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Abstrakt

Autor: Krivda A.

Nazev: Optimalizace a validace HPLC metody pro stanoveni
triamcinolon-acetonidu v topickém lécivém pfipravku

Jazyk: Cesky

KliCova slova: HPLC < Triamcinolon-acetonid < Triamcinolon -

Methylparaben <+ Propylparaben <« Validace

Byla vyvinuta a validovana nova metoda pro stanoveni uc€inné latky
triamcinolon-acetonidu, jeho degrada¢niho produktu triamcinolonu a dvou
konzervacnich  latek  pfitomnych  vkrému  (methylparaben a
propylparaben), pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie na
reverzni fazi, ktera uziva estradiol jako vnitfni standard.

Separacni chromatograficky proces byl provadén na koloné Supelco
Discovery HSF5. Mobilni faze pro separaci vSech slozek se sklada ze
smési acetonitrilu a vody (45:55 v/v). Cas analyzy byl krat$i nez 9 minut
pfi prutokové rychlosti 0,6 ml/min a UV detekci pfi 240 nm. Metoda byla
vyvinuta proto, aby mohla byt aplikovana do rutinnich analyz topického

farmaceutického produktu Triamcinolon krém 0,1%.



Abstract

Author: Krivda A.

Title: The optimalisation and validation of HPLC method for
determination of triamcinolone acetonide in topical
pharmaceutical product

Language: Czech

Keywords: HPLC « Triamcinolone acetonide ¢ Triamcinolone -

Methylparaben + Propylparaben < Validation

A novel reversed-phase high-performance liquid chromatography
(RP-HPLC) method was developed and validated for the determination of
active component triamcinolone acetonide, its degradation product
triamcinolone and two preservatives presented in the cream -
methylparaben and propylparaben, using estradiole as an internal
standard.

The chromatographic separation was performed on a Supelco
Discovery HSF5 column. The mobile phase for separation of all
compounds consists of a mixture of acetonitrile and water (45:55 v/v). The
analysis time was less than 9 minutes, at a flow rate of 0,6 ml/min and
detection at 240 nm. The method was found to be appicable for routine
analysis (stability tests, homogeneity) in the pharmaceutical product

topical cream Triamcinolone cream 0,1%.
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1 Uvod a cil préce



1.1 Uvod a cil préce

Triamcinolon-acetonid patfi mezi syntetické fluorované
glukokortikoidy a je pouzivan diky svému vystupriovanému
protizanétlivému a imunosupresivnimu pusobeni. Je soucasti mnoha
|éCivych prFipravkl a Iékovych forem (parenteralni, peroralni, topicka,
pulmonarni, nasalni,...). Ve formé& topického IéCivého pfipravku je
pouzivan k symptomatické I[éCbé akutnich a subakutnich, eventuelné i
chronickych, neinfek&nich kortikosteroidoreaktivnich dermoepidermitid.

K zajisténi hlavnich cild farmacie, a to kvality, ucinnosti a
bezpec€nosti 1éCivého pfipravku, slouzi mnoho analytickych metod, které
se liSi principem, naroCnosti provedeni, citlivosti a selektivitou.
Triamcinolon-acetonid je v CL 2005 i ve vét$in& ostatnich dostupnych
zahrani¢nich lékopisech stanovovan spektrofotometricky. Vzrustajici
naroky na produkty farmaceutickych firem se sebou nesou pozadavky na
zavadéni moderngjSich, presnéjsich a spolehlivéjSich analytickych metod
do kontrolni praxe.

VétSina léCivych pfipravku je slozena z mnoha rlznych chemickych
substanci, a proto jsou vyhodné zejména metody, které umoziuji separaci
jednotlivych sloZek a jejich naslednou identifikaci a kvantifikaci. Takovou
metodou je i vysokouc€inna kapalinova chromatografie, ktera diky svoji
vysoké selektivité a citlivosti patfi mezi oblibené analytické metody pro
analyzu chemickych individui i Ié€ivych pFipravkd.

Cilem této prace bylo optimalizovat a validovat metodu pro stanoveni
Triamcinoloni acetonidum (Triamcinolon-acetonidu) a jeho rozkladného
produktu Triamcinolonum (Triamcinolonu) spolu s protimikrobnimi latkami
Methylparabenum (Methylparabenu) a Propylparabenum

(Propylparabenu) v topickém IéCivem pfipravku , Triamcinolon HBF krém®.
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2 Teoreticka éast
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2.1 Pouzité zkratky

ACN
AK
BP
COX
CL
EP
ES
GC
Glc

GLC

GSC

HILIC

HPLC

IEC

L1

LC
LLC

LOD
LOQ
LSC

Acetonitril

Analyticka kolona

British Pharmacopoeia (Britsky |€kopis)
Cyklooxygenaza

Cesky Lékopis

European Pharmacopoeia (Evropsky I€kopis)
Estradiol

Gas Chromatography (Plynova chromatografie)
Glucose (Glukoza)

Gas-Liquid Chromatography (Plynova rozdélovaci
chromatografie)

Gas-Solid Chromatography (Plynova adsorpéni
chromatografie)

Hydrophilic Interacion Liquid Chromatography
(Kapalinova chromatografie hydrofilnich interakci)
High Performance Liquid Chromatography
(Vysokoucinna kapalinova chromatografie)
lon-Exchange Chromatography (lontové vymeénna
chromatografie)

Internal Standard (Vnitfni standard)

kolona obsahuijici C18 silikagel o velikosti ¢astic od 3
do 10 uym (oznaceni dle USP)

Liquid Chromatography (Kapalinova chromatografie)
Liquid-Liquid Chromatography (Kapalinova
rozdélovaci chromatografie)

Limit Of Detection (Limit detekce)

Limit Of Quantitation (Limit kvantifikace)

Liquid-Solid Chromatography (Kapalinova adsorp&ni

chromatografie)
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MeOH
MF
MP
MS
NPLC

PJ
PP
PR
RP
RPLC

SEC
SF
SR
SUKL
TA
TC
THF
USP
uv

Methanol

Mobilni faze

Methylparaben

Mass Spectrometry (Hmotnostni spektrometrie)
Normal Phase Liquid Chromatography (Kapalinova
chromatografie na normalni fazi)

The Pharmacopoeia of Japan (Japonsky Iékopis)
Propylparaben

Pratokova rychlost

Reversed Phase (Reverzni faze)

Reversed Phase Liquid Chromatography (Kapalinova
chromatografie na reverzni fazi)

Size Exclusion Chromatography

Stacionarni faze

Relativni smérodatna odchylka

Statni Ustav pro Kontrolu Légiv
Triamcinolon-acetonid

Triamcinolon

Tetrahydrofuran

United States Pharmacopoeia (Americky Iékopis)

Ultra-Violet (Ultrafialové spektrum)
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2.2 Triamcinolon krém HBF !

2.2.1 Pojem ,krém*“

,Krém* je ve farmacii pomérné& tzce specifikovany pojem. V CL 2005
je definovan v ¢lanku ,Praeparata semisolida ad usum cutaneum® jako
vicefazovy pfipravek obsahuijici lipofilni a vodnou fazi. Makroskopicky se
jevi jako bila nebo nazloutla homogenni beztvara hmota. Krémy jsou tedy
dermalné aplikovatelné |éCivé pfipravky tvofené polotuhym emulznim
zakladem, v némz jsou obvykle dispergovany (suspendovany nebo
rozpustény) lécivé latky. Krémovy zaklad tvofi latky pfirodniho a/nebo
syntetického plvodu a svym slozenim mulze ovlivhovat uc€inek léku a
uvolfiovani léCiva. Reologicky patfi mezi viskoelastické soustavy, maji
vlastnosti jak latek pevného skupenstvi (elasticka deformace), tak latek
kapalného skupenstvi (difuzivita). Jejich plastickd deformovatelnost

zabezpeCuje stalost tvaru pfi obyCejné teploté a potfebnou

viiwv s

2.2.2 Charakteristika pripravku

»1riamcinolon krém HBF“ slouzi k symptomatické IéCbé akutnich a
subakutnich, eventuelné chronickych, neinfekénich
kortikosteroidoreaktivnich dermoepidermitid. Ma velmi dobré uplatnéni v
léCbé zejména ekzému, nékterych forem psoridzy, iritované pityriasis
rosea, solarni dermatitidy, akutni radiodermatitidy, urtikarii po postipani
hmyzem, lokalizovaného endogenniho pruritu, lichen ruber planus a
integumentalniho lupus erythematodes.

PFi kratkodobé terapii se mize objevit mirna spontanné reverzibilni
kozni reakce (pocit svédéni, paleni, napéti a podrazdéni oSetfované
oblasti kGize). Pfi dlouhotrvajici 1é€bé se zvySuje citlivost klize na svétlo,

muze dojit k sekundarni infekci oSetfovanych mist, ke vzniku steroidni

! Kapitola 2.2. byla vypracovana ze zdroju [1], [2], [3], [4], [5]
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akné, k posunim pigmentu, pfipadné k hypertrichdze. Pfipravek je balen
po 30 g v hlinikovych tubach a je vazan na lékarsky predpis.

Ptipravek je homogenni, bily krém. Uginnou latkou je triamcinoloni
acetonidum v koncentraci 0,1 g na 100 g krému. Kompletni slozeni je

uvedeno v Tab.1.

Tab.1.: Slozeni pfipravku Triamcinolon krém HBF

Latka Mnozstvi ve 100 g pfipravku

Triamcinoloni acetonidum 0,10¢g
Methylparabenum 0,20 g
Propylparabenum 0,059
Alcohol cetylicus 4,009
Aqua purificata 59,15 ¢
Carbomera 0,209
Cera alba 1,00 ¢
Glyceroli monostearas 90 3,009
Natrii hydroxidum 0,039
Paraffinum perliqguidum 8,00 g
Propylenglycolum 8,00 g
Stearomacrogolum 2 1,009
Stearomacrogolum 21 3,00 g
Triglycerida saturata media 12,00 g

2.3 Triamcinoloni acetonidum 2

2.3.1 Chemicka a fyzikalné-chemicka charakteristika
Triamcinoloni  acetonidum  (Triamcinolon-acetonid)  obsahuje
cyklopentanperhydrofenantrénovy skelet, ktery je typicky pro latky s

hormonalni aktivitou. Glukokortikoidni aktivita je dana ketoskupinou na

2 Kapitola 2.3. byla vypracovana ze zdroju [1], [2], [5], [6], [7], [8], [9], [10], [11]
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C-3, dvojnou vazbou mezi C-4=C-5 a tfemi hydroxylovymi skupinami na
C-11B, C-17a a C-21. Chemicky jde o 9-fluor-11b,21-dihydroxy-16a,17-
isopropylidendioxypregna-1,4-dien-3,20-dion. Chemicka struktura je

uvedena na Obr.1.

Obr.1.: Struktura triamcinolon-acetonidu

Je to bily nebo témér bily krystalicky prasek. Je prakticky
nerozpustny ve vodé, mirné rozpustny v lihu 96%, velmi téZce rozpustny v

etheru.

