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Nazev rigorozni prace: Vyvoj HPLC metody pro stanoveni homatropinu a

skopolaminu v o¢nich kapkach

Byla vyvinuta a validovdna metoda pro stanoveni homatropin-
hydrobromidu a jeho degradacniho produktu- skopolamin-hydrobromidu
v o¢nich kapkach o koncentraci 1% (s chloridem sodnym), 2% (s chloridem
sodnym) a 2% (s pufrem F 6,45) acinné latky.

V prabéhu vyvoje metody byly testovany rizné mobilni i stacionarni faze.
Pro validaci byla pouZzita kolona Ascentis Express F5 (100 x 4,6 mm, 2,7 um).
Mobilni fazi tvofila smés acetonitrilu a fosfatového pufru v poméru 9:91 (V/V).
Fosfatovy pufr obsahoval 3,12% vodny roztok dihydrogenfosfore€nanu sodného
dihydratu a 200 pl triethylaminu. PH pufru bylo upraveno kyselinou fosfore¢nou
85% na hodnotu 2,5. Na kolonu bylo davkovano 5 pl analyzovaného roztoku,
analyza probihala pfi pratokové rychlosti 1,1 ml/min a detekci v UV oblasti pfi
210 nm. Cas analyzy nepfesahl 6,5 minuty.

Analyzovany roztok obsahoval roztok standardu homatropin-
hydrobromidu o koncentraci 25 mg/100 ml a jeho degradacni produkt
skopolamin-hydrobromid o koncentraci 0,5 mg/100 ml.

Vyvinuta metoda byla kompletné validovana a byl vypracovan test
vhodnosti chromatografického systému. Déle byly hodnoceny validacni
parametry: pfesnost, spravnost, selektivita, linearita, robustnost, stabilita a limit
detekce. Validace metody poskytla pfesné a spravné vysledky a je mozné

vyuZzit metodu pro rutinni analyzu v laboratofi.



Abstract

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
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Consultant: PharmDr. Ludmila Matysova, Ph.D.

Thesis Title: Development of HPLC method for the determination of

homatropine and scopolamine in eye drops

High performance liquid chromatography (HPLC) method for the
determination of homatropine hydrobromide and its degradation product-
scopolamine hydrobromide in eye drops at a concentration of 1% (with sodium
chloride), 2% (with sodium chloride) and 2% (with buffer F 6.45) active
substance was developed.

During the development of the method, various mobile and stationary
phases were tested. For the validation was chosen column Ascentis Express F5
(100 x 4.6 mm, 2.7 um). The mobile phase was composed of acetonitrile and
phosphate buffer in a ratio of 9:91 (V/V). Phosphate buffer contained 3.12%
agueous solution of sodium dihydrogen phosphate dihydrate and 200 pl of
triethylamine. Buffer pH was adjusted with phosphoric acid 85% to the value
2.5. Injection volume was 5 pl, flow rate was 1.1 ml/min and UV detection was
performed at a wavelength of 210 nm. Analysis time was less than 6.5 minutes.

Analyzed solution contained standard solution homatropine hydrobromide
at a concentration of 25 mg/100 ml, and its degradation product scopolamine
hydrobromide at a concentration of 0.5 mg/100 ml.

The developed method was completely validated and test suitability of the
chromatographic system has been worked out. Validation parameters were
evaluated: precision, accuracy, selectivity, linearity, robustness, stability and
detection limit. Validation method provides precise and accurate results; it is

suitable for using in the routine analysis in the control laboratory.
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SEZNAM ZKRATEK

a

Ao

An

Ar

As

ACN
AV-blok

c

Co

C8 kolona
C18 kolona
CL

F5 kolona
F pufr
GIT

HIC

HILIC
HPLC

HS F5
CHOPN
IS

K

LOD

LOQ

M receptor
MEKC
MF

MLC

m

n

plocha piku / koncentrace necistoty v mg/1000 ml
plocha piku / koncentrace stanovené latky v mg/100 ml
plocha piku v ¢ase pfipravy

vloZena plocha piku

pomér ploch pikd pfi méfeni robustnosti

faktor symetrie

acetonitril

atrioventrikularni blok

nameéfena koncentrace

vloZzena koncentrace

silikagelova kolona s 8 mi uhlikatym postrannim fetézcem
silikagelova kolona s 18 ti uhlikatym postrannim fetézcem
Cesky |ékopis

pentafluorofenylova kolona

fosfatovy pufr

gastrointestinalni trakt

hydrofobni interak&ni chromatografie

hydrofilni interakéni chromatografie

vysokoucinna kapalinova chromatografie
pentafluorofenylpropylova kolona

chronicka obstrukéni plicni nemoc

vnitfni standard

plocha piku / vySka piku stanovené latky

detekéni limit

kvantitativni limit

muskarinovy receptor

micelarni elektrokineticka chromatografie

mobilni faze

micelarni kapalinova chromatografie

hmotnost

pocet €lend



NacCl chlorid sodny

rt nejvétsi kladna amplituda Sumu
r nejvétsi zaporna amplituda Sumu
R koeficient korelace

R vytéznost

Rs rozliSeni

RSD relativni smérodatna odchylka
SD smérodatna odchylka

Sn smérodatna odchylka Sumu s,=(r"-r)/5
St faktor stability

tr retencni ¢as

X prumér hodnot

z naboj molekuly
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1 UVvOD

Homatropin-hydrobromid se fadi mezi parasympatolytika a v o¢nim
|ékafstvi je pouzivan diky schopnosti antagonizovat Ucinky acetylcholinu na
muskarinovych receptorech. Diky témto u¢inkim dojde v oku k rozSifeni zornice
a paralyze ciliarniho svalu.

O¢ni  kapky s homatropin-hydrobromidem se pouZzivaji k vyvolani
cykloplegie a jako soucast terapie uveitidy [1].

Hlavnim pozadavkem pfi vyvoji nové analytické metody byla schopnost
stanoveni homatropin-hydrobromidu i jeho degrada¢niho produktu, skopolamin-
hydrobromidu. Bylo nutné, aby metoda byla proveditelna v béznych
laboratornich podminkach, nevyZadovala slozitou pfipravu analytickych vzorku
a nebyla ¢asové naro¢na. Vyvinuta HPLC metoda spliiuje vSechny pozadavky a

celkova analyza nepfesahuje 6,5 minuty.
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2 CIL AZADANI PRACE

Cilem rigorézni prace byl vyvoj metody pro HPLC stanoveni homatropin-
hydrobromidu v o¢nich kapkéach o koncentraci 1% (s chloridem sodnym), 2% (s
chloridem sodnym) a 2% (s pufrem F 6,45). Nasledné byla provedena validace
metody prokazujici spravnost, pfesnost, linearitu metody a vhodnost pro

zamysSlené pouZiti.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Vysokou €éinna kapalinova chromatografie

v s

HPLC je v sou€asnosti jedna z nejprogresivnéjsich analytickych metod. Je
to separacni metoda umoznujici déleni smési latek na adsorpéni koloné
v pratokovém systému. HPLC umoznuje kvalitativni i kvantitativni hodnoceni
separovanych sloZzek smési s vysokou citlivosti, selektivitou a v relativné
kratkém Case za vyuziti velmi malého mnoZstvi vzorku. Z HPLC z&znamu je

mozné ziskat informace o identité, Cistoté a obsahu stanovované latky [2,3].

3.1.1 Klasifikace HPLC metod

3.1.1.1 Klasifikace HPLC metody na zaklad & mechanismu retence

a) Normalni systém fazi- normalni systém fazi znaci systém, ve kterém

je stacionarni faze vice polarni nez faze mobilni. Tato metoda se
pouziva pro analyzu latek rozpustnych v nepolarnich rozpoustédlech
[3,4].

b) Reverzni systém fazi- reverzni systém fazi je mnohem rozSifenéjsi,

umozniuje separaci velkého mnoZstvi latek s rdznymi skupinami.
Analyza je provedena v systému obsahujici nepolarni stacionarni fazi
a polarni mobilni fazi. Jako mobilni faze se pouziva nejCastéji smés
vodné slozky (voda, zfedéné vodné roztoky kyselin nebo bazi, pufry)

s polarnimi organickymi rozpoustédly misitelnymi s vodou [3,4,5].

3.1.1.2 Klasifikace HPLC metody na zaklad & principu separace

K separaci latek pomoci HPLC Ize vyuZzit vSech vratnych dvoufazovych
separacnich postupl: adsorpci, rozdélovani, iontovou vymeénu a sitovy efekt
gelu. Diky tomu je mozn& separace vSech organickych latek rozpustnych ve

vodé, zifedénych kyselinach nebo organickych rozpoustédlech [6].
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a) Adsorpéni chromatografie- principem separace je rdzna

b)

d)

f)

adsorbovatelnost separovanych latek na povrch absorbentu.

Rozdélovaci chromatografie- podstatou separace je rozdilna

rozpustnost délenych latek ve dvou vzajemné nemisitelnych
kapalindch, pfiemz kapalina pouZitd jako stacionarni faze je

zakotvena na vhodném nosiéi.

lontové vyménna chromatografie- k separaci latek dochazi na

zakladé razné afinity délenych latek (iontl) kiontovyménnym
skupinam iontoméni¢e. U této chromatografie je nutnd pfFitomnost

iontoménice jako stacionarni faze.

Gelova chromatografie- pfi gelové chromatografii dochazi k separaci
latek na zakladé ruzné velikosti molekul. Smés latek je nesena
mobilni fazi kolonou naplnénou polymerni stacionarni fazi, pficemz
malé molekuly pronikaji do pérd a jsou pfi eluci zbrzdovany a velké

molekuly vych&zi z kolony bez zdrzeni [2].

Afinitni _chromatografie- tato metoda je zaloZzena na schopnosti

biologicky aktivnich latek vytvaret reverzibilni komplexy se
specifickym ligandem navazanym na specificky nosi¢. V koloné po
naneseni vzorku dojde k tvorbé komplexu, zatimco ostatni latky jsou
z kolony vymyty. Po naneseni tlumivého roztoku nebo specifického

protiligandu dojde k uvolnéni a vymyti dané biomolekuly [7].

Hydrofilni __interakéni  chromatografie  (HILIC)- HILIC je

chromatograficka metoda, pfi které analyty interaguji s hydrofilni
stacionarni fazi a eluce je provadéna relativné hydrofobni mobilni fazi
obsahujici vodnou slozku jako silné eluéni ¢&inidlo. Mechanismus
zodpovédny za separaci neni plné objasnén, ale je povaZzovan za

komplexni.
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)

h)

Vicemodalni _chromatografie- takto je definovana separace, ktera

umoznuje soucasné ovliviiovat vice nez jeden vyznamny separaéni
mechanismus. U stacionarnich fazi se uplatriuje pfedevSim iontova
sila mobilni faze, ktera urCuje vyménu iontd, pH mobilni faze, které
ovliviiuje ionizaci stacionarni faze a analytd, a hydrofobicita, ktera
ovliviiuje hydrofobni interakce. Stacionarni faze maji jako zaklad
hydrofobni skelet, do néhoz jsou vclenény kladné nebo zaporné
nabité funkéni skupiny. U vicemodalnich stacionérnich fazi mohou byt

uplatnény mechanismy rozdélovani, elektrostatické interakce a HILIC

[5].

Micelarni  kapalinova  chromatografie (MLC) a micelarni

elektrokineticka chromatografie (MEKC)- pro uUspéSnou separaci je

nutné, aby v mobilni fazi nebo v pracovnim elektrolytu vznikly micely.
Vznik micel zavisi na koncentraci tenzidu v rozpoustédle.

