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2 Pouzité zkratky

CL
HPLC
PVC
GABA
cAMP
ICH
SUKL
MF
uv
MeOH
PAR
KOF
PRO
AAF

Cesky lékopis

vysokoucinna kapalinova chromatografie
polyvinylchlorid

kys. gamaaminomaselna

cyklicky adenosinmonofosfat
International Conference on Harmonization
Statni Gstav pro kontrolu 1é¢iv

mobilni faze

ultrafialova oblast spektra zareni
methanol

paracetamol

kofein

propyfenazon

4-aminofenol



3 Uvod

Valetol sobsahem paracetamolu, kofeinu a propyfenazonu je piipravek uréeny ke
kratkodobé 1é¢b¢ bolesti hlavy, zubtli, migrény, bolesti pfi nachlazeni a chiipce, postoperacni a
revmatické bolesti, ischias, neuralgie, bolestivé menstruace.

Utinné latky pripravku — paracetamol, kofein a propyfenazon — se obvykle stanovuji
chemickou metodou. Dle CL 2002 paracetamol cerimetrickou titraci ve vodném prostiedi
s vizualni indikaci ekvivalenéniho bodu na barevny indikator — ferroin; kofein a propyfenazon
acidimetrickou titraci v nevodném prostiedi s potenciometrickou indikaci ekvivalenéniho
bodu.

K analyze 1é¢iv jsou vSak dnes Siroce vyuzivany metody separacni, které umoziiuji analyzu
smési s moznosti jak kvalitativniho, tak kvantitativniho hodnoceni separovanych slozek
smési. Pro stanoveni latek v tabletoviné je vhodnou analytickou metodou vysokouc¢inna
kapalinova chromatografie — HPLC, ktera umoziuje provést identifikaci, kontrolu Cistoty a
stanoveni obsahu nékolika latek béhem jedné analyzy. Dalsi vyhodou této metody je vysoka
rychlost méfeni, citlivost stanoveni (v zavislosti na pouzité¢ detekci), selektivita, moznost

automatizace a vyuziti minimalniho mnozstvi vzorku.



4 Cil prace

Tato diplomova prace se zabyva optimalizaci a naslednou validaci podminek stanoveni
paracetamolu, kofeinu a propyfenazonu v hromadné vyrabéném lé¢ivém ptipravku Valetol.
Jako analytickd metoda byla zvolena HPLC s UV detekci hlavné z téchto davodu:

e tablety obsahuji mnoho dal§ich pomocnych latek, které jsou béhem analyzy ze
vzorku separovany a neznemoziuji stanoveni samotnych ucinnych latek

e moznost sledovani stability 1é¢ivych latek

Pfi praci budu vychazet z metody dostupné na katedfe analytické chemie v Hradci Kralové
FaF, ktera se problematikou stanoveni kofeinu, paracetamolu a propyfenazonu podrobné
zabyva. Pouzitd metoda bude upravena a podminky stanoveni budou optimalizovany pro
uplatnéni v rutinni analyze 1é¢ivého ptipravku. Proto musim klast diiraz na co mozna nejvétsi
jednoduchost a €asovou nendro¢nost pii zachovéani vysoké piesnosti a spolehlivosti dané
metody. V kone¢né fazi budu fesit validaci metody podle doporuceni Statniho Gstavu pro
kontrolu 1é¢iv a dalsich autorit.

Literarni reSerSe bude zaméfena na vytvofeni pfehledu nalezenych metod, pouzivanych pro

soucasné stanoveni paracetamolu, kofeinu a propyfenazonu pomoci HPLC.



5 Teoreticka cast

5.1 Valetol

Ptipravek se pouziva ke kratkodobé 1é¢b¢ bolesti (bolesti hlavy, zubii, migréna, bolesti pii
nachlazeni a chfipce, postoperacni a revmatické bolesti, ischias, neuralgie, bolestiva
menstruace).

Pfi uzivani se mize obcCas vyskytnout kozni alergie, nauzea, tlak v epigastiu, nechutenstvi,
prijem, vzacné poruchy krvetvorby, trombocytopenie, leukopenie, pancytopenie, neutropenie,
agranulocytéza, hemolytickd anémie a zloutenka, velmi ziidka palpitace, nespavost,
neschopnost koncentrace, zvySena drazdivost, hyperreflexie nebo zavraté a malatnost.

Riziko vyskytu nezédoucich Uc¢inka se zvySuje pti dlouhodobém podéavani a pii vysSich
davkach.

Ptipravek je balen v blistru z PVC nebo hliniku po 10 tabletach.

Tablety jsou tém¢et bilé, nepotahované, 13 mm v priméru s pulici ryhou uprostied.

Piipravek patii K viceslozZkovym kombinovanym analgetikim s u¢innymi latkami

paracetamol v mnozstvi 150 mg, kofein v mnozstvi 50 mg a propyfenazon v mnozstvi 300
1

mg.
511 Kompletni sloZeni pripravku
Paracetamol 150 mg
Kofein 50 mg
Propyfenazon 300 mg
Pomocné latky: Maydis amylum praegelatum

Povidonum

Croscarmellosum natricum
Talcum

Stearinum

Magnesii stearas

Maydis amylum
Carboxymethylamylum natricum

Cellulosum microcrystallinum
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5.1.2 Paracetamol

Paracetamol je bily krystalicky prasek. Je mirné rozpustny ve vod¢€, snadno rozpustny
v lihu 96%, velmi tézce rozpustny v etheru a vdichlormethanu. Chemicky je to
N-(4-hydroxyfenyl)acetamid. "%

Struktura:
HO
)CL

N~ TCH,

H
Sumarni vzorec: CgHgNO,
M;: 151,16
Teplota tani: 168 °C az 172 °C.

Paracetamol se svou chemickou strukturou fadi mezi derivaty anilinu. Je viibec nejuzivangjsi
latkou v této skupiné€. Z hlediska fyzikaln€ chemickych vlastnosti je paracetamol latkou spiSe
amfoterni a polarni. Diky témto vlastnostem se rychle a téméf Uplné vstiebava z traviciho
traktu po peroralnim podani. il

Paracetamol patii do farmakoterapeutické skupiny neopioidnich analgetik s antipyretickym
ucinkem. Antipyreticky Uc¢inek spociva v inhibici cyklooxygendzy v hypotalamu; centralni
mechanismus se podili rovnéZ na jeho analgetickém pulsobeni — nepiimé plsobeni na
serotoninové 5-HTs-receptory v miSe. Na periferii paracetamol urychluje pfeménu
PGG,.

Paracetamol ma relativné dobrou gastrointestinalni snaSenlivost a neovliviiuje krevni
srazlivost. Je proto vhodny i1 pro podani détem a osobam se Spatnou gastrointestinalni
toleranci.

Paracetamol je doporuCovan v terapii horecky zejména pfi akutnich bakteridlnich a virovych
infekcich, bolesti zubtl, hlavy, neuralgie, bolesti svali nebo kloubii nezanétlivé etiologie,
bolesti vertebrogenniho ptivodu a bolestiva menstruace. Peroralné aplikovany paracetamol se
rychle a téméf uplné vstiebava z gastrointestinalniho traktu. Rychle se distribuuje do vSech

tkani a telesnych tekutin. Maximalni plazmatické hladiny je dosazeno za 10-60 minut po p.o.
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podani. Prochazi hematoencefalickou bariérou, do slin a do matetského mléka. Intenzivné se
biotransformuje, vedle konjugacnich reakci dochazi k oxidativnim pochodiim, pfi¢emz
vznikaji toxické metabolity. Pfi podani terapeutickych davek dochazi k rychlé
biotransformaci téchto hepatotoxickych intermedidlnich metaboliti za spoluptlisobeni
glutathionu a za vzniku merkapturovych kyselin, které se vylucuji moci prevazné ve formé
konjugatti, méné nez 5% paracetamolu se vylouci v nezménéné forme.

Biologicky polocas se pohybuje mezi 1-3 hodinami, u zdvazné jaterni insuficience dochazi k
jeho prodlouzeni az na 5 hodin. U insuficience ledvin nedochézi k jeho prodlouzeni, ale
protoze se pfevazné vylucuje ledvinami, je nutno davku paracetamolu redukovat.

