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1. UVOD



1.1. Uvod a cil prace

Jednim z cild farmacie je zajistit pacientovi kvalitni, bezpecny a U€inny Ik
V dostate¢ném mnozstvi. Hodnocenim kvality, bezpecnosti a uc€innosti 1éCivého
piipravku se zabyvaji rizné analytické metody.

Jednou 1z nejcastéji pouzivanych analytickych metod je vysoce ucinna
kapalinova chromatografie ( High Performance Liquid Chromatography,
dale jen HPLC). Tato metoda umoznuje separaci i slozitych smési chemickych latek,
kterymi obvykle 1éCivé pripravky jsou, a tim je mozna soucasné jejich identifikace

i kvantifikace.

Piedmétem prace je hodnoceni cinchokainu hydrochloridu a dexamethasonu
v [éCivém piipravku s vyuzitim HPLC. Hodnocenym lécivym piipravkem byly usSni
kapky.

Jiz dfive navrzend metodika pro hodnoceni rozkladnych produktd ve vyse
charakterizovaném ptipravku nebyla dostate¢né citlivd. Metodu je nutno nejprve
modifikovat a potom validovat. Prace je tedy zaméfena hlavné€ na prométeni parametril

poZadovanych pfi validaci metody.



2. TEORETICKA CAST



2.1. Biologicky aktivni latky

2.1.1. Dexamethason

Dexamethason je 9a - fluor - 11B, 17a, 21- trihydroxy - 16a - methyl — 1, 4 —
pregnadien — 3, 20- dion.

(Obr.1) Chemicka struktura Dexamethasonu:

2.1.1.1. Chemické a fyzikadlne chemické vlastnosti:

Dexamethason  je  bezbarvy  az  Zlutobily  krystalicky  prasek
0 teploté tani 268 - 271°C, molekulové hmotnosti 392,45.
Rozpustny v ethanolu, acetonu a chloroformu, obtizné rozpustny v etheru a prakticky

nerozpustny ve vodg. [1-4]

2.1.1.2. Farmakologicke vlastnosti:

Dexamethason je synteticky ucinny kortikosteroid s glukokortikoidnim t¢inkem
a s minimalnimi G¢inky mineralokortikoidnimi (neplisobi na retenci Na® a vody).

Glukokortikoidy jsou hormony staéinkem na glycidovy metabolismus (zptsobuji



hyperglykémii), metabolismus bilkovin (maji katabolické ucinky, je sniZena syntéza

proteintl) a lipidl (zpiisobuji redistribuci télesného tuku).

Ovliviiyji vSechny typy zanétlivych reakei bez ohledu na pficinu.

Dexamethason je nej¢astéji pouzivan k imunosupresivni terapii, k 1é¢be o¢nich nemoci,

k diferencialni diagnéze Cushingova syndromu, k 1é¢bé akutnich alergickych reakeci,

inhala¢né u bronchidlniho astma, ve vysokych davkach k 1é¢bé otoku mozku.

Podava se lokaln¢, ve form¢e masti, krémti, kapek, a systémove, peroralné 1 parenteraln¢.
K nejCastéjSim nezddoucim uUCinkiim patii zhorSeni diabetu, glukézové

tolerance, osteoporoza, suprese az atrofie kiry nadledvin. Po del$im podani jsou typické

atrofické zmény a zhorSeni sekundéarnich infekci. [5-7]

2.1.2. Cinchokain hydrochlorid

Cinchokain je 2 — butoxy — N - [ 2 — (diethylamino) ethyl Jchinolin — 4 — karboxamid —
hydrochlorid.

(Obr.2) Chemicka struktura Cinchokain-hydrochloridu:

CH,

0 (
HSCWO | N H/\/N\/CH3 HCI
N: E



2.1.2.1. Chemické a fyzikalne chemické viastnosti:

Cinchokain hydrochlorid je bily krystalicky prasek, nebo bezbarvé krystaly
o teplot¢ tani 95 - 100°C a  molekulové  hmotnosti ~ 379,9.
Je to hygroskopicka latka velmi dobfe rozpustnd ve vod¢, snadno rozpustny v acetonu,

ethanolu, dichlormethanu. Velmi snadno se srazi. [1-4]

2.1.2.2. Farmakologicke viastnosti:

Cinchokain je latka patiici mezi lokdlni anestetika. Jsou to latky, které
reverzibilné tlumi az blokuji vedeni vzruchu senzitivnimi neurony, tim dochazi
k mistnimu znecitlivéni. Amidova lokalni anestetika plisobi na napétové fizenych Na®
kandlech, kde postupnou redukci priichodu Na® iontil zvysuji prah excitability, snizuji
rychlost vzestupu akéniho potencialu, tim klesa vedeni vzruchu.

Cinchokain je nejucinnéjsi a nejtoxictéjsi lokdlni anestetikum, je pouzivan
ke vSem typim anestezie, ale Vv soucasnosti je nejcastéjsi topické pouziti.
Samotny Cinchokain je 30 — 50 krat Gc¢inngj$i nez kokain a 20 krat ucinnéjsi nez
prokain, vyznacuje se rychlym néastupem ucinku a delSi dobou ptisobeni.

