UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

KATEDRA ANALYTICKE CHEMIE

STUDIUM PROBLEMATIKY STABILITY
LECIVYCH PRIPRAVKU METODOU HPLC

Disertaéni prace

2006 Mgr. Lucie Havlikova



Podékovani

Chtéla bych podékovat svému skoliteli, Doc. RNDr. Petru Solichovi Csc.,
za jeho odborné vedeni po celou dobu mého postgradualniho studia. Diky za jeho rady,
podporu, napady a piipominky a diky za schvaleni a podporu ucastnit se studijnich

pobytil na zahrani¢nich univerzitach.

Moc a moc dékuji PharmDr. Lucii Novékové PhD. za jeji trpélivost a ochotu
okamzit¢ mi pomoct a zodpovédét moje dotazy. Mij velky dik patii
I PharmDr. Ludmile Matysové za jeji cenné rady pfi feSeni dil¢ich problémi pfi vyvoji
a validaci metod. Obéma moc dékuji za ptijemnou spolupraci a diskusi o odbornych

i neodbornych problémech.

Dékuji grantovym agenturdm FRVS a GAUK za finanéni podporu mé prace
a za moznost prezentovat ziskané vysledky na zahrani¢nich konferencich. Dale dé&kuji
stipendijni agentufe Landesstiftung Baden-Wiirttemberg a Fondu mobility Univerzity

Karlovy za finan¢ni podporu mych zahrani¢nich pobyta.

Muj nejvétsi dik patfi mé roding, zejména mym rodicim a sestfe Ive, kteti mé
po celou dobu mého studia podporovali, ,fandili mi a snaSeli moje rozporuplné

psychické pochody.

Réada bych pod¢kovala vS§em mym mladym koleghm na katedfe analytické
chemie, zejména Mgr. Jan€¢ Klimundové PhD., za pratelskou a prima kamaradskou

atmosféru na pracovisti.

Prohlasuji, Ze ptedloZenou disertaéni praci jsem vypracovala samostatné a ze
bylo ¢erpano jen z uvedenych citovanych zdrojt.

Lucie Havlikova



Seznam pouzitych zkratek

AAS
ACN
ADI
AES
AP
API

APCI

APPI

ASMF
BEH

CAD
CE

cl

CTD
CL 2005
DAD
(E)DMF
El
ELSD
ESI
FAB

FD
FDA

FI

FIB

FT

GC

atomic absorption spectrometry - atomova absorb¢ni spektrometrie
acetonitril

acceptable daily intake — akceptovatelny denni pfijem

atomic emission spectrophotometry - atomova emisni spektrometrie
applicants part DMF - oteviena ¢ast DMF

atmospheric pressure ionization - ioniza¢ni techniky pracujici za
atmosférického tlaku

atmospheric pressure chemical ionization - chemicka ionizace za
atmosférického tlaku

atmospheric pressure photoionization — fotoionizace za atmosférického
tlaku

Active Substance Master File

bridged ethylsiloxane/silica hybrid — hybridni technologie silikagelu
a polymeru

charged aerosol detector

capillary electrophoresis - kapilarni elektroforéza

chemical ionization - chemicka ionizace

Common technical document

Cesky Lékopis 2005

diode array detector — detektor s diodovym polem

Drug Master File — zakladni dokument o 1é¢ivé latce

electron ionization - elektronova ionizace

evaporative light scattering detector

electrospray ionization - ionizace elektrosprejem

fast atom bombardment - ionizace urychlenymi atomy

fluorescence detektor - fluorescenéni detektor

Food and Drug Administration

field ionization - ionizace polem

fast ion bombardment - ionizace urychlenymi ionty

Fourier transformation - Fourierova transformace

gass chromatography - plynova chromatografie



HETP

HPLC

HPLC/MS
HVLP
ICH

LLE
LOD
LOQ
MALDI

MeOH

MP

MS detektor
MS

MS/MS

NMR

NP

ODS
PDA
PDE

Ph. Eur. 5

Q
QC
QaQ

height equivalent of theoretical plate — vyskovy ekvivalent teoretického
patra

high performance liquid chromatogprahy - vysokot¢inna kapalinova
chromatografie

kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
hromadn¢ vyrabény 1é¢ivy piipravek

International Conference on Harmonization of Technical Requirements
for Registration of Pharmaceuticals for Human Use

inner diameter - vnitini primér analytické kolony

infra-red - infraCervena oblast svétla, infracerveny

internal standard - vnitini standard

ion-trap — iontova past

liquid chromatography - kapalinova chromatografie

laser desorption - desorpce laserem

liquid-liquid extraction - extrakce organickymi rozpoustédly

limit of detection - limit detekce

limit of quantitation - limit kvantifikace

matrix assisted laser desorption ionization - laserem indukovana ionizace
za Ucasti matrice

methanol

mobile phase - mobilni faze

mass spectrometric detector - hmotnostné spektrometricky detektor
mass spectrometry - hmotnostni spektrometrie

tandem mass spectrometry - tandemové spojeni hmotnostnich
analyzator

nuclear magnetic resonance -nuklearni magneticka rezonance
normal phase — normalni faze

octadecylsilica - oktadecylsilyl, oktadecylsilika

photo-diode array — fotodiodové pole

permitted daily exposure — povolena denni expozice

European Pharmacopoeia 5th Edition - Evropsky Lékopis 5
quadrupole - kvadrupolovy analyzator

Quality Control — kontrola kvality (v oblasti 1é¢iv)

triple quadrupole - trojity kvadrupol



RAM restricted access material — material s omezenym pfistupem
RIC reconstructed ion current — rekonstruovany iontovy proud

RI detektor  refractive index detektor - refraktometricky detektor

RP reversed phase — obracené faze, reverzni faze

RP restricted part DMF — uzaviena ¢ast DMF

RSD relative standard deviation - relativni smérodatna odchylka
SFE supercritical fluid extraction - superkriticka fluidni extrakce
SLP spravna laboratorni praxe

SP stationary phase - stacionarni faze

SPE solid phase extraction - extrakce na pevnou fazi

SPME solid phase microextraction - mikroextrakce na pevnou fazi
SST System Suitability Test - Test vhodnosti systému

SUKL Statni Ustav pro Kontrolu Lé¢iv

SVP spravna vyrobni praxe

TDI tolerable daily intake — tolerovany denni piijem

TDI total daily intake — celkovy denni pfijem

TIC total ion current — celkovy iontovy proud

TLC thin layer chromatogprahy - tenkovrstva chromatografie
TOF time of flight - analyzator doby letu

TSI, TS thermospray ionization - ionizace termosprejem

UPLC ultraperformance liquid chromatography — ultra-a¢inna kapalinova

chromatografie
USP 29 United States Pharmacopeia 29 - Americky 1ékopis 29
uv ultra-violet - ultrafialovy/a

uv-VviIS ultra-violet/visible - ultrafialova-viditelna oblast svétla



L UVOGuiiiiiiie e 8
2 Gl bbbt 9
3 TeOretiCKA CASt ....viiiiiiiiii e 10
3.1  Stabilita 1é¢ivych latek a 1éCivych prpravkil.........ccoooveiiiiiiiiiiiiiiciiies 10
3.11 L&Civa (UCINNA) TALKA ....oovviviiiiicicc e 15
3.1.2 Le&Civy (konecny) prpravek.......cccoveiiieiiiiiiicieseccee e 15
3.1.3 Protokol 0 stabilit€..........cccocvviiiiiiiiiii 17
3.2 Nedistoty v 1éCivych latkach a 1é¢ivych pfipraveich ..., 20
3.2.1 Necistoty v 1éCivych substancich.........occcvviiiiiiiiii 24
3.2.2 Necistoty v 1€Civych pripraveich ... 26
3.3  Zakladni dokument o 1éCivé latce (Active Substance Master File, ASMF) ... 32
3.4  Vysokoucinna kapalinova chromatografie ............cccooeiiiiiiiiiiiiniiciiics 35
34.1 Instrumentace V HPLC..........ccoiiiiii, 37
3.4.1.1  Zasobnik mobilni fAZe ........ccovviiiiiiiiii 38
3.4.1.2 Vysokotlaka Cerpadla.........ccccoviiiiiiiiiiiiiieiiee e 38
3.4.1.3 Zatizeni pro davkovani vZorku ..........cccooviiiniiiiiiin 39
3.4.1.4 Chromatografické kolony .........cccccceviiiiiiiiiiiiii 40
3415 DEEKIOMY ...ovieiiiiiieieeiee e 44

3.5  Charakteristiky chromatografick€ho procesu ............ccevvviiiiiiiiiniiiiiicis 47
351 Reteneni data.........cocvoiiiiiiic 47
3.5.2 Chromatografickd data............cccevveiiiiiiiiece e 48
353 Separacnd data........ccceiriiiiiii 50
354 Dynamickd van Deemterova teorie.........cocverveererriiieiie e 53
3.6 Postup pii vyvoji nové chromatografické metody.........ccooevrveriiiiiinnienninnne 54
3.6.1 Kvalitativni a kvantitativni analyza ............cccoceeiiiiiiiiiec e 59
3.7 Validace analytick€ metody .........ccooveiieieriiiieiiiiseeee e 61
3.7.1 ANALYHICKY POSTUP .. 62
3.7.2 Test zptsobilosti chromatografick€ho systému...........ccoccevvviiiiiiiennnn, 62
3.7.3 Vlastni validace analytické metody ..........cccooeviiiiiiiiiiii, 64
3.8 Analyza 1€Civych prHPIravkil........cccoviviiiiiiiiciiciee e 68
3.8.1 Ptiprava vzorki 1é¢ivych prpravkil.........cccoovviiiiiiiiiiic, 68
3.8.2 Ptiprava vzorki biologického materidlu...........ccocvvviiiiiiiiciiccie, 70
3.9 Spojeni kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci (HPLC/MS) ......... 71
3.9.1 Hmotnostni SpeKtrometrie. ........c.cveviiieriiiiiieieee e 71
3.9.2 Tonizadni teChNiKy .......cooocviiiiiiiiiic 72
3.9.3 Hmotnostni analyZatory ..........ccooveeiiiiiiiiciicreee e 75
3.9.4 Spojeni kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci (HPLC/MS) . 77
3.10  Ultra Performance Liquid Chromatography ..........ccccooeveienencnenencseeeene, 80
4 EXperimentalni CAST........ccooviiiiiiiiiciii 83
4.1 INAOMELNACIN Qe 83
4.2  Terbinafin Krém .......ccooiiiiiiiiiii 84
4.3  Calcium Pantotenat MASE ........ccceeiiriiiieiiiiie et 85
4.4 ESOQEl QL ... 85
45  AMASIOl NEO ...t 86
4.6 HEPAriN Gel. ..o 88
4.7  UPLC analyza vitaminu A @ E.......ccoooiiiiii e 93
4.8 ErytNrOMYCIN (oo 96
4.8.1 HPLC analyza erythromycin-estolatu.........cccocoveivriiiinniicnec e 97
4.8.2 HPLC/MS analyza erythromycin-laktobiondtu ...........ccccceevviiiiinnnn, 102



5

O 00 ~NO

PHIORNY . 108
5.1  Prehled publikovanych praci ..........cccoceiiiiiiiiniiiiice e 108
9.2 PHIONA i s 111
5.3 PTIIONA 21 .. 119
9.4 PHIONA 3:e s 128
5.5 PHIONA 4i.. oo 134
5.6 PHIORA Ol 143
5.7 PHIONA 6o 154

SRITIULL ... 179

SUMIMAIY <.ttt ettt b e se e e b e e et e e sbe e e nbe e sbeesnbeennee s 182

ZLAVET .ottt R et n e R n e anns 184

Seznam PouZite IHETALULY .......ccviiiiiiiiiieiie s 186



1 UVOD

V soucasné dob¢ je kladen stale vétsi diraz na zajiSténi co nejvyssi kvality a
bezpecnosti 1é¢ivych piipravka.

Vétsina 1éCivych piipravkli obsahuje smés chemicky odliSnych individui,
od ucinnych latek pres rizné pomocné latky, az po mozné degrada¢ni produkty a
piipadné jiné necistoty z vyrobniho procesu.

Ptitomnost necistot a degradac¢nich produktli je nepochybné nezadouci a je nutné
provadét identifikaci a sledovat hladiny pfitomnych necistot piipadné vzniklych
rozkladnych produkti uc¢innych latek. V kontrolnich laboratofich se provadi kontrola
vychozich surovin pro vyrobu farmaceutickych pfipravki, vyrobkll pii mezioperaéni
kontrole a rovnéz souhrnné hodnoceni kone¢nych produktii bud’ ve formé jednotlivych
substanci nebo konkrétnich 1éCivych piipravki. Sleduje se ménici se koncentrace
rozkladnych produktd v pribéhu doby uchovavani (tzv. stabilitni testy). Koncentrace
vznikajicich rozkladnych produkti ve srovnéni s i¢innymi latkami ¢i konzerva¢nimi
pfisadami byvaji vétSinou velmi nizké (necistota byva obsazena v mnozstvi maximalné
0,1 — 2 % ptvodniho obsahu hlavni u¢inné latky), proto je diilezité, aby metoda byla
dostate¢né citliva a vhodna pro stanoveni latek v dostate¢né Sirokém koncentraénim
rozmezi.

Je tedy nutné vyvijet a validovat nové analytické metody pro stanoveni nejen
ucinnych latek, ale také predevSim jejich degradacnich produktd v raznych typech
1é¢ivych pripravkd. Tyto nové analytické metody by mély umoznit v jednom kroku
dokonalou separaci obsazenych latek zaroven s jejich identifikaci a kvantifikaci.
Metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) vySe uvedené pozadavky
splituje, je zde metodou volby. Vyhodou jejiho pouZiti je prdvé moznost provedeni
kompletni analyzy vzorku v jednom kroku, zahrnujici separaci nékolika latek smési
zarovenn s jejich identifikaci za pouziti standardu a kvantifikaci v Sirokém

koncentra¢nim rozmezi po vytvofeni kalibracni zavislosti a ovéfeni linearity.



2 CIL

Cilem predlozené disertacni prace je vyvinout nové HPLC metody pro soucasné
stanoveni hlavni uc¢inné latky, pozadovanych necistot a ptipadné konzervacnich ptisad
ve vybranych topickych 1é¢ivych piipravcich. Tyto metody je potieba zvalidovat, aby
mohly byt nasledné pouzity pro ucely stabilitnich studii ve farmaceutické praxi.

Prvnim krokem pifi vypracovani kazdé analytické metody je zpracovani
podrobné reserSe o daném problému, s vyuzitim dostupnych databazi (Science Direct
a Analytical abstract 1980-2004 na CD-ROM). Cilem takovéto reSerSe je shrnuti
zékladnich poznatk o sledovanych latkach a jiz v minulosti vyvinutych metodach.

Ve specifikaci daného 1é¢ivého piipravku a 1écivé latky je pfedem urcené, jaké
necistoty se budou vedle hlavni uc¢inné latky sledovat.

Diulezitym krokem pfi vyvoji nové chromatografické metody je optimalizace
separacnich podminek pro stanoveni danych latek predev§im ve smyslu nalezeni
nejvhodnéjsi mobilni faze a jejiho pratoku, detekéni vinové délky a porovnani
jednotlivych typa stacionarnich fazi s naslednou volbou vhodné chromatografické
kolony.

Nezbytnou soucasti vyuzivané metodiky je samoziejmé i vhodny izolacni postup
pro ucinnou latku a degradacni produkty. Vysledky analyzy miize zvoleny zptsob
extrakce vyrazné ovlivnit. Nutnosti je tedy dostate¢nad reprodukovatelnost a t¢innost
zvoleného zplisobu izolace.

Po optimalizaci chromatografickych a izola¢nich podminek nasleduje validace
nové metody, tedy ovefeni vhodnosti metody pro jeji zamyslené uziti. Nezbytnou
soucasti je urceni parametrti SST (System suitability test, ktery zahrnuje opakovatelnost
analyzy, rozliSeni a asymetrii pikli a u€innost chromatografické kolony) a valida¢nich
parametrl zvoleného chromatografického systému (spravnost, piesnost, linearita
V testovacim koncentraCnim rozmezi, selektivita, robustnost a limit detekce a

kvantifikace).

Vysledky provedenych experimentli pii vyvoji a validact HPLC metod pro
sledovani stability vybranych 1éCivych ptipravka jsou shrnuty v Experimentalni ¢asti
pfedlozené prace a byly vétSinou jiz publikovany v mezinarodnich védeckych

Casopisech.



3 TEORETICKA CAST

3.1 Stabilita 1é¢ivych latek a 1é¢ivych pripravkia®

Testovani stability slouzi k ovéfeni stability i¢inné latky nebo 1é¢ivého ptipravku,
coz je vlastnost 1éCiva, zachovat si ve stanovenych mezich, po ur¢itou dobu
a za stanovenych podminek skladovani deklarované jakostni znaky, a tim i bezpecnost,
ucinnost a aplikovatelnost.

Cilem stabilitnich zkousSek je prokazat, jak se méni kvalita latky nebo ptipravku
s ¢asem vlivem raznych faktord prostiedi, doporucit podminky uchovavani a stanovit
dobu reatestace pro 1éCivou latku (,,re-test period*) a dobu pouzitelnosti pro konecny
ptipravek (,,shelf-life).

ICH (International Conference on Harmonization of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use), ktera se sesla v roce 1995 v Japonsku,
zavedla smérnice (guidelines) tykajici se testovani stability novych 1éCivych latek
a pripravki: Stability Testing of New Drug Substances and Products Q1A(R2) [1],
Stability Testing: Photostability Testing of New Drug Substances and Products Q1B [2]
a Stability Testing for New Dosage Forms Q1C [3]. Statni tstav pro kontrolu 1é¢iv
(SUKL) vypracoval pokyn [4] tykajici se zasad provedeni stabilitni studie, informace o
stabilité 1écivé latky a kone¢ného piipravku jsou soucasti registracni dokumentace.

Mirou stability je doba pouzitelnosti 1éCivé latky nebo 1éCivého ptipravku.
Pro piipravky piipravované v Iékarné postacuje doba pouzitelnosti nékolik tydnii nebo
dnl v zavislosti na charakteru pfipravku. Pro hromadné vyrabéné 1écivé piipravky
(HVLP) se deklaruje doba pouzitelnosti 2 az 5 let. Stabilita pfipravku se hodnoti
stabilitnim testem, kdy v ur€itych ¢asovych intervalech jsou posuzovany zmény jakosti,
napf. zména obsahu ucinné latky. Pii vyvoji léCivych piipravkd se sleduje také
kompatibilita jednotlivych slozek. Sledovani kompatibility je kratkodoba zkouska
(fadové hodiny az tydny). Stabilitni zkouSky probihaji mésice az roky.

Pti zavadéni nového 1écivého piipravku na trh je vhodné znat chovani piipravku
pfi styku s vodou, kyselinami nebo latkami oxidujicimi ¢i redukujicimi. Provadi se tzv.

stresové zkouSky (zatézové zkousky). Sleduje se odolnost struktury vii¢i extrémnim

vlivim - UV zafeni a oxidace, rozklad za zvySené teploty, chovéani v kyselém a

zéasaditém prostiedi, sleduji se podminky, za kterych se latka rozklada, provadi se

# Text kapitoly 3.1 byl kromé& uvedenych citaci vypracovan ze zdroj [4][5][6][7] a [7].
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identifikace rozkladnych produkti a zjiStuje se chemismus rozkladnych reakci.
Rozkladné reakce se kvantifikuji a je sledovana jejich kinetika. Tim se rozumi zjisténi
fadu rozkladné reakce, vypocet rychlostni konstanty, vypocet topg — doby, kdy

koncentrace klesne na 90%, vypocet aktivaéni energie (Ey).

Extrapolace doby pouzitelnosti a kinetika rozkladnych reakci

Doba pouzitelnosti pii dlouhodobych stabilitnich zkouskach piimo vyplyva
Z hodnoceni vzorkil v terminovanych odbérech. Pii kratSim prubéhu stabilitniho testu
za predepsanych podminek je zde moznost pfedpovédi doby pouzitelnosti pripravku
z parametru rozkladné reakce.

Rozkladné reakce probihaji nejcastéji podle kinetiky 1. fddu. Reakce prvniho
fadu jsou charakterizovany tim, ze reak¢ni rychlost je za dané teploty pfimo umérna
koncentraci pouze jediné vychozi latky. Graficky mtzeme priubéh reakce 1. fadu
znéazornit naptiklad zakreslenim okamzité koncentrace proti ¢asu. Ktivka, kterou takto

ziskame, je klesajici exponenciala.

Pro reakce prvniho tadu plati rovnice:

Kt
logc=logc, —
2,303
V némz znaci:
K rychlostni konstanta [s'l]
t cas
c koncentrace sledované latky
Co pocatecni koncentrace sledované latky

Grafem zavislosti log ¢ = f (t) je pfimka. Pro vypocet rychlostni konstanty se pouZiva

hodnota smérnice (tg o) této ptimky:

K =-2,303tga
Pro reakce prvniho tadu plati, Ze hodnota to 9 nezavisi na ptivodni koncentraci sledované
latky.
. _ 01054
0,9 K
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Aktivaéni energie E, vyjadiuje energii, kterou musi molekula ziskat, aby
rozkladna reakce probéhla. Teplotni zavislost rychlostni konstanty vyplyva

Z Arrheniovy rovnice (teplotni zavislost rychlostni konstanty K).

logK =log A— E,

2,303.RT
V némz znaci:
A frekvencni faktor
R univerzalni plynova konstanta

T absolutni teplota kelviny

E. aktivacni energie

Na zakladé znalosti hodnoty rychlostni konstanty a aktivacni energie 1ze pomoci
uvedenych vzorci vypocitat dobu pouzitelnosti 1é¢ivého piipravku pii dané skladovaci
teploté. Dobu pouzitelnosti je také mozné odecist z grafu pii extrapolaci hodnot

koncentrace.

Mezi faktory, které mohou ovliviiovat stabilitu patii: Cas, teplota, vlhkost, misto
vyroby, svétlo, 1ékova forma, dodavatelé, velikost a typ obalu, naplnény objem, Sarze a
sila piipravku.

Sleduje se stabilita fyzikalni, chemicka, biologicka a mikrobialni. V tabulce 1

jsou uvedeny pozadavky jakosti pfi stabilitni zkouSce.

Znaky jakosti PozZadavky na stabilitu

Fyzikalni Pivodni fyzikalni vlastnosti vcetné vzhledu zistavaji
zachovany ve stanovenych mezich

Chemické Obsah lecivych latek, pomocnych latek a rozkladnych

produktl je ve stanovenych mezich (minimélné¢ 90% ucinné
latky, 80% konzervacnich ptisad)

Biologické Biologickd ucinnost se neméni nebo jeji mira ziistdva ve
stanovenych mezich, nedochdzi ke zvySeni toxicity a jinych
negativnich biologickych jevii

Mikrobiologické | Zistava zachovéana pozadovana mikrobiologické Cistota

Tab. 1: Pozadavky na znaky jakosti pii stabilitni zkousce.

Fyzikalni zmény

Fyzikélni nestabilita se u smési tuhych latek projevuje nejCastéji zménou

krystalické struktury, obsahu vody (vlhkosti), pfipadné sublimaci. Pokud jsou tuhé¢ latky

12



dispergované v kapaliné¢ nebo je dispergovand smés omezené misitelnych kapalin,
projevuje se nestabilita zménou velikosti Castic, oddélenim fazi, sniZenim obsahu
tékavych latek. Je-li pevnd latka rozpusténa v kapaliné, mulze se vysrazet a
krystalizovat.

Chemické zmény

Lécivé latky a ptipravky jsou nadchylné zejména na hydrolyzu a oxidativni zmény.
Dale muze dojit k dekarboxylaci, fotolyze, racemizaci, redukci nebo polymerizaci.
Hydrolyza — hydrolytickému rozkladu podléhaji nejCastéji latky typu estert (napf.
kyselina acetylsalicylovd), amidy, anilidy a karbamaty, ale i laktony, thiostery a
thioamidy a dal$i. Hlavni ochranou pfed hydrolyzou je pfiprava jinych lékovych forem,
faktorem ovliviiujicim stabilitu volba optimalniho pH. U pevnych 1ékovych forem miiZze
hydrolyzu vyvolat obsah vody pfitomny v tabletach ¢i tobolkach (vlhkost). Vhodnou
volbou Upravy ucinnych a pomocnych latek Ize hydrolyze predejit (napt. vysuseni latek,
mkrokapsulace).
Oxidace — na oxidaci jsou citlivé piedevs§im slouceniny obsahujici ve své molekule
nasobné vazby (nenasycené mastné kyseliny, terpeny), oxidaci podléhaji aldehydy,
ketony, fenoly, tercidrni aminy a dal$i skupiny latek. Oxidace je asto spojena s pfijetim
kysliku nebo s odebranim vodiku. Redoxni reakce probihaji Casto ve vice stupnich.
Latka se oxiduje tim snadné&ji, ¢im ma mensi redoxni potencial, a tak se bude jeji
oxidace pfi vysSim pH zrychlovat (redoxni potencidl se zmenSuje zvySenim pH).
U nékterych 1éCivych latek byly nalezeny vhodné hodnoty pH na potlaceni oxidativniho
rozkladu. Oxidaci vzdusnym kyslikem ovliviiuje kromé pH i svétlo, teplo, katalyticky
pusobi tézké kovy. Latky podléhajici oxidativnimu rozkladu lze stabilizovat vyloucenim
faktorli, které oxidaci zpUsobuji, iniciuji a urychluji (napf. pouziti inertnich plynt
U parenteralii ve vzduchotésném obalu, snizeni pH ve vodnych roztocich), nebo
pouzitim antioxida¢nich latek. Primarni antioxidanty jsou latky, které maji nizsi redoxni
potencidl nez 1éCivé latky a oxiduji se rychleji a vychytavaji kyslik, ktery ohrozuje
1é¢ivou latku. Sekundarni antioxidanty byvaji komplexotvorné latky.
Fotolyza — fotochemicky rozklad (fotolyza) zpusobuje ultrafialova a viditelna cast
spektra. Klatkam citlivym na svétlo patii naptiklad: furosemid, nitrazepam a
tetracyklin. Svétlo miize mit negativni vliv i na pomocné latky. Nejlepsi ochranou pted

fotolyzou je volba vhodného obalu.
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Zmeéna optické aktivity — ke zméné optické aktivity dochazi u chiralnich latek.
Pti racemizaci se opticky aktivni slouenina méni na smés enantiomert. Pfitom jeden
Z enantiomerd muze mit odliSny farmakodynamicky efekt, coz se projevi ztratou
ucinnosti (isoprenalin, hyoscyamin). Stabilizace chiralnich latek se provadi ochranou
pted svétlem, skladovanim za niZSich teplot a hleddnim optimalni hodnoty pH.
Dekarboxylace — dekarboxylace zavisi na pH, rozpoustédle a pfipadném katalytickém
vlivu vicemocnych kationt.

Biologicka stabilita

Zmény v biologické aktivit¢ byvaji vysledkem zmén chemickych, ale 1
fyzikalnich v hotovém lé¢ivém piipravku. Vétsinou se biologicky hodnoti enzymaticky
aktivni peptidy, rizné hormony. Zabranit nezddoucim zméndm v biologické aktivité u
citlivych latek 1ze skladovanim za snizené teploty, ochranou pfed vzdusnym kyslikem,
ptipravou vhodnych 1ékovych forem (napt. lyofilizaty) a vhodnym pH prostiedi béhem
vyroby. Projevem biologické nestability miize byt i zména toxicity 1€¢ivé latky.

Mikrobiologicka stalost

Pii vyrobé a skladovani jsou 1écivé latky vystaveny nebezpeci mikrobiologické
kontaminace bakteriemi, kvasinkami a plisnémi. Dusledkem mikrobidlni kontaminace
je vzdy poruseni jakosti pripravku. Mikrobiologické zkousky se provadéji

pti dlouhodobych stabilitnich testech na pocatku a pak v ro¢nich intervalech.

Stabilitni studie G€innych latek slouZzi tedy k ovéfeni vhodnosti zplsobu syntézy,
urCeni kritickych vlastnosti latek, urceni rozkladnych produktd, urceni podminek
uchovavani a vhodného typu obalu, ziskdni limiti zkouSek a stanoveni terminu
reanalyzy. U léCivého ptipravku je Gcelem testd oveéteni vhodného sloZeni a vyrobniho
postupu, vhodnosti zvoleného obalu, stanoveni doby pouZitelnosti a podminek
skladovani, ziskani limitd zkousek a zdiivodnéni pouziti konzervacnich latek.

Ve stabilitni studii se sleduji vSechny parametry konecného ptipravku, které
se mohou b&hem skladovani ménit a které by mohly mit vliv na jeho kvalitu, bezpe€nost
nebo uc¢innost. Stabilitni studie hodnoti fyzikalni, chemické, biologické a
mikrobiologické vlastnosti, obsah konzervacnich latek ¢i antioxidant, zkousky
funkcnosti (naptf. zkouSka homogenity podané davky u inhalacnich piipravki)
Vv zavislosti na pouzité Iékové forme. ZkouSky musi byt provedeny za pouZiti

validovanych a stabilitu indikujicich kontrolnich metod.
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3.1.1 Léciva (icinna) latka

Informace o stabilit¢ [éCivé latky jsou nedilnou soucasti dokumentace
K hodnoceni stability 1é¢ivého ptipravku. U nelékopisné 1éCivé latky je nutné uvést
informace o mechanismu degradace bud’ jako odkaz na védeckou literaturu, nebo je
potifeba provést zatézové zkousSky. U I€kopisné 1éCivé latky, v jejiz monografii jsou
informace o rozkladnych produktech, neni potieba udavat zadné udaje. Ve specifikaci
jsou uvedeny rozkladné produkty, které by mohly vznikat béhem dlouhodobé a
zrychlené stabilitni studie. U zkousek jsou uvedeny ciselné limity, rozmezi, piip. dalsi
kritéria popsanych zkousek. Zdivodnéni téchto limiti mé byt zalozeno na pozadavcich
bezpecnosti nebo ucCinnosti. Déle je dolozeno, ze vSechny potencialni necistoty
(rozkladné produkty i necistoty pochdzejici ze syntézy nebo vyrobniho prostupu) jsou

dostatecné kontrolovany.

3.1.2 Lécivy (koneény) pripravek

Stabilitni studie 1é¢ivého pfipravku vzdy vychéazeji ze znalosti chovani

a vlastnosti u¢inné latky a lékové formy.

Stabilita se ovéfuje dlouhodobymi stabilitnimi zkouSkami za skutecnych
podminek skladovani, které musi pokryt celou dobu pouzitelnosti. Dlouhodobé stabilitni
zkousky jsou provadeény s Cetnosti poskytujici informace o stabilitnim profilu 1é¢ivého
ptipravku. Pfipravek se hodnoti na pocatku studie, dale kazdé 3 mésice béhem prvniho
roku, kazdych 6 mésicli béhem druhého roku a dale jednou ro¢né aZz do navrhované
doby pouzitelnosti, posledni stabilitni charakteristikou je vystupni kontrola dané Sarze.
Dlouhodobé zkouSeni se provadi za podminek skladovani shodnych s podminkami
uvedenymi na obalu piipravku, teplota je udrzovana na horni hranici ptedepsané¢ho
rozmezi teplot pfi relativni vlhkosti 60 %. Neni-li na obalu zptsob skladovani
vyznacen, rozumi se skladovani za normalnich podminek (do 25°C a 60 % relativni
vihkost).

Dlouhodobé stabilitni zkouSky miize za urCitych podminek nahradit stabilitni

studie zrychlend, provadénd obvykle 6 mésict pfi teploté 40°C a relativni vlhkosti 75 %

nebo po dobu 1 roku pfi teploté 30°C a 60 % relativni vlhkosti. U zrychlené stabilitni

studie se stanoveni provadi v obdobi 0, 3 a 6 mésict.
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Jestlize dojde v pribéhu 6 mésici za podminek zrychlené stabilitni studie k vyznamné

zméné, provede se dalsi stabilitni studie za pfechodnych (“intermediate”) podminek

uchovavani a vyhodnoti se podle kritéria pro ,,vyznamnou zménu“. Za vyznamnou
zménu je povazovana situace, kdy nastane 5 % pokles obsahu lécivé latky vzhledem
k poc¢ate¢ni hodnoté a pokud obsah jakéhokoli rozkladného produktu nevyhovuje
specifikaci. Dale pokud specifikaci nevyhovuje hodnota pH, fyzikalni vlastnosti
a zkousky funkcnosti. U stabilitni studie za pfechodnych (“intermediate”) podminek
uchovavani se stanoveni provadi v casovém rozmezi 0, 6, 9 a 12 mésicu.

Zrychlené zkousky jsou doplnény alespoii ptilroéni dlouhodobou stabilitni studii.
Z téchto zkousek 1ze odvodit dobu pouzitelnosti nejvyse 2 roky pii skladovani do 25°C.

Stabilitni studie se provadi na Sarzich lécivého ptipravku stejného sloZeni,
ve stejném obalu a se stejnym uzaveérem, jaky je navrZzen pro farmaceuticky trh.
Stabilitni studie jsou provadény pro kazdou jednotlivou silu kone¢ného ptipravku
a pro kazdou velikost vnitiniho obalu.

Provadi se stanoveni obsahu ucinné latky (obsah U¢inné latky nesmi byt nizsi
nez 90 % deklarace) pifitomnych konzervaénich latek (obsah konzervacnich latek nesmi
byt niz§i nez 80 % deklarace), event. dalSich pomocnych latek, sleduje se obsah
pfipadnych rozkladnych produkti (s uvedenim limitl, metod a validace). Lécivy
pfipravek je povaZovana za stabilni, jestlize vyhovuje specifikaci za podminek
uchovavani 25 °C a 60 % relativni vlhkosti po dobu 2 let a za podminek uchovavani
40 °C a 75 % relativni vlhkosti po dobu 6 mésicu.

Pti podani Zadosti o registraci musi byt vysledky dlouhodobé stabilitni studie
doloZeny nejméné v délce 6 mésicii nebo 12 mésicli a studie mé pokracovat dale
do délky celé navrhované doby pouzitelnosti. Jestlize v dobé, kdy je registrace
schvalena, nejsou doloZeny kompletni vysledky dlouhodobé stabilitni studie v délce
celé schvalené doby pouzitelnosti, je tieba, aby se Zadatel zavéazal k tomu, Ze stabilitni
studie bude pokracovat tak, aby byla doba pouzitelnosti potvrzena.

Podminky uchovavani pro dlouhodobé, zrychlené a pfechodné stabilitni studie
kone¢ného pfipravku jsou uptfesnény v nasledujici tabulce (Tab. 2). Pro pfipravky,
které je nutno uchovavat v chladu, se dlouhodobé zkouSky provedou v rezimu 5 °C +
3 °C po dobu minimalné 6 mésict a zrychlené zkousky v rezimu 25 °C £ 2 °C/60 % RV

(relativni vlhkost) + 5% RV po dobu 6 mésici. Pro pfipravky, které je nutno
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uchovavat v mrazu se provedou dlouhodobé zkousky v rezimu -20°C £+ 5°C po dobu

minimalné 6 mésicu.

Podminky uchovévani Minimalni délka pfi
podani zadosti o
registraci
Dlouhodobé zkousky* 25°C+2°C/60 % RV £5 %| 6 mésict (bézné LF)
RV nebo 12 mésict
30 °C + 2 °C/65 % RV + 5 % | (kritické,nestabilnilLL)
RV
Ptechodné zkousky 30 °C £2°C/65 % RV +5 % | 6 mésict
RV
Zrychlené zkousky 40°C+£2°C/75% RV +5%| 6 mésici
RV

Tab. 2: Podminky uchovavani pro provedeni stabilitnich studii.

* Je na uvazeni, zda se provedou dlouhodob¢ stabilitni studie pti 25 °C + 2 °C/60 % RV
(relativni vlhkost) = 5 % nebo pii 30 °C + 2 °C/65 % RV £ 5 % RV. V druhém piipadé
nejsou jiz zapotiebi zadné dalsi vysledky zkouSek provadénych za piechodnych
(’intermediate”) podminek uchovavani.

Specifikace pro kone¢ny produkt (lé¢ivy ptipravek) by mély obsahovat nasledujici
udaje (vice ke specifikaci v kapitole 2.1.):

a) pfedepsany ndzev produktu, ptipadné referencni oznaceni,

b) slozeni produktu, nebo odkaz na dokument, kde je 1ze nalézt,

¢) popis lékové formy (latky) a podrobné idaje o obalu,

d) ptedepsany zpusob odbéru vzorku a jejich zkouseni nebo odkaz na dokument, kde je
lze nalézt,

e) kvalitativni a kvantitativni poZzadavky, v€etné jejich limitd,

f) podminky skladovani, ptipadné dalsi opatieni pro skladovani,

g) doba pouzitelnosti produktu

3.1.3 Protokol o stabilité

Na zaklad¢ vysledku testovani stability je vyhotoven protokol o stabilité. Protokol
obsahuje nazev ptipravku, vyrobce, silu a 1ékovou formu, ¢isla a velikosti zkouSenych
Sarzi, datum a misto vyroby, sloZeni zkouSenych Sarzi, vyrobce 1é€ivé latky a popis
vnitiniho obalu. V protokolu jsou uvedeny limity pro jednotlivé zkousky a pouzité

metody. Vysledky zkousek jsou shrnuty v tabulkach. V tabulce jsou uvedeny pocatecni
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hodnoty, vysledky zkouSek provedenych v predepsanych intervalech a limity
jednotlivych zkousek. Na zakladé¢ vyhodnoceni vysledki jsou ureny podminky
pro uchovavani, druh vnitiniho obalu a doba pouzitelnosti. Na Obr. 1 je uvedeno

rozhodovaci schéma pro vyhodnoceni vysledk stabilitni studie.
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Tabelovat nebo graficky
zobrazit vysledky vsech
zkous$ek za podminek
uchovavani a zkousky
jednotlivé vyhodnotit

Vyznamna zména

Vyznamna zména
za podminek
zrychlené studie
béhem 6 mésici?

Vysledky dlouhodobé
studie vykazuji (1)
malou nebo Zadnou

zménu s Casem a (2)
malou nebo Zadnou

variabilitu?

Ano pro oboji

\ 4

Vysledky zrychlené
studie vykazuji (1)
malou nebo zadnou
zménu s Casem a (2)
malou nebo zadnou
variabilitu?

Ano pro oboji

Neni nutné
statistické
vvhodnoceni

A 4

za podminek
zrychlené studie
béhem 3 mésic?

Ne pro (1) ¢i (2)

Ano

Ma byt
uchovavan
o v chladu?

nebo pro oboji

Y mize byt az 2X, nejvyse
viak X+12 mésici.

V piipadé uchovavani

Vv chladu mize byt Y az
1,5X, nejvyse vsak X+6
mésicu.

(1) Vysledky
dlouhodobé studie
je mozno podrobit
statistickému
vyhodnoceni a (2)
statistické
vyhodnoceni bylo
provedeno?

Ano pro oboji

A 4

Extrapolace neni mozna, miize byt
pozadovéano zkraceni doby
reatestace nebo doby pouzitelnosti,
jakoz i udaje pokryvajici vykyvy
teplot. V pripadg, Ze dlouhodobé
vysledky vykazuji variabilitu,
pozaduje se statistické
vyhodnoceni.

