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1. UVOD



Jednim ze zédkladnich cili farmacie je zajistit pacientovi kvalitni, bezpecny a Gcinny
1ék v pozadovaném mnozZstvi a v poZzadované kvalité. Hodnoceni kvality, bezpe¢nosti a
ucinnosti 1éku, resp. 1éCivého piipravku, se ve vétsing€ piipadi opird o rtizné analytické
metody.

Vysokoucinnd kapalinovda chromatografie (HPLC) je v soucasné dobé jedna
z nejprogresivnéjSich analytickych metodik, kterd nachdzi stale vétSi uplatnéni ve vSech
oblastech analyzy 1é¢iv. Umoziiuje analyzovat od anorganickych iontli aZ po polymerni
slouceniny vcetné termolabilnich a net€kavych sloucenin (vyhoda oproti GC — plynové
chromatografii). VSechny moderni lékopisy vyuzivaji HPLC pro identifikaci, pro
kontrolu ¢istoty a pro stanoveni obsahu. HPLC je vhodnd i pro monitorovani hladin 1éka
a metabolitd v télnich tekutinach (1, 3).

Pro préci byla pouZita kafrovd mast 10%. Uinnou latkou v této masti je kafr, ktery
se pouziva jako derivans a je soucasti fady pripravkl pouzivanych v terapii bolesti svalil
a kloubli. Pomocnou latkou je Zlutd vazelina, kterd se pro svou stdlost, nedrazdivost a
dobré rheologické vlastnosti ¢asto vyuziva jako mastovy zaklad.

Ve své diplomové préci jsem se zabyvala optimalizaci HPLC metody pro hodnoceni
obsahu kafru v kafrové masti s pouzitim konvenéni HPLC kolony. Na tuto problematiku
navazuji v této rigorézni préaci, kde jsem pro analyzu kafru vyuZila moderni

monolitickou kolonu, umoziujici zkratit dobu analyzy.



2. CILPRACE
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Tato prace navazuje na diplomovou préci, ve které byla optimalizovdna metoda pro
stanoveni obsahu kafru v 1é¢ivém piipravku Unguentum camphoratum 10%. Cilem této
prace je vyvinout analytickou metodu vyuzivajici monolitickou kolonu pro separace,
kterd umoZni zrychlit vlastni analyzu. Optimalizovand metoda bude validovdna
z hlediska sprdvnosti, presnosti, linearity a selektivity. Ddéle bude navrZen test
zpusobilosti pro analytickou metodu a bude testovano pouZiti metody i u dalSich

1é¢ivych pripravki s obsahem kafru.
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3. TEORETICKA CAST
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3.1. KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalina. Na rozdil od plynové
chromatografie rozhoduji o separaci sloZek vzorku nejen jejich interakce se stacionarni
fazi, ale velmi vyrazné i pouZzitd mobilni faze. Béhem separace se analyt rozdéluje mezi
mobilni a staciondrni fizi. Cas, ktery stravi v jedné nebo druhé fizi, zavisi na afinité
analytu ke kazdé znich. Jsou vyuzitelné vSechny mozné mechanismy separace —
adsorpce, rozdélovani na zdklad¢é rtizné rozpustnosti, iontovd vyména, molekulové
sitovy efekt nebo specifické interakce v afinitni chromatografii. Podle usporadéani
stacionarni fize rozliSujeme kolonovou a tenkovrstvou ¢i papirovou kapalinovou
chromatografii (6).

HPLC - je zkratka pro vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (High
Performance Liquid Chromatography). Jednd se o analytickou fyzikdlné-chemickou
separacni metodu. Objev chromatografie je pfipisovan M. S. Cvétovi, ktery v roce 1903
v usporaddni kapalina - adsorbent prvni rozdé€lil na sloupci sorbentu listova barviva.
Obdobné D. T. Day rozdélil na sloupci nékteré slozky ropy (4).

Hlavni pfednosti HPLC:

a) Svou podstatou se jednd o separacni metodu, kterd umozZiuje kvalitativni i

kvantitativni hodnoceni separovanych slozek smési.

b) Rychlost analyzy, citlivost stanoveni (v zavislosti na pouZzitém detektoru).

c) Pro analyzu postacuje minimalni mnoZstvi vzorku.

d) Moznost automatizace.

e) Prakticky ve vSech uvedenych ukazatelich je HPLC srovnatelnd s plynovou

chromatografii (GC); avSak vzhledem k tomu, Ze vétSina 1€Civ neni tékava, je

Vv s

pravé v analyze 1é¢iv HPLC mnohem pouzitelng;si technikou nez GC (1).

Zakladni kvalitativni charakteristikou v HPLC je retencni (elucni) Cas tg, coZ je ¢as
od nastfiku na kolonu k maximu chromatografického piku. Nejcastéjsim dikazem
totoznosti je shoda retencnich Casii chromatografického piku 1éCiva v analyzovaném
vzorku s retenénim cCasem piku standardu. Kvantitativni charakteristikou v HPLC je
plocha (event. vySka) chromatografického piku. Pro kvantifikaci, tj. stanoveni
jednotlivych slozek ve smési se nejCastéji pouzivd metoda vnéjStho nebo vnitiniho
standardu. Vnéjsi standard se pouzivd zcela nezdvisle na analyzovaném vzorku a

v podstaté predstavuje samostatny vzorek se zndmym obsahem stanovované slozky,
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ktery se analyzuje soucasné se vzorky o nezndmém obsahu. Vnitini standard se pridava
pfimo do analyzovaného vzorku. Metoda vnitfniho standardu je méné ¢asové ndro¢na a
hlavné pfesnéjsi, protoZe neni zatiZena chybou dvojiho néstiiku.

HPLC analyzu lze realizovat za konstantniho sloZzeni mobilni faze v priibéhu celé
analyzy, tzv. isokratickd eluce (pro analytické ucely se pouZivd nejCastéji). Je-li
v pribéhu analyzy programové ménéno sloZzeni mobilni faze, jednd se o tzv.
gradientovou eluci napf. pokud je tfeba analyzovat slozky smési, které se velmi lisi ve
své retenci — po eluci méné zadrzované slozky se zvySuje elucni sila mobilni faze. Lze
uzit i gradient pritoku (hlavné u monolitickych kolon). Naproti tomu v plynové

v ooz

chromatografii GC se zase bézné vyuZziva teplotni gradient (1, 2, 21).

3.1.1. CHROMATOGRAF

Zékladni technické vybaveni kapalinového chromatografu sestivd z Cerpadla,
zafizeni na davkovani vzorku, kolony, detektoru a vyhodnocovaciho zafizeni. Kvalita
jednotlivych prvkd mize vyrazn€ ovlivnit icinnost celého chromatografického systému

(8).

Jednotlivé soucdsti kapalinového chromatografu jsou zndzornény na obrazku (obr. €.

1 (D).
h !

obr.¢.1: Schéma chromatografu

71, Z,, Z5 — zasobniky mobilni fize, C — vysokotlaké &erpadlo, které konstantni priitokovou rychlosti
tla¢i mobilni fazi nastaveného sloZeni pfes kolonu do detektoru, PG — programovaci jednotka, pomoci
které se nastavuje pozadované sloZeni mobilni fize, DZ — davkovaci zafizeni, umoziujici nadavkovat
roztok vzorku na kolonu, K — chromatograficka kolona, kde dojde k rozdéleni smési na jednotlivé slozky,

které jsou undSeny mobilni fazi do detektoru, D — detektor, ktery indikuje pritok separované slozky
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detekéni celou a pfendsi vhodné upraveny signdl do pocitace, PC — pocitac, ktery zpracuje dany signdl a
umozni vystup na tiskdrnu a mimoto ¥{di chod celého chromatografu

(Plnou Carou je zndzornén tok mobilni faze, pferusovanou carou elektricky signal.) (1).

