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Nazev diplomové prace: Optimalizace HPLC metody pro stanoveni propranololu

v tekutych 1éCivych pripravceich.

Obsahem diplomové prace je optimalizace a nasledna validace HPLC metody pro
stanoveni propranolol-hydrochloridu v tekutych 1é€ivych ptipravcich. Lécivé ptripravky
s obsahem propranolol-hydrochloridu se pouZzivaji pfi terapii infantilnich hemangiomu
jako magistraliter pfipraveny roztok. Pfi optimalizaci této metody byly zkouSeny dvé
stacionarni a rtizné mobilni faze. Pro vlastni méfeni byla vybrana kolona Kinetex® Cig
(150x4,6 mm, velikost ¢astic 5 pm) a izokratické eluce s mobilni fazi fosfatového pufru
(c=17,7mM) a acetonitrilu v poméru 30:70, pfiCemz pH této smési bylo upraveno na
2,2. Pritok kolonou byl ponechén na hodnoté 1,2 ml/min. Validaci bylo dokazéano, zZe je

metoda vhodna a poskytuje piesné a spravné vysledky.

Klicova slova: propranolol, HPLC, optimalizace, tekuté 1é¢ivé piipravky, benzoan
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Title of diploma thesis: Optimization of the HPLC method for determination of

propranolol in liquid oral formulations

The purpose of thesis is the optimization and subsequent validation of HPLC
method for determination of propranolol - hydrochloride in liquid oral formulations. A
medicinal product containing propranolol — hydrochloride is used in the therapy of
infantile haemangiomas as extemporaneous prepared solution. For method optimization
were chosen Kinetex” Cjg column (150x4,6 mm, size of particles 5 pm) and isocratic
elution of mobile phase containing phosphate buffer (c=17,7 mM) and acetonitrile in
30:70 ratio, with pH adjusted to 2,2. Flow rate was set at 1,2 ml/min. According to
results of the validation, was found that this developed method for the analysis of the

product is suitable, and provides accurate and precise results.
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BP
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vysokoucinna kapalinovd chromatografie (High
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1. Uvod

Propranolol je synteticky neselektivni beta blokator. Jeho hlavni indikace se zménila
z terapie kardiovaskularnich onemocnéni (hypertenze, arytmie) na lécbu détskych
hemangiomi, coz je benigni nddor krevnich cév. Pfedpokladd se, Ze propranolol
inhibuje rist cév a zuzuje cévy, nachazejici se v hemangiomu. Propranolol je jeden
z nejnovéjSich 1éCiv v terapii détskych hemangiomil a 0 mechanismech jeho ucinku toho
neni moc zndmo. Jako moZnd vysvétleni se uzndvaji vazokonstrikce, inhibice

angiogeneze (novotvorba krevnich kapilar) a indukce apoptdzy.

Jelikoz se jednd o stanoveni smési latek ve vzorku, bylo vhodné vyuzit pro
stanoveni chromatografickou metodu HPLC, coZz je vysokou¢innd kapalinova
chromatografie. Tato separacni metoda je ur¢ena k identifikaci, rozdé¢leni a ke stanoveni
slozek a jejich obsahi ve smési. HPLC se vyuzivd pro svou vysokou citlivost a
selektivitu, kterd ndm umoznuje kvalitativné a kvantitativné stanovit latky obsazené ve

smeési, a to v kratkém cCase.



2. Cil a popis zadani prace

Cilem diplomové prace je optimalizovat a validovat HPLC metodu pro analyzu

tekutého 1é¢ivého piipravku s obsahem propranol-hydrochloridu.

Teoreticka Cast je vénovana problematice HPLC a farmakologickym vlastnostem
propranololu. Experimentalni ¢ast zahrnuje nejprve optimalizaci slozeni mobilni faze,
stanoveni optimdlnich chromatografickych podminek, vybér vnitfniho standardu a

analyzu l1éCivého piipravku.

Optimalizovand metoda bude 1 validovana. Vzhledem k pozadavkim budou
stanoveny nasledujici valida¢ni parametry: test vhodnosti systému, linearita, pfesnost,

selektivita, stabilita a robustnost.
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3. Teoreticka c¢ast
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3.1 Chromatografie

Chromatografie nachéazi v analytické chemii velmi $iroké vyuziti, jelikoz se jedna o
jednu  znejucinngjSich, fyzikalné-chemickych, separacnich metod. Podstatou
chromatografie je rozdélovani jednotlivych slozek vzorku mezi dvé faze. Prvni fazi je
faze stacionarni (SF), kterd je nepohybliva. Druha faze je mobilni (MF), tedy pohybliva
a slouzi také jako nosi¢ pro stanovovany vzorek. Tyto dvé faze se od sebe vzijemné
odliSuji n¢kterou ze zdkladnich fyzikalné-chemickych vlastnosti. Pfi priitoku vzorku a
MF chromatografickym systémem dochdzi k interakcim slozek analytu mezi staciondrni
a mobilni fazi. Latky, které se vice poutaji ke stacionarni fazi, jsou zadrzovany v koloné
delsi dobu, nez analyty, které se ke stacionarni fazi poutaji mirn¢€. Z toho divodu
vstupuji latky do detektoru postupné a je umoznéna jejich ptesna a spravnd analyza.

Vysledkem chromatografického méfeni je chromatogram.[1]

3.2 Rozdéleni chromatografickych metod

Chromatografické metody se mohou rozdélit podle n€kolika kritérii:
Skupenstvi MF

e Plynova chromatografie

e Kapalinova chromatografie

Ulozeni SF

e Kolonova chromatografie
e Plo$na chromatografie:
o Papirova chromatografie

o Tenkovrstva chromatografie

Mechanismus separace

e Rozd¢lovaci chromatografie:
Pti rozdélovaci kapalinové chromatografii se pouzivéa jako MF a SF smés
dvou vzdjemné nemisitelnych kapalin. Stacionarni faze je v tomto ptipadé
zakotvend na vhodném, inertnim nosi¢i. Reten¢ni charakteristiky analyt

zavisi na rozdilné rozpustnosti v jednotlivych fazich, li§ici se polaritou. Pfi
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této metod¢ zavisi na vzdjemné nemisitelnosti SF a MF. MiiZze dochazet
k postupnému vymyvani SF zkolony a tedy k postupnému sniZovani
zivotnosti kolony. Tomuto problému se zamezilo pouzitim chemicky

vazanych kapalin na vhodny nosi¢.[1]

Adsorp¢ni chromatografie

Tato metoda je zaloZend na interakci mezipovrchovych pfitazlivych sil
mezi pevnou staciondrni fazi a méfenym analytem. Meéfeny analyt se
rozdéluje mezi MF a SF na ziklad¢ stfidani adsorpce a desorpce.
Staciondrni fazi byva v téchto piipadech silikagel nebo oxid hlinity.
Specialnim ptikladem adsorpcni chromatografie je chromatografie na tenké

vrstve.[2]

Gelova chromatografie

Gelova chromatografie je metoda zaloZena na rozdélovani analytd podle
velikosti jejich molekul. Mensi molekuly pronikaji hloubé&ji do porii gelu,
naplnénych mobilni fazi, zatimco vétsi molekuly zlstavaji vice na povrchu
staciondrni faze a eluuji se dfive. Stacionarni fazi je tedy gel, jehoz
vlastnosti se voli podle charakteru stanovovanych latek. Vyuzivd se
pfedevsim pro stanoveni biopolymert.[3]