Vyznamna
zména za
piechodnych
podminek?

(1) Vysledky
dlouhodobé studie
je mozno podrobit
statistickému
vyhodnoceni a (2)
statistické
vyhodnoceni bylo
provedeno?

Ne pro (1) ¢i (2)

\ 4

Ano pro oboji

A 4

Extrapolace neni mozna,
mtize byt pozadovano
zkraceni doby reatestace
nebo doby pouzitelnosti.
V piipadé, ze dlouhodobé
vysledky vykazuji

Ano variabilitu, pozaduje se
statistické vyhodnoceni.

Ne pro (1) ¢i (2)

Y

Jsou-li dolozeny relevantni
podpurné vysledky, mize Y
byt az X+3 mésice.

Je-li dolozeno statistické
vyhodnoceni a relevantni
podpurné vysledky, mize Y
byt az 1,5X, nejvyse viak
X+6 mésicu.

Y = navrhovana doba reatestace
nebo doba pouZitelnosti

X = doba, pro kterou jsou
doloZeny
vysledky dlouhodobé studie

Je-li dolozeno statistické
vyhodnoceni a podptirné
vysledky, mize Y byt az 2X,
nejvyse vsak X+12 mésici.

V piipad¢ uchovavani v chladu
muze byt Y az 1,5X, nejvyse
viak X+6 mésict.

Jsou-li dolozeny

vSak X+6 mésicl.

X+3 mésice.

podpirné vysledky, mize
Y byt az 1,5X, nejvyse

V ptipadé uchovavani
Vv chladu maze byt Y az

Obr. 1: Rozhodovaci schéma pro vyhodnoceni vysledki stabilitni studie a navrzeni
doby reatestace 1€¢ivé latky/doby pouZzitelnosti kone¢ného pripravku.
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3.2 Nedistoty v léCivvch latkach a lé¢ivvch pl“'ipravcichb

Stale veétsi duraz je kladen na zajisténi kvalitnich 1é¢ivych piipravka. Soucasti
testovani je sledovani hladiny vyskytu necistot a rozkladnych produkti v Iécivych
piipravcich.

Dnes je vétsina léCivych substanci syntetického ptivodu. Jsou vyrabény v Sarzich
a pouzivany pro svij terapeuticky efekt ve farmaceutickych ptipravcich. Bezpecnost
1éCivych piipravkil je podminéna farmakologicko-toxikologickym profilem 1écivé latky,
ale souvisi také s nepiiznivym efektem zplsobenym pfitomnosti necistot v IéCivé
substanci a pripravku. Necistoty obsazené v 1é¢ivém piipravku mohou mit negativni
vliv na zdravi pacienta. Je proto nutné, aby lécivy piipravek uréeny k huméannimu uziti
byl co mozna nejpodrobnégji charakterizovan. Kvalita a bezpecnost 1é¢ivych piipravki
jsou zajistovany monitorovanim a kontrolou necistot obsazenych v 1é¢ivém ptipravku.
Je vzdy nutné najit vhodnou analytickou metodu k charakterizaci necistot v 1éCivych
piipravcich.

Necistoty v 1é¢ivém piipravku jsou rizného piivodu a mohou vznikat v rtiznych
fazich vyroby a ptipravy lé¢ivého piipravku. Je nutné provadét kontrolu kvality 1é¢ivé
latky na n€kolika urovnich (vstupni, mezioperacni a vystupni kontrola). Neexistuje ostra
hranice mezi necistotami vzniklymi béhem syntézy a rozkladnymi produkty.

Vyrobce 1écivé latky je povinen sledovat necistoty, které v ni mohou byt
obsazeny. Musi byt uveden jejich piivod (zda se jednd o latky pochazejici ze syntézy
nebo o rozkladné produkty) a vyvinuta a validovana analytickd metoda na jejich
stanoveni. NecCistoty ze syntézy neni nutné v konecném ptipravku sledovat, ale je nutné
sledovat rozkladné produkty, ptipadné stresovymi zkouskami dolozit, ze k rozkladu
nedochazi. Vyrobce 1é¢ivého piipravku pak poskytne tyto informace v Applicants Part
of EDMF (European Drug Master File — viz kapitola 3.3). Dale musi jasn¢ uvést
specifikaci pfipravku, kde jsou také stanoveny limity pro jednotlivé necistoty
a rozkladné produkty. Povolené limity stanovi vyrobce 1écivé latky a vyrobce 1é€ivého
pfipravku, odpovédna autorita — SUKL — hodnoti, jestli jsou limity v souladu

S ptisluSnymi pokyny.

® Text kapitoly 3.2 byl kromé& uvedenych citaci vypracovan ze zdroji [16][17][18][19] a [20].
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Nejpouzivangjsi metodou pro analyzu léCivych substanci a ptipravkl v oblasti

sledovani profilu necistot a provadéni stabilitnich studii je v soucasné dobé HPLC.
Casto pouzivanymi metodami jsou také tenkovrstevna chromatografie, plynova
chromatografie a kapilarni elektroforéza. HPLC je metoda vysoce automatizovana a
poskytuje vysledky s vysokou citlivosti v zavislosti na typu detekce. Siroky vybér
riznych typl stacionarnich fazi a moznost pracovat v systému izokratickém ci
gradientovém umoznuji pouzit HPLC pro analyzu vSech tfid 1éCiv. V kontrole 1éCivych
piipravki se spiSe dava prednost izokratickému zpisobu eluce, ktery poskytuje
reprodukovatelnéjsi vysledky nez je tomu pii pouziti gradientu. Dal$i vyhodou je
pomérné snadna piiprava vzorkl k analyze. V poslednich letech roste také vyznam
pouziti HPLC-MS pro ziskdni kompletniho profilu necistot, v rutinni kontrole vSak
zustava HPLC metodou volby.
v minulosti. AZ do pocatku 20. stoleti byly 1€¢ivé ptipravky vyrabény a prodavany bez
jakékoli dikladné kontroly. Kvalita ptipravkll byla obecné velmi nizkd. V prubchu
prvni poloviny 20. stoleti se objevilo nékolik afér v souvislosti s pouzivanim
nedostatecné¢ kontrolovanych lé¢ivych piipravkd, jejichz dusledkem byl zvyseny diraz
na jejich kvalitu.

Pied zavedenim HPLC do farmaceutické kontroly se téméf vyhradné pouZivaly
metody titracni, gravimetrické a spektrofotometrické. Tyto metody vSak postradaly
potiebnou selektivitu. Cistota 1é&ivych piipravki byla kontrolovana na zakladé
hodnoceni fyzikalnich konstant (napf. bod tani, barva, Cirost roztoku). Zavedeni
chromatografickych metod — TLC a HPLC umoznilo detekci, separaci, identifikaci a
stanoveni organickych necistot, které se staly od této doby meéfitelnymi. Selektivni
chromatografické metody byly vhodné pro spolehlivé stanoveni také hlavnich u¢innych
latek a to 1 v komplikovanych smésich. HPLC patii mezi nejvice pouzivané metody
vV Evropském a zejména v Americkém lékopisu pro hodnoceni 1é¢ivych latek. Hlavnim
divodem je, Ze je to metoda selektivni a pfesnd. Presnych a spravnych vysledkl je
dosazeno pouze tehdy, pokud jsou pfedem stanovené parametry SST a metoda je
validovéna.

Konkrétnim piikladem sméru vyvoje v otazce sledovani obsahu necistot je
hormonalni pftipravek Estrogel gel. V roce 2003 byla vyvinuta HPLC metoda pro
stanoveni estradiolu (u¢inna latka) a jejiho rozkladného produktu estronu [9]. V roce

2005 vsak SUKL ve svych pozadavcich uvedl dalsich Sest neéistot, které je potieba
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sledovat. Byla vyvinuta nova HPLC metoda pro stanoveni hlavni G¢inné latky
estradiolu a sedmi necistot (pfiloha 5.5). Metoda je prakticky pouzivana v kontrolné-
analytické laboratofi k hodnoceni stability ptipravku.

ICH, FDA (Food and Drug Administration) ve svych smérnicich podavaji
zékladni pokyny pro sledovéni profilu neéistot v analyzovanych piipravcich. CL 2005,
USP 29 a Ph. Eur. 5 se také zabyvaji tématikou hodnoceni necistot.

V Evropském 1ékopisu 5 a Ceském lékopisu 2005 je na konci témé 60%
monografii uveden seznam necistot, které¢ maji byt sledovany. Popsané necistoty jsou
vSak ¢asto nevyhovujici sou¢asnym pozadavkiim na kvalitu 1é¢ivych pripravki. Nekteré
necistoty jsou zde uvedeny spise jen z historického hlediska a v substancich se jiz témér
nevyskytuji a nebo naopak €asto v seznamu chybi nckteré nové unformace. Vzdy je
nezbytné predem urcit, jaké necistoty je potieba stanovit.

V Ceském 1ékopisu (CL 2005) [10] se ve zkouskich na piibuzné latky se

obvykle pouziva bud’ metoda vné&jsiho standardu s jednim porovndvacim roztokem,
nebo metoda normalizace. Jestlize je u metody normalizace nebo u metody vnégjsiho
standardu pouzivan pro porovnani ziedény roztok zkousené latky, jsou odezvy
pribuznych latek podobné odezvé ucinné latky (odezvovy faktor 0,8 az 1,2), jinak jsou
uvedeny v textu korek¢ni faktory (pfevracena hodnota odezvového faktoru). Odezvovy
faktor je pomérnd hodnota, ktera je rovna odezvé jedné latky vztazené k odezvée
stejného mnozstvi jiné latky za podminek popsanych ve zkousce. JestliZe je ve zkouSce
na piibuzné latky pfedepsano secitani necistot nebo stanoveni obsahu nékteré necistoty,
je dulezité zvolit vhodné nastaveni prahové hodnoty a vhodné podminky pro integraci
ploch pikl. U takovychto zkouSek je limit pro zanedbatelnost pikii (napf. hodnota
plochy, kterou nejvySe mohou mit piky, k nimZ se pfi hodnoceni nepfihliZi) obecné
0,05 %. Nastaveni prahové hodnoty systému pro sbér dat odpovidd nejméné poloviné
tohoto limitu. Plochy pikt necistot, které nejsou uplné oddéleny od hlavniho piku, jsou
prednostné integrovany za pouziti extrapolace sedlo — sedlo (tangencialni oddéleni
minoritniho piku). Piky rozpoustédla nebo rozpoustédel pouZitych pro rozpusténi
vzorku se rovnéZ zanedbavaji.

Americky Iékopis (USP 29) [11] obsahuje nékolik kapitol tykajicich se analyzy

necistot, které vysvétluji definice jednotlivych skupin necistot - cizi substance, toxické
necistoty, vyznamné a bézné necistoty. Identifikace neni vyZzadovana pro bé&zné
necistoty, vyzaduje se vSak pro vyznamné a toxické necistoty. Vyrobce musi

identifikovat necistoty, pokud se vyskytuji na hladin€ vyssi nez je 0,1% a jejich obsah
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musi byt deklarovan. Suma vSech necistot nesmi piekroc¢it 2%, pokud neni
specifikovano jinak.

Také Evropsky 1ékopis (Ph. Eur. 5) [12] obsahuje obecnou kapitolu o

necistotach a jejich definicich.

Hodnocenim necistot v 1éCivych piipravcich se podrobné zabyvaji ICH
smérnice: Impurities in New Drug Substances Q3A(R1) [13], Impurities in New Drug
Products Q3B(R2) [14] a Impurities: Guideline for Residual Solvents Q3C (R3) [15].
ICH smérnice tedy slouzi jako vychozi podklady pfi piipraveé registracni dokumentace
Vv Casti tykajici se pfitomnosti necistot v nové 1é¢ivé substanci nebo 1é¢ivém piipravku,
jejich kvalifikace a kvantitativniho hodnoceni.

ICH definuje necistotu jako jakoukoliv slozku nové 1é¢ivé substance, ktera neni
chemickou entitou definovanou jako nova 1é¢iva substance. Pod pojmem profil necistot
se rozumi popis definovanych a nedefinovanych necistot v 1é¢ivé substanci a pripravku.

Definované necistoty jsou individudlné€ vyjmenovany a limitovany ve specifikaci a jsou

bud’ znamé (byla provedena identifikace jejich struktury) nebo neznamé struktury.
Necistoty neznamé struktury jsou definované pouze kvalitativni analytickou vlastnosti

(napiiklad reten¢ni Cas). Nedefinované necistoty jsou limitovany obecnym akcepta¢nim

kritériem a nemaji vlastni specifické rozmezi tolerance jejich pfitomnosti. Degradaéni

(rozkladny) produkt je definovan jako necistota pochdzejici z chemické zmény

V substanci béhem vyrobniho procesu a nebo vznikajici béhem skladovani 1é€ivého
pfipravku vlivem svétla, teploty, pH, vlhkosti nebo reakci s pomocnou latkou nebo
obalovym materidlem. Rozkladné produkty jsou bud’ definované nebo nedefinované
(pro rozdé€leni plati stejna pravidla jako bylo uvedeno u necistot). Rozkladné produkty
mohou byt tedy povazovany, podle vyse uvedené definice, za podskupinu necistot.

ICH dale zavadi pojem identifikaéni préh, ktery znamend horni hranici nad

kterou by necistota méla byt identifikovana a kvalifikacni préh, ktery popisuje limit,

nad kterym by méla byt neéistota kvalifikovana, coz znamena stanoveni biologické
bezpecnosti necistoty.

Kvalifikace je proces ziskani a vyhodnoceni dat, ktery urcuje biologickou
bezpe¢nost kazdého rozkladného produktu nebo daného degradacniho profilu

na specifikovanych hladinéch.
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3.2.1 Nedistoty v 1éCivvch substancich

Prvni smérnice tykajici se necistot ve farmaceutické analyze - Q3A [13] definuje
necistoty vnové 1éCivé latce a diskutuje jejich pritomnost z chemického hlediska
a Z hlediska bezpecnosti. Zahrnuje rozdéleni necistot a jejich charakterizaci, vytvaieni
reportu o pfitomnosti necistot, pravidla uvadéni necistot ve specifikacich a také
podminky pro pouzité analytické metodiky.

Kazda Sarze 1éCivé latky je kontrolovdana na totoznost, ucinnost, Ccistotu
a bezpecnost. Z téchto dat je vytvorena specifikace latky a jsou odvozeny referencni
standardy, se kterymi pak budou porovnavany vsechny nasledné vyrobené Sarze
pro kontrolu homogenity a reprodukovatelnosti Sarze.

Necistoty podle chemického hlediska mohou byt organické, anorganické a nebo
zbytkova rozpoustédla.

Organické necistoty mohou vznikat béhem vyrobniho procesu nebo béhem

uchovavani 1écivé latky. Mohou byt definované nebo nedefinované, zahrnuji vychozi
substance, meziprodukty reakce, rozkladné produkty, katalyzatory a dal$i reagencie.
V piipad¢ organickych necistot by zadatel o registraci nové 1é¢ivé substance mel uvést
aktudln¢ pfitomné necistoty a necistoty potencidln¢ vznikajici béhem syntézy, Cisténi
produktu a uchovavani nové u¢inné latky.

Anorganické necistoty pochazeji z vyrobniho procesu. Byvaji pievazné znamé

a patii mezi né reagencia, ligandy, katalyzatory, t€Zké kovy nebo ostatni rezidua kovi,
anorganické soli a ostatni materidly (jako jsou napf. filtry nebo aktivni uhli).
Anorganické necistoty jsou obvykle detekovany nebo kvantifikovadny s vyuzitim
1ékopisnych nebo jinych vhodnych metod.

Zbytkova rozpoustédla ve farmaceutickém substanci jsou definovana jako tékavé

organické latky, které se pouZzivaji nebo vznikaji pti vyrobé 1écivé latky, pomocnych
latek nebo 1é¢ivého piipravku. Smérnice Q3C [15] se zabyva tematikou zbytkovych
rozpoustédel. Jejim ucelem je doporucit akceptovatelné hladiny zbytkovych
rozpoustédel v 1é¢ivém piipravku z pohledu bezpecnosti pacienta. Smérnice doporucuje
pouziti mén¢é toxickych rozpoustédel a definuje hladiny povazované za toxikologicky
akceptovatelné. Protoze rozpoustédla nemaji Zadnou terapeutickou hodnotu, méla by
byt odstranéna az na minimum obsahu, ktery splituje specifikaci produktu, SVP
a pfipadné dalsi pozadavky kvality. Nékterd rozpoustédla maji znamé neakceptovatelné

toxické UCinky a jejich pouZiti pfi vyrob& ucinnych latek, pomocnych latek nebo
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1é¢ivych piipravkl mé byt eliminovano nebo peclivé posouzeno. Smérnice Q3C zavadi
pojem povolend denni expozice (PDE - permitted daily exposure), ktery stanovuje

farmaceuticky akceptovatelny piijem zbytkového rozpoustédla.

Kromé limith pro obsah u¢inné latky jsou stanoveny také limity pro jednotlivé
necistoty a pro celkovou sumu necistot uc¢inné latky. Sem patii vedlejsi produkty
syntetické reakce, necistoty pifitomné ve vychozich surovinach, necistoty vzniklé
izomerizaci, pfitomné enantiomery, rozkladné produkty, zbytkova rozpoustédla
a anorganické necistoty. LéCivé latky vyrobené biotechnologicky musi byt také
testovany na pritomnost latek, se kterymi pfiSly do kontaktu béhem pisobeni
kultivaénich médii a ostatnich aditiv.

Jako prahovou hodnotu pro identifikaci a izolaci necistoty z nové G¢inné latky
ICH stanovila hodnotu 0,1 %.

Vysledky analytického hodnoceni musi byt uvedeny pro vSechny vyrobené Sarze
nové 1éCivé substance, at’ uz slouzi pro klinické hodnoceni, stabilitni testy nebo pozdéji
pro komer¢ni vyuziti. Méla by byt uvedena laboratorni studie, ktera vedla k detekci
necistot v 1éCivé substanci jak u komeréné vyrobené Sarze, tak béhem stresovych
stabilitnich zkousek, které¢ se vétSinou pouzivaji k identifikaci potencialnich necistot
vznikajicich pfi uchovavani latky a také k popisu kinetiky degradacnich reakci
vedoucich ke vzniku téchto necistot.

Specifikace latky stanovuje soubor kritérii, ktera musi dana latka spliovat,
aby mohla byt povazovana za pfijatelnou pro zamyslené pouziti. Jde v podstaté
oseznam zkouSek sodkazy na analytické metody a také suvedenymi Kkritérii
pfijatelnosti pro jednotlivé zkousky, ptipadné rozmezimi piijatelnosti nebo dalSimi
kritérii pro popsané zkousky. Specifikace je kriticky standard kvality, ktery je
navrhovan a posuzovan vyrobcem a poté schvalen pfisluSnymi autoritami
(Specifications: Test Procedures and Acceptance Criteria For New Drug substances
And New Drug Products: Chemical Substances Q6A [21]).

Ve Specifikaci nové 1é¢ivé substance by mél byt uveden seznam nalezenych
necistot. Pro pfedpoklad vyskytu téchto necistot v komerénim produktu se pouzivaji
data ze stabilitni studie, chemickych vyvojovych studii a z rutinni analyzy ptedeslych
Sarzi. Mélo by byt uvedeno i zdivodnéni pro¢ byly nebo nebyly uvedené necistoty
zatazeny do specifikace latky. Obvykle se uvadi definované zndmé necistoty,

definované neznamé necistoty (znacené jako A, B... atd., pfip. charakterizované
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napt. (retenénim Casem), pro néz jsou piesn¢ uréeny limity, a pak nedefinované
necistoty. Pro necistoty, které vykazuji toxicky nebo neocekavany farmakologicky
efekt, by mél byt stanoven limit detekce a kvantifikace az na minimalni hladiny latky,
které je tieba kontrolovat. Méla by byt uvedena kritéria ptijatelnosti pro nedefinované

necistoty a také pro celkovou sumu necistot.

Specifikace nové ucinné latky by tedy méla zahrnovat:
e organické necistoty
kazdou definovanou zndmou necistotu
kazdou definovanou nezndmou necistotu
jakoukoliv nedefinovanou necistotu a kritérium jeji tolerance
celkovou sumu necistot
e anorganické necistoty

e zbytkova rozpoustédla

3.2.2 Nedistoty v 1éCivvch pripravcich

Voditkem problematiky necistot v 1éCivych piipravcich je smérnice Impurities
in new drug products Q3B [14]. Tento dokument poskytuje smérnici pro registraéni
zadosti na obsah a identifikaci necistot v novych lé€ivych pfipravcich vyrobenych
znovych dosud neregistrovanych léCivych latek. Tato smérnice se zabyva pouze
necistotami v nové 1éCivé substanci, které jsou klasifikovany jako rozkladné produkty
ucinné latky nebo reakéni produkty Gcinné latky s pomocnymi latkami nebo s obalovym
materidlem. Obecné plati, Ze neCistoty pfitomné v nové 1écivé substanci nemusi byt
monitorovany v lé¢ivém piipravku, pokud nejsou také degradacnimi produkty.

U lécivého pripravku je vzdy potfeba vyjmenovat degradacni produkty
pozorované béhem vyroby nebo béhem stabilitnich studii 1é€ivého piipravku.

Degradacni produkty pozorované béhem stabilitnich studiich provadénych
za doporucenych skladovacich podminek by méli byt identifikovany, pokud jsou
pfitomny na hladin€ vyssi nez je identifika¢ni prahova hodnota (smérnice Q3B [14]).
Pokud identifikace degrada¢niho produktu neni proveditelna, souhrn laboratornich
studii demonstrujicich netuspésnou snahu o identifikaci je soucasti dalSich dokumentt.
Degrada¢ni produkty pfitomné na hladiné niz8i nez je identifika¢ni prahova hodnota

nemusi byt identifikovany. Nicméné, analytické postupy by mély byt vyvinuty pro ty
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degradacni produkty, u kterych je ocekavan toxicky nebo farmakologicky ucinek
I na hladinach nizsich nez je prahova hodnota.

V registrani zadosti by mélo byt zdokumentovano, ze analyticka metoda byla
validovéna a je vhodna pro detekci a kvantifikaci degradacnich produktti (viz smérnice
Q2 (R1) Validation of Analytical Procedures: Text and Metodology [55]). Validace
analytické metody by me¢la zahrnovat parametry pfesnosti a zejména selektivity
pro definované i nedefinované rozkladné produkty. Pokud jsou analytickou metodou
odhaleny jiné piky krom¢ sledovanych rozkladnych produktl (necCistoty pochazejici
ze syntézy, vychozi latky) maji byt tyto piky oznaceny a jejich ptivod by mél byt
diskutovan ve validacnim protokolu

Hladiny rozkladnych produkti by mély byt méfeny riznymi metodami, vcetné
téch, které porovnavaji analytické odpovédi degradacnich produkti k vhodnym
referenénim standardim nebo odpovédi vlastni u¢inné latky. Porovnavaci standardy
pouzit¢ pro kontrolu degradacnich produkti by mély byt vyhodnoceny
a charakterizovany podle jejich zamysleného uZiti.

Analytické vysledky by mély byt dostupné v registraéni dokumentaci pro vSechny
dilezité Sarze nového 1écivého piipravku pouzité pro klinické, bezpecnostni a stabilitni
testy. Dostupné by mély byt i analytické vysledky Sarzi, které jsou reprezentativni
k zamyslenému komerénimu procesu. Kvantitativni vysledky by mély byt prezentovany
¢iseln€. Obvykle jsou uvedeny jak hodnoty pro jednotlivé necistoty tak celkovd suma
necistot spolu S uvedenim pouZité analytické metodiky.

Vysledky v hodnotach nizsi nez 1% maji byt charakterizovany s presnosti na dvé
desetinnd mista a vysledky vétsi nez 1% mohou byt uvedeny na jedno desetinné misto.
Je doporuceno vysledky dokumentovat tabulkami.

Chromatogramy (v ptipadé pouziti chromatografie jako analytické metody)
s oznacenymi piky z reprezentativnich Sarzi, zahrnujici i chromatogramy z validace
a z dlouhodobych a zrychlenych stabilitnich studii maji byt k dispozici stejné jako
kompletni profil rozkladnych produkti formou chromatogramu.

Pro kazdou jednotlivou Sarzi popsanou v registratni dokumentaci je uvedeno:
popis, sila a velikost Sarze, datum a misto vyroby, vyrobni postup, pouZzity obalovy
materidl, obsah rozkladnych produktt, pouziti Sarze (dCely klinické a stabilitni studie),
pouzitd referencni analytickd metoda, ¢islo Sarze substance pouzité v 1é€ivém piipravku,

skladovaci podminky pro stabilitni studie.
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Specifikace nového 1é¢ivého pripravku by méla zahrnovat seznam rozkladnych
produkti, u kterych se ocekavd, Ze se objevi béhem vyrobniho procesu
a za doporucenych skladovacich podminek. Specifikace vybéru rozkladnych produkti
by méla byt zaloZzena na degradacnich produktech nalezenych v Sarzi vyrobené
k ptedpokladanému komerénimu pouziti. Tyto degrada¢ni produkty se specifickymi
akceptacnimi kriterii zahrnujici specifikaci pro novy piipravek jsou oznaceny v tomto
dokumentu jako specifikované rozkladné produkty. Specifikované rozkladné produkty
mohou byt definované nebo nedefinované. Odivodnéni zahrnuti nebo vylouceni
rozkladnych produkti ze specifikace by mélo byt prezentovano.

Kritérium pfijatelnosti pro dany rozkladny produkt by mélo byt stanoveno
s ohledem na kritéria pfijatelnosti, kterd plati pro 1é¢ivou latku, na hladinu kvalifikace
degrada¢niho produktu a na ndrGst jeho koncentraci béhem stabilitnich studii a také
na navrhovanou pouzitelnost a skladovaci podminky nového Ié¢ivého piipravku.
Jakékoliv kritérium pfiijatelnosti by navic nemélo byt nastaveno vySe, nez je
kvalifikovana hladina degrada¢niho produktu.

Specifikace nového piipravku by mély zahrnovat:

e kazdy definovany znamy rozkladny produkt
e kazdy definovany neznamy rozkladny produkt
e jakykoliv nedefinovany degrada¢ni produkt s akceptaénim kriteriem

e celkovou sumu pfitomnych rozkladnych produktt
Smérnice Q3B [14] uvadi také opatfeni pro kvalifikaci degradacnich produktt

Vv ptipadé, je-li identifikacni a kvalifikacni prah piekrocen. Hodnoty jednotlivych praht

pro degrada¢ni produkty pozadovanych smérnici jsou uvedeny v tabulce 3.
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Maximalni denni davka
Prah uvedeni v reportu

<lg 0,1%
>1lg 0,05 %

Identifika¢ni prah
<1mg 1,0 % TDI nebo 5 pg, hodnota, ktera je nizsi
1 mg - 100 mg 0,5 % TDI nebo 20 pg, hodnota, ktera je nizsi
> 100 mg -2 mg 0,2 % TDI nebo 2 mg, hodnota, ktera je nizsi
>29 0,10 %

Kvalifikacni prah
<10 mg 1,0 % TDI nebo 50 ng, hodnota, ktera je nizsi
10 mg — 100 mg 0,5 % TDI nebo 200 pg, hodnota, ktera je nizsi
>100 mg—-2mg 0,2 % TDI nebo 3 mg, hodnota, ktera je nizsi
>20 0,15 %

Tab. 3: Hodnoty jednotlivych prahii pro rozkladné produkty pozadované smérnici Q3B.
Prahy degradacnich produktd jsou vyjadieny bud’ jako % lécivé latky nebo jako TDI
(total daily intake = celkovy denni pfijem) rozkladného produktu. Pro neobvykle
toxické latky je vhodné stanovit nizsi prah.

Hladina kazdého rozkladného produktu ptitomného v novém 1é¢ivém piipravku,
ktery byl pfiméfené testovan v bezpecnostnich nebo klinickych studiich, by méla byt
kvalifikovdna. Proto je vhodné zahrnout vSechny dostupné informace o aktualnim
obsahu rozkladnych produkti v konkrétni Sarzi, v Case wuziti, v bezpecnostnich

a klinickych studiich.

Sledované charakteristiky [22]

Stanoveni obsahu definovanych necistot
Definované necistoty a jejich povolené limity jsou uvedené v DMF vyrobce
1é¢ivé latky a analytickou metodou se hodnoti jejich obsah v 1é¢ivém prtipravku. Obsah

nedistoty se vyjadiuje v mg/g 1é¢ivého piipravku a piepocitava se v procentech obsahu

ucinné latky.

Pripravi se roztoky standardu v pfedepsaném rozpoustédle o daném obsahu
ucinné latky a 0,5 mg/100 ml jednotlivych necistot ze dvou samostatnych navazek.
Provedou se dv€¢ nezavislé analyzy vzorku podle kompletniho postupu uvedeného
ve valida¢ni zpravé (viz kapitola 3.7). Supernatant odpovidajici piislusné navézce

wwr

vzorku se zméfi tiikrat.
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Vypocet obsahu jednotlivych definovanych necistot (% ucinné latky) se provede podle
vzorce:
A /A em eF ¢1000e X
T A/A em ez

Ci = obsah stanovené slozky v % Uc¢inné latky

Av, As = plocha piku vzorku, standardu

Als = plocha piku vnitiniho standardu

My, Ms = navazka vzorku, standardu v g

F = faktor korekce na obsah referen¢ni latky

Z = faktor ziedéni (Z = 5)

X = faktor zohlednujici obsah uc¢inné latky v ptipravku

Celkovy obsah necistot

Pfipravi se porovnavaci roztok standardi v pfedepsaném rozpoustédle
0 koncentraci dané valida¢ni zpravou. 1,0 ml tohoto roztoku se ziedi pfedepsanym
rozpoustédlem na 100 ml. Roztok se zm¢fi ttikrat.
Vyhodnoti se chromatogramy ziskané proméfenim zkouseného roztoku vzorku
a porovnavaciho roztoku standarda.

V nékterych piipadech se zaznamena analyza zkouSeného roztoku vzorku
po dobu odpovidajici obvykle v 1€kopisu pfedepsaném ndsobku retencniho ¢asu Géinné
latky. Plocha piku jakékoliv necistoty kromé definované, nesmi byt vétsi nez

0,2 nasobek hlavni plochy porovnavaciho roztoku standardi (0,2%).

Obsah nedefinovanvych necistot (%)

Obsah nedefinovanych necistot piedstavuje sumu ploch pikl na chromatogramu,
kromé piku ucinné latky, vnitiniho standardu, definované necistoty a konzervacnich
ptisad. Mnozstvi se vztahuje k ploSe piku uc¢inné latky. Vyjadiuje se jako % pocitdno

jako c¢innd latka. Limit, ktery se nesmi piekrocit neni v tomto ptipadé pevné dany.

Hodnoti se zména sumy necistot v Case.
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Obsah nedefinovanych necistot (%) se vypocte podle vzorce:

AV
A A
Agom, o2
Ay = soucet ploch vSech pika, kromé piku ucinné latky,

vnitiniho standardu a definované necistoty zkouSeného
roztoku vzorku

As = plocha piku U€inné latky v porovnavacim roztoku
standardu
my =navazka vzorku v ¢

Celkovy procentualni obsah nedistot (%)

Celkovy obsah necistot pfedstavuje sumu ploch pikli na chromatogramu, kromé
piku G¢inné latky, vnitiniho standardu a konzervaénich ptisad. Mnozstvi se vztahuje
k plose piku Géinné latky o 100 nasobné niz§i koncentraci. A vyjadiuje se jako

% pocitdno jako ucinnd latka. Limit, ktery se nesmi piekrocit neni v tomto piipade

pevné dany. Hodnoti se zména sumy necistot v Case.

Celkovy procentudlni obsah necistot (%) se vypocte podle vzorce:

% — AV 1
Agy omy, 2
Avi = soucet ploch vSech pikdi (kromé pikli U¢inné latky
a vnitiniho standardu) zkouSeného roztoku vzorku
Ast = plocha piku G¢inné latky v porovnavacim roztoku
my =navazka vzorku v g

Homogenita
Homogenita znamena obsahovou stejnorodost. Hodnoti se obsah latek SarZze
z vyrobniho procesu. Obsah U¢inné latky se nesmi lisit o 5%, obsah konzervacnich

pfisad se nesmi lisit o 10%.

31



3.3 Zakladni dokument o 1éCivé latce (Active Substance Master File,

ASMF)°

Zakladni dokument o 1é¢ivé latce (Active Substance Master File, ASMF, nebo-li
také European Drug Master File, EDMF) je dokument, ktery vyhotovuje vyrobce G¢inné
latky. Zékladnim dokumentem o 1é¢ivé latce mlze vyrobce 1éCivé latky zpiistupnit
divérné informace regulacnim autoritam a také zadatelim o registraci zajistit moznost
prevzit uplnou odpovédnost za jakost a kontrolu 1écivé latky a za 1€Civy ptipravek
S jejim obsahem.

EDMF slouzi tedy jako podklad k zadosti o registraci ¢i o zménu v registraci
1é¢ivého piipravku.

Nejnovejsi pokyn, ktery upravuje postup piedkladani zakladniho dokumentu
0 lécivé latce v ramci registracniho fizeni nebo zmény v registraci je pokyn ,,Guideline
on Active Substance Master File Procedure (CPMP/QWP/227/02 -
EMEA/CVMP/134/02) [26].

Zakladni dokument o 1é¢ivé latce musi obsahovat podrobné informace o 1é¢ivé
latce. Hlavni pozadavky na jednotlivé body a kapitoly jsou uvedeny v zdkladnim
pokynu pro Zzadatele o registraci 1é¢ivych ptipravki v ¢lenskych statech Evropské
komise (Notice to Applicants for Marketing Authorisations for Medicinal Products
in the Member States of the European Union [27]). EDMF, které se tykaji humannich
lécivych piipravki, se predkladaji v CTD formatu (Common Technical Document).

Udaje se v EDMF rozdéluji do dvou samostatnych asti.

Oteviena cast (Applicants Part, AP) je pfistupnda zadateli o registraci

nebo drziteli rozhodnuti o registraci a regulaéni autorité. AP obsahuje informace, které
drzitel EDMF nepovaZzuje ve vztahu k zadateli o registraci nebo drZiteli rozhodnuti
o0 registraci za divémné. V kazdém piipadé ma AP obsahovat takové informace, které
postaci k tomu, aby zadatel o registraci mohl ptfevzit plnou odpovédnost za kontrolu
jakosti 1éCivé latky pii vyrobé daného 1écivého pripravku.

Uzaviena cast (Restricted Part, RP) obsahuje informace, které drzitel EDMF
povazuje za divérné a tato Cast je pfistupnd jen regulacni autorité. RP obsahuje
informace o jednotlivych krocich vyrobniho postupu a informace o kontrole jakosti
Vv pribéhu vyroby. EDMF dale obsahuje obsah a samostatné souhrny AP a RP (Quality

Overall Summary).

¢ Text kapitoly 3.3 byl krom& uvedenych citaci vypracovan ze zdrojt [23][24] a [25].
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EDMF lze ptedlozit pouze jako podklad k Zzadosti o registraci nebo o zménu
Vv registraci 1éCivého piipravku. EDMF lze uplatnit pro vSechny léCivé latky, tj. nové
1éCivé latky, znamé 1éCivé latky neobsazené v Evropském Iékopisu (Ph.Eur.)
ani v Iékopisech ¢lenskych stati EU, 1ékopisné 1éCivé latky obsazené v Ph.Eur.
¢i v 1ékopisech clenskych statdt EU. Drzitel EDMF muize mit pro jednu lé¢ivou latku
EDMEF i Certifikat shody s ¢lankem Evropského 1ékopisu (CEP).

Drzitelé EDMF maji zajistit obsahovou aktudlnost svych EDMF s ohledem
na vlastni proces syntézy i vyroby. Postupy kontroly jakosti maji byt neustale v souladu
s aktualnimi regula¢nimi pozadavky a védeckymi poznatky.

V tabulce 4 jsou uvedeny jednotlivé kapitoly EDMF. Vzhledem k tomu, Ze se

vétSinou vypracovava v anglicting, neni tabulka pteloZena do Cestiny.

Common Technical Document (CTD)

CTD je spolecny format pro prezentaci technické dokumentace sestaveny podle
mezinarodnich standardi, ktery vznikl jako vysledek dohody mezi staity EU, USA
a Japonska a pfispé€l k celosvétové harmonizaci terminologie a formatu dokumentace
popisyjici vyvoj léc¢ivého ptipravku. CTD format usnadnuje vyménu informaci a
spole¢ny pohled na posuzovani dokumentace mezi farmaceutickymi spolecnostmi a

regulacnimi autoritami.
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Restricted

NtA CTD format Q;’rrt’"cams art
General information X

Nomenclature X

Structure X

General properties X
Manufacturer(s) X

Description of manufacturing process and process controls X X
Control of materials X
Control of critical steps and intermediates X X
Process validation and/or evaluation X
Manufacturing process development X
Characterisation X

Elucidation of structure and other characteristics X

Impurities X X
Control of drug substance X

Specifications X

Analytical procedures X

Validation of analytical procedures X

Batch analysis X

Justification of specification X X
Reference standards or materials X

Container closure system X

Stability X

Stability summary and conclusion X

Post-approval stability protocol and stability commitment  x

Stability data X

Tab. 4: Obsah EDMF
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3.4 Vysokoucinna kapalinova chromatograﬁeOI

Chromatografické metody jsou separacni metody, které se pouzivaji k oddéleni
analyzovanych slozek ve smési a zaroven k jejich kvalitativni 1 kvantitativnd analyze.

Vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC — High performance liquid
chromatography) je velmi rozSifenou metodou v instrumentalnich analytickych
laboratotich. Chromatograficky proces muize byt charakterizovan jako pfenos hmoty
mezi stacionarni a mobilni fazi. Béhem separace dochdzi k postupnému
mnohonasobnému opakovanému ustavovani fady fazovych rovnovdh soucasti
analyzované smeési mezi dvé vzajemné nemisitelné faze (staciondrni a mobilni), které
jsou relativné vaci sob& v pohybu. Hybnou silou v chromatografickém procesu
pfi HPLC je tok mobilni faze, kterd unasi ionty nebo molekuly. Stacionarni faze je
definovdana jako nepohyblivy materidl naplnény do chromatografické kolony.
Na chromatografické koloné dochazi k separaci smési na jednotlivé slozky. Rozdilné
analyty jsou rozdiln¢ zadrzovany a rozdilné zpozdovéany (retardovany) podle jejich

afinity a sily interakci probihajicich mezi analytem, mobilni a stacionarni fazi.

Zakladni interakce, které se uplatiiuji pti chromatografickém procesu jsou: dipol
- indukovany dip6l, dip6l — dipdl, hydrofobni interakce, vodikova vazba

a elektrostaticka interakce.