3.1.2. ZASOBNIKY MOBILNIi FAZE

Mobilni faze je (pii isokratické eluci) vedena bud z jednoho ze zdsobnikii do
vysokotlakého ¢erpadla, anebo (pfi gradientové eluci) se privadéné proudy z obou (nebo
i vétsiho poctu) zasobnikd misi podle programu ve sméSovaci zafazeném bud’ pred nebo
za vysokotlakym cerpadlem. Naprogramované sméSovaci zafizeni muzZe s vyuZitim
zasobnikl riznych kapalin pfipravovat smés kapalin stdlého sloZeni nebo fidit zmény ve
slozeni vysledné mobilni faze v pribéhu separace. Zasobniky mobilni faze jsou
sklenéné nebo nerezové nadoby. Spoje zdsobnikii mobilni faze s odplyinovacem,
sméSovacem a vysokotlakym cerpadlem mohou byt zhotoveny jak z plastu, tak i
z trubicCek z nerezové oceli. Mobilni faze se pred pouZzitim filtruji (odstranéni necistot) a
odplyniuji (napf. s pouZzitim ultrazvukové l4zné). Jinou alternativou odplynovéni je

pouziti membranového degasseru (6, 7, 9).

3.1.3. CERPADLA

Cerpadla jsou potiebna pro privadéni mobilni faze konstantni pritokovou rychlosti.
Musi byt vysokotlakd (kolony s velikosti ¢astic okolo 10um a mensi kladou velky odpor
a k dosazeni optimalnich pratokd jsou nutné vysoké vstupni tlaky, az desitky MPa),
musi zajiStovat konstantni pratok mobilni fize (tento pritok ma byt regulovatelny
vrozsahu 0,1 az 10 ml/min), pratok mobilni fize musi byt reprodukovatelny a
bezpulsni. Materidl Cerpadla (nerezova ocel, keramika, plast) nesmi byt naruSovan
mobilni f4zi a nesmi do ni uvolfiovat Zadné latky. PouZzivaji se ¢erpadla pistova, kdy pii
kazdém pohybu pistu vpred dochdzi k vytlaCeni malého objemu mobilni faze do
chromatografického systému a pii pohybu zpét se komora naplni. Vyhodou téchto
cerpadel je nepretrZitd doddvka mobilni fize a snadnd zména mobilni faze. Pulsaci lze

znaéné omezit pouZitim dvou nebo vice Cerpadel soucasné, zatfazenim tlumice pulzd a

programovanym pohybem pisti. Déle se pouZivaji membranova cerpadla, kde je prostor
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s pistem naplnény hydraulickou pracovni kapalinou, ktery je oddélen od pracovniho

prostoru pro mobilni f4zi membranou (6, 8, 27).

3.1.4. DAVKOVACI ZARIZENI

Dévkovaci zafizeni pouzivajici nastiiku injekéni stiikackou pfes septum jiZ byla
prakticky nahrazena bud manudlnimi smyckovymi ddvkovaci nebo automatickymi
davkovaci, které umozniuji davkovat vzorek do kolony bez pferuseni toku mobilni fize.
Davkovaci smycka ma obvykle objem 10 nebo 20 ul. Smycka je pfipojena na kohout a
plnéna pomoci injekéni stiikacky. PouZiti automatického davkovace predstavuje
optimdlni zajisSténi konstantni aplikace vzorku na analytickou kolonu. Automatické
davkovace jsou spojené se zdsobnikem vzorku, ve kterém jsou umistény mikronaddobky
(vialky) uzaviené silikonovym septem s teflonovou membrdnou nebo perforovanou
zatkou z polypropylenu. Technické principy vlastniho davkovéni vzorku jsou ponékud
odlisné. Bud je vzorek ddvkovan pomoci vicecestnych (vétSinou Sesticestnych) ventilil
nebo pomoci né€kolika tficestnych ventili. Pfi davkovani by nemél byt pierusen tok
mobilni faze kolonou, této podmince vice vyhovuje druhé zminované feSeni. Ddvkovaci
smyc¢ky umoZziuji vpraveni konstantniho objemu do kolony, a tak neni nutné odméfovat
presné mnozstvi vzorku. K zamezeni kontaminace vzorkd se pouziva oplach jehly a to

jak vnitini tak vnéj$i oplach (6, 12).

3.1.5. CHROMATOGRAFICKE KOLONY

Chromatografickd kolona je v podstaté trubka nebo kapildra rovnomérné naplnéna
nebo pokrytd staciondrnd fazi. PI4st kolony (hardware) md za dkol udrZet pohromadé
staciondrni fazi, pficemZ na hardware kolony jsou kladeny urcité poZadavky: musi byt
chemicky inertni, musi odoldvat pomérné vysokym tlakiim, vnitini povrch plasté kolony
musi byt dostatecné hladky. NejpouZzivanéjsi materidl k vyrob& kolon je nerezova ocel,
plasty nebo sklo (12).

Pro analytické ucely jsou HPLC kolony nej¢astéji dlouhé 10 - 25 c¢cm o vnitinim
priméru 3 - 5 mm. Kolony jsou naplnény vhodnymi sorbenty. V HPLC se nejCastéji

pouZzivaji tzv. chemicky vdzané stacionarni faze (1).
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Pokrokem v analyze 1éCiv je zavedeni zirkoniovych a monolitickych kolon do praxe.
Zirkoniové kolony jsou tvofeny ¢dsticemi oxidu zirkonicitého, jejichZ povrch miiZze byt
také modifikovan. Jejich prednosti je prekonani omezeni pH hodnot pro silikagel (13).
Monolitické kolony tvofi na rozdil od konvencnich staciondrnich fazi jediny kus
poérovitého materidlu, ktery zcela zapliiuje vnitfek separaéni kolony. Monolit vznika
jednokrokovou radikdlovou polymeraci smési monomerd v piitomnosti porogenniho
roztoku. Nejvétsi vyhodou monolitickych kolon jsou jejich hydrodynamické vlastnosti.
Monolitické kolony maji 2 typy pora: a) velké pory (makropory), které zajistuji rychly
tok mobilni fdze skrz monolit a vyznamné zrychluji pfenos hmoty mezi mobilni a
stacionarni fazi, b) stredné velké pory (mesopory), které poskytuji monolitu dostatecné
velky povrch, a tim vysokou separacni kapacitu. Tato struktura umoziuje provozovani
monolit prfi znacné vysokych rychlostech mobilnich fazi bez pfiliSného zvyseni tlaku a
zaroven bez ztraty separacni uc¢innosti. Podle chemické podstaty a zpisobu piipravy se
mohou monolitické staciondrni faze rozdélit na faze s modifikovanym silikagelem a na
faze na bazi organickych polymert. Monolitické staciondrni faze s chemicky
modifikovanym silikagelem jsou v souc¢asné dobé dostupné pod znackou Chromolith od
firmy Merck. Tyto kolony vykazuji ve srovnani se standardni kolonou vynikajici
separace ve velmi kratkém casovém intervalu. Je to z toho diivodu, Ze jsou vyrobeny
z vysoce poréznich monolitickych ty¢i z oxidu kiemicitého s bimodalni strukturou por.
Tyto kolony jiZ nejsou plnéné malymi Casticemi, ale namisto toho obsahuji jednotlivé
kusy vysoce cistého silikagelu. Vlastni monoliticky sloupec silikagelu je pomérné
hodné kiehky, mechanickou ochranu mu zajistuje plastovy material plasté kolony. Mezi
jejich dalsi vyhody patii dlouha doba pouZitelnosti a nizsi citlivost matrice, pokud jde
o biologické vzorky. K monolitickym HPLC staciondrnim fizim na bdzi organickych
polymeriti se pouZzivaji polymerni gely na bazi polyakrylamidu, akrylamidu nebo
polystyrenu (23, 24).