Gel mize byt hydrofilni (sitovany dextran) nebo hydrofobni
(kopolymery styrenu a divinylbenzenu).[4]

Iontové — vyménna chromatografie

U IEC je staciondrni fazi iontoménic, obsahujici pevné navazané kladné
nebo zaporné nabité funkeni skupiny, na které je vazan protion s opacnym
nabojem. Pfi pritoku MF s analytem dochazi k vymeéné téchto protiontii za
ionty vyskytujici se v mobilni fazi nebo ve vzorku a na zakladé tohoto
mechanismu dochédzi k separaci jednotlivych, stanovovanych latek.
Dutlezitou charakteristikou pii méfeni je pH mobilni faze, protoze nastavena

hodnota pH urcuje ndboje iontoménice, mobilni fdze a analytu.[5]
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3.3. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je druhem kolonové kapalinové
chromatografie, vyuzivajici vysokotlaka cerpadla, které umoznuji pritok MF kolonou
mens$iho praméru, pfiCemz je v této kolon¢ stacionarni fize vdzana na Castice mnohem

mensich rozméra. [6]

K separaci pti HPLC dochazi diky interakcim slozek vzorku se staciondrni fazi
naplnénou v kolon¢ a pod vysokym tlakem kolonou prochazejici kapalnou f4zi mobilni.
Jsou zde vyuzitelné vSechny diive popsané moznosti mechanismu separace — adsorpce,
rozdélovani na zéklad¢ rGzné rozpustnosti, iontovd vymeéna ¢i vyuziti porovitych a
sitovych vlastnosti geld. Po vlastnim nastfiku analytu na kolonu, dochézi
k opakovanému ustavovani rovnovdhy mezi SF a MF, pficemz dochazi postupné
k separaci jednotlivych latek ze vzorku. Detekce v systému je provadéna riznymi typy
detektort. Vysledkem chromatografického méfeni je pik, coZz je signal pievedeny

z detektoru do vyhodnocovaciho programu. [7]

HPLC mé& mnoho pfednosti. Jak jiz bylo fe¢eno, umoziuje zdroveit analyzu
kvalitativni 1 kvantitativni, je k ni potfeba jen minimalni mnozstvi vzorku a analyza je
rychld, pfesnd a citliva. Na rozdil od plynové chromatografie je HPLC vhodna i k

analyze net€kavych ¢i tepelné nestalych vzorka. [7]

3.4. UHPLC

Ultra-High  Performance Liquid Chromatographyje velmi  perspektivni
chromatografickd metoda, vyuzivajici chromatografické kolony, jez obsahuji
stacionarni fazi s ¢asticemi mensimi nez 2 uym. Pii UHPLC se pracuje s vySS$imi tlaky
nez pii HPLC, coz umoznuje jesté rychlejsi dobu analyzy stanovovanych vzorki, pfi

stejné dobré separaci jako u HPLC. [8]

3.5. Usporadani kapalinového chromatografu

Soucasti chromatografu je vzdy jeden nebo vice zasobnikli MF (solvent reservoirs),
ktera se musi degasserem (solvent degasser) odplynit. PoZadované sloZzeni mobilni faze
zajiStuyje fidici jednotka (gradient valve), ktera byva piipojena na ovladaci softwarovy
program. Mobilni faze se do systému kolon dostdva pomoci vysokotlakého cerpadla

(high-pressure pump). Cerpadla dosahuji pritoki od nékolika mikrolitrii do nékolika
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mililitrl za minutu a pracuji pfi tlaku od 15 az do 40 MPa. Pii téchto vysokych
hodnotéch tlakii je podstatné spravné upevnéni spojek, aby se predeslo uniku kapaliny

ze systému.[9]

Pouzivaji se pistova Cerpadla, které jsou v zapojena za sebou v sérii nebo Cerpadla
vyuzivajici dvou a vice pistil. Dalsim typem cerpadel jsou membranové cerpadla, ktera
maji dva pracovni prostory, prvni s pistem pro hydraulickou kapalinu, druhy pro
mobilni fazi, oddélené membranou. Ttetim typem cCerpadla je Cerpadlo typu injekéni
sttikacky, které sice nepojme velké objemy MF, ale pro zménu nezplsobuje zadné

pulzy, které¢ by mohly ovliviiovat vysledky. [10]

V nasledujicim kroku dochazi k nastiiku vzorku do systému. Dé&je se tak pomoci
davkovani injekéni stfikaCkou, pomoci déavkovaciho ventilu nebo autosampleru

(switching valve). [11]

Autosampler se pouziva v automatizovanych analyzach, kde je zapotiebi davkovat
pravidelng, pfesné a spravné nekolik desitek az stovek vzorkli denn€. Principy nastiiku
se mohou v jednotlivych systémech liSit. V HPLC se nej€astéji vyuzivaji Sesticestné
ventily, které poskytuji kontinudlni oplach davkovaci jehly, nebo nékolik tficestnych

ventill, které zajist'uji kontinualni pratok MF kolonou.[6]

BER
o .-I'n
1|

- (—o———-

Obrazek 1 - Schéma kapalinového chromatografu [12]

Vzorek neseny mobilni fazi se poté dostdva do ptedkolony (pre-column).
Predkolony fesi dva nejcastéjsi problémy pii HPLC. Prvnim je skute¢nost, Ze se mohou
stanovované chemické latky nevratné vazat na Casti stacionarni faze, a tim snizovat

ucinnost analytickych kolon. Déle je také tfeba pocitat s moZnosti pfitomnosti necistot,
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které by mohly analytickou kolonu znedistit, zazit prutok kolonou, coz ma za nasledek
prudké zvyseni tlaku v koloné€ a celkové hlavni kolonu poskodit. Pfedkolony obsahuji
vétSinou stejnou staciondrni fazi na stejném nosici, jsou ale podstatné mensi délky a
jsou také levnéjsi. Pfi znamce zneciSténi je jednodussi a levnéj$i vymeéna téchto
predkolon. [13]

Z predkolony pokracuje smés do kolony (analytical column). Analyticka kolona je
trubice nebo kapildra, kterd je rovnomérné naplnénd nebo pokryta stacionarni fazi.
V kolon¢ se setkava mobilni faze se stacionarni fazi a dochazi k separaci jednotlivych

latek na zakladég jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti. [14]

Kolony pro HPLC jsou ocelové nebo sklenéné, dlouhé 5-30 cm a s vnitinim
primérem 3-5 mm. Pozadavek na napln kolony je homogennost a rovnomérna
distribuce c¢astic. Ztoho divodu se pouzivaji kolony plnéné a piimo testované

samotnym vyrobcem kolony. [1]

Po separaci v koloné prochazeji separované Casti analytu detek¢ni celou detektoru
(detector). NejpouzivangjSimi detektory v HPLC jsou spektrofotometrické detektory,
které meti absorbanci elektromagnetického zafeni zvolené vinové délky. Detektory
vyuzivajici spektrofotometrickych metod se vyzna¢uji vysokou citlivosti (10” az 10™°
g/ml) a lze je vyuzivat pii gradientové eluci. K detekci se vyuziva pfedevsim oblast UV

spektra, méné poté viditelna oblast. [19]
V praxi jsou nejpouzivangj$i UV detektory:

e UV detektor s fixni vinovou délkou (nejcastéji 254, 280 nm),

e UV-VIS detektor s nastavitelnou vinovou délkou,

e scanning UV detektor (snima absorpéni spektrum v maximu piku
hodnocené slouceniny),

e diode array detektor (hodnoti latku pfi nc¢kolika vlnovych délkach a

porovnava pomeéry absorbanci).

