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1 Uvod a cil prace



1.1 Uvod a cil prdce

Fenistil® gel je piipravek vyrabény jiz dlouhou dobu. Pouziva se diky
svému antihistaminickému ptisobeni hlavné jako prostiedek ke zmirnéni svédéni u
dermatitid, urtikarii, Stipnuti hmyzem, u spaleni od slunicka a povrchovych
popalenin. Zajem o n¢j lze predpokladat i do budoucna, nebot’ ptipravek podobné
indikace v obdobné 1ékové formé u nas neni k dispozici.

K zajisténi hlavnich cili farmacie, a to kvality, G¢innosti a bezpecnosti
1éCivého pripravku, slouzi mnoho analytickych metod, které se 1isi principem,
naronosti provedeni, citlivosti a selektivitou. Uginna latka piipravku,
dimetinden-maleinat, je v CL 2005 stanovovana nevodnou titraci. Vzristajici
naroky na produkty farmaceutickych firem se sebou nesou pozadavky na zavadéni
modernégjSich, presnéjSich a spolehlivéjSich analytickych metod do kontrolni
praxe.

Vétsina 1éCivych piipravkll je sloZzena z mnoha riznych chemickych
substanci, a proto jsou vyhodné zejména metody, které umoziluji separaci
jednotlivych slozek a jejich naslednou identifikaci a kvantifikaci. Takovou
metodou je i vysokouc¢inna kapalinova chromatografie, kterd diky svoji vysoké
selektivit¢ a citlivosti patii mezi oblibené analytické metody pro analyzu
chemickych individui 1 lé¢ivych piipravki.

Cilem této prace bylo vyvinout a validovat metodu pro stanoveni

Dimetindeni maleas (dimetinden-maleinatu) v ptipravku Fenistil® gel.
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2.1 PouZité zkratky

ACN
AK
CL
D
DH
DM
GC
GLC

GSC

HILIC

HPLC

IEC

LC

LLC

LOD

LOQ

LSC

MF

NPLC

Acetonitril

Analyticka kolona

Cesky Lékopis

Dimetinden

Diltiazemi hydrochloridum

Dimetindeni maleas

Gas Chromatography (Plynova chromatografie)

Gas-Liquid  Chromatography  (Plynova  rozdélovaci
chromatografie)

Gas-Solid Chromatography (Plynova adsorp¢ni
chromatografie)

Hydrophilic Interacion Liquid Chromatography
(Kapalinova chromatografie hydrofilnich interakci)

High Performance Liquid Chromatography (Vysokoucinna
kapalinova chromatografie)

lon-Exchange Chromatography (Iontové vyménna
chromatografie)

Internal Standard (Vnitini standard)

Liquid Chromatography (Kapalinova chromatografie)
Liquid-Liquid Chromatography (Kapalinova rozd€lovaci
chromatografie)

Limit Of Detection (Limit detekce)

Limit Of Quantitation (Limit kvantifikace)

Liquid-Solid Chromatography (Kapalinova adsorpéni
chromatografie)

Mobilni faze

Necistota

Normal Phase Liquid Chromatography (Kapalinova

chromatografie na normalni f4zi)



PR
RP
RPLC

SEC
SF
SUKL
usP
uv

Prutokova rychlost

Reversed Phase (Reverzni faze)

Reversed Phase Liquid Chromatography (Kapalinova
chromatografie na reverzni fazi)

Size Exclusion Chromatography

Stacionarni faze

Statni Ustav pro Kontrolu Lé&iv

United States Pharmacopeia (Americky 1ékopis)
Ultra-Violet (Ultrafialové spektrum)
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2.2 Fenistil® gel !

2.2.1 Pojem ,gel“

,»Gel“ je ve farmacii velice Siroky pojem, neni definovan v zddném
dostupném platném Iékopise (naposledy v USP 24 jako ,,polotuhé soustavy
tvofené jednak suspenzemi malych anorganickych castic nebo velkymi
organickymi molekulami prostoupenymi kapalinami®).

Reologicky patifi mezi viskoelastické soustavy, maji vlastnosti jak latek
pevného skupenstvi (elastickd deformace), tak latek kapalného skupenstvi
(difuzivita). Gely jsou tedy bikoherentni polotuhé az tuhé systémy. Prvni
koherentni fazi je gelotvorna latka (biopolymery, syntetické polymerni latky,
anorganické latky), druhou koherentni fazi je kapalina. Gely vznikaji bud’
bobtnanim (samovolnou difuzi rozpoustédla do polymeru) nebo sitovanim (vznik
chemickych vazeb mezi fetézci polymeru jednak po pfidani troj- a vicefunkéni
slozZky nebo spojenim funkénich skupin zrGznych polymernich fetézci

V tavening).

2.2.2 Charakteristika piipravku

Fenistil® gel odstratiuje sv&déni nejriizngjsiho piivodu. M4 velmi dobré
uplatnéni v 1é€beé reakci z precitlivélosti. Nejcastéji se pouziva pii svédivych
onemocnénich kize, kopfivee, po pokousani a posStipani hmyzem, pti poskozeni
klize slunecnim zéafenim a u mirnych povrchovych popalenin. Vyjimecné se pfi
pouzivani gelu muze objevit mirna pfechodna kozni reakce (pocit suchosti a
paleni). Ojedinéle se mohou vyskytnout alergické kozni reakce projevujici se
napt. vyrazkou. Ptipravek je balen po 30 g v hlinikovych tubéch a je prodejny bez
1ékatského predpisu.

Piipravek je homogenni, bezbarvy, &iry az slab& opalescentni gel. Uginnou
latkou je dimetindeni maleas v koncentraci 0,1 g na 100 g gelu. Gelotvornou

latkou je sodna stl carbopolu 974 P. Kompletni slozeni je uvedeno v Tab.1.

! Kapitola 2.2. byla vypracovana ze zdroja [1], [2], [3], [4], [5]
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Tab.1.: Slozeni pripravku Fenistil® gel

Latka Mnozstvi ve 100 g pripravku

Dimetindeni maleas 0,19
Carbopol 974 P

Benzalkonii chloridum

Natrii edetas

Sodium hydroxide 30 %

Propylene glycol

Aqua purificata

2.3 Dimetindeni maleas 2

2.3.1 Chemicka a fyzikdalné-chemicka charakteristika

Dimetindeni maleas (Dimetinden-maleinat) je bily nebo téméf bily
krystalicky prasek. Je téZce rozpustny ve vod€, dobfe rozpustny v methanolu.
Chemicky jde o N,N-dimethyl-2-{3-[(RS)-1-(pyridin-2-yl)ethyl]-1H-inden-2-

yl}ethanamin-(Z)-butendioat. Chemicka struktura je uvedena na Obr.1.

Obr.1.: Struktura dimetinden-maleinatu

COOH
COOH
Sumarni vzorec: C24H28N204
M;: 408,50
Synonyma: Dimetindeniummaleinat, Dimetinden-maleinat

? Kapitola 2.3. byla vypracovéana ze zdrojt [1], [5], [6], [7]
12



Latka je uvedena v CL 2005 i v ostatnich dostupnych zahraniénich

1ékopisech.

2.3.2 Farmakologicka charakteristika

Dimetinden-maleinat patii farmakologicky mezi Hj-antihistaminika, tedy
latky, které antagonizuji vétSinu alergickych projevit vyvolanych uvoliiovanim
histaminu jako jednoho ze zakladnich mediatorG alergické reakce, tlumi také
zvysenou vaskularni permeabilitu po histaminu, a tim i tvorbu edémt a koznich
pupenti, tlumi svédéni a bolest v misté plsobeni histaminu, mé taky lokaln¢
anesteticky ucinek (blokuje Na+ kanaly podobné jako lokélni anestetika). Pouziva
se lokaln€ ve formé gelu, emulze, nebo nasalniho spreje, vnitiné ve form¢ kapsli
nebo roztoku (kapky). Diky ptechodu ptes hematoencefalickou bariéru ma
nezéadouci antimuskarinovy a sedativni ucinek, rizn¢ vyznacené gastrointestinalni
obtize, ojedinéle kozni obtiZze. VSechny tyto vedlejsi efekty jsou zavislé na

aplikacni cest¢.