Rozdéleni chromatografickych metod
Chromatografické metody lze délit podle nékolika hledisek:
1. princip separace — chromatografie adsorpéni, rozdélovaci, iontovyménna,
gelova, afinitni, chirdlni
2. zpisob vyvijeni — elu¢ni, frontalni, vytésiovaci
3. skupenstvi mobilni faze - kapalina (LC), plyn (GC)

4. pouzité vyvijeci techniky — sloupcova (kolonovd), papirova, na tenké vrstve

Adsorp¢ni chromatografie
Adsorpcni chromatografie je zaloZena na rizné schopnosti latek v roztoku
adsorbovat se na povrchu pevné stacionarni faze - adsorbentu. Je to tedy chromatografie

ve fazi pevna latka - kapalina (LSC). Chromatografie probihd ve dvou stupnich —

¢ Text kapitoly 3.4 byl kromé& uvedenych citaci vypracovan ze zdrojt [28][29][30][31][32][34][35] a [36].
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Vv prvnim stupni dojde k adsorpci latek na adsorbent podle jejich afinity k adsorbentu,
ve druhém stupni latky desorbuji z povrchu adsorbentu a jsou eluovany
Z chromatografické kolony.

Pfi chromatografii na normélnich fazich je stacionarni faze siln¢ polarni povahy

(napft. silikagel) a mobilni faze je nepolarni (napf. n-hexan, tetrahydrofuran). Polarni
latky jsou na polarnim povrchu stacionarni faze zadrzovany vice a tedy déle nez latky
nepolarni.

Pfi chromatografii na reverznich fazich je stacionarni faze nepolarni povahy

(napf. hydrofobni modifikace silikagelu jako je Cig nebo Cg), zatimco mobilni faze je
polarni kapalina — naptiklad smés vody a methanolu nebo acetonitrilu. Zde naopak plati,

ze nepolérni latky jsou zadrZzovany déle nez latky poléarni.

Iontové vyménna chromatografie

Iontové vyménna chromatografie probihd na iontovyménném povrchu sorbentu
stacionarni faze. Mechanismus separace spoCivd v opakovaném ustalovani
iontovyménné rovnovahy. Tato technika se pouziva téméf vyhradné pro latky
ionizovatelné a latky iontové povahy. lontovyménny povrch sorbentu stacionarni faze
ma opaény naboj nez ionty analytu. Cim silngjsi je naboj vzorku, tim siln&ji bude vazan
na iontovy povrch sorbentu, a tak bude eluovan pozdé&ji. Pro pfipravu mobilni faze

se pouzivd vodny roztok pufru, eluce analytd je ovliviiovana jeho hodnotou pH

a iontovou silou.

Vylucovaci chromatografie

Pti vyluCovaci chromatografii dochazi k déleni latek na zakladé¢ velikosti a tvaru
jejich molekuly. Analyty jsou separovany, kdyZz jsou jejich molekuly odliSnych
praméri, nez je velikost pord naplné kolony. Mensi molekuly difunduji hloubéji a eluuji
nejpozdéji, vétsi molekuly zlstavaji pii povrchu a jsou rychle vymyty z kolony. Tento
typ chromatografie se také nazyva gelova filtrace nebo gelov€ permeacni

chromatografie, pfestoze dnesni staciondrni faze nejsou omezeny pouze na ,,gel®.

Rozdélovaci chromatografie
Rozd¢€lovaci chromatografie je zalozena na rozdéleni chromatografovanych latek
mezi dvéma kapalnymi fazemi, kdy kapalna stacionarni faze je zakotvend (na celuloze

nejcastéji voda) na vhodném nosi¢i (silikagel, celuldza). K déleni latek dochézi
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na zaklad¢ jejich rozdilné rozpustnosti (a tudiz i rozdilné distribuce) mezi dvéma zcela

nemisitelnymi kapalinami.

Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografie je ur€ena k separaci biologickych makromolekul. Jeji
vyhodou je specifika jejich interakci. Na nosi¢ je navazan kovalentni vazbou vhodny
afinitni ligand (napf. protilatky nebo enzymové inhibitory), ktery je schopen vytvaret
specificky komplex s urcitou biologickou makromolekulou. Ta zistava vazana

Vv kolong, zatimco ostatni slozky vzorku jsou vymyty.

Chiralni chromatografie
Chiralni chromatografie je pouzivana k separaci chirdlnich latek. K chirdlni
separaci se pouziva chiralni stacionarni faze a nebo se pfidava chirdlni aditivum

do mobilni faze.

3.4.1 Instrumentace v HPLC

HPLC pristroj (Obr. 2) se sklada z Cerpaciho systému, davkovaciho zafizeni,
chromatografické kolony (mutize byt termostatovana), detektoru a zafizeni na zpracovani
dat. Mobilni faze je do systému piivadéna z jednoho nebo vice zdsobnikil a protéka

kolonou a poté detektorem.

Analyticka kolona

FAsobnils mobini faze J—‘

I Autozampler

==

r - . =
T =D

(. .

j Sbér a zpracovani dat
1

- 09

|— Dreteldor

]
i
VAN
Odpad

Cerpadlo

Obr. 2: Schematicky obrazek HPLC systému.
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3.4.1.1 Zasobnik mobilni fize®
V zasobniku mobilni faze jsou umistény filtry pro odstranéni pevnych Céstic
(kovovy nebo teflonovy filtr 0,20 um). Zasobnik musi byt dobfe uzavieny, aby z nich

kapalina mohla odtékat, ale pfitom aby jeji pary neunikaly do okolni atmosféry.

3.4.1.2 Vysokotlaka ¢erpadla

Na cerpadla pouzitd pro kapalinovou chromatografii jsou kladeny vysoké
pozadavky: vystupni tlaky na cCerpadlech se musi pohybovat v Sirokém rozmezi
1az60 MPa, musi umoziovat zménu priatoku v Sirokém rozmezi (nejcastéji
0,1 az 10 ml/min), pratok mobilni faze musi byt reprodukovatelny (do 1%) a presny
(do 1%), prutok musi byt bezpulzni, vnitini objem ¢erpadel by mél byt co nejmensi,
aby umoznil rychlou vyménu mobilni faze. Obvyklym zafizenim k protlacovani mobilni
faze je pistové Cerpadlo. Diky vyvijenému konstantnimu tlaku je pritok skrz kolonu
plynuly, bez razii a je také reprodukovatelné nastavitelny. To umoznuje pouziti
I nejcitlivejsich detektord.

Cerpadla se rozli$uji na pulzni a bezpulzni. Pulzni derpadla maji objem pracovni

komory relativné maly. K dosaZeni pottebného pratoku musi dojit k mnohonasobnému

vypuzeni mobilni faze. Bezpulzni cerpadla pracuji s pomérné velkym objemem

pracovni komory (aZz 400 cm®). Nejlepsich vysledki je dosaZeno spojenim dvou
Cerpadel. V momenté, kdy je prvni Cerpadlo ve fazi sani, je druhé ve fazi vytlaku.
Vyvijeni v kapalinové chromatografii je moZné realizovat dvéma zptsoby. Prvni

moznosti je eluce izokratickd, pii které se sloZzeni mobilni fdze neméni po celou dobu

vyvijeni. V druhém piipad€ hovotime o gradientové eluci, kdy se sloZeni mobilni faze
programové méni smérem k vyS$i elucni schopnosti v zavislosti na case, a to bud
kontinualné¢ nebo diskontinualné (vicestupiova eluce). Gradientovou eluci lze
dosdhnout lepsi a rychlejsi separace latek a urychleni analyzy. VyuZziva se pii déleni
komplikovanych smési. Kromé& koncentracniho gradientu lze pouzit i gradient pH.
Pro kontrolni laboratofe, ve kterych jsou provadény rutinni analyzy je vyhodnéjsi
izokraticky zplisob eluce, ktery pfinasi reprodukovatelngjsi vysledky a nevyZzaduji ¢as
na ekvilibraci chromatografického systému.

Pti gradientové eluci jsou pouzivany cerpaci systémy, které dodavaji

rozpoustédlo ¢i rozpoustédla z vice zasobnikil a miseni rozpoustédel se dosahuje bud’

¢ Text kapitol 3.4.1.1, 3.4.1.2 a 3.4.1.3 byl vypracovan ze zdroji [28][33] a [36].
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pted natlakovanim (nizkotlaky gradient), nebo v tlakované casti ¢erpadla nebo Cerpadel

(vysokotlaky gradient). Nizkotlaky gradient — slozky mobilni fize se michaji

za atmosférického tlaku pred vstupem do Cerpadla v malé sméSovaci komurce, piicemz
se pomér smeéSovanych slozek fidi oteviranim a zaviranim ventilii na vstupu komurky
nebo pomoci podavanych nizkotlakych mikrocerpadel nebo pomoci rychlého

proporcionalniho ventilu. Vysokotlaky gradient — kazda slozka mobilni faze ma

své vysokotlaké Cerpadlo a je davkovana do sméSovaci komurky pted kolonou.

3.4.1.3 Zavtizeni pro davkovani vzorku
Pro davkovani vzorku do chromatografického systému se pouzivaji manudlni
smyckové davkovafe na principu piepinacich ventili nebo automatické davkovace

razné konstrukce.

Davkovaci vysokotlaké ventily

Tyto ventily umoznuji davkovat vzorek 1 pfi tlaku 60 az 80 MPa a to pouze
konstantni objem vnitiniho prostoru ventilu nebo pti zatazeni davkovaci smycky objem
smyCky. Komer¢n¢ dostupné davkovace (Rheodyne, Waters) maji rizné objemy
davkovacich smy¢ek od 0,2 ul do 2000 ul. Davkovaci ventily mohou byt elektricky

nebo pneumaticky ovladané.

Automatické ddvkovade — autosamplery

Automatické davkovace jsou spojeny se zasobnikem vzorku, ve kterém jsou
umistény vialky (mikronadobky) uzaviené pryzovym septem nebo perforovanou zatkou
Z polypropylenu. Existuje je nckolik druhii konstrukéniho spojeni injekéni stiikacky
davkovace a zasobniku:

e injek¢ni stiikacka je fixni a pohybuje se pouze zasobnik vzorku pod zvednutou
jehlu stiikacky, jejiz pist je ovladan specialnim krokovym motorem. Pohyb
zasobniku je bud’ osovy nebo kruhovy (tzv. karusel), zaleZi na typu konstrukce

e zasobnik vzorkt je fixni a pohybuje se raménko injekéni stiikacky ve sméru osy
X-y-Z

e zasobnik 1 injekéni stfikacka jsou fixni, vialka je roboticky dopravena pod
zvednutou jehlu injekéni stiikacky, kde mize dochazet k dal§imu zpracovani

vzorku (tzv. robotické autosamplery).
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3.4.1.4 Chromatografické kolonyf

Kolony pro HPLC jsou z materidlu, ktery musi odoldvat relativné¢ vysokym
pracovnim tlakiim a zarovenl chemickému plsobeni mobilnich fazi a separovanych
slozek. Materidlem chromatografickych kolon je vétSinou antikorozivni ocel
nebo specielné tvrzené borosilikatové sklo, lze pouzit i kombinaci obou materiald.
Nejcéastéjsi rozméry komeréné doddvanych chromatografickych kolon, jsou 50 mm,
75mm, 100 mm, 125 mm, 150 mm a 250 mm s vnitinim primérem 2 az 5 mm.
Chromatografické kolony se v soucasné dobé dodavaji jako klasické kovové kolony
nebo kovové kolony typu ,,cartridge™ a pfi skladovani a transportu jsou plnéné¢ mobilni
fazi.

Uctinnost separace, doba analyzy a pracovni tlak se zvy3uji s rostouci délkou
kolony a naopak klesaji s rostoucim primérem castic naplné. Pii praci s kolonami
0 priméru menSim nez 2mm se jednd o tzv. mikrokolonovou kapalinovou
chromatografii, jejiz vyhodou je hlavné snizeni spotfeby mobilni faze i vzorku a zvyseni
citlivosti detekce.

VétSina analytickych kolon je zaloZena na bazi silikagelu, ktery ma dobré
chromatografické a mechanické vlastnosti, ale dostupné jsou i mnohé dalsi faze jako
jsou tfeba stacionarni faze na bazi oxidu hlinitého, oxidu zirkoni¢itého

nebo organickych polymert.

Stacionarni faze na bazi silikagelu

Pro chromatografii na normdlnich fazich je pouZivan jako stacionarni faze
silikagel. Silikagel je polarni adsorbent, jeho povrch je tvofen hydroxylovymi
skupinami, které jsou schopné tvofit vodikové mustky a tak interagovat se
separovanymi latkami. Silikagel ma spiSe kyselé vlastnosti, které zplsobuji silné
zadrzovani bazickych latek. Béhem vyvoje chromatografie bylo vyuZiti normalnich fazi
spiSe potlaceno ve prospéch chromatografie na reverznich fazich.

Chromatografie na tzv. systémech s obracenymi fazemi (systém reverznich fazi)
pouziva chemicky vdzanou nepoldrni staciondrni fazi. Pro navazani postrannich fetézct
se pouzivaji silaniza¢ni reakce s monochlordimethyl alkylsilany
nebo trichloralkylsilany. Tato ¢inidla vSak nereaguji se silanolovymi skupinami povrchu

silikagelu a nezreagované zbytkové silanoly mohou stile ionizovat a zplUsobovat

" Text kapitoly 3.4.1.4 byl vypracovan ze zdrojii [37][38][39][40][41][42][43][441[45][46] a [47].
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zhorSeny tvar piku, zejména u bazickych analytd. V dal§im vyvoji tedy byly zkoumany
zpusoby tzv. endcappingu (kryti zbyvajicich silanolovych skupin).

Naplné s chemicky vazanymi stacionarnimi fazemi na nosi¢ maji od ptvodné
pouzivanych staciondrnich fazi (silikagel, oxid hlinity) fadu vyhod. PfedevsSim je to
moznost programoveé ménéné teploty nebo slozeni mobilni faze a rychlejsi utvareni
rovnovahy mezi sorbentem a mobilni fazi. Nejcastéji pouzivanym nosi¢em je prave
silikagel. Chemicky véazané organické ligandy vyznamné méni vlastnosti silikagelového
povrchu.

Dnes jsou na trhu nejvice zastoupeny staciondrni fize s postrannim fetézcem
C18 a C8. Dostupné jsou dale sorbenty s fluorovanym alkylovym fetézcem nebo
s fenylovou skupinou. Kyano a amino modifikované stacionarni faze, které se vyuzivaji
Vv normdlni chromatografii, nalézaji své pouziti i v chromatografii reverzni. Piehled
stacionarnich fazi pouzivanych v reverzni chromatografii je uveden v tabulce 5.

Pokud neni vyrobcem uvedeno jinak, predpokladd se, Ze kolony
pro chromatografii s obracenymi fazemi s naplni na bazi silikagelu jsou stabilni
Vv mobilnich fazich o zdanlivém pH 2,0 az 8,0.

Modernim trendem je vyvijet takové stacionarni faze, které usnadiiuji analyzu
problematickych latek, jako jsou tfeba latky bazické nebo extrémné polarni. Dale je
velmi Zadouci zkraceni doby trvani analyzy. Toho se dosahuje zkrdcenim délky kolony
a pouzitim menSich castic (3,5 um nebo 1,8 pm), které zvySuji adsorbcni plochu
sorbentu a tim 1 separa¢ni G€innost chromatografické kolony.

Nové typy staciondrnich fazi jsou bud’ na bazi klasické ODS a C8 nebo maji
navazané upln¢ jiné typy funkénich skupin. Reverzni stacionarni faze tedy zahrnuji C18
a C8 funke¢ni skupiny specidlnim zplisobem vazané na silikagelu tak, aby sorbent byl
odolny proti zvySené teploté a proti extrémnim hodnotdm pH, coZ rozSituje oblast jejich
aplikace. Tak naptiklad pro kyselou oblast 1ze vyuZit specificky upravené a stabilni
kolony firmy Agilent Zorbax SB-C18 (stable bond), v béZném rozmezi pH okolo sedmi
je vhodna kolona Zorbax XDB-C18 (extra density bonded, tedy vysoce endcapovana
struktura), zatimco pro bazickou oblast pH je nejlepsi vyuzit Zorbax Eclipse CI18
(omezuje tailing piku apod.). Pro praci v Sirokém rozmezi teplot i pH lze také vyuzit
kolony X-Terra (Waters), jejichz sorbent je tvoifen kombinaci specialné upraveného

silikagelu a polymeru (hybridni sorbent) a umoziuje préci pii pH 1-12.

41



Vézana faze Funk¢ni skupina

oktadecylsilyl (C18, ODS) -0-Si(R2)-(CH2)17-CH3
-0O-Si(C4H9)-(CH2)17-CH3 endcappovana

oktylsilyl (C8) (piip. C4 a C6) -0-Si(R2)-(CH2)7-CH3

fenyl -0-Si(R2)-(CH2)2-0-C6H5

-0-Si(R2)-(CH3)2-C6H5

amidova fize -0-Si(CH3)2-(CH3)2-NHCO-C15H31
-0-Si(CH2)3-0-CO-NH-C8H17

alkyl a aryl fluorované faze -0-Si(R2)-C6F13
-0-Si(R2)-C(CF3)2-C3F7
-0-Si(R2)-C6F5

kyano -0-Si(R2)-(CH2)3-CN
amino -0-Si(R2)-(CH2)3-NH2

Tab. 5: Pfehled stacionarnich fazi vyuzivanych v reverznim modu kapalinové
chromatografie [37].

Dalsi typy stacionarnich fazi zahrnuji navazani kyano skupiny nebo fenylové
skupiny. Tato modifikace posouva polaritu sorbentu a je mozné takto separovat nékteré
skupiny latek, které nelze oddélit na reverznich fazich. Uplné odlisnym typem
staciondrni faze jsou kolony se sorbentem typu oxidu zirkoniCitého namisto silikagelu
(Sigma-Aldrich). Tento sorbent je odolny proti vysoké teplot¢ (az do 200 °C)
a umoziuje praci pii Sirokém rozmezi pH.

Specidlnimi typy stacionarnich fazi jsou pak monolitické¢ kolony (Chromolith,
Merck), kde sorbent neni tvofen Casticemi, ale por6znim materidlem, at’ uz silikagelem

nebo silikagelem s modifikacemi C18 a C8 skupinou.

Hybridni staciondrni faze - sorbenty X-Terra

Kolona X-Terra firmy Waters byla pfipravena diky nové revolu¢ni technologii
,Hybrid Particle Technology*. Hlavnim principem této technologie je syntéza
organického/anorganického hybridu, coZz je materidl obsahujici jak anorganické
(napt. silikagel), tak organické (napt. organosiloxany) elementy, a tim padem poskytuje
vyhody obou téchto materiali. Vysledkem je sorbent s minimalné o 1/3 niz§im obsahem
volnych silanolovych skupin. Tyto sorbenty maji zvySenou teplotni a pH stabilitu

se zachovanou ucinnosti a selektivitou podobnou konvenénim CI18 vazanym
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materialim, diky zredukovanému obsahu volnych silanoli zarucuje symetrické piky
bazickych sloucenin.
K sorbetim X-Terra 2.generace se fadi tzv. XBridge analytické kolony vyvinuté

pro spojeni s piistrojem Acquity UPLC (viz kapitola 3.10).

Monolitické kolony

Monolitické kolony jsou vyrobeny pomoci nové ,,Sol-Gel*“ technologie, ktera
vyuziva hydrolyzu a polykondenzaci alkoxysilani (tetramethoxysilan) v pfitomnosti
ve vode rozpustnych polymert. Takto vyrobeny sorbent na bazi silikagelu obsahuje dva
druhy pora. VéEtsi pory (obvykle 1-2 um) se nazyvaji makropdry, diky nimz je odpor
kolony velmi maly a umoziuje pouziti vySSich pratokd mobilnich fazi bez negativniho
zvySeni zpétného tlaku. Mensi pory - mezopdry (obvykle 12 nm) zvétSuji aéinny povrch
sorbentu pro separaci, a tim umoziuji dosazeni velmi dobré separa¢ni ucinnosti takto
naplnénych analytickych kolon. Porozita sorbentu umoznuje aplikaci vysSich pratokt

bez zvyseni zpétného tlaku na koloné, coz je vyhodné z hlediska zkraceni doby analyzy.

Staciondrni faze na bazi oxidu zirkonicitého

Vyhodou oxidu zirkoni¢itého oproti silikagelu je unikatni chromatograficka
selektivita kombinovand s chemickou a teplotni stabilitou. Na rozdil od silikagelu je
zirkonia stabilni v celém rozmezi pH (1-14) a pii teploté¢ az do 200° C. Zirkoniové
sorbenty tak dovoluji rychlejsi a selektivnéjsi separaci s vysokymi t¢innostmi.

Piikladem kolony na bazi ZrO, jsou kolony Discovery ZR-Carbon a Discovery
Zr-Carbon C18 firmy Sigma-Aldrich. Ve struktufe kolony Discovery Zr-Carbon jsou
castice ZrO; pokryty souvislou vrstvou uhliku. Féze je urCena pro separace
geometrickych izomerd a diastereomert. Povrch je vysoce hydrofobni, nedoporucuje
se pro analyzu aromatickych slou€enin s planarni strukturou, které jsou zadrzovany
prilis silné. U kolony Discovery Zr-Carbon C18 je uhlikovd vrstva nasledné
modifikovana kovalentné vazanymi oktadecylovymi skupinami. Tato faze je hodnocena
jako univerzdlni, idedlni pro separace latek kyselych, bazickych i neutrdlnich. Jeji

selektivita je naprosto odliSna od oktadecylovych kolon se silikagelovym nosi¢em.
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3.4.1.5 Detektory®
Hlavni pozadavky kladené na detektory pouzivané v HPLC jsou: vysoka

citlivost, reprodukovatelnost a Siroka linearita odezvy, maly mrtvy objem
(aby nedochazelo k rozSifovani zén), nedestruktivnost, dale schopnost detekovat
vSechny analyzované slozky vzorku (univerzalnost detekce) a nezéavislost odezvy na
zmeéné slozeni mobilni faze, pritokové rychlosti a teploté. Vysoka citlivost dovoluje
detekovat nizké koncentrace analytl s moznosti velmi rychle ménit slozeni mobilni
faze.
K detekci separovanych latek se zpravidla vyuziva jejich obecnych nebo specifickych
vlastnosti.
Detektory pouzivané pro HPLC:

o refraktometricky detektor

e fluorescencni detektor

e clektrochemické detektory (konduktometricky, potenciometricky,

ampérometricky, coulometricky, Coul-Array)

e UV-VIS spektrometricky detektor (DAD a UV-VIS)

e charged aerosol detector (CAD)

e evaporative light scattering detektor (ELSD)

e hmotnostné spektrometrické detektory

e infracervené (IR)

e detektory s nuklearni magnetickou rezonanci (NMR)

e radiochemické detektory

e polarimetrické detektory

e AAS/AES detektory

vvvvvv

rozliSovat mezi malymi rozdily v koncentraci analyzované latky. Citlivost detektoru
souvisi se sklonem kalibraéni kiivky. Cim vys§i je sklon kalibra¢ni kiivky, tim je vyssi
citlivost detektoru pro danou latku. Citlivost detektoru ale neni minimalni mnozstvi
latky, které miize byt detekovdno. Tato hodnota je ovlivnéna chromatografickymi

podminkami. Piky analytu sniz§im retencnim casem (eluovdny na pocatku

9Text kapitoly 3.4.1.5 byl vypracovan ze zdroji [28][37] a [48].
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chromatogramu) jsou obvykle ostré, zatimco pik s vy$$im reten¢nim ¢asem (eluovan

pozdéji) je $irsi a Casto obtizné odliSitelny od Sumu zékladni linie.

Selektivita detektoru je vysoce zadouci vlastnosti detektort. Selektivni detektor

umoznuje selektivni detekci sledovanych latek i pfes ko-eluci s jinymi latkami.

Spektrometricky detektor

UV-VIS spektrometricky detektor je nejpouzivanéjSim detektorem v kapalinové
chromatografii. Spektrometricky detektor je zaloZzeny na principu interakce latek
s elektromagnetickym polem. Paprsek elektromagnetického svétla prochazi pritokovou
celou detektoru, nékteré latky absorbuji ¢ast energie a to se projevi absorbénim pasem.
Lze jej pouzit pro detekci mnoha latek, které absorbuji v oblasti od 190-400 nm (UV)
a 400 — 800 nm (VIS). Absorbance zavisi na vlnové délce a na ptfitomnosti funkénich
skupin v detekované latce. Vétsina organickych latek absorbuje v UV oblasti, protoze
obsahuji dvojné vazby nebo nevazebné elektrony. Absorbance je pak podle Lambert-
Beerova zakona pfimo umérna koncentraci latky prochézejici optickou celou a délce
této optické cely.

UV-VIS detektor mize byt pouzit s mnoha riznymi mobilnimi fazemi,
pouzivana rozpoustédla vSak nesmi absorbovat v UV-VIS oblasti. Citlivost detektoru je

dosahuje (10°—10"° g mI™) a vykazuje $irokou oblast linearity odezvy.

Spektrometricky detektor s diodovym polem (DAD - Diod Array Detektor, PDA -
Photo Diode Array)

Spektrometricky detektor s diodovym polem umoziuje snimat celé absorbéni
spektrum v zavislosti na Case, jehoz vysledkem je zdznam ve formatu 3D (zavislost
absorbance na vlnové délce a na ¢ase). DAD detektor tvofi kiemikova desticka, ktera
obsahuje 1024 fotodiod, prométeny spektralni rozsah je v rozmezi 190 — 800 nm.
Z trojrozmérného obrazu se extrahuje vysledny chromatogram o dané vinové délce.
3D z4dznam z DAD detektoru slouzi piedevsim k posouzeni Cistoty sledovaného piku.

Citlivost je asi o jeden ¥ad niz&i nez u UV/VIS detektori, tedy 107 —10° g mI™.

Hmotnostni detektor (MS)
Hmotnostni spektrometr mitize byt pouzit bud samostatn¢ k identifikaci

neznamych latek pomoci naméfenych spekter, nebo miize byt zapojen jako detektor
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separac¢ni metody — kapalinové chromatografie, plynové chromatografie nebo kapilarni
elektroforézy. Hmotnostni detektor ve spojeni s HPLC je nejselektivnéjsi detektor
se spiSe univerzalnim pouzitim a vysokou citlivosti pohybujici se v rozmezi
10210 g mil™ podle typu pouzitého analyzatoru a charakteru latky. Vice

k hmotnostni spektrometrii je uvedeno v kapitole 3.9.
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3.5 Charakteristiky chromatografického procesu”

Vysledny zdznam separace se nazyva chromatogram. Chromatogram ptedstavuje

graficky nebo jiny zdznam odezvy detektoru, koncentrace eluované latky nebo jiné

veliCiny pouzité jako meéftitko této koncentrace v zavislosti na case, objemu nebo

vzdalenosti. Idealizovany chromatogram ptedstavuje ftada gaussovskych pikl

na zakladni linii.

3.5.1 Retenc¢ni data

Retencni cas a retencni objem

Me¢fteni retence v eluéni chromatografii mize byt vyjadieno retencnim casem

(tr) ptimo definovanym jako vzdalenost podél zakladni linie od bodu nastiiku

ke kolmici spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho dané latce. Z retenéniho ¢asu muze

byt vypocitan retenéni objem (Vg) podle vzorce:

VR=tr.V
V némz znaci:
tr —retencni cas,
% — prutokova rychlost mobilni faze

Kapacitni faktor (hmotnostni distribucni pomér nebo retencni faktor) (k')

Kapacitni faktor je definovan jako:

K = mnozstvi latky rozpustné v SP _K. Vs
mnozstvi latky rozpustné vMP € Vy,
V némz znaci:
SP - stacionarni faze
MP - mobilni faze
Kc - rovnovazny distribu¢ni koeficient (znamy jako distribu¢ni konstanta)
Vs - objem stacionarni faze
Vu - objem mobilni faze

" Text kapitoly 3.5 byl kromé& uvedenych citaci vypracovan ze zdrojt [12][28] a [39].
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Kapacitni faktor slozky mize byt uréen také z chromatogramu s pouzitim vzorce:

V némz znaci:

tr —retenéni ¢as (nebo objem), nebo-li vzdalenost podél zakladni linie od bodu
nasttiku ke kolmici spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho dané slozce

tm —mrtvy ¢as (nebo objem), nebo-li vzdalenost podél zakladni linie od bodu

nastiiku ke kolmici spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho nezadrzované slozce

Kapacitni faktor popisuje retenci latky na analytické kolon€. Vyjadfuje miru separace
latky od mrtvého retenéniho ¢asu. Cim vys§i je jeho hodnota, tim vice je latka
zadrzovana na kolong, eluuje pozdéji a tim 1épe je tedy oddélena od mrtvého retenéniho

casu.

3.5.2 Chromatograficka data

Pik mtze byt definovan plochou piku (A) nebo vyskou piku (h) a Sitkou piku
Vv polovi¢ni vySce (wp), nebo vyskou piku (h) a Sitkou piku mezi body inflexe (w;).

Pro gaussovské piky (Obr. 3) plati vzorec:

Wh=1,18 w;

T

Obr. 3: Znazornéni charakteristik chromatografického piku.
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Faktor symetrie (As)

Faktor symetrie se vypocita ze vzorce:

AS — 0,05
2d
V némz znaci:
Wo 05 — $itku piku v jedné dvacetin¢€ jeho vysky
d — vzdélenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou casti piku

Vv jedné dvacetin¢ jeho vysky - Obr. 4

Obr. 4: Ur¢eni faktoru symetrie piku.

Faktor symetrie vyjadiuje symetrii chromatografického piku. Hodnota 1,0 znaci
pik idealné¢ (Upln€) symetricky, vysSi hodnota znamena mirné chvostovani piku
(tailing), naopak niz§i hodnota znamend ,frontovani“ (fronting). Hodnoty faktoru
symetrie akceptované pozadavky lékopisi pro splnéni SST musi byt v rozmezi 0,8 - 1,5.
Hodnota symetrie je dllezitd z hlediska integrace plochy piku a ziskani spravnych

kvantitativnich dat.

Ucinnost kolony a zddnlivy pocet teoretickych pater (N)

Utinnost kolony (zdanlivd) muze byt vypoéitana jako zdanlivy pocet
teoretickych pater analytické kolony z dat ziskanych v zdvislosti na pouzité technice
za podminek izotermickych, izokratickych nebo izopyknickych. Pro vypocet se pouziva

VZOrec:
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2
N = 5,54.(t—RJ
Wh

tr —retencni Cas (nebo objem), nebo-li vzdalenost podél zakladni linie od bodu

V némz znaci:

nastiiku ke kolmici spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho dané slozce

Wh — §itka piku v poloving jeho vysky

Zdanlivy pocet teoretickych pater se méni se stanovovanou slozkou, kolonou
asretenénim casem. Na vyslednou hodnotu ma vliv délka kolony, vnitini primér
a i velikost Castic. VEtSi pocet teoretickych pater N znamena vétsi ucinnost analytické
kolony. Pro porovnani ucinnosti analytickych kolon rizné délky se pouzivd parametr

vyskovy ekvivalent teoretického patra (H).

Vyskovy ekvivalent teoretického patra (H)

Do rovnice pro vypocet vySkového ekvivalentu teoretického patra H [um],
(nékdy také HETP) je zahrnuta i délka analytické kolony [49]. Zavislost vySkového
ekvivalentu teoretick¢ého patra H na poctu teoretickych pater N je zavislost nepfimo

umérna, a tak mensi hodnoty H znaci vyssi a¢innost analytické kolony.

N - pocet teoretickych pater
I - délka analytické kolony [um]

3.5.3 Separacni data

Rozliseni (Rs)
RozliSeni mezi piky dvou slozek, které maji podobnou vySku, muze byt

vypocteno ze vzorce:
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R — 1'18 . (tRZ B tRl)

Whl + WhZ
kde try > tr1,
V némz znaci:
tr1 @ tro — reten¢ni asy
Whi1 @ Wh2 — Sitky pikt v polovi¢ni vysce.

RozliSeni vyjadiuje miru separace dvou slozek. Lékopisy pozaduji pro rozliSeni

hodnotu vétsi nez 1,5 (rozliseni 1,5 odpovida rozdéleni pikt na zakladni linii).

Alternativni vzorec pro vypocet rozliSeni [50] s vyuzitim téi hlavnich faktort,
které jsou dulezité pro chromatografickou separaci je slozen ze tii ¢lenl: selektivita,
kapacita a uc¢innost. Ze vzorce vyplyva, jakym zptisobem jednotlivé parametry ovliviiuji

miru chromatografické separace.

e
V némz znaci:

a - selektivita chromatografického systému

k - kapacitni faktor

N - pocet teoretickych pater

Jednotlivé faktory lze ovlivnit riznymi upravami podminek chromatografického
systému:

faktor selektivity (velmi dulezity) - zména staciondrni faze, zména mobilni faze,
rychlost toku mobilni faze

faktor kapacity - mnozstvi stacionarni faze v kolon¢, zména stacionarni nebo mobilni
faze, teplota

faktor ucinnosti - rychlost toku mobilni faze, délka kolony velikost ¢éstic sorbentu,

teplota, viskozita
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Pomér visky piku k sedlu

Jestlize stanovovand necistota neni zcela oddélena od analyzované latky, lze

pouzit jako kritérium zpusobilosti systému parametr pomér vysky piku k sedlu (p/v)

V némz znaci:
Hp

— vyska piku necistoty nad extrapolovanou zékladni linii
Hy

— vyska nejniz§iho bodu kiivky oddé€lujici piky necistoty a analyzované latky
(sedlo) nad extrapolovanou zakladni linii — Obr. 5

Obr. 5: Ur¢eni poméru vysky piku k sedlu.

Relativni retence (r)

Relativni retence se vypocita ze vzorce:

r = L, — 1ty
tpy — Ty
V némz znaci:
tr2 —retencni ¢as sledovaného piku
tr1 — retencni ¢as referenc¢niho piku
tm

— mrtvy retencni ¢as
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3.5.4 Dvynamicka van Deemterova teorie

Vroce 1956 predstavil J. J. Van Deemter rovnice popisujici vztahy
pro jednotlivé procesy ovliviiujici rozSifovani chromatografickych zon a vyjadiil také
zavislost ucinnosti (HETP, H) na pritokové rychlosti. Van Deemterova dynamicka
teorie respektuje neidealni chromatografické chovéani slozek v koloné a pfipisuje
rozSifovani zony trem hlavnim vlivim - turbulentni difizi v mobilni fazi, molekularni
diftzi analytu v mobilni fazi a odporu vii¢i pfenosu hmoty mezi mobilni a stacionarni

fazi [51].
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3.6 Postup pri vyvoji nové chromatografické metody'

Optimalizace chromatografické metody

Optimalizace  chromatografické metody znamena nalezeni takovych
chromatografickych podminek, aby vSechny sledované latky byly na chromatogramu
dokonale oddélené, detekované s dostatecnou citlivosti a aby pfi analyze byly splnény
vSechny pozadavky tykajici se parametrti SST a validace. Cilem je i vyvinout metodu,
pii které jsou latky separované v co nejkratSim Case.

Pti optimalizaci podminek se vychazi z vysledki zpracované reserSe, které
mohou poskytnout prvni ndpady k experimentalni praci. Dalsi kroky se odvijeji
od prvnich pokust a rychlost dosazeni vysledku je Casto zavisla na povaze analytu

a na erudici analytika.

Analyticka kolona - stacionarni faze

Analytickou kolonu pro HPLC analyzu je tfeba volit s ohledem na pozadavky
analyzy. Vybér stacionarni faze a typu chromatografie zavisi na povaze vzorku
(fyzikalné-chemické vlastnosti, rozpustnost). Podminky analyzy je nutné optimalizovat
jako kompromis s ohledem na dobu analyzy, pozadované rozliSeni a zatizeni
chromatografické kolony. Pfi pozadavku vysokého rozliSeni se doba analyzy obvykle
prodlouzi. Je-li nutné provést analyzu v co nejkrat$i dob¢, bude dosazeno horsiho
rozliSeni. Rozméry kolony (délka L a vnitini primér r) maji vliv na rozliSeni (délka
kolony), Sitku piku (délka kolony), dobu analyzy (délka kolony), mez stanovitelnosti
(vnitini primér kolony) tlakovy spad na koloné (vnitini primér kolony) a na objemovy
pratok mobilni faze (vnitini primér kolony).

Doba analyzy  klesd s klesajicimi rozméry kolony (L,r), zvySujicim
se objemovym pritokem a snizujicim se kapacitnim faktorem (zvySujici se elu¢ni silou
mobilni faze). Zkracenim délky kolony L se zvysi mez stanovitelnosti (LOQ), citlivost,
zkrati se doba analyzy (sniZi se spotieba rozpoustédel), sniZi se tlakovy spad na koloné,

ale snizi se také ucinnost kolony N a rozliSeni.

HPLC separace — vliv pH

U béznych typa kolon na reverzni fazi se pouzitelné rozmezi pH mobilni faze

pohybuje od 2 do 8.

"Text kapitoly 3.6 byl vypracovan ze zdroju [28][37][38][52] a [53].
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Pti pH < 2,5 dochdzi k hydrolyze silikagelu, coz se projevuje sniZenim reten¢niho casu
a také snizovanim Zivotnosti kolony. V tomto pifipad¢ je lepsi pouziti polymernich
kolon nebo specialnich kolon ur¢enych k tomuto ucelu (napf. X-Terra).

Pii pH > 7,0 se silikagel zacind rozpoustét a dochazi ke sniZzeni ucinnosti kolony
(vlivem zvySeni mrtvého objemu kolony). Dochazi ke snizeni reten¢niho ¢asu a zpétny

tlak na kolon¢ vzrasta. V tomto piipadé je vyhodné&jsi pouziti polymernich kolon.

Pouziti analytické kolony

Obecné pred kazdym pouzitim analytické kolony (at’ nové nebo jiz skladovan¢)
se kolona musi ekvilibrovat. Pfed ekvilibraci je nutné se vzdy presvédcit, zda
ekvilibrujici mobilni fdze je misitelnd s mobilni fazi, kterou je kolona naplnéna.
Obsahuje-1i mobilni faze soli nebo pufry, je nutné pied ekvilibraci kolony touto mobilni
fazi proplachnout kolonu asi 10 kolonovymi objemy vody nebo smési voda - methanol
v poméru 1:1 (postacuji asi 3 kolonové objemy). Nasledn¢ je kolona promyta smési pufr
- methanol v poméru 1:1 a poté jiz lze ekvilibrovat samotnou mobilni fazi.

Pfi zméné mobilni faze, pii pfechodu z jedné mobilni faze na druhou je nutné
postupné zvySovat pritok nové mobilni faze od 0 ml.min™ do 1 ml.min™ pii p¥irtstku
asi 0,1 ml.min™. Doba ekvilibrace kolony zavisi na pouZivané mobilni fazi a obvykle je
tteba mnozstvi mobilni faze odpovidajici 10-ti kolonovym objemim (do stabilizace
zakladni linie a zpétného tlaku na kolong). V ptipadé pouziti chromatografie iontovych
para se objem mobilni faze zvySuje na 100 az 200 kolonovych objemd.

Béhem analyzy musi byt udrZzovana konstantni teplota mobilni faze a kolony.
VétSina separaci se provadi pifi pokojové teploté, ale kolony mohou byt také zahtivany
na vyssi teplotu pro dosazeni vyS$i ucinnosti. Doporucuje se, aby kolony nebyly
zahiivany na teplotu vyS$si nez 60 °C, vzhledem k nebezpeci degradace stacionarni faze

nebo zmén ve slozeni mobilni faze.