V HPLC se pouzivaji i fluorimetrické detektory, a to v pfipadech, kdy analyt
vykazuje fluorescenci. Nefluoreskujici latky lze v jinych ptfipadech vhodné prevést na
fluoreskujici derivaty. Fluorimetrické detektory jsou citlivéjsi nez UV detektory (107 az
102 g/ml), selektivngjsi, pouzitelné pii gradientové eluci, ale jsou méné univerzalni.

[19]
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U HPLC spojené s detekci pomoci hmotnostni spektrometrie se nejprve musi
odstranit mobilni fiaze ze vzorku. Molekuly vzorku jsou poté v plynném stavu
ionizovany a separovany podle hmotnosti nebo naboje. Hmotnosti spektrometry jsou

vysoce citlivé a selektivni. Jejich nevyhodou je vysoka cena pfistroje. [15]

Jako dalsi detektory v HPLC se mohou pouzit refraktometrické a elektrochemické

detektory.

3.5.1. Typy eluci v HPLC

HPLC analyzu mizeme provadét dvéma zplsoby, a to izokratickou, nebo

gradientovou eluci.

Pti izokratické separaci se slozeni mobilni fize neméni po celou dobu analyzy.

Vyhodou je stabilni zdkladni linie vysledného chromatogramu.

Pfi gradientové eluci se pracuje s mobilnimi fazemi odlisSného sloZeni, které se
michaji ve sméSova¢i HPLC podle pfedem zvoleného programu. Toto usporadéani
umoziiuje rychlou eluci slozek, které byvaji silngji zadrzené v kolon¢ a jejich piky v
chromatogramu jsou potom uZsi a ostfej$i oproti izokratické separaci. Diky tomu je
mozné tyto slozky detekovat i pti nizSich koncentracich. Nevyhodou je nezbytny ¢as na
ustanoveni rovnovahy v koloné na pocatecni slozeni mobilni fAze a moznost pouziti jen

n¢kterych typa detektoru.[16]

3.5.2. Vyhodnocovani dat

3.5.2.1. Kvantitativni stanoveni

Latka se kvantitativné stanovuje vypoctem plochy chromatografického piku a

mnozstvim latky. Pfi kvantitativni analyze vyuzivame tyto metody:

e Metoda vnéjSiho standardu — porovnadvame odezvu piku zkouSené latky
s odezvou piku nastfiknutého standardu o znamé koncentraci. Jako wvnéjsi
standardy se pouzivaji standardy stanovované latky (CRS, CRL) nebo standardy
jednotlivych latek ve vzorku. [17]
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e Metoda vnitifniho standardu — porovnavame pomér ploch pikd stanovované
latky a vnitiniho standardu, ktery se pfidava piimo ke zkoumanému vzorku a
také k porovnavacimu roztoku.

Tento vnitini standard nesmi obsahovat necistoty s retenénim c¢asem
stanovované latky, musi se eluovat v blizkosti stanovované latky a nesmi se
vzorkem reagovat.[17]

e Metoda kalibracni krivky — obsah stanovované latky stanovime na zéklad¢
kalibracni zavislosti koncentraci kalibracnich roztokd a odezvé. Koncentraci
stanovované slozky ve vzorku ur€ujeme z vypoctené rovnice kalibracni kiivky a
odpovidajiciho grafu. [16]

e Metoda normalizace — jednd se o metodu, pfi které vypocitime procentudlni
obsah analyzované latky z celkové plochy vSech pikl, kromé pikl rozpoustédel,

pfidanych ¢inidel a zanedbatelnych pikl.[16]

3.5.2.2.  Kvalitativni analyza

Pii kvalitativni analyze stanovujeme retencni ¢as zkoumané latky, ktery odpovida
zadrzovani latky v systému. Stanovovana slozka stravi v koloné ur¢itou dobu, ktera se
nazyva retencni Cas, oznaCovany jako t.. Pro kazdou latku je retencni Cas na urcité

kolon¢ a za danych podminek specificky. [17]

3.6. Validace metody

3.6.1. Validace

Validace je soubor procest slouzici k zajisténi metody, ktera je pfesnd, spravna a
vhodnd pro svlj zamys$leny ucel. Pfed validaci je nejprve nutné zjistit optimalni
podminky separace a pomoci experimentalnich dat tyto hodnoty ovéfit. Zjisténé data se

pti validaci zapisuji do valida¢niho protokolu.

Cilem validace je stanoveni jednotlivych podminek, pti kterych je zkusebni postup
vhodny a pfi opakovaném stanoveni ve stejné laboratofi zajiSt'uje jeho spolehlivost.
Validace se provadi pti vyvoji kazdé nové metody, pfi zméné metody jiz existujici a pti

pfenosu metody do jinych laboratofi. [18]
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3.6.2. Test zpisobilosti systému

Test zplsobilosti sytému (system suitability test, SST) je soubor méteni, ktery se

pouziva pro ovérovani vhodnosti dané chromatografické metody.

Pii tomto testu se urCuji parametry analytického sytému jako celku. ZjiStuje se
opakovatelnost, faktor symetrie, rozliSeni, kapacitni faktor a pocet teoretickych

pater.[19]

3.6.3. Parametry validace

3.6.3.1. Spravnost

Spravnost je definovadna jako ¢iselna odchylka naméfené hodnoty od hodnoty
spravné. Spravnou hodnotu zjistime jinou, nezavislou metodou s jiz ovéfenou
spravnosti, analyzou placeba s pfidavkem standardni latky, nebo analyzou vzorku s
pfidavkem standardni latky. Spravnost lze vyjadrit jako vytéznost, kterd by méla byt v
intervalu 100 £ 5 % s RSD mensi nez 5 %. [9]

3.6.3.2. Presnost

Ptesnost je vlastnost, kterd vyjadiuje miru shody mezi jednotlivymi vysledky
metody, kterd je provadéna opakované s jednim vzorkem. Presnost za stejnych
provoznich podminek, tzn. provadénou jednim laborantem na stejném pfistroji se
stejnymi Cinidly, je opakovatelnost. Piesnost méfeni mezi laboratofemi vyjadiuje
pojem reprodukovatelnost. Vysledky méfeni pfesnosti vyjadifujeme jako relativni

smérodatnou odchylku z Sesti stanoveni a jeji hodnota by neméla byt vétsi nez 5%. [9]

3.6.3.3. Linearita

Linearita je schopnost metody poskytovat vysledky pfimo umérné koncentraci
stanovované latky ve vzorku. Vyjadifuje se bud’ graficky, jako zavislost vysledkl na
koncentraci stanovované latky, nebo matematicky pomoci vysledkli linearni regresni
analyzy. Uvadi se korela¢ni faktor, ktery je mirou linearity, smérnice pifimky, hodnota y
a chyby stanoveni vSech téchto hodnot. DoporuCuje se proméfeni minimalné péti

koncentraci.[19]
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3.6.3.4. Robustnost

Robustnost charakterizujeme jako schopnost metody ziistat nedot¢ena malymi, ale
zdmérnymi odchylkami v parametrech metody. Poskytuje tdaj o spolehlivosti metody
pfi normélnim pouzivani. U metod jako je HPLC sledujeme piedevsim vliv slozeni MF,
vliv pH a teploty, ¢irychlost prutoku. [20]

3.6.3.5. Selektivita

Selektivita je schopnost metody zméfit spravné a specificky stanovovanou latku v
ptitomnosti jinych latek (napt. dalsi a¢inné latky v kombinovaném piipravku, rozkladné
produkty, necistoty), které lze ve vzorku o¢ekédvat. Vyhodnoceni se provadi na zéklad¢
porovnani chromatogrami standardu a vzorku bez analyzované latky, jez ale obsahuje

vSechny ostatni slozky ptipravku. [20]

3.7. Propranolol

OH
H
0 \)\/ N\I/CHS e HC

CH,

Obrizek 2 - Vzorec propranolol-hydrochloridu [21]

Vzhled: Bily nebo témét bily prasek.