Nezadouci ucinky se pii systémovém podani v terapeutickych davkach vyskytuji jen ziidka a
s mirnym klinickym pribéhem kozni alergie, jen zcela ojedinéle bronchospasmus. Jen zcela

vzacné se vyskytuji poruchy krvetvorby. .6l

5.1.3 Kofein

Kofein je bily krystalicky prasek nebo jemné bilé krystalky, snadno sublimujici. Je mirné
rozpustny ve vodé, snadno rozpustny ve vrouci vod¢, téZce rozpustny v ethanolu a v etheru.
Rozpousti se v koncentrovanych roztocich alkalickych benzoant a salicylani. Chemicky je to

1,3,7-trimethyl-3,7-dihydro-1H-purin-2,6-dion. /%

Struktura:
@)
/C H 3
H.C
3N N
N
I
0~ "N N
Sumadarni vzorec: CgH1oN4O5
M;,: 194,19
Teplota tini: 234 °C az 239 °C.



Chemicky patii kofein k derivatim xantinu (2,6-dioxopurin), které Ize odvodit nahradou
vodiku v NH skupinach methyly. Kofein je dusikatd baze — purinovy alkaloid. Vyskytuje se
v semenech kavovniku, listech ¢ajovniku a nékterych jinych rostlinnych drogach. fe.1i

Z hlediska fyzikalné chemickych vlastnosti je kofein latkou slabé bazickou a lipofilni.

Kofein patii do farmakoterapeutické skupiny psychostimulancii, resp. derivaty methylxantinti.
Tato skupina se vyznacuje vedle psychostimula¢nich ucinku, také ucinky bronchodilata¢nimi,
kardiostimula¢nimi a nepfili$ silnymi u¢inky diuretickymi, v zaludku stimuluji sekreci HCI.
Pti pravidelném uzivani vznika tolerance.

Methylxantiny se z traviciho traktu vstfebavaji nepravideln¢. Distribuuji se do vSech tkani,
ptechézeji do slin, placentarni bariérou a do mléka. V organismu se demethyluji a oxiduji,
polocas eliminace kofeinu je 3-5 hodin.

Utinky kofeinu spo¢ivaji v tom, Ze blokuje fosfodiesterazu, ¢imz snizuje inaktivaci cAMP a
je také antagonistou adenosinovych receptorii. Adenosin tlumi respiraci, psychomotoriku, ma
antikonvulzni, hypnotické, anxiolytické a analgetické ucinky, dilatuje mozkové cévy, ma
antidiureticky G¢inek a inhibuje uvoliiovani reninu a Zalude¢ni sekreci. Je tedy vedle GABA
druhym hlavnim inhibi¢nim neurotransmiterem. Kofein ma tedy naopak Uc¢inek stimulacni —
stimuluje CNS, ma anxiogenni ucinky, snizuje pritok krve mozkem, podporuje diurézu,
v zaludku podporuje sekreci HCI, stimuluje respiraéni a vazomotorické centrum a ma
pozitivné ionotropni vliv na myokard.

U nemocnych s uzkostnou panickou poruchou miize kofein vyvolat epizodu paniky.

PteruSeni pravidelného uzivani vede k bolestem hlavy, Gnavé, ospalosti, depresi a prevazi

pfiznaky vysoké aktivity adenosinu — dilatace cerebralnich cév, Gtlum, sniZeni diurézy aj. 1ol

514 Propyfenazon

Propyfenazon je bily nebo slabé nazloutly krystalicky prasek. Je téZce rozpustny ve vodg,
snadno rozpustny v dichlormethanu a v lihu 96%, dobfe rozpustny v etheru. Chemicky je to

2-fenyl-4-isopropyl-1,5-dimethyl-1,2-dihydro-3H-pyrazol-3-on.



Struktura:

Sumarni vzorec: C14H1gN,O
M;,: 230,31
Teplota tani: 102 °C az 106 °C.

Propyfenazon se svou chemickou strukturou fadi mezi derivaty pyrazolonu. Pro nizkou

vewr

fadi ke slabym bazim a latkdm spiSe polarniho charakteru. i

Propyfenazon patii do farmakoterapeutické skupiny neopioidnich analgetik — antipyretik.
urikosurickym G¢inkem. Po jejich podani vSak Casto dochazi ke vzniku gastroduodenalnich
viedi s krvacenim nebo dokonce perforaci. Dalsi Zivot ohrozujici komplikaci muaze byt
porucha hemopoezy. ¢

Propyfenazon je po peroralnim podéani rychle resorbovéan (v pribéhu 30 minut) a z pievazné
¢asti rychle vylucovan ledvinami. Prostupuje také placentarni bariérou. Eliminacni polocas

je 1-1,5 hodiny, ostatni tidaje nejsou bohuzel znamy. LEl
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5.2 Chromatografie

5.2.1 Zakladni principy chromatografickych metod *4~

Chromatografické metody jsou vysoce ucinné separacni metody, které slouzi k odd€leni
analyzovanych latek ze smési a zaroven k jejich kvalitativni a kvantitativni analyze.
Principem chromatografického procesu je postupné, mnohokrat opakované vytvareni
rovnovaznych stavii dé¢lenych latek mezi dvéma vzijemné nemisitelnymi fazemi.
Nepohybliva, stacionarni fize ma schopnost riiznou mérou zadrzovat jednotlivé soucasti
analyzované smeési; pohybliva, mobilni faze vymyva jednotlivé soucasti smési z faze
stacionarni a odnasi je ve sméru toku rtiznou rychlosti na zéklad¢ rozdilné afinity délenych
latek ke stacionarni fazi. Hybnou silou chromatografického systému je mobilni faze, ktera
muze byt bud’ kapalna (eluent) nebo plynna (inertni nosny plyn). Vlastni déleni latek zavisi na
retenci, brzdici sile stacionarni faze, kterou tvofi latka v tuhém skupenstvi (sorbent) nebo
kapalina umisténa na inertnim nosici.

Chromatografickych metod je v dneSni dobé znacné mnoZstvi a vzhledem k velké

ruznorodosti se déli podle nékolika hledisek:

e Podle skupenstvi mobilni faze
Kapalinova (Liquid Chromatography — LC)
Plynova (Gas Chromatography — GC)

e Podle usporadani stacionarni faze
Kolonova
Papirova (Paper Chromatography — PC)
Tenkovrstva ( Thin Layer Chromatography — TLC)

e Podle podstaty separacniho procesu
Rozd¢lovaci
Adsorpéni
Iontoveé — vyménna
Gelova

Afinitni
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Mezi nejpouzivangjsi separacni metody ve vSech oblastech analyzy 1é¢iv patii plynova a
kapalinova chromatografie.

Metoda plynové chromatografie se vyuziva predevsim pro analyzu plynnych latek a také pro
analyzu tékavych latek, které za vyssi teploty piechazi do plynného stavu, aniz by dochazelo
k jejich rozkladu. Je vysoce citliva a umoziuje kvantitativni i kvalitativni hodnoceni
separovanych slozek smési, ovSem vétSina 1€Civ jsou latky termostabilni, proto je stale vice
vyuzivana chromatografie kapalinova. Ta umoznuje dé€leni vSech mén¢ tékavych i tuhych
latek rozpustnych ve vod¢, organickych rozpoustédlech nebo ziedénych kyselinach. Dnes je

provadéna hlavné v kolonovém uspotadani.

5.2.2 Vysokouginna kapalinova chromatografie — HPLC ¥

V soucasné dobé je HPLC jednou z nejprogresivnéjSich analytickych metod, ktera je Siroce
uplatiiovdna ve vSech modernich lékopisnych monografiich. Déleni latek probihd mezi
stacionarni fazi naplnénou v kolon¢ a mobilni fazi prochézejici kolonou za vysokého tlaku.
ZmensSenim castic stacionarni faze je dosazeno vétsi ucinné plochy a vysoké separacni
ucinnosti. Pro dostatecné rychly pratok mobilni faze je vSak zapotiebi protlacit ji kolonou
pusobenim cCerpadla pod vysokym tlakem (az 40 MPa). Pro odd€leni latek jsou vyuzivany
vSechny vySe jmenované separatni mechanismy, coz umoziiuje nalezeni dostate¢né
selektivniho chromatografického systému.