Moderni pfistroje umoznuji pouzit pti déleni latek i nékolik kolon najednou. Jde
o techniku pfepindni spfaZzenych kolon (column switching). Kolony jsou fazeny za
sebou a mohou se navzdjem liSit ndplni 1 délkou atd. Vyhodou je lepS$i separace latek a
zkriceni Casu analyzy.

Nékdy se pouziva tzv. predkolonka (krdtka kolona, Casto plnénd stejnym sorbentem
jako hlavni kolona). Zapojuje se do systému pied hlavni kolonu a slouzi k zachyceni
vEtsi Casti necistot pii analyze vzorkd, kde je veliké riziko zaneseni kolony necistotami

(napf. z netplné preciSténého biologického materidlu), a prodluZuje tak Zivotnost
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kolony, navic je jeji cena ve srovnani s kolonou nizkd a znehodnocenou lze snadno

obménit (14).

3.1.6. NASTAVENI TEPLOTY

Vétsina separaci HPLC probihd pii laboratorni teploté a nevyZaduje termostatovani.
Nékteré separace se vyznamné zlepSi zvySenim teploty, coZ vétSina novych

chromatogramil umoZiiuje. Programova zména teploty se vSak v HPLC nevyuZziva (6).

3.1.7. DETEKTORY V KAPALINOVE CHROMATOGRAFII

Funkci detektorii je monitorovat eluované latky z kolony a prevést kvantitativni
hodnoty detekovanych latek na proporciondlné zavisly elektricky signdl, ktery je
registrovan zapisovac¢em nebo vyhodnocen pocitacovym systémem (8).

K detekci separovanych latek se zpravidla vyuZziva urcitych jejich vlastnosti, jimiz
se tyto latky 1isi od mobilni faze. V podstaté rozliSujeme 2 typy detektort - univerzdlni,
kde je signdl umérny urcité celkové vlastnosti eludtu, tj. jak solutu, tak 1 slozek mobilni
faze a selektivni, kde je signdl imérny koncentraci samotné detekované latky v eluatu.
Na detektory pro HPLC jsou kladeny mimotadné pozadavky:

e vysoka citlivost - detekce litek v roztoku v koncentracich ng az pg/ml
e reprodukovatelnost a linearita odezvy

¢ nezdvislost odezvy na zméné sloZeni mobilni faze pfi gradientové eluci
¢ univerzalnost - detekce vSech oddélenych slozek vzorku

e dostatecné velky pomér mezi Sumem a méfenou hodnotou (3, 5, 13)

SPEKTROFOTOMETRICKE DETEKTORY

Spektrofotometrické detektory jsou v analyze 1éCiv pouZivany nejCastéji. Jejich
prednosti je vysokd univerzalnost, dobrd odezva mnoha vyznamnych organickych latek,
znatnd citlivost (107 az 107 g/ml) a pouzitelnost pii gradientové eluci.
Spektrofotometry fadime mezi tzv. nedestrukéni detektory, to znamend, Ze pii detekci

nedochazi k Zadné zméné vzorku (1, 11).
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MEéfi absorbanci eludtu vychazejiciho z kolony. Pro optimalni citlivost detektoru musi
byt zajiSténa dostateCnd absorpéni drdha pratocné kyvety, jiZ prochdzi paprsek.
K detekei 1éCiv se vyuziva pfedev§im UV oblast spektra, mnohem méné oblast viditelnd
a minimdlné infracervend oblast spektra - v praxi se uplatiiuji pfedev§im UV detektory,

event. UV-VIS detektory (6).

Nejuzivanéjsi UV detektory:

e UV detektor s fixni vilnovou délkou (nejCastéji 254 nm anebo 280 nm, pfi
nichZ absorbuje vétSina 1é¢iv)

e UV-VIS detektor s proménnou vinovou délkou (libovolné¢ ménitelnd dle
potieb)

e scanning UV detektor (snimajici béhem nékolika sekund absorp¢ni spektrum
v maximu piku hodnoceného 1éciva)

e diode array detektor (fizeny pocitacem, trojrozmérnd projekce, snima
absorp¢ni spektrum, hodnoti 1é¢ivo soucasné pii nékolika vinovych délkach,

porovnava poméry absorbanci) (1)

FLUORIMETRICKE DETEKTORY

Tyto detektory jsou pouzitelné v pripadech, kdy analyzované 1éc¢ivo (rozkladny
produkt nebo metabolit) vykazuje fluorescenci - schopnost latek absorbovat ultrafialové
zafeni a pak vysilat zdfeni o vyS$§i vinové délce, které se méii fotondsobi¢em kolmo na
smér s fotometrickym detektorem. Latky, které nefluoreskuji, lze mnohdy
pfedkolonovou nebo postkolonovou derivatizaci s vhodnymi cinidly pfevést na
fluoreskujici derivaty. Jednoduché fluorimetry pracuji s jednou excitaéni vlnovou
délkou a s jednou detekéni vlnovou délkou. Jsou ovSem nabizeny i fluorimetrické
detektory s volitelnym nastavenim excitaéni 1 emisni vlnové délky. Fluorimetrické

detektory jsou méné univerzalni nez UV detektory, ale citlivési (107 az 107" g/ml),

selektivnéjsi a jsou rovnéZ pouzitelné pii gradientové eluci (1, 6, 11).

ELEKTROCHEMICKE DETEKTORY
Patfi mezi detektory selektivni a slouzi k detekci latek schopnych elektrochemické
reakce (oxidace nebo redukce). Schopnost elektrochemické redukovatelnosti a

oxidovatelnosti 1€¢iv vyuziva voltmetricky, amperometricky a polarograficky detektor.
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Meéfi se elektricky proud prochdzejici mezi polarizovatelnou a pomocnou elektrodou
s . . v 2 . z . - 92 JUPRRT vz x -1
v zdvislosti na vloZeném elektrickém nap&ti. Dosahuji vysoké citlivosti, fadove 107™°

g/ml. Podminkou pro jejich funkénost je vodivd, dokonale odplynénd mobilni faze (13).

HMOTNOSTNI SPEKTROMETR

Spojeni HPLC s hmotnostni spektrometrii je v posledni dobé Casto vyuZivdno pro
detekci 1€¢iv. Pfimé spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
nejen umoZznuje principidln€é novy, univerzdlni, vysoce citlivy zpisob detekce, ale
soucCasné také poskytuje fadu udaju potfebnych pro identifikaci jednotlivych slozek
vychdzejicich z kolony. Po vystupu z HPLC kolony je nutno z eluentu odstranit mobilni
fazi a molekuly 1é¢iva v plynném stavu jsou v hmotnostnim spektrometru ionizovany
narazy elektrontl, termoionizaci ¢i elektroionizaci. Nabité Castice jsou v magnetickém
nebo vysokofrekvencnim poli separoviny podle hmotnosti a ndboje a zaznamenédno
hmotnostni spektrum. Spojeni HPLC - MS je vysokce selektivni, vysoce citlivé a

poskytuje fadu uidajt potfebnych pro identifikaci 1€¢iv (1, 7).

Pro specidlni ucely lze pouZit i dalsi typy detektorii napf. vodivostni, permitivitni

nebo radiometricky.