Sumarni vzorec: CicH,,CINO,
(2RS)-1-(isopropylamino)-3-(naftalen-1-yloxy)propan-2-ol-hydrochlorid.

Rozpustnost: Dobie rozpustny ve vode¢ a v ethanolu 96%.

Obsah 99,0 % az 101,0 % slouCeniny C;cH22CINO,, pocitdno na vysuSenou
latku.

M,: 295,81

CAS 318-98-9 [22]
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Pouziti: Propranolol patfi do skupiny neselektivnich beta-blokator, nevykazujici
vnitini  sympatomimetickou aktivitu (ISA). Farmakologicky se fadi mezi

antihypertenziva a antiarytmika.

Propranolol se vyuzivd pro 1é€bu arteridlni hypertenze, tachyarytmie,
supraventrikularni arytmie, pfi Gzkostnych stavech a pfi profylaxi migrény. V pediatrii
nasel propranolol vyuZiti pfi lécb¢ infantilnich hemangiomd, coZ jsou nejcastéjsi cévni

tumory u novorozencu.

Podle kazuistiky Leaute-Labreze, et al. (2008, s. 2649 — 2651), ve které byl sledovan
ucinek propranololu na IH, doSlo k postupné regresi IH. Pfi této 1écbé vykazoval

propranolol velmi dobry t¢inek, bezpecnost a dobrou toleranci.[23]
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22



4.1. Chemikalie, standardy, vzorky

4.1.1. Analyzované piipravky

Propranololi hydrochloridi solutio cum natrii hydrogenophosphate, CL 2009,
pfipraveno v Lékarné TN, Praha 4, datum piipravy 16. 01. 2015

Propranololi hydrochloridum 0,20 g
Acidum citricum monohydricum 0,85 ¢
Natrii hydrogenophospas dodecahydricus 0,70 g
Natrii benzoas 0,05¢
Sirupus simplex 64,0 g
Aqua pro injectione ad 114,0 g (ad 100,0 ml)

Propranololi hydrochloridi solutio cum acido citrico, CL 2009, Pfipraveno v

Lékarne TN, Praha 4, datum pfipravy 16. 01. 2015

Propranololi hydrochloridum 0,20 g
Acidum citricum monohydricum 0,20 g
Natrii benzoas 0,05¢
Sirupus simplex 64,0 g
Aqua pro injectione ad 114,0 g (ad 100,0 ml)

4.1.2. Standardy

Propranolol-hydrochlorid pro test zplisobilosti CRL (propranolol hydrochloride for
performance test CRS), Reference standard, Ph. Eur., Council of Europe, Batch: 3.1,
Code: P3600000

4.1.3. Pufry pro kalibraci pH metru
Technical buffer, WTW®, pH=4.01, model TPL 4, Bestel Nr. 108800

Technical buffer, WTW®, pH=7.00, model TPL 7, Bestel Nr. 108802
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4.1.4. Chemikalie pro analyzu

Acetonitril (Acetonitrile), CHROMASOLV® gradient grade, for HPLC, Sigma
Aldrich®, Némecko, Sarze STBF5762V

Laurylsiran sodny (Sodium lauryl sulfate), Merck® s.r.o., Praha
Propranolol-hydrochlorid (Propranololi hydrochloride), Sigma Aldrich®, Némecko
Benzoan sodny (Natrii benzoas), Sigma Aldrich®, Némecko

Ultradista voda, ¢isténo systémem MILLI Q, Millipore, Bedford, MA, USA
Methylparaben (Methyl 4-hydroxybenzoate), > 99%, Aldrich®, Némecko, §.
Ethylparaben (Ethyl 4-hydroxybenzoate), > 99%, Aldrich®, Némecko, §. 35129-021
Propylparaben (Propyl 4-hydroxybenzoate), > 99%, Fluka®,N&mecko, §. 33505086
Butylparaben (Butyl 4-hydroxybenzoate), > 99%, Fluka”™, Némecko, §. 426009/1

Kyselina fosforecnéd 85%, Merck KgaA, Némecko, Sarze: K43367273223

4.2. Pristroje, podminky separace

4.2.1. Kapalinovy chromatograf
Sestava: Shimadzu® LC — 2010C, Shimadzu® corporation, Japonsko

Kolona: Kinetex® 5u XB-Cig 100A, vnitini primér 4,6 mm, délka 150 mm, velikost

&astic 5 pm, Phenomenex, Ceska republika

HILIC Kinetex® 100A, LC Column, vniténi pramér 4,6 mm, délka kolony

50 mm, velikost ¢astic 2,6 um, Phenomenex, Ceska republika
Detektor: Nexera X2 SPD-M30A Photo-diode array UV-Vis detector
Detekce: UV; 230 nm, 250 nm, 292 nm
Davkovani: 5 pl
ReZim: gradientovy, izokraticky
Prutok: 0,8-1,8 ml/min

Teplota: t=25°C
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4.2.2. Analytické vahy

Sartorius® CPA124S, Sartorius Weighhing Technology GmbH, Goettingen,

Germany

Sartorius® MSE225S — ICE — DI, Sartorius Weighhing Technology GmbH,

Goettingen, Germany

4.2.3. Dalsi pristroje
Filtra¢ni zafizeni pro pfipravu ultracisté vody Milli-Q RG, Millipore, USA

pH metr SCHOTT CG843P, SI Analytics, Némecko

4.3. Softwarové vybaveni

Microsoft Office Excel 2016

LabSolutions, verze 5.57, Shimadzu® corporation, Japonsko

4.4. Pracovni postupy p¥i piipravé vzorki a standardii

4.4.1. Priprava zasobnich roztoki

4.4.1.1. Zdasobni roztok standardii

Pro pfipravu zasobniho roztoku standardli jsem vychazel z niZze citované prace
autorl Zahalka, Matysova et al. Do 20ml odmérné zkumavky bylo navazeno 40,00 mg
propranolol hydrochloridu a 10,00 mg benzoanu sodného. Po rysku se odmérna banka

doplnila smési ultracisté vody a ACN v poméru 50:50 (dale jako fedici smées). [24]

4.4.1.2. Zasobni roztok vnitiniho standardu

Do 100,00ml odmérné batky bylo navdzeno 120 mg ethylparabenu a doplnéno po

rysku fedici smési. [24]
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4.4.2. Piiprava pracovnich roztoku

4.4.2.1.  Pracovni roztok standardii a vnitiniho standardu
Do 25ml odmérné banky bylo ptidano 1,0 ml zésobniho roztoku standardd, 1,0 ml
zasobniho roztoku vnitiniho standardu a doplnéno po rysku fedici smési. [24]
4.4.2.2.  Roztok necistot

10,0 mg propranolol-hydrochloridu pro test zplsobilosti CRL se rozpustilo v 10,0

ml odmérné baiice v mobilni fazi a bylo doplnéno po rysku. [24]