Sumarni vzorec:  Cy4H31FOg
M;: 434,50

Synonyma: Triamcinolon acetonid, Triamcinolone acetonide

Latka je uvedena v CL 2005 i v ostatnich dostupnych zahraniénich
lékopisech.
Na Obr.2 je uvedena jeho lékopisna necistota — Triamcinolonum

(Triamcinolon).
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Obr.2.: Struktura triamcinolonu

Sumarni vzorec: C,1H»7;FO¢

M;: 394,45

Synonyma: Triamcinolone

2.3.2 Farmakologicka charakteristika
Triamcinolon-acetonid patfi farmakologicky mezi glukokortikoidy.
Endogenni glukokortikoidy (hlavné hydrokortison) maji mnoho ucinku a
ucastni se vétsSiny fyziologickych procest v organismu. Zasahuji do
metabolismu jednak glycida (snizuji utilizaci Glc, zvySuji glukoneogenezi a
vyvolavaji hyperglykémii, coz vede k zvySené sekreci inzulinu, ktery
pusobi ukladani glykogenu v jatrech), proteint (katabolické plUsobeni se
shizenou syntézou) a lipida (redistribuce tuku). Kromé& uz uvedenych
ucinkl maji jak endogenni tak exogenni glukokortikoidy rizné vyznacen
ucinek mineralokortikoidni (dochazi k retenci sodiku a ztratam drasliku),
zasahuji do metabolismu kostni hmoty a pojivové tkané (vyvolavaji
negativni vapnikovou bilanci a zvysuji katabolismus kolagenu) pUsobi také
na CNS (vliv na néladu), ledviny, kardiovaskularni systém,
gastrointestinalni trakt a podobné. Nejvice terapeuticky vyuzZivanym
efektem synteticky vyrabénych glukokortikoidl je jejich silné protizanétlivé
a imunosupresivni plsobeni. Dochazi k inhibici jednak ¢asné manifestace
zanétu (vasodilatace, bolest, exsudace, zvySeni teploty), ale i pozdnich
17



proliferativnich pfiznakd chronického zanétu. Ovliviiuji v8echny typy
zanétlivych reakci bez ohledu na vyvolavajici pfi€inu (patogen, chemicka
nebo fyzikalni noxa, neadekvatni odpovéd imunitniho systému). Na
potlaceni akutni formy zanétu se kortikosteroidy podileji zejména inhibici
produkce prostaglandint v dusledku snizené aktivity fosfolipazy A,, COX-2
a pomocnych T-bunék, snizenim klonalni expanze T a B lymfocytu a
produkce 1gG. U chronického zanétu se uplatriuje hlavné snizeni aktivity
mononuklearnich bunék a funkce fibroblastd, snizené uvolfiovani
histaminu z bazofilU.

Triamcinolon-acetonid je soucasti mnoha I|éCivych pfipravka a
lékovych forem. Jde hlavné o pfipravky urCené k parenteralni (injekce),
peroralni (tablety), topické (krém, mast, lotio, tinktura, péna, spray),
pulmonalni (aerosol) a nasalni aplikaci (spray). Podavani kortikoidii maze
byt provazeno nezadoucimi ucinky, které v naprosté vetSiné souviseji
s jejich  mnohocCetnymi fyziologickymi funkcemi v organismu. Mezi
odpovédi na infekci a tkarnové posSkozeni, snizena schopnost kuary
nadledvin syntetizovat hormony jako dUsledek nahlého vysazeni
(Addisonova nemoc), manifestace Cushingova syndromu, hyperglykémie,
hypertenze, ubytek svalové hmoty a redistribuce tuku, osteoporéza, kozni
atrofie, poruchy menstruace, psychotické poruchy. Jejich vyskyt, intenzita
a Cetnost zavisi na druhu pfipravku, délce podavani, vysi aplikovanych

davek a aplikaCni cesté.

2.4 Methylparabenum a Propylparabenum °

Methylparabenum (Methylparaben) a Propylparabenum
(Propylparaben) jsou estery kyseliny 4-hydroxybenzoové podobnych
chemickych a fyzikalné-chemickych vlastnosti. Methylparaben, chemicky

methyl-4-hydroxybenzoat, je bily krystalicky prasek nebo je tvofen

® Kapitola 2.4. byla vypracovana ze zdroju [6], [7], [8], [9], [10], [12]
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bezbarvymi krystaly. Propylparaben, chemicky propyl-4-hydroxybenzoat,
je bily krystalicky prasek. Jde o latky velmi téZzce rozpustné ve vodeé,
snadno rozpustné v lihu 96% a v methanolu. Struktury jsou uvedeny na

Obr.3 a Obr.4.

Obr.3.: Struktura methylparabenu

O

CH;
O/

HO

Sumarni vzorec: CgHgOs3
M,: 152,15

Synonyma: Methylis parahydroxybenzoas

Obr.4.: Struktura propylparabenu
O

CH
O/\/’ 3

HO

Sumarni vzorec: CioH1203
M;: 180,20

Synonyma: Propylis parahydroxybenzoas

Parabeny se vyuZivaji ke konzervaci léCivych a kosmetickych
pfipravkl, kde puasobi bakteriostaticky. V pfipravku ,Triamcinolon krém

HBF*“ jsou obsazeny v poméru 4:1 ve prospéch methylparabenu (viz.
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Kap.2.2.2 — Tab.1). Nehodi se ke konzervaci potravin, protoze pusobi
mirné anesteticky. NezZadoucim uclinkem parabent je také jejich
estrogenni efekt, ktery klesa v fadé butylparaben > propylparaben >

ethylparaben > methylpartaben. Jejich ucinek neni zavisly na pH prostfedi.

2.5 Chromatografické metody *

2.5.1 Obecné principy chromatografickych metod

Chromatografické metody jsou v analyze vyuzivany velice Siroce,
patfi mezi vysoce ucinné separacni techniky, které slouzi k oddéleni
slozek analyzované smési s moznosti jejich kvalitativniho a kvantitativniho
hodnoceni.

Spole€nym principem chromatografie je postupné, mnohokrat
opakujici se vytvareni rovnovahy analyzovanych latek mezi dvéma
vzajemné nemisitelnymi fazemi. Jde o sorpci na stacionarni fazi, ktera je
nepohybliva a desorpci do mobilni faze, ktera unasi separované latky a je
tedy hybnou silou chromatografického procesu. K separaci dochazi na
zakladé razné afinity latek analyzované smési ke stacionarni a mobilni
fazi. V pfipadé, Zze mobilni i stacionarni fazi jsou kapaliny, podstatou
separace je rozdilna rozpustnost délenych latek v téchto navzajem
nemisitelnych kapalinach.

Chromatografické metody Ize rozdélit podle riznych hledisek:
= dle charakteru (skupenstvi) mobilni faze na:
o plynovou chromatografii (GC)

o kapalinovou chromatografii (LC)

= dle podstaty separacniho déje existuji chromatografie:

* Kapitola 2.5. byla vypracovana ze zdroju [6], [13], [14], [15], [16], [17], [18], [19], [20],
[21], [22]
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o adsorpéni — podstatou je rozdilna adsorbovatelnost
délenych latek na aktivni povrch adsorbentu (LSC -
pevna faze-kapalina, GSC — pevna faze-plyn)

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

o iontové vyménna — stacionarni fazi jsou iontoménice
(katexy nebo anexy) a mechanismem separace je
rozdilna afinita k iontovyménnym skupinam iontoménice,
ktera je dana rozdilnymi hodnotami disociacnich konstant
ionogennich skupin, velikosti a mocenstvim iontl
délenych latek

o gelova pemeacni — separace probiha na zakladé rizné
velikosti molekul délené smési, které jsou unaseny
kapalinou protékajici pfes kolonu naplnénou poréznim
materialem. Molekuly dle velikosti pronikaji nebo
nepronikaji do poérd ur€itych rozméra a tim je dana mira
jejich zadrzovani v koloné

o afinitni — pomoci této techniky muze byt izolovana
jakakoliv molekula, ktera reaguje specificky a reverzibilné
s jinou molekulou. Témito dvéma molekulami mohou byt
napf.: protilatka - antigen, enzym - kofaktor, inhibitor -
substrat nebo pfipadné hormon ¢Ci léCivo a prislusny

bilkovinny receptor nebo prenasec.

= dle pouzité techniky:
o sloupcova chromatografie
o papirova chromatografie
o chromatografie na tenké vrstvé

Struény pfehled chromatografickych technik uvadi Tab.2.
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Tab.2.: Struény prehled chromatografickych technik

Mobilni faze

Stacionarni

faze

Usporadani

Chromatograficka

technika

Plyn
plynova
chromatografie —
GC

Kapalina
kapalinova
chromatografie —
LC

Kapalina

tuha latka

Kapalina

tuha latka

kolonové

kolonové

plosné

kolonové

plosné

plynova rozdélovaci
chromatografie —
GLC
plynova adsorpcni
chromatografie —
GSC
gelova permeacni
chromatografie —
GPC
kapalinova
rozdélovaci
chromatografie —
LLC
tenkovrstva
rozdélovaci
chromatografie —
TLC
papirova rozdélovaci
chromatografie — PC
kapalinova adsorpcéni
chromatografie —
LSC
iontové vyménna
chromatografie — IEC
tenkovrstva
adsorpcni
chromatografie —

TLC
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2.5.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC je jedna z nejprogresivnéjSich analytickych metodik. Jeji
hlavni vyhodou je moznost automatizace, potfeba malého mnozstvi
vzorku, rychlost a vysoka citlivost analyzy s moznosti kvalitativniho i
kvantitativniho hodnoceni smési latek a jeji univerzalnost. Umozniuje
analyzu tepelné nestalych nebo netékavych latek a polymerl, &imz
odstranuje hlavni nedostatky plynové chromatografie.

Pri této metodé nastava déleni latek mezi stacionarni fazi naplnénou
v koloné a mobilni kapalni fazi prochazejici kolonou za vysokého tlaku.
Muze byt vyuzito téméF vSech mechanisml separace, tedy lze nalézt
selektivni a ucinny systém k déleni riGznych smési latek.

HPLC analyzu lze realizovat pomoci dvou typu eluce. NeliSi-li se
prilis eluéni parametry latek, pouZije se isokraticka eluce mobilni fazi
s konstantnim slozenim. Jestlize se latky vyrazné liSi svymi elu€nimi
parametry, vyuziva se gradientové eluce s plynule se ménicim slozenim
mobilni faze, pfi Cemz se vytvaFi pH popfipadé koncentraéni gradient.

Po nastfiku analyzovaného vzorku na kolonu je tento unasen mobilni
fazi (eluéni €inidlo), ustavuje se rovnovaha mezi stacionarni (naplf kolony)
a mobilni fazi a dochazi k separaci sloZzek 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
meéfeni je limitovana pouzitym detektorem.

IdentifikaCni charakteristikou latky je za pfesné stanovenych
chromatografickych podminek jeji retenéni €as tg, coz je €as od nastfiku
vzorku na kolonu k maximu chromatografického piku. Kvantifikace latek
muze byt u¢inéna bud pomoci vysky piku, nebo plochy piku (A, area) na
chromatografickém zaznamu za pouziti vnitfniho nebo vnéjSiho standardu.
VyhodnéjSi je provedeni s vnitinim standardem, protoZe analyza pak
probiha pro sledované latky i standard za stejnych experimentalnich
podminek.
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2.5.2.1 Kapalinovy chromatograf

Kapalinovy chromatograf se sklada =z ¢asti, které umozniuji
davkovani vzorku, prichod 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.5.: Schéma kapalinového chromatografu

an GH 8
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o @on
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Zakladni soucasti sestavy znazorfiuje Obr.5. Jsou to: zasobniky
mobilni faze (1, 2), vysokotlaké Eerpadlo (3), sméSovac (4), manometr (5),
davkovaci zafizeni (6), pfedkolona (7), analyticka kolona (8), detektor (9),
sbérac frakci (10), pocitaC se specialnim softwarem (11). Pfitomen muze

byt jesté odplyrovac (degasser).