3.1.8. ZARIZENI PRO ZAZNAM A ZPRACOVANI DAT

Dnes se k vyhodnocovani a dalSimu zpracovéani chromatografickych dat pouZzivaji
v naprosté vétsing piipadi pocitace vybavené specidlnim softwarem. Ten navic pfimo
ovlada i pracovni parametry chromatografu (sloZeni a priitok mobilni faze, teplota na
kolong, nastaveni detektoru, objem a sekvence vzorkli divkovanych na kolonu apod.)

(13).
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3.2. KAFR A JEHO VLASTNOSTI

Strukturni vzorec:

Me

N\
O

Sumarni vzorec: C;oH;c0
Chemicky nazev: (1RS, 4RS) - 1,7,7-trimethylbicyclo[2.2.1]heptan-2-on
MR: 152.233440 g/mol (15, 16)

Lékopisny nidzev: Camphora racemica (kafr racemicky) (17)

Kafr je bily krystalicky praSek nebo drobiva krystalickd hmota, vysoce té€kava i pfi
pokojové teplot€. Je t€Zce rozpustny ve vodé, velmi snadno rozpustny v ethanolu 96% a
v etheru petrolejovém, snadno rozpustny v mastnych olejich, velmi téZce rozpustny
v glycerolu (17).

Pivodné se ziskaval ze dieva stromu Cinnamomum camphora (kafrovnik Iékatsky).
K ziskdvani se pouziva dfevo kment a kofenti stromt 50-60 letych. Dievo se destiluje
s vodni parou, pfi ¢emZ se Cast kafru hned oddéluje jako pevnd latka, dalSi ¢ast je
rozpusténa v nadestilované silici a ziska se pak z ni frakcionovanou destilaci. VétSina

kafru se dnes pripravuje synteticky z pinenu, hlavni soucasti terpentynové silice (18).

3.2.1. FARMAKOLOGICKE VLASTNOSTI

Kafr patfi mezi dermatologika. Mechanismus ucinku pfi lokalni aplikaci neni zndm.
Pisobi mirné hyperemicky, ¢imZ lehce tlumi vnimani bolesti, ma mirny lokalné
anesteticky ucinek, pisobi mirné chladivé. Zvlast€ vyhodné je antiseptické pusobeni

kafru (19).
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3.2.2. INDIKACE A KONTRAINDIKACE

Mezi terapeutické indikace kafru patfi reflexni terapie algickych stavi dermatickych
a subdermatickych oblasti, paliativni terapie algickych stavi kloubd pii artritid€,
periartritidé a jinych revmatickych bolestech, vetné bolestivych stavii mékkych tkant,
dopliikova 1é¢ba dny, algické stavy somezeni hybnosti pii vertebrogennich
syndromech, fibrozitidy, zejména pii sou¢asném omezeni hybnosti, pomocné 1é¢ivo pii
terapii proleZenin a otlakli. Mast se nandsi 1 - 3 krat denné v tenké vrstvé na postizend
mista (19, 26).

Kafr by nemél byt pouzivdn pii precitlivélosti na kafr, pfi akutnim koZnim
onemocnéni a na oteviené rany. Pfi bézném zplsobu pouziti nemd vliv na pribéh

téhotenstvi, nepronikd do matetského mléka (19).

3.2.3. NEZADOUCI UCINKY A INTERAKCE

Pfi béZném zplisobu pouziti se nezddouci Ucinky prakticky nevyskytuji. U zvIasté
citivych pacienti mutze byt pozorovana piecitlivélost ve smyslu alergie nebo
hyperemické reakce. V literdrnich zdrojich nejsou Zadné informace o pfeddvkovani.
Nejsou uddvdny ani Z4adné interakce s jinymi léCivymi piipravky ani jiné formy

interakce (19).

3.2.4. DALSI POUZITI KAFRU

Kromé farmacie je kafr pouzivdn také jako zmékcovadlo pro nitrocelulézu,
odpuzujici prostiedek proti hmyzu, pii vyrobé plastickych hmot, ingredience v kuchyni

(hlavné v Indii), balzamuyjici tekutina, pfi vyrobé stfelného prachu (15, 18, 22).
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3.3. ZLUTA VAZELINA A JEJI VLASTNOSTI

Lékopisny ndzev: Vaselinum flavum

Je to CiSt€nd smés polotuhych uhlovodiki ziskanych zropy. MiZe obsahovat
vhodnou antioxidaéni latku. Je to Zlutd priisvitnd roztiratelnd hmota, ktera po roztaveni
slabé fluoreskuje v dennim svétle. Je prakticky nerozpustnd ve vodé¢, dobie rozpustna

v dichlormethanu, prakticky nerozpustnd v lihu 96% a v glycerolu (10).

3.3.1. POUZITI

Pouziva se jako konstitutivni slozka mastovych a krémovych zdkladd. Jako smés
uhlovodikli s minimdlni polaritou je nekompatibilni s koZnimi lipidy. Penetraci 1éCiva
do kiZe podporuje okluzivnim efektem, protoZe brani respiraci kiize a zvétSuje tak

propustnost jeji rohové vrstvy (20).
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3.4. VALIDACE ANALYTICKYCH METOD

Validaci muzeme definovat jako proceduru, jejimz cilem je demonstrovat a
dokumentovat kvalitu analytické metody ustanovenim definovanych kriterii a méfenim
hodnot téchto kritérii. Cilem validace je urcit podminky, za kterych je zkuSebni postup
pouzitelny, a zjistit stejnou spolehlivost pfi opakovaném pouZiti v jedné nebo i
v riznych laboratofich. Vlastnost, kterd je pfedmétem validace se nazyva validovana
vlastnost (koncentrace hlavni latky, koncentrace necistoty, fyzikdlné chemicky
parametr) (2, 12).

Validace se provadi pfi vyvoji nové metody, jestlize byla metoda zménéna, ma-li

byt pfenesena do jiné laboratore, nebo pii priikazu rovnocennosti dvou metod (2).

3.4.1. PARAMETRY VALIDACE

1.) PRESNOST (precision)

Pfesnost je mira shody mezi jednotlivymi vysledky metody opakované ziskanymi
s jednim homogennim vzorkem. Obvykle se tento vzorek nezavisle Sestkrat analyzuje
kompletnim postupem vcetné pripravy vzorku. Pfesnost se vyjadii jako relativni
smérodatnd odchylka téchto Sesti stanoveni. Podle podminek se rozliSuji tfi drovné
presnosti:

opakovatelnost (repeatability) - metoda se opakuje stejnym zpisobem jednim
pracovnikem se stejnymi ¢inidly na tomtéZ pfistroji.

mezilehla presnost (intermediate precision) - metoda se provadi s riznymi
Cinidly, analytiky 1 pfistroji, vrizny den, ale vjedné laboratofi a se stejnym
zhomogenizovanym vzorkem.

reprodukovatelnost (reproducibility) - provedeni je stejné jako u mezilehlé

pfesnosti s tim rozdilem, Ze probiha v rtiznych laboratofich (2).

