  4-aminobenzoové a @ 4-
(butylamino)benzoové

Do 100 ml odmérné baiiky bylo navazeno:
5 mg kyseliny 4-aminobenzoové

5 mg kyseliny 4-(butylamino)benzoové a batika byla doplnéna po rysku methanolem.

4.3.1.8 Vysledny roztok standardi

Do 50 ml odmérné banky bylo navazeno:
5 mg kyseliny 4-(butylamino)benzoové
5 mg kyseliny 4-aminobenzoové
2 ml zasobniho roztoku ethylparabenu (viz kap. 4.3.1.6)
1 ml zasobniho roztoku tetrakain-hydrochloridu (viz kap. 4.3.1.5) a po rozpusténi vSech

substanci byla banika doplnéna po rysku methanolem.

4.3.1.9 Zasobni roztok standardu

Do 250 ml odmérné baiiky bylo navazeno:
12,5 mg kyseliny 4-(butylamino)benzoové
12,5 mg kyseliny 4-aminobenzoové
5 ml zasobniho roztoku ethylparabenu (viz kap. 4.3.1.6)
2,5 ml zasobniho roztoku tetrakain-hydrochlorid (viz kap. 4.3.1.5) a po rozpusténi vSech

substanci byla baika doplnéna po rysku methanolem.

4.3.1.10 Roztok pro stanoveni linearity tetrakain-hydrochloridu

Bylo pfipraveno 6 kalibra¢nich roztokd ze zasobniho roztoku tetrakain-
hydrochloridu, jehoz ptiprava je uvedena v kapitole 4.3.1.5 a zasobniho roztoku IS z
kapitoly 4.3.1.6 doplnéné po rysku methanolem. V tabulce 3 jsou uvedeny objemy

roztoki a vysledna koncentrace tetrakain-hydrochloridu.
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Tabulka 3

Priprava kalibra¢niho roztoku tetrakain-hydrochloridu

Roztok ¢. A [ml] B [ml] V [ml] ¢ [mg/100ml]
6 20 2 100 40
5 15 2 100 30
4 25 4 200 25
3 2 0,4 20 20
2 2512¢.5 1 50 15
1 0,2 20 10
43.1.11 Roztok pro stanoveni linearity ne¢istot kyseliny

4-aminobenzoové a kyseliny 4-(butylamino)benzoové

Bylo pfipraveno 6 kalibra¢nich roztoki ze zasobniho roztoku kyseliny 4-

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

a zasobniho roztoku IS z kapitoly 4.3.1.6, doplnénych po rysku methanolem. V tabulce

4 jsou uvedeny objemy roztoku a vysledna koncentrace neéistot.

Tabulka 4 Priprava kalibraénich roztoki kyseliny 4-aminobenzoové a kyseliny 4-(butylamino)benzoové
Roztok ¢. A [ml] B [ml] V [ml] ¢ [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 Priprava mobilni faze

Do kadinky bylo dano 500 ml vody R a pomoci pH metru bylo pH upraveno
kyselinou mravenci na hodnotu 2,2. Pfed pouzitim byla MF vakuové piefiltrovana za

pouziti 0,2 um filtru, aby se odstranily mechanické necistoty.

4.3.3 Priprava chromatografu pred analyzou

Pted zacatkem prvni analyzy byl analyticky pfistroj promyt mobilni fazi, ktera
byla vyuzita pii analyze a MF, které se vyuzivaly pro méfeni, se nasaly do hadi¢ek, aby
doslo k odstranéni vzduchovych bublin. Pro dosazeni stability zakladni linie se nechala

MF protékat pfistrojem dalSich 15 minut.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Vyvoj HPLC metody

Pii vyvoji metody pro analyzu rozkladnych produktd tetrakain-hydrochloridu se
vychézelo z metody uvedené u lékopisného ¢lanku Teracaini hydrochloridum, kterd se

kombinovala s podminkami HPLC metod nalezenymi v resersich.

