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1 Uvod



Jednim ze zakladnich cill farmacie je zajistit pacientovi kvalitni,
bezpecny a uCinny 1€k v pozadovaném mnozstvi a v pozadované kvalité.
Hodnoceni kvality, i¢innosti a bezpec¢nosti 1¢ku, resp. 1é¢ivého ptipravku se ve

vetsing pripadl opira o rizné analytické metody.

Velmi c¢asto pouzivanou analytickou metodou je vysoce U¢inna
kapalinova chromatografie (High Performance Liquid Chromatography, dale
jen HPLC). Vzhledem k tomu, Ze 1é¢ivé piipravky jsou zpravidla sloZeny
Zraznych smési chemickych substanci, je vyuziti HPLC velmi vyhodné,
protoze je mozna separace jednotlivych slozek 1é¢ivého ptipravku a tim padem

jejich soucasna identifikace a kvantifikace.

Tato prace je zaméfena na vyvoj stabilitu indikujici metody pro
hodnoceni [éCivého ptipravku typu krému s antibakteridlnim plisobenim.
Hlavni uc¢innou latkou tohoto vaginalniho krému je klotrimazol. Jeho
rozkladnym produktem je imidazol. Jednou z dalSich latek, kterou vaginalni

krém obsahuje, je stanovovany benzylalkohol.

Benzylalkohol je pomocna latka s vlastnim antiseptickym,

konzervacnim a lokalné anestetickym ucinkem.
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2.1 Definice a rozdéleni chromatografickvch metod

Chromatografické metody jsou vysoce u¢inné separa¢ni metody,
umoziujici oddé€leni jednotlivych slozek analyzované smési a zaroven jejich
kvalitativni 1 kvantitativni hodnoceni. Jejich pfednosti vyniknou predevsim pii
analyzdch smési latek, kdy ostatni analytické metody, jako napf.
spektrofotometrické, nelze principidlné pouzit. Jelikoz veSkeré technické
produkty a velka vétSina pfirodnich latek jsou slozité smési, maji
chromatografické metody analyzy prvotfady vyznam. [1]

Zakladnim obecnym principem chromatografickych metod je
nestejnomérné rozdélovani slozek smési mezi staciondrni a mobilni fazi,
pficemz mobilni faze postupné jednotlivé slozky smési vymyva (eluuje) z faze
staciondrni. Pfedpokladem nestejnomérného rozdéleni je rGznad afinita
jednotlivych slozek k uvedenym fazim nebo jejich nestejnd schopnost
difundovat do nich. [2]

Chromatografické metody lze délit podle:
- podstaty separacniho procesu

- pouzité techniky

- zpusobu vyvijeni (usporadani kolony)

- skupenstvi nepohyblivé a pohyblivé faze [1]

Déleni podle podstaty separac¢niho procesu

Jedna se o nejstarsi déleni chromatografickych metod. Protoze vsak
jsou ve skuteCnosti velmi Casté prechodné typy, jde spiSe o seznameni

S jednotlivymi mechanismy dé€leni nez-li o pfisnou a pfesnou taxonomii.

Adsorpcni chromatografie

K separaci dochdzi na zaklad¢ rozdilné adsorpce. Stacionarni faze
sorbuje na sviij povrch s riznou afinitou latky z faze mobilni, ¢imz dochazi
k jejich vzajemnému déleni. Mobilni faze muze byt kapalna nebo plynna,
stacionarni faze pak nejcastéji pevna, vzacnéji kapalna. Systém plyn - kapalina
(pénova analyza) nema velky prakticky vyznam, u systému kapalina - kapalina

se mnohem vice uplatiiuje mechanismus rozdé€lovaci chromatografie. [1, 3]
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Rozdélovaci chromatografie

Latky, rozpusténé v soustavé dvou kapalin navzajem nemisitelnych
nebo misitelnych pouze omezené, se mezi né¢ déli podle své rozpustnosti
Vv jednotlivych slozkach. Toto rozdéleni lze vyjadfit rozdélovaci konstantou
Kp — pomérem rovnovaznych koncentraci téze latky v mobilni a stacionarni
fazi  (abychom totiz dosahli vzajemného pohybu fazi a tedy
chromatografického d¢leni, musi byt jedna znich pevné zakotvena na
vhodném nosici). Vlastni separace konkrétnich latek zavisi na rozdilu jejich
rozd¢lovacich konstant.

Zpravidla se uziva dvojfazovy systém, kdy jedna faze byva bohatsi
na organicka rozpoustédla a druhd na vodu, pfiCemz zakotvena muze byt faze
vodné, kdy faze organickd je mobilni, i naopak - nasytit hydrofobné
impregnovany nosi¢ organickou fazi a f4zi vodnou volit jako mobilni —
v takovém piipadé hovorime o systému reversed phase (RP, obracenych fazi).
Po vneseni roztoku délené smési dochazi k jejich opakovanému rozdélovani
mezi stacionarni a mobilni fazi. Rozdé€lovaci chromatografii téz lze uskutecnit
mezi plynnou (mobilni) a kapalnou (staciondrni) fazi, je-li opét kapalina

zakotvena na vhodném nosici. [1, 4]

lontové viménnd chromatografie

Na povrchu stacionarni faze (iontoménice) dochdzi k elektrostatickym

interakcim iontl délenych latek sionogennimi skupinami meénie a vymeéné

iontd. Rychlost vymény zavisi na mocenstvi ndboje, velikosti a disocia¢ni

konstanté iontd. [1, 5]

Gelova chromatografie

Stacionarni faze je pevna, ale poérovita (nejCastéji je tvofena

nabobtnalym gelem), a tyto pory jsou naplnény mobilni fazi. K déleni molekul

dochazi na ziklad¢ jejich rozdilné velikosti a tvaru - a to sestupné podle

molekulové hmotnosti. Nejvetsi molekuly se eluuji jako prvni - nevstupuji do

gelu, vyskytuji se tedy pouze v mobilni fazi a jsou ji nejrychleji vymyvany. Jako

posledni vystupuji malé molekuly, které mohou volné pronikat péry do gelu a

tak se zpomalovat. [1, 6, 17]
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Afinitni chromatografie

Jde o selektivni analyzu, kdy vyuzivame velmi specifickych interakci
(protilatka - antigen, enzym - substrat). Zatimco ostatni slouceniny projdou
kolonou, reagujici latka je zachycena na koloné a lze ji nasledn¢ izolovat. Tato

metoda se pouziva k izolaci biologicky aktivnich latek. [2]

Déleni podle pracovni techniky

Frontalni chromatografie

Technika spociva ve stalém piivadéni roztoku délené smési na kolonu,
a to az do ukonceni chromatografického procesu. Lze ji vyuzit ke kvalitativnimu
(vzdalenost piku) i kvantitativnimu (z derivacni kiivky) hodnoceni. Nevyhodami
jsou neschopnost izolovat Cisté slozky (s vyjimkou ¢asti prvni slozky) i nutnost
slozitého méticiho zafizeni. Metoda ma dnes vyznam jiz spiSe historicky, byla

vyvinuta pro analytické ucely. [2]

Vytésniovaci chromatografie

Vzorek se na kolonu vnese jednorazove, poté se kontinudlné, az do
konce celého procesu piivadi roztok latky s vyssi afinitou k stacionarni fazi, nez
maji jednotlivé délené slozky. Dochdzi tedy k vytésiiovani slozek vzorku a tyto
vychézeji z kolony sefazené vzestupné podle afinity, jako posledni vytéka cisté
vytéstiovadlo. Pii této metod€ opét nedochazi k uplnému rozdéleni jednotlivych
slozek smési. Vyuziti metody je spiSe preparativni a poloprovozni nez-li

analytické. [2]

Elucni chromatografie

Na kolonu se vnese mala ¢ast smési a kolona se kontinualné promyva
mobilni fazi, kterd ma k fazi stacionarni mensi afinitu nez kterakoliv ze slozek
smési. Dochazi k opakovanému ustalovani rovnovahy a pohybu sloZek kolonou.
Jednotlivé slozky smési se vymyvaji vzestupné podle afinity ke stacionarni fazi
a mohou od sebe byt oddé€lené, coz je velikou vyhodou pro analytické pouziti
metody - jak kvalitativni, tak kvantitativni. Nevyhodou je vys§i spotieba

rozpoustédel a mensi kapacita kolony.
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Nejjednodussi variantou eluc¢ni chromatografie je prostd (izokratickd)
eluce - od zacatku do konce chromatografie se pouziva stale stejna mobilni faze.
Tato metoda je vhodna, jestlize se délené¢ latky pfiliS neliSi v afinité¢ ke
stacionarni fazi. Pfi gradientové eluci se plynule méni slozeni mobilni faze tak,
aby se zvysSovala jeho elucni sila a tak se zkratila doba analyzy a zvysila ostrost

piku u latek s vyssi afinitou. [2]

Podle fazi

Kapalinovd — mobilni fazi je kapalina a stacionarni fazi nemisitelna
kapalina nebo pevna latka

Plynovd — mobilni fazi je plyn, staciondrni fazi kapalina nebo pevna

latka. [1,17]

Podle usporadani aparatury

Sloupcova (kolonova)

V plosném usporadani - papirova

- tenkovrstva [1, 17]
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2.2 Obecna teorie chromatografického déje

Chromatografie je proces, pii kterém se chromatografovana latka

pohybuje systémem dvou fazi - stacionarni a mobilni. Chromatografovana latka je
stdle rozd€lena mezi ob¢ faze, takze s mobilni fazi se pohybuje vzdy jen cast
jejiho celkového mnozstvi. Vzhledem k toku mobilni faze probiha neustalé
ustavovani rovnovahy. V zoné vyskytu dané latky tak lze rozlisit téi oblasti. V
piedni casti zony je koncentrace latky v mobilni fazi vyssi nez rovnovazna a
dochazi k sorpci latky na fazi stacionarni. Uprostied je stav blizky rovnovaze a
Vv zadni ¢asti zony dochazi k desorpci latky (vzhledem k jeji vysSsi koncentraci ve
staciondrni fazi) a nasledné jejimu pohybu s mobilni fazi, az dosdhne predni ¢asti

z6ny, kde se opét sorbuje. Takto se latka pohybuje kolonou. [2]

V daném chromatografickém procesu mé kazda latka sviyj specificky
retencni (elucni) Cas tg nebo retencni objem Vg. Retenni ¢as je doba od nastiiku
vzorku do maxima piku, retenéni objem je pak objem mobilni faze, ktery
protece kolonou od néstiku vzorku do eluce maxima piku. Vzajemny vztah lze
vyjadrit vztahem:

VrR=tr"V

kde v je prutokova rychlost mobilni faze.