-v MLC micely slouzi jako Uplnd nebo cCaste¢na nahrada
polarniho organického rozpoustédla ve vodné-organické mobilni fazi
v systémech sreverzni fazi. Princip separace je zaloZzen na
rozdélovani analyzovanych latek mezi tfemi fazemi: vodnou féazi,
micelarni pseudofazi a stacionarni fazi pokrytou tenzidem. V MLC
systémech dochazi k adsorpci tenzidu na stacionarni fazi. Nejvétsi
vyhoda MLC se projevi pfi stanoveni latek v biologickém materialu,
kdy odpada problém s uUpravou vzork( prfed analyzou. Micely
solubilizuji  bilkovinnou matrici, takZze nedochazi k ucpani kolony
matrici.

-MEKC je elektromigracni technika vyuzivajici micely pro
separaci neiontovych latek. Pro separaci je nutné pfidani tenzidu do
pracovniho elektrolytu, nejcastéji anionického tenzidu. V elektrolytu
vznikaji negativné nabité micely, které v elektrickém poli migruji

smérem k anodé [5,8].
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)

)

3.1.1.3

a)

b)

Hydrofobni interakéni_chromatografie (HIC)- tato separaéni metoda

pouziva vodnou mobilni fazi bez pfidavku organickych rozpoustédel.
Retence analytll je ovliviovana pfidavkem organickych nebo
anorganickych soli do vody. HIC byla primarné pouZzita pro separaci
proteinu, protoze pritomnost organickych rozpoustédel v mobilni fazi

vede k jejich denaturaci [5].

Chirdlni _chromatografie- separace enantiomerld neni mozna na

béznych stacionarnich fazich, pro jeji realizaci je nutné pouziti
chiralniho selektoru. Vznik diastereoizomeru, které dovoluji separaci
paru enantiomerq, je mozné uskutecnit dvéma zpusoby:

v

-pfima___separace- je separace za vzniku transitniho

diastereoizomeru, ktery vznika mezi chiraini stacionarni fazi nebo
chiralnim selektorem v mobilni fazi a enantiomerem.

-nepfimé separace- diastereocizomer vznikd chemickou reakci

mezi chiralnim c&inidlem a parem enantiomerd. Chiralni
derivatizace probihd reakci chiradIni molekuly s chiralnim
derivatizaénim c¢inidlem na dva diastereomerni derivaty, které

mohou byt separovany pomoci konven&ni chromatografie [5].

Klasifikace HPLC dle kontinuity mobilni faz e

Isokratick& eluce- pfi isokratické eluci dochazi od zacatku do konce

k separaci pomoci mobilni faze se stale stejnymi vlastnostmi. Je
vhodna pro separaci latek se stejnou afinitou ke stacionarni fazi, kdy

jsou separovany rychle jedna za druhou.

Gradientova eluce- pfi gradientové eluci dochazi k prGbézné zméné

sloZzeni mobilni faze, ¢ehoz se vyuziva k dosahnuti separace smési
obsahujici latky s raznou afinitou ke stacionarni fazi. Na zacatku
analyzy se pouziva mobilni faze s nizkou eluéni silou, pozdéji se tato

faze méni na mobilni fazi s vyssi eluéni silou [3].
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3.1.1.4 Klasifikace HPLC dle typu analyzy

a) Kvalitativni analyza- kvalitativni analyza slouzi pro identifikaci slozek
smeési. Pro identifikaci jsou dulezita data jako retenéni €as, retencni
objem a retenc¢ni index. NejvyhodnéjSi postup pro identifikaci latek je
porovnani retenénich charakteristik daného piku s Gdaji standardnich

latek [6].

b) Kvantitativni analyza- kvantitativni zastoupeni urcité latky ve smési je

dano plochou pod pikem dané latky, popfipadé srovnani vySek piku
latky a standardu, coZ je mozné pouze V pfipadé absolutné
symetrickych pikd. Pro stanoveni se pouZivaji dvé metody [6]:

-metoda vn &jSiho standardu - analyza spociva ve dvou krocich.
Nejprve se na kolonu davkuje roztok analyzovaného vzorku a poté se
nastfikne roztok vnéjSiho standardu. Jako vnéjSi standard se nejCastéji
pouziva standard stanovované latky nebo u sloZzenych pfipravkd jedna
ze slozek dané smeési. Koncentrace latek se vypocita z poméru ploch
(vySek) piku stanovovanych latek a vnéjSich standardu.

-metoda vnit fniho standardu - pfi stanoveni metodou vnitiniho
standardu se ke zndmému objemu roztoku vzorku pfFidad definovany
objem roztoku vnitfniho standardu a nastfikne se na kolonu. Vnitfni
standard musi byt eluovan v blizkosti piku analyzované latky, musi mit
podobnou koncentraci a musi byt chemicky inertni. Koncentrace latek se
vypocita z poméru ploch (vySek) pika stanovovanych latek a vnitfniho

standardu. Tato metoda je méné ¢asoveé narocna a také presnéjsi [9].
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3.1.2 Instrumentace

Kapalinovy chromatograf se sklada ze zasobniku mobilnich fazi, pumpy,
umoznujici tok mobilni fadze a vzorku systémem, davkovaciho zafizeni, kolony,

detektoru, zasobniku odpadu a ze zafizeni na zpracovani dat [3].

Hh o=

Obr. 1. Schéma kapalinového chromatografu: 1-zasobnik MF, 2-odplyriovac, 3-
smésovac, 4-vysokotlaké cCerpadlo, 5-davkova¢ vzorku, 6-chromatograficka

kolona, 7-detektor, 8-sbérac frakci, 9-datova stanice [5]

3.1.2.1 Zasobnik mobilni faze

HPLC aparatura mize obsahovat jeden nebo vice zasobnikd mobilni
faze. Jsou to sklenéné nadoby o rizném objemu. Zasobniky vétSinou obsahuji
zafizeni pro odplynéni fazi, slouzici k odstranéni bublin plynu a prachovych

¢astic z kapaliny [10].

3.1.2.2 Cerpadla

Naroky na cCerpadla jsou velmi vysoké. Jsou proto konstruovany z velmi
odolnych materialt, které odolavaji korozi i adsorpci vzorkd. Nej¢astéji jsou
z oceli nebo titanu. Nékdy mohou byt Cerpadla také z nekovovych materiald,

napfiklad z teflonu nebo keramiky. Vnitfni objem cCerpadla by mél byt co
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nejmensi, aby byla moZna rychla vyména mobilni faze. Cerpadla musi umoZnit
variabilni pratok kapaliny od 0,1 do 10 ml/min pfi tlaku az do 100 MPa, aniz by
doSlo k vyraznému kolisani. Prutok mobilni faze musi byt bezimpulsni, bez

monoténnich zmén, pfesny a spravny (odchylka do 1 %) [3,5,10].

3.1.2.3 Davkovaci za rizeni

Kvalita separace latek na chromatografické koloné je zavisla na kvalité
davkovani vzorku. Kratké a prudké davkovani zvySuje pfedpoklad Uzkych a
ostrych pika. PFfi nedokonalém davkovani maze dochazet k rozmyvani piku
vlivem mimokolonového pfispévku davkovaciho zafizeni. V sou€asné dobé se
pouzivaji smycCkové davkovaCe na principu pfepinacich ventili nebo

automatické davkovace- autosamplery [5,11].

3.1.2.4 Kolony

Kolony se nejCastéji pouzivaji z nerezové oceli, vétSinou o délce 10 — 30
cm a vnitfnim praméru 3 — 5 mm. Tyto kolony jsou naplnény sorbenty o velikosti
¢astic nejCastéji 5 nebo 10 um. Nové vyvinuté kolony maji mnohem mensi
rozmeéry, ¢asto mezi 3 — 7,5 cm a vnitini primér je 1 — 4,6 mm. Velikost ¢astic
v téchto kolonach je 3 nebo 5 um, pro lepSi separaci se pouZivaji ¢astice o
velikosti 2,7 um, popfipadé mensi, zde je vSak nutna Uprava systému, protoze
stoupa zpétny tlak na koloné a v celém HPLC systému. Napli kolony musi byt
naprosto homogenni a rovnomérna, proto se pouzivaji kolony plnéné a

testované pfimo vyrobcem [3,6,10].

3.1.2.4.1 Stacionarni faze na bazi silikagelu

VétSina bézné pouzivanych chromatografickych kolon obsahuje
silikagelovy nosi¢. Jeho vyhodami jsou vysoka ucinnost, relativné vysoka
mechanicka pevnost umoZziujici separaci pfi vysokem tlaku a moZznost
separace Vv pritomnosti organickych rozpoustédel, protoZe v jejich pfitomnosti

nebobtna ani se nerozpousti. Mlze byt pouzit samotny silikagel nebo silikagel
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s navazanymi chemickymi ligandy a Ize jej pfipravit ve velmi Cisté formé s razné
modifikovanymi fyzikalnimi vlastnostmi. Silikagel je také mozné pouzit pfi
vysokych teplotach, je stabilni pfi teplotich az do 200°C. Nevyhodou je
omezené pouZiti pfi zasaditém pH, kdy dochézi k rozpousténi silikagelu [5,11].

Termodynamické chovani analytd je uréeno fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi stacionarni faze a dynamické vlastnosti jsou dany strukturou a
velikosti ¢astic nosiCe. Jako nosi¢ je pouzivan silikagel, jehoZz povrchové
hydroxylové skupiny jsou modifikovany chemickou reakci s pFisluSnym
ligandem [5].

Mezi nejCastéji pouzivané chemicky vazané stacionarni faze pati:

-faze s chemicky vazanymi alkyly o délce uhlikového fetézce C, —

Cso, popfipadé fenylové, alkylfenylové nebo bifenylové.

-faze s chemicky vazanou aminopropylovou a kyanopropylovou

skupinou patfi mezi stfedné polarni faze, umoznujici separaci na normalnich,
reverznich fazich i v modulu HILIC. Aminové faze maji také slabé vlastnosti
iontoménice.

-diolové faze mohou byt pouzity v systému s normalnimi,

reverznimi fdzemi, pro iontovou vymeénu i v modulu HILIC.

-nitrofenylové a pentafluorofenylpropylové faze uplatiuji hlavné 1r-

donor a t-akceptorové interakce s analytem, proto maji jinou selektivitu na
normalnich nebo na reverznich fazich [5].

-silikagelové faze pro separace s mobilnimi fazemi s vysokym

obsahem vody jsou uréeny k separaci velmi polarnich latek. Vznikaji pouzitim

silaniza¢nich ¢&inidel s polarnimi sekundarnimi amidovymi ¢&i karbaméatovymi
skupinami, které puasobi jako vloZzka mezi povrchem silikagelu a dlouhymi alkyly

stacionarni faze [12].

3.1.2.4.2 Stacionarni faze na bazi oxid & kov a

Jako stacionarni faze pro HPLC se pouZivaji oxid zirkoni€ity a titanicity.
Oxid zirkoniCity Ize pfipravit ve formé& monodisperznich poréznich kulovych
Céastic, které v mnoha pfipadech vykazuji srovnatelnou ucinnost jako

silikagelové Castice, ale vykazuji vynikajici stabilitu pfi pH az do hodnoty 14, a
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jsou vysoce odolné. PFitomnost adsorpénich center charakteru silnych
Lewisovych kyselin v8ak vyZaduje pfisadu pufra, které kompenzuji silné
interakce center s hydroxylovymi, fosfatovymi, fluoridovymi &i karboxylovymi

funk&nimi skupinami v molekuléch latek [12].

3.1.2.4.3 Polymerni stacionarni faze

Polymerni stacionarni faze byly zkouméany s mySlenkou nahradit
silikagelové stacionarni faze. Jejich vyhodou je vysoka chemicka i tepelna
stabilita. Moderni polymerni stacionarni faze jsou tvofeny siti malych mikrosfeér,
které vytvari porézni strukturu. Nevyhodou je pfitomnost mikroporu o velikosti 1
nm v ¢asticich polymerniho sorbentu, které brani pfevodu hmoty, dale srazeni
¢i bobtnani polymera pfi vysokém obsahu organické slozky v mobilni fazi a
moznost pouZiti pfi tlaku pouze do 20 MPa.

