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Abstrakt

Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Kandidat: Veronika Reiska
SKolitel: doc. PharmDr. Ludmila Matysova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Vyvoj a validace UHPLC metody pro stanoveni koncentrace

omeprazolu v oralnich suspenzich

Byly nalezeny vhodné podminky pro stanoveni omeprazolu a jeho rozkladného

produktu v oralnich suspenzich.

Analyza byla provedena na koloné& Kinetex ™ 1,7 um, C18 100 A, 50 x 2,1 mm,
(Phenomenex, USA). Jako mobilni faze byl pouzit 0,025 mol/l fosfore¢nanovy pufr
a acetonitril v poméru 74:26. Jako vhodné pH vodné faze byla zvolena hodnota 7,6.
Byla vyuzita metoda vnitiniho standardu, kterym byl methylparaben. Cilové analyty
byly detekovany pii vinové délce 300 nm.

Po stanoveni optimalnich podminek bylo prométeno 6 vzorkl ordlnich suspenzi

omeprazolu. K rozpousténi vzorkl byla vyuZzita mobilni faze.

Metoda byla validovana.

Kli¢ova slova: omeprazol, UHPLC, orélni suspenze



Abstract

Charles University
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Anylytical Chemistry

Candidate: Veronika Reiska
Supervisor: doc. PharmDr. Ludmila Matysova, Ph.D.

Title of diploma thesis: Development and validation of UHPLC method for

determination of omeprazole in oral suspensions

The aim of the diploma thesis was to find out suitable conditions for method

which enables to determinate the concentration of omeprazole in oral suspensions.

There was used the column Kinetex ™ 1.7 um, C18 100 A, 50 x 2.1 mm,
(Phenomenex, USA) for analysis. The mobile phase was 0.025mol/L phosphate buffer
and acelonitrile in ratio 74:26. A suitable pH value of 7.6 was chosen. The internal
standard method of methylparaben was applied. The whole analysis was detected on the

wavelength of 300 nm.

After finding of optimal conditions, 6 different samples of oral omeprazole
suspensions were measured. The solution of the mobile phase was used for dissolution

of samples.

The method was validated.

Keywords: omeprazole, UHPLC, oral suspensions.
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1 Uvod

Omeprazol patii do skupiny 1ékti zvanych inhibitory protonové pumpy neboli
blokatory H/K" ATPazy. Blokovanim protonové pumpy muiize dojit az k aplnému
potlaceni sekrece kyseliny chlorovodikové v zaludku. Jeji nadmérnd sekrece zpiisobuje
paleni zahy, viedy zaludku ¢i duodena, nebo gastroesofaegalni reflux a Zollinger-

Ellisontv syndrom.

Nejen dospéli, ale i déti mohou trpét gastroesofagedlnim refluxem, péalenim Zzahy,
¢i viedy. K usnadnéni aplikace je pro déti vhodnéjsi 1écba tekutou formou, jako jsou
suspenze, nebo sirupy. S pevnymi Iékovymi formami mohou mit déti problém
pfi polykani. DalSim problémem je, Ze hromadné vyrabéné léky obsahuji v jednotce
(kapsli) vysokou davku omeprazolu. Resenim se jevi rozdéleni do vice kapsli za pomoci
laktozy nebo jiné pomocné latky nebo pravé piiprava omeprazolovych orélnich

suspenzi ze suroviny, coz velmi usnadnuje podavani a presné davkovani 1éciva.

Pro ovéfeni koncentrace omeprazolu a ptipadnych rozkladnych produkti v oralnich
suspenzich a sledovani jejich stability lze vyuZivat vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii v kombinaci s ultrafialovou detekci. Pro urychleni analyzy se miize

vyuzit vysSich tlakii u ultra vysokoucinné kapalinové chromatografie.



2 Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo nalezeni vhodnych chromatografickych podminek
pro stanoveni obsahu omeprazolu, validace a nasledné vyuziti metody pro meéteni

realnych vzorkl oralnich suspenzi.



3 Teoreticka cast

3.1 Funkce Zalude¢ni sliznice

Sliznice zaludku za normalnich podminek byvéa chranénd pied vlivem kyseliny
chlorovodikové tvorbou zéasaditého hlenu. Obcas vSak mize dojit k poruseni rovnovahy
mezi tvorbou kyseliny chlorovodikové a hlenu ve prospéch kyseliny. K této poruse
muze dojit 1 diky vnéjSim vliviim, jako je nadmérné piti kavy, koufeni, alkohol,
kotenéna jidla nebo nadmérné uzivani nesteroidnich antiflogistik, které snizuji tvorbu

prostaglandind. Kyselina pak naleptava sliznici a dochazi k tvorbé viedd ['12],

Hlavni bunky sliznice prostfednictvim prostaglandin PGE2, PG, a NO tvofi
zalude¢ni hlen a ionty HCOs". Hlen spolu s ionty tvofi na povrchu sliznice neutralni pH.
Naopak kryci neboli parietalni butiky mohou do Zzalude¢niho lumen vylucovat H*
pomoci H/K"™-ATPazy. Pro sekreci kyseliny chlorovodikové v parietalnich bufikach je
zapotiebi aktivace Ms-receptort acetylcholinem, ktery se uvoliiuje ze zakonceni nervu
vagu. Déle se musi aktivovat i gastrinovy receptor uvolnénim gastrinu. Gastrin
a acetylcholin dale vedou k sekreci histaminu enterochromafinnimi bunikami. Histamin
se navaze na Ha-receptor v parietalnich buiikach a tim ho aktivuje. Aktivaci parietalnich
bunék se presune protonova pumpa (H/K'-ATPaza) do apikalni membrany,

kde dochéazi k vyméng H" a K [1112],
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Obrazek 1: Funkce Zalude¢ni sliznice a farmakologické ovlivnéni [

Sekrece kyseliny chlorovodikové se da ovlivnit na riiznych mistech. Zablokovanim
muskarinovych receptorti pomoci piranzepinu, zablokovanim histaminovych receptort
pomoci Hs-antihistaminik nebo zablokovanim H/K™-ATPazy pomoci inhibitori

protonové pumpy 12,

3.2 Inhibitory protonové pumpy

Mezi inhibitory protonové pumpy fadime 1é¢iva, jako jsou omeprazol, esomeprazol,
pantoprazol, lansoprazol. Podévaji se ve form¢ proléciva a na Gc¢innou latku se aktivuji
az vtéle pfi kyselém pH. SniZzuji nebo upln€¢ potlacuji vylu€ovani kyseliny
chlorovodikové v zaludku. Inhibitory protonové pumpy na H/K'-ATPazu pulisobi
ireverzibilné. Proto se tento protein musi nasyntetizovat novy, aby mohla pumpa opé&t

fungovat 51,
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Inhibitory protonové pumpy se indikuji pii onemocnénich, jako jsou peptické viedy,
u t¢zsich forem gastroesofagealniho refluxu, gastropatie vyvolané predevsim NSAID
a Zollingerova-Ellisonova syndromu. V kombinaci s antibakterialnimi [éCivy se
vyuzivaji k eradikaci Helicobacter pylori, ktery je pii¢inou primarnich peptickych

viedll. Nejcast&ji se pouziva kombinace omeprazol, amoxicilin a klaritromycin [*],

Inhibitory protonové pumpy snizuji sekreci kyseliny chlorovodikové uz za 2-3
hodiny, ale k uplnému potlaceni sekrece dochazi az po n¢kolika dnech. Pro zvysSeni
efektu se inhibitory protonové pumpy podavaji rdno po celono¢nim la¢néni.