Jako mobilni faze se voli béZznad rozpoustédla nebo jejich smési, které postupuji kolonou.
Vyvijeni se realizuje bud’ za konstantniho sloZeni mobilni faze v pribchu celé analyzy —
1sokraticka eluce; nebo se méni sloZeni mobilni faze s Casem — gradientové eluce. Roztok
vzorku obsahujici délené latky je davkovan na kolonu, kde je unaSen proudem mobilni faze.
Poté dochazi k mnohonasobné sorpci téchto latek na stacionarni fazi a nasledné k desorpci
fazi mobilni. Latky vystupuji postupné z kolony do detektoru, kde se registruje jejich
pfitomnost a jako odezva na tento signdl je zakreslen pik na chromatografickém zdznamu —
chromatogramu. Separace je uskuteciovana na zakladé rtuzné afinity jednotlivych slozek
délené smési k obéma fazim v koloné.

Predpokladem uspésné HPLC analyzy je optimalizace podminek chromatografie tak, aby
separovan¢ latky poskytovaly ostré a symetrické chromatografick¢ piky. Kvalitativni
charakteristikou analyzy je reten¢ni ¢as nebo retencni objem, kvantitativni idaj udava plocha

piku stanovované latky s plochou piku standardu, ktery je analyzovéan za stejnych podminek.
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v

Presnéjsi je metoda vnitiniho standardu, kdy se analyzuje standard i sledovana latka v jednom

vzorku za zcela stejnych podminek.

5.2.3 Schéma kapalinového chromatografu ¥

Kapalinovy chromatograf je slozen z jednotlivych komponent, které umoznuji davkovani
smési latek, tok mobilni faze, separaci latek a naslednou detekci se zdznamem pikd a tzv.
data-stanice (vétSinou PC), které provadéji sbér, zpracovani a vyhodnocovani dat. Pro
ucinnou separaci latek je rozhodujici spravny vybér kolony a slozeni mobilni faze, citlivost a
selektivita analyzy je zavisla na pouzitém detektoru.

DETEKTOR ’W.__ ZASOBNiK

S MOBILNi
FAZI

PUMPA

PC

KOLONA

TERMOSTAT| | 4 ‘-* S
1
| REGULATOR PRUTOKU
DAVKOVACI
VENTIL
VZOREK ODPAD
.

Obriazek 1: Schéma kapalinového chromatografu

Nékteré nov€jsi chromatografy obsahuji vakuovy degasser, ktery je ur¢eny k odplynovéani

mobilni faze.
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12,3,4,5/

524 Chromatografické kolony

Kolona ma rozhodujici vliv na kvalitu chromatografie a jeji volba vyznamné ovlivituje i dobu
analyzy. Mnoho rozli¢nych aplikaci HLPC podminuje existenci velkého mnoZzstvi kolon
ruzné délky, vnitiniho priméru a naplné.

Pro vétSinu rutinnich analytickych metod jsou kolony vyrobeny z nerezové oceli, nejcastéji
o délce 10, 15 nebo 25 cm a o vnitinim priméru 4,6 nebo 5 mm. Bézny pritok eluentu se
pohybuje od 1 do 2 ml/min. Kratké kolony o délce 3 — 5 cm dovoluji dosahnout rychlych
separaci a snizit vyznamné¢ spotiebu mobilni faze a soucasné zvysSit hmotnostni citlivost
detekce, coz ma vyznam hlavné pro analyzu malych objemt vzorku. Material, ktery napliuje
analytické kolony ma pramér vrozmezi 1,7 - 10um. Kolony s velmi malym vnitinim
prumérem — mikrokolony — maji délku 25 — 50 mm a vnitini primér 1 — 2 mm. Vynikaji
vysokou ucinnosti a nizkou spotiebou rozpoustédla (100 - 1000ul). Jako ochrana hlavni
kolony pfed neCistotami a nerozpustnymi materialy jsou c¢asto vyuzivany piedkolony
umisténé mezi Cerpadlo a davkovaci zafizeni , Castéji jsou vSak zabudovany piimo pred
kolonou.

HPLC kolony musi byt mechanicky stabilni pfi pracovnich tlacich do 30 — 40MPa, musi mit
vysokou ucinnost a poskytovat symetrické piky i pii separaci polarnich, kyselych, bazickych
¢i vysokomolarnich latek. Dale se vyzaduje stabilita a dostateéna permeabilita, maly odpor i
pfi vysokych pratocich mobilni fize). Pro ucinné déleni latek je rozhodujici nejen ndpli
kolony, zvlasté velikost a stejnomé&rnost ¢astic, ale 1 tvar, porozita a struktura. Napli musi byt
rovnomérna a homogenni.

Nejvice pouzivanym sorbentem pro vétSinu HPLC aplikaci jsou nemodifikované ¢i chemicky
modifikované mikrocastice silikagelu (velikosti 3 - 10um), vzacnéji oxid hlinity. Posledni
dobou se objevuji také stacionarni faze na podkladu oxidu zirkonicitého, pfipadné také dalSich
makromolekularnich materiali. Silikagel je polarni adsorbent amorfni struktury. Jeho povrch
je pokryt hydroxylovymi skupinami, které jsou schopny tvofit vodikové mustky a tak dochazi
K interakci se separovanymi latkami. Jeho kyselé vlastnosti zplsobuji silné zadrzovani
bazickych latek.

VétsSina HPLC separaci je zaloZzena na mechanismu rozdélovani a vyuziva chemicky
modifikované stacionarni faze, u nichz se na bazi silikagelu silylaci pfipravuji faze s riznymi
koncovymi skupinami, které ovliviiuji polaritu stacionarni faze. NejCastéji se jednd o
uhlovodikové fetézce Cig a Cg, coz jsou tzv. reverzni faze — nepolarni. Dale tfiuhlikaté fetézce

zakoncené skupinami —NH,, -CN a dal$i. Tyto staciondrni faze je ale mozné vyuzit pro
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analyzy provadéné jen v rozmezi pH 2 — 8, coz Castecné omezuje jejich vyuziti. V posledni
dobé nabyva na vyznamu stabilita kolon i pii vyS$Sich pracovnich teplotach, kdy 1ze zpravidla
dosahnout vyssi ucinnosti a rychlejsi analyzy. Doporucuje se vSak, aby nebyly kolony

zahtivany na teplotu nad 60°C, kdy se zvySuje nebezpeci degradace stacionarni faze.

5.2.5 Detektory v HPLC "

Zakladni funkci detektoru je prevadéni vysledkii separace v koloné na registrovatelnou formu.
Detektor reaguje na pfitomnost analyzované slozky a vysild signal, ktery je zaznamenavan
Vv zéavislosti na Case.

Detektory by mély byt vysoce selektivni pro stanovované slozky smési, musi mit dostate¢nou
citlivost (nizky detekéni limit) a jeho odezva by méla byt linedrni funkci obsahu sledované
latky. Pratokova cela detektoru musi vydrzet ndpor mobilni faze a udrzet tésnost. Dillezité je
také univerzalnost — moznost detekce vSech oddélenych slozek vzorku a nezavislost odezvy
detektoru na zmén€ mobilni faze pii gradientové eluci.

Prehled nejbéznejsich detektori:"

e spektrofotometrické (hlavné v UV/VIS oblasti)
e refraktometrické

e fluorimetrické

e clektrochemické

e hmotnostné spektrometricky

-15 -



5.3 Validace analytickych metod

Validace je potvrzeni ziskané zkouméanim a poskytnutim objektivnich dikazli, Ze pozadavky
na specifické zamyslené pouziti nebo specifickou aplikaci byly splnény. P validagni program
slouzi ke statistickému prokéazani spolehlivosti analytické metody véetné celého obsluzného
analytického systému. Zjednodusené feceno je validace ovétfeni platnosti a spolehlivosti
zvoleného analytického systému (rnetody)./ 10/
Predmétem validace je vzdy urcita vlastnost (napt. koncentrace u¢inné latky, koncentrace
necistoty, fyzikalné chemicky parametr). Validac¢ni postup se pouziva vzdy pfi vyvoji nové
metody, pti pievodu analytické metody (napi. z publikované validované metody), pfi kontrole
zpusobilosti systému a pti revalidaci metody. ol
Proces validace feSi ICH (International Conference on Harmonization of technical
requirements for registration of pharmaceuticals for human use), kterd usiluje o vytvofeni
jednotné metodiky a terminologie valida¢niho programu na izemi EU, Japonska a USA. o
V Ceské republice je nejvyssi autoritou pro kontrolni laboratofe SUKL.
Hlavni validaéni parametry, které maji byt hodnoceny jsou: ol
e spravnost
e piesnost - opakovatelnost

- intermediarni pfesnost
o selektivita
e detek¢ni limit
e kvantitativni limit
e linearita
e rozsah

e robustnost

Cely proces zahrnuje testovani vhodnosti chromatografického procesu i testovani valida¢nich

charakteristik, které¢ ovéiuji kvalitu analytické metody. o
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5.3.1 Testovani vhodnosti chromatografického systému’>#1%1

Test zpusobilosti systému predstavuje nedilnou soucast metody a slouzi k zajisténi pfimérené

ucinnosti zvolené¢ho chromatografického systému.