Retenéni objem je dan souctem:

VR:V’R'*' Vo

kde V'r je skuteny retencni objem a V, (mrtvy objem) odpovida
celkovému objemu mobilni faze od nastfiku aZz po detektor. U vétSiny dobie
sestrojenych pfistroju Ize tento objem zanedbat.
Analogicky vztah plati 1 pro retencni cas:
tr=t'r+1o
kde ¢'r je skute¢ny retencni Cas a ty je mrtvy Cas kolony, tj. ¢as latky,

ktera se v kolon¢ viibec nezadrzuje.
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K charakteristice retence se pouziva kapacitni faktor k” (téz reten¢ni

faktor k, hmotnostni distribu¢ni pomér Dy,), pro ktery plati vztahy:
I A Tl TR
VO VO t0 tO

K

Kapacitni faktor vyjadiuje pomér mezi celkovym mnozstvim
chromatografované latky ve stacionarni fazi k celkovému mnozstvi této latky ve
fazi mobilni. Je pfimo imérny rovnovaznému distribu¢nimu koeficientu K¢ (téz
distribuéni  konstanta), ktery je  vyjadienim poméru  koncentraci

chromatografované latky v obou fazich.
V,
k =K.
VO

kde Vs je objem stacionarni faze a Vi objem mobilni faze. Kapacitni
faktor dovoluje odhadnout eluci latek z kolony v pfijatelném case a retencnim
objemu. Za optimalni se povazuje hodnota kv rozmezi 2 az 5. Hodnotu k lze
ovlivnit mnoha zplisoby (mnozstvim staciondrni faze, velikosti pord, slozenim

mobilni faze aj.).

K popisu Gc¢innosti separace latek se pouziva rozliSeni Rs. RozliSenim se

rozumi rozdil vzdalenosti dvou pika separovanych latek a plati pro né vztah:

_ 1'18(t2 — tl)

RS
W, +W,

(t2>t9)

kde t; 2 jsou retencni Casy piki a Wy 2 jsou Sitky pikd v poloviéni vysce.
Dokonalého rozliSeni az na zdkladni linii se dosdhne pii hodnoté¢ R = 1,5.

RozliSeni souvisi s kapacitnim pomérem, distribuc¢ni konstantou a u¢innosti.

K popisu separacni uc¢innosti kolony se pouziva pocet teoretickych pater

N, pro ktery plati:
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kde se ptfi vypoctu mnozstvi teoretickych pater pouziva retencni Cas
testované latky tg a Sitka piku v poloviné jeho vySky wy. Zdanlivy pocet

teoretickych pater se méni podle stanovované latky, kolony a reten¢niho ¢asu.

Abychom mohli srovnat uc¢innost rtiznych kolon, pouziva se vysSkovy

ekvivalent patra H dle vztahu:

H=—
N

kde L je délka kolony v metrech a N pocet teoretickych pater.

Vyskovy ekvivalent teoretického patra zavisi na fad¢ parametrq,
dilezitéd je naptiklad priatokova rychlost U, mimokolonovy mrtvy objem a objem
analyzovaného vzorku. Pro dosazeni u¢inné separace je nutné, aby hodnota

ekvivalentu teoretického patra ¢inila 0,01 — 1,00 mm.

Dalsim dulezitym parametrem je Selektivita kolony, tedy mira relativni

separace dvou slozek smési.
t' e, —t k
a=-Re0_T2
Urito k1
kde t'y, a t's, jsou retenéni Casy téchto slozek a t, mrtvy retencni Cas.
Selektivitu v kapalinové chromatografii Ize ovlivnit zménou slozeni

nebo pH mobilni faze, teplotou a také naplni kolony. [8, 9]

Dalsi parametr, dilezity hlavné pro kvantitativni stanoveni, je pomér

signalu k Sumu:

gn =2
h

kde H je vyska piku odpovidajiciho dané latce na chromatogramu
predepsaného porovnavaciho roztoku.

h znaci absolutni hodnotu nejvétsi vychylky signalu Sumu od zakladni
linie na chromatogramu kontrolniho roztoku ziskaného pii slepé zkousce a
sledovaného v rozsahu umérném 20— ti ndsobku sitky piku v poloving jeho vysky
na chromatogramu piedepsaného porovnavaciho roztoku pozorovaného v misté

situovaného okolo mista, kde by se tento pik nachazel. [4, 10, 11]
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2.2.1 Kvalitativni a kvantitativni analvza HPLC chromatogramu

K analyze chromatografického zéznamu slouzi chromatograficka
ktivka. Zakladni kvalitativni charakteristikou v HPLC je retencni (eluéni) ¢as tr,
tedy cas od nastiiku vzorku do systtmu pO maximum piislusného
chromatografického piku. Dlkazem totoznosti je shoda tg chromatografického
piku léCiva v analyzovaném vzorku stg piku standardu. Stanoveni 1éCiv za
pomoci HPLC miize byt spojeno se zkouskami na cistotu. Plocha piku, ptipadné
jeho vyska, je imérna koncentraci dané latky. Samotné urceni obsahu latky ve
vzorku se provadi z ploch pikii vzorku a standardu. Lze pouzit metodu vnitiniho

nebo vnéjsiho standardu. [12, 17]

Metoda vnejsiho standardu

V prvnim kroku se na kolonu nastfikne roztok analyzovaného vzorku,
Vv druhém pak vnéjsi standard, a poté porovnavame oba chromatogramy. Jako
vngjsi standard se pouziva chemickd referencni latka - nejcastéji nékterd
z analyzovanych slozek. Koncentrace jednotlivych stanovovanych latek smési se
pak vypocita z poméru plochy (ptip. vysky) piku této latky a plochy piku vnéjsiho
standardu. [17]

Metoda vnitiniho standardu

Zékladem je pfidavek piesné znamého mnozstvi standardu (jiné latky
s podobnou chemickou strukturou a podobnymi fyz. - chem. vlastnostmi) do
analyzované smeési pred vlastni analyzou. Po dikladném zhomogenizovani se
vzorek nastiikuje na kolonu. Koncentrace stanovovanych slozek se opét vypocita
z poméru ploch (vySek) pikli jednotlivych separovanych slozek a plochy piku
vnitiniho standardu. Metoda je méné Casov€ narocna a zarovein piesnéjsi, protoze
neni zatiZena chybou dvojiho nastfiku. Vnitini standard musi byt eluovan
Vv blizkosti hodnocenych pikii, musi mit podobnou koncentraci jako hodnocené
latky a musi byt chemicky inertni. Po vyhodnoceni ploch pikl vypocitadme pomér
ploch a sestrojime kalibra¢ni kiivku jako zavislost poméru ploch na koncentraci

(linearitu odezvy). [17]
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2.3 Vysokoudinna kapalinova chromatografie (HPLC)
Vysokoucinna kapalinova chromatografie (high performance liquid

chromatography — HPLC) je velmi progresivni a oblibena metoda uzivana ve
vSech oblastech analyzy, vcetné analyzy 1é¢iv. Uziva se ve vSech 1ékopisnych
monografiich a na rozdil od plynové chromatografie (gas chromatography — GC)

umoziuje snazsi analyzu tepelné nestalych nebo netékavych latek.

Strucna historie
Pojem chromatografie a chromatogram pouzil jako prvni na prelomu

19. a 20. stoleti rusky chemik a botanik Cvet, kdyz pomoci sklenéné kolonky
naplnéné uhli¢itanem vapenatym dokazal rozdélit pigmenty chloroplasti (proto
chromatografie). Zjeho praci vychazi cely obor chromatografie. Presto k
dalsimu vyuziti jeho poznatkl doslo az v tficatych letech a v letech Ctyficatych se
kapalinova chromatografie rozvinula ve své klasické podob¢. Tiselius a Claesson
tehdy také rozdélili chromatografické postupy dle provedeni na

1) frontalni

2) vytésnovaci a

3) eluéni chromatografii.

V té dobé Martin a Synge sestrojili extrakéni pfistroj pro déleni
acetylovanych aminokyselin na zakladé¢ rozdilnych rozdélovacich koeficienta
mezi vodnou a chloroformovou fazi, ale jest¢ toho roku jej nahradili opravdovou
chromatografickou kolonou, naplnénou zrnky silikagelu se zakotvenou vodnou
fazi. Takto vznika rozdé&lovaci chromatografie, za jejiz objev obdrZeli oba v roce
1952 Nobelovu cenu.

Roku 1952 byla téz zavedena gradientova eluce, vyrazné rozsifujici
moznosti v§ech kolonovych chromatografickych metod, roku 1959 je navrZena
gelova chromatografie, kterd ptichdzi do praktického uziti v Sedesatych letech.
Déle se rozviji instrumentace, na pielomu Sedesatych a sedmdesatych let se
objevuji pfistroje pracujici s vysSimi tlaky, pfesnéjsi detektory, v sedmdesatych
letech se vyrazné¢ zvySuje UCinnost kolon diky plnéni mikropartikuldrnimi

sorbenty (velikost ¢astecek 5 — 10 um).
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2.3.1 Instrumentace v HPLC

Kapalinovy chromatograf (viz Obr. 1) se sklada z mnoha ¢asti, které

mizeme rozdélit dle jejich funkce na Casti zajist'ujici: a.) sloZeni a pohyb mobilni

faze (zasobnik(y) mobilni faze, vysokotlaké Cerpadlo, zafizeni tvofici gradient

Vv mobilni fazi), b.) ddvkovdni vzorku (davkova¢ manualni ¢i automaticky), c.)

separaci_ldatek (vlastni chromatografickd kolona), d.) detekci ldtek, reqgistraci

signalu a vyhodnoceni chromatografického zdaznamu (historicky zapisovac,

integrator, dnes pocitac s tiskarnou). [8, 9, 17]

4
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Obr. 1 Blokové schéma kapalinového chromatografu

1-zasobnik(y) mobilni faze; 2-vysokotlaké ¢erpadlo; 3-davkovaci zatizeni;
4-kolona; 5-detektor; 6,7-registra¢ni a vyhodnocovaci zatizeni