2.) SPRAVNOST (accuracy)

Vyjadifuje shodu mezi ziskanym vysledkem a spravnou hodnotu. Zjistit spravnou
hodnotu miZe byt problém. Spravnou hodnotu lze zjistit bud jinou nezavislou metodou
s ovéfenou spravnosti, nebo se pripravi modelovy vzorek ze vSech slozek piipravka a

presné pridaného standardu. Nejsou-li k dispozici vSechny slozky ptfipravku, analyzuje
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se pripravek se zndmym pridavkem standardu. Spravnost se obvykle zjisti analyzou
nejméné Sesti vzorkl a vyjadii se jako rozdil spravné a ziskané hodnoty nebo jako

vytéZnost:

100 * nalezena hodnota

vytézZnost (recovery) =

skute¢na hodnota )

3.) SELEKTIVITA, SPECIFITA (specificity)

Selektivita metody je vlastnost zméfit spravné a specificky danou latku
v pfitomnosti jinych latek, jez lze ocekdvat. To mohou byt dal$i ucinné latky
u sloZenych pfipravkii, pomocné latky, necistoty z vyroby, rozkladné produkty,
zbytkova rozpoustédla. Tento parametr se dolozi vysledky analyzy standardu, a dile
napt. vzorkli bez analyzované latky obsahujicich vSechny slozky pfipravku, rozkladné

produkty, necistoty (2).

4.) LINEARITA (linearity)

Je to schopnost ddvat vysledky pfimo Umérné koncentraci stanovované latky.
Obvykle se stanovuje minimdlné pét rdznych koncentraci vrozmezi 50 - 150 %
deklarovaného obsahu ucinné latky. Pokud se testuje pro piibuzné latky nebo
konzervacni latky, uziva se jiny rozsah. MuzZe se pracovat s roztoky standardli, nebof
rusivé vlivy u redlnych vzorkl jsou hodnoceny jinymi parametry validace. Pokud je
metoda linedrni, 1ze s vyhodou urcit smérnici z jednoho kalibra¢niho bodu. Pokud neni,

je tieba vysledky vyhodnocovat z celé kalibracni kiivky (2).

5.) DETEKCNI LIMIT (limit of detection, LOD)

nestanovované kvantitativné. U neinstrumentdlnich metod se detekéni limit hleda
experimentdlné. U instrumentalnich metod se mtize urcit jako koncentrace analyzované
latky s pomérem signdlu k Sumu s hodnotou 3. Nalezeny detekéni limit se oveéfi
analyzou pfiislusné koncentrace vzorku. U metody stanoveni ucinné litky se obvykle

nevyzaduje urceni LOD (2).
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6.) KVANTITATIVNI LIMIT (limit of quantification, LOQ)

Je téZ parametrem citlivosti metody. Je to nejnizs§i koncentrace latky, stanovitelnd
s pfijatelnou piesnosti a spravnosti. Za limitujici relativni smérodatnou odchylku se
povazuje 10 %, proto je mozné kvantitativni limit vyjadfit jako koncentraci, pfi jejiz
analyze se dosdhne této relativni smérodatné odchylky. Obvykle to byva trojndsobek
detekéniho limitu. Casto se vyjadiuje jako koncentrace spomérem signdlu k Sumu

s hodnotou 10. U metody stanoveni u¢inné latky se obvykle nevyzaduje uceni LOQ (2).

7.) ROZSAH (range)

Tento parametr se obvykle odvozuje zlinearity metody a rozumi se jim
koncentra¢ni hranice, v kterych miiZe byt metoda pouzivana. Dolnim limitem miZe byt
napiiklad detekéni limit a horni miZe byt uren maximalni odezvou, pii jejimZ

prekroceni uz piistroj nepracuje presné (2).

8.) ROBUSTNOST (robustness)

Vyjadfuje miru vlivu proménnych podminek na vysledky analyzy. Sbiraji se
poznatky z vyvoje metody a cilem je upozornit na podminky, které mohou ovlivnit
vysledky. Naptiklad u metody vyuZivajici vysokoucinnou kapalinovou chromatografii
se sleduji vlivy: sloZeni mobilni faze, pH vodné slozky mobilni fize, teplota na koloné,
rychlost pratoku, stabilita analyzovanych vzorkd, rozdil mezi kolonami riznych SarZi

piipadné i vyrobctl... (2).

9.) TEST ZPUSOBILOSTI (system suitability test)

Je nedilnou soucdsti validace analytické metody. U instrumentdlnich fyzikalné-
chemickych metod (predevS§im separacnich) neni v podstaté mozZné definovat vSechny
podminky, za kterych ma byt metoda pouZzita, aby poskytovala spolehlivé vysledky. Pfi
kazdém novém pouZiti metody se neopakuje celd validace, ale jsou definovana urcitd
kritéria, kterd musi byt splnéna a ktera se obecné nazyvaji test zptsobilosti analytického
systému. Pfi splnéni pozadavkl testu zpusobilosti se predpokladd, Ze difve provedena
validace plati. Pomoci porovndvacich roztokli se nejcastéji zjiStuji ndsledujici
parametry: ucinnost, kapacitni faktor, rozliSeni, retence a faktor symetrie a testuje se téz
opakovatelnost nastfiku, které musi odpovidat predepsanym lékopisnym hodnotdm.
V piipadé, Ze néktery parametr nebo vice parametri neodpovidd, upravi se

chromatografické podminky vrozsahu, aby byla splnéna kritéria zpusobilosti
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chromatografického systému, aniz by pfitom doSlo k podstatnému pozménéni metody.
Lze upravit napt. pomér jednotlivych sloZek mobilni faze, koncentraci pufru nebo jeji
prutokovou rychlost kolonou v povoleném rozsahu, napf. podle PhEur. Jestlize
podminky stanoveni odpovidaji pozadavkiim, provede se stanoveni obsahu

opakovanymi néstfiky porovnavaciho a zkouSeného roztoku (2).

3.4.2. VALIDACE INSTRUMENTALNI

Validace jednotlivych komponent systému (hardware) je zjednoduSena v piipadé, ze
pouZitd technika je certifikovana podle norem fady ISO (International Organization for
Standardization) 9000 - 9004. V tomto piipadé je testovdni celého systému zarucena
vyrobcem. V opacném priipadé je testovani specifickou zalezitosti jednotlivych
komponent systému a pro né musi byt zpracovan individudlni validacni program

instrumentace (12).

3.4.3. REVALIDACE SYSTEMU

Podminky revalidace systému nejsou obecné definovatelné, protoZze kazdd zména
v celém analytickém systému vede zdkonité k jeho revalidaci. Kazdd zména musi byt
vSak posouzena individudlné, zda mé prokazatelny vliv na konecny vysledek.
V kladném piipadé je nutné provést revalidaci, avSak tato revalidace nemusi byt

komplexni, ale pouze jako dil¢i krok validacniho programu (12).

3.4.4. VALIDACNI PROTOKOL

Zjisténé hodnoty validacnich parametrd se zpracovavaji do validacniho protokolu.
Valida¢ni protokol se odvoldva na valida¢ni program. Do valida¢niho protokolu se
zaznamendvaji vSechna méfeni, vypolty i pomocné vypocty. Vysledky a zavéry jsou
zfetelné definované. Do validacniho protokolu se uvadi datum jednotlivych zkousek,
jméno zodpovédného pracovnika a jména dalSich pracovnikl, ktefi se podileli na

valida¢nim programu (12).
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1. MATERIAL A POMUCKY

4.1.1. CHEMIKALIE

Camphor racemic, Riedel- de Haen, Némecko

Vaselinum flavum, Penta, Chrudim, Ceska republika

Methanol gradient grade pro kapalinovou chromatografii, Merck, Némecko

Acetonitril gradient grade pro kapalinovou chromatografii, Merck, Némecko

Voda ciSténa

Lécivé pripravky pouZité pro analyzu:

