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SEZNAM ZKRATEK

BE - betamethason

CL - chloramfenikol

MP - methylparaben

EP - ethylparaben

PP - propylparaben

FIA - Pritokova injekéni analyza (Flow Injection Analysis)

SIA - Sekvencni injekéni analyza (Sequential Injection Analysis)

SIC - Sekvencni injekéni chromatografie (Sequential Injection
Chromatography)

HPLC - Vysokoucinna kapalinova chromatografie (High Performance

Liquid Chromatography)

GC - Plynova chromatografie (Gas Chromatography)

CE - Kapilarni elektroforéza (Capillary Electrophoresis)

RSD - Relativni smérodatna odchylka

ATB - Antibiotika

A - Absorbance

c — Koncentrace



1. UVOD A CIL PRACE



1.1. UVOD PRACE

Metoda sekvencni injekéni analyzy (SIA) predstavuje
pocitatem Fizené automatizované zpracovani vzorku, které nahradilo
manualni Ukony tradiénich analytickych postupd rychlym, presnym,
jednoduchym a efektivnim zplsobem. Tim byl zdroj chyb
minimalizovdn. Pracuje se zde se zmendenym objemem vzork( a
mobilni faze, coz pomohlo v neposledni radé i k redukci odpadu.
Protoze tato moderni technologie dovoluje systém kombinovat i s
dalSimi postupy pouzivanymi v analytické chemii, je moZno v této
praci nahlédnout na smeélou konkurenci, nyni nejvice pouzivané
klasické separa¢ni metody HPLC, kterou je spojeni pritokové metody
SIA s monolitickou vysoce porézni chromatografickou kolonou. Ta v
poslednich letech pro svoje vynikajici separacni vlastnosti ¢astecné
nahrazuje bézné pouzivané HPLC kolony casticového charakteru, jez
jsou limitovany svym vysokym odporem proti pritoku mobilni faze.
Monolitické kolony poskytuji excelentni separace ve zlomku casu,
nutného k separaci na klasické c¢asticové koloné. Protoze porizovaci
cena nové metody tzv. Sekvencni injekéni chromatografie (SIC) i
naklady spojené s analyzou jsou podstatné nizsi, pri srovnatelnych
vysledcich obou metod, nez naklady HPLC, je otdzkou casu, kdy SIC
vejde do pov&domi analytikl jako nova separaéni metoda a rozsiii se

do analytickych laboratofri.



1.2. CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo optimalizovat podminky pro
separaci a stanoveni ucinnych latek (betamethason a chloramfenikol) ve
farmaceutickém piipravku (oéni kapky BETABIOPTAL®) nedavno vyvinutou
nizkotlakou metodou sekvencni injekéni analyzy se zapojenou monolitickou

kolonou a porovnat vysledky s analyzou provedenou pomoci HPLC.



2. TEORETICKA CAST



2.1. STANOVOVANE LATKY

BETAMETHASONUM (9-fluor-11p3,17,21-trihydroxy-16B-methylpregna-
1,4-dien-3,20-dion)

Obrazek 1 - Vzorec betamethasonu

Sumarni vzorec: CyyH,9FOs
Molekulova hmotnost: Mr =392,47

Fyzikalné - chemické vlastnosti: Bily krystalicky prasek. Prakticky
nerozpustny ve vodé&, mirné rozpustny v ethanolu. !

Charakteristika: Betamethason je fluorovany glukokortikoid prakticky bez

mineralokortikoidniho efektu. Pfi lokalnim pouZiti pUsobi antiflogisticky,
antiprurigind6zné, antialergicky, vazokonstrikéné a potlacuje tvorbu
autoprotilatek. ’

Farmakokinetika: Korové steroidy jsou malé lipofilni molekuly pronikajici

pres membrany cilovych bunék jednoduchou difuzi. Snadno se vstrebavaji

z traviciho traktu i z jinych mist aplikace. *
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Mechanismem G¢inku je tvorba komplexd se specifickymi receptory v
cytoplazmé, proniknuti do bunécného jadra, navazani se na DNK
(chromatin), stimulace transkripce mRNK a tim syntéza rlznych enzymu
odpovédnych za  protizdnétlivé  plUsobeni mistn&  aplikovanych
glukokortikoidl, které se projevuje inhibici rdznych projevi zanétu, jako
jsou edémy, odbourdvani fibrinu, dilatace kapildr, shromazdovani fagocytl
v poskozené tkani a jejich aktivaci. Glukokortikoidy inhibuji i pozdéjsi
projevy zanétu, jako jsou zmnozZeni kapilar, depozice kolagenu a vytvareni
keloidd.

Asi 64 % betamethasonu se vaze na plazmatické Dbilkoviny.
Betamethason je metabolizovan primarné v jatrech a metabolity jsou z
vétsi ¢asti vylucovany ledvinamy a z mensi &asti Zlugi. 7
Indikace: Je podavan pri autoimunitnich poruchach, v revmatologii, u
dermato6z, u konjunktivitid.

Aplika&ni zpUsoby: Peroralni i parenteraini.

Kontraindikace: Nesmi byt pouzit pri nitrooCni hypertenzi, virové infekci

rohovky, viedové chorobé, artritidé, Cushingové syndromu. O pouzivani
pripravkd t&hotnymi a kojicimi Zenami rozhoduje |ékaf. 2

Nezadouci udinky: Mohou se objevit celkové nezadouci Ucinky, jako jsou

hyperglykemie, glykosurie a suprese osy hypotalamus - hypofyza -
nadledviny, ktera je reverzibilni a odezni po vysazeni léCby pripravkem.
Dale se mlze vyskytnout Cushinglv syndrom (kulaty obli¢ej, neobvykla
Unava a malatnost, mentalni deprese, nepravidelnosti v menstruacnim
cyklu, pokles libida), retardace rlstu, edémy, hypertenze, hypokalemie,

deplece bilkovin. ’
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CHLORAMPHENICOLUM (2,2-dichlor-N/(1R,2R) -2-hydroxy-1-
(hydroxymethyl) -2- (4-mitrofenyl)ethyl/acetamid
Produkovany urcitymi kmeny mikroorganismu Streptomyces Venezuela,

vyrabi se prevazné synteticky.

Cl

Cl

Obrazek 2 - Vzorec chloramfenikolu

Sumarni vzorec: Ci1H;2CIl,N,05
Molekulova hmotnost: Mr= 323,13

Fyzikalné-chemické vlastnosti: Bily, nasedle nebo nazloutle bily jemny

krystalicky prasek nebo jemné krystalky. Je téZce rozpustny ve vodé a v
etheru, snadno rozpustny v lihu 96% a v propylenglykolu. *

Charakteristika: Sirokospektré antibiotikum, tlumici syntézu bakteridlnich

proteinl, jehoZ pouZiti je vyhrazeno pouze pro infekce vyvolané citlivymi
mikroby. G+ (stafylokoky, streptokoky, pneumokoky, enterokoky),
G- (meningokoky, gonokoky, hemofily) a nékterymi anaerobnimi

mikroorganismy, které nelze |&¢it jinymi antibiotiky. 2

Farmakokinetika: Distribuce je dobra, pronika i do CNS. Metabolizovan je

v jatrech, vyludovan ledvinami. Biologicky polo&as ¢&ini asi 4 hod. 3

Indikace: Je podavan pri brisSnim tyfu a paratyfu, salmoneldéze se
septickym prib&hem, meningitid&, epiglotitid&, pFi pertussi a parapertussi,

zavazné infekci s vyskytem aerobni a anaerobni fléry (plicni, abdominalni,
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gynekologické ap.) a u ostatnich infekci, jejichz pdvodce je citlivy pouze
na chloramfenikol. ’

Aplikaéni zpUsoby: Perordlni i parenteralni.