2.3.1.1 Zasobniky mobilni faze

Mobilni fdze mize byt vedena bud’ z jednoho zasobniku rovnou do
vysokotlakého cerpadla, nebo lze pouzit mobilni faze z vice zdsobnikl, které se
misi ve sméSovacim zafizeni bud’ pfed nebo az za Cerpadlem. Zasobniky jsou
vyrabény nejcastéji  ze skla, plastu (polyethylen, polytetrafluorethylen,
polypropylen) nebo nerezové oceli. Mohou byt uzaviené vickem se dvéma
vyvody - jeden pro ptivod helia nebo jiného inertniho plynu, druhy pro pfipojeni
na vakuovou linku. K vzajemnému propojeni chromatografickych systémua se

pouzivaji nejcastéji plastové kapilary (polyethylen, teflon). [8, 16]
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2.3.1.2 Cerpadla mobilni faze

Kolisani pratoku mobilni faze vyznamné ovliviiuje piesnost retencnich
dat 1 ploch piki, proto je dilezité, aby Cerpadlo poskytovalo stabilni, bezpulzni
tok mobilni faze. Méla by byt schopna pracovat v relativné Sirokém rozmezi tlaku
i pritokové rychlosti (vystupni tlak na Cerpadlech od 1 do 60 MPa, pritokova
rychlost v rozmezi 0,1 az 10 ml/min). Dulezita je i reprodukovatelnost pritoku s
vysokou pfesnosti. Nejcastéji se pouzivaji dvou nebo tfi pistova cerpadla
vyuzivajici princip zpétné vazby - méti se okamzity tlak a podle n¢j je regulovana
frekvence impulzii fidicich chod elektromotoru pumpy. Pro =zajisténi co
nejmensiho kolisani tlaku je zapotiebi dokonalé odplynéni mobilni faze. K tomu
se pouziva probublavani mobilni faze inertnim plynem (heliem nebo dusikem),

vakuum za stalého michani nebo ultrazvuk. [8, 16]

2.3.1.3 Davkovaci zafizeni

Ptesnost celé analyzy je mimo jiné zavisla na spravném davkovani
vzorku. Déavkova¢ je umistén pred vstupem mobilni faze do kolony. Starsi
davkovaci zafizeni s nastfikem injekéni stiikackou pifes septum nebo pfi
zastaveném prutoku mobilni faze (tzv. stop — flow davkovace) se jiz nepouzivaji.
U modernich pfistroji nalezneme bud’ smyckové davkovace na principu
ptepinacich ventili nebo ddvkovacle automatické. Zikladem je pevné pouzdro
S oto¢nym jadrem a teflonovymi krouZzky. Injekéni stiikackou se naplni davkovaci
kapilara bez pteruSeni prutoku mobilni faze a otoCenim jadra se zatadi do
pratoku. Vzorek je vytlacen proudici mobilni fazi na chromatografickou kolonu.
Davkovaci smy€ky umoziuji vpraveni konstantniho objemu do kolony, a tak neni

nutné odméfovat presné mnozstvi vzorku. [8, 16]

2.3.1.4 Chromatografické kolonvy a jejich ndplné

Chromatografickd kolona je trubice (pfevazné =z antikordézni oceli
S leSténym vnitinim povrchem) naplnéna sorbentem. Do tlakid kolem 20 MPa lze
pouzit i kolony ze specialné tvrzeného skla, vlozenych z bezpecnostnich davodi

do kovového pouzdra. [19]
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Pro analytické ucely se pouzivaji kolony v délce 5 — 30 cm S vnitinim
primérem 3 — 5 mm. Castice naplné mivaji velikost 3 — 10 pm. Diky tomuto zrnéni
dosahuji kolony hodnoty az 5000 nebo 10000 teoretickych pater na 10 cm délky.
Sorbenty lze rozdélit podle jejich polarity. Zakladnim sorbentem je polarni
silikagel. Je vhodny pro vétSinu latek mimo siln€é bazickych, které chemicky
reaguji s jeho slabé kyselym centrem. Modifikaci jeho hydroxylovych skupin méné
poladrnimi skupinami lze ziskat sorbenty sniz$i polaritou. Stiedné polarni fazi
predstavuje silikagel modifikovany tfiuhlikatym fetézcem obsahujicim skupinu -
CN, -NH> , -OH. Nepolarnim sorbentem je pak silikagel modifikovany alifatickym
fet¢zcem s 8 nebo 18 uhliky. Jednd se o tzv. reverzni faze. Mezi sorbenty
nevychazejici ze silikagelu patii oxid hlinity (vhodny pro déleni nepiili§ polarnich
latek lisicich se stéricky) a polarni oxid hotecnaty. [8, 9, 16, 17]

Pokrokem v analyze lé¢iv je zavedeni monolitickych a zirkoniovych
kolon do praxe. Monolitické kolony nejsou tvofeny Casticemi silikagelu, ale jeho
monolitem, jehoz povrch mize byt rizné modifikovan. Vyhodou je jejich vyuziti
pii analyze za pouziti vysSich tlakti a dokonce i1 pfi gradientu tlakl. Zirkoniové
kolony jsou tvofeny €asticemi oxidu zirkoniCitého, jejichz povrch muze byt také
modifikovan. Jejich piednosti je piekonani omezeni pH hodnot pro silikagel. [16]

Neékdy se pouziva tzv. predkolonka (kratka kolona, asto plnéna stejnym
sorbentem jako hlavni kolona). Zapojuje se do systému pied hlavni kolonu a slouzi
k zachyceni vétsi ¢asti neCistot pii analyze vzorku, kde je veliké riziko zaneseni
kolony necistotami (napf. z neuplné precisténého biologického materidlu), a
prodluzuje tak Zivotnost kolony.

Moderni pfistroje umoziuji pouzit pii déleni latek i nekolik kolon
najednou. Jde o techniku piepinani spfaZenych kolon (column switching). Kolony
jsou fazeny za sebou a mohou se navzajem liSit naplni i délkou atd. Vyhodou je

lepsi separace latek a zkraceni Casu analyzy. [19]

21



2.3.1.5 Detektory

Detektory slouzi k identifikaci a pfipadné kvantifikaci latek vychazejicich
Z kolony. Volba detektoru vyznamné ovlivni selektivitu i citlivost stanoveni, a
proto jsou na detektory kladeny velké naroky:

- vysoka citlivost (dle definice zména signalu detektoru pfi jednotkové zmeéné
koncentrace analytu)

- dostatecné velky pomér mezi Sumem a méfenou hodnotou

- reprodukovatelnost a linearita odezvy

- nezévislost odezvy na zméné slozeni mobilni faze pii gradientové eluci

- dobré dynamické vlastnosti (signal detektoru by mél byt vérnym obrazem ¢asové
funkce koncentrace analytu ve vzorku, protoze zkresleni koncentra¢niho profilu,
roz§ifeni a deformace z6n zhorSuji citlivost a spolehlivost méfeni a rozdéleni latek,
které bylo dosazeno na kolon¢€) - mala citlivost ke zménam tlaku a rychlosti
prutoku mobilni faze [1, 4, 19]

Detektory Ize rozdélit na selektivni a univerzalni. U selektivnich je signal
umérny koncentraci samotné detekované latky v eludtu, u univerzédlnich pak
nékteré celkové vlastnosti eludtu, a to jak detekované latky, tak i slozek mobilni
faze. [19]

Nejpouzivangj§imi jsou fotometrické detektory pracujici v ultrafialové
nebo viditelné oblasti svételného zareni, mén¢ pak detektory fluorimetrické,
elektrochemické a refraktometrické, stale Cast€jsi jsou velmi citlivé, ale drahé a na

obsluhu naro¢né detektory hmotnostni. [19]

Fotometricke detektory

Poskytuji vysokou selektivitu i citlivost. Nejcastéji se vyuZiva absorpce
v UV spektru. Ve viditelné oblasti vétSina latek neabsorbuje, ¢ehoz 1ze vyuzit pro
specifické méfeni barevnych latek nebo latek, jez po pfidani ¢inidla selektivné
tvofi barevné produkty. Patii sem detektory:
- S jednou pevné nastavenou vinovou délkou (nejcastéji 254 nebo 280 nm, pii
kterych absorbuje vétSina 1é¢iv). Maji dvoupaprskové usporadani a meéti rozdil
absorbance mezi mérnou a srovnavaci celou. Zdrojem zafeni byva nizkotlaka
rtutova vybojka.

- s n¢kolika pfedem nastavenymi vinovymi délkami
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- s deuteriovou vybojkou (zdrojem  polychromatického zateni) a
monochromatorem. Umoziuji pro detekei volit libovolnou vinovou délku zareni
(nejcasteji 190 az 400 nm)
- spektrofotometrické detektory srychlym zaznamem spektra bez preruSeni
chromatografické separace (tzv. photodiode—array detektory). Soucasnym méienim
signalu velkym poctem miniaturnich fotodiod Ize detekovat pii né€kolika vinovych
délkach najednou, tedy i pii vinové délce odpovidajici absorpénimu maximu kazdé
stanovované latky, ¢imz se zlepSuje selektivita i citlivost detekce. [1, 17, 19]
Spektrofotometrické detektory jsou nejpouzivanéj$i metodou detekce
v HPLC. Jejich vyhodou je vysoké selektivita, citlivost, (detekéni limit je 10%az
10™° g/ml), Siroké rozmezi linearity odezvy a také umoznuji volit jako mobilni fazi
mnoho riznych rozpoustédel, ktera neabsorbuji zateni pii pouzité vinové délce. Pri

vhodné volbé rozpoustédel umoziuji i gradientovou eluci. [1,17]

Fluorimetricke detektory

Fluoreskujici latka absorbuje UV zéfeni (zdrojem je v detektoru rtutova
vybojka) a pfitom vydava fluorescencni zafeni o vyssi vinové délce, nez ma
zafeni excitatni. Toto emitované zafeni dopadd na elektricky fotonasobi¢ a
pfeméni se na elektricky signal, jehoZ velikost je umérnd koncentraci latky. U
latek bez pfirozené fluorescence lze pfipravit fluoreskujici derivaty vhodnou
derivatizaci. Tyto detektory jsou vysoce selektivni s mezi detekce 10° az

10°g/ml. [16, 17, 19]

Elektrochemické detektory

Slouzi k detekci latek schopnych elektrochemické reakce, tj. oxidaéné -
redukénich zmén, jez probihaji na fazovém rozhrani roztok — elektroda.
Ampérometrické detektory méfi proud vyvolany priichodem redukovatelné nebo
oxidovatelné latky pritokovou celou, v niz jsou umistény elektrody s vloZzenym
pracovnim napétim. Pouziva se dvouelektrodovych nebo castéji tiielektrodovych
systému (skladajici se z mérné, srovnavaci a pomocné elektrody).