Polymerni sorbenty se nejéastéji vyuzivaji pro analyzu proteind,

glykoproteina a peptida [5].

3.1.2.4.4 Hybridni stacionarni faze

Hybridni anorganicko-organické stacionarni faze vznikaji reakci
anorganického silikagelu a organického organosilanu za vzniku hybridni
Céastice. Tyto stacionarni faze kombinuji nejlepSi vlastnosti silikagelu (vysoka
acinnost a mechanicka odolnost) s vlastnostmi polymernich sorbentt (vysoka

pH stabilita a snizeny efekt rezidualnich silanold) [13].

3.1.2.4.5 Stacionarni faze na bazi grafitového uhli  ku

Porézni grafitovy uhlik je pouzivan od roku 1988 a je charakterizovan
silnymi adsorpénimi vlastnostmi. Vyhodou uhlikovych stacionarnich fazi je
vysoka stabilita vaci agresivnim mobilnim fazim v celém rozmezi pH, stabilita
vuci vysokym teplotdm, moznost zmény retence bazickych latek zménou pH
mobilni faze a predvidatelngjSi chovani ve srovnani s alkylsilikagely. Diky

ploché struktufe dochazi ve vétSi mife k interakcim s planarnimi molekulami

21



nez s prostorové usporadanymi molekulami, které mohou interagovat se
stacionarni fazi pouze malou ¢asti molekuly. Plocha struktura je také didvodem

vysoké stereoselektivity [5].

3.1.2.4.6 Monolitické kolony

Monolity jsou separacni média, kterd jsou tvofena jedinym kusem
porovitého materialu vypliujicim vnitfni ¢ast kolony. Neobsahuji mezi¢asticové
prostory, proto veSkera mobilni faze musi protékat makropéry monolitu. Stfredné
velké pory (mesopory) poskytuji monolitu dostateéné velky povrch, a tim
vysokou separacéni kapacitu. Tato struktura umoznuje vysoké pritoky mobilni
faze bez pfiliSného zvySeni tlaku a bez ztraty separaéni Gcinnosti i pro

separované makromolekuly [14,15].

3.1.2.5 Detektory

Detektory jsou v HPLC zafazeny za chromatografickou kolonu a
zaznamenavaji rozdil v signalu mezi prichodem c¢isté mobilni faze a mobilni
faze obsahujici analyt. NejCastéji se déli na koncentraéni, které reaguji na
zménu hmotnostni koncentrace slozky nezavisle na rychlosti pfivodu slozky do
detektoru a hmotnostni, které reaguji na zménu hmotnostniho toku slozky do
detektoru. DalSim zpusobem je déleni na destrukéni a nedestrukéni.
V destrukénich detektorech se detekovana komponenta ireverzibilné méni,
zatimco v nedestrukénim nedochazi k chemické zméné detekovatelné
komponenty [5].

-spektrofotometricky detektor je nejCastéji pouzivanym detektorem

v chromatografii. Je zaloZen na principu absorpce zafeni urcité vinove délky
v oblasti vinovych délek 190 — 800 nm. Podle konstrukéniho uspofadani se déli
na detektory s fixni vinovou délkou (nejCastéji 253,7 nm) pouzivajici nizkotlakou
rtutovou vybojku, detektory s ménitelnou vinovou délkou s pfedem danymi
vinovymi délkami, detektory s programovatelnou vinovou délkou a detektory
s diodovym polem, které snimaji celé spektrum v realném Case bez preruSeni

chromatografické separace [2,5].
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-fluorimetricky detektor se pouziva, pokud analyzovana latka vykazuje

fluorescenci nebo pokud je nefluoreskujici latku mozné derivatizaci prevést na
fluoreskujici derivat. Tyto detektory jsou zaloZzeny na méfeni emisniho zareni,
které latka vyda pro absorpci excitaéniho zarfeni, které zpuasobi pFechod
molekuly ze zakladniho singletového elektromagnetického stavu do ruznych
vibra¢nich hladin excitaniho singletového elektromagnetického stavu.
Absorbovanou energii mize excitovana molekula vyzafit jako fluorescenci,
pfemeénit jinym mechanismem na energii vibra¢ni, nebo pfedat jinym molekuldm
[2,5].

-elektrochemicky detektor je vyuZivan pro stanoveni latek, které jsou

schopné elektrochemické reakce probihajici na fazovém rozhrani elektroda-
mobilni faze. Tyto detektory méfi urcitou elektrochemickou veli¢inu vyvolanou
prichodem latky pratokovou celou detektoru, ve které jsou umistény elektrody
s vloZzenym pracovnim napétim nezbytnym k pribéhu elektrochemické reakce

[5].

-refraktometricky detektor je zaloZzen na méreni rozdilu indexu lomu mezi

mobilni fazi a eluentem. Podminkou pro spravné méfeni je pfesna temperace.
Tento detektor neni mozné pouzit pro gradientovou eluci [16].

-vodivostni _detektor méfFi elektrickou vodivost eluentu vytékajiciho

z kolony mezi dvéma elektrodami v prutokové cele. Vodivostni detektor se hodi
pouze pro detekci iontl, které zprostfedkovavaji vedeni proudu v roztocich.
Mobilni faze by méla byt nevodiva, coz neni pro separaci iontl Uplné vhodné,
proto je tfeba pfidat do mobilni faze malo koncentrovanou slabé vodivou sul [7].

-bezkontaktni vodivostni detektor je takovy, kdy pfi detekci nejsou

elektrody v pfimém kontaktu s analyzovanym roztokem, ale jsou umistény na
vnéjSich sténach kapilary z nevodivého materialu. Dvé z elektrod vysilaji
vysokofrekvencni signal a dvé z nich signal pfijimaji. Tento signéal je zesilen a
registrovan [5].

-hmotnostné spektrometricky detektor patfi mezi univerzalni detektory,

umoznujici potvrzeni totoznosti analyzované molekuly. Bé&hem procesu
identifikace musi nejdfiv dojit k ionizaci vzorku, rozdéleni molekul podle poméru

hmotnosti a naboje (m/z), jejich urychleni v analyzéatoru a detekci iontl [3,5].
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-univerzalni_detektory na bazi aerosolu umoznuji detekci jakychkoliv

analyti bez ohledu na jejich vlastnosti. Pfed vlastni detekci je nutné preveést
eluent na kapky aerosolu nebulizaci a odpareni mobilni faze. Mezi takove
detektory se fadi odparfovaci detektor rozptylu, detektor nabitého aerosolu a

detektor vyuZzivajici nukleaéni technologie (nano quantity analyte detector) [5].
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3.1.3 Validace HPLC metody

Analytické metody musi byt dostate¢né pfesné a spolehlivé. Tyto
parametry musi byt experimentalné ovéfeny a doloZzeny procesem, ktery se
nazyva validace analytické metody. Validace je série experimentl, ktera
potvrdi, Ze metoda dava reprodukovatelné a spolehlivé vysledky a je vhodna
pro zamyslené pouziti [17].

Validace se provadi pfi vyvoji novych metod, pokud doSlo ke zméné
metody, ma-li byt metoda prenesena do jiné laboratofe, nebo pfi prikazu
rovnocennosti dvou metod. Hodnoty validaénich parametrd musi byt zaneseny

do validaéniho protokolu, ktery musi obsahovat také nalezitou dokumentaci [9].

3.1.3.1 Test zp Gsobilosti chromatografického systému

U instrumentalnich fyzikalné-chemickych metod neni mozné pFesné
definovat vSechny podminky, za kterych ma& byt metoda pouzita, aby
poskytovala spolehlivé vysledky. Test zplUsobilosti se zkousi pfi kazdém pouZiti
metody (pf. zména chromatografického systému, pouZiti metody v jiné
laboratofi) na dalSi sérii analytt a spInénim jeho poZzadavkl se predpoklada, ze
jiz dfive provedena validace je platna [9,17].

Zakladnimi  G0daji  testu  zpUsobilosti jsou pozadavky na
reprodukovatelnost chromatografického systému, rozliSeni, pocet teoretickych

pater a symetrii piku [17].

3.1.3.2 Presnost

Pfesnost analytické metody je mira shody mezi jednotlivymi vysledky
metody opakované provadéné s homogennim vzorkem. Dany vzorek se
Sestkrat analyzuje kompletnim postupem vcetné pfipravy vzorku. Vysledek
méreni se vyjadfuje jako relativni smérodatna odchylka ze Sesti stanoveni. Dle

podminek opakovani metody se rozliSuje opakovatelnost a reprodukovatelnost.
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a. Opakovatelnost - pfi stanoveni opakovatelnosti se metoda provadi

jednim analytikem, na tomtéz pfistroji, se stejnymi Cinidly na tomtéz
homogennim vzorku.

b. Mezilehla p fesnost - metoda se provadi s raznymi €inidly, analytiky i

pristroji, vrizny den, ale vjedné Ilaboratofi a se stejnym
homogenizovanym vzorkem.

c. Reprodukovatelnost - pfi méfeni reprodukovatelnosti se metoda

provadi na jednom homogennim vzorku, ale v riznych laboratofich,

riznymi analytiky, s raznymi Cinidly i pfFistroji [9,17].

3.1.3.3  Spravnost

Spravnost je odchylka vysledku metody od spravné hodnoty. Spravnou
hodnotu Ize zjistit bud’ jinou nezavislou metodou s ovéfenou spravnosti, nebo
se pfipravi modelovy vzorek ze vSech sloZzek pripravku a pfesné pfidaného
standardu. Spravnost se hodnoti z vysledk( analyzy nejméné Sesti vzorkl a
vyjadri se jako rozdil ziskané a spravné hodnoty nebo jako vytéznost [9,17].

Vytéznost=(nalezeni hodnota/spravna hodnota)x100

3.1.3.4 Linearita

Linearita je schopnost metody poskytnout v daném rozsahu pfijatelnou
linearni korelaci mezi odezvou detektoru a koncentraci stanovované latky.
Linearita je v analytické chemii pfima zavislost jedné veliCiny na druhé,
nezavisle proménné, kdy jedna hodnota je nasobkem proménné veliiny,
pfipadné je ksoucinu pfictena konstanta. Obecné se jedna o pFimkovou
zavislost, kdy musi byt vhodné zvolen kalibracni model a metoda vyhodnoceni
linearity.

Tésnost vzajemné zavislosti dvou nahodnych proménnych charakterizuje
korelacni koeficient (R). PFi linearni zavisti nabyva hodnoty +/- 1 a ¢im vice se
blizi hodnoté 1, tim je zavislost proménnych tésnéjSi. Korelacni koeficient je

nejCastéjSi zpusob hodnoceni linearity [18].
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3.1.3.5 Rozsah

Rozsah vychazi zlinearity a udava koncentraCni hranice, ve kterych

muaZe byt metoda pouzivana [9].

3.1.3.6 Robustnost

Robustnost metody je definovana jako mira vlivu mirného kolisani
jednotlivych parametrd metody na vysledek stanoveni nebo také jako mira
kapacity metody poskytovat shodné vysledky pfi jejim reprodukovani za

nepatrné zménénych podminek [18].

3.1.3.7 Selektivita

Selektivita je definovana jako schopnost metody poskytnout informaci o
kvalitativnim i kvantitativnim sloZeni vzorku v pfitomnosti interferujicich latek,

jez lze ocekéavat [9,18].

3.1.3.8 Detekéni a kvantitativni limit

Limit detekce (LOD) odpovida koncentraci, pro kterou je analyticky signal
statisticky vyznamné odliSitelny od Sumu.
Limit kvantifikace (LOQ) odpovida koncentraci, pfi které pfesnost a
spravnost stanoveni dovoluje kvantitativni hodnoceni.
Hodnoty LOD a LOQ jsou silné zavislé na zpusobu vypodtu, proto je nutné
jej uvést [18].
LOD=(3xspxK)/a
LOQ=(10xs,xK)/a
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3.2 Parasympatolytika

Parasympatolytika jsou latky, chovajici se jako kompetitivni reverzibilni
antagonisté acetylcholinu na muskarinovych receptorech a inhibujici
parasympatickou aktivaci. U&inek na nikotinovych receptorech zpusobuje
blokaci parasympatické aktivace ve vegetativnich gangliich. Tyto latky se
oznacuji jako ganglioplegika neboli periferni myorelaxancia. V pfirodé se

vyskytuji v mnoha rostlinach ¢eledé Solanaceae [19,20].