2.4 Chromatografické metody 3

2.4.1 Obecné principy chromatografickych metod
Chromatografické metody jsou v analyze vyuzivany velice Siroce, patii
mezi vysoce ucinné separacni techniky, které slouzi k odd€leni slozek
analyzované smeési s moznosti jejich kvalitativniho a kvantitativniho hodnoceni.
Spole¢nym principem chromatografie je postupné, mnohokrat opakujici se
vytvareni rovnovahy analyzovanych latek mezi dvéma vzdjemné nemisitelnymi
fazemi. Jde o sorpci na staciondrni fazi, kterd je nepohyblivd a desorpci do
mobilni fize, kterd undsi separované latky a je tedy hybnou silou
chromatografického procesu. K separaci dochdzi na zaklad¢ rGzné afinity latek
analyzované smési ke stacionarni a mobilni fazi. V ptipad€, ze mobilni i

stacionarni fazi jsou kapaliny, podstatou separace je rozdilné rozpustnost délenych

¥ Kapitola 2.4. byla vypracovana ze zdrojt [8], [9], [10], [11], [12], [13], [14], [15], [16]
13



latek v téchto navzajem nemisitelnych kapalinach.

Chromatografické metody 1ze rozdélit podle riznych hledisek:

= dle charakteru (skupenstvi) mobilni faze na:

plynovou chromatografii (GC)

kapalinovou chromatografii (LC)

= dle podstaty separa¢niho d¢je existuji chromatografie:

adsorpéni — podstatou je rozdilnd adsorbovatelnost délenych latek
na aktivni povrch adsorbentu (LSC — pevna faze-kapalina, GSC —
pevna faze-plyn)

rozdélovaci — separace je zalozena na rozdilné rozpustnosti
délenych latek ve dvou vzajemné nemisitelnych kapalinach (LLC),
ptipadné jde o rozd€lovani v systému kapalina-plyn (GLC)

iontové vymeénna — stacionarni fazi jsou iontoménice (katexy nebo
anexy) a mechanismem separace je rozdilnd afinita
k iontovyménnym skupinam iontoménice, ktera je dana rozdilnymi
hodnotami disocia¢nich konstant ionogennich skupin, velikosti a
mocenstvim iontll délenych latek

gelova pemeacni — separace probiha na zakladé rizné velikosti
molekul délené smési, které jsou unaSeny kapalinou protékajici
pfes kolonu naplnénou poréznim materidlem. Molekuly dle
velikosti pronikaji nebo nepronikaji do pori urcitych rozmért a tim
je dana mira jejich zadrzovani v koloné

afinitni — pomoci této techniky miize byt izolovéana jakéakoliv
molekula, ktera reaguje specificky a reverzibilné s jinou
molekulou. Témito dvéma molekulami mohou byt napt.: protilatka
- antigen, enzym - kofaktor, inhibitor - substrat nebo pfipadné

hormon ¢i 1é¢ivo a ptislusny bilkovinny receptor nebo pienasec.

= dle pouzité techniky:

14



¢ sloupcova chromatografie
e papirova chromatografie
e chromatografie na tenké vrstvé

Stru¢ny ptehled chromatografickych technik uvadi Tab.2.

Tab.2.: Stru¢ny prehled chromatografickych technik

Stacionarni Chromatograficka
Mobilni faze Usporadani _
faze technika
plyn ) plynova rozdélovaci
kapalina .
plynova chromatografie — GLC
_ kolonové
chromatografie — plynova adsorpcni
tuha latka _
GC chromatografie — GSC
gelova permeacni
chromatografie — GPC
kolonové
kapalinova rozdélovaci
kapalina chromatografie — LLC
tenkovrstva rozdeélovaci
kapalina chromatografie — TLC
plosné
kapalinova papirovd rozdelovaci
chromatografie - chromatografie — PC
LC kapalinova adsorpcni
chromatografie — LSC
kolonové
iontové vymeénnd
tuha latka )
chromatografie — IEC
tenkovrstva adsorpcni
plosné

chromatografie — TLC

2.4.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC je jedna z nejprogresivnéjSich analytickych metodik. Jeji hlavni
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vyhodou je moZnost automatizace, potfeba malého mnozstvi vzorku, rychlost a
vysoké citlivost analyzy s moznosti kvalitativniho i1 kvantitativniho hodnoceni
smési latek a jeji univerzalnost. Umoznuje analyzu tepelné nestdlych nebo
neté¢kavych latek a polymert, ¢imz odstraiiuje hlavni nedostatky plynové
chromatografie.

Pii této metod¢ nastava déleni latek mezi stacionarni fazi naplnénou
Vv koloné a mobilni kapalni fazi prochéazejici kolonou za vysokého tlaku. Muze byt
vyuzito téméi vSech mechanismil separace, tedy lze nalézt selektivni a u¢inny
systém k déleni riznych smési latek.

HPLC analyzu lze realizovat pomoci dvou typu eluce. Nelisi-li se pfilis
elucéni parametry latek, pouzije se isokratickd eluce mobilni fazi s konstantnim
slozenim. Jestlize se latky hodné lisi svymi elu¢nimi parametry, vyuziva se
gradientové eluce s plynule se ménicim slozenim mobilni faze, pfi Cemz se
vytvafi pH poptipadé koncentracni gradient.

Po nésttiku analyzovaného vzorku na kolonu je tento unaSen mobilni fazi
(elucni Cinidlo), ustavuje se rovnovaha mezi stacionarni (ndplii kolony) a mobilni
fazi a dochazi k separaci slozek smési. Rozdélené latky prochazi detektorem,
ktery identifikuje jejich pfitomnost a na chromatografickém zaznamu se jako
odezva na signal detektoru zakresli pik.

Na separaci latek ma vliv vybér kolony a mobilni faze, citlivost méfeni je
limitovana pouZzitym detektorem.

Identifika¢ni  charakteristikou latky je za pfesné stanovenych
chromatografickych podminek jeji retencni Cas tr, coZ je ¢as od ndastiiku vzorku
na kolonu k maximu chromatografického piku. Kvantifikace latek muze byt
u¢inéna bud’ pomoci vySky piku, nebo plochy piku na chromatografickém
zaznamu za pouziti vnitiniho nebo vnéjs$iho standardu. Vyhodnéjsi je provedeni
S vnitinim standardem, protoze analyza pak probihé pro sledované latky 1 standard

za stejnych experimentéalnich podminek.
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2.4.2.1 Kapalinovy chromatograf

Kapalinovy chromatograf se sklada z ¢asti, které umoznuji davkovani
vzorku, prachod mobilni faze, separaci latek a jejich detekci. Sestava
chromatografu pro HPLC je bud’ kompaktni konstrukce s fixnim usporadanim
komponent, nebo stavebnicového typu kdy jednotlivé soucasti jsou oddéleny a

daji se prestavovat.

Obr.2.: Schéma kapalinového chromatografu

@ GH i
1 .
4 1

. =

I 11 = =

10

o @oo

)

Zakladni soucasti sestavy znazorniuje Obr.2. Jsou to: zasobniky mobilni faze
(1, 2), vysokotlaké cerpadlo (3), smeéSovac (4), manometr (5), ddvkovaci zafizeni
(6), predkolona (7), analyticka kolona (8), detektor (9), sbéra¢ frakei (10), pocitaé

se specidlnim softwarem (11). Pfitomen mutize byt jest¢ odplynovac (degasser).