Uchovéavani analytickych kolon

Pii uchovavani analytickych kolon, které se nepouzivaji déle jak 72 hodin,
by se mélo postupovat podle nasledujicich doporuceni, samoziejmé v souladu
s doporucenimi vyrobce dané analytické kolony:

. nikdy nenechévat kolonu vyschnout, vzdy ji uchovavat naplnénou doporuc¢enou

mobilni fazi, zdsadné ne pufrem
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. kolonu s reverzni fazi je nejlépe uchovévat naplnénou 10 % vodnym roztokem
isopropanolu, ACN nebo MeOH, které zabranuji mikrobakteridlnimu ristu

. uchovavat kolonu uzavienou originalnimi uzavérkami na suchém, ale ne pfili$
teplém misté

. chranit kolonu pfed vibracemi a narazy

. po kazdé analyze kolonu proplachnout mobilni fazi o vysoké elucni sile
(reverzni faze - MeOH, ACN, normalni faze — hexan/ACN) a pot¢ ji naplnit mobilni
fazi, pod kterou se bude kolona uchovavat

. pfi pouziti pufri (na reverzni fdzi) je bezpodminecné nutné neopomenout
nejprve proplachnou kolonu vodou nebo mobilni fazi methanol/voda (30:70 maximalné

50:50), v opacném piipadé miize dojit k vysrdzeni pufrt v systému.

Mobilni faze

Mobilni faze je pohyblivou sloZzkou chromatografického systému. V normalnim
modu kapalinové chromatografie se jako mobilni fize pouzivaji nepolarni organicka
rozpoustédla, jako jsou chloroform, hexan nebo ether, zatim co v reverznim usporadani
kapalinové chromatografie byvaji mobilni faze polarniho charakteru — organickou
slozkou byva nejcCastéji acetonitril, methanol, tetrahydrofuran a vodnou slozkou voda,

ziedéné roztoky kyselin, pufry nebo iontparova ¢inidla.

Priprava mobilni faze

V mnoha ptipadech jsou problémy, které vznikaji v chromatografickém systému,
Zpusobeny Spatnou piipravou a uzitim mobilni faze. Problémy, které¢ souvisi s pfipravou
a uzitim mobilni faze, se mohou tykat zavzdusnéni hlavy chromatografické pumpy,
pfitomnosti ~ vzduchovych  bublinek v cele detektoru, nizké presnosti
a reprodukovatelnosti nasttiku vzorku, zaneseni in-line filtrd, frit nebo kapilar vlivem
pritomnych necistot v mobilni fazi. Uvedené problémy se projevuji zejména zvySenym
tlakovym spadem na kolon¢, zvySenym Sumem zdkladni linie, kolisavymi reten¢nimi
Casy a abnormalnim profilem chromatografického piku.

Pti ptipravé mobilni faze je proto nutné pouzivat vzdy Cista rozpoustédla, pokud
soli, baze) pfidavand do mobilni faze. VSechny pfipravené mobilni faze by se mély
filtrovat pies filtr 0,45 um nebo mensi. Toto je zeyména kritické pfi pouziti mobilnich

fazi obsahujici soli a pufry. Je vhodné se ujistit, zda pouzity filtr je kompatibilni s danou
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mobilni fazi. Pro filtraci vodnych roztokl se pouzivaji celulosové membranové filtry,
pro filtraci organickych a vodné-organickych roztokG se pouzivaji  teflonové
membranové filtry (obecné fluoropolymery).

Voda pouzivana k ptipravé mobilni faze musi byt Cistoty ultracistd nebo HPLC
grade. Kvalita vody je kriticka zejména pii pouziti gradientové eluce.

Nevhodné je uchovéavat vodu resp. mobilni faze v plastickych nédobach
(polypropylenu, polyethylen), nebot” dochdzi k uvolnovani latek pouzitych pii vyrobé
plastu a dochazi tak ke kontaminaci vody resp. mobilni faze.

Pfi uchovavani vody nebo mobilni faze ve sklenénych nadobach je nutné mit
na paméti, ze dochazi k absorpci vSech aditiv pouzitych pfi piipravé mobilni faze
na sklenény povrch. Je vhodné pouzivat k piipravé a uchovavani mobilni faze stejné
zasobni ldhve. Pted pfipravou a uchovavanim je vhodné vzdy nddobu vyplachnout
mobilni fazi, neni doporuceno pouzivat k vymyvani téchto nadob detergentt,
které se adsorbuji na povrch nadoby a mohou byt vymyvany mobilni fazi a toto pak
muze vést k driftu na zakladni linii, zejména pii gradientové eluci. Umisténi zdsobniku
mobilni faze mé byt vzdy vySe nez je vstup do chromatografické pumpy. K ovéfeni
spravného umisténi zasobniku mobilni faze se otevie vypoustéci ventil a mobilni faze
musi samovoln¢ vytékat.

Odvzdusnéni a odplynéni mobilni faze je velmi dilezitym krokem pfi piiprave
mobilni  faze, protoze miZze odstranit vétSinu  probléml  vznikajicich
pfi chromatografické analyze. Odvzdu$néni mobilni faze pfinasi reprodukovatelné
retencni Casy, stabilni pritok mobilni faze, nizky Sum zakladni linie a vysokou citlivost
u mnoha typii chromatografickych detektort. K odvzdusnéni mobilni faze se pouziva
pet metod, které se mohou vzijemné kombinovat: vakuova filtrace, ultrazvukova lazen,
probublavani mobilni faze heliem, ohfev mobilni faze (u velmi t€kavych rozpoustédel je
vSak tento zplsob nepouzitelny) a in-line vakuovy degaser, pficemz nejcastéji se
kombinuje vakuova filtrace a ultrazvukova lazen, vakuova filtrace a probublani heliem.
VétSina modernich pfistroji mé jiz zabudovany vakuovy degaser. Vyhodou vakuové
filtrace (podtlakova filtrace) pii pouziti 0,45 mm filtru je 1 dokonalé zbaveni mobilni
faze mechanickych necistot. Tento krok by nemél chybét pti kazdé piipravé mobilni
faze. K zamezeni vstupu mechanickych necistot do chromatografického systému je

nutné pouziti in-line filtru mobilni faze (kovovy, teflon).
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Mobilni faze obsahujici pufr

Pti pripravé mobilni faze jsou Casto pouzivana aditiva, ktera slouzi k tipravé pH
nebo iontové sily mobilni faze. Pfi pfipravé pufrovanych mobilnich fazi je vhodné
pracovat v oblasti pK daného pufru, kdy se dosahuje nejvyssi pufrovaci kapacity.
Pufrovaci kapacita kvantitativné vyjadiuje, jak se zméni pH pufru pti ptidavku malého
mnozstvi kyseliny nebo baze.

Pti ptipravé pufrovanych mobilnich fazi se vétSinou upravuje pH mobilni faze
ato s presnosti na 0,1 jednotky pH, protoze i mald zména pH mobilni faze miize vést
ke zméné retence analytu. pH mobilni faze se vétS§inou méfi a upravuje pied pridavkem
organického rozpoustédla, protoze pH v organickych rozpoustédlech se vyrazné lisi
od pH vodnych rozpoustédel. Obvykle se pH vodné slozky mobilni faze upravuje na
hodnotu o dvé€ jednotky niz$i nez je pKa kyselého analytu, resp. o dvé jednotky vyssi

nez je pKa bazického analytu. Je tak dosazeno nejvyssi pufrovaci kapacity.

Prutok mobilni faze

Rychlost pratoku mobilni faze je optimalizovano tak, aby doba analyzy byla
co nejkratsi pti zachovani vSech pozadavkl na separaci, ucinnost a selektivitu systému.
Maximalni rychlost pritoku mobilni faze je omezena tlakovymi naroky

na chromatograficky systém a analytickou kolonu.

Vinova délka detekce

Vinova délka HPLC s UV detekci se voli na zdklad¢ znalosti UV spektra
analyzovanych soucasti vzorku. Jsou-li dostupné standardy analytli, je vhodné zméfit
jejich UV spektra v ptislusnych rozpoustédlech pied zapocetim optimalizace HPLC
podminek. VInova délka vybrand pro detekci je kompromis riznych absorbanci
sledovanych analytd pfitomnych v riznych koncentra¢nich rozmezich (napft.
pii farmaceutické analyze je dobré zohlednit nizka mnoZstvi necistot vzhledem
K vysokym mnozstvim G¢innych latek) a také skute¢nosti, Ze pii nizsich vinovy délkach
(oblast kolem 210 nm) absorbuje velkd fada rlznych necistot, které jsou
na chromatogramu nezadouci. Dilezitym aspektem je fakt, Ze mobilni faze musi

dostate¢né propoustét vybranou vinovou délku.
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Objem nastriku

Kapacita analytické kolony je vyjadiena jako maximalni mnozstvi vzorku, které
je dana kolona jest¢ schopna separovat, kdy tedy jest¢ nedojde k jejimu pietizeni
(,,overload®). Pretizeni kolony je definovano jako mnozstvi vzorku nadavkované
na kolonu, které zptisobi pokles u¢innosti na 90 % normalni G¢innosti. Kapacita zavisi
na mnoha faktorech — na typu analytické kolony, slozeni mobilni faze, slozeni
samotného vzorku, zptsobu detekce atd. Pro analytickou kolonu o vnitinim praméru

4,6 mm a délce 250 mm se doporucuje maximalni objem nastiiku 200 pl.

Teplota analyzy

Pfi optimalizaci podminek v kapalinové chromatografii je parametr teploty
pouzivan méné nez je tomu u plynové chromatografie. Teplotni rozmezi je limitovano
zejména bodem varu, bodem tani a také viskozitou bézné pouzivanych rozpoustédel.
Zvyseni teploty o 1° C snizi kapacitni faktor asi o 1-2 %. Zména kapacitniho faktoru
muze vést i ke zmeéné selektivity chromatografického systému. Optimalizaci teploty
chromatografického systému lze tedy vhodné¢ ménit selektivitu i bez potfeby zmény
staciondrni faze, ktera ma obvykle na selektivitu nejveétsi vliv.

ZvySenim teploty roste U€innost chromatografické kolony, kleséd viskozita
mobilni faze a zvySuji se diftzni koeficienty, zkracuje se doba analyzy a dochdzi

ke zvyseni ucinnosti kolony N. Dale dochazi ke snizeni tlakového spadu na koloné.

3.6.1 Kvalitativni a kvantitativni anal\"zaj

Zakladni kvalitativni charakteristikou je v kapalinové chromatografii reten¢ni
Cas piku a zékladni kvantitativni charakteristikou je plocha piku, poptipadé vyska
chromatografického piku.

Pro stanoveni jednotlivych slozek smési se pouzivda metoda vnéjSiho
nebo vnitiniho standardu, metoda normalizace nebo kalibra¢ni postup.

Metoda vnéjsiho standardu spocivd ve dvou krocich. V prvnim kroku
se na kolonu nadéavkuje roztok analyzovaného vzorku a po registraci zdznamu
se vV druhém kroku nadavkovéan roztok wvnéjSiho standardu a opét se registruje jeho

chromatogram. Jako wvnéjsi standard se zpravidla pouziva u substanci standard

I Text kapitoly 3.6.1 byl vypracovan ze zdrojti [30] a [39].
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stanovované latky (CRL — chemicka referenc¢ni latka) nebo v piipadé smési se pouzije
jedna z analyzovanych slozek smési. Koncentrace stanovovanych slozek smési se pak
vypocita z poméru ploch (vysek) piku jednotlivych stanovovanych latek a plochy piku
vnéjSiho standardu.

Pii pouziti metody vnitfniho standardu se ke zndmému objemu roztoku
vzorku pfid4 definovany objem roztoku vhodného vnitiniho standardu a po promichani
se nastfikuje na kolonu. Koncentrace stanovovanych latek se opét vypocita z poméru
ploch (vysek) pika jednotlivych separovanych slozek a plochy piku vnitiniho standardu.
Metoda vnitiniho standardu je méné Casové ndro¢na a je presnéjsi, protoze neni zatizena
chybou dvojiho nastfiku. Vnitini standard musi byt eluovan v blizkosti sledovanych
latek, musi mit podobnou odezvu a musi byt chemicky inertni. Metoda vnitiniho
by mohlo dojit napiiklad k odpafeni pouzitého rozpoustédla a zkoncentrovani vzorku,
a tim k ziskani chybnych vysledki.

Pii pouziti metody normalizace se obsah jedné nebo vice slozek zkousené latky
v procentech vypocitd z plochy piku nebo pikid jako procento celkové plochy vSech
pikd, véetné piki rozpoustédel nebo pikid jakychkoliv ptidanych Cinidel a pikd, jejichz
plocha je pod limitem zanedbatelnosti.

U kalibraéniho postupu se Stanovi vztah mezi méfenym nebo
vyhodnocovanym signdlem a mnoZstvim (koncentrace, hmotnost atd.) stanovované
latky a vypocita se kalibracni funkce. Vysledky analyzy se vypocitaji ze zméteného

nebo vyhodnoceného signdlu stanovované latky pomoci inverzni funkce.
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3.7 Validace analytické metodvk

SUKL zaved] od 1.1.1992 standardni pozadavky na registraéni dokumentace,
jejichz zakladem jsou pozadavky evropského spolecenstvi a pozadavky amerického
1ékopisu. Kazda analyticka metoda musi byt struéné charakterizovana a zdiivodnéna jeji
volba. Soucasti registracni dokumentace 1é¢ivého ptipravku je také dolozeni vysledkt
kompletni validace vyvinuté analytické metody.

Cilem validace analytické metody je prokazat pomoci experimentalnich dat a
jejich matematického a statistického zpracovani, ze nové vyvinutd metoda je vhodna
pro zamysSlené pouziti a ziskané vysledky jsou reprodukovatelné a spolehlivé.
Jednotlivé kroky validace a ziskané vysledky se dokumentuji validacni zpravou
(valida¢nim protokolem). International Conference on Harmonisation of Technical
Requirements for the Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH) vytvotila
smérnici pro provedeni validace (Q2(R1): Validation of Analytical Procedures: Text
and Metodology [55]. ICH se pokusila celosvétoveé sjednotit a vytvorit navrh definici a
pravidel pro provedeni validace. Validace se také fidi pfedpisy americké Food and Drug
Administration (FDA), platnymi lékopisy CL 2005, Ph. Eur. 5 a USP 29, dale pak
vnitinimi normami a predpisy odpovidajicimi pravidlim spravné vyrobni a laboratorni
praxe nebo akreditace, a také pozadavky SUKL. SUKL vydal ve svém véstniku 1/1994
pozadavky tykajici se validace analytickych metod v kontrole 1é€iv.

Je tedy zfejmé, Ze existuje fada odliSnych dokumentli tykajicich se validace.
Jednotlivé autority se 1iSi ve svych pozadavcich na parametry, které musi byt soucasti
validace, 1isi se i Vv hodnotach pozadovanych limitd. K nedorozuméni muze dojit
I votazce pojmenovani jednotlivych parametrii. Je nutné si uvédomit a predem
definovat podminky, za kterych se mé metoda pouzit a které autority budou metodu
posuzovat. Jednotlivé laboratofe si vypracuji vlastni plan validaci, ktery musi byt
v souladu s pozadavky autorit.

Kompletni validace se musi provést u kazdé nové vyvinuté metody.
U lékopisnych metod pro danou latku nebo ptipravek jsou pozadavky na validaci mensi,
predpoklada se, ze Iékopisna metoda je validovana. Revalidace analytické metody musi
byt provedena pii kazdé zméne vyrobniho postupu, pii zméné slozeni piipravku nebo
pfi zménénych pozadavcich na sledované degradacni produkty. Rozsah revalidace je

dan povahou zmén.

K Text kapitoly 3.7 byl kromé& uvedenych citaci vypracovan ze zdroje[54][55][56] a [39].
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Detailni postup kompletni validace je popsan ve validacni zprave.
Validacni zprava obsahuje tfi zédkladni ¢asti:

1. Analyticky postup

2. Test zplsobilosti chromatografického systému

3. Vlastni validaci analytické metody

3.7.1 Analvticky postup

Soucasti validacni zpravy je podrobné vypracovany postup piipravy vzorki
a standardu, vcetné uvedeni pouzitych chemikalii, jejich vyrobce a Cistoty. V protokolu
je uveden vyrobce a typ pouzitého analytického zafizeni, popsdny parametry
chromatografické kolony, slozeni mobilni faze a jeji ptipravy, zplisob vneseni vzorkl a
standardi a metody a postup vyhodnocovani vysledkid vcetné pouzitych vzorci

pro vypocet obsahu uc¢innych latek a hodnoceni obsazenych necistot.

3.7.2 Test zpusobilosti chromatografického systému

Test zpusobilosti systému (System suitability test, SST) je nedilnou soucasti
metody, slouZzi K zajisténi G¢innosti chromatografického systému a k prokazani,
ze analyticky postup byl zvolen spravn€. Pro hodnoceni ucinnosti kolony se pouzivaji
parametry: U¢innost kolony (zdanliva ucinnost), kapacitni faktor, rozliSeni, relativni
retence a faktor symetrie. Vzorce pro vypocet jednotlivych parametrii jsou uvedeny
v kapitole 3.5. Béhem testovani zpusobilosti systému se také hodnoti opakovatelnost
analyzy. Obecné je test zptisobilosti chromatografického systému popsan v CL 2005.

Ve validaéni zpravé jsou uvedeny jednotlivé vzorce pro vypocet charakteristik
a ziskané¢ vysledky jsou uvedeny v pfehlednych tabulkich a jsou porovnavany
s ¢iselnymi limity. Pro provedeni SST se pouzivaji roztoky standardnich latek, obvykle
o koncentraci blizké koncentracim ocekdvanym ve vzorku. Doporucené limity

jednotlivych sledovanych veli¢in jsou znazornény v tabulce 6.
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Opakovatelnost analyzy

Z jednoho roztoku standardu latky se provede 6-8 analyz. Hodnoti se relativni

smérodatné odchylky reten¢niho ¢asu a plochy piki.

Parametr SST l Doporuceny limit
Opakovatelnost-retenéni ¢as RS.D (%) X<1%
Opakovatelnost-plocha piku RSD (%) X<1%

Pocet teoretickych pater N > 2000
Asymetrie T=08-15
Rozliseni Rij> 15

Tab. 6: Parametry Testu vhodnosti systému a jejich doporucené limity.

Faktory, které mohou ovlivnit chromatografické chovani, zahrnuji slozeni
mobilni faze, jeji iontovou silu, teplotu a zdanlivé pH, pritokovou rychlost, délku
kolony, tlak, charakteristiku stacionarni faze, v€etné porozity, velikosti a typu castic.

Test zpusobilosti systému by mél byt proveden pied kazdou sérii méfeni
a hodnoty jednotlivych parametrii by mély vyhovovat pozadavkiim valida¢ni zpravy,
1€¢kopisnych monografii, pfipadné dalSich norem. Pokud hodnoty parametrti nevyhovuji,
pfedepisuje 1¢kopis povoleny rozsah, vnémz mohou byt rizné parametry

chromatografické zkousky upraveny tak, aby kritéria zpiisobilosti systému byla splnéna.

Lékopisem povolené Gpravy chromatografickych podminek:

< sloZeni mobilni faze: minoritni slozka = 30% relativnich nebo 2% absolutni,
dalsi sloZky ne vice nez 10% absolutnich

< pH vodné slozky: + 0,2 jednotky pH,
je-li latka neutralni, pak + 1,0 jednotky pH

< koncentrace soli u pufri: = 10%

< vlnova délka: nelze ménit
<> stacionarni faze: délka kolony: + 70%
priamér kolony:+ 25%
velikost Castic:zmenSeni az na 50%, zvétSeni nelze
< pratokova rychlost: +50%
<~ teplota: + 10%, maximalné vsak 60° C
< davkovany objem: Ize snizit, pokud je detekce pikii a opakovatelnost stanovo-

vaného piku vyhovujici

63



3.7.3 Vlastni validace analytické metody

Vlastni validace analytické metody zahrnuje parametry: pfesnost, spravnost,
linearita, robustnost, selektivita, detek¢ni a kvantitativni limit. Pozadavky na provedeni
jednotlivych krokt validace se lisi podle typu pouziti metody —viz Tab. 7 — pozadavek
SUKL. ICH uvadi ve svych smérnicich je§td metodu identifikaéni, u které je

vyzadovano pouze doloZeni selektivity.

Kvantitativni | Kvantitativni Limitni
Analyticka metoda stanoveni stanoveni zkouSky pro
ucinné latky necistot necistoty
Parametr validace
Spravnost + + ptipadné
Piesnost
- Opakovatelnost + + -
- Intermediarni
5 + + -
presnost
Selektivita + + +
Linearita + + -
Limit kvantifikace - + -
Limit detekce - - +
Robustnost + + +

Tab. 7: Typy analytickych procedur a doporuceni piislusnych valida¢nich parametrt.

Ve validacni zpravé je uveden postup nutny k ziskani kazdé charakteristiky,
Vv tabulkach jsou uvedené vysledky. Soucasti zpravy je definovany pozadavek na
hodnotu kazdého parametru a je zhodnoceno, zda byl pozadavek splnén nebo ne.

Jednotlivé validacni parametry, jejich vyjadieni a obvykle pouzivané limity jsou

uvedeny v tabulce 8.
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Parametr Doporuceny
limit
Validace
Ptesnost R.S.D.(%) X < 5%
Linearita Korela¢ni koeficient R > 0,9990
Spravnost vytéznost (%) X =100+ 5%
R.S.D (%) X < 5%

Selektivita chromatogram
Stabilita
laboratorni teplota % zmény 1%
Stabilita 4°C % zmény 1%

Tab. 8: Valida¢ni parametry a obvykle pouzivané limity.

Presnost
Ptesnost analytické metody je mira shody mezi jednotlivymi vysledky metody
opakované provadéné s homogennim vzorkem. Piesnost se vyjadiuje jako relativni
smérodatnd odchylka [% R.S.D.] z minimalné Sesti nezavislych analyz vzorku.
e Opakovatelnost (Repeatibility)
Opakovatelnost je ovéfeni presnosti metody jednim analytikem, béhem jednoho dne,
na jednom pfistroji. Vzorek je pfipraven kompletnim postupem odpovidajicim popisu
ve valida¢nim protokolu. Ptipravuje se 6 vzorkl, kazdy se analyzuje tikrat.
e Intermediarni pfesnost (Intermediate precision)
Intermediarni ptesnost, nebo-li intra-laboratorni presnost, znamena provedeni analyzy
jiny den, jinym analytikem a na odliSném pfistroji.
e Reprodukovatelnost (Reproducibility)
Reprodukovatelnost, nebo-li inter-laboratorni pfesnost, neni nezbytnou soucasti

validace. Provadi se pfi pfenosu metody mezi riznymi laboratofemi.

Linearita

Linearita je schopnost metody davat v definovaném koncentraénim intervalu
vysledky pfimo imérné koncentraci analytu ve vzorku. Linearita se obvykle stanovuje
vrozmezi 50-150% deklarovaného obsahu latky, s minimalné¢ péti rlznymi
koncentracemi stanovované latky. Vysledky linearity se dokladaji korelacnim
koeficientem a rovnici piimky (i jejim grafickym znazornénim), popiipad€ dalSimi

parametry linearni regrese.
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Spravnost
Spravnost je odchylka vysledku metody od spravné hodnoty. Spravna hodnota
se zjisti jinou nezavislou metodou, nebo analyzou modelového vzorku — placeba
s pfidanym standardem. Statisticky se spravnost testuje pomoci vytéznosti R;.
Ri (%) = 100. koncentrace stanovena u modelového vzorku / skute¢nd hodnota

(koncentrace ve standardu)

Selektivita

Selektivita je schopnost metody zméfit spravné a specificky stanovovanou latku
Vv pfitomnosti latek jinych. Pfi HPLC analyze farmaceutickych piipravka se selektivita
dokladd pfilozenymi chromatogramy standardniho roztoku, placeba a vzorku.
Analyzuje se roztok standardi s obsahem ucinnych latek, konzervacnich piisad a
degradacnich produktli, dale se prométi placebo lécivého piipravku piipravené
popsanym zpisobem a nakonec se nastfikne vzorek léCivého pifipravku piipraveny
stejnym zptsobem. Ditkazem selektivity je, Ze zadny pik v placebu nema stejny retencni

¢as jako latky sledované a Ze rozliSeni mezi jednotlivymi piky je vyssi nez hodnota 1,5.

Robustnost

Robustnost je mira schopnosti metody davat vysledky sprdvné a piesné i
pfi menSich zménach pracovnich podminek. Znamend miru vlivu proménnych
podminek pii provedeni metody na jeji vysledky. Vtomto testu se pracuje
se standardem analyzovanych latek a zdmérné se méni pracovni podminky. Je mozné
dokladat robustnost ciselné stanovenim reprodukovatelnosti (relativni smérodatna
odchylka plochy a reten¢niho ¢asu analyzovanych latek). SUKL nepozaduje Giselné
doloZeni. Mezi parametry ménéné pii ovefovani robustnosti metody v kapalinové
chromatografii patii procentualni sloZzeni mobilni faze, pH vodné sloZky mobilni faze,
teplota, pritokova rychlost, zména analytické kolony (jak Sarze, tak vyrobce) atd. Podle
vysledkl robustnosti si analytik mtize vytvofit pfedstavu o stabilité a spolehlivosti
analytické metody.

Do parametru robustnost je mozn¢ zahrnout 1 stabilitu roztoku standardnich latek
v roztoku pfi uchovavani za laboratornich podminek a pifi sniZzené teploté¢ po dobu

72 hodin.
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Detekéni a kvantitativni limit

Oba tyto parametry souviseji s citlivosti vyvinuté metody.
nestavovand kvantitativné.
Kvantitativni limit (Limit of quantitation, LOQ) je nejniz§i koncentrace latky
stanovitelna s pfijatelnou presnosti a spravnosti.
LOD se definuje jako trojnasobek a LOQ jako desetinasobek smérodatné odchylky
odezvy slepého pokusu (Sumu). Smérodatna odchylka Sumu se odhadne pii méfeni

placeba ze zdznamu Sumu v okoli reten¢niho ¢asu stanovované latky.

Na zavér validaéni zpravy je piipojeno prohldSeni o vhodnosti metody
pro zamysleny tcel a tento ucel je piesné charakterizovan. Valida¢ni zprava je
kontrolovana a schvalovana vSemi zodpovédnymi osobami pro kontrolni laboratof, je

stvrzena jejich podpisy a vhodné zalohovana.
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3.8 Analyza lé¢ivvch pf'ipravkﬁ'

vvvvvv

ve farmaceutické kontrole 1é¢iv. Hodnoceni farmaceutickych piipravki je komplexni
analyticky postup, ktery kromé zékladnich fyzikalnich a chemickych zkousek
predepsanych lékopisem (vzhled vzorku, zépach vzorku, pH, spektralni méteni atd...)
zahrnuje také identifikaci a kvantifikaci G€innych latek a konzervancii, ale také
hodnoceni necistot (podle 1ékopisu zkouSky totoznosti, zkousky na Cistotu a stanoveni
obsahu). U lé¢ivych pfipravkll a latek se tedy hodnoti identita latek, Cistota, obsah
ucinné latky a dale stabilita, bezpecnost a G¢innost. Metody hodnoceni farmaceutickych
ptipravkd dale zahrnuji zkousky homogenity 1éCivych ptipravku, zkousky disoluce u
tabletovych 1ékovych forem a také zkousky liberace u topickych Iékovych forem.

Pted vlastnim hodnocenim piipravku pomoci HPLC je potieba vzorek
analyzovaného pfipravku upravit vhodnym zptsobem. Proto je pro vétSinu stanoveni
nutnd izolace analytu a zakoncentrovani nebo naopak natedéni vzorku pted provedenim
vlastni analyzy. Béhem izolace se analyt uvoliiuje z matrice a odstraniuji se interferujici
latky tak, aby doslo ke zvySeni selektivity a citlivosti metody. Upravou se ziska
reprezentativni ¢ast analyzovaného vzorku. Pfiprava a uprava vzorku byva ¢asto ¢asove
zavisi na povaze vzorku — zda se jednd o léCivy piipravek (volba metody zavisi

na lékové formée), biologicky nebo rostlinny material.

3.8.1 Priprava vzorku léivych pripravku

Piimy nastiik
U tekutych 1ékovych forem lze pouzit metoda piimého ndstiiku, kdy
po potfebném nafedéni je vzorek davkovan piimo na analytickou kolonu.

Extrakce organickymi rozpoustédly — LLE (liguid-liquid extrakce)

Princip extrakce organickymi rozpoustédly spociva v rozdéleni extrahované
latky mezi dvé vzijemné nemisitelné kapaliny podle rozdélovaciho poméru K.
Rozdé€lovaci pomér se urci jako pomér koncentrace latky v organické fazi

ku koncentraci latky ve fazi vodné.

'Text kapitoly 3.8 byl vypracovan ze zdroje [37][57] a [58].

68



Nejjednodussim provedenim liquid-liquid extrakce je tedy protfepani daného
podilu vodného roztoku s odpovidajicim objemem nemisitelného organického
rozpoustédla. Tento postup je uziteCny zejména pokud je analyt rozpustny v jedné
vrstve a interferujici latky v druhé. Vyhodou LLE extrakéni metody je jeji jednoduchost
a nenarocnost na provedeni a pfistrojové vybaveni. Pfi vyvoji liquid-liquid extrakéniho
postupu se vychazi z fyzikalné chemickych vlastnosti rozpoustédla. Optimalizuje se pH
vodné faze (uprava pH vzorku v pfipad¢€ izolace latek kyselé nebo bazické povahy), vliv
poméru nemisitelnych fazi, zpisob a doba extrakce.

Extrakce pevné 1ékové formy do kapaliny

Extrakce pevné lékové formy do kapaliny se pouziva naptiklad pti analyze
tablet. Izolace muze byt provedena relativné jednoduchym postupem zahrnujicim vybér
rozpoustédla nebo smési rozpoustédel, kterd poskytuje idedlni rozpustnost
pro analyzovanou latku a minimalni rozpustnost pro interferujici latky.

Superkritickd fluidni extrakce — SFE

V soucasné¢ dobé¢ se rozviji technika superkritické fluidni extrakce. Postup
vyuzivé extrakce pomoci tzv. superkritickych tekutin. Jako kapalina se pouziva vétSinou
oxid uhli¢ity v superkritickém (nadkritickém) stavu (31°C, 7,3 MPa).

Extrakce na pevnou fazi — SPE (solid-phase extrakce)

K extrakeci na pevnou fazi se pouzivaji specialni kolonky naplnéné pevnym
sorbentem. K plnéni SPE kolonek se pouzivaji obdobné materidly, jaké jsou pouzivany
k plnéni HPLC kolon. Velikost ¢astic se pohybuje mezi 40-80 pum, primér kolonek
byva 10 mm.

Analyza topickych 1é¢ivych pripravki

Mezi topické 1é¢ivé ptipravky se fadi masti, krémy, pasty a gely. Masti a krémy
jsou polotekuté komplexni 1ékové formy obsahujici jednu nebo vice U¢innych latek
dispergovanych v ptisluSném zakladu.

Uprava téchto lékovych forem zahrnuje rozpu§téni krému nebo masti
Vv rozpoustédle nebo v organické mobilni fazi. DileZitym aspektem je rozpustnost latky
ve zvoleném rozpoustédle a kompatibilita rozpoustédla s HPLC systémem. Nejcastéji
se pouziva aceton, acetonitril, chloroform, ethanol, methanol a voda.

Casto je viak obtizné dosdhnout Gi¢inné extrakce analyti adsorbovanych nebo
absorbovanych v krémech, mastich nebo ostatnich polotekutych formach. Casto je

potieba polotekuty 1é¢ivy piipravek zahiat na vodni 1azni az do rozpusténi. Vzorek se
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dale protiepe, popiipad¢ se zchladi v ledové lazni. V nékterych ptipadech je potieba
provést liquid-liquid extrakci. Pro gelové 1ékové formy se pouzivd napt. rozpusténi
ve ziedéné kyselin€ chlorovodikové, nebo dispergovani do acetonitrilu ptipadné liquid-
liquid extrakce smési chloroform-pufr.

Pted chromatografickou analyzou je tfeba odstranit pevné Castice mensi nez
2 um, které by se jinak dostaly na chromatografickou kolonu a mohly by zputsobit
pokles jeji ti¢innosti. Pro u¢inné odstranéni téchto castic se pouziva filtrace pres filtry o

velikosti port 0,45 pum.

3.8.2 Priprava vzorku biologického materialu

Pied analyzou biologického materidlu je nutné provést vhodnou izolaci latek,
protoze matrice obsahuji velké mnozstvi balasti. Sledované latky nebo jejich metabolity
jsou vétSinou pifitomny v nizkych koncentracich. Vybér metody Upravy vzorku zalezi
na druhu biologického materialu, na chemické struktute izolované latky, na jeji polarité
a rozpustnosti. Biologické materialy pouzivané pro analyzu jsou naptiklad krev, plazma,
sérum, moc¢, sliny, nebo plodova voda.

Pti Upravé biologickych materidlli se pouzivaji tyto typy upravy vzorku pred
vlastni analyzou: piimy nastfik, extrakce organickymi rozpoustédly (LLE), extrakce
na pevnych fazich (SPE), superkritickd fluidni extrakce (SFE), mikroextrakce
na pevnych fazich (SPME), deproteinace, materialy s omezenym pfistupem (RAM —

restricted access material) a technika pfepindni kolon.
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3.9 Spojeni kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci
(HPLC/MS)™

vvvvvv

HPLC/MS, ktera se velmi rychle vyviji a je metodou volby pro mnoho aplikaci.
Vyhodou této metody je, ze krom¢ separace analytd, jejich identifikace pomoci
standardi a naméfenych spekter a nasledné kvantifikace, poskytuje také informaci
0 molekulové hmotnosti analytu a o jeho struktufe. Diky MS detektoru je Casto mozné
identifikovat doposud nezndmé necistoty a rozkladné produkty, které se vyskytuji
V minimalnim mnozstvi a které mohou vznikat v pribéhu testovani stability 1é¢ivych

ptipravku.

3.9.1 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analytickd metoda, pii které jsou molekuly
prevedeny na ionty a dochézi k rozliSeni iontti podle poméru hmotnosti a naboje (m/z) a
naslednému zédznamu relativnich intenzit jednotlivych ionti. Mezi vyhody hmotnostni
spektrometrie patii vysokd citlivost a minimalni spotfeba vzork. MS umoziluje
analytikovi zjistit molekulovou hmotnost a ziskat i dal§i informace o struktuie

analyzované latky interpretaci spekter.

urychleni ionth

1ontowy zdrog
¥
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Obr. 6: Schéma hmotnostniho spektrometru [62].

MText kapitoly 3.9 byl kromé uvedenych citaci vypracovéan ze zdrojii [59][60] a [61].
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Zakladni ¢asti hmotnostniho spektrometru

Hmotnostni detektor (Obr. 6) se sklada ze tii zakladnich Casti — z iontového
zdroje, hmotnostniho analyzatoru a detektoru. K dalSim castem pfistroje patii vakuovy
systém, zafizeni pro zavadéni vzorkl, iontova optika slouzici k urychleni a fokusaci
iontl a pocitac na sbér a zpracovani dat a ladéni spekter. lontovy zdroj slouzi
k ptevedeni neutralnich molekul analyzovanych latek na nabité Castice (tzv. ionizace).
V hmotnostnim analyzatoru dochazi k rozdéleni ionti v plynné fazi za vakua podle
poméru hmotnosti a nadboje (m/z). Detektor slouzi k detekci iontlh po jejich separaci

podle m/z a k ur€eni relativni intenzity jednotlivych ionti.

3.9.2 lonizacni techniky

Existuje fada ionizacnich technik a je potieba zvolit vhodny zplsob ionizace
pro analyzovanou latku. Mezi nejvice vyuzivané patii ionizace elektrosprejem (ESI),
ionizace za atmosférického tlaku (APCI), ionizaci laserem za Gcasti matrice (MALDI)
a elektronova ionizace (EI). ESI a MALDI se pouzivaji pro analyzu biomolekul. Volba
ioniza¢ni techniky zavisi na povaze analyzovanych latek a tidi se podle té€kavosti latky
(vhodné jsou EI, CI, FI), podle tepelné stability latky (pro termolabilni latky napt. ESI),
molekulové hmotnosti (asi do Mg = 1000 EI/CI, do n¢kolika tisic APCI a FAB,
do stovek tisic ESI a MALDI) a podle polarity latky (pro nepolarni oblast je vice
vhodna APCI, pro polarni ESI — Obr. 7). Pokud je analyzovana smés latek, voli
se spojeni MS s vhodnou separac¢ni technikou — kapalinovou chromatografii, plynovou

chromatografii nebo kapilarni elektroforézou.

100,000 1

Electrospray lonization

10,000 4

1000 A

Molecular Weight

T
Nonpolar Very Polar
Polarity

Obr. 7: Rozdéleni nejpouzivangjsich technik podle polarity a molekulové hmotnosti
analytu.
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Zpusoby ionizace

Neutralni molekuly analytu jsou v iontovém zdroji hmotnostniho spektrometru

pfevedeny na nabité Castice (ionty).

Elektronova ionizace (Electron Ionization, EI)

El je nejvice prozkoumanou metodou ionizace, jsou podrobné¢ popsany
fragmentacni mechanismy pro jednotlivé skupiny latek. Existuji rozsahlé knihovny
spekter umoznujici porovnani ziskaného spektra s databazi a umoziujici rychlou
identifikaci neznamé latky. Pfi elektronové ionizaci dochazi k ovlivnéni
elektromagnetickych poli, v disledku ¢ehoz dochézi k uvolnéni valenéniho elektronu a
vzniku molekularniho iontu M++ (M + e- — M++ + 2 e-).

El je nékdy oznacovand jako ,tvrda” ioniza¢ni technika, protoZe ionizovana
molekula pfi ni ziska nadbytek vnitini energie, coz se projevi fragmentaci molekuly na
mens$i ¢asti. Podminkou pro pouziti této techniky je tékavost latek. Proto se dnes

s vyhodou pouziva ve spojeni s GC.

MeEkké (Setrné) ionizacni techniky

Pii ionizaci vznikaji protonované molekuly [M+H]" (pfi zdznamu kladnych
iontd) nebo deprotonované molekuly [M-H] (pfi zaznamu zapornych ionti).
Nejsetrnéjsi je ionizace ESI a MALDI. Ionizacece termosprejem (TSI) a chemicka
ionizace za atmosférického tlaku (APCI) se fadi mezi techniky zavedené pro spojeni
HPLC/MS. K dalsim, méné pouzivanym ionizaénim technikam patéi ionizace
urychlenymi atomy (FAB) nebo ionty (FIB) a chemicka ionizace (CI), ionizace polem

(FI), desorpce polem (FD) a dalsi ioniza¢ni techniky.

Ionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric Pressure Ionization, API)

Ionizaéni techniky pracujici za atmosférického tlaku (ESI, APCI a APPI)
znamenaly naprosty prilom v feseni spojeni HPLC/MS - nyni diky API je HPLC/MS
naprosto rutinni a spolehliva analytické technika s obrovskym vyznamem pro strukturni

analyzu organickych latek ve smésich, identifikaci reakénich produktl a necistot,

vvvvv
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Chemicka ionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric Pressure Chemical lonization,
APCI)

Tato technika byla navrZzena pro spojeni s HPLC a je plné kompatibilni s HPLC
v rozsahu prutokd cca 0,1-2 ml/min. Ionizace probihda za atmosférického tlaku
pusobenim dostatecné intenzivniho elektrického pole v okoli elektrody udrzované
na potencialu nekolika kV a vystavené proudu dusiku. Tak vznikd koronarni vyboj,
kterym jsou nejdiive ionizovany molekuly mobilni faze (protoze jsou v obrovském
piebytku) a nasledn¢ ionmolekuldrnimi reakcemi reakéniho plynu (=ionizovanych
molekul mobilni fize) jsou ionizovany molekuly analytu; vznikl¢ ionty jsou urychleny
elektrodami do analyzatoru. Vznikaji téméf vyhradné ionty se sudym pocétem e-
(M + H)* nebo (M —H) v zavislosti na podminkéach ionizace. Schéma je znazornéno

na Obr. 8.

HPLC mlet
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Obr. 8: Chemicka ionizace za atmosférického tlaku.

lonizace elektrosprejem (Electrospray lonization, ESI)

ESI je povazoviana za vibec nejSetrnéjsi ioniza¢ni techniku. Princip
elektrospreje je znazornén na obrazku Obr. 9. Analyt rozpustény ve vhodném eluentu je
ptiveden kovovou kapilarou do iontového zdroje. Na kapilaru je vlozeno vysoké napéti
(3—-5kV), takZe po rozpraseni na vystupu z kapilary za pomoci koaxialné€ ptivadéného
dusiku jako zmlZzujiciho plynu, vznikaji kapicky, které nesou velké mnozstvi naboji.
Povrchova hustota néboji postupné vzristd s dalSim odpafovanim rozpoustédla
z povrchu kapicek a tim i zmenSujicim se objemem a povrchem malych kapicek.

Pti ptekroceni kritické hodnoty dochazi ke Coulombické explozi -rozpadu nabité
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kapicky na ftadu jest¢ menSich kapi¢ek nesoucich néboj. Ionty vznikaji
tzv. vypafovanim iontl. Kapi¢ky nesou mnohonasobné¢ vétsi mnozstvi naboji na svém
povrchu, coz umoziiuje vznik mnohondsobné¢ nabitych ionti u ESI, diky cemuz je
mozné analyzovat biopolymery s molekulovymi hmotnostmi v desitkéach tisic Daltona
s béznym kvadrupolovym analyzatorem s hmotnostnim rozsahem do m/z 3000 (podle
molekulové hmotnosti a poctu bazickych mist molekuly mizeme pozorovat az né€kolik
desitek nabojt).

Pti pouziti ESI spojeni s HPLC se obvykle pouzivaji vodné roztoky rtznych
organickych rozpoustédel (pfi spojeni HPLC/MS volené podle podminek separace)
0 pratoku fadové v jednotkach az desitkach pl/min (cca 1-100 pl/min). Pro podpoteni
ioniza¢ni Uc¢innosti se Casto modifikuje pH eluentu ptfidavkem organické kyseliny
(octova, mravenci) o koncentraci obvykle 0,05-1%, nebo amoniaku (0,05-1%), octanu

nebo mraven¢anu amonného (5-10 mmol/l).

Tons
Nebulizer gas

Solvent s E Heated nitrogen drying gas
- § 3
Solvent spray .

Dielectric capillary entrance

Obr. 9: lonizace elektrosprejem.

3.9.3 Hmotnostni analyzatory

Existuje né€kolik typl hmotnostnich analyzatorh, které pracuji na raznych
principech. Rozdily v U¢innosti hmotnostnich analyzatori jsou v zasadé¢ dany
hmotnostnim rozsahem, ve kterém mohou byt méfeny poméry m/z a rozliSovaci
schopnosti (resolving power, RP). Podle zdkladni definice se RP ur¢i jako pomér
hmotnosti iontu m; a rozdilu iontd m; a My s jednotkovym nabojem, pficemz plati,
ze piky obou iontl jsou stejn¢ vysoké a udoli mezi piky je 10%, tj. ptekryvaji se z 10%
(definice zaloZzend na piekryvu dvou piki). Alternativni definice RP (plati zejména

pro kvadrupdly a iontové pasti) vyuziva pro vypocet pomer hmotnosti iontu m a Sifky
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tohoto iontu v poloviné jeho vysky. RozliSuji se analyzatory s nizkym rozliSenim
(RP =1-5000), ke kterym se ftadi kvadrupdlovy analyzator a iontova past.
K analyzatorim s vysokym rozliSenim (RP v desitkich az stovkach tisic) patii
sektorovy analyzator s dvoji fokusaci iontti, iontova cyklotronova rezonance a prualetovy
analyzator s reflektronem.

Ukolem hmotnostniho analyzatoru je separace iontd v plynné fazi podle poméru
jejich hmotnosti a ndboje (m/z). K separaci dochazi za vysokého vakua (pfiblizné 107 -
10°® Pa). Existuji rizné typy analyzatora, které vyuzivaji riizné principy:

e magneticky analyzator - v magnetickém poli dochazi k zaktiveni drahy ionti,
které je zavislé na hodnoté m/z (m/z je imérné druhé mocniné poloméru drahy

iontu r?)

e priletovy analyzétor - urychlené ionty se pohybuji riznou rychlosti v zavislosti
na hodnoté m/z (“mensi” ionty se pohybuji rychleji)

e kvadrupdlovy analyzitor - v dany okamzik jsou oscilace stabilni pouze pro
urCitou hodnotu m/z a tento ion projde kvadrupdlovym analyzatorem, ionty

s jinymi hodnotami m/z maji nestabilni oscilace a jsou zachyceny na tyc¢ich

kvadrupdlu, zménou napéti postupné projdou na detektor ionty se vSemi

hodnotami m/z. Trojity kvadrupol (QqQ) — tii kvadrupdly jsou fazeny za sebou,
prostiedni z nich se vyuziva jako kolizni cela, v prvnim kvadrupolu je vybran
iont, v kolizni cele dojde ke kolizni aktivaci pomoci kolizniho plynu a nasledné
fragmentaci, vlastni analyza probihd ve tfetim kvadrupolu, lze tedy provadét

MS?

e iontova past — Vv iontové pasti dochazi k opakovanému selektivnimu vypuzeni

iontfi podle hodnoty m/z z iontové pasti na detektor, moznost MS" analyzy

Iontova past (Ion Trap, IT)

V iontové pasti jsou ionty pulzné pfivedeny do pasti, zde jsou zachyceny a
potom jsou postupné vypuzovany na detektor podle jejich m/z. lontova past se sklada
ze dvou koncovych a jedné kruhové elektrody. Akumulacni Casy pro zachyt ionti
se priblizné pohybuji v rozmezi 10 ps — 200 ms v zavislosti na mnoZstvi pfivadénych
iontli, doba excitace a kolize v pasti se pohybuje v rozmezi 20 — 60 ms. Vhodnymi
poméry stejnosmérného a stiidavého napéti vloZenymi na kruhovou a dvé koncové

elektrody jsou ionty zadrZeny uvnitf pasti (i€innost zachytu ptiblizné€ 5 %) a postupnou
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zménou téchto napéti jsou podle jejich m/z vypuzovany na detektor vystupnim otvorem.
Do pasti se zavadi helium jako tzv. tlumici plyn o tlaku asi 5.10* Pa, protoZe tlumi
oscilace v ose z, ¢imz se dosahne vyznamného zvySeni RP a zlepSeni zachytu iontu.
Mnozstvi ionti ddvkovanych do pasti musi byt regulovano, protoze v ptipad¢ pieplnéni
pasti muze dojit ke vzniku tzv. prostorového naboje, ktery zpusobi ovlivnéni
harmonického pohybu iontl a rezonance ionti kazdé hodnoty m/z bude pfes $irsi rozsah

frekvenci, coz rozsiii pik.

3.9.4 Spojeni kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci (HPLC/MS)

HPLC/MS analyza ma vys$i informa¢ni hodnotu nez samotnd analyza
kapalinovou chromatografii. Vysledkem jedné analyzy je pak nejen chromatograficky
zaznam s UV detekci (ptipadné UV spektry z DAD), ale také hmotnostni spektra vSech
sledovanych piki a tzv. RIC (reconstructed ion current) a TIC (total ion current)
chromatogram, které slouzi ptedevS§im k odhaleni piki Sumu a tim vedou ke zvyseni

selektivity a spolehlivosti metody (Obr. 10).

Kapalinovy chromatograf uy = HPLC-UV

detektor systém
Pum pa*@k{;@"/

Hmotn. spektrometr
v

|4 Iont. | hmotnastni
zdroj analyzdtor

(ESI, APCI) (Q, IT, TOF)

—» Detektor

... a vysledky jedné

! b) TIC chromatogram
HPLC/MS analyzy <@--..... >

¢) RIC chromatogramy

d) MS spektra viech piki

Obr. 10: Schéma spojeni kapalinového chromatografu s hmotnostnim spektrometrem,
vysledky analyzy spojenych technik.

Spojeni HPLC/MS umoziuje v jedné analyze zaroven separovat i identifikovat
sloZitou smés latek. Podle typu analytu se pro spojeni HPLC/MS da vyuzit n€kolik typi
ionizacnich technik. Jako prvni byla pro spojeni HPLC/MS pouzita ionizace
termosprejem (TSI), ale dnes se jiz pouzivd malo. NejpouzivanéjSimi zplisoby ionizace

jsou ioniza¢ni techniky pracujici za atmosférického tlaku (API) — ionizace
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elektrosprejem (ESI), chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI) a fotoionizace
za atmosférického tlaku (APPI). Dalsimi metodami je ionizace a desorpce laserem
za ucCasti matrice (MALDI) a elektronova ionizace (EI) s pouzitim Particle Beam
prevodniku.

Dftive bylo spojeni HPLC/MS problémem hlavné z hlediska vhodného rozhrani
mezi kapalinovym chromatografem a hmotnostnim spektrometrem. Nejvétsim uskalim
byl rozdil tlaki mezi hmotnostnim analyzatorem (napi. nejb€znéjsi kvadrupolovy
analyzator - 103 Pa) aanalyzovanymi latkami vstupujicimi do iontového zdroje
za atmosférického tlaku (tj. 10° Pa), a dale, e analyt vychazi z HPLC v toku mobilni
faze (pratok asi 1 ml/min), kterd je v nadbytku a musi byt odstranéna pred vstupem
do vakuové ¢asti piistroje. Mezi kapalinovy chromatograf a hmotnostni spektrometr je
nutno zaradit n¢které z dale uvedenych rozhrani:

—rozhrani pro pfimy vstup kapalin: mobilni faze je rozprasena a rozpoustédlo je
odpateno pied vstupem do iontového zdroje;

—rozhrani pro vstup desolvatovaného vzorku: zajistuje rozpraseni mobilni faze
(do maximalniho prutoku 0,6 ml/min) a nasledné odsuseni kapalné faze v desolvata¢ni
komurce; vzorek v podob¢ neutralnich ¢astic vstupuje do vlastniho prostoru iontového
zdroje; tato technika je vhodna pro analyzu malo polarnich latek s hmotnosti
do 1000 Da;

—rozhrani s pohybujicim se paskem: mobilni faze se vzorkem, s maximalni pratokovou
rychlosti do 1 ml/min, je kontinualné¢ nanaSena na smycku z kovového pasku a pres
systém vakuovych uzavéri je undSena do prostoru iontového zdroje; béhem pohybu
dochazi k odpateni rozpoustédla a vzorek je v prostoru iontového zdroje ionizovan; tato
metoda neni vhodna pro analyzu vysoce poldrnich a tepelné nestalych latek.

Ostatni typy rozhrani (elektrosprej, termosprej, chemickd ionizace za atmosférického
tlaku) jsou ve své podstaté ioniza¢nimi metodami a jsou dale popsany v odstavci
vénovaném zpuisoblim ionizace.

Volbé rozpoustédel pro HPLC/MS je nutno vénovat velkou pozornost.

V systému obracenych fazi, ktery je nejcastéjsi, se obvykle pouziva methanol nebo

acetonitril, pfiCemz plati, Ze nejlepsi odezva je obvykle pifi vysoké koncentraci
organického rozpoustédla (70-90 %). MS je kompatibilni s HPLC v pritocich
0d 0,1 ul min™ (ESI) do 1 ml min™ (APCI, ESI) nebo az 2 ml min™ (APCI), pii pouZiti
nanoelektrospreje se voli pratok v nl/min. Maximalni citlivost a stabilita je dosaZena pfi

niz§ich pratocich.
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Systémy s normalnimi fizemi jsou vétSinou Spatné kompatibilni s ESI, lepsi je

kompatibilita s APCI. V mobilni fazi musi byt ur¢ity obsah (>5%) proton-donorniho
rozpous$tédla, napt. 2-propanol. Signal nelze ziskat ve 100% hexanu. Z divodu
kontaminace zdroje a zhorSeni stability signalu je nutné vyhnout se halogenovanym
rozpoustédlum (CH,Cl,, CH3Cl, CCly), protoze kontaminuji zdroj a zhorSuji stabilitu
signalu.

Pro podpoieni ionizace je nutné pouzit jako slozku mobilni faze vhodné
mraven¢i nebo octova, amoniak o koncentraci 0,05 — 1%, octan nebo mravencan
amonny (5-10 mmol/l). Pii pouziti TFA neni vhodna piili§ silnd koncentrace, protoze
tvoii iontové pary, coz zhorSuje pozadi.

Svelkou vyhodou se dnes pouzivd tzv. tandemové spojeni hmotnostnich
spektrometri — MS/MS analyza (jako piiklad 1ze uvést iontovou past, trojity kvadrupél
— QqQ, linearni iontovou past, spojeni TOF-TOF analyzitort), kdy lze provadét MS"
analyzu, nebo lze sledovat, pomoci specifické izolace iontu, rozpadové reakce, a tak

snizit limit detekce. Takovéa spojeni poskytuji dalsi selektivitu a vyssi citlivost.
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3.10 Ultra Performance Liguid Chromatography"

Trend poslednich let v analytické laboratofi je snaha provést co nejvice analyz
Vv co nejkrat§im case s co nejvetsi usporou materidlu. V kapalinové chromatografii
to znamena urychleni a zkraceni analyzy se sou¢asnym zachovanim separa¢ni u¢innosti,
rozliSeni, citlivosti metody, sniZzeni spotieby mobilni faze, prodlouzeni Zivotnosti
analytickych kolon a umoznéni jejich pouZiti pro co nejselektivnéjsi nebo naopak pro co
nejuniverzalngjsi aplikace. Jednim z novych trendi v oblasti kapalinové chromatografie
je UPLC ,,Ultra Performance Liquid Chromatography*, pro ktery se zatim pouze hleda

Cesky ekvivalent.

UPLC

ACQUITY UPLC je pftistroj firmy Waters, ktery nabizi nové moZnosti nasazeni
kapalinové chromatografie v oblasti tzv. UPLC. Tato oblast vyuziva k separaci latek
sorbentil s malymi ¢asticemi (mensimi nez 2 um). Tyto sorbenty jsou svoji fyzikdlni a
chemickou strukturou optimalizovany pro dé€leni latek v UPLC oblasti, kdy separace
probihd pii vysokém tlaku systému (15.000 psi). Pfinosem do oblasti chromatografie je
pfedev§im mnohonasobna ucinnost délictho procesu, krat§i doba analyzy a vysSsi
citlivost. Pfistroj nepfichdzi pouze s pokrocilym ptistupem dé¢leni latek analytu, ale
zahrnuje nové pfistupy v oblasti uzivatelského rozhrani, obsluhy, monitorovani a
diagnostiky systému. UPLC pfistroj se stejné¢ jako HPLC sklada ze ¢tyt zakladnich
moduld (Obr. 11).

" Text kapitoly 3.10 byl kromé& uvedenych citaci vypracovan ze zdrojt [37][63][64] a [65].
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detelctor

kolotovy termostat

autosampler

binarnd pumpa

Obr. 11: UPLC analyticky systém firmy Waters sloZeny ze ¢tyf modulti — autosampler,
kolonovy termostat, binarni pumpa a detektor.

Mobilni faze je do systému dopravovana pomoci Acquity UPLC binarniho
vysokotlakého gradientu. K zakladnim vlastnostem se fadi nizky mrtvy objem, vakuovy
degaser, moznost vybéru ze Ctyf rozpoustédel a Ctyfi pistové akumulatorové komory
vybavené snimaci tlaku. Pumpa umoZiiuje nastaveni pritokli v rozmezi
od 0,01 - 2,00 ml/min (s piesnosti < 0,075 % RSD). Maximalni pracovni tlak je asi
100 MPa (15000 psi), coz podporuje maximalni vyuziti sorbenti s velmi malym
zrnénim plnénych do kolon s uzkym primérem.

Pristroj je vybaven termostatovanym autosamplerem (sample manager)
Vv rozsahu teplot od +4°C do +40°C. Sample manager umoznuje davkovani v rozsahu
0,1-50,0 uL. Pro oplach jehly pouziva dvé kapaliny, tzv. silnou a slabou, volitelné
podle povahy analyzovanych vzorkd. Doba mezi nasttiky je velmi kratka, ¢imz je velmi
urychlen davkovaci cyklus.

Jako detektor je instalovan dvoukanalovy UV/VIS nebo DAD detektor
s vysokou citlivosti. Detektor umoziiuje rychly sbér dat (80 bodi za sekundu).

UPLC vyuziva novych typt sorbeti piipravenych patentovanou technologii
,bridged ethyl/siloxane silica hybrid“ (BEH), kterd vykazuje pravé velmi vysokou
ucinnost a velkou odolnost v Sirokém rozmezi pH (1-12). Analytické kolony jsou

dostupné s vazanou C18 a C8 stacionarni fazi, kdy je vyuzZito v€lenéni trifunkéniho
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ligandu pro lepsi stabilitu pfi nizkém pH. Pro dosazeni lepSiho tvaru piku je pouzita
nova technologie endcappingu.

Kolonovy termostat udrzuje teplotu kolony v rozsahu od +5°C do +65°C.
Kolony jsou vybaveny neodnimatelnym mikro¢ipem, ktery pomoci technologie
eCord™ zaznamenava kompletni historii zivotniho cyklu kolony (Obr. 12.) Lze tedy
zpétné zjistit celkovy pocet méfenych vzorki, celkovy pocet provedenych nastiikd,

kompletni tlakovou historii kolony a zdznamy dat ze System Suitability testa.

% —

Obr. 12: UPLC Acquity kolona s technologii eCord™.

UPLC je vhodnou alternativou HPLC, zejména ve vysoce produktivnich
analytickych laboratofich, jako jsou napf. farmaceutické laboratofe zabyvajici
se hodnocenim klinickych studii 1é¢ivych ptipravki, kontrolou findlnich produktt
I meziproduktti ve farmaceutické vyrobé nebo laboratofe zabyvajici se monitorovanim
1ékovych hladin.

O dulezitosti vyznamu techniky UPLC sv&d¢i i to, Ze v roce 2006 byl predstaven
dalsi ptistroj na bazi UPLC. Firma Thermo Electron Corp. uvadi na trh pfistroj Accela
High Speed LC [66].

Ptenos metod mezi HPLC a UPLC je relativné jednoduchy, protoze v UPLC
jsou zachovany stejné mechanismy separace a chromatografické principy jako v HPLC.
Pii pfenosu metody je tedy obvykle nutné pouze snizit pritokovou rychlost, zvysit

rychlost sbéru dat a sniZit objem vzorku davkovany na chromatografickou kolonu.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

HPLC analyza 1éCivych piipravki je komplexni postup zahrnujici fadu dil¢ich
kroki od vypracovani reSerSe, pies optimalizaci chromatografickych podminek a
izola¢niho postupu sledovanych analyt k validaci vyvinuté metody. Jednotlivé kroky
jsou detailnéji rozebrany v kapitolach - 3.1, 3.2, 3.6, 3.7 a 3.8.

V pribéhu postgradualniho studia byly vyvinuty, validovany a v praxi
pouzivany HPLC metody pro analyzu léCivych piipravkl: Indometacin gel, Terbinafin
krém, Kalcium Pantotenat mast, Estrogel gel, Amastol neo a Heparin gel.

Dale byla vypracovana UPLC metoda pro stanoveni vitaminu A a E
Vv biologickém materidlu. Béhem zahrani¢ni studijni stdze bylo pracovano na HPLC a

HPLC-MS analyze Erythromycinu a jeho estert.

4.1 Indomethacin gel

Cilem prace bylo vyvinout HPLC metodu pro soucasné stanoveni u¢inné latky
indometacinu a jeho dvou rozkladnych produktd - 5-methoxy-2-methylindolyloctové
kyseliny a 4-chlorbenzoové kyseliny v topickém lé¢ivém piipravku Indomethacin gel.

Indometacin patii do skupiny nesteroidnich antiflogistik, mé antipyreticke,
antiflogistické a analgetické 1ucinky, které jsou zplsobeny tlumenim syntézy
prostaglandind a dal§ich medidtor zanétu. Piipravek se pouziva k lécbé degene-
rativnich onemocnéni kloubt, zanéth Slach, Slachovych pouzder a okolnich tkani a
k tlumeni posttraumatickych a pooperacnich otokii a zanétt [68].

K separaci byla pouzita kolona Zorbax SB-Phenyl (75 x 4,6 mm; 3,5 pm,
Agilent Technologies) a mobilni faze acetonitril — kyselina fosfore¢na 0,2 % 50:50 (v/v)
o prutoku 0,6 ml/min. Analyty byly detekovany v UV oblasti pfi 237 nm.
Pro kvantitativni hodnoceni byla zvolena metoda vnitiniho standardu a jako vnitini
standard byl vybran ketoprofen.

Ptiprava vzorku: do centrifugacni zkumavky objemu 50 ml bylo odvézeno
mnozstvi gelu odpovidajici 25 mg indometacinu (asi 0,5 g), bylo pfidano 20,00 ml
roztoku interniho standardu ketoprofenu v methanolu (IS) o koncentraci ¢ = 1 mg/100
ml a smés byla umisténa po dobu 10 minut do ultrazvukové lazné. Po uplynuti této doby
byla smés centrifugovana 15 minut pii rychlosti 3000 otacek/min. Supernatant byl

davkovan autosamplerem piimo na kolonu.
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Byla provedena kompletni validace celé metody. VSechny testované parametry
spliiovaly pozadovand kritéria. Vyvinutd metoda se pouzivd pro stabilitni studie

uvedeného topického 1écivého pripravku. Podrobnéji je prace popsana v priloze 5.2.

4.2 Terbinafin krém

Hlavni sledovanou latkou v krému byl terbinafin. Terbinafin je allylamin
se Sirokym  spektrem antimykotické ucinnosti u koznich mykoéz vyvolanych
dermatofyty. V nizkych koncentracich je terbinafin fungicidni proti dermatofytim a
plisnim. U&inek terbinafinu proti kvasinkdm je v zavislosti na druhu kvasinky
fungicidni nebo fungistaticky. V topickych 1éCivych piipravcich se terbinafin pouziva
k 16€bé koznich mykoz. Dale se pouziva pii 1é€bé pityriasis versicolor [68].

Kromé¢ terbinafinu se v ptipavku stanovoval obsah jeho rozkladnych produkti:
B-terbinafin, Z-terbinafin a 4-methylterbinafin. Byla hodnocena i necistota pochazejici
z vychozich surovin syntézy: 1-methylaminomethylnaftalen.

K HPLC analyze byla pouZzita chromatografick4d kolona NUCLEOSIL 100-5-CN
(250 x 4,6 mm; 5 pm, Bischoff Chromatography) a mobilni fidze o sloZeni
tetrahydrofuran-acetonitril-citratovy pufr pH 4,50 10:20:70 (v/v/v) a pratoku
0,8 ml/min. Detekce byla provedena ptfi vinové délce 226 nm. Pro kvantitativni
hodnoceni byla zvolena metoda vnitiniho standardu a jako vnitini standard byl vybran
propylparaben.

Ptiprava vzorku: do centrifugacni zkumavky objemu 50 ml bylo odvézeno
mnozstvi krému odpovidajici 5,0 mg terbinafinu (asi 0,5 g), bylo pfidano 20,00 ml
roztoku interniho standardu propylparabenu v acetonitrilu (IS) o koncentraci
c=25mg/100 ml a 50 pl 85% kyseliny fosforecné a smés byla umisténa po dobu
15 minut do ultrazvukové lazné. Po uplynuti této doby byla smés centrifugovana
15 minut pii rychlosti 6000 otdek/min. Supernatant byl davkovan autosamplerem
pfimo na kolonu.

Metoda byla kompletné validovana. VSechny testované parametry spliovaly
pozadovanad kritéria. Vyvinutd metoda se pouzivd pro stabilitni studie topického

1é¢ivého piipravku Terbinafin krém. Podrobnéji je prace popsana v piiloze 5.3.
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4.3 Calcium Pantotenat mast

Calcium Pantotenat mast se pouziva k podpoieni obnovy poskozené pokozky.
Urychluje hojeni drobnych nehnisavych poranéni jako jsou odfeniny, praskliny
na pokozce, popaleniny. Je vhodnym pfipravkem k promasténi pokozky, vylupovani
stroupkil a k podpofe Gplné regenerace kuze v zavéreéné fazi planych nestovic [67].

V piipravku byla hodnocena u€innd latka pantotenan vépenaty a dvé
konzervacni piisady methylparaben a propylparaben. Pro stanoveni byla pouzita metoda
vnitiniho standardu, jako vnitini standard byl pouzit ketoprofen. K analyze byla pouzita
kolona Hypersil ODS (250 x 4,6 mm; 5 pm, Hypersil UK) a mobilni faze o slozeni
methanol — kyselina fosfore¢na pH 2,5, 65:35 (v/v) a prutoku 0,7 ml/min. Detekce byla
provedena pti vinové délce 214 nm.

Ptiprava vzorku: do centrifugacni zkumavky objemu 50 ml bylo odvazeno
mnozstvi masti odpovidajici 25 mg pantotenanu vapenatého (asi 0,5 g), byly pridany
2,00 ml chloroformu a zkumavka byla umisténa na vodni lazen zahtatou na 75°C
po dobu 20 minut. Bylo pifidano 20,00 ml roztoku interniho standardu ketoprofenu
ve smési methanolu a tlumivého roztoku fosfore¢nanového o pH 3,1 80:20 (v/v) (IS)
0 koncentraci ¢ = 5 mg/100 ml a smés byla umisténa po dobu 20 minut do ultrazvukové
lazné. Po uplynuti této doby byla smés centrifugovana 15 minut pii rychlosti
6000 otacek/min. Supernatant byl filtrovan pfes membranovy filtr a davkovan
autosamplerem piimo na kolonu.

Byla provedena kompletni validace celé metody. VSechny testované parametry
spliovaly pozadovana kritéria. Vyvinutd metoda se pouziva pro stabilitni studie
topického 1écivého pripravku Calcium pantotendt mast. Podrobné&ji je prace popsana

Vv piiloze 5.4.

4.4 Estrogel gel

V hormonélnim lé¢ivém ptipravku Estrogel gel byla hodnocena hlavni u¢inna

latka estradiol a dale spektrum jejich zndmych necistot, které jsou uvedeny v Drug

9(11) o11)

Master File dokumentaci. Hodnocené necistoty byly: estron, A — estron, A
estradiol, hemidydrat 17a-estradiolu, 17a-ethinylestradiol, 3-methoxy-17f3-estradiol a
17B-estradiol-17-acetat. A*™ — estron je vychozi latkou a A — estradiol je

meziproduktem pfi syntéze estradiolu.
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Nejlepsich vysledkd separace bylo dosazeno s kolonou Zorbax SB-CN
(150 x 4,6 mm; 5 pum, Agilent Technologies). Jako mobilni faze byla pouzita smés
acetonitril-kyselina fosforefna 0,085% - tetrahydrofuran v poméru 27:63:10 (v/v/v)
o prutoku 1 ml/min. UV detekce byla provedena pii 225 nm. Pro kvantifikaci byla
vyuzita metoda vnitiniho standardu. Jako vnitini standard byl pouzit flurbiprofen.

Za vyse uvedenych podminek byl estradiol separovan od vSech svych necistot.

%) _ estron. Obg

Izokratickym rezimem se nepodatilo oddélit necistoty estrone a A
necistoty maji shodny retencni €as a jsou vyhodnocovany jako suma dvou komponent.

Ptiprava vzorku: do centrifugacni zkumavky objemu 50 ml bylo odvéazeno
mnozstvi gelu odpovidajici 0,3 mg estradiolu (asi 0,5 g), bylo pfidano 20,00 ml roztoku
interniho standardu flurbiprofenu v acetonitrilu (IS) o koncentraci ¢ = 0,5 mg/100 ml a
smés byla umisténa po dobu 10 minut do ultrazvukové 1azn¢. Po uplynuti této doby byla
smés centrifugovana 15 minut pii rychlosti 3000 otaek/min. Supernatant byl davkovan
autosamplerem pfimo na kolonu.

Metoda byla kompletné zvalidovana a vSechny parametry spliuji pozadavky

v

autorit. Podrobnéjsi informace o metod¢ jsou uvedeny v piiloze 5.5.

4.5 Amastol neo

Cilem prace bylo vyvinout a validovat HPLC metodu pro soucasné stanoveni
ucinné latky chlorhexidin diglukonatu a jejiho degradacniho produktu p-chloranilinu
V masti Amastol neo urcené pro veterinarni pouziti. Chlorhexidin plisobi proti Siroké
Skale gramnegativnich a grampozitivnich vegetativnich bakterii, kvasinkdm a
dermatofytickym plisnim [69].

Pro HPLC analyzu byla pouzita kolona Zorbax SB-Phenyl (75 x 4,6 mm;
3,5 um, Agilent Technologies). Optimalni mobilni fazi pro separaci byla smés
acetonitrilu a roztoku 0,08 M fosfore¢nanu sodného s obsahem 0,5 % triethylaminu
(pH vodné faze bylo nastaveno na hodnotu pH 3,0 kyselinou fosfore¢nou 85%)
vV poméru 35:65 (v/v). Pritok mobilni faze byl 0,6 ml/min, detekce byla provedena
pfi 239 nm. Ke kvantitativnimu hodnoceni byla pouzita metoda vnitiniho standardu,
jako vnitini standard byl pouzit ethylparaben.

Ptiprava vzorku: do centrifugacni zkumavky objemu 50 ml bylo odvézeno
mnozstvi masti odpovidajici 2,55 mg chlorhexidin diglukonatu (asi 0,5 g), bylo pfidano

20,00 ml roztoku vnitiniho standardu (ethylparaben, ¢ = 4 mg/100 ml) ve smési
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acetonitrilu a 1% roztoku kyseliny mravenci (v poméru 80:20 v/v) a zkumavka byla
po uzavieni sklenénou zatkou umisténa na vodni ldzen zahtadtou na 80°C po dobu
20 minut. Poté byla smés umisténa po dobu 20 minut do ultrazvukové lazné.
Po uplynuti této doby byla smés centrifugovana 15 minut pfi rychlosti 6000 otacek/min.
Supernatant byl filtrovan ptes skladany filtr a davkovan autosamplerem pfimo na

kolonu.

Metoda byla kompletné zvalidovana. VSechny testované parametry spliiovaly
pozadovana kritéria. Vyvinutd metoda se pouziva pro stabilitni studie topického

1é¢ivého piipravku Amastol neo. Podrobnéji je metoda popsand v piiloze 5.6.
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4.6 Heparin gel

Cilem prace bylo vyvinout a validovat HPLC metodu pro soucasné stanoveni
konzerva¢nich pfisad methylparabenu a propylparabenu (Obr. 13) v topickém
farmaceutickém piipravku Heparin gel. Uginnou latkou v gelu je sodna stl heparinu,
obsah heparinu byl sledovan pomoci jiné metody. Heparin gel se pouziva jako
dermatologikum a venofarmakum, jako podptirna 1é¢ba pfi otocich po tupych zranénich

a narazech, pfi zhmozdéninach a vyronech krve, pii zanétech povrchovych Zil [68].

(“3 O
Il
C—OCH, C—OCH, CH,CH,
OH OH
Obr. 13: Methylparaben Propylparaben.

Chemikalie

Methylparaben, Sigma-Aldrich GmbH, Némecko

Propylparaben, Sigma-Aldrich GmbH, Némecko

Ethylparaben, Fluka Chemie GmbH, Némecko

Acetonitril, Supragradient, Biotech, Scharlau Chemie,Némecko

Methanol, Chromasolv, Sigma Aldrich GmbH, Némecko

Ultracista voda, Cisténa systémem Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA)
Kyselina fosforecna 85% p.a., Merck

Chromatografické podminky:

Na pracovisti katedry analytické chemie byla jiz vyvinuta fada
chromatografickych metod pro analyzu parabenti v riznych 1é¢ivych pftipravcich.
Methylparaben a propylparbanen se pouzivaji v lé€ivych piipravcich oba zéroven,
protoze jejich efekt je synergicky [70]. Pti vyvoji této metody se vychéazelo z metody

pro stanoveni parabent v piipravku Heparin mast [71]. Pro analyzu gelu byla pouzita
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jako mobilni faze smés acetonitril - voda 45:55 (v/v). Z divodu interference
S balastnimi latkami v mastovém zakladu vSak bylo nutné slozeni mobilni faze
modifikovat. Zménou pH vodné slozky mobilni faze do kyselé oblasti, pouzitim ziedéné
kyseliny fosfore¢né, doslo ke zlepSeni separace.

Jako vnitini standard byl zvolen ethylparaben.

Izola¢ni postup:

Ptiprava vzorku pro stanoveni obsahu konzerva¢nich ptisad byla zaloZena
na metodice pouzivané na katedfe analytické chemie. Postup zahrnuje umisténi vzorku
s roztokem vnitiniho standardu ve vhodném rozpoustédle do ultrazvukové lazné a
naslednou centrifugaci. Byly testovdny optimalni casy pro oba kroky izolace.
Do centrifuga¢ni zkumavky objemu 50 ml bylo odvaZzeno mnozstvi gelu odpovidajici
0,5 mg methylparabenu a 0,25 mg propylparabenu (asi 0,5 g), bylo pfidano 20,00 ml
roztoku interniho standardu ethylparabenu v methanolu o koncentraci ¢ =1 mg/100 ml a
smé&s byla umisténa po dobu 15 minut do ultrazvukové 1azné. Po uplynuti této doby byla
smés centrifugovana 15 minut pii rychlosti 3000 otacek/min. Supernatant byl ddvkovan
autosamplerem pfimo na kolonu. U&innost uvedeného izola¢niho postupu byla
testovana ve validaci zjiSténim validacni charakteristiky spravnost. Pfi zji§tovani
spravnosti se postupuje tak, Ze k placebu 1éc¢ivého piipravku (léCivy piipravek bez
sledovanych latek) je pfidavan roztok standardii a je sledovéna vytéZnost daného

1zola¢niho postupu.

Konecné chromatografické podminky:

Sestava Shimadzu LC — 2010C, Shimadzu corp., JAP.

Kolona: SUPELCO Discovery® C18 (125 x 4 mm, 5pum), Sigma Aldrich
Davkovani:  5ul

Mobilni faze: acetonitril: 0,085% kyselina fosforecna 30:70 (v/v)

Pratok: Fmn= 1,1 ml/min
Izokraticky rezim
Teplota: 25°C

Detekce: 257 nm
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Obr. 14: Chromatogram standardnich latek s pfidavkem vnitiniho standardu.
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Obr. 15: Chromatogram placeba.

Metoda byla kompletné¢ zvalidovana podle pozadavkid viz kapitola 3.7. VSechny

valida¢ni parametry spliiovaly poZadovana kritéria (vysledky validace viz. Tab. 9.)
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Validace | parametr | methylparaben | propylparaben | Pozadavek

SST

Opakovatelnost®

- retenéni Cas RSD (%) 0,37 0,31 <1%

- plocha piku RSD (%) 0,23 0,23 <1%

Pocet teoretickych pater® N 5081 9161 N>2000

Rozliseni® Rij 1,39 1,20 Rij>1,5

Asymetrie piku® T 1,97 4,16 T<2

Validace metody

Piesnost” RSD (%) 0,50 3,29 X<5%

Linearita® Korelacni 0,999975 0,99937 x>0,9990

koeficient

Spravnost” vyt&znost - %) 101,08 100,41 x=100+5%
-RSD(%) 0,06 0,51 Xx<5%

4n=6

® n=6, kazdy vzorek analyzovan tfikrat

¢ n=6, kazd4 koncentrace analyzovana tfikrat, rozmezi koncentraci 0,01-0,05 mg/ml methylparaben
3,75.10° — 0,02 mg/ml propylparaben

Tab. 9: Vysledky validace.

Soucasti validace bylo také hodnoceni robustnosti metody. Byly testovany
mobilni fdze v riznych pomérech slozek (acetonitril — kyselina fosfore¢na 0,085%
v pomérech 20:80; 25:75; 30:70; 35:65; 40:60) a jejich vliv na plochu piki a reten¢ni
Casy. Relativni plocha pikil vztazena na plochu piku pfi optiméalnim sloZeni mobilni faze
se pohybovala v rozmezi 100,00 % az 100,25 % pro methylparaben a 98,31 % az
100,36 % pro propylparaben a proto v uvedeném rozmezi zmény v poméru slozek
mobilni faze neovliviiuji stanoveni methylparabenu a propylparabenu. V celém
testovacim rozmezi dochazi k dokonalé separaci vSech slozek, ale slozeni mobilni faze
ovliviluje trvani analyzy. Z tohoto hlediska je doporuceno pouziti mobilni faze
acetonitril — kyselina fosfore¢na 0,085 % (v/v) = 30:70.

Dale byl v ramci robustnosti sledovan parametr kratkodobé stability (72 hodin)
ptipraveného roztoku standardi v methanolu. Roztok byl uchovavan za sniZzené teploty
(4°C) a za laboratornich podminek (~ 25°C). Vzorky byly analyzovany v Case 24, 48 a
72 hodin. Pozadavek na stabilitu — zména obsahu sledovanych latek mensi nez 1 % byl
splnén a roztok methylparabenu a propylparabenu V methanolu je mozné pouZzivat

pii uchovavani za snizené nebo laboratorni teploty po dobu 72 hod od jeho ptipravy.
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Stanoveni obsahu methylparabenu a propylparabenu v gelu

Pripravi se roztoky standardi v methanolu sobsahem 1 mg/100 ml
ethylparabenu (IS), 2,5 mg/100 ml methylparabenu a 1,25 mg/100 ml propylparabenu
ze 2 samostatnych navazek. Kazdy roztok se zméfi trikrat. Provedou se 2 nezavislé

analyzy vzorku pfipraveného kompletnim postupem uvedenym v podkapitole piiprava

vvvvv

Vypocet obsahu methylparabenu a propylparabenu (%) se provede podle vzorce:

A, Ax omg o F 020
C. =
l A5 [ A om

obsah stanovené slozky v %

Ay, As = plocha piku vzorku, standardu

Ais = plocha piku vnitiniho standardu ethylparabenu
My, Mg = navazka vzorku, standardu v g

F = faktor korekce na obsah referenéni latky

Vyvinuta metoda se pouziva pro ucely stabilitni studie pfipravku Heparin gel.
Ptipravek je vyhovujici pozadavkim autorit a specifikaci, pokud je obsah

konzervaénich ptisad vyssi nez 80% (viz kap.3.1).
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4,7 UPLC analvza vitaminu A a E

Vitaminy A (retinol) a E (alfa-tokoferol) patii mezi antioxidacni latky schopné
vyznamné oslabit toxicky efekt volnych kyslikovych radikalti a tim piispet k celkové
ochrané organismu [72]. Monitorovani hladin retinolu a alfa-tokoferolu v lidském séru
je pouzivano pro hodnoceni oxida¢niho stresu.