Mechanismus G¢&inku: Inhibuje syntézu proteind vazbou na 50S ribosomalni

podjednotku. *

Kontraindikace: Nesmi byt podan pri jaterni nedostatecnosti, pri Utlumu
krvetvorby, po predchozi |écbé ozarovanim ¢i cytostatiky. Relativni
kontraindikace: soucasné podavani Iékl, které mohou poskozovat kostni
dren (aminofenazon, thiouracil), dale soucasné podavani tolbutamidu,
phenytoinu bez Gpravy jejich davkovani. ’

Nezadouci Uclinky: Plastickd anemie, Utlum kostni drené, Gtlum stfevni fléry

produkujici vitamin K. 2

PROPYLPARABEN (Propyl-4-hydroxybenzoat)

O

HO

OCH,CH,CHj

Obrazek 3 - Vzorec propylparabenu

Sumarni vzorec: CioH1,05
Molekulova hmotnost: Mr = 180,20

Charakteristika: Bily krystalicky prasek. Je velmi tézce rozpustny ve vodé,

snadno rozpustny v lihu 96% a v metanolu. Teplota tani je 96 - 99°C.
Protoze maji antibakteridlni a antifungalni Ucinky, pridavaji se jako

konzervans do potravin, napojd, kosmetiky a farmaceutickych produktd. *
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2.2.METODY STANOVENI

BETAMETHASON

— Lékopisné stanoveni obsahu dle CL 2002
0,100 g se rozpusti v lihu 96% R a zredi se jim na 100,0 ml. 2,0 ml
tohoto roztoku se zredi lihem 96% R na 100,0 ml. Méri se
absorbance (2.2.25) v maximu pri 238,5 nm.
Vypocita se obsah C,y,H»9FOs za pouziti specifické absorbance, ktera
ma hodnotu 395.*

— Betamethason mUze byt stanovovan pomoci HPLC !°, TLC. %°

CHLORAMFENIKOLUM

— Lékopisné stanoveni obsahu dle CL 2002
0,100 g se rozpusti ve vodé R a zfedi se ji na 500,0 ml. 10,0 ml
tohoto roztoku se zredi vodou R na 100,0 ml. Méfri se absorbance
(2.2.25) v maximu pFi 278 nm.
Vypocita se obsah C;;H;>CIoN2Os za pouziti specifické absorbance,
kterd ma hodnotu 297.1

— Chloramfenikol mUZe byt stanovovan potenciometrickou titraci s
pouzitim iontové selektivni elektrody 2, kapildrni elektroforézou 1!,
plynovou chromatografii 2!, chemiluminiscenci %2, imunologickou

metodou jako je test ELISA 23 nebo pritokovou metodou FIA. %*

PROPYLPARABEN
— Lékopisné stanoveni obsahu dle CL 2002

K 1,000 g se prida 20,0 ml hydroxidu sodného 1 mol/I VS, zahfiva
se 1 h pri asi 70°C a pak se rychle ochladi v ledové lazni. Stejnym
zplsobem se pftipravi kontrolni roztok. Nadbytek hydroxidu sodného
se titruje pfi pokojové teploté kyselinou sirovou 0,5 mol/l VS do
druhého inflexniho bodu za potenciometrické indikace bodu
ekvivalence (2.2.20).

1 ml hydroxidu sodného 1 mol/I VS odpovidd 180,2 mg CigH12053 . *
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2.3. MONOLITICKE KOLONY CHROMOLITH (™

Drive pouzivané HPLC kolony jsou pro svoje limitujici prvky

(&asticovou strukturu, jez mohla zplsobit pohyb stacionarni faze a snizit

spolehlivost separace a vysoky zpétny tlak, jeZ limitoval pritok mobilni
faze nebo délku analytické kolony, kterd mohla byt pouzita) castecné
nahrazovany monolitickymi kolonami vyvinutymi na zakladé nové sol-gel
technologie. Unikatni dvoji porézni struktura = kombinace makropérl a
mezopdérl umoZfuje rychly postup mobilni faze a soucasné poskytuje

dostatecné velky povrch pro adsorpci.

MAKROPORY : Primérnd velikost makropérG je 2 um. Jejich husta sit je

dobte prostupnd pro mobilni fazi. Tim se zvysi pritok a urychli separace.

Obrazek 4 - Silikagel - Makropdry
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MEZOPORY : Jemnd porézni struktura, kde na plose 13 nm dochazi

k adsorpci molekul analyzované latky.

Obrazek 5 - Silikagel - Mezopory

Kolony Chromolith (™) umozfiuji pritok od 1 ml/min do 9 ml/min pFi
zachovani separacni ucinnosti v co nejkratSim Case a s velmi nizkym
zpétnym tlakem. Mohou byt zapojovany do série, pricemz zpétny tlak
zUstava hluboko pod limitnim tlakem &asticovych kolon. Jsou vhodné pro
vysoce ucinnou separaci kyselych, basickych, nepolarnich a chelatujicich
latek. Jejich univerzalnost, spolehlivost a kvalita je Cini idedlnimi kolonami
prvni volby pro rutinni praci v laboratofi. > V tomto misté je vSak nutné
upozornit, ze pres veskeré vyhody monolitickych kolon nedochazi
v analytické praxi v zadném pripadé k selekci klasickych ¢asticovych kolon,
ba pravé naopak pro velké mnozstvi aplikaci jsou stale jesté vhodnéjsi
klasické ¢asticové kolony. Tento jev je z&asti zplsoben také tim ze
monolitni kolony jsou zatim dostupné jen s klasickou naplni reverzni faze

C - 8 a C - 18, ktera nebyva pro nékteré aplikace nejvhodnéjsi.
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Obrazek 6 - Monolitni kolona Chromolith (™ Flash (100 mm délka)

Obrazek 7 - Monolitni kolona Chromolith ™ Flash (100 mm délka) + Piedkolony

Obrazek 8 - Dvé monolitni kolony spojené spojkou sériové v dvojkolonu
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Obrazek 9 - Spojka sériové zapojovanych kolon

2.4. SEKVENCNI INJEKCNI ANALYZA

SIA, kterd patfi do skupiny pratokovych analytickych metod byla
poprvé popsana roku 1990 J.RUZi¢kou a Marshalem na Université ve
Washingtonu. Vznikla pfi vyvoji a zdokonalovani pritokové injek&ni analyzy
FIA.

SIA pouziva primy a zpétny tok nosiCe. Podstatou této metody je

pocitaCem kontrolovany vicecestny ventil, ktery je propojen pres misici

civku se specidlni pistovou pumpou.’® Ventil musi umoZfovat libovolné
kombinace nasavani roztokd z jednotlivych pozic. V programovacim jazyku
FIALab, popr. LabVIEW existuje fridici a vyhodnocovaci program, diky
némuz lze provést automaticky davkovani analyzovaného vzorku. Pistova
pumpa, ktera umozniuje pracovat s malymi objemy kapalin, je uzivana
k aspiraci vzorku a Cinidla do misici civky. Poté opacny pohyb pistu pumpy
promisi vzorek a Cinidlo (dojde k chemické reakci) a vznikly reakéni
produkt je nasmérovan selekénim ventilem a transportovan zpétnym

proudem do prdtokového detektoru /v praxi se nejéast&ji pouzivaji

spektrometrické (UV/VIS spektrofotometrické, fluorescencni,

chemiluminiscencni) nebo elektrochemické (amperometrické, vodivostni,

18



ISE) detektory/, kde dojde k vyhodnoceni signadlu a uchovani vysledkl
analyzy v paméti poc&itace pro dalsi zpracovani. 8

Zaznamenava se vysledny analyticky signal ve formé piku. Vyhoda
této metody spociva v podstatné redukci spotreby vzorku, cinidel, mobilni
faze a tudiz i odpadu. Diky své automatizaci umoznuje analyzovat velké
série vzorkl a tim zvy&it produktivitu v laboratofich. Podminkou realizace

analyzy je prevedeni véech latek do kapalného stavu. °©

HOLDING COIL

UV-vis
DETECTOR

WASTE

CARRIER SAMPLE

BUFFER

WASTE

REAGENT#2 REAGENT#1

Obrazek 10 - Schéma SIA

19



2.5. SEKVENCNI INJEKCNI CHROMATOGRAFIE (SIC)

U vétsiny soucasnych analytickych metod je nutny, pred vlastnim
stanovenim, krok oddéleni jednotlivych souclasti vzorku. Doposud byla k
tomuto Ucelu kromé metod GC a CE nejcastéji pouzivdna metoda HPLC,
ktera je uvadéna jako zdakladni separacni metoda. Katedra analytické
chemie priSla s inovaci, a to s propojenim separacni Ccasti
(chromatograficka monoliticka kolona) a analytické c¢asti (SIA systém) v
jednom pfistroji, nyni nazyvanou sekvencni injek¢éni chromatografie. Jedna
se o zaclenéni chromatografické monolitické kolony do konvencniho SIA
systému mezi vicecestny ventil a pritokovou Z celu. ° Tato technika je ve
svété originadlni a byla vytvorena kolektivem pracovisté katedry analytické
chemie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. DdleZitym pozitivem je
téZ programovatelny pritok. Vicecestny ventil umoZfiuje kombinovat
rizné mobilni faze a diky pistové pumpé, naprogramované pocitatem,
Ize ménit prdtokovou rychlost a smér. '* Technika SIC byla jiz Usp&sné

pouZita k analyze nékolika farmaceutickych pfipravkd. °-10:13:14.15,16,17,18.

pociTad
|ﬁ I | 1 I -
U - WIS '

1

1

: DETEKTOR
27 ' v

: SELEKEMi

I

WEMTIL i
1

DY OUCESTHY 1—m—— ————

WEMTIL {,—-\

| >
KOLOMS \ SDEAD
1
l-:l ‘ W TOREK, QDPAD L% LashaP 2,

MOBILMNI FAZE PISTOWA PURPA,

1 .
g PROTOKOY A CELA,

Obrazek 11 - Schéma SIC
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3. EXPERIMENTALNI CAST

21



3.1. POUZITE PRISTROJE, CHEMIKALIE A PRIPRAVA ROZTOKU

Pouzité pristroje

1.