2.4.2.2 Chromatografické kolony a elucni ¢inidla

HPLC chromatografické kolony jsou trubice z nerezové oceli nebo ze
specidlné tvrzeného skla o délce 5-30 cm o vnitinim priméru 2—-8 mm. Dulezité
je, aby naplii kolony byla naprosto rovnomérna a homogenni. Kolona musi
odolavat relativné vysokym tlaklim, chemickému plsobeni mobilni faze a

separovanych latek, na néZ nesmi ptisobit rozkladné.
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Dulezité jsou predklony, které se pouzivaji k analyze slozitych smési,
zejména biologického materidlu, jejichz analyza zkracuje Zivotnost analytickych
kolon. Pfedklony slouzi k ustaleni pratoku mobilni faze, mize na ni také dochéazet
k zachycovani riznych necCistot a vzorky tak pfichazeji na analytickou kolonu
,»CIStSI.

Kvalita sorbentu ma hlavni vliv na G€innost separace. Diilezit je velikost a
stejnomernost ¢astic, podobné i tvar, struktura a porozita. Pro vétSinu HPLC
analyz se pouzivaji nemodifikovand nebo chemicky modifikovana zrnka
silikagelu (chemickou reakci navazané radikaly na —OH skupiny silikagelu) o
velikosti 1,8 - 10 pm nebo oxid hlinity (alumina). K déleni latek pomoci HPLC
lze vyuzit vSech vratnych dvoufazovych separacnich mechanismt (adsorbce,
rozdélovani, iontova vymeéna, sitovy efekt gelu).

Pouzivana rozpoustédla a jiné slozky mobilni faze musi mit vhodnou
kvalitu. Slozky mobilni faze se obvykle filtruji, aby z nich byly odstranény ¢astice
vétsi nez 0,45 um. Rozpoustédla jsou pied Cerpanim do systému obycejné
odplynovana probublavanim heliem, v ultrazvukové lazni nebo se pouzivaji
membranova ¢i vakuova zafizeni zafazend piimo do systému, kterd zabraiiuji
tvorb¢ bublin v cele detektoru.

Vybér mechanismu retence, stacionarni faze a elu¢niho ¢inidla se odviji od
charakteru stanovované latky. Z tohoto hlediska rozliSujeme nékolik zpisobi

provedeni HPLC:

= RPLC (Reverse phase liquid chromatography)

Tento zptsob provedeni HPLC byl dlouho zodpovédny za rozsifenou
popularitu HPLC jako separa¢ni metody. RPLC, neboli chromatografie na
»reverzni‘ fazi, vyzaduje nepoldrni stacionarni fazi a polarni mobilni fazi. Mobilni
faze se vétsinou sklada ze smési vody (piipadné pufru), methanolu, acetonitrilu,
2-propanolu a jinych polarnich rozpoustédel. Typickou staciondrni fazi jsou
chemicky modifikovana zrnka silikagelu (viz Tab.3.). Nevyhodou téchto fazi je,
ze pii pH vysS§im nez 8 dochazi k ¢astecnému rozpousténi silikagelu, coz snizuje

zivotnost kolon. RPLC kolony mohou byt pouzita k analyze rozmanitého okruhu
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sloucenin, od slabé polarnich a nepolarnich sloucenin az po kyselé, bazické a

amfoterni smési. Pro analyzu latek, které pro svou separaci potiebuji bazické pH

se pouzivaji rizné jiné polymerni latky.

Tab.3.: Stru¢ny prehled modifikujicich skupin pro RPLC

Modifikujici skupina

Chemicky vzorec

Dokosyl
Oktadecyl
Oktyl
Hexyl
Ethyl
Trimethyl
Fenyl

Difenyl

—(CH)2:CH3
—(CHy)17CHjs
—(CH2)7CH3
—(CH2)sCH3
—CH,CH3
—Si(CHs)s
—Ce¢Hs
—(CeqHs)2

= NPLC (Normal phase liquid chromatography)

Chromatografie na ,normalni“ fazi ma opac¢né uspotfadani nez

RPLC.

NPLC uzivé polarni stacionarni fazi (napfi. silikagel) a nepolarni mobilni fazi

(nejéastéji organicka rozpoustédla jako je heptan, cyklohexan, tetrachlormethan,

toluen a jiné). Polarni povrch miiZe byt taky ziskan derivatizaci zékladu ¢asticemi,

které obsahuji polarni funkéni skupiny (viz. Tab.4.). NPLC je cestou volby pro

analyzu velice polarnich a hydrofilnich sloucenin.

Tab.4.: Stru¢ny piehled modifikujicich skupin pro NPLC

Modifikujici skupina

Chemicky vzorec

Amino
Alkylamino
Kyano
Alkylkyano
Diol

—NH,
—(CH2)aNH,
—C=N
—(CH2)sC=N
—CH(OH)-CH,0OH
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=  HILIC (Hydrophilic-interaction liquid chromatography)

Kapalinova chromatografie zaloZzena na hydrofilnich interakcich je
alternativou NPLC, stim rozdilem, Ze misto 100% organické mobilni faze
pouziva smeés organickych rozpoustédel a ultracisté vody. Typicky eluent se
skladd ze 40-97% acetonitrilu, zbytek (min. 3%) tvofi voda, pfipadné pufr.
Staciondrni faze je vice polarni nez u NPLC, pouzivaji se zejména tzv. ZIC

(zwitterionic — obojetn¢ iontové) SF (Obr.3.).

Obr.3.: Piehled ZIC stacionarnich fazi

LiH. n
—CH- ‘\.—l. H-C H—L

i% e, "

I+
~CHz ':.-c Hy-CH-CHE-SO,
I!

:5’@/ cH,

|
—n—il’-t H-C H-P;lii H,
CH,

__,-
—HN—& H- \L‘r —HN—L H=C

R R =0

Mechanismy retence, které se wuplatiuji pii separaci, spocivaji
Vv elektrostatickych interakcich a ,,hydrofilnim rozdé&lovani®.
= |EC (lon-exchange chromatography)

Pro d¢leni latek iontového charakteru se pouzZivaji stacionarni faze

s vlastnostmi iontoménic¢t (viz Tab.5.). Mechanismus IEC je popsan v Kap.2.4.1.

20



Tab.5.: Struény piehled modifikujicich skupin s vlastnostmi iontoménict

Obecny nazev Charakter stacionarni
Chemicky vzorec

modifikujici skupiny faze
Amino —(CH2)3NH; slab¢ bazicky anex
Ethylendiamino —(CH3)3sNH(CH;),NH, anex
Kvarterni amin —(CH3)s—N"— (CHs)3 silné bazicky anex
Karboxylova kyselina —(CHy)>—COOCH slabé kysely katex
Sulfonova kyselina —(CH,)s—SO3H siln¢ kysely katex

= SEC (Size exclusion chromatography)

Tento zpusob separace neni zaloZen na interakcich se stacionarni a mobilni
fazi (minéno adsorpce a rozdélovani), ale na sitovém efektu polymernich geli
(Sephadex), tedy na rozliSovani jednotlivych komponent vzorku na zakladé jejich
velikosti (mechanismus popsan v Kap.2.4.1.). SEC m4 dominantni postaveni
Vv separaci vySemolekularnich sloucenin. Vyuziva se naptiklad v biochemii pro

izolaci frakei proteinil, nebo pro findlni ¢isténi biotechnologickych produkti.