2.5.2.2 Chromatografickeé kolony a eluéni ¢inidla

HPLC chromatografické kolony jsou trubice z nerezové oceli nebo ze
specialné tvrzeného skla o délce 3-50 cm o vnitfnim priméru 1-8 mm.
Dulezité je, aby napli kolony byla naprosto rovhomérna a homogenni.
Kolona musi odolavat relativné vysokym tlakim, chemickému puasobeni

mobilni faze a separovanych latek, na néz nesmi pusobit rozkladné.
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Dulezité jsou predklony, které se pouzivaji k analyze sloZitych smési,
zejména biologického materialu, jejichz analyza zkracuje Zivotnost
analytickych kolon. Pfedklony slouZzi k ustaleni pritoku mobilni faze, mize
na ni také dochazet k zachycovani riznych nedistot a vzorky tak pfichazeji
na analytickou kolonu ,CistSi“.

Kvalita sorbentu ma hlavni vliv na ucinnost separace. DUlezita je
velikost a stejnomérnost ¢astic, podobné i tvar, struktura a porozita. Pro
vétsinu HPLC analyz se pouzivaji nemodifikovana nebo chemicky
modifikovana zrnka silikagelu (chemickou reakci navazané radikaly na —
OH skupiny silikagelu) o velikosti 1,8 - 10 ym nebo oxid hlinity (alumina).
K déleni latek pomoci HPLC lIze vyuzit vSech vratnych dvoufazovych
separacnich mechanismu (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
Castice vétsi nez 0,45 um. Rozpoustédla jsou pfed Cerpanim do systému
obyCejné odplynovana probublavanim heliem, v ultrazvukové lazni nebo
se pouzivaji membranova ¢&i vakuova zafizeni zafazena pfimo
do systému, ktera zabranuji tvorbé bublin v cele detektoru.

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

nékolik zpusobu provedeni HPLC:

e RPLC (Reverse phase liquid chromatography)

Tento zplsob provedeni HPLC byl dlouho zodpovédny za rozSifenou
popularitu HPLC jako separa¢ni metody. RPLC, neboli chromatografie na
sreverzni“ fazi, vyZzaduje nepolarni stacionarni fazi a polarni mobilni fazi.
Mobilni faze se vétSinou sklada ze smési vody (pfipadné pufru),
methanolu, acetonitrilu, 2-propanolu a jinych polarnich rozpoustédel.
Typickou stacionarni fazi jsou chemicky modifikovana zrnka silikagelu (viz

Tab.3.). Nevyhodou téchto fazi je, ze pfi pH vyS8Sim nez 8 dochazi
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k Castecnému rozpousténi silikagelu, coz snizuje zivotnost kolon. RPLC

kolony mohou byt pouzity k analyze rozmanitého okruhu slou¢enin, od

slabé polarnich a nepolarnich sloucenin az po kyselé, bazické a amfoterni

smési. Pro analyzu latek, které pro svou separaci potfebuji bazické pH se

pouzivaji rizné jiné polymerni latky.

Tab.3.: Struény prfehled modifikujicich skupin pro RPLC

Modifikujici skupina

Chemicky vzorec

Dokosyl
Oktadecyl
Oktyl
Hexyl
Ethyl
Trimethyl
Fenyl

Bifenyl

—(CH3)21CH3
—(CH>)17CH3
—(CH>)7CH3;
—(CH>)sCH3
—CH,CHs
—Si(CH3)3
—CsHs
—(CeHs),

e NPLC (Normal phase liquid chromatography)

Chromatografie na ,normalni“ fazi ma opacné usporfadani nez

RPLC. NPLC uziva polarni stacionarni fazi (napf. silikagel) a nepolarni

mobilni fazi (nejcastéji organicka rozpoustédla jako je heptan, cyklohexan,

tetrachlormethan, toluen a jiné). Polarni povrch muze byt taky ziskan

derivatizaci zakladu Casticemi, které obsahuji polarni funkéni skupiny (viz.

Tab.4.). NPLC je cestou volby pro analyzu velice polarnich a hydrofilnich

slouéenin.
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Tab.4.: Struény pfehled modifikujicich skupin pro NPLC

Modifikujici skupina Chemicky vzorec
Amino —NH;

Alkylamino —(CH3)nNH.
Kyano —C=N

Alkylkyano —(CH),C=N

Diol —-CH(OH)-CH,0H

e HILIC (Hydrophilic-interaction liquid chromatography)

Kapalinova chromatografie zalozena na hydrofilnich interakcich je

alternativou NPLC, s tim rozdilem, Ze misto 100% organické mobilni faze

pouziva smés organickych rozpoustédel a ultracisté vody. Typicky eluent

se sklada ze 40-97% acetonitrilu, zbytek (min. 3%) tvofi voda, pfipadné

pufr. Stacionarni faze je vice polarni nez u NPLC, pouzivaji se zejména

tzv. ZIC (zwitterionic — obojetné iontové) SF (Obr.6.).

Obr.6.: Prehled ZIC stacionarnich fazi

LH L0
—CH- \.—'. H-C H—t.

772

|+
—CH-N-C HyCH;-C H—‘HU
|

3

CH,
B’a/ :IH,
—n—il’-t H-C H-P;lii H,
CH,

__,-
—HN—& H- \L‘r —HN—L H=C
R =0

Mechanismy retence, které se uplathuji pfi separaci,

v elektrostatickych interakcich a ,hydrofilnim rozdélovani.

spocivaji
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e |EC (lon-exchange chromatography)
Pro déleni latek iontového charakteru se pouZzivaji stacionarni faze
s vlastnostmi iontoménicu (viz Tab.5.). Mechanismus IEC je popsan

v Kap.2.5.1.

Tab.5.: Struény prehled modifikujicich skupin s vlastnostmi iontoménicui

Obecny nazev Charakter stacionarni
Chemicky vzorec

modifikujici skupiny faze
Amino —(CH2)3NH; slabé bazicky anex
Ethylendiamino —(CH32)sNH(CH2)2NH,  Anex
Kvarterni amin —(CH32)s—N*— (CHs); silné bazicky anex
Karboxylova kyselina —(CH;),—COOH slabé kysely katex
Sulfonova kyselina —(CH3)3—SO0O3H silné kysely katex

e 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 gelu (Sephadex), tedy na rozliSovani jednotlivych komponent
vzorku na zakladé jejich velikosti (mechanismus popsan v Kap.2.5.1.).
SEC ma dominantni postaveni v separaci vySemolekularnich sloucenin.
Vyuziva se napfiklad v biochemii pro izolaci frakci proteint, nebo pro

finalni CiSténi biotechnologickych produktu.

2.5.2.3 Prima detekce v HPLC

Ukolem detektorti je monitorovani mobilni faze vychazejici z kolony.
Vystupem detektoru je signal, kterého intenzita je zavisla na koncentraci
latky pfitomné v eluatu. Z citlivosti pouzitého detektoru vychazi citlivost
celé analytické metody. Na detektory jsou kladeny mimoradné pozadavky

a to:

e univerzalni nebo selektivni odpovéd na slozky eluatu
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e vysoka citlivost

e linearita odezvy

e reprodukovatelnost a spolehlivost

e co nejmensSi ovlivnéni detektoru vnéjSimi podminkami (teplota,

sloZzeni mobilni faze)

Prehled nejcastéji pouzivanych detektorl je v Tab.6.

Tab.6.: Pfehled detektort pouzivanych v HPLC

Citlivost .
Detektor Mérena veli€ina Selektivita
v g/ml

Amperometricky elektricky proud 10710 Ano
Fluorimetricky fluorescencni tok 10710 Ano
Hmotnostni molekulova ot

10 Ano
spektrometr hmotnost
InfraCerveny transmitance 10°® Ano
Kapacitni relativni permitivita 10 Ano
Konduktometricky elektricka vodivost 107 Ano
Refraktometricky index lomu 107 Ne
Ultrafialovy absorbance 10710 Ano

Nejpouzivanéjsi detektory jsou spektrofotometry pracujici v oblasti
UV a VIS, nasleduji fluorimetrické, konduktometrické a amperometrické

detektory.

2.6 Validace analytickych metod °

Validace analytickych metod je definovana jako proces, kterym se

AT 4 &4

metoda je pro dany ucCel vhodna a poskytuje pouzitelna analyticka data.

S Kapitola 2.6. byla vypracovana ze zdroju [13], [15], [18], [23], [24], [25], [26], [27]
29



Cilem je urcit podminky, za kterych je zkuSebni postup pouzitelny, a
zajistit stejnou spolehlivost pfi opakovaném pouziti v riznych laboratofich.

Procesem validace se zabyva ICH (International Conference on
Harmonization of Technical Requirements for Registration of
Pharmaceuticals for Human Use), ktera usiluje o jednotnost metodiky a
terminologie validaéniho programu na uzemi EU, Japonska a USA. Mezi
vyznamné svétové autority patfi i USP, v Ceské republice pro kontrolni
laboratore je to SUKL a Cesky Iékopis.

Validace chromatografickych metod zahrnuje testovani zpasobilosti
chromatografického systému a testovani valida¢nich charakteristik, ktere

ovérfuji kvalitu analytické metody.

2.6.1 Test vhodnosti chromatografického systému (SST,
System suitability test)

SST je nedilnou soucasti validace analytické metody. U
instrumentalnich fyzikalné-chemickych metod neni prakticky mozné
presné definovat vSechny podminky, za kterych bude metoda poskytovat
spolehlivé vysledky. SpInéni pozadavku testu zpUsobilosti pfi kazdém
novém pouziti metody predpoklada, ze dfive provedena validace plati a

proto ji neni nutné celou opakovat.

2.6.1.1 Opakovatelnost analyzy

Opakovatelnost odezvy se vyjadfuje jako odhad relativni smérodatné
odchylky sg(%) v procentech pro plochy piku (A1 - Ai) a retenéni ¢asy (tr: -
tri) pro fadu (Sest aZ deset) naslednych méfeni porovnavaciho roztoku

standardu a vypocita se ze vzorcu:
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Pozadavek je, aby jak pro A tak i pro tg byla sg(%) < 1%.

2.6.1.2 Délici uc¢innost systému

Uginnost analytické kolony charakterizuje jeji schopnost separovat
slozky smési a mlze byt vyjadfena jako zdanlivy pocet teoretickych pater

(N):

2
N :5,54.[tij
Wh

tr retencni Cas odpovidajici latky

Wh Sifka piku v poloviné jeho vysky

Pozadavek na N se rlizni a je dan délkou kolony.

2.6.1.3 Asymetrie chromatografického piku

Tato veliCina vyjadfuje miru symetrie chromatografického piku.

Asymetrie T se vypocte:

Woos Sifka piku v jedné dvacetiné jeho vysky
f mensi C¢ast usecky, ktera vznikla protnutim usecky vedené
v jedné dvacetiné 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. Se zvySovanim hodnoty asymetrie roste mozZnost chyby pfi

vypoctu plochy piku. Pozadavek pro HPLC je T < 1,2.
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2.6.1.4 Rozliseni chromatografickych piku

RozliSeni vyjadfuje miru odliSeni latek, které eluuji blizko sebe.