5.1.1 Vybér kolony

Zpocatku byla vyuzita kolona, jejiz charakteristika je uvedena v tabulce 5. Z
technickych divodi doslo k ucpani kolony a pfi zvySovani pritoku se neumérné
zvySoval 1 tlak. Nejprve byla zkouSena zména piedkolony a poté i port ve kterém byla
kolona umisténa, ale tlak se zvySoval dale, proto bylo nutno vyménit celou kolonu.
Parametry nové kolony jsou uvedeny v tabulce 6. Kolona byla vyménéna za klasickou

HPLC kolonu dlouhou 15 cm s vét$imi ¢asticemi (5 um).

Tabulka 5 Parametry kolony

Kolona Predkolona Rozméry Velikost ¢astic
) Security guard,
Kinetex C18, XB-
c18 ULTRA Guard 50 cm x 2.1 mm 2,6 um
Cartridges

Tabulka 6 Parametry kolony

Kolona Piedkolona Rozméry Velikost ¢astic
' Security guard,
Kinetex 5 p XB-
ULTRA Guard 15cm x 4.6 mm 5um
C18 100A )
Cartridges
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5.1.2 Vybér mobilni faze

Na zacatku méteni byly zvoleny hodnoty parametra, které se béhem vyvoje metody
nemé&nily, a to vlnova délka 300 a 254 nm a teplota 25 C. Dal$i podminky méfeni, které

se béhem vyvoje ménily, popisuje tabulka 7-12.

Tabulka 7 Podminky méfeni

Mobilni faze SloZeni Pritok Nastrik
Kolona o _
(acetonitril:pufr) pufru [ml/min] [ul]
Kinetex C18, 10:90 Voda,
XB Triethlyamin,
50cmx2.1 5:95 pH=2,5 0,25 2
mm, (upraveno k.
2:98 y
2.6um fosforecnou)

Byly analyzovany roztoky:

Zkusebni vzorek tetrakain-hydrochloridu, pfiprava je uvedena v kap. 4.3.1.5.

Zkusebni vzorek necistot, uvedeny v kap. 4.3.1.7.

PABA byla eluovana v ¢ase 1,02 min, tetrakain a BABA byly eluovany v ¢asech 0,495
a piky nebyly rozdé¢leny. Byly zkouSeny rtizné poméry MF, ale piky tetrakainu a k. 4-

(butylamino)benzoové nebyly rozliSeny.

uv 3
smom
25000
2200 7
::o:n:-:
R
15000 3
17500
1000

7300 ]

=000 3

Obrazek 3 Chromatogram za podminek uvedenych v tabulce 7, pomér MF 10:90

36




Jako dalsi bylo zménéno slozeni mobilni faze, byl pouZzit octanovy puft, jehoz slozeni a

podminky méteni jsou uvedeny v tabulce 8.

Tabulka 8 Podminky méFeni
Mobilni faze SloZeni Prutok Nastrik
Kolona o .
(acetonitril:pufr) pufru [ml/min] mi
80:20 0,20
Kinetex C18, Voda,
XB Octan
70:30 0,30 2
50cmx 2.1 amonny,
mm pH=4,7
60:40 0,40
2.6um (upraveno k.
mravenci)
50:50 0,45

Byly analyzovany stejné roztoky jako v pfedchozim méfeni. Tetrakain byl eluovéan v

Case 2,45 min, PABA 0,57 min a BABA 0,66. Faktor symetrie u tetrakainu piesahoval

povolenou lékopisnou hodnotu a ani pfi zméné pomérit u MF a zvySeni pritoku

nedochazelo ke zlepSeni.

Pro zlepSeni rozliSeni a symetrie pikii byla vyzkouSena gradientova eluce s MF, kdy

organicka slozka byla 50% methanol a 50% acetonitril. Podminky jsou uvedeny v

tabulce 9.
Tabulka 9 Podminky mé&¥eni
Kolona Mobilni faze Slozent pufru Pritok | Nastrik
(methanol/ACN:pufr) [mI/min] ni
Z 30% Voda,

Kinetex C18, XB 1 min 40% pH=4,7

50cm x 2.1 mm 2 min 30 % (upraveno k. 0,4 2
2.6um 4 min 10 % fosforecnou)

6 min stop
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Pfi téchto podminkach doslo k rozliSeni jednotlivych pikii, ale faktor symetrie stale

nevyhovoval limitu.

