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Abstrakt
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Kandidat: Mgr. Dagmar Doubkova

Skolitel: PharmDr. Pavel Jag&, Ph.D.

Nazev rigorézni prace: Vyvoj kapilarni elektroforetické metody pro stanoveni

vybranych Iékopisnych necistot indometacinu

Tato rigorézni prace se zabyva vyvojem metody micelarni elektrokinetické
chromatografie pro stanoveni vybranych |ékopisnych necistot indometacinu
(4-chlorbenzoové kyseliny, 5-methoxy-2-methyl-3-indolyloctové kyseliny
a 3,4-dichloroindometacinu). Pro separaci byla pouzita kfemenna kapilara
o vnitfnim prdméru 50 um, celkové délce 64,5 cm a efektivni délce 56 cm
s bublinovou detekéni celou o vnitfnim prdméru 150 pm. Jako vnitfni standard
byla zvolena kyselina 1-naftyloctova (10 pg/ml). Analyza probihala pfi napéti
30 kV. Analyty byly detekovany na katodickém konci kapilary pfi vinové délce
224 nm. Pro optimalizaci separaCnich podminek byl pouZit centralné kompozitni
design. Byl zkouman vliv koncentrace SDS, obsahu methanolu, koncentrace
fosfatového pufru a pH pufru na tfech urovnich. Jako optimalni slozeni zakladniho
elektrolytu bylo zvoleno: 20 mmol/l fosfatovy pufr (pH 7,57), 58 mmol/l SDS a 0 %
(v/v) methanolu. Celkova doba separace (s rozliSenim vSech sloucenin Rs = 3,8)
byla mensi nez 10 min. Linearita metody byla ovéfena v rozsahu koncentraci
1,25 - 80 pg/ml pro kazdou necistotu, coz odpovidalo 0,05 — 3,2 % obsahu
indometacinu (2,5 mg/ml). Kalibracni kfivky byly linearni s korelaénim koeficientem
r? > 0,9997. Limit kvantifikace byl 0,05 % (1,25 pg/ml), coz odpovida kritériim
smeérnice ICH Q3A.



Abstract

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
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Candidate: Mgr. Dagmar Doubkova

Supervisor: PharmDr. Pavel Ja¢, Ph.D.

Title of Thesis: Development of capillary electrophoresis method for the

determination of three pharmacopoeial impurities in indomethacin.

This thesis deals with the development of a micellar electrokinetic chromatography
method for the determination of indomethacin impurities (4-chlorobenzoic acid,
5-methoxy-2-methyl-3-indolylacetic acid and 3,4-dichloroindomethacin). All
separations were performed in a fused silica capillary with 50 um id; total length
64.5 cm, effective length 56 cm and with extended light path (150 ym id) detection
window. 1-naftylacetic acid (10 pg/ml) was used as an internal standard. The
separations were carried out at 30 kV. The analytes were detected at the cathodic
end of the capillary at 224 nm. A central composite design was applied for the
optimization of the separation conditions. The effect of SDS concentration, content
of methanol, concentration of phosphate buffer and buffer pH was studied at three
levels. The optimized background electrolyte was: 20 mmol/L phosphate buffer
(pH 7.57) containing 58 mmol/L SDS and 0% MeOH. The analysis time (with
resolution of all compounds Rs = 3.8) was shorter than 10 minutes. The linearity
of the method was tested in the range of 1.25 — 80 pg/ml of each impurity
corresponding to 0.05 — 3.2 % relative to the concentration of indomethacin
(2.5 mg/ml). The calibration curves were rectilinear with correlation
coefficients 2 0.9997. The limit of quantification was 0.05 % (corresponds to

1.25 pg/ml) that complies with the reporting limits regarding the ICH Q3A.
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SEZNAM ZKRATEK



BGE zakladni elektrolyt

CE kapilarni elektroforéza

CEC kapilarni elektrochromatografie

CCD centralné kompozitni design

CGE kapilarni gelova elektroforéza

CIEF kapilarni izoelektricka fokusace

CITP kapilarni izotachoforéza

CRL chemicka referenéni latka

CZE kapilarni zénova elektroforéza

CL Cesky Iékopis

DAD detektor diodového pole

DoE navrh experiment(

DMSO dimethylsulfoxid

4CHBA kyselina 4-chlorbenzoova

EOF elektroosmoticky tok

EMA Evropska lékova agentura

FDA americky ufad pro kontrolu potravin a léCiv
HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
ICH mezinarodni rada pro harmonizaci technickych pozadavkl na [écivé

pfipravky pro humanni pouziti

IND indometacin

IS vnitini standard

LIF laserem indukovana fluorescence

LOD limit detekce

LOQ limit kvantifikace

MEKC micelarni elektrokineticka chromatografie
MeOH metanol

MMIAA kyselina 5-methoxy-2-methyl-3-indolyloctova
NSAID nesteroidni protizanétlivy lék

Ph. Eur. Evropsky lékopis

RP-HPLC vysokouginna kapalinova chromatografie na obracenych fazich
RSD relativni smérodatna odchylka

SD smérodatna odchylka

SDS dodecylsiran sodny

USP Iékopis Spojenych statd americkych

ZR zasobni roztok

ZR 1S zasobni roztok vnitfniho standardu

ZR ST zasobni roztok standardu
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Pro zajisténi bezpecnych a ucinnych IéCiv bylo vypracovano mnoho pokynu
definujicich pozZadavky na kvalitu a Cistotu IéCiv a IéCivych pFipravka. Vedle
pokynd od mistnich autorit a Iékopisu to jsou pfedevSim pokyny vypracované
Mezinarodni konferenci pro harmonizaci (ICH), které se tykaji pozadavkd na
registraci IéCivych pfipravkd pro humanni pouziti. Konkrétné se jedna o smérnice
Q3A (Necistoty v novych IéCivych substancich) a Q3B (Necistoty v novych
|éCivych pFipravcich) (1).

Posouzeni Cistoty IéCiva podle souCasnych norem vyzaduje pouziti
nejmoderngjSich analytickych metod. Pro testovani pfitomnosti necistot v lI€Civech
a lécCivych pfipravcich jsou testované vzorky hodnoceny zejména separacnimi
technikami, jako je vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC), plynova
chromatografie, tenkovrstva chromatografie nebo kapilarni elektroforéza (CE) (2).

Tato rigorézni prace se zabyva vyvojem elektromigraéni metody pro stanoveni tfi
definovanych necistot indometacinu a to kyseliny 4-chlorbenzoové, kyseliny
5-methoxy-2-methyl-3-indolyloctové a  3,4-dichloroindometacinu. 'V odborné
literatufe zatim nebyla popsana metoda, ktera by umoznila souCasné stanoveni
vySe zminénych tfi necistot.

Oproti dfive publikované diplomové praci (3) byl pro optimalizaci separacnich
podminek pouzit chemometricky navrh experimentl, ktery umoznuje detailngji
porozumét vlivu jednotlivych faktorl a jejich pfipadnych interakci na vyslednou

separaci.
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Cilem rigorozni prace bylo navazani na diplomovou praci (3) a jeji rozSifeni.
Hlavnim ukolem byla optimalizace separaCnich podminek pro stanoveni {tfi
definovanych necistot indometacinu, tj. kyseliny 4-chlorbenzoové, Kkyseliny
5-methoxy-2-methyl-3-indolyloctové a 3,4-dichloroindometacinu, pomoci vhodné
elektromigracni techniky, kterou byla na zakladé predchozich experimentl zvolena
micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC). Oproti diplomové praci byla
stanovovana pfitomnost dalSi necistoty, tj. 3,4-dichloroindometacinu. Pro vyvoj
MEKC metody na stanoveni necistot indometacinu byla aplikovana metoda
multivariantni optimalizace separacnich podminek.

Zatimco pro zvySeni citlivosti byla v diplomové praci pouZita metoda stackingu,
v této praci bylo zvoleno pouziti kapilary s rozSifenou detekéni celou (tzv. kapilary
s bublinovou detekéni celou). Dale bylo cilem ovéfeni linearity, a to v rozsahu
zacinajicim na hladiné 0,05% pro kazdou nedistotu tak, aby byl rozsah metody

v souladu s pozadavky lékopisu a smérnic ICH Q3A a ICH Q3B.
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3.1. Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza (CE) je u€inna analytickd separaCni metoda, ktera
umozniuje separaci, identifikaci a kvantifikaci nabitych iontd i neutralnich molekul,
nebot zahrnuje nékolik elektroforetickych technik liSicich se svym separacnim
mechanismem (4). BEhem poslednich let se kapilarni elektroforéza ukazala jako
rychla a univerzalni analyticka technika, ktera kombinuje jednoduchost s vysokou

separacni ucinnosti (5).

3.1.1. Elektroforeticka pohyblivost

Separace pomoci elektroforézy je zaloZena na rozdilné pohyblivosti ¢astic v
elektrickém poli. Pohyblivost iontové Castice Ize vyjadfrit (6):

V= U E

Rovnice 1

v...rychlost iontové &astice [m.s™]
He...elektroforeticka pohyblivost [m?.V".s™]

E...intenzita elektrického pole [V.m™]

V pfitomnosti  konstantniho elektrického pole je iontova Castice vystavena
pusobeni elektrostaticke sily (F), ktera je vyjadfena jako:
F =qE

Rovnice 2

g...velikost naboje [C]

E...intenzita elektrického pole [V.m™]

Proti elektrostatické sile (F) pUsobi tfeci sila (Fs), ktera mize byt vyjadiena rovnici
podle Stokesova zakona pro sférické Castice:
F; = émnrv
Rovnice 3

n...viskozita elektrolytického roztoku [N.s.m™]
r...polomér castice [m]

v...rychlost elektroforetického pohybu [m.s™]

-15 -



Kdyz je dosazeno konstantni rychlosti, pak F=F;. Proto plati kombinace:

qE = é6mnrv

Rovnice 4

Dosazenim Rovnice 1 do Rovnice 4 |ze elektroforetickou pohyblivost (ue) iontové

Castice vyjadfit vztahem:

He = 1
¢ emnr
Rovnice 5

Elektroforeticka pohyblivost tak zavisi na velikosti a naboji iontové Castice, a na
viskozité prostfedi. Castice se pak pod vlivem elektrického pole pohybuiji riznou

rychlosti (7).