U piku sledované latky a piku nejblize eluované latky (muUze byt i
neCistota) se odméfi useky na zakladni linii (w; a w;) a odpovidajici

retencni Casy (tr a tr;). RozliSeni se vypocita:

2'(tRi _tRj)
W, +W;

R. =

1]

Rozliseni vétsi nez 1,5 odpovida rozdéleni pikl na zakladni linii. (Pro
piky, které se vzajemné znacné liSi svymi vySkami, nemusi byt vyse

uvedeny vzorec vhodny.)

2.6.2 Validace analytické metody

2.6.2.1 Spravnost (accuracy)

Spravnost analytické metody vyjadfuje shodu mezi naméfenou
hodnotou a spravnou hodnotou. Vymezeni spravnosti vyZaduje referen¢ni
hodnotu, coz je znamy obsah latky nebo obsah zjistény jinou nezavislou
metodou s ovérfenou spravnosti. Statisticky se spravnost testuje zmérenim
Sesti riznych vzorku a vyjadfuje se pomoci vytéznosti R (recovery), ktera
udava pomér mnozstvi (koncentrani) analytu ziskaného danou

analytickou metodou (c;) k pfijaté referenéni hodnoté (co):

Pozadavek je, aby Rp = 95% - 105% a sr(%) < 5%.
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2.6.2.2 Presnost (precision)

Pfesnost analytické metody pfedstavuje miru shody (stuperi rozptylu)
mezi jednotlivymi vysledky metody opakované ziskanymi s jednim
homogennim vzorkem za pfedepsanych podminek. Podle podminek

opakovani se rozliduji tfi urovné pfesnosti:

e Opakovatelnost (repeatability) vyjadfuje pfesnost zméfenou za
stejnych podminek (jeden analytik se stejnymi Cinidly na tomtéz
pristroji).

e Mezilehla presnost (intermediate precision) se provadi v jedné
laboratofi se stejnym zhomogenizovanym vzorkem, ale v rlizny den
s riznymi Cinidly, analytiky i pfistroji.

¢ Reprodukovatelnost (reproducibility) vyjadfuje pFesnost meazi
laboratofemi, ovéfuje zda metoda bude davat stejné vysledky

v riznych laboratofich.

Obvykle se tento vzorek nezavisle Sestkrat analyzuje kompletnim
postupem vc€etné pfipravy vzorku. Zméfi se odpovidajici plochy pika (Aj)
pro hlavni latku i pro pfitomné vedlejSi latky a ziskané hodnoty se pouZiji
pro vypoCet primérné hodnoty A, smérodatné odchylky s a relativni

smérodatné odchylky sg(%) podle vzorcu:

Pozadavek je sr(%) < 5%.

2.6.2.3 Selektivita (selectivity)

Selektivita popisuje vlastnost analytické metody zméfit spravné a

specificky danou latku v pfitomnosti jinych oCekavanych latek, kterymi
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mohou byt dalSi uc€inné latky u slozenych pfipravkl, pomocné latky,
necistoty z vyroby a rozkladné produkty. V HPLC se zjiStuje porovnavanim
chromatograml roztokt standardl a placeba. Zjistuje se, zda se na
zaznamu placeba nevyskytuji interferujici piky v retencnich ¢€asech

stanovovanych latek.

2.6.2.4 Linearita (linearity) a rozsah (range)

Linearita je chapana jako pfimkova zavislost mezi dvéma nahodnymi
proménnymi. Linearita je schopnost davat vysledky pfimo umeérné
koncentraci stanovované latky. Obvykle se stanovuje sérii tfi az Sesti
nastfiki minimalné péti roztoki standardd, jejichz koncentrace je
v rozmezi 50 — 150% nebo 80 — 120% deklarované koncentrace. Vysledky
se zpracovavaji standardnim postupem linearni regrese.

Rozsahem metody se rozumi koncentracni hranice, v kterych muze

byt metoda pouzivana, pficemz vysledky jsou spravné a presné.

2.6.2.5 Detekéni limit (limit of detection, LOD)

Limit detekce vyjadfuje citlivost metody. Je to nejniZsi detekovatelna
koncentrace analyzované latky, nestanovované kvantitativné. Mize se
urCit jako koncentrace analyzované latky s pomérem signalu k Sumu

zakladni linie s hodnotou 3.
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Obr.7.: Ukazka chromatografického zaznamu pro vypocet LOD a LOQ
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2.6.2.6 Kvantitativni limit (limit of quantitation, LOQ)

Limit kvantifikace analytické metody je nejnizSi koncentrace analytu
ve vzorku, ktera je stanovitelna s vhodnou pfesnosti a spravnosti. LOQ je
parametrem kvantitativnich zkousek pro analyzu necistot a degradacnich
produktd. Za limitujici relativni smérodatnou odchylku se povazuje 10%,
proto je mozné LOQ vyjadfrit jako koncentraci, pfi jejiz analyze se dosahne
této relativni smérodatné odchylky. Obvykle to byva trojnasobek
detekéniho limitu, nebo se vyjadfuje jako koncentrace s pomérem signalu

k Sumu s hodnotou 10.

2.6.2.7 Robustnost (robustness)

Vyjadfuje miru vlivu proménnych podminek na vysledky analyzy. Pro
vyjadfeni robustnosti chromatografické metody se méni urcité parametry:
slozeni mobilni faze, pH vodné slozky MF, pritokova rychlost, analyticka
kolona, teplota na koloné, vinova délka detekce a vymezi se mira vlivu

téchto zmén na pfesnost stanoveni.
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2.6.2.8 Stabilita standardu a vzorku

Pfipravené roztoky standardu a vzorku rozdélené na dvé Casti se po
4 dny uchovavaiji pfi teploté 2 - 8°C vtemnu a pfi laboratorni teploté za
pristupu svétla. Kazdy den se takto skladované roztoky analyzuji a plochy
piku se srovnavaji s plochami pikl ziskanych z Cerstvé pfipravenych

roztoku. Stabilita S1(%) se vypocte:

100-|A —
St (%) :%

Ai prumér ploch pikd sledované latky u roztoku
skladovaného

Ao prumér ploch pikd sledované latky u roztoku Cerstvé
pfipraveného

Pozadavek je, aby hodnota St(%) byla < 1%.

2.7 Analytické metody pro hodnoceni Triamcinoloni
acetonidum °

2.7.1 Stanoveni lékopisné

2.7.1.1 Cesky lékopis 2005

CL 2005 uvadi pro stanoveni triamcinolon-acetonidu metodu
absorpc¢ni spektrofotometrie v ultrafialové oblasti.
Postup:
50,0 mg se rozpusti v lihu 96% a zfedi se jim na 50,00 ml. 2,00 ml tohoto
roztoku se zfedi stejnym rozpoustédlem na 100,00 ml. Zméfi se
absorbance v maximu pfi 238,5 nm a vypocita se obsah C,4H3FOs za
pouziti specifické absorbance, ktera ma hodnotu 355. (pozn. roztoky se

béhem stanoveni chrani pfed svétlem.)

® Kapitola 2.7. byla vypracovana ze zdrojt [6], [7], [8], [9], [10], [28], [29], [30], [31], [32],
[33], [34]
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2.7.1.2 Lékopisy zahraniéni

Postup stanoveni v britském (BP 2004) a evropském (EP 2002)
Iékopise je shodny jako v Iékopise Ceském. Japonsky lékopis (PJ 1976)
vyuziva pro stanoveni triamcinolonacetonidu rovnéz spektrofotometrické
stanoveni, jen s malym rozdilem v pfipravé roztoku. 10,0 mg se rozpusti
v ethanolu 96% a zfedi se jim na 100,00 ml. 5,00 ml tohoto roztoku se
zifedi stejnym rozpoustédlem na 50,00 ml. Zméfi se absorbance v maximu
kolem 240 nm avypocita se obsah CyH31FOg za pouZiti specifické
absorbance, ktera ma hodnotu 354.

Zcela rozdilnou metodu pro stanoveni TA uvadi |ékopis americky

(USP 28), ktery vyuziva HPLC (viz. Kap.2.7.2, Tab.7.).

2.7.2 Stanoveni triamcinolon-acetonidu metodou HPLC

Byla vypracovana literarni reSerSe zaméfena na nalezeni informaci
prakticky vyuzitelnych pro vyvoj metody stanoveni triamcinolon-acetonidu

pomoci HPLC. Vysledky jsou uvedeny v Tab.7.
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Tab.7.: Prehled stanoveni triamcinolonacetonidu metodou HPLC
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3 Experimentalni édst
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3.1 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy: Sartorius 2004 MP, Germany
Centrifuga: EBA 21, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen,
Germany

Kapalinovy chromatograf: SHIMADZU LC-2010 Shimadzu

Corporation, Kyoto, Japan

Ultrazvukova lazen: BANDELIN, SONOREX Digitec,
Germany

UV - VIS spektrofotometr: Hewlett Packard 8453, USA

Vyhodnoceni: Chromatograficka stanice  Shimadzu

CLASS-VP, verze 6.12 SP4

3.2 Chemikalie

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

B-Estradiol, 97% (5.¢. 16320LA), Sigma-Aldrich, Inc. Germany
Butyl-4-hydroxybenzoate (5.€. 426009/1), Flukachemika, Germany
Ethyl-4-hydroxybenzoate ($.¢. S03380-101), Flukachemika, Germany
Kyselina fosfore€na 85% p.a., Merck, Germany

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

Methylparaben (S.€. 021228), Herbacos-Bofarma, Pardubice
Propylparaben (8.€. 20040201), Herbacos-Bofarma, Pardubice
Tetrahydrofuran CHROMASOLV® for HPLC (3.¢. 52380), Sigma-Aldrich,
Inc. Germany

Triamcinolone (PS 008/2), Sigma-Aldrich, Inc. Germany
Triamcinolon-acetonid (8.¢. 9184/M2), Herbacos-Bofarma, Pardubice

Ultracista voda, Cisténa systémem Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA)
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3.2.1 P¥iprava zasobnich a pracovnich roztoku

Jako rozpoustédlo pro pfipravu zasobnich a pracovnich roztoku
zkousenych latek, methylparabenu, propylparabenu, triamcinolonu a
triamcinolonacetonidu, byl pouzit acetonitril. Latky jsou v tomto
rozpoustédle dobre rozpustné.

Pro zasobni roztoky byly zvoleny koncentrace 50 mg/100 ml pro
methylparaben, 12,5 mg/100 ml pro propylparaben, 5 mg/100 ml pro
triamcinolon a 25 mg/100 ml pro triamcinolon-acetonid.

Pracovni roztoky byly pfipraveny ze zasobnich roztoku tak, aby jejich
koncentrace odpovidaly koncentraci roztoku ziskaného extrakci 0,5 g
pfipravku ,Triamcinolon HBF krém“ do 20,00 ml rozpoustédla pfi 100%
vytéznosti, tedy o koncentraci 5 mg/100 ml pro methylparaben, 1,25
mg/100 ml pro propylparaben a 2,5 mg/100 ml pro triamcinolon-acetonid
desetinasobnym zfedénim zasobnich roztoku.

Jako rozpous$tédlo pro pfipravu zasobnich a pracovnich roztok
latek, které byly zkouSeny jako potencialni interni standard byl pouzit
acetonitril.

Pro zasobni roztok IS byla zvolena koncentrace 50 mg/100 ml.

Pracovni roztoky byly pfipravované o koncentraci 5 mg/100 ml ze

zasobnich roztoku jejich desetinasobnym zfedénim.