3.2.1 Uéinek parasympatolytik

Mezi projevy parasympatolytického 0c&inku patfi mydridza, zvySena
srdec¢ni frekvence, spasmolyza, zpomalena peristaltika GIT, sniZzena sekrece
slz, slin, potu, bronchd a Zaludku [21].

Uginek projevujici se jiz pFi velmi nizkych davkach (0,5 — 1 mg) je snizeni
¢innosti sekre€nich Zlaz, které je doprovazeno suchymi sliznicemi v Ustech,
bronsich, sliznici Zaludku a nedostate¢nou tvorbou potu se suchou a teplou
pokozkou. Tohoto Uginku se vyuziva hlavné pfi snizovani nadmérné bronchialni
sekrece prfed inhalaéni anestézii nebo pro snizeni sekrece kyseliny
chlorovodikové v Zaludku [20,22].

PFi podani stfednich davek (1 — 2 mg) se projevi tachykardie blokadou
muskarinovych M, receptorl v sinoatrialnim uzlu. V praxi je mozZné pouZzit
ipratropium pfi bradykardii nebo k facilitaci pfevodu vzruchu pfi AV-bloku
[20,22].

V praxi se velmi vyuziva Gcinek parasympatolytik na bronchy. Plsobenim
na Ms; receptory dochazi k bronchodilataci a k inhibici mukociliarni funkce.
Nevyhodou je ale kumulace bronchialniho sekretu v bronsich. Tuto nevyhodnou
vlastnost postrada ipratropium, proto se také vyuziva v terapii CHOPN, méné
Casto pfi terapii astmatu [20].

Pro svlj spasmolyticky U€inek se vyuzivd N-butylskopolamin k terapii
Zlu€ovych ¢i renalnich kolik. Spasmolyticky ucinek se projevuje diky schopnosti

primo relaxovat hladkou svalovinu [22].
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3.2.2 Mydriatika a cykloplegika

Uginek na oko se projevuje po podani stfednich davek atropinu (1 — 2
mg). Po podani parasympatolytika dochazi ke sniZzeni tonu muscullus sphincter
pupillae a k nasledné mydriaze a poruSe akomodace (cykloplegie). Tento
ucinek se vyuziva v diagnostice pro vySetifeni o¢niho pozadi [20,22].

Z parasympatolytik se jako mydriatika a cykloplegika vyuZivaji kratkodobé
puasobici latky podané lokalné- atropin, skopolamin, homatropin a tropikamid.
0,5% tropikamid a 1% homatropin jsou slaba, kratce pusobici mydriatika
pouzivana k vySetfeni o¢niho pozadi. Atropin vyvolava cykloplegii, proto je v
praxi pouzivan k vySetfeni refrakce u malych déti a k terapii i profylaxi zadnich

synechii [1].
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3.3 Homatropini hydrobromidum

Lékopisny nadzev: Homatropini hydrobromidum, Homatropin-hydrobromid

Strukturni vzorec:

HEBr

Obr. 2: Homatropin-hydrobromid [23]

Sumarni vzorec: C16H2,BrNO3

Molarni hmotnost: 356,26 g.mol™

Chemicky nazev: (1R,3r,5S)-8-methyl-8-azabicyklo[3.2.1]Joktan-3-yl-(2RS)-2-
hydroxy-2-fenylacetat-hydrobromid

Vlastnosti: Bily nebo téemér bily krystalicky praSek nebo bezbarvé krystaly.
Snadno rozpustny ve vodé, mirné rozpustny v etanolu 96%. Teplota tani asi
216°C, za rozkladu.

Skladovani: Chranén pred svétlem [23]

ATC klasifikace: SO1FAO5 [1]

3.3.1 Charakteristika

Mydriaticky a cykloplegicky u€inek homatropin-hydrobromidu nastupuje do
20 minut po aplikaci, maximalni U¢inek se projevuje za 30 — 60 minut a
pretrvava 1 — 3 dny. Po aplikaci do spojivkoveho vaku se z vétSi casti
vstifebava. Homatropin-hydrobromid je indikovan k vyvolani cykloplegie pred

méfenim refrakce a také je soucCasti komplexni IéCby uveitidy [1].
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3.4 Scopolamini hydrobromidum

Lékopisny nazev: Scopolamini hydrobromidum, Hyoscini hydrobromidum,

Skopolamin-hydrobromid

HEY
Obr. 3: Skopolamin-hydrobromid [23]
Sumarni vzorec: C17H22BrNO,
Molarni hmotnost; 438,31 g.mol™
Chemicky nazev: (1R,2R,4S,5S,7s)-9-methyl-3-o0xa-9-azatricyklo-

[3.3.1.0**]nonan-7-yl-(2S)-2-fenyl-3-hydroxypropanoat-hydrobromidu
Vlastnosti: Bily nebo témér bily krystalicky praSek nebo bezbarvé krystaly, na
vzduchu zvétravajici. Snadno rozpustny ve vodé, dobfe rozpustny v etanolu
96%

Skladovani: Ve vzduchotésnych zcela naplnénych maloobjemovych obalech,
chranén pred svétlem [23]

ATC klasifikace: SO1FA02 [1]

3.4.1 Charakteristika

Mydriaticky a cykloplegicky ucinek skopolamin-hydrobromidu nastupuje do
20 — 30 minut po aplikaci, maximalni u¢inek se projevuje za 60 — 120 minut a
pretrvava 3 — 7 dni. Po aplikaci do spojivkového vaku se z vétsi Casti vstfebava.
Skopolamin-hydrobromid je indikovan k vyvolani cykloplegie pfed méfenim
refrakce, k vyvolani mydridzy pfed diagnostickym vykonem na oku nebo po
nitrooénim chirurgickém zékroku. Skopolamin-hydrobromid se také vyuziva
vterapii a profylaxi zadnich synechii, terapii iridocyklitidy a je soucasti

komplexni IéEby uveitidy [1].
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3.5 ReSerse publikovanych HPLC metod

Byly vyvinuty rdzné metody pro stanoveni homatropin-hydrobromidu,
skopolamin-hydrobromidu nebo jinych tropanovych alkaloidd pomoci HPLC

metody. V nasledujicich odstavcich jsou uvedeny parametry nékterych z nich.

3.5.1 Lékopisna metoda pro stanoveni p Fibuznych latek v surovin &
homatropin-hydrobromid

Stacionarni faze: C18 kolona, 100 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um
MF: smés methanolu a roztoku pfipraveného z 6,8 g dihydrogenfosfore¢nanu
draselného R a 7,0 g natrium-heptansulfonatu monohydratu R v 1000 ml vody,
jehoz pH se upravi roztokem kyseliny fosfore¢né na hodnotu 2,7 (33:67).
Pratok: 1,5 ml/min
Detekce: UV, 210 nm
Redici smés: MF [23]

PFi vyvoji nové metody se vychazelo z téchto parametrd a nékteré byly

zachovany v konec¢né validaci.

3.5.2 HPLC metoda pro stanoveni prednisolonu, predn isolon-fosfat
sodné soli, homatropinu a atropinu

Stacionarni faze: Fenyl-Hexylova kolona, 250 x 4,0 mm, velikost ¢astic 5 um
MF: ACN:hydrogenfosfore¢nan draselny 10 mmol/l (35:65), pH 6,9

Pratok: 1,0 ml/min

Detekce: UV, 210 nm pro atropin, homatropin, 240 nm pro prednisolon,
prednisolon-fosfat sodna sul

Redici smés: MF [24]
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3.5.3 HPLC stanoveni atropinu a atropinu podobnych alkaloid
pomoci konduktometrického detektoru

Stacionérni faze: kolona Beckman Industries, Ultrasphere 5 pum, 250 x 4,6 mm
MF ¢&. 1. voda:ACN:tetrahydrofuran (67:30:3) s 1 mM kyselinou chloristou pro
analyzu atropin-sulfatu, homatropin-hydrobromidu, hyoscin-hydrobromidu,
hyoscin-metylbromidu

MF €. 2: voda:ACN:tetrahydrofuran (47:50:3) s 1 mM kyselinou chloristou pro
analyzu hyoscin-butylbromidu

Pratok: 1 ml/min

Teplota: 30°C

Detekce: konduktometricka

Redici smés: MF [25]

3.5.4 Stanoveni atropin-sulfatu a benzalkonium-chlo  ridu v o €nich
kapkach

Stacionarni faze: RP C8 kolona, 100 x 4,6 mm, velikost ¢astic 3 um

MF: ACN:kyselina octova 0,25 M, pH 2,5 (80:20) a 6 mM trimethylamin

Pratok: 1,4 ml/min

Detekce: UV, 260 nm

Redici smés: MF [26]

3.5.5 Stanoveni atropinu a skopolaminu za pouzitif  enyloveé kolony
Stacionarni faze: Xterra fenylova kolona, 150 x 2,1 mm, velikost ¢astic 5 um
MF: ACN:voda obsahujici 10 mM octan amonny s pH upravenym amoniakem
na hodnotu 10,5 (10:90 — 80:20), gradientova eluce

Pratok: 0,2 ml/min

Detekce: hmotnostni spektrometr[27]
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3.5.6 HPLC stanoveni atropinu, detekovaného fluorim  etrickym
detektorem

Stacionarni faze: Cosmocil 5C18-MS kolona, 150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5
pHm

MF: ACN:0,02 M dodecylsiran sodny upraveny kyselinou fosfore¢nou na
hodnotu pH 3,5 (60:40)

Pratok: 1,0 ml/min

Teplota: 40°C

Detekce: fluorimetrickd, 255 a 474 nm excitacni a emisni vinova délka

Redici smés: 1,3 M chlorid amonny, upraveny na hodnotu pH 10 [28]

3.5.7 Stanoveni atropinu, jeho degrada ¢nich produkt g a pFfibuznych
latek pomoci HPLC

Stacionarni faze: kolona Thermo Hypersil Aquasil C18, 125 x 4,6 mm, velikost
¢astic 5 um
MF: 20 mM fosfatovy pufr upraveny na hodnotu pH 2,5 Kkyselinou
fosfore¢nou:ACN v gradientu o koncentraci 20-40 % ACN
Pratok: 2,0 ml/min
Teplota: 25°C
Detekce: UV, 215 nm

Béhem analyzy byly stanoveny nasledujici latky: atropin-sulfat, kyselina
tropova, kyselina atropova, hyoscin, 7-hydroxyhyoscyamin, 6-

hydroxyhyoscyamin, norhyoscyamin, littorin, apoatropin [29]

3.5.8 HPLC stanoveni atropinu s pouzitim elektroche  mické detekce

Stacionarni faze: Chromatograficka kolona Lichrosorb DIOL, 250 x 4 mm,
velikost ¢astic 5 um

MF:ACN:0,0125 M fosfatovy pufr o pH 7,2 (20:80)

Pratok: 1 ml/min

Detekce: amperometricka

Redici smés: MF [30]
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3.5.9 HPLC stanoveni atropinu v plasm &

Stacionarni faze: C18 kolona, 150 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um

MF: ACN:fosfatovy pufr (33:67), fosfatovy pufr obsahoval 0,01 M fosfore€nan
amonny rozpustény ve vodé a upraveny na hodnotu pH 5,0

Pratok: 2,0 ml/min

Teplota: 40°C

Detekce: fluorimetrickd, excitacni vinova délka 328 nm, emisni vinovéa délka 389
nm [31]

3.5.10 HPLC analyza atropin-sulfatu a  skopolamin-N-
butylbromidu ve farmaceutickych p  Fipravcich a biologickych
tekutinach

