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SEZNAM ZKRATEK

CLO5 Cesky lékopis 2005

FIA prutokova injekéni analyza (Flow Injection Analysis)

HPLC vysokoucinna kapalinovéa chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography)

IS vnitini standard

MF mobilni faze

PP propylparaben

PL pomocna latka

RSD relativni smérodatnd odchylka

SA kyselina salicylova

SIC sekvencni injek¢ni chromatografie (Sequential Injection
Chromatography)

SIA sekvencni injekeni analyza (Sequential Injection Analysis)

TCA triamcinolon acetonid



1. UVOD A CIL PRACE



1.1 UVOD PRACE

Trend vyvoje laboratornich analyz je jednoznaény - jak v minulosti, tak i
Vv soucasné dob¢ je kladen diiraz na co mozna nejvyssi citlivost, piesnost, automatizaci,
vykonnost a rychlost detekce a stanoveni dané¢ho analytu. Vysledkem téchto pozadavkt
vznikla cela fada piistrojti pro instrumentalni analyzu s vysokou ptesnosti, citlivosti a
téméf maximalni eliminaci jednoho z nejvétsich zdroju chyb méteni — lidského faktoru.
pouze s velmi tzkym spektrem pouziti a bez moznosti jejich jednoduchych zmén a
pfizptsobeni se podminkam méfeni. Jako alternativa k témto finan¢né€ nakladnym a
velice specifickym pfistrojiim se ukézala metoda sekvenéni injekéni analyzy (SIA), kdy
pravé jeji rychlost, jednoduchost, flexibilita, velice nizka spotiteba vzorku a ¢inidel, plna
automatizace a univerzalnost pouziti ji déla konkurenceschopnou.
V ptipadé této diplomové prace se jednalo o spojeni systému SIA se separa¢nim
prvkem, tj. s komeréné dostupnou kratkou monolitickou chromatografickou kolonou.
Toto spojeni bylo jiz dfive testovano na jinych aplikacich a bylo oznaceno jako

sekvenc¢ni injek¢ni chromatografie (SIC).



1.2 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo potvrdit moznost vyuziti sekvencni injek¢éni
chromatografie (SIC) pii stanoveni viceslozkovych vzorki pomoci chromatografického
separa¢niho déje a porovnat tuto metodu s HPLC. Ukolem bylo pomoci SIC soucasné
separovat a stanovit obsah triamcinolon acetonidu a kyseliny salicylové v lé¢ivém

ptipravku Triamcinolon — IVAX.



2. TEORETICKA CAST
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2.1 PRUTOKOVE NESEPARACNI ANALYTICKE METODY

Prutokové analytické metody umoznily automatizovat slozité postupy pii
analyze velkych sérii vzorkli instrumentdlnimi metodami, a tak podstatnym zpiisobem

zvysit produktivitu zejména rutinnich stanoveni v analytickych laboratofich.

2.1.1 Priitokova injekéni analyza

Prvni generace pratokovych metod - prutokova injek¢ni analyza (Flow Injection
Analysis — FIA) je zaloZena na injikovani kapalného vzorku davkovacim ventilem do
kontinualniho nesegmentovaného nosného proudu kapaliny vhodného slozeni, nejcastéji
reakéniho €inidla. Pfi pohybu nadavkované zény vzorku v nosném proudu dochazi k
disperzi analyzovaného roztoku do ¢inidla s naslednou chemickou reakci za vzniku
detekovatelného produktu, ktery je plynule nosnym proudem unasen do detektoru. Tvar
ziskaného signalu ve form¢ piku je zalozen na koncentracnim gradientu, ktery se vytvari
na zakladg disperze vzorku a nosného proudu[*,?]. Chemické reakce viak probihd pouze
do urcité miry, a proto jsou jednotlivé kroky analyzy Casove piesné definovany, coz je
nezbytné pro maximalni moznou reprodukovatelnost méfeni [3]

Systém je tvoren peristaltickou pumpou, injekénim davkovacim ventilem
(jednoduchy nebo dvojity), reakéni davkovaci smyckou a detektorem. Typicka zakladni
konfigurace FIA systému je znazornéna na obrazku ¢. 1. Zplsoby detekce zavisi na
vlastnostech analyzovanych latek a na pouzitém chemismu reakce. Nejcastéji se jedna o

UV-VIS nebo IR spektrofotometrii, fluorimetrii, amperometrii, potenciometrii, apod.

Obrazek 1 Schéma FIA analyzatoru
VZOREK
REAKCNI
CivkA
REAGENT r
PERISTALTICKA )
PUMPA INJEKCNI DETEKTOR

VENTIL
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2.1.2 Sekvencni injek¢éni analyza

Sekvencni injek¢éni analyza (Sequential Injection Analysis — SIA) byla vyvinuta
v roce 1990 kolektivem analytikii z University of Washington vedenym profesorem
Razickou a Marshallem jako druha generace pritokovych metod, béhem odstraiiovani
nevyhod a nedokonalosti techniky pritokové injekéni analyzy (FIA)[*°]. Sekvenéni
injek¢éni analyza si ponechala ze zdkladnich vlastnosti FIA nesegmentovany tok
nosného proudu a princip kontrolované parcialni disperze zény vzorku v nosném
proudu.