Cilem této prace byla optimalizace a vyvoj UPLC metody pro stanoveni
vitamind retinolu a alfa-tokoferolu v biologickém materialu (krevnim séru) a porovnani
vysledkii analyzy UPLC metody s metodou HPLC vyuzivajici k analyze monolitickou

kolonu. Pro kvantitativni hodnoceni se pouzivala metoda vnéjsiho standardu.

Chemikalie:
Retinol, Sigma Aldrich, Praha, Ceské republika
Alpha-tocopherol a gama-tocopherol - Tocopherol set, Merk, Praha Cesk4 republika

Methanol, chromasolv gradient grade for HPLC, Sigma Aldrich, Praha, Ceska
republika

Hexan, chromasolv for HPLC, Sigma Aldrich, Praha, Ceské republika
Ethanol, chromasolv for HPLC, Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika

Ptiprava vzorku:

Pro pfipravu vzorku byla pouZzita metoda popsana pro hodnoceni hladiny
vitamini A a E vséru pracovniky Kliniky gerontologické a metabolické Fakultni
nemocnice v Hradci Kralové [73].

Do zabrusové zkumavky bylo napipetovano 0,5 ml séra, ptidano 0,5 ml etanolu
denaturovaného methanolem. Vzorek byl protiepan a nechdn 5 minut deproteinovat.
Poté bylo pfidano 2,5 ml n-hexanu a 5 minut se intenzivné tfepalo na tiepacce. Vzorek
byl centrifugovan 10 minut pfi 3500 otdcek za minutu a 0°C, poté byly z horni
hexanové vrstvy odebrany 2,0 ml supernatantu. Vzorek byl vysuSen pod proudem
dusiku a odparky byly rozpustény v 0,4 ml methanolu, vzorek byl zfiltrovan (filtr 0,2

um) a analyzovan pomoci UPLC.
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Chromatografické podminky:

Sestava Waters Acquity UPLC, Waters

Kolona: Acquity UPLC BEH C18 (2,1 x 100 mm, 1,7 pum)
Davkovani: 5yl

Mobilni faze: methanol

Prutok: Fn= 0,48 ml/min

Izokraticky rezim

Teplota: 20°C

Detekce: 325 nm retinol, 295 nm alfa-tokoferol
0.0354 E g
0.025+ g _é

Minutes

Obr. 16: Chromatogram: Analyza roztoku standardu - retinol 2,5 umol I, alfa-tokoferol
20 umol I'*.

0.040

0.035+

0.030

-1.595

0.025+

retinol - 0.761

0.020-

AU

0.015+

alpha tocopherol

0.010+

0.005—

gama tocopherol - 1.439

Obr. 17: Chromatogram: Analyza biologického vzorku (lidského séra) s obsahem
retinolu, alfa-tokoferolu a gama-tokoferolu.
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Vitamin A Vitamin E (a-
(retinol) tocoferol)
SST
Opakovatelnost — retencni ¢as 0,1 0,2
(R.S.D.%)®
Opakovatelnost - plocha ( R.S.D.%) ¢ 0,5 0,6
Podet teoretickych pater® 2064 6466
Rozligeni® 1,99 9,47
Asymetrie® 1,03 1,06
Validace
Piesnost ( R.S.D.%)" 3,78 4,61
Kalibragni rozmezi (umol I™)° 0,25-10,00 0,5-50,00
Korelaéni koeficient 0,9997 0,9997
LOD (umol 1'% 0,019 0,05
LOQ (umol I 0,06 0,15

% n = 6, roztok standardi retinol 2,5 pmol I'*, tokoferol 20 umol I'*

b . .
n = 6, analyzované vzorky séra

¢ n=6, kazd4 koncentrace analyzovana tfikrat, rozmezi koncentraci 0,25-10,00 umol I* retinol
0, 5-50,00 umol I™* a-tokoferol

Tab. 10: Vysledky validace.

Zaveér:

Byla vyvinuta a zvalidovana UPLC metoda pro soucasné stanoveni vitaminu A a

E v biologickém materidlu.

Vyhodou UPLC metody pro soucasné stanoveni vitaminu A a E v lidském séru

oproti HPLC metodam vyuzivajicim bé&zné C18 kolony [73] je zejména rychlost

analyzy a nizké4 spotfeba rozpoustédel. Zajimavejsi vysledky pifindsi porovnani UPLC

metody a HPLC metodiky s vyuzitim monolitického typu kolon. Hodnoty valida¢nich

parametrl a hodnoty parametrit SST jsou porovnatelné. Celkova doba analyzy je témét

shodna, UPLC ale pfinds$i moZnost analyzy s nizkym pritokem mobilni faze a tak nizsi

spotfebou mobilni faze a sniZzenim ceny jedné analyzy.
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4.8 Erythromycin

Erythromycin  (Obr. 18) patii do skupiny makrolidovych antibiotik,
je produkovan kmenem Saccaropolyspora. Ma zasadité pH a proto snadno reaguje
s kyselinami za vzniku soli. Bylo prokdzano, ze erythromycin se vaze na 50 S
ribozomalni podjednotku citlivych bakterii a inhibuje tak proteosyntézu. Erythromycin
je obvykle uCinny proti grampozitivnim i gramnegativnim mikroorganizmam.
Je indikovéan k 1écbé pacientii, kterym neni mozné 1ék podavat peroralné nebo kde
zavaznost infekce vyzaduje rychlé dosazeni vysokych hladin erythromycinu v séru.
Po pfiméfené dobé by méla byt intravendzni 1écba nahrazena perordlni. Erythromycin
se pouziva k 1écbe infekei hornich cest dychacich, ORL infekei, faryngitidy a infekci
dolnich cest dychacich (pneumonii) mirné a stfedni zdvaznosti. Na zaklad¢ klinickych
vysledkt je erythromycin doporucen jako antibiotikum prvni volby na 1é¢bu legionaiské
choroby.

V terapii se pouziva erythromycin i jeho estery. Farmakokinetické vlastnosti
erythromycinu a jeho esteri zavisi na konkrétni lékové formé. Erythromycin
v peroralnich formach je obvykle baze erythromycinu, erythromycin-estolat,
ethylsukcinat, laktobionat nebo stearat. Tekuté peroralni formy obsahuji erythromycin-
ethylsukcindt nebo erythromycin-estolat. Parenterdlni formy obsahuji erythromycin
laktobionat a erythromycin glucoheptat [74].

Erythromycin je smési makrolidovych antibiotik. Hlavni sloZkou je
erythromycin A. Celkovy obsah erythromycinu A, B a C by se mél pohybovat
v rozmezi 93,0 — 102%. Obsah erythromycinu B 1 C je nejvyse 5% pro kazdou latku
[10].

Obr. 18: Erythromycin.
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4.8.1 HPLC analyza erythromycin-estolatu

Erythromycin-estolat je laurylsulfat erythromycinu. Cilem prace bylo vyvinout
izokratickou HPLC metodu pro stanoveni erythromycin-estolatu a vybranych necistot
pozadovanych spolupracujici firmou. NejvétSim uskalim byla pocatecni absence
standardii analyzovanych latek na pracovisti.

Stanovované rozkladné produkty: erythromycin A enol ether propionat
(EAEEP), anhydroerythromycin A propionat (AEAP), pseudoerythromycin A enol
ether propionat (PSEA) a erythromycin B propionat (EBP).

Sledované ptibuzné latky, které mohou vznikat béhem syntézy: erythromycin A
(vychozi latka syntézy), erythromycin B a erythromycin C, které mohou vzniknout
béhem fermentace.

Nejprve byla provedena literarni reSerSe. Bylo nalezeno nékolik HPLC metod
zabyvajicich se analyzou erythromycinu [75][76][77], poptipad¢ erythromycin-estolatu
a jejich necistot [78][79][80]. Hodnota pH vodné slozky mobilni faze se u vétSiny praci
pohybuje v rozmezi pH 7,5 — 9. N¢které metody vyuZzivaji ke stanoveni erythromycinu
lontové vyménnou chromatografii [81][82].

HPLC metoda pro stanoveni erythromycin-estolatu a jeho pifibuznych latek je
uvedena v Americkém lékopise [11].

Zadna zuvedenych metod se nezabyvala soucasnou analyzou erythromycin-
estolatu a jeho pfibuznych latek zahrnujicich 1 erythromycin a jeho nékteré vybrané

piibuzné latky.

Chemikalie:

Erythromycin estolat Ercros
Erythromycin A enol ether propionat Ercros
Anhydroerythromycin A propionat Ercros
Pseudoerythromycin A enol ether propionat Ercros
Erythromycin B propionat Ercros

Erythromycin A, CRS
Erythromycin B, CRS
Erythromycin C, CRS

Acetonitril HPLC Gradient Grade Fischer Scientific
Hydrogengosforecnan draselny Fluka
Methanol Lichrosolv Merck
Hydroxid sodny Fluka
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Kyselina fosfore¢na 85% Merck

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

Piistrojové vybaveni:

HPLC sestava:

Agilent 1100 Series Agilent Technologies
Pumpa: G1312A
Degaser: G1379A
DAD: G1315B

Autosampler: G1313A

Ptiprava vzorku:

5,8 mg erythromycin-estolatu bylo rozpousténo v 1 ml smési voda-acetonitril
40:60 (v/v). Vzorek byl filtrovan (filtr 0,22 um) a davkovan na kolonu. Erythromycin
se velmi rychle rozklad4 a v roztoku neni stabilni. Kazdy den byl piipravovan vzorek
Cerstvy, zaroven byly analyzovany starS§i vzorky a sledovany vznikajici rozkladné

produkty, které byly patrny na chromatogramu jiz druhy den.

Chromatografie:

V prvnim kroku byla vyzkouSena metoda iontov€é vyménné chromatografie

vyvinuta pouze pro analyzu EAE zadavajici firmou [83].

Chromatografické podminky:

Kolona: Nucleosil 100-5 C18 AB (250 x 4mm, 5um, Macherey-Nagel)

Mobilni faze: roztok A : acetonitril — 40:60 (v/v)
Roztok A: 25,0 ml pufru A a 25,0 ml pufru B bylo doplnéno vodou do 250,0 ml.
Pufr A: 1,5 g hydrogenfosfore¢nanu draselného se rozpusti ve vodé, pH hodnota
se upravi kyselinou fosforecnou 85% na pH 6,5, objem se doplni do 50,0 ml
vodou.
Pufr B: 6,4 g tetrabutylammonium hydrogensulfatu se rozpusti ve vod¢, pH
hodnota se upravi pomoci 1M hydroxidu sodného na pH 6,5, objem se doplni
do 50,0 ml vodou.

Pritok: 1,2 ml/min
Detekce: 215 nm
Dévkovani:  20ul
Teplota: 25°C
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Za vysSe uvedenych chromatografickych podminek nebylo dosazeno dokonalé
separace. Cas jedné analyzy byl 70 minut, a také proto bylo nutné chromatografické
podminky upravit.

V dalsim kroku tedy vyzkousena HPLC metoda bez piidavku iontoménice. Bylo
zjisténo, ze pridavek tetrabutylammonium hydrogensufatu nemél vliv na vysledny
chromatogram, a proto se od jeho pouziti upustilo. Dale byl testovan vliv pH hodnoty
vodné slozky mobilni faze na separaci, byla testovana mobilni faze obsahujici 32 mM
hydrogenfosforecnan draselny 0 pH Vv rozmezi hodnot 3-8. NejlepSich vysledka bylo

dosazeno pti pH 8 vodné slozky mobilni faze.

DAD A, G1g=215,4 Ref380,100 (LUCKAME 1S T OLAZA by

mAU o Teg1
1204
100 4
204
&0 4

Erythromycin estolat

204

IS Y S
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Obr. 19: Chromatogram: analyza erythromycin-estolatu, mobilni faze 32 mM K;HPO,
pH 8 - ACN 40:60 (v/v), pritok 1,2 ml/min, UV detekce 215 nm. Roztok vzorku
analyzovan v den pfipravy, dale po 48, 120 a 168 hodinéch.

Za uvedenych podminek byla U¢innd latka erythromycin-estoldt odd€lena
od nekterych svych rokladnych produktd (Obr. 19). Podle dostupné literatury vznika
rozkladem erythromycin-estolatu v zasaditém prostiedi pseudoerythromycin A enol
ether propionat a v kyselém prostiedi dochazi krozkladu erythromycin-estolatu
za vzniku erythromycin A enol ether propionatu a anhydroerythromycin A propionatu
[74].
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Totoznost ptfedpoklddanych rozkladnych produkti a vedlejsiho produktu
ze syntézy (EBP) byla nakonec potvrzena analyzou ziskanych standardl zapijcenych
ze spolupracujici laboratofe. Koncentrace jednotlivych standardnich latek (PSEA,
AEAP, EAEEP a EBP) pro analyzu byla 3,0 mg/ml ve smési voda: acetonitril 40:60
(v/v). Na (Obr. 20) jsou znazornény chromatogramy roztoka standardt sledovanych

latek.
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Erythromycin estolat EAE
Erythromycin A enol ether propionat EAEEP
Anhydroerytrhomycin A propionat AEAP
Pseudoerythromycin A enol ether propionat PSEA
Erythromycin B propionat EBP

Obr. 20: Chromatogram: analyza erythromycin-estolatu a standardt necistot, mobilni
faze 32 mM Ky;HPO,4 pH 8: ACN 40:60 (v/v), pritok 1,2 ml/min, UV detekce 215nm.

Za uvedenych podminek doslo také k separaci erythromycinu A, B 1 C od u¢inné
latky erythromycin-estolatu, jak je dokumentovano na obrazku Obr. 21. Koncentrace

erythromycinu A, B a C je 3 mg/ml ve smési voda: acetonitril 40: 60 (v/v).
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723 EAE
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12,18 PSEA

24,23 EAEEP
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11,32 EBP

Obr. 21: Chromatogram: analyza roztoku standardi G¢inné latky EAE a sledovanych
rozkladnych produktii a ptibuznych latek, mobilni faze 32 mM K,HPO,4 pH 8: ACN
40:60 (v/v), pratok 1,2 ml/min, UV detekce 215 nm.

Zaver:

Byla vyvinutd metoda pro soucasné stanoveni ucinné latky erythromycin-
estolatu a jeho nékterych rozkladnych produkti - EAEEP, AEAP a PEAEEP a
vybranych substanci, které mohou vznikat béhem syntézy erythromycin-estolatu —
erythromycin A, B, C a erythromycin B propionat. Ve vyvoji metody bude pokra¢ovano
I Vv budoucnu, kdy je nutné optimalizovat podminky pro tplnou separaci rozkladnych

produktl a metodu validovat.
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4.8.2 HPLC/MS analvza erythromycin-laktobionatu

Erythromycin-laktobionat je smési laktobionati makrolidovych antibiotik.
Soucet obsahu erythromycin-laktobionatu A, B a C je 93-100,5% [10].

Pfi MS analyze a snimani kladnych iontd je sledovan pouze erythromycin.
Hlavni slozkou je erythromycin A (EA), v zavislosti na podminkach fermentace a
prabehu cisticiho postupu, mohou byt ve vzorcich pfitomny mala mnozstvi nékterych
ptibuznych latek: erythromycin B (EB), C (EC), D (ED), E (EE), F (EF), N —
demethylerythromycin A (NdMeEA) a erythromycin A N-oxid (EAEO).

Rozkladné produkty, vznikajici v kyselém prostfedi jsou anhydroerythromycin
A (AEA) a erythromycin A enol ether (EAEN), v bazickém prostfedi vznika
pseudoerythromycin A enol ether (PSEAEN) [84][75].

Cilem prace bylo pouzit vyvinutou HPLC/MS/MS metodu [85] k zjisténi
vyskytu jednotlivych necistot v komeréné vyrabéném ptipravku Erythromycin® Abbott
GmbH.

Bylo analyzovano celkem 50 vzorkl. Kompletni analyza kazdého vzorku trvala 6 hodin.

LC/MS sestava:

Agilent 1100 Series, Agilent Technologies
Pumpa G1312A
Degaser G1379A
DAD G1315B

ALS Autosampler  G1329A
LC/MSD Trap SL  G2445D

LC/MS systém:

Kolona: Hydro RP18 (150 x 4,6 mm, 4um), Phenomenex

Mobilni faze: 5 mM octan amonny, 0,05% kyselina mravenci (A),
ACN/MeOH (80:20 v/v) / 0,05 % kyselina mravenci (B)

Gradientova eluce: 0,5 min 55% B

0,5-7,5min45% B
75-23 min45-70% B
Pratok: 0,6 ml/min

Dévkovani: 25 ul
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Teplota: 25°C

Detekce: LC/MSD Trap SL iontova past, ionizace elektrosprejem
Interface: jako nebulizér a susici plyn byl pouzit dusik

Tlak: 45,00 psi

Prutok: 10 I/min

Teplota: 350 °C

Zaznam kladnych iontt

Agilent LC/MS ChemStation (verze 4.1., MSD Trap Kontrol 5, Data Analysis 2.0)

Chemikalie:

Octan amonny Fluka

Acetonitril HPLC Gradient Grade Fischer Scientific
Kyselina mravenci Fluka

Methanol Lichrosolv Merck

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

Erythromycin® Abbott GmbH

Piiprava vzorku:

Komeréné vyrobeny vzorek erythromycinu (75 pg/ml) se rozpusti v 1 ml smési
acetonitril-methanol 80:20 (v/v) a 0,005M octanu amonném v poméru 55:45. Vzorek
se zfiltruje a analyzuje.

Pro kvantifikaci erytromycinu a jeho ptibuznych latek byla pouZita jiz vyvinuta
metoda HPLC/ESI-MS/MS. Uvedena metoda ESI je zalozena na casteéné separaci
vzorkd na chromatografické koloné¢ a hmotnostni detekci v selektivnim modu —
sledovani produktu rozpadu iontu (multiple reaction monitoring, MRM). Takovy
zpiisob detekce umoznuje sledovat signal nékolika charakteristickych fragmentaci
soucasn¢é. Byly hodnoceny ionty mateiské a dcefiné s pouzitim standardd EA

(2,25 pg/ml), EB a EC (3,75 pg/ml).

Fragmentace: prekurzorovy ion — produktovy iont - EB 718 — 524, EC 720 — 576,
ED 704 — 560, EE 748 — 574, EF 750 — 592, EAEO 750 — 592, NdMeEA 720 —
562, AEA 716 — 540 a EAEN a PSEAEN 716 — 558.
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Pii interpretaci spekter se vychazelo provedenych studii zabyvajicich se MS
analyzou eythromycinu a jeho analogi [86][87][88].
Erythromycin A (m/z 734) - postupna ztrata dvou molekul vody vede k iontu m/z 716 a
698 s pomérné nizkou intenzitou. Po odstépeni neutralni molekuly L-kladinosy vznika
produktovy ion m/z 558, stejna ztradta ziontl m/z 716 a m/z 698 davaji vznik
fragmentim m/z 540 a 522. lont m/z 576 vznika ztratou neutralniho fragmentu 158 Da
od matetského iontu.
Erythromycin B (m/z 718) — v MS/MS spektru je ziejmy iont m/z 542, piedstavujici
ztratu L-kladinosy a molekuly vody. Ztrata kladinosy ptedstavuje iont m/z 560, iont
m/z 524 odpovida ztat¢ dvou molekul vody a cukru.
Erythromycin C (m/z 720) — ionty m/z 702 a 684 piedstavuji ztraty dvou molekul vody,
ztrata L-mykarosy z matetského iontu a iontu m/z 702 dava dcefiné ionty s hodnotou
m/z 576 a 558, naslednou ztratu vody predstavuji ionty m/z 540 a 522.
Erythromycin D (m/z 704) — v MS/MS je intenzivni iont m/z 560 piedstavujici ztratu
molekuly vody a mycarosy, dalsi ztrata molekul vody predstavuje iont m/z 524.
Erythromycin E (m/z 748) — v MS/MS spektru je intenzivni iont m/z 574 odpovidajici
ztraté kladinosy a kyslikového atomu z glykosidické vazby.
Erythromycin F (m/z 750) — intenzivni produktovy iont o m/z 574 piedstavuje ztratu
dvou molekul vody a L-kladinosy.
Anhydroerythromycin A (m/z 716) — v MS/MS spektru ionty m/z 558 a 540
predstavujici ztratu 158 Da z prekurzoru a iontu vzniklého ztratou vody.
Erythromycin A enol ether (m/z 716) — ztrata 158 Da znamena intenzivni iont m/z 558.
N — demethylerythromycin A (m/z 720) — ionty m/z pfedstavuji ztraty molekul vody,
intenzivni dcefinny iont m/z 562 vznikd ztratou dihydropyranového derivatu L-
kladinosy.
Erythromycin A N-oxid (m/z 750) — iont m/z 592 vznika ztratou L-kladinosy a
naslednou ztratou vody.

Pseudoerythromycin A enol ether (m/z 716) — ztrata 158 Da, iont m/z 558.

Na obrazcich - Obr. 22 a Obr. 23 jsou znazornény MS zaznamy analyzy.
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Zaver:

Bylo vyhodnoceno 50 vzorkl, obsah zadné necistoty nepiesahoval mnozstvi
0,05%. Tato prace je ukazkou vyuziti MS detekce pti ziskani profilu necistot v ptipadé
nedostupnosti ovéfenych standardid stanovovanych latek a tedy jejich identifikace

na zakladé¢ MS/MS analyzy.

107



5 PRILOHY

5.1 Prehled publikovanvch praci

Publikované ¢lanky:
L. Novékova, L. Matysova, L. Havlikovéa and P. Solich
Development and validation of HPLC method for determination of indomethacin and its

two degradation products in topical gel
J. Pharm. Biomed. Anal. Vol 37(5), 2005, 899-905 (IF 1,889)

L. Matysov4, P. Solich, P. Marek, L. Havlikova, L. Novakova and J. Sicha
Separation and determination of terbinafine and its four impurities of similar structure
using simple RP-HPLC method

Talanta Vol 68 (3), 2006, 713-720 (IF 2,391)

L. Havlikova, L. Matysova, L. Novakova, P. Solich
HPLC Determination of Calcium Pantothenate and two Preservatives in Topical Cream
J. Pharm. Biomed. Anal. Vol 41(2), 2006, 671-675 (IF 1,889)

L. Havlikova, L. Novakova, L. Matysova, P. Solich
HPLC Determination of Estradiol and its Degradation Products
J. Chromatogr. A Vol 119 (1-2), 2006, 216-223 (IF 3,096)

L. Havlikova, L. Matysova, L.Novakova,R. Hajkova, P.Solich
HPLC Determination of Chlorhexidine gluconate and p-chloroaniline in topical
ointment

J. Pharm. Biomed. Anal. — zaslano k publikaci

108



Postery:
L. Havlikova, L. Matysova, P. Solich

Development and Validation of HPLC method for determination of Indomethacin and
its two degradation products in topical gel
PBA 2004, 2 — 6 may 2004, Florence, Italy (Abstract Book str. 185)

L.Matysova, L.Havlikova, L.Novakova, P.Solich

Vyvoj a validace metod pro analyzu topickych 1é¢ivych piipravki pomoci metody RP-
HPLC

IX. sjezd CFS 13.-15.5. 2004, Zlin (Sbornik P-7, str. 41)

L.Matysova, L. Havlikova, J. Novackova, S. Rech, P. Solich
Problematika HPLC analyzy parabent v topickych 1é¢ivych ptipravcich.
XXXIII. Syntéza a analyza 2004, Nitra, Slovensko (Sbornik, str. 248)

L. Novéakova, L. Matysova, L. Havlikova, P. Solich

A Comparison of Performance of VVarious Novel Analytical Columns with Classical
C18 stationary phases

ISC 04, October 4 — 8 2004, Paris, France (Book of Abstract, str. 60)

L.Havlikova, L.Matysova, L.Novakova, P.Solich

Development of HPLC method for determination of degradation pruducts of
pharmaceuticals in gels

Joint Meeting 6 —9 October 2004, Regensburg, Germany (Book of Abstract, PC52,
str. 109)

L. Havlikova, L. Matysova, L. Novakova, P. Solich

HPLC Determination of Calcium Pantothenate and two Preservatives in Topical Cream
29th International Symposium on High Performance Liquid Phase separations and
Related Techniques, 26-30 June 2005, Stockholm, Sweden (Poster P12:20, str. 408)

109



L. Novakova, L. Havlikovéa, L. Matysova, P. Solich

Determination of Estradiol and its Degradation Products in Topical Gel

29th International Symposium on High Performance Liquid Phase separations and
Related Techniques, 26-30 June 2005, Stockholm, Sweden (Poster P 12:13)

I. Citova, L. Havlikova, R. Sladkovsky, P. Solich
Moderni trendy v analyze polyfenolickych latek chromatografickymi metodami

Syntéza a analyza 1éCiv, 12.- 14.9.2005, Brno (Sbornik P7, str. 45)
L. Matysova, L. Havlikova, A. Homolova, P. Solich, J. Sicha
Stanoveni diklofenaku sodného a jeho degrada¢niho produktu metodou RP-HPLC

Syntéza a analyza léCiv, 12.- 14.9.2005, Brno (Sbornik P55, str. 93)

L.Havlikova, L.Urbanek, L.Novakova, D.Solichova, I.Citova, P.Solich

Comparison of UPLC and HPLC for simultaneous analysis of vitamin A and vitamin E

26" International Symposium of Chromatography, 21.-25. August 2006, Copenhagen,

Denmark (Poster PX05)

L. Havlikova, L. Matysova, R. Hajkova, P. Solich

Stanoveni chlorhexidin glukonatu v masti metodou HPLC

35. Syntéza a analyza 1éCiv, Velké Karlovice, 12. — 15. zati 2006 (Sbornik P-20, str. 90)

L. Havlikova, L. Matysova, L. Novakova, P. Solich

Vyvoj a validace HPLC metody pro stanoveni pantothenanu vépenatého, methylparaben

a propylparaben v topickém 1é¢ivém piipravku

35. Syntéza a analyza 1éCiv, Velké Karlovice, 12. — 15. zati 2006 (Sbornik P-39, str.109)

110



5.2 Priloha 1:

L. Novakova, L. Matysova, L. Havlikova and P. Solich

Development and validation of HPLC method for determination of indomethacin
and its two degradation products in topical gel

Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, Vol 37(5), 2005, 899-905

111



112



113



114



115



116



117



118



5.3 Priloha 2:

L. Matysova, P. Solich, P. Marek, L. Havlikova, L. Novakova and J. Sicha
Separation and determination of terbinafine and its four impurities of similar
structure using simple RP-HPLC method

Talanta, Vol 68 (3), 2006, 713-720

119



120



121



122



123



124



125



126



127



5.4 Priloha 3:

L. Havlikova, L. Matysova, L. Novakova, P. Solich
HPLC Determination of Calcium Pantothenate and two Preservatives in Topical

Cream
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, Vol 41(2), 2006, 671-675

128



129



130



131



132



133



5.5 Priloha 4:

L. Havlikova, L. Novakova, L. Matysova, P. Solich
HPLC Determination of Estradiol and its Degradation Products
Journal of Chromatography A — Vol 119 (1-2), 2006, 216-223

134



135



136



137



138



139



140



141



142



5.6 Priloha 5:

L. Havlikova, L. Matysova, L.Novakova,R. Hajkova, P.Solich
HPLC Determination of Chlorhexidine gluconate and p-chloroaniline in topical
ointment

Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis — zaslano k publikaci

143



HPLC Determination of Chlorhexidine gluconate and p-chloroaniline in topical

ointment

L. Havlikova, L. Matysova, L.Novakova,R. Hajkova, P. Solich”

Department of Analytical Chemistry, Faculty of Pharmacy, Charles University,
Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové, Czech Republic

* Corresponding author: Tel. +420495067294, fax +420495518718

E-mail address: petr.solich@faf.cuni.cz (P. Solich)

Keywords: HPLC, chlorhexidine, ointment

Abstract
A novel fast isocratic reversed-phase HPLC method for simultaneous

determination of chlorhexidine and its degradation product p-chloroaniline was
developed. Zorbax SB Phenyl column (75 x 4.6 mm, 3.5 um) was used for the
separation. Mobile phase composed of acetonitrile and buffer solution of 0.08 M
sodium phosphate monobasic containing 5 ml of triethylamine (0.5 %) and adjust with
85 % phosphoric acid to pH 3.0 in ratio 35:65 (v/v) pumped isocratically at flow rate
0.6 ml.min was used. UV detection was performed at 239 nm, the total analysis time
was about 10 minutes.

The method is suitable for practical routine analysis of topical ointment in the

quality control laboratory.
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Introduction

Chlorhexidine gluconate, is an aqueous solution of chlorhexidine gluconate,
chemically 2,4,11,13-Tetraazatetradecanediimidamide, N, N™"-bis(4-chlorophenyl)-
3,12-diimino-, di-D-gluconate [1].

Chlorhexidine is the most popular antiseptic of biguanides. It has potent
antimicrobial activity against most gram-positive and some gram-negative bacteria but
not against spores. In human use is Chlorhexidine applied to prevent and treat the
redness, swelling, and bleeding gums associated with gingivitis [2]. In veterinary
medicine, chlorhexidine is used as a general purpose disinfectant for cleansing wounds,
skin, instrument, and equipment [3]. Because of its antiseptic properties and low
potential for systemic or dermal toxicity, chlorhexidine has been incorporated into
shampoos, ointments, skin and wound cleansers, teat dips, surgical scrubs, etc. [4].

High performance liquid chromatography has been widely used for the
determination of chlorhexidine in formulations. The basic HPLC method for
determination of chlorhexidine and its degradation product p-chloroaniline is described
in USP 29. Gradient of acetonitrile and buffer solution (contains monobasic sodium
phosphate, triethylamine, pH adjusted with phosphoric acid to pH 3) was used for the
chromatography. Detection was at 239 nm and the flow-rate was about 1.5 ml min [1].

Recently, there has been found a number of reports dealing with determination
of chlorhexidine by liquid chromatography using ion-pair reversed-phase HPLC [5]-
[12]. An isocratic reversed-phase liquid chromatographic method was developed
for determination of five active substances, including chlorhexidine, in an ointment
using Zorbax RX-C 8 (4.6 x 150 mm, 5um) column and a mobile phase containing
sodium dodecyl sulfate and 2-propanol [13]. The hydrolytic pathway of chlorhexidine
was investigated. HPLC methods with gradient mode were used for the assay of
chlorhexidine and its known degradation products [14] [15]. HPLC methods for assay
of chlorhexidine and p-chloroaniline using gradient elution and acetate buffer [16] or
ammonia solution [17] as a part of the mobile phase were developed. HPLC methods
for determination of chlorhexidine in urine [18], in human serum [18] [20], in saliva
[8][9][21], in ophthalmic solution [22], in ointment [23]or in suspension [24] were
published. Chlorhexidine was determined together with other antimicrobial agents used
in cosmetics using ion interaction RP-HPLC [25]. Other methods reported in the
literature used LC-ESI-MS for the determination of chlorhexidine [26][27].
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None of these methods were developed and validated for the determination of
chlorhexidine and its degradation product in topical ointment using HPLC isocratic
mode without adding ion-pair reagent. The isocratic mode is favourable for routine
quality control laboratory. From stability testing point of view this approach supplied
more reproducible results and it is less time consuming because no reequilibration is
needed in comparison with the utilization of gradient elution.

The aim of this work is to develop novel isocratic high-performance liquid
chromatography method for the separation of chlorhexidine gluconas and its

degradation product p-chloroaniline in ointment for veterinary use.

Experimental
Chemicals and reagents

Working standards of chlorhexidine gluconas 20% solution, p-chloroaniline, and
ethylparaben were used for the purpose of this study. Chlorhexidine gluconas 20%
solution active substance was provided by Herbacos (Pardubice, Czech Republic). P-
chloroaniline was obtained from Merck (Darmstadt, Germany). The reference standard
of ethylparaben (internal standard) was bought from Sigma-Aldrich (Prague, Czech
Republic).

Acetonitrile  Chromasolv for HPLC gradient grade, sodium dihydrogen
phosphate dihydrate, triethylamine, and formic acid were provided by Sigma-Aldrich
(Prague, Czech Republic). Phosphoric acid 85% p.a. was obtained from Merck
(Darmstadt, Germany). HPLC grade water was prepared by Milli-Q reverse osmosis
Millipore (Bedford, MA, USA) and it met all European Pharmacopoeia requirements.

Chromatographic system

A Shimadzu LC-2010 C system (Shimadzu, Kyoto, Japan) with built-in UV-vis
detector was used to perform all the analyses. Chromatographic software Class VP 6.3
was used for data collection and processing.

Supelco Discovery C18 column (250 x 4.0 mm, 5 um) was bought from Sigma-
Aldrich (Prague, Czech Republic). LiChroCART PUROSPHER RP 18 column (125 x 4
mm, 5 um) was purchased from Waters Corp. (Milford, Ireland). Zorbax SB Phenyl
column (75 x 4.6 mm, 3.5 um) was obtained from Agilent Technologies (Prague, Czech

Republic).
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Reference standard preparation

Reference standard solution for chlorhexidine analysis was prepared in 100.0 mli
volumetric flask by dissolving of 63.75 mg of chlorhexidine gluconas 20% solution and
0.5 mg of degradation product p-chloroaniline in a mixture of acetonitrile and formic
acid 1% 20:80 (v/v). Thereafter, 4.0 ml of internal standard ethylparaben stock solution
(10.0 mg/ 10.0 ml of ethylparaben working standard) were added and the flask was

topped up to the volume with a mixture of acetonitrile and formic acid 1% 20:80 (v/v).

HPLC

Zorbax SB Phenyl column (75 x 4.6 mm, 3.5 um) was used for the separation.
Mobile phase composed of acetonitrile and buffer solution in ratio 35:65 (v/v) pumped
isocratically at flow rate 0.6 ml.min™ was used. Buffer solution was prepared using of
0.08 M sodium phosphate monobasic containing 5 ml of triethylamine (0.5 %) and
adjusted with 85 % phosphoric acid to pH 3.0. Detection wavelength 239 nm was
chosen for the chromatography according to absorption spectra of separated

components.

Results and discussion
Chromatography

The method development was carried out according to the pharmacopoeial
method USP 29. The isocratic elution and mobile phase composed of acetonitrile and
buffer solution pH 3.0 (70:30 v/v) was tested for the analysis. Supelco DISCOVERY
C18 column (250 x 4.6 mm, 5 um) was used for the analysis. The method gave peak of
chlorhexidine in 2 minutes, the it was not convenient because of high peak tailing.
Mobile phase composed of acetonitrile and buffer solution pH 3.0 in different volume
ratios was tested. LIChroCART PUROSPHER RP 18 (125 x 4 mm, 5 um) was tested
for the analysis. P-chloroaniline was not separated from chlorhexidine. The second
problem was peak tailing of chlorhexidine.

A column with different packing material, Zorbax SB Phenyl column and
mobile phases consisting of acetonitrile and phosphate buffer pH value from 2.5 to 5.0
in different volume ratios were also tested. To suppress the tailing of chlorhexidine

peak, triethylamine was added into the mobile phase. The column produced the best
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chromatography when the pH 3.0 buffer solution (buffer solution prepared as mention
above) was used in the mobile phase.

Finally, chromatography with a standard reference solution (Fig. 1) as well as
with a real sample (after isolation procedure) was performed using mobile phase
of acetonitrile and buffer solution 35:65 (v/v) as mobile phase at flow rate 0.6 ml.min™.
The analysis time of standard solution at those conditions was about 6 minutes. It was
necessary to prolong the analysis time of a real sample to 10 minutes because of placebo
elution peak in minute 9.

The method using internal standard was used for the purposes of this study.
Methyl-, ethyl-, and propylparaben were tested as internal standards. Ethylparaben was
successfully separated from other compounds in solution and has been used as internal

standard.

Determination of chlorhexidine in topical ointment

The novel method developed in our study was used for Amastol neo ointment
stability testing analysis. The concentration of chlorhexidine in reference standard
solutions 127.5 mg.I" corresponded to concentrations in a real sample of topical
preparation.

The isolation procedure was based on extraction with organic solvent. Methanol
and acetonitrile were tested as extraction media. No satisfactory results related to the
recovery were achieved. Mixtures of acetonitrile with phosphate buffer (in pH range
from 2.5 to 6.0) or with phosphoric acid in various volume ratios were tested. Lower pH
values gave better results. The influence of elevated (water bath 40-80°C) or reduced
temperature (-20°C) and optimal time of sonication and centrifugation (10-30 minutes)
were examined. The phosphoric acid (strong inorganic acid) was not suitable for the
analysis, and therefore a 1% solution of formic acid was tested. Finally, a mixture of
acetonitrile and formic acid 1% 20:80 (v/v) was used as extraction medium.

0.5 g of the ointment was accurately weighted and transferred into a centrifuge
flask. 20.00 ml of working solutions of internal standard ethylparaben were added.
Isolation procedure included 20 minutes in hot water bath at 80 °C, followed by
20 minutes of sonication and centrifugation for 15 minutes at 6000 rpm. The
supernatant was filtered through a flute filter and injected into the chromatographic

system.
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The above-described isolation procedure met the requirements of recovery in
range of 95-105% for tested compounds. The chromatogram shown in Fig. 2 illustrates
the separation of compounds tested after isolation from a pharmaceutical preparation. In
placebo background there were not detected a coeluting peaks. This was verified during

the method validation.

Method validation

The method was validated according to ICH guideline recommendation
Q2 (R1) [28], and guidelines valid in our laboratory. Method validation covers System
Suitability Test (repeatability, number of theoretical plates, resolution, and asymmetry)
and the determination of validation parameters including accuracy, precision,
selectivity, linearity and short-term stability. The method validation results are
summarized in Table 1. All tested parameters met the requirements of regulative
authorities.

Conclusions

The aim of this work was to develop a fast stability indicating HPLC method for
determination of chlorhexidine and its degradation product p-chloroaniline in veterinary
ointment. The significant advantages of the method are the fast (components are
separated in 5.50 minutes) and simultaneous determination of substances by using the
isocratic reversed phase HPLC without ion-pair reagent as a part of the mobile phase.

The isocratic mode is favourable for routine quality control laboratory. This
approach can give more reproducible results and moreover it is less time consuming
because no reequilibration of the HPLC system is needed in comparison with the use of
more complicated gradient elution.

