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1. Cil bakalarské prace
1.1. Cil bakalarské prace

Cilem mé bakalarské prace je vytvofit pfehled pouZitych metod pro stanoveni
terbinafinu hydrochloridu a jeho rozkladnych produktl, dale také vybrané metody
a jejich postupy porovnat. Stanoveni samostatného terbinafinu ma delSi historii
nez stanoveni jeho degradacnich produktd. Pfi stanoveni terbinafinu a jeho
degradacnich produktll jsem se opirala jen o nékolik nalezenych C¢&lankua
popisujici postupy, jak stanovit terbinafin i s vybranymi degradacnimi produkty.
Je mnoho nedistot, které vznikaji pfi syntéze terbinafinu a nebyly jesté stanoveny
zadnym zplUsobem, ani za pomoci systému HPLC. Tyto nedistoty a rozkladné
produkty maji mnoho podobnych vlastnosti, a proto je obtiZné dosahnout jejich
dobré a ucinné separace.

Dale jsem porovnala néktera vybrana validacni data, ktera slouzi ke zjiSténi
statistické spolehlivosti a pfesnosti analytické metody. Jedna se o proces, ktery
je dulezity pro vybér vhodného analytického systému a také zaruc€uje vhodnost

metody pro dané pouZziti.



2. Terbinafin hydrochlorid

2.1. Obecné informace a vlastnosti
LéCiva latka terbinafin hydrochlorid je synteticky krystalicky prasek bilé az
Sedobilé barvy, ktery vznika derivatizaci alylaminu. Sumarni nazev slouceniny je
(2E)-N,6,6-Trimetyl-N-(naftalen-1-yl metyl) hept-2-en-4-yn-1-aminhydrochlorid.
Molekulova hmotnost je 326,9299 g/mol. Z chemickych a fyzikalnich vlastnosti
terbinafinu hydrochloridu muzeme zminit napfiklad teplotu tani, ktera se
pohybuje v rozmezi 204 °C az 208 °C a rozpustnost v metanolu, dichlormetanu

a bezvodném etanolu, dale pak ¢asteCnou rozpustnost ve vodé a acetonu [1].

I /
(E)

Obrazek €. 1. Vzorec terbinafinu [2].

Ve farmacii se terbinafin pouziva jako hlavni aktivni slozka antimykotickych
léCiv. Je mozné jej podavat ve formé tablet, polotuhych masti, gelt nebo roztokd.
Léecivé pripravky s obsahem terbinafinu, které najdeme na Ceském trhu, se
muzou liSit od pFipravkd, které najdeme na celosvétovém trhu.

NizZe jsou uvedeny preparaty s obsahem terbinafinu, které najdeme v Ceskych
lékarnach [3].
o Topicka aplikace (masti, gely)
Lamisil 250 mg
Terbistad 1 % krém
o Systémova aplikace (pevné tablety)
Lamisil 250 mg
Terfimed 250 mg
Terbinafin Actavis 250 mg
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Hlavni ucinek terbinafinu je inhibice biosyntézy ergosterolu, ktery se nachazi
v bunétné membrané houbovych organisml. Lékové formy tedy maiji Siroké
spektrum ucinku proti povrchovym koznim infekcim. PfedevSim se jedna
o0 mykdzy (plisnové onemocnéni) a onychomykozy (plisfiové onemocnéni nehta).
Fungicidni ucinek vykazuje predevsim proti Tinea corporis, Tinea cruris, Tinea

pedis, Tinea capitis [4, 5, 6, 7].

2.2. Farmakokinetické vlastnosti a biotransformace

Po topickém i peroralnim podani se aktivni latka distribuuje v kizi, v lipofilni
vrstvé stratum corneum. Diky vazbé& na plazmatické bilkoviny (v 99 %)
dosahneme nejvyssi plazmatické koncentrace 0,97 ug/ml po dvou hodinach od
podani tablety, s obsahem 250 mg terbinafinu. Odstrafiovani terbinafinu z téla
probiha za pomoci mazu tvofeného v mazovych Zlazach. Vysoké koncentrace
terbinafinu naméfime na &asti téla, kde se vyskytuji tyto zlazy ve velkém poctu
(vlasové folikuly) [1].

Terbinafin se metabolizuje uvnitf buriky, v mikrozomech, které vznikaji pfi
degradaci endoplazmatického retikula. Jedna se o malé vacky, které jsou
postupné uvolfiovany do cytoplazmy. Vacky obsahuji lytické enzymy,
meziprodukty a produkty metabolismu bunék. Mikrozomy obsahuji i izoenzymy
systému cytochromu P450, ktery se podili na odbouravani terbinafinu. Pfesné se
jedna o enzymy CYP2C9, CYP1A2, CYP3A4, CYP2C8, CYP2C19 [4, 8, 7].

2.3. Mechanismus uéinku

Hlavni steroidni slozkou bunééné membrany nizSich eukaryot, zejména hub
a kvasinek je ergosterol. Jeho funkce v bunéfné membrané se stahuje na
permeabilitu (propustnost) membrany a aktivitu membranovych enzymd. Svou
strukturou je z velké Casti podobny cholesterolu, ktery se vyskytuje v bunécné
membrané savcl a podili se taktéz na permeabilitt membrany a zajiStuje
spravnou funkci membranovych enzym(. Ergosterol a cholesterol se li§i pouze
v pfitomnosti methylové skupiny vazané na uhliku C24 a dvou dvojnych vazeb
mezi uhliky 7, 8 a 22, 23. Hydrolyzou cholesterolu v alkalickém prostfedi vSak

nevznika ve vodeé rozpustna latka [9].
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Obrazek &. 2. Uginek terbinafinu [10].

}» Morpholines

(fenpropimorph,
amorolfine)

Tabulka €. 1. Seznam enzymu potifebnych k vzniku ergosterolu [11].

Zkratka Trida EC Funkce
Biosyntéza
mevalonatu
ERG10 EC: 2319 Acetoacytyl-CoA thiolasa
ERG13 EC: 2.3.3.10 HMG-CoA syntaza
HMG1 EC:1.1.1.34 HMG-CoA reduktaza
HMG2 EC:1.1.1.34 HMG-CoA reduktaza
Biosyntéza farnesyl-
PP
ERG12 EC:2.7.1.36 Mevalonat kinaza
ERGS EC:2.74.2 Fosfomevalonat kinaza
ERG19 EC:4.1.1.33 Difosfomevalonat kinaza
IDII EC:5.3.3.2 Isopentenyl difosfat
isomeraza
ERG20 EC:2.5.1.10 Polyprenyl syntetaza
Biosyntéza

ergosterolu
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ERG9 EC: 2.5.1.21 Skvalen syntetaza

ERG1 EC:1.14.13.132 Skvalen epoxidaza
ERG7 EC:5.4.99.7 Lanosterol
cyklaza/syntéza
ERG11 EC: 1.14.13.70 CYP450 lanosterol 14a-
demetylaza
ERG24 EC: 1.3.1.70 Sterol C-14 reduktaza
ERG25 EC:1.14.13.72 C-4 metyl sterol oxidaza
ERG26 EC:1.1.1.170 Sterol C-4
dekarboxylaza
ERG27 EC: 1.1.1.270 3-keto-steroid reduktaza
ERG6 EC:2.1.1.41 C-24 sterol
metyltransferaza
ERG2 EC:5.3.3.5 C-8 sterol isomeraza
ERG3 EC: 1.3.3.- C-5 sterol desaturaza
ERG5 EC: 1.14.-.- C-22 stero desaturaza
ERG4 EC: 1.2.1.71 C24 (28) sterol
reduktaza

Biosyntéza ergosterolu je komplexni proces, do kterého se zaclenuje mnoho
enzymU. Proces vzniku ergosterolu mizeme rozdélit na tfi Casti. Syntéza
mevalonatu, farnesylu pyrofosfatu a biosyntézu ergosterolu.