Cinchokain je urcen k lokalnimu znecitlivéni pfed drobnymi dermatologickymi
¢i chirurgickymi zékroky, déle k utlumu bolesti i svédéni u lokalizovanych dermatoz.

[5-7]
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2.2. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokouc¢innd kapalinova chromatogratie (HPLC)  je jedna znejvice
pouzivanych separanich metod, umoznujici jak kvalitativni, tak 1 kvantitativni analyzu
separovanych slozek smési.

Je to velmi rozsifend a oblibend metoda, diky svym piednostem je hojné
vyuzivana v lékopisnych monografiich:

o vysoce citlivé stanoveni, vysoka selektivita stanoveni, piijatelnd rychlost
analyzy.
o pro analyzu stac¢i jen velmi malé mnozstvi vzorku.
o velmi vyhodna je moznost automatizace diky automatickym davkovacim.
HPLC je vyuZitelna i v ptipad¢, kdy nelze principialné vyuZzit jiné analytické metody,
napt. spektrofotometrii, nebo v piipad¢ analyzy pfirodnich latek a jinych slozitych

smési. [8-10]

HPLC je separacni metoda zalozené na déleni latek mezi kapalnou (mobilni) fazi
a stacionarni fazi, kterou je v koloné¢ naplnén tuhy sorbent, zakotvend kapalina nebo
chemicky vazana na tuhy nosic, ionex, gel.

Separace je zaloZena na mechanismu adsorpce, rozdéleni, iontové vymeéné nebo

na specifickych interakcich zavislych na typu stacionarni faze. [11]

2.2.1. Princip metody

Zakladem metody je mnohondsobné ustalovani rovnovahy slozek smési mezi
dvéma vzajemné nemisitelnymi fazemi. Stacionarni, nepohybliva, faze riiznou mérou
zadrzuje jednotlivé slozky smési; mobilni, pohybliva, faze tyto slozky smési vymyva
(eluuje) ze stacionarni faze a odnasi je rdznou rychlosti, tim dojde k jejich
oddéleni.(Rychlost eluce zavisi na velikosti interakci mezi slozkou smési a obéma
fazemi).

Utinnost separace zavisi na velikosti ¢astic stacionarni faze, separaéni uéinnost
se zvysSuje se stejnomérnosti a mensi velikosti Castic staciondrni faze. Separace pak

probiha na vétsi ploSe.
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Separace je také zavisla na rychlosti pratoku mobilni faze, ktera se tidi tlakem

Cerpadla. [8-11]

Jestlize se elucni parametry piiliS nelisi, lze HPLC analyzu provést za
konstantniho sloZzeni mobilni faze v pribéhu celé¢ analyzy, tzv. isokraticka eluce.
Nékteré¢ smési se ale timto zpisobem dostate¢né neoddé€li, v tomto piipadé lze vyuzit
tzv. gradientové eluce, pfi které se k jedné mobilni fazi plynule pfimichava rostouci

mnozstvi druhé mobilni faze. [8]
Zakladni kvalitativni charakteristikou v HPLC je retenéni (elu¢ni) ¢as tg, to je

¢as od nastiiku vzorku na kolonu po vrchol chromatografického piku. Kvantitativni

charakteristika v HPLC je plocha (nebo vyska) chromatografického piku.

2.2.2. Chromatoqgraf:

Hlavnimi ¢astmi kapalinového chromatografu jsou zasobniky mobilni féze,
Cerpadla, zajistujici konstantni pritokovou rychlost mobilni faze pifes kolonu do
detektoru, dale davkovaci zafizeni, chromatografickd kolona, kde dochézi k déleni
smési na jednotlivé slozky, tyto slozky jsou unaSeny mobilni fizi do detektoru.
Detektor umoziuje kontinudlni detekci a stanoveni sledovanych latek eluovanych
Z kolony. Signal z detektoru je pfenaSen do pocitae, kde je zpracovan. Pocita

soucasn¢ tidi chod celého chromatografu. [9,11]

(Obr. 3) Schéma kapalinového chromatografu:

¢
i' =
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Popis:
Z1, 72, Z3 — zasobniky mobilni faze, C — vysokotlaké ¢erpadlo, PG — programovaci
jednotka, DZ — davkovaci zatizeni, K — chromatograficka kolona, D — detektor,

PC — pocitac se zapisovacim zafizenim (tiskarna) [9]

2.2.2.1.1. Davkovaci zarizeni

Vzorek lze davkovat bud’ manudlné specidlnim smyckovym dévkovacim

ventilem, nebo automatickym davkovacim zatizenim. [11]

2.2.2.1.2. Kolona

Nejcastéji pouzivané jsou sklenéné nebo nerezové ocelové kolony, které jsou
naplnéné vhodnym sorbentem (stacionarni fazi) . Abychom dosédhli vysoké ucinnosti,
pak musi byt néapln kolony homogenni a rovnomérna, proto se téméf vyhradné
pouzivaji kolony plnéné a testované ptimo vyrobcem.