4.4.3. Priprava fosfore¢nanového pufru

Podle CL 2009 byl piipraven fosfore¢nanovy pufr o koncentraci 17,7 mM. 2,7614 g
NaH,PO4 . 2 H,O bylo rozpusténo v 1000,0 ml H,O a jeho pH upraveno kyselinou
fosforecnou R na hodnotu 2,2. [22]

4.4.4. Priprava octanového pufru

25,0 g octanu amonného R se rozpustilo ve 25,0 ml vody R a ptidalo se 38,0 ml
kyseliny chlorovodikové RS. Dale bylo upraveno pH pufru na 3,5 pfidanim amoniaku

zfedéného RS, a doplnéno vodou R na 100,0 ml.
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5. Vysledky a diskuze
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5.1 Vyvoj metody

Podminky pro vyvoj této metody jsem zvolil podle Ceského 1ékopisu 2009 a podle

prace autorti Zahalka, Matysova et al. [24]

5.1.1. Mé&feni na kolon& Kinetex® Ciq
Mobilni faze:
1,60 g laurylsiran sodny
0,31 g tetrabutylamonium dihydrogenfosfat
1 ml kyselina sirova koncentrovana (c=98%)
450 ml vody
550 ml acetonitril

upraveno hydroxidem sodnym na pH na 3,3

Pti téchto koncentracnich pomérech by se kolona mohla znecistit. Pomoci miseni
riznych pomérti mobilni faze ve zkumavkach bylo zjiSténo, ze zékal nevznikéd az pti
poméru MF vodna fadze:ACN 29:71. Pfi poméru 50:50 vykazuje pik propranololu

Spatny faktor symetrie, coz jde vidét na Obrazku 3.
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Obriazek 3 — Nastfik propranololu a benzoanu sodného v MF laurylsiran:ACN v poméru 50:50.
Pfi méfeni standardu necistot (Obrazek 4) se na chromatogramu objevil pouze pik

propranololu. Déle byl chromatogram bez naznaku jakéhokoliv piku necistot.
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Obrazek 4 - Nasttik standardu necistot v MF laurylsiran: ACN v poméru 29:71.
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Me¢éfeni roztoku necistot pouze v acetonitrilu jako MF (Obrazek 5) nepfineslo zadny
efekt v podobé vyseparovani necistot, navic byl pfitomen Sum zakladni linie, ktery

mohlo zptsobit kratké a nekvalitni promyti kolony.
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0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00 225
min

Obrazek 5 - Nasttik standardu necistot v MF laurylsiran: ACN v poméru 0:100.

Z divodu Spatné, piripadné¢ zadné, eluce necistot byla MF zménéna na
fosfore¢nanovy pufr (pH=2,5; c=17,7mM) : ACN. Na nize ptilozeném chromatogramu
(Obrazek 6) je nastiik standardl propranololu a benzoanu sodného v této MF v poméru

50:50.
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Obrazek 6 - Nastiik propranololu a benzoanu sodného v MF fosfore¢nanovy pufr: ACN 50:50.

Pti téchto podminkach nedoSlo k eluci necistot pii méfeni standardu necistot

(Obrazek 7). Na chromatogramu lze vidét pouze pik propranololu.
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Obriazek 7 — Méreni standardu necistot v MF fosfore¢nanovy pufr:ACN 50:50. Na chromatogramu
je zaznamenan pouze pik propranololu (1).
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Pii zméné pH fosfore€nanového pufru z 2,5 na 2,2 doslo k eluci dvou necistot pfi

poméru 25:75 (Obrazek 8). Problémem je prekryti piku necistoty 2 pikem propranololu

a benzoanu sodného (Obrazek 9) pii téchto pomérech MF, coz vyplyva z porovnani

jejich retencnich cast.
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Obriazek 8 — Propranolol (1) a neCistoty (2,3) pfi nastiiku v MF fosforecnanovy pufr:ACN 25:75.
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Obriazek 9 — Nasttik propranololu a benzoanu sodného. MF: fosfore¢nanovy pufr:ACN 25:75.
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Pii nastfiku roztoku standardd, bez necistot, spole¢né s vnitinim standardem —

butylparaben, vznikaji tf1, jasn€ oddélené piky (Obrazek 10).
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Obrazek 10 — Nastiik propranololu, benzoanu sodného a butylparabenu. MF: fosfore¢nanovy

pufr:ACN 25:75.

Pfi méteni tfi rlznych pratoka MF (1,2; 1,4; 1,6 ml/min) doSlo k nepatrnému
zrychleni chromatografické metody a zaroveil k nartstu tlaku v koloné¢ (Tabulka 1).
Navic piky stanovenych latek vykazovaly ve vysSich pritocich hor$i symetrii, nez pii
zdkladnim pritoku 1,2 ml/min. Pro optimalni podminky byla rychlost priitoku

nastavena na 1,2 ml/min, pfi kterém je analyza stale dostatecné rychla.

Tabulka 1 — Méfenti tfi riznych pratokt MF.

Rychlost pratoku [ml/min] t; pro [Min] p [MPa]
1,2 1,193 9,7
1,4 0,986 12,5
1,6 0,862 14,4
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Obriazek 11 — Nastfik propranololu a benzoanu sodného. MF: fosfore¢nanovy pufr:ACN 30:70,
pratok 1,2 ml/min, p=9,7 MPa.

uAlU

PDA Multi 1 230nm 4nm

5000000

4000000

3000000 2
o o

2000000 { &
o o

1000000 [

& | \ | \

min

Obriazek 12 — Nastfik propranololu a benzoanu sodného. MF: fosfore¢nanovy pufr:ACN 30:70,
pratok 1,4 ml/min, p=12,5 MPa.
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Obriazek 13 - Nastiik propranololu a benzoanu sodného. MF: fosfore¢nanovy pufr:ACN 30:70,

pratok 1,6 ml/min, p=14,4 MPa.
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5.1.2. Méieni na koloné HILIC
Mobilni faze €. 1: fosforeCnanovy pufr (c=17,7 mM, pH= 2,2):ACN, rizné poméry
Mobilni faze ¢. 2:
25,0 g octan amonny
38,0 ml kyseliny chlorovodikové
doplnéno vodou na 100,0 ml
upraveno kyselinou chlorovodikovou ziedénou RS; na pH 2,2
acetonitril

Kolona: HILIC Kinetex® 100A, LC Column, vnitini pramér 4,6 mm, délka kolony

50 mm, velikost ¢astic 2,6 um, Phenomenex, Ceska republika

Zména kolony zC;s na kolonu HILIC nepfinesla zlepSeni vysledkli. Naopak
zvySeny Sum a nedostate¢nd separace pikil, 1 pfes zmény v podminkéach, upiednostnila

jako vhodngjsi kolonu Kinetex” Cs.

Pfi méfeni roztoku standardd propranololu a benzoanu sodn¢ho v MF
fosfore¢nanovy pufr:ACN v poméru 12:88, doslo sice k separaci obou latek, ovSem pik
propranololu méa velmi S$patny faktor symetrie (Obrazek 14). Toto rozliSeni se
nezmeénilo ani po dukladném, 30 minut trvajicim promyti chromatografického systému
mobilni fazi, kdy po promyti byl roztok standardti opét proméfen, avSak se stejnym
vysledkem (Obrazek 15). Rozdil nebyl pozorovan ani pfi rizné¢ méfené vinové délce
v detektoru. Na Obrazku €. 11 je detekce nastavena na 254 nm, zatimco na Obrazku €.
12 je detekce nastavena na 230 nm. Lisi se pouze mnohem lepsi odezvou v mAU pfri

nastavené detekované vinové délce 230 nm.