FIAlab ® 3000 automaticky SIA systém (FIAlab ® Instruments, USA),
Software FIAlab for Windows 5.0 ®

Pistové Cerpadlo s objemem 5 ml

Sesticestny selekéni ventil (Valco Instruments Co.,USA)

Monoliticka kolona Chromolith ™ Flash RP - 18e, 25 x 4,6 mm (Merck,
Némecko) s monolitickou predkolonou 5 - 4,6 mm (Merck, Némecko)
UV - VIS diode array detektor S2000 (Ocean Optics, Inc.,USA)

UV - VIS lampa Analytical Instrument System D1000 CE (Ocean
Optics, Inc.,USA)

Solarizaci rezistentni opticka vlakna (Avantes Inc., USA)

Prdtokova teflonovd Z cela - 1 cm (Avantes Inc., USA)

Spojovaci material - teflonové hadi¢ky s vnitfnim primérem 0,75 mm

Program Fialab for Windows 5.0

. HPLC systém

Pumpa LCP 4100 (Ecom, Praha)

Autosampler Waters 717 plus

Kolona Agilent Zorbax SB - CN 4.6 x 150 mm, velikost Castic 5 ym
Detektor UV Waters 486 (Waters, Milford, MA)

Software CSW v.1.7 for Windows (Data Apex s.r.o., Praha)
Jednopaprskovy spektrofotometr Hewlett Packard

Analytické vahy A&D HR120

Ultrazvukova lazen Tenson 1

Digitalni pH - metr HANNA pH 212
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Pouzité chemikalie

e methanol Chromasolv, for LC (Cistota pro gradientovou eluci)
(Sigma-Aldrich, Praha)

e acetonitril Chromasolv, for LC (Cistota pro gradientovou eluci)
(Sigma-Aldrich, Praha)

e kyselina fosfore¢na 85 % (Merck, Praha)

e triethylamin 99,5 % (Fluka)

e betamethason (BE) 98,0 % (Sigma-Aldrich)

e chloramfenikol (CL) 98,0 % (Sigma-Aldrich)

e deionizovana voda cisténa Milli - Q systém
(Millipore Corp., Bedford, MA)

e Latky testované jako vnitfni standardy:

propylparaben (PP) 99,0 % (Galena a.s., Opava), methylparaben,

ethylparaben, kortizon acetat, hydrokortizon, mefenamova kyselina,

4 - chlorbenzoova kyselina, triamcinolon acetonid, trimekain chlorid,

bopindolol hydrogenmalonat, pindolol, propyfenazon, acebutolol

23



Priprava roztoku

Priprava vzorku

Farmaceuticky pFipravek - oéni kapky BETABIOPTAL® obsahuje
200 mg betamethasonu a 500 mg chloramfenikolu ve 100 ml. Nejprve
bylo prevedeno 500 pl vzorku spolu s 5 ml tetrahydrofuranu, s 5 ml
methanolu, s 250 pl koncentrované kyseliny fosfore¢né a s 5 ml roztoku
vnitfniho standardu PP (c = 400 pg mi!) v methanolu do kalibrované 25
ml barfikky. Smés byla homogenizovana a rozpusténa 15 min ultrazvukovou
vibraci, po rysku doplnéna mobilni fazi a znovu promichana. Porovnavaci
roztok standardd byl pfipraven stejnym postupem, jen misto po&ate€nich
500 pl (vzorku) bylo pouZito jiz pfipravenych zasobnich roztokl standardd
BE (c = 200 pg ml'Y), CL (¢ = 500 pyg ml™') v methanolu a to v objemu 5
ml. Kone&na koncentrace analyzovaného vzorku a porovnavacich roztok{
standardl byla u BE (c = 40 ug ml™') , u CL (c = 100 pg mI*) a u PP (c =
80 pg ml?t). SIC systémem byl vidy méfen objem 15 pl vzorku i

porovnavacich standardd a byly porovnany vysky jejich pikd.

Priprava roztoku vnitirniho standardu pro analyzu kapek

Vnitfni standard PP byl pripraven rozpusténim navazky 40 mg latky
do 100 ml methanolu. Takto pfipraveny roztok o koncentraci 40 mg/I byl

pridan do extrakéni smési kapek.

Priprava zasobniho roztoku standardu BE+CI1 a vniti'niho standardu propvlparabenu

Zasobni roztoky standardd BE, CL a PP byly pfipraveny o
koncentraci 500 mg/l prevedenim presné navazky 25 mg latky do 50 ml
odmérné banky a doplnénim po rysku methanolem. Roztoky byly

skladovany v temnu a pfi teploté 5°C po dobu 1 mésice. Pracovni roztoky

24



pro optimalizaci a validaci metody byly pripravovany redénim zasobnich
roztokd mobilni fazi na poZadované koncentrace. Pracovni roztoky byly

pripravovany kazdy den nové.
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3.2. VYVOJ A OPTIMALIZACE SEPARACNIHO PROCESU I (HPLC)

- Prvotni studie na HPLC

Prvotni studie optimalizace separa¢niho procesu byly provadény na
HPLC instrumentaci z ddvodu vé&tsi robustnosti této metody a predevsim
z divodu moznosti sledovat hodnoty zpé&tného tlaku za rlznych podminek

a navrhnout tak metodu prenositelnou na nizkotlaky SIA systém.

3.2.1. Vybér mobilni faze

Pfi vybéru vhodné mobilni faze pro separaci chloramfenikolu a
betamethasonu byl bran v Gvahu lipofilni charakter testovanych latek, tzn.
jejich schopnost retence na C - 18 uhlikovych retézcich reverzni faze
monolitické kolony. Mobilni faze musela byt vybrana podle jeji schopnosti
vymyt testované latky z kolony v optimalnim case a pri dostatecné
separaci obou analyzovanych latek. Byly sledovany retencni casy
zkoumanych latek, které charakterizuji umisténi maxima piku na
chromatogramu, schopnost separace pikl obou latek aZ na zakladni linii
za navrzenych podminek, symetrie pikd a rozligeni piku prvni 1atky od piku
mrtvého objemu. V prehledu jsou uvedeny jednotlivé testované mobilni
faze a dlvod jejich nevhodnosti.

Méreni probihalo pri vinové délce 220 nm s monolitickou kolonou
Chromolith (™) Flash RP - 18e, 25 x 4,6 mm s monolitickou predkolonou
(10 mm) o prUtokové rychlosti 0,6 ml/min, kterd zlstavala po dobu
optimalizace na HPLC konstantni. Tato prUtokova rychlost byla zvolena
jako kompromis mezi délkou analyzy a prijatelnym zpétnym tlakem,

kterého je mozné dosahnout v SIA systému.
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Vybér vhodné mobilni fdze s odpovidajicimi chromatogramy

Nejprve byl vybran methanol jako organicka slozka mobilni faze.
Prvni mobilni fazi byla testovana smés methanol/voda (50:50, v/v) o pH =
5,5. Zpétny tlak na koloné& byl 1,2 kPa; pritok 0,6 ml/min a A = 220nm.
Pri méreni byla pouzita predkolona (10 mm) + kolona (25 mm). Piky
chloramfenikolu a betamethasonu byly sice pri separaci oddéleny
dostatecné, ale mobilni faze byla v tomto pripadé prilis silna. Pik CL se
objevil priliS blizko piku mrtvého objemu, protoZze CL vykazoval slabou

retenci na koloné.
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Obrazek 12 - Chromatogram pfi pouziti mobilni fdze methanol/voda (50:50, v/v),

pratok 0,6 ml/min

Jako druha mobilni faze byla pouzita smés methanol/voda (50:60,
v/Vv). Separace CL a BE probéhla dobre, ale retencni Cas BE byl pfrilis
dlouhy a pik mirné rozmyty a naopak retencni ¢as CL prilis kratky, jak

ukazuje jeho pik, ktery se objevil pfriliS blizko piku mrtvého objemu.
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Obrazek 13 - Chromatogram pfi pouziti mobilni fdze methanol/voda (50:60, v/v),

pratok 0,6 ml/min

Jako dalsSi organicka slozka k vybéru vhodné mobilni faze byl
testovan kromé methanolu i acetonitril. Byla pfipravena trislozkova
mobilni faze methanol/acetonitril/voda (20:20:60, v/v). Separace latek
probéhla dostate¢né, ale z divodu zbyte¢né vysokého rozlideni pik( obou

latek byla mobilni faze shleddna jako nevyhovujici.