Pro HPLC se nejcCastéji pouzivaji kolony dlouhé 10 — 25 cm o vnitfnim priméru 3 — 5
mm.
[8,9,11]

2.2.2.1.3. Detektory

Detektor poskytuje informace o sloZeni eludtu vychazejicitho z kolony, tim
umozni kvalitativni i kvantitativni hodnoceni vysledkt analyzy. Proto jsou na detektory
kladeny vysoké pozadavky:

o vysoka citlivost — detekce se pohybuje ve velmi nizkych koncentracich (ng -
ng/ml)

o reprodukovatelnost a linearita odezvy.

o nezavislost odezvy ke zméné slozeni mobilni faze pii gradientové eluci.

o univerzalnost detekce pro vSechny oddélené slozky smési.
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Nejcastéji se pouzivaji detektory spektrofotometrické , fluorimetrické a
elektrochemické. Piipadné mén¢ Casto i refraktometrické. Novéji se také vyuziva

propojeni HPLC s hmotnostnim spektrometrem. [8,9,11]

Spektrofotometrické detektory jsou nejcastéji pouzivanymi pii HPLC analyze 1éCiv.
Registruji absorbanci eluatu protékajiciho celou detektoru. K detekci 1éCiv se
vyuziva hlavné¢ UV oblast spektra, mén¢ Casto viditelna a infracervena oblast.
Aby latka absorbovala toto zafeni, musi ve své molekule obsahovat tzv.
chromofory, to je seskupeni atomil schopné absorbovat v rozmezi 200 — 800 nm.
Jsou to latky, které v molekule obsahuji systém konjugovanych dvojnych vazeb
nebo nasobné vazby mezi atomy. Pii absorpci zatfeni dochazi k prechodu valen¢nich
elektrond.
Pouzivaji se : UV detektory s fixni vinovou délkou, pfi které absorbuje vétSina
1é¢iv.
UV-VIS detektory s volitelnou vinovou délkou, obvykle v oblasti
200-800 nm.
Vice informaci lze ziskat spektrofotometrem s diodovym polem
(diode array detektor). Je fizen pocitacem, snima celé¢ absorpcni
spektrum eluatu soucasné pii nékolika vinovych délkach. Vysledek je
trojrozmérny chromatogram jako zavislost absorbance na vlnové

délce na Case. [8,9]

2.2.2.2. Vyuziti HPLC

V oblasti kontroly 1é€iv k identifikaci, stanoveni obsahu a ke kontrole Cistoty.
Pii pouziti vhodnych chromatografickych podminek lze z jednoho nastfiku urcit
totoznost, obsah latky 1 pfipadné necistoty.

V oblasti stability 1é¢iv — na chromatogramu je patrny hlavni pik analyzované
latky a menSi piky rozkladnych produkti. Rozkladné produkty Ize sledovat
z kvalitativniho 1 kvantitativniho hlediska.

Pouziti k analyze pfirodnich 1éCiv V rostlinném materidlu. HPLC umozZiuje

hodnotit obsah a zastoupeni alkaloidu, glykosidl, vitamint, atd. v drogach.
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HPLC umoziiuje monitorovat 1é¢iva a jejich metabolity v télnich tekutinach
(v krvi, séru, moci). Nejprve je tfeba vzorek vhodné izolovat a tim pfipravit

k analyze. [8,9]
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2.3. Validace analytickych metod

vvvvvv

charakteristiky metody. Validaci se demonstruje, ze vypracovand metoda je vhodna
k pouziti. Cilem validace je ur€it podminky, za kterych je metoda pouzitelna, a zajistit
spolehlivost pii opakovaném pouziti v jedné nebo riznych laboratotich. [10]
Validace se pouzivd vzdy pfi objevu nové metody, pii zméné metody, pfi
pfevodu validované metody, pii kontrole zptsobilosti systému, pfi revalidaci metody
(podminky revalidace jsou stanoveny) . [12]
Zjisténé¢ hodnoty validovanych parametri se zpracovavaji do validacniho
protokolu, Kk protokolu musi byt pfilozena patficna dokumentace (pfistroje,

chromatogramy) . [10]

2.3.1. Druhy validaci

Validace metody vramci jedné laboratofe je interni (vnitini) validace
Cilem interni validace je na omezeném poctu vzorkl stanovit, jestli je dana analyticka
metoda vhodnd k planovanému pouziti. To se zjisti vyhodnocenim pozadovanych
valida¢nich parametr.

Validace externi (vn¢j$i) zahrnuje validaci interni spolecné se srovnanim

vysledku validace metody z vice laboratofi. [12]

2.3.2. Parametry validaci

o Spravnost — vyjadiuje tésnost shody hodnoty ziskané s hodnotou spravnou. Jde o
statisticky vyznamnou odli§nost mezi ziskanou a skute¢nou hodnotou. Hodnocenim
spravnosti metody se ur¢i mozna pfitomnost ndhodné soustavné chyby zjisténim
rozdilu mezi hodnotou danou (spravnou) a ziskanou.

Tyto hodnoty se ziskaji porovnanim se standardem, referencnim materialem,
porovnanim analyzy ovéfované s jiz osvédcenou metodou.
Spravnost se obvykle zjisti analyzou nejméné Sesti vzorkli a vyjadfenim jako

rozdil spravné a ziskané hodnoty, nebo jako vytéznost, recovery v %.
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nalezena hodnota * 100

rec (%) =

skute¢na hodnota

o Pfesnost — je mira shody mezi jednotlivymi vysledky metody opakované ziskanymi
s jednim homogennim vzorkem. Tento vzorek se obvykle Sestkrat nezavisle
analyzuje kompletnim zpiisobem vcetné piipravy vzorka.