Prvnim krokem syntézy je kondenzace dvou molekul acetyl-CoA za vzniku
acetoacetylu-CoA. Tento krok je katalyzovan enzymem acetoacetyl-CoA
thiolazou. Kondenzaci tfetiho acetyl-CoA s acetoacetylem-CoA vznika
hydroxymethylglutaryl-CoA  (dale  HMG-CoA) za pomoci enzymu
hydroxymethylglutaryl — CoA syntetazy. Enzymem HMG-CoA reduktazy (HMG1
a HMG2) je HMG-CoA redukovano na mevalonat [11].

Druhy krok vede k syntéze farnesylu pyrofosfatu z mevalonatu. Vznik
mevalonatu zahrnuje celkem Sest postupnych reakci, které jsou katalyzovany
enzymy ERG12, ERG8, ERG19, ERG20. Farmesyl pyrofosfat vznika
z mevaloatu prfes meziprodukty mevalonat-5-fosfat, mevalonat-5-pyrofosfat,

isopentenyl pyrofosfat, dimethylalyl pyrofosfat a geranyl pyrofosfat [11].
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Posledni ¢ast syntézy zahrnuje patnact mezikrokd od farmesylu pyrofosfatu
k ergosterolu. Prvni kroky vedou k syntéze skvalenu, kdy ze dvou molekul
farnesylu pyrofosfatu vznika jedna molekula skvalenu za pomoci enzymu ERG9.
V biosyntéze ergosterolu se poprveé setkavame se sterolovou strukturou
u skvalenu. Poté nasleduje syntéze lanosterolu pfes epoxid skvalenu pfes
enzymy ERG1 a ERGY7. Dale jsou vyuzity enzymy ERG 11, ERG24, ERG 25-27,
ERG6, ERG2 a ERG 3-5 [11, 12].

Biosyntézu ergosterolu potlacuje terbinafin inhibici houbového enzymu
skvalen epoxidazy (ERG1). Diky tomuto kroku se akumuluje skvalen v bunécné
membrané, nedochazi k syntéze ergosterolu, neni zajisténa uplna funkcénost
membrany, a to zpusobuje smrt buriky. Terbinafin hydrochlorid pusobi pouze na
skvalen epoxidazu. Na jiné enzymy ergosterolové biosyntetické drahy nepUsobi
[1, 11, 12].

2.4. Derivaty terbinafinu
Biotransformaci terbinafinu vznika asi patnact riznych metabolitl a je obecné
zpUsobena zménou nasledujicich pozic:
a. N-demetylace centralniho atomu dusiku
b. Oxidace postranniho fetézce alkylu, napfiklad oxidace jedné ze tfi
metylovych skupin.

c. Hydrolyza epoxid vedouci k odpovidajicimu dihydrodiolu

Soucasné stanoveni terbinafinu a jeho metabolitt prekazi velky rozdil

v hydrofobnich vlastnostech mezi slou¢eninami [13, 14].
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Obrazek €. 3. Derivaty terbinafinu [13].
Produkty biotransformace jsou dale oxidovany na karboxylové kyseliny, nebo

jsou konjugovany a extrahovany moci [13, 14].

2.5. Necistoty terbinafinu

Podle zplUsobu syntézy terbinafinu hydrochloridu muze vznikat mnoho
necistot. U nékterych vzniklych necistot dochazi k podezfeni na mutagenezi
(proces, pfi kterém dochazi k poskozeni DNA), proto se vyzaduje kontrola
procesu vyroby |éCiva, aby bylo jisté, Ze je pfitomna necistota v nejniz§i mozné
mife. Pokud pfi syntéze vystavime terbinafin vysokym teplotam, vznika produkt
s vysokym obsahem necistot. Pfi vyuZiti vakuoveé destilace dochazi k precisténi
vSech kapalinovych meziproduktl, pomoci které Ize predejit znecisténi
koncového derivatu. Seznam necCistot, které mohou vznikat pfi syntéze

terbinafinu, je uveden v pfiloze Cislo 1. [15, 16].

2.6. Toxicita
Nezadouci Ucinky léku se projevuji pfedevsim u pacientu s chronickym nebo
akutnim poSkozenim jater. Tyto u€inky mohou vést az k selhani organu a jeho
pozdéjsi transplantaci. U lidi s poSkozenou funkci jater nedochazi k odbouravani
terbinafinu v dostatené mife a dochazi tak ke kumulaci latky v plazmé.
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Terbinafin je silny inhibitor izoenzymu CYP2D6, ktery inhibuje zhruba Ctvrtinu
pouzivanych lékd. Je tedy dulezité vzit v ivahu tuto informaci, kdy kombinujeme
terbinafin s jinymi Iéky, které jsou metabolizovany timto izoenzymem, a mohlo by
dochazet taktéz k jejich kumulaci [4].

Nepfiznivé dopady ucinku terbinafinu muzeme zmirnit diky preventivnim
jaternim testam, které se délaji po mésici [éCby. Pokud je zaznamenana snizena
funkce jater, IéCba je pozastavena. Funkce jater se obnovuje po 2 mésicich az
1 roce po vysazeni léku.

Doposud neexistuji prediktivni pFistupy pro identifikaci rizikovych pacientt kvuli
nedostatec¢né znalosti zakladniho mechanismu a faktorl ovliviujicich toxicitu
terbinafinu [4, 8].

2.7. Stanoveni terbinafinu

Terbinafin hydrochlorid je oficialné registrovan v zemich Evropy a Spojenych
statech americkych. V Evropském Iékopise (European Pharmacopoeia, EDQM,
2011) je stanoveni terbinafinu hydrochloridu popsano za pomoci titraéni metody.
Terbinafin (250 mg) je rozpustén v 96 % etanolu (50 ml). Do smési se pfida
kyselina chlorovodikova (5 ml o molarni koncentraci 0,01 mol/l) a nezreagovana
kyselina chlorovodikova se titruje hydroxidem sodnym (o koncentraci 0,1 mol/l).
Bod ekvivalence je stanoven potenciometricky. Objem pfidaného hydroxidu
sodného mezi dvéma inflexnimi body odpovidd mnozstvi terbinafinu
hydrochloridu [17].

Lékopis Spojenych statu americkych (United States Pharmacopoeia, 2012)
popisuje stanoveni terbinafinu hydrochloridu metodou HPLC. Pro detekci odezvy
signalu je pouzivany detektor spektrofotometricky v oblasti ultrafialového zareni.
Jiné metody pro detekci mnozstvi terbinafinu a jeho degradacnich produktd
mohou byt spektrofotometrické, elektrochemické, elektroforetické [17].

Pro spektrofotometrickou detekci se vzorek rozpousti v metanolu, 0,1 molarni
kyseliné chlorovodikové nebo vodé. Detekuje se v oblasti ultrafialového nebo
viditelného zareni. PFi ultrafialovém zafeni se vyuziva hodnota vinové délky 222
nm, 223 nm, 282 nm, 297 nm nebo 298 nm. P¥i pouziti spektrofotometrie ve
viditeIné oblasti se vyuziva vinové délky 422 nm, 425 nm, 500 nm, 512 nm, 540
nm nebo 620 nm [17, 18].
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3. HPLC
3.1. Zakladni schéma HPLC

HPLC je analyticka metoda, ktera se fadi mezi separacni chemické metody
vyuzivajici rozdilnou distribuci délenych latek ve smési mezi dvé ruzna
nemisitelna prostfedi neboli mezi dvé faze. RozliSujeme fazi mobilni (pohyblivou)
a stacionarni (nepohyblivou), kdy mobilni fazi zastupuje vétSinou néjaka kapalina
a stacionarni fazi zastupuje tuha latka, nebo kapalina upevnéna na pevném
nosici.