Unguentum camphoratum vaselinatum 10%, Medicamenta, Vysoké Myto, Ceskd
republika

Emspoma specidl Z, Jutta

Mucoplant Eukalyptovy balzdm drm. ung., Dr. Theiss

4.1.2. SESTAVA PRO HPLC

Kontrolni jednotka: CTO-20AC VP Shimadzu

Cerpadlo: LC-20AD VP Shimadzu

Termostat kolony: CTO-20AS VP Shimadzu

PC program: Shimadzu-CLASS-VP 5

UV-VIS detektor: SPD-20A VP Shimadzu

Autosampler: SIL-20AC VP Shimadzu

Ridici jednotka: CBM-20A Shimadzu

Chromatografickd kolona: Chromolith Speed Rod, RP-18e 50-4,6 mm, Merck,
Némecko

Chromatografickd ptfedkolonka: Chromolith, RP-18e 10-4,6 mm, Merck, Némecko

4.1.3. PRISTROJE
Digitalni vahy

Vaii¢, ETA, Cesk4 republika
Magnetickd michacka
Mrazici box

Vodni lazen
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4.1.4. POMUCKY

kadinky, odmérné baiiky, varné bariky, odsdvaci baiika, frita, odmérné vélce

nedélené pipety, balonek k pipeté, zkumavky se zabrusem, zétky se zdbrusem, stojan na
zkumavky

lodicky, laboratorni 1Zicky, kopistky, tfenka s térkou

membranovy filtr - Chromafil AO - 45/25, injek¢ni stfikacky, teplomér, alobal

4.2. CHROMATOGRAFICKE PODMINKY

Kolona 50 mm dlouha a vnitiniho priméru 4,6 mm (Chromolith Speed rod, RP-18e).
Predkolonka 10 mm dlouh4 a vnitfniho priiméru 4,6 mm (Chromolith, RP-18e).
Mobilni faze: smés vody a methanolu (35 : 65, v/v).

Pratokova rychlost mobilni faze: 2,5 ml/min.

Vlnové délka detektoru: 289 nm.

Nastiik: 20 pl.

4.2.1. POSTUP STANOVENI

Priprava zkouSeného roztoku:

Do 100 ml varné bariky se navazi asi 0,5000 g masti pfesné a po pridani 25,00 ml
acetonitrilu se barka rychle zahfeje na vari¢i do dosaZeni teploty varu acetonitrilu, tj.
70°C a poté se nechd 1 min michat na magnetické michacce pii 800 ot/min.
Acetonitrilovd vrstva se za horka odlije od masfového zdkladu a vloZi se v uzaviené
zdbrusové zkumavce na 15 min do mraziciho boxu. Nasledné se zfiltruje pomoci

injekéni stifkacky a membrdnového filtru do vialky (25).
Priprava porovndvaciho roztoku:

Navdzi se asi 50 mg pracovniho roztoku standardu kafru presné, rozpusti se

v acetonitrilu a zfedi se jim na 25,0 ml.
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Postup stanoveni:
Oddélené se nastiiknou stejné objemy porovndvaciho roztoku a roztoku vzorku. Na
zakladé HPLC zaznamu se z velikosti odezvy hlavnich pikd vypocitd procentudlni

obsah kafru v masti podle vzorce: 25C(Arv/Ars)100/n

C...... koncentrace standardu v mg/ml
Arv...... plocha piku kafru u vzorku
Ars...... plocha piku kafru u standardu

n....... navazka vzorku v mg

4.2.2. PRIPRAVA STANDARDNIHO ROZTOKU

Do odmérné bariky na 25 ml bylo navdzeno 0,0514 g kafru a doplnéno acetonitrilem

po rysku. Koncentrace standardniho roztoku je tedy 2,056 mg/ml.

4.2.3. SPRAVNOST

Pro hodnoceni spravnosti metody bylo pfipraveno 6 modelovych vzorkl kafrové
masti se zndmym obsahem kafru 10% a to tak, Ze se navézilo asi 0,500 g kafru presné a
asi 4,500 g Zluté vazeliny presné a v tfence se pfipravila homogenni mast. Konkrétni
navazky viz tab. ¢. 1.

Priprava pracovnich roztokii pro sprdavnost:
Z kazdého modelového vzorku byl pfipraven zkouseny roztok presné podle postupu

v kapitole 4.2.1. Konkrétni navazky viz tab. €. 1
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tab. ¢ 1: Pirehled navazek a skute¢ny obsah kafru v masti

Navazky pro modelovy
vzorek

Modelovy Kafr Vaselinum Skutec¢ny obsah Navazka pro
vzorek ¢. Vg flavum v g kafru v % analyzuv g

1 0,5096 4,6104 9,95 0,5184

2 0,5076 4,8388 9,49 0,5087

3 0,5051 4,4396 10,21 0,5032

4 0,501 4,3745 10,28 0,5158

5 0,5141 4,2993 10,68 0,5150

6 0,5204 4,3394 10,71 0,5043

4.2.4. PRESNOST

Pro hodnoceni pfesnosti metody byla pouzita mast Unguentum camphoratum

vaselinatum 10% Sarze 020908. Z ni byl Sestkrat pfipraven zkouSeny roztok presné

podle postupu v kapitole 4.2.1. Konkrétni navazky viz tab. ¢. 2

tab ¢. 2: Piiprava pracovnich roztoku pro presnost

Vzorek ¢. | Navazka kafrové masti 10% v g

1

0,4997

0,4964

0,5266

0,5102

0,5383

2
3
4
5
6

0,5472
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4.2.5. LINEARITA

Pro hodnoceni linearity bylo pfipraveno 5 pracovnich roztokl o koncentracich

odpovidajicich 80, 90, 100, 110 a 120 % ocekavaného obsahu kafru v masti.

Priprava pracovnich roztoki pro linearitu:

Do péti 25 ml odmérnych banék bylo navdzeno takové mnoZstvi kafru, které
odpovidalo poZadované koncentraci pracovniho roztoku pro linearitu (viz. tab. ¢&. 3),
bylo pfidano asi 20 ml acetonitrilu. Obsah baiiky se promichal a po rozpusténi kafru

byla barika doplnéna acetonitrilem po znacku. Poté se roztoky naplnily do vialek.

tab ¢. 3: Piiprava pracovnich roztoku pro linearitu

vzorek ¢. | navazka kafru v mg | koncentrace kafru v mg/ml
1 40,1 1,604
2 44,6 1,784
3 50,0 2,000
4 54,7 2,188
5 59,5 2,380

4.2.6. SELEKTIVITA

Pro hodnoceni selektivity se pfipravil 1 pracovni roztok.
Priprava pracovniho roztoku pro selektivitu:
Do 100 ml varné bariky bylo navazeno asi 0,5000 g pfesné Vaselinum flavum, z této

navazky byl pfipraven zkouSeny roztok presné podle postupu v kapitole 4.2.1.
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4.2.7. STANOVENI OBSAHU KAFRU V DALSICH PRIPRAVCICH

Priprava pracovniho roztoku z pripravku Emspoma specidl Z a Mucoplant eukalyptovy
balzdam:

Do 100 ml varné baniky bylo navdzeno asi 0,5000 g ptipravku presné a po pfidani
25,00 ml acetonitrilu se vzorek rychle zahfdl na vari¢i do dosaZeni teploty varu
acetonitrilu, tj. 70°C a poté se nechal 1 min michat na magnetické michacce pri
800 ot/min. Acetonitrilova vrstva se za horka odlila od masfového zdkladu a vzorek se
vlozil na 15 min do mraziciho boxu a nasledné se zfiltroval pomoci injekcni stfikacky a

membrinového filtru do vialky.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE
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5.1. CHROMATOGRAFICKE PODMINKY

Pro kaZdou analyzu byla pouZita vySe uvedend chromatografickd sestava, kolona
Chromolith Speed Rod, RP-18e, 50-4,6 mm a ptfedkolonka Chromolith, RP-18e, 10-4,6
mm. Miseni jednotlivych sloZek mobilni faze jsem provddéla manudlné. Pfed pouZzitim
byla mobilni faze prefiltrovana pomoci frity. Pritok mobilni faze byl po vyhodnoceni
zavislosti plochy piku, poctu teoretickych pater, tailing faktoru a tlaku na pritoku

nastaven na 2,5 ml/min pro vSechny analyzy. Néstiik byl 20 pl.