3.1.2. Elektroosmoticky tok

Elektroosmoticky tok vznika pusobenim stejnosmérného elektrického pole na
difuzni ¢ast elektrické dvojvrstvy na rozhrani pevné a kapalné faze u vnitini stény
kapilary (8).

Stény kapilary z taveného kiemene obsahuji silanolové skupiny, které v kontaktu
s roztoky o vy$Sim pH disociuji. Disociaci se vytvafi zaporny naboj stény. Ke sténé
je pfitazena vrstva kladné nabitych iontd zakladniho elektrolytu a vznika stabilni
elektricka dvojvrstva (tzv. Sternova vrstva). Kationty blize stfedu kapilary tvofi tzv.
difuzni vrstvu. Je-li zavedeno napéti, tyto kationty migruji ke katodé&. Kationty H*
byvaji silné hydratovany a jejich pohyb spole¢né s asociovanymi molekulami vody
vyvolava tok celého roztoku k detektoru umisténému pred katodou (Obr. 1). Tok je

tak silny, ze nese ke katodé i anionty (9).
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Obrazek 1: Elektroosmoticky tok (10)

Velikost elektroosmotického toku mulze byt vyjadiena jako rychlost nebo

pohyblivost:
()¢
Vgor = | —
EOF n

Rovnice 6

¢
18 = —
EOF T]

Rovnice 7
VEoF...rychlost elektroosmotického toku [m.s™]
Heor. ..pohyblivost elektroosmotického toku [m2.V"'.s™]
(...zeta potencial [V]
e...permitivita roztoku [F.m™]

n...viskozita roztoku [N.s.m™]

Zeta potencial je ur€en nabojem na povrchu stény kapilary. Jelikoz je tento naboj
silné zavisly na pH, velikost EOF se méni s pH. Pfi vy8Sim pH, kdy jsou silanolové
skupiny pfevazné deprotonované, je EOF znatelné vétSi nez pfi nizSim pH, kdy
jsou protonovany. V zavislosti na specifickych podminkach se EOF muze liSit vice

nez o fad mezipH2a 12 (11).
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3.2.Instrumentalni usporadani

Zakladni Casti kapilarni elektroforézy zahrnuji zdroj vysokého napéti (0 az 30 kV),
kfemennou kapilaru, dva zasobniky na zakladni elektrolyt, do nichz jsou ponofeny
konce kfemenné kapilary a platinové elektrody pfipojené na zdroj vysokého napéti
(Obr. 2).

Standardné se pro CE separace pouzivaji kifemenné kapilary o vnitfnim praméru
od 20 do 100 pym. Ze zavislosti pohyblivosti EOF na zeta-potencialu vnitfni stény
kapilary vyplyva, Ze kapilara a jeji stav maji dopad na uc€innost a opakovatelnost
analyzy. Proto je oSetfeni kapilary pfed, béhem a po elektroforetické separaci
dulezitou soucasti kazdé CE metody (12).

Vzorek Ize davkovat na jeden zkoncl kfemenné kapilary: (i) tlakem
(hydrodynamicky) nebo (ii) pomoci elektrického pole (elektrokineticky) (13). Po
nadavkovani cca 1-2% celkové délky kapilary je realizovana samotna separace.
Na opacném konci kapilary je provedena detekce analytli. Detekce v kapilarni
elektroforéze je naroCnym ukolem kvuli malym rozmérdm kapilary a malému
objemu vzorku, ktery je do kapilary nadavkovan (fadové desitky nl). NejCastéji
pouzivanou detekCni technikou je DAD detektor, ktery je béZnou soucasti
komerénich elektroforetickych analyzator(. DalSi rozSifené detekéni techniky
predstavuji hmotnostni spektrometrie, laserem indukovana fluorescence (LIF) a
bezkontaktni vodivostni detekce (6, 14). Ovladani pfistroje a vyhodnoceni dat je

realizovano pomoci PC (7).

High voltage supply
2

Computer
@ Detector

Buffer vial Buffer vial

. Sample vial Empty vial O

Obréazek 2: Zakladni instrumentalni usporadani (11)
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3.3. Déleni elektromigraénich metod

Elektromigraéni metody mohou byt klasifikovany podle rdznych kritérii.
Z teoretického hlediska je nejvyznamnéjsi klasifikace podle pocateCnich a
meznich podminek separace. Hlavni zpusoby CE, které byly vyvinuty a jsou
v souCasnosti vyuzivany, zahrnuji kapilarni zonovou elektroforézu (CZE),
micelarni elektrokinetickou chromatografii (MEKC), kapilarni elektrochromatografii
(CEC), kapilarni izoelektrickou fokusaci (CIEF), kapilarni gelovou elektroforézu
(CGE) a kapilarni izotachoforézu (CITP) (15,16).

3.4. Vyuziti kapilarni elektroforézy v analyze necistot a pribuznych latek

Pro separaci a kvantifikaci necCistot a degradacnich produktl I&Civ je dnes nejvice
pouzivana metoda HPLC na obracenych fazich s UV detekci (17).

Kapilarni elektroforéza je popularni alternativa k ostatnim chromatografickym
metodam. CE je ucinna analyticka technika, ktera muze byt pouzita k separaci
velkého mnozstvi latek, od iontd a malych molekul az po latky s vysokou
molekulovou hmotnosti (18).

Stanoveni necistot je jednim z hlavnich ukold CE v ramci farmaceutické analyzy a
predstavuji vyzvu k selektivité i citlivosti této techniky. Hlavni latka a strukturné
pfibuzné necistoty maji ¢asto velmi podobné chemické vlastnosti, které kladou
velké naroky na nezbytnou selektivitu. Kromé toho je CE vyuzivana i pro urceni
enantiomernich necistot. CE hrala napf. dulezitou roli pfi feSeni problému toxicity
nékterych Sarzi heparinu diky separaci a kvantifikaci jeho toxickych necistot
(17,19).

3.5. Optimalizacni strategie pro CE separaci

Mnoho faktord maze ovlivhovat vysledek separace pomoci kapilarni elektroforézy:
druh, koncentrace a pH zakladniho elektrolytu, pfidavek povrchové aktivni latky
(napf. SDS), pridavek organického modifikatoru (napf. MeOH), napéti Ci teplota
kapilary. Detailni porozuméni vlivu téchto faktori na vyslednou separaci je dulezité
pro vyvoj a optimalizaci separac¢nich podminek. Z tohoto divodu je tedy dnes

obvykla (ale zaroven obsoletni) univariantni optimalizace, kdy je jedna proménna
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optimalizovana, zatimco ostatni jsou udrZzovany na konstantni urovni,
nahrazovana multivariantni optimalizaci (¢i navrhem experimentl) za ucelem
nalezeni nejen optimalnich podminek, ale i pro odhaleni kli€ovych faktoru
ovliviiujici samotny separacni proces vcetné jejich vzajemnych interakci. Timto
postupem lze zaroven predikovat i oblast, ve které je dosaZeno separace dle
pfedem definovanych pozadavkl (v anglicky psané literatufe oznaCované jako
,design space®).
Hledani optimalnich separacnich podminek v CE je Casto Casové naroCné a
zdlouhavé. Z tohoto duvodu je pouziti chemometrickych technik v CE vyhodnéjsi a
rozhodujici pro kone€ny zdroj informaci. R0zné chemometrické techniky,
zahrnujici i multivariantni, jsou pouzivany, aby optimalizovaly vykon systému
a rozsSifily jeho separacnich schopnosti. V SirSim slova smyslu je chemometrie
podobor analytické chemie, ktera pouziva matematické, statistické a formalni
logiky k:

a) navrhu a/nebo vybéru optimalniho experimentalniho postupu

b) poskytnuti maxima relevantnich chemickych informaci analyzou

chemickych dat

c) ziskani znalosti o daném chemickém systému (20,21).

3.6. Principy planovani experiment

Univariantni experimentalni pfistup znamena studovat kazZdou pokusnou
proménnou zvlast. Tato strategie ,jedné proménné v ¢ase” je snadno ovladatelna
a Siroce vyuzivana, ale neni to nejefektivngjsi pfistup. Multivariantni strategie by
méla usnadnit organizaci postupného ziskavani vysledkd. Méla by minimalizovat
pocCet pokusU, ale neméla by ohrozit kvalitu experimentu. Naopak by méla zajistit,
aby vysledky byly co nejpfesnéjsi (22).

Planovani experimentl je metodika pokusného vyzkumu, ktera je také nazyvana
,design of experiments“ (DoE). V ném jsou studované proménné soucCasné
ménény béhem pokusu. Zahrnuje rlizné strategie a statistické nastroje zamérené
na dovedeni vyzkumného pracovnika k vybranym oblastem jeho zajmu uvnitf
velké experimentalni oblasti s minimalnim mnozstvim pokusu (23).

Faktory jsou hlavni kategorii designu. Urovné kazdého faktoru jsou hodnoty,
kterych dany faktor mize nabyvat (24).
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V podstaté je metoda DoE aplikovatelna na tfi hlavni oblasti. Prvni oblasti je
screening. Ten je pouzivan k odhaleni nejvyznamnéjSich faktorl a k ur€eni
rozsahu, v kterych budou dale zkoumany. Druhou oblasti je optimalizace. V jejim
zajmu je definovat, které osvédCené kombinace dulezitych faktorl budou mit za
nasledek optimalni podminky. TFeti oblasti je testovani robustnosti. Diky nému se
urCuje, jak citliva je vysledna metoda/postup na malé zmény v nastaveni
faktora (25).

Mezi vyhody pouZiti DoE patfi ziskani velmi pfesnych vysledkl a novych
poznatku (22).