Po ukongeni 1é&by pretrvava cinek dalsich 48-72 hodin !,

3.2.1 Omeprazol

Omeprazol je slaba baze s pKa okolo 4. Je nejdéle pouzivany a nejprostudované;si
inhibitor protonové pumpy. Zpuasobuje nejsiln€j$i inhibici vylucovani kyseliny
chlorovodikové. Jeho strukturu tvoii benzimidazolovy skelet a substituovany

pyridinovy kruh, které jsou spojené methylsulfinylovym mustkem [2 (41 [5116],

pyridinovy kruh

c=uw

benzimidazolovy
skelet

Obrazek 2: Struktura omeprazolu [’

Je staly v zasaditém prostiedi, v kyselém se rozklada na aktivni metabolit. Proto se
omeprazol podavad v enterosolventnich tobolkach, aby se vstfebavaly az v tenkém
sttevé. Poté se krevni cestou transportuje do zalude¢ni sliznice. Hromadi se v silné
kyselém kanalikuldrnim prostfedi krycich bun€k. Zde vznikd aktivni forma, kterad se

kovalentné vaZe na protonovou pumpu 21 415116
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Obrazek 3: Aktivace omeprazolu na aktivni metabolit 2

V krevnim fecisti se omeprazol vaze z 95% na plazmatické bilkoviny. Je to stiedné
silny inhibitor CYP450 2C19 a substrat CYP450 3A4, coz mlze vést k interakcim
s 1éky, které jsou také substraty cytochromu P450, jako je napt. klopidogrel, R-warfarin,
fenytoin a diazepam. Tim, Ze omeprazol zvySuje v Zaludku pH, mlZe dojit ke sniZeni
biologické dostupnosti 1¢€kii, vstiebavajicich se v kyselém pH. Mezi tyto léky patii

antimykotika ketokonazol a itrakonazol [/ 1811°],

V Ceské republice je registrovanych a obchodovatelnych mnoho 1é&ivych piipravka

s omeprazolem jako l1é¢ivou latkou.
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3.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC, High Performance Liquid
Chromatography) patii mezi separa¢ni metody. Dochdazi pfi ni k d€leni smési latek mezi
dvé nemisitelné faze, mobilni a stacionarni, a vytvareni rovnovdznych stavi délenych
latek mezi témito fazemi. Mobilni faze je pohybliva a tvofti ji kapalina. Tato kapalina
protékd chromatografickou kolonou, ve které je umisténa stacionarni faze. Stacionarni
faze je naopak nepohyblivé a tvoii ji bud’ tuha latka, nebo kapalina zakotvena na tuhém
nosici. Na této fazi dochazi k zadrzovani latek. Dlivodem riizné retence smési latek jsou
odlisné interakce s fazemi. Diky vysokym tlakiim, které¢ vhanéji mobilni fazi do kolony,

patii tato metoda mezi rychlé 10 (11121 113]

HPLC je analyza kvantitativni, kdy se méfi koncentrace nebo mnozstvi slouc¢eniny
ve vzorku pomoci plochy pod pikem, i analyza kvalitativni, kdy lze zjistit totoZnost
ruznych latek ve vzorku pomoci retencniho €asu a porovnani se standardnim roztokem

latky [14],

3.3.1 Schéma kapalinového chromatografu

Mobilni faze je do systému vhanéna ze zasobnich nadob s kapalinami diky ¢erpadlu
(pump€). Pomoci stfikacky nebo autosampleru dochdzi k nastfiku vzorku. Ten
postupuje spolu s mobilni fazi dale az ke kolon¢, na které je separovan. Pied kolonou se
nachazi predkolona, kterd tuto kolonu chrani pied pfipadnymi necistotami. Vysledky
jsou zaznamendny na detektoru a pifeneseny do pocitace, kde diky specidlnimu

programu ziskdme chromatogram daného vzorku %1151,
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Obrazek 4: Schéma HPLC [!

3.3.2 Kolony pouZzivané v kapalinové chromatografii

Kolony pouzivané ve vysokoucinné kapalinové chromatografii jsou komeréné
vyrabény nejcastéji z nerezové oceli, plastu (PEEK — polyetheretherketon) nebo
borosilikatového skla. Kolona musi byt chemicky inertni, odolavat vysokym tlakiim
a vnitini povrch musi byt hladky. Délka kolony byva nejcastéji 5-30 cm, vnitini primér

2-5 mm a jsou naplnény &asticemi o velikosti 1-10 pm 1%,

HPLC kolona se skldda z kovového plasté (1) uzavieného kovovou fritou (2), ktera
zamezuje uvolnéni stacionarni faze (3). Na obou koncich je ochranny krouzek (4)

a koncova hlavice (5) se vstupem pro kapilaru se §roubem (6) 161,

Obrazek 5: HPLC kolona [
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Stacionarni faze v koloné je dosud nejCastéji tvofena silikagelem. Aktivni centra
silikagelu tvofi hydroxylové skupiny —OH na povrchu silikagelu. Diky hydroxylovym
skupinam je povrch silikagelu mirné kysely, a proto 1épe zadrzuje bazické a neutralni
latky. Je potieba, aby hodnota pH mobilni faze byla maximaln¢ 8, aby nedochézelo
k rozpousténi silikagelu. Dale se pouziva oxid hlinity nebo chemicky vazané polymery.
Nové se jako sorbenty pouzivaji malé rigidni porézni ¢astice nebo monolity s velkou

plochou povrchu 16,

Podle polarity mobilni a stacionarni faze rozliSujeme chromatografii s normalnimi
a obracenymi (reverznimi) fazemi. Chromatografie s normalnimi fazemi nastava, kdyz
staciondrni faze je polarnéj$i nez mobilni a v pfipadé obracenych fazi je polarné&jsi
mobilni faze. Mezi ligandy na povrchu staciondrnich fazi pouzivanych pifi normdlni
chromatografii patfi napt. -OH, -NH;, -CN, -NO, a ligandy pouzivanych

pii reverzibilni chromatografii napt. -C8, -C18, fenyl, amidova faze, alkyl-, aryl- '],

3.3.2.1 Monolitni kolona

Kolony, které jsou tvofeny jednim kusem porézniho materidlu a ne c¢ésticemi
sorbentu, se nazyvaji monolitické kolony. Monolitické¢ kolony maji dva typy poru -
velké (makropory), zajiStujici rychly tok mobilni faze a stiedné velké pory (mesopory),

poskytujici velkou separa¢ni kapacitu 6],

16



Mesopores: 13 nm Macropores: 2 um

Total porosity > 80%

Obriazek 6: Makropory a mesopory !¢

Obrazek 7: lonSwift aniont-vyménna monolitickd kolona ['”]
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3.3.2.2 Kolona s poréznim povrchem
Tyto kolony vyuzivaji tzv. core-shell ¢astice, kdy je vnitini sorbent tvofen pevnym
jaddrem s poréznim obalem. Jadro nejCastéji tvoii oxid kiemicity. Oproti plné poréznim

¢asticim dochazi k rychlej$imu pfenosu hmoty a snizeni rozmyvani pikd [ 19,

Tato technologie se nejcastéji vyuzivd u kolon urCenych pro ultra ucinnou
kapalinovou chromatografii. Tyto kolony odolévaji vys$sim tlakiim, ¢im se vyznamné
urychluje doba analyzy. Rovnéz se snizuje spotieba rozpoustédel, zlepSuje se rozliSeni,

citlivost a u¢innost 1811191,

Hinslax Core-Shall

Band Breaden

Obrazek 8: Porovnani rozmyvani pikd u core-shell kolony a plné porézni kolony [*]

Jedna z prednich firem vyrabé&jici core-shell kolony je firma Phenomenex z USA.