Hlavni uUkolem vysokoucinné kapalinové chromatografii je separace
jednotlivych latek v pfijatelném ¢&ase. Vybér chromatografické metody je
ovliviovan fadou raznych faktoru (teplota, pH, Uprava vzorku, vybér mobilni faze,
vybér kolony atd.).

Kapalinovy chromatograf se sklada z téchto hlavnich ¢asti: zasobniky mobilni
faze, vysokotlaké Cerpadlo, autosampler, chromatograficka kolona, detektor,
poCital a software. Ktomuto zakladu Ize nékteré komponenty pfidat nebo

naopak nékteré Ize vyradit [19].

Manipulator
-—= Fluids circulation Samples to fractionate

Sample injector

% Switching valve
Solvents /
1 —

Detector (i.e. UV-vis)
Solvent B pump vy l
Solvent A pump —GSeparatory column

Fractions collector
Vials containing fractions

Mixer

Valve

Degasser
High-pressure pump Purging pump

Obrazek €. 4. Schéma HPLC systému [20].
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3.2. Instrumentace
3.2.1. Cesta mobilni faze

Mobilni faze je umisténa v zasobniku, ktery obsahuje specialni filtr pro
zachyceni pevnych €astic pfed vstupem do kolony. Tento filtr zvySuje Zivotnost
kolony a odstranuje latky, které muzou negativné ovlivnit pozdéjsi detekci.

Ze zasobnikd mobilni faze nesmi unikat vypary do okolniho prostfedi a zaroven
mobilni faze nesmi byt kontaminovana okolnim prostfedim [19].

Pfed vstupem do kolony musi byt mobilni faze odplynéna, aby nedochazelo
ke vzniku bublinek v koloné, které mohou ovlivnit pribéh separace. V sou¢asné
dobé se pro odplynéni pouziva principu probublavani heliem nebo vakuovy
degaser. Mobilni faze po odplynéni muze pfechazet pres tlumic tlakovych pulzt
[19].

Pomoci vysokotlakého Cerpadla je mobilni faze Cerpana do dalSich casti
chromatografu. Cerpadla zaji$tuji stabilni pratok mobilni faze systémem.
Cerpadla muzou byt rozdélena do dvou skupin, a to podle toho, zda pracuji za
konstantniho tlaku, nebo objemového pratoku. Podle potfeby mizeme vybirat
z téchto typu vysokotlakych Cerpadel: pneumatické ¢erpadlo, Cerpadlo injekéniho
typu, pistové Cerpadlo, membranové Cerpadlo, dvou-pistové Cerpadlo zapojené

do série [19].

3.2.2. Davkovani vzorku
Vzorek (analyt) je davkovan pfedevS§im pomoci injekéni stfikacky
automatického davkovace, tzv. autosampleru, nebo nyni méné pouzivaného
vysokotlakého davkovaciho ventilu. Tyto davkovace jsou spojeny se zasobnikem
vzorku, ve kterém jsou umistény malé nadobky (vialky). NejCastéji o objemu
2 mililitry. Pfi omezeném mnozstvi vzorku mizeme do vialky vlozit tzv. inserty,
které maji jeSté mensi objem a zmensSuji nam potfebny objem analytu pro vstfik
do systému HPLC [19].
Propojeni mezi stfikackou davkovace a vzorku muze byt nékolika zpUsoby:
o Injekéni stfikacka davkovace je fixni a pohybuje se zasobnik se vzorky
o Zasobnik vzorku je fixni, a naopak se pohybuje injek¢ni stfikatka
o Zasobnik i injekéni stfikacka jsou fixni, vialka je roboticky dopravena

k jehle stfikacky
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3.2.3. Kolony

Chromatografickou kolonu si muZeme predstavit jako trubku nebo kapilaru
rovhomérné vyplnénou stacionarni fazi. Na vyrobu plasté kolony je pfedevSim
vyuzivana nerezova ocel, plast nebo sklo. Material, z kterého je kolona vyrobena,
zavisi na vlastnostech pouzivané mobilni faze. Nesmi dochazet k reakci mezi
mobilni fazi a materialem stény kolony. Dale musi kolona odolavat vysokym
tlakim a vnitfni povrch by mél byt dokonale hladky [19].

Samotna kolona se sklada ze dvou €asti, a to z téla kolony a koncovek kolony,
které musi zajistit velmi dobré tésnéni, aby nedochazelo k podtékani kolony. Pro
nyné&jsi analytické metody se bézné pouzivaji kolony a priméru
2,1 az 5 mm, délce 10 az 300 mm a pInéni ¢asticemi o velikosti 1 az 10 ym.

Veli¢ina, ktera charakterizuje dobu, po kterou zustava vzorek v koloné, se
nazyva retencni Cas. VeliCina, ktera charakterizuje mnozstvi mobilni faze, jez
proteCe za retencni Cas kolonou, se nazyva retencni objem. Kvalitativni
charakteristiku latky predstavuje reten¢ni €as a kvantitativni charakteristika je pak

plocha pod pikem nebo vyska piku [19].

4.2.4 Stacionarni faze
Obsah kolony vyplfiuje nepohybliva slozka chromatografického systému
tzv. stacionarni faze, kterou muze tvofit pevna latka nebo kapalina uchycena na
pevné matrici (nosici). Nejstarsi Clenéni stacionarnich fazi, které se dnes jiz
nepouziva, je podle skupenstvi, tedy na kapalné a tuhé stacionarni faze.
Nasledujicim délenim mUzeme stacionarni faze rozdélit podle typu vazby,
a to na polarni, nepolarni a amfoterni. Tohle rozdéleni stacionarnich fazi se také

nepouziva, protoze nejsou nékteré faze zarazeny.

NejCastéji se pouziva déleni dle chemického slozeni na:
o Anorganické oxidy (silikagel, oxid zirkonicity, hlinity, titanicity)
o Chemicky vazané faze na bazi silikagelu
o Polymerni
o Hybridni

o Faze na zalozené na grafitovém uhliku
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Na kazdou stacionarni fazi jsou kladeny obecné pozadavky, jako napfiklad
chemicka a teplotni stabilita, stalost pfi styku s mobilni fazi. Nesmi dochazet
k reakci, ani k rozpusténi stacionarni faze v mobilni. Nesmi dochazet k vymyvani

stacionarni faze.

Zakladnim polarnim anorganickym sorbentem se slozenim SiO2:xHz20 je
silikagel, ktery ma mnoho vyhodnych vlastnosti. Je idealnim chemickym nosicem
a po navazani ligandu je vhodny pro separace na reverznich fazich. Ma vysokou
mechanickou odolnost. Pfi pouZiti organickych rozpoustédel se nesrazi, ani
nebobtna. Aktivni centra silikagelu jsou silanové skupiny. Tyto skupiny maji
nékolik typu, které jsou ruzné rozmistény na povrchu silikagelu a vykazuji
rozdilnou Kkyselost. Diky silanovym skupinam ma povrch polarni charakter.

Rlznou modifikaci silikagelu, mizeme upravovat vlastnosti stacionarni faze.