Ptesnost metody zavisi pouze na rozdéleni nahodnych chyb, ke spravné hodnoté
nema vztah.

Presnost se vyjadii jako smérodatna odchylka vysledkt zkousek. [10,12]

Y - prumér jednotlivych hodnot, y — jednotlivé hodnoty vyjadiené jako plochy pikli, n — pocet
jednotlivych hodnot

Podle podminek opakovani se rozliSuji tii trovné piesnosti:

Opakovatelnost — Definovana jako tésnost shody mezi navzajem nezavislymi

vysledky zkousek ziskanymi za podminek opakovatelnosti — vysledky zkousek
se ziskaji opakovanym pouzitim stejné zkuSebni metody, za pouziti identického
materidlu, méfeni ve stejné laboratofi, tymz pracovnikem, za pouziti stejnych
piistroju a zatizeni béhem kratkého ¢asového rozmezi. [12]

Mezilehl4 piesnost — Postup obdobny jako u Opakovatelnosti, ale metoda se

provadi s riznymi Cinidly, riznymi pracovniky, pfistroji i zafizenimi, v riznou
dobu, ale v jedné laboratofi a se stejnym vzorkem.

Reprodukovatelnost — Postup podobny jako u Mezilehlé piesnosti, ale méteni

probiha v riznych laboratofich. [10]
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o Selektivita — Selektivita metody je schopnost pfesného a spravného urceni analytu
I v pfitomnosti jinych latek, které 1ze ocekavat. Tyto latky mohou byt dalsi Gc¢inné
latky (u slozenych pftipravkil), pomocné latky, necistoty z vyroby, rozkladné
produkty.

Selektivita metody se dolozi vysledky analyzy standardu, vzorkt bez
analyzované latky obsahujici vSechny ostatni slozky ptipravku, rozkladné produkty,
necistoty. [10,12]

o Detekéni limit (LOD) - Vyjadiuje citlivost metody. Je to nejnizsi koncentrace
analyzované latky, stanovované kvalitativné.

Urcuje se jako koncentrace analyzované latky s pomérem signalu k Sumu rovné 3.

Tento detek¢ni limit se ovefi analyzou zjisténé koncentrace vzorku.

o Kvantitativni limit (LOQ) — Také vyjadiuje citlivost metody. LOQ je nejnizsi

koncentrace latky, ktera je stanovitelna s pfijatelnou piesnosti a spravnosti.

Tato koncentrace je vyjadiena pomérem signalu k Sumu v hodnoté 10. [10]

Pomér signaluk Sumu- S/N=2H/h

H — Vyska piku slozky na chromatogramu ptredepsaného porovnéavaciho roztoku
meéfend mezi vrcholem piku a zakladni linii signalu. Signal se sleduje v 20-ti nasobku
Sitky piku v poloviné jeho vysky.

h — Rozsah Sumu na chromatogramu ziskaného pii slepé zkousce a
zaznamenané¢ho na vzdalenosti rovné 20-ti nasobku Sitky piku v poloving vysky
predepsaného porovnavaciho roztoku, je-li to mozné, je tato vzdalenost méfena

rovnomeérne na ob¢ strany od mista, kde by se tento pik nachazel. [2]

o Linearita — Je schopnost dat vysledky pfimo umérné koncentraci stanovované latky.
Stanovuje se minimalné pét vzorkli riznych koncentraci (v rozmezi 50 — 150 %
deklarovaného obsahu). V ptipadé stanoveni necistot se sleduje linearita v rozmezi
LOD az minimaln¢ 120 % horniho limitu necistoty. Kazdou koncentraci je
stanovena dvakrat a poté se provede regresni analyza.

K méfeni je moZno pouzit roztoky standarda.
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Je-li metoda linearni, uréi se smérnice z jednoho kalibra¢niho bodu. Neni-li, pak se

smérnice urcuje z celé kalibracni piimky. [10,12]

Rozsah — Rozsah se stanovuje z linearity metody. Je to koncentra¢ni hranice, ve
které¢ je metoda pouzitelna. Dolni limit mtize byt limit detekce, horni limit mtze byt

maximalni odezva, pii jejimz dosazeni piistroj uz nepracuje presné. [10]

Robustnost — Robustnost metody je definovana jako mira vlivu kolisani urovné
jednotlivych parametri na vysledek analytického stanoveni. Sleduji se poznatky
z vyvoje metody s cilem upozornit na podminky, které mohou ovlivnit vysledek.
U HPLC se sleduji napt. slozeni mobilni faze, pH vodné slozky, teplota na kolong,
rychlost priutoku, kolisani tlaku, stabilita analyzovanych vzorkl, rozdil riznych

Sarzi, atd. [10,12]
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3. EXPERIMENTALNI CAST
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3.1. Material, pomiicky a pristroje

3.1.1. Chemikalie:

Dexamethasone Base : BP 93 Tamda a.s. Olomouc
S: 021204
Cinchocaini hydrochloridum : Tamda a.s. Olomouc
S: 382
1,3-Butylene glycol : Celanese Ltd.
S: LOT 901100504
Glycerol 99,5% : Spectrophotometric grade, Sigma — Aldrich Chemie
S: 191612-1L
Amoniak : vodny roztok min. 25% ¢isty, Lachema Lach - Ner s.r.o.
S:1/2 —26- 36/ 37/ 39 — 45 — 61
Kyselina mravenci: 98 — 100% p.a. Lachema Brno
Acetonitrile CHROMASOLYV for HPLC, Sigma — Aldrich, Germany
Methanol — p.a. Lachema, Lach — Ner s.r.o.