Jeji kolony Kinetex byly vyuZity pii vlastni analyze.

18



Obrazek 9: Kolony Kinetex [1]

3.3.3 Mobilni faze

Mobilni faze pted vstupem do systému musi byt odplynéna, aby nedochazelo
k uvolnéni bublin. Bubliny mohou zpiisobit problémy, jako jsou nestabilita zakladni
linie, neopakovatelnost retencnich ¢ast a dal$i. Proto musi byt pouzity velmi Cisté
mobilni faze. Jestlize je soucasti mobilni faze voda vyrdbéna v laboratofi, musi byt

piedem piefiltrovana pies membranovy filtr 10,

Slozeni mobilni faze se béhem analyzy muze, ale i nemusi ménit. Pokud je slozeni
po celou dobu analyzy stejné, hovofime o isokratické eluci. Méni-li se slozeni mobilni
faze, jednd se o uvoliiovani gradientovou eluci. Vyhodou gradientové eluce je zrychleni

analyzy latek s rozdilnymi retenénimi vlastnostmi 1,

3.3.4 Detektory

Detektor je podstatna c¢ast HPLC systému. Slouzi k identifikaci analytu.
Rozeznavame  detektory  dvojiho  typu. Bud® mohou byt  selektivni
(napt. spektrofotometricky detektor), nebo univerzalni (napt. refraktometricky). Dale
by mél byt detektor vysoce citlivy, odolny vi¢i zménam tlakti, nedestruktivni. Mezi
nejCasteéji pouzivané detektory patii spektrofotometrické zahrnujici i detekci pomoci
diodového pole DAD (Diode Array Detector), refraktometické, fluorometrické

a do popiedi se nové dostava i hmotnostni spektrometr 10111611201,

19



3.3.4.1 Spektrofotometrické detektory
Spektrofotometrické detektory pracuji na principu absorpce zafeni o vinové délce
v rozmezi od 190 nm, nachazejici se v UV (ultrafialové) oblasti, az po 800 nm v oblasti

VIS (viditelného svétla) [101[161120],

Podle konstrukce je miizeme rozdélit na detektory s fixni vlnovou délkou,
méfitelnou vinovou délkou, programovatelnou vinovou délkou a detektory diodového
pole (DAD). DAD detektory snimaji cel¢ spektrum vredlném cCase a ukladaji je

do pocitage 1011161120

Diodove pole

Disperzni prvek

Stérbina

‘ Méfici cela
m Zdroj

Obrazek 10: Schéma detektoru s diodovym polem [2!)

3.3.4.2 Refraktometrické detektory

Refraktometrické detektory jsou univerzalni. Pracuji na principu méteni rozdili
mezi indexem lomu eluatu a Cisté mobilni faze. Detektor je tim citlivéjsi, ¢im je rozdil
v indexech lomu vétsi. Stabilita detektoru je podminéna konstantni teplotou, a proto
musi byt soucasti detektoru i termostat. Mezi dalsi nevyhody, kromé teplotni nestability,

patii i velmi nizk4 citlivost 0111611201,
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Obrazek 11: Schéma refraktometrického detektoru 2%

3.3.4.3 Fluorescencni detektory
Fluorescen¢ni detektory jsou velmi selektivni a citlivé. Vyuzivaji principu
fluorescence a meéfeni sekundarniho (emisniho) zafeni, které je vyddno latkou

po absorpci primarniho (excita¢niho) zafeni. Lze je pouzit pouze u latek, které sami

fluoreskuji nebo které po derivatizaci vhodnym ¢&inidlem fluoreskuji [/ 1611201,

1
% % “ ,, F" 1 svételny zdro
N 2 monochromator
= 3 éodka
4 mérna cela
5 fotonasobié
5 [de 6 zesilovad

7 zapisovaé

Obrazek 12: Schéma fluorescenéniho detektoru (221

3.3.4.4 Hmotnostni spektrometr
Hmotnostni spektrometr patii mezi specifické detektory. Pfed samotnou detekci
musi nejprve dojit k ionizaci vzorku, rozdé€leni iontl podle poméru hmotnost/naboj,

urychleni v analyzatoru a az poté dochazi k detekci 19111611201,

21



Vstup

lontovy | | Hmotnostni

. . Detektor
zdroj analyzator

--.-----.--J
. , I
Vakuovy 1
systém !

L------.---.

"
1
1
1
]

Obrizek 13: Schéma hmotnostniho spektrometru 23!

3.4 Ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie

Ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie (UHPLC, Ultra High Performance
Liquid Chromatography) je soucasti modernich trendd v kapalinové chromatografii.
Diky vysokym tlaktim, které se béhem analyzy pouzivaji (kolem 100 MPa), se zna¢né
urychluje doba celé analyzy (az devétkrat). Pro zvySeni Gi€innosti separace se vyuzivaji
Castice mensi nez 2 um. S klesajici velikosti Castic roste ucinnost separace a rovneéz
az devétkrat stoupd tlak na koloné. Délka analyzy je pfimo umérnd délce kolony
a jejimu vnitfnimu praméru. Vztah mezi HEPT (vyskovy ekvivalent teoretického patra)
a linearni pratokovou rychlosti popisuje Van Deemterova rovnice. Vyplyva z ni,
ze u¢innost chromatografického systému je umérna snizeni velikosti Castic. Mensi
primér castic mize vyrazné¢ snizit hodnotu HEPT, coz vede k vyssi ucinnosti

a plossimu tvaru Van Deemterovych kiivek 10112411251,

22



d.=10pm

25.00

20.00

15.00 1

HETF (um}

10004

5001

0.00

T ¥ L]

0 2 4 & B 10 iz 14
Linear velocity {mm/sec)

Obrazek 14: Van Deemterovy kiivky pro rlizné velikosti &stic [°]

Kolony pouzivané v UHPLC systémech maji jiné parametry oproti HPLC. Jsou
kratsi, jejich délka se pohybuje okolo 5-10 cm a vnitini primér maji asi 2 mm.
Vyuzivaji se hlavné kolony s poréznim povrchem (core-shell) a kolony se sorbenty
pripravené Hybrid Particle Technology, ktera vyuziva methylenovych mistkl a spojuje
vyhodné vlastnosti silikagelu a polymernich sorbentd. V celém UHPLC systému jsou
kladeny velké pozadavky na Sroubeni, které musi odolavat vysokym tlakiim a teplotam.