The novel method was successfully applied for long-term stability tests of
topical ointment Amastol neo HBF in the quality control laboratory.
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Tables

Tablel: Method validation results

Parameter Clorhexidine |  p-chloroaniline |  Critetia
SST
Repeatibility — R.S.D (%) 0.37 0.07 X< 1%
retention time®
Repeatibility —area®  R.S.D (%) 0.07 0.33 X< 1%
Theoretical plates” 4002 7109 N > 2000
Resolution” 7.16 9.99 Ri>15
Asymmetry® 1.81 1.18 T<2
Validation
Precision® R.S.D.(%) 1.72 1.87 X < 5%
Linearity Correlation 0.99964 0.99901 R > 0,9990
coefficient
Intercept -0.0180+0.024 0.0066+0.003
Slope 0.1749+0.002 0.4855+0.002
Accuracy® Recovery (%)  99.72 100.38 X =100+ 5%
R.S.D (%) 2.72 1.53 X < 5%
LOD (mg.ml™) - 6,65.10°
LOQ (mg.ml™) - 2,22.10™
Selectivity No interference No interference

#made in six replicates
® made in six replicates
®six samples injected three times each

¢ linearity range 5.12 10°-17.85 10 mg.ml™ chlorhexidine, three replicates
¢ linearity range 5.10*-6.10 mg.ml™ p-chloroaniline, three replicates
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Figures
Fig.1 Chromatogram: Chromatogram at 239 nm, analysis of compounds in standard

solution — chlorhexidine gluconas (active substance), p-chloroaniline (degradation
product) and ethylparaben (1S).
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Fig.2 Chromatogram: Chromatogram at 239 nm, analysis of topical pharmaceutical
preparation containing chlorhexidine gluconas, and placebo chromatogram to
demonstrate method selectivity.

500
Retention Time
450 Name
400
350
300
250 n 2
2 :
c
[}
Q
200 E
©
2
>
<
[}
150 ~
o
[T} /\
f /
100 2 ,\ } \
5 { [
x 7\
% /
o | N
2 \ [/ A\
S \ IR\
e N0 b N J N\ / N
/ \
0 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 ' 10

........

153



5.7 Priloha 6:

Postery a abstrakty Mgr. Lucie Havlikové publikované na domacich a
zahranicnich konferencich v letech 2004-2006.

Préce jsou uspotradany chronologicky
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DEVELOPMENT AND VALIDATION OF HPLC METHOD FOR
DETERMINATION OF INDOMETHACIN AND ITS TWO
DEGRADATION PRODUCTS IN TOPICAL GEL

L. Novakova % L. Matysové?, L. Havlikova®®, P. Solich®°
? Department of Analytical Chemistry, ° The Research Centre LNOOB125,
Faculty of Pharmacy, Charles University, Hradec Kralové, Czech Republic

Keywords: indomethacin, HPLC, pharmaceuticals, degradation products

Indomethacin - chemically 1-(4-chlorbenzoyl)- 5- methoxy-2-methylindolyl acetic acid
- is a nonsteroidal antiinflamatory drug with antipyretic, antiflogistic and analgetic effect. By
decomposition it forms two degradation products: 4-chloro-benzoic acid and 5-methoxy-2-
methylindolyl acetic acid. They have to be monitored together with an active substance both
during manufacturing process and storage of pharmaceuticals with aim to control the quality
(undesirable impurities or level of degradation products) and quantity (active substance assay)
of the pharmaceutical product.

European pharmacopoeia (Ph. Eur. 4) describes titration method for determination
of indomethacin, which is not very convenient for practical use. This method is not suitable for
stability studies and quality control during manufacturing process, because there are many
samples to be controlled, often in replicates. Usually high performance liquid chromatography
is the method-of-choice enabling to determine active substance and its degradation products
during one-step procedure simultaneously.

A new method for determination of indomethacin and its two degradation products
using HPLC with UV detection at 237 nm was developed. The separation of all compounds was
performed at C18 stationary phase. Different types of analytical columns and various mobile
phase compositions were tested. Because of the extraction procedure is used for compounds
isolation, internal standard method was used. The method was validated (SST parameters
and validation parameters including method precision, accuracy, linearity, selectivity and
robustness were set up) and successfully applied for the practical analysis of topical
pharmaceutical preparations containing indomethacin.

The authors gratefully acknowledge the financial support of the Grant Agency of the MSMT of

the Czech Republic — FRVS No. 970/2004 and by Research project LNOOB125 of Czech
Ministry of Education.
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DEVELOPMENT AND VALIDATION OF HPLC METHOD FOR
DETERMINATION OF INDOMETHACIN AND ITS TWO
DEGRADATION PRODUCTS IN TOPICAL GEL

Lucie Novdkovd ¢, Lucie Havlikovd ®°, Ludmila Matysovd®?, Petr Solich *®

“Department of Analytical Chemistry, ® The Research Centre LNOOB125,
Faculty of Pharmacy, Charles University, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Krdlové, Czech Republic
email: novakoval@faf.cuni.cz, havlikova@faf.cuni.cz, matysova@faf.cuni.cz, solich@faf.cuni.cz

Introduction Results and discussion

Indomethacin is a non-steroidal antinflammatory (NSAID), analgetic and antipyretic drug.
Its effect is based on inhibition of cyclo-oxygenase (COX). It is used in man, eg. for the
relief of symptoms of rheumatoid arthritis. In veterinary medicine, it is effective
in treatment of inflammatory processes related to infectious disease. The drug is usually
administered orally. It can also be administered intravenously or as a suppository and fopical
gel.

Chemically it is 1 - (4 - chlorbenzoyl) - 5 - methoxy - 2 - methylindoleacetic acid.
By decomposition it forms two degradation products: 4-chloro-benzoic acid and 5-methoxy-
2-methylindoleacetic acid. They have to be monitored together with an active substance =
both during manufacturing process and storage of pharmaceuticals with aim to control the

quality (undesirable impurities or level of degradation products) and quantity (active b T T T T T v 7 s
substance assay) of the pharmaceutical product.

| a3
=

domethacs
ls 3

The aim of this work

In our study we have developed an analytical method for determination and quantitation

of indomethacin in topical gel, which is used for treatment of rheumatioid artritis in clinical =
practice. This active substance was determined together with its two degradation products
4-chlorobenzoic acid and 5-methoxy-2-methylindoleacetic acid.

etoproten ()

Experimental

Substances examined:

HC—0
CH,—COOH o
COOH HC—0 ; T
\ CH,—COOH
N \ Chromatogram of separation of compounds in pharmaceutical

N~ CH,
|

cl H

B)

c=0 formulation Indomethacin gel together with placebo chromatogram
A) C) Method validation
cl Indomethacin  4-chlorobenzoic acid S-methoxy- iic acid Limits
ssT
Active substance indomethacin (a), debradation products 4-chloroacetic acid (b) , theoretical plates® 7655 4000 3103 N > 1500
and 5-methoxy-2-methylindoleacetic acid (c) in Indomethacin gel fndifionid Toe pind ot bty
repeatability-t, ® 0.34 0.23 0.18 R.S.D.< 1%
repeatability-A 0.18 0.66 0.45 R.S.D.< 1%
Chromatography Vaiidation
Pracision * [% RSD] 139 325 310 RS.D.<5%

instrumentation: Shimadzu LC-2010 C system with UV detection
data processing: chromatographic software Class VP 5
analytical column: Zorbax SB-Phenyl (75 x 4.6, 3.5 um)

mobile phase: acetonitrile, 0.2 % phosphoric acid (50:50 v/v)
flow rate: 0,6 ml/min

Linearity
(correlation coefficient)
Accuracy © [% RSD]
Accuracy © [% recovery]
selectivity

LOD [mg/mi]

LOQ [mg/mi]

0.9999" 0.9999° 0.9999° R >0.9990

0.70
99.53
no interference

0.62
08.27
no interference
5.60.10°
1.90.10*

113
96.22
no interference

R.S.D.<5%
100+5%

7.5.10*

column oven temperature: 25 °C

injection volume: 5 pl

internal standard for quantitation: ketoprofen
detection: 237 nm

Conclusions

Sample preparation

0.5 g of topical gel accurately weighed was transferred into 50.0 ml centrifuge tube
20.0 ml of internal standard solution in acetonitrile was added (1 mg/ml)

sonication for 10 minutes

centrifugation for 15 minutes at 3000 rpm

A novel analytical method for determination and quantification of indomethacin
and its degradation products using internal standard for quantification was
developed. Separation was performed by HPLC with UV detection at 237 nm. All
compounds were well separated with sufficient resolution, good reproducibility
and peak asymmetry at relatively short time. Total analysis time was less than
8 minutes. Validation of this method was accomplished.

Aknowledgments
The authors acknowledge the financial support of the Grant Agency of the MSMT of the Czech republic - FRVS No. 970/2004, the Research project LNOOB125

of Czech Ministry of Educationand the technical support of Agilent Technologies.
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VYVOJ A VALIDACE NOVYCH METOD PRO ANALYZU
TOPICKYCH LECIVYCH PRIPRAVKU POMOCi METODY
RP-HPLC

L.Matysova®, L.Havlikova'?, L.Novakova®, P.Solich'?,

'Katedra analytické chemie, ?Vyzkumné centrum LNOOB125,
Farmaceuticka fakulta Univerzity Karlovy, Heyrovského 1203,
500 05 Hradec Kralové, Ceska republika

Email: matysova@faf.cuni.cz

Na katedfe analytické chemie FaF UK v Hradci Kralové se provadi v ramci
spoluprace s farmaceutickou praxi vyvoj novych metod pro stanoveni obsahu
léCivych latek, konzervancii a necistot v topickych |éCivych pfipravcich. Vyuziva
se metodiky HPLC, ktera je pro tuto analyzu vhodna, nebot jako separacni
metoda umoznuje kvantitativni hodnoceni a identifikaci slozek smési v jednom
kroku s vysokou selektivitou a v relativné kratkém cCase. Zaroven pro jeji
vysokou citlivost Ize sledovat hladiny jak uc€innych latek, tak i necistot ve
farmaceutickych pfipravcich, coz je velmi dulezité pfi zjiStovani kvality 1éCivych
pFipravku a testovani homogenity vyrobniho procesu v rdmci stabilitnich studii.
V dostupné at' uz lékopisné nebo jiné odborné literatufe minimum informaci o
HPLC metodach, které provadi soucasné stanoveni uc€inné latky, necistot
i konzervancii v IéCivém pfipravku v jednom kroku.

V ramci vyvoje jsou zaroven provadény kompletni validace novych metod, které
respektuji moderni Iékopisy, doporuéeni SUKLu i ostatni platné normy.

Cilem prace bylo vytvofit stru¢ny pfehled nejnovéji vyvinutych a validovanych
metod, v€etné uvedeni chromatografickych podminek a parametru validace.

Konkrétné se jedna o ucinné latky: terbinafin, indometacin a estradiol.

Prace vznikla za finanéni podpory MSMT, Vyzkumného zaméru MSM
111600001 a vyzkumného Centra LNOOB125.
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Chromatografické podminky: e
Pt i —2010C. Shimadzu corp., JAP ey = ‘methylindol-3- perkirss
Kolona: Zorbax® SE-Phenyl, Agilent Technologies.

75 x4.6mm, 3.5 mm “l i | K (min) 38 B 3%
Divkovani Syl
Detkee UV 237 nm Wan hia 008 am
Mobulni faze:  Acetonitril - kyselina fosforeéna | | N 665 3103 4000 1500

0.2 % () = 50,50 L ® o o s

Priok i A L R, 59 270 533 1.5
Teplota Izokraticky reim " 06 123 1 -2
¢ standardii- 5-methoxy-2-methy i . .
3-actovi kyselina, 4-chlorbenzoov kyselina = i i g 2| g DR 32 S g it
a itinis u;( 1 % 3 ) 999964 0999981 0.999991 0,990
obe3 2 | § ¥ 2 - = e
% Siia o 3ty L ;" \ Spravaost  Nitéinost- (%) PSS 9622 98,7 10045
a plidavkem viutiniho standardu ibr 4 AN yal | A B | RSD (%) 170 13 062 2%
Parametry validace jsou shrauty v tabulce & 2 T L T R e I B S T A A T
Chromatografické podminky b i3 rametr estradiol  methylparaben propylparaben|  estron potadavek
Sestava: Shimadzu LC - 2010C. Shimadzu corp . JAP oS e E P Lo it s
Kolona: SUPELCO Discovery C18 (Sigma-Aldnch). &5 : (min) .10 EE 6.8 10.69

250 3.0 mm. $ mm a Wous. 020 013 020 029
Divkovani Sl 5 q %3 ‘
Detekee UV 225 nm é 5 g N potLs 2am 5438 430 1500
Mobilni fize Acetonitril-methanol-voda = 23 24 53 I e 56 At b
Pritok 0.9 mUmun . i . Fa %
Teplota  40°C Iokraticky reBm  § 8 : E M T 123 130 18 131 =
Chromatogram standardil estradiol, methylparaben. N & ot REDOO!  h30 N 115 4 5%
propylparben 4 estron s vniténim standacdem hydro- e ‘ | K
kortizonem- obr 5 E 8 ‘ g inearita’ RSD (%) 199987 099998 099995 099981 0,990
Chromatogram gelu s obsahem estradiolu a pridavkem | s - | (n=6) § i . . o o
“mitfniho stundardu hydrokortizonu —obr 6 L T o Leih il 1 nicmonl o e ol RES Sl
Parametry validace jsou shrauty v tabulce & 3 L (AN A e T (%) o | . - .

H 3 B 1] v H H T v © 3 (%) = i

[ oie e

Wk ik pobiae sy i)

N pacet poter s

By roiens ezt ledoramn ket 2 eeprotredn  prohiescin
P

ktuji moderni lekopi Prace vznikla za finanéni podpory MSMT.
Tobniho procesu a provadé- Vyzkumneho zaméru MSM 111600001

V ramei vyvoje provadime na nasem pracovisti kromé vyvoje zarove kompletni validace novych metad. které resy

doporuceni SUKLu i ostatni platné normy. Validované metody se vyuzivaji pro analyzy pfi uréovani homogenit

ni stabilitnich studii 1étivych pripravkit, obsahujicich uvedené litky. 8 vyzkumintho Centra LNOOBI2S.

Provedené validace dokazuji. ze metody jsou dostateéné reprodukovatelné, citlive a zarovei selektivni pro dané topicke lécive pripravky:
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Problematika HPLC analyzy parabent v topickych lé€ivych pripravcich.

L. MATYSOVA 2, L.HAVLIKOVA 2, J.NOVACKOVA 23, S.RECH ®, P. SOLICH 2°¢

a Katedra analytické chemie, Farmaceuticka fakulta Univerzity Karlovy,

Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové, Ceska republika
b Rheinische-Friedrich-Wilhelms-Universitat Bonn, Pharmazeutische
Fakultat, Poppelsdorf, Germany

¢ Vyzkumné centrum LNOOB125, Farmaceuticka fakulta Univerzity Karlovy,

Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové, Ceska republika

Parabeny se pouzivaji jako konzervacni pfisady ve velkém mnoZzstvi topickych
léCivych pfipravkd. Jsou malo toxické a jejich antimikrobialni i&innost neni
zavisla na pH. V IéCivych pfipravcich se pouzivaji asto ve smési
methylparaben a propylparaben.[1]

Metodika HPLC je pro analyzu parabenu v topickych léCivych pfipravcich
vhodna, nebot jako separacni metoda umoznuje identifikaci slozek a
kvantitativni hodnoceni smési v jednom kroku, takze je mozné stanovit oba
parabeny béhem jedné analyzy. Metoda HPLC je vhodna i v téch pfipadech,
kdy se vlastni uc€inné latky v mastech, gelech a suspenzich stanovuji jinymi
analytickymi metodami a je tfeba stanovit pouze obsah parabenda.

V ramci kontrolni laboratofe na Katedfe analytické chemie FaF UK v Hradci
Kralové jsou zaroven provadény kompletni validace vyvinutych HPLC metod,
které respektuji moderni Iékopisy, doporuéeni SUKLu i ostatni platné normy.
Cilem prace bylo vytvofit stru¢ny prehled nejnovéji vyvinutych a validovanych
metod pro stanoveni parabenid pomoci HPLC, vcéetné uvedeni
chromatografickych podminek, procesu izolace stanovovanych latek z |éCivych

pripravkl a parametrt validace.

Literatura: 1. Mikroverze AISLP 2004.2 pro MS Windows

Problematika byla feSena za podpory grantu MSM 111600001 a Vyzkumného
centra LNOOB125.
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A COMPARISON OF PERFORMANCE OF VARIOUS NOVEL ANALYTICAL COLUMNS WITH
CLASSICAL C18 STATIONARY PHASES

Lucie Novakova ?, L. Matysova?, L. Havlikova®®, P. Solich #°
aDepartment of Analytical Chemistry, ® The Research Centre LNOOB125,

Faculty of Pharmacy, Charles University, Hradec Kralové, Czech Republic

During last decade, a lot of laboratories are dealing with new types of stationary
phases or with improved octadecylsilica stationary phases frequently used in HPLC
method development and validation. These are eg. monolithic columns (made by
Merck), Extra Density Bonded C18 and Stable Bond C18 (produced by Agilent). Such
columns are available in shorter lengths comparing to conventional dimensions. This
enables shortening analysis time while the separation efficiency remains unaffected.

Recently published method for determination of estradiol (active substance),
mehylparaben, propylparaben (preservatives) and estrone (degradation product) is
performed on conventional C18 (250 x 3.0 mm, 5.0 ym) analytical column using mobile
phase consisting of acetonitrile, methanol and water (23:24:53 v/v/v) at flow-rate
0.9 ml/min. UV detection at 225 nm was used for detection and quantitation
of analytes. The total analysis time was about 11 minutes. Analytical run had to be
performed at 40 °C to get sufficient compounds resolution and to decrease column
back-pressure.

We have tested these analytical conditions using new improved types of analytical
columns. They included: Zorbax Eclipse XDB — C18 (4.6 x 75 mm, 3.5 um) and Zorbax
Eclipse XDB — C18 (4.6 x 50 mm, 1.8 um). They differ with their particle size, column
length and ODS type as well. Higher flow-rates (up to about 2.5 ml/min) could be
applied regardless to back-pressure. The analysis could be performed even at ambient
temperature. Analytical run was shortened to 3.5 min with the same or better retention
characteristics. System suitability data for all columns will be presented, showing the

advantages of these columns in pharmaceutical analysis.

The authors gratefully acknowledge the financial support of the Czech Ministry
of Education, project MSMT No. 111600001, the Research project LNOOB125 of Czech
Ministry of Education and the technical support of Agilent Technologies.
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DEVELOPMENT OF HPLC METHOD FOR DETERMINATION OF
DEGRADATION PRODUCTS OF PHARMACEUTICALS IN GELS

Matysova L.}, Havlikova L.}, Novékova L.}, Solich P.1?

! Department of Analytical Chemistry, 2 The Research Centre LNO0OB125,
Faculty of Pharmacy, Charles University, Hradec Kralové, Czech Republic
Email: matysova@faf.cuni.cz

To assure the high quality and safety of pharmaceutical products it is of a high
importance to monitor the levels not only of the active substance but also of its
impurities and degradation products, either during manufacturing process and storage. It
IS necessary to carry out a stability-indicating method, which is able to determine active
substance and its impurities and/or degradation products (present at extremely low
levels) preferably during one step analysis at a relatively short time, with high
selectivity and sensitivity. High performance liquid chromatography (HPLC) is due to
its information profitability and separation efficacy commonly used for this purpose.

The object of this work is to introduce newly developed and validated HPLC
methods for the determination of pharmaceuticals and their degradation products in
topical gels. Chromatographic conditions and validation parameters will be described
for all methods (System Suitability Test parameters, validation parameters including
precision, linearity, selectivity, accuracy, LOD and LOQ). The currently studied and
developed methods are for substances: estradiol, indometacin and ketoprofen.

All methods are succesfully used in practical analysis of topical pharmaceutical
preparations made for commercial use.

The authors gratefully acknowledge the financial support of the Czech Ministry
of Education, project MSMT No. 111600001 and the Research project LNOOB125
of Czech Ministry of Education.
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. . There 1s a lack of information in available pharmaceutical literature about stability-
For the assurement of quality and safety of pharmaceutical produets it is important to monitor the levels not :

only of the active sub but also of its ities and degradation products, either during manufacturing proc- indicating HPLC methods for determination of active substance, its degradation products

and preservatives m one-step analysis. The aim of this work 1s (o introduce newly devel-
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All of these methods were validated. The results meet all criteria of validation requirements recom-
The authors gratcfully acknowledge the financial support of the Czech Ministry of Education, projeet MSMT No. 111600001 and

mended by ICH suidelines and pharmacopoeias. All methads were successfully used in practical analysis i ) )
the Rescarch project LN0B123 of Czeeh Ministry of Education.

(stability studies and tests of I ¥) of topical pt I p for use.
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HPLC Determination of Calcium Pantothenate and two Preservatives in Topical
Cream

L. Havlikova, L. Matysova, L. Novakova, P. Solich

Department of Analytical Chemistry, Faculty of Pharmacy, Charles University,
Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové, Czech Republic

tel:+420495067391, fax:+420495518718, havlikova@faf.cuni.cz

The aim of this work is to introduce newly developed stability-indicating RP-
HPLC method for the simultaneous determination of calcium pantothenate and two
preservatives methylparaben and propylparaben presented in the topical cream.
Analysis of creams and gels requires the use of internal standard, mainly by reason of
problems with recovery after sample preparation procedures.

Different analytical columns with various stationary phases were tested. The
conventional octadecylsilica sorbent Supelco Discovery™ C18 (125 mm x 4.0 mm, 5
um) was not convenient for analytical separation because of elution of calcium
pantothenate with the dead volume, similar results were received on Zorbax SB-CN
(150 mm x 4.6 mm, 5 um). Optimal separation was achieved by using of Zorbax TSM
(250 mm x 4.6 mm, 5 um) column. Finally, Hypersil ODS column (250 mm x 4.6 mm,
5 um) was used for the analysis. The analysis time was 12 minutes, at flow rate of 0.7
ml.min™. Chromatography was performed with binary mobile phase composed of
methanol and phosphoric acid pH 2.5 65:35 (v/v). The method was validated according
to ICH guideline recommendations.

A fast, simple reversed-phase chromatographic method with spectrophotometric
detection for the determination of active compound calcium pantothenate and two
preservatives was developed for practical routine analysis (stability testing)
of commercially produced topical pharmaceutical preparation.

The authors gratefully acknowledge the financial support of the MSM 0021620822 and
Grant Agency of the MSMT of the Czech Republic - FRVS No. 939/2005.
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Determination of Estradiol and its Degradation Products in Topical Gel
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Estradiol is a steroid hormone naturally occurring in human body. Lack of this
compound causes various diseases in older women. Therefore, different pharmaceutical
formulations, especially tablets, transdermal plasters and topical gels containing estradiol were
developed and successfully used in clinical practice. Quality control of pharmaceutical
preparation prescribes to determine not only active substance to confirm its quantity in the
preparation, but also the determination of its degradation products to get information about the
stability profile.

During manufacturing process and stability testing, seven possible degradation products
of estradiol could occur: estradiol-17-methyl ester, estradiol-17-acetate, estradiol-17-
hemihydrate, estrone, A 9/11-estrone, A 9/11-estradiol and ethinylestradiol. There are no
information about separation of estradiol and all its possible degradation products neither
in pharmacopoeias nor in scientific journals.

In our study a novel analytical method using HPLC with UV detection for compound
separation, identification and quantitation was developed. Various stationary phases were tested
and the results of different columns were compared. Optimal HPLC conditions for
determination of estradiol and its degradation products will be reported.

The authors gratefully acknowledge the financial support of the MSM 0021620822,

Zentiva a. s. and Grant Agency of the MSMT of the Czech Republic - FRVS No.
1239/2005.
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Lucie Novdkovd, Lucie Havlikovd, Ludmila Matysovd, Petr Solich
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Faculty of Pharmacy, Charles University, Heyrovského 1203, 500 05
Hradec Krdlové, Czech Republic

Estradiol, chemically 1,3,5(10)-estratrien-3, 17p-diol is the most potent estrogen of a group of endogenous estrogen  Substances examined:
steroids which includes estrone and estriol. Estradiol is responsible for the growth of breast and reproductive epithelia, CH, R
maturation of long bones, and development of secondary sexual characteristics. Estradiol and its semi-synthetic esters are
primarily used as menopausal hormones. Estradiol may also be used as replacement therapy for female hypogonadism or
primary ovarian failure.

The only degradation product to be monitored together with estradiol according to pharmacopoeial regulations is estrone Ho

(chemically 1,3,5(10)-estratrien-3-o0l-17-one). Further known degradation products of estradiol considered in our study are . R1L__R2 R
estradiol hemihydrate (chemically 17a estradiol hemihydrate), ethynylestradiol (chemically 17a-ethynyl-1,3,5(10)-estratriene- S::Z:de ;ZH :g:

3,17p -diol), estradiol 3-methyl ether (chemically 17p hydroxy-3-methoxyestra -1,3,5(10)-triene), estradiol 17-acetate [ginynyl estradiol OH |-OH, c=C
(chemically 1,3 5(10)-estratrien-3,17p-diol 17-acetate), D™ -estrone (1,3,5(10)-estratrien-3-ol-17-one), and D’V -estradiol [estradiol 17-acetate “OH__|-0-CO-CH;

(1,3,5(10),9(11)-estratetraen-3,17p-diol). Considered intermediates of estradiol are D*™ -estrone, and D*™ -estradiol. The |a-estradiol-hemihydrate |-OH _|~OH /* 0.5 H.0
aim of this work was to develop a stability indicating HPLC method for determination of estradiol and all above stated [esiradiol-3-methylether |-OCH; |-OH

N . A’ estrone -OH
impurities. A estradiol =0
Chromatography H . g 8

instrumentation: Shimadzu LC-2010 C system with UV detection
data processing: chromatographic software Class VP 6.3

analytical column: Zorbax SB-CN (150 x 4.6, 5 um)

mobile phase: ACN, phosphoric acid 0.085%, THF (27:63:10 v/v/v)

estibdl

s

1684
thyl et
1664

flow rate: 1.0 ml/min H g 3
column oven temperature: 25 °C H 3 3
injection volume:5 pl 3 ;3 ’ H
internal standard for quantitation: flurbiprofen ' H I A A
detection: 225 nm e Y
Sample Prepapaﬁ on Chromatogram of separation of compounds in standard solution using ~ Chromatogram of separation of compounds in standard solution using
) . analytical column Zorbax SB €18, 1,8 um, mobile phase consisted of:  analytical column Zorbax SB €N, mobile phase consisted of:
0.5 g of gel was accurately weighted (corresponding o 0.3 mg of the acetonitrile, 0.085 % phosphoric acid (40:60) ile, tetrahydrofurane, phosphoric acid 0.085% (30:10:60)
active substance estradiol) and transferred into a centrifuge tube. 20.00
ml of working solutions of internal standard flurbiprofen were added. The . P N
mixture in centrifuge tube was sonicated for 10 minutes; afterwards, it . .
was centrifuged at 3000 rpm for 15 minutes. The supernatant was » g “ 2
injected directly into the chromatographic system. g N o s .
The above-described procedure meets the requirements of recovery in “1 3 3% b s 3% g
the range of 95-105% for all tested compounds. i & I 8
"1 3% 3 E: H 3 .
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A-estradiol 0.00 0.36 8038 - 115 Ch gram of separation of in standard solution using  Chromatogram of separation of co::\‘;ounds in standard solution using
estradiol 0.00 0.74 8803 2.18 1.06 analytical column Zorbax SB Phenyl, mobile phase consisted of: analytical column Zorbax SB Phenyl, mobile phase consisted of:
estrone+Aestrone 0.04 033 7262 197 103 acetonitrile, 0.085 % phosphoric acid (40:60) acetonitrile, methanol, 0.085 % phosphoric acid (30:10:60)
ethynylestradiol 0.00 0.36 9173 2.40 1.06 150 —
estradiol-Me-ether 0.00 0.23 10686 5.25 1.03 E _o®
estradiol acetate 0.02 0.65 10875 5.61 1.03 o ° e é
estradiol 0.00 0.24 8630 166 1.02 B .
Validation Parameter [precision [linearity |accuracy [accuracy [LOD LoQ 2 B =
substance [RSD %] |[C.O.V.] |[%rec] |[RSD%] |[mg/ml] |[mg/ml] “ £ B N ™ g -
A-estradiol 063 099924 99.60 | 194 |1.29x10° [4.30x10° i . « . |
17a estradiol 079 0.99917 | 100.56 124 1.98x10° | 6.59x10° H 3 H
estrone+Aestrone 0.48 0.99918 | 99.18 115 1.03x10° | 3.43x10® B i 2 : 3
ethynylestradiol 0.62 0.99902 | 100.58 0.78 | 2,37x10° | 7,89x10° ﬁ /L ﬂ A s 4&0 ﬂ 8
estradiol-Me-ether 057 | 0.99912 | 101.98 0.30 | 1.41x10° | 4,70x10° ° Hr — —] oo ﬁ: —
estradiol acetate 0.99 0.99943 | 102.19 0.73 1.14x10* | 3,81x10* B oRTewe e meme e oo e se e wo o ms me o wms om0 ms om0
estradiol 0.7 ]0.99903 | 100.69 | 147 - - Chromatogram of compounds separation in standard solution using Chromatogram of separation of compounds in pharmaceutical
Six standard solution replicates were measured for cach SST parameer analytical column Zorbax SB CN (validated conditions), estrone and formulation Estrogel gel fogether with placebo chromatogram,
Six samples in three replicates were measured for each validation parameter establishment. Linearity was tested at 40, d-estrone determined together impurities were not observed

60, 80, 100, 120 and 140 % levels.

A stability indicating HPLC method for simultaneous determination of estradiol and its seven degradation product (D*V - The auth £ully acknowledae th
estradiol, 17a estradiol, estrone, D°™ -estrone, ethynylestradiol, estradiol 3-methyl ether, and estradiol 17-acetate) was he authors gratefully acknowledge fhe
developed. Zorbax SB CN column was used for analysis. The total analysis time was 26 minutes. financial support of Zentiva a. s, Grant

Estrone and D™ -estrone were not perfectly separated. The two degradation products estrone and D™ -estrone were Agency of the MSMT of the Czech Republic -
determined as a sum of two components. This approach provides more reproducible results and the importance of this resultis ~ FRVS No. 1239/2005 and also o MSM
from stability testing point of view better than not reproducible results in determination of these two substances separately. 0021620822.
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MODERNI TRENDY V ANALYZE POLYFENOLICKYCH
LATEK CHROMATOGRAFICKYMI METODAMI

CITOVA IVANA, HAVLIKOVA LUCIE, SLADKOVSKY RADEK, SOLICH PETR

KATEDRA ANALYTICKE CHEMIE, UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE, FARMACEUTICKA
FAKULTA V HRADCI KRALOVE, HEYROVSKEHO 1203, 500 05 HRADEC KRALOVE

Polyfenolické latky pFedstavuji vyznamnou skupinu pfirodnich sloucenin
obsazenych prakticky ve vSech zdrojich rostlinného pavodu. Spolu
s karotenoidy se fadi mezi nejvyznamnéjSi pfirodni antioxidanty a hraji
vyznamnou roli v prevenci zavaznych onemocnéni jako je rakovina,
kardiovaskularni choroby ¢i zanétlivé procesy. Jejich ucinek spociva ve
schopnosti zhaset volné kyslikové radikaly, které vznikaji v lidském organismu
v dusledku oxida¢niho stresu.

Polyfenolické slou€eniny se déli na dvé hlavni skupiny latek — flavonoidy a
fenolické kyseliny, doprovazené jesté méné Cetnymi stilbeny a lignany. Mezi
hlavni zdroje polyfenolu patfi ovoce a zelenina, napoje (kava, ¢aj, vino) Ci l1éCivé
rostliny, hojné vyuzivané ve fytoterapii’. Vzhledem k nespornému biologickému
a farmaceutickému vyznamu téchto latek je nezbytné vyvijet nové metody jak
pro extrakci polyfenolt z pfirodnich materialt, tak i pro separaci a stanoveni
téchto latek ve sledované matrici.

Fenolické latky Ize separovat prostifednictvim Siroké Skaly chromatografickych
metod, z nichZz konvenéni metody, jako jsou tenkovrstva (TLC) ¢&i sloupcova
mnozstvi hodnoceného analytu méné popularni a jejich hlavni vyznam spociva
spiSe v pfedseparaci hodnocenych latek ze slozZitého vzorku. Plynova
chromatografie (GC) pfedstvuje vysoce selektivni a citlivou analytickou metodu,
av8ak kvuli nedostatecné tékavosti fenolickych slou€enin, a z toho vyplyvajici
nezbytnosti jejich derivatizace, se nejCastéji pouzivanou metodou pro
hodnoceni polyfenolickych latek stala vysokoucinna kapalinova chromatografie
(HPLC), s pouzitim C18 - reverznich fazi jako sorbentu a UV-Vis & hmotnostné-
spektrometrickou (MS) detekci. Jako nejvhodné&jsi mobilni faze je vétSinou
pouzivan binarni systém sestavajici z okyselené vodné faze a polarniho
organického rozpoustédla (methanol, acetonitril).

Postup extrakce fenolickych latek z pfirodni matrice zavisi na charakteru
extrahovanych latek a muze byt proveden jak konvenéni liquid-liquid technikou,
tak alternativnimi zplasoby (solid-phase (SPE), mikrovinna (MAE) ¢i
superkriticka fluidni (SFE) extrakce)?°.

Projekt byl podporen Grantovou agenturou Univerzity Karlovy (grant GAUK
¢. 296/2005) a Vyzkumnymi zaméry MSMT, MSM 0021620822.

1 H. Taipero et al., Biomed. Pharmacother. 56 (2002) 200-207

2 M. Waksmundzka-Hajnos, J.Chromatogr. B 717 (1998) 93-118
3 R. Tsao et al., J.Chromatogr. B 812 (2004) 85-99
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1. Polyfenolické latky

MODERNI TRENDY V ANALYZE
POLYFENOLICKYCH LATEK

CHROMATOGRAFICKYMI METODAMI (pReHLED)

Citova Ivana, Havlikova Lucie, Sladkovsky Radek, Solich Petr

Katedra analytické chemie, Univerzita Karlova v Praze, Farmaceutickd fakulta v Hradci Kralové,
Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové,; Email: ivana.citova@faf.cuni.cz

2. Rozdéleni a vyskyt polyfenolickych latek

Polyfenolické slougeniny se déli
na dv& hlavni skupiny latek -
flavonoidy a fenolické kyseliny,
doprovazené jesté meéné cetnymi

stilbeny a lignany®. V sougasnosti

Rozdéleni Priklad Vyskyt
Polyfenolické latky pFredstavuji vyznamnou Anthocyany  |cyanidin liahody, tFeén&, erv. vino
skupinu pFirodnich sloudenin nhsaien\"ch Isoflavony genlstelln, dé\dzeln sdja, sojovevv‘rob.ky )
i . . i ) Flavonoidy Flavanoly katechin, epikatechin |hrusky, cervené vino, £aj
prakticky ve vdech zdrojich rostlinného piivodu. Flavony apigenin, luteolin celer, olivy, paprika
Spolu s karotenoidy se Fadi mezi nejvyznamnéjsi Flavanony hesperetin citrusove plody
. L B . . Flavanoly kampferol, quercetin _ [olivy,cibule, brusinky
pfirodni antioxidanty a hraji vyazr roli galova
v prevenci zavainych onemocnéni jako je § i rotokatechové
P . . Y ] - J. % .]. h%:g:iﬁffo'm Samlova' maliny, jahady, grep
rakovina, kardiovaskularni choroby ¢&i zanétlivé B .
) syringova
procesy. Jejich Géinek spo&ivd ve schopnosti [F kyseliny Ehlorcasnovd
e " - . ferulovs
zhaset volné kyslikové radikaly, které vznikaji rﬁ%:;:astffﬁ:;vé keér:ui\;a P
v lidském organismu v didsledku oxidaéniho .
p-kumarova
stresu®, Stilbeny resveratrol vino
Lignany enterodiol Inéné seminko

je znamo jiz wvice nei 5000
polyfenolickych sloucenin, z nichz
pfes 2000 latek tvoii flavonaidy?,
zdroje  polyfenoll

Mezi  hlavni

patfi ovece a zelenina, ndpoje
(kéva, €aj, vino) i légive rostliny,

hojné vyuzivané ve fytoterapii*,

3. Analyza polyfenolickych latek chromatografickymi metodami

Vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC)
. Nejpopuldrngjdi a nejvice pouZivana metoda
. Vyuziti  zejména k
v potravindch a rostlinném materidlu
. HPLC podminky:
. Detekce - DAD (Diode-array), MS
. Staciondrni faze - téméf vyluéné reverzni C18 faze
. Mobilni fAze - bindmi systém - okyselend vodnd faze a

polarni organické rozpoustédlo (methanol, acetonitril)*

hodnoceni  obsahu  polyfenoll

Nekonvenéi HPLC metody

. NP HPLC - separace na normalni stacionarni fazi, vhodné
k analyze procyanidind

. Gelova permeacni chromatografie (GPC) - procyanidiny

. Tontové-vyménna chromatografie (IEC) - anthocyany

. Vysokorychlostni protiprouda chromatografie (HSCCC)
- moderni metoda, zaloZend na rozdéleni analytu mezi dvé
kapalné faze; vyuziti k analyze flavonoidii v pFir. materidlu

. Superkriticka fluidni chromatografie (SFC) - oproti HPLC
nizké spotfeba rozpoustédel®

Literatura:

1H. Taipero et al., Biomed. Pharmaccther. 56 (2002) 200-207
2R. Tsao et al., ).Chromatogr. B 812 (2004) 85-99

*A. King, G. Young, J. Am. Diet. Assoc. 99 (1999) 213-218

#M. Waksmundzka-Hajnos, J.Chromatogr. B 717 (1998) 93-118
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Chromatograficky zéznam HPLC analjzy extraktu listd hlohu

jednosemenného (Crataegus monogyna) na koloné Zorbax Eclipse .

XDB-C18 4,6x75mm, 3,5um
Podminky: MF - A: MeOH/0,085% H:PO, (15:85); B:100% MeOH
0-2 min 100% A, 2-18 min 70% A, pritok 1ml/min

Plynova chromatografie (GC)

. Vyhodou plynové chromatografie je wysokd citlivost
a rozlideni, nevyhodou jsou wysoké naroky na Cistotu vzorku
a nutnd derivatizace fenolickych sloucenin vzhledem k jejich
nedostateiné tékavosti

. Derivatizace:

. silylacni techniky - podminka nevodného prostfedi

. ginidia - TMS (N-trimethylsilyldiethylamin),

BSTFA (bis(trimethylsilyl)trifluoro-acetamid)
nesilylaéni techniky - alkylace methyljodidem, methanolem
v prostiedi bortrifluoridu & alkylchloroformaty (methyl-
a ethylchloroformat)
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Chromatograficky zdznam HPLC analyzy standardd fenolickych kyse-

lin na koloné Synergi Fusion-RP 4x75mm, 3,0um

Podminky: MF - A: MeOH/0,085% H:PO, (15:85); B:100% MeOH
0-4 min 15% B, 4-20 min 50% B, pritok 1ml/min

Pod&kovani: Projekt byl podpofen Grantovou agenturou Univerzity
Karlovy (grant GAUK & 296/2005) a Vyzkumnymi zémery MSMT,
MSM 0021620822,

. GC i

. Detekce - nejtast&ji MS (hmotnostné-spektrometrickd), FID
(plamenové-ionizaéni) & ECD (elektronoveho zachytu)
Kolony - kapildrni kolony s nepoldrni staciondrni fazi

. (pF. 5%bifenyl/95%dimethylpolysiloxan)**

Chromatograficky zdznam GC analyzy standardi fenolickych kyselin po de-
rivatizaci methylchloroformitem ve vodném meédiu na koloné Ecquity-5
0.32mm 1Dx30m, 1,0mm d; MF - Ny, pritck 3,5mi/min, IN] 240°C,
DET 280°C, COL 100°C - 2 min, 10°C/min do 200°C, 5°C/min do 280°C
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STANOVENj DIKLOFENAKU SODNEHO A JEHO
DEGRADACNIHO PRODUKTU METODOU RP-HPLC

MATYSOVA LUDMILA?, HAVLIKOVA LUCIE?, HOMOLOVA ALZBETA?,
SOLICH PETR?, SICHA JANP

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, katedra analytické
chemie, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec erélové, e-mail: ludmila.matysova@faf.cuni.cz
PBochemia Group, Herbacos-bofarma s.r.o., Strossova 239, 530 02, Pardubice

Cilem prace bylo vyvinout a validovat metodu pro stanoveni obsahu diklofenaku
sodného (obr.1) a jeho degradacniho produktu v topickém léCivém pfipravku.
Diklofenak sodny je antiflogistikum ze skupiny derivata kyseliny fenyloctove, tzv.
fenakd. Patfi mezi nesteroidni protizanétliva léciva. Topicky aplikovany
diklofenak velmi dobfe pronika pres kuzi do hlubSich vrstev epidermis a uc¢inné
koncentrace dosahuje v prabéhu cca 20 minut.™

Sodna sul diklofenaku se nej¢astéji rozklada za vzniku degradacniho produktu
s chemickym nazvem 1-(2,6-dichlorfenyl)-1,3-dihydro-2H-indol-2-on (obr. 2).[
Cilem prace bylo vyvinout jednoduchou a rychlou metodiku stanoveni
diklofenaku sodného pfi zachovani vysoké presnosti a spolehlivosti metody.
Zarovenn bylo tfeba metodu kompletné validovat podle platnych norem,
vzhledem k jejimu dalSimu pfedpokladanému pouziti v rutinni kontrole 1éCivého
pfipravku (gelu).