Pro zlepSeni kvality separace, dochazi k neustalému vyvoji. Omezena
stabilita v bazickém a silné kyselém prostfedi posouva vyvoj silikagelu, a dochazi
tedy k modifikaci. ZlepSeni stability silikagelu v kyselém prostfedi vede k pouziti
tzv. stericky chranénych silanl. Tyto silany jsou tvofeny alkylem nebo fenylem,
dvéma isopropylovymi nebo isobutylovymi skupinami a reaktivni funkéni
skupinou (napf. Cl). Tyto jednotky jsou vazany na kfemikovy atom. Metodou
endkapingu (,endcapping“) muze byt dosazeno lepSich vlastnosti silikagelu
v alkalickém prostfedi. Metoda endkapingu redukuje pocet volnych silanovych
skupin  na nepolarni fazi pomoci reakce s trialkylchlorsilanem,
trimethylchlorsilanem nebo hexamethyldisilazanem. MenSi rozméry reagujicich
Cinidel Iépe proniknou k povrchu silikagelu a dochazi ke zreagovani stéricky
branénych volnych silanovych skupin.

Monolitické stacionarni faze, na rozdil od silikagelu, nemaji interpartikularni
prostory. Tyto faze tvofi jediny kus poérovitého materialu, ktery zcela vypliuje
vnitfni ¢ast kolony. Monolitické kolony obsahuji dva druhy poéra (makropéry a
mesopory). Makropory zrychluji pfenos hmoty mezi mobilni
a stacionarni fazi a mesopéry poskytuji dostateéné velky povrch monolitu a tim
i vysokou separacni kapacitu. Tato struktura umoznuje separaci pfi vysSich

rychlostech mobilni faze bez zvySeni tlaku a neztraci separac¢ni ucinnost.
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Stacionarni faze na bazi kovovych oxidu se fadi mezi polarni anorganické
sorbenty. Pro lepSi chemickou stabilitu se zacaly pouzivat kovové oxidy. V HPLC
predevsim najdeme uplatnéni pro tyto tfi oxidy: oxid zirkoni€ity, hlinity a titanicCity.
Srovnani jednotlivych oxidu ukazalo, Ze oxid zirkonicity a titaniCity jsou stabilnéjsi
nez oxid hlinity. Diky vysoké stabilité oxidi se muzZou tyto stacionarni faze
pouzivat v celém rozsahu pH i pfi vysokych teplotach (do 200 °C). Chemicky
povrch silikagelu. Tato vlastnost nam umoznuje ziskat odliSnou selektivitu

a moznost modifikaci separacnich podminek [19, 21].

3.2.4. Detekcni systém

Po chromatografické koloné nasleduji detektory, které zaznamenavaji
rozdilné signaly mezi prichodem c¢isté mobilni faze a mobilni faze obsahujici
vzorek. Vyuziti jednotlivych detektort v systému HPLC se odviji od principu
daného detektoru a citlivosti. NejCastéjSi detekCni techniky pouzivané
v chromatografickych metodach jsou napfiklad spektrofotometricky detektor,
fluorescencni detektor, elektrochemicky detektor, vodivostni detektor,
refraktometricky detektor, hmotnostni detektor, aerosolové detektory.

Spektrofotometrické méreni je zalozeno na absorpci zafeni v oblasti vinovych
délek od 190 nm do 800 nm. Hodnoceni podléha Lamber-Beerovu zakonu,
vyjadfujici vztah mezi tloustkou absorbujici vrstvy (I), koncentraci slozky (c),
absorbanci (A) a absorpéni konstantou (€). Paprsek svételného zdroje prochazi
detekéni celou a intenzita proslého paprsku je mérena fotonasobic¢em [18,20].

Detektor podobny spektrofotometrickému je detektor s diodovym polem.
Tento detektor je zaloZen na zareni, které prochazi stérbinou, coCkou, clonou
a mérnou celou detektoru. Paprsek zafeni, které projde timto systémem, se
rozklada na holografické mfizce. RozloZzené svétlo dopada na kazdou fotodiodu
o urcité vinové délce, absorpci zeslabenou v cele detektoru. Fotodiody jsou
napojeny na kondenzatory, které jsou nabité na urcitou hodnotu. Fotoelektricky
proud, ktery vznika po dopadu zafeni na diodu, vybiji kondenzator. Nasledné
méfime proud, ktery je potfebny k dobiti kondenzatoru. Vybiti kondenzatoru je
pfimo umérné k intenzité dopadajicimu zareni [19, 21].

Pfi pouziti fluorescenéniho detektoru méfime sekundarni (emisni) zareni.

Molekuly po absorbovani elektromagnetického zafeni pfechazi do riznych hladin
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excitovaného stavu. Po navraceni z excitovaného stavu do zakladniho dochazi
k vyzareni fluorescencniho zareni. Jednoduché fluorescenéni detektory vyuzivaji
jako zdroj excitacniho zareni rtutovou vybojku [19, 21].

Elektrochemicky detektor méfi elektrickou veliinu (elektrodovy potencial,
proud, kapacita), ktera vznika pfi prichodu oxidované nebo redukované latky
méfici celou. Méreny elektricky signal, méfime pomoci dvouelektrodového nebo
tfielektrodového systému. U elektrochemickych detektorl se sleduje zavislost
mezi elektrickou veliCinou a koncentraci sledované slozky. Podle podminek
méfeni se metody rozdéluji na potenciometrické, kdy méfeni probiha pfi
konstantnim potencialu elektrody a amperostaticke, kdy je méfeni provedeno pfi
konstantnim proudu. Elektrochemické detektory dosahuji pfedevSim vysokeé
citlivosti [19, 21].

Refraktometricky detektor je zaloZzen na zméné indexu lomu svétla, které
prochazi pfes méfici celu. Citlivost je pfimo umérna rozdilu indexu lomu vzorku
a mobilni faze. Refraktometrické méfeni je zavisle na teploté, proto je nutné
detekéni celu temperovat. Refraktometrické metody jsou jedny z nejdéle
pouzivanych detekci s fadou nevyhod [19, 21].

Hmotnostné spektrometricky (MS) detektor detekuje ionty, které vznikaji pfi
ionizaci analytu. Nasledné dochazi k rozdéleni iontl podle hmotnosti a naboje.
Na konci detekce iontl dochazi k zesileni signalu. Signaly detektoru jsou

porovnavany s knihovnou spekter [19, 21].

3.3. Typy eluci

V analytické chemii je eluce proces extrakce, pfi které dochazi k vymyvani
latek napfiklad ze sorbentu kolony. Eluce je proces odstranovani analytu ze
sorbentu vhodnym rozpoustédlem (eluentem) [19, 21].

V HPLC detekci rozliSujeme dva typy eluci - izokratickou a gradientovou.
Jestlize zGstava béhem celé separace mobilni faze konstantni, jedna se
0 separaci izokratickou. 1zokraticka metoda nese nékolik vyhod. Nékteré z téchto
vyhod jsou: mozZnost michani mobilni faze pfed analyzou a nizSi naro€nost na
instrumentaci. Touto metodou separujeme predevsSim latky s podobnymi
s riznymi chemickymi vlastnostmi, napfiklad mléko, krev, mo¢ a rizné rostlinné
extrakty. Pro slozitéjsi latky se pouziva gradientova eluce. V prabéhu analyzy se
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méni pomér slozek v mobilni fazi. Ménit poméry mobilni faze Ize skokové nebo
postupné [19, 21].

Na rozdil od izokratické eluce, gradientova eluce vyzaduje smésSovac mobilni
faze (nizkotlaky nebo vysokotlaky). Vysokotlaky smésovac se sklada ze dvou
pump, typ gradientu nastavujeme pomérem prutoku. U sméSovani nizkotlakého
se pouziva pouze jedna pumpa, ktera stfidavé nasava ze zasobniku podle

nastaveni poméru [19, 21, 22].