5.3.1.1 Opakovatelnost analyzy

Je definovdna jako tésnost shody vysledki ziskanych nezdvislym meétfenim standardniho
roztoku opakovanym pouzitim téZze zkuSebni metody na identickém materidlu, v téze
laboratofi, tymz pracovnikem, za pouziti tychz pfistroji a zafizeni, béhem kratkého ¢asového
rozmezi. Ziskava se ze Sesti az deseti méteni standardniho roztoku a vyjadiuje se jako odhad

relativni smérodatné odchylky sg (%).

5.3.1.2 U&innost chromatografické kolony

Utinnost kolony charakterizuje jeji schopnost separovat slozky smési a vyjadiuje se poétem
teoretickych pater (N). Cim bude hodnota N vyssi, tim bude kolona u&inngjsi. PouZije se

nasledujici vzorec, V némz veli€iny tgr @ Wy o5 musi byt vyjadieny ve stejnych jednotkach:

N:5,545{ b ]
WO,OS

kde tr je retencni ¢as (min.) a Wy s je Sitka piku v poloving vysky (min.)

5.3.1.3 Asymetrie chromatografickych piki
ZvySovanim asymetrie piku roste moznost chyby pfi vypoctu plochy piku. Faktor symetrie
piku (faktor chvostovani piku) se vypocita podle nasledujiciho vzorce:

T:WO,Ol
2.f '

kde Wy 1 je Sitka piku ve vzdalenosti 5% vysky piku a f je mensi ¢ast usecky Wo o1, ktera

vznikne protnutim Gsecky kolmici spusténou z vrcholu piku
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5.3.1.4 RozliSeni chromatografickych piki
Rozliseni udava vzdalenost mezi piky dvou slozek. Pro vypocet pouzijeme nasledujici vzorec:

2-Jty —ty]
Rj=—"—
W, +W,
kde tg je reten¢ni ¢as (min.) a W je $itka piku v zakladné (min.)

Rozliseni vetsi nez 1,5 odpovida rozdéleni piki na zakladni linii.

53.2 Validace analytické metody

5.3.2.1 Presnost

Ptesnost analytické metody urcuje blizkost shody (stupeni rozptylu) mezi mnozstvim vysledkt
ziskanych opakovanym méfenim homogenniho vzorku za piedepsanych podminek. Je
obvykle urc¢ena jako rozdil, standardni odchylka ¢i relativni smérodatna odchylka pii sérii
meéfeni. Pfesnost mize byt hodnocena pomoci opakovatelnosti, intermedidlni piesnosti a
reprodukovatelnosti.

Opakovatelnost vyjadfuje piesnost za zcela stejnych opera¢nich podminek v kratkém
casovém intervalu. Intermedidarni presnost vyjadiuje kolisani v ramci laboratofe (jiny vzorek,
piistroj, pracovnik). Reprodukovatelnost pak vyjadiuje piesnost mezilaboratorni (srovnani

vysledkli metody z vice laboratofi), vyuziva se ke standardizaci analytické metody. o

5.3.2.2 Spravnost

Spravnost vyjadiuje tésnost shody vysledkli méfeni a skutecné hodnoty méfené veliCiny.
Jedna se tedy o statisticky vyznamnou rozdilnost mezi ziskanou a skute¢nou hodnotou dané
veliiny.

Hodnocenim spravnosti metody se urcuje pfitomnost ¢i nepfitomnost ndhodné chyby,
nejCasteji otestovanim odchylky vysledkli od spravné hodnoty a to bud porovnanim se
standardem, s jiz zavedenou a ovéfenou metodou nebo srovnanim s referenénim materialem
(placebem). 1Y

Stanovuje se méfenim Sesti riiznych vzorkd a vyjadiuje se jako rozdil hodnot nebo jako

vytéznost (recovery), kterd udava pomeér koncentrace analytu ziskaného danou analytickou

metodou K prijaté referen¢ni hodnoté (v %):
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R =100- 5
CO

kde ¢ je vloZena koncentrace a Cj je koncentrace stanovena HPLC.

5.3.2.3 Selektivita

Selektivita analytické metody je definovana jako schopnost ptfesného a spravného urceni
analytu i v pfitomnosti interferujicich latek. Je to tedy schopnost analytické metody
jednozna¢né stanovit analyzované latky. Metoda stanoveni nesmi byt rusena pomocnymi

latkami a dal$imi slozkami piipravku.

5.3.2.4 Detekéni limit

Detek¢ni limit provadéné analyzované metody je vyjadien jako nejnizs$i detekovatelné
mnozstvi analyzované latky ve vzorku, ale neznamena nutné stanoveni piesné hodnoty.
Odpovida koncentraci, pro kterou je analyticky signal statisticky vyznamné odliSny od Sumu

na zakladni linii.

5.3.2.5 Kvantitativni limit

Kvantitativni limit analyzy je parametr kvantitativniho rozboru vyuzivany pro stanoveni
nejnizsi hladiny analytu ve vzorku, které mize byt ur¢eno s vhodnou piesnosti a spravnosti.

Je vyuZzivan zejména pro stanoveni necistot a degradacnich produkti.

5.3.2.6 Linearita

Linearita je chdpana jako pfimkova zavislost mezi dvéma ndhodnymi proménnymi, tj.
odezvou instrumentace (analytickym signalem) a koncentraci analytu. Je to schopnost
analytické metody uvnitt stanoveného rozmezi ziskat testovanim vysledky, které jsou pfimo
umérné koncentraci sledované latky ve vzorku.

Pro provedeni testu linearity je doporuceno prométit minimalné 5-6 koncentraci modelového
vzorku vrozmezi 80 — 120 % koncentrace deklarovaného obsahu latky. Je vyjadiena
grafickymi parametry linearni regrese (korelacni koeficient, smérnice kalibracni kiivky —

regresni koeficient).
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5.3.2.7 Robustnost

Robustnost analytické metody je mira jeji kapacity ziistat nedotCeny pifi malé, ale zamérné
zmeéné parametrti analytické metody. Poskytuje naznak spolehlivosti analyzy béhem jejiho
pouzivani za normalnich podminek. Typicka zména parametrd kapalinové chromatografie je

zména pH, zména slozeni MF, zména kolony, rychlosti pratoku MF a teploty.
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5.4 Metody soucasného stanoveni paracetamolu, kofeinu a
113/

propyfenazonu

V dostupné literatufe byla nalezena pouze jedna metoda zabyvajici se sou¢asnym stanovenim

paracetamolu, kofeinu a propyfenazonu.

Souhrn parametru nalezené metody:

Kolona — Nucleosil 100-5 Cyg, 5um, 250 x 4,5 mm

Detekce — UV 254nm

Slozeni mobilni faze — voda : methanol (20 : 80)

Vnitini standard - cetrimid

Davkovany objem - 10l

Rychlost pritoku mobilni faze — 1 ml/min.

Teplota — laboratorni

Priprava vzorku: 20 tablet rozdrtit a zhomogenizovat, mnozstvi odpovidajici 1 tableté
rozpustit v 0,1 M HCI a doplnit do 100 ml, 30 min. tfepat, zfiltrovat a zbytek 3krat promyt
10 ml methanolu a pak doplnit do 100 ml methanolem a tento roztok ziedit 1 : 125
methanolem

Izokraticky rezim

Souhn parametri metody, ze které bylo vychazeno:

Kolona — Spherisorb 5 ODSI, 250 x 4,6 mm

Detekce — UV 273 nm

Slozeni mobilni fize — fosfatovy pufr (1,3g (NH4),HPO, v 1000ml vody) : 2-propanol :
diethylamin : methanol (50 + 15 + 3 + 32 (v/V))

Davkovany objem —5 pl

Rychlost pritoku mobilni fiaze — 0,5 ml/min.