Mémé elektrody ampérometrickych detektort byvaji zhotoveny nejCastéji ze
skelného uhliku, grafitovych vldken, grafitové pasty nebo kovli. Nevyhodou téchto

materialll je zanaseni a postupna dezaktivace jejich povrchu produkty oxidace
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a redukce a necistotami z mobilni faze, coz vyzaduje ¢astou rekalibraci detektoru
pfi kvantitativni analyze.

Polarografické detektory pracuji se rtutovou kapkovou elektrodou, u niz se
pravidelnym odkapavanim obnovuje povrch.

Elektrochemické detektory se vyznacuji velmi vysokou citlivosti (detekéni limit
10° az 10™ g/ml) Dulezité je vsak ditkladné odplynéni mobilni fize, abychom
dosahli stabilni zakladni linie a méli tak reprodukovatelné vysledky. | samotna
mobilni faze musi byt vodiva, takze tyto detektory nelze pouzit pii chromatografii
V systémech s normalnimi fazemi.

Coulometrické detektory méfi ndboj potiebny k oxidaci ¢i redukcei celkového
mnozstvi latky pii pritoku mérnou celou. Umoziluji dosdhnout vétsi citlivosti

detekce nez ampérometrické detektory. [16, 19]

Refraktometrické detektory

V kontrole 1é¢iv nemé vyznamné uziti. Odezva je zde tmérna rozdilu
indexu lomu eludtu v mérné cele a srovnavaci kapaliny (samotnd mobilni faze)
v referencni cele. Nevyhodou je zévislost indexu lomu na teploté, nizsi citlivost
(detekéni limit 10 g/ml) a nemoZnost pouZiti pii gradientové eluci. UZiti nalezne
nejvice tehdy, jestlize vzorek neabsorbuje v UV oblasti nebo v této oblasti

vykazuje velkou absorbanci mobilni faze. [16, 17, 19]

Hmotnostni detektor

v

Stale Castéjsi je vyuziti spojeni HPLC s hmotnostni spektrometrii (MS).
Pfed samotnou detekci je nejprve zapotiebi odstranit z eluentu mobilni fazi,
molekuly 1é¢iva v plynném stavu jsou pak v hmotnostnim spektrometru
ionizovany (narazy elektronli, termoionizaci ¢i elektroionizaci). Nabité Castice
(molekularni a fragmentarni ionty) se v magnetickém nebo vysokofrekvencnim
poli separuji podle hmotnosti a niboje. Zaznam tvoifi hmotnostni spektrum
(Cetnost iontd vztazena k poméru hmotnost/pocet nabojit). Spojeni HPLC - MS je
vysoce selektivni, citlivé a poskytuje fadu udaji i pro identifikaci léCiv.

Nevyhodou je bohuzel hlavné finan¢ni naroénost. [17]
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2.3.1.6 Zafizeni pro zpracovani dat

Diive se pouzivaly jedno nebo vicekanalové integratory vybavené
mikroprocesorem. Dnes se kvyhodnocovani a dalSimu  zpracovani
chromatografickych dat pouzivaji v naprosté vétSiné piipadid pocitate vybavené
specidlnim softwarem. Ten navic pifimo ovlddd 1 pracovni parametry
chromatografu (slozeni a pritok mobilni faze, teplota na kolon¢, nastaveni

detektoru apod.). [19]

2.4 Validace analytickvch metod

Validace je proces, pfi kterém se experimentdlné zjiStuje a doklada
vhodnost, ptesnost a spolehlivost dané analytické metody. Validace a revalidace se
provadi u kazdé analytické metody pied jejim uvedenim do praxe a pii kazdé
zméné podminek nebo postupu dané metodiky. Zakladnim cilem je definovat
rozsah, ve kterém bude metoda spolehliva pii dodrzeni valida¢nich charakteristik.
Obecné se stanovuji tyto parametry:
spravnost, piesnost (opakovatelnost, reprodukovatelnost), selektivita, detek¢ni a
kvantitativni limit, rozsah a linearita, robustnost, pti¢emz neni potieba u kazdé
metody stanovovat vSechny parametry. Budou se liSit postupy validace limitnich
zkousek, metod pro stanoveni hlavni slozky piipravku ¢i tfeba zkousky lékové

formy.

Spravnost

Jde o shodu namétenych vysledki a skute€nych hodnot. Tuto je mozné
zjistit pomoci nezavislé (referencni) metody, analyzou vzorku se znamym
obsahem nebo metodou standardniho pfidavku. Lze ji vyjadfit jako rozdil
nameétené a spravné hodnoty, nebo jako tzv. vytéznost (recovery):

Nameéiena hodnota x 100

skute¢na hodnota
Presnost
Ptesnost metody je mira shody mezi jednotlivymi vysledky, ziskanymi
opakovanym meéfenim homogenniho vzorku. Podle podminek rozeznidvame

opakovatelnost a reprodukovatelnost. Opakovatelnost je provadéna jednim

25



analytikem, na jednom pfistroji, se stejnymi Cinidly a na jednom homogennim
vzorku. Reprodukovatelnost (mezilaboratorni zkouseni) je pak méfeni v riznych
laboratofich, riiznymi analytiky, na riznych pfistrojich a za pouziti riiznych Sarzi
Cinidel.

Presnost se stanovi jako relativni smérodatna odchylka minimalné 9
stanoveni v rozsahu metody (napf. 3 paralelni stanoveni 3 koncentraci vzorku)
nebo 6 stanoveni jedné koncentrace. Vyjadifuje se chyba celého analytického
postupu, tedy kazdé stanoveni se provadi véetn¢ samostatné piipravy vzorku

(nestaci tedy stanovit pouze jeden vzorek Sesti nastiiky).

Selektivita

Selektivita je schopnost spravné a specificky zméfit stanovovanou latku
Vv pfitomnosti jinych latek - ostatnich ucinnych slozek u kombinovanych
pripravkl, necistot z vyroby, rozkladnych produkti nebo jinych, neznamych
latek.

Selektivita se vyjadiuje jako rozdil mezi vysledky analyzy vzorku bez
necistot (pouze stanovované latky) a vzorku s ptidanymi rozkladnymi produkty
nebo rliznymi necistotami. Jsou-li necistoty nebo rozkladné produkty nezndmé
nebo nedostupné, je mozné selektivitu prokazat jako vytéznost standardniho

pfidavku cisté latky k materidlu, obsahujicimu stalé mnoZstvi jinych latek.

Detek¢ni a kvantitativni limit (citlivost metody)

Jedna se o parametry potfebné pro stanoveni neCistot. Detekcni limit Se
pouziva pro limitni testy, tj. testy zjistujici, zda je latka nad nebo pod urcitou
hranici. Jde 0 nejniz8i detekovatelnou koncentraci latky, nikoliv o stanoveni
mnozstvi latky. Kvantitativni limit je pro kvantitativni stanoveni obsahu necistot.
Je to nejnizsi koncentrace latky, stanovitelna s ptijatelnou presnosti a spravnosti.
Stanoveni obou limitl pak zavisi na tom, zda jde o metodu instrumentélni (limity

se zjiStuji na zdkladé Sumu) nebo neinstrumentalni (limity se hledaji

experimentalng).

Rozsah a linearita
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Rozsah je interval mezi dvéma hladinami koncentrace stanovované
latky (véetné nich), v némz Ize latku stanovit s takovou piesnosti, spravnosti a
linearitou, jak dokladaji vysledky validace.

Linearita je pak schopnost davat vysledky pfimo imérné koncentraci
stanovované latky ve vzorku. Tento rozsah se ovéfuje experimentalné, a to
ovétenim piesnosti, spravnosti a linearity pro krajni hodnoty i uvnitf intervalu.

Linearitu analytické metody Ize dolozit graficky jako zavislost vysledka
na koncentraci stanovované latky nebo matematicky pomoci vysledkl linearni
regresni analyzy. Uvadi se korela¢ni faktor (mira linearity), smérnice (mira

citlivosti), usek (mira vedlejSich vlivil) a chyby stanoveni vSech téchto hodnot.

Robustnost

Jde o schopnost metody davat spravné a piesné vysledky i1 pfi mensich
zménach pracovnich podminek, ke kterym nutné¢ dochézi pii provadéni metody
jinym pracovnikem v jiné laboratofi apod., i kdyZz popsany postup zistava
zachovan. Znamend miru vlivu proménnych podminek pii provedeni metody na

jeji vysledky. [15]

2.5 Benzylalkohol a jeho vlastnosti

Strukturni vzorec: Sumarni vzorec: C;HgO
Mg: 108,13 [26]
OH Chemicky nazev: Benzylalkohol,

Phenylmethanol

251 Vlastnosti benzylalkoholu

Benzylalkohol je dobie rozpustny vlihu 95% a olejich.
V parenteralnich ptipravcich se pouziva v mnozstvi do 4 % na snizeni viskozity
olejovych roztokli. Ma vlastni antisepticky, konzervac¢ni a lokaln¢ anesteticky
ucinek. UlehCuje rozpousténi steroidnich hormonit v olejich. Spolehlivé

nedrazdivé je mnozstvi do 2 %, nad 5 % je jednoznacné drazdivy. [26]

27



3 Cil prace
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Diplomova prace se zabyva stanovenim benzylalkoholu v Ié¢ivém
ptipravku pomoci HPLC. Hodnocenym léCivym pfipravkem je topicky krém
Jenamazol 2%.

Bude hledana takova tprava 1éCivého piipravku a takové
chromatografické podminky, aby pi#i nich bylo moZzno soucasné analyzovat jak
benzylkalkohol tak imidazol, jakozto rozkladny produkt hlavni G¢inné latky
krému (klotrimazol).

Dalsim ukolem bude validace metody. Prace bude timto dale zamétena
na prozkouseni analytickych parametrit pozadovanych pro validaci metody. Jedna
se o presnost, pfedev§im z hlediska opakovatelnosti, linearitu, spravnost a faktor
symetrie piku.