Oproti FIA technice sekvenéni injek¢ni analyza vyuziva K vytvoieni nosného
proudu obousmérné pistové pumpy spojené s dvoucestnym solenoidnim ventilem,
umoziujici jak obraceni, tak i zastaveni toku v jakémkoliv misté analyzy (systém
s diskontinualnim tokem). Také pratokova rychlost je variabilni a spolu s moznosti
zastaveni toku (stopped-flow) piedstavuje dulezity prvek, ktery po optimalizaci systému
vede k rychlé analyze. Stopped-flow metoda je vyuzivana zejména pro chemické reakce
s pomalou Kkinetikou, pfi které po zastaveni toku na urcitou dobu ziskame daleko vétsi
podil produktu reakce a odpovidajici vyssi signal detektoru[6]. Dalsi vyhodnou zménou
oproti FIA je vicecestny selekéni ventil (6 — 12 porti), pomoci né¢hoz jsou aspirovany
do nosného proudu malé objemy vzorku a ¢inidel preménujicich analyt na stanovitelny
produkt[’]. Mezi pistovou pumpou a selekénim ventilem je umisténa misici civka, ktera
slouzi zaroven jako pojistka proti vniknuti vzorku a ¢inidel do pumpy. Na konci celého
systému je opét vhodné zvoleny detektor podle analyzovaného vzorku. Standardni

konfigurace SIA systému je znazornéna na obrazku ¢. 2.

Obrazek 2 Schéma SIA analyzatoru

D DETEKTOR

SELEKCN{
VENTIL

PISTOVA
PUMPA VZOREK

REAGENT
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2.1.3 Dalsi generace pritokovych metod

2.1.3.1 Bead injection (BI)

SIA technika umozZziuje pouZziti pevnych ¢astic v takzvané konfiguraci ,,jet-ring*
cely[’], jejim principem je aspirace pevnych &astic (tzv. ,bead injection)[’] s
imobilizovanym cinidlem nebo enzymy do portu specialné upravené¢ho ventilu.
Mikrosféry sorbentu jsou v suspenzi ve vodé nebo vhodném pufru vétSinou v poméru
1:10 - 1:20 (m/v). Po prichodu zény vzorku pies naplnénou jet-ring celu dochazi k
reakci, v dal$im kroku nésleduje vymyti ¢astic pomoci obraceni sméru toku nosné¢ho
proudu. Pfi kazdém meéfeni tak vznikd novéa extrakéni kolona piimo v systému
nadavkovanim suspenze obsahujici ¢astice sorbentu. Odpadaji tak nutnost eluce a riziko
zktizené kontaminace vzorkd. Nejcastéji se tento typ reaktoru pouZiva pro extrakce na

principu imunochemickych reakei[®, ).

2.1.3.2 Lab-On-Valve (LOV)

Jako tieti generace prutokovych metod je oznacovana technika Lab-On-Valve
(LOV, laboratof ve ventilu) vytvofend vroce 2000. Podstatou je vicetucelovy
plexisklovy (pozdé&ji i chemicky inertni) nastavec pfipojeny pfimo na Sesticestny
selekéni ventil SIA pristroje. V nastavci je vytvorena detekéni cela, coz umoziuje
miniaturizovat operace s kapalinami — davkovani, provedeni reakce a naslednou
detekci[*].

Obrazek 3 schéma Lab-On-Valve systému
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2.2 PRUTOKOVE SEPARACNI ANALYTICKE METODY

2.2.1 Sekvencni injekéni chromatografie

Sekven¢ni injekéni chromatografie (SIC) vznikla zatfazenim komeréné dostupné
kratké monolitické kolony do systému SIA. SIC tak otevird novou cestu v sekvencni
injekéni analyze — fesi problém simultanniho stanoveni latek ve viceslozkovém vzorku
pomoci chromatografické separace a tim umoziuje soucasné stanoveni nékolika latek
ve smési nebo v matrici.

Nové vyvinutd metoda zachovava vyhody klasické SIA a pfindsi nové moznosti.
Diky tspé€$nému zaclenéni monolitickych kolon do SIA systému[12,13,14] se znacné
rozsifil potencidl metody a jeji vyznam v praxi. V porovnani s béznymi separa¢nimi
technikami (HPLC, CE) pak separace v SIA umoziuje snizit naklady na analyzu
(nekontinualni tok — Uspora Cinidel a organického odpadu a zejména niz$i financni

naro¢nost na instrumentaci).

Nize zminéné vlastnosti monolitickych kolon umoziuji jejich zapojeni do SIA
piistroje (nizkotlaké pratokové metody, kde maximalni tlak, ktery je schopna vyvinout
pistova pumpa v SIA, je asi 2,5 MPa) a tim rozSifeni moZnosti této metody[ls]. Kratka
komeréné dostupna monoliticka kolona je zapojena mezi vicecestny selekéni ventil a

pritokovou celu detektoru. Zakladni schéma znazornuje obrazek ¢. 4.