Vyrabéji se nejéastéji z ocele, vysoce odolného PEEK nebo kombinace ocel-PEEK [*)

[24] [25]

Oproti HPLC m4a UHPLC fadu ptednosti — krat$i doba analyzy, vyss§i separacni
ucinnost, vyssi citlivost, niz§i mez detekce a snizeni nakladl. Naopak je zapotiebi

soucastek odolavajici vysokym tlaktim (1012411251,

3.5 Validace analytické metody

Validace analytické metody slouZi k doloZeni vhodnosti, pfesnosti a spolehlivosti
pouzité¢ metody. Je to série experimentd. Pro spolehlivé vysledky u pouzité metody je
zapotiebi pfesné definovat podminky nebo stanovit kritéria, ktera umozni bezpecné
pouziti analytického systému. Tato kritéria jsou zndma jako test zpulsobilosti
analytického systému. Mezi zakladni udaje testu zplsobilosti patfi opakovatelnost
a rozliSeni chromatografickych pika. Dale test zptsobilosti mize obsahovat i parametry

jako je zdanlivy pocet teoretickych pater a faktor symetrie piku. Mezi obecné parametry
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ovéifované validaci patii limit detekce a kvantifikace, pfesnost, spravnost, linearita,

selektivita a robustnost [71[261 [271[28]

3.5.1 Opakovatelnost
K vyjadieni opakovatelnosti se pouziva hodnota relativni smeérodatné odchylky

st (%). Provadi se opakovatelnost pro retenéni ¢as i plochu pod pikem [71 (2611271 28]

§... pramér jednotlivych hodnot
yi... jednotlivé naméfené hodnoty

n... pocet jednotlivych hodnot

3.5.2 Zdanlivy pocet teoretickych pater
Zdanlivy pocet teoretickych pater N se pouziva k vyjaddfeni UCinnosti kolony.

Cim v&tsi je podet teoretickych pater, tim je kolona Gi¢inngjsi [71(261 2711281,

2

1v—554(tR)
= 554 (1

tr... retenéni ¢as (min)

Wh... Sitka piku v polovin€ vysky (min)

3.5.3 RozliSeni chromatografickych piku

RozliSeni Rs se pouzivd u dvou po sob¢ jdoucich piki. Hodnoty vyssi nez 1,5
odpovidaji rozdéleni pik®i na zakladni linii 71 (261 [271[28],
_ L18(tgs — tr1)
=
Whi + Wy

tr1, tr2... retencni Casy pikl

Whi, Wha... sitka pikli v poloviné vysky
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3.5.4 Faktor symetrie
Faktor symetrie As urcuje symetrii piku. Hodnoty rovné 1,0 znaci plné symetricky
pik. Hodnoty vétsi nez 1,0 znamenaji chvostovani piku a hodnoty mensi nez 1,0 naopak

frontujici pik 12611271281

W0,05
As ==

Wo,0s... Sifka piku v jeho dvacetin€ vysky

d... vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a ¢asti piku v jedné dvacetiné

jeho vysky

3.5.5 Limit detekce a kvantifikace
Limit kvantifikace LOQ (limit of quantitation) a limit detekce LOD (limit of

detection) patii mezi parametry citlivosti a provadi se u léCivych piipravkd pouze

v

cvwr

a spravnosti. Limit kvantifikace se vyjadiuje jako desetindsobek poméru signalu k Sumu

zékladni linie [71[261[271128],

3.5.6 Presnost
Piesnost vyjadiuje miru shody mezi jednotlivymi méfenimi homogenniho vzorku.
Vyjadiuje se jako relativni smérodatna odchylka s: v procentech. Obvykle se z kazdého

analytu pfipravi 6 vzorki a ty se tiikrat proméii [71 (2611271 (28],

100
5y (%) = — X
y

¥... primér jednotlivych hodnot
yi... jednotlivé namétené hodnoty

n... pocet jednotlivych hodnot
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3.5.7 Spravnost

Spravnost R; vyjadiuje tésnost shody ziskanych hodnot se skutecnou hodnotou.
Jednim ze zpisobl je vyjadieni vytéznosti v procentech. Hodnota R; by se m¢éla
pohybovat v rozmezi 100 + 5% a relativni smérodatna odchylka by neméla presdhnout

hodnotu 5% [7112611271128]

C.
Ri(%) = 100 x —
Co

¢i... stanovena hodnota

Co... skute¢na hodnota

3.5.8 Linearita

Linearita je schopnost metody poskytovat vysledky, které¢ jsou pifimo umérné
koncentraci stanovované latky ve vzorku. K vyhodnoceni linearity se pouziva graf
zavislosti vysledkii na koncentraci stanovované latky nebo pomoci korela¢niho
koeficientu, piipadné hodnota R2 Hodnota korelaéniho koeficientu by se méla,

co nejvice blizit hodnotg 1,0 [71[2611271(28]

3.5.9 Selektivita
Selektivita je schopnost zméfit vzorek 1 za piitomnosti jinych latek, které lze
v roztoku piedpokladat. Tyto latky mohou byt piibuzné latky, vedlejSi produkty,

rozkladné produkty, zbytkova rozpoustédla a dalgi 71 2612711281,

3.5.10 Robustnost
Robustnost vyjadiuje zmény vysledkil analyzy ptfi zamémych zménach podminek.
Mezi podminky, které mohou ovlivnit vysledky analyzy, patfi rozdilnd hodnoty pH,

teploty, pti HPLC zména kolony, sloZeni mobilni fize a dalsi [! (2611271 28],
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzité chemikalie

e Acetonitril (HPLC grade), Sigma Aldrich — Cesk4 republika

o Buthyl 4-hydroxybenzoat (99%), Sigma Aldrich — Ceska republika

e Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat, Sigma Aldrich — Ceska republika

e Ethyl 4-hydroxybenzoat (99%), Sigma Aldrich — Ceska republika

e Hydrogenfosfore¢nan sodny bezvody, Sigma Aldrich — Ceské republika

e Hydrogenfosfore¢nan sodny, Sigma Aldrich — Ceska republika

e Hydroxid sodny (p.a.), Penta — Ceska republika

e Methanol (HPLC grade), Sigma Aldrich — Ceska republika

e Methyl 4-hydroxybenzoat (99%), Sigma Aldrich — Ceska republika

e Omeprazol (¢. Sarze 15E12-B11-023793), Nemocni¢ni Iékarna Fakultni
nemocnice Motol, Praha, Ceska republika

e Omeprazole for peak identification CRS — See leaflet, European Pharmacopoeia
Reference Standard — Strasbourg, Francie

e Omeprazole impurity D CRS, European Pharmacopoeia Reference Standard —
Strasbourg, Francie

e Propyl 4-hydroxybenzoat, Fluka analytical, Sigma Aldrich — Cesk4 republika

o Ultradista voda (Cisténa systémem Milli-Q RG, Millipore, USA)

e Suspenze ptipravené v 1ékarn€ ve Fakultni nemocnici v Motole

- Suspenze 1 — Omeprazolum 0,2
Polysorbatum 80 gtt. |
Na Bic inf. sol. 8,4% ad 105,0

- Suspenze 2 - Omeprazolum 0,2
Carmellosum natricum 1,5
Saccharinum natricum 0,1
Aurantii dulcis aetheroleum gtt. |
Na Bic inf. sol. 8,4% ad 105,0