400+

“oltage [mih]
17a CL

200

200

445 BE
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Obrazek 14 - Chromatogram pfi pouziti mobilni faze methanol/acetonitril/voda
(20:20:60, v/v), pratok 0,6 ml/min
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Nyni se za organickou slozkou mobilni faze zvolil acetonitril. Jako
prvni byla pouzita smés acetonitril/voda (30:70, v/v), o pH = 5,9. Tlak byl
0,9 - 1 kPa. Piky obou latek se ukazaly mit vyhovujici symetricky tvar.
Pro slabou retenci CL na koloné, jak ukazuje jeho pik, ktery se objevil
prilis blizko piku mrtvého objemu a pro slabou retenci BE, kdy se jeho pik
objevil prilis blizko piku CL, byla mobilni faze shledana jako malo robustni
a nevyhovujici. Tyto separa¢ni podminky by byly plné vyhovujici pro HPLC
metodu avsak ne pro SIC instrumentaci, kde je jinym zplsobem Fesena
konstrukce prdtokové cely (tvar Z a vétsi objem) a tudiz je potfeba

dosdhnout efektivnéjsi separace pikd od mrtvého objemu i mezi sebou.
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Obrazek 15 - Chromatogram pfi pouziti mobilni faze acetonitril/voda (30:70, v/v),
pritok 0,6 ml/min, pH = 5,9

Nasledné byla pouzita opét smeés acetonitril/voda (30:70, v/v),
tentokrat ale okyselena na pH = 2,5. Snizeni pH mélo na retenci ¢asu vliv

jen velice nepatrny, jak dokldda zobrazeni pikd na obrazku &. 16.
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Obrazek 16 - Chromatogram pfi pouziti mobilni faze acetonitril/voda (30:70, v/v),
pritok 0,6 ml/min, pH = 2,5
DalSi testovanou mobilni fazi se stala smés - acetonitril/voda
(25:75, v/v) ) o pH = 5,3. Tato mobilni faze nebyla dostate¢né silna na
véasné vymyti CL a BE, jak dokladaji piky na chromatogramu. Divodem
byla silnéjsi retence obou latek na reverzni fazi monolitické kolony a tudiz

dlouhy retencni Cas.
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Obrazek 17 - Chromatogram p¥i pouziti mobilni faze acetonitril/voda (25:75, v/v),

pritok 0,6 ml/min
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Posledni testovanou mobilni fazi se stala smés acetonitril/voda
(30:80, v/v) o pH = 5; s prUtokovou rychlosti 0,6 ml/min. Separace obou
latek CL a BE probéhla s dostatecnym rozliSenim, coz dokladaji symetrické
tvary a zadouci retenéni ¢asy pik(. Tato mobilni faze byla tedy zvolena

jako optimalni.
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Obrazek 18 - Chromatogram pf¥i pouziti mobilni faze acetonitril/voda (30:80, v/v),

pratok 0,6 ml/min
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3.2.2. Vybér vnitFniho standardu

Méreni probihalo pfi 220 nm s predkolonou (10 mm) + kolonou (25

mm), s mobilni fazi acetonitril/voda (30:80, v/v) o pH = 5 a s prdtokovou

rychlosti 0,6 ml/min.

Pri hledani optimalniho vnitfniho standardu bylo testovano trinact

latek. Jejich retenéni charakteristiky a dlvody pro¢ nebyly vhodné jsou

uvedeny v nasledujici tabulce ¢. 1.

Testovana latka Retencni komentar
cas (min)

kortizon acetat 9,62 ZbytecCné prodlouzil ¢as analyzy.

mefenamova kyselina - Pik mefenamové kyseliny se na
chromatogramu neobjevil.
Pravdépodobn& z dlvodu velice silné
retence

4-chlorbenzoova kyselina 1,11/1,57 Pik 4-chlorbenzoové kyseliny mél dva
vrcholy, respektive pik splyval s pikem
mrtvého objemu.

hydrokortizon 2,45 Pik hydrokortizonu vyrazné prekryl pik
CL.

triamcinolon acetonid 5,65 Pik triamcinolonu mél symetricky tvar,
ale vzdalenost od piku BE nebyla
dostatecna.

trimekain chlorid 6,56 Pik trimekainu byl rozmyty v nezadouci
asymetricky tvar.

bopindolol hydrogenmalonat 4,10 Pik bopindololu prekryl pik BE.

propyfenazon 4,28 Pik propyfenazonu prekryl pik BE.

pindolol 4,11 Pik pindololu zasahl do pikt CL a BE.

acebutolol 4,16 Pik acebutololu zasahl do piku BE.

Tabulka 1 - Souhrn latek testovanych jako vnitini standard a jejich retencnich vlastnosti
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Test dalSich trech Ilatek znazorfuji chromatogramy nize. Pik

methylparabenu a pik chloramfenikolu se navzajem prekryly v jediny pik,

tudiz methylparaben nevyhovél nagim pozadavkim.
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Obrazek 19 - Chromatogram pfi pouziti mobilni faze acetonitril/voda (30:80, v/v),

prdtok 0,6 ml/min

Ethylparaben téz nevyhovél, protoze dosSlo k CasteCnému prekryti

pikd ethylparabenu a betamethasonu.
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Obrazek 20 - Chromatogram pfi pouziti mobilni faze acetonitril/voda (30:80, v/v),

pratok 0,6 ml/min

33



Propylparaben vykazoval optimalni retenc¢ni ¢as a proto byl zvolen
jako vhodny vnitfni standard pro dalsi postup. Vyhovoval téz tvar a

symetrie pikdy.
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Obrazek 21 - Chromatogram pfi pouziti mobilni faze acetonitril/voda (30:80, v/v),

pratok 0,6 ml/min
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3.2.3. Vybér vinové délky detekce

Vhodna vinova délka detekce, ktera byla nasledné zvolena jako mérici
vinova délka detektoru na SIA pristroji, pri které byl stanoven obsah
chloramfenikolu a betamethasonu s pomoci vnitfniho standardu
propylparabenu ve vzorku, byla zjisténa zmérenim jejich absorpcnich
spekter v UV oblasti na spektrofotometru. Méreni spekter jednotlivych
latek se testovalo pfi pouziti mobilni faze acetonitril/voda (30:80, v/v).
Byly zjistény vinové délky absorpcnich maxim jednotlivych latek, tedy
vinové délky, pri kterych je méreni jejich absorbance nejcitlivéjsi.

Na spektrofotometru bylo zjisténo absorpéni maximum pro roztok
betamethasonu pri 241nm, pro roztok chloramfenikolu pri 278nm, a pro
roztok propylparabenu pfi 256nm. Jelikoz komercni SIA systém umoziuje
provadét detekci i pri ¢tyrech vinovych délkach najednou, tak na zakladé
zjisténych absorpcnich maxim stanovovanych latek, byly zvoleny za méfici
vinové délky detektoru 278 nm pro chloramfenikol a 241 nm pro

betamethason a soucasné i pro propylparaben.