N
200000 4

200000 1
7000 1
€00000 1
00000 4
400000 1
300000

200000 1

100000 1

T T T T T T T T T T T T T T T T T T L
06 ar a8 e 10 1u 1z 13 14 15 16 17 18 19 0 1 Iz 3 min

Obrazek 4 Chromatogram za podminek uvedenych v tabulce 9

Po vyméné kolony byla pro nalezeni vhodné mobilni faze vyzkousena metoda Scouting
Solution, kdy doslo k analyze vzajemnych kombinaci 4 mobilnich fazi za gradientové
eluce. Schéma metody je zobrazeno na obrazku 5, schéma gradientové eluce na obrazku

6. Slozeni mobilnich fazi je uvedeno v tabulce 10.

" XB-C18_Sum
PA_H20_2.0 & .
!
"
FA_H20_22 G ! T
Ln:{
PN
FA_H20_2.7 G
AmAc_H20 G =
=== E
ACN :
)
)
I
8 g =0
®
Obrazek 5 Schéma metody
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ﬂ Gradient @

Parameter Draw  Int. Conc FinalCone. | *
| adjustment of Final Conc V| adjustment of Initial Conc

B.Conc(%) B.Conc(%) b1 10 o0 |
20.0 90.0 . 10 85 [

3 10 80

[ - L 4 10 75

40 — 5 10 70

T T
5

100 10.0 £ 15 80

7 15 85

. 8 15 80

min min

8 v 15 75

0.00 3.00 2.00 3.00 0.00 3.00 200 300 -
=
%)+ 4 steps + 5 (%) = & steps [ Create Pattern ] [ Draw curve
100

00 05 10 15 20 25 an 35 40 45 50 55 60 65 70 8 min
Obrazek 6 Schéma gradientové eluce
Tabulka 10  SloZeni MF pro Method Scouting Solution
Mobilni faze SloZeni pH

Voda
A 2,0
Kyselina fosforecna

Voda

Kyselina mravenci

Voda

Kyselina mravenci

Voda
D Octan amonny 4,7

Kyselina mravenci

Po zanalyzovani vysledk byly jako nejlepsi metody vybrany:
MF acetonitril: voda upravena k. fosfore¢nou na pH=2,0; pfi gradientu 35%-90 %

(metoda prvni).
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MF acetonitril: voda upravena k. mraven¢i na pH=2,2; gradient 35%-90% (metoda

druhd).

Jejich podminky jsou shrnuty v tabulce 11 a 12.

Tabulka1l  Podminky méFeni u prvni metody
Kolona Mobilni faze Slozent pufru Pritok Nastrik
(acetonitril:pufr) [ml/min] (]
Z35% Voda
Kinetex XB- C18, 2,5 min 90% pH=2
15 cm x 4.6 mm, 4 min 90 % (upraveno k. 1,7 2
5um 4,1 min 35 % fosfore¢nou)
7 min 35
Tabulka12  Podminky méfeni u druhé metody
Kolona Mobilni faze SloZeni pufru Pritok Nastrik
(acetonitril:pufr) [ml/min] [ul]
Z 35% Voda
Kinetex XB- C18, 2,5 min 90% pH=2,2
15 cm x 4.6 mm, 4 min 90 % (upraveno k. 1,7 2
5 um 4,1 min 35 % mravenci)
7 min 35

Prvni metoda nemohla byt vyuZita, protoze ¢as mrtvého objemu kolony byl totozny s

casem piku prvniho analytu (kyselina 4-aminobenzoova). Porovnani eluce prvniho piku

a mrtvého casu kolon za jednotlivych podminek je na obrazku 7 (nalevo metoda prvni,

napravo metoda druha).
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objem

kolony \

Obrazek 7 Vyfez z chromatogramu, mrtvy objem kolon

Proto byla zvolena druha metoda, pfi které bylo dosazeno optimalnich retencnich Casii

tetrakainu a jeho necistot, doslo k rozliseni pikt a faktor symetrie vyhovoval limitim.