- Suspenze 3 - Omeprazolum 0,2
Carmellosum natricum 1,5

27



Saccharinum natricum 0,1

Aurantii dulcis aetheroleum gtt. |
Natrium hydrogencarbonas 8,0
Aqua destilata ad 105,0
Suspenze 4 -  Ortanol (HVLP) 0,2 (5 cps. 2 40 mg)
Carmellosum natricum 1,5
Saccharinum natricum 0,1
Aurantii dulcis natricum gtt. |
Natrium hydrogencarbonas 8,0
Aqua destilata ad 105,0
Suspenze 5 - Omeprazolum 0,2
Carmellosum natricum 1,5
Saccharinum natricum 0,1
Natrium edetas 0,01
Polysorbatum 80 gtt. [
Aurantii dulcis aetheroleum gtt. VI
Natrium hydrogencarbonas 8,0
Aqua destilata ad 105.,0
Suspenze 6 - Omeprazolum 0,2

SyrSpend SF ALKA unflavoured  dle navodu

4.2 Pristroje a pomiicky

Chromatografické kolony

Discovery® HS C18 HPLC Column - 5um, 150 x 4,6mm, Sigma Aldrich —
Ceska republika

Kinetex ™ 1,7 um — C18 100 A, 50 x 2,1 mm, Phenomenex — USA

Kinetex ™ 1,7 um — XB - C18 100 A, 50 x 2,1 mm, Phenomenex - USA
Kinetex ™ 1,7 um — Bifenyl, 50 x 2,1 mm, Phenomenex - USA

Kinetex ™ 1,7 um — PFP, 50 x 2,1 mm, Phenomenex - USA

Kinetex ™ 1,7 um — Phenyl-Hexyl, 50 x 2,1 mm, Phenomenex - USA

Ptedkolona — Security Guard ULTRA Cartidges, UHPLC CI18, 2,1 mm,
Phenomenex — USA
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e UHPLC systém LC-30 AD Liquid Chromatograph — Nexera X2 — Shimadzu —

Japonsko

Vysokotlaké pumpy CTO-20 AC

Autosampler SIL-30 AC

Degasser DGU-20 A 5R

Detektor — detektor s diodovym polem SPD-M30 A

Komunika¢ni jednotka s poc¢itatem CBM-20 A (software LC Solution)
Kolonovy termostat (rozsah 10-85°C)

Prepinaci ventil

e Analytické vahy Sartorius ME 5- OCE — Némecko

e Filtry Syringe filter 4 mm, 0,2 um PTFE Membrane, Polypropylene Housing,
100 ks, GE Healthcare — USA

e Filtry Nylaflo™, Nylon Membrane Filter 0,2 pm, 47 mm, 100/PK, Pall Life
Sciences — USA

e Ultrazvukové lazen Sonorex Digital, Bandelin — Némecko

e pH metr SCHOTT — Ceska republika

e Automatické pipety Transferpette S, Brand — Némecko

4.3 Priprava roztoku

4.3.1 Tlumivy fosforeénanovy roztok

Na pfipravu fosfore¢nanového pufru bylo pouzito 2,590 g hydrogenfosfore¢nanu

sodného, 1,825 g dihydrogenfosfore¢nanu sodného a 475 ml ultracist¢ vody. Takto

pfipraveny roztok byl fedén ultracistou vodou v poméru 1:1,5 do vysledné koncentrace

0,025 mol/l. Nésledn¢ bylo pH upraveno hydroxidem sodnym na pozadovanou hodnotu

pH (7,0-7,6). Puft byl dale filtrovan membranovym filtrem o velikosti pori 0,2 wm [,

4.3.2 Mobilni faze

Mobilni faze byla pfipravena jako pomér acetonitrilu a fosfore¢nanového pufru.

Vzhledem k moZznosti tvorby sraZzenin a ucpani pfistroje bylo zapotfebi pouzit
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co nejmensi podil acetonitrilu. Po vyzkouseni n€kolika riznych kombinaci byl nakonec

zvolen pomér 74:26 (v/v), fosfore¢nanovy pufr:acetonitril.

4.3.3 Zasobni roztoky standardi

Zasobni roztoky omeprazolu, ortanolu, carmelosy, sachar6zy, hydrogenuhliCitanu
sodné¢ho, EDTA, polysorbatu a pomerancové¢ silice, které byly soucasti pouzivanych
suspenzi, byly nejprve pfipraveny rozpusténim v methanolu. Stejné tak byly
v methanolu pfipraveny i roztoky parabentl, z nichz byl nakonec vybran vnitini standard
methylparaben. K odstranéni Sumu zdkladni linie, ktery by mohl pfipadné nastat
pritomnosti methanolu v mobilni fazi, byla po optimalizaci poméru mobilni faze jako
rozpoustédlo pii ptipraveé roztoklti 2 mg/ml pouzita pravé mobilni faze. V mobilni fazi

byly poté rozpoustény i vzorky necistoty, methylparaben a zkousené vzorky suspenzi.

Tyto roztoky standardii pomocnych latek byly poté proméfeny, aby se zjistily
pfipadné  nezddouci shody vretencnich cCasech s Casem  omeprazolu.
Na chromatogramech téchto zésobnich roztokli (ortanolu, carmelosy, sachardzy,
hydrogenuhli¢itanu sodného, EDTA, polysorbdtu a pomerancové silice) nebyly
v retenCnich Casech stanovovanych analyti nezadouci piky, tudiz nijak neovliviiovaly

stanoveni analytl a nebylo tfeba je ze suspenzi pted UHPLC analyzou odstranovat.

VSechny pfipravené roztoky byly pfed méfenim prefiltrovany do vialky pomoci

nylonového filtru Nylaflo™ o priiméru pord 0,2 pm.

4.3.4 Pracovni roztoky standardu

Pracovni roztok omeprazolu byl pfipraven do 10 ml odmérné baiky a to tak,
ze mnozstvi 1,900 mg omeprazolu bylo doplnéno do 10 ml pracovnim roztokem
vnitiniho  standardu. Pracovni roztok vnitintho standardu byl pfipraven
rozpusténim 1,563 g methylparabenu v 250 ml mobilni faze. Z takto pfipravené¢ho
roztoku se poté odebral 1 ml a byl doplnén do 25 ml, aby vznikla kone¢na koncentrace
0,2 mg/ml. Roztoky suspenzi byly pfipraveny navazenim 1 g suspenze a doplnénim
do 10 ml pracovnim roztokem vnitiniho standardu. Takto pfipravené roztoky byly

pied méfenim filtrovany pomoci nylonového filtru Nylaflo™ o priméru périi 0,2 um.
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4.4 Prenos metody na UHPLC

Pro pievedeni metody na UHPLC bylo tieba nejprve piepocitat potfebné parametry

pfi méteni v HPLC podminkéach. Vypoctem byly ziskdny nové hodnoty pro pritok

mobilni fize a nastfikovany objem 17,

Vypocet objemu nastriku: V, =V X dﬁ X L—
1 1
2, 12 50
V2=3x75 262 150
V, =0,21ul

dc1... pramér kolony v HPLC podminkach (mm)
dc2... pramér kolony v UHPLC podminkach (mm)
L;... délka kolony v HPLC podminkach (mm)
L;... délka kolony v UHPLC podminkach (mm)
V... objem nasttiku v HPLC podminkach (ul)

V... objem nasttiku v UHPLC podminkach (ul)

Tento objem se jevil jako maly, a proto se rad€ji nejdiiv zvolil nastiik vétsi a to

0,5 pl.