Teplota — 25°C

Priprava vzorku: tablety dobfe rozdrtit a zhomogenizovat; navazit 50 mg smési do 50 ml
odmérné banky a nafedit MF po rysku, umistit na 30 min. do ultrazvukové lazné, poté
centrifugovat po dobu 30 min., supernatant pfimo nadavkovat na kolonu.

Izokraticky rezim

-21 -



6 Experimentalni ¢ast

6.1 Materialy a pomucky

6.1.1 Chemikalie, standardy, vzorky

Paracetamolum, §. 0440713, vz. 78496, Anqiu Pharmaceutical Co Ltd, Cina
Coffeinum anhydricum, §. 200411057, vz. 73854, Jilin Shulan Synt. Pharm. Factory, Cina
Propyphenazonum, §. PPE2391204, vz. 79387, Vani Chemicals, Hyderabad, Indie.
Valetol tabletovina placebo, Zentiva a.s., Praha

4-aminofenol, Riedel de Haén

Valetol tablety $. ¢. 2230905, Herbacos-Bofarma s.r.o., Pardubice

2-propanol p.a., Penta a.s., Chrudim

Diethylamin p.a., Merck, Darmstadt, SRN

Kyselina fosfore¢na 85% p.a., §.26-36/37/39-45, Merck, Darmstadt, SRN
Methanol 99.9%, Chromasolv, Sigma Aldrich GmbH, SRN

Ultracista voda, ¢isténd systémem MILLI Q (Millipore, Bedford, MA, USA)
Ether R CL 2002, &.5. 200705/564, Penta, divize Praha

Chloroform R, LACH-NER, s.r.0., Neratovice

Ledova kyselina octova 98%, LACH-NER, s.r.o., Neratovice

6.1.2 PFistroje, podminky separace

Kapalinovy chromatograf - sestava:

Cerpadlo: LCP 4100, ECOM Praha

Autosampler: Waters 717 plus

UV detektor: Waters 486

Kolona: Hypersil ODS (250 mm x 4.6 mm, 5 um) kondicionovana mobilni fazi
Davkovani: Sl

Detekce: UV 273 nm
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Mobilni faze: Roztok ultracista voda pro HPLC — 2-propanol — diethylamin — methanol (50 :
15 : 3 : 32, v/v) upraveno kys. fosfore¢nou na pH 7,5 pted pouzitim se filtruje pomoci
filtratniho zafizeni na mobilni faze, Millipore, filtr ze sklenénych vlaken o velikosti pori
0,45pum.

Prutok: Fm= 0,5 ml/min

Lzokraticky rezim

Teplota: laboratorni

Vyhodnoceni: chromatograficka stanice CSW spolecnosti DataApex
Ultrazvukova lazen: Tescon 1, Tesla, CR

Centrifuga: EBA 21, Hettich Zentrifugen, Germany
Analytické vahy:  Sartorius GENIUS, SRN

6.2 Priprava vzorku

Dobfe rozdrtime a zhomogenizujeme 10 tablet Valetolu v tieci misce a z této smési odvazime
ptesné 50,00 mg do 50 ml odmérmé baiiky a doplnime mobilni fazi po rysku. Banku
S roztokem umistime na 30 minut do ultrazvukové lazné€ a poté je roztok centrifugovan po

dobu 15 min. pfi rychlosti 6000 ota¢ek/min. Supernatant je davkovan pfimo na kolonu.

6.3 Priprava roztoku standardu

Navazime piesn¢ 46,00 mg propyfenazonu, 23,00 mg paracetamolu a 7,60 mg kofeinu do 100

ml odmérné banky a doplnime mobilni fazi po rysku.

6.4 Optimalizace chromatografickych podminek

Podstatou optimalizace je volba vhodnych podminek pro analyzu paracetamolu,
propyfenazonu a kofeinu v ptipravku Valetol tablety.

Pii méfeni se vychazelo z validované metody ke stanoveni paracetamolu, propyfenazonu a
kofeinu v tabletach vyuzivané v pramyslu (Interni pfedpis Zentiva Praha a.s.). Metoda je
uvedena v literarni reSerSi. Pro stanoveni vhodnych podminek separace byl pouzivan roztok

standardnich latek.
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Po ziskani optimalnich podminek chromatografie byl proméfen vzorek placeba za stejnych

podminek, aby bylo ovéteno, zda se piky tabletového zakladu nekryji s piky métenych latek.

6.4.1 Volba vinové délky detektoru

Optimalni vinova délka byla urcena podle proméfenych UV spekter paracetamolu, kofeinu a
propyfenazonu. Méfeny byly methanolické roztoky téchto latek za pouziti methanolu jako
slepého vzorku. Koncentrace métenych roztoka byla upravena tak, aby se absorbance maxim

pohybovala kolem hodnoty 1,0.

6.4.2 Optimalizace slozeni mobilni faze

Jako vychozi mobilni faze byla testovana smés fosfatového pufru, 2-propanolu, diethylaminu
a methanolu (50 + 15 + 3 + 32), kterou uvadéla vychozi metoda pouzivana v primyslu.
Pouziti této metody vSak bylo po vyzkouSeni zamitnuto, protoze pH této smési bylo 13,5, coz
vyrazné pievysuje pH rozmezi povolené pro pouzitou kolonu.

Proto tedy byla snaha upravit slozeni MF tak, aby pH bylo vhodné pro pouzitou kolonu a
zaroven byla zachovéna separacni schopnost. Toho bylo dosazeno tak, ze misto fosfatového
pufru v piivodni metodé byla pouzita voda a pH MF se nadale upravilo pomoci kyseliny
fosfore¢né na 7,5.

Pouziti této MF umoznuje déleni pikil na zékladni linii pfi zachovani vhodnych podminek pro
pouzitou kolonu a pfi zachovani uchdzejiciho €asu jedné analyzy. Navic odpad4 problém

S pouzivanim anorganickych pufrli a s tim souvisejici sloZité promyvani kolony.

6.4.3 Volba davkovaného objemu vzorku a rychlosti pratoku mobilni
faze

Na zakladé metody pouzivané v prumyslu byl davkovan vzorek o objemu 5 pl, ktery byl

shleddn optimalni. Zména pratoku z 0,5 ml/min. na 1 ml/min. sice pfinesla ocekavané

zkraceni doby jedné analyzy, ale také se snizila u€innost separace projevujici se nerozdélenim

pikt paracetamolu a kofeinu na zakladni linii. Takze optimalni pritokova rychlost byla

ponechana na 0,5 ml/min.
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6.5 lzolace ucinnych latek — paracetamolu, propyfenazonu a

kofeinu

Pro izolaci paracetamolu, propyfenazonu a kofeinu z daného pfipravku byl vybran extrakéni
postup pouzivany na katedfe analytické chemie FaF, uréeny pro 1ékové ptipravky ve formeé
tablet. Uginnost izolace byla dostatetna i pro analyzovany 1é&ivy piipravek (Valetol).

Pti ptipravé vzorku se postupuje takto:

K navazené rozdrcené tabletovin€ umisténé do 50 ml odmérné baiiky se ptida MF a doplni se
ji po znacku. Smés se ponoii na 30 minut do ultrazvukové lazn¢. Poté se 15 min. centrifuguje
pti 6000 otackach/min. Po nastiiknuti do HPLC se analyzuje s MF voda : 2-propanol :
diethylamin : methanol (50 + 15 + 3 + 32) pH upraveno kys. fosfore¢nou na pH 7,5.

6.5.1 Stanoveni obsahu paracetamolu, propyfenazonu a kofeinu

1. Pripravi se smésny roztok standardd v methanolu sobsahem 23,00 mg
paracetamolu, 46,00 mg propyfenazonu a 7,60 mg kofeinu ve 100 ml odmérné
2. Provedou se 2 nezavislé analyzy vzorku podle kompletniho postupu uvedeném
v kapitole 6.2. Supernatant odpovidajici piislusné navazce vzorku se zméii trikrat.
3. Vypocet obsahu paracetamolu, propyfenazonu a kofeinu (%) se provede podle

nasledujiciho vzorce:

kde Psmp je plocha pod pikem paracetamolu (kofeinu, propyfenazonu) ve vzorku
Pst je plocha pod pikem paracetamolu (kofeinu, propyfenazonu) ve standardu
Nst je hmotnost standardu v mg
Nsmp J& hmotnost paracetamolu (kofeinu, propyfenazonu) ve vzorku v mg
m je pruméerna hmotnost jedné tablety

X je obsah paracetamolu (kofeinu, propyfenazonu) v jedné tableté v mg
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7 Vysledky a diskuze

7.1 Optimalizace chromatografickych podminek

7.1.1 Volba vinové délky detektoru

Byly prométeny UV spektra roztoki paracetamolu, propyfenazonu a kofeinu v methanolu,
piicemz koncentrace roztokd nebyla piesné definovana, jelikoz se jednalo zejména 0 zjisténi
absorp¢nich maxim a minim vsech latek.