RozliSuje se nékolik zakladnich designl planovani experimentu. Prvnim dulezitym
designem je plné faktorialni design pro vyzkum dvou nebo tfi faktord. DalSimi jsou
CasteCné faktorialni design, ktery je Siroce vyuzivan v oblasti screeningu, a poté

kompositni design, ktery se pouZziva pfi optimalizaci (25).
3.6.1. PIné faktorialni design

PIné faktorialni experimentalni design poskytuje komplexni analyzu vSech faktord,
urovni a interakci, které souviseji s vybranou charakteristikou kvality. Kazda
uroven kazdého faktoru se vyskytuje pro kazdou kombinaci urovni jinych faktora.
PIné faktorialni design, kde kazdy faktor ma stejny pocet urovni, je oznacovan jako
K" faktorialni design, kde kje pocet Urovni, n je pocet faktord a k" je pocet
potfebnych experimentld. Pokud ma faktor A tfi urovné, faktor B dvé urovné a
faktor C tfi drovné, pak plné fakoridlni design ma 3x2x3=18 potfebnych

experimentl (24,26).
3.6.2. Casteéné faktorialni design

Caste&né faktorialnim designem je nazyvan ten, ktery je zZiomkem (podmnozinou)
pIné faktorialniho designu. Tento design redukuje pocet potfebnych experimentl o
5, Va nebo P. PIné faktorialni design 2> s osmi experimenty mtZe byt snizen na

2% gastedné faktorialni design se &tyfmi experimenty (24,26).
3.6.3. Centralné kompozitni design

Centralné kompozitni design provadi testovani na péti urovnich. Krajni body

(faktorialni nebo Caste¢né faktorialni) jsou v planovanych mezich. Axialni
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(hvézdicové) body jsou v urcité vzdalenosti od centra v zavislosti na poctu faktoru
v navrhu. Axialni body rozSifuji rozsah mimo nizké a vysoké nastaveni pro
vSechny faktory. Centralni body doplfuji navrh. Centralné kompozitni navrhy
poskytuji vysoce kvalitni predpovédi napfic celym experimentem, ale musi byt
peclivé zvoleno rozmezi faktord. Pfedev8im musi byt jisté, Ze i axialni body leZi na

proveditelnych urovnich (27).

3.7. Necistoty v lé€ivych latkach

Mezi témata zasadniho vyznamu ve farmakoterapii patfi u€innost a bezpecnost.
Necistota je dle smérnic ICH definovana jako kazda slozka nové |éCive latky, ktera
neni chemickou entitou definovanou jako nova léciva latka. Necistoty mohou byt
klasifikovany do nasledujicich kategorii: organické necistoty, anorganické
necistoty a zbytkova rozpoustédla. Organické necistoty mohou vzniknout béhem
vyrobniho procesu a/nebo skladovanim nové IéCivé latky. Patfi mezi né: vychozi
latky, vedlejSi produkty, meziprodukty, degradacni produkty, Cinidla, ligandy a
katalyzatory. Anorganické necistoty jsou vysledkem vyrobniho procesu. Jsou
bézné znamé a identifikovatelné a zahrnuji: €inidla, ligandy, katalyzatory, tézkeé
kovy nebo jiné zbytkové kovy, anorganické soli a jiné (28,29).

Je prakticky nemozné mit absolutné CcCisté chemické slouCeniny. Dokonce i
analyticky Cisté chemické slouCeniny obsahuji nepatrné stopy necistot. Takove
chemické distoty, jako je pozadovano, mize byt dosazeno za pfedpokladu, Ze je
pfi vyrobé l|éCiva dodrzovana dostate¢na péce na rGznych udrovnich vyroby.
Uroven Ggistoty farmaceutické latky zavisi &aste¢né na nakladech pouzitého
procesu, zpUsobech Cisténi a stabilité finalniho produktu (30).

Ruzné regulaéni organy jako ICH, FDA, EMA ¢&i Kanadska lékova a zdravotni
agentura zduraznuji pozadavky na Cdistotu a identifikaci necistot v UCinnych

farmaceutickych slozkach (31).
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3.71. Necistoty podle ICH smérnic

ICH feSi tfi zakladni témata a to kvalitu, bezpeénost a ucinnost.

Smérnice ICH Q3A udava limity pro mez uvadéni, vyjadfuje se k identifikaci a
kvalifikaci necistot v novych IéCivych latkach. Smérnice ICH Q3B se analogickym
zpUsobem zaméfuje na nove IéCivé latky v |éCivych pfipravcich (28, 29, 32).

Mez uvadéni je hrani¢ni hodnota, nad (>) kterou by mél byt degradaéni produkt
hlasen. Jakykoli degradacni produkt, ktery byl ve studiich stability pozorovan na
urovni vy8si (>) nez je identifikaéni prahova hodnota, a byl skladovan za
doporucenych podminek, by mél byt identifikovan (Tab. 1). Pokud byly ucinény
pokusy o identifikaci neCistot pfitomnych na urovni nizsi (<), nez je identifikaCni
prahova hodnota, je také uzite€né podat zpravu o vysledcich téchto studii.
Kvalifikace je proces ziskavani a vyhodnocovani udaju, které stanovi uroven
biologické bezpec€nosti individualni necistoty. Necistoty by mély byt hodnoceny
podle Tabulky 1 (29).

Tabulka 1: Uréeni prahovych hodnot v novych IéCivych latkach (29)

Maximalni Mez uvadéni>® | Prah identifikace® | Prah kvalifikace®

Denni Davka'

< 2g/den 0,05% 0,1% nebo pfijem 0,15% nebo pfijem
1,0 mg za den 1,0 mg za den
(co je niz8i) (co je nizsi)
> 2g/den 0,03% 0,05% 0,05%

' Mnozstvi lécivé latky podavané denné
2 \/y$3i prahové hodnoty pro podavani zprav by mély byt védecky odtvodnéné

® Nizsi prahové hodnoty mohou byt vhodné, pokud je necistota neobvykle toxicka

3.7.2. Necistoty podle zahrani¢nich lIékopist

Ph.Eur. obsahuje obecné kapitoly, obecna upozornéni a monografické pozadavky
na necistoty, ackoli pokryvaji pouze léCivé latky (pouze obecné kapitoly stanovuji
lékové formy). Podobné jako USP, Ph.Eur. také obsahuje zakladni metody pro
zbytkova rozpoustédla. Oba Iékopisy poskytuji referen¢ni standardy pro nedistoty,

které jsou uvedeny v monografiich (28).
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3.8. Indometacin

Indometacin (Obr. 3) je nesteroidni a protizanétliva latka (NSAID), bézné uzivana
jako Iék na predpis ke snizeni bolesti, ztuhlosti a otokd. Pusobi inhibici produkce
prostaglandint, molekul, které zpusobuji tyto symptomy (33).

Je to silny Iék s mnoha zavaznymi nezadoucimi ucinky a nemél by byt povazovan
za analgetikum pro menS$i bolesti a horeCku. LéCba je spiSe protizanétliva nez

analgeticka (34).

Obrazek 3: Indometacin (35)

3.8.1. Chemické a farmakokinetické vliastnosti

Chemicky je to 1-(p-chlorobenzoyl)-5-methoxy-2-methylindol-3-octova kyselina,
jeji sumarni vzorec je C49H1sCINO,4, molekularni hmotnost 357,8 a pK, 4,5.
Indometacin je bily nebo Zluty krystalicky prasek, prakticky nerozpustny ve vodé,
mirné rozpustny v alkoholu a béZnych organickych rozpoustédlech (33,36).

Klasické peroralni podani ma za nasledek dobrou biologickou dostupnost, ale
potrava podana souCasné mulze oddalit nebo omezit absorpci. NejvysSi
plazmatické koncentrace je dosazeno 1-2 hodiny po davkovani. Indometacin se
z 90 % vaze na plazmatické bilkoviny a tkané. Plazmaticky polo¢as indometacinu
je kolem 2,5 hodiny. Po jeho distribuci prodélava glukuronidovou konjugaci,
O-demethylaci a N-deacetylaci. Méné nez 10 % peroralné podané davky se
objevuje vmoci jako puvodni nezménéna sloucenina. Indometacin je také

eliminovan Zluci a podléha enterohepatalnimu obéhu (37,38).
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3.8.2. Mechanismus uc¢inku

Zatimco protizanétlivy u€inek indometacinu je spojen s jeho schopnosti inhibovat
cyklooxygenazu (Obr. 4), pfesny molekularni mechanismus, kde indometacin a
jind nesteroidni protizanétliva léCiva prokazuji svoje chemoprofylaktické ucinky,
zUstava nejasny. Mduaze byt zapojen sekundarni mechanismus redukce
prostaglandinti, stejné jako posileni imunitniho dohledu a stimulace proliferace
T-lymfocytd. Stejné tak neni znamo, jaky mechanismus nebo interakce s
patofyziologickymi mechanismy je kliCem ke specifické farmakologii

indometacinem pfi [éEbé bolesti hlavy (38,39).

Cell Membrane phospholipids

Arachidonic acid Indomethacin

Cyclooxygenase
1
5 HPETE Cyclic endoperoxidase <

! !

5§ HETE Thromboxane
Leukotrienes Prostaglandin (PGE 2, PGF3)
Prostacyclin

2

Obrazek 4: Mechanismus Gcinku indometacinu (40)

3.8.3. Farmakologicka lécba

Béhem rozsahlé snahy o nalezeni UCinnych protizanétlivych a analgetickych lék
byl pfed vice nez 50 lety objeven indometacin jako mimofadné ucinny nesteroidni
protizanétlivy Iék. V 60. letech se derivaty kyseliny octové vyvinuly na indometacin,
diklofenac a sulindac a propionové derivaty na ibuprofen, naproxen a
ketoprofen. Indometacin byl pravdépodobné nejuc€inngjSi z téchto sloucenin a
jedna z prvnich, ktera vstoupila do klinickych studii. Ve vyzkumu je velky zajem o
vysvétleni farmakokinetickych rozdill mezi indometacinem a jinymi NSAID (41).