Byla vypracovana metoda vnitfniho standardu, kterym byl zvolen flurbiprofen.
Pro analyzu byla vyuzita kolona SUPELCO Discovery C18, 125x4 mm, velikost
¢astic 5 ym. Optimalni mobilni fazi byla smés methanolu a kyseliny fosfore¢né
o pH 2,5 v poméru 65:35 (v/v) a prutoku 1,0 ml/min., s UV detekci pfi 254 nm.
Davkovany objem byl 10 ul, teplota pfi analyze byla 25°C.

Kompletni validace, vychazejici z pozadavku jak SUKL, tak Guidelines ICH
(International Conference on Harmonisation Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use) a Amerického |ékopisu, 26.
vydani. VSechny parametry plné vyhovovaly danym pozZadavkim, vyvinuta
metoda je jiZ pouzivana v analyze uvedeného IéCivého pfipravku a to jak pfi
sledovani jeho stability, tak pfi vystupnich kontrolach a kontrolach homogenity
noveé vyrobenych Sarzi pfipravku.

Obr.1 Diklofenak sodny Obr.2 1-(2,6-dichlorfenyl)-1,3-dihydro-2H-indol-2-on

©j\coo <I>:O
Nat NH N
Cl Cl [
Cl

' Mikro verze AISLP 2005.2 pro MS Windows
2} Cesky lékopis 2002 (Czech Pharmacopoeia), Grada Publishing Itd., Praha
2003, s. 2259

Problematika byla feSena za podpory projektu MSM 0021620822.
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Stanoveni diklofenaku

w ze skupiny deriviti kyseliny fenyloctoveé, tzv. fenaki. Patii

liv légiva. Topicky aplikovany dildofenak velmi d ob Fe pronilki pes kii

stev epidermis a inné koncentrace dosahuje v prib&hu cca 20 minut. PouZivi se ve
¥ ﬂikeﬂ pn 1éebu pnjevi uv-atinn -m:ych tkini a Kloubov¥ch pouzder,
eniMSodni  sil
nizvem 1-(2,6-

Obr. 2: flurbiprofen - witini standard

O 3 l@tdcnafoy)-l rdindo
Obr 1: Diklofenak sodny Zl-nda—}of myammz:“

Cilem prace bylo vyvinout a validovat HPLC metodu s UV detekci pro
i obsahu diklofenak (obr.l) a jeho degradaéniho produktu
(obr. 3) v topickém létivém pripravku—gelu.

Optimalni ¢ grafické podminky

. ek

Kapalinovy chromatograf:

Sestava: Shimadzu LC-2010, Shimadzu corp., Japonsko

Kolona: LiChroCART Purospher RP-18e, 125 x 4 mm, 5 pm, Merck, Némecko
Predkolona: LiChroCART Purospher RP-18e, 4 x4 mm, 5 pm, Merck, Némecko
Davkovini: 10 pl

Detekce: TV 254 nm

Mobilni fize: Methanol-roztok fosforecné o pH 2,5 (65:35; v/v)

Pritok MF: 1,0 mVmin

Teplota: 25°C

Vyhodnoceni: chromatograficka stanice Class VP, verze 6.12, Shimadzu, Japonsko
Vnitini

standard: flurbiprofen

Zaver

Byly nalezeny optimilni chromatografické pod minky pro HPLC stanoveni diklofenaku sodného a
jeho degradagniho produktu s vyuZitim metody vnitiniho standardu, kterym byl jako nejvhodnjsi
zvolen flurbiprofen.

Uvedeni metoda byla také isp&ing zvalidovdna a z vysledkai validace je patrné, Ze ji je momo
nm v dalsi praxi pro rutinni analyzy f: ického gelu, ji sodny jako
ou latku.

ik L

Vypracovani metoda byla pro i obsahu sodného a jeho
degradacniho produktu v gelu pouZita pro analyzu v rimci suhl.lm studie uvedeného pFipravku.
Vysledky potvrzujivybornou . pFesnost a sp vyvinuté metody.

sodného a jeho degradacniho produktu

metodou RP-HPLC

Ludmila Matysovd®, Lucie Havlikovd®, Alzbeta Homolovd®, Renata Hdjkovd®, Jan Sicha®

“Katedra analytické chemie, Farmaceutickd fakulta Univerzity Karlovy, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Krdlové
*Herbacos-bofarma s.r.o., Strossova 239, 530 03 Pardubice |

Fetenton Time
ame

> 801 Mibpok1 05

#1 1005 Ik terak sodry

> 455 degedact prodikt

Vybrané validacni parametry

Paramcr Opakovatelnost Presnost | Spravnost Linearita pro n=6° | Stabilita
(RSD?) (RSDY | (VytéZnost) (RSD®) (korelaéni koeficient)| (St
Dil;lodf:;ak 0,07% 0.61% | 9971% | 004% 0.999964 0.39%
Degradacni 5 5 A a3 i
S 0.22% 1.38% | 99.94% | 0.18% 0.99953 0.43%
Limit <1% <5% | 100:5% |<5% >0,9000 1%
* 6 nastrikia
"6x wzorek samostatné piipraven, pro kaxdou naviZku 2 néstiiky
© pii koncentraci 40, 60, 30, 100, 120, 140 % (100% =25.23 mg/100 mD)

@ fakor stability po 72 hodindch

Nejnizsi detekovatelna koncentrace degradaéniho produktu 1-(2,6-dichlorophenyl)-
2-indolinonu (LOD) za pouZiti predkladané HPLC metody je 0,00006 mg.l'l, kvantita-
tivani limit (LOQ) pfedstavuje koncentrace 0,00021 mg.l'l

1 Mikro verze AISLP 2005.2 pro MS Windows
B €esky tekopis 2002 (Czech Pharmacopoeia), Grada Publishing Itd., Praha 2003, 5. 2259

Problematika byla fesena za podpory projektu MSM 0021620822.
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Comparison of UPLC and HPLC for simultaneous analysis of vitamin A and vitamin E
L.Havlikovd?, L.Urbdnek!?, L.Novakova!, D.Solichova?, 1.Citova?, P.Solich?

! Department of Analytical Chemistry, Faculty of Pharmacy, Charles University, Heyrovského
1203, 500 05 Hradec Kralové, Czech Republic

2 Department of Metabolic Care and Gerontology, Teaching Hospital, Sokolskad 581, 500 05
Hradec Kralové, Czech Republic

lucie.havlikova@faf.cuni.cz

The aim of this work is to introduce new UPLC method for the determination of vitamin A
(retinol) and vitamin E (a-tocopherol) in comparison with a recently developed HPLC method
performed on monolithic column.

Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC) is a relatively new technique giving the
ability to work efficiently with higher speed, sensitivity and resolution. Special analytical
columns packed with 1.7 um small particles are used for UPLC system.

The UPLC analysis was carried out on a Waters Acquity UPLC System, using Acquity UPLC™
BEH C;g column (50 x 2.1 mm, 1.7 um). The analysis time was about 1 minute, at flow rate
about 0.5 ml.min™. The HPLC analysis was performed on a HPLC set Perkin Elmer LC 240,
using monolithic column Chromolith Performance RP-18e (100 x 4.6 mm). The analysis time
was about 2 minutes, at flow rate of 2.5 ml.min™.

The comparison of the method selectivity, analysis time, and consumption of the mobile
phase are presented and discussed.

The authors gratefully acknowledge the financial support of the Grant Agency of Charles

University, GAUK No. 296/2005, grant MZO 00179906 and Zentiva a.s. Praha, Czech
Republic.
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L.Havlikovd!, L.Urbdnek'?, L.Novdkovd!, D.Solichovd?, I.Citovd!, P.Solich!
! Department of Analytical Chemistry, Faculty of Pharmacy, Charles University, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Krdlové,
Czech Republic
2 Department of Metabolic Care and Gerontology, Teaching Hospital, Sokolskd 581, 500 05 Hradec Krdlové, Czech Republic

Introduction

UPLC is a relatively new technique giving the ability to work efficiently with higher speed, sensitivity and resolution. The UPL C system is connected with specially designed Acquity UPLC columns containing
X-Terra sorbent of second generation. Columns packed with 1.7 um small particles are used for UPLC. The hybrid material utilizes bridged ethylsiloxane/silica hybrid (BEH) structure, and this technology ensures

the column stability under the high pressure and through wider pH range. The main advantage is a significant reduction of analysis time, which means also reduction in solvent consumption [1].

Monolithic columns used for HPLC are made by sol gel technology, which enables formation of highly porous material, containing macropores and mesopores in its structure. The large pores are responsible for
a low flow resistance and therefore allow the application of high eluent flow-rates and column back-pressure is still low, while the small pores ensure surface area for separation efficiency. Monolithic LC columns

a useful means of increasing the separation efficiency per unit time which can be achieved by increasing mobile phase flow [2].

Chromatography The aim of this work
Chromatography UPLC Chromatography HPLC
Instrumentation: Waters Acquity UPLC Instrumentation: Perkin Elmer HPLC set The aim of this work is to introduce PLC method for the
Column: Acquity UPLC™ BEH C18 (2.1 x 100 mm, 1.7 ym) ~ Column: Chromolith Performance RP-18e (100 mm x 4.6 mm) o o . .
Flow rate: 0.48 ml min'* Flow rate: 2.5 ml min’t determination of vitamin A (retinol) amin E (alpha-tocopherol)
Mobile phase: methanol Mobile phase: methanol . N .
Detection: UV 325 nm retinol, 295 nm alpha-tocopherol Detection: UV 325 nm retinol, 295 nm alpha-tocopherol in human serum in comparisol a recently developed HPLC
Analysis time: 2.0 min Analysis time: 1.8 min
Retention time retinol 0.76 min Retention time retinol 0.8 min method performed on monoll lumn
Retention time alpha tocopherol ~ 1.59 min Retention time alpha-tocopherol 1.4 min

o . arison of analysis results - 1000 analyses
. : E Sample preparation UPLE—THPLC
. 3 E The human serum was deproteinized by cool ethanol denatured tl.me (hours)' 333 30
- H i with 5% methanol (0.5 ml, 5 min, 4°C). Then 2.5 ml of n-hexane mption of mabile phase (mi) 960 . 4500
2am 7 H were added to this mixture and extracted for 5 min by a vortex ap= 47x
H 2 -
L paratus. After centrifugation (1600 x g, 10 min 0°C), the ali Pr!ce of methanol 11 (EUR) 586 586
8 (2.0 ml) of the clean extract was dissolved in 0.4 ml meth d [Pri of methanol for 1000 analyses (EUR) 570 26.37
§ analyses by HPLC/UPLC external standard Price of melhanol.wasle disposal 11 (EUR) 0.34 0.34
-} Methanol waste disposal 1000 analyses (EUR) [0.32 153
Price (EUR) 6.02 279
4.6x
Method Validation
o Vitamin A (retinol) Vitamin E (alpha-tocopherol)
i P . UPLC HPLC UPLC HPLC
.| 0.1 0.05 0.2 0.06
05 0.69 06 111
) Theoretical plates® 2064 2161 6466 2846
| HETP (um)* 48.44 46.27 15.46 35.13
are] Resolution® 1.99 7.48 9.47 7.48
Asymmetry® 1.03 144 1.06 148
e Validation
e Repeatibility — area 378 5.58 4.61 593
" R.S.D.%)°
-t T Repeatibility — retention time 0.06 0.1 0.12 037
ARsass | (RS.D.%)°
B Calibration range (umol I')° 0.25-10.00 0.25-10.00 0.5-50.00 0.5-50.00
HPLC analysis using monolithic column, chromatogram of patient serum contaif etinol and alpha-tocopherol Correlation coefficient 0.9997 0.9999 0.9997 0.9997
LOD (umol I 0.019 0.02 0.05 0.1
LOQ (umol I") 0.06 0.07 0.15 03
*Made in 6 replicates, standard solution retinol 2.5 umol I, alpha-tocopherol 20 umol I
® Made in 10 replicates, samples of patietnt serum with retinol and alpha-tocopherol Linearity was measured at six concentration levels
Reference
Conclusions 1. L.Novékové, L.Matysova, PSolich, Talanta 68, 2006, 908-918

2. LNovikovd, L.Matysovd, D.Solichovd, M.A.Koupparis and P.Solich,
. o J.Chromatogr.B, Vol.813 (1-2), 2004, 191-197
ic and UPLC method were compared. The SST data, validation parameters values, and 3 L,U,bének‘%,s(,“clmé‘ ﬁ;_h,?euclm J.Dvorik, L.Svobodové and PSolich,

Analytica Chimica Acta, Vol. 573-574, 2006, 267-272

The results of the HPLC using m{

analyses times were altogether col ble. In comparison to HPLC method performed on conventional C18 column [3] are the analy-

rmed on monolithic column  three times shorter. Acknowledgments
in a special way to withstand high system back-pressure and to work with low mobile phase flow-rate in

ses times of UPLC and HPL(

UPLC system is desi

s N The authors gratefully acknowledge the financial support of the Grant Agency of
formed on monolithic column, where the back pressure is low. Charles University, GAUK No. 296/2005, grant MZO 00179906 and Zentiva a.s.
Praha, Czech Republic.

comparison to HP|
advantage of UPLC method in comparison to HPLC was a significant reduction of flow rate, which meant reduc-

consumption and consequently analysis cost.
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Stanoveni chlorhexidin glukonatu v masti metodou
HPLC

Havlikova Lucie!, Matysova Ludmila,Hajkova Renata', Petr Solich®

'Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, Katedra analytické
chemie, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové;
lucie.havlikova@faf.cuni.cz

Cilem prace bylo vyvinout a validovat novou a rychlou HPLC metodu pro
stanoveni ucinné latky chlorhexidin glukonatu a degradacniho produktu p-
chloranilinu v masti. Chlorhexidin pusobi proti Siroké Skale gramnegativnich a
grampozitivnich vegetativnich bakterii, kvasinkam a dermatofytickym plisnim.

Pro HPLC analyzu byla pouzita kolona Zorbax SB-Phenyl (75 x 4,6 mm,
3,5 um). Optimalni mobilni fazi pro separaci byla smés acetonitrilu a roztoku
0,08M fosfore€nanu sodného s obsahem 0,5 % triethylaminu (pH vodné faze
bylo nastaveno na hodnotu pH 3,0 kyselinou fosforeCnou 85%) v poméru 35:65
(v/v). Pratok mobilni faze byl 0,6 ml/min, detekce byla provedena pfi 239 nm.
Ke kvantitativnimu hodnoceni byla pouZita metoda vnitfniho standardu, jako
vnitini standard byl pouzit ethylparaben.

K izolaci uc€inné latky z mastového zakladu byla pouZzita smés acetonitrilu
a 1% roztoku kyseliny mravenci v poméru 80:20. Smés byla zahfivana 20 minut
pfi teploté 80°C na vodni lazni. Poté byla smés umisténa po dobu 20 minut
do ultrazvukové lazné a nasledné centrifugovana 15 minut pfi rychlosti
6000 otacek/min. Supernatant byl filtrovan pres skladany filtr a davkovan auto-
samplerem pfimo na kolonu.

Metoda byla kompletné zvalidovana. VSechny testované parametry
splhovaly pozadovana kritéria. Vyvinuta metoda se pouziva pro stabilitni studie
topického IéCivého pfipravku uréeného pro veterinarni pouziti.

Problematika byla feSena za podpory Vyzkumného zaméru MSM 0021620822
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Metoda HPLC se na katedfe analytické chemic FaF UK v Hradci Kralové vyuzivé pro vivoj novych

Cilem prace bylo vyvinout a validovat novou a rychlou HPLC metodu pro stanoveni uéinné
metod pro stanoveni obsahu Iégivych litek a necistot v topickjch létivych pripraveich. HPLC  jako prace bylo vyvinout a validovat novou a rychiow D e u

stlev chlorhexidin glukondty a desradagnit . o . .
separatni metoda situie kvantitativi hod i a identifikaci slozek smési v jednom kroku latky din a produktu p-chloranilinu v masti. Chlorhexidin
s vysokou selektivitou a v relativné kratkém &ase. Vyvinuté a validované metody se pouZivaji pro plsobi proti iroké Skale ivnich a itivnich vegetativnich bakterii, kvasinkdm
stabilitni studie topickych 1é¢ivych pFipravkii. a dermatofytickym plisnim.

Experimentdlni cast

Chromatografické podminky:

’Eﬁ?‘é Tme Sestava: Shimadzu LC — 2010C, Shimadzu corp., JAP.
H Kolona: Zorbax SB-Phenyl (75 x 4,6 mm, 3,5 um)
8 Davkovani: 5 pl
Detekce: UV 239 nm

Mobilni faze: smés acetonitrilu a roztoku 0,08M fosfore¢nanu sodného s obsahem 0,5 % triethylaminu
(pH vodné faze bylo nastaveno na hodnotu pH 3,0 kyselinou fosfore¢nou 85%) v poméru 35:65 (v/v)
Priitok: 0,6 ml/min
f Teplota: 25°C
Vnitini standard:ethylparaben
Izokraticky rezim

ethylparaben (15)

500

Priprava vzorku:

= navézeno piesné asi 0,5 g masti do centrifugaéni zkumavky

4 = pfidano 20,00 ml roztoku vnitiniho standardu ethylaparabenu ve smési acetonitrilu a 1% roztoku kyseliny
mravenéi v poméru 80:20

zahfivani na vodni lazni 80°C 20 minut —>ultrazvukova lazefi 20 min

centrifugace 15 minut pii rychlosti 6000 ota¢ek/min

~ supernatant filtrovan pres skladany filtr a ddvkovén na kolonu

pehioraniine

U

U

Chromatogram standardii: chlorhexidin, p-chloranilin a vnitfni standard ethylparaben

o e Validace metody
Parametr Chlorhexidin p-chloroanilin Limit
SST
Opakovatelnost-retenéni ¢as” R.S.D (%) 0,37 0,07 X<1%
Opakovatelnost-plocha” RS.D (%) 0,07 0,33 X<1%
s Potet teoretickych pater” 4002 7109 N> 2000
3 Rozliseni® 7.16 999 Ry>15
i Asymetrie” 181 118 T<2
£ Validace
- 5 Presnost” RS.D.(%) 172 187 X<5%
. . Linearita® Korelacni koeficient [0,99964 0,99901 R>0,9990
B H Spravnost V§tEzmost 99,72 100,38 X =100+ 5%
S —— ! RS.D (%) 272 153 X <5%
o T z 0 0 o v g 0 g w LOD (mg.mIY) - 6,65.10°
LOQ (mg.mlT) - 222107
Chromatogram masti s obsahem chlorhexidinu a piidavkem vnitnho standardu — — e
Selektivita Zadna interference Zadni interference
zévé'. n=6 6 vzorkil, kazdy nastfiknut 3x  “chlorhexidin - koncentrani rozmezi 5.12 10?- 17.85 107 mg.ml™

p-chloranilin - koncentratni rozmezi 5.10*- 6.10° mg.ml*

Byla vyvinuta metoda vysokot¢inné kapalinové chromatografie pro soucasné
stanoveni (¢inné latky chlorhexidin glukonatu a jeji negistoty p-chloranilinu 3 At
v topickém lécivém piipravku Amastol neo. Metoda byla zvalidovana a pouziva se POdekovanl
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VYVOJ A VALIDACE HPLC METODY PRO STANOVENI
PANTOTHENANU VAPENATEHO, METHYLPARABENU
A PROPYLPARABENU V TOPICKEM LECIVEM
PRIPRAVKU

HAVLIKOVA LUCIE, MATYSOVA LUDMILA, NOVAKOVA LUCIE, SOLICH
PETR

katedra analytické chemie, Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové,
Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové; ludmila.matysova@faf.cuni.cz

Cilem prace bylo vyvinout novou RP-HPLC metodu pro soucasné stanoveni
pantothenanu vapenatého jako uc€inné latky a methylparabenu a
propylparabenu jako konzervancii, obsazenych v masti. Analyza topickych
léCivych pFipravkl predpoklada pouziti metody vnitfniho standardu, hlavné
z duvodu slozité procedury pripravy vzorku k HPLC analyze.

Béhem vyvoje a optimalizace metody byly testovany analytické kolony
S riznymi stacionarnimi fazemi. Po otestovani  jak béznych
oktadecylsilikagelovych, tak jinych, rizné modifikovanych stacionarnich fazi
byla pro separaci shledana jako nejvhodnéjsi kolona Hypersil ODS (250 x 4,6
mm, 5 um). Délka analyzy je 12 minut pfi pratoku mobilni faze 0,7 ml/min.
Mobilni faze je tvofena smési methanolu a roztoku kyseliny fosforecné (pH 2,5)
v poméru 65:35 (v/v). Vyvinutda metoda byla kompletné validovana podle
platnych smérnic (ICH, SUKL).

Vysledkem prace je rychla RP-HPLC metoda s UV spektrofotometrickou
detekci (214 nm) pro stanoveni obsahovych latek pfipravku Calcium
pantothenat mast, ktera bude pouzita pro rutinni analyzy pfipravku v ramci
stabilitni studie. Vysledky validace potvrzuji pfesnost a spravnost metody.

Obrazek: Chromatogram smési standardl  (pantothenan vapenaty,
methylparaben a propylparaben s vnitinim standardem ethylparabenem).

3
Retention Tighe
Name

pantothenan vap
methylparaben

4,10

ethylparaben (IS)
propylparaben

‘‘‘‘‘‘‘‘
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HAVLIKOVA LUCIE, MATYSOVA LUDMILA NOVAKOVA LUCIE, SOLICH PETR
katedra anclytické chemie, Univerzita Karlova v Proze, Farmaceutickd fakulta v Hrodei Krdlové, Heyrovského 1208, 500 05 Hradeo Krdlové;
ludmile. matysova@faf . cuni cz

Obr. 1; Pantothanan wipesaly

Kysclina pantothenovd fvoii zouddst komplexu vitamim B.

Santothonan viponaty (CP, obr. 1), ss poufivé ma podpory epitelizacs DHG e -vyvqcnphndimm:l!?l-?tﬂm’hdyp-ns-—n
e e e HDCH!C C“'C'NH'cHZC"'IC'O o i dpenatého jako @inné litky a me-
vyultvin pi 16Eeai zén3td o poranénl oinich cpojivek a rohovky, pR CHs 1hyi|m'd>m a propylparabenu joko konzervancii, obsaZenjch
popdlenindch, omrzlindeh apod.1] b z.udmm Obe 3 Mm v phipraviu Calcium pantothendt mast

=0 o8 ] = E o e ey 2 > ol - nalezeni co nejjednodusZi a zéroveR [Einné metody izolace
velkém mnoZstvi topicikjch lédivich pRipravid. JTsou mélo toxické ek litek = topického létiviha pipravky
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6 SHRNUTI

Predlozena disertacni prace se zabyva tématikou moznosti vyuziti vysokoucinné
kapalinové chromatografie pro sledovani obsahu u¢innych latek, necistot a rozkladnych
produktii ve farmaceutickych ptipravcich.

V teoretické Casti je rozebrana problematika stability lécivych latek a
farmaceutickych piipravki. Pomémé velky prostor je vénovan hodnoceni necistot
v 1écivych latkach a pripravcich. V dalSich kapitolach je ve zkratce popsédna metoda
HPLC, charakteristiky chromatografického procesu a postup pifi optimalizaci
chromatografické metody. Dale jsou uvedeny jednotlivé parametry validace a SST a
postup pfi izolaci sledovanych analyti. Stru¢né je popsana metoda spojeni kapalinové
chromatografie s hmotnostni detekci a ¢ast teoretického tivodu je vénovana UPLC.

Prakticka ¢ést je zaméfena z velké ¢asti na vyvoj a validaci chromatografickych
metod pro stanoveni ulinnych latek, necistot a piipadné¢ konzervacnich piisad
Vv topickych farmaceutickych pfipraveich. Bylo vyvinuto a validovano Sest originalnich
metodik, které jsou pouzivané v kontrole kvality v akreditovanych laboratofich
hodnoticich stabilitu 1é¢ivych piipravk.
sledujici hlavni u¢innou latku indomethacin a rozkladné produkty 5-methoxy-2-
methylindolyloctovou kyselinu a 4-chlorbenzoovou kyselinu (ptiloha 5.2). U topického
ptipravku s antimykotickou aktivitou, Terbinafin krém, byla vypracovana metoda pro
sledovani hladiny uc¢inné latky terbinafin hydrochloridu a sledovani vyskytu
rozkladnych produkti — B-terbinafin, Z-terbinafin a 4-methylterbinafin a necistoty 1-
methylaminomethylnaftalen (pfiloha 5.3).V pfipravku Calcium Pantotendt mast byla
hodnocena G¢inna latka pantotenan vapenaty a dv€ konzervaéni piisady methylparaben
a propylparaben (pfiloha 5.4). V hormondlnim léCivém piipravku Estrogel gel byla

hodnocena hlavni G¢inna latka estradiol a dale spektrum sedmi necistot: estron, A

estron, A°@Y

— estradiol, hemidydrat 17a-estradiolu, 17a-ethinylestradiol, 3-methoxy-
17B-estradiol a  17B-estradiol-17-acetat (piiloha 5.5). V piipravku Amastol neo
uréeném pro veterindrni pouziti byla sledovana hlavni ucinna latka chlorhexidin
diglukonat a jeji degradagni produkt p-chloranilin (piiloha 5.6). Uginnou latkou

v ptipravku Heparin gel je sodnd stil heparinu, jeji obsah je sledovan pomoci jiné
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metody a v pfipravku jsou stanovovany metodou HPLC konzervacni piisady methyl- a
propylparaben.

Pro zlepSeni separac¢ni ucinnosti byly pouzity moderni stacionarni faze. Pouziti
kolony s navdzanou kyano- skupinou pomohlo pfi separaci rozkladnych produkta
terbinafinu a estradiolu. Stacionarni faze s navdzanou fenylovou fazi byla nejvhodnéjsi
u ptipravkti Indomethacin gel a Amastol neo. Pro ptipravky Heparin gel a Calcium
Pantotenat mast byly pouzity konvencni ODS stacionarni faze.

Vsechny uvedené metody jsou vyvinuty a optimalizovany tak, aby mohly byt
pouzity v kontrolné-analytickych laboratotich. Ve vSech metodéach je pro kvantitativni
hodnoceni pouzit vnitini standard. U piipravkd Indomethacin gel, Estrogel gel a
Heparin gel nebyla izolace sledovanych analytii z mastového zdkladu problematicka.
Komplikovangjsi byla izolace analytl u ptipravka Calcium Pantotenat mast, Terbinafin
krém a Amastol neo. Pro ucinnou kvantitativni extrakci musely byt pouzity bindrni
smési rozpoustédel (Calcium Pantotenat, Amastol neo), byla upravena hodnota pH
(Terbinafin krém) nebo pouzita zvySena teplota (Calcium Pantotenit, Amastol neo).
Vsechny uvedené metody jsou kompletné validovany a sledované parametry odpovidaji
pozadavkiim autorit.

Déle byla vypracovana UPLC metoda pro soucasné stanoveni vitamini A a E
Vv biologickém materidlu. UPLC umoZiiuje zkraceni analyzy se souasnym zachovanim
vysoké separa¢ni G€innosti. Pfi porovnani UPLC metody pro stanoveni vitamini A a E
s klasickou HPLC pfinasi UPLC uSetieni Casu (zkraceni ¢asu analyzy z Sesti na dvé
minuty) a 1 chemikalii pro provedeni jednotlivych analyz (pro toto porovnani byla
vyuzita spoluprace s pracovniky Kliniky gerontologické a metabolické Fakultni
nemocnice v Hradci Kralové a jejich publikované prace - L.Urbanek, D.Solichova,
B.Melichar, J.Dvorak, I.Svobodova, P.Solich, Anal. Chim. Acta, 573 (2006), 267).
Zajimavé bylo také porovnani vysledki analyzy UPLC s vysledky prace provedené na
HPLC s vyuzitim monolitické kolony. UPLC je metoda pracujici za vysokého tlaku (az
15.000 psi) a nizkymi pratoky mobilni faze, zatimco pro monolitické kolony je typicky
nizky pracovni tlak a vysoké pritoky mobilni faze. Ob¢ metody piindSeji analyzu
trvajici méné nez dvé minuty a hodnoty valida¢nich parametrti a parametra SST jsou
priitok 0,48 ml min™ oproti HPLC s pritokem 2,5 ml min™). P¥ porovnani nebyl

prokdzan statisticky vyznamny rozdil.
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Posledni tsek experimentalni Casti je vénovan stanoveni esterti erythromycinu
v [éCivych piipravcich metodou HPLC a HPLC/MS. Tato tématika byla vypracovavana
ve spolupraci s univerzitou ve Wiirzburgu, Némecko. Velkou vyhodou HPLC/MS je

moznost identifikace analyzovanych necistot a vznikajicich rozkladnych produkti.
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7 SUMMARY

“Problems of Stability Testing of the Active Substances and Pharmaceutical

Preparations Using HPLC”

The presented thesis deals with using of high performance liquid
chromatography for the analysis of pharmaceutical active substance, its degradation
products, and impurities in pharmaceutical preparations.

The theoretical part describes in a more detailed way the topic stability and
impurity testing in pharmaceutical preparations. The HPLC theory, method
optimization, isolation procedures, method validation, HPLC/MS, and UPLC are
characterized briefly in separate chapters.

The practical part of the thesis focuses mainly on the development and
validation of new chromatographic methods for simultaneous determination of active
substances, impurities, and preservatives in topical pharmaceutical preparations. Six
original methods, which are used for the quality control and stability testing of
pharmaceuticals, were developed and validated.

The active substance indomethacin and two degradation products (5-methoxy-2-
methylindoleacetic acid and 4-chlorobenzoic acid) were monitored in antiflogistic
topical preparation Indomethacin gel (see attachment 5.2). For antimycotically active
topical preparation Terbinafin cream, method for determination of the active substance
terbinafine hydrochloride, degradation products B-terbinafine, 4-methylterbinafine, Z-
terbinafine, and impurity  1-methylaminomethylnaphtalene was developed
(attachments 5.3). In the Calcium pantothenate ointment the active substance calcium
pantothenate and two preservatives were determined (attachment 5.4). An HPLC
method for the determination of the active substance estradiol and its seven known
impurities (A" —estradiol, 170 estradiol, estrone, A°*Y _estrone, ethynylestradiol,
estradiol 3-methyl ether, and estradiol 17-acetate) in hormonally active preparation
Estrogel gel (attachment 5.5) was developed. The active substance chlorhexidine
gluconate and its degradation product p-chloraniline were monitored in Amastol neo, a
topical preparation for veterinary use (attachment 5.6). Two preservatives, methyl- and
propylparaben, were quantified in the topical preparation Heparin gel.

Modern stationary phases were used for the chromatography because of the

improvement of the separation parameters. A cyanomodified stationary phase enabled
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the separation of degradation products of terbinafin and estradiol. The phenyl modified
stationary phase was used for Indomethacin gel and Amastol neo ointment.
Conventional ODS stationary phases were used during the method development for
Heparin gel and Calcium pantothenate ointment.

All of these presented methods are developed and optimized in order to be used in
drug-control laboratory. The methods were developed by using appropriate internal
standard. The isolation procedures for Indomethacin gel, Estrogel gel, and Heparin gel
were not difficult to be developed. The isolation of analytes from Calcium Pantotenat
ointment, Terbinafin cream, and Amastol neo was more complicated. Binary extraction
mixtures (Calcium Pantotenat, Amastol neo), pH modification (Terbinafin cream) or
increasing temperature (Calcium Pantotenat, Amastol neo) were necessary for the
quantitative isolation. All presented methods were completely validated; all tested
validation and SST parameters meet the requirements of authorities.

A new UPLC method for the simultaneous determination of vitamine A and E
was developed. UPLC enables fast analysis with high separation efficiency. The UPLC
method was compared with a classical HPLC method performed on the ODS column
(cooperation with the Department of Metabolic Care and Gerontology, Teaching
Hospital, L.Urbanek, D.Solichova, B.Melichar, J.Dvotak, .Svobodova, P.Solich, Anal.
Chim. Acta, 573 (2006), 267). The UPLC analysis is three times faster and the peak
shape is better than in the HPLC method. The comparison with the HPLC method
performed on the monolithic column is more interesting. While UPLC works under high
pressure (15.000 psi) and the flow-rate is low, low working pressure and high flow-rate
are typical for the monolithic columns. Both of these methods enable fast analyses (less
then two minutes); the values of the validation and SST parameters do not differ a lot.
The biggest advantage of using the UPLC method is the decrease of the consumption of
the mobile phase (UPLC flow-rate 0.48ml min™ in contrast to HPLC flow-rate 2.5 ml
min™). A statistically significant difference was not demonstrated.

The last part of the thesis deals with the analysis of esters of erythromycin in
pharmaceuticals using HPLC and HPLC/MS. The great advantage of using the
HPLC/MS method is the possibility of identifying impurities and degradation products

resulting from the active substance.
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8 ZAVER

Ptedlozena disertaéni prace se zabyva soucasnym stavem v problematice
stability 1é¢ivych pfipravki a vyvojem metod pro jeji sledovani. Zajisténi bezpecnosti a
kvality 1é¢ivych ptipravku se v posledni dobé vénuje velika pozornost a proto je velmi
dilezité, aby pomoci vhodn€ zvolené analytické metody bylo mozno dolozit vysledky
hodnoceni Cistoty, obsahu u¢innych latek a zejména stability 1é¢ivého ptipravku.

V soucasn¢ dobé se neustdle méni predpisy a zpfisiiuji se naroky na vyrobu a
kontrolu kvality farmaceutickych pfipravki. Moderni instrumentace v kontrolnich
laboratofich v§ak umoziiuje - S pomoci novych analytickych metod jako jsou naptiklad
moderni HPLC s novymi typy stacionarnich fazi, HPLC/MS a nejnovéji UPLC -
dostate¢né rychle odpovidat na pozadavky statnich 1€ékovych autorit.

Je potfeba vyvijet nové metody, které zasdhnou vice necistot. Smér vyvoje
meénicich se pozadavkil na kontrolu kvality je mozné ukazat na hormondlnim ptipravku
Estrogel gel. V roce 2003 byla vyvinuta HPLC metoda pro stanoveni estradiolu (u¢inna
latka) a jejiho rozkladného produktu estronu [9]. O dva roky pozdéji vsak SUKL
ve svych pozadavcich uvedl dalSich Sest necistot, jejichz hladiny je potieba sledovat.
Byla vyvinuta novd HPLC metoda (pfiloha 5.5), kterd je prakticky pouzivana
Vv kontrolné-analytické laboratofi k hodnoceni stability ptipravku. V obdobi testovani 36
mésict nepfesahl obsah Zadné ze sledovanych necistot hodnotu 0,05% vztaZzeno na
hlavni u¢innou latku estradiol. Jestli md vyznam stanovovat ve vzorku rozkladné
produkty a necistoty vyskytujici se v minimalnim mnozstvim, u kterych neni ani pfesné
zjistén jejich potencialni toxicky ucinek, je spise otdzkou do diskuse.

V prezentované disertatni praci bylo vyuZito vyhod HPLC k vypracovani
nékolika novych metod pro analyzu topickych lé€ivych ptipravka (Indomethacin gel,
Terbinafin krém, Calcium Pantotendt mast, Estrogel gel, Amastol neo, Heparin gel).
Vypracovan¢ metody byly kompletné validovany a spliuji vSechny pozadavky
evropskych lékovych autorit. Lze je s vyhodou pouzit Vv analytickych laboratofich
pro hodnoceni kvality 1é€ivych ptipravkl. Prispivaji tak k zajisténi a zvySeni kontroly
bezpecnosti a kvality 1é¢ivych piipravki.

K vyhodam HPLC patii univerzalnost, relativni jednoduchost, citlivost stanoveni
na zékladé¢ pouzitého detektoru, ziskdni kvalitativni a kvantitativni informace

0 analytech béhem jednoho kroku, automatizace a snadna reprodukovatelnost. Je to
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metoda separacni, kterda umoziuje analyzu komplikovanych smési latek, obsahujicich
analyty i v riznych koncentracnich rozmezich. Této vlastnosti HPLC se vyuziva pravé
Vv kontrolné-analytickych laboratotich pii hodnoceni 1éCivych latek a piipravka, kdy je
mozné sledovat vedle hlavni G¢inné latky (zastoupena V relativné velkém mnozstvi)
I jeji rozkladné produkty a ptipadné dalsi necistoty, které jsou zastoupeny v minimalnim
mnoZzstvi.

Nové moznosti pouziti kapalinové chromatografie se objevuji ve vyuziti
techniky UPLC. UPLC vyuziva specialni kolony obsahujici sub-2-mikronové Castice a
pfistroj se specidlnim designem, ktery je pfizpisobeny vysokym pracovnim tlakiim.
Tento systém umoziuje zkraceni Casu a zvySeni citlivosti analyzy. Lze se domnivat,
ze pokud se technika UPLC osvédc¢i, stane pro kontrolné-analytické laboratofe velkych
farmaceutickych firem nesporné velmi atraktivni metodou.

Vyuziti spojeni HPLC/MS v analyze necistot je vénovana kapitola 4.8.2. Diky
MS detektoru je Casto mozné identifikovat necistoty a rozkladné produkty ucinné latky,
které se vyskytuji v minimalnim mnozstvi a které mohou vznikat v pribéhu testovani
stability 1é¢ivych ptipravkli. Kombinace HPLC/MS bude v blizké budoucnosti nachazet
— vzhledem ke svym nespornym vyhoddm - Vv oblasti sledovani stability 1éCiv stale

vétSiho uplatnéni.
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