Na obrazku je patrno také ¢tvrté spektrum, které nalezi 4-aminofenolu, coz je degrada¢ni

produkt paracetamolu. To bylo ptidano s ohledem na budouci praci.

Absorbance (AU)

L e e s L R I A EEL L L
200 220 240 260 280 300 Wavelength (nm)
Obrazek 2: UV spektrum paracetamolu, kofeinu, propyfenazonu a 4-aminofenolu v MeOH, nedefinovana
koncentrace

Na zéklad¢ literarni reSerSe a prométeni absorpcnich spekter téchto latek byla zvolena vinova

délka pro HPLC detekci 273 nm. Tato hodnota je kompromisem mezi vinovymi délkami

absorp¢nich maxim paracetamolu (249 nm), propyfenazonu (275 nm) a kofeinu(273 nm).
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7.1.2 Optimalizace slozeni mobilni faze

Jako vychozi mobilni faze byla testovana smés fosfatového pufru, 2-propanolu, diethylaminu
a methanolu (50 + 15 + 3 + 32), kterou uvadéla vychozi metoda pouzivana v primyslu.
Pouziti této metody vsak bylo po vyzkouseni zamitnuto, protoze pH této smési bylo 13,5, coz
vyrazné ptevysuje pH rozmezi povolené pro pouzitou kolonu.

Proto tedy byla snaha upravit slozeni MF tak, aby pH bylo vhodné pro pouzitou kolonu a
zaroven byla zachovana separacni schopnost. Toho bylo dosazeno tak, Ze misto fosfatového
pufru v pivodni metod¢ byla pouzita voda a pH MF se nadale upravilo pomoci kyseliny
fosfore¢né na 7,5.

Pouziti této MF umoziuje déleni pikii na zakladni linii pfi zachovani vhodnych podminek pro

pouzitou kolonu a pti zachovani uchézejiciho ¢asu jedné analyzy.

7.1.3 Souhrn optimalnich podminek HPLC

Kolona — ODS Hypersil, 250x4,6mm, velikost ¢astic S5pum

Detekce — UV 273 nm

Slozeni mobilni faze — voda : 2-propanol : diethylamin : methanol (50 + 15 + 3 + 32)
upraveno kys. fosfore¢nou na pH 7,5

Davkovany objem - 5ul

Rychlost pritoku mobilni faze — 0,5 ml/min.

Teplota — laboratorni

Izokraticky rezim
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7.2 Validace metody

7.2.1 Test vhodnosti chromatografického systému

7.2.1.1 U&innost chromatografického systému — poéet teoretickych pater (N)

Utinnost kolony byla ovéfena proméfenim roztoku standardii v testu na opakovatelnost a

vypocet byl proveden z primért tfi méteni podle vzorce:

2
N:5,545-[ b J kde

0,05
tr je retencni Cas (min.)

W) 05 je Sitka v poloving vysky (min.)

tabulka 1
Analyzovana latka tr (Min) Wo 05 N
Paracetamol 591 0,15 8278
Kofein 6,79 0,17 8490
Propyfenazon 14,15 0,33 9871

Pozadavek — N > 1500, je splnén pro vSechny tfi latky.

7.2.1.2 Asymetrie chromatografickych piki (T)

Hodnoty pro ovéfeni asymetrie chromatografickych pikli byly ziskdny z analyz roztokl

standardii pro opakovatelnost. Vypocet byl proveden z priméri tii méfeni podle vzorce:

W
T=—2% kde
2. f

Wo,01 je Sitka piku ve vzdalenosti 5% vySky piku
f je mensi Cast usecky Woo1, ktera vznikne protnutim tsecky kolmici spusténou z vrcholu

piku
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tabulka 2

Sloucenina Wo 01 f Asymetrie (T)
Paracetamol 0,33 0,12 1,39
Kofein 0,38 0,13 1,45
Propyfenazon 0,75 0,27 1,39

Pozadavek — asymetrie pik T < 2 byl splnén pro vSechny tii latky.

7.2.1.3 RozliSeni chromatografickych piki R

RozliSeni bylo vypocitano z priméru tii hodnot ziskanych proméfenim roztokt standardl pii

zkousce opakovatelnosti pomoci tohoto vzorce:

2-ft —ts
R, = M , kde
W, +W,

tr je retencni Cas slozek (min.)
W je sitka pikl na zékladn€ (min.)
tabulka 3
Hodnocené latky Rijj
Paracetamol - Kofein 3,13

17,06

Kofein - Propyfenazon

Pozadavek — rozliSeni pikd Rj; > 1,5 byl splnén u vSech hodnocenych chromatografickych

pikd.
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Obrazek 3: RozliSeni standardu - rozliSeni pikid

6,78

Cas [min.]

7.2.1.4 Opakovatelnost analyzy

Byl opakované¢ ddvkovén roztok analyzovanych latek v mobilni fazi o koncentraci:
Paracetamol 23,04 mg/100 ml
Kofein 7,64 mg/100 ml
Propyfenazon 46,04 mg/100 ml

tabulka 4
PARACETAMOL
Cislo pokusu Plocha piku (A) Reten¢ni ¢as (tg) (min)
1 2627 5,91
2 2637 5,91
3 2635 5,91
4 2646 5,91
5 2659 5,92
6 2679 5,92
N 6 6
¥ 2647,2 5,91
S 19,04 0,00
sr (%) 0,72 0,00

PoZadavek — relativni smérodatné odchylka s < 1 % byla vyhovujici.
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tabulka 5:

KOFEIN

Cislo pokusu Plocha piku (A) Retenc¢ni ¢as (tg) (mMin)
1 2021 6,78
2 2037 6,78
3 2036 6,79
4 2039 6,79
5 2035 6,79
6 2034 6,79
N 6 6
¥ 2033,7 6,79
S 6,44 0,00
sr (%) 0,32 0,00

Pozadavek — relativni smérodatnd odchylka sg < 1 % byla vyhovujici.

tabulka 6

PROPYFENAZON

Cislo pokusu Plocha piku (A) Retenéni ¢as (tg) (min)
1 10553 14,15
2 10614 14,15
3 10595 14,17
4 10612 14,18
5 10606 14,18
6 10649 14,18
N 6 6

X 10604,8 14,17
S 31,21 0,00
sr (%) 0,29 0,00

PoZadavek — relativni smérodatnd odchylka sg < 1 % byla vyhovujici.
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7.2.2 Validace analytické metody

7.2.2.1 Presnost

Byly analyzovany roztoky vzorku Valetol HERBACOS-BOFARMA §. €. 2230905, které byly
paraleln¢ pfipravené samostatnym postupem uvedenym v kap.6.2. Plochy pikil jsou
prepoctené na navazku 50,00 mg tabletoviny.

tabulka 7
Roztok ¢. Plocha piku (m = 50 mg)

Paracetamol Kofein Propyfenazon
1 2902 2185 11463
2 3088 2423 11459
3 2889 2267 11315
4 2846 2251 11808
5 2991 2344 11812
6 2793 2323 11063
n 6 6 6
¥ 2918 2299 11487
S 105,96 82,83 289,61
Sr (%) 3,63 3,60 2,52

Pozadavek — relativni smérodatna odchylka sgr < 5% byl splnén.