Z toho diivodu byla zménéna mobilni fize na kombinaci octanovy pufr o pH 2,2 a

acetonitril v riiznych pomérech.
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Obrazek 14 — Nastiik propranololu a benzoanu sodného v MF fosfore¢nanovy pufr:ACN v poméru
12:88. Detekee pri 254 nm.
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Obrazek 15 - Nastiik propranololu a benzoanu sodného v MF fosforecnanovy pufr:ACN v poméru
12:88. Detekce pfi 230 nm.
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Na niZe pfiloZeném chromatogramu (Obrazek 16) mizeme vidét nastiik roztoku

standardi propranololu a benzoanu sodného v MF octanovy pufr:ACN v poméru 12:88.
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Obriazek 16 — Nastiik propranololu a benzoanu sodného v MF octanovy pufr:ACN 12:88.

Jednotlivé piky maji v tomto piipadé lepsi faktor symetrie. Nevyhodou je fakt, Ze

octanovy puft zpisobuje vEtsi Sum zakladni linie oproti pufru fosfore¢nanovému.

Pti néstiiku standardu necistot se ze vzorku vyseparoval na chromatogramu pouze
propranolol, jak lze vidét na niZe ptilozenych grafech (Obrazek 17, 18, 19). Necistoty
nebyly na chromatogramu zaznamendny. Ke zméné nedoslo ani pii Gpravé poméru
mobilni faze. Piky propranololu navic nebyly pfili§ reprezentativni v porovnani
s Kinetex® Cis kolonou. Z toho diivodu byla pro optimalni podminky a naslednou

validaci zvolena kolona C;js.
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Obrazek 17 - Nastiik standardu necistot v MF octanovy pufr:ACN 30:70.
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Obrazek 18 — Nastiik standardu necistot v MF octanovy pufr:ACN 15:85
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Obrazek 19 - Nastiik standardu necistot v MF octanovy pufr:ACN 12:88.
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5.1.3. Vybér vnitiniho standardu

Podle reten¢nich cas jednotlivych parabeni byl jako vnitini standard vybran
ethylparaben, viz Obrazek 20.
Kolona: Kinetex® 5u XB-Cis 100A, vnitini pramér 4,6 mm, délka 150

mm, velikost ¢astic 5 um, Phenomenex, Ceska republika

Rychlost pratoku: 1,2 ml/min

Detekce: UV; 230 nm

Mobilni faze: fosfore¢nanovy pufr pH=2,2 : acetonitril v poméru 30:70
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Obrazek 20 - Chromatogram smési parabenii. Podminky separace jsou popsany vyse.

Na Obrazku 21 miZeme vidét chromatogram vSech tfi analyzovanych latek pfii

spole¢ném méteni.
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Obriazek 21 - Chromatogram smési propranololu, benzoanu sodného a ethylparabenu v roztoku.
Podminky separace jsou popsany vyse.
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5.1.4. Optimalni podminky
Pratok 1,2 ml/min
MF: fosfore¢nanovy pufr (c= 17,7 mM, pH=2,2):ACN 30:70
Teplota:  t=20°C

Tlak: p=9,0-12,0 MPa

Jelikoz se neclistoty pii zkouSenych podminkach Spatné eluovaly, pifipadné se
neeluovaly viibec, bylo pfistoupeno k analyze bez standardu necistot. Diivodem je, Ze se
na méfeném chromatografickém systému necistoty dostatecné nevyseparovaly a navic

nejsou komeréné dostupné jednotlivé pro samotné méfeni.

5.2. Validace

5.2.1. Test vhodnosti chromatografického systému

5.2.1.1.  Faktor symetrie

Wo,01...8ftka piku vjedné dvacetiné jeho vysky, d...vzdalenost mezi kolmici

spusténou z vrcholu piku a ¢asti piku v jedné dvacetiné jeho vysky

Tabulka 2 — Naméfené faktory symetrie pro propranolol, benzoan sodny a ethylparaben.

Roztok ¢. t: PRO tr BEN t: ep
1 1,412 1,433 1,303
2 1,410 1,435 1,306
3 1,414 1,435 1,306
4 1,412 1,435 1,308
5 1,411 1,433 1,305
6 1,411 1,438 1,304
Primér 1,412 1,435 1,305

Pozadavek: T= 0,8-1,5

Zavér: Vyhovuje pro propranolol, benzoan sodny i ethylparaben.
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5.2.1.2.  Pocet teoretickych pater

2
tr
N = 5,545 x ( )
Wo,05

tr... retencni cas (min), Wy os...Sitka piku v jedné poloving jeho vysky (min)

V tabulce zapsané hodnoty jsou vzdy primérem tii méteni.

Tabulka 3 — Namétené hodnoty poétu teoretickych pater pro propranolol, benzoan sodny a EP.

Roztok ¢. Npro Ngen NEep
1 4726 6 952 7730
2 4768 6917 7 698
3 4789 6 924 7707
4 4790 6 906 7 691
5 4785 6912 7 700
6 4 687 7121 7 940

Primeér 4757,5 69553 77443

5.2.1.3. RozliSeni

1,18.(tg2—tR2)
Rjj =——""—— tr2> tri
Wh1tWpo

tri, tra...retencni casy (min)

Whi, Wi ... Sitka piku v poloving vysky (min)
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Tabulka 4 — Namétené hodnoty rozliSeni pro benzoan sodny a ethylparaben.

Roztok ¢. Rjj (prO) Rjj BEN) Rjj &)
1 - 3,630 1,669

2 - 3,629 1,668

3 - 3,633 1,670

4 - 3,633 1,669

5 3,630 1,669

6 3,641 1,696
Primeér --- 3,633 1,674

Pozadavek: Rj>1,5

Zavér: Vyhovuje pro benzoan sodny i ethylparaben. RozliSeni propranololu nebylo

mozné stanovit, protoZe pik propranololu je prvnim pikem na chromatogramu.

5.2.2. Opakovatelnost

Pro stanoveni opakovatelnosti byl do chromatografického systému opakované
davkovan standardni roztok sobsahem propranololu, benzoanu sodného a

ethylparabenu, jako vnitiniho standardu.

1. Propranolol

Tabulka 5 — Méfeni opakovatelnosti pro propranolol.

M¢fteni ¢. A t; [min]
1 1 954 276,00 1,136
2 1 966 168,00 1,136
3 1 978 156,00 1,136
4 1977 317,00 1,136
5 1 978 548,00 1,137
6 1 981 453,00 1,135
Primér 1 972 653,00 1,136
Smérodatna odchylka 10430,69 0,00064
Relativni smérodatna odchylka (%) 0,53 0,06
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Pozadavek: RSD <1%.

Zavér: Vyhovuje u hodnot retenénich ¢ast tg 1 u hodnot plochy pika A.

2. Benzoan sodny

Tabulka 6 - Méfeni opakovatelnosti pro benzoan sodny.

M¢fteni ¢. A t; [min]
1 354 164,00 1,376
2 354 890,00 1,376
3 353 353,00 1,376
4 353 147,00 1,376
5 351 020,00 1,376
6 352 211,00 1,375
Primér 353 130,83 1,376
Smérodatna odchylka 1379,38 0,00041
Relativni smérodatna odchylka v % 0,39 0,03

Pozadavek: RSD <1%.

Zavér: Vyhovuje u hodnot retenénich €ast tg 1 u hodnot plochy pikd A.