5.1.3 Vybér vnitiniho standardu

Pro vybér vhodného vnitiniho standardu byly zkouSeny tyto slouceniny:
e methylparaben
e ethylparaben
e propylparaben
e Dbutylparaben

Postup ptipravy vzorkid vnitinich standardii je uveden v kapitole 4.3.1.3. Na obrazku 8
je zobrazen chromatogram smési parabent pii vinové délce 254 nm. Pii vinové délce
300 nm, kdy byl analyzovan tetrakain a necistoty, byly piky parabenl pii vyuziti
totoznych koncentraci nepomérné mensi. Proto dalSi analyzy probihaly pii obou
vlnovych délkach.

Jako nejvhodnégjsi vnitini standard byl zvolen ethylparaben, ktery mél pii podminkach
uvedenych v kapitole 5.1.4 retenéni ¢as 1,925 min, k jeho eluci dochazelo v blizkosti

tetrakainu (1,340 min), ale byl od n¢ho dostate¢né oddélen.
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Obrazek 8 Vnitfni standardy, methylparaben, ethylparaben, propylparaben, butylparaben, podminky

méreni uvedeny v kap. 5.1.4, tabulka 13

5.1.4 Shrnuti optimalnich podminek méreni

Tabulka13  podminky méfeni

Kinetex™ 5um XB-C18 100 A, LC

Column 50 x 4.6 mm

Kolona

Gradient 35-85

Z 35% ACN
2,5 min 90% ACN
4 min 90 % ACN
4,1 min 35 % ACN

Mobilni faze (pufr:acetonitril)

7 min 35 ACN
pH 2,2
Priitok [ml/min] 1,7
Nastrik vzorku [pl] 1
Teplota ['C] 25
Vinova délka [nm] 254, 300
Redici smés Methanol
Vnitini standard Ethylparaben
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Obrazek 9

o
an

T
25 min

Chromatogram za podminek uvedenych v tabulce 13, kapitola 5.1.4; &erny

chromatogram odpovida vinové délce 300 nm, riZovy vinové délce 254 mn
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5.2 Validace

5.2.1 Test vhodnosti chromatografického systému

5.2.1.1 U¢innost chromatografické kolony
t 2
N =554 x (—R)
Wh
N- zdanlivy pocet teoretickych pater
tr- retencni ¢as (min)

Wj- sitka piku v poloviné jeho vysky (min)

Tabulka 14  Zdanlivy pocet teoretickych pater

Analyzovana . . kyselina 4- kyselina 4-
latka Tetrakain-hydrochlorid aminobenzoova (butylamino)benzoova

trR 1,341 1,038 2,243

N 19844 17163 62806
n=6
Pozadavek N > 1500 VYHOVUJE
5.2.1.2 Faktor symetrie piku As

Ag = Wo,os/ 2d

d- vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku v jedné

dvacetin¢ jeho vysky

W) o5- Sitka piku v 1/20 jeho vysky

Tabulka15  Faktor symetrie piku

Analyzovana Tetrakain- kyselina 4- kyselina 4-
latka hydrochlorid aminobenzoova (butylamino)benzoova
As 1,43 1,23 1,20
n=6
Pozadavek: A=0,8-15 VYHOVUJE
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5.2.1.3 RozliSeni chromatografickych pika RS

tr2 — tr1

RS e —— kde tRZ > tRl
Wh1 + Wha

tr2 & tr1- retencni Casy dvou sousednich pika

Wh1 a Why- Sitky pikt v polovicni vysSce

Tabulka 16 Rozliseni

Analyzovana Tetrakain- kyselina 4- kyselina 4-
latka hydrochlorid aminobenzoova (butylamino)benzoova
Rs 8,7 - 24,97
n=6
Pozadavek: Rs>1,5 VYHOVUJE

5.2.1.4 Opakovatelnost analyzy

Tabulka 17  Opakovatelnost tetrakain-hydrochlorid

Tetrakain-hydrochlorid

Roztok €. Retencni ¢as (tr) [min] Plocha piku (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
pramér 1,340 652154,8
SD 0,005636 4306,92
RSD (%) 0,42 0,66
Pozadavek: RSD<1% VYHOVUJE
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Tabulka 18  Opakovatelnost kyselina 4-aminobenzoova