Je bézné pfedepisovan v davkovani 25—-100 mg tfikrat nebo ¢tyfikrat denné (38).

Indometacin je IéCivem volby u akutni dny, kdy ulevuje rychleji nez phenylbutazon.
Vhodny je také u ankyl6zni spondylitidy, osteoartrézy a v pfipadé revmatoidni
artritidy se zanétlivymi projevy a otoky kloubu. Indometacin hraje zvlastni roli v
|éCbé bolesti hlavy a je také pouzivan jako nastroj pro diferencialni diagnostiku
bolesti hlavy. Se zaméfenim na bolest hlavy jsou shromazdovany aktualni
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poznatky farmakologie, moznosti I1éEby a doporu€eni, pro pouziti indometacinu
v primarnich bolestech hlavy (37,39).

Indometacin je také uzivan k uzavreni Botallovy du€eje u novorozencu (33).
Klinické a epidemiologické studie naznacuji, Ze indometacin a jiné protizanétlivé
latky maji ochranny ucinek proti Alzheimerové chorobé. Tyto studie byly
motivovany dukazy, ze zanét a cytokiny hraji roli v patogenezi Alzheimerovy
choroby (42).

3.8.4. Nezadouci u€inky a kontraindikace

Toxicita indometacinu omezuje jeho aplikaci, a navic zvySuje mortalitu plodu (43).
Indometacin ma Sirokou Skalu nezadoucich ucinkd, klinicky nejvyznamnéjsi z nich
jsou viedy a krvaceni v horni ¢asti gastrointestinalniho traktu. Riziko téchto
komplikaci se zvySuje v zavislosti na davce. Indometacin snizuje renalni funkce a
zvySuje krevni tlak, ob&as zpusobuje vyrazku a bolest hlavy a zfidka mize vyustit
v hepatotoxicitu a aseptickou meningitidu (38).

Indometacin je kontraindikovan v téhotenstvi, u astmatikl a u lidi s ZzaludeCnimi

viedy nebo jinymi ulceracemi gastrointestinalniho traktu (43).
3.8.5. Stabilita indometacinu

Indometacin ve vodnych roztocich a v pevné formé je citlivy na svétlo. Vystaveni
silnému pfimému slune¢nimu svétlu zpusobuje zménu barvy indometacinu, proto
jsou preventivné pouzivany nadoby odolné vuci svétlu (44,45).

Indometacin obsahuje ve své zakladni struktufe indol. Dusik indolového cyklu je
pfipojen k 4-chlorobenzoylové skupiné a vysledna amidova vazba je citliva
k hydrolyze (Obr. 5) (46).

Indometacin se rozklada na dva degradacéni produkty: 5-methoxy-2-methyl-3-
indolyloctovou kyselinu (A) a 4-chlorbenzoovou kyselinu (B). Druhy degradaéni
produkt musi byt monitorovan spole¢né s u€innou latkou béhem vyrobniho

procesu i skladovani léCiv, kvuli dikazim o jeho hepatotoxicité (47,48).
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Obrazek 5: Hydrolyza indometacinu (44)

Byla zkoumana kinetika hydrolyzy indometacinu a jeho glykolamidového esteru
s cilem posoudit, zda je mozné navrhnout ve vodé rozpustné a zaroven stabilni
proléCivo indometacinu vhodné pro parenteralni nebo ocni podani. Z teplotné
urychlenych studii byly pfedpovézeny profily pH pfi 25 °C. Indometacin a jeho
ester vykazovaly maximalni stabilitu pfi pH 4,9 a 4,7; respektive Zivotnost pfi
téchto hodnotach pH a 25 °C je 2,0 roku pro indometacin, ale pouze 43 dni pro
ester. Ester se degraduje jak ve své esterové skuping, tak i vindol-amidové
skupiné indometacinové c¢asti a vykazuje velmi vyraznou hydrolyzu, coz vysvétluje
limitovanou stabilitu (49).

Indometacin je oficialnim légivem jak Ceského (CL) a Evropského Iékopisu
(Ph.Eur.), tak i lékopisu Spojenych statd americkych (USP). V Ceském a
Evropském lékopisu je stanoveni obsahu indometacinu provadéno metodou HPLC
na nepolarnich adsorbentech s C-18 stacionarni fazi, zatimco HPLC metoda
pouzivajici jako stacionarni fazi fenylhexylsilylovany silikagel je pouzivana
k testovani Cistoty. V lékopisu Spojenych stati americkych je metoda HPLC
s C-18 fazi pouzivana jak ke stanoveni, tak k ur€eni Cistoty.

Cesky Iékopis pouziva ke zkou$eni totoZnosti kombinaci teploty tani (158—162 °C)
a infraCervenou spektrofotometrii (porovnani s indometacinem CRL), nebo jako
druhou moznost kombinaci absorp¢ni spektrofotometrie v UV oblasti, teploty tani a
2 chemickych reakci.

V Evropském lékopise 9.0 a CL 2017 je popsano deset pfibuznych latek/negistot
(neCistota A-J). Jejich obsah je limitovan obecnym pfijetim kritérii pro

ostatni/nespecifikované necistoty (tj. pro kazdou necistotu maximalné 0,1 %). Pro
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ucely validovanych zkous$ek jsou v dostateCném mnozstvi a Cistoté komercné
dostupné pouze tfi z téchto necistot [5-methoxy-2-methyl-3-indolyloctova kyselina
(MMIAA), 4-chlorbenzoova kyselina (CHBA) a 3,4-dichloroindometacin
(DCHIND)]. Mez uvadéni je nastavena na 0,05 %, zatimco obsah pro kazdou
nespecifikovanou necistotu nesmi pfesahnout 0,10 %. Celkové mnoZstvi necistot
je limitovano na 0,3 %.

USP udava dvé pfibuzné slouceniny, které odpovidaji MMIAA a CHBA. Prijatelné
hodnoty pro MMIAA a CHBA jsou nastaveny na 0,1 a 0,5 %. Pro kazdou dalSi
nespecifikovatelnou necistotu je limit nastaven na 0,1 % a celkovy obsah nedistot
nesmi pfesahnout 1,0 % (36,37,50,51).

3.9. Necistoty indometacinu

e 4-chlorbenzoova kyselina

Synonymum: p-chlorbenzoova kyselina

Empiricky vzorec: C;H5CIO;

Molekulova hmotnost: 156,565

pKa: 4,07 (https://www.drugbank.ca, No:DB03728, 19. 9. 2018)

Kyselina 4-chlorbenzoova (Obr. 6) je pevna latka, nejCastéji ve formé bilého lehce
nacechraného prasku nebo krystall. Je rozpustna v DMSO, 95% ethanolu,
methanolu, acetonu a mirné rozpustna ve vodé. Je inkompatibilni se silnymi
oxida€nimi Cinidly a silnymi bazemi. Pouziva se k vyrobé barviv, fungicidd, I&Civ a
jako laboratorni chemikalie. Jako konzervaéni Cinidlo se pouziva sodna sul
kyseliny 4-chlorbenzoové (52,53,54).

Obrazek 6: Kyselina 4-chlorbenzoova (55)
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¢ 5-methoxy-2-methyl-3-indolyloctova kyselina

Synonymum: 2-(5-methoxy-2-methyl-1H-indol-3-yl)octova kyselina
Empiricky vzorec: C12H13NO3
Molekularni hmotnost: 219,24

Kyselina 5-methoxy-2-methyl-3-indolyloctova (Obr. 7) je rozkladnym produktem
indometacinu a patfi do skupiny derivatd indol-3-octové kyseliny. Je to bily az

lehce nazloutly jemny krystalicky prasek, rozpustny v methanolu (56,57).

ZT

H,C
\ CH,

HO

Obrazek 7: 5-methoxy-2-methyl-3-indolyloctova kyselina (58)

e 3.4-dichloroindometacin

Synonymum: 2- [1-(3,4-dichlorbenzoyl)-5-methoxy-2-methyl-1H-indol-3-ylJoctova
kyselina

Empiricky vzorec: C1gH15C12NO4

Molekulova hmotnost: 391,0378 (59)

cl OH

Ci

[ R

Obrézek 8: 3,4-dichloroindometacin (60)

3.10. Metody stanoveni indometacinu

Indometacin Ize stanovit za pomoci RP-HPLC metody (61), UV spektrofotometrie

(62) a kolorimetrickych metod (63). Tyto metody byly pouZzity pro kontrolu jakosti
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substance indometacinu nebo stanoveni obsahu indometacinu v IéCivych
pfipravcich.

Metody kapilarni elektroforézy byly vyvinuty pro stanoveni indometacinu v plazmé
(MEKC) (64) a pro stanoveni nesteroidnich protizanétlivych latek v lidském séru
(CZE, MEKC) (65).

3.10.1. Hodnoceni stability indometacinu pomoci RP-HPLC

Byla vyvinuta a validovana rychla, jednoducha a pIné automaticka metoda
RP-HPLC s UV detekci pro stanoveni indometacinové substance a degradacniho
produktu, kyseliny 4-chlorbenzoové.

Analyza probihala za izokratickych podminek, za pouziti mobilni faze acetonitrilu
s kyselinou ortofosfore¢nou (50:50, v/v). Jako stacionarni faze byla zvolena C18
kolona (250 mm x 4,6 mm; 5 ym).

Za vySe zminénych chromatografickych podminek byly ziskany retencni ¢asy pro
roztok standardui, ktery obsahoval smés testované kyseliny 4-chlorbenzoové
(2,074 min) a indometacinu (9,857 min) (Obr. 9).

Byla stanovena linearita metody na osmi koncentracnich urovni od 25,00 do
200,0 pyg/ml pro indometacin a od 5,00 do 40 pg/ml pro kyselinu
4-chlorbenzoovou. Kalibracni kfivka byla ve studovaném rozmezi linearni,
s hodnotami  r’=0,9988 pro indometacin a r’=0,9915 pro kyselinu
4-chlorbenzooovu.