5.2.3. Linearita

K méfeni linearity byla pfipravena sada kalibrac¢nich roztoki, kterd obsahovala
propranolol hydrochlorid, benzoan sodny a ethylparaben jako vnitfni standard.
Koncentrace propranololu a benzoanu sodného jsou zapsany v tabulce. Koncentrace

vnitiniho standardu ethylparabenu byla 4 mg/100ml.

Kazdy z Sesti vzorkll byl promé&fen tfikrat. Plochy pikl pro kazdou koncentraci latky

nebo vnitiniho standardu je primérem ze tii téchto méfeni.

Pro vyhodnoceni metodou linearni regrese byla pouZita zavislost pomérii ploch pikt
stanovovanych kalibra¢nich roztokd na jejich koncentraci. Regresni funkce meéla

podobu:

y=bx+a
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Tabulka 7 — Mefeni kalibra¢nich roztokd.

vzorek ¢&. = Apro = ABen = Agp
1 1 045 920,33 182 450,67 277 000,67
2 1 488 433,33 258 035,33 279 518,00
3 1724 379,33 306 314,33 275 994,33
4 1 977 938,00 354 914,33 279 663,33
5 2429 952,33 442 506,67 280 012,33
6 2 878 269,33 534 680,00 282 355,67
1. Propranolol
Tabulka 8 — Tabulka linearity pro propranolol.
vzorek €. | cpro (mg/100ml) pomér A

1 4 3,775877

2 6 5,325000

3 7 6,247879

4 8 7,072568

5 10 8,678019

6 12 10,193772

Pomér A = pomér ploch pikli stanovované latky (propranolol) a vnitiniho standardu.

11
10

¥ = 0,80846x + 0,54929
R =0,99942

pomér A
(e)]

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
¢ (mg/100ml)

Obrazek 22 — Graf linearni regrese propranololu.
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Parametry regresni ptimky:

Smérnice pfimky: b=0,80846
Absolutni ¢len: a=0,54929
Korelaéni koeficient: R=0,99942

Zavér: Zavislost y na x byla prokazéana se spolehlivosti 99,9 %.

2. Benzoan sodny

Tabulka 9 — Tabulka linearity pro benzoan sodny.

vzorek ¢. cgen (mg/100ml) pomér A
1 1 0,65866508
2 1,5 0,92314389
3 1,75 1,10985733
4 2 1,26907710
5 2,5 1,58031135
6 3 1,89364005

Pomér A = pomér ploch pikli stanovované latky (benzoan sodny) a vnitiniho standardu.

y =0,6253x + 0,0145
R =0,9988

0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5
¢ (mg/100ml)

Obrazek 23 — Graf linearni regrese benzoanu sodného.

49



Parametry regresni piimky:

Smérnice pfimky: b=0,6253
Absolutni ¢len: a=0,0145
Korelaéni koeficient: R=0,9988

Zavér: Zavislost y na x byla prokazéana se spolehlivosti 99,8 %.

5.2.4. Presnost

1. Propranolol s Na,HPOy (cpro=2 mg/ml)

Tabulka 10 — Naméfené hodnoty 1ékopisného ptipravku.

Roztok ¢. Pomér ploch PRO/EP | Pomér ploch BEN/EP

1 7,761029849 1,740206509

2 7,802245948 1,750606929

3 8,095362279 1,822597409

4 8,116441904 1,833104387

5 8,174391034 1,844420261

6 7,908515758 1,783179433
Primér 7,98 1,80
Smérodatna odchylka 0,18 0,04
Relativni smérodatna odchylka 2,20 2,46

Pozadavek: RSD<5%.

Zaver: Vyhovuje pro propranolol i benzoan sodny.
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2. Propranolol s kyselinou citronovou (cpro=2 mg/ml)

Tabulka 11 — Naméfené roztoky analyzovaného piipravku.

Roztok ¢. Pomér ploch PRO/EP | Pomér ploch BEN/EP
1 7,897267061 1,596194483
2 7,275219673 1,452948928
3 7,296484429 1,457993748
4 7,861977914 1,594583222
5 7,426144122 1,484582843
6 7,72012605 1,560914167
Prameér 7,58 1,52
Smérodatna odchylka 0,28 0,07
Relativni smérodatna odchylka v % 3,72 4,40
Pozadavek: RSD <5%
Zavér: Vyhovuje u propranololu i benzoanu sodného.
5.2.5. Selektivita
Prvni chromatogram (Obrazek 24) ukazuje analyzu standardniho roztoku

obsahujicitho propranolol, benzoan sodny a vnitini standard ethylparaben. Postup

ptipravy standardniho roztoku viz kap. 4.4.1.1.

Druhy chromatogram (Obrazek 25) zobrazuje analyzu I[éCivého piipravku

Propranolol-hydrochloridu s Na,HPO, o navdzce 0,20 g, s piidavkem vnitiniho

standardu ethylparabenu.

Z uvedenych dvou chromatogrami je patrné, Ze HPLC metoda je schopna selektivné

stanovit obsah propranololu v 1é¢ivém piipravku.
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Obrazek 24 — Nastiik roztoku standardd propranololu, benzoanu sodného a ethylparabenu v MF
fosfore¢nanovy pufr: ACN 30:70.
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Obriazek 25 — Nastiik 1ékopisného piipravku propranololu s Na,HPO, s pfidavkem ethylparabenu
v MF fosfore¢nanovy pufr: ACN 30:70.

52



5.2.6. Stabilita

1. Propranolol

Tabulka 12 — Hodnoty stability pro propranolol pfi teplotach 4°C a 20°C.

t (hod) A pii 4°C Fz [%] A pii 20°C Fz [%]
0 10122285 10,0| 1013 667,5 10,0|
24 1 009 630,0 03] 1015 260,0 0,2
48 1 004 855,0 10,7] 1017 657,5 10,4|
72 1005 112,0 10,7] 1020 305,5 07|

2. Benzoan sodny

Tabulka 13 - Hodnoty stability pro benzoan sodny pii teplotach 4°C a 20°C.

t (hod) A pii 4°C Fz [%] A pii 20°C Fz [%]
0 189 093,0 10,0] 188 108,0 10,0
24 188 607,0 0,3] 190 072,0 11,0
48 187 878,0 10,6 190 493,0 11,3
72 187 922,0 10,6] 190 870,5 11,5

3. Ethylparaben

Tabulka 14 - Hodnoty stability pro ethylparaben pii teplotach 4°C a 20°C.

t (hod) A pii 4°C Fz [%] A pii 20°C Fz [%]
0 217 622,0 10,0] 217 227,0 10,0]
24 217 205,0 0,2 219 351,0 11,0
48 217 604,0 10,0] 223'163,0 2,7
72 218 728,0 0,3] 221 300,0 11,9)

Pozadavek: Fz < 1%.

Zavér: Standardni roztok propranololu a benzoanu sodného s pfidavkem vnitiniho
standardu ethylparabenu lze uchovavat 72 hodin pfi sniZzené teploté a 24 hodin pfi

teploté 20°C.
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5.2.7. Robustnost

1. Vliv sloZeni mobilni faze fosfore¢nanovy pufr:ACN

Byl hodnocen vliv experimentalnich podminek na stanoveni obsahu propranololu.
Pii tomto méfeni byl pouZit roztok standardi propranololu a benzoanu sodného s
pfidavkem vnitiniho standardu ethylparabenu. Slozeni mobilni faze bylo méfeno pii péti
riznych pomérech (Tabulka 15). Optiméalni hodnota slozeni MF fosfore¢nanovy
pufr:ACN je 30:70. Hodnota pH (Tabulka 18) se zkouSela pfi péti riznych hodnotach,

pfiCemz optimalni pH bylo stanoveno na 2,2.