Kyselina 4-aminobenzoova

Pokus €. Retencni €as (tr) [min] Plocha piku (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
pramér 1,037 167425

SD 0,002683 1426,188
RSD (%) 0,26 0,85

Pozadavek: RSD<1% VYHOVUJE

Tabulka19  Opakovatelnost kyselina 4-(butylamino)benzoova

Kyselina 4-(butylamino)benzoova

Pokus ¢. Retencni ¢as (tr) [min] Plocha piku (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
pramér 2,246 213330

SD 0,007411 1805,929
RSD (%) 0,33 0,85

Pozadavek: RSD<1% VYHOVUJE
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5.2.2 Validace analytické metody

5.2.2.1 Linearita

Pro vyhodnoceni linearity byla vyuzita metoda vnitiniho standardu, kde jako IS byl

pouzit ethylparaben. Pro stanoveni linearity terakain-hydrochloridu bylo pfipraveno 6

kalibracnich roztokd s jeho rtiznou koncentraci. Postup pfipravy je uveden v kapitole

4.3.1.10 a koncentrace v tabulce 3. Postup ptipravy kalibra¢nich roztokd pro stanoveni

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

4.3.1.11 a koncentrace v tabulce 4.

Kazdy roztok pro kalibraci byl davkovén tfikrat a pro vypocet byly pouzity prameéry tii

meéfeni. Zavislost poméru ploch piki Ayzou/Ais kalibracnich roztokti na jejich

koncentraci byla hodnocena metodou linearni regrese a je znazornéna Vv tabulce 20, 21 a

22.

Tabulka20  Pomér ploch piki tetrakain-hydrochloridu a IS

¢ [mg/100 ml] Avzorku/Als
10 0,013
15 0,022
20 0,031
25 0,041
30 0,046
40 0,063
070 Tetrakain-hydrochlorid
0,060 A
0,050 /
< 0,040
<§ 0,030
0,020 /
0,010
0,000 T T T T 1
10 20 30 40 50
¢ [mg/100 ml]
Obrazek 10 Linearita tetrakain-hydrochloridu
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Regresni funkce: y = kx + g

Parametry regresni piimky a odhady smérodatnych odchylek: y= 0,0017x-0,0026
Smérnice k = 0,001657+5.17E-05

Absolutni ¢len q =-0,0026

Koeficient korelace r =0,9976

Rezidualni odchylka sy, =0,00138

Zavislost y na x byla prokdzéana na hladin¢ vyznamnosti 0,05

Tabulka2l  Pomér piku kyseliny 4-aminobenzoové a IS

C [mg/100 mI] szorku/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

kyselina 4-aminobenzoova
4

0,0120
0,0100
&2 0,0080 /
20,0060
0,0040 /
0,0020 /

AVZO /

0,0000 T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
¢ [mg/100 ml]
Obrazek 11 Linearita kyseliny 4-aminobenzoové

Regresni funkce: y=kx + q

Parametry regresni pfimky a odhady smérodatnych odchylek: y= 0,213x-7e”
Smeérnice k= 0,21267

Absolutni ¢len gq=-6,677E-05

Koeficient korelace r=0,9967
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Rezidualni odchylka sre; =0,000337

Zavislost y na x byla prokazana na hladin¢ vyznamnosti 0,05

Tabulka22  Pomér piku kyseliny 4-(butylamino)benzoové a IS
C [mg/100 mI] szorku/AIS
0,05 0,0015
0,1 0,0028
0,2 0,0053
0,25 0,0067
0,4 0,105
0,5 0,0139
kyselina 4-(butylamino)benzoova
0,0160
0,0140
0,0120 /’//
Eﬂ 0,0100
£ 0,0080
< 0,0060 //‘/
0,0040 /
0,0020 &
0,0000 T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
¢ [mg/100ml]
Obriazek 12 Linearita kyseliny 4-(butylamino)benzoové