Maximum BE 241 nm
Maximum CL 278 nm

Maximum PP 256 nm

Ahsorhance (AU

Obrazek 22 - UV - spektra CL, BE, PP s absorp¢nimi maximy v mobilni fazi
acetonitril/voda (30:80, v/v)
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3.3. VYVOJ A OPTIMALIZACE SEPARACNIHO PROCESU II (SIA)

Dosazené optimalni podminky separace BE a CL (mobilni faze
acetonitril/voda (30:80, v/v), pritok 0,6 ml/min) ziskané na HPLC byly
v dalsi fazi prace preneseny na SIA systém. Monoliticka kolona Chromolith
(™) Flash RP - 18e, 25 x 4,6 mm s monolitickou predkolonou (10 mm)
byla pomoci pikovych &roubl zapojena do SIA systému mezi vicecestny

selekéni ventil a pratokovou Z celu.
Separace provedenda za téchto podminek je zndzornéna na SIC

chromatogramu na obrazku ¢&. 23. Caste¢né rozdily v retenénich ¢asech

piki latek jsou zplUsobeny rozdilnymi mrtvymi objemy HPLC a SIA

systému.
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Obrazek 23 - Chromatogram (SIA) pfi pouziti mobilni faze acetonitril/voda (30:80, v/v),
monolitickd kolona Chromolith™ Flash RP - 18e, 25 x 4,6 mm
+ monolitickd predkolona (10 mm)
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Navrzené podminky separace se i na SIA systému jevily jako
optimalni, presto byla testovana jesté moznost zkratit dobu analyzy pri
zachovani dostatecné separace pomoci zamény (10 mm) predkolony za
predkolonu o délce (5 mm). Ziskané zkraceni celkové separacni délky
kolony o cca 15 % mélo pozitivni vliv na posun retenénich ¢asi latek,
zejména vnitfniho standardu propylparabenu, pfi zachovani dostatecné
separacni ucinnosti kolony. Chromatogram je zndzornén na obrazku ¢.24.
Z tohoto dlvodu byly navrzené podminky separace: mobilni faze
acetonitril/voda (30:80, v/v), pritok 0,6 ml/min, kolona Chromolith (™
Flash RP - 18e, 25 x 4,6 mm s predkolonou (5 mm), povazovany za finalni

a byly pouzity pro dalsi validaci metody.

04—

Voltage (my)
CL
BE

Time (min)

Obrazek 24 — Chromatogram (SIA) pfi pouziti findlnich podminek separace: mobilni faze
acetonitril/voda (30:80, v/v), monolitick4 kolona Chromolith (™ Flash RP - 18e,
25 x 4,6 mm + monolitickd ptedkolona (5 mm)
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3.4. VYTVORENI A OPTIMALIZACE PROGRAMU ANALYZY NA SIA

Cely SIA pristroj je ovladan softwarem pocitace, tudiz bylo nutno

vytvorit jednoduchy program ovladajici jednotlivé soucasti pristroje a

naplanovat presné jeho jednotlivé kroky. Analyza probihala za nastavenych

podminek, které byly optimalizovany v predchazejicich krocich. Kompletni

SIA program,

v nasledujici tabulce €. 2.

podle néhoz probihala separacni analyza je uveden

JEDNOTKA PRIKAZ - CINNOST
DVOUCESTNY VENTIL POLOHA IN . ,
PISTOVA PUMPA NASAVANI MOBILNI FAZE 4200 ul, RYCHLOSTI TOKU
100 ul sec-1
DVOUCESTNY VENTIL POLOHA OUT
VICECESTNY VENTIL PORT 2
PISTOVA PUMPA NASAVANI VZORKU 15 pl, RYCHLOSTI TOKU 10 pl sec™?
VICECESTNY VENTIL PORT 6 DETEKTOR
ANALYZA VZORKU CL
VYTLACENI CHLORAMFENIKOLU NA KOLONU A DO
PISTOVA PUMPA DETEKTORU 1500 pl, RYCHLOSTI TOKU 10 pl sec™
SPEKTROMETR MERENI ABSORBANCE — PiK CL NA CHROMATOGRAMU

VICECESTNY VENTIL

PORT6

ANALYZA VZORKU BE

VYTLACENI BETAMETHASONU 1000 pl, RYCHLOSTI TOKU

PISTOVA PUMPA 10 pl sec*
SPEKTROMETR MERENiI ABSORBANCE — Pik BE NA CHROMATOGRAMU
VICECESTNY VENTIL PORT6

ANALYZA VZORKU VNITRNi STANDARD PP

PISTOVA PUMPA

VYTLACEN|I PROPYLPARABENU 1000 pl, RYCHLOSTI TOKU
10 pl sec™

SPEKTROMETR

MERENI ABSORBANCE — PiK PP NA CHROMATOGRAMU

UKONCENIi JEDNOHO CYKLU

Tabulka 2 - Program analyzy SIA
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3.5. TEST VHODNOSTI CHROMATOGRAFICKEHO SYSTEMU

Udinnost systému byla testovdna pfi optimalnich podminkach.
Sledované ucinné latky byly stanoveny navrzenou metodou (SIC) a ze
zdkladnich chromatografickych parametrd byla vypoéitana data jako
Faktor symetrie As, RozliSeni Rs, Pocet teoretickych pater a Retencni
¢asy. Hodnoty dosazenych parametrl jsou prehledné zndzornény

v tabulce ¢. 3.

3.5.1. Retencni cas a retencni objem

Ve = tr.v
Vr - retencni objem
tr — retencni Cas

v — pritokova rychlost mobilni faze

3.5.2. Rozliseni pikl

Rs= 1,18 . (trx - tr1) / Wh1 + Wp»
try, tro — retenéni ¢asy dvou sousednich pikd
Whi, Who - Sitky pikd v poloviéni vysce

Rozlideni pikd vétsi nez 1,5 odpovida rozdéleni pikd na zakladni linii

3.5.3.Faktor symetrie piku

As = Wo,os/ 2d
W05 - Sitka piku v jedné dvacetiné jeho vysky
2d - vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku v

jedné dvacetiné jeho vysky

3.5.4. Délici uc¢innost monolitické kolony a zdanlivy pocet

teoretickych pater

N =5,54. (tx / W;)?
tr — retencni cas
W, _ Sifka piku v poloviné jeho vysky

N — pocet teoretickych pater
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CL BE PP
Retencni ¢as (min) tr = 2.85 k= 4.40 tk =6.75
Rozlideni piku Rege = 2.16| Rpepp = 2.52
Faktor symetrie piku As = 1.60 A; =1.58 As = 1.45
Ucinnost kolony a
zdanlivy pocet N = 1389 N = 1862 N = 1431

teoretickych pater

Tabulka 3 - Chromatografickéd data ziskana vypoc¢tem z Gdajl podle obrazku ¢&. 26
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3.6. VALIDACE OPTIMALIZOVANE METODY

3.6.1. Stanoveni limitu detekce a limitu kvantifikace

Limit detekce (LOD) je nejnizsi detekovatelnd koncentrace latky, pro
kterou je analyticky signal statisticky vyznamné odliSny od Sumu na
zakladni linii. Zpravidla je definovan jako koncentrace latky, jejiz pik je
trojndsobné vyssi nez Sum zakladni linie (3 S/N).

Pro stanoveni detekénich limitd chloramfenikolu, betamethasonu a
propylparabenu byly experimentalné zjistény tyto hodnoty koncentraci,

které odpovidaly poméru 3 S/N:

LOD chloramfenikolu = 0,5 mg/I
LOD betamethasonu = 1,0 mg/I
LOD propylparabenu = 1,0 mg/I

Odezva byla mérena pfri vinové délce A = 241 nm pro betamethason a
propylparaben; A = 278 nm pro chloramfenikol za optimalizovanych

separacnich podminek.

Limit kvantifikace (LOQ) je nejnizsSi stanovitelnd koncentrace
latky, kterd mdZe byt uréena s vhodnou presnosti a spravnosti. Zpravidla

je definovan jako desetindsobek Sumu zakladni linie (10 S/N).

Limit kvantifikace byl matematicky vypocten jako desetindsobek Sumu
zakladni linie, pricemz byli pouzity hodnoty koncentraci méfenych pro limit
detekce.

Pro jednotlivé latky byly zjistény tyto limity kvantifikace:
LOQ pro chloramfenikol = 1,66 mg/|

LOQ pro betamethason = 3,33 mg/I
LOQ pro propylparaben = 3,33 mg/I
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3.6.2. Stanoveni linearity odezvy

Linearita je chapana jako prfimkova zavislost mezi dvéma ndhodnymi
proménnymi, tj. odezvou instrumentace (analytickym signalem) a
koncentraci analytu. Je to schopnost analytické metody uvnitf
stanoveného rozmezi ziskat testovanim vysledky, které jsou primo
umeérné koncentraci sledované latky ve vzorku. Je vyjadrena grafickymi
parametry linedrni regrese (korelacni koeficient, smérnice kalibracni
primky - regresni koeficient).