2.4.2.3 Piimd detekce v HPLC

Ukolem detektord je monitorovani mobilni faze vychéazejici z kolony.
Vystupem detektoru je signdl, kterého intenzita je zavisld na koncentraci latky
pfitomné v eluatu. Z citlivosti pouzitého detektoru vychazi citlivost celé

analytické metody. Na detektory jsou kladeny mimotadné pozadavky a to:

= univerzalni nebo selektivni odpoveéd’ na slozky eluatu

= vysoka citlivost

= linearita odezvy

= reprodukovatelnost a spolehlivost

= co nejmensi ovlivnéni detektoru vnéj§imi podminkami (teplota,

slozeni mobilni faze)

Piehled pouzivanych detektorti je v Tab.6.
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Tab.6.: Piehled detektord pouzivanych v HPLC

Citlivost o
Detektor Meéi‘ena velic¢ina Selektivita
v g/ml

amperometricky elektricky proud 1010 ano
fluorimetricky fluorescenéni tok 10°-10"  ano
hmotnostni spektrometr  molekulova hmotnost 107 ano
infragerveny transmitance 10°® ano
kapacitni relativni permitivita 107 ano
konduktometricky elektricka vodivost 10°® ano
refraktometricky index lomu 10”7 ne

ultrafialovy absorbance 1010 ano

Nejpouzivangjsi detektory jsou spektrofotometry pracujici v oblasti UV a

VIS, nasleduji fluorimetrické, konduktometrické a ampermetrické detektory.

2.5 Validace analytickych metod *

Validace analytickych metod je definovéana jako proces, kterym se zjist'uji
dany tucel vhodna a poskytuje pouzZitelnd analytickd data. Cilem je urcit
podminky, za kterych je zkuSebni postup pouzitelny, a zajistit stejnou spolehlivost

pfi opakovaném pouZiti v riznych laboratofich.

2.5.1 Piesnost (precision)

Presnost analytické metody pfedstavuje miru shody mezi jednotlivymi
vysledky metody opakované ziskanymi s jednim homogennim vzorkem za
pfedepsanych podminek. Podle podminek opakovéani se rozliSuji tfi Grovné

pfesnosti:

* Kapitola 2.5. byla vypracovana ze zdrojt [8], [10], [12], [18], [19]
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* Opakovatelnost (repeatability) vyjadifuje pfesnost zméfenou za stejnych
podminek (jeden analytik se stejnymi Cinidly na tomtéz piistroji).

= Mezilehla pfesnost (intermediate precision) se provadi v jedné laboratoii
se stejnym zhomogenizovanym vzorkem, ale vriuzny den s riznymi
¢inidly, analytiky i pfistroji.

= Reprodukovatelnost  (reproducibility)  vyjadfuje  pfesnost  mezi
laboratofemi, ovéfuje zda metoda bude davat stejné vysledky v riznych

laboratofich.

Obvykle se tento vzorek nezavisle Sestkrat analyzuje kompletnim postupem
vcetné piipravy vzorku. Zméii se odpovidajici plochy pika (A;) pro hlavni latku i
pro pritomné vedlejsi latky a ziskané hodnoty se pouziji pro vypocet primérné
hodnoty (Ap), smérodatné odchylky (S) a relativni smérodatné odchylky (sg) podle

vzorcu:

Pozadavek je sg < 5%.

2.5.2 Spravnost (accuracy)

Spravnost analytické metody vyjadiuje shodu mezi namétenou hodnotou a
spravnou hodnotou. Vymezeni spravnosti vyZaduje referencni hodnotu, coz je
znamy obsah latky nebo obsah zjistény jinou nezavislou metodou s ovéfenou
spravnosti. Statisticky se spravnost testuje pomoci vytéznosti R (recovery), ktera
udavd pomér mnozstvi (koncentracni) analytu ziskaného danou analytickou

metodou (C;) k ptijaté referen¢ni hodnoté (Co):
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Pozadavek je, aby R, =95% - 105% a sg < 5%.

2.5.3 Detekcni limit (limit of detection, LOD)

Limit detekce vyjadfuje citlivost metody. Je to nejnizSi detekovatelna
koncentrace latky, nestanovované kvantitativné. Mlze se urcit jako koncentrace

analyzované latky s pomérem signalu k Sumu zakladni linie s hodnotou 3.

2.5.4 Kvantitativni limit (limit of quantitation, LOQ)

vzorku, kterd je stanovitelnd svhodnou piesnosti a spravnosti. LOQ je
parametrem kvantitativnich zkouSek pro analyzu necistot a degradacnich
produktt. Za limitujici relativni smérodatnou odchylku se povazuje 10%, proto je
mozné LOQ vyjadrtit jako koncentraci, pfi jejiz analyze se dosdhne této relativni
smérodatné odchylky. Obvykle to byva trojnasobek detekéniho limitu, nebo se

vyjadiuje jako koncentrace s pomérem signalu k sumu s hodnotou 10.

2.5.5 Selektivita (selectivity)

Selektivita popisuje vlastnost analytické metody zméfit spravné a specificky
danou latku v pfitomnosti jinych ocekdvanych latek, kterymi mohou byt dalsi
ucinné latky u sloZenych pfipravki, pomocné latky, necistoty z vyroby a
rozkladné produkty. V HPLC se zjiStuje porovnavanim chromatogrami roztoki
standardi a placeba. Zjistuje se, zda se na zaznamu placeba nevyskytuji

interferujici piky v reten¢nich ¢asech stanovovanych latek.
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2.5.6 Linearita (linearity) a rozsah (range)

Linearita je chapana jako piimkova zavislost mezi dvéma nahodnymi
proménnymi. Linearita je schopnost davat vysledky piimo umérné koncentraci
stanovované latky. Obvykle se stanovuje sérii tii az Sesti nastfikii minimalné péti
roztoku standardu, jejichz koncentrace je v rozmezi 50 — 150% nebo 80 — 120%
deklarované koncentrace. Vysledky se zpracovavaji standardnim postupem
linearni regrese.

Rozsahem metody se rozumi koncentra¢ni hranice, v kterych muze byt

metoda pouzivana, piicemz vysledky jsou spravné a presné.

2.5.7 Robustnost (robustness)

Vyjadiuje miru vlivu proménnych podminek na vysledky analyzy. Pro
vyjadfeni robustnosti chromatografické metody se méni urcité parametry: slozeni
mobilni faze, pH vodné slozky mobilni faze, prutokova rychlost, teplota na
koloné, vinovéa délka detekce a vymezi se mira vlivu téchto zmén na pifesnost

stanoveni.

2.5.7.1 Stabilita standardii a vzorki

Ptipravené roztoky standardu a vzorku rozdélené na dvé casti se po 4 dny
uchovavaji pfi teploté 2 - 8°C v temnu a pfi teploté¢ mistnosti za ptistupu svétla.
Kazdy den se takto skladované roztoky analyzuji a plochy piku se srovnavaji
s plochami pikl ziskanych z Cerstvé pfipravenych roztoku. Stabilita St(%) se

vypocte:

LTSS

At primér dvou méteni ploch pika u roztoku skladovaného
A pramér dvou méfeni ploch pikl u roztoku Cerstveé ptipraveného

Pozadavek je, aby hodnota St byla < 1%.
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2.5.8 Délici ucinnost systéemu

Utinnost analytické kolony mize byt vyjadiena jako zdanlivy pocet

2
N :5,54-[t—Rj
Wh

tr retencni ¢as odpovidajici latky

teoretickych pater (N):

Wh Sitka piku v poloving jeho vysky

Pozadavek na 5-cm kolonu je N > 900.

2.5.9 Asymetrie chromatografického piku
Tato veli¢ina vyjadiuje miru symetrie chromatografického piku.

Asymetrie T se vypocte:

Woos Sitka piku v jedné dvacetin€ jeho vysky
f mensi ¢ast usecky, kterd vznikla protnutim tisecky vedené v jedné
dvaceting vysky piku rovnobézné se zakladni linii a kolmici
spusténou z vrcholu piku.
Pro symetricky pik je T = 1 a tato hodnota se s rostouci asymetrii zvétsuje.
Pozadavek pro HPLC je T < 2.

2.5.10 Rozliseni chromatografickych piki

RozliSeni vyjadiuje miru odliSeni latek, které eluuji blizko sebe.