Vypocet pritoku: F, o= F, x %2y
yp p . 2 — 11 dcf dp,
2,12
=1X— X —_
F,=1 e

F, = 0,6ml/min
dp:...velikost ¢astic v HPLC podminkach (um)
dpo>...velikost ¢astic v UHPLC podminkéch (um)

Fi... pratok v HPLC podminkéch (ml/min)
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F»... prutok v UHPLC podminkach (ml/min)

Vypocteny pratok 0,6 ml/min byl pouzit pti dal§im méfeni.
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Chromatografické podminky
Pro optimalizaci chromatografickych podminek se vychéazelo z ¢lanku Stability and

viscosity of a flavored omeprazole oral suspension for pediatric use autord Jane E.

Burnett a Ethana R. Balkina a Ceského 1ékopisu 2009 [71129],

5.1.1 Vinova délka detekce

Pro urceni vlnové délky pro méfeni omeprazolu se vyuzily hodnoty dle Burnetta
a Balkina, podle kterych tato hodnota ¢inila 300 nm. Tato hodnota byla ovétena i DAD
detektorem, ktery je soucasti pouzitého UHPLC systému. VInové délky vhodné
k detekci methylparabenu jsou 190 nm a 257 nm, ale dostatecné absorbuje 1 pii hodnoté

300 nm, ¢ehoz bylo pfi méfeni vyuzito 1129,

5.1.2 Vnitini standard

Pfi vyb&ru vnitiniho standardu bylo pfihlizeno k jeho fyzikalné-chemickym
vlastnostem a struktufe. Zvazovaly se Ctyfi moZnosti - methylparaben, ethylparaben,
propylparaben a buthylparaben. VSechny moznosti pfichdzely do tvahy, protoze jejich
piky byly odd€leny od piku omeprazolu a nijak neinteragovaly. S ohledem
na pozadovanou rychlost analyzy byl zvolen jako idealni wnitini standard
methylparaben. Jeho reten¢ni ¢as v HPLC podminkach se pohyboval okolo 5,45 minut.
Zbyvajici parabeny by analyzu zbyte¢né prodluzovaly.
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Intensita

Intensita

90000

80000

70000

60000

50000

40000

30000

20000

10000

-10000

Methylparaben

MP

I

2 4 6 8 10 12

Cas (min)

Chromatogram roztoku methylparabenu; nastfik 3 pl; mobilni faze: 70:30, pufr:ACN, pH 7,4;
prutokova rychlost 1 ml/min; Discovery® HS C18 HPLC Column (5um, 150 x 4,6mm)

1400000

1200000

1000000

800000

600000

400000

200000

-200000

Std ome + MP

OME

/\MP_J

0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8 2 2,2

Cas (min)

Chromatogram standardu omeprazolu a vnitfniho standardu methylparabenu; nastiik 0,5 pl;

mobilni faze: 70:30, pufr:ACN, pH 7,4; pritokovéa rychlost 0,6 ml/min; Kinetex ™ 1,7 pm
C18 (50 x 2,1 mm)
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5.1.3 Mobilni faze a hodnota pH

Nejprve bylo ve vialkach vyzkouseno, jak bude reagovat 0,025 mol/l
fosfore¢nanovy pufr a ACN, pro ovéfeni vhodného poméru obou fazi. Bylo zjisténo,
ze pti vysSim mnozstvi ACN dochazi ke srdzeni fosforecnanli, obsazenych v pufru
a tyto srazeniny by mohly ucpat pfistroj. Bylo tedy zvoleno co nejmensi mnozstvi ACN.
Bylo otestovano nékolik koncentra¢nich poméri pufru a ACN. Tyto pomeéry jsou
uvedeny v tabulce 1. Nakonec byl zvolen pomér 26% ACN a 74% fosforecnanovy pufr.
Pfi tomto poméru mobilni faze se nejlépe separoval omeprazol, necistota D a vnitini

standard.

Tabulka 1: Poméry mobilni faze

Rozpoustédlo Pomér mobilni faze

ACN 20 25 26 27 27,5 30 32,5 35 40

Fosfor. pufr 80 75 74 73 72,5 70 67,5 65 60

Jako prvni bylo zkouSeno pH 7,0. Ukazalo se, Ze toto pH neni vhodné. Dale bylo
testovano pH 7,4, které pouzivali autofi clanku. Nakonec bylo zvoleno jako
nejvhodnéjsi pH 7.6, které je uvedeno v Ceském lékopise. Toto pH je vhodné
1 s ohledem na stabilitu omeprazolu pfi vysSich hodnotach pH. Vznikl pik lepSiho tvaru

a zlepsila se opakovatelnost reten¢niho ¢asu, ktera u pH 7,0 byla velmi nepiesnd [71 (261,

5.1.4 Analyticka kolona

Bylo testovano nékolik kolon. Pfi HPLC podminkadch byla pouzita kolona
Discovery® HS C18 HPLC Column (Spum, 150 x 4,6mm). Po pfechodu na UHPLC
podminky byly zkouseny kolony Kinetex™ 1,7 um — C18 100 A (50 x 2,1 mm),
Kinetex™ 1,7 pm — XB - C18 100 A (50 x 2,1 mm), Kinetex™ 1,7 um — Bifenyl
(50 x 2,1 mm), Kinetex™ 1,7 pm — PFP (50 x 2,1 mm) a Kinetex™ 1,7 um — Phenyl-
Hexyl (50 x 2,1 mm).

Mezi jednotlivymi kolonami se neobjevily velké rozdily. Nakonec byla zvolena
kolona Kinetex™ 1,7 um — C18 100 A (50 x 2,1 mm). Na této kolon& byla celkova

doba analyzy zkracena na 2 minuty. Omeprazol, methylparaben a necistota D zde byly
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dobfte detekovatelné, oddélené a pik omeprazolu mél dostatecnou intenzitu. Tato kolona
je vhodna i zdavodu reprodukovatelnosti v jinych laboratofich, kde se

kolona se stacionarni fazi C18 vyskytuje nejcasté;ji.

Nastfik na koloné¢ v HPLC podminkach byl vzdy 5 pl s pritokovou rychlosti
1 ml/min. Na kolonéach pouzitych pii UHPLC ¢inil nastiik 0,5 pl a pratokova rychlost
byla 0,6 ml/min.

Std ome + MP + necistota D zoom
3000

2500

2000

1500

Intensita

1000
NECISTOTA D

500

0 _//\A/VJ

0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 14 1,6 18 2

-500 .
Cas (min)

Chromatogram standardu omeprazolu, vnitiniho standardu methylparabenu a necistoty D,
priblizeno; nastiik 0,5 pl; mobilni faze: 74:26, pufr:ACN, pH 7,6; pritokova rychlost
0,6 ml/min; Kinetex™ 1,7 pm C18 (50 x 2,1 mm)
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5.1.5 Souhrn optimalizovanych chromatografickych podminek

Tabulka 2: Souhrn optimalizovanych chromatografickych podminek

Analyticka kolona Kinetex ™ 1,7 um C18 (50 x 2,1 mm)
Mobilni faze 74% 0,025 mol/l fosfore¢nanovy pufr, 26% ACN
Pritokova rychlost 0,6 ml/min
pH 7,6
Vinova délka 300 nm
Vnitini standard Methylparaben
Nastfiknuty objem 0,5 ul
Retencni ¢as omeprazolu 1,190 min
Tlak 60 MPa

5.2 Suspenze omeprazolu

Po vyvinuti metody dosSlo kjeji aplikaci na analyzu suspenzi omeprazolu.
Ke stanoveni vytéznosti bylo provedeno méfeni i1 standardi omeprazolu, vnitiniho
standardu a necistoty D. Vzorky suspenzi omeprazolu byly pfipravovany smichanim
navazky 1 g suspenze s 10 ml pracovniho roztoku vnitiniho standardu o koncentraci
0,2 mg/ml. Po prométeni vSech suspenzi byla vytéZnost nejlepsi u suspenzi ¢islo 2, 5
a 6. Pouze u suspenze Cislo 6 se obsah omeprazolu vesel do limitu 100 £ 5%. Obsah

omeprazolu ve standardu €inil 1,937 mg.