Destilovana voda

3.1.2. Sestava pro HPLC :

Vse bylo méfeno na pfistroji firmy SHIMADZU:tada 20 — Prominence

Autosampler:SIL-20AC

2x Pumpa:LC-20AD

Degasser DGU-20A3

Kolonovy termostat: CTO-20AC
Detektor: SPD-20A

Ridici jednotka CBM-20A
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3.1.3. Ostatni pristroje a pomucky :

Digitalni vahy

Laboratorni magnetickd michacka
Acidimetr

Elektricka pec

SusSarna

Pipety a balonek k pipetovani.
Zkumavky a zatky se zabrusem
Kadinky, zkumavky, odmérné banky, odmérné valce, Erlenmayerovy baiky,

odsavaci banky, frita, ndlevky, laboratorni 1zi¢ka, stficka, vialky.

3.2. Priprava mobilni faze a vzorku :

Optimélni slozeni mobilni faze a vhodné chromatografické podminky byly
znamy jiz z méteni, které provadéla Doubravka...??77?
Pouzita chromatograficka kolona : Waters Spherisorb ® Phenyl (250 x 4,6 mm, 5 p m)
Meéfteni probihalo pii 238 nm.
SloZeni mobilni faze: Mravencanovy pufr pH = 3,6 a acetonitril v poméru 67 : 33

Pratok mobilni faze byl 1ml / min. Teplota na koloné¢ byla nastavena na 30°C. [ 14 ]

3.2.1. Priprava mobilni faze:

Vodné cast: Odmetit 1,57 ml amoniaku do odmérné banky 1000 ml a doplnit
destilovanou vodou po znacku. Poté upravit kyselinou mraven¢i 10% na pH = 3,6.
Vodnou ¢ast smichat s acetonitrilem ve daném pomeéru a na zavér zbavit necistot filtraci
ptes fritu za podtlaku.

V analyze byl pomér mravencanového pufru a acetonitrilu v mobilni fazi nejprve
67 : 33 [ 14 ], potom byl pomér upraven na 70 : 30 z divodu lepsiho oddéleni pikti na

chromatogramu. Ostatni chromatografické podminky zGstaly stejné.
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3.2.2. Priprava vzorku:

K méfeni byly pouzity vzorky standardnich latek stejné koncentrace jako je
koncentrace latek v origindlnim pfipravku.
Vzorky byly oznaceny: ZDC
ZD
ZC
Z
Orig

Z....... zédklad  (smés  rozpoustédel  pouzitych  vI1éfivém  pfipravku
Glycerol a 1,3 — Butandiol)

D...... dexamethason

C...... cinchokain hydrochlorid

Orig... original 1é¢ivého piipravku

Pivodni prevzatd metoda: 0,500 g vzorku se rozpusti v 0,5 ml mobilni faze. Na kolonu
se nastiikuje 20 pl. [13][14]
Optimalizovand metoda : 1,000 g vzorku se doplni mobilni fazi do 10,0 ml. Na kolonu

se nastiikuje 200 pl.

Pro ziskédni rozkladnych produktl byly vzorky zahtivany v suSarné pfi teploté

100°C po dobu 20 hodin. [14]

3.3. Priprava vzorku pro selektivitu

Vsechny vzorky se pfipravi z 1,0 g standardni latky nebo originalniho ptipravku
a doplnéni do objemu 10 ml mobilni fazi. Vzorky ptipravime vzdy dvakrat, od kazdého
jeden dame zahtat po dobu 20 hodin pti 100°C. Ziskame tak rozkladné produkty.

Pro snadngj$i a piesnéj$i navazovani si nejprve nachystdme zasobni roztok
Dexamethasonu: 20,0 mg D se odvéazi do 10 ml odmérné banky a doplni po rysku

acetonitrilem. Ziskame tak roztok o koncentraci ¢ =2 mg/ml.
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(Tab.1) Navazky vzorku pro selektivitu:

Navazka 4 D C
Vzorek (9) (ml roztoku D) (mg)
z 1,0245
Z zah¥ivany 1,0478
ZD 1,0145 0,1
ZD zahfivany 1,0349 0,1
ZC 0,9980 50
ZC zah¥ivany 1,0599 50
ZDC 0,9741 0,1 5,0
ZDC zahiivany 1,0183 0,1 50

3.4. Priprava vzorku pro linearitu:

Nejprve si ptipravime zasobni roztoky, ze kterych ziskdme postupnym fedénim
vzorky pro linearitu.
100% necistoty je stanoveno jako 0,02mg/ml pro Dexamethason a 0,5mg/ml pro

Cinchokain hydrochlorid.