Pfesnost navrhovaného analytického systému byla zjiStovana provedenim Sesti
po sobé jdoucich opakovanych nastfiki stejného roztoku standardid. Hodnoty
relativni smérodatné odchylky (RSD) velikosti ploch byly 0,33 % (IND); 1,14 %
(4CHBA).

LOQ pro indometacin a kyselinu 4-chlorbenzoovou byly 0,3 ug/ml a 0,9 pg/ml.
Vypocitané LOD byly 0,06 ug/ml (IND) a 0,3 pg/ml (4CHBA) (47).
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3.10.2. Vyvoj a validace metody RP-HPLC pro stanoveni stability

indometacinu v kapslich

K rychlé a rutinni analyze indometacinovych davkovych forem dostupnych na trhu
byla validovana RP-HPLC metoda pro stanoveni indometacinu a jeho
degradacnich produktd vzniklych za rdznych stresovych podminek.

Separace byla provedena na koloné Zorbax Eclipse Plus C18 (4,6 mm x 100 mm,;
3,5 um) s mobilni fazi o slozeni acetonitril: 10 mM acetatovy pufr o pH 4 (60:40,
v/v). Detekce byla provedena pomoci UV detektoru pfi 226 nm.

Retencni ¢as indometacinu byl 5 min a kalibra¢ni kfivka byla testovana v rozsahu
koncentraci od 7,5 do 75 pg/ml a byla linearni s hodnotou r*=0,998.

Detekéni limit indometacinu byl 3,33 pg/ml (61).

3.10.3. Vyvoj a validace HPLC metody pro stanoveni indometacinu a

jeho dvou degradacnich produktu v topickém gelu

Byla vyvinuta plné automaticka analyticka metoda pro stanoveni indometacinu a
dvou nedistot ve farmaceutickych pfipravcich za pouziti HPLC s UV detekci.

Byly testovany ruzné stacionarni faze. PfedevSim zorbax-phenylova analyticka
kolona (75 mm x 4,6 mm; 3,5 ym) umoznila separaci indometacinu a jeho dvou
degradacnich produktld béhem 7,5 min. Chromatografie byla provedena za pouziti
izokratické eluce s binarni mobilni fazi slozenou z acetonitrilu a 0,2% kyseliny
fosfore€né (50:50, v/v). RychlejSi separace standardd bylo vSak dosazeno
s analytickou kolonou Zorbax SB-CN (150 mm x 4,6 mm; 5 ym), sloZeni mobilni
faze bylo stejné. Doba analyzy se zkratila na 5 min.

Pro validaci byla vybrana prvni metoda, protoze v pfipadé Zorbax SB-CN kolony
doSlo k vyskytu interferenci s placebem. Validaéni parametry jsou uvedeny

v Tabulce 2 a porovnany s metodou v kap. 2.10.4. (66)
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Tabulka 2: Porovnani HPLC metod za pouZiti zorbaxové a chromolitické kolony

Substance Presnost Spravnost Spravnost Podminky
RSD [%] Recovery [%] RSD [%] analyzy
MMIAA 1,97 101,13 2,95 SP: Chromolith
SpeedRP-18e
4CHBA 1,62 95,55 0,99 (50 x 4,6mm)
IND 1 ,89 95,75 0,66 MP: ACN:PA (40:60)
(67)
MMIAA 3,10 96,22 1,13 SP: Zorbax SB-
Phenyl (75 x 4,6mm)
4CHBA 3,25 98,27 0,62 MP: ACN: PA(50:50)
IND 1,39 99,53 0,70 (66)
3.10.4. Aplikace monolitickych kolon ve farmaceutické analyze,

stanoveni indometacinu a jeho degradacénich produktu

S ohledem na valida¢ni parametry byly testovany tfi rGzné délky chromolitickych
kolon RP-18e (25 x 4,6 mm; 50 x 4,6 mm a 100 x 3 mm). Mobilni faze se skladala
ze smési acetonitrilu (ACN) a kyseliny fosfore¢né (PA) 0,2% v riznych pomérech
(40:60-60:40, v/v). Po optimalizaci byly vysledky porovnany s hodnotami, které
byly ziskany za pouziti béZznych zorbaxovych kolon.

Po vyhodnoceni vhodnosti systému byla vybrana 50-mm monoliticka kolona pro

jeji vynikajici opakovatelnost a kratky ¢as analyzy (Obr. 10).
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Obrazek 10: HPLC chromatogramy za pouziti Zorbax SB-Phenyl kolony a monolitickych kolon (67)

Vyvinuté metody byly pouzity ke stanoveni vSech tfi slouCenin (IND, 4CHBA,

MMIAA) ve farmaceutickém pfipravku — Indobene gel.
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Byl testovan Indobene gel za pouziti puvodnich i vyvinutych chromatografickych
podminek s monolitickymi kolonami o délce 25 a 50 mm. NejlepSich valida¢nich
parametri dosahla monoliticka 50-mm kolona. Valida¢ni parametry jsou uvedeny
v Tabulce 2.

Dostatecné rozliSeni a uspokojiva symetrie piku byly ziskany pro vSechny
testované slou€eniny na obou typech kolon, ale separace se znacné liSily
v Casech analyz. Monolitické kolony umoznily provadét analyzu v polovicnim Case
ve srovnani s béznymi kolonami. Navic dalSi vyhodou 50-mm monolitické kolony
byla vysoka opakovatelnost ploch piku i retenénich ¢ast (RSD méné nez 0,4 %)
(67).
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1.Pristroje a material

o Kapilarni elektroforeticky analyzator Agilent 7100 vybaveny DAD
detektorem, Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko

e KFfemenna kapilara s vnitinim prdmérem 50 ym a bublinovou detekéni
celou o prdméru 150 um, Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko

e Software 3D-CE ChemStation (verze B.04.03-SP1), Agilent Technologies,
Waldbronn, Némecko

e Ultrazvukova lazen Bandelin Sanorex Digitec DT 52, Bandelin Electronic,
Némecko

e pH metr Sentron s microFET elektrodou, Sentron, Holandsko (kalibrace
pufry Sentron)

¢ Nylonovy filtr 0,45 um, Captiva Econdfilter, Agilent Technologies,
Waldbronn, Némecko

e Milli-Q-system, Millipore, Bedford, MA, USA

4.2.Chemikalie

Indometacin, 299%, Sigma-Aldrich, USA
Kyselina 5-methoxy-2-methyl-3-indolyloctova, 298%, Sigma-Aldrich, USA
e Kyselina 4-chlorbenzoova, 299%, Sigma-Aldrich, USA

e 2.4-dichloroindometacin, LGC, Némecko

¢ Kyselina 1-naftyloctova, Sigma-Aldrich, USA

e Dodecylsiran sodny, pro elektroforézu, Sigma-Aldrich, USA
¢ Dihydrogenfosfore¢nan sodny, p.a., Sigma-Aldrich, USA

e Hydroxid sodny, 297%, Sigma-Aldrich, USA

e Methanol, LC-grade, 299,9%, Sigma-Aldrich, USA

e Ultra Cista voda (Cisténo Milli-Q-System)
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4.3.Roztoky
4.31. Zasobni roztok (ZR) dihydrogenfosfore€énanu sodného

Do kadinky bylo navazeno mnozstvi odpovidajici 50, 75 nebo 100 mM koncentraci
dihydrogenfosfore€nanu sodného a rozpusténo v dostate€ném mnozstvi vody.
Dale bylo upraveno pH pomoci 1 M a 0,1 M NaOH na hodnotu 6, 7 nebo 8, dle
potfeby. Roztok byl kvantitativné pfeveden do odmérné banky o objemu 50 ml a

doplInén vodou po rysku.
4.3.2. Roztoky zakladniho elektrolytu pro optimalizaci

Do kadinky bylo navazeno mnozstvi SDS, které odpovidalo 25, 50 nebo 75 mM
koncentraci, a nasledné bylo rozpusténo za pomoci ultrazvukové lazné pfiblizné
v 20 ml vody a kvantitativné prevedeno do 50 ml odmérné banky. Do stejné
odmérné bariky bylo dale napipetovano vzdy 10 ml ZR dihydrogenfosforeénanu
sodného o pozadované hodnoté pH tak, aby byla vysledna koncentrace 10, 15
nebo 20 mM. Dle potifeby byl pfidan methanol, jehoz vysledna koncentrace byla
0 %, 7,5 % nebo 15 % (v/v). Odmérna barika byla doplnéna vodou po rysku. Takto
pripraveny elektrolyt byl filtrovan do vialek pomoci nylonového membranového

filtru, o velikosti pért 0,45 um, a odplynén na ultrazvukové lazni po dobu 10 minut.
4.3.3. Roztok zakladniho elektrolytu

Do kadinky bylo navazeno mnozstvi SDS odpovidajici 58 mM koncentraci, fj.
0,8363 g, a pomoci ultrazvukové lazné 10 minut rozpousténo pfiblizné v 20 ml
vody. Do 50 ml odmérné banky bylo napipetovano 10 ml ze ZR 100 mM
dihydrogenfosfore¢nanu sodného o pH 7,6. Do odmérné bariky bylo kvantitativné

prevedeno SDS a roztok byl dopIlnén vodou po rysku.
4.3.4. Zasobni roztoky standard

Byly pfipraveny dva zasobni roztoky standardd do 5 ml odmérnych banék. U
prvniho ZR bylo navazeno mnoZstvi indometacinu odpovidajici koncentraci
5mg/ml a doplnéno methanolem po rysku. Druhy ZR obsahoval vSechny
necistoty, tedy 4CHBA, MMIAA a DCHIND, o stejné koncentraci 0,5 mg/ml

v methanolu.
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4.3.5. Zasobni roztok vnitiniho standardu

Zasobni roztok 1-naftyloctové kyseliny byl pfipraven navazenim takového
mnozstvi, které odpovidalo jeho koncentraci 0,5 mg/ml. Kyselina 1-naftyloctova

byla rozpusSténa a doplnéna methanolem po rysku 5 ml odmérné bariky.
4.3.6. Pracovni roztoky standardu

Do odmérné banky o objemu 5 ml bylo napipetovano 2,5 ml ZR indometacinu
(odpovida konecné koncentraci 2,5 mg/ml), 25 pl ZR nedistot (odpovida konecné
koncentraci kazdé necistoty 2,5 ug/ml) a 100 pl ZR vnitfniho standardu (odpovida

koneéné koncentraci 10 ug/ml). Roztok byl doplnén methanolem po rysku.
4.3.7. Kalibraéni roztoky

Do 5 ml odmérné banky bylo postupné pipetovano 2,5 ml zasobniho roztoku
indometacinu (odpovida kone¢né koncentraci 2,5 mg/ml), zasobniho roztoku
necistot dle poZadované koncentrace (Tab. 3), 100 pl zasobniho roztoku vnitfniho
standardu (odpovida konecné koncentraci 10 pg/ml). VSe bylo doplnéno

methanolem po rysku.