3.4. Chromatografické systémy
3.4.1. NP-HPLC

Pro separaci s normalnimi fazemi (NP) se pouziva polarni stacionarni faze
a mobilni faze sniZSi polaritou, nez ma stacionarni faze. ZadrZovaci
mechanismus je zaloZen na konkurenci mezi analytem a mobilni fazi o adsorpéni
mista stacionarni faze (napf. volné hydroxylové skupiny silikagelu) [19, 21].

Zadrzovani latek na koloné roste srostouci polaritou analytu a klesa
s rostouci koncentraci polarniho rozpoustédla. Podle polarity funk&nich skupin
|ze sefadit organické latky s jednou funk&ni skupinou podle rostouci retence:
alifatické uhlovodiky, aromatické uhlovodiky, halogenslou€eniny, ethery, tercialni
aminy, nitrily, nitroslouCeniny, estery karboxylovych kyselin, ketony, aldehydy,
primarni aminy, amidy, alkoholy, fenoly, karboxylové kyseliny, sulfokyseliny [19,
21].

3.4.2. RP-HPLC

V systémech s reverznimi fazemi je mobilni faze polarni a stacionarni faze ma
nepolarni charakter. Mobilni faze obvykle tvofi smés vody nebo vodné roztoky
kyselin a bazi s polarnim organickym rozpoustédlem, které je misitelné s vodou.
Stacionarni faze je tvofena dlouhymi uhlikatymi fetézci navazané na silikagel
nebo jiny sorbet. Eluéni sila mobilni faze roste s klesajici polaritou rozpoustédla
[19, 21].

Reverzni stacionarni faze nemaji aktivni adsorpéni centra schopna interakci.
Stacionarni faze je schopna interagovat pouze slabymi disperznimi silami

(nespecifickymi mezimolekulovymi interakcemi) [19, 21].
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Separace pomoci reverznich fazi je velmi univerzalni, proto patfi mezi
nejpouzivanéjSi metodu za poslednich 48 let. Lze ji vyuzit jak pro analyzu
jednoduchych smési, tak pro velmi komplikované smési [19, 21].

3.4.3. UHPLC

Ultra-uCinna kapalinova chromatografie (UHPLC) vyuziva kolony s ¢asticemi
menSimi nez 2 mikrometry. Tyto kolony jsou navic odolné vi¢i vysokému tlaku.
Kombinace téchto dvou vlastnosti umozriuje extrémné rychlou separaci, citlivost
a vysokou ucinnost.

Uginnost separace roste s klesajici velikosti ¢astic, ale tim roste tlak na
koloné. U kolon, které by byly stejné dlouhé jako u HPLC, by byl tlak na koloné
extrémni, proto je nutné délku kolony zkratit. [19, 21].

Instrumentace pro UHPLC je v principu stejna jako u klasické HPLC, i kdyz
vySSi pracovni tlak vyZaduje vétSi mechanickou odolnost komponent (napf.

Cerpadla, davkovace, ventily).

3.4.4. RP-UHPLC
Ultra-u€inna kapalinova chromatografie na reverznich fazich je modifikace
UHPLC, ktera vyuziva separaci molekul na zakladé hydrofobnich vlastnosti
molekul za vysokého tlaku.
Kromé zmény fazi dochazi k zméné velikosti kolony. Kolona je kratSi

a obsahuje menSi ¢astice, do velikosti 2 mikrometru [23, 24].

3.4.5. IP-RP-UHPLC

IP-RP-UHPLC je dalSi pouzivana analyza pro separaci riznych slouéenin.
Mezi HPLC a IP-RP-UHPLC jsou malé rozdily. Mechanismus HPLC zavisi
pfedevSim na hydrofobnich vlastnostech. IP-RP-HPLC dosahneme pfidanim
iontovych part do chromatografického systému s reverzni fazi. U&elem pfidani
faze je ovlivnéni retenéniho €asu a selektivity sloucenin [23].

Tato separace je urCena pro separaci latek nesouci kladny nebo zaporny
naboj. Stacionarni fazi tvofi tzv. ionexy, které se déli na katexy a anexy.
Katexy maji zaporny naboj a vazou kationty. Anexy maji kladny naboj a vazou

anionty [25].
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3.5. Vyhodnocovani vysledka v HPLC
3.5.1. Kvalitativni hodnoceni

V kvalitativnim hodnoceni vyuzivame reten¢niho C€asu nebo retencniho
objemu. Tyto veli€iny =ziskame integraci pomoci chromatografickych
vyhodnocovacich softwarut [19, 21, 26].

Kromé vyhodnoceni za pomoci specialnich softwarl mizeme vyuzit nékteré
novejsi detektory napfiklad NMR, MS a PDA. P¥i pouziti specifickych detektord,
muzeme dostat informace napfiklad o struktufe molekuly, molekulové hmotnosti,
izotopickeé zastoupeni.

V dalSich pfipadech muzeme dostat informace pfi porovnavani spekter, ktera
dostaneme z PDA detektoru a ziskana spektra porovname s knihovnou spekter
[19, 21, 26].

3.5.2. Kvantitativni hodnoceni

Pro zakladni kvantitativni hodnoceni se vyuziva plocha nebo vySka piku.
Plocha piku se uruje opét pomoci specifického softwaru. Nej¢astéjSi chyby pfi
uréeni plochy nebo vysky piku spoc€ivaji v nepfesném urceni zakladni linie
a urceni zaCatku a konce piku na chromatogramu. Vztah mezi plochou ¢&i vySkou
piku a neznamou koncentraci stanovime za pomoci vnéjSiho standardu.
Neznamou koncentraci potom zjistime porovnanim vzorku a daného standardu.
K ziskani koncentrace neznamého vzorku jsou pouzivany metody z okruhu
instrumentalni analyzy, a to pomoci metody vnéjSiho standardu, metody pfidavku

standardu, metody vnitfniho standardu a metody vnitfni normalizace [19, 21, 26].

Metoda vnéjSiho standardu neboli metoda kalibracni kfivky, je nejjednodussi
zpusob uréeni koncentrace neznamého vzorku. Zakladnim principem této
metody je analyza série standardi o znamé rlzné koncentraci. Hledame
zavislost mezi koncentraci a velikosti plochy nebo vyskou piku.

Kalibracni kfivku vytvofime z 5 — 7 namérenych standardu. Z naméfenych hodnot
standardu vytvofime pfimku linearni regrese, pro kterou plati nasledujici rovnice:
A=a+bc
V tomto vztahu A pfedstavuje plochu piku a je usek na ose Y, smérnice kalibracni

pfimky oznacujeme pismeny b, c. Metodu vnéjSiho standardu pouzivame pouze
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u méné sloZitych vzorkd. Vzorky a standardy pfi této metodé musi byt svymi
vlastnostmi shodné [19, 21, 26].

Metoda pfidavku standardu porovnava analyticky signal vzorku se signalem
standardu po pfidani znamé koncentrace a objemu standardu. Standard musi byt
stejného druhu jako je analyzovana latka. Metoda mulze probihat nékolika
zpusoby: metoda pfidavku jednoho standardu, metoda vice pfidavku standardu,
metoda pridavku standardu za konstantniho objemu [19, 21, 26].

Metoda vnitfnino standardu se uskuteCnuje vjednom nastfiku. Vnitfni
standard je chemicka latka, kterou Ize dobfe oddélit od vSech ostatnich
analyzovanych latek, ale méla by byt eluovana pobliz stanovované slozky.
Principem metody je pfidat roztok vnitfniho standardu k analyzovanému vzorku i
k roztoku standardu. Koncentrace vnitfniho standardu musi byt znama, pficemz
stejny objem musi byt pfidan jak ke standardu, tak ke vzorku [19, 21, 26].