Stacionarni faze: Brownlee RP-18, Spheri-5, 220 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um
MF: 0,05 octan amonny:metanol:ACN (48:32:20)

Pritok: 1,3 ml/min pro analyzu farmaceutickych pfipravkd, 1,1 ml/min pro
analyzu biologického materialu

Detekce: UV, 220 nm

Redici smés: metanol [32]

3.5.11 HPLC stanoveni tropanovych alkaloid & zkrmiva a
biologickych vzork d

Stacionarni faze: Lichrosorb RP-18, 250 x 4,0 mm, velikost ¢astic 10 pum
MF: ACN:metanol:-0,05 M octan amonny (20,9:27,9:51,2)

Pratok: 1,3 ml/min

Teplota: 22°C

Detekce: UV, 210 nm

Analyzovany byly tropanové alkaloidy skopolamin a hyoscyamin [33]
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3.5.12 HPLC stanoveni atropinu a skopolaminu vextr aktu
z pablenu

Stacionarni faze: kolona Discovery HS F5, 250 x 4,6 mm, velikost ¢astic 5 um
MF: ACN:10 mmol/l octan amonny (80:20) upravené na hodnotu pH 5,0
kyselinou chlorovodikovou

Pratok: 2,0 ml/min

Teplota: 40°C

Detekce: UV, 210 nm [34]

Byly porovnany rizné metody pro stanoveni tropanovych alkaloidl za
riznych podminek. Bylo pouZzito velké mnoZstvi stacionarnich fazi, pfricemz
Zadna se nevyskytovala vyznamné Castéji nez jina. Pfi riznych separacich byl
Casto pouzit fosfatovy pufr jako soucast mobilni faze, proto byl fosfatovy pufr
zkouSen i pfi vyvoji metody pro stanoveni homatropin-hydrobrodimu. Rychlost
separace se meénila v zavislosti na pouzité stacionarni fazi.

Pokud byl analyt detekovan pomoci UV-VIS spektrofotometru, byla
vinova délka detekce vrozmezi 210 — 220 nm. V reSerSich se objevil i jiny
zpusob  detekce: za pouziti  fluorimetrického, konduktometrického,

amperometrického nebo hmotnostné spektrometrického detektoru.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzité materialy a pom dcky

4.1.1 Standardy, vzorky, chemikalie

Homatropin-hydrobromid, KulichPharma s.r.0., CR, $arze: 080701
Skopolamin-hydrobromid, KulichPharma s.r.0., CR, Sarze: 255201811062
DihydrogenfosforeCnan sodny dihydrat, Fluka Analytical, Némecko, Sarze:
1253517
Kyselina fosforeéna 85%, Merck KgaA, Némecko, Sarze: K43367273223
Acetonitril, Lach-Ner, CR, $arze: 2012-1759
Triethylamin, Sigma Aldrich, Némecko, Sarze: STBD1993V
Hydroxid sodny, Penta, CR, Sarze: 1502010210
Dihydrogenfosfore€nan draselny, Sigma Aldrich, Némecko, Sarze: 080M0045V
Kyselina askorbové, KulichPharma s.r.o., CR, Sarze: 200912658
Epineprhrin tartras, KulichPharma s.r.o0., CR, Sarze: 258R
Penicilin G, Sigma Aldrich, Némecko, Sarze: 112H0341
Chlorhexidin, Sigma Aldrich, Némecko, Sarze: 26130AB
Paracetamol, KulichPharma s.r.o., CR, $arze: OP00205
Indometacin, KulichPharma s.r.o., CR, Sarze: T04-025
Diklofenak sodny, KulichPharma s.r.o., CR, arze: DS/0405/120B
Dilthiazem hydrochlorid, KulichPharma s.r.o., CR, $arZe: DIL/M-086/2000
Verapamil, Sigma Aldrich, Némecko, Sarze: 09716AZ
Triamcinolon, Sigma Aldrich, Némecko, Sarze: 120H0149
Triamcinolon acetonid, KulichPharma s.r.o., CR, arZe: NO06/08
O¢ni kapky s homatropin-hydrobromidem 1% (s NacCl)
O¢ni kapky s homatropin-hydrobromidem 2% (s NaCl)
O¢ni kapky s homatropin-hydrobromidem 2% (s pufrem F 6,45)
O¢ni kapky s homatropin-hydrobromidem 1% (s NaCl), placebo
O¢ni kapky s homatropin-hydrobromidem 2% (s NacCl), placebo
O¢ni kapky s homatropin-hydrobromidem 2% (s pufrem F 6,45), placebo
O¢ni kapky a placeba o¢nich kapek byly pfedem pfipraveny ve Fakultni

nemocnici v Motole. Jejich sloZeni je popsano v kapitole 4.1.4.
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4.1.2 HPCL pFistroj, podminky separace

Kapalinovy chromatograf LC 2010 C Shimadzu s vestavénym UV detektorem,
Kyoto, Japonsko

Chromatograficky software Class VP, verze 6.13., Kyoto, Japonsko
Chromatograficka kolona Discovery HS C18, 250 x 4,6 mm, 5 um
Chromatograficka kolona Discovery C18, 150 x 4,6 mm, 5 pm
Chromatografick& kolona Ascentis Express C18, 150 x 4,6 mm, 2,7 um
Chromatograficka kolona ZORBAX SB-Phenyl, 75 x 4,6 mm, 3,5 um

Chromatografick& kolona Ascentis Express F5, 100 x 4,6 mm, 2,7 pum

Pratok mobilni faze: 0,6 — 1,8 ml/min

Davkovani: 5ul

UV detekce: 210, 215 nm

Mobilni faze: Acetonitril-Dihydrogenfosforenan sodny dihydrat-
Voda R

Acetonitril-Dihydrogenfosfore&nan draselny-Voda R
Acetonitril-DihydrogenfosforeCnan sodny dihydrat-
Voda R-Triethylamin
Typ eluce: isokraticka

Teplota: laboratorni

4.1.3 DalSi p Fistroje
Analytické vahy ME-50CE, Sartorius, Némecko

Analytické vahy, Sartorius Cubis, Némecko

FiltraCni zafizeni pro filtraci mobilni faze Millipore, USA

Filtracni zafizeni pro pfipravu ultracisté vody Milli-Q RG, Millipore, USA
Magneticka michacka Color squad, lka Werke, Némecko

pH metr 212 Microprocessor pH Meter, Hanna Instruments, Némecko
UV spektrofotometr Hewlett Packard 8453, USA

38



4.1.4 Oé¢éni kapky

Pro validaci metody byly pouzity ocni kapky s homatropin-
hydrobromidem v riznych koncentracich a roztoky placeba danych ocnich
kapek. VSechny roztoky byly pfedem pfipraveny ve Fakultni nemocnici
v Motole. V analyzovanych roztocich obsahujicich oéni kapky nebo placebo
ocCnich kapek byla vzdy koncentrace homatropin-hydrobromidu ve vysledném
roztoku 25 mg/100 ml.

4.1.41 Oé¢€ni kapky s homatropin-hydrobromidem 1% (s NaCl)

Slozeni:

Homatropini hydrobromidum 0,10¢g
Natrii chloridum 0,073 g
Carbethopendecinii bromidum 0,002 g
Aqua purificata (sterilni) ad 10,00 g

4.1.4.2 Oé¢€ni kapky s homatropin-hydrobromidem 2% (s NaCl)

Slozeni:

Homatropini hydrobromidum 0,20 g
Natrii chloridum 0,056 g
Carbethopendecinii bromidum 0,002 g
Aqua purificata (sterilni) ad 10,00 g

4.1.43 Oé¢€ni kapky s homatropin-hydrobromidem 2% (s pufrem F

6,45)
Slozeni:
Homatropini hydrobromidum 0,20 g
Natrii dihydrogenophosphas dihydricus 0,098 g
Natrii hydrogenophosphas dodecahydricus 0,107 g
Carbethopendecinii bromidum 0,002 g
Aqua purificata (sterilni) ad 10,09
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4.2 PFiprava roztok o

4.2.1 PFiprava rozpoust éci sm ési

Pro rozpousténi chemikalii byla zvolena rozpoustéci smés slozena z

acetonitrilu a vody v poméru 3:7.

4.2.2 Pfiprava  zasobniho roztoku standardu  skopolamin-
hydrobromidu

Pro validaci metody byl vytvofen zasobni roztok standardu skopolamin-
hydrobromidu o koncentraci 0,5 mg/100 ml. Tento roztok byl pfipraven
rozpusténim navazky 2,507 mg skopolamin-hydrobromidu v rozpoustéci smési

a doplnénim po znac¢ku 500 ml odmérné bariky.

4.2.3 Pfiprava  zasobniho roztoku standardu  homatropin-
hydrobromidu

Z&sobni roztok standardu homatropin-hydrobromidu o koncentraci 25
mg/100 ml byl pfipraven rozpusténim navazky 125,08 mg homatropin-
hydrobromidu v rozpoustéci smési a doplnénim po znac¢ku 500 ml odmérné

bariky.

4.2.4 Pfiprava sm ésného roztoku standard g  homatropin-
hydrobromidu a skopolamin-hydrobromidu

Smésny roztok standardld homatropin-hydrobromidu a skopolamin-
hydrobromidu obsahoval tyto latky o koncentracich 25 mg/100 ml a 0,5 mg/100
ml. Smésny roztok vznikl rozpusténim 125,04 mg homatropin-hydrobromidu a
2,510 mg skopolamin-hydrobromidu v rozpoustéci smési a nasledné byl

doplnén po znac¢ku 500 ml odmérné banky.
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4.2.5 Priprava kalibra énich roztok & skopolamin-hydrobromidu pro
stanoveni linearity

Bylo pfipraveno 6 kalibra¢nich roztokd o koncentraci 0 — 0,5 mg/100 ml
skopolamin-hydrobromidu. Ze zasobniho roztoku standardu skopolamin-
hydrobromidu pfipraveného v kapitole 4.2.2 byly pfipraveny dalSi roztoky.
Kalibraéni roztok o koncentraci 0,5 mg/100 ml nebyl nijak upravovan, jako
kalibra¢ni roztok o koncentraci 0 mg/100 ml byla pouzita samotna rozpoustéci
Smeés.

Pfiprava kalibracniho roztoku o koncentraci 0,1 mg/100 ml: do 20 ml
odmérné banky byly odméfeny 4 ml zasobniho roztoku skopolamin-
hydrobromidu a objem byl doplnén rozpoustéci smési po rysku.

Pfiprava kalibra¢niho roztoku o koncentraci 0,2 mg/100 ml: do 20 ml
odmérné banky bylo odméfeno 8 ml zasobniho roztoku skopolamin-
hydrobromidu a objem byl doplnén rozpoustéci smési po rysku.

Pfiprava kalibrac¢niho roztoku o koncentraci 0,3 mg/100 ml: do 20 ml
odmérné banky bylo odméfeno 12 ml zasobniho roztoku skopolamin-
hydrobromidu a objem byl doplnén rozpoustéci smési po rysku.

Priprava kalibra¢niho roztoku o koncentraci 0,4 mg/100 ml: do 20 ml
odmérné banky bylo odméfeno 16 ml zasobniho roztoku skopolamin-

hydrobromidu a objem byl doplnén rozpoustéci smési po rysku.

4.2.6 Priprava kalibra énich roztok g homatropin-hydrobromidu pro
stanoveni linearity

Pro pfipravu kalibra¢nich roztokd homatropin-hydrobromidu byl pfipraven
zasobni roztok homatropin-hydrobromidu o koncentraci 50 mg/ 100 ml.

Pfiprava kalibracniho roztoku o koncentraci 12,5 mg/100 ml: do 20 ml
odmérné banky bylo odméfeno 5 ml zasobniho roztoku homatropin-
hydrobromidu a objem byl doplnén rozpoustéci smési po rysku.