Tabulka 3: Priprava kalibra¢nich roztokd s koncentracemi necistot 1,25-80 ug/ml, koncentrace IND 2,5 mg/ml

Kalibracni 1 2 3 4 5 6 7

roztok €.

C MMIAA 1,25 2,5 5 10 20 40 80
[ug/mi]

C 4CHBA 1,25 2,5 5 10 20 40 80
[Hg/ml]

C DCHIND 1,25 2,5 5 10 20 40 80
[ug/mi]

ZR IND [ml] 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5

ZR 12,5 25 50 100 | 200 | 400 | 800
necistot [ul]
ZR IS [ul] 100 100 100 100 100 100 100
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4.4.Pracovni postupy
44.1. Kondicionace kapilary

Nova kapilara byla pfed prvni analyzou promyvana methanolem (10 min), 1 M
hydroxidem sodnym (30 min), poté 0,1 M hydroxidem sodnym (30 min) a vodou
(10 min).

4.4.2. Promyvani kapilary

Na zaCatku kazdého dne byla kapilara promyvana 1 M hydroxidem sodnym
(2 min); 0,1 M hydroxidem sodnym (4 min), vodou (1 min) a methanolem (4 min).
Po poslednim méfeni byla kapilara promyta methanolem (5 min); 0,1 M
hydroxidem sodnym (5 min) a vodou (5 min). Pfed kazdym méfenim byla kapilara
proplachnuta methanolem (5 min); 0,1 M hydroxidem sodnym (3 min), vodou
(3 min) a zakladnim elektrolytem (4 min).

Z davodu mozné kontaminace vzorku zakladnim elektrolytem, ktera muize
negativné ovlivnit stabilitu vzorku s obsahem indometacinu, byla inletova elektroda

pred davkovanim vzorku vzdy dvakrat oplachnuta Cistym methanolem (3).
4.4.3. Méreni kalibraéni zavislosti

Pro mérfeni linearity bylo pfipraveno celkem sedm kalibracnich roztokd o
koncentraci necistot 1,25; 2,5; 5; 10; 20; 40; 80 ug/ml a indometacinu 2,5 mg/ml.

Kazdy roztok byl analyzovan ftrikrat.
4.5.Vypocty

4.51. Rozliseni (Rs)

Rozliseni mezi dvéma piky bylo vypocitano pomoci vztahu (50):

o _ 118 (ths — tro)
Whi + Wha

Rovnice 8

tr1, tr2... migracni ¢asy sousednich latek (tro> tr1)

Wh1, Wha... SiFky pikd v poloviné jejich vySky
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4.5.2. Faktor symetrie piku (As)

Faktor symetrie piku byl vypocitan z rovnice (50):

A = Wo,05
S 2.d
Rovnice 9

W 0s... Sitka piku v jedné dvacetiné jeho vysky
d... vzdalenost mezi kolmici spusténé z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku v

jedné dvacetiné jeho vysky
4.5.3. Pocet teoretickych pater (N)

Pocet teoretickych pater mize byt uréen pfimo z elektroferogramu, za pouziti

rovnice (6):

t
N = 5,54 . (—)2

Wi/2
Rovnice 10
tm... migracni Cas
W1/2... Sifka piku v jeho poloviné
4.54. Vyskovy ekvivalent teoretického patra (H)

Pro zjisténi vySkového ekvivalentu teoretického patra byl pouzit vztah (6):
l

H=—
N
Rovnice 11
... efektivni délka kapilary [m]
N... pocet teoretickych pater
4.5.5. Opakovatelnost analyzy

Vzorek obsahujici pracovni roztok standardi byl analyzovan Sestkrat.
Z naméfenych hodnot byly ziskany migraéni ¢asy a korigované plochy pikd (ij.
pomér plochy analytu k ploSe vnitfniho standardu). Pro vypocCet pruméru,
smérodatné odchylky a relativni smérodatné odchylky byly pouzity nasledujici
rovnice (68,69):
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Aritmeticky pramér x :

n

2

X = =L

n

Rovnice 12

n... pocet méreni

Xi... hodnoty jednotlivych méreni

Smérodatna odchylka méreni s:

Rovnice 13

Relativni smérodatna odchylka RSD:
RSD =§ .100 (%)

Rovnice 14

4.5.6. Limit detekce (LOD) a limit kvantifikace (LOQ)

Detekeni limit vyjadfuje citlivost metody. ZnacCi nejnizsi detekovatelnou koncentraci
latky, nestanovované kvantitativné. U instrumentalnich metod je urCovan jako
koncentrace analyzované latky poskytujici odezvu s pomérem signalu k Sumu

s hodnotou 3.

Limit kvantifikace odpovida nejniZsi koncentraci latky stanovitelné s pfijatelnou
presnosti a spravnosti. NejCastéji to byva trojnasobek detekéniho limitu. Obvykle

je vyjadiovan jako pomér signalu k Sumu s hodnotou 10 (70).

4.6. Chemometricka optimalizace

Pro nalezeni optimalnich separaénich podminek byla pouzita metoda

chemometrické optimalizace. Metoda byla provedena pomoci softwaru MODDE
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Go (Sartorius Stedim Data Analytics AB, Umea, Svédsko). Pro uréeni vlivu
hlavnich separacnich podminek byl pouZit centralné kompozitni design
s dvacetiCtyfrmi experimenty a jednim centralnim bodem, ktery byl ftfikrat

opakovan. V8echny vstupni faktory a vysledna data jsou popsana v kap. 5.1.
4.6.1. Mnohonasobna linearni regrese

NejlepSim zplsobem jak modelovat vysledky DoE, je pouziti mnohonasobné

linearni regrese (71).

k k k
Yy = BO + Z ﬁixi + z Biixiz + Z ﬁl]xlx] + &
n=1 n=1 n<isj

Rovnice 15 (72)
y... zavisla proménna, vysledek

Xij...nezavisle proménné, faktory obsazené v modelu
Bo... konstanta
BiBiBi. .. koeficienty regrese

€... chyba modelu
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5. VYSLEDKY A DISKUSE
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5.1.Chemometricka optimalizace

Optimalizace byla realizovana v kiemenné kapilafe s vnitfnim praimérem 50 pym

a bublinovou detekéni celou o priiméru 150 um. Celkova délka kapilary byla

64,5 cm a efektivni 56 cm. Hydrodynamické davkovani probihalo pfi tlaku 50 mbar
po dobu 10 sekund. Pro dosahnuti rychlé analyzy bylo u vSech experimentd

zvoleno konstantni napéti 30 kV. Teplota kapilary byla 25 °C.
5.1.1. Vybér optimalniho separaéniho systému

V prubéhu optimalizace sloZzeni BGE byl studovan vliv ¢tyr faktord - koncentrace
SDS (v rozmezi 25 az 75 mmol/l), koncentrace dihydrogenfosforenanu sodného
(v rozmezi 10-20 mmol/l), objem methanolu (v rozmezi 0 az 15 % v/v) a hodnota
pH (v rozmezi 6 az 8) — na vystupni odezvy, kterymi byly: migraéni ¢as posledniho
piku, rozliSeni mezi indometacinem a 4-chlorbenzoovou kyselinou a primérné
rozliSeni mezi piky (Tab. 4).

Pro optimalizaci byl zvolen centralné kompozitni design. Celkem bylo provedeno
27 experimentd, z nichz 3 mély stejné hodnoty faktord, aby byly ziskany informace
o variabilité. Pofadi experimentu bylo nahodné z divodu zamezeni
systematickych chyb. VSechny experimenty byly provedeny s roztokem o slozeni
2,5 mg/ml IND, 10 pg/ml IS a 2,5 pg/ml necistot (tj. na hladiné 0,1 %).