Zakladnim faktorem dalSi metody - metody vnitini normalizace, je nutnost znat
vSechny odezvové faktory a identifikaci vSech pikl. UrCi se procentualni obsah
plochy jednotlivych pikd z celkové plochy vynesenych pikl, s vyjimkou
rozpoustédel nebo pfidanych reak¢nich Ccinidel. Tato metoda se pouziva
pfedevS§im u rutinnich testd. Nedostatkem vnitfini normalizace je ziskani
bezrozmérného Cisla udavajici pouze procentualni zastoupeni jednotlivych
slozek [19, 21, 26, 27].
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4. Validace v HPLC

Validace slouzi k prokazani spolehlivosti analytické metody, kdy postup
ziskavani experimentalnich dat ma vliv na konecny vysledek. Validace udava
pravidla pro vhodné analytické metody a ustanovuje definovana kritéria. Pouziva
se pfi zavadéni nové metody, pfi prfevodu validované metody, kontrole
zpusobilosti systému a pfi revalidaci metody [19, 21, 26].

Validacni pfredpisy, smérnice a normy udava ICH (The International
Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration
of Pharmaceuticals for Human Use), FDA (Food and Drug Administration), EMA
(EUROPEAN Medicines Agency), IUPAC (International Union of Pure and
Applied Chemistry) [19, 21, 26].

Mezi validaéni parametry fadime: spravnost metody, pfesnost metody,
linearitu a rozsah, mez detekce, selektivitu metody a robustnost metody [19, 21,
26].

4.1. Spravnost metody (accuracy)

Spravnost je tésnost shody mezi naméfenym vysledkem a pfijatou referen¢ni
hodnotou. Rozdil mezi t€mito hodnotami je udavan jako chyba vysledku. Chyby,
které zlstavaji konstantni pfi vice méfenich, nebo ty, které se daji pfedem
predvidat, se nazyvaji systematické chyby vysledku. Chyby ménici se v prabéhu
mnoha meéfeni nejsou predvidatelné a nazyvaji se nahodné chyby vysledku.
Nahodné chyby neni mozné odstranit. Rozdil mezi primérem naméfenych
hodnot a pfijatou referen¢ni hodnotou se nazyva odchylka. Odchylka muze
nabyvat zapornych nebo kladnych hodnot, charakterizuje systematickou chybu
[19, 21, 26].

4.2. Presnost metody (precision)

Jedna se o hodnotu udavajici miru tésnosti shody mezi vzajemné nezavislymi
vysledky zkouSek za pfedem danych podminek. Mira pfesnosti je vyjadfena jako
relativni smérodatna odchylka. Miru presnosti muzeme vyjadfit jako
opakovatelnost metody, mezilehlou pfesnost metody nebo reprodukovatelnost
metody [19, 21, 26].
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Opakovatelnost metody urCuje miru shody mezi nezavislymi vysledky
zkousSek ziskanymi za podminek opakovatelnosti. Musi byt dodrzeny podminky,
kdy vysledky jsou ziskavany pouzitim téze metody na identickém materialu, v té
same laboratofi, stejnymi pracovniky, pfistroji a zafizenimi v kratkém Casovéem
rozmezi [21, 26].

Na rozdil od opakovatelnosti metody, mezilehla pfesnost metody udava miru
shody v ramci jedné analytické laboratofe. Metodu provadi jiny analytik, na jiném
zafizeni, v jiny den. Udava rozdil ve vysledcich zpusobeny napfiklad analytikem,
rozdilnymi nastroji, rozdilnymi pouzitymi latkami (od jinych dodavatel() [21, 26].

Reprodukovatelnost metody se provadi za pomoci tzv. mezilaboratornich
porovnavacich zkousek a vyjadfuje miru shody mezi laboratofemi.

Z toho vyplyva, ze reprodukovatelnost porovnava vysledky méreni stejného

analytu v riznych laboratofich [21, 26].

4.3. Linearita a rozsah metody

Linearita predstavuje pfimou zavislost jedné veliCiny na jiné, nezavisle
proménné. Jedna se predevSim o pfimkovou zavislost. Tato linearni zavislost je
vyjadfena matematickym vztahem obecnym vztahem:

y=a+ bx

VeliCina a predstavuje usek na ose y, veli€ina b pfedstavuje smérnici pfimky.
Vzajemnou zavislost dvou proménnych charakterizuje korelaéni koeficient R.
Tento koeficient miZze nabyvat hodnoty 1. Cim vice se blizi jedné, tim je
zavislost proménnych tésnéjsi. Ve vétsiné pripadu plati, ze R musi byt mensi nez
jedna. Prakticky se linearita urCuje pfipravenim nejméné péti kalibracnich roztoku
o ruzné koncentraci pokryvajici cely rozsah metody [21, 26].

Rozsah metody uréuje interval naméfenych hodnot dané veli€iny ve vzorku.
Validace potvrzuje, Zze je metoda aplikovatelna v daném rozsahu vzorku.
Ohraniceni rozsahu méreni tvofi ¢asto na spodni hranici mez stanovitelnosti,
nebo mizeme najit oznaceni ULOQ a LLOQ, coz reprezentuje horni a dolni mez

stanovitelnosti [21, 26].
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4.4. Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce, nebo také nazyvany limit detekce, detekeni limit je oznacovan
anglickou zkratkou LOD. Oznaluje analyticky signal, ktery je statisticky
vyznamny a odliSny od Sumu. Mez stanovitelnosti, nékdy taky oznacovana jako
limit kvantifikace (LOQ), je koncentrace, ktera dovoluje kvantitativni vyhodnoceni
vzorku. Pro vyhodnoceni LOD a LOQ je dulezité znat postup vypoctu.
NejCastéji se pouziva pro vypocet pomér signalu a Sumu ze smérodatné odchylky
odezvy a ze smérnice kalibracni pfimky, ze smérodatné odchylky odezvy blanku
[21, 26].
dosahuje pfijatelné hodnoty vytéznosti s pfijatelnou smérodatnou odchylkou.
Hodnota LOQ musi byt soucasti linearniho rozsahu metody, €asto je prvnim
bodem kalibragni kfivky [21, 26].

4.5. Selektivita metody

Selektivita metody poskytuje informaci o kvalitativnim i kvantitativnim slozeni
vzorku i v pfitomnosti interferujicich latek. Porovnava vysledky standardu
s vysledky vzorkd, tedy s realnou matrici. Pokud je metoda dostatecné selektivni,
je vliv potencionalnich interferujicich latek na vysledku zanedbatelny. Pro
hodnoceni selektivity je mozné si vybrat mezi porovnavanim kalibracnich pfimek,
porovnavanim vysledkl se standardem nebo porovnavanim vysledk( s méfenim
bez interferujicich latek [21, 26].

Jestlize je dokazano, Zze metoda neni dostateCné selektivni, mize byt
selektivita zvySena zménou detekce. Napfiklad zména detektoru UV za

fluorescencni, elektrochemicky nebo MS detekci [21, 26, 28].

4.6. Robustnost metody
Robustnost metody ma vice definic. MUzeme ji definovat jako miru vlivu
kolisani jednotlivych parametrd na celkovy vysledek analytického stanoveni.
Dalsi definice fika, ze se jedna o shodu vysledku pfi reprodukovatelnosti metody
za nepatrné zménénych podminek. Tato zmé&na muize nastat napfiklad pfi zméné

laboratofe, analytika, pfistroje, teploty, koncentrace. K méfeni robustnosti
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muzZeme pfistupovat pomoci jednorozmérné analyzy nebo vicerozmérné analyzy
[21, 26].