Obrazek 4 schéma SIC systému
—_— R
—_—
DAD
N

cestny Z - prittokova .
ti " — cela .
il pump | ONYX" .
.

> 8 T monoliticka -

| =+ —.‘f S—] kolona H

odpad

FlAlab®

zasobnik s
mobilni fazi
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2.2.1.1 Monolitické chromatografické stacionarni faze

Monolitické chromatografické stacionarni faze se vyznacuji naprosto odliSnou
strukturou Vv porovnani s konven¢nimi ¢asticovymi stacionarnimi fazemi. Zatimco
bézn¢ pouzivané kolony jsou plnény malymi sférickymi ¢asticemi sorbentu,
monolitické kolony obsahuji sorbent, ktery neni tvofen ¢asticemi, nybrz jednim kusem
monolitniho porézniho materialu[*®,*"].

Vyroba monolith je odlisnd od klasické ptipravy stacionarni faze. Vyrabi se ze
silikagelu bez piimési kovii a pomoci nové ,,Sol-Gel*“ technologie umoziujici ziskat
vysoce porézni monolitické tyCinky silikagelu s unikatni dvoji porézni strukturou. Vétsi
pory (primér obvykle 2 um) se nazyvaji makropory - Obrazek 5, diky nimZ je odpor
kolony velmi maly a umoZiuje pouziti vyssSich pritokli mobilnich fazi bez negativniho
zvyseni zpétného tlaku. Mensi pory (primér obvykle 13 nm) tzv. mezopory - Obrazek 6

tvoti velky ucinny povrch sorbetu s dostate¢nou vazebnou kapacitou, a tim umoziuji

velmi dobrou separa¢ni Gi€innost takto napInénych analytickych kolon.

Obrazek 5 Makropory o 2um Obrazek 6 mezopory o 13 nm
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2.2.1.2 Komercné dostupné monolitické kolony

Dnes jsou komeréné dostupné napt. Chromolith™ (silikagel s reverzni
modifikovanou fazi, firma Merck®, Darmstadt, Némecko), Shift (iontovyménna
I reverzni faze na bazi polymethakrylatovych nebo polystyrénovych kopolymert, ISCO,
Lincoln, USA) nebo Monoliths (reverzni polystyrénova faze, LC Packings, Amsterdam,
Holandsko). Nové dostupné monolitické kolony zacala v posledni dobé vyrabét také
firma Phenomenex® (dodavatel Chromservis, Praha, Ceska Republika) pod znackou
Onyx™ (stacionarni fazi je bud’ silikagel nebo silikagel modifikovany C18 nebo C8

reverzni fazi).

Obrizek 7 kolona Onyx ™ monolithic C18 (50 x 4,6 mm) s monolitickou piedkolonou (5 x 4,6 mm)
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2.3 STANOVOVANE LATKY

2.3.1 Kyselina salicylova (Acidum salicylicum)

Jedna se o kyselinu 2-hydroxybenzoovou.

Pocitano na vysusenou latku, obsahuje 99,0 % az 100,5 % slou¢eniny C;HgO:s.

Mr 138,12
CAS 69-72-7
Obrazek 8 vzorec kyseliny salicylové
COOH
OH

Bily krystalicky préasek, bilé nebo bezbarvé jehlicovité krystaly. Je téZce rozpustna ve

vods, snadno rozpustna v lihu 96% a v eteru, mirn& rozpustna v dichlormetanu[*®].

17



2.3.2 Triamcinolon acetonid (Triamcinoloni acetonidum)
Je to 9-fluor-11pB,21-dihydroxy-16a,17-isopropylidendioxypregna-1,4-dien-3,20-dion.

Pocitano na bezvodou latku, obsahuje 97,0 % az 103,0 % slouceniny Cy4H31FOg.

Mr 434,50
CAS 76-25-5

Obrdzek 9 vzorec triamcinolon-acetonidu

O OH

Bily nebo témét bily krystalicky prasek. Je prakticky nerozpustny ve vod€, mirné

rozpustny v lihu 96%, velmi t&Zce rozpustny v eteru. Viykazuje polymorfismus[*].

18



3. PRAKTICKA CAST
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3.1 POUZITE PRISTROJE

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

e Kolona Onyx ™ monolithic C18 (50 x 4,6 mm) (Phenomenex®, USA)

e Ptedkolona monoliticka (5 x 4,6 mm) (Phenomenex,®, USA)

e Detektor diod-array Ocean Optics S2000 - UV - VIS (Ocean Optics, Inc.,USA)

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

e Solarizovana opticka vldkna (Avantes Inc., USA)

e Pratokova cela Z - 1 cm (Avantes Inc., USA)

e Hadicky ¢ 0,75 mm (PTFE)

e HPLC systém —Shimadzu prominence, (Shimadzu corporation, Japonsko)

e detektor UV, DAD

e Analytické vahy Sartorius AG (Sartorius Gottingen, Némecko)

e Ultrazvukova lazen Sonorex RK31

e Digitalni pH-metr PHM 220 MeterLab (Radiometer Analytical, Francie)