Linearita odezvy byla stanovena pro chloramfenikol, betamethason a
propylparaben ve smési, ktera byla pripravena redénim zdsobnich
methanolickych roztokl do mobilni faze. Kalibraéni roztoky byly
pripraveny v rozmezi koncentraci 2,5 mg/l - 150 mg/l u vSech latek.
Kazda koncentrace byla zmérena dvakrat a do linearni regrese byl zarazen
pramé&r obou vysledkd. Pro validaci metody je dlleZity korelaéni koeficient

primky, jez by mél byt minimalné 0,99 cemuz vysledky vyhovovaly.

Kalibraéni kiivka chloramfenikolu

Pro chloramfenikol byla zmérena linearni odezva absorbance v

intervalu koncentraci 2,5 mg/l - 150 mg/I.

Obrazek 25 - Kalibra¢ni kfivka chloramfenikolu

42



Koncentrace mg/I Absorbance
2,5 0,01706
5 0,03432
10 0,06866
15 0,1156
25 0,1839
50 0,4083
75 0,634
100 0,8716
150 1,226

Statistické parametry proregresi : y=kx + q
Odhad chyby

Pocet bodd n = 9

Smérnice K = 0,008402 +0,000125

Abs. c¢len q = -0,007677 =+ 0,008046

Korelac¢ni koef. r = 0,99912

Rezidudlni odch. s = 0,018831

Tabulka 4 - Data pro kalibracni kfivku chloramfenikolu

Rovnice linearni regrese pro krivku CL:

A =(0.0084 = 0.00012)c — (0.0076 = 0.008). korelacni koeficient je 0.99912
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Kalibracéni kiivka betamethasonu

Pro betamethason byla zmérena linearni odezva absorbance v intervalu

koncentraci 2,5 mg/l - 150 mg/I

1,5 -

Obrazek 26 - Kalibra¢ni kfivka betamethasonu

Koncentrace mg/I Absorbance
2,5 0,01569
5 0,02822
10 0,0614
15 0,09699
25 0,17438
50 0,3455
75 0,641
100 0,7776
150 1,1639
Statistické parametry pro regresi : y=kx + q
Odhad chyby
Pocet bodU n = 9
Smérnice k = 0,007924 + 0,000174
Abs. Clen g = -0,012455 <+ 0,011246
Korela¢ni koef. r = 0,99945
Rezidualni odch. s = 0.026323

Tabulka 5 - Data pro kalibracni kfivku betamethasonu
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Rovnice linearni regrese pro kifivku BE:

BE: A =(0.00792 + 0.00017)c — (0.012 + 0.011), korelacni koeficient je 0.99945

Kalibraéni kiivka propylparabenu

Pro propylparaben byla zmérena linearni odezva absorbance v intervalu

koncentraci 2,5 mg/l - 150 mg/I.

Obrazek 27 - Kalibra¢ni kfivka propylparabenu

Koncentrace mg/I Absorbance
2,5 0,012207

5 0,02059

10 0,0501

15 0,0683

25 0,1182

50 0,2569

75 0,4155

100 0,5394

150 0,7892
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Statistické parametry pro regresi : y=kx + q
Pocet bod{ n =9 Odhad chyby
Smérnice k = 0,00536 + 0,00006

Abs. Clen q = -0,004744 + 0,00416
Korelac¢ni koef. r = 0,999421

Rezidualni odch.s = 0,009736

Tabulka 6 - Data pro kalibra¢ni kfivku propylparabenu

Rovnice linearni regrese pro kiivku PP:

PP: A = (0.00536 + 0.00006)c — (0.0047 + 0.0041), korelaéni koeficient je 0.99942

3.6.3. Opakovatelnost méreni absorbance pFi riiznych
koncentracich standard

OPAKOVATELNOST MERENI V RAMCI JEDNOHO DNE

Je to presnost analyz provedenych v ramci jedné laboratore, tymz
analytikem, na téze analytické soustavé, se stejnymi chemikaliemi a
rozpoustédly na jednom vzorku. Neboli se jedna o opakovany nastrik
stejného mnozstvi, stejného vzorku, za stejnych chromatografickych
podminek. V nasem pripadé byla davkovana osmkrat po sobé smeés latek
v koncentracich 5,00 mg/l, 25,00 mg/l a 50,00 mg/l. Z odezvy signalu
pikd jednotlivych latek byla vypoé&itdna relativni smérodatna odchylka

(RSD) stanoveni jednotlivych latek pro jednotlivé koncentrace.
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RSD - Relativni smérodatna odchylka

Y - Primér absorbanci
n - Pocet méreni

yi — Hodnoty absorbanci jednotlivych paralelnich stanoveni

Koncentrace 5,00 mg/I

Cislo analyzy A (CL) A (BE) A (PP)
1 0,03 0,03 0,03
2 0,02 0,02 0,02
3 0,03 0,02 0,02
4 0,03 0,03 0,02
5 0,02 0,03 0,03
6 0,02 0,02 0,02
7 0,03 0,03 0,02
8 0,03 0,02 0,03
Primér absorbanci 0,03 0,03 0,02
RSD (%) 2,88 5,73 7,61

Tabulka 7 - Namérené hodnoty absorbance a vypocitané hodnoty opakovatelnosti méreni

pro jednotlivé latky pfi koncentraci 5,00 mg/I

Koncentrace 25,0 mg/l (1.den)

Cislo analyzy A (CL) A (BE) A (PP)
1 0,20 0,19 0,15

2 0,20 0,20 0,15

3 0,20 0,19 0,14

4 0,20 0,19 0,14

5 0,19 0,19 0,15

6 0,19 0,19 0,15

7 0,20 0,19 0,15

8 0,20 0,19 0,15
Primér absorbanci 0,20 0,19 0,15
RSD (%) 1,13 1,14 1,66

Tabulka 8 - Namérené hodnoty absorbance a vypocitané hodnoty opakovatelnosti méreni

pro jednotlivé latky pfi koncentraci 25,00 mg/I
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Koncentrace 50,0 mg/I

Cislo analyzy A (CL) A (BE) A (PP)
1 0,38 0,40 0,28

2 0,38 0,40 0,28

3 0,38 0,41 0,28

4 0,39 0,41 0,28

5 0,38 0,41 0,28

6 0,39 0,41 0,28

7 0,39 0,41 0,29

8 0,38 0,41 0,29
Primér absorbanci 0,38 0,41 0,28
RSD (%) 1,02 0,79 0,78

Tabulka 9 - Namérené hodnoty absorbance a vypocitané hodnoty opakovatelnosti méreni

pro jednotlivé latky pfi koncentraci 50,00 mg/I

Z vysledkd méreni byly vyhodnoceny také hodnoty opakovatelnosti (RSD)

retenénich ¢asl jednotlivych latek pfi hodnoté& koncentrace (50,00 mg/I).

Retencni Casy latek v sec
Cislo analyzy CL BE PP

1 118,0 39,8 44,3

2 117,8 39,6 43,6

3 117,7 39,5 43,6

4 117,7 39,5 43,5

5 117,8 39,7 43,9

6 117,7 39,5 43,2

7 117,7 39,6 43,6

8 117,9 39,5 42,9

Primeér retencnich

c¢ast 117,8 39,6 43,6
RSD (%) 0,1 0,3 0,9

Tabulka 10 - Opakovatelnost retenénich &ast pfi koncentraci 50,00 mg/I
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OPAKOVATELNOST MEREN{ V RAMCI NEKOLIKA DNI

V pripadé stanoveni opakovatelnosti méreni v ramci nékolika dni
bylo do systému davkovano stejné mnozstvi, stejného vzorku, za stejnych
chromatografickych podminek v prib&hu 5 dni. V nasem pfipadé se
jednalo o stanoveni v prib&hu celkem 7 dni, kdy dvoudenni pauza byla
tvorena vikendem. Do SIA systému byl davkovan stejny vzorek o
koncentraci 25 mg/| trikrat po sobé. Z odezvy 3 méreni byla vypocitana
prdmé&rna hodnota. Z prdmérnych hodnot z 5 dni méfeni byla vypocitana
(RSD) stanoveni pro jednotlivé latky.
Ziskané hodnoty pro jednotlivé dny jsou uvedeny v tabulkach C¢.
8,11,12,13,14 a mezidenni opakovatelnost méreni je uvedena jako
primérné hodnoty odezvy 3 méFeni absorbanci v prib&hu 5 dni, pfi

koncentraci 25,0 mg/I v tabulce €. 15.