Paralelné¢ bylo pracovano na diplomové praci, kterd se zabyva

hodnocenim imidazolu.
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4 Experimentalni ¢a

ast
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4.1 Material a pomucky

411  Chemikalie
Methylalkohol p.a., Penta, Chrudim, Ceské republika

Kyselina fosforecnéa 85%, Lachema n.p. Brno, zavod Neratovice, Ceska
republika

Triethylamin, Fluka Chemie GmbH, Steinheim, Némecko
Hydrogenfosfore¢nan didraselny p.a., RNDr. J. Kulich

Sodna sul kyseliny hexansulfonové, approx. 98%, Sigma - Aldrich,
Némecko

Voda ¢isténa reverzni osmozou

Lécivy pripravek pouzity pro analyzu: Jenamazol 2% krém, GLO
Ostrava, Ceska Republika

98,93% roztok benzylalkoholu, $arze ¢.: 1003005310/2110606

imidazol

placebo

412  Sestava pro HPLC
Schimadzu Corporation, LC - 20, DGU - 20A3
Cerpadlo: LC - 10AD VP Shimadzu
Chromatograficka kolona: LiChrosphere RP 18,5 pm, 125 mm x 4,6
mm, SUPELCO, sériové ¢islo: 03100018, sarze: P325211
UV detektor: SPD - 20A, Schimadzu
PC program: LC Solution, Schimadzu

Autosampler: Schimadzu

Kontrolni jednotka: SCL — 10 A VP, Schimadzu
Termostatické kolony: CTO - 10 AS VP, Scimadzu
Degasser: DGU — 14 A, Schimadzu

4.1.3 Pristroje
Digitalni vahy, A&D HR 120, Helado s.r.o
Acidimetr 333, Druopta, Praha, Ceska republika

Ultrazvukova lazen K10, Kraintek, Slovensko
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Magneticka michacka, Laboratorni pfistroje Praha, Ceska republika
Centrifuga: T51, VEB MLW, Engelsdorf, SRN
Mrazici box, vodni lazen

414 DalSi pomicky

Laboratorni sklo, membranovy nylonovy filtr 45 um — Chromafil AO —

45/25, injekeni stiikacka, filtracni papir

4.2 Priprava mobilni faze

Optimalni slozeni mobilni faze pro kolonu LiChrosphere RP 18,5 um,
125 mm x 4,6 mm, SUPELCO nebylo zndmo, proto se zkousela fada mobilnich

fazi, ktera vyhovovala pro stanoveni imidazolu i benzylalkoholu v Jenamazolu

2%.

Mobilni faze ¢.1.: methanol : voda 50 : 50 (v/v)

Mobilni faze ¢.2.: methanol : pufr (na 250 ml vody pfidano 1,05 ml triethylaminu,
pH=7, upraveno 85% H3PO,) v poméru 50 : 50 (v/v)

Mobilni faze ¢.3.: methanol : pufr (na 250 ml vody ptidano 1,05 ml triethylaminu,
pH=12, upraveno 85% H3PO,) v poméru 50 : 50 (v/v)

Mobilni faze ¢.4.: methanol : pufr (na 250 ml vody pfidano 1,05 ml triethylaminu,
pH=4,8, upraveno 85% H3PO,) v poméru 50 : 50 (v/v)

Mobilni faze ¢.5.: methanol : pufr (na 250 ml vody ptidano 1,05 ml triethylaminu,
pH=7, upraveno 85% H3PO,4) v poméru 40 : 60 (v/v)

Mobilni faze ¢.6.: methanol : pufr (na 250 ml vody piidano 1,05 ml triethylaminu,
pH=7, upraveno 85% H3PO,4) v poméru 30 : 70 (v/v)
Mobilni faze ¢.7.: methanol : pufr (na 250 ml vody ptidano 1,05 ml triethylaminu,
pH=7, upraveno 85% H3PO4) v poméru 20 : 80 (v/v)

Mobilni faze ¢.8.: methanol : pufr (na 250 ml vody pfidano 1,05 ml triethylaminu,
pH=7, upraveno 85% H3PO,4) v poméru 15 : 85 (v/v)

Mobilni faze €.9.: methanol : pufr (na 250 ml vody ptidano 1,05 ml triethylaminu,

0,333g sodné soli kyseliny hexansulfonové, pH=7, upraveno 85% H3PO,)
v poméru 30:70 (v/v)
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Pro validaci byla pouzita mobilni faze ¢.9. Piiprava: Nejprve byla
pfipravena vodnd faze. Dle pozadovaného mnozstvi destilované vody byla
do kadinky navazena sodna sul kyseliny hexansulfonové, pfidana voda a
odpipetovano ekvivalentni mnozstvi triethylaminu (na 250 ml vody piidano 1,05
ml triethylaminu a 0,333 g sodné soli kyseliny hesansulfonové). Poté byla
kadinka postavena na magnetickou michacku, vnotfeno michadlo a elektrody
pH metru. Za soustavného michani byla pomoci pipetky ptidavana 85% kyselina
fosforecna az pH roztoku doséhlo hodnoty 6,9.

Poté bylo pomoci odmérného valce odméifeno ptislusné mnozstvi metanolu a
ve vhodné nadobé smichano s vodnou fazi. Na zavér byla mobilni faze zbavena

mechanickych necistot prefiltrovanim za podtlaku pomoci vyvévy pres fritu.

4.3 Priprava vzorku

Na zékladé¢ pozadavku stanovit jednou metodou imidazol i

benzylalkohol v Jenamazolu 2% musela byt nalezena vhodna Gprava vzorku.

Uprava vzorku & 1: do 100ml odmémé baiky bylo pomoci injekéni
stiikacky a na ni nasazené gumové hadi¢ky navazeno 7,5 g Jenamazolu 2% a
methanolem doplnéno po znacku. Vzorek byl dan na 30 minut na ultrazvuk,
vyjmut a na 15 minut umistén do mraziciho boxu. Poté byla nezakalena cast
roztoku ihned zfiltrovana pomoci injekéni stiikacky a membranového filtru
do vialky.

Uprava vzorku &. 2: 10 g placeba bylo navazeno do porcelanové tienky,

rozetteno se 100 pl imidazolu (4 mg/ml) a 7,5 g tohoto vzorku bylo pomoci
injekeni stiikacky s nasazenou gumovou hadickou odvézeno do 100ml odmérné
baiikky a methanolem doplnéno po rysku. Vzorek byl dan na 30 minut
na ultrazvuk, vyjmut a na 15 minut umistén do mraziciho boxu. Poté byla
nezakalena c¢ast roztoku ihned zfiltrovana pomoci injekéni stiikacky a
membranového filtru do vialky.

Uprava vzorku &. 3: 10 g placeba bylo navazeno do porcelanové tienky,

rozetfeno se 100 pl imidazolu (4 mg/ml) a 7,5 g tohoto vzorku bylo pomoci
injekeni stiikacky s nasazenou gumovou hadickou odvézeno do 100ml odmérné

banky a vodou doplnéno po rysku. Vzorek byl dan na 30 minut na ultrazvuk,
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vyjmut a na 15 minut umistén do mraziciho boxu. Poté byla nezakalena ¢ast
roztoku ihned zfiltrovana pomoci injekéni stiikaCky a membranového filtru
do vialky.

Uprava vzorku &. 4: 10 g placeba bylo navazeno do porcelanové tienky,

rozetfeno se 100 ul imidazolu (4 mg/ml) a 7,5 g tohoto vzorku bylo pomoci
injekeéni stiikacky s nasazenou gumovou hadickou odvézeno do 100ml odmérné
baiikky a po rysku doplnéno methanolem. Vzorek byl na 15 minut umistén
na ultrazvuk, vyjmut a pfemistén na vodni lazen o teploté 60 °C. Zde byl pii této
teplot¢ ponechan 15 minut a béhem této doby 2 krat promichan. Nasledovalo
ochlazeni na pokojovou teplotu. Poté byl vzorek dan do mraziciho boxu na 15
minut a nasledné ihned zfiltrovan pomoci injekéni stiikacky a membranového
filtru do vialky.

Uprava vzorku &. 5: 5 g placeba bylo navaZzeno do porcelanové tienky,

rozetfeno s 50 ul imidazolu (4 mg/ml) a 4 g tohoto vzorku bylo pomoci injekéni
stiikacky s nasazenou gumovou hadi¢kou odvazeno do 50ml odmérné banky a po
rysku doplnéno methanolem. Vzorek byl na 15 minut umistén na ultrazvuk,
vyjmut a pfemistén na vodni lazenn o teplot¢ 60 °C. Zde byl pfi této teplote
ponechan 15 minut a béhem této doby dvakrat promichan. Nasledovalo ochlazeni
na pokojovou teplotu. Poté byl vzorek dan do mraziciho boxu na 15 minut a
nasledné ihned zfiltrovan pomoci injekéni stiikacky a membranového filtru
do vialky.

Uprava vzorku &. 6: 2,5 g placeba bylo navazeno do porcelanové tienky,

rozetieno s25 pl imidazolu (4 mg/ml) a 1,25 g tohoto vzorku bylo pomoci
injekéni stiikacky s nasazenou gumovou hadi¢kou odvazeno do 50ml odmérné
banky a po rysku doplnéno methanolem. Vzorek byl na 30 minut umistén
na ultrazvuk, vyjmut a pfemistén na vodni lazen o teploté¢ 60 °C. Zde byl pii této
teploté ponechan 15 minut a béhem této doby dvakrat promichan. Nasledovalo
ochlazeni na pokojovou teplotu. Poté byl vzorek dan do mraziciho boxu na 15
minut a ihned zfiltrovan pomoci injekéni stiikacky a membranového filtru
do vialky.

Uprava vzorku &. 7: 2,5 g placeba bylo navazeno do porcelanové tienky,

rozetieno s 25 pl imidazolu (4 mg/ml) a 1,25 g tohoto vzorku bylo pomoci
injekéni stiikacky s nasazenou gumovou hadi¢kou odvazeno do 50ml odmérné

baiikky a po rysku doplnéno methanolem. Vzorek byl na 30 minut umistén
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na ultrazvuk, vyjmut, pfemistén na 15 minut do mraziciho boxu a poté ihned
zfiltrovan pomoci injekéni stiikacky a membranového filtru do vialky.