O jednorozmérné analyze muizeme mluvit, kdyZ mame pouze jednu
proménnou. Ostatni proménné zustavaji fixni a sledujeme ovlivnéni vysledku.
Experiment sleduje pfi pozorovani jedné proménné, poté opakujeme tentyz
experiment a sledujeme jiny parametr. Nevyhodou tohoto pfistupu je pfedevsim
Casova naroCnost a vzajemné interakce jednotlivych faktoru. | pFfes tyto
nedostatky je prozatim nejpouzivanéjSi metodou [21, 26].

MultivariaCni (vicerozmérna) analyza dat je zaloZzena na malych zménach
v testovani na zakladé planovanych pokusu. Tyto pokusy mUzou byt zkracené
nebo uplné. Nejjednodussi priklad je sledovani dvou proménnych, napf. teplota
a Cas. PFi experimentu zkouSime rlzné kombinace zménénych proménnych

a jejich dopad na celkovy vysledek analyzy [21, 26].
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5. Stanoveni terbinafinu hydrochloridu

Pro stanoveni terbinafinu hydrochloridu je vyuzivano vice riznych metod,
které se neustale zdokonaluji a vyviji. Stanovit terbinafin muZzeme pomoci
titranich metod, spektrofotometrickych metod, elektrochemickych metod,
elektroforetickych metod nebo chromatografickych metod. Kazda metoda ma
charakteristickou rychlost, kvantitu a kvalitu.

Chromatografickymi metodami Ize stanovit latku kvantitativné i kvalitativné.
Diky raznym druhtm kolon i pouZivani riznych mobilnich fazi (smési v rizném
poméru) dochazi krychlejSim elucim pfi zachovani pfesnosti a selektivity
analyzy. Pfi zméné poméru latek, které obsahuji mobilni faze, mizeme docilit
presnéjSi separace, nejen dané latky, ale i degradaénich produktu.

Pomoci vnitiniho usporadani kolony (délka, priimér, velikost ¢astic, rychlost
prutoku) a vybéru vhodné mobilni faze, mizeme pracovat s rychlosti a urcitou
kvalitou, jakou projde terbinafin hydrochlorid a jeho degradacni produkty
detekénim systémem. Vhodnym vybé&rem muzeme ovlivnit retenéni €as, mez
stanovitelnosti a mez detekce, linearitu, rychlost detekce terbinafinu ve smési
a dalsi.

5.1. Pouzité metody pro stanoveni terbinafinu

Pouzité metody pro stanoveni terbinafinu jsou vysokou€inna kapalinova
chromatografie (HPLC), vysokoucinna kapalinova chromatografie na nepolarnich
absorbentech (RP-HPLC), ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie
(UHPLC), vysokoucinna kapalinova chromatografie s obracenymi iontovymi pary
(IP-RP-UHPLC), ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie na nepolarnich
absorbentech (RP-UHPLC).

Seznam kolon, které byly pfi separaCnich metodach pouzity, najdeme
v tabulce €. 2. Pfevazna vétsina kolon méla rozméry 250, 220, 150 nebo
50 milimetrd na délku, 4,6 milimetrd v priméru a velikost ¢astic 5 a 10
mikrometrd.

Po pruchodu separacnim systémem byl terbinafin detekovan pomoci
detekéniho systému s vyuzitim absorpce ultrafialového zafeni. Detekce
probihala pfi vinové délce 220 az 284 nanometr(.

Kombinaci riznych kapalin vznikly mobilni faze. Mobilni fazi tvofilo aprotické

polarni rozpoustédlo, které rozpousti nepolarni slouceninu terbinafinu. V nize
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uvedenych metodach byly nej¢astéji pouzity tyto latky: metanol, voda, acetonitril,
kyselina fosfore¢na v riznych koncentracich. Nékteré tyto latky byly nafedény

a smichany v rznych pomérech.
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Tabulka €. 2. Seznam pouzitych metod

Metoda Kolona Vellkost kolony Vinova délka Mobilni faze Pomér Citace
(mm x mm x ym) detekce (nm)

1 RP-HPLC Inertsil C18 50 x4,6 x5 220 dihydrogenfosforecnan draselny: acetonitril 65:35 [1]

2 RP-UFLC Phenomenex C18 250x4,6 x5 222 methanol, 25mM fosfatovy pufr ph4 80:20 [5]

3 RP-HPLC Cosmosil C18 250x4,6 x5 244 metanol, voda 85:15 [6]

4 RP-HPLC Zorbax ODS C18 150 x4,6 x 3,5 242 acetonitril, kys. fosfore¢na (0,1%, pH3) 67:33 [29]
5 RP-HPLC Inertsil C18 250x4,6 x5 225 metanol, voda, dihydrogen fosfore€nan amonny 60:15:25 [30]
6 RP-HPLC Nucleosil 250x4,6 x5 226 tetrahydrofuran, acetonitril, citratovy pufr pH 4,50 10:20:70 [31]
7 RP-HPLC Neosphere C18 250 x4,6 x5 250 metanol, trietanolamin (0,5%) [32]
8 RP-HPLC RP-C18 250 x4,6 x5 282 metanol, voda 80:20 [33]
9 HPLC Spheri-5 Phenyl 250 x4,6 x5 224 45:55 [34]
10 HPLC Genesis C18 150 x4,6 x4 metanol, voda 50:50 [35]
11 HPLC Zorbax Sb-Aq 150x4,6 x5 224 50% kys. fosfore¢na, acetonitril 40:60 [36]
12 RP-UHPLC Hypersil GOLD c-18 50x2,1x1,7 224 0,1% kyselina mravengi, acetonitril [37]
13 IP-RP.HPLC Intersil 5 ODS 2 250x4,6 x5 220 kyselina 1-heptansulfonova sodna sul, acetonitril 60:40 [23]
14 RP-HPLC Bondapak RP-C-18 250x4,6 x10 220 pufr, acetonitril 65:35 [38]
15 RP-HPLC Phenomenex C-18 250x4,6 x5 282 voda, acetonitril, metanol 50:40:10 [39]
16 HPLC Zorbax Eclips XDB C-18 150 x 4,6 X 5 222 0.2% metylamin pur (pH 3.4 trifluoroctova kys.), 40:12:48 [40]

isopropyl, metanol
17 RP-HPLC RP-Bondapak 250 x4,6 x 10 284 voda, metanol 20:80 [41]
18 HPLC MerckLichro CART 250 X 4.6 X 5 924 0,05% roztok kyselina trifluroctova, acetonitril, (42]
metanol
19 RP-HPLC Dionex C-18 250x4,6 x5 225 metanol, hydrogenfosforeénan draselny pH 8.0 60:40 [43]
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5.2. Pouzité metody pro stanoveni rozkladnych produktu

V pripadé, kdy se méni mobilni faze a elucni sila vzrista, mluvime
o gradientové eluci. Naopak, pokud pomér a sloZeni mobilni faze je celou dobu
konstantni, mluvime o izokratické eluci. Pfi separaci terbinafinu hydrochloridu Ize
pouzit izokratickou i gradientovou metodu. VSeobecné Castéji se pouziva
gradientova eluce, kdy dochazi k u€innéjSimu rozdéleni latek.

Pratok mobilni faze kolonou, ve které je rozpusténa stanovovana latka, zavisi
na velikosti Castic, které vyplnuji kolonu a interakce latek se stacionarni fazi. Na
koloné Bondapak RP-C-18 byl vyuzit nejvysSi pratok, tj. 1,8 ml/min. Naopak

Kvalitativni hodnoceni vzorku je zalozeno na porovnavani reten¢nich ¢asu.
Tento Cas je doba od nastfiku vzorku po dosazeni maxima kfivky (piku). Opét
zaleZi na interakci hledané latky se stacionarni fazi. Retenc¢ni ¢as analytd u nize
uvedenych metod se pohyboval od 2,2 do 40 minut.