Vinova délka

Vlnova délka detektoru byla nastavena na 289 nm.

Mobilni faze
Mobilni fazi byla smés vody a methanolu (35 : 65, v/v).

5.2. VALIDACE METODY
5.2.1. SPRAVNOST

Pro zjisténi spravnosti metody bylo proméfeno 6 pracovnich roztokl pro spravnost a
standardni roztok. Sekvence néstfikli na kolonu byla nasledujici: Sxnastfik standardniho
roztoku, 3xnastiik vzorku ¢. 1, 3xnastfik vzorku ¢. 2, 3xnastfik standardu, 3xnastrik
vzorku ¢. 3, 3xnastrik vzorku &. 4, 3xnastiik standardu, 3xnastrik vzorku ¢. 5, 3xnastrik

vzorku ¢.6, S5xnastiik standardu.
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tab. ¢. 4: Spravnost, namérené hodnoty kafru

mavidka voorka @) | RN | Mt | ik katra

1/1 239708

0,5184 172 239906 239395
1/3 238571
2/1 220835

0,5087 2/2 221433 221247
2/3 221474
3/1 236687

0,5032 372 237178 236418
3/3 235388
4/1 242968

0,5158 4/2 243117 243134
4/3 243316
5/1 252774

0,515 52 252456 252223
5/3 251440
6/1 249109

0,5043 6/2 250166 249633
6/3 249624

37




tab. €. 5: Spravnost, namérené hodnoty standardu

koncentrace kafru

prumér ploch

mg/ml c;z:;gl;:g: l [)Sl&c;l;ag:’il;u piki standardu
1/1 243816
12 242879
1/3 237348 240447
1/4 238758
1/5 239432
2/1 236998
2/2 238717 237642
2/3 237210
2,056
3/1 238733
3/2 237691 239406
3/3 241794
4/1 238221
4/2 243020
4/3 237769 239027
4/4 237374
4/5 238750
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Mnozstvi kafru v Unguentum camphoratum vaselinatum 10%:

% KAFRU= 25xCx (@ plocha piku vz/ @ plocha piku st.) x 100/ n

@ plocha piku vz, primérnd plocha piku kafru ve vzorku, @ plocha piku st - primérné plocha piku kafru

ve standardu, n - navazka, C — koncentrace standardu

tab. €. 6: Mnozstvi kafru v masti

vzorek ¢. | naméreny obsah kafru | skutecny obsah kafru | recovery

(%) (%) (%)

1. 9,88 9,95 99,30

2. 9,41 9,49 99,16

3. 10,16 10,21 99,51

4. 10,12 10,28 98,44

5. 10,51 10,68 98,41

6. 10,64 10,71 99,35
pramér 99,03

RSD (%) 0,49

Recovery ( vytéznost) = 99,03%

Zjisténa hodnota vyhovuje pozadavku, ktery udava recovery v rozmezi 98,0 — 102,0 %.

5.2.2. PRESNOST

Pro stanoveni piesnosti metody bylo proméfeno 6 pracovnich roztokli pro pfesnost a

standardni roztok. Sekvence ndstiikil byla stejna jako pii stanoveni spravnosti.
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tab. ¢. 7: Piresnost, namérené hodnoty kafru

navka vzorku (g) vzorek Cislo / plocha piku prumér ploch
méieni ¢islo kafru pika kafru

1/1 248147

0,4997 172 247893 248023
1/3 248030
2/1 244014

0,4964 2/2 242946 242908
2/3 241763
3/1 257950

0,5266 3/2 255889 256765
3/3 256455
4/1 251394

0,5102 412 251575 251605
4/3 251847
5/1 262401

0,5383 572 262185 262169
5/3 261921
6/1 265159

0,5472 6/2 265700 264992
6/3 264118
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tab. ¢. 8: Piresnost, namérené hodnoty standardu

koncentrace kafru &islo mékeni plocha piku prumér ploch
mg/ml standardu standardu piku standardu
1/1 246487
1/2 246750
13 247453 246607
1/4 247046
1/5 245299
2/1 244414
2/2 245167 245033
2/3 245519
2,056
3/1 245046
3/2 245182 245669
3/3 246779
4/1 245159
412 245701
3 246907 246138
4/4 246052
4/5 246871
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Mnozstvi kafru v Unguentum camphoratum vaselinatum 10%:

% KAFRU= 25xCx (@ plocha piku vz/ @ plocha piku st.) x 100/ n

vysvétlivky — viz. vyse

tab. €. 9: Mnozstvi kafru v masti

obsah kafru ve vzorku
(%)
10,35
10,26
10,23
10,32
10,19
10,11

vzorek ¢islo

AN I ol Il B

RSD =0,83%
Relativni smérodatnd odchylka RSD 0,83% vyhovuje pozadavkim, které uvadi, Ze RSD

nesmi byt vétsi nez 2 %.

5.2.3. LINEARITA

Pro zjisténi linearity bylo zméfeno 5 pracovnich roztokil s odstupiiovanou koncentraci

kafru v rozmezi 80-120 %.

tab. €. 10: linearita, vzorek ¢. 1

koncentrace kafru vzorek cislo / plocha piku prumér ploch
(mg/ml) méreni Cislo kafru piku kafru
1/1 190269
1,604 1/2 189598 189959
1/3 190009

42



tab. ¢. 11:linearita, vzorek ¢. 2

koncentrace kafru

vzorek Cislo / plocha piku prumér ploch
(mg/ml) méreni Cislo kafru piku kafru
1/1 210504
1,784 172 210034 210025
1/3 209538
tab. ¢. 12:linearita, vzorek ¢. 3
koncentrace kafru < oy
vzorek Cislo / plocha piku prumér ploch
(mg/ml) méreni Cislo kafru piku kafru
171 233674
2,000 12 233936 233721
1/3 233552
tab. ¢. 13: linearita, vzorek ¢. 4
koncentrace kafru vzorek cislo / plocha piku prumér ploch
(mg/ml) méreni Cislo kafru piku kafru
1/1 257517
2,188 172 257878 257696
1/3 257693
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tab. ¢. 14: linearita, vzorek ¢. 5

koncentrace kafru

vzorek Cislo / plocha piku prumér ploch
(mg/ml) méreni Cislo kafru piku kafru
1/1 281351
2,380 1/2 280729 280742
1/3 280145

obr.¢. 2: Vybrané chromatogramy pracovnich roztoku kafru pro linearitu
modry chromatogram: koncentrace kafru 1,604 mg/ml
¢erveny chromatogram: koncentrace kafru 1,784 mg/ml

zeleny chromatogram: koncentrace kafru 2,380 mg/ml

40000
35000%
30000%
25000%
20000%
15000%
10000%

5000
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Po vyhodnoceni chromatografickych zdznamil byla sestrojena kalibraéni kiivka
(zavislost ploch piku stanovované latky na rostouci koncentraci stanovované latky),

ktera je v rozmezi stanovovanych koncentraci linearni.

graf €. 1: Graf linearni regrese

KAFR y = 22924x + 165657
R = 0,9995
300000
250000 -
2 200000 ]
S —e— Radat
& 150000 - L
3} Lineérni (Radat)
L 100000 -
o
50000 -
o T T T T
1,604 1,784 2 2,188 2,38
koncentrace (mg/ml)

Naméfeny korelacni faktor linearity (0,9995)vyhovuje poZadavku, ktery udava, Ze

hodnota nesmi klesnout pod 0,999.