7.2.2.2 Linearita

Byla pouzita metoda absolutni kalibrace. Bylo pfipraveno 6 kalibra¢nich roztokd pracovnich
standardii paracetamolu, kofeinu a propyfenazonu (koncentrace pro kazdou latku jsou
uvedeny v nasledujicich tabulkach — obr. 3, 4, a 5). Plochy piku latek pro kazdou koncentraci
jsou prumérem ze 3 méfeni a pro dalsi vypocty byl bran primér z téchto tii hodnot. Zavislost
absorbanci kalibracnich roztokl na jejich koncentraci byla vyhodnocena metodou linearni

regrese.
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PARACETAMOL

¢ (mg/100 | plocha

. 4500 -
ml) piku 4000 4
11,52 1456 3500 -
16,13 1996 3000 1
% 2500 -
19,58 2406 8 2000 -
23,04 2834 1500 -
28,80 3560 1000 -
500 A

34,56 4244 0
0

5 10 15 20 25 30 35
¢ (mg/100ml)

40

Obrazek 4:Testovani linearity - paracetamol

Regresni funkce :

y

= kx +q

pocet: bodi n =

6

pocet stupiiti volnosti:[1[1[v[(] =4

Parametry regresni ptimky a odhady jejich smérodatnych odchylek

smérnice k =121,7118 + 0,780872
absolutni ¢len g = 38,56858 + 18,39897
koeficient korelace R =0,999918
rezidualni odchylka Srez = 14,70818
hodnota F-statistiky F =5,48E+4
Zavislost y na x byla prokazana se spolehlivosti 99.9% .

Pozadavek na linearitu — korelacni koeficient r » 0,9990 byl splnén.
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KOFEIN

¢ (mg/100 | plocha
ml) piku
3,82 1070 3500 ~
535 | 1494 3000 1
2500 -
6,50 1819 £ 2000 -
7.64 2135 S 1500 -
9,55 2687 1000 +
500 A
1146 | 3251 o
0 2 4 6 8 10 12
¢ (mg/100ml)

14

Obrazek 5: Testovani linearity - kofein

Regresni funkce: y = kx + q

pocet: bodi n = 6 pocet stupiiti volnosti:[1[1[v =4

Parametry regresni ptimky a odhady jejich smérodatnych odchylek

smeérnice k = 285,2976 +  1,846094
absolutni ¢len g =-31,39811 + 14,42571
koeficient korelace R =0,999916
rezidualni odchylka Srez = 11,5276
hodnota F-statistiky F =548E+4
Zavislost y na x byla prokazana se spolehlivosti 99.9% .

PoZadavek na linearitu — korelaéni koeficient r » 0,9990 byl splnén.
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PROPYFENAZON

¢ (mg/100 | plocha

] 18000 -
ml) piku 16000 4
23,02 5536 14000 -
32,23 7726 12000 +
% 10000 -
39,13 9381 S 5000 |
46,04 11046 6000 -
57,55 | 13978 4000 1
2000 -

69,06 16914 0

0 10 20 30 40 50 60 70
¢ (mg/100ml)

80

Obrazek 6: Testovani linearity - propyfenazon

Regresni funkce: y = kx + @

pocet: bodi n = 6 pocet stupniti volnosti:[1[1[] v [1 =4

Parametry regresni pfimky a odhady jejich smérodatnych odchylek

smérnice K = 2473589 + 2,139786
absolutni ¢len 0 = -245,2905 + 100,7481
koeficient korelace R =0,99985
rezidualni odchylka Srez = 80,53824
hodnota F-statistiky F =548E+4
Zavislost y na x byla prokazana se spolehlivosti 99.9% .

Pozadavek na linearitu — korelacni koeficient r » 0,9990 byl splnén.

Kalibrac¢ni kiivky jsou linearni v rozsahu 11,52 — 34,56 mg/100ml pro paracetamol,
3,82 — 11,46 mg/100ml pro kofein a 23,02 — 69,06 mg/100ml pro propyfenazon.
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7.2.2.3 Spravnost

Byly zméfeny roztoky standardi: ¢, = 23,04 mg/100 ml (paracetamol), 7,64 mg/100 ml
(kofein), 46,04 mg/100 ml (propyfenazon), n = 3.

Byly analyzoviany modelové vzorky (placebo tabletoviny + paracetamol + kofein +
propyfenazon), které byly paralelné ptipravené samostatnym postupem uvedenym v kap.6.2.
s piidavkem roztoku standardii o koncentraci co.

Vytéznost R; byla vypoctena podle vzorce:

R, =100- 9, kde
Co
Coje koncentrace vlozena
Ci je koncentrace stanovena HPLC
tabulka 8
Vzorek &. Co (mg/100 ml)

(paracetamol) n=3 Ci(mg/ 100 mh) Ri (%)
1 23,38 101,49
2 23,14 100,46
3 23,04 23,55 102,23
4 22,51 97,70
5 22,81 99,01
6 23,29 101,10

n==6

x = 100,33 %

s=1,69

sr = 1,68 %
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tabulka 9

Vzorek ¢. Co (mg/100 ml)
(kofein) =6 Ci (mg/ 100 ml) Ri (%)
1 7,71 100,97
2 7,62 99,77
3 7,64 7,80 102,07
4 7,48 97,93
5 7,60 99,45
6 1,74 101,29
n==6
x = 100,25 %
s=1,49
Sr=1,49 %
tabulka 10
Vzorek ¢&. Co (mg/100 ml)
Ci (mg/ 100 ml) Ri (%)
(propyfenazon) n=6
1 46,61 101,23
2 45,94 99,79
3 46,04 47,10 102,31
4 45,11 97,98
5 45,78 99,44
6 46,64 101,30
n==6
x = 100,34 %
s=1,57
sr = 1,56 %

Pozadavek — vytéznost R v intervalu 100 £ 5 % vyhovuje. Relativni smérodatna odchylka

Sr < 5 % je splnéna u vSech tii latek.
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7.2.2.4 Selektivita

Separace standardnich latek paracetamolu (¢ = 23,04 mg/100 ml), kofeinu
(c = 7,64 mg/100 ml) a propyfenazonu (¢ = 46,04 mg/100 ml) je dokumentovana
na chromatogramu standardnich latek. (viz. obrazek 2, str. 30)

Placebo a piipravek Valetol byly zpracovany dle postupu 6.2. Na chromatogramu placeba
(obrazek 7) je patrno, Ze v retenCnich Casech odpovidajicich sledovanym latkdm nejsou

pfitomny zadné piky interferujicich latek.

100

Voltage [mV]

75+

50 4

254

0,0 2,5 5,0 7,5 10,0 12,5 15,0 17,5
[min.]

Obriazek 7: Chromatogram placeba
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Na chromatogramu piipravku Valetol (obrazek 8) je patrnéd dokonald separace sledovanych
latek.

’;‘ [=]
E R
o g
£ 400+ >
> o
) o
£
g S
300 g 9
s w
© c
o % E
200 S 2
100+ ! ) |
. IR, J
| | | | | | | |
0,0 25 5,0 75 10,0 12,5 15,0 17,5

Obrazek 8: Chromatogram pripravku Valetol

PiedloZzena HPLC metoda umoZiiuje selektivné zméfit plochy pikd odpovidajici G€¢innym
latkdm paracetamolu, kofeinu a propyfenazonu.

7.2.2.5 Robustnost

Testovani miry vlivu proménnych experimentalnich podminek na stanoveni obsahu analytd
bylo testovano u roztoku o sloZeni:

a) paracetamol (c = 23,04 mg/100 ml)

b) kofein (c = 7,64 mg/100 ml)

c) propyfenazon (c = 46,04 mg/100 ml)

Vliv sloZeni mobilni faze byl testovan pii zménach poméru dvou nejvice zastoupenych
slozek — vodné slozky a methanolu a to v pomérech: 60:22, 55:27, 45:37, 40:42. Ostatni

sloZky byly ponechany beze zmény. Kazda mobilni faze byla proméfena trikrat.

a) Vliv na plochu chromatografickych pikii.