Nejniz8i naméfeny limit detekce, respektive kvantifikace v uvedenych
metodach, byl 0,005 ug/ml, respektive 0,000001 ug/ml.
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Tabulka €. 3 Pritok, retencni ¢asy, LOD, LOQ, linearita terbinafinu

Velikost kolony

Pratok

Retenéni ¢as

LOD

LOQ

Linearita

Druh eluce Kolona Zemé Citace
(mm x mm x ym)| (ml/min) (min) (ng/ml) (ng/ml) (nug/ml)

1 | gradientova Intersil C18 50x4,6 x5 1,5 6,2 0,0585 0,195 50-150 Indie [1]

2 | izokraticka | Phenomenex C18 250x4,6x5 1 4,50 0.005 0.005 10-500 Indie [5]

3 | gradientova Cosmosil C18 250x4,6 x5 0,8 3,753 0,1458 0,3416 _ Indie [6]

4 _ Zorbax ODS C18 150 x 4,6 x 3,5 1 2,2 0,631 2,1 0,5-16 Indie [29]
5 | gradientova Intersil C18 250x4,6 x5 1 51 0,5 0,15 2-12 Indie [30]
6 | izokraticka Nucleosil 250x4,6 x5 0,8 24,317 _ _ 0,2-5 Ccz [31]
7 | gradientova Neosphere C18 250x4,6 x5 1,2 4,14 0,22 0,66 2-12 Indie [32]
8 _ RP-C18 250x4,6 x5 1 5,84 0,204 0,62 80-160 Indie [33]
9 | izokraticka Spheri-5 Phenyl 250x4,6x5 _ 30-40 _ _ 0-2,5 Svycarsko [34]
10 | gradientova Genesis C18 150x 4,6 x4 0,5 2,8 _ 0.000001 0,001-2 Brazilie [35]
11 _ Zorbax Sb-Aq 150 x 4,6 x5 0,8 17,43 _ 0,0005 0,0005-2 Istanbul [36]
12 | gradientova| Hypersil GOLD C-18| 50x2,1x1,7 1,5 2,746 0,01 0,03 0,03-20 Polsko [37]
13 _ Intersil 5 ODS 2 250x4,6 x5 1 21,541 1,21 3,67 8,54-59,8 Rumunsko [23]
14 | izokratickd | Bondapak RP-C-18 | 250 x 4,6 x 10 1,8 14,95 _ _ 0,02-1 Indie [38]
15 Phenomenex C-18 250x4,6x5 1 0,1 0,2 5-50 Indie [39]
16 | izokraticka ZorbaxCI:Ec;I;ps xbB 150 x 4,6 x5 1 4,5 0,3 1 1-80 Indie [40]
17 | gradientova| MerckLichro CART 250x4,6 x5 1,2 50,86 0,31 0,95 0,1-0,15 Indie [42]
18 | izokraticka Dionex C-18 250x4,6 x5 1 418 0,883 1,945 10-40 Indie [43]
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5.3. Pouzité metody pro stanoveni rozkladnych produkt
V pfipadé stanoveni obsahu degradacnich produktd zatim neni znamo tolik
metod, jako pfi stanoveni obsahu samotného terbinafinu.
Pfi stanoveni necistot do$lo ke stanoveni samotného ,Cistého* terbinafinu,
B-Terbinafinu, 4- Metyl-terbinafinu, Z- terbinafinu, 1-N-metylaminometylnaften za

pouziti propylparabenu jako vnitfniho standardu [31].

5.4. Stanoveni terbinafinu a degrada¢nich produkti pomoci RP-
HPLC
U Casové starSi metody byla pouzita kolona NUCLEOSIL 100-5-CN s délkou
kolony 250 milimetrt, primérem 4,6 milimetra a velikosti ¢astic 5 mikrometra.
Mobilni faze pro separaci terbinafinu i jeho rozkladnych produkti byla smési
tetrahydrofuranu, acetonitrilu a citratového pufru (pH 4,50) v poméru 10:20:70.
Pratok mobilni faze byl 0,8 ml/min. Detekce terbinafinu a necistot byla provedena

pfi vinové délce 226 nm. Celkové analyza trvala 32 minut [31].

Tabulka €. 4. Stanoveni terbinafinu a jeho necistot na koloné NUCLEOSIL 100-
5-CN

Retencni Cas
Latka . LOD (ug/ml) LOQ (pg/ml)
(min)
1-N-
. 6,958 0,023 0,078
metylaminometylnaften
Z-terbinafin 22,808 0,058 0,193
Terbinafin 24,317 _ _
B-terbinafin 26,683 0,098 0,327
4-methylterbinafin 28,917 0,083 0,278
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5.4. Stanoveni terbinafinu a rozkladnych produkti pomoci
UHPLC

Pfi stanoveni terbinafinu a jeho necistot byla v tomto pfipadé pouZita kolona
Kinetex 1,7 um. Délka kolony je 50 mm a prumér kolony 2,1 mm.
Diky Casticim, které jsou mensSi nez 2 pm, se jedna o separaci pod vysokym
tlakem. Mobilni faze byla pfipravena z roztoku pufru (citratovy a fosfatovy pufr
v poméru 1:1pH 5) a metanolu. Pomér pufru a metanolu byl 25:75. Retencni ¢as
terbinafinu byl v praméru 3,999 min, Z-terbinafinu 3,257 min., B-terbinafinu 3,587
min., 4metylterbinafinu 4,897 min. Celkovy €as analyzy

se pohyboval okolo 6 minut [44].

Tabulka €. 5. Stanoveni terbinafinu pomoci UHPLC

Retencni Cas
Latka . LOD (ng/ml) LOQ (ng/ml)
(min)
Z-terbinafin 3,257 1,37 4,55
Terbinafin 3,999 0,59 1,97
B-terbinafin 3,587 0,16 0,54
4-methylterbinafin 4,897 0,29 0,98
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6. Souhrn a Zaveér

Pro stanoveni terbinafinu existuje vice validovanych metod. Kazda metoda je
charakteristicka pouzitou analytickou kolonou, mobilni fazi a upravou vzorku.

Z uvedenych metod dochazelo k nejcitlivéjSi a nejrychlejSi analyze u systému
UHPLC, kdy se zvySuje tlak na koloné. Veskeré uvedené metody byly validovany.

Latek, které vznikaji pfi syntéze terbinafinu a znecistuji ho, je mnoho. Diky
podobnym vlastnostem je t€Zké je od sebe rozdélit a identifikovat.

Pomoci RP-HPLC je mozné separovat necistoty i degradacni produkty, ale
doba trvani analyzy je pfilis dlouha. Pfi pouziti metody UHPLC se doba detekce
snizuje a kvalita separace se zvysSuje.

Byl dohledan pouze jeden zdroj, kde bylo analyzovano pét latek
stanovovanych spolu s terbinafinem hydrochloridem. Pfi syntéze terbinafinu
muze vSak vznikat mnoho dalSich nedistot, ale doposud nebyly vyvinuty metody,
které by odliSily tyto latky od ostatnich.

Cilem mé bakalarské prace bylo najit a sepsat metody pro stanoveni
terbinafinu a jeho degradacnich produktdl za pomoci systému HPLC. Podafilo se
mi vyhledat pouze nékteré metody a postupy. Nékolik metod nebylo vlibec v této

praci zafazeno, a to z diivodu omezenych informaci uvedenych v literature.
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