3.3 Vyvoj metody - optimalizace chromatografickych
podminek

Nejdfive bylo nutné najit vhodné chromatografické podminky. Témito
podminkami byly vinova délka detekce, sloZzeni mobilni faze a analyticka
kolona s vhodnym sorbentem a vhodny interni standard.

Pfi hledani vinové délky detektoru bylo proméfeno UV spektrum
stanovovany latek. Pfi méfeni spektra byla snaha vyhnout se kratkym
vinovym délkam pod cca 240 nm, kde by mohly absorbovat slozky

krémového zakladu, pfipadné jiné balastni latky. Po nalezeni vhodné
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vinové délky byly zkouSeny rizné analytické kolony a ruzné mobilni faze.
Byly zkouseny kolony s rtizné polarnimi sorbenty — Agilent Zorbax® SB-CN
(150 x 4.6 mm; 5 um), Agilent Zorbax® SB-PHENYL (75 x 4.6 mm; 3.5
um), Agilent Zorbax® TMS (250 x 4.6 mm; 5 ym), Atlantis® dC18 (50 x 3.0
mm; 3 pm), Hypersil ODS (250 x 4.6 mm, 5 ym), Nucleosil® 100-5-CN
(250 x 4.6 mm, 5 ym), Phenome Gemini 3y C18 110A (50 x 2.00 mm; 3
um), Supelco Discovery® C18 (12.5 cm x 4.6 mm; 5 um) a Supelco
Discovery® HSF5 (15 cm x 4.6 mm, 5 pm). U kazdé kolony bylo testovano
nékolik mobilnich fazi.

Neméné dualezitym krokem optimalizace chromatografickych

podminek bylo nalezeni vnitiniho standardu. Bylo testovano nékolik latek.

3.4 Vzorky pfipravku

Triamcinolon krém HBF (vzorek ¢. VV 051/07), Herbacos-Bofarma,
Pardubice, CR
Triamcinolon krém, placebo bez UL, PP, MP (vzorek &. VV 084/07),

Herbacos-Bofarma, Pardubice, CR

3.4.1 Priprava vzorku

Vzorek byl pfipravovan postupem, vychazejicim ze zkuSenosti
s hodnocenim |éCivych pfipravkl podobnych vlastnosti v kontrolni
laboratofi na katedie analytické chemie Farmaceutické fakulty UK v Hradci
Kralové. Do centrifugacni zkumavky o objemu 50 ml bylo navazeno 0,5 g
krému pfesné, bylo pfidano 20,00 ml roztoku interniho standardu
v acetonitrilu a smés byla umisténa na 15 minut do ultrazvukové lazné.
Poté byla smés centrifugovana 15 minut pfi 3000 otackach za minutu.
Supernatant byl filtrovan a byl davkovan autosamplerem pfimo na

analytickou kolonu.
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V tomto extrakCnim postupu je mozno modifikovat jednotlivé
parametry a to slozeni extrakéni smési, délku sonikace, popfipadé délku a

rychlost centrifugace.
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4 Vysledky a diskuse
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4.1 Vyvoj metody - optimalizace chromatografickych
podminek

Ke v8em méfenim byla pouzita HPLC sestava Shimadzu uvedena
v Kap.3.1 a devét analytickych kolon s rdzné polarnim sorbentem. Na
kolonu bylo nastfikovano 20 pl vzorku, u nékterych kolon byl tento objem
zredukovan na dostacujicich 10 ul. Cilem bylo nalézt optimalni podminky
pro provadéni analyzy, tzn. takové, za kterych bude mozné proveést
separaci, identifikaci a kvantifikaci sledovanych latek a poté validaci

vyvinuté metody.

4.1.1 Vinova délka detektoru

Pro stanoveni optimalni vinové délky pro detekci stanovovanych
latek byla pouzita UV spektra naméfena v acetonitrilovych roztocich
standardnich latek methylparabenu, propylparabenu, triamcinolonu a
triamcinolonacetonidu (viz Obr.8. — Obr.11.) za pouziti acetonitrilu jako
slepého vzorku, ale také vysledky reSerSe. Koncentraci méfenych roztoku

nebylo nutné pro tento ucel definovat.

Obr.8.: UV spektrum methylparabenu
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Obr.9.: UV spektrum propylparabenu
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Obr.10.: UV spektrum triamcinolonu
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Obr.11.: UV spektrum triamcinolonacetonidu
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Na zakladé polohy maxim na vyse uvedenych spektrech a s ohledem

na zdroje zreSerSe byla jako optimalni vinova délka detekce zvolena

hodnota 240 nm.
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4.1.2 Hledani vhodné analytické kolony a sloZzeni mobilni faze

Pfi hledani optimalniho slozeni mobilni faze a optimalni analytické
kolony bylo vyuZito poznatku reSerse.

Nakolik se jako nejvice problematicka latka z hlediska separacniho
procesu pomoci HPLC jevila hlavné necistota (triamcinolon), bylo obvyklé,
Ze méfeni se provadeélo nejdfive s roztokem této slouCeniny a az poté byl
na kolonu nastfiknut roztok vdech standardl sledovanych analytu.

Ke vSem méfenim byli pouzité roztoky pfipravené postupem a o
koncentracich uvedenych v Kap.3.2.1.

Nejdfive bylo zkouSeno nékolik analytickych kolon se stacionarni fazi
C18 — Supelco Discovery® C18 (12.5 cm x 4.6 mm; 5 pym) (viz Obr.12.),
Atlantis® dC18 (50 x 3.0 mm; 5um), Phenome Gemini 3y C18 110A (50 x
2.00 mm; 3 ym) a Hypersil ODS (250 x 4.6 mm; 5um). Ve sloZeni mobilni
faze byl ménén pomér acetonitrilu a vody, podil vody tvofil 50 — 80%
(objemova procenta). Nastfikovany objem byl volen podle typu a délky
kolony a to bud 10 nebo 20 pl. Pritokova rychlost byla ménéna v rozmezi
0,5 — 0,8 ml/min. Na prvnich tfech kolonach nedochazelo k dostateCnému
separacnimu procesu. Jako vhodna se jevila teprve kolona Hypersil ODS
(250 x 4.6 mm; 5um). Na Obr.13. a Obr.14. jsou uvedeny

chromatografické zaznamy méreni na této AK.
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Obr.12.: Supelco Discovery® C18 (12.5 cm x 4.6 mm; 5 um), MF —
H20O:ACN (60:40 v/v), nastfik - 20 pl, pratok — 0,6 ml/min

Triamcinolon

\ 309

Obr.13.: Hypersil ODS (250 x 4.6 mm; 5um), MF — H20O:ACN (55:45 v/v),
nastfik - 20 pl, prutok — 0,8 ml/min
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Zména podilu vody v MF z 55% na 50% (objemova procenta) urychlil

analyzu o cca 5 minut.

Obr.14.: Hypersil ODS (250 x 4.6 mm; 5um), MF — H20O:ACN (50:50 v/v),
nastfik - 20 pl, pratok — 0,8 ml/min
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Ackoli se toto uspofadani chromatografického systému jevilo
optimalni, pfi orientani extrakci u€innych latek z Triamcinolon krému HBF
dochazelo k nevysvétlitelnému rozdélovani piku methylparabenu na ukor
jeho kvantitativniho ubytku (Obr.15.). Tento nedostatek se nepodafilo
odstranit ani modifikaci extrakéniho postupu, bylo zménéno trvani
ultrazvukovani a centrifugace i poCet otacek. Taktéz byla zkouSena zména

slozeni extrakéni smési (napf. uprava pH pomoci kyseliny fosfore¢né).
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Obr.15.: Hypersil ODS (250 x 4.6 mm; 5um), MF — H20O:ACN (50:50 v/v),

nastfik - 20 pl, pratok — 0,8 ml/min, vzorek — Triamcinolon krém HBF
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Vzhledem k uvedenym skute¢nostem nebylo vhodné pokracovat ve
vyvoji metody pro stanoveni methylparabenu, propylparabenu,
triamcinolonu a triamcinolon-acetonidu timto smérem. (pozn. Na
chromatografickém zaznamu — Obr.15. je i pik estradiolu, ktery byl pouzit
jako potencialni IS nejen u této kolony ale i nékterych dalSich AK — viz
nize)

DalSimi zkouSenymi kolonami byly AK se stacionarni fazi CN —
Agilent Zorbax® SB—-CN (150 x 4.6 mm; 5 pm) a Nucleosil® 100-5-CN
(250 x 4.6 mm, 5 ym). Ve sloZeni mobilni faze byl obvykle ménén
pomér acetonitrilu a vody, pfipadné byla uréitd objemova &ast téchto
rozpoustédel nahrazena dalSimi rozpoustédly jako tetrahydrofuran a
methanol. V Tab.8. jsou uvedené pfipravené mobilni faze se kterymi byla

provedena méfeni.
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Tab.8.: Pfehled pfipravenych mobilnich fazi

; Voda Acetonitril Methanol | Tetrahydrofuran
MFe. Objemova procenta
1 60 40 - -
2 70 30 - -
3 65 35 - -
4 62 38 - -
5 63,5 36,5 - -
6 63,5 26,5 10 -
7 53,5 36,5 10 -
8 60 35 5 -
9 63 32 5 -
10 63,5 31,5 - 5
11 58,5 36,5 - 5
12 55 40 - 5
13 60 36 - 4
14 65 31 - 4

Na Obr.16. — Obr.20. jsou uvedeny ukazky chromatografickych

zaznamu z méreni na téchto kolonach.
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Obr.16.: Agilent Zorbax® SB—CN (150 x 4.6 mm; 5 um), MF — H20:ACN
(60:40 v/v), nastfik - 20 pl, pratok — 0,6 ml/min
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Obr.17.: Agilent Zorbax® SB—CN (150 x 4.6 mm; 5 ym), MF — H20:ACN
(65:35 v/v), nastfik - 20 pul, pratok — 0,6 ml/min
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Obr.18.: Agilent Zorbax® SB—CN (150 x 4.6 mm; 5 um), MF — H20:ACN
(62:38 v/v), nastfik - 20 pl, pratok — 0,6 ml/min
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Obr.19.: Agilent Zorbax® SB-CN (150 x 4.6 mm; 5 um), MF —
H20:ACN:MeOH (60:35:5 v/v/v), nastfik - 20 pl, pratok — 0,6 ml/min
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Methylparaben + Triamcinolon
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Obr.20.: Agilent Zorbax® SB-CN (150 x 4.6 mm; 5 um), MF -
H20O:ACN:THF (60:36:4 v/vlv), nastfik - 20 pl, pratok — 0,6 ml/min
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Jak je patrné z chromatografickych zaznamua (Obr.16. — Obr.20.),
dané podminky nevedly k dokonalému separaCnimu procesu u vSech
latek, konkrétné nebylo mozné oddélit triamcinolon od methylparabenu
nebo naopak piky propylparabenu a triamcinolonacetonidu nebyly
rozdéleny na zakladni linii. Taktéz tvar pikd nebyl optimalni.