A =100--2 kde

0:32
Aj- plocha piku za testovanych podminek

Aso:32 — plocha piku za standardnich podminek
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Byly ziskany vysledky uvedené v tabulce 11. Relativni plocha piku vztazena na plochu
piku pfi optimalnim slozeni mobilni faze se pohybovala v rozmezi 97,31% az 104,36%, a
proto v uvedeném rozmezi zmény v poméru slozek mobilni faze neovliviiuji stanoveni

paracetamolu, kofeinu, ani propyfenazonu.

tabulka 11: Vliv sloZeni mobilni faze na plochu piku (paracetamol)

Voda pH 7,5 - Me-OH Paracetamol
A ARr(%0)
60:22 2680 97,31
55:27 2734 99,27
50:32 2754 100,00
45:37 2758 100,15
40:42 2874 104,36

n = 3; Me-OH — methanol

tabulka 12: Vliv sloZeni mobilni faze na plochu piku (kofein)

Voda pH 7,5 - Me-OH Kofein
A ARr(%0)
60:22 2124 99,86
55:27 2121 99,72
50:32 2127 100,00
45:37 2089 98,21
40:42 2143 100,75

n = 3; Me-OH — methanol

tabulka 13: Vliv sloZeni mobilni faze na plochu piku (propyfenazon)

Voda pH 7,5 - Me-OH Propyfenazon
Ai Ar(%)
60:22 10838 98,55
55:27 10944 99,52
50:32 10997 100,00
45:37 10888 99,01
40:42 11181 101,67

n = 3; Me-OH — methanol
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b)  Vliv na retencni ¢as, tabulka 14.
V celém testovacim rozmezi dochdzi k dokonalé separaci vSech slozek, ale slozeni mobilni
faze ovliviiuje trvani analyzy. Z tohoto hlediska je doporuceno pouziti mobilni faze
voda pH upraveno na 7,5 — 2-propanol — diethylamin — methanol (50 : 15 : 3 : 32, v/v).
Na obrazku 9 je znazornén chromatogram pii poméru vodné slozky pH 7,5 a methanolu 40 :
42 (krajni hranice testovaciho rozmezi, ostatni slozky zlstadvaji konstantni) a jak je zfejmé,
separace paracetamolu, kofeinu a propyfenazonu je az k zakladni linii, pouze dochazi
ke zkraceni doby analyzy.
Na obrazku 10 je znazornén chromatogram pii poméru vodné slozky pH 7,5 a methanolu 60 :
22 (krajni hranice testovaciho rozmezi, ostatni slozky zistavaji konstantni). Separace
paracetamolu, kofeinu a propyfenazonu je az k zakladni linii, pouze dochazi k prodlouzeni

doby analyzy.

tabulka 14: Vliv sloZeni mobilni faze na reten¢ni ¢as (paracetamol, kofein, propyfenazon)

Voda pH 7,5 - Me-OH tr (Min)
Paracetamol Kofein Propyfenazon
60:22 6,19 7,27 21,87
55:27 6,09 7,09 17,81
50:32 5,94 6,81 14,31
45:37 5,88 6,69 12,51
40:42 5,76 6,50 10,42

n = 3; Me-OH - methanol
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200 } \ {\ . ‘ \
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0,0 2,5 5,0 7,5 10,0 12,5

[min.]

Obrazek 9: Chromatogram separace za podminek: voda pH 7,5 — 2-propanol — diethylamin — methanol
(40:15:3:42,viv)
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Obrazek 10: Chromatogram separace za podminek: voda pH 7,5 — 2-propanol — diethylamin — methanol
(60 :15:3:22,viv)

7.2.2.6 Stabilita

Stabilita roztoku standardnich latek v mobilni fazi o koncentraci ¢ = 22,84 mg/100 ml
paracetamolu, ¢ = 7,54 mg/100 ml kofeinu a ¢ = 45,74 mg/100 ml propyfenazonu byla
testovana za uchovavani:

1) za snizené teploty (4 °C), chranéné pred svétlem

2) za laboratorni teploty, chranéné pied svétlem
Vysledky uspofadany v tabulce 15, 16 a 17 jsou primérem ze tii méfeni.

ST (%) =

—AO )

t je Cas od ptipravy roztoku vzorku

A je plocha piku

tabulka 15: Stabilita paracetamolu v roztoku v zavislosti na dobé a zpisobu uchovavani (ST)

Paracetamol
t A (4°C) St (%) A (»20°C) St (%)
0 2805 0,00 2805 0,00
24 h 2809 0,14 2807 0,07
48 h 2785 0,71 2796 0,32
72 h 2825 0,71 2799 0,21
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Pozadavek St (%)<1 % je splnén a roztok paracetamolu v mobilni fazi je mozné pouzivat

pii uchovavani za snizené teploty nebo laboratorni teploty po dobu 72 hod od jeho piipravy.

tabulka 16: Stabilita kofeinu v roztoku v zavislosti na dobé a zptisobu uchovavani (ST)

Kofein
T A (4°C) St (%) A (= 20 °C) St (%)
0 2386 0,00 2386 0,00
24 h 2407 0,88 2408 0,92
48 h 2375 0,46 2391 0,21
72h 2367 0,80 2364 0,92

n=3
Pozadavek St (%)<l % je splnén a roztok kofeinu v mobilni fazi je mozné pouzivat

pii uchovavani za snizené teploty nebo laboratorni teploty po dobu 72 hod od jeho piipravy.

tabulka 17: Stabilita propyfenazonu v roztoku v zavislosti na dobé a zpisobu uchovavani (ST)

Propyfenazon
T A (4°C) St (%) A (~20°C) St (%)
0 11311 0,00 11311 0,00
24 h 11357 0,41 11335 0,21
48 h 11206 0,93 11266 0,40
72h 11279 0,28 11315 0,03

n=3
Pozadavek St (%)<1 % je splnén a roztok propyfenazonu v mobilni fazi je mozné pouzivat

pfi uchovavani za snizené teploty nebo laboratorni teploty po dobu 72 hod od jeho ptipravy.
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8 ZzZaver

Byly zpracovany nalezené literarni tdaje tykajici se stanoveni paracetamolu, kofeinu a
propyfenazonu pomoci metody HPLC.
Byla upravena a validovana metoda HPLC urCend pro stanoveni paracetamolu, kofeinu a
propyfenazonu v peroralnim piipravku Valetol.
Byly nalezeny tyto optimalni chromatografick¢ podminky metody HPLC s UV detekci pro
stanoveni paracetamolu, kofeinu a propyfenazonu:

» Kolona — ODS Hypersil, 250x4,6mm, velikost ¢astic Sum

> Detekce — UV 273 nm

» Slozeni mobilni fize — voda : 2-propanol : diethylamin : methanol (50 + 15 + 3 + 32)
upraveno kys. fosfore¢nou na pH 7,5
Davkovany objem - 5ul
Rychlost pritoku mobilni fize — 0,5 ml/min.

Teplota — laboratorni

YV V V V

Izokraticky rezim

Byla testovana vhodnost chromatografického systému. Opakovatelnost vyjadiena jako
relativni smérodatnd odchylka sg byla niZsi nez 1%. Uginnost kolony vyjadiena poétem
teoretickych pater N byla splnéna pro vSechny tfi analyzované latky (N > 1500). Asymetrie
chromatografickych pikdi vyjadiena faktorem T byla menSi nez 2. RozliSeni

chromatografickych piki bylo vétsi nez 1,5.

Byla hodnocena presnost metody a pozadavek na relativni smérodatnou odchylku sg < 5% byl

splnén.
U testovani parametru linearity bylo vyhovéno poZzadavku na hodnotu korela¢niho koeficientu
R > 0,9990 pro paracetamol (R = 0,999918), pro kofein (R = 0,999916) i pro propyfenazon

(R = 0,99985).

Spravnost stanoveni je vyjadifena veli¢inou vytéZznost (R;). Pozadavek, aby se hodnota

vytéznosti R; pohybovala v rozmezi 100 + 5% byl splnén pro vSechny tii latky. Jeji hodnoty
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se pohybovaly v intervalu od 97,70 do 102,23% pro paracetamol, od 97,93 do 102,07% pro
kofein a od 97,98 do 102,31% pro propyfenazon.

Parametr selektivity byl ovéfen porovnanim chromatogramit roztoku standardi, placeba a
ptipravku Valetol. Separace vSech pikd je az k zakladni linii, na chromatogramu placeba

nebyl nalezen zadny pik, ktery by interferoval s piky standardnich latek.

Testovani robustnosti prokazalo vhodnost mobilni faze, slozené zvody, 2-propanolu,
diethylaminu a methanolu (50 + 15 + 3 + 32), ktera je upravena kys. fosfore¢nou na pH 7,5.
V celém testovacim rozmezi dochdzi k dokonalé separaci vSech slozek, ale slozeni mobilni

faze pouze ovliviiuje trvani analyzy.

Roztoky standardu paracetamolu, kofeinu i propyfenazonu jsou stabilni po 72 hodin od jejich

piipravy.

Vsechny sledované parametry validace metody vyhovuji pozadavkiim na né kladenym. Tato

metoda muize byt pouzivana pfi rutinni kontrole a hodnoceni kvality ptipravku Valetol.
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