3.2 POUZITE CHEMIKALIE

e Methanol Chromasolv, for LC (Sigma-Aldrich, CR)

e Acetonitril Chromasolv, for LC (Sigma-Aldrich, CR)

e Acidum salicylicum CL 2005 (Herbacos-Bofarma, CR)

e Triamcinolu acetonidum (Sicor, Italie)

e Propylparaben (Zentiva, CR)

e Deionizovana voda ¢isténa Milli-Q systém (Millipore Corp., Bedford, MA)

20



3.3 PRIPRAVA ROZTOKU

3.3.1 Priprava mobilni faze

Byla ptipravena mobilni faze smisenim 350 ml acetonitrilu a 650 ml vody a
jeji pH bylo upraveno na 3,3 ptidanim koncentrované kyseliny octové (99%). Takto
pfipravena mobilni faze byla sonikovana v ultrazvukové lazni 5 min a odplynéna

pomoci hélia.

3.3.2 Priprava vnitiniho standardu

Vnitini standard byl piipraven rozpusténim piesné 40,00 mg propylparabenu v

metanolu v kalibrované odmérné baiice na 10,00 ml.

3.3.3 Priprava vzorku

Pomoci automatické mikropipety bylo odpipetovano do kalibrované odmérné
banky na 10,00 ml ptesné¢ 100,00 pul kapek Triamcinolon — IVAX, dale pfidano
100,00 ul zakladniho roztoku propylparabenu (vnitiniho standardu) a doplnéno po
rysku mobilni fazi. Vzorek byl sonikovan v ultrazvukové lazni po dobu asi 5 minut.
Takto pfipraveny roztok vzorku obsahoval 200,00 pg.ml™® SA, 20,00 pg.ml™ TCA a
40,00 pg.ml™ PP.

3.3.4 Priprava roztoki standardi

3.3.4.1 Kyselina salicylova

Roztok byl pfipraven rozpusténim piesné 200,00 mg kyseliny salicylové v
metanolu, v kalibrované odmérné bance na 10,00 ml.
3.3.4.2 Triamcinolon acetonid

Porovnavaci roztok pro analyzu kapek byl pfipraven rozpusténim piesné

20,00 mg triamcinolonu acetonidu v metanolu, v kalibrované odmérné batice na 10,00

ml.

Tyto koncentrace roztokd standardi odpovidaly skute¢nym koncentracim

v 1é¢ivém piipravku Triamcinolon — IVAX.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE
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4.1 VYVOJ A OPTIMALIZACE METODY

4.1.1 Vybér mobilni faze

Vybér optimalni mobilni faze byl proveden s pfihlédnutim ke zkuSenostem
z ptedchozich praci s podobnymi latkami. V dostupné literatufe a zdrojich na internetu
(Web of Science; ScienceDirect) nebyla bohuzel nalezena zadna prace zabyvajici se
soucasnou chromatografickou separaci triamcinolon acetonidu a kyseliny salicylové.
Ztohoto divodu bylo pii vybéru vychazeno z fyzikdlné-chemickych vlastnosti
stanovovanych latek a dale zjejich predpoklddaného chovani v danych
chromatografickych  podminkach. Byly testovany smési metanol/voda a
acetonitril/voda. Jako optimalni mobilni faze byla vybrana smés acetonitril/voda
v poméru 35:65 (v/v) pH 3,3 — 3.,4. Daného pH bylo dosazeno pfidanim koncentrované

kyseliny octové (99%) do mobilni faze
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4.1.2 Vytvoreni a optimalizace programu analyzy

Pristroj SIA je ovladan pocitaovym softwarem, pomoci néhoz se jednotlivé
kroky méfeni nastavuji zadanim jednoduchych ptikazi. Schéma programu analyzy je

uvedeno v tabulce. K analyze byly zvoleny podminky optimalizované po zkuSebnich

méfenich.
Tabulka 1 program pouZity k analyze
Jednotka Ptikaz Parametr Ukon

dvoucestny . nastaveni do
ventil pumpy pozice In polohy In
pistova pumpa |nastavit pritokovou rychlost [ ul.s'l] 100
pistova pumpa nasat [ul] 4000 nasévégzrglobilni

dvoucestny . nastaveni do
ventil pumpy pozice Out polohy Out
selek¢ni ventil ventil port 2
pistova pumpa | nastavit pritokovou rychlost [pl.s?] 10
pistova pumpa nasat [ul] 10 nasavani vzorku
selekéni ventil ventil port 6
pistova pumpa | nastavit pritokovou rychlost [pl.s?] 15
pistova pumpa vytlagit [pl] 1740 eluce SA
pistova pumpa | nastavit pratokovou rychlost [pl.s?] 15
pistova pumpa vytlacit [pl] 700 eluce TCA
pistova pumpa | nastavit priitokovou rychlost [pl.s™] 15
pistova pumpa vytlacit [pl] 1560 eluce PP
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4.2 STANOVENI LIMITU DETEKCE A KVANTIFIKACE