Tabulka 3: VytéZnost suspenzi

Redlny obsah omeprazolu Vytéznost (%)
(mg)
Suspenze 1 0,23 11,78
Suspenze 2 1,60 82,45
Suspenze 3 0,19 9,92
Suspenze 4 1,37 70,55
Suspenze 5 1,63 84,18
Suspenze 6 1,93 99,74
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5.3 Validace metody

U této metody byl proveden test vhodnosti systému, ktery zahrnoval meéieni

opakovatelnosti reten¢niho ¢asu i plochy pod pikem, zdanlivy pocet teoretickych pater,

rozliSeni chromatografickych pikii a faktor symetrie pikli. Dale byly provedeny

parametry validace metody - pfesnost, spravnost, linearita, selektivita a robustnost. Vse

bylo provedeno podle ICH Q2 (R1) doporuéenych postupt [/

5.3.1 Test vhodnosti systému

5.3.1.1 Opakovatelnost

[26] [27] [28]

Byla provadéna opakovatelnost nastiikd u pikdi omeprazolu a necistoty D. U obou

byla méfena opakovatelnost retencniho ¢asu a plochy pod pikem.

Tabulka 4: Opakovatelnost pro omeprazol

Nastrik Reten¢ni ¢as (min) Plocha pod pikem
1 1,21 4641426
2 1,22 4671557
3 1,21 4644892
4 1,21 4640081
5 1,21 4647549
6 1,20 4608129
Priumér 1,21 4642272,33
sr (%) 0,52 0,44

Hodnota relativni smérodatné odchylky by méla byt mensi nez 1%. Hodnoty s:

pro opakovatelnost retencniho ¢asu i1 plochy pod pikem pro omeprazol vyhovuji.
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Tabulka 5: Opakovatelnost pro necistotu D

Nastrik Retencni ¢as (min) Plocha pod pikem
1 1,04 13544
2 1,04 13630
3 1,04 13795
4 1,04 13631
5 1,04 13721
6 1,03 13597
Priamér 1,04 13653
sr (%) 0,49 0,66

Hodnota relativni smérodatné odchylky by méla byt mensi nez 1%. Hodnoty s;

pro opakovatelnost reten¢niho ¢asu i1 plochy pod pikem pro necistotu D vyhovuji.

5.3.1.2 Zdanlivy pocet teoretickych pater

Zdanlivy pocet teoretickych pater byl provadén pro omeprazol a necistotu D.

Tabulka 6: Zdanlivy pocet teoretickych pater omeprazolu a necistoty D

Omeprazol Necistota D
tr (min) 1,21 1,04
Wh (min) 0,04 0,04
N 5618 4126

5.3.1.3 Rozliseni chromatografickych pikii

RozliSeni bylo provadéno u piku omeprazolu a necistoty D.
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Tabulka 7: RozliSeni omeprazolu a necistoty D

Omeprazol/methylparaben | Necistota D/omeprazol

Rs 2,44 5,98

Hodnota rozliSeni Rs by méla byt minimalné 1,5. RozliSeni mezi omeprazolem

a methylparabenem i mezi necistotou D a omeprazolem vyhovuji.

5.3.1.4 Faktor symetrie

Faktor symetrie byl provadén pro omeprazol a necistotu D.

Tabulka 8: Faktor symetrie omeprazolu a necistoty D

Omeprazol Necistota D
Wo,0s 1,20 1,20
d 0,50 0,50
As 1,20 1,20

Rozmezi faktoru symetrie je podle Ceského lékopisu 0,8 — 1,5 U, Hodnoty
omeprazolu i necistoty D vyhovuji. Vysledné hodnoty faktoru symetrie znaci mirné

chvostujici piky omeprazolu i necistoty D.

5.3.2 Validace metody

5.3.2.1 Limit detekce a kvantifikace
Limit detekce

LOD = 0,031 ug/1
Limit kvantifikace

LOQ = 0,102 g/l
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5.3.2.2 Presnost
Pfesnost byla stanovovéna u 3 suspenzi, konkrétné u suspenzi 1, 5 a 6. Z kazdé
suspenze bylo pfipraveno 6 vzorku, které byly proméfovany trikrat. Byla sledovéana

piesnost plochy pod pikem.

Tabulka 9: Presnost plochy pod pikem u suspenzi 1, 5 a 6

Vzorek ¢. Plocha A sus 1 Plocha A sus 5 Plocha A sus 6
1 374520,90 354856,36 348484,85
2 384712,48 353308,13 373428,41
3 384574,83 355669,51 370115,73
4 387069,34 362267,44 361708,59
5 385719,48 359390,73 364578,82
6 386882,56 364946,98 388412,82
Primér 383910,26 358406,52 367788,42
sr (%) 1,23 1,28 3,61

Pfesnost u vSech analyti byla mensi nez 5%.

5.3.2.3 Spravnost

Spravnost byla provadéna u suspenze obsahujici nejvic pomocnych latek

v suspenznim zékladu a to u suspenze ¢islo 5.
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Tabulka 10: Spravnost omeprazolu

Vzorek ¢. co (mg) Plocha Ai ¢i (mg) Ri (%)
1 4512077 19,59 97,20
2 4333433 18,82 93,55

20,158
3 4502830 19,55 97,00
odpovida Ao:
4 4522946 19,64 97,43
4642272,33
5 4546843 19,74 97,94
6 4487198 19,48 96,66
Praumér Ri 96,60
sr (%) 1,71

Hodnota vytéznosti byla primémé 96,60%, s relativni smérodatnou odchylkou

1,71 %.

5.3.2.4 Linearita

Kalibra¢ni kiivka pro omeprazol byla sestavena z 6 bod{, pro necistotu D z 8 bodi,
tvofenych hodnotami koncentraci a jim odpovidajicimi poméry ploch pikit omeprazolu/
necistoty D a vnitiniho standardu v rozmezi 160 — 240 mg/100 ml, respektive 0,137 —

0,732 mg/100ml. Byla pouzita metoda vnitiniho standardu IS.