Proto nasledovala dalSi zména typu analytické kolony — AK
s vazanou phenylovou stacionarni fazi (Agilent Zorbax® SB-PHENYL (75 x
4.6 mm; 3.5 um)). Ackoli bylo zkouseno nékolik MF, vysledky na této AK
byly také neuspokoijivé (Obr.21. a Obr.22.)
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Obr.21.: Agilent Zorbax® SB-PHENYL (75 x 4.6 mm; 3.5 ym), MF —
H20O:ACN (60:40 v/v), nastfik - 20 pl, pratok — 0,6 ml/min
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Obr.22.: Agilent Zorbax® SB-PHENYL (75 x 4.6 mm; 3.5 ym), MF —
H20O:ACN (65:35 v/v), nastfik - 20 pl, pratok — 0,6 ml/min
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DalSi testovanou kolonou byla AK Agilent Zorbax® TMS (250 x 4.6
mm; 5 um). Na koloné s touto SF nedochazelo témér k Zzadné separaci,
proces rozdélovani byl jen nepatrné naznacCen (jak je ziejmé z Obr.23.).

Uprava MF nevedla ke zvy$eni uginnosti chromatografického procesu.

Obr.23.: Agilent Zorbax® TMS (250 x 4.6 mm; 5 um), MF — H20:ACN
(60:40 v/v), nastfik - 20 pl, pratok — 0,7 ml/min
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Nasledovala dalsi zména chromatografickych podminek — méfeni
bylo provadéno na AK Supelco Discovery® HSF5 (15 cm x 4.6 mm, 5 pym).
Az u této kolony bylo dosazeno relativné optimalniho déliciho procesu a to

uz pfi prvni zkousené mobilni fazi.
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Obr.24.: Supelco Discovery® HSF5 (15 cm x 4.6 mm, 5 ym), MF —
H20O:ACN (60:40 v/v), nastfik - 10 pl, pratok — 0,6 ml/min
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Jak je patrné z Obr.24., k rozdéleni sladovanych latek dochazi na
zakladni linii, avSak analyza je pfili$ dlouha a tudiz byla tendence celkovy

Cas analyzy zkratit a to upravou slozeni MF(viz Obr.25. a Obr.26.).
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Obr.25.: Supelco Discovery® HSF5 (15 cm x 4.6 mm, 5 ym), MF —
H20O:ACN (50:50 v/v), nastfik - 10 pl, pratok — 0,6 ml/min
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Obr.26.: Supelco Discovery® HSF5 (15 cm x 4.6 mm, 5 um), MF —
H20O:ACN (55:45 v/v), nastfik - 10 pl, pratok — 0,6 ml/min
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Teprve tato analyticka kolona (Supelco Discovery® HSF5 (15 cm X
4.6 mm, 5 um)) a sloZzeni MF — voda : acetonitril v poméru 55 : 45 (v:v)
vedlo k dostaCujicimu a pfitom Casové prijatelnému chromatografickému

separacnimu procesu a bylo zvoleno za optimalni a dale vyuzivano.

4.1.3 Hledani vnitifniho standardu

Pfi hledani vhodného IS bylo nutné najit takovou latku, ktera bude
splnovat nékteré pozadavky kladené na vnitini standard, jmenovité
podobna chemicka struktura a retencni vlastnosti, pficemz jeji pik musi byt
zietelné oddélen od pikG ostatnich analytd. Taky cena neni
nezanedbatelnym kritériem.

Hledani bylo vzhledem k relativné vysokému poctu stanovovanych
latek zahajeno uz béhem optimalizace chromatografickych podminek. Pro
danou smés latek byly jako IS uz trochu tradicné testovany parabeny,
konkrétné ethylparaben a butylparaben. Na Obr.27. a Obr.28. jsou

uvedeny chromatografické zaznamy potencialnich vnitfnich standardu.

Obr.27.: Chromatograficky zaznam ethylparabenu

Ethylparaben
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Obr.28.: Chromatograficky zaznam butylparabenu

Butylparaben

10,80

Z uvedenych zaznamu je patrné, Ze ethylparaben neni mozné za
uvedenych chromatografickych podminek pouzit jako IS, jelikoz se eluuje
v pfiblizné stejném retencnim Case jako hlavni uc€inna latka triamcinolon-
acetonid. Naproti tomu pouziti butylparabenu by bylo mozné, avSak na
ukor prodlouzeni analyzy.

Dalsi chemickou slouceninou zkouSenou pro tento ucel byl estradiol.
Jeho pik se nachazel mezi piky triamcinolonacetonidu a propylparabenu a
neinterferoval s Zadnou ze slozek smési stanovovanych latek a
neprodluzoval Cas analyzy, a proto byl pro tuto metodu vhodny (viz
Obr.29.).
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Obr.29.: Chromatograficky zaznam standardnich latek a vnitfniho

standardu estradiolu

Methylparaben

5,19

Triamcinolonacetonid

6,22
Propylparaben

Triamcinolon

—
==
7,91

3,52
6,92
~——
>

4.1.4 Souhrn optimalnich chromatografickych podminek

Mobilni faze: voda : acetonitril (55:45 v/v)
Analyticka kolona: Supelco Discovery® HSF5 (150 x 4.6 mm; 5
um)

Prutokova rychlost f,,: 0,6 ml/min

Vinova délka detekce: 240 nm

Vnitini standard: Estradiol

Davkovany objem: 10 pl

Rezim: izokraticky

Teplota: laboratorni

4.1.5 Stanoveni obsahu triamcinolon-acetonidu,

methylparabenu a propylparabenu v krému
1) Pfipravi se roztoky standard( v acetonitrilu s obsahem 5

mg/100 ml estradiolu (IS), 5 mg/100 ml methylparabenu,
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2)

3)

1,25 mg/100 ml propylparabenu, 0,5 mg/100 ml
triamcinolonu (necistota) a 2,5 mg/100 ml triamcinolon-
acetonidu ze dvou samostatnych navazek. Kazdy roztok
se zmeéfi trikrat.

Provedou se dvé nezavislé analyzy vzorku podle
kompletniho postupu uvedeném v Kap. 3.4.1. Supernatant
odpovidajici pfislusné navazce se zméfi tfikrat.

Vypocet obsahu triamcinolon-acetonidu, methylparabenu

a propylparabenu se provede podle vzorce:

. _AIA M -F 100
I As/Aiss'm\/'Z

plocha piku stanovované latky z nastfiku roztoku vzorku
plocha piku IS estradiolu z nastfiku roztoku vzorku

plocha piku stanovované latky z nastfiku roztoku standardu
plocha piku IS estradiolu z nastfiku roztoku standardu
navazka TA (MP, PP)v g

navazka vzorku krému v g

faktor korekce na obsah referenéni latky (viz Tab.9.)

faktor zfedéni (Z = 5)

Tab.9.: Faktor korekce

Latka F (%)
Methylparaben 98,91
Propylparaben 99,50
Triamcinolon 99,63
Triamcinolonacetonid 100,71
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(pozn. Faktory korekce uvedené v Tab.9. se vztahuji Kk Cistoté
standardnich latek (pracovnich standardl), které byly pouZivany pfi

pFipravé roztoku standardd, nemaiji tedy obecnou platnost)

4.2 Validace metody

4.2.1 Test vhodnosti HPLC systemu

4.2.1.1 Opakovatelnost
Na analytickou kolonu byl opakované nastfiknut roztok standardu

v acetonitrilu o koncentraci:

Estradiol 4,977 mg/100 ml
Methylaparaben 5,261 mg/100 mi
Propylparaben 1,253 mg/100 ml
Triamcinolon 0,556 mg/100 mi

Triamcinolon-acetonid 2,563 mg/100 ml
Vypocet smérodatné odchylky pro retencni ¢as (tr) a plochu piku (A)

byl provadén pomoci programu Microsoft Excel 2000.

Vysledky jsou uvedeny v Tab.10. — Tab.14.
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Tab.10.: Opakovatelnost — estradiol

Estradiol
Cislo pokusu A tr (Min)
1 248141 6,98
2 245496 6,97
3 247753 6,97
4 246818 6,96
5 246696 6,96
6 245883 6,95
7 245003 6,94
8 245014 6,93
n 8 8
x 246351 6,96
S 1198,90 0,0167
Sr(%) 0,49 0,24

Tab.11.: Opakovatelnost — methylparaben

Methylparaben

Cislo pokusu A tr (Min)
1 2550099 5,23
2 2554914 5,23
3 2551332 5,23
4 2553002 5,21
5 2552939 5,22
6 2550179 5,21
7 2545618 5,21
8 2541276 5,20
n 8 8
X 2549920 5,22
S 4454,08 0,0116
Sr(%) 0,17 0,22
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Tab.12.: Opakovatelnost — propylparaben

Propylparaben

Cislo pokusu A tr (Min)
1 525338 8,00
2 523827 7,98
3 524783 7,98
4 524547 7,96
5 526792 7,96
6 524283 7,95
7 521153 7,94
8 520644 7,93
n 8 8
x 523921 7,96
S 2067,64 0,0231
Sr(%) 0,39 0,29
Tab.13.: Opakovatelnost — triamcinolon
Triamcinolon
Cislo pokusu A tr (Min)
1 214323 3,54
2 214430 3,54
3 214682 3,54
4 213961 3,53
5 214760 3,53
6 214022 3,54
7 214279 3,53
8 213914 3,53
n 8 8
x 214296 3,54
s 319,93 0,0053
Sr(%) 0,15 0,15
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Tab.14.. Opakovatelnost — triamcinolon-acetonid

Triamcinolon-acetonid

Cislo pokusu A tr (Min)
1 945850 6,29
2 945145 6,29
3 946895 6,29
4 945559 6,28
5 945392 6,28
6 944898 6,28
7 942892 6,28
8 942123 6,26
n 8 8
x 944844 6,28
S 1573,80 0,0099
Sr(%) 0,17 0,16

Pri testovani

opakovatelnosti

analyzy se pfi

osminasobném

opakovani nastfiku roztoku standardi pohybovala smérodatna odchylka

Sr(%) ploch pikli (A) a retencnich ¢asu (tr) pod 1%.

4.2.1.2 Ug&innost chromatografické kolony

Pro vypocet uc€innosti byly brany hodnoty ziskané jako priimér ze tfi

analyz roztoku standardd v testu na opakovatelnost. Uginnost kolony byla

vyjadiena jako pocet teoretickych pater N, ktery byl pocitan podle vzorce

uvedeného v Kap. 2.6.1.2.
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Tab.15.: PocCet teoretickych pater

Analyzovana latka tr (Min) wph (min) N
Estradiol 6,96 0,204 6454
Methylparaben 5,22 0,155 6289
Propylparaben 7,96 0,220 7259
Triamcinolon 3,54 0,135 3813
Triamcinolonacetonid 6,28 0,185 6390
n=3

Pozadavek pro 15 cm dlouhou kolonu je minimalné N = 1500 a je

splnén u vSech sledovanych latek.

4.2.1.3 Asymetrie chromatografickych piku

Asymetrie chromatografickych pikd T byla vypoctena podle vzorce
uvedeného v Kap. 2.6.1.3 a to odectenim z chromatogramd ziskanych
nastfikem roztoku standardd pro opakovatelnost. Vysledky v Tab.16. jsou

prumérem ze tfi hodnot.

Tab.16.: Asymetrie chromatografickych piku

Analyzovana latka Wo,05 (Min) f (min) T
Estradiol 0,457 0,209 1,09
Methylparaben 0,351 0,148 1,11
Propylparaben 0,498 0,209 1,19
Triamcinolon 0,306 0,131 1,17
Triamcinolonacetonid 0,406 0,178 1,14
n=3

Asymetrie pikd u hodnocenych latek byla niz8§i nez maximalni

povolena hodnota T = 1,2.
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4.2.1.4 Rozliseni chromatografickych piku

RozliSeni bylo pocitdno pomoci chromatografické stanice Shimadzu
CLASS-VP, podle vzorce uvedeného v Kap. 2.6.1.4. Vysledky uvedeny
v Tab.17. jsou primérem ze tfi hodnot ziskanych proméfenim roztoku

standardu pfi zkouSce opakovatelnosti.