Data ziskana optimalizacnim designem byla vyhodnocena metodou vicenasobné

linearni regrese a vysledky byly popsany polynomickou funkci (Rovnice 15).
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Tabulka 4: Vliv faktor( zakladniho elektrolytu (koncentrace SDS [mM], koncentrace NaH,PO, [mM], % (v/v) MeOH, pH) na

vystupni odezvy (T, Rs, Rj)

Experiment | pofadi [?nDN?] n [22?8/5] Na[1rl;l12“|n°]0 ) [n:i'ﬁ] (INDIF(‘:HBA) (pra::%rné)
N11 1 2% | 8 0 20 | 8138 6,41 6,9
N27 2 50 | 7| 75 15 | 12,493 7,28 5,78
N16 3 75 | 8| 15 20 | 25627 13 10,31
N12 4 75 | 8 0 10 | 10434 12,4 6,1
N1 5 2% | 6 0 10 8,19 2,05 3,84
N7 6 2% | 8| 15 10 |10163| -276 198
N20 7 50 | 8| 75 15 | 11,921 9,95 7,54
N13 8 % | 6| 15 20 |12333| -396 5,63
N2 9 75 | 6 0 10 |10418| 1213 4,2
NG 10 | 75 | 6| 15 10 |21798| 1048 6,95
N19 1 | 50 | 6| 75 15 | 12,75 2,62 3,98
N18 12 | 75 | 7| 75 15 | 14285| 12,99 73
N3 13 | 25 |8 0 10 | 6,746 3,51 5,12
N14 14 | 75 | 6| 15 20 | 26,967 6,03 5,88
N22 15 | 50 | 7| 15 15 | 16,881 2,12 5,67
N26 16 | 50 | 7| 75 15 |12313 7,21 5,68
N8 17 | 75 | 8| 15 10 | 18,054 8,43 6,6
N25 18 | 50 | 7| 75 15 | 11,988 555 5,5
N23 19 | 50 | 7| 75 10 | 10,569 5,68 4,8
N4 20 | 75 |8 0 10 | 8756 10,13 4,67
N10 21 | 75 | 6 0 20 | 10605| 11,81 4,76
N5 2 | 25 | 6| 15 10 | 8911 0 1,85
N15 23 | 25 | 8| 15 20 | 13,197 2.4 3,5
N24 24 | 50 | 7| 75 20 | 1349 8,24 6,71
N21 2% | 50 |7 0 15 8,72 10,68 5,66
N9 % | 25 |6 0 20 | 8685 3,49 4,96
N17 27 | 25 | 7| 75 15 9,39 0 5,8
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Analyty migrovaly ve vétsiné pfipadl (22 z 27 analyz) ve stejném poradi, které
bylo: MMIAA, IS, 4CHBA, IND a DCHIND.

Ke zméné poradi doslo u experimentl N5, N7, N13, N15 a N17. U analyz N7, N13
a N15 bylo zménéno porfadi migrace 4CHBA a IND, tedy 4CHBA vykazovala
mensi pohyblivost nez IND. Ztoho vyplyva, ze rozliSeni Ry mélo zapornou
hodnotu. Navic u experimentd N7 a N15 doSlo ke spoleéné migraci pikl IS a IND,
u experimentd N5 a N17 zase spolec¢né migrovaly 4CHBA a IND. Tuto zménu
v poradi lze vysvétlit relativné nizkou koncentraci SDS (25 mmol/l) a zaroven
vyS8Sim podilem MeOH (15 % v/v, s vyjimkou N17: 7,5 % v/v) v BGE.

Koncentrace SDS a procentualni obsah MeOH nejvice ovliviiovaly migraéni ¢as
posledniho analytu, tj. DCHIND. S vy$§imi hodnotami téchto faktord dochazi
k narlstu migracniho ¢asu (Obr. 11A).

RozliSeni mezi IND a 4CHBA je rovnéz nejvice ovlivnéno mnozstvim SDS a
MeOH. RozliSeni Ry nabyva vysSich hodnot se vzrlstajici koncentraci SDS, a
naopak klesa s narustem obsahu MeOH (Obr. 11B). Navic pokud v BGE vzrista
podil MeOH a klesa koncentrace SDS, mlze to zpusobit zménu v migracnim
pofadi (R1 < 0). Prumérné rozliSeni mezi piky Rs je nejvice ovlivnéno koncentraci
SDS, koncentraci fosfatového pufru a jeho pH. Vzajemné pulsobeni mezi
koncentraci SDS a MeOH ma pozitivni vliv na Rs. Vliv koncentrace SDS a pH pfi
riznych hodnotach MeOH (0; 7,5; 15 %) a za stalé koncentrace fosfatového pufru

(15 mmol/l) je zobrazen na Obrazku 12.

A tm [min]

12

10

.! '[Y I T I T T T I T I T '[ T 'l T
25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 7
8 SDS [mmol/L] 0

25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 nI
SDS [mmoliL]

Obrazek 11: A) Diagram znazornujici vliv koncentrace SDS a obsahu MeOH na migra¢ni ¢as posledniho piku tn

B) Diagram znazorfiujici vliv koncentrace SDS a obsahu MeOH na rozliSeni R4
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A) MeOH 0% vfv Rs

25 30 35 40 45 50 55 60 65 TO T

SDS [mmolil] 4.5
B) MeOH 7.5% vfv Rs
8 Rs
7.5
7
6.5
1]
5.5
5
4.5
4
25 30 35 40 45 50 55 60 65 TO T
SDS [mmoliL] 35
) MeOH 15% v/v =
8 Rs
9
B
7
]
5
4
25 30 35 40 45 50 55 60 65 TO T
SDS [mmoliL]

Obrézek 12 A), B), C): Diagramy znazorriujici vliv koncentrace SDS a pH na Rs, pfi riznych koncentracich MeOH (A:0%;
B:7,5%; C:15%) a za stéle koncentrace NaH,PO4 15 mmol/l
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Oblast, kde jsou splnéna zadana kritéria odezvy (€as <15min, Rs 25, R127,5), je
zobrazena na Obrazku 13 zelené. Pokud je BGE o konstantnim slozZeni fosfatu
(15 mmol/l) a pH (7,0); je pozadovanych hodnot dosazeno zvySenim koncentrace
SDS nad 40 mmol/l a obsahem MeOH niz§im nez 11 % v/v. Se snizujicim se

mnozstvim MeOH v BGE se zelena (ij. pozadovana) oblast zvétSuje.

25 30 35 40 45 50 55 60 65 VO V5
SDS [mmal/L]

Obrazek 13: Diagram znéazorriuje vliv obsahu MeOH a koncentrace SDS za stalé koncentrace NaH»PO4 (15 mmol/l) a pH
(7,0) na predem definované hodnoty odezev (¢as <15min, Rs 25, R; 27,5). Zelena oblast znazorriuje separacni podminky,

kde vsechny tfi odezvy splfiuji zadana kritéria.

V zavislosti na vySe zminénych vlivech faktord na separaci byly definovany
pozadavky na optimalni separacni systém:

e optimalni ¢as analyzy byl pozadovan kolem 10 minut (maximalni 15 minut).

e primérné rozlideni 10 (minimalné 7,5)

e rozliSeni mezi indometacinem a 4-chlorbenzoovou kyselinou 7,5

(minimalné 5)

VSechny tfi odezvy mély rovnocenny vyznam. Optimalizacni nastroj softwaru
MODDE Go navrhl optimalni slozeni BGE: 20 mmol/l NaH,PO4; pH 7,57;
58 mmol/l SDS; 0 % v/v MeOH. Predikované a naméfené hodnoty vystupnich
odezev za podminek optimalizovaného BGE jsou porovnany v Tabulce 5.
Separace standardl necistot v pfitomnosti nadbytku IND za optimalniho slozeni
BGE je zobrazena na Obr. 14.
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Tabulka 5: Shrnuti predpokladanych a namérenych hodnot (n=6) separacnich parametrt (tm, Rs, R;) v optimalnim BGE (20
mmol/l NaH.POy pH 7,57, 58 mmol/| SDS; 0% v/v MeOH)

tm [Min] Rs R4
predikované hodnoty 9,63 7,2 11,92
naméfené hodnoty (n=6) | 9,54 £ 0,09 | 5,91 £ 0,12 | 11,63 + 0,31

Experimentalné zjiSténé hodnoty t,, a Ry byly ve velmi dobré shodé (odchylka 0,99
a 2,34 %) s predpokladanymi hodnotami. Vysledky Rs byly odchylené od
predpokladanych hodnot, ale stéle v relativné pfijatelnych mezich (odchylka 17,89

%).

5.2. Optimalni podminky analyzy

Tabulka 6: Shrnuti optimalnich analytickych podminek

Rozpoustédlo standardu methanol
Slozky zakladniho elektrolytu, NaH;PO,4: 20 mM
koncentrace SDS: 58 mM
pH zakladniho elektrolytu 7,57
Napéti + 30 kV
Detekce 224 nm
Davkovaci tlak 50 mBar
Doba davkovani 10s
Teplota 25°C
Celkova délka kapilary 64,5 cm
Efektivni délka kapilary 56 cm
Vnitfni pramér kapilary 50 um
Primeér bubl. deteké. cely 150 um
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NAA (1S)

DCHIND

Obréazek 14: Zadznam analyzy za optimalnich podminek a sloZeni pracovniho elektrolytu. Pro analyzu byl pouzit pracovni

roztok o obsahu indometacinu 2,5 mg/ml; 2,5 ug/ml necistot a 10 ug/ml NAA (IS).

5.3. Zpusobilost systému
5.3.1. RozliSeni

Rozlideni (Rs) bylo vypocteno podle Rovnice 8. Vypocitané hodnoty jsou uvedeny
v Tabulce 7.

Rozliseni vétsi nez 1,5 znamena rozdéleni pikd na zakladni linii.

Tabulka 7: Rozliseni mezi piky (n=6)

Dvojice analytu Rozliseni Rg
MMIAA 2,5ug/ml — IS 10ug/ml 3,78
IS 10ug/ml — 4CHBA 2,5ug/ml 4,18
4CHBA 2,5ug/ml — IND 2,5mg/ml 11,63
IND 2,5mg/ml — DCHIND 2,5 pg/mi 4,07
5.3.2. Uéinnost separace

Uginnost separace je vyjadfena pomoci zdanlivého poétu teoretickych pater (N) a
vySkového ekvivalentu teoretického patra (H), které byly vypocitany z Rovnice 10

a Rovnice 11. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 8.
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Tabulka 8: Zdanlivé pocty teoretickych pater a vySkové ekvivalenty (n=6)

Analyt [ug/ml] N H [um] efekt. délka
MMIAA [2,5] 43263 5,7
CHBA [2,5] 45502 54
DCHIND [2,5] 8211 29,8
5.3.3. Faktor symetrie

Pro vypocet faktoru symetrie (As) byla pouzita Rovnice 9. Hodnoty faktord
symetrie pikd jsou uvedeny v Tabulce 9.
Podle CL 2017 (kap. Chromatografické separaéni metody) hodnota 1,0 znadi

idealni symetrii. Faktor symetrie piku ma byt v rozmezi 0,8 az 1,5.