Priprava kalibracniho roztoku o koncentraci 17,5 mg/100 ml: do 20 ml
odmérné banky bylo odméfeno 7 ml zasobniho roztoku homatropin-

hydrobromidu a objem byl doplnén rozpoustéci smési po rysku.
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Pfiprava kalibracniho roztoku o koncentraci 22,5 mg/100 ml: do 20 ml
odmérné banky bylo odméfeno 9 ml zasobniho roztoku homatropin-
hydrobromidu a objem byl doplnén rozpoustéci smési po rysku.

Pfiprava kalibracniho roztoku o koncentraci 27,5 mg/100 ml: do 20 ml
odmérné banky bylo odméfeno 11 ml zasobniho roztoku homatropin-
hydrobromidu a objem byl doplnén rozpoustéci smési po rysku.

Priprava kalibracniho roztoku o koncentraci 32,5 mg/100 ml: do 20 ml
odmérné banky bylo odméfeno 13 ml zasobniho roztoku homatropin-
hydrobromidu a objem byl doplnén rozpoustéci smési po rysku.

Pfiprava kalibracniho roztoku o koncentraci 37,5 mg/100 ml: do 20 ml
odmérné banky bylo odméfeno 15 ml zasobniho roztoku homatropin-

hydrobromidu a objem byl doplnén rozpoustéci smési po rysku.

4.2.7 PFiprava mobilni faze

Jako mobilni faze byl zvolen smésny roztok acetonitrilu a fosfatoveho
pufru v poméru 9:91 (V/V). Fosfatovy pufr byl pfipraven rozpusténim 3,12082 g
dihydrogenfosforeénanu sodného dihydratu v 1000,0 g vody. Do roztoku bylo
pridano 200 pl triethylaminu. Takto pfipraveny smeésny roztok byl upraven
kyselinou fosfore€nou 85% na hodnotu pH 2,5 a pfefiltrovan pres filtracni

zafizeni na mobilni faze Millipore.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE
5.1 Optimalizace metody

5.1.1 Vybeér vinove délky pro detekci UV detektorem

Lékopisna hodnota vinové délky pro stanoveni pfibuznych latek
homatropin-hydrobromidu je 210 nm. Absorpéni maximum bylo zméfeno
pomoci UV spektrofotometru a pfi analyze byly pouzity vinové délky 210 a 215

nm. Validace byla provedena pfi vinové délce 210 nm.

ance (AU)

Absorb

w
=
1

T T T T T T T T
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Obr. 4: UV spektrum homatropin-hydrobromidu

5.1.2 Vybér mobilni faze

5.1.2.1 Priprava mobilni faze ¢&. 1: Acetonitril:Fosfatovy pufr 1

Jako prvni mobilni faze byla vyzkouSena faze obsahujici acetonitril a
fosfatovy pufr v poméru 25:75. Fosfatovy pufr byl pfipraven rozpusténim
3,12058 g dihydrogenfosfore€nanu sodného dihydratu v 1000,0 g vody.
Smésny roztok byl upraven kyselinou fosfore¢nou 85% na hodnotu pH 2,5, 3,5
a 4,5. Takto upraveny roztok byl prefiltrovan pres filtracni zafizeni na mobilni

faze Millipore. PH roztoku nemélo vliv na vilastni analyzu.
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Priprava mobilni faze €. 2: Acetonitril:Fosfatovy pufr 2

5.1.2.2

Jako druhd byla pfipravena obdobna mobilni faze obsahujici acetonitril a

fosfatovy pufr v poméru 25:75. Tento fosfatovy pufr vznikl rozpusténim 2,72094

g dihydrogenfosforeCnanu draselného v 1000,0 g vody a smeésny roztok byl

upraven hydroxidem sodnym na hodnotu pH 5,0, 6,0 a 7,0. Nakonec byl roztok

bilni faze Millipore. Tato mobilni faze
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dihydrogenfosforeénanu sodného dihydratu v 1000,0 g vody. Do roztoku bylo
pfiddno 200 ul triethylaminu. Takto pfipraveny smésny roztok byl upraven
kyselinou fosfore€nou 85% na pH 2,5 a prefiltrovan pfes filtracni zafizeni na
mobilni faze Millipore. SloZzeni mobilni faze bylo acetonitril a fosfatovy pufr
s triethylaminem v poméru 9:91. Triethylamin byl pouZit pro zlepSeni tvaru pika.

Tato mobilni faze byla pouZita pro viastni validaci.

5.1.3 Vybér stacionéarni faze

5.1.3.1 Kolona Discovery HS C18, 250 x 4,6 mm, 5 um

Jako prvni byla vyzkouSena kolona C18 o délce 25 cm a velikosti ¢astic 5
um. Na této koloné byla vyzkouSena MF €. 1 a MF €. 2 pfi pratoku 1,8 ml/min a
davkovany objem ¢inil 5 pul. MF €. 1 byla zkouSena pfi rdznych pH, viz kapitola
5.1.2.1 a také pfi rdznych pomérech slozek. ZvySeni mnoZzstvi acetonitrilu v MF
mélo za nasledek urychleni analyzy, ale také nedostateéné rozdéleni piku
bromidového iontu a homatropin-hydrobromidu. MF &. 2 byla vyzkouSena pouze

na této koloné a také pfi riznych pH, ale pro nevhodny tvar piku nebyla pouzita.

5.1.3.2 Kolona Discovery C18, 150 x 4,6 mm, 5 um

Zkracenim kolony nebylo dosazeno lepSich vysledkl. Byla pouzita MF €.
1 a prutokova rychlost byla snizena na 1,2 ml/min. Tato kolona nebyla dale

pouzita z divodu nevhodného tvaru piku.

5.1.3.3 Ascentis Express C18, 150 x 4,6 mm, 2,7 um

Tato kolona byla pouzita za stejnych chromatografickych podminek jako
kolona Discovery C18, 150 x 4,6 mm, 5 um pfi pouziti MF &. 1. Vysledkem bylo
znacné urychleni analyzy, ale také nedostate¢né rozdéleni pikl bromidového

iontu a homatropin-hydrobromidu.
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5.1.3.4 Kolona Zorbax SB-Phenyl 75 x 4,6 mm, 3,5 um

Tato kolona byla pouzita za stejnych podminek jako kolona Discovery
C18, 150 x 4,6 mm, 5 um. Jevila se jako vhodna, proto byl k homatropin-
hydrobromidu hledan vhodny vnitfni standard (IS). Zlatek dostupnych
v laboratofi byly vyzkouSeny nasleduijici:

Kyselina askorbové, KulichPharma s.r.o., CR, $arze: 200912658

Epineprhrin tartras, KulichPharma s.r.o., CR, Sarze: 258R

Penicilin G, Sigma Aldrich, Némecko, Sarze: 112H0341

Chlorhexidin, Sigma Aldrich, Sarze: 26130AB

Paracetamol, KulichPharma s.r.o., CR, 3arze: OP00205

Indometacin, KulichPharma s.r.o., CR, SarZe: T04-025

Diklofenak sodny, KulichPharma s.r.o., CR, $arze: DS/0405/120B

Dilthiazem hydrochlorid, KulichPharma s.r.0., CR, $arze: DIL/M-086/2000

Verapamil, Sigma Aldrich, Némecko, Sarze: 09716AZ

Triamcinolon, Sigma Aldrich, Némecko, Sarze: 120H0149

Triamcinolon acetonid, KulichPharma s.r.o., CR, $arZe: N0O06/08

Jako nejvhodnégjSi ze zkouSenych chemikalii se jevil triamcinolon. Ke
smeési homatropin-hydrobromidu a triamcinolonu byl jesté pfidan skopolamin-
hydrobromid, jako rozkladny produkt homatropin-hydrobromidu. Za uvedenych
chromatografickych podminek bohuZel nebylo moZzné dostateéné separovat
homatropin-hydrobromid a skopolamin-hydrobromid. Z tohoto divodu byla

vyzkousSena jesté dalSi kolona.
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Obr. 6: Chromatogram obsahujici homatropin-hydrobromid o koncentraci 25
mg/100 ml, triamcinolon jako IS o koncentraci 25 mg/100 ml. Méfeno za
chromatografickych podminek uvedenych v této kapitole, pfi pouZziti mobilni

faze €. 1, prutokoveé rychlosti 1,2 ml/min a detekci v UV oblasti pfi 210 nm.

5.1.3.5 Ascentis Express F5 100 x 4,6 mm, 2,7 um

VySe uvedena stacionarni faze neumoZznila dostate¢né oddéleni
homatropin-hydrobromidu od skopolamin-hydrobromidu. Vzhledem
k nemoznosti sledovani pribéhu rozkladu a pfemény homatropin-hydrobromidu
na skopolamin-hydrobromid bylo nutné najit kolonu umoZznujici separaci téchto
dvou latek, coz posledni zkouSena kolona umoznila. Z divodu menSich ¢astic
stacionarni faze bylo nutné snizit pratok na 1,1 ml/min. MF €. 1 sice umoznila
separaci zminénych latek, ale tvar pika nebyl dostate¢né symetricky. Proto byla
vyvinuta MF €. 3 a pomér fazi upraven, aby byla mozna vhodna separace. Ke
smési obsahujici homatropin-hydrobromid a skopolamin-hydrobromid nebyla
bohuzZel nalezena vhodna latka, ktera by byla pouZitelnd jako IS. Vzhledem
k jednoduché matrici o€nich kapek a tim jednoduchosti pfipravy vzorku

k analyze bylo rozhodnuto validovat metodu bez pouZiti vnitfniho standardu.
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5.1.4 Optimalni chromatografické podminky

Pro validaci metody byly zvoleny nasledujici podminky separace:

Stacionarni faze:  Ascentis Express F5 100 x 4,6 mm, 2,7 um

Mobilni faze: Acetonitril:Fosfatovy pufr s triethylaminem v poméru 9:91
Pratok mobilni faze: 1,1 ml/min

Davkovany objem: 5ul

UV detekce: 210 nm

Teplota: laboratorni
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5.2 Vysledky validace

5.2.1 Test vhodnosti chromatografického systému

Pro ovéfeni testu vhodnosti byl Sestkrat davkovan smésny roztok
pfipraveny dle kapitoly 4.2.4 Pfiprava smésného roztoku standardt homatropin-
hydrobromidu a skopolamin-hydrobromidu. Vysledky jsou uvedeny v tabulkach
Tab. 1 - 4.
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Obr. 7: Test vhodnosti chromatografického systému, méfeno za

chromatografickych podminek viz kapitola 5.1.4.
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52.1.1 Rozliseni
Cislo vzorku Skopolamin-hydrobromid | Homatropin-hydrobromid
1 30,82 1,68
2 30,95 1,69
3 30,80 1,70
X 30,86 1,69

Tab. 1: RozliSeni

Parametr VYHOVUJE poZadavku na rozliSeni Rs > 1,5 [23].

Vysoka hodnota rozliSeni piku skopolamin-hydrobromidu je déana

pFitomnosti piku bromidového iontu v Gvodu separace.

5.2.1.2 Faktor symetrie
Cislo vzorku Skopolamin-hydrobromid | Homatropin-hydrobromid
1 0,99 1,33
2 0,93 1,33
3 0,96 1,34
X 0,96 1,33

Tab. 2: Faktor symetrie

Parametr VYHOVUJE poZadavku na faktor symetrie As= 0,8 — 1,5 [23].