3.4.1. Priprava zasobnich roztoku:

Odvazit 20,0 mg Dexamethasonu do odmérné banky 10ml a doplnit mobilni fazi
po rysku - ziskame tak roztok o koncentraci ¢ = 2mg/ml.

I ml roztoku o koncentraci 2mg/ml zfedit v odmérné baiice 10ml po rysku
mobilni fazi - ziskdme roztok o koncentraci ¢ = 0,2mg/ml.

1 ml roztoku o koncentraci 0,2mg/ml zfedit v odmérné baiice 10ml po rysku

mobilni fazi - ziskame roztok o koncentraci ¢ = 0,02mg/ml. Roztok D100%
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Odvazit 50,0mg Cinchokain hydrochloridu do odmérmné banky 10ml a doplnit
mobilni fazi po rysku - ziskdme roztok o koncentraci ¢ = Smg/ml.
I ml roztoku o koncentraci Smg/ml zfedit v odmérné baiice 10ml po rysku

mobilni fazi - ziskame roztok o koncentraci ¢ = 0,5mg/ml. Roztok C100%

3.4.2. Roztoky pro linearitu

Ze zasobnich roztokli D100% a C100% ziskdme postupnym fedénim roztoky
pro linearitu.
Roztok CD10% : V odmérné bance doplnimelml roztoku D100% a 1ml roztoku

C100% po rysku mobilni fazi. Z roztoku CD10% nafedime roztoky o koncentraci
necistot 2; 1,5; 1; 0,5 %. Tyto roztoky ziskdme ziedénim 2; 1,5; 1; 0,5 ml roztoku
CD10% v odmérné batce 10ml po rysku mobilni fazi.

Roztok CD1% : 1ml roztoku CD10% zfedime v odmérné bance 10ml po rysku
mobilni fazi. Z tohoto roztoku nafedime roztoky o koncentraci necistot 0,1; 0,05;

0,01%. Tyto roztoky ziskame zfedénim 1; 0,5; 0,1 ml roztoku CD1%.

3.5. Roztoky pro opakovatelnost nastriki

Pro méteni opakovatelnosti nastfika je pouzit vzorek o koncentraci na tirovni
LOQ, tedy 0,2% roztok Dexamethasonu vzhledem ke 100% obsahu latky v lé¢ivém
ptipravku a 0,01% roztok Cinchokain hydrochloridu vzhledem ke 100% koncentraci
latky v 1é€ivém ptipravku.

Roztok ziskame postupnym fedénim, analogicky jako u vzorkt pro linearitu.
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4., VYSLEDKY
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4.1. Chromatografické podminky

Pro analyzu je pouzita kolona typu Waters Spherisorb ® Phenyl (250 x 4,6
mm, 5 u m). Na Cerpadle je nastaven pritok mobilni faze 1 ml/min.
Na spektrofotometrickém detektoru je nastavena vinova délka 238 nm.

Objem nastiikovany na kolonu je 200 pl.

4.1.1. Optimalizace sloZeni mobilni faze

Pivodni pomér mravencanového pufru a acetonitrilu byl 67 : 33 (Obr. 4 )
Tento pomér byl upraven na pomér mravencanového pufru a acetonitrilu 70 : 30
(Obr. 5 ). Uprava slozeni mobilni faze byla z dtivodu lepsiho oddéleni pikii na

chromatogramu.

(Obr.4) Rozdéleni piki pti slozeni mobilni faze v poméru 67 : 33
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(Obr.5) Rozdéleni piki pfi slozeni mobilni faze v poméru 70 : 30
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Uprava mobilni faze sice prodlouzila celkovou dobu analyzy, ale umoznila lepsi
separaci pikt. Hlavné piky v 9. a 10. minuté. Jde o rozkladny produkt Dexamethasonu

( Rt=9) a hlavni pik Dexamethasonu ( Rt = 10).

4.2. Rozkladné produkty, Selektivita

Pro ziskéani rozkladnych produktl je nutno vzorky zahtivat po dobu 20 hodin pfi
teploté 100°C. [14]
Pro lepsi identifikaci rozkladnych produktli jsou vzorky zahfivany a méfeny
postupné, nejprve samotnd rozpoustédla (Zaklad- Z) (Obr. 6), rozpoustédla
s Dexamethasonem (Obr.7), Cinchokainem (Obr.8), a také rozpoustédla
s Dexamethasonem a Cinchokainem v jednom vzorku (Obr.9). Pro ilustraci je

zahtivan 1 vzorek origindlniho 1é¢iva (Obr.10)
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(Obr.6) Chromatogram Z a Z zahtivaného
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(Obr.7) Chromatogram ZD a ZD zahtivaného
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(Obr.8) Chromatogram ZC a ZC zahtivaného
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(Obr.9) Chromatogram ZDC a ZDC zahtivaného
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(Obr.10) Chromatogram Orig a Orig zahiivané¢ho
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(Obr.11) Chromatogram Z, ZD, ZC, ZDC, Orig
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(Obr.12) Chromatogram Z, ZD, ZC, ZDC, Orig zahtivanych
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4.3. Validace

4.3.1. Linearita

K zjisténi linearity rozkladnych produkti je nejdiive nutno urcit LOQ Dexamethasonu i

Cinchokainu. Po ziskani hodnoty LOQ je moZno stanovit linearitu.