Tabulka 9: Faktory symetrie piku (n=6)

Analyt Faktor symetrie As
MMIAA 2,5 pg/ml 0,97
CHBA 2,5 pg/ml 1,0
DCHIND 2,5 pug/mi 1,21

U necistot byly hodnoty pro symetrii v poZadovanych mezich.
5.3.4. Opakovatelnost analyzy

Pro hodnoceni opakovatelnosti analyzy byly pouzity hodnoty opakovatelnosti
migracnich ¢asl a hodnoty korigovanych ploch pikl z Sesti provedenych mérfeni.
Vypocty byly provedeny dle Rovnic 12, 13 a 14. Koncentrace analytl byla
2,5 ug/ml MMIAA; 2,5 pg/ml CHBA; 2,5 ug/ml DCHIND a 2,5 mg/ml IND. Vysledky

jsou uvedeny v Tabulce 10.

Tabulka 10: Opakovatelnost migracniho ¢asu a opakovatelnost poméru korigované plochy piku analytu k ploSe piku

vnitfniho standardu. (n=6)

Analyt RSD [%] RSD [%]
migraéni ¢as pomér korig. ploch
MMIAA 0,31 9,34
CHBA 0,29 6,5
DCHIND 0,92 2,0
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5.4. Kalibrac¢ni krivky

Ke kvantitativnimu hodnoceni byla pouZita zavislost poméru korigovanych ploch
piku necistoty a vnitfniho standardu. Pro méreni kalibracni krivky byl pouzit
zakladni elektrolyt, ktery byl vybran na zakladé chemometrické optimalizace.
Kalibra¢ni zavislost byla vypocitana metodou linearni regrese z priméru hodnot
korigovanych pomeéra ploch. Linearita pro vSechny tfi necistoty byla testovana
v rozsahu 1,25-80 pg/ml, coz odpovida 0,05 —-3,2 % koncentraci indometacinu
(2,5 mg/ml). Pro kazdou koncentraci byla provedena tfi méfeni. Kalibra¢ni fada

svym rozsahem odpovidala kritériim Ph.Eur., USP a ICH Q3A.

Rovnice kalibraéni pfimky:
y= K.x+q

Rovnice 16

y...pomér ploch piku necistoty a vnitiniho standardu (plochy byly korigovany
prislusnymi migracnimi ¢asy)

K...smérnice pfimky

X...koncentrace necistoty

g...absolutni €len

5.4.1. Kalibraéni zavislost pro MMIAA

Kalibracni zavislost pro MMIAA byla méfena pro hodnoty koncentraci: 1,25 ug/ml;
2,5 ug/ml; 5,0 pg/ml; 10,0 pg/ml; 20,0 ug/ml; 40,0 ug/ml; 80,0 ug/mi (Obr. 15)
Pocet bodu: 7

k= 0,0304 + 0,00011

g= 0,0036 £ 0,0039

korela¢ni koeficient= 0,9999
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Kalibrac¢ni zavislost MMIAA

3,0
2,5 e
2,0
15
1,0
0,5

o
0,0 &
0 20 40 60 80 100
¢ MMIAA [pg/ml]

pomeér korigovanych ploch

Obrazek 15: Kalibraéni zavislost pro MMIAA; BGE: 58 mM SDS, 20 mM NaH,PO,,
0% MeOH, pH 7,5; koncentrace IS (NAA): 10,0 ug/ml

5.4.2. Kalibraéni zavislost pro 4CHBA

Kalibracni zavislost pro 4CHBA byla méfena pro hodnoty koncentraci: 1,25 pg/mi;
2,5 ug/ml; 5,0 pg/ml; 10,0 pg/ml; 20,0 ug/ml; 40,0 ug/ml; 80,0 ug/mi (Obr. 16)
Pocet bodu: 7

k= 0,0174 £ 0,000134

g=- 0,0055 + 0,0045

korelaéni koeficient= 0,9997

Kalibracni zavislost CHBA

=
o)l

ploch
=
0

1,2

e =
© o

0,6

mér korigovanych
[ ]

0 20 40 60 80 100
c CHBA [pg/ml]

Obrazek 16: Kalibrac¢ni zavislost pro 4CHBA; BGE: 58 mM SDS; 20 mM NaH;PO,;
0% MeOH; pH 7,5, koncentrace IS (NAA): 10,0 ug/ml
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5.4.3. Kalibrac¢ni zavislost DCHIND

Kalibracni zavislost pro DCHIND byla méfena pro hodnoty koncentraci: 1,25

pg/ml; 2,5 ug/ml; 5,0 ug/ml; 10,0 ug/ml; 20,0 pg/ml; 40,0 pg/ml; 80,0 ug/ml

(Obr. 17)
Pocdet bodu: 7

k= 0,0303 + 0,00015
g=-0,0067 + 0,0053

korelacéni koeficient= 0,9999

Linearita DCHIND korig.
3
2,5 @
S 2
2
a,
— 1,5
> .
S 9
2 1
0,5 ——
@
o @
0 20 40 60 80 100
¢ DCHIND [pg/ml]
Obrazek 17: Kalibracni zavislost pro DCHIND; BGE: 58 mM SDS; 20 mM NaH,PO.
0% MeOH; pH 7,5, koncentrace IS (NAA): 10,0 ug/ml
5.4.4. Limit kvantifikace

v v

s hodnotou S/N = 10. V Tabulce 11 jsou uvedeny hodnoty S/N + SD a hodnoty
korigovanych ploch pro koncentraci necistot 1,25 pg/ml (v€etné RSD). V pfipadé

necistot by méla byt zajisténa opakovatelnost ploch na hladiné LOQ pod 10% (73).

Tabulka 11: Hodnoty S/N + SD, korigovanych ploch a RSD korig. ploch (%) na koncentra¢ni hladiné 1,25 pg/ml (n = 3).

Analyt S/N £ SD korigovana RSD [%]
plocha korigovana plocha
MMIAA 24,57 + 5,43 1,32 1,70
4CHBA 11,10 £ 3,03 0,8 1,04
DCHIND | 19,60 £ 3,30 2,23 3,70
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5.4.5.

Srovnani s metodou HPLC a LVSS

Tabulka 12: Porovnani metod pro stanoveni indometacinu

HPLC (66) LVSS-MEKC (3) MEKC
Doba analyzy <7,5min <7,5min <10 min
tm MMIAA 2,04 min 3,94 min 4,58 min
tm 4CHBA 2,46 min 4,69 min 5,65 min
tm IND 5,40 min 6,82 min 8,05 min
tm DCHIND - - 9,54 min
LOD MMIAA 56,9 ng/ml 38 ng/ml -
LOD 4CHBA 225 ng/ml 36 ng/ml -
LOD DCHIND - - -
LOQ MMIAA 190 ng/ml 115 ng/ml 1,25 pg/ml
LOQ 4CHBA 750 ng/ml 109 ng/ml 1,25 pg/ml
LOQ DCHIND - - 1,25 ug/ml
opakovatelnost t,, MMIAA 0,18 % 0,57 % 0,31 %
(RSD)
opakovatelnost t,, 4CHBA 0,23% 0,46 % 0,29 %
(RSD)
opakovatelnost t,, DCHIND - - 0,92 %
(RSD)
opakovatelnost poméru 0,45 % 0,90 % 9,34%
korig. ploch MMIAA (RSD)
opakovatelnost poméru 0,66 % 0,54 % 6,5 %
korig. ploch 4CHBA (RSD)
opakovatelnost poméru - - 2,0%
korig. ploch DCHIND (RSD)
presnost metody MMIAA 3,10 % 6,90 % -
(RSD)
presnost metody 4CHBA 3,25% 7,11 % -
(RSD)
presnost metody DCHIND - - -
(RSD)

Ve srovnani s metodou HPLC (66) a LVSS (3) byla stanovena dalSi necistota

(3,4-dichlorindometacin) (Tab. 12). Tato necistota migrovala az za indometacinem,
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coz prodlouzilo celkovou dobu analyzy. Opakovatelnost nové MEKC metody byla
horSi nez u HPLC metody, stejné tak i citlivost. Na rozdil od publikované HPLC
metody byla nova MEKC metoda pouZita pro analyzu substance indometacinu a
topického gelu a tyto vysledky byly zvefejnény (74). Metodou MEKC byl zjistén
obsah 0,64 + 0,07 % MMIAA a 1,06 £ 0,07 % 4CHBA v topickém gelu (74),
zatimco v diplomové praci (3) byl vypocCitan obsah MMIAA 1 % a obsah 4CHBA
1,79 %.
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6. ZAVER
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V této praci byl prezentovan vyvoj MEKC metody pro stanoveni indometacinu a
jeho tfi necCistot (MMIAA, 4CHBA a DCHIND) za pouziti chemometrické
optimalizace separaCnich podminek.

Nové vyvinuta metoda umoznuje, oproti dalSim metodam, stanoveni
3,4-dichloroindometacinu.

Pro optimalizaci slozeni zakladniho elektrolytu byl pouzit pfistup ,Design of
experiments®, diky kterému byly vybrany nejvhodnéjsi separa¢ni podminky. Bylo
zjistovano, jakym zpusobem ovliviuji vybrané separacni faktory (koncentrace
dihydrogenfosforeénanu, pH, koncentrace SDS a mnoZstvi methanolu) vyslednou
analyzu. Nové poznatky byly aplikovany pfi vybéru vhodného slozeni BGE, které
bylo zvoleno: 20 mmol/l NaH;PO4, 58 mmol/l SDS, 0 % MeOH, pH 7,5.

Nové navrzena metoda umozniuje kvantifikaci vSech tfi necistot na urovni
0,05 % (pfi koncentraci IND 2,5 mg/ml). To odpovida kritériim podle Ph.Eur., USP
a ICH Q3A smérnic.

Vysledky této prace byly pouzity pro vypracovani publikace (74).
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