Tab.17.: Rozliseni chromatografickych piku

Hodnocené latky Rij
Estradiol — propylparaben 6,67
Methylparaben - triamcinolonacetonid 3,63
Triamcinolon — methylparaben 2,02
Triamcinolonacetonid — estradiol 2,73
n=3

Obr.30.: Ukazka chromatogramu dokumentujici rozlieni

Triamcinolonacetonid

6,29

Triamcinolon

6,97
_—

7,97

I

3,54
,r/\
| Methylparaben
2
\

\__/\\ ) \ )

.1 522
Propylparaben

Hodnoty rozliSeni chromatografickych pikd u v3ech sledovanych

latek spliuji pozadavek R;; > 1,5.
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4.2.2 Presnost

Bylo analyzovano S$est roztok( vzorku Triamcinolon krém HBF,
vzorek €. VV 051/07, které byly paralelné pfipravené samostatnym
postupem uvedenym v Kap. 3.4.1. Plochy pikG uvedeny v Tab.18. jsou

prumérem ze tfi méfeni a jsou pfepoctené na navazku 0,5000 g krému.

Tab.18.: Pfesnost

Roztok €. Plocha piku (m = 0,5000 g)
Methylparaben | Propylparaben | Triamcinolonacetonid

1 2550211 556579 820995
2 2580563 563230 825498
3 2598506 568603 827601
4 2568987 562449 831543
5 2546250 558151 831146
6 2605481 568772 835646
n 6 6 6

X 2575000 562964 828738
S 24453,18 5095,33 5160,02

Sr(%) 0,95 0,91 0,62

Pfi testovani presnosti se hodnota smérodatné odchylky sg ploch

pik(l pohybovala pod 5%.

4.2.2.1 Presnost pro necistotu

Bylo analyzovano Sest roztok( vzorku Triamcinolon krém (placebo
bez UL, PP, MP), vzorek &. VV 084/07, které byly paraleln& pfipravené
samostatnym postupem uvedenym v Kap. 3.4.1, (pozn. Do centrifugacni
zkumavky byl odméfovan roztok standardnich latek triamcinolonu
(necistota) a estradiolu (IS)). Vysledky uvedeny v Tab.19. jsou primérem

ze tfi méreni.
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Tab.19.: Pfesnost pro necistotu

Vzorek Cislo Plocha piku (A) Triamcinolonu

1 206815
2 206612
3 209868
4 210984
5 210720
6 210349
n 6

x 209225
S 1981,98

Sr(%) 0,95

PFi testovani pfesnosti pro necistotu byla smérodatna odchylka sg(%)

ploch pikd pod 5%.

4.2.3 Linearita

Pro hodnoceni linearity byla pouZita metoda vnitfniho standardu
(jako wvnitini standard byl pouZit estradiol). Bylo pfipraveno Sest
kalibracnich roztoku pracovnich standardu methylparabenu,
propylparabenu, triamcinolonu a triamcinolon-acetonidu (pfipravené
koncentrace jsou uvedeny v tabulkach — Obr.31. — Obr.34.), pfidavek IS
byl 5 mg/100 ml. Pomér ploch piku pro kazdou koncentraci je primérem
ze tfi méfeni a pro dalSi vypoclty byl bran primér z téchto tfi hodnot.
Zavislost Aia/Ais kalibracnich roztoki na jejich koncentraci byla

vyhodnocena metodou linearni regrese v programu Microsoft Excel 2000.
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Obr.31.: Linearita — methylparaben

Methylparaben

c(mg/100ml)| pomér A g
5,0789 2,6356
6,1803 3,1628 <
8,1452 4,2170 || 56 -
10,2221 5,2713 g
12,1989 6,3255 °'4
15,1691 7,9069 |
2 T T T T
4 6 8 10 14
c(mg/100ml)
|Regresni funkce: vy kx + q |
[pocet bodi n=6 poéet stupiti volnosti v =4
Parametry regresni pfimky a odhady jejich smérodatnych odchylek
smeérnice k = 05234 + 0,0029
absolutni ¢len qg = -0,052 + 0,029
koeficient korelace R = 0,999938
rezidualni odchylka Srez = 10,0248
hodnota F-statistiky | F = 323E+4

Zavislost y na x byla prokazana se spolehlivosti 99.9%
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Obr.32.: Linearita — propylparaben
Propylparaben

¢(mg/100ml)| pomeér A
1,1482 0,6950
1.4056 0,8340
1.8696 11120 |5
€15 -
23614 1,3900 | E
27865 16680 | °

3,4863 2,0850 17
0,5 T T T )
1 1,5 2 2,5 3,5
c(mg/100ml)
[Regresnifunkce: y = kx + g |
[pocet bodli n=6 pocet stupiit volnosti v=4

Parametry regresni primky a odhady jejich smérodatnych odchylek

smérnice k = 0,5968 + 0,0059
absolutni ¢len qg = -0,002 t 0,014
koeficient korelace R = 0,99981
rezidualni odchylka Srez = 0,0116
hodnota F-statistiky | F = 1,03E+4

Zavislost y na x byla prokazana se spolehlivosti 99.9%
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Obr.33.: Linearita — triamcinolon-acetonid
Triamcinolonacetonid

5 -
c(mg/100ml)| pomér A
1,9458 1,3306 4
2,3748 1,5968
31509 | 21290 |3
39507 | 26613 | E3
4,7210 3,1935 || ¢
5,8560 3,9919 2
1 T T T
1,5 2,5 3,5 4,5 5,5
c(mg/100ml)
[Regresnifunkce: y = kx + g |
[pocet bodli n=6 pocet stupiit volnosti v=4
Parametry regresni primky a odhady jejich smérodatnych odchylek
smérnice k = 0,6813 + 0,0049
absolutni ¢len q = -0,014 t 0,019
koeficient korelace R = 0,99990
rezidualni odchylka Srez = 0,0161
hodnota F-statistiky | F = 1,96E+4

Zavislost y na x byla prokazana se spolehlivosti 99.9%
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Obr.34.: Linearita — triamcinolon

Triamcinolon

¢(mg/100ml)| pomeér A oo

0,8194 0,4990

0,6544 0,3992 0,4 -

0,4072 0,2495 || <

0,1623 0,0998 | &

0,0742 0,0499 || 20,2 -

0,0373 0,0250

0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 0,2 04 0,6 0,8 1
c(mg/100ml)
[Regresnifunkce: y = kx + g |

[pocet bodi n =6

poéet stupnt volnosti v =4

Parametry regresni primky a odhady jejich smérodatnych odchylek

smérnice k = 0,6052 + 0,0018
absolutni ¢len qg = 0,00303 t 0,00082
koeficient korelace R = 0,999983
rezidualni odchylka Srez = 0,00128
hodnota F-statistiky | F = 1,18E+5

Zavislost y na x byla prokazana se spolehlivosti 99.9%

Koeficient korelace byl R > 0,9990 u v Sech sledovanych latek. Z

vySe uvedenych udaju vyplyva, ze zavislost plochy piku na koncentraci

stanovované latky je linearni a metoda je pouZitelnd pro kvantitativni

analyzu.

4.2.4 Spravnost

Byl zméren roztok standardu:
Comp) = 5,261 mg/100 ml
Coer) = 1,253 mg/100 ml

Cora) = 2,563 mg/100 ml, méfeni bylo provedeno Sestkrat.
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Dale bylo analyzovano Sest

methylparaben + propylparaben + triamcinolonacetonid),

modelovych vzorkd (placebo +

které byly

paralelné pfipravené samostatnym postupem uvedenym v Kap. 3.4.1

s pridavkem roztoku standardd o koncentraci co.

Vysledky jsou uvedeny v Tab.20. — Tab.22. Vytéznost Ri(%) byla

vypoctena podle vzorce uvedeného v Kap. 2.6.2.1.

Tab.20.: Spravnost - methylparaben

Methylparaben

Co (Mg/100 ml);

Vzorek €. N6 A ¢i (mg/100 ml) Ri(%)
1 2494875,7 5,1474 97,84
2 2496885,0 5,1516 97,92
3 5,261 odpovida | 2494850,0 5,1474 97,84
4 Ao: 2549919,9 | 2496080,0 5,1499 97,89
5 2468925,7 5,0939 96,82
6 2503851,3 5,1660 98,19

n 6
Ry (%) 97,75

S 0,473
Sr(%) 0,48
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Tab.21.: Spravnost - propylparaben

Propylparaben

Co (Mg/100 ml);

Vzorek €. S A ¢i (mg/100 ml) Ri(%)
1 513069,3 1,2270 97,93
2 512821,3 1,2265 97,88
3 1,253 odpovida | 511733,3 1,2239 97,67
4 Ao: 523920,9 513986,3 1,2292 98,10
5 510069,7 1,2199 97,36
6 514196,7 1,2297 98,14

N 6
Rp(%) 97,85
S 0,294
Sr(%) 0,30

Tab.22.: Spravnost — triamcinolon-acetonid
Triamcinolon-acetonid
Co (Mg/100 ml);

Vzorek €. I A ci (mg/100 ml) Ri(%)
1 919192,7 2,4934 97,29
2 924722,3 2,5084 97,87
3 2,563 odpovida | 928760,7 2,5194 98,30
4 Ao: 9448443 927904,3 2,5170 98,21
5 920839,3 2,4979 97,46
6 929709,0 2,5219 98,40

n 6
Ry (%) 97,92
s 0,463
Sr(%) 0,47
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Pozadavek, aby Rp(%) = 95-105% a sr(%) < 5% byl splnén u vSech

sledovanych latek.

4.2.5 Selektivita

Separace triamcinolon-acetonidu (¢ = 2,493 mg/100 ml),
methylparabenu (¢ = 4,964 mg/100 ml) a propylparabenu (c = 1,598
mg/100 ml) je dokumentovana na chromatogramu standardd s pfidavkem
interniho standardu estradiolu (¢ = 5,058 mg/100 ml) a necistoty
triamcinolonu (c = 0,589 mg/100 ml), viz Obr.35.

Chromatograficky pik necistoty ma odlisny reten¢ni ¢as od ucinné
latky i obou konzervacnich pfisad.

Vzorky , Triamcinolon krém HBF“ a , Triamcinolon krém, placebo bez
UL, PP, MP* byly zpracovany dle postupu uvedeného v Kap. 3.4.1.
Z chromatogramu placeba (Obr.36.) je zfejmé, Ze v retenCnich Casech
odpovidajicim stanovovanym latkdm neni zadny pik interferujici latky.

Chromatogram IéCivého pfipravku s pfidavkem vnitfniho standardu
je dokumentovan na Obr.37., vSechny slozky jsou dokonale separovany.