U piku sledované latky a piku nejblize eluované latky (mize byt i necistota)
se odméii tseky na zakladni linii (w; a wj) a odpovidajici retencni Casy (tr; a tg;).

RozliSeni se vypocita:
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2'(tRi _tRj)
W, +Wj

R. =

1)

Rozliseni vétsi nez 1,5 odpovida rozdéleni pikti na zakladni linii. (Pro piky,
které¢ se vzajemné znacné 1isi svymi vyskami, nemusi byt vySe uvedeny vzorec

vhodny.)

2.5.11 Opakovatelnost analyzy

Opakovatelnost odezvy se vyjadiuje jako odhad relativni smérodatné
odchylky (sg) v procentech pro plochy piku (A; - Aj) a reten¢ni ¢asy (tr: - tri) pro
fadu (Sest az deset) naslednych meétfeni porovnavaciho roztoku standardu a

vypocita se ze vzorci:

L _Ex o IZ%) 100-s
P n - (n-1) X

Pozadavek je, aby jak pro A tak i pro tg byla sg < 1%.

2.6 Analytické metody hodnoceni Dimetindeni maleas

Byla vypracovdna literarni reSerSe zaméfena na nalezeni informaci
prakticky vyuZitelnych pro vyvoj metody stanoveni dimetinden-maleinatu pomoci
HPLC.

Vysledky reserSe na hodnoceni dimetinden-maleinatu jsou uvedeny v Tab.7.

av Tab.8.

27



Tab.7.: Stanoveni dimetinden-maleinatu

Citace

[6]

Uprava vzorku

0,150 g se rozpusti v 80 ml bezvodé kyseliny octové

Vlastni stanoveni

titruje se kyselinou chloristou 0,1 mol/l za

potenciometrické indikace bodu ekvivalence (1 ml

kyseliny chloristé 0,1 mol/l odpovida 20,43 mg
C24H28N204)

Tab.8.: Pfehled HPLC analyzy dimetinden-maleinatu

Citace [17]
Discovery Zr — PBD (150 x | Wakosil — 11 5C18AR
Kolna
4,6 mm; 5 pum) (100 x 4,6 mm, 5 um))
H,O / CH30OH / 0.5M
) ACN / H,0 (NaOH) pH 12,9;
Mobilni faze H,SO4; 110/90/0.6
40/60 (v/v)
(VIviv)
Priitok [ml/min] 1,0 1,0
Detekce Amperometricka UV pii 260 nm
sodna sul kys.
Hodnocené latky X benzoové (1), kyselina
p-hydroxybenzoova (3)
1
3
Ukazka
DM
chromatografického
Zaznamu
T (N | —
] ;| III:I IIS- il
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V pribéhu analyzy byla reSerSe doplnéna jesté o analyzu dusikatych bazi

pomoci HILIC (viz Tab.9.).

Tab.9.: Stanoveni dusikatych bazi pomoci HILIC

Citace [11]
Kolona ZIC® - HILIC (150 x 2,1 mm, 5 pum)

ACN /25 mM CH3COOH, 2,5 mM CH3;COONH4,
Mobilni faze

80/20 (v/v)

Pritok [ml/min] 0,1
Detekce UV pfi 254 nm
Hodnocené latky adenin, cytosin, guanin, thymin, uracil
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3 Experimentdlni &dst
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3.1 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy: Sartorius 2004 MP, Germany
Centrifuga: EBA 21, Hettich Zentrifugen, Germany
Kapalinovy chromatograf: SHIMADZU LC-2010 Shimadzu

Corporation, Kyoto, Japan
Laboratorni pH metr: Microprocessor pH Meter, pH 112, HANNA

Instruments, Germany

Ultrazvukova lazen: BANDELIN, SONOREX Digitec, Germany
UV spektrofotometr: Hewlett Packard 8453, USA
Vyhodnoceni: Chromatograficka stanice Shimadzu CLASS-

VP, verze 6.12 SP4

3.2 Chemikadlie

Acetonitril CHROMASOLV® for HPLC (3.¢. 60550), Sigma-Aldrich, Inc.
Germany

Ambroxol-hydrochlorid 99,7% (5.¢. 821/92/1), Galena, Opava
Butamirat-citrat 99% (¢.5. 701/92/1), Galena, Opava

Diltiazem-hydrochlorid (3.¢. DIL/M-086/2000), Herbacos-Bofarma, Pardubice
Dimetinden-maleinat (VV 085/06, §.¢. DMM/070502), Herbacos-Bofarma,
Pardubice

Ethylmorfin-hydrochlorid (5.¢. 0030900), RNDr. Jan Kulich s.r.o., Hradec
Kralove

Hexachlorofen 99% ALDRICH® (5.&. 01928HW-432), Sigma-Aldrich, Inc.
Germany

Imidazol 99,5% (8.¢. 2060192), Fluka-Chemika, Germany

Ketoprofen (8.¢. 93451), Herbacos-Bofarma, Pardubice

Kyselina 4-chlorbenzoova 99% (5.¢. 27708-053), Sigma-Aldrich, Inc. Germany

Kyselina citronova monohydrat p.a. (5.¢. 100403), Penta, Chrudim
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Kyselina fosfore¢na 85% p.a., Merck, Germany

Kyselina gallova SIGMA® (3.¢. 023K0117), Sigma-Aldrich, Inc. Germany
Kyselina octova 99,0% (5.¢. 1196501), Flukachemika, Germany

Methanol CHROMASOLV® for HPLC (3.&. 6047M), Sigma-Aldrich, Inc.
Germany

Methylparaben (5.¢. 021228), Herbacos-Bofarma, Pardubice

Nimesulid (5.¢. NS 663 1102XL), Herbacos-Bofarma, Pardubice

Octan amonny (8.¢. 31648), Lachema, Brno

Propylparaben (3.¢. 20040201), Herbacos-Bofarma, Pardubice

Sulfadimidin 100,6%0 (3.¢. 214081), IVAX, Opava

Terbinafin-hydrochlorid (8.¢. TRBFHOC-501), Herbacos-Bofarma, Pardubice
Tetrakainhydrochlorid (5.¢. 1140/88/9), Galena, Opava

Ultracista voda, ¢isténa systémem Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA)

3.2.1 Priprava zasobnich a pracovnich roztokii

Jako rozpoustédlo pro pripravu zasobnich a pracovnich roztokli zkouSené
latky, dimetinden-maleinatu, byl pouzit methanol nebo acetonitril podle pouzité
mobilni faze a analytické kolony pro danou analyzu. Latka je v obou
rozpoustédlech dobfe rozpustna.

Pro zasobni roztok byla zvolena koncentrace 25 mg/100 ml.
Pracovni roztoky byly pfipraveny ze =zasobnich roztokli tak, aby jejich
koncentrace odpovidaly koncentraci roztoku ziskaného extrakci 0,5 g piipravku
,Fenistil® gel“ do 20,00 ml rozpoustédla pii 100% vytéznosti, tedy o koncentraci
2,5 mg/100 ml desetindsobnym zfedénim zasobnich roztok.

Jako rozpoustédlo pro piipravu zasobnich a pracovnich roztokl latek, které
byly zkouSeny jako potencidlni vnitini standard byl pouzit (podle pouzité
analytické kolony) methanol poptipadé acetonitril.