4.3.1.1. LOQ:

K ziskani hodnoty LOQ jsou postupné nafedény vzorky standardnich latek
na koncentraci odpovidajici 0,07% necistot pro Dexamethason (D) a 0,01% pro
Cinchokain (C) . Tyto vzorky jsou zméteny . Dale je proméfen vzorek obsahujici smés

rozpoustédel.(Obr.13)
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(Obr.13)Vypocet LOQ, resp.LOD
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Chromatogramy shora dolu:

Chromatogram standardii D a C natfedénych tak, aby obsahovaly stanovovanou latku
Vv koncentracich odpovidajicich 0,07 % necistot.
Chromatogram standardii D a C natedénych tak, aby obsahovaly stanovovanou latku
Vv koncentracich odpovidajicich 0,01 % necistot.

Chromatogram blanku s obsahem 1,3 butandiolu a glycerolu.

Vypocet:
10*c 3*c 2H
LOQ= ---------- LOD= -----———--- S/N= ——————--
SIN S/N h
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LOQ pro Dexamethason je 0,2% vzhledem ke 100% obsahu Dexamethasonu
Vv 1é¢ivém piipravku. LOD je vypocteno na 0,05%.

LOQ pro Cinchokain je 0,01% vzhledem ke 100% obsahu Cinchokainu v Ié¢ivém
ptipravku. LOD je 0,002%.

4.3.1.2. Linearita rozkladnych produktu

Pro zjisténi linearity rozkladnych produkti jsou proméfeny roztoky

v

cvwr

koncentrace odpovidd koncentraci na tUrovni LOQ. Kazdy vzorek byl nastiiknut

dvakrat. Pozadavek na hodnotu korelacniho koeficientu je vice nez 0,99.

4.3.1.2.1. Linearita Dexamethasonu:

(Tab.2)
Koncentrace Plocha piku Plocha piku
Primérna
Dexamethasonu | Dexamethasonu | Dexamethasonu
hodnota
% 1. méfeni 2. méreni
2 153520 150841 152180,5
15 118507 118432 118469,5
1 75670 73990 74830
0,5 36899 37984 374415
0,2 16469 16435 16452
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(Obr.14) Graf linearni regrese pro Dexamethason
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(Tab.3) Statistické parametry linedrni regrese

Regresni funkce y=kx
Pocet bodu 5 Smérodatna odchylka k
Smérnice primky k=7,678E + 4 +79E+2
Korela¢ni koeficient R =0,99926
Rezidualni odchylka Srez =2,16E + 3

Zavislost y na x byla prok4zéana se spolehlivosti 99,9%
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4.3.1.2.2. Linearita Cinchokain hydrochloridu:

(Tab.4)
Koncentrace Plocha piku Plocha piku
Prumérna
Cinchokainu Cinchokainu Cinchokainu
hodnota
% 1.méfeni 2.méfeni
2 5065274 5056082 5060678
1 2535413 2534029 2534721
0,5 1267319 1267404 1267362
0,1 254342 251803 253072,5
0,05 126279 126515 126397
0,01 23363 23710 23536,5
(Obr.15) Graf linearni regrese pro Cinchokain hydrochlorid
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(Tab.5) Statistické parametry linedrni regrese

Regresni funkce y=Kkx
Pocet bodu 6 Smérodatna odchylka
Smérnice primky + 90E+2
Korela¢ni koeficient R =0,99999

Rezidualni odchylka

Srez =2,07E + 3

Zavislost y na x byla prokazéana se spolehlivosti 99,9%.

4.4. Opakovatelnost nastiriki

Opakovatelnost nastiikt je méfena v koncentracich na trovni koncentraci LOQ

pro Dexamethason i1 pro Cinchokain. Nastfik jednoho vzorku se provadi Skrat, hodnoti

se shoda reten¢nich ¢ast a plochy pik.

(Tab.6) Opakovatelnost nasttikli

RSD = relativni smérodatna odchylka

Cislo Retenéni ¢as Plocha piku | Retencni ¢as | Plocha piku
méfeni Dexamethason | Dexamethason | Cinchokain | Cinchokain
1 9,87 16469 44,84 24939
2 9,87 16435 44,89 25297
3 9,86 16888 44,95 26442
4 9,86 16314 44,99 26116
5 9,86 16819 45,05 27201
Primérna 9,864 16585 44,97 26287,33
hodnota
RSD (%) 0,0555 1,5252 0,1831 3,4401
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Primérny retencni ¢as Dexamethasonu je 9,864 min, RSD odpovida hodnoté 0,0555%.
Priméma plocha piku je 16585 shodnotou RSD rovnou 1,5252%.
Primérny reten¢ni as Cinchokainu hydrochloridu je 44,97 min, RSD odpovida hodnoté

0,1831%. Pramérna plocha piku je 26287,33 s hodnotou RSD rovnou 3,4401%.
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5. DISKUSE
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Na zacatku prace jsme provedli nékolik zmén oproti piivodni pievzaté metodé.