Regresni funkce: y = kx + g

Parametry regresni pfimky a odhady smérodatnych odchylek: y = 0,0271x+8e™®
Smérnice k = 0,0271

Absolutni ¢len q = 8,33E-06

Koeficient korelace r =0,9987

Rezidudlni odchylka sre, =0,000268

Zavislost y na x byla prokazana na hladin¢ vyznamnosti 0,05

5.2.2.2 Robustnost

Byl méfen vliv experimentdlnich podminek na stanoveni obsahu analytu. Pouzity byly

standardni roztoky, jejich postup pripravy je uveden v kapitole 4.3.1.9
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5.2.2.2.1 Vliv sloZeni mobilni faze

Byl hodnocen vliv slozeni mobilni faze na plochu piku (viz tabulka 23) a na retencni Cas
(viz tabulka 24). Analyzovan byl standardni roztok tetrakainu a jeho necistot, ktery je
uveden v kapitole 4.3.1.9. Gradienty probihaly podle schématu uvedeného v tabulce 13,
kapitole 5.1.4 s rozdilnym pomérem MF. K upraveni pH pufru byla pouzita kyselina

fosforeéna.

a) vliv na plochu chromatografického piku

A;
A =100 x — L
35-85;pH=2,2

Avetrakain=655053 Arasa=168687 Apnsa=214902

Tabulka 23 Robustnost 1
Tetrakain PABA BABA
pufr:ACN Ai Ar (%) Ai Ar (%) Ai Ar (%)
gradient
35-90
o 652154,8 100 167425 100 213330 100
(pouzity v
metodé)
grlao‘{:gt 790913 1201 | 1520803 | 90,2 259290 121,7
gradient | _o0ccy 120,0 146601 87,0 261485,3 121,7
10-75
gradient
3585, | 784662,7 120,0 2092257 124,0 257888,3 120,0
pH=2,5
gradient
35.58; 766927 117,0 176349 104,5 248929,7 115,8
pH=2

Rozdily v plochach piku pti zméné gradientu byly pouze v malych rozmezich,
pfi zméné pH byly jiz rozdily vétsi a to zejména u kyseliny 4-aminobenzoové,

kdy doslo se zvySeni pH k narastu plochy o vice nez 1/3.

b) vliv na reten¢ni ¢as
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Tabulka 24 Robustnost 2

Tetrakain PABA BABA
pufr:ACN tr tr tr
gradient 35-30 1,34 1,04 2,24
(pouzity v metodé)
gradient
10.90 2,09 1,55 2,75
gradient
2,29 1,87 3,05
10-75
gradient 35-85;
pH=2,5 1,24 1,068 2,27
gradient 35-58; 139 1,00 222
pH=2

Se zménou gradientu a pH doSlo ke zkridceni retencnich casii vSech slozek. Pti
jednotlivych analyzach by byl zkraceny retencni ¢as vyhodou, pro stanoveni smési

slozek byly retencni ¢asy moc blizko u sebe.

v tetrakain-hydrochlarid
520000
£ono 4

550000

500000

130000

400000

350000

300000
250000

BABA

200000 5

130000 ABA

100000

20000

a0 05 10 15 20 % 30 min
Obrazek 13 Robustnost, pH=2,2; gradient 10-90; podminky méFeni popsin v kapitole 5.2.2.2.1
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PABA

EP

tetrakain-hydrochlorid

BABA

i

Obrazek 14 Robustnost, pH=2,5; gradient 35-85, riiZovy chromatogram odpovida 300 nm, ¢erny 245 nm,

T

podminky popsany v Kkapitole 5.2.2.2.1
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5.2.2.3 Stabilita

Stabilita standardniho roztoku byla testovdna za téchto podminek uchovavani:

a) snizena teplota (4 C) chranéna pied svétlem

b) laboratorni teplota za piistupu svétla

Vysledky uvedené v tabulce 25-27 jsou primérem tii méteni.