Tabulka 15 — Naméfené hodnoty pfi riiznych pomérech mobilni faze.

Propranolol Benzoan sodny Ethylparaben

SloZeni MF A tr A tr A tr

40:60 1019293,67 | 1,182 | 192192,33 1,507 | 219 468,67 | 1,716

35:65 1 008 930,00 | 1,151 189 879,00 | 1,433 | 217 823,67 | 1,585

30:70 1013989,00 | 1,134 | 186174,33 | 1,376 | 218 167,00 | 1,487

25:75 1010222,67 | 1,129 | 183 907,33 1,334 | 220 122,33 | 1,415

20:80 1010157,33 | 1,122 | 181 089,33 | 1,300 | 225954,33 | 1,360

a) Vliv na plochu chromatografického piku.

Vypocet relativni plochy piku A;:
A
A, = 2 100
A, ...plocha piku

A ...plocha piku pii optimalnim poméru MF 30:70

Relativni plocha piku vztaZena na plochu piku propranololu pfi optimalnim sloZeni
MF se pohybovala v rozmezi 99,50 % az 100,52 %. Plocha piku benzoanu sodného se
pohybovala v rozmezi 97,27 % az 103,23 %. Plocha piku ethylparabenu se pohybovala
v rozmezi 99,84 % az 103,57 % (Tabulka 16).
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Tabulka 16 — Vliv na plochu chromatografického piku pfi riznych pomérech MF.

Propranolol

Benzoan sodny

Ethylparaben

Slozeni MF A A [%] A

A [%]

A A, [%]

40:60 1019 293,67 | 100,52

192 192,33 | 103,23

219 468,67 | 100,60

35:65 1 008 930,00 | 99,50

189 879,00 | 101,99

217 823,67 | 99,84

25:75 1010 222,67 | 99,63

183 907,33 | 98,78

220 122,33 | 100,90

20:80 1010 157,33 | 99,62

181 089,33 | 97,27

225954,33 | 103,57

b)

VI1iv na retenéni ¢as

Relativni reten¢ni ¢as vztazeny na retencni ¢as propranololu pfi optimalnim sloZeni

MF se pohyboval v rozmezi 98,92 % az 104,23 %. Relativni retencni ¢as benzoanu

sodného byl v rozmezi 94,48 % az 109,52 %. Relativni reten¢ni Cas ethylparabenu se

pohyboval v rozmezi 91,50 % az 115,43 % (Tabulka 17).

Tabulka 17 — Vliv na retencni Cas latek pfi riznych pomérech MF fosfore¢nanovy pufr: ACN.

Propranolol Benzoan sodny Ethylparaben
Slozeni MF tri [min] tr, [%] tri [min] try [%] tri [min] try [%]
40:60 1,182 104,23 1,507 109,52 1,716 115,43
35:65 1,151 101,50 1,433 104,16 1,585 106,64
25:75 1,129 99,53 1,334 96,91 1,415 95,18
20:80 1,122 98,92 1,300 94,48 1,360 91,50
2. VlivpH
Tabulka 18 - Naméfené hodnoty pfi riiznych hodnotach pH.
Propranolol Benzoan sodny Ethylparaben

pH A t; [min] A t; [min] A t; [min]
2,2 | 1013989,00 1,134 186 174,33 1,376 218 167,00 1,487
24 | 1011571,00 1,147 188 581,50 1,377 220 019,50 1,488
2,6 | 1012112,00 1,154 188 370,00 1,380 221 442,00 1,489
2,8 | 1013095,50 1,161 188 374,50 1,381 221 502,50 1,489
3,0 | 1011931,50 1,172 188 438,50 1,382 222 004,00 1,489
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a) Vliv na plochu chromatografického piku

Relativni plocha piku vztazend na plochu piku propranololu pfi riznych hodnotach
pH se pohybovala v rozmezi 99,76 % az 99,91 %. Plocha piku benzoanu sodného se
pohybovala v rozmezi 101,18 % az 101,29 %. Plocha piku ethylparabenu se pohybovala
v rozmezi 100,85 % az 101,76 % (Tabulka 19).

Tabulka 19 - Vliv na plochu chromatografického piku pfi riznych hodnotach pH.

Propranolol Benzoan sodny Ethylparaben

pH A A [%] A; A [%] A A [%]

2,4 | 1011571,00 99,76 188 581,55 101,29 | 220019,55 100,85

2,6 | 1012112,00 99,81 188 370,00 101,18 | 221 442,00 101,50

2,8 | 1013095,55 99,91 188 374,55 101,18 | 221 502,55 101,53

3,0 | 1011931,55 99,80 188 438,55 101,22 | 222 004,00 101,76

b) Vliv na retencni ¢as

Relativni reten¢ni Cas, vztaZzeny na reten¢ni €as propranololu pfi optimalni hodnoté
pH, se pohyboval v rozmezi 101,15 % az 103,31 %. Relativni reten¢ni ¢as benzoanu
sodného byl v rozmezi 100,07 % az 100,44 %. Relativni reten¢ni ¢as ethylparabenu se

pohyboval v rozmezi 100,07 % az 100,13 % (Tabulka 20).

Tabulka 20 - Vliv riznych hodnot pH na reten¢ni ¢as stanovovanych latek.

Propranolol Benzoan sodny Ethylparaben
pH tr; [min] try [%] tr; [min] try [%] tr; [min] try [%]
2,4 1,147 101,15 1,377 100,07 1,488 100,07
2,6 1,154 101,72 1,380 100,25 1,489 100,10
2,8 1,161 102,38 1,381 100,36 1,489 100,13
3,0 1,172 103,31 1,382 100,44 1,489 100,13
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6. Zavér

Cilem prace byla optimalizace a validace HPLC metody pro stanoveni propranololu

v tekutych 1éCivych ptipravceich.

Nejprve bylo tfeba optimalizovat sloZeni mobilni faze, jelikoZz podle podminek
z Ceského 1ékopisu 2009 [22] vodna fize mobilni fize s laurylsiranem sodnym
zpiisobovala zneciSténi kolony tvorbou zidkalu ve smési s acetonitrilem. Byl zvolen
fosforeCnanovy pufr o koncentraci 17,7 mM a pH 2,2. Pii méfeni s MF
fosfore¢nanového pufru a acetonitrilu v riznych pomérech zistavala kolona Cistd a
dochazelo k separaci latek. Na koloné C;s ovSem nedoslo k separaci necistot a tak byla
zkouSena kolona HILIC. V této kolon¢ nedoslo ke zlepSeni, necistoty se neeluovaly a
navic byly piky standardi méné reprezentativni nez u kolony C;s. Dal§i méfeni a

nasledna validace byla provedena s kolonou Kinetex® Cs.

Jelikoz se necistoty pfi zkouSenych podminkéch Spatné, ptipadné viibec, neeluovaly
bylo upusténo od soucasné analyzy necistot ve vzorku. Necistoty nejsou komeréné

dostupné pro jednotlivé méfeni, neni tedy mozné stanovit je samostatné v roztoku.

Metoda pro stanoveni propranololu byla nésledné validovana. Na zakladé
valida¢nich vysledki Ize usoudit, ze metoda poskytuje presné a spravné vysledky a je

vhodna pro stanoveni obsahu propranololu v tekutych 1é¢ivych ptipravcich.
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