Uprava vzorku &. 8: 5 g placeba bylo navazeno do porcelanové tienky,

rozetieno s 50 ul imidazolu (4 mg/ml) a 4 g tohoto vzorku bylo pomoci injek¢ni
stiikacky s nasazenou gumovou hadickou odvazeno do 50ml odmérné banky a
po rysku doplnéno methanolem. Vzorek byl na 30 minut umistén na ultrazvuk,
vyjmut. Roztok byl nasat do injekéni stiikacky a dan na 15 minut do mraziciho
boxu. Poté byl roztok ihned zfiltrovan do vialky.

Uprava vzorku &. 9: 5 g placeba bylo navazeno do porcelanové tienky,

rozetfeno s 50 pl imidazolu (4 mg/ml) a 4 g tohoto vzorku bylo pomoci injekéni
stiikacky s nasazenou gumovou hadickou odvazeno do 50ml odmérné banky a
po rysku doplnéno methanolem. Vzorek byl umistén na 30 minut na ultrazvuk,
vyjmut a na 15 minut pfemistén do mraziciho boxu. Poté nasledovala ihned
filtrace pomoci injekéni stiikacky a membranového filtru do vialky.

Uprava vzorku & 10: 5 g placeba bylo navazeno do porcelanové tienky,

rozetieno S 50 pul imidazolu (4 mg/ml) a 4 g tohoto vzorku bylo pomoci injekéni
stiika¢ky s nasazenou gumovou hadickou odvazeno do 50ml odmérné banky a
po rysku doplnéno methanolem. Vzorek byl na 15 minut umistén na ultrazvuk,
poté premistén do mraziciho boxu na 20 minut a zfiltrovan pfes membranovy filtr
pomoci injekéni stifkacky. Dale se odebraly 3 ml tohoto filtratu a bylo ptidano 7
ml fosfore¢nanového pufru o pH = 6,7. (Pfiprava pufru: na 250 ml vody bylo
piidano 1,05 ml triethylaminu a za pomoci pH metru a kyseliny fosfore¢né bylo
upraveno pH tohoto roztoku na 6,7.) Tento roztok byl prefiltrovan pomoci
skladaného filtru. Filtrat byl natdhnut do injekéni stiikacky a na 10 minut umistén
na mraziciho boxu. Poté nasledovala ihned konecna filtrace do vialky pomoci
injekéni stiikacky a membranového filtru.

Uprava vzorku & 11: 5 g placeba bylo navazeno do porcelanové tienky,

rozetfeno s 50 ul imidazolu (4 mg/ml) a 4 g tohoto vzorku bylo pomoci injekéni
stiikacky s nasazenou gumovou hadickou odvazeno do 50ml odmérné banky a
po rysku doplnéno methanolem. Vzorek byl na 15 minut umistén na ultrazvuk, poté
pfemistén do mraziciho boxu na 15 minut. K 7,5 ml tohoto zmrazeného roztoku
bylo ptidano 17,5 ml fosfore¢nanového pufru o pH = 6,7. (Ptiprava pufru: na 250
ml vody bylo ptidano 1,05 ml triethylaminu a za pomoci pH metru a kyseliny
fosforecné bylo upraveno pH tohoto roztoku na 6,7.) Vysledny roztok byl
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zfiltrovan ptes skladany filtr. Filtrat byl natdhnut do injekéni stiikacky a ihned
zfiltrovan pomoci membranového filtru do vialky.

Uprava vzorku & 12: 5 g placeba bylo navazeno do porcelanové tienky,

rozetfeno s 50 ul imidazolu (4 mg/ml) a 4 g tohoto vzorku bylo pomoci injek¢éni
stiikacky s nasazenou gumovou hadic¢kou odvazeno do 50ml odmérné banky a
k tomu bylo odpipetovano 15 ml methanolu. Vzorek byl dan na 30 minut
na ultrazvuk, poté na 15 minut do mraziciho boxu a pak byl dolit do 50 ml
fosforeCnanovym pufrem o pH = 6,7. (Piiprava pufru: na 250 ml vody bylo
piidano 1,05 ml triethylaminu a za pomoci pH metru a kyseliny fosforecné bylo
upraveno pH tohoto roztoku na 6,7.) Tento roztok byl zfiltrovan pies skladany
filtr. Filtrat byl natdhnut do injekéni stiikacky a ihned zfiltrovan pomoci
membranového filtru do vialky.

Uprava vzorku & 13: 5 g placeba bylo navazeno do porcelanové tienky,

rozetieno S 50 pul imidazolu (4 mg/ml) a 4 g tohoto vzorku bylo pomoci injekéni
stiikacky s nasazenou gumovou hadickou odvazeno do 50ml odmérné banky a
k tomu bylo odpipetovano 15 ml methanolu. Vzorek byl dan na 30 minut
na ultrazvuk, vyjmut a doplnén do 50 ml fosforecnanovym pufrem o pH = 6,7.
(Ptiprava pufru: na 250 ml vody bylo pfidano 1,05 ml triethylaminu a za pomoci
pH metru a kyseliny fosfore¢né bylo upraveno pH tohoto roztoku na 6,7.) Tento
roztok byl zfiltrovan ptes skladany filtr. Filtrat byl natahnut do injekéni stiikacky
a ihned zfiltrovan pomoci membranového filtru do vialky.

Uprava vzorku & 14: 5 g placeba bylo navazeno do porcelanové tienky,

rozetieno s 50 pl imidazolu (4 mg/ml) a 4 g tohoto vzorku bylo pomoci injekéni
stiikacky s nasazenou gumovou hadickou odvaZzeno do 50ml odmérné banky a
k tomu bylo odpipetovano 15 ml metanolu. Vzorek byl umistén na vodni lazen o
teploté 50 °C. Zde byl pii této teploté ponechan 10 minut a béhem této doby
dvakrat promichan. Poté byl vzorek na 15 minut ponechéan v ultrazvukové lazni a
na dalSich 15 minut pfesunut do mraziciho boxu a poté doplnén do 50 ml
fosforeCnanovym pufrem o pH = 6,7. (Pfiprava pufru: na 250 ml vody bylo
pfidano 1,05 ml triethylaminu a za pomoci pH metru a kyseliny fosforecné bylo
upraveno pH tohoto roztoku na 6,7.) Tento roztok byl ihned zfiltrovan pies
skladany filtr. Filtrat byl natdhnut do injekéni stiikacky a ihned zfiltrovan pomoci

membranového filtru do vialky.
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Uprava vzorku ¢&. 15: 5 g placeba bylo navazeno do porcelanové tienky,

rozetfeno s 50 pl imidazolu (4 mg/ml) a 4 g tohoto vzorku bylo pomoci injekéni
stiikacky s nasazenou gumovou hadickou odvazeno do 50ml odmérné banky a
k tomu bylo odpipetovano 15 ml metanolu. Vzorek byl umistén na vodni lazen o
teplot¢ 50 °C. Zde byl pii této teplot¢ ponechdn 10 minut a béhem této doby
dvakrat promichan. Dale byl vzorek pfemistén na 15 minut na ultrazvuk. Poté
doplnén do 50 ml fosfore¢nanovym pufrem o pH = 6,7. (Ptiprava pufru: na 250
ml vody bylo piidano 1,05 ml triethylaminu a za pomoci pH metru a kyseliny
fosfore¢né bylo upraveno pH tohoto roztoku na 6,7) Poté byl ihned zfiltrovan
ptes skladany filtr. Filtrat byl natdhnut do injek¢ni stiikacky a ihned zfiltrovan
pomoci membranového filtru do vialky.

Uprava vzorku &. 16: 5 g placeba bylo navazeno do porceldnové tienky,

rozetteno s 50 ul imidazolu (4 mg/ml) a 4 g tohoto vzorku bylo pomoci injekéni
stiikacky s nasazenou gumovou hadickou odvazeno do 50ml odmérné banky a
k tomu bylo odpipetovano 15 ml metanolu. Vzorek byl umistén na vodni lazen o
teploté¢ 50 °C. Zde byl pii této teploté ponechan 10 minut a béhem této doby
dvakrat promichan. Dale byl vzorek pifemistén na 15 minut do mraziciho boxu.
Poté doplnén do 50 ml fosforecnanovym pufrem o pH = 6,7 (Ptiprava pufru: na
250 ml vody bylo pfidano 1,05 ml triethylaminu a za pomoci pH metru a kyseliny
fosfore¢né bylo upraveno pH tohoto roztoku na 6,7.) a nasledné ihned zfiltrovan
ptes skladany filtr. Filtrat byl natdhnut do injek¢ni stiikacky a ihned zfiltrovan

pomoci membranového filtru do vialky.

Priprava vzorku pro validaci metody:

Do 50ml odmérné banky byly navaZeny pomoci injekéni stiikacky a
gumové hadic¢ky 4 g Jenamazolu 2% a k tomu bylo odpipetovano 15 ml metanolu.
Vzorek byl umistén na vodni ladzent o teplot¢ 50 °C. Zde byl pfii této teploté
ponechan 10 minut a béhem této doby dvakrat promichan. Po ochlazeni vzorku
na pokojovou teplotu byl dopInén do 50 ml fosfore¢nanovym pufrem o pH = 6,88.
(Ptiprava pufru: na 250 ml vody bylo pfidano 1,05 ml triethylaminu a za pomoci
pH metru a kyseliny fosfore¢né bylo upraveno pH tohoto roztoku na 6,88.)
Vzorek byl nasledné ihned zfiltrovan pies skladany filtr. Filtrat byl natahnut do

injekeni stiikacky a ihned zfiltrovan pomoci membranového filtru do vialky.
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4.4 Priprava zakladnich roztoku

44.1 Priprava zasobniho, standardniho roztoku

Jako rozpoustédlo pro zasobni roztok benzylalkoholu nam slouzil
methanol, ve kterém je benzylalkohol dobie rozpustny.

Ptiprava zasobniho roztoku: Do 50ml odmérné banky se zabrusem bylo
navazeno priblizné piesné 0,260 g benzylalkoholu a po rysku doplnéno
methanolem.

Ptiprava standardniho roztoku: Do 50ml odmérné banky bylo
odpipetovano 10 ml zdsobniho roztoku benzylalkoholu (viz vyse), 5 ml methanolu
a dopInéno po znacku 35 ml fosfore¢nanového pufru. Koncentrace benzylalkoholu

je rovna 1,040 mg/ml. Chromatograficky zaznam viz. Obr. 2

4.4.2 Priprava pracovnich roztoku pro linearitu

Pro hodnoceni linearity bylo pfipraveno 5 pracovnich roztokd.