Pfedlozena HPLC metoda umoziiuje selektivné zméfit plochu pika
odpovidajici ucinné latce triamcinolon-acetonidu, jeji necistoté
triamcinolonu a  konzervaCnim  pfisadam  methylparabenu a

propylparabenu.
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Obr.35.: Chromatogram standardnich latek s pfidavkem vnitfniho

standardu a necistoty
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Obr.37.: Chromatogram pfipravku Triamcinolon krém HBF s pfidavkem

interniho standardu estradiolu

Triamcinolonacetonid

——Fstradiot (7S
6,32
—
7,01 Propylparaben

Methylparaben

A TN ,/ WA AN

4.2.6 Robustnost

Testovani miry vlivu proménnych experimentalnich podminek na

stanoveni obsahu analytl bylo testovano u roztoku o slozeni:

Estradiol c = 4,977 mg/100 mi
Methylaparaben ¢ = 5,261 mg/100 mi
Propylparaben ¢ = 1,253 mg/100 mi
Triamcinolon ¢ = 0,586 mg/100 mi
Triamcinolonacetonid ¢ = 2,563 mg/100 mi

4.2.6.1 Vliv sloZzeni mobilni faze na stanoveni obsahu analytu

Vliv slozeni mobilni faze byl testovan pfi pomérech H,O:ACN (v/v) =
45:55, 50:50, 55:45, 60:40 a 65:35.
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4.2.6.1.1 Vliv sloZzeni MF na plochu chromatografického piku
Byly ziskany vysledky uvedené v Tab.23. — Tab.26. Relativni plocha

piku vztazena na plochu piku pfi optimalnim slozeni MF byla pocitana

podle vzorce:

100- A

A(%) =

5:45

Tab.23.: Vliv slozeni MF na plochu piku - methylparaben

Methylparaben

MF — H,O : ACN (v:v) A Ar(%)
65: 35 2490717 99,70
60 : 40 2499962 100,07
55: 45 2498272 100,00
50: 50 2492224 99,76
45: 55 2430864 97,30

Tab.24.: Vliv slozeni MF na plochu piku - propylparaben

Propylparaben

MF — H>O : ACN (v:v) A Ar(%)
65: 35 507812 98,81
60 : 40 508105 98,87
55: 45 513914 100,00
50: 50 521587 101,49
45: 55 532196 103,56
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Tab.25.: Vliv slozeni MF na plochu piku - triamcinolon

Triamcinolon

MF — H,O : ACN (v:v) A Ar(%)
65:35 216607 97,30
60 : 40 218716 98,25
55: 45 222616 100,00
50: 50 225678 101,38
45 : 55 228807 102,78

Tab.26.: Vliv slozeni MF na plochu piku — triamcinolon-acetonid

Triamcinolon-acetonid

MF — H,O : ACN (v:v) A Ar(%)
65:35 900116 99,10
60 : 40 899106 98,99
55: 45 908304 100,00
50: 50 916584 100,91
45 : 55 969266 106,71

Relativni plocha piku vztazena na plochu piku pfi optimalnim sloZeni
MF se pohybovala v rozmezi 97,30 az 100,07 % pro methylparaben,
98,81 az 103,56 % u propylparabenu, 97,30 az 102,78 % pro triamcinolon
a 98,99 az 106,71 % u triamcinolon-acetonidu. V uvedeném rozmezi
zmény v poméru slozek mobilni faze ovliviiuji stanoveni triamcinolon-
acetonidu, jeho degradacniho produktu triamcinolonu a konzervacCnich

prisad methylparabenu a propylparabenu jen velmi malo.

4.2.6.1.2 Vliv slozeni MF na retencni ¢as
SloZeni mobilni faze ovliviuje trvani analyzy (viz Tab.27.). Pfi
zvySovani podilu vody separace ucinné latky, obou konzervacnich pfisad,

vnitiniho standardu i necistoty (viz Obr.38.) je az k zakladni linii, pouze
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dochazi k prodluzeni trvani analyzy. Oproti tomu pfi snizovani podilu vody
nedochazi k dokonalé separaci(viz Obr.39.), proto je doporuceno pouziti

mobilni faze H,0 : ACN = 55 : 45 (v/v).

Tab.27.: Vliv slozeni MF na retencéni ¢as

MF TC MP TA PP
H.0 : ACN tr (Min)
65:35 4,45 7,07 11,01 13,79
60 : 40 3,91 6,05 8,09 10,40
55:45 3,52 5,18 6,22 7,90
50: 50 3,29 4,64 5,21 6,47
45: 55 3,08 4,04 4,28 5,08

Obr.38.: Chromatogram separace latek pfi slozeni MF H,O:ACN — 65:35
(V/v)

Methylparaben

7,06

(1.S)

Triamcinolon
10,97
_Estradiol
—
Propylparaben
13,73

Triamcinolonacetonid

—
12,78

........
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Obr.39.: Chromatogram separace latek pfi slozeni MF H,O:ACN — 45:55
(V/v)

Triamcinolonacetonid

Propylparaben

Triamcinolon

Estradiol (1.S.)

Methylparaben
yp3,08
T
=

4.2.6.2 Stabilita roztoku

Stabilita u roztoku standardt o slozeni:

Estradiol ¢ = 4,851 mg/100 mi
Methylaparaben ¢ = 4,865 mg/100 mi
Propylparaben ¢ = 1,331 mg/100 mi
Triamcinolon ¢ = 0,544 mg/100 mi
Triamcinolonacetonid ¢ = 2,533 mg/100 ml,

byla testovana za uchovani:
1) za snizené teploty (4°C), chranéné pred svétlem

2) za laboratorni teploty (25°C) a pfistupu svétla

83



Vysledky uspofadané v Tab.28. az Tab.31. jsou primérem ze f{fi

mérfeni . Vypocet odchylky St(%) byl proveden podle vzorce uvedeného

v Kap. 2.6.2.8.

Tab.28.: Stabilita roztoku v zavislosti na dobé a zpusobu uchovavani -

methylparaben
Methylparaben
t (hod) A (4°C) St4:¢(%) A (25°C) Srt25°¢(%)
0 2325252 0,00 2325252 0,00
24 2298495 1,15 2307462 0,77
48 2336503 0,48 2316691 0,37
72 2313535 0,50 2327885 0,11

Tab.29.: Stabilita roztoku

v zavislosti na dobé a zplsobu uchovavani —

propylparaben
Propylparaben
t (hod) A (4°C) St4:¢(%) A (25°C) St25:¢(%)
0 538961 0,00 538961 0,00
24 529643 1,73 534497 0,83
48 548683 1,80 534357 0,85
72 531750 1,34 534109 0,90

Tab.30.: Stabilita roztoku

v zavislosti na dobé a zplsobu uchovavani —

triamcinolon
Triamcinolon
t (hod) A (4°C) St4:¢(%) A (25°C) St25:¢(%)
0 208908 0,00 208908 0,00
24 209910 0,48 210225 0,63
48 211363 1,18 210655 0,84
72 208549 0,17 208386 0,25
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Tab.31.: Stabilita roztoku v zavislosti na dobé& a zplUsobu uchovavani —

triamcinolon-acetonid

Triamcinolon-acetonid

t (hod) A (4°C) Stac(%) A (25°C) Sr25:¢(%)
0 968015 0,00 968015 0,00
24 979331 1,17 977628 0,99
48 941232 2,77 968425 0,04
72 948642 2,00 957756 1,06

Jak vyplyva z Tab.28. az Tab.31. pozadavek, aby S+(%) < 1% neni
splnén u zadné sledované latky, roztoky standardnich latek jsou nestabilni
a proto je nutné je pfipravovat vzdy CcCerstvé. (pozn. Vzhledem k
mohutnému kolisani laboratorni teploty (a tim i teploty na kolon&) béhem
Ctyf dni, po které byla stabilita sledovana, vysledky mohou byt znacné

zkresleny a tudiz nemusi byt relevantni).

4.2.7 Detekcni limit (LOD) a kvantitativni limit (LOQ)

Byly provedeny ftfi analyzy vzorku placeba a ze zaznamu Sumu
v okoli retenéniho Casu stanovované necistoty byla zméfena nejvétsi
kladna (r*) a zaporna (r) amplituda $umu, z tohoto Sumu byla odhadnuta

jeho smérodatna odchylka s, podle vzorce:

Déle bylo provedeno Sest analyz vzorku placeba s pfidavkem
necistoty triamcinolonu (c = 5,56 mg/l).

LOD byl vypodéten podle vzorcU:

LoD =35, - X
by
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LOQ byl vypocten podle vzorce:

LoQ =10s, - X
b

Vysledky jsou uvedeny v Tab.32.

Tab.32.: Detekéni a kvantitativni limit

kde A je plocha piku a h je vySka piku v AU

kde A je plocha piku a c je koncentrace analytu
v mg/I

Triamcinolon LOD (mg/l) LOQ (mgl/l)
sn =0,01449
K =8902,23 0,0102 0,0341
b, = 37786,46

Nejniz8i detekovatelna koncentrace necistoty triamcinolonu za

pouziti prfedkladané HPLC metody je 0,0102 mg/l, kvantitativni limit

predstavuje koncentrace 0,0341 mg/l.
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5 Zavér

87



Byly zpracovany literarni udaje tykajici se chromatografickych

metod s dirazem na HPLC s pfimou detekci a proces validace

Byla zpracovana stru¢na reSerSe metod hodnoceni triamcinolon-

acetonidu

Byly nalezeny tyto optimalni chromatografické podminky pro HPLC
stanoveni |éCivé latky triamcinolon-acetonidu, konzervacii

methylparabenu a propylparabenu a necistoty triamcinolonu

o Analyticka kolona: Supelco Discovery HSF5 (150 x
4.6 mm; 5 ym)

o Detekce: UV pfi 240 nm

o Mobilni faze: voda : acetonitril (55:45 v/v)

o Vnitfni standard: estradiol

o Objem nastfiku: 10 pl

o Prutokova rychlost fp,: 0,6 ml/min

o Rezim: izokraticky

o Teplota: laboratorni

Byla testovana zpusobilost chromatografického systému.
Opakovatelnost vyjadiena jako relativni smérodatna odchylka sg
byla niz§i nez 1%. Pozadavek na ucinnost kolony vyjadfen jako
pocCet teoretickych pater N byl splnén u vSech sledovanych latek
(N>1500). Asymetrie chromatografickych piku vyjadfena faktorem T
byla mensi nez 1,2. RozliSeni chromatografickych pikl R; bylo vétsi

nez 2.

Byla hodnocena pfesnost metody a pozadavek na smérodatnou

odchylku sg < 5% byl spInén.
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U testovani parametru linearity odezvy bylo vyhovéno pozadavku

na hodnotu korelaéniho koeficientu R > 0,9990 u vSech latek.

Spravnost stanoveni byla vyjadfena veliCinou vytéZznosti Ri(%).
Pozadavek, aby se hodnota vytéznosti pohybovala v rozmezi

100+5% byl spInén u vSech analyzovanych latek.

Parametr selektivity byl ovéfen porovnanim chromatogramu roztoku
standardu, placeba a pfipravku Triamcinolon krém HBF. Separace
vSech pikd je az kzakladni linii, chromatogram placeba

neinterferoval s piky standardnich latek.

Testovani robustnosti prokazalo vhodnost zvolené mobilni faze,

slozené z vody a acetonitrilu 0 poméru 55:45 (v/v)..

Pfi testovani stability nebyl splnén pozadavek, aby St(%) < 1% u
zadné sledované latky, roztoky standardnich latek jsou nestabilni a

proto je nutné je pfipravovat vzdy Cerstve.

V8echny sledované validaCni parametry predkladané metody
vyhovuji pozadavkim na né kladenym. Tato metoda bude
pouzivana pfi rutinni kontrole kvality pfipravku Triamcinolon krém

HBF.
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