Koncentrace 25,0 mg/l (2.den)

Cislo analyzy A (CL) A (BE) A (PP)

1 0,19 0,19 0,15

2 0,19 0,19 0,15

3 0,20 0,19 0,15

Priimér absorbanci 0,19 0,19 0,15

Tabulka 11 - Absorbance pfi koncentraci 25,0 mg/I

Koncentrace 25,0 mg/l (3.den)

Cislo analyzy A (CL) A (BE) A (PP)

1 0,20 0,20 0,15

2 0,20 0,20 0,15

3 0,20 0,20 0,15

Primér absorbanci 0,20 0,20 0,15

Tabulka 12 - Absorbance pfi koncentraci 25,0 mg/I
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Koncentrace 25,0 mg/l (4.den)

Cislo analyzy A (CL) A (BE) A (PP)

1 0,20 0,20 0,16

2 0,20 0,20 0,15

3 0,20 0,20 0,15

Priimér absorbanci 0,20 0,20 0,15

Tabulka 13 -Absorbance pfi koncentraci 25,0 mg/|

Koncentrace 25,0 mg/l (5.den)

Cislo analyzy A (CL) A (BE) A (PP)

1 0,20 0,20 0,16

2 0,20 0,21 0,16

3 0,21 0,21 0,16

Primér absorbanci 0,20 0,21 0,16

Tabulka 14 - Absorbance pfi koncentraci 25,0 mg/I

Den méreni Prdmérna hodnota odezvy ze 3 méfeni
A (CL) A (BE) A (PP)
1.den 0,20 0,19 0,15
2.den 0,19 0,19 0,15
3.den 0,20 0,20 0,15
4.den 0,19 0,20 0,16
5.den 0,20 0,21 0,16
Priimér absorbanci 0,20 0,20 0,15
RSD (%) 2,20 3,11 3,78

Tabulka 15 - Primérné hodnoty absorbanci a mezidenni opakovatelnost méFeni
v prib&hu 5 dni, pfi koncentraci 25,0 mg/I

Dosazené hodnoty opakovatelnosti méreni v ramci 5 dni (tzv. inter-
day precision) nepresahly pro zadnou z vysSe analyzovanych sloucenin
hodnotu RSD 4 %.
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3.6.4. Selektivita

Selektivita analytické metody je definovana jako schopnost
presného a spravného urceni analytu i v pritomnosti interferujicich latek.
Je to tedy schopnost analytické metody jednoznacné stanovit analyzované
latky. Metoda stanoveni nesmi byt rusena pomocnymi latkami a dalSimi
slozkami pripravku. V nasem pripadé nebylo mozné zmérit vzorek placeba
a tim zjistit mozné interference z pomocnych latek. Na chromatogramech
byla ale dosazena dokonald separace vsech tri latek. Absence interferenci,
tedy sprdvnost dosazenych vysledkl byla potvrzena pomoci testu

vytéznosti (spravnosti).
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3.6.5. Presnost

Tento krok poskytuje dikaz o presnosti celé metody od pFipravy
vzorku k vyhodnoceni dat. Doklada blizkost shody mezi vice vysledky
ziskanymi opakovanym mérenim homogenniho vzorku za predepsanych
podminek. Vysledkem je obvykle rozdil ¢i relativni smérodatna odchylka
RSD pfi sérii méreni.

V nasem pripadé byla presnost metody potvrzena mérenim
farmaceutického pripravku (bylo analyzovdno 6 roztokd vzorku
BETABIOPTAL® kapky jedné $arZe). Vysledky jednotlivych méreni jsou
vyjadrené jako stanoveny procentudlni obsah deklarovaného mnozstvi.
Presnost metody je vyjadrena jako opakovatelnost stanoveni ve formé
RSD.

VZOREK OBSAH CL (%) OBSAH BE(%)
1 98,8 96,5
2 95,3 97,9
3 102,5 97,3
4 95,9 98,2
5 96,7 98,8
6 95,9 97,6
PRUMER = 97,5 PRUMER = 97,9
RSD = 2,55% RSD = 0,8%

Tabulka 16 - Vysledky presnosti systému pro stanoveni CL a BE,

stanoveni 6 vzorkl jedné Sarze
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3.6.6. VytéZznost (Spravnost)

Spravnost vyjadfuje t&snost shody vysledkl méfeni a skutedné
hodnoty meérené veli¢iny. Jedna se tedy o statisticky vyznamnou rozdilnost
mezi ziskanou a skute¢nou hodnotou dané \veli¢éiny. Hodnocenim
spravnosti metody se urcuje pritomnost ¢i nepritomnost nahodné chyby,
nejéast&ji otestovanim odchylky vysledkd od sprdvné hodnoty a to bud
porovhanim se standardem, s jiz zavedenou a ovérenou metodou nebo
srovnanim s referenénim materidlem. V nasem pripadé nebylo mozné
ziskat placebo pFipravku, z tohoto divodu byly tedy pfipraveny a zméfeny
vzorky s pridavkem presného mnozstvi standardu (100%). Pri testovani 3
rGznych $arzi BETABIOPTAL ® kapek byla zji$téna prdmérna vytéznost pro
CL 97,1 % a pro BE 100,3 %.
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4. VLASTNI STANOVENI
VE FARMACEUTICKEM PRIPRAVKU
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4.1. STANOVENI VE FARMACEUTICKEM PRIPRAVKU — OCNI KAPKY
BETABIOPTAL®

Ukolem bylo zméfit obsah uc&innych latek chloramfenikolu a

betamethasonu v lé&ivém pFipravku BETABIOPTAL ©® vyrobeného firmou
FARMILA - Thea Farmaceutici Milano S.p.A, ( Milano, Itdlie )

U&inna latka + Mnozstvi (9)

betamethason 0,010

chloramfenikol 0,025

Pomocna latka

polyethylenglykol

kyselina borita

tetraboritan sodny

macrogolum 300
macrogolum 1540

macrogolum 4000
polysorbatum 80

hypromellosum 2910

thiomersalum

aqua purificata.

Tabulka 17 - SloZeni kapek BETABIOPTAL ® deklarované vyrobcem (na 5ml)

Rozdilné rozpoustéci postupy byly pouzity pro ziskani uGcinnych
latek z oCnich kapek v pozadovaném rozsahu 95 - 105 %.
PFi rozpusténi v mobilni fazi byl uspokojivy jen vysledek CL, kde vyteznost
byla 100 %, ale BE mél vytéznost jen 75 %. Tento problém se opakoval i
s pouzitim dalSich organickych rozpoustédel (methanol, acetonitril,
isopropanol, tetrahydrofuran, dimethylsulfoxid a propylenglykol), kdy opét
nedoslo k dostate¢nému rozpusténi BE a vysledky téz nevyhovovaly.

Jediny dimethylsulfoxid mél dostate¢nou vytéznost pro obé ucinné

latky, ale jeho pik interferoval na chromatogramu.
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Nakonec se Uspésnou ukazala koncentrovana kyselina fosforecna, jez byla
pridana k organickému rozpoustédlu. Smés tetrahydrofuranu a methanolu
v kombinaci s kyselinou fosforecnou v poméru 5:5:0,25 (v/v/v) byla
shleddna jako optimalni rozpoustédlo k dostatecné vytéznosti obou

ucinnych latek a byla tedy pouzita v nasledujicim valida¢nim postupu.

4.2. STANOVENI BETABIOPTAL® METODOU SIC

Sledované ucinné latky byly stanoveny navrzenou metodou SIC a ze
zakladnich chromatografickych parametrd byla vypocitdna data jako
Faktor symetrie As, Rozlideni pikd Rs, Poclet teoretickych pater N a
Retencni cdasy tr. Test vhodnosti chromatografického systému pro
stanoveni v pripravku doklada tabulka ¢. 3.

Méreni bylo provedeno za optimalizovanych podminek: mobilni faze
acetonitril/voda (30:80, v/v), monoliticka kolona Chromolith (™) Flash RP
- 18¢e, 25 x 4,6 mm + monoliticka predkolona (5 mm), rychlost toku 0,6
ml/min, UV detekce probihala pfi A = 241 nm pro betamethason a
propylparaben; A = 278 nm pro chloramfenikol.