Pracovni roztoky pro linearitu 1 - 5: roztoky byly pfipraveny do 50ml

odmérnych ban¢k. Roztok pfislusné koncentrace byl tvofen zasobnim roztokem
benzylalkoholu (pfiprava viz. Kapitola 4.4.1), k tomu bylo ptidano ekvivalentni
mnozstvi methanolu (koncentrace, mnozstvi zdsobniho roztoku benzylalkoholu a
mnozstvi methanolu specifikovany v nasledujici tabulce) a po znatku doplnéno
35 ml fosforecnanovym pufrem (na 250 ml vody bylo pfidano 1,05 ml
triethylaminu a na magnetické michacce za pomoci kyseliny fosfore¢né bylo pH

upraveno na 6,88).

Tab. 1 Priprava pracovnich roztoki pro linearitu

vzorek €. koncentrace mnozstvi mnozstvi
benzylalkoholu | zasobniho roztoku | methanolu

ve vzorku [mg/ml] | benzylalkoholu [ml] [ml]

1 0,520 50 10,0

2 0,788 7,5 7,5

3 1,040 10,0 50

4 1,300 12,5 2,5

5 1,562 15,0 0,0

38



4.4.3 Priprava pracovnich roztoku pro spravnost

Pro méfeni spravnosti metody bylo pouzito 6 rozdilnych Sarzi

Jenamazolu 2% a tudiz bylo pfipraveno 6 roztokd.

Pracovni roztoky pro spravnost 1 - 6: Do 50ml odmérné banky byly

navazeny pomoci injek¢ni stiikacky a gumové hadicky presné asi 4,0000 g
Jenamazolu 2% (Sarze a navazky specifikovany v nasledujici tabulce) a k tomu
bylo odpipetovano 15 ml methanolu. Vzorek byl umistén na vodni lazen o teploté
50 °C. Zde byl pfi této teploté ponechan 10 minut a béhem této doby dvakrat
promichan. Po ochlazeni vzorku na pokojovou teplotu byl doplnén do 50 ml
fosfore¢nanaovym pufrem o pH = 6,88. (Pfiprava pufru: na 250 ml vody bylo
ptidano 1,05 ml triethylaminu a za pomoci pH metru a kyseliny fosforecné bylo
upraveno pH tohoto roztoku na 6,88.) Vzorek byl nasledné ihned zfiltrovan ptes
skladany filtr. Filtrat byl natdhnut do injek¢ni stiikacky a zfiltrovan pomoci

membranového filtru do vialky.

Tab. 2 Priprava pracovnich roztoki pro spravnost

Sarze &. navazka
Jenamazolu 2% [g]
1 3,9844
2 3,9923
3 4,1779
4 4,0902
5 4,0203
6 4,1573
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4.4.4 Priprava pracovnich roztoku pro opakovatelnost

Pro méfeni opakovatelnosti metody bylo pfipraveno 6 roztoki jedné

Sarze Jenamazolu 2%

Pracovni roztoky pro opakovatelnost 1 - 6: Do 50ml odmérné banky

byly navazeny pomoci injekéni stiikacky a gumové hadic¢ky presné asi 4,0000 g
Jenamazolu 2% (navazky specifikovany v nasledujici tabulce) a k tomu bylo
odpipetovano 15 ml methanolu. Vzorek byl umistén na vodni lazen o teploté
50 °C. Zde byl pii této teploté ponechan 10 minut a béhem této doby dvakrat
promichan. Po ochlazeni vzorku na pokojovou teplotu byl doplnén do 50 ml
fosfore¢nanaovym pufrem o pH = 6,88. (Ptiprava pufru: na 250 ml vody bylo
pridano 1,05 ml triethylaminu a za pomoci pH metru a kyseliny fosfore¢né bylo
upraveno pH tohoto roztoku na 6,88.) Vzorek byl nasledné ihned zfiltrovan ptes
skladany filtr. Filtrat byl natdhnut do injek¢ni stiikacky a zfiltrovan pomoci

membranového filtru do vialky.

Tab. 3 Pfiprava pracovnich roztoki pro opakovatelnost

vzorek &. navazka
Jenamazolu 2% [g]
1 4,1514
2 4,0697
3 4,1670
4 3,9474
5 4,0232
6 3,9844
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5 Vysledky a diskuze
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5.1 Chromatografické podminky

Pro vSechny analyzy byla pouzivdna vySe uvedena chromatograficka
sestava a kolona typu LiChrospher RP 18,5 um, 125 mm x 4,6 mm, SUPELCO.
SméSovani jednotlivych slozek mobilni faze bylo provadéno manudlné.
Na cerpadle byl nastaven pozadovany priitok mobilni faze, jehoz hodnota byla pii
vSech méfenich 1 ml/min. Vzorky byly promé&fovany pii vinové délce 223 nm
(maximum), ktera byla zjisténa proméfenim UV spektra. Nastiiky roztokd vzorkt
byly provadény po ustaleni chromatografickych podminek. Nastfikovany objem

byl 20ul.

51.1 Hledani optimalni mobilni faze

Cilem optimalizace slozeni mobilni faze je ziskat takovou smés, ktera

by umoznovala dokonalou separaci vSech latek obsazenych ve vzorku.

Smé&s methanol : voda se ukéazala nevhodna, protoze nedochazelo
k dokonalé separaci pikl. Poté byla testovana fada smési methanol : fosfatovy
pufr v riznych pomérech téchto slozek a pH. Tyto Gpravy mobilni faze byly nutné
pro stale neuspokojivé piky imidazolu. K vyraznému zlepSeni elu¢nich vlastnosti
doslo po pfidani sodné soli kyseliny hexansulfonové do vodné faze. Jako
nejvhodnéjsi byla vybrana smés methanol : fosfatovy pufr (na 250 ml vody 1,05
ml triethylaminu, 0,33 g sodné soli kyseliny hexansulfonové, pH=6,9 upraveno
pomoci 85% H3PO,4) v poméru 30:70. Jednalo se o nalezeni optimalniho slozeni
mobilni faze pro dokonalou separaci piku imidazolu. Separace piku
benzylalkoholu byla béhem zmén mobilnich fazi bez problému, vychazel stile

uspokojivy pik.

51.2 Hledani optimalni upravy vzorku

Cilem optimalizace Gpravy vzorku bylo nalézt takovy postup, kterym by
bylo moZzno za danych chromatografickych podminek stanovit soucasné
benzylalkohol a imidazol.

Pti upraveé vzorku byla vyzkouSena fada postupt a kombinaci (volba a
mnozstvi rozpoustédla, doba ponechani vzorku na ultrazvuku, v mrazicim boxu,

ve vodni 1azni, zpusoby filtraci).
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Jako nejvhodnéjsi byla vybrana tato varianta piipravy:

Do 50ml odmérné baiky byly navazeny pomoci injek¢ni stiikacky a
gumové hadicky 4 g Jenamazolu 2% a k tomu bylo odpipetovano 15 ml metanolu.
Vzorek byl umistén na vodni lazen o teplot¢ 50 °C. Zde byl pfii této teploté
ponechan 10 minut a béhem této doby dvakrat promichan. Po ochlazeni vzorku na
pokojovou teplotu byl doplnén do 50 ml fosfore¢nanovym pufrem o pH = 6,88.
(Ptiprava pufru: na 250 ml vody bylo pfiddno 1,05 ml triethylaminu a za pomoci
pH metru a kyseliny fosfore¢né bylo upraveno pH tohoto roztoku na 6,88.)
Vzorek byl nasledné zfiltrovan pres skladany filtr. Filtrat byl natdhnut do injek¢ni

stiikacky a zfiltrovan pomoci membranového filtru do vialky.

300%% MPa
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250+

8.418/5188041

9.75
200+
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1504
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100+
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50
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e 1850
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Obr. 2 Chromatograficky zaznam standardniho roztoku benzylalkoholu

Ptiprava viz. Kapitola 4.4.1
Chromatografické podminky viz. Kapitola 5.1
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Byl pfipraven i extrakt z placeba (viz. Obr. 3), aby bylo ovéfeno, zda se
néktera analyzovana latka neeluuje v oblasti necistot, pochazejicich z lékové
formy. Placebo je krém bez klotrimazolu, bohuzel nebyl k dispozici krém bez
benzylalkoholu.
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Obr. 3 Chromatograficky zaznam placeba
Chromatografické podminky viz. Kapitola 5.1

A nasledné byla provedena i extrakce z krému k ovéfeni, zda lze

analyzu pouzit i u realného vzorku (viz. Obr. 4)
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Obr. 4 Chromatograficky zaznam realného krému
Chromatografické podminky viz. Kapitola 5.1
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5.2 Validace metody

5.2.1 Linearita

V ramci zjisténi linearity bylo proméfeno 5 pracovnich roztok pro

kalibraci s odstupniovanou koncentraci benzylalkoholu od 50% do 150%, pfi¢emz

100% koncentraci obsahuje standardni roztok.

Byla prokazana linearni zavislost pro benzylalkohol v koncentracich od

0,5 mg/ml do 1,5 mg/ml (Obr. 5).

Tab. 4 Linearita, naméfené hodnoty benzylalkoholu

koncentrace | vzorek €./ plocha piku primér
benzylalkoholu | méfeni &. | benzylalkoholu ploch pikd
[mg/ml] benzylalkoholu
0,520 11 3017776 3028665
1/2 3039553
1/3 3028666
0,788 2/1 4103794 4052183
22 4000572
2/3 4052183
1,040 3/1 5002535 5002785
32 5003035
3/3 5002785
1,300 4/1 5906513 5939106
4/2 5971698
4/3 5939107
1,562 5/1 6764599 6826552
5/2 6888504
5/3 6826553
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Obr. 5 Chromatograficky zaznam pracovnich roztokua pro linearitu

Tmavé modra kiivka — koncentrace benzylalkoholu 1,562 mg/ml
Zelena kiivka — koncentrace benzylalkoholu 1,300 mg/ml
Hnéda kiivka — koncentrace benzylalkoholu 1,040 mg/ml

Jasn¢ modra kiivka — koncentrace benzylalkoholu 0,788 mg/ml

Ruzova kiivka — koncentrace benzylalkoholu 0,520 mg/mi

Po vyhodnoceni chromatografickych zdznaml byla sestrojena
kalibracni kiivka (zéavislost ploch piku stanovované latky na rostouci koncentraci

stanovovan¢ latky), ktera je v rozmezi stanovovanych koncentraci linearni.
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Obr. 6 Linearita benzylalkoholu, linearni regrese

Naméteny korela¢ni faktor linearity (0,9993) vyhovuje normé (min. 0,999).
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5.2.2 Spravnost

Pro zjisténi spravnosti metody bylo proméfeno 6 pracovnich roztoka

pro spravnost a standardni roztok. Spravnost byla zjisténa na zékladé nezavislé,

referencni metody. Srovnavaci metoda je dosud pouzivana pii vystupni kontrole

piipravku.