5.2.4. SELEKTIVITA

Pro zjiSténi selektivity byly porovndny chromatogramy standardu, vzorku a placeba.
Z niZe uvedenych chromatogrami je patrné, Ze s pikem kafru neinterferuje Zadn4 jina

latka.
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obr. ¢. 3: Chromatogram standardu kafru
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obr. ¢. 4: Chromatogram vzorku
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obr. ¢. 5: Chromatogram placeba (Zluté vazeliny)

ZO‘GT[\)/etector A Ch2:289nm
175;
1505
12.5;
10.0%
757
SDE
25;
04— — — —

2.5

8 N

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0 4.5

5.2.5. ROBUSTNOST

Po vyhodnoceni zavislosti retenéniho ¢asu, velikosti piku, poctu teoretickych pater,
tailing faktoru a tlaku na pritoku byl pritok mobilni fiaze zvySen z pivodnich 0,6
ml/min na 2,5 ml/min. Podle pfedpokladi se zvySenim pratoku doSlo zdroven ke
zvySeni tlaku na koloné. Toto zvySeni ale nebylo tak veliké, aby ovliviiovalo negativné
analyzu i zivotnost kolony. Z vySe vyjmenovanych zdvislosti vyplyva, Ze je metoda
robustni vzhledem ke zménam v pritoku mobilni faze a lze konstatovat, Ze zména
prutoku v rozmezi od 2 ml do 3 ml neovlivni vysledky. SloZeni mobilni fize nebylo

nutné ménit. Pfi pfipravé vzorku je dilezité dodrZet interval chlazeni v mrazicim boxu.

LOD a LOQ nebylo zjiStovano vzhledem k tomu, Ze se jednd o stanoveni U¢inné

latky a obsah kafru se nemtize k tak nizkym hodnotdm pfibliZit.

5.2.6. TEST ZPUSOBILOSTI CHROMATOGRAFICKEHO SYSTEMU

Pro test zptisobilosti chromatografického systému byly vybrany parametry: pocet
teoretickych pater, faktor symetrie piku a presnost nastfiku vyjadfend jako RSD z péti
nastfikii porovnavaciho roztoku. BéZné uzivané rozliSeni se pro tento piipad nehodi,
protoZe se analyzuje jen jedna slozka pfipravku. U poctu teoretickych pater se
vychézelo zredlnych vysledkli analyz provddénych béhem této prace. Navrh testu

zpusobilosti chromatografického systému je v nasledujicim odstavci.
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Na kolonu se pétkrat nastiikne porovnavaci roztok kafru. Pocet teoretickych pater
nesmi byt niz§i nez 550. Faktor symetrie piku musi byt v rozmezi 0,8-1,5 a RSD nesmi

byt vétsi nez 2,0 %.

Pouziti HPLC systému s moderni monolitickou kolonou umozZnilo zkraceni doby
analyzy na cca %, tj 1,3 min, z pivodnich 5 min ve srovnani s metodou uZzivajici
klasickou kolonu. Zménou rychlosti pratoku mobilni faze nedoslo podle predpokladii

k vyrazné uspofe mobilni faze.

Tato metoda byla zkousSena i u dal$ich pfipravkil obsahujicich kafr - Emspoma
specidl Z, Mucoplant Eukalyptovy balzdm drm. ung. Z nasledujicich chromatogrami
vyplyvé, Ze by metoda ziejmé byla pouZzitelnd zejména u prvné jmenovaného piipravku.
Nicméné pied pfipadnym pouzitim by metoda méla byt validovana. Validace pro tyto
pfipravky nemohla byt provedena, protoZe nebylo k dispozici placebo. Pravdépodobné
by bylo vhodné upravit navdZku a moznd i zplisob tpravy vzorku pfed analyzou.
Z valida¢nich parametrti bude klicové otestovat selektivitu stanoveni. Samoziejmé nelze

podcenit i parametry spravnosti a presnosti. Linearita by méla bez problémt vyhovovat.
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obr. ¢. 6: Chromatogram pripravku Emspoma special Z
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obr. ¢. 7: Chromatogram pripravku Mucoplant Eukalyptovy balzim drm. ung.
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6. ZAVER
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. Byly zpracovany literarni zdroje tykajici se vysokoucinné kapalinové

chromatografie, kafru a zluté vazeliny, validace analytickych metod.

. Byla zkracena doba vlastni analyzy na cca 1,3 min. Analyza probihala na
chromatografické koloné¢ Chromolith Speed rod, RP-18e 50-4,6 mm, opatiené
chromatografickou predkolonkou Chromolith, RP-18e 10-4,6 mm. Mobilni fazi

byla smés vody a methanolu (35:65), pratok 2,6 ml/min.

. Byla zkouSena spravnost metody. Primérnd recovery odpovidd hodnoté

99,03 %, RSD je rovna 0,49 %.

. Byla ovéfena presnost metody. RSD je rovna hodnoté 0,83 %, uvedend hodnota

vyhovuje normé < 2.

. Byla zkouSena linearita metody. Byla prokdzana linedrni zdvislost pro kafr

v koncentracich od 1,6040 mg/ml do 2,380 mg/ml. Korela¢ni faktor je 0,9995.

. Byla potvrzena selektivita metody, Zddny pik neinterferuje s pikem stanovované

latky.

. Metoda byla pilotné otestovana na 2 dalSich pfipravcich s obsahem kafru.
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SOUHRN

Hodnoceni kafru v masti s vyuZitim monolitické kolony

Rigorézni prace

Mgr. Michaela Voriskova

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové,

Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv

Byla vyvinuta HPLC metoda pro stanoveni kafru v 1é¢ivém piipravku Unguentum
camphoratum 10% s pouZitim monolitické stacionarni faze. Oproti metodé na klasické
napliové koloné doSlo ke zkraceni doby analyzy na cca 1,3 minut. Byla pouZita
chromatografickd kolona Chromolith Speed rod, RP-18e 50-4,6 mm a chromatograficka
predkolonka Chromolith, RP-18e 10-4,6 mm s mobilni fazi voda a methanol v poméru
35 : 65. K detekei byl pouzit UV detektor s nastavenou vinovou délkou 289 nm. Metoda
byla validovana z hlediska spravnosti (recovery = 99,03 %), pfesnosti (RSD = 0,83 %),
linearity (R = 0,9995 ) a selektivity. Na zavér byla vyvinutd metoda otestovdna pfi

analyze kafru v dalSich ptipravcich.
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ABSTRACT

Determination of Camphor content in the ointment using monolithic column

Thesis

Mgr. Michaela Voriskova

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové,

Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control

The HPLC method for determination of camphor content in pharmaceutical
preparation Unguentum camphoratum vaselinatum 10% using monolithic column was
developed. The time of analysis was shorted on 1,3 min. The chromatographic column
Chromolith Speed rod, RP-18e 50-4,6 mm and chromatographic precolumn Chromolith,
RP-18e 10-4,6 mm with mobile phase water : methanol 35 : 65 were used. UV detector
for the determination with the setting wave lenght 289 nm was used. The metod was
validated for accuracy (recovery = 99,03 %), precision (RSD = 0,83 %), linearity (R =
0,9995) and for specificity. The metod was also tested in other pharmaceutical

preparations containing camphor.
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