Pro stanoveni limitu detekce byl pouzivan zéasobni roztok standardnich latek
v metanolu. K analyze bylo davkovano 10 ul vzorku a odezva métena pii jedné vinové
délce 240 nm (absorpcni maximum TCA). Postupnym sniZovanim koncentrace
standardd az ke koncentracim pro SA 1,00 ug.ml™, pro TCA 0,66 pg.ml™ a pro PP
0,33 ug.ml™, byl ziskan experimentalng pik analytu, ktery byl zietelnd tiikrat vy3si nez
Sum zakladni linie (3c). Tyto hodnoty koncentraci byly definovany jako limit detekce
(LOD).
Limit kvantifikace (LOQ) byl vypocten jako trojnasobek limitu detekce, coz
odpovida hodnotam 3,00 pg.ml™ pro SA, 2,00 pg.ml™ pro TCA a 1,00 pg.ml™ pro PP.

Obrazek 10 limit detekce pro SA

0,150 ~

0,130 ~

absorbance

0,110
0,090 +
0,070 +
0,050 o SA

1,36
0,030 - l

0,010 +

-0,010 q 1 2 3 4 5

-0,030 -

¢as [min]
-0,050 -
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Obrazek 11 limit detekce pro TCA
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Obrdzek 12 limit detekce pro PP

absorbance
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4.3 STANOVENI LINEARITY ODEZVY

Linearita odezvy byla stanovena pro kazdou latku. K analyze bylo davkovano
10 ul vzorku a kazda koncentrace byla zmétena ve smyéée Ctyfikrat a do vypoctu byl
zatazen pramér ze tii nejblizsich vysledkt. Odezva byla méfena pii 240 nm.

Pro linearitu odezvy je rozhodujici korelacni koeficient ptimky, pro vSechny tii

meétené latky byl korelacni faktor vyssi nez 0,999. Lékopis predepisuje minimalné 0,99.
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4.3.1 Kalibraé¢ni kiivka kyseliny salicylové

pfipravenych roztoki s koncentracemi 3,1 az 300,0 pg.ml™. Postupné byly tyto roztoky

méieny od nejvyssi k nejnizsi koncentraci, vzdy ve smycce Ctyf nastiikii. Korelacni

Pro kyselinu salicylovou byla zméiena linearni odezva absorbance u sedmi

koeficient byl vyssi nez 0,999 a rezidualni odchylka byla 0,002449.

0 0,05

Tabulka 2 naméiené hodnoty pro kalibracni kiivku SA
Koncentrlace Absorbance Pocet bodi n=7 | Odhad chyby
[ug.mi™]
300,00 1,0670 Smérnice 0,003552 | 9,390 10°
100,00 0,3590 Abs. ¢len 0,001790 | 1,141 107
50,00 0,1764 Korelaéni koef. | 0,999983
25,00 0,0940 Rezidualni odch.| 0,002449
12,50 0,0470
6,25 0,0220
3,13 0,0121
Obrazek 13 kalibracni krivka SA
o
(&)
c
®
2
(@)
[0}
O
<
0 t t t t t |
0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35

koncentrace [ ug ml'1]
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4.3.2 Kalibrac¢ni krivka triamcinolonu acetonidu

pfipravenych roztoki s koncentracemi 6,2 az 250,0 pg.ml™. Postupné byly tyto roztoky

méieny od nejvyssi k nejnizsi koncentraci, vzdy ve smycce Ctyf nastfikl. Korelacni

Pro triamcinolon acetonid byla zmétena linearni odezva absorbance u deviti

koeficient byl vyssi nez 0,999. Rezidualni odchylka byla 0,006442.

Tabulka 3 naméiené hodnoty pro kalibracni kiiivku TCA
Koncentrlace Absorbance Pocet bodi n=9 | Odhad chyby
[ng.ml”]
250,00 0,8579 Smérnice 0,003424 ( 2,710. 10°
125,00 0,4345 Abs. ¢len 0,009670 3,077.10_3
166,66 0,5947 Korelaéni koef. | 0,999781
83,33 0,2957  |Rezidualni odch.| 0,006442
41,66 0,1489
27,77 0,1051
18,51 0,0722
12,34 0,0520
6,17 0,0304
Obrazek 14 kalibracni kiivka TCA
0] 1 1
O
&
£ 08+
o
8
< 06 T
04 +
0.2 1
0 t t t t t !
0 50 100 150 200 250 300

koncentrace [ ug ml'1]
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4.3.3 Kalibraéni kfivka propylparabenu

pfipravenych roztoki s koncentracemi 6,2 az 250,0 pg.ml™. Postupné byly tyto roztoky

Pro propylparaben byla zméfena linearni odezva absorbance u deviti

cvwr

koeficient byl vyssi nez 0,999 a rezidualni odchylka byla 0,00578.