Vysledky procentualniho obsahu Gcinnych latek v pripravku byly

vypocitané podle nasledujiciho vzorce:

CI = (sz / AIS(vz) . Ms. R. 100) / (AST / AIS(st) .My . Z)
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Kde jednotlivé proménné jsou:

C; - obsah stanovené slozky v %

Ayz - plocha piku vzorku

Ast - plocha piku standardu

Ais(vz) - plocha piku vnitfniho standardu ve vzorku

Ais(sty - plocha piku vnitfniho standardu ve standardu

m, - navazka vzorku

ms - navazka standardu v g

Z - faktor zredéni

R - korekéni faktor vztazeny na Cistotu standardu (pro BE i CL shodné 0,98)

Ziskané vysledky dokazuji, ze navrzena metoda umoziuje presné a
spravné stanovit obsah UcCinnych latek CL a BE v ocnich kapkach

BETABIOPTAL ® jak doklada tabulka ¢&. 18.

= o
L 0.6 ] @ —T T omem
E o T 2mm
=
o o
T ot o
! LLI
Lo m ¥y
. b h'—
PR [ w
[ =t
i [ =+
0.2 L
0 ﬂ /I\AJL- X -/). ) "L.\r‘.-»._l : ; .
U U 2 4 fi a
Time {min]

Obrazek 28 - Sekvencni injekéni chromatogram stanoveni Gcinnych latek zahrnujici téz
vnitfni standard PP v oénich kapkach BETABIOPTAL ©,

mobilni faze acetonitril/voda (30:80, v/v),
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STANOVENI SIC

OBSAH CL (%) OBSAH BE (%)

VZOREK 1 1. 97,0 94,5
2. 100,5 98,4

pramér 98,8 96,5

VZOREK 2 1. 95,4 95,1
2. 95,2 100,7

pramér 95,3 97,9

VZOREK 3 1. 100,0 95,7
2. 104,9 98,8

pramér 102,5 97,3

VZOREK 4 1. 95,6 98,1
2. 96,0 98,2

pramér 95,9 98,2

VZOREK 5 1. 96,3 98,8
2. 97,1 98,8

pramér 96,7 98,8

VZOREK 6 1. 95,7 98,7
2. 96,1 98,4

prameér 95,9 98,6

Tabulka 18 - Vysledné hodnoty SIC, stanoveni 6 vzorkd jedné Sarze,

kazdy vzorek 2 nastriky
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Yaoltage (m'v)

4.3. STANOVENI BETABIOPTAL ® METODOU HPLC

Stanoveni  ucéinnych  latek ve  farmaceutickém  pripravku
BETABIOPTAL ® oéni kapky bylo provedeno za odlinych podminek na
HPLC systému. Stacionarni faze byla zaménéna z monolitické, hydrofobni
reverzni faze C - 18 za Casticovou vice polarni SB - CN fazi. Analyza byla
provedena na koloné Agilent Zorbax SB - CN 4.6 x 150 mm, s velikosti
¢astic 5 ym. Jako optimalni mobilni faze byla zvolena methanol/voda
(50:50, v/v), rychlost pritoku 1,0 ml/min a vinovd délka 240 nm.
Chromatogram na obrazku ¢. 27 ukazuje stanoveni ucinnych latek CL, BE
v oénich kapkach. Retenéni ¢asy byly odli§né a eluéni poradi piki BE a PP
bylo obraceno oproti SIC metodé.

Vysledky stanoveni stejného vzorku ocnich kapek pomoci HPLC
jsou dolozeny v tabulce €. 19. Statisticky t - test (95 % Urovné)
neodhalil podstatné odlidnosti mezi primérnymi hodnotami ziskanymi z

obou metod.
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Obrazek 29 - HPLC chromatogram, stanoveni ucinnych latek zahrnujici téz vnitini
standard PP v o¢nich kapkach BETABIOPTAL® , mobilni faze methanol/voda (50:50, v/v)
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SROVNAVACIi STANOVENi METODOU HPLC

OBSAH CL (%)

OBSAH BE (%)

VZOREK 1 1. 104,6 104,2
2. 103,9 103,1

pramér 104,2 103,6

VZOREK 2 1. 101,9 102,5
2. 101,9 103,3

pramér 101,9 102,9

VZOREK 3 1. 101,2 101,6
2. 98,9 99,6

pramér 100,0 100,6

VZOREK 4 1. 100,9 101,9
2. 99,4 100,4

pramér 100,2 101,1

VZOREK 5 1. 98,7 100,2
2. 98,6 100,8

pramér 98,7 100,5

VZOREK 6 1. 98,9 100,2
2. 100,4 100,9

pramér 99,6 100,4
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5. ZAVER
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Byl vypracovan postup separace a nasledného stanoveni
betamethasonu a chloramfenikolu v oénich kapkach BETABIOPTAL®.
Analyza probihala za pouziti mobilni faze acetonitril/voda (30:80, v/v) o
pH = 5, s nastavenou rychlosti pritoku 0,6 ml min™? a vinovou délkou
detekce 241 nm pro betamethason a 278 nm pro chloramfenikol. Vnitfnim
standardem s podobnymi vlastnostmi jako obé ucinné latky byl zvolen z
tfinacti testovanych latek propylparaben. V prvni fazi vyvoj separacniho
procesu probihal na HPLC. Ziskané udaje byly v dalsi fazi prace preneseny
na SIA systém. Monolitickd kolona Chromolith ™) Flash RP - 18e, 25 x
4,6 mm s 5 mm predkolonou (Merck, Germany) byla zapojena mezi
vicecestny ventil konvenéniho (SIA) systému a prUtokovou Z celu. Nejprve
byl vytvoren postup krok za krokem v programu Fialab for Windows 5.0,
podle kterého poté probihala presné naprogramovana separacni analyza.
Optimalizovana metoda byla pred vlastnim mérenim validovana, coz
dokladaji nasledujici udaje. Limit detekce byl pro betamethason 1,0 mg/I,
pro chloramfenikol 0,5 mg/l a pro vnitfni standard propylparaben 1,0
mg/l. Limit kvantifikace byl pro betamethason 3,33 mg/l, pro
chloramfenikol 1,66 mg/l a pro propylparaben 3,33 mg/I. Linearni odezvu
absorbance u koncentraci 2,5 mg/l - 150 mg/l pro betamethason,
chloramfenikol a propylparaben charakterizuje korelacni koeficient vétsi
nez 0,999. Opakovatelnost méreni absorbance byla zkoumana u osmi
nastrikd kazdé latky pfi koncentracich 5,00 mg/l, 25,00 mg/l a 50,00
mg/l. Z odezvy signalu pikd jednotlivych latek byla vypoéitadna relativni
smérodatna odchylka (RSD) stanoveni jednotlivych latek pro jednotlivé
koncentrace, ktera nepresahla 7,6 %. Opakovatelnost méreni pro retencni
casy za stejnych podminek vykazovala relativni smérodatnou odchylku
(RSD) niz&i nez 0,9 %. PFesnost systému pro stanoveni $esti vzork{
vykazovala relativni smérodatnou odchylku 0,8 % u betamethasonu a
2,55 % u chloramfenikolu. Délka jedné analyzy byla kratSi nez 500
sekund.

Problém s nizkou vytéznosti BE pfi fedéni kapek mobilni fazi byl

vyreSen vhodnou kombinaci pouzitych rozpoustédel se soucasnym
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okyselenim a sonikaci b&hem pfipravy vzorku. Plvodni primérnd 75 %
vytéznost BE byla pak za optimalnich podminek zvySena na hodnotu
blizkou 100 % (resp. 100,3 %) .

Vétdina validadnich parametrd splfiovala podminky kladené na
analytickou metodu, pouze opakovatelnost méreni pro nejnizsi koncentraci
dvakrat prekrocila povolenou mez 5 % v pripadé BE (5,73 %) a PP (7,61
%).

Po porovnani vysledkd stanoveni SIC metodou byla navrZena nova
HPLC metoda s odliSnymi separacnimi podminkami (kolona i mobilni faze).

Experimentalné zjiSténé srovnatelné vysledky metod SIC a HPLC
potvrdily predpoklddanou moznost separovat a stanovit obsah ucinnych
latek ve farmaceutickém pfipravku BETABIOPTAL®, misto finanéné
nakladnéjsi separacni metody HPLC, nizkoekonomickym systémem SIC se

zapojenou monolitickou kolonou.

Metoda SIC byla shledana jako moznou alternativni metodou pro

stanoveni ucinnych latek ve sloZzenych farmaceutickych pripravcich.
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