Nejprve byl zménén pomér vodné a organické faze v mobilni fazi. DoSlo tak sice

k prodlouzeni analyzy, ale zaroven se zlepsila separace piku.

Déle jsme pozmeénili pfipravu vzorki. V pivodni pfevzaté metodé jsme ziskali vzorky
v ptili§ viskdéznim roztoku. Metoda: 0,5g vzorku zfedit 0,5ml mobilni faze. Tento roztok
neumoziuje piesné davkovani, vzorky byly v malém objemu, navazka se Spatné
dopliovala do 1ml. Baleni 1é¢ivého piipravku je pomérné malé, proto je pro analyzy
vyhodnéjsi ptipravovat vzorek z 1g vzorku zfedénim do 10ml mobilni fazi. Dodrzeni
puvodni koncentrace vzorku nastfiknutého na kolonu bylo dosazeno zvySenim

nastfikovaného objemu na 200ul.

Hodnoceni spravnosti a pifesnosti je vynechdno, protoze tyto parametry se
hodnoti zndmym pifidavkem znamych necistot nebo rozkladnych produktt. Standardy
necistot nejsou k dispozici, proto je testovana alespont opakovatelnost nastfikii na

koncentra¢ni rovni LOQ.

Podle Evropského 1ékopisu [ 3 ] je limit nelistot u Dexamethasonu pro

jednotlivou necistotu 0,5 % a pro sumu necistot 1,0 % standardu latky.

Podle Evropského lékopisu [ 3 ] je limit neéistot u Cinchokain hydrochloridu pro

jednotlivou necistotu 0,2 % a pro sumu necistot 0,5 % standardu latky.

Limity kvantifikace byly vypocitany pro Dexamethason 0,2% vzhledem ke 100%
obsahu latky v pfipravku, pro Cinchokain hydrochlorid to je 0,01% vzhledem ke 100%
obsahu latky v pfipravku. Jsou tedy niZ§i nez limity pro necistoty v téchto lécivech

podle PhEur.
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Selektivita: Béhem analyzy se na chromatogramu zacal objevovat zdporny pik,
ktery mél retencni Cas blizko hlavniho piku Dexamethasonu (Obr.16 ), proto byly
chromatogramy nehodnotitelné.

(Obr.16) Chromatogram standardu Dexamethasonu na koncentra¢ni urovni LOQ.
Chromatografické podminky viz. experimentalni ¢ast.

5

(238nm)
—o

X MUJ\ MMW“J\J

3

Zkusili jsme obménit jednotlivé ¢asti mobilni faze, a zjistili jsme, Ze necistota na
chromatogramu ma pivod v acetonitrilu, Zpoc¢atku studie jsme pouzivali acetonitril
kvality p.a., ktery naprosto dostacoval potiebam a tento negativni pik nebyl ve vzorcich
patrny. Pouzitim nové Sarze tohoto rozpouStédla vSak doSlo k této neZzadouci
interferenci s pikem dexamethasonu. proto byl pro analyzu pouzit acetonitril pro

chromatografie misto acetonitrilu p.a. a tim byl tento problém odstranén.
Selektivita metody je demonstrovana na obr 6 - 12. Z chromatogramti vzorki a stejnych

vzorkl po tepelné zatézi jsou patrné piky pravdépodobnych rozkladnych produkti, které

budou hodnotitelné v ramci stabilitnich testu.
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6. ZAVER
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. Byly zpracovany literarni udaje tykajici se validacni problematiky.

Byla optimalizovana jiz znama metodika s cilem zlepSit podminky analyzy
a hlavn¢ citlivost. Prodlouzil se celkovy Cas analyzy, pozménila se pfiprava

vzorku.

. Nova metoda: Pouziti kolony typu Waters Spherisorb ® Phenyl (250 x 4,6 mm,
5 p m). Pritok mobilni faze 1ml/min. Spektrofotometricky detektor je nastaven
na 238nm. Objem nastfiknuty na kolonu je 200ul. Mobilni faze je slozena
Z mravencanového pufru pH = 3,6 a acetonitrilu v poméru 70 : 30. Vzorky

pfipravime zfedénim 1,000 g ptipravku do 10,0 ml mobilni fazi.

Byla nalezena hodnota LOQ a LOD pro Dexamethason i Cinchokain
hydrochlorid. Pro Dexamethason LOQ = 0,2 % a LOD = 0,05 % vzhledem ke
100 % obsahu latky v pfipravku.  Pro Cinchokain LOQ = 0,01 %
a LOD = 0,002 % vzhledem ke 100 % obsahu latky v ptipravku.

Byla zkouSena linearita metody. Linearita byla prokazana s hodnotou
korelacniho koeficientu pro Dexamethason Rd = 0,9993, pro Cinchokain

hydrochlorid s hodnotou korela¢niho koeficientu Rc = 0,9999.
Byla zkouSena opakovatelnost nastfiki. RSD je pro shodu retenc¢nich €asii u
Dexamethasonu RSD = 0,06 %, pro Cinchokain je RSD = 0,18 %. RSD pro

plochu piku je pro Dexamethason RSD = 1,52 % a pro Cinchokain = 3,44 %.

Selektivita metody. Pfi pouZzité metodé jsou jednotlivé piky dostate¢né oddélené

a dobie hodnotitelné.
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