Tabulka 4 namérené hodnoty pro kalibracni kiivku PP
Koncentrlace Absorbance Pocet bodi n=9 | Odhad chyby
[ng.ml”]
250,00 0,7240 Smérnice 0,002905 2,43 107
125,00 0,3722 Abs. ¢len 0,006269 | 2,762 107
166,66 0,5017 Korelaéni koef. | 0,999754
83,33 0,2490 Rezidualni odch.| 0,005783
41,66 0,1241
27,77 0,0872
18,51 0,0595
12,34 0,0433
6,17 0,0204
Obrazek 15 kalibracni kiivka PP
o 087
g o074
@©
S 0671
8 05 4+
a ,
< 04 4
0,3 1
0,2 1
01+
0 t t t t i
0 50 100 150 200 250 300

koncentrace [ ug ml™']
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4.4 OPAKOVATELNOST MERENI PRO RUZNE
KONCENTRACE A RETENCNI CASY

Bylo provedeno opakované méfeni v sérii deseti nastiikti pro vSechny tii latky
rozpusténé v metanolu. Koncentrace byly pro SA 200,00 pg.ml’l; 85,00 pg.ml‘l;
12,50 pg.ml™, pro TCA byly 20,00 pg.ml™; 8,50 pgml™; 1,25 pgml™ a pro
PP 40,00 pg.ml™; 17,00 pg.ml™; 2,50 pg.ml™®. Z namé&fenych hodnot pro jednotlivé
koncentrace byla vypoctena relativni smérodatna odchylka (RSD) pro retenéni ¢as a

vysku pikd.

Vzorec pouzity k vypoctu relativni smérodatné odchylky

100 [ (y-Y)

Yy n-1

RSD% —

Obrazek 16 zdznam méreni pro koncentrace SA 200,00 ug.ml™, TCA 20,00 ug.mI™*, PP 40,00 ug.mi*
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~— 3
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0,40 -
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o OO T \ | T T T T T T T T 1
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Obrazek 17 zdznam méfeni pro koncentrace SA 85,00 ug.mI™, TCA 8,50 ug.mI'* , PP 17,00 ug.mI’™*

0,50 SA

!

0,40 -

absorbance

0,20 A

0,10 -

TCA
0,30 - l PP
2 25

/lk
3 as 4 45

¢as [min]

0,00 T ft '\v Ty T
0,5 U 1 15

-0,10 A

-0,20 -

Obrazek 18 zdznam méFeni pro koncentrace SA 12,50 ug.ml™, TCA 1,25 ug.mI*,PP 2,50 ug.mI™*

0,40 -

absorbance

0,30 A
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0,10 - l TCA PP

|
- MJI W
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Vysledky opakovatelnosti méieni

KYSELINA SALICYLOVA

Tabulka 5 vysledky opakovaného méieni pro SA
Pocet Prumver’ hocinol: RSD | Pramér hodnot | RSD
Koncentrace e reten¢nich Casii 0 . o
méfeni [min] [%] absorbanci [%]
200,00 pg.ml™ 10 1,39 0,86 0,9745 1,06
85,00 pg.ml™ 10 1,37 0,48 0,4216 1,33
12,50 pg.ml™ 8 1,38 0,52 0,0594 1,78
TRIAMCINOLON ACETONID
Tabulka 6 vysledky opakovaného méreni pro TCA
Pocet Prumver’ hoc}no} RSD | Pramér hodnot | RSD
Koncentrace N retencnich Cash o . 0
méfeni [min] [%] absorbanci [%0]
20,00 pg.ml™ 10 2,31 0,86 0,6537 0,71
8,50 pg.ml™ 10 2,30 0,50 0,2931 1,22
1,25 pg.ml™ 8 2,32 0,61 0,0389 2,00
PROPYLPARABEN
Tabulka 7 vysledky opakovaného méreni pro PP
Pocet Prumver’ hoc}no} RSD | Pramér hodnot | RSD
Koncentrace N retencnich Cast 0 ; 0
méteni [min] [%] absorbanci [%0]
40,00 pg.ml™ 10 3,27 1,14 0,5363 0,72
17,00 pg.ml™ 10 3,25 0,60 0,2400 1,31
2,50 pg.ml™ 8 3,28 0,85 0,0317 1,96
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4.5 STANOVENI V KAPKACH TRIAMCINOLON — IVAX

Bylo zméfeno Sest rtiznych originalnich baleni kapek Triamcinolon — IVAX.
Vzorky K vlastnimu méfeni byly pripraveny odpipetovanim 100,00 ul 1é¢ivého
ptipravku Triamcinolon — IVAX do odmérné baiky na 10,00 ml, pfidino 100,00 ul
zakladniho roztoku PP (vnitiniho standartu) a doplnéno po rysku mobilni fazi.
Naredény roztok vzorku byl sonikovan cca. 5 minut v ultrazvukové lazni (zaroven se
roztok odplynil). Takto pfipraveny vzorek pro analyzu obsahoval 200,00 ug.ml‘1 SA,
20,00 ug.ml'1 TCA a 40,00 pg.ml'1 PP. Porovnavaci roztok standardnich latek (SA,
TCA a PP) byl pripraven ve stejnych koncentracich a jako rozpoustédlo byla pouzita

také mobilni fazi. Bylo provedeno Sest méfeni s tfemi nastiiky ve smycce.