Pro zéasobni roztok IS byla zvolena koncentrace 50 mg/100 ml.
Pracovni roztoky byly pfipravované o koncentraci 1 mg/100 ml ze zdsobnich

roztokl jejich padesatindsobnym ziedénim.
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3.3 Vyvoj metody — optimalizace chromatografickych podminek

Nejdiive bylo nutné najit vhodné chromatografické podminky. Témito
podminkami byly vinové délka detekce, slozeni mobilni faze a analyticka kolona
S vhodnym sorbentem a vhodny vnitini standard. Pfi hledani vlnové délky
detektoru bylo proméfeno UV spektrum stanovované latky. Pfi méfeni spektra
byla snaha vyhnout se kratkym vlnovym délkam pod cca 240 nm, kde by mohly
absorbovat slozky gelového zdkladu, piipadné jiné balastni latky. Po nalezeni
vhodné vinové délky byly zkouSeny riizné analytické kolony a rizné mobilni faze.
Byly zkouseny kolony s rizné polarnimi sorbenty — Supelco Discovery C18 (12,5
cm x 4,6 mm; 5 um), Thermo Quest Hypersil Division (250 x 4,6 mm; 5 pum),
Thermo Electron Corporation ODS Hypersil (250 x 4,6 mm; 5 um) a Agilent
Zorbax TMS (250 x 4,6 mm; 5 um). U kazdé kolony bylo testovano nékolik
mobilnich fazi. Vysledky nebyly uspokojivé, proto byla reserSe doplnéna o dalsi
metodu vhodnou pro separaci polarnich dusikatych slouc¢enin — HILIC a byla
zménéna celd metodika prace. Posledni zkousenou kolonou byla hydrofilni
analytickd kolona SeQuant ZIC™ Column(50 x 2.1 mm; 5 pm). Neménd
dilezitym krokem optimalizace chromatografickych podminek bylo nalezeni

vnitiniho standardu. Bylo testovano né€kolik latek.

3.4 Vzorky lécivych piipravkii

Fenistil® gel (3.¢. FO0395A), NOVARTIS s.r.0., Praha, CR

3.4.1 Priprava vzorku

Vzorek byl pfipravovan postupem, vychdzejicim ze zkuSenosti
s hodnocenim 1écivych piipravki podobnych vlastnosti v kontrolni laboratofi na
katedfe analytické chemie Farmaceutické fakulty UK v Hradci Kralové. Do
centrifugaéni zkumavky se navazi 0,5 g gelu piesné, ptida se 20,00 ml roztoku
vnitfniho standardu a umisti se na 15 minut do ultrazvukové 1azn¢€. Poté se necha

15 minut centrifugovat pii 3000 otackach za minutu. V tomto extrakénim postupu
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je mozno modifikovat jednotlivé parametry a to slozeni extrakéni smési, délku

umisténi v ultrazvukové lazni poptipad¢ délku a rychlost centrifugace.
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4 Vysledky a diskuse
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4.1 Vyvoj metody — optimalizace chromatografickych podminek

Ke vSem métfenim byla pouzita vyse uvedena HPLC sestava Shimadzu a pét
analytickych kolon — ¢tyfi pro RPLC a jedna pro HILIC. Na kolonu bylo
nastfikovano 20 ul vzorku pii RPLC a 10 ul pfi HILIC. Cilem bylo nalézt
optimalni podminky pro provadéni analyzy, tzn. takové, za kterych bude mozné
provést separaci, identifikaci a kvantifikaci sledované latky a poté validaci

vyvinuté metody.

4.1.1 Vinova délka detektoru

Pro stanoveni optimdlni vlnové délky pro detekci stanovované latky
poslouzilo UV spektrum naméfené v roztoku standardu dimetinden-maleinatu
v methanolu (viz Obr.4.), ale také vysledky reserSe. Koncentraci méfeného

roztoku nebylo nutné pro tento ucel definovat.

Obr.4.: UV spektrum dimetinden-maleinatu
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Na zaklad¢ polohy maxim na vyse uvedeném spektru a s ohledem na zdroje

z reSerSe byla jako optimalni vlnova délka detekce zvolena hodnota 258 nm.

4.1.2 Hledadni vhodné analytické kolony a sloZeni mobilni faze
Pfi hledani optimalniho sloZzeni mobilni faze a optimalni analytické kolony

bylo vyuZito poznatk reSerSe.
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Pii metod¢ zaloZené na teorii separace na RP byl pracovni roztok pro
méieni pfipraven desetinasobnym zfedénim zasobniho methanolického roztoku
dimetindem-maleinatu o koncentraci 24,56 mg/100 ml. Ve slozeni mobilni faze
byl ménén pomér vodné a methanolické slozky. Pro Gpravu pH vodni slozky MF
byla misto H,SO,4 (pro jeji destruktivni vliv na SF) zvolena H3PO4. pH vodné
faze bylo upravovano na hodnoty mezi 2 — 7 pomoci zasobniho roztoku kyseliny
fosfore¢né o koncentraci 0,085% (v/v), ptipadné byl do mobilni faze pfidan
konkrétni objem 0,085% (v/v) kyseliny fosforecné. Ptehled ptipravenych MF

znazoriuje Tab.10.

Tab.10.: Ptehled pripravenych MF

0,085% (v/v)
MF ¢. H,O [ml] pH MeOH [ml]
H3PO,4 [ml]

1 110,0 x 90,0 0,6

2 55,0 X 90,0 55,0

3 110,0 2,95 90,0 x

4 130,0 2,97 70,0 x

5 140,0 2,63 60,0 X

6 160,0 2,43 40,0 x

7 180,0 2,55 20,0 x

8 140,0 X 60,0 X

9 140,0 X 60,0 0,6

Méfeni bylo provadéno na ctyfech analytickych kolonach, které nebyly
termostatovany. Nastfik analytu na kolonu byl 20 pl, priitokova rychlost byla
ménéna v rozmezi 0,7 ml/min — 1,0 ml/min. Pfehled kombinaci MF a AK

pouzitych pro jednotliva méteni uvadi Tab.11.
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Tab.11.: Pichled kombinaci MF a AK

K
Supelco Thermo Quest ~ Thermo Electron )
_ ) ) Agilent Zorbax
Discovery C18 Hypersil Corporation ODS
TMS (250 x 4,6
(12,5cmx 4,6 Division (250 x  Hypersil (250 x
mm; 5 um)
mm; 5 pm) 4,6 mm; 5 pm) 4,6 mm; 5 pm)
MF
1 v v % X
2 v v X X
3 v v % x
4 X v X X
5 X X v v
6 v X v v
7 x x v v
8 x x v x
9 v % % x

Z4dna zvyse uvedenych kombinaci pouzitych kolon a mobilnich fazi
nevedla k dokonalému separa¢nimu procesu. Dochazelo k nezadoucim jeviim,
predev§im rozmyvani pikd, tzv. chvostovani, K vyskytu negativnich piki,
popfipad¢ reten¢ni ¢as dimetinden-maleinatu byl shodny s tzv. mrtvym objemem
kolony. Dal§im problémem byla ,,neopakovatelnost* analyzy, kdy dva po sobé¢
jdouci nastfiky na AK se ve findlnim vysledku liSily retenénim casem nebo
tvarem piku. Pro ilustraci uvadim nékolik chromatografickych zdznamu z téchto

méfeni (Obr.5. —Obr.8.).
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Obr.5.: Supelco Discovery C18 (12,5 cm x 4,6 mm; 5 um), H,O:MeOH:H3PO,
(110:90:0,6), pratok 1,0 ml/min, néstiik ¢.1
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Obr.6.: Supelco Discovery C18 (12,5 cm x 4,6 mm; 5 pm), H,0:MeOH:H3PO,
(110:90:0,6), pratok 1,0 ml/min, nastiik ¢.2
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Obr.7.: Thermo Quest Hypersil Division (250 x 4,6 mm; 5 pum), H,O(pH

2,97):MeOH (130:70), pritok 1,0 ml/min
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Obr.8.: Agilent Zorbax TMS (250 x 4,6 mm; 5 pum), H,O(pH 2,55):MeOH
(180:20), prutok 1,0 ml/min
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Jako vhodné kolona se jevila kolona Agilent Zorbax TMS (250 x 4,6 mm; 5
um), kterda byla nejvic polarni z dosud pouzitych kolon, ale ziskané vysledky
nebyly reprodukovatelné. Taky orientaéni hledani vnitiniho standardu nebylo
uspésné.