Tabulka 25  Stabilita tetrakain-hydrochloridu v roztoku v zavislosti na dobé a zpiisobu uchovavani

Tetrakain-hydrochlorid

t A (4°C) S: (%) A (20°C) S: (%)
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 zavislosti na dobé a zptisobu uchovavani
kyselina 4-aminobenzoova
t A (4°C) S: (%) A (20°C) S: (%)
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 zavislosti na dobé a zpiisobu uchovavani
kyselina 4-(butylamino)benzoova
t A (4°C) S: (%) A (20°C) S:(%)
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- ¢as od ptipravy roztoku vzorku

A- plocha piku

St(%) = 100 X |A; — Agl/Ao

ProtoZe vysledky byly jiz po 24 hodinach nevyhovujici, je nutné standard ptipravit vzdy

v Case potieby.

Na obrazku 15 je porovnani stability v ¢ase 0 hodin (modry

chromatogram), po 24 hodinach (rizovy choromatogram) a po 48 hodinach (Cerny

chromatogram).
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tetrakain-hydrochlorid

250000 BABA
225000
200000 3 PABA
75000
313 3'3 o I3 ' IZ I} ' IL : ' I' y lJ 'IE‘ 2'3 2" 2'2 14 mln
Obriazek 15 Porovnani stability, podminky méieni uvedené v tabulce 13, kapitola 5.1.4
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5.2.2.4 Detekéni

a kvantitativni limit necistot

aminobenzoové a 4-(butylamino)benzoové

a) Kyselina 4-aminobenzoova

rozmezi tg:
Sumr:

w +,

sumr .
plocha piku A:
koncentrace c:

vyska piku h:

1,01-1,15; 1,008-1,15; 1,0-1,15
-0,16; 0,010; 0,0065

0,021, 0,005; 0,12

16106; 16141, 16201

5 mgl/l

10965; 11285; 10643

Sn- smérodatné odchylka Sumu

K =4/, =147
a=4/, - 3230

K
LOD =3 X S, X —=14x 107" mg/I

K
LOQ =10 X S, X — = 4,69 x 107* mg /I
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b) Kyselina 4-(butylamino)benzoova

rozmezi tg: 2.215-2.350; 2.215-2.37; 2.215-2.36
Sumr’ 0.11; 0.125; 0.190

Sumr' 0.144; 0.15; 0.225

plocha piku A: 21407; 21442; 21516

koncentrace c: 5mg/l

vyska piku h: 14150; 13999; 13913

Sn- smérodatné odchylka Sumu

rt—r-
S, = % = 6,27 x 1073
K =4/, =153
_A
a=%/c = 4201

K
LOD =3 X S, X — =67 x 107 mg/!

K
LOQ =10 X S, X —=2,23 X 10~° mg/
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6. ZAVER

Ukolem prace byl vyvoj a validace analytické metody pro analyzu tetrakain-
hydrochloridu a jeho rozkladnych produkti za pomoci ultra-ucinné kapalinové
chromatografie a jeji vyuziti ke sledovani stability ocnich kapek s tetrakain-
hydrochloridem jako u¢innou latkou.

Analyza probihala za laboratorni teploty a za vyuziti gradientové eluce. Pfi vyvoji
nejvhodnéjsi metody byla jako mobilni faze zvolena smés acetonitril:pufr, kdy pufr byl
slozen z vody, ktera byla upravena kyselinou mravenc¢i na pH 2,2. Priitok mobilni faze
byl 1,7 ml/min. Jako stacionarni faze byla vyuzita kolona Kinetex™ 5um XB-C18 100
A, LC Column 50 x 4.6 mm. ZkouSeny roztok byl rozpu$tén v methanolu a byl
nastiikovan na kolonu v objemu 1 pl.

Na konci vyvoje metody byly provedeny nékteré valida¢ni parametry, konkrétné test
u¢innosti chromatografického systému a validace metody (linearita, robustnost,
detek¢éni a kvantitativni limit a stabilita), pfi kterych byly naméfeny piesné a
reprodukovatelné vysledky. Zbyvajici validatni parametry nebyly provedeny z
¢asovych diavodu.

Pro analyzu o¢nich kapek Tetracaini hydrochloridi oculoguttae bude tfeba validaci
provést kompletni.
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