Tabulka 8 sloZeni dle SPC vyrobce (v 10g)
, , Mnozstvi
Nazev latky [ma]
Triamcinoloni acetonidum 20,00
Acidum salicylicum 200,00
Carbaethopendecinii bromidum 5,00
Agqua purificata 10,00
Ethanolum 95% PL
Dinatrii edetas dihydricus PL
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Obrazek 19 zaznam SIC chromatogramu placeba
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Obrazek 20 zaznam SIC chromatogramu vlastniho stanoveni kapek
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4.5.1 Stanoveni obsahu u¢innych latek v kapkach Triamcinolon-1VAX

Pro vyhodnoceni obsahu uc¢innych latek metodou vnitiniho standardu byl pouzit

nize uvedeny vzorec.

A
o %A\ISV 100

Ci =
A%
Auss
Ci = obsah stanovené slozky v %
Ay = vyska piku vzorku
As = vyska piku standardu
Ajsv = vyska piku vnitiniho standardu ve vzorku
Aiss = vyska piku vnitiniho standardu v roztoku standarda
Tabulka 9 vysledky stanoveni obsahu V kapkdch
Obsah [%]
Vzorek SA TCA
1 101,19 105,52
2 99,24 100,32
3 96,93 102,93
4 101,43 107,50
5 101,26 105,70
6 99,32 102,23
Pramér: 99,89 104,03
RSD: 1,83 2,55

36



Charakteristika chromatografického procesu

Retencni ¢as a reten¢ni objem
Ve = tav

Ve - retenéni objem

Ir - retenéni Cas

V - pratokova rychlost mobilni faze

Faktor symetrie piku (45)

Wo,05

As =
2d

Woos - §itka piku v jedné dvacetin€ jeho vysky
d - yzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku v jedné

dvacetin€ jeho vysky

Uctinnost kolony a zdanlivy potet teoretickych pater (V)

2

tr
N =554 —

Wh

Ir - retenéni ¢as

Wr - §itka piku v poloviné jeho vysky

Rozlieni piki (&)
 118(te — tw)

Wi + Wiz > In

Rs

I In - retenéni ¢asy dvou sousednich pikti
Wi Wiz - gifky pikti v poloviéni vySce

RozliSeni vétsi nez 1,5 odpovida rozdéleni pika na zdkladni linii.
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Tabulka 10

Chromatograficka data - stanoveni obsahu V kapkdach

Parametry SA TCA PP
Retencni ¢as [min] 1,38 2,31 3,27
Faktor symetrie piku 1,95 1,65 1,64
Pocet teoretickych 1475 2188 3135
pater
Rozliseni pﬂ(ﬁ R SA/TCA — 6,03 R TCA/PP — 4,52
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4.5.2 Mezidenni opakované méreni kapek Triamcinolon — IVAX

Stanoveni mezidenni opakovatelnosti méteni bylo uskuteénéno za ucelem
potvrzeni spravnosti metody a techniky stanoveni. Stejny vzorek kapek byl zmétfen
téikrat, prvni a druhé méteni bylo provedeno dva dny po sobé, tieti méfeni po tydnu.

Pro stanoveni mezidenni opakovatelnosti méfeni kapek bylo pfipraveno
10,00 ml nového zasobniho roztoku kapek Triamcinolon - IVAX stejnym postupem
jako pii predchozim stanoveni. Zasobni mé&feny roztok kapek obsahoval 200,00 pg.ml™
SA; 20,00 ug.ml'1 TCA a 40,00 ug.ml'1 PP. Porovnavaci roztok standardnich latek
(SA, TCA a PP) byl piipraven ve stejnych koncentracich opét rozpusténim v mobilni

fazi.

Tabulka 11 vysledky opakovaného méreni kapek

Misteni Vyska piku

SA TCA PP
1. den 11,1180 | 0,0703 | 0,1474
2| 11175 | 0,0711 | 0,1457
3] 1,1046 | 0,0692 | 0,1464
2.den 1] 1,0845 | 0,0685 | 0,1462
2 | 1,0760 | 0,0675 | 0,1477
3] 1,0673 | 0,0682 | 0,1485
3.den 1] 1,1205 | 0,0690 | 0,1475
2 | 1,1264 | 0,0707 | 0,1508
3| 1,0954 | 0,0700 | 0,1487

Primér 1,10 0,07 0,15

RSD (%) 1,94 1,73 1,05
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4.5.3 Porovnavaci méreni HPLC

K potvrzeni spravnosti aplikace systému SIC pro analyzu 1éCivého ptipravku
Triamcinolon — IVAX a k porovnani naméfenych hodnot, byly stejné vzorky zméteny

pomoci HPLC, kde byly nastaveny identické podminky méteni s pouzitim stejné kolony

a mobilni faze.