Na zéklad¢ téchto skute¢nosti nebylo vhodné pokracovat ve vyvoji metody
pro stanoveni dimetinden-maleindtu pomoci HPLC timto smérem. Proto byla
zvolena metoda zalozena na jiné teorii separace — HILIC.

Pro dal$i méfeni byla pouzita analyticka kolona SeQuant ZIC™ Column(50
X 2.1 mm; 5 pum). Musely byt proto zménény taky jiné parametry separa¢niho
procesu, nastfikovany objem se snizil na 10 pl, pritokova rychlost byla ménéna
vrozmezi 0,15 — 0,5 ml/min. Neméné dilezitou zménou byla 1 zména
rozpoustédla. Byl pfipraven novy zdsobni roztok standardu dimetinden-maleinatu
v acetonitrilu o koncentraci 26,56 mg/100 ml, ze kterého byl desetindsobnym
ziedénim piipraven pracovni roztok 0 koncentraci 2,656 mg/100 ml. Mobilni faze
se skladala z acetonitrilu a vodného roztoku kyseliny octové (25 mM) a octanu
amonného (2,5 mM). pH vodného roztoku bylo 3,69. Prvni mobilni faze byla

pfipravena na zaklad¢ reSerSe a to v poméru 80 : 20 (v/v, nevodna / vodna slozka).
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Obr.9.: SeQuant ZIC™ Column(50 x 2.1 mm; 5 pm), ACN:vodny roztok kyseliny
octové(25 mM) a octanu amonného(2,5 mM) (80:20), pritok 0,4 ml/min
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Doslo k nasledujicimu separaénimu procesu: latka dimetinden-maleinat se
diky novym chromatografickym podminkam (charakter stacionarni faze a sloZeni
mobilni faze) neeluovala jako dimetinden-maleinat, ale jako dvé latky — kyselina
maleinova a dimetinden (viz. Obr.9). Zvolena pritokova rychlost (0,4 ml/min)
nedovolovala dostatecné odliSeni piku dimetindenu a pfitomné necistoty (bliZe
neidentifikovany rozkladny produkt dimetindenu). Méfeni bylo zopakovano pfi
nizsi PR, konkrétné 0,3 ml/min (viz. Obr.10.).
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Obr.10.: SeQuant zic™ Column(50 x 2.1 mm; 5 pm), ACN:vodny roztok
kyseliny octové(25 mM) a octanu amonného(2,5 mM) (80:20), pritok 0,3 ml/min
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Ani tento zasah nevedl k lepSimu rozliseni piki D a N, a dalsi snizovani PR
vedlo k nereprodukovatelnosti méfeni. Proto bylo upraveno slozeni MF zvySenim
podilu acetonitrilu.

Nova mobilni faze byla pfipravena v poméru 87,5:12,5 (v/v, nevodna /
vodnd slozka). Teprve toto sloZzeni MF vedlo k dostacujicimu separacnimu
procesu a rozliSeni piki D a N (viz. Obr.11.), bylo zvoleno za optimélni a dale

VyuZzivano.
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Obr.11.: SeQuant zic™ Column(50 x 2.1 mm; 5 pm), ACN:vodny roztok
kyseliny octové(25 mM) a octanu amonného(2,5 mM) (80:20), prutok 0,5 ml/min
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Dalsi zvySovani podilu ACN mnélo za nasledek asymetrii a rozmyvani

piku.

4.1.3 Hledani vnitiniho standardu

Pfi hledani IS bylo nutné najit takovou latku, kterd bude mit podobné
reten¢ni vlastnosti jako stanovovana latka a nebude s ni interferovat.

Pii hledani sehraval podstatnou roli 1 retencni Cas této latky. Jelikoz se
vychazelo ztoho, e piipadné negistoty v piipravku Fenistil® gel budou
hydrofilniho charakteru, bylo zapottebi najit latku, kterd by se eluovala za
kyselinou maleinovou a soucasné¢ pfed dimetindenem. Pti hledani vhodného
vnitiniho standardu bylo vyzkouSeno né¢kolik latek: kyselina gallova,
ethylmorfinhydrochlorid, butamirat-citrat, imidazol, ketoprofen, nimesulid,
terbinafin hydrochlorid, a mnohé dalsi. Na Obr.12 — Obr.14. jsou uvedeny

chromatografické zaznamy potencialnich vnitinich standardd.
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Ambroxol hydrochlorid

Obr.12.: Chromatograficky zaznam ambroxol-hydrochloridu
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Obr.13.: Chromatograficky zdznam prokainu
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Diltiazem hydrochlorid

20,0

15,0

10,0

75

5,0

2,5

0,0

-2,5

Obr.14.: Chromatograficky zaznam diltiazem-hydrochloridu
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Jako vnitini standard byla zvolena latka diltiazem-hydrochlorid. Na Obr.15.

je uveden chromatograficky zdznam roztoku standardu a vnitfniho standardu.
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Obr.15.: Chromatogram standardu a vnitiniho standardu
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4.1.4 Souhrn optimdlnich chromatografickych podminek

Mobilni faze: acetonitril : vodny roztok kyseliny octové (25 mM) a

octanu amonného (2,5 mM), (87,5:12,5)

Analyticka kolona: SeQuant ZIC™ Column(50 x 2.1 mm; 5 um)
Pritokova rychlost: 0,5 ml/min

VInova délka detekce: 258 nm

Vnitini standard: Diltiazem-hydrochlorid

Davkovany objem: 10 wl

ReZim: izokraticky

4.2 Validace metody

Cela validace sestava ztestovani mnoha parametri. Z ¢asovych davodu

byly testovany jen n¢které valida¢ni parametry.
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Byla testovana vytéznost, Gfinnost kolony, asymetrie chromatografickych
piku, rozliSeni chromatografickych pikt, opakovatelnost analyzy a linearita. Neni-
li uvedeno jinak, méfeni bylo provadéno pomoci acetonitrilového roztoku pro
opakovatelnost o koncentraci 2,656 mg/100 ml dimetinden-maleinatu a 1,0776
mg/ 100 ml diltiazem-hydrochloridu (IS).

4.2.1 Vytéinost

Utinnost extrakce u¢inné latky byla testovana pomoci parametru vytéZznost.
Bylo pfipraveno Sest vzorkt, postup ptipravy vzorku je popsan v Kap.3.4.1.

Na kolonu byl tiikrat nastiiknut roztok pro opakovatelnost. Plochy pikt
odpovidajicich latek uvadi Tab.12. Kazdy ze Sesti vzorkd pfipravenych
z pripravku Fenistil® gel byl nastiiknut t¥ikrat, zjisténd data jsou v Tab.13.