Tabulka 11: Linearita omeprazolu

¢ (mg/100 ml) Plocha omeprazol Plocha IS Pomér ploch (A)
160 3455877,00 391223,33 8,83
170 3717422,00 387644,67 9,59
190 4256576,00 396477,67 10,74
200 4287605,67 386318,33 11,10
220 4926282,67 394599,00 12,48
240 5444510,00 398369,33 13,67
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Linearita

y =0,0594x - 0,6162

250

9 R2=0,997
8
150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
¢ (mg/ml)
Graf kalibra¢ni kiivky pro omeprazol
Korelaéni koeficient R? vysel 0,997.
Tabulka 12: Linearita necistoty D
¢ (mg/100 ml) Plocha necistoty D Plocha IS Pomér ploch (A)

0,137 2916,67 401481,37 0,01
0,275 5287,00 407551,67 0,01
0,488 9751,33 390610,00 0,02
0,549 11554,00 395033,00 0,03
0,610 13030,00 401276,33 0,03
0,650 1342233 399897,33 0,03
0,690 14357,67 405618,33 0,04
0,732 15112,33 400131,33 0,04
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A

pomér

Linearita

0,040
0,035
0,030
0,025
0,020
0,015
0,010
0,005
0,000

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

¢ (mg/ml)

y =0,0526x-0,0005
R?=0,996

Graf kalibra¢ni kiivky pro neéistotu D

Korelaéni koeficient R? vysel 0,996.

5.3.2.5 Selektivita
Byly ziskdny chromatogramy vzorku, standardniho roztoku a placeba. Z téchto
chromatogrami vyplyvd, Ze omeprazol, methylparaben i necistota D jsou plné

separované a jejich analyzu nerusi pfitomné pomocné latky.

suspenze
140000 A
120000 A mp OME
100000 H
80000 A

60000 H

Intensita

40000 -

20000 A

0 T T T 1

0 0,5 o1 1,5 2
Cas (min)

Chromatogram suspenze; nastiik 0,5 pl; mobilni faze: 74:26, pufr:ACN, pH 7,6; pritokova
rychlost 0,6 ml/min; Kinetex™ 1,7 um C18 (50 x 2,1 mm)
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140000

120000

100000

Intensita

Intensita

80000
60000
40000
20000

0

39000

29000

19000

9000

-1000

std

MP OME

0 0,5 1 1,5 2
Cas (min)
Chromatogram standardniho roztoku; nastfik 0,5 pl; mobilni faze: 74:26, pufr:ACN, pH 7,6;
priitokova rychlost 0,6 ml/min; Kinetex™ 1,7 pm C18 (50 x 2,1 mm)

zoom std
] MP OME
- NECISTOTA D
0 0,5 1 1,5 2
Cas (min)

Chromatogram pfiblizeného standardniho roztoku; nastiik 0,5 pl; mobilni faze: 74:26,

pufr:ACN, pH 7,6; prittokova rychlost 0,6 ml/min; Kinetex™ 1,7 pm C18 (50 x 2,1 mm)
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placebo

3800 -
2800 -
©
‘»
$ 1800 -
£
800 //\J
-200 - ‘ ‘ :
0 0,5 1 1,5 2
Cas (min)

Chromatogram placeba; nastfik 0,5 pl; mobilni faze: 74:26, pufr:ACN, pH 7,6; pritokova
rychlost 0,6 ml/min; Kinetex™ 1,7 um C18 (50 x 2,1 mm)

5.3.2.6 Robustnost

Byly zkouSeny riizné poméry ACN a pufru v mobilni fazi. U fosfore€nanového
pufru se dale zkoumaly rtzné hodnoty pH, dale bylo testovano néckolik kolon.
Prométrovanim robustnosti bylo zjisténo, ze k dokonalé separaci dochéazi pouze v uzkém

rozmezi kolem zvoleného poméru sloZek v mobilni fazi a pH vodné faze.
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C18, pH 7,6

DOomeprazol Emethylparaben [Enedistota D

5000000
4500000
4000000
3500000
3000000
2500000
2000000
1500000
1000000

500000
65:35 67,5:32,5 70:30 72,5:27,5 74:26

Graf robustnosti plochy pod pikem pfi riznych pomérech ACN a fosfore¢nanového pufru;
nastiik 0,5 ul; pH 7,6; prittokova rychlost 0,6 ml/min; Kinetex ™ 1,7 um C18 (50 x 2,1 mm)

OmepH7;7,6;8
2500000 ——pH7 ——pH7,6 ——pH38
2000000
1500000

1000000

Intensita

500000

-500000
Cas (min)

Graf robustnosti pii pH 7; 7,6 a 8; nastfik 0,5 pl; pritokova rychlost 0,6 ml/min; Kinetex ™
1,7 pm C18 (50 x 2,1 mm)
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r W
6 Zavér
Byla vyvinuta chromatografickd metoda pro stanoveni koncentrace omeprazolu
a jeho rozkladného produktu v ordlnich suspenzich. Tato metoda je moderni, rychla,
spravna, presnd a diky bézné dostupné analytické koloné¢ se stacionarni fazi CI18

1 snadno reprodukovatelnd. Optimalni podminky jsou shrnuty v tabulce €. 12.

Tabulka 12: Souhrn optimalnich chromatografickych podminek

Analyticka kolona Kinetex ™ 1,7 um C18 (50 x 2,1 mm)
Mobilni faze 74% 0,025 mol/I fosfore¢nanovy pufr, 26% ACN
Priitokova rychlost 0,6 ml/min
pH 7,6
Vinova délka 300 nm
Vnitini standard Methylparaben
Nastfiknuty objem 0,5 ul
Retenéni ¢as omeprazolu 1,190 min
Tlak 60 MPa

Po proméieni vSech suspenzi méla nejlepsi vytéznost suspenze 6, kde byl omeprazol

rozpu$tén v komeréné vyrabéném sirupovém zékladu.

Metoda byla validovana. Byla ovéfovana opakovatelnost, zdanlivy pocet
teoretickych pater, rozliSeni, faktor symetrie, limit detekce a kvantifikace, presnost,
spravnost, linearita, selektivita a robustnost. VSechny ovéfované hodnoty vyhovovaly
pozadovanym limitim. Metoda je proto vhodna k analyze lécivych piipravki,

obsahujicich omeprazol a bude vyuzita pro stabilitni studii uvedeného ptipravku.
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7 Seznam zkratek

ACN

CYP450 2C19
CYP450 3A4
DAD

EDTA

o
H'/K" ATPaza
HCOs
HEPT

HPLC

ICH

IS

i
LOD
LOQ
MP
NO
NSAID
OME

PEEK

Acetonitril

Cytochrom P450 2C19

Cytochrom P450 3A4

Detektor s diodovym polem (Diode Array Detector)

Kyselina ethylendiamintetraoctovd (Ethylendiaminetetraacetic

acid)

Vodikovy iont

Protonova pumpa

Hydrogenuhli¢itan

Vyskovy ekvivalent teoretického patra

Vysokoucinnd kapalinovd chromatografie (High Performance

Liquid Chromatography)

Mezindrodni konference pro harmonizaci technickych pozadavki
pro registraci huménnich lécivych ptipravkd (The International
Conference on Harmonization of Technical Requirements for

Registration of Pharmaceuticals for Human Use)

Vnitini standard (Internal standard)

Draselny iont

Limit detekce (Limit of detection)

Limit kvantifikace (Limit of quantitation)

Methylparaben

Oxid dusnaty

Nesteroidni antiflogistika (Nonsteroidal anti-inflammatory drug)
Omeprazol

Polyetheretherketon
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PGE,

PGL

STD

SUS

UHPLC

Uuv

VIS

Prostaglandin E>
Prostaglandin I»
Standard
Suspenze

Ultra vysokouc¢innd kapalinovd chromatografie (Ultra High

Performance Liquid Chromatography)
Ultrafialové spektrum (Ultra-Violet)

viditelné spektrum (Visible)
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