5.2.1.3  Zdanlivy po &et teoretickych pater
Cislo vzorku Skopolamin-hydrobromid | Homatropin-hydrobromid
1 13775 4288
2 13946 4236
3 13887 4318
X 13869 4281

Tab. 3: Zdanlivy pocet teoretickych pater
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5.2.1.4 Opakovatelnost
Cislo mé&feni Skopolamin-hydrobromid Homatropin-hydrobromid
A tr A tr
1 23544 5,00 1372676 5,43
2 23789 5,03 1371127 5,45
3 23985 5,02 1372032 5,45
4 24008 5,04 1373200 5,47
5 23674 5,04 1368740 5,47
6 24049 5,06 1360582 5,49
n 6 6 6 6
X 23841,5 5,031667 1369726,167 5,46
SD 187,3897 0,018634 4332,754029 0,019149
RSD (%) 0,79 0,37 0,32 0,35

Tab. 4: Opakovatelnost

Parametr VYHOVUJE pozadavku na opakovatelnost RSD < 1 %.
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5.2.2 Validace metody

5.2.21 Presnost

Pro stanoveni presnosti byly pfipraveny roztoky |écivych pfipravka a
roztoku standardu skopolamin-hydrobromidu pfipraveného dle kapitoly 4.2.2.

Navézka roztoku ocnich kapek byla doplnéna po rysku odmérné bariky
roztokem standardu necistoty skopolamin-hydrobromidu, pfipraveného dle
kapitoly 4.2.2 Priprava zasobniho roztoku standardu skopolamin-hydrobromidu,
aby vysledna koncentrace homatropin-hydrobromidu byla 25 mg/100 ml.

V pfipadé 1% roztoku ocnich kapek (s chloridem sodnym) byla navazka
doplnéna po rysku 20 ml odmérné banky. U 2% ocnich kapek (s NacCl i
s pufrem F 6,45) byla navaZka doplnéna po rysku 25 ml odmérné bariky.

Bylo pfipraveno Sest roztokd od kazdého druhu oénich kapek a kazdy
pfipraveny roztok byl méfen tfikrat. V tabulkach Tab. 6, 8, 10 jsou uvedeny

priiméry z téchto tfi méreni.

5.2.2.1.1 O¢ni kapky s homatropin-hydrobromidem 1% (s NacCl)

Cislo roztoku Navazka léCivého pfipravku (g)
1 0,50210
2 0,50248
3 0,50107
4 0,50147
5 0,50110
6 0,50034

Tab. 5: Navazky vzorkd
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Cislo mé&feni Skopolamin-hydrobromid Homatropin-hydrobromid
A tr A tr
1 24718 49167 1350990 5,34
2 25122,33 4,92 1365623 5,34
3 24857 49133 1351371 5,333
4 24652,67 4,9067 1342893 5,32
5 24667,67 491 1356755 5,33
6 24611,67 49167 1339151 5,3367
n 6 6 6 6
X 24771,6 4,914 1351131 5,3333
SD 174,977 0,004 8690,13 0,0069
RSD (%) 0,71 0,09 0,64 0,13

Tab. 6: Pfesnost pro 1% oc¢ni kapky

Parametr VYHOVUJE poZzadavku RSD < 5 %.

5.2.2.1.2 O¢ni kapky s homatropin-hydrobromidem 2% (s NacCl)

Cislo roztoku

Navazka léCivého pfipravku (g)

1 0,31765
2 0,31700
3 0,31495
4 0,30954
5 0,31555
6 0,30990

Tab. 7: Navazky vzorki
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Cislo mé&feni Skopolamin-hydrobromid Homatropin-hydrobromid
A tr A tr
1 24918 4,9067 1388455 5,3167
2 25188,67 4,9067 1377945,67 5,3133
3 25000 4,90 1376048,33 5,3133
4 25313,67 491 1358609 5,32
5 25049,67 4,92 1372642 5,33
6 24819 4,9133 1341894 5,33
n 6 6 6 6
X 25048,2 4,909 1369266 5,3206
SD 164,325 0,006 15076,2 0,0071
RSD (%) 0,66 0,13 1,10 0,13

Tab. 8: Pfesnost pro 2% oc¢ni kapky
Parametr VYHOVUJE poZzadavku RSD < 5 %.

5.2.2.1.3 O¢ni kapky s homatropin-hydrobromidem 2% (s pufrem F 6,45)

Cislo roztoku Navazka léCivého pfipravku (g)
1 0,31578
2 0,31558
3 0,31658
4 0,31603
5 0,31738
6 0,31994

Tab. 9: Navazky vzorkd
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Cislo mé&feni Skopolamin-hydrobromid Homatropin-hydrobromid
A tr A tr
1 24964 4,9067 1385602,67 5,3167
2 25045 4,92 1387760,67 5,33
3 25335,33 4,9167 1383994,33 5,3267
4 26694,33 4,9067 1396777,67 5,31
5 24681,33 4,91 1402682,67 5,3133
6 25158,33 4,8967 1412259 5,3067
n 6 6 6 6
X 25313,1 4,909 1394846 5,3172
SD 648,733 0,008 10179,7 0,0085
RSD (%) 2,56 0,15 0,73 0,16

Tab. 10: Pfesnost pro 2% kapky s pufrem

Parametr VYHOVUJE pozZzadavku RSD < 5 %.

5.2.2.2

Robustnost

Pro méfeni robustnosti byl pouzit roztok pfipraveny dle kapitoly 4.2.4

Priprava smésného roztoku standardd homatropin-hydrobromidu a skopolamin-

hydrobromidu. Smésny roztok standardud byl analyzovan pfi rznych pomérech

mobilni faze, viz Tab. 11. Pramérné hodnoty z méfeni jsou uvedeny v tabulkach
Tab. 12 - 13.

Acetonitril (%)

Fosfatovy pufr (%)

5 95
7 93
9 91
11 89
13 87

Tab. 11: SloZeni mobilni faze pro testovani robustnosti
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Vliv na retenéni ¢as

Mobilni faze (%) Skopolamin-hydrobromid | Homatropin-hydrobromid
5:95 10,29 12,07
7:93 6,995 7,335
9:91 5,03 5,46
11:89 3,7433 3,9767
13:87 3,14 3,14

Tab. 12: Vliv slozeni mobilni faze na retenéni ¢as

Vliv na plochu piku

Mobilni faze Skopolamin-hydrobromid Homatropin-hydrobromid
(%) A Ar (%) A Ar (%)
5:95 21617 92,33 1374475 100,66
7:93 24462,5 104,49 1379102 101,00
9:91 23412,17 100,00 1365514 100,00
11:89 24848,33 106,13 1371850,33 100,46
13:87 1391550,67 5943,71 1391550,67 101,91

Tab. 13: Vliv sloZeni mobilni faze na plochu piku
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Obr. 8: Robustnost pfi poméru mobilni faze 5:95, meéfeno
chromatografickych podminek viz kapitola 5.1.4.
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Obr. 9: Robustnosti pfi poméru mobilni faze 11:89, méfeno

chromatografickych podminek viz kapitola 5.1.4.
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Obr. 10: Robustnost pfi poméru mobilni faze 13:87, méfeno za

chromatografickych podminek viz kapitola 5.1.4.

SloZeni mobilni faze ma velky vliv na retencni ¢as a separacni ucinnost
metody. Se sniZujicim se mnoZstvim acetonitrilu v mobilni fazi dochazi k
vyraznému prodlouZzeni retenéniho ¢asu homatropin-hydrobromidu i
skopolamin-hydrobromidu. Pfi vySSich koncentracich acetonitrilu je analyza
urychlena natolik, Ze nejsou dostate¢né oddéleny piky stanovovanych latek.

Vliv. na plochu piku homatropin-hydrobromidu je pfi zméné
chromatografickych podminek pouze minimalni. Plocha piku skopolamin-

hydrobromidu se zménou mobilni faze méni minimalnim zpisobem.
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5.2.2.3 Linearita

Pro méreni linearity bylo pfipraveno 6 kalibracnich roztokd skopolamin-
hydrobromidu a homatropin-hydrobromidu dle kapitol 4.2.5 Pfiprava
kalibraénich roztok( skopolamin-hydrobromidu pro stanoveni linearity a 4.2.6
Pfiprava kalibra¢nich roztokd homatropin-hydrobromidu pro stanoveni linearity.
Kazdy roztok byl méren tfikrat a vysledek je uveden jako primér hodnot

z méfeni v Tab. 14 a 15.

5.2.2.3.1 Skopolamin-hydrobromid

Koncentrace (%) Koncentrace A
(mg/100 ml)
0 0 0
20 0,1 6190
40 0,2 11150,67
60 0,3 16288
80 0,4 21664,67
100 0,5 25908,33
Regresnifunkce: y = kx + Q
pocet: bodd n = 6
Parametry regresni pfimky a odhady jejich smérodatnych odchylek
smérnice k = 51742,8571428571 + 1226,29871709989
absolutni ¢len g = 597,619047619053 + 371,280374505679

koeficient korelace R = 0,99899

rezidualni odchylka Srez = 512,99755859375

Zavislost y na x byla prokédzana na hladiné vyznamnosti 0,001

Tab. 14: Linearita pro skopolamin-hydrobromid, parametry kalibraéni kFivky

skopolamin-hydrobromidu byly ziskané metodou linearni regrese.
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Obr. 11: Kalibra¢ni kfivka skopolamin-hydrobromidu
Parametr VYHOVUJE pozZadavku na linearitu, koeficient korelace R = 0,9990.

5.2.2.3.2 Homatropin-hydrobromid

Koncentrace (%) Koncentrace A
(mg/100 ml)
50 12,5 684053,33
70 17,5 946129,67
90 22,5 1224151,67
110 27,5 1512973
130 32,5 1796237,33
150 37,5 2065401

Regresnifunkce: y = kx + @

pocet: bodd n = 6

Parametry regresni pfimky a odhady jejich smérodatnych odchylek

smérnice k = 55690,7580571429 + 385,742665496946
absolutn
i ¢len g = -20777,9514285735 + 10190,5931229565

koeficient korelace | R = 0,99990

rezidualni odchylka | s,e,= 8068,38671875

Zavislost y na x byla prokadzana na hladiné vyznamnosti 0,001

Tab. 15: Linearita pro homatropin-hydrobromid, parametry kalibraéni k¥ivky

homatropin-hydrobromidu ziskané metodou linearni regrese.
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Obr. 12: Kalibraéni kfivka homatropin-hydrobromidu

Parametr VYHOVUJE pozZadavku na linearitu, koeficient korelace R = 0,9990.

5.2.2.4  Spravnost

Mé&rfeni spravnosti bylo provedeno metodou standardniho pfidavku
stanovovanych latek k placebu pfipravku.

Roztoky placeba pfislusnych ocnich kapek byly pfipraveny pfedem ve
Fakultni nemocnici v Motole.

Smésny roztok standardid byl pfipraven dle kapitoly 4.2.4 Priprava
smésného roztoku standardd homatropin-hydrobromidu a skopolamin-
hydrobromidu.

Bylo pfipraveno Sest roztokd odpovidajicich sloZenim jednotlivym o¢nim
kapkam. K navazce roztoku placeba odpovidajici koncentraci 25 mg/100 ml
homatropin-hydrobromidu (ve vysledném roztoku, v odpovidajicich oc¢nich
kapkach) byl pfidan smésny roztok standardu.

Roztoky obsahujici 1% roztok placeba oc¢nich kapek (s chloridem
sodnym) byly pfipraveny navazenim 0,625 g roztoku placeba oc¢nich kapek a
doplnénim po rysku 25 ml odmérné bariky smésnym roztokem standardu.

Roztoky obsahujici 2% roztok placeba oc¢nich kapek (s chloridem
sodnym, s pufrem F 6,45) byly pfipraveny navazenim 0,3125 g roztoku placeba
ocCnich kapek a doplnénim po rysku 25 ml odmérné barnky smésnym roztokem
standardd.