Vytéznost uvadi Tab.14 a byla vypoctena pomoci vzorce:

A w,.100-20
R (%) = Dhsv
AISS

Ay plocha piku dimetindenu z nastiiku roztoku vzorku

Aisv  plocha piku diltiazem-hydrochloridu z nasttiku roztoku vzorku
As plocha piku dimetindenu z nastiiku roztoku standarda

Aiss  plocha piku diltiazem-hydrochloridu z nasttiku roztoku standarda
Wst  navazka dimetindenu v g

Wyz  navazka vzorku gelu v g
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Tab.12.: Roztok standarda

Plocha piku Priamérna plocha piku
Nastrik Diltiazem- Diltiazem-
Dimetinden Dimetinden
hydrochlorid hydrochlorid
1 1178 098 304 025
2 1169 233 306 438 1175621 305 338
3 1179532 305 551
Tab.13.: Vzorky
Plocha piku Pramérna plocha piku
Navazka
Vzorek Diltiazem- Diltiazem-
Vg Dimetinden Dimetinden
hydrochlorid hydrochlorid
1674 371 401 536
1 0,58929 1692 852 398 999 1 689887 402 290
1702 437 406 335
1892 279 403 230
2 0,65722 1 878 865 404 247 1 884 304 402 860
1881 768 401 102
1564 428 406 784
3 0,531100 | 1570798 406 562 1560 329 408 337
1545 762 411 666
1 551 465 403 678
4 0,535400 | 1563485 405 642 1555138 406 976
1 550 464 411 614
1 849 316 406 440
5 0,633050 | 1839152 407 493 1 846 705 406 446
1851 647 405 405
1 846 604 406 146
6 0,63414 1 852 495 407 879 1 850 035 407 948
1851 005 409 818
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Tab.14.: Vytéznost

Vzorek VytézZnost R; (%0)
1 98,35
2 98,19
3 99,26
4 98,47
5 99,02
6 98,66
Rp(%) 98,65
S 0,38
Sr(%0) 0,38

Pozadavek aby Rp(%) = 95% - 105% a Sgr(%) < 5% byl splnén.

4.2.2 Test vhodnosti HPLC systému

4.2.2.1 Ucinnost kolony

Pro vypocet ucinnosti byly brany udaje ziskané jako primér ze Sesti méteni.
Utinnost kolony byla vyjadiena jako pocet teoretickych pater N, ktery byl poéitan
chromatografickou stanici Shimadzu CLASS-VP verze 6.12 SP4 podle vzorce
uvedeného v Kap.2.5.8. Pocet teoretickych pater pro dimetinden je N = 893 pro

retencni Cas tg = 2,20 min. Pozadavek pro 5 cm dlouhou kolonu je minimalné N =

900.

4.2.2.2 Asymetrie chromatografickych piki
Asymetrie chromatografickych piki T byla vypoctena podle vzorce
uvedeného v Kap.2.5.9 a to odectenim z chromatogrami ziskanych nastiikem

roztoku pro opakovatelnost. Vysledky v Tab.15. jsou primérem ze Sesti hodnot.

50




Tab.15.: Asymetrie chromatografickych pikt

Nazev latky Wo 05 (Min) f (min) T
Dimetinden 0,386 0,113 1,71
Diltiazem-hydrochlorid 0,299 0,086 1,74

Asymetrie pikli u hodnocenych latek byla niz8i nez maximalni povolena

hodnota T = 2.

4.2.2.3 Rozliseni chromatografickych piki
RozliSeni bylo pocitino pomoci chromatogarfické¢ stanice Shimadzu
CLASS-VP, podle vzorce uvedeného v Kap.2.5.10. Vysledky uvedeny v Tab.16.

jsou primeérem ze Sesti hodnot.

Tab.16.: Rozliseni chromatografickych piku

Nazev latky Rij
Kyselina maleinova — Diltiazem-hydrochlorid 4,51
Diltiazem-hydrochlorid - Dimetinden 3,23

Hodnoty rozliSeni chromatografickych piki spliuji pozadavek R;; > 1,5.

4.2.2.4 Opakovatelnost analyzy

Na analytickou kolonu byl Sestkrat nastfiknut pracovni roztok pro
opakovatelnost. Vypocet smerodatné odchylky pro reten¢ni ¢as a plochu piku byl
provadén pomoci programu Microsoft Excel 2000.

Vysledky jsou uvedeny v Tab.17. a Tab.18.
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Tab.17.: Dimetinden — opakovatelnost

Vzorek Retencni ¢as Plocha
1 2,21 1 050 554
2 2,21 1052 244
3 2,22 1041 103
4 2,21 1047 391
5 2,18 1044 672
6 2,19 1028 847

prumér 2,20 1044 135
S 0,02 8 494,30

Sr(%) 0,68 0,81

Tab.18.: Diltiazem-hydrochlorid — opakovatelnost

Vzorek Retencni ¢as Plocha
1 1,27 297 239
2 1,30 299 268
3 1,29 294 800
4 1,28 295 517
5 1,28 300 038
6 1,27 296 592
prumér 1,28 297 242
S 0,01 2 063,19
Sr(%0) 0,91 0,69

Pti testovani opakovatelnosti analyzy se pii Sestinasobném opakovani
nastfiku roztoku standardu pohybovala smérodatnd odchylka sg ploch pikd a

retenc¢nich ¢asi pod 1%.
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4.2.3 Linearita

Pro hodnoceni linearity bylo pfipraveno Sest roztoki pro kalibraci ze
zasobniho roztoku standardni latky (v rozmezi koncentrace 50 — 150 %
koncentrace roztoku ziskaného extrakci 0,5 g gelu do 20,00 ml rozpoustédla).
Plocha jednotlivych piku je primérem ze tii méfeni. V Tab.19. jsou uvedeny
pouzité koncentrace roztokli dimetinden-maleinatu a odpovidajici plochy pikti. Na
Obr.16. je kalibra¢ni kiivka a v Tab.20. jeji parametry vypoctené metodou

linearni regrese v programu Microsoft Excel 2000.

Tab.19.
Koncentrace Plocha priumérna plocha
[mg/100 ml]
517 647
1,328 520 574 519 195
519 363
733 922
1,859 732911 737 684
746 219
943 904
2,390 949 001 951 332
961 092
1166 423
2,922 1177698 1178522
1191 445
1380428
3,453 1405970 1397 383
1405 750
1607 067
3,984 1619 829 1614073
1615 322
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Obr.16.: Kalibra¢ni kiivka
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Tab.20.: Regresni parametry kalibra¢ni kiivky dimetinden-maleinatu

Regresni funkce: y = kx + q

pocet stupiiti volnosti (v

pocet bodi n = 6 = 4

Parametry regresni piimky a odhady jejich smérodatnych

odchylek

smérnice

k = 4,131E+5 + 1,4E+3
absolutni ¢len

q = -3,08E+4 + 3,9E+3
koeficient korelace R = 0,999977
rezidualni odchylka Sre= 3,08E+3
hodnota F-statistiky F = 8,88E+4
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Zavislost y na x byla prokazana se spolehlivosti 99.9 % .

Z vyse uvedenych udaji vyplyva, ze zavislost plochy piku na koncentraci

stanovované latky je linearni a metoda je pouzitelna pro kvantitativni analyzu.
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5 Zivér
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Byly zpracovany literarni idaje tykajici se chromatografickych metod

s dirazem na HPLC s pfimou detekci.

Byla zpracovana reserSe na metody hodnoceni dimetinden-maleinatu.

Byla nalezena optimalni vinova délka pro hodnoceni latek A = 258 nm.

Byla nalezena vhodna analyticka kolona.

Pro mobilni fazi bylo nalezeno slozeni acetonitril : vodny roztok kyseliny

octové (25 mM) a octanu amonného (2,5 mM), (87,5:12,5).

Jako vhodna rychlost pratoku mobilni faze byla vybrdna rychlost

fm = 0,3 ml/min.

Jako vnitini standard byl zvolen diltiazem-hydrochlorid.

Pti testovani zplsobilosti chromatografického systému byla zjiSténa tato

data:

e Utinnost kolony vyjadiena poétem teoretickych pater N byla N < 900.

e Asymetrie pikd byla T < 2,0.

e RozliSeni chromatografickych pikd bylo Rjj > 1,5.

e Opakovatelnost analyzy vyjadiena jako smérodatna odchylka byla sg <
1,0%.

Linearita byla testovana pro koncentrace latek 50 — 150% ocekavané

koncentrace analyzované latky. Koeficient korelace byl R > 0,9990.

Byl nalezen extrakéni postup, ktery se bude dal vyuzivat pfi analyze

tohoto pfipravku.

Z dlivodu nedostatku c¢asu a nedostupnosti hlavnich necistot nebyla

provedena kompletni validace této metody.
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