Program vyhodnocujici vystupy na HPLC je mnohem dokonalejsi a méti plochy

pikli, coz je metoda daleko presnéjsi nez meteni vysky piki, kterou vyuzivé software

systému SIC.

Tabulka 12 vysledky porovnavaciho méreni kapek metodou HPLC
Obsah [%]

Vzorek SA TCA

1 100,99 100,69

2 102,30 101,01

3 102,20 104,12

4 99,62 100,65

5 100,54 100,83

6 102,77 101,76

Priamér: 101,40 101,51
RSD: 1,20 1,32
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Obrazek 21 zdznam porovnavaciho méreni kapek metodou HPLC
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Tabulka 13 Chromatograficka data - porovnavaci méreni HPLC
Parametry SA TCA PP
Retencni ¢as [min] 1,65 2,63 3,59
Faktor symetrie piku 2,03 1,23 1,19
Pocet teoretickych 812 2620 3085
pater
Rozliseni pikil Rsarca=4,51 | R rcapr = 4,06
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4.5.4 Srovnani chromatografickych parametra metody SIC a metody

HPLC

Zjisténé hodnoty metody SIC a metody HPLC byly srovnatelné u vsech
zékladnich parametri. Reten¢ni Casy piki, vyska pikd, symetrie piki 1 délka celé
analyzy byly odpovidajici.

Porovnani naméfenych hodnot metodou SIC a HPLC je v Tabulka 14.

Tabulka 14 porovnani chromatografickych dat ziskanych mérenim SIC a HPLC

Parametr A 1A a
y sic [ HrLC | sic [ HpLc | sic T HPLC
Retencni ¢as [min] 1,46 1,65 2,64 2,63 3,45 3,59
Faktor symetrie 1,05 2,03 1,65 1,23 1,64 1,19
piku
Pocet tggtrgr“CkyCh 1475 812 2188 | 2620 | 3135 | 3085
W Rsatca= | Rsarca= | Rrcarr= | Rcarp =
RozliSeni pikt 6.03 451 452 4.06
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5.ZAVER
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Vysledky méteni potvrdily, ze sekvenéni injek¢éni chromatografii je mozné
pouzit pro simultanni stanoveni ucinnych latek v 1é¢ivém piipravku Triamcinolon —
IVAX. Nameétfené hodnoty metodou SIC byly srovnatelné s kontrolnim meéfenim
pomoci HPLC a zjisténé vysledky tedy dokazuji, ze je tato nova generace pritokovych
metod alternativou HPLC v analytickych laboratofich pii zachovani spravnosti
dosazenych vysledkl. Jednou z mala nevyhod této techniky je vSak horsi softwarové

zpracovani nameienych dat, kdy napiiklad program pracuje pouze s vyskou piku.

Optimalni podminky pro analyzu jsou: mobilni faze acetonitril-voda v poméru
35:65 (v/v), pH 3,3 az 3,4 upraveno pridanim koncentrované kyseliny octové (99%).
Mnozstvi MF potiebné pro jednu analyzu je 4 ml; mnoZzstvi vzorku k jedné analyze
10 pl; pratokova rychlost pumpy 15 pl.s™. Pro analyzu byla pouzita kolona Onyx™
monolithic C18 (50 x 4,6 mm) s monolitickou pfedkolonou (5 x 4,6 mm); detekéni
cela Z o délce optické drahy 1 cm s podélnym smérem paprsku vuci toku; UV-VIS
spektrofotometr s nastavenou vinovou délkou 240 nm; jako vnitini standard byl pouzit
propylparaben.

Metoda vykazovala tyto hodnoty: limit detekce pro kyselinu salicylovou
1,00 ug.ml™, pro triamcinolon acetonid 0,66 ug.ml™ a pro propylparaben 0,33 pg.ml™;
limit kvantifikace pro kyselinu salicylovou 3,00 pg.ml™, pro triamcinolon acetonid
2,00 pg.ml™ a pro propylparaben 1,00 pg.ml™; délka jedné analyzy 5,1 min; linearni
odezvu absorbance u koncentraci 3,1 az 300,0 pg.ml™® pro kyselinu salicylovou,
6,2 a7 250,0 pg.ml™ pro triamcinolon acetonid a propylparaben, pii korelaénim
koeficientu vys$s§im nez 0,999; opakovatelnost méfeni absorbance u deseti (osmi)
nastiikii pro kyselinu salicylovou pii koncentracich 200,00 pg.ml™, 85,00 pg.ml™,
12,50 pg.ml™, pro triamcinolon acetonid pii koncentracich 20,00 pg.ml™, 8,50 pg.ml™,
1,25 pg.ml™ a pro propylparaben pii koncentracich 40,00 pg.ml™, 17,00 pg.ml?,
2,50 pg.ml™ vykazovala relativni smérodatnou odchylku do 2,00 %, opakovatelnost
méfeni pro retencéni Casy za stejnych podminek vykazovala relativni smérodatnou
odchylku pro kyselinu salicylovou a triamcinolon acetonid do 1,00 %, pro propylpraben
do 1,50 %.
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