Kazdy pfipraveny roztok byl mérfen tfikrat a pramér z téchto tfi méfeni je
uveden v tabulkach Tab. 16 — 18.
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Vzorce pro vypocet:

c=(A/An)xco
Ri=(c/cp)*100

Skopolamin-hydrobromid:
C0=0,5014 mg/100 ml
An=24607,33

Homatropin-hydrobromid:
C0=25,016 mg/100 ml

An=1359193,33

5.2.2.4.1 O¢ni kapky s homatropin-hydrobromidem 1% (s NacCl)

Skopolamin-hydrobromid

Homatropin-hydrobromid

A c Ri (%) A c Ri (%)

1 24032,3 | 0,4897 | 97,67 | 1355933,67 | 24,956 | 99,76

2 23502 | 0,4789 | 9551 | 1335207,33 | 24,5745 | 98,24

3 23633 | 0,4815 | 96,03 | 1349074,33 | 24,8298 | 99,26

4 23679,6 | 04825 | 96,23 | 1347946,67 | 24,8090 | 99,17

5 23782,33 | 0,4846 | 96,65 | 1346270,67 | 24,7782 | 99,05

6 25795 | 0,5256 | 104,83 | 1342696,33 | 24,7124 | 98,79

X 24070,7 0,49 97,82 | 1346188,17 | 24,777 | 99,05
SD 788,015 | 0,016 3,20 | 6313,68371 | 0,1162 | 0,46
RSD (%) | 3,27 3,27 3,27 0,47 0,47 0,47

Tab. 16: Spravnost pro 1% o¢ni kapky
Parametr VYHOVUJE poZadavku na spravnost Ri=100 % +/- 5 % a RSD < 5 %.
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5.2.2.4.2 O¢ni kapky s homatropin-hydrobromidem 2% (s NacCl)

Skopolamin-hydrobromid

Homatropin-hydrobromid

A c R; (%) A c R; (%)

1 24021 0,4895 97,63 1355945 24,9562 | 99,76

2 23839,67 | 0,4858 96,89 | 1363330,33 | 25,092 | 100,30

3 23409 0,4770 95,13 1362302 | 25,0732 | 100,23

4 24069,33 | 0,4904 97,81 1373759,67 | 25,2841 | 101,07

5 24013,33 | 0,4893 97,59 | 1373244,33 | 25,2746 | 101,03

6 24042,67 | 0,4899 97,71 1373068,33 | 25,2714 | 101,02

X 23899,2 0,487 97,13 1366941,61 | 25,159 | 100,57
SD 231,383 0,005 0,94 6822,01919 | 0,1256 0,50
RSD (%) 0,97 0,97 0,97 0,50 0,50 0,50

Tab. 17: Spravnost pro 2% ocni kapky
Parametr VYHOVUJE poZadavku na spravnost R=100 % +/- 5 % a RSD < 5 %.

5.2.2.4.3 O¢ni kapky s homatropin-hydrobromidem 2% (s pufrem F

6,45)

Skopolamin-hydrobromid

Homatropin-hydrobromid

A c Ri (%) A c Ri (%)

1 24099,67 | 0,4911 | 97,95 | 1380475,33 | 25,4077 | 101,57

2 24192 | 04929 | 98,30 | 1374114 | 25,2906 | 101,20

3 23501 | 0,4789 | 9551 | 1363180,33 | 25,0894 | 100,29

4 24793,67 | 0,5052 | 100,76 | 1347037,66 | 24,7923 | 99,11

5 24829 | 0,5059 | 100,90 | 1353219,33 | 24,9060 | 99,56

6 23909,67 | 0,4872 | 97,17 | 1371546,33 | 25,2434 | 100,91

X 24220,8 | 0,494 | 98,43 | 1364928,83 | 25,122 | 100,44
SD 470,55 0,01 1,91 | 11762,3405 | 0,2165 | 0,88
RSD (%) | 1,94 1,94 1,94 0,86 0,86 0,88

Tab. 18: Spravnost pro 2% oc¢ni kapky s pufrem
Parametr VYHOVUJE pozadavku na spravnost Ri=100 % +/- 5 % a RSD < 5 %.
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5.2.2.5 Stabilita

Pro méreni stability byly pfipraveny dva roztoky. Prvni roztok obsahoval
roztok standardu skopolamin-hydrobromidu o koncentraci 0,5 mg/100 ml a
byl pfipraven dle kapitoly 4.2.2. Druhy roztok obsahoval homatropin-
hydrobromid o koncentraci 25 mg/100 ml a byl pfipraven dle kapitoly 4.2.3.

Vzorec pro vypodet faktoru stability: St=((JA-Ao|)/Ac)x100

5.2.2.5.1 Homatropin-hydrobromid

5.2.2.5.1.1 Stabilita za sniZené teploty, za nep Fistupu sv étla

Cas (h) A St (%)
0 1359193,33 0
24 1364451,33 0,39
48 1370443 0,82
72 1369923 0,79

Tab. 19: Stabilita za sniZené teploty, za nepfistupu svétla

5.2.2.5.1.2 Stabilita za laboratorni teploty, nasv  étle

Cas (h) A St(%)
0 1359193,33 0
24 1354969 0,31
48 1360665,33 0,11
72 1360301,33 0,08

Tab. 20: Stabilita za laboratorni teploty, na svétle
Parametr VYHOVUJE pozadavku na stabilitu, faktor stability Stje < 1 %.
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5.2.2.5.2 Skopolamin-hydrobromid

5.2.2.5.2.1 Stabilita za sniZené teploty, za nep Fistupu sv étla

Cas (h) A St (%)
0 24607,33 0
24 25741,33 4,61
48 27066,67 9,99
72 - -

Tab. 21: Stabilita za sniZené teploty, za nepfistupu svétla

5.2.2.5.2.2 Stabilita za laboratorni teploty, nasv  étle

Cas (h) A St(%)
0 24607,33 0
24 25473,33 3,52
48 25786 4,79
72 - -

Tab. 22: Stabilita za laboratorni teploty, na svétle
Parametr NEVYHOVUJE pozadavku na stabilitu, faktor stability St neni < 1 %.

Z davodu vysoké nestability skopolamin-hydrobromidu pfi  vySe
zminénych podminkach skladovani jiz po 48 hodinach, jsme se rozhodli stabilitu
po 72 hodin&ch jiz neméfit.

Homatropin-hydrobromid je dostate¢né stabilni za obou podminek
stanoveni. Podle vysledku méfeni stability je vyhodnéjSi homatropin-

hydrobromid skladovat za laboratorni teploty a za pfistupu svétla.
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5.2.2.6 Selektivita

Do selektivity byly vybrany zakladni chromatogramy roztoku homatropin-
hydrobromidu (Obr. 13), skopolamin-hydrobromidu (Obr. 14), roztokl placeba
ocCnich kapek s homatropin-hydrobromidem 1% (s NacCl), 2% (s NaCl) a 2% (s
pufrem F 6,45) o koncentraci 25 mg/100 ml (v odpovidajicich o¢nich kapkéch),
viz Obr. 15,17,19.

Déle jsou uvedeny chromatogramy smésnych roztokd océnich kapek a
skopolamin-hydrobromidu odpovidajici koncentraci 25 mg/100 ml homatropin-

hydrobromidu a 0,5 mg/100 ml skopolamin-hydrobromidu (Obr. 16,18,20).

Retention Time
“1 Area
Name

5,36 1370412 Homatropin

£ 10,98 592615 Bi“omid

8

MMMMMMM

Obr. 13: Chromatogram roztoku homatropin-hydrobromidu o koncentraci 25

mg/100 ml, méfeno za chromatografickych podminek viz kapitola 5.1.4.
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Retention Time
Area
Name

mAu

5,09 25094 Skopolamin

0,98 13152 Bromid

0,00 025 0,50 075 1,00 125 1,50 175 2,00 2,25 2,50 275 3,00 325 3,50 375 4,00 425 450 475 5,00 525 5,50 575 6,00

Obr. 14: Chromatogram roztoku skopolamin-hydrobromidu o koncentraci 0,5

mg/100 ml, méFfeno za chromatografickych podminek viz kapitola 5.1.4.

Retention Time
Area

0,98 14751
16 8816

|

Obr. 15: Chromatogram roztoku placeba oc€nich kapek s homatropin-
hydrobromidem 1% (s NaCl), méfeno za chromatografickych podminek viz
kapitola 5.1.4.
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Obr. 16: Chromatogram smeésného roztoku oc¢nich kapek s homatropin-
hydrobromidem 1% (s NaCl) a skopolamin-hydrobromidu, méfeno za

chromatografickych podminek viz kapitola 5.1.4.

Retention Time
Area

mAu

0,98 9003
1,17 7941

Obr. 17: Chromatogram roztoku placeba oc€nich kapek s homatropin-
hydrobromidem 2% (s NaCl), méfeno za chromatografickych podminek viz
kapitola 5.1.4.
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Obr. 18: Chromatogram smeésného roztoku oc¢nich kapek s homatropin-
hydrobromidem 2% (s NaCl) a skopolamin-hydrobromidu, méfeno za

chromatografickych podminek viz kapitola 5.1.4.

Retention Time
Area

mAu

0,98 7852
1,16 8616

Obr. 19: Chromatogram roztoku placeba oc€nich kapek s homatropin-
hydrobromidem 2% (s pufrem F 6,45), méfeno za chromatografickych
podminek viz kapitola 5.1.4.
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Obr. 20: Chromatogram smeésného roztoku oc¢nich kapek s homatropin-
hydrobromidem 2% (s pufrem F 6,45) a skopolamin-hydrobromidu, méfeno za

chromatografickych podminek viz kapitola 5.1.4.
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5227 Limit detekce

Pro stanoveni limitu detekce byly pfipraveny roztoky placeba ocnich

kapek odpovidajici koncentraci 25 mg/100 ml homatropin-hydrobromid (v

odpovidajicich o¢nich kapkéach).

LOD detekéni limit LOD=(3xs,xK)/a
LOQ kvantifikaéni limit LOQ=(10xs,xK)/a

1% 2% 2% s pufrem
m (g/100 ml) 2,42092 1,25048 1,27605
I’ (mAu) 0,115 0,036 -0,042
r* (mAu) 0,175 0,072 0,025
Sn 0,012 0,0072 0,0034
K 10183,33
a 497081,7120623

¢ (Necistota A)

0,0514 mg/1000 ml

Vyska piku

2,509

Plocha piku

25550

Tab. 23: Hodnoty z méfeni roztok( placeba oénich kapek

LOD (mg/l)

LOQ (mg/l)

1%

0,000737504

0,002458347

2%

0,000442502

0,001475008

2% s pufrem

0,000208959

0,000696531

Tab. 24: Vysledky LOD, LOQ
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6 ZAVER

Cilem rigorézni prace byl vyvoj a validace HPLC metody pro stanoveni
homatropin-hydrobromidu a jeho rozkladného produktu skopolamin-
hydrobromidu v 1% a 2% ocnich kapkach. Lékopisna metoda stanovuje pouze
obsah homatropin-hydrobromidu, ale pro Ucely stabilitni studie je tfeba sledovat
i hladinu rozkladného produktu.

Jako mobilni faze byl pouZit fosfatovy pufr a acetonitril v poméru 91:9.
Fosfatovy pufr obsahoval 3,12082 g dihydrogenfosfore¢nanu sodného dihydratu
rozpusténého v 1000,0 g vody. Do roztoku bylo pfidano 200 pl triethylaminu a
pH roztoku bylo upraveno kyselinou fosfore€nou 85% na hodnotu 2,5.

Bylo vyzkouSeno nékolik stacionarnich fazi, jako nejvhodnéjsi byla
vybrana chromatograficka kolona Ascentis Express F5 100 x 4,6 mm, 2,7 um.
Vysledky byly vyhodnocovany za pouZiti UV detektoru pfi vinové délce 210 nm.

Béhem analyzy byly piky eluovany v pofadi: bromidovy pik, pik
skopolamin-hydrobromidu a pik homatropin-hydrobromidu. Vlastni délka
analyzy neprekrocila 6,5 minuty pfi pritoku mobilni faze 1,1 ml/min.

Pfi validaci byly ovéfovany tyto parametry: test zpuasobilosti
chromatografického systému, pfesnost, spravnost, robustnost, linearita,
selektivita, stabilita a limit detekce. Vyvinuta metoda je vhodné pro pouziti pfi
rutinni analyze v ramci kontrolni laboratofe, protoZe poskytuje pfesné a spravné

vysledky.
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