Tab. 5 Spravnost, naméiené hodnoty benzylalkoholu

navazka vzorek ¢&./ plocha piku prameér
vzorku [g] mérfeni ¢. | benzylalkoholu ploch piku
benzylalkoholu
3,9844 1/1 4178064 4195783,7
1/2 4192040
1/3 4217247
3,9923 2/1 4175206 4196490
22 4199881
2/3 4214383
4,1779 3/1 4361334 4364083,3
3/2 4372829
3/3 4358087
4,0902 4/1 4303329 4303117
4/2 4300426
4/3 4305596
4,0203 5/1 4256145 4264206,3
5/2 4250231
5/3 4286243
4,1573 6/1 4405975 4421553,3
6/2 4426200
6/3 4432485
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Tab. 6 Spravnost, naméi‘ené hodnoty standardu benzylalkoholu

navazka Vzorek/Cislo | plocha piku primér
standardu [g] mérfeni standardu ploch piku
standardu standardu
0,260 1,2/1 5014043 5068088,8
1,2/2 5002156
1,2/3 5020658
1,2/4 5382412
1,2/5 4921175
3,4/1 4960482 4987208
3,4/2 4904062
3,4/3 4997080
5,6/1 5072535 5056303,2
5,6/2 5043700
5,6/3 5053377
5,6/4 5059116
5,6/5 5052788

49



Mnozstvi benzylalkoholu v krému Jenamazol 2% [mg/g krémul:

¢sz x nav'st x %st X 2
¢Ast X na'V'vz

g:

O Avz. — prumérna plocha piku benzylalkoholu ve vzorku, @ Ast.- primérna plocha
piku benzylalkoholu ve standardu, vz. — vzorek, nav. — navazka, St. — standard, %st. — 98,93%
roztok benzylalkoholu, 2 — fedéni

Tab. 7 Mnozstvi benzylalkoholu v krému

vzorek €. obsah obsah benzylalkoholu | vytéznost
benzylalkoholu | stanoven referenéni | (recovery)
ve vzorku metodou [%]
[mg/g krému] [mg/g krému]
1 10,79 10,61 101,70
2 10,78 10,76 100,19
3 10,78 10,74 100,37
4 10,86 10,67 101,78
5 10,8 10,65 101,41
6 10,82 10,66 101,50
primér @ 10,805 2 10,68 @ 101,16
RSD [%)] 0,69

recovery[%)] = Swam 100

ref

Sham: Naméteny obsah benzylalkoholu ve vzorku, S.r. obsah benzylalkoholu stanoven
referen¢ni metodou

Primérny obsah benzylalkoholu je 10,805 mg v 1g krému. Tato
hodnota vyhovuje normé (9 - 11 mg/g).

Vytéznost metody je 101,16%. Tato hodnota je pfijatelna pro spravnost

HPLC metody (98,0 - 102,0%). Relativni smérodatna odchylka byla 0,69 % (ma
byt do 2,0 %).
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5.2.3

Opakovatelnost

Pro zjisténi opakovatelnosti metody bylo proméfeno 6 pracovnich

roztokt pro opakovatelnost a standardni roztok.

Tab. 8 Opakovatelnost, naméiené hodnoty benzylalkoholu

navazka vzorek ¢&./ plocha piku primeér
vzorku [g] mérfeni €. | benzylalkoholu ploch piku
benzylalkoholu

4,1514 1/1 4403035 4400474,7
1/2 4394937
1/3 4403452

4,0697 2/1 4343017 4359593
212 4363459
2/3 4372303

4,167 3/1 4575959 4533552,3
3/2 4508545
3/3 4516153

3,9474 4/1 4292381 4283203,6
4/2 4282166
4/3 4275064

4,0232 5/1 4453003 4477894,3
5/2 4488228
5./3 4492452

3,9844 6/1 4486935 4433457,7
6/2 4406651
6/3 4406787

51



Tab. 9 Opakovatelnost, naméiené hodnoty standardu benzylalkoholu

navazka vzorek/Cislo | plocha piku primeér
standardu [g] | plocha piku standardu ploch piku
standardu standardu
0,260 1,21 5072535 5056303,2
1,2/2 5043700
1,2/3 5053377
1,2/4 5059116
1,2/5 5052788
3,4/1 5119859 5120263
3,412 5120042
3,4/3 5120890
5,6/1 5168026 5182943,6
5,6/2 5195761
5,6/3 5188041
5,6/4 5200604
5,6/5 5162286
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Mnozstvi benzylalkoholu v krému Jenamazol 2% [mg/g krémul]:

PA, xnav., x % x 2

¢AS'[ X r-]aV'VZ

O A,;. — pramérna plocha piku benzylalkoholu ve vzorku, @ Ay.- primérna plocha
piku benzylalkoholu ve standardu, vz. — vzorek, nav. — navazka, St. — standard, %st —
98,93%roztok benzylalkoholu, 2 - fedéni

Tab. 10 Mnozstvi benzylalkoholu v krému

vzorek ¢. obsah benzylalkoholu relativni smérodatna
ve vzorku [mg/g krému] | odchylka
1 10,88 0,2482%
2 10,89
3 10,93
4 10,90
5 11,00
6 11,00

Primérny obsah benzylalkoholu je 10,93 mg/g krému. Hodnota vyhovuje

normeé (9 - 11 mg/g). Relativni smérodatna odchylka je rovnéZz v normé (< 2).

5.24 Faktor symetrie piku

Faktor symetrie piku Asse vypocte ze vzorce:

T
Az= =q

Wo 05 — Sitka piku v jedné dvaceting jeho vysky, d — vzdalenost mezi kolmici spusténou

z vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku v jedné dvaceting jeho vysky [5]

Faktor symetrie piku benzylalkoholu je roven hodnoté 1,634. Tato
hodnota je o néco vyssi nez doporucuje PhEur 6.0 (0,8 — 1,5). Na zaklad¢ validace
metody vsak bylo ovéteno, Ze naméiend hodnota faktoru symetrie piku nema vliv

na pouzitelnost metody.
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6 Zaveér
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Byly zpracovany literarni udaje tykajici se hodnoceni benzylalkoholu
pomoci HPLC a problematiky validace.

Byl nalezen vhodny postup pro Gpravu krému.

Byly nalezeny vhodné chromatografické podminky. Byla vybrana
chromatograficka kolona LiChrosphere RP 18,5 um, 125 mm x 4,6 mm,
SUPELCO, kterd v kombinaci se zvolenou mobilni fazi dostate¢né separuje
benzylalkohol od ostatnich slozek masti. Mobilni fazi byla zvolena smés
methanol : fosfatovy pufr v poméru 30 : 70. Byla také zjisténa optimalni
rychlost pritoku mobilni faze — 1 ml/min. Bylo proméfeno UV — VIS
spektrum benzylalkoholu, ¢imz bylo zjisténo jeho absorpéni maximum, tj.
223 nm.

Byla prozkousena linearita metody. Byla prokézana linearni zavislost

pro benzylalkohol v koncentracich od 0,5 mg/ml do 1,5 mg/ml. Korela¢ni
koeficient je 0,9993.

Byla prozkousena spravnost metody, ktera byla srovnana s jinou, jiz
validovanou metodou. Recovery metody ¢ini 101,16%.

Byla ovéfena piesnost metody, piedevs§im jako opakovatelnost. RSD je
rovna hodnoté 0,25%.

Byla zjisténa symetrie piku. U benzylalkoholu je rovna 1,6.
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Souhrn

Vyvoj stabilitu indikujici metody pro vybrany piipravek

(stanoveni benzylalkoholu ve vagindlnim krému pomoci HPLC)

Diplomova prace

Klara Chmurova

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Katedra

farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv

Byla vyvijena metoda pro soucasné stanoveni benzylalkoholu a
imidazolu jakozto rozkladného produktu hlavni uéinné latky krému
(klotrimazol). Tato prace je zaméfena na stanoveni obsahu benzylalkoholu.

Byla hleddna optimalni Uprava lécivého piipravku — vaginalniho
krému, optimalizace chromatografickych podminek a nasledna validace metody
za pouziti vysokoucinné kapalinové chromatografie. NejlepSich vysledkt bylo
dosazeno na kolon¢ LiChrosphere RP 18,5 pm, 125 mm x 4,6 mm, SUPELCO,
mobilni fadze methanol : pufr (na 250 ml vody pfidano 1,05 ml triethylaminu,
0,333g sodné soli kyseliny hexansulfonové, pH = 7, upraveno 85% H3POy,)
v poméru 30 : 70 (v/v) pii priatokové rychlosti 1 ml/min. K detekci byl pouzit
UV detektor s nastavenou vlnovou délkou 223 nm. Celkova doba analyzy byla

krat$i nez 10 minut.
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Abstrakt

Development of stability indicating method for chosen preparation(HPLC
determination of benzyl alcohol in vaginal cream)

Graduation thesis

Klara Chmurova

Charles University in Prague, Pharmaceutical Faculty in Hradec Kralové,

Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control

The task was to find out a method of simultaneous determination of
benzylkalcohol and imidazol (decomposition product of main substance of cream
— clotrimazole). This thesis is intent on determination of benzylalcohol.

We were looking for proper modification of the pharmaceutical
preparation (vaginal cream), then optimisation of chromatographic conditions
and validation of this HPLC method also. The best results were obtained with
LiChrosphere RP 18,5 pm column (125 mm x 4,6 mm, SUPELCO, ), methanol
. buffer (solution of 250 ml water, 1,05 ml triethylamine and 0,333g natrium
hexasulphonate, pH = 7, set up by 85% H3PO,) 30 : 70 (v/v) was used as the
mobile phase, flow rate was 1 ml/min. Detection was realised by UV detector

with wave length set up on 223 nm. Time of analysis was shorter than 10 min.
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