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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACN
AOAC
CAD
DAD
DMF
ELSD
FDA

GC
HPLC

MS

NMR
oDS

PP
RP-HPLC
RSD

RV

acetonitril

Adur Outdoor Activities Centre

Charged Aerosol Detector

Diode Array Detektor

Drug Master File

Evaporative Light Scattering Detektor

Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (Food and Drug
Administration)

plynova chromatografie (Gas Chromatography)
vysokoucinna kapalinova chromatografie (High Performance
Liquid Chromatography)

vnitini pramér (Internal Diameter)

International Conference on Harmonization of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use
vnitini standard (Internal Standard)

International Union of Pure and Applied Chemistry
kapalinova chromatografie (Liquid Chromatography)
extrakce z kapaliny do kapaliny (Liquid-Liquid Extraction)
detekéni limit (Limit of Detection)

kvantitativni limit (Limit of Quantitation)

1é¢ivy pripravek

methanol

mobilni faze

methylparaben

hmotnostni spektroskopie (Mass Spectrometry)

nukledrni magnetické rezonance

oktadecylsilikagel (OctaDecylSilica)

propylparaben

HPLC na reverzni fazi

relativni smérodatnd odchylka (Relative Standard Deviation)

relativni vlhkost



SFE
SOP
SPE
SST
SUKL
SVP
TLC
UPLC

USP
uv

superkriticka fluidni extrakce (Supercritical Fluid Extraction)
standardni operacni postup

extrakce na pevnou fazi (Solid Phase Extraction)

test vhodnosti systému (System Suitability Test)

Statni Gstav pro kontrolu 1é¢iv

Spravna vyrobni praxe

tenkovrstva chromatografie (Thin Layer Chromatography)
ultra-u¢inna kapalinova chromatografie (Ultra Performance
Liquid Chromatography)

Americky 1ékopis (United States Pharmacopoeia)
ultrafialova oblast (Ultra Violet)
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1. Uvob

Vysokotu¢inna kapalinova chromatografie je velmi ¢asto vyuzivanou
metodou Vv analytickém hodnoceni 1éCiv. Je to predev§im proto, Ze jako
separatni metoda umoziuje soucasné jak kvalitativni, tak kvantitativni
hodnoceni slozek smési, s vysokou selektivitou a citlivosti béhem relativné
kratkého Casu a s relativné malym mnoZzstvim analyzované smési.

Lécivé pripravky jsou ve velké vétSiné smési ucinnych a/nebo
pomocnych latek, proto jsou separatni metody tak vhodné pro jejich
analyzu. Dalsi, velmi dillezitou oblasti v analyze 1éCivych ptipravkl je
vramci sledovani jejich stability monitorovani hladin degradacnich
produkti obsahovych latek. Zde se opét jevi jako velice vyhodné pouZiti
HPLC.

Nov¢ vyvinuté¢ analytické metody pouZzivané pro hodnoceni
a monitorovani kvality 1é¢iv musi byt pfedevSim piesné a spravné, coz
musi byt experimentalné¢ ovéfeno a doloZeno, a tento proces se nazyva
validace analytické metody. Smyslem validace je dokdzat, ze vypracovana
metoda je pro dany uUcel vhodna. Cilem je demonstrovat podminky, za
Kterych je metoda pouzitelna a zajistit jeji spolehlivost i pfi opakovaném

pouZziti.



2. CiL PRACE

Cilem této prace bylo zptehlednit a ucelit pfistup k validacim nové
vyvinutych analytickych metod, pouzivanych pii sledovani kvality 1éCiv a
1é¢ivych pripravki. Protoze legislativou validaci se zabyva nékolik statnich
autorit jak v Ceské republice, tak ve svétd, bylo moji snahou jejich
pozadavky obsdhnout, zhodnotit jejich rozdilné pfistupy a pokusit se

zptehlednit tento proces.

Hlavnim experimentalnim ukolem bylo na né&kolika 1éCivych
ptipravcich ukazat vyvoj analytickych metod i jejich kompletni validace
tak, aby byly ithned pouzitelné v rutinni analyze danych 1é€ivych ptipravki,
a to jak pfi vystupnich kontrolach, tak pti sledovani jejich stability pfi
zachovani principti Spravné vyrobni praxe. Zaroven jsem se snazila
nespoustét ze zietele samoziejmy vyvoj v instrumentaci HPLC a nové

trendy zahrnovat do vyvoje novych kontrolnich metod.
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3.1. CHROMATOGRAFICKE METODY

3.1.1. TEORETICKE PRINCIPY CHROMATOGRAFIE

Chromatografie je separa¢ni metoda, kterd se stile vice vyuziva v oblastech
kvalitativni 1 kvantitativni analyzy. Moderni chromatografick¢é metody (HPLC, GC) se
stale vice uplatiiuji i v oblasti kontroly 1&Civ.

Podstatou chromatografie je selektivni distribuce slozek smési vzorku mezi dvé
nemisitelné faze, jednu pohyblivou, tzv. mobilni fazi, ktera latky unasi a je hybnou silou
Vv chromatografickém procesu, a druhou nepohyblivou, tzv. stacionarni fazi. Mezi
témito fazemi a délenymi latkami dochézi k postupnému, mnohonasobné opakovanému
vytvafeni rovnovaznych stavl, zalozenych na rlznych fyzikalné-chemickych
interakcich. Tyto interakce maji rozdilnou kvantitu, tj. velikost vzajemné pusobicich sil,
1 kvalitu, tj. povahu interakci. Vlastni déleni latek zavisi na retenci, tedy zadrzovaci sile

stacionarni faze [1,2].

Chromatografické metody se déli podle nékolika hledisek:
1. Dle povahy interakci, podilejicich se na distribucnim procesu
o adsorpéni — déleni na zakladé adsorpce molekul analytu na povrch tuhé
stacionarni faze
o rozdélovaci — déleni na zéklad¢ rozdilné rozpustnosti molekul analytu ve dvou
nemisitelnych kapalinach
o iontové-vymeénna — dé€leni na zéklad¢ rozdilné adsorpce iontl analytu na povrch
iontového ménice
o gelova (na molekulovych sitech) — déleni latek na zaklade¢ jejich velikosti a tvaru

molekul

2. Dle skupenstvi pouzité mobilni faze
o kapalinova

o plynova

3. Dle pouzité techniky
o sloupcova (kolonova)
o papirova

o na tenké vrstvé
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V dnes$ni dobé€ je nejvyznamngjsi a nejcastéji pouzivanou separacni analytickou
metodou vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC — High performance liquid
chromatography). V analyze tékavych latek ma velky vyznam plynova chromatografie
(GC — Gass chromatography). V toxikologickém screeningu a pii stanoveni necistot ma
velky vyznam téz kapalinova chromatografie na tenké vrstvé (TLC — Thin layer

chromatography) [1-3].

3.1.2. VYSOKOUCINNA KAPALINOVA
CHROMATOGRAFIE

Principem této metody je déleni latek mezi stacionarni fazi naplnénou v koloné a
mobilni f4zi, prochazejici kolonou za vysokého tlaku. Vyuziva se vSech separacnich
mechanisml uvedenych vyse a diky témto interakcim lze nalézt selektivni a ucinny
chromatograficky systém k déleni riznych smési latek.

Pti déleni smési se pouzivaji dva druhy eluce. Nelisi-li se pfili§ elu¢ni parametry
latek, pouzije se izokratickd eluce jednou mobilni fazi, jejiz slozeni je bchem celé
analyzy konstantni. Jestlize se latky svymi elu¢nimi parametry odliSuji, vyuziva se tzv.
gradientova eluce, pii které se slozeni mobilni faze plynule méni. Vytvari se tak
gradient koncentrace nebo gradient pH.

Po nastiiku smé&si latek na kolonu je tato undSena mobilni fazi, opakované se
ustanovuje rovnovaha mezi stacionarni a mobilni fizi a diky naplni kolony dochazi
k separaci latek ze smési. Rozdé€lené latky prochazi detektorovou celou, kde se
identifikuje jejich pfitomnost a na chromatografickém zaznamu je jako odezva na signal
detektoru zakreslen pik.

Identifikaéni  charakteristikou  latky je za  pfesné¢  stanovenych
chromatografickych podminek jeji retencni €as. Pro kvantifikaci latek slouzi bud’ vyska

piku nebo plocha piku pod kiivkou. Kvantifikace latek se provadi nékolika zplsoby:

Metoda vnéjSiho standardu: Nastiikne se standard o znamé koncentraci a
registruje se jeho chromatogram. Jako vngjsi standard se pouziva standard stanovované
latky (CRS, CRL), u smési standard jedné ze stanovovanych latek. Za stejnych

podminek se nastiikne roztok vzorku, jehoz koncentraci stanovujeme. Kvantifikace se

11



potom provadi porovnanim ploch piki vzorku a vnéjsiho standardu [2]. Lze také pouzit
nékolik definovanych koncentraci vnéjSiho standardu a kvantifikaci provést metodou

linearni regrese po sestrojeni kalibra¢ni kiivky [7].

Metoda vnitiniho standardu: Vniini standard je na rozdil od vySe uvedené
metody latka odlisného slozeni nez analyt, musi vSak byt eluovan v blizkosti piku latky,
jez ma byt stanovena a musi byt v rdmci podminek analyzy chemicky inertni. Tato
metoda je Casové méné ndrocnd a hlavné piesn€jsi nez metoda vnéj$iho standardu.
Prakticky se stanoveni provadi tak, ze se ke stanovované latce pfida roztok vnitiniho
standardu a provede se se smési cely proces ptipravy vzorku, v¢etné extrakce, filtrace a
dalsich. Kvantifikace se potom provadi vypocitanim pomeéru ploch pikl jednotlivych
separovanych slozek a plochy piku vnitiniho standardu pro zkouSeny roztok a

odpovidajiciho poméru pro porovnavaci roztok [6].

Metoda normalizace: Obsah jedné nebo vice slozek zkousené latky
v procentech se vypocita z plochy nebo ploch jako procento celkové plochy vsech pikt
na chromatogramu, nepocitaje v to plochy pika rozpoustédel, ptidanych c¢inidel a pik,
které jsou v limitu zanedbatelnosti pikii [6]. Tato metoda se vétSinou pouziva
k odhadovani relativnich mnozstvi neéistot a degrada¢nich produktt v substancich i

lé¢ivych piipravcich [7].
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3.1.3. INSTRUMENTACE V HPLC

Kapalinovy chromatograf se sklada z casti, které zabezpecuji priichod mobilni
faze, davkovani vzorku, separaci latek, jejich detekci a vyhodnoceni vysledkl analyzy.
Jednotlivé soucasti tedy jsou: vysokotlaké cerpadlo, davkovac, chromatograficka kolona

predstavujici stacionarni fazi, detektor a systém pro sbér a vyhodnocovani dat.

kolona detektor

data stanice

Lf

i =]

L davkovad

cerpadlo
L zasobnik mobilni faze

Obriazek 1: Schéma HPLC pristroje

Systém miize obsahovat i dal$i pfidavna zatizeni, jako je termostat, degasser,
pridatné filtry, ptipadné vice za sebou piipojenych detektort. Sestava je bud
stavebnicového typu, kdy jsou jednotlivé soucésti oddéleny, daji se piestavovat,
pfipadné spojovat s pfidatnymi zafizenimi nebo jsou kompaktni, kdy je uspotadani

jednotlivych soucasti fixni.
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Zasobni

autosampler

ror

kolonowy termostat = kolonou

A

\ - pritokova cela detektoru
cerpadlo

Obrazek 2: Realny pohled na komer¢né dostupny HPLC systém.(Fixni uspotfadani,
nahote uzavieny, dole otevieny, kde je mozno vidét jednotlivé soucasti systému)
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Soucasti HPLC:

a) Zasobniky mobilnich fazi

Zasobniky mobilnich fazi jsou nejCastéji sklenéné nadoby se specialnimi
uzavery. Jsou spojeny se vstupem Cerpadla teflonovymi hadi¢kami s takzvanym in-line
filtry. Pro odstranéni vzduchu se pouzivda bud pusobeni vakua s naslednym
probublavanim rozpoustédla heliem, stale ¢astéji se pouzivaji systémy se zabudovanymi

degassery [3].

b) Cerpadla
kontinualni konstantni pritok mobilni faze davkovacem, kolonou a detektorem.
Zakladni déleni HPLC pump je: 1. Cerpadla s konstantnim tlakem

2. Cerpadla s konstantnim prutokem

Pozadavky na moderni HPLC cerpadlo jsou:
- rozsah pritokové rychlosti 0,01 az 10 ml/min
- rozsah tlakti 1 az 60 MPa
- tlakova pulsace méné nez 1 % pro normdlni a RP-HPLC, mén¢ nez 0,2

% pro gelovou chromatografii

Gradientova eluce — michani mobilnich fazi

Vétsina modernich HPLC systémi ma schopnost michat kapaliny v riznych
pomérech za soucasné kontroly pocitacem. Tato moznost vysoce urychluje proces
vybéru optimalni eluéni smési potiebné pii izokratické eluci a je zaroven nezbytné
nutnd pfi programovani sloZeni mobilni fize v ramci gradientové eluce. Metody

michéni jsou dvé — vysokotlaké a nizkotlake.

C) Davkovaci systémy

Dévkovaci systémy pro systémy v kapalinové chromatografii by mély
poskytovat moznost nastfikovat kapalné vzorky v Sirokém rozsahu objemu pii vysoké
reprodukovatelnosti, pod vysokym tlakem, S minimalnim pfinosem k rozsifovani zén
analyti a s minimalnimi poruchami pritoku. V soucasné chromatografii je asi
nejrozsifenéjSim principem déavkovaciho systému injekcni ventil. Pomoci n¢ho je

mozné davkovat roztok analytu bez vyznamného pferuSeni pritoku mobilni faze.

15



Davkovani s pouzitim ventilu je rychlé, reprodukovatelné¢ a hlavné je mozno
vyuzit Sirokou variabilitu ddvkovaného objemu. Tyto systémy pracuji za vysokého tlaku
(cca 50 MPa) s chybou mensi nez 0,2%. Nevyhodou je nutnost vymény ventilu pfi
zméneé davkovaného objemu.

V komer¢n¢ dostupnych HPLC systémech rutinné pouzivanych ve
farmaceutické analyze jsou castym druhem davkovani tzv. automatické davkovace
(autosamplery). Jsou vhodné zejména u systému fizenych automatickymi data stanicemi

a umoznuji zaroven analyzu velkych sad vzorki bez soustavného dozoru analytika.

d) Chromatograficka kolona

V chromatografické kolon¢ je naplnéna stacionarni faze. Tyto kolony jsou
nejCastéji vyrobeny z nerezavéjici oceli, vzhledem k jeji rezistenci vucéi korozi a
relativni cenové dostupnosti. Primér kolon byva nejéastéji v rozmezi 2,6 az 3 mm nebo
4,6 az 5 mm, preparativni kolony maji primér $ir§i. Délka kolony je velice variabilni,
pohybuje se od 250 mm do 20 az 30 mm u tzv. ,.kratkych* kolon. Na obrdzku 3 je vidét
schéma bézné HPLC kolony, obrazek 4 ukazuje redlny pohled na HPLC kolony

v n¢kolika riznych délkéach a praimérech.

Standart column hardware

b

Column packing/ 5.5, nhe 14" 113}
Nut
End fitting

Obriazek 3: Bézna HPLC kolona
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Obrazek 4: HPLC kolony

e)

Detektory

Detektory vybavené pratokovou celou byly nejvétSsim zlomem ve vyvoji

vvvvvv

moderni kapalinové chromatografie. Soucasné LC detektory maji daleko dynamicté;si

rozsah a vysokou citlivost, umoznujici analyzu stopovych koncentraci analytt. Citlivost

pouzitého detektoru limituje citlivost celého HPLC systému.

Pozadavky na moderni detektor:

o

vwvr

vvvvvv

rozliSeni malych rozdilt v koncentraci analytt)

rychlad odezva

Siroky linearni rozsah

nizky mrtvy objem (minimalni roz§ifovani zon analytu)

tvar cely, eliminujici miseni separovanych past

nizka citlivost na zmény druhu rozpoustédla, priitoku a teploty
jednoduchost a spolehlivost obsluhy

nastavitelnost (tzn. moznost byt vhodny pro rtizné druhy analyzovanych
latek)

nedestruktivnost
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= 2" noise

- Noise

Obriazek 5: Sum a drift [8]

Typy nejcastéji pouzivanych detektoru v HPLC:

1.

Spektrofotometrické detektory — nejcastéji pouzivané, zaloZeny na

meéfeni absorbance elektromagnetického zafeni urcité vinové délky

v eluentu v detekeni cele. Citlivost v rozmezi 107 az 10 %g/ml

Nejcastéjsi UV detektory:

o

o

o

UV detektor s fixni vinovou délkou — 254 nebo 280 nm

UV detektor s proménnou vinovou délkou

scanning UV detektor — snima absorp¢ni spektrum v maximu piku
analytu

diode array detektor (DAD) — snima absorp¢ni spektrum, hodnoti pfi

nékolika vlnovych délkach, porovnava poméry absorbanci

Fluorimetrické detektory — Vv ptipadé, ze analyt vykazuje fluorescenci,

méné univerzalni nez UV, ale citlivéjsi (10 az 10 %g/ml)

Elektrochemické  detektory —  vyuzivaji d&l  souvisejicich

s elektrochemickou reakci na rozhrani elektroda-eluent. Podle veli¢iny se
rozd€luji na  voltmetricky, amperometricky, konduktometricky,

potenciometricky a polarograficky. Citlivost 10”° az 10™*%g/ml

Refraktometrické detektory — méfi rozdil indexu lomu mezi d&istou

mobilni fazi a eludtem, vytékajicim z kolony. Univerzalni, ale malo

citlivé detektory (10°g/ml), nutnost termostatovani

18



5. Spojeni HPLC s hmotnostni spektrometrii — po vystupu z kolony se

odstrani mobilni fdze a molekuly analytu jsou v plynném stavu
ionizovany, nasledn¢ separovany podle hmotnosti a naboje a
zaznamenano hmotnostni spektrum. Velice citlivé detektory, selektivni,

uzivané pii identifikaci latek, ale finan¢né velice naro¢né

6. Dalsi typy detektori — konduktometricky, kapacitni, infracerveny,

Evaporative Light Scattering detektor (ELSD), Charged Aerosol

Detector (CAD), detektory s nuklearni magnetickou rezonanci (NMR),

radiochemické nebo polarimetrické detektory apod [1]

f) Zavizeni pro sbér a zpracovani dat

Moderni systémy pro sbér dat pomahaji pii analyze signdlu vychazejiciho
Z detektoru. Mohou zaroven uchovavat data pro dal$i zpracovani a archivaci dat
Vv elektronické podobé. Hlavnim cilem je ale zvySeni spravnosti a presnosti analyzy pfi
minimalizaci zasahu analytika. Systémy s mikroprocesory jsou vybaveny schopnosti
ovladat chod HPLC systému, tzn. ze kontroluji jak zapnuti a vypnuti systému,
davkovani vzorku, prutok a slozeni mobilni faze véetné profilu gradientu, teploty,

parametru detektoru atd [8].

3.1.4. STACIONARNI FAZE v HPLC

Stacionarni faze v HPLC (tzv. adsorbenty) jsou materidly, které po naplnéni do
chromatografické kolony zadrzuji analyty a tim vytvareji separaci. Obecné HPLC
systém sestava ze dvou fazi — kapalinové (mobilni) a pevné (stacionarni). Ve velké
vétsiné HPLC aplikaci je pevna stacionarni faze nepropustnd pro molekuly analytu.
Pouze jeji povrch se podili na zadrzovacim chromatografickém procesu. Dominantnim
typem HPLC adsorbentt je silikagel [8].

Rozhodujici vliv na u¢innost separace ma kvalita sorbentu, zejména velikost a
stejnomérnost Castic, dale pak tvar, porozita a struktura ¢astic. Silikagel, pouZivany pro
vétsinu HPLC aplikaci je chemicky modifikovany, o velikosti ¢astic 3 — 10 um,

roz§ifujici se je pouzivani ¢astic mensich nez 2 pm (sub two microns) [9]. V praktické
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aplikaci pfevazuje pouziti nepolarnich, tzv. reverznich fazi, které reprezentuje
nejrozsitenéjsi oktadecylsilikagel (oznacovany jako C18 nebo ODS). Ze stiedné
polarnich fazi se nejvice pouziva kyano nebo amino modifikace silikagelu.

Typy chemickych modifikaci silikagelu jsou uvedeny v tabulce 1.

Modi_ﬁkujici Chemicky vzorec Modi_ﬁkujici Chemicky vzorec
skupina skupina

dokosyl - (CH2)21CH3 amino - NH;

oktadecyl - (CH)17CH3 aminopropyl - CH,CH,CH,NH,
oktyl - (CH,)7CH3 alkylamino - (CH2)sNH,

hexyl - (CH2)sCH3 nitro - NO,

dimethyl - Si(CH3); - kyano -C=N

trimethyl - Si(CH3)3 alkylkyano - (CHy), C=N
cyklohexyl - CeHup propylkyano - CH,CH; C=N
fenyl - CgHs oxypropylkyano - OCH,CH; C=N
difenyl - (CeHs)2 diol - CH(OH)-CH,0OH
dimethylamino - N(CHj3); fluoralkyl - (CF2)nCF3

Tabulka 1: Chemicky vazané stacionarni faze[10]

Snahou o pfekonani nizké stability a pH limitaci silikagelu vznikaji hybridni
materidly, které jsou zaloZeny na bazi polymerizovaného methylsilikonu. Hlavnim
principem této technologie je syntéza organického/anorganického hybridu, coz je
materidl obsahujici jak anorganické (napf. silikagel), tak organické (napf.
organosiloxany) elementy, a proto poskytuje vyhody obou téchto materiald. Vysledkem
je sorbent s minimalné€ o 1/3 niz§im obsahem volnych silanolovych skupin. Komeréné
se tyto materialy vyskytuji pod oznac¢eni X-Terra [5].

Dal8im materidlem pouZivanym pro vyrobu sorbentll je oxid hlinity a pomérné
novym trendem jsou sorbenty na bazi oxidu zirkoni€itého. Oxid zirkoniity se
vyznaCuje chemickou stabilitou prakticky v celém rozsahu pH, oproti klasickym
materialim na bazi silikagelu, které jsou stabilni jen v rozmezi pH od 2 do 8. Tato
vlastnost spolu s vysokou teplotni stabilitou dava témto sorbentim moznost Siroké
variability chromatografickych podminek a tim vétsi prostor pii volbé podminek

V ramci optimalizace metody [11].
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Nelze zapomenout na tzv. monolitické kolony, které obsahuji nejnovéjsi typy
velmi poréznich monolitnich sorbenti a jsou wureny zejména pro rychlé
chromatografické analyzy diky velmi nizkému zpétnému tlaku. Jsou to v podstaté
vysoce porézni monolitické tycky silikagelu. Struktura pord obsahuje makropory o
velikosti 2 um tvofici hustou sit’ prostupnou mobilni fazi, takze je mozné zvysit pritok
a zrychlit tak separaci bez nezddouciho vzristu zpétného tlaku. Ve struktufe jsou dale
obsazeny mezopoéry s vVelmi malou velikosti (cca 13 nm) a velkou povrchovou plochou,
kde dochazi kadsorpci molekul analyzované latky [12,13]. V ramci pouziti
monolitickych kolon dochazi k vyraznému sniZzeni Casu analyzy pfi relativnim
zachovani separa¢ni ucinnosti.

Materialy na bézi silikagelu jsou charakteristické vybornou separacni u€innosti,
ale maji omezeny rozsah pH. Polymerni materidly naopak vykazuji stabilitu v Sirokém
rozmezi pH, ale mezi jejich negativni vlastnosti patfi naopak nizka separacni G€innost a
nizka mira rozliSeni. Unikatni technologie Gemini Twin firmy Phenomenex spojuje
pozitivni vlastnosti obou typi materidlti pro chromatografické kolony. V posledni dobé
se vyrobci silikagelu zaméfuji na vylepSeni jeho vlastnosti. Proto byla tzv.
,haroubovanim® vytvofena silika-organicka vrstva, ktera dava vznik novému typu
Castice. Timto vyrobnim procesem neni ovlivnén vnitini zaklad silikagelu. Castice
zlstava mechanicky odolnéd a rigidni jako silikagel, a tak stale poskytuje vynikajici
ucinnost, zatimco silika-organicka ,,skofdpka* chrani ¢astici proti chemickym vliviim

[15].

21



3.1.5. MOBILNIi FAZE Vv HPLC

Typ a slozeni mobilni faze vHPLC je jedna z vlastnosti, ktera ovliviiuje

separacéni d¢j.

Pozadavky kladené na mobilni fazi v kapalinové chromatografii:

o cistota — pouzivani rozpoustédel o vysoké cistoté (for HPLC, gradient grade),
filtrace MF ptfed pouzitim v HPLC systému pomoci zafizeni k filtrovani
mobilnich fazi s filtrem ze sklenénych vldken o velikosti pérd 0,45 pm
(obrazek 6).

o musi byt kompatibilni s detektorem

o vzorek musi byt v mobilni fazi rozpustny

o nizka viskozita

o musi byt chemicky inertni

o pfijatelna cena

filtr ze sklenénych vlaken

vakuum

Obrazek 6: Zarizeni K filtrovani mobilnich fazi
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3.1.6. ZAKLADNI CHROMATOGRAFICKA DATA

3.1.6.1. RETENCNIi DATA

Retencni Cas a retencni objem

Mg¢feni retence v elu¢ni chromatografii mize byt vyjadieno retenénim ¢asem (tg) piimo
definovanym polohou vrcholu piku na chromatogramu. Z reten¢niho Casu muze byt

vypocitan reten¢ni objem (Vr) podle vzorce:

v némz znaci:
tr — retencni ¢as nebo vzdalenost podél zakladni linie od bodu nastfiku ke kolmici
spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho dané slozce

v — pritokovou rychlost mobilni faze

Hmotnostni distribucéni pomér (znamy jako kapacitni faktor k” nebo retencni faktor k)

Hmotnostni distribu¢ni pomér (Dm) je definovan jako:

— mnS
mn,_

Vs

D C\/—m

m

=K

v némz znaci:

mns — mnozstvi rozpusténé latky ve stacionarni fazi

MmNy — mnoZstvi rozpusSténé latky v mobilni fazi

K¢ — rovnovazny distribu¢ni koeficient (znadmy jako distribu¢ni konstanta)
Vs — objem stacionarni faze

Vm — objem mobilni faze
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Distribucni koeficient

Elu¢ni charakteristika latky na urcité koloné ve vylucovaci chromatografii mtize byt

dana distribu¢nim koeficientem (Ky), ktery se vypocita ze vzorce:

tR _to

K —
R A

v némz znaci:

tr — retencni ¢as (nebo objem) nebo vzdalenost podél zékladni linie od bodu nastiiku ke
kolmici spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho dané slozce

to — mrtvy ¢as (nebo objem) nebo vzdalenost podél zakladni linie od bodu nastfiku ke
kolmici spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho nezadrzované slozce

t; — retencni Cas (nebo objem) nebo vzdalenost podél zakladni linie od bodu nastiiku ke
kolmici spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho slozce, ktera mize volné pronikat do

vSech port stacionarni faze

3.1.6.2. CHROMATOGRAFICKA DATA

Pik mtze byt definovan plochou piku (A) nebo vyskou piku (h) a Sifkou piku v
poloviéni vysce (Wh) nebo vyskou piku (h) a Sitkou piku mezi body inflexe (w;). Pro

gaussovské piky (obrazek 7) plati vzorec:

w, =118w
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W,

Wh

Obriazek 7: Gaussovsky pik

Uinnost kolony a zdanlivy pocet teoretickych pater

Uginnost kolony (zdanliva) miize byt vypoditana jako zdanlivy poéet teoretickych pater
(N) z dat ziskanych v zavislosti na technice za podminek izotermickych, izokratickych

nebo izopyknickych.

Pouzije se nasledujici vzorec, v némz hodnoty tg @ Wy musi byt vyjadieny ve stejnych

jednotkéch (Casu, objemu nebo vzdalenosti):

2

N =554 =
Wh

v némz znaci:
tr — retencni ¢as nebo vzdalenost (nebo objem) podél zakladni linie od bodu nasttiku ke
kolmici spusténé z vrcholu piku odpovidajiciho dané slozce

wh — $itku piku v poloviné jeho vysky
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Zdanlivy pocet teoretickych pater se méni se stanovovanou slozkou, kolonou a

retencnim ¢asem.

Faktor symetrie

Faktor symetrie piku (As) (nebo faktor chvostovani piku) (obrazek 8) se vypocita ze
VZOrce:

v némz znaci:
Wo 05 — Sitku piku v jedné dvaceting jeho vysky;
d — vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou casti piku v jedné

dvacetin€ jeho vysky

Hodnota faktoru symetrie 1,0 znaci idealni symetrii piku.

Wi

Obrazek 8: Faktor symetrie piku
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3.1.6.3. SEPARACNI DATA

RozliSeni
RozliSeni (Rs, nékdy Rjj) mezi dvéma sousednimi piky, miize byt vypocteno ze vzorce:

_ 1118(tR2 _tRl)
Wt + Wi,

R

S

kde tro > tr1

v némz znaci:

tr1 @ tro — retencni casy nebo vzdalenosti podél zékladni linie od bodu nastiiku ke
kolmicim spusténym z vrcholl dvou sousednich piki

Wh1 @ Why — Sitky pikti v poloviéni vysce.

RozliSeni vétsi nez 1,5 odpovida rozdéleni pikil na zakladni linii. Tato hodnota je také
minimalni mozné rozliSeni, které 1ékopisy akceptuji pro splnéni pozadavka SST. Pro
piky, které se vzajemné znacné lisi svymi vyskami, nemusi byt tento vzorec pro vypocet

vhodny.

Pomér vysky piku k sedlu

Jestlize neni zcela oddé€lena necistota od analyzované latky, lze pouzit jako kritérium
zpusobilosti systému ve zkouskach na ptibuzné latky pomér vysky piku k sedlu (p/v)

(obrazek 9).

/v—Hp
P

\'

v némz znaci:
Hp — vySku piku necistoty nad extrapolovanou zakladni linii
Hy — vySku nejnizs§iho bodu kiivky oddélujici piky necistoty a analyzované latky (sedlo)

nad extrapolovanou zakladni linii [6]
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Obrazek 9: Pomér vyS$ky piku k sedlu

3.2. VYvoJ NoVvE HPLC METODY("

Vyvoj kazdé nové HPLC metody musi byt =zalozen na znalostech
chromatografického procesu a probihd v nékolika postupnych krocich, jak je
znazornéno na obrazku 10. Proces zahrnujici cely vyvoj metody a jeji validaci se
nazyva optimalizace. Optimalizace je tedy volba chromatografickych podminek tak, aby
latky ve smési byly dokonale separovany a citlivé detekovany v co nejkratSim case,
pfisplnéni vSech pozadavkli SST a jejich validace. Optimalizace je pfevazné
experimentalni proces. Optimalizaci metody vzdy piedchazi literarni reSerse
a usporadani vychozich poznatkti o sledovanych analytech a metodach jiz v minulosti
pouzitych pro jejich hodnoceni. Moderni optimalizace HPLC metody lze provadét také
S pouzitim optimaliza¢nich programl, jaké nabizi napt. firma Waters v podobé softwaru

AMDS (Automated Metod development software).

(1) Tato kapitola byla zpracovana, kromé uvedenych odkazi, ze zdroje [8,16,17]
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Zjisténi informaci o vzorku;

definovani cilt separace

l

Je tfeba prfed HPLC separaci
specialni ptiprava (predbézna

uprava vzorku )?

l

Vybér detektoru a jeho

nastaveni

l

Vybér LC metody; prvotni analyzy;

odhad nejvhodnéjsich chromatografickych podminek

l

Optimalizace separacnich

podminek

l

Zjisténi ptripadnych problémil

nebo naroki na specialni postupy

— I T

Ziskani ¢istého

materialu

Kwvantitativni kalibrace

Metoda pro kvalitativni

hodnoceni

l

Validace metody pro jeji uvedeni

do rutinni praxe

Obrazek 10: Jednotlivé kroky pri vyveji HPLC metody
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3.2.1. VOLBA ANALYTICKE KOLONY — STACIONARNI
FAZE

Analytickou kolonu pro HPLC analyzu je tifeba volit s ohledem na pozadavky
analyzy. Podminky analyzy je nutné optimalizovat jako kompromis s ohledem na cas

analyzy, pozadované rozliSeni a zatizeni chromatografické¢ kolony. Je-li pozadovano

vysoké rozliSeni, doba analyzy se obvykle prodlouzi a kolonu nelze zatézovat
davkovanim velkého objemu vzorku. Je-li nutné provést analyzu v co nejkratsi dobé,
bude dosazeno horsiho rozlieni a kolonu rovnéz nelze zatézovat davkovanim velkého
objemu vzorku. Je-li potiebné analyzovat velké objemy vzorkl, doba analyzy se
prodlouzi a rozliSeni bude dosahovat nizsich hodnot.

Nové trendy v HPLC vSak ponékud méni uvedena pravidla. Snahou je totiz
miniaturizace vybaveni, uspora materidlu a samoziejmé casu, coz v kapalinové
chromatografii znamena urychleni a zkraceni analyzy se soucasnym zachovanim
separacnich ucinnosti, rozliSeni, citlivosti metody, snizeni spotfeby mobilni féze,
prodlouzeni  zivotnosti  analytickych  kolon  aumoznéni jejich  pouziti
pro co nejselektivnéjs$i nebo naopak pro co nejuniverzalnéjsi aplikace.

Tyto pozadavky se snazi splnit nékteré nové typy stacionarnich fazi. Nékteré
typy novych stacionarnich fazi byly jiz zminény v kapitole 3.1.4. (monoliticky silikagel,
sorbenty na bazi oxidu zirkoni€itého atd.). Dal§im typem jsou kolony na bazi tzv. ,,sub-
2-micronoveé® technologie. Jsou navrZeny specialné pro velmi rychlé analyzy s vysokym
rozliSenim. Pravé proto, Ze velikost Castic je takto mald, G€innost analytické kolony
velmi stoupd. Je tedy mozné provadeét komplexni separaci na kratSich kolonach nebo
snadny ptenos analyzy z dlouhé kolony na kratsi se stejnymi vysledky. Tuto technologii
prozatim prakticky komeréné zrealizovaly dvé firmy, firma Agilent (Zorbax C18
Eclipse XDB a SB - C18, s vysokou odolnosti v rozmezi 1 — 9 pH) a firma Waters
(Waters Acquity UPLC BEH C18, C8, Shield a Fenyl stacionarni faze, rozmezi pH od 1
do 12).

ProtoZe sub-2-micronova technologie je v kapalinové chromatografii pomérné
novym trendem, byly popsany jen nekteré aplikace samotného vyrobce vyuzivajici
spojeni HPLC a téchto analytickych kolon. Pomoci Zorbax Agilent s 1,8 um ¢ésticemi

byla analyzovana néktera antibiotika. Jedna z aplikaci byla zaméfena na testovani
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standardnich smési obsahujicich zastupce kyselych, bazickych i neutralnich latek [18-
22].

HILIC chromatografie (Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography) je
alternativou RP-HPLC slouzici pro analyzu malych polarnich molekul, které jsou pfi
RP-HPLC bud’ slabé zadrzovany, nebo eluuji s mrtvym retencnim objemem. V HILIC
je stacionarni faze polarni, nejcastéji obsahuje hydroxyl-ethyl nebo amino- skupiny a
mobilni faze je z velké Casti organické rozpoustédlo. Voda piitomnd v mobilni fazi
vytvaii stagnantni vodnou vrstvu na povrchu stacionarni fdze a pfitom umoznuje
rozdélovani mezi mobilni fazi a vodnou vrstvou. K eluci dochédzi zvySenim polarity
elu¢niho rozpoustédla, tedy obsahu vody. Separace latek je dosazeno mechanismem

rozdélovani spolecné s elektrostatickymi interakcemi.

Dalsim znovych trendi v kapalinové chromatografii je UPLC - Ultra
performance liquid chromatography. Toto provedeni HPLC umoziiuje urychleni
analyzy a ziskani co nejuzsich symetrickych pikii. Jsou zde minimalizovany systémové
objemy, je pouzita nizkoobjemova detek¢ni cela, je zvySena rychlost sbéru dat, aby bylo
k dispozici dostatecné mnozstvi bodid potfebné k zaznamenani chromatografického
piku, a dale jsou pouzity specialni kapilarni spoje [25].

Nové€ vyvinuty pfistroj pro LC analyzu Acquity UPLC pracujici navic pod ultra-
vysokym tlakem je piikladem systému, ktery spliiuje tyto pozadavky. Stejné jako
obvyklé HPLC je slozen ze ¢tyi hlavnich moduli, viz obrazek 11. Z hlediska pouziti
ultra-vysokého tlaku a zna¢ného urychleni analyzy (tim padem i sbéru dat apod.) byly
do konstrukce systému vneseny zmény, které optimalizuji G¢innost systému.

Pfenos metod mezi HPLC a UPLC je velmi jednoduchy, protoze v UPLC jsou
zachovany stejné mechanismy separace a chromatografické principy jako v HPLC,
pricemz dojde ke zlepSeni citlivosti 1 rozliSeni a také k urychleni analyzy. Pti pfenosu
metody je tedy obvykle nutné pouze snizit pratokovou rychlost, zvysit rychlost sbéru
dat a snizit objem vzorku davkovany na chromatografickou kolonu.

UPLC je velmi vhodnou alternativou HPLC, zejména ve vysoce produktivnich
analytickych laboratofich, jako jsou naptf. farmaceutické laboratofe zabyvajici
se hodnocenim klinickych studii 1é¢ivych ptipravkd, kontrolou finalnich produkt
I meziprodukti ve farmaceutické vyrobé nebo laboratofe zabyvajici se monitorovanim

Iékovych hladin [26].
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A detektor
sample organiser

Kolonouy termostat

amtosampler - sample organiser

binarni pumpa - binary selvent manager

Obrazek 11: UPLC analyticky systém firmy Waters sloZeny ze ¢tyi modulii [27].

Rozméry kolony (délka L a vnitini pramér d) maji vliv na rozliSeni (délka

kolony), siitku piku (délka kolony), dobu analyzy (délka kolony), mez stanovitelnosti

(vnitini primér kolony) tlakovy spad na koloné (vnitini primér kolony) a na objemovy
pritok mobilni faze (vnitini primér kolony). Uginnost analytické kolony vzristd se
zmenSujicim se primérem c¢astic. Je vSak tieba mit na paméti narist zpétného tlaku na

kolong.
Vybér stacionarni faze a typu chromatografie zavisi na povaze vzorku

(fyzikdlné-chemické vlastnosti, rozpustnost). Piiklad schématu vybéru stacionarni faze

navrhuje firma Agilent (viz tabulka 2) [28].
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Molekulova Polarita
Rozpustnost (dle Typ chromatografie
hmotnost .
rozpustnosti)
NP chromatografie, ¢ista silika
hexan NP chromatografie, chemicky
vazané faze
methanol RP chromatografie, chemicky
organické methanol/voda vazané faze
rozpoustédlo acetonitril ) L
acetonitril/voda geloveé permeacni chromatografie
(malé molekuly)
tetrahydrofuran gelové permeacni chromatografie
<2000 (velké mol?kuly) .
) L RP chromatografie, chemicky
neiontové latky o
vazané faze
RP chromatografie, chemicky
vazané faze,
pouziti kontroly ionizace
voda : .
) . RP chromatografie, chemicky
iontové latky e
vazané faze,
iontparové Cinidlo
RP chromatografie, Cisté silika
iontovyménna chromatografie
organické . .
rozpoustédio geloveé permeacni chromatografie
> 2000 gelova filtrace
voda iontovyménna chromatografie, material s velkymi pory
RP chromatografie, material s velkymi pory

Tabulka 2: Schéma vybéru stacionarni faze

Obecné pred kazdym pouzitim analytické kolony (at’ nové nebo jiz skladované)
se kolona musi ekvilibrovat. Pfed ekvilibraci je nutné se vzdy presveédCit, zda
ekvilibrujici mobilni faze je misitelnd s mobilni fézi, kterou je kolona naplnéna.
Obsahuje-1i mobilni faze soli nebo pufry, je nutné pied ekvilibraci proplachnout kolonu
touto mobilni fazi, asi 10 kolonovymi objemy vody. V pfipadé smési voda - methanol v
poméru 1:1 postacuji asi 3 kolonové objemy. Nasledné¢ se kolona promyva smési pufr -

methanol v poméru 1:1 a poté jiz lze ekvilibrovat samotnou mobilni fazi.
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Pii zméné mobilni faze, pfi pfechodu z jedné mobilni faze na druhou je nutné
postupné zvySovat pratok nové mobilni faze od 0 ml/min do 1 ml/min pii pfirastku asi
0,1 ml/min. Délka ekvilibrace kolony zé&visi na pouzivané mobilni fazi a obvykle je
tteba mnozstvi mobilni faze odpovidajici 10-ti kolonovym objemim (do stabilizace
zékladni linie a zpétného tlaku na kolong). V piipad¢ pouziti chromatografie iontovych

part se objem mobilni faze zvysuje na 100 az 200 kolonovych objemt.

Pti uchovavani analytickych kolon, které se nepouzivaji déle jak 72 hodin, by
semélo postupovat podle nasledujicich doporu¢eni, samoziejmé¢ v souladu

s doporucenimi vyrobce dané analytické kolony:

o nikdy nenechévat kolonu vyschnout, vzdy ji uchovavat naplnénou doporucenou
mobilni fazi, zdsadné ne pufrem

o kolonu s reverzni fazi je nejlépe uchovavat naplnénou 10 % vodnym roztokem
isopropanolu, ACN nebo MeOH, které zabranuji mikrobakterialnimu ristu

o uchovavat kolonu uzavienou originalnimi uzavérkami na suchém, ale ne prili$
teplém misté

o chranit kolonu pfed vibracemi a narazy
po kazdé analyze kolonu propldchnout mobilni fazi o vysoké eluéni sile
(reverzni faze - MeOH, ACN, normalni faze — hexan/ACN) a poté ji naplnit
mobilni fazi, pod kterou se bude kolona uchovavat (navrhované podminky pro
uchovavani viz tabulka 3).

o Piipouziti pufrd (na reverzni fazi) je bezpodminecné nutné neopomenout

nejprve proplachnou kolonu vodou nebo mobilni f4zi methanol/voda (30:70

maximalné 50:50), v opaéném piipadé miiZze dojit k vysraZeni pufri v systému!

Kolona Mobilni faze
Silica Hexan/acetonitril
Cs,Cis Acetonitril/voda (methanol/voda)
NH2 Dichlormethan/methanol
CN (normalni faze) Hexan
CN (reverzni faze) Acetonitril/siran amonny (0,05 mol/l)
Phenyl Acetonitril/voda

Tabulka 3: Typy kolon a jejich uchovavani
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3.2.2. VOLBA MOBILNI FAZE

SloZeni mobilni faze ma vliv na: ¢innost kolony; kapacitni pomér; retencni
pomér; rozliSeni; dobu analyzy a citlivost.

Vliv koncentrace organického rozpoustédla ¢ v mobilni fazi na kapacitni poméry
chromatografovanych latek k vystihuje empirickd rovnice k = ka10-mc, ktera v
logaritmickém tvaru log k = log Kk, - m¢ je linearni a kde ky @ m jsou konstanty nezavislé
na koncentraci organického rozpoustédla (K, je kapacitni pomér v Cisté vodé jako

mobilni fazi, ziskany extrapolaci experimentalnich udaju).

Vyjdeme-li z ptedchozi rovnice, pak pro retenéni pomér ry » (selektivitu) dostaneme:

r1,2 — &10("“1_”‘2)

a2

Zrovnice je ziejmé, Ze pii stejnych hodnotdch mj;a my pro obé separované latky
nezavisi selektivita na slozeni mobilni faze a zménou slozeni mobilni faze se selektivita

neovlivni.

Eluotropicka rada rozpoustédel

pentan

hexan
cyklohexan
ethylether
chloroform
dioxan
tetrahydrofuran
ethylacetat
acetonitril
isopropylalkohol
ethanol
methanol
ehylengylkol
voda
Tabulka4: FEluotropicka fada vybranych rozpoustédel pro Kkapalinovou

chromatografii. Polarita rozpoustédel roste ve sméru Sipky [29].
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e Piiprava mobilni fize

Problémy, které vznikaji v chromatografickém systému, jsou casto zplsobeny
Spatnou pfipravou a pouzitim mobilni faze. Muze dojit k zavzdusnéni hlavy
chromatografick¢ pumpy, vzduchové bublinky se mohou dostat do cely detektoru,
kyslik pfitomny v mobilni fazi miize snizit citlivost fluorimetrické detekce, miize dojit
k zaneseni in-line filtrt, frit nebo kapilar vlivem necistot pfitomnych v mobilni fazi a
nebo ke snizeni piesnosti a reprodukovatelnosti nastiiku vzorku. Tyto komplikace se
projevi zvySenym zpétnym tlakem na analytické koloné€, zvySenym Sumem zdkladni
linie, kolisanim retenc¢nich ¢asi, pripadné nevyhovujicim tvarem chromatografického

piku.

Pfiprava mobilni faze by se méla fidit t€émito doporucenimi:

Pro pfipravu mobilni faze je nutné vzdy pouzivat rozpoustédla pokud mozno
pfidavana do mobilni faze.

Doporucuje se vSechny piipravené mobilni faze filtrovat ptes filtr 0,45 pm nebo
mensi. Toto je kritické zejména pfi pouziti mobilnich fazi obsahujicich soli a pufry. Je
tteba se ujistit, zda pouzity filtr je kompatibilni s danou mobilni fazi. Pro filtraci
vodnych roztokli se pouzivaji celulozové membranové filtry, pro filtraci organickych
a vodné-organickych roztoki se pouzivaji teflonové membranové filtry (obecné
fluoropolymery).

Voda pouzivand k pfipravé mobilni faze musi byt Cistoty ultracistd nebo HPLC
grade (vodivost mens$i nez 0,5 uS). Kvalita vody je kritickd zejména pii pouziti
gradientové eluce. PouZitim mobilni faze o malé elu¢ni sile se necistoty obsaZzené ve
vodé zadrzuji na chromatografické koloné a se zvySujici se elucni silou mobilni faze pfi
gradientové eluci dochazi k jejich vytésnéni z kolony. Zcela nevhodné je pouZiti pouze
deionizované vody, protoZe obsahuje organické necistoty, které mohou pozmeénit
ucinnost kolony. Doslo by také k mikrobiologickému ristu na koloné¢.

Neni vhodné uchovavat vodu resp. mobilni faze v plastovych nadobach
(polypropylen, polyethylen). Mohlo by tak dojit k uvoliiovani latek pouzitych pfi
vyrobé plastu a ke kontaminaci vody resp. mobilni faze. Pfi uchovavani vody nebo

mobilni faze ve sklenénych nadobach je nutné mit na paméti, ze dochazi k adsorpci
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vSech aditiv pouzitych pii pifipravé mobilni faze na sklenény povrch, a to rtznou
rychlosti. Dochézi také k mikrobiologickému ristu a k uvoliiovani silikati ze skla. Ty
potom maji neptiznivy vliv na n¢které aplikace. Je vhodné ovéfit si nddoby a zasobni
lahve, zda pfi pouziti mobilni faze nedochazi k vySe uvedenym jevim.

Pro ptipravu a uchovavani mobilni faze je vhodné pouzivat stejné zasobni lahve.
Pted ptipravou a uchovavanim je vzdy tfeba naddobu vyplachnout mobilni fazi. Neni
doporuceno pouzivat k vymyvani téchto nadob detergentt, které se adsorbuji na povrch
nadoby a mohou byt vymyvany mobilni fazi. To by pak mohlo vést k driftu na zékladni
linii, zejména pii gradientové eluci. V pfipad¢é pouziti detergentii k vymyti zasobnich
lahvi je nutné lahve poté vymyt vodou Cistoty HPLC, nasledn¢ methanolem a vysusit do
sucha.

Zasobniky mobilni faze maji vzdy byt umistény vySe, nez vstup do
chromatografické pumpy. K ovéfeni sprdvného umisténi zasobniku mobilni faze se

otevie vypoustéci ventil a mobilni fAze musi samovolné vytékat.

Mobilni faze obsahujici pufr

Pti ptipravé mobilni faze jsou Casto pouzivana aditiva, kterd slouzi k upravé pH
nebo iontové sily mobilni faze. Pro pfipravu pufrovanych mobilnich fazi je tfeba
pracovat v oblasti pK daného pufru. Obvykle se pH vodné slozky mobilni faze upravuje
na hodnotu o dvé jednotky nizsi nez je pK, kyselého analytu, resp. o dvé jednotky vyssi
nez je pKj bazického analytu. Je tak dosazeno nejvyssi pufrovaci kapacity. Pufrovaci
kapacita kvantitativné vyjadiuje, jak se zméni pH pufru pii pfidavku malého mnozstvi
kyseliny nebo baze.

pH mobilni faze (respektive jeji vodné slozky) se méfi a upravuje jesté pred
ptidavkem organického rozpoustédla, protoze kyselost v organickych rozpoustédlech
se vyrazné 1i$i od pH vodnych rozpoustédel nebo jejich smési. Pro autoprotolytickou
konstantu vody plati rovnice Kupo = [H*][OH] = 10™ Pro autoprotolytickou
konstantu methanolu viak plati Kyeon = [H']'[CH30] = 10°°. To znamend, Ze
v MeOH je prostfedi neutralni pro koncentraci [H] = [CH307] = 10®° (nebo pH 8,3).

Ve smésném rozpoustédle methanol — voda pak autoprotolyticka konstanta lezi mezi 10°

14 -16,6
0

az 1 , protoze vedle sebe vystupuji anionty H', CH3O™ a OH". Methoxidovy aniont
ma vyssi nukleofilitu oproti OH,™ a proto pufry pfipravené v prostfedi methanol — voda

maji rozdilné vlastnosti proti ¢ist€¢ vodnym pufriim, viz tabulka 5.
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Pro zménu pH pufri v nevodnych prostfedich miizeme odvodit obecna pravidla.
Pro slabé kyseliny (kyselina octova, HoPO4) pKa stoupa, pro slabé zasady (NHy")
naopak pKj, klesa. Pii ptipravé pufrovanych mobilnich fazi se vétSinou upravuje pH
mobilni faze, a to s pfesnosti na 0,1 jednotky pH, protoze i mald zména pH mobilni faze

muze vést ke zmeéné retence analytu.

Kyselina pKa (voda) pKa (methanol+voda; 50:50)
kyselina fosfore¢na pK; 2,11 3,21
kyselina fosfore¢na pK, 7,19 8,24
kyselina octova 4,77 5,54
amoniak 9,24 8,76

Tabulka 5: pKj pufri ve vodé a ve smési rozpoustédel methanol-voda (50:50).

Existuje n€kolik zpusobu pfipravy pufrovanych mobilnich fazi

Prvnim ze zpusobu je dosazeni vypoctené koncentrace a pH pufru pouhym
smichanim pozadovaného mnozstvi kyseliny a baze a doplnénim vodou na definovany
objem (napf. roztok hydroxidu sodného a kyseliny octové). Chyba pH takto
pfipravené¢ho pufru se pohybuje kolem 0,1 jednotky pH, protoZze neni pocitano
s aktivitnimi koeficienty.

Druhym zplisobem je ptipraveni piesné koncentrace kyseliny (resp. baze) a
pfidani menSiho mnoZstvi baze (resp. kyseliny) nez odpovida poZadovanému
(vypoctenému) mnozstvi. pH takto pfipravené¢ho pufru se pak upravuje pod pH metrem
bazi (nebo kyselinou) na pozadované pH pufru.

Tteti zplsob pfipravy pufrovanych mobilnich fazi se pfili§ obecné nedoporucuje
a pouziva se pouze v ptipadech, kdy velmi mala zména pH ma vliv na retenci solutu.
Tento zptisob upfednostiiuje Gpravu pH mobilni faze az po smiseni s organickou
sloZkou mobilni faze.

Vyhodou prvniho zpisobu je rychld pifiprava mobilni faze, druhy zpasob je

vhodny pro ptipravu mobilnich fazi s ptesn¢ definovanym pH mobilni faze.
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e OdvzduSnéni (degassing) mobilni faze

Odplynéni mobilni faze je velmi dilezity krok pfi jeji pfiprave, protoze miize
odstranit mnoho probléml vznikajicich pfi chromatografické analyze. Odvzdusnéni
mobilni faze pfinasi vyhody v podobé reprodukovatelnych retencnich Casii, stabilniho
prutoku mobilni faze, nizkého Sumu zakladni linie a vysoké citlivosti u mnoha typt

chromatografickych detektort.

K odvzdusnéni mobilni faze se pouzivaji tyto metody, které se mohou vzajemné
kombinovat:
o probublavani mobilni faze heliem (sparging)
o ultrazvukova lazen (sonifikace)
o in-line vakuovy degasser
o vakuova filtrace
o ohfev mobilni faze (u velmi t€kavych rozpoustédel je vSak tento zpiisob

nepouzitelny)

o Probublavani mobilni faze heliem (sparging)

Pti probubléavani rozpoustédla heliem dochdzi k vytésnéni méné rozpustnych
plyni v mobilni fazi plynem rozpustnéj$im (heliem). Probublani rozpoustédla heliem jej
uchovava v ekvilibrovaném stavu, ktery se pak mize udrzovat jiZ jen malym proudem
helia nebo uchovavanim ,,pod heliem,” kdy nedochdzi k opétovnému rozpousténi
atmosferickych plynt, a soucasné se tak zamezuje mikrobidlnimu ristu. Pouziti této
metody zpomaluje oxidaci rozpoustédel, ktera snadno prechédzeji na peroxidové formy
(napf. tetrahydrofuran).

V ptipad€ pouziti odplynéni heliem dochazi k rozpouSténi plynu v mobilni fazi,
pficemz mnoZstvi rozpusténého plynu zavisi na chemické afinité plynu k danému
rozpoustédlu, teplot¢ a tlaku. Helium se rozpousSti snadnéji v nepolarnich
rozpoustédlech nez v polarnich, vétsi rozpustnost tedy bude Vrozpoustédlech
pouzivanych pro normalni fazi.
se snizuje se zvySujici se teplotou (helium ve vod¢). Je-li rozpoustéci teplo

endotermické, rozpustnost plynu se zvySuje se zvySujici se teplotou (helium v benzenu).
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Vliv tlaku je jednoduchy. Rozpustnost plynu v rozpoustédle stoupa se stoupajicim
parcidlnim tlakem plynu (Henryho zakon, na tomto principu je zalozen vakuovy

degasser).

o Vakuovi filtrace a sonifikace

Vakuova filtrace snizuje tlak na povrchu rozpoustédla. Bohuzel, samotné vakuum
je prilis slabé a nedochazi k dokonalému odplynéni rozpoustédla. Mize se kombinovat
se sonifikaci za pouziti ultrazvukové 1azné€, kdy dochazi k rozptyleni submikro-bublinek
plynu, které se shlukuji v rozpoustédle.

Hlavni vyhodou vakuové filtrace pii pouziti 0,45 pum filtru je 1 dokonalé zbaveni
mobilni fdze mechanickych necistot. Tento krok by nemél chybét pii kazdé ptiprave

mobilni faze.

o Vakuovv degasser

In-line vakuovy degasser je zaloZen na principu Henryho zdkona, ktery tika,
ze molarni zlomek plynu rozpusténého v kapaling je umérny parcialnimu tlaku tohoto
plynu v plynné fazi nad kapalinou. Vakuovy degasser je vice ¢i méné efektivni
Vv zavislosti na dobé&, po kterou na rozpoustédlo plisobi snizeny tlak.

Na uéinnost vakuového degasseru pisobi dva faktory, a to pritok mobilni faze
(se zvySujicim se pritokem klesa uc¢innost) a plocha povrchu odplynovaci komory
(d¢lka PTFE membrany, pies kterou probiha odvzdusnéni mobilni faze). Tato délka je
Konstantni, jejim zvétSenim se zvySuje i ucinnost degasseru. Vakuovy degasser mize
ménit sloZeni binarnich solventii. Odvzdus$néni je rychlejsi a ekonomictéjsi ve srovnani

s odplynénim heliem. Nedochdzi k rozpousténi plynu v mobilni fazi.

Pfi odvzdu$novani mobilni faze se nejcastéji kombinuje pouziti vakuové filtrace
a ultrazvukové 1azné€, vakuové filtrace a probublani heliem. VétSina novych modernich
HPLC pfistroji vS8ak ma vclenény vakuovy degasser jako integrovanou soucast
systému.

Pro zamezeni vstupu mechanickych necistot do chromatografického systému je
nutné pouziti in-line filtru mobilni faze (kovovy, teflonovy). Vybér filtru zavisi na typu
a pouziti mobilni faze nebo Cinidel vstupujicich do chromatografického systému. Pii
pouziti oxida¢né-redukénich latek jako ¢inidel derivatizacnich reakci je Zadouci pouziti

teflonovych filtrii. Jeding tak je mozné vyhnout se pfipadnym redoxnim reakcim, které
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by mohly probihat interakci s kovovym filtrem. Pouzity filtr by mél vzdy byt
mechanicky nezavadny a Cisty, aby nedochazelo k nereprodukovatelnému pritoku

mobilni fdze chromatografickou pumpou.

3.2.3. VOLBA PRUTOKU MOBILNI FAZE®

Oblast maximalni uc¢innosti chromatografické separace se se zmensovanim
¢astic posouva k vysSim linearnim prutoktiim a je tak dosazeno rychlejsi separace pii
optimalni ucinnosti. Pro rychlost a ucinnost separace je tedy klicova velikost Castic
chromatografického sorbentu.

Tlak na koloné je pfimo umérny prutoku a nepifimo umérny druhé mocniné
velikosti sorbentu. Tlak pfi optimalnim pritoku je nepfimo Umérny tfeti mocniné
velikosti sorbetu. Z praktického hlediska se pritokova rychlost optimalizuje tak, aby
doba analyzy byla co nejkratsi pii zachovani vSech pozadavkli na separaci, u¢innost a
selektivitu systému, viz také kap. 3.3. Samoziejmé zalezi také na priméru analytické
kolony, na tlakovych omezenich systému a analytické kolony.

Pfi optimalnim pratoku pouzitém na 50 mm dlouhé analytické koloné naplnéné
sub-2-micronovymi c¢asticemi dojde k narGstu zpétného tlaku aZz na 66,1 MPa, coz
bézné HPLC pfistroje ani analytické kolony pracujici obvykle do 40 MPa neakceptuji.
Resenim v takovém piipadé je pouziti UPLC systému, ktery je spojen s kolonami
naplnénymi tlaku odolnymi sorbenty a je specialné konstruovan pro vysokotlaké, rychlé
a ultra-u¢inné analyzy, kap.3.2.1. Z hlediska prodlouzeni zivotnosti analytické kolony
se pro bézné rutinni analyzy nedoporucuje pouziti pritokovych rychlosti, které

vyvolavaji zvySeni zp&tného tlaku na kolon€ v oblasti maximalnich tlakovych limitt.

3.2.4. VOLBA VLNOVE DELKY DETEKCE®)

Vybér vinové délky vychéazi ze znalosti UV spekter jednotlivych sledovanych
komponent vzorku. Jsou-li dostupné standardy analytli, je vhodné zméfit jejich UV
spektra v piislusnych rozpoustédlech pted zapocetim optimalizace HPLC podminek.
Alternativou muze byt zméfeni UV spekter pomoci DAD detektoru béhem vyvoje

metody.
(2) Tato kapitola byla zpracovana ze zdroje [30]
(3) Tato kapitola byla vypracovéana ze zdroje [7]
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Vinovéa délka vybrand pro detekci musi byt kompromis rtiznych absorbanci
sledovanych analyti pfitomnych v riznych koncentracnich rozmezich (napt. pfi
farmaceutické analyze je dobré zohlednit nizka mnozstvi necistot vzhledem k vysokym
mnozstvim ucinnych latek a posunout vinovou délku detekce smérem k absorpénimu
maximu necistot) a také akceptovatelné propustnosti mobilni faze. Mobilni faze musi
dostate¢né propoustét vybranou vinovou délku - musi byt vzaty v tivahu ,,UV cut-off*
hodnoty rozpoustédel. V nékterych ptipadech je nutné zvolit detekcei tak, aby dochédzelo

k co nejnizsi absorbanci interferujicich latek.

3.2.5. VOLBA OBJEMU NASTRIKU@

Kapacita analytické kolony je vyjadiena jako maximdlni mnozstvi vzorku, které

je dana kolona je$té schopna separovat, kdy tedy jesté nedojde k jejimu pietizeni

(,,overload®). Pretizeni kolony je definovano jako mnozstvi vzorku nadavkované na

kolonu, které zptsobi pokles ucinnosti na 90 % normalni ucinnosti (tedy o 10 %).
Kapacita pro kazdy vzorek zavisi na mnoha faktorech — typ analytické kolony, sloZeni
mobilni faze, slozeni samotného vzorku, zpusob detekce atd.

Pro siroké spektrum davkovanych vzorka (napt. méné nez 10-25 pl na 0,4-0,5 mm
ID kolon€¢) nema mnozstvi vzorku vliv na retenci, separacni uc¢innost a rozliSeni
jednotlivych pikt. Dojde-li vSak ke zmenSeni délky nebo priméru kolony, je tieba sniZit
také davkované mnozstvi vzorku proporcionalné k objemu kolony. Stejné tak je tieba
snizit davkované mnoZstvi vzorku pii pouziti kolony s vétsi ucinnosti. Nahodné ¢i
umyslné davkovani vzorku mimo potifebné limity vede k nepfedvidatelnym zméndm
V separaci, které jsou popisovany jako pietiZzeni analytické kolony — ,,overload®.
Existuji dva zpuisoby pfetizeni kolony, tzv. ,,Volume overload”, tedy objemové

pfetizeni, kdy je na kolonu davkovan vétsi objem, neZ je kolona schopna separovat
a ,,Mass overload”, nebo-li pietizeni hmotou, kdy je na kolonu davkovana vétsi

koncentrace latky, nezZ je kolona schopna u¢inné separovat.

(4) Tato kapitola byla vypracovéana ze zdroji [7,16]
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3.2.6. VOLBA TEPLOTY ANALYZY®

Pii optimalizaci podminek v LC se teplota jako parametr pouziva méné, nez
naptiklad v GC. Teplotni rozmezi je limitovano zejména bodem varu, bodem téani a také
viskozitou bézné pouzivanych rozpoustédel.

Zvyseni teploty o 1° C snizi kapacitni faktor asi o 1-2 %. Zména kapacitniho
faktoru muze vést 1 ke zméné selektivity chromatografického systému. Optimalizaci
teploty chromatografického systému lze tedy vhodné ménit selektivitu i bez potieby
zmény stacionarni faze, kterd ma obvykle na selektivitu nejvetsi vliv. Optimalni teplota
pro chromatografickou analyzu se d& odvodit bud experimentadlné¢ porovnanim
ucinnosti procesu pii jednotlivych teplotach nebo pon¢kud sofistikovanéjsim piistupem.

Teplota pifi chromatografické analyze mé vliv na termodynamicky a kineticky aspekt
chromatografického procesu.

ZvySenim teploty roste G€innost chromatografické kolony, klesa viskozita mobilni

faze a zvySuji se difuzni koeficienty.

(5) Tato kapitola byla vypracovéna ze zdroju [5,7,16]
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3.3. ANALYZA LECIVYCH PRIPRAVKU

Hodnoceni farmaceutickych pfipravki je komplexni analyticky postup, ktery
krom¢ zakladnich fyzikalnich a chemickych zkousSek piedepsanych 1ékopisem (vzhled
vzorku, zapach vzorku, pH, spektrdlni meéfeni atd...) zahrnuje vétSinou izolaci
jednotlivych slozek z 1éCivého pripravku (pokud nejde o piimé stanoveni), identifikaci
a kvantifikaci ucinnych latek a konzervancii, ale také hodnoceni necistot (podle
1ékopisu zkousky totoznosti, zkousky na Cistotu a stanoveni obsahu u ucinné latky).
U lécivych latek i pripravki se tedy hodnoti identita latek, Cistota, obsah ucinné latky a
dale stabilita, bezpecnost a ucinnost. Vyhodou kapalinové chromatografie je moznost
hodnoceni kvality i kvantity vSech sledovanych latek ve smési béhem jedné analyzy.
Pomoci jedné analytické metody vyuzivajici standardy lze identifikovat i kvantifikovat
jak uc¢inné latky tak necistoty ¢i dalsi pritomné latky. Mezi nedistoty patii hlavné dva
typy latek — necistoty pochdzejici z vyrobniho procesu (v literatufe ,Impurities*)
a degradacni produkty vznikajici rozkladem ucinnych latek (v literatufe ,,Degradation
Products®).

Metody hodnoceni farmaceutickych ptipravki déale zahrnuji zkousky
homogenity 1é¢ivych ptipravkil, zkousky disoluce u tabletovych 1ékovych forem a také
zkousky liberace u topickych Iékovych forem. Vyslednd kontrola 1é¢ivého piipravku je
Spravné vyrobni praxe (SVP) nalezi pravé k predpisim kontroly kvality a testovani
ucinné latky nebo vysledného 1é¢ivého piipravku.

Pfed zavedenim analytické metody pro hodnoceni farmaceutickych pitipravkl
musi byt samoziejmé ovéfeny parametry vhodnosti systému (SST) a provedena jeji

validace (kapitola 3.4.).

3.3.1. PRIPRAVA VZORKU LECIVYCH PRIPRAVKU
K ANALYZE®

o Metoda primého nastriku
Tato metoda miize byt pouzivdna jen pro tekuté I€kové formy, které

se po jednoduchém natedéni davkuji pfimo na analytickou kolonu.

(6) Tato kapitola byla vypracovana ze zdroju [10, 39-40]
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Tekavé necistoty v rozpoustédlech pro vyrobu lékovych forem se analyzuji pfimo
plynovou chromatografii, zbytkova rozpoustédla v 1ékovych formach i substancich pak

head-space plynovou chromatografii.

o Extrakce z pevné 1ékové formy do kapaliny

Velmi casto je tieba izolovat Gcinnou latku z pevnych 1ékovych forem jako jsou
tablety. Izolace muize byt provedena relativné jednoduchym postupem zahrnujicim
vybér rozpoustédla nebo smési rozpoustédel, ktera poskytuje idealni rozpustnost pro
stanovovany analyt a minimalni rozpustnost pro interferujici latky.

V nékterych aplikacich se také vyuzivd superkritickd fluidni extrakce pomoci
oxidu uhli¢itého - bude uvedeno déle. Limitaci tohoto postupu je Spatna rozpustnost
polérnich latek jako tfeba antibiotik v superkritické kapaliné.

V tabulce 6 jsou uvedeny 1ékové formy a postupy piipravy vzorki z nich

Lékova forma Zpusob pripravy vzorku

Tablety - rozmé&Inéni (rozemleti)
- extrakce kapalnym rozpoustédlem
- filtrace/centrifugace

Topické pripravky | - vytésiiovani analytl zabsorpénich mist v zékladu pomoci
kyselin/bazi/pufrt

- zvysena teplota

- odstranéni mechanickych castic (filtry ze sklenénych
vlaken/polymerni membrany)

- extrakce

Tabulka 6: Jednotlivé 1ékové formy a zpiisoby piipravy vzorki k analyze:

o Extrakce organickymi rozpoustédly — LLE

Nejjednodussim zpiisobem provedeni této izolace je protiepani dané¢ho podilu
vodného roztoku s odpovidajicim objemem nemisitelného organického rozpoustédla.
Extrakce se nazyva extrakce z kapaliny do kapaliny, extrakce organickymi

rozpoustédly, liquid-liquid extraction, LLE. Tento postup je uzitecny zejména pokud je
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analyt rozpustny v jedné vrstvé a interferujici latky v druhé. Bohuzel, takovy piipad
nastavd malokdy a proto se pro ovlivnéni rozpustnosti vyuziva upravy fyzikalnich
a chemickych vlastnosti. Jednim z pfistupii je ptidavek chloridu sodného do vodného
rozpoustédla, aby vznikl nasyceny roztok.

Vyhodou LLE extrakéni metody je jeji jednoduchost a nenaro¢nost na provedeni
a také na slozité pfistrojové vybaveni. Lze ji vyuzit jak pro separaci vét§itho mnozstvi
latek, tak pro stopové koncentrace. Princip extrakce spociva v rozdéleni extrahované

latky mezi dvé vzajemné nemisitelné kapaliny podle rozdélovaci konstanty (Kp):

_ [A]org
" Al
[Alog = koncentrace latky v mélo poldrnim (organickém) rozpoustédle
[Alag = koncentrace latky ve vodné fazi

Organické kyseliny a baze existuji ve vodném roztoku v rovnovaznych smésich
neutrdlni a iontové formy. Neutrdlni a iontova forma vSak nemaji stejny rozdélovaci
koeficient, extrahované mnozstvi bude tedy zaviset na acidobazické rovnovaze. Pro
ucinnou extrakci je tfeba, aby analyt byl alesponl z 95% v extrahovatelné formé jako
volnd baze nebo volnd kyselina. Ve vétSing€ piipadi je tfeba upravit pH vzorku na
hodnotu o dv¢ jednotky nizsi nez je pKa kyselé latky nebo na hodnotu od dvé jednotky
vys8i nez je pKa bazické latky.

Pii vyvoji liquid-liquid extrakéniho postupu se vychdzi z fyzikalné chemickych
vlastnosti rozpoustédla. Voli se pH vodné faze, vliv poméru nemisitelnych fazi, zptsob

a doba extrakce.

ZvvySeni vvtéznosti extrakce

Pro 1éc¢ivé latky o velmi nizké koncentraci ve vzorku a zaroven obsahujici ¢etné
interferujici latky jednoduchd extrakce nestaci. Jednim ze zplsobii feSeni tohoto
problému je zpétna extrakce z organického do vodného rozpoustédla.

Dalsi ptekazkou extrakci do kapalného rozpoustédla je nedostateCnd Ucinnost
extrakce, ktera je bé€Zna zejména u iontovych nebo amfoternich latek. Pro zvySeni
vytéznosti a selektivity se proto pouziva iont-parova extrakce. Je to technika zalozena

na vzniku asociovanych komplexti iontu vzorku a protiiontu opa¢ného néboje. lontové
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pary vytvofené mezi velkymi organickymi anionty a kationty jsou casto rozpustné
Vv malo polarnich organickych rozpoustédlech.

Problémem snizujicim vytéznost extrakce muze byt také formovani emulzi béhem
procedury. Emulze vznikne snadno jsou-li smichana dvé rozpoustédla podobné hustoty
aje-li extrakéni rozpoustédlo slabé bazické. Pro oddéleni takto segregovanych fazi

se pouziva délici nalevka.

o Extrakce na pevnou fazi — SPE

K pfed¢isténi vzorku ptfed analyzou se casto vyuziva extrakénich kolonek
naplnénych pevnym sorbentem. Takova metoda se nazyva extrakce na pevnou fazi
(liquid solid extraction, solid phase extraction, SPE). Materialy pouzivané k plnéni SPE
kolonek jsou obdobné materialim pouzivanym pro plnéni HPLC kolon, ale velikost
Castic je v tomto piipadé vétsi (40 - 80 um). Kolonky mivaji primér 10 mm a rdzné
délky.

Mezi hlavni vyhody SPE patii vysokd vytéznost latek, jednoduché, Setrné a
elegantni zakoncentrovani analytl, Cistota extraktu, ¢asova nendroCnost, moznost
automatizace a snizeni spotfeby rozpoustédel a tim i ekonomické narocnosti. SPE je
tedy velmi vhodnou metodou pro pred¢isténi a zakoncentrovani vzorku pied HPLC

analyzou.

1. Optimalizace extrakéniho postupu

Stejné jako u kapalinové chromatografie musi byt postup extrakce na pevné faze
volen peclivé. Retence analytu zavisi na koncentraci vzorku, elu¢ni sile rozpoustédla
a charakteru sorbentu naplnéného do extrakéni kolonky. Prvnim krokem je vybér
vhodného sorbentu tak, aby retence analytu byla co nejvétsi. Dale musi byt vybrano
rozpoustédlo vhodné pro eluci sledovaného analytu tak, aby bylo kompatibilni s celou
chromatografickou procedurou. Tietim krokem je otestovani Cisté matrice, aby byly
uréeny piipadné pfitomné interferujici latky. Nakonec se provede izolace znamého

mnozstvi sledovaného analytu z matrice a urci se vytéznost metody (% recovery).
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2. Zpusoby provedeni extrakce na pevnou fazi:

Prvnim zplisobem je vybér rozpoustédla pro vzorek tak, aby sledované analyty
zustaly zadrzené na sorbentu extrakéni kolonky, zatimco latky, které by mohly
interferovat, jsou vymyty ven. Sledované latky jsou pak eluovany malym mnozstvim
rozpoustédla, které tyto analyty vymyje z kolonky. Uvedeny postup je velice uzitecny,
zejména je-li analyt pfitomen ve velmi nizké koncentraci, protoze béhem extrakce na
pevnou fazi dochazi k jeho zkoncentrovani.

Alternativnim postupem je zachyceni interferujicich latek na extrakcni kolonce

a eluce sledovaného analytu.

o Superkriticka fluidni extrakce — SFE

V soucasné dob¢ se rozviji technika superkritické fluidni extrakce. Postup vyuziva
extrakce pomoci tzv. superkritickych tekutin. Jako kapalina se pouziva vétSinou oxid
uhlic¢ity v superkritickém (nadkritickém) stavu (31°C, 7,3MPa). Protoze CO, ma nizkou
polaritu, rozpustnost se ovliviiuje zménou polarity pomoci ptidavku modifikatort.
Rozpustnost stoupd, jestlize parametr rozpustnosti sledované latky a superkritické
kapaliny se k sob¢ blizi.

v nadkritickém stavu. Vlastni extrakce probihd v ,,pouzdfe (cartridge) vybaveném
restriktorem. V nékterych aplikacich mize byt v extrakénim pouzdie rovnéz sorbent.

S vyhodou se pouziva kombinace SFE-SPE.

o Zpisoby izolace 1écivych latek z jednotlivych 1ékovych forem

1. Tablety a dalSi pevné 1ékové formy
Pevné peroralni 1ékové formy jako napf. tablety se nejprve rozmélni. Pti tomto

postupu muze dojit k fyzikdlni segregaci G¢inné latky od ostatnich komponent.
Takovému problému se piedchazi bud pfimym rozpusténim celé 1ékové formy
Vv ptislusném rozpoustédle, presatim upraskované formy pies sito, opétovnym melnénim
nebo rozmélnénim v pfitomnosti organického rozpousStédla a jeho naslednym

odparenim.
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U enterosolventnich tablet by rozméliiovani pomoci tfenky a tlou¢ku mohlo vést
ke Spatnym vysledktim, proto se matrice pfeséva pres sito a znovu mélni na stejnomérné
veliké Castice. Obal tablety se také mize odstranit plisobenim organického
rozpoustédla. Nejptesnéjsi vysledky dava piimé rozpusténi tablety v prisluSném

rozpoustédle, je-li rozpustnost latek i celé tablety dokonala.

2. Krémy a masti

Uprava vzorku komplexnich 1ékovych forem jako jsou krémy nebo masti mize
nekdy byt jednoduché rozpusténi krému/masti v organické mobilni fazi nebo jiném
vhodném rozpoustédle.

Pokud takovy postup nepostaci, je nutné zahfivat krém nebo mast s methanolem
nebo acetonitrilem az do rozpusténi (asi 60 °C). Poté je tfeba smés fadné protiepat
a Vv nekterych ptipadech zchladit v ledové lazni, dokud zase neztuhne, piipadné
naslednou centrifugaci oddélit mastovy zaklad od roztoku analytu. Nékteré postupy

vyuzivaji liquid-liquid extrakce.

3. Gely
Pro gelové lékové formy se pouziva napf. rozpusténi ve ziedéné kyseliné
chlorovodikové nebo dispergovani do acetonitrilu piipadné liquid-liquid extrakce smési

chloroform-pufr.

4. Lotia

Ptiprava vzorki je podobna jako u masti a krémt. Pro fedéni se ¢asto pouzivaji

aceton a smési chloroformu s methanolem.

5. Injekce
Injekéni pripravky se obvykle pfipravuji pouhym zfedénim mobilni fazi nebo

jinym vhodnym rozpoustédlem a poté se nasttikuji pfimo na chromatogratickou kolonu.

6. Aerosoly
Aerosoly jsou obvykle baleny do nadob s davkovaci. Standardné se k hodnoceni

pouziva cely obsah baleni. Izolace se provede prevedenim do ethanolu a zfedi nebo se

zahtiva az do odpafreni ostatnich latek. Poté se rozpusti ve vhodném rozpoustédle.
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7. Cipky
Cipky se pied analyzou rozpousti v délici nalevce s kyselinou chlorovodikovou

a chloroformem. Po rozpusténi se chloroformovad vrstva odlozi a vodnd vrstva se

podrobi chromatografické analyze.

8. Sirupy
Obvykle postaéi ziedéni vodou nebo rozpoustédly misitelnymi s vodou jako je

napt. methanol. N¢kdy je tfeba upravit pH a provést extrakci do organického

rozpoustédla.

9. Suspenze

Ptiprava vzorku spocivé ve ziedéni ptipadné v LLE smési vody a nemisitelného

rozpoustédla.

10. Fytoterapeutické pripravky
Lécivé rostliny se pouzivaji bud’ samotné nebo v Iékovych formach, jako jsou
infuze, tinktury, extrakty a jiné galenické ptipravky. Nejbéznéj$im postupem izolace je
LLE, SPE, nevratna adsorpce nebo precipitace nezadoucich komponent a acidobazické

extrakce.

11. Transdermalni preparaty

Obvykle se odstrani ochranna vrstva a poté se U€inna latka extrahuje organickym

rozpoustédlem pii vyssi teplot€ po ur€itou dobu. Pouziva se také LLE.

3.3.2. STABILITA LECIV A LECIVYCH PRIPRAVKU®

Dtlezitym aspektem z hlediska farmaceutické analyzy je stabilita 1éCivého
ptipravku. Pfi zavadéni kazdé nové 1€civé latky/léc¢ivého pripravku do praxe musi byt
zaloZena stabilitni studie. Proto ICH zavedla smérnice (guidelines) pro testovani
stability novych 1é¢ivych latek a piipravkd Q1A(R2): Stability Testing of New Drug
Substances and Products [33], Q1B: Photostability Testing of New Drug Substances
and Products [34] a Q1C: Stability Testing for New Dosage Forms[35]. Dalsim

(7) Tato kapitola byla vypracovana ze zdroji [33-36]
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dalezitym dokumentem, obsahujicim pozadavky na stabilitu 1é¢iv je REG-83-
Pozadavky na stabilitni studie v registra¢ni dokumentaci, vydany ve Véstniku SUKL
[36]. Dokument REG-83 v mnohém z vyse uvedenych smérnic ICH vychazi a odkazuje
se na né. VSechny tyto smérnice nastinuji provedeni stabilitnich testd tak jak vyzaduje

Registracni dokumentace.

Léciva latka je povazovana za stabilni, jestlize vyhovuje specifikaci za
podminek uchovavani 25°C/60% RV po dobu 2 let a za podminek uchovavani
40°C/75% RV po dobu 6 mésici. Stabilita je vlastnost 1é¢iva (1é¢ivého piipravku) po
urcitou danou dobu zachovévat stejné jakostni znaky jako v ¢ase vyroby.

V zéadosti o registraci ucinné latky nebo jeji lékové formy, tedy 1écivého

ptipravku, je tieba uvést informaci o dokoncené zrychlené stabilitni studii (6 mésict) a

zaloZeni dlouhodobé stabilitni studie (36 mésicu) — viz nize.

Vyznamnad zména stability U¢inné latky nastdvd, neodpovida-li latka
specifikacim. U 1é¢ivého pripravku je za vyznamnou zménu povazovana 5% odchylka
obsahu uc¢inné latky, prekro¢eni pH limitd, Spatné vysledky disoluc¢nich testii nebo

fyzikalnich zkousek.

Stabilita 1é¢ivych pfipravki:

Sleduje se hladina lécivé latky v lé¢ivém pripravku a hladiny nelistot a
degradac¢nich produktt (vice v kapitole 3.3.4.).

Zkousky postihuji zmeény, které snizuji jakost, bezpecnost a Uc¢innost 1é€ivého
pfipravku. Stabilitni studie ma& hodnotit fyzikalni, chemické, biologické a
mikrobiologické vlastnosti sledované 1écivé latky/lé¢ivého piipravku. V tabulce 7 jsou
uvedeny parametry, sledované pii stabilitnich testech: zkouSky musi byt provedeny za
pouziti validovanych a stabilitu indikujicich kontrolnich metod. Sleduji se dvé az tfi
SarZze daného lécivého pripravku ve stejnych obalech a se stejnym uzavérem, jaké jsou
navrzeny pro skladovani a pro trh, t0 znamena napf. masti a dal§i topické LP se

uchovavaji v tubach, tablety a délené LP v blistrech apod.
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VZHLED barva (tablety, masti), homogenita

(masti), ¢irost roztoku

FYZIKALNI ZKOUSKY rozpadavost, pevnost, vihkost (tablety),
hustota (roztoky), pH (masti), viskozita

(roztoky, masti)

OBSAH UCINNYCH LATEK min. 90% deklarovaného mnoZstvi

OBSAH KONZERVACNICH LATEK | min. 80% deklarovaného mnoZstvi

ROZKLADNE PRODUKTY sleduje se, zda obsah nepresahne dany
limit

MIKROBIALNI NEZAVADNOST pii dlouhodobych stabilitich v ro¢nich
intervalech

Tabulka 7: Parametry sledované pri stabilitnich testech 1é¢ivych pripravki

Zrychlena stabilitni studie poskytuje orienta¢ni udaje o stabilit¢ 1é¢iva. Skladovani
se lisi podle 1ékové formy daného piipravku. Pro tablety, drazé, tobolky, pasty, krémy,
masti nebo gely se pouziva expozice vlhkym teplem, a to dvéma zpisoby:

1. 40°C £ 2°C, relativni vlhkost 75% + 5%, uchovavani 6 meésicu a
zkouSeni v ¢asech 0, 3 a 6 mésicu

2. 30°C £ 2°C, relativni vlhkost 60% =+ 5%, uchovavani 12 mésici a
zkousSeni v Casech 0, 3, 6, 9 a 12 mésici

Pro tekuté 1écivé piipravky, jako jsou injekce, infuze, kapky a roztoky, kde
vlhkost pii skladovani nemd na stabilitu vliv, skladuje se pii 30°C nebo pii 45°C zase
bud’ 6 nebo 12 mé&sict se stejnou frekvenci zkouSeni.

Dlouhodoba stabilitni studie je uchovavani lécivého piipravku pii béZnych
(ptedpokladanych) skladovacich podminkach, nejCastéji pii pokojoveé teplote
(25°CI60% RV). Pro ptipravky s doporu¢enym uchovavanim napiiklad za snizené
teploty (15 °C) nebo v chladu (5°C) se stabilitni testy samoziejmé provadi za téchto
podminek.Vyhodnocovani se obvykle provadi kazdé 3 mésice v prvnim roce, kazdych 6
mésict v druhém roce a jednou ro¢né v dalSich letech. Dlouhodobé stabilitni testy

pokryvaji celou dobu pouzitelnosti LP.

52




Prakticky se stabilitni testy provadéji uchovavanim sledovanych latek/1é¢ivych
ptipravkl v klimatiza¢nich boxech nebo v klimatizacnich skiinich, kde je pozadovana

teplota a vlhkost zajiSténa a zdrovenl monitorovana za pouziti vypocetni techniky.

Stresové (zatéZzové) zkousky

Zatézové zkousky lécivé latky mohou pomoci identifikovat pravdépodobné
rozkladné produkty, coz muze nasledné pomoci stanovit mechanismus degradace a
vnitini stabilitu molekuly, a maji ovéfit, ze pouzité analytické metody jsou stabilitu

indikujici.

Pro 1é€ivou latku mohou byt pouZity tyto postupy:

a) pokud je léCiva latka popsana v monografii uznavaného 1ékopisu (Evropsky
1€ékopis nebo 1ékopisy Clenskych stati EU) a zcela spliiuje jeji pozadavky, nejsou
pozadovany zadné udaje o rozkladnych produktech, pokud jsou tyto uvedeny
VvV odstavei ,,Zkousky na Cistotu a/mebo v odstavei ,,Necistoty” piislusné
monografie

b) pro léCivou latku nepopsanou v monografii uznavaného lékopisu mohou byt
pouzity dva postupy:

- ptredpokladany mechanismus degradace mize byt dolozen udaji
publikovanymi ve védecké literatuie
- jestlize ve védecke literature, vetné oficidlnich 1€kopisii, nejsou dostupné

zadné udaje, je tfeba provést zatézove zkousky.

Zatézové zkousky je mozné provadét s jednou Sarzi 1é¢ivé latky. Maji zahrnovat
vliv teploty (pfirtstky po 10°C - napt. 50°C, 60°C atd. - oproti teploté, pii niZ je
provadéna zrychlena stabilitni studie), vliv vlhkosti (napt. 75 % RV nebo vice), je-li to
vhodné, vliv vzdusného kysliku (oxidace), vliv svétla (fotolyza) na léCivou latku.
Zkousky také maji hodnotit stabilitu 1é¢ivé latky v roztoku nebo v suspenzi (hydrolyza)
v ramci Sirokého rozmezi hodnot pH. Nedilnou souc¢asti zatézovych zkouSek maji byt
zkousky fotostability. Standardni podminky pro zkousky fotostability jsou popsany
v pokynu ICH Q1B: Photostability Testing of New Drug Substances and Products [34].
Sledovani rozkladnych produkti béhem zatézovych zkousek je uZzitecné pro stanoveni

mechanismu degradace a pro vyvoj a validaci vhodnych analytickych metod. Nemusi
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vsak byt nutné uvadét ve specifikaci ty rozkladné produkty, pro néz bylo prokazano, ze

nevznikaji za podminek dlouhodobé ani zrychlené studie.

Jako doklad o provedenych stabilitnich zkouskach je soucasti registracni

dokumentace protokol o stabilité. Protokol obsahuje:

- nazev pfipravku, vyrobce
- silu a Iékovou formu ptipravku
- Cisla a velikosti zkousenych Sarzi, datum a misto vyroby
- slozeni zkouSenych Sarzi
- vyrobce lécivé latky
- popis vnitiniho obalu
Uvedou se limity pro jednotlivé zkousky platné béhem doby pouzitelnosti a
metody, jakymi byly zkousky provadény. Muze byt uveden odkaz na metodu popsanou
Vv jiné ¢asti dokumentace (vCetné validace metody). V piipadé, ze jde o metodu timto
zpusobem nepopsanou, vyzaduje se pfesny popis a validace metody.
Vysledky jsou shrnuty piehledné do tabulek pro kazdou Sarzi, kde jsou uvedeny
pocateni hodnoty, vysledky dosazené béhem stabilitni studie a limity jednotlivych
zkousek. Na zaklad¢ vyhodnoceni maji byt uréeny podminky pro uchovavani, druh

vnitiniho obalu a doba pouzitelnosti.

3.3.3. NECISTOTY V LECIVECH A LECGIVYCH
PRIPRAVCICH®

Hodnoceni necistot ve farmaceutickych piipravcich se ¥idi ICH smérnicemi
Q3A(R): Impurities in New Drug Substances (Revised Guideline)[37], Q3B(R):
Impurities in New Drug Products (Revised Guideline)[38], Q3C: Impurities: Guideline
for Residual Solvents [39] a Q3C(M): Impurities: Guideline for Residual Solvents
(Maintenance) [40]. ICH smérnice tedy slouzi jako vychozi podklady pii piipraveé
registracni dokumentace v ohledu pfitomnosti necistot v nové 1é¢ivé substanci/lé¢ivém
ptipravku, jejich kvalifikace a kvantitativniho hodnoceni.

Necistotami v 1éCivé latce se zabyva ptfedevSim vyrobce 1éCiva, ktery pii jeho
prodeji opatii produkt takzvanym Drug Master File (DMF), kde je nejen detailné dana

(8) Tato kapitola byla vypracovana ze zdroju [37-41]
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latka popséana, ale kde jsou také uvedeny necistoty a degradacni produkty, jejichz
hladina by se mé¢la béhem stability sledovat.

Je-li ucinek nové vyvinuté léCivé latky identifikovan a potvrzen, je latka
zavedena do vyroby v mensim méfitku. Kazd4 Sarze je kontrolovana na totoznost,
ucinnost, Cistotu a bezpeCnost. Z téchto dat je vytvofena specifikace latky a jsou
odvozeny referen¢ni standardy, se kterymi pak budou porovnavany vSechny nasledné
vyrobené Sarze pro kontrolu homogenity a reprodukovatelnosti Sarze.

Kromé¢ limitd pro obsah uc¢inné latky jsou stanoveny také limity pro jednotlivé
necistoty a pro celkovou sumu necistot ptibuznych U¢inné latce. Sem patii vedlejsi
produkty syntetické reakce, necistoty pfitomné ve vychozich surovinach, necistoty
vzniklé izomerizaci, pfitomné enantiomery, rozkladné produkty, zbytkova rozpoustédla
a anorganické necistoty. LéCivé latky vyrobené biotechnologicky musi byt také
testovany na pfitomnost latek, se kterymi pfiSly do kontaktu béhem ptlisobeni

kultiva¢nich médii a ostatnich aditiv.

Smeérnice - Q3A [37] definuje necistoty v nové 1éCivé substanci a probira jejich
ptitomnost v 1é¢ivé latce z chemického hlediska a z hlediska bezpe¢nosti. Zahrnuje
rozdéleni necistot a jejich identifikaci z chemického hlediska, vytvafeni protokolu
0 pritomnosti necistot, pravidla uvadéni necistot ve specifikacich a také podminky
pro pouzité analytické metodiky.

Dale je zde uvedena kvalifikace necistot, které nebyly pfitomny v ptivodnich
Sarzich pouzitych pro testovani bezpecnosti a klinické studie u¢inné latky a dale také

A4

kvalifikace necistot, které byly v téchto SarZich pfitomny v podstatné niz§im mnoZstvi.

Definice necistoty podle ICH: Necistota je jakakoliv slozka nové 1é¢ivé

substance, ktera neni chemickou entitou definovanou jako nova 1é¢iva substance. Profil

neCistot pak zahrnuje definované i nedefinované nedistoty pifitomné v nové 1é¢ivé

substanci. Individualni necistoty uvedené ve specifikaci se svym specifickym rozmezim
tolerance se nazyvaji definované necistoty, tyto mohou byt bud’ zndmé (kdy byla

provedena identifikace jejich struktury) nebo neznamé struktury (definované
kvalitativni analytickou charakteristikou, jako je napf. retencni Cas). Nedefinované
necistoty naopak nemaji vlastni specifické rozmezi tolerance jejich pifitomnosti, jsou
regulovany obecnymi kritérii. Dale se sleduje obsah tzv. jakékoliv nedefinované

nedistoty. Pokud jeji obsah piesahne hodnotu danou specifikaci, je tieba ji identifikovat.
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Necistoty podle chemického hlediska mohou byt organické, anorganické a nebo

zbytkova rozpoustédla.

o Organické necistoty

Vznikaji béhem vyrobniho procesu nebo/a pii uchovavani 1é¢ivé substance.
Mohou byt zndmé nebo neznamé, tékavé nebo netékavé. Patii sem vychozi material pro
syntézu, vedlejsi produkty, meziprodukty, rozkladné produkty a ¢inidla, ligandy nebo
katalyzatory.

o Anorganické necistoty
Jsou vétsinou rezidua vyrobniho procesu. Byvaji pfevdzné znamé a patii mezi né

¢inidla, ligandy, katalyzatory, t€Zké kovy nebo ostatni rezidua kovi, anorganické soli a

ostatni materialy (jako jsou napf. materialy filtrGi nebo aktivni uhli).

o Rozpoustédla

Anorganické nebo organické kapaliny pouzivané jako média pro ptipravu roztokl
nebo suspenzi pifi syntéze nové 1éCivé substance. ProtoZe jsou obvykle toxicka, jejich
vybér a adekvatni kontrola je pfesné popsan ve tieti smérnici Q3C[39].

1. Necistoty v 1é¢ivych latkach

Specifikace latky stanovuje soubor kritérii, kterd musi dana latka spliovat, aby

mohla byt povazovéana za ptijatelnou pro zamyslené pouZiti. Jde v podstaté o seznam
zkouSek s odkazy na analytické metody a také suvedenymi kritérii piijatelnosti
pro jednotlivé zkousky, pfipadné rozmezimi pfijatelnosti nebo dal§imi kritérii pro
popsané zkouSky. Specifikace je kriticky standard kvality, ktery je navrhovan a
posuzovan vyrobcem a poté schvalen pfisluSnymi autoritami [41].

Ve Specifikaci nové 1éCivé substance by mél byt uveden seznam nalezenych
necistot. Pro predpoklad 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
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zatazeny do Specifikace latky. Obvykle se uvadi definované znamé necistoty,

definované nezndmé necistoty (znacené jako A, B... atd., pfip. charakterizované napf.

retencnim ¢asem), pro néz jsou presné urceny 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 tfeba
kontrolovat. M¢la by byt uvedena kritéria ptijatelnosti pro nedefinované necistoty a také
pro celkovou sumu necistot. Kritéria tolerance by neméla byt stanovena vyse, nez je
doporuceno studii bezpecnosti G¢inné latky. V tabulce 8 je uvedeno, jak by m¢l vypadat

popis necistot ve specifikaci.

Organické necistoty - kazdé definovand znama necistota

- kazda definovana neznama necistota

- jakakoliv nedefinovand necistota (véetné
kritéria tolerance)

- celkova suma nedistot

Zbytkova rozpoustédla

Anorganické necistoty

Tabulka 8: Popis necistot ve specifikaci

Dalsi podrobnosti, definice nékterych pojmul a stanoveni identifika¢niho prahu
(limit, nad kterym by méla byt necistota identifikovéana), kvalifika¢niho prahu (limit,
nad kterym by méla byt nelistota kvalifikovana, coZ znamend stanoveni biologické
bezpecnosti necistoty) a prahu uvedeni ve zpravé jsou popsany v piislusné smérnici

[37].

2. Necistoty v 1é¢ivém pripravku

Necistotami v novém lé¢ivém piipravku se zabyva druhd smérnice ICH Q3B 38.
Predmétem smérnice je poskytovat navod pro zadatele o registraci v oblasti stanoveni
obsahu a kvalifikace necistot piitomnych v novych 1é¢ivych ptipravcich, které jsou
vyrobeny z novych dosud neregistrovanych 1écivych latek.

Obecné, neclistoty pfitomné vnové [éCivé substanci nemusi byt znovu

monitorovany nebo specifikovany v novém lé¢ivém piipravku, pokud nejsou zaroven
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degrada¢nimi produkty (dle dal$i smérnice Q6A-Specifications: Test Procedures and
Acceptance Kriteria For New Drug Products: Chemical Substances [41]).

Soucasti registratni dokumentace nového Iécivého pripravku je validace
analytické metody pro detekci a kvantifikaci rozkladnych produktd, kde je prokazana
vhodnost této metody podle pFislusnych predpist (kapitola 3.4.). Dilezitym parametrem
je zejména selektivita jak pro definované tak pro nedefinované rozkladné produkty.
Validace by méla zahrnovat i vzorky uchovavané pii stresovych podminkach - svétlo,
teplo, kysela/bazicka hydrolyza a oxidace. Jsou-li v chromatogramu ptipravku piitomny
jiné piky nez rozkladné produkty (napf. €innd latka, necistoty ze syntézy ucinné latky,
pomocné latky nebo necistoty z nich pochazejici), mély by byt oznaceny a jejich piivod
popsan ve validacni zprave.

Specifikace nového 1é¢ivého piipravku musi obsahovat seznam rozkladnych
produktt, které lze ocekévat béhem vyroby a pii skladovani za doporucenych
podminek. Pro charakteristiku degradacnich produktl se pouziji udaje ze stabilitnich
studii, znalosti degradacnich mechanismil a udaje z dalSich provedenych laboratornich
studii. Vybér rozkladnych produkti pro Specifikaci nového 1é¢ivého piipravku by mél
byt zalozen naudajich o rozkladnych produktech v lécivém piipravku vyrobenych
postupem, ktery se bude pouzivat pro vyrobu komerénich Sarzi. Plati zde stejna pravidla
pro rozliSeni definovanych a nedefinovanych necistot jako u specifikaci pro novou
léc¢ivou latku s tim rozdilem, Ze termin necistota je nahrazen terminem degradacni

(rozkladnv) produkt.

Kritérium pfijatelnosti pro dany rozkladny produkt by mélo byt stanoveno
s ohledem na kritéria pfijatelnosti, ktera plati pro lécivou latku, na hladinu kvalifikace
degrada¢niho produktu a na narast jeho koncentraci béhem stabilitnich studii a také na
navrhovanou pouZitelnost a skladovaci podminky nového 1é¢ivého piipravku. Jakékoliv
kritérium pfijatelnosti nesmi byt nastaveno vySe, neZ je kvalifikovana hladina
degradacniho produktu.

Ve specifikaci nového 1é¢ivého pripravku by mély byt uvedeny tyto degradacni
produkty:

kazdy definovany znamy degradac¢ni produkt
kazdy definovany nezndmy degrada¢ni produkt

jakykoliv nedefinovany degrada¢ni produkt a kritérium jeho tolerance

A W o

celkovou sumu pfitomnych degradacnich produktt
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Za kvalifikované hladiny degradacnich produktii mohou byt povazovany hladiny
degradacnich produktii pfitomnych nalezené v novém léCivém piipravku, ktery byl
testovan na bezpecnost nebo/a podlehl klinickym studiim. Degradacni produkty, které
jsou zaroven vyznamnymi metabolity pfitomnymi v zivoc¢iSnych a/nebo v lidskych

klinickych studiich jsou obecné povazovany za kvalifikované.

3. Zbytkova rozpoustédla

Problematiku zbytkovych rozpoustédel fesi smérnice Q3C [39,40]. Jejich
ucelem je doporucit akceptovatelné mnozstvi pro zbytkova rozpoustédla ve
farmaceutickém pfipravku z hlediska bezpecnosti pacienta. Smérnice doporucuje
pouziti mén¢ toxickych rozpoustédel a definuje hladiny povazované za toxikologicky
akceptovatelné.

Zbytkova rozpoustédla jsou definovana jako t€kavé organické latky, které se

pouzivaji nebo vznikaji pfi vyrobé lécivé latky, pomocnych latek nebo IéCivého
pfipravku. Rozpoustédla nejsou kompletné¢ odstranitelnd praktickymi vyrobnimi
technikami. Vhodny vybér rozpoustédla pro syntézu muize zvysit vytéZnost nebo
ovlivnit charakteristiky jako je krystalickd forma latky, Cistota a rozpustnost. Proto
rozpoustédlo mize byt i kritickym faktorem syntetického procesu.

ProtoZze rozpoustédla nemaji Zadnou terapeutickou hodnotu, méla by byt
odstranéna az na minimum obsahu, ktery splituje specifikaci produktu, SVP a piipadné
dalsi pozadavky kvality. LéCivé piipravky by nemély obsahovat vyssi hladiny
zbytkovych rozpoustédel nez doporucuji bezpe€nostni data.

Zbytkova rozpoustédla jsou obvykle analyzovana chromatografickymi metodami,

zejména GC. CL 2005 uvadi v kapitole 2.4.24 — Totoznost a kontrola zbytkovych

rozpoustédel kontrolu totoznosti, limitnich mnoZstvi 1 kvantifikaci zbytkovych
rozpoustédel v 1éCivych latkach, pomocnych latkach nebo v 1éCivych ptipravcich Jsou
predepsany dvé metody plynové chromatografie se statickym head-space nastfikem.
Kapitola 5.4. — Zbytkova rozpoustédla je vénovana rozpoustédlim z obecného hlediska.

Tento ¢lanek vychazi ze smérnic ICH [47,48].
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3.4.VALIDACE ANALYTICKE METODY®

Analytické metody pouzivané pro monitorovani kvality 1€¢iv musi byt vhodné,
piesné a spolehlivé. Vhodnost, piesnost a spolehlivost musi byt experimentalné
doloZena a tento proces se nazyva validace analytické metody.
charakteristiky metody, potvrdi se, ze dava reprodukovatelné a spolehlivé vysledky a je
vhodna pro zamyslené pouziti. Cilem validace je vySetfit praktické hranice, ve kterych
je zkuSebni postup pouzitelny a zajistit, aby pii opakovaném pouziti v jedné nebo
ruznych laboratotich davala metoda stale stejné spolehlivé vysledky.

Validace analytické chemie je oddéleny akt. Obecné je postup vyvoje takovy, Ze
se nejprve definuji pozadavky na zkuSebni metodu. Poté se vyvine metoda, najdou se
optimalni podminky a tetim bodem postupu je validace, tj. pomoci experimentalnich
dat se prokaze, ze je metoda vhodna pro dany ucel a ze spliiuje na zacatku definované
pozadavky. Pravidla pro validaci metod ve farmacii se fidi platnymi pfedpisy a
doporucenimi, zejména ICH smérnici (guideline) Q2(R1) (Validation of Analytical
Procedures: Text and Methodology) [43], pfedpisy americké FDA obecné zamé&fenymi
na validaci chromatografickych metod [44], platnymi 1ékopisy CL 2005 [6], Ph. Eur. 5
[45] a USP 29 [46], dale pak vnitinimi normami a piedpisy podléhajicimi pravidlim
rezimu SVP, SLP nebo akreditace, jim ptislusejicimi SOP (standardni operacni postup)
a také pozadavky SUKL uveiejiiovanymi v Easopise Véstnik SUKL.

V Ceské Republice byly standardni pozadavky na registraéni dokumentaci
zavedeny 1. 1. 1992 Statnim ustavem pro kontrolu 1é¢iv. Pravidla validace analytické
metody byla piesnéji charakterizovdna pozdgji Véstnikem SUKL 1/1994[42].
RNDr. J. Sabartova je autorkou staté tykajici se pozadavki definice jednotlivych
valida¢nich parametri, jejichz zékladem jsou pozadavky vSech vySe zminénych instituci
a kde jsou shrnuty standardni pozadavky na registracni dokumentaci véetné dokladd o
validaci analytické metody.

Jak zuvedeného vyplyva, existuje velké mnozstvi predpisi tykajicich se
problematiky validace aje tfeba se vnich urCitym zpusobem orientovat. Mezi

jednotlivymi autoritami jsou urcité odliSnosti napft. co se ty¢e parametri vyzadovanych

(9) Tato kapitola byla vypracovana ze zdroju [6,42-57]
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jako soucast validace metody nebo platnych limiti pro jednotlivé parametry. Je tedy
dilezité uvédomit si a presné definovat, pro jaky ucel bude metoda vypracovavana a
jakou autoritou bude poté schvalovéna. Problematikou rozdili a shod valida¢nich
pozadavkl nékterych zminénych autorit (FDA, ICH a USP) se zabyva napi. G. A.
Shabir [47] ve své publikaci pojednavajici o validaci HPLC metod ve farmaceutické
analyze.

V tabulce 9 jsou shrnuta doporuceni vybranych instituci, zabyvajicich se valida¢nimi

procesy.

| ICH | SUKL | USP

Valida¢ni charakteristiky

Spravnost (Accuracy) + + +
Presnost (Precision)
- Opakovatelnost (Repeatibility) + + +

- Intermediarni piesnost (Intermediate Precision) - - -
- Reprodukovatelnost (Reproducibility) - - -
Selektivita (Selektivity) - + -
Specifita (Specifity)

Limit detekce (Limit of Detection)

Limit kvantifikace (Limit of Quantitation)
Linearita (Linearity)

Rozsah (Range)

Robustnost (Robustness)

Ragidita (Ruggedness) - - -
SST + + +

Tabulka 9: Doporuceni jednotlivych valida¢nich parametra vybranymi autoritami
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Postup validace je rizny v zavislosti na validované proceduie. Ty jsou podle ICH

rozdéleny do Ctyt hlavnich skupin, které se 1iSi doporu¢ovanymi valida¢nimi parametry:

Identifikacni testy
Kvantitativni stanoveni necistot

Limitni zkousky pro necistoty

o O O O

Kvantitativni stanoveni ucinné latky v 1é¢ivé substanci piipadné v 1é¢ivém

ptipravku, stanoveni vybrané slozky v 1é¢ivém ptipravku

V tabulce 10 jsou shrnuty typy analytickych procedur a doporuceni pfisluSnych

validac¢nich parametrii, jak doporucuje ICH.

o Identifikatni ~ YARGtAtVL i Zkousky  vantitativni
Typ analytické metody stanoveni e stanoveni ucinné
testy e pro necistoty .
necistot latky

Valida¢ni charakteristiky
Spravnost - + - +
Presnost
- Opakovatelnost - + - +
- Intermediarni pfesnost + - +
Selektivita + + + +
Limit detekce - - + -
Limit kvantifikace - + - -
Linearita - + - +
Robustnost - + - +
Tabulka 10: Typy analytickych procedur a doporuceni piislusnych valida¢nich

parametri

Validaci analytické metody je nutné provést pii zavadéni jakékoliv nové
analytické metody v laboratofi. Metoda musi byt revalidovéana, doSlo-li ke zméné
analytického postupu v rozmezi jinych, nezZ je povoleno ptisluSnymi 1ékopisy, ptipadné
SOP, zahrnuji-li tuto informaci a je-li schvalena relevantni autoritou. V ptipadé analyzy
farmaceutickych piipravkid je nutné metodu znovu validovat, doslo-li ke zméné
vyrobniho postupu, je-li mozné ptitomnost dalSich necistot dosud nepopsanych v ,,Drug

Master File* dokumentaci nebo byla-li zménéna jakdkoliv ucinna nebo pomocna latka.
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3.4.1. TEST VHODNOSTI SYSTEMU
(SYSTEM SUITABILITY TEST)

Protoze je nutné ptesné definovat podminky, za kterych se ma metoda pouzit,
musi byt jednozna¢n€¢ dany vSechny podminky, coz u instrumentéalnich fyzikalng-
chemickych metod (a pfedevSim chromatografickych) neni v podstat¢ mozné. Proto
musi byt uvedena kritéria, kterd musi byt splnéna, aby bylo mozné urcity analyticky
systém spolehlivé pouzit. Vytvorit tato kritéria je dalSim cilem valida¢niho procesu.
Tato kritéria se vSeobecné oznacuji jako test zpusobilosti analytického systému (Systém
Suitability Test, SST).

U chromatografickych metod je nutné pouzit takové podminky, aby byla

zajisténa ucinnost a separacni schopnost konkrétniho chromatografického systému, i
kdyby se tyto podminky liSily od podminek popsanych v postupu Vv urcité toleranci.
Proto se test zpusobilosti, ktery je soucasti chromatografické metody, provadi pti kazdé
zmeéné chromatografického systému, pfed kazdou novou sérii meéfeni nebo pied
pouzitim v jiné laboratofi.

V ramci SST se zjist'uji parametry vhodnosti analytického systému jako celku
(zahrnuto je pfistrojové vybaveni, elektronika, analytické operace i analyzovany vzorek)
ovéfenim odpovidajicich chromatografickych parametri: opakovatelnost nastriku,
rozlieni pikt, asymetrie piku (faktor symetrie piku), kapacitni faktor (charakteristika
relativni retence), pocet teoretickych pater (charakteristika Uc¢innosti systému). Pro
hodnoceni System Suitability Testu se pouZivaji roztoky standardnich latek, obvykle o
koncentraci blizké koncentracim ocekdvanym ve vzorku. Doporucené limity
jednotlivych sledovanych veli¢in jsou zndzornény v tabulce 11. Nékteré autority

vyzaduji ptipadné stanoveni relativni retence vedle kapacitniho faktoru.
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SST parametr Doporuceny limit

pocet teoretickych pater N > 2000
asymetrie piku/ faktor symetrie T=08-15
rozliSeni piki Rij> 1,5
kapacitni faktor k>2
opakovatelnost- reten¢ni Cas RSD-< .1%
> 5 nastiiki
R.S.D.<1%

opakovatelnost-plocha piku > 5 nastike
Tabulka 11: Parametry Testu vhodnosti systému a jejich béZné doporucované

limity.

CL 2005 uvadi pro jednotlivé separaéni metody rozsah, v némz mohou byt riizné
parametry chromatografické zkousky upraveny tak, aby byla splnéna kritéria
zpusobilosti systému, aniz by pii tom doSlo k podstatnému pozménéni metody.
V Iékopisnych metodach jsou zaclenény testy zpuUsobilosti systému , aby se zajistila
separace pozadovand pro uspokojivé provedeni zkousky na cistotu nebo stanoveni
obsahu. Protoze pouzité stacionarni faze jsou popsany obecné a komeréné je k dispozici
cela tfada takovychto fazi, liSicich se navzajem chromatografickym chovanim, mize byt
upraveni chromatografickych podminek nezbytné pro splnéni predepsanych pozadavkl
na zpusobilost systému. U kritickych parametrd je jejich Gprava jasné stanovena tak,

aby se zajistila zptsobilost systému.

V kapalinové chromatografii jsou povoleny tyto pravy systému [6]:

SloZeni mobilni fize: MnoZstvi minoritni sloZky rozpoustédla se mize upravit v
rozmezi +30 relativnich procent nebo +2 absolutni procenta, podle toho, ktera hodnota
je vétsi. Zadnou dalsi slozku nelze ménit o vice nez 10 absolutnich procent.

pH vodné slozky mobilni fiaze: 0,2 hodnoty pH, pokud neni uvedeno jinak v
lékopisném c¢lanku, nebo +1,0 hodnoty pH, kdyZz je zkouSena latka neutralni.
Koncentrace soli v tlumivém roztoku tvotficim souc¢ast mobilni faze je £10 %.

VInovia délka detektoru: Neni dovoleno Zadné upravovani.

Stacionarni faze:

— délka kolony: £70 %;

— vnitini priimeér kolony: £25 %;
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— velikost castic: zmenSeni nejvyse o 50 %, zvétSeni neni dovoleno.

Prutokova rychlost: £50 %.

Teplota:. £10 %, nejvyse 60 °C.

Nastfikovany objem se mize zmensit za predpokladu, ze detekce pikd a
opakovatelnost (plochy a reten¢niho ¢asu) stanovovaného piku (pikit) je vyhovujici.
Gradientova eluce: Konfigurace pouzitého zafizeni mize vyznamné zmeénit rozliseni,
retencni Cas a relativni retence popsané v konkrétni metod¢€. To muze byt zplisobeno
zvétsenym mrtvym objemem, coz je objem mezi za¢atkem kolony kolony a bodem, v

némz dochazi ke smichani dvou slozek mobilni faze.

3.4.3. VALIDACNI PARAMETRY

V nasledujici kapitole je kazdy parametr validace definovan a jsou uvedena
hlediska (doporuceni) jednotlivych autorit, zabyvajicich se validacemi. Protoze USP ve

validacich vychazi z ICH smérnic, jsou popsana vzdy hlediska SUKLu a ICH.

3.4.2.1. PRESNOST (PRECISION)

Ptesnost analytické metody je mira shody mezi jednotlivymi vysledky metody
opakované provadéné s homogennim vzorkem. Podle podminek opakovani metody se

rozliSuje opakovatelnost a reprodukovatelnost. Pfi stanoveni opakovatelnosti se metoda

provadi jednim analytikem na tomtéZ pfistroji, se stejnymi Ccinidly, na jednom
homogenizovaném vzorku. Jde tedy o pfesnost uvniti laboratofe. Pfi stanoveni

reprodukovatelnosti se metoda provadi na jednom homogenizovaném vzorku, ale

Vv riznych laboratofich, riznymi analytiky, s riznymi ¢inidly 1 pfistroji. V tomto ptipadé
jde o pfesnost pii ptevodu metody z jedné laboratoie do druhé.

Ptesnost se vyjadii jako relativni smérodatna odchylka a stanovi se minimalné ze
Sesti nezavislych analyz homogenizovaného vzorku, provedenych kompletnim
postupem, pocinaje piipravou vzorku. Jde o zjisténi chyby celého analytického postupu,
tedy jak instrumentdlni ¢asti, tak postupu piipravy vzorku. Nestaci proto jen napiiklad
Sestkrat nastiiknout do chromatografu jeden roztok, ale je nutné pfipravit kompletnim

postupem Sest roztokl vzorku.
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SUKL pozaduje jen opakovatelnost metody, tedy piesnost metody pii provedeni

jednim analytikem, na jednom pfistroji, se stejnymi Cinidly.

ICH zahrnuje do tohoto parametru nejen opakovatelnost, coz je podle ICH

ovéfeni presnosti metody za stejnych podminek, béhem kratké ¢asové doby, ve stejné
laboratoti a stejnym pracovnikem (zde se shoduje ICH se SUKLem). Méla by byt
ur¢ovana na tfech koncentra¢nich hladinach pokryvajicich specifikované rozmezi, tedy
minimalné devét méfeni (tii nastiiky pii jednotlivych koncentracich). Druhou moznosti
je ovéfeni pifesnosti na Urovni 100% zkouSené¢ koncentrace Sesti opakovanymi

méfenimi. Dal$i soucasti presnosti dle ICH je intermediarni piesnost (intermediate

precision, intra-laboratorni pfesnost), coz je ovéteni piesnosti metody jinym analytikem,

na jiném pfistroji a vjiny den, ale vestejné laboratofi. Reprodukovatelnost

(reproducibility, inter-laboratorni piesnost) se testuje pii standardizaci metody, pocita-li
se Sjejim pfenosem mezi ruznymi laboratofemi, naptiklad v pifipadé¢ zavadéni

1ékopisnych metod.

3.4.2.2. SPRAVNOST (ACCURACY)

Spravnost analytické metody je odchylka jejiho vysledku od spravné hodnoty.
Spravnost metody by méla byt stanovena v celém jejim rozsahu.
Problémem je zjisténi spravné hodnoty. Pouzivaji se tfi metody stanoveni
spravnosti:
1. Spravna hodnota se zjisti jinou, nezdvislou metodou, jejiz spravnost
je ovéfena,
2. Analyzuje se modelovy vzorek, coz je smes placeba LP s ptidanym
standardem o znamém slozeni analytu;
3. Pokud neni k dispozici placebo LP, analyzuje se vzorek s pfidavkem

standardni latky.

V piipadé kvantitativni analyzy necistot by méla byt spravnost zhodnocena na
vzorcich (lé€ivo nebo 1éCivy pfipravek) spikovanych zndmym mnoZstvim necistot.
Pokud neni mozno sehnat vzorky urcitych necistot nebo degradacnich produktd, mély
by byt vysledky srovnany s jinymi, dosaZzenymi jinou nezavislou metodou. V pfipade,

ze nejsou jiné informace, muize byt nutné pocitat mnoZzstvi necistoty zalozené na
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srovnani jeji odezvy k odezvé 1éCiva jako podil odezev stejnych mnozstvi necistoty a
1é¢iva (odezvovy faktor).

Spravnost se vyjadiuje jako procento vytéznosti (R) obsahu pfidaného zndmého
mnozstvi analytu k placebu LP nebo vzorku nebo jako rozdil mezi primérnym
vysledkem méfeni a spravnou hodnotou. Pokud se analyzuje modelovy vzorek, ptidava
se standardni latka v mnozstvi mens$im i vétSim, nez je deklarovany obsah (napt. 10%,

50% apod.). Zaroven se doklada relativni smérodatna odchylka.

_ nalezena hodnota =100
skut.hodnota

SUKL pozaduje jen jednu hladinu, tedy stanoveni minimalnd Sesti rtiznych
modelovych vzorki s pfiblizné 100% obsahem stanovované latky.

ICH doporucuje provedeni nejméné deviti stanoveni minimaln¢ tii
koncentra¢nich Grovni, pokryvajicich rozsah metody (tzn. tfi koncentracni Grovné a tii

opakované analyzy kazdé koncentrace)

3.4.2.3. LINEARITA (LINEARITY)

Linearita je schopnost analytické metody davat vysledky piimo umérné
koncentraci stanovované latky ve vzorku. Dal§im parametrem, uvadénym v této
souvislosti je rozsah. Je to interval mezi dvéma hladinami koncentrace stanovované
latky (v€etné téchto hladin), v némz je latka stanovena s takovou piesnosti, spravnosti a
linearitou, jak dokladaji vysledky validace. Rozsah se béZné vyjadiuje ve stejnych
jednotkach, jako vysledky analyzy (nejcastéji %).

Zavislost u kazdé metody nemusi byt linearni, mize byt vyjadfena jinou
matematickou funkci, ale je nutné pii kazdém pouziti metody vyhodnocovat vysledky
z celé kalibracni kiivky.

Linearita analytické metody se doklada jednak graficky jako zavislost vysledki
na koncentraci stanovované latky, jednak matematicky pomoci vysledkil linearni
regrese. Uvadi se korelacni koeficient, smérnice pfimky, tsek na ose Y a chyby
stanoveni vSech téchto hodnot. Korela¢ni koeficient je mirou linearity, smérnice

citlivosti a usek na ose Y mirou vedlejSich vliva.
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SUKL pozaduje potvrzeni linearity v rozmezi 50% aZz 150% deklarovaného
obsahu stanovované latky a stanoveni minimalné péti riznych koncentraci standardni
latky. Je povazovano za dostacujici potvrzeni zavislosti sroztoky standardni latky,
protoze rusivé vlivy, které by se projevily pii pouziti roztoku vzorku, jsou postizeny
jinymi parametry validace (selektivita, spravnost). Neni pozadovano stanoveni
parametru rozsah.

ICH doporucuje pro prokéazani linearity metody stanoveni minimalné péti
koncentra¢nich hladin. Rozmezi kalibra¢ni kiivky ICH stanovuje rozdilné pro rtizné
druhy stanoveni. Pokud se stanovuje obsah 1éCivé latky v 1é¢ivém ptipravku, doporucuje
rozmezi 80% az 120% deklarovaného mnozstvi. V rdmci stanoveni obsahu necistot se

doporucuje rozmezi 50% az 120% limitni hodnoty pro obsah necistoty v ptipravku.

3.4.2.4. DETEKCNI LIMIT (LIMIT OF DETECTION)

Detekéni limit je charakteristikou limitnich testd v rdmci stanoveni necistot. Pti
limitnich testech se zjist'uje jen je-li latka nad nebo pod urcitou hladinou. Detekéni limit
Detekéni limit se vyjadiuje obvykle jako koncentrace (v miligramech na litr, % apod.).

Stanoveni detek¢éniho limitu zavisi na tom, jestli jde o metodu neinstrumentalni
nebo instrumentalni. U neinstrumentalnich metod se hled4 tento limit experimentalné.
Analyzuji se vzorky o znamé koncentraci stanovované latky a ur¢i se minimalni
koncentrace, kdy je mozné jesté latku detekovat.

U instrumentdlnich metod se detek¢ni limit zjiStuje na zdkladé Sumu pozadi
systému. Jednou moZnosti je stanoveni smérodatné odchylky odezvy slepého vzorku
(placeba LP), jejiz trojnasobek odpovida detekénimu limitu. Ziskana hodnota se
porovnad s naméfenym signalem vzorku se znamou nizkou koncentraci stanovované
latky. Jind metoda je zaloZena na stanoveni smérnice kalibra¢ni pfimky a smérodatné
odchylky odezvy detektoru. Kazdy vysledek by mél byt nasledné¢ validovan na
dostate¢ném (reprezentativnim) mnozstvi vzorkd.

Ob¢ sledované autority (SUKL i ICH) se v doporucenich provadéni a dokladani

detekéniho limitu shoduji.
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3.4.2.5. KYANTITATIVNI LIMIT (LIMIT OF QUANTITATION)

Kvantitativni limit je dalezity pfi kvantitativnim stanoveni obsahu necistot.
Kvantitativni limit je nejniz$i mnoZzstvi analytu, které je mozno stanovit s pfijatelnou
presnosti a spravnosti. Kvantitativni limit se vyjadfuje obvykle jako koncentrace (v
miligramech na litr, % apod.). Pouzivd se naptiklad pii stanovovani obsahu necistot
v surovinach pro piipravu lécivych ptipravkii nebo pii stabilitnich testech 1é¢ivych
ptipravki, kdy se sleduji hladiny degradacnich produktt 1é¢ivych latek.

Stanoveni kvantitativniho limitu zavisi na tom, jestli jde o metodu
neinstrumentalni nebo instrumentalni. U neinstrumentalnich metod se tento limit hleda
experimentalné. Analyzuji se vzorky o zndmé koncentraci stanovované latky a urci se
minimalni koncentrace, kdy je mozné jesté latku stanovit s pfijatelnou presnosti a
spravnosti.

U instrumentalnich metod se kvantifika¢ni limit zjist'uje na zakladé Sumu pozadi
systému. Jednou moznosti je stanoveni smérodatné odchylky odezvy slepého vzorku
(placeba LP), jejiz desetinasobek odpovidéd kvantitativnimu limitu. Ziskana hodnota se
porovna s naméfenym signalem vzorku se zndm nizkou koncentraci stanovované latky.
Jind metoda je zaloZena na stanoveni smérnice kalibracni piimky a smeérodatné
odchylky odezvy detektoru. Kazdy vysledek by mél byt nasledné¢ validovan na
dostate¢ném (reprezentativnim) mnozstvi vzorkd.

Ob¢ sledované autority (SUKL i ICH) se v doporucenich provadéni a dokladani

kvantitativniho limitu shoduji.

3.4.2.6. SELEKTIVITA (SELECTIVITY)

Selektivita je schopnost metody zméfit spravné a specificky stanovovanou latku
Vv pfitomnosti jinych latek. Témi mohou byt dalsi U¢inné slozky u kombinovanych
1é¢ivych pripravkl, pomocné latky v placebu, necistoty z vyroby, rozkladné produkty,
zbytkova rozpoustédla a dal§i neznamé latky.

Je nutné dolozit, Ze je metoda dostatecné selektivni pro dané pouziti. Metoda pro
stanoveni obsahu uUCinné latky nesmi byt ruSena vychozimi latkami, vedlejSimi
produkty, pomocnymi latkami, dalSimi slozkami ptipravku nebo zbytkovymi

rozpoustédly. U metod pro stabilitni studie musi byt dolozeno oddéleni degradacnich
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produktti. Naopak napftiklad metody pro disoluci nebo obsahovou stejnomérnost nemusi
byt nutné selektivni. Je tfeba hodnotit analyzu pfipravku komplexné. Naptiklad rutinni
metoda pro stanoveni obsahu nemusi byt nutné selektivni, je-li doplnéna vhodnou dalsi
zkouskou na Cistotu. Metoda pro stanoveni obsahu u¢inné latky pti vystupni kontrole
nemusi byt selektivni vzhledem k degrada¢nim produktim, protoze v tomto piipade se
nepiedpoklada jejich ptitomnost.

Selektivita se vyjadiuje jako rozdil mezi vysledky analyzy vzorku bez necistot a
vzorku s pfidanymi rozkladnymi produkty, slozkami placeba 1é¢ivého pripravku nebo
riznymi necistotami. Jsou-li rozkladné produkty nezndmé nebo nedostupné, je mozno
selektivitu prokéazat jako vytéznost standardniho ptidavku Ccisté latky k materidlu,
obsahujicimu stalé mnozstvi jinych latek. Jinou moznosti je srovnani vysledkll analyzy
vzorku obsahujiciho necistoty s vysledky dalSich zkousek na Cistotu.

SUKL nepozaduje &iselné dolozeni selektivity, ale je nutné piilozit naptiklad
chromatogramy placeba 1é¢ivého piipravku, znamych vedlejSich a rozkladnych
produkt nebo chromatogramy vzorkd po rozkladu teplem, svétlem, kyselou/bazickou
hydrolyzou, oxidaci apod.

ICH (a zaroven USP) uvadéji parametr specifita (Specifity). Tento parametr je

shodny jako selektivita, rozdil je pouze v nazvu. V USP je zaroven uvedeno, Ze
uznavané autority (IUPAC, AOAC) davaji pfednost terminu Selektivita, pti¢emz termin
specifita si rezervuji pro metody, které jsou zcela specifické. Doporuceni ICH pro
dokladani selektivity (specifity) jsou v podstaté shodna s doporuéenimi SUKLu s tim,
Ze jsou upfesnéna nutnosti oznacit fddné piky na doklddanych chromatogramech a
uvadéji moznost stanoveni Cistoty pikd (Peak purity) naptiklad pomoci diod array

detektoru nebo hmotnostni spektrometrie.

3.4.2.7. ROBUSTNOST (ROBUSTNESS)

Robustnost je mira reprodukovatelnosti vysledkt ziskanych analyzou jednoho
homogenniho vzorku v riznych laboratofich, riznymi analytiky, na rGznych pfistrojich
a Ssruznymi Cinidly. Je to vlastné reprodukovatelnost vysledki z parametru piesnost
(definice SUKLu).
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Podle ICH je robustnost mira odolnosti metody vi¢i malym, ale umyslnym
zménam parametri metody. Robustnost poskytuje idaj o spolehlivosti metody pii
béZzném uzivani.

V komentafi tohoto parametru se SUKL s ICH v podstaté shoduje, kdyz uvadi,
Ze robustnost je mirou schopnosti metody poskytovat spravné a piesné vysledky i pfi
mensich zménach pracovnich podminek, ke kterym nutné dochézi pii provadéni metody
V jiné laboratofi, i kdyz pracovni postup ziistava zachovan. Robustnost znamena miru
vlivu proménnych podminek pii provedeni metody na jeji vysledky. Ciselnd je mozno
dokladat robustnost stanovenim reprodukovatelnosti.

SUKL nepozaduje &iselné doloZeni, ale je velmi uZiteéné uvést v dokumentaci
poznatky z vyvoje metody, tj. upozornit na podminky, které mohou ovlivnit vysledky,
naptiklad vliv pH vodné slozky mobilni faze, vliv teploty, stabilita vzorku v roztoku,
vliv riznych Sarzi ¢inidel, u HPLC vliv zmény kolony, rdmec zmén eluentu apod.

Podobné nahliZi na dokladani a hodnoceni robustnosti metody 1 ICH.

Americky Iékopis uvadi jako dals$i parametr validace ,,Ruggedness®, coz se
vétsinou preklada jako ragidita. V definici se uvadi, ze ragidita je stupenl
reprodukovatelnosti vysledkii v analyze stejného vzorku pfi riznych podminkach, jako
jsou rozdilné laboratote, rozdilni analytici, rozdilné vybaveni, rtizné Sarze ¢inidel, doba
analyzy apod. Ragidita je méfeni reprodukovatelnosti vysledkl pii zménach podminek
o¢ekavanych pii pfenosu metody zjedné laboratofe do druhé nebo z analytika na
analytika.

Porovnanim definice pro robustnost, jak ji uvadi SUKL a definice pro ragiditu,
jak ji uvadi USP lze dojit k zavéru, Ze jsou tyto parametry v podstaté¢ shodné. USP
zaroven neuvadi ragiditu jako doporu¢ovany parametr validace, pouze ji vV komentafi
zminuje.

Nelze obecné pozadovat konkrétni hodnoty jednotlivych parametrli, zaleZzi na
pouzité metodé€, jejim cili i vzorku, jeZ je analyzovan. Pfijatelnost ziskanych hodnot
validaénich parametrd v konkrétnim pifipadé musi posoudit piislusny analytik. Nejsou
nutné vSechny parametry u kazdé metody, zalezi na ucelu pouziti metody. Budou se liSit
pro metodu stanoveni obsahu majoritni slozky, tj. i€¢inné latky nebo konzervancii, pro

metodu stanoveni necistot nebo zkousky 1ékové formy daného 1é¢ivého piipravku.
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Ke kazdému piipadu se musi pfistupovat rozumné, aby byla zaruc¢ena potiebna kvalita a

ptitom se ned¢lala zbyte¢na prace.

V tabulce 12 jsou shrnuty jednotky vyjadieni jednotlivych valida¢nich

parametrii, v¢éetné doporucenych limitd.

Valida¢ni parametr

Jednotky/vyjadieni

Doporucené Limity

presnost (opakovatelnost)
linearita

linearita

spravnost

spravnost

selektivita

LOD

LOQ

stabilita — laboratorni teplota
stabilita - 4°C

[% RSD]

korelac¢ni koeficient
graficky rovnice piimky
[% RSD]

[% vytéznost]
chromatogramy

[gml]

[g mi™]

[% faktor stability] zmény
[% faktor stability] zmény

RSD< 5%

R > 0,9990
RSD< 5%
100+5%
7adna interference

1%
1%

Tabulka 12: Doporucované limity jednotlivych valida¢nich parametra

3.4.3. VALIDACNI ZPRAVA (PROTOKOL)

Valida¢ni zprava je zdznam o validaci ve formé protokolu, ktery obsahuje
viechny detaily o provedené validaci analytické metody. Uvodem musi obsahovat popis
chemikalii, jejich plivod a Cistotu, popis instrumentdlniho vybaveni a analytickych
podminek metody (podminky separace a detekce v ptipadé kapalinové chromatografie),
popis piipravy vzorku a vypocti obsahli vSech stanovovanych slozek (véetné pouzitého
vzorce €1 programu).

Dalsi c¢asti zpravy jsou podrobnosti vlastni validace. Musi byt uveden Test
zpusobilosti systému zahrnujici vSechny sledované parametry vetné definice a zptisobu
vypoctu jednotlivych veli¢in. Vysledky by mély byt uvedeny formou piehlednych
tabulek a konfrontovany s pozadovanymi limity. Parametry vlastni validace spolu
s popisem ptesného postupu u kazdé urcované charakteristiky je rovnéz vhodné
znazornit formou tabulek zahrnujicich vSechny ziskané a vypocitané vysledky. U
parametru linearita je samoziejmosti uvedeni pfislusné rovnice piimky a linearni
zavislosti  znazornéné selektivita musi

graficky. U parametru byt dolozeny

chromatogramy standardniho

roztoku, placeba avzorku zkouSeného piipravku
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upravenych ptedepsanym izola¢nim postupem. VSechny vypocty musi byt opét piesné
charakterizovany a vzorce uvedeny ve validacni zprave.

Na zavér validacni zpravy je piipojeno prohlaseni o vhodnosti metody pro
zamysleny ucel a tento ucel je piesné charakterizovan. Valida¢ni zprava je kontrolovana
a schvalovana vSemi zodpovédnymi osobami pro kontrolni laboratof, je opatfena jejich
podpisy, razitkem kontrolni laboratofe a je uchovavana jednak v papirové podobé a
jednak v elektronické podobé¢ ve formé validacnich dat na CD-ROMu, zabezpecena

proti nasledné manipulaci s daty [48].

Validacéni program pro statistické zpracovani analytickych dat

Validaci metody lze podle modernich trendi provést i s pouzitim specialnich
softwarti. Valida¢ni program slouZzi ke statistickému prokézani spolehlivosti analytické
metody vcetné celého obsluzného analytického systému, kdy proces ziskavani a
zpracovani experimentalnich dat ma vyznamny vliv na kone¢ny analyticky vysledek.

Takovy program stanovuje zékladni pravidla pro planovani a organizaci validace
analytickych dat a také pravidla pro uvadéni a pouziti takto stanovenych ukazateld
Vv praxi.

Valida¢ni program musi obsahovat nejméné tyto tudaje: pracovni postup, validaéni
parametry, podminky revalidace systému, valida¢ni protokol, literatura (kriticka reserse

a konzultace). Takovym programem je napt. EffiValidation firmy EffiChem [49].
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4. EXPERIMENTALNI CAST
(KOMENTARE K PUBLIKOVANYM PRACIM)
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V pribé¢hu mého doktorského studia jsem vyvijela (pfipadné se podilela na
vyvoji) metodiky pro hodnoceni uU¢innych latek, necistot a piipadné konzervancii
svyuzitim metody HPLC v téchto 1éCivych pripraveich: Triamcinolon krém,
Ketoprofen gel, Estrogel gel (v tomto piipadé byly publikovany dvé prace, protoze se
metoda rozSifovala na zakladé pozadavku SUKLu o analyzu dalsich negistot),
Indometacin gel, Terbinafin krém a Calcium pantothenat mast. Tyto metody byly
validovany a prakticky aplikovany pii analyze zminénych 1é¢ivych ptipravka. S touto
tématikou bylo publikovano sedm praci v zahrani¢nich odbornych ¢asopisech.

V ramci vyvoje novych metod pro analyzu léCivych ptipravkl jsem se dale
podilela na vyvoji novych metod pro hodnoceni dalSich 1écivych piipravkl, které
nebyly publikovdny v odbornych ¢asopisech a které budou dale také komentovany.
Jednd se o ptipravky: Lipolotio krém (metodiky stanoveni obsahu dvou druht
konzervacnich latek v krému) a Aphlox pasta (stanoveni obsahu kyseliny salicylové a
methylsalicylatu).

Zarovei jsem spoluautorkou dvou odbornych ¢lanki, tykajicich se porovnavéani

komerénich a novych typt analytickych kolon.
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4.1. TRIAMCINOLON KREM

Nové vyvinuta a validovana metoda RP-HPLC byla vyuzita pro soucasné
stanoveni obsahu UCinné latky triamcinolon acetonidu, konzervacnich latek
(methylparabenu a propylparabenu) a degrada¢niho produktu triamcinolonu v Ié¢ivém
ptipravku Triamcinolon krém 0,1%. Jedné se o metodu vnitiniho standardu, kterym byl
zvolen hydrokortison.

Chromatografickd separace byla provedena na komer¢né dostupné kolon¢
Supelco Discovery C18, mobilni faze je smési acetonitrilu a vody v poméru 40:60 (v/v).
Cas analyzy je cca 9 minut pii pratoku 0,6 ml/min a UV dekci pfi 240 nm. Vyvinuta
metoda je vyuzita pii rutinni analyze (sledovani stability, vystupni kontrola a testy
homogenity vyroby) topického 1é¢ivého piipravku Triamcinolon krém 0,1%. (Detaily
viz Ptiloha 1)
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4.2. KETOPROFEN GEL

V této praci byla vyvinuta rychla RP-HPLC metoda s UV spektrofotometrickou
detekci. Metoda byla validovana pro stanoveni péti slozek, obsazenych ve
farmaceutickém gelu. Je vhodna pro soucasné stanoveni ucinné latky ketoprofenu, dvou
konzervancii methylparabenu a propylparabenu a dvou rozkladnych produkti
ketoprofenu — 3-acetylbenzofenonu a kyseliny 2-(3-karboxyfenyl)propionové —
Vv topickém gelu. Jako vnitini standard byl pouzit ethylparaben.

Separace se provadi na kolon¢ Supelco Discovery C18 (délka 125 mm, vnitini
pramér 4 mm, velikost ¢astic 5 um), optimalni mobilni fazi pro separaci uvedenych
slozek gelu vcetné vnitiniho standardu tvoii acetonitril, voda a fosforecnanovy pufr
0 pH 3,5, v poméru 40:58:2 (v/v/v). Pii pritoku 1 ml/min je ¢as analyzy cca 10 minut.
Detekce je provadéna v UV oblasti spektra pii vinové délce 233 nm.

Metoda je suspéchem aplikovana na rutinni analyzu (vystupni kontrola,
stabilitni testy a testy homogenity vyroby) zminénych péti slozek farmaceutického

ptipravku Ketoprofen gel 2,5%. (Detaily viz Ptiloha I1.)

77



4.3. ESTROGEL GEL

Dal$im hodnocenym lé¢ivym ptipravkem byl hormonélné G€inny Estrogel gel.
Jako ucCinnd latka je pfitomen estradiol. Spole¢n¢ s nim byla za pouziti vnitiniho
standardu hydrokortizonu stanovovana konzervancia methylparaben a propylparaben a
také necistota estron.

Separace byla provedena s vyuzitim klasické C18 analytické kolony (250 x
4,6 mm, 5 um) a ternarni mobilni faze acetonitril, methanol, voda (23:24:53 v/v/v) pii
prutoku 0,9 ml/min. Pro detekci byla zvolena vinova délka 225 nm, jako vhodny
kompromis vychazejici z namétenych UV spekter vSech separovanych latek ve smési.
Z hlediska pozadavkl na separaci a vysokého narastu zpétného tlaku na koloné¢ bylo
nutné provadét analyzu pti zvysené teploté (40 °C).

Analyza trvala asi 12 min a po optimalizaci izola¢niho postupu (jednoducha
extrakce do acetonitrilového roztoku vnitiniho standardu, pusobeni ultrazvuku
a centrifugace) byla metoda uspésné validovana a prakticky aplikovana pro hodnoceni
ptipravku Estrogel gel HBF a monitorovani jeho stabilitnich studii. (Detaily viz piiloha
1l.)

Na vySe uvedenou metodu navazuje metoda nova, ktera byla vypracovana na

zaklad¢ pozadavku Statniho ustavu pro kontrolu 1é¢iv. Bylo nutné ve sledovaném
1é¢ivém piipravku stanovovat hladiny dalsi Sesti degradacnich produkti.

Tato nové vyvinuta metoda stanovuje v jednom kroku obsah estradiolu a jeho
sedmi degradacnich produkti na analytické koloné Zorbax SB-CN (délka 150 mm,
vnitini pramér 4,6 mm, velikost Castic 5 pm) a mobilni fazi o sloZeni acetonitril,
kyselina fosfore¢na 0,085% a tetrahydrofuran v poméru 27:63:10 (v/v/v). Pritok
mobilni faze je 1 ml/min, detekce v UV oblasti pfi 225 nm. Jako vnitini standard je
pouzit flurbiprofen. Metoda byla validovana a je suspéchem vyuzivana pii rutinni
analyze pfipravku Estrogel HBF v rdmci sledovani stability daného 1é¢ivého ptipravku.

(Detaily viz ptiloha VIL.)
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4.4. INDOMETACIN GEL

-----

indometacin a dva jeho rozkladné produkty 5-methoxy-2-methylindolyloctova kyselina
a 4-chlorbenzoova kyselina.
Pro separaci byla pouzita analyticka kolona Zorbax SB-Phenyl (75 x 4,6 mm,

3,5 um), protoze zde bylo tfeba odlisné selektivity v porovnani s C18 stacionarni fazi.
Eluce byla provedena izokraticky mobilni fazi acetonitril, 0,2 % kyselina fosfore¢na
(50:50 v/v) pfi pratokové rychlosti 0,6 ml/min. Analyty byly detekovany v UV oblasti
pii 237 nm a pii laboratorni teploté. Jako vnitini standard pro kvantifikaci byl vybran
ketoprofen.

Délka analyzy je 7 — 8 min a po optimalizaci izolaéniho postupu (extrakce
do methanolického roztoku vnitiniho standardu, ptisobeni ultrazvuku a centrifugaci)
byla metoda uspéSn¢ validovdna a prakticky aplikovana pro hodnoceni piipravku

Indometacin gel HBF a hodnoceni jeho stabilitni studie. (Detaily viz ptiloha IV.).
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4.5. TERBINAFIN KREM

V této praci byla vyvinuta metoda pro stanoveni u¢inné latky terbinafinu, jeho
nedistoty 1-methylaminomethylnaftalenu a tfech degrada¢nich produktt B-terbinafinu,
Z-terbinafinu a 4-methylterbinafinu. Byla pouzita metoda vnitiniho standardu, kterym
byl zvolen propylparaben. Separace byla provedena na analytické koloné Nucleosil-
100-5-CN, mobilni faze byla smési tetrahydrofuranu, acetonitrilu a citratového pufru o
pH 4,5 v poméru 10:20:70 (v/v/v). Délka analyzy pii pratoku 0,8 ml/min je asi 32
minut. UV detekce je provadéna pii 226 nm. Metoda byla kompletné validovana a je
vyuzivana v kontrolni laboratofi pro stanoveni terbinafinu a jeho Ctyi' necistot blizké
struktury s dostate¢nou selektivitou a spravnosti v 1é¢ivém ptipravku Terbinafin krém.

(Detaily viz ptiloha V.)
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4.6. CALCIUM PANTOTHENAT MAST

Cilem prace bylo vyvinout novou RP-HPLC metodu pro soucasné stanoveni
pantothenanu vépenatého jako uc¢inné latky a methylparabenu a propylparabenu jako
konzervancii, obsazenych v masti. Analyza topickych léCivych ptipravki predpoklada
pouziti metody vnitiniho standardu, hlavné z divodu slozité procedury piipravy vzorku
k HPLC analyze.

Béhem vyvoje a optimalizace metody byly testovany analytické kolony
S riznymi staciondrnimi 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 pritoku mobilni faze 0,7 ml/min. Mobilni faze je tvofena smési methanolu a roztoku
kyseliny fosfore¢né (pH 2,5) v poméru 65:35 (v/v). Vyvinutd 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 ptipravku Calcium pantothenat mast,
kterd je pouzita pro rutinni analyzy piipravku v ramci stabilitni studie. Vysledky
validace potvrzuji reprodukovatelnost, presnost a spravnost metody. (Detaily viz piiloha

VL)
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4.7. LIPOLOTIO KREM 1.

Byla vypracovdna a validovdna metoda vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie pro stanoveni obsahu methylparabenu a propylparabenu v piipravku
Lipolotio HBF, slozeni viz. pfislusnd norma PNHCI 056-03. Lipolotio je topicky
ptipravek obsahujici 2% mocoviny pro zmirnéni projevt a lécbu problematické a suché
pokozky. Parabeny (methylparaben a propylparaben) jsou ptidavany pro konzervaéni

ucely.

o Podminky separace - kapalinova chromatografie

Separace parabenid nebyla z chromatografického hlediska slozitym problémem.
Kontrolni laboratot katedry analytické chemie se problematikou stanoveni konzervancii
Vv [éCivych piipravcich zabyva jiz nékolik let. Pouziti konvencéni C18 analytické kolony
bylo pro separaci dostacujici.

Pti vyvoji metody pro Lipolotio byly zkouSeny mobilni faze sloZzené ze smési
ACN, MeOH a voda, jak binarni tak terndrni. K separaci parabenii dochazelo témét pii
vSech chromatografickych podminkach, kromé¢ extrémnich koncentraci organické
slozky mobilni faze. Mobilni faze tedy byla vybrana hlavné v konfrontaci
S pfipravovanym vzorkem placeba a redlného ptipravku tak, aby nedochdzelo
K interferenci s latkami z matrice a aby analyza byla co nejkrat§i pifi splnéni vSech
pozadavki kladenych na analyzu. Jako optimalni byla vybrana mobilni faze acetonitril a
voda - 50 : 50 (v/v), izokraticky rezim pii priutoku 1,1 ml/min. Pritokova rychlost byla
volena tak, aby bylo dosazeno co nejkrat$iho ¢asu analyzy pii zachovani pozadovaného
rozliseni jak v roztoku standardnich latek, tak pfi praci s realnym vzorkem.

Jako vnitini standard byl vybran butylparaben, z diivodu podobné struktury a
predvidatelnych chromatografickych vlastnosti, a také diky podobnému chovani pfi
izolaci latek z realnych vzorki. Pivodné byl testovan také ethylparaben, ale jeho pouZiti
nebylo mozné z diivodu koeluce s latkami z matrice.

Pro detekci sledovanych latek v UV oblasti byla zvolena vinova délka 252 nm
(jako maximum absorbance parabenti), jak vyplynulo z proméfeni absorb¢nich spekter

latek v pouzivanych rozpoustédlech.
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o Vysledné chromatografické podminky

Sestava: Shimadzu LC — 2010C, Shimadzu corp., Kyoto, Japonsko
Kolona: SUPELCO Discovery C 18, (125 x 4 mm, 5 um), Sigma-Aldrich, Praha,
CR

Davkovani: 10 pl

Detekce: 252 nm

Mobilni faze: acetonitril : voda - 50 : 50 (v/v), izokraticky rezim
Prutok: 1,1 ml/min

Teplota: 25°C
Vyhodnoceni: chromatograficka stanice Class VP, verze 6.13, Shimadzu

o Konecny postup izolace parabenii z krému

Do centrifugacni zkumavky objemu 50 ml bylo odvaZzeno mnozstvi krému
odpovidajici 0,5 mg methylparabenu a 0,25 mg propylparabenu (asi 0,5 g), bylo pfidano
20,00 ml roztoku vnitiniho standardu butylparabenu (c =1mg/100 ml)
ve smési acetonitrilu a fosfore¢nanového pufru o pH 3,0 (30:70, v/v). Smés byla
umisténa do ultrazvukové lazn¢ na dobu 10 minut. Poté byla centrifugovana 15 min
pri rychlosti 3000 otacek/min. Supernatant byl filtrovan pies membranovy filtr

a davkovan autosamplerem na kolonu.
o Stanoveni obsahu methylparabenu a propylparabenu v krému

Byly pfipraveny roztoky standardi ve smési acetonitrilu a fosfore¢nanového
pufru pH 3,0 (30:70, v/v) s obsahem 1 mg/100 ml butylparabenu-1S, 2,5 mg/100 ml
methylparabenu a 1,25 mg/100 ml propylparabenu ze 2 samostatnych navazek. Kazdy
roztok byl zméten 3x.

Byly provedeny 2 nezéavislé analyzy vzorku podle kompletniho postupu
uvedeného vyse. Supernatant odpovidajici pfislusné navazce vzorku byl prométen
tiikrat. Vypocet obsahu methylparabenu a propylparabenu (%) byl proveden podle

vzorce:

A [Ag xmg x F x100
A/ Ag xm, xZ
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c = obsah stanovené slozky v %

Av, As = plocha piku vzorku/ standardu
As = plocha piku vnitiniho standardu butylparabenu
My, Mg = navazka vzorku/ standardu v g
F = faktor korekce na obsah referencni latky
Z = faktor ziedéni (Z = 5)
o Validace

1. Test vhodnosti chromatografického systému

Ovéteni vhodnosti chromatografického systému bylo provedeno jednak vizualni
kontrolou chromatografické separace z chromatogramu standardu — obrazek 12 a dale

vyhodnocenim parametra SST —tabulka 13. Vsechny vysledky spliiovaly pozadovana

kritéria.

SST methylparaben propylparaben Limity
podet teoretickych pater® 2943 4781 N > 2000
faktor symetrie piku® 1,42 1,30 As<15
rozliseni® 3,32 1,90 Rij> 1,5
opakovatelnost-t,” 0,44 0,30 RSD< 1%
opakovatelnost-A” 0,56 0,58 RSD< 1%

Tabulka 13: Parametry SST pro pripravek Lipoloto HBF (*méFeni provadéné
tfemi opakovanymi nastriky, *mé¥eni provadéné Sesti opakovanymi
nastriky).
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Obrazek 12: Chromatogram standardii: methylparaben a propylparaben
s vnitinim standardem butylparabenem

2. Validace analytické metody

Valida¢ni parametry pfesnost, spravnost a linearita jsou uvedeny v tabulcel4.
Jejich definice a jednotlivé pozadavky jsou uvedeny v kapitole 3.4. VSechny sledované
parametry spliovaly pfedepsané limity. Selektivita metody byla vyhodnocovéana
porovnanim chromatogramu standardniho roztoku — obrazek 12 a chromatogramui
vzorku a placeba upravenych piedepsanym izolaénim postupem — obrazky 13 a 14.

Byla testovana kratkodoba stabilita roztoki parabeni ve smési acetonitrilu
a fosfore¢nanového pufru pH 3,0 (30:70, v/v). Jak z testovani stability roztoku vyplyva,

je tieba roztoky pfipravovat vzdy Cerstvé, v ¢as potieby.
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Valida¢ni parametr methylparaben propylparaben Limity
spravnost [% vytéZnosti, R] 98,22 95,71 R =100+ 5%
spravnost [% RSD] 0,28 0,66 RSD< 5 %
presnost [% RSD] 1,38 1,18 RSD< 5 %
linearita [R — korelaéni koeficient] 0,9999 0,9999 R > 0,9990
linearita — rovnice pfimky y=1,2488 x + 0,003 | Y =1,0746x + 0,0045 -
Selektivita bez interference bez interference bez interference

Tabulka 14: Valida¢ni parametry piipravku Lipolotio HBF
(Pro zjistovani valida¢nich parametri bylo vzdy analyzovano Sest
vzorkli ve tfech opakovéanich. Linearita byla stanovena na Sesti
koncentra¢nich hladinach v rozmezi od 40% do 200%)
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Obrazek 13: Chromatograficky zaznam realné analyzy piipravku Lipolotio HBF

Soucasti validace bylo také hodnoceni robustnosti metody. Byly testovany
mobilni faze v riznych pomeérech slozek (ACN: voda v pomérech 60:40, 55:45, 50:50,
45:55 a 40:60, v/v) ajejich vliv na plochu pikii a retenéni ¢asy. V celém testovacim
rozmezi dochazelo k dokonalé separaci latek, sloZeni mobilni faze ovliviiovalo hlavné
délku analyzy, z tohoto hlediska byla doporu¢ena mobilni faze v poméru 50:50 (v/v).

Vliv zmény mobilni faze na plochu piku byl maximaln¢ do 1,54 % (mobilni faze v
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poméru 60:40, v/v). Pro oba extrémnéjsi poméry (60:40 i 40 :60, v/v) byla tato zména
vice nez 1%, proto bylo opét doporuceno pouziti mobilni faze v poméru ACN: voda

(50:50 v/v).

Minutes

Obrazek 14: Chromatograficky zaznam placeba piipravku Lipolotio HBF
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4.8. LIPOLOTIO KREM II.

Protoze bylo zménéno vyrobni postup ptipravku Lipolotio HBF, bylo zvyseno
mnozstvi U€inné latky mocoviny ze 2% na 4%, bylo tfeba také upravit dalsi slozeni
piipravku. U plivodné vyrabéného pfipravku byly pozorovany problémy zmény pH
béhem stabilitni studie, proto bylo tieba stabilizovat pH pfipravku (do 6,0) pomoci
ptidavku pufru. Pro tyto ucely byl nejprve pii vyrobé pouzit citratovy pufr. Pii aplikaci
puvodni validované metody vSak parametry presnosti aspravnosti nedavaly
odpovidajici vysledky, proto bylo nakonec pfistoupeno ke kompletni zméné vyrobniho
postupu a revalidaci metody.

Misto parabent byla jako konzervacni latka pfidana kyselina sorbova (vzorec

obrazek 15) a potfebného pH bylo dosazeno s pouzitim laktatového pufru.

H3c/f%/ﬁ

O#EDH

Obrazek 15: Kyselina sorbova
o Podminky separace - kapalinova chromatografie

Pfi vyvoji separa¢ni metody bylo vyuzito informaci z literarni reserSe. V souladu
strendy v HPLC a témito 0daji byla primarné pro separaci pouzita analyticka kolona
Zorbax XDB C18 s 3,5 um c¢asticemi pro zlepSeni ucinnosti a soucasné pro zkraceni
doby analyzy diky své délce 75 mm. Tato kolona byla pro zamyslenou analyzu shledana
vhodnou.

Jako mobilni faze byly testovany smési kyseliny fosfore¢né o koncentraci
0,085 % s methanolem nebo s acetonitrilem jak vyplyvalo z reserSe a z kyselé povahy
sledované latky. Nejvhodnéjsi se z hlediska selektivity i rychlosti analyzy ukazala
mobilni faze o slozeni: 0,085 % kyselina fosfore¢na a acetonitril v poméru 60:40 (v/v)
pfi pratokové rychlosti 1,0 ml/min a izokratickém rezimu, kterd byla také vybrana pro

pozdéjsi validaci metody.
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Jako vnitini standard byl zvolen propylparaben z divodu pozitivnich zkusenosti
S parabeny pii extrakci ztopickych pfipravkl a jejich snadné¢ a logické
chromatografické separace. Jeho retencni Cas neinterferoval se stanovovanou latkou ani
s latkami z matrice jak tomu bylo napf. u ethylparabenu.

Pro detekci byla na zakladé¢ proméfeni spektra kyseliny sorbové v prislusnych
rozpoustédlech vybrana vinova délka 253 nm. Pfi této vinové délce byla zaznamenana

dostate¢na odezva i pro vnitini standard propylparaben.

o Vysledné chromatografické podminky:

Sestava: Shimadzu LC — 2010C, Shimadzu corp., Kyoto, Japonsko

Kolona: Zorbax XDB C18 (75 x 4,6 mm, 3,5 um), Agilent Technologies, USA
Dévkovéni: 5l

Detekce: 253 nm

Mobilni faze: kyselina fosfore¢na 0,085 % : acetonitril (60:40 v/v), izokraticky reZzim
Pritok: 1,0 ml/min

Teplota: 25°C

Vyhodnoceni: chromatograficka stanice Class VP, verze 6,13, Shimadzu

o Konecny postup izolace kyseliny sorbové z krému

Do centrifugaéni zkumavky objemu 50 ml bylo odvaZzeno mnozstvi krému
odpovidajici 5 mg kyseliny sorbové (asi 0,5 g), bylo piidano 20,00 ml roztoku interniho
standardu propylparabenu (c =5 mg/100 ml) ve smési kyseliny fosfore¢né 0,085% a
tetrahydrofuranu (20:80, v/v). Smés byla umisténa na vodni lazen o teploté 70 °C na
dobu 15 min. Poté byla 10 minut vystavena plsobeni ultrazvukové lazné a nasledné
byla centrifugovana 15 min pfirychlosti 3000 otd¢ek/min. Supernatant byl filtrovan

pres membranovy filtr a davkovan autosamplerem na kolonu.
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o Stanoveni obsahu kyseliny sorbové v krému

Byly pfipraveny roztoky standardi ve smési kyseliny fosforecné 0,085%
a tetrahydrofuranu (20:80, v/v) s obsahem 5,0 mg/100 ml propylparabenu (IS) a 5,0
mg/100 ml kyseliny sorbové ze 2 samostatnych navéazek. Kazdy roztok byl zméfen
trikrat.

Byly provedeny 2 nezavislé analyzy vzorku podle kompletniho postupu
uvedeného vyse. Supernatant odpovidajici ptislusné navazce vzorku byl prométen vzdy
tiikrat. Vypocet obsahu kyseliny sorbové (%) byl proveden podle vzorce uvedeného
v kap. 4.7.

o Validace

1. Test vhodnosti chromatografického systému

Ovéteni vhodnosti chromatografického systému bylo provedeno jednak vizudlni
kontrolou chromatografické separace z chromatogramu standardniho roztoku — obrazek
16 a dale vyhodnocenim parametrit SST podle tabulky 15. Vsechny vysledky spliovaly

pozadované limity.

SST kyselina sorbova Limity
podet teoretickych pater® 2496 N > 2000
faktor symetrie piku® 1,40 As<15
rozliseni® - Rij> 1,5
opakovatelnost-t,” 0,00 RSD< 1%
opakovatelnost-A® 0,08 RSD< 1%

Tabulka 15: Parametry SST pro piipravek Lipoloto HBF 4%
(*méfeni provadéné tfemi opakovanymi nastiky, "méfeni provadeéné Sesti

opakovanymi nastriky)
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Obrazek 16: Chromatogram standardii: kyselina sorbova s vnitinim standardem
propylparabenem

2. Validace analytické metody

Validaéni parametry byly stanoveny v souladu s pozadavky ICH a SUKL, jak je
popsano v kap. 3.4, vysledky jsou uvedeny v tabulce 16. VSechny stanovované
parametry spliiovaly poZadované limity. Selektivita byla vyhodnocovana s pouzitim

chromatografickych zaznamu standardu — obrazek 16 azaznamu placeba a vzorku

pripravenych predepsanym postupem — obrazek 17.

Valida¢ni parametr Kyselina sorbova Limity
spravnost [% vytéZnosti, R] 100,92 R =100+ 5%
spravnost [% RSD] 0,31 RSD< 5 %
presnost [% RSD] 0,66 RSD< 5 %
linearita [R — korela¢ni koeficient] 0,9990 R > 0,9990
linearita — rovnice primky y =2,302 x+ 0,0105 -
Selektivita bez interference bez interference

Tabulka 16: Valida¢ni parametry pripravku Lipolotio HBF

(Pro zjistovani valida¢nich parametri bylo vzdy analyzovano Sest

vzorki ve tfech opakovanich. Linearita byla stanovena na Sesti
koncentraénich hladinach v rozmezi od 40% do 150%).
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Obrazek 17: Chromatograficky zaznam realné analyzy piipravku Lipolotio HBF

ve srovnani se zaznamem placeba pripravku pro dokumentaci
selektivity metody.

Byla testovana kratkodoba stabilita standardniho roztoku kyseliny sorbové
a propylparabenu ve smési kyseliny fosforecné 0,085% a tetrahydrofuranu (20:80, v/v).
Roztoky byly stabilni po celou dobu kratkodobé stabilitni studie, tedy 72 hodin.

Soucasti validace bylo také hodnoceni robustnosti metody, byly testovany rizné
poméry mobilnich fazi (0,085% kyselina fosfore¢na : ACN v pomérech 70:30, 65:35,
60:40, 55:45, 50:50, v/v) ajejich vliv na plochu pikid a reten¢ni Casy. V celém
testovacim rozmezi dochazelo k dokonalé separaci latek. SloZeni mobilni faze
ovliviiovalo hlavné délku analyzy, z tohoto hlediska byla doporucena mobilni faze
v poméru 60:40 (v/v). Vliv zmény slozeni mobilni faze na plochu piku byl maximalné
do 3,37 % (mobilni faze o poméru 50:50, v/v). Pro oba extrémné&jsi poméry (70:30
1 50:50, v/v) byla tato zména plochy piku vétsi nez 1%, proto je opét doporuceno pouziti
mobilni faze vpoméru 0,085% kyselina fosforena : ACN (60:40, v/v), aby

kvantifikace latek byla co nejpresnéjsi a spliiovala pozadavky validace.
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4.9. APHLOX PASTA

Aphlox pasta obsahuje jako ucCinné latky methylester kyseliny salicylové
(methylsalicylat, vzorec obrazek 18) a kyselinu salicylovou (vzorec obrazek 19).
Methylsalicylat ma antirevmatické ucinky na svaly a klouby a protoze se dobie
vsttebava kuzi, pouziva se Casto v topickych 1éCivych ptipravcich. Kyselina salicylova
ma ucinky antiseptické, konzervacni a antimykotické a v topickych lé¢ivych ptipravcich

se uziva jako dermatologikum a keratolytikum

COOCH, COOH
OH OH
Obrazek: 18: Methylsalicylat Obrazek 19: Kyselina salicylova

o Podminky separace - kapalinova chromatografie

Pii vyvoji separa¢ni metody bylo vyuzito informaci z literarni reSerSe. Jako
stacionarni faze byla zvolena C18 bézna kolona, ktera byla shledana vhodnou.

Jako mobilni faze byly testovany smési methanolu a vody s pridavkem kyseliny
octové. Nejvhodnéjsi se ukdzala smés methanolu, vody a kyseliny octové v poméru
50:50:1 (v/vlv), protoze pii vy$§im poméru vody v mobilni fazi byla analyza zbyte¢né
pomald. Pratok mobilni faze byl zvolen 1,5 ml/min v izokratickém reZimu.

Jako vnitini standard byl zvolen propylparaben z divodu pozitivnich zkusenosti
S parabeny pfi extrakci z topickych ptipravki, coz bylo vzhledem k konzistenci pasty
pomérné dulezité hledisko. Jeho retenéni ¢as neinterferoval se stanovovanymi latkami
ani s latkami z matrice jak tomu bylo u napt. dal$ich parabent nebo jinych latek (napf.
kyselina benzoova, flurbiprofen, benzoan sodny apod.).

Pro detekci byla vybrana vinova délka 240 nm jako vhodny kompromis
absorpcénich maxim testovanych latek. Pii této vinové délce byla zaznamendna

dostate¢na odezva i pro vnitini standard propylparaben.
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o Vysledné chromatografické podminky:

Kapalinovy chromatograf®

Cerpadlo:
Autosampler:
UV detektor:
Kolona:

Déavkovani:
Detekce:
Mobilni fize:

Izokraticky rezim

Teplota:
Vyhodnoceni:

Ultrazvukova lazen:

Centrifuga:

Analvtické vahy:

LCP 4100, ECOM Praha

Waters 717 plus

Waters 486

LiChroCART Purospher RP-18e, kondicionovana
mobilni fazi; délka 125 mm, vnitini pramér 4 mm,
velikost ¢astic 5 um (Merck);

ptedkolona LiChroCART Purospher RP-18e,
délka 4 mm, vnitini praimér 4 mm, velikost ¢astic
5 um (Merck)

20 ul

240 nm

Methanol-voda-kyselina octova =50 : 50 : 1;
prutok: F,=1,5 ml/min; pfed pouzitim se odplyni
pomoci hélia

laboratorni

chromatograficka stanice CSW spolecnosti
DataApex

Bandelin SONOREX RK52, Berlin, SRN
Wiréwka MPV-6, Mechanika Preczyjna,
Warszawa, Polsko

Sartorius 2004 MP, SRN

o Konecny postup izolace kyseliny salicylové a methylsalicylatu z pasty

Do centrifugani zkumavky objemu 50 ml bylo odvaZeno mnozstvi pasty

odpovidajici 1,09 mg kyseliny salicylové a 0,22 mg methylsalicylatu, (asi 0,5 g

pasty), pfidano 20,00 ml roztoku interniho standardu propylparabenu v methanolu

(IS) o koncentraci ¢ = 1 mg/100 ml a smés byla umisténa po dobu 10 minut do

ultrazvukové 1azné. Po uplynuti této doby byla smés centrifugovana 15 min pfii

rychlosti 3000 otacek/min. Supernatant byl davkovan autosamplerem na kolonu.

o Stanoveni obsahu kyseliny salicylové a methylsalicylatu v pasté

Byly ptipraveny roztoky standardti v methanolu s obsahem 5,44 mg/100 ml

kyseliny salicylové a 1,09 mg/100 ml methylsalicylatu ze 2 samostatnych navazek.

Kazdy roztok byl zméfen trikrat.
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Byly provedeny 2 nezavislé analyzy vzorku podle kompletniho postupu
uvedeném v kap. 1.3. Supernatant odpovidajici pfislusné navazce vzorku byl zméten
tiikrat. Vypocet obsahu kyseliny salicylové a methylsalicylatu (%) byl proveden podle

vzorce Vv kapitole 4.7.

o Validace

1. Test vhodnosti chromatografického systému

Ovéfeni vhodnosti chromatografického systému bylo provedeno jednak vizualni
kontrolou chromatografické separace z chromatogramu standardniho roztoku — obrazek
20 a dale vyhodnocenim parametrd SST podle tabulky 17. VSechny vysledky spliiovaly

pozadované limity.

SST Kyselina salicylova | Methylsalicylat Limity
pocet teoretickych pater® 8565 14907 N > 2000
faktor symetrie piku® 1,09 1,28 As<15
rozliseni® - 9,67 Rij> 1,5
opakovatelnost-t,” 0,46 0,29 RSD< 1%
opakovatelnost-A” 0,31 0,34 RSD< 1%

Tabulka 17: Parametry SST pro pripravek Aphlox pasta
(*méfeni provadéné tremi opakovanymi nastiky, "méfeni provadeéné Sesti

opakovanymi nastfiky)
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Obrazek 20: Chromatogram standardii: kyselina salicylova a methylsalicylat

S vnitinim standardem propylparabenem.

2. Validace analytické metody

Validagni parametry byly stanoveny v souladu s pozadavky ICH a SUKL, jak je

popsano v kap. 3.4, vysledky jsou uvedeny v tabulce 18. VsSechny stanovované

parametry spliiovaly pozadované limity. Selektivita byla vyhodnocovana s pouzitim

chromatografickych zdznamu standardu — obrazek 20 a zdznamu placeba — obrazek 21 a

vzorku — obrazek 22, ptipravenych predepsanym postupem.

Valida¢ni parametr Kyselina salicylova Methylsalicylat Limity
spravnost [% vytéZnosti, R] 98,27 98,84 R =100+ 5%
spravnost [% RSD] 0,68 0,85 RSD< 5 %
presnost [% RSD] 0,52 1,42 RSD< 5 %
linearita [R — korelaéni koeficient] | y =0,8226 x + 0,135 | y=0,995 x + 0,019 R >0,9990
linearita — rovnice primky 0,99979 0,99972 -
Selektivita bez interference bez interference bez interference

Tabulka 18: Valida¢ni parametry piipravku Aphlox pasta

(Pro zjistovani validaCnich parametrii bylo vzdy analyzovano Sest

vzorki ve tfech opakovanich. Linearita byla stanovena na Sesti

koncentra¢nich hladinach v rozmezi od 30% do 180%).
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Obrazek 21: Chromatograficky zaznam realné analyzy piipravku Aphlox pasta
s vnitinim standardem propylparabenem.
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Obrazek 22: Chromatograficky zaznam placeba piipravku Aphlox pasta.
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Byla testovana kratkodoba stabilita standardniho roztoku kyseliny salicylové a
methylsalicylatu v methanolu. Roztoky nejsou stabilni a je tfeba je pfipravovat vzdy
Cerstvé v Cas potieby.

Soucasti validace bylo také hodnoceni robustnosti metody, byly testovany rizné
poméry mobilnich fazi (MeOH:voda:kyselina octova VvV pomérech 55:45:1, 53:47:1,
50:50:1, 47:53:1, 45:55, v/vIv) ajejich vliv na plochu pikl a reten¢ni Casy. V celém
testovacim rozmezi dochédzelo k dokonalé separaci latek. Slozeni mobilni faze
ovliviiovalo hlavné délku analyzy, z tohoto hlediska byla doporu¢ena mobilni faze
vpoméru 50:50:1 (v/viv). Vliv zmény slozeni mobilni faze na plochu piku byl

maximalné do 1,32 % (mobilni faze o poméru 55:45:1, vIvVIv).
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4.10 POROVNAVANI NOVYCH TYPU HPLC
KOLON

4.10.1. MONOLITICKE KOLONY

Byla porovnavéna tcinnost monolitickych kolon Chromolith a konven¢nich C18
kolon Supelco na dvou farmaceutickych piipravcich — Ketoprofen gel a Estrogel gel.
Slozeni mobilnich fazi pti analyze na C18 kolonach bylo: pro Ketoprofen gel —
acetonitril:methanol:fosfore¢nanovy pufr o pH 3,5 — 40:58:2 (v/v/v), pro Estrogel gel
smés acetonitrilu, methanolu a vody v poméru 23:24:53 (v/v/v). Toto sloZeni vSak
obvykle neni optimélni pro vSechny typy kolon. Proto bylo nutno jejich sloZzeni zménit.
Byla testovana rizna slozeni mobilnich fazi, ktera vychazela zejména ze zvySovani
poméru vodné slozky, pii riznych pritocich (1,0 az 5,0 ml/min).

Pfi stanoveni G¢innych latek, konzervancii a necistot v uvedenych piipravcich
byly testovany monolitické kolony firmy Merck: Chromolith Flash RP-18e,
ChromolithSpeedROD RP-18e a Chromolith Performance RP-18e. Typum kolon bylo
piizptisobovano slozeni mobilnich fazi a jejich prutok tak, aby byly parametry SST
zachovany v piijatelnych mezich.

Bylo prokazano, Ze monolitické kolony diky jejich porozité a nizkému zpétnému
tlaku mohou zkratit dobu analyzy az tfikrat pfi zachovani dostateCné separaéni
ucinnosti. Proto naptiklad 11 minut dlouhd analyza miZe byt na monolitické koloné

zkracena na 4 minuty se srovnatelnymi vysledky. (Detaily viz pfiloha VIIL.)
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4.10.2. ANALYTICKE KOLONY AcCQUITY V UPLC
SYSTEMU

Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC) je relativné nova technika,
pfindsejici nové moznosti v kapalinové chromatografii, hlavné pokud jde o sporu ¢asu
a snizeni spotieby chemikalii.

Chromatograficky syst¢tm UPLC byl vyvinut tak, aby odolaval vysokému
zpétnému tlaku, ktery pfi jeho pouziti vznikd. Ve spojeni s timto systémem se pouzivaji
specialni UPLC Acquity kolony, které jsou naplnény casticemi sorbentu o velikosti
1,7 um. ZHPLC do UPLC syst¢ému byly pfeneseny analyzy ctyt farmaceutickych
ptipravkl. Vysledky byly porovnavany na piipravcich: Triamcinolon krém, obsahujici
triamcinolon acetonid jako tuc¢innou latku, methylparaben a propylparaben jako
konzervancia a triamcinolon jako degrada¢ni produkt, Hydrocortison krém
(hydrokortison acetat, MP, PP a hydrokortison jako degrada¢ni produkt), Indometacin
gel (indometacin a jeho degrada¢ni produkty — kyselina 4-chlorbenzoova a kyselina 5-
methoxy-2-methylindolova) a Estrogel gel (estradiol, MP, PP a degrada¢ni produkt
estron).

UPLC systém umoziiuje zkraceni Casu analyzy vice neZ 9x ve srovnani
s komerénim systémem, vyuZzivajicim standardni 5 um kolony. Ve srovnani s 3 pm
kolonami je analyza cca 3x krat$i. Separace je provadéna pii velmi vysokém tlaku
(systém je schopen pracovat pii vice nez 100 MPa), ale ten nema negativni vliv na
kolonu nebo jiné soucasti systému. Separacni u€innost je oproti konvenénim systémim

stejna nebo i vyssi. (Detaily viz piiloha IX.)
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MOZNOSTI VYUZITI MONOLITICKE HPLC KOLONY V ANALYZE
TOPICKYCH LECIVYCH PRIPRAVKU

Ludmila Matysova, Renata Hajkova, Dalibor Satinsky, Petr Solich

Katedra analytické chemie, Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci

Kralove, Heyrovského 1203, Hradec Kralove, Ceskd Republika

Nejnovéjsim  trendem v HPLC analyze se vsouCasné dobé ukazuje pouziti
monolitického silikagelu, jako naplné chromatografickych kolon (kolony Chromolith™ firmy
MERCK). Dosud byly HPLC kolony vyrabény pievazné ze silikagelu, jehoz malé Castice,
které zaujimaji maly prostor, vytvafely velky odpor, plsobici proti pritoku mobilni faze.
Zavedenim monolitického, vysoce porézniho materidlu, obsahujiciho kombinaci makrop6rt a
mezop6rt umoziuje rychly postup eluentu a soucasné poskytuje dostatecné velky povrch pro
adsorpci. Diky tomu mohou byt pouZity vysoké pritoky s velmi nizkym zpétnym tlakem,
¢imz dochéazi oproti separaci na klasické HPLC koloné k vyraznému sniZeni ¢asu analyzy.

Kolony Chromolith™

jsou vhodné pro vysoce ucinnou separaci kyselych, bazickych,
nepolarnich i chelatujicich latek, jejich univerzalnost je Cini idedlnimi pro rutinni praci
v analytické laboratofi.

Cilem prace bylo porovnat vysledky separace u€innych latek, konzervantl a necistot
Vv topickych 1é¢ivych ptipraveich na konvencénich kolonach a koloné¢ monolytické. Konkrétné
se jednd o analyzu krémt a gell obsahujicich jako Uc¢innou latku hydrokortisonacetat,
triamcinolonacetonid nebo sodnou stl diklofenaku, jejich necistoty a jako konzervacni latky
methylparaben a propylparaben.

Konkrétni vysledky porovnani riznych parametrii separace na obou typech kolon jsou
uvedeny na posteru.

Reseno s finanéni pomoci grantu MSM 111600001.

Specialni podékovani firm¢ MERCK za materialni podporu .
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MoZnosti vyuZiti monolitické HPLC kolony v analyze topickych
lécivych pripravku
Ludmila Matysovd, Renata Hdjkovd, Dalibor Satinsky, Petr Solich

Katedra analytické chemie, Univerzita Karlova v Praze, Farmaceutickd fakulta v Hradci Krdlové, Heyrovského 1203,
Hradec Krdlové

Cil prdce

Cilem prace bylo porovnat vysledky separace ¢innych latek, konzervanti a necistot v topickych 1écivych
pripraveich na konvenénich kolondch a kolond monolitické. Konkrétng se jednd o analjzu krémi a geld

7
Uvod

Nejnovéjsim trendem v HPLC analjze se v soucasné dobé ukazuje pouziti monolitického silikagelu, jako naplng

Kkolon (kolony C ith™ firmy MERCK). Dosud pouzivané HPLC kolony byly vyribény ze silikagelu,

jehoz malé gastice vytvitely velky odpor, piisobici proti prittoku mobilni fize. Zavedeni monolitického, vysoce porézniho materil u,

obsahujiciho kombinaci makropér a mezopérii umoziuje rychly postup eluentu a soucasné poskytuje dostateéné velky povrch pro

adsorpci. Diky tomu mohou byt pouzity vysoké prittoky s velmi nizkym zpétnym tlakem, &imz dochizi oproti separaci na klasické obsahwjicich jako teinnou litku sodnou siil di nebo jejich necistoty a
HPLC koloné k vyraznému ni Casu analyzy. Kol ‘hrom Jjako konzervaéni latky methylparaben a propylparaben.
bazickych, i h i ided
DicloTenac e ge

‘Chromatografické podminky: | Tabulka obr.| e w N [Ry[T
1. Kolona LiChroCART Purospher RP-18e (Merck) 0Obr2 0br3 | Titka [min] | [min]

125 x 4 mm, 5 pm, predkolona 4 x 4 mm, 5 pm 710 [4616 [456]

Davkovani: 20 pl i

Mobilni fize: methanol:fosfatovy pufr pH 2,5

:35 (VIV)

Prittok: 0,7 ml/min (0br.1)

Detekce: UV 254 nm { H 3
2. Kolona Chromolith SpeedROD RP-18e (Merck) [DFT (netistota) |_1

50 x 4.6 mm 2 308

Mobilni faze: methanol:fosfatovy pufr pH 2,5 5 . 3 124

:50 (VIv) [ 1 _[1162

Prittok: 2 ml/min (0br.2); 5 ml/min (obr.3) (is) § ;gg

Parametry separace jsou shrnuty v tabulce 1. J Foiornas e
= 2 | 9.16 | 350 [27880]1,
3 1,75 [237601,79
€ oprorve ge

Chromatografické podminky: ———— . . abulka i1 obri| ta | W | N |Ry| T
1. KolonaSUPELCO Discovery C18 Obr.4 - 0br.5 Obr.6 Tatka [min] | [min]

(SigmaAldrich) KFPA (netistota) 77 [ 054

H
i

-acetyl-
penzofenon
(neistota)

Parametry separace jsou shrnuty v tabulce 11. v T R
“Tabulka obré.| ta

W
0br.9 n_ min] | [min]
fmethyiparaben

Chromatografické podminky: _
1. KolonaSUPELCO Discovery C18 | mm—— Obr.7|
SigmaAldrich) -
125 x 4 mm, 5 pm, predkolona 20 x 4 mm, 5 m
Davkovéni: 10 pl
Mobilni fize: methanol:acetonitril:voda
15:27:58 (v/viv)
Pritok: 0,9 ml/min (0br.7) - L i

Obr.8

1325 | 084 |15280(4.99] 090
10,75 0,39 | 6840 318|097
039 [ 0.21 | 3720 (319 1,00

7
]
9
[Rydrocortison 7 | 444 | 167 10448302 0,71
(eistota) 8 | 151 | 0.79 | 8060 [3.26] 0,69
9
7
8

0,61 [ 0.26 [ 3340 [143] 151
7,33 | 1,37 [18032]5.20] 0,87
Spojen s pikem

Detekce: UV 238 nm i - -
2. Kolona Chromolith SpeedROD RP-18e (Merck) £

iis)

125 x 4 mm, 5 pm, predkolona 20 x 4 mm, S pm . L i 2
Davkovani: 10 pl e b
Mobilni fize: acetonitril:voda:fosfitovy pufr [rethyiparaben X .7
PpH 3,5 40:58:2 (v/viv) y .
Priitok: 1,0 ml/min (obr.4) | s . W e . 22 [0
Detekce: UV 233 nm N (i.s) 3 .
2. Kolona Chromolith SpeedROD RP-18e (Merck), s X .
50 x 4,6 mm -2 o = - - 5 A A
Mobilni faze: acetonitril:voda:fosfitovy pufr £ 5 . :
pH 3,5 30:68:2 (v/viv) £ H g T - -
Prittok: 2 ml/min (0br.5); 4 ml/min (obr.6) Ad oy LA | . | i i ;

9
50 x 4,6 mm ; i 7| 8,84 106 [27240[248] 10
g 1f g 8 | 2,07 117 14180391 1.4;
Mobilni faze: methanol:acetonitril:voda i Eg% i o 1v 00| 550
5 | 7 .17 | 2,02 [24528
:22: 2 LY joml i § - feetat 8 .72 | 1,66 23140
Pritok: 4 ml/min Coe L “ oo Co L e . . R 9 | 1,61 [ 0,50 [16560
Parametry separace jsou shrnuty v tabulce 111. fortisonacetat 7 12,07 1,40 265282/ X
(neistota) 8 | 626 108 27520 249|115
91202 06312980 154|133
. s . 02 1 0 S
Zaver Podekovani
[
Wik ik na idadnt

Pouziti monolitickjch kolon se zésadnim zpisobem projevuje ve zkréceni doby analyzy, je viak tieba upravit pomér organické a vodné fize vMF  Refeno s finanéni pomoci grantu et patcr 1 et
oproti separaci na béznjch kolondch (ve prospéch vodné fize, vzhledem ke krat$im délkim monolitickych kolon). Sifka piku pi méfeni na monolitické  MSM 111600001 T ismerte ik

e . : -y ! ] T bl oL I 01 {25 diorkeny 2-dolinen
Kolong se zvySujicim se pritokem sniZuje, pocet teoretickych pater také, asymetrie piki zistava prakticky nezménna a rozliseni se snizi, nikoliv viak na  Specialni podekovéni firme  Merck  Kep iy 6 moniostpopbmont
ikor kvality separace. I pfi pouziti pritoku 5 ml/min se tlak na monolitické kolong pohybuje kolem 10 MPa (na béznjch kolonch tohoto tlaku
dosahujeme pii pratocich nizsich nez 1 ml/min). Nedostatkem se miZe jevit vétsi spotfeba mobilni fize, ale tomu Ize predejit pouZitim spofice mobilni
fize.

za spoluprici.
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STANOVENI KYSELINY SA’LICYL(,)VE A
METHYLSALICYLATU V LECIVYCH PRIiPRAVCICH
METODOU RP-HPLC

Ludmila Matysova', Renata Héjkovél, Petr Solich®, Jan Sicha®

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

2VBOChemie—Gr0up, Herbacos-Bofarma, Strossova 239, 530 02 Pardubice,
Ceska republika

Kyselina salicylova (2-hydroxybenzoova) ma antisepticke, konzervacni a
antimykotické 0¢inky a pouziva se proto v topickych 1écivych piipravcich jako
dermatologikum a keratolytikum. Jeji methylester (methylsalicylat) ma
antirevmatické UCinky na svaly a klouby a protoze se dobie vstiebava kizi, je
rovnéz Casto pouzivan v topickych 1écivych ptipravceich. [1]

Cilem prace bylo vypracovat chromatografickou metodu pro HPLC
analyzu kyseliny salicylové a methylsalicylatu metodou vnitiniho standardu,
kterym byl zvolen propylparaben. Pro analyzu byla pouZita kolona
LiChroCART Purospher RP-18e (125x4mm, 5um, Merck) s ptedkolonou
LiChroCART Purospher RP-18e (4x4mm, 5um, Merck), jako optimalni mobilni
faze byla zvolena smés methanolu, vody a kyseliny octové v poméru 50:50:1
(v/v/v) s prutokem 1,5 ml/min a UV detekei pii vinové délce 240 nm.

Vypracovana a zvalidovana metoda byla aplikovana pro stanoveni obsahu
kyseliny salicylové a methylsalicylatu v hromadné vyrabéném 1é¢ivém
pfipravku Aphlox pasta. Pouzita byla 1 pro analyzy urcujici homogenitu
vyrobniho procesu a pro sledovani obsahu obou latek pfi stabilitnich studiich.

Na zédklad¢ provedenych méfeni lze konstatovat, ze metoda poskytuje
spravn¢ a piesn¢ vysledky a je vhodna pro analyzu 1éCivych ptipravki
obsahujicich uvedené latky.

Literatura: 1. Melichar B. a kol.: Chemicka 1é¢iva, Avicenum 1987, 191-192.

Problematika byla feSena za podpory grantu MSM 111600001.
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ISOCRATIC REVERSED-PHASE HPLC METHOD FOR THE
SIMULTANEOUS DETERMINATION OF CLOROXINE AND
METHYLPARABEN IN TOPICAL PHARMACEUTICAL
FORMULATION

Radek Sladkovsky ?, Ludmila Matysové ?, Marie Pospisilova %, Jan Sicha °, Petr Solich * b

% Department of Analytical Chemistry, Faculty of Pharmacy, Charles University,
® The Research Centre LNOOB125, Faculty of Pharmacy, Charles University,
Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Kralové, Czech Republic
° Bochemie Group, Herbacos-Bofarma Ltd, Strossova 239, 530 02 Pardubice, Czech Republic

Introduction

Cloroxine (5,7-dichlor-8-quinolinole, Figure 1) is quinolinol derivate, used as
intestinal disinfection and in dermatology as antiseptic substance. The pharmaceutical
formulation (paste) containing cloroxine as an active compound with antiseptic activity was
developed for treatment of dermatological diseases “%. In order to prevent bacterial growth,
preservative is used — methyl ester of p-hydroxybenzoic acid (methylparaben - Figure 1).

OH ! O—CH,
Cl N

\

Cl OH

() (b)
Figure 1 — Major component and preservative in Endiaron paste 5%: (a) cloroxine (CLX); (b)
methylparaben (MP).

For such a formulation, a method capable to analyse simultaneously the active
component cloroxine and preservative methylparaben was developed. Thereafter, this HPLC
method was successfully applied for the separation, quantification, homogeneity and stability
study of both compounds in the pharmaceutical formulation Endiaron paste 5%.

Experimental

Chromatographic system

The LC system, consisting of a gradient pump LCP 4100 (Ecom, Prague, Czech
Republic), Waters autosampler 717 plus, variable wavelength UV detector Waters 486
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(Waters, Milford, MA) and a PC for data processing, was controlled by a
chromatographic software CSW v.1.7 for Windows (Data Apex s.r.o., Prague, Czech
Republic).

Analyses were performed on a 5 um Xterra 100x3 mm ID column (Waters). The
optimal mobile phase for separation of CLX, MP and ketoprofen (KP, used as internal
standard) was a mixture of acetonitril and citrate buffer (45:55 v/v). Mobile phase was
degassed before application by means of helium. The finally selected and optimised
conditions were as follows: injection volume 10 pl, the mobile phase isocratically pumped at
a flow rate 1.0 ml.min™* at ambient temperature, and the detection wavelength 260 nm.

The final concentrations of the compounds were about 250 pg.ml™ of cloroxine, 10 pg.ml™ of
methylparaben, and 10 pg.ml™ of internal standard ketoprofen. Figure 2 shows a
chromatogram of standard solutions of cloroxine, preservative and ketoprofen as internal
standard.

o]
<
€ 6001 -
(O]
N
o
5001 ? g
I
g B £
400 s 3
g S
> R
300 = <
(O] ™
€
(o]
200 o
o
<
AS
100 S) j\
A J )
OI | | | | | |
0 1 2 3 4 5 6

Time [min.]

Figure 2 — Chromatogram of separation of standard solution

Sample preparation

Portion of a pharmaceutical paste (0.1 g) was mixed with 4.0 ml of EDTA, disodium
salt solution in water (0.1 M) and the mixture was placed on the ultrasonic bath for 15
minutes, after that 6.0 ml of hydrochloric acid solution in water (0.1 M) was added and the
mixture was placed into the ultrasonic bath for 15 minutes again. Finally, this mixture was
supplemented with the internal standard (10.0 ml of a 10 ug.ml™ solution of ketoprofen in
acetonitril) and this mixture was placed into the ultrasonic bath for 10 minutes and then
centrifuged at 6000 rpm for 15 minutes. The supernatant was filtered with the membrane filter
(size of pores 0.45 pm). A volume of 10 pl of this solution was analysed by HPLC.
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Results

Analytical parameters and validation

The optimised method was validated by a standard procedure to evaluate if adequate
accuracy, precision, selectivity and linearity had been achieved. The method validation results
obtained under the final conditions are shown in Table 1. The method meets all common
requirements for accuracy, precision and linearity.

Table 1 — Method validation results

Validation step Parameter CLX MP Criteria
System precision  RSD 0.54 % 0.81 % X< 2%
Method precision  RSD 1.60 % 0.42 % X< 2%
Accuracy Spike recovery 103.52 % 103.79% X =100+3 %
Recovery RSD 0.18 % 0.53 % X< 2%
Linearity (n=6) Correlation coef. 0.9993 0.9996 X>0.990

Discussion

Determination in a pharmaceutical product

The chromatogram in Figure 3 was obtained using the described LC method with a
sample of topical Endiaron paste 5 % with the added internal standard ketoprofen. Both
compounds presented in the sample (cloroxine and methylparaben), and internal standard, are

clearly separated.

m AU

600

500

4001

3001

200

0,45

100 1

JAN

ketoprofen

3,47 cloroxin

- > 0.99 m ethylparaben

6
Time [min.]

Figure 3 — Chromatogram of a topical paste with the internal standard ketoprofen.
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Conclusions

The LC method with UV spectrophotometric detection on an Xterra column was
developed for the determination of cloroxine and methylparaben in a topical paste, using
ketoprofen as an internal standard.

The total analysis time was less than 6 min. The method has been validated; the results
obtained were precise and accurate. The method can use for routine analysis (batch analysis,
homogeneity and stability tests) of compounds in pharmaceutical products containing the
active compound cloroxine and preservative methylparaben.

This method was successfully applied for the identification, quantitative analysis and
stability tests of both compounds in the topical paste — Endiaron paste 5%.

Acknowledgments

The authors acknowledge the financial support of the Grant Agency of the Ministry of
Education of the Czech Republic — MSM 111600001 and The Research Centre LNO0B125.

References

1. Cesky lékopis 1997 (Czech Pharmacopoeia), Grada Publishing Ltd., Prague, Czech
Republic, p. 1440.

2. Mikro-version AISLP 2003.1 for MS Windows.

3. Wojtowitz, E.: Reverse-phase high-performance liquid-chromatographic
determination of halogenated hydroxyquinoline compounds in pharmaceuticals and
bulk drugs, J. Pharm. Sci. 73 (10), 1984, s. 1430 —1433.

186



Isocratic reversed-phase HPLC method for the
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raben in topical pharmaceutical formulation
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Cloroxine (5,7-dichlor-8-quinolinole, Figure 1) is quinolinol derivate, used as
intestinal disinfection and in dermatology as antiseptic substance. The
pharmaceutical formulation (paste) containing cloroxine as an active
compound with antiseptic activi developed for treatment of
dermatological diseases '2. In order to prevent bacterial growth,

preservative is used - methyl ester of p-hydroxybenzoic acid (methylparaben ol éz
- Figure 1). 300 §
2004 g

OH i 9 |

cl N °C—OCH, wi %

3
Time [min.]

Validation step Parameter Cloroxine Methylparaben (Criteria

RSD 054 % 081% X<2%

The purpose of this study was to develop a hew HPLC method for the
determination of two compounds in fopical paste - active component cloroxine!

and preservative methylparuben% infernal standard (ketoprofen).
vali

RSD® 160 % 042% X<2%

Thereafter, this method has been ed and successfully applied for the ik 10352 % 103.79 % X=1005%
separation, quantification and stability study of all compounds in the recism I
pharmaceutical formulation - Endiaron paste 5%. - g™ 10 093y X< i
Correlation 099927 099961 X>0.9990
coef.
Pump: Ecom LCP 4100 % change in 0,93 %_ 053 %_ X<2% -
Autosampler: Waters 717 plus response factors
UV detector: Waters 486 RN

PC for data processing (with chromatographic software CSW v.1.7 for Windows)

Optimal chromatographic conditions:

column: Xterra 100 x 3 mm ID, 5 pm (Waters)

The LC method with UV spectrophotometric detection on an Xterra column was developed

frﬂ:;"f?o:‘exﬁ::ure: c;(r)nk;;em for the determination of cloroxine and methylparaben in a topical paste, using ketoprofen as an
it internal standard.
mobile phase: mlxt.ure of ucefom’fril_a and cl'm?'fe buffar _(45:55 viv), The total analysis time was less than 6 min. The method has been validated: the results
mobl e we dw Rlaion obtained were precise and accurate. The n in use for routine analysis (batch analysis,

k 2 meg = gf helllim homogeneity and stability tests) of com Is in phar | products ining the active

S;Wd::zﬁon‘ :? '2“;(;":'"‘ compound cloroxine and preservative methylparaben.

. ; & This method was successfully applied for the identification, quantitative analysis and stability

|r.|Ternal s’randz_lrd: keTt_:pr‘ofen tests of both compounds in the topical paste - Endiaron paste 5%.

time of analysis: 6 min

|Sample preparation:

hydrochloric acid solution in water (0.1 M) was
bath for 15 minutes again. Finally, this mixture
a 10 pg.ml™ solution of ketoprofen in acetonitril) and this mixture was placed into the ultrasonic bath
for 10 minutes and then centrifuged at 6000 rpm for 15 minutes. The supernatant was filtered with

the membrane filter (size of pores 0.45 um). A volume of 10 pl of this solution was analysed by HPLC.

Portion of a pharmaceutical paste (0.1 g) was mixed with 4.0 ml of EDTA, disodium salt solution in
water (0.1 M) and the mixture was placed on the ultrasonic bath for 15 minutes, after that 6.0 ml of
ded and the mixture was placed into the ultrasonic

mented with the internal standard (10.0 ml of
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HPLC DETERMINATION OF ESTRADIOL, ITS DEGRADATION
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Introduction

Estradiol is a steroid hormone naturally occuring in human body. Lack of this
compound at older women causes climacteric syndrom (hot flushes, night sweats,
urogenital atrophy and depressive moods) and increases risk of postmenopausal
osteoporosis. This is why different pharmaceutical formulations, especially tablets
and transdermal plasters, containing estradiol were developed. Recently a new type of
transdermal formulation - a topical gel containing estradiol as an active substance - has
been developed. This kind of administration is very convenient, because estradiol
in transdermal form is absorbed directly into the blood circulation, there is no influence
of primary hepatic metabolism and fast degradation. Another positive feature of the use
of transdermal formulation is that the amount of hormone administrated to the body is
lower comparing to peroral administration. Estradiol is stored in a subcutaneous tissue
and is gradually released into the blood circulation. It is metabolized at liver, forming
estrone and consequently estriol.

There is a need to develop new analytical methods for simultaneous determination
and quantification of active substance, preservatives and possible impurities in
pharmaceutical formulations. In our study, high performance liquid chromatography
with UV detection was chosen for separation, determination and quantification of
estradiol (figure 1a) as an active substance, methylparaben (figure 1c) and
propylparaben (figure 1d) as preservatives and estrone (figure 1b) as impurity according
to USP 25 in topical pharmaceutical formulation Estrogel.

CH; o O\\C/O—CHS O\\C/O—CHZCHZCH3

OH OH

Figure 1: Active substance, preservatives and degradation product in Estrogel gel
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Experimental

Apparatus

Analyses were performed on Shimadzu LC-2010 C system with UV detection.
Chromatographic software Class VP 5 was used for data collection and processing.

Chemicals

All solvents and water used for analyses were of HPLC grade purity. Standards used
for identification and quantification were purchased from Sigma — Aldrich and from Merck.

Procedure

Optimal separation of all compounds mentioned above was reached under the following
chromatographic conditions: analytical column Discovery™ C18 (250 x 3,0 mm ID, 5 pm),
mobile phase as a mixture of acetonitrile, methanol and water (23:24:53 v/v/v) filtered before
use on Millipore device. Mobile phase was isocratically pumped at flow rate 0,9 ml/min.
Temperature of column oven was kept at 40 °C and detection of compounds was accomplished
at 225 nm. Injection volume was 10 pl. Hydrocortizone was chosen as optimal internal standard
for quantification.

2,53

40

methylparaben

307

3,67
5,52

204

7,70

hydrokortizon (IS)
estradiol
9,47

propylparaben

10

N i

T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

estron

Figure 2: Chromatogram of sepraration of compounds in standard solution

Sample preparation

Extraction procedure was developed on a basis of pharmacopoeial method with simple
adjustments. Amount of 0,5 g of topical gel accurately weighed (which means 1,5 mg
of estradiol) was transferred into 50,0 ml centrifuge tube and 20,0 ml of internal
standard solution in acetonitrile (1 mg/100 ml of hydrocortizon in acetonitrile) was
added. This mixture was sonicated for 10 minutes and then centrifuged for 15 minutes
at 3000 rpm. Supernatant was injected directly into the analytical column.
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Results and discussion

Chromatographic conditions

Supelco Discovery C18 (250 x 3,0 mm ID, 5 pum) analytical column was chosen for separation
of all compounds studied. Firstly, analysis were performed at laboratory temperature. In order to
improve repeatability of single run and separation of compounds, for shortening analysis time
and also to decrease column backpressure, which is important to extend column lifetime, the
column oven temperature was increased to 40 °C.

Various mixtures of acetonitrile, methanol and water were tested as mobile phase. As regards
to resolution, peak asymetry and analysis time, the rate of individual components was optimized
to (23:24:53 v/viv). Optimal flow rate was set up to 0,9 ml/min, elution was accomplished
isocratically.

Another problem was to choose optimal wavelength for detection of all compounds together.
As it could be seen in figure 3, obviously absorption maximum of preservatives (methylparaben
and propylparaben) is about 250 nm, but it is impossible to quantify active substance estradiol
and its degradation product estrone at this wavelength, because they doesn’'t show any
absorption there. Their maximum is at about 280 nm, which is also wavelength recommended
by USP 25, but there is still poor detector response there. Wavelength 225 nm appears to be an
ideal one, because it is selective enough and it shows sufficient absorption of all compounds
studied. This wavelength was found experimentally after measuring all spectra.

=) 47
ﬂ -4
2
= 1.5 parabenes
= ]
= ]
2 11
= ]
11} estrone
0.5 hydrocortizone
D_ -\\\‘\'\_\\52____#
T T T T T T
200 220 240 260 280 Wiavelenaght (nm)

Figure 3: UV spectra of examined compounds

Several compounds were tested as internal standards for quantification. Dexametazone
and hydrocortizone are two steroidal compounds, similar to active substance estradiol and
estrone degradation product, ethylparaben and buthylparaben are similar to structure of
preservatives. Two of them, ethylparaben and hydrocortisone, could be used for final
guantification, because they have suitable chromatographic properties. Finally, hydrocortizone
was chosen as internal standard for its similar structure.

Isolation procedure

Chromatogram in figure 4 is an illustration of good sepraration of all compounds tested.
Acetonitrile containing internal standard hydrocortizone was used as extraction agent.
The procedure as described above gives recovery from 96,6 — 101,7 %. Using this procedure
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and chromatografic  conditions  mentioned above allows isolation, identification
and quantification of all examinated compounds in topical gel.

2,56

607

50

methylparaben

3,54

407

5,63

7,88

30

hydrocortizone (IS)

20

0_‘j\\,_/

ropylparaben
estradiol

p

(estrone)

R R A RS LA R
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Minutes

Figure 4. Chromatogram of sepraration of compounds in pharmaceutical formulation Estrogel HBF

Conclusions

New analytical method for determination and quantification of estradiol, its degradation product
estrone and preservatives using internal standard for quantification was developed. Separation
was performed by HPLC with UV detection at 225 nm. All compounds were well separated

with sufficient resolution, good reproducibility and peak asymmetry at relatively short time,
total analysis time was less than 12 minutes.
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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 freatment of inflammatory processes related to infectious disease. The drug is usually 0
administered orally. It can also be administered intravenously or as a suppository and topical
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 ~ o
quality (undesirable impurities or level of degradation products) and quantity (active . T T T T T T T :
substance assay) of the pharmaceutical product.

+chiorobenzoie acid

indomethacin

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.

Experimental .
Substances examined: v 3 e AL ‘%
HC—0 D N\ PN

CH,—COOH v
COoH H,C—0 : s
\ CH,—COOH e
N7 M \ Chromatogram of separation of compounds in pharmaceutical
CH

N 8
)

cl H

B)

c=0 formulation Indomethacin gel together with placebo chromatogram
A) ) Method validation
cl Indomethacin  4-chlorobenzoic acid o ic 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 :z;','“m::y o e i ;;]155
repeatabil 0.34 0.23 0.18 R.S.D.<1%
Chl‘ol’ncfography repeatability-A 0.18 0.66 0.45 R.S.D.< 1%
Validation
instrumentation: Shimadzu LC-2010 C system with UV defection Precision © [3 RSD] 139 325 310 RS.D.<5%
) N Linearity a . .
data processing: chromatographic software Class VP 5 (correlation coeficient) 0:0999 0:9999 ©0:9999 R 09990
analytical column: Zorbax SB-Phenyl (75 x 4.6, 3.5 um) e kot roary] g Pyt o e
mobile phaSeZ OCeTOniTr“e, 02 °/° phosphoric ac'd (50:50 V/V) selectivity no interference no InlErfPVF:EP no |anﬂPrPI\EP
. LoD [mg/mi] 5.69.10 2.25.10
flow rate: 0,6 ml/min LOQ [mg/mi] 1.90.10" 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.
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Cilem prace bylo vyvinout metodu pro stanoveni karbetopendeciniumbromidu a
hexachlorofenu metodou RP-HPLC v topickém IéCivém pfipravku (Septonex mast).
Jednou z cest, vedoucich k vypracovani metody ke stanoveni obou téchto latek
v masti zaroven, byla vzhledem k prakticky nulové absorpci UV zafeni
karbethopendeciniumbromidu nepfima detekce, vyuzivajici principu iontové parové
chromatografie. Pro opakované nereprodukovatelné vysledky ziskané u nové
vyvinuté metody se vyzkum dale zaméfil na stanoveni samotného hexachlorofenu.
Byla vypracovana metoda stanoveni hexachlorofenu v uvedeném pfipravku. Pro
analyzu byla pouzita kolona LiChroCART Purospher RP-18e (125x4 mm, 5 um,
Merck) s pfedkolonou LiChroCART Purospher RP-18e (4x4 mm, 5 um, Merck), jako
mobilni faze byla zvolena smés methanolu, vody a kyseliny octové v poméru 85:15:1
(v/viv) s pratokem 1,5 ml/min a UV detekci pfi vinové délce 299 nm.

Vypracovana metoda byla aplikovana na stanoveni obsahu hexachlorofenu
v hromadné vyrabéném léCivém pripravku Septonex mast. Metoda je urCena ke
sledovani obsahu hexachlorofenu v ramci stabilitni studie a testovani homogenity
vyrobniho procesu.

Problematika byla feSena za podpory grantu MSM 111600001 a Vyzkumného centra
LNOOB125.
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Septonex mast je pripravek, ktery se pouziva jako desinficiens v dermatologii, predevsim k prevenci
infekce drobnych poraneni. Obsahuje dve (cinné latky—Karbethopendeciniumbromid (obr. 1) a
Hexachlorofen (obr. 2).

Karbethopendeciniumbromid se ve farmacii vyuziva pro své baktericidni a castecne antimykotické
tcinky jako lokalni antiseptikum, dezinfekeni prostredek a konzervans ocnich kapek.

Hexachlorofen je tcinnou bakteriostaticky pusobici latkou. Pouziva se jako antiseptikum do napr.
mydel k myti chirurgu nebo do pripravku proti akné2.

CiL PRACE

Cilem prace bylo vypracovat metodu HPLC s UV detekci pro stanoveni hexachlorofenu (pro
karbethopendeciniumbromid nebyla tato metoda shleddna vhodnou vzhledem k jeho prakticky nulové
aborpei UV zareni.), tuto metodu aplikovat na lécivy pripravek Septonex mast s moZnosti vyuziti pro
dalsi 1écivé pripravky tuto latku obsahujici.

COOCH,

HJC\/\/\/\/\/\/\)\ S

| \CH3

CH,

Obr. 1 karbethopendeciniumbromid

Cl OH HQ Cl
QCW;Q Obr. 2 hexachlorofen
Cl Cl Cl Cl

UV SPEKTRUM HEXACHLOROFENU

Br

T T T T T T
200 220 240 260 280 300  Wavelength
Obr. 3 UV spektrum hexachlorofenu

VYSLEDKY A DISKUZE

Optimélni chromatografické podminky:

HPLC piistroj: Shimadzu LC-2010C, Shimadzu corp., Japonsko

kolona: LiChroCART Purospher RP-18e, délka 125 mm, vnitrni prumer 4 mm, velikost
Castic 5 um (Merck)

teplota: laboratorni

davkovani: 20 pl

mobilni faze: methanol—voda—kyselina octova (85:15:1; v/v/v), pred pouzitim filtrovana
zarizenim Millipore (filtr ze sklenenych vldken, velikost poru 0,7 az 1,3 pm)

prutok: 1,5 ml.min*

UV detekce: A =299 nm

Whodnoceni: chromatograficka stanice Class VP, verse 5.0, Shimadzu

Priprava vzorku masti:

Do centrifugaéni zkumavky objemu 50 ml bylo odvazeno mnozstvi masti odpovidajici 0,5 mg
hexachlorofenu, (asi 0,5 g), bylo pfidano 20,0 ml methanolu a smés byla umisténa na 15 minut do
ultrazvukové lazné. Po uplynuti této doby byla smés umisténa na 15 min do mraziciho boxu. Vznikly
roztok byl filtrovan membranovym filtrem (0,45 pm) a davkovan autosamplerem na kolonu.
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CHROMATOGRAM

Obr. 4 Chromatogram pripravku Septonex mast—piky 1, 2, 3 placebo
pik 4—hexachlorofen

VYBRANE VALIDACNi PARAM

Parametr Hexachlorofen Pozadavek
hodnost systému RSD * 0,13% X< 2%

PFesnost RSD® 1,85% X< 2%
Spravnost Vytémost 102,72% X =100+ 3%

RSD® 0,71% X< 2%
Linearita (n=6)° Korela¢ni koeficient 0,999916 X>0.9990
Stabilita roztoku St ¢ 0,12 X< 2%
standardu’

Sest nastriki

6x vzorek samostatné piipraven, pro kazdou navazku 2 nastiiky

©  pii koncentraci 50, 75,100, 125, 150, 200 % (100% = 2,64 mg/100 ml)
d

stabilita po 72 hodinach

ZAVER

Byly nalezeny optimilni chromatografické podminky pro HPLC stanoveni
hexachlorofenu.

Uvedena metoda byla také ispéSné validovana a z vysledki validace je patrné, Ze
ji je moZno vyuzit v dali praxi pro rutinni analyzy farmaceutickych p¥ipravki
obsahujicich hexachlorofen.

Vypracovana metoda byla aplikovina pro stanoveni obsahu hexachlorofenu v
piipravku SEPTONEX mast (obsah hexachlorofenu 0,1%). Vysledky potvrzuji
vybornou reprodukovatelnost i citlivost metody.
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Trendem dnes$ni kapalinové chromatografie je vyvoj novych sorbentl, které jsou
schopny separovat i problematické latky jako napf. polarni nebo bazické, pracovat
v Sirokém rozmezi teplot i pH a provést analyzu v nejkrat§im mozném &ase.

Jednim z takovych typ( sorbentti je monoliticky silikagel (Chromolith™ firma Merck).
VyznacCuje se odliSnou strukturou vzhledem k béznému silikagelu. Zatimco konvenéné
pouzivané kolony jsou plnény malymi silikagelovymi Casticemi sférického tvaru,
monolitické kolony obsahuji specialni silikagel, ktery se nesklada z €astic. Vyrabi se
pomoci specialni sol-gel technologie a tak se ziska jednolity vysoce porézni material,
ktery ve své struktufe obsahuje mezopdry a makropéry a také je bez pfimési kovu.
Sorbent neklade tak velky odpor protékajici mobilni fazi, ale pfitom poskytuje
dostatecny povrch pro absorbci latek. Diky tomu Ize pouzit vyS$Si prutokové rychlosti
bez negativniho narlstu zpétného tlaku a tak zkratit as analyzy pfi zachovani rozliSeni
pikG. Vyhodou je i kratky Cas potfebny k ekvilibraci kolony pfi pouziti gradientu
koncentracniho.

Cilem této prace je porovnat metodiky zavedené a validované na béznych kolonach
se stacionarni fazi C18 (Discovery RP C18) s aplikacemi na monolitické kolony
(Chromolith™) o riiznych délkach. Konkrétné se jedna o porovnani seprarace uginnych
latek, nedistot a konzerancii v topickych Iécivych pfipravcich Estrogel gel (estradiol,
methylparaben, propylparaben a estron) a pfipravek Ketoprofen gel (ketoprofen,
methylparaben, propylparaben a necistoty A a C dle platného Iékopisu).

Projekt byl feSen s podporou grantu FRVS 2999/2003 a vyzkumnych zamérd MSM
111600001.
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Cil préce

Experimentdlni prace

Ketoprofen

Estrogel

Zavér

Bylo provedeno porovndni béznych analytickych metod s vyuZitim C18 kolon a metod pouZivajicich monolitické kolony o riznych délkdch (25, 50, 100 mm).
Pouzitim téchto kolon doslo k vyznamnému zkrdceni doby analyzy stejné jako k poklesu zpétného tlaku na koloné. Po dpravé sloZeni mobilni fdze ve prospéch
vody bylo mozné metody aplikovat k analyze standardd. Byly vybrdny optimdlni podminky z hlediska kvality separace, délky analyzy a spotieby rozpoustédla a

ty byly ddle aplikovdny pfi analyze farmaceutickych pripravkd Ketoprofen gel a Estrogel gel. Nevyhodou byla vysokd spotieba mobilni fdze, coz Ize
kompenzovat pouzitim solvent-saveru.

196



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

L. Novékova ?, L. Matysova ?, 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 freatment of inflammatory processes related to infectious disease. The drug is usually 0
administered orally. It can also be administered intravenously or as a suppository and topical
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 ~ o
quality (undesirable impurities or level of degradation products) and quantity (active . T T T T T T T :
substance assay) of the pharmaceutical product.

+chiorobenzoie acid

indomethacin

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.

Experimental .
Substances examined: v 3 e AL ‘%
HC—0 D N\ PN

CH,—COOH v
COoH H,C—0 : s
\ CH,—COOH e
N7 M \ Chromatogram of separation of compounds in pharmaceutical
CH

N 8
)

cl H

B)

c=0 formulation Indomethacin gel together with placebo chromatogram
A) ) Method validation
cl Indomethacin  4-chlorobenzoic acid o ic 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 :z;','“m::y o e i ;;]155
repeatabil 0.34 0.23 0.18 R.S.D.<1%
Chl‘ol’ncfography repeatability-A 0.18 0.66 0.45 R.S.D.< 1%
Validation
instrumentation: Shimadzu LC-2010 C system with UV defection Precision © [3 RSD] 139 325 310 RS.D.<5%
) N Linearity a . .
data processing: chromatographic software Class VP 5 (correlation coeficient) 0:0999 0:9999 ©0:9999 R 09990
analytical column: Zorbax SB-Phenyl (75 x 4.6, 3.5 um) e kot roary] g Pyt o e
mobile phaSeZ OCeTOniTr“e, 02 °/° phosphoric ac'd (50:50 V/V) selectivity no interference no InlErfPVF:EP no |anﬂPrPI\EP
. LoD [mg/mi] 5.69.10 2.25.10
flow rate: 0,6 ml/min LOQ [mg/mi] 1.90.10" 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 Education and the technical support of Agilent Technologies.
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VYVOJ A VALIDACE NOVYCH METOD PRO ANALYZU TOPICKYCH LECIVYCH
PRIPRAVKU POMOCIi 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 vramci spoluprace
s farmaceutickou praxi vyvoj novych metod pro stanoveni obsahu léCivych latek, konzervancii a
necistot v topickych lé€ivych pfipravcich. Vyuziva se metodiky HPLC, ktera je pro tuto
analyzu vhodna, nebot jako separa¢ni metoda umoziuje kvantitativni hodnoceni a identifikaci
slozek smési v jednom kroku s vysokou selektivitou a v relativné kratkém Case. Zaroven pro jeji
vysokou citlivost Ize sledovat hladiny jak G€innych latek, tak i necistot ve farmaceutickych
pfipravcich, coz je velmi dulezité pfi zjiStovani kvality 1éCivych pfipravkl a testovani homogenity
vyrobniho procesu v ramci stabilitnich studii.

V dostupné at’ uz Iékopisné nebo jiné odborné literatufe minimum informaci o HPLC metodéach,
které provadi souCasné stanoveni ucinné latky, nedcistot i konzervancii v |éCivém pfipravku
v jednom kroku.

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

Cilem prace bylo vytvofit stru¢ny pfehled nejnovéji vyvinutych a validovanych metod, vCetné

uvedeni chromatografickych podminek a parametr(i validace.

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

Prace vznikla za finanéni podpory MSMT, Vyzkumného za&méru MSM 111600001 a
vyzkumného Centra LNOOB125.
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!Katedra analytické chemie, 2Vyzkumné centrum LNOOB125,
Farmaceutickd fakulta Univerzity Karlovy, Heyrovského 1203, 500 05 Hradec Krdlové, Ceskd republika

Na katedie analytické chemie FaF UK v Hradci Kralové se provadi v ramci spoluprace s farmaceutickou praxi

vyvoj novych metod pro stanoveni obsahu lé¢ivych latek, konzervancii a negistot v topickych 1écivych piiprav-
cich. Vyuziva se metodiky HPLC, ktera je pro tuto analyzu vhodna, nebot jako separaéni metoda umoziuje
i slozek smési v jednom kroku s vysokou selektivitou a v relativné kratkém
Case. Zaroven pro jeji vysokou citlivost Ize sledovat hladiny jak G¢innych latek, tak i ne¢istot ve farmaceutickych
piipraveich, coz je velmi dilezité pii zjistovani kvality 1é¢ivych piipravkil a testovani homogenity vyrobniho

Kkvantitativni hod { a identifik

procesu Vv ramei stabilitnich studii. Konkrétné se jedna o G¢inné latky: terbinafin, indometacin a estradiol.

V dostupné at’ uz lékopisné nebo jiné odborné literatufe je minimum informaci o HPLC
metodach, které provadi soucasné stanoveni uc¢inné latky, necistot i konzervancii v lé¢ivém
pipravku v jednom kroku. Cilem prace bylo vytvofit struény piehled nejnovéji vyvinutych a

validovanych metod, véetné uvedeni chromatografickych podminek a parametra validace.

Chromatografické podminky: ab&l  parametr | terbinafin | MANN |Z-terbinafin| p-terbinafin | 4-methyl- | pozadavek
Sestava: Shimadzu LC — 2010C, Shimadzu corp., JAP. terbinafin
Kolona: NUCLEOSIL 100-5-CN (Bischoff Chroma- [SST = (Min) 427 6,94 22,71 26,55 2877
tography), 250 x 4,6 mm; 5 mm o0 50 014 041 051 055
Davkovini: 2l
Detekce: UV 226 nm N l12 309 12394 16249 16274 15245 IN>1500
Mobilni fize:  Tetrahydrofuran-acetonitril-citratovy Ry h.go 033 252 273 253 k15
pufr pH 4,50 = 10:20:70 (v/viv)
Pritok: 0,8 ml/min T L.70 137 140 127 148 r<2
Teplota: 25 °C  lzokratickj rezim [Presnost  RSD (%) .71 3,66 131 481 202 <5%
Chromatogram standardit: terbinafin, definované ne-
istoty a propylparaben (i.s.) - obr. 1 Linearita RSD (%) [0.99976 0,986 099973 0,9983 099925 0,990
Chromatogram krému s obsahem terbinafinu (n=6) 5
a pridavkem vnitiniho standardu propylparabenu — Spravnost D{;ﬁlwsl - pro7 98,58 99,27 100,29 9971 =100£5%
obr.2
Parametry validace jsou shrnuty v tabulee &.1 RSD {141 135 092 145 L <2%
Chromatografické podminky: abi2 parametr indometacin |  5-methoxy2- | d-chlorbenzoovi | poadavek
Sestava: Shimadzu LC — 2010C, Shimadzu corp., JAP obr 3 oo 4 methylindol-3- Kyselina
Kolona: Zorbax® SB-Phenyl, Agilent Technologies, octovi kyselina
75x4,6mm; 3,5mm “" ” 553 ftw (min) 538 204
Divkovini: 5l
Detekce: UV 237 nm 005 14 008 009
Mobilni féze: ~Acetonitril - kyselina fosforecna [7665 3103 4000 IN>1500
0,2 % (v/v) = 50:50 “ o
Pritok: 0,6 ml/mi5| ) . Ri ps9 270 533 Ri>L5
Teplota:  25°C Izokraticky rezim 3 T .06 123 114 r<2
Cl standardi: 5-methoxy i | I {1 _ o
3-octovi kyselina, 4-chlorbenzoovi kyselina o o i . [Presnost  RSD (%) -39 31 325 <%
ai in s vnitnim [ i Linearita (n=6)RSD (%) 999964 0999981 0999991 0,990
obr3 is g H s o
) LN E g f - 198,25 96,22 9827 =100+5%
Chromatogram gelu s obsahem Indometacinu - o N N l [Spravnost Jtezmost - (%)
a pridavkem vnitiniho standardu b . Al D E Ll b -RSD (%) 0,70 113 062 <2%
Parametry validace jsou shrnuty v tabulce &.2 A i T
Chromatografické podminky: arametr estradiol methylparaben]propylparaben| estron oradavek
Sestava: Shimadzu LC - 2010C, Shimadzu corp., JAP. o5 oor6 P Viparabenjpropylpa! s
Kolona: SUPELCO Discovery C18 (Sigma-Aldrich), | H = (Min) 18,70 2,89 6,28 10,69
250 x 3,0 mm; 5 mm H 005 20 013 020 029
Davkovani: 5 ul i "o
Detekce: UV 225nm H H N lpo15 2112 5438 7430 IN>1500
Mobilni fize: Acetonitril-methanol-voda = 23:24:53 o . 5 : R, 6,12 499 686 424 R>15
Priitok: 0,9 mi/min 3 o E 3
Teplota: 40 °C Izokraticky rezim H s ) : T [L.23 130 128 134 [T<2
Chromatogram standardi: estradiol, methylparaben, i H presnost®  RSD(96) 039 043 115 224 <5%
propylparben a estron s vnitinim standardem hydro- H H
kortizonem- obr5 i i Linearita®  RSD (%) 99987 099998 099995 099981 0,990
Chromatogram gelu s obsahem estradiolu a piidavkem (n=6)
vnitrniho standardu hydrokortizonu —obr.6 [Spravnost vytéimost- (97,19 99,20 9851 97,65 =100+5%
Parametry validace jsou shrnuty v tabulce &3 . : RsD b4 o072 120 016 <%
I . ! I M (*6) :
= = g —
N pocetpter mametr
Ry sozini mezi slodovangm pikem bezprosiedn  pedehizecim
piken
T asymeri piku
- v . < P . . . " P sce vznil ; + G veork, 3 ity
V riimci v§voje provadime na nasem pracovisti kromé vivoje ziroveii kompletni validace novych metod, které respektuji moderni lékopisy, ~ Prace vznikla za finanéni podpory MSMT, ® phikoncentaci 0, 75100, 125,150, 200%

doporuceni SUKLu i ostatni platné normy. Validované metody se vyuZivaji pro analyzy pii urcovani homogenity vjrobniho procesu a provadg-
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Problematika HPLC analyzy parabent v topickych Iécivych pripravcich.

L. MATYSOVA 2, L.HAVLIKOVA 2, J.NOVACKOVA 3, S.RECH P, 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 mnoZstvi topickych
léCivych pfipravkd. Jsou malo toxické a jejich antimikrobialni u€innost neni zavisla na
pH. V IéCivych pfipravcich se pouzivaji Casto ve smési methylparaben a
propylparaben.[1]

Metodika HPLC je pro analyzu parabenu v topickych léCivych pfipravcich vhodna,
nebot jako separa¢ni metoda umozriuje identifikaci sloZzek 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 ucinné latky v mastech,
gelech a suspenzich stanovuji jinymi analytickymi metodami a je tfeba stanovit pouze
obsah parabend.

V ramci kontrolni laboratofe na Katedie 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 struény prehled nejnovéji vyvinutych a validovanych metod
pro stanoveni parabentd pomoci HPLC, v¢etné uvedeni chromatografickych
podminek, procesu izolace stanovovanych latek z IéCivych pfipravkl a parametr(

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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Heparin mast

ml bylo odvazeno mnoZstvi krému odpovidajici 0.5 mg y 20,25 mg propyip >
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i ostatni platné normy. Validované metody se vyuZivaji pro
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DETERMINATION OF TERBINAFINE AND ITS DEGRADATION
PRODUCTS IN TOPICAL CREAM BY RP-HPLC.

Matysova L. ? Solich P. ** Marek P. 2, Sicha J. ©

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

b The Research Centre LNOOB125, Faculty of Pharmacy, Hradec Kralové,
Czech Republic

° Bochemie Group, Herbacos-Bofarma Ltd., Strossova 239, 530 02
Pardubice, Czech Republic

A novel reversed-phase high-performance liquid chromatographic
(RP-HPLC) method for the determination of active component terbinafine
and its four degradation products (1-methylaminomethylnaphtalene, Z-
terbinafine, 4-methyl terbinafine and B-terbinafine) occurring in formulation
after long-term stability tests, presented in cream using propylparaben as an
internal standard was developed and validated.

The chromatographic separation was performed on a NUCLEOSIL
100-5-CN column, the mobile phase for separation of all compounds
consists of a mixture of tetrahydrofurane, acetonitrile and citrate buffer (pH
= 4.50) (10 : 20 : 70 v/vlv). The analysis time (for determination of
terbinafine and its four degradation products) was less than 32 min at a flow
rate of 0.8 ml min™ and detection at 226 nm. The method was found to be
applicable for routine analysis (stability tests, homogeneity) of terbinafine in
- pharmaceutical product — topical cream Terbinafin cream in control
laboratory.

The authors gratefully acknowledge the financial support of the
Ministry of Education of the Czech Republic — MSM 111600001 and the
Research project LNOOB125.
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NATION OF TERBINAFINE
DEGRADATION PRODUCTS
AM BY RP-HPLC

Terbinafine

(Figure 1), (E)-N-(6,6-dimethyl-2-hepten-4-inyD)-N-methyl-1-
naphtalene methanamine hydrochloride is an allylamine derivative reported to havea
broad spectrum of antifungal activity. It is considered to act by inhibition of fungal
sterol synthesis. Terbinafine as fungicidal agent affected dermatophytes and some
veasts, as hydrochloride is used also orally for the treatment of dermatophyte

infections of the skin and naik. It is also applied to the skin in the occurrence of
dermatophytoses, pityriasis versicolor, and cutaneous candidiasis occurrence. This
substance interferes with the cytoplastic membrane integrity of fungi by blocking
membrane ergosterol synthesis. Terbinafine is used for treatment of dermal affections
in the form of creams, gek, tablets and solutions.

T,
OJJ/

The purpose of this study was to develop a new HPLC method for the
determination of five compounds in topical cream - active component terbinafine
hydrochloride and its degradation products 1-N-methylhmmomethylnaphtalene
(MAMN), f-Terbimafine, Z-Terbinafine and 4-Methyl-Terbinafine (Figure 1), using
internal standard (propylparaben). Thereafter, this method has been validated and
successfully applied to separation, quantification and stability tests of all compounds
in the pharmaceutical formulation — Terbinafin cream.

CH 0 H
‘ \3/\/(:((:’43’)3 C—0CH,CH,GH H. _N—CH
= = PP D 3
N = H-
OH
Major component—Terbinafine hydrochloride Propylparaben (IS) Degradation product-MAMN
C(CH H;
o, P (CH,), thw
T
. “ﬂ
CCH2)
Ha
Degradation product—R-Terbinafir Degradation product Degradation product
4-Methyl-Terbinafine Z-Terbinafine

Figure 1: Mgjor component Terbinafine hydrochioride, its degradation products and
internal standard—Frapylparaben

— N—- =
}/

Shimadzu LC-2010 C system (Shimadzu, Japan) with built-in UV-VIS detector and
autosampler
PC for data processing (with chromatographic software Class VP, Shimadzu Japan)

Gl e
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Optimal chromatographic conditions:
column: 250 x 4.6 mm I.D. NUCLEOSIL 100-5-CN, 5 pm

(Bischoff Chromatography)

column temperature: ambient

injection volume: 2ul

mobile phase: mixture of tetrahydrofurane, acetonitrile and citrate buffer
(pH=4.50) (10 : 20 : 70 v/v/v)

flow rate: 0.8 mlmin™

UV detection: A=226nm

internal standard: propylparaben

time of analysis: 32 min

Sample preparation:

Portion of a pharmaceatical cream (0.5 g) was supplemented with the internal standard
(20 ml of a 250.0 mg.rl solution of propylparaben in acetonitril), after that 50 pl of
phosphoric acid (85%) was added, the mixture was placed into the ultrasonic bath for 15
min and then centrifuged at 6000 rpm for 15 min. A volume of 2 pl of supernatant was
analysed by HPLC.
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Figure 2: Chromatogram of standard solution of terbinafine and its degradation
products with the addition of the internal standard (propylparaben, 250 ug.m/ ™)

Validation step Sysfe.m R{Et.hnfl Accuracy Lme_arltty Sample stability
Pprecision |precisoin (n=6)
- b s 1 Recovery Correlation % Changein re-|
RSD R5D Epike recovery RSD" coef. sponse factor

{Terbinafine 0.26% | 2.72% 97.07% 1.41% 0.99976 0.81%
MAMN 0.28% | 3.66% 98.58% 1.35% 0.99860 0.86%
f-Terbinafine  0.79% | 4.02% 100.29% 1.45% 0.99830 0.40%
it cchrt 0.92% | 481% | 99.71% 1.77%  0.99925 0.62%
{Terbinafine
Z-Terbinafine  0.78% | 1.31% 99.27% 0.92% 0.99973 0.36%
Criteria X<2% X<5% |X=100+5% X<2% X=099%00 X<2%

a sit infections

b tivee aci, w0 injections f each prepardtion

3 at 50, 80 100, un MJ 160 %alevels for terbingfie, from concentration 0.2 mg i to Smg 1 for degradaton products

4 reo-day abiliyy daea a $°Cfor ail compounds

MAMN 1N mathylaminme ty aphisere

A novel HPLC method with UV spectrophotometric detection for
determination of terbinafine and its degradation products in a topical
cream, using propylparaben as internal standard, NUCLEOSIL 100-5-CN
column and UV detection at 226 nm was developed.

The total analysis tim e was less than 32 min. Method has been validated,
the results obtained were precise and accurate. This method was
successfully applied for the identification, quantitative analysis and
stability tests of all major compounds in a topical cream — Terbinafin
cream.

A IO LeDEZNE T

The authors gratefully acknowledge the financial support of the Mivistry of Education of the Cach Republic —
MSM 111600001 and the Research project LNOOBI2S.



DEVELOPMENT OF HPLC METHOD FOR DETERMINATION
OF DEGRADATION PRODUCTS OF PHARMACEUTICALS IN GELS

Matysova L.}, Havlikova L.}, Novakova L.}, Solich P.1?2

! Department of Analytical Chemistry, > 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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Introduction

To assure the high quality and safety of pharmaceutical products it is of a high importance to monitor the levels

There is a lack of i

The aim of this work_

literature about stability-indicating

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

HPLC methods for determination of active substance, its degradation product and preservatives in

substance and its impurities and/or degradation products (present at extremely low levels) preferably during one ON€-Step analysis. The aim of this work is to introduce newly developed and validated HPLC

step analysis at a relatively short time, with high selectivity and sensitivity. High performance liquid chromatogra-methods for the determination of phar
phy (HPLC) is due to its information profitability and separation efficacy commonly used for this purpose.

Estradiol

Chromatography
instrumentation: Shimadzu LC-2010 C, Shimadzu corp., JAP.

analytical column: Discovery C18 (Sigma-Aldrich), 250 x 3.0 mm 1D; 5 ym
mobile phase: acetonitrile-methanol-water (23:24:53 VIviv)

injection volume: 5 pl detection: UV 225 nm

flow rate: 0.9 mi/min column oven temperature: 40 °C
internal standard for quantitation: hydrocortizone

Fig.1 - chromatogram of separation of compounds in standard solution of estradiol, its
degradation product estrone and two preservatives methylparaben and propylparaben -
Fig.2 - chromatogram of separation of compounds in pharmaceutical topical prepara-
tionEstr  gel

sample preparation

0.5 of topical gel accurately weighed was transferred into 50 m centrifuge tube

20,0 mi solution of internal standard in acetonitrile was added (1 mg/mi)

sonication for 10 minutes

centrifugation for 15 minutes at 3000 rpm

supernatant was injected directly into the analytical column

Experimental

Indomethacin

Chromatography
instrumentation: Shimadzu LC-2010 C, Shimadzu corp., JAP.
analytical column: Zorbax SB-Phenyl 75 x 4.6, 3.5 um
‘mobile phase: acetonitrile-0.2 % phosphoric acid (50:50 v/v)
injection volume: 5 il detection: UV 237 nm

flow rate: 0.6 ml/min column oven temperature: 25 °C.
internal standard for quantitation: ketoprofen

Fig3 - chromatogram of separation of compounds in standard_solution of

and their products in topical gels.

The currently studied substances are: estradiol, indomethacin and ketoprofen.

Chromatography

instrumentation: Shimadzu LC-2010 C, Shimadzu corp., JAP.

analytical column: Discovery C18 (Sigma-Aldrich), 250 x 3,0 mm ID; 5 um
mobile phase: acetonitrile-water-phosphoric buffer pH 3,5 (40:58:2 viviv)
injection volume: 10 I detection: UV 233 nm

flow rate: 1 ml/min column oven temperature: 25 °C
intemal standard for quantitation: ethylparaben

Fig.5 - chromatogram of separation of compounds in standard solution of keto-
profen, its degradation products 2-(3-carboxyphenyl)propionic acid (CPA) and 3-

indomethacin, its degradation products 4-chloroacetic acid and 5-methoxy-
2-methylindoleacetic acid

Fig.4 - chromatogram of separation of compounds in pharmaceutical topical
preparation Indomethacin gel

Sample preparation

0.5 of topical gel accurately weighed was transferred into 50 ml centrifuge tube

20.0 mi solution of internal standard in acetonitrile was added (1 mg/ml)

sonication for 10 minutes

centrifugation for 15 minutes at 3000 pm

(ABP) and two
and propylparaben
Fig.6 - chromatogram of separation of compounds in pharmaceutical topical
preparation Ketoprofen gel
Sample preparation - same as estradiol

supernatant was injected directly into the analytical column 00 Figs
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Method Validation Method Validation Parameter | Ketopro- me'hylpﬂ-‘ propylpa-|  ABP [ CPA | Limits
fen | raben | raben
SST
Parameter estradiol |methylpara-| propylpara-| estrone | Limits Parameter indomethacin| 5-methoxy- |4-chloroacetic|  Limits repeatibility- 21 033 0.24 024 046 RS.D.<1%
ben ben | -methylindole|  acid retention time
ST acetic acid repeatibility-area 022 037 03¢ 028 028  RSD<1%
Irepeatibility-retention 09 0.00 0.18 010 R.S.D.<1% SST theoretical plates 113 2295 5119 7718 913 N>1500
repeatibility-retention time [0.34 0.18 023 R.S.D.<1% resolution 490 3872 6568 6.878 3.193 Ry>15
repeatibility-area 14 019 0.00 0.10 R.S.D.<1% repeatibility-area. 18 4 066 R.S.D.<1% Symmetry 1121 137 131 122 123 <2
heoretical plates 015 212 5438 7430 N>1500 theoretical plates 7665 3103 4000 N>1500 Validation
resolution 12 499 686 424 RpLS resolution 59 270 533 R;>15 precsion” RSD JL90 192 192 062 193 RSDG%
Symmetry 23 130 128 134 T<20 asymmetry fL.06 123 114 T<2
Validation Validation linearity® 99940 099920 099965 099973 099980 R>0.9990
precision” RSD (%) P39 15 < precision’ RSD (%) 139 310 3% SD5% correlation coeffi-
linarity” 99987 099998 099995 099981 R>099%0 linearity” 999964 0999981 0999991  R>099%0 ient)
(correlation coefficient) (correlation coefficient) accuracy® [L03.14 10459 10263 103.22 1033 Xx=100£5%
ccuracy’ - recovery (%)97.19 9920 9851 9765  x=100:5% accuracy” - recovery (%) 0953 96.22 98.27 =10045% - recovery (%)
- RSD (%) 14 072 120 0.16 R.S.D.<5% - RSD (%) 70% 113 062 R.S.D<5% - RSD (%) 40 031 106 049 047 R.S.D<5%
LoD (mgll) - - 00012 - LOD (mg/mi) 0225 00569 LoD (mgll) - - 0014 0040 -
LOQ (mg/l) - - 0040 - LOQ (mg/ml) 075 0.190 LOQ (mgfl) - - 0046 0135 -
Conclusions Aknowledgments

Al of these methods are validated.

The authors gratefully acknowledge the financial support of the Czech Ministry of Education, project MSMT No. 111600001 and

All methods are successfully used in practical analysis (stability studies and tests of homogeneity) of

topical pharmaceutical preparations for commercial use.

the Research project LNOOB125 of Czech Ministry of Education.
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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 ®°

2 Department 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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520-6P

NOVEL METHODS FOR HPLC DETERMINATION OF DEGRADATION PRODUCTS IN
TOPICAL GELS

Petr Solich, Charles University - Prague, Faculty of Pharmacy Heyrovskeho 1203, Hradec Kralove 500 05, Czech Republic,
Ludmila Matysova, Lucie Novakova, Dagmar Solichova

To assure the high quality and safety of pharmaceutical products, it is necessary to carry out stability-indicating methods, which
are able 1o determine active subslances and its immpurities and/or degradation products, prasent at extremnely low levels com-
pared to the active substances. Preferably, all this should be done 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 preducts in topical gels. The currently studied and developed
methods are for pharmaceutical gels: Estrogel gel, Indometacin gel and Alitoprofen gef, in which esiradiol, indomethacin and
ketoprofen, respectively and their impurities are determinated during the stability studies, Chromatagraphic conditions and val-
jdation parameters will be presented for all methods (System Suitability Test parameters, vafidation parameters including preci-
sion, lineatity, selectivity, accuracy, LOD and LOQ). All methods are successfully 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 Neo. 111600001,

Keywords: Liquid Chromatography, Pharmaceutical, Quality Control
Application Code:  Pharmaceutical
Methodology Code: Liquid Chromatography
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ADATION PRODUCTS IN TOPICAL

Petr Soli i i icha?,

! Department of Analytical Ch radec Kralove, Czech Republic
*Bochemie Group, Herbacos-Bofarma Ltd., Strossova 239, 530 02 Pardubice, Czech Republic

_ Toasare the high quality and safety of pharmaceutical productsitisof @ There is a lack of information in accessible pharmaceutical litera-
':g:‘s'w“":m:;dm"‘"' the leveks not °"_':’h°f :“;m"e i:fb;m butalso gyre ahout stability-indicating HPLC methods for determination of
of it impurities degradation products, either during man wing process . . . . .
and storage. It is necessary to carry out a stability-indicating method, which is active subs‘!unce, “F_' de.gmd_trhon pr'_ochc_r and preservatives in one-
able to determine active substance and its impurities and/or degradation prod-  STEP analysis. The aim of this work is to introduce newly developed
ucts (present at extremely low levels) preferably during one step analysis et and validated HPLC methods for the determination of pharmaceu-
relatively shart time, with high selectivity and sensitivity. High performance  ticals and their degradation products in topical gels. The currently
liquid chromatogrophy (HPLC) is due to its infarmation profitabiktty and separa-  sqydied substances are: estradiol, indomethacin and ketoprofen.
tion efficacy commonly used for this purpose.
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I Wethod Validation Parmae |l ek propsi| AR CRA L
fen  paraben raben
85T
Pamametar | estradiol methylpara- propylpars- estron ‘ Limits Parametar indomefhacn S-methoxy- d4-chlorcacetic  Limits Fepeatbility- 27 033 024 0 046 R.$ D<1¥
ben ben 2-methylindole acid retention time
acefic acid repeatibility-area 122 037 034 028 028 R3D<1%
repeatibility-retention  [L.0% 0.00 018 010 RSD<1% SST theoretical plates 5113 2295 5118 718 °13 N>
fime rep eatibilify-retention time P34 [BE] 013 R3S D<l% resolution p4so 3372 6588 6878 3183 R;>15
repeatibility-area 14 018 000 010 RSD<I1% repeatibility-area 18 045 066 RSD<1% p21 137 131 122 123 T<2
theoratical plates. po15 2m 5438 7430 N gheoretical phtes [T665 3103 4000 N>1500 Validation
resolution B.12 499 686 424 Re>L3 resolution 539 Py 533 R;>13 precision® RSD [1.50 19 152 0.e 183 E3D<F%
f.23 130 128 134 T .06 1B 114 T2
Vakdation Vabidation Linearity* 199940 089920 099965 099973 089980 R>0890
precsion” R&D (%) P39 LES IRE] T KSDT% precision” RSD (%) £ 310 5 KSDS% [eorrelation coeffi-
linearity* 99987 099998 099935 099981 R>099%0 i ity 0.999981 0598931 R>09%0 gient)
feorrelation coefficient) [correlation coefficient) accuracy” o314 10459 10263 w3 1033 =1005%|
Recuragy” - recavery (%0)P7.19 9920 9851 9765 =10025% hecuracy® -recovery (%) 99.53 9622 9827 x=10025% - recavery (%)|
-RSD (%) .14 072 120 016 RSD=<3% -RSD (%) .70% L3 062 RSD3% -RSD (%) A0 031 106 049 047 R8.D<3%
LOD (meT) - - 00012 - L OD (ng/ml) 0ns 00568 - LOD (meT) - - 0014 0040
LOQ(mgT) - - 0040 - L OQ (me/mal) 07 0190 = LOQ (ng/l = s 046 0135

_ Conclusions _ - Aknowledgements _
e

All of these methods are volidoter. Al methods are successfully used in proctical analysis (stability The outhors gratefully aclknowledge the financial support of the Czech MinksiTy of Education, project
studies and tests of homogeneity) of topical pharmaceutical preparalions for commercial we MM NoXO21620822 -
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Determination of Estradiol and its Degradation Products in Topical Gel

L. Novékova, L. Havlikova, L. Matysova, P. Solich

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

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

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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Determination of Estradiol and its Degradation
Products in Topical Gel

Lucie Novdkovd, Lucie Havlikovd, Ludmila Matysovd, Petr Solich i 29t Intemational Symposium on

Department of Analytical Chemistry, i
Faculty of Pharmacy, Charles University, Heyrovského 1203, 500 05 Jr':i“‘ un-h\
Hradec Krdlové, Czech Republic UGl
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Estradiol, chemically 1,35(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 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 fo pharmacopoeial regulations is estrone

(chemically 1,3,5(10)-estratrien-3-ol-17-one). Further known degradation products of estradiol considered in our study are RL__|R2 R
estradiol hemihydrate (chemically 17a estradiol hemihydrate), ethynylestradiol (chemically 17a-ethynyl-1,3,5(10)-estratriene- ﬁ;ﬁlﬁdw' ;%H :g:

3,17p -diol), estradiol 3-methyl ether (chemically 17p hydroxy-3-methoxyestra -1,3,5(10)-triene), estradiol 17-acetate [othynyiestradiol 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™ -estradiol [estradiol 17-acetate “OH__|-0-CO-CH;

(1,35(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 L-OCH; |-OH

A°™ estrone >OH
impurities. AW estradiol

injection volume:5 pl
internal standard for quantitation: flurbiprofen
detection: 225 nm S e R S S

Chromatography
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) 5 &
mobile phase: ACN, phosphoric acid 0.085%, THF (27:63:10 v/v/v) E; g 3
flow rate: 1.0 ml/min z H & B
column oven temperature: 25 °C 4 H
3

estradiol acetate.

£ st actere
=

Sqmple Prepqrqﬁon Chromatogram of separation of in standard solution using  Chromatogram of separation of compounds in standard solution using
R R analytical column Zorbax SB €18, 1,8 um, mobile phase consisted of: analytical column Zorbax SB CN, mobile phase consisted of:
0.5 g of gel was accurately weighted (corresponding fo 0.3 mg of the acetonitrile, 0.085 % phosphoric acid (40:60) acetonitrile, 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
mixture in centrifuge tube was sonicated for 10 minutes; afterwards, it
was centrifuged at 3000 rpm for 15 minutes. The supernatant was
injected directly into the chromatographic system.

a5
630

estradiol

555

The above-described procedure meets the requirements of recovery in . & . 3, %, §
the range of 95-105% for all tested compounds. i & 3 %o g
-y N s E ] ) b
= H 5 £ §
4 3 3 z
Parameter SST repeatability | repeatability | theoretical It " A E ; A A
substance tr A plates resolution | asymmetry z ‘ ¢ L 2 " - » o s ) LN = =
A-estradiol 0.00 0.36 8038 - 115 Chromatogram of separation of compounds in standard solution using  Chromatogram of separation of compounds 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 R LT
estradiol acetate 0.02 0.65 10875 5.61 1.03 - H ‘E 8 :é
estradiol 0.00 0.24 8630 1.66 1.02 H N
E 2 100
Validation Parameter |precision |linearity |accuracy |accuracy (LOD LoQ T " g ]
substance [RSD %] |[C.O.V.] |[[%rec] |[RSD%] |[mg/ml] |[mg/ml] © lf K N -
A-estradiol 0.63 0.99924 | 99.60 194 1.29x10° | 4.30x10° E N ®
17a estradiol 0.79 0.99917 | 100.56 124 | 1.98x10° | 6.59x10° 3 E
estrone+Aestrone 0.48 0.99918 | 99.18 115 1.03x10° | 3.43x10° E f §
ethynylestradiol 0.62 0.99902 | 100.58 0.78 |2,37x10° | 7,89x10° A A ° n
estradiol-Me-ether 057 0.99912 | 101.98 0.30 1.41x10° | 4,70x10° “ Mr ]
estradiol acetate 0.99 0.99943 | 102.19 0.73 1.14x10“ | 3,81x10* e e T moo o msome o ws mo e wo @m0
estradiol 017 ]099903 | 100.69 | 147 - - Chromatogram of in standard solution using Chromatogram of separation of compounds in pharmaceutical
i stondord solotion replicates were measured for cach 55T parameter analytical column Zorbax SB CN ' (walidated conditions), estrone and formulation Estrogel gel together 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
estradiol, 17a estradiol, estrone, D™ -estrone, ethynylestradiol, estradiol 3-methyl ether, and estradiol 17- aceTaTe) was
developed. Zorbax SB CN column was used for analysis. The total analysis time was 26 minutes. financial support of Zentiva a. s, Gmnf

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 to MSM
from stability testing point of view better than not reproducible results in determination of these fwo substances separately. 0021620822.

The authors gratefully acknowledge the
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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 sany e with recovery after sany 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). sany Separation was achieved by sany of Zorbax TSM
(250 mm x 4.6 mm, 5 um) column. Finally, Hypersil ODS column (250 mm x 4.6 mm,
5 wm) 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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Introduction The aim of this work

Calcium pantothenate is a calcium salt of pantothenic acid. Calcium pantothenate is besides other B vitamins used

as a supplement to treat e.g. acne, osteoarthritis, rheumatoid arthritis, wounds, and to support the immune system. 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
Calcium pantothenate is used in many cosmetic and pharmaceutical topical preparations for its skin emollient,
propylparaben presented in the topical cream. Analysis of creams and gels requires the use of internal
regeneration and hair conditioning properties. It is suitable for dry skin or as a supplement in treatment . . .
g 9 prop y PP standard, mainly by reason of problems with recovery after sample preparation procedures.

of dermatitis, eczema, herpes simplex and herpes zoster diseases.

Experimental
Different analytical columns with various stationary phases were tested. The conventional octadecylsilica sor- Chromatography
bent Supelco Discovery™ C18 (125 mm x 4.0 mm, 5 mm) was not convenient for analytical separation because of instrumentation: Shimadzu L.C-2010 C, Shimadzu corp., JAP.
elution of calcium pantothenate with the dead volume, similar results were received on Zorbax SB-CN (150 mm x analytical column: Hypersil ODS column (Hypersil, UK), 250 x 4.6 mm ID; 5 um
4.6 mm, 5mm). mobile phase: methanol and phosphoric acid pH 2.5 (65:35 v/v)
Finally, Hypersil ODS column (250 mm x 4.6 mm, 5 um) was used for the analysis. The analysis time was injection volume: 2 pl detection: UV 214 nm
12 minutes, at flow rate of 0.7 ml.min™. Chromatography was performed with binary mobile phase composed of flow rate: 0.7ml.min™ column oven temperature: 25 °C
methanol and phosphoric acid pH 2.5 65:35 (v/v). internal standard for quantitation: ketoprofen
The method was validated according to ICH guideline recommendations.
5
5 Sample preparation
HC_ CHY R 0.5g of topical cream accurately weighed was transferred into 50 ml
s . ca” ”OMN/\/COO centrifuge tube
® g H’ oHt R 2.0 ml of chloroform were added and the mixture was placed in a hot water
H g Active sub bath at 75°C for 20 minutes
: s g @ ctive substance 20.0 ml solution of internal standard in a mixture of methanol phosphate
3 z =4 Calcium pantothenate
B © Z . 2 buffer pH 3.1 80:20 (v/v) was added (5 mg/ml)
£ § 2
A B 'g g sonication for 20 minutes— centrifugation for 15 minutes at 6000 rpm
: H 8 supernatant was filtered trough the 0.45 mm filter and injected directly into
. s LT the analytical column
S\
S B ' oo ) Method Validatio
Cl of of in standard solution Parameter Calcium TR E— Propylparab Critetia
! SST
. Repeatibility —  R.S.D (%) 4.06 581 9.82 X<1%
1 ] retention time*
3 Repeatibilty — R.S.D (%) 681 006 727 493 152 800 X<1%
8 H < area®
. e € Theoretical plates® 10042 14860 17068 N > 1500
3 z z Resolution® 9.94 1007 16.15 Ry> 15
d ¥ o 5 Asymmetry” 114 0.95 1.06 T<2
53 P
s % H Validation
H q Precision® R.S.D.(%) 3.36 165 1.60 X <5%
' & = Linearity’ Correlation coefficient 0.99981 099987 0.99985 R>0,9990
N A E Accuracy” Recovery (%) 100.25 100.69 101.92 X =100+ 5%
R.S.D (%) 0.65 0.74 0.47 X <5%
i
: i o i i Selectivity No interference No interference No interference
cl of ion of in phar ical topical ion Calcium i * made in six replicates ® made in three replicates
© six samples injected three times each 9 at 40, 60, 80, 10, 120, 140% levels, three replicates
Conclusions Aknowledgments

ic method with spectr ic detection for the de-

The authors gratefully acknowledge the financial support of the MSM 0021620822 and Grant Agency of the MSMT of the
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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 Kralove, e-mail: ludmila.matysova@faf.cuni.cz

Bochemia 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 derivatd kyseliny fenyloctove, tzv.
velmi dobfe pronika pfes kizi do hlubSich vrstev epidermis a ucinné koncentrace
dosahuje v priibéhu cca 20 minut.!!

Sodna sul diklofenaku se nejCastéji rozklada za vzniku degradacniho produktu
s chemickym nazvem 1-(2,6-dichlorfenyl)-1,3-dihydro-2H-indol-2-on (obr. 2).1%!
Cilem prace bylo vyvinout jednoduchou a rychlou metodiku stanoveni diklofenaku
sodného pfi zachovani vysoké presnosti a spolehlivosti metody. Zaroven bylo
trfeba metodu kompletné validovat podle platnych norem, vzhledem Kk jejimu
dalSimu pfedpokladanému poufZiti v rutinni kontrole 1éCivého pfipravku (gelu).

Byla vypracovana metoda vnitfiniho standardu, kterym byl zvolen flurbiprofen. Pro
analyzu byla vyuzita kolona SUPELCO Discovery C18, 125x4 mm, velikost ¢astic
5 pym. 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 pl, teplota pfi analyze byla 25°C.

Kompletni validace, vychazejici z pozadavkl 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 piné vyhovovaly danym pozadavkim, vyvinuta metoda
je jiz pouzivana v analyze uvedeného léCivého pfipravku a to jak pfi sledovani
jeho stability, tak pfi vystupnich kontrolach a kontrolach homogenity nové
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 sodného a jeho degradacnihe 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
PHerbacos-bofarma s.r.o., Strossova 239, 530 03 Pardubice |

Chromatogram pripravku
flogistikum ze skupiny derivatii kyseliny fenyloctové, zv. fenakii. Patii

rotizanétiva 1é€iva. Topicky aplikovany diklofenak velmi dobie pronika pres kizi O

vrstey epidermis a i¢inné koncentrace dosahuje v pribéhu cca 20 minut. PouZiva se ve "] name
‘masti, geli ulgehi pro 16bu projevi nvmﬂsmn mm;ich tkani a kloubovych pouzder,
lokalizovanych projevii zanédlivich a deg
iﬂbﬁuhsenﬁmﬁl 4 za vaniku degradaénih duktu s chemickym nazvem 1-(2.6-

> 455 degadacipdikt
> 801 Mok (5)

#1005 fiKiterak sodiy

Obr. 2: flurbiprofen- vitni standard

oo on Aratontprodits

Cil prdce

Cilem price bylo vyvinout a validovat HPLC metodu s UV detekci pro

Vybrané validacni parametry

stanoveni obsahu dik L dného (obrl) a jeho degradacniho produktu Parvamotr (Opakovatelnost PFesnost| Spravnost Linearita pron=6°  Stabilita
(obr: 3) v topickém létivém piipravku—gelu. (RSD?) (RSDY) | (VytéZnost) (RSD") (korela&ni koeficient) Srh
le?df:'}ak 0,07% 0,61% 99,71% 0,04% 0.999964 0.39%
Optimdlini chromatografické pod E
Ko iinary chromatograls D;m"‘ 0.22% 138% | 99.94% | 0,18% 0.999530 0.43%
Sestava: Shim adzu LC-2010, Shim adzu corp., Japonsko "
Kolona: P CR OCART Paron ke RP180 12524 mm, 5 pim, Merds, Nemecko | 2% =1% e (RL00 S0 26 [<5% 292220 L
Piedkolona: LiChroCART Purospher RP-18e, 4 x 4 mm, 5 pm, Merck, Ném ecko 26 nastiki
Divkovani: 10 pl ® 6x vzorek samostatns pripraven, pro ka2 dou navizku 2 nasiky
Detikice UV 254 nm © pii koncentradi 40, 60, 80, 100, 120, 140 % (100%=2523 mg/100 m1)

d
IRECh lxs £:r MMk awal roztol leyzclmy fosforacue o pH 2.5 (65:35; viv) akior; abality po 72 boditéch

Pritok MF: 1,0 mUmin

etiota: e 5 b Nejnizsi detekovatelna koncentrace degradacniho produktu 1-(2,6-dichlorophenyl)-
Vyhodnoceni: chromatograficka stanice Class VP, verze 6.12, Shimadzu, Japonsko ; - 3 s i R i 1 i
Vniténi 2-indolinonu (LOD) za pouZiti predklidané HPLC metody je 0,00006 mg.I'", kvantita-
nitronn
murd e 9 e 1
tasdurd: flarbiprofen tivni limit (LOQ) predstavuje koncentrace 0,00021 mg.I'
Zaver Literatura
Byly nal fické podminky pro HPLC sodného a  ['Mikro verze AISLP 2005 2 pro MS Windows

jeho degradlmiho prod\llml s Vyuzitim metodw vnitiniho standardu, kterym bﬂ jako nejvhodnéjsi 2 Cesky 1ékopis 2002 (Czech Pharmacopoeia), Grada Publishing Itd., Praha 2003, s.2259
zvolen flurbiprofen.
Uvedena metoda byla také usp&né Z\ahdo\ana a z vysledkii validace je patrné, Ze ji je moino

vyuzit v dalsi praxi pro rutinni analyzy fz £ho gelu, ob ji diklofenak sodny jako
ucinnou latku.

Vypracovana metoda byla aplikovina pro stanoveni obsahu diklofenaku sodného a jeho . s
degradaéniho produktu v gelu a pouZita pro analjzu v ramci stabilitni studie uvedeného pripravku. Podekovani
Vysledky potvrzuji vybornou rep presnost a spra vyvinuté metody.

Problematika byla fesena za podpory projektu MSM 0021620822
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HPLC METODA PI?O'STANOVENi KLOTRIMAZOLU A
DVOU DEGRADACNICH PRODUKTU VE SPREJI

SKLENAROVA HANA?, MATYSOVA LUDMILA?, HAJKOVA RENATA?,
SVECOVA PETRA?, SICHA JANP

% Katedra analytické chemie, Farmaceutické fakulta, Univerzita Karlova v Praze, Heyrovského
1203, 500 05 Hradec Kralove, Ludmila.Matysova@faf.cuni.cz
> Herbacos-Bofarma s.r.o., Strossova 239, 530 03 Pardubice

Byla vyvinuta a validovana nova HPLC metoda se spektrofotometrickou
detekci v UV oblasti pro stanoveni Ctyr slozek ve vzorku roztoku aplikovaného jako
sprej. Tato metoda popisuje stanoveni aktivni slozky klotrimazolu a dvou
degradacnich produktd, imidazolu a (2-chlorfenyl)difenylmethanolu, s pouZitim
ibuprofenu jako vnitfniho standardu. Redeni celkové analyzy bylo zatizeno rGiznou
aciditou analyzovanych slozek; zatimco klotrimazol ma pKa 4,7 a ibuprofen 5,2,
imidazol ma odliSnou pKa hodnotu 6,9. Nakonec bylo dosazeno analyzy vSech
zminénych latek za stejnych podminek.

Chromatograficka separace byla provedena na 3,5 um Zorbax® SB-Phenyl
koloné (75 mm x 4,6 mm i.d., Agilent Technologies), optimalni slozeni mobilni faze
pro separaci klotrimazolu, degradacnich produktd, imidazolu a (2-
chlorfenyl)difenylmethanolu, a ibuprofenu jako vnitfniho standardu pfedstavovalo
smés acetonitrilu a vody s hodnotou pH upravenou kyselinou fosforeCnou na 3,5
(65 : 35, viv). Pratok mobilni faze byl 0.5 ml.min™* a detekce byla provedena pfi
210 nm. Celkovy ¢as analyzy byl kratSi nez 10 min.

Popsana metoda byla aplikovana pro rutinni stanoveni (stanoveni obsahu a
stabilitni testy) uvedenych latek v roztoku pouzivaném ve formé spreje.

Prace byla provedena s financni podporou Ministerstva Skolstvi, mladeze a
télovychovy CR ve formé Vyzkumného zaméru - MSM 0021620822.
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INTRODUCTION AIM OF THE WORK

ormuldtions al standard
* has two known degradation s which should be monitored * 1o find the simplest way of sample preparation (from spray
in stability tests solution)

9 .y . 30 of and standards
Fig 2: Chromatogram of sample with addition of & |19 u"""'_":“":‘f"g'(;"""

Supelco Discovery R Cyano (100 x 4 mm, 5, Signa-Aldrich)
‘Supelco Discovery ZR-PBD (15 x 46 mm. 5 pm, Sigma-Aldrich)
Zorbax SB-phenyl (75 x 4.6 mm, 3.5 pn, Aglent Techralogies)
Zorbex TMS (250 x 4.6 mm, 5 pm, Aglent Technologi

PH conditioned by phasphoric acid to 3 5 (65 : 35, v/v)
Internal standard: ibuprofen

Flow rate: 0.5mlmin”, isocratic elrtion
Detection wavelength: 210 nm

s
[

1o

Y-

[Ty rs——

Jjom pemonimemeia

]
T

METHOD VALIDATION

+ peak resolution
+ number of theoretical plates
+ linearity
* precision

REFERENCES

[3] International Conference on Harmanization (ICH). Q2A: Text on Validation of Analytical Procedures,
US FDA Federal Register. Vol. 60. March 1995, p. 11260
imidazole using ibuprofen as an internal standard.
The developed method is suitable fo be used for routine analysis of clotrimazole content and
stability tests of clotrimazole formulations in liquid forms—in spray solutions in detail. The
validation parameters fulfills all set requirements. The total analysis time is 10 min because of
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SEPARATION AND DETERMINATION OF TERBINAFINE AND ITS
FOUR IMPURITIES IN PHARMACEUTICAL FORMULATIONS
BY RP-HPLC.

Matysova L. 2, Hajkova R.?, Solich P. 2, Sicha J.”

& Department of Analytical Chemistry, Faculty of Pharmacy, Charles University, Heyrovského 1203, 500 05
Hradec Kralové, Czech Republic
® Bochemie Group, Herbacos-Bofarma Ltd., Strossova 239, 530 02 Pardubice, Czech Republic

Reversed-phase high-performance liquid chromatographic (RP-HPLC) method for the
determination of active component terbinafine and its four impurities (1-methylaminomethylnaphtalene,
Z-terbinafine, 4-methyl terbinafine and B-terbinafine) occuring in formulation after long-term stability
tests, applied for analysis of two pharmaceutical formulations (cream and spray) using propylparaben
as an internal standard was developed and validated.

The chromatographic separation was performed on a NUCLEOSIL 100-5-CN column, the
mobile phase for separation of all compounds consists of a mixture of tetrahydrofurane, acetonitrile
and citrate buffer (pH = 4.50) (10 : 20 : 70 v/v/v). The analysis time (for determination of terbinafine
and its four impurities) was less than 40 min at a flow rate of 0.8 ml min™ and detection at 226 nm (1).

Both pharmaceutical formulations were analyzed under the same chromatographic conditions
but the isolation procedures were different. The sample of cream was sonificated with internal
standard solution, centrifuged and then injected to HPLC system. Terbinafin spray was mixed with
internal standard solution in volumetric flask and after filling up standard volume was injected to
chromatograph.

The method was found to be applicable for routine analysis (stability tests, homogeneity) of
terbinafine in pharmaceutical products — topical cream and spray - in control laboratories.

The authors gratefully acknowledge the financial support of the Ministry of Education of the
Czech Republic — MSM 0021620822.

Reference:
(1) L. Matysova , P. Solich , P. Marek , L. Havlikova , L. Novakova , J. Sicha, Separation and
Determination of Terbinafine and its Four Impurities of Similar Structure Using Simple RP-
HPLC Method, Talanta, 68, 713(2006).
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COMPARISON OF KETOPROFEN SKIN PERMEATION BY IN-VITRO
TEST USING FRANZ CELL

Hajkova R.%, Sklenarova H.?, Klimundova J.?, Matysova L.?, Solich P.2

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

The overall composition of gel and thermodynamic properties of drugs influence the drug
release from the topical formulations. The release of the drug is one of several criteria used to
characterize finished preparations. At present there is no official rule for the performance of such
release testing. Recommendations dealing with in-vitro skin absorption testing were published by
OECD (1) and was used for comparison of two topical formulations with ketoprofen. Comparison of
both formulations should be carried out for bioequivalence study of technologically different gels basis
which would affect drug release.

Nine Franz diffusion cells fitted with an excised pig skin were used for modeling of permeation
of the drug through the human skin after application of gel. Franz cells were maintained in water bath
and the acceptor fluid was mixed. Samples of gels were applied on the skin and samples of acceptor
fluid with released drug content were taken. The medium for drug release was isotonic phosphate
buffer with addition of 0,05% of sodium azide.

The volume of acceptor fluid was filled up after each sample up-take by fresh acceptor fluid
and concentration changes were recalculated. Samples were determined using HPLC method which
was validated in the same laboratory (2).

The authors gratefully acknowledge the financial support by the Grant Agency of Charles
University, Grant No. 313/2005/B-CH/FaF.

References:
(1) OECD Environmental Health and Safety Publications, Series on Testing and Assessment
No.28, Guidance Document for the conduct of skin absorption studies, Paris (2004).
(2) J.Dvorak, R.Hajkova, L.Matysova, L.Novakova, M.Koupparis, P.Solich, HPLC determination of
ketoprofen and its degradation products in presence of preservatives in pharmaceuticals,
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, Vol. 36(3), 625 (2004).
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INTRODUCTION DATA EVALUATION [3]

The overall composition of ointment and thermodyramic properties of drugs
influence the drug release from the topical dosage form. The release of the
drug is one of several criteria used fo ch finished prep AT
present there is no official rule for the performance of such release festing.
Recommendations dealing with in-vitro skin absarption testing were published by
OECD [1] and was used for comparison of two topical formulations with
ketoprofen as an active substance—Ketaprofen get (Herbaces-bofarma t1d.) and
Profenid get {Lab Aventis). Comparison of both i latiens shoutd be
carried out for b k study of technobgically different gels bases
which would affect drug release.

Fig. &: Ketoprofen

EXPERIMENTAL

- Skin of the pig ears were excised by dermatem {layer thickness 300 mm).
disinfect with 70% ethanotand dipped to betaine solution because of preserving
skin vitality. then it was soaked in isotonic buffer with 0.05% sodium azide for 5
minand before measurement stored under 4°C (max. 10 days)

- Water bath femperature was set to 32°C. nine Franz diffusion cetls {valume 15
ml) were fitled with isotonic buffer (with sodium azide) and the upper side was
‘covered with a plate with circular hole (d = 1cm) for active substance liberation
Area about 3x3 cm was cut out of the skin, placed on the plate and covered up
with the second plate with the same hole
Each Franz cell was tempered for 30 min in the water bath and acceptor fluid
was mixed by magnetic stircer (40 rpm)

Samples of gels were applied on the skin in amount of 0.5 g of gel and covered
again with glass upper part

Q. wreleased amount [ug.cm?]
A ..the area of membrane. through which the released substance passed

RESULTS OF PERMEATION

CHROMATOGRAPHIC SYSTEM
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VYVOJ A VALIDACE METODY PRO STANOVENI
PANTOTHENANU VAPENATEHO, METHYLPARABENU A
PROPYLPARABENU V TOPICKEM LECIVEM PRIPRAVKU

HAVLIKOVA LUCIE, MATYSOVA LUDMILA, NOVAKOVA LUCIE, SOLICH PETR

UK v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, katedra analytické chemie, 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 ucinné latky a methylparabenu a propylparabenu
jako konzervancii, obsazenych v masti. Analyza topickych léCivych pFipravkul
pfedpoklada pouziti metody vnitfniho standardu, hlavné z duvodu slozité
procedury pfipravy vzorku k HPLC analyze.

Béhem vyvoje a optimalizace metody byly testovany analytické kolony s raznymi
stacionarnimi fazemi. Po otestovani jak bézZnych oktadecylsilikagelovych, tak
jinych, rizné modifikovanych stacionarnich fazi byla pro separaci shledana jako
nejvhodnéjsi kolona Hypersil ODS (250 x 4,6 mm, 5 ym). Délka analyzy je
12 minut pfi pratoku mobilni faze 0,7 ml/min. Mobilni faze je tvofena smési
methanolu a roztoku kyseliny fosfore¢né (pH 2,5) v poméru 65:35 (v/v). Vyvinuta
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 reprodukovatelnost, pfesnost a spravnost metody.

Obrazek: Chromatogram smési standardl (pantothenan vapenaty, methylparaben
a propylparaben s vnitinim standardem ethylparabenem).

y

t

e

enal

Retention Ti
Name

pantothenan vap
4,10
methylparaben
591

ethylparaben (IS)
propylparaben

7,28
9,88

Problematika byla feSena za podpory vyzkumného zaméru MSM 0021620822.
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Obe. 1: Funtothenan vipenaty

Kysefina pantothemowd  tvefi soulist kemplexu vitominz B.

Pantothenan vipenaty (CP, obr. 1), se poulivé ne padpory epitelizace GO O 8 . = W"'“ sl m H:—HPLC m"“’d’: P"’ St

S s foin Hend. Je ddle H(X:}'IyC"-CH"C-HH‘C}'IgCH!-C-‘O Ca stanoveni pantothenanu vépenatého jako dfinné Hitky a me-
vyuiiin pfi lifeni 2én¥tS a poranini ofnich spojivek n rohovky, pif ¢y - thylparabenu a propylparabenu jake konzervancii, obsaZenjch
popdlenindch, omrzlindch apod.[1] obr. ZMM.., ah. 3: Propylperdben v pfipravku Calcium pantothendt mast

velkém mnoistvi topickjch IK&Givjch pipravid. Jsou mélo toxické e litek = topického 16ivho pripravh
a .F.ﬁ h antimikrobidini  GSinnost neni zdvislé na Iﬁ'. v h:wy"' wrch ,' B 4 : h . . 4
piipraveich se poufivaji Sasto ve smési methylparaben a propylparaben.[f] y podle p ycanaenm

Parabeny (obr. 2,3) se pouZMaji jako konzervani pFisady ve f Z Ha - nalezeni co nejjednodusi a zdroveR Einné metody izolace

Optimalizace metody

7B enhadnE

Validace

teoretickych pater, rozfifeni piki, asy pika) Asymetrie pika’. T % i 53 iy
Tepolimiy RoziEeni pika’. R R>135 10,01 ] 10,05 c—fx varek somostatie
Sadou mavdFar 3 ndstriey
b Poeet teorcticyeh poter®, N N > 800 15301 15608 17300 Lot JE
P Enearita? R > 0,9500 B - 089WTE R=D9%99%4 | B = 0999993 i :mm‘"
UL presnest’ . RSD (%) BSD 5% 2,58 2,78 2,84 rﬂmw#hﬂwmmt
i e IM:SE PC<5%| Bis:zom 9989+ 204 98,06+ 1,65 tathouas
Shd (0 e e fa ey (YTt weren B[N PR P : : : e e
Stobiito, S; W Sc1% 0,28 807 0,99

» -
Zaver Literatura
[1] Sicro Verze ATSLP, v. 20062
R 2 sZ{DS &wh?d:id\n Prohe, Ceskd Republika
Vypracovand HPLC metoda slouzi gro stanoveni titinné Idtky pontothenanu vipena- {3}mm i o (E0H), Qz(p:;)- Gl

tého o konzervalnich ldtek methylporobenu o propylparsbenu v prigrovia Colcium #ethoduiig, ﬁ*wffmﬂwiwmadﬁl*@ﬂﬁ -08/2006

L e
metoda poskytuje pfesné a sprivné vysledky a je vhodnd pro stanoveni uvedenych fé- odeKovani

tek v pi ku Calcium pantothendt mact. Problemotikn byla feSena za podpory projektu MSM 0021620822
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POROVNANI METOD STANOVENI OBSAHU
KONZERVACNICH LATEK V PRIPRAVKU LIPOLOTIO
KREM

HAJvaA RENATA!, MATYSOVA LUDMILA?, RYBENSKA EVA!, NOVAKOVA
LUCIE

YUK v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové, katedra analytické chemie, Heyrovského
1203, 500 05 Hradec Kralové; Renata.Hajkova@faf.cuni.cz

Cilem prace bylo vyvinout a zvalidovat metody pro rutinni stanoveni
konzervacnich latek v pfipravku Lipolotio krém, ktery se vyrabi bud s pfidavkem
kyseliny sorbové nebo se smési methylparabenu a propylparabenu jako
konzervantll. Parabeny se pouZivaji ve velkém mnoZstvi topickych |éCivych
pFipravku, protoZe jsou malo toxickeé a jejich antimikrobialni u€innost neni zavisla
na pH. Kyselina sorbova ma fungicidni ucinky, je inhibitorem plisni, kvasinek a
bakterii a pouziva se kromé léCivych pfipravkl také ke konzervaci potravin a
kosmetickych pfipravkua (1).

Metoda extrakce konzervacnich latek z krému se ukazala jako velmi slozita
a bylo nutno otestovat mnoho extrakCnich smési pro dosazeni potiebné
vytéZnosti; extrakce se liSi podle pfidané konzervacni latky, detailni postup je
uveden na posteru. Pro analyzu methylparabenu a propylparabenu byla pouzita
kolona SUPELCO Discovery C18 (125x4mm, 5 um, Sigma-Aldrich), jako optimalni
mobilni faze byla zvolena smés acetonitril - voda (50:50, v/v) s prutokem 1,1
ml/min a nejvhodnéjSim vnitfnim standardem byl zvolen butylparaben. Pro analyzu
kyseliny sorbové byla pouzita kolona Zorbax Elipse XDB — C18 (75x4,6mm, 3,5
um, Agilent), mobilni faze acetonitril - 0,085% H3PO, (40:60, v/v) s pritokem 1,0
ml/min, jako vnitfni standard byl pouZit propylparaben. Detekce byla v obou
pfipadech provedena pomoci UV detektoru pfi vinové délce 253 nm.

Vypracované a optimalizované metody byly kompletné zvalidovany a
uspésneé aplikovany pro stanoveni obsahu konzervacCnich latek v hromadné
vyrabéném lécivém pfipravku Lipolotio krém, a v ramci sledovani obsahu
konzervacnich latek pfi stabilitnich studiich.

(1) Mikroverze AISLP 2006.2 pro MS Windows

Problematika byla feSena za podpory vyzkumného zaméru 0021620822 MSM.
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Porovnani metod stanoveni obsahu konzervacnich
latek v pripravku Lipolotio krém
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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 fosforeCnanu 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).
Pritok 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 pouzita 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 1azné 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
spliiovaly pozadovana kritéria. Vyvinutd 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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Cil prdce

Metoda HPLC se na katedfe analytické chemie FaF UK v Hradci Kralové vyuziva pro vyvoj novych

Cilem préce bylo vyvinout a validovat novou a rychlou HPLC metodu pro stanoveni i¢inné
metod pro stanoveni obsahu Iégivych latek a negistot v topickych 1écivych pripraveich. HPLC  jako prace bylo vy Y P

latky chlorhexidin glukonétu a degrada¢niho produktu p-chloranilinu v masti. Chlorhexidin

¢ni metoda zuje kvantitativni hods i a identifikaci slozek smési v jednom kroku
s vysokou selektivitou a v relativng kritkém Case. Vyvinuté a validované metody se pouZivaji pro PUsObi proti Siroke skale ivnich a grampozitivnich vegetativnich bakterii, kvasinkdm
stabilitn studie topickych léivych pipravki. a dermatofytickym plisnim.
. 212 v 2
Experimentadlni cast
= & Chromatografické podminky:
| Nema g™ Sestava: Shimadzu LC — 2010C, Shimadzu corp., JAP.
H Kolona: Zorbax SB-Phenyl (75 x 4,6 mm, 3,5 um)
- 3 Divkovani: 5 pl
Detekce: UV 239 nm
- Mobilni fize: smés acetonitrilu a roztoku 0,08M fosforeénanu 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)
Prittok: 0,6 ml/min
= _ 3 Teplota: 25°C
3 Vnitini standard:ethylparaben
= i Izokraticky rezim
o H
s -
- H ’ Priprava vzorku:
g — navazeno piesné asi 0,5 g masti do centrifuga¢ni zkumavky
b < = pridano 20,00 ml roztoku vnitiniho standardu ethylaparabenu ve smési acetonitrilu a 1% roztoku kyseliny
B mravenéi v poméru 80:20
B B B B “ [ B B B B B = zahfivani na vodni lazni 80°C 20 minut —ultrazvukova lazen 20 min
. L . . = centrifugace 15 minut pii rychlosti 6000 otaéek/min
¢ standardd: p-chloranilin a vnitfni standard ethylparaben — supernatant filtrovan pies skladany filtr a davkovan na kolonu
S Validace metody
o Parametr Chlorhexidin p-chloroanilin Limit
- SST
Opakovatelnost-retencni tas™ RSD (%) 0,37 0,07 X<1%
- Opakovatelnost-plocha® R.S.D (%) 0,07 0,33 X<1%
= z . Pocet teoretickych pater” 4002 7109 N> 2000
5 Rozliseni® 7,16 9,99 Ry> 15
- i Asymetrie” 181 118 T<2
B Validace
” 5 Presnost” R.S.D.(%) 172 187 X<5%
- . Linearita® Korelacni koeficient | 0,99964 0,99901 R>0,9990
£
B H Spravnost Vyteznost |99.72 100,38 X = 100= 5%
i ! R.S.D (%) 2.72 153 X <5%
b B B B 0 o O g O 0 o LOD (mg.ml?) - 6,65.10°
N e ehlorh . N LOQ (mg.mi™) - 222107
- ” i
Chromatogram masti s obsahem chlorhexidinu a pfidavkem vnitfniho standardu e T R ey
Y an= f 4, kazdy nastl . . - i 2. 2 1
Zéveér n=6 6 vzorki, kazdy nastiiknut 3x  ©chlorhexidin - koncentracni rozmezi 5.12 10% 17.85 102 mg.ml

©p-chloranilin - koncentraéni rozmezi 5.10*- 6.10° mg.ml™*

Byla vyvinuta metoda vysokou¢inné kapalinové chromatografie pro soucasné
stanoveni u¢inné latky chlorhexidin glukonatu a jeji necistoty p-chloranilinu = Int
v topickém lé¢ivém piipravku Amastol neo. Metoda byla zvalidovéna a pouziva se Podékovani
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6. SHRNUTI

Tato disertacni prace je vénovana vyvoji HPLC metod, které spliiuji vSechny
pozadavky kladené na vhodnost, pfesnost a spravnost, pro analyzu farmaceutickych
ptipravkl. Dolozeni téchto vlastnosti metody je proces, ktery se nazyva validace.

Ptredlozena prace nejprve pojednava o teoretickych zakladech chromatografie
jako takové, sdlirazem na chromatografii kapalinovou, vc¢etné HPLC. Popisuje
instrumentaci v HPLC, kde jsou zminény i nové trendy ve vyvoji stacionarnich fazi, at’
uz se jedna o monolitické kolony, staciondrni faze na bazi oxidu zirkonic¢itého, HILIC
stacionarni faze a sub-2-mikronové kolony. Je zde i ¢ast vénovana UPLC, jednomu
z dalSich trendii ve vyvoji kapalinové chromatografie. V dalsi Casti je probiran vyvoj
HPLC metod pro analyzu farmaceutik a také kapitola, vénujici se analyze léCivych
ptipravki, vcetné piipravy vzorkl k analyze, sledovéani stabilit 1é¢ivych piipravki a
¢ast, kterd se vénuje analyze necistot.

Posledni pomérné rozsahld kapitola teoretické casti této prace se vénuje
validacim analytickych metod. Pozadavky na validace se zabyva n€kolik autorit, které
vydavaji zdvazné normy a/nebo doporuceni, jimiz je tfeba se béhem tohoto procesu
fidit. V Ceské republice je to Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv (SUKL - Véstnik SUKL,
CL 2005). V Evropské unii jsou validace zminény v Evropském lékopisu (Ph. Eur. 5).
V USA je validacim vénovana stat’ v 1ékopise (USP 29) a zabyva se jimi napiiklad Utad
pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA). Instituct, ktera se snazi sjednotit validacni piedpisy
pro Evropskou unii, USA a Japonsko je ICH (Internacional Conference on
Harmonisation). Jak z uvedeného vyplyva, je problematika validaci feSena nékolika
institucemi a byla snaha tento proces Iépe poznat a zptehlednit. V této ¢asti disertace je
validace probrana pomérné podrobné. Jsou zde popsany jednotlivé parametry
validacniho procesu, jako je pfesnost, spravnost, linearita, selektivita, robustnost,
detekéni a kvantitativni limit. Cast je vénovéana i testu vhodnosti systému (System
suitability test), coz je velmi dualezitd soucast validaéniho procesu zejména
instrumentalnich metod pro analyzu farmaceutickych ptipravki. Kazdy parametr je zde
popsan a komentovan z pohledu dvou autorit, zabyvajicich se validacemi — v Ceské
republice SUKLu a v zahrani¢i ICH.

Prakticky bylo v ramci této prace vyvinuto sedm novych metodik pro topické

1é¢ivé pripravky (masti, gely, krémy), ze kterych byly vypracovany publikace, ptijaté do
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vyznamnych zahrani¢nich odbornych ¢asopist, jako jsou Journal of Chromatography A
I B, Talanta, Analytical and Bioanalytical Chemistry a Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis. V ramci prace byly jesté vyvinuty dalsi tfi popsané metody, které
byly publikovany krom¢ jinych pouze formou posterti na odbornych konferencich.

Pomoci téchto nové vyvinutych metod lze hodnotit dané 1éCivé piipravky
v ramci sledovani jejich stability a pfi vystupni kontrole a kontrole homogenity téchto
farmaceutickych preparati. Metody fesi analyzu UCinnych latek, piipadnych
konzervancii a rozkladnych produktii v ramci jedné analyzy.

Metody byly aplikovany na 1éCivé pripravky, nejcastéji gely a krémy.
V ptipravku Triamcinolon krém se stanovuje obsah uc¢inné latky triamcinolon
acetonidu, methylparabenu a propylparabenu jako konzervaénich latek a triamcinolonu,
coz je degradacni produkt ucinné latky. V Ketoprofen gelu se podobné stanovuje
ketoprofen, parabeny a dva degradacni produkty. Na piipravek Estrogel gel byly
vyvinuty dvé metodiky, protoze SUKL b&hem stabilitni studie zvysil pozadavky na
sledovani necistot a vyrobce zdroven zménil sloZeni ptfipravku tim, Ze ho zacal vyrabét
bez parabend. Nov¢j$i metodika proto umoziuje sledovat v gelu obsah u¢inné latky
estradiolu a zaroven hladiny Sesti necistot. V ramci analyzy ptipravku Indometacin gel
se stanovuje obsah u¢inné latky indometacinu a jeho dvou degradac¢nich produkti —
kyseliny 4-chlorbenzoové a kyseliny 5-metoxy-2-methylindoloctové. Dal§im
ptipravkem, kde se stanovuje obsah vice nelistot, je Terbinafin krém. Zde se kromé
ucinné latky terbinafinu sleduje obsah necistoty z vyroby (methylaminomethylnaftalen)
a tii degradacnich produkti terbinafinu (Z-terbinafin, B-terbinafin a 4-methylterbinafin.
Zde byl vyvoj komplikovangjsi vzhledem k velice podobné struktufe rozkladnych
produktt. Poslednim ptipravkem je Calcium pantothenat mast. Metodika vyvinuta pro
tento 1éCivy pripravek zahrnuje stanoveni obsahu pantothenanu vapenatého jako ucinné
latky a methylparabenu a propylparabenu jako konzervancii. Pfi analyze vSech
ptipravki je pro kvantifikaci pouzivana metoda vnitiniho standardu, coz jednak zvySuje
pfesnost stanoveni a je vhodné vzhledem k postupu pii izolaci stanovovanych latek
z mast'ovych (gelovych, krémovych) zaklada téchto topickych 1é¢ivych piipravka.

Vsechny vyvinuté metody byly kompletné validovany podle doporuceni vSech
zminénych autorit. Metody byly shledany dostate¢n¢ vhodné, ptesné a spolehlivé pro
analyzu zminénych piipravkd a mnohé z nich jsou jiz s uspéchem aplikovany na jejich

rutinni analyzu (naptiklad pfi sledovani stability a pfi vystupnich kontrolach).
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Nékteré ztéchto metod byla aplikovany pfi analyze na novych typech
stacionarnich fazi. Témi byly n€které monolitické kolony, na kterych byly analyzovany
piipravky Ketoprofen gel a Estrogel gel. Tyto staciondrni faze jsou vyhodné zejména
proto, ze pfi jejich pouziti vznikd jen velmi nizky zpétny tlak v systému, takze se daji
pouzit relativné vysoké prutoky mobilni faze. To vede k n€kolikandsobnému zkraceni
analyzy. Diskutabilni je ale vzhledem k takto vysokym hodnotdm pratoku vysoka
spotfeba rozpoustédel, coz je negativni vzhledem k Zivotnimu prostfedi, nehled¢ na
finan¢ni stranku. Detaily porovnani jsou uvedeny v piiloze VIII.

V piiloze IX. jsou provedena srovndni vyvinutych metod na béznych C18
kolonach s vysledky analyz na acquity kolonach v UPLC systému. Bylo testovano pét
ptipravki (Diclofenac emulgel, Triamcinolon krém, Estrogel gel, Indometacin gel a
Hydrocortison krém), u kterych byly opét sledovany obsahy uc¢innych a konzervacnich
latek a hladiny degradacnich produktti. Metoda UPLC byla jednoznacné lepsi z hlediska
kvality separace, rozliSeni, délky analyzy a spotieby rozpoustédel. Diky mensSimu
rozmyvani chromatografickych pikli dochédzi k presn€jSimu odecitdni dat a tim
k zptesnéni analyzy. Diskutabilni by vzhledem k extrémnimu zkraceni analyzy a
priblizeni se pikd na chromatogramech byla mozna analyza tzv. nedefinovanych
necistot, kdy zkraceni chromatografického zaznamu a piiblizeni se pikii stanovovanych

latek vzajemné prakticky neumoziuje sledovat piky téchto necistot.
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7. SUMMARY

DEVELOPMENT AND VYALIDATION OF HPLC METHODS

The doctoral thesis concerns with development of HPLC methods for analysis of
pharmaceutical formulations, which meet all requirements for suitability, precision and
reliability. Documentation of these parameters is called validation.

At first theoretical principles of chromatography are described in this work, with
the emphasis to liquid chromatography, included HPLC. The instrumentation in HPLC
is described, mentioning the new trends in stationary phase’s development — for
example monolithic columns, zirkonia stationary phase, HILIC and sub-2-microns
phases. In the other part UPLC system, one of the new trends in liquid chromatography
development is discussed. Next part deals with the development of HPLC methods for
analysis of pharmaceutics and is followed by chapter, in which analysis of
pharmaceutical formulations is described, included preparation of the samples before
analysis, stability monitoring and further the analysis of impurities.

The last, relatively large chapter is dealing with the validation of analytical
methods. Several institutions are concerned with validation requirements. They issue
recommendation and/or guidelines, which are cogent for this process. In the Czech
Republic there exists State Institute for Drug Control (SUKL — Bulletin of SUKL,
Czech Pharmacopoeia). The validations are mentioned in European Pharmacopoeia
(Ph.Eur.5) too. The validation chapter is described in the US Pharmacopoeia (USP 29);
FDA (Food and Drug Control) and ICH (International Conference on Harmonization)
are dealing with validation too. The ICH associates validation requirements for the
European Union, USA and Japan. The validation process is controlled by several
institutions and it was the reason for transparent and clear description of this problem.
In this chapter the validation process is threshed relatively closely. The described
parameters of validation procedure are precision, accuracy, linearity, selectivity,
robustness, limit of detection, limit of quantitation. One part is dealing with the system
suitability test, very important part of validation process (mainly in instrumental
methods for analysis of pharmaceutical formulations). Each parameter is described with
comments. The parameters are classified in term of two authorities — SUKL and the
ICH.
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In term of this work seven new methods for analysis of topical formulations
(ointments, gels, and pastes) were developed; the papers were accepted in international
journals: Journal of Chromatography A and B, Talanta, Analytical and Bioanalytical
Chemistry and Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis. Other three
methods, which were published as posters on several analytical conferences, were
developed.

The pharmaceutical formulations are analyzed using the above mentioned
methods during their stability testing and quality and homogeneity control. The methods
solved analysis of active substances, preservatives and degradation products in one
analysis.

The new methods were applied to pharmaceutical formulations, in most cases to
gels and creams. In Triamcinolon cream triamcinolone acetonide as an active substance,
methylparaben and propylparaben as preservatives and triamcinolone as degradation
product are determined. In Ketoprofen gel ketoprofen parabens and two degradation
products are similarly determined. Two methods for analysis of Estrogel gel were
developed, because SUKL increased its requirements for monitoring impurities and
producer changed composition of this preparation. Thus the latest method monitors
assay of estradiol and its six impurities. In terms of analysis of Indometacin gel
indomethacin and its two degradation products — 4-chlorbenzoic acid and 5-methoxy-2-
methylindolacetic acid - are determined. Terbinafin cream is next formulation, in which
more impurities are tested. In this formulation terbinafine as an active substance,
methylaminomethylnaphtalene as impurity erased in a production process and three
degradation products of terbinafine — Z-terbinafine, p-terbinafine and 4-
methylterbinafine - are determined. The last pharmaceutical is Calcium pantothendat
mast. Calcium pantothenate as an active substance and methylparaben and
propylparaben as preservatives are determined. During analysis of these formulations
internal standard method, which increases precision and accuracy, was used. This
method is very suitable with regard to isolation from ointment matrices.

All of the methods were completely validated with respect to guidelines of all
mentioned institutes. Methods were found sufficiently suitable, precise and reliable for
analysis of the mentioned formulations and they are applied for their routine analysis
(for example during stability testing or quality control).

The developed methods were transferred to the new types of stationary phases.

They were represented by monolithic columns; on those Ketoprofen gel and Estrogel
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gel were analyzed. An advantage of these phases is very low back pressure, so they can
be used with high flow rates of mobile phases. It leads to shorter analyses. High
consumption is debatable considering environmental and financial aspects (for details
see attachment VII1).

A comparison of developed methods using conventional ODS columns and
acquity columns in the UPLC system was described in attachment 1X. Five formulations
were tested — Diclofenac emulgel, Triamcinolon cream, Estrogel gel, Indomethacin gel
and Hydrocortison cream, in those contents of active substances, preservatives and
degradation products were monitored. The UPLC method was advantageous from the
point of view of separation quality, resolution, time of analysis and consumption of
solvents. By virtue of minor band broadening more precise data evaluation and hence
better analysis precision were reached. This method would be debatable considering
determination of undefined impurities. The shorter recording of analysis and shorter
distance between peaks on chromatogram makes monitoring of these impurities

practically impossible.
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8. ZAVER

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je metoda ¢asto vyuzivana
V kontrole 1é¢iv. Je to pfedevsim z toho diivodu, Ze jde o metodu separacni,
ktera umoziluje zarovenn kvalitativni 1 kvantitativni hodnoceni
separovanych slozek smési, a to s vysokou selektivitou, citlivosti (podle
pouzitého detektoru) a v relativné kratkém cCase. Pro analyzu postacuje
velmi malé mnoZstvi vzorku a celou metodu Ize velice snadno
automatizovat za vyuziti automatického davkovace 1 pro velké série
vzorki, coz je velmi vhodné pro rutinni vyuziti metody. Metoda je v ¢im
dal vétsi mite zaclenovana do 1ékopisnych ¢lanki, coz umoznuje jeji dalsi
Vyvoj.

V ramci této disertaCni prace bylo vyvinuto nékolik metod pro
analyzu topickych lécivych ptipravki. Pouzitim HPLC bylo mozno v
danych pfipravcich stanovovat jak obsah u€innych latek a konzervancii, tak
hladiny necistot a degradacnich produkti stanovovanych 1e€Civ. To je velice
dilezité v ramci sledovani stability 1é¢iv a 1éCivych pfipravki, kdy je
mozno odhadovat miru stability daného ptipravku pravé na zakladé obsahu
degradacnich produktii.

Samostatnou C¢ast prace tvoii validace analytickych metod, coz je
proces velice dilezity pii zavadéni nové metodiky. Jsou zde srovnana
kritéria nékolika instituci, které se validacemi analytickych metod zabyvaji.
Validace je podrobné popsana, véetné komentai zminénych autorit
K jednotlivym validacnim parametrim. V praktické casti jsou potom
vSechny vyvinuté metody kompletné validovany a vysledky validaci jsou
doloZeny.

Vyhody kapalinové chromatografie jsou déle zvyraznény zavadénim
novych trendii ve vyvoji této metody. Jednim z trendii jsou nové typy

stacionarnich fazi, jako jsou naptiklad monolitické kolony, tzn. kolony
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naplnéné monolitickou modifikaci silikagelu. Vyhody a nevyhody této faze
jsou v praci v priloze VIII popsany a dokumentovany srovnanim analyz
1é¢ivych piipravkil na kolonach béZznych a molitickych.

UPLC je dalsim z novych typl kapalinové chromatografie. V ramci
publikace v ptiloze IX byly opét srovnany analyzy né¢kolika piipravka a
vyhody této metodiky byly popsany a podrobn¢ dokumentovany.

Vysledky této disertacni prace ukazuji na nékolika ptipadech vyvoj
novych HPLC metod a jejich zavadéni do rutinni analyzy. Nové metody
jsou kompletné validovany a vysledky validace jsou piehledné zpracovany.

Validace jako nedilna souc¢ast vyvoje analytickych metod a hlavné
jejich zavadéni do rutinnich procesti v rdmci kontroly 1é€iv byla v této praci
zptehlednéna, coz umoznuje lepSi orientaci v daném problému, definuje
parametry, které je nutno v ramci validace proméfit a kriteria, ktera je

nutno pro uspésné